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Abiks dpetajale

PolUmeraasi ahelreaktsioon:

hulgas peitub joud

Polimeraasi ahelreaktsioon (ingl polymerase chain reaction, PCR) on elegantne ja mitme-
kulgne tooriist, mis kuulub paljude geneetikute, biotehnoloogide, stistemaatikute ja biokee-
mikute arsenali. Oigupoolest on ténapéeval keeruline leida molekulaarbioloogia valdkon-
na teadustdod, mille raames ei ole seda meetodit rakendatud. Peale selle kasutatakse PCR-i
laialdaselt naiteks diagnostikas ja kohtumeditsiinis.

Karl Jiirgenstein, Sulev Kuuse

CR kerkib molekulaarbioloo-
P gia meetodite hulgas esile eel-

koige oma lihtsuse tottu: reakt-
sioon viiakse tildjuhul ellu tihes katse-
klaasis, vajalikke komponente on neli
ja kogu eksperiment votab enamasti
aega ainult tund voi paar. Reaktsiooni
kéigus paljundatakse soovitud DNA-
loiku eksponentsiaalselt, nonda saa-
dakse PCR-i tulemusena katseklaasis
miljardeid selle DNA-16igu koopiaid.
See muudab lihtsamaks edasised kat-
sed, sest uuritavat DNA-16iku on vor-
reldes tilejadnud DNA-ga suures tile-
hulgas. Nii on seda DNA-d kergem
tuvastada ja parem uurida.

Proloog. Polimeraasi ahelreaktsioo-
ni tihtsust rohutab viide, et see on
digupoolest jaganud bioloogia kaheks
ajastuks: enne PCR-i ja pérast seda.
Selle meetodi loomise eeldused kuju-
nesid 20. sajandi margiliste avastuste
kaigus. Ameeriklane James Watson
ja inglane Francis Crick (1962. aasta
Nobeli fiisioloogiaauhinna laureaa-
did) avaldasid 1953. aastal artikli
niitidseks iildteadmiseks muutunud
DNA kaksikheeliksi struktuurist.
USA teadlane Arthur Kronberg
(Nobeli auhind 1959) uuris DNA
replikatsiooni (DNA-ahelate taas-
tootmist). Juba 1957. aastal kirjeldas
Kronberg esimesena DNA polime-
raasi ehk enstitimi, mis juhib repli-
katsiooni. 1960. aastatel uuris India
paritolu USA teadlane Har Gobind
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Fosfaatriihm

Suhkrujaak

Lammastikalus

0 1. DNA kaksikheeliksi struktuur ja ahelate suunad. Punasega on nummerdatud
sUsinikuaatomid nukleotiidi suhkrumolekulis. Hallid nooled naitavad 5" kuni 3’

suunda
PCR-i eesmark
on paljundada

99 DNA-st huvi-

pakkuvat loiku.

Khorana (Nobeli auhind 1968) genee-
tilist koodi ehk kuidas nukleotiidide
jarjestus DNA-s méérab stinteesita-
vate valkude aminohappelise koosti-
se. Khorana stinteesis esimesena liihi-
kesi iiheahelalisi DNA-fragmente —
oligonukleotiide ehk praimereid.
Inglise biokeemik Frederick Sanger
(Nobeli auhind 1958 ja 1980, viimane
neist siin kirjeldatud avastuste eest)
kirjeldas 1977. aastal esimesena sek-
veneerimist: meetodit, millega saab
maéadrata DNA nukleotiidset jarjes-

tust. Nobeli auhindadega sillutatud
tee voimaldas 1980. aastatel leiutada
poliimeraasi ahelreaktsiooni meetodi.
IImselt ei ole tllatav, et ka selle avas-
tuse eest anti Nobeli auhind (1993).
Ometigi, esimese publitseeri-
tud kirjelduse PCRi-sarnase mee-
todi kohta oli juba 1971. aas-
tal avaldanud Norra teadlane Kjell
Kleppe, kes tootas Khorana laboris.
Oligonukleotiidide siintees oli tol-
lal vdga toomahukas protsess ning
Kleppe ei ndinud oma teoorial suurt
rakenduslikku vairtust. Seetottu ei
toestanud ta eksperimentidega selle
teooria paikapidavust, kasulikkust
ega tosiseltvoetavust. Sestap ei kajas-
tatudki Kleppe meetodit laiemalt.
Poliimeraasi ahelreaktsiooni

Joonis: Karl Jirgenstein



on vilja tootanud USA biokeemik
Kary Mullis, kelle heurekahetk leidis
aset 1983. aastal iihel aprillikuudch-
tul autoga mooda Pohja-California
mégiteid soites. Tol ajal tootas Mullis
USA biotehnoloogiafirmas Cetus
Corporation, kus tema peamine t66-
ilesanne oli stinteesida DNA sek-
veneerimiseks vajalikke praimereid
(praimer on tiheahelaline DNA, mis
matriitsiga paardudes moodustab
DNA siinteesi alguskoha).

Kui esialgu oli seda tehtud kisitsi,
siis 1980. aastate alguses liikus prot-
sess tha selles suunas, et tiksluiseid
ja korduvaid etappe saaksid sooritada
masinad. Teadlase tilesanne oli vaid
sinna nukleotiide ja kemikaale laadi-
da ja hoida masinaid t66s.

Praimerisiintees oli muutunud nii
efektiivseks, et laborid, kus rakenda-
ti veel lapsekingades sekveneerimis-
meetodit, ei suutnud planeerida pii-
savalt katseid. Mullis matiskles, kas
kasutades kahte vastassuunalist prai-
merit (sekveneerimisel rakendatakse
ainult tihte), saaks tootada vélja tohu-
sama mooduse. Oma motteeksperi-
mendi kiigus oligi Mullis kogemata
komistanud PCR-i pohimotte otsa.

PCR-i p6himoéte. PCR-i eesmirk on
paljundada DNA-st huvipakkuvat
16iku. Esimene vajalik komponent on
matriits-DNA, milles sisaldubki vaja-
lik 16ik. Inimese genoom on olemas
igas keharakutuumas, seega piisab
pelgalt viikesest rakukogusest, néi-
teks suu limaskesta rakkudest pose-
kaapes.

Teine komponent on DNA-
poliimeraas ehk ensiiim, mis juhib
DNA paljundamist. Poliimeraas lii-
gub mooda iheahelalist DNA-d
ning DNA komplementaarsusprint-
siibi jargi (A = T, G = C) ehitab
matriitsahela vastasahela, nii tekib
kaheahelaline DNA. Ehituskivideks
on vabad nukleotiidid (A, T, G ja C),
mis ongi PCR-i kolmas komponent.
Poliimeraasiga on siiski iiks prob-
leem, nimelt vajab ta tiitarahela tar-
beks nii-0elda ankrut, kuhu kinnita-
da ahelasse lisatav nukleotiid (vesi-
nikside vastasahela komplementaar-
se nukleotiidiga ei ole piisav). Selle
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2. PCR-i pohiméte. Sinisega on margitud DNA-fragment, mida soovime paljun-
dada, mustaga seda Umbritsevad alad ja rohelisega praimerid

jaoks ongi vajalik praimerite paar,
mis on loodud selliselt, et nad sobi-
tuksid vastasahelatele, timbritseksid
huvipakkuvat 16iku ja oleksid suuna-
tud tksteise poole.

Moistmaks, mida tihendab DNA
puhul suund, peab natuke pohjaliku-
malt tundma nukleiinhapete struk-
tuuri (0 1). Uks nukleiinhappe (DNA,
RNA) ahel on justkui kett, mille liilid
on nukleotiidid. Nukleotiidid koosne-
vad viiestisinikulisest suhkrust (DNA-s

desokstiriboos, RNA-s riboos) ning
igal stisinikuaatomil suhkrujdigis on
kokku lepitud jérjekorranumber 1’5’
(illakoma kohta 6eldakse siin ,,prim®).

Suhkrumolekuli 1’ (iikks prim) siisi-
niku kiljes on limmastikalus, mis
maéidrab nukleotiidi identiteedi (A,
T/U, G, C) ning mille kaudu moo-
dustub vesinikside komplementaarse
vastasahela nukleotiidiga. 5'-siisiniku
kiiljes on fosfaatgrupp, mille kaudu
luuakse side sama ahela nukleotiidi-
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0 3. Agaroosgeelis suuruse pohjal lahutatud DNA-fragmendid muutuvad néhtavaks UV-valguses. Proovid kantakse pildi
Glaosas nédhtavatesse piludesse, elektrivéljas liiguvad need ldbi geeli positiivse laenguga elektroodi suunas. Néete 10 PCR-
reaktsiooni tulemusel tekkinud DNA-fragmente. Proovidest mélemal pool on suurusmarker, mis voimaldab silma abil hinna-
ta PCRi-saaduste suurust. Geeli on teinud Heili llves

de vahel. Ahela pikendamise kohta
on korrektsem oelda, et 3’-stisiniku
kiiljes olevale hapnikuaatomile liide-
takse jargmine nukleotiid selle 5’-fos-
faatgrupi kaudu.

Uut ahelat siinteesides
tabki polimeraas lahuses olevaid
vabu nukleotiide (ehituskive) nende
5’-positsioonis paikneva fosfaatgru-
pi kaudu pikendatava ahela eelmi-
se nukleotiidi 3’-positsiooni kiilge.
DNA-ahelat pikendatakse alati 5’
kuni 3’ suunas, teistpidist reaktsioo-
ni poliimeraas ei kataliiiisi. PCR-i
segusse lisatud praimerid annavad-
ki poliimeraasidele ahela stinteesimi-
seks alguskoha ehk vaba 3’-otsa, kuhu
nukleotiide lisada.

kinni-

Poliimeraas liigub DNA-ahela
siinteesil ainult iihes suunas.
Katseklaasi on niitid lisatud koik vaja-
likud komponendid. Kas poliimeraasi
ahelreaktsioon hakkabki kohe pihta?
Ei. Matriits-DNA, milles sisaldub ka
huvipakkuv 16ik, on terves pikkuses
kaheahelaline, lithikestel praimeritel
ei ole kuskile kinnituda ning seega
pole ka poliimeraasil voimalik toi-
mida.

Niiid tuleb tosta temperatuu-
ri. Eeldatavasti oleme komponen-
did kokku seganud toatemperatuu-
ril. Tostes reaktsioonisegu tempera-
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tuurini 96 °C, katkevad kahte ahelat
koos hoidvad vesiniksidemed ja DNA
denatureerub ehk muutub tiksikahe-
laliseks.

Eespool kirjeldatud 5-3’-sidemed
(fosfodiestersidemed) on tunduvalt
tugevamad, mistottu ei ole ohtu,
et DNA-ahel ise katkeks. Selleks et
DNA denatureeruks, piisab umbes
30-sekundilisest kuumutamisest.
Seejarel langetatakse temperatuur
vahemikku 50-65 °C, et praimerid
seostuksid oma sihtmarkjarjestuste-
le meile huvipakkuva geeni timber.

nukleiinhappe

99 molekuli fragment,

seda kiiremini see labi geeli
liigub.

Mida liihem on

Sellel temperatuuril ei pea muret-
sema, et denatureerunud DNA ahe-
lad omavahel uuesti kokku liheksid,
sest need on viga pikad ja korrekt-
ne paardumine nende vahel toimub
véaga aeglaselt. Lithikesed praimerid
paarduvad mirksa efektiivsemalt, ka
nende puhul on vaja vilja arvutada
tdpne kasutustemperatuur. Kui see on
liiga madal, voivad praimerid haka-
ta seostuma ka sihtmaérkjérjestustega
sarnastele, kuid mitte paris oigetele

jarjestustele. Liiga korgel tempera-
tuuril ei pruugi praimer isegi digele
jarjestusele seostuda. Ka siin etapis
piisab vaid 30 sekundist, et praime-
rid kinnituksid titheahelalisel DNA-]
odigesse positsiooni.

Seejédrel tostetakse temperatuur
72 °C-ni, sest siis toimib koige pare-
mini Tag-poliimeraas. See on périt
kuumaveeallikates elavast bakterist
Thermus aquaticus, mistottu ei pea
muretsema enstiimi hivimise pérast.
Etapi pikkus oleneb nii paljundata-
va DNA-fragmendi pikkusest kui ka
kasutatava poliimeraasi joudlusest.
Taq-polimeraas suudab nukleotii-
de ahelasse lisada keskmiselt 1000
nukleotiidi minutis.

Need kolm etappi — kaheahelalise
DNA denatureerimine {iheahelaliseks;
praimerite seostumine iitheahelalisele
DNA-le ja DNA siintees — moodusta-
vad poliimeraasi ahelreaktsiooni iihe
tsiikli. Uhe tsiikli kdigus kahekordista-
takse uuritava DNA-fragmendi hulk.

Saamaks soovitud DNA-fragmente
markimisvéarses ilehulgas, korra-
takse neid tstikleid tavaliselt 25-35
korda. Iga tstikli tulemusena tekkivad
uued fragmendid on omakorda mat-
riitsiks jargmises tsiiklis, milles aval-
dubki reaktsiooni n-6 aheldatus ja
saaduse hulga eksponentsiaalne suu-
renemine (0 2).



Parast PCR-i 16ppu on véga lihtne
kontrollida, kas see onnestus. Enim
kasutatakse selleks geel-elektroforee-
si, mille kdigus voolutatakse reakt-
siooniprodukti elektrivdlja toimel
geelmaatriksis (0 3).

Mida lithem on nukleiinhappe mole-
kuli fragment, seda kiiremini see labi
geeli liigub. Geel sisaldab fluorestsee-
ruvat etiidiumbromiidi, mille moleku-
lid jagvad kinni lébi geeli liilkuva DNA
aluspaaride vahele. Selle kiigus suu-
reneb etiidiumbromiidi fluorestsents
veelgi, mistottu on UV-valguse kies
voimalik geelis voolutatavat DNA-d
néha. Helendav vo6t viitab, et PCR on
onnestunud. Uhtaegu uuritava proo-
viga voolutatakse geelis ka nn suurus-
markerit, mis sisaldab kindla suuruse-
ga fragmentide segu ja voimaldab hin-
nata uuritava proovi pikkust.

Arendusto6 kdigus on mee-
tod muutunud jérjest mugavamaks.
Naiteks kasutas Mullis oma esimes-
tes eksperimentides soolekepikese
DNA-poliimeraasi, mis toimib koige
tohusamalt temperatuuril 37 °C, kuid
temperatuuril iile 45 °C laguneb soo-

» Populatsioonigeneetikud saavad
meetodi abil uurida elusolendite
geenijdrjestusi.

+ Meetod lubab tuvastada isadust
ja emadust.

» Meditsiinis kasutatakse PCRi,
tegemaks kindlaks tovesta-
jaid (viirused, bakterid jne).

tuks. See tihendas, et polumeraasi
tuli parast iga DNA denatureerimise
etappi reaktsioonisegusse juurde lisa-
da ning DNA siintees toimus mada-
lamal temperatuuril. Termostabiilse
Taqg-polimeraasi  kasutuselevott
lahendas selle probleemi.

Esialgu saadi vajalik reaktsiooni-
segu temperatuur katseklaasi vesi-
vannide vahel liigutades. Peagi vot-
sid tksluise too tle termotsuklerid,
programmeeritavad masinad, mis
voimaldavad kerge vaevaga médrata
reaktsiooni iga etapi jaoks vajalikud

Uhtlasi voimaldab see diagnoo-
sida monda périlikku haigust.
Naiteks saab meetodi abil kind-
laks teha, kas geenides BRCA1
ja BRCA2 leidub mutatsioone.
Need on rinna- ja munasarjavahi
koige olulisemad périlikud riski-
tegurid.

tingimused. Selle tulemusena ongi
PCR-ist saanud lihtne, kuid voimas
ja rikkaliku potentsiaaliga tooriist,
mida kasutatakse tuhandetes labori-
tes iile kogu maailma. Eriti kuulsaks
sai PCR koroonapandeemia alguses.
Sellest kirjutame ldhemalt jargmises
numbris.

Karl Jiirgenstein (1994) on Tartu Ulikooli
molekulaar- ja rakubioloogia doktorant.

Sulev Kuuse (1962) on rakubioloog,
Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloo-
gia instituudi vivaariumi juhataja.
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