Tehnologija rekombinantne DNA

Pod pojmom tehnologija rekombinantne DNA razumemo nabor tehnik za manipulacijo
nukleinskih kislin, ki se uporabljajo v laboratorijih v razlicne namene.

Rekombinantna DNA je v laboratoriju pripravljena DNA, ki zdruzuje genetski material iz
razli¢nih virov (organizmov), ki ga v taki obliki ne najdemo v naravi.

Molekulsko kloniranje je postopek priprave rekombinantne DNA, ki se je sposobna samo
razmnozevati v gostiteljskem organizmu. Ko se prejemniska celica deli, se v njenih potomkah
razmnozuje tudi rekombinantna DNA, ki je s tem klonirana.

Ce v gostiteljsko celico vstavimo zapis za protein, ki je pod kontrolo promoterja, ki se v tej
celici lahko prepisuje, se bo v gostiteljski celici izrazil rekombinanten protein.

Nekatera klju¢na orodja trDNA:

encimi za manipulacijo z DNA — restrikataze, ligaze, polimeraze

verizna reakcija s polimerazo

vektorji — plazmidi, prirejeni za sprejem tuje DNA in razmnoZevanje v gostiteljski celici
gostiteljski organizmi — E. coli, kvasovke, sesalske celicne kulture



Tehnologija rekombinantne DNA

Nekateri pogosteje uporabljani encimi v namene molekulskega kloniranja:

Enzyme(s)

Function

Type Il restriction endonucleases
DNA ligase

DNA polymerase | (E. coli)
Reverse transcriptase
Polynucleotide kinase

Terminal transferase
Exonuclease Il

Bacteriophage A exonuclease
Alkaline phosphatase

Cleave DNAs at specific base sequences

Joins two DNA molecules or fragments

Fills gaps in duplexes by stepwise addition of nucleotides to 3’ ends

Makes a DNA copy of an RNA molecule

Adds a phosphate to the 5’-OH end of a polynucleotide to label it or permit ligation
Adds homopolymer tails to the 3’-OH ends of a linear duplex

Removes nucleotide residues from the 3’ ends of a DNA strand

Removes nucleotides from the 5’ ends of a duplex to expose single-stranded 3’ ends
Removes terminal phosphates from either the 5’ or 3’ end (or both)

Table 9-1
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Tehnologija rekombinantne DNA

Shema osnovnega eksperimenta onlng @%Eukawﬂic

| k | k kI . . (pl vect'gl)' chromosome
plasmi
moleKtiskega idonirania. @ Cloning vector @ DNA fragment of interest
is cleaved with is obtained by cleaving
restriction chromosome with a
endonuclease. restriction endonuclease.

);, (3) Fragments are ligated

to the prepared cloning
vector.

DNA ligase

Recombinant
vector

@ DNA is introduced
into the host cell.

@ Propagation (cloning)
produces many copies
of recombinant DNA.

Figure 9-1
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Plazmidni vektoriji

Eden najenostavnejSih vektorjev za kloniranje je pBR322. Vsebuje minimalne elemente

plazmidnega vektorja:
- selekcijski marker
- mesto zacetka replikacije

- restrikcijska mesta za vstavljanje
tuje DNA

Tetracycline
resistance

Ampicillin
resistance

Origin of
replication

Plasmid pBR322



Restriktaze

Osnovna metoda za vstavljanje tuje DNA (inserta) v vektor je preko restrikcijskih mest, tj.
mest cepitve restrikcijskih endonukleaz. Posamezen encim vedno cepi na to¢no dolo¢enem
mestu znotraj palindromnega prepoznavnega zaporedja. Na ta nacin pri rezanju dveh
razlicnih molekul DNA z isto restriktazo ustvarimo fragmente obeh molekul, ki so si med
seboj navzkrizno kompatibilni.

GAATTC GAATTC
CTTAAG CTTAAG

Cleave with EcoRl
restriction enzyme

G AATTC G AATTC
CTTAA G CTTAA G

Anneal DNA fragments and
rejoin with DNA ligase

GAATTC GAATTC
CTTAAG CTTAAG




Restriktaze

Osnovna metoda za vstavljanje tuje DNA (inserta) v vektor je preko restrikcijskih mest, tj.
mest cepitve restrikcijskih endonukleaz.

Restriktaze lahko
ustvarijo tope ali
lepljive konce

Cleavage Recognition

site

sequences \

Cleavage
site

endonuclease

endonuclease

---GGT|GRATTCAGCTTCGCATTAGCAGICTGITAGC ---
Chromosomal ___ ¢ ¢ alc T T XAGI  CGAAGC GTAAT C/GT CIGAC/ATC G —--
DNA T
EcoRlI Pvull
restriction restriction

CAG| |[CTGTAGC---

---GGT AGCTTCGCATTAG
--—CCA&E;!}! TCGAAGCGTAATC

Sticky ends
(a)

Plasmid
cloning vector
cleaved with
EcoRl and Pvull

Figure 9-2ab
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Blunt ends
(b)



Polilinkerska regija vektorjev

Vecina plazmidnih vektorjev je bila v laboratoriju spremenjenih tako, da vsebujejo regijo, ki
vsebuje vel zaporednih restrikcijskih mest za razlicne restriktaze. To mesto imenujemo
polilinkerska regija ali klonirno mesto (multiple cloning site). Vanj ponavadi vstavimo svoj
insert.

Pstl Hindlll BamHl __Smal

| Il - | | I
AATTCCTGCAGAAGCTTCCGGATCCCCGGG
GGACGTCTTCGAAGGCCTAGGGGCCCTTAA

Synthetic polylinker

Plasmid cloning vector
cleaved with EcoRI

Figure 9-2¢
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Restriktaze

Za vstavljanje inserta v vektor izberemo ustrezno kombinacijo restrikcijskih mest. Pri tem
moramo paziti, da izberemo restrikazo ali kombinacijo restriktaz, ki ne rezejo znotraj inserta,
katerega zelimo vstaviti v vektor.

l !

*
BamHI (5) GGATCC(3') Hindlll (5) AAGCTT(3')
CCTAGG TTCGAA
gl
Vo«
Clal (5) ATCGAT (3') Notl (5) GCGGCCGC(3')
TAGCTA CGCCGGCG
\l/ * *
EcoRlI (5) GAATTC(3) Pstl (5)CTGCAG(3')
CTTAAG GACGTC
Y i
EcoRV (5) GATATC(3') Pvull (5) CAGCTG (3')
CTATAG GTCGAC
i T
* {
Haelll (5')GGCC(3') Tth111l (5) GACNNNGTC(3')
CCGG CTGNNNCAG
ik i

Arrows indicate the phosphodiester bonds cleaved by each restriction endonuclease. Asterisks indicate bases that are methylated by the corresponding
methylase (where known). N denotes any base. Note that the name of each enzyme consists of a three-letter abbreviation (in italics) of the bacterial
species from which it is derived, sometimes followed by a strain designation and Roman numerals to distinguish different restriction endonucleases iso-
lated from the same bacterial species. Thus BamHl is the first (I) restriction endonuclease characterized from Bacillus amyloliquefaciens, strain H.

Table 9-2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company



Transformacija E. coli

Bakterijam, ki so sposobne sprejeti tujo DNA, pravimo, da so kompetentne. Celice E. coli po
naravi niso kompetentne, lahko pa jih pripravimo do tega. Vnos tuje DNA v kompetentne

bakterijske celice imenujemo transformacija (pri sesalskih celicah ta pojem oznacuje spremembo
normalne celice v tumorsko).

- B
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_—= = Al.iquntmmpetent cells |
. . . ; -

L) %

I’rr“’
g |
Store at "80 °C

- amp’ plasmid DNA
/ tm )

Centrifuge | Resuspend bacterial

(-. 1\ | peliet in CaCly solution

kY
\ Y .
1 1 1
4 B e
I —
Ul

= L

Log phase
E. coli culture

Plate

on LB + | ' Heat
- ampicillin | | shock

10510 amp’ o
colonies / pg DNA 42 YC Hz0 bath




Selekcija s pBR322

Ce vstavimo zapis v plazmid preko restrikcijskega
mesta Pstl, bo insert prekinil bralni okvir gena za
rezistenco proti ampicilinu = bakterije, ki bodo
sprejele plazmid z insertom, ne bodo rastle na
ampicilinu. Bakterije, ki bodo sprejele prazen
plazmid, bodo rastle na gojis¢u z ampicilinom.

Tetracycline
resistance

Ampicillin
resistance

Origin of
replication

Plasmid pBR322

selection of
transformed cells

Agar
containing
tetracycline

All colonies
@ have plasmids (§

Individual colonies are transferred
to matching positions on additional
plates. One plate contains tetracycline,

" gt des colonies transferred
the other tetracycline and ampicillin.

for testing
Colonies with
recombinant

plasmids
Agar containing Agar containing
tetracycline ampicillin +
3 (control) tetracycline

Cells that grow on tetracycline but not on tetracycline +
ampicillin contain recombinant plasmids with disrupted
ampicillin resistance, hence the foreign DNA. Cells with pBR322
without foreign DNA retain ampicillin resistance and grow on
both plates.

Figure 9-4 part 2
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Selekcija z a-komplementacijo

Metabolizem laktoze v E. coli - lac operon betagalaktozid ga!aktozid
betagalaktozidaza permeaza O-acetiltransferaza
T RNA Pol
P lacl O P,ac O lacz lacY lacA

I |

ac represor /<

(- regulator)

CAP-cAMP (+ regulator)

alolaktoza [j

? - ‘ M glukoza, |, cAMP

neaktiven cAMP J glukoza, 1" cAMP
lac represor




Betagalaktozidaza

OH OH H OH

OH OH H OH
H I 0 1 — H i - M i H
HO SR HONgNS\ HO N —OH m oo
H H 4 OH H H H OH
laktoza galaktoza glukoza

Aktivna oblika betagalaktozidaze
je tetramer z molekulsko maso
pribl. 450 kDa.




Betagalaktozidaza

N-koncen fragment proteina (pribl. 60 ostankov) imenujemo a-peptid in je nujen za
tetramerizacijo (in s tem aktivnost).

divji tip betagalaktozidaze

aktivna

@f o ]
oblika

zapis brez a-peptida

Lo |

pravilno zviti monomeri,

ne tetramerizirajo, zapis za Q fragment + zapis za a-peptid
neaktiven encim




Selekcija z a.-komplementacijo

lacZa + lacZ Q = aktivna betagalaktozidaza

Princip a-komplementacije:

sev E. coli, ki vsebuje zapis za lacZQ fragment (npr. DH5a.)
+

plazmid z zapisom za lacZa peptid

Xmnl 1994
Scal 1875 T7 1
1 start
, Apal 14
f ori Antll 20
Sphl 26
Ncol 37
Bachv | 81
Amp' ) co
b PGEM®-5Zf(+) - Spel | 55
Vector Eotll %
st
(3000bp) Sall 75
Ndel 82
Sacl 94
BstX| 103
Nisil 1; g
| T sps
orl




Selekcija z a-komplementacijo

Kako detektiramo aktivnost betagalaktozidaze:

Y Cl 0 y
betagalaktozidaza N Br N
: +
| 2\ Br N Br
OH HO H
N 0 Cl

HO CH OH
H 2
HO OH

HCICHQ

HOC

X-gal moder produkt

Ker je sistem pod kontrolo lac operatorja, potrebujemo Se induktor, ki inaktivira lac
represor. Naravni induktor je alolaktoza (derivat laktoze). Ker je alolaktoza hkrati substrat
betagalaktozidaze, je uporaba le-te neustrezna, zato kot induktor uporabljamo derivat
galaktoze IPTG.

o CHy IPTG
HO—\—~ S—Cd (izopropiltiogalaktozid)



Selekcija z a-komplementacijo

Ta nacin selekcije imenujemo tudi modro-beli test.

Xmnl 1994
Scal 1875 T7 1
1 start
Apal 14
Aatll 20
Sphl 26
Ncol 37
Sacll 46
EcoRV 51
pGEM®-5Zf(+) Spel 55
Vector Eotll gg
st

(3000bp) Sall 75
Ndel 82
Sacl 94
BstXI 103
Nsil 1;5

T sps

Vse kolonije vsebujejo plazmid.

Modre kolonije vsebujejo plazmid brez inserta.

Bele kolonije vsebujejo plazmid z insertom.

trdno gojis¢e z ampicilinom



Bakteriofagi kot vektoriji

Bakteriofage kot vektorje uporabljamo za molekulsko kloniranje daljsih fragmentov DNA.

/ l restriction

endonuclease

Priblizno 1/3 bakteriofagne DNA je neesencialne :iller D'I:IA gno; needed
in jo lahko nadomestimo z insertom do 23,000 OF packaging —

bp ' = =
\ C:_///C::::::’—:‘::;

/ DNA ligase
%reign DNA

Lack essential DNA
fragments and/or are too small

Recombinant DNAs to be packaged

DNA molekule se in vitro spakirajo v : = .
virusne delce — dodamo jih v lizat ' '

bakterij, ki so bile okuZene s fagom \ in vitro

packagmg

A bacteriophage
contalnlng foreign DNA

Rekombinantni bakteriofagi se
ucinkovito razmnozujejo v bakterijah.

Figure 9-5
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Bakteriofagi kot vektoriji

Bakteriofage kot vektorje uporabljamo za molekulsko kloniranje daljsih fragmentov DNA.

abcd
BN |

Genomic DNA

Fragmentation by
shearing or enzymatic

digestion _ . _
|/ Joining to 1 DNA pieces Z uporabo bakteriofagnih vektorjev lahko
— Y == = ustvarimo knjiznico fragmentov celotnega

. _ genoma nekega organizma.
In vitro packaging

Y
DNA molekule fragmentiramo s fizicnimi ali
a ﬁ ﬁ O encimskimi metodami (delna razgradnja z
I I I restriktazami), nato izoliramo fragmente

C I ]

[

ustreznih velikosti (cca. 15 kb) in jih
> vstavimo v bakteriofagno DNA.

A virions harboring
fragments of foreign DNA

Amplification by
infection of E. coli

Genomic library in A phage



Verizna reakcija s polimerazo

Verizna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda za
in vitro pomnozevanje fragmentov DNA in njihovo
manipulacijo. V osnovi temelji na ciklih
denaturacije izvorne (matricne) DNA, ki vsebuje
zapis, ki ga zelimo pomnozZiti, vezavi dveh
sinteticnih oligonukleotidov na zacetek in konec
odseka matricne DNA, ki ga Zelimo pomnoziti in
sinteze nove DNA s podaljSevanjem zacetnih
oligonukleotidov.

Postopek je avtomatiziran, v reakcijo moramo
poleg nastetih materialov dodati le Se
deoksiribonukleotide (dNTP) in ustrezen pufer.
Uporabiti moramo termostabilno DNA polimerazo
(izolirane iz termofilnih organizmov).

Reakcija ponavadi poteka v 25 do 35 ciklih
izmenjujoCih se temperatur po programu:

95 °C 30 sec denaturacija DNA
50-65 °C 30 sec prileganje zaCetnih oligov
72 °C 1 min/kb podaljSevanje

Flanking
sequence Target sequence
— 1 [ +—
— }—
@ Add excess primers
Heat to separate strands
— —
— }—

@lCool to anneal primers

—— 1——
-\__/ Primers /i
— [
@lSynthesize new DNA
— [

1 [ >
< | -

— .




Verizna reakcija s polimerazo

FIRST CYCLE
BEGINS .
Flanking sequence s el quuence
— 1 [ +—
—{ 1 [ +——
Add excess primers
Heat to separate
Cool
—{ 1 [ +—
-\/PrimerS/i
— [ +——
Add heat-stable DNA polymerase
Synthesize new DNA
— 1 +—
1 1 >
< | ]
— 1 [ +———




Verizna reakcija s polimerazo

i
|

>

[ 1]
[

SECOND CYCLE \l/ Heat to separate

I

BEGINS Cool
Excess primers still present

[ F——

N -|
1 [ >
=

==
-

l Heat-stable DNA polymerase still present

DNA synthesis continues

i
|

| >
>

==
-> Short strands
|

A
U

|




Verizna reakcija s polimerazo

— 1 +——
= [ >
== [ >
| =
< I -> Short strands
L1 |
< [ =
—( 1 [ +———
THI;EDGICI:\IYSCLE l/ Heat, anneal primers, extend
= | The short strands,
[ A representing
| mm  the target sequence,
| ,  are amplified
SUBSEQUENT \l/ exponentially.
CYCLES \1/
L1 - =]
| Bl [ |
C 1 | 1]
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Verizna reakcija s polimerazo

Z dodatkom restrikcijskih mest

zaCetne oligonukleotide

lahko

skonstruiramo

rekombinantne DNA molekule, ki se bodo v vektor vkljucili na to¢no dolocen nacin (ki smo si

ga izbrali).

5\ E[‘DHJ : Insert (YGOI) i
3!

Backbone

GATACCTACGCGGAATGTGGCATATCTCGAAGTALC W TGGCATATCTCGAAGTACTG AlG ATACCTACGC GGAI

CTATGGATGCGCCTTACACCGTATAGAGCTTCATG

L |
Backbone

Z ustreznimi oligonukleotidi lahko
inZzeniramo tudi himerne DNA
molekule (in s tem proteine).

3

Fragment 1
Kpnl_ |
N

ACCGTATAGAGCTTCATGACTCTATGGATGCGCCT

Moy

Fragment 3

II

3 separate PCR 111 Fragment 2

reactions generate
fragments to be

o 8
VI pal

tmese _ tmebe

Kpnl
s

Final PCR amplification fuses all fragments

|

ok
VI “Xbal

Chimeric DNA



Verizna reakcija s polimerazo

S PCR lahko v zapise uvajamo tudi mutacije, in sicer tako naklju¢ne kakor tudi specifi¢cne. S t.i.
mestno-usmerjeno mutagenezo lahko npr. zamenjamo eno aminokislino v proteinu z drugo.

Single strand
of recombinant

plasmid DNA
Gene
k & Oligonucleotide

with sequence
change
DNA polymerase,
dNTPs, DNA ligase

transformation
of E. coli cells;
repair of DNA

In E. coli cells, about half
the plasmids will have

gene with desired base-pair
change.

O-0-0-©

Mutant Strand Synthesis
Perform thermal cycling to:
1) Denature DNA template
2) Anneal mutagenic primers

containing desired mutation
3) Extend primers with
] PfuUltra DNA polymerase

l' izhodni plazmid

e "‘ Dpn | Digestion of Template
: [ Digest parental methylated and
N o hemimethylated DNA with Dpn |
L4
Y

Transformation
Transform mutated molecule
into competent cells for nick repair



Dolocanje nukleotidnega zaporedja

Uporabimo PCR reakcijo z enim oligonukleotidom in mesSanico dNTP in ddNTP, ki so flourescencno
oznaceni (vsak nukleotid drugace). Ko se vgradi v verigo ddNTP se sinteza konca, ker ni proste 3‘OH
skupine.

Primer
L 3 . Template of
—_unknown sequence
— - = =
\ Dye-labeled segments
/ — = . .
— —_— DNA = applied to a.caplllary
. . — | gel and subjected to
DNA polymerase, migration [y electrophoresis
four dNTPs, —
four ddNTPs -
ﬂ.& ' =
\ —
— o —
. G =—| Laser beam
Detector | | Laser
Denature l
— A Dye-labeled ; : "
Em— segments of DNA, 20 -
C copied from
G .
& template with
——————@ unknown sequence ! i
TTGTGGTTCCAAGG

l Computer-generated result after
bands migrate past detector
Figure 8-34
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cDNA knjiznice

cDNA knjiznice so DNA prepisi celicne mRNA.
Ne vsebujejo intronov, zato so bolj uporabni
pri  molekulskem kloniranju zapisov za
proteine kot genomska DNA.

Dobimo jih z zaporednima reakcijama z
reverzno transkriptazo in DNA polimerazo ob
uporabi ustreznih oligonukleotidov.

mRNA

5!

AAAAAAAA|

mRNA template is
annealed to a synthetic
oligonucleotide (oligo dT) primer.

5’

AAAAAAAA|

|

mRNA-DNA hybrid

3 ETETTTIT

Reverse transcriptase and
dNTPs yield a complementary
DNA strand.

5l

AAAAAAAA|

3I

TTTTTTTT|

mRNA is degraded
with alkali.

3I

TTTTTT LT

sl

To prime synthesis of a second
strand, an oligonucleotide of
known sequence is often ligated
to the 3’ end of the cDNA.

1
Il

TTTTTTTT]|

Duplex DNA 1

DNA polymerase | and dNTPs
extend the primer to yield
double-stranded DNA.

s' I

AAAAAAAA|

s I

o g g )

Figure 9-14
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Izrazanje rekombinantnih proteinov

Proizvodnja rekombinantnih proteinov je koristna tako v znanstvene kot medicinske in
tehnoloske namene.




Izrazanje rekombinantnih proteinov v E. coli

Za izrazanje rekombinantnih proteinov potrebujemo med seboj kompatibilna sev in vektor.
Pri kloniranju moramo paziti na to, da je zapis za protein vstavljen v pravem bralnem okvirju.

Bacterial promoter (P)
and operator (O)
sequences

Gene encoding
repressor that
binds O and

regulates P

Polylinker with

unique sites for
/ several restriction
endonucleases
2

(i.e., cloning sites)

Transcription
termination
sequence

Ribosome
binding

Selectable genetic
marker (e.g., antibiotic

resistance)
Figure 9-10
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Izrazanje rekombinantnih proteinov v E. coli

Eden najucinkovitejsih sistemov je sistem izrazanja, kjer je zapis za rekombinanten protein
pod kontrolo promoterja bakteriofaga T7. Kompatibilen sev E. coli v svojem genomu vsebuje
zapis za T7 RNA polimerazo, ki je pod kontrolo lac operatorja — indukcija z IPTG.

IPTG Induction <O "

E. coli RNA * T7 RNA \Q X
polymerase polymerase ’

| | * - -
17 gene 1 Target gene
( gl T7 RNA polymerase v |g — g
¥ | ﬁ\ - -
| 5 :
| |  fac o > | s | |
I Wrumafer /
I
I

lac
repressor

HOST CELL
for Expression

E. coli genome




DNA v forenziki

V forenzicne namene se uporavljajo t.i. DNA prstni odtisi. Gre za analizo razlik
(polimorfizmov) v DNA med posamezniki (v povprecju se med ljudje razlikujemo v 1 od 1000

bp).

"'—:""\" Chitoriosomal DNA Nekateri poIimorfier\i vaivajg na. vzqrcg
_'5‘,4._“ (e.g., Suspect 1) genomske DNA, ki nastanejo pri njeni
Heaveivhresaiedon restrikciji. Analizi takih vzorcev reCemo analiza

l endonucleases. polimorfizmov dolzin restrikcijskih
A fragmentov (RFLP). Za detekcijo uporabimo
gl DNATEgIE probo z zaporedjem, ki se v ¢loveskem genomu

eparate fragments by agarose ne kaj krat po n OVI .

el electrophoresis (unlabeled).

—)
Q wn

o & L O

¥~ o ¥¥ .

T osS oL <z Radiolabeled

FfESe &€& 38
ggﬁ-&b_& AT S 7' DNA probe
SESEELZRNEENES
[LAL A1 41 41 41 471 47 4] BT N ow el
“_EEE=E" sEEEE g sEEEE @
S S 23§15 2 253112
_SEERECS B HIE -Z228%-:
T=Z=8E 7| Denature EE == Incubate EE == Expose
_=EE8= _|DNAand === 8 =| with -T2 = xray

E=ES s transfer to ==SS probe, =S g film
- EESE= - nyon | ==S8-— then | ==S8 -~ to
—= 8 8 == — w|membrane] — " " T T T il B0 et = [membrane

Box 9-1 figure 1
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DNA v forenziki

Bolj obcutljiva je analiza dolzin kratkih zaporednih ponovitev (STR). V genomu je vec lokusoy,
sestavljenih iz razlicnega Stevila 4-nukleotidnih ponovitev. Analiza kombinacije 16 takih
lokusov daje 108 razli¢énih moznih vzorcev.

Repeat length Number of
Locus Chromosome Repeat motif (range)* alleles seen’
CSF1PO 5 TAGA 5-16 20
FGA 4 CTTT 12.2-51.2 80
THO1 11 TCAT 3-14 20
TPOX 2 GAAT 4-16 15
VWA 12 [TCTG]I[TCTA] 10-25 28
D3S1358 3 [TCTG][TCTA] 8-21 24
D5S818 5 AGAT 7-18 15
D75820 7 GATA 5-16 30
D8S1179 8 [TCTAI[TCTG] 7-20 17
D13S317 13 TATC 5-16 17
D16S539 16 GATA 5-16 19
D18S51 18 AGAA 7-39.2 51
D21S11 21 [TCTA][TCTG] 12-41.2 82

Amelogenin X,Y Not applicable

Source: Adapted from Butler, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2nd edn, Academic Press, San Diego, p. 96.

*Repeat lengths observed in the human population. Partial or imperfect repeats can be included in some alleles.
*Number of different alleles observed to date in the human population. Careful analysis of a locus in many individuals
is a prerequisite to its use in forensic DNA typing.

Box 9-1 table 1
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
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DNA v forenziki

Bolj obcCutljiva je analiza dolzin kratkih zaporednih ponovitev (STR). V genomu je vec lokusov,
sestavljenih iz razlicnega Stevila 4-nukleotidnih ponovitev. Analiza kombinacije 16 takih

lokusov daje 108 razli¢énih moznih vzorcev.
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