Geeni kontseptsioon

VI. GEENI KONTSEPTSIOON

Geneetikutele on geen (ingl. gene) sama, mis keemikutele aatom. Kuigi geeni mdiste toi
teadusesse alles 1909. a. Wilhelm Johannsen (vt. ptk. I), on elusorganismide tunnuste
tekke ja parandumise kiisimused ilmselt sama vanad kui kaasaegne inimene. Teisalt, geeni
moiste on olnud pidevas muutumises ja evolutsioonis, sdltudes uutest teadusavastustest,
ning koik viitab asjaolule, et see protsess ka jatkub. Tanapieval on molekulaarbioloo-
gia, -keemia ja -fiitisika kokku sulanud. Tegelikult pohjustabki erinevusi ja raskusi geeni
defineerimisel just see, kas teha seda struktuursel voi funktsionaalsel tasemel. Moned dér-
muslike vaadetega geneetikud soovitavad geeni isegi mitte defineerida, markides, et geeni
tuleb pigem maista ja tunnetada.

1. GEENI MOISTE EVOLUTSIONEERUMINE

Geeni moiste evolutsioonis saab eristada poordelisi hetki, mis seostuvad tihtsate avastus-
tega geneetikas.

1.1. Geen kui iiksus

1.1.1. Geen kui jagamatu iiksus
Kuni 1940. aastateni kisitleti geeni jagamatu tiksusena. Eeldati, et geneetiline rekom-
binatsioon toimub geenide vahel, mitte geeni sees. Geene kujutati ette niidi peale aetud
helmestena. Niisuguses geeni moiste kisitluses oli geen ka geneetilise informatsiooni
alustiksuseks, mida defineeriti kolme kriteeriumi alusel:

1) funktsioon;

2) rekombinatsioon;

3) mutatsioon.

Ulalnimetatud geeni kriteeriumid sisaldavad kaht erisugust poolt:
1) geenkuifunktsionaalne iiksus;
2) geen kui struktuurne iiksus.

Geeni kui jagamatu tiksuse kontseptsiooni alusel on geen funktsionaalse iiksusena see,
mis méiarab fenotiitibilise tunnuse voi osatunnuse. Geen struktuurse tiksusena ei ole aga



jaotatav ei rekombinatsiooniliselt ega mutatsiooniliselt, ta kombineerub ja muteerub
tervikuna.

1.1.2. Geen kui jaotatav iiksus

Alates 1940. aastast hakkas arenema kisitlus geenist juba kui jagatavast tiksusest ning
geeni defineerimise kriteeriumina voeti igapdevakasutusse komplementatsioonitest
(ingl. complementation test). Geeni hakati pikapeale méistma kui geneetilise informat-
siooni tiksust, mis kontrollib tihe valgumolekuli siinteesi. 1950. aastate uurimustega
selgus, et geneetilise informatsiooni koige viiksem funktsionaalne iiksus on geeni poolt
kodeeritav poliipeptiidahel voi RNA-molekul, miaratavaks struktuurseks iiksuseks, mida
ei saa enam jagada ei rekombinatsiooniliselt ega mutatsiooniliselt, on aga geenis olev iiks
nukleotiidipaar.

Uued avastused muutsid neid esmaseid téekspidamisi: 1960. aastatel avastati kat-
tuvad geenid, 1970-ndatel aga funktsionaalselt katkendlikud geenid, mis sisaldavad
introneid. Seetéttu sdilitatakse idutee- e. suguliinides (ingl. germ line) osa geene mitte
enam terviklike geenidena, vaid geeni segmentidena, mis organismide arenguprotsessis
alles assambleeritakse sellisteks geenideks, mis toimivad funktsionaalsete geenidena.
Lisaks esinevad ja toimivad geenidega seotult geenide funktsioneerimiseks vajalikud
regulatiivsed 3'- ja S’-mittekodeerivad nukleotiidijirjestused. Sellega olemegi tinapdeval
geeni moiste kasitlemisel joudnud olukorda, kus me moistame juba paris hasti moleku-
laarprotsesse, seda, kuidas geenid toimivad ja avalduvad, kuid meil on probleemid geeni
moiste iiheselt lihtsa defineerimisega (jn. 6.1).
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Joonis 6.1. Tatpiline geeni struktuur. Prokartiootse geeni kodeeriv DNA-jirjestus on pidev. Eukartiootse
geeni kodeeriv jirjestus on katkestatud mittekodeerivate jirjestustega (intronid). Pro- ja eukartioodi geeni
kodeerivjdrjestus ja vastav poliipeptiid on viga varieeruva suurusega.
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Meeldejatmiseks
- Klassikaline geneetika kasitles geeni kui jagamatut iiksust.
« Geenivaadeldakse iihelt poolt struktuurse, teiselt poolt funktsionaalse iiksusena.

«  Geeni kontseptsioon evolutsioneerus geeni mutatsiooniliselt ja rekombinatsiooniliselt jagamatust staa-
tusest kuni nukleotiididest koosneva DNA-jarjestuseni, mis mdarab poliipeptiidahela voi RNA-molekuli.

1.2. Geen kui funktsionaalne iiksus

Mirkisime juba tlalpool, et kuni 1940. aastani kisitleti geeni struktuurselt jagamatu
iiksusena. Samas toimus sellele eelnevatel aastatel muutus arusaamades geeni méiarata-
vast funktsioonist. Algul oli funktsionaalseks tiksuseks tunnus, siis tiksik ainevahetusahel
(blokk), jargnevalt ensiiiim ja seejirel poliipeptiid (ka RNA-molekul). Geeni struktuurse
jagamatuse foonil hakati jagama aga tunnust. Nimelt hakati tunnust jaotama osatunnus-
teks, elementaartunnusteks e. feenideks (ingl. fene).

1.2.1. Uks geen - iiks tunnus

G. Mendel ei kasutanud geeni moistet. Ta nimetas fenotiiiipi méaaravaid parilikkuse
iiksuseid tunnusteks (ingl. characters, traits) voi elementideks (ingl. unit factors). Geeni
moiste sama tihendus oli erisugustes modifikatsioonides kasutusel kogu klassikalise
geneetika perioodil. Oli selge ja iihene seos organismi genotiiiibi (geen) ja fenotiiiibi (tun-
nus) vahel, s.t. et kehtis seaduspirasus: iiks geen - iiks tunnus. Kuid tegelikkus oli siiski
palju keerulisem. Leiti, et paljud fenotiiiibilised tunnused on méiaratud mitme geeni koos-
toimes ning geenide koostoimes keskkonnaga. Koige tildisemalt vottes on tegelikult igal
geenil potentsiaalne mo6ju mingile liittunnusele ning seda mitte ainult organismi, vaid ka
populatsiooni ja biosfiiri tasemel (jn. 6.2).
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Joonis 6.2. Geeni kompleksne m6ju fenotiiiibi moodustumisele organismis, populatsioonis ja biosfairis.



1.2.2. Uks mutantne geen - iiks metaboolne blokk

Pirast Mendeli seaduste taasavastamist uuris inglise arst ja biokeemik Sir Archi-
bald Garrod (1857-1936) 20. sajandi algul inimese piritavaid ainevahetushaigusi. Ta
tiheldas esimesena, et retsessiivsete mutantsete alleelide sattumisel homosiigootsesse
olekusse, tekivad organismis metaboolsed defektid. Uheks tunnuseks, mida ta uuris,
oli périlik haigus alkaptonuuria (ingl. alkaptonuria). Seda haigust on lihtne sedastada,
sest alkaptonuuria puhul uriin tumeneb 6hu kéies. Uriini must virvus on esile kutsu-
tud uriini kogunenud homogentisiinhappest (alkaptoon). A. Garrod oletas, et selle
aine kogunemine haigete organismi on pohjustatud ainevahetusblokist homogentisiini
metabolismirajas. Tédnapieval teame, et nii see ongi, haiguse pohjuseks on homogentisiin-
happe oksiidaasi puudumine. Alkaptonuuria oli esimene haigus, mispuhul niidati, et seda
pohjustab vaid tihe geeni retsessiivne mutatsioon. Lihtudes oma uurimistulemustest, esi-
tas Garrot seaduspérasuse: iiks mutantne geen - iiks metaboolne blokk.

1.2.3. Uiks geen - iiks ensiiiim

USA geneetik George W. Beadle (1903-1989) ja vene piritolu Prantsuse geneetik Boris
Ephrussi (1901-1979) uurisid 1930. aastate keskel Drosophila silmavirvuse geenide
mutante ning leidsid, et mutantsed geenid pohjustavad defekti pigmentide siinteesi meta-
boolsetes ahelates, oletades, et geenid mojutavad vastavate ensiitimide aktiivsust.

USA geneetikud George Beadle ja Edward L. Tatum (1909-1975) arendasid geeni
kontseptsiooni edasi, formuleerides seadusparasuse: iiks geen - iiks ensiiitm. Nad uuri-
sid Ioheroosa varvusega hallitusseent Neurospora crassa. See seen on voimeline kasvama
laboris tipselt miaratavates lihtsates kasvutingimustes. Kasvus66de peab sisaldama vaid
jargmiseid komponente:

1) anorgaanilisi sooli;

2) iihtlihtsuhkurt;

3) iiht vitamiini - biotiini.

Niisugust kunstlikku s6det nimetatakse minimaalsé6tmeks (ingl. minimal medium)
ja sellel kasvavaid organisme prototroofseteks (ingl. prototrophs) organismideks, sest
nad on voimelised ise siinteesima koik iilejaanud kasvuks ja eluks vajalikud ained de novo
(aminohapped, puriinid, piirimidiinid, vitamiinid peale biotiini). Kdigi nende ainete
stintees on geneetiliselt kontrollitud. Mutatsioonid tiksikgeenides pohjustavad mutant-
sete organismide e. auksotroofsete mutantide (ingl. auxotrophic mutants) tekke, kes
pole voimelised mutatsiooni tottu vastavat ainet ise siinteesima ning nad vajavad kasvuks
sdOtmesse vastava aine lisamist. Katsetes kiiritati seene aseksuaalseid spoore (goniidid)
UV- jarontgenikiirgusega ning selekteeriti tiived, milles ilmnesid mutatsioonid. Mutant-
sed tiived kasvasid tdissdotmel (ingl. complete medium), mis sisaldas koiki aminohappeid,
puriine, pirimidiini ja vitamiine, kuid ei kasvanud minimaalso6tmel. S66tmete koostise
kombineerimisel saadi tiived, mis olid mutantsed vaid ithe metaboliidi suhtes ning mis
iildjuhul seostus kindla ensiiiimi inaktiivsusega (jn. 6.3). Kontseptsiooni iiks geen — iiks
ensiiiim viljato6tamise eest said G. Beadle ja E. Tatum 1958. aastal Nobeli preemia. Hil-
jem sai see kontseptsioon paljudeks aastataks molekulaarbioloogia keskseks seisukohaks.

Geeni kontseptsioon
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1.2.4. Uks geen - iiks poliipeptiid

Peatselt selgus aga, et paljud ensiiiimid ja struktuurvalgud on heteromultimeersed,
koosnedes mitmest poliipeptiidahelast, mis on méiratud erinevate geenide poolt. Niiteks
on E. coli enstiiim triiptofaani siintetaas heterotetrameerne valk, kus kaks a-alatiksust on
madratud geeni trpA ja kaks B-alaiiksust geeni trpB poolt. Voi niiteks hemoglobiin, mis
transpordib hapnikku kopsudest koikidesse organismi kudedesse, on samuti tetrameerne
valk, koosnedes kahest a-globiini- ja kahest p-globiiniahelast ja neljast hapnikku siduvast
heemrithmast. Samuti koosnevad niiteks E. coli DNA poliimeraas III ja eukartiootne
RNA poliimeraas IT mitmetest erinevatest alatiksustest. Seeparast tuli kontseptsioon ,itks
geen — iiks enstiim“ modifitseerida ja formuleerida uus seaduspirasus: iiks geen - iiks
poliipeptiid.

Kui palju neid poliipeptiide siis erinevates organismides siinteesitakse, s.t. kui palju
on struktuurgeene? Korgematest organismidest on pagariparmil ca 5800, dddikakarbsel
13 600, varbussil (C. elegans) 19 100, viikesel rohttaimel miiiirloogal (Arabidopsis tha-
liana) 26 000, kuid inimesel ilmselt vaid 20 000-25 000 sellist geeni. Kas seda on palju
voi vihe? Tuletame meelde, et tinapieva korralik auto koosneb ka umbes 20 000 tiksik-
osast. Tosi, inimesel, nagu teistelgi eukartiootidel, on geeni splaissingu tottu olemas
mehhanism, kus geenisegmentide kombinatoorikaga saadakse uusi valke. Inimesel on
rakkude diferentseerumiseks ka viiga palju rakke, keskmiselt 10 triljonit (triljon on 1 koos
12 jirgneva nulliga) rakku. Lisaks on inimene toeline siimbiontne organism, kelles elab
oma rakkudest 10 korda rohkem e. ca 100 triljonit bakterit.

Meeldejatmiseks
Mendel formuleeris seose ,geen — tunnus”.

Mdddunud sajandil enne neljakiimnendaid aastaid evolutsioneerus geeni mdiste pohiméttel, et geen on
jagamatu ja tema funktsiooniks on tunnus.

Geeni madratav tunnus jaotus koos uute uurimisandmete lisandumisega vdiksemateks osadeks, esmalt
metaboolne blokk, seejarel ensiiiim ja I6puks poliipeptiid, ka iiks RNA-molekul.

1.3. Geen kui struktuurne iiksus

1.3.1. Geenisisene krossingover (rekombinatsioon)

Esmatoendid geenisisese rekombinatsiooni kohta saadi 1940. aastal USA geneetikult
Clarence P. Oliverilt (1898-1991), kes uuris Drosophila melanogaster'i X-kromosoomis
asuvat lookust lozenge. Eelnevalt oli teada, et selle lookuse kaks mutatsiooni on tegeli-
kult sama geeni kaks erinevat alleeli: Iz* (prillikujulised silmad) ja Iz¢ (klaasjad silmad).
Hererostigootsed [z°/Iz8 emased on mutantse lozenge’i fenotiiiibiga, nende ristamisel Iz*- ja
Iz8-isastega onnestus vaid vaga suure jarglaskonna hulgas leida 0,2%-lise sagedusega met-
siktiitipi (mittemutantseid) jarglasi. Metsiktiiiipi jarglased voivad pohimaotteliselt tekkida
nii [z*- kui ka [z8-mutatsioonide reversiooni tulemusel. See voimalus vilistati aga kahel

pohjusel.
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Geeni kontseptsioon

1. Iz*-jalz8-mutatsioonide reversioonisagedus mutandist metsiktiitipi on palju palju
madalam kui 0,2%.

2. Iz" metsiktiiipi jarglastel olid X-kromosoomis pea alati mélemate mutantsete
alleelide Iz* ja Iz8-ga kiilgnevad markerid. Selline olukord saab ilmneda vaid juhul,
kui krossingover toimub geenisiseselt, alleelide Iz* ja [z¢ vahel (jn. 6.4).
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Joonis 6.4. Geenisisene krossingover Drosophila’l. Lookus lozenge: mutatsioon [z* — prillikujulised silmad;
mutatsioon [x¢ — klaasjad silmad. Kiilgnevad markerid: x, y — mutatsioonid; x* ja y* — metsikttpi alleelid.

Geenisisese krossingoveri esinemisel peab lisaks metsiktiitipi jirglastele moodustuma ka
kaksikmutantseid [z*-1z¢ jarglasi, mida Oliver aga ei leidnud, sest ta polnud véimeline neid
ithekordsetest mutantidest eristama. Kaksikmutantide olemasolu toestas Oliveri opilane
Melvin M. Green. Need katsetulemused niitasid, et geen on jagatav nii mutatsiooniliselt
kui ka rekombinatsiooniliselt (krossingoveri tagajirjel).

1.3.2. Nukleotiidipaaride-vaheline rekombinatsioon

Geeni peenstruktuuri selgitamisel olid pioneertulemusteks katsed bakteriofaagide
mutantidega, kus kaardistati mutatsioonide asukohti geenis. Neis katsetes selgus, et
rekombinatsioon voib toimuda ka korvutiolevate nukleotiidipaaride vahel. USA mole-
kulaargeneetik Seymour Benzer (1921-2007) niditas 1958. a. faagi T4 rIIA geenis 199
erineva mutatsiooni olemasolu, mis on koik rekombinatsioonil jagatavad. Niisugused



tulemused leidsid peatselt kinnitust paljude pro- ja eukariiootsete organismide geenide
uurimisel. Need uurimused viisid iiheselt toestusteni, et mutatsiooni viikseimaks iiksu-
seks on iiksik nukleotiidipaar ja krossingoveri (rekombinatsiooni) viikseimaks iiksuseks
on korvutiseisvad nukleotiidipaarid.

Rekombinatsiooni kahe kdrvutiasetseva nukleotiidipaari vahel nditas esimesena USA
geneetik Charles Yanofsky (snd. 1925), kes uuris trpA geeni, mis mairab E. coli triipto-
faani siintetaasi 268 aminohappe pikkuselist a-poliipeptiidi. Nimetatud ensiiiim koosneb
tegelikult kahest a- ja kahest p-poliipeptiidist ning ta kataliiiisib rakus triiptofaani moo-
dustumise reaktsiooniahela loppetappi. Ch. Yanofsky niitas, et rekombinatsioon voib
toimuda mutatsioonide vahel, mis muudavad iihte ja sama aminohapet. Gliitsiini koodon
asub uuritud poliipeptiidis aminoterminaalsest otsast lugedes positsioonis 211. Mutat-
siooni trpA23 tulemusel muutus gliitsiini koodon arginiini koodoniks ja mutatsiooni
trpA46 puhul glutamiinhappe koodoniks. Need mutatsioonid toimusid sama koodoni eri
punktides, sest nad olid tiksteisega rekombineeritavad.

Ch. Yanofsky ja kaasto6tajad midrasid triiptofaani siintetaasi a-polipeptiidi 211.
positsioonis olevas gliitsiini koodonis lisaks trpA23- (mis mairab arginiini) ja trpA46-
(mis mairab glutamiinhappe) mutatsioonidele rea teiste mutatsioonide, mutatsioonidest
moodustuvate revertantide (poordmutatsioonid) ja osaliste revertantide koodoni trip-
letite nukleotiidsed jirjestused (jn. 6.5). Koodonite jirjestuste madramisega tdestati, et
mutatsioonid seisnesid nukleotiidipaaride muutustes (asendustes).

lr Gly
(GCA) A (GGA) A (GUA) (AUA) A (ACA)

RevertantI

A 4
Revertant ! ' Mutant

Joonis 6.5. E. coli triiptofaani siintetaasi a-polipeptiidi NH, -terminusest lihtuva 211. aminohappe muutused.
Asendis 211 olev aminohape gliitsiin (Gly) on mutatsiooniliselt muutunud glutamiinhappeks (mutatsioon
trpA46) ja arginiiniks (mutatsioon trpA23). Tripletisisesed mutatsioonid taastavad revertantidel gliitsiini
koodoni. Nukleotiidi muutused koodoni esimeses ja teises asendis pohjustavad uue aminohappekoodoni

moodustumise.
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Teades mRNA koodonite jérjestust, saab nukleiinhapete komplementaarsuse alusel iihe-
selt midrata ka DNA- (geeni-) jirjestuse, kuivord mRNA-jirjestus on komplementaarne
DNA iihe ahela jirjestusega. Ch. Yanofsky tulemused niitasid, et gliitsiini koodonis
(GGA) olid tekkinud asendusmutatsioonid koodoni esimeses ja teises asendis. Mdle-
mad, trp23-ja trp46-mutatsioonid olid kahes korvutiolevas nukleotiidipaaris, kus toimus
G:C transitsioon A:T-ks ning nende muutuste tulemusel moodustusid koodonid AGA
(arginiin) ja GAA (glutamiinhape). Nimetatud kahe nukleotiidipaari vahelise rekombi-
natsiooni tulemusena moodustuvad metsiktiiiipi trp*-rakud (jn. 6.6). Jirelikult toimus
krossingover kahe korvutiasetseva nukleotiidipaari vahel. Rekombinatsiooniliselt ongi
viikseim geneetilise materjali tthik, mida pole enam voimalik jaotada, iiks nukleotiidi-
paar.
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Joonis 6.6. Korvutiasetsevate nukleotiidipaaridevaheline rekombinatsioon E. coli trpA-geenis. Mutatsioonid
A23 ja A46 muudavad molemad triptofaani siintetaasi a-polipeptiidi aminohapet 211. Mutatsioon A23
pohjustab glitsiini asemel arginiini ja mutatsioon A46 glutamiinhappe lilitumist. Mutandi korvutiasetse-
vate nukleotiidipaaride vahelisel krossingoveril (rekombinatsioonil) taastub algne koodon ja pshjustatakse
gltsiini lalitumine valku.

1.3.3. Rekombinatsioooni geneetiline kontroll

Suguliselt sigivatel organismidel on rekombinatsiooniprotsess eluliselt tihtis ning see
allub tipsele geneetilisele kontrollile. Spetsiifilised geeniproduktid toimivad kromo-
soomide paardumisel ja krossingoveril. Samas pole krossingoveri sagedus erinevatel



organismidel kaugeltki samasugune. Ilmselt on rekombinatsiooniprotsessi teostav genee-
tiline stisteem ise allunud evolutsioneerumisele.

1.3.3.1. Rekombinatsiooni evolutsiooniline tahtsus

Rekombinatsiooniprotsessi evolutsiooniline kasulikkus ilmneb niiteks mittesuguliselt
ja suguliselt sigivate organismide vordluses. Oletame, et molematel toimub mingi kasu-
lik mutatsioon ning aja jooksul ka teine. Suguliselt sigivatel organismidel véivad need
mutatsioonid sattuda samasse organismi ning meioosis sugurakkude moodustumisel
omavahel rekombineeruda. Véivad moodustuda iiksikmutantidest edukamad jarglased,
kelle enda jarglased voivad saada mone aja pirast populatsioonis tilekaalu. Mittesuguli-
selt sigivatel organismidel kasulike mutatsioonide rekombineerumist toimuda aga ei saa,
s.t. eri indiviididel tekkinud mutatsioonid tihte organismi rekombineeruda ei saa. Seega,
evolutsioonilises tihenduses voimaldab rekombinatsiooniprotsess viia erinevate geenide
kasulikud alleelid kokku samasse organismi.

Samas on aga evolutsiooniprotsessis vilja kujunenud olukord, kus erinevatel organis-
midel toimuv rekombinatsioonide sagedus on ddrmiselt erinev. Juba viljakujunenud liigi
geneetilise arenguprogrammi siilitamise huvides pole korgsageduslik rekombinatsioon
liigile kasulik. Airmusniiteks on Drosophila isased, kellel krossingoverit iildsegi ei toimu.
Teisalt takistavad krossingoveri toimumist kromosoomsed inversioonid, eelkdige prob-
leemide t6ttu homoloogsete kromosoomide paardumisel meioosi esimeses profaasis.

1.3.3.2. Krossingoveri pidurdamine inversioonidega

Inversiooni sisaldaval homoloogsel kromosoomil on inversiooni heterosiigootsuse tottu
krossingover takistatud, eelkdige seoses kromosoomide osalise paardumisvoimetusega.
Kui aga krossingover sellisel juhul siiski toimub, siis tiksiku krossingoveri tagajarjel moo-
dustuvad kromatiidid voivad kaotsi minna. Niiteks, moodustuvad ilma tsentromeerita
kromatiidid e. atsentrilised kromosoomi- (ingl. acentric chromosome) fragmendid.
Tsentromeerita fragmendid hivivad, kahe tsentromeeriga kromosoomid moodustavad
aga ditsentrilised kromosoomisillad (ingl. dicentric chromosome bridges), mis rebitakse
meioosi esimeses anafaasis puruks (erinevad tsentromeerid tommatakse erinevatele
poolustele) (jn. 6.7). Kromatiidsed sillad on mikroskoobis tsiitoloogiliselt nihtavad.
Puruksrebitud kromosoomid on aneuploidsed, osa geene on neis topelt, osa aga puu-
duvad. Tavaliselt on aneuploidsed kromosoomid organismile letaalsed ning seetottu
surutaksegi krossingoveri toimumise sagedust inversioonidega maha. Seega takistavad
inversioonid rekombinatsiooni. Inversioonilistel heterosiigootidel v6ib ménedel har-
vadel juhtudel krossingover siiski toimuda. Nimelt peab sel juhul toimuma kahekordne
krossingover inverteerunud piirkonna sees (jn. 6.7).

Homoloogsete inversiooniliste kromosoomidega liigid voivad oma inversioonide
tottu kaitsta liiki ristumast ilma vastavate inversioonideta lahiliigiga. Siiski, enamasti on
homoloogsed inversioonid letaalse toimega. Seeparast saavad moned taimeliigid moo-
dustada jarglasi vaid kindlate inversiooniliste kromosoomikomplektide kombinatsiooni
olemasolul. Niisugust nihtust nimetatakse tasakaalustatud letaalsuseks (ingl. balanced
lethality). Niiteks homoloogsete inversioonidega kromosoomikomplektid ei anna vilja-
kaid jarglasi, heteroloogsete inversioonidega kromosoomikomplektid aga annavad.

Geeni kontseptsioon
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Uhekordne krossingover Kahekordne krossingover
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Tsentromeerid

Joonis 6.7. Rekombinatsiooni allasurumine inversiooniga heterosiigootides. Uhekordsel krossingoveril moo-
dustuvad a- ja ditsentrilised kromosoomid on aneuploidsed, mistottu jirglased ei ole elujoulised. Kahekordsel
krossingoveril moodustuvad krossingoveriga kromosoomid, mis annavad elujoulisi jirglaseid.

Rekombinatsiooni inversioonilist mahasurumist e. supressiooni (ingl. suppression)
kasutatakse sama kromosoomi erinevate geenide kindlate alleelide (haplotiiiibi)
kooshoidmiseks ja nende jilgimiseks. Eksperimentides, kui niiteks inversiooniline kro-
mosoom markeeritakse dominantse markeriga, on inversiooniline kromosoom histi
jilgitav ning teda nimetatakse alalhoidjakromosoomiks (ingl. balancer chromosome).

1.3.3.3. Inversioonid sugukromosoomides
XY-sugukromosoomidega organismidel erinevad X- ja Y-kromosoomid nii oma struktuu-
rilt kui ka neis sisalduvate geenide poolest.

Ameeriklased Bruce Lane ja David C. Page uurisid 1990. aastatel inimese 19 geeni,
mis paiknevad nii X- kui ka Y-kromosoomis. Selgus, et vastavad geenid asuvad X- ja
Y-kromosoomi tiiesti erinevates lookustes (jn. 6.8). Neil dnnestus selgitada nimetatud
kromosoomide neli evolutsioneerumise taset. Nad eeldasid, et viga kaugetel eellasorga-
nismidel, iirgsetel reptiilidel, kellest hiljem moodustusid dinosaurused, krokodillid ja
linnud, olid sugukromosoomide funktsioonis autosoomid. Millalgi 230-320 miljonit
aastat tagasi pidi toimuma inversioon, mis viis X- ja Y-kromosoomide eristumisele ja
nendevahelise krossingoveri parssimisele. Inimese evolutsioneerumisel pidi toimuma
veel vihemalt kolm inversiooni, kaks neist vahemikus 80-130 ja itks 30—50 miljonit aastat



tagasi. Edasi sai evolutsioneeruda tthisgeenide osas vaid X-kromosoom, sest emastel on
kaks X-kromosoomi. Y-kromosoomis olevad analooggeenid aga degenereerusid, valdavalt
juhuslike mutatsioonide kogunemise ja kuhjumise tagajirjel. D. Page’i uurimisgrupp sek-
veneeris 2003. a. esimesena inimese Y-kromosoomi.

$\\\
“*~.._ Pseudoautosoomsed geenid
EIF1AX \‘\\
ZFX Ta
RPS4Y
SMCX ZFy
SMCY
RPSAX EIF1AY
RBMY
I
RBMX
.-~ Pseudoautosoomsed geenid Joonis 6.8. Inimese X- ja Y-kromosoomi pseudo-
- autosoomsetest geenidest eraldi seisvate

histe geenide inversiooniliselt muutunud

X Y jarjestus.

1.3.4. Geeni ja poliipeptiidi kolineaarsus

Ulalesitatud Ch. Yanofsky ja Sydney Brenneri (snd. 1927) katsed tdestasid, et koodonite
jarjestus geenis on otseses vastavuses aminohapete jirjestusega poliipeptiidis. Tdnapaeval
nimetatakse struktuurgeenide kodeerivate DNA-piirkondade nukleotiidsete aluspaaride
jarjestuste vastavust poliipeptiidi aminohappelise jirjestusega kolineaarsuseks (ingl.
colinearity): esimesed kolm aluspaari geeni kodeerivas jirjestuses méiiravad poliipep-
tiidi esimese aminohappe, jairgmised kolm nukleotiidi teise aminohappe jne., kuni geeni
kodeeriva jirjestuse 1opuni (jn. 6.9). Eukariiootide geenides olevad intronid ei muuda
kolineaarsuse pohimaotet, sest intronid ldigatakse mRNA-st vilja enne RNA poolt mai-
ratava poliipeptiidahela siinteesi. Intronite esinemine geenides tahendab lihtsalt seda, et
puudub otsene korrelatsioon geeni ja valgu fiiiisiliste pikkuste, s.t. kodeeriva geeni alus-
paaride tripleti ja geeni poolt miiratud aminohappe positsiooni vahel (jn. 6.9).

1.3.4.1. E. coli trpA- geeni ja triiptofaani siintetaasi a-poliipeptiidi kolineaarsus

Ch. Yanofsky kérvutas trpA-geeni mutatsioonide asendeid (geneetilised andmed)
mutantsete ja metsiktiiiipi triiptofaani siintetaasi (valgu) aminohapete asenditega (bio-
keemilised andmed). Analiiiis toestas iitheselt geeni ja valgu kolineaarsust. Nimelt ilmnes
otsene kokkulangevus trpA geenikaardi mutatsioonipositsiooni ja geeni poolt maéra-
tava triiptofaani siintetaasi a-poliipeptiidi aminohappe asenduskoha vahel (jn. 6.10).

Geeni kontseptsioon
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Joonis 6.9. Pro- (1) ja eukartioodi (2) geeni kodeeriva ala ja selle poolt méiratava poliipeptiidi kolineaarsus.

Ch. Yankofskyga samal ajal toestas geeni ja valgu kolineaarsust Louna-Aafrika bioloog
S. Brenner, katsetes faagiga T4. S. Brenner koos kaastootajatega uuris poliipeptiidahela
stinteesi lopetavaid amber-mutatsioone (koodon UAG kui ahela terminaator) ja niitas
siinteesitava polipeptiidahela fragmendi pikkuse otsest korreleerumist terminaator-
mutatsiooni asukohaga geenis.

1.3.4.2. Bakteriofaag MS2 kestavalgu geeni ja poliipeptiidi vaheline kolineaarsus

Loplik toestus geenide nukleotiidse jirjestuse ja valkude aminohappelise jirjestuse koli-
neaarsuse kohta saadi siis, kui sai vdoimalikuks vastavate jirjestuste otsene miiramine ja
vordlemine. Uheks esimeseks selliseks tulemuseks oli 1972. aastal Belgia molekulaar-
bioloogi Walter Fiersi (snd. 1931) ja kaastddtajate teostatud bakteriofaagi MS2
kestavalgu geeni ja selle poolt méaratava valgu vordlus, mis néitas perfektset kolineaar-
sust (jn. 6.11). MS2 on viikene E. coli RNA-viirus, mis sisaldab vaid nelja geeni, neist iiks
on kestavalku méirav geen. Kestavalk katab viiruspartikli nukleiinhapet ja moodustab
viiruse kapsiidi (ingl. capsid).
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Joonis 6.10. Kolineaarsus E. coli trpA-geeni ja selle geeni maaratud triiptofaani siintetaasi a-polipeptiidi vahel.
Mutatsioonid on mérgitud iilalpool ja mutatsioonide vahekaugus (mitte skaalas) allpool geneetilist kaarti.
Geenija poliipeptiidahela kolineaarsuse tottu vastab mutatsioonide asend geneetilisel kaardil aminohappe
muutusele polipeptiidis.

-AUG-GCU-UCU-AAC-UUU-ACU-CAG-UUC-GUU-CUC-GUC-
Ala Ser Asn Phe Thr GIn Phe Val Leu Val
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Joonis 6.11. Kolineaarsus faagi MS2 kestavalgu geeni ja tema poolt kodeeritava polipeptiidi aminohap-

pelise jarjestuse vahel. Nukleotiidide tripletid mddravad theselt aminohapete jirjestuse. Kestavalgu
initsiaatorkoodon on AUG. Kestavalgu stinteesimise terminaatorkoodonid on enne jirgmise geeni algust
kolmekordistunud.
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Meeldejatmiseks

Geneetilise materjali hulk, mis pole enam mutatsiooniliselt ja rekombinatsiooniliselt jaotatav, on iiks
nukleotiidipaar.

Krossingoveri e. ristsiirde toimumise sagedus on geneetiliselt kontrollitud ning erinevatel organismidel,
ka sugupooliti, erisugune.

Uhekordsed inversioonid takistavad iihekordset, kuid ei pruugi takistada kahekordset krossingoverit.

« Tasakaalustatud letaalsuse korral on organismid elujéulised vaid juhul, kui neis esinevad erinevatelt
vanematelt paritud erisuguste inversioonidega kromosoomikomplektid.

«Valku kodeeriva struktuurigeeni nukleotiidse jarjestuse ja valkude aminohappelise jarjestuste vahel esi-
neb kolineaarsus.

2. GEENI DEFINITSIOON

Geen pole tdepoolest itheselt defineeritav. Siiski, kui piiiida geeni defineerida, tuleb seda
teha lihtuvalt geeni enda geneetilisest funktsioonist voi struktuurist.

2.1. Geeni geneetiline definitsioon

Kontseptsioon ,itks geen — iiks polipeptiid” voimaldab teadlastel defineerida geeni
biokeemiliselt, mitte aga geneetiliselt. Seda, kas mutatsioonid asuvad tihes voi eri-
nevates geenides, saab lihtsalt ndidata Edward Lewise poolt 1940. a. viljatéotatud
geenide funktsionaalse allelismi komplementatsioonitestiga. Siinjuures on tihtis
mutatsioonide paiknemine kromosoomides. Kaksikheterosiigootsetes mutantides, kes
kannavad kahte mutantset alleeli m, ja m, ning nende metsiktiitipi alleele m *ja m ,
voib mutantsetel ja metsiktiiiipi alleelidel erinevaid asetusi olla kaks (jn. 6.12). Kui kaks
mutatsiooni on samas kromosoomis, siis nimetatakse sellist olukorda tdombeasendiks e.
cis-konfiguratsiooniks (ingl. cis-configuration) ning vastavaid heterosiigoote nimeta-
takse cis-heterosiigootideks (ingl. cis-heterozygotes). Kui mutatsioonid paiknevad aga eri
homoloogides, siis nimetatakse sellist olukorda toukeasendiks e. trans-konfiguratsioo-
niks (ingl. trans-configuration) ning vastavaid heterosiigoote trans-heterosiigootideks
(ingl. trans-heterozygotes). Geenide avaldumine soltub nende asendist, geenidel esineb
asendiefekt (ingl. position effect). Lahtuvalt cis-trans-asenditest raigitakse cis-trans-asen-
diefektist (ingl. cis-trans position effect).

2.1.1. Geenidevaheline komplementatsioon

USA geneetik Edward B. Lewis (1918-2004) uuris 1942. aastal Drosophila kahe eri-
suguse geenilookuse mutatsioone: Star-asteroid-lookus (kus on kaks mutatsiooni, mis
miiravad viikeste karedapinnaliste silmade moodustumist) ja w*~w-lookus (kaks mutat-
siooni, kus w* mairab aprikoosivirvi ja w valgete silmade moodustumist). Ta leidis, et
cis-heterostigootidel on metsiktiiiipi punased silmad, trans-heterosiigootidel aga heledad
aprikoosivirvi silmad (jn. 6.13). Nende uuringute pohjal avastatud geenide cis-trans-asen-
diefekti alusel tootas ta vilja funktsionaalse allelismi testi, komplementatsioonitesti e.



Aktiilvne m,-ensiiim

Aktiilvne m-enstiim

Joonis 6.12. Geneetiliste markerite

Aktiivne m;-ensidm asetus cis- ja trans-heterostigootidel.
Aktiivne m-ensiitim trans-heterosiigootidel on mutant-
sed geenid eri homoloogides e.
toukefaasis. cis-heterosiigootidel on
mutantsed geenid samaskromosoomise.

tombefaasis.

trans-testi (ingl. trans test). See test voimaldab selgitada, kas kaks sama véi sarnase feno-
tiibiga mutatsiooni asuvad samas geenis voi nad on erinevates geenides. Selleks tuleb
mutatsioone testida paarikaupa, et selgitada trans-heterosiigootide fenotiiiip, mutantne
voi metsiktiitip. Ideaalolukorras tuleb paralleelselt trans-testiga kontrolliks teha ka cis-test.
Molema testi puhul on meil sisuliselt tegemist cis-trans-testiga (ingl. cis-trans test).

Igal cis-heterosiigoodil, kellel on iiks metsiktiiiipi kromosoom, peab olema met-
siktiitipi fenotiiiip, soltumata asjaolust, kas mutatsioonid on samas voi erinevas geenis
(jn. 6.13). Seega pole cis-test (ingl. cis test) informatiivne selgitamaks, kas mutatsioo-
nid on samas voi erinevates geenides. Veelgi enam, kui cis-test annaks heterostigootides
mutantse fenotiiiibi, mis esineb naiteks dominantsete mutatsioonide korral, siis ei saaks
ka trans-testiga selgitada, kas mutatsioonid on samades voi erinevates geenides. Jarelikult
pole ka trans-testi voimalik teha dominantsete mutatsioonide korral. Seda, kas retses-
siivsed mutatsioonid paiknevad samas geenis voi erinevates geenides, saab méarata vaid
trans-testiga e. komplementatsioonitestiga ning cis-test pole tegelikult vajalik (voib olla
lisakontrolliks).

Kasutades trans-heterosiigoote, saame alleelsete ja mittealleelsete mutatsioonide kor-
ral erisuguse tulemuse (jn. 6.13):

1) trans-heterosiigootidel on mutantne fenotiiiip, kui mélemad mutatsioonid on

samas geenis;

2) trans-heterosiigootidel on metsiktiiiipi fenotiiiip, kui mutatsioonid on erinevates

geenides.

Geeni kontseptsioon
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Samas geenis olevate mutatsioonidega trans-hetreostigootidel on vastava geeni koéik pro-
duktid defektsed, mittefunktsionaalsed, millest tulenebki isendi mutantne fenotiiiip. Kui
aga trans-heterosiigootidel on mutatsioonid erinevates geenides, siis ithes kromosoomis
olev alleel annab ikkagi funktsionaalse produkti, s.t. komplementeerib (tiiendab) teises
kromosoomis olevat mutantset alleeli ning moodustab metsiktiiiipi fenotiitibi. Tegemist
on funktsiooni sedastava testiga e. funktsionaalse allelismiga (ingl. functional allelism).

S. Benzer t6i geneetikasse méiste ,tsistron” (ingl. cistron), tahistamaks funktsionaal-
set geeni, mis on detekteeritav cis-trans-testiga. Tdnapieval vordsustavad geneetikud aga
tavaliselt moisted ,geen” ja ,tsistron” ning kasutavad tihtset terminit ,geen”. Geneetilis-
tes katsetes on geen komplementatsioonitestis e. trans-testis funktsionaalne tiksus, mis ei
voimalda trans-heterostigootidel avaldada metsiktiitipi fenotiitipi juhul, kui vastavad kaks
mutatsiooni paiknevad samas geenis.

2.1.2. Komplementatsioonitesti ja rekombinatsioonitesti vordlus

Komplementatsioon on geneetikas geeniproduktide (geenide) teineteise tiiendamine.
Komplementatsioonitestidest saadav info on téiesti erinev rekombinatsioonanaliiisil saa-
davast. Komplementatsioonitesti tulemused niitavad, kas kaks mutatsiooni on alleelsed
voi ei. Rekombinatsioonitesti (ingl. recombination test) tulemused niitavad aga hoopis
seda, kas kaks mutatsiooni on teineteisega aheldunud véi ei (kas nad asuvad samas DNA-
molekulis suhteliselt lihestikku) ning kui nad on aheldunud, siis kui kaugel teineteisest
nad asuvad. Komplementatsioonitesti ja rekombinatsioonitesti erinevusi selgitame bak-
teriofaag T4 amber-mutatsioonide niitel.

Amber-mutatsioonid moodustavad geeni kodeerivas piirkonnas translatsiooni termi-
neeriva tripleti ning mutantsed geenid produtseerivad seeparast lithendatud poliipeptiide,
mis pea alati ei ole enam funktsionaalsed. Selliste mutantide puhul pole tulemused kunagi
kahemottelised. Kui amber-mutatsioonid esinevad eluliselt vajalikes geenides, siis on
nad letaalsed. Komplementatsioonitesti selgitamisel kasutati kahte amber-mutatsiooni
(amB17 ja amH32) faagi pea pohilise struktuurvalgu geenis 23 ja iihte amber-mutatsiooni
(amE18) faagi saba pohilise struktuurvalgu geenis 18. Komplementatsioonitest tundli-
kus bakteritiives E. coli B niitas (jn. 6.14), et heterosiigootidel toimus komplementatsioon
faagi pea geeni (amB17) ja faagi saba geeni (am18) vahel, ei esinenud aga faagi pea geeni
kahe mutatsiooni vahel (amB17 ja amH32). Komplementatsioon oli seega vaid trans-
asendis (erinevates geenides) esinevates eri DNA-des, sest eri DNA-de mittemutantsete
geenide produktid paiknevad sama raku protoplasmas ning tiidavad oma funktsioone.
Kui mutatsioonid on samas geenis, ning erinevates DNA molekulides, siis kummastki
DNA-st funktsionaalset geeniprodukti ei moodustu.

Kaisitledes samade faagitiivede ristamisi, mis viidi libi komplementatsioonitesti sel-
gitamiseks (ristamine 1: amB17 x amE18 ja ristamine 2: amB17 x amH32) E. coli tiives
CR63, leiti, et siiski esineb molemal juhul ka rekombinatsioon (jn. 6.15). Seega voib
rekombinatsioon toimuda nii vastastikku komplementeeruvate kui ka mittekomplemen-
teeruvate mutatsioonide korral. Vahe on vaid selles, et rekombinatsiooni tuleb harvem
ette, kui mutatsioonid asetsevad teineteise suhtes viga lihestikku, nditeks samas gee-
nis. Ristamisel 1 moodustub palju rohkem rekombinante kui ristamisel 2. Pohjuseks on
asjaolu, et ristamises 1 on amber-mutatsioonidega geenid suhteliselt kaugel teineteisest
(toimub geenidevaheline rekombinatsioon) ja ristamisel 2, vastupidi, on mutatsioonid
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Mutandi amB17 Mutandi amE18 Mutandi amB17 Mutandi amH32
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trans-heterostigootide komplementatsioon trans-heterostigootide komplementatsiooni puudumine

Joonis 6.14. Faagi T4 amber- (merevaik-) mutatsioonide komplementatsioon ja komplementatsiooni puudu-
mine E. coli B trans-heterostigootides. Geen 18 kodeerib faagi saba pohilist struktuurvalku, geen 23 faagi paise
péhilist struktuurvalku. Amber-mutatsioonid amB17 (geen 23) ja amE18 (geen 18) komplementeeruvad, sest
trans-heterosiigootidel on molema geeni teine alleel mittemutantne ja annab funktsionaalse produkti (valgu).
Amber-mutatsioonid amBI7 (geen 23) jaamH32 (geen 18) ei komplementeeru, sest trans-heterosiigootidel on
geeni 23 mélemad alleelid mutantsed ega anna funktsionaalset produkti (valku).
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Joonis 6.15. Faagi T4 amber-mutatsioonide rekombinatsioon E. coli tiives CR63. Geen 18 kodeerib faagi saba
pohilist struktuurvalku, geen 23 faagi piise pohilist struktuurvalku. Amber-mutatsioonid amBI17 (geen 23) ja
amE18 (geen 18) rekombineeruvad sagedusega 20%. Amber-mutatsioonid amBI7 (geen 23) ja amH32 (geen
18) rekombineeruvad sagedusega 2%, sest mutatsioonid asuvad teineteisele lihemal kui eelmisel juhul.



sama geeni sees (toimub geenisisene rekombinatsioon). Rekombinatsiooni toimumiseks
on vaja, nagu teame, kromosoomseid katkemisi ja taasithinemisi, millega moodustuvad
metsiktiitipi ja kahekordselt mutantsed kromosoomid.

Struktuurne allelism (ingl. structural allelism) on nihtus, kus kaks voi rohkem
erisugust mutatsiooni asuvad rekombinatsioonitesti tulemuste pohjal samas saidis
(mutatsioonide asukohad kattuvad). Mutatsioone, mis on nii struktuurselt alleelsed, sest
rekombinatsioonitestis ei moodustu rekombinante, kui ka funktsionaalselt (funktsiooni
alusel) alleelsed (komplementatsioonitestis ei komplementeeri vastastikku teineteist),
nimetatakse homoalleelseteks (ingl. homoallelic) mutatsioonideks. Seevastu mutat-
sioone, mis on komplementatsioonitesti alusel alleelsed ega komplementeeri teineteist,
kuid struktuurselt mittealleelsed, sest annavad rekombinante, nimetatakse hetero-
alleelseteks (ingl. heteroallelic) mutatsioonideks. Mutantsed heteroalleelid sisaldavad
mutatsioone sama geeni eri saitides.

2.1.3. Geenisisene komplementatsioon

Geenisisene komplementatsioon (ingl. intragenic complementation) esineb méningatel
juhtudel, kui meil on tegemist valkudega, kus nende funktsionaalsed vormid on dimeer-
sed voi veelgi rohkem, multimeersed, koosnedes mitmetest poliipeptiididest. Need
poliipeptiidid véivad olla geneetiliselt madratud nii samade kui ka erinevate geenide
poolt. Kui valgu aktiivne vorm sisaldab kahte v6i rohkemat homopoliimeeri ning millele
voib, kuid ei pea lisanduma mittehomoloogseid poliipeptiide, siis nende homoloogsete
poliipeptiidide vahel voib toimuda teineteise tiiendamine, geenisisene komplementat-
sioon.

Aktiivne .
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Joonis 6.16. Geenisisene komplementatsioon homodimeersetel valkudel. Homodimeersete valkude hete-
roloogsed mutantsed poliipeptiidid voivad teineteist tdiendada ja anda aktiivse valgu pohimottel ,viga
parandab vea”.
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Geenisisene komplementatsioon on tiiesti teistsugune nihtus kui geenidevaheline
komplementatsioon. Niiteks vétame lihtsama juhu, homodimeerse (ingl. homodimer)
valgu, kus funktsionaalse valgu moodustavad sama geeni kaks identset produkti, poliipep-
tiidi (jn. 6.16). Homosiigootne metsiktiiiipi organism annab funktsionaalse metsiktiiiipi
dimeerse valgu, kuid homosiigootne mutantne valk, mis koosneb kahest ithesugusest
mutantsest poliipeptiidist, annab mutantse fenotiiiibi. Seevastu heterosiigootne orga-
nism, kellel on sama geeni eri alleelides erisugused mutatsioonid, v6ib anda méningaid
dimeere, mis koosnevad erinevatest mutantsetest poliipeptiididest. Neid nimetatakse
heterodimeerideks (ingl. heterodimers), kus voib esineda kas osaline véi tiielik (metsik-
tiiiipi) valgu funktsiooni taastumine. Sellist valgu funktsiooni taastumist nimetatakse
pohimétteks ,viga parandab vea”, s.t. valgu monomeeri viga (itks mutatsioon) paranda-
takse funktsionaalselt (komplementeeritakse) teise veaga samuti mutantses poliipeptiidis.
Mittekomplementeeruvate mutatsioonide korral on heteromultimeerid mittefunktsio-
naalsed ja geenisisest komplementatsiooni ei esine, sarnaselt homomultimeeridega, mis
koosnevad kahest voi rohkemast identsest mutantsest polipeptiidist.

2.1.4. Polaarsed mutatsioonid
Komplementatsioonitestil on siiski rida piiranguid. Teda ei saa rakendada ei dominant-
sete ega kodominantsete alleelide korral, kus alleelid avalduvad heterosiigootses olekus.
Samuti pole komplementatsioonitest rakendatav geenisisesel komplementatsioonil ning
see on raskendatud ka geenide epistaatilise toime tottu. Epistaatiliste mutatsioonide
puhul méjutab iihe geeni mutatsioon hoopis teise geeni avaldumist. Epistaasi on véima-
lik kindlaks teha cis-testiga, sest cis-heterosiigoodid on metsiktiitipi fenotiiiibi asemel
mutantse fenotiitibiga. Siit tulenevalt ongi soovitav lisaks trans-testile teha ka cis-test.

Laiemalt vottes on komplementatsioonitesti kasutamine raskendatud koigi polaar-
sete mutatsioonide (ingl. polar mutations) korral. Polaarsete mutatsioonide puhul
mojutab mutatsioon mitte itksnes iseenda, s.0. mutantse geeni avaldumist, vaid ka temaga
kiilgnevate geenide avaldumist. Need mojutatavad geenid paiknevad igal juhul polaarsest
geenist ithes kindlas suunas, siit ka nimetus polaarne e. suunaline. Erisuguseks néiteks
on bakteritel tavaliselt esinevad liitgeenid e. operonid (ingl. operons), kus geenid toimi-
vad koos tihtsete kompleksidena. Tavaliselt on polaarsed mutatsioonid sellised, mis viivad
polipeptiidide siinteesi terminatsioonisignaalide moodustumiseni ning lithikeste polii-
peptiidide siinteesini. Poliipeptiidahelat termineerivad mRNA terminaatorkoodonid
UAA, UAG ja UGA.

Seega, polaarsed mutatsioonid mojutavad geene, mis asuvad polaarse mutatsiooniga
geenist allavoolu ning takistavad sellega geenide komplementatsiooninihtuse avaldumist.

Meeldejatmiseks

+ Kui mutatsioonid asuvad erinevates geenides, siis trans-asendis olevad mutatsioonid taiendavad teine-
teist, komplementeerivad, cis-asendis olevad mutatsioonid aga ei komplementeeru.

« Geenisisene komplementatsioon esineb juhul, kui multimeerne valk sisaldab vahemalt kaht sama geeni
valgulist koopiat.



« Dominantsed heterosiigootses olekus avalduvad alleelid, polaarsed mutatsioonid ja epistaatilised geenid
takistavad geenide komplementaarse toime testimist.

« Polaarsed mutatsioonid on suunalised mutatsioonid, mdjutades mitte ainult enda, vaid ka endaga kiilg-
nevate geenide avaldumist.

« Polaarsed e. suunalised mutatsioonid on tavaliselt sellised, kus mutatsioonipunktis moodustub stopp-
koodon, millega Iopetatakse poliipeptiidahela siintees.

2.2. Geeni struktuurne definitsioon

2.2.1. Geeni struktuuri avaldumine

Struktuurgeenide funktsiooniks on moodustada polipeptiidahelaid ja I6ppfunktsioo-
niga (mittetransleeritavaid) RNA-molekule. Sellega on seotud geenide avaldumine,
dominantsete ja retsessiivsete mutatsioonide olemus. Retsessiivsed mutatsioonid on
funktsioonikaoga mutatsioonid (ingl. loss-of-function mutations). Funktsiooni kaotamine
voib olla aga ka osaline (jn. 6.17). Niiteks niriliste himaalaja karvavirvust (kippade, kor-
vade, saba otsad musta virvust) miirav alleel avaldub vaid madalamal temperatuuril, selle
alleeli avaldumine on temperatuuritundlik. Geeni funktsiooni kaotamisele voivad viia ka
moningad dominantsed mutatsioonid, millest tuntumad on dominantselt negatiivsed
mutatsioonid (ingl. dominant-negative mutations). Sel puhul moodustub poliipeptiid, mis
inhibeerib metsiktiiiipi alleeli avaldumise. Naiteks hiire saba pikkust maarav T-geen on hiire
eluks vajalik. T-geeni dominantselt negatiivne alleel moodustab veidi lithema poliipeptiidi
kui metsiktiitipi alleel. See interakteerub heterosiigootides normaalse poliipeptiidiga, moo-
dustades sabatud hiired. Sama mutatsioon on aga homosiigootses olekus letaalne.
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Joonis 6.17. Retsessiivseid funktsioone kaotavad ja dominantseid funktsioone omandavad mutatsioonid.

Retsessiivsed mutantsed alleelid heterosiigootides ei avaldu. Dominantsed mutantsed alleelid avalduvad
heterosﬁgoodis dominantse mutantse tunnusena.
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Teisest kiiljest voivad dominantsed mutatsioonid tosta geeni poolt miiratava tunnuse
avaldumise médira. Dominantne mutatsioon voib viia uue poliipeptiidahela moodustumi-
sele, samuti stinteesitava poliipeptiidi funktsionaalsele dominantsusele. Neid mutatsioone
nimetatakse funktsioonitekkega mutatsioonideks (ingl. gain-of-function mutations).
Drosophila’l on selliseks mutatsiooniks niiteks mutatsioon Antennapedia (Antp), mis péh-
justab heterostigootide peas antennidest jalgade moodustumist.

2.2.2. Deletsioonanaliiiis
Péordmutatsioonid (ingl. back mutations) e. reversioonid (ingl. reversions) on geneeti-
listes katsetes alati probleemiks. Seepirast on palju otstarbekam kasutada mutatsioone,
mis pé6rdmutatsioone praktiliselt ei annagi. Sellisteks mutatsioonideks on deletsioonid,
sest nende puhul on mingi osa geneetilisest infost kaotatud ning algoleku (tipselt sama
nukleotiidijirjestuse) taastumine pole eriti toenéoline. Deletsiooniga testtiive kasutami-
sel geenide deletsiooni kaardistamisel maksab pohiméte, et kui punktmutatsioon esineb
piirkonnas, mis puudub deletsioonmutandis, siis geneetilisel rekombinatsioonil ei saa tek-
kida metsiktiiiipi jirglast (jn. 6.18). Seega, suvaline faagi rII-mutant, mis annab testitava
rII-deletsioonmutandiga metsiktiiipi faage, peab olema punktmutatsiooniga viljaspool
deletsioonmutandi deletsiooni piirkonda.

Deletsioonanalisil, kus kasutatakse ristamiseks tiivesid, mis on molemad deletsioo-
niga, kehtib pohimate, et kattuvate deletsioonide korral metsiktiitipi jarglast tekkida ei
saa. Faagi T4 rll lookuse peenstruktuuri uurimisel koostas S. Benzer koigepealt suurte
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Joonis 6.18. Faag T4 geeni rIIA punktmutatsiooni ja deletsioonmutantide omavaheline ristamine. 1. Punkt-
mutatsiooni kattumisel deletsiooniga metsikttltlpi r*-rekombinante ei moodustu. 2. Kattuvate deletsioonide
korral metsiktiiipi r*-rekombinante ei moodustu. 3. Mittekattuvate deletsioonide korral voivad moodustuda

metsiktitpi r-rekombinandid.
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Joonis 6.19. Bakteriofaag T4 rll-lookuse geneetilise pohistruktuuri midramine S. Benzeri deletsioon-
mutantide kollektsiooniga. Deletsioonid ,suur seitse” jaotavad rll-piirkonna deletsioonidega seitsmeks
deletsioonidega mittekattuvaks intervalliks. Viikeste deletsioonidega jaotati ala 47 alamintervalliks. Inter-

valli AS lokaliseerus 4 deletsioonmutatsiooni.

deletsioonidega faagide kollektsiooni. Selles, nn. suures seitsmikus, oli 7 deletsioonmu-
tanti, mis jaotasid rII-piirkonna seitsmeks mittekattuvaks intervalliks (vahemikuks) ning
nende suurte deletsioonide abil oli vdimalik lokaliseerida koik rII-piirkonna punktmutat-
sioonid erinevatesse segmentidesse (jn. 6.19). DNA piirkondade tipsustamiseks koostas
S. Benzer teise deletsioonmutantide kollektsiooni, mille abil koostas 47 alamintervalli e.
alamsegmenti (jn. 6.20). Sellega tekkis voimalus jaotada ja lokaliseerida punktmutatsioo-
nid veelgi tdpsemalt. Kui uuritav punktmutatsioon lokaliseeriti nditeks seitsmest suurest
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Joonis 6.20. Mutatsiooni r548 kaardistamine bakteriofaagi T4 rll lookuses (S. Benzer). Mutatsioon r548
midratakse deletsioonidega ,suur seitse” intervalli AS, seejirel viikeste deletsioonidega alamintervalli ASc2
ning lopuks lokaliseeritakse r548 kahe- ja kolmepunktilistes ristamistes ASc2-piirkonna sees, vorrelduna

sama piirkonna teiste punktmutatsioonidega.
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deletsioonist viiendasse deletsiooni, siis uuritud deletsioonmutantidest neli haarasid
osaliselt seda viiendat piirkonda. Ristamisel nende nelja viikese deletsioonmutandiga
lokaliseeriti uuritav punktmutatsioon neljandasse alampiirkonda uuritud $-st (jn. 6.20).
Konkreetset uuritavat punktmutatsiooni r548 saadi edasi lokaliseerida juba teiste punkt-
mutatsioonide suhtes, mis asusid selles deletsioonipiirkonnas.

S. Benzeri katsetes oli viikseim tiheldatav rekombinatsioonisagedus 0,02%. See saadi
jirgmisest arvutusest. Kui faag T4 terve geneetiline kaart koosneb 1500 kaardiiiksusest,
siis viaikseim rekombinatsiooniiiksus haarab endasse 0,02/1500 = 0,0000133 e. 0,00133%
geneetilisest kaardist. Kui rekombinatsioonisiindmused toimuksid vordtéendosuslikult
iile kogu T4-genoomi, mis on ca 173000 bp pikkune, siis oleks viikseim intervall, kus
rekombinatsioon toimuks, 0,0000133 x 173000 = 2,3 aluspaari. Benzer nimetas viiksei-
mat mutatsiooniiiksust muutoniks (ingl. muton) ja viikseimat rekombinatsiooniiiksust
reekoniks (ingl. recon). Ta oletas ja hilisemal uurimisel ka selgus, et nii mutatsiooni kui
ka rekombinatsiooni vdikseimaks tiksuseks on tiks nukleotiidipaar.

2.2.3. Mutatsioonide kuumad punktid

Kui mutatsiooni vdikseimaks itksuseks on itks nukleotiidipaar, siis saab igati digustatult
eeldada, et iga mutatsioon voiks tekkida juhuslikult igas voimalikus nukleotiidipaaris
vordtoendosuslikult. Tegelikkuses aga mutatsioonid ei jaotu vordselt piki geenide nukleo-
tiidijarjestusi. Kui S. Benzer oli kaardistanud 2400 rII mutanti 304 erinevasse punkti, siis
selgus, et geenides on mutatsioonilised knumad punktid (ingl. hot spots). Geeni r1IB kuu-
mas punktis oli iile 500 spontaanse mutatsiooni ning sarnane kuum punkt oli ka geenis
rIIA (jn. 6.21). Kuumade punktide olemasolu selgitamisel niidati, et geeni rIIB kuumas
punktis oli kuus tandeemset A:T kordust. Koik need sajad mutatsioonid jaotusid kahte
tutipi — need, mis sisaldasid 5, ja need, mis sisaldasid 7 A:T-paari kordust. Arvatakse, et
DNA polimeraas hakkab nende kordusjirjestuste labimisel ,kokutama” ning teeb repli-
katsioonil lugemisvigu, mida ei suudeta repareerida. Jarelikult voib DNA nukleotiidsete
jarjestuste korduspiirkondades tekkida tavalisest rohkem mutatsioone.
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Joonis 6.21. Bakteriofaag T4 r-lookuse rIIA- ja rlIB-geenide geneetiline kaart. rlI-lookuses on kaks geeni
(AjaB). Kuumad punktid on saidid, kus spontaansete mutatsioonide tekkesagedus on viga palju korgem kui

teistes saitides ega vasta mutatsioonide juhuslikule tekketoendosusele.



2.2.4. Geenid geenide sees

Bakteriofaag ®X174 sisaldab ringikujulist itheahelalist DNA-d pikkusega 5386 nukleo-
tiidi, mis maédrab 11 erineva valgu siinteesi, milles on iile 2300 aminohappe. Kuidas on
see voimalik? Kuivord geneetiline kood on tripletne, siis saaks selle faagi genoom mairata
teoreetiliselt maksimaalselt vaid 5386/3 = 1795 aminohapet. Méistatus lahendati, kui
avastati, et selle faagi genoomis on kattuvad geenid (ingl. overlapping genes) ja geeni sees
olevad geenid e. geen geenis (ingl. genes-within-genes).

Faagi X174 geenidest asub geen B geenis A ja geen E geenis D (jn. 6.22). See on voi-
malik, kuna vastavate geenide transkriptsiooniks kasutatakse erisuguseid lugemisraame
ning igas lugemisraamis on oma initsiaatortriplet TAC, millele vastab initsiaatorkoodon
AUG ning mis méirab esimese aminohappe (N-formiiiilmetioniin) liilitumise poliipep-
tiidi. Lisaks sellistele teineteise sees olevatele geenidele kodeeritakse valku K samadelt
jarjestustelt kui geene A ja A%, kuid erineva lugemisraamiga, s.t. geenidel A ja A* on sama
lugemisraam, kuid nende lugemine translatsioonil algab eri punktidest.

mRNA Viirusahela DNA
—_— slintees
S Geenide E, D ja J
A* translatsiooni DNA kodeeriv ahel
/ alguspunkt
\‘mRNA
Faag ®X174
Viirusahela
komplementaarse
DNA-ahela siintees RNA

Speisser-DNA

Joonis 6.22. Faagi ®X174 genoomi futsiline kaart. Niidatud on DNA molema ahela sunteesi ja trans-
kriptsiooni alguspunktid, kattuvad geenid, A* translatsiooni alguspunkt ja mittetransleeritavad
speisserpiirkonnad. Geen E asub taielikult geeni D sees, kuid nende nukeotiidijirjestusiloetakse erinevas
lugemisraamis. GeeniJ alguskoodon kattub osaliselt geeni D terminaatorkoodoniga.

Meeldejatmiseks

+ Mutatsioonide ja rekombinatsiooni vdikseim Gihik on iiks nukleotiidipaar.

- Kattuvate deletsioonidega mutatsioonid ei anna rekombinatsioonil metsiktiiiipi jarglasi.

« Geenisiseselt esinevad mutatsioonide kuumad punktid, kus mutatsioone tekib vdga sageli.

- Bakteriofaagi ®X174 kromosoom sisaldab kattuvaid geene ja geenide sees olevaid teisi geene.
- Kattuvate geenide erinevad mRNA-d transleeritakse erinevates lugemisraamides.
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2.3. Geeni defineerimatus

Geneetika areng ja siiani kogunenud teave on viinud meid olukorrani, kus struktuurselt
ja itheselt geeni defineerida pole ilmselt praegu voimalik, sest osa geene esineb organismi
kromosoomis geenisegmentidena (hajusalt ladustatult) ning osa DNA-d on transkript-
siooniliselt inaktiivne. Geeni on voimalik defineerida aga funktsionaalselt, s.t. pariliku
informatsiooni realiseerimisprotsessis madratava elementaartunnusena. Seega, kuigi
geeni alus pole tiheselt defineeritav, on ta geneetilise informatsiooni itksus, mis madrab
organismi mingi elementaartunnuse (kindla poliipeptiidi voi RNA-molekuli) tekke.

2.3.1. Alternatiivne splaissing

Lihtsaimal juhul toimub intronitega katkestatud eukariiootsete geenide mRNA splais-
sing alati samal viisil, mistottu eksonid thendatakse tihtviisi ja moodustub ikka sama
valguline produkt. Selline olukord esineb juhtudel, kui aktiivne valk on monomeerne, koos-
nedes iihest poliipeptiidahelast. Nimetatud geenide niiteks on imetajate -globiini, kanade
ovalbumiini ja 1a2-kollageeni geenid. Teise grupi geenid on nn. katkelised geenid (ingl.
interrupted genes). Nende geenide puhul toimub lisaks standardsele ka alternatiivne trans-
kriptsioonijairgne RNA-produkti splaissing, millega pannakse kokku erinev hulk erisuguse
kombinatsiooniga eksoneid. Tulemuseks on hulk mitmesuguseid mRNA-sid, mis mdaravad
viga lihedaste omadustega poliipeptiidide e. valkude isovormide (ingl. isoforms) siinteesi.
Kui alternatiivse splaissinguga muudetakse aga mone distaalse eksoni lugemisraami, siis
moodustatakse juba viga erinevate omadustega valke. Vaatamata sellele, et siin sdilib DNA
nukleotiidide jirjestuse ja valgu aminohappelise jirjestuse kolineaarsus, moodustatakse
ikkagi alati erinevad geeniproduktid. Jarelikult v6ib iiksikgeen moodustada alternatiivse
splaissinguga terve perekonna lihedaste omadustega valke (jn. 6.23).
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Joonis 6.23. Eukariiootse geeni alternatiivne splaissing. Uks geen voib, kasutades alternatiivset eksonite

splaissingut, moodustada perekonna polapeptiidide isovorme.
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Alternatiivne splaissing (ingl. alternative splicing) on tavaliselt koespetsiifiline. Nii-
teks imetajate tropomiitsiinigeenid moodustavad valkude isovorme, mis mojutavad veidi
erinevalt lihaste kontraktsiooni iseloomu, soltuvalt erinevate organismide ja ka sama
organismi erisuguste kehaosade erinevatest lihastiiipidest. Hiirel on tile kiimne selle
valgu isovormi. Arusaadavalt ei sobi sellised geenid kokku kontseptsiooniga ,iiks geen —
tiks polipeptiid”.

2.3.2. Geenide reassambleerimine
Vahel on aga geenid nagu laos, geenisegmentidena (ingl. gene segments) hoiul ning neid
segmente kasutatakse vastavalt vajadusele, nditeks organismi arengu eri etappidel.

Selgroogsete loomade immuunsiisteemi t66 sdltub valguliste antikehade (ingl.
antibodies) stinteesist, mille abil kaitstakse organisme viiruste ja bakterite infektsiooni,
aga ka toksiinide ning kehavooraste ainete kahjuliku toime eest.

Iga antikeha koosneb neljast polipeptiidist, kahest identsest raskest ahelast ja kahest
identsest kergest ahelast. Kergeid ahelaid on kahte tiitipi; kapa- ja lambdaahelad. Iga
antikeha poliipeptiidne ahel sisaldab @ilimalt muutlikku varieeruvat piirkonda ja mitte-
varieeruvat konstantset piirkonda. Konstantsed piirkonnad on samasuguse aminohap-
pelise jirjestusega, identsed samasse klassi kuuluvate antikehade piires. Varieeruvate
alade tottu sisaldavad antikehad erinevaid antigeenseid determinante e. epitoope (ingl.
epitopes), mistottu antikehad tunnevadki dra erinevaid antigeene. Tiivirakkude kromo-
soomides on antikehasid midaravad geenid segmentidena ning segmendid kombi-
neeritakse rakkude diferentseerumise kdigus kokku antikehasid moodustavates
B-liimfotsiiiitides (ingl. B lymphocytes). Iga B-liimfotsiiiit toodab ainult iihte kindlat
antikeha. Tegelikult B-limfotsiiiit siiski ise antikehasid ei sekreteeri, sest selleks diferent-
seeruvad nad plasmarakkudeks, mis on voimelised sekreteerima antikehasid.

Geeni reassambleerimise (ingl. gene reassambly) niiteks votame DNA-jirjes-
tuse, mis kodeerib inimese immuunglobuliini kerget kapaahelat ja sisaldab kolmesugu-
seid geenisegmente: varieeruvat piirkonda V, ithendavat segmenti J, ja konstantset
piirkonda C,. Inimese kromosoomis 2 on 76 V, -geeni segmenti (milledest 40 on funkt-
sionaalsed), S ] -geeni segmenti ja iiksik C,-geeni segment (jn. 6.24). Tivirakkudes pole
kapaahelat kodeerivat V-]J-C-jirjestust, need moodustuvad primaarsete transkriptide
protsessingu kiigus. Samasugune somaatiline rekombinatsioon (ingl. somatic recombi-
nation) toimub geenisegmentide assambleerimisel ka geenides, mis miiravad antikehade
raskete ahelate, kergete lambdaahelate ja T-limfotstiiitide retseptorvalkude siinteesi.

2.3.3. Geen kui geneetilise informatsiooni iiksus

Geeni kui funktsionaalse iiksuse startkoodon on valdavalt iiheselt miiratud. Uldiselt on
initsiaatorkoodoniks AUG, vaid harvadel erandjuhtudel ka GUG. Geeni loppkoodoniks
on kolm terminaatorkoodonit (UAA, UAG, UGA), kuid viirustel ja méningatel bakteri-
tel, samuti eukariiootsetes mitokondrites osa neist koodoneist ei toota voi ei toota teatud
juhtudel terminaatoritena (nt. tRNA supressormutatsioonide korral).

Juba 1986. aastal avastati 21. looduslik aminohape, mis on osa valkude koos-
seisus. Selleks aminohappeks oli selenotsiisteiin (ingl. selenocysteine), mida leidub
paljudes valkudes, nditeks glutatiooni peroksiidaasis, formiaadi dehiidrogenaasis,
gliitsiini reduktaasis jm. Selenotsiisteiini thetdheline siimbol on U ja kolmetiheline
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sitmbol Sec. Selenotsiisteiin liilitatakse valku mitte individuaalse koodoni (tripleti) abil,
vaid kasutades terminaatorkoodonit UGA. Terminaatorkoodoni dratundmiseks on
vajalik selenotsiisteiinispetsiifilise tRNA olemasolu ning mRNA-s SECIS-jirjes-
tus (selenotsiisteiini insertsiooniline jirjesus). Ka inimese ja imetajate mitokondrites on
terminaatorkoodon UGA motteline koodon, miirates triiptofaani lilitumist valku.

Hiljuti, aastal 2002, avastati 22. loodusliik aminohape, mille esinemist tiksiku-
tes valkudes kodeeritakse geneetiliselt moningates metanogeensetes arhedes. Selleks
aminohappeks on piirroliisiin (ingl. pyrrolysine). Piirroliisiini iihetiheline siimbol on O
ja kolmetiheline simbol Pyl. Piirrolisiin Lilitub valku oma spetsiifilise tRNA abil, kasu-
tades terminaatorkoodonit UAG (amber koodon).

Jarelikult ei pruugi erinevatel organismidel konkreetne DNA-jirjestus olla geeni kui
struktuurse iiksuse defineerimisel ithemotteline. Kui me ei saa itheselt defineerida geeni
struktuurselt, siis peame teda defineerima tema poolt méiaratava produkti ja/voi tunnuse
alusel e. funktsionaalselt. Kuivord ka geeni funktsiooni midramise tasandeid on viga eri-
nevaid, siis on moistlik piirduda millegi tildisemaga, mida nukleotiidijirjestus miirab,
nditeks elementaartunnusega — maaratakse sageli itksnes vastava valgu v6i RNA kaudu.

Me piirdumegi siin geeni jirgmise definitsiooniga: geen on geneetilise informat-
siooni iiksus, mis mairab organismis (rakus) mingi elementaartunnuse tekke,
milleks esmasel tasemel on kindlad valgu- v6i RNA-molekulid.

Meeldejatmiseks

- Uhe ja sama geeni transkriptide moodustumisel vdib toimuda alternatiivne splaissing, millega moodus-
tuvad erinevatest eksonitest koosnevad mRNA-d.

« Alternatiivsel splaissingul moodustuvatest mRNA-dest saadakse translatsioonil Iahedaste omadustega
valgud, valkude isovormid.

« 0Osa geene (nt. antikehasid maaravad geenid) sdilitatakse geenisegmentidena ning geenid pannakse
kokku (reassambleeritakse) organismide arengus rakkudes toimuval somaatilisel rekombinatsioonil.

« Geen on geneetilise informatsiooni liksus, mis mddrab organismis (rakus) elementaartunnuse — valgu-
voi RNA-molekulide — tekke.
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