XIV. GEENIREGULATSIOON
PROKARUOOTIDEL JA FAAGIDEL

Geenide sisse- ja viljalilitumismehhanismid annavad mikroorganismidele keskkon-
nas eksisteerimiseks nii vajaliku plastilisuse. Geenide jarjestikuline avaldumine on
geneetiliselt programmeeritud. Nii prokariiootide kui ka nende viiruste (bakteriofaa-
gid) geenigruppide regulatsioon toimub iildiselt jirjestikuliselt: iihe geenikomplekti
produkt(id) liilitab (lilitavad) sisse teise geenikomplekti geenide transkriptsiooni, moo-
dustunud produktidest itks voi mitu liilitavad sisse jirgmise geenigrupi jne. Seega toimub
geenide avaldumisel kaskaadne geeniekspressioon e. programmeeritud jirgnevus.
Nimetatud nihtuse iseloomulikeks niideteks on bakterite sporulatsioon (ingl. sporu-
lation) ja bakteriofaagide liisogeenne ning liiiitiline tsiikkel (faagide paljunemine ning
morfogenees). Need protsessid toimuvad tsiikliliselt: kindlas jirjekorras toimuv geenide
ekspressioon kordub iiha uuesti (viirusjirglased infitseerivad uuesti uut peremeest).
Geeniregulatsioon toimub geneetilise informatsiooni avaldumise erinevatel tasanditel
(jn. 14.1):

1) transkriptsiooni initsiatsioonil;

2) transkriptsiooni terminatsioonil;

3) mRNA stabiilsuse kontrolli (nRNA protsessing, mRNA ringe) tottu;

4) translatsioonil ja posttranslatsiooniliselt.

Prokariioodid ei ela siiski optimaalsetes keskkonnatingimustes: on puudus toitainetest,
toitained esinevad viga erinevate segudena, pole piisavalt aminohappeid jne. Bakteritele
on tavaline C-, N- ja P-vaegusest ning temperatuuriSokist pohjustatud stress (ingl. stress).
Erinevaid bioloogilisi protsesse koordineeritakse globaalse regulatsiooni (ingl. global
regulation) kaudu. Operone e. liitgeene, mis on kontrollitud iithe regulaatorvalgu véi val-
gukompleksi poolt, nimetatakse reguloniks (ingl. regulon). Osa regulone on kontrollitud
RNA poliimeraasi alternatiivsete sigmafaktorite poolt (nt. 0*?). E. coli ca 1000 erineva
operoni puhul on kirjeldatud paarsada erinevat reguloni. Erinevatesse regulonidesse
kuuluvad operonid moodustavad modulonid (ingl. modulon), kus lisaks spetsiifilisele
regulaatorile kontrollib neid operone iihine globaalne regulaator (nt. CAP e. kataboliitne
aktivaatorvalk). Stressivastuse kiigus moodustatakse raku tsiitoplasmas viikesi sig-
naalmolekule (nt. cAMP, ppGpp, pppGpp, AppppA) . alarmoone (ingl. alarmones).
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4. tase

3. tase Posttranslatsioon

RNA Translatsioon

1. tase RNA stabiilsus
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Transkriptsioon

DNA ——» DNA —» mRNA » Valk » Funktsioon
transkript (valguline)

Joonis 14.1. Geeniekspressiooni regulatsiooni viis taset prokartiootidel.

Alarmoone siinteesib spetsiifiline valk RelA, mis on assotsieerunud ribosoomi 508
alaiiksusega. Kui rakus on puudus aminohapetest, mistdttu ribosoomi siseneb ilma
aminohappeta tRNA, siis jargneb sellele alarm, s.t. toimib nn. tugev regulatoorne vastus
(ingl. stringent response): RelA toimel kantakse ATP-lt kui doonorilt fosfaadid iile GDP-le
voi GTP-le, moodustuvad ppGpp ja pppGpp. Need alarmoonid pidurdavad rRNA ja
tRNA-de siinteesi ning aktiveerivad aminohapete biosiinteesi operonid. Signaalid vilis-
keskkonna muutustest jouavad raku tsiitoplasmasse bakteriraku membraanis asuvate
ioonkanalite (ingl. ion channel) kaudu. Globaalse regulatsiooni kirjeldamisel kasutatakse
veel méistet stimulon (ingl. stimulon), mis kirjeldab geene, operone, regulone ja modu-
lone, mille t66d mojutab iiks ja sama keskkonnastiimul.

Meeldejatmiseks

Prokariiootsete geenide ekspressiooni requleeritakse geeni avaldumise eri tasemetel, kuid valdavalt
siiski transkriptsioonil.

Transkriptsiooni tasemel toimub keskkonnatingimustest soltuv geenide sisse- ja valjaliilitumine voi
geneetiliselt programmeeritud kaskaadne geeniekspressioon.

Bioloogiliste protsesside koordinatsioon saavutatakse globaalse requlatsiooni kaudu: iihe ja sama kesk-
konnastiimuli poolt mdjutatavaid geneetilisi protsesse nimetatakse stimulonideks.

Operoni, mis on kontrollitud iihe requlaatorvalgu voi valgukompleksi poolt, nimetatakse requloniks.

Erinevatesse regulonidesse kuuluvaid operone, mis on kontrollitud iihise globaalse regulaatori poolt,
nimetatakse moduloniks.

Signaalid valiskeskkonna muutustest jouavad rakku labi bakteriraku membraanis asuvate ioonkanalite.
Stressivastuse kdigus moodustatakse rakus signaalmolekule e. alarmoone.



1. GEENIEKSPRESSIOONI TUUBID

Organismide hulkraksus voimaldas neil diferentseerida rakkudevahelist kommunikat-
siooni, lihtudes koe- ja organispetsiifilisusest. Bakterid on titherakulised organismid, kus
rakk peab keskkonnas toime tulema kui terviklik organism. Looduskeskkonnas moodus-
tavad bakterid ithe- v6i mitmeliigilisi kooslusi (sealhulgas nn. biokilesid (ingl. biofilms)),
kus geneetilise info avaldumine (nt. plasmiidide iilekandel bakteritevahelisel rekombinat-
sioonil) séltub populatsiooni tihedusest, s.t. bakterite arvukusest e. kvoorumist. Samas
on mikroorganismidel ka tihelepanuviirselt laiaulatuslik voime kohaneda viliskeskkonna
tingimustega. Vastusena muutuvatele keskkonnatingimustele toimub kindlate geenide voi
geenikomplektide sisse- ja viljaliilitumine: kui geeniprodukti pole enam vaja, siis lilitatakse
geenide avaldumine vilja. Toimub nn. pidurdatud geeniavaldumine (ingl. gene repression),
mille tulemusel hoiab rakk kokku miarkimisvédirse koguse energiat. Sedasama energiat saab
mikroorganism kasutada geenide sisseliilitamisel ehk indutseeritud geeniavaldumisel
(ingl. gene induction), siinteesides endale eluks vajalikke uusi aineid, voimaldamaks soodsa-
tes kasvutingimustes viga kiiret paljunemist. Seejuures neil geenidel, millede produkte on
rakule kogu aeg vaja (nt. tRNA-d, rRNA-d, ribosoomivalgud jms.), toimub valdavalt pidev
e. konstitutiivne geeniavaldumine (ingl. constitutive gene expression).

Bakterite geeniekspressioon soltub iihelt poolt geeni valmidusest avalduda, teisalt aga
sellest, kuidas geen avaldub. Eristatakse nelja pohilist geeniekspressiooni tiitipi, kus geen:

1) ekspresseerub soltuvalt bakterite tihedusest (kvoorumitundlikkus);

2) avaldub keskkonnastiimuli esinemisel igal juhul (indutseeritud geeniekspres-

sioon);
3) pidurdub keskkonnastiimuli toimel (pidurdatud geeniekspressioon);
4) avaldub pidevalt (konstitutiivne geeniekspressioon).

1.1. Kvoorumitundlikkus

Bakteripopulatsiooni isendite vahel toimub signaaliiilekanne (ingl. signal transduction),
mis voimaldab neil reageerida koordineeritult geenide aktiveerimisele. Loppkokkuvottes
suurendab see kogu populatsiooni kui terviku adaptatsiooni konkreetsete keskkonnatin-
gimustega. Signaaliiilekande mehhanismid voimaldavad bakteritel eristada olukorda, kus
bakterite piisav arvukus e. kvoorum (ingl. quorum) on limiteerivaks tingimuseks teatud
geenide ja geneetiliste protsesside aktiveerimiseks. Seda nihtust nimetatakse kvoorumi-
tundlikkuseks (ingl. quorum sensing) ning see on miiratud bakterite poolt siinteesitavate
ja viljutatavate keemiliste signaalidega, voimaldades informeerida teisi enda olemasolust
vastavas populatsioonis. Sellised keemilised molekulid, mis méjutavad samal viisil nii toot-
vaid rakke kui ka retsipientrakke, on autoinduktorid (ingl. autoinducers) e. kvoromoonid
(ingl. quoromones). Autoinduktorite funktsiooniks on reguleerida regulaatorvalkude akti-
vatsiooni. Rakkude tihedusest signaliseeriva funktsiooniga molekulid on oma keemiliselt
loomult erinevad. Gramnegatiivsetel organismidel on vastavate molekulide pohigrupiks
atsiiiilhomoseriinlaktoonid e. AHL (ingl. acyl-homoserine lactones), grampositiivsetel
organismidel aga tavaliselt 7-9 aminohappest koosnevad oligopeptiidid (ingl. oligopep-
tides). Kvoorumitundlikkuse siisteem on eriti laialt levinud siimbiontsetel ja parasiitsetel
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mikroorganismidel, kui nad koloniseerivad peremeesorganisme. Samas on kvoorumitund-
likkusel ka suur tiahtsus keskkonnast voora DNA vastuvotmisel ja sellest tulenevalt bakterite
looduslikul geneetilisel rekombinatsioonil.

1.1.1. Atsiiiilhomoseriinlaktoonid

Kvoorumitundlikkus avastati esmakordselt luminestseeruval siimbiontsel merebakteril
Vibrio fisheri, kes on voimeline helenduma vaid siis, kui tema tihedus on moningate lumi-
nestseerivate kalade (merikurat), kalmaaride, meduuside ja merekarpide valgusorganites
teatud tasemest korgemal. Samasugune bioluminestsents on jaanimardikal. Luminest-
seerumine on pohjustatud bakterite tihedussoltuvast lux-geenide avaldumisest, millega
kaasneb ensiiiimide (lutsiferaasid) siintees, mis on vajalikud valguse produtseerimiseks.
Kemoluminestsentsi reaktsioonil oksiideeritakse pigment lutsiferiin ensiiiimi lutsife-
raasi toimel. V. fisheri AHL autoinduktor (3-oksii-C6-homoseriinlaktoon) siinteesitakse
luxI-geeni poolt madratud ensiiimiga kaheetapiliselt: esmalt toimub homoseriinlak-
tooni moodustumine S-adenosiiiilmetioniinist (SAM), seejirel lisatakse atsiiiilrithm.
Raku tiheduse tousuga kaasneb AHL-i rakuvilise kontsentratsiooni tous. Kindlal tihe-
dusel siseneb AHL rakku, kus ta on transkriptsioonifaktori LuxR koaktivaatoriks ning
kus moodustuv AHL-LuxR-kompleks seondub regulaatorjirjestusele, mis voimaldab
bioluminestsentsil osalevate lux-geenide transkriptsiooni (jn. 14.2). Protsess on auto-
reguleeritud, sest luxI-G operoni poolt moodustatav LuxI on AHL.

o0 " o000

Vibrio fischeri

LUxR o

S

° e

0 v 000

Valgus

Joonis 14.2. Gramnegatiivsete bakterite Vibrio fischeri kvoorumitundlikkuse atstiilhomoseriinlaktooni
(AHL) siisteem valguse produktsioonil. Mikroobide tihedusest saltuv valguse produktsioon Vibrio fischeri
toimel kalade ja kalmaaride mitmetes organites. AHL, 3-oksii-C6-homoseriinlaktoon kui autoinduktor,
interakteerub transkriptsiooniregulaatori LuxR-ga. LuxR-AHL-kompleks aktiveerib luxI-E operoni tran-
skriptsiooni, et toota valguse moodustamiseks vajalikke valke. Mikroobide viikese arvu korral ei ole piisavalt
AHL-molekule, et tungida rakku, interakteeruda LuxR-regulaatoriga ja indutseerida luxI-E operoni.



Erinevate bakterite poolt toodetavad AHL-id erinevad péhiliselt vaid atsiiiilahela poolest
(4-18 siisinikuaatomiga). Moned bakterid, nagu Pseudomonas aeruginosa, moodustavad
mitut tiiiipi AHL-e (Lasl ja RhlI), mis seonduvad omaenda LuxR-tiiiipi retseptoriga.
Kirjeldatakse itha uusi AHL-e ja uusi mehhanisme, mis on neile iseloomulikud, niiteks
plasmiidse DNA konjugatiivne iilekanne, samuti DNA iilekanne transformatsioonil. See
viitab kvoorumitundlikkuse mehhanismi tildisemale tidhendusele bakterite geneetilise
regulatsiooni ja rekombinatsiooni protsessides.

1.1.2. Peptiidsed autoinduktorid

1.1.2.1. Bakterinfektsiooni levik

Grampositiivsete mikroobide kvoorumitundlikkus on gramnegatiivsete omast erinev.
Niiteks avaldub patogeeni Staphylococcus aureus’e kvoorumitundlikkus diferentseeri-
tult — eelkoige ekspresseeritakse infektsiooni levikuks vajalikud geenid. Bakterite vihene
arvukus pohjustab koloniseerimisel selliste geenide avaldumise rakkudes, mille produktid
miiravad rakkude kinnitumise koes. Nendeks on adhesiinid (ingl. adhesins). Arvukuse
tousul indutseeritakse sekreteeritavate toksiinide siintees, sest need soodustavad bakte-
rite hajumist teistesse organitesse ja levikut vereringesse. Uleminek virulentsusfaktorite
stinteesile soltub rakkude tihedusest ning on reguleeritud kvoorumitundliku siisteemi
Agr poolt, mis toimib peptiidse autoinduktori e. AIP (ingl. autoinducer peptide) kaudu.
AIP moodustatakse suure valgulise eellasena AgrD, mis protsessitakse viiksemateks

Toksiinid
(hemoliisiinid)

Joonis 14.3. Grampositiivse bakteri Staphylococcus aureus'e kvoorumitundlikkuse peptiidisiisteem viru-
lentsusfaktorite avaldumisel. Membraanivalk AgrB vastutab sekreteeritava AgrD-valgu muutmise eest
autoinduktorvalguks ATP, modifitseerides selle ja sekreteerides rakust vilja. Rakuvaline AIP aktiveerib AgrC,
mis on kahekomponendilise regulatoorse aratundmiststeemi sensoriks ning aktiveeritud AgrC fosforaiilib
AgrA. Fosforiiiilitud AgrA seondub kahele promootorile, aktiveerides RNAII (kvoorumitundlikkusegeenid)
ja RNAIII (virulentsusgeenid) transkriptsiooni. Rakkude véikesel tihedusel AIP-d ei jitku ning virulentsus-
geenid ei aktiveeru.
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valkudeks samas kompleksis oleva AgrB valgu toimel (jn. 14.3). Sama operoni poolt mi-
ratud AgrA valgu fosfortiilimisel AgrC toimel aktiveerib fosforiiiilitud AgrA nii sama
operoni (agrB-A) kui ka RNAIII transkriptsiooni. Erinevalt teistest mittekodeerivatest
RNA-dest e. ncRNA-dest (ingl. noncoding RNAs, ncRNAs) kodeerib RNA I1I ka hemo-
liisiini (ingl. hemolysine) aktiivsusega toksiini siinteesi.

1.1.2.2. Bakterite kompetentsusfaas

Kvoorumitundlikkus reguleerib paljude grampositiivsete bakterite (nt. Bacillus subtilis)
Com-valkude siinteesi. Nimelt libivad bakterid kasvades nn. kompetentsusfaasi (ingl.
competent cells), mille jooksul rakud on vastuvétlikud v6dr-DNA suhtes. Com-valgud véi-
maldavad keskkonnas oleva vaba DNA seondumist raku pinnale ja jirgnevat transporti
libi peptidogliikaankihi ja tsiitoplasmaatilise membraani rakku. Com-geenide ekspres-
sioon indutseeritakse vaid siis, kui rakupopulatsioon on saavutanud kindla tiheduse
(kvoorumi). B. subtilis’el on autoinduktoriks 9-10 aminohappest koosnev oligopeptiid
ComX, mida nimetatakse ka kompetentsusferomooniks (ingl. competence feromone).
See valk siinteesitakse propeptiidina, millest spetsiifiline proteaas ComQ léikab vilja
aktiivse oligopeptiidi. Kui gramnegatiivsetel bakteritel vastutab autoinduktori dratund-
mise eest spetsiifiline LuxR-perekonna valk, siis grampositiivsetel bakteritel osaleb selles
protsessis kahekomponendiline ComP/ComA regulatsioonisiisteem. Kui keskkonnas
touseb oligonukleotiidi kontsentratsioon, siis seondub see sensoriga ComP ning moo-
dustuv kompleks aktiveerib regulaatori ComA. Selle tulemusel kiivitubki rakus koigi
kompetentsuste saavutamiseks vajalike geenide ekspressioon.

Meeldejatmiseks

Kvoorumitundlikkus on bakterite kommunikatsioonimehhanismiks, millega saavutatakse geenide koor-
dineeritud aktiveerimine bakterite grupis tervikuna.

Gramnegatiivsed bakterid moodustavad kvoorumitundlikke metaboliite, milledest tuntumateks on
atsiiilhomoseriinlaktoonid.

Grampositiivsed bakterid kommunikeeruvad iiksteiseqga liihikeste peptiidsete signaalide e. autoinduk-
torite kaudu.

- Peptiidsete autoinduktoritega reqguleeritakse bakterite koloniseerimist peremeesorganismi bakter-
infektsioonil ja vdliskeskkonnas olevate bakterite kompetentsusfaasi teket, mis on vajalik voor-DNA
vastuvotuks.

1.2. Keskkonnastiimulite toime

1.2.1. Konstitutiivne geeniekspressioon

Osade geenide produkte (tRNA- ja rRNA-molekulid, RNA poliimeraasi alaiiksused,
ribosoomivalgud, metaboolseid protsesse kataliiiisivad ensiiiimid jms.) vajab rakk oma
funktsioneerimiseks pidevalt. Neid funktsioone mairavaid geene nimetatakse kodu-
hoidjateks geenideks (ingl. housekeeping genes). Koduhoidjad geenid avalduvad pidevalt
e. konstitutiivselt (ilma vilismojurite toimeta), mistSttu vastavaid geene nimetatakse ka



konstitutiivseteks geenideks. Vaid koduhoidjate geenide pidev avaldumine on rakule
kasulik ja energeetiliselt moistlik.

1.2.2. Indutseeritud geeniekspressioon

Valdava enamuse geenide aktiivsus on vajalik raku kasvuks ja funktsioneerimiseks
kindlate keskkonnatingimuste korral. Paljude kataboolsete ainete lagundamis- e.
degradatsioonirajad (ingl. catabolism) indutseeritakse transkriptsiooni tasemel vaid siis,
kui keskkonda ilmub vastav aine. Indutseerivat ainet nimetatakse induktoriks (ingl.
inductor), vastavaid geene indutseeritavateks geenideks (ingl. induced genes), moodus-
tuvaid ensiiiime indutseeritavateks ensiiiimideks (ingl. inducible enzymes) ja protsessi
geneetiliseks induktsiooniks (ingl. induction).

1.2.2.1. Escherichia coli laktoosi lagundamine (katabolism)

E. coli on voimeline kasutama oma kasvuks siisinikku ja energiaallikana erinevaid siisi-
vesikuid (nt. gliikoosi, sahharoosi, galaktoosi, arabinoosi, laktoosi). Kui keskkonnas on
glitkoos, siis kasutatakse eelistatult seda. Glikoosipuudusel aktiveeritakse aga teised
katabolismirajad. Niiteks laktoosi puhul indutseeritakse kahe ensiitimi, p-galaktosiidi
permeaasi (ingl. f-galactoside permease) ja p-galaktosidaasi (ingl. f-galactosidase) siin-
tees. Neist esimene pumpab (transpordib) laktoosi rakku, teine aga kataliiiisib laktoosi
lagundamise monosahhariidideks — glitkoosiks ja galaktoosiks. Nende ensiiiimide siin-
teesiks vajab rakk olulisel hulgal energiat (ATP ja GTP vormis) ja seepirast ei moodustu
rakus neid ensiiiime ilma vajaduseta. Laktoosi poolt indutseeritud ensiitimide tase jouab
rakus maksimumnivoole viga kiiresti — juba 10 minutit parast laktoosi lisamist kasvu-

keskkonda.

1.2.3. Pidurdatud geeniekspressioon

Bakterid on iildiselt véimelised ise siinteesima oma eluks vajalikud ained (nt. aminohap-
ped, puriinid, piirimidiinid, vitamiinid). Rakus siinteesitavate orgaaniliste molekulide
koosseis ja nende hulk on seejuures geneetiliselt reguleeritud. Kui vastavat orgaanilist
iithendit on rakus piisavalt, siis toimub aine biosiinteesiradu e. anaboolseid radu (ing].
anabolism) miiravate ensiiiimide siinteesi mahasurumine, mida tehakse vastavate gee-
nide viljalilitamisega. Sellist geenide avaldumise viljaliilitamise protsessi vastusena
keskkonnasignaalidele nimetatakse geenide repressiooniks (ingl. gene repression) e.
pidurdamiseks. Muutunud olukorras toimuvat geenide to6le taaslilitumist nimetatakse
aga geenide derepressiooniks (ingl. gene derepression).

1.2.3.1. Escherichia coli triiptofaani biosiintees (anabolism)

E. coli rakkudes triiptofaani biostinteesiks vajalike enstitimide siinteesi kodeerivad viis
geeni. Need geenid avalduvad vaid siis, kui rakus pole kiillaldaselt triiptofaani. Kui rakus
on piisavalt triiptofaani, miidrab vastavate geenide viljaliilitamise ta ise. Seega on pidur-
dajaks e. repressoriks (ingl. repressor) siinteesiahela 16pp-produkt (ingl. end product)
triiptofaan. Sellise Iopp-produktse inhibeerimise mehhanismiga saavutatakse rakus
oluline energia kokkuhoid.
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Meeldejatmiseks

«  Prokariiootide koduhoidvate funktsioonidega geenid (tRNA, rRNA, ribosoomivalkude geenid efc.) aval-
duvad konstitutiivselt.

- Kataboolsete e. lagundavate ainevahetusahelate ensiiiimide siinteesi madravad geenid indutseeritakse
vaid vastava ensiiiimi substraadi e. induktori olemasolul rakus.

«Anaboolsete e. biosiinteetiliste ainevahetusahelate ensiiiimide siinteesi mdaravate geenide valjaliilita-
tamine rakus seoses vastavate geenide pidurdamisega (repressiooniga) esineb siis, kui rakus on piisavalt
ainevahetusahela l6pp-produkte.

2. GEENIEKSPRESSIOONI KONTROLLSUSTEEMID

2.1. Operon kui regulatsiooniiiksus

Francois Jacob (snd. 1920) ja Jacques Monod (1910-1976) esitasid 1961. a. operoni
mudeli (Nobeli preemia 1965. a.), selgitamaks E. coli laktoosi kasutamisel esinevat geeni-
regulatsiooni negatiivset kontrollimehhanismi (ingl. negative control). Operon (ingl.
operon) on regulatoorne iiksus, mis koosneb promootorist (ingl. promotor), operaato-
rist (ingl. operator) ja struktuurgeeni(de)st (ingl. structural gene(s)) (jn. 14.4). Operoni
transkriptsioon algab promootorilt, mis asub tihetoimelistest struktuurgeenidest iiles-
voolu (5°) (ingl. upstream, S°) ja kuhu seondub RNA poliimeraas. Struktuurgeenid
kodeerivad enstitimide voi struktuurvalkude jirjestusi. Transkriptsiooni geneetiline
kontroll (ingl. transcriptional genetic control)) toimub kahe geneetilise elemendi kaudu.
Promootorist vahetult iilesvoolu jiib regulaatorgeen (ingl. regulator gene), mis voib siin-
teesida kas repressor- (ingl. repressor protein) voi aktivaatorvalku (ingl. activator protein).
Promootori ja struktuurgeenide vahele jidb teine geneetiline element, mida nimetatakse
operaatoriks. Operaator- ja promootorjirjestused voivad esineda moningatel juhtudel
osaliselt kattuvate jarjestustena. Kui repressor on operaatoriga seondunud, takistatakse
sellega promootoriga seondunud RNA polimeraasi poolt libiviidavat transkriptsiooni.
Operoni puhul transkribeeritakse iiks mRNA transkript, mis kannab endas kogu operoni
kodeerivat informatsiooni. Jarelikult sisaldab operonide mRNA rohkem kui tiht geeni, ta
on multigeenne transkript (ingl. multigene transcript).

Operon

Joonis 14.4. Operoni komponendid.
Operoni koosseisus on tks voi mitu

promootor (PR)
promootor (P)

Struktuurgeenid struktuurgeeni (ndidatud kolm, SG1,
SG2, SG3), milledega kilgnevad

SG1, SG2  SG3 operaator (0) ja promootor (P). Regu-
laatorgeeni transkriptsiooni alustatakse

<«— Regulaatorgeeni
<«— Regulaatorgeen
<«— Operaator (O)

<— Operoni

RNA polimeraasiga, mis seondub
l esmalt regulaatorgeeni promootorile

(PR).



Meeldejatmiseks
- Bakterite geenid asuvad sageli koordinatiivselt requleeritud iiksustes e. operonides.

« lgas operonis on rida jarjestikulisi struktuurgeene, promootor (kuhu seondub RNA poliimeraas) ja ope-
raator (kuhu seondub repressor-requlaatorvalk).

«Regulaatorgeen asub valjaspool operoni.

+ Kui repressorvalk seondub operaatoriga, siis RNA poliimeraas ei saa enam transkribeerida struk-
tuurgeene.

2.2. Geneetilise kontrolli tiiiibid

Geeniekspressiooni regulatsioonil on vajalikud regulaatorgeenid, millede produktid
reguleerivad teiste geenide (struktuurgeenide) avaldumist. Geeniekspressioonil eris-
tatakse kaht geneetilise kontrolli mehhanismi: positiivne geneetiline kontroll (ingl.
positive genetic control) (jn. 14.5) ja negatiivne geneetiline kontroll (ingl. negative gene-
tic control) (jn. 14.6). Nii positiivse kui ka negatiivse geneetilise kontrolli korral esinevad
indutseeritavad (ingl. induction) ja represseeritavad (ingl. repression) siisteemid, s.t.
geenide sisseliilitamine e. induktsioon ja geenide viljaliilitamine e. repressioon (pidur-
damine).

2.2.1. Positiivne geneetiline kontroll

Positiivse geneetilise kontrolli mehhanismi korral on siisteem algolekus suletud. Regulaa-
torgeeni produkt e. aktivaator (ingl. activator) on vajalik ithe v6i mitme struktuurgeeni
sisselilitamiseks e. aktiveerimiseks. Regulatsioon toimub promootori tasemel ning
regulaatorgeeni produkt seondub promootori ees oleva regulaatorvalgu seondumise
saidiga (ingl. regulator protein binding site e. RPBS).

Pidurdatud siisteemis siinteesitakse regulaatorgeenilt aktiivne aktivaator, mis akti-
veerib struktuurgeenid. Aktiivne aktivaator voidakse inaktiveerida madalmolekulaarsete
efektormolekulide (ingl. efector molecules) — aminohapete, suhkrute, ainevahetus-
metaboliitide toimel ja sellega represseeritakse (pidurdatakse) struktuurgeenide aktiiv-
sus. Efektorit nimetatakse korepressoriks (ingl. corepressor), sest inaktiivne aktivaator/
korepressor-kompleks pole voimeline seostuma promootori ees oleva RPBS-ga.

Indutseeritud siisteemis siinteesitakse inaktiivne aktivaator, mis pole voimeline
seonduma promootori ees oleva RPBS-ga ega aktiveerima struktuurgeene. Inaktiivse
aktivaatori seondumisel efektormolekuliga, mida siin nimetatakse induktoriks (ingl.
inductor), moodustub RPBS-piirkonda aktiivne aktivaator/induktor- kompleks, mis akti-
veerib struktuurgeenide avaldumise.

2.2.2. Negatiivne geneetiline kontroll

Negatiivse geneetilise kontrolli mehhanismi korral on siisteem algolekus avatud.
Regulaatorgeeni produkt e. repressor on vajalik struktuurgeenide viljaliilitamiseks.
Regulatsioon toimub operaatori tasemel, sest regulaatorgeeni produkt seostub promoo-
tori jirel asuvasse operaatori regulaatorvalgu seostumise saiti (RPBS).

Geeniregulatsioon prokariiootidel ja faagidel
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Geeniregulatsioon prokariiootidel ja faagidel

Pidurdatud siisteemis siinteesitakse regulaatorgeenilt inaktiivne repressor, mis
pole voimeline seostuma RPBS-i ja inaktiveerima struktuurgeene. Inaktiivne repressor
voidakse aktiveerida efektormolekuliga, mida siin nimetatakse korepressoriks. Rep-
ressor/korepressor-kompleks tthineb RPBS-iga ja pidurdab sellega struktuurgeenide
avaldumist.

Indutseeritud siisteemis siinteesitakse regulaatorgeenilt aktiivne repressor, mis
seostub RPBS-piirkonda ja inaktiveerib struktuurgeenide avaldumise. Aktiivse repres-
sori seondumisel efektormolekuliga (induktor) inaktiveeritakse repressor, sest repressor/
induktor-kompleks pole voimeline ithinema RPBS-iga ja inaktiveerima struktuurgeenide
avaldumist.

Efektormolekulide (induktorid ja korepressorid) seondumisel regulaatorgeeni
produktidega (aktivaatorite ja repressoritega) péhjustatakse muutusi valgukompleksi
kolmemootmelises struktuuris. Madalmolekulaarsete molekulide pohjustatud valgu-
struktuuri konformatsioonilisi muutuseid nimetatakse allosteerilisteks iileminekuteks
(ingl. allosteric transitions). Viimastega kaasnevad valgu aktiivsuse muutused.

Seega on indutseeritavates siisteemides geenide transkriptsioon parsitud seetottu,
et induktoriga mitteseondunud repressor on seondunud operaatorile. Efektormolekuli
(induktori) seondumine repressoriga muudab repressori konformatsiooni ja repressor
vabaneb operaatorilt, vdimaldades sellele jirgnevalt geenide ekspressiooni. Jarelikult
on induktori olemasolul rakus geenide transkriptsioon indutseeritud, sest repressori ja
induktori kompleks pole voimeline DNA-ga seonduma. Represseeritavates siistee-
mides on olukord vastupidine. Vaba repressor ei ole voimeline seonduma operaatoriga.
Operaatoriga saab seonduda vaid repressor/efektor-kompleks. Seega on efektormolekuli
esinemisel represseeritavates siisteemides struktuurgeenide transkriptsioon pérsitud.

Meeldejatmiseks
« Geeniekspressiooni kontrollitakse positiivse vdi negatiivse regulatsioonimehhanismiga.

+ Positiivsel kontrollimehhanismil on regulaatorgeeni produkt aktivaatoriks, mille toimel liilitatakse sisse
struktuurgeenid.

«Negatiivsel kontrollmehhanismil on requlaatorgeeni produkt repressoriks, mille toimel struktuurgeenid
liilitatakse valja.

« Aktivaatorite seondumissaidid on promootorite jarel (operaatorites), repressoritel promootorite ees.

« Regulaatorvalkude seondumisvdime on madratud madalmolekulaarsete regulaatormolekulide e. efek-
torite seondumisega requlaatorvalkudega.

- Efektormolekule nimetatakse indutseeritavates siisteemides induktoriteks, represseeritavates siistee-
mides korepressoriteks.

« Efektormolekulide toimel esilekutsutud valgu konformatsioonilisi muutuseid, mis méjutavad valgu
aktiivsust, nimetatakse allosteerilisteks tileminekuteks.



2.3. Geeniekspressiooni kontroll transkriptsiooni initsiatsiooni tasemel

2.3.1. Sigmafaktorid

Transkriptsiooni algatab ja viib 1ibi DNA-soltuv RNA poliimeraas, mis on bakteritel
multimeerne ensiiiim. Eubakterite RNA poliimeraasi apoensiiiim koosneb 4 alatiksusest
(a,BpB"), holoensiiiimi koosseisu kuulub ka sigmafaktor (ingl. sigma factor). Arhebakterite
RNA poliimeraas sisaldab iile 10 alaiiksuse ja on sarnasem eukariiootide RNA polii-
meraasiga. Liiiitilistel faagidel (T3, T7 jt.) on RNA poliimeraasid monomeersed ja nad
tunnevad transkriptsiooni initsiatsioonil dra viga spetsiifilisi DN A-jirjestusi ega vaja akti-
vatsioonil lisafaktoreid. Monomeersed RNA poliimeraasid on 5-10 korda kiiremad, nad
siinteesivad ca 200 b/s (nukleotiidi sekundis; ingl. base/second). Bakteri RNA poliimeraas
stinteesib 40 b/s.

Bakterite RNA poliimeraasi apoensiiiim seostub mittespetsiifiliselt DNA-ga
B’-alaiiksuse vahendusel. Sigmafaktori lisandumisel toimub RNA poliumeraasi
spetsiifiline seostumine promootorialale (ca 1000 korda efektiivsem kui mittespetsiifilisel
seostumisel). Sageli on transkriptsiooni initsiatsiooniks vajalikud ka mitmed spetsiifilised
transkriptsioonifaktorid ning lisaks méjutavad spetsiifilisust ka mitmesugused sigma-
faktorid. Niiteks on sigmafaktor ¢7° vajalik bakterite eluliselt tihtsate koduhoidjate
geenide avaldumiseks. Seepirast nimetatakse seda ka pohiliseks o-faktoriks. Teised
bakterite tuntumad sigmafaktorid peale ¢7° (iseloomulik E. coli'le iildiselt) on 0%* (lim-
mastikku limiteeriv faktor), 0 (iseloomulik toitainete nappuse puhul) ja ¢°* (iseloomulik
temperatuuri$oki korral) jt. Transkriptsioonil vajatakse o%* kataboolsete promootorite
aktiveerumiseks transkriptsiooni lisaaktivaatorit, mis toimib distantsilt, moodustades
aktivaatoriga seostunud DNA ja RNA vahele DNA-lingu. Selline mehhanism on teata-
vasti iseloomulik eukariiootidele, nditeks RNA poliimeraas I-le.

o’’promootorite transkriptsiooni initsiatsioon algab 6-7 nukleotiidi —10-heksameerist
geeni poole, kus esimeseks liilitunud nukleotiidiks on pea alati puriin - A v6i G (vt. ptk. IX).
Protsess on mitmeetapiline, kus RNA poliimeraas on DNA-ga seotud erinevas ulatuses.

1. Suletud kompleksis on RNA poliimeraasi holoenstiiim seotud spetsiifiliselt pro-

mootoriga, kattes piirkonna —55 kuni +20 (80 bp).

2. Avatud kompleksi moodustumisel sulavad lahti DNA-ahelad piirkonnas -9 kuni
+3 ning ilma RNA poliimeraasi edasiliikumiseta toimub abortiivne transkript-
sioon, s.t. 2-9 aluspaari siintees.

3. Sigmafaktori 0’ vabanemine voimaldab edasist RNA elongatsiooni, kusjuures
RNA poliimeraas jiib seotuks kuni -35 heksameeriga (60 bp).

4. Transkriptsiooni elongatsioonikompleks moodustub alles siis, kui on siintee-
situd 15-20 bp pikkune RNA-ahel. RNA polimeraas jidb DNA-ga kontakti 30
bp ulatuses, lahtisulanud ala on 17 bp pikkune ja DNA:RNA hiibriidala 12 bp
pikkune.

2.3.2. DNA topoloogia

Transkriptsiooni aktivatsioonil on oluline roll DNA-ahelate paindel e. DNA kdiandumi-
sel e. bendingul (ingl. DNA bending). Niiteks on lac-promootori CRP-DNA-kompleks
DNA enda siinteesitelje suhtes 90° paindunud. ¢7° promootorite konsensusjirjestuse

Geeniregulatsioon prokariiootidel ja faagidel
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TIGACAN  TATAAT tottu on -35 ja -10 heksameerid (ingl. hexamers) DNA heeliksis
eksponeeritud ithte suunda. Kui heksameerid asuvad teineteisest kaugemal kui 17 bp, on
RNA poliimeraasi samaaegne kontakteerumine mélema heksameeriga takistatud. Peale
—35- ja -10-heksameeride on osal promootoritel veel kolmas element, nn. UP-element
(ingl. UP element). See A-T-rikas jirjestus promootori —~35-elemendist iilesvoolu p&hjus-
tab DNA bendingut. Uldiselt on UP-elemendil transkriptsioonile aktiveeriv toime, kuid
moningatel juhtudel voib ta takistada RNA poliimeraasi promootorilt edasiliikumist
(ingl. promotor clearance). DNA kdindumist véivad péhjustada ka bakterikromosoomiga
assotsieerunud valgud, niiteks integreeruvad peremeesfaktorid e. IHF-d (ingl. integ-
rated host factor). IHF on heterodimeerne valk, mis seondub DNA-ga spetsiifiliselt ja
painutab teda 160°-180°. IHF-1 on enamasti arhitektuurne funktsioon, soodustades valk-
DNA-komplekside moodustumist. DNA heeliksi struktuur muutub ka DNA positiivsel ja
negatiivsel superspiralisatsioonil. Normaaltingimustes po6rab iga aluspaar kaksikheeliksi
telge 34,5°-se nurga vorra, saavutades heeliksi tdispoorde 10,4 aluspaariga. Negatiivne
superspiralisatsioon aga vihendab aluspaaride p66rdumist iiksteise suhtes.

2.3.3. Aktivaatorid ja repressorid

Transkriptsiooni aktivaatorite ja repressorite seondumisalad promootoriregioonis on
erinevad. Repressorite seondumisalad voivad kattuda promootoriga voi jadda sellest iiles-
voi allavoolu. Seevastu aktivaatoreid siduvad jirjestused jadvad alati —10-heksameersest
jarjestusest iilesvoolu, sest vastasel juhul takistaks nende seondumine DNA-ahelate
lahtisulamist. Repressor voib toimida aga mitte itksnes DNA konformatsiooni muutmise
kaudu, vaid otsese valk-valk-interaktsiooni kaudu juhul, kui ta kditub anti-o-faktorina
(ingl. anti-o-factor).

Aktivaatori toime spetsiifika on maaratud tema seostumissaidiga, mis on kas geeni
promootorialas véi selle lihedal. Tiiipiliselt sisaldavad aktivaatorid (transkriptsiooni-
faktorid) nii DN'A-ga kui ka teiste valkudega seostumise domeene. Peale selle voib iihe
valgu seostumine promootorialaga soodustada teiste transkriptsiooni aktivatsioonil
osalevate valkude kooperatiivset seostumist (ingl. cooperative binding) DNA-ga. On
tahtis, et kooperatiivselt seostuvad valgud oleksid ithinenud DNA-ga samas faasis nii,
et kahe seostumissaidi vaheline kaugus DNA-s oleks tiispdordeline (360°). Aktivaatori
ja RNA poliimeraasi interaktsioon soltub ka sellest, kui kaugel transkriptsiooni algus-
punktist aktivaator seostub. Klass I aktivaatorid (ingl. class I activators) seostuvad RNA
poliimeraasi alaiiksuse C-terminusega, suurendades sellega RNA poliimeraasi afiin-
sust promootorile. IT klassi aktivaatorite (ingl. class II activators) seostumisala kattub
-35-heksameeriga. Uks ja sama aktivaator (nt. CRP) v6ib soltuvalt oma seostumiskohast
olla kas I voi IT klassi aktivaator.

2.3.3.1. E. coli laktoosi operoni induktsioon

E. coli laktoosi operon e. lac-operon (ingl. lac operon) sisaldab promootorit (P), ope-
raatorit (O0) ja kolme struktuurgeeni (lacZ, lacY ja lacA). Struktuurgeenid kodeerivad
ensiiiimide B-galaktosidaasi (lacZ), B-galaktosiidi permeaasi (lacY) ja 8-galaktosiidi
transatsetiilaasi (lacA) siinteesi (jn. 14.7). Neid geene transkribeeritakse vaid juhul, kui
keskkonnas on laktoosi piisavalt ning gliikoos puudub. E. coli lac-operon (jn. 14.8) on
seega valdavalt negatiivselt kontrollitud indutseeritav operon, sest struktuurgeenid



proC purk lac proA argD

kromosoom

,/’Regulaatorgeen Operon \\\
A A
4 N ™
Geenid lacPI* lacl* lacP* lacO*  lacZ* > lacY* lacA*
Geeni pikkus 80bp 1040bp 80bp 35bp 3510bp 780 bp 825 bp
Geeni produkt Lac-repressor B-galaktosidaas [B-galaktosiid- B-galaktosiid-
(360 aminohapet) permeaas transatsetiilaas

Joonis 14.7. Escherichia coli laktoosi (lac-) operon. Lac-operonis on kolm struktuurgeeni (lacZ, lacY ja lacA)
ning lacZ-geeniga kitlgnevad promootor (lacP) ja operaator (lacO). Regulaatorgeenil lacl on omaenda pro-
mootor (lacPI).

OPERONI INDUKTSIOON OPERONI REPRESSIOON
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[ [ [ PR R
Repressor blokeerib transkriptsiooni " L
Inaktiivne -
Vaba lL repressor
repressor . . . Induktor
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RNA poliimeraas mRNA \_Y_J l
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Korepressor

o

O SG1 SG2 SG3 ...

IL P O SG1 SG2 SG3
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Repressor/induktor-
kompleks Ribosoomid \/\8 Repressor/korepressor-kompleks
transleerivad blokeerib transkriptsiooni
mRNA —— l
l l Repressor/korepressor-

Poliipeptiidid 4 2 3 kompleks

Joonis 14.8. Indutseeritav (A) ja represseeritav (B) operon. Erinevus seisneb selles, et indutseeritava
operoni puhul seondub operaatoriga vaba repressor, represseeritava operoni korral aga repressor/efektor-
(e. repressor/korepressor-) molekul. Indutseeritav operon liilitatakse vilja efektori (induktori) olemasolul,
represseeritav operon lillitatakse vilja aga efektormolekuli (korepressor) puudumisel.
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lacZ, lacY ja lacA avalduvad vaid laktoosi juuresolekul. 8-galaktosidaasil on kaks funkt-
siooni: ta loikab laktoosi kaheks monosahhariidiks, glikoosiks ja galaktoosiks ning
konverteerib laktoosi lac-operoni induktoriks allolaktoosiks (ingl. allolactose) (jn. 14.9).
B-galaktosiidi permeaas transpordib laktoosi rakku. 8-galaktosiidi transatsetiilaasi
(ingl. B-galactoside transacetylase) bioloogiline roll (transatsetiiiilimine) on selgusetu.

*

B-galaktosidaas

Lac—|nduktor| AIIoIaktoos
moodustumine ='>
ﬁ CH,OH
CH,OH OH

CH,OH
CH,OH CH,OH

Laktoosi HO
katabolism
B galaktosidaas

MW

Joonis 14.9. B-galaktosidaasi poolt katalausitud kaks fusioloogiliselt tihtsat reaktsiooni. Reaktsioon 1:
laktoosi konversioon lac-operoni induktoriks allolaktoosiks. Reaktsioon 2: laktoosi lagundamine monosah-
hariidideks — glitkoosiks ja galaktoosiks.

Laktoosi operoni puhul toimib nii positiivne (transkriptsiooni aktiveerib kataboliitne
aktivaatorvalk e. CAP-valk) kui ka negatiivne (transkriptsiooni pirsib LacI-repressor)
geneetiline regulatsioon. F. Jacobi ja J. Monod’ mudeli kohaselt on operonis vaid iiks
operaator (O,). Hiljem on niidatud, et lisaks sellele pohioperaatorile (0,) (ingl. basic
operator) on Lac-repressori avaldumiseks vajalik veel vihemalt itks minoorne operaator
(ingl. minor operator) (0, v6i O,). Operoni regulaatorgeen lacl kodeerib 360 aminohappe
pikkust repressorvalgu alaiiksust (subiihikut).

Aktiivne LacI-repressor (ingl. Lacl repressor) on tetrameerne valk, mis koosneb nel-
jast identsest alaithikust. Tetrameeri koosseisus olevad kaks dimeeri peavad mélemad
samal ajal seonduma jirjestusspetsiifiliselt kahe 21 bp pikkuse repressori dratundmis-
saidi e. operaatori seondumissaitidega: itkks seondub pohioperaatori O, jirjestustega,
teine minoorse operaatori O, voi O, DNA-jirjestustega. Kahe dimeeri vahele jaav DNA
osa moodustab kas juuksendelastruktuuri (ingl. hairpin structure) (O, ja O,) v6i 93
bp pikkuse lingu (ingl. loop) (O, ja O,). DNA-ga seondunud Lacl-repressor inhibeerib
operaatori aktiivsuse. T4htis on fakt, et ka mitteindutseeritud olekus siinteesitakse siiski
lacZ-, lacY- ja lacA-geenide produkte, ehkki darmiselt vihe, mis pohjustab vastavate



ensitimide viga madala basaaltaseme. Seda on vaja lac-operoni induktsiooniks, sest
laktoosist moodustub enstitimi 3-galaktosidaasi toimel operoni induktor allolaktoos.
Moodustunud allolaktoos seondub repressoriga, mis pohjustab repressori vabanemise
operaatorilt ning indutseerib sellega struktuurgeenide transkriptsiooni.

Metsiktiitipi LacI-repressorigeen (I*) on dominantne ja mutantne geen (I) retses-
siivne, sest viimasel juhul funktsionaalset LacI-repressorit ei moodustu véi moodustuv
repressor on inaktiivne. Selle tulemuseks saavutatakse lac-operoni konstitutiivne eks-
pressioon. Lacl-repressor on difuusne (toimib distantsilt), sest samasugune aktiivsus
esineb, kui geen asub soolekepikese rakus konstrueeritud osalistel diploididel — kas
samas véi erinevates kromosoomides, s.t. vastavalt cis- véi trans-asendites (ingl. cis-trans
conformation) (jn. 14.10). Teist tiitipi geeni lacI mutatsioonid (F) (,,s” tihistab iilipidur-
datust - ingl. superrepressed) muudavad repressori induktoriga seondumise saiti. Siin on
induktorit vaja korges kontsentratsioonis, et toimuks induktsioon. Konstitutiivse ekspres-
siooniga on tegemist ka operaatormutatsioonide e. O° (ingl. operator mutations) korral.
Antud juhul toimuvad mutatsioonid arusaadavalt vaid cis-asendis (jn. 14.11), kuna enam
pole tegemist difuusse valguga, vaid orienteeritud DNA-jirjestustega. Promootormu-
tatsioonid (ingl. promoter mutations) ei mojuta aga operoni indutseeritavust, kiill aga
operoni geeniekspressiooni taset, sest vastavad mutatsioonid muudavad RNA poliime-
raasi seondumise efektiivsust ja sellega koos ka operoni transkriptsiooni taset.

2.3.3.2. E. coli laktoosi operoni kataboolne repressioon
Gliikoosi leidumine keskkonnas takistab nii lac-operoni kui ka teiste siisivesikute kata-
bolismi méiiravate operonide induktsiooni. Seda nahtust nimetatakse kataboolseks
repressiooniks (ingl. catabolic repression) e. glitkoosiefektiks (ingl. glucose effect).
Lac-operoni promootor (jn. 14.12) koosneb kahest osast: RNA poliimeraasi seondu-
mise kohast ja regulaatorvalgu 5’-poolsest seondumiskohast. Vastavat regulaatorvalku
nimetatakse kataboliitseks aktivaatorvalguks (ingl. catabolite activator protein, CAP)
voi ka tsiiklilise adenosiinmonofosfaadi (cAMP) retseptorvalguks e. CRP (ingl.
cAMP receptor protein), sest CAP-valk aktiveerib transkriptsiooni lac-promootorilt vaid
kompleksis oma efektormolekuli cAMP-iga. Selline positiivne regulatsioon toimub
transkriptsiooni aktivaatori seondumise kaudu. Selleks, et iildse toimuks transkriptsioon
lac-promootorilt, peab promootorialaga seonduma CAP/cA MP-kompleks. cAMP tekib
rakus ATP-st ensiiiimi adeniilaadi tsiiklaasi (ingl. adenyl or adenylyl cyclase, adenylate cyc-
lase) toimel (jn. 14.13). Aktivaatorvalk seondub promootorialale dimeerina, interakteerub
otseselt RNA poliimeraasi a-alaiiksusega ning soodustab sellega RNA poliimeraasi
seondumist promootorile ja transkriptsiooni tipset alustamist. Toimub geneetilisel
regulatsioonil viga tihtis jarjestusspetsiifiline interaktsioon — valgu-nukleiinhappe ihi-
nemine. Glitkoosi korgel kontsentratsioonil langeb rakus cAMP tase viga madalale, sest
glikoos takistab adeniilaadi tsiiklaasi aktiveerumist. Selle tulemusel ei saa CAP-valk
enam cAMP-iga piisavalt aktiveeruda, mistottu ei teki piisavas koguses valgukompleksi
CAP/cAMP, ei toimu CAP-valgu seondumist promootoriga ning RNA poliimeraas ei saa
samuti seonduda promootoriga ega alustada transkriptsiooni. Glitkoosi olemasolul jaib
lac-operoni transkriptsioonitase alla 2%, vorreldes tema tasemega aktivatsioonil (laktoosi
esinemisel ja glitkoosi puudumisel). Samadel pohjustel takistavad CAP ja cAMP arabi-
noosi (ara) ning galaktoosi (gal) operonide induktsiooni glitkoosi juuresolekul.

Geeniregulatsioon prokariiootidel ja faagidel
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Joonis 14.12. lac-operoni promootori-/operaatoripiirkonna struktuur. Promootor koosneb kahest osast:

1) CAP/cAMP-kompleksi seondumissaidist ja 2) RNA poliimeraasi seondumissaidist. Promootor ja operaa-
tor osaliselt kattuvad. Numbrid tahistavad nukleotiidipaaride kaugust transkriptsiooni initsiatsioonisaidist
(positsioon +1). Promootori-/operaatoripiirkonnaga kiilgnevad lacl- (lac-repressor) ja lacZ- (B-galaktosidaas)
geenid. Punase joonega on tihistatud lac-operoni mRNA transkriptsiooni algus ja kulg (lac-mRNA 5"-ots).
Punase punktiga rohelises kastis on tihistatud ebatdpse palindroomi simmeetriatelg. Mustjassinistes kas-
tides on toodud lacl-geeni poolt maaratud valgu aminohapete loppjarjestus ja lacZ-geeni poolt maaratud
B-galaktosidaasi algusjirjestus.
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Joonis 14.13. Adeniiiltsiiklaasi kataliiisitud tsiiklilise AMP (cAMP) siintees ATP-st

2.3.3.2. E. coli triiptofaani operoni repressioon (pidurdamine)

E. coli triiptofaani biosiinteesi korismahappest (ingl. chorismic acid) kodeerivad viis
geeni. Triiptofaani (trp) operon on negatiivselt represseeritud operon (jn. 14.14). See-
juures trpR-geen, mis kodeerib Trp-repressori siinteesi, ei asu trp-operoni liheduses.
trp-operoni operaatoripiirkond (0) asetseb tugeva péhipromootori (P,) piirkonnas



ilvC his trp-operon lac met

kromosoom
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Joonis 14.14. E. coli triptofaani operoni trpL-EDCBA ehitus. Trp-operon koosneb viiest struktuurgeenist
(trpE, trpD, trpC, trpB, trpA), regulatoorsest piirkonnast trpL (koos seal olevate deletsioonidega), oluli-
selt kattuvatest operaatori-(O) ja promootoripiirkondadest (PI), sekundaarsest promootorist (P2), mis
asub trpD-geeni suhtes distaalselt, ning kahest transkriptsiooni terminatsioonijarjestusest tja t'. Geenide
ja geenidevaheliste nukleotiidide pikkus (bp) on antud numbriliselt. PRA — fosforibosiiiil-antranilaat;
CDRP - karboksufentiildesokstiriboloosi fosfaat; InGP — indoolglitseroolfosfaat.

ja mairab viie geeni (trpE, trpD, trpC, trpB ja trpA) transkriptsiooni. Lisaks esineb nérk
promootor (P,), mis paikneb geeni trpD 16pust distaalselt. Oma asendi tottu tostab see
promootor geenide trpC, trpB ja trpA produktide baastaset. Operaatoripiirkonna jérel
(jarjestus trpL), enne struktuurgeene, asetseb 162 bp pikkune mRNA liiderjirjes-
tus (ingl. lieder sequence), operoni struktuurgeenide jirel (trpA-st allavoolu) paiknevad
aga terminaatorjirjestused (ingl. terminator sequences) tja t'. Viimased soodustavad
transkriptsiooni terminatsiooni teostavate juuksendelastruktuuride teket (jn. 14.14).
Triiptofaani (korepressori) puudumisel seondub RNA poliimeraas promootoripiir-
konnaga ja transkribeerib operoni struktuurigeenid. Triiptofaani esinemisel seondub
repressor/korepressor-kompleks operaatoriga ja takistab sellega RNA poliimeraasil
geenide transkriptsiooni initsiatsiooni. Derepresseeritud olekus (triiptofaani puudusel)
on geeni transkriptsioonitase ca 70 korda korgem kui represseeritud olekus (triiptofaani
esinemisel). Regulaatorigeeni trpR mutantidel, kes pole véimelised siinteesima funktsio-
naalset repressorit, on ikkagi ca 10 korda madalam triptofaani biosiinteesi enstitimide
tase. See on tingitud aga teisest nihtusest, transkriptsiooni atenuatsioonist (ingl.
attenuation) e. enneaegsest terminatsioonist. Kombineerunud efektina reguleeritakse
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trp-operoni transkriptsioonitaset 700 korda (70-kordne repressiooniefekt, mida voimen-
dab 10-kordne atenuatsiooniefekt).

Meeldejatmiseks
RNA poliimeraasi seondumise spetsiifika DNA-ga madratakse sigmafaktoritega.

« Transkriptsioonifaktorite toimel muudetakse DNA-ahelate topoloogiat DNA-ahelate kaandumise e. ben-
dingu (painde muutumise) teel.

- Transkriptsioonifaktoritel on nii DNA-ga kui ka valkudega seondumise domeenid, mis véimaldavad
nende kooperatiivset seostumist ja sellega erinevate DNA piirkondade teineteise ldhedusse viimist.

« L. coli lac-operon on negatiivselt indutseeritav ja positiivselt kataboolselt parsitav.

Operoni kolme struktuurgeeni saab kdrgtasemel transkribeerida vaid laktoosi olemasolul ja gliikoosi
puudusel.

Laktoosi puudusel seondub Lac-repressor /ac-operaatoriga ja takistab sellega RNA poliimeraasil
transkriptsiooni initsiatsiooni.

- Kataboolne repressioon takistab gliikoosi juuresolekul teiste operonispetsiifiliste siisivesikute kata-
bolismi.

« L. coli trp-operon on negatiivselt indutseeritav siisteem, kus viie struktuurgeeni transkriptsioon parsi-
takse (represseeritakse) piisava koguse triiptofaani olemasolul keskkonnas.

2.4, Geeniekspressiooni kontroll transkriptsiooni terminatsiooni tasemel

Prokariiootidel toimuvad transkriptsioon, translatsioon ja mRNA degradatsioon koos.
Kindlal ajamomendil osaleb mRNA-molekul koigis neis kolmes protsessis. Nende prot-
sesside seotus vdimaldab reguleerida transkriptsiooni termineerimist (15petamist)
transkriptsiooni ja translatsiooni toimumiskiiruste kaudu. Regulatsioon ribosoomide
liikuvuse muutusega toimub spetsiifilistelt liiderjarjestustelt, millel on potentsiaal moo-
dustada RNA sekundaarstruktuure ning mille toimimisse pole kaasatud regulaatorvalke.
Seepdrast ei toimu transkriptsiooni elongatsioon ithtlase kiirusega. Juuksenoelastruk-
tuuride moodustumise tottu voib RNA poliimeraas transkriptsiooni kdigus peatuda
(ingl. RNA polymerase ,pausing”). Terminaatoritena toimivate sekundaarstruktuuride
puhul peatub RNA poliimeraas ca 60 sekundiks. Transkriptsiooni enneaegsel I6petamisel
e. atenuatsioonil osalevad nii Rho-s6ltuvad kui ka Rho-s6ltumatud terminaatorfaktorid.
RNA sekundaarstruktuuri teket voib destabiliseerida DNA-RNA-hiibriid (ingl.
DNA:RNA hybride), mille tulemusel RNA dissotsieerub ja transkriptsiooni elon-
gatsioonikompleks laguneb. Seda protsessi soodustab monedel juhtudel spetsiifilise
terminatsioonifaktori seostumine RNA-ga. Seepirast eristatakse bakteritel kahesugust
terminatsioonimehhanismi.
1. Rho-séltuva terminatsioonimehhanismi (ingl. rho-dependent termination)
puhul seondub heksameerne rho-valk RNA 5’-otsa spetsiifilise jirjestusega ja
jouab jirele RNA poliimeraasile, mis on peatunud RNA sekundaarstruktuuri



tottu. Selle tulemusel dissotsieerub RNA rho-soltuva terminatsioonijirjestuse
kohal matriitsahelalt.

2. Rho-sdltumatu terminatsioonimehhanismi (ingl. rho-independent termi-
nation) korral esineb terminaatorijirjestus, mis kodeerib stabiilset G:C-rikast
juuksendelastruktuuri ning millest 3’-suunas jadb mitu U-nukleotiidi. Terminat-
sioon toimub pirast U-nukleotiidide lilitumist. Sellised terminatsioonisignaalid
paiknevad tavaliselt operonide l6pus, mittetransleeritavates jirjestustes, parast
stoppkoodoneid.

2.4.1. Atenuatsioon

E. coli triiptofaani operoni (trp) avaldumine toimub kahel tasandil: transkriptsiooni
initsiatsiooni parssimise (repressiooni) ja transkriptsiooni enneaegse terminatsiooni
e. atenuatsiooni kaudu. Triiptofaani biosiinteesi ensiiimide teine, repressioonist/
derepressioonist s6ltumatu geneetilise regulatsiooni mehhanism séltub trp-operoni
trpL-jirjestustest. Selles piirkonnas on liiderjarjestused, millega kontrollitakse tran-
skriptsiooni terminatsiooni mehhanismi (jn. 14.15). Atenuatsiooni tulemusel on RNA
poliimeraas voimeline siinteesima operonilt vaid 140 bp pikkuseid transkripte (RNA
molekule). Selline transkriptsiooni enneaegne terminatsioon saab trp-operonil toimuda
vaid siis, kui esinevad triiptofaaniga seotud tRNA-d (tRNA™?). Viimane moodustub
arusaadavalt vaid siis, kui keskkonnas on triiptofaani piisavalt. Atenuaatorpiirkon-
nas on nukleotiidsed jirjestused, mis on peaaegu identsed bakterite operonide 1o6pus
olevate transkriptsiooni terminatsiooni signaalidega. Nendeks on G:C-rikkad

Liiderpeptiid

1 26 —" 71

Met -Lys-Ala-lle-Phe-Val-Leu-Lys-Gly-Trp-Trp-Arg-Thr-Ser

90

Piirkond 2

5’ pppAAGUUCACGUAAAAAGGGUAUCGACA AAAGCAAUUUUCGUACUGAAAGGU AUUCACC

" Piirkond 2
Liider- 8 1 _Qm’rﬂg 1 Liider-
peptiidi P peptiidi
initsiaator- terminaator-
koodon koodon
91 141 162 troE-geen
|— Piirkond 3 Piirkond 4 —| —| y -
AUGCGUAAAGCAAUCAGAU UAAUJUUUUUUGAACAAAAUUAGAGAAUAACA CAAACACAAAAACC... 37
Eelneb -
110 \_ j
~ troE
" initsiaator-
Atenuaatorjarjestus koodon

Joonis 14.15. Atenuatsiooni eest vastutav trp-mRNA liiderpiirkond (geen trpL, 162 bp). 13 aminohappe pik-
kune 1iiderpeptiid sisaldab kaht tandeemset trﬁptoﬁmni, millega kontrollitakse atenuatsiooni truptoﬁmniga.
Nelivirviliselt (1 - roheline; 2 — punane; 3 — sinine; 4 — kollane) tihistatud piirkonda, mis voivad paarduda
kas 1-2/3-4-voi 2-3-viisil ning moodustada juuksenéelastrukmure. 'l‘ranskriptsiooni terminatsioon saavuta-

takse atenuaatorjirjestuse alas piirkondade 3 ja 4 paardumisel.
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palindroomsed jirjestused (ingl. palindromic sequences), millele jirgneb rida A:T alus-
paare. Taoliste terminatsioonijirjestuste transkriptsioonil tekkiv RNA v6ib aluspaaride
komplementaarsuse alusel moodustada ahelasiseselt vesiniksidemetega juuksende-
lastruktuure (lokaalseid kaksikahelalisi alasid), millele jirgneb rida uratsiilimolekule.
Juuksenoelastruktuuriga moodustunud RNA pohjustab RNA-ga assotsieerunud RNA
poliimeraasil konformatsioonilisi muutuseid, mis omakorda péhjustab transkriptsiooni
terminatsiooni (ingl. transcription termination) jirgnevas norgalt vesiniksidemetega
seondunud DNA-RNA hiibriidi (A:U) piirkonnas. Jairelikult termineeritakse atenuaa-
tori nukleotiidsete jarjestustega enneaegselt trp-operoni transkriptsioon.

Trp-operoni 162 nukleotiidi pikkuses liiderjérjestuses on neli piirkonda, mis annavad
alternatiivseid aluspaardumisi, moodustades mRNA-s (trpL transkriptis) tiivi-ja-ling-
(ingl. backborne-loop structure) e. juuksendelastruktuure (ingl. hairpin structures)
(jn. 14.16). Piirkonna 1 nukleotiidne jirjestus (nukleotiidid 60-68) saab paarduda piir-
konnaga 2 (nukleotiidid 75-83), piirkond 2 aga ka piirkonnaga 3 (nukleotiidid 110-121)
ning piirkond 3 omakorda piirkonnaga 4 (nukleotiidid 126-134). Kindlal ajamomendil
saab moodustuda kaks alternatiivset paardumist (jn. 20.16, 20.17), mille tulemusena
transkriptsiooni kas termineeritakse voi mitte:

1) piirkond 1ja2 ning 3 ja 4 on paardunud ja moodustub transkriptsiooni termi-

neeriv juuksenéelastruktuur;

2) piirkond 2 ja 3 on paardunud ning piirkonnad 1 ja 4 jiivad iiksikahelalisteks (ei

moodustu transkriptsiooni termineerivat juuksendelastruktuuri).
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Joonis 14.16. Atenuatsiooni eest vastutavas trp-mRNA liiderpiirkonnas (geen trpL, 162 bp) juuksendela-
struktuuride moodustumine. Neli virviliselt tihistatud piirkonda, voivad paarduda kas 1-2/3-4 v6i 2-3 ning
moodustada juuksenoelastruktuure. Transkriptsiooni terminatsioon saavutatakse atenuaatorjirjestuse piir-
kondade 1ja2 ning 3 ja4 paardumisel (A). Transkriptsiooni terminatsiooni ei saavutata atenuaatorjirjestuse
piirkondade 2 ja 3 paardumisel (B).



Liiderjérjestus algab translatsiooni initsieeriva koodoniga AUG, jirgneb 13 aminohapet
madravat koodonit, rea 1opetab translatsiooni terminatsioonikoodon UGA. Lisaks on
trp-liiderjarjestusel efektiivne ribosoomi seondumissait kindlas positsioonis initsiaator-
koodonist tilesvoolu, kust algab translatsioon. Translatsiooni tulemusena siinteesitakse
14 aminohappelist liiderpeptiidi. Liiderpeptiidis on korvuti kaks triiptofaani koodonit.
Kui rakus pole triiptofaani, siis peatub valgusiintees just sellel kohal. Nuiid paarduvad
omavahel nukleotiidijirjestused 2 ja 3. Kuna sel juhul ei teki transkriptsiooni terminat-
siooni signaali, siis jaitkub operoni transkriptsioon. Kui rakus on triiptofaan aga olemas,
jargneb translatsioon ka triiptofaani koodonitelt, ribosoom takistab piirkondade 2 ja 3
omavahelist paardumist, kuid vaba piirkond 3 saab niiiid paarduda piirkonnaga 4 ja
moodustada transkriptsiooni terminatsiooni struktuuri (jn. 14.16). Lihtuvalt sellest
nimetatakse piirkondade 3 ja 4 jirjestusi ka atenuaatorjirjestusteks (jn. 14.17). Ate-
nuatsioon pole ainuomane trp-operonile, taolist fenomeni esineb ka teistel operonidel

(thr, ilv, leu, phe ja his).

2.4.2. Autogeenne regulatsioon

Mittetransleeritavate RNA-de (tRNA, rRNA) transkriptsiooni peatamist vdi terminee-
rimist soodustavad juba nende molekulide enda iseloomulikud sekundaarstruktuurid.
Selleks, et vastavaid geene siiski transkribeerida, on rakul vaja spetsiifilisi antitermi-
natsioonifaktoreid (ingl. antitermination factors) — niiteks Nus-valk (avastati tegelikult
N-fikseerimise uurimisel) ja ribosoomivalk $10. Siin on mRNA translatsioon pidurdatud
produktiga, mille siinteesi ta ise miarab. Seda nimetatakse negatiivseks iseregulatsioo-
niks e. autogeenseks regulatsiooniks (ingl. autogene regulation).

Optimaalsetes kasvutingimustes kiiresti kasvavad E. coli rakud vajavad valgu siin-
teesiks oluliselt rohkem ribosoome kui rakud, mis ei kasva optimaalsetes tingimustes.
Teisalt, E. coli ribosoomid koosnevad kolmest rRNA molekulist ja 52 ribosoomivalgust
(poliipeptiidist). Nende produktide siintees peab olema histi koordineeritud, et saavu-
tada vajalik stohhiomeetria ribosoomide assambleerimiseks (ingl. assambly). Vajalik
ribosoomivalkude struktuur saavutatakse translatsiooni tasemel.

S$10 transkriptsiooniline iiksus sisaldab 11 teineteisest sdltuvalt ja koordineeritult
reguleeritud geeni, mis koik kodeerivad ribosoomivalke. Siin, nagu ka vihemalt veel viiel
ribosoomivalkude geeniklastril (ingl. gene cluster) on iiks geeniproduktidest nn. multi-
geense transkripti translatsiooni inhibiitoriks. Regulatoorset valku siinteesiv geen ise
on itks reguleeritavatest geenidest, s.t. regulatoorne geen on negatiivselt isereguleeritud.
S10-ne transkriptsioonilises tiksuses on selliseks geeniks geen rplD, mis kodeerib hoopis
ribosoomi suure alaiiksuse valku number 4 (L4). Kui rakus on vaba rRNA, siis moodustu-
nud valk L4 seondub RNA-ga ning assambleerub ribosoomi koosseisu (jn. 14.18). rRNA
puudumisel seondub valk L4 aga S10 transkriptsioonilise tiksuse nRNA 5’-otsaga ja inhi-
beerib sellega translatsiooni toimumist. Selle tulemusena saavutatakse olukord, kus rakus
ei siinteesita selliseid ribosoomivalke, mida rakk ei vaja oma elutegevuseks.

Geeniregulatsioon prokariiootidel ja faagidel
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Geeniregulatsioon prokariiootidel ja faagidel

Meeldejatmiseks

Rea aminohapete biosiinteesi madravatel operonidel toimib geneetiline requlatsioon atenuatsiooni
kaudu, kus liiderjarjestustel (kodeeriva piirkonna 5'-ots) [dpetatakse transkriptsioon enneaegselt.

Atenuatsioon toimub trp-operonil vaid triiptofaani olemasolul keskkonnas, sest liiderjarjestuste piirkon-
nas moodustub transkriptsiooni termineeriv juuksendelastruktuur.

mRNA translatsiooni pidurdamist produktiga, mille siinteesi ta ise madrab, nimetatakse autogeenseks
regulatsiooniks.

2.5. Geeniekspressiooni kontroll mRNA stabiilsuse tasemel

mRNA hulk rakus soltub sellest, kui kiiresti mRNA-d siinteesitakse ja kui kiiresti toi-
mub tema degradeerimine nukleaasidega. Viimasel juhul radgitakse mRNA stabiilsusest
rakus. Erinevate mRNA-de poolestusaeg varieerub bakterirakus laiades piirides (0,5-50
minutit), jiddes tavaliselt siiski piiridesse 0,5-2 minutit. Teisalt, ka mRNA-molekulide
erinevates piirkondades on erisugune degradatsioonitase, mistottu on vajalik ka geenide
ekspressioonitaseme reguleerimine operonis. Iga individuaalse mRNA stabiilsus on eri-
nev, sdltudes tema sekundaarstruktuurist. Spetsiifilised nukleotiidijirjestused mojutavad
seega mRNA stabiilsust.

2.5.1. mRNA degradatsiooniensiiiimid

mRNA degradatsioonil pole tegemist ithtse degradatsioonirajaga. Degradatsiooni
teostavad erinevad ekso- ja endonukleaasid. mRNA-d on stabiilsemad, kui neid trans-
leeritakse efektiivselt, sest siis on nad kaetud ribosoomidega ja seega kaitstud RNaaside
(ingl. RNase) toime eest. Erinevate degradatsiooniradade vahel on komplementatsioon,
s.t. et kui rakk on defektne tihe degradatsiooniraja suhtes, voib mRNA degradatsioon
toimuda ka teist komplementaarset rada pidi. Komplementaarse degradatsiooniraja
defektsus on aga rakule letaalne.

2.5.1.1. Ekso- ja endonukleaasid

Erinevalt eukariiootidest lagundavad bakterite eksonukleaasid (ingl. exonucleases)
mRNA-d vaid 355" suunas. Neist pohilisteks on poliinukleotiidfosforiilaas, PNPaas
(ingl. polynucleotid phosphorylase) ja RNaas II. Esimene on pnp-, teine mb-geeni produkt.
Nende ensiitimide toimel jadvad algsest mRNA-st jirele vaid 10-20 nukleotiidi pikkused
oligonukleotiidid, mis lagundatakse jirgnevalt RNaas I toimel. Bakterites on kirjeldatud
iile 20 RNaasi, mis osalevad tRNA-de ja rRNA-de protsessingul. Endonukleaasid (ingl.
endonucleases) aitavad korvaldada mRNA 3'-otsast juuksendelastruktuure, mille jirel
mRNA allub edasisele kiirele degradatsioonile. nRNA degradatsioonil osaleb valdavalt
RNaas E (geeni me produkt), rRNA-de degradatsioonil RNaas III (geeni mc produkt).

2.5.1.2. RNA degradosoom

Bakterite mRNA degradatsioon toimub kombineeritult nii ekso- kui ka endonukleaasidega.
RNA degradosoom (ingl. RNA degradosome) on multiensiiiimkompleks, mille koosseisu
kuuluvad PNPaas ja RNaas E, aga ka RNA-helikaas ja gliikoliiiitiline enolaas (ingl. glycoly-
tic enolase). RNA degradosoomidega on assotsieerunud ka t$aperonid ja poliifosfaadi kinaas.



2.5.2. mRNA stabiilsust mojutavad nukleotiidsed jarjestused

2.5.2.1. Palindroomsed jarjestused

mRNA stabiliseerimisel on moju eelkoige nende 3'- ja S'-otsas paiknevatel sekundaar-
struktuuridel. mRNA §’-otsas paiknevad nditeks mittetransleeritavad UTR-jrjestused,
mis bakteriraku vilismembraani valgu mRNA puhul on 133 nukleotiidi pikkused. nRNA
3’-otstes on ka bakteritel polii(A)-jarjestus (ingl. poly-A sequence) ning bakterites on
kirjeldatud ka kahte polii(A)-poliimeraasi (ingl. poly-A polymerase) (PAP Ija PAP II).
Bakterite tugevalt konserveerunud pédrdkordusjirjestused e. REP-jirjestused (ingl.
repetitive extragenic polaindromic sequences) on samuti juuksendelastruktuuride moodus-
tumise aluseks ning neid on 25%-1 mRNA-dest. E. coli genoomis on REP-jirjestusi kokku
500-1000 koopiat (1% genoomist), kuid enamasti asuvad nad geenidevahelistel aladel.

2.5.2.2. Operonisisene geeniekspresssiooni regulatsioon

Prokariiootidel on mRNA-molekulid sageli multigeensed, kandes rea geenide kodeeri-
vaid jarjestusi. Nagu eespool juba markisime, sisaldab E. coli lac-operon kolme geeni, mis
kodeerivad p-galaktosidaasi, p-galaktosiidi permeaasi ja p-galaktosiidi transatsetiilaasi
siinteesi. Need geenid transkribeeritakse koos e. kotranskribeeritakse (ingl. cotransc-
ription), kuid rakk ei siinteesi nende geenide produkte vordses koguses. E. coli rakkude
kasvamisel laktoosirikkal s66tmel on rakus ca 300 p-galaktosidaasi, 1500 B-galaktosiidi
permeaasi ja 600 p-galaktosiidi transatsetiilaasi molekuli. Sellised erinevad molaarsed
kogused ithe operoni geeniproduktide kohta rakus on saavutatud ja kontrollitud mRNA
transkriptsioonil.

Operoni geenidevahelises alas on leitud jarjestusi, mille baasil voivad ja saavad tek-
kida RNA sekundaarstruktuurid. Politsistroonse mRNA l6ikamine algabki tavaliselt
geenidevaheliselt alalt. Moodustuvad erineva stabiilsusega ja erineva elueaga mRNA seg-
mendid. Naiteks lacY-spetsiifilise nRNA degradatsioon toimub ca 2 korda kiiremini kui
lacZ mRNA lagunemine.

Meeldejatmiseks

« mRNA transkriptsioonijargset eluiga requleerivad geneetiliselt erineva spetsiifilisusega RNaasid.
mRNA degradatsiooni teostab RNA degradosoom.
mRNA stabiilsust madravad nende koostises olevad palindroomsed jarjestused.

Geeniekspressioon voib olla requleeritud poliigeense mRNA eri piirkondade erisuguse diferentsiaalse
degradatsioonitasemega.

2.6. Geeniekspressiooni kontroll translatsiooni tasemel

Translatsiooni initsiatsiooniks peab mRNA seonduma ribosoomis oleva 16S rRNA
3’-otsaga. Seondumine toimub spetsiifilise jirjestuse — ribosoomi seondumissaidi
(RBS) (ingl. ribosome binding site) abil. Seepirast méjutavadki RBS-i homoloogia 16S
rRNA-ga, RBS-ija initsiatsiaatorkoodoni vaheline kaugus ja muud mRNA jirjestusele-
mendid translatsiooni efektiivsust. Osal geenidel esinevad jirjestikulised voi kattuvad

Geeniregulatsioon prokartiootidel ja faagidel



Geeniregulatsioon prokariiootidel ja faagidel

geeni stoppkoodonid ning jirgmise geeni initsiaatorkoodonid. Sel juhul transleeritakse
molemaid geene koordineeritult, s.t. valgusiintees toimub koos ehk translatsioonili-
selt seotult (ingl. translational coupling). Teisalt, kui RBS on blokeeritud teda sisaldava
mRNA-jirjestuse paardumise tottu antisenss-RNA-ga (ingl. antisence RNA) voi RBS-i
maskeeriv sekundaarstruktuur moodustub mRNA enda jirjestuse baasil, on translat-
siooni initsiatsioon pérsitud. Translatsiooni initsiatsioonisait voib olla blokeeritud ka
spetsiifilise repressorvalguga.

2.6.1. Translatsiooniline geeniregulatsioon

2.6.1.1. Koodonikasutus

Teatavasti on sama aminohapet kodeeriva koodoni kolmas tiht (v.a. Met ja Trp) varieeruv.
Kuivord osa koodoneid on haruldasemad kui teised, siis vastavalt sellele on rakus erinev
hulk nendele koodonitele vastavaid antikoodoneid kandvaid tRNA-sid. Geenid, millede
tase on rakus madal, sisaldavad tavaliselt haruldasemaid koodoneid, vorreldes nendega,
mille ekspressioonitase on korge. Koodonikasutus soltub ka sellest, kas bakteri genoom
on G+C- voi A+T-rikas. Seepirast voib ithest organismist parineva geeni avaldumine tei-
ses organismis olla takistatud nende organismide erineva koodonikasutuse tottu.

2.6.1.2. Antisenss-RNA
Antisenss-RNA pirsib translatsiooni initsiatsiooni. Iseseisva geeni poolt kodeeritud anti-
senss-RNA paardub endale osaliselt komplementaarse mRNA 5’-otsaga, toimides kui

translatsiooniline repressor (ingl. translational repressor). Tavaliselt seostubki antisenss-
RNA mirklaud-mRNA-de (ingl. target-mRNAs) RBS-i sisaldava piirkonnaga.

2.6.1.3. Translatsiooni atenuatsioon

Liiderjirjestusega liider-mRNA-d kodeerivad liiderpeptiidi (ingl. lieder peptide).
Liider-mRNA voib samal ajal sisaldada ka jarjestusi, mille baasil saavad moodustuda alter-
natiivsed mRNA sekundaarstruktuurid. Niiteks makroliidide ravimiresistentsus seostub
ribosoomi 23S rRNA modifitseerumisega spetsiifiliste metiilaaside toimel. Kui kesk-
konnas pole induktorantibiootikumi eriitromiitsiini, siis siinteesitakse 19 aminohappe
pikkune liiderpeptiid tervikuna ning moodustub mRNA selline sekundaarstruktuur, mis
ei voimalda metiilaasi edasi stinteesida. Kui keskkonnas on eriitromiitsiin, peatub liider-
peptiidi translatsioon 9. koodoni juures ning moodustub metiilaasi siinteesi mitteparssiv
sekundaarstruktuur, mistottu metiilaasi siinteesi tottu on bakter nimetatud antibiooti-
kumi suhtes resistentne.

2.6.1.4. Lugemisraami nihkumine ja ribosoomihiipe

Valgusiinteesi timberliilitamist tihelt lugemisraamilt teisele nimetatakse translatsioonili-
seks lugemisraami nihkumiseks (ingl. translational frame shifting). Eeldatakse, et selline
nihtus toimub mRNA kohtades, kus translatsiooni elongatsioon peatub korraks, andes
ribosoomile voimaluse mRNA-1 ,libiseda”. Ménede poliipeptiidide siinteesil toimub
see nihtus kindlates kohtades ja korge sagedusega ning on saavutatav kindlataibiliste
mRNA sekundaarstruktuuride moodustumisega. Selliselt siinteesitakse niiteks raku
polipeptiidide siinteesi terminatsioonil osalev faktor RF-2. Teisalt, moningatel juhtudel
voib ribosoom jitta mRNA-st transleerimata mitukiimmend nukleotiidi. Arvatakse, et



sellist programmeeritud ribosoomihiipet (ingl. riboosome jumping) pohjustab koodonite
vaheala baasil moodustuv sekundaarstruktuur. Niiteks on faag T4 topoisomeraasi ala-
ihiku translatsioonil koodonid 46 ja 47 eraldatud teineteisest S0 nukleotiidiga.

2.6.2. Posttranslatsiooniline geeniregulatsioon

2.6.2.1. Lopp-produktne inhibitsioon

Viga kiire ja efektiivne geeniregulatsiooni mehhanism toimib transkriptsioonijarg-
selt madratud ensiiimiaktiivsuse tasemega. Biostinteetilise ahela 16pp-produkti piisava
koguse olemasoluga saavutatakse sageli ahela esimese ensiiiimi inhibeerimine. Seda
nihtust nimetatakse 16pp-produktiga inhibeerimiseks (ingl. end product inhibition) e.
tagasisiderepressiooniks (ingl. feedback repression). Kui keskkonda lisada 16pp-produkti,
siis saavutatakse sellega silmapilkne tagasisideline pidurdamine (jn. 14.19). Jirelikult, kui
16pp-produkti on piisavalt, ei siinteesita seda enam juurde. Lopp-produktse inhibeeri-
mise suhtes tundlikud ensiiiimid sisaldavad 16pp-produkti seondumise saiti (ingl. end
product binding site) véi saite, mis esinevad lisaks ensiiiimi substraadi seostumise saidile
voi saitidele. Multimeersetel enstitimidel on [6pp-produkti e. regulaatori seondumise sait
tavaliselt teistsuguses alaiiksuses kui substraadi dratundmise sait. Sellega saavutatakse
ensiiiimi allosteeriline iileminek e. transitsioon (ingl. allosteric transition), millega
kaasneb ensiitimi struktuuri muutus ja afiinsuse (ingl. affinity) muutus oma substraadi
suhtes. Niisuguseid valke (enamus ensiiiimidest) nimetatakse allosteerilisteks val-
kudeks (ingl. allosteric proteins). Allosteerilist transitsiooni esineb mitme metaboliidi
puhul, lisaks inhibeerimisele ka aktivatsioonil. Sel puhul v6ib ensiiim seostuda mitme

. Vaheprodukt
I Lopp-produkti u/

eferljgorg:vlelit Substraadi
seondumissa muutunud

seondumlssalt

Substraat
Substraat ei saa seonduda Enstilim parast
substraadi muutunud allosteerilist
seondumissaiti konformatsiooni L&pp-produkt
muutust

seondub
efektormolekuli
seondumissaiti

|

Substraat

Substraadi
seondumissait

L&pp-produkt

Enstim

Ldpp-produktne
inhibeerimine

Joonis 14.19. Lopp-produktne inhibeerimine. Biostnteetiliste anaboolsete ainevahetusahelate [opp-produkt
seondub ja muudab allosteeriliselt ahela esimese enstimi konformatsiooni. Selle tulemusel pole enstiim
enam voimeline seonduma substraadiga ja metabolismiahel blokeerub.
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erisuguse substraadi voi viikese regulaatormolekuliga. Naiteks glutamiini siintetaas
kui kompleksne multimeerne ensiiiim (nii pro- kui eukariiootidel) osaleb 16 metaboliidi
allosteerilisel aktivatsioonil ja inaktivatsioonil.

2.6.2.2. R-valkude siinteesi kontroll

Ribosoomivalkude (ingl. ribosome proteins) e. R-valkude (ingl. R-proteins) geenid asu-
vad mitmes operonis. Seepirast toimub nende valkude siinteesi koordinatsioon R-valkude
endi vahendusel. Sellisel autoregulatsioonil seondub tiks rakus kodeeritud R-valkudest
reguleeritava poliitsistroonse mRNA spetsiifilise jirjestusega, mis kiilgneb RBS-ga ja
sisaldab initsiaatorkoodonit AUG. See spetsiifiline jirjestus sarnaneb rRNA-jirjestusega,
kuhu vastav regulatoorne R-valk ribosoomis seondub. Kui kogu rRNA on assambleeritud
ribosoomidesse, siis seonduvadki regulatoorsed R-valgud mRNA-ga ning pérsivad ise-
enda ja ka teiste sama poliitsistroonse mRNA poolt kodeeritud R-valkude translatsiooni.

Meeldejatmiseks
Translatsiooni initsiatsioon on reguleeritud bakterite liigispetsiifilise koodonikasutusega.

Translatsiooni initsiatsiooni requleeritakse bakteri poolt kodeeritavate antisenss-RNA-dega, mis blokee-
rivad marklaud-mRNA seondumise ribosoomi 165 rRNA-ga.

- Translatsiooni atenuatsioon saavutatakse liiderpeptiidide siinteesiga ja vastava jarjestuse poolt mdara-
tud mRNA sekundaarstruktuuride moodustumisega.

+Valgusiinteesil vdib toimuda timberliilitumine Gihelt lugemisraamilt teisele v6i ribosoomi hiippamine iile
koodonite vaheala baasil moodustunud sekundaarstruktuuri.

« Tagasisideinhibeerimine toimub juhul, kui biosiinteetiliste ainevahetusahelate |6pp-produktid inhibeeri-
vad ahela esimese ensiiiimi aktiivsust; sellega saavutatakse |opp-produkti siinteesi kohene IGpetamine.

- Ensiiiimi aktivatsioon esineb siis, kui substraat voi moni muu efektormolekul suurendab ensiiiimi aktiiv-
sust, millega kaasneb biosiinteetilise ainevahetusahela [opp-produkti teke.

Translatsiooni tasemel toimuvad tédpsed regulatoorsed iimberliilitused, moduleerides peptiidahela siin-
teesi initsiatsiooni ja elongatsiooni.

3. FAAGIDE GENEETILINE REGULATSIOON

3.1. Moodukad faagid

Kui méddukad bakteriofaagid, nagu E. coli faag lambda (faag ), infitseerivad bakteri-
rakku, siis edasine faagi areng voib toimuda kahel viisil ja iihes kahest alternatiivsest
olekust (jn. 14.20).

1. Faag siseneb liiiitilisse tsiiklisse (ingl. lytic cycle), kus analoogselt virulentsete
faagidega faag \ paljuneb, litiisib (ingl. lysis) raku, mist6ttu moodustunud vaba-
nevad faagid nakatavad uue bakteri.

2. Faagsiseneb liisogeensesse tsiiklisse (ingl. lysogenic cycle), s.t. et rakku sise-
nenud faag A kromosoom integreerub peremeesraku kromosoomi profaagina



(ingl. prophage) ning replitseerub edaspidi nagu iga teine kromosoomi segment.
Profaagi latentses olekus kandvat bakterit nimetatakse liilsogeenseks bakte-
riks (ingl. lysogenic bacteria), kus profaagi geenid, mis mairavad liiitilise tsiikli
jaoks vajalike valkude teket (faagi DNA replikatsioonis osalevad valgud, aga ka
struktuurvalgud nii faagi morfogeneesiks kui ka raku liisi kataliiisiva enstiimi
liisotsiiiim), on vilja lilitatud.

DNA replikatsioonigeenid

Profaagi otsad

Peremeesraku llisi
geenid

Lineaarse lambdakromosoomi
kokkupakkimise otsad

Faagi pea geenid

Faagi saba geenid

Joonis 14.20. Faag X kromosoomikaart. Pohilised transkriptid: paremale- ja vasakulesuunduv transkript-
sioon vastavalt DNA vasaku P, voiparemaahela promootoritelt P ja P, . Lambdarepressor (geen ¢ produkt)

pidurdab liatiliste geenide transkriptsiooni ltlsogeenses tstiklis.

Profaagi litiitilise ahela geenid on profaagis (liisogeensetes bakterirakkudes) vilja liili-
tatud lihtsa repressor-operaator-promootorahelaga, paljus sarnaselt negatiivse
regulatsiooniga bakterite operonides. Faag A liiitilisse voi liisogeensesse tsiiklisse sisse-
viljalilitumise geneetiline regulatsioon on elegantne. Siin eristatakse kahesugust
toimeahelat:

1) liiitilisuse regulatsioonikaskaad;

2) liisogeensuse autonoomne repressorahel.

Valiku otsustavad suuresti faag A kaks regulaatorvalku. Nimelt, kui votmetihtsusega
regulaatorsaidid okupeerib faagi A-repressor cI (ingl. A repressor cI), siis esineb liisogeen-
sus. Kuineed punktid seob aga faag A teine regulaatorvalk, Cro, siis viiakse faag liiitilisse
tsiiklisse. Valik litiitilise ja liisogeense tsiikli vahel sdltub sellest, kumb valkudest (Cro véi
cI) on rakus iilekaalus.

Geeniregulatsioon prokartiootidel ja faagidel
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3.1.1. Lambda liisogeenne repressorahel

Faag ) luiitilise tsiikli geenid on negatiivse geneetilise kontrolli all ning liisogeense
tsiikli esinemisel on vajalik nende pidurdamine. Faag A luiitilised geenid ongi pidevalt
pidurdatud olekus ning A-profaag parandatakse edasi raku jirglaspolvkondadesse domi-
nantselt.

Liisogeense repressorahela toimimisel maarab faagi geen C, repressori siinteesi. See
valk molekulmassiga 27 000 daltonit (27 kD) esineb repressoris dimeerselt (jn. 14.21).
Geeni C, repressor seondub kahe operaatorpiirkonnaga, mida tihistatakse O, kui
transkriptsioon toimub geenist C, iilesvoolu, véi O,, kui transkriptsioon toimub geenist
C,allavoolu. Need operaatorpiirkonnad on osaliselt kattuvate promootorpiirkonda-
dega, kuhu seondub RNA poliimeraas, et transkribeerida liitiliseks tsiikliks vajalikke
geene (jn. 20.22). Kui vastavad piirkonnad on seotud repressoriga, siis RNA poliime-
raas ei saa seonduda promootoriga ning initsieerida transkriptsiooni. Ulalnimetatud
operaatorid sisaldavad kolme 17 bp pikkust sarnast (kuid mitte identset) nukleotiidijirjestust -
repressori seondumissaiti. Igal repressori seondumissaidil on osaline kahekordne
simmeetriatelg keskpositsioonil asuva aluspaari suhtes, millel ongi otsustav osa
dimeerse repressori interaktsioonil operaatori seondumissaiti. Lambdarepressori mono-
meeris on kolm piirkonda (jn. 14.21):

1) DNA seondumisdomeen aminoterminuses;

2) dimerisatsioonidomeen karboksiiterminuses;

3) keskne seondumisdomeen e. seondumispiirkond.

A-repressori DNA seondumisdomeen (ingl. domain) on 92 aminohappe pikkune ja
sisaldab § a-heeliksit (tihistatakse numbritega 1-5, alustades NH -terminusest). Neist
a-heeliksid 2 ja 3 vastutavad repressori DNA-ga seondumise spetsiifika eest. Repressori

A-repressori dimeer

/N

Dimerisatsiooni eest vastutav
COOH-terminaalne domeen

DNA-ga seonduvad

a-helikaalsed piirkonnad } Uhendpirkond

DNA seondumise eest vastutav

NH,-terminaalne domeen

DNA

Joonis 14.21. Dimeerse lambdarepressori seondumine lambdaoperaatori piirkondadesse (O, ja O,), kus ami-
noterminaalses otsas paiknevad kaks pohilist a-helikaalset piirkonda (2 ja 3). Aminoterminaalse domeenina
on skemaatiliselt esitatud S DNA-ga seonduvat a-helikaalset piirkonda (lillat viirvi). Karboksiiterminaalses
osas esineb lambdarepressori dimerisatsiooni eest vastutav domeen.



Dimeerne
aktiivne repressol

Repressor
Translatsioon
@_® C, mRNA
ﬁ Transkriptsioon
B — Brm
Gl I ey )oe |
[ S - [ S ="
Oy O O C,geen Ors  Orz  Ogy
N r_—_Hﬁ
PR
A-repressor operaatoritel O, ,ja O, , A-repressor operaatoritel Og,ja Og,
blokeerib transkriptsiooni promootorilt P, blokeerib transkriptsiooni promootorilt Pg
ja stimuleerib transkriptsiooni promootorilt Pg),

Joonis 14.22. FaagX lambda repressori siinteesi autogeenne regulatsioon. Faag lambda repressori olemasolu
stimuleerib uute repressormolekulide siinteesi, toimides C, -geenile positiivse regulaatorina transkriptsioonil
promootorilt P, . Samal ajal toimib A-repressor ka kui negatiivne regulaator geenidele, mis maaravad liatilise
tsiikli: dimeerse repressori seondumisel operaatoritele OL-0,,ja0,-0,,, et takistada lititilise funktsioo-
niga geenide transkriptsiooni promootoritelt P, ja P,.

dimeeri kontaktil operaatori DNA-ga seondumissaitides asetuvad molemad a-heeliksid
killgneva DNA suure vao piirkonda. Mélemad monomeerid seonduvad igas repressori
seondumissaidis ithe poolega vastavast palindroomsest nukleotiidijirjestusest. Heeliks
2 asetseb heeliksi 3 kohal.

A-repressoril on suurim afiinsus saitide O, , ja O, suhtes, kuhu repressor ka esmaselt
seondub. Seondumisega suureneb saitide O, ja O,,afiinsus, mille tulemusena repressor
seondub kooperatiivselt (ingl. cooperative binding) just nende saitidega. Normaalsel
rakusisesel repressori kontsentratsioonil ei toimu repressori seondumist saitidega O,  ja
O, kuna repressor on nende saitide suhtes norgema afiinsusega. A-repressori dimeeride
seondumisel saitidega O, -0,,ja O,, O,, pole RNA poliimeraasil voimalik seonduda
promootoritega P, ja P, (mis kattuvad osaliselt vastavalt O, ja O, -ga) ning seepirast ei
toimu transkriptsiooni initsiatsiooni ega liiiitilise tsiikli geenide aktivatsiooni (liiiitiline
tsiikkel jaib pidurdatud olekusse).

A lusogeensus on tavalistes keskkonnatingimustes kiillalt stabiilne ega s6ltu pro-
faagi olekust. Uleminekut liisogeensest tsiiklist litiitilisse tsiiklisse saab méjutada
niiteks UV-kiirgusega. UV-kiirgus (ingl. UV light) aktiveerib A liisogeenides raku-
sisese peremeesrakulise proteaasi (ingl. protease) siinteesi, mis kataliiiisib \-repressori
seondumispiirkonna katkemist, muutes sellega repressori inaktiivseks. E. coli itheks
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SOS-vastuseks ongi RecA-valgu konversioon proteaasiks, mis 16ikab katkiA-repressori
ihendpiirkonna. Sellega takistatakse repressori DNA-seondumisdomeeni dimerisat-
siooni (ingl. dimerisation). Aktiivsete repressori dimeeride puudumisel siinteesitakse
rakus juba Cro- ja N-valke ning rakk suundub luiitilisse tsiiklisse.

Lambda liisogeensuse stabiilsuse pohipohjuseks on aga A-repressori autonoomne
regulatsioon e. iseregulatsioon (ingl. autonomous regulation). Nimelt, A C,-geen, mis
mddrab A-repressori siinteesi, transkribeeritakse promootorilt P, , mis asub C -geenis
osaliselt kattuvalt operaatoriga O, ,. Erinevalt promootorist P initsieeritakse siin tran-
skriptsioon vastassuunaliselt (jn. 14.22). Liisogeense tsiikli sdilimise vétmekiisimuseks
on operaator O,, seostatus A-repressoriga. A-repressor kiitub siin positiivse regulaato-
rina transkriptsioonile promootorilt P, . Repressori puudumisel saidis O,, (liiiitiline
tsitkkel) ei saa RNA poliimeraas seonduda promootoriga ja siinteesida A-repressorit.
Repressori seondumisel saiti O, , stimuleeritakse RNA poliimeraasi seondumist promoo-
torile P, ja sellega A-repressori uute molekulide siinteesi (toimub siinteesi positiivne
iseregulatsioon e. iseenda aktivatsioon). Kui aga A-repressorit on rakus juba viga kérges
kontsentratsioonis, siis toimub repressori seondumine ka saiti O, ,, millega blokeeritakse
transkriptsioon promootorilt P, . Blokeering pohjustab edaspidi repressori kontsent-
ratsiooni languse, millele jirgneb saidi O, vabanemine repressorist, ja transkriptsiooni
alustamine promootorilt P, . Autogeenne regulatsiooniahel mitte iiksnes ei stabiliseeri
lisogeense staadiumi piisimist, vaid selgitab ka seda, miks A-repressorit ei siinteesita
liriitilise tstikli toimumisel. Nimelt, sel puhul on operaator O, ,vaba ja transkriptsiooni
promootorilt P, eisaaiildse toimuda. Repressori puudumisel jatkub jarjepidevalt liiiiti-
lise tsiikli toimumine.

3.1.2. Lambda liiiitiline regulatsioonikaskaad
Lambda luitiline tsiikkel toimub pidurdamatult, kui rakk on teinud otsustuse siseneda
sellesse tsiiklisse. Litiitilise tsiikli toimumisel eristatakse kolme tiiiipi A-geene:

1) varased geenid (ingl. immediate early genes);

2) hilinevad varased geenid (ingl. delayed early genes);

3) hilised geenid (ingl. late genes).

Faagil X on vaid kaks varast geeni, cro ja N, mis molemad kodeerivad regulaatorvalke
faagi luutilise arengu tarvis. A-faagi genoomis on tosin hilinevaid varaseid geene, mille
produkte on vaja faagi DNA replikatsiooniks, rekombinatsiooniks ja regulatsiooniks.
Hilinenud varaste geenide sisseliilitamiseks on vaja varase geeni N produkti — N-valku.
Faag tilejadnud 23 geeni kodeerivad hilise funktsiooniga valke faagi pea ja saba morfo-
geneesiks, viiruspartiklite assambleerimiseks ja peremeesraku liiisiks. Raku kohta
vabaneb ca 100 viiruspartiklit ning kogu infektsioonitsiikkel viltab 35 minutit. Hiliste
geenide sisseliilitamiseks on vaja iiht hilinenud varase geeni produkti, Q-valku. A-genoom
on sekveneeritud ja ta on 48 514 bp pikkune kaksikahelalise DNA (dsDNA) molekul.
Faag\ ludtilise tsiikli regulatsioonil on kolmeks votmegeeniks seega geenid cro, N ja
Q. \-repressori (C,-geeni produkt) puudumisel alustab RNA poliimeraas transkriptsiooni
promootoritelt P, ja P,. Esimene geen, mis transkribeeritakse promootorilt P, on cro. Cro-
valk on repressor, mille DNA-ga seondumise piirkonnad on viga sarnased A-repressori
omaga (jn. 20.23). Nimelt seostub Cro-valk samadele O, ja O, operaatoritele kui\-repressor,



[op13eey el [ppnjoonteyord uoorsye[n3airuson

Tood[easinyeow-y N Amm& pnjelss uo APEEEDWBV pnp
-oxdruaad pastjawio)-sups qood[e[n ISTR[OW-YN Amfm PNILIIS UO PIPUIWI[S PASI[IUIIO}-S1) “PIPUIWI[D @oﬁooﬁsmo.ﬁ 1P{0sy astmnny ef 25223080 Amnmm €T ¥] stuoo[

pluooispuny jjuojoowoid-F¥ g juooisielsyiul luooisiduysues)
ST AIEL nbBjea- "5 quassi|iqe;s Jojee|nbal dUAIISO,
T fea-"9 qi qess Jojee d
) el 1} jopiesiuooisieuiIL)
Juooisjeulwa} uooisiduysuel) gejsiye) :1ojeenuajy
jjuojoowoid-"¥ 4 uooisieisyul luooisyduysuel ;Jyuoloowold
-84 el -T4 1uooisjelsyul [uooisyduysuel} quasyolq :lossaidal-y
J210j00WwoId-N¥y jluooisiesyuasiuoy [96.0y Buiu
-4 e[-14 1uooisieisyul [uooisiduysuel) quasyo|q y|eA-019)
J4 4 jjuojoowoud syluooisielsyul
juooisidusisued yijelen :1oyeejnbai sauAlsod
syasiwnpjeAe apiuaab a)si|iy yijelea uQ
‘€H) s|pIes|uo0IS]eUILLIS) IUOOIS)BUILLISY
juooisidiysuel} gesiye)} :lojeenusajy
v v \4 v v v

S o — -

pipuswaje
pesiousoron == 7] jnt] %] L L ] l = [oralfm] [0




Geeniregulatsioon prokariiootidel ja faagidel

kuid Cro-1 on suurem afiinsus O, suhtes, vorreldes O, ja O,,-ga. Kui Cro on siinteesitud,
seondub ta O, ,-ga, pidurdab sellega repressori siinteesi, pirssides P, promootori trans-
kriptsiooni initsiatsiooni. Hiljem, kui Cro-valk koguneb (akumuleerub) rakku, seondub ta
ka operaatoritega O, , O,,, 0, ,ja O, ,,
P, ja P, ning saavutatakse varaste geenide produktide siinteesitaseme alanemine (jn. 14.24).

millega pidurdatakse transkriptsiooni promootoritelt

‘ Varane aste: . . Dimeerne  RNA
Cro-valk madalas kontsentratsioonis Cro-valk poliimeraas cro-geen

=4

OR3 ORZ OR1
' Y cro-transkriptsioon

Cro-valk blokeerib geeni C; Pru Py ]
transkriptsiooni promootorilt Py, promootorilt P

Crgeen

. Hiline aste: ; . . Dimeersed
Cro-valk korges kontsentratsioonis Cro-valgud

<= A AN

(000000 - >

R Gt Gt e I:H:.':>
OR3 ORZ OR1

Cro-valk blokeerib geeni C, P' P‘ Cro-valk blokeerib cro-geeni
transkriptsiooni promootorilt Pgy, M &3 transkriptsiooni promootorilt P

Joonis 14.24. Dimeerse Cro-valgu (cro-geeni produkt) funktsioon faag lambda lititilise tstikli varases ja hili-
ses astmes on blokeeridalambdarepressori siinteesi. A. Varane aste: Cro-valgul on suurem afiinsus operaatori
O,, suhtes, mistottu madalal Cro-valgu kontsentratsioonil seondub ta vaid operaatoriga O, , ega seondu ope-
raatoritega O, -O, . Seetottu toimub cro-geeni transkriptsioon promootorilt P, blokeeritakse aga C -geeni
transkriptsioon promootorilt P, . B. Hiline aste: Cro-valgu korgel kontsentratsioonil seondub ta koigi kolme
operaatoriga O, -O, . Seetottu blokeeritakse nii cro-geeni (enda!) transkriptsioon promootorilt P, kui ka

C - geeni transkriptsioon promootorilt P, .

Hilinevate varaste geenide siinteesiks on vaja teist varaste geenide produkti — N-valku.
Geen N on esimene geen, mis transkribeeritakse promootorilt P . Geeni N produkt
takistab transkriptsiooni terminatsiooni kahes punktis, milledest iiks (¢,,) asub geeni
cro korval ja teine (t,,) kohe geenist N allavoolu (jn. 14.25). Seega, N-valk toimib kui
transkriptsiooniline antiterminaator (ingl. antiterminator). Terminatsioonipunktide
tiletamine voimaldab RNA poliimeraasil jitkata transkriptsiooni, iiletada t, ja t  ter-
minatsioonisignaalid ja sellega transkribeerida kiilgnevaid hilinevaid varaseid geene.
N-valgul avalduvad antiterminatsiooni funktsioonid vaid siis, kui esineb DNA nut-jir-
jestus, mis asub terminatsioonisaitidest iilesvoolu (jn. 14.26). Koostoimes E. coli nn.
Nus-valkude ja ribosoomivalguga 8§10, seondubki N-valk neisse nut-saitidesse. Vastav
kompleks modifitseerib RNA poliimeraasi nii, et ta saab tiletada nut-saidi ja mitte peatada
transkriptsiooni terminaatorsaitides (ingl. termination sites) t, jat, .
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Hiliste geenide ekspressiooniks on vaja hilineva varase geeni Q-produkti - Q-valku,
mis on teiseks transkriptsiooniliseks terminaatoriks. Q-valk toimib viga sarnaselt N-val-
guga, ehkki ta tunneb dra teistsuguse DNA-jirjestuse, mida nimetatakse qut-jarjestuseks
ja mis asub terminaatorijirjestuse (t, 3) ees. Q-valk takistab sellega transkriptsiooni ter-
minatsiooni, mis on initsieeritud konstitutiivselt promootorilt P, ja selle tulemusena
transkribeeritakse faagi hilised geenid.

3.1.3. Faag A liiiitilise ja liisogeense tsiikli iimberliilitused

KuiA-faagi DNA tungib E. coli rakku, pole rakus ei A\-repressorit ega Cro-valku. Vaja on
otsustada, kas DNA suundub lisogeensesse tsiiklisse, lilitudes peremeesraku kromo-
soomi voi liiitilisse tsiiklisse, determineerides raku kulul faagi jarglaskonna. Liisogeense
voi liitilise tsitkli valiku otsustus soltub ja kinnistub lihtuvalt bakteri tundlikust tasa-
kaalust A-repressori ja Cro-valgu vahel. See soltub sellest, milline valk seondub kolme
seondumissaidiga operaatorites O, ja O, ning kontrollib selle tulemusel transkriptsiooni
initsiatsiooni promootoritelt P, P, ja P, Kui repressor okupeerib O, - ja O,-saidid, siis
pohjustatakse liisogeensus, kui aga Cro-valk seondub neisse saitidesse, siis aktiveeritakse
lattiline tsiikkel.

Geneetiline imberlilitumine liitilise ja lisogeense tsiikli vahel s6ltub votmerolli
mingivast kahest regulaatorgeenist — C ja C,, - ning iihest promootorist, P, (repressori
siinteesiks vajalik promootor). P, asub cro-geeniga (siintees promootorilt P, ) vorrel-
des vastasahelas ja mairab transkriptsiooni vastassuunaliselt (jn. 14.26). Kuivord DNA
piirkonnad on kattuvad, siis P, -It saadud transkript on cro-geeni suhtes antisenss- (vas-
tasmotteliseks) (ingl. antisense sequence), kuid geeni C, suhtes motteliseks jirjestuseks.
Promootorilt P, initsieeritud transkript mairab sellest tulenevalt lisogeense tsiikli
kahel viisil: A-repressori moodustamisega C -geeni kodeeriva jirjestuse translatsioonil ja
moodustunud transkripti 5’-otsas oleva mittekodeeriva e. antisenssjirjestusega cro-geeni
suhtes. Geeni cro antisenssjirjestus on komplementaarne cro-geeni kodeeriva e. senss-jar-
jestusega (ingl. sens sequence) autentsel cro-mRNA-], mis siinteesitakse transkriptsioonil
initsieerituna P -promootorilt. Need cro antisenss- ja senss-RNA-transkriptid moo-
dustavad kaksikhelikaalseid dupleks-RNA hiibriidmolekule, milledes cro-mRNA
translatsioon on blokeeritud.

Nii C, - kui ka C; -geenid on hilinevad varased geenid ning seega soltub nende aktiiv-
sus N-valgust. Positiivne regulaatorvalk C  on vajalik transkriptsiooni initsiatsiooniks
promootorilt P, (jn. 14.26), sest RNA poliimeraas pole ilma selle valguta voimeline alus-
tama transkriptsiooni promootorilt P, . Kuid C -valk on darmiselt ebastabiilne, sest ta
degradeeritakse kiiresti peremeesraku proteaaside poolt. Positiivse regulaatorvalgu C, |
funktsiooniks on stabiliseerida valku C . Valgu C,  efekt valgule C  sdltub omakorda pal-
jus kasvukeskkonna tingimustest. Kehvades kasvutingimustes kaitseb valk C, valku C
proteaaside degradatsiooni eest, optimaalsetes kasvutingimustes on valk C,  aga vihem
aktiivne ja tulemusena on valk C , vihem stabiilne, mille tottu on iilekaalus liiitiline kasv.
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Geeniregulatsioon prokariiootidel ja faagidel

Meeldejatmiseks
Maddukatel bakteriofaagidel on kaks aktiivsusahelat:
1) luiitiline areng, kus toimub faagiosakeste siintees ja peremeesraku tapmine;

2) liisogeensus, kus faagi kromosoom inserteerub kovalentselt peremeesraku kromosoomi dominantse
profaagina.

« Liisogeensuse puhul on profaagi liiiitilised geenid repressor-operaator-promootorliilitustega valja liili-
tatud sarnaselt bakterioperonidega.

- Mfaagi liilitumine liisogeensesse voi liiiitilisse tsiiklisse maaratakse sellega, milline kahest regulaator-
valgust, Cro- vdi A\-repressorvalk, on okupeerinud vtmetahtsusega operaatorsaidid, mis kontrollivad
\-genoomi transkriptsiooni.

Liisogeensuse sdilimine saavutatakse A-repressori autonoomse kontrolliga.

Liiiitiline areng pohineb regulatoorsel kaskaadil, kus votmeroll on transkriptsioonilistel antiterminaa-
toritel.

3.2.Virulentsed faagid

Virulentsete faagide elutsiiklis avalduvad geenid geneetiliselt programmeeritult ajali-
ses jirgnevuses e. geenid avalduvad kaskaadselt (ingl. cascad gene expression). Uldiselt
avaldub nende faagide iiks geenikomplektidest, nn. varased geenid, otsekohe parast
infektsiooni. Varaste geenide tiks v6i mitu produkti vastutavad teise geenikomplekti
sisseliilitumise ja geenide ekspressiooni eest. Tavaliselt, soltuvalt viirusest, osaleb infekt-
sioonil kaks kuni neli geenikomplekti. Varastele geenidele jirgnevad geenikomplektid
transkribeeritakse kas viirusgeeni poolt mairatava viiruselise RNA poliimeraasiga voi
viirusgeeni tiks voi mitu produkti modifitseerivad ja muudavad peremeesraku RNA polii-
meraasi omadusi parast seondumist selliselt, et saab véimalikuks jairgmise faagigeenide
komplekti transkriptsioon. Geenide kaskaadne regulatsioon (ingl. cascad regulation)
realiseerub eelkdige transkriptsiooni tasemel.

3.2.1. Bacillus subtilis'e faag SP01

Faagil SPO1 on peremehe reproduktiivses tsiiklis geenide ekspressioonil kolm geeni-
gruppi: varased, keskmised ja hilised geenid (jn. 14.27). Faagi varased geenid
transkribeeritakse peremeesraku B. subtilise RNA poliimeraasi toimel. Varaste geenide
iheks produktiks on poliipeptiid, mis seondub peremeesraku RNA poliimeraasile,
muudab nende spetsiifilisust nii, et modifitseeritud RNA poliimeraas on voimeline trans-
kribeerima ainult SP01 keskmisi geene. Keskmiste geenide kaks produkti (poliipeptiidid)
on omakorda véimelised assotsieeruma peremeesraku RNA polimeraasiga ja muutma
selle spetsiifilisust nii, et nad saavad transkribeerida vaid SPOI hiliseid geene.
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Geeniregulatsioon prokariiootidel ja faagidel

Meeldejatmiseks

« Virulentsete faagidega infitseeritud rakkudes toimub viirusgeenide ekspressioon ajaliselt programmee-
ritult, geenide jarjestikku e. kaskaadse avaldumisega.

- Esimesena ekspresseeruvad viirusgeenid transkribeeritakse peremeesraku modifitseerimata RNA polii-
meraasi poolt.

- Jdrgnevad viirusgeenide komplektid transkribeeritakse kas faagi genoomi poolt kodeeritud RNA
poliimeraasiga voi bakteriraku RNA poliimeraasiga, mis on modifitseeritud iihe voi mitme viiruselise
poliipeptiidiga.



