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Xil. MUTATSIOONID

1. MUTATSIOONIDE TEKE

Geneetilist informatsiooni ei pea ainult sdilitama. Tuleb garanteerida ka geneetilise
informatsiooni kopeerimise tipsus ja DNA replikatsiooni kiigus paratamatult tekkivate
vigade parandamine. DNA replikatsiooni labiviival DNA poliimeraasil on 6nneks vigu
korrigeeriv aktiivsus e. korrektoriaktiivsus (ingl. proofreading activity). Kahjuks teeb
aga ka korrektor vigu. Vigadest tekivad geneetilises materjalis muutused, mida nimeta-
takse mutatsioonideks (ingl. mutations). Termin ,mutatsioon” sisaldab kaht geneetilises
materjalis toimuvat sindmust:

1) muutuse teket ennast;

2) protsessi, mille kdigus muutus tekib.

Organismi, kel on uus fenotiiiibiliselt avalduv parilik tunnus, nimetatakse mutandiks
(ingl. mutant). Teisalt voivad genotiiiibi muutused olla pohjustatud ka rekombinatsiooni-
listest sindmustest, kus DNA krossingoveri tulemusel tekivad genotiiiibilised muutused,
mis avalduvad mutatsioonidega sarnaste muutustena fenotiiibilistes tunnustes. Seeparast
on oluline mutatsioonide ja rekombinatsioonide tipne eristamine. Sageli polegi see nii
lihtne, sest kromosoomide ristsiirde tulemusel voivad rekombinatsiooniprotsessi tagajir-
jel moodustuda ka kromosoommutatsioonid, mis ei pruugi olla pohjustatud muutustest
geenides endis. Sellest tulenevalt vaatleme mutatsioone eraldi kromosoomide tasemel
(ristsiirde tulemusel tekivad muutused kromosoomide struktuuris ja arvus) ning geenide
tasemel (muutused DNA jirjestustes). Viimasel juhul on muutused viikeseulatuslikud ja
lokaliseeritud kindlasse DNA punkti e. saiti. Lihtuvalt sellest nimetatakse neid mutat-
sioone punktmutatsioonideks (ingl. point mutations). Kitsas tihenduses kisitletaksegi
mutatsioonidena vaid punktmutatsioone.

Mutatsioonid on evolutsiooni toormaterjal. Ilma mutatsioonideta poleks geenide
erivorme, s.t. poleks alleele, organismid ei saaks evolutsioneeruda ega adapteeruda muu-
tuvate keskkonnatingimustega. Seega ei tohi mutatsioon olla liiga harv, aga ka mitte liiga
sage. Liiga korge mutatsioonisagedus koormab populatsiooni kahjulike mutatsioonidega,
mis viiks isendite arvu vihenemisele populatsioonis.



Mutatsioonid jaotuvad oma toimelt kolmeks.

1. Neutraalse efektiga (ei muuda fenotiiiipi).

2. Positiivse efektiga (moodustuv tunnus annab olemasolevates keskkonnatingi-
mustes isendile suuremad véimalused ellu jidda ja jirglasi saada).

3. Negatiivse efektiga (tunnused vihendavad indiviidi elujéudu ja jirglaste and-

mise voimet).

Mutatsioonide fenotiiiibiline avaldumine varieerub ulatuslikult. Viikesi geenimuutusi
saab avastada vaid spetsiifiliste biokeemiliste ja geneetiliste testidega, teisi on voimalik
eristada morfoloogiliselt, kolmandad on aga ddrmuslikud - n-6. letaalsed mutatsioo-
nid. Enamik geene mairab poliipeptiidahela siinteesi, kuid mitte iga aminohappe muutus
poliipeptiidis ei pruugi olla veel piisav fenotiitibilise avaldumise muutumiseks. Seeparast
on muutuste tuvastamisel tinapédeval lihtsaimaks meetodiks uuritava geeni DNA-jirjes-
tuse miiramine (sekveneerimine). Alleele, kus esinevad vaid viikesed muutused, mida
saab avastada spetsiifiliste meetoditega, nimetatakse isoalleelideks (ingl. isoalleles).
Teise dirmuse moodustavad nullalleelid (ingl. null alleles), mis ei véimalda enam funkt-
sionaalse geeniprodukti siinteesi voi on moodustuv produkt totaalselt inaktiivne. Kui
viimatinimetatud mutatsioonid tekivad geenides, mis on vajalikud organismi kasvuks ja
arenguks, siis retsessiivsete mutatsioonidena avalduvad nad vaid homosiigootses olekus.
Sellised retsessiivsed letaalid (ingl. recessive lethals) mojutavad niiteks dadikakirbsel
X-liiteliste retsessiivsete letaalsete mutatsioonidena soosuhteid (normaalse emaste-isaste
suhte 1 : 1 asemel on suhe 2 : 1) (jn. 12.1). Dominantseid letaalseid mutatsioone on hoopis

raskem avastada, sest neid kandvad organismid ju hukkuvad.
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Joonis 12.1. Drosophila sp. soosuhete muutus X-liitelise retsessiivse letaalse mutatsiooni tulemusel. Emased
heterostigoodid on X-liitelise retsessiivse mutatsiooni (/) suhtes elujoulised, isased hemistigoodid aga mitte.

Emaste ja isaste suhe F -jirglaskonnason2: 1 (1: 1v6i2: 2 asemel).
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Meeldejatmiseks

Geneetilise materjali parilikud muutused e. mutatsioonid annavad indiviidide geneetilise varieeruvuse ja
organismidele voimaluse evolutsioneeruda.

1.1. Mutatsioonide olemus

1.1.1. Somaatilised ja generatiivsed mutatsioonid
Mutatsioone tekib hulkrakse organismi koigis arenguetappides, erinevatel ajamomen-
tidel ja erinevates rakkudes. Prokartiootide genoom on valdavalt haploidne ning neis
tekkivad mutatsioonid saavad kohe avalduda. Eukariiootsed organismid on aga valdavalt
diploidsed (geenid esinevad kahes korduses) ning uute mutatsioonide avaldumine séltub
mutatsioonide toime tiiibist:

1) dominantsed mutatsioonid (avalduvad kohe);

2) retsessiivsed mutatsioonid (avalduvad homo- véi hemisiigootses olekus).

Hulkraksel organismil sdltub mutatsioonide avaldumine ka sellest, millal ja mis tiiiipi rak-
kudes mutatsioonid tekivad. Kérgematel organismidel eristatakse mutatsioone rakutiiiibi
alusel jargmiselt:

1) somaatilised mutatsioonid keharakkudes (ingl. somatic mutations);

2) generatiivsed mutatsioonid sugurakkudes (ingl. germline mutations).

Kui mutatsioon tekib somaatilises rakus e. keharakus, kandub see rakkude jagunemi-
sel edasi muteerunud raku jarglaskonnale. Kui mutatsioon tekib aga generatiivses rakus
(sugurakus), siis kandub vastav mutatsioon edasi jirglastele sugulise sigimise kaudu.
Mutatsioonide tekkel ja pirandumisel on oluline arvestada ka seda, millisel sugurak-
kude arenguetapil (diferentseerumisetapil) mutatsioon tekkis. Mutatsiooni tekkimisel
sugurakkude moodustumise varases etapis on suurem toéendosus, et kdik moodustuvad
sugurakud kannavad seda mutatsiooni. Kui mutatsioon tekib aga sugurakkude moo-
dustumise hilisemas etapis, siis ei pruugi koik sugurakud olla mutantsed. Esimest
koduloomade pirilikku (sugurakkude kaudu edasikanduvat) dominantset mutatsiooni
kirjeldas Massachusetsi farmer Seth Wright 1791. a. Mutatsioon pdhjustas lammas-
tel liihijalgsust. Selle mutatsiooni alusel aretas S. Wright paiksemaid nn. Anconi tougu
lambad, kes polnud voimelised iile karjatara hiipppama. Looduslikult tekib mutatsiooni-
liselt lithijalgseid lambaid vaid tiksikutel siindinud jarglastel. Ainult lihijalgseid jarglasi
andvad lambad peavad olema eelnevalt aretatud homostigootseteks lithijalgsust maarava
dominantse alleeli suhtes. Uksnes sellisel juhul on lithijalgsus piisiv toutunnus.

1.1.2. Spontaansed ja indutseeritud mutatsioonid

Looduslikul foonil ei saa tavaliselt médaratleda tiheselt faktoreid, mis pohjustavad mutat-
sioonisageduse tdusu. Ometigi tekib ka looduslikes tavatingimustes mutatsioone, sest neil
juhtudel pole organism véi rakk suutnud nukleiinhappes tekkinud vigu parandada (repa-
reerida). Selliseid looduslikul foonil tekkivaid mutatsioone nimetatakse spontaanseteks
mutatsioonideks (ingl. spontaneous mutations). Spontaanseid mutatsioone esineb harva,
alla 1% koigist tekkivatest mutatsioonidest.



Mutatsioonisagedust arvutatakse kas nukleotiidipaari voi geeni kohta ajaithikus,
milleks on pdlvkond. Uldiselt on spontaansete mutatsioonide sagedus prokariiootidel
vihemalt iiks suurusjirk madalam (replikatsiooniprotsessid on tipsemad) kui euka-
riootidel. Nukleotiidipaari kohta on ithes polvkonnas spontaanne mutatsioonisagedus
prokariiootidel 10*-10"°, eukartiootidel 107-10". Geeni kodeeriva ala keskmine pikkus
on 1000 bp. Sellest tuleneb, vorreldes mutatsioonisagedust nukleotiidipaari ja geeni kohta
polvkonnas, et geeni kohta on mutatsioonisagedus koikidel organismidel korgem, jaddes
vahemikku 10*-107 Viimatinimetatud mutatsioonisageduste vahemikust on eukariioo-
tidel tavaliselt korgemad, prokariiootidel aga madalamad mutatsioonisagedused.

Koik fiitisilised tegurid (kemikaalid, kiirgused), mis kahjustavad DNA-d, on muta-
geenideks (ingl. mutagens), mis suurendavad mutatsioonisagedust. Mutageenide toimel
tekkivaid mutatsioone nimetatakse indutseeritud mutatsioonideks (ingl. induced muta-
tions). Mutatsioonisagedus voib tousta, vérreldes spontaanse mutatsioonisagedusega,
mitu suurusjirku. Vastavaid majutegureid (tavaliselt kemikaalid) nimetatakse super-
mutageenideks (ingl. supermutagens).

1.1.3. Mutatsiooniteke kui juhuslik protsess

Kui 1950. aastatel hakati kasutama laialdaselt miirkkemikaale, selgus, et rotid, tarakanid
ja kodukirbsed muutusid varsti erinevate miirkainete (antikoagulandid, klordaan, DDT
jt.) suhtes resistentseteks. Kas nende organismide resistentsust pohjustavad mutatsioonid
tekkisid miirkkemikaalide toimel, s.t. keskkonnastressi tagajirjel? Ei!

Evolutsionist ja loodusteadlane Jean-Baptiste de Lamarck (1744-1829) uskus
eluajal omandatud tunnuste pirandumisse (ingl. inheritance of acquired traits). Selle
teooria vastu oli Saksa evolutsionist Friedrich Leopold August Weismann (1834-1914),
kes toestas lamarkismi kehtimatust oma nn. iroonilise katsega, kus ta 16ikas rea polvkon-
dade viltel valgetel hiirtel sabad, kuid sabatute hiirte jirglased siindisid ikkagi sabadega,
s.t. et keskkonnateguril (sabade mahaldikamine) méju puudus. Ja ometi, aastatel 1937
1964 valitses Noukogude Liidus Ukraina paritolu pollumajandusteadlase Trofim
Denissovit$ Lossenko (1898-1976) teooria e. 16ssenkism, mis oli sisuliselt identne
lamarkismiga. Lohutav ja stimuleeriv oli ju idee, et uut tiitipi, nn. ndukogude inimesed
(1d. Homo sovieticus), siinnivad vaid tdisvairtuslikel ndukogude vanematel, kes on dige-
tel ideoloogilistel seisukohtadel. Lamarkismi paikapidamatust polnud aga tegelikkuses
sugugi kerge toestada, eriti mikroorganismide puhul.

Alles pirast seda, kui USA geneetikud Joshua Lederberg (1925-2008) ja Est-
her Lederberg (1922-2006) tid 1952. a. mikrobioloogiasse revolutsioonilise
jiljendkiilvimeetodi (ingl. replica plating) (vt.ka ptk. XVII), selgitati ka mikroorganis-
midel juhuslike mutatsioonide (ingl. random mutations) tekkemehhanismid. Selgus, et
tekkinud mutatsioonid olid mitteadaptiivsed (ingl. nonadaptive). Seda selgitati esmalt
penitsilliiniresistentsete mutantide tekkel (jn. 12.2). Penitsilliini mittesisaldava so6t-
mega Petri tassilt tehti bakterikultuurist jdljendkiilv penitsilliinsd6tmele ning jirgmiste
so6tmete inokuleerimiseks voeti bakterirakke penitsilliini mittesisaldava tassi sellest piir-
konnast, kus penitsilliins66tmel kasvasid tiksikud resistentsed kolooniad. Katset korrati
mitu korda ning 16puks saadi algul penitsilliinitundlikust mikroobikultuurist tdielikult
penitsilliiniresistentne kultuur. See saavutati, ilma et edasikiilvatavad mikroobid oleksid
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olnud eelnevalt kordagi kokkupuutes penitsilliiniga. Jarelikult oli mutatsioonide teke
juhuslik ja mitteadaptiivne.

Mutatsioonide tekke juhusliku iseloomu toestasid esmakordselt mé6dunud sajandi
40. aastatel Itaalia mikrobioloog Salvador Luria (1912-1991) ja Saksa-USA biofiiiisik
Max Delbriick (1906-1981) fluktuatsioonitestiga (ingl. fluctuation test). Testi pohiméote
seisneb selles, et mutantse bakteri jirglased on koik mutantsed ning mutantide hulk bak-
teripopulatsioonis soltub mutatsiooni tekke ajast (jn. 12.3). Mida varasemas pélvkonnas
mutatsioon tekib, seda rohkem on populatsioonis mutantseid baktereid. Eeldades aga, et
mutatsioonid tekivad adaptiivselt keskkonnategurite suhtes, peaks erinevates séltuma-
tutes bakterikultuurides olema sama hulk mutantseid baktereid. Testis see aga kinnitust
eileidnud: erinevates bakterikultuurides ilmnes mutantide arvus korvalekaldeid e. fluk-
tuatsioone.

Osa mutatsioone annab mikroobidele keskkonnas siiski ka selgelt adaptiivseid eeli-
seid. Kuigi juhuslikult tekkinud, on need kohastumusliku toimega ja annavad mikroobile
teatud keskkonnatingimustes selektiivse eelise. Niiteks laktoosi mittelagundavate Esc-
herichia coli bakteritiivede puhul tekib laktoosi ainsa stisinikuallikana sisaldaval s66tmel
mutante, kes on voimelised laktoosi lagundama ja seetottu antud keskkonnas palju-
nema ja piisima jadma. See on pohjus, miks vastavaid mutatsioone on teaduskirjanduses
nimetatud ka adaptiivseteks mutatsioonideks (ingl. adaptive mutations). Samas tekib
hulgaliselt ka teisi mutatsioone, kuid kuna need ei mojuta antud tingimustes bakteri feno-
tudipi, siis jidvad nad markamata. Selektiivsetes tingimustes kasvama hakanud mutantide
teke on seotud mikroobide statsionaarse faasi mutageneesiga (ingl. stationary phase
mutagenesis), sest kisitletaval juhul tekivad mutatsioonid eelkdige statsionaarses faasis,
kus mikroobid enam ei paljune voi paljunevad viga aeglaselt. Statsionaarse faasi rakkudes
voib mutatsioonisagedus suureneda keskkonnastressi tottu, mistottu selliseid mutat-
sioone on nimetatud ka stressist indutseeritud mutatsioonideks (ingl. stress induced
mutations). Mutatsioonisageduse tdus véib olla pohjustatud mutageneesist, mis kaasneb
vigadelembese e. vea-alti DNA siinteesi (ingl. error-prone DNA synthesis) induktsioo-
niga. Ulalnimetatud adaptiivsed mutatsioonid ei tihenda seda, et need mutatsioonid
tekiksid suunitletult konkreetsete keskkonnamojurite suhtes. See tihendab hoopis, et
paljude muude mutatsioonide hulgas on ka méningaid selliseid, mis annavad bakteritele
adaptiivseid ehk kohastumuslikke eeliseid.

Kui E. coli bakterid sisenevad statsionaarsesse faasi nilgimise voi muude keskkonna
stressitingimuste tottu, siis voib rakkudes suureneda ka DNA-kahjustuste hulk, mis
omakorda kiivitab hidaabi- e. SOS-vastuse (ingl. SOS response). Rakk vastab sellisele
hidakarjele, lilitades sisse suure hulga geene, mis kodeerivad DNA metabolismis (rep-
likatsioon, rekombinatsioon ja reparatsioon) osalevaid valke. Moned neist indutseeritud
valkudest osalevad kahjustatud DNA reparatsioonil (nt. nukleotiidi viljalsikereparat-
sioon ja DNA rekombinatsiooniline reparatsioon). SOS-vastuse kiigus indutseeritakse
ka spetsialiseeritud vea-altid DNA poliimeraasid (ingl. error-prone DNA polymerases),
mis on voimelised erinevalt replikatiivsest DNA poliimeraasist Pol III libi viima DNA
stinteesi ka kahjustatud DNA-It. Kuna neil DNA poliimeraasidel puudub vigu korri-
geeriv aktiivsus, on nende poolt libiviidav DNA siintees vigaderohke, suurendades
mutatsioonisagedust. Bakteris E. coli on kirjeldatud vea-altid DNA poliimeraasid Pol
IVja Pol V. Eukariiootides on samuti terve rida spetsialiseeritud DNA poliimeraase, mis
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indutseeritakse erinevate DNA-kahjustuste korral ja mille poolt labiviidav DNA siintees
voib olla vigaderohke. SOS-vastuse mehhanisme kasitleme peatiikis XIII, osas 1.2.6.

1.1.4. Otse-, poord- ja supressormutatsioonid
Algsest metsiktiiiipi geeni alleelist tekib mutatsiooni tulemusel mutantne alleel.
Mutatsiooni suunda algsest alleelist mutantse alleeli moodustumisele nimetatakse otse-
mutatsiooniks (ingl. forward mutation). Kuid algne DNA-jirjestus voib ka taastuda.
Jdrelikult on mutatsioonid ka pédrduvad e. reverteeruvad (ingl. reversible). Fenotiiiip
voib taastuda kahel viisil (jn. 12.4). Selleks v6ib toimuda:

1) podrdmutatsioon e. reversioon;

2) supressormutatsioon.

S——= fenotiilip

P&6rdmutatsioon ' ‘ Supressormutatsioon

o + Fenotiiiibiline m S Kaksikmutant-
Met5|ktUUp+E reversioon e —— metsiktiiiip

fenotulp fenotulp
Metsiktﬂi]pi+§ Teadmata S
fenotlup fenotiilibiga "

(Kol metsikiipijarglased| | Vanemtitpijrglased | |Rekombinanised arglased|

Joonis 12.4. Algse metsiktiitipi fenotiibi taastumine (reverteerumine) poordmutatsioonil (1 ja supressor-
mutatsioonil (2). Reversioonide tutipe saab eristada tagasiristamisel metsiktﬁﬁbigaz poordmutatsiooni korral
on kéikj':irglased metsiktiitpi, supressormutatsiooni korral on jérglaste hulgas mutante (krossingoveri tule-
mus). Supressormutatsioon voib esineda ka mones teises kromosoomis.

Taastatud alleel moodustub péérdmutatsioonil (ingl. reverse mutation). Algse oleku
(geeni DNA jirjestuse) taastumist nimetatakse reverteerumiseks ning vastavat mutanti
revertandiks (ingl. revertant). Tegelikult on revertant mutandiks vaid reversiooni (iiksik-
mutatsiooni) kontekstis, sest temas on ju taastunud geeni algne metsiktiiiipi olek. Teisalt,
reverteerumine algsesse fenotiiiipi voib toimuda ka supressormutatsiooni (ingl. supp-
ressor mutation) tulemusena, kus algse alleeli fenotiiiibi taastumiseks peab toimuma uus
mutatsioon mones teises kohas. Uus mutatsioon voib tekkida nii sama geeni sees olevas
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erinevas DNA piirkonnas (nt. uus ,,+”-mutatsioon taastab algse ,~”-mutatsiooni toime
seoses geeni lugemisraami taastumisega) vOi mingis teises geenis (nt. supressor-tRNA
geenid). Kui supressormutatsioon on tekkinud geeni sees, saab vastavaid mutatsioonilisi
sindmusi edaspidi itksteisest rekombinatsiooniliselt eristada. Uue geeni puhul on tege-
mist nn. supressorgeeniga (ingl. suppressor gene) ning algse fenotiiiibi taastumine pole
siin geneetiline reversioon, vaid fenotiiiibiline reversioon (ingl. phenotypic reversion).
Pé6rdmutatsioone saab supressormutatsioonidest eristada, kuna reversioonide puhul on
koik jirglased sama fenotiitibiga, kuid supressormutatsioonide puhul toimub jarglaskon-
nas lahknemisi (osa jirglasi on mutantse fenotiiiibiga, osa mitte).

Tuntumad supressormutatsioonid on tRNA antikoodonis tekkinud mutatsioonid,
mille tulemusel surutakse maha nonsenssmutatsioonide (stoppkoodonite) toime.
Enamuurituteks on amber-mutatsioonid, kus mRNA UAG stoppkoodonit e. amber-
koodonit loetakse mottelise koodonina. Seega, mutatsioonid tRNA-geenides pohjustavad
eritiitibiliste mutantsete tRNA-de moodustumist, mis tunnevad terminaatorkoodoneid
(UAG, UAA v6i UGA) méttelistena. Neid mutantseid tRNA-sid nimetatakse supres-
sor-tRNA-deks (ingl. suppressor tRNAs). E. coli iihe tiirosiini tRNA-geeni (tRNA™")
amber-su3-mutatsioon muudab mittemutantse tRNA antikoodoni jarjestuse 5'-G*UA-3’
(kus G* on guaniini derivaat) jirjestuseks S-CUA-3". G-nukleotiidi asendumise tttu
C-ga tunneb supressori tRNA antikoodon dra amber-koodoni UAG. Seetottu lilitatakse
stoppkoodoni kohal poliipeptiidi aminohape tiirosiin (jn. 12.5) (vt. ptk. X, alaosa 2.2.2).

1.1.5. Neutraalsed ja kahjulikud mutatsioonid

Suurem osa mutatsioone on organismile kahjulikud ja seetottu on enamus populat-
sioonis kirjeldatud kahjulikest alleelidest retsessiivsed, mis ei avaldu heterosiigootses
olekus. Retsessiivsed mutantsed alleelid pohjustavad sageli ainevahetusahelate blokke,
sest mutantsed alleelid ei médira funktsionaalsete poliipeptiidide siinteesi (jn. 12.6).
Metabolismiraja ithe enstitimi aktiivsuse muutus voi puudumine voib blokeerida kogu
ainevahetusraja. Tuntumateks ndideteks on inimesel feniiiilketonuuria ja albinism.
Metabolismigeenide mutatsioonide korral on ensiiiimi moodustav metsiktiiipi alleel
dominantne, mutantne mittefunktsionaalset ensiiimi moodustav alleel aga retsessiivne.
Eriregulatsiooniliste metaboolsete blokkide teke v6ib olla pohjustatud vaid tiksikgeeni
nukleotiidsete aluspaaride iiksikmuutusest, mis tingib ithe uue aminohappe lilitumise
poliipeptiidahelasse ning moodustuva valgu (ensiiiimi) muutuse (jn. 12.7).

Paljudel mutatsioonidel pole aga mingisugust fenotiitibilist efekti. Neid mutatsioone
nimetatakse neutraalseteks mutatsioonideks (ingl. neutral mutations) ja nad pohine-
vad niiteks geneetilise koodi degeneratsioonil, kus erinevad stinoniiimsed koodonid
miiravad samu aminohappeid. Konservatiivsete motteliste e. missenssmutatsioonide
(ingl. missens mutations) puhul, kus poliipeptiidis asendub iiks samatiiiibilise laenguga
aminohape teisega, ei pruugi valgu funktsioneerimisele olla samuti efekti. Seevastu
mutatsioonid geenide (operonide) regulatoorsetes piirkondades liilitavad vastavad geenid
vilja ja funktsionaalse valgu siinteesi ei toimu.

Lihtudes ilalesitatust, jaotatakse neutraalsed ja kahjulikud mutatsioonid jargmis-
tesse tiitipidesse (jn. 12.7).
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Joonis 12.6. Retsessiivne homostigootses olekus olev mutantne alleel blokeerib ainevahetusahela. Ainevahe-
tusahela ihe etapi blokeerimine muudab mittefunktsionaalseks kogu ahela ning Iopp-produkti ei moodustu.
Mutantne alleel pohjustab inaktiivse geeniprodukti (enstiiimi) moodustumise. Retsessiivne mutatsioon aval-

dub kaksikretsessiivses olekus (aa, bb, cc).

1.

Nukleotiidide asendusmutatsioonid koodonites.

1.1.

1.2.

1.3.

Siinoniiiimsed mutatsioonid (ingl. synonymous mutations) e. samatihen-
duslikud mutatsioonid, kus koodonite degeneratsiooni tottu méairab uus
koodon sama aminohappe liilitumise valku.

Missenssmutatsioonid (ingl. missens mutations), kus mutatsiooni tulemu-

sel lulitatakse valku teine aminohape.

1.2.1. Konservatiivne missenssmutatsioon, kus teine aminohape on
vorreldes algsega samasuguste omadustega (laeng, polaarsus) ning
asenduse tulemusel valgu funktsioon ei muutu.

1.2.2. Mittekonservatiivne missenssmutatsioon, kus koodonis toimunud
mutatsiooni tottu valgu funktsioon muutub.

Nonsenssmutatsioon (ingl. nonsense mutations), kus mutatsiooni tagajérjel

tekib terminaatorkoodon (stoppkoodon), millest edasi poliipeptiidi siintees

katkeb.

Raaminihkemutatsioonid (ingl. frameshift mutations).

2.1

Mikroinsertsioonid (ingl. microinsertions), kus mutatsiooni tagajirjel
lulitub DNA-ahelasse uus nukleotiidipaar, mille tulemusena muutub luge-
misraam. Alates mutatsiooni kohast loetakse koodoneid ithe nukleotiidi
vorra nihkes, sellega muutub poliipeptiidahela struktuur ja funktsioon.
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Mutatsioonid

2.2. Mikrodeletsioonid (ingl. microdeletions), kus mutatsiooni tagajirjel kaob
DNA-ahelast nukleotiidipaar, mille tulemusena muutuvad samuti lugemis-
raam ja seetottu ka poliipeptiidahela struktuur ja funktsioon.

3. DNA regulaatorpiirkondade punktmutatsioonid. Selle tulemusena pole regu-
laatorvalk enam voimeline seonduma DNA-ga ja vastavate geenide regulatsioon
muutub.

Selletiitibiliste mutatsioonide enimuuritud niiteks on mutatsioonid inimese hemo-
globiini geenides. Teatavasti koosneb tiiskasvanud inimese hemoglobiin (hemoglobiin
A) kahest identsest alfa-(a-) ahelast ja kahest identsest beeta-(B-) ahelast. Molemad alfa-
ahelad on 141 aminohappega ja molemad beetaahelad 146 aminohappega poliipeptiidid.
Sirprakulise aneemia korral (hemoglobiin S) esineb vaid itks aminohappe muutus:
beetaahela aminoterminuse kuues aminohape, negatiivselt laetud glutamiinhape, on
asendunud neutraalse aminohappega valiin. Selle muutuse pohjuseks on A:T-nukleotiidi-
paari asendumine T:A-paariga (jn. 12.8). Sirprakulise aneemia (ingl. sickle-cell anemia)
korral on punased vererakud sirbikujulised ning nende hapnikusidumisvéime on vihene-
nud. Laengut mittemuutvad asendused on iildjuhul valkude funktsioneerimisele marksa
vaiksema mojuga. Inimesel on nahtavate punktmutatsioonide puhul tegemist erinevate
pirilike haigustega (jn. 12.9). Osa neist mutatsioonidest on tingitud nn. trinukleotiidse-
test duplikatsioonidest e. kordustest, mida kisitleme hilisemas osas (vt. 1.2.7).

tiid

aalne B-ahel tantne B-ahel

Joonis 12.8. Sirprakulise aneemia (hemoglobiin ) mutatsiooniline iseloom. A:T-paari asendumine T:A-paa-
riga pohjustab beeta-ahela kuuenda aminohappe, glutamiinhappe, asendumise valiiniga.
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Mutatsioonid

1.1.6. Tinglikult letaalsed mutatsioonid
Mutatsioonide varieeruvus on viga suur, alates isoalleelide moodustumisest kuni letaal-
sete mutatsioonideni. Geneetilises uurimistoos on olulise tahtsusega tinglikult letaalsed
mutatsioonid (ingl. conditional lethal mutations). Sellised mutatsioonid véimaldavad
geneetikutel uurida organismi eluks hidavajalikke geene. Niiteks saab selgitada orga-
nismi arengut mojutavate geenide funktsioone. Tinglikult letaalsetele mutatsioonidele on
iseloomulik see, et nad on piiravates keskkonnatingimustes (ingl. restrictive condition)
letaalsed, kuid olukorras, kus mutatsioonil ei ole méju e. lubatud keskkonnatingimustes
(ingl. permissive condition), on selliseid mutatsioone kandvad organismid eluvoimelised.
Tinglikult letaalsete mutatsioonide kolm pohilist klassi on jargmised:
1) auksotroofsed mutatsioonid (ingl. auxotrophic mutations);
2) temperatuuuritundlikud mutatsioonid (ingl. temperature-sensitive mutations);
3) supressoritundlikud mutatsioonid (ingl. suppressor-sensitive mutations).

Auksotroofsed mutandid ei siinteesi elutegevuseks vajalikke metaboliite (aminohappeid,
laimmastikaluseid v6i vitamiine). Nimetatud mutandid on elujoulised vaid tingimustes,
kus keskkonnas on juba olemas limiteeriv/vajalik metaboliit. Temperatuuritundlikud
mutandid kaotavad oma eluvéime kindlal temperatuuril. On kuuma- ja kiilmatund-
likke mutatsioone. Enamasti on tegemist siiski kuumatundlike mutatsioonidega, kus
mutantne ensiiiim on labiilne korgemal temperatuuril (nt. 42°C) voi on vastava ensiiiimi
stintees ise temperatuuritundlik ja seega ei toimu korgemal temperatuuril selle ensiiiimi
stinteesi. Valmissiinteesitud ensiitimi stabiilsus ei pruugi seejuures erineda metsiktiitipi
ensiiiimi stabiilsusest. Supressoritundlikud mutandid on eluvoimelised vaid kindla
supressormutatsiooni korral. See supressormutatsioon parsib uuritava mutatsiooni poh-
justatud fenotiiiibi teket. Uheks selliseks niiteks on mutatsioonid, mis suruvad maha
translatsiooni stoppkoodonite avaldumise, niiteks amber-mutatsioonid. Neid olukordi
kasitlesime juba iilalpool.

Meeldejatmiseks

+ Mutatsioonid tekivad nii sugurakkudes kui ka keharakkudes, kuid vaid sugurakkudes tekkinud mutat-
sioonid parandatakse suguliselt sigivatel organismidel edasi jarglastele.

«Mutatsioonid vdivad tekkida spontaanselt vdi olla indutseeritud keskkonna mutageensete toimeainete
poolt.

«Mutatsioonid tekivad juhuslikult. Kindlates keskkonnatingimustes vdivad saada eelise mingit kindlat
mutatsiooni kandvad isendid ning nende hulk populatsioonis suureneb.

- Adaptiivse e. statsionaarse faasi mutagenees esineb bakteritel keskkonnastressi toimel, milleks vdib olla
naiteks nalgimine.

+  Metsiktiiiipi fenotiiiibi taastumine vdib toimuda kas poordmutatsioonidega (reversioonid) voi supres-
sormutatsioonidega.

« Mutatsioonide efekt elusorganismidele varieerub nende minimaalsest toimest kuni letaalse toimeni.

«Enamik mutatsioone toimib organismi fenotiiiibisse poliipeptiidide aminohappelise jarjestuse muutu-
mise kaudu.



+Mutantsed poliipeptiidid pohjustavad ainevahetusradade blokeerimist.

Mdned supressormutatsioonid muudavad tRNA antikoodonit nii, et mutantne tRNA ei tunne dra poli-
peptiidahela terminaatorkoodonit ja liilitab vastavas punktis poliipeptiidi uue aminohappe (ei termineeri
poliipeptiidi siinteesi).

Organismide tinglikult letaalsed mutatsioonid voimaldavad neil elada Gihtedes keskkonnatingimustes,
kuid on letaalsed teistes keskkonnatingimustes.

1.2. Mutatsioonide molekulaarsed alused

1.2.1. Transitsioonid ja transversioonid

James D. Watson (snd. 1928) ja Francis Crick (1916-2004) mirkisid DNA kaksik-
heeliksi struktuuri avastamisel, et seoses DNA poolkonservatiivse replikatsiooniga
toimub N-aluspaaride tipne paardumine. Samas selgitasid nad ka spontaansete mutat-
sioonide tekke voimalusi. Nad niitasid, et N-aluste struktuur pole DNA-s staatiline.
Nimelt voivad H-aatomid liikuda nii puriinides kui ka piirimidiinides ihest asendist
(positsioonist) teise, nditeks aminogrupist N-aluse ronga limmastiku (N) juurde. Sel-
liseid keemilisi fluktuatsioone nimetatakse tautomeerseteks iileminekuteks (ingl.
tautomeric shifts). Ehkki tautomeerseid iileminekuid tuleb harva ette, on nad olulised
DNA metabolismis, sest nendel vormidel on erisugune paardumise iseloom. Tavaliselt
stabiilsed N-aluste vormid pohjustavad iitheselt adeniini paardumist tiimiiniga ja guaniini
paardumist tsiitosiiniga. Stabiilsed tiimiini ja guaniini ketovormid (ingl. keto forms) ning
adeniini ja tsiitosiini aminovormid (ingl. amino forms) véivad harvadel juhtudel tauto-
meersetel iileminekutel moodustada vihemstabiilsed enool- ja iminovormid (ingl. enol
and imino forms) (jn. 12.10). Viimased, vihemstabiilsed ja harvaesinevad vormid, véivad
moodustada aga DNA replikatsioonil ebaharilikud N-aluste paarid, kus adeniin paardub

* Timiin

%1

~ Suhkur

Ketovorm

Joonis 12.10. Nelja N-aluse tautomeersed vormid. Vesinikuaatomite tmberlilitumine pirimidiinide 3. ja
4. positsiooni ning puriinide 1.ja 6. positsiooni vahel muudab aluspaaride paardumise potentsiaali.

Mutatsioonid
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Guaniini
harvaesinev

Tlmiini
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Joonis 12.11. Vesiniksidemetega ithendatud harvaesinevad A:C*- ja G*T-paarid. A:C*- ja G*T-paarid moo-

dustuvad, kui tsiitosiin ja guaniin on vastavalt harvaesinevates imino- ja enoolses tautomeerses vormis.

Guaniin laheb tagasi
tavalisse
tautomeersesse
ketovormi (G)

DNA Metsiktutp
replikatsioon
Guaniini harvaesinev =
enoolne tautomeerne
vorm (G7) Mutant
DNA
m replikatsioon
..... A ‘ o
Vanem DNA DNA B o &0 Metsikttitip
m replikatsioon
..... " et ‘
Esimene = E :g H = Metsiktutp
jarglaspdlvkond

Teine
jarglaspdlvkond

Joonis 12.12. N-aluste tautomeersete ileminekute moju N-aluste paardumisele ja mutatsioonide tekkele.
Guaniini tautomeersel tileminekul harvaesinevasse enoolvormi (G*) paardub ta DNA replikatsioonil timii-
niga (moodustub kolme H-sidemega G:T-paar). G*T-paaris liheb G* tagasi guaniini tavalisse ketovormi (G)
ning jargmisel replikatsioonil guaniin paardub tsiitosiiniga, kuid DNA teises ahelas tamiin paardub adenii-
niga. Kahe replikatsioonitsiikli tulemusel moodustub G:C-paarist algul G*T-paar ja jirgnevalt A:T-paar:
G:C-paar on tinu tekkinud mutatsioonile asendunud A:T-paariga.

tsiitosiiniga ja guaniin tiimiiniga (jn. 12.11). Mutatsioon kinnistub jirgneval DNA rep-
likatsioonil, mille tulemusena A:T-paar asendub G:C- paariga ja G:C-paar A:T-paariga
(jn. 12.12). Jirelikult on N-aluste valepaardumine eelmutatsiooniline olek ja edasiseks
mutatsiooni kinnistumiseks on vajalik DNA replikatsioon.



Asendusmutatsioone on kahte tiitpi:

1) transitsioonid (ingl. transitions), kus puriin asendub teise puriini ja piirimidiin
teise plirimidiiniga;

2) transversioonid (ingl. transversions), kus puriin asendub piirimidiiniga ja vastupidi.

Igas nukleotiidipaaris on voimalikud 3 asendust, s.o. 1 transitsioon ja 2 transversiooni;
seega nelja erineva nukleotiidipaari peale kokku 12 asendust: 4 erinevat transitsioonija 8
erinevat transversiooni (jn. 12.13).

Piirimidiin

12 N-aluste vahetust: 4 tran-

Puriin Puriin

sitsiooni ja 8 transversiooni.

— ;I'ransnsmonld Transitsioonide puhul asen-

sinised) - ) o )
dub puriin teise puriiniga voi

Joonis 12.13. DNA nukleotii-
Transversioonid . L .
“— (punased) dipaari piirides saab toimuda

purimidiin teise parimidii-

niga. Transversioonide
puhul asendub puriin pari-

midiiniga ja vastupidi —

27T\

Pirimidiin purimidiin puriiniga.
5

1.2.2. Raaminihkemutatsioonid

Punktmutatsioonide kolmandaks tiiiibiks (peale transitsioonide ja transversioonide)
on raaminihkemutatsioonid (ingl. frameshift mutations), kus toimub aluspaaride lisan-
dumine e. ,+”-mutatsioon vo6i kaotsiminek e. ,—”-mutatsioon. Selle tingib muutus
triplettide lugemisraamis. Nukleotiidi lisandumist nimetatakse mikroinsertsiooniks,
viljalangemist mikrodeletsiooniks. Niiteks tthenukleotiidilise deletsiooni voi insert-
siooni tottu loetakse nukleotiidide triplette mutatsioonikohast ithe nukleotiidi vorra
nihkes, mistottu translatsioonil siinteesitakse parast mutantset koodonit uue ami-
nohappelise jirjestusega poliipetiid, mis on kaotanud oma algse funktsiooni. Sama
juhtub kahenukleotiidiliste insertsioonide ja deletsioonide korral. Kolmenukleotiidilise
deletsiooni voi insertsiooni korral aga algne lugemisraam ei muutu, kuid siinteesitud
poliipeptiid on ennemutatsioonilisest ithe aminohappe vorra lithem voi pikem. Kui samas
geenis toimub erinevates kohtades kolm erisugust ,+”-mutatsiooni voi 3 erisugust
,—»-mutatsiooni, siis lugemisraam taastub pirast kolmandat mutatsiooni (jn. 12.14).
Vahemikus esimesest kuni kolmanda muutuseni on siinteesitaval poliipeptiidil algsest eri-
nev aminohapete lilitumine. Vastaval polipeptiidil ei pruugi olla samasugust aktiivsust
kui algsel poliipeptiidil. Erilise toimega on inimese mitmete parilike haiguste puhused
geenisisesed trinukleotiidsed kordused.

Mutatsioonid
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1.2.3. Keemiline mutagenees
Pea koik keemilised ithendid voivad tosta mutatsioonide tekkesagedust. Koik soltub aine
kontsentratsioonist ja voimalikust vabade radikaalide olemasolust. Samas on erisuguste
keemiliste thendite mutageensus selgelt erinev. Niiteks on vee vabad OH -radikaalid
selgelt mutageense toimega. Seevastu alkohol (normaalses kontsentratsioonis) kui aine-
vahetuse normaalne vaheprodukt polegi mutageen. Keemilised mutageenid jaotuvad
mutatsioonide tekkemehhanismi alusel kahte gruppi.
1. Ained, mis on mutageense toimega nii replitseeruvale kui ka mittereplitseeru-
vale DNA-le (nt. alkiiiilivad iihendid, limmastikushape).
2. Ained, mis on mutageense toimega vaid replitseeruvale DNA-le (nt. N-aluste
analoogid, akridiinvirvid).

Tuntumad keemilised mutageenid on alkitiilivad ithendid, N-aluste analoogid, akri-
diinvirvid, desamiinivad iihendid, hiidroksiiiilivad ithendid (jn. 12.15). Keemiliste
ithendite poolt pohjustatavat mutatsioonide teket nimetatakse keemiliseks mutagenee-
siks (ingl. chemical mutagenesis). Alljirgnevalt kisitleme nende keemiliste iihendite muta-
geenset toimet eraldi.

CI—CHZ—CH Z—S—CHZ—CH Z_CI

CH3—CHy,—0— SOZ—C H,—CH,

Etlilletaansulfonaat
| CH3——CH2——O——SO£—CH3| (EES)

HNO,

Joonis 12.15. Méningad potentsiaalsed keemilised mutageenid.
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1.2.3.1. N-aluste analoogid

N-aluste analoogid lilituvad DNA-ahelasse normaalsete N-aluste asemele DNA repli-
katsiooni kdigus. DNA kaksikahelas tekib eelmutatsiooniline olek, mis juhul, kui vigu ei
korvaldata, kinnistub jargneval replikatsioonil mutatsioonina.

Mutageensust pohjustavad N-aluste analoogid (ingl. base analogs) on struktuurilt
sarnased normaalsete N-alustega, kuid piisavalt erinevad selleks, et pohjustada mutat-
sioonide teket. Tuntumad nn. mutageensed N-aluste analoogid on §-broomuratsiil (ingl.
S-bromouracil, 5-BrU) ja 2-aminopuriin (ingl. 2-amonopurine, 2-AP). Piirimidiinidest
on 5-BrU tiimiini analoog, sest bromiingrupp S-BrU S. positsioonis on sarnane tiimiini
samas positsioonis oleva metiiiilgrupiga (-CH,). Selles asendis muudab bromiin N-aluse
laengu jaotumist ja suurendab tautomeerse iilemineku toendosust. Stabiilses ketovormis
paardub S-BrU adeniiniga, kuid pérast tautomeerset tileminekut moodustuv 5-BrU enool-
vorm paardub hoopis guaniiniga (jn. 12.16). Esmalt tekib DN A-s eelmutatsiooniline olek
ning sellele jargneval replikatsioonil kinnistub mutatsioon. Selle protsessi tulemusel teki-
vad transitsioonid.

5-broomuratsiili ja adeniini paar (BU : A)

5-broomuratsiili ja guaniini paar (BU : G)

o 7
® g
\ Joonis 12.16. S-broomuratsiili paardumine

adeniini (A) ja guaniiniga (B). S-broomurat-
siili ketovormi paardumisel adeniiniga
moodustub 2 H-sidet. S-broomuratsiili
enoolvormi paardumisel guaniiniga moo-
dustub 3 H-sidet.

Kui 5-BrU esineb trinukleotiidis harvaesinevas enoolvormis, siis DNA replikatsioonil
paardub ta guaniiniga ja pohjustab transitsiooni G:C > A:T (jn. 12.17). Kui 5-BrU liili-
tub DNA-sse aga oma sagedasemas ketovormis, paardub ta adeniiniga (tiimiini asemel)
ja alles jargneval replikatsioonil, minnes tautomeerse tileminekuga enoolvormi, pohjus-
tab ta transitsiooni A:T > G:C tekke. Jarelikult pohjustab 5-BrU transitsioonide teket
molemas suunas, A:T <> G:C. See tihendab aga ka seda, et algul 5-BrU pohjustatud



B. 5-broomuratsiili lalitumine
DNA replikatsioonil ja lileminek
jargneval replikatsioonil

A. 5-broomuratsiili liilitumine
DNA replikatsioonil ja Gileminek
jargneval replikatsioonil

Replikatsioon |

Replikatsioon Il

Replikatsioon 11l

| Summaarselt |

O-0 »0sH

Joonis 12.17. N-aluse analoogi S-broomuratsiili mutageenne efekt. A. S-broomuratsiili harvaesineva enool-

vormi lalitumisel DNA-sse DNA replikatsioonil ja jargneval ileminekul tavalisse ketovormi pohjustatakse
G:C-paari muutumine A:T-paariks. B. S-broomuratsiili tavalise ketovormi lalitumise]l DNA-sse DNA
replikatsioonil ja jargneval ileminekul harvaesinevasse enoolvormi pohjustatakse A:T-paari muutumine
G:C-paariks.

mutatsioon (transitsioon) annab tiimiini analoogiga ka pdrdmutatsioone, taastades algse
metsiktiiipi alleeli. 2-aminopuriin toimib analoogselt, kuid ei lilitu DN A-ahelasse mitte
tiimiini, vaid adeniini v6i guaniini nukleotiidi asemele.

1.2.3.2. Limmastikushape

Lammastikushape (HNOZ) on potentsiaalne mutageen, mis toimib nii replitseeruvale
kui ka mittereplitseeruvale DNA-le ning tekkivaid mutatsioone nimetatakse nitritmu-
tatsioonideks (ingl. nitrous mutations). Limmastikushape (ingl. nitrous acid) pohjustab
adeniini, guaniini ja tsiitosiini aminogruppide oksiidatiivset desamiinimist. Reaktsiooni
tulemusel muudetakse aminogrupid ketogruppideks, mis muudab modifitseeritud aluses
H-sidemete moodustamise potentsiaali (jn. 12.18). Adeniin desamiinitakse hiipoksan-
tiiniks (ingl. hypoxanthine), mis paardub tsiitosiiniga (mitte aga tiimiiniga). Tsiitosiin
konverteerub uratsiiliks ja paardub guaniini asemel adeniiniga. Guaniini desamiinimisel
moodustub ksantiin (ingl. xanthine), mis paardub nagu guaniingi tsiitosiiniga ning see-
parast polegi guaniini desamiinimisel mutageenset efekti. Ttiimiini desamiinida ei saa.
Seega pohjustab adeniini desamiinimine A:T-G:C-transitsioonide teket ning tsiitosiini
desamiinimine G:C~A:T-transitsioonide teket. Jarelikult on nitritmutatsioonid samuti
kahesuunalised, A:T <~ G:C, olles voimelised indutseerima ka p66rdmutatsioonide teket.
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Suhkur

Suhkur

Joonis 12.18. Lammastikushape pohjustab N-aluste desamiinimist ja mutatsioonide teket. Adeniini des-
amiinimisel tekib hiipoksantiin, mis viib A:T-paari asendumisele G:C-paariga. Tsiitosiini desamiinimisel
tekib uratsiil, mis viib G:C-paari asendumisele A:T-paariga. Guaniini desamiinimisel tekib ksantiin, mis pole
mutageenne (G:C-paar ei muutu).

1.2.3.3. Akridiinvarvid

Riidevirvidena tuntud akridiinvirvid (ingl. acridine dyes) on potentsiaalsed mutagee-
nid. Niiteks akridiinoranz ja proflaviin pohjustavad raaminihkemutatsioonide teket.
Positiivse laenguga akridiinid interkaleeruvad (ladestuvad) N-aluste paaride vahele,
muutes DNA-ahela jiikust ning muudavad seega kaksikheeliksi konformatsiooni. Selle
tulemusena voib DNA replikatsioonil toimuda tihe v6i méne nukleotiidi lisandumine voi
deletsioon. Geeni lugemisraami muutuse tagajirjel moodustuvad tavaliselt mittefunktsio-
naalsed geeniproduktid.

1.2.3.4. Alkiiiilivad iihendid

Alkiiiilivad ithendid (ingl. alkylating agents) loovutavad teistele ithenditele alkiiiilrithma.
Sellesse ainegruppi kuuluvad sinepigaas (ingl. mustard gas) ning metiiiil- ja etiiiil-
metaansulfonaadid (MMS ja EMS) (ingl. methyl and ethyl methane sulfonates, MMS and
EMS). Alkiiiilivad ained indutseerivad kéikvéimalikke punktmutatsioone (transitsioo-
nid, transversioonid, raaminihkemutatsioonid), samuti kromosoomaberratsioone. Uheks
alkuiilivate ithendite toimemehhanismiks on metiiiil- ja etiiiilgruppide iilekanne N-alustele,



millega modifitseeritakse N-aluste paardumisvéimet. Niiteks EMS etiiiilib N-aluseid 7-N-
ja 6-O-positsioonides. Kui moodustub 7-etiiiilguaniin (ingl. 7-ethylguaninine), siis paardub
see timiiniga ja pohjustab G:C>A:T-transitsioonide teket. N-aluste alkiilitud produktid
stimuleerivad DNA reparatsiooni, mis voib toimuda vigaselt, sest reparatsiooniga kaasneval
EDTA-stinteesil voivad osaleda veaaltid spetsialiseeritud DNA poliimeraasid. Alkitlivad
ithendid on viikese mutageenispetsiifilisusega. Muide, sinepigaasi kasutati Teises maail-
masojas keemiarelvana. Sinepigaas oli ka esimene, 1942. a. avastatud keemiline mutageen.
Keemilise mutageneesi avastas Charlotte Auerbach (1899-1994).

1.2.3.5. Hiidroksiiiilamiin

Erinevalt enamikust alkiiiilivatest ithenditest on hiidroksiiiilival ithendil (ingl. hydroxy-
lating agent) hiidroksiiiilamiinil (NH,OH) spetsiifiline mutageenne toime, indutseeri-
des G:C~»A:T-transitsioonide teket. Hiidroksiitilamiini toimel hiidrokstiilitakse tstitosiini
aminogrupp. Moodustuv hiidroksiiiilaminotsiitosiin paardub adeniiniga, millega pohjus-
tataksegi G:C-A:T-transitsioonide teke. Hidrokstitilamiinil on nimetatud transitsioonide
tekkeks selgeltviljenduv spetsiifika. Seda kasutatakse A:T>G:C- ja G:C>A:T-transitsioonide
eristamiseks. Nimelt ei teki hiiddroksiitilamiini toimel A:T esinemisel mutantses punktis
(saidis) selle mutatsiooni reversiooni. Samas, G:C olemasolul mutantses saidis pohjusta-
takse selle mutatsiooni reverteerumine hiidroksiiiilamiini toimel tagasi metsiktiiiibiks.

1.2.4. Kiirgusmutagenees
1.2.4.1. Kiirguse mutageense toime avastamine
Geneetika varases arenguetapis avastasid teadlased mitmeid looduslikke mutante. Genee-
tika arengus pohjustas revolutsiooni indutseeritud mutatsioonide avastamine. 1927. a.
avastas USA geneetik Hermann Joseph Muller (1890-1967), et X-kiirgus indutseerib
Drosophila’l mutatsioonide teket. Selle avastuse eest anti talle 1946. a. Nobeli preemia.
H. Muller uuris mutatsioonide teket dadikakarbse X-kromosoomis, kasutades CIB-
meetodit (ingl. CIB method). Katses kasutati emaseid dddikakirbseid, kelle X-sugukro-
mosoomidest oli iiks normaalne ning teine CIB-kromosoom (ingl. CIB chromosome).
CIB-kromosoomis on kolm vajalikku komponenti.

1. Pikkinversioon, mis pidurdab ristsiirde toimumist (tihistatakse kui ,C”).

2. Retsessiivne letaalne mutatsioon (I), mistéttu seda geeni kandvad hemisiigootsed

isased pole elujoulised.
3. Silmakuju midrav dominantne mutatsioon B (geen Bar).

H. Muller kiiritas isaseid dddikakérbseid ja ristas neid CIB-emastega (jn. 12.19). Kéigil
ristamisest saadud Bar-silmadega emaste jirglastel olid emalt saadud CIB-kromosoom ja
isalt saadud kiiritatud X-kromosoom. Saadud Bar-silmadega tiitreid ristati jirgnevalt iiks-
haaval metsiktiiipi isastega. Kuna jarglaste hulgas CIB-kromosoomiga isased retsessiivse
letaalse geeni [ olemasolu tottu hukkuvad, on jirglaste seas emaste ja isaste soosuhe 2:1.
Kui isalt on saadud aga kiiritatud X-kromosoom, milles on tekkinud retsessiivne letaalne
mutatsioon, siis ei ole selle X-kromosoomiga isased elujoulised ja vastavast ristamisest
saadud jarglaste hulgas isaseid polegi. Sel juhul on emaste ja isaste soosuhe 2:0. Muller
niitas, et rontgenikiirte (ingl. X-rays) toimel touseb X-liiteliste retsessiivsete mutat-
sioonide sagedus dddikakirbsel 150 korda. Kiirguse pohjustatud mutatsioonide teket
nimetatakse kiirgusmutageneesiks (ingl. radiation mutagenesis).
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A. Ristamine |

Emased/isased
2:1

Hukkuvad

B. Ristamine Il

Emased/isased
2:0

S 2) LY
| | m(?) o

Hukkuvad

Joonis 12.19. CIB-tehnika X-liiteliste retsessiivsete letaalsete mutatsioonide avastamiseks Drosophila’l
(H. Muller). A. Emased heterosiigoodid CIB-kromosoomi suhtes ristatakse rontgenikiiritatud isastega. Saa-
dakse soosuhe 2 osa emaseid ja 1 osa isaseid (vaid metsikttiiipi tunnustega). B. C/B-kromosoomi tunnustega
I ristamise emased ristatakse metsiktaiipi isastega. Saadakse jarglaskond, kus isased puuduvad.

1.2.4.2. loniseeriv kiirgus

Ioniseerivaks kiirguseks (ingl. ionizing radiation) nimetatakse kiirgust, mis vorreldes
nihtava valgusega on lithema elektromagnetilise spektri lainepikkusega ning korgema
energiaga. Ioniseerivaks kiirguseks on rontgenikiirgus, gammakiirgus ja kosmiline
kiirgus. Ioniseeriv kiirgus libib eluskudesid ja pohjustab elektronide vabanemist aatomi-
test ning sellega positiivselt lactud vabade radikaalide e. ioonide teket. Alfa-, beeta- ja
gammakiirgus vabanevad niiteks teadusuuringutes kasutatavatest radioaktiivsetest iso-
toopidest (2P, 35S jt.), samuti tuumareaktorites (>**U).

Nii rontgenikiirguse kui ka teiste ioniseerivate kiirguste kiirgusdoose moodetakse
rontgenites (r) (ingl. roentgen (r) units). Uks rontgeniiihik on ioniseeriva kiirguse hulk,
mis moodustab 2,083 x 10° ioonipaari ithes kuupsentimeetris 6hus 0°C juures 6huro-
hul 760 mm Hg. Ioniseeriva kiirguse toime kuhjub, mis tihendab, et sama kiirgusdoos
voidakse saavutada erisuguse kiirgusintensiivsuste puhul erineva ajaga. Seepirast on
kiirgusega to6tavatel inimestel ette ndhtud aastased maksimaalselt lubatud kiirgusdoosid
ning neid saab kontrollida t66tajate kaasaskantavate kiirgusdoosi registraatoritega. On
selgitatud, et punktmutatsioonide hulk on lineaarses séltuvuses kiirgusdoosist. Esineb
nn. doosi-efekti kover, mis on tegelikult sirge (jn. 12.20). Drosophila’l touseb iga 1000
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Joonis 12.20. Drosophila X-liiteliste retsessiivsete

X-liiteliste letaalsete mutatsioonide %

letaalsete mutatsioonide sageduse soltuvus kiirgus-

o

0 1000 2000 3000 4000 5000 doosist. Réntgcnikiirgusc tousul kuni S000 rad on

mutatsioonide tekke ja kiirgusdoosi vahel lineaarne

Doos réntgenithikutes (rad) soltuvus. Doosi-efekti soltuvus viljendub sirgena.

r kohta mutatsioonisagedus 3%. Ulikorgete kiirgusdooside korral organismid hukkuvad,
mistottu pole voimalik ndidata mutatsioonide s6ltuvust kiirgusdoosist. Teaduskatsetes
kasutatakse korgete kiirgusdooside puhul letaalse doosi (LD) (ingl. lethal dose) méistet.
LD_ tihendab 50%-list ellujadmise toendosust.

1.2.4.3. Fotoionisatsioon
Ultraviolettkiirgusel (UV) (ingl. ultraviolet (UV) radiation) on ioniseerivast kiirgu-
sest madalam energia. Pdrast maa atmosfdiri libimist ei pohjusta UV-kiirgus ildiselt
ionisatsiooni. Seetottu libib UV-kiirgus vaid rakkude pealiskihte ning teda nimetatakse
vahel ka mitteioniseerivaks kiirguseks (ingl. nonionizing radiation). UV-kiirgus tostab
elektronid korgematele orbiitidele ja seega ka korgemale energiatasemele ning muudab
molekulid reaktiivsemateks. Protsessi nimetatakse ergastamiseks (ingl. excitation). Ka
DNA-s toimub puriinide ja pirimidiinide ergastamine. Selline ergastamine voib poh-
justada mutatsioonide teket. Nimelt on UV-kiirgusel maksimaalne mutageenne toime
lainepikkusel 254 nm ning samal lainepikkusel toimub puriinide ja ptirimidiinide poolt
(DNA poolt) UV-kiirguse maksimaalne absorbeerumine. UV-kiirguse toimel on piirimi-
diinide (tiimiin, tsiitosiin) pohilisteks adsorptsiooniproduktideks piirimidiinhiidraadid
ja piirimidiindimeerid (ingl. pyrimidine hydrates and pyrimidine dimers) (jn. 12.21). Piiri-
midiindimeerid tekitavad mutatsioone kahel viisil.
1. DNA-molekulis tekivad korvutiolevate piirimidiinide vahel sidemed, mis muu-
davad DNA kaksikheeliksi struktuuri ja moéjutavad DNA replikatsiooni tipsust.
2. Vigade teke neis rakulistes protsessides, mis vastutavad DNA vigade parandamise
eest reparatsioonil.

1.2.5. Transposoonmutagenees

Transposoonide inserteerumine geeni inaktiveerib enamasti vastava geeni alleeli. Trans-
positsiooni tulemusel siinteesitakse vaid see osa poliipeptiidist, mis on kodeeritud kuni
transposoonigeeni sisenemise kohani (jn. 12.22). Paljud klassikalise geneetika perioo-
dil uuritud mutatsioonid osutusid hilisemates uuringutes transposoonmutatsioonideks.
Niiteks Mendeli kortsulise pinnaga herned (mutatsioon wrinkled) ja Drosophila valge
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Joonis 12.21. UV-kiirguse toimel moodustuvad pirimidiinide fotoproduktid. A. Tsiitosiini hiidroliisil
moodustub tsitosiini hiidraat, mis voib pohjustada DNA replikatsioonil N-aluste valepaardumist. B. Kor-
vutiseisvate tiimiinide vahele moodustuvad kovalentsed sidemed. Moodustub tiimiini dimeer, mis blokeerib

DNA replikatsiooni.

Transposooni

hiipe geeni
Transposoon Transposoon doonor-DNA-s

m:»

Transposooniga katkestatud geen

i Transkriptsioon i Transkriptsioon

mRNA

MRNA  ——— VG
MRNA e

i Translatsioon l Translatsioon

. ===

Aktiivne valk (geeni produkt) Inaktiivne liihenenud valk

Joonis 12.22. Transposooni indutseeritud mutatsioonide tekkemehhanism. Transposooni lilitumisel geeni
piiridesse muudetakse geen inaktiivseks. Transposooni indutseeritud mutatsioonil moodustub tavaliselt
lihenenud mittefunktsionaalne valk, sest transposooni koosseisus on transkriptsiooni ja translatsiooni ter-

mineerivad jiirjestused.



silmavirvuse mutatsioon white (w') on pohjustatud transposoonide insertsioonidest vas-
tavatesse metsiktiiiipi geenide alleelidesse.

1.2.6. Saitspetsiifiline mutagenees in vitro

Rekombinantse DNA ja kloonimiskatsete vajadus nouab geenide kindlatesse kohtadesse
(saitidesse) in vitro punktmutatsioonide sisseviimist. Sellist DNA kindlasse punkti sisse-
viidavate mutatsioonide teket nimetatakse saitspetsiifiliseks mutageneesiks (ingl.
site-specific mutagenesis) voi oligonukleotiidseks saitspetsiifiliseks mutageneesiks
(ingl. oligonucleotide-directed site-specific mutagenesis). Varem kasutati saitspetsiifilise
mutageneesi labiviimiseks meetodeid, kus esmalt klooniti uuritav geen voi DNA jéirjestus
plasmiidi, nditeks vektorisse pUCI19 (jn. 12.23). Mutatsioonide saamiseks hiibridiseeriti
iiksikahelalist pUC119 DNA-d in vitro siinteetilise 12—1S bp pikkuse oligonukleotiidiga,
milles esines mittepaardumine tihe kindla nukleotiidipaari osas. Mittepaarduv nukleo-
tiidipaar disainiti kohta, kuhu taheti sisse viia mutatsioon. Edasi stinteesiti in vitro DNA
poliimeraasiga, lihtudes siinteetilisest oligonukleotiidist, vektori ja kloonitud DNA iile-
jadnud osale komplementaarne ahel, mis muudeti DNA ligaasiga intaktseks rongasjaks
molekuliks. Saadud molekulidega transformeeriti E. coli rakke, mistottu DNA poolkon-
servatiivse siinteesi tottu moodustus populatsioon DNA-molekulidest, kus pooled olid
mutantsed ja pooled mittemutantsed rakud. Rakkudest eraldati plasmiidne DNA ja

A
DNA poliimeraas G .
Vektori pUC119 dsDNA
Cap (in vitro)
amp’
DNA ligaas ~—
—-
Siinteetiline oligonukleotiid E. coli transformatsioon
Uihe N-aluse muutusega Replikatsioon in vivo

kindlas saidis
Vektori pUC119 ssDNA
(uuritava geeniga)

DNA isoleerimine ja transformatsioon
u amps-rakkudesse ning amp’-kolooniate
selektsioon ampitsilliiniga s66tmel

Rakud, kus plasmiidis
j on mutantne geen

Rakud, kus plasmiidis
on metsiktltpi geen

Joonis 12.23. Stnteetiliste oligonukleotiidide vahendatud saitspetsiifiline mutagenees. Eraldatakse tiksikahe-
laline vektori pUCI19 DNA ja hibriiditakse see stinteetilise oligonukleotiidiga, milles kindlas geeni punktis
(saidis) on muudetud nukleotiid. Pirast vektori teise ahela siinteesi in viro, transformatsiooni ja faagi DNA
replikatsiooni in vivo, saadakse selektsioonil plasmiidsed rakud, kus A:T-paar on konverteerunud kindlas
saidis G:C-paariks (on tekkinud mutatsioon). amp” — ampitsilliiniresistentsust miérav geen; amp® — ampit-
silliinitundlikkust madrav geen.
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sellega transformeeriti uuesti E. coli rakke. Et erisugustesse transformantidesse sattusid
erinevad plasmiidid, sisaldasid selektiivs66tmele ilmunud bakterikolooniad kas mutat-
siooniga voi ilma mutatsioonita plasmiide. Tdnapdeval kasutatakse vihem t66mahukaid
meetodeid. Niiteks PCR-reaktsioon ei noua totaalset komplementaarsuspohist DNA
paardumist. Mittepaardunud nukleotiidiga (ingl. mismatch) praimer disainitakse
sellesse DNA piirkonda, kuhu tahetakse sisse viia mutatsioon. Mittepaardunud nukleo-
tiidiga praimer amplifitseeritakse PCR-iga ja saadud DNA kloonitakse. Kloonitud ning
muudetud DNA viiakse rakus kokku algse geeniga, kus homoloogse krossingoveri toimel
asendatakse olemasolev geen mutantsega. Selle tulemusel saadakse geeni kindlas punktis
iiksiknukleotiidne muutus.

1.2.7. Kordusjarjestustest pohjustatud mutagenees
Kordusjirjestustest pohjustatud mutagenees on inimesel seotud paljude parilike hai-
gustega. Kordusjirjestused soodustavad mutatsioonide teket DNA replikatsioonil
tekkivate vigade tottu. Uheks selliseks mehhanismiks on DNA poliimeraasi libisemine
(ingl. DNA polymerase slippering) kordusjirjestustel. Nimelt peatub DNA kordusjir-
jestuste kopeerimisel DNA poliimeraas ning dissotsieerub/reassotsieerub korduvalt.
Uuestisiinteesitud kordusjirjestustega ahel voib anda ahelasisesel paardumisel juukse-
noelastruktuure, mille nukleotiidsete jarjestuste hilisem komplementaarse ahela siintees
annabki uusi DNA-jirjestuste korduskoopiaid. Inimese DNA-s on 1-6 bp pikkused
lihtsad tandeemsed kordused (ingl. simple tandem repeats), mis on hajunud iile kogu
genoomi. Nende koopiate arv somaatiliste rakkude erinevates polvkondades varieerub
ning kuna koopiaarvu muutusest tingitud haiguse ilmnemine ja dgedus soltub koopiate
arvust, saab inimesel haiguse voimalikku teket ja kulgu ette aimata (ingl. anticipation).
Trinukleotiidsetest kordustest (ingl. trinucleotide repeats) esineb niiteks kordus CGG
normaalse inimese X-kromosoomi FRA X A-saidis 6-50 koopiana, fragiilse X-kromosoomi
stindroomiga haigetel ulatub aga 1000. koopiani. Trinukleotiidide CAG- ja CTG-kordu-
sed pohjustavad teisi haiguseid (Huntingtoni tobi, lihasdiistroofia jms.), kus kehtib sama
pohimote: mida rohkem on kordusi, seda tugevamalt ja varem haigusnihud ilmnevad.
DNA kordusjirjestuste levimist tuleb genoomi tasandil pidurdada. On leitud, et
korgemate organismide reproduktiivsetes rakkudes (eelkdige spermatogeneesi kiigus)
on viga aktiivsed spetsiifilise regulatoorse toimega viikesed RNA-molekulid e. piRNA
(ingl. piwi-interacting RNA). Nad on kompleksis pivi-valkudega, osaledes epigeneetilisel
ja posttranslatsioonilisel retrotransposoonide geenivaigistusel.

Meeldejatmiseks
Mutatsioonide teket indutseerivad mitmesugused kemikaalid ja kiirgus.

Punktmutatsioonid on asendusmutatsioonid (transitsioonid ja transversioonid) ning raaminihkemutat-
sioonid.

Transitsioonide puhul asendub puriinalus teise puriinalusega voi piirimidiinalus vahetub uue piirimidiin-
alusega.

« Transversioonide puhul vahetub puriinalus piirimidiinalusega ja vastupidi.



Raaminihkemutatsioonide puhul toimub iihe vdi mitme nukleotiidi lisandumine (mikroinsertsioon) voi
véljalangemine (mikrodeletsioon), mis muudab nukleotiidide lugemisraami ja seet6ttu valgu aminohap-
pelist jarjestust.

Kiirgusmutageneesil on kiirgusdoosi ja mutatsioonisageduse vahel vordeline soltuvus.

Inimesel pohjustavad lihtsad tandeemsed kordusjarjestused haiguste teket.

Isoleeritud geeni nukleotiidset jarjestust saab muuta in vitro saitspetsiifilisel mutageneesil.

DNA kordusjdrjestused pohjustavad inimesel haiguste teket.

Mutatsioonid



