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Kasutatud lihendid

bp — aluspaar (base pair)

NAS — praimeri seondumise ja pikendamise efektiivsust iseloomustav skoor (No

Amplification Score)

NCBI — USA Riiklik Biotehnoloogilise Informatsiooni Keskus (National Center for

Biotechnology Information)
PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)

Tm — sulamistemperatuur (melting temperature)



Sissejuhatus

Vaatamata sekveneerimismeetodite (ha laiemale levikule on polumeraasi
ahelreaktsioon (PCR) tdnu oma odavusele, kiirusele, lihtsale to6pohimdttele, spetsiifilisusele ja
tundlikkusele eelistatud meetodina kasutusel paljude erinevate diagnostiliste testide puhul
(nditeks patogeensete/allergeensete/mirgiste/ohustatud taksonite tuvastamine toiduainetest,
keskkonnaproovidest). PCR-il p6hineva taksoni-spetsiifilise diagnostilise testi puhul on
eesmark konkreetse taksoni (nt. alamliik, liik, perekond, sugukond) DNA tuvastamine sarnaste
jarjestustega sihtmark— ja mittesihtmark-taksonite DNA-de segust, milles sihtmark-DNA
osakaal vdib olla vaga véike.

Kaks koige olulisemat omadust PCR-il pdhineva taksoni-spetsiifilise testi puhul on selle
spetsiifilisus (ainult sihtmark-taksoni DNA tuvastamine ja mitte thegi samas DNA proovis
esineva mittesihtmark-taksoni DNA tuvastamine) ja tundlikkus (vdga madala
kontsentratsiooniga sihtmérk-taksoni DNA tuvastamine), mille aluseks on kasutatavad PCR
praimerid ja nende sihtmérk- ning mittesintmark-DNA jarjestusega seondumise ja pikendamise
efektiivsus.

Taksoni-spetsiifilistes testides kasutatavate praimerite disain hdélmab endas lisaks
oligonukletiidsete jarjestuste genereerimisele ka eelnevat sintmérk- ja mittesintméark-taksonite
madratlemist, disainiks kasutatava genoomipiirkonna valikut, jarjestuste hankimist
andmebaasidest ja nende vordlemist ning parast praimerite genereerimist ka in silico praimerite
sobivuse (spetsiifilisuse, universaalsuse) kontrolli ja konkreetse taksoni-spetsiifilise testi jaoks
kdige sobivama(te) praimeripaari(de) valjavalimist.

Praimerite disainiks taksoni-spetsiifilise testi jaoks on vaja piisavalt palju nii sihtmérk-
taksoni genoomseid jarjestusi (et teada sihtméark-taksoni sisest jarjestuste varieeruvust) kui ka
mittesihtmark-taksonite genoomseid jarjestusi (et leida sihtmark-taksoni puhul unikaalseid
kohti praimerite disainiks). Kuigi genoomijarjestuste andmebaasides on (ha rohkem
taisgenoomijarjestusi, on veel vdga palju organismirihmi (nt taimed), mille puhul
sekveneeritud genoomijarjestusi on veel liiga vahe, et neid taksoni-spetsiifiliste praimerite
disainil kasutada. Kuna disainiks kasutatavate geenipiirkondade ja jarjestuste hulk
andmebaasides on véga piiratud, on vahe infot taksoni-sisese jarjestuste varieeruvuse ning
sintmérk- ja mittesihtmark-taksonite jérjestuste vahelise varieeruvuse kohta. Kui taksoni-
spetsiifilise testi eesmark on tuvastada allergeenseid voi toksilisi aineid sisaldavate organismide
taksoneid toiduainetest (nt. allergeensed taimed, loomad) ja oluline on testi tundlikkus, on

oluline véltida sihtméark-taksonite jérjestuste vaikestki varieerumist praimeri seondumissaidis.
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Samas vdib mdnede organismirihmade (nt bakterite vdi mdnede majanduslikult oluliste
taime- vGi loomariihmade) puhul olla probleem, et sihtmdrk-taksoni jarjestusi on andmebaasis
kall piisav hulk, kuid jarjestused varieeruvad sihtmark-taksoni siseselt liiga palju ja samal ajal
liiga vahe vorreldes flilogeneetiliselt lahedaste mittesintmérk-taksoni jérjestustega. Sellises
olukorras voib taksoni-spetsiifiliste praimerite disainiks sobivate kohtade leidmine olla véaga
keeruline.

Praimerite spetsiifilisus soltub olulisel maaral sellest, kuivord efektiivselt praimer
mittesintmarkjarjestusega seondub ning kuivord efektiivselt moodustunud dupleksit
pikendatakse, mis omakorda s6ltub mittepaarduvate aluspaaride arvust, paiknemisest ja tlubist
praimeri ja mittesintmarkjarjestuse vahelises dupleksis.

Antud t60 kirjanduse osas antakse koigepealt Ullevaade PCR amplifikatsiooni
efektiivsust mojutavatest ja selle ennustamiseks kasutatavatest praimeritega seotud teguritest
(praimerite ja DNA jdrjestuse vahelise hubridisatsiooni tugevus ja praimerite pikendamise
efektiivsus). Seejarel antakse tilevaade taksoni-spetsiifiliste testide disaini eriparadest, olulistest
aspektidest ja véljakutsetest praimerite disainil diagnostilise testi jaoks ning olemasolevatest
arvutiprogrammidest taksoni-spetsiifiliste praimerite disainiks, mittespetsiifiliste seondumiste
vOi amplifikatsiooni ennustamiseks ning olemasoleva tarkvara puudustest.

Antud t06 eksperimentaalse o0sa peamisteks eesmarkideks on todtada vélja
mittepaardunud aluspaaride arvul ja positsioonil baseeruv praimerite seondumise ja
pikendamise efektiivsust kirjeldav skoor, kontrollida praimeripaari skoori véartuse seost
amplifikatsiooni saagisega, rakendada valjatootatud skoori praimeripaari spetsiifilisuse
hindamiseks ning luua tarkvara ja metoodika taksoni-spetsiifilise testi jaoks praimerite
disainiks ja valimiseks Unix/Linux keskkonnas. Véljatootatud metoodikat ja tarkvara katsetati
liigispetsiifiliste PCR praimerite disainil allergeense taimeliigi pekani-hikkoripuu (mille vili on

pekanipahkel ehk pekaani pahkel) tuvastamiseks Allergofood projekti raames.

Marksonad:

taksoni-spetsiifilised praimerid (taxon-specific primers), skoor (score), spetsiifilisuse

kontrollimine (specificity checking), tarkvara (software, program).



1. Kirjanduse ulevaade

1.1. Poliimeraasi ahelreaktsioon ja selle efektiivsus

Polimeraasi ahelreaktsioon (PCR) on molekulaarbioloogias (ks kdige laiemalt
kasutusel olev meetod, mis oma tundlikkuse tdttu vdimaldab paljundada ka véga véikeses
algkoguses geneetilist materjali, et tuvastada erinevate organismide (nt patogeenide,
allergeensete vOi toksiliste liikide, viiruste) DNA olemasolu, geneetilisi variatsioone
(mutatsioone) inimese geenides v0i saada suurem kogus DNA materjali muudeks rakendusteks.

Ideaalsetes tingimustes kahekordistatakse iga jargneva PCR tsukli kdigus eelneva tsikli
DNA hulk. N tsukli méddudes on esialgse kaheahelalise sihtmark-DNA koopia arv suurenenud
2" korda. Et DNA proovi kontsentratsiooni piisavalt suurendada, korratakse PCR tsiklit
tavaliselt 20 - 35 korda. Seega 35 tsiikli jarel on esialgset DNA-d siinteesitud 2% ehk 34
miljardit koopiat. (Whitney et al., 2004; Chuang et al., 2013). Produkti hulk igas PCR tsuklis
on ideaalsel juhul N = No x 2", kus N on amplifitseeritud molekulide arv, No on esialgne
molekulide arv, n on amplifikatsiooni tstiklite arv (Cha ja Thilly, 1995; Wiesner, 1992; Higuchi
etal., 1993).

Tegelikkuses ei tarvitse amplifikatsiooni efektiivsus olla 100% ning vdib kdikuda
vahemikus 0-st 1-ni (1 tdhendab 100% efektiivsust, mille puhul molekulide arv tsukli kdigus
kahekordistub), seega on tegelik PCR 16pp-produkti hulka Kirjeldav valem N = No x (1 + E)",
milles lisamuutuja E on amplifikatsiooni efektiivsus (Arezi et al., 2003). Soltuvalt kasutatavast
DNA polimeraasist, reaktsioonitingimustest ja sihtmark-DNA jérjestusest (nt G ja C
nukleotiidide osakaalust jérjestuses) voib 10° kordse amplifikatsiooni saavutamiseks vajalik
minimaalne PCR tsuklite arv olla seetbttu ka tavaparasest 30 tsuklist oluliselt suurem. Mida
suurem on aga PCR tstklite arv, seda suurem on tdendosus detekteerida mittesoovitud
produkte, néiteks praimerite dimeere (Watson, 1989; Ferrie et al., 1992).

Kuna PCR protsess koosneb paljudest tsiiklitest ja amplifikatsiooni efektiivsuse ja
I6ppsaagise hulga vahel on eksponentsiaalne seos, siis juba vaiksed muutused amplifikatsiooni
efektiivsuses (nditeks reaktsioonitingimuste optimeerimisest, praimerite jdrjestusest vOi
muudest faktoritest tingitult) viivad oluliste muutusteni amplifikatsiooni I6ppsaagises
(produktihulgas), isegi olukorras, kus esialgne sihtmérk DNA molekulide arv on sama (Arezi
et al., 2003).



1.2. Amplifikatsiooni efektiivsust mojutavad tegurid

Lisaks PCR Kkatsetingimustele, mida me kdesolevas to0s ei kasitle, mdjutavad
amplifikatsiooni efektiivsust ka erinevad praimeritega seotud faktorid ja interaktsioonid, mida
saab kasutada amplifikatsiooni efektiivsuse ennustamiseks praimerite disaini ja valimise kéigus
enne PCR katseid.

1.2.1. Praimerija DNA jarjestuse vahelise hiibridisatsiooni tugevus

PCR praimerite ja DNA jarjestuse hubridiseerumist kui Uheahelaliste DNA ahelate
seondumist kaheahelaliseks DNA-ks, moodustuva dupleksi stabiilsust (hibridisatsiooni
tugevust) ja seda mojutavaid faktoreid on uuritud kdllaltki palju. Stabiilne seondumine
(stabiilse dupleksi moodustumine) PCR praimeri ja DNA jarjestuse vahel on aluseks
polumeraasi seondumisele ja praimerite pikendamisele.

Toatemperatuuril on DNA kaheahelaline heeliks, milles ahelad pulsivad koos tanu
Watson-Crick paardumise vesiniksidemetele [ammastikaluste vahel (G ja C aluste vahel kolm
jaAjaT vahel kaks sidet) ning aluste vahelisele stakingule (mittekovalentne interaktsioon sama
ahela korvuti asetsevate vOi ka vastasahela lammastikaluste vahel) (Kool, 1997). Kuna
vesiniksidemete energeetiline véartus on suhteliselt madal, pole vesiniksidemeid stabiilse
kaheahelalise DNA siinteesiks poliimeraasi poolt otseselt tarvis, kuid aluste paardumise
selektiivsuse tagamiseks on Watson-Crick vesiniksidemete moodustumine oluline (Kool,
2001). Stakkingu energeetiline vaartus sdltub lahuse koostisest, keskkonna temperatuurist,
DNA primaarstruktuurist (stakkingus olevate nukleotiidide ja neid Umbritsevate nukleotiidide
tlubist antud ahelas) (Kool, 1997). Aluste stédking on tugevaim puriinide vahel (nt A-A, G-G)
ja ndrgim purimidiin-parimidiin vahel (nt T-T); puriin-pdrimidiin stdking (nt A-T) on
vahepealse tasemega (puriin-purimidiin > parimidiin-puriin) (Kool, 2001).

DNA ahelate vaheliste dupleksite stabiilsust kirjeldatatakse Gibbsi vabaenergia muudu
(AG) abil. Positiivne AG véirtus nditab, et siisteem liigub reagentide tootmise suunas, oligote
puhul Uheahelalise seisundi suunas. Negatiivne vaartus naitab, et stisteem liigub produktide
tootmise suunas, oligote puhul kaheahelalise seisundi suunas. AG véartus 0 tdhendab kahe
oleku tasakaalu seisundit. Mida viiksem on AG véirtus, seda stabiilsem on dupleks
(SantalLucia, 2007; SantalLucia ja Hicks, 2004).

Uks laialt kasutatav mudel, mis kirjeldab DNA oligonukleotiidide seondumise

stabiilsust ja polumeeri termodiinaamikat on nn ldhima naabri mudel (Nearest Neighbor
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Model). Nukleiinhapete l&hima naabri mudel eeldab, et DNA dupleksi stabiilsus séltub
naabruses olevate aluspaaride identsusest ja suunast. L&hima naabri mudeli kohaselt on DNA
dupleksi stabiilsus ja sulamine teatud praimerite ja soolade kontsentratsiooni juures ennustatav
kdikide dupleksi koosseisus olevate kdrvuti asetsevate nukleotiidide dimeeride interaktsioonide
suhtelise stabiilsuse (Gibbsi vabaenergia) ja temperatuurist sdltuvast kaitumise (entalpia,
entroopia) kaudu (Marky ja Breslauer, 1982). Kogu dupleksi Gibbsi vaba energia on uldistatult
dupleksi kdikide dimeeride vabaenergiate summa (Breslauer et al., 1986). Aluspaari
vabaenergia sisaldab nii aluste vahelise paardumise kui ka stakingu interaktsioonide energiat
(Pienaar et al., 2006).

Oligonukleotiidide dupleksite vabaenergia muudu arvutamisel arvestatakse ka dupleksi
moodustumise alustamisega seotud vabaenergia muuduga, vottes arvesse erinevusi dupleksite
vahel, millel on terminaalsed A-T vs terminaalsed G-C paarid (Allawi ja SantaLucia, 1997;
Gray, 1997). Lahima naabri konseptsiooni kohaselt s6ltub DNA molekuli vabaenergia
l&himatest naabritest ja lahuse soola kontsentratsioonist (SantaLucia, 1998). SantaLucia (1998)
leidis, et DNA molekuli pikkuse mdju on seotud soola kontsentratsiooniga, aga mitte DNA
jarjestusega.

Kdige stabiilsem PCR praimeri seondumiskoht on praimeri jarjestusega tdies pikkuses
komplementaarne jarjestus, kuid hibridisatsioon ja stabiilse dupleksi moodustumine praimerite
ja sihtmark-DNA vahel vdib toimuda ka teatud hulga mittepaardunud nukleotiidide esinemisel
(mittekomplementaarne hibridisatsioon), moodustades mittepaardunud nukleotiididega
dupleksi (Zhao ja Guan, 2010). Erinevate termodiinaamika parameetrite vaartused on
eksperimentaalselt leitud iga paardunud vOi mittepaardunud aluspaari jaoks (Allawi ja
SantaLucia, 1997; Allawi ja SantalLucia, 1998a; Allawi ja SantalLucia, 1998b; Allawi ja
Santal.ucia, 1998c; Peyret et al., 1999).

Kuna termodinaamikal pdhinevad mudelid on keskendunud vaid DNA ahelate
hibridisatsioonil tekkiva dupleksi stabiilsuse kirjeldamisele ning ei suuda arvestada
polumeraasi seondumiseks ja praimerite pikendamiseks vajalike tingimustega, siis ei saa
termodiinaamika seadustel po6hinevaid mudeleid rakendada praimerite pikendamise ja

amplifikatsiooni efektiivuse ennustamiseks.



1.2.2. DNA poliimeraasi seondumise ja praimerite pikendamise efektiivsus

Lisaks praimerite sihtmark-DNA jérjestusega seondumise edukusele ning moodustuva
dupleksi stabiilsusele s6ltub amplifikatsiooni efektiivsus ja saagis olulisel maaral ka sellest, kui
edukalt suudab poliimeraas praimeri ja sintmark-DNA vahelise dupleksiga seonduda ning
praimerit pikendada. Seega ei saa amplifikatsiooni efektiivuse ennustamisel l&htuda ainult
praimerite ja sihtmarkjarjestuste hibridisatsiooni efektiivsusest.

Kui DNA ahelate vahelise (sh praimeri ja sihtmark-DNA vahelise) hibridisatsiooni
efektiivsust on piisavalt pohjalikult kirjeldatud tasakaalulise termodiinaamika mudelitega ja
Uritatud teatud maaral rakendada ka praimeridisaini programmides, siis elongatsiooni
efektiivsust (praimeri pikendamise efektiivsust) on vahem uuritud. Kuna praimerite
pikendamine polimeraasi abil on kompleksne protsess, mis lisaks poliimeraasi seondumise
efektiivsusele dupleksiga sdltub ka nukleotiidide ahelasse lilitamise efektiivsusest, siis ei ole
seda seni 6nnestunud vaga edukalt modelleerida ning rakendada praimerite disainil.

DNA siinteesi kaivitamise eelduseks on stabiilne praimeri jarjestuse ja sihtmark-DNA
jarjestuse vahel moodustunud dupleks. Polimeraas seondub dupleksile ja kataltiusib
nukleotiidide lisamist praimeri 3"-OH rihma kiilge vastavalt komplementaarsusele (Watson-
Crick aluspaardumisele, Watson, 1971) sihtméark-DNA jarjestusega. Mittepaardunud
nukleotiidid dupleksis mdjutavad lisaks dupleksi enda stabiilsusele ka otseselt polimeraasi
seondumist dupleksile. Kuna poliimeraas seondub praimeri 3"-otsale, siis on avaldatud mitmeid
toid just mittepaardunud 3"-otsa nukleotiidide mdju kohta amplifikatsioonile (Kwok et al.,
1990; Huang et al., 1992; Day et al., 1999; Ayyadevara et al., 2000; Wu et al., 2009;
Stadhouders et al., 2010). Kui praimeri jarjestuse keskel v6i 5 -otsas paiknev ksik mitte-
paardunud nukleotiid polimeraasi seondumist dldiselt ei mdjuta, siis praimeri 3 -otsas
paiknevad mittepaardunud nukleotiidid md&jutavad oluliselt ka polimeraasi seondumist ja
praimerite pikendamist ning seeldbi kogu amplifikatsiooni efektiivusust (Ayyadevara et al.,
2000) ning saagist (Piao et al., 2009). Mida praimeri 5 -otsa pool mittepaardunud nukleotiidid
paiknevad, seda véaiksem on nende mdju praimerite pikendamisele (Wu et al., 2009).

Kuigi Uldiselt kehtib reegel, et 3"-otsas paiknevate (ksikute nukleotiidide
mittepaardumist on vOimalik kasutada jarjestuste eristamiseks (Cha et al., 1992; Li et al., 2004;
Fu et al., 2008), on véhe pdoratud tdhelepanu nende tbhususe tdpsematele kriteeriumitele,
probleemidele jarjestuste eristamisel teatud olukordades ning mdistlikumale rakendamisele
praimeridisainil (Wright et al., 2014). Dupleksi mittepaardunud 3"-otsa nukleotiidide mdju
uurimisel peaks arvestama nii moju praimerite hibridisatsiooni efektiivsusele kui ka
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pikendamise efektiivusele vdi ainult pikendamise efektiivususe uurimisel habridisatsiooni
efektiivsuse muutujana korvaldama. Kuigi on néidatud, et praimeri 3"-otsas paiknev
mittepaardunud nukleotiid vOib hoida &ra praimeri pikendamist DNA-st sdltuva DNA
polumeraasi poolt (Thweatt et al., 1990; Liang ja Pardee, 1992; Sarkar et al., 1990; Ayyadevara
et al., 2000), ei tarvitse Uks 3 -otsa mittepaardunud nukleotiid olla siiski piisav jarjestuste
eristamiseks (Stadhoulders et al., 2010; Day et al., 1999; Ayyadevara et al.; 2000, Kwok et al.,
1990).

On leitud, et erinevat tulpi mittepaardunud (mittekomplementaarsetel) aluspaaridel
praimeri ja sihtmarkjarjestuse vahelises dupleksis on erinev. mdju amplifikatsiooni
efektiivsusele. Puriin/puriin ja purimidiin/pirimidiin tupi mittepaardunud aluspaarid on
uldiselt tugevama mojuga (vOrreldes puriin/pirimidiin - v6i  purimidiin/puriin  tiupi
mittepaardunud aluspaaridega) ning p&hjustavad madalamat amplifikatsiooni efektiivsust ning
amplifikatsiooni I6ppsaagist (Lefever et al., 2013). On leitud, et praimerite pikendamisele
teadaolevalt kdige tugevamat moju avaldavad mittepaardunud aluspaarid A/G (A nukleotiid
praimeri jérjestuses on kohakuti G nukleotiidiga sihtmarkjarjestuses), G/A, C/C ja A/A ning
ndrka moju avaldavad mittepaardunud aluspaarid G/T, C/T, A/C ja T/G. Summeetriliste
mittepaardunud alupaaride (nt T/G versus G/T) m&ju on omavahel vdga sarnane (Stadhoulders
etal., 2010; Wright et al., 2014; Huang et al., 1992; Ayyadevara et al., 2000). Samas on erinevad
toogrupid saanud konkreetset tiilipi 3"-otsa mittepaardunud aluspaaride mdju kohta praimerite
pikendamise efektiivusele vaga erinevaid ja ka vastukéivaid tulemusi, mist6ttu on raske teha
Uheseid jareldusi erinevat tlilpi 3"-otsa mittepaardunud aluspaaride erineva mdju kohta. Naiteks
on erinevad uuringud (Huang et al., 1992; Christopherson et al., 1997; Day et al., 1999;
Ayyadevara et al., 2000) vélja toonud véga erinevaid hinnanguid praimeri ja sintméarkjarjestuse
uksiku praimeri 3"-otsa mittepaardunud aluspaari A/C mdju kohta, alates sellest, et mdju
praktiliselt puudub ning amplifikatsioon toimub sama edukalt kui Watson-Crick paardumisega
A/T puhul (Day et al., 1999) kuni peaaegu taieliku amplifikatsiooni inhibitsioonini
(Ayyadevara et al., 2000). Sarnaselt eelnevaga on saadud vastukéivaid tulemusi terminaalse
C/A mdju kohta amplifikatsioonile, alates vahesest vdi taielikult puuduvast amplifikatsioonist
kuni vaid mdne tsuklilise viiteni (Ayyadevara et al., 2000; Wu et al., 2009; Stadhouders et al.,
2010). Uks koige tdenolisem seniste uuringute varieeruvate tulemuste (joonis 1) pdhjus on
tdendoliselt erinevate toogruppide poolt kasutatud erinevad Katsetingimused (nt

seondumistemperatuur, praimeri pikkused jne).
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Joonis 1. Praimerite pikendamise (elongatsiooni) efektiivuste vdrdlus erinevate avaldatud uuringute ja
erinevat tulipi 3"-otsa mittepaardunud aluspaaride korral. Graafikul on konkreetses uuringus (Wright et
al., 2014) leitud keskmised elongatsiooni efektiivsused kdikide vdimalike mittepaardunud
(praimer/sintmark-DNA) 3 -otsa aluspaaride puhul ja alumises tabelis varem avaldatud uurimuste
tulemused (- amplifikatsiooon puudub, + nérk amplifikatsioon, ++ m&ddukas amplifikatsioon, +++
tugev amplifikatsioon). Vea piirid (error bars) néitavad standardhélvet erinevate testitud sama tttpi 3"-
otsa mittepaarduva aluspaariga praimerite keskmiste elongatsiooni efektiivsuste vahel (Wright et al.,
2014).

Uksiku praimeri ja sihtmarkjarjestuse  mittepaardunud  nukleotiidi ~ mgju
amplifikatsioonile s6ltub selle asukohast. On nédidatud, et mida rohkem 3"-otsa lahedal (kuni 4.
- 5. positsioon) see paikneb, seda suuremat mdju elongatsiooni efektiivsusele avaldab. Uksikud
mittepaardunud nukleotiidid kaugemal kui 5. positsioon elongatsiooni efektiivsust oluliselt ei
mojuta (Zhao ja Guan, 2010; Stadhouders et al., 2010) ning amplifikatsiooni toimumist ei
blokeeri (Lefever et al., 2013). Uhe mittepaardunud nukleotiidi poolt pShjustatud inhibitsioon
on kdige mérgatavam 3"-otsas paikneva (1. positsiooni) mittepaardunud nukleotiidi puhul. On

naidatud, et kui uksik mittepaardunud nukleotiid paikneb 3"-otsast kaugemal kui 7. positsioon,
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siis on selle mdju peaaegu olematu (Lefever et al., 2013). Uksikute 3”-otsa lahedal paiknevate
indelite (insertsioonide/deletsioonide) mdju on sarnane tksikute mittepaardunud nukleotiidide
mdjule samades positsioonides (Wright et al., 2014).

Saadud tulemused mittepaardunud nukleotiidide asukoha olulisuse kohta langevad
kokku teadmistega DNA polimeraasi seondumiseks ja praimerite pikendamiseks vajaliku
nukleotiide arvu kohta, mis on teadaolevalt 5 - 8 nukleotiidi (Johnson and Beese, 2004; Zhao
ja Guan, 2010; Catalano et al., 1990; Li et al., 1998). Seetdttu mittepaardunud nukleotiidid
praimeri 3"-otsast kuni 5 - 8 bp (aluspaari) kaugusel v@ivad avaldada suuremat mdju
amplifikatsioonile, mdjutades lisaks praimeri ja sihntmarkjarjestuse dupleksi stabiilsuse oluliselt
ka polumeraasi seondumise ja praimerite pikendamise edukust.

On ndidatud, et Uksikul mittepaardunud nukleotiidil praimeri 3 -otsas v6ib olla m&ju
PCR efektiivsusele vaid esimestes PCR tsuklites ning see ei mdjuta vdi mdjutab PCR
I6ppsaagist (molekulide arv reaktsiooni I6pus) vaga vahe. Kui mittepaardunud nukleotiid on
lalitatud juba ahelasse, siis toimub PCR edasi tavaparase efektiivsusega (Huang et al., 1992;
Boyle et al., 2009).

Kui the 3 -otsa lahedal paikneva mittepaardunud aluspaari méju amplifikatsioonile on
uuritud kallaltki palju, siis suurema arvu mittepaardunud aluspaaride méju séltuvalt nende
arvust, asukohast, tldbist on uuritud tunduvalt vdhem. On leitud, et kahe mittepaardunud
aluspaari mdju on oluline ka 4. positsioonist (praimeri 3 -otsast) kaugemal ning maju on suurem
vorreldes tksiku mittepaardunud aluspaari mojuga amplifikatsioonile. Kui Stadhouders et al.,
(2010) uuringu tulemused naitasid, et kahe mittepaardunud aluspaariga dupleksi puhul praimeri
pikendamist ei toimu, siis (Wright et al., 2014) tulemused (joonis 2) tuvastasid teatud tulpi
kahe mittepaardunud aluspaari kombinatsioonide puhul siiski amplifikatsiooni. Erinevad
tulemused on seletatavad sellega, et Stadhouders et al. (2010) puhul kasutati Kkatsetes
sulamistemperatuurile l&dhedasi seondumistemperatuure, mistottu peegeldavad tulemused
mittepaardunud aluspaaride mdju nii praimerite pikendamise efektiivsusele kui ka
hlbridisatsiooni efektiivsusele, kuid Wright et al. (2014) on oma uurimuses hibridisatsiooni
efektiivuse maksimaliseerinud madala seondumistemperatuuriga ning tulemused peegeldavad
mittepaardunud aluspaaride mdju ainult praimerite pikendamise efektiivsusele. Kahe
mittepaardunud nukleotiidi esinemisel praimeri jarjestuses, millest ks paikneb praimeri 3"-
otsas ja teine 3 -otsast kuni 5 bp kaugusel, on amplifikatsiooni protsess oluliselt pidurdatud
(Lefever et al., 2013).
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Joonis 2. Elongatsiooni efektiivsuse soltuvus (he ja kahe mittepaarduva aluspaari, deletsiooni ja
insertsiooni positsioonist. Positsioon 1 on praimeri 3"-ots, positsioon 2 on 3"-otsast jargmine positsioon
ja nii edasi. Deletsioonide ja inserstioonide puhul tahistab positsiooni number positsiooni, kust on
nukleotiid on kadunud v@i juurde tulnud vGrreldes tdiskomplementaarse praimeri jérjestusega.
Horisontaalne pidevjoon tahistab iga positsiooni Uksikute mittepaarduvate aluspaaride keskmist
elongatsiooni efektiivsuse vaartust. Kahe mittepaarduva aluspaariga v6i deletsiooniga positsiooni samas
praimeris on hendatud katkendjoonega. Hubridisatsiooni efektiivsus on maksimeeritud, kasutades
madalat seondumistemperatuuri (Wright et al., 2014).

Selleks, et kontrollida erinevas positsioonis (sh 3-otsas) paikneva ihe vdi kahe
mittepaardunud aluspaari mdju meie poolt kasutatavatel katsetingimustel ja arvestada seda
kaesolevas to0s valja tootatud praimerite seondumise ja pikendamise efektiivsust hindava
skoori véljatootamisel, tehti antud t66 raames ka ise méned PCR katsed.

On leitud, et mida rohkem mittepaardunud aluspaare ja mida rohkem 3"-otsa lahedal
need paiknevad, seda suurem on nende mdju amplifikatsiooni efektiivsusele (Lefever et al.,
2013). Nelja mittepaardunud nukleotiidi olemasolu thes praimeris voib amplifikatsiooni
peatada peaaegu téielikult (va juhul, kui on neli jarjestikust mittepaardunud nukleotiidi praimeri

5"-otsas). Samuti on leitud, et kuus vdi rohkem mittepaardunud nukleotiidi parisuunalises ja
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vastassuunalises praimeris kokku, juhul kui thel praimeril on vahemalt kolm mittepaardunud
nukleotiidi, blokeerib amplifikatsiooni taielikult (Lefever et al., 2013).

Praimeri 3"-otsas paikneva mittepaardunud nukleotiidi pikendamise kiirus s6ltub DNA
polumeraasi vBimest erinevat tulpi mittepaardunud aluspaare sisaldava dupleksiga seonduda ja
praimerit pikendada. Praimeri pikendamisel seondub ensulm praimer-DNA dupleksiga
praimeri 3"-otsas, mille jarel hakkab DNA-ensuiimi kompleks siduma dNTP-sid ja ltlitama
neid DNA ahelasse (Fisher ja Korn, 1981; Detera et al., 1981). Seega v6ib mittepaardunud 3-
otsa nukleotiididega praimeri pikendamise Kiiruse vahenemine olla pOhjustatud kas
polumeraasi ja DNA kompleksi seondumiskonstandi vaartuse langusest v6i seondunud
enstumi véiksemast mittepaardunud nukleotiididega praimerite pikendamise Kiirusest voi
nende kahe faktori kombinatsioonist (Huang et al., 1992).

Tag DNA poliimeraasil puudub 3°'—5" eksonukleaasne aktiivsus, mis parandaks
praimeri praimeri 3"-otsas paiknevaid mittepaardumisi ning selle omaduse puudmine mdjutab
oluliselt 3"-otsas paiknevate mittepaardunud nukleotiide pikendamise efektiivsust ja seeldbi
kogu amplifikatsiooni efektiivust (Ayyadevara et al., 2000). On ndidatud, et Taq polimeraas
seondub sarnase afiinsusega 3"-otsa mittepaardunud aluspaare sisaldavate vdi ainult paardunud
aluspaare sisaldava praimer-DNA dupleksiga, kuid pikendab 3"-otsa mittepaardunud aluspaare
sisaldavat dupleksit tunduvalt vahem efektiivselt vorreldes teiste enstiimidega. Seetdttu on Taq
poliimeraas (mille puudub 3'—5" eksonukleaasne aktiivus) sobiv rakendusteks, kus on vaja
PCR abil eristada tiksikute nukleotiidide poolest erinevaid DNA jarjestusi (nn alleelspetsiifiline
amplifikatsioon) ning on oluline, et polimeraas ei oleks vdimeline eemaldama mittepaardunud

nukleotiide ja kérbitud praimerit pikendama (Huang et al., 1992; Roux, 2009).
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1.3. Taksoni-spetsiifiliste testide valjatootamine

Uha enam kasutatakse molekulaarseid meetodeid organismide tuvastamiseks. PCR on
usaldusvadrne, odav, lihtsa t66pShimdttega ja tundlik meetod, mis vdimaldab spetsiifiliste
praimerite abil amplifitseerida the ja konkreetse taksoni DNA-d ning selle kaudu tuvastada
vastava taksoni (nt liigi, perekonna, sugukonna) olemasolu. Seetdttu kasutatakse PCR-il
pohinevaid teste laialdaselt vdga erinevates valdkondades: mikrobioloogias, toiduainete
koostise anallsil, biomeditsiinilistes uuringutes, pollumajanduses ja keskkonnaproovide
anallusis (liigilise mitmekesisuse uurimiseks) (Oggioni et al., 2002; Elfnifro et al., 2000; Haas
et al., 1998; Duitama et al., 2009; Croning et al., 2010; Yang et al., 2012; Bryksin and
Matsumura, 2010; Boom et al., 2002; Van Borm and Boomsma, 2002; Jarman et al., 2002;
Jarman et al., 2003; Lopez-Calleja et al., 2005; Wilcox et al., 2013). Edaspidi on vastavaid teste
nimetatud lihtsuse mottes taksoni-spetsiifilisteks testideks, mis on disainitud, et tuvastada
erinevate fllogeneetiliste tasemete taksoneid (nt sugukond, perekond, liik, alamliik, tlivi).

Taksoni-spetsiifiliste diagnostiliste testide puhul kasutatakse amplifikatsiooniks tihti
DNA-proovi, mis sisaldab paljude erinevate (sh fulogeneetiliselt lahedaste ja seetbttu sarnase
DNA-jarjestustega) organismide DNA-d (nt toiduainest vdi keskkonnaproovist eraldatud
DNA). Naiteks allergeensete (allergeenseid ihendeid sisaldavate) taimede tuvastamisel toidust
vOib olla vajalik eristada sama sugukonna allergeenseid taimeliike pekani-hikkoripuu (Carya
illinoinensis) ja kreeka pahklipuu (Juglans regia), sama perekonna (nt Brassica) liike voi
koguni sama liigi alamliike (perekonna Triticum liigid ja alamliigid), mille DNA-d esinevad
sageli amplifitseeritavas DNA proovis koos. Sihtmark-DNA on konkreetse taksoni DNA, mida
soovitakse amplifikatsioonil tuvastada. Mittesintmark-DNA on analiiusitavas DNA-proovis
koos sihtmark-DNA-ga esinev teiste organismide (sh fulogeneetiliselt 1&hedaste taksonite)
DNA, mida ei soovita testiga tuvastada. Konkreetne mittesihtmark-taksonite komplekt vaib
sOltuvalt sihtmark-taksonist ja testi kasutamise eesmargist (analliisitavast proovimaterjalist)
olla vdga erinev.

PCR-il tugineva taksoni-spetsiifilise testi aluseks on taksoni-spetsiifilised praimerid,
mis amplifitseerivad erinevate taksonite DNA-de segust vaid sihtmark-taksoni DNA-d.
Soltuvalt organismist, mida tuvastada soovitakse, voib taksoni-spetsiifiliste praimerite disain
olla aga véga keerukas ja ajamahukas. Spetsiifiliste praimerite disaini protsess hdlmab endas
mitte ainult oligonukleotiidide genereerimist sintmérkjarjestuse alusel, vaid ka disainiks sobiva

geenipiirkonna valikut, DNA jarjestuse poolest sarnaste ja PCR-il soovimatute mittesihtmaérk-
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taksonite maéaratlemist, sihtmérk- ja mittesihtmark-taksonite DNA jarjestuste hankimist
andmebaasidest vdi sekveneerimise abil ja praimerite spetsiifilisuse kontrolli in silico.

Sobiv geenipiirkond on DNA jarjestus, milles leidub piisavalt palju tuvastatava taksoni
DNA jéarjestuste vahel mittevarieeruvaid (et tagada piisav tundlikkus sihtmarkjérjestuste
tuvastamisel ja véltida valenegatiivset tulemust) ja samal ajal tuvastatavate ja
mittetuvastatavate taksonite vahel varieeruvaid (et véltida samaaegset mittesintmark-taksoni
amplifikatsiooni ja véltida valepositiivseid tulemusi) kohti (Villard ja Malausa, 2013). Et
sihtmérk-taksoni ja sarnase DNA jarjestusega mittesintméark-taksonite DNA jarjestusi vorrelda
ja leida sobivad kohad spetsiifiliste praimerite disainiks, on oluline, et kasutatava regiooni
jarjestusi oleks andmebaasides piisavalt palju nii sihtmark-taksoni kui ka erinevate l&hedaste
mittesintméark-taksonite jaoks.

Vaatamata sellele, et sekveneerimine on muutumas jarjest odavamaks ja
kattesaadavamaks ning sekveneeritud on paris paljude organismide tdisgenoomid, on veel terve
hulk organismiriihmi (néiteks taimed), mille tdisgenoome on sekveneeritud veel liiga vahe, et
neid taksoni-spetsiifiliste praimerite disainiks kasutada. Sellisel juhul on vbimalik disainiks
kasutada ainult andmebaasides olevate piiratud hulga Uksikute sekveneeritud geenide
genoomseid jarjestusi. Vaga paljude geenide puhul on andmebaasides ainult geenide mRNA
jarjestused. Kasutades disainiks mRNA jarjestusi, mille ekson-intron piirid ei ole teada ning ei
ole ennustatavad teiste genoomsete jarjestuste abil, on oht, et disainitavad PCR praimerid
satuvad ekson-intron piiridele ning hiljem PCR-i kéigus genoomset DNA-d ei amplifitseerita.
Lisaks tuleb sobiva geeniregiooni valikul arvestada erinevate genoomide (kloroplasti,
mitokondri ja tuuma genoom) ja geeniregioonide eriparadega, geenide koopiaarvuga, jarjestuse
varieeruvusega jne. Kuigi praimerite disainiks sobiva geenipiirkonna valimine vdib olla
ajakulukas t60, on seda etappi keerukas téielikult automatiseerida.

Taksoni-spetsiifilise testi jaoks praimerite disain h6lmab endas ka mittesintmark-
taksonite médratlemist ja jarjestuste hankimist andmebaasidest. Mittesintméark-jarjestusteks
konkreetse testi puhul on eelkdige sihtmark-taksoni DNA jérjestustega homoloogsed DNA
jarjestused, mis vdivad esineda analulsitavad proovis koos sihtmark-jarjestustega.
Mittesihtmark-jarjestusi on andmebaasidest v8imalik leida homoloogiaotsingu programmide
abil (nt BLAST, Altschul et al., 1997).

Soltuvalt sihtmark-taksonist ja konkreetsest geenipiirkonnast voib tuvastatava
sihtmark-taksoni konkreetse geenipiirkonna jérjestusi andmebaasis olla vaga palju (kiimneid,

sadu, tuhandeid v6i koguni kiimneid tuhandeid), mis vdivad rohkemal voi vdhemal mééral
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varieeruda. Kuna mittepaarduvad aluspaarid praimeri ja DNA jarjestuse vahel vdivad
vahendada nii dupleksi stabiilsust kui praimerite pikendamise efektiivsust, tuleks vdimalusel
valtida praimerite disaini geenipiirkonda, mille jarjestused sihtmark-taksoni siseselt
varieeruvad (vOi vajadusel lubades varieeruvaid positsioone ainult praimeri 5 -otsa lahedal).
Kuna samaaegselt tuleb arvestada nii sintmérk-taksoni jérjestuste vahelist varieerumist kui ka
sihtmark-taksoni ja mittesihtmark-taksoni jarjestuste vahelist varieerumist (mis vOib
flilogeneetiliselt l1ahedaste liikide puhul olla véga vaike), siis vBib taksoni-spetsiifilise testi
jaoks disainitavate praimerite jaoks sobivate kohtade leidmine olla suur véljakutse.

Kuigi PCR-p6hised diagnostikatestid taksonite tuvastamiseks ja identifitseerimiseks on
véga laialt kasutusel erinevates valdkondades, ei ole vdga palju arvutiprogramme, mille abil
disainida spetsiifilisi praimereid v0i hinnata disainitud praimeripaaride sobivust konkreetse
taksoni-spetsiifilise DNA testi jaoks. Arvutiprogrammide abil automatiseeritud taksoni-
spetsiifiliste praimerite disaini etapid lihtsustaksid ja suurendaksid veelgi PCR-il baseeruvate

tuvastamismeetodite kasutamist ja efektiivsust.

1.4. Olemasolev tarkvara praimerite spetsiifilisuse kontrollimiseks

PCR praimereid, mis amplifitseeriksid teatud DNA regiooni, v8ib tldjuhul paigutada
vaga paljudesse kohtadesse sihtmaérk-jarjestusel. On terve rida programme, mis aitavad leida
praimerite seondumiseks koéige sobivamaid ja soovitud produkti amplifitseerivaid kohti
jarjestusel (nt Untergasser et al., 2012; Nielsen ja Knutsen, 2002). Enamik neist programmidest
on keskendunud praimerite disainile, mis voimaldavad amplifitseerida DNA regiooni (hest
kindlast jarjestusest (Primer3, Rozen ja Skaletsky, 2000; Per1Primer, Marshall, 2004
jne), aidates kasutajal disainida ja valida erinevatele biokeemilistele jm kriteeriumitele kdige
paremini vastavaid praimereid. Samas et aita need programmid kasutajal disainida voi valida
kdige paremaid praimeripaare taksoni-spetsiifilise testi jaoks.

Primer3 (Rozen ja Skaletsky, 2000; Untergasser et al., 2007; Untergasser et al., 2012)
on arvutitarkvara, mis on praimeridisainiks laialt kasutusel. Programm disainib konkreetset
sintmarkjarjestust amplifitseerivad praimeripaarid, mis on kontrollitud vo6imalike
konkureerivate mittespetsiifiliste seondumiste suhtes iseenda (sekundaarstruktuurid) ja teiste
praimeritega (dimeerid). Primer3 valjundfailis on praimerid esitatud pingereas, mis tugineb
parameetrivaartuste erinevusele méaratud optimumvaartusest. Primer3 ei kontrolli primerite

mittespetsiifilisi seondumisi mittesintméark-taksonite jarjestustele ning kui kasutaja on liigselt
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piiranud véljundina saadavate praimerite hulka, vdib véimalik spetsiifiline praimeripaar jadda
ka valjundfailist vélja.

Taksoni-spetsiifilise testi jaoks disainitud praimeripaar peaks ideaalsel juhul
amplifitseerima ainult defineeritud sihtmark-taksoni DNA jarjestusi ja ei tohiks amplifitseerida
mitte Uhtegi samas anallilisitavas proovis esinevat mittesintmérk-taksoni DNA jarjestust.
Selleks, et kasutaja saaks kontrollida vOi hinnata disainitud praimerite unikaalsust
(spetsiifilisust), hinnata praimeripaari mittespetsiifiliste seondumiste ja amplifikatsiooni
efektiivusust, tuleb tal tihti kasutada selleks eraldi programme.

On rida programme praimerite mittespetsiifilisi seondumiskohtade leidmiseks
konkreetse genoomijérjestuse piires (GenomeTester, Andreson et al., 2006; PRIMEX, Lexa
ja Valle, 2003; BiSearch, Aranyi et al., 2006), kuid oluliselt vdhem programme, mis
vOimaldavad leida mittespetsiifilisi seondumiskohti ja hinnata praimerite pikendamise
efektiivsust erinevate mittesintméark-taksonite jarjestuste puhul.

1.4.1. Tarkvara praimerite mittespetsiifiliste seondumiste ennustamiseks

Praimeridisaini programmid Per1Primer (Marshall, 2004) ja Primer3Plus
(Untergasser et al., 2007) soovitavad kasutajal praimerite mittespetsiifiliste seondumiste
leidmiseks sihtmark- vai mittesihtmarkjarjestustelt kasutada USA Riikliku Biotehnoloogilise
Informatsiooni Keskuse (NCBI, National Center for Biotechnology Information) BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) otsingut.

BLAST on homoloogiaotsinguteks laialt kasutatav programm (Xu et al., 2002; Weckx
et al., 2005; Rouchka et al., 2005), mis otsib uuritava jarjestusega (milleks vdib olla ka naiteks
praimer) sarnaseid jarjestusi andmebaasist (Altschul et al., 1997). BLAST algoritmi kasutavad
mitmed programmid praimerite seondumiskohtade ennustamiseks (nt Primer-BLAST, Ye
etal.,, 2012; QuantPrime, Arvidsson et al., 2008; PRIMEGENS, Xu etal., 2002). Kdik
tooriistad, mis kasutavad otsingu-algoritmina BLAST-i, omavad minimaalsest sdna pikkusest
tulenevat piirangut. Nditeks BLAST otsing, mis kasutab minimaalset sdnapikkust 7 (nt
Primer-BLAST puhul) ei leia jarjestusi, millel on vOrreldes otsingusdnaga (néiteks praimeri
jarjestusega) 6 voi vahem jarjestikust komplementaarset paardumist. Seega nditeks kasutades
otsingusdnana 20 nukleotiidi pikkust praimeri jarjestust, milles on 7. ja 14. positsioonis

konkreetse (mitte)sihtmark-DNA jarjestusega mittepaarduvad nukleotiidid, j&ab selline
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(mitte)sihtmark-jarjestus BLAST otsinguga tuvastamata, kuigi praimeris on vaid 2
mittepaardunud nukleotiidi, mis Gldjuhul praimerite seondumist ja pikendamist ei takista.
BLAST programm ei ole praimerite spetsiifilisuse kontrollimiseks véga hea tooriist ka
seetdttu, et see kasutab lokaalse joonduse algoritmi ning seetdttu ei vdimalda kokku lugeda
tapset mittepaardunud aluspaaride arvu kahe vorreldava jarjestuse (praimeri ja sihtmark-
jarjestus) vahel (Ye et al., 2012; Altschul et al., 1997). Lisaks eelnevale ei aita BLAST
omavahel vorrelda ja sorteerida primereid vdi praimeripaare spetsiifilisuse alusel. Olukorras,
kus anallisitavaid praimereid vOi praimeripaare on vaga palju, kasutatavad andmehulgad on
suured, voib sobivaima praimeripaari valimine olla véga ajakulukas protsess.
MFEprimer-2.0 on (ks véheseid termodiunaamika seadustel (ja lahima naabri
mudelil) pdhinevaid programme praimeri ja DNA-jérjestuse vahelise seondumise stabiilsuse
hindamiseks (Qu et al., 2012). Programm tugineb teadmisel, et eduka PCR reaktsiooni aluseks
on praimeri 3"-otsa jarjestuse unikaalsus (mis tagab spetsiifilisuse) ning kogu praimeri jarjestus
(dupleksi stabiilsuse tagamiseks). Kasutaja annab ette praimeripaari ja programm otsib
andmebaasi (peamiselt ainult mudelorganismide DNA/RNA jarjestusi sisaldav) jarjestustelt
praimeri 3"-otsaga (kuni 5 - 9 nukleotiidi) stabiilseid duplekseid moodustavaid praimeri
seondumissaite, hindab dupleksite stabiilsust kogu praimeri pikkuse ulatuses ning l8puks
sorteerib amplikoni suuruse jm parameetrivaartuste alusel vélja ainult eeldatavalt
amplifikatsiooni andvad seondumised ja ennustatud amplikonid. Programm arvutab stabiilsuse
hindamiseks iga seondumise Gibbsi vabaenergia (AG) ja sulamistemperatuuri (Tm) vaartused.
Antud programmi puhul ei saa kasutaja ise sihtmarkjarjestusi ja mittesintmark-jarjestusi ette
anda ning etteantud andmebaasides on kokku ainult umbes paarkimmend erinevatest
filogeneesiharudest parineva liigi genoomset jarjestust, millest ei ole abi praimerite
seondumise hindamiseks, praimerite disainil l&hedaste taksonite eristamiseks. Samuti ei aita
programm kasutajal sorteerida ja valida taksoni-spetsiifilise testi jaoks kdige sobivamat

praimeripaari.

1.4.2. Tarkvara mittespetsiifilise amplifikatsiooni ennustamiseks

Lisaks programmidele, mis ennustavad parisuunalise ja vastassuunalise praimeri
seondumisi, on loodud ka programme, mis dritavad ennustada praimeripaari mittespetsiifilise

amplifikatsiooni toimumist voi mittetoimumist.
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Enamik loodud programmidest pShineb BLAST algoritmil (nt Primique, Fredslund
ja Lange, 2007; QuantPrime, Arvidsson, 2008; PRIMEGENS, Xu et al., 2002, Srivastava et
al.,, 2008; primer-Blast, Ye et al., 2012; PRISE2, Huang et al., 2014) ning seetdttu
omavad mitmeid BLAST algoritmist tulenevaid piiranguid vdimalike seondumiskohtade
leidmisel. Mitmed neist programmidest vdimaldavad leitud seondumissaidi puhul teatud maéral
arvestada ka praimeri 3" otsa mittepaarduvate nukleotiidide moéju amplifikatsioonile (nt
PRISEZ2, Huang et al., 2014; Primique, Fredslund ja Lange, 2007; Primer-BLAST, Ye et
al., 2012), kuid enamasti eeldades, et kolm mittepaardunud aluspaari praimeri 3"-otsa lahedal
on piisav, et amplifikatsiooni dra hoida ning kaugemal paiknevate mittepaarduvate aluspaaride
puhul positsioonist sltuvat moju ei arvestada.

Mitmed programmid  vOrdlevad jarjestusi ning otsivad sihtmérk- ja
mittesintmarkjarjestuste vahel sarnase v@i identse jarjestusega kohti kui potentsiaalseid
mittespetsiifilisi praimerite seondumiskohti, kasutades jarjestuste joondust (nt SP-
Designer, Villard ja Malausa, 2013). Vead joonduses (tingituna nditeks insertsioonidest voi
deletsioonidest tingitud erinevustest jarjestustes, liiga varieeruvatest kohtadest jéarjestustes ning
joondamisprogrammide vdimetusest vastavaid regioone joondada) vdivad mojutada sarnase
jarjestusega regioonide leidmist.

On loodud ka moned Uksikud termodiinaamika seadustel tuginevad programmid
praimeripaari mittespetsiifilise amplifikatsiooni ennustamiseks, kuid need ei ole kas

vabavarana kattesaadavad (nt Thermoblast, http://www.dnasoftware.com/problems-we-

solve/thermoblast) vdi sisaldab programmi poolt kasutatav mittesintméark-jarjestuste

andmebaas vaid piiratud hulga organismide jérjestustest (MFEprimer-2.0, Quetal., 2012),.

Konkreetse taksoni-spetsiifilise testi jaoks sobivate praimerite puhul on oluline
kontrollida ja hinnata praimerite seondumise ja v@imaliku pikendamise efektiivsust
konkreetsete mitte-sihtmark-taksonite jarjestuste vastu. Seetdttu on oluline, et programm
vOBimaldaks mittesihntmark-jarjestusi kasutajal endal sisestada. Paljude seni loodud

programmide puhul seda teha ei saa (In-Silico PCR, http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgPcr?command=start; MFEprimer-2. 0, Qu et al 2012) v6i on mittesintmérk-jarjestuste

madratlemise pohjendamatult ajamahukas (SP-Designer, Villard ja Malausa, 2013;
PRISEZ2, Huang et al., 2014).
Kui analiitsitavaid praimereid on palju, on mdistlik seda teha kdsurea programmide abil

Linux/Unix keskkonnas. Enamikul programmidest on olemas vaid veebipdhised versioonid
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(Primer-BLAST, Yeetal.,, 2012; QuantPrime, Arvidsson, 2008; PRIMEGENS, Xu et al.,
2002, Srivastava et al., 2008; Primique, Fredslund ja Lange, 2007).

Seega on praeguseks loodud mitmeid arvutiprogramme, mis aitavad disainida teatud
kriteeriumite alusel spetsiifilisi praimereid, ennustada praimerite (mitte)spetsiifilisi seondumisi
vOi amplifikatsiooni (tuginedes jarjestuste sarnasusele, mittepaardunud aluspaaride arvule
sihtmérkjérjestuse ja mittesihtmarkjarjestuse vahel vdi termodinaamika seadustele), kuid mille
kasutamisel on mitmeid piiranguid vGi tuleb 16plik tddmahukas praimerite spetsiifilisuse alusel
sorteerimine teha kasutajal kasitsi.

Sageli ei ole spetsiifiliste praimerite disainil pudelikaelaks mtte niivdord programmide
kiirus (kui just ei tegeleta taisgenoomijérjestustega), vaid praimerite maksimaalse spetsiifilisuse
tagamine (eriti vaga ldhedaste liikide eristamisel).

Enamik praeguseks loodud programmidest ei suuda leida kdiki v6imalikke praimeri
(mittespetsiifilisi) seondumissaite (nt BLAST-1 algoritmi piirangutest tulenevalt), ei arvesta
praimeri ja DNA-jarjestuse vahelise dupleksi erinevates positsioonides paiknevate
mittepaarduvate aluspaaride mdju praimerite praimerite pikendamisele v&i ei anna praimerite
seondumise ja pikendamise efektiivsusele arvulist hinnangut, mida kasutada disainitud
praimeritest taksoni-spetsiifilise testi jaoks kdige sobivamate praimeripaaride vélja valimiseks.
SeetOttu otsustati kaesolevas t60s luua skoor ning sellel baseeruv arvutiprogramm, mis aitaks
hinnata praimerite mittespetsiifilise seondumise ja pikendamise efektiivsust tuginedes
mittepaarduvate aluspaaride arvule ja asukohale praimeri ja mittesintméark-jarjestuse vahelises
dupleksis, et sorteerida disainitud praimeripaare ja leida nende seast kdige sobivam

praimeripaar konkreetse taksoni-spetsiifilise testi jaoks.
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2. Eksperimentaalne osa

2.1. Too eesmargid

Haridus- ja Teadusministeeriumi grantidest ja Euroopa Liidu Euroopa Regionaalarengu
Fondi programmidest rahastatava projekti ,,Allergofood (2012. — 2015. a.) tiheks eesmérgiks
oli tootada valja biotehnoloogilised testid allergeenide tuvastamiseks t60deldud toiduainetest ja
tootmisliinidelt. DNA-pohiste testide valjatootamisel tekkis vajadus disainida liigi- voi
perekonnaspetsiifilised PCR praimerid allergeensete taimede tuvastamiseks toidust.

Taksonite tuvastamisel (néiteks l&hedaste liikide eristamisel) PCR abil toidu- voi
hlgieeniproovist tuleb tihti silmitsi seista valjakutsega, et PCR praimerid peavad efektiivselt
amplifitseerima sihtmark-DNA jdrjestusi, kuid samas ei tohi amplifitseerida samas proovis
sisalduvaid vaga sarnase, ainult tksikute nukleotiidide poolest erinevaid, mittesintméark-DNA
jarjestusi. Sellisel juhul on oluline teada, kui palju minimaalselt ja mis positsioonis
mittepaardunud aluspaare peaks praimeri ja mittesihtmarkjarjestuse vahel olema, et tagada
spetsiifiline ainult sihtméark-DNA amplifikatsiooni toimumine.

Kuna puudus metoodika ja arvutitarkvara taksoni-spetsiifilise testi jaoks sobivate PCR
praimerite disainiks ja valja valimiseks, siis oli vajadus need projekti raames valja to6tada.

Antud t66 peamisteks eesmarkideks on
* leida praimerite pikendamise efektiivsust iseloomustav skoor, mis tugineb mittepaardunud
aluspaaride arvul ja asukohal praimeri ja mittesihtmarkjarjestuse vahelises dupleksis,

* kontrollida vélja todtatud skoori vaartuse ja amplifikatsiooni toimumise vahelist seost meie
katsetingimustes,

* luua metoodika ja arvutitarkvara taksoni-spetsiifilise testi jaoks sobivate PCR praimerite
disainiks ja sobivaima praimeripaari valimiseks tuginedes valja to6tatud skoorile,

* testida loodud metoodikat DNA testi véljatootamisel allergeensete viljadega taimeliigi

pekani-hikkoripuu (Carya illinoinensis) tuvastamiseks toidust.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Mittepaarduvate nukleotiididega praimerid

Tuginedes kirjanduse andmetele mittepaardunud aluspaaride arvu ja asukoha moju
kohta amplifikatsiooni efektiivsusele, loodi ké&esolevas t60s skoor NAS (No Amplification
Score), mis iseloomustab praimeri seondumise ja pikendamise efektiivsust konkreetse
seondumissaidi puhul. Mida vaiksem on praimeri skoori vaartus, seda efektiivsem on
eeldatavalt praimeri seondumine ja pikendamine konkreetse seondumissaidi puhul.

Et uurida Uksikute, erinevas positsioonis olevate, mittepaarduvate aluspaaride mdoju
amplifikatsiooni saagisele meie katsetingimustes ning kontrollida ké&esolevas t66s leitud
praimerite NAS vaartuste ja amplifikatsiooni saagise vahelist seost, on genereeritud rida
mittepaarduvaid nukleotiide sisaldavaid, erineva NAS vaartusega praimereid.

Praimerite genereerimiseks viidi mittepaarduvad nukleotiidid sisse ainult parisuunalise
praimeri vastavatesse positsioonidesse. Vastassuunaline praimer jaeti antud t66s muutmata.

Praimerite genereerimiseks on vdetud aluseks Allergofood projekti raames eelnevalt
disainitud ja katseliselt kontrollitud spetsiifilisusega makadaamiapahkli kloroplasti genoomi
MatK geeni 199 bp pikkust regiooni amplifitseerivad praimerid (MacO_F ja MacO_R), mis on
disainitud kasutades programmi Primer3 (Untergasser et al., 2012) ning NCBI Nucleotide
andmebaasis olevat tervelehise makadaamia (Macadamia integrifolia, vili: makadaamiapéhkel)
geenijarjestust AY823204.1. Praimerite pikkused on périsuunalisel praimeril 24 bp ja
vastassuunalisel praimeril 22 bp. GC sisaldused (G ja C nukleotiide osakaalud jarjestustes) on
vastavalt 41,7% ja 45,5%, sulamistemperatuurid (Tm) 57,9°C ja 57,1°C.

Et kontrollida praimeri jarjestuses oleva Uksiku 3"-otsas paikneva mittepaardunud
nukleotiidi mdju amplifikatsioonile meie katsetingimustes, on genereeritud périsuunalised
praimerid, mille erinevatesse 3"-otsa positsioonidesse on viidud erinevat tldpi Uksikud
sintméarkjarjestusega (makadaamiapahkli matK geeni jarjestusega) mittepaarduvad
nukleotiidid. Kuna Uksiku mittepaardunud aluspaari m&ju on oluline eelkdige polimeraasi
seondumise ja praimerite pikendamise seisukohast, siis on antud t66s viidud mittepaarduv
nukleotiid 1.-6. positsiooni praimeri 3"-otsast. Et vOrrelda erinevat tuipi mittepaarduvate
aluspaaride  mo6ju amplifikatsioonile on genereeritud kdigi vdimalike erinevat tldpi
mittepaarduvate  nukletoiididega  pdrisuunaliste  praimerite  variante  (v8imalikke
kombinatsioone on igas positsioonis kolm, néiteks kui praimeri ja sihtmarkjarjestuse

nukleotiidide vahel on Watson-Crick paardumine A/T, siis vOimalikud mittepaarduvate
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nukleotiididega aluspaari variandid on G/T, C/T ja A/T).Vdimalikud kombinatsioonid séltusid

sihtmérkjérjestusest (tabel 1).

Tabel 1. Uhe mittepaarduva nukleotiidiga parisuunalised praimerid. Mittepaarduvad nukleotiidid
paiknevad praimeri 3"-otsast 1. - 6. positsioonis. Mittepaarduva aluspaari tutibi G/T puhul on praimeri
jarjestuses nukleotiid G ning sihtmarkjérjestuse vastavas positsioonis T. Watson-Crick paardumise
korral oleks antud positsioonis A/T paardumine. pu t&histab puriini ja py parimidiini.

Praimeri Parisuunalise praimeri jarjestus Mittepaarfi‘uya Mittepaarduva
ID 5 >3 nUkI.Et?t"dl aluspaari tiip
positsioon

Mc1GT_F Kk kK kK Kk ok ok ok kK K kR ok ok kK Kk k(G 1 G/T pu/py
Mc1TT_F Kok ok ok kK Kk ok kK kK Kk kK ok ok Xk kR 1 T/T py/py
Mc1CT_F Kok ok ok kK Kk ok ok ok kK Kk kK ok ok X kK k(O 1 c/T py/py
MCZTG_F Kok ok ok ok ok kk ok ok ok ok ok kkkkokokokok kT k 2 T/G py/pu
Mc2GG_F KKk kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok k(D 2 G/G pu/pu
MCZAG_F khkkkkkhkhhkhkhkkkkkkhkhkhkkkx*p* 2 A/G pu/pu
|V|C3AA_F khkkkkkhkhkhkhkkkkkkkhkhkhkkkxp\** 3 A/A pu/pu
|V|C3GA_F hkkkkkrkhhkhhkkkkxrkhkkhkk*Gk* 3 G/A pu/pu
|V|C3CA_F Kkkkkkrkhhkhhkkkkxrxhkhkk Ok * 3 C/A py/pu
|V|C4-GT_F khkkkkkkkhhhhkkkkxkhkhhkGr** 4 G/T pu/py
|V|C4TT_F khkkkkkkhkhhhhkkkkxkhkhkPx* % 4 T/T py/py
Mc4CT_F Kok ok ok kK Kk ok kK ok kK Kk k ok ok k(K Kk 4 c/T py/py
Mc5CA_F Kok ok ok kK Kk ok kK ok kK Kk k ok ok Ok Kk 5 C/A py/pu
Mc5GA_F Kok ok ok kK K Kk kK ok kK Kk kR ok (DK K K 5 G/A pu/pu
Mc5AA_F Kok ok ok kK K Kk kK ok kK Kk k ok ok K K Kk 5 A/A pu/pu
Mc6AC_F Kok ok ok kK k k k ok ok ok ok ok ok ko ok 7\ ok ok ok ok K 6 A/C pu/py
Mc6CC_F KKk ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok (Ck ok Kk ok 6 C/C py/py
Mc6TC_F Kok & Kk Kk kK Kk ok ok k ok Kk ok Tk ok Kk k 6 T/C py/py

Et uurida, millist mdju avaldavad amplifikatsioonile kaks erinevates positsioonides
paiknevat mittepaardunud aluspaari praimeri ja sihtmarkjarjestuse vahel, on genereeritud
parisuunalised praimerid, millel on lisaks 3"-otsas (1. - 6. positsioonis) paiknevale tugeva
mdjuga mittekomplementaarset aluspaari (puriin/puriin voi purimidiin/parimidiin ttdpi) voi
ndrga mojuga mittekomplementaarset aluspaari (puriin/purimidiin voi parimidiin/puriin tlipi)
moodustavale mittepaarduvale nukleotiidile (ks nérga mdjuga mittekomplementaarset
aluspaari moodustav mittepaarduv nukleotiid. Kuna k&iki v@imalikke kahe mittepaardunud
aluspaari asukoha kombinatsioone on véga palju, vaatleme vaid juhte, kus esimene
mittepaarduv aluspaar paikneb praimeri 3"-otsa ldheduses (1. - 6. positsioonis) ja teine 3., 6.,

10. v6i 23. positsioonis 3"-otsast (tabel 2).
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Tabel 2. Kahe mittepaarduva nukleotiidiga pdrisuunalised praimerid. Esimene, praimeri 3"-otsale
lahemal paiknev, mittepaarduv nukleotiid paikneb praimerite 3"-otsast 1. - 6. positsioonis, teine
mittepaarduv nukleotiid 3., 6., 10. v8i 23. positsioonis. pu t&histab puriini, py t&histab parimidiini.

. . Parisuunalise praimeri jarjestus Mittepaan:tflt{va . A

Praimeri ID 5 3 nuk!ec?tudl Mittepaarduva aluspaari tiilip
positsioon

Mc31NT_F KKK KKXX K kKKK XKX Kk k kK XCKT 3+1 C/A+T/T py/pu + py/py
Mc31NN_F KK KKAXK K KKK XXX K KKK XXCKG 3+1 C/A+G/T py/pu + pu/py
MCc61NT_F R R N L 6+1 A/C+T/T pu/py + py/py
Mc61NN_F Kok ok ok ok ok ok ok ok kkkkkkk kXN *kx kG 6+1 A/C+G/T pu/py+pu/py
Mc101NT_F Kk ok k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok Gk ok ok ok ok ok ok kT 10+1 G/T+T/T pu/py+py/py
Mc101NN_F Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kkkGhkkkkkxkQ 10+1 G/T+G/T pu/py+pu/py
Mc231NT_F KTk Kk ok ko k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kT 23+1 T/G+T/T py/pu+py/py
Mc231NN_F KTk Kk kA XXk k Kk kXXX Kk kK XXX KT 23 +1 T/G+G/T py/pu + pu/py
MCc32NT_F KoK K K kK Kk K Kk kK kK Kk ok Kk kK O K 3+2 C/A+A/G py/pu+pu/pu
MCc32NN_F KoK K K Kk Kk K Kk kK kK Kk ok Kk ok Ok 3+2 C/A+T/G py/pu+py/pu
MCc62NT_F B Ry 6+2 A/C+A/G pu/py + pu/pu
Mc62NN_F B R ey 1k 6+2 A/C+T/G pu/py + py/pu
MCc102NT_F KoK KKKk K kR Kk ok Kk (3R K K Kk K K K 10+ 2 G/T+A/G pu/py+pu/pu
Mc102NN_F KKk ok kKK Kk ok ok kXK (G Kk kXK KTk 10+ 2 G/T+T/G pu/py + py/pu
Mc232NT_F IR K K KK K K KK KKK KX K K Kk K P K 23+2 T/G+A/G pu/py + pu/pu
Mc232NN_F KTk Kk ok k ok k ok k kK k ok ok ok ok ok ok ok ok ok Tk 23+2 T/G+T/G pu/py+py/pu
Mc63NT_F Kk ok Kk ok ko ko k ok ok ok ok ok ok ok ok Lk ok 7\ Kk 6+3 A/C+A/A pu/py+pu/pu
Mc63NN_F Kk ok ko ko ko k ok ok ok ok ok ok ok ok I\ k ok Ok ok 6+3 A/C+C/A pu/py+py/pu
Mc103NT_F KK K K kK Kk ok Kk ok Kk (3K Kk X Kk A K Kk 10+3 G/T+A/A pu/py+pu/pu
Mc103NN_F Kok K Kk kK ok ok Kk ok Kk (3K Kk kK ok Ok Kk 10+3 G/T+C/A pu/py+py/pu
Mc233NT_F KT * Kk k& ok k& ok k& ok k kK k kKKK K 23 +3 T/G + A/A pu/py + pu/pu
Mc233NN_F KTk K ok ok ok ko k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok Ok ok 23+3 T/G+C/A pu/py+py/pu
Mc64NT_F Kk kK kK kK ok k ok k ok ok ok ok ok ok [\ K Tk Kk ok 6+4 A/C+T/T pu/py+py/py
Mc64NN_F KK K K kK Kk K Kk ok Kk ok Kk ok K (SR K K 6+4 A/C+G/T pu/py+pu/py
Mc104NT_F Kk Kk kK K kK kK K (G Kk kX Tk kK 10+ 4 G/T+T/T pu/py + py/py
MCLO0ANN_F | *x*kkkkkhhkkxkGhkxxk Gk ** 10+4 G/T+G/T pu/py + pu/py
Mc234NT_F Kk k ok Kk ok ok ok ok Kk ok Kk ok Kk ok Ik kK 23+4 T/G+T/T pu/py + py/py
Mc234NN_F KTk K ok ok ok k ok k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok Gk Kk 23 +4 T/G+G/T pu/py+pu/py
Mc65NT_F Kok KKk KKk kK ok ok Kk kK kK AT KKK K 6+5 A/C+A/A pu/py + pu/pu
Mc65NN_F KK K K kK Kk ok Kk ok Kk ok Kk ok A\ (K K K Kk 6+5 A/C+C/A pu/py+py/pu
Mc105NT_F Kok kokkok Kk Kk Kk kkQh Kk KD Kk Kk 10+5 G/T + A/A pu/py + pu/pu
MCIO5NIN_F | *Hx ok xdkkok ok kA ok Gk Ak A Ch ok k% 10+5 G/T+C/A | pu/py + py/pu
Mc235NT_F KTk ok Kk ok ok k k ok Kk ok Kk ok ok ok Kk ok ok 23+5 T/G+A/A py/pu+pu/pu
Mc235NN_F KTk K ok ko ok ok k kK k kR k ok ok ok Ok ok ok ok 23+5 T/G +C/A py/pu+py/pu
Mc106NT_F Kk Kk k kKK Kk kK kKK (G Kk CR K Kk Kk 10+ 6 G/T+C/C pu/py + py/py
MCLOBNIN_F | % %o ok ok ok ko ok ok ok ko (Gok ok ok P\ ok & ok ok & 10+6 G/T+A/C | pu/py + pu/py
Mc236NT_F KTk Kk ok ok ok k ok k ok k ok ok ok ok ok ok (kK ok ok ok 23 +6 T/G+C/C py/pu+py/py
Mc236NN_F H Tk ok Kk ok ok ok k ok ok ok ok Kk ok ok 7\ k ok ok ok ok 23+6 T/G +A/C py/pu+pu/py
MIC23LONT_F | % T % %k koo ok ok ok 23+10 T/G+T/T | py/pu + py/py
MC231ONN_F | * T % o % ok koo ok ko Gk ok ok ok ok & okeok & 23+10 T/G+G/T | py/pu+ pu/py
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Et kontrollida k&esolevas t66s leitud NAS vaartuste ja amplifikatsiooni saagise vahelist
seost, on genereeritud erineva arvu ja 3 -otsast erineval kaugusega paiknevate, mittepaarduva
nukleotiididega parisuunalised praimerid, mille NAS skoori vaartused varieeruvad vahemikus
1 kuni 21 (lisa 1). Vahemik on valitud eeldades, et skoori 21 juures on mittepaardunud
aluspaaride moju nii praimeri ja jarjestuse vahelise dupleksi stabiilsusele kui ka polimeraasi
seondumise ja praimerite pikendamise efektiivusele juba piisavalt suur, et tuvastatavat produkti
hulka (hinnatuna silma jargi geelelektroforeesi béandi intensiivuse jargi) amplifikatsioonil ei
tekiks. Sihtmarkjarjestustega téies ulatuses komplementaarse jarjestusega praimeri (néiteks
vastassuunalise praimeri) NAS vaartus on 0.

Erineva NAS vadrtusega genereeritud praimerite jérjestustes olevad mittepaardunud
nukleotiidid tekitavad ainult nérga méjuga mittepaardunud aluspaare, kuna spetsiifilisuse
seisukohast on just need kdige ohtlikumad (sama arvu ja positsiooniga tugeva mdjuga vai sama
arvu ja positsiooniga ndrga mojuga aluspaaride esinemisel praimeri ja jérjestuse vahel vGib
amplifikatsiooni tulemus olla vaga erinev, kuid oht amplifikatsiooniks on suurem eelkdige
ndrga mdjuga mittepaarduvate aluspaaride puhul).

Genereeritud praimerid on kontrollitud vdimalike dimeeride ja sekundaarstruktuuride
moodustamise osas veebiserveri DINAMelt (Markham ja Zuker, 2005) rakenduste Quickfold
ja Two state melting (hybridization) abil, kasutades jargnevaid vaikevaartustest erinevaid
parameetrivaartusi: soolakontsentratsioone [Na*] 10 mM ja [Mg™] 2,5 mM ning jarjestuste
kontsentratsiooni (strand concentration) 0,4 uM. Mittepaarduvate nukleotiididega praimerite
genereerimisel on pulutud véltida G ja C nukletoiidide sisalduse vaartuse liigset varieerumist
praimerite vahel ning parisuunalise praimeri pikkus on jéetud konstantseks (24 nukleotiidi), et
valtida lisafaktorite mdju amplifikatsioonile.

Et kontrollida DNA ahelate hiibridisatsioonitugevust iseloomustava Gibbsi vabaenergia
muudu vOimet ennustada amplifikatsiooni toimumist, leiti veebiserveri DINAMelt (Markham
ja Zuker, 2005) rakenduse Two state melting (hybridization) abil kdikide genereeritud
mittepaarduvate nukleotiididega périsuunaliste praimerite sihtmarkjarjestusega seondumise
Gibbsi  vabaenergia muudu  (AGm)  Vvéartus  (kasutades  parameetrivaartusi:
soolakontsentratsioone [Na*] 10 mM ja [Mg™] 2,5 mM ning praimerite kontsentratsiooni
(strand concentration) 0,4 uM) ning leiti selle erinevus (AAG) vorreldes téies pikkuses
komplementaarse praimeri vabaenergia muuduga (AGo = -24,3) ehk AAG = AGm — AGo (lisa
1). Kuna vastassuunaline praimer on tdies pikkuses komplementaarne sihtmarkjarjestusega, on

selle AAG vadrtus 0.
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2.2.2. DNA eraldus

Tervelehise makadaamia (Macadamia integrifolia, vili: makadaamiapéhkel) DNA on
eraldatud mahetoodete poest hangitud kooritud seemnest (p&hklist). Pekani-hikkoripuu (Carya
illinoinensis, vili: pekanipahkel), kreeka pahklipuu (Juglans regia, vili: kreeka péhkel), hariliku
sarapuu (Corylus avellana, vili: metspahkel/sarapuupahkel), hariliku maapahkli (Arachis
hypogaea, vili: maapéhkel, arahhis), arukase (Betula pendula), hariliku viinapuu (Vitis vinifera,
vili: viinamari) DNA on eraldatud Tartu Ulikooli Botaanikaias, metsas, aias v0i aknalaual
kasvanud taimedelt korjatud ja silikageeli abil kuivatatud taimede lehtedest.

Eraldamiseks kasutati CTAB meetodit (Doyle and Doyle, 1990). Eraldatud DNA
lahustati 100 ul TE puhvris. DNA kvaliteeti ja kvantiteeti hinnati geelelektroforeesi abil 1%
agaroosi sisaldusega geeli abil ning spektrofotomeetri NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop
Technologies; Wilmington, USA) abil vastavalt tootja juhendile. PCR reaktsiooniks tehti DNA
lahjendused kuni kontsentratsioonini 20 ng/pl (katseteks genereeritud praimeritega) voi 50
ng/ul (katseteks pekanipahkli spetsiifiliste praimeritega). DNA proovid sdilitati -20 kraadi
juures.

Eraldatud DNA proovide amplifitseeritavus on kontrollitud Allergofood projekti

raames disainitud vastavate liikide spetsiifiliste PCR praimeritega.

2.2.3. Polumeraasi ahelreaktsiooni katsed

PCR reaktsioonides genereeritud praimeritega kasutati matriitsina makadaamiapahklist
eelnevalt eraldatud DNA-d. Praimeritena kasutati reaktsioonis eelnevalt genereeritud
sintmérkjérjestusega  mittepaarduvate  nukleotiididega  pdrisuunalist ~ praimerit  ja
sintmérkjérjestuse  seondumissaidiga téies pikkuses komplementaarse jarjestustega
vastassuunalist ~ praimerit.  Positiivse  kontrollina  kasutati makadaamia-spetsiifilisi,
sihtmérkjarjestusega tdies pikkuses komplementaarse jarjestusega pari- ja vastassuunalist
praimerit, negatiivne PCR kontroll sisaldas kdiki reaktsioonisegu komponente (sh makadaamia
DNA), vélja arvatud péarisuunalist praimerit.

PCR reaktsioonisegu mahuga 25 pl sisaldas 1x PCR puhvrit [Tris-HCI, (NH4)2SO4;
Solis BioDyne, Inc; Tartu, Eesti], 2.5 mM MgCl. (Solis BioDyne, Inc), 0.25 mM dNTP segu
(Solis BioDyne, Inc), 0,4uM parisuunalist praimerit (Microsynth AG); 0,4uM vastassuunalist
praimerit (Microsynth AG). 5 U HOT FIREPol® DNA Poliimeraasi (Solis BioDyne, Inc, Tartu,
Eesti), 20 ng DNA-d ja MilliQ H20-d I6ppmahuni.
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Kdik PCR katsed viidi labi vdimalikult sarnastes tingimustes, et valtida PCR-i
katsesiisteemist tulenevat varieeruvust. Koikides geneeritud praimeritega teostatud
reaktsioonides kasutati samu reagentide ja DNA lahjendusi. Tulemuste korratavuse
kontrollimiseks tehti iga genereeritud praimeripaariga PCR reaktsioone vahemalt 3 korduses ja
erinevatel péevadel.

Amplifitseerimine viidi 1&bi termotsikleris ABI GeneAmp PCRSystem 2700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) kasutades jargmist programmi: algne denaturatsioon 95°C
juures 15 min; 35 tsuklit: denaturatsioon 95°C juures 30 sek, praimerite seondumine 54°C
juures 30 sek, stintees (praimerite pikendamine, ekstensioon) 72°C juures 30 sek; slintees 72°C
juures 10 min; séilitamine 4°C juures.

Amplifitseeritud fragmente kontrolliti geelelektroforeesil (1,3%-lisel agaroosgeelil
TBE puhvris (40 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, 45mM boorhape; pH 8.3), millele oli lisatud
etiidiumbromiid). Elektroforees toimus pingel 115 V, 30 minutit. DNA visualiseeriti UV
(ultraviolett) valguses.

Et anda poolkvantitatiivne hinnang iga erineva NAS skooriga praimeripaari
amplifikatsiooni saagisele, anti geelelektroforeesi kéigus tekkivate fragmendikogumite triibu
(band) intensiivususele silma jargi hinnang: 0 (Amp.puudub - amplifikatsioon puudub,
geelelektroforeesipildi triip oli silmaga tuvastamatu), 1 (Amp.ndrk - ndrk amplifikatsioon, triip
tuvastatav, kuid tunduvalt ndrgem vorreldes positiivse kontrolliga) vdi 2 (Amp.tugev - tugev

amplifikatsioon, positiivse kontrolliga umbes samavaarse intensiivsusega triip).

2.2.4. Arvutitarkvara arendus taksoni-spetsiifiliste praimerite disainiks

Kéesolevas t06s loodud programmid  sihtmérkjarjestuse  maskeerimiseks
(TargetConsensusMaker.py jJa TargetMasker.py) hing praimerite spetsiifilisuse
hindamiseks ja sorteerimiseks (PrimerSorter.py) on kirjutatud programmeerimiskeeles
Python, kasutades Pythoni versiooni 3.x ning on kaivitatavad Unix/Linux k&surealt. Programme
on vdimalik kaivitada nii eraldiseisvate programmidena (jarjestuse maskeerimiseks voi
praimerite sorteerimiseks spetsiifilisuse alusel) kui ka Uksteisele jargneva pideva tédvoona
(spetsiifiliste praimerite disainiks, kasutades lisaks programmi Primer3 k&surea versiooni
(Untergasser et al., 2012).
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2.2.5. Taksoni-spetsiifiliste praimerite disaini metoodika rakendamine diagnostilise testi

valjatootamisel

Antud t60s véljatootatud praimeridisaini automatiseeritud toovoogu rakendati selleks,
et disainida Allergofood projekti raames spetsiifilised praimerid pekanipahkli (pekani-
hikkoripuu) tuvastamiseks toidust.

Praimerite disainiks otsustati kasutada pekanipéhkli allergeeni 11S legumiini geeni
jarjestusi mRNA jarjestusi, sest selle tuumagenoomi geenipiirkonna puhul on andmebaasis
olemas piisavalt jarjestusi paljude flilogeneetiliselt l1ahedaste ja pekani-hikkoripuu viljadega
toidus sageli koos esinevate viljadega liikide (nt kreeka pahklipuu, sarapuu) puhul ning jérjestus
varieerus piisavalt pekani-hikkoripuu ja kreeka pahklipuu jérjestuste vahel. Pekani-hikkoripuu
MRNA jérjestuste ekson-intron piirid ennustati kasutades Allergofood projekti raames
sekveneeritud l&hedase liigi sarapuu (Corylus avellana) genoomset jarjestust, andmebaasis
olevat sarapuu allergeeni Cor a 9 (11S globuliini valgu) geeni mRNA jérjestusi ning NCBI
BLAST programmi (blastn).

Praimerite disainil kasutatud pekani-hikkoripuu (Carya illinoinensis) kui sihtmarkliigi
11S legumiini geeni jarjestused (EU113051.1 ja EU113052.1) on vdetud NCBI (The National
Center for Biotechnology Information) andmebaasist Nucleotide. Stddavate viljadega
fulogeneetiliselt lahedaste ja vaga sarnaste DNA jarjestustega mittesintmarkliikide kreeka
pahklipuu (Juglans regia), hariliku sarapuu (Corylus avellana) ja hariliku kastanipuu (Castanea
sativa) jarjestused (AY692446.1, AF449424.1, KF494372.1, JX036033.1, GQ925921.1,
GQ925920.1) on leitud BLAST programmi (blastn) otsinguga NCBI nr/nt (Nucleotide
collection) andmebaasi vastu (kasutades vaikevaartusi). Mittesintmarkjarjestuste sarnasused
sihtmérkjérjestusega (EU113051.1) olid kreeka pahklipuu jarjestusel 96%, hariliku sarapuu
jarjestustel 78% ja hariliku kastanipuu jarjestustel 73%.

Kahe pekani-hikkoripuu jarjestuse po6hjal moodustati uus sihtmarkjarjestuste
konsensusjarjestus, milles jarjestuste vahel varieeruvad positsioonid olid maskeeritud tdhega
N, kasutades kaesoleva t66 raames loodud programmi TargetConsensusMaker.py.

Praimerite disainiks kasutati programmi Primer3 kdsurea versiooni (Untergasser et
al., 2012). Et vahendada mittespetsiifiliste praimerite kombinatsioone Primer3 véljundis,
kasutati enne praimerite disaini  k&esolevas t60s kirjutatud  programmi/skripti
TargetMasker.py (kasutades vaikevaarusi), mille abil maskeeriti sihtmarkjarjestuses
vaikese tahega sihtmark-taksoni (pekani-hikkoripuu) jarjestuse ja mone mittesintméark-taksoni

(kreeka péhklipuu, hariliku sarapuu voi hariliku kastanipuu) jérjestuse vahel identsete 10 bp
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158998779?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KX8858X8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158998781?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=KX8858X8014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_448258480
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_448258480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56788030?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=KX8858X8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/18479081?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=KX8858X8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/557792008?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=KX8858X8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/448258480?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=KX8858X8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307159107?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=KX8858X8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307159105?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=KX8858X8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158998779?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KX8858X8014

pikkuste jarjestuseosade otsanukleotiidid (1. ja 10. positsioonis). Programmi Primer3
sisendfaili genereerimiseks kasutab TargetMasker.py eraldi tekstifaili, milles lisaks
muude praimeridisaini parameetrite vaartustele sisaldub ka vdikese tdhega maskeerimist
arvestavat parameeter (PRIMER_LOWERCASE_MASKING=1) (ndide lisas 5).

Programmi Primer3 abil disainitud praimereid sorteeriti ja seati spetsiifilisuse alusel
pingeritta kaesolevas t00s loodud teise programmi PrimerSorter.py abil, kasutades
programmi vaikevéaartusi (sisendfailitliip — Primer3 valjundfail, praimerite sorteerimine -
vaid NAS skoori alusel).

K®oige spetsiifilisema praimeripaariga viidi labi PCR katsed spetsiifilisuse kontrollimiseks
lehtedest eraldatud DNA proovidega. PCR protokoll ja programm olid samad, mis PCR katsetes
genereeritud mittepaarduvate nukleotiididega praimeritega (tdpsem info on alaldigus 2.2.3).
PCR matriitsina kasutati eelnevalt eraldatud pekani-hikkoripuu (Carya illinoinensis, vili:
pekanipahkel), kreeka pahklipuu (Juglans regia, vili: kreeka pahkel), hariliku sarapuu (Corylus
avellana, vili: metspdhkel ehk sarapuupdhkel), tervelehise makadaamia (Macadamia
integrifolia, vili: makadaamiapéhkel), hariliku maapéhkel (Arachis hypogaea, vili: maapéhkel,
arahhis), arukask (Betula pendula), hariliku viinapuu (Vitis vinifera, vili: viinamari) lehtedest

vOi pahklist eraldatud DNA proove, kontsentratsiooniga 50 ng/ul.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Skoor praimerite pikendamise ennustamiseks

Senisest teaduskirjandusest on teada, et mida rohkem on mittepaardunud aluspaare ja
mida rohkem paikneb neid 3"-otsa lahedal, seda nérgem on praimeri ja sihtmark-DNA vahel
moodustuv dupleks ja ebaefektiivsem on poliimeraasi seondumine ning praimeri pikendamine.
Samas ei taga praimeri 3"-otsas paiknev Uksik mittepaardunud aluspaar veel amplifikatsiooni
mittetoimumist.

Konkreetse praimeri spetsiifilisust hindame oma t66s muutuja NAS (No Amplification
Score) véartuse abil, mis peegeldab praimeri seondumise ja pikendamise efektiivsust
konkreetse seondumiskoha puhul ning on leitav valemiga:

NAS = MM20 + 2xMM10 + 3xMM6 + 4xMM3,

kus MM20 on mittepaarduvate nukleotiidide arv praimeri 3"-otsast 11. - 20.
positsioonis, MM10 on mittepaarduvate nukleotiidide arv 7. - 10. positsioonis, MM6 on
mittepaarduvate nukleotiidide arv 4. - 6. positsioonis ning MM3 on mittepaarduvate
nukleotiidide arv 1. - 3. positsioonis praimeri 3"-otsast.

NAS vaartus s6ltub mittepaarduvate nukleotiidide koguarvust praimeri ja vdimaliku
seondumissaidi vahel ning annab suurema kaalu 3"-otsa ldhedal olevatele mittepaarduvatele
nukleotiididele, millel teadaolevalt on suurem mdoju amplifikatsiooni toimumisele (vorreldes
5"-otsa mittepaarduvatele nukleotiididele), sest need mdjutavad lisaks praimeri seondumisele
sihtmérk-DNA-ga ka pollimeraasi seondumist dupleksiga ning praimeri pikendamist.

Praimeril, millel ei ole vorreldes konkreetse seondmissaidi jarjestusega mitte Uhtegi
mittepaarduvat nukleotiidi ehk mis on terves pikkuses komplementaarne seondumissaidi
jarjestusega, on NAS véartus 0. Mida suurem on véartus, seda rohkem on (Gldiselt
mittepaarduvaid nukleotiide ja seda rohkem praimeri 3"-otsa lahedal need paiknevad ning seda
ebatdendolisem on eeldatavalt praimeri seondumine ja pikendamine polimeraasi poolt.
Maksimaalne vdimalik skoori vadartus on 39 (olukord, kus praimeri ja vdimaliku
seondumissaidi vahelise dupleksi 20 esimest aluspaari, praimeri 3’otsast alates, on
mittepaarduvad).

Kuna mittepaardunud aluspaari tdbi méju antud té6s on uuritud vaid the ja kahe
mittepaarduva nukleotiidiga praimerite puhul, piiratud arvu tiipide kombinatsioonidega, ning
teaduskirjanduses on tulemused erinevad ning kohati vastukéivad, siis ei ole me antud t66s
NAS leidmise valemisse integreerinud erinevate mittepaardunud aluspaaride tulpide erinevat

maoju amplifikatsioonile.
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Kuna on néidatud, et 3"-otsa mittepaardunud olemasolu ei taga alati (eriti nérgema
mdjuga mittepaardunud alupaaride puhul) amplifikatsiooni mittetoimumist, siis ei ole NAS
arvutamise valemis antud suuremat kaalu praimeri 3-otsas 1. positsioonis paiknevale
mittepaardunud nukleotiidile.

Antud t66s on praimerite NAS vadrtust kasutatud praimeripaaride spetsiifilisuse
hindamiseks ja sorteerimiseks. Et arvuliselt hinnata praimeripaari spetsiifilisust tugineme oma
t00s kummagi praimeri (parisuunalise ja vastassuunalise praimeri) minimaalseimale leitud
NAS vaartusele. NAS iseloomustab konkreetse praimeri ja konkreetse seondumissaidi vahelise
seondumise ja praimerite pikendamise efektiivsust, seega ko&ige ohtlikum praimeri
seondumissait etteantud mittesihtmarkjarjestuste puhul on tdendoliselt minimaalseima NAS
vaartusega praimeri seondumiskonht.

Kuna ei ole veel tépselt teada, kuivlrd erinev on périsuunalises ja vastassuunalises
praimeris paiknevate sama arvu, positsiooni ja tulbiga mittepaarduvate nukleotiidide
kombineeritud mdju amplifikatsioonile, siis on kummagi praimeri NAS vééartused leitud sama
valemi alusel. Praimeripaari spetsiifilisust iseloomustav NAS véartus on antud t66s arvutatud
kui pdrisuunalise ja vastassuunalise praimeri minimaalseima NAS véartuse summa. Kui
praimeripaari mdlemad praimerid on taies pikkuses komplementaarsed
mittesintmarkjérjestusega, on praimeripaari summaarne NAS vaartus 0. Maksimaalne voimalik
praimeripaari summaarne NAS vaartus on 78 (olukorras, kus mélema praimeri ja nende kdige
tbendolisemate mittespetsiifilise seondumissaitide vahelises dupleksis on 20 mittepaarduvat
aluspaari (praimeri 3 otsas).

Kuna antud t66s genereeritud praimerite puhul on mittepaarduvad nukleotiidid sisse
viidud vaid parisuunalise praimeri jarjestusse, siis on vastassuunalise praimeri NAS vaartus 0

ning praimeripaari summaarne NAS vaartus on vrdne parisuunalise praimeri NAS vaartusega.
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2.3.2. PCR katsete tulemused tliksikuid mittepaarduvaid nukleotiide sisaldavate

praimeritega

Amplifikatsiooni saagis praimeripaari puhul, mille parisuunalise praimeri jérjestuses on
uksik, 1. - 6. positsioonis (praimeri 3"-otsast) paiknev, mistahes vaadeldud tulpi
mittepaardunud aluspaari moodustav mittepaarduv nukleotiid ning mille vastassuunaline
praimer on taies pikkuses komplementaarne sihtmarkjarjestustega, oli peaagu sama suur kui
praimeripaari puhul, mille jarjestustes mittepaarduvaid nukleotiide ei olnud (geelelektoforeesi
pildid on lisas 2).

Uhe mittepaarduva nukleotiidiga parisuunalise praimeri variandid olid genereeritud
makadaamiapahkli spetsiifilise parisuunalise praimeri alusel. Seetbttu olid erinevate
moodustuvate mittepaarduvate aluspaaride kombinatsioonid pisut piiratud ja sdltusid sihtmark-
DNA jdrjestusest ning ei olnud vdimalik kontrollida k&ikides positsioonides olevate kdigi
erinevat tulpi tksikute mittepaarduvate aluspaaride kombinatsioonide mdju. Néiteks ei ndinud
me oma katsete pohjal praimeri 3 otsas paikneva puriin/puriin tilpi mittepaardunud aluspaari
mdju amplifikatsioonile. Kuna antud t66s loodavates programmides on plaanis praimerite
spetsiifilisust hinnata ainult mittesihtmarkjarjestuste mittepaarduvate aluspaaride arvu ja
positsiooni pdhjal (arvestamata aluspaari tulpi), siis on olulisem eelkdige teada ndrga mdjuga
(puriin/plrimidiin ~ v0i  purimidiin/puriin  ttdpi) mittepaarduvate aluspaaride moju
amplifikatsioonile ning kontrollida kas tksik mittepaarduv aluspaar praimeri 3 -otsa lahedal
hoiab meie katsetingimustes &ra (spetsiifilist voi mittespetsiifilist) amplifikatsiooni. Antud t66
tulemuste pohjal voivad ka praimerid, mille Gihe praimeri 3"-otsas on mittepaardunud nukleotiid
(vOrreldes mittesintmérk-jarjestusega), anda (mittespetsiifilist) amplifikatsiooni.

Antud t66s saadud amplifikatsiooni tulemused praimeripaariga, mille périsuunalises
praimeris oli kaks mittepaarduvat nukleotiidi ning vastassuunaline praimer oli téies pikkuses
komplementaarne sihtmarkjarjestusega, néitasid, et kaks mistahes positsioonides paiknevat
mittepaarduvat aluspaari (millest 1 on nérga mojuga) Uldiselt amplifikatsiooni &ra ei hoia
(vastavad geelelektroforeesi pildid on lisas 3). Meie katsetes ei toimunud amplifikatsiooni
ainult olukorras, kus mittepaardunud nukleotiidid paiknesid 1. ja 3. positsioonis praimeri 3"-
otsast, kusjuures 3"-otsas paiknev mittepaardunud aluspaar oli T/T (purimidiin/pirimidiin)
tiupi. Kaks nérga mojuga mittepaardunud aluspaari mistahes vaadeldud asukoha
kombinatsioonides (sh 1. ja 3. positsioonis praimeri 3 -otsast) amplifikatsiooni ara ei hoidnud.

Samuti ei hoidnud amplifikatsiooni toimumist &ra 1. positsioonis paiknev mittepaarduv
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aluspaar T/T, juhul Kkui teine, nérga mdjuga, mittepaarduv aluspaar paiknes praimeri 3"-otsast
6. positsioonis voi kaugemal.

Antud t60 tulemused nditavad, et kuni kaks mittepaarduvat aluspaari (sh 3 -otsas)
praimeri ja selle seondumissaidi vahelises dupleksis, s6ltumata asukohast, ei tarvitse

amplifikatsiooni toimumist &ra hoida.

2.3.3. Seos amplifikatsiooni saagise ja praimeripaari NAS vaartuse vahel

Praimeripaari amplifikatsiooni toimumise ennustamiseks kasutatakse sageli DNA
ahelate hubridisatsiooni tugevust kirjeldavat Gibbsi vabaenergia muutu vi jérjestuste vaheliste
mittepaarduvate nukleotiidide koguarvu. Joonis 3 kirjeldab meie katsetes erinevat PCR saagist
(geelelekroforeesipildi triibu intensiivust) néidanud praimeripaaride AAG védrtuste
varieerumist. AAG vaidrtus on Gibbsi vabaenergia muudu erinevus mittepaarduvate
nukleotiididega ja téies pikkuses komplementaarse praimeri vahel. Kuna sihtmarkjarjestusega
komplementaarse vastassuunalise praimeri puhul on AAG viidrtus 0, siis praimeripaari

summaarne AAG véirtus vordne parisuunalise praimeri AAG véértusega.
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Joonis 3. Praimerite AAG véirtuste varieeruvus erineva saagisega amplifikatsiooni reaktsioonide puhul.
AAG viirtus on arvutatud kui Gibbsi vabaenergia muutuse erinevus sihtmarkjarjestusega tiies pikkuses
komplementaarse ja mittepaarduvate aluspaaridega seondumise vahel. Karp-vurrud (Box plot)
diagrammi karpide keskmised jooned tahistavad AAG vdartuste mediaani, kasti tlemine ja alumine joon
vastavalt tlemist ja alumist kvartiili (75. ja 25. protsentiili), nn. ,,vurrud* maksimaalset ja minimaalset
vaartust. Rist tahistab vadrtuste keskmist. Amplifikatsiooni saagist on hinnatud geelelektroforeesipildi
triibu intensiivsuse alusel kolme tasemega: Amp.puudub — triip puudub vdi on tuvastamatu, Amp.nérk
— triip on oluliselt ndrgem kui positiivne kontroll (sihtmarkjarjestusega komplementaarse jérjestusega
praimeripaar), Amp.tugev — triibu intensiivsus on vorreldav positiivse kontrolli tulemusega.
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Kuigi keskmine AAG védrtus erineb puuduva amplifikatsiooniga ja ndrga
amplifikatsiooniga reaktsioonide puhul, ei saa konkreetse praimeri voi praimeripaari AAG
vadrtuse pdhjal ennustada selle amplifikatsiooni toimumise tdendosust vGi saagist (joonis 3).

Genereeritud  périsuunaliste  praimerite  jérjestustes olevate mittepaarduvate
nukleotiidide koguarvu varieerumist erineva saagisega amplifikatsioonireaktsioonide puhul on
naha joonisel 4. Kuna vastassuunalise praimeri jarjestuses mittepaarduvaid nukleotiide ei
olnud, siis praimeripaari summaarne mittepaarduvate nukleotiidide koguarv oli vordne
mittepaarduvate nukleotiidide arvuga parisuunalise praimeri jarjestuses. Kuigi voiks arvata, et
mida rohkem on praimeri ja seondumissaidi jarjestuste vahel mittepaarduvaid aluspaare, seda
ebatdendolisem voi vdiksema saagisega on amplifikatsioon, siis antud t66 tulemused naitasid,
et ainult mittepaardunud aluspaaride arvu abil amplifikatsiooni toimumist ja saagist ennustada
ei saa. Naiteks 3 - 10 mittepaarduva nukleotiidiga praimerit kasutades voib, soltuvalt
mittepaarduvate nukleotiidide asukohast, amplifikatsioon ebadnnestuda, aga vOib saada ka

tuvastatava produktihulga (ndrga vGi koguni tugeva intensiivususega triip) (joonis 4).

Mittepaardunud nukleoctiidide arv praimerites

Amp.puudub Amp.nark Amp.tugev

Joonis 4. Parisuunalise praimeri jarjestuses olevate mittepaarduvate nukleotiidide koguarvu varieeruvus
erineva saagisega amplifikatsioonireaktsioonide puhul. Vastassuunaline praimeri oli téies pikkuses
komplementaarne. Karp-vurrud (Box plot) diagrammi karpide keskmised jooned téhistavad
mittepaarduvate nukleotiidide arvu véartuste mediaani, kasti tlemine ja alumine joon vastavalt Glemist
ja alumist kvartiili (75. ja 25. protsentiili), nn. ,,vurrud* maksimaalset ja minimaalset vaartust. Rist
thistab vaartuste keskmist. Amplifikatsiooni saagist on hinnatud geelelektroforeesipildi triibu
intensiivsuse alusel kolme tasemega: Amp.puudub — triip puudub v&i on tuvastamatu, Amp.nérk — triip
on oluliselt ndrgem kui positiivne kontroll (sihtmarkjarjestusega komplementaarse jarjestusega
praimeripaar), Amp.tugev — triibu intensiivsus on vorreldav positiivse kontrolli tulemusega.
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PCR katsete tulemused erineva summaarse NAS véartusega praimeripaaridega naitasid,
et mida suurem oli praimeripaari NAS véartus, seda suurem oli ebadnnestunud voi vaiksema
saagisega amplifikatsioonireaktsioonide osakaal kogu reaktsioonide hulgast, mis konkreetse
NAS véaartusega praimeritega tehti. Kui skoori vaartus oli vaiksem kui 4, oli amplifikatsioon
peaaegu sama efektiivne kui sihtmarkjarjestusega téies pikkuses komplementaarse
parisuunalise praimeriga praimeripaari puhul. Kui praimeripaari skoori véartus oli suurem kui
13, amplifikatsiooni ei toimunud (joonis 5). Erineva NAS vééartusega praimeripaaride PCR

amplifikatsiooni geelipildid on toodud lisas 4.
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Joonis 5. Erineva NAS vaartusega praimeripaaride erineva saagisega amplifikatsioonireaktsioonide
osakaalud kdikidest konkreetse skooriga praimeritega tehtud reaktsioonidest. Amplifikatsiooni saagist
on hinnatud geelelektroforeesipildi triibu intensiivsuse alusel 3 tasemega: Amp.puudub — triip puudub
vBi on tuvastamatu, Amp.ndrk — triip ndrk vG&i oluliselt ndérgem kui positiivne kontrolli
(sihtmadrkjérjestusega komplementaarne praimeripaar) puhul, Amp.tugev — triibu tugevus vorreldav
positiivse kontrolli tulemusega.

Saadud tulemuste pohjal ei saa me usaldusvéarselt maarata kill skoori vaartuse tapset
lavendvaartust, millest alates amplifikatsiooni enam ei toimu, kuid ndeme, et NAS véartus on
poordvordelises seoses amplifikatsiooni toimumise tdendosuse ja saagisega: mida suurem on
praimeripaari summaarne NAS vaartus, seda vaiksem on amplifikatsiooni saagis ja tdené&olisem

amplifikatsiooni mittetoimumine.
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Joonis 6 Kirjeldab detailsemalt erinevat PCR saagist (geelelekroforeesipildi triibu
intesiivsust) ndidanud praimerite NAS skoori véartuste varieerumist. Geelelektroforeesi abil
silmaga eristatav triip tuvastati skoori vaartuse juures vaiksem kui 13. Samas oli NAS véartuse
juures 8 kuni 13 (ksikuid reaktsioone, mille puhul silmaga tuvastatavat triipu ei tekkinud, kas
silma jargi triibu intensiivuse hindamise piiratusest voi amplifikatsiooni toimumist mdjutavate

muude lisategurite tottu.
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Joonis 6. Praimerite NA skoori vaartuste varieeruvus erineva amplifikatsiooni saagisega reaktsioonide
puhul. Karp-vurrud (Box plot) keskmised jooned t&histavad NA skoori vadrtuste mediaani, kasti
ulemine ja alumine joon vastavalt tlemist ja alumist kvartiili (75. ja 25. protsentiili), nn. ,,vurrud®
maksimaalset ja minimaalset véartust. Rist tahistab vaartuste keskmist. Amplifikatsiooni saagist on
hinnatud geelelektroforeesi triibu intensiivsuse alusel kolme tasemega: Amp.puudub — triip ei ole
tuvastatav, Amp.nérk — triip on oluliselt ndrgem kui positiivne kontroll (sihtméarkjarjestusega
komplementaarsete praimeritega), Amp.tugev — triibu intensiivsus on vorreldav positiivse kontrolli
tulemusega.
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2.3.4. Taksoni-spetsiifiliste PCR praimerite disaini metoodika ja tarkvara

Spetsiifiliste praimerite disainiks on kéesolevas t66s loodud automatiseeritud neljast
programmist koosnev tédvoog (joonis 7). Programmid TargetConsensusMaker.py,
TargetMasker.py Ja PrimerSorter.py on véljatootatud ké&esoleva t60 kaigus ja on
kasutatavad nii eraldiseisvate programmidena kui ka jarjestikuse toovoona Linux/Unix
keskkonna kasurealt ning eeldavad programmi Python olemasolu. Jarjestikuse toGvoona
rakendamisel on vajalik praimerite disainiks ka programmi Primer3 Kk&surea versiooni

(Untergasser et al., 2012) olemasolu.

li TargetConsensusMaker.py <«— Sihtmaérkjérjestused.fasta

Valikud:

Sihtmaérkjarjestus.fasta Akna pikkus (vaikimisi: 10)
Min. identsete nukleotiidide arv
Mittesihtmark-jarjestused.fasta (vaikimisi: 10)
l - Maskeeritavad nukleotiidide arv
1

TargetMasker.py (vaikimisi: ainult 3’ ja 5’ otsad)

Maskeeritud sihtmarkjarjestus

l

Pr3_settings.txt

Primer3

l
Valikud:

Pr3_results.pr3out
: Praimerite faili formaat
PrimerSoriEer.py . {vaikimisi: Primer3

+ valjundfail)
[ Praimerite sorteerimise

kriteeriumid: (vaikimisi: NAS
vadrtus)
Spetsiifiline praimeripaar

Joonis 7. Spetsiifiliste praimerite disaini td6voog. Programmid on tahistatud roosa kastiga, sisend- ja
véaljundinfo  sinise  kastiga, programmide  kiivitamise jarjekord oranzide nooltega.
TargetConsensusMaker.py kasutab sisendina sihtmarkjérjestusi FASTA formaadis failina ja
genereerib sihtmarkjérjestuste konsensusjérjestuse FASTA formaadis failina. TargetMasker.py
kasutab sisendinfona sihtmarkjarjestuse ja mittesintmérkjarjestuste FASTA formaadis faile ja soovi
korral ka parameetrivaartused (libiseva otsinguakna pikkus; minimaalsete mittepaarduvate nukleotiidide
arv aknas, mille puhul maskeeritakse; maskeeritavate nukleotiidide arv sihtmérkjarjestuses) ning
genereerib  Primer3 sisendfaili. Primer3 abil disainitakse etteantud optimaalsete
parameetrivaértustega praimeripaarid. Programm PrimerSorter.py Kkasutab sisendinfona
praimerijarjestusi (vaikimisi Primer3 véljundfailina) ja mittesihtmarkjarjestusi FASTA formaadis
faile ning véljastab praimeripaarid spetsiifilisuse alusel pingereas.
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Praimerite disainiks sobiva genoomipiirkonna valimine, mittesintmérk-taksonite
madratlemine ja jarjestuste hankimine andmebaasidest on olulised etapid taksoni-spetsiifiliste
praimerite disainil. Kuna disainiks kasutatava geeniregiooni valimine nduab iga taksoni-
spetsiifilise testi puhul individuaalset lahenemist, sO6ltuvalt tuvastatavast taksonist,
mittesintméark-taksonitest, andmebaasis olemasolevatest geenijérjestustest, siis ei ole seda
automatiseeritud téovoogu integreeritud ning eeldatakse, et kasutajal on konkreetse taksoni-
spetsiifilise testi seisukohast olulised sihtméark- ja mittesihtmarkjérjestused FASTA formaadis
failidena genoomiandmebaasidest juba hangitud.

Mida pikem on praimeridisainiks kasutatav sihtmérkjarjestus, seda suurem on tavaliselt
praimeridisaini programmi poolt valjastatav voimalike praimeripaaride kombinatsioonide hulk.
Teatud méaaral on vdimalik seda arvu vahendada piirates valjundina ndidatavat praimeripaaride
arvu, piirates parameetrite vaartusi, keelates praimerijérjestuste kattuvust, kuid see voib
omakorda filtreerida vélja voimalikke vaga haid kandidaate spetsiifiliste praimeritena. Et pigem
vélja filtreerida praimereid, mis vOiksid anda mittespetsiifilist amplifikatsiooni
mittesintmarkliikidelt, on mdistlik enne praimeridisaini maskeerida praimeridisainiks
ebasobivad regioonid sihtmarkjarjestuses (nt spetsiifiliste praimerite disaini puhul
mittespetsiifilised praimeri 3"-otsa kohad). Antud t66s on maskeerimiseks kirjutatud programm
TargetMasker.py, mis vOtab sisendina sisse sihtmarkjarjestuse faili (FASTA formaadis)
ning mittesihtmarkjarjestuste faili (FASTA formaadis) ja otsib etteantud pikkusega libiseva
akna abil jarjestuse piirkondi (vaikimisi 10 nukleotiidi pikkuseid), mis on liiga sarnased
sihtmérkjérjestuse ja mdne mittesihtmarkjarjestuse vahel ning leidmise korral (kasutaja poolt
on méaaratud minimaalne lubatud identsete nukleotiidide arv aknas, mille puhul on jarjestus
liiga sarnane; vaikevaartus on 10) maskeerib etteantud arvu nukleotiide leitud jérjestuseosa
mdlemas otsas (vaikimisi ainult 3"- ja 5°-otsas paikneva Uhe nukleotiidi) vaikese tdhega.
Primer3 puhul on vdimalik vastava parameetri abil keelata disainida praimereid, mille 3"-ots
paikneb vdikese tédhega tahistatud positsioonis. Programm TargetMasker.py genereerib
véljundina programmi Primer3 sisendfaili (kasutades selleks kasutaja poolt maaratud
disainiparameetri vaartusi sisaldavat alusfaili Pr3settings form.txt), mis sisaldab
praimerite disainiks vajalike parameetrite v&artusi ning sintmarkjérjestust.

TargetMasker.py Vvaikevadrtusi (otsitava akna pikkus: 10, minimaalne lubatud
identsete nukleotiidide arv aknas maskeerimiseks: 10, maskeeritavate nukleotiide arv akna

jarjestuse 3~ ja 5"-otsast Uhele voi teisele poole: 0 — ainult 3"- ja 5°-ots) on véimalik muuta,
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kuid tuleb arvestada, et see mdjutab maskeerimise rangust ning hiljem Praimer3 véljundina
saadavate praimerite hulka. Maskeerimise optimaalne rangus on vajalik, et tagada siiski
praimeridisainil piisav hulk praimeripaare, mille seast valida kdige spetsiifilisem kandidaat.

Kui sihtmark-taksoni jarjestusi on ronkem kui UKks, tuleb enne TargetMasker.py
kaivitamist moodustada sihtmarkjarjestuste konsensusjarjestus kasutades naiteks kaesoleva too
raames Kirjutatud programmi TargetConsensusMaker.py, mis joondab jérjestused
kasutades programmi ClustalW (Larkin et al., 2007) ja véljastab sihtmarkjarjestuste
konsensusjarjestuse (FASTA formaadis failina), milles jarjestuste vahel varieeruvate
nukleotiididega positsioonides on nukleotiid téhistatud tdhega N.

Praimerite disainil programmi Primer3 (Untergasser et al., 2012) abil (v6ib kasutada
teisi  praimeridisaini  programme) leitakse konkreetse sihtmérk-taksoni  jarjestuse
amplifitseerimiseks sobivad praimeripaarid. Primer3 poolt véljastatud sobivad praimerid on
kontrollitud dimeeride ja sekundaarstruktuuride moodustamise osas ning on reastatud selle
alusel, kuivord kasutaja poolt madratud optimumvéartuste lahedased on parameetrite véartused
konkreetse praimeripaari puhul.

Et hinnata disainitud praimeripaaride spetsiifilisust ja sobivust konkreetse
taksonspetsiifilise testi jaoks ning valida valja kdige sobivam praimeripaar enne PCR
reaktsiooni labiviimist laboris, on k&esoleva to6 raames kirjutatud eraldiseisev arvutiprogramm
PrimerSorter.py. Programm tugineb praimeripaari spetsiifilisuse hindamisel kdesolevas
t00s valjatootatud skoorile NAS.

Programm votab sisendina sisse mittesintméark-DNA jérjestused (FASTA formaadis
failina) ja praimerite jarjestused (vaikimisi Primer3 valjundfailina) ning soovi korral ka
sorteeritud praimereid sisaldava uue faili nime. Programm otsib nii péarisuunalise Kui
vastassuunalise praimeri kdige ohtlikumat (minimaalsema NAS vaartusega) seondumist ule
kdigi mittesintmérkjérjestuste ning hindab konkreetse taksoni-spetsiifilise testi jaoks kdige
sobivamaks praimeripaari, mille kahe praimeri puhul leitud minimaalsete NAS vaartuste
summa on maksimaalne ehk praimeripaari, mille kahe praimeri kdige ohtlikumate seondumiste
pikendamise efektiivsused oleksid kdige madalamad. Kuna périsuunaline praimer voib kéituda
ka vastassuunalise praimerina ja vastupidi, otsib programm praimerijarjestusega nii
komplementaarseid kui poordkomplementaarseid seondumiskohti. Programm eeldab, et
praimerite pikkused on vahemalt 10 nukleotiidi.

NAS vdééartustel pdhinev PrimerSorter.py programm tootab eeldusel, et

mittesihtmaérkjarjestuste failis on koik jarjestused sellised, mis on konkreetse taksoni-
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spetsiifilise testi seisukohast olulised mittesihtméarkjarjestused (st millelt mitte Gheltki
jarjestuselt praimerid amplifikatsiooni anda ei tohiks).

PrimerSorter.py vOimaldab valikute abil praimerijérjestusi ette anda ka teatud
kujul esitatud praimerijérjestusi sisaldava tekstifailina (praimeripaarid eraldi ridadel, igal real
Tab-eraldatud parisuunalise ja vastassuunalise praimeri jarjestus), nditeks juhul, kui praimerid
ei ole disainitud Primer3 abil). Praimerite sorteerimisel spetsiifilisuse alusel ning pingerea
koostamisel on vdimalik arvestada/nduda lisaks NAS vaartusele ka praimerite 3"-otsa
mittepaarduva nukleotiidi olemasolu (primeri ja mittesihmarkjarjestuse vahel).

Kuna programmid TargetMasker.py ja PrimerSorter.py ei tugine jarjestuste
vordlemisel jarjestuste joondusele, siis ei ole ohtu, et joondamisvead mdjutavad saadavat
tulemust. Kuna programmid ei tugine BLAST algoritmile, suudavad need vaga tapselt maarata
praimeri ja mittesintmarkjarjestuse vaheliste mittepaardunud nukleotiidide arvu libisevas aknas
ning ei oma BLAST otsingu piirangut minimaalse mittepaardunud aluspaaride vahelise kauguse
0sas.

Programm PrimerSorter.py Véljastab praimeripaarid sorteerituna praimeripaari
summaarse NAS skoori véartuse alusel. Valjundina saadavas tekstiformaadis on iga
praimeripaari puhul toodud kummagi praimeri jarjestused, vOimalikud ohtlikuimad
(minimaalseima NAS véarusega) seondumissaidid (jarjestused, nende genoomiandmebaasi ID,
liigi nimi), kummagi praimeri NA skoori vaartused ja 3-otsas paikneva mittepaarduva
nukleotiidi olemasolu v8i puudumine (vastavalt vaartusega 1 voi 0).

Maskeerimiseks voi sorteerimiseks kuluv aeg programmidel soltub jarjestuste
pikkusest, arvust ning leitavatest identsete jarjestuseosade arvust. Uhe sihtmérkijarjestuse ja
umbes 60 mittesihtmarkjarjestuse puhul pikkusega umbes 220 bp kulus maskeerimiseks umbes
paar minutit, praimerite disainiks ja sorteerimiseks paar sekundit.

Efektiivsete koodi ridade arv (ei sisalda kommentaariridu ja tiihje ridu) on programmil
TargetConsensusMaker.py 57, programmil TargetMasker.py 122 ja

programmil PrimerSorter.py 596.

42



2.3.5. Valjatootud tarkvara ja metoodika abil disainitud spetsiifilised praimerid

pekanipahkli tuvastamiseks

Pekanipahklit tuvastavate spetsiifiliste praimerite disainimiseks kasutati jarjestikuse
téovoona programme: TargetConsensusMaker.py, TargetMasker.py,
Primer3 ja PrimerSorter.py. Antud t06voo programmide mugavamaks jarjekorras
kaivitamiseks olid programmid TargetConsensusMaker.py, TargetMasker.py,
PrimerSorter.py ja Primer3 ning programmi TargetMasker.py kéivitamiseks
vajalikud ~ failid failid (nt Pr3settings form.txt, FASTA  formaadis
sihtmérkjérjestuste ja FASTA formaadis mittesintmarkjérjestuste failid) paigutatud samasse
kataloogi .

Programmi TargetConsensusMaker.py abil moodustati sihtmérkjérjestuste
konsensusjarjestus, milles oli N tdhega maskeeritud positsioone u. 1%.

Programmi TargetMasker.py Véljundina saadi Primer3 sisendfail, mis sisaldas
nii kasutaja poolt mé&ratud praimeridisaini parameetrite vaartusi (lisa 5) kui ka maskeeritud
sihtmérkjérjestust. Kuna kreeka pé&hklipuu ja pekani-hikkoripuu vastavate geenide jarjestused
erinevad vaid Uksikute nukleotiide poolest, jdi TargetMasker.py t00 tulemusena jéi
pekani-hikkoripuu jérjestusse maskeerimata positsioone, kuhu oli véimalik praimerite disainil
paigutada praimerite 3"-otsi, parast maskeerimist jarele 22.

Primer3 abil disainiti kdik vOimalikud kasutaja poolt maaratud, biokeemiliste ja
muude parameetrivaartuste poolest sobivate ja dimeeride ning sekundaarstruktuuride
moodustumis osas kontrollitud praimeripaaride kombinatsioonid. Praimeridisaini parameetrite
vadrtused olid valitud selliselt, et need oleksid kooskdlas hiljem laboris kasutatava PCR
protokolli ja programmiga ning véljundina saadavad praimerid tuvastaksid v@imalikult suure
tundlikkuse ja spetsiifilisusega pekanipahkli DNA-d toddeldud toiduainetest. Pekanipahkli
(pekani-hikkoripuu) spetsiifiliste praimerite disainil saadi kokku 10 vdimalikku praimeripaari
(saadavate praimeripaaride hulk sdltub jarjestuse pikkusest, lubatavatest parameetrivaartustest,
maskeerimise rangusest).

Kasutades praimeridisainiks maskeerimata jarjestust, saadi valjundina 515 paari
praimereid. S6ltuvalt jarjestusest voib see arv Uletada ka kasutaja poolt maaratud maksimaalset
véljundina lubatavat praimeripaaride arvu, mistdttu voOivad spetsiifilised praimeripaari
kandidaadid jdada ka valjundfailist vélja. Samuti erinesid pdrisuunaliste ja vastassuunaliste

praimerite kombinatsioonid praimeripaarides, soltuvalt sellest, kas kasutati maskeerimata voi
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maskeeritud jarjestust. Kui vorreldi spetsiifiliste praimerite leidmise tulemust eelnevalt
maskeeritud ja maskeerimata sihtmérkjarjestust kasutades, selgus, et praimeridisainil saadavate
praimeripaaride péarisuunaliste ja vastassuunaliste praimerite kombinatsioonid olid erinevad
(isegi kui lubada praimerite kattuvust paarides). Maskeeritud jarjestust kasutades kdige
spetsiifilisemateks osutunud praimeripaaride parisuunalised ja vastassuunalised praimerid ei
esinenud maskeerimata jarjestuse kasutamisel saadud praimeripaaride kombinatsioonides
praimeripaarina koos (kumbki praimer oli eraldi teistes kombinatsioonides) ning maskeerimata
jarjestuse puhul leitud kdige sptsiifilisemate praimeripaaride summaarne NAS véartus oli 10.
See naitab mittespetsiifiliste praimerite vahendamise vajalikkust eelneva maskeerimisetapi abil.

Programmi PrimerSorter.py 1060 tulemusena osutusid kolmeks kdige
spetsiifilisemaks praimeripaarid summaarsete NAS vadrtustega vastavalt 13 (mdlemal
praimeril oli 3 -otsas mittepaarduv nukleotiid), 13 (Uhel praimeril 3 -otsa mittepaarduv
nukleotiid) ja 11 (Uhel praimeril 3 -otsa mittepaarduv nukleotiid). Samad praimerid olid
Primer3 véljundfaili pingereas vastavalt 8., 6. ja 9. positsioonis (kokku oli 10 praimeripaari).

Joonisel 8 on toodud PrimerSorter.py abil leitud kdige spetsiifilisema
praimeripaari (suurima praimerite summaarse NAS vadrtusega paari) péarisuunalise ja
vastassuunalise praimeri mittepaarduvate nukleotiidide paiknemine minimaalseima NAS

vadrtusega seondumiskoha (Juglans regia) puhul.

Parisuunaline praimer (C. illinoinensis) 5 -> 3’ ek e ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
Juglans regia: ‘ *hkkkkhhkhkhkhkkkkkkk kN
Vastassuunaline praimer (C. illinoinensis) 5 - 3’ Fokk ek kokokdokdokkokokdokokkkok
Juglans regia: ‘ *hkkkhkkkkhkhkhkkhkN**kN**N

NAScum= NAS; + NAS = 4 + 9 = 13 |

Joonis 8. Pekanipahkli (Carya illinoinensis) spetsiifiliste praimerite ja minimaalseima NAS véartusega
seondumiskohtade (Juglans regia) jarjestuste vaheliste mittepaarduvate nukleotiidide (N) paiknemine.
NASE on parisuunalise praimeri minimaalne NAS skoor, NASg on vastassuunalise praimeri minimaalne
NAS skoor, NASsum on praimeripaari summarne NAS skoor.
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Kdoige spetsiifilisema praimeripaari spetsiifilisust kontrolliti ka Primer-BLAST (Ye et
al.,, 2012) otsinguga kogu NCBI Nr andmebaasi vastu ning ei leitud mitte Uhtegi
mittespetsiifilisi seondumist (seondumise mittekuvamiseks pidi praimeri ja jérjestuse vahel
olema vahemalt 6 mittepaardnud aluspaari, millest 3 pidi paiknema praimeri 3"-otsast 1. - 3.
positsioonis).

Viidi labi ka spetsiifilisust kontrollivad PCR katsed eelnevalt eraldatud DNA proovidega
(kreeka pahklipuu (Juglans regia, vili: kreeka pahkel), hariliku sarapuu (Corylus avellana, vili:
metspahkel/sarapuupahkel), maapahkli (Arachis hypogaea, vili: maapahkel, arahhis), arukase
(Betula pendula), hariliku viinapuu (Vitis vinifera, vili: viinamari) ning tervelehine
makadaamia (Macadamia integrifolia), positiivne kontroll pekani-hikkoripuu (Carya
illinoinensis, vili: pekanipéhkel)). Saadud tulemused néitavad, et praimerid olid pekanipahkli
spetsiifilised. Amplifikatsioonil tekkis oodatava pikkusega produkt pekani-hikkoripuu puhul,
teiste liikide (sh vdga sarnase DNA jérjestusega kreeka pahklipuu) puhul produkti ei tekkinud
(joonis 9).
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Joonis 9. Amplifikatsioon pekani-hikkoripuu spetsiifiliste praimeritega. Amplifikatsioonil tekkis
produkt pekanipéhkli puhul. Teiste liikide puhul produkti ei tekkinud.

Edasised laboratoorsed katsed on vajalikud, et kontrollida veel praimerite tundlikkust ja
spetsiifilisust DNA-de segu ja reaalsete t0odeldud, pekanipédhklit sisaldavate ja

mittesisaldavate, toiduaineproovide puhul.
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2.4. Arutelu

Mittespetsiifiline amplifikatsioon s6ltub kdige enam erinevustest (mittepaardunud
aluspaaridest) praimeri ja mittesintmérkjarjestuse vahel. Liigispetiifiliste praimerite disainil on
tinti olukord, kus sihtmarkjarjestus erineb mittesintmérkjarjestustest ainult Uksikute
nukleotiidide poolest. Sellisel juhul on oluline teada mitme, mis positsioonis ja mis tadpi
mittepaardunud alupaari esinemisel praimeri ja mittesintmarkjarjestuse vahel vdib veel toimuda
mittepetsiifiline amplifikatsioon. Uldiselt on teada, et mida rohkem on mittepaardunud
aluspaare praimeri ja jarjestuse vahel ja mida rohkem paiknevad need praimeri 3"-otsa l&hedal,
seda suurem on nende mdju nii hlbridisatsioonile kui praimerite pikendamisele ning seelabi
kogu amplifikatsioonile (tulemuseks on vaiksem efektiivsus ja saagis) (Lefever et al., 2013;
Wright et al., 2014), kuid Uksikute, Uhe-kahe erinevat tulpi mittepaardunud aluspaari méju
kohta on erinevates katsetes saadud erinevaid, kohati vastukaivaid tulemusi (Day et al., 1999;
Ayyadevara et al., 2000; Wu et al., 2009; Stadhouders et al., 2010; Wright et al., 2014; Lefever
etal., 2013).

Olemasolevaid teadmisi mittepaarduvate aluspaaride mojust praimerite soendumise ja
pikendamise efektiivsusele rakendati praimerite seondumise ja pikendamise efektiivusust
hindava skoori véljatootamisel. Kuna kd&iki erinevat tlupi mittepaarduvate aluspaaride
kombinatsioone me oma td60s ei uurinud ja seni avaldatud andmed erinevat tlupi
mittepaarduvate aluspaaride mdju kohta amplifikatsioonile on vastukdivad, tugineb antud t66s
valja tootatud praimerite seondumise ja pikendamise efektiivsust hindav skoor (NAS) ainult
mittepaardunud aluspaaride arvul ja positsioonil. Kuna mittepaardunud aluspaarid 3"-otsa
ldhedal méjutavad samaaegselt nii praimerite ja sihtméarkjarjestuste hubridisatsiooni kui ka
praimerite pikendamist poliimeraasi poolt, annab NAS suurema kaalu 3"-otsas paiknevatele
mittepaardunud aluspaaridele. Mida vaiksem on praimeri NAS vadrtus, seda suurem on
eeldatavalt praimeri seondumise ja selle pikendamise efektiivsus konkreetse seondumissaidi
puhul. Kuna ei ole tapselt teada, kas ja millisel mééaral on erinev mittepaarduvate aluspaaride
moju périsuunalise vOi vastassuunalise praimeri seondumisele ja pikendamisele, on kummagi
praimeri NAS véartus arvutatud samadel alustel. Praimeripaari NAS vaartus on kummagi
praimeri NAS vaartuse summa.

Et kontrollida erinevas positsioonis olevate mittepaarduvate aluspaaride mdju
amplifikatsioonile meie katsetingimustes, tehti k&esoleva t60 raames moned PCR katsed
erinevas positsioonis paiknevate (ksikuid mittepaarduvaid nukleotiide sisaldavate

praimeritega. Kuna sarnase DNA jérjestusega liikide eristamisel on eelk8ige oht, et jarjestuste
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vahel on liiga vahe ja ndrga mdjuga mittepaarduvad aluspaarid, siis keskenduti antud t60s
eelkdige ndrga mojuga aluspaaride kombinatsioonide moju uurimisele. Seni avaldatud
teadusartiklites on leitud, et Uksik mittepaardunud aluspaar praimeri 3"-otsas ei hoia alati &ra
amplifikatsiooni ning selle mdju avaldub eelkdige praimeri pikendamise efektiivsuse languses
ja soltub mittepaardunud aluspaari tltbist (Lefever et al., 2013; Li et al., 2004; Huang et al.,
1992, Day et al., 1999) ja katsetingimustest. Meie katsete tulemused néitasid, et tihe praimeri
3"-otsa l&hedal (1. - 6. positsioonis) paikneva tiksiku mittepaarduva nukleotiidiga praimeripaari
puhul toimub amplifikatsioon mistahes vaadeldud erinevat tilpi aluspaari puhul. Saadud
tulemused olid kooskdlas varasemate t6ddega, milles on leitud, et ksik G/T, C/T vo6i T/T tlupi
mittepaardunud aluspaar praimeri 3"-otsas avaldab uldiselt nérka m&ju praimerite pikendamise
efektiivsusele (Day et al., 1999; Kwok et al., 1990; Li et al., 2004; Stadhouders et al., 2010).
Kuigi mitmetes varasemates katsetes on leitud, et T/T (pUrimidiin/primidiin) 3 -otsa
mittepaardunud aluspaari esinemisel praimeri jarjestuses on amplifikatsioon oluliselt nGrgem
kui tdies pikkuses komplementaarsete jérjestustega praimerite puhul (Huang et al., 1992;
Ayyadevara et al., 2000), siis meie katsetes oli amplifikatsioon mdlemal juhul peaaegu sama
tugev, mis on kooskdlas mitmete teiste varasemate t6dde tulemustega (Kwok et al., 1990; Day
et al.,, 1999; Li et al., 2004; Stadhouders et al., 2010). Kuna antud t66s vaadeldud
mittepaardunud aluspaari tutpide kombinatsioonide hulk oli piiratud ning soltus kasutatud
sintmérkjérjestusest, siis ei saanud me katsega uurida teadaolevalt tugeva mdjuga
mittepaardunud 3"-otsa aluspaaride (néiteks A/G, G/A, C/C) mdju amplifikatsioonile.

Uurides oma t66s kahe erinevas positsioonis paikneva mittepaardunud aluspaari moju
amplifikatsioonile, leidsime et, kui lisaks 3"-otsas (1. - 6. positsioonis) paiknevale
mittepaarduvale nukleotiidile praimeri jarjestuses on teine ndrga mdjuga (purimidiin/puriin voi
puriin/primidiin tlupi) mittepaarduv nukleotiid (3., 6., 10 v6i 23. positsioonis), siis tldjuhul
amplifikatsioon toimub. Amplifikatsioonil tuvastatavat saagist ei tekkinud ainult juhul, kui
mdlemad mittepaardunud aluspaarid paiknesid praimeri 3"-otsast esimese kolme positsiooni
hulgas, kusjuures tks neist paiknes 3"-otsas ja oli T/T (pUrimidiin/purimidiin) tGdpi, mis
kirjanduse andmetel on tugevama mdjuga mittepaarduv aluspaar (Lefever et al., 2013). Varem
leitud tulemused kahe mittepaarduva aluspaari méju kohta on olnud véga erinevad, alates
sellest, et kahe mittepaardunud aluspaari puhul amplifikatsiooni ei toimu (Stadhouders et al.,
2010) kuni selleni, et teatud thdpi mittepaardunud aluspaaride puhul amplifikatsioon toimub
(Wright et al., 2014). Wright et al., (2014) ja Lefever et al., (2013) leidsid, et kahe
mittepaardunud aluspaari paiknemisel esimese kolme positsiooni hulgas praimeri 3"-otsast,

kusjuures uks neist paikneb 3"-otsas, on amplifikatsioon oluliselt pidurdatud. Meie katsetes
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kahe mittepaarduva nukleotiidiga praimeritega toimus oluline amplifikatsiooni inhibitsioon
vaid T/T tlupi 3 -otsa mittepaarduva aluspaari puhul ning olukorras, kus mdlemad
mittepaarduvad aluspaarid olid ndrga md&juga (purimidiin/puriin ja puriin/primidiin ttupi),
toimus amplifikatsioon peaaegu sama suure |dppsaagisega Kkui taies pikkuses
komplementaarsete praimerite puhul. Kéesolevas t66s saadud tulemuste pdhjal vGib jareldada,
et Uks-kaks mittepaarduvat aluspaari (sh 3"-otsas paiknevat) praimeri ja DNA jarjestuse vahel
ei tarvitse amplifikatsiooni &ra hoida.

Antud t66s leitud praimerite pikendamise efektiivsust Kirjeldavat skoori NAS kasutati
taksoni-spetsiifilise testi jaoks disainitud praimeripaaride spetsiifilisuse hindamiseks. Praimeri
kdige ohtlikum mittespetsiifiline seondumine on kdige vaiksema NAS véartusega seondumine
mittesintmarkjérjestustel ning koige spetsiifilisemal praimeripaaril on pdrisuunalise ja
vastassuunalise praimeri véaikseimate NAS skoori vaartuste summa kdige suurem.

Praimeripaari summaarse NAS skoori ja amplifikatsiooni saagise vahelise seose
kontrollimiseks tehtud PCR katsete tulemused néitasid, et praimeripaari summaarse NAS
skoori ja amplifikatsiooni saagise vahel on po6rdvordeline seos: mida suurem on paari
summaarne NAS skoor, seda vaiksema saagisega toimub amplifikatsioon ning seda
ebatdendolisem on amplifikatsiooni toimumine (joonised 3 ja 4). Praimeripaari mittepaarduvate
aluspaaride koguarvu ja amplifikatsiooni saagise voi dupleksi stabiilsust iseloomustava AAG ja
amplifikatsiooni saagise vahel nii selget seost me oma t00s tehtud katsete tulemuste puhul ei
nainud (joonis 5).

Kuigi tundub ahvatlev vaita, et alates praimeripaari NAS véaartusest 13 amplifikatsiooni
ei toimu, ei saa saadud tulemuste pdhjal veel véalja tuua konkreetset praimeripaari NAS
lavendvaartust, mille juures (mittespetsiifiline) amplifikatsioon toimub vdi enam ei toimu.
Kuna amplifikatsiooni saagise hindamine tugines silma jargi geelelektroforeesi pildi triibu
intensiivuse hindamisel (3 diskreetset taset), siis vdis juhtuda, et amplifikatsioon kill toimus,
kuid geelelektroforeesi triip oli silmaga taustast eristamatu (néditeks NAS véartuste 8 — 12
puhul). Samuti ei tarvitse tuvastatava vOi mittetuvastatava amplifikatsiooni saagisega NAS
lavendvaartus olla tugeva mdjuga mittepaarduvate aluspaaridega praimerite puhul (millega
antud toos katseid ei tehtud) sama, mis nGrga méjuga mittepaarduvate aluspaaride korral ning
tdendoliselt muutub tugemate mittepaarduvate aluspaaride puhul amplifikatsiooni saagis
tuvastamatuks madalama NAS vaartuse juures. Kuna lahedaste liikide eristamisel on eelkdige
oht, et disainitud praimerite ja mittesintmarkjarjestuste vahelisi erinevusi on liiga véhe ja ndrga
mdjuga, siis oli maistlik kontrollida valjatdotatud skoori vaartuste ja amplifikatsiooni saagise

seost katseliselt eelkdige ndrga mdjuga mittepaarduvaid nukleotiide sisaldavate praimeritega.
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Kuigi leitud skoori ei saa kasutada selleks, et 6elda, kas konkreetne praimeripaar annab
vOi ei anna mittespetsiifilist amplifikatsiooni mittesintmérkjérjestustelt, saime véljatootatud
skoori edukalt kasutada praimerite mittespetsiifilise seondumise ja pikendamise efektiivsuse
hindamiseks, praimeripaaride hindamiseks, sorteerimiseks ning pingeritta seadmiseks
spetsiifilisuse alusel ning vastava tarkvara valjatootamisel.

Et vélja tootatud skoor suudaks arvestada ka erinevat tlitpi mittepaarduvate aluspaaride
erinevat moju praimerite seondumisele ja pikendamisele, oleks vaja teha veel lisakatseid
erinevat thdpi (eriti tugeva mdjuga) mittepaarduvaid aluspaare moodustavate praimeritega.
Samuti on véimalik NAS véartuse tdpsemaks arvutamiseks uurida sama arvu ja positsiooniga
mittepaarduvate nukleotiidide mdju erineva pikkusega praimerite puhul ning sama arvu ja
positsiooniga mittepaardunud nukleotiidide erinevat mdju esinemisel parisuunalises voi
vastassuunalises praimeris vdi jaotatuna mélemas praimeri vahel.

Seni ei olnud loodud sobivat metoodikat ja tarkvara taksoni-spetsiifilise testi jaoks
praimerite disainiks ning eriti praimeripaaride sorteerimiseks ja valimiseks taksoni-spetsiifilise
testi jaoks. Seetdttu oli oluline kdesolevas t06s tootada vélja skoor, mis aitaks hinnata praimerite
spetsiifilisust nende (mittespetsiifilise) seondumise ja pikendamise efektiivsuse kaudu. Antud
t66s loodud metoodikale tuginev ja erinevatest Linux/Unix kasurea programmidest koosneva
automatiseeritud t60voo erinevad etapid aitavad tagada, disainida ja valida konkreetse PCR-il
pdhineva taksoni-spetsiifilise testi jaoks kdige sobivamat praimeripaari.

Kuna paljude eukariiootsete organismirihmade (nt taimede) takson-spetsiifiliste
praimerite disainil ei saa veel kasutada tdisgenoomijérjestusi (nende vahesuse tottu
andmebaasides), siis ei ole disainil piiravaks teguriks mitte programmide kiirus, vaid eelkdige
nende t&psus praimerite spetsiifilisuse hindamisel. Kuna PrimerSorter.py ei (tle
kasutajale, kas konkreetse praimeri puhul mittespetsiifiline seondumine ja amplifikatsioon
toimub v0i ei toimu, siis ei pea programm teadma praimerite seondumise voi amplifikatsiooni
(mitte)toimumise l&vendvéartust NAS skoori, mittepaardunud aluspaaride arvu vdi nende
positsiooni kohta ning seetdttu ei ndua kasutajalt vastavate parameetrite sisestamist nagu méned
olemasolevad programmid (nt Primer-BLAST, Ye et al., 2012). K&esolevas t60s loodud
programmid PrimerSorter.py ja TargetMasker . py ei kasuta sarnaste jarjestuseosade
otsimiseks jarjestuste joondust ega tugine BLAST algoritmile (Altscul et al., 1997) ning seet6ttu
ei ole otsingu tulemus mojutatud joonduse vigadest ega BLAST algoritmi piirangutest nagu
mitmete olemasolevate programmide puhul (nt Primer-BLAST, Ye et al., 2012,

QuantPrime, Arvidsson et al., 2008; PRIMEGENS, Xu et al., 2002; Primique, Fredslund
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ja Lange, 2007; sP-Designer, Villard ja Malausa, 2013). Samulti ei ole, erinevalt mitmetest
teistest programmidest, ké&esolevas t60s loodud programmide puhul mittesihtmarkjérjestuste
valik piiratud programmi enda poolt ette antud genoomijérjestustega (nt MFEprimer-2.0,
Qu et al., 2012), vaid kasutaja saab mittesintmérkjarjestused FASTA formaadis failina ise
kokku panna.

Kéesolevas t60s loodud metoodikat ja tarkvara rakendati praimerite disainil taksoni-
spetsiifilise testi valja tootamiseks allergiat péhjustavate viljadega taimeliigi pekani-hikkoripuu
(Carya illinoinensis, vili: pekanipéhkel ehk pekaanipéhkel) tuvastamiseks toidust (projekti
Allergofood raames). Genoomiandmebaasis NCBI olevad liigi pekani-hikkoripuu geenide
jarjestused on véga sarnased sama sugukonna liigi kreeka pahklipuu (Juglans regia, vili: kreeka
pahkel) geenide jarjestustega ning tihti on keeruline leida genoomijarjestuste andmebaasides
olevate piiratud geenijarjestuste arvu ja sarnasuse tottu kdige sobivamat kohta neid liike
eristavate praimerite disainiks. PCR katsed disainitud praimeritega néitasid, et valjatoétatud
programmide abil disainitud praimerid on pekanipéhkli spetsiifilised ning loodud
automatiseeritud to6voogu saab kasutada edukalt liigispetsiifiliste praimerite disainiks ning
kdige spetsiifilisema kandidaatpaari valjavalimiseks.

Véljatootatud metoodikat on vOimalik kasutada tdendoliselt mistahes taksoni-
spetsiifilise (nt liigi-, perekonna-, sugukonna-spetsiifilise) testi jaoks PCR praimerite disainiks
mistahes rakenduste tarbeks (néiteks eukartiootsete allergeensete, toksiliste vdi ohustatud

liikide DNA tuvastamiseks toiduainetest ja keskkonnaproovidest) PCR meetodi abil.
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Kokkuvote

Ké&esoleva to60 raames loodi metoodika ja tarkvara PCR praimerite disainiks ja vélja
valimiseks taksoni-spetsiifiliste diagnostiliste testide jaoks.

Et hinnata praimerite seondumise ja pikendamise efektiivust, loodi skoor NAS (No
Amplification Score), mis tugines varem avaldatud teaduskirjanduse andmetel praimeri ja
seondumissaidi vahelise dupleksi mittepaarduvate aluspaaride arvu ja asukoha Kkohta.
Valjatootatud skoori rakendamiseks praimerite taksoni-spetsiifilisuse hindamisel tehti rida
eksperimentaalseid katseid:

1) PCR Katsete abil tksikuid mittepaarduvaid nukleotiidide sisaldavate praimeritega
selgitati erinevas positsioonis paiknevate mittepaarduvate aluspaaride moju
amplifikatsioonile meie katsetingimustes ning leiti, et tks voi kaks mittepaarduvat
aluspaari praimeri ja seondumissaidi vahelise dupleksi mistahes positsioonides (sh
praimeri 3"-otsas) ei tarvitse dra hoida amplifikatsiooni;

2) praimeripaari NAS skooride ja amplifikatsiooni saagise vahelise seose uurimiseks
tehtud PCR katsed erinevate skoori vadrtustega praimeripaaridega néitasid, et
praimeripaari NAS skoori ja amplifikatsiooni saagise vahel on poérdvdrdeline seos;

Taksoni-spetsiifiliste praimerite disainiks, sorteerimiseks ja vélja valimiseks loodi
kéesolevas t00s neljast programmist koosnev automatiseeritud t66voog, mis hélmab endas
kolme ké&esolevas t06s Kirjutatud programmi (TargetConsensusMaker.py -—
sihtmérkjérjestuste vahelise varieeruvuse maskeerimiseks, TargetMasker.py -Sihtmark-
ja  mittesintmérkjarjestuste  vaheliste vdga sarnaste regioonide  maskeerimiseks
sihtmdrkjérjestuses, PrimerSorter.py — disainitud praimeripaaride spetsiifilisuse
hindamiseks ja sorteerimiseks NAS vaartuse alusel) ning kasutab lisaks sobivate
praimeripaaride genereerimiseks ning sekundaarsutruktuuride ja dimeeride vdimaliku
moodustamise kontrollimiseks programmi Primer3 kasurea versiooni (Untergasser et al.,
2012).

Valjatootatud metoodika ja tarkvara rakendamisel allergeensete viljadega taimeliigi
(pekani-hikkoripuu) spetsiifiliste praimerite disainil 6nnestus disainida spetsiifilised praimerid
diagnostilise testi jaoks pekanipédhkli tuvastamiseks toidust. Valjatodtatud metoodikat ja
tarkvara on edaspidi vBimalik kasutada mistahes taksoni-spetsiifilise testi jaoks vajaminevate
praimerite disainiks voi eraldiseisvaid programme kasutada sihtmarkjérjestuse maskeerimiseks,
disainitud praimerite  ohtlikuimate mittespetsiifiliste seondumiskohtade leidmiseks

mittesihtmaérkjarjestustelt ja praimeripaaride spetsiifilisuse hindamiseks ning valimiseks.
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Development of methodoloqy for taxon-specific primer design and its

application for detection of DNA of allergenic plant

Kairi Raime

Summary

One of the most reliable and cost-effective ways to detect an organism is to carry out a
polymerase chain reaction (PCR). Taxon-specific diagnostic tests use a pair of taxon-specific
PCR primers to selectively amplify target sequence from the DNA sample. The biological DNA
sample usually contains DNA sequences of various, sometimes phylogenetically very close,
target and nontarget taxons. The specificity of amplification is achieved by the specificity of
the two PCR primers, which mainly depends on the number of mismatches and the locations of
mismatches of nonspecific binding sites.

Although there are several programs available for designing and checking the specificity
of PCR primers, most of them use the sequence alignment tools, based on homology seach, for
finding nonspecific binding sites and do not consider the important factors (mismatches of 3
end of primer sequence) which influence the extension efficiency of the PCR primer and the
specificity of primer.

Since there was not available a good methodology or software for designing or software
for checking the specificity of primers for taxon-specific PCR based diagnostic test, we
developed these in this work.

To assess the extension efficiencies of the primer, the score NAS (No Amplification
Score) was created. NAS is based on the number of mismatches and the locations of the
mismatches (between a primer and its potential binding site). Checking the correlation between
NAS value of primerpair and amplification yield, we confirmed that there is inverse relationship
between NAS value and amplification yield. NAS was applied to assess the taxon-specificity
of the designed primer pairs. The most probable nonspecific binding site of the primer has
minimal NAS value. The taxon-specificity of primerpair was described with the sum of minimal
NAS value of both forward and reverse primer. We also developed the software for checking
the specificity of primers, sorting and ranking designed primer pairs by NAS value.

For designing and ranking of primer pairs for taxon-specific diagnostic test the
automated work pipeline, consisting of four programs (three created in this work) was

developed: TargetConsensusMaker.py — for making consensus sequence of target
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sequences, TargetMasker.py - for masking nonspecific positions of target sequence,
Primer3 (Untergasser et al., 2012) - for generating primer pairs with optimal values of
predefined parameters and checking of primers secondary structures formation,
PrimerSorter.py - forsorting and ranking the primer pairs according to the NAS value.

We applied developed methodology and software for designing primer pairs for
detecting allergenic plant species Carya illinoinensis (pecan nut) with allergenic seeds. As the
results we received taxon-specific primers for detection of pecan nut in food. Developed
methodology and software can be used in the future for PCR primer design for taxon-specific
diagnostic tests for various purposes. The developed programs can be used also independently
for target sequence masking, for testing nonspecific bindings of primers or for ranking primer

pairs.
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Lisad

Lisa 1

Mittepaarduvate nukleotiidide asukohad makadaamiapahkli spetsiifiliste praimerite alusel genereeritud
parisuunalistes praimerites (vastassuunaline praimer on tédies pikkuses komplementaarne
sintmarkjarkjestusega). Makadaamiapahkli praimeritega identsed positsioonid on tahistatud tarniga (*)
ning varieeruvad (mittepaarduvate nukleotiididega) positsioonid tahistatud tdhega N (moodustuv
mittepaarduv aluspaar on ndrga mdjuga, puriin/ptrimidiin voi purimidiin/puriin tulpi). AAG vééartus
téhistab praimeri Gibbsi vaba energia muudu erinevust mittepaarduvate nukleotiididega (AGn) ja téies
pikkuses sihtmarkjarjestusega komplementaarse praimeri (AGo) seondumise vahel. Makadaamiapéhkli
taies pikkuse komplementaarse périsuunalise praimeri AGo = -24,3. NAS (No Amplification Score)
vaartus on arvutatud toos kirjeldatud valemi alusel (mittepaarduvate nukleotiidide arvu summa 20, 10,
6 ja 3 nukleotiidi hulgas praimeri 3 -otsast). PCR saagist on hinnatud silma jargi PCR produktide
geelelektroforeesipildi triibu (band) intensiivuse alusel (O — triip ei ole tuvastatav, 1 — triip on oluliselt
ndrgem varreldes positiivse kontrolliga, 2 — triibu intensiivsus tugev, vBrreldav positiivse kontrolliga).

PCR
Praimeri ID Praimeri jarjestus 5"—3 AGn AAG NAS saagis
Mc21A_F KK FNHFN* KK * X NFNFN**NNNN* -7,5 16,8 21 0
Mc20A_F F kK KN KN KK & xRk X N RN * X NNNN * -7,3 17 20 0
Mc19A_F K KKK K KRk K x kR NN K NN * NN * -10,9 134 19 0
Mc19B_F *HFFNFNFNN* *NFNFN**NN**N -6,9 174 19 0
MclSA F FhkAkKkKhkkkkkxxxkkKkKk kX ANNNNN _20'3 4 18 O
Mcl18B_F KA AKX KK F KK A XX NNFFNNANN* -14,5 9,8 18 0
Mc18C_F FHAHAANKN**NNN* *NNNFN*** *N 6,2 18,1 18 0
Mc17A_F KK KXKA KK KX KAKNFHAAN*ANNN | -16,5 7,8 17 0
Mc17B_F Kk KRN KA KRR x A ANNFNNN**N* | -10,9 13,4 17 0
Mc17C_F H kK HNN* XN AN * KRN ** N 5N *N -6,7 17,6 17 0
Mc16A_F KA AKX HFFH A AKX XNFFHFNNANAN -16,5 7,8 16 0
Mcl6B_F * kKN KKK R xR RNFANNFANAN | -12,5 11,8 16 0
Mc16C_F FHRHFHFNHFFNNF XXX XNNNFN**N* -5,8 18,5 16 0
MclSA F *Fh Kk kKkKhkhkhkkkxxkkkKkkkxANNNN _21,5 2,8 15 O
MclSB_F KKK KKK F A A XX NFFNNFFANAN -16,1 8,2 15 0
Mc15C_F FHRHFHFNHFHFHFNHFH XXX NNNFN* XN * -6,7 17,6 15 0
Mcl4A F FhkIAkkkkkkkxxxkk Kk kX ANN**NN _18,4 5,9 14 O
Mc14B_F KA AN KA KA A AKX FFHANHANN* -13,0 11,3 14 0
MclSA F * ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok R\ K X AN * X X NN _16,5 7,8 13 O
MClBB_F * ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok RN K X AN K R NN X _16,5 7,8 13 0
MCle_F * ok ok ke k ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ko ok ok A NNN _2175 2,8 12 1
MClZB_F * ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok RN K X ANN* X * N _16,5 7,8 12 1
Mc12C_F KRN KA H R XA AANNFAN***N* | -10,9 13,4 12 1
McllA F FhkAkkkhkhkhkhkrxx Xk kA k kAN *AN* N _18,4 5,9 11 1
Mc11B F ool ool ool eliaiod  llalolad -9,0 15,3 11 1
McllC_F KK KKK K KKN KX KRN K * KN F XN * % -8,6 15,7 11 1
MClOA_F FhkAkkkhkhkhkhkxx XA ANK*****xxN* N _19’6 4’7 10 1
MClOB_F FhAk Kk kKK AN* XXX ANK* X AN * ** KN _12’8 11,5 10 O
MClOC_F FAKXANK XA R * kA XX ANFRANK*AN* X _13’0 11,3 10 1
Mc10D_F FHRAANK A FHFNH A ANNFNFNFH 53 19 10 0
Mc10E_F NNNNNNNNNNNNNN # * o o & & o 91 15,2 10 1
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MCc9A F Kk ok ok kKK Kk kK ok K AN K K KK KK KN -17,0 7.3 9 1
MCQB_F Kk ok ok ok KN K Kk Kk kK Kk ok ok kX AN KN -17.8 6,5 9 0
MCQC_F Kk kKN KK K Kk kK kK Kk ok ok kX A NN K -17,9 6,4 9 0
MCQD_F Kk kKN KKK KKKk kK ANFN* K ** % KN -12,3 12 9 1
MCQE_F Kk kKN KKK KKk ok ok kAN K KN K** K FN* -145 9,8 9 1
McOF F NNNNNNNNNNNNN* * & K x %ok % %% % -9,4 14,9 9 1
Mc8A E Kk khk kAKX KKk KA KKK KKk kX AN*N -21,5 2.8 8 1
MCSB_F Kk Kk Kk ok kK Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK R NN K -21,5 2,8 8 1
MCSC_F Kk kKN KKK KKKk K ANNF * %k * %% 4N -14.4 9,9 8 1
|V|C8D_F Kk K KNN* & KN K ** & & KN KN * X & KK -6,7 17,6 8 0
Mc8E_F NNNNNNNNNNNN* * % * % % k  *  x -11,1 13,2 8 1
Mc7A F Kk ok ok kK K Kk kK kK KKk kKN KKK KN -18,8 55 7 1
MC?B_F Kk kK K K Kk kK kK K Kk K KN K K RN K -18,4 59 7 1
MC?C_F Kk kK kK Kk ok kK K Kk ok KN K AN K K -18,4 59 7 1
MC?D_F Kk kKN K K K Kk Kk kK AN K KKk kXK KN -17.8 6,5 7 1
Mc7E_F NNNNNNNNNNN* * K x % ok x %ok k%o % -11,2 13,1 7 1
MCc6A F Kok K Kk kK kK Kk ok Kk ok Kk KN KN KKK -18,4 59 6 1
MCGB_F Kok K Kk kK kK Kk ok Kk ok Kk K NN KKK K -18,9 5,4 6 1
MC6C_F Kok kK Kk KKk Kk kK KN KKk Kk kK K] -21,3 3 6 1
MC6D_F Kok K K kK Kk ok Kk kK KN KK kK Kk AN K -20,4 3,9 6 1
MC6E_F Kok K KKk Kk ok Kk kK KN K K kKK KN K K -19,6 4,7 6 1
MC6F_F Kok kKN KKK K KN K KKK KKKk kXK KN -16,0 8,3 6 1
Mc6G_F NNNNNNNNNN* * % % % % %k ko ok o % -13,3 11 6 1
MCc5A F Kk ok kK K K K kK ok K AN K K kK AN K K K -20,5 3,8 5 2
MCSB_F Kk ok ok kK K Kk kK ok X KN K K K RN K K Kk K -19,0 53 5 2
|V|C5C_F Kk ok kK K K Kk kK kX KN K K KN KK K Kk Kk -18,1 6,2 5 2
MCSD_F KN K HF K * K&k kkk kX &k Kk kKKK KN -19,8 4,5 5 1
MCSE_F KN K K Kk &k k& ok kK ok kK Kk kK K AN K -18,9 5,4 5 1
MCSF_F KN K K Kk &k kK ok kK Kk ok Kk ok kK KN K K -18,1 6,2 5 2
Mc5G_F INNNNNNNNN * * % % ok o ok ko o ok ok ok -13,4 10,9 5 2
MCc4A F Kok kK kK Kk ok Kk ok Kk ok Kk ok Kk kK K] -23,2 1,1 4 2
MC4B_F Kk K K kK Kk ok Kk ok Kk ok Kk kK kK AN K -22,2 2,1 4 2
MC4C_F Kk K Kk kK kK Kk ok Kk ok Kk kK K KN K K 2215 2,8 4 2
MC4D_F KN K Kk * & Kk k kK kK Kk ok kK AN K K K -19,0 53 4 2
|V|C4E_F KN K K Kk Kk kK ok kK Kk kK kK AN KKK K -17,5 6,8 4 2
|V|C4F_F KN K K Kk &k kK ok kK Kk kK kKN K KKK K -16,6 7,7 4 2
Mc4G_F NNNNNNNN * * & & & A ook k& & ok -14,0 10,3 4 2
Mc3A F Kok K K kK Kk ok Kk ok Kk ok Kk kK KN KK K 2223 2 3 2
MC3B_F Kok kK kK Kk ok Kk ok Kk ok Kk kAN KKK K -20,9 34 3 2
MC3C_F Kk ok ok kK KKk ok ok kK Kk kK KN KKKk K -19,9 4.4 3 2
|\/|C3D_F KN H Kk * & Kk kk kAN K KKk KKk KKk -19,1 5,2 3 2
MCc3E_F NNNNNNN* %+ ox ks xxkinxx | 147 96 3 2
Mc2A_F NNNNNN*** %4+ cxoxox ok kokkdxxx | 17,1 7.2 2 2
MClA_F NNNNN* * % % % k% % % % % %k % % % % % % -17,2 71 1 2
MCOA_F NNNN* * % % % K k% % % % %k k% % % % % % -17,7 6,6 0 2
McO |:_ R R _2413 0 0 2
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Lisa 2

Amplifikatsioonireaktsioonide tulemused praimeripaaridega, mille parisuunalises praimeris on (ks
erinevas positsioonis (1.-6.) paiknev mittepaarduv nukleotiid ning vastassuunaline praimer on taies
pikkuses komplementaarne sihtmarkjérjestusega. a) parisuunalise praimeri mittepaarduv nukleotiid on
1. positsioonis (praimeri 3"-otsast), moodustades erinevat tlipi mittepaarduvaid aluspaare (GT, TT,
CT). Positiivses kontrollis on 1. positsioonis nukleotiidide vahel Watson-Crick paardumine AT, mille
puhul praimeri 3"-otsas on A-nukleotiid ning sihtmérkjarjestuse vastavas positsioonis on T-nukleotiid.
b) - ) périsuunalise praimeri erinev mittepaarduv nukleotiid paikneb vastavalt 2. - 6. positsioonis. g)
amplifikatsioon (ksiku erinevas positsioonis paikneva ndrgema mdjuga (puriin/pirimidiin voi
purimidiin/puriin tldpi) mittepaardunud aluspaari esinemisel praimeri ja sihtmarkjarjestuse vahel. h)
amplifikatsioon uUksiku erinevas positsioonis paikneva tugevama mdjuga (puriin/puriin voi
parimidiin/purimidiin tudpi) mittepaarduva aluspaari esinemisel praimeri ja sihtmérkjéarjestuse vahel.
Lisatud on negatiivne ja positiivne kontroll (Mc0).
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c)
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Lisa 3

Amplifikatsiooni tulemus praimeripaariga, mille périsuunalises praimeris on kaks mittepaarduvat
nukleotiidi ja vastassuunaline priamer on téies pikkuses komplementaarne sihtmérkjarjestusega. a) 1.
positsioonis (praimeri 3"-otsas) paiknevale tugeva (T) v6i nérga mojuga (N) mittepaardunud aluspaarile
lisaks on teine ndrga mdjuga mittepaarduv aluspaar 3., 6., 10. vBi 23. positsioonis praimeri 3"-otsast. b)
— f) vastavalt 2. - 6. vBi 10. positsioonis paiknevale tugeva (T) vdi ndrga mdjuga (N) mittepaardunud
aluspaarile lisaks on teine nGrga mdjuga mittepaarduv aluspaar 3., 6., 10. v8i 23. Positsioonis. Lisatud
on negatiivne ja positiivne kontroll (Mc0).
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Lisa 4

Amplifikatsiooni tulemus erineva NA skoori vaartusega praimeripaaride puhul. a) praimeripaaride NAS
vaartus on 18 - 21, b) praimeripaaride NAS vaartus on 16 - 17, ¢) praimeripaaride NAS vaartus on 13 -
15, d) praimeripaaride NAS skoori véértus on 11 - 12, e) praimeripaaride NAS skoori véartus on 9 - 10,
f) praimeripaaride NAS skoori véértus on 8 — 9, g) praimeripaaride NAS skoori vaartus on 7 - 8, h)
praimeripaaride NAS skoori vaartus on 6, i) praimeripaaride NAS skoori vaartus on 5, j) praimeripaaride
NAS skoori vaartus on 4, k) praimeripaaride NAS skoori vaartus on 0 — 3. Lisatud on positiivne kontroll
(McO, mille puhul NAS véaartus on 0) ning negatiivne kontroll.
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Lisa 5

Pekani-hikkoripuu spetsiifiliste praimerite disainil kasutatavad programmi Praimer3 parameetri
véartused.

PRIMER_PRODUCT_SIZE_RANGE=70-300
PRIMER_OPT_SIZE=22
PRIMER_MIN_SIZE=18
PRIMER_MAX_SIZE=27
PRIMER_OPT_TM=59
PRIMER_MIN_TM=57
PRIMER_MAX_TM=60
PRIMER_PAIR_MAX_DIFF_TM=4
PRIMER_OPT_GC_PERCENT=35
PRIMER_MIN_GC=10
PRIMER_MAX_GC=90
PRIMER_SALT_DIVALENT=25
PRIMER_DNTP_CONC=0.25
PRIMER_TM_FORMULA=1
PRIMER_SALT_CORRECTIONS=1
P3_FILE_FLAG=0
PRIMER_EXPLAIN_FLAG=1
PRIMER_MAX_POLY_X=4
PRIMER_NUM_RETURN=800
PRIMER_MAX_HAIRPIN_TH=40
PRIMER_MAX_NS_ACCEPTED=0
PRIMER_THERMODYNAMIC_ALIGNMENT=1
PRIMER_LOWERCASE_MASKING=1
PRIMER_MIN_THREE_PRIME_DISTANCE=0
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