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INFOLEHT

Vanas DNAs leiduva saastuse tuvastamine vanade ja kaasaegsete mitogenoomide
vordlusanaliiiisi abil

Vana DNA (ancient DNA, aDNA) on surnud organismide kudedest eraldatud geneetiline
materjal. Vana DNA jérjestustest saadakse vahetut informatsiooni paljude kunagi elanud liikide
geneetilise mitmekesisuse kohta, eriti palju teaduslikke t6id on seotud inimese ja tema eellaste
uurimisega. Uks DNA omadusi on selle ebastabiilsus: aja jooksul suurenevad selle
lagunemisaste ja keemilise modifitseerituse maar. Need protsessid raskendavad vana DNA
analiiiisi efektiivsust vorreldes kaasacgse DNAga.

Arheoloogiliste proovide saastumine kaasaegse geneetilise materjaliga on olnud suureks
probleemiks kogu vana DNA uurimisajaloo viltel. Kéesoleva t66 eesmirgiks on DNA
eraldamine Tartu Ulikooli arheoloogide bioloogilisest materjalist, arheoloogide
mitokondriaalse DNA (mtDNA) fiilogeneetiline analiiiis ning kaasaegsete ja vanade mtDNA
jarjestuste vordlusanaliitis kompleksse saastuse tuvastamise protseduuri osana.

Mairksonad: vana DNA, saastus, mtDNA, geneetiline vordlusanaliiiis

CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

Detection of ancient DNA contamination through comparative analysis of modern and
ancient mitogenomes

Ancient DNA (aDNA) is a genetic material extracted from tissues of dead organisms.
aDNA sequences provide the direct information about the genetic diversity of various species
that lived in the past, and particularly wide field of scientific research is connected to the human
and his ancestors. One of the properties of DNA is its poor chemical stability: with time the rate
of degradation and chemical modifications of the molecule increase. These processes affect the
effectiveness of aDNA analysis making it difficult in comparison with modern DNA.

Contamination of ancient samples with modern genetic material has been a serious
problem throughout the whole history of aDNA studies. The aim of the present work is to
extract DNA from biological samples of archaeologists of University of Tartu, who have
provided bone material for further aDNA analysis, to perform the phylogenetic analysis of
archaeologists’ mtDNA and carry out a comparative analysis of modern and ancient mtDNA
sequences as part of a complex procedure of aDNA contamination detection.
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Kasutatud liithendid

aDNA — ancient DNA, vana DNA

AMI — anatoomiliselt moodne inimene

ap — aluspaar

EDTA — etiileendiamiin-tetradddikhape

F ja R — forward primer and reverse primer, paripidine praimer ja draspidine praimer

hg — haplogrupp ehk (antud t66s) monofiileetiline mtDNA grupp (ehk klaad), mis hdlmab koiki
sarnaseid iihiselt eellaselt parinevaid mtDNA tiiiipe (haplotiilipe)

HVS — hypervariable segment, hiipervarieeruv ala

IBD — identity by descent, identse péritoluga (segmendid)

mtDNA — mitokondriaalne DNA

mt-MRCA — mitochondrial most recent common ancestor, mitokondriaalne viimane iihine
eellane

Ne — effective population size, efektiivse populatsiooni suurus

NGS — next generation sequencing, jargmise pdlvkonna sekveneerimine

np — nukleotiidne positsioon

NRY — non-recombining region of Y-chromosome, Y-kromosoomi mitterekombineeruv osa
PCA — principal component analysis, pShikomponentide analiiiis

PCR — polymerase chain reaction, poliimeraasi ahelreaktsioon

rpm — revolution per minute, p66ret minutis

RSRS — Reconstructed Sapiens Reference Sequence, inimese mtDNA referentsjarjestus
UNG — uratsiil-DNA-gliikosiilaas

WISC — whole-genome in-solution capture, kogu genoomi “kinnipiiiidmine” lahuses



Sissejuhatus

Vana DNA ehk aDNA (ancient DNA) on DNA, mida eraldatakse kiimneid, sadu ja isegi
sadu tuhandeid aastaid tagasi surnud organismide kudedest. lidsetest inimjdanustest eraldatav
DNA, nagu ka praegu elavate inimeste DNA, leiab laialdast kasutust evolutsioonilistes ja
populatsioonilistes uuringutes. Uks suurimaid probleeme vana DNAga seotud t36 juures on
saastus kaasaegse DNAga, mille allikaks osutuvad kodige tihedamini arheoloogilise materjaliga
tootavad inimesed.

Vaatamata sellele, et saastuse minimeerimiseks on vilja tootatud rida reegleid ja
ettevaatusabindusid, ei ole selle tdielik véltimine vdimalik. Seetdttu on héddavajalik iidsete
jarjestuste autentsuse hoolikas kontrollimine. Autentsuse toestamiseks kasutatakse nii vana
DNA enda molekulaarseid eripdrasid kui ka vordlusanaliiiisi: vana DNAd vorreldakse selle
voimalikeks saasteallikateks olevate inimeste DNAga.

Kéesoleva t60 eesmirgiks on vanade mitokondriaalse DNA (MtDNA) jarjestuste
autentsuse kontrollimine vordlusanaliitisi abil, mis on osa komplekssest vana DNA saastuse
tuvastamise protseduurist. Vana DNA, mille autentsust kontrollitakse, périneb eesti
arheoloogide riithma poolt ldbiviidud véljakaevamiste kdigus saadud luumaterjalist. T66
eesmirgi saavutamiseks olid piistitatud jargmised iilesanded: eraldada arheoloogide DNA
kahest erinevast bioloogilisest materjalist (siiljest ja poseepiteeli kaapmest); viia 1abi DNA
proovide kvalitatiivne ja kvantitatiivne hinnang; méaiarata mtDNA haplogrupid kogu mitokondri
genoomi vdi mtDNA kontrollregiooni sekveneerimise ja kodeeriva regiooni informatiivsete
positsioonide genotiipeerimise alusel; korvutada arheoloogide mtDNA haplogruppe iildise
mtDNA mitmekesisusega eestlaste tdnapdevases populatsioonis ning teostada vana DNA ja
arheoloogide DNA vdrdlusanaliiiis.

T6o6 sisaldab ka teoreetilist 0sa, mis kujutab endast vana DNAd ja mtDNAJ kasitleva
kirjanduse iilevaadet. Ulevaate eesmirgiks on anda ettekujutus vana DNA kasutamisest
teaduslikes uuringutes, selle analiilisi eripdradest, saastuse problemaatikast ning sellega

vOitlemise voimalustest.



1 Kirjanduse iilevaade
1.1 Inimese mineviku uurimine geneetiliste meetodite abil

Populatsiooni- ja evolutsioonigeneetika alased uuringud voimaldavad rekonstrueerida nii
lidseid protsesse (inimliigi teket, divergentsi ja segunemist teiste hominiididega, erinevate
maailmaosade asustamist inimese poolt) kui ka hilisemaid mikroevolutsioonilisi siindmusi
(migratsioone, arvukuse koikumisi, populatsioonidevahelisi interaktsioone,
keskkonnatingimustega kohastumist). Inimese evolutsioonilise mineviku uurimiseks
kasutatakse nii praegu elavate kui ka ammu surnud indiviidide geneetilist materjali. VVarieerub
ka analiiiisitava geneetilise materjali liik: selleks voib olla nii diploidne autosomaalne DNA,
kui ka haploidsed, s.t. rakus ainsa variandina esindatud Y-kromosoom ja mtDNA. Nii
autosoomidel, kui ka genoomi haploidsetel osadel on olemas eriparad, mis méaravad iihe voi

teise eelistatust erinevate uuringute jaoks.

1.1.1 Genoomi haploidsed osad ja nende roll kaasaegete inimpopulatsioonide evolutsiooni

uurimisel

MtDNA ja mitte-rekombineeruv Y-kromosoomi osa (non-recombining region of Y
chromosome, NRY)) méngivad olulist rolli inimese mineviku uurimises tdnu omadustele, mis
eristavad neid autosoomidest. Molemad paranduvad uniparentaalselt (ntDNA ema- ja Y isaliini
pidi) ega rekombineeru idutee rakkudes (Giles jt., 1980). Ténu rekombinatsiooni puudumisele
parandub mtDNA muutumatuna emalt lastele ning NRY isalt poegadele, mis teeb neid
populatsioonide nais- ja meesliini rekonstrueerimise unikaalseteks vahenditeks. MtDNA ja
NRY pérandumisviis voimaldab nende jarjestused lihendada vastavalt {ihte siisteemi ehk
konstrueerida mMtDNA ja Y-kromosoomi fiilogeneetilised puud, mis kajastavad
monofiileetiliste gruppide ehk haplogruppide vahelisi seoseid ja vdimaldavad nende vanuse
madramist. Veel itheks mtDNA ja Y-kromosoomi eripéraks vorreldes iilejaanud genoomiga on
nende suurem evolutsioonikiirus (Brown jt., 1979), seetdttu kajastuvad nendes hésti ka
evolutsiooniliselt suhteliselt lithikese aja jooksul toimunud muutused. Genoomi haploidsete
osade kiirema evolutsiooni pdhjusteks on korge mutatsioonisagedus ja neli korda vdiksem
efektiivse populatsiooni suurus (Ne) vorreldes autosoomidega (Jorde jt., 1998). Neljakordne
vahe tuleneb sellest, et MtDNA ja Y-kromosoomi iilekandmisesse jarglastele on kaasatud vaid
pool populatsioonist (vastavalt naised ja mehed) ning ka nende rakkudes on mtDNA ja Y-
kromosoom haploidsel kujul, s.t. kaks korda véiksema variatsioonide arvuga, kui diploidsetel

autosoomidel.



Inimese mtDNA, mida on l&hemalt késitletud kéesoleva t66 eksperimentaalosas, on
kaheahelaline tsirkulaarne molekul pikkusega umbes 16 569 aluspaari (ap) (Anderson jt., 1981,
Andrews jt., 1999). See paikneb viljaspool rakutuuma mitokondrites ja replitseerub
tuumagenoomist sltumatult. MtDNAS eristatakse kaht regiooni: kodeerivat regiooni ja nn.
kontrollregiooni. Kodeerivas regioonis asuvad geenid, millest ekspresseeritakse tRNAsid,
rRNAsid, ribosoomi valke, oksiidatiivses fosforiileerimises osalevaid valke ja muid molekule.
Mittekodeeriv kontrollregioon (nukleotiididsed positsioonid (np) 16 024 — 576) holmab umbes
7% kogu mtDNA pikkusest ning sisaldab kahte nn. hiipervariecruvat ala (hypervariable
segment, HVS), mida nimetatakse nii nende korge varieeruvuse tottu inimpopulatsioonide
vahel ja sees: HVSII (np 57 — 372) ja HVSI (np 16 024 — 16 383) (Andrews jt., 1999, Anderson
jt., 1981, Giles jt., 1980, [1]).

MtDNA korget mutatsioonikiirust soodustavad lokaalselt madal pH mitokondrites, sage
replikatsioon ja madal reparatsiooni efektiivsus (Birky, 2001). See kiirus ei ole konstantne kogu
mtDNA ulatuses varieerudes soltuvalt alast: kontrollregioon evolutsioneerub Kkiiremini, kui
kodeeriv, ning ka HVS-piirkondade sees esineb tugev kohast soltuv mutatsioonikiiruse
varieeruvus (Pesole jt., 1999). Veel iiheks mtDNA eripéraks on selle korge koopiaarv rakus.
Igas mitokondris on kuni 15 DNA molekuli ja rakus, soltuvalt selle energiavajadusest, voib
kokku olla 1000 kuni 10 000 mtDNA koopiat (Rooney jt., 2015). Koos mtDNA suhteliselt
véikese suurusega lihtsustab suur koopiate hulk olulisel médéral selle molekulaargeneetilist
analiiiisi. Peab méarkima ka seda, et vaatamata uniparentaalsele parandumisele esineb mtDNA,
erinevalt ~ Y-kromosoomist, iga inimese rakkudes, vdimaldades uurida koiki
populatsiooniliikmeid.

Eelpool loetletud mtDNA omadused muudavad selle populatsioonigeneetiliste uuringute
hinnatud vahendiks. MtDNA on nii kaasaegsete (nt. Bandelt jt., 1995, Brandstitter jt., 2006),
kui ka iidsete (nt. Krings jt., 1997, Adachi jt., 2017, Currat ja Excoffier, 2004)
inimpopulatsioonide uurimises laialdast kasutust leidnud. Tasub mainida, et kdige esimesed
surnud organismidele kuuluva DNA geneetilise analiilisi katsed pohinesid just mtDNA
kontrollregioonil (Higuchi jt., 1984) ning aastal 2000 ilmunud t606, kus oli edukalt maératud 53
inimese MDNA téielik jérjestus, tdhistas iileminekut kontrollregiooni sekveneerimisest kogu
mtDNA jérjestuse kasutamiseks evolutsioonilistes uuringutes (Ingman jt., 2000).

Ténaseks on kogutud suur hulk informatsiooni mtDNA ja Y-kromosoomi mitmekesisuse
kohta kaasaegsetes inimpopulatsioonides. Mdlemi jaoks on konstrueeritud flilogeneetilised
puud (van Oven ja Klayser, 2009) [2] ning pidevalt toimub uute jarjestuste sekveneerimine,

millega kaasneb ka fiilogeneetiliste puude tdiustamine.
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Joonis 1. MtDNA globaalne fiillogeenia. Koik Aafrika-vélised mtDNA liinid ldhtuvad vaid
tihest haplogrupist (L3), mille moned liinid on levinud ka Aafrikas. Koik Aafrika-vélised liinid
kuuluvad vaid kolme suurde harusse (M, N ja selle haru R) (kohandatud Underhill ja Kivisild,
2007 jargi).

Fiilogeneetiline ja fiilogeograafiline mtDNA ja Y-kromosoomi analiilis annavad
informatsiooni inimese ema- ja isapoolse geneetilise ajaloo kohta ja vdimaldavad nende
vordlevat analiiiisi. Néiteks esinevad molema lookuse vanimad pohiharud ainult Aafrikas ning
vaid viikest osa koikidest harudest voib kohata tilejadnud maailmaosades (joonis 1), mis toetab
hilise Aafrikast valjardnde teooriat (recent ,, Out of Africa“ theory), vastavalt millele oli Aafrika
anatoomiliselt moodsa inimese (AMI) esmaseks levimiskoldeks enne teiste kontinentide
asustamist. Lisaks on tdnapdevaste mtDNA ja Y-kromosoomi jérjestuste analiilisi alusel

rekonstrueeritud hulk suhteliselt hiljutisi siindmusi inimese ajaloos, nditeks on modelleeritud
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migratsiooniteid ja populatsioonidevahelisi interaktsioone peale Aafrikast valjumist. Samuti
uuritakse haploidsete genoomi osade populatsioonidesisest ja -vahelist geneetilist
mitmekesisust ning tehakse selle pohjal jareldusi mineviku demograafiliste trendide kohta:
nditeks on ndidatud, et geograafiliselt perifeersetes regioonides, nagu Euroopa ja Austraalia, oli

véaiksem hulk asutajaid, kui Aasias (Underhill ja Kivisild, 2007).

1.1.2 Autosoomid ja nende mitmekesisus kaasaegsetes inimpopulatsioonides

Inimese genoomi suuruseks on umbes 3.2 Gap (Brown, 2002), mis on kordades suurem,
kui mtDNA (16,5 kap) ja NRY (57 Map) (Quintana-Murci ja Fellous, 2001). Seetottu on
autosoomid palju suurema hulga informatsiooni allikaks vorreldes haploidsete genoomi
osadega. MtDNA ja Y-kromosoomi pikka aega piisinud madala Ne tulemusel koalestseeruvad
molemad fiilogeneetilised puud (s.t. kdik liinid sulanduvad tiheks esivanemaks) suhteliselt
hilises ajaperioodis vorreldes diploidse genoomiga. Inimliigi korral toimub koalestseerumine
umbes 100 000 — 200 000 aastat tagasi, see piirab mtDNA ja Y-kromosoomi abil uuritavate
protsesside jélgimist. Seega sobivad need eelkdige inimese ajaloo evolutsiooniliselt hiljutiste
stindmuste uurimiseks. See-eest kogu genoomi uuringud heidavad valgust ka iidsematele
protsessidele, mis on seotud inimliigi tekke ja mitmekesistumisega (Underhill ja Kivisild,
2007).

Erinevalt mtDNAst ja Y-kromosoomist ei kandu autosoomid muutumatuna vanemalt
lastele. Tanu biparentaalsele parandumisele, millega kaasneb homoloogiliste kromosoomide
juhuslik lahknemine meioosi anafaasis ja rekombinatsioon ehk ristsiire meioosi esimeses
profaasis, toimub pidev alleelide “segunemine” homoloogiliste kromosoomide vahel [3].
Seetottu ei ole diploidseid autosomaalseid jarjestusi, erinevalt mtDNA ja Y-kromosoomi
jarjestustest, voimalik jaotada terviklikeks haplogruppideks ja konstrueerida nende alusel iihtne
fiillogeneetiline puu. See-eest rakendatakse autosoomide uurimisel meetodeid, mis pohinevad
kas tihenukleotiidsete asenduste sagedustel voi haplotiiiipide analiiiisil. Naiteks kasutatakse
esimesel juhul populatsioonide geneetilise struktuuri médramiseks F-statistikat, mille abil
selgitatakse, kuivord erinevad on keskmised véartused kahe populatsiooni jaoks (Wright, 1951,
Weir ja Cockerham, 1984). Autosoomide abil saadava suure hulga andmestiku to6tlemiseks
kasutatakse ka pohikomponentide analiilisi (principal components analysis, PCA), mille
peamiseks eesmérgiks on andmete esitusviisi lihtsustamine voimalikult vdikeste informatsiooni
kadudega (Pearson, 1901, Hotelling, 1933). Individuaalsete segunemisproportsioonide
arvutamise tiheks levinumaks meetodiks on segunemisanaliiis (admixture analysis,

biogeographical ancestry analysis), mille abil méaratakse indiviidi geograafiline péritolu tema
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geneetilise tausta baasil. Meetod 1dhtub asjaolust, et indiviidi DNA kannab endas koikide tema
eellaspopulatsioonide geneetilist materjali (Alexander jt., 2009).

Vaatamata sellele, et sugurakkudes toimuv ristsiire pohjustab kromosoomide muutumist
polvkondade Idikes, toimub teatud ulatuslike regioonide vahel rekombinatsioon véga harva, nii
et nad paranduvad reeglina muutumatu tervikuna, mistottu saab analiilisida piirkondi, mis
hdlmavad mitmeid varieeruvaid positsioone. Niisuguseid jarjestusi nimetatakse haplotiitipideks
(Crawford ja Nickerson, 2005) ning analiiiisides neid erinevate populatsioonide esindajatel voib
modelleerida ja dateerida mineviku segunemisprotsesse ja migratsioone (Hellenthal jt., 2014).
Samal eesmairgil rakendatakse identse péritoluga segmentidel (identity by descent, 1BD)
pohinevat meetodit, mis on laialdaselt kasutatav geneetilises kaardistamises ja
populatsioonigeneetilistes uuringutes: kahe indiviidi tihise IBD segmentide pikkus on seda
suurem, mida hiljem elas nende viimane iihine eellane (Browning, 2008).

Praegu elavate inimeste autosoomide uurimine voimaldab teha jareldusi nii kaasaegsete
populatsioonide struktuuri kui ka mineviku siindmuste kohta. Uheks heaks niiteks on 2008.
aasta t060, kus uuriti geneetilise ja geograafilise distantsi korrelatsiooni ning genotiipeerides
3000 eurooplast iile 500 000 lookuse osas jouti jareldusele, et kasutades alleelide sagedusi voib
maédrata indiviidi geograafilist péritolu mdnesaja kilomeetri tdpsusega (Novembre jt., 2008).
Peale selle teeb genoomne analiilis voimalikuks ajaloosiindmuste rekonstrueerimise: nditeks
modelleerisid Hellenthal ja kolleegid kaasaegsete inimeste autosomaalse genoomi baasil iile
saja olulise siindmuse inimajaloos, mis toimusid viimase 4000 aasta véltel Ladne-Euraasia
territooriumil (Hellenthal jt., 2014) ning mille seas on sdjad, sissetungid, migratsioonid,
orjakauplemine ja muud populatsioonide segunemisega seotud protsessid. Veel iiks kaasaegse
DNA ulatuslik uuring viidi 1dbi 2016. aastal (Pagani jt., 2016). Sekveneerides taielikult ligi 500
erineva paritoluga inimese DNAd uurisid autorid heterosiigootsust, geenitriivi, populatsioonide
Ne muutumist ajas, positiivset ja tasakaalustavat looduslikku valikut ja ka inimese kaugemat
minevikku: jouti jareldusele, et lisaks AMI pdhilisele viljardndele Aafrikast 75 000 aastat
tagasi leidis aset ka varasem viljardnne, mis toimus umbes 45 000 aastat enne seda.

Vaatamata kokidele analiiiisivdimalustele annab kaasaegsete inimeste DNA
minevikusiindmuste kohta vaid sellist informatsiooni, mis vdimaldab kiill piistitada hiipoteese
meie liigi kunagise geneetilise mitmekesisuse kohta, aga ei anna vodimalust nende
kontrollimiseks. Seetdttu hakatakse populatsioonigeneetilistes ja evolutsioonilistes uuringutes
aina rohkem kasutama ammu surnud inimeste geneetilist materjali. Sadu ja tuhandeid aastaid
vanad DNA jarjestused osutuvad tihtipeale asendamatuks vahendiks inimese mineviku

moistmisel.
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1.2 Vana DNA kui inimajaloo uurimise vahend

Vanaks DNAKks (ancient DNA, aDNA) nimetatakse DNAd, mis on eraldatud ammu
surnud organismide kudedest. Vana DNA uurimisega tegeleb arheogenoomika, mis uurib
surnud, sealhulgas véljasurnud organismide isedrasusi kasutades nende DNA jarjestusi. Vana
DNA abil uuritakse pajusid mineviku aspekte, nditeks kunagi elanud populatsioonide
geneetilist  mitmekesisust ja interaktsioone, pikaajalisi demograafilisi mustreid,
keskkonnategurite (néiteks kliilmamuutuste voi katastroofide) ja evolutsiooni vahelisi seoseid.

Vana DNA uurimise alguspunktiks loetakse aastat 1984, kui Higuchi ja kolleegid
sekveneerisid vana mtDNA lithikese fragmendi. Jarjestus kuulus quaggale (sebrale sarnane
imetaja, kes suri vilja 1880ndatel aastatel) ning oli eraldatud muuseumikollektsiooni kuulunud
nahast (Higuchi jt., 1984). Jargnes suur hulk vana DNA uuringuid, kus {iritati eraldada ja
sekveneerida DNAd, mis kuulus koikvoimalikele véljasurnud organismidele (isegi
dinosaurustele), sealhulgas ka hominiididele, kuid esialgu olid need katsed enamasti edutud voi
andsid ekslikke tulemusi.

Esimesed onnestunud vana DNA uuringud pohinesid mtDNAI, mida on selle vdikese
suuruse ja suure koopiaarvu tottu lihtsam eraldada ja analiitisida, kui tuuma DNAJ (vt. punkti
1.1.1). Iidsetest jaanustest eraldatud mtDNA genoomi kattuvus (ehk mitu korda on iga
nukleotiid DNA sekveneerimisel loetud) voib olla kiimneid ja sadu kordi suurem, kui tuuma
DNA oma (Hansen jt., 2017).

Kuid vana DNA eraldamise optimeerimise ja uue pdlvkonna sekveneerimismeetodite
(next generation sequencing, NGS) kasutuselevotuga ei ole see vahe enam iiletamatuks
takistuseks nukleaarsete jarjestuste saamisel. Tédnu tehnoloogiate arengule toimus iileminek
tiksikute organismide mtDNA sekveneerimisest (nt. Higuchi jt., 1984, Paibo jt., 1988)
ulatuslikeks tdisgenoomsetel jérjestustel pohinevateks populatsiooniuuringuteks, kus
analiilisitakse kiimneid ja sadu teatud kultuuri voi regiooniga seotud genoome (nt. Allentoft jt.,
2015, Haak jt., 2015; Mathieson jt., 2016). Samuti sai voimalikuks erinevatest ajastutest
périnevate, isegi sadu tuhandeid aastaid vanade genoomsete jérjestuste uurimine: nditeks
sekveneeriti 2016. aastal 430 000-aasta vanusest hominiidi fossiilist eraldatud nukleaarne DNA
(Meyer jt., 2016). Ténaseks on sekveneeritud suur hulk vanu genoome, alates mikroobsetest
patogeenidest ja 1opetades selgroogsetega (Orlando jt., 2015).

Vana DNA pdhjal on teostatud rida inimese kaugminevikuga seotud revolutsioonilisi
uuringuid. Niiteks sekveneeriti 1997. aastal nendertaallase mtDNA ning jouti jéreldusele, et
AMI ja neandertaallase viimane iihine esivanem elas 4 korda varem kui niilidisaegsete inimeste

viimane iihine esivanem, mis viitab sellele, et neandertaallased surid vélja ilma kaasaegse
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inimese MtDNA mitmekesisusse panustamata (Krings jt., 1997). On ka sekveneeritud Denisova
koopast leitud sormeluust ja hambast eraldatud DNAd (Reich jt., 2010, Meyer jt., 2012) ja
rekonstrueeritud selle pdhjal Denisova inimese demograafilist ajalugu ning tiisgenoomse
analiiiisi pdhjal joutud jareldusele, et AMI, neandertaallane ja Denisova inimene on siiski
kunagi segunenud (Green jt., 2010, Priifer jt., 2014).

Ténaseks on kogunenud suur hulk informatsiooni inimese, eriti eurooplaste, iidsete
populatsioonide kohta (nt. Mathieson jt., 2018) [4][5]. Selle informatsiooni analiiisimisel
tehakse jareldusi nii inimese geneetilise mitmekesisuse kohta mingil kindlal ajastul kui ka DNA
muutumisest pdlvkondade ja ajastute 15ikes.

Niiteks selgitati vana DNA pohjal tdnapdevaste eurooplaste paritolu: on ndidatud, et
nende eellkdijaiks on viahemalt kolm kunagist eellaspopulatsiooni: mesoliitikumi ehk keskmise
Kiviaja kiitid-korilased, varased maaharijad ja stepiparitolu karjakasvatajad (Lazaridis jt., 2014;
Haak jt., 2015). Vanade genoomide uurimine aitab kaasa Euroopa neolitiseerumise, s.t.
hilisesse kiviaega iileminekul toimunud kultuuriliste ja rahvastiku muutustega seotud
stindmuste moistmisele (Bramanti jt., 2009, Skoglund jt., 2012, Mathieson jt., 2016): niiteks
leidis kinnitust neoliitikumi karjakasvatajate ithise Anatoolia paritolu hiipotees enne nende
edasist levimist Kesk-Euroopas.

Veel iiheks uurimissuunaks on selliste DNA muutuste uurimine, mis kajastuvad
fenotiilibis ja on seeldbi loodusliku valiku all. Niisugusteks tunnusteks on niiteks naha ja
silmade virvus, patogeeniresistentsus, immuunsiisteemi eripdrad jne. Naiteks 2016. aasta
uuringus genoomse vana DNA poliimorfisme analiiiisides ndidati, et uuritud tunnustest on
eurooplastel loodusliku valiku tugevaima moju all laktoositaluvuse eest vastutav lookus ning et
laktoositaluvus on eurooplastel vélja kujunenud vaid viimase 4000 aasta jooksul. Samuti on
valiku all teised toitainete (lipiidide, gluteeni ja vitamiin D) omastamisega seotud geenid ja ka
naha heleda pigmentatsiooni eest vastutav lookus (Mathieson jt., 2016).

Niisiis tdiendab inimese ja tema eellaste vana DNA uurimine olulisel mdiral kaasaegsele
DNAIle toetuvat arusaamist minevikusiindmustest. Analiiiisides arheoloogilisest materjalist
eraldatud DNA jérjestusi saadakse vahetut informatsiooni ammu surnud indiviidide
geneetilistest eripdradest ning tehakse jareldusi, mis puudutavad nii inimliigi teket ja seoseid
teiste liikidega kui ka tdnapdevaste populatsioonide suhteliselt hiljutist tekkelugu ja

fenotiiiibiliste isedrasuste véljakujunemist.
1.2.1 Inimese vana DNA allikad

Vana DNA poéhiliseks allikaks on inimjaidnused, mida hoitakse muuseumikollektsioonides

ja kirikutes voi kaevatakse vilja arheoloogiliste leidudena. Muuseumides hoitakse tavaliselt
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skelette voi muumiaid, kuid materjal v4ib olla esindatud ka mingil muul kujul — néiteks voivad
kehad ja kehaosad olla fikseeritud formaliinis voi piirituses (Thomas ja Pdédbo, 1993). Suur hulk
antropoloogilist materjali saadakse muistsete haudade lahtikaevamisel, kus jddnused on
sailinud peamiselt luulise materjalina.

DNA eraldamiseks iidsete inimpopulatsioonide geneetilise analiiiisi jaoks kasutatakse
eelkdige just kaltsifitseerunud kudesid — luid ja hambaid. Parimaks DNA allikaks peetakse
kaljuluud (petrous bone — oimuluu sisemine osa, mis on imetaja kehas kdige kdvem ja tahkem)
ja hambajuure tsementi (Pinhasi jt., 2015, Hansen jt., 2017). Uuringud on ndidanud, et
molemast materjalist on voimalik eraldada keskmiselt 8 korda rohkem endogeenset, S.t.
uuritavale organismile kuuluvat DNAJ, kui teistest luudest (Hansen jt., 2017), mis tdhendab, et
DNA parema siilimise tottu dnnestub samast hulgast koest saada jirjestused keskmiselt 8x
suurema kattuvusega. Kui vorrelda neid kahte, siis kaljuluud peetakse stabiilsemaks ja
usaldusvaarsemaks DNA allikaks, kuigi soodsate sdilimistingimuste korral voib hammastest
eraldada ronkem DNAd (Mathieson jt., 2016). Samas ei sobi kaljuluu tldiselt patogeenide
uurimiseks — on ndidatud, et naiteks katku pShjustav Y. pestis, mis on tuvastatav katku kandva
inimese hambast, ei ole leitav kaljuluu materjalist (Margaryan jt., 2018).

Kuigi vana DNA eraldamiseks kasutatakse peamiselt véljakaevatud luulist materjali,
kasutatakse ka kiitisi, juukseid ja muid kudesid ja organeid, aga ka koproliite ehk Kivistunud
ekskremente (Poinar jt., 1998). Niiteks eraldasid 2011. aastal Rasmussen ja kaasautorid DNAd
Austraalia parismaalase juustest (Rasmussen jt., 2011) ja iihes varasemas uuringus oli DNA
allikaks 7000-aastane inimese aju (Paabo jt., 1988). Veel iiheks juuste kasutamise néiteks on
varase ja tdnaseks kadunud Groonimaa kultuuri kuulunud ja 4000 aastat igikeltsas veetnud
mehe juustest eraldatud mitokondriaalse (Gilbert jt., 2008) ja tuuma (Rasmussen jt., 2010)
DNA sekveneerimine. Juuksed, nagu hambad ja kaljuluu, on samuti vdga heaks DNA allikaks,
kuna nende hiidrofoobne pind teeb neid vdhem vastuvotlikeks bakteriaalse kahjustuse suhtes ja
voimaldab pinna puhastamist enne DNA eraldamist (Gilbert jt., 2004), kuid juustega jadnused
on liiga haruldased selleks, et need voiks olla laialdaselt kasutatavad.

Samuti on sekveneeritud rida muumiatele kuuluvaid DNA jarjestusi, vaatamata sellele et
Egiptuse kuum Kkliima, enamike hauakambrite korge niiskus ning mumifitseerimisel
kasutatavad ja DNA lagunemist soodustavad ained (eriti naatriumkarbonaat) vdhendavad
autentse DNA esinemise tdendosust (Gilbert jt., 2003). Egiptuse muumia DNA analiiiisi katse
tegi esimesena Svante Paiabo 1985. aastal kasutades selleks molekulaarset kloonimist (Péébo,
1985), mille tulemused on siiani vaieldavad. Alles véiga hiljuti sai voimalikuks koigile
kvaliteedinGuetele vastav uuring, kus analiilisiti 151 erinevaist ajastutest parinevat Egiptuse

muumiat, millest 90-st onnestus MtDNA eraldamine ja kolmest kogu genoomi informatsiooni
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saamine. Samas ndidati, et geneetiline materjal sdilib ka pehmetes mumifitseeritud kudedes,
kuid seal on amplifitseeritava DNA sisaldus keskmiselt 10 korda vidiksem, kui luudes ja
hammastes (Schuenemann jt., 2016).

Seega, kuigi DNAd voib eraldada erinevatest kehaosadest ja kudedest, kasutatakse
pOhiliselt kaltsifitseerunud kudesid — luid ja hambaid, millest omakorda suurimat rolli

mangivad hambatsement ja kaljuluu.
1.2.2 DNA degradatsioon ja selle sdltuvus keskkonnatingimustest

DNA halb sdilivus on iidsete genoomide uurimise peamiseks limiteerivaks teguriks. Kuna
pdrast organismi surma ei toimi enam rakus DNA reparatsiooni mehhanismid, on DNA
eksponeeritud okstlideerivatele ja hiidroliiiitilistele kahjustustele, mille tekkimisel médngivad
oma osa ka raku enda nukleaasid. Peamisteks post-mortem ehk surmajérgselt tekkivateks DNA
kahjustusteks on DNA lagunemine lithikesteks, kuni monesaja aluspaari pikkusteks
fragmentideks, pilirimidiinide ja suhkrujddkide modifikatsioonid ning ldmmastikaluseta
positsioonide ja ahelate- ja molekulidevaheliste ristsidemete teke (Pdabo, 1989, Lindahl, 1993).
DNA pdhilised keemilised kahjustused ja nende tekkekohad on naidatud joonisel 2. Vana DNA
post-mortem modifikatsioonid raskendavad selle analiiiisi: nditeks fragmentide viike pikkus ja
kovalentsed sidemed raskendavad DNA amplifikatsiooni ning nukleotiidide modifikatsioonid
pOhjustavad valepaardumisi ja sekveneerimisvigu. Samas kasutatakse vana DNAle

iseloomulikke muutusi selle autentsuse toestamiseks, millest tuleb juttu edaspidi.
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Joonis 2. Vana DNA pdhilised post-mortem kahjustused. On nédidatud DNA iihe ahela lithike
16ik, milles on esindatud kdik neli nukleotiidi; kahjustuste kohad ja tiiiibid on nédidatud vérviliste
nooltega (kohandatud Hofreiter jt., 2001 jérgi).
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Uheks olulisemaks teguriks, mis piirab vana DNA analiiiisi standartsete meetodite abil,
on selle lagunemine lithikesteks fragmentideks. Allentofti ja kaasautorite hinnangul on mtDNA
lagunemise kiirus (fragmentatsioonitase) 5.5 x 107° nukleotiidi kohta aastas (vastav
poolestusaeg on 521 aastat), kusjuures tuuma DNA laguneb vdhemalt kaks korda kiiremini
(Allentoft jt., 2012). Teiselt poolt aga on uuringuid, kus on niidatud, et kuigi DNA
fragmenteeritus on vanadel proovidel korgem kui suhteliselt noortel, ei esine aja ja keskmise
fragmendi pikkuse vahel selget korrelatsiooni (Sawyer jt., 2012).

DNA lagunemise kiirus sdltub paljudest surnukeha iimbritseva keskkonna fiiiisikalistest,
keemilistest ja bioloogilistest teguritest, milleks on niiteks niiskus, mikroorganismide rohkus
ja aktiivsus ning pH. Eelkdige on lagunemise kiirust médravateks teguriteks temperatuur ja
niiskus. Soojus ja korge niiskustase soodustavad kiiret lagunemist samas kui kiilm ja kuiv
keskkond parsib mikroorganismide kasvu ja minimeerib keemilisi kahjustusi (Burger jt., 1999,
Lindahl, 1993). Kiire kuivamine, kiilmumine v&i korge soolakontsentratsioon inaktiveerivad
nukleaase nii, et nad ei kahjusta DNAd vahetult peale indiviidi surma (Nicholls, 2005). Lisaks
akumuleeruvad erinevad DNA kahjustused keskkonnatingimustest sdltuvalt erineva kiirusega:
néiteks pakutakse, et igikeltsa tingimustes olevas DNAs tekivad ristsidemed kordades kiiremini
kui katked (Hansen jt., 2006).

Vanimad analiilisitud proovid on eraldatud igikeltsast leitud jdénustest: niditeks pracgu
teadaolev vanim sekveneeritud DNA (560-780 tuhat aastat vana, 1.12-kordne kattuvus) on
eraldatud igikeltsas olnud hobuseluust (Orlando jt., 2013). DNA séilimise seisukohast vdiksid
olla ideaalseks paigaks polaaraladel olevad jaakilbid, kus keskmine temperatuur on -50°C, kuid
tasub mainida, et teoreetiliselt ei sdili amplifitseeritav DNA isegi ideaalsetes tingimustes lile
miljoni aasta (Willerslev ja Cooper, 2005). Kuigi mdddukamas kliimas ei sdili DNA nii hésti
kui igikeltsas, sai tehnoloogiate tdiustamisega vdimalikuks ka vdga vana DNA eraldamine
madalatelt laiuskraadidelt: nditeks voib tuua 430 000 aastat vana Hispaaniast leitud hominiinide
jadnustest eraldatud DNA sekveneerimist (Arsuaga jt., 2014).

Seega viitavad eelnevalt loetletud DNA surmajirgse degradatsiooni isedrasused sellele,
et amplifitseeritavate DNA jérjestuste sisaldus vanades kudedes on viga madal ning ka need
esinevad seal markimisvéadrselt fragmenteeritud ja modifitseeritud kujul, mis méirab edasise

analiiiisi spetsiifika.
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1.2.3 Vana DNA eraldamine ja analiiiisi spetsiifika

To66 vana DNAga algab selle eraldamiseks sobivate kudede véljavalimisest. Voimaluse
korral valitakse hésti sédilinud tahkeid kudesid ning suuri luid eelistatakse viikestele, kuna
nendest dnnestub suurema toendosusega autentse DNA eraldamine.

DNA eraldamine iidsetest jddnustest algab kudede tiikeldamisest voi pulbriks
hoorumisest. Seejarel dekaltsifitseeritakse proovid inkubeerides neid etiileendiamiin-tetra-
addikhappe lahuses (EDTA) 2-4 pdeva jooksul ning puhastatakse mitme teise aine, niiteks
proteinaas K abil, et eemaldada lahusest valke ja teisi ebavajalikke komponente. Sellele jargneb
DNA sadestamine ja pesemine etanoolis, kuivatamine ja lahustamine Tris-EDTA (TE) puhvris.
DNA eraldamise protokollid erinevad sdltuvalt koest vOi organist, eraldamise spetsiifikat
miirab ka eksemplari vanus ja sdilivusaste (Rohland ja Hofreiter, 2007).

DNA eraldamisele jargneb selle molekulaargeneetiline analiiiis: amplifitseerimine ja
sekveneerimine. Vana DNA madal sisaldus ja degradeeritud iseloom piiravad selle uurimist
tavaliste meetoditega, mis sobiksid elusate inimeste kudedest eraldatud DNA analiiiisiks.
Seetottu on kogu vanade proovidega seotud uuringute ajaloo viltel pidevalt leiutatud ja
taiustatud viise, kuidas suurendada vanade jarjestuste kvaliteeti ja usaldusvédrsust. Naiteks
kasutatakse post-mortem modifikatsioonide hulga vahendamiseks uratsiil-DNA-gliikosiilaasi
(UNG), mis eemaldab DNAst uratsiili, mis normaalselt seal ei esine, aga moodustub tsiitosiini
deamineerimise tulemusel (Hofreiter jt., 2001). Korge tdpsusega DNA poliimeraasid (high-
fidelity DNA polymerases) teevad vorreldes “tavaliste” poliimeraasidega vdhem vigu
suurendades niiviisi sekveneerimise efektiivsust. Samuti kasutatakse N-fenatsiiiil tiasoolium
bromiidi (N-phenacylthiazolium bromide, N-PTB), mis 16ikab ristsidemeid suhkrujdékide ja

aminorithmade vahel, muutes seeldibi DNAd amplifitseeritavaks (Poinar jt., 1998).
1.2.3.1 Vana DNA analiiiisi varased meetodid

Esimestes vana DNAga seotud uuringutes kasutati molekulaarset kloonimist, et
paljundada loomanahkadest ja inimmuumiatest eraldatud DNA fragmente (Higuchi jt., 1984,
Padbo S., 1985). Molekulaarne kloonimine on meetod, mis pohineb uuritava DNA
paljundamisel elusorganismis, eelkdige bakteris E. coli. Analiiiisitav DNA liidetakse teise DNA
elemendiga, mida kutsutakse vektoriks. Vektori DNA sisaldab koiki vajalikke elemente, et
peremeesorganismis replitseeruda. Lisaks sisaldab vektor tavaliselt geeni, mille produkt tagab
resistentsuse mingile antibiootikumile, et oleks vdimalik positiivselt selekteerida vektorit
sisaldavaid peremeesrakke. Analiiiisitava fragmendi sisestamiseks vektorisse kasutatakse
tavaliselt DNAd Ioikavat ensiitime — sait-spetsiifilisi DNA endonukleaase ehk restriktaase — ja

kaheahelalisi katkeid kokkuliitvat ensiitimi — DNA ligaasi. Seejérel sisestatakse analiiiisitavat
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jarjestust sisaldav plasmiid peremeesrakku ning ta replitseerub selles rakuliste mehhanismide
abil [6].

Antud meetodi rakendamise niiteks voib tuua 1989. aasta uuringu, kus analiiiisiti nelja
loomaliigi jaanustest eraldatud DNAd; molekulaarse kloonimise teel paljundatud DNA
fragmendid olid keskmiselt 90 ap pikad (Pddbo S., 1989). DNA analiilisil molekulaarse
kloonimise abil on mitu puudust. Meetod vajab palju aega, mis kulub nii piisava arvu
fragmentide saamiseks ehk bakterite paljunemiseks, kui ka analiilisitava DNA jdrgnevaks
puhastamiseks rakumassist. Lisaks on ligeerimise ja transformeerimise madal efektiivsus
materjali markimisvadrsete kadude pohjuseks. Meetod vdimaldab vaid iiksikute suure
koopiaarvuga (pohiliselt mtDNA) lookuste analiiiisi ning eraldatava vana DNA viikese hulga
tottu on praktiliselt vOimatu iihesuguseid jdrjestusi kandvate bakteriaalsete kloonide
isoleerimine, mistottu ei ole tulemused hésti korratavad (Péébo jt.., 2004). Tasub mainida, et
lisaks molekulaarse kloonimise ndrkustele puudusid vana DNA uuringute algusajal ka
usaldusvéirsed meetodid DNA kahjustatuse ja saastatuse hindamiseks.

Poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) laialdase kasutamise algusega muutus vana DNA
analiiiis palju lihtsamaks, kuna PCR vodimaldab isegi liksikutest molekulidest piiramatu arvu
koopiate saamist lithikese aja jooksul. Kuid ka sellel meetodil on omad miinused: selle
rakendamiseks peab teadma amplifitseeritava DNA jérjestust, et konstrueerida sobivaid
praimereid; DNA poliimeraas teeb ja paljundab vigu; PCR on vdimalik vaid juhul kui
amplifitseeritav fragment on piisavalt pikk, et selle informatiivse jarjestusega voiks seostuda
kaks praimerit (Dabney jt., 2013). Samas on pikki fragmente vanades proovides véhe ja koige
rohkem on véga lilhikesi molekule, mistdttu sisaldab just see fraktsioon koige rohkem
informatsiooni (Allentoft jt., 2012, Orlando jt., 2013). Lisaks suurenes PCR kasutamisega ka
vanade proovide tundlikkus kaasaegse DNAga saastuse suhtes, kuna kdrgema kvaliteedi tottu
on nende amplifikatsioon palju efektiivsem kui degradeeritud ja modifitseeritud vanal DNAI
(Willersleev ja Cooper, 2005).

1.2.3.2 Vana DNA molekulaargeneetiline analiiiis téinapieval

Tanapdeval on vana DNA jérjestuste saamise pdhiliseks viisiks tdisgenoomne
sekveneerimine NGS meetodite abil, mis voimaldab tugevalt fragmenteeritud DNA efektiivset
sekveneerimist ning seeldbi informatsiooni kadude minimeerimist. Niilidisajal kasutatakse
kogu genoomi sekveneerimiseks eeskdtt firma Illumina toodetud platvorme.
Molekulaargeneetiline analiiiis algab sekveneerimisraamatukogu koostamisest [7]: vana DNA
fragmentide otsad parandatakse ja nende otstesse liidetakse adapterid, millele

komplementaarsed oligonukleotiidid on immobiliseeritud tahkele kandjale. Adapterite kaudu
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seostunud jérjestused amplifitseeritakse sildamplifikatsiooni abil (bridge amplification), mille
tulemusel on pind kaetud identsete molekulide klastritega. Seejdrel toimub sekveneerimine
(sequencing by synthesis), kus kasutatakse fluorestsentselt maérgistatud nukleotiide ning
signaali lugemine toimub iga sekveneerimistsiikli jarel [8].

NGS meetodite peamiseks eeliseks on molekulide kogu pikkuse sekveneerimine ning see,
et protsess ei ole piiratud praimerite spetsiifiliste seostumissaitidega (Skoglund jt., 2014).
Samuti voib selle tehnoloogia abil amplifitseerida ka viga lithikesi DNA fragmente (<50 ap),
mis on suureks plussiks korgelt fragmenteeritud vana DNA analiiiisil (Dabney jt., 2013) ja

voimaldas uuritavat ajaakent liikkata suurusjargu vorra varasemasse acga (Orlando jt., 2015).
L 1 | p—
N e/

T7 RNA polumeraasi
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Joonis 3. Vana DNA proovi rikastamine WISC meetodil. Luuakse kaasaegse inimese DNA
baasil DNA “ahvatiste” raamatukogu, mida transkribeeritakse biotiniileerides in vitro, seejérel
hiibridiseeritakse saadud RNA-“ahvatised” arheoloogilisest proovist eraldatud DNA
raamatukoguga ning seotakse biotiniileeritud nukleotiide sisaldavaid DNA-RNA hiibriide
streptavidiiniga kaetud tahke kandja pinnale, millele jiargneb seotud DNA 1dikude
sekveneerimine (kohandatud Carpenter jt., 2013 jargi).

Vanadest kudedest eraldatava DNA kogus on tavaliselt viga madal, mis raskendab vana
DNA analiiiisi. Olukorra parandamiseks on vilja tootatud meetodid, mis on suunatud proovide

rikastamisele endogeense DNAga: seostamine tahkele kandjale (tavaliselt klaasist
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mikrokandjad) v&i sidumine lahuses (Bainbridge jt., 2010). Siduda ja paljundada voib nii
mtDNA ja kromosoomide iiksikuid regioone kui ka eksoomi vdi tervet genoomi. Lahuses
kinnipiiidmise nditeks vOib tuua terve genoomi kinnipiitidmine lahusest (whole-genome in-
solution capture, WISC), mille abil saab katte kogu proovides sisalduva informatsiooni ja mis
seetdttu sobib koige paremini degradeeritud vana DNA analiiiisiks (joonis 3). Selleks
kasutatakse biotiniileeritud RNA-oligonukleotiide (“ahvatisi”’), mis on konstrueeritud
kaasaegse inimese genoomi baasil ning katavad kogu genoomi. Lahuses toimub hiibridisatsioon
ja fragmentide sidumine streptavidiiniga kaetud kuulikeste pinnale. Seondumata DNA, mis
parineb teistelt organismidelt, pestakse vélja, samuti eemaldatakse kogu RNA, nii et kuulide
pinnale jadb vaid analiilisimisele kuuluv inim-DNA, mida seejdrel amplifitseeritakse ja
sekveneeritakse (Carpenter jt., 2013).

Kirjeldatud meetod ja teised sarnased metoodikad holbustavad mérkimisvéérselt vana
DNA analiiiisi: nditeks oli {ilalmainitud t66s (Carpenter jt., 2013) enne rikastamist 1.2%
jarjestustest madratud inimesele kuuluvaks ja parast rikastamist tdusis see protsent umbes 60-
ni. Ténu sellele viheneb madala endogeense DNA kontsentratsiooniga proovide
sekveneerimise keerukus ja hind ning suhteliselt lithikese aja jooksul on voimalik sekveneerida

palju proove.
1.3 Vana DNA saastus

Vana DNA saastus on uuritava organismi DNA segunemine eksogeensete, s.t. sellele
organismile mittekuuluvate DNA jarjestustega, mis raskendavad analiiiisi ja voivad viia ekslike
tulemusteni. Iidsetest jadnustest eraldatud DNA kujutab endast alati endogeense ja
keskkondliku (s.t. bakteritele, seentele, taimedele ja muudele organismidele kuuluva) DNA
segu (nt. Green jt., 2006). Tavaliselt on endogeense ehk autentse DNA sisaldus kogu eraldatud
DNA taustal vdga madal. Tihtipeale moodustavad autentsed jarjestused alla 1% kogu DNA
fraktsioonist (Garcia-Garcera jt., 2011, Fu jt., 2012) ning vaid monedel juhtudel on see protsent
korge: nditeks igikeltsa tingimustes (mis on ebasoodsad kolonisatsiooniks mikroorganismide
poolt) olnud mammuti DNA analiilisil méddrati mammutile kuuluvaks ligi pool koigist
jarjestustest (Poinar jt., 2006).

Allpool on toodud joonis (joonis 4), mis illustreerib neandertaallase luuproovist eraldatud
DNA koostist. Voib ndha, et suurema osa DNA jaoks oli selle allikaks olnud organismi
taksonoomilise kuuluvuse madramine voimatu, kuna andmebaasist ei leitud piisavalt sarnaseid

jarjestusi, ja primaatidele kuulus 6.2% jarjestustest.

20



Pseudomonadales

Rhizobiales
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Joonis 4. Niide neandertaallase luuproovist eraldatud DNA taksonoomilisest koostisest
(kohandatud Green jt., 2006 jargi). Primaatidele kuuluv DNA on eraldi vilja toodud lillal
taustal.

Inimjddnustest eraldatava DNAga seotud toddes on koige ohtlikumaks saastajaks
kaasaegse inimese DNA. Kui nditeks viljasurnud mammuti uurimisel on iisna viike tdenédosus,
et proovidesse satub kaasaegse elevandi DNA, siis inimesega seotud uuringute korral on
potentsiaalsed saasteallikad pidevalt proovide vahetus ldheduses. Kuna tdnapdeval eclava
inimese DNA ei ole kergesti eristatav iga teise AMI DNAst soltumata sellest, kui ammu aega
tagasi viimane elas (Sawyer jt., 2012), voib see viia ekslike jareldusteni. Kui radgitakse vana
DNA proovi saastusest, siis moeldakse selle all just saastust kaasaegse inimese DNAga ning
selles tdhenduses kasutatakse seda mdistet edaspidi ka kdesolevas t60s. Vaatamata arvukatele
kaitseabindudele, mida rakendatakse vdhendamaks eksogeense DNA sattumist iidsetesse

proovidese, jddb saastus inimese paleogenoomika iiheks tdsisemaks probleemiks.
1.3.1 Saastuse peamised allikad ja pohjused

DNA hakkab lagunema kohe peale organismi surma ning selle degradatsioonimaér
suureneb ajaga kuni see muutub analiiiisiks kdlbmatuks. Vana DNA amplifitseerimine on
raskendatud vorreldes kaasaegse parema kvaliteediga DNAga, mistottu voib isegi vdike kogus
segusse sattunud kaasaegset DNAd osutuda saastuse seisukohast ohtlikuks.

Kaasaegse inimese DNA voib sattuda proovidesse igas tOoetapis: viljakaevamise ajal,
proovide transportimisel, sdilitamisel ja analiilisimisel. Viljakaevamise viltel, kui luumaterjal
kaevatakse vilja, pestakse, sorteeritakse ja maérgistatakse, voivad seda saastada proovidega

tootavate inimeste (arheoloogide, antropoloogide, paleontoloogide jne) rakud. Rakud voivad
21



parineda koikvoimalikest kehaeritistest: nii naha- ja juukserakkudest kui ka siiljetilgakestest ja
higist. Kuigi saastumine voib toimuda igas todetapis, on moned etapid kriitilisemad kui teised.
Niiteks Sampietro ja kaasautorite uuringus oli iile 17% hammaste analiiiisi tulemusel saadud
DNA jérjestustest identifitseeritud kui saastajad ning sagedamini parinesid nad inimestelt, kes
tegelesid proovide viljakaevamise ja pesemisega Kui antropoloogidelt ja molekulaargeneetilist
analiiiisi 1abiviinud teadlastelt (Sampietro jt., 2006). Niisiis osutus saastuse seisukohalt koige
ohtlikumaks etapp, mis jargnes vahetult arheoloogilise materjali véljakaevamisele.

Ka Iuu chitus méngib olulist rolli selle reostamisel. Luukude eristub muudest kudedest
oma poorsuse poolest: elusa organismi luu mahust moodustab umbes 8% ohk ja ammu surnud
organismi luud koosnevad 40-50% ohust, mistdttu on iisna tdendoline, et sinna satuvad
igasugused sellega kokku puutuvad eksogeensed ained, sealhulgas ka kaasaegne DNA
(Nicholls, 2005). Seega sdltub luumaterjali saastatuse méir enne laborisse sattumist ka selle
sdilivusastmest: mida tugevamini on kude degradeerunud ja lagunenud, seda vastuvotlikum on
see saastusele (Gilbert jt., 2006).

Mitte vihem ohtlik on saastus, mis satub proovidesse laboritingimustes. Selle pohjuseks
voib olla nii degradeeritud materjaliga to6tamise juhiste eiramine, kui ka saastunud reaktiivide
kasutamine. Selle valtimiseks rakendatakse erinevaid kaitseabindusid, mida on ldhemalt
kirjeldatud alapeatiikis 1.4.2.

Lisaks voivad tekkida vead andmeanaliiiisil kui nditeks mtDNA sekveneerimisel saadud

jarjestused in silico valesti haplotiiiipidesse méaérata.
1.3.2 Vana DNAga tootamise peamised reeglid ja kriteeriumid

Vana DNAga tootamise reeglid sonastati ja siistematiseeriti 2000. aastal (Cooper ja
Poinar, 2000), NGSi kasutuselevotuga on need veidi modifitseeritud ja tdiendatud (Knapp jt.,
2012). Peamiste punktidena vana DNAga to6tamisel voib vilja tuua jargmised nouded:

1) fuisiliselt isoleeritud to6ruum,;

2) kontrolleraldamised ja kontrollamplifikatsioon;

3) tulemuste korratavus nii iihe ja sama, kui ka erinevate eraldamiste jaoks iihest proovist;
4) tulemuste korratavus erinevates laborites;

5) biokeemiliste kahjustuste hinnang (post-mortem modifikatsioonid jms);

6) kvantitatiivne hinnang (kasutatakse reaalajas kvantitatiivset PCR-reaktsiooni, real-time
quantitative PCR, RT-qPCR (Morin jt., 2001)) ehk algse matriitsjarjestuste arvu maaramine:

kui see on madal (alla 1000), voib see viitada sporaadilisele saastusele.
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Kaasajal tootatakse vana DNAga eranditult spetsiaalselt selleks ehitatud ja seadmestatud
laborites (Fulton, 2011): need on eraldiasuvad hooned v6i ruumid, millel ei ole fiiiisilist kontakti
laboritega, kus analiilisitakse kaasacgset DNAd. Vana DNA laborites on mitu osakonda
erinevate tooetappide jaoks. Neid laboreid ventileeritakse rakendades positiivset dhurdhku, kus
sissetulevat ohku filtreeritakse, ning kdiki to6pindu kiiritakse UV-Kiirgusega ja toodeldakse
DNAd lagundavate ainetega. Personal tootab spetsiaalses Kkaitseriietuses (jalatsikatted,
laborikitlid, kindad, kaitsemaskid ja juuksekate) ning liigub to6péaeva viltel vaid puhasruumist
kaasaegsete laborite suunas véltimaks saastust eksogeense DNAga. Kogu laborisse saabuv
materjal puhastatakse ja toodeldakse kloori sisaldavate lahustega, mis lagundavad pinnal oleva
saastava DNA (Kemp ja Smith, 2005) ning seejarel toodeldakse UV-kiirgusega viahemalt 30
minuti jooksul. Samamoodi toodeldakse ka koikide reaktiivide, seadmete ja lahuste pealispindu
jamahuteid (Pinhasi jt., 2015). Eraldamise ja molekulaargeneetilise analiiiisi etapid viiakse ldbi

eraldi ruumides ning kdik etapid viiakse 1dbi tdmbe- voi laminaarkapi all.
1.3.3 Saastuse tuvastamise viisid

Autentifikatsioon on protseduur, mille kdigus kinnitatakse DNA kuuluvust proovile,
millest see eraldati. Autentifikatsioon on vana DNA uuringute kriitilise tdhtsusega etapp, kuna
sellest soltub kogu uuringu tulemuste tdesus. Eksisteerib rida protseduure, mille abil on

voimalik veenduda iidsetest jadnustest eraldatud DNA autentsuses.
1.3.3.1 Kontrollproovid

Vastavalt vana DNAga todtamise kriteeriumitele (Cooper ja Poinar, 2000) on soovitatav
iga proovi jaoks mitme jérjestuse saamine. Esiteks voib eraldada DNAd paralleelselt mitmes
laboris, mis vilistab laborispetsiifilise saastuse. Teiseks v3ib teostada ka iihe labori piires iile
ithe eraldamise iga proovi kohta, nditeks jddnuste erinevatest kehaosadest. Lisaks vdib
sekveneerida igat amplifikatsiooniprodukti mitmes korduses. Nendel viisidel saadavad
jarjestused peavad olema identsed.

Negatiivne kontroll on “tiihja” ehk DNA-vaba proovi analiilisimine paralleelselt
proovidega, kuhu uuritav materjal on lisatud. Negatiivne kontroll aitab tuvastada eelkdige
reagentide ja muude lahuste saastust. Kuna iilalkirjeldatud identsuse kontroll on tdomahukas ja
kallis, kasutatakse tdnapdeval enamasti negatiivset kontrolli ja vanale DNAIle iseloomulike

tunnuste esinemise madramist (1.3.3.2 —1.3.3.3).
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1.3.3.2 Sekveneerimisfragmentide pikkuse analiiiis

Rida DNA autentsuse kontrollimise viise baseerub degradeerunud vana DNA molekulide
iseloomulike karakteristikute jalgimisel. Veendumaks, et tegemist on tdesti vana molekuliga,
voib kasutada DNA omadust aja jooksul laguneda (joonis 5). Suurem osa vanast DNAst on
lagunenud alla 100 ap pikkusteks fragmentideks (Hofreiter jt., 2001), ja enamus fragmentidest
voivad olla isegi alla 30 ap pikad (Meyer jt., 2012). Seega voib teha sekveneeritud fragmentide
pikkuste jaotuse jargi jareldusi DNA lagunemisastme kohta ning sellest tulenevalt ka DNA

autentsuse kohta.
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Joonis 5. MtDNA keskmine fragmendi pikkus erineva vanusega imetajajadnuste jaoks.
Keskmine fragmendi pikkus varieerub 44-st 170 ap-ni. Kolm mtDNAdJ, millel see iiletab 100
ap, kuuluvad alla 100 aasta vanadele jadnustele. Ristidega on mérgistatud ahvijaénuste proovid,
mida oli teadaolevalt “rostitud” tulel, maetud ja peale véljakaevamist t6ddeldud muuseumis
poliiviniiiilatsetaadil pohineva puiduliimiga. Ringidega on mérgistatud jaanuste proovid, mida
muuseumis toddeldi vddvelhappel pdhineva siilitusainega. Rombidega tihistatud jddnuste
proovid ei labinud erilist to6tlust (kohandatud Sawyer jt., 2012 jargi).

1.3.3.3 Surmajirgsete modifikatsioonide analiiiis

Peale organismi surma DNAsse akumuleeruvate modifikatsioonide iseloomu ja jaotuse
analliiis voib iihtlasi olla autentsuse kontrolliks. On nididatud, et DNA katkeb enamasti
puriinide, s.t. adeniini ja guaniini ees, nii et vana DNA fragmentide 5’-otste ldheduses on
jalgitav nende suurem osakaal, kui fragmentide keskel, kusjuures noorema DNA freagmentidel
on otste ldhedal rohkem adeniini ja vanema omadel guaniini. Lisaks suureneb fragmentide 5°-
otstele ldhenedes tsiitosiini deamineerimistase tiirosiinini ning on naidatud, et taoliste

modifikatsioonide osakaal suureneb aja jooksul (Sawyer jt., 2012). 2007. aasta uuringus
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nditasid Brotherton ja kolleegid, et nende analiilisitud erineva liigilise kuuluvuse,
péritoluregiooni ja vanusega vana DNA jérjestustes moodustasid tsiitosiini deamineerimised
ile 90% koikidest nukleotiidsetest asendustest (Brotherton jt., 2007). Jalgides erinevate
nukleotiidide osakaalusid DNA fragmentide otste ldheduses, saab niimoodi tuvastada erineva

vanusega DNA proove.
1.3.3.4 Vana DNA vordlemine kaasaegse DNAga

Vaatamata sellele, et vanal DNAI on iseloomulikke modifikatsioone, voib teatud juhtudel
ka kaasaegne DNA olla kahjustatud sarnasel moel. Néiteks nditasid 2006. aastal Sampietro ja
kolleegid, et iile 10 aasta vanad saastajad ei ole kahjustuste jargi eristatavad uuritavast DNAst
(Sampietro jt., 2006). Lisaks voib ka Kloori sisaldavate komponentidega to6tlus pohjustada
kaasaegses DNAs vana DNA omadele sarnaseid kahjustusi (Garcia-Garcera jt., 2011). Seetottu
osutub véga tdhtsaks Saastuse detekteerimise vOimaluseks vana DNA jirjestuste vordlus
potentsiaalsete saasteallikate DNA jarjestustega (nt. Caramelli jt., 2008).

Esiteks voib vaadata vana DNA jérjestusi {ildise kaasaegse DNA mitmekesisuse taustal.
Kui vana DNA tuleneb populatsioonist, kus esinesid alleelid, mis on kaasaegsetel inimestel
viga haruldased, voib neid erinevusi kasutada vana ja kaasaegse DNA eristamiseks iiksteisest
(nt. Ermini jt., 2008). Eristamaks vana DNAd vaadatakse eelkodige “diagnostilisi” positsioone
mtDNAs, milles uuritav populatsioon erineb koigist kaasaegsetest inimestest. Mittevastavused
vanade ja kaasaegsete jirjestuste vahel peavad olema suurimad aladel, mis on poliimorfsed
tdnapdevastes populatsioonides (Rasmussen jt., 2011). See aitab ka sporaadilise Saastuse
tuvastamisel PCR tulemusel saadud jérjestuste jargi: kui lisaks autentsele oli kasutatud ka véike
hulk kaasaegseid jérjestusi, vdivad nad ilmneda topelt-jdrjestustena poliimorfsetes
positsioonides (Skoglund jt., 2013). Teiseks meetodiks on indiviidi bioloogilises soo
médramine vorreldes X ja Y kromosoomi fragmentide hulka vana DNA proovis, misjérel vaib
hinnata saastatust vastassugupoolele kuuluva DNAga. Lisaks kasutatakse DNA
autentifitseerimiseks ka statistilisi demograafilisi analiiiise, niiteks suurima tdendosuse
hindamine (maximum likehood estimation) pdhineb asjaolul, et varem elanud hominiinide
(nditeks neandertaallaste) genoomis esinevad korge sagedusega eellasalleelid, mis esinevad ka
simpansidel, ja kaasaegsel inimesel esinevad sagedamini hilisemal ajal tekkinud alleelid, mis
ei lineariseeru simpanside DNA jarjestusega (Green jt., 2010).

Kuid nagu oli juba iilalpool mainitud, osutuvad kdige tihedamini vanade proovide
saasteallikaks vana luumaterjali ja sellest eraldatud DNAga to6tavad inimesed. Seda asjaolu
kasutatakse saastuse tuvastamiseks, sekveneerides potentsiaalsete saasteallikate DNAd ja

vorreldes saadud jérjestusi vanadega, s.t. vaadates individuaalseid erinevusi konkreetsete
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indiviidide DNA jérjestuste vahel. Tavaliselt kasutatakse vordlusanaliiiisiks mtDNAd, mis selle
suurema sisalduse ja polimorfismi tottu sobib koige paremini saastuse tuvastamiseks
(Sampietro jt., 2006).

Kokkuvdtteks voib delda, et vigade viltimiseks on vaja kompleksset analiitisi, mis ei
piirdu vaid tihega tilaltoodud meetoditest ning kasutab nii vana DNA molekulaarseid isedrasusi
ja vanadele populatsioonidele iseloomulikke alleelseid mustreid kui ka voimalike saastajatega

vordlemist.
1.4 Saastuse tagajirjed

Vanade proovide saastus on pdhjustanud rea valepositiivseid tulemusi ja nendel
baseeruvaid publikatsioone. Eriti palju mitte-autentsetel tulemustel pohinevaid artikleid on
ilmunud vana DNA uuringute algetappidel, kui vana DNA t66 koiki raskusi ja piiranguid veel
ei teatud ning ei olnud veel kindlaid reegleid ja kriteeriume, mis aitaksid véltida saastust ja
kontrollida jirjestuste autentsust.

Vaid paarkiimmend aastat peale vana DNA uuringute algust maarati DNA vanusepiir,
mida méératlevad selle molekulaarkeemilised omadused: isegi ideaalsetes tingimustes ei sdili
amplifitseeritav DNA {ile miljoni aasta (Willerslev ja Cooper, 2005). Kuid paljude varasemate
uuringute autorid arvasid, et said miljoneid aastaid vanu DNA jérjestusi. Naiteks véitsid
Woodward ja kaasautorid, et neil dnnestus sekveneneerida 80 miljoni aastase dinosauruse
luudest eraldatud DNA (Woodward jt., 1994). Vreeland ja kolleegid kirjutasid oma artiklis, et
kultiveerisid soolakristallis 250 miljonit aastat veetnud bakterit (Vreeland jt., 2000).
Golenberg’i ja kaasautorite toos oli kirjeldatud 820 ap pikkune DNA fragment, mis oli
véidetavalt eraldatud magnoolia kloroplastist vanusega 17-20 miljonit aastat (Golenberg jt.,
1990); Cano ja kolleegide artiklis — 25-40 miljonit aastat merevaigus veetnud mesilase DNA
(Cano jt., 1992).

Monedele sellistest “avastustest” jargnesid neid iimberliikkkavad t66d (nt. Walden ja
Robertson, 1997). Naiteks taas analiiiisides DNAd, mis pidi kuuluma dinosaurusele (Woodward
jt., 1994) avastati, et fiillogeneetiliselt on see iillatavalt ldhedane inimesele jérjestusele (nt.
Hedges ja Schweitzer, 1995). Moénede uuringute puhul ei ole aga “vana” jarjestuse vale
fiilogeneetilise kuuluvuse tdestamine nii lihtne nagu iilalkirjeldatud juhtudel. Naiteks juhul kui
analiiiisitakse bakteriaalset DNAd, mida eraldati miljoneid aastaid vanadest soolakristallidest,
el ole puhtalt jarjestuse pdohjal vdimalik véita, et tegemist on kaasaegse, mitte muistse
bakteriaalse DNAga. See-eest tehakse uuringuid tdestamaks taoliste tulemuste saamise
voimatust. Naiteks panid Austin ja kolleegid DNA siilimise merivaigus miljoneid aastaid

veetnud putukates kahtluse alla. Teadlased viisid 14bi iseseisva uuringu, kus iritasid eraldada
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DNAd 15-st niisugusest putukast ning neil ei dnnestunud mitte tihegi autentse DNA 1digu
eraldamine (Austin jt., 1997).

Ka monede inimesega seotud uuringute tulemused on osutunud kiisitavateks ja
kontrollimist vajavateks. Néiteks 1994. aastal saadi Egiptuse muumiast “ebatavaline” mtDNA
jarjestus, mis erines markimisvédrselt mistahes teisest teadaolevast inim-mtDNAst (Hénni jt.,
1994); kahe kromanjoonlase mtDNA Caramelli ja kolleegide uuringus on kahtlaselt sarnane
kaasaegse inimese mtDNAle (Caramelli jt., 2003). Rida ekslikke artikleid on seotud ka tuuma
DNAga, mille vidhene hulk ja analiiisimise keerukus teevad veelgi kahtlasemaks ja
kontrollimist vajavaks autentsete jarjestuste saamise. Naiteks sekveneerisid Beraud-Colomb ja
kolleegid suhteliselt pika fragmendi (380 ap) tuuma DNAd, mis oli eraldatud véidetavalt 12 000
aastastest inimluudest (Beraud-Colomb jt., 1995) — see on pigem saastuse tulemus, kui autentne
jarjestus. 1985. aastal uuris Svante Padbo 23 muumiat molekulaarse kloonimise teel, kuid leidis
tillatavalt vahe surmajérgseid modifikatsioone (Pdédbo S., 1985). Niitid on ildtunnistatud nende
tulemuste ekslikkus (Shapiro ja Hofreiter, 2014).

Praeguseks ajaks on tootatud vilja analiiiitilised meetodid, mis vdimaldavad vanade
proovide saastuse méaira hindamist. Naiteks kdesolevas t60s kisitletavate vana DNA proovide
jaoks kasutati saastustesti, mis pohineb proovi mtDNA konsensusjérjestuse koostamisel
lithikestest sekveneerimisega mairatud jarjestustest, misjérel vorreldakse antud proovi lithikesi
jarjestusi nii selle konsensusjirjestuse kui ka ~300 mtDNA jérjestusega andmebaasist.
Saastusprotsent arvutatakse jirgnevalt: (proovi liihikeste jérjestuste kokkulangevused
andmebaasis olevate jdrjestustega) / (proovi liihikeste jérjestuste kokkulangevused proovi
konsensusjarjestusega). Erinevate meetoditega ja erinevat (mt voi tuuma) DNAd kasutades
arvutatud saastuse protsent tuuakse vélja artiklites: nditeks Priifer’i ja kaasautorite uuringus oli
neandertaallase DNA saastatud kaasaegse inimese DNAga umbes 1% osas (Priifer jt., 2014).

Kokkuvdtteks voib Gelda, et vana DNA analiitisimeetodiite (molekulaarse kloonimise)
eriparadest ja kindlate valjatootatud saastuse valtimise tooreeglite puudumisest tingitult on osad
varased vana DNA-alased t66d ebausaldusvaidrsed. Kuid isegi kaasaegsetes tingimustes on
saastusega arvestamine viltimatu ja sugugi mitte koik ettevaatusabindud ei pruugi selle vastu
olla efektiivsed. Sellepdrast on alati vajalik jéarjestuste autentsuse hoolikas kontrollimine. See
puudutab eriti inimese DNAd, kuna kdiki proovidega kokkupuutuvaid inimesi peab késitlema

potentsiaalsete saasteallikatena.
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2 Eksperimentaalosa
2.1 Too eesmirgid

To6 eesmérgiks oli vana DNA puhtuse kontrollimine. Selleks vorreldi keskaegse Eesti
territooriumi elanikkonna proove arheoloogilise materjaliga kokku puutunud inimeste
proovidega, kuna nende DNA vdis suure tdendosusega osutuda vanade proovide saastajaks.
Eesmaérgi saavutamiseks piistitati jargmised iilesanded, mis viidi 14bi t66 autori poolt:

1) Eraldada arheoloogide DNA kahest erinevast bioloogilisest materjalist;

2) Viia labi DNA proovide kvalitatiivne ja kvantitatiivne hinnang;

3) Miidrata mtDNA haplogrupid sekveneerides kogu mtDNA genoomid vai sekveneerides
HVS-regioone ja genotiipeerides kodeeriva regiooni informatiivseid positsioone;

4) Teostada vana DNA ja arheoloogide DNA vdrdlusanaliiiis.
2.2 Materjalid ja metoodika
2.2.1 Kasutatud proovid ja iildine t66 kaik

Kéesolevas t60s analiiiisitud DNA proovid périnevad Eesti arheoloogide rithmalt (10
inimest). Kontrolliks on analiiiisitud kaks kdesoleva t66 autori proovi (proovid 11 ja 12), kuna
DNA analiiiisiga tegelevates laborites on see soovitatav koikide tootajate jaoks. Nende
jérjestuste identsus nditab t66 korrektsust.

Proovide analiiiis algas DNA eraldamisest, millele jirgnes kontsentratsiooni ja puhtuse
modtmine ning vajadusel proovide kontsentreerimine ja puhastamine. Molekulaargeneetiline
analliiis seisnes proovide amplifitseerimises ja sekveneerimises. Sellele jargnes saadud

jarjestuste analiiiis spetsiaalsete arvutiprogrammide ja andmebaaside abil.
2.2.2 DNA eraldamine

Bioloogiliseks materjaliks kasutati pdseepiteeli kaapmeid ja siiljeproove. Nende kahe
materjalitiiiibi jaoks kasutati erinevaid DNA eraldamise metoodikaid. Mdlemad meetodid
pohinevad DNA seondumisel rédnioksiidi sisaldavale filtrile kdorge soola kontsentratsiooni

juuresolekul ning pesemisel 70% etanooli sisaldava lahusega.
2.2.2.1 DNA eraldamine poseepiteeli kaapmest

DNA eraldamiseks kasutati protokolli firma Qiagen raamatust QlAamp DNA
investigation Handbook 06/2012 (Isolation of Total DNA from Surface and Buccal Swabs).
Kasutatud vahendid: 2 ml tuubid, QIAamp MinElute kolonnid, 1.5 ml tuubid. DNA eraldamine

koosnes jargmistest etappidest:
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1. Rakumembraanide 16hustamine ja valkude hiidroliiiis: sellel etapil 16hutakse proovis
olevate rakkude membraanid kahe liiisipuhvriga (ATL ja AL) ja lagundatakse valke kasutades
proteinaas K lahust.

Selleks asetatati uuritavad proovid 2 ml tuubidesse, lisati nendele 400 ul ATL puhvrit ja
20 ul proteinaas K lahust (kontsentratsiooniga 20 mg/ml), segati vortex-segajal 10 s ning asetati
proovid 1 tunniks termomikserisse (Thermo-Shaker TS-100 (Biosan)) 56°C, 900 rpm
(revolutions per minute, pdoret minutis) juurde. Seejérel lisati 400 pul AL puhvrit, segati vortex-
segajal 15 s ning inkubeeriti proove 10 min termomikseris 70°C, 900 rpm juures.

2. DNA seondumine filtrile: segu asetati ranioksiidist filtriga kolonnile ja tsentrifuugiti 1
min 8000 rpm juures.

3. Filtri pesemine: DNA puhastamiseks liisaadi muudest komponentidest pesti filtreid
kasutades kaht pesupuhvrit (AW1 ja AW2) ja etanooli lahust. Proovidele lisati jérjestikku 500
ul AWI puhvrit, 700 ul AW2 puhvrit ja 700 pl 96% EtOH. Péarast iga komponendi lisamist
tsentrifuugiti proove 1 min 8000 rpm juures ja vahetati tuube, kuhu kogunes eemaldatavaid
lisaadi komponente sisaldav eluaat. Seejarel tsentrifuugiti proove 3 min 13 400 rpm juures, et
saada lahti etanooli jadkidest ning asetati proovid 3 minutiks termostaati 56°C juurde, et
filtrimembraan kuivaks taielikult.

4. DNA elueerimine: sellel etapil eraldub DNA filtrilt ning see pestakse lébi filtri
kogumistuubi. Selleks asetati filtrile 100 pl destilleeritud vett, hoiti proove 5 min

toatemperatuuril ning tsentrifuugiti 1 min 13 400 rpm juures.
2.2.2.2 DNA eraldamine siiljeproovidest

DNA eraldamiseks kasutati SalivaGene DNA Kit 0711 (Stratec Biomedical Systems).
DNA eraldati siiljeproovidest kahes korduses: esimesel korral kasutati elueerimiseks vett ja
teisel korral elueerimispuhvrit. DNA eraldamisel kasutatud vahendid: 1.5 ml tuubid, RTA Spin
Filter Set (Stratec Molecular GmbH). DNA eraldamine koosnes jargmistest etappidest:

1. Valkude hiidroliiiis: 1.5 ml tuubis segati kokku 500 pl siiljeproovi ja 20 pl proteinaas
K lahust (20 mg/ml) ning inkubeeriti segu termomikseris 48°C juures (shaking).

2. DNA seondumine filtrile: proovid segati 200 pl sidumispuhvriga (Binding Buffer A),
asetati need filtrile, hoiti 1 min toatemperatuuril ja tsentrifuugiti 2 min 12 000 rpm juures.

3. Filtri pesemine: lisati jarjestikku 500 ul esimest pesupuhvrit (Wash Buffer I) ja 600 pl
teist pesupuhvrit (Wash Buffer II). Pérast iga puhvri lisamist tsentrifuugiti proove 2 min 12 000
rpm juures ja vahetati tuubi filtri all. Teiste puhvri lisamist ja sellele jargnevat tsentrifuugimist
viidi 1dbi kaks korda. Seejarel tsentrifuugiti proove 5 min 13 400 rpm juures, et saada lahti
pesupuhvrite jadkidest.
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4. DNA elueerimine: filtrile asetati 100 ul eelsoojendatud (48°C) destilleeritud vett voi
elueerimispuhvrit (Elution Buffer D) ja tsentrifuugiti proove 2 min 12 000 rpm juures.

2.2.2.3 DNA kontsentratsiooni mootmine

DNA kontsentratsiooni ja proovide puhtust moddeti spektrofotomeetri abil (NanoDrop
ND-1000). Spektrofotomeetri toOprintsiip seisneb proovi ldbiva valguse spektri mootmisel ja
selle alusel lahuse koostise méadramisel. Tdnu erinevate ainete neeldumisspektrite erinevusele
saab médirata nende sisaldust ja vahekorda lahuses. Edasiseks tooks peab DNA kontsentratsioon
proovides olema suurem kui 20 ng/pl. Kui méddetud kontsentratsioon oli vdiksem, proove
kontsentreeriti. Hinnati ka proovide puhtust: 260/280 nm lainepikkuste suhe niitab
valgusaastust ja 260/230 nm lainepikkuste suhe niitab saastust soolade ja solventidega. DNA
proovi peetakse ,,puhtaks®, kui selle 260/280 nm suhe on ~1.8 ja 260/230 nm suhe on ~2.0-2.2
[9]. Kui need suhted erinesid oluliselt optimaalsetest (antud t66s otsustati oluliseks erinevuteks

peeta 0.5 tihikut), teostati proovide lisapuhastus.
2.2.2.4 Proovide kontsentreerimine

Et tosta vajadusel DNA kontsentratsiooni, aurustati liigset vedelikku. Selleks kuivatati
proove avatud kaantega -40°C juures. 10 minutiga aurustus umbes 10 pl vedelikku. Jooksvalt
moodeti DNA kontsentratsiooni proovides ja kontsentreeriti proove kuni kontsentratsioon oli

suurem kui 20 ng/pl.
2.2.2.5 DNA tiiendav puhastamine

Kui DNA proovid olid saastatud valkude, soolade ja solventidega, vdis see raskendada
edasist analiiiisi. Et sellest iile saada, teostati proovide tdiendav puhastamine. Selleks kasutati
jargmiseid vahendeid: 1.5 ml tuube ja QIAamp MinElute kolonne (Qiagen). Igale proovile lisati
10 ul AW1 puhvrit ja 250 ul AW2 puhvrit, proove segati vortex-segajal 10 s, asetatati proovid
filtrile ja tsentrifuugiti 1 min 8000 rpm juures. Seejdrel eemaldati tuubist vedelik ning
tsentrifuugiti tithja tuubiga 3 min 13 400 rpm juures kogu vedeliku eemaldamiseks.
Elueerimiseks vahetati filtri all tuubi kogumistuubi vastu, lisati kolonnile 100 ul destilleeritud
vett, hoiti proove 5 min toatemperatuuril ja tsentrifuugiti 1 min 13 400 rpm juures.

Loplikud kontsentratsioonid ja puhtuse nditajad on toodud Tabelis 1. Keskmiselt
korgeimad néitud olid veega elueeritud siiljeproovidel. Andmed teiste proovide kohta ei ole

toodud kuna neid edasises to0s ei kasutatud.
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Tabel 1. DNA kontsentratsioonid ja saastuse nditajad uuritud 12 proovi jaoks. DNA oli
eraldatud siiljeproovidest ja elueeritud veega

Proovi number | DNA kontsentratsioon (ng/ul) | Proovi puhtus (260/280 nm; 260/230 nm)
1 69.7 1.8;1.0
2 48.0 1.7;0.3
3 247.1 1.1;1.1
4 96.2 0.8; 0.7
5 71.6 1.5;0.7
6 83.5 1.9;1.8
7 34.8 18;11
8 220.0 1.7;1.8
9 149.5 1.9;15
10 41.2 1.4;0.7
11 23.7 2.0;1.2
12 26.5 1.9;14

Proovide genotiipiseerimiseks (MDNA haplogrupi madramiseks) kasutati kaht erinevat
meetodit: kogu mtDNA genoomi sekveneerimist ja kontrollregiooni sekveneerimist edasise
kodeerivas alas asuvate informatiivsete regioonide sekveneerimisega. Kuna kogu mtDNA
sekveneerimiseks on vaja korget DNA kontsentratsiooni ja korgeid puhtuse niitajaid, siis
analiiiisiti selle meetodiga proove 1, 3, 6 ja 8. Ulejaanud proovidest (2, 4, 5, 7, 9, 10, 11, 12)
sekveneeriti lithemaid fragmente (HVS-regioone ja kodeeriva ala informatiivseid regioone).

Esialgu valiti kogu mtDNA genoomi sekveneerimiseks ka 9. proovi, mille puhtuse ja
kontsentratsiooni nditajad olid tiks parimaid (Tabel 1), kuid selle jaoks pikkade fragmentide
amplifitseerimine ebadnnestus (2.2.3.3), seetdttu analiiiisiti seda samamoodi nagu madalama

kvaliteediga proove.
2.2.3 Taisgenoomne mtDNA jirjestuse miiramine

Jérjestuse madramine teostati Rieder’i metoodika jargi (Rieder jt., 1998). Meetod pohineb
kogu mtDNAd katva nelja pika (u. 4000 ap) loigu amplifitseerimisel ja sekveneerimisel;

sekveneerimiseks jaotati iga 16ik kuueks lithemaks kattuvaks 16iguks.
2.2.3.1 Pikkade fragmentide amplifitseerimine

Kogu mtDNA amplifitseeriti nelja praimeripaari abil (1F, 6R; 6F, 12R; 12F, 18R; 18F,
24R; Rieder jt., 1998). F tahistab siin ja edaspidi paripidist (forward) praimerit ja R draspidist
(reverse) praimerit. Kasutati DNA poliimeraasi Phusion Hot Start 1l High Fidelity DNA
Polymerase ja puhvrit 5X Phusion HF Buffer (Thermo Scientific). Kdikide t60s teostatud PCR-
reaktsioonide ja amplifitseerimisprodukti puhastamise jaoks kasutati Biometra UNO Il Thermal
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Cycler termostaate. MtDNA pikkade fragmentide amplifitseerimiseks kasutatud PCR-segu
koostis ja termostaadi programm on toodud tabelis 2.

Tabel 2. Kogu mtDNA amplifitseerimiseks kasutatud PCR-segu (A) ja PCR-programm (B). F
tahistab péaripidist (forward) ja R draspidist (reverse) praimerit

A. PCR-segu (kogumaht 25 ul) | ul B. PCR-programm kestvus
5X puhver (HF) 5 1.eelkuumutus: 98°C 30s
DNA poliimeraas (2 U/ul) 0.25 | 2.denaturatsioon: 98°C 155
dNTP Mix (20 uM) 0.25 | 3.praimerite seondumine: 56°C | 30 s
vesi 14.5 4. DNA siintees: 72°C 6 min
praimerid (10 pmol/ul) 2+2 | 35 tsiklit (etapid 2. — 4.)

(F+R) 5. jarelsiintees: 72°C 7 min
DNA proov 1 4°C 0

2.2.3.3 Amplifitseerimisprodukti visualiseerimine geelelektroforeesi abil

PCR-reaktsiooni produktide olemasolu ja hulga kontrollimiseks voolutati 2.5 ul PCR-
produkti 1.5% agaroosgeelil 0.5x TBE puhvris (54 mM Tris-Boraat, 0.05 M EDTA), geelile
lisati 0.5 ug/ml etiidiumbromiidi (DNAga interkaleeruv komponent, mis fluorestseerub UV-
valguses) 130 V pinge juures ning seejdrel visualiseeriti tulemuse UV-kiirguses (Uvitec Gel

Documentation System).
2.2.3.4 Amplifitseerimisprodukti puhastamine

Amplifitseerimisprodukti korval sisaldab PCR-segu desoksiinukleotiide (dNTP) ja
praimerite jddke, mis voivad vihendada jargneva sekveneerimise efektiivsust. Selle véltimiseks
puhastati amplifitseerimisprodukti kasutades kahte ensiitimi: kreveti aluselist fosfataasi (SAP
ehk Shrimp Alkaline Phosphatase), mis lagundab seondumata dNTPsid, ja eksonukleaasi Exol
(Thermo Scientific Exonuclease 1 (20 U/L)), mis lagundab seondumata praimereid (mdlema
tootja on Thermo Fisher Scientific). Igasse proovi lisati 1 ul ExoSap segu, mis sisaldab 9 osa
SAP ja 1 osa Exol ning kasutati jargmist termostaadi programmi:

1. enstitimide toimimine: 37°C — 15 min

2. ensiitimide inaktivatsioon: 80°C — 20 min
2.2.3.5 Sekveneerimine

Sekveneerimine teostati Sanger’i meetodil (Sanger jt., 1977) kasutades BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit’i (ThermoFisher Scientific). PCR-reaktsiooni ja
produkti puhastamise viis labi kéesoleva t60 autor ja sekveneerimisprodukti kapillaarset

geelelektroforeesi teostati Eesti Biokeskuse (EBK) DNA sekveneerimise tuumiklaboris
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masinal ABI3700 (Applied biosystems). T4issekveneerimisel kasutati iga 4000 ap pikka PCR-
produkti jaoks 6 paari kattuvaid praimereid: naiteks kui amplifitseerimiseks oli kasutatud paari
1F/6R, siis sekveneerimiseks kasutati 1F, 1R; 2F, 2R; 3F, 3R; 4F, 4R; 5F, 5R; 6F, 6R. MtDNA
pikkade fragmentide sekveneerimiseks kasutatud PCR-segu koostis ja termostaadi programm
on toodud Tabelis 3.

Tabel 3. Kogu mtDNA sekveneerimiseks kasutatud PCR-segu (A) ja PCR-programm (B)

A. PCR-segu (kogumaht 10 pl) ul B. PCR-prorgamm kestvus
ensiitim (BigDye Terminator 1 1. eelkuumutus: 95°C 1 min
v3.1 Ready Reaction Mix) 2. denaturatsioon: 95°C 155
Big Dye puhver (5x) 2 3. praimerite seondumine: 52°C 10s
vesi 4 4. DNA siintees: 60°C 1 min
praimer (1 pmol/ul) 2 30 tsiiklit (etapid 2. — 4.)

PCR-produkt 1 4°C 0

2.2.3.6 Sekveneerimiseks kasutatava PCR-produkti puhastamine

Sekveneerimiseks amplifitseeritud DNA korval sisaldab PCR-segu teisi aineid (nt.
praimereid ja soolasid), millest tuleb produkti puhastada enne kapillaarse geelelektroforeesi
labiviimist. Produkti puhastamine sisaldas jargmiseid etappe:

1. DNA sadestamine: igale proovile lisati 2 ul ammooniumatsetaat-dekstraan segu (1 osa
1.5 M CH3COONH4 [pH>8]/EDTA (250 mM) ja 1 osa 20 mg/ml dekstraani) ja 30 ul 96%
EtOH ning inkubeeriti 20 min -20°C juures. Ammooniumatsetaadi toimel muutub DNA
lahustumatuks soolaks ja roosa dekstraan aitab sadet visualiseerida.

2. DNA puhastamine: proove tsentrifuugiti 15 min 13 000 rpm juures ja eemaldati
supernatandi veejoapumba abil. Seejérel kanti sademele 200 pl kiilma (-20°C) 70% EtOH,
tsentrifuugiti 5 min 13 000 rpm juures ja eemaldati supernatanti. Korrati viimast etappi. Proovid
jaeti u. 10 minutiks 37°C termostaati avatud kaantega kuivama, et piirituse jaagid aurustuksid.

3. DNA lahustamine: kuivale sademele kanti 10 ul formamiidi lahust (MegaBACE
loading solution: 70% formamiid/ 1 mM EDTA segu) ja lasti DNAI 5 min toatemperatuuril
lahustuda. Lopetuseks kanti proovid plaadile ja viidi EBK DNA sekveneerimise

tuumiklaborisse, kus teostati kapillaarset geelelektroforeesi.
2.2.4 Liihikeste fragmentide amplifitseerimine ja sekveneerimine

HVS-regioonide ja kodeeriva piirkonna informatiivsete regioonide jérjestuse mddramine
teostati amplifitseerimise (Tabel 4) ja edasise sekveneerimise teel. MtDNA kontrollregioonis
asuvatele hiipervarieeruvatele piirkondadele (HVSII np vahemikus 57 — 372 ja HVSI np
vahemikus 16 024 — 16 383 [1]) on iseloomulikud sagedased nukleotiidide asendused. Need on
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suhteliselt lithikesed fragmendid (315 ja 359 ap) ja seeparast dnnestub nende sekveneerimine
ka madalama kvaliteediga proovidest. Juhul kui haplogruppi ei olnud voimalik méérata piisava
tapsusega HVS-regioonides esinevate asenduste alusel, sekveneeriti tdiendavalt kodeeriva ala
piirkondi, kus asusid haplogruppide maaramiseks olulised positsioonid. Amplifitseerimiseks
kasutati 5x FIREPol Master Mix Ready to Load segu 12.5 mM MgCl; sisaldusega (Solis
BioDyne).

Tabel 4. MtDNA liihikeste fragmentide amplifitseerimiseks kasutatud PCR-segu (A) ja PCR-
programm (B). F téhistab paripidist (forward) ja R draspidist (reverse) praimerit

A. PCR-segu (kogumaht 15 pul) ul B. PCR-prorgamm kestvus
5X Master Mix 3 1. eelkuumutus: 95°C 3 min
Vesi 9.4 2. denaturatsioon: 95°C 30s
praimerid (10 pmol/ul) 0.3+ | 3. praimerite seondumine: 53°C 305
(F+R) 0.3 (v0i 56°C)*
proov DNAga 2 4. DNA siintees: 72°C 40s

35 tsiiklit (etapid 2. — 4.)

5. jérelstintees: 72 °C 3 min

4°C 0

*Markus: Rieder’i ja kaasautorite (Rieder jt., 1998) disainitud praimerite seondumine toimub
56 °C juures ja muude kasutatud praimerite seondumine toimub 53 °C juures

Amplifitseerimisprodukti visualiseerimine teostati samamoodi nagu on Kirjeldatud
punktis 2.2.3.3 jargmiste muudatustega: kasutati 3% agaroosgeeli ja pinget 100 V. Naide
agaroosgeelil visualiseeritud amplifitseeritud fragmentidest on toodud joonisel 6.

7 k  marker

Joonis 6. PCR-produktide visualiseerimine 3% agaroosgeelil. Amplifitseerimiseks kasutati
jargmiseid praimereid: 7793F, 9151R (2_1 ja 4_1 jaoks); 7458F, 8366R (9 jaoks); 12541F,
12818R (12 jaoks); 13F, 13R (2_2 ja 4_2 jaoks); 22F, 22R (7 jaoks). k — negatiivne kontroll,
kuhu DNA ei lisatud. Marker — Thermo Scientific GeneRuler 50 ap DNA Ladder.
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HVS-regioonide ja kodeerivas alas asuvate regioonide amplifitseerimisproduktide
puhastus, sekveneerimine ja sellele eelnev sekveneerimiseks kasutatud PCR-produkti puhastus
teostati samamoodi nagu pikkade fragmentide jaoks (2.2.3.4 — 2.2.3.6). Sekveneerimiseks
kasutati samu praimerid mida kasutati vastavate fragmentide amplifitseerimiseks. Tabelis 5 on
toodud HVS-regioonide koordinaadid mtDNAI, nende amplifitseerimiseks ja sekveneerimiseks
kasutatud praimerite alguspositsioonid ja jérjestused.

Tabel 5. HVS-regioonide paiknemine mtDNA genoomis [1] ja nende jdrjestuse méadramiseks
kasutatud praimerid. F tdhistab paripidist (forward) ja R draspidist (reverse) praimerit

Ala F praimer | R praimer | F praimeri jarjestus R praimeri jirjestus
HVSI 15795F 16498R 5’CTCCACCATTAG |5 CCT GAA GTA
(16024 — CACCCAAAG 3 GGAACCAGATG 3
16383)

HVSII (57 | 16453F 727R 5'CCGGGCCCATAA |57 AGG GTG AAC
—372) CACTTG GG 3 TCACTG GAACG 3’

Tabelis 6 on nédidatud proovid, mille jaoks oli haplogrupi tdpsemaks madramiseks vajalik
peale kontrollregiooni ka kodeeriva regiooni informatiivsete positsioonide sekveneerimine.

Tabel 6. Kodeeriva regiooni uuritud alad, nende jarjestuse madramiseks kasutatud praimerid ja
nendes asuvate informatiivsete positsioonide pdhjal kontrollitavad haplogrupid. F tdhistab
péripidist (forward) ja R &draspidist (reverse) praimerit; Ta (annealing temperature) — praimerite
seondumistemperatuur; inf. pos. — informatiivne positsioon; Hg — haplogrupp

Proo- | F praimeri jérjestus R praimeri jarjestus | Ta, | Holmatud | Inf. Hg
vid °C | regioon poS.
2,4 5 GCCATCATCCTA |5 TTA AGG CGA |53 [ 7793 - |8271, | H1la2,
GTCCTC ATC 3 CAG CGA 3 9151 8537 | H1a8
2,4 13F: 5> TTT CCC CCT | 13R: 5> GTG GCC | 56 |8621  -|9341, | Hla4,
CTATTG ATC CC3’ TTG GTA TGT 9397 8839 | Hla5
GCTTT 3’
7 22F: 5 TGA AAC TTC | 22R: 5> AGC TTT | 56 | 14856 - | 15454 | HVOe
GGCTCACTCCT3 |GGG TGC TAA 15978
TGG TG 3’
9 5" GAA TCG AAC |5 TTT CAC TGT |53 | 7458 -| 7864 |W1
CCC CAA AGC TGG | AAA GAG GTG 8366
TTT CAA GC 3’ TTGG 3’
9 11F: 5> ACG CCA |1IR: 5 CGG GAA |56 | 7148 -| 7864 |W1
AAA TCC ATT TCA | TTGCATCTGTTT 8095
CT3 TT 3’
11,12 |5 GCC ACA ACC |5 CGG GCG TAT |53 | 12541 - |12705 | RO
CAAACA3 CAT CAA 3 12818
11,12 | 10F: 5> CTC TTC GTC | 10R: 5> AGC GAA |56 | 6469 - | 7094, | HVA4,
TGATCCGTCCT3 |[GGC TTC TCA 7315 7028 | H
AATCA Y
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2.2.5 Andmete analiiiis

Sekveneerimise tulemusel saadud mtDNA jarjestused liideti iga uuritud indiviidi jaoks
kokku arvutiprogrammi ChromasPro [10] abil, lineariseerides neid RSRS (Reconstructed
Sapiens Reference Sequence) referentsjarjestusele (Behar jt., 2012). Jargnevalt tuvastati
referentsjarjestusest erinevad positsioonid ehk nukleotiidsed asendused ning méérati nende
alusel haplogrupp. Selleks kasutati inimese mtDNA nomenklatuuri Phylotree (van Oven ja
Klayser, 2009) versiooni mtDNA tree Build 17 (18 Feb 2016)).

Pérast haplogruppide médiramist korvutati neid olemasoleva andmestikuga eestlaste
populatsioonis esinevate mtDNA haplogruppide kohta. Viimaseks andmeanaliiiisi etapiks sali
arheoloogide mtDNA jarjestuste vordlemine vana DNAga, mille saasteallikaks nad voisid

osutuda. Andmeanaliiiisi tdpsem kirjeldus on esitatud punktides 2.3.1 — 2.3.3.
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2.3 Tulemused ja arutelu

To66s uuritud 12 DNA proovi parinesid 11 indiviidilt (10 arheoloogilt ja t66 autorilt kahes
korduses). Kahest eraldamismeetodist osutus paremaks s.t. andis parema kontsentratsiooni ja
puhtusega proove siiljest eraldamine ja nendest proovidest olid omakorda paremad néitajad
veega elueeritud DNA proovidel. Proovides sisalduv mtDNA amplifitseeriti ja sekveneeriti.
Saadud jdrjestuste pohjal méarati mtDNA haplogrupp iga proovi jaoks. Sellele jargnes edasine

fiilogeneetiline ja vordlusanaliiiis.
2.3.1 Arheoloogide mtDNA haplogrupid

MtDNA haplogrupid méarati koikide uuritud proovide jaoks (vt. Lisa 1). Analiiiisi
tulemustest selgus, et viie uuritud indiviidi mtDNA haplogrupiks on H (proovid 1, 2, 3, 4,
11/12), kahe — T (8, 10), ithe — J (5), tihe — U (6), tithe — HVO0 (7) ja ithe — W1 (9). Joonisel 7 on
skemaatiliselt esitatud uuritud proovide haplogruppide paiknemine mtDNA fiilogeneetilisel
puul. Nagu ndha, kuuluvad koik jarjestused suurde N haplogruppi ning koik peale ithe kuuluvad

selle alamharu R koosseisu.

mt-MRCA

L3

I
LTI e

incl. incl. incl. incl. incl. incl. mcl incl. incl. incl. incl. incl.
Y
74 S H i
v

Joonis 7. 12 uuritud proovi mtDNA jarjestuste paiknemine mtDNA fiilogeneesipuul (van Oven
jaKlayser, 2009). Punase vérviga on méargistatud vastavad harud ja nende fiilogeneetiline asend
puu juure, s. t. viimase tihise mitokondriaalse esivanema (mitochondrial most recent common
ancestor, mt-MRCA) suhtes

Proovide haplogruppide maéadramiseks kasutati nende mtDNA jirjestustes leiduvaid
nukleotiidseid asendusi, mida vorreldi Phylotree andmebaasis (van Oven ja Kayser, 2009)
olevatega. Allpool on ndidatud detailsed fiillogeneesipuud (joonis 8) iga leitud haplogrupi kaupa

taielikult sekveneeritud proovide jaoks (1, 3, 6, 8).
37



A B
| Hla2 | |” [ RSRs | T T16189C!
| i I A16163G
= A2871t bl R
Hla ”
GT3A A16162G T4216C T10463C | T
A11719G H2.. H6; AT73G! G13368A | T16304C
HS8...H106 R2’JT G14905A G5147A
m ' AL5607G | G930A
Al1251G G15928A T2a,
T14766C A4793G G3010A %‘116‘;‘:632 C16294T | Tp¢.. T2n T2b
T7028C |
G
Uda2a2
[
U4a2b..
'y Gl37|59A U4a2h
[R: Gtaza | —
| U4a2al
C16356T! S
i cepn [
G12372A Uda2 ——
I Udb, Ude, I —
T310C :
Ilj —---—ULUSU6 | T16356C Urd o Uda3
T15693C |
AI811G C14620T Uda A
I T5999C C11332T |
7'8'9 T195C! T4646C

Joonis 8. A. Esimese (H7) ja kolmanda (H1a2) proovi haplogruppide paiknemine haplogrupi H
fillogeneetilisel puul. B. Kaheksanda proovi haplogrupi (T2b) paiknemine haplogrupi T
fillogeneetilisel puul. C. Kuuenda proovi haplogrupi (U4a2a2) paiknemine haplogrupi U
fiillogeneetilisel puul. Transitsioonid on tdhistatud kahe suure tidhega positsiooni numbriga
nende vahel (nt. T7028C), transversioonid — suure ja viikese tdhega (nt. A2871t),
tagasiasendused on téhistatud hiiilumérgiga (nt. A73G!), asendused kontrollregioonis on alla
joonitud (nt. G73a). Punktiir (...) tdhistab nukleotiidseid asendusi nende riihmade jaoks,
millesse proov ei kuulu ja mida ei ole seetdttu tapsemalt iseloomustatud. Asendused alates puu
juurest kuni R haplogrupini on kdikide proovide jaoks iihesugused, seetSttu ei ole nad ruumi
kokkuhoiu mdttes vélja kirjutatud

2.3.2 Arheoloogide mtDNA vordlus Eesti kaasaegse elanikkonna andmestikuga

Arheoloogide mtDNA haplogruppe korvutati olemasoleva informatsiooniga eestlaste
mtDNA mitmekesisuse kohta. Vordluseks kasutati kaht allikat: 2004. aasta uuringut (Pliss jt.,
2004) ja EBK mtDNA andmebaasi. Pliss ja kaasautorid niitasid oma uuringus, et haplogrupp
H esineb 43.5% eestlastest, U — 26.9%, jargmised levinuimad on J (10.3%) ja T (7.8%) ning
iisna tihti esinevad eestlastel ka V (3.9%), W (2.4%) ja HV (1.5%). EBK mtDNA andmebaasis

leiduv informatsioon oli samuti nende andmetega kooskolas.
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Kuigi antud t66s analiitisiti vaid 11 erinevat proovi, mistottu on valim liiga vdike ega
voimalda esinemissageduste vordlemist, voib tidheldada, et selles on esindatud paljud Eesti
sagedaseimad haplogrupid ja suurim arv proove on méadratud kuuluvaks haplogruppi H, mis
esineb eestlastel (ja eurooplastel iildiselt) kdrgeima sagedusega (Pliss jt., 2004).

Seega, vorreldes arheoloogide mtDNA haplogruppe mtDNA mitmekesisusega
kaasaegsel Eesti elanikkonnal jouti jareldusele, et uuritud proovide haplogruppide kogum on

olemasoleva andmestikuga kooskolas.
2.3.3 Arheoloogide mtDNA vordlus Eesti keskaegse elanikkonna andmestikuga

Peale haplogruppide méaramist teostati arheoloogide 11 mtDNA haplogrupi vordlus 35
haplogrupiga, kuhu kuulusid arheoloogide viljakaevatud luumaterjalist eraldatud vana DNA
jarjestused (luumaterjal péarineb Eesti territooriumi keskaegse (13.-15. saj.) valimi hulgast; EBK
vana DNA t66grupi avaldamata andmed). Vordlusanaliitisi tulemusel tuvastati moningad
kokkulangevused arheoloogide ja iidsete proovide haplogruppide vahel (Lisa 2).

Nelja vana DNA haplogrupp (T2b) ja arheoloogide 8. proov langevad samasse
haplogruppi, kuid hulk individuaalseid asendusi osutab sellele, et proovid kuuluvad erinevatele
indiviididele. Uhe vana DNA jirjestuse haplogrupiks méiirati U4, mille alamharuks on
arheoloogide 6. proovi haplogrupp (U4a2a2), kuid vorreldes nukleotiidseid asendusi on ndha,
et proovid on esindatud erinevate haplotiitipidega. Veel iiks iidne proov kuulub haplogruppi
J1bla3, mille sosarhaplogruppi Jlblal kuulub 5. kaasaegse proovi mtDNA. Nende kahe
jirjestuse vahel on samuti palju erinevusi. Ulejdsinud vana DNA proovidel ei esine
haplogruppide kokkulangevusi arheoloogide mtDNA proovidega. Vordlusanaliiiisi pdhjal tehti
jarelduse, et kdesolevas uuringus saadud kaasaegse mtDNA jérjestused ei ole késitletud vana
DNA saastajaks.

Vordlusanaliiiis luumaterjaliga tootavate inimeste DNAga, mis viidi 14bi kdesolevas to0s,
on vaid osa sellest luumaterjalist eraldatud mtDNA komplekssest autentsuse analiiiisist. Peale
vana DNA jarjestuste vordlemise arheoloogide mtDNAga teostati EBK vana DNA
uurimisrithma teadlaste poolt ka teisi autentsuse kontrollimiseks vajalikke teste. Esiteks teostati
vana DNA saastustest (kirjeldatud punktis 1.4), mis niitas, et vana DNA proovides on saastust
alla 3%. Teiseks teostati vana DNA kahjustuste analiiiis, mis nditas, et vana DNA proovide
kahjustuste muster (damage pattern) vastab oodatule. Seega, kdesoleva uuringu ja tdiendtestide
tulemustest voib jareldada, et antud vana DNA proovides saastus kaasaegse DNAga kas puudub

vOi esineb koguses, mis ei sega vana DNA autentsete jarjestuste saamist.
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Kokkuvote

Vanast bioloogilisest materjalist eraldatud DNA autentsuse tdestamine on inimese vana
DNA uuringute iiks olulisemaid osi. Uks etappidest, kus kaasaegse inimese DNA v&ib vanu
proove saastada, on iidse bioloogilise materjali viljakacvamine ja ettevalmistamine
molekulaargeneetiliseks analiiiisiks — saasteallikaks vdivad osutuda arheoloogid. Kdesoleva t66
peamiseks eesmirgiks oli Eestis arheoloogiliste viljakaevamiste kdigus saadud luumaterjalist
eraldatud vana DNA puhtuse kontrollimine. Selleks teostati eesti arheoloogide rithma liikmete
mtDNA eraldamine ja molekulaargeneetiline analiilis, misjérel vorreldi seda keskaegsest
luumaterjalist eraldatud mtDNAga.

Nukleotiidsete asenduste analiilisi tulemusel madrati mtDNA haplogrupid kd&ikide
proovide jaoks. Arheoloogide haplogruppide korvutamine olemasoleva andmestikuga
kaasaegse eestlaste populatsiooni kohta niitas, et saadud tulemused on kooskdlas {ildise
mtDNA mitmekesisusega Eesti elanikel. Vaatamata sellele, et monede vanade ja kaasaegsete
proovide mtDNAd kuulusid samasse haplogruppi, erinesid nende proovide haplotiiiibid olulisel
maédral ja tdielikke kokkulangevusi ei esinenud.

Kédesoleva t60 tulemused voimaldavad viita, et vana DNA proovide saastust
arheoloogide geneetilise materjaliga ei ole tdendoliselt toimunud. Samas on proovidega
tootavad inimesed vaid iiks paljudest voimalikest saasteallikatest ja tdielik veendumine vana
DNA jérjestuste autentsuses vajab kompleksset lahenemist: antud t66s késitlevate proovide
jaoks olid varasemalt teostatud veel saastustest ja kahjustusmustri analiitis, mis samuti
kinnitasid proovide puhtust.

Suurema osa DNA proovide mtDNA haplogrupi maaramiseks kasutati informatsiooni nii
mtDNA kontrollregioonist kui ka kodeeriva regiooni informatiivsetest aladest. Kui aga vorreldi
arheoloogide mtDNA jérjestusi vana DNAga, piisas enamasti kontrollregioonis olevatest
erinevustest viitmaks, et proovid kuuluvad erinevatesse haplogruppidesse, s.t. saastuse
vélistamiseks. Samas peab mainima, et mtDNA kogu genoomi sekveneerimine annab palju
rohkem informatsiooni, kui ainult kontrollregiooni analiiiis, vGimaldades jérjestuse tdpsemat
Klassifitseerimist mtDNA fiilogeneetilisel puul.

Koik t60s pistitatud eesmérgid saavutati; saadud tulemused tdiendavad Eesti keskaegse
elanikkonna geneetilise mitmekesisuse uurimiseks kavandatud projekti raames tehtud vana

DNA autentsuse méiaramise teste.
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Detection of aDNA contamination through comparative analysis of modern and ancient

mitogenomes

Maria Maloverjan
Summary

Ancient DNA (aDNA) is genetic material extracted from tissues of dead organisms, and
human aDNA plays an important role in evolutionary and population studies of human species.
Because of its poor chemical stability and, consequently, low quality and quantity in old
remains, aDNA is much more difficult to analyze than modern DNA, and that is why ancient
samples are subjected to contamination. During history of aDNA studies, contamination with
modern genetic material has led to a number of articles based on false results, so nowadays
there are strict rules and precautionary measures to avoid contamination, and, in addition, all
aDNA sequences got must be verified.

The aim of the present work was to carry out a comparative analysis of modern and
ancient mtDNA sequences as part of the complex procedure of aDNA contamination detection.
For this purpose, DNA was extracted from biological samples of archaeologists, who have
provided bone material for further aDNA analysis. Archaeologists’ mtDNA was amplified and
sequenced. Then, phylogenetic analysis was performed and haplogroups for all samples were
determined. Finally, comparative analysis with aDNA mitogenomes of the samples of
archaeologists was carried out. In addition, the mtDNA’s sequences of archaeologists were
compared with general mtDNA diversity among Estonians to see if the results of the present
work correspond to the existing data.

It was shown that haplogroups of the studied mtDNAs of archaeologists are common in
modern Estonians. During comparative analysis of modern and ancient mitogenomes, it could
be observed that some haplogroups were shared between archaeologists and ancient samples.
However, there was always a number of nucleotide sbstitution differences between modern and
ancient sequences, so no complete matches of haplotypes were detected. Thus, according to our
results, no archaeologists’ mtDNA was found in ancient samples hence mtDNA-based
contamination test was negative for studied samples.

Although mtDNA comparative analysis can be concidered sufficient to exclude
contamination of aDNA with genetic material of people who worked with bone samples, it is
only a part of a complex aDNA authentication procedure. For aDNA sequences studied,
additional tests were performed, too, and the purity of samples was confirmed. Therefore, it
was concluded that no contamination of ancient samples occured and aDNA can be concidered
authentical and suitable for further population-genetic and evolutionary analyses.
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Lisad

Lisa 1. Sekveneeritud alad, nukleotiidsed asendused ja nende pohjal maaratud mtDNA haplogrupid 12 arheoloogide mtDNA jaoks. Nukleotiidsed
asendused on margitud nii, et referentsgenoomi (Behar jt., 2012) jargi defineeritud nukleotiidset positsiooni (np) tdhistavale numbrile eelneb
referentsgenoomis ja jargneb uuritud proovis esinev nukleotiid. Niiteks, G73A tdhendab guaniini asendumist adeniiniga positsioonis 73. Transitsioonid
on tdhistatud kahe suure tdhega positsiooni numbriga nende vahel (nt. T7028C), transversioonid — suure ja viikese tihega (nt. A2871t). Tiihi kast
tahendab, et vastavat ala antud proovi jaoks ei sekveneeritud.

Proov | Sekveneeritud | Asendused kontrollregioonis (np | Asendused kodeerivas regioonis (np 577-16023) Haplo-
ala (np) 16024-576) grupp
1 0-16569 G73A, Cl146T, CI152T, C195T, | A769G, A825T, A1018G, G2706A, A2758G, C2885T, T3594C, G4104A, T4312C, | H7
A247G, A285T, A16129G, | A4793G, T7028C, G7146A, T7256C, G7379A, A7521G, T8468C, T8655C, G8701A,
T16223C, G16230A, T16278C, | C9540T, G10398A, T10664C, A10688G, C10810T, C10873T, C10915T, A11719G,
C16311T T12705C, G13105A, G13276A, T13506C, T13650C, T14766C
2 0-720; 7857- | C146T, C152T, C195T, A247G, | A8271t, T8468C, T8655C, G8701A Hla2
9380; 16014- | A16129G, A16162G, T16223C,
16496 G16230A, T16278C, C16311T
3 0-16569 C146T, C152T, C195T, A247G, | A769G, A825T, A1018G, G2706A, A2758G, C2885T, G3010A, T3594C, G4104A, | H1a2
A16129G, A16162G, T16223C, | T4312C, T7028C, G7146A, T7256C, A7521G, A8271t, T8468C, T8655C, G8701A,
G16230A, T16278C, C16311T C9540T, G10398A, T10664C, A10688G, C10810T, C10873T, C10915T, A11719G,
A11914G, T12705C, G13105A, G13276A, T13506C, T13650C, T14766C
4 0-718; 7833- | C146T, C152T, C195T, A247G, | A8271t, T8468C, T8655C, G8701A H1la2
9407; 16017- | A16129G, A16162G, T16223C,
16491 G16230A, T16278C, C16311T
5 0-720; 16017- | C146T, C152T, C195T, C242T, Jlblal
16493 A247G, C295T, C462T, T489C,
C16069T, T16126C, A16129G,
G16145A, T16172C, G16230A,
C16260T, C16261T, T16278C,
C16311T
6 0-16569 C146T, C152T, C196T, A200G, | A769G, A825T, A1018G, A1811G, A2758G, C2885T, T3594C, G4104A, T4312C, | U4a2a2
A247G, T310C, G499A, A16129G, | T4646C, T5999C, A6047G, G7146A, T7256C, A7521G, T8468C, T8655C, G8701A,
C8818T, C9540T, G10398A, T10463C, T10664C, A10688G, C10810T, C10873T,
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T16223C, G16230A, T16278C,
C16311T

C10915T, C11332T, A11467G, A11914G, A12308G, G12372A, T12705C, G13105A,
G13276A, T13506C, T13650C, G13759A, C14620T, T15693C

7 0-680; 14886- | T72C, G73A, Cl146T, CI152T, | T15454C HVO0e
15937; 16014- | A247G, A302C, T16223C,
16493 G16230A, T16278C, T16298C
8 0-16569 C146T, C152T, A189G, C195T, | G709A, A769G, A825T, GI930A, A1018G, G1888A, A2758G, C2885T, T3594C, | T2b
A247G, T16126C, Al16129G, | G4104A, T4216C, T4312C, A4917G, G5147A, GT7146A, T7256C, A7521G, T8468C,
T16223C, G16230A, T16278C, | T8655C, G8697A, G8701A, C9540T, G10398A, T10463C, T10664C, A10688G,
C16294T, C16269T, T16304C, | C10810T, C10873T, C10915T, A11251G, Al11812G, A11914G, T12705C, G13105A,
C16311T G13276A, G13368A, T13506C, T13650C, A14233G, G14905A, C15452a, A15607G,
G15928A
9 0-719; 7173- | C146T, C152T, A189G, C198T, | G8251A, C7864T, T7521C, A7256G w1
8357; 16012- | T204C, G207A, A247G, A385G,
16493 Al16129G, G16230A, T16278C,
C16292T, C16311T, G16346A
10 0-698; 16014- | C146T, C152T, A189C, C195T, T2b
16491 A247G, T16126C, A16129G,
T16223C, G16230A, T16278C,
C16294T, C16296T, T16304C,
C16311T
11 0-726; 6468- | G73A, C146T, C152T, C195T, | T7028C, G7146A, T7256C, C12705T H
7319; 12540- | A247G, C16083T, Al16129G,
12778; 16017- | G16230A, T16278C, C16311T
16493
12 0-726; 6468- | G73A, C146T, C152T, C195T, | T7028C, G7146A, T7256C, C12705T H
7319; 12540- | A247G, C16083T, Al16129G,
12778; 16017- | G16230A, T16278C, C16311T
16493
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Lisa 2. Sekveneeritud alad, nukleotiidsed asendused ja nende pShjal médaratud mtDNA haplogrupid kuue tdielikult sekveneeritud vana mtDNA jaoks,
mille vordlusanaliiiisil arheoloogide mtDNAga selgus, et need langevad samasse voi viga ldhedasse haplogruppi. Nukleotiidsed asendused on mérgitud
nii, et referentsgenoomi (Behar jt., 2012) jérgi defineeritud nukleotiidset positsiooni (np) tdhistavale numbrile eelneb referentsgenoomis ja jargneb uuritud
proovis esinev nukleotiid. Naiteks, G73A tihendab guaniini asendumist adeniiniga positsioonis 73. Transitsioonid on téhistatud kahe suure tdhega
positsiooni numbriga nende vahel (nt. T7028C), transversioonid — suure ja viikese tdhega (nt. A2871t), insertsioonid — punktiga pérast inserteerumise

positsiooni (nt. T302.1C).

Proov | Asendused kontrollregioonis (np 16024- | Asendused kodeerivas regioonis (np 577-16023) Haplo-
576) grupp
1 A73G, A263G, T16126C, C16294T, | G709A, A750G, G930A, A1438G, C1888A, A2706G, G4491A, A4917G, G7565A, G8020A, | T2b
C16296T, T16304C GB8697A, T9861C, T10463C, A11251G, G11719A, C11735T, A11812G, G13368A, Al14233G,
C14766T, G14905A, A15326G, G15452A, A15607G, G15928A
2 A73G, A263G, T16126C, C16294T, | G709A, A750G, G930A, Al438G, A2706G, G4127A, A4917G, G8697A, T10463C, A11251G, | T2b
C16296T, T16304C, T16519C G11719A, Al11812G, G13368A, C14233G, C14766T, G14905A, C15326G, G15452A,
A15607G, G15928A
3 A73G, A263G, T302.1C, T310.1C, | G709A, A750G, G930A, Al438G, G188B8A, A2706G, A4917G, C7610T, G8697A, T9077C, | T2b
T16126C, C16294T, C16296T, T16304C, | T10463C, Al1251G, T11719A, A11812G, A12030G, G13368A, Al4233G, C14766T,
T16519C G14905A, A15326G, G15452A, A15607G, G15928A
4 A73G, A263G, T310.1C, T16126C, | G709A, A750G, G930A, A1438G, G1888A, A2706G, A4917G, G8697A, G9663A, T10463C, | T2b
C16294T, C16296T, T16304C, T16519C Al11251G, G11719A, A11812G, G13368A, A14233G, C14766T, G14905A, A15326G,
G15452A, A15607G, G15928A
5 A73G, A189G, T195C, A263G, G499A, | A750G, A1438G, A1811G, A2706G, T5999C, A6047G, G7566A, A9803G, C11332T, | U4
C16223T, T16356C, T16519C A11467G, G11719A, A12308G, G12372A, C14620T, C14766T, A15326G, T15693C
6 AT73G, A263G, C295T, C462T, C16069T, | A750G, A2706G, G5460A, A10398G, T10667C, A11251G, A12612G, G12795A, G13708A, | J1bla3
T16126C, C16261T T13879C, C15326G, A15442G, G15452A
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