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XIX. TRANSPOSOONID

1. TRANSPOSOONIDE AVASTAMINE

Klassikalise geneetika pohipostulaadiks oli, et organismi genoom on piisiv, selles olevad
geenid sdilivad ja paranduvad jirglasrakkudele viga tapselt. Molekulaargeneetika muutis
seda arusaama. Organismide genoomides on kiill tugevalt konserveerunud piirkon-
nad (ingl. highly conserved regions), mis sisaldavad organismi eluks hidavajalikke geene,
kuid suur osa iilejaanud genoomist on suhteliselt muutlik. Genoomi muutuva osa iseloo-
mulikuks elemendiks on nn. hiippavad geenid. Hiippavad geenid e. transponeeruvad
(ingl. transposition) geneetilised elemendid (ingl. genetic elements) liiguvad DNA iihest
piirkonnast teise. Sellised elemendid moodustavad 45% inimese genoomist. Kui varem
arvati, et mobiilsed DNA-elemendid on mittevajalik e. rimps-DNA (ingl. junk-DNA),
siis niitidseks on selge, et need geneetilised elemendid on olulised kromosoomide kuju
miiramisel (struktuurne roll), geenide avaldumise reguleerimisel (regulatiivne roll) ja
genoomi iimberkombineerimisel (evolutsiooniline tihtsus). Transponeeruvad elemendid
(ingl. TE - transposable elements) maisil (Zea mays) avastas Barbara McClintock (1902
1992) 1948. aastal, kuid tema uurimistulemused jiid kauaks unustuseholma. Alles pirast
1960-1970-ndaid, kui transponeeruvad elemendid avastati bakteritel ja dadikakirbsel,
moisteti nende geneetiliste elementide tihtsust ja stivauuringute edasist vajadust. 1983. a.
sai B. McClintock nn. hiippavate geenide avastamise eest Nobeli preemia.

Vaatamata erinevat tiiiipi transponeeruvate elementide rohkusele, on neil siiski
rida sarnaseid omadusi. Koik nad kodeerivad transpositsiooni ldbiviivaid ensiitime —
transposaasi (ingl. transposase) ja/voi resolvaasi (ingl. resolvase). Neist soltub, kuidas
transponeerumine aset leiab ja lihtuvalt sellest jagatakse mobiilsed elemendid erineva-
tesse kategooriatesse (jn. 19.1).

Esimese kategooria elemendid kodeerivad transposaasi, mis seondub transposooni

mélemas otsas olevate pédrdkordusjirjestustega (ingl. repetive palindromic sequences)
jaloikab nende korvalt mélemad DNA-ahelad katki. Tulemuseks on transposooni tiie-
lik viljaldikamine (ingl. excision) DNA-st. Viljaligatud transposooniga seondunud
transposaas viib jirgnevalt libi transposooni sisenemise e. insertsiooni (ingl. insertion)
DNA-molekuli uude piirkonda. Sellist transpositsioonimehhanismi nimetatakse loika-
ja-kleebi-transpositsiooniks (ingl. cut-and-paste transposition) ja vastavaid elemente
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Joonis 19.1. Transponeeruvate elementide taiibid ja esinemisnaited erinevatel organismidel.

I6ika-ja-kleebi-transposoonideks (ingl. cut-and-paste transposons). Sellesse kategoo-
riasse kuuluvad elemendid on nii pro- kui eukariiootidel.

Teise kategooria elementide transpositsioonil seondub transposaas samuti trans-
posooni otstele, kuid erinevalt 16ika-ja-kleebi-transpositsiooni kataliiiisivast transposaa-
sist, 16ikab siin replikatiivset transpositsiooni (ingl. replicative transposition) kataliiiisiv
transposaas vaid tihte DNA-ahelat. Seega ei toimu replikatiivse transpositsiooni esimeses
etapis transposooni tiielikku viljaloikamist esialgsest DNA-jirjestusest. Jairgnevalt kata-
litiisib transposaas 16igatud ahela insertsiooni marklaud-DNA-sse (ingl. target-DNA),
mille tulemusel tekib kahte DNA-molekuli (algset transposooniga DNA-d ja mérklaud-
DNA-d) sisaldav vaheprodukt. Transpositsiooni teises etapis toimuva replikatsiooni
tagajdrjel tekib kahte transposooni koopiat sisaldav DNA-molekul, mida nimetatakse
kointegraadiks (ingl. cointegrate). Kointegraat lahutatakse kaheks molekuliks resolvaasi
poolt libiviidava kohaspetsiifilise rekombinatsiooni tagajirjel res-saidis (ingl. resolu-
tion site). Replikatiivse transpositsiooni tulemusel suureneb transposooni koopiate arv,
sest elemendi vana koopia jddb algsesse kohta alles, siit ka nimetus kopeeri-ja-kleebi-
transpositsioon. Sellise kditumisega geneetilisi elemente nimetatakse replikatiivseteks
transposoonideks (ingl. replicative transposons). Nimetatud elemendid esinevad vaid pro-
kartiootidel.

Kolmanda kategooria transposoonide puhul toimub transpositsioon iile RNA vahe-
etapi. Esmalt kopeeritakse transponeeruva elemendi DNA RNA-ks, millelt siinteesitakse
de novo DNA, mis inserteerub genoomis aga uude kohta. RNA kopeerimist DNA-ks kata-
litiisib ensiiiim pdoérdtranskriptaas e. revertaas (ingl. reverse transcriptase, revertase).
Kuivord siin toimub geneetilise info vool RNA-It DNA-le, s.o. vastupidi tavalisele suunale
DNA-It RNA-le, nimetatakse seda protsessi retrotranspositsiooniks (ingl. retrotranspo-
sition) ja vastavaid elemente retrotransposoonideks (ingl. retrotransposons). Osa neist
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elementidest on sarnased retroviirustega ning kannavad seepdrast nimetust retro-
viirusesarnased elemendid e. retroposoonid (ingl. retroposons). Sellist tiiiipi trans-
posoonid on vaid eukariiootidel.

Teise klassifikatsiooni kohaselt jaotatakse mobiilsed geneetilised elemendid replika-
tiivseteks e. I klassi transposoonideks, mis tegutsevad kopeeri-ja-kleebi-pohimoéttel, ning
IT klassi transposoonideks, mis to6tavad 16ika-ja-kleebi-pohiméttel. Eukariiootidel on
klass I transposoonideks RNA transposoonid (retrotransposoonid), klass II transposoo-
nideks aga DNA transposoonid.

Meeldejatmiseks

Transposooni valjaldikamist iihest genoomi piirkonnast ning sisseviimist teise genoomi piirkonda kata-
liiiisib ensiiiim transposaas, mida enamasti kodeerib transposoon ise.

Replikatiivsed transposoonid kopeeritakse transpositsiooni kaigus.

« Retrotransposoon kopeeritakse RNA-ks ning seejdrel poordtranskribeeritakse DNA-molekuliks, et tal
oleks voimalik siseneda (inserteeruda) genoomi uude piirkonda.

2. TRANSPOSOONIDE TUUBID

Transposoonid on liikuvad geneetilised elemendid, mis voivad asetuda genoomi ithest
kohast (saidist) teise.

2.1. Transposoonid bakteritel

Bakterite transposoonid on erinevalt eukariiootsetest transposoonidest enamuses aktiiv-
sed transposoonid. Nad jaotuvad kolme pohitiitipi:

1) IS-elemendid;

2) komplekssed transposoonid;

3) replikatiivsed transposoonid e. Tn3-elemendid.

2.1.1.1S-elemendid
Koige lihtsamad bakterite transposoonid on insertsioonilised jirjestused (ingl. inser-
tion sequences) e. 1S-elemendid (ingl. IS elements), mis voivad inserteeruda viga erineva-
tesse kohtadesse bakteri kromosoomis voi ka bakteri plasmiidses DNA-s. IS-elemendid
avastati bakterite ebastabiilsete mutantide uurimisel. Nimelt leiti, et osa E. coli lac-mu-
tante, mis sisaldasid lacZ-geenis DNA lisajdrjestusi, andsid holpsasti, vorreldes algse
alleeli variandiga, revertante (pdérdmutatsioone). Taolistes revertantides puudus voor-
DNA (see oli kérvaldatud). Jarelikult oli geeni inaktiveerinud mobiilne v66r-DNA, mille
jirgneval lahkumisel kromosoomist taastus algne olukord (toimus geeni aktivatsioon).
IS-elemente iseloomustab suhteliselt samane (identne) ehitus. Uheks iseloomulikuks
IS-elemendi niiteks on ISS0 (jn. 19.2). IS-elementidele on iseloomulikud jirgmised tiiii-
pilised omadused:



1) nad on viikesed, tavaliselt alla 2500 bp;

2) nadsisaldavad vaid neid geene, mis on vajalikud transpositsiooniks ja regulatsioo-
niks;

3) nende mélemas otsas on identsed v6i peaaegu identsed kordusjirjestused;

4) kordusjirjestused on alati péérdsuunalised ja palindroomse struktuuriga,
pikkusega 9-40 nukleotiidi ning neid nimetatakse otsmisteks p66rdkordus-
jarjestusteks e. IR-jirjestusteks (ingl. inverted terminal repeats);

S) 1S-element kodeerib valku, mida nimetatakse transposaasiks. Transposaas seon-
dub IS-elemendi otsmiste jirjestustega, kus ta pohjustab molema DNA-ahela
katkemist, elemendi nukleotiidi tipsusega viljaloikamist ja viimase sisseviimist
uude DNA-molekuli v6i sama molekuli uude piirkonda;

6) 1S-elemendi insertsioonil tekivad mirklaud-DNA-s 2-13-nukleotiidsete jirjes-
tuste samasuunalised otsekordusjirjestused e. DR-jarjestused (ingl. direct
repeats) mdlemal pool IS-elementi. Seda protsessi nimetatakse ka miarklaudsaidi
duplikatsiooniks (ingl. target site duplications).

Otsmised podrdkordusjarjestused (IR)

5-CTGACTCTT AAGAGACAG -3
3'- GACTGAGAA TT CTCTGTC - 5]
: 1IS50 ;
Kromosoom % / Kromosoom
ACATTAACC ACATTAACC
TGTAATTGG TGTAATTGG

Marklaudjarjestuse duplikatsioon (otsekordusjarjestused e. DR)

Joonis 19.2. Inserteerunud ISS0-elemendi struktuur. Otsmised podrdkordusjirjestused on palindroomse
struktuuriga. Péordkordusjirjestustes erineb vaid iiks nukleotiidipaar (neljas molemast otsast). Mérklaud-
jarjestuse samasuunaline duplikatsioon on perfektne.

Viikseim IS-elementidest on IS1, mis on 768 bp pikkune DNA. IS-elementide otsmised
poordkordusjirjestused on transpositsiooniks hidavajalikud, sest mutatsioonid neis jar-
jestustes ei voimalda neil enam transponeeruda. Mirklaudsaidi duplikatsioonid tekivad
seetdttu, et transposooni inserteerumisel 16ikab transposaas marklaud-DNA kahte ahe-
lat nihkega. Tekkinud iiksikahelaliste l6ikude paardumisel moodustuvadki transposooni
otstega vahetult kiilgnevad lithikesed mirklaud-DNA kordused (jn. 19.3).

Kuna IS-elemendid saavad oma genoomi paljundada sdltumatult genoomi iildisest
replikatsioonist, voib nende koopiaarv erinevate organismide genoomis olla viga muut-
lik. Niiteks nimetatud ISI-elementi leidub E. coli kromosoomides 6-10 koopiat. Nii
bakterikromosoomis kui ka bakterite plasmiidide DNA-s voivad lokaliseeruda erinevad
IS-elemendid. Soolekepikese sugufaktoris (F-plasmiid) on IS2 (1327 bp) ja 1S3 (1400 bp).
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Kromosoom > CCGTCGGCATC 3
3 GBCAGCCGTAG 5
DNA katkildikamine

5 ACCGTCGGCAT 3
3 _— ) GCAGCCGTAGT IS 5
Uksikahelalised

DNA-otsad

ACCGTCGGCAT Tahik 3
TG Tihik IS GCAGCCGTAGT 5
1S-elemendi insertsioon ﬂ» Replikatsioon

1S-element

DNA siintees ﬂ DNA slintees
C|CGTCGGCA ICGTCGGCAT|CA
G GCAGCCGT IS CAGCCGT GT

Marklaudjarjestuse otseduplikatsioon

Joonis 19.3. Mirklaudjarjestuse duplikatsiooni tekkimine 1S-elemendi insertsioonil.

Kui mingi konkreetne IS-element resideerub samal ajal bakteri kromosoomis ja samas
rakus olevas plasmiidis, siis saab nende vahel toimuda homoloogne rekombinatsioon, mis
on RecA-valgust s6ltumatu protsess. Sellise rekombinatsiooniga integreerub F-faktor
bakterikromosoomi, moodustades Hfr-tiivesid.

2.1.2. Komplekssed transposoonid
Bakterite komplekssed transposoonid (ingl. composite transposons) e. Tn-elemendid
(ingl. Tn elements) tekivad siis, kui kaks IS-elementi inserteeruvad teineteise lihedale ning
muudavad nendevahelise DNA-16igu mobiilseks. Bakteris sdilivad ja levivad sellised Tn-
elemendid eelkoige siis, kui Tn-elemendi vaheldigus olevad geenid mairavad bakteritel
omaduse, mis annab neile eelise eksisteerida ja paljuneda konkreetsetes keskkonnatin-
gimustes. Sellisteks on nditeks ravimiresistentsust ja perifeerset metabolismi mairavad
geenid. IS-elementide vahele jdaval osal pole mingit pistmist transpositsiooniprotsessi
endaga. Tn-elemente jaotatakse kaheks tiiiibiks soltuvalt sellest, kas neil on (jn. 19.4):

1) flankeeruvad e. otsmised IS-elemendid, mis on samasuunalised (nt. Tn9);

2) mitteflankeeruvad erisuunalised IS-elemendid (nt. TnSja Tn10).

Ligikaudu 2500 bp suurune Tn9 sisaldab kanamiitsiiniresistentsust miaravat geeni cam’,
mida iimbritsevad samasuunalised IS1-koopiad (otsejirjestused pikkusega 768 bp) koos
oma 23 bp pikkuste inverteeritud kordusjarjestustega. Tn10 on ca 9300 bp pikkune ele-
ment, mis méirab tetratsiikliiniresistentsust (fet"). Tn10 sisaldab otstes 1329 bp pikkusi
inverteeritud IS-elemente ISIOL ja ISIOR, milledel on 22 bp pikkused otsmised p66rd-
kordusjirjestused.



ﬁ: ~2500 bp %3% ~5700 bp

kan™- ble" - str -
geen geen geen

768 bp l—/;l 768 bp 1533 bp |J¥'—/\—|—/¥‘ 1533 bp
N N e o~

23 bp otsmised 9 bp otsmised
inverteeritud jarjestused inverteeritud jarjestused

% ~9300 bp

tet’-geen

l 1329 bp ,—/L' 1329 bp l

S ~

9 bp otsmised
inverteeritud jarjestused

cam’-geen

Joonis 19.4. Komplekssete transposoonide geneetiline ehitus. Tn9 koosneb kahest samasuunalisest 1S1-
elemendist, mis iimbritsevad klooramfenikooli resistentsusgeeni (cam’). TnS koosneb kahest erisuunalisest
[850-elemendist (L ja R), mis imbritsevad kanamiitsiini-, bleomiitsiini- ja streptomiitsiiini resistentsusgeene
(kan', ble', str). Tn10koosneb kahest erisuunalisest 1S10-elemendist (L ja R), mis timbritsevad tetratsiikliini
resistentsusgeeni (fet"). bp - nukleotiidipaari.

TnS miirab mitmest ravimiresistentsust, sisaldades kanamiitsiini- (kan’), bleo-
miitsiini- (ble’) ja streptomiitsiini- (str”) resistentsuse geene. Tema otsmised pdérdsuuna-
lised jirjestused on 1533 bp pikkused IS-elemendid (vasakpoolne ISSOL ja parempoolne
ISSOR). Nad on kiill sama pikkusega, kuid geneetiliselt erinevad. Vaid ISSOR miirab
funktsionaalse transposaasi siinteesi, sest ISSOL-jirjestuses esineb punktmutatsioon, mis
ei voimalda toota aktiivset transposaasi. Seepirast pole vasakpoolne ISS0L-element voi-
meline ka stimuleerima transpositsiooni toimumist.

TnS-elemendi tiitipi komplekssetel transposoonidel on lisaks veel voime reguleerida
transpositsiooniprotsessi toimumist (jn. 19.5). Neil on transpositsiooniimmuunsus
(ingl. transposition immunity), nihtus, mille puhul transpositsiooni sagedus alaneb dras-
tiliselt, kui vastav transposoon juba on mirklaud-DNA-s. Jarelikult inhibeerib residentne
transposoon sissetuleva homoloogse transposooni transponeerumist. Selle pohjuseks
on asjaolu, et transposoon kodeerib veel iihe teise valgu siinteesi, milleks on transpo-
sitsiooni inhibeeriv repressor. Nimelt siinteesitakse TnS puhul ISSOR-jirjestuselt lisaks
transposaasile ka repressorvalku, milleks on liihendatud transposaas (ingl. truncated
transposase). Viimase mRNA transkribeeritakse transposaasigeeni sees paiknevalt strardi-
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1533 bp 1533 bp

Tn5
<

Translatsioon
—_— ‘ _— Transkriptsioon
Rakku tunginud Tn5
transposaas soodustab
transpositsiooni
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Faag @ Translatsioon  Transkriptsioon
_— e C —_ .
geenisiseselt
Rakus olevg Tn5 initsiaatorkoodonilt
Tn5 repressor pidurdab
Tn5 transpositsiooni

E.coli

Joonis 19.5. Transposoon Tn$ geneetiline regulatsioon. ISSOR kodeerib transposaasi, mis katalaasib Tn$§
tranpositsiooni juhul, kui rakus pole eelnevalt transposaasi, ja pidurdab transpositsiooni, kui rakus on
eelnevalt transposaas olemas (nt. mirklaud-DNA-s on juba transposoon TnS). Transposaasi aktiivsust
inhibeerivat repressorit kodeeritakse transposaasiga samalt lugemisraamilt, kuid geenisiseselt initsiaator-
koodonilt. Kui rakus on koos transposaas ja repressor, siis repressori toime prevaleerib, sest transposaasiga
seondudes pirsib ta tema kataltittilist aktiivsust. Kui E. coli rakku viia transduktsioonil koos faagi genoomiga
Tn$, siis TnS transponeerub holpsasti raku marklaud-DNA-sse, kui selles pole eelnevalt TnS. Kui TnS on
olemas, siis Tn$ transpositsioon on pidurdatud (voib toimuda vaid tiksikjuhtudel).

koodonilt ning transleeritakse jirgnevalt lihendatud polipeptiidiks. Lithendatud
transposaas dimeriseerub normaalse transposaasiga ja muudab selle katalaitiliselt
inaktiivseks, parssides niiviisi oluliselt transpositsiooniprotsessi.

2.1.3. Replikatiivsed transposoonid
Replikatiivsed transposoonid (ingl. replicative transposons) on suuremad kui IS-ele-
mendid ja, nagu komplekssed transposoonidki, sisaldavad tavaliselt geene, mis pole
transpositsiooniks vajalikud. Nad ei sisalda oma otstes IS-elemente, kiill aga otsmisi
38-40 bp pikkusi péordkordusjirjestusi. Transpositsiooni kdigus on vajalik DNA rep-
likatsioon. Nii nagu IS-elementidel ja komplekssetel transposoonidel, duplitseerub ka
replikatiivsete transposoonide transpositsioonil mirklaudjirjestus.

Replikatiivsed transposoonid on vaid bakteritel. Uheks iseloomulikumaks esinda-
jaks on 4957 bp pikkune transposoon Tn3, mis sisaldab kolme geeni (jn. 19.6):

1) geen tnpA transposaasi siinteesiks;

2) geen tnpR resolvaasi siinteesiks;

3) geen bla beetalaktamaasi siinteesiks.



%E% 4957 bp

N
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res-sait
Resolvaas/
Transposaas B-laktamaas
repressor

38 bp pikkused otsmised pddrdkordusjarjestused (IR)

Joonis 19.6. Transposooni Tn3 geneetihne ehitus. bp - nukleotiidipaar; tnpR — resolvaasi—/repressorigeen;

tnpA — transposaasigeen; bla - ﬂlaktamaasigeen; res — rekombinatsioonisait; IR — otsmised pé(jrdkordus—

jarjestused.

Ensiiiim B-laktamaas (ingl. B-lactamase) miirab mikroobide ampitsilliiniresistentsuse,
transposaas ja resolvaas on tihtsad transpositsiooni libiviimisel.
Tn3 transpositsioon toimub kaheetapiliselt (jn. 19.7).

1.

Koigepealt vahendab aktiivne transposaas kahe rongas-DNA-molekuli ithenda-
mist, mille tulemusel tekib transposooni ja marklaud-DNA vahel ithendmolekul
e. kointegraat. Transposaas 16ikab doonormolekuli transposooni otste korvalt
katki, nii et vabanevad transposooni DNA 3’-OH-otsad. Viimased atakeerivad
marklaud-DNA-s fosfodiestersidemeid, tekitades insertsioonisaiti titheahelalised
katked. Jirgnevalt viiakse kokku transposooni ja mirklaud-DNA otsad. Uhen-
damisele jirgneb transposooni DNA replitseerumine, mille tulemusena tekib
kointegraat, milles transposooni koopiad jadvad samasuunaliselt kointegraadi
molemasse tthenduskohta.

Transpositsiooni teises etapis vahendab tnpR-kodeeritud resolvaas kahe Tn3-
elemendi vahelist saitspetsiifilist rekombinatsiooni (ingl. site specific recombi-
nation). Uhendmolekul katkeb ensiiiimi resolvaasi toimel paardunud Tn3-elemen-
tide iihes kindlas punktis, mida nimetatakse res-saidiks (ingl. res site) (jn. 19.6).
Tn3-elemendi poolt siinteesitud resolvaasi teiseks funktsiooniks on pidurdada
nii transposaasi- kui ka uute resolvaasimolekulide siinteesi. Inhibeerimine saa-
vutatakse seetottu, et res-sait asub transposaasi- ja resolvaasigeenide vahel ning
res-saidiga seondunud resolvaas ei voimalda seeldbi seondumispiirkonnas olevate
geenide transkriptsiooni. Transposaasi siinteesi inhibeerimisel viheneb rakus
transposaasi hulk ja seega ka Tn3-elemendi transpositsioonisagedus.
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Doonorplasmiid Retsipientplasmiid

Tn3 replikatsioon

Komtegraadl lahutamine
kaheks molekuliks

Tn3
Kointegraat

Homoloogne

rekombinatsioon
ekombinatsioo Tn3 transpositsioon

retsipientplasmiidi

Joonis 19.7. Transposooni Tn3 transpositsioon kointegraadi moodustumise kaudu. Tn3 kodeeritud (geen
tnpA) transposaas kataliiisib Tn3 transpositsiooni retsipientplasmiidi, millele jirgneb Tn3 replitseerumine.
Tn3 transpositsiooni ja replitseerumise tulemusena on tekkivas kointegraadis doonor- ja retsipientplasmii-
did thendatud kahe samasuunaliselt paikneva Tn3 koopiaga. tnpR-geeni poolt kodeeritud resolvaas viib libi
kahe Tn3-elemendi vahelist homoloogset rekombinatsiooniprotsessi. Doonor- ja retsipientplasmiidid lagu-
nevad kaheks, molemasse plasmiidijaotub tiks Tn3-elemendikoopia.

2.1.4. Transposoonide osa geeniiilekandel

Transposoonid véivad lilituda holpsasti konjugatiivsete plasmiidide koosseisu. Kui
transposoonide genoomi on sattunud geenid (nt. ravimiresistentsusgeenid bakteri kro-
mosoomist véi ka teisest plasmiidist), siis saavad need geenid bakteripopulatsioonides
edasi levida nii horisontaalselt tihelt liigilt teisele kui ka vertikaalselt thest bakteripolv-
konnast teise. Koos ravimiresistentsusega, eriti aga mitmese ravimiresistentsuse levikuga,
muutub antibiootikumide kasutus patogeensete bakterite vastu ebaefektiivseks. Trans-
posoonide pohjustatud horisontaalne geeniiilekanne toimub paljude inimpatogeensete
bakteriliikide vahel, k.a. haigusi pohjustavate Escherichia, Staphylococcus, Vibrio, Neisseria,
Shigella ja Salmonella tivedes.

Konjugatiivsed R-plasmiidid (ingl. R plasmids) sisaldavad kahte komponenti. Uheks
on resistentsuse iilekandefaktor e. RTF (ingl. resistance trasfer factor), mis on vajalik
rakkudevaheliseks DNA konjugatiivseks tilekandeks. Ta sisaldab konjugatsioonilise iile-
kande geene e. tra-geene. Teiseks komponendiks on ravimiresistentsusgeene sisaldavad
r-determinandid (ingl. r determinants), mis asuvad sageli transposoonide koosseisus ning
mis voivad néiteks IS-elementide vahendatud rekombinatsioonil holpsasti integreeruda
konjugatiivsetesse plasmiididesse (jn. 19.8). Korduvprotsesside tulemusel moodustuvad
juba komplekssed konjugatiivsed plasmiidid, mis sisaldavad nditeks mitmeid ravimi-
resistentsusgeene. Konjugatiivne plasmiidide iilekanne toimub ka viga erinevate liikide,
niiteks kokkide ja batsillide vahel.
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Joonis 19.8. Mitmest ravimiresistentsust maaravate konjugatiivsete plasmiidide evolutsioon. ISI — insert-
siooniline IS-element ISI; RTF — konjugatiivset tilekannet midravad tra-geenid; str” ja tet” — vastavalt
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Konjugatiivne streptomiitsiini- ja tetratsiikliini- IS-i vahendatud rekombinatsioon
resistentsust maarav R-plasmiid konjugatiivse R-plasmiidi ja mitte-
konjugatiivse R-plasmiidi vahel

streptomiitsiini- ja tetratstikliiniresistentsust midravad geenid.

Meeldejatmiseks

IS- e. insertsioonilised elemendid on bakterite kromosoomis véi plasmiidides oma asukohta muutvad
geneetilised elemendid.

IS-element kodeerib valku transposaas, mis seondub IS-elemendi otsmiste poordkordusjarjestustega
(IR), kus ta pohjustab elemendi nukleotiidse tapsusega valjaldikamist ja sisseviimist uude DNA-molekuli
voi sama DNA-molekuli uude piirkonda.

Komplekssed transposoonid e. Tn-elemendid sisaldavad kahte otsmist IS-elementi, mille vahel paikne-
vad struktuurgeenid (nt. ravimiresistentsusgeenid).

Replikatiivsed transposoonid (nt. Tn3) vajavad transpositsiooniks transposooni replikatsiooni ning nende
transpositsioon toimub iile ajutise kointegraadi (transposoon + marklaud-DNA molekuli kompleks), mis
resolutsiooniprotsessis lohustatakse kaheks DNA tiitarmolekuliks (mdlemad sisaldavad transponeerunud
transposooni).

IS-elemendi insertsioonil tekivad mérklaud-DNA-s mdlemal pool IS-elementi liihikesed otsekordusjar-
jestused (DR).

Transposoonide transpositsioonilist aktiivsust requleerivad sageli transposoonide eneste kodeeritud rep-
ressorvalgud (nt. IS50-inhibiitorvalk ja Tn3-resolvaas).

Konjugatiivsete plasmiidide vahendusel levivad transposoonid horisontaalsel geeniiilekandel ihelt liigilt
teisele.

Transposoonid
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2.2, Transposoonid eukariiootidel

Eukariiootide genoomid sisaldavad viga rohkelt transposoone ning nende geneetiline roll
tahtsustub ttha rohkem koos uute uurimustega. Koik eukariiootide transposoonid sisalda-
vad transposooni otstes poordjirjestusi e. inverteeritud kordusjirjestusi ja pohjustavad
mirklaud-DNA-s integratsioonisaidi (ingl. integration site) duplitseerumist. Osa euka-
riootseid transposoone kodeerib ka transposaasi siinteesi.

2.2.1. Transposoonid maisil

Barbara McClintock avastas just maisil eespoolkirjeldatud transposoonid, tehes
maisiterade mustri ja virvuse geneetilist analiiisi. Ta leidis, et maisiterade 9. kromo-
soomi lithikeses 6las on lookus C, milles olev alleel C' on dominantne ja pohjustab
maisiteradel pigmendi puudumist. Kui tolmeldada C'C'-genotiiiibiga tolmukatega CC-
genotiiiibiga emasaisi, siis saadakse jarglased, kelle triploidne endosperm on genotiiiibiga C'CC
(2 alleeli saadakse emastaimelt ja 1 alleel isastaimelt) ning maisiterad on virvusetud
(jn. 19.9). Ménedes terades leidus aga erineva mustriga pruune pigmendilaike. Need
olid tekkinud endospermirakkudes, kus 9. kromosoomi lithikese 6la otsmine fragment
koos selles oleva C'-alleeliga oli deleteerunud. Murdekoht 9. kromosoomis oli kindlalt
midratud ja kontrollitud geneetilise faktori poolt, mida tinapieval nimetatakse transpo-
sooniks Ds (ingl. dissociation). Selgus ka, et Ds indutseerib kromosoomikatkeid vaid teise

Q Gametofiiiit & Gametofiiit

Triploidne (3n)
endosperm

Katkemine
. Ds-elemendi saidis
Kromosoomi
c Pigmentatsioonigeeni

inhibiitoralleel C
¢ Ds kaotatakse kromosoomi
I [ D katkemisel saidis Ds

e
Atsentriline Mitoos
fragment

Pigmenteerunud rakkude kloon
Genotulp CC

Joonis 19.9. Ds-elemendi pohjustatud kromosoomi katkemine maisil (Z. mays). Uheksanda kromosoomi
lihikeses olas pohjustab alleel C maisitera aleuroonkesta normaalset pigmentatsiooni, dominantne alleel C’
aga pidurdab pigmendi produktsiooni. Transpositsiooniline Ds-element maisi 9. kromosoomi lithikeses 6las,
pohjustatab kromosoomi katkemise. ning pigmentatsioonigeeniinhibiitoralleeli C'kaotamise.



transposooni Ac (ingl. activator) kui aktivaatori olemasolul rakus. Mélemad nimetatud
transposoonid on vdimelised transponeeruma uutesse DNA piirkondadesse (ka teistesse
kromosoomidesse), pohjustades insertsioonil geeni funktsiooni muutumist véi geeni
inaktiveerumist (nt. kromosoomide katkemisel), seega mutatsioonide teket. Viimase
omaduse tdttu nimetatakse Ds- ja Ac-elemente kontrollelementideks (ingl. controlling
elements). Lisaks kromosoomi murdumisele mojutas pigmentatsiooni muutust ka Ds-ele-
mendi viljatulek pigmendi geenist ning tema inserteerumine uude DNA-saiti.
Ac-elemendid on koéik tthesugused, 4563 bp pikad, sisaldades oma mélemas otsas
11 bp pikkuseid p66rdkordusjirjestusi. Nii nagu bakteriaalsete transposoonide puhul,
tekib ka Ac-elementide integratsioonisaidis transpositsiooni kidigus mirklaud-DNA dup-
likatsioon, mis on Ac-elemendi puhul alati 8 bp pikkune (jn. 19.10). Ds-elemendid on
heterogeensed, kuid nende otsmised pé6rdkordusjirjestused on identsed Ac-elementide
omaga. Péordkordusjirjestuste vahele jadva DNA iseloomu alusel jaotatakse Ds-elemen-
did kolme klassi (jn. 19.10):
1) ebatidielikud Ac-elemendid, kus sisemiste jirjestuste vaheosa on deleteerunud;
2) aberrantsed Ds-elemendid (ingl. aberrant Ds elements), kus pddrdkordusjirjes-
tuste vahel asub voor-DNA;
3) kimdirsed Ds-elemendid (ingl. chimeric Ds elements), kus iiks Ds-element on
inserteerunud teise sisse, kuid vastupidises orientatsioonis.

4563 bp

«— 11bp pikkused otsmised

ik Ac-element

T
—»
b péérdkordusjarjestused

— -—
Deletsioon

DNA-d sisaldav m
- errantne

—

V6or-DNA

Ds-elementi) —»

Joonis 19.10. Maisi (Z. mays) Ac/Ds-transposoonide perekonna struktuurne organisatsioon. Ds-elemendid on
Ac-elementide variandid, mille keskosas on deletsioon, otsmiste poérdjirjestuste vahel on mittehomoloogne
voor-DNA voi on kiméirne Ds-element tekkinud mitmest Ds-elemendist.
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Just viimatinimetatud kimaarsed Ds-elemendid pohjustavad kromosoomiolgade katkeid,
mida nimetatakse murrukohtadeks.

Ac-ja Dc-elemendid saavad toimida vaid koos, sest Ac/Ds-elementide viljaloikamist,
transponeerumist ja sellega kaasnevaid geneetilisi iimberkorraldusi (geenide inakti-
vatsioon vdi avaldumise muutus, kromosoomikatked) aitab libi viia Ac-elemendi poolt
kodeeritav transposaas. Seega, Ds-elemendid ise transposaasi ei kodeeri ning vajavad
seepdrast transpositsiooniks Ac-elemendi olemasolu rakus. Ac-transposaas on trans-
aktiveeriv valk, mis difundeerumisel tuuma seondub Ds-elemendi otsmiste jirjestustega
ja voimaldab Ds-elemendil transponeerumist ja nii ka kromosoomikatkete tekitamist.

Ac/Ds-elementidega samaseid transposoone on leitud ka teistel liikidel, sh. loomadel.
Neist uuritum on ménedel Drosophila liikidel esinevad hobo-elemendid (ingl. hobo ele-
ments).

2.2.2. Drosophila P-elemendid

Aidikakirbeste pohilisi transposoone nimetatakse P-elementideks (ingl. P elements).
1977. a. leidsid Margaret ja James Kidwell USA-s ja John Sved Austraalias, et dadika-
kirbeste spetsiifiliste liinide (nimetatakse M- ja P-liinideks) ristamisel tekib jirglaskond,
kellel avalduvad sagedamini kromosoomide katked, mutatsioonisageduse tous ja steriil-
sus. Stindroomi hakati nimetama hiibriidseks diisgeneesiks (ingl. hybrid dysgenesis). See
nihtus ilmnes aga vaid siis, kui omavahel ristati M- ja P-kirbseliine ning kus isasteks olid
kindlasti P-liini esindajad (jn. 19.11). Kui ristati erinevaid P-liine voi M-liine, siis nime-
tatud siindroomi jarglaskonnas ei ilmnenud. Jarelikult pidid P-liini isaskdrbsed kandma
geneetilisi faktoreid, mis sattudes M-liini dddikakirbse munarakku, aktiveerusid ning
pohjustasid jargnevalt transpositsiooniliste sindmuste esinemisel mutatsioonide teket
ja kromosoomide katkemisi. Addikakirbse valgesilmsete (geen white) mutantide uuri-
misel ndidati, et koigil juhtudel oli kisitletavates ristamistes geeni white inserteerunud
tiks ja sama geneetiline element, mis leidus P-liini rakkude genoomis erinevates kohtades
suure koopiaarvuga, kuid puudus M-liini rakkudes. P66rdmutatsioonide olemasolul oli
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Joonis 19.11. Drosophila hiibriidse disgeneesi

skeem. M — maternaalse e. emaststtotttbiga
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punasilmsetel dddikakirbestel see element geenist tipselt vilja 1oigatud ja korvaldatud. Et
seda transponeeruvat elementi oli vaid P-tiivedes, siis hakatigi seda transposooni nime-
tama P-elemendiks.

P-elemendid on varieeruva suurusega. Terviklik (ehk tiispikk) P-element on 2907
bp pikkune ning sisaldab otstes 31 bp pikkuseid poordkordusjirjestusi (jn. 19.12). Selline
element kodeerib ka transpositsiooniks vajalikku funktsionaalset transposaasi. Teistes
P-elementides voivad aga olla deletsioonid ning neid nimetatakse ebatiielikeks P-ele-
mentideks. Viimased ei kodeeri transposaasi ning nad transponeeruvad vaid juhul, kui
rakus on ka funktsionaalse transposaasi siinteesi maérav terviklik P-element.

2907 bp

Transposaasigeen

T 1
—

-—
ﬂ 31bp pikkused otsmised

padrdkordusjérjestused

~ o

Deletsioon 1 =+

F£

—+  Deletsioon 2

Joonis 19.12. Drosophila P-elemendi struktuur. Terviklik P-element sisaldab transposaasigeeni ja 31 bp pik-
kuseid otsmisi poordkordusjirjestusi. Ebatiielikul P-elemendil on erinevad deletsioonid transposaasigeentis.

Aidikakirbeste looduslike populatsioonide uurimisel selgus, et enne 1950. aastaid loo-
dusest isoleeritud dddikakarbestel puudusid P-elemendid taielikult. Monedes tinapieva
dadikakirbeste populatsioonides on kromosoomis kuni 50 P-elementi, teistes populat-
sioonides aga vaid iiksikuid elemente. Jarelikult on P-elemendid hakanud dadikakérbeste
liinides levima millegipérast alles suhteliselt hiljuti ning ilmselt on need elemendid
sisenenud dddikakarbeste kromosoomidesse dddikakarbeste liikidevahelise viirusvahen-
datud geeniiilekandega.

P-elementi sisaldavas ddadikakirbse populatsioonis on vilja kujunenud P-elementide
levikut kontrollivad geneetilised mehhanismid. Kui ristata emaseid P-liini kirbseid isaste
M-liini kirbestega, siis saadakse normaalsed jirglased (jn. 19.13). Diisgeensed jirglased
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moodustuvad vaid emaste M-kirbeste ristamisel P-liini isastega, mis nditab, et P-ele-
mendi pohjustatud hiibriidne diisgenees sdltub tsiitotiiiibist (ingl. cytotype). P-tsiitotiiiip
pidurdab ja M-tsiitotiiiip soodustab P-elementide transponeerumist. P-tsiitotiiipi poh-
justavad P-elemendid ise, midrates enda poolt kodeeritud spetsiifilise repressori toimega
poliipeptiidi siinteesi. M-tsiitotiiiip on iseloomulik liinidele, kus P-elemendid puuduvad.
Kui ristamisel satuvad P-elemendid M-tsiitotiiiibiga rakkudesse (P-isased x M-emased),
hakkavad P-elemendid genoomis n-6. ringi hiippama. Intensiivsel P-elementide ringi-
litkumisel tekkivad kahjustused peaksid olema rakkudele letaalsed. Letaalsust tavaliselt
aga ei ilmne, sest P-elementide transpositsioon toimub vaid sugurakkude tasemel ja
transpositsioonilised sugurakud ildjuhul ei osale siigoodi moodustumisel. Somaati-
listes rakkudes on P-elementide transpositsioon takistatud, sest somaatilistes rakkudes
pole funktsionaalset transposaasi. Seejuures pohjustatakse metaboolne blokk trans-
posaasi mRNA alternatiivse splaissingu tulemusel. Defektne valk moodustub seetottu,
et transposaasigeeni transkripti jadb alles itks intronitest, mis pohjustab stoppkoodoni
moodustumise. See omakorda kutsub esile lihikese mittefunktsionaalse valgu stinteesi.

P-elemente on geneetikas kasutatud laialdaselt. P-elemendi genoomi saab lisada meid
huvitava geeni ja niimoodi kunstlikult tekitatud transposoonmairgistatud (ingl. trans-
poson tagging) geeniga uurida tuntud DNA-jirjestuste miiratud geneetiliste siindmuste
toimumist sugurakkudes. Transposoonmargistatud geene voib kasutada markerina jarg-
neval geneetilisel analiiiisil. Viimasel juhul saab kasutada juba ka klassikalisi jarglaste
geneetilise analiiisi meetodeid, nagu X-liiteliste letaalide uurimine Mulleri CIB-ristamis-
skeemis. Diisgeensetel hitbriididel saame mirgistatud P-elemendi abil identifitseerida
P-elemendi ,ringihiippamisega” pohjustatud mutantseid geene.

2.2.3. Aidikakérbse mariner-elemendid

Drosophila kahe lahiliigi (D. simulans ja D. mauritiana) genoomis on viike transposoon,
mida nimetatakse mariner-elemendiks (ingl. mariner element). See transposoon on
1286 bp pikkune ja tema otstes on 28 bp pikkused poordkordusjirjestused. Ehkki seda
elementi pole leitud liigil Drosophila melanogaster, on ta laialt levinud paljudel teistel elus-
organismidel (putukad, nematoodid, seened ja isegi inimene), mis viitab sellele, et ta on
vana transposoon ja levinud horisontaalse geeniiilekande teel. Fiilogeneetiliselt kaugete
organismide vahelise horisontaalse geenitilekande itheks toetajaks on fakt, et iildjuhul on
liikidevahelised mariner-elemendid sarnasemad kui liigisisesed. Niiteks on Vahemere
piirkonna puuviljakirbse populatsioonis mariner-element viga sarnane mesilase omaga,
ehkki need liigid lahknesid evolutsiooniliselt juba sadu miljoneid aastaid tagasi. Téendo-
liselt on selline horisontaalne geeniiilekanne viirusvahendatud protsess. Ka inimesel on
leitud mariner-elemente.

Mariner-elementidega sarnased transposoonid on Tcl-elemendid (ingl. TcI ele-
ments). TcI-elemente on leitud ja enim uuritud nematoodil (Caenorhabditis elegans), kuid
neile sarnaseid elemente on kirjeldatud ka selgroogsetel. TcI-tiitipi transpositsioonilised
elemendid on mariner-elementidest veidi suuremad. Nad on 1,6-1,7 kb pikad ja tutpiliselt
on neil suure varieeruvusega 54-234 bp pikkused otsmised poérdkordusjirjestused. Ka
Tcl-elemendid on iidsed transpositsioonilised elemendid. Inimesel sisaldab umbkaudu
3% DNAst Tcl/mariner-tiiiipi inaktiivseid transposoone. Just selle klassi transposooni
kasutati 1997. a., et disainida esimene siinteetiline nn. uinuva kaunitari transposoon
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(ingl. sleeping beauty transposon, SB). SB-transposoon iratati ellu siinteetiliselt, kasutades
fossiilset transposaasijirjestust, et viia kindlaid DNA-jirjestusi imetajate genoomi koos-
seisu loika-ja-kleebi-meetodil. Taolisel viisil geenide sisestamine rakkudesse voimaldab
leida lahendusi geeniteraapia rakendamisel inimesel. Niiteks toimus 2010. a. kliiniline
katsetus SB-modifitseeritud T-rakkude maligneerumise parssimiseks.

Meeldejatmiseks

Maisil pohjustab Ds-transposoon kromosoomide katkemisi tanu teise, Ac-transposooni poolt kodeeritud
transposaasi aktiivsusele.

- Addikakérbsel pohjustavad transpositsioonilised P-elemendid hiibriidse diisgeneesi tekke, mis esineb
P-liini isaste dadikakarbeste ristamisel M-liini emastega.

Mariner-tiiiipi transposoonid (nt. Tc7-elemendid) on iidsed ja loomariigis laialt levinud mobiilsed ele-
mendid, mis kanduvad edasi horisontaalse geeniiilekande teel.

3. RETROTRANSPOSOONID

Lisaks 16ika-ja-kleebi-tiiiipi eukariiootsetele transposoonidele (avastati algul maisil ja
aadikakirbsel) sisaldavad eukariiootide genoomid transposoone, millede liikkuvuseks on
vajalik RNA po66rdtranskriptsioon DNA-ks. Arvestades siin toimuvat geneetilise info lii-
kumist vastupidi tavapirasele (DNA > RNA), hakati vastavaid transposoone nimetama
retrotransposoonideks.

Osa eukariioodiviiruste genoom sisaldab itheahelalist RNA-d. Eukariioodirakku
sattunud viiruse genoomilt siinteesitakse poordtranskriptaasi abil DNA. Sel pohjusel
nimetatakse vastavaid viiruseid retroviirusteks (ingl. retroviruses).

Retrotransposoonid jaotuvad kaheks klassiks:

1) retroviiruselaadsed transposoonid;

2) retroposoonid.

3.1. Retroviiruselaadsed transposoonid

Retroviiruselaadseid transposoone on leitud paljudel organismidel, k.a. pirmseened,
taimed ja loomad. Vaatamata erinevale suurusele on neil koigil sarnane pohistruktuur
(jn. 19.14):

1) keskses kodeerivas piirkonnas asuvad retroviiruste gag- (viiruse kapsiidi struk-
tuurivalk) ja pol- (pddrdtranskriptaasi/integraasivalk) geenidega homoloogsed
geenid, mis tdidavad transpositsioonil olulisi funktsioone;

2) viirusesarnase retroelemendi genoomi piiritlevad pikad otsmised kordused e.
LTR-id (ingl. long terminal repeats).
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Joonis 19.14. Retroviiruste, retrotransposoonide ja retroposoonide (LINE-element) struktuuride vordlus.
1. Retroviirus. LTR — pikad otsmised kordusjiirjestused; gag — viiruse kapsiidi struktuurivalk; pal, péérd»
transkriptaas/integmas; env — viiruse kapsiidivalk. 2. Retrotransposooni struktuur, gagja po] on retroviiruste
analoogid, mis toimivad transpositsioonil. 3. Retrotransposoon, copia»element Drosophi]a‘ 1. 4. Retroposoon,
LINE-element inimesel; ORF1 ja ORF2 on avatud lugemismamid; OREF2 on po[—geeni analoog; AAA on
pola(A)-jirjestus.

LTR-d on tiiipiliselt monesaja nukleotiidi pikkused. Kummagi LTR-i otstes on
omakorda lihikesed inverteeritud jirjestused nagu teistelgi transposoonidel.
LTR-ide olemasolu tottu nimetatakse retroviiruselaadseid transposoone vahel ka LTR-
retrotransposoonideks (ingl. LTR retrotransposons). Erinevalt retroviirustest puudub
LTR-retrotransposoonidel geen env, mis mairab viiruse kapsiidivalgu siinteesi.

3.1.1. Retrotransposoonid parmseentel

Uks paremini uuritud retroviiruselaadseid transposoone on Saccharomyces cerevisiae
Tyl-transposoon (ingl. Tyl transposon) (jn. 19.15). See transposoon on 5,9 bp pikkune,
tema LTR on 340 bp pikkune ja ta pohjustab kromosoomi mirklaudsaidis S bp pikkuse
duplikatsiooni. Transposooni Tyl on parmirakus tavaliselt 35 koopiat. Transposooni Tyl
LTR-d voivad omavahel rekombineeruda, mille tulemusena deleteerub transposooni
keskne kodeeriv ala. Moodustuvad nn. soolo-LTR-d e. delta-jirjestused (ingl. solo
LTRs) (jn. 19.15).

Tyl-elementides on vaid kaks geeni, TyA ja TyB, mis on homoloogsed retrovii-
ruste gag- ja pol-geenidega. TyA- ja TyB-geenidelt kodeeritud valgud moodustavad
parmiraku tsitoplasmas viirusesarnaseid partikleid. Tyl-elemendi transpositsioon
sisaldab RNA péérdtranskriptsiooni etappi (jn. 19.16). Pirast Tyl-elemendi DNA
transkriptsiooni kodeeritakse saadud TyB-geeni RNA transkripti pealt ensiiiimi po6rd-
transkriptaas siintees. Poordtranskriptaasi kasutatakse kaksikahelalise DNA-molekuli
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Joonis 19.1S. Parmseene (S. cerevisiae) Tyl-elemendi geneetiline organisatsioon. A. Tyl-elemendi 340 bp
pikkused otsmised kordusjirjestused (8); TyA ja TyB — struktuurigeenid. B. Soolo-delta-struktuuri (LTR)

moodustumine Tyl-elementide otsmiste delta-jirjestuste vahelisel homoloogsel rekombinatsioonil.

Struktuurivalk Podrdtranskriptaas

Translatsioon T T
Transkriptsioon T T
Geenid TyA
Transkriptsioon )

Ty1-RNA
P&érdtranskriptsioon l h

v Bl e [ 0
Transpositsioon l

TyA
Kromosoom Kromosoom

Joonis 19.16. Parmseene (S. cerevisiac) Tyl-elemendi transpositsioon. Tyl-transposooni geen TyB kodeerib
transkriptaasi, mis poordtranskribeerib Tyl-RNA DNA koopiaks, mis seejirel transponeerub peremeesraku
kromosoomi. § — soolo-delta-struktuuri LTR-jdrjestus; TyA, TyB — struktuurgeenid.



stinteesiks, kus matriitsiks on Tyl pealt siinteesitud RNA. Arvatakse, et nimetatud
protsessid toimuvad rakus olevates viirusesarnastes nukleoproteiinsetes partiklites. Moo-
dustunud kaksikahelaline DNA transporditakse jirgnevalt tuuma, inserteeritakse
genoomi ning genereeritakse sellega uus Tyl-element tuuma DNA uues piirkonnas.

3.1.2. Retrotransposoonid dadikakarbsel

Retroviirusesarnaseid transposoone on ka Drosophila’l. Niiteks copia-element (ingl. copia
element), mis on sarnane pirmide Tyl-elementidega, sai oma nimetuse sellest, et ta kopeerib
ennast rakus ohtrasti. Aidikakirbse teist tiiiipi retrotransposoone nimetatakse gypsy-ele-
mentideks (ingl. gypsy element), sest nad rindavad genoomis ringi (ingl. gypsy ‘mustlane’).
Gypsy-element on copia-elemendist suurem, sest tema koosseisus on retroviiruste env-gee-
niga (miirab retroviiruste kapsiidivalgu siinteesi) sarnane geen. Mélemat tiiiipi elemendid
moodustavad dddikakarbse rakkudes viirusesarnaseid partikleid. On niidatud, et vaid need
viiruspartiklid, mis sisaldavad gypsy-elemendi env-geeni produkti, on voimelised liikuma
labi rakumembraani. Jarelikult kiitub gypsy-element nagu toeline retroviirus. Aidikakirbsel
on veel arvukalt teisi seni geneetiliselt vihem uuritud retrotransposoone.

Meeldejatmiseks

Retroviirusesarnased geneetilised elemendid sisaldavad retroviiruste geenidega homoloogseid geene
gag (kodeerib viiruspartikli struktuurivalku) ja po/ (kodeerib podrdtranskriptaasi/integraasivalku), kuid
samas puudub neil env-geen (mis kodeerib viiruse kapsiidivalku).

Retroviirusesarnaste elementide ja retroviiruste poolt moodustatud DNA insertsioonil peremeesraku
kromosoomi mérgistatakse nad kromosoomis pikkade otsmiste kordusjarjestustega (LTR-id).

3.2. Retroposoonid

Retroposoonid on ilma pikkade otsmiste kordusjirjestusteta e. LTR-deta retrotrans-
posoonid. Retroposoonid on laialt levinud mitte ainult dddikakérbsel, vaid ka imetajatel,
k.a.inimene. Need transposoonid transponeeruvad tile RNA-molekuli, mis p66rdtranskri-
beeritakse revertaasi abil kaksikahelaliseks DNA-ks. Revertaasi e. poordtranskriptaasi
kodeerib retroposoon ise. Retroposoonide integratsioonil pohjustatakse méarklaud-
DNA saidis duplikatsioone. Retroposoonides pole aga ei otse- ega poordkordusjirjestusi.
Seevastu on retroposoonide iihes otsas jadnukina homogeenne A:T-aluspaaride kordus-
jarjestus, mis on kopeeritud DNA-sse. See poliiadeniiiilitud e. polii(A)-saba lisatakse
RNA protsessingu kiigus eelnevalt retrotransposooni RNA 3’-OH-otsa.

3.2.1. Aadikakérbse retroposoonid

Aidikakirbsel on kirjeldatud hulgaliselt erisuguseid retroposoone, millest enamuuritu-
teks on F-, G- ja I-elemendid. Uhtedeks huvitavamateks dddikakirbse retroposoonideks
on aga telomeeriga assotsieerunud retroposoonid (ingl. telomere-associated retro-
posons), niiteks HeT-A ja TART. Neil transposoonidel on oluline roll kromosoomi otste
regenereerimisel. Teatavasti on kromosoomi otstes telomeerid, mille mittetiielikul rep-
likatsioonil kaovad kromosoomi otstest DNA-jarjestused, kromosoomid muutuvad
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lihemaks ja organismid vananevad kiiremini. Mittetdieliku DNA replikatsiooni pohjus
seostub DNA poliimeraasi t66tamispohimottega. Nimelt saab DNA poliimeraas liikuda
modda DNA-d vaid ithes suunas. Lineaarse DNA-molekuli replikatsiooniks on vaja mole-
kuli 3"-otstesse koigepealt siinteesida DNA-lopuga komplementaarne RNA-praimer.
Pidrast replikatsiooni hivitatakse RNA-praimerid ning koos sellega hivivad kromo-
soomi moélemast otsast ka komplementaarsed tiksikahelaliseks jadnud DNA-jirjestused.
Jargmises replikatsioonitsiiklis kasutatakse juba uusi RNA-praimereid ja iga jirgneva
tsiikliga kromosoomi telomeerid lihenevad. Kromosoomi otstes olevad telomeersed
DNA-jirjestused on aga mirklauaks retroposoonidele HeT-A ja TART. Retroposoonide
transponeerumise tottu pikenevad telomeersed piirkonnad mitme kb vérra ja kro-
mosoomi kodeeriv DNA saab olema kaitstud lithenemise eest. Kui transponeerunud
elementide jirjestused hakkavad jargmiste replikatsioonitsiiklite kdigus kaduma, siis
transponeeruvad sinna uued retroposoonid ning kromosoomid on replikatsioonilise
kulumise e. vananemise eest kaitstud.

3.2.2. LINE-elemendid inimesel
Téinu inimese genoomi nukleotiidijirjestuse tdielikule maidramisele on oluliselt avar-
dunud meie teadmised ka inimese DNA-s olevate transponeeruvate elementide kohta.
Ullatuslikult on vihemalt 45% kogu genoomist parit transponeeruvatest elementidest,
mis jaotuvad oma tiitipide alusel jirgmiselt (kogu genoomist %):

1) retroviirusesarnaseid elemente 8%;

2) retroposoone 34% (sh. LINE-elemente 21% ja SINE-elemente 13%);

3) ldika-ja-kleebi-mehhanismiga transposoone 3%.

Domineerivaks retroposooniks inimese genoomis on L1, mis avastati esmakordselt
1988. aastal hemofiiliahaigel patsiendil. See retroposoon kuulub pikkade insertsioo-
niliste tuumaelementide e. LINE-elementide (ingl. long interspersed nuclear elements,
LINE;s) klassi. Terviklik (vai tdispikk) L1 on ca 6 kb pikkune, temas on sisemine pro-
mootor, mille tunneb dra RNA poliimeraas II, ning kaks avatud lugemisraami, ORF1 ja
ORF2, milledest esimene mairab DNA-ga seonduva valgu ja teine endonukleaasse ning
poordtranskriptaasse aktiivsusega valgu siinteesi. Ehkki inimese genoomis on 3000-
5000 koopiat taispikka LI-elementi, on neist aktiivsed vaid paarkiimmend. Inimese
genoomis on veel rohkem kui 500 000 5-otsast lithenenud L1-elementi, mis on samuti
transpositsiooniliselt inaktiivsed. Nii tdispikki kui ka lithenenud LI-elemente timbritse-
vad lithikesed marklaud-DNA duplikatsioonid.

L1-elemendid on téelised retroposoonid, sest nende transpositsioon tihendab tiie-
likku transkribeerimist RNA-molekuliks ja poordtranskriptsiooni DNA-ks (jn. 19.17).
Molemad nimetatud protsessid toimuvad tuumas, kuid enne kui toimub L1-RNA p66rd-
transkriptsioon, rindab ta tsiitoplasmasse, kus transleeritakse L1-valgud. Siinteesitud
valgud jadvad seotuks LI-RNA-ga ja kompleks liigub tuuma. ORF2 poolt kodeeritaval
valgul on endonukleaasne aktiivsus ja see valk tekitab kromosoomi insertsioonisaidis
tiksikahelalise katke. Vabanenud 3’-otsa kasutatakse jargnevalt praimerina DNA siinteesil
podrdtranskriptaasi abil (ORF2 produkt). Kuna péérdtranskriptaas kasutab matriitsina
LI-RNA-d, siis selle protsessi kdigus liidetakse L1-genoom kromosoomi koosseisu. Jarg-
nevas replikatsioonitsiiklis muudetakse iiksikahelaline DNA kaksikahelaliseks ning
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seotakse kovalentselt kromosoomi DNA-ga, luues kromosoomi integratsioonisaidis uue
L1-koopia. Monikord, kui LI-elemendi 5’-otsa jérjestusi ei suudeta 1oplikult kopeerida,
siis need kaotatakse ja selle protsessi tulemusel moodustubki lithenenud L1-element.

Inimese genoomis on nii L1-elemendid (50 000-100 000 koopiat) kui ka nendega
sarnased L2- (315 000 koopiat) ja L3- (37 000 koopiat) elemendid transkriptsiooniliselt
viheaktiivsed ning seepirast ei transponeeru nad uutesse kohtadesse ega pohjusta sel-
lega ka geenide inaktivatsiooni. Vaatamata asjaolule, et inimese genoomis moodustab
ainuiiksi L1-retroposoon ca 5% kogu DNA-st, on tinapdeval teada vaid 14 L1-elemendi
insertsioonilisest mutatsioonist pohjustatud haigust. Neist tuntumateks on mutat-
sioon verehiiiibimisfaktori VIII geenis, mis pohjustab hemofiiliat, ja mutatsioon
Duchenne’i lihasdiistroofia geenis, mis pohjustab parilikku haigust lihasdiistroofiat.
Faktor VIII geen asub inimese X-kromosoomis. L1-elementi kirjeldati aga esmalt inimese
22. kromosoomis, ja kuna gorilla 22. kromosoomis on sama element, siis voib arvata, et
see element pidi seal olema enne, kui gorilla ja inimene evolutsiooni kdigus lahknesid.
Seega on tegemist iidsete retroposoonidega.

3.2.3. SINE-elemendid inimesel
Teise inimese genoomis laialt levinud retroposoonide klassi moodustavad liihikesed
insertsioonilised tuumaelemendid e. SINE-elemendid (ingl. short interspersed nuc-
lear elements, SINEs). Need transposoonid on tiiiipiliselt vidiksemad kui 400 bp ja nad
ei kodeeri iihtegi valku. Analoogselt LINE-elementidega on ka nende molekuli iihes
otsas A:T-rikas jirjestus (jn. 19.18). SINE-elementide transpositsioonil toimub RNA
poordtranskriptsioon. SINE-elementide transpositsiooni viib 1dbi mingi teine,
oletatavalt LINE-elemendi genoomilt kodeeritud p66rdtranskriptaas. Seega soltub SINE-
elementide paljunemine LINE-elementidest. Jarelikult voib SINE-retroposoone vaadelda
funktsionaalselt autonoomsete ja autentsete LINE-retroposoonide parasiitidena. Inimese
genoomis on 3 perekonda SINE-elemente:

1) Alu-elemendid;

2) MIR-elemendid;

3) Ther2/MIR-elemendid.

LINE (6-7 kb

OE (- —— -

SINE (100-300 bp)
A
—

Joonis 19.18. Inimese LINE- ja SINE-retroposoonide tldine struktuur. A — LINE-elemendid. B — SINE-
elemendid. ORFI ja ORF2 — avatud lugemisraamid; A, Bja S-UTR — mittetransleeritavad piirkonnad;
AAAAA —polii(A)-saba.



Alu-perekonna eristus pohineb kordusjirjestuslike restriktsioonifragmentide detekteeri-
misel inimese genoomses DNA-s. Restriktaas Alu 1ikab SINE-elemendist vilja kindla
pikkusega DNA-fragmendi ja kuivord SINE-elementide koopiaid on genoomis palju,
siis ilmnevad selle restriktsioonilise endonukleaasiga genoomse DNA restriktsioonil ja
jargneval agaroosgeelelektroforeesil iildises tihtlases restriktsioonifragmentide parves sel-
ged Alu-tiiiipi DNA restriktsioonifragmentide triibud (ingl. bands). Nimetatud kolmest
SINE-elementide perekonnast on vaid Alu-elemendid transpositsiooniliselt aktiivsed.

Meeldejatmiseks

Retroposoonidel puuduvad LTR-id, kuid nende iihes otsas on A:T-aluspaaridest koosnev kordusjarjestus,
mis parineb retroposooni RNA protsessingul selle otsa lisatud polii-A-kordusjarjestusest ning selle jérg-
nevast kopeerimisest DNA-jarjestuseks poordtranskriptaasi poolt.

Retroposoonid Hel-A ja TART on Drosophila kromosoomide telomeeride (otste) komponendid.

« Inimese genoomis on neli transponeeruvate elementide pohitiiiipi: LINE-elemendid, SINE-elemendid,
retroviirusesarnased elemendid ning |6ika-ja-kleebi-elemendid.

Transpositsiooniliselt aktiivsed on vaid L7- ja Alu-elemendid.

4. TRANSPONEERUVAD ELEMENDID GENOOMI EVOLUTSIOONIS

Transponeeruvad elemendid on kéigis uuritud organismides. Nende osa eukartiootide
genoomis on viga suur, maisil nditeks iile poole, inimesel ligi pool ja dddikakirbsel ligi
veerand genoomist. Moned kromosoomipiirkonnad on eriti transposoonirikkad. Tava-
liselt on transponeeruvad elemendid kontsentreerunud kromosoomi tsentromeersesse
heterokromatiinsesse piirkonda ja eukromatiiniga piirnevatesse aladesse kromosoomi
olgades. Kuid valdav enamus neist transpositsioonilistest elementidest on muteerunud
kuni selleni, et nad pole enam voimelised transponeeruma ja seepirast on nad geneetili-
selt surnud elemendid ning nende ladestuskohad on nn. DNA surnuaed. Sellist DNA-d
kisitlevad méned uurijad ka kui mittevajalikku e. raimps-DNA-d. Transponeeruvad
elemendid asuvad lisaks ka eukromatiinses piirkonnas ning on ddrmiselt varieeruvad.
Kokku on niiteks Drosophila'l identifitseeritud 90 transponeeruvate elementide pere-
konda. Moni perekond sisaldab vaid méne tiksiku elemendi, teised kuni 200 elementi,
keskmiselt on tihes perekonnas 20-80 lihedast transponeeruvat elementi.

Transponeeruvatel elementidel on tihtis osa kromosoomide struktuuri evolutsioonil,
sest nad pohjustavad kromosoomide katkemisi ja imberkorraldumisi, monedel juhtudel
viga sageli. Kromosoomisiseste imberkorraldusteni viib kromosoomi eri osades paikne-
vate homoloogsete transposoonide rekombinatsioon. Sellist tiitipi vahetused jaotatakse
kaheks:

1) ektoopiline kromosoomisisene vahetus (ingl. ectopic intrachromosomal exchange);

2) ektoopiline kromosoomidevaheline vahetus (ingl. ectopic interchromosomal

exchange).
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Kromosoom kahe A B ¢ b E F G

samas orientatsioonis => =>

transposooniga Kromosoom  Transposoon Kromosoom Transposoon Kromosoom

Kromosoom moodustab lingu
transposoonide paardumiseks

Paardunud transposoonide
vaheline rekombinatsioon
koérvaldab vahepiirkonna

D
—>
Kromosoom, kust C-, D- ja E-piirkonnad on deleteeritud Kromosoomist deleteeritud
CDE-piirkond

Joonis 19.19. Transposooni vahendatud kromosoomisisesed imberkorraldused samasuunaliste trans-
posoonide puhul. Samasuunaliste transposoonide korral tekib transposoonidevahelisel rekombinatsioonil
transposoonidevahelise ala deletsioon.

Transponeeruvate elementide pohjustatud kromosoomisisesel DNA vahetusel saadakse
kahte tutipi rekombinatsiooniprodukte. Kui transposoonid paiknevad samas kromo-
soomis samas suunas, siis rekombinatsiooni kidigus nendevaheline segment deleteerub
(jn. 19.19). Kui elemendid asuvad aga eri suundades, siis toimub nende vahele jidva
segmendi inversioon (iimberpédrdumine) (jn. 19.20). Kromosoomidevahelised iimber-
korraldused toimuvad nii homoloogsete kui ka mittehomoloogsete kromosoomide vahel.
Kahe tiitarkromatiidi krossingoveril moodustub transponeeruvate elementide vahel
kahte tiitipi produkte (jn. 19.21). Moodustub kromosoom, kus transposoonidevaheline
ala on duplitseerunud, ja kromosoom, kus see ala on liinud kaotsi (deleteerunud). Ini-
mesel on Alu-jirjestuste poolt pohjustatud ebavordse homoloogse rekombinatsiooniga
seotud iile 30 pariliku haiguse ja kiimneid vihkkasvajajuhte. Ektoopilise vahetuse eri-
suseks on krossingover, mille tulemusel inserteeritakse F-plasmiid E. coli kromosoomi.
Nimetatud protsess on vahendatud kahe IS-elemendi poolt, mis asuvad erinevates DNA
rongasmolekulides.

Kuivord transposoonid voivad inserteeruda pohimotteliselt suvalisse DNA piirkonda,
siis peaksid nad pohjustama viga korget spontaanset mutatsioonisagedust. Transpo-
neeruvad elemendid inaktiveerivad téepoolest geene voi pohjustavad endas asuvate
tugevate promootorite ning enhanserite toimel geenide aktiivsuse muutusi. Samas on
mutantide tekkesagedus transposoonide koopiaarvu arvestades viga viike, mis viitab
transpositsioonisageduse tipsele regulatsioonile. Uheks véimaluseks transpositsiooni-
sagedust parssida on transpositsiooni immuunsuse fenomen, mis seisneb selles, et ole-
masolev transposoon takistab teise homoloogse transposooni transpositsiooni. Ilmselt
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Joonis 19.20. Transposooni vahendatud kromosoomisisesed iimberkorraldused erisuunaliste trans-
posoonide puhul. Erisuunaliste transposoonide korral tekib transposoonidevahelisel rekombinatsioonil
transposoonidevahelise ala inversioon.

voib transpositsioonisagedus olla maha reguleeritud paljude geneetiliste mehhanismi-
dega. Kui see regulatsioon on rikutud, siis vallandub transpositsioonide insertsioonidest
pohjustatud mutagenees, mille ilmekaks nditeks on varemkasitletud dadikakarbse diis-
geensed hiibriidid.

Ja ometi, organismile peaks olema ju energeetiliselt kahjulik ja mottetu sdilitada pea
poolt genoomist, mis pole esmapilgul raku eksisteerimiseks sugugi vajalik. Transponee-
ruvad elemendid on sellest aspektist lihtuvalt kui parasiidid, mis paljunevad organismis
raku sisemiste ressursside arvel ja pohjustavad genoomis enamasti kahjulike mutat-
sioonide teket. Kuivord sellist, esmapilgul rimps-DNA-d rakust ei korvaldata, siis peab
taolisel DNA-] olema rakule ja organismile mingi kasulik funktsioon, mis kaalub iile kah-
julikkuse. Kasulikuks funktsiooniks on kindlasti see, et transponeeruvad elemendid on
tooriistaks geneetilise materjali imberkombineerimisel ja horisontaalsel geeniiilekandel.
Ilmselt sama suur tihtsus on transponeeruval DNA-l ka kromosoomide struktuuri for-
meerimisel ja seega organismi eksisteerimiseks hidavajaliku geneetilise info sdilimisel.
Transpositsiooniliste elementide pohjustatud iimberkorraldustel voib olla organismile
aga ka selgelt positiivne selektiivne vdirtus.

1. Transponeeruvates elementides on tugeva regulatiivse vidrtusega promootorid ja
enhanserid. Niiteks voimendab inimese apolipoproteiini geeni transkriptsiooni
sellest geenist 20 kb kaugusel asuv LINE-element.

2. HeT-Aja TART transponeeruvad elemendid pikendavad dadikakarbse kromosoo-
mide telomeerseid piirkondi.

3. Transposoonid on vajalikud tsentromeeri funktsiooni tditmisel.
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Joonis 19.21. Geeni duplikatsioonide teke transposooni vahendatud tatarkromatiididevahelisel rekom-
binatsioonil samasuunaliste transposoonide puhul. Samasuunaliste transposoonide korral tekib
transposoonidevahelisel rekombinatsioonil tthes titarkromatiidis geeni duplikatsioon ja teises deletsioon.

4. Transposoonid osalevad stressivastuses (kuumasokk, viirusinfektsioon). Niiteks
SINE-elemendid soodustavad translatsiooni toimumist stressiolukorras.

S. LINEIl-elemendid soodustavad imetajatel X-kromosoomi inaktivatsiooni, sest
transposoonides voivad olla DNA metiilatsioonisaidid ja transposoonid voivad
inserteeruda X-kromosoomi inaktivatsiooni keskusesse.

6. Transpositsioonilised elemendid voivad pohjustada viirusresistentsust. Trans-
posoonide valk voib seonduda konkureerivalt viiruse valkudega ja blokeerida
sellega viiruse levikut.

7. Immuunglobuliinide geenide assambleerimine toimub transpositsioonilistele
elementidele sarnaste mehhanismidega.

Vaatamata tohutule infole, pole seni veel ikkagi selge, kas transponeeruvad elemendid on
evolutsioneerunud viirustest voi vastupidi. Eriti aktiivselt arutatakse seda kiisimust retro-
posoonide ja retroviiruste kontekstis.



Meeldejatmiseks
- Transposoonid on paljude organismide genoomis.
- Transposoonid on mutatsioonide tekke ja kromosoomsete imberkorrralduste pohiallikaks.

«Mbned transposoonid annavad neid kandvatele organismidele selektiivse eelise, teisi transponeeruvaid
elemente saab kdsitleda aga kui parasiite.

Transposoonid



