Reparatsioon ja rekombinatsioon

Xill. REPARATSIOON JA REKOMBINATSIOON

1. DNA REPARATSIOON

1.1. DNA-KAHJUSTUSED

DNA-kahjustusi tekib pidevalt ja hulgaliselt nii rakkude sisekeskkonna (rakusiseste
protsesside) kui ka viliskeskkonna tegurite toimel. Hinnanguliselt arvatakse toimuvat
inimese igas rakus paevas kuni 1 miljon DNA-kahjustust, mis iildjuhul koik dra paran-
datakse. Seda parandusprotsessi nimetatakse reparatsiooniks (ingl. reparation).
Mitteparandatud DNA-kahjustused voivad pohjustada raku hukkumist. Kahjustuse
ebatipsel parandamisel kinnistub kahjustus muutusena, veana e. mutatsioonina (ingl.
mutation). Seega viljendavad mutatsioonid reparatsiooniprotsessi norkust.

1.1.1. DNA-d kahjustavad tegurid
Peamised DNA-d kahjustavad tegurid jaotuvad nelja gruppi:
1) oksiidatiivne stress;
2) kiirgused;
3) kemikaalid ja keskkonnategurid;
4) vead DNA replikatsiooniprotsessis.

Raku ainevahetusahelate vaheproduktidena moodustuvad keemiliselt aktiivsed, kuid
ebastabiilsed tugevalt reaktiivsed vabad hapniku radikaalid, mis p6hjustavad oksii-
datiivset stressi (ingl. oxydative stress). Rakkudes on mehhanismid, mis lagundavad
voi neutraliseerivad selliseid vaheithendeid. Kui seda ei suudeta teha, voivad tekkida
DNA-kahjustused, mis viljenduvad niditeks DNA laimmastikaluste okstideerimisena
(moodustub 8-oksii-7,8-dihiiddroguaniin) voi DNA iiksikahelaliste katketena.

DNA-d kahjustavad nii ioniseeriv kiirgus (nt. gamma- ja rontgenikiirgus) kui ka
mitteioniseeriv kiirgus. UV-kiirgus (10-400 nm) on lithema lainepikkusega kui nihtav
valgus ning pikema lainepikkusega kui rontgenikiirgus. Ta on valdavalt mitteioniseeriv
elektromagnetiline kiirgus, mille vidiksematel lainepikkustel (10-120 nm) esinev ioni-
seeriv toime blokeeritakse huhapniku poolt. Ioniseeriv kiirgus, mis pohjustab eelkoige
DNA kaksikahelalisi katkemisi, toimib pidevalt loodusliku radioaktiivse fooni tottu,
mis on maakera eri piirkondades viga erinev. Mitteioniseerivast kiirgusest on olulisim



juba nimetatud UV-kiirgus, mis pohjustab DNA-ahelas korvutiasetsevate piirimidii-
nide vahele ristsidemete moodustumist (sagedamini tiimiini dimeeride T-T teke) ja nn.
6-4-fotoproduktide teket. UV lainepikkus 2260 nm absorbeerub DNA-ga maksimaal-
selt, omades seega ka maksimaalset moju. Tuntud on UV-lambid, mida kasutatakse 6hus
olevate mikroobide hivitamiseks (nt. haiglaruumides).

DNA-kahjustuste tekkel on oluline siiski ka atmosfiiri osoonikihti labiv pikema lai-
nepikkusega UV-kiirgus (pShjustab nt. piikese kies naha punetust), kusjuures koik iile
280 nm ja enamuse iile 315 nm lainepikkusega kiirgusest blokeerib tegelikult nimetatud
osoonikiht. Selge, et osoonikihi puudumine oleks elusorganismidele hivitav. Inimese
silm UV-kiirguse suuremaid lainepikkusi (violetne osa) otseselt ei erista, kiill eristavad
seda putukad ja linnud. Selle spektriosa UV-kiirgus on inimesele nihtav kaudselt, sest
ta pohjustab paljude fluorestseeruvate materjalide helendumist, mida inimene nieb nih-
tavas valguses (390-750 nm). Pikalainelised fluorestsents-UV-lambid annavad lillakat
valgust. Nn. optiline aken voimaldab nihtaval valgusel tungida ldbi atmosfdiri ning et
sel puhul murdub sinise valguse lainepikkus rohkem, on keskpievane taevas sinine.

Mutageense ja kantserogeense toimega on mitmesugused kemikaalid. Tuntuimad
olmekemikaalid on sigaretisuitsus ja praepanni korbenud rasvas olevad siisivesikud,
niiteks bensopiireenid. DNA-le mojuvad ka paljud taimede ja mikroobide poolt moo-
dustatud ihendid, nditeks maapihklite seenhallituse korral moodustuvad alfatoksiinid.
Kemoteraapias kasutatavad keemilised thendid on samuti kahjulikud, eriti need, mida
kasutatakse vihkkasvajate ravil. DN A-aluste hiidroliiis ja korgendatud temperatuur
pohjustavad DNA nukleotiidipaaride limmastikaluste eemaldumist teineteisest (kaksik-
ahelate lahtikeerdumist) v6i nende keemiliste omaduste muutumist.

Koik DNA poliimeraasid teevad té6tamisel vigu, mille nad tavaliselt kiill ise dra
parandavad. Erisugustel DNA poliimeraasidel on vigade parandamise efektiivsus viga
erinev. Niiteks Y-perekonna prokartiootide DNA poliimeraasid Pol IV ja Pol V on
voimelised toimima kahjustatud DNA matriitsil ning pohjustama vigade teket. Neid
poliimeraase nimetatakse ka vea-aldisteks DNA poliimeraasideks (ingl. error-prone
polymerases).

1.1.2. DNA-kahjustuste tiiiibid
Peamisi DNA-kahjustuste tiitipe on neli:
1) limmastikaluste eemaldamine DNA-st;
2) nukleotiidide desamiinimine ja nukleotiidide valesti paardumine;
3) DNA-ahelate katkemine;
4) kovalentsete keemiliste ristsidemete teke (ahelasiseselt voi -vaheliselt).

DNA limmastikaluste hiidroliiiisil ei toimu DNA-ahelate selgroos (ingl. DNA backbone)
katkemist (DNA-niidid ei katke, -ahelad lihevad vaid teineteisest lahku). See-eest voi-
dakse korvaldada DNA kaksikahela tiksikute nukleotiidide koosseisust kas puriinalus
(A vdi G), kui toimub depuriinimine (ingl. depurination), véi piirimidiinalus (T véi C),
kui toimub depiirimidiinimine (ingl. depyrimidination).

Koiki nelja DNA lammastikalust voidakse erinevates positsioonides ka kovalentselt
modifitseerida. Uheks sagedamaks juhuks on aminogrupi kaotamine e. desamiinimine
(ingl. deamination). Tsiitosiini (C) desamiinimisel muudetakse ta uratsiiliks (U). DNA
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replikatsioonil voib DNA poliimeraas libi viia mittekorrektse DNA korrektuuri e. redi-
geerimise (ingl. proofreading), pohjustades sellega DNA-ahelas mittepaarduvate (ingl.
mismatch) limmastikaluste paaride teket. Tavajuhuks on tiimiini (T) asemel ahelasse
uratsiili (U) lilitamine, ehkki U on tavaliselt RNA koosseisus.

DNA-ahelate selgroo katkemisi voib ette tulla nii iiksikahelates (ingl. single-strand
break, SSB) kui ka kaksikahelates (ingl. double-strand break, DSB). DNA-ahelate katke-
mise iseloomulikuks pohjuseks on kiirgused, kuid ka méningad kemikaalid.

DNA-s voivad moodustuda limmastikaluste vahele ebaharilikud kovalentsed
ristsidemeid (ingl. crosslinks). See protsess voib toimuda nii samas DNA-ahelas e.
ahelasiseselt (ingl. intrastrand) kui ka DNA-ahela ning tema vastasahela vahel (ingl.
interstrand). Ahelasisestest ristsidemetest on tuntumad piirimidiini dimeeride vahelised
kovalentsed sidemed ning DNA nukleotiidide ristsidemed valkudega (nt. limmastikus-
happe, formaldehiiiidi jms. kemikaalide toimel). Ahelatevahelisi ristsidemeid pShjustavad
niiteks alkiiiilivad iihendid ja sinepigaas (kasutatakse kemoteraapias), kus guaniini lim-
mastiku N7-asendis moodustuvad kovalentsed sidemed DNA vastasahelaga.

Meeldejatmiseks

DNA-d kahjustavateks teguriteks on oksiidatiivne stress, kiirgused, keskkonna keemilised ja fiiiisikalised
tegurid ning DNA replikatsiooniprotsessi ebaefektiivsus.

Pohilised DNA-kahjustuste tiiiibid on DNA-ahelast limmastikaluste kdrvaldamine voi nende desamiini-
mine, [immastikaluste valepaardumine, iiksik- ja kaksikahelalised katkemised ning ahelasiseste ning
-vaheliste kovalentsete keemiliste ristsidemete teke.

1.2. REPARATSIOONI TUUBID

Protsesse, mis vdoimaldavad korvaldada DNA-st kahjustusi, nimetatakse DNA paranda-
miseks (ingl. DNA repair) e. reparatsiooniks. Selleks, et hoida mutatsioonide hulk viike,
on elusorganismidel vilja kujunenud rida mitmesuguseid reparatsioonimehhanisme,
mille funktsiooniks on DNA defektide parandamine ja organismide geneetilise infor-
matsiooni muutumatul kujul sdilitamine ning selle edasikandumine 14bi sugurakkude
jargnevatele polvkondadele. DNA reparatsioonirajad on erisuguste DNA-kahjustuste
tutipide puhul erinevad. Siiski esineb ka moningane kattuvus, olukord, kus erinevad DNA
parandusprotsessid kulgevad samal ajal.

DNA reparatsioon jaotub kaheks alaosaks, séltuvalt sellest, kas DNA-ahelad on kat-
kenud voi mitte:

1) kahjustatud v6i valede limmastikaluste reparatsioon;

2) DNA-ahelate katkemiskohtade reparatsioon.

DNA reparatsioonimehhanismid jaotuvad kolmeks pohitiiiibiks:
1. Otsesed keemilised podrdreaktsioonid (ingl. direct chemical reversal), kus muu-
tuste tekke kohal toimub konkreetsete spetsiifiliste kahjustuste korvaldamine ja
algse oleku taastumine (nt. T-T-dimeeride korvaldamine).



2. Kahjustuse kérvaldamine viljaloikega e. ekstsisioonreparatsiooniga (ingl.
excision repair) tihendab DNA parandamist, kus kahjustatud limmastikalused
korvaldatakse esmalt viljaloikega ning viljaloigatud osa asendatakse jargnevalt
oigega lokaalsel DNA siinteesil. Viljaloikega reparatsioonimehhanisme on kolm:
2.1. limmastikaluste viljaldige e. BER (ingl. base excision repair, BER) repa-
ratsioon;

2.2. nukleotiidide viljaldige e. NER (ingl. nucleotide excision repair, NER)
reparatsioon;

2.3. valepaardumise reparatsioon e. MMR (ingl. mismatch repair, MMR).

3. Rekombinatsioonisdltuv reparatsioon (ingl. recombination-dependent repair),
mis toimub tegelikult kahe erisuguse mehhanismi alusel:

3.1. homoloogne rekombinatsioon e. HR (ingl. homologous recombination);
3.2. mittehomoloogne DNA otste ithendamine e. NHE] (ingl. non-homolo-
gous end joining).

Viljaloikereparatsiooni e. ekstsisioonreparatsiooni mehhanismid on evolutsiooniliselt
konserveerunud, olles pohimotteliselt samased bakteritest imetajateni. Viljaldikerepa-
ratsioonil toimub DNA-kahjustuse korvaldamine kolmes etapis.

1. DNA reparatsiooniline endonukleaas voi endonukleaasi sisaldav enstiimikomp-
leks tunneb kahjustatud N-aluse(d) véi nukleotiidi(d) dra, seondub nendega ja
16ikab nad DNA-st vilja.

2. Moodustunud tithikusse siinteesitakse DNA poliimeraasi abil normaalsed
N-alused véi nukleotiidid, kasutades matriitsina komplementaarset DNA-ahe-
lat.

3. DNAligaas tthendab uuestisiinteesitud DNA-16igu intaktseks korvaloleva DNA-
ahela otsaga.

Reparatsioonisiisteemid on iildiselt viga tipsed. Tapsus néuab aga vahendeid (energia-
kulu). Kui rakk on viga tugevalt kahjustatud, siis peab ta véitlema vaid selle eest, et ellu
jidda ning vigade tipne parandamine ei ole enam koige olulisem. Koigest hoolimata peab
toimuma aga geneetilise materjali paljundamine tiitarrakkude vahel. Niisuguses situat-
sioonis kiivitub bakterites hidaabivastus e. SOS-vastus (ingl. SOS responce), millega
kaasneb vigaderohke DNA siintees kahjustatud DNA-It. Seda teostavad prokariiootidel
veaaltid (ingl. error-prone) DNA poliimeraasid Pol IV ja Pol V.

Kui reparatsioonis osalevad moningad reparatsioonigeenid on defektsed, siis DNA-
kahjustusi ei parandata ning sellega kaasneb mutatsioonitaseme oluline tous. Inimesel on
teada kiimneid reparatsiooni puudulikkusega seotud parilikke haiguseid, mida pohjusta-
vad péritavad reparatsioonivead. Tuntuimaks niiteks on xeroderma pigmentosum, kus
inimesel ei parandata UV-kiirgusest tekkinud kahjustusi, mistottu neil inimestel areneb
tavaliselt juba lapseeas vilja nahakasvaja.

1.2.1. Reparatsioon keemiliste poordreaktsioonidega

Vea tekke kohal toimuv kahjustuste parandamine otseste keemiliste poordreaktsiooni-
dega toimub vaid spetsiifiliselt ja kindlate kahjustuste eemaldamisel. Selliseks juhuks on
niiteks tiimiini (T-T) dimeeride v&i teiste 6-4-fotoproduktide parandamine spetsiifiliste
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ensiiimide kaasabil. Niisugust reparatsiooniprotsessi nimetatakse DNA valgustund-
likuks reparatsiooniks (ingl. light-dependent repair) e. fotoreaktivatsiooniks (ingl.
photoreactivation), sest see toimub valguse poolt aktiveeritava ensiiiimi DNA-fotoliiaasi
(ingl. DNA photolyase) toimel. UV-kiirguse mojul moodustunud piirimidiindimeerid
tunneb &ra fotoliiaas, mis on kodeeritud phr-geenide poolt. Ensiitim aktiveerub vaid
sinise lainepikkusega valguse (440-490 nm) toimel. Aktiveeritud ensiitim korvaldab
tiimiini dimeeride, tsiitosiini dimeeride ja tsiitosiini-tiimiini dimeeride vahelised kova-
lentsed sidemed ning taastab kiirguseelse olukorra (jn. 13.1). Kui me aga soovimegi
saada UV-kiirguse toimel mutatsioone, siis tuleb rakke parast kiiritamist hoida vihemalt
mone polvkonna viltel pimedas, et kahjustusi ei repareeritaks ning vead kinnistuksid, s.t.
tekiksid mutatsioonid. Fotoliiaasi on leitud bakterites, parmides, dddikakirbses, kannus-
konnas, kuid mitte imetajates.
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Joonis 13.1. Fotoreaktivatsioon (DNA valgustundlik reparatsioon): tiimiini dimeeride vaheliste ristsidemete
katkemine valgus-aktiveeritud fotoltaasiga. A — fotoreaktivatsiooni toimumine DNA-ahelas. B — fotodimee-
ride teke jalagunemine.

Uheks koige sagedamaks punktmutatsioonide tekke pohjuseks on alkiiiilimine (ingl.
alkylating), niiteks metiiiilgrupi (-CH,) spontaanne lisandumine tsiitosiinile (C) koos
jirgneva desamiinimise ja tiimiini (T) moodustumisega. Onneks kérvaldatakse enamik
selliseid muutuseid monofunktsionaalsete DNA gliikosiilaaside (ingl. monofunctional



DNA glycosylases) abil. Nendel ensiitimidel on ainult glitkosiilaasne aktiivsus ja nad kor-
valdavad mittepaardunud T ning taastavad algse C. Protsessis ei pohjustata DNA selgroos
katkete teket.

Otsese keemilise poordreaktsiooniga on voimalik parandada ka vigu guaniinaluste
metiiiilimises. Metiiiilguaniini parandab metiiiilguaniini metiiiiltransferaas (ingl.
methylguanine methyltransferase) (MGMT-geeni produkt), mis peale reaktsiooni toi-
mumist inaktiveerub. Seepérast vajab iga metiiilgrupi kérvaldamise reaktsioon iht
ensiiimimolekuli. O®-metiiiilguaniin (ingl. O°-methylguanine) on teatavasti geneetili-
selt viga ohtlik limmastikaluse modifikatsioon, sest see modifitseeritud nukleotiid voib
edukalt paarduda nii C- kui ka T-nukleotiididega, kuid DNA replikatsiooni kaigus liilitab
DNA poliimeraas vastasahelasse itksnes T-nukleotiidi, millega pohjustatakse mutatsiooni
teke.

1.2.2. Lammastikaluste valjaldikereparatsioon

Limmastikaluste viljaloikereparatsiooni (BER - ingl. base excision repair) kdigus
eemaldatakse DNA-ahelast iiksik kahjustatud nukleotiid ning asendatakse 6igega. Arva-
takse, et igas meie keharakus toimub sellist tiitipi reparatsioone ithes pdevas ca 20 000
korda. BER-i alustavateks ensiiiimideks on erinevate geenide poolt miairatud DNA
gliikosiilaasid (ingl. DNA glycosylases), mis leiavad DNA-s esinevad valed N-alused
(oksiideeritud, alkiiiilitud, hiidroksiiiilitud v6i desamiinitud) ning osalevad nende vilja-
vahetamisel.

DNA gliikosiilaas katkestab vale N-aluse ja 2-desoksiiriboosi vahelise glitkosiidsi-
deme, pohjustades apuriinse voi apiirimidiinse saidi e. AP-saidi (ingl. AP sites) tekke
ning N-aluse vabanemise. DNA-ahela suhkur-fosfaat-selgroog jaib selles etapis intakt-
seks. Glitkostilaase on kahte tiitipi. Enamik glitkosiilaase on monofunktsionaalsed ja neil
on vaid glitkosiilaasne aktiivsus. Bifunktsionaalsetel komplekssetel gliikosiilaasidel on
lisaks veel 3" - §’-eksonukleaasne AP-liiaasi (ingl. AP lyase) aktiivsus. Soltumata sellest,
kas DNA gliikosiilaasil on v6i pole liiaasset aktiivsust, kataliiisib N-aluste viljaloike-
reparatsiooni jirgmist etappi ensiiiim AP-endonukleaas (ingl. AP endonuclease), mis
pohjustab AP-saidi $"-otsas DNA selgroos DNA iiksikahelalise katke ning vaba 3’-OH-
otsa tekke. Ullatavalt on AP-endonukleaasil lisaks ka 3'- §'-eksonukleaasne aktiivsus.
Edasi siinteesitakse 3'-OH-otsast lihtuvalt DNA poliimeraasi abil DNA AP-sait tiis ning
ahel muudetakse DNA ligaasi toimel intaktseks. Vaatleme kahte ndidet.

Tsiitosiini desamiinimisel tekib uratsiil. Valestipaardunud nukleotiidile (U) seon-
dub DNA ¢liikosiilaas ja 16ikab U vilja, pohjustades AP-saidi tekke (jn. 13.2). Uratsiili
DNA gliikosiilaas on viga spetsiifiline, korvaldades ahelast vaid uratsiili ning tal pole
AP-endonukleaasset aktiivsust. AP-saidi tunneb ira teine ensiitim, AP-endonukleaas, mis
toimib koos fosfodiesteraasiga (ingl. phosphodiesterase), et korvaldada saidist suhkur-fos-
faatgrupid, ning mille tulemusel DNA kaksikahelas itks ahel katkeb. Jirgnevalt lisab DNA
polimeraas puuduvad nukleotiidid juba komplementaarses ahelas sisalduva info pohjal.
Lopuks seob DNA ligaas DNA-ahela otsad kokku.

Guaniini oksiideerimisel moodustub 8-hiidroksiiguaniin (GO) (ingl. 8-hydroxy
guanine). Selliseid kahjustusi tekib ka normaalses raku ainevahetusprotsesside kii-
gus, sest kahjustusi pohjustavaid vabu hapnikuradikaale tekib elektroni transpordil,
peroksiidatsiooniprotsessides jms. Niisuguste kahjustuste korvaldamist nimetatakse

Reparatsioon ja rekombinatsioon



‘[oYE dSTWEPEAIOY 2)sNe-N] :uoorsjeredaruooisisisyd YN 7 €] stuoo[

ebiseels)saipoysoy ef
ISEES}NUOPUS-JY SUILEP|BAIOY

S TR © ANIBIEBSOUMIUNG - e TTTTISTTTTTTITITIT ©
RRILITITIRIITG INTITERITIIAN

pIospNuU Anpnnd yes qv
seessuinjod YNQ @ auiweNiolefien fsieln d

.G

¢ hRMLLLLLLUUUUSULULLLLLLLLL, €

oxley| aulejayeisyn

seeb|| YNa @ ebiseensoynib VNG
SUIWIEPUOSS I[lIS}eIN

o LLLLLLLLLL UL UISULLULLLLLLLLL, Juuuunnigu L
€ S £ S

Jes pmuesiedsy sulWIUlWESSP UNISoINS| d

uoorsjeurquioyai el uoorsyeredoy



GO-reparatsiooniks (ingl. GO repair). Pohiliselt vastutavad E. coli rakkudes GO-repa-
ratsiooni eest kolm valku (MutM, MutT, MutY). MutT on ennetava funktsiooniga, sest ta
lagundab rakkudes GO-d. MutM ja MutY on glitkosiilaasid. MutM korvaldab DNA-ahe-
last GO, mutY korvaldab aga valesti paardunud A paarist A:G v6i A:GO.

1.2.3. Nukleotiidide valjaloikereparatsioon
Nukleotiidide viljaldikereparatsioon e. ekstsisioonreparatsioon (NER) erineb lim-
mastikaluste viljaldikereparatsioonist (BER) rea omaduste poolest.

1. Kasutatakse erinevaid ensiiime.

2. Isegi iiksiku vale N-aluse viljaloikeks haaratakse NER-i puhul DNA-kahjustu-
sest molemalt poolt (kahele poole samas ahelas lihtuvalt kahjustusest) kaasa rida
nukleotiide.

3. Kahjustatud DNA-ahelasse tekitatakse NER-i puhul kahjustatud ala lokaliseeri-
miseks katked kahjustusest nii 3'- kui ka §’-suunas.

Bakterite ja eukariiootide NER-mehhanismid on sarnased, kuid eukariiootidel osaleb
protsessis palju rohkem erinevaid valke.

E. coli DNA nukleotiidide ekstsisioonreparatsioon teostatakse UvrABC endonuk-
leaasse ensiiiimkompleksi toimel, mis koosneb tegelikult neljast Uvr-valgust: UvrA,
UvrB, UbrC ja DNA helikaas II (e. UvrD). NER toimib niiteks tiimiini dimeeride kor-
valdamisel (jn. 13.3). Esmalt skaneerib UvrA-UvrB-kompleks DNA-I vigu ning kui UvrA
tunneb dra DNA-heeliksis néiteks tiimiini dimeeri, siis UvrA vabaneb ning UvrB sulatab
lahti DNA-ahelatevahelised H-sidemed. Edasi tthineb UvrC-valk UvrB-DNA-komp-
leksiga ning moodustunud kompleksis pohjustab endonukleaas UvrC katkete tekke 8
nukleotiidi kaugusel kahjustuse S-otsast ja 4 nukleotiidi kaugusel kahjustuse 3’-otsast.
Tekitatakse 12-nukleotiidiline iiksikahelaline ala e. 12-mer (ingl. 12 mer), mis kérval-
datakse DNA-st DNA helikaasi II toimel. Jargnevalt siinteesib DNA poliimeraas Pol I
tithiku tdis (kasutades matriitsina komplementaarset ahelat) ja DNA ligaas thendab
DNA-ahelad.

Eukartiootidel jaotatakse NER kahte klassi.

1. Transkriptsiooniseoseline reparatsioon e. TCR (ingl. transcription-coupled
repair), mis aktiveerub siis, kui RNA poliimeraas jiib transkribeeritaval DNA-
ahelal seisma.

2. Globaalne genoomne reparatsioon e. GGR (ingl. global genome repair), mis
toimub transkriptsioonist séltumatult ning parandab vigu ka transkribeeritava
geeni mittekodeerivas DNA-ahelas.

TCR-ija GGR-i erinevus seisneb eelkoige selles, kuidas avastatakse erinevate valgukomp-
leksidega DNA vigastusi. Parast vigastuse avastamist, jirgmises etapis, on nii TCG kui
ka GGR-i puhul vaja kohale tuua eukariiootne transkriptsioonifaktor TRIIH. TFIIH on
10 alaiiksusest koosnev valgukompleks, kus asub ka DNA helikaas, mille toimel avatakse
DNA vigastatud piirkonnas DNA-ahelad. Inimesel on korvaldatav ala 24-32 bp pikkune
ja tithik tiidetakse DNA poliimeraasi (kas § voi €) poolt ning DNA ligaas ithendab 16puks
DNA-ahelad.

Reparatsioon ja rekombinatsioon
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1.2.4. Valepaardumisega reparatsioon

DNA poliimeraasil on korrektsiooniline e. redigeerimisaktiivsus (ingl. proofreading
activity), mis tihendab, et tema koosseisus olev 3'>5"-eksonukleaasne aktiivsus kérvaldab
kasvava ahela 3"-otsast valesti paardunud nukleotiidid. Sellele replikatiivsele korrek-
tuurile sekundeerib teine, replikatsioonijirgse DNA reparatsiooni toimemehhanism,
mida nimetatakse valepaardumise reparatsiooniks (MMR). Nii parandatakse paar-
dumisvead, mis jiid DNA-sse parast replikatsiooni. Replikatsiooni kdigus voib tekkida
mikroinsertsioone voi -deletsioone, mille tagajirjel on uues ahelas moni nukleotiid iile voi
puudu. Eriti lihtsalt tekivad sellised vead 1-2-nukleotiidilisi korduseid sisaldavate DNA
piirkondade replikatsioonil. Lisaks voidakse DNA siinteesi vigade tottu lilitada DNA-sse
mittekomplementaarseid nukleotiide. Niiteks lilitatakse nukleotiidi T vastu vastasahelas
nukleotiid G. Kuna normaalsele DNA-le on iseloomulikud ka valepaardumisi pohjusta-
vad nukleotiidid, peab olema spetsiifiline reparatsioonisiisteem, mis suudaks eristada
uut DNA-ahelat vanast matriitsahelast. E. coli bakterites on see voimalik tinu sellele, et
vana DNA-ahel on metiiiilitud, uus aga veel mitte. E. coli’s metiiiilitakse A kindla inter-
valliga pirast replikatsiooni jirjestuses GATC Dam-metiilaasi (ingl. Dam methylase)
poolt. Valepaardumise reparatsioonisiisteem kasutab dra seda, et hemimetiiiilitud (ingl.
hemimethylated) olekus (vana DNA-ahel on metiiiilitud, uus aga veel mitte) korvaldatakse
mittemetiiiilitud ahela valestipaardunud nukleotiid(id) koos kiilgnevate nukleotiididega
ja nende asemele siinteesitakse uus DNA-16ik, kasutades matriitsina metiilitud ahela
nukleotiidset jarjestust.

E. coli’s on valepaardumisega reparatsioonil (MMR) vajalikud nelja geeni, mutH,
mutL, mutS ja mutU (=uvrD) produktid. Mittepaardunud alaga metiiiilitud DN A-ahelaga
tthineb otseselt MutS, seejirel ithineb moodustunud kompleksiga MutL. MutS ja MutL
aktiveerivad GATC-spetsiifilise endonukleaasi MutH (ingl. GATC-specific endunucle-
ase), mis teeb mittemetiiiilitud DNA-ahelasse katke valepaardumisest kas 3'- voi S’-suunas
(jn. 13.4). Soltuvalt GAT C+jirjestuse kaugusest mittepaardunud nukleotiidide suhtes voib
katke toimuda valepaardumisest isegi rohkem kui 1000 nukleotiidi kaugusel. Kui sisseldige
tehti GAT C-jarjestusest paardumisvea suhtes 5’-suunaliselt, kdrvaldatakse nukleotiidid
DNA-ahelast 553" eksonukleaasi, niiteks eksonukleaas VII abil. Kui sisseloige toimus
aga paardumisveast 3’-suunas, siis vajatakse 3’5" eksonukleaasset aktiivsust, nditeks E. coli
eksonukleaasi I. Nukleotiidide korvaldamisel uuest, mittemetiiiilitud DN A-ahelast osaleb
ka DNA helikaas IT (UvrD). Seejirel siinteesitakse iile 1000-nukleotiidine tiihik tiis DNA
poliimeraas ITI poolt ning DNA-ahela otsad liidetakse DNA ligaasi toimel.

Bakterite MMR-geenide homolooge on kirjeldatud ka seentel, loomadel ja
imetajatel. See niitab, et valepaardumisega reparatsioon on korgkonserveerunud
universaalne mehhanism kontrollimaks geneetilise informatsiooni sdilimist kaksikahe-
lalises DNA-s. Inimesel soodustab MMR subtiiiipide defektsus pariliku mittepoliiiipse
kairsoole-pirasoolevihi e. HNPCC (ingl. hereditary nonpolyposis colorectal cancer), soole-
(nt. Muir-Torre siindroom), nahavihi ja ka teiste vihivormide teket.

1.2.5. Rekombinatsiooniline reparatsioon

Lisaks eespoolkirjeldatud DNA reparatsioonististeemidele voib kahjustuste kdrvaldamine
toimuda ka rekombinatsiooniséltuva reparatsiooni (ingl. recombination-dependent repair)
abil. DNA iiksikahelaliste ja kaksikahelaliste katkete parandamine toimub kahel viisil.

Reparatsioon ja rekombinatsioon
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1. Homoloogne rekombinatsioon e. HR (ingl. homologous recombination), mille
puhul kaksikahelaline katkekoht taastatakse taielikult homoloogse kromosoomi,
tiitarkromatiidi voi mingi teise homoloogse DNA kaasabil ilma mutatsioonideta.

2. Mittehomoloogsete DNA-otste ithendamine e. NHE] (ingl. non-homologous
end joining). Selle korral liidab DNA ligaas katkenud ahelad, kuid isegi lithikeste
tiksikahelaliste homoloogiate esinemisel pohjustatakse siin mutatsioonide teke
(eriti lithikesed deletsioonid). Raku seisukohalt on see siiski parem variant kui
jatta DNA otsad tildse thendamata.

HR on iseloomulik prokariiootidele, kuid toimub ka eukariiootide rakutsiikli S- ja G,-faa-
sides. Kui E. coli DNA poliimeraas III jouab DNA replikatsioonil matriitsahelas asuva
kahjustuseni, niiteks tiimidiini dimeerini (ingl. thymine dimer), siis v6ib DNA siintees
sellest kohast katkeda ja jitkuda kaugemalt. Kui DNA-s viga ei parandata, tekib jargmise
DNA replikatsiooni tulemusena selles kohas juba DNA kaksikahelaline katke, DSB
(ingl. double strand break, DSB). DSB-d parandatakse homoloogse rekombinatsiooni teel,
kus osalevad RecA-valk ning RecBCD-kompleks. RecA-valk aktiveerub kokkupuutes
iiksikahelalise DNA-ga, ssDNA (ingl. single strand DNA, ssDNA) ning viib iiksteisega
kontakti homoloogsed DNA-ahelad, mis asuvad erinevates DNA-molekulides, nii et

Tumiini dimeer
m a n3, 5
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Joonis 13.5. RecA-sdltuv rekombinatsiooniline reparatsioon prokariiootidel (iiksikahelalised katkemised).
RecA-valk aktiveerub iiksikahelalise DNA (ssDNA) toimel DNA iiksik- voi kaksikahelalise katkemise
korral. RecA kataliitisib DNA-ahelate vahetust homoloogsete DNA piirkondade vahel. Tamiini dimeeri ei
korvaldata, kuid saavutatakse tilejaanud DNA tapne replikatsioon.
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kahjustamata ahel iihest DNA-molekulist oleks DNA stinteesil matriitsiks katket sisalda-
vale ahelale teisest DNA-molekulist (jn. 13.5). Selleks, et katketega DNA-molekuli ahelad
eralduksid teineteisest ning saaksid paarduda teise, intaktse DNA-molekuli homoloog-
sete ahelatega, on vajalik RecBCD-kompleksi aktiivsus. RecBCD-kompleksil on lisaks
nukleaassele aktiivsusele ka helikaasne aktiivsus, mis voimaldab iiksikahelalise ala teket
ning mis on vajalik DNA-dupleksi moodustumiseks homoloogse alaga teises DNA-
molekulis. Rekombinatsiooni kidigus toimub homoloogselt DNA matriitsilt DNA siintees
DNA poliimeraasi (enamasti DNA Pol III) vahendusel.

DNA iiksikahelaliste katkete (ingl. single strand break, SSB) puhul kataliiiisib
homoloogseks rekombinatsiooniks vajalikku iiksikahelate teket RecFOR-kompleks.
Eukariiootidel on RecA-valgu homoloogiks Rad51, mis vahendab iihe tiitarkromatiidi
kaksikahelalise katkenud DNA-ahela paardumist teises kromatiidis paikneva terve homo-
loogse ahelaga (jn. 13.6). Jirgneb DNA siintees, kus matriitsina kasutatakse tervet ahelat.
Homoloogsest rekombinatsioonist tuleb detailsemalt juttu kdesoleva peatiiki alaosas 2.

NHE] toimib sagedamini eukariiootide rakutsiikli G,-faasis. NHE] toimumiseks on
vajalik, et katkenud DNA otsad oleksid teineteise ldhedal. Katkenud DNA otsi tunneb
dra kahest valgust moodustunud kompleks Ku, mis koosneb alatiksustest Ku70 ja Ku80.
Jargmisena seondub DNA otstega DNA-sdltuv proteiinkinaas e. DNA-PK (ingl. DNA
dependent protein kinase). DNA-PK seondub ka nukleaasiga, mis on vajalik DNA otstest
monede nukleotiidide eemaldamiseks ning DNA otstes lokaalse homoloogia leidmiseks,
niiteks DNA lithikeste kordusjérjestuste puhul. DNA-PK-Ku-kompleksiga ithineb DNA
ligaas IV, mis ithendab DNA vabad otsad. Kordusjirjestuste olemasolu ongi peamiseks
pohjuseks, miks rakud parandavad kaksikahelalisi DNA katkeid NHE] abil, riskides
seejuures geneetilise informatsiooni muutumisega. DNA kaksikahelate thendamine
on iilimalt tihtis ka antikehade varieeruvate piirkondade reassambleerimisel ja V(D)
J-uhendpiirkondade tekkel. On niidatud, et Ku80 nokauditud hiired pole voimelised
parandama kaksikahelalist DNA katket.

1.2.6. SOS-vastus ja vea-aldis DNA siintees kahjustatud DNA-It

Bakteritel kdivitub DNA-kahjustuste korral, mida pohjustavad néiteks UV-kiirgus ja
mitmed mutageensed kemikaalid, SOS-vastus (ingl. SOS response). SOS-vastust on
pohjalikult uuritud bakteris E. coli. E. coli’s indutseeritakse SOS-vastuse korral mitmed
DNA reparatsioonivalgud, mis osalevad kas NER-is voi homoloogsel rekombinatsioonil,
ning DNA poliimeraasid, mis on voimelised jitkama DNA siinteesi kahjustatud DNA-It
olukorras, kus replikatiivne DNA poliimeraas Pol III on DNA-kahjustuse kohal peatu-
nud. Selline kahjustatud DNA-It toimuv siintees (ingl. translesion DNA synthesis, TLS)
voib olla vearohke, kui seda viivad libi Y-perekonna DNA poliimeraasid Pol IV (DinB)
vdi Pol V (UmuD’C), sest neil puudub vigu korrigeeriv (ingl. proof-reading) aktiivsus
(jn. 13.7). Kui DNA poliimeraas V péhjustab valdavalt asendusmutatsioonide teket, siis
DNA poliimeraas IV-le on iseloomulikud raaminihkemutatsioonid (ithenukleotiidilised
deletsioonid ja insertsioonid).

SOS-vastus aktiveeritakse kahe regulaatorvalgu, LexA ja RecA koostoimel (jn. 13.7).
Tavaolukorras on nende ensiiiimide tase rakus madal. Sel juhul on transkriptsiooni
negatiivne regulaatorvalk LexA-repressor seondunud DNA [ex-geenide operaator-
piirkondadesse, pidurdades geenide uvrA, umuCD ja lexA transkriptsiooni. Esimesed
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kaks geeni madravad vastavalt UvrA- ja UmuCD-valkude siinteesi, mis osalevad vea-
altil DNA reparatsioonil. Kolmanda geeni produktiks on LexA-valk. SOS-vastuse
kidigus indutseeritavate valkude tase on rakus DNA-kahjustuste puudumisel madal.
Rakkude eksponeerimisel ultraviolettkiirgusele voi ménele muule DNA-d kahjusta-
vale tegurile tekivad DNA-ahelates kahjustused, mis parsivad DNA replikatsiooni ja
pohjustavad iiksikahelaliste DNA (ssDNA) piirkondade teket. ssDNA-ga seondub
RecA-valk, moodustades RecA-ssDNA nukleoproteiinse filamendi. RecA-valgu
interaktsioon ssDNA-ga aktiveerib RecA-valgu. Aktiveeritud RecA-valk stimuleerib
LexA-repressorvalgu autoproteoliiiisi e. iseenda katkildikamist (degradatsiooni). Kui
LexA inaktiveerub, siis suureneb transkriptsioonitase neilt geenidelt, mis olid varem
LexA poolt pirsitud.

LexA-repressor seondub erinevate SOS-vastuse kiigus aktiveeritavate geenide pro-
mootoraladele erisuguse afiinsusega. Geenidelt, mille regulatoorsetele aladele seondub
LexA norgema afiinsusega, suureneb transkriptsioon varem kui geenidelt, mille puhul
LexA afiinsus on korgem. Esmajirjekorras touseb transkriptsioonitase DNA reparat-
sioonivalke kodeerivatel geenidel, k.a. recA-geenil ning alles hiljem DNA poliimeraasi
V geenidel umuC ja umuD. Lisaks transkriptsioonitasemele kontrollitakse Pol V eks-
pressiooni ka valgu aktiivsuse kaudu. Pol V aktiveerimiseks on vajalik UmuD subithiku
proteoliiiis. Pol V aktiveerimine toimub hilinemisega seetottu, et selle DNA poliimeraasi
poolt libiviidav DNA siintees suurendab rakkudes oluliselt mutatsioonisagedust, mis voib
viia kahjulike mutatsioonide kuhjumisele. Pol V aktiveeritakse alles siis, kui muud voi-
malused DNA-kahjustustega toimetulekuks ei ole osutunud piisavaks. Pol V-st soltuvat
mutageneesi on varem nimetatud ka SOS-mutageneesiks voi UV-mutageneesiks.

1.2.7. Périlikud reparatsioonivead

Piikesevalguse suhtes iilitundlikel e. xeroderma pigmentosum’iga (XP) patsienti-
del areneb kergesti nahavihk, sest nukleotiidi viljaloikereparatsiooni NER defektsuse
tottu ei parandata UV-kiirguse poolt pohjustatud DNA-kahjustusi. XP areneb vilja, kui

Joonis 13.8. DNA reparatsiooni defektsus pohjustab inimesel parilike haiguste avaldumist.
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mutatsioonid esinevad NER- geenides XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPF, XPG jt. Need
geenid vastutavad kahjustatud nukleotiidide, nditeks tiimiini dimeeride viljaldikamise
eest. Eukartiootses NER-is osalevate valkude hulk on vorreldes bakterite NER-iga tundu-
valt suurem — eukariiootidel on NER-iga seotud 15 valku. Lisaks XP-le on NER-i geenide
defektidega seotud veel vihemalt kaks inimese parilikku haigust, Cockayne’i siindroom
ja trihhotiodiistroofia, kuid neil juhtudel pole tegemist nahavihi tekkega, vaid neuroloo-
giliste nahtustega, vaimse alaarenguga (jn. 13.8).

Inimesel on peale nimetatud kolme haiguse veel mitmeid paranduvaid DNA-st
soltuva ainevahetuse defektidega seonduvaid parilikke haigusi. Nimetame siin atak-
sia-telangiektaasiat e. Louis~Bari siindroomi, Fanconi aneemiat ning Bloomi,
Rothmundi-Thomsoni, Werneri ja Nijmegeni siindroome. Koiki neid haigusi poh-
justavad autosoomretsessiivse pirandumistiiiibiga geneetilised defektid ning k6ik nad
suurendavad kasvajate tekke riski. MMR-i (valepaardumise reparatsioon) defektsus
suurendab soolevihi tekke riski. Samas on nende pirilike haiguste toime erinev: ithtedel
juhtudel on ilitundlikkus ioniseeriva kiirguse, teistel juhtudel DNA-ga interkaleeruvate
iithendite (nagu mitomiitsiin C), kolmandatel juhtudel kromosoomide katkemiste (aber-
ratsioonide) suhtes. Seega, erinevate siindroomide korral esineb erinevate ensiiiimide
defektsus. Defektsed voivad olla kas DNA reparatsiooniga seotud kinaasid, helikaasid voi
DNA kaksikahelalisi katkemisi dratundvad valgud.

Meeldejatmiseks

Elusorganismidel on valja kujunenud rida erisuguseid DNA reparatsioonisiisteeme, mille funktsiooniks on
sdilitada organismide geneetilist informatsiooni muutumatul kujul.

« Erinevatel DNA reparatsiooniradadel on voime parandada DNA-kahjustuste teatavaid tiiiipe.

« Otseste keemiliste podrdreaktsioonidega parandatakse DNA-kahjustusi kohapeal, nditeks fotoreaktivat-
sioonil valgustundliku ensiiiimi DNA fotoliiaasi toimel.

Lammastikaluste véljaldike reparatsioonil tekib apuriinne/apirimidiinne AP-sait ning kahjustatud
nukleotiid Iigatakse DNA-st DNA gliikosiilaaside kaasabil valja.

Nukleotiidide valjaloikel Idigatakse valja ja parandatakse kahjustatud alast pikem nukleotiidne Ioik.

Valepaardumisega reparatsioonil kdrvaldatakse vigastused, mis on tekkinud DNA replikatsioonil voi
rekombinatsioonil.

« Rekombinatsiooniséltuv reparatsioon toimub kas homoloogse rekombinatsioonina voi DNA katkenud
otste mittehomoloogsel ihendamisel.

« On teada kiimneid inimese parilikke haigusi, mis on pdhjustatud DNA reparatsioonisiisteemide defek-
tidest.

DNA reparatsioonidefektidega on seotud osa kasvajate teke.



2. GENEETILINE REKOMBINATSIOON

2.1. REKOMBINATSIOONIMEHHANISMID

2.1.1. Homoloogne retsiprookne rekombinatsioon

Krossingoveri (ingl. crossing over) molekulaarne mehhanism eeldab DNA-molekulis kat-
kete teket ja ahelate otste taasithinemist. Seeparast on siin vajalik ka DNA reparatsiooni
toimumine. Homoloogsete DNA-molekulide vahelisel rekombinatsioonil osalevad paljud
ensiitimid, mis katkestavad DN A-ahelaid, keeravad neid lahti, stimuleerivad iiksikahelate
teket ning viivad libi katkenud DNA-ahelate reparatsiooni ja kataliiiisivad DNA-ahelate
taastthinemist. Molekulaarsel tasemel nimetame DNA-molekulide-vahelist rekombinat-
siooni krossingoveriks. Krossingoveri siinoniitimina kasutame terminit ,ristsiire”.

Eukartiiootidel on ristsiire ja siinapsite teke meioosi esimeses profaasis teineteisega
seotud. Huvitaval kombel ei toimu ristsiiret isaste dadikakérbeste spermatogeneesis ning
sel puhul ei tiheldata ka siinaptiliste komplekside esinemist. Selle ndhtuse geneetilist
tagapohja selgitavad katsed emaste dddikakarbestega, kus naidati, et mutatsioonid geenis
¢3G elimineerivad nii ristsiirde toimumise kui ka stinapsite tekke. Niisuguseid mutante
nimetatakse rekombinatsiooni-defektseteks mutantideks (ingl. recombination-deficient
mutants). Arvatakse, et neil mutantidel ei toimu tiiendavat DNA siinteesi, mis esineb nii
stinapsite kui ka krossingoveri toimumisel. Samuti arvatakse, et isastes dadikakarbestes
¢3G geen seniteadmata pohjustel ei funktsioneeri.

Kuivord eukariiootidel toimub ristsiire paardunud DNA homoloogide vahel meioosi
esimeses profaasis, siis saab siin arusaadavalt ridkida eelkoige homoloogsest rekombi-
natsioonist (ingl. homological recombination) ning DNA-16ikude vordsest vastastikusest
(retsiprooksest) vahetusest. Lisaks DNA-ahelate homoloogsusele on tdestatud ka DNA-
ahelate futsiline katkemine ja taasithinemine ning DNA reparatsiooni toimumine neis
protsessides. Homoloogses rekombinatsioonis osalevad paljud valgud ning erinevates
olukordades voib protsess toimuda erisuguste molekulaarsete mehhanismide alusel. Laias
laastus toimub homoloogne rekombinatsioon, lihtudes kas tiksik- voi kaksikahelalistest
DNA katketest.

2.1.1.1. Uksikahelaliste katkemiste mudel

Uheks esimeseks rekombinatsiooniprotsessi molekulaarseks mudeliks on Briti mole-
kulaarbioloogi Robin Holliday (snd. 1932) poolt 1964. a. viljapakutud krossingoveri
iiksikahelaliste katkemiste mudel (ingl. single-strand break model). Rekombinat-
siooniprotsess algatatakse endonukleaasi toimel iiksikahelaliste DNA-katkete tekkega
mélema DNA-molekuli iihes ahelas (jn. 13.9). Jirgnevalt toimub DNA helikaaside toi-
mel DNA-ahelate lahtikeerdumine, lahtisulanud iiksikahelate seondumine valkudega ja
katkega ahelate paardumine nendega homoloogse vastasahelaga teisest DNA-moleku-
list. Uksikahelate iimberasetumist stimuleerib RecA-valk. Seda protsessi nimetatakse
ka DNA iiksikahelate assimileerimiseks (ingl. single-strand assimilation) e. protsessiks,
kus DNA tiksikahel thest DNA-molekulist paardub temaga rekombineeruvast DNA-
molekulist parit komplementaarse DNA-ahelaga. RecA-valk viib DNA kaksikheeliksis
libi vordviirseid e. retsiprookseid vahetusi ning teeb seda kahes etapis: esmalt seondub
iiksikahel ithest DNA-molekulist teise DNA-molekuli komplementaarse ahelaga, jattes

Reparatsioon ja rekombinatsioon
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selles molekulis iiksikuks teise ahela, toimub DNA-ahelate asendamine (ingl. strand
displacement) ning seejirel paardub see iiksikuks jiinud ahel talle komplementaarse
esimesest DNA-molekulist parit tiksikahelalise piirkonnaga, s.o. toimub DNA-ahelate
vahetus (ingl. strand exchange). Selleks et teostada kahe DNA-molekuli ahelate vahetu-
misel toimuvat homoloogset paardumist, seondub RecA-valk tiksikahelalise DNA-ga.
Kui homoloogsed ahelad on teineteist leidnud, siis RecA-valk voimendab homoloogsete
DNA-ahelate paardumist ligikaudu 50 korda. Katkestatud ja asendatud ahelate kova-
lentne kokkupanek e. taasithinemine (ingl. reunion) toimub DNA ligaasi kaasabil. Kui
iiksikahelalised katked ja taasiihinemised ei toimu tdpselt samas punktis, on juba selles
etapis, enne ahelate taasithendamist DNA ligaasiga, vajalik DNA reparatsioon.

Ulalkirjeldatud protsesside tulemusel toimuvad mélemas DNA kaksikahelas iiksik-
ahelalised katkemised ja taasithendamised, mille tulemusena moodustub DNA-ahelatest
X-kujuline struktuur, mida nimetatakse hii-vormiks (ingl. chi forms) (jn. 13.9) ning mis
on histi detekteeritav ka elektronmikroskoopiliselt. Sellist DNA struktuuri nimetatakse ka
Holliday ithenduseks (ingl. Holliday junction). Holliday iihendusi voib lahti 16igata kahel
viisil. Uhel juhul toimub krossingover, teisel juhul mitte. Nimelt véivad iisikahelaliste sil-
dade kaudu ithendatud ja teineteisega risti asetsevad DNA-ahelad roteeruda (poorduda)
180° imber oma telje. Selle tulemusena ei ole iiksikahelalised sillad enam iiksteisega risti.
Jargnevalt voib endonukleaas sillad kas horisontaal- voi vertikaaltasapinnas katki I6igata.
Erinevate 16igete puhul saadakse erisugused rekombinatsiooniproduktid. Niiteks, kui enne
rekombinatsiooni kiilgnesid rekombinatsioonisaidiga homoloogsete geenide alleelid A ja
B iihes ning alleelid a ja b teises kromosoomis (DNA-molekulis), siis pirast rekombinat-
siooni asetsevad korvuti alleelid a ja B ning A ja b. Alternatiivsel katkemisel rekombinantseid
DNA-molekule korvalolevate geenide suhtes aga ei teki. E. coli'l korvaldatakse hii-struktuu-
rid DNA-st geenide recG voi ruvC produktide toimel.

2.1.1.2. Kaksikahelaliste katkemiste mudel

Rekombinatsioon voib toimuda erinevate molekulaarsete mehhanismide abil. 1983. a.
esitasid Jack W. Szostak (snd. 1952) ja Franklin Stahl (snd. 1929) pirmseente uurimise
tulemuste alusel krossingoveri kaksikahelaliste katkemiste mudeli (ingl. double-strand
break model). Nimetatud mudeli kohaselt toimub esmalt ithes kaksikahelalises DNA-s
kaksikahelaline katkemine, kus homoloogsete kromosoomide DNA niidid jaavad rekombi-
natsioonikohas teineteisega tihendatuks iiksikahelaliste sildade kaudu. Niisugune ithendus
on vajalik, sest vastasel juhul kaotaksid kaksikahelaliste katkemiste tottu erinevad DNA-
fragmendid teineteisega kontakti. Rekombinatsiooniga kaasneb ka DNA siintees.

2.1.2. Homoloogne mitteretsiprookne rekombinatsioon (geeni konversioon)
Kui seentel Neurospora crassa uurida teineteisele viga lihedal asetsevaid aheldunud mar-
kereid (geene), ei saada sageli retsiprookse homoloogse rekombinatsiooni tulemusena
oodatavat askospooride suhet 1 : 1. Niiteks saadakse kahe lihedalasetseva mutatsiooni
(m, jam,) uurimisel ristamisest m, m,* x m *m, jirgmised askospooride paarid:
1) paarl:m ‘*m,
2) paar2:m ‘m,
3) paar3:m m’*
4) paar4:m m,

+

+
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Siit on niha, et jirglaste (askospooride) hulgas tuleb ette metsiktiiiipi m *m,* -spoore, ei
esine aga kaksikmutantseid m m -spoore, mis peaksid tekkima homoloogsel rekombi-
natsioonil. Siin saadakse m,": m askuste suhe 3 : 1 (mitte aga oodatav 2 : 2-jaotus e. 1 :
1-suhe) (jn. 13.10). Antud juhul oleks nagu iiks m,-alleelidest konverteeritud m,*-allee-
liks. Sellist tiitipi mitteretsiprookset rekombinatsiooni nimetatakse geenikonversiooniks
(ingl. gene conversion) e. geeni iimbermuutmiseks.

Homoloogsel retsiprooksel rekombinatsioonil vaadeldakse rekombinatsiooni toimu-
mist teineteisest suhteliselt kaugel asetsevate geenide suhtes. Sel juhul v6ib uuritavate
geenide (aja b) vahele jiida niiteks geen m, mille DNA osas v6ib olla mittepaardunud
nukleotiide (ingl. mismaches). Sellisel juhul asetuvad krossingoveri esimeses etapis kor-
vutiolevate DNA-molekulide iiksikahelad iimber nii, et mutantne (mittepaardumisega)
ahel saab kokku mittemutantse ahelaga ja, vastupidi, mittemutantne ahel saab partneriks
mutantse ahela (jn. 13.10). Protsessi tulemusel tekivad DNA-molekulid, kus kahes komp-
lementaarses DNA-ahelas on erisugused alleelid. Selliseid heterogeenseid DNA-molekule
nimetatakse heterodupleksiteks (ingl. heteroduplexes). Mittepaardunud nukleotiidide
viljaloikel korvaldatakse DNA reparatsioonienstiimide poolt mutantne m-ahela osa,
tithik tdidetakse tdiiendaval DNA siinteesil, kasutades matriitsina metsiktiitipi DNA-
ahelat m*. Niimoodi muudetaksegi molemad DNA-ahelad m*-ahelateks ja tetraadis
saadaksegi m*: msuhteks 3 : 1. Juhul kui repareeritakse vaid iiks kahest mittepaardunud
nukleotiidist, siis tinu DNA replikatsiooni poolkonservatiivsele iseloomule saadakse
askuses askospooride m*:m markeritelahknemissuhteks 5 m*: 3 m.

Reparatsiooniline
DNA si]gltees

. m
AL Valepaardumine 10— >
dupleks M ,

COLLLTELL

a m b
DNA-ahelate vahetus ja Geenikonversioon
heterodupleksite teke M:m=3:1(e.6:2)

Joonis 13.10. Geeni konversioon ehk geeni imbermuutmine.

Geeni konversioon assotsieerub retsiprookse rekombinatsiooni tulemustega 50%-1
juhtudest, sest Holliday mudeli kohaselt v6ib toimuda hii-struktuuride katkemine
vordtoendosuslikult nii horisontaalselt kui ka vertikaalselt. Vertikaalsed katkemised
pohjustavad askuste teket, kus esinevad nii geeni konversioon kui ka retsiprooksne rekom-
binatsioon. Horisontaalsel katkemisel ilmneb aga ainult geeni konversioon (jn. 13.11).
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Reparatsioon ja rekombinatsioon

2.1.3. Mittehomoloogne rekombinatsioon

Paljudel juhtudel pole geneetilise rekombinatsiooni toimumiseks vajalik homoloog-
sete kromosoomide paardumine. Saitspetsiifilise rekombinatsiooni (ingl. site-specific
recombination) toimumiseks piisab ka kahe DNA-segmendi vahelisest homoloogsusest
vaid viheste nukleotiidide ulatuses. Neid homoloogseid nukleotiidijirjestusi saab DNA-
molekulis lokaliseerida. Saitspetsiifiline rekombinatsioon toimubki selliste spetsiifiliste
(homoloogsete) DNA-jirjestuste vahel, millega seonduvad rekombinatsiooni labivii-
vad DNA jirjestusspetsiifilised valgud. Saitspetsiifilise rekombinatsiooni hulka kuulub
niiteks bakteriofaagide integratsioon bakteri kromosoomi (kromosoomi integreeritud
bakteriofaagi genoomi nimetatakse profaagiks), integronide (ingl. integrons) lilitu-
mine teise DNA-molekuli koosseisu ning monede promootor- ja regulaatorjirjestuste
inversioonid geenide ekspressiooni reguleerimisel patogeensetes bakterites. Nimetatud
rekombinatsioonisiindmused ei vaja homoloogsel rekombinatsioonil osaleva RecA-valgu
aktiivsust. Seda rekombinatsiooni tiitipi nimetatakse ka RecA-soltumatuks mittehomo-
loogseks rekombinatsiooniks (ingl. nonhomologous recombination).

2.1.3.1. Viburite faasivariatsioonid

Saitspetsiifilisest rekombinatsioonist pohjustatud iimberliilitusi geenide avaldumisel
kirjeldati esmakordselt Salmonella typhimurium’i flagelliini alaiksuste puhul, flagel-
lade e. viburite faasivariatsioonidel (ingl. phase vartiation). Nimetatud bakteril toimub
kahest voimalikust vaid iihe, immunoloogiliselt erinevate omadustega flagelliinivalgu
(H1 v6i H2) ekspressioon. Vastavate geenide avaldumist kontrollitakse sel viisil, et iihe
geeni avaldumine takistab teise geeni avaldumist. Kahe geeni poolt miaratav flagelliinide
immuunvastus voimaldab bakteril n-6. iile kavaldada peremeesorganismi immuunsiis-
teemi reaktsioone.

Geeni h2 avaldumine ja geeni h1 pirssimine saavutatakse tinu sellele, et h2 aval-
dumisega kaasneb repressorvalgu avaldumine, mis surubki maha H1-valgu geeni
transkriptsiooni, sest repressorvalk seondub geeni h1 promootorile (jn. 13.12). Repres-
sorgeen rhl (hl-geeni repressor) on kahest geenist koosneva operoni h2-rhl teine geen,
kusjuures mélemad geenid (h2 ja rhl) transkribeeritakse samalt promootorilt. Operoni
h2-rh1 avaldumist kontrollitakse inverteeritava 995 bp pikkuse DNA-segmendiga, mis
sisaldab rekombinaasi (ingl. recombinase) geeni hin ja milles on operonipoolses osas
promootor ning mis paikneb kahe lithikese (26 bp pikkuse) inverteeritud jirjestuse hixL
ja hixR vahel (jn. 13.12). See 995 bp pikkune DNA element inverteerub kindla sagedu-
sega, viies promootori kas geeni h2 lihedale (tema avaldumiseks) voi muutub tema asend
poordsuunaliseks, jattes h2-rh1 operoni sellega promootori aktiivsusest ilma. Viimasel
juhul ei stinteesita ka repressorit geenile h1 ning H2-flagelliini asemel siinteesitakse bak-
terites hoopis H1-flagelliini. Saitspetsiifilist rekombinatsiooni teostab rekombinaas Hin,
vahendades rekombinatsiooni sel viisil, et ta seostub hixR- ja hixL-jirjestuste otstele ja
moodustab kompleksis abivalkudega rekombinatsioonikompleksi. Rekombinatsiooni-
kompleksis tekitatakse DNA-ahelatesse katked, kus inverteerunud segmendi otsad
taasithendatakse kiilgneva DNA-ahela otstega.
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Joonis 13.12. Salmonella typhimurium’i viburite faasivahetus saitspetsiifilise rekombinatsiooniga. H1- ja
H2-flagelliini alatiksuste valkude stintees on alternatiivne: HI stnteesitakse hl-repressori puudumisel; H2-
(ja Hl-repressor) siinteesitakse insertsioonilise elemendi promootori operonisuunalisel orientatsioonil.
Valk Hin miirab insertsioonilise elemendi molemasuunalist inversiooni. Faasis I olevad rakud toodavad
Hl-viburantigeene, faasis Il olevad rakud aga H2-viburantigeene (flagelliine).

2.1.3.2. Integronid

Integronid (ingl. integrons) on geneetiliste elementide klass, mis esineb sageli plasmiidi-
des, transposoonide koostises voi nende liheduses ja teistes insertsioonilistes elementides
(nt. bakteriofaagid). Integronid sisaldavad integraasigeeni (ingl. integrase gene) ja kiilg-
nevat rekombinatsioonisaiti attI (ingl. recombination site attI). Integron on véimeline
haarama endasse niiteks antibiootikumiresistentsuse geenikassette (ingl. antibiotic-
resistance gene cassettes). Rongasjas geenikassett viiakse lineaarseks integraasi vahendatud
rekombinatsioonil attI-saidi ja attC-saidi (nimetatakse ka 59 bp elemendiks, mis asub
kassetis antibiootikumiresistentsuse-geeni korval) vahele (jn. 13.13). Enne integratsiooni
pole antibiootikumiresistentsuse-geenil promootorit ning ta ei avaldu. Integratsiooni jarel
saab aga antibiootikumiresistentsuse-geen avalduda saidis attl. Integraasigeeni trans-
kribeeritakse promootorilt P, A ning integreerunud antibiootikumiresistentsuse-geeni
(geene) transkribeeritakse sama piirkonna DNA vastasahelal moodustatud tugeva vas-
tassuunalise promootori P, poolt.

Kuigi integronid on iseloomulikud antibiootikumiresistentsuse-geenidele, on neid kir-
jeldatud ka metaboolsete ja virulentsusgeenide imberpaiknemise puhul. Integronid on ka
kohaks, kuhu véivad liituda paljud muud geenikassetid, monedel juhtudel isegi rohkem kui
100 kassetti. Selliseid integrone nimetatakse superintegronideks (ingl. super-integrons).

Reparatsioon ja rekombinatsioon
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Joonis 13.13. Integronis olev resistentsusgeenide kassett. Residentne integron koosneb integraasigeenist
(int) ja korvalasetsevast saidist attl. Integraasigeen transkripteeritakse enda promootorilt Pint. Teine pro-
mootor Pout on aktiivne vaid siis, kui integroni liilitub geenikassett (antud niites resistentsusgeenid rg).
Geenikassetis on resistentsusgeen ja attC-jirjestus rongasmolekulina (nt. plasmiid). Mitmene ravimi-
resistentsus moodustub resistentsusgeenide jarkjargulise lilitumisega integroni, kus nad kéik transkribeeri-
takse tihelt promootorilt Pout.

2.1.3.3. Transpositsioon
Transposoonide (ingl. transposons) iseloomulikumaks omaduseks on nende véime lii-
kuda (transponeeruda, hiipata) doonorsaidist (ingl. donor site) marklaudsaiti (ingl.
targer site) , ilma et nende kahe saidi vahel oleks iildse homoloogiat. Bakteritel voivad
transposoonid liikuda nii bakteriofaagide, plasmiidide kui ka kromosoomi vahel. Kuigi
transpositsioon toimub iildjuhul suvalisse DNA piirkonda, on ménedel elementidel (nt.
transposoon Tn7) siiski kindlate DNA- jirjestuste osas eelistusi. Transposoonidel on
kirjeldatud kaht selgelt eristatavat rekombinatsioonimehhanismi: replikatiivne ja mitte-
replikatiivne transpositsioon.

Replikatiivsel transpositsioonil (ingl. replicative transposition) pdhjus-
tab transposooni poolt kodeeritud transposaas (ingl. transposase) plasmiidis
(doonoris) ja mirklaudsaidis (retsipiendis) nihutatult iiksikahelaliste katkete teket (jn.



13.14). Mirklaudsaidi S'-fosfaatots ithineb (ligeeritakse) siseneva DNA 3'-hiidroksiiiil-
otsaga. Loikekohtades eralduvad DNA-ahelad ja marklaud-DNA 3'-hidrokstitlgrupp on
praimeriks transposooni ja temaga kiilgnevate jirjestuste komplementaarse ahela siin-
teesil. Uuestisiinteesitud transposooniahelad ligeeritakse jirelejiinud S’-fosfaatgruppi
kandvate DNA otstega. Moodustub kahe transposooniga tthendmolekul, mida nimeta-
takse kointegraadiks (ingl. cointegrate). Transposooni poolt siinteesitud resolvaas (ingl.
resolvase) mairab jirgnevalt res-saidis (ingl. res sites) transposoonidevahelise saitspetsiifi-
lise rekombinatsiooni toimumise ja transposoonita plasmiidse doonor-DNA vabanemise.
Teine transposooni koopia jaib marklaud-DNA-sse.

Mittereplikatiivsel transpositsioonil (ingl. nonreplicative transposition) pohjustab
transposooni miiratud transposaas plasmiidi inverteeritud jirjestuste (IR) (ingl.
inverted repeats, IR) otstes kaksikahelaliste katkete teket ja mirklaudsaidis nihutatult
iiksikahelaliste katkete teket (vt. ptk. XIX). Transposooni 3 -hiidroksiiiil-otsad ithinevad
mirklaud-DNA §’-fosfaatotstega. Tulemusena viiakse transposoon mérklaud-DNA-sse
ning jirelejainud osa plasmiidsest DNA-st degradeeritakse. Transposooni ithenduskohast
molemale poole jadvatele tiksikahelalistele aladele siinteesitakse vastu komplementaarsed
16igud ning see pohjustab thenduskohtades lithikeste duplikatsioonide teket (marklaud-
saitide duplitseerumist).

Meeldejatmiseks
Krossingoveril toimub homoloogsete DNA-molekulide Idikude retsiprookne vahetus.

« Mitteretsiprookne krossingover e. geenikonversioon toimub koos reparatsioonilise DNA siinteesiga, mil-
lega tekitatakse segregeeruvate alleelide 3 : 1-suhe (1: 1-suhte asemel).

- Saitspetsiifilise rekombinatsiooni toimumiseks piisab homoloogiast vaid vaheste nukleotiidide ulatuses.
Saitspetsiifiline rekombinatsioon toimub faagide integratsioonil bakterikromosoomi (profaagiks),
integronide liilitumisel teise DNA-molekuli koosseisu ning mdnede promootor- ja requlaatorjarjestuste
inversioonidel geenide ekspressiooni reguleerimisel.

Transposoonid liilituvad DNA-sse ilma DNA homoloogsuseta, kas replikatiivsel voi mittereplikatiivsel
transpositsioonil.

Reparatsioon ja rekombinatsioon
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