Translatsioon ja geneetiline kood

X. TRANSLATSIOON JA GENEETILINE KOOD

1. VALGUD

Valgud moodustavad keskmiselt 15% rakkude kogukaalust ja 55% kuivmassist, olles vee
jirel (ca 70%) teisel kohal. Valkude massist tdhtsamgi on nende roll elusorganismide elu-
tegevuse suunamisel.

1.1. Valkude ehitus
Valgud koosnevad poliipeptiididest. Iga poliipeptiid on kodeeritud geeni poolt.

1.1.1. Aminohapped

Poliupeptiidahel koosneb pikast reast aminohapete jarjestusest. Jarelikult on poli-
peptiidahela (valkude) monomeerideks aminohapped. Poliipeptiidahelas on 20 nn.
vajalikku aminohapet (jn. 10.1). Pirast poliipeptiidahela siinteesi allub osa amino-
happeid keemilistele modifikatsioonidele, mistottu valmis valkudes on tegelikult ile
kahekiimne erisuguse aminohappe. Lisaks mairatakse kahe ebahariliku aminohappe -
selenotsiisteiin ja piirroliisiin - lilitumine valku erisuguse geneetilise koodiga translat-
siooniprotsessis (vt. kiesolev ptk. 2.1.1).

Ko6ik aminohapped, v.a. proliin, sisaldavad vaba aminogruppi (ingl. amino group)
ja vaba karboksiiiilrithma e. -gruppi (ingl. carboxyl group) ning erinevad iiksteisest
vaid korvalahela, liihendatult R-ahel e. -grupp (ingl. side groups), poolest (jn. 10.2).
Korvalahela varieeruvusega miarataksegi valkude tohutu struktuurne ja funktsionaalne
mitmekesisus. Aminohapete korvalahelaid on nelja titipi:

1) hiidrofoobsed e. mittepolaarsed;

2) hiidrofiilsed e. polaarsed;

3) happelised e. negatiivse laenguga;

4) aluselised e. positiivse laenguga.
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Aminorihm ___, <--- Karbokslulrihm

Kdrvalahel

Joonis 10.2. Aminohapete tldstruktuur. Igal aminohappel on aminorithm (-NH), karboksiitilrithm

(-COOH) jakérvalahel e. radikaal (R).

1.1.2. Poliipeptiidid

Peptiid (ingl. peptide) on iihend, mis koosneb kahest vdi enamast aminohappest (ingl.
amino acids). Poliipeptiidahela pikkus varieerub suures ulatuses. Viikseim neist on
peptiidhormoon insuliin oma 51 aminohappega, koosnedes 21-aminohappelisest A- ja
30-aminohappelisest B-ahelast. Tegelikult siinteesitakse pre-proinsuliin 110-aminohap-
pelisena, millest insuliin moodustub valgu jirgneva protsessingu tulemusel. Suurimaks
valguks on hiire vootlihase valk titiin 35 213 aminohappega (inimese titiin sisaldab 34
350 aminohapet). Kuivord valkudes on 20 péhilist aminohapet, siis juba vaid seitsmest
aminohappest koosnevas poliipeptiidis saab olla 207 e. 1,28 miljardit kombinatsiooni.
Reaalsetes poliipeptiidides on aga kombinatoorika niivord suur, et see pole arvuliselt hoo-
matav (nt. tuhande aminohappe puhul 20'°%).

Aminohapped on poliipeptiidahelas seotud iiksteisega kovalentselt peptiidsidemega
(ingl. peptide bond) (jn. 10.3). Iga peptiidside moodustub ithe aminohappe aminorithma
ja teise aminohappe karboksiitilrithma reageerimise tulemusel. Peptiidsideme moodustu-
misel eraldub veemolekul.

Karboksudlrihm
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1.1.3. Valkude struktuuri tasemed

Valgud on organiseerunud neljal tasemel. Polipeptiidahela primaarstruktuuriks
(ingl. primary structure) on nende aminohappeline jirjestus, mis on miiratud geenis
asuva nukleotiidse jirjestusega. Poliipeptiidahela sekundaarstruktuur (ingl. secundary
structure) moodustub tinu poliipeptiidahela erinevate aminohappeliste piirkondade ruu-
milisele interaktsioonile (vastastikusele toimele). Valkude tetrtsiaarstruktuur (ingl.
tertiary structure) on kolmemootmeline struktuur, mis moodustub poliipeptiidahela vol-
tumisel. Valkude kvaternaarstruktuur (ingl. quaternary structure) moodustub aga kahe
voi enama poliipeptiidi assotsiatsioonil multimeerseks valguks (ingl. multimeric pro-
teins) (jn. 10.4).

[3-globiini poliipeptiidid B-globiini poliipeptiidid
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Primaarne struktuur Sekundaarne struktuur Tertsiaarne struktuur Kvaternaarne struktuur

Joonis 10.4. Valkude organisatsiooni neli taset inimese hemoglobiini niitel. Struktuurid: 1 — primaarne;
2 - sekundaarne; 3 — tertsiaarne; 4 — kvaternaarne. R1, R2, R3, R4 — aminohapete korvalahelad.

Paljude valkude kokkuvoltumine (ingl. folding) toimub spontaanselt ning on otse-
selt maddratud poliipeptiidahela aminohappelise jirjestuse e. primaarstruktuuri poolt.
Vastupidine protsess e. lahtivoltumine (ingl. unfolding) e. denaturatsioon toimub
nditeks kuumutamisel voi keemiliste ainete toimel. Denatureeruva tthendi vo6i méjuri
korvaldamisel e. renaturatsioonil voivad valgud tagasi saada oma algse korgemat jarku
konformatsiooni. Monedel juhtudel vormib valgu konformatsiooni spetsiifiline lisavalk —
tsaperon (ingl. chaperone).

Valkude tavalisemad sekundaarstruktuuri tiiiibid on a-heeliksid (ingl. a-helixes) ja
B-lehed (p-sheets), mis mélemad moodustuvad kérvutiasetsevate aminohapete peptiid-
sidemete rithmade vahel vesiniksidemete abil. a-heeliks on jaik silinderjas struktuur, mis
moodustub teineteisest kolme v6i nelja aminohappe kaugusel olevate peptiidsidemete
vastastikusel toimel. Proliin pole selliste struktuuride moodustumisel voimeline osalema.
B-lehed moodustuvad siis, kui poliipeptiid keerdub tagasi (vahel korduvalt) enda kohale
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ning korvuti jadvad antiparalleelsed peptiidpiirkonnad hoitakse koos vesiniksidemete
abil.

Valkude ruumiline konformatsioon on tildiselt iiles ehitatud niiviisi, et hiiddrofiilsete
korvalahelatega aminohapped on orienteeritud valgumolekuli pinnale, olles kontaktis
tsiitoplasma vesikeskkonnaga. Hiidrofoobsete korvalahelatega aminohapped on orien-
teeritud aga valkude sisepiirkondadesse. Ainsaks kovalentseks sidemeks, millel on
oluline osa ménede valkude konformatsiooni maaramisel, on disulfiidsillad e. S-S-sil-
lad (ingl. disulfide (S-S) bridges), mis moodustuvad kindlates valgu punktides asetsevate
tsiisteiinijadkide vahel. Mittekovalentseid interaktsioone on valkude konformatsiooni
miidramisel nelja tiiiipi (jn. 10.5):

1) ioonsidemed;

2) vesiniksidemed;

3) hiidrofoobsed interaktsioonid;

4) Van der Waals'i interaktsioonid (joud).

: Disulfiid- s loonne

sild side

Hudrofoobne
interaktsioon

Vesinik-
sidemed

----------- Pollipeptiid

-

Van der Waalsi
interaktsioon

Joonis 10.5. Valgu tertsiaarse ja kvaternaarse struktuuri moodustumisel on viis molekulaarse interaktsiooni
taapi. Molekulaarsed interaktsioonid: 1 — disulfiidsild; 2 — vesiniksidemed; 3 — ioonne side; 4 — hiiddrofoobne
interaktsioon; S - Van der Waals i interaktsioon. Disulfiidne side on kovalentne side, koik ﬁlejddnud on mit-
tekovalentsed sidemed.

Ioonsidemed (ingl. ionic bonds) tekivad vastaslaenguga aminohappejiikide, niiteks
lisiini ja glutamiinhappe vahel. Ioonsidemetel on valkudes rakusiseses vesikeskkonnas
suhteliselt nork toime, sest polaarsed veemolekulid neutraliseerivad osaliselt voi varjavad
laetud gruppe. Vesiniksidemed (ingl. hydrogen bonds) on nérgad keemilised sidemed, mis
moodustuvad elektronegatiivse aatomi (osaliselt negatiivse laenguga) ja vesinikuaatomite
(elektropositiivse laenguga) vahel, mis on seotud teiste elektronegatiivsete aatomitega.
Vesiniksidemed on peamised valkude konformatsiooni kujundavad joud. Hiidrofoobne



interaktsioon (ingl. hydrophobic interactions) on mittepolaarsete gruppide assotsiatsioon
vesilahuses nende gruppide mittelahustumise tottu. Vesiniksidemetel ja hiidrofoobsel
interaktsioonil on téhtis osa ka nukleiinhapete struktuuri miiramisel, nagu nigime juba
eelnevates osades. Van der Waals'i interaktsioonid (ingl. Van der Waals interactions) toi-
mivad lihestikku lokaliseeruvate aatomite vahel. Need jéud on viga norgad (tuhandik
kovalentse sideme omast), kuid nad on siiski olulised makromolekulide lihipiirkondade
konformatsiooni siilitamisel.

Vihestel juhtudel on nii pro- kui ka eukariiootidel primaarsetes translatsioonipro-
duktides lithikesed aminohappejirjestused e. inteinid (ingl. inteins), mis 16igatakse
valmis polipeptiidi tekkel polipeptiidi enda toimel ahelast vilja — toimub valgu splais-
sing (ingl. protein splicing). Vaba intein degradeeritakse proteaasi toimel. Inteini
viljaloikamisel ithinevad kaks eksteini osa — polipeptiidahela N-terminaalne N-ekstein
ja C-terminaalne C-ekstein, moodustades eksteini (ingl. extein), s.t. uue ensiimaatilise
aktiivsusega valgu. Uks esimesi inteine avastati tuberkuloosi tekitava bakteri Mycobac-
terium tuberculosis’e RecA-valgul, mis osaleb rekombinatsioonis ja DNA reparatsioonil.
Nagu valkude sekundaarsed, tertsiaarsed ja kvaternaarsed struktuurid, on ka inteinide
viljaloikamine mairatud juba polpiipeptiidahela primaarse struktuuri enda poolt, s.t.
ta toimib kui korge spetsiifikaga proteaas (ingl. protease), viies libi iseenda splaissingu.
Leepratekitaja (Mycobacterium leprae) gyrA-geeni mRNA poolt siinteesitav valk sisaldab
1273 aminohapet. Aminohapped 131 kuni 550 on inteiniks, mis 16igatakse valgust vilja
ja moodustunud 852-aminohappeline valk funktsioneerib kui DNA giiraasi A-alaiiksus.

Meeldejatmiseks

Enamiku geenide fenotiiiibiline avaldumine organismis toimub Iabi valkude, mis on suured poliipeptii-
didest koosnevad makromolekulid.

Poliipeptiidahel on kindla aminohappelise jarjestusega, mis on maaratud geeni nukleotiidse jarjestu-
sega.

« Valkude funktsionaalne mitmekesisus saavutatakse tanu nende komplekssele kolmemadtmelisele struk-
tuurile.

Valmis poliipeptiidahela tekkel Idigatakse poliipeptiidahela enda primaarse struktuuri poolt maaratult
ensiimaatilise (proteaasse) aktiivsuse toimel poliipeptiidist valja liihikesed aminohapete jarjestused e.
inteinid. Tulemusel moodustub uue ensiimaatilise aktiivsusega valk e. ekstein.

1.2. Valgusiinteesi komponendid ja translatsiooni | etapp

Valgusiinteesil dekodeeritakse nukleiinhapete nukleotiidses jirjestuses talletatud
geneetiline informatsioon valkude aminohappelisse jirjestusse. Toimub geneetilise
informatsiooni iilekanne ithest keelest teise, milleks on vaja koodi, antud juhul geneetilist
koodi. Seega transleeritakse mRNA nukleotiidne jirjestus polipeptiidi aminohappe-
liseks jirjestuseks vastavalt geneetilisele koodile (ingl. genetic code), mille alusel igale
aminohappele vastab iiks v6i mitu koodonit. Koodonid (ingl. codons) on mRNA-s ja
koosnevad kolmest nukleotiidist e. nukleotiidsest tripletist. Koodoneid on 64, milledest
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61 kodeerivad aminohappeid ja 3 on translatsiooni terminaatorkoodoniteks (ingl. stop
codons). tRNA-molekulides on koodonitele komplementaarsed tripletid e. antikoodo-
nid (ingl. anticodons). mRNA koodonite ja tRNA antikoodonite komplementaarsel ja
antiparalleelsel paardumisel lilitatakse valgusiinteesil kasvava poliipeptiidahela otsa ami-
nohape, mis asub jirjekordse tRNA kiiljes. Erinevad aminohapped seonduvad erinevate
tRNA-molekulidega aminoatsiiiil-tRNA siintetaaside (ingl. aminoacyl tRNA syntheta-
ses) abil. Igale aminohappe koodonile vastab rakus vihemalt iiks vastava antikoodoniga
tRNA-molekul. Uht ja sama mRNA-molekuli voivad samal ajal transleerida mitu ribo-
soomi poliiribosoomidel e. poliisoomidel (ingl. polyribosomes, polysomes).

Valgusiintees toimub ribosoomides (ingl. ribosomes) ja on téeliselt kompleksne prot-
sess, millest osa toimub viljaspool ribosoome (jn. 10.6). Selles osalevad makromolekulid
moodustavad ¥4 -V raku kuivkaalust ning jaotuvad jirgmiselt: igas ribosoomis on

1) iile SO erisuguse poliipeptiidi ja, séltuvalt liigist, 3—4 erinevat rRNA-molekuli;

2) vihemalt 20 aminohappeid aktiveerivat ensiiiimi;

3) 40-60 erinevat tRNA-molekuli;

4) arvukalt lahustuvaid valke (translatsioonifaktoreid), mis osalevad poliipeptiid-

ahela initsiatsioonil, elongatsioonil ja terminatsioonil.

Prokariiootses rakus on ribosoomid ilma kindla asukohata, eukariiootses rakus aga
tsitoplasmas ja suur osa neist endoplasmaatilise retiikulumi pinnal. Eukariiootses
rakus on hidavajalik transportida valgusiinteesi komponente raku tihest osast teise.
Monedel valmis valkudel on nende amino- voi karboksiitilterminuses lithikesed ami-
nohappelised signaaljirjestused, mis suunavad nende transporti raku kindlatesse
komponentidesse — nagu endoplasmaatiline retiikulum, mitokondrid, kloroplastid, tuum.
Niiteks valminud sekretoorsed valgud sisaldavad oma N-otsas (aminoterminuses) lithi-
kesi signaaljarjestusi (ingl. signal sequence), mis suunavad need valgud juba siinteesi ajal
tstitoplasmavorgustiku valendikku. Valkudest voidakse nimetatud signaaljirjestused
(pdrast nende transportimist vastavasse sihtpunkti) korvaldada ensiimaatiliselt spetsiifi-
liste peptidaasidega (ingl. peptidases).

1.2.1. Ribosoomid

Soolekepikese rakus on ca 200 000 ribosoomi, mis moodustavad % raku kuivkaalust.
Ribosoomid koosnevad pohiliselt ribosoomivalkudest ja RNA-st, jaotudes kaheks -
viikeseks (ingl. small subunit) ja suureks alaiiksuseks (ingl. large subunit). Ribosoomi
viike ja suur alaiiksus assotsieeruvad, kui ribosoomides algab mRNA translatsioon,
ning dissotsieeruvad parast translatsiooni. Ribosoomi komponentide suurust viljen-
datakse tavaliselt Svedbergi ithikutes (S), mis vastab nende sedimentatsioonikiirusele
ultratsentrifuugimisel.

Prokariiootsete ribosoomide molekulmass on 2,5 x 10 daltonit, mis vastab suurusele
70S ja dimensioonile 20 x 25 nm. Eukariiootide ribosoomid on suuremad (80S), kloro-
plastide ja mitokondrite ribosoomid aga viiksemad (tavaliselt 60S). Vaatamata suuruse
erinevustele on koik ribosoomid sarnase kujuga.

Prokariiootide ribosoomide viike alatiksus e. 30S-alaiiksus sisaldab the molekuli
16S rRNA-d ja 21 erinevat poliipeptiidi (jn. 10.7). Suur alaiiksus e. 50S-alaiiksus sisaldab
kaht rRNA-molekuli, $S-rRNA-d ja 23S-rRNA-d ning 31 erisugust poliipeptiidi. USA
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Joonis 10.7. Pro- ja eukartiootse ribosoomi makromolekulaarne koostis.

molekulaarbioloogil Masayasu Nomural (snd. 1927) koos kaastootajatega dnnestus esi-
mesena rekonstrueerida iiksikkomponentidest funktsionaalne ribosoomi 30S-alaiiksus.

Eukariiootide ribosoomi viike alaiiksus e. 40S-alaiiksus koosneb 18S rRNA-st ja
33 ribosoomivalgust (jn. 10.7). Suur alaiiksus e. 60S-alaiiksus sisaldab aga kolme rRNA-
molekuli, 58 rRNA-d, 5,85 rRNA-d, 28S rRNA-d ning 49 erisugust poliipeptiidi.

rRNA-molekulid siinteesitakse esmalt rRNA eellasmolekulidena e. pre-rRNA-na
(ingl. pre-rRNA precursors). E. coli rRNA-geenide transkriptiks on 30S eellasmolekul,
mis posttranskriptsioonilise RNA to6tlemise kiigus Ioigatakse endoribonukleaaside
(ingl. endoribonucleases) poolt 16S rRNA-ks, iiheks 4S tRNA-ks, 23 rRNA-ks ja 5SS
rRNA eellasmolekuliks (jn. 10.8). Sellele jirgneb sekundaarne molekulide 16ikamine
eksoribonukleaasidega (ingl. exoribonucleases), millega trimmitakse (ingl. trimming)
moodustuvate molekulide otsad tipseks. Imetajate rakkudes protsessitakse 43S pre-
rRNA molekul 5,85 rRNA, 18S rRNA ja 28S rRNA-deks ning lisaks protsessitakse 5S
rRNA iithest 7S transkriptist. Posttranskriptsioonilise to6tlemise kidigus metiiiilitakse
rRNA-molekule paljudest kohtadest ja lisatakse sellega mitmeid teisi modifitseeritud
nukleotiide. Nukleotiidide modifitseerimine kaitseb RNA-molekule ka ribonukleaaside
degradatsiooni eest.

Ribosoomide suure hulga tottu vajatakse rakus suurel hulgal ka riboosoomivalke
ja IRNA-molekule. Seepirast on rRNA-geenide koopiaarv (ingl. gene copy number) e.
redundantsus (ingl. redundancy) rakus korge. E. coli seitse rRNA-geeni (rrnA — rrnE,
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5 R U 5 :
Endoribonukleaasne 45S preRNA 9,
4 I6ikamine PP I OH

L Dol mess—— |
16S pre-rRNA 45 23S pre-rRNA 58S pre-rRNA

pre-tRNA o Degradeeritavad RNA protsessing

eksoribonukleaasne FIRRRE
gt trimmimine
L Bl mes— | I BN
16S 48 236 58 18S 5,8S 288
rRNA  tRNA rRNA rRNA rRNA rRNA rRNA

Joonis 10.8. E. coli 30S jaimetaja 45S pre-rRNA transkriptide stintees ja protsessing. Prokartioodi 30S rRNA
primaarne transkript loigatakse esmalt neljaks eellasmolekuliks ja trimmitakse jargnevalt S, 16S ja 23S
rRNA ning tRNA molekulideks.Imetajate 45S rRNA primaarne transkript on ca 13 000 nukleotiidi pikkune,
millest piirkondade degradatsioonil moodustuvad 285 rRNA (4718 nukleotiidi), 18S rRNA (1875 nukleo-
tiidi) ja 5,85 rRNA (160 nukleotiidi). Imetajate SS rRNA siinteesitakse eraldi transkriptina.

rrnG, rrnH) jaotuvad kolme erinevasse kromosoomi piirkonda. Eukariiootides on
ribosoomigeenid sadades kuni tuhandetes koopiates, mis paiknevad genoomis jérjes-
tikuliselt e. tandeemsete kordustena (ingl. tandem repeats) ning mis on iiksteisest
eraldatud geenidevahelise vahe- e. speisserpiirkonnaga (ingl. intergenic speisser regions).
Eukariiootide tandeemsed §,85-18S-28S rRNA-geenid moodustavad kromosoomide tuu-
makese organisaatorpiirkonna (ingl. nucleolar organizer regions). Inimesel on viis paari
tuumakest organiseerivaid kromosoome (kromosoomid 13, 14, 15, 21 ja 22), maisil vaid
iiks paar (6. kromosoom) ning Drosophila’l ja Louna-Aafrika kirnkonnal Xenopus laevis
sugukromosoom. 5S rRNA geenid eukariiootidel korduvad samuti sageli, kuid nad paik-
nevad paljudes kromosoomides ega seostu tuumakeste organisaatorpiirkonnaga.

1.2.2. Translatsiooni | etapp: aminohape ~ tRNA
1958. a. postuleeris Fr. Crick esmakordselt, et valgu biosiinteesil peab aminohapete
lilitumine toimuma poliipeptiidi mRNA koodonite informatsiooni péhjal mingite adap-
termolekulide kaasabil. Samal ajal avastatigi viikesed (4S, 74-95 nukleotiidi pikad)
tRNA-molekulid. Algul hakati neid iilekandemolekule nimetama lahustuvateks e.
sRNA-deks (ingl. soluble RNA, sSRNA), hiljem transport-RNA-deks e. tRNA-deks (ingl.
transfer RNA, tRNA). Iga aminohappe jaoks on 1-4 tRNA-d. tRNA-molekulid sisaldavad
antikoodonit (nukleotiidset tripletti), mis on komplementaarne mRNA koodoniga ning
paardub sellega translatsiooniprotsessis.

Aminohapped ithendatakse tRNA kiilge keemiliselt korge energiaga ja viga reak-
tiivsete estersidemetega, mida tihistatakse siitmboliga ,,~”. Aminohapete thendamine
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toimub aminohappe karboksiiiilgrupi ja tRNA 3’-otsa hiidrokstiili kaudu. Jarelikult
pannakse aminohape tRNA 3’-otsa. Selles protsessis toimub tRNA-de aktiveerimine
(ingl. tRNA activation) e. aminohapetega laadimine kaheetapilise protsessina, kus sama
ensiiiim, aminoatsiiiil- tRNA siintetaas e. AARS (ingl. aminoacyl-tRNA synthetase) kata-
latisib molemat protsessi:

AARS
1. Aminohape + ATP »- » Aminohape~AMP + PPi

AARS
2. Aminohape~AMP + tRNA -+ > Aminohape~tRNA + AMP.

Aminoatstii]-tRNA siintetaasi toimel toimub esimeses etapis aminohappe aktivatsioon
ATP energia abil. Moodustub vaheiihend aminohape ~ AMP e. aminoatsiiiiladeniilaat,
mis, vabanemata enstitimist, ldbib aminoatstiil-tRNA stintetaasiga ka teise reakt-
siooni, reageerides tRNA-ga ning moodustades iihendi aminohape ~ tRNA (aatRNA).
Reaktsioonide tulemusel vabaneb AMP ja piirofosfaat (PPi). Niiteks alaniiniga aktivee-
ritud tRNA on alaniiiil-tRNA*", See aminohappe ja tRNA spetsiifiline ithendamine
on translatsiooni I etapp, kusjuures ,tolkijateks” on aminoatsiiil-tRNA siintetaasid. Iga
aminohappe jaoks on vihemalt itks aminoatsiitil-tRNA siintetaas. Polipeptiidi siintees
toimub translatsiooni II etapis ribosoomis, kus aminohappega tRNA viiakse vastavusse
mRNA koodoniga ning kus ribosoomis tRNA-de kiiljes olevate kahe korvutijadva amino-
happe vahele moodustub peptiidside.

Ka tRNA transkribeeritakse DNA-It, mille tulemusel moodustuvad pikad RNA eel-
lasmolekulid, mis libivad analoogselt rRNA-de moodustumisega transkriptsioonijirgse
protsessingu (viljalsikamine, trimmimine, metiiiilimine jne.). Valminud tRNA-moleku-
lis on rida ebaharilikke nukleotiide, mida ei leidu pre-tRNA esmatranskriptides (inosiin,
pseudouridiin, dihiidrouridiin, 1-metiiiilguanosiin jt.) ning mis moodustuvad post-
transkriptsiooniliselt ensiimaatiliste modifikatsioonide tulemusel.

tRNA-molekulid on viikesed (70-95 nukleotiidi pikad). Esimesena tegid tRNA
nukleotiidse jirjestuse ja ristikulehekujulise (ingl. cloverleaf configuration) sekundaar-
struktuuri pirmseene alaniini tRNA (alaniiil-tRNA*") puhul kindlaks USA biokeemik
Robert Holley (1922-1993) ja kaastdotajad 1965. a. (jn. 10.9). Selle avastuse eest sai
R. Holley 1968. a. Nobeli preemia. tRNA sekundaarstruktuuris on neli sekundaarset
nukleotiididevahelist paardumisala: kolm juuksendelastruktuuri ja iiks vars. Umbes
molekuli keskel, keskmise juuksendelastruktuuri iiksikahelalise lingu osas (H-sideme-
tega mittepaardunud osas) paikneb antikoodon. tRNA-dest miirati 1974. a. esimesena
réntgenstruktuuranaliiiisil pirmseene feniiiilalaniiniga tRNA (alaniiiil-tRNA™*) tert-
siaarstruktuur. Kolmemaootmeline struktuur on L-tihe kujuline (jn. 10.10).

Aminoatsiiiil-tRNA koodonispetsiifilisus on miiratud tRNA (mitte aminohappe)
poolt. Frangois Chapeville (snd. 1924) ja Giinther van Ehrenstein koos kaastdotajatega
nditasid, et kui muuta tstisteniitil-tRNA koostises olev tsiisteiin keemilise redutseeriva
reaktsiooni tulemusel (kasutades niklipulbrit e. Raney niklit) alaniiniks, siis in vitro
valgusiinteesi siisteemis modifitseeritud hiibriidse alantiil-tRNA®" lisamisel lilitus tsiis-
teiini koodonite kohale poliipeptiidahelasse tsiisteiini asemel alaniin (jn. 10.11).



Joonis 10.9. S. cerevisiae alaniini
tRNA nukleotiidne jarjestus ja
tema sekundaarstruktuuri risti-
kulehekujuline konfiguratsioon.
Modifitseeritud nukleotiidide
lihendid on antud selgituses.

tRNA tertsiaarstruktuuri mudel

Aluspaardunud
kaksikahel

3-ots (... C-C-A-OH)

)
Mittepaardunud 16pp

Riboosfosfaat-

selgroog

tRNA sekundaarstruktuuri
mudel

Aminohape

Antikoodont !
ling Antikoodon

Joonis 10.10. tRNA tertsiaarstruktuuri lihtsustatud skeem.

Ribosoomis on kolm tRNA seondumissaiti. Ribosoomi esmalt saabuv animoatsiiil-
tRNA siseneb A-saiti e. aminoatsiiiil-(A)-punkti (ingl. aminoacyl site, A site) ning ta
kannab jargmist aminohapet, mis lisatakse kasvavasse poliipeptiidahelasse. P-saiti e.
peptidiiiil-(P)-punkti (ingl. peptidyl site, P site) seondub tRNA, mille aminohappe kiilge
kasvav poliipeptiidahel kinnitatakse. E-saiti e. viljumis-(E)-punkti (ingl. exit site, E site)
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liigub tRNA, mille aminohape on eelnevalt seotud poliipeptiidahelasse (aminohappega
mittelaetud tRNA). Kolm tRNA seondumissaiti lokaliseeruvad mélemal ribosoomi ala-
iiksusel. mRNA on seotud viiksema alatiksusega ja tRNA antikoodon paardub mRNA
koodoniga viiksema alaiiksuse pinnal (jn. 10.12). Kuivérd ribosoom liigub mééda
mRNA-d (v6i tdmmatakse mRNA-d libi ribosoomi), siis protsessi spetsiifika miiravad
just mRNA koodonid. Ribosoomi seondumissaidid (ilma mRNA-ta) on iseenesest voi-
melised siduma suvalist aminoatsiiil-tRNA-d.

Jarelikult on tRNA-molekulidel viga suur spetsiifilisus:

1. Neil on kindel antikoodoni nukleotiidijirjestus, et dra tunda diget koodonit.

2. Nad tuntakse dra 6ige aminoatsiiiil-tRNA siintetaasi poolt, et aktiveerida ja laa-

dida 6ige aminohappega.
3. Neil on voime seonduda ribosoomi digesse saiti, et tiita oma adapterifunktsiooni.

E voi valjumissait

P voi peptididlsait
A voi aminoatsiulsait
. Ribosoomi

_ 30S alatiksus
mRNAS’
Ribosoomi

508 alaliksus
tRNASGY_____

_______________ Alanill-tRNAAR

Kasvava poIUpeptiidiga’/
seotud

feniiilalandiiRNAPhe [_Ricosoomi "ik“’»

Joonis 10.12. E. coli ribosoomi struktuur. Igas ribosoomis on kolm aminoatsiiil-tRNA seondumissaiti

(A, P E). A e.aminoatsittiltRNA sait on okupeeritud alantia-tRNA*" poolt. P e. peptidiiiilsait on okupeeri-
tud feniiiilalaniiil-tRNA"™ poolt, kus feniiiilalaniini tRNA kiilge on kovalentselt seotud kasvav
poliipeptiidahel. E e. tRNA viljumissait on okupeeritud tRNA® poolt enne tema ribosoomist vabanemist.

1.3. Translatsiooni Il etapp — valgusiintees

mRNA nukleotiidses jirjestuses sisalduva geneetilise informatsiooni tilekandel, trans-
latsioonil e. tolkimisel (ingl. translation) poliipeptiidahela aminohapete jirjestuseks
eristatakse kolme etappi:
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1) poliipeptiidahela initsiatsioon e. alustamine;
2) poliipeptiidahela elongatsioon e. siintees;
3) poliipeptiidahela terminatsioon e. [5petamine.

1.3.1. Poliipeptiidahela initsiatsioon

Translatsiooni initsiatsioon (ingl. initiation) sisaldab siindmusi, mis eelnevad ribo-
soomis esimese peptiidsideme moodustumisele kahe aminohappe vahele kasvavas
poliipeptiidahelas. Kuigi pohiliselt on translatsioon pro- ja eukariiootides sarnane, on
olulisi erinevusi just initsiatsiooni osas.

Prokariiootides (nt. E. coli) sisaldab translatsiooni initsiatsiooniprotsess ribosoomi
308 alaiiksust, spetsiifilist initsiaator-tRNA-d, mRNA-molekuli, kolme lahustuvat val-
gulist initsiatsioonifaktorit IF-1, IF-2 ja IF-3 (ingl. initiation factors IF-1, IF-2, IF-3) ja
ithte GTP-molekuli (jn. 10.13). Ribosoomi 50S-alaiiksus seondub initsiatsioonikomp-
leksi viimasena, moodustades 70S-ribosoomi. Translatsiooni initsiatsioonikoodoniks
(ingl. initiation codon) on mRNA-s koodon AUG (harva GUG, mis mRNA muudes posit-
sioonides kodeerib valiini lilitumist). Poliipeptiidahela siinteesi alustatakse spetsiaalse
tRNA-ga, tRNA M poolt, mis tunneb éra initsiaatorkoodoni AUG (vahel ka GUG).
Metioniiiil-tRNA M viib ribosoomi formiiiilmetioniini, s.t. metioniini, mille amino-
rithm on blokeeritud formiiiilrithmaga (-COH, tihisena ,”). Poliipeptiidahela kasvul

f-metioniiiil- MRNA .
tRNAMet . . 0S ribosoo
3, 5 g’

: Do
v A ST L L

mRNA-30S alaiiksuse
3~ kompleks

IF-2/f-met-tRNAMet
kompleks

pases -.-—"-‘.'.'.'.

70S ribosoom

Joonis 10.13. Translatsiooni initsiatsioon E. coli’s. Eraldi moodustuvad IF—Z/f—met—tRNAFM“\‘ jaIF-3/

mRNA/308S alaiiksuse kompleksid, mis Ghinevad IF-1 ja GTP kaasabil teineteisega. Parast IF-3 vabanemist
thineb ribosoomi S0S alatiksus initsiatsioonikompleksiga ning IF-1, IF-2 vabanevad ja GTP lagunda-
takse GDP-ks ja fosfaadiks (Pi). IF-1,1F-2, 1F-3 — valgulised initsiaatorfaktorid; -Met — formiiilmetioniin;
tRNA M — formiitilmetioniini transportiv tRNA.



vastutab metioniini lilitumise eest tRNAM*", Mélemad metioniini tRNA-d tunnevad ira
sama mRNA koodonit (AUG), kuid vaid metioniiiil-tRNA ™ on voimeline seonduma
initsiatsioonifaktoriga IF-2 ja alustama siinteesi initsiatsiooni. Seega on kéikides esma-
stinteesitud poliipeptiidahelates esimeseks aminohappeks metioniin, kuid tegelikkuses
ldigatakse see aminoterminaalne formuiilmetioniin enamikul juhtudel polipeptiidist
vilja, sest funktsioneerivates valkudes pole ta vajalik.

Poliipeptiidahela initsiatsioonikompleksi moodustumine algab kahe erineva komp-
leksi moodustumisega:

1) initsiatsioonifaktor IF-2 ja metioniiiil-tRNA M

2) mRNA, ribosoomi 308 alaiiksus ja initsiatsioonifaktor IF-3.

Ribosoomi 308 alaitksuse/mRNA initsiatsioonikompleks saab moodustuda vaid
IF-3 juuresolekul ja see soltub osaliselt ka 16S rRNA 3’-otsa ja mRNA AUG ees oleva
nukleotiidsete jirjestuste vahel esinevast RNA-ahelate komplementaarsest paardumi-
sest. mRNA initsiaator, AUG-koodonist (vahel ka GUG) ca 7 nukleotiidi 5'-otsa poole
jadv konserveerunud konsensuslik poliipuriinijirjestus AGGAGG paardubki komp-
lementaarsuse alusel 16S rRNA 3'-otsa jirjestusega. Seda mRNA konsensusjirjestust
nimetatakse Shine’i-Delgarno jarjestuseks (ingl. Shine-Delgarno sequence) e. ribosoomi
seondumissaidiks e. RBS-ks (ingl. ribosome binding site, RBS) (jn. 10.14). Shine’i-Del-
garno jirjestus on nimetatud Austraalia teadlaste John Shine’i (snd.1946) ja Lynn
Delgarno (snd. 1935) jirgi, kes selle mehhanismi avastasid. Shine’i-Delgarno jirjestuse
puudumisel voi modifitseerimisel, kus paardumist 16S rRNA-ga ei toimu, mRNA-d ei
transleerita voi transleeritakse darmiselt ebaefektiivselt. Nimelt voivad RNA-molekulid
kiituda kui repressorid. mRNA 5’-otsmine mittetransleeritav piirkond voib sisaldada
madalmolekulaarsete metaboliitide (nt. aminohapped ja vitamiinid) seondumisjirjestust
e. riboliilitumise domeeni (ingl. riboswitch domain). Metaboliidiga seondunud jirjestuse
komplementaarne nukleotiidjirjestus paardub sel juhul aga ise Shine’i-Delgarno jirjes-
tustega ning seetdttu ei saa viimane enam paarduda 16S rRNA 3’-otsmise jirjestusega.
Seega kontrollitakse ribolilitumisega translatsiooni toimumist.

IF-1 ja GTP juuresolekul toimub IF -Z*metionﬁi'11-tRNAfMet kompleksija mRNA/30S
ribosoomi alaiiksuse*IF-3 kompleksi iiksteisega ithinemine, moodustub tdielik
30S-initsiatsioonikompleks. Lopuks ithineb 30S-initsiatsioonikompleks ribosoomi
50S-alaiiksusega ning moodustub 70S-ribosoom. Enne 50S-alaiiksusega tithinemist peab
30S-kompleksist vabanema IF-3, sest nad ei saa samal ajal ribosoomi suurema subiihi-
kuga seonduda. 50S-alaiiksuse ithinemiseks on vajalik GTP hiidroliiiis (vabaneb GDP)
ning protsessi kdigus eralduvad initsiatsioonifaktorid IF-1 ja IF-2. Ribosoomi 508 ala-
iiksuses paigutub initsiaator-tRNA (metioniiil-tRNA M) peptidiiiilsaiti (P-sait) ning
tema antikoodon on paardunud mRNA initsiaatorkoodoniga. Metioniiiil-tRNA " on
ainus aminoatstiil-tRNA, mis on véimeline sisenema otse ribosoomi P-saiti, labimata
ribosoomi A-saiti. Kui metioniiil-tRNA ™ on ribosoomi P-saidis, siis nRNA AUG
koodonist 3’-suunas asuv koodon on ribosoomi A-saidis vaba, valmis vastu votma ami-
noatsiiiil-tRNA-molekuli, mis sisaldab sellele koodonile vastavat antikoodonit.

Eukariiootide translatsiooni initsiatsioon on komplekssem, sisaldades palju rohkem
lahustuvaid initsiatsioonifaktoreid. Pohilisi erinevusi on aga kaks:

Translatsioon ja geneetiline kood
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1) metioniini aminogrupp pole initsiaator-tRNA-s formiiiilitud (nagu prokariioo-
tidel);

2) esialgne initsiatsioonikompleks moodustub mRNA §’-otsaga (mitte Shine’i-Del-
garno/AUG algussaidiga nagu pﬁrokarﬁootidel).

Eukariiootidel skaneerib initsiatsioonikompleks mRNA-d, alustades 5"-otsast, ja otsib
esimest AUG koodonit. Seepirast algab poliipeptiidahela siintees enamasti (soltuvalt
siiski mRNA nukleotiidijirjestuse eripidrast) just esimesest S’-terminaalsest AUG-st.
Optimaalseks initsiaatorijirjestuseks on seejuures S’ ~GCC(A vé6i G)CCAUGG- 3/,
kus puriin (A v6i G) asub AUG koodonist kolm nukleotiidi eespool (iilesvoolu) ning
temale jirgneb kohe G (suurendab initsiatsiooni sagedust 10 korda). Nimetatud konsen-
susjdrjestust nimetatakse selle avastaja USA biokeemiku Marilyn Kozaki jirgi Kozaki
jarjestuseks ja selle jirjestuse esinemist Kozaki reegliks (ingl. Kozak s rule). Siiski on
Kozaki konsensusjirjestusel ka liigispetsiifika.

Nagu prokariiootidel on ka eukartiootidel spetsiifiline initsiaator-tRNA, kuid mitte
tRNA M, vaid tRNA M, kus ,.” tahistab initsiatsiooni. Initsiaator-tRNA metioniiiil-
tRNA M interakteerub lahustuva initsiatsioonifaktoriga ning on seetottu voimeline
sisenema otse ribosoomi P-saiti (analoogne E. coli translatsiooni initsiatsiooniga). Euka-
ritootidel seostub spetsiifiline miitsi siduv valk CBP (ingl. cap-binging protein, CBP)
mRNA 5'-otsas oleva 7-metiiiilguanosiiniga. CBP viib mRNA tuumast tsiitoplasmasse,
seondub seal elongatsioonifaktoriga elF4E ja aktiveerib translatsiooni. Seejirel seondu-
vad teised initsiatsioonifaktorid juba moodustunud CBP/mRNA-kompleksiga. Jirgnevalt
toimub tthinemine viiksema, 40S-ribosoomi alaiiksusega. Moodustunud 40S-initsiat-
sioonikompleks liigub 5> 3" suunas m66da mRNA-d, skaneerides AUG koodonit. Kui
AUG-triplet on tles leitud, siis dissotsieeruvad initsiatsioonifaktorid kompleksist ja
ribosoomi suur alaiiksus (60S) seostub metioniiiil-tRNA/mRNA /40S-ribosoomi alaiik-
suskompleksiga, moodustades terve 80S-ribosoomi. See 80S ribosoomi/mRNA/tRNA
kompleks on valmis translatsiooni elongatsiooniks.

1.3.2. Poliipeptiidahela elongatsioon
Translatsioon jitkub pohimotteliselt samal viisil nii pro- kui ka eukariiootidel. Iga uue
aminohappe lillitumine poliipeptiidahelasse on kolmeetapiline (jn. 10.15).
1. Aminoatsiiiil-tRNA (aatRNA) seondumine ribosoomi A-saiti.
2. Kasvava poliipeptiidahela ilekanne P-saidi tRNA-It A-saidi tRNA kiilge peptiid-
sideme moodustumisega.

3. Ribosoomi translokatsioon mé6da mRNA-d, suunates A-saidi jirgmise
koodoni kohale.

Kolmandas etapis toimub moodustuva polipeptiid-tRNA ja aminohappeta tRNA
translokatsioon saitidest A ja P vastavalt saitidesse P ja E. Koik need kolm etappi toimu-
vad elongatsioonil korduvalt. Lahustuvad valgulised elongatsioonifaktorid on pro- ja
eukartiootidel sarnase toimega.

Prokariiootide translatsiooni elongatsiooni esimeses etapis seostub aminoatsiiiil-
tRNA ribosoomi A-saiti vastavalt tRNA antikoodoni ja mRNA koodoni vahelisele
paardumisele. aatRNA assotsieerub elongatsioonifaktoriga EF-Tu (ingl. elongation
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factor Tu), mis on seotud GTP-ga (EF-Tu'GTP). GTP on vajalik aminoatsiiiil-tRNA
seostumiseks ribosoomi A-saiti. Parast GTP lagundamist vabaneb EF-Tu'GDP-kompleks
ribosoomist. EF-Tu'GDP on inaktiivne ning pole voimeline tthinema aatRNA-ga. EF-Tu’
GDP konverteeritakse aktiivsesse EF-Tu'GTP-vormi elongatsioonifaktoriga EF-Ts
(ingl. elongation factor EF-Ts), milleks on vajalik ithe GTP-molekuli hiidroliiiis. EF-Tu
interakteerub koikide aminoatsiitil-tRNA-dega, v.a. metioniiil-tRNA.

Poliipeptiidahela pikenemise teises etapis moodustub A-saidis oleva amino-
atstiiil-tRNA aminogrupi ja peptidiiil-tRNA karboksiitilgrupi vahelise reaktsioonina
peptiidside. Selle reaktsiooni kiigus kantakse kasvav peptiidahel P-saidis olevalt tRNA-It
iile A-saidis olevale tRNA-le. Seega moodustub ribosoomi A-saidis uus peptidiiiil-tRNA,
mis on ithe aminohappe vorra pikem. Peptiidsideme siinteesi teostab peptidiiiilitrans-
feraas (ingl. peptidyltransferase) oma ensiimaatilise aktiivsusega, mis on sisse ehitatud
ribosoomi 508 alaiiksusesse. Peptiidsideme siinteesi eest vastutav kataliiiitiline keskus
sisaldub 23S rRNA-s, mitte aga ribosoomivalkudes, s.t. sel keskusel on RNA kataliiitiline
e. ribosiiiimne (ingl. ribozyme) aktiivsus. Peptiidsideme moodustamiseks on vajalik ithe
GTP-molekuli hiidroliiiis. GTP saadakse EF-Tu‘GTP-st (vt. esimene etapp).

Poliipeptiidahela pikenemise kolmandas etapis toimub A-saidis oleva peptidiil-
tRNA ensiimaatiline nihutamine e. translokatsioon (ingl. translocation) P-saiti ning
ilma aminohappeta tRNA translokatsioon E-saiti. Koos tRNA-dega liigub ribosoomis ka
mRNA. Jérelikult liigub ribosoom kolme nukleotiidi vorra mé66da mRNA-d edasi 3"-16pu
suunas. Translokatsioonil osaleb elongatsioonifaktor G e. EF-G (ingl. elongation factor
EF-G) ja GTP. Translokatsiooni tulemusena jidib ribosoomi A-sait vabaks ja on seega val-
mis jitkama elongatsiooni jargmist tsiiklit.

Kasvav peptiidahel viljub ribosoomist peptiiditunneli kaudu. Peptiiditunnel avaneb
ribosoomi suurema alatiksuse ,seljal”. Stinteesitava valgu ruumiline struktuur tekib alles
pirast ribosoomist viljumist. Uhe mRNA-ga on seotud palju ribosoome, moodustades
poliiribosoomi (ingl. polyribosomes). Valgusiintees on kiire protsess. E. coli’l on vaja iihe
aminohappe kolmeetapiliseks lilitumiseks 0,05 sekundit, mistottu niiteks 300 amino-
happe pikkuse polipeptiidi siinteesiks vajatakse vaid 15 sekundit.

1.3.3. Poliipeptiidahela terminatsioon
Polipeptiidahela elongatsioon peatub, kui ribosoomi A-saiti siseneb iiks kolmest termi-
naatorkoodonist: UAA, UAG, UGA (jn. 10.16).

Terminaatorkoodonid tuntakse idra lahustuvate valkude, terminatsioonifakto-
rite e. RF-de (ingl. release factors, RFs) poolt. Terminatsioonifaktorid kuuluvad kahte
klassi. Bakteriaalsed esimese klassi terminatsioonifaktorid RF-1 ja RF-2 tunnevad ter-
minaatorkoodoneid ira erinevalt. Molemad tunnevad ira terminaatorkoodoni UAA,
kuid RF-1 tunneb lisaks dra veel terminaatorkoodoni UAG ja RF-2 terminaatorkoodoni
UGA. Eukariiootidel on vaid iiksainus esimese klassi terminatsioonifaktor e. eRF
(ingl. eukaryotic release factor, eRF) koigi kolme terminaatorkoodoni tarvis. Terminat-
sioonifaktori esinemisel A-saidis muudetakse peptidiiiili transferaasset aktiivsust nii, et
ta lisab moodustuva poliipeptiidahela viimase aminohappe karboksiitilotsa veemolekuli.
Reaktsiooni tulemusel vabaneb poliipeptiid P-saidis olevast tRNA-molekulist. Siinjuu-
res osaleb ka GTP-seoseline RF-3. Terminatsioon 16peb mRNA-molekuli vabanemisega
ribosoomist ja ribosoomi dissotsiatsiooniga alatiksusteks, mida kataliiisib ribosoomi

Translatsioon ja geneetiline kood
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vabanemisfaktor RRF (ingl. ribosome release fractor). RF-3 ja RRF on teise klassi ter-
minatsioonifaktorid ja nad ei tunne terminatsioonikoodoneid iseseisvalt dra. Samad

ribosoomi alaiiksused on aga valmis alustama jargmist valgusiinteesi tstklit.

Meeldejatmiseks

Geneetilise informatsiooni iilekanne mRNA nukleotiidsest jarjestusest valkude aminohappeliseks jarjes-
tuseks toimub ribosoomides.

« tRNA-molekulid on adaptermolekulideks, mille vahendusel toimuvad aminohapete ja mRNA koodonite
vahelised seosed.

- Translatsioonil toimuvad poliipeptiidahela initsiatsioon, elongatsioon ja terminatsioon.

Prokariiootide translatsiooniprotsessis osalevad initsiatsioonifaktorid IF-1, IF-2 ja IF-3, elongatsioonifak-
torid EF-Tu, EF-Ts ja EF-G ning terminatsioonifaktorid RF-1 ja RF-2 ning RF-3 ja RRF.

2. GENEETILINE KOOD

Geneetilise informatsiooni iilekandel nukleiinhapete (nRNA) nukleotiidsest jirjestusest
valkude (poliipeptiidahela) aminohappeliseks jirjestuseks kasutatakse geneetilist koodi.
Dekodeerimine toimub mRNA koodoni ja spetsiifilist aminohapet kandva tRNA anti-
koodoni paardumisel ja reastatud aminohappelise ahela siinteesil ribosoomis.

2.1. Geneetilise koodi iildiseloomustus

Geneetilise koodi spetsiifilised omadused on alljirgnevad.

1.

Tripletne. mRNA koodonis on kolm nukleotiidi, mis médiravad ithe amino-
happe lilitumise poliipeptiidahelasse.

Mittekattuv. mnRNA nukleotiid on korraga vaid iihes koodonis (v.a. kattuvate
geenide korral, kus kasutatakse erinevaid lugemisraame ja siinteesitakse erine-
vaid valke).

Komavaba. mRNA-molekuli kodeerivas osas loetakse nukleotiiditriplette jar-
jestikuliste koodonitena, ilma vahelejdivate nukleotiidideta, nn. lugemisraamis
(ingl. reading frame).

Liiane (siinoniiiimne). Kahekiimnest aminohappest vaid kaks on mairatud iihe
koodoniga, iilejidnud mitmega.

Lahterdatud (ingl. ordered). Uhele aminohappele vastavad mitu koodonit ja
sarnaste keemiliste omadustega aminohapete koodonid on tiksteisega sarnased,
erinedes tavaliselt vaid iiksiknukleotiidi poolest.

Esinevad algus- jalépukoodonid. Polipeptiidahela siinteesi alustavad ja lopeta-
vad spetsiifilised koodonid.

Peaaegu universaalne. Vilja arvatud iiksikud erandid, on geneetiline kood kai-
gile elusorganismidele ja viirustele iihtne.

Translatsioon ja geneetiline kood
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2.1.1. Koodi sonastik

Kuivord valkudes on 20 standardset aminohapet, siis peab neile vastama viahemalt 20 eri-
sugust koodonit, mis koosnevad neljast erinevast nukleotiidist. Uhenukleotiidiline kood
annaks vaid 4 koodonit, kahenukleotiidiline 16 (=4*), mida on aga samuti liiga vihe. Kui
kood on aga kolmetiheline, siis esineb 64 (=4°) koodonit, s.t. koodoneid on iileliia.

Juba 1961. a. esitas Fr. Crick kaastootajatega tugevad toendid selle kohta, et geneeti-
line kood on tripletne kood (ingl. triplet code), s.t. et koodonis on kolm nukleotiidi. Nad
uurisid keemilise mutageeni (proflaviin) toimel saadud mutante faagi T4 lookuses rII. T4
rII mutandid pole voimelised kasvama E. coli tiives K12, kiill aga tiives B, nagu metsik-
tutipi faag. Nad isoleerisid arvukalt revertante, mis kasvasid mélemas nimetatud tiives,
nagu metsiktiiiipi faag. Pole toenioline, et revertantides toimus pé6rdmutatsioon tagasi
geeni algsesse nukleotiidsesse jirjestusse. Pigem voiks olla tegemist uue mutatsiooniga
e. supressormutatsiooniga (ingl. suppressor mutation), mis korvaldab algse mutatsiooni
efekti. Nad eeldasid, et kui jarjestikulised nukleotiidide tripletid méddravad ithe amino-
happe lilitumise valku, millega tihe nukleotiidipaari lisandumisel e. ,+”-mutatsioonil voi
korvaldamisel e. (-)-mutatsioonil lugemisraam muutub. Niiteks saab jirjestust AAA-
GGGCCCTIT lugeda kolmel viisil: 1) AAA, GGG, CCC, TI'T; 2) A, AAG, GGC, CCT,
1TT; 3) AA, AGG, GCC, CTT, T. Faagide rekombinatsioonil said nad ka kolmikmutandid.
Selgus, et pirast kolmandat (+)-mutatsiooni ja parast kolmandat (-)-mutatsiooni metsik-
tiiiipi fenotiiip enamasti taastus (jn. 10.17).

Tripletse geneetilise koodi lahtimurdmiseks kasutati peamiselt katseid, kus uuriti in
vitro valgusiinteesil aminohapete lilitumist poliipeptiidi, kasutades matriitsina laboris
stinteesitud kindla nukleotiidse jirjestusega mRNA-sid. Koodonite desifreerimisel
saadi alljargnevad tahtsad tulemused.

1. Trinukleotiidid on piisavad nukleotiidjirjestused, et stimuleerida spetsiifiliste
aminoatstiil-tRNAde lulitumist ribosoomi. Naiteks 5’-UUC-3" on piisav, et
siduda feniiiilalaniiiil-t RN A ribosoomidesse; jarelikult on UUC feniiiilalaniini
koodon. Sel viisil testiti 1abi kdik 64 voimalikku trinukleotiidide kombinatsiooni.

2. Keemiliselt siinteesitud mRNA molekulid, mis koosnesid vaid ithesugus-
test nukleotiididest, moodustasid homopolimeeri, niiteks poli-U-poliifeniiil-
alaniini. Kui mRNA-s oli kordistatud aga dinukleotiid UG, siis poli(UG)
moodustas korduva kopoliimeeri (cys-val)m, kus ,n” ja ,m” tahistavad vastavalt
nukleotiidide ja aminohapete arvu poliimeerides.

3. Kordistatud trinukleotiididest saadud mRNA andis aga segu kolmest homo-
poliimeerist. Niiteks polii(UUG)_ andis segu poliileutsiini, poliitsiisteiini ja
poliivaliini poliimeeridest. Nimelt annab poli(UUG)_ kolm erinevat lugemis-
raami: 1. UUG UUG annab poliileutsiini; 2. UGU UGU poliitsiisteiini; 3. GUU
GUU polivaliini.

1960. aastate keskel selgitati geneetiline kood tdies ulatuses. Selles bioloogia ajaloo iihes
huvitavamas etapis teenisid pohiavastusi teinud teadlased M. Nirenberg, S. Ochoa,
H. G. Khorona 1968. a. ka Nobeli preemia.

Selgus, et koik aminohapped, v.a. metioniin ja triiptofaan, on méaaratud rohkema
kui iithe koodoni poolt (jn. 10.18). Leutsiinil, seriinil ja arginiinil on seevastu kdigil 6



mRNA

Joonis 10.17. Geneetilise koodi tripletsus. Pirast kolmanda nukleotiidipaari lisandumist taastub geenis
geneetilise informatsiooni lugemisraam. Esimese ja kolmanda nukleotiidipaari lisandumise (punktmutat-
siooni) vahele jidv geeni ala midrab mutantsed aminohapped. Viikese ulatusega mutantsel oigul ei pruugi
olla moju valgu funktsiooni avaldumisele.

erisugust koodonit. Kui aminohapet méiirab rohkem kui iiks koodon, siis radgitakse
geneetilise koodi liiasusest (ingl. degeneracy). Geneetilise koodi liiasust on kahte tiiiipi.
1. Osaline liiasus, kus koodoni kolmas tiht e. 3"-alus v6ib olla kas piirimidiin
(U vai C) véi puriin (A véi G), kuid kus piirimidiini asendumisel puriiniga ja vice
versa madratakse uus aminohape.
2. Taielik liiasus, kus koodoni kolmandaks tiheks voib olla iikskoik milline
nukleotiid, kuid ikkagi miaratakse sama aminohape. Naiteks valiin on méairatud
koodonitega GUU, GUC, GUA, GUG.

Translatsioon ja geneetiline kood
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Esimene (57) tak

AUC % Tlleu (1)
AUA
AUG

. Thr (T)

GUU
GUC
GUA

Ala (A)

Joonis 10.18. Geneetiline kood (mRNA koodonid). mRNA koodonid ja neile vastavad aminohapped.
Aminohappe standardsete kolmetiheliste lithendite jarel sulgudes on antud Gthetihelised simbolid.

Nimetasime juba, et valgusiinteesi initsiatsioonikoodoniks on AUG (harva GUG) ja ter-
minaatorkoodoniteks koodonid UAG, UAA ja UGA, mida nimetatakse vastavalt ka
amber-, ochre- ja opal-koodoniteks e. merevaik-, ooker- ja opaalkoodoniteks.

Mitokondrite ja ménede muude erijuhtude puhul erinevad geneetilised koodid uni-
versaalsest geneetilisest koodist.

1.

Selgroogsete organismide mitokondrites ei ole UGA stoppkoodon, vaid méiarab
triiptofaani.

Eukartiootide mitokondrites pole AUA isoleutsiini, vaid metioniini koodon.
Selgroogsete mitokondrite AGA ja AGG pole arginiini koodonid, vaid ahela ter-
minaatorkoodonid.

Moned muud erinevused, mis esinevad niiteks pirmseentel ja algloomadel
tuuma mRNA-des, samuti teatud bakteriliikidel.



Ulalesitatust selgus, et mitokondrites miiratakse nii metioniin kui ka triiptofaan kahe
koodoniga, mis tuuma mRNA puhul, nagu teame, on ainsatena méiiratud vaid ihe
koodoniga.

Terminaatorkoodoneid loetakse mottelistena ka monedel muudel juhtudel, niiteks
selenotsiisteiini ja purrolisiini liillitumistel polipeptiidahelasse. Nimelt kasutatakse siin
motteliste koodonitena vastavalt terminaatorkoodoneid UGA ja UAG. Selenotstisteiinil
on oma tRNA 5-UCA-3" antikoodoniga ning ta aktiveeritakse aminohappega seriin, mis
konverteeritakse jirgnevalt selenotsiisteiiniks. Selenotsiisteiini lilitumiseks polapep-
tiidahelasse on vajalikud mRNA mittetransleeritavas 3’-otsmises piirkonnas spetsiifilised
insertsioonilised jirjestused e. SECIS-elemendid (ingl. selenocycteine insertion sequences),
mis interakteeruvad selenotsiisteiinispetsiifiliste translatsioonifaktoritega (need asenda-
vad elongatsioonifaktorit Tu).

Meeldejatmiseks
Iga aminohape 20-st on madratud iihe voi enama mRNA tripletse koodoniga.

Geneetilise koodi 64 koodonist 61 maaravad aminohappeid ja 3 on ahela terminaatorkoodonid e. stopp-
koodonid.

« Geneetiline kood ei ole kattuv, on lilane (aminohappeid maaratakse kahe ja enama koodoniga) ja lahter-
dunud (ldhedased aminohapped on maaratud sarnaste koodonite poolt).

Geneetiline kood on peaaegu universaalne.

2.2. Koodon-tRNA interaktsioonid

2.2.1. Lodgastuspositsioon

mRNA koodoni ja tRNA antikoodoni nukleotiidide jirjestus on aluspaardumisel vastas-
suunaline e. koodoni esimene tiht paardub antikoodoni kolmanda tihega ja vastupidi,
koodoni kolmas tiht antikoodoni esimese tihega:

mRNA: 5-AUG -3’ (koodon)
tRNA:3-TAC-S5 (antikoodon).

Geneetilise koodi struktuur viljendub nii tRNA ehituses kui ka koodoni-antikoodoni
seondumise spetsiifikas. Koodoni-antikoodoni interaktsioon toimub ribosoomis, kus
mRNA koodonile seatakse vastavusse tRNA antikoodon. tRNA antikoodoni ja mRNA
koodoni vahelisel nukleotiidide vesiniksidemetega seostumisel esineb tipset paardumist
vaid koodoni esimese ja teise tihe osas. Koodoni kolmanda tihe (ja antikoodoni esi-
mese tihe) paardumine on I6tv. Seda asendit nimetas Fr. Crick 166gastusasendiks (ingl.
wobble state).

Fr. Crick postuleeriski, et antikoodoni 5" limmastikalused (antikoodoni esimese
tihena) C ja A paarduvad mRNA koodoni 3" N-alusega (koodoni kolmanda tihena) spet-
siifiliselt (jn. 10.19). Seevastu G antikoodoni $” alusena paardub ebaspetsiifiliselt koodoni
3" alustega U voi C ning antikoodoni U paardub koodoni A voi G-ga.

Translatsioon ja geneetiline kood
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tRNA antikoodoni 5° N-alus mRNA koodoni 3" N-alus

A, U voi C

Joonis 10.19. tRNA antikoodoni 5'-otsa ja mRNA koodoni 3 -otsa paardumise ebaspetsiifilisus (loogastus-
asend).] — inosiin.

Koodoni-antikoodoni paardumise ebaspetsiifilisus on tingitud RNA ehituse geomeet-
riast. G-U paardumine saab RNA A-vormis kaksikheeliksis toimuda stabiilselt moningase
konformatsioonilise vabaduse olemasolul, mis ongi olemas koodoni-antikoodoni
paardumisel koodoni kolmandas positsioonis (vastab antikoodoni esimesele tihele).
Loogastusasendis voib koodoni kolmandas positsioonis toimuda G-C ja G-U paardumine
vordse eduga, s.t. nii koodoni kolmandas positsioonis kui antikoodoni esimeses positsioo-
nis olev G voib paarduda C v6i U-ga. Seega suudab tRNA, mille antikoodoni esimeses
positsioonis on G, dekodeerida (ribosoomide abil transleerida e. liilitada koodonile vastav
aminohape valguahelasse) koodoneid, mille kaks esimest tihte on samad ja kolmandaks
on piirimidiin (C véi U). Teine tRNA, mille antikoodoni esimene tiht on U, suudab deko-
deerida koodoneid, mille kolmandas positsioonis on puriin (G véi A). Siit jireldub, et iga
tRNA suudab dekodeerida kahte koodonit juhul, kui tema antikoodoni esimeses posit-
sioonis on G voi U. Fr. Cricki hiipoteesi kohaselt ongi tdielikult degenereeritud koodonite
puhul vihemalt kaks tRNA-d (kus tRNA esimeses positsioonis on kas G véi U).

Loogastusasendis toimuva ebaspetsiifilise paardumisega on seletatav ka kolme eri-
neva tRNA olemasolu seriini (Ser) kuue koodoni jaoks:

1) tRNAS (antikoodon AGG) seondub koodonitega UCU ja UCC;

2) tRNA®? (antikoodon AGU) seondub koodonitega UCA ja UCG;

3) tRNA®® (antikoodon UCG) seondub koodonitega AGU ja AGC.

Loogastusasendis toimuv koodoni-antikoodoni paardumine voimaldab organismidel
kokku hoida tRNA-sid. 61 aminohappeid kodeeriva koodoni transleerimiseks kasutab
enamik organisme alla 40 erineva tRNA-molekuli. Kuid on ka kaks erandit, kus amino-
hapetele metioniin ja triiptofaan vastab vaid iiks koodon. Mélemal juhul on antikoodoni
esimeses positsioonis C, mis paardub spetsiifiliselt G-ga.



Paljudes tRNA-des on antikoodoni §* positsioonis inosiin (I), nukleotiid, kus N-alus
on hiipoksantiin. Inosiin moodustub adenosiini posttranskriptsioonilisel modifikatsioo-
nil. Fr. Cricki hiipoteesi kohaselt, kui inosiin on antikoodoni 5" asendis, v6ib ta paarduda
koodoni kolmandas asendis kéigi iilejidnud kolme alusega (A, U véi C-ga). Niiteks ala-
niiiil-tRNA inosiiniga $'-positsioonis (CGI) paardub RNA nukleotiididega GCU, GCC
ja GCA (jn. 10.20).
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Joonis 10.20. Alaniiil-tRNA**" antikoodoni paardumine mRNA koodonitega GCU, GCC ja GCA.
[ —inosiin.

Seega selgitab Fr. Cricki l66gastusasendi hiipotees kenasti geneetilise koodi liiasust ning
seda, et see toimub seaduspiraselt.

2.2.2. tRNA supressormutatsioonid

tRNA antikoodonis esinevad mutatsioonid muudavad geneetilise koodi spetsiifikat.
tRNA antikoodoni ja mRNA koodonite paardumise muutuse kaudu toimub valguahelas
aminohappe asendus. Selliseid tRNA mutatsioone nimetatakse supressormutatsioo-
nideks (ingl. suppressor mutations), sest need mutatsioonid suruvad maha eelnevalt
toimunud mutatsioonide fenotiiiibilise toime. Tuntuimad tRNA supressormutatsioonid
on need, mis suruvad maha poliipeptiidahelat termineeriva UAG-koodoni toime mRNA-s.
Vastavaid mutatsioone nimetatakse amber-mutatsioonideks (ingl. amber mutations).
Nimetatud mutatsiooni tihistatakse selle avastanud teadlase Harris Bernsteini nime jirgi
(tema perekonnanimi tihendab inglise keeles amber, eesti keeles merevaik). Mutatsioone,
mis pohjustavad ahelaid termineerivate koodonite teket geenides, nimetatakse nonsenss-
mutatsioonideks (ingl. nonsense mutations), sest nad pohjustavad mittefunktsionaalsete
lihenenud polipeptiidahelate teket. Sellega eristatakse neid missenssmutatsioonidest
(ingl. missense mutations), kus tripletid muutuvad selliselt, et maératakse vaid teise amino-
happe lilitumine poliipeptiidahelasse.

Translatsioon ja geneetiline kood
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Supressormutatsioonidega tRNA-sid nimetatakse supressor-tRNA-deks (ingl.
suppressor tRNAs). Niiteks E. coli iiks kahest tiirosiini tRNA geenist, tRNA™2 amber-sup-
ressormutatsioon su3 omab muutunud antikoodonit: metsiktiiiipi S'-G*UA-3" (kus G* on
guaniini derivaat) antikoodoni asemel esineb antikoodon 5'-CUA-3". Seega voimaldavad
supressormutatsioonid siinteesida taispikkusega poliipeptiide geenidest, kus geenisiseselt
esinevad terminaatorkoodonid. Need poliipeptiidid on funktsionaalsed juhul, kui supres-
sor-tRNA-ga inserteeritud aminohape ei muuda oluliselt valgu keemilisi omadusi.

Meeldejatmiseks
- Loogastusasendi hiipotees selgitab, kuidas iiks tRNA saab paarduda kahe v6i rohkema koodoniga.

Mdned supressormutatsioonid muudavad tRNA antikoodonit nii, et mutantne tRNA tunneb ahelaid ter-
mineerivaid koodoneid motteliste koodonitena ning liilitab poliipeptiidi aminohappe sellesse kohta, kus
geenis asus terminaatorkoodon.



