Transkriptsioon ja RNA protsessing

IX. TRANSKRIPTSIOON JA RNA PROTSESSING

Elusorganismide geneetilise informatsiooni séilitamiseks ja realiseerimiseks on infor-
matsioonikandja mirkimiseks vaja vaid nelja tihte (A, T, G, C). On seda palju véi vihe?
Vordluseks, niitidisaegsetes arvutites on kasutusel vaid 2 arvsiimbolit (0, 1), seevastu ing-
lise keeles on 26 tihte, eesti keeles 27 eesti tihestiku tihte ja S voortihte (c, q, w, x, y)
e. 32 tihte.

1. TRANSKRIPTSIOON

1.1. Transkriptsiooni iildpohimaotted

1.1.1. Molekulaarbioloogia pohipostulaat
Molekulaarbioloogia pohipostulaadi (ingl. central dogma of molecular biology) e. Cricki
postulaadi kohaselt on geneetilisel informatsioonil kaks pohiomadust (jn. 9.1).

1. Geneetiline informatsioon siilib, kandudes polvkonnast polvkonda edasi
nukleiinhappelt nukleiinhappele (DNA-1t DNA-le; RNA viirustel, kel genoomiks
on RNA, toimub iilekanne RNA-It RNA-le).

2. Geneetiline informatsioon kandub edasi organismi geenide avaldumisel (feno-
titiibilisel ekspressioonil) DNA-It valkudesse, s.t. DNA nukleotiidse jirjestuse
informatsioon kodeeritakse timber valkude aminohappeliseks jarjestuseks.

Geneetilise informatsiooni tilekanne valkudesse on kaheetapiline.
1. Transkriptsioon (ingl. transcription), kus geneetiline informatsioon kandub iile
DNA-It RNA-le.
2. Translatsioon (ingl. translation), kus geneetiline informatsioon kandub ile
RNA-It valku.

Geneetilise informatsiooni iilekanne DNA-It RNA-le on pohimétteliselt p66rduv prot-
sess. Niiteks, kui transkriptsioonil toimub DNA-sdltuva RNA poliimeraasi toimel
informatsiooni tilekanne DNA-It RNA-le, siis vastupidisel protsessil, pé6rdtranskript-
sioonil (ingl. reverse transkription) toimub RNA-séltuva DNA poliimeraasi e. revertaasi
toimel geneetilise informatsiooni tilekanne RNA-It DNA-le. Seevastu geneetilise infor-
matsiooni iilekanne RNA-It valku on alati podrdumatu (iihesuunaline) protsess.
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Molekulaarbioloogia pohipostulaat iitleb, et geneetiline informatsioon kandub nuk-
leiinhappelt nukleiinhappele ja nukleiinhappelt valku, mitte valgult nukleiinhappele. See
tahendab aga ka seda, et keskkonna toimel organismi eluajal omandatud fenotiiiibilised
tunnused ei saa suguliselt sigivatel organismidel jirglastele piranduda: ei parandata tun-
nuseid, vaid geneetilist informatsiooni, mis tagab iseloomulike tunnuste tekke.

1.1.2. RNA tiiiibid

Transkriptsioonil kasutatakse itht DNA-ahelat matriitsina (ingl. template) komplemen-
taarse RNA-ahela siinteesil. Siinteesitud RNA-ahelat nimetatakse transkriptiks (ingl.
transcript). Kuivord RNA-s on tiimiini asemel uratsiil, siis nditeks juhul, kui matriitsahela
DNA-molekulis on nukleotiidne jirjestus AAA, vastab sellele RNA transkriptis UUU.
Translatsiooni kdigus muudetakse (,tdlgitakse”) RNA nukleotiidne jirjestus valkude
aminohappeliseks jirjestuseks. Nagu igasuguse info tilekandel iihest mirgististeemist
teise vajatakse selleks koodi, geneetilise info iilekandel geneetilist koodi (ingl. genetic
code). Geneetilise koodiga miiratakse valkude aminohapped RNA nukleotiidsete tri-
pletite (ingl. triplets) poolt, mida nimetatakse koodoniteks (ingl. codons). Ulalesitatud
niites midirab UUU triplet RNA-s valgu poliipeptiidahelasse (geeni produkti) amino-
happe feniiiilalaniini lilitumise.

Translatsioon toimub ribosoomides (ingl. ribosomes), mis koosnevad 3-S5 RNA-
molekulist, 50-90 erinevast valgust ja reast muudest regulatoorsetest makromolekulidest.
Ribosoomides transleeritavaid RNA-molekule nimetatakse informatsiooni-RNA-deks
e. mRNA-deks (ingl. messenger RNAs, mRNAs). Prokariiootidel on geeni poolt miira-
tav esmane transkript (ingl. primary transcript) vérdne mRNA-ga ning ta on ka kohe
transleeritav (jn. 9.2). Eukariiootides toimub aga esmalt eellas- e. pre-mRNA (ingl. pre-
mRNA) siintees, misjirel toimub nn. eellas-mRNA potsessing (ingl. processing) kiipseks
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Joonis 9.2. Pro- (A) ja eukariiootide (B) valgusiinteesi kaks etappi: transkriptsioon ja translatsioon. Euka-
riiootide tuumas toimub (sageli) pre-mRNA-st intronite korvaldamine (geeni splaissing). Eukariiootide
tuumas toimub mRNA modifikatsioon (protsessing): S’-otsa 7»met'L'u'jlguanosiin»(MG)»mi’ltsi ja3’-otsa
polii(A)-saba lisamine. Eukartiootide mRNA transporditakse tuumast tsiitoplasmasse. Prokariiootidel toi-

mub nii transkriptsioon kui ka translatsioon jarjestikuliselt — need pole ajas ja ruumis lahutatud protsessid.

mRNA-molekuliks. Protsessimise kiigus toimub enne translatsiooni pre-mRNA-st spet-
siifilise jarjestuse korvaldamine ning transkripti mélema otsa modifikatsioon. Enamikus
eukariiootsetes geenides on mittekodeerivad jirjestused e. intronid (ingl. introns), mis
loigatakse RNA protsessingul RNA-st vilja, thendades sellega RNA-s geeni kodeeri-
vad jirjestused e. eksonid (ingl. exons). Intronite viljaldikamise protsessi nimetatakse
geeni splaissinguks (ingl. gene splicing). Enne splaissingut lisatakse pre-mRNA 5’-otsa
7-metiiiilguanosiinmiits (ingl. cap) ja 3'-otsa transkriptsioonijirgselt parast splaissin-
gut 20-200 nukleotiidi pikkune polii-(A)-jarjestus e. polii-(A)-saba (ingl. poly-A tail).
Splaissingreaktsiooni libiviimiseks moodustub makromolekulaarne struktuur, mida
nimetatakse splaissosoomiks (ingl. spliceosomes). K6ik nimetatud protsessid toimuvad
tuumas. Protsessitud mRNA transporditakse tstitoplasmasse, kus ta transleeritakse. Jare-
likult on transkriptsioon ja translatsioon eukartiootidel ajaliselt ja ruumiliselt lahutatud.
Seevastu prokartiootsetes rakkudes toimuvad transkriptsioon ja translatsioon jarjestikku:
sinteesitud mRNA osaleb kohe ka translatsioonil.

Tegelikult transkribeeritakse geenide ekspressioonil koguni viit erinevat titpi
RNA-sid: mRNA, tRNA, rRNA, snRNA, miRNA. Neist transleeritakse aga vaid tihte,
iilalnimetatutest mRNA-d. Ulejiidnud neli RNA tiiiipi on 16pp-produktid. Transport-
RNA-d e. tRNA-d (ingl. transfer RNAs, tRNAs) on madalmolekulaarsed RNA-d, mis
funktsioneerivad translatsioonil kui adapterid aminohapete ja mRNA koodonite vahel.



Ribosoomi-RNA-d e. rRNA-d (ingl. ribosomal RNAs, rRNAs) on ribosoomide struk-
tuurseteks ja katalaitilisteks komponentideks. Viikesed tuuma-RNA-d e. snRNA-d
(ingl. small nuclear RNAs, snRNAs) on splaissosoomide struktuurikomponentideks.
Mikro-RNA-d e. miRNA-d (ingl. micro RNAs, miRNAs) on 20-25 nukleotiidi pikkused
iiksikahelalised RNA-molekulid, mis 1digatakse vilja viikestest juuksendelastruktuuriga
RNA prekursoritest (eellasmolekulidest) ning neil on véime blokeerida nendega komp-
lementaarse voi osaliselt komplementaarse mRNA avaldumist, pohjustades viimase
degradatsiooni voi pidurdades translatsiooni.

Koik tlalnimetatud eri titipi RNA-d siinteesitakse eukariiootide tuumades.
Neist vaid iiks, snRNA toimib tuumas, iilejidnud neli (nRNA, tRNA, rRNA ja pre-
miRNA) transporditakse tuumast tsiitoplasmasse, kus toimub translatsioon (jn. 9.3).
RNA-d protsessitakse tuumas. Erandina transporditakse tstitoplasmasse miRNA eel-
lane pre-miRNA, mis protsessitakse alles tsiitoplasmas aktiivseks miRNA-ks. Tuumas
stinteesitud pre-miRNA sekundaarsed kaksikahelalised alad l6igatakse tuumas katki
Drosha-ensiiiimiga (ingl. Drosha enzyme), pre-miRNA viljub tuumast tsiitoplasmasse,
kus toimub kaksikahelalise RNA jiarkamine (ingl. dice) ning trimmimine (ingl. RNA
trimming) teise ensiiimiga — Diceri-nukleaasiga miRNA-ks. Viimane seostub valkudega
miRICS-kompleksiks. miRICS-i koosseisus olev iiksikahelaline miRNA seondub oma
mirklaudjirjestusele mRNA-s ning blokeerib sellega mRNA translatsiooni. Siinjuures
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Joonis 9.3. Valgustinteesi komponendid eukartioodil. Transkriptsioonilised RNA-d: mRNA, miRNA, rRNA,
snRNA, tRNA. snRNA splaissingu funktsioon splaissosoomis. mRNA, IRNA, tRNA ribosoomide ja ami-
nohapete osalus translatsioonil tsiitoplasmas. miRNA regulatiivne funktsioon: Drosha on enstitim, mis loikab
tuumas pre-miRNA-st vilja kaksikahelalised RNA osad; Dicer on nukleaas, mis trimmib pre-miRNA-st

miRNA; RICS on RNA indutseeritud translatsiooni vaigistav kompleks.
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aga blokeeritud mRNA-d ei degradeerita ning neid saab edaspidi kasutada. Seega miRNA
vaid moduleerib valgusiinteesi toimumist rakus. miRNA on peale eukariiootide ka euka-
riootsetes viirustes. Niiteks herpesviiruses kodeeritakse 140 erisugust miRNA-d.

1.1.3. RNA siintees ja lagundamine
RNA siintees on pohimaotteliselt sarnane DNA siinteesiga. Erinevused on vaid jirgmised.
1. Eellasmolekulid (prekursorid) on ribonukleotiidtrifosfaadid (mitte desoksiiribo-
nukleotiid-trifosfaadid).
2. Komplementaarse RNA-ahela siinteesil kasutatakse matriitsina vaid itht DNA-
ahelat.
3. RNA-ahela siinteesi saab initsieerida de novo, ilma praimerahela (ja selle vaba
3’-OH otsa) olemasoluta.

Moodustuv RNA-ahel on komplementaarne DNA matriitsahelaga (ingl. template
strand) (jn. 9.4), selle erinevusega, et T asemel on U. Teist DNA-ahelat nimetatakse
mittematriitsahelaks (ingl. nontemplate strand). mRNA-molekulid on RNA kodeeri-
vateks ahelateks e. mottelisteks e. senss-ahelateks (ingl. sens strands), sest nende info
kandub edasi polipeptiidahela aminohappelisse jarjestusse. mRNA-ga komplementaar-
sed RNA-molekulid on vastasméttelised e. antisenss-RNA-d (ingl. antisense RNAs).
Teoreetiliselt on antisenss-RNA geeni (DNA) mittematriitsahelalt siinteesitud mRNA-le
komplementaarne RNA. Tegelikkuses on genoomis kindlad nn. vastasgeenid, millelt
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Joonis 9.4. RNA stintees toimub vaid ithel DNA-ahelal. mRNA siinteesitakse DNA matriitsahelal. RNA
stinteesil loetakse geneetilist informatsiooni 3'> 5" ahelalt, stintees toimub suunas 5 3. Stinteesitud 5> 3’
RNA-ahel on komplementaarne DNA 5> 3" mittematriitsahelaga (T asemel on vaid U). Antisenss-RNA on
kui DNA mittematriitsahelal siinteesitud RNA.



moodustatakse antisenss-RNA-d, mis voivad paarduda mitmete mRNA-de mirklaudjir-
jestustega ning blokeerida sellega mRNA translatsiooni. Tiipiliselt on antisenss-RNA-d
ca 100 nukleotiidi pikad ning nende seondumisjirjestus on ca 30 nukleotiidi pik-
kune. Antisenss-RNA-de kui viikeste regulatoorsete RNA-de seondumine mRNA
dratundmisjirjestustele soltub viikesest spetsiifilisest Hfg-valgust, mida nimetatakse
RNA-tsaperoniks (ingl. RNA chaperon), sest see valk aitab viikestel RNA-molekulidel
hoida oma korrektset struktuuri. Hfg-valk moodustab mRNA ja antisenss-RNA paar-
dumisel nende timber moodustuvate tasapindade heksameerse struktuuri ning selle
kompleksiga seondub veel ribonukleaas E, mis alustab mRNA degradeerimist.

RNA-ahela siintees toimub nagu DNA puhulgi suunas 5" » 3/, kus ribonukleotiide
lisatakse ahela 16ppu, 3"-hiidroksiiiilgrupi (3'-OH) kiilge. Analoogselt DNA-siinteesiga
toimub selles reaktsioonis 3’-OH nukleofiilne riinnak eellasmolekuli, ribonukleotiid-
trifosfaadi kolme fosfaadi sisemisele (nukleotidiiiil)fosforiaatomile ning sellega kaasneb
piirofosfaadi vabanemine (jn. 9.5). RNA-sse liilituv nukleotiid on komplementaarne vas-
tasoleva DNA matriitsahela nukleotiidiga.
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Joonis 9.5. RNA-ahela elongatsioon suunas 5> 3" RNA poliimeraasi toimel.
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RNA siinteesi teostab ensiiiim RNA poliimeraas (ingl. RNA polymerase). Summaarset
reaktsiooni viljendatakse jargmiselt:

DNA matriits
n(RTP) > > > > (RMP)n + n(PP),
RNA poliimeraas

kus n on kasutatud ribonukleotiidtrifosfaatide (RTP), RNA-sse liilitunud ribonukleotiid-
monofosfaatide (RMP) ja vabanenud piirofosfaatide (PP) hulk. RNA poliimeraas seondub
ja alustab transkriptsiooni DNA spetsiifilistelt jarjestustelt, mida nimetatakse promooto-
riks (ingl. promoter). Pro- ja eukariiootsetel geenidel on promootorjirjestused erinevad.
Transkriptsiooni initsiatsiooni promootoritelt reguleeritakse transkriptsioonifaktorite
(ingl. transcription factors) seondumisega promootoriga. Transkriptsioonifaktorid on nii
positiivsed kui ka negatiivsed regulaatorvalgud, kusjuures positiivsed regulaatorval-
gud soodustavad ja negatiivsed pidurdavad transkriptsiooni alustamist. Transkriptsioon
toimub RNA poliimeraasi toimel lokaalselt lahtikeerdunud DNA-16igul, mida nime-
tatakse ka transkriptsioonisilmaks voi transkriptsioonimulliks (ingl. transcription
bubble) (jn. 9.6). Prokariiootidel on iiks RNA poliimeraas, eukariiootsetes rakkudes aga
kolm erinevat RNA poliimeraasi, kuivord viimasel juhul kataliitisivad erinevad poliime-
raasid eri tiiipi RNA-molekulide siinteesi.

Joonis 9.6. RNA siintees lokaal-
selt lahtikeerdunud DNA piir-
konnas e. transkriptsioonisilmas.
Transkriptsioonisilmas on niha,

RNA RNA/DNA hiibriid

RNA poliimeraas et vaid moned iiksikud DNA
matriitsahela nukleotiidid on

*>  DNAmatriitsahel
aluspaardunud kasvava RNA-

ahela [opus (RNA/DNA hiib-
riid). DNA-molekuli lahtikeer-
dumist enne ja tagasi kinni-
keerdumist parast replikatsiooni-
silma katalaisitakse RNA poli-

DNA mittematriitsahel meraasi poolt.

Meeldejatmiseks

« Molekulaarbioloogia pohipostulaat iitleb, et geneetiline informatsioon kandub nukleiinhappelt nukleiin-
happele ja nukleiinhappelt valku, mitte valgult nukleiinhappele.

«Transkriptsioonil siinteesitakse RNA transkript, mis on komplementaarne geeni DNA iihe ahelaga.

« Transkribeeritakse viit erinevat tiiiipi RNA-molekule (mRNA, tRNA, rRNA, snRNA, miRNA), milledest
transleeritakse vaid mRNA-d.

« Translatsioonil konverteeritakse RNA nukleotiidses jarjestuses sisalduv geneetiline informatsioon val-
kude poliipeptiidide aminohappeliseks jarjestuseks (geeni produktiks) geneetilise koodi abil.



Eukartiootsed geenid asuvad tuumas, poliipeptiidid siinteesitakse aga tsiitoplasmas.

Transkriptsioonil moodustuvad RNA-d protsessitakse valdavalt tuumas ja transporditakse tsiitoplas-
masse, v.a. miRNA.

Geneetilise informatsiooni lilekande vaheiihendiks on mRNA, millega kantakse informatsioon DNA-It
ribosoomidesse, kus toimub valgusiintees.

RNA poliimeraasi poolt kataliiiisitav RNA-siintees on vaga sarnane DNA-siinteesiga.

+ RNA-siintees toimub lokaalselt lahtikeerdunud DNA-Idigul, mis algab promootorist ning kus RNA-siin-
teesi matriitsina kasutatakse vaid iiht DNA-ahelat.

1.2. Transkriptsioon prokariiootidel

Transkriptsiooni pohietapid on pro- ja eukariiootidel samased, kuid on ka olulisi erine-
vusi, nditeks juba nimetatud promootorite nukleotiidsed jarjestused. Lisaks on RNA
poliimeraasid pro- ja eukartiootidel, eriti arhedel, erisuguse ehitusega.

DNA segment, mis transkribeeritakse itheks RNA-molekuliks, kannab nime-
tust ,transkriptsiooniiiksus” (ingl. transcription unit). Eukariiootidel on tran-
skriptsiooniiiksus sageli ekvivalentne individuaalse geeniga. Prokariiootidel on
transkriptsiooniiiksuseks aga mitu geeni, mis on osa operonist (ingl. operon). Operoni
koosseisu kuuluvad veel operoni geene reguleerivad DNA-jirjestused. Operonilt stintee-
situd RNA-molekuli nimetatakse poliitsistroonseks RNA-ks (ingl. polycistronic RNA).
Transkriptsioonil eristatakse kolme staadiumi (jn. 9.7).

1. Uue RNA-ahela alustamine e. initsiatsioon (ingl. initiation).

2. Ahela pikenemine e. elongatsioon (ingl. elongation).

3. Transkriptsioonildpetamine e. terminatsioon (ingl. termination) ja valmis RNA-

molekuli vabanemine.

Transkriptsiooni kirjeldamisel kasutatakse termineid ,iilesvoolujirjestused” (ingl.
upstream sequences) ja ,allavoolujirjestused” (ingl. downstream sequences) tihistamaks
DNA piirkondi, mis jidvad transkribeeritavast alast kodeerivas DNA-ahelas vastavalt
5’-ja 3’-otsa suundadesse. Selline eristus pohineb faktil, et RNA siintees toimub alati
suunas 5" » 3". Geeni iiles- ja allavoolujirjestused kirjeldavad seega geeni 5" ja 3" DNA-
jarjestusi, mis jadvad transkriptsiooni alguspunktist vastavalt vasakule v6i paremale.

Prokariiootidel algab translatsioon ja mRNA-molekulide degradatsioon sageli enne,
kui nende siintees (transkriptsioon) veel 16pebki. Selline samaaegne toime on vdoimalik,
sest mRNA-molekulid siinteesitakse, transleeritakse ja degradeeritakse samaselt, suunas
§’ > 3. Lisaks pole prokariiootidel peptiidide siinteesi masinavirk (valgu siintees) ruumi-
liselt mRNA stinteesist eraldatud — neil pole tuumamembraaniga piiritletud tuuma nagu
ka teisi membraaniga ithendatud organelle.

1.2.1. RNA poliimeraas

Prokariiootide RNA poliimeraas on multimeerne valk molekulmassiga ca 480 000 dal-
tonit. RNA poliimeraas koosneb viiest alaitksusest e. alaiihikust. Kompleksse RNA
poliimeraasi molekuli e. holoensiiiimi (ingl. holoenzyme) koostis on a,fp ‘o ning selline
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Joonis 9.7. Prokartiootse transkriptsiooni kolm etappi: initsiatsioon, elongatsioon ja terminatsioon.

kompleks on vajalik transkriptsiooni initsieerimiseks (alustamiseks). Elongatsiooni viib
libi RNA poliimeraasi péhiensiiiim e. apoensiiiim (ingl. apoenzyme), mis on tetrameerne
valk koostisega a,Bp".

a-subiihikud osalevad RNA poliimeraasi apoensiiiimi assambleerimisel (kokku-
pakkimisel), B-subiihik sisaldab ribonukleosiidtrifosfaadi seondumissaiti ja B’-subiihik
DNA matriitsahelaga seondumise piirkonda. Sigmafaktor (ingl. sigma (o) factor) on
vajalik vaid transkriptsiooni initsiatsiooniks. Pérast transkriptsiooni alustamist ta vaba-
neb ning RNA-ahela edasist pikenemist (elongatsiooni) viib ldbi juba RNA poliimeraasi
apoensiiiim. Sigmafaktori funktsiooniks on dra tunda ja seondada RNA poliimeraas
DNA-promootorsaiti. Bakteritel on mitmed erinevad ning spetsiifilised sigmafaktorid,
mis voimaldavad RNA poliimeraasil seonduda erinevate promootorjirjestustega. Neist
pohiline on 07°. RNA poliimeraasi holoensiiiim (o esineb) on véimeline alustama RNA-
ahela siinteesi ka in vitro, kuid iiksnes samadest saitidest kui in vivo. Seevastu RNA
poliimeraasi apoensiiiim (o puudub) on véimeline libi viima RNA siinteesi in vitro ainult
ebaspetsiifiliselt. Sel puhul toimub RNA siinteesi alustamine (initsiatsioon) juhuslikult
jaotuvatest punktidest ning molemalt DNA-ahelalt.

1.2.2. RNA-ahela initsiatsioon
Transkriptsiooni initsiatsioon jaotatakse kolmeks etapiks.
1. RNA polimeraasi holoensiiimi seondumine DNA promootorpiirkonda.
2. RNA polimeraasi toimel DNA kaksikahela lokaalne lahtikeerdumine, millega
matriitsahel muutub vabaks, et vdoimaldada paardumist saabuvate ribonukleotii-

didega.



3. Fosfodiestersideme moodustumine, kus kasvavasse RNA-ahelasse liilitatakse esi-
mesed ribonukleotiidid.

RNA poliimeraasi holoensiiiim jidb promootoriga seotuks (ilma et RNA poliimeraas
liiguks m66da DNA-ahelat edasi) esimese 8-9 fosfodiestersideme moodustumisel. Tran-
skriptsiooni initsiatsioonil siinteesitakse seega lithikesi RNA-16ike (2-9 nukleotiidi). Kui
need vabanevad, siis sellega transkriptsioon ka 16peb ning tegemist on abortiivse tran-
skriptsiooniga (ingl. abortive transcription). Abortiivne transkriptsioon 16peb juhul, kui
on stiinteesitud juba 10 v6i rohkem ribonukleotiidi. Sel juhul vabaneb sigmafaktor ning
RNA poliimeraasi pohiensiiiim (apoensiiiim) liigub edasi mé6da DNA-ahelat promooto-
rist allavoolu ning jitkab RNA-ahela elongatsiooni (pikendamist).

Kokkuleppeliselt nummerdatakse transkriptsiooni initsiatsiooni piirkonnas
nukleotiide, lihtudes transkriptsiooni initsiatsioonisaidist. Esimene nukleotiidipaar
(mirgitakse +1) vastab RNA transkripti esimesele (5") nukleotiidile. Initsiatsioonisaidile
eelnevaid nukleotiidipaare tihistatakse miinusmirgiga, initsiatsioonisaidile jirgnevaid
plussmirgiga. Nimetatud jirjestusi nimetatakse ka vastavalt iiles- ja allavoolu esineva-
teks nukleotiidijarjestusteks.

Prokariootsed promootorid erinevad tiksteisest oluliselt. Selleks, et sigmafak-
tor saaks spetsiifiliselt dra tunda promootoripiirkonna, on vajalikud konserveerunud
nukleotiidijirjestusega piirkonnad. Kahe konserveerunud piirkonna keskpunktid
asuvad 10 ja 35 nukleotiidipaari kaugusel transkriptsiooni initsiatsioonisaidist iilesvoolu
ning neid jirjestusi nimetatakse seepirast vastavalt -10- ja —35-jarjestusteks (ingl.
-10 and -3S sequences) (jn. 9.8). Kuivord need jirjestused on erinevatel liikidel pea
iihesugused, nimetatakse neid konsensusjirjestusteks (ingl. consensus sequences). Tava-
liselt on need jirjestused heksameersed: —10-jirjestus mittematriitsahelal on TATAAT
ja —=35-jirjestus TTGAGC. Kuna sigmafaktor tunneb koigepealt dra —-35-jirjestuse ja
seondub sellega, siis nimetatakse seda jirjestust ka dratundmisjirjestuseks (ingl.
recognition sequence). AT-rikas —10-jirjestus voimaldab DNA-s esmast kaksikahelate
lahtikeerdumist, andes eelduse, et RNA siintees saaks iildse alata. Uldiselt on ~10- ja
—35-jdrjestuste vahemaa tugevasti konserveerunud: mitte kunagi pole see viiksem kui
15 ja suurem kui 20 nukleotiidipaari. Transkriptsioooni alguspunkt jidb —10-jirjestusest
5-9 nukleotiidi allavoolu. Geeni RNA-transkripti esimeseks 5"-aluseks on E. coli’l iile
90%-1juhtudest puriin.

1.2.3. RNA-ahela elongatsioon
RNA-ahela elongatsiooni kataliitisib RNA poliimeraasi pohiensiiiim, millest on
vabanenud sigmafaktor. RNA-ahelate kovalentsete sidemetega (ribonukleotiidide lisan-
dumisega) pikenemine toimub transkriptsioonisilmas lokaalselt lahtikeerdunud DNA
alal. RNA poliimeraasil on nii DNA-d lahtikeerav kui ka tagasi kokkukeerav aktiivsus:
RNA poliimeraas kataliiiisib pidevalt DNA-ahelate lahtikeerdumist enne poliimerisat-
sioonisaiti ning pohjustab komplementaarsete ahelate kokkukeerdumist parast
poliimerisatsioonisaiti, liilkudes samal ajal piki DNA kaksikheeliksit edasi (jn. 9.9).

E. coli’l on transkriptsioonisilma keskmine pikkus 18 nukleotiidipaari ning sekun-
dis lilitatakse kasvavasse RN A-ahelasse ca 40 ribonukleotiidi. Tekkiv RNA-ahel
vabaneb DNA matriitsahelalt RNA poliimeraasi edasiliikumisel m66da DNA-d. Tegelik
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Joonis 9.8. E. coli tiitipiline promootor. RNA poliimeraas seostub promootori —35-jirjestusega ja initsieerib
DNA-ahelate lahtikeerdumise A-T-rikkas —10-piirkonnas. Transkriptsioon algab transkriptsioonisilma sai-

dis, mis on —10-jarjestusest 5—9 bp allavoolu.
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Joonis 9.9. RNA politmeraasi poolt kataliiiisitav RNA-ahela pikenemine (elongatsioon) E. coli’s. A. RNA
polimeraas seondub DNA-ga ja pikendab kovalentselt RNA-ahelat. B. RNA polimeraas liigub allavoolu

koos RNA-ahela pikenemisega.



paardumisala DNA matriitsahela ja kasvava RNA-ahela vahel on lithikene — pikkus kuni
kolm nukleotiidipaari. Seetottu saavutatakse transkriptsioonikompleksi stabiilsus tinu
DNA-ahela ja kasvava RNA-ahela seondumisele RNA poliimeraasiga.

1.2.4. RNA-ahela terminatsioon
RNA-ahela siintees 1opetatakse (termineeritakse) siis, kui RNA poliimeraas kohtab
terminatsioonisignaali (ingl. termination signal). Terminatsioonisignaal pohjustab
transkriptsioonikompleksi dissotsieerumist ning moodustunud RNA-molekuli vabane-
mist. E. coli’] tuleb ette kaht tiitipi transkriptsiooni terminatsiooni:
1) Rho-séltuv terminatsioon (ingl. rho-dependent termination), kus Rho-valgu ole-
masolu on hidavajalik;
2) Rho-sdltumatu terminatsioon (ingl. rho-independent termination), kuis Rho-
valgu olemasolu pole vajalik.

Transkriptsiooni terminatsioonijirjestust, mis tunneb dra Rho(p)-valgu, nimetatakse
Rho-séltuvaks terminaatoriks, Rho-valku mittetundvaid terminatsioonijérjestusi aga
Rho-soltumatuteks terminaatoriteks.

Rho-soltumatud terminaatorid sisaldavad DNA-s GC-rikast piirkonda, millele jarg-
neb 6 v6i rohkem AT-aluspaari, kus N-alus A asub matriitsahelas (jn. 9.10). GC-rikas
piirkond asub DNA-s selliselt, et iiksikahelalises RNA-s saab vastav piirkond moodus-
tada sekundaarseid kaksikahelalisi RNA piirkondi (juuksendelasarnaseid struktuure).
Juuksenéelastruktuurid (ingl. hairpin structures) moodustuvad kohe pirast vastavate
RNA piirkondade siinteesi. Sellega aeglustatakse RNA poliimeraasi litkumist méoda
DNA-d (péohjustab pause ahela pikenemisel). Kuna jirgnev AU-aluspaardumine nouab

Inverteeritud jarjestused

5 v v v v 3
DNA CCCA CTTTCTTTAATGA
GAAAGAAATTACT
5
A
Matriitsahel Inverteeritud jarjestuste
transkriptsioon
5 Joonis 9.10. Rho-soltumatu
transkriptsiooni terminatsioon
prokariiootidel. Rho-séltumatu
terminatsioonijirjestus on G-C-
rikas inverteeritud jarjestustega
piirkond, millele jirgneb mini-
g
maalselt 6 A-T-aluspaari. G-C-rikas
piirkond moodustab RNA tran-
< RNA juuksenéela- T _ .
struktuur skriptis juuksenoelastruktuuri
(ahelasisese RNA kaksikahela),
millega takistatakse RNA poli-
5 3 meraasi litkumist piki DNA-
OH molekuli ja pohjustatakse
Voltunud RNA-ahel soodustab RNA- transk riptsiooni terminatsioon

ahela transkriptsiooni terminatsiooni kilgnevas A-T-rikkas piirkonnas.
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ahelate lahknemiseks vihem energiat (kaks H-sidet), siis RNA transkripti U-piirkonna
siintees soodustab uuestisiinteesitud RNA-ahela lahtitulekut (dissotsieerumist) DNA
matriitsilt juhul, kui eelnevalt oli moodustunud GC-juuksendelastruktuur ja RNA poli-
meraasi litkuvus oli seetottu aeglustunud.

Rho-sdltuvad terminaatorid (nt. rRNA siinteesi puhul) on samuti GC-rikkad piir-
konnad, kus RNA transkriptis on valdavalt C-nukleotiidid. Rho-valk seondub kasvava
RNA-ahelaga ja liigub transkriptsioonikompleksi jirel m66da RNA-d suunas 5> 3" ning
kui RNA poliimeraas aeglustab oma liikumist voi peatub Rho-séltuva terminatsiooni-
jarjestuse juures, siis jouab Rho-valk RNA poliimeraasile jirele ja tdukab siinteesitud
RNA-ahela transkriptsioonikompleksist (transkriptsioonisilmast) vilja.

Meeldejatmiseks
RNA siinteesil on kolm etappi: initsiatsioon, elongatsioon ja terminatsioon.
Transkriptsiooni kataliiiisivad RNA poliimeraasid on komplekssed multimeersed ensiiiimid.

+ RNA-ahela kovalentne pikenemine toimub DNA lokaalselt lahtikeerdunud ahelate piirkonnas.
RNA-ahela pikenemine katkeb, kui RNA poliimeraas kohtab transkriptsiooni terminatsiooni signaali.
Prokariiootidel toimub mRNA-molekulide transkriptsioon, translatsioon ja degradatsioon sageli samal ajal.

1.3. Transkriptsioon ja RNA protsessing eukariiootidel

Eukariiootidel transkribeeritakse korraga valdavalt vaid iht geeni, kuid siiski on multi-
geensete transkriptide osa eukariiootidel viga suur. Niiteks varbussi (Caenorhabditis
elegans) transkriptidest on iiks neljandik multigeensed. Kuigi eukariiootidel on kolme
tiitipi RNA poliimeraase, libivad eukariiootsed transkriptid ikkagi sarnased protsessin-
gud. Eukartiootsete transkriptide modifikatsioon toimub enne transkriptide transporti
tuumast tsiitoplasmasse. Pohilisi modifikatsioonitiiiipe on kolm (jn. 9.11).
1. mRNA esmase (primaarse) transkripti S’-otsa lisatakse vastupidises suunas
5’-5"-fosfaatsidemega 7-metiiiilguanosiin-$ -miits (ingl. S cap).
2. Transkriptide 3'-otsa lisatakse polii(A)-poliimeraasi (ingl. poly(A) polymerase)
abil 20- 200 nukleotiidi pikad polii(A)-sabad (ingl. poly(A) tails).
3. Intronid splaissitakse transkriptidest vilja.

Eukariootide tuumas olevaid primaarseid transkripte nimetatakse heterogeenseks
tuuma-RNA-ks e. hnRNA-ks (ingl. heterogenous nuclear RNA, hnRNA), sest see koos-
neb viga erineva suurusega RNA-molekulidest. Suurem osa hnRNA-st on mittekodeeriv
ning sisaldab intronite jirjestusi. Pirast tuumas toimuvat RNA-protsessingut (ingl.
RNA processing) kaetakse transkriptid RNA-seoseliste valkudega (ingl. RNA-binding
proteins). Need valgud kaitsevad RNA-d teda lagundavate ensiiiimide e. ribonukleaaside
(ingl. ribonucleases) toime eest (transkriptide transportimisel tuumast tsiitoplasmasse).
Selline transkriptide valguline kaitse on vajalik, sest eukariiootsete geenide transkriptide
poolestusaeg on oluliselt pikem kui prokariiootidel (ca S tundi, vérreldes E. coli transkrip-
tide vihem kui S minutiga).
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1.3.1. Kolm RNA poliimeraasi

Kaoikides eukariiootides (k.a. niiteks itherakulised pirmseened) on kolm tiiiipi RNA
poliimeraase: RNA poliimeraas I, IT ja III (ingl. RNA polymerases I, Il and III) (jn. 9.12).
Koik need poliimeraasid on palju komplekssemad kui prokartiootide RNA polimeraas.
Nad sisaldavad 10 vdi rohkem alatiksust. Erinevalt prokariiootide RNA poliimeraasidest
on koigi eukartiootsete poliimeraaside to6tamise eeltingimuseks transkriptsiooni initsiat-
sioonil transkriptsioonifaktorite olemasolu.

Tundlikkus a-amanitiini suhtes Kromatiini imbermodelleerimine

Osaliselt tundlik

Tundlik

~ ﬁﬁ e p—
RNA RNA RNA | poliimeraas IV ji poliimeraas V |

polimeraas | /. polumeraas Il /\ poliimeraas Il

RNA, 188 NA, 5S rRN

Tuumake Tuum Taimeraku tuum

Joonis 9.12. Eukartiootide kolme eri tuitibi RNA polimeraasi tldiseloomustus. RNA poliimeraas [ on tuu-
makeses, RNA polumeraasid IIja II] tuumas ning RNA poliimeraasid IV ja V esinevad vaid taimerakkudes
kromatiini imbermodelleerimise teostamisel siRNA v6i siRNA mirklaudjirjestuste antisenssjirjestuste

moodustnmisel.

Eukartiootide RNA poliimeraas I paikneb tuumakeses, kus stinteesitakse rRNA ning mis
seostatakse ribosoomivalkudega juba tsiitoplasmas. RNA poliimeraas I kataliitisib koigi
rRNA-de stinteesi, v.a. $S rRNA. Vaid RNA poliimeraas II transkribeerib valke kodee-
rivaid tuuma geene, s.t. siinteesib pre-mRNA-d, aga ka miRNA-d. RNA poliimeraas
IIT kataliitisib tRNA-, 5S rRNA- ja snRNA-molekulide siinteesi. Erinevatel eukariioot-
setel RNA poliimeraasidel on erisugune tundlikkus a-amanitiini suhtes: poliimeraas
I pole tundlik, poliimeraas II aktiivsus inhibeeritakse tdielikult juba miirgi madalatel
kontsentratsioonidel ja polimeraas III on vahepealse tundlikkusega. a-amanitiin on
metabolismimiirk, mida sisaldab kirbseseen (Amanita phalloides).

1.3.2. RNA-ahela initsiatsioon
Eukariiootsed RNA poliimeraasid pole, erinevalt prokariiootsest RNA polimeraasist,
voimelised initsieerima ise transkriptsiooni. Eukartiootsete RNA poliimeraaside seon-
dumiseks DNA-ga on eelnevalt vajalik péhiliste transkriptsioonifaktorite (ingl. basal
transcription factors) seondumine promootorijirjestustega. Seejuures on promootorid ja
transkriptsioonifaktorid erisuguste geenide puhul viga erinevad.

Koikide RNA polimeraaside puhul toimub DNA kaksikahelate lokaalne teine-
teisest eraldumine ning vaba matriitsahela moodustumine. Transkriptsiooniiiksuse



Transkriptsiooni
alguspunkt

Joonis. 9.13. RNA polimeraasi Il dratundva promootori struktuur. TATA- ja CAAT+jarjestused asuvad pea
samades kohtades enamiku eukartiootide promootorites. GC- ja oktameersed jirjestused voivad esineda voi
ka puududa: kui nad esinevad, asuvad nad viga erinevates kohtades ja neil on viga erinev koopiaarv.

promootoriga interakteeruvad seejuures mitmed erinevad transkriptsioonifaktorid. RNA
poliimeraas II poolt dratuntavad promootorid sisaldavad konserveerunud jérjestusele-
mente e. mooduleid, mis asuvad transkriptsiooni algussaidist iilesvoolu. Joonisel 9.13
on esitatud hiire tiimidiinkinaasi geeni promootori konsensusjirjestused. Teised RNA
poliimeraas IT poolt dratuntavad promootorid sisaldavad neist komponentidest vaid osa.
Transkriptsiooni algussaidile (+1) lihim konsensusjirjestus on TATA-jirjestus (ingl.
TATA box) konsensusjirjestusega TATAAAA (lugedes mittematriitsahelal suunas
5> 3’), mis paikneb keskmisest nukleotiidist ca 30 nukleotiidi kaugusel. TATA-jérjes-
tusel on iiks tahtsamaid rolle transkriptsiooni algussaidi positsioneerimisel. Siiski ei ole
pea pooltel geenidel TATA-jirjestusi voi neil on sarnane jirjestus vorrelduna TATA-ga.
Teist konserveerunud jirjestust nimetatakse CAAT-jirjestuseks (ingl. CAAT box) ning
see asub keskmise nukleotiidi suhtes tavaliselt positsioonis —~80 ning tal on konsensus-
jirjestus GGCCAATCT. Kolmandaks konsensusjirjestuseks on GC-jirjestus (ingl. GC
box) konsensusjirjestusega GGGCGG ja neljandaks oktameerne jirjestus (ingl. octa-
mer box) konsensusjirjestusega ATTTGCAT. Viimatinimetatud kaht konserveerunud
jarjestust ei ole koigil RNA poliimeraasi IT poolt dratuntavatel promootoritel. Nende ole-
masolu tostab aga promootorite transkriptsiooni initsiatsiooni efektiivsust.

Nagu juba nimetasime, on RNA poliimeraas I seondumiseks DNA-ga vajalik pro-
mootori eelnev seondumine rea pohiliste transkriptsioonifaktoritega. Lisaks seonduvad
jainterakteeruvad promootoriga veel mitmed transkriptsioonifaktorid, mida nimetatakse
tugevdajateks e. enhanseriteks (ingl. enhancers) ja norgestajateks e. vaigistajateks
(ingl. silencers).

Pohiliste transkriptsioonifaktorite seondumine peab toimuma kindlas jarjekorras
ja viisil. RNA poliimeraas II puhul tihistatakse basaalseid transkriptsioonifaktoreid
simboliga TFIIX, kus X tihistab individuaalset transkriptsioonifaktorit. Promootori
pohilise transkriptsiooni initsiatsioonikompleksi moodustumine algab interaktsioonil
TFIID promootoriga (jn. 9.14). TFIID sisaldab TATA-seoselist valku, mis seondub
TATA-jdrjestusega. Jairgmisena ithineb TFIIA ja seejarel jirjestatult teised transkript-
sioonifaktorid. Transkriptsioonifaktor TFIIF seondub aga esmalt RNA poliimeraasiga
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II ning nende kompleks ithineb edaspidi juba transkriptsiooni initsiatsiooni komplek-
siga. TFIIF koosneb kahest alaiiksusest, millest ithel on DNA-d lokaalselt lahtikeerav
aktiivsus. Lopuks seondub initsiatsioonikompleksiga transkriptsioonifaktor TFIIE,
mis seondub DNA-ga transkriptsiooni alguspunktist allavoolu (transkriptsioonikomp-
leksi ette). Lisaks tuleb nimetada transkriptsioonifaktorit TFIIH, mis seondub pirast
TFIIE-d. TFIIH-l on helikaalne aktiivsus ning ta liigub elongatsiooniprotsessis koos RNA
poliimeraas II-ga m66da DNA-d, keerates DNA-ahelaid transkriptsioonisilmas lahti.

RNA polimeraaside I ja III promootorid on mirgatavalt erineva nukleotiidse
jarjestusega, ehkkinad véivad sisaldada RNA poliimeraas II promootoritega samu cis-toi-
melisi elemente (ingl. cis-acting elements). RNA poliimeraas I promootorid on kahetised,
kus pohijarjestused lokaliseeruvad piirkonnas —48 kuni +20 ning lisaks seonduvad kont-
rollelementidega iilesvoolu piirkonnas —180 kuni —105. Neil kahel piirkonnal on sarnased
nukleotiidsed jirjestused ning nad on GC-rikkad alad. Transkriptsiooni initsiatsiooniks
piisab pohijirjestusest, kuid transkriptsiooni initsiatsiooni efektiivsust tostab tugevalt
iilesvoolu esinev kontrollelement (enhanser). Erinevalt RNA poliimeraasidest I ja IT asub
enamus RNA poliimeraas III promootorjirjestustest hoopis transkriptsiooni initsiatsioo-
nisaidist allavoolu.

1.3.3. RNA-ahela elongatsioon ja 5-metiiiilguanosiinmiitsi lisamine
Pirast seda kui RNA poliimeraas vabaneb promootori initsiatsioonikompleksi pohilistest
transkriptsioonifaktoritest, jirgneb RN A-ahela pikenemine (elongatsioon) sama mehha-
nismi alusel, nagu seda teeb prokariiootide RNA poliimeraas.

Paralleelselt elongatsiooniga, kui kasvav RNA-ahel on vaid ca 30 nukleotiidi pik-
kune, toimub pre-mRNA $’-otsa modifitseerimine (jn. 9.15). Pirast transkriptsiooni

Ribonukleotiidide
sisenemise sait

RNA polumeraas ||
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lisatakse raku biosiinteetilise ahela toimel 7-metiiiilguanosiin-(7-MG)-miits. 7-MG
lisatakse 5'-otsa tagurpidi ebahariliku §- §-trifosfaatse sidemega ning ta sisaldab kaht
voi rohkemat metiiilgruppi. 7-MG-miitsi tunnevad dra valgulised faktorid, mis toimivad
translatsiooni initsiatsioonil. 7-MG-miits aitab ka oluliselt kaitsta kasvavat RN'A-ahelat
nukleaaside degradatsiooni eest.

Kuivord eukariiootne DNA on seotud nukleosoomsesse struktuuri, peavad trans-
kriptsioonil nukleosoomid kas lagunema vo6i véimaldama neis seotud DNA-ahela
transkriptsiooni muul viisil. Selgus, et RNA poliimeraas II on véimeline mé6duma
nukleosoomidest kromatiini transkriptsiooni soodustava valgulise FACT-kompleksi
(ingl. facilitates chromatin transcription) olemasolul. FACT-kompleks kérvaldab nukleo-
soomist histoonide H2A/H2B dimeerid, jittes sellega nukleosoomid heksameerseteks.
Pirast poliimeraas IT mé6dumist nukleosoomikohast restaureeritakse algsed nukleosoo-
mid (taasliilituvad H2A/H2B dimeerid) FACT-kompleksiga kaasnevate muude valkude
koostoimel. Samas, soltuvalt olukorrast, voivad nukleosoomid vabaneda ka tédies ulatuses
ja asendatakse uutega (s.t. et toimub de novo nukleosoomse struktuuri taastamine) juba
pérast transkriptsiooni.

1.3.4. RNA-ahela terminatsioon ja 3-polii(A)-saba lisamine

RNA poliimeraas II ei tunne éra spetsiifilisi terminatsioonisignaale. Seetottu moo-
dustuvad transkripti 3"-16pud endonukleaasse l6ikamise tulemusena. Tavaliselt
termineerub transkriptsioon paljudes erinevates punktides ning piisava varuga, ti-
piliselt 1000-2000 nukleotiidi allavoolu hilisemast kiipsenud (valminud) transkripti
3’-otsast. Transkripti 3'-ots tipsustatakse endonukleaasi toimel. Tavaliselt moodustub
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loikamisel 3"-ots 11-30 nukleotiidi kaugusel allavoolu RNA transkriptis olevast kon-
sensusjirjestusest AAUA A A ning iilesvoolu DNA transkriptsiooniiiksuse l16pu ldhedal
paiknevast GC-rikkast piirkonnast (jn. 9.16). Pirast endonukleaasset l6ikamist lisab
ensiiiim polii(A)-poliimeraas transkripti 3"-otsa polii(A)-saba, mis koosneb kuni 200
iithesugusest nukleotiidist — adenosiinmonofosfaadist. Seda protsessi nimetatakse polii-
adeniilatsiooniks (ingl. polyadenylation). Jirelikult on polii(A)-saba moodustamiseks
vaja transkripti spetsiifilist 3’-otsa, mis moodustub AAUA A A-jirjestust dratundva kom-
ponendi, GC-rikka jirjestust stimuleeriva faktori, endonukleaasi ja polii(A)-poliimeraasi
toimel. Eukariiootide mRNA polii(A)-saba suurendab oluliselt transkripti stabiilsust ja
tal on tihtis rolll mRNA transportimisel tuumast tsiitoplasmasse.

RNA polimeraasid I ja III tunnevad aga dra kindlaid terminatsioonisignaale. RNA
polimeraas I termineerib transkriptsiooni 18 nukleotiidi pikkusega jirjestusel, kuhu on
eelnevalt seondunud terminatsioonivalk. RNA poliimeraas III reageerib terminatsiooni-
signaalile analoogselt E. coli’s toimuva Rho-séltumatu terminatsiooniga.

1.3.5. RNA korrektuur
Molekulaarbioloogia pohidogma kohaselt ei muutu geneetilise informatsiooni tilekande
vaheetappidel (DNA-st mRNA-ks) geneetiline informatsioon. Erandjuhtudel voib see
aga siiski toimuda. Uheks RNA muutumise mehhanismiks on RNA korrektuur e. RNA
redigeerimine (ingl. RNA editing), kus mRNA-s olevat geneetilist informatsiooni muu-
detakse juba stinteesitud mRNA-molekulis. RNA editeerimisel muudetakse vastava geeni
geneetilist informatsiooni kahel viisil:

1) iiksikute N-aluste struktuuri muutmisega;

2) uridiinmonofosfaadi jaikide (U) lisamise voi kérvaldamisega.

1.3.5.1. Limmastikaluste muutmine mRNA-s
RNA editeerimisel muudetakse mRNA-molekulis limmastikaluste struktuuri. Seda
protsessi tuleb harva ette, vaid tiksikutel spetsiifilistel juhtudel. Niiteks toimub C » U
konversioon, kus jirjestikuspetsiifiline RNA-ga seonduv valk korvaldab tsiitosiinist
aminogrupi. Nimetatud protsess toimub niiteks CAA- (glutamiini-) koodonis, mis
muudetakse tsiitosiini desamiinimisel transkriptsiooni terminatsioonikoodoniks UAA.
Jarelikult korvaldatakse siin geeni avaldumine mRNA editeerimise tasemel, sest stopp-
koodoni moodustumisel ei saa tekkida enam terviklikku poliipeptiidi — vastava geeni
produkti. Jarelikult on mRNA editeerimisel geeni avaldumisele regulatiivne toime.
Kisitletavat tiiiipi RNA editeerimine avastati roti ja inimese apolipoproteiin-B
(apo-B) geenide mRNA-de puhul (jn. 9.17). Apolipoproteiinid on veres olevad valgud,
mis transpordivad erinevat tiitipi rasvamolekule. Maksas kodeerib apolipoproteiini
apo-B-mRNA terviklikku 4563-aminohappelist poliipeptiidi, seedetraktis aga lithikest
2153-aminohappelist poliipeptiidi, sest C > U konversiooniga moodustus siin transkript-
siooni terminaatorkoodon UAA. Sama tiiiipi N-aluste konversiooni on naidatud ka
rottide ajurakkudes glutamaadi retseptorvalgu puhul. Taimede monedes mitokondriaalse
DNA midratud transkriptides muudetakse aga lausa enamik C-sid U-deks.

Transkriptsioon ja RNA protsessing
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Joonis 9.17. Apolipoproteiin A mRNA editeerimine loomade seedetraktis. CAA-koodonis tsttosiini oksu-

datiivsel desamiinimisel moodustub tsitosiinist uratsiil ja koodon muutub stoppkoodoniks UAA. RNA

redigeerimise tulemusel moodustub iile kahe korra lihem valguline produkt.

1.3.5.2. Uridiinmonofosfaatide lisamine ja korvaldamine mRNA-s

U-nukleotiidide lisamine v6i kérvaldamine mRNA-molekulidest on kompleksne
protsess, mida teostavad teatud mitokondriaalsete geenide poolt moodustatavad madal-
molekulaarsed giid-RNA-d (ingl. guide RNAs, gRNA). Giid-RNA-d sisaldavad jirjestusi,
mis on vaid osaliselt homoloogsed korrigeeritava pre-mRNA-jirjestustega. Giid-RNA
ja korrigeeritava pre-mRNA paardumine pdhjustab mRNA-s tithikute ja giid-RNA-s
mittepaardunud A-nukleotiidide moodustumist. RNA korrigeerimisel kasutatakse
gRNA-d matriitsina A-aluste vastu U-limmastikaluste lisamisel mRNA tihikutesse.
Saame informatsiooniliselt muudetud e. editeeritud mRNA. Nimetatud protsessi on kir-
jeldatud niiteks alglooma Leishmania tarentolae mitokondrites (jn. 9.18). See viburloom
pohjustab inimesel aafrika unitobe. Ehkki seda tiitipi RNA korrigeerimise geneetiline
tagapohi on veel ebaselge, on selgunud, et nimetatud nahtusel on nii triipanosoomide kui
ka taimede mitokondriaalsete geenide avaldumisel pohiroll.
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Joonis 9.18. Mitokondriaalse tsiitokroom b pre-mRNA redigeerimine tripanosoomil Leishmania tarentolae.
Pre-mRNA paardub osalise komplementaarsusega giid-RNA-ga. Giid-RNA paardunud I6igus on kaheksa
A-d, mis pre-mRNA-s puuduvad: paardumisel tdidetakse need kaheksa tihikut uridiinmonofosfaatide
lisamisega. RNA redigeerimisel muudetakse mRNA-s olevat geneetilist informatsiooni ning saadakse muu-
tunud redigeeritud mRNA ja translatsioonil taiesti muutunud polipeptiid.

Meeldejatmiseks

« Eukariiootidel on kolm erinevat RNA poliimeraasi, mis on spetsialiseerunud eri tiiiipi geenide transkript-
siooniks.

« Eukariiootsete geenide transkriptidel toimub valdavalt kolm erinevat tiiiipi RNA protsessingut e.
modifitseerimist: 1. 7-metiiiilguanosiinmiitsi lisamine 5"-otsa; 2. polii(A)-saba lisamine 3"-otsa; 3. mit-
tekodeerivate intronjarjestuste korvaldamine (geeni splaissing).

« RNA redigeerimisega toimub eukariiootsete geenitranskriptide informatsiooni muutmine, sest enne
translatsiooni leiavad aset muudatused nende geenide mRNA-de nukleotiidses koostises ja jarjestuses.
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2. GEENIDE INFORMATSIOONILINE KATKENDLIKKUS

Enamik prokariiootseid geene on pidevad, s.t. et nende nukleotiidid on jirjestunud pide-
valt mddramaks aminohapete jirjestust poliipeptiidides (geeni produktides). Seevastu
eukariiootsetes geenides paiknevad enamasti geeni kodeerivate alade vahel mittekodeeri-
vad alad. Seega on need geenid katkendlikud, sisaldades vahejirjestusi (ingl. intervening
sequences) e. introneid. Neid geenijirjestusi, mis jidvad mRNA koosseisu ka parast intronite
RNA-st kdrvaldamist e. geeni splaissingut (ingl. gene splicing), nimetatakse ekspresseeru-
vateks jarjestusteks (ingl. expressed sequences) e. eksoniteks (ingl. exons).

2.1. Eukariiootsed katkelised geenid

Ehkki intronid on enamikul loomade ja taimede geenidel, pole nad hidavajalikud, sest
osas geenides pole introneid. Esmalt ndidati introniteta geenide leidumist merisiiliku
histoonigeenides ja Drosophila kaumasokigeenides. Praegu on teada aga juba viga palju
selliseid geene.

2.1.1. Eksonid ja intronid

Intronite olemasolu toestati esmakordselt imetajate p-globiini geenil. Néidati, et hiire
p-globiini geeni mRNA, mis oli tsiitoplasmast eraldatud, hitbriidus selle geeni DNA-ga
vaid nendes piirkondades, kus moodustus RNA-DNA dupleks (kaksikahel). Mittehiibrii-
dunud piirkondades oli aga DNA-ahel nihtav viljaulatuva linguna. RNA-DNA hiibriidis
mittepaardunud iiksikahelalisi linge hakati nimetama R-lingudeks (ingl. R-loops). See-
vastu tuumast eraldatud B-globiini geeni pre-mRNA hiibriidus -globiini geeni DNA-ga
pea tdies ulatuses, ilma R-linge moodustamata. Siit jireldus iheselt, et algsest mRNA-st
ldigatakse kindlad segmendid vilja ja protsessitud RNA transporditakse seejirel tstito-
plasmasse.

Intronitega geenid voivad olla viga komplekssed, sisaldades hulgaliselt introneid.
Kui B-globiini geenis on vaid kaks intronit (ja kolm eksonit), siis niiteks kannuskonna
(Xenopus laevis) vitelliini A2-geenis (maddrab muna rebuvalgu) on 33 intronit ja tibude
la2 kollageeni geenis 50 intronit. Kollageenigeen on 37 000 nukleotiidipaari pikkune,
kuid valminud introniteta mRNA on vaid 4600-nukleotiidiline. Senikirjeldatutest on
suurimaks geeniks inimese Duchenne’i lihasdistroofia geen DMD, mille mutantne vorm
pohjustab selle raske pariliku haiguse teket. Nimetatud geeni pikkuseks on 2,5 miljo-
nit nukleotiidipaari ning ta sisaldab 78 intronit. Teisalt, osas geenides, mis sisaldavad
suhteliselt vihe introneid, v6ib olla iiksikuid vaga pikki introneid. Niiteks Drosophila
Ultrabithorax’i (Ubx) geen sisaldab intronit, mis on 70 000 nukleotiidipaari pikkune.

Intronite bioloogilise tihtsuse kohta pole veel koik teada. Osa introneid sisaldab
regulatoorseid alasid, mis mojutavad geenide avaldumist. Tédhtsaim on aga alternatiivse
splaissingu tagajirjel intronite ja eksonite viljaloikamisel saadav geenifragmentide kom-
binatoorika ja seetottu erinevate geenivariantide poolt erinevate valkude moodustamine,
nditeks immuunvastusena antikehade moodustamine B-limfotsiitidest. Ilmselt puu-
dub osal intronitel siiski bioloogiline funktsioon. Ka arvatakse, et intronid voivad olla
nukleotiidseks varumaterjaliks uute geenide tekkel ja organismide evolutsiooniliseks
geneetiliseks reserviks.
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2.1.2. RNA splaissing

Valku kodeerivate geenide pre-mRNA splaissing peab toimuma viga tipselt, et mnRNA
saaks kodeerida funktsionaalset valku. Eksonite tthinemisel moodustub kahe eksoni
vahele koodon, mis on vajalik funktsionaalse valgu moodustumiseks (jn. 9.19). Intronite
tipne viljaloikamine peab toimuma nukleotiidi tipsusega. Rakutuumas asuvate valke
moodustavate geenide intronite otstes asuvad 100%-liselt konserveerunult dinukleotii-
did: nimelt GT-nukleotiidid intronist 5’-suunda jadva eksoni korval ja AG-nukleotiidid
intronist 3"-suunda jadva eksoni korval. Introni otstest sissepoole jidvad vihemkonser-
veerunud alad. Eksoni-introni tthildumise alad on tRNA-geenide ja mitokondrite ning
kloroplastide struktuurgeenide puhul siiski erinevad ning seal esinevad seeparast ka teist-
sugused splaissingumehhanismid.

Lisaks esineb iiks lithike konserveerunud jirjestus, TACTAAC-jirjestus, mille
kuuendas positsioonis asuv A on 100%-liselt konserveerunud. Pirmseente geenides on
kogu TACTAAC-jarjestus konserveerunud. TACTA AC-jdrjestus asub tuumageenides
introni 3"-splaissingusaidist 30 nukleotiidi iilesvoolu.

Ténapdeval tuntakse RNA transkriptidest kolmesugust intronite viljaldikamise mehha-
nismi.

1. tRNA eellasmolekulides toimub intronite tipne endonukleaasidega vilja-
loikamine ning eksoneid sisaldavate RNA-segmentide ithendamiseks toimuvat
ligeerimisreaktsiooni kataliiisib spetsiifiline splaissingu endonukleaas, vajalik
on ka splaissingu ligaasi aktiivsus.

2. Mboénede rRNA eellasmolekulide intronid korvaldatakse autokataliiiitiliselt, uni-
kaalse keemilise reaktsiooniga (splaissinguga), mida teostavad RNA-molekulid
ise (RNA kui ensiiiim).

Transkriptsioon ja RNA protsessing
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3. Tuuma pre-mRNA e. heterogeenne tuuma mRNA (hnRNA) (ingl. hetero-
genous nuclear mRNA, hnRNA) transkriptidest 16igatakse intronid vilja
kaheetapilise splaissingureaktsiooniga, mida teostab kompleksne riboproteiinne
partikkel — splaissosoom.

2.1.2.1. tRNA eellaste splaissing
tRNA eellaste splaissingul teeb katked RNA-ahelasse spetsiifiline splaissingu endo-
nukleaas ja RNA segmentide eksonid ithendatakse splaissingu ligaasi abil. tRNA
splaissingureaktsioone on pohjalikumalt uuritud pagariparmil (Saccharomyces cerevisiae).
Pirmseente tRNA eellasmolekulidest korvaldatakse intronid kaheetapiliselt (jn. 9.20).
1. Etapis I pohjustab tuumamembraaniga seondunud splaissingu endonukleaas
(ingl. splicing endonuclease) intronite otstesse kahe katke tekke.
2. Etapis Il iihendab splaissingu ligaas (ingl. splicing ligase) tRNA kaks poolt, moo-
dustades valmis tRNA.
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Jooms 9.20. tRNA eellasmolekulist introni v. al aloikamise kaheastmeline protsess. I etapp. Introni molemas
lopus teostatakse splussmgu endonukleaasi tmmd katkemised. IT etapp. Uuesti moodustunud eksonite
lépud ithendatakse sphissingu liéaasiél Ligurimisd toimub sphissingu ligaasi toimel kolm protsessi: splaisf
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Need ensiitimid tunnevad dra eelkdige tRNA prekursorjirjestuse korgema jargu struk-
tuure, mitte aga kindlaid nukleotiidijirjestusi per se.

2.1.2.2. Autokataliiiitiline splaissing

Osade rRNA prekursorite puhul, eriti alamatel eukariiootidel (nt. Tetrahymena ther-
mophila) ning mitokondrite ja kloroplastide rRNA-s, tRNA-s ja mRNA-s korvaldatakse
intronid autokataliiitiliselt RNA-molekuli enda poolt. Seda nimetatakse RNA iseenes-
likuks splaissinguks e. autokataliiiitiliseks aktiivsuseks (ingl. RNA self-splicing or
autocatalytic activity). RNA ensiimaatilise aktiivsuse avastasid 1982. a. Thomas R. Cech
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Joonis 9.21. Autokatalutilise splaissingu mehhanism Tetrahymena thermophila rRNA eellasmolekulis.
Autokataltitiliseks splaissinguks on vaja vaba guaniinnukleosiidi voi -nukleotiidi 3-OH otsa. Fosfodiester-
sidemete tilekandega loigatakse intron vilja ja vabanenud intron voib tsirkulariseeruda.

(snd. 1947) ja kaastddtajad. 1989. a. said T. R. Cech ja Sidney Altman (snd. 1939) nime-
tatud avastuse eest Nobeli preemia.

Autokataliiitilise splaissingu mehhanism on sarnane sellega, mis toimub pre-mRNA
puhul splaissosoomide abil, kuid siin pole vaja ei vilist energiaallikat ega spetsiifiliste val-
kude aktiivsust. Selle asemel toimub rida fosfodiestersidemete iilekandeid, ilma et neid
sidemeid kaotataks voi uusiloodaks. Reaktsioonil on kofaktorina vajalikud vaba 3"-OH-ga
guanosiinnukleosiidid v6i -nukleotiidid (GTP, GDP, GMP) ning monovalentne ja diva-
lentne katioon. Absoluutselt vajalik on G(guanosiin)-3-OH olemasolu. Splaissing on
etapiviisiline (jn. 9.21). Kéigepealt toimub fosfodiestersideme iilekanne eksoni-introni
iihendusalalt G(guanosiin)-3'-OH-le, mille tottu selles punktis RNA-ahel ka katkeb.
Seejirel katkeb fosfodiesterside jairgmise eksoni ja introni 3'-otsa vahel ning vastavate
eksonite vahel moodustub fosfodiesterside. Viljaldigatud intron muutub ringjaks mole-
kuliks veel ithe fosfodiestersideme iilekandega. Jarelikult ei esine siin mitte mingit
trans-kataliiiitilist aktiivsust (ensiiiimide toimel), vaid cis-kataliiiitiline aktiivsus, mis
on mairatud RNA-molekuli struktuuri endaga.
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Joonis 9.22. snRNA-d sisaldavate snRNP-de osa tuuma pre-mRNA splaissingul.

2.1.2.3. Splaissosoomid

Tuuma pre-mRNA intronite splaissing on kaheetapiline, nagu pirmseente tRNA vo6i
Tetrahymena rRNA eellasmolekulide intronite korvaldamisel. Siin ei korvaldata intro-
neid lihtsalt splaissingu nukleaaside ja ligaaside abil voi autokataliiiitiliselt ning siin ei
vajata kofaktorina ka guanosiini. Selle asemel viib splaissingureaktsioone libi kompleksne
RNA - valguline struktuur, mida nimetatakse splaissosoomiks. Nimetatud struktuu-
rid on viga sarnased viikeste ribosoomidega: nad sisaldavad viikesi tuuma-RNA-sid
(snRNA-d) ja ca 40 erinevat valku.

Splaissosoomi koosseisus osalevad viis snRNA-d (U1, U2, U4, US ja U6). Lisaks on
tuumakeses veel snRNA U3, mis osaleb ilmselt siiski hoopiski ribosoomide moodustami-
sel. snRNA-de suurus varieerub imetajatel 100 nukleotiidist (U6) kuni 215 nukleotiidini
(U3). snRNA-d ei ole tuumas vabalt, nad on seotud valkudega RNA-valk-kompleksidesse,
mida nimetatakse viikesteks tuuma ribonukleoproteiinideks e. snRNP-deks (ingl.
small nuclear ribonucleoproteins, snRNPs). Splaissosoomid assambleeritakse kokku neljast
erinevast snRNP-st ja valgulistest splaissingufaktoritest splaissingu kiigus (jn. 9.22).

snRNA-d U1, U2 ja US esinevad iseseisvate snRNP partiklitena. Neljandaks snRNP-ks
on snRNA-d U4 ja U6 koos. U4/U6 snRNP-s paiknevad U4 ja U6 snRNA-d komplemen-
taarsuspiirkonna sees aluspaardunult. K6igis neis neljas snRNP tiiiibis on seitse snRNP
valku ja lisaks igale snRNP tiiiibile ka spetsiifilised valgud. Kéik need neli snRNP-d esi-
nevad ka koigis splaissosoomides.

Tuuma pre-mRNA splaissingu esimeses etapis katkeb introni $’-splaissingusait
(Y GU-intron) ja G-nukleotiidi 5 -siisiniku ja konserveerunud A-nukleotiidi (jirjestu-
ses TACTAAC) 2'-siisiniku vahel introni 3’-otsa lihedal moodustub intramolekulaarne



fosfodiesterside (jn. 9.22). Protsessis osaleb kogu splaissosoom, kuid enne katke teket on
vajalik, et splaissingusaidiga seostuks esmalt Ul snRNP. Introni 5’-katkesaidi dratund-
miseks on vajalik aluspaaride paardumine konsensusjirjestuse ja snRNA 5’-terminuse
lihedal oleva komplementaarse jirjestusega. Teiseks snRNP-ks, mis ithineb splaissingu-
kompleksiga, on U2 snRNP, seostudes A-jiiki sisaldava konsensusjirjestusega, nn.
harusaidiga. Edasises protsessis osaleb juba kogu splaissosoom. Jargnevalt ithinebki int-
roni 5’-ots harusaidi A-ga, moodustades nn. lariantstruktuuri ning U1 ja U4 vabanevad.
Edasi tekib katke introni 3"-splaissingusaidis, millega vabaneb eksoni 2 5’-ots. Protsessi
l6petamisel ithineb 3'-otsa ekson 2 eksoniga 1 (fosfodiestersideme moodustumine). Vaba-
neb lariantstruktuur koos snRNP-dega U2, US ja U6.

Siisteemse eriitomatoosluupuse (ingl. systemic lupus erythematosus, SLE) patsien-
tidel on autoantikehad, millega saab snRNDP-sid holpsasti vilja sadestada. Nimetatud
autoimmuunhaiguse puhul moodustuvad organismis antikehad, mis reageerivad orga-
nismis paljudele rakulistele komponentidele, k.a. snRNP valkudele. Neid antikehasid
nimetatakse autoantikehadeks (ingl. autoantibodies). Autoantikehad péhjustavad pat-
sientidel pikaajalist kudede nirbumist ja organite kirbumist, millega v6ib kaasneda ka
organismi hukkumine siidame-, maksa- ja neerufunktsiooni hiirete tottu.

Meeldejatmiseks
Enamik eukariiootseid geene sisaldab eksoneid e. kodeerivaid jarjestusi ja introneid e. mittekodeerivaid
jarjestusi.

« 0Osa geenide intronid on vdga suured, teised geenid sisaldavad aga vaga suure hulga introneid.

« Mittekodeerivad intronjarjestused korvaldatakse RNA transkriptidest enne nende transporti tuumast
tsiitoplasmasse.

tRNA intronid korvaldatakse splaissingu endonukleaasi ja ligaasi koostoimes, kuid monede rRNA-de int-
ronid kérvaldatakse autokataliiiitiliselt RNA kui ensiiiimi toimel.

Tuuma pre-mRNA intronite splaissing toimub splaissosoomide abil.

Intronite korvaldamise protsess toimub nukleotiidse tapsusega, et eksonite koodoneid saaks translat-
sioonil korrektselt lugeda.

Transkriptsioon ja RNA protsessing



