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»Moru maitse tundlikkusega seotud poliimorfismid TAS2R38 geenis*

Morudus on iiks viiest pohimaitsest, mida inimesed tunnevad ning seda reguleerib TAS2R38
geen. Kédesoleva bakalaureusetod pohieesmérk on vélja todtada siiljest eraldatava genoomse
DNA pohine protokoll mdru maitse tundlikkusega seotud kolme iiksiknukleotiidse
poliimorfismi (SNP) (rs713598, rs1726866 ja rs10246939) tuvastamiseks inimese TAS2R38
geenis, mille pdhjal on vdimalik néitlikustada seoseid fenotiiiibiliste tunnuste ja DNA-s
esinevate variatsioonide ehk genotiilibi vahel, kombineerides poliimeraasi ahelreaktsiooni
(PCR) Sangeri sekveneerimisega. Lisaks on t00 eesmirk saada hinnang kolme moru maitse
tundlikkusega seotud SNP-i alleelisageduste, genotiiiipide ja maitsetundlikkuse fenotiiiibiliste
seoste kohta 20 vabatahtlikust indiviidist koosnevas valimis. Selleks koguti uuringusse
kaasatud vabatahtlikelt tdiskasvanud inimestelt informatsiooni nende moru maitse tundlikkuse
kohta ning médrati siiljest eraldatud genoomse DNA pdhjal maitsetundlikkusega seotud

genotiilip vastava SNP-i asukohas.

Mirksonad: PTC, PROP, mdru maitse, TAS2R38 geen, SNP

CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

“Polymorphisms associated with bitter taste sensitivity in the TAS2R38 gene”

Bitterness, which is regulated by TAS2R38 gene, is one of the five basic tastes perceived by
humans. The main goal of this thesis is to develop a protocol based on genomic DNA isolated
from saliva for the detection of three single nucleotide polymorphisms (SNP) (rs713598,
151726866 and rs10246939) in the human TAS2R38 gene related to bitter taste sensitivity.
Combining polymerase chain reaction (PCR) with Sanger sequencing it is possible to
demonstrate the relationship between phenotypic traits regarding bitter taste and DNA
variations, i.e. genotype. In addition, the aim of the work is to obtain an estimate of the allele
frequencies, genotypes and phenotypic associations of three bitter taste sensitivity-related SNPs
among 20 volunteers. For this purpose, information about their bitter taste sensitivity was
collected from volunteers involved in the study, and the genotype related to taste sensitivity
was determined based on the DNA isolated from the saliva at the location of the corresponding

SNP.
Keywords: PTC, PROP, bitter taste, TAS2R38 gene, SNP
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KASUTATUD LUHENDID

A — alaniin (ingl alanine)

bp — aluspaar (ingl base pair)

dNTP — desoksiiribonukleotiidtrifosfaat (ingl deoxyribonucleotide triphosphate)
EDTA - etiileendiamiintetradédikhape (ingl ethylenediaminetetraacetic acid)
I — isoleutsiin (ingl isoleucine)

ISO — isopropanool (ingl isopropanol)

mRNA — informatsiooni-RNA (ingl messenger RNA)

P — proliin (ingl proline)

PROP — 6-n-propiiiiltiouratsiil (ingl 6-n-propylthiouracil)

PTC — feniiiiltiokarbamiid (ingl phenylthiocarbamide)

RFLP — restriktsiooni fragmendi pikkuse poliimorfism (ingl restriction fragment length

polymorphism)

SDS — naatriumdodetsiiiilsulfaat (ingl sodium dodecyl sulfate)

SNP — iiksiknukleotiidne poliimorfism (ingl single nucleotide polymorphism)
TBE — Tris-boraat-EDTA (ingl Tris-Borate-EDTA)

TRC — maitseretseptorrakud (ingl taste-receptor cells)

V — valiin (ingl valine)



SISSEJUHATUS

Maitsetundlikkus on inimeste kaasasiindinud sensoorne omadus, mille abil on vodimalik
tuvastada tarbitavaid toitaineid ning samal ajal véltida toksiinide ja raskesti seeditavate tihendite
sattumist s66giks (Chaudhari ja Roper, 2010). Inimestele on see igapdevaseks viisiks dra tunda
ja eristada viit pdhimaitset, milleks on magus, umami, hapu, soolane ja moru (Chaudhari ja
Roper, 2010). Uks enim uuritud maitsekomponente on mdrudus, mille tajumine tekitab
inimestes sageli negatiivset reaktsiooni ning evolutsiooniliselt on mdru maitse tundmise

eesmark olnud kaitsta inimesi potentsiaalselt miirgiste ainete tarbimise eest (Wang jt., 2022).

Inimestel on 25 erinevat funktsionaalset moru maitse tundlikkusega seotud TAS2R geeni, mille
produktid reguleerivad moru maitse tundmist ning sellest geenide perekonnast on enim uuritud
geen TAS2R38, mis seda otseselt mojutab (Wang jt., 2022). Erinevused TAS2R38 geenis
pOhjustavad ka inimeste vahelisi erinevusi mdru maitse tajumisel, moned on selle suhtes viga
tundlikud ega talu morudust, teised aga tundetumad voi isegi tdiesti tundetud (Boxer ja
Garneau, 2015). Need erinevused vodivad oluliselt mdjutada inimeste toiduvalikut ja

toitumisharjumusi (Chaudhari ja Roper, 2010).

Kiesolev bakalaureusetod on valminud Tartu Ulikooli geenitehnoloogia dppekava raames.
Bakalaureusetod pdhieesmirk on vilja tootada siiljest eraldatava genoomse DNA pohine
protokoll mdru maitse tundlikkusega seotud kolme tiksiknukleotiidse poliimorfismi (rs713598,
151726866 ja rs10246939) tuvastamiseks inimese TAS2R38 geenis, mille pohjal on voimalik
néitlikustada seoseid fenotiiiibiliste tunnuste ja DNA-s esinevate variatsioonide ehk genotiiiibi
vahel kombineerides PCR-i Sangeri sekveneerimisega. Lisaks on t66 eesmargiks saada hinnang
kolme moru maitse tundlikkusega seotud SNP-i alleelisageduste, genotiilipide ja

maitsetundlikkuse fenotiiibiliste seoste kohta 20 vabatahtlikust indiviidist koosnevas valimis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Maitseretseptorid

Maitsetundlikkus on inimeste kaasasiindinud sensoorne omadus, mille abil on vodimalik
tuvastada tarbitavaid toitaineid ning samal ajal véltida toksiinide ja raskesti seeditavate tihendite
sattumist toiduks. Inimestele on see igapdevaseks viisiks édra tunda ja eristada viit pohimaitset,
milleks on magus, umami, hapu, soolane ja mdru. Arvatakse, et need kdik annavad meile
informatsiooni toidu koostise ning meie keha fiisioloogiliste vajaduste kohta (Chaudhari ja

Roper, 2010; Drayna, 2005).

Magusamaitselised toidud saadavad signaali siisivesikute olemasolu kohta, mis on inimestele
energiaallikaks. Soolane maitse reguleerib aga naatriumi ja teiste soolade tarbimist, aidates
niimoodi séilitada keha veetaset ning vereringet. Toidu valgusisalduse kohta saame teavet
umami, L-glutamaadi ja monede teiste L-aminohapete maitse tundlikkuse jargi (Chaudhari ja
Roper, 2010). Hapu maitse tundlikkus on eelkdige seotud toiduhapete olemasoluga, mis on
iildiselt inimestele pigem vastik, seetdttu vilditakse liigsete hapete tarbimist ja allaneelamist,
hoides nii dra keha happe-aluse tasakaalu séilitavate mehhanismide iile koormamise. Lisaks on
riknenud toiduained sageli happelised, mis pdhjustab hapu maitse viltimist (Chaudhari ja

Roper, 2010; Shaji and Saraswathy, 2023).

Viiendaks pohimaitseks on morudus, mis on inimestele loomupéraselt vastumeelne ja selle
tundmine tekitab negatiivse reaktsiooni (Wang jt., 2022). Vastupidiselt nditeks magusa ja
umami maitsete tundmisele, mille eesmérgiks on teatud toitainete tuvastamine toidust, on suus
leiduvate moru maitse retseptorite evolutsiooniline eesmirk kaitsta inimesi erinevate toksiliste
ainete tarbimise eest (Chandrashekar jt, 2000; Chandrashekar jt, 2006; Chaudhari ja Roper,
2010).

Arvatakse, et erinevused maitse-eelistustes tulenevad osaliselt maitseretseptorite geneetilisest
erinevusest indiviidide vahel ning need vodivad oluliselt mdjutada inimeste toiduvalikut ja
toitumisharjumusi (Chaudhari ja Roper, 2010). Maitsetuvastuse anatoomilisteks substraatideks
ja ihikuteks on maitseretseptorrakud (TRC, ingl taste-receptor cells), mis on koondatud
maitsepungadeks ning jagunevad keele- ja suuepiteeli erinevate papillide vahel. Vastupidiselt
iildlevinud uskumusele, et pohimaitseid tuntakse keele erinevates piirkondades, arvatakse, et
maitsetundlikkus on koikide pdhimaitsete suhtes jaotunud iihtlaselt iile keele (joonis 1)

(Chandrashekar jt, 2006).
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Joonis 1. Maitseniisad, maitsepungad ja retseptorrakud. A. Maitsepungad ehk -karikad
(vasakul) koosnevad liigist sdltuvalt umbes 50—150 retseptorrakust (TRC). Inimeste keelel on
kolme liiki maitsenésasid ehk -papille: vall-, leht- ja seenpapillid. Vallpapillid asuvad keele
posterioorses osas. Lehtpapillid asuvad keele tagaosa kiilgedel. Seenpapillid asuvad keele
eesmises osas. B. Vastupidiselt iildlevinud arvamusele, et erinevaid maitseid tajuvad keele
erinevad piirkonnad, on maitsetundlikkus kdikide pohimaitsete suhtes jaotunud iihtlaselt iile
keele. Joonis on kohandatud (Chandrashekar jt, 2006).

1.2. TAS2R geeniperekond

TASIR ja TAS2R on peamised maitseretseptorite geeniperekonnad, mis suudavad tuvastada
suurt hulka maitseomadusi, sealhulgas magusust, umamit ning morudust. Kui esimesed kaks
on reguleeritud TAS1R geenide poolt, siis tarbitava aine moruduse tajumist mojutavad TAS2R

perekonna geenid (Shaji and Saraswathy, 2023; Drayna, 2005).

Inimeste keelel olevate maitsepungade rakkude pinnal asub moru maitse retseptorvalkude
grupp, mis vahendab kibeda maitse aistingut (Adler jt, 2000). Inimestel on 25 erinevat

funktsionaalset moru maitse tundlikkusega seotud TAS2R geeni, mille produktid reguleerivad
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moru maitse tundmist. Nendest 15 asuvad klastrina 12. kromosoomis, iiheksa paiknevad
klastrina seitsmendas kromosoomis ja iihe selle geeniperekonna litkkme vdime leida viiendast
kromosoomist (Shi jt, 2003; Adler jt, 2000). Sellest geenide perekonnast on enim uuritud geen
TAS2R38, mis asub seitsmendas kromosoomis ja reguleerib otseselt inimeste mdru maitse

tundlikkust (Wang jt., 2022).
1.3.TAS2R38 geen

TAS2R38 on mdru maitse retseptori geen, mis mojutab otseselt inimese mdru maitse tajumist.
Tapsemalt méddrab TAS2R38 seda, kas inimene tunneb feniiiiltiokarbamiidi (PTC, ingl
phenylthiocarbamide), 6-n-propiiiiltiouratsiili (PROP, ingl 6-n-propylthiouracil) ja nendega
seotud ithendeid voi mitte. See mdjutab nii inimese toitumiseelistusi kui ka tervislikku seisundit
(Boxer ja Garneau, 2015). Mdru maitse tundmine on inimestele evolutsiooniliselt viiga vajalik,
sest seda tajutakse peamiselt negatiivsena ning seeldbi on inimkond saanud end kaitsta
voimalike ohtude eest, nditeks looduses leiduvate miirkide ja teiste potentsiaalselt ohtlike
ainete tarbimise eest (Wang jt., 2022). Lisaks sellele, et TAS2R38 médrab suuresti meie
toidulaua, on leitud seoseid ka retseptori ning kehakaalu, suitsetamise, alkoholi tarbimise ja
immuunsuse vahel (Keller jt., 2013; Tepper jt., 2014). Niiteks on selgunud, et PTC suhtes
tundlikud indiviidid, inimesed, kes tajuvad moru maitset tugevamalt, ei ole nii varmad
suitsetama, sest sigarettide tugevalt moru maitse tekitab neis negatiivset reaktsiooni (Risso jt.,
2016). Samuti on kehakaalu ja méru maitse tundlikkuse seose uurimisel leitud, et katsealused,
kes seda ei tunne, on sageli kdrgema kehamassiindeksiga kui need, kes tunnevad mdru maitset

keskmiselt voi tugevalt (Feeney jt., 2011).

TAS2R38 geen sisaldab ainult iihte eksonit ja toodab mRNA-d (informatsiooni-RNA, ingl
messenger RNA), mille pikkus on 1143 aluspaari (bp, ingl base pair). TAS2R38 sisaldab kolme
iiksiknukleotiidset poliimorfismi (SNP, ingl single nucleotide polymorphism), rs713598,
151726866 jars10246939, mis asuvad vastavalt positsioonidel 145, 785 ja 886 aluspaari mRNA
algusest (Wang jt., 2022; Drayna, 2005). Nende SNP-de tulemuseks on vastavalt proliini (P,
ingl proline) asendamine alaniiniga (A, ingl alanine) aminohappe positsioonil 49 (P49A),
alaniini asendamine valiiniga (V, ingl valine) asendis 262 (A262V) ja valiin isoleutsiiniga (I,
ingl isoleucine) positsioonis 296 (V296I) (Wang jt., 2022; Drayna, 2005). Rs713598 on iiks
kolmest SNP-st, mis moodustab peamised PTC ja sarnaste molekulide kibeda maitse
tundmisega seotud haplotiiiibid ning on aluseks vdimele tajuda eri toitudes, néiteks kapsas ja

toores brokoli vdi jookides nagu kohv ja Slu, mdru maitset. C-alleeli kandjad, enamasti



homosiigoodid (C-C), on nididanud PTC suhtes iiles suuremat tundlikkust, samas kui G-alleeli

kandjad ei tunne seda iildse vai siis tajusid mdrudust palju ndrgemini (Colares-Bento jt., 2012).

Uuritaval TAS2R38 geenil on kaheksa haplotiiiipi: PAV, PAIL, PVV, PVI, AAV, AAI, AVV ja
AVI (tabel 1). Neist levinuimad on dominantne PAV ja retsessiivne AVI. PAV haplotiiiibiga
tajutakse moru maitset tugevamalt kui AVI-ga. Haplotiitibid AAV, AAI, PAI ja PVI on aga
haruldasemad (Boxer ja Garneau, 2015; Kim jt., 2003). Vorreldes kahte uuringut, millest {iks
viidi 14bi Hiinas ning teine Ameerikas, ndhtub, et mdlema uuringu eesmérk oli populatsioonis
vélja selgitada haplotiiiipide sagedused ning seeldbi modista milliseid inimesi on valimis
rohkem: kas moru maitsele tundlikke vdi neid, kes kibedust ei taju (Wang jt., 2022; Boxer ja
Garneau, 2015). Selgus, et Ameerikas 1dbi viidud uuringus oli kdige rohkem AVI haplotiilibiga
inimesi (53,1%) — sellest ndhtub, et vastavas uurimisgrupis olnud inimesed ei tunne moru
maitset nii tugevalt. Samas uuringus selgus, et PAV haplotiiiibiga indiviide oli 42,3% (Boxer
ja Garneau, 2015). Vastupidiselt ameeriklastele, ilmnes aga, et hiinlaste seas on PAV
haplotiilibiga inimesi palju rohkem (66,1%) ning AVI haplotiilipi esines oluliselt vihem
(11,6%) (Wang jt., 2022). Nende teadmiste pohjal saab edasi uurida, millest tulenevad
erinevused inimeste moru maitse tundlikkuses ja miks on see piirkonniti erinev. Lisaks saab

inimese genotiiiipi teades anda ka vastavaid toitumissoovitusi (Wang jt., 2022).

Tabel 1. TAS2R38 geeni haplotiiiibid. Tabelis on ndidatud haplotiilibid ning nendele vastavad
SNP-d koos alleelide ja aminohappega selles positsioonis. Tabel on koostatud artiklite pdhjal
(Boxer ja Garneau, 2015; Kim jt., 2003).

SNP SNP SNP Aminohape | Aminohape | Aminohape
Haplotiilip | rs713598 | rs1726866 | rs10246939 | positsioonis | positsioonis | positsioonis
alleel alleel alleel 49 262 296
PAV C C G Proliin Alaniin Valiin
PAI C C A Proliin Alaniin Isoleutsiin
PVV C T G Proliin Valiin Valiin
PVI C T A Proliin Valiin Isoleutsiin
AAV G C G Alaniin Alaniin Valiin
AAI G C A Alaniin Alaniin Isoleutsiin
AVV G T G Alaniin Valiin Valiin
AVI G T A Alaniin Valiin Isoleutsiin




1.3.1. TAS2R38 geeni SNP-e kisitlevate uuringute vordlus

Uks enim uuritud maitsekomponente on mdrudus ning sellega koos inimestel mdru maitse

tundlikkust reguleeriv TAS2R38 geen (Wang jt., 2022; Drayna, 2005). Maailmas on 1dbi viidud

erinevaid uuringuid, mis keskenduvad TAS2R38 geeni iiksiknukleotiidsetele poliimorfismidele

ning moru maitse tundmise alleeli esinemissagedusele vastavates positsioonides (tabel 2).

Tabel 2. Erinevate TAS2R38 geeni
uurimistoode tulemuste vordlus. Tabelis on ndidatud uuritud SNP, populatsioon, kus uuring
1abi viidi, valimi suurus, moru maitse tundmisega seotud alleeli esinemissagedus ning vastav
alleel on vilja toodud sulgudes. Samuti on tabelis ndidatud allikas, kust vastavad
uuringuandmed périnevad.

iiksiknukleotiidseid poliimorfisme uurinud

Valimi Moru maitse tundmise
Uuritud SNP | Populatsioon Allikas
suurus alleeli esinemissagedus

Ameerika
15713598 Uhendriigid 56 0,51 (C) Behrens jt., 2013

(europiidid)

. Deshaware ja
rs713598 India 393 0.31(C)
Singhal, 2017

rs713598 lirimaa 581 0,42 (C) Feeney jt., 2011
rs713598 Hiina 320 0,66 (C) Wang jt., 2022

Ameerika
rs713598 Uhendriigid 50 0,55 (C) Wooding jt., 2010

(europiidid)

Ameerika
151726866 Uhendriigid 56 0,57 (C) Behrens jt., 2013

(europiidid)

. Deshaware ja
rs1726866 India 393 0,32 (C) .
Singhal, 2017

rs1726866 lirimaa 581 0,47 (C) Feeney jt., 2011
rs1726866 Hiina 320 0,88 (C) Wang jt., 2022
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Ameerika

rs1726866 Uhendriigid 50 0,61 (C) Wooding jt., 2010
(europiidid)
Ameerika
1510246939 | Uhendriigid 56 0,54 (G) Behrens jt., 2013
(europiidid)
Benish ja Choi,
rs10246939 | Korea 3502 059 (G)
2023
Deshaware ja
rs10246939 | India 393 0,34 (G) .
Singhal, 2017
rs10246939 | lirimaa 581 0,47 (C) Feeney jt., 2011
rs10246939 | Hiina 320 0,68 (G) Wang jt., 2022
Ameerika
1s10246939 | Uhendriigid 50 0,55 (G) Wooding jt., 2010
(europiidid)
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmiirgid

Kéesoleva bakalaureusetdo peamiseks eesmérgiks on vilja tootada siiljest eraldatava genoomse
DNA pdhine protokoll moru maitse tundlikkusega seotud kolme SNP (rs713598, rs1726866 ja
rs10246939) tuvastamiseks inimese TAS2R38 geenis, mida saaks tulevikus kasutada
biotehnoloogia dppetoolis ldbiviidavates praktikumides praktilise tdona, Opetamaks tudengitele
levinud molekulaarbioloogia meetodeid. Lisaks on t60 eesmérgiks saada hinnang kolme moru
maitse tundlikkusega seotud SNP-i alleelisageduste, genotiiiipide ja maitsetundlikkuse
fenotiiiibiliste seoste kohta 20 vabatahtlikust indiviidist koosnevas valimis. T66 eesmérkide

taitmiseks vajalikke etappe ning teostamise jarjekorda on kujutatud joonisel 2.

Vabatahtlikelt siiljeproovi kogumine ning
maitsetundlikkuse testimine PTC ja PROP
testribadega

Y

Genoomse DNA eraldamine
siiljest

4

PCR

U

Sangeri sekveneerimine

U

Fenotiiiibi ja genotiilibi vaheliste seoste
analiiiis

Joonis 2. Eksperimentaalosa tooetapid ning nende teostamise jirjekord.

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Maitsetundlikkuse testimine

Uuringu lébiviimiseks ning vabatahtlike indiviidide kasutamiseks valimis on saadud Tartu

Ulikooli eetikakomitee kooskdlastus nr 387/T-18.

Uuringu valim koosneb kahekiimnest vabatahtlikust indiviidist, kes leiti uuringu teostajate

tookaaslaste ja Tartu Ulikooli iilidpilaste seast. Valimisse kaasati ainult tiisealisi, nii nais-, kui
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ka meessoost isikuid. Enne uuringuga alustamist koguti igalt osalejalt allkirjastatud teadliku
ndusoleku vorm. Informeeritud otsuse tegemiseks anti igale vabatahtlikule uuringust pohjalik

iilevaade, et selgitada t66 eesmaérki, protsessi ja indiviidi digusi uuringus osalemisel.

Vabatahtlikelt uuringus osalejatelt koguti vihemalt 1 ml siilge, millest eraldati genoomne DNA
(peatiikk 2.2.2) ning poliimorfismide uurimiseks kasutati PCR-i (poliimeraasi ahelreaktsiooni)
kombineerituna Sangeri sekveneerimisega (peatikk 2.2.4 ja 2.2.5). Indiviidide antud
siiljeproovid tédhistati koodiga, et tagada tulemuste anoniilimsus. Seejirel paluti vabatahtlikel
hinnata moru maitse tundlikkust PTC ja PROP testribade (PL Precision Laboratories #165,
#125) maitsmisel. Indiviidid hindasid enda moru maitse tundlikkust skaalal nullist viieni, kus
null téhistas kdige ndrgemat ning viis kdige tugevamat maitse intensiivust. Selleks, et tagada
voimalikult tdesed andmed, paluti vabatahtlikel 30 minuti jooksul enne maitsetundlikkuse
testimist véltida maitserikaste toitude ja jookide tarbimist. Saadud andmete pdhjal on vdimalik
néitlikustada seoseid fenotiiiibiliste tunnuste ja DNA-s esinevate variatsioonide ehk genotiiiibi

vahel.
2.2.2. DNA eraldamine ja kontsentratsiooni mootmine

Genoomse DNA eraldamiseks koguti vabatahtlikelt 50 ml tuubi vdhemalt 1 ml siilge, millest
500 pl lisati seejarel 500 pl lidisipuhvrile (50 mM TrisHClI pH 8.0, 50 mM EDTA
(etiileendiamiintetradddikhape, ingl ethylenediaminetetraacetic acid), 100 mM NaCl, 1.75%
SDS (naatriumdodetsiitilsulfaat, ingl sodium dodecyl sulfate)) ning suspendeeriti. Segule lisati
20 pl proteinaas K (20 mg/ml, Qiagen). Pérast segamist vortex-il (Fisher Scientific) inkubeeriti
proovi 30 minutit 56 °C juures (Thermo Block TDB — 120, Biosan). Seejdrel lisati tuubi 200 pl
5 M NaCl ning inkubeeriti viis minutit jadl. Madala temperatuuri ja korge Na® (1 M)
kontsentratsiooni juures hakkab SDS vilja sadenema ja selle eraldamiseks tsentrifuugiti
(Eppendorf Centrifuge 5415 R) lahust viis minutit 4 °C juures maksimaalsetel podretel (13 200
rpm). Eraldatav genoomne DNA jiddb vesilahusesse, seega pipeteeriti 500 pl vesilahust uude
tuubi sadet puudutamata, lisati samas mahus (500 pl) isopropanooli (ISO, ingl isopropanol)
ning segati vortex-il. Proovi inkubeeriti viis minutit toatemperatuuril ja seejdrel tsentrifuugiti
taas viis minutit 4 °C juures maksimaalsetel pooretel. Peale seda eemaldati lahus DNA sadet
puudutamata ning tuubi lisati 300 pl 70% etanooli (70% EtOH), mille jérel viidi 14bi viimane
tsentrifuugimine kahe minuti jooksul 4 ©°C juures maksimaalsetel pdoretel. Pérast
tsentrifuugimist eemaldati etanool nii, et sade jaéks voimalikult kuiv ja tuubi inkubeeriti lahtise
kaanega 37 °C juures 10 minutit. Viimase sammuna lahustati sade suspendeerides ning vortex-

il segades 50 ul destilleeritud vees (mQ). Eraldatud DNA kontsentratsiooni modtmiseks
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kasutati NanoDrop One masinat (Thermo Scientific) ning vajadusel lahjendati eraldatud DNA-
d nii, et 1dppkontsentratsioon oleks 50 ng/pl.

2.2.3. Praimerite disain

DNA analiilisiks vajalikud praimerid (Metabion international AG) leiti esmalt relevantsest
teaduskirjandusest (tabel 3), misjérel neid testiti PCR-il ning lahutati ja visualiseeriti
geelelektroforeesil, mdlema komponentide ja ldbiviimise kohta on tdpsem informatsioon

peatiikis 2.2.4.

Tabel 3. Teaduskirjanduse pohjal valitud praimerid. Tabelis on ndidatud SNP, mille
amplifitseerimiseks praimereid kasutati, praimerite jarjesutsed 5° — 3’ suunal ja kas tegemist
on périsuunalise (F) vdi poordsuunalise (R) praimeriga, praimerite sulamistemperatuur ning
samuti allikas, kust vastav praimeripaar périneb.

) ) Produkti
Praimeri-
. Tm eeldatav .
SNP paari Jarjestused 5° — 3’ suunal . Allikas
. (°C) | pikkus
nimetus
(bp)
ACCAATGCCTTCGTTTT
rs713598, Boxer ja
TAS2R38 | CTTGGTGA (F) 64 (F)
rs1726866, 831 Garneau,
-1 TCACAGCTCTCCTCAAC | 65 (R)
rs10246939 2015
TTGGCA (R)
AACTGGCAGATTAAAG
TAS2R38 | ATCTCAATTTAT (F) 61 (F) LaBronte ja
rs1726866 303
-2 AACACAAACCATCACC |60 (R) Beers, 2015
CCTATTTT (R)
TTGACTCTAACTCGCAT
rs713598, )
TAS2R38 | CCGC (F) 61 (F) Wang jt.,
151726866, 999
-3 TCAGCACAGTGTCCGG | 57 (R) 2022
rs10246939
GAAT (R)
CUNY
CCTTCGTTTTCTTGGTG Academic
AATTTTTGGGATGTAGT Works,
TAS2R38
rs713598 A GAAGAGGCGG (F) 79 (F) | 221 BIO2450L
AGGTTGGCTTGGTTTGC | 64 (R) Genetics
AATCATC (R) Laboratory
Manual
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Uute praimerite disainimiseks kasutati veebiprogrammi Primer3 (tabel 4). Praimereid
(Metabion international AG) testiti PCR reaktsioonil kasutades sama programmi, mida
eelnevalt ning tulemused lahutati ja visualiseeriti taas geelelektroforeesil (peatiikk 2.2.4).
TAS2R38 geeni iiksiknukleotiidsed poliimorfismid rs1726866 ja rs10246939 asuvad iiksteisest
vaid 102 aluspaari kaugusel, vastavalt positsioonidel 785 ja 886, seega otsustati nende
tuvastamiseks disainida praimerid, millega saab amplifitseerida mdlemad SNP-id iiheaegselt.
Kuna SNP rs713598 asub kaugemal, positsioonil 145 bp, disainiti selle iiksiknukleotiidse

poliimorfismi tuvastamiseks eraldi praimerid.

Tabel 4. Programmiga Primer3 disainitud praimerid. Tabelis on ndidatud SNP, mille
amplifitseerimiseks praimereid kasutati, praimerite jarjestused 5° — 3’ suunal ja kas tegemist
on périsuunalise (F) voi poordsuunalise (R) praimeriga. PCR produktide suurused on ndidatud
aluspaarides (bp).

Produkti
Praimeripaari S Tm eeldatav
SNP . Praimerite jarjestused 5° — 3’ suunal .
nimetus (°C) | pikkus
(bp)
13598 rs713598 PTC | CTGGAAGTGGGTAAGCTGGA(F) | 60 (F) | 227
1S
1 TCCGCACTGTGTCCTATGAA (R) | 58 (R)
15713598 PTC | AGGTTGGCTTGGTTTGCAAT (F) | 56 (F)
rs713598 250
2 TGGAGTTTGCAGTGGGGTTT (R) | 58 (R)
151726866, | 2SNP_PTC 1 | GTCCGGGAATCTGCCTTGT (F) 59 (F) 209
rs10246939 AGAAACTCTCGTGACCCCAG(R) | 60 (R)
151726866, | 2SNP_PTC 1B | AGCTCTCCTCAACTTGGCAT (F) | 58 (F) 228
rs10246939 AGAAACTCTCGTGACCCCAG (R) | 60 (R)
151726866, CATTCTCAGCACAGTGTCCG (F) | 60 (F)
2SNP _PTC 2 362
rs10246939 CTGACTGTCTCCCTGGGAAG (R) | 63 (R)
151726866, TGTCCATTCTCAGCACAGTG (F) | 58 (F)
2SNP _PTC 3 375
1s10246939 TCTGGGATGCTGACTGTCTC (R) | 60 (R)
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2.24. PCR

PCR-il kasutati vabatahtlikelt indiviididelt eraldatud DNA-d ning eelmises peatiikis (2.2.3)
ndidatud praimeripaare (tabel 3, tabel 4). PCR-i tegemiseks vajalikud komponendid segati
kokku 20 pl 16ppmahus 200 pl PCR tuubidesse (tabel 5). Poliimeraasi ahelreaktsiooni kasutati
samadel tingimustel nii praimerite testimisel kui DNA amplifitseerimisel enne Sangeri

sekveneermist.

Tabel 5. Poliimeraasi ahelreaktsiooniks vajalikud komponendid ja kogused iihe
reaktsiooni jaoks, mille Ioppmaht on 20 pl.

Komponent Kogus 1 reaktsiooni jaoks (20 pl)
Puhver HOT FIREPol® 10x Buffer B1 5 ul
(Solis BioDyne) H
25 mM MgCl; (Solis BioDyne) 1,2 ul
2,5 mM dNTP
(desoksiiribonukleotiidtrifosfaat, ingl

. . . . 2ul
deoxyribonucleotide triphosphate; Solis
BioDyne)
Poliimeraas HOT FIREPol® Polymerase (5 02 ul
U/ul, Solis BioDyne) <
mQ 11,6 ul
Praimerite segu (10 mM) 2ul
Eraldatud DNA (50 ng/pl) Il

Poliimeraasi ahelreaktsioon viidi ldbi PCR masinas (Biometra, TProfessional Basic

Thermocycler) jirgmise programmiga:

95°C 15 min

95 °C 30sek

60 °C 30 sek 30 tsiiklit
72 °C 40 sek

72 °C 10 min

4°C 1opp
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PCR produktide lahutamiseks ning visualiseerimiseks valmistati 1,5% agaroosgeel. Geeli
valmistamisel kasutati agaroosi (Fisher Bioreagents) ja 0,5x TBE (Tris-boraat-EDTA, ingl tris-
Borate-EDTA) puhvrit ning DNA visualiseerimiseks lisati 150 ml geeli kohta 7 pl
etildiumbromiidi (5 mg/ml). Enne geelile kandmist lisati proovidele 4 pl 6x DNA Loading dye
Buffer Orange and Blue (Solis BioDyne) iihe reaktsiooni (20 pul) kohta. DNA fragmentide
suuruse kindlaks tegemiseks pandi geelile 8 pl 100 bp DNA suurusmarkerit Ready to Load
(Solis BioDyne). Geelelektroforees teostati tingimustel: 200 V 30 minutit.

2.2.5. Sangeri sekveneerimine

Kogutud DNA analiitisimiseks saadeti PCR produktid Genoomika Instituudi tuumiklaborisse,
kus viidi DNA sekveneerimise tdisteenuse tellimisel 1dbi Sangeri sekveneerimine Applied

Biosystems 3730x] DNA Analyzer masinaga.

Sangeri sekveneerimise tulemused visualiseeriti programmiga SnapGene Viewer ja tulemuste
analiiiisiks vajalikud joonised loodi kasutades programmeerimiskeelt R ja tarkvaraprogrammi

RStudio (pakett ggplot2).
2.3. Tulemused ja arutelu
2.3.1. Praimerite testimine ja valimine

Vabatahlikelt indiviididelt kogutud genoomse DNA amplifitseerimiseks ja analiilisimiseks
Sangeri sekveneerimisel sobilike praimeripaaride vilja selgitamiseks testiti esmalt relevantsest
teaduskirjandusest valitud praimereid (tabel 3). Praimerite sobivust testiti PCR-il, mille
komponendid (tabel 5) ja tingimused on tdpsemalt kirjeldatud peatiikis 2.2.4. PCR-i produktid
visualiseeriti ja lahutati geelelektroforeesil (peatiikk 2.2.4) (joonis 3). Jooniselt 3 néhtub, et
praimeripaari TAS2R38-2 puhul on PCR produktid oodatava pikkusega (tabel 3), kuid neid
praimereid kasutades pole kdikide DNA-dega fragmente niha. TAS2R38-1 visualiseerimisel
ndhtavad fragmendid ei vasta oodatud suurusele (tabel 3). Samuti ilmneb, et tugevalt on ndhtav
fragment negatiivses kontrollis, samas kui DNA-d sisaldavate proovides on see fragment puudu
vOi ndrgem ning tegemist on tdendoliselt praimeri dimeeridega. TAS2R38-3 praimereid
sisaldavate proovide puhul pole aga néha {ihtegi fragmenti. Sellest saab jéreldada, et esimese
kolme praimeripaari TAS2R38-1, TAS2R38-2 ja TAS2R38-3 puhul on tulemused kas osaliselt
vai tédielikult puudulikud ning seetdttu ei sobi edasiseks kasutamiseks. Lisaks voib suuremate
fragmentide (tabel 3) tulemusi mdjutada PCR programm, mille puhul peaks elongatsiooni aeg

olema pikem. TAS2R38-4 praimerite puhul on tulemused kiill geelelektoforeesil ndha ning
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vastavad ka oodatud pikkusele (tabel 3), kuid kuna selle praimeripaari périsuunalise praimeri
sulamistemperatuur on selle pikkuse tdttu soovitust suurem (tabel 3) ning sama praimeri 3’

otsas on referentsgenoomiga vorreldes mismatch (valepaardumine), otsustati PCR-i korrata

uute iseseisvalt disainitud praimeritega.

Joonis 3. Teaduskirjanduse poéhjal valitud praimerite testimiseks sooritatud PCR-i
tulemuste visualiseerimine geelelektroforeesil. Joonisel on ndidatud, millist praimeripaari
kasutati ning pseudoniiiimitud DNA proovid, mida praimerite testimiseks kasutati. Lithend
,,neg® tihistab negatiivset kontrolli.

Seejirel disainiti veel kuus praimeripaari (tabel 4), testimaks, kas PCR-i tulemusi on vdimalik
parandada. Neist kaks olid mdeldud rs713598 amplifitseerimiseks ning neli rs1726866 ja
rs10246939 tuvastamiseks. Ka neid praimeripaare testiti poliimeraasi ahelreaktsioonil eelpool
mainitud tingimustel ning tulemused visualiseeriti geelelektroforeesil (peatiikk 2.2.4) (joonis

4).
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Joonis 4. Primer3 tarkvaraga disainitud praimerite testimiseks sooritatud PCR-i
tulemuste visualiseerimine geelelektroforeesil.

Edasisteks analiiiisideks wvaliti SNP 1s713598 tuvastamiseks praimeripaar nimega
rs713598 PTC 2 ja praimeripaar 2SNP PTC 2 SNP-de 1s1726866 ja 1510246939
tuvastamiseks, Sangeri sekveneerimisel kasutati rs713598 PTC 2 poordsuunalist ja
2SNP_PTC 2 pirisuunalist praimerit. Valimisel peeti silmas praimerite testimiseks 14bi viidud
PCR-i tulemusi ning praimerite pikkuseid, seda eriti rs713598 tuvastamiseks moeldud

praimerite puhul (tabel 4).
2.3.2. Sangeri sekveneerimise tulemused

Antud bakalaureusetod eesmérk oli vilja tootada siiljest eraldatava genoomse DNA pdhine
protokoll mdru maitse tundlikkusega seotud kolme SNP tuvastamiseks inimese TAS2R38
geenis. ToO kéigus koguti uuringusse kaasatud kahekiimnelt vabatahtlikult tdiskasvanud
inimeselt informatsiooni nende moru maitse tundlikkuse kohta PTC ja PROP testribade
maitsmisel ning méirati siiljest eraldatud genoomse DNA pdhjal maitsetundlikkusega seotud

genotiiiip vastava SNP-i asukohas Sangeri sekveneerimisel (tabel 6).

Moru maitse tundlikkusega seotud alleelid antud SNP-des on C alleel positsioonil 145
(rs713598), G asukohal 785 (rs1726866) ja C alleel positsioonil 886 (rs10246939) ning
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morudust mitte tundvad alleelid vastavalt G (G145, rs713598), A (A785, rs1726866) ja T
(T886, rs10246939) (NCBI andmebaas; Wendell jt, 2010). SNPedia andmetel on kdikide nende
tiksiknukleotiidsete poliimorfismide puhul dominantne moru maitset tundev alleel, seega suure
toendosusega tunnevad mdoru maitset lisaks dominantsetele homosiigootidele ka
heterosiigoodid. Joonistel 5, 6 ja 7 on kujutatud pildid Sangeri sekveneerimise tulemuste DNA
jérjestustest koigi kolme SNP-i kohta, nédidates erinevaid genotiilipe, mis uuringus osalenud

vabatahtlikel indiviididel esinesid.

Tabel 6. Sangeri sekveneerimise ja moru maitse hinnangute tulemused. Tabelis on ndidatud
vabatahtliku indiviidi koodi jérgi tema hinnang maitsetundlikkusele skaalal nullist viieni nii
PTC kui PROP-i suhtes ning sekveneerimise tulemused SNP-de rs713598, rs1726866 ja
1510246939 kohta, kus mdru maitse tundlikkuse alleel on mérgitud rasvaselt.

PR — PROP 15713598 151726866 1s10246939
. 0-5) 0-5) sekveneerimise | sekveneerimise | sekveneerimise
tulemus tulemus tulemus

PTC 01 3 4 C/G G/A C/T
PTC 02 0 0 G/G A/A T/T
PTC 03 0 0 C/G A/A T/T
PTC 04 4 4 C/G G/A C/T
PTC 05 5 5 C/G G/A C/T
PTC 06 2 0 G/G A/A T/T
PTC 07 1 4 G/G A/A T/T
PTC 08 4 3 C/G G/A C/T
PTC 09 3 2 C/G G/G C/C
PTC 10 0 0 G/G A/A T/T
PTC 11 2 3 C/G G/A C/T
PTC 12 0 1 G/G A/A T/T
PTC 13 0 0 G/G A/A T/T
PTC 14 3 2 C/G G/G C/C
PTC 15 0 1 G/G A/A T/T
PTC 16 4 1 C/G G/A C/T
PTC 17 1 1 C/C G/G C/C
PTC 18 0 1 G/G A/A T/T
PTC 19 4 4 C/C G/G C/C
PTC 20 5 5 C/C G/G C/C
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Joonis 5. Sangeri sekveneerimise tulemused SNP rs713598 kohta. A. C/C genotiiiibiga
homostiigoot, kes tunneb mdru maitset. B. C/G genotiilibiga heterosiigoot, kes tdendoliselt
tunneb moru maitset. C. G/G genotiiiibiga homosiigoot, kes ei tunne moru maitset. Tulemuste
visualiseerimiseks kasutati programmi SnapGene Viewer.

A

A G G c A C A G

OV VO PNV V. VN

A G A Cc A C 2 G

/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\A

Joonis 6. Sangeri sekveneerimise tulemused SNP rs1726866 kohta. A. G/G genotiiiibiga
homosiigoot, kes tunneb moru maitset. B. G/A genotiilibiga heterosiigoot, kes tdendoliselt
tunneb moru maitset. C. A/A genotiiiibiga homosiigoot, kes ei tunne moru maitset. Tulemuste
visualiseerimiseks kasutati programmi SnapGene Viewer.
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Joonis 7. Sangeri sekveneerimise tulemused SNP rs10246939 kohta. A. C/C genotiiiibiga
homosiigoot, kes tunneb mdru maitset. B. C/T genotiilibiga heterosiigoot, kes tdendoliselt
tunneb mdru maitset. C. T/T genotiilibiga homosiigoot, kes ei tunne moru maitset. Tulemuste
visualiseerimiseks kasutati programmi SnapGene Viewer.

Tulemustest selgub, et kahekiimnest vabatahtlikust indiviidist esines positsioonil 145 bp
(rs713598) C/C genotiilip kolmel (15%) ja G/G genotiilip kaheksal (40%), iilejadnud uuritavad
isikud olid C/G genotiiiibiga heterosiigoodid (45%). Samuti ndhtub tulemustest, et nii
rs1726866 kui rs10246939 puhul oli moru maitset tundvaid homosiigoote 5 (25%), vastavalt
G/G ja C/C, maitset mitte tundvaid homosiigoote (vastavalt A/A ja T/T) oli mdlema SNP puhul
9 (45%) ning heterosiigoote (vastavalt G/A ja C/T) oli 6 (30%).

Tulemustest ilmneb ka, et Hardy-Weinbergi seaduse jargi arvutatult on rs713598 SNP-i puhul
moru maitset tundva alleeli C esinemissagedus 0,375 ja moru maitset mitte tundva G alleeli
esinemissagedus 0,625. SNP-ide rs1726866 ning rs10246939 puhul oli moru maitset tundvate
alleelide (vastavalt G ja C) esinemissagedus 0,4 ja seda mitte tundvate alleelide oma 0,6. NCBI
andmebaasi ja UCSC Genome Browser jargi on 4480 eestlase hulgas rs713598 mdru maitse
tundmise alleeli esinemissagedus 0,648, seega iile pooleteise korra suurem kui kéesolevas
uuringus. Selline erinevus voib olla tingitud antud uurimist66s kasutatud suhteliselt vdikesest
valimist. Samas nii rs1726866 kui rs10246939 puhul on NCBI ja UCSC Genome Browser
andmetel eestlaste seas moru maitse alleelide esinemissagedus 0,376, mis on samas

suurusjargus antud uuringu tulemustega, kus vastavad esinemissagedused on 0,4.
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Joonistel 8-13 on kujutatud indiviidide maitsetundlikkuse hinnang PTC ja PROP-i suhtes
Sangeri sekveneerimisel saadud TAS2R38 geeni kolme SNP-i genotiiiipide jérgi.

PTC moru maitse hinnang rs713598 genotuubi jargi
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Joonis 8. PTC moru maitse intensiivsuse hinnang rs713598 genotiiiipidel. Punasega on
tahistatud vabatahtlike indiviidide maitsetundlikkus vastavalt genotiiiibile. Joonis on loodud
kasutades programmeerimiskeelt R ja tarkvaraprogrammi RStudio (pakett ggplot2).

PROP mdru maitse hinnang rs713598 genotuubi jargi

fo) 5 [ ) [

(0]

n

>

7

24 = o °

n

c

)

£ 3

(0]

2

‘©

S 5 -

>

[ .

e}

€

o 1 ° ° o oo

c

©

c

£

Ty ° P —r—
CcC CG GG

rs713598 genotuup

Joonis 9. PROP moéru maitse intensiivsuse hinnang rs713598 genotiiiipidel. Punasega on
tahistatud vabatahtlike indiviidide maitsetundlikkus vastavalt genotiiiibile. Joonis on loodud
kasutades programmeerimiskeelt R ja tarkvaraprogrammi RStudio (pakett ggplot2).
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PTC moru maitse hinnang rs1726866 genotuubi jargi
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Joonis 10. PTC moru maitse intensiivsuse hinnang rs1726866 genotiiiipidel. Punasega on
tahistatud vabatahtlike indiviidide maitsetundlikkus vastavalt genotiiiibile. Joonis on loodud
kasutades programmeerimiskeelt R ja tarkvaraprogrammi RStudio (pakett ggplot2).

PROP mdru maitse hinnang rs1726866 genotuubi jargi
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Joonis 11. PROP moru maitse intensiivsuse hinnang rs1726866 genotiiiipidel. Punasega on
tahistatud vabatahtlike indiviidide maitsetundlikkus vastavalt genotiiiibile. Joonis on loodud
kasutades programmeerimiskeelt R ja tarkvaraprogrammi RStudio (pakett ggplot2).
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PTC mdru maitse hinnang rs10246939 genotuubi jargi
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Joonis 12. PTC mo6ru maitse intensiivsuse hinnang rs10246939 genotiiiipidel. Punasega on
tahistatud vabatahtlike indiviidide maitsetundlikkus vastavalt genotiiiibile. Joonis on loodud
kasutades programmeerimiskeelt R ja tarkvaraprogrammi RStudio (pakett ggplot2).
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Joonis 13. PROP moru maitse intensiivsuse hinnang rs10246939 genotiiiipidel. Punasega
on tihistatud vabatahtlike indiviidide maitsetundlikkus vastavalt genotiiiibile. Joonis on loodud
kasutades programmeerimiskeelt R ja tarkvaraprogrammi RStudio (pakett ggplot2).

PTC ja PROP maitsetundlikkuse vordlusest selgub, et mdlemate testribade puhul oli keskmine
maitsetundlikkus skaalal nullist viieni 2,05. Tulemused on ootuspérased, sest uuringud on

ndidanud, et PROP-il ja PTC-1 on peaaegu samad sensoorsed omadused (Genick jt, 2011).
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Samas néhtub nii PTC kui PROP-i puhul, et maitsehinnangud ei l&he alati kokku genotiiiibiga
ning kohati puudub korrelatsioon ka PTC ja PROP-i hinnangute vahel. Néiteks indiviid koodiga
PTC 07 on kdikides uuritud SNP-i positsioonides mdru maitset mitte tundva genotiitibiga ehk
retsessiivne homosiigoot, kuid hindas PROP-i testriba maitsmisel mdruduse intensiivsust
numbriga 4, samas kui PTC intensiivsus oli 1. Vabatahtliku isiku koodiga PTC 16 puhul on
koikides uuritud positsioonides tegu heterosiigoodiga, mistdttu on oodatav, et ta tunneb
morudust, kuid erinevus ilmneb PTC ja PROP-i maitseintensiivsustes, kus PTC-le antud
hinnang oli 4, aga PROP-ile 1. Sellised tulemused vdivad olla tingitud liiga liihikesest ajast
testribade maitsmise vahel, kui eelmise lihendi maitse pole veel tédielikult suust kadunud.
Samuti voib tulemusi mdjutada enne testribade maitsmist tarbitud sook voi jook ning
psiihholoogiline efekt, mille puhul inimene soovis tunda morudust ning hindas seda seetdttu
tegelikkusest suurema intensiivsusega. Tulemuste tipsustamiseks voiks katset korrata samade

indiviididega ning vaadelda, kas maitsmiste vahel ilmneb erinevusi.

Valimi suurendamine aitaks edaspidi kinnitada antud t66s saadud tulemusi, tdpsustada
alleelisagedusi ning saada rohkem informatsiooni kolme mdru maitse tundlikkusega seotud
SNP-i genotiilipide ja maitsetundlikkuse fenotiiiibiliste seoste kohta eestlaste hulgas. Kuna
antud uuringus kattuvad iiksiknukleotiidsete poliimorfismide rs1726866 ja rs10246939 puhul
vastavate genotiilipide esinemissagedused omavahel sajaprotsendiliselt, siis voib tulevikus
kasutada maitsetundlikkuse genotiiiibi mddramiseks vaid {ihte neist SNP-dest. Lisaks Sangeri
sekveneerimisele saaks genotiilipi midrata RFLP (restriktsiooni fragmendi pikkuse
poliimorfism, ingl restriction fragment length polymorphism) analiilisil kasutades néiteks
restriktsioonienstitimi Haelll rs713598 tuvastamiseks (CUNY Academic Works, BIO2450L
Genetics Laboratory Manual), rs1726866 jaoks Fnu4HI (Reinking jt, 2013; Deshaware ja
Singhal, 2017) ja Tsel (New England Biolabs) ning rs10246939 genotiiiibi tuvastamiseks Bccl
(New England Biolabs) ja Aatll (Deshaware ja Singhal, 2017).
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KOKKUVOTE

Bakalaureuset6d pohieesmirk oli vilja tootada siiljest eraldatava genoomse DNA pohine
protokoll mdru maitse tundlikkusega seotud kolme tiksiknukleotiidse poliimorfismi (rs713598,
151726866 jars10246939) tuvastamiseks inimese TAS2R38 geenis, mille pdhjal oleks voimalik
néitlikustada seoseid fenotiiiibiliste tunnuste ja DNA-s esinevate variatsioonide ehk genotiiiibi
vahel, kombineerides PCR-i Sangeri sekveneerimisega. Lisaks oli t60 eesmirgiks saada
hinnang kolme moru maitse tundlikkusega seotud SNP-i alleelisageduste, genotiilipide ja

maitsetundlikkuse fenotiiibiliste seoste kohta 20 vabatahtlikust indiviidist koosnevas valimis.

TAS2R38 on moru maitse retseptori geen, mis mojutab kui tugevalt tajub inimene niiteks
toidus ning joogis moru maitset. Tdpsemalt madrab TAS2R38 seda, kas inimene tunneb
fentitiltiokarbamiidi (PTC), 6-n-propiiiiltiouratsiili (PROP) ja nendega seotud iihendeid vdi
mitte. T66 kirjanduse {llevaate osas kirjeldati inimeste maitseretseptoreid, TAS2R
geeniperekonda ning TAS2R38 geeni koos uuritavate iiksiknukleotiidsete poliimorfismidega.
Samuti anti ililevaade maailmas juba lébi viidud uuringute tulemustest, mis kujutasid mdru

maitse tundmise alleeli esinemissagedust erinevates populatsioonides.

Bakalaureusetod eksperimentaalses osas analiilisiti vabatahtlikelt indiviididelt kogutud
genoomset DNA-d, et vélja selgitada seoseid fenotiilibiliste tunnuste, mis véljendusid mdru
maitse tundmise intensiivsuses PTC ja PROP testribade maitsmisel, ja DNA-s esinevate
variatsioonide ehk genotiilibi vahel. Selleks disainiti praimerid, millega oli vdimalik
amplifitseerida TAS2R38 geeni kolme SNP-1 (rs713598, rs1726866 ja rs10246939) ning mille
sobivust testiti PCR-il. Genoomset DNA-d analiiiisiti Sangeri sekveneerimise meetodil

Genoomika Instituudi tuumiklaboris.

Selgus, et uuringus osalenud indiviidide genotiitipide seas oli moru maitse tundlikkuse alleelide
esinemissagedus rs713598 puhul 0,375 ning nii rs1726866 kui rs10246939 korral 0,4.
Keskmine maitsetundlikkus nii PTC kui PROP testribade maitsmisel oli skaalal nullist viieni
2,05. Valimi suurendamine aitaks edaspidi kinnitada antud t60s saadud tulemusi, tdpsustada
alleelisagedusi ning saada rohkem informatsiooni kolme mdru maitse tundlikkusega seotud
SNP-i genotiilipide ja maitsetundlikkuse fenotiiiibiliste seoste kohta eestlaste hulgas. Veel vdiks
1dbi viia testribade kordusmaitsmise, et kinnitada indiviidide hinnanguid mdruduse tundmisele.

Lisaks on voimalik tulevikus katset korrata médrates genotiilipe RFLP analiitisil.
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Polymorphisms associated with bitter taste sensitivity in the TAS2R38 gene

Agneta Uuskiila
SUMMARY

There are five basic tastes: sweet, sour, salty, umami and bitter (Chaudhari ja Roper, 2010).
One of the most studied taste components is bitterness, the perception of which often causes a
negative reaction in humans. The evolutionary purpose of experiencing bitter taste has mainly
been to protect humans from consuming potentially toxic substances and other compounds

which are difficult to digest (Wang jt, 2022; Chaudhari ja Roper, 2010).

The products of the 25 different functional TAS2R genes in humans, regulate bitter taste
perception and the most studied member of this gene family is TAS2R38 which directly affects
how intensely people taste bitterness (Wang jt., 2022). Differences in the TAS2R38 gene also
cause differences between people in the perception of bitter taste: some are very sensitive to it
and cannot tolerate bitterness at all, while others are less sensitive or even completely

insensitive (Boxer ja Garneau, 2015).

Bitterness, which is regulated by TAS2R38 gene, is one of the five basic tastes perceived by
humans. The main goal of this thesis was to develop a protocol based on genomic DNA isolated
from saliva for the detection of three single nucleotide polymorphisms (SNPs) (rs713598,
151726866 and rs10246939) in the human TAS2R38 gene related to bitter taste sensitivity.
Combining polymerase chain reaction (PCR) with Sanger sequencing it is possible to
demonstrate the relationship between phenotypic traits and DNA variations, i.e. genotype. In
addition, the aim of the work was to obtain an estimate of the allele frequencies, genotypes and
phenotypic associations of three bitter taste sensitivity-related SNPs among 20 volunteers. For
this purpose, information about their bitter taste sensitivity was collected from volunteers
involved in the study, and the genotype related to taste sensitivity was determined based on the

DNA isolated from the saliva at the location of the corresponding SNP.

The results of the experiments revealed that among the genotypes of the individuals
participating in the study, the frequency of bitter taste sensitivity alleles was 0,375 for SNP
1rs713598 and 0,4 for both rs1726866 and rs10246939 SNPs. The average taste sensitivity when
tasting both the PTC and PROP test strips was 2,05 on a scale of zero to five. In the future,
increasing the sample would help to confirm the results obtained in this work, to specify the

allele frequencies and to get more information about the three SNP genotypes related to bitter
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taste sensitivity and the phenotypic associations of taste sensitivity among Estonians. Re-tasting
of the test strips could also be carried out to confirm individuals' ratings of the intensity of
bitterness. In addition, it is possible to repeat the experiment in the future by determining the

genotypes by RFLP analysis.
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bakalaureusetdd eksperimentaalse osa labiviimisel.
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