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DNA koosneb nukleotiididest
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Parilik info seisneb DNA nukleotiidses
jarjestuses

Igas inimese rakus on ca 3 meetrit DNA-d, ehk
umbes 3,3, miljardit nukleotiidipaari (aluspaari —
basepairs — bp). Selles on kirjas inimese koikide
valkude ehitus.

DNA on jaotatud kromosoomidesse. Inimesel on
keharakkudes 46 kromosoomi, sugurakkudes 23

Uks kromosoom koosnebki ihest DNA molekulist,
mis on pakitud paljudele valgumolekulidele

Nukleotiidi nimetus vastab selle koostises oleva
lammastikaluse nimetusele



EAATTCTCTTTGLTAT CCAAT GAAGAAAT CEAAT CCATACCCATAGCTATARAAAACAT
TTCAGEAGARALT AACCACCEAAGCT T CAATTAGECECARTTGATTCGTTTCALALAT
T EAAACT T CAGCT TACTTCGECAT GTCCTGETCATTTT GEAAAATTT CATCTTACT
CAACCATTATTTAARACT CGCATTTALAAALCTT STTGAAARTATTTTTAAATATACTT
TTCTTTCT ST GETECTTTACAAAAT CTTGAACTTCT GEAAT T CAT CAAGTACAT AR
AACGEAARTACT G -AATARCACGTTAAACATCETCTGCTTTTAAAARALTTT TAGAAGCT
ACCARACARLCCARATTCAAGTETATT GCACCTAATT GCCAARAACALLCTCTCTCCTTT
ACAATATTCGARARATART AACTTTATATATAATTCGEGTACTACAAAGEGTATAGTTT
T EAT AR CAGSCATGTGTTTAATATCTTACARAATCTTCCACARACGTTTAALATTATT
TTAARCCCCTTCEAAT GCTCAT CAAAT CGTATCT CCCGAAAATCTCTTTTAT GCTAAT AL
TATCTTACTT CCACCACATAATCTACCAACTAT CAATGTTTAT GAT GET CAGGT TACEA
STTTGTTAACAACT CATTTAATCTGATA CEAAGAGTTCCTAATAAT CAGACAMLAT
SCAAAARTACARARMATCTTH-ATTCTAT CEAT AACAGCCEAGET ZCCAATCCATATGC
TACAARATAALALCCTTACTTTGEATACT TT GACAGEST GEACACT CAARACART CTTATT
TECOEAASTTATATTAAT GGCAAACGTATTCCT SAGACT GCCAGAGCT GTAAT CEAACCC
TCTATGAATAARACT G -CTTTATT GAAGTACCATCTTACATTTTAAACAAT TALSZAISA
TETTETCTTTTATAAT CACGT TACGAAACATAACATACT CAAAAGCTCTTCARAAACGAAC
AAGCTTTTCTAACATATAT CAALACGT GATCATAATTCTGAAAAT CCTTATATGETTTAT
EATTTAGCACACAACAAT G ATATTTAACCT TGO T CCTAATTTC LT CATATTT T CGA
BADRRSGARD A ARG ST S TTTTGTAACTATTT GCAGACAT CCATCTATCTGETTAR
CTAATATCCAATCTGETATAATAAAARCAT CALAAGSSTTTACTATTAACATCCCALCC
ACAATTTGCACATCTTTT ATSACAARTATATTCTTT
CARATCCCCATGT GCCAAT CTCEAACALACCTTT CATTAT GAACT CACGAAATCTCTTCA
ARAATTCTATAACAAGCAATCCAATGTTCGECTTGETCCARAGAT CAAATACCAGCCTT 5
AATAACTTATATAGACGACALALTTATACATATAACGAT SCETTEETEATTT TAGEACS
ATTCH=ATTTCT T TAACACCT S AAAACATAATTAT ACCEGAAAACATATACTTTCTT
ETETATTCCCARAACATTATACACT CARAGGAATTGTTEARAAT GECEAACTTATTTT
CAGAATTTTACAAATAAACTCGTTTCCOGCAAATTCCT CAARGTCCATCTT TGEECATCT

Lammyastikaluseid.on ONA:s 4.erinevats A 1.6



DNA nukleotiidide jarjestus maarab
valgu ehituse (aminohapete jarjestuse
proteiinis/valgus) - ...tunnuse




DNA eraldamine suljest,
toovahendid

katseklaas (kitsas plasttops, vms)
keeduklaas (klaas/tops)
noudepesuvahend/detergent (Fairy)
hambatikk vms (segamiseks)
keedusool (NaCl)

vesi

jaavann (voi kulmiku kulmkamber)
/0-kraadine piiritus (kange viin)
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DNA eraldamine suljest
(praktiline too)

Enne katset arge maluge natsu ega sooge vahemalt 30
minutit.

Valmistage umbes 18% line NaCl lahus (18g NaCl +
829 vett)

Eraldage/sulitage ca 1-2 ml sulge katseklaasi (kitsasse
plasttopsi)

Lisage 2-3 tilka Fairyt, segage hambatikuga ca 2
minutit

Lisage oma proovile 1 ml 18%-list soolalahust, segage
Lisage jaakulmas hoitud 60-70 kraadist piiritust,

valades ettevaatlikult mooda katseklaasi seina, et
tekiks eraldi sultjas/niitjas kinht

See suhteliselt Iabipaistev holjuv ollus katseklaasi
ulaosas ongi Teie DNA



Inimeste DNA erinevus

* Genoom on umbes 99 % koigil inimestel
sama

* Umbes 1% protsent erinevusi teeb meid
Uksteisest erinevaks ning seega
voimaldab isiku tuvastamist

DNA erinevused:
1) nukleotiidse jarjestuse polumorfism
2) (DNA teatud |oikude) pikkuspolumorfism

Aaspdllu, A, 2007. http://www.horisont.ee/node/205



DNA jarjestuse polumorfism

* Kindlas DNA jarjetuse kohas on erinev(ad)
nukleotiid(id), nt SNP ehk Single Nucleotide
Polymorfism (~10 millionit SNP-d inimese genoomis)

Naiteks:

sik nr 1: ATGCATGC
sik nr 2: ATGCAAGC
sik nr 3: ATGGAAGC

* Polimorfism — mitmekujulisus; varieeruvus
isenditi

http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/genomicresearch/snp



http://upload.wikimedia.org/wikip
edia/commons/2/2e/Dna-
SNP.svg




DNA pikkuspolumorfism - samasuguse
jarjestusega DNA loigud korduvad erineval arvul

* Pikad kordused ehk satelliit-DNA: sadu ja
tuhandeid nukleotiide (Uhes korduses)

* Keskmise pikkusega kordused ehk minisatelliidid
(VNTR): ~10 — 100 nukleotiidi

* Luhikesed kordusjarjestused ehk mikrosatelliidid
ehk STR (Short Tandem Repeats). ~2 — 6
nukleotiidi

* koik korduvad jarjestustihikud ei pruugi olla tapselt sama
nukleotiidse jarjestusega voi sisaldada taielikku
kordusuhikut, kuid isikute eristamisel on oluline nende
|0ikude pikkus

Aaspdllu, A, 2007. http://www.horisont.ee/node/205



Tuvastamisel just STR eelistatud

Naiteks, kordusiihik (STR): “AGAA”
Isik nr 1: (AGAA)(AGAA)(AGAA) — 3X
Isik nr 2: (AGAA)(AGAA)(AGAA) (AGAA) — 4X

Inimese DNA-s on kirjeldatud tuhandeid
polumorfseid mikrosatelliite (STR jarjestusi), nad
on jaotunud suhteliselt uhtlaselt Ule kogu
genoomi ja esinevad keskmiselt iga 10 000
nukleotiidi jarel

(maletate: kokku on inimesel 3 300 000 000
nukleotiidipaarti) .



DNA piirkond ehk lookus
(vrd: DNA 10igu “aadress”)

* Isikutuvastamiseks kasutatavad lookused on
standardiseeritud, neid rakendatakse Ule maailma

* Nende hulgas on isikuti varieeruvamaid ja vahem
varieeruvaid

* Vorreldakse ca 10 erineva (Eestis kohtuekspertiisis
15) kromosoomipiirkonna/DNA 10igu pikkust, mitte
kogu DNA jarjestust

*NB! Inimese vere punalibledel pole

tuuma/kromosoome, seega ei saa neid isiku
tuvastamisel kasutada. Verd aga klll.

**Leitud DNA vébib olla juba osaliselt lagunenud ega
voimalda isiku tuvastamist. Siis tehakse tuvastamine

mitokondri SNPde abil (nt USA “9/11°).



DNA tupiseerimise ehk

profileerimise peamised etapid

* Proovi (luu, sulg, veri, ...) votmine
* DNA eraldamine muust rakulisest materjalist
* DNA koguse ja kvaliteedi hindamine

* DNA teatud I6ikude paljundamine PCR meetodil
(polumeraasi ahelreaktsioon, sellest
parastpoole)

Elektroforees — eri pikkusega DNA loikude
eraldamine geelil

(satelliidid otse geelile, kuid SNPdele tehakse
ensuumidega tihti restriktsioon, et maarata SNP)

* Tulemuste anallus, isikute ja/voi leitud DNA
vordlemine




Geel-elektroforees

DNA proov kantakse geeli “hambasse”

Elektroforeesil (suunatud liikumisel elektrivaljas)
liiguvad eri pikkusega DNA jarjestused erineva
Kilrusega, [lUhemad kiiremini

Vordluseks liiguvad geelil ka standardsed
pikkusmarkerid (mille pikkus, nukleotiidide hulk on
teada)

Kasutatakse ainult DNA-ahelale seonduvat
fluorestseeruvat varvi, mis voimaldab neid
elektroforeesijargselt detekteerida (6ppelaboris nt
etiidium-bromiid, EtBr).

Eri pikkusega DNA |0ikude kogumikele vastavad
kriipsukesed (“bandid”) geelil voi sellest tehtud pildil



Geel asetatakse
elektroforeesivanni

DNA proov kantakse
geeli “hambasse”

DNA on negatiivse
laenguga, liigub
positiivse elektroodi
poole

Vaiksemad/luhemad
|0igud kiiremini -
kaugemale

Veskimets, K. http://www.ebu.ee/esitlus/Rakendusbiol.ppt


http://www.ebu.ee/esitlus/Rakendusbiol.ppt

UV-kiirguse abil naeme lahutatud DNA-
I6ikude “bande” (umbes tunni aja parast)
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Saame isikute sarnasusi voi erinevusi naha ja vOrrelda

Veskimets, K. http://www.ebu.ee/esitlus/Rakendusbiol.ppt


http://www.ebu.ee/esitlus/Rakendusbiol.ppt
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Harjuta DNA kahekordistamist

http://bio.edu.ee/models/models/model noframes.php?code=replik&name=F



http://bio.edu.ee/models/models/model_noframes.php?code=replik&name=Replikatsioon&lang=et

PCR — polumeraasne

ahelreaktsioon

* PCR - polymerase chain reaction — on

alaldaselt kasutatav meetod mingi kindla DNA

Oigu paljundamiseks

* Mitmeetapiline DNA suntees, kus eelnevates
etappides sunteesitud ahelad on aluseks uute
ahelate tootmisele jargnevates etappides
(ahelreaktsioon)

* Paljundamine toimub eksponentsiaalselt: 2, 4, 8,
16, 32, 64, 128..., parast kolmekumnendat tsuklit
(umbes kahe-kolme tunni parast) oleme uhest
molekulist saanud juba 2°° =1 073 741 824 DNA

loiku




PCR-I vajalikud komponendid

uuritav DNA, mille piirkonda soovitakse
paljundada

nukleotiidid (koiki nelja erinevat) — uute
DNA ahelate moodustamiseks
DNA-polumeraas — ensuum, mis sunteesib DNA-d

praimerid - luhikesed DNA Idigud, mis piiritlevad
paljundatava piirkonna kogu DNA-st, margistavad
sunteesi alguskoha

puhverlahus (ja Mg?* ioonid) — sobivaks
reaktsioonikeskkonnaks

Erinevaid praimereid (primer) saab sunteesida

vastavalt soovitavale DNA loigule.



PCR-masinas toimub DNA uuritavate ldikude
paljundamine tanu pidevale temperatuuride
vaheldumisele:

95°C - DNA denatureerub
55-65°C - praimerid paarduvad
72°C - DNA-polumeraas
kaivitab DNA
kahekordistamise.

See tsukkel kordub

masinas 25-35 korda.




Vaata PCR videot

PCR Kkaik:
http://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9N

Humoorikas laul teadlastelt - nii oluline
protsess! ©

http://www.youtube.com/watch?v=x5yPkxCLads


http://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo
http://www.youtube.com/watch?v=x5yPkxCLads

Fragment, mida
tahetakse paljundada
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DNA denatureerub
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Praimerid uhinevad

5I

DNA-polumeraas replikeerib,
alustades 3 otsast

5' 3!

Need 2 fragmenti
on esimesed
tulemused.
Tsuklit korratakse
34X, saadakse
~30 miljonit koopiat




Uurige lisaks

* Aaspollu, A 2007. Parilikkusaine DNA eristab
meid teistest ja Uksteisest,

nttp://www.horisont.ee/node/205, "Horisont”
5/2007

* Genetics 101 (Part 2 of 5): What are SNPs?
http://www.youtube.com/watch?v=tJjXpIWKMyA

* Tehnoloogiad kohtuekspertiisis:
http://veebiakadeemia.ee/puramiidi-tipus/tehnoloogizc

* DNA Fingerprinting Methods:
http:/lwww.fingerprinting.com/dna-fingerprinting:


http://www.horisont.ee/node/205
http://www.youtube.com/watch?v=tJjXpiWKMyA
http://veebiakadeemia.ee/puramiidi-tipus/tehnoloogiad-kohtuekspertiisis/
http://www.fingerprinting.com/dna-fingerprinting-methods.php

Tanu

Tanan Kersti Veskimetsa, kelle koostatud

slaide on esitluses osaliselt kasutatud (
http://www.ebu.ee/esitlus/Rakendusbiol.ppt),

ning
Kaarel Krjutskovi abistavate nouannete eest!


http://www.ebu.ee/esitlus/Rakendusbiol.ppt

atgc2022, DNA, the Molecule of Life, Rakutuum, kromosoom, DNA -
https://www.flickr.com/photos/10300240@N06/1008803778/in/gallery-58416026 @N06-72157625840662

tpc2f, DNA structure:
https://www.flickr.com/photos/58391088@N02/galleries/72157625715060087/

M. Manske, PCR-machine:
http://commons.wikimedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction#mediaviewer/File:Pcr_machine.jpg

LadyofHats, Mariana Ruiz derivative work , DNA replication blank,
http://commons.wikimedia.org/wiki/Category:DNA _replication#mediaviewer/File:DNA _replication_de.svg

Madprime, DNA replication_split,
http://commons.wikimedia.org/wiki/Category:DNA replication#mediaviewer/File:DNA _replication_split.sv

Natonal Institutes of Health, US. Gene therapy (viirusvektor),
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Gene_therapy.jpg?uselang=et

Madeleine Price Ball, Ligation (kleepuvad otsad),
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ligation.svg?uselang=et

Saperaud, PCR-gel, http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pcr_gel.png?uselang=et

Lisa.katayama , Allele 1 and Allele 2,
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Allele_1_and_Allele 2.png?uselang=et
Magnus Manske, PCR-fingerprint,
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pcr_fingerprint.png?uselang=et

DNA struktuur, avaslaidil:
http://commons.wikimedia.org/wiki/Category:DNA _stucturre#mediaviewer/File:1bna_naba_ribbon_v.png

(Molekulaargeneetika) Cenral Dogma:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Central_dogma.JPG?uselang=et

(Geneetilise) Koodi tabel:
http://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Genetic_code#mediaviewer/File:Kooditabel.png
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http://commons.wikimedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction#mediaviewer/File:Pcr_machine.jpg
http://commons.wikimedia.org/wiki/Category:DNA_replication#mediaviewer/File:DNA_replication_de.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/Category:DNA_replication#mediaviewer/File:DNA_replication_split.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Gene_therapy.jpg?uselang=et
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ligation.svg?uselang=et
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pcr_gel.png?uselang=et
http://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=User:Lisa.katayama&action=edit&redlink=1
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Allele_1_and_Allele_2.png?uselang=et
http://en.wikipedia.org/wiki/User
http://en.wikipedia.org/wiki/User
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pcr_fingerprint.png?uselang=et
http://commons.wikimedia.org/wiki/Category:DNA_structure#mediaviewer/File:1bna_naba_ribbon_v.png
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Central_dogma.JPG?uselang=et
http://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Genetic_code#mediaviewer/File:Kooditabel.png

	Slide 1
	Slide 2
	Slide 3
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23
	Slide 24
	Slide 25
	Slide 26
	Slide 27
	Slide 28
	Slide 29
	Slide 30
	Slide 31
	Slide 32
	Slide 33
	Slide 34

