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VIi. DNA JA KROMOSOOMIDE MOLEKULAARSTRUKTUUR

1869. a. avastas noor Sveitsi arst ja keemik-fiisioloog Johann Friedrich Miescher (1844
1895) rakutuumadest ebatavaliselt korge limmastiku- ja fosforisisaldusega happelise
iihendi, mille ta nimetas nukleiiniks (ingl. nuclein). Teadusartikkel valmis 1869. aastal,
kuid see avaldati alles 1871, sest laborijuhataja oli tulemuste suhtes skeptiline ja kontrollis
kogu katseseeria iile. Otsesed kinnitused, et see aine on parilikkuses keskse tahendusega,
saadi alles 1944. a., kui avastati bakterite transformatsiooni olemus, ning 1953. a., kui sel-
gitati DNA kaksikheeliksi struktuur.

1. GENEETILISE INFO KANDJAD

Ehkki klassikaline geneetika ei andnud geenide molekulaarse struktuuri kohta eriti palju
infot, nditas ta, et geneetilisel materjalil peavad olema kolm p6hilist funktsiooni:

1) geneetiline funktsioon (replikatsioon);

2) feneetiline funktsioon (geeni ekspressioon);

3) evolutsiooniline funktsioon (mutatsioonid).

Klassikaline geneetika selgitas ka, et geneetiline info asub kromosoomides (ingl.
chromosomes). Kromosoomid koosnevad aga valdavalt kaht tiiiipi keemilistest makromo-
lekulidest:

1) valgud (ingl. proteins);

2) nukleiinhapped (ingl. nucleic acids).

Nukleiinhappeid on omakorda kaht tiipi:
1) desoksiiribonukleiinhape e. DNA (ingl. deoxyribonucleic acid or DNA);
2) ribonukleiinhape e. RNA (ingl. ribonucleic acid, RNA).

Meeldejatmiseks

Pariliku materjali tahtsaimateks funktsioonideks on geneetilise (replikatsioon), feneetilise (geeni-
ekspressioon) ja evolutsioonilise (mutatsioon) lilesande taitmine organismis.



1.1.DNA

Enne DNA struktuuri selgitamist kogunes rida kaudseid andmeid, mis nditasid, et DNA
on elusorganismides geneetilise info kandjaks. Nditeks fakt, et enamus rakus olevast
DNA-st lokaliseerub kromosoomides, samal ajal on RNA-d ja valke ohtralt tsiitoplasmas.
Samuti on kromosoomide arvu ja DNA hulga vahel rakus kindel suhe. Enamasti on sugu-
rakkudes (haploidsed rakud) DNA-d kaks korda vihem kui keharakkudes (dipoidsed
rakud). Erinevates rakutiiiipides on DNA samane, RNA ja valgud on aga viga erinevad,
sest eri rakutiiiipides avalduvad geenid viga erinevalt. DNA on ka palju stabiilsem kui
RNA ja valgud. Otsesed toendid DNA kui geneetilise info kandja kohta rakus saadi trans-
formatsiooni ja viirusinfektsioonide uurimisel.

1.1.1. DNA vahendatud transformatsioon
Téinapieval teame, et transformatsioon on geneetilise info tilekanne ihest rakust teise
DNA abil ning et transformatsioon (lisaks konjugatsioonile ja viirusinfektsioonile) voib
toimuda ka looduslikes tingimustes, niiteks surnud rakkudest vabanenud DNA abil.
Briti bakterioloog Frederick Griffith (1879-1944) avastas 1928. a. transformatsiooni
pneumokokkidel (Streptococcus pneumoniae). Need patogeenid péhjustavad kopsupéletikku
vaid juhul, kui neil on poliisahhariidne limaskest e. kapsel (ingl. capsule), sest limakapsli
tottu pole peremeesorganism voimeline baktereid hdvitama. Limakapsliga rakud e.
S-tiiiipi rakud moodustavad verd sisaldaval agarsootmel S-tiiiipi e. suuri siledapinnalisi
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Joonis 7.1. Transformatsiooni toimumine in vitro pneumokokkidel (Streptococcus pneumoniae)(R. Sia ja
M. Dowsoni katse). Seerum sadestab segakultuurist tiiip ITR elusrakud.
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kolooniaid (ingl. S-type, smooth colonies), limaskestata rakud e. R-titiipi rakud aga R-tiiiipi
e. viikesi karedapinnalisi kolooniaid (ingl. R-type, rough colonies). Griffith niitas, et kaps-
lita rakud omandasid korge temperatuuriga surmatud limakapsliga ITIS-rakukultuurist
(elusana virulentsed) midagi, mis muutis mittevirulentsed elusad IIR-tiitipi rakud virulent-
seteks, s.t. transformeeris IIR-rakud patogeenseteks limakapsliga rakkudeks IIIS. Jargnevalt
niitasid Richard Sia ja Martin Dawson 1931. a., et sama toimub ka in vitro; seega pole
hiirtel transformatsioonis mingit osa (jn. 7.1). 1944. a. suutsid Oswald Avery (1877-1955)
koos kaastootajate Colin MacLeodi ja Maclyn McCartyga USA Rockefelleri Instituudis
niidata, et transformeerivaks aineks on puhastatud DNA (jn. 7.2). Nimelt niitasid nad, et
desoksiiribonukleaas (DNaas) (ingl. deoxyribonuclease, DNase), mis lagundab DNA, kérval-
dab ka transformatsioonivéime. Transformatsiooni ei méjuta ribonukleaas (RNaas) (ingl.
ribonuclease, RNase), mis lagundab RNA, ega proteaas (ingl. protease), mis lagundab valke.
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Joonis 7.2. Transformatsiooni pohjustab DNA (O. Avery, C. MacLeodi, M. McCarty katse). 1. Kontrollid.
2. Katse.

1.1.2. Faagide T2 DNA

Bakteriofaagi T2 geneetilise info talletumist DNA-s niitasid 1952. a. USA bakterioloog
ja geneetik Alfred Hershey (1908-1997) (Nobeli preemia 1969) ja Martha Chase. Eel-
nevalt oli nididatud, et faagi T2 kogu elutsiikkel toimub E. coli rakkudes. Jarelikult soltub
ka faagi paljunemine totaalselt peremeesraku metaboolsest masinavirgist. A. Hershey ja
M. Chase niitasid, et kui viirus nakatab bakterirakku, siis viiruse valguline kest jadb raku
pinnale ning rakku tungib vaid DNA, mis pohjustab uute viirusosakeste moodustumise
rakus. Katses mirgistati viirusvalgud viiruse kestas radioaktiivse **S isotoobiga (sisal-
dus kasvukeskkonnas), DNA aga isotoobiga **P (jn. 7.3). Pirast rakkude méneminutilist
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nakatamist saadi rakkude tsentrifuugimisel valdavalt radioaktiivne vdavliméirge super-
natandis ning radioaktiivne fosformarge rakkudes. T4dnapieval on ndidatud, et eelnevalt
puhastatud viiruse DNA-ga transformatsioonil e. transfektsioonil (ingl. transfection)
tungib rakku DNA, mis kannab informatsiooni uute faagiosakeste moodustumiseks.

Meeldejatmiseks
- Koigi elusorganismide geneetiline informatsioon sdilitatakse desoksiiribonukleiinhappes (DNA).

1.2.RNA

Maailm on siiski selliselt loodud, et osal viirustel on vaid valgud ja RNA, mitte aga DNA
ning sel puhul on geneetilise info kandjaks RNA. Viirused pole aga mingil juhul elus-
organismid.

1.2.1. RNA-viirused

Esmalt toestas RNA osa geneetilise info kandjana 1957. a. USA-s California tilikoolis
Heinz Fraenkel-Conrat (1910-1999) kaastdétajatega tubaka mosaiigiviiruse (TMV)
(ingl. tobacco mosaic virus, TMV) rekonstruktsiooni katsetes. TMV eristatavad tunnu-
sed avalduvad nende viliskesta valkude omadustes, mistottu saame kirjeldada erinevate
omadustega TMV tiivesid. Nende viiruste RNA on valkudest lihtsalt eraldatav (jn. 7.4).
Jargnevalt tthendati iithe viirustiive RNA teise tiive valkudega, mille tulemusel saadi
viirus, millega nakatati taimelehti. Jairgmise polvkonna viiruspartiklid olid alati nii geno-
tiiibiliselt kui ka fenotiiiibiliselt identsed selle viirustiivega, millest parines RNA. Siit ka
selge jareldus: TMV geneetiline info siilitatakse RNA-s, mitte valkudes.
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Joonis 7.4. Tubaka mosaiigiviiruse (TMV) geneetilise informatsiooni kandja on RNA. Konstrueeritakse
in vitro tingimustes rekombinantne viirus (RNA tiiiip A ja valkkest, tiiiip B). Segaviirusega infektsioonil saa-

dakse jarglased, kelle RNA on titipi A ja ka valkkest on tiipi A.



1.2.2. Viroidid

Sveitsi paritolu USA viroloog Theodore Diener (snd. 1921) ja kaastdétajad avastasid 1971.
aastal viirusesarnased moodustised e. viroidid (ingl. viroids). Viroidid on rongasjad RNA-
molekulid, mis erinevalt TMV tiitipi RNA-viirustest pole seotud valgulise kestaga. Niiteks
kartulimugula spindelviroid e. PSTV (ingl. potato spindle tuber viroid, PSTV) on iiksik-
ahelaline rongasjas RNA, mis pohjustab kartulimugulate pikenemist. Selle viroidi RNA
sisaldab 359 nukleotiidi ja replitseerub autonoomselt kartulimugula rakkudes. See replit-
seeruv RNA on pulgakujulise struktuuriga, kuivord RNA-molekuli sees on toimunud RNA
aluste omavaheline paardumine. Nimetatud viroidi patogeensusefekt realiseerub voime
kaudu muuta infitseeritud rakkudes normaalset geeniekspressiooni mustrit.

Meeldejatmiseks
Manede viiruste geneetilise informatsiooni kandjaks on RNA.
Viroidid on ilma valgulise kestata RNA-molekulid, mille patogeensusefekti pohjustab sama RNA.

1.3. Prioonid

Geneetilise info kandjate maailm ei piirdu iheselt vaid nukleiinhapetega. Transmissiivse-
teks (iilekandevéimelisteks) infektsioosseteks piranduvateks iihikuteks voivad rakkudes
olla ka méned valgud. Neid valgulisi agenseid hakkas Ameerika teadlane Stanley Pru-
siner (snd. 1942) nimetama 1982. a. prioonideks (ingl. prions). Talle anti avastuse eest
1997. a. Nobeli preemia. Prioonid on imetajate rakkude moningate normaalsete valkude
konformatsiooniliselt muutunud vormid. Nad vastutavad niiteks terve grupi fataalse
toimega neurodegeneratiivsete haiguste tekke eest. Nad pohjustavad selliseid jubedaid
haigusi kui Creutzfeldt-Jacobi tobi (ingl. Creutzfeldt-Jacob disease) ja kuru (ingl. kuru)
inimesel, hullulehmatébi veistel (ingl. mad cow disease or bovine spongiform encephalo-
pathy), lammaste kraapimistobi (ingl. scrapie disease) ning hirvede ja potrade krooniline
lahjumistébi (ingl. chronic wasting disease, CWD). Kuru kandus edasi kannibalismi tottu
Uus-Guineal, kui rituaalides s66di inimaju.

Kui raku normaalsest valgulisest vormist moodustub tema patogeenne vorm e.
prioon, siis on see voimeline omakorda stimuleerima uute normaalsete valgumolekulide
konverteerumist prioonideks. Prioon on nimetatud protsessis matriitsiks. Siiski, prioon
ei replitseeri iseennast nagu nukleiinhapped, vaid stimuleerib olemasolevate valgumole-
kulide konversiooni prioonideks ning nad pole seega geneetilise info kandjad ja siilitajad
nukleiinhapete tihenduses. Prioonid kleepuvad tiksteisega kokku ja pohjustavad neid
kandva peremeesraku surma. Hullulehmatéve puhul muutub haigete loomade aju kisna-
taoliseks, kus ajukoes morfoloogiliselt eristatavad augud on hivinud rakkude piirkonnad.
Pirast nakatumist on pikk peiteaeg, kuid haiguse avaldumisel progresseerub protsess kii-
resti ning 1opeb peremeesorganismi hukkumisega.

Meeldejatmiseks
« Prioonid on teatavat tiiiipi valqu infektsioossed molekulid.
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2. DNA JA RNA STRUKTUUR

2.1. Nukleiinhapete ehitus

Vilja arvatud RNA-viirused, siilitatakse geneetiline informatsioon raku DNA-s. Kuidas
toimub aga DNA (ka RNA) struktuuriga saavutatud geneetilise info tipne siilimine,
edasikanne ja avaldumine? Kahtlemata on vastused sellele kiisimusele viga olulised elu
moistmiseks.
Nukleiinhapete ehituse puhul eristuvad erinevatel tasemetel erisugused struktuurid.
1. Primaarstruktuur (ingl. primary structure), mis on nukleotiidide jirjestus DNA-
ja RNA-ahelas.
2. Sekundaarstruktuur (ingl. secundary structure), mis tekib siis, kui kaks polii-
nukleotiidahelat ithinevad ja moodustavad kaksikheeliksi.
3. Tertsiaarstruktuur (ingl. tertiary structure), mis tekib rakus DNA (ka RNA)
tthinemisel valkudega ning mille tulemusel DNA kaksikheeliks on volditud ja
painutatud kolmemddtmelisse struktuuri.

3. Tsukliline lammastikku sisaldav alus

1. Fosfaatgrupp
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P

2. ViiesUsinikuline suhkur (pentoos)

= B

Joonis 7.5. Nukleiinhapete struktuursed komponendid. Erandjuhtudel voib uratsiil olla ka DNA-s ja tiimiin
RNA-s.



2.1.1. Nukleiinhappe alaiiksused
Nukleiinhape (DNA, RNA) on poliimeer, mis koosneb korduvatest alaiiksustest e.
nukleotiididest. Iga nukleotiid koosneb kolmest komponendist (jn. 7.5):

1) fosfaatgrupp;

2) S-siisinikuline suhkur e. pentoos;

3) N-alus, tsiikliline limmastikku sisaldav ithend.

DNA-s on suhkruks 2-desoksiiriboos, RNA-s riboos. DNA sisaldab nelja pohilist lam-
mastikalust e. N-alust (ingl. N-base):

1) adeniin (A) (ingl. adenine, A);

2) guaniin (G) (ingl. guanine, G);

3) tiimiin (T) (ingl. thymine, T);

4) tsiitosiin (C) (ingl. cytosine, C).

RNA-s on tiimiini asemel uratsiil (U) (ingl. uracil, U). Adeniin ja guaniin on kaheringilisi
N-aluseid sisaldavad puriinid (ingl. purines); tsiitosiin, tiimiin ja uratsiil on aga tiherin-
gilisi N-aluseid sisaldavad piirimidiinid (ingl. pyrimidines). Kui N-alus on seotud vaid
suhkruga, siis on tegemist nukleosiidiga (ingl. nucleocide). Niiteks adeniini seondumisel
riboosiga saame adenosiini. Uhe kuni kolme fosfaatrithma kovalentsel sidumisel nukleo-
siidile saadakse nukleotiid (ingl. nucleotide). Kui adeniin, tsiitosiin, guaniin ja tiimiin on
nukleotiidi koosseisus, siis nimetatakse neid vastavalt adenosiin-, tsiitidiin-, guanosiin- ja
tiimidiinfosfaatideks. Niiteks on nukleotiidis adenosiintrifosfaat (ATP), adeniin, riboos
ja kolm fosfaatrithma. Kui riboosi asemel on suhkrujaigiks desoksiiriboos, siis saame
desoksiiadenosiintrifosfaadi. Nii DNA-s kui ka RNA-s on neli erisugust nukleotiidi,
kaks puriinnukleotiidi ja kaks piirimidiinnukleotiidi (jn. 7.6). DNA puhul on suhkruks
2’-desoksiiriboos ning sellest tulenevalt nimetatakse molekuli desoksiiribonukleiinhap-
peks (ingl. deoxyribonucleic acid). RNA puhul on suhkruks riboos. Seepirast nimetatakse
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Joonis 7.6. DNA-s on neli tavalist desokstiribonukleotiidi. 1. Piirimidiinnukleotiidid. 2. Puriinnukleotiidid.
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RNA-d ribonukleiinhappeks (ingl. ribonucleic acid). Nukleotiidid ithinevad iikstei-
sega pikkadeks DNA- ja RNA-ahelateks e. poliinukleotiidideks (ingl. polynucleotides).
Poliinukleotiidides esineb §+3" keemiline polaarsus. Nukleotiidide vahel on §°-3"-fos-
fodiesterside (C — O - P - O - C) (ingl. $-3"-phosphodiester linkage), kus iihe nukleotiidi
desoksiiriboosi 5’-siisinik on tthendatud teise nukleotiidi desokstiriboosi 3'-stisinikuga
(jn. 7.7). RNA on tavaliselt iiksikahelaline, DNA aga kaksikahelaline molekul.

Joonis 7.7. 53 -fosfodiestersideme
teke ja DNA polanukleotiidahela
moodustumine. Kasvava DNA-
ahela viimase nukleotiidi suhkru
3'-OH-rithm ihineb lisatava
suhkru nukleotiidtrifosfaadi 5 -stisi-
nikuga fosfaatrihma kaudu.
Eralduvad H O ja piirofosfaat (PPi).
Polinukleotiidil on 53" keemiline

polaarsus.

2.1.2. DNA kaksikheeliks

1953. a. esitasid USA bioloog James Watson (snd. 1928) ja inglise fiiiisik Francis Crick
(1916-2004) DNA sekundaarstruktuuri mudeli. DNA kaksikheeliksi struktuuri loomine
pohines seejuures kahel lihtekohal.

1. Austria biokeemik Erwin Chargaff (1905-2002) kaastootajatega oli ndidanud, et
erinevate organismide DNA-s on tiimiini kontsentratsioon alati vordne adeniini omaga
ja tstitosiini kogus guaniini hulgaga, s.t. A=T ja G=C. Samuti niitasid nad, et puriinide
summaarne kontsentratsioon vastas alati piirimidiinide summaarsele kontsentratsioonile
(A+G=T+CjaA+G/T+C=1). Samas oli molaarne suhe T + A/C + G varieeruv ja
liigispetsiifiline.

2. Inglise molekulaarbioloogi Maurice Wilkinsi (1920-2004) ja biofiiiisiku Rosa-
lind Franklini (1920-1958) saadud DNA réntgenstruktuurianaliiiisi tulemused niitasid,
et DNA on kaheahelaline, kusjuures iimber molekuli telje kordub regulaarselt iga 0,34 nm



jarel (1 nm = 10 m) sama, kindel alamstruktuur. Réntgenikiirte libimisel nukleiinhappe
puhastest kristallidest toimub korvalekalle, mille tulemusel saadakse difraktsioonimus-
ter (ingl. X-ray diffraction pattern), mida on voimalik visualiseerida rontgenifilmiga.

DNA kaksikhelikaalse struktuuri avastamise eest anti 1962. a. Watsonile, Crickile ja
Wilkinsile Nobeli preemia. Nobeli preemiat ei saadud anda Franklinile, kes suri 1958. a.
37-aastaselt munasarjavihki, sest reeglite kohaselt Nobeli preemiaid postuumselt ei anta.

F. Chargaffi keemiliste andmete ning M. Wilkinsi ja R. Franklini réntgenikiirte
difraktsioonianaliiiisi p6hjal koostasid J. Watson ja Fr. Crick DNA kaksikheeliksi (ingl.
double helix) mudeli. Selle mudeli kohaselt on DNA paremalepéérduv kaksikheeliks,
kus DNA kaks ahelat on teineteise suhtes spiraliseerunud. Poliinukleotiidahelas on
nukleotiidid iiksteisega ithendatud kovalentselt fosfodiestersidemega. Kaks polinukleo-
tiidahelat on teineteisega iihenduses oma helikaalses konfiguratsioonis vesiniksidemete
e. H-sidemete kaudu, mis moodustuvad vastasolevate ahelate N-aluste vahele (jn. 7.8).
N-aluste paarid moodustuvad nagu keerdtrepi astmed, N-aluste vaheline paardumine on
spetsiifiline, alati moodustuvad A-T- ja G—C-paarid e. iga paar sisaldab ihte puriini ja
iihte pirimidiini. See ndhtus on pohjustatud molekulide voimest moodustada erinev arv
H-sidemeid: A ja T vahele moodustub kaks ning G ja C vahele kolm H-sidet. H-sidemeid
teistes kombinatsioonides N-aluste vahele moodustuda ei saa, v.a. nende tautomeersed
vormid.

3

Guaniin

Joonis 7.8. DNA kaksikheeliksi antiparalleelsed komplementaarsed poliinukleotiidahelad. Uks poliinukleo-
tiidahel on 5> 3"-suunaline, teine 3'> 5'-suunaline. A-T- (adeniin-tiimiin-) aluspaaride vahel on kaks
vesiniksidet ja G-C- (guanosiin-tsiitosiin-) aluspaaride vahel on kolm vesiniksidet. S — suhkur 2-desoksii-

riboos; P — fosforhappe jaik (grupp).
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N-aluste spetsiifilisest paardumisest tuleneb DNA-ahelate komplementaarsus (ingl.
complementarity). Kui me teame DNA iihe ahela nukleotiidset jirjestust, saame itheselt
mairatleda teise ahela nukleotiidse jirjestuse. Just DNA-ahelate komplementaarsus voi-
maldab siilitada geneetilist informatsiooni muutumatult pélvkonnast polvkonda.

DNA N-aluste paarid asetuvad iiksteise kohale 0,34-nm vahega, 10 N-aluspaari
tiispodrde kohta (360°) nii, et 1. ja 11. aluspaar paiknevad kohakuti (jn. 7.8). Suh-
kur-fosfaat-vaheldusega trepi kisipuud on DNA komplementaarsed ahelad, mis on
vastassuunalised e. antiparalleelsed (ingl. antiparallel) (jn. 7.9). Suhkrus tihistatakse
C-aatomeid C1’, C2’, C3’, C4’, C5". Fosfodiestersidemed tekivad poliinukleotiidses ahelas
nii, et kasvava ahela viimase nukleotiidi suhkru vabale 3'C-OH-rithmale lisatakse nukleo-
tiidtrifosfaat, kus fosfaat on seotud suhkru 5’-C-ga. Suhkru 3'-C kiiljes olev 3"-OH-rithm
ithineb lisanduva nukleotiidi suhkru 5’-C-ga seotud fosfaadi H-aatomiga ja jairgmise
nukleotiidi vahele tekibki fosfaatside. Sideme tekkel eraldub vesi ja vabaneb piirofos-
faat (PPi). Uhe ahela nukleotiidide vahelised fosfodiestersidemed on nende suhkru
stisinikuaatomite vahel suunaga 5" » 3’, teises ahelas aga 3" » §". See tihendab, et DNA
iiksikahela ihes otsas on vaba 3’-OH-rithm, teises otsas 5’-P-rithm. Selline DN A-ahelate
vastaspolaarsus on iilitihtis DNA replikatsiooni, transkriptsiooni ja rekombinatsiooni
korrektseks toimumiseks, voimaldades geneetilisel informatsioonil siilida ja pélvkonnast
polvkonda tipselt edasi kanduda.

Paardunud N-alustega stidamik

Vesinik
Hapnik
Lammastik
Susinik
Fosfor

Qoec:

VELGRELT]

Paardunud N-alused

Suur vagu

Purimidiinid Puriinid

Suhkur-fosfaat-selgroog

Joonis 79. DNA kaksikheeliks (aatomitega tiidetud mudel). Suhkur-fosfaat-selgroog moodustab DNA kak-
sikheeliksi nagu trepi kaks kasipuud.



DNA N-aluste ja suhkrute aatomitevahelised sidemed, samuti nukleotiididevahelised
fosfodiestersidemed on keemiliselt tugevad kovalentsed sidemed. DNA stabiilsus on saa-
vutatud aga hoopis tinu suurele hulgale H-sidemetele (jn. 7.10). Ehkki H-sidemed on
keemiliselt norgad, on nende koostoime piisav tugeva stabiilsuse saavutamiseks. DNA
ruumilisel mudelil on niha, et DNA sisekiilg on suhteliselt mittepolaarne ja jirelikult
suhteliselt hiildrofoobne (vees mittelahustuv). Selline omadus vees mitte lahustuda iiks-
teise kohale asetuvate N-aluspaaride H-sidemete siidamiku tottu annab DNA-molekulile
stabiilsuse raku protoplasma vesikeskkonnas. DNA kaksikheeliksid moodustavad kiil-
jelt vaadates kaks molekulaarvagu (ingl. groves). Suur vagu on palju avaram viikesest
vaost ning nad asetsevad iiksteise suhtes alati jirjestikuliselt (suur - viike — suur - viike
jne.) (jn. 7.9; jn. 7.11). Osa regulatoorseid valke seondub vaid suure, teine osa vaid viikese
vaoga.

Kovalentsed sidemed

O-
N -

Vesiniksidemed kus viimane on ise kovalentselt seotud teise elektronnegatiivse aatomiga

Vesiniksidemed

kuivord nad on vees lahustumatud

aardunud N-alused

Joonis 7.10. DNA struktuuri tihtsamad keemilised sidemed.

Kui DNA vesilahust kuumutada (90°~95°C), siis aluspaaridevahelised H-sidemed kat-
kevad ja DNA-ahelad eralduvad teineteisest, s.t. toimub DNA denaturatsioon (ingl.
denaturation). Temperatuuri alandamisel komplementaarsed DNA-ahelad taasiihi-
nevad, s.o. toimub DNA renaturatsioon (ingl. renaturation). DNA-molekulide segu
(DNA-molekulide nukleotiidsetes jirjestustes on erinevusi) denaturatsioonil ja jirgne-
val renaturatsioonil voivad liituda ka DNA-ahelad, mis pole teineteise suhtes tdielikult
homoloogsed (osaline komplementaarsus). Moodustunud DNA-molekuli nimetatakse
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A-DNA B-DNA Z-DNA

Joonis 7.11. A-DNA, B-DNA ja Z-DNA konformatsioonilised struktuurimudelid.

DNA heterodupleksiks (ingl. heteroduplex) ning selles on paardunud vaid komplemen-
taarsed N-alused ning seal, kus komplementaarsus puudub, DNA-ahelad ei paardu, jaddes
iiksikahelalisteks. Viimased on elektronmikroskoopiliselt ndhtavad nn. heterodupleksi

silmadena.

2.1.3. DNA kaksikheeliksite alternatiivvormid

J. Watsoni ja Fr. Cricki kaksikheekliksi mudel kirjeldab DNA struktuuri, mis vas-
tab B-konformatsioonile (ingl. B conformation) e. B-DNA-le. B-DNA esineb
vesilahuses madalal soolade kontsentratsioonil, s.t. raku fiisioloogilistes tingimustes.
See paremalep6orduv kaksikheeliksi vorm on raku DNA absoluutselt valdav osa. Kesk-
konnatingimuste muutumisel muutub ka DNA konformatsioon. Niiteks on raku DNA
keskmine nukleotiidipaaride arv iihe tiispoorde kohta teoreetiliselt oodatava 10 asemel
10,4 (jn. 7.12). Korges soolade kontsentratsioonis véi osaliselt dehiidreeritud tingimus-
tes eksisteerib DNA A-vormis e. A-DNA-na (ingl. A-DNA). Sarnaselt B-DNA-le (ingl.
B-DNA) on ka A-DNA paremalepédrduv kaksikheeliks, millel tuleb aga 11 N-paari iihe
tiispodrde kohta ja DNA on lithem ja paksem (A-DNA heeliksi diameeter on 2,3 nm,
B-DNA-laga 1,9 nm). Uldiselt in vivo A-DNA vormi ei eksisteeri. Siiski on see struktuur
ddrmiselt tahtis, sest DNA-RNA heterodupleksites on ka in vivo A-DNA konformatsioo-
niga ddrmiselt sarnane struktuur. Rakus esineb viike osa DNA-st vasakulep66rduva
kaksikheeliksina e. Z-DNA-na (ingl. Z-DNA). Z-DNA moodustub DNA piirkondades,
mis on G:C-aluspaaride poolest rikkad (nt. vaheldumisi G:C- ja C:G-paarid), sisaldades
muutunud (modifitseerunud) nukleotiidijiike (nt. metiiiilitud tsiitosiin) ja kus esineb
negatiivne superspiralisatsioon. Z-DNA moodustab 12 nukleotiidipaari ithe tdisp66rde
kohta, molekuli diameeter on 1,8 nm ning tal moodustub vaid tiks siigav vagu. Z-DNA




A-konformatsioon B-konformatsioon Z-konformatsioon

Paremale poorduv heeliks, Paremale poorduv heeliks, Vasakule poorduv heeliks,
11 bp tiispoorde kohta, 10 bp téispoorde kohta, 12 bp taispoorde kohta,
diameeter 2,3 nm diameeter 1,9 nm diameeter 1,8 nm

Joonis 7.12. DNA alternatiivsed vormid.

arvatakse olevat rakus tdielikult inaktiivee DNA-na. Muud Z-DNA funktsioonid on
praegu veel ebaselged (jn. 7.11; jn. 7. 12).

2.1.4. DNA superspiralisatsioon

Koigil elusrakus olevatel funktsionaalsetel DNA-molekulidel on tertsiaarstruktuur, s.o.
DNA organisatsiooni tase, mida nimetatakse superspiralisatsiooniks (ingl. supercoils).
Tertsiaarstruktuuri on vaja selleks, et oleks voimalik pikad DNA-molekulid kompakt-
selt kokku pakkida. Superspiraal tekib, kui DNA-ahelasse moodustuvad superkeerud.
Superkeerdude tekkel iiks voi mélemad DNA-ahelad katkevad, komplementaarne ahel
roteerub voi keerdub imber teise komplementaarse ahela, mis on ruumiliselt fikseeri-
tud ega p66rdu. Superspiralisatsioon tekib vaid siis, kui DNA-molekulidel on fikseeritud
otsad. DNA rongasjatel molekulidel (enamik prokariiootseid kromosoome, eukariiootide
mitokondrite ja plastiidide DNA, plasmiidid) on kohad, kus nad on kinnitunud rakus ole-
vatele mittenukleiinhappelistele komponentidele. Eukariiootide kromosoomide DNA-s
on selliseid kinnituskohti kromosoomis mitmeid, kindlate vahemaade tagant. Kinnitu-
mised aitavad superspiralisatsioonienstitimidel protsessi teostada.

Seega tekib DNA superspiralisatsioon siis, kui iiks DNA-ahel on kaksikheeliksi teise,
fikseeritud ahela suhtes roteerunud e. keerdunud kas vasaku- voi paremakaieliselt. Kak-
sikheeliksi keeruga samas suunas e. paremale toimunud keerdumisel tekib positiivne
superspiralisatsioon (ingl. positive supercoiling) ning DNA-ahelad on teineteise suhtes
tihedamalt kokku keerdunud. Tavaliselt esineb aga vastassuunaline keerdumine, mille
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tulemusel toimub negatiivne superspiralisatsioon (ingl. negative supercoils). Negatiivse
superspiralisatsiooni korral on DNA-ahelad teineteise suhtes lahti keerdunud ning tavali-
selt teineteisest ka eraldunud. DNA negatiivsel superspiralisatsioonil on palju bioloogilisi
funktsioone, sealhulgas DNA replikatsiooni ja rekombinatsiooni toimumisel ning gee-
nide avaldumise regulatsioonil. Rakul on vaja mehhanisme, mis pohjustavad regulaarselt
DNA superspiralisatsiooni. Neis mehhanismides osalevad enstitimid, mida nimetatakse
topoisomeraasideks (ingl. topoisomerases). Topoisomeraasid tekitavad DNA kaksikahe-
lasse kas iiksik- voi kaksikahelalisi katkeid ning kas l6dvestavad voi pingutavad DNA
kaksikheeliksit. Bakterites on kaht tiitipi topoisomeraase.
1. DNA topoisomeraas I viib ldbi positiivset superspiralisatsiooni ning vihendab
sellega negatiivse superspiralisatsiooni maara.
2. DNA topoisomeraas II e. DNA giiraas (ingl. DNA gyrase) tekitab DNA nega-
tiivset superspiralisatsiooni ning sellega muidugi ka vihendab DNA positiivset
superspiralisatsiooni.

Kui katkestada iiks kaksikhelikaalse DNA kovalentselt suletud rongasja DNA ahelatest ja
roteerida iiks katkenud ahela otstest tiispdrdena (360°) iimber komplementaarse ahela
(mis on fikseeritud), siis sellega viiakse DNA-molekuli struktuuri 1 superspiraal (jn. 7.13).
Uksikahelaline katke taasithendatakse DNA ligeerimisega.

Statsionaarne Uksikahelaline

I6ppots katke
\ l Rotatsioon
360°
Uksikahelaline Uks 360° paremkeere,
katke ligeerimine

HDI:>' ngw| :>
<= ~ o —
Ahelate Uksikahelaline katke,
taastihinemine Uiks 360° vasakkeere

Avatud réngasjas DNA Lahtikeerdunud
(ocDNA) katkega rongasjas DNA

Negatiivselt super-
spiraliseerunud,
kovalentselt suletud
DNA (cccDNA)

Joonis 7.13. Negatiivselt superspiraliseerunud bakterikromosoomi DNA. ocDNA (ingl. open circular DNA) —
avatud rongasjas DNA. cccDNA (ingl. covalently closed circular DNA) —kovalentselt suletud rongasjas DNA.



Meeldejatmiseks

DNA esineb tavaliselt kaksikheeliksina, kus kaks ahelat on koos tanu komplementaarsete N-aluste vahe-
listele vesiniksidemetele (adeniin paardub alati tiimiiniga ja guaniin tsiitosiiniga).

DNA kaksikheeliksi kahe ahela komplementaarsus garanteerib geneetilise informatsiooni sdilimise ja
iilekande.

DNA kaks ahelat on keemiliselt vastaspolaarsusega.
+ RNA on tavaliselt iiksikahelaline ning tiimiini asemel on uratsiil.
« Rakus olev funktsionaalne DNA on negatiivselt superspiraliseerunud.

3. KROMOSOOMIDE STRUKTUUR

Enamus teabest DNA struktuuri kohta kromosoomides pohineb prokariiootidel. Samas
on iildine todemus, et eukariiootide kromosoomides on DNA struktuur tiiesti erisugune.
Siiski, kahjuks vorreldakse siin vorreldamatuid asju: prokariiootide kromosoomides on
DNA funktsionaalselt aktiivne, eukartiootide DNA struktuuri uuritakse aga tavaliselt
metafaassetes kromosoomides, kus DNA on teatavasti inaktiivne, mittefunktsionaalne.
Selge on see, et eukariiootide interfaasi kromosoomidel on vihe sarnasust mitootiliste ja
meiootiliste metafaasikromosoomidega.

3.1. Viirused

Viirused pole rakulised elusolendid, nad on subvitaalsed siisteemid. Nende kromosoom
koosneb valdavalt vaid nukleiinhappest. Viikseimatel RNA-viirustel on vaid 3 geeni.
Histiuuritud faagil MS2 on genoomiks iiks RNA-molekul, milles on 3569 nukleotiidi ja
4 geeni. Viikseimatel DNA-viirustel on 9-11 geeni. Naiteks DNA-viiruse $X174 tihes
DNA-molekulis on 5386 nukleotiidi ja 11 geeni. Suurimatel DNA-viirustel, nditeks faag
T2 genoomis on ca 150 geeni.

Meeldejatmiseks

Viiruste DNA ja RNA sisaldab geene, pole seotud spetsiifiliste valkudega ning kannab eukariiootide puhul
nimetust ,viiruse kromosoom” ja bakterite puhul ,faagi kromosoom”.

3.2. Prokariioodid

Prokariiootide kromosoome pole dige kisitleda kui n-6. alasti DNA-d. Nukleoidides
(ingl. nucleoids) e. tuumapiirkondades (tuumamembraan puudub) erinevad funktsionaal-
sed prokartioodi kromosoomid samavord viiruste ja bakterite elektronmikroskoopiliselt
nihtavatest DNA-molekulidest kui metaboolselt aktiivsed eukariiootsed interfaasikromo-
soomid mitteaktiivsetest metafaasikromosoomidest.
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Bakteri Escherichia coli kromosoomi kontuurpikkus on ca 1500 pm. E. coli raku dia-
meeter on aga vaid 1-2 pum. E. coli genoomis on 2500-3500 geeni. Jarelikult peab E. coli
kromosoom olema tugevalt kokkukeerdunud e. kondenseerunud. E. coli kokkuvolditud
genoom (ingl. folded genome) on bakteri kromosoomi funktsionaalseks olekuks. E. coli
kokkuvolditud kromosoomis on DNA organiseerunud S0-100 kromosoomidomeeniks
(ingl. chromosome domain) e. linguks (ingl. loop). Iga ling on sdltumatult negatiivselt
superspiraliseerunud. Kokkuvolditud kromosoom on kompleksis RNA ja valkudega.
Téddeldes kromosoome desoksiiribonukleaasiga (DNaas), pohjustatakse lingudes iiksik-
ahelaliste katkete teket ja lingude lahtikeerdumist (jn. 7.14). Ribonukleaasiga (RNaas)
tootlemisel lingude superspiralisatsioon ei muutu, kiill vabanevad aga lingud iksteisest.
See niitab, et lingud on iiksteisega seotud RNA vahendusel.

iy B A I

RNA Iga ling on
sbltumatult
super-
spiraliseerunud
Rdngasjas mittevoltunud Voltunud kromosoom, Superspiraliseerunud
bakterikromosoom 40-50 lingu voltunud kromosoom
\, Osaline /
% téotlus &
Katkega
DNA
DNaasiga RNaasiga
RNA
katked
Katkega
DNA
Osaliselt lahtispiraliseerunud Osaliselt lahtivoltunud
kromosoom bakterikromosoom

Joonis 7.14. Bakterikromosoomi struktuur ja funktsionaalne olek.

Meeldejatmiseks

« Prokariiootide kromosoomide DNA on kokkuvolditult kompleksis RNA ja valkudega ning on negatiivselt
superspiraliseerunud lingudesse (domeenidesse).

- Bakteri kromosoom on ildjuhul rdngasjas DNA-molekul, milles on ca 50 lingu e. domeeni.

3.3. Eukariioodid

Eukariiootsete kromosoomide komplekssus on oluliselt suurem prokariiootsete kromo-
soomide omast. Eriparasid on palju. Nimetame, et erinevalt haploidsetest prokartiootidest
on eukariioodid enamasti diploidsed (neil on kaks komplekti kromosoome ja geene)
voi poliiploidsed (neil v6ib olla rida genoomi koopiaid). Teisalt, eukariiootidel on vaid
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Joonis 7.15. Organismide genoomi suurenemine seoses evolutsioonilise organisatsioonitaseme tousuga. Veti-
kate ja taimede genoomide suurused varieeruvad samades piirides.

2-10 korda rohkem geene kui E. coli’l, samas kui DNA hulk on mitu suurusjarku suurem
(jn. 7.15). P&hjus on selles, et suur osa eukariiootide DNA-st ei miira geenidelt transkri-
beeritavaid produkte.

E. coli kromosoomi kontuurpikkus on 1500 pm e. 1,5 mm. Seevastu inimese hap-
loidne genoom sisaldab ca 1000 mm (e. 1 meeter) DNA-d (diploidses rakus 2000 mm),
jagunedes 24 kromosoomi vahel 15-85 mm pikkusteks DNA-molekulideks. Kiisimus
seisnebki selles, kuidas itks 85 mm (85 000 um) pikkune inimese suurima kromosoomi
DNA on kokku pakitud metafaasseks kromosoomiks, mille diameeter on vaid 0,5 pm ja
pikkus 10 ym. Kuidas mahub diploidse somaatilise e. keharaku tuuma, mille diameeter on
ca 2-6 pym, inimese kahemeetriline DNA?

3.3.1. Histoonid
Interfaasis pole kromosoomid valgusmikroskoobis nihtavad. Interfaassest rakust eralda-
tud materjal sisaldab kromosoomset DNA-d, kromsoomivalke ning muid kromosoomide
koostisosi. Interfaasse tuuma kromosoomimaterjali nimetatakse kromatiiniks (ingl.
chromatin).
Kromatiin koosneb valdavalt DNA-st ja valkudest ning viiksemas hulgas ka RNA-st.
Kromatiinis on valdavalt kahte tiiiipi valke (jn. 7.16).
1. Histoonid (ingl. histones), mis on neutraalse pH juures positiivselt laetud aluse-
lised valgud.
2. Mittehistoonsed kromosoomivalgud (ingl. nonhistone chromosomal proteins),
mis on neutraalse pH juures negatiivselt laetud tugevalt happelised valgud.

DNA ja kromosoomide molekulaarstruktuur
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Mittekromatiinne
tuumamaterijal
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S Joonis 7.16. Interfaasi tuumade kee-
Histoonid

16% miline koostis. Kromatiin koos-
neb peamiselt DNA-st ja valku-
dest. Tuumavalkudest sisaldavad
Mittehistoonsed

valgud e .
28% lasiini, mittehistoonsed valgud on

histoonid 20-30% arginiini ja

aga tugevalt happelised.

Kromatiini struktuuri madramisel on otsustav osa histoonidel. Histoone on koikide euka-
riootide kromatiinis ekvivalentses hulgas tuumas oleva DNA-ga. Taimedel ja loomadel
on S tiipi histoone: H1, H2a, H2b, H3 ja H4. Nimetatud S histoonide klassi esinevad
koikides rakutiiiipides, v.a. spermid e. spermatosoidid, kus histoone asendavad teised
madalmolekulaarsed aluselised valgud e. protamiinid (ingl. protamines). Histoonide
tiiipe leidub rakus kindlas molaarses suhtes: 1 H1 : 2 H2a : 2 H2b : 2 H3 : 2 H4. Histoo-
nid on DNA-ga spetsiifiliselt komplekseerunud, moodustades kromatiini pohistruktuuri.
Neid viikesi (diameeter 11 nm, kérgus 6 nm) ellipsoidseid helmestena niivaid moodus-
tisi nimetatakse nukleosoomideks (ingl. nucleosomes). Histoonid on evolutsiooniliselt
tugevasti konserveerunud. Viiest histoonide tiiibist neli on kéikidel eukariiootidel enam-
vihem tihesugused.

Valkude koostises olevatest pohilistest 20 aminohappest enamus on neutraalse laen-
guga (pH 7 juures laeng puudub). Vaid iiksikud aminohapped on aluselised voi, vastupidi,
happelised. Histoonide aluselised omadused tulenevad sellest, et 20-30% histoonide
koostises olevatest aminohapetest on aluselised aminohapped arginiin ja lisiin. Nende
positiivne laeng tuleneb NH_* -gruppide eksponeerumisest ja toimimisest poliikatiooni-
dena interaktsioonil poliianioonse DNA negatiivselt laetud fosfaatgruppidega.

3.3.2. DNA uni- ja multineemsus
Tiiiipiline eukariiootne kromosoom on lahtipakituna 1-20 cm (0,1 - 2 x 10° pm) pikkune
DNA-molekul. Selline DNA pakitakse mitoosi ja meioosi metafaasis kokku kromo-
soomiks pikkusega 1-10 pm, s.0. 1000-10 000 korda liithemaks. Ajalooliselt oli DNA
kromosoomiks pakkimise kirjeldamisel kaua kiibel kaks alternatiivset mudelit:

1) multineemne (ingl. multineme) e. mitme ahela mudel ja

2) unineemne (ingl. unineme) e. ithe ahela mudel.

Tianapieval on selgunud, et iga kromosoom on unineemne, sisaldab vaid iihte gigant-
set DNA-molekuli, mis ulatub kromosoomi tihest otsast labi tsentromeeri kromosoomi
teise otsa. Eukariiootide kromosoomide DNA-niidis on 100 000 kuni 10 000 000 000
nukleotiidipaari. Uksnes méonedes spetsiifilistes rakkudes on kromosoomides sama DNA-
molekul esindatud replikatiivsete koopiatena. Viimasel juhul ridgitakse poliineemsusest



(ingl. polyneme). Niiteks kahetiivaliste siiljenddrmetes olevad poliiteenkromosoomid e.
hiidkromosoomid (ingl. polytene chromosomes).

Esimesed koige otsesemad toendid kromosoomide struktuuri unineemsuse kohta
saadi amfiibide oogeneesi profaasi I rakkudes esinevate ja lambiharju meenutavate
lambiharikromosoomide (ingl. lampbrush chromosomes) uurimisega. Nimetatud
juhul on kromosoomid kuni 800 pm pikkused. Sellises struktuuris on homoloogsed
kromosoomid paardunud, kusjuures moélemad homoloogid on ka replitseerunud, koos-
nedes kahest kromatiidist. Igas lambiharikromsoomis on moodustunud tsentraalne
telgpiirkond, kus kaks kromatiidi on ilitugevalt kondenseerunud. Viljaulatuvad rohked
lingupaarid moodustuvad (eri) kromosoomide iilejiinud osade kahest kromatiidist, mis
on transkriptsiooniliselt aktiivsed ja struktuurilt sarnased prokariiootide kromosoomide
lingudega (jn. 7.17). DNaasi to6tlus pohjustab nii lingude kui ka tsentraalse telje dest-
ruktsiooni, sest mélemad koosnevad DNA-st. Samas t66tlus RNaasi ja proteaasidega
lambiharikromosoomide struktuuri ei muuda.

)

Joonis 7.17. Lambiharikromosoomid vesiliku (Triturus viridescens) ootsiiiitides: DNA unineemne mudel
kromosoomides. 1. Homoloogsete kromosoomide paar koos tsentraalse teljega, kus titarkromatiidid on
tugevalt kondenseerunud. 2. Kaks tiitarkromatiidi, mis annavad tsentraalteljele kinnitunult homoloogsete
kromosoomide lateraalsed lingud, on kahe tiitarkromatiidi transkriptsiooniliselt aktiivsed lahtispiraliseeru-

nud DNA-ahelad.

Kromosoomi koosnemist tihest pikast DNA-molekulist on tinapieval ndidatud ka tava-
liste kromosoomide puhul, kasutades erinevaid uurimismeetodeid. Elegantseimaks
meetodiks on ilmselt pulseeruva elektriviljaga geelelektroforees e. PFGE (ingl. pulsed-
field gel electrophoresis). See elektroforeesitehnika erineb tavalisest ithedimensioonilisest
geelelektroforeesist selle poolest, et antud juhul kasutatakse muutuva suunaga elektri-
vilja, mida rakendatakse impulssidena. Seda saavutatakse kas kasutades vahelduvalt
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mitut paari itksteise suhtes nurga all paigutatud elektroode v6i geeli p66ramist voolutus-
suuna suhtes. Selle tulemusel toimub esmalt suurte DNA-molekulide (kromosoomide)
reastumine suuruse jirgi ning nende edasine lahknemine. Tulemusel saame eraldada
iiksteisest erineva suurusega kromosoomid (DNA). Teiseks meetodiks kromosoomide
unineemsuse tdestamisel on autoradiograafia (ingl. autoradiography) kasutamine. Tava-
liselt margistatakse kromosoomid siin madala energiaga radioaktiivsete thenditega,
naiteks *H-tiimidiini inkorporeerimisel nukleiinhappesse. DNA peab olema seotud min-
gile tahkele kandjale (nt. filter) ning DNA preparaatide fotograafilisel ilmutamisel tuleb
kasutada tundlikke filme. Kolmandaks meetodiks on viskooselastomeetria (ingl. visco-
elastometry), kus makromolekulide eristamise aluseks on nende viskoossus uuritavates
lahustes.

3.3.3. DNA kokkupakkimise kolm taset

Eukartiootsete kromosoomide kondensatsioonil eristatakse kolme taset::
1) DNA nukleosoomne struktuur;
2) kromatiinkiud;
3) kromosoomi toese teke.

1. Eukartiootse kromatiini pohistruktuuriks on nukleosoom. Iga nukleosoomi kohta
tuleb ca 200 nukleotiidi pikkune DNA-16ik. Nukleosoom (ingl. nucleosome) sisaldab
146 aluspaari DNA-d ning nukleosoomid on iiksteisega ithendatud linkeralade (ingl.
linkers) kaudu. Nukleosoomi siidamiku (ingl. nucleosome core) moodustab oktameerne

Linker-DNA (8-14 bp) Nukleosoomi phiosa, 146 bp 1% ringi

’ Histoon H1

4 2mm

166 bp pikkune DNA Histoon H1

Joonis 7.18. Kromatiini nukleosoomne struktuur. 1. Nukleosoomne kromatiin ilma histoonita H1. 2. T4ie-
liku (kompleksse) nukleosoomi moodustumine pohinukleosoomist ja histoonist H1.
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histoonvalkude kogum, kus kahe molekuliga on esindatud histoonid H2a, H2b, H3 ja H4.
Nukleosoomi diameeter on 11 nm. DNA on nukleosoomis negatiivselt superspiraliseeru-
nud ja keritud 1,75 ringi imber histoonse oktameeri. Histoon H1 on seotud linkeralaga.
Linkerala erineb liigiti ja ka liigisiseselt erinevates rakutiitipides, jaiddes vahemikku 8-114
aluspaari. Uhe molekuli histoon H1 iihinemisel linkerpiirkonda moodustub taielik
nukleosoom (ingl. complete nucleosome), milles DNA teeb kaks keerdu 166 bp pikkuselt
iimber nukleosoomi (jn. 7.18). Nukleosoomset DNA-d nimetatakse 10-nm diameetriga
interfaasse kromosoomi kiuks. Nukleosoomide struktuur geneetiliselt aktiivsetes kro-
mosoomi piirkondades erineb siiski moneti nukleosoomide struktuurist geneetiliselt
inaktiivse DNA piirkondades.

2. Nukleosoomis olevate oktameersete histoonide sabad ulatuvad nukleosoomist
vilja ja alluvad keemilisele modifitseerimisele: ensiiimide abil lisatakse ja korvaldatakse
keemilisi gruppe (tavaliselt metiiiil- ja atsiiiilgrupid). Modifitseeritud histoonide tottu
moodustub kromatiini kokkupakkimise jirgmine tase — kromatiinkiud (ingl. chromatin
fibers) keskmise diameetriga 30 nm (jn. 7.19). Kromatiinkiu 30-nm struktuur moodustub
10-nm kromatiinkiust histoon H1 osalusel, olles korgema taseme superspiraaliks e. sole-
noidseks struktuuriks (ingl. solenoid).

3. Kromatiini kokkupakkimise kolmanda taseme moodustamisel osalevad mitte-
histoonsed valgud, mis moodustavad kromosoomi toese (ingl. scaffold), millele
kondenseerub 30-nm kromatiinkiud. Sellega eralduvad ja eristuvad eukartiootses kro-
mosoomis superspiraliseerunud domeenid e. lingud. Iga ling sisaldab 30 000-100 000
aluspaari. Nukleaarne skelett koosneb erinevatest valkudest, mis on seotud iiksteisega ja
DNA-ga. DNA toesega seostunud piirkonnad (ingl. scaffold-attached regions or SARs) e.
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SAR-id on ménisada nukleotiidi pikad ning A:T-rikkad (iseloomulikud on motiivid, kus
on jirjestikku 3 A-d voi T-d). SAR-idel on oluline osa geeniekspressiooni regulatsioonil.

Kromosoomide kondensatsiooni kaitsevad korgemat jairku struktuurid kromo-
soomi murdude ja itksteisega sassimineku eest tiitarkromatiidide/tiitarkromosoomide
lahknemisel mitoosi anafaasis. Selline kondensatsiooniaste takistab geenide aktiiv-
sust (transkriptsiooni), sest transkriptsioonil osalevad ensiiiimid ei paise DNA-le ligi.
Interfaasis (Gv S, Gz) on kromosoomide kondensatsioon oluliselt vaiksem, kuid ka siin
kinnituvad lingud nukleaarsele skeletile ning on seotud tuuma sisemembraanile kin-
nitunud valkude lamiinidega (ingl. lamines). Interfaasse kromosoomi erinevate osade
kondensatsioon pole ithtne. Vihemkondenseerunud alasid transkribeeritakse aktiiv-
selt ja need vastavad eukromatiinile (ingl. euchromatin). Heterokromatiin (ingl.
heterochromatin) on transkriptsiooniliselt inaktiivne ning rohkem kokku pakitud. Eris-
tatakse konstitutiivset heterokromatiini (ingl. constitutive heterochromatin), mida ei
transkribeerita mitte kunagi ning mis sisaldab DNA mittekodeerivaid sageli korduvaid
tandeemseid jirjestusi ja fakultatiivset heterokromatiini (ingl. facultative heterochroma-
tin), mis moodustub méningatel juhtudel eukromatiinist. Fakultatiivse kromatiini heaks
niiteks on imetajatel ithe X-kromosoomi kondenseerumine transkriptsiooniliselt inak-
tiivseks Barri kehakeseks (ingl. Barr body).

3.3.4. Tsentromeerid

Titarkromatiidide voi tittarkromosoomide litkumisel mitoosi ja meioosi anafaasis vas-
taspoolustele on oluline roll tsentromeeridele kinnitunud mikrotuubulitest koosnevatel
kiududel e. kddviniitidel. Metafaasses kromosoomis on tsentromeeri (ingl. centromere)
ala selgelt jalgitav eriti tihedalt kokkusurutud piirkonnana. Tsentromeeri piirkonnas

20 nm

Kaaviniidi

mikrotuubul

Tsentromeer
Nukleosoomid

~11 nm

Nukleosoomid

T

DNA
e o
110 nukleotiidi
Konserveerunud elemendid

[ 1
ATAAGTCACATGAT  AT-sisaldus 93% TGATTTCCGAA

Joonis 7.20. Saccharomyces cerevisiae tsentromeeri konserveerunud struktuuri diagramm. Kaaviniidi mikro-
tuubuli seos DNA tsentromeerse piirkonnaga (joonise iilemine osa). Tsentromeerse CEN-piirkonna (CEN)

struktuur kromosoomis 3 (joonise alumine osa).



on DNA eriti tugevalt kondenseerunud (suhtes S : 1-le). Selline struktuur on juba viga
rigiidne ja purunemisaldis ka DNA-lahustes.

Erinevate pirmseente kromosoomide tsentromeersed piirkonnad e. CEN-piir-
konnad (ingl. centromere regions or CEN regions) on konserveerunud. Organismi iihe
kromosoomi CEN-piirkonna asendumine sama organismi teise kromosoomi CEN-
piirkonnaga kromosoomide lahknemisele moju ei avalda. Pirmseene S. cerevisiae
CEN-piirkond on 110-120 bp pikkune ja sisaldab kolme olulist alampiirkonda (jn. 7.20).
Piirkonnad I ja III on lithikesed konserveerunud alad, mis piiritlevad regiooni II. Piir-
kondades I ja III on spetsiifilised DNA-jirjestused, millega seonduvad kdédviniitide
kinnitumisel osalevad valgud. Piirkond II on A : T-rikas (>90 %) ja ca 90 bp pikkune.

Hulkraksete eukariiootide tsentromeeride piirkonnad on palju pikemad kui pairm-
seentel. Inimese kromosoomide iga tsentromeer sisaldab 5000-15 000 koopiat 171 bp
pikkusest jirjestusest, mida nimetatakse alfa-satelliitjirjestuseks. Inimese X-kromo-
soomis on aga tsentromeeri piirkond tervelt 450 000 bp pikkune ja sisaldab lisaks
tsentromeeri valke (CENP) (ingl. centromere proteins) siduvaid CENP-B motiive.

3.3.5. Telomeerid
Hermann J. Muller (1890-1967) véttis 1938. a. kasutusele termini telomeer (ingl. telo-
mere) tihistamaks kromosoomiotste kordusjirjestusi. H. Mullerile anti 1946. a. Nobeli
teaduspreemia rontgenikiirguse ja mutatsioonide seose kirjeldamise eest. Telomeeridel
on minimaalselt kolm tdhtsat funktsiooni.
1. Kaitsevad lineaarse DNA 16ppe (kromosoomide otsi) DNaaside degradatsiooni
eest.

Suhkur

QNN

\

Suhkur

\

g

G-kvartet Inimese telomeeri
(Hoogsteeni paardumine) juuksendelastruktuuri mudel

Joonis 7.21. Inimese kromosoomi telomeeri moodustumine. A. Nelja guaniini paardumine G-kvartetiks
Hoogsteeni paardumismudeli kohaselt. B. Telomeeri struktuuri unimolekulaarne juuksenoelastruktuuri
mudel.
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2. Takistavad DNA otste ithinemist.
3. Soodustavad lineaarsete DNA otste tipset replikatsiooni ilma DNA kadudeta.

Eukartiootsete kromosoomide telomeeridel on unikaalne nukleotiidijirjestus, sisaldades
tandeemsetes kordustes lithikesi nukleotiidseid jirjestusi (jn. 7.21). Ehkki liigiti on eri-
pérasid, esineb siin konserveerunud motiiv$’ - T, ,A G, .- 3" Inimesel ja paljudel teistel
selgroogsetel (imetajad, linnud, kahepaiksed roomajad, kalad) on selleks konserveeru-
nud jirjestuseks TTAGGG, ripsloomal (Tetrahymena thermophila) TTGGGG ja taimel
(Arabidopsis thaliana) TTTAGGGG. Telomeersetele kordustele jirgnevad kromosoo-

mide otstes ka muud lisakordusjérjestused, mida nimetatakse telomeeriga assotsieerunud

jarjestusteks. Vaid tiksikutel liikidel ei koosne telomeerid kordusjirjestustest. Niiteks
dadikakirbse (D. melanogaster) telomeerides on kaks spetsiifilist DNA-jdrjestust (trans-
posoonsed geneetilised elemendid), mis véivad iile minna genoomi iihest osast teise.

Inimese normaalses mittekasvajalises somaatilises rakus on kromosoomide ots-
tes 500-3000 koopiat TTAGGG-jirjestust, kusjuures proportsionaalselt vanusega
vastavate koopiate arv viheneb, mistottu telomeerid lithenevad. Telomeerid ei lithene
aga tivirakkudes ega kasvajarakkudes. Paljud telomeerid 16pevad 3’-otstes G-rikaste
iiksikahelaliste aladega. Niisugust struktuuri nimetatakse 3 -eendumiseks (ingl. 3" over-
hang). Eendunud piirkond on algloomadel (nt. Tetrahymena) lithike (12-16 aluspaari),
inimesel aga kiillaltki pikk (125-275 aluspaari). Nendes telomeeride G-rikastes alades
toimub Watsoni-Cricki paardumisest erinev paardumine. Niiteks nelja G vahel tekivad
vesiniksidemed nn. Hoogsteeni paardumisena ning tekkinud struktuuri nimetatakse
G-kvartetiks (ingl. G-quartet) (jn. 7.21). G-kvartetiga seonduvad spetsiifilised valgud.
Inimesel takistab naiteks valk TRF-2 eri kromosoomide otsmist liitumist.

Inimese kromosoomide telomeeride 16pus on t-lingud (ingl. t-loops), mis on tin-
gitud 3’-otsa eendumisest ja komplementaarsest paardumisest telomeeris oleva

Tsentromeer (TTAGGG)n
—

(AATCCC)n

t t

Kordused TRF-2- TRF-1-
kompleks kompleks

Joonis 7.22. Inimese telomeeri t-ling. 3"-terminus (DNA ots) po6rdub tagasi telomeeri kordusjirjestusele,
paardudes selle jarjestuskomplementaarse ahelaga. TRF-1 ja TRF-2 on telomeeriga seonduvad valgulised
faktorid I ja 2, mis on kompleksis mitmete teiste valkudega. POT-1 valk katab tiksikahelalise DNA-ahela ja
kaitseb seda nukleaaside eest. TTAGGG-jarjestus esineb 500 kuni 3000 kordusena.



komplementaarse kordusjirjestusega (jn. 7.22). Asendatud iiksikahelat kaitstakse
nukleaasse degradatsiooni eest valguga POT-1. t-linguga on assotsieerunud kaks telomee-
rispetsiifilist valgukompleksi, TRF-1 ja TRF-2. t-linge on kirjeldatud lisaks selgroogsetele
ka algloomadel ja taimedel.

3.3.6. Kordusjarjestused
Kui fragmenteerida kromosoomne DNA ja tsentrifuugida DNA CsCl (tseesiumkloriidi)
tihedusgradiendis, siis sellistes tingimustes sdltub DNA liikuvus A:T- ja G:C-paaride
suhtest (mitte molekulide suurusest). A:T-paaride rikas DNA on viiksema tihedusega
kui G:C-paaride rikas DNA. Tsentrifuugimisel formeerub pohifraktsioon ning lisaks
rida minoorseid fraktsioone. Neid minoorseid fraktsioone, mille DNA koostis erineb
pohifraktsiooni DNA omast, nimetatakse satelliit-DNA-ks (ingl. satellite bands). Satel-
liitt DNA moodustub DNA lithikestest tandemkordustest.

Eukartiootse kromosoomi DNA-jirjestused grupeeruvadki lihtuvalt korduste arvust
kolme klassi:

1) unikaalne e.ainukoopialine DNA (genoomis 1-10 koopiat);

2) moddukalt korduv DNA (genoomis 10-10° koopiat);

3) sagelikorduv DNA e. korgkordus-DNA (iile 10° koopia genoomi kohta).

Unikaalse DNA moodustavad geenid, mis on moni tuhat kuni ménikiimmend (harva
moénisada) tuhat nukleotiidi pikad, ja mitmesugused geenidevahelised piirkonnad ning
nad moodustavad ca 30-85% genoomist. Unikaalse DNA osa prokariiootide DNA-st on
ligi 100%, taimel Arabidopsis 90%, varbussil Caenorhabditis 83%, Drosophila’l 70%, inime-
sel 50% ja tubakataimel 28%.

Mo6dukalt korduv DNA esineb genoomis tavaliselt 10-1000 koopiana. Vaid vihes-
tel juhtudel on tegemist sama geeni koopiate arvu suurenemisega. Niiteks geenid, mis
kodeerivad histoone, rRNA-sid, ribosoomivalke, lihasvalke aktiin ja miiosiin jt. geenipro-
dukte, mida rakk vajab suurtes kogustes. Enamasti on médduka DNA rolliks geneetiline
regulatsioon. Tavaliselt on m66dukalt korduva DNA osakaal eukariiootidel 5-80%:
Arabidopsis'el ca 10%, Caenorhabditis'el 14%, Drosophila'l 12%, inimesel 45% ja tubaka-
taimel 65%. M66duka DNA hulka kuuluvad ka néiteks replikatsiooni algusjirjestused e.

ori-jirjestused ja transponeeruvad geneetilised elemendid. Inimese genoomis on trans-
poneeruvate elementide voi neist parinevate elementide osa isegi kuni 44% ning maisil
koguni kuni 80%. Transponeeruvaid elemente, mis sisaldavad pikki terminaalseid kordusi
(tiriipiline transposoonidele), on inimese genoomis ca 8%. Lisaks on inimesel kirjeldatud
pikkade insertsiooniliste elementide e. LINE- (ingl. long interpersed elements, LINE) ja
liihikeste insertsiooniliste elementide e. SINE- (ingl. short interspersed elements, SINE)
perekondadesse kuuluvaid transponeeruvaid elemente (vt. ptk. 22). LINE-perekonnas
on tuntuim LI-element (ca 6 kb pikkune), mida inimese genoomis on 516 000 koopiat.
Koos L2- ja L3-elementidega, mis on inaktiivsed L1 derivaadid, on L-elementide hulk
ca 20% kogu inimese DNA-st. SINE-elemendid on vaid 100-400 bp pikkused. Inimese
genoomis on SINE-elementidest aktiivne vaid Alu-jarjestus (nimetus tuleneb sellest, et
temas on restriktaas Alul Ioikamissait). Alu-jirjestuste arv haploidses inimese genoomis
on 1 090 000, mis moodustab 10% genoomsest DNA-st. Inaktiivsed SINE-elemendid
annavad lisaks 3% DNA-st.
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Sagelikorduvad DNA-jirjestused on enamasti geneetiliselt inaktiivse DNA piirkon-
nad ning lokaliseeruvad kromosoomides heterokromatiinsetesse, naiteks tsentromeeri ja
telomeeri piirkondadesse. Sagelikorduvat DNA-d on C. elegans'i genoomis vaid 3%, kuid
D. melanogaster'i genoomis 18% ja D. viridis'e genoomis koguni 45%. Et Drosophila lihe-
dastel liikidel on sagelikorduva DNA hulk nii erinev, siis see nditab, et sagelikorduva DNA
osa organismi tunnuste miiramisel ei saa olla oluline. Oeldut kinnitab veel fakt, et ithel
maismaakrabiliigil on sagelikorduvat DNA-d kuni 25% genoomist ning see sisaldab 97%
ulatuses A:T-aluspaare. Ollakse veendunud, et sagelikorduvat DNA-d mitte ainult ei kasu-
tata valkude siinteesiks, vaid teda ka ei transkribeerita. Seni teadaolevate andmete pohjal
omistatakse korgkordus-DNA-le jargmisi funktsioone.

1. Kromosoomide struktuurija organisatsiooni tagamine.

Osalus kromosoomide paardumisel meioosis.

Osalemine krossingoveris ja rekombinatsiooniprotsessis.
Tihtsate struktuurgeenide kaitsmine muutuste eest.
Mittevajalike DNA-jirjestuste hoidla.

Funktsioon puudub e. rimps-DNA (ingl. junk DNA).
Kiesoleval ajal veel tundmata regulatoorsed funktsioonid.

N ok e

Meeldejatmiseks

« lga eukariioodi kromosoom koosneb iihest hiiglaslikust DNA-molekulist, mis on pakitud 11- nm labimdd-
duga ellipsoidsetesse helmestesse, mida nimetatakse nukleosoomideks.

+Mitoosis ja meioosis esinevad kondenseerunud kromosoomid koosnevad 30-nm labimédduga kroma-
tiinkiududest.

« Metafaasis segregeeruvad 30-nm kromatiinkiud domeenideks e. lingudeks, mis on kinnitatud kromo-
soomi telgstruktuurile e. toesele, mis moodustub mittehistoonsetest kromosoomivalkudest.

« Eukariiootsetes kromosoomides on hulgaliselt kordusjarjestusi, millest moned jarjestused on kordistu-
nud rohkem kui miljon korda.
Eukariiootse kromosoomi DNA-jarjestused grupeeruvad kolme klassi: 1) unikaalne e. madalakoopialine
(genoomis vaid mdni koopia); 2) mdddukalt korduv (10-10° koopiat); 3) sagelikorduv (iile 10° koopia
genoomi kohta).
Maddukalt korduvaid transposoonseid elemente on inimese genoomis kuni 10% ja neil arvatakse olevat
otsustav osa evolutsiooniprotsessides.



