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0 1. Nuudisaegsed PCR-masinad teaduslaboris. PCR-i ekraanil on ndha polUmeraasi ahelreaktsiooni tstklite ajad, iga etapi
vajalik temperatuur ning tsiklite arv, et amplifitseerida ehk kordistada uuritav DNA vajalikus hulgas
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ktoobrinumbris saime sel-
geks, mis on poliimeraas-
se ahelreaktsiooni t66pohi-

mote. Nitid vaatleme ldhemalt mee-
todi rakendusvoimalusi. PCR kuulub
nditeks teadlaste, arstide, pollumeeste
ja farmatseutide toovahendite hulka.
Seda meetodit saab edukalt kasutada
diagnostikas, kohtumeditsiinis, pato-
loogias, paleontoloogias, isaduse tdes-
tamisel, sordiaretuses, organismide
geneetilisel muutmisel, kasvajaravis ja
paljudes muudes valdkondades.
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Kuna PCR on nii universaalne,
tdpne ja niiidisajal ka lihtne meetod,
ei saa ilma selleta hakkama tikski bio-
labor (0 1).

Kahe véga olulise omaduse, s.o
kiilluse ja spetsiifika tottu voimal-
dab ka koige elementaarsem PCR
teadlastel saavutada uurimiseesmér-
ke. Onnestunud PCR-i tulemusel saa-
dakse katseklaasis miljardeid koo-
piaid huvipakkuvat DNA-d ja tiihi-
ses koguses muud ehk mittevajalikku
DNA-d. Sestap muutuvad edasised
meetodid voi analiiisid tohusamaks.
Bioteaduses laialt levinud vbtted,

kindel abiline

nagu geeni kloonimine (huvipakkuv
geen tostetakse plasmiidi, et geeni
funktsiooni saaks lihtsamalt uurida)
ja sekveneerimine (méadratakse DNA-
jarjestus) toimivad just seetottu tohu-
salt. Sisestades praimerite jdrjestus-
se tiksikuid valesid nukleotiide, on
PCR-i abil voimalik tekitada geeni
lisakoopiasse soovitud mutatsioone
ja seeldbi uurida eri mutatsioonide
moju geeni otstarbele.

PCR ei ole pelgalt teadustooriist,
seda meedodit saab ohtralt rakendada
ka teistes valdkondades. Kriminalistid
profileerivad selle abil DNA-d, et vor-



relda kuriteopaigalt leitud DNA-d
voimalike kahtlusaluste DNA-ga ning
kinnitada voi lilkkata timber nende
osalus kuriteos. PCR voimaldab mit-
mekordistada lithikesi tandeemseid
kordusi (ingl short tandem repeats
ehk STR) sisaldavaid regioone. Uks
segment koosneb tavaliselt kahest
kuni seitsmest nukleotiidist ning
STRi-piirkonnas voib see korduda
5 kuni 50 korda. Néiteks regioonis
TACTACTACTACTACTACTAC on
seitse kolmenukleotiidse segmendi
TAC kordust.

Kriminalistikas kordistatakse uuri-
tavast proovist PCR-i abil 10-20
STRi-piirkonda ning madratakse
elektroforeesi teel iga regiooni kohta
sealsete segmentide korduste arv ehk
koopianumber. STR-id on poliimorf-
sed piirkonnad, kus varieeruvus eri
inimeste vahel on suur. Kui vorrelda
korraga mitut regiooni, muutub toe-
ndosus, et kaks proovi juhuslikult kat-
tuvad, imepisikeseks.

Naiteks FBI hallatavas CODIS-e
andmebaasis USA-s vorreldakse 20
STRi-piirkonda. Iga uuritava piirkon-
na koopianumbrid annavadki indivii-
di DNA-profiili, mida kasutatakse ka
sugulustestides ja vanemluse kind-
lakstegemisel (0 2). Iga STRi-regiooni
ithe variandi parib laps oma emalt ja
teise isalt. Lapse DNA-profiil ei ole
tdielikult identne kummagi vanema
omaga, vaid koosneb nii emalt kui
ka isalt péritud STRi-piirkondadest,
mistottu kattub osaliselt molemaga.
Kill aga ei saa lapse iiheski STRi-
piirkonnas olla koopianumbrit, mida
kummalgi tema vanemal ei ole (piir-
konnas toimunud mutatsioonide kor-
ral on see viga viikse toendosuse-
ga siiski voimalik, aga seetottu ana-
ladsitaksegi korraga mitut regiooni).
Sugulustesti tulemusena voib vanem-
luse vilistada voi kinnitada 99,9%
téendosusega.

Meditsiinis etendab PCR suurt
rolli diagnostikas. Uldsuse tihelepa-
nu pélvis see meetod COVID-19 pan-
deemia kaigus, kuigi haigustekitaja-
te tuvastamiseks on PCR-i kasutatud
juba aastakiimneid véga lihtsal poh-
jusel. Nakkushaiguse korral on orga-
nismi sattunud patogeenid ehk toves-
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Joonis: Karl Jurgenstein

O 2.Vanemluse kindlakstegemine. PCR-iga on paljundatud viie inimese (ema,
tdtar ja kolm véimalikku isa) viis STRi-piirkonda ehk lookust (lookused 1-5); tule-
must ndeb geelelektroforeesil. Proovid on kantud geelil viiele kdrvuti asetsevale
alguspositsioonile (tumedad voodid). Kui DNA liigub elektrivoolu abil 1abi geeli
(joonisel Ulevalt alla), eralduvad DNA-fragmendid (valged voodid) Uksteisest pik-
kuse pohjal (Ithemad fragmendid liiguvad geelis kiiremini, st asetsevad joonisel
allpool). Samal kérgusel paiknevad voodid téhendavad, et fragmendid on vordse
pikkusega. Vanemluse tuvastamiseks tuleb véorrelda ema, tUtre ja isakandidaadi
DNA-fragmentide suurust lookuste kaupa. Mida rohkem lookusi vorrelda, seda
tugevam on analtus. Kui koiki lookusi vorreldes isakandidaati valistada ei saa, on
suure tdendosusega tegemist paris isaga. Kriminalistikas otsitakse sama meetodi-
ga ideaalset kattuvust kahtlusaluse ja naiteks kuriteopaigalt leitud DNA profiilide
vahel. Geelelektroforeesi korval rakendatakse praegusajal kapillaarelektroforeesi,
mis voimaldab madrata iga STRi-piirkonna tdpse koopiaarvu.
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tajad, mille paljunemine kutsub esile
keha vastureaktsiooni. Bakterid, vii-
rused, seened ja parasiidid on koik
patogeenid, mille genoom koosneb
nukleiinhappest, seega saab tdves-
tajapetsiifilisi praimereid kasutades
PCR-i abil haigustekitaja olemasolu
kindlaks teha. Haigustekitaja genoom
on matriits, mille pealt DNA-d kor-

Vaadake joonist 2 ja proovige aru saada, milline kolmest isakandidaa-
dist on tlidruku isa. Saatke vastus 23. novembriks e-postiga aadressil
eestiloodus@loodusajakiri.ee. Oigesti vastanute vahel loosime vilja Tartu
Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi meene.
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distada. Kui reaktsioon dnnestub ja
fragmenti saab paljundada, voib eel-
dada, et patsiendilt voetud proovis
sisaldub haigustekitaja geneetiline
materjal ja seega ka haigustekitaja.
Moénede viiruste, sh COVID-19
haigust pohjustava SARS-CoV-2 vii-
ruse genoom koosneb DNA asemel
RNA-st. Sel juhul tuleb PCR-i tehes
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L, praimerist ei ole ta komplementaarne
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Olsilavja'rjaslus/ ‘ DNA denatureerimi V.‘J l<0rdlstatava fragmendl Otsaga’ Vald

ST T T T T piirkonnaga selle fragmendi keskel.
G LLE L LA L ER UL Uhtlasi kannab sond-DNA fluorest-
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O 3. Kvantitatiivne PCR ehk gPCR. See PCR saab teoks a) sihntmarkspetsiifilise sond-
DNA-ga, millega seotud margis hakkab fluorestseeruma, kui DNA-poltimeraas
lagundab DNA stinteesi kdigus sondi ning fluorestsentsmaérgis ja signaalikustutaja
satuvad eraldi; b) kemikaaliga, mis hakkab fluorestseeruma kaheahelalise DNA-ga
seondudes. Mélemal juhul méddetakse fluorestsentsi intensiivsust iga tsukli jarel.
Tsuklit, mille jarel Gletatakse kokkulepitud lavivaartus, nimetatakse lavitsikliks.
Mida véiksem on lavitsdkli vaartus, seda rohkem leidus algses proovis uuritavat

nukleiinhapet

esimese sammuna stinteesida RNA-le
vastav DNA. Selle jaoks kasutatakse
ensiiiimi nimega poordtranskriptaas
ehk revertaas. Sellist meetodit nime-
tatakse kokkuvotvalt RT-PCR-iks (ingl
reverse transcription PCR — poord-
transkriptsiooni PCR).

Peale eelkirjeldatu saab viirust
kindlaks teha veel ithe PCR-meetodi
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edasiarenduse pohjal: kvantitatiivne
ehk qPCR (ingl quantitative PCR)
voimaldab reaalajas jalgida PCRi-
saaduse teket. Reaktsioonisegusse
tuleb lisada kas spetsiaalset kemikaa-
li, mis hakkab kaheahelalise DNA-
ga seondudes fluorestseeruma, voi
sond-DNA-fragmente (0 3). Sond
on iiheahelaline DNA, kuid erinevalt

% a) Spetsiifiline gPCR b) Ebaspetsiffiline QPCR . . . .
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ja ja fluorestseeruv maérgis tiksteisest
ning margiselt eralduvat valgust saab
reaalajas moota. Iga tsiikliga muutub
valgusintensiivsus tugevamaks, kuna
fragmente, kuhu sond-DNA saab kin-
nituda, tekib jérjest rohkem. Kui tile-
tatakse kokkuleppeline fluorestsent-
si lavivadrtus, peetakse proovi posi-
tiivseks ning qPCR annab teadlasele
lavitsiikli vaartuse ehk tsiikli, mille
jarel lavivadrtus uletati.

See erineb tavalisest PCR-ist, kus
teadlane analiitisib ainult kogu reakt-
siooni ehk koigi tsiiklite lopptule-
must. Viike lavitsiikli vadrtus néitab,
et algses proovis oli palju otsitavat
geneetilist materjali, suur lavitsiikli
védrtus tahendab, et otsitavat genee-
tilist materjali oli algses proovis vihe,
kuid reaktsiooni toimumiseks siiski
piisavalt. Kui lavivéaartust ei tiletatagi,
on proov negatiivne.

Disainimaks sobilikke praimereid
poliimeraasi ahelreaktsiooni tarbeks,
peab teadlasel juba enne eksperimenti
olema informatsiooni sihtmérkjarjes-
tuse kohta, mistottu ei saa selle mee-
todi abil ,pimesi“ DNA-fragmente
paljundada. Samas on PCR &ddrmiselt
tundlik meetod ja voib uuritava proo-
vi vidiksemagi saastumise korral voor-
DNA-ga anda eksitava voi ebaméd-
rase tulemuse. Saame Gelda, et kuigi
seda meetodit saab kasutada mitmel
moel, on poliimeraasi ahelreaktsioon
tiksnes nii hea, kui asjatundlik on
teadlane, kes seda rakendab. m
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