XV. GEENIREGULATSIOON EUKARUOOTIDEL

Eukariiootsed organismid on valdavas enamuses hulkraksed. Erinevad rakuttiibid
annavad hulkraksetel organismidel alguse kudedele ja organitele — neil esineb rakkude
diferentseerumine.

Multirakulise organismi moodustumiseks on vaja, et konkreetsed geenid avalduksid
oigel ajal ja diges kohas, s.t. peab toimima geenide ajaline (ingl. spatial gene regulation)
ja ruumiline regulatsioon (ingl. temporal gene regulation). Selle taga on geneetiline
kontroll (ingl. genetic control), mis realiseerub arenguprogrammi alusel vastusena bio-
loogilistele signaalidele (hormoonid jt.) voi keskkonnamaojuritele. Eukariiootide
geeniekspressiooni (geenide avaldumist) reguleeritakse kolmel tasandil:

1) transkriptsioonil;

2) transkriptsioonijirgsel protsessingul;

3) translatsioonil.

Eukartiootide geeniekspressiooni komplitseeritus on tingitud eelkoige sellest, et
eukariiootne rakk on kompartmentaliseerunud (ingl. cellular compartments), s.t. et
rakus on membraanidega eraldatud iseseisvad rakusisesed organellid (tuum, kloro-
plastid taimedel, mitokondrid, endoplasmaatiline retiikulum, liisosoomid, vesiikulid jt.).
Erinevatel organellidel on erisugune funktsioon: tuumas siilitatakse geneetilist mater-
jali, mitokondrid ja kloroplastid toodavad energiat, tsiitoplasmaatiline retiikulum aga
osaleb erinevate valkude translatsioonil ja ka siinteesitud valkude transpordil raku sees,
lisosoomides toimub iileliigse materjali lagundamine, vesiikulites ainete transport jne.
Eukartiootse raku organellide tasemel eraldatakse tiksteisest fiiiisiliselt ja ruumiliselt gee-
nide avaldumise iiksiksiindmused.

DNA transkriptsioon RNA-ks ja RNA transkriptide modifikatsioon (5'-metiiiil-
guanosiinmiitsi lisamine RNA S’-otsa, RNA 3’-otsa poliiadenilatsioon, intronite
korvaldamine) leiavad aset tuumas. Seega toimub tuumas geneetiline regulatsioon nii
DNA kui ka RNA tasemel. Tuumas moodustunud mRNA transporditakse tsiitoplas-
masse, kus ta assotsieerub ribosoomidega, mis paiknevad valdavalt endoplasmaatilisel
retiikulumil. Ribosoomidega assotsieerunud mRNA transleeritakse poliipeptiidideks
(valgud). Seega toimub tsiitoplasmas geneetiline regulatsioon juba RNA ja poliipeptii-
dide tasemel.
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Meeldejatmiseks

Eukariiootsete geenide ekspressiooni requleeritakse transkriptsioonil, transkriptsioonijargse protses-
singu ja translatsioonilisel tasemel.

1. GEENIDE RUUMILINE JA AJALINE REGULATSIOON

1.1. Geenide ruumiline regulatsioon

Hulkraksete loom- ja taimorganismide komplekssus on paljus seotud geenide koespet-
siifilise (ingl. tissue specific genes) avaldumisega. Uhed geenid avalduvad nirvirakkudes,
teised vererakkudes, kolmandad reproduktiivrakkudes jne. Seega on meil tegemist gee-
nide ajalise ja ruumilise avaldumise regulatsiooniga.

1.1.1. Tubuliinigeenide ruumiline regulatsioon taimedel

Tubuliinigeenide poolt miiratud tubuliini (ingl. tubulin) poliipeptiidid on mikrotuubu-
lite ehituskiviks. Rakus on kaks tubuliini pohitiiiipi — a- ja f-tubuliin, mis omavahel
agregeerudes moodustavad dimeeri. Dimeeride paralleelsel agregeerumisel moodustuvad
oonsad silindrilised mikrotuubulid, mille kaasabil toimuvad rakusisesed liikumised, nai-
teks kromosoomide liikumine mitoosis ja meioosis, aga ka tsiitoplasmaatiliste organellide
suunatud litkumine. Mitoosikddv koosneb nii ekvatoriaalsetest kui astraalsetest mikro-
tuubulitest. Mikrotuubulid on kogunenud rakus tuumamembraani-lihedasse piirkonda,
mida nimetatakse mikrotuubulite organisatsioonikeskuseks. Mikrotuubulite oma-
vahelisel agregeerumisel moodustuvad rakumembraanis kompleksstruktuurid, ripsmed
ja viburid, mis voimaldavad rakkude liikumist rakuvilises viliskeskkonnas voi rakkude-
vahelises ruumis. Geneetika mudeltaimel Arabidopsis thaliana (harilik miiiirlook) on
6 a-ja 9 B-tubuliinigeeni, mis paiknevad genoomis geenirithmadena. On niidatud, et iga
geen avaldub erinevas taimeosas. Niiteks a-tubuliinigeen TUAI avaldub eelistatult vaid
tolmuterades, p-tubuliinigeen TUBI aga vaid juuretippudes.

Meeldejatmiseks
Eukariiootsete geenide avaldumine on ruumiliselt reguleeritud.

1.2. Geenide ajaline regulatsioon

Hulkraksetel organismidel on geenide ajaline regulatsioon koige paremini jalgitav just
organismide arengus. Organismide arengut (ingl. development) nimetataksegi seepérast
geenide diferentsiaalse aktivatsiooni (ingl. differential activation of genes) ilminguks.

1.2.1. Globiinigeenide ajaline regulatsioon loomadel
Verevalk hemoglobiin (ingl. hemoglobin) vastutab loomadel hapniku transpordi eest
veres. Imetajatel on see valk tetrameerne polipeptiid, mis koosneb kahest a- ja kahest



B-globiini- (ingl. a- ja B-globin) ahelast. Iga poliipeptiidiga on seotud rauda sisaldava
ithendi molekulid — heem (ingl. heme), moodustades nn. taskud, mis on véimelised
siduma molekulaarset hapnikku. Globiinigeenid (ingl. globin genes) on evolutsioonis
duplitseerunud ja moodustavad viikesed multigeenide perekonnad (ingl. multigene
families). Inimesel asetsevad nad genoomis kahes erinevas piirkonnas: a-globiinigeenid
16. kromosoomis (28 kb pikkune DNA) ja B-globiinigeenid 11. kromosoomis (45 kb pik-
kune DNA). Evolutsiooni kidigus on toimunud geeniperekonna liikmete jirjestikuline
muteerumine selliselt, et igaiiks neist kodeerib veidi erineva funktsiooniga poliipeptiidi.
Osa neist geenidest on ka mittekodeerivad geenid (ingl. noncoding genes) . pseudogee-
nid (ingl. pseudogenes), mis raaminihkemutatsioonide voi ahela siinteesi termineerivate
mutatsioonide t5ttu (on moodustunud stoppkoodonid) ei anna funktsionaalset poliipep-
tiidi. Neid pseudogeene tihistatakse tavaliselt kreeka tihega psii (V). Geeniklastrites
(ingl. gene clusters) sisalduvad erinevad globiinigeenid avalduvad organismi arengu eri-
nevatel etappidel: klastrite ithes kiilgmises osas olevad geenid avalduvad niiteks vaid
embriios, klastri keskosas olevad geenid avalduvad iiksnes arenevas lootes ja klastri teisel
kiiljel olevad geenid alles pirast siindi (jn. 15.1). Selline globiinigeenide jirjestikuline
aktiveerumine ja inaktiveerumine on vajalik selleks, et saavutada organismi optimaalne
areng.
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Joonis 15.1. Inimese a- ja p-globiinigeenide asetus kromosoomides 11 ja 16 ning nende ajaline avaldumine.

Meeldejatmiseks
Eukariiootsed geenid on ajaliselt requleeritud.

2. GEENIREGULATSIOON TRANSKRIPTSIOONI TASEMEL

Eukariiootidel nagu prokartiootidelgi on geeniregulatsioon valdavalt kontrollitud
transkriptsiooni tasemel, s.t. DNA transkriptsioonil RNA-ks. Prokariiootide ja euka-
riiootide transkriptsiooniline regulatsioon toimub valk-DNA-interaktsioonide (ingl.
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protein-DNA interactions) toimel. Positiivsed ja negatiivsed regulaatorvalgud seon-
duvad DNA spetsiifilistele piirkondadele, millega kontrollitakse, kas geen on RNA
poliimeraasile vastuvotlik. Selle tulemusel toimub transkriptsiooni stimulatsioon voi
inhibitsioon. Vastavaid valke nimetatakse transkriptsioonifaktoriteks (ingl. transcrip-
tion factors). Mittetranskribeeritav geen (ingl. nontranscribed gene) tihendab lihtsalt
geeni seisundit, kus ta ei avaldu.

Prokariiootne rakk on keskkonnaga vahetus kontaktis. Seetottu pohjustavad vilis-
keskkonna muutused raku metabolismi timberliilitamismehhanismide kohest ja kiiret
toimumist. Transkriptsiooni kontroll eukariiootses rakus on komplekssem, sest geenid
paiknevad tuumas. Selleks, et keskkonnasignaalid saaksid méjutada transkriptsiooni
taset, peavad nad esmalt joudma viliskeskkonnast raku tsiitoplasmasse ja sealt libi
tuumamembraani kromosoomideni. Seetottu vajavad eukariiootsed rakud transkript-
siooni regulatsiooniks rakusisest signalisatsioonisiisteemi (ingl. signaling system).
Teisalt, eukariiootsete organismide hulkraksuse (ingl. multicellular) tottu peavad sig-
naalid litkuma labi paljude rakukihtide e. libima pika vahemaa, enne kui nad jouavad
spetsiifilise koeni (rakuni), kus kontrollitakse konkreetsete geenide avaldumist. Siin on
suur tihtsus rakkude informatsioonivahetusel e. rakkudevahelisel kommunikatsioonil
(ingl. intercellular communication).

2.1. DNA-jarjestused transkriptsiooni kontrollil

Transkriptsiooni alustatakse geeni promootoripiirkonnas, mille tunneb dra RNA polii-
meraas. Eukartiootsete geenide transkriptsiooni tipseks alustamiseks e. initsiatsiooniks
on vajalikud mitmed regulaatorvalgud e. pohilised transkriptsioonifaktorid, sest
need midiravad RNA poliimeraasi tipse positsioneerumise DNA matriitsahelal. Lisaks
osalevad eukartiootide transkriptsiooni kontrollil veel mitmesugused spetsiifilised
transkriptsioonifaktorid. Viimatinimetatud transkriptsioonifaktorid osalevad geenide
avaldumisel, kui induktoriks on kas keskkonnafaktorid (temperatuur ja valgus) véi sig-
naalmolekulid (nt. hormoonid). Nad seonduvad kas regulatoorsete DNA-jirjestustega —
transkriptsiooni véimendajatega e. enhanseritega (ingl. enhancer), mis stimuleerivad
transkriptsiooni, voi vaigistajatega (ingl. silencers), mis parsivad transkriptsiooni. V&i-
mendajate seondumine spetsiifiliste transkriptsioonifaktoritega ja promootorregiooni
seondumine basaalsete transkriptsioonifaktoritega voimaldab koos RNA poliimeraasiga
moodustada kompleksid, kus osapooled on fiiiisilises kontaktis. Selle tulemusel moodus-
tuvad voimendajate ja promootorelementide kokkuviimisel nende vahele jaanud DNA
piirkonnas nn. DNA voldid (ingl. DNA folding). Seega saavutatakse voimendajate osalus
eukariiootse geeni transkriptsioonilise aktiivsuse kontrollil multimeersete valgukomplek-
side (vdivad koosneda mitmekiimnest erinevast valgust) toimel, millega viiakse kokku
iiksteisest kaugel asetsevad DNA-jirjestused. Rohkem on kirjeldatud transkriptsiooni
voimendajaid, vihem transkriptsiooni vaigistajaid.

2.1.1. Geenide voimendajad e. enhanserid
Transkriptsiooni voimendajatel on kolm péhiomadust:
1) nad toimivad suhteliselt kauge vahemaa tagant (kuni mitme tuhande bp kaugu-
sel oma regulaatorgeeni(de)st);



2) nende toime geeni avaldumisele on orientatsioonisdltumatu (nende toime ei
s6ltu sellest, kas DNA on orienteeritud otsejirjestusena véi inverteeritult);

3) nende toime ei sdltu asukohast e. positsioonist, sest nad véivad asuda geenist
iilalpool e. iilesvoolu (ingl. upstream) voi allpool e. allavoolu (ingl. down-
stream);

4) nad voivad asuda ka geeni intronites.

Ulalnimetatud neli omadust eristavad voimendajaid promootoritest, mis asuvad tiiiipi-
liselt vahetult geeni ees ja mis funktsioneerivad vaid tihes orientatsioonis. Lisaks voivad
transkriptsiooni vdimendajad olla iisna pikad (kuni mitusada bp), nad véivad sisaldada
kordusjirjestusi (millel on regulatoorne tihtsus neile elementidele endile) ja olla
koespetsiifilised (ingl. tissue specific). Geenist iilesvoolu asetsevaid jirjestusi, mis akti-
veerivad transkriptsiooni, nimetatakse iilesvoolu asuvateks aktivatsioonijirjestusteks
e. UAS-ideks (ingl. upstream activating sequences).

2.1.1.1. Addikakirbse geeni yellow koespetsiifiline véimendaja

Aidikakirbse geen yellow vastutab Drosophila erinevate kehapiirkondade pigmentatsiooni
eest. Metsiktiiiipi 4ddikakirbestel on keha eri osadel (tiivad, jalad, rinnak, tagakeha)
tthesugune pruunikasmust virvus, mutantidel yellow aga kollakaspruun pigmentatsioon
(jn. 15.2). Osal mutantidel on pigmentatsioon mosaiikne. Selline nihtus esineb siis, kui
on toimunud mutatsioon geeni transkriptsiooni reguleerivates transkriptsiooni voimen-
dajates voi voimendajatega seonduvates koespetsiifilistes transkriptsioonifaktorites, mis
koostoimes méiravad geeni yellow avaldumise ainult kindlates kudedes (koespetsiifili-
sus). Geeni yellow transkriptsiooni reguleerivad erinevad véimendajad, milledest osa asub
ka intronites. Nii néiteks, kui tiibade virvuse avaldumise voimendaja on muteerunud, on
tiivad ja neil paiknevad karvakesed e. harjased (ingl. bristles) kollakaspruunid.
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Joonis 15.2. Drosophila yellow-geeni koespetsiifilised voimendajad e. tugevdajad (enhanserid).

2.1.1.2. Ahvi viiruse SV40 voimendaja
Ahvi (makaak) viiruse SV40 genoom on 5,2 kb suurune ja sisaldab iihte 220 bp pik-
kust voimendajat. Seesama véimendaja e. enhanser sisaldab kahte 72 bp pikkust
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otsejirjestust, millel moélemal on voimendaja omadused. Voimendaja reguleerib viiruse
SV40 genoomis kaht geenigruppi: temast paremale jidvaid varaseid geene transkribeeri-
takse SV40-infektsiooni varases staadiumis ja vasakule jidvaid hiliseid geene hilises
staadiumis (jn. 15.3). Enhanserijirjestused toimivad voimendajatena ka muudes SV40
insertsioonipunktides ning mojuvad ka teistele eukariiootide geenidele. Enhanseriga
seonduvad valgud takistavad vastavas piirkonnas nukleosoomide moodustumist.

Meeldejatmiseks

Eukariiootide transkriptsiooni geneetilisel kontrollil osalevad nii geenides paiknevad kui ka neist kau-
gemale jadvad DNA-jarjestused e. vdimendajad, mis spetsiifiliste transkriptsioonifaktoritega seostudes
interakteeruvad promootori piirkonda.

Véimendajad toimivad orientatsioonist ja asendist séltumatult ja distantsilt ning nende toime on sageli
koespetsiifiline.

2.2, Valgulised transkriptsioonifaktorid

Tuntud on terve seeria transkriptsiooni toimumist soodustavaid eukariiootseid tran-
skriptsioonifaktoreid. Neil valkudel on iiks voi mitu alljirgnevat olulist domeeni (ing].
domain):

1) DNA-gaseondumise domeen;

2) transkriptsiooni aktivatsiooni domeen;

3) regulatoorne domeen (nt. hormooniga seondumise domeen).

Nimetatud domeenid voivad paikneda molekuli erinevates osades ja ka iiksteisega kat-
tuda. Niiteks parmseente galaktoosi katabolismi kontrollival transkriptsioonirfaktoril
GALA4 on DNA-ga seondumise ala (domeen) poliipeptiidi aminoterminuses (N-ter-
minuses) ning kahest transkriptsiooni aktivatsiooni domeenist iiks molekuli keskel ning
teine karboksiiterminuses (C-terminus). Kattuvad domeenid esinevad niiteks ka steroid-
hormooni retseptorvalgul.

Transkriptsiooni aktivatsioonil toimib valkudevaheline vastastikune toime e. valk-
valk-interaktsioon (ingl. protein-protein interaction), mille tulemusel tekivad valkude
konformatsioonilised muutused. Transkriptsioonifaktorite interaktsioonil olulisi piir-
kondi nimetatakse motiivideks (ingl. motifs). Vastavaid struktuurseid motiive on neli
(jn. 15.4).

1. Tsinksoérmede (ingl. zink fingers) motiiv. Selle motiivi korral moodustuvad pep-
tiidil lihikesed lingud, mis tekivad siis, kui kaks tsiisteiini poliipeptiidi iithest
otsast ja kaks histidiini poliipeptiidi teisest otsast seovad koos tsingiiooni. Nende
aminohapete vahele jidv peptiidiloik eraldub struktuurselt vilja valgu pohiosast
ja on ndhtav justkui sorm. Neil ,sormedel” on tihtis osa valkude seondumisel
DNA-ga.

2. Heeliks-poore-heeliks- (ingl. helix-turn-helix) motiiv. Siin on kolm lithikest
aminohapete heeliksit iiksteise suhtes po6ratud. C-terminaalseim kolmest
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heeliksist vastutab DNA-ga seondumise eest, iilejidnud kaks valgu dimerisee-
rumise eest. Paljud transkriptsioonifaktorid sisaldavad ca 60 aminohappest
koosnevat korgelt konserveerunud piirkonda, mida Drosophila homeootiliste
geenide jirgi nimetatakse homeodomeeniks (ingl. homeodomain). Mutatsioonid
homeootilistes geenides pohjustavad olulisi vidrarenguid. Niiteks mutatsioon
dadikakirbse geenis Antennipedia pohjustab tundlate arengut jalgadeks.

3. Leutsiintombluku- (ingl. leucine zippers) motiiv. 7-aminohappeliste 16ikude kor-
duskogumid, milledel leutsiin on igas seitsmendas positsioonis ja mis annavad
teise samasuguse poliipeptiidi samasuguse motiiviga leutsiinide interaktsiooni,
moodustavadki nagu tombluku. Tavaliselt paiknevad need tomblukumotiivid
positiivselt laetud aminohapete korval, kus tomblukkude dimeriseerumise jérel
pédsevad esile ja korvalduvad teineteisest vastavad laetud alad. Nii moodustuvad
piirkonnad, mis véivad seonduda negatiivselt laetud DNA-ga.

4. Heeliks-ling-heeliks- (ingl. helix-loop-helix) motiiv. See on olukord, kus kaks
helikaalset aminohapete piirkonda on eraldatud teineteisest mittehelikaalse
linguga. Need heeliksiregioonid véimaldavad dimeriseerumist teise poliipep-
tiidi sarnase piirkonnaga. Kui vastavad motiivid kiilgnevad positiivselt laetud
(aluseliste) aminohapetega, siis dimerisatsioon soodustab dimeeri seondumist
DNA-ga.

Dimerisatsioonimotiividega (leutsiintdmblukud ja heeliks-ling-heeliks-motiiv) peptiidid
voivad dimeriseeruda nii omavahel, moodustades homodimeere (ingl. homodimere), kui
seonduda ka teiste valkudega, andes heterodimeere (ingl. heterodimere). Geeni aktivee-
rumine kindlas koes voib séltuda heterodimeeri moodustumisest.

Meeldejatmiseks
Transkriptsioonifaktorid tunnevad ara ja seonduvad vdimendajate DNA spetsiifilisse piirkonda.

Transkriptsioonifaktoritel on iseloomulikud struktuursed motiivid (tsinksdrmed, heeliks-pddre-heeliks,
leutsiintomblukud, heeliks-ling-heeliks).

2.3. Transkriptsiooni aktivatsioon keskkonna ja bioloogiliste faktorite mojul

Prokartiootidel on keskkonnas leiduvad toitained sageli need, mis indutseerivad geenide
transkriptsiooni. F. Jacob ja J. Monod uurisid E. coli laktoosoperoni ja nditasid, et kesk-
konnas olev laktoos on geeni transkriptsiooni induktoriks. Eukariiootidel on selliseid
keskkonnamojuritest geenide transkriptsiooni induktoreid palju vihem. Alljargnevalt
naitame kahe keskkonnafaktori — temperatuuri ja valguse — ning ithe bioloogilise faktori —
hormoonide (ingl. hormones) kui signaalmolekulide (ingl. signal molecules) — méju
eukariiootsete geenide transkriptsioonilise aktivatsiooni induktsioonil.

2.3.1. Temperatuuri moju: temperatuurisokigeenid
Kui organismi elukoha viliskeskkonna temperatuur téuseb kindlast tasemest korgemale,
toimub temperatuuriindutseeritud geenide aktivatsioon (ingl. temperature-induced
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gene activation). Selle tulemusel siinteesitakse kiiresti rida valke, mis aitavad raku sise-
keskkonda stabiliseerida, et viltida valkude denatureerumist. Neid valke nimetatakse
temperatuuri$okivalkudeks e. HSP (ingl. heat-shock proteins). Vastavad valgud on nii
pro- kui ka eukartiootidel ja nad on ithtedeks koige konserveerunumateks poliipeptiidi-
deks eluslooduses iildse. Niiteks on siistemaatiliselt nii kaugete organismide kui E. coli ja
Drosophila temperatuuri$okivalkude puhul identsus 40-50%.

2.3.1.1. Aadikakarbse temperatuurisokivalk HSP70

Temperatuuri$okigeenide avaldumist reguleeritakse transkriptsiooni tasemel (jn. 15.5).
Niiteks Drosophila tiks temperatuuri§okivalkudest, 70 kD suurune HSP70, kodeeritakse
kahe korvutiasetseva geenide perekonna poolt, mis paiknevad ithes autosoomis. Kokku
on hsp70 geene kahes klastris 6 koopiat ning nad on aktivatsiooni ootel, sest geenidega
on juba seondunud RNA polimeraas II ja kompleks on valmis mRNA siinteesiks. Kui
temperatuur iiletab 33°C, nagu juhtub kuumadel suvepéevadel, aktiveeritakse kohe koigi
ootel olevate hsp70-geenide transkriptsioon. Transkriptsioon aktiveeritakse poliipeptii-
diga, mida nimetatakse temperatuurigoki transkriptsioonifaktoriks e. HSTF (ingl.
heat-shock transcription factor), mis lokaliseerub Drosophila rakkudes rakutuumas. Tem-
peratuuri$oki korral modifitseeritakse vastav valk fosforiiiilimisega. Fosforiiiilitud vormis
seostub valk spetsiifiliselt DNA-jarjestustele, mis asuvad hsp70-geenidest tilesvoolu ja
voimaldavad RNA poliimeraas II-l seonduda ning transkribeerida temperatuurigoki-
geene. HSTF seondumiskohti nimetatakse temperatuuri$oki vastuselementideks e.
HSE-deks (ingl. heat-shock sequence elements).

Temperatuuri$oki

vastuselemendid (HSE) | | i

| e > |

TemperatuuriSoki
transkriptsioonifaktor (HSF)

b

Vaba (inaktiivne)

Transkriptsiooni ei toimu

TemperatuuriSokk

Transkriptsioon

Seotud (aktiivne)

—
eece-

RNA polimeraas

’

Joonis 15.5. Drosophila temperatuurisoki Hsp70-geeni transkriptsiooni induktsioon temperatuurigokiga.
Temperatuurisoki vastuselemendid (HSE) asuvad transkriptsiooni initsiatsioonisaidi vahemikus 40 bp kuni
90 bp tlesvoolu.



2.3.2. Valguse moju: ribuloos 1,5-bifosfaadi karboksiilaasi/oksiigenaasi- (RuBisC0) geenid
taimedes

Ribuloos 1,5-bifosfaadi karboksiilaas/oksiigenaas, RuBisCO (ingl. ribulose 1,5-biphos-
phate carboxylase/oxygenase, RuBisCO) on teadaolevatest valkudest iiks omaparasemaid.
Sellel enstitimil on kriitiline roll roheliste taimede fotosiinteesil, sest just RuBisCO
toimel viiakse CO, suhkrumolekulideni. Viimaste metaboliseerimisel saab taim
energiat. RuBisCO siintees toimub taimedes spetsiifiliselt vaid valguse toimel, valgus-
indutseeritud geenide aktivatsioonil (ingl. light-induced gene activation). RuBisCO on
kompleksensiiiim, mis koosneb suurtest ja viikestest alaiiksustest ning on kodeeritud
erinevate geenide poolt. Need geenid asuvad kas kloroplastide DNA-s v6i taimeraku
kromosoomis (osal taimedel niiteks RuBisCO viiksema alaiiksuse geenid, rbcS). Geeni
rbcS aktiveerumine toimub jargmiselt. Valgus adsorbeeritakse tstitoplasmaatilise valgu
fiitokroomi (ingl. phytochrome) poolt, mis kannab valgust adsorbeerivat molekuli e. kro-
matofoori (ingl. chromatophore). Valguse adsorbeerimine kromatofoori poolt phjustab
futokroomi poliipeptiidi konformatsioonilisi muutusi, mis koostoimel teiste valkudega
voimaldavad valkkompleksil ithineda rbcS-geenist iilesvoolu jadva DNA piirkonnaga ning
aktiveerida RuBisCO viiksema alaiiksuse geeni transkriptsiooni. Suurema alaiiksuse siin-
teesil toimib analoogne mehhanism.

2.3.3. Signaalmolekulide moju: geenide aktivatsioon hormoonide toimel

Hulkraksel eukartiootsel organismil toimub tht tiitipi rakkudest signaali edasikanne teis-
tele tinu sekreteeritavatele hormoonidele (ingl. hormone). Loomorganismidel on kaks
pohilist hormoonide klassi: steroidhormoonid ja peptiidhormoonid.

2.3.3.1. Steroidhormoonid

Steroidhormoonid (ingl. steroidhormones) on viikesed, lipiide (rasvu) lahustavad ja
kolesterooli sisaldavad molekulid. Oma lipiidse olemuse tottu pole neil probleeme raku-
membraani libimisega. Steroidhormoonideks on niiteks naissuguhormoonid 6strogeen
(ingl. oestrogen) ja progesteroon (ingl. progesterone), meeste sugulises diferentseerumises
oluline testosteroon (ingl. testosterone), vere suhkrusisalduse reguleerimisel vajalikud
gliikokortikoidid (ingl. glycocorticoids), samuti putukate arengut kontrolliv ekdiisoon
(ingl. ecdysone). Kohe pirast steroidhormoonide sisenemist rakku interakteeruvad nad
tsiitoplasmaatiliste, aga ka tuumavalkudega, mida nimetatakse hormoonretseptoriteks
(ingl. hormone receptors). Moodustunud hormooni-retseptori kompleks viiakse tuuma,
kus ta interakteerub tuuma DNA-ga ning toimib kui transkriptsioonifaktor kindlate gee-
nide avaldumisel (jn. 15.6).

2.3.3.2. Peptiidhormoonid

Peptiidhormoonid (ingl. peptide hormones) koosnevad vastavate geenide miiratud
aminohapete lineaarsetest ahelatest. Peptiidhormoonideks on niiteks veresuhkru taset
reguleeriv insuliin (ingl. insuline), kasvuhormoon somatotropiin (ingl. somatotropin)
ja emasorganismi piimandirmetes toimiv prolaktiin (ingl. prolactin). Peptiidhormoo-
nid on liiga suured, et libida vabalt rakumembraane. Seepirast edastatakse nende moju
raku sisemusse membraaniseoseliste retseptorvalkude (ingl. membrane-bound recep-
tor proteins) kaudu (jn. 15.6). Peptiidhormooni seostumise téttu retseptoriga toimub
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membraaniseoselise retseptorvalgu konformatsiooni muutus, mis vallandab omakorda
kaskaadi muutusi raku sees olevatel mitmetel teistel valkudel (signaalmolekulidel).
Sageli pole peptiidhormoonide otsene rakku liikumine vajalik. Signaali edasikandumise
eest hoolitsevad mitmed virgatsmolekulid (nt. cAMP, Ca** jt.). Nende toimel kan-
takse hormonaalne signaal rakumembraanilt/tsiitoplasmast tuuma, kus signaali méjul
reguleeritakse spetsiifilisi geene. Hormonaalse signaali iilekannet nimetatakse signaali-
transduktsiooniks (ingl. signal transduction). Peptiidhormoonide toimega paralleelselt
avaldab moju rida mittehormonaalseid molekule, nditeks nérvi, epidermise jm. kasvufak-
torid (ingl. growth factors).

Hormoon-indutseeritud geenide avaldumise tagab DNA spetsiifiliste jirjestuste
esinemine. Neid nimetatakse hormoonide vastuselementideks (HRE) (ingl. hormone
response elements). HRE-d on analoogsed iilalkisitletud DNA temperatuurioki vastuse-
lementidega. HRE-de arv nende poolt reguleeritavate geenide ees voib varieeruda. Mitme
vastuselemendi korral on efekt tugevam.

Meeldejatmiseks

TemperatuuriSoki voimalike kahjustuste kdrvaldamiseks indutseeritakse rakus spetsiifiliste tempera-
tuuriSokivalkude (HSP) siintees temperatuuriSoki transkriptsioonifaktori toimel.

- Fotosiinteesiensiitimi ribuloos 1,5-bifosfaadi karboksiilaasi/okstigenaasi (RuBisCO) siintees indutseeri-
takse taimedes valguse toimel.

«  Steroidhormoonid sisenevad rakku, moodustavad hormoonikompleksi retseptorvalkudega, millega akti-
veeritakse transkriptsioonifaktorid spetsiifiliste geenide ekspressiooni requleerimiseks.

Peptiidhormoonid interakteeruvad raku membraanil asetsevate membraaniseoseliste retseptorval-
kudega, mille tulemusel vallandatakse signaalitransduktsioon, s.0. signaali iilekanne labi tsiitoplasma
tuuma, et spetsiifiliselt requleerida kindlate geenide ekspressiooni.

3. TRANSKRIPTSIOONIJARGNE GEENIREGULATSIOON

Transkriptsioonijirgne geeniekspressiooni regulatsioon realiseerub kolmel viisil:
1) RNA alternatiivsel splaissingul;
2) RNA posttranskriptsioonilisel modifikatsioonil (RNA stabiilsuse tsiitoplas-
maatiline kontroll);
3) viikeste mittekodeerivate RNA-molekulide kaasabil.

3.1. RNA alternatiivne splaissing

Valdav enamus eukariiootseid geene sisaldab mittekodeeritavaid jirjestusi e. intro-
neid. Geeni avaldumiseks (transleeritava mRNA moodustumiseks) on vaja RNA-st
intronid vélja I6igata ja kodeerivad jirjestused e. eksonid tipselt ithendada. Tavaliselt
toimub nimetatud protsess e. RNA splaissing tuumas olevatel viikestel organellidel e.
splaissosoomidel. Kui geenis on mitmed intronid, siis voidakse neid kérvaldada kas
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eraldi, kombineeritult voi koos intronite vahele jidva eksoniga. Tulemusena tekivad
erinevad mRNA-molekulid, mis kodeerivad erinevaid poliipeptiide. Vastavat protsessi
nimetatakse alternatiivseks splaissinguks. Eukariiootsetel geenidel on seepdrast DNA
tasemel tegemist justkui erinevate alleelidega tihes ja samas DNA transkribeeritavas
1digus.

3.1.1. Alternatiivne splaissing troponiini 7-geeni avaldumisel

Valk troponiin (ingl. troponin) on selgroogsete skeletilihastes. Ta pikkus varieerub
vahemikus 150-250 aminohapet. Troponiini T-geen on iile 16 kb pikkune, sisaldades
18 eksonit. Alternatiivsel splaissingul saadakse produktid, milledel on alati eksonid 1-3,
9-15 ja 18, valikuliselt eksonid 4-8 ja kas ekson 16 v6i 17 (kuid mitte kunagi moélemad).
Viimased voivad kas puududa voi esineda erineva arvuna, soltuvalt sellest, millist tiitipi
lihasrakuga on tegemist (siidame-, skeleti- véi silelihasega) (jn. 15.7).

3.1.2. Addikakirbse sugu miiravate geenide alternatiivne splaissing

Drosophila soo mdaramisel on ttheks pohiliseks regulaatorgeeniks X-kromosoo-
miga aheldunud suguletaalne geen Sxl (ingl. sex-lethal) (jn. 15.8). Emastel kirbestel
(kromosoomid XX) splaissitakse selle geeni transkript nii, et moodustub aktiivne regu-
latoorne valk SxI. XX-embriiotes, kus esineb SxI-valk, avaldub komplekt geene, mis
pohjustavad emasorganismi tekke. Isastel (kromosoomid XY) splaissitakse SxI-tran-
skript alternatiivselt nii, et ta sisaldab eksonit, milles on stoppkoodon. Selle tulemusel
moodustub translatsioonil lithike mittefunktsionaalne regulatoorne polipeptiid e. kda-
bikpoliipeptiid (ingl. truncated polypeptide). Niisugusel puhul ekspresseerub emastest
erinev komplekt geene, mille tulemusena areneb vilja isaskdrbes. Emas- voi isasspetsii-
filine splaissing on iiheselt kontrollitud X-kromosoomide (sugukromosoomide) suhtega
autosoomidesse (A). Kui suhe X : A = 1,0 (arenevad normaalsed emased), on splaissingu
tulemuseks mRNA, mis kodeerib Sxl-valku. Kui suhe X : A on aga 0,5 (arenevad normaal-
sed isased), siis splaissitud mRNA-It funktsionaalset regulaatorvalku ei kodeerita.

Meeldejatmiseks

Eukariiootsete organismide rakkude geenide mRNA alternatiivsel splaissingul moodustuvad erinevad
transkriptid, mis madravad erisuguseid sarnaste omadustega poliipeptiide.

3.2. RNA stabiilsuse tsiitoplasmaatiline kontroll

Prokariiootidel saavad transkriptsioon ja translatsioon toimuda enam-vihem tiheaeg-
selt. Eukartiootidel on vaja aga mRNA transkript transportida tuumast tsiitoplasmasse,
sest eukartiootidel on transkriptsioon ja translatsioon teineteisest nii ajaliselt kui ruumi-
liselt eraldatud. Selline mRNA transport néuab aega ja vajab kaitset nukleaaside toime
eest. Voimalus, et mRNA lagundatakse, on teiseks kontrollpunktiks eukariiootsel geeni-
ekspressioonil. Pikaealised mRNA-d (ingl. long-lived mRNAs) saavad poliipeptiidi
stinteesil korduvalt toimida ja anda palju polipeptiidimolekule, lihiealised mRNA-d on
aga osalised vaid viheste polipeptiidahelate tekkes. Poliipeptiidi ajutine siintees voib olla
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regulatoorse tihtsusega. Liihiealised mRNA-d (ingl. short-lived mRNAs) vdivad moo-
dustuda niiteks vaid organismi kindlal arenguetapil, sest neid pole hiljem rohkem vaja.
Nende pidev olemasolu v6ib hoopis hiirida organismi normaalset arengut.

mRNA pikaealisust saab mojutada paljude faktoritega. Teatavasti lisatakse mRNA
S5’-otsa §’-metiiiil-guanosiinmiits (ingl. cap), mis kaitseb mRNA-d nukleaaside toime
eest. mRNA pikaealisust mdjutab rohkem aga polii(A)-saba (ingl. poly-A tail) mRNA
3’-otsas. Seda piirkonda nimetatakse 3 "-mittetransleeritavaks piirkonnaks e. 3-UTR
(ingl. 3" UTR sequences). Uldiselt on ilma polii-A-ta mRNA-d viga liihiealised. Teisalt, osal
lihiealistel nRNA-molekulidel on 3"-mittetransleeritavas alas paljudes kordustes jirjestus
AUUUA. Kui selline jéirjestus viia stabiilse mRNA koosseisu, muutub ta ebastabiilseks.
mRNA stabiilsust méjutavad ka mitmesugused keemilised ained, nende hulgas hormoonid.

Meeldejatmiseks
Eukariiootse mRNA stabiilsus mdjutab valgusiinteesi rakus.

3.3. Interferents-RNA (RNAi): siRNA-d ja miRNA-d

mRNA stabiilsus ja seos translatsiooniga on reguleeritud viikeste mittekodeerivate RNA-
molekulidega, mida nimetatakse lithikesteks interferents-RNA-deks e. siRNA (ingl.
small interfering RNAs, siRNAs) vo6i mikro-RNA-deks e. miRNA (ingl. micro RNAs,
miRNAs) (jn. 15.9). RNA interferentsiprotsessi iildnimetus on RNAi (ingl. RNA
interference, RNAi). miRNA-d on 21-28 nukleotiidi pikad ja moodustuvad pikkadest kak-
sikahelalistest RNA eellasmolekulidest, mida on kirjeldatud nii seentel, taimedel kui ka
loomadel. Taimedel on need viikesed RNA-molekulid kriitilise tahtsusega, tagades RNA
kaitse viirusinfektsiooni vastu. Nii taimedel kui ka loomadel reguleerivad nad geenide
avaldumist nii organismi arengu kiigus kui ka tdiskasvanud organismis. RNAi meh-
hanism on uuetiiiibiline. Seda ldhenemisviisi nimetatakse péordgeneetikaks, sest siin
lihtutakse tunnustest, et leida nende tekke geneetilised pohjused. Selle lihenemise avas-
tasid 1998. a. USA teadlased Andrew Z. Fire (snd. 1959) ja Craig C. Mello (snd.1960),
kes said selle avastuse eest 2006. a. ka Nobeli preemia. Tanapdeval on RNA interferentsi
uurimine molekulaargeneetika tulipunktis.

Interferentsed RNA-molekulid moodustuvad erinevatel viisidel. Nad voivad tekkida
nditeks nn. mikro-RNA geenide transkriptidest, aga ka genoomis olevate transposoo-
nide ja transgeenide transkriptidest voi RNA viirustest. Rakus kopeeritakse need
transkriptid kaksikahelaliseks RNA-ks RNA-soltuvate RNA poliimeraaside, RIRP-d
(ingl. RNA-dependent RNA polymerase, RARPs) abil. Moodustuv kaksikahelaline
RNAi ldigutakse (ingl. dice) endonukleaasse Diceri-ensiiiimi e. 16ikurensiiiimi (ingl.
Dicer enzyme) toimel viikesteks tiikkideks, toimub RNA jirkamine (ingl. RNA dice)
(jn. 15.9). Erinevatel organismidel on selliseid 16ikurensiiiime kirjeldatud erisugusel
arvul: Caenorhabditis elegans’il (varbuss) 1, Drosophila’l 2 ja Arabidopsis’el 3. Sel vii-
sil moodustuvad siRNA-d ja miRNA-d on kogu ulatuses paardunult kaksikahelalised,
v.a. 3'-otsas olevad kaks mittepaardunud nukleotiidi. Tsiitoplasmas ithinevad siRNA-d
ja miRNA-d nukleoproteiinseteks partikliteks. Lahtikeerdunud (ingl. unwound)
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kaksikahelalised siRNA-d ja miRNA-d kaotavad eelistatult the RNA-ahela. Sdilinud
iiksikahelaline RNA paardub aluspaaridevahelisel komplementaarsusprintsiibil talle
spetsiifilise mRNA-molekuliga. Niisuguse paardumise tulemusel pidurdatakse konk-
reetse geeni ekspressiooni. Toimub geeniekspressiooni vaigistamine. Vastavat RNA
partiklit nimetatakse RNA-indutseeritud vaigistavaks kompleksiks, RISC (ingl.
RNA-induced silencing complex). Kui RNA-ahelate paardumine on tiielik, siis paardu-
nud osa keskelt pohjustatakse mRNA-ahela katkemine, millele jirgneb vastava mRNA
degradatsioon. Niisugust kompleksis olevat RNA-d nimetatakse siRNA-ks. Kui aga
mirklaud-mRNA-ga toimub mittetdielik paardumine, kus RNA-valk-kompleksis jaib
RNA keskele itksikahelaline ling, ei katkestata paardunud mRNA-molekuli. Pidurdub
vaid vastava geeni aktiivsus. Sellist RNA-d nimetatakse mikro-RNA-ks (miRNA) (ingl.
micro-RNA, miRNA). RNAi-sid saab tekitada ka in vitro valmistatud ja rakku viidud kak-
sikahelaliste RNA-de osalusel. Kasutades geenide spetsiifilisi jarjestusi, on sel meetodil
voimalik uurida erinevate eukariiootide kindlate geenide funktsioone, luua transgeenseid
organisme, kelledes saab geenide vaigistamist jilgida juba in vivo tingimustes.

RNAi-siisteem voimaldab seega geenivaigistust (ingl. gene silencing), s.t. alla suruda
teatud geenide transkriptsiooni. Lithikeste RNA-molekulide toimel saavutatakse kindlate
geenide transkriptsiooniline vaigistamine, eriti kui need asuvad heterokromatiinses
piirkonnas. Selliste geneetiliste mehhanismide toimimist on ndidatud C. elegans’i trans-
posoonide, Drosophila transgeenide ja Schizosaccharomyces pombe paardumistiiiipide
avaldumisel. RNAi toimeahelate osa on ndidatud ka dddikakérbse ja pirmseente kromo-
soomide tsentromeeride heterokromatiini moodustumisel.

Osa viikesi RNA-molekule, mis indutseerivad RNAI teket, moodustavad mikro-
RNA e. mir-geenide transkriptid. Vastavaid geene on C. elegans’i ja Drosophila
genoomides teada ca 100 ning imetajate genoomides ca 250. Iga mir-geen sisaldab lihi-
kest nukleotiidset kordust vastupidises e. inverteeritud orientatsioonis. Moodustub nn.
vastasmotteline e. antisenss-RNA. Pirast transkriptsiooni saavad seepirast transkriptis
inverteeritud kordusjirjestuste piirides moodustuda kaksikahelalise mRNA 15ik (tiivi)
ja korduste vahele jadv osa e. iiksikahelaline ling. Moodustub vaigistav tiivi-ja-ling-
struktuur (ingl. backborne-loop structure silencing). Tiivi-ja-ling-struktuuri tunneb dra
nn. Drosha-ensiiiim (ingl. Drosha enzyme) ja see piirkond 16igatakse nimetatud ensiiiimi
toimel vilja. Edasi transporditakse moodustunud 16ik tsiitoplasmasse, kus ta muudetakse
Diceri-ensitiimi abil miRNA-ks.

3.3.1. Varbussi valku kodeeriva geeni /in-14 mRNA ja mir-geeni lin-4 mRNA-de paardumine
C. elegans’i mir-geeni lin-4 iiheks mirklauaks on valku kodeeriva geeni lin-14 mRNA 3’-
UTR piirkond (jn. 15.10). Drosha-ensiiiimi poolt dratuntud ja viljaldigatud mir-geeni
kaksikahelaline RNA-16ik protsessitakse Diceri-ensiiiimi toimel tsiitoplasmas 22 nukleotiidi
pikkuseks kaksikahelaliseks RNA-ks. Jargnevalt, parast valmimist RISC-kompleksis, saab
niiiid juba iiksikahelaline RNA toimida mirklaudgeeni lin-14 mRNA-sse. Paardumise
tulemusel /in-4 miRNA pidurdab lin-14 mRNA translatsiooni.
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Aluspaaride paardumine lin-4 geeni mikro-RNA transkripti (valku kodeeriva geeni mRNA)

ja lin-14-transkripti 3’-otsa mittetransleeritava piirkonna vahel

Joonis 15.10. C. elegans’i mikro-RNA (miRNA) regulatoorne toime. Mikro-RNA mir-geeni primaarset
transkripti [sigatakse (protsessitakse) Drosha-ensiitimiga, moodustunud transkript transporditakse tsiito-
plasmasse, kus temalt I6igatakse Dicer-enstitimiga ra ling ja korrigeeritakse fragmendi pikkuseks molemas
ahelas 22 bp. Mikro-RNA mir-geeni lin-4 transkript paardub valku kodeeriva lin-14 geeni 3"-otsmise UTR-i
mittetransleeritava piirkonnaga, millega lin-4 mRNA pidurdab lin-14 mRNA translatsiooni.

Meeldejatmiseks

+ Liihikesed mittekodeerivad RNA-d vdivad requleerida eukariiootsete geenide avaldumist interaktsioonil
spetsiifiliste geenide mRNA-dega.

« Liihikesed interferentsed RNA-d (siRNA) ja mikro-RNA-d (miRNA) moodustuvad pikkadest kaksikahela-
liste RNA-de eellasmolekulidest parast nende ldikamist Diceri tiilipi endonukleaasidega.

« RNA-indutseeritud vaikivas kompleksis (RISC) on siRNA ja miRNA iiksikahelalised, mis voimaldab neil
paarduda marklaud-mRNA molekuli osaga komplementaarsusprintsiibil.

« SiRNA pdhjustab mRNA-ahela katkemist ja degradatsiooni, miRNA aga parsib mRNA translatsiooni.
- Eukariiootses genoomis on sadu miRNA moodustumiseks vajalikke geene.
- Transposoonid ja transgeenid vdivad stimuleerida siRNA-de moodustumist.

4. KROMOSOOMIDE ORGANISATSIOON JA GEENIEKSPRESSIOON

Transkriptsiooniks on vajalik, et DNA oleks kittesaadav RNA poliimeraasile ja trans-
kriptsioonifaktoritele. DNA seondumine nii histoonide kui ka teiste struktuurivalkudega
voib oluliselt parssida geenide transkriptsioonilist aktiivsust kromosoomides. Kromosoo-
mide ehitusest sdltuvalt avalduvad geenid erinevalt. Ka geeni asendil (ingl. position effect)



on oluline roll. Séltuvalt kromosoomi kondensatsiooniastmest (ingl. condenced chro-
mosomes) ja kromosoomi struktuurist, voib sama geeni avaldumine erinevates rakutsiikli
staadiumides ning kromosoomi piirkondades olla erisugune.

4.1. Transkriptsioon lambiharikromosoomide lingudel

Tugevalt kondenseerunud kromosoomides (mitoosi metafaasis, spermides) on DNA
kondensatsiooniaste viga suur ning vaid viga vihestel kromosoomidel v6i nende osa-
del saab toimuda transkriptsioon. Geenide transkriptsiooniks on vaja avada kromatiin.
Selle heaks niiteks on amfiibide ootsiititide meioosi I profaasis peatunud kromosoomide
transkriptsiooni visualisatsioon. Need kromosoomid on viga pikad (400-800 um),
nendes olev kromosoomi telg on tugevalt kondenseerunud ning teljest ulatuvad vilja paar-
dunud kahe homoloogse kromosoomi nelja kromatiidniidi lateraalsed lingud (2 lingu
iihel pool, 2 lingu teisel pool kesktelge), kus DNA on pakitud sama tihedusega kui inter-
faasi raku tuumas olev DNA. Neil lateraalsetel lingudel toimub aktiivne transkriptsioon.
Vilimuse tottu nimetatakse neid kromosoome lambiharikromosoomideks (ingl.
lampbrush chromosome), sest nad meenutavad vilimuse poolest nende avastamise ajal
kasutuses olnud petrooleumilambi puhastamise harju (vt. ptk. VIL, 3.3.2). Lambiharik-
romosoomid avastas salamandri meioosis olevaid rakke uurides 1882. a. tsiitogeneetika
alusepanija Saksa bioloog Walther Flemming (1843-1905). Temalt pirineb postulaat
ytuum périneb tuumast” (1d. omnis nucleus e nucleo). Selle lausega parafraseeris ta kaas-
maalase Rudolf C. Virchowi (1821-1902) postulaati raku parinemise kohta — ,rakk
pirineb rakust” (Id. omnis cellula e cellula). Tegelikult pirineb viimatinimetatu algupirane
tsiteering Prantsuse varasema perioodi keemiku, naturalisti ja fusioloogi Francois-
Vincent Raspail’ (1794-1878) sulest.

Meeldejatmiseks
Transkriptsioon toimub alati kromosoomide lahtihargnenud (lahtispiraliseerunud) piirkondades.

+Mdnede organismide sugurakkude meioosi kindlas faasis e. staadiumis on aktiivsed kromosoomide alad
nahtavad lambiharikromosoomidena, mis on dekondenseerunud transkriptsiooniliselt aktiivsed DNA
piirkonnad e. lingud.

4.2, Transkriptsioon poliiteenkromosoomide puffidel

Tsiutoloogiliselt on avatud kromosoomipiirkondi nidha dadikakirbse, aga ka teiste
kahetiivaliste (Diptera liigid) korgeltdiferentseerunud kudede (nt. siiljenddrmete)
rakkudes, kus toimub endomitoos e. endoreduplikatsioon (ingl. endomitosis, endore-
duplication). Poliiteenkromosoome surusiise siiljendirmete rakkudes kirjeldas 1881.
a. esmakordselt Prantsuse embriioloog Edouard-Gerard Balbiani (1823-1899). Polii-
teenkromosoomid e. hiidkromosoomid (ingl. polytene chromosomes) sisaldavad sadu
ja tuhandeid iiksteisega kiilgnevaid tiitarkromatiide (raku kromosoomid jagunevad ilma
raku jagunemiseta), mis on nihtavad pika ja paksu kaablitaolise struktuurina. Poliiteen-
kromosoomides on niha vahelduvalt tumedaid ja heledaid voéte e. biande (triipe) ja
interbande (ingl. band, interband). Tihedamalt kokkupakitud vootide alad moodustavad
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kromomeere (ingl. chromomeres). Putukate arengu eri etappidel muutuvad mingil aja-
momendil kindlad v66did difuusseteks vihemkondenseerunud aladeks - puffideks
(ingl. puffs). Puffe nimetatakse ka nende kirjeldaja jirgi Balbiani réngasteks. In situ
('koha peal toimuv’) hiitbridatsioonikatsetega tdestati, et puffide piirkonnas on aktiivselt
transkribeeritavad geenid. Arengu jirgmisel etapil kaovad olemasolevad pufid ja uutes
kohtades tekivad uued pufid. Sellist arenguprogrammi kontrollib dddikakarbsel steroid-
hormoon ekdiisoon. Moningatel aladel tekivad pufid ka muudel mojutustel. Niiteks
temperatuuri$oki korral ilmnevad pufid kohtades, kus asuvad HSP-geenid.

Meeldejatmiseks
Transkriptsioon toimub transkriptsioonile avatud kromosoomipiirkondades.

Transkriptsiooniliselt aktiivsed kromosoomipiirkonnad on kahetiivaliste monedes rakutiiiipides
nahtavad poliiteenkromosoomide puffidena voi nditeks kahepaiksete meioosi profaasis olevate
lambiharikromosoomide lingudena.

4.3. Transkriptsiooniliselt aktiivse DNA molekulaarne organisatsioon

Transkribeeritav DNA on pakitud nukleosoomidesse ning sisaldab nukleosoome sama
tihedalt kui mittetranskribeeritav DNA. Transkriptsiooniliselt aktiivne DNA on aga
mairksa tundlikum ja kittesaadavam ensiiimile pankrease desoksiiribonukleaas I-le
(DNaas I) (ingl. pancreatic deoxyribonuclease I), vorreldes mittetranskribeeritava DNA-ga.
On teada, et kanade punalibledes transkribeeritakse 3-globiinigeeni aktiivselt, ovalbumii-
nigeeni aga mitte. Selgus, et -globiinigeeni DNA-st oli 50% degradeeritud DNaas I poolt,
ovalbumiinigeeni DNA-st oli aga degradeeritud vaid 10%. Samuti ndidati, et transkriptsioo-
niliselt aktiivsete geenide tundlikkus nukleaaside suhtes soltus kahe viikese mittehistoonse
valgu HMG14 ja HMG17 olemasolust kromatiinis. Kui need valgud aktiivsest kromatii-
nist kdrvaldada, kaob tundlikkus nukleaaside suhtes, kui aga lisada neid juurde, siis algne
tundlikkus taastub. Kui kromatiini to6delda aga viga madalate DNaas I kogustega, siis
katkestatakse DNA vaid viga tiksikutes punktides. Neid punkte nimetatakse DNaas I
iilitundlikeks punktideks (ingl. DNase I hypersensitive sites). Neis punktides on DNA
lokaalselt lahti keerdunud, sest see on seotud transkriptsiooni alustamisega. Need alad paik-
nevad geenide ees promootorregioonis, sest seal on DNA transkriptsiooni alguskohad.

4.3.1. Inimese B-globiinigeeni transkriptsiooniline aktiivsus

Inimese 3-globiinigeenides on rida DNaas I iilitundlikke punkte, mis asuvad 15 kb gee-
nist iilesvoolu paiknevas LCR-alas e. lookuse kontrollpiirkonnas (ingl. locus control
region, LCR). See regulaatorpiirkond sisaldab rea enhansereid (ingl. enhancer) e. geeni
tugevdajaid, milledel on erinevalt tavajuhtudest promootori suhtes suunaséltuv toime
(ingl. orientation-dependent manner). Teiseks, selle LCR-piirkonna eripiraks on asjaolu,
et terve geeniklaster (LCR + 8-globiinigeenid) on aktiivne erinevates kromosoomi-
punktides, mis teeb vastava kompleksi s6ltumatuks tema timber asetseva kromatiini
struktuurist. Tavaliselt on geeni enhanseritel tugev asendiefekt ning teises kohas pole nad
voimelised vastavat geeni enam aktiveerima.



Meeldejatmiseks
Transkriptsiooniliselt aktiivne DNA on avatum ja seet6ttu DNaas | katkestuste suhtes tundlik.

4.4. Kromatiini modifitseerimine

Nukleosoomidega seotud DNA pole transkriptsiooniks tavaliselt valmis. Nukleosoomse
struktuuri muutuseid, mis toimuvad selleks, et geen transkribeeruks, nimetatakse
kromatiini modifitseerimiseks (ingl. chromatin modification). Kromatiini modifikat-
sioonilisi komplekse on kahte tiitipi.

1. Histoonide modifitseerimine (ingl. histone modification). Kompleksis on
ensiiiimid histooni atsetiiiiltransferaasid, HAT-id (ingl. histone acetyl transfe-
rases, HATs), mis atsetiiiilivad histoonid kindlates punktides aminohappe liisiini
atsetiitilgruppide tilekandega sama nukleosoomi piires. Kompleksis osalevad
ensiiiimid kinaasid (ingl. kinases), mis kannavad iile fosfaatgruppe, tehes fosfo-
ridlimist. Toimub ka teisi keemilisi modifikatsioone.

2. Histoonide remodelleerimine e. iimberkujundamine (ingl. histone remo-
deling). On kirjeldatud monikiimmend eritiiiibilist kompleksi. Niiteks SWI/
SNF koosneb vihemalt kaheksast erinevast valgust. Kompleks reguleerib tran-
skriptsiooni, liigutades histooni oktameere assotsieerunud DNA suhtes. Sellega
vabastatakse vastav DNA piirkond transkriptsioonifaktorite seondumiseks.
Seesuguseid protsesse nimetatakse ka nukleosoomide nihutamiseks (ingl. nuc-

leosome shifting).

Teisalt, aktiivset kromatiini saab muuta ka inaktiivseks kromatiiniks. Selline kro-
matiini tagurpidi imbermodelleerimine toimub ldbi kahe nukleosoomi tinu histoonide
biokeemilisele modifikatsioonile: deatsetiiiilimine histooni deatsetiilaaside (ingl. his-
tone deacetylases) toimel ja metiiiilimine histooni metiiiiltransferaaside (ingl. histone
methyltransferases) toimel.

Meeldejatmiseks
Transkriptsiooni aktivatsioonil modelleeritakse kromatiin multivalguliste komplekside poolt iimber.

4.5. Eu- ja heterokromatiin

Tuumade tsiitoloogilisel virvimisel ei ole interfaasis tildjuhul voimalik eristada kromo-
soome, sest need on dekondenseerunud olekus. Kiill aga saab tuumas, néiteks virvides
preparaati Feulgeni reaktiiviga voi ka enamkasutatava hematoksiiliiniga, nihtavale tuua
norgemalt ja tugevamalt virvuvaid alasid. Neid alasid nimetatakse vastavalt enkroma-
tiiniks ja heterokromatiiniks. Tavalisi virvimismeetodeid kasutades jaab eukromatiin
heledamalt (nérgemini) virvunuks, kuna nendes alades on DNA vihem kokkupakitud
olekus. Heterokromatiinsed alad on virvunud tumedamalt, sest DNA on seal tugevamalt
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kokku pakitud. Enamik aktiivseid geene paikneb eukromatiinis. Ligi 30% Drosophila
DNA-d on aga heterokromatiinne. Eristatakse kolme tiiiipi heterokromatiini:
1) tsentromeerne heterokromatiin (tsentromeeride iimbruses);
2) interkaleerunud heterokromatiin (asub eukromatiinsetes piirkondades kromo-
soomide eri osades);
3) telomeerne heterokromatiin (paikneb kromosoomi otstes).

Enamik Drosophila heterokromatiinseid piirkondi sisaldab kordus-DNA-jirjestusi, kus
eristatakse nii mo6dukalt kui ka sageli korduvaid jirjestusi. Teisalt, Drosophila genoo-
mis on teada ka ligi 20 valku méaravat geeni, mis paiknevad heterokromatiinsetes osades,
ning mitusada rRNA-geeni, mis paiknevad X- ja Y-kromosoomi tsentromeerses hetero-
kromatiinses piirkonnas. Seega, mitte kogu heterokromatiin pole geneetiliselt inaktiivne.
Kromosoomsete imberkorralduste tagajirjel, kui heterokromatiinse ala geenid liiguvad
eukromatiinsesse piirkonda, v6ib nende avaldumine muutuda. Muutusi suurendavad
supressormutatsioonid e. su(var)-mutatsioonid, mis pidurdavad samuti eukromatiin-
sete geenide avaldumist heterokromatiinses alas. Neil geenidel ongi tendents avalduda
ebanormaalselt. Erinevalt eukromatiinsetest geenidest on heterokromatiinsete geenide
avaldumisel asendiefekt. Seepdrast voib samal organismil tekkida segu normaalsetest ja
mutantsetest tunnustest. Seda nihtust nimetatakse geeni asendiefekti mitmekesisu-
seks (ingl. position-effect variegation).

Meeldejatmiseks
- Heterokromatiin on assotsieerunud, et takistada transkriptsiooni.

4.6. Geenide vaigistamine

Eukariiootide rakkudes on paljude geenide transkriptsioon vaigistatud. Geenivaigistus
(ingl. gene silencing) saavutatakse spetsiifiliste valkude seondumisel DNA-ga. Geenide
vaigistamist RNAi toimel vaatlesime juba eelnevalt (vt. kdesolev peatiikk, osa 3.3).

4.6.1. Geenivaigistus aadikakarbsel Polycomb-grupi geenide valkudega

Aiddikakirbsel on leitud kehaosade arengut mairavate Polycomb-gruppi kuuluvate
geenide (ingl. Polycomb group genes, PcG) PcG-valgud, mis reguleerivad Polycomb- ja
teiste PcG-geenide transkriptsioonifaktorite avaldumist, millega méaaratakse omakorda
dadikakarbse areng. Geeni Polycomb nimetus on tulnud dominantse mutatsiooni nime-
tusest, mis mairab isaste dddikakirbeste jalgadel nn. suguharjaste klastrid (tavajuhul on
need iseloomulikud emastele). Polycomb-mutatsioonide puhul avalduvad ka teised viga
silmapaistvad fenotiiibilised arenguanomaaliad, nditeks tundlate arenguprogrammi
muutumine, millega kaasneb tundlate arenemine jalakujulisteks. Kompleksis teiste
valkudega seonduvad PcG-valgud kromosoomi spetsiifiliste DNA-jirjestustega, mida
nimetatakse Polycomb-vastuselementideks (PRE). Kord moodustununa pirandub
geenivaigistus edasi ka igale jirgnevale mitootiliselt jagunevale rakule, s.t. muutus



kinnistub ning kandub edasi tiitarrakkudesse. Selle tulemusena tekivad eritaiibilised
rakukloonid, millega tagatakse organite normaalne ajaline ja ruumiline areng.

4.6.2. Paardumistiiiibi geenikassettide vaigistamine pagariparmil

Haploidsel pagariparmil Saccharomyces cereviseae voib avalduda vaid 2 véimalikku
paardumistiiiipi, kas ,a” voi ,a”. Neid paardumistiiiipe kontrollib 3. kromosoomis
asuva paardumistiiiibi lookus (MAT). Kolmes lookuses (MAT, HMRa, HMLa) saab
olla 2 alleeli: MATa véi MATa. Geenide vaigistamise pshimattel (soltuvalt konkreet-
sest pirmseene tiivest) saab paardumistiiiip ,a” imber liilituda paardumistiiiibiks ,,a”
ja vastupidi, ,a” paardumistiiiip paardumistiiiibiks ,a”. Umberliilitumismehhanism on
jirgmine (jn. 15.11): MAT-lookus on aktiivne, sest tema kérval pole vaigistajaid. Mole-
mal pool MAT-lookust, kiimnete geenide kaugusel, asuvad DNA-geenikassetid, mis
sisaldavad HMRa- ja HMLa-lookuseid ja nendes olevate alleelide toime mahasurujaid
e. vaigistajaid, s.t. nad sisaldavad vaikivaid paardumistiiiipide geenikassette. Vasa-
kule jadvat kassetti nimetatakse HMLa, mis sisaldab geneetilist infot paardumistiiiibi
»a kohta, ning paremale jadv kassett HMRa sisaldab infot paardumistiiiibi ,,a” tekkeks.
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Joonis 15.11. Paardumistiiiibi amberlilitumine pagariparmidel. 1. Aktiivne paardumistiip ,a” a-looku-
ses MAT flankeerub vaikivate geenikassettide HMLa ja HMRa vahel, milles on geneetiline informatsioon
vastavalt a- ja a-paardumistuiipideks. 2. Geneetiline informatsioon vaikivas HMLa-lookuses kantakse insert-
siooni kopeerimisel ile MAT-lookusesse, mille tulemusel paardumistiitip ,a” muutub paardumistatbiks ,a”.
3. Vaikivas HMLa-lookuses olev geneetiline informatsioon kantakse insertsiooni kopeerimisel lle MAT-loo-
kusesse, mille tulemusel paardumistiitip ,a” muutub paardumistiiiibiks ,a” (vt. ptk. X VIIL, jn. 18.1).
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Geenide vaigistamise protsess garanteerib, et korraga need geenikassetid aktiivsed olla ei
saa. Kui parmitiivel on HO endonukleaas (ingl. HO endonuclease), siis saadakse DNA-d
MAT-lookuses asendada flankeeruva DNA-ga kassetist HMLa voi HMRa, millega saavu-
tataksegi paardumistiiiipide iimberliilitamine (ingl. mating type switching).

4.6.3. Triipanosoomide pinna gliikoproteiini vgs-geenide vaigistamine

Inimesel aafrika unitobe (triipanosomiaas e. triipanosomoos) ja loomadel nagana nime
all tuntud haigust pohjustavatel triipanosoomidel (monofiileetiline itherakuline ka ime-
tajas parasiteeriv algloom, kes kuulub kinetoplastiidide klassi, Tryponosoma brucei, keda
levitab tsetsekirbes) on vsg-geenide (ingl. intrachromosomal variant surface glycoprotein
(VSG) genes) vaigistava ekspressiooni kontrolli all rakupinnal asuvad gliikoproteiinid.
Triipanosoomi genoomis on ca 1000 vsg-geeni, kuid selle parasiidi poolt tabandatud loo-
made veres ekspresseerub vaid iiks neist, kusjuures vastav geen asub alati triipanosoomi
koigi 24 suure kromosoomi mélemas otsas, telomeeri lihedal (seega 48 voimalust, sest
igas lineaarses kromosoomis on ju kaks telomeeri). Seejuures paikneb vgs-geen multi-
geenses iiksuses e. ekspressioonisaidis ES, kus itksuse promootor asub ca 40-50 kb
kaugusel, vsg-geenist iilesvoolu kordusjirjestuste ligidal (jn. 15.12). Infektsiooni kiigus
voib aktiivne ES muutuda (aktiveerub mingis teises kromosoomis) ja moodustuda erine-
vate omadustega VSP-valk, mis omakorda muudab triipanosoomi pinnakatte omadusi.
Selline parasiidi antigeensete omaduste muutus voimaldab tal vastu seista peremees-
organismi immuunsiisteemile. Triipanosoomidel on veel ca 100. mikrokromosoomis
asetsevad arvukad vaikivad lisa-vsg-geenid. Need vaikivad vsg-geenid voidakse rekom-
binatsiooniliselt aheldada aktiivse transkribeeritava ES-i juurde ja sinna kopeerida.
Samuti voib toimuda retsiprookne ristsiire (krossingover) inaktiivse vsg-geeni ja aktiiv-
selt transkribeeritava ES-iiksuse vsg-geeni vahel. Mélemal juhul on tulemuseks muutunud
omadustega VSG-valk. Telomeersest piirkonnast eraldi asuvad vsg-geenid ei avaldu, sest
neil ei ole promootorit. Telomeersete piirkondade inaktiivsete vsg-geenide korral puudub
aktiivsus, sest vastavad inaktiivsed vsg-geenid on modifitseeritud, sisaldades p-gliikosiiiil-
hiidroksiimetiiiiluratsiili.

Meeldejatmiseks
Valgukompleksid vaigistavad Drosophila ja parmseente geene.

Triipanosoomides avaldub vaid iiks pinna gliikoproteiinide vsg-geenide variant. Ulejaanud vsg-geenid
paiknevad telomeeride piirkonnas ja nende transkriptsioon on vaigistatud.

4.7. DNA metiiiilimine ja geeni malu

4.7.1. DNA metiiiilimine ja (pG-saarekesed

Eukariiootide geenide regulatsioonil on ilitdhtis roll nukleotiidide keemilisel modifikat-
sioonil. DNA metiiiilimisel on tihtis osa eelkoige geeni epigeneetilisel regulatsioonil,
nii organismide normaalses arengus kui ka mitmete haiguste puhul. Tiipiliselt on ime-
taja genoomis ca 3 miljardit aluspaari, neist ca 40-65% on G:C-aluspaarid ja viimastest
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omakorda 2-7% on modifitseeritud. Limmastikaluste modifikatsioonil lilitatakse
lisametutlgrupp (—CH3) tsiitosiini koosseisu (moodustub §-metiiiiltsiitosiin e. MC)
(jn. 15.13). Reaktsiooni ldbiviijateks on DNA metiiiiltransferaasid (ingl. DNA met-
hyltransferases). Enamik metiiiilitud tsiitosiine paikneb dipletsetes aluspaarides, mille
struktuur on jirgmine:

S"mCpG 3 ja
3' GpCm S,

kus mC tihistab metiiiiltsiitosiini ning C ja G vahele jaib fosfodiesterside (p). Tavali-
selt tahistatakse seda jarjestust iithe DNA-ahela kaudu - mCpG. Imetajatel on 60-90%
(inimesel 80-90%) CpG-dest metiiiilitud. Seda nukleotiidijirjestust saab DNA-s detek-
teerida, toodeldes DNA-d restriktsioonilise endonukleaasiga Hpall, mis tunneb 4ra
jarjestuse CCGG. Hpall ei tunne aga ira jirjestust CmCGG ega 16ika seepirast DNA-d
ka vastavast saidist lahti. Tulemusena saame modifitseeritud ja modifitseerimata DNA
tootlemisel erisugused restriktsioonilised DNA-16ikude (fragmentide) mustrid.
Tegelikkuses on aga organismide DNA-s CpG-dinukleotiide teoreetiliselt oodata-
vast vihem. On selgitatud, et evolutsioonis on paljud CpG-dinukleotiidid muteerunud
dinukleotiidideks TpG. Teisalt on genoomis piirkonnad, kus mittemetiilitud CpG-
nukleotiidide kontsentratsioon on vastandina viga korge. Neid, tavaliselt 1-2 kb
pikkuseid CpG-rikkaid piirkondi nimetatakse CpG-saarekesteks (ingl. CpG islands)
ning nad asuvad paljude aktiivsete geenide S™-alas (transkriptsiooni algussaidi liheduses).
Inimese genoomis on ca 30 000 sellist CpG-saarekest. CpG-saarekeste naabruses olev
DNA on ilitundlik DNaas I pohjustatavate katkestuste suhtes ja lisaks sisaldab ta muutu-
nud nukleosoome (neis on osa histoonidest H1 ja H3 ning H4 atsetiiiilitud). Histoonide
atsetiitilimine soodustab transkriptsiooni aktivatsiooni. Metiitilitud DNA pohjustab vas-
tupidiselt atsetiiiilimisele hoopis geeniekspressiooni pidurdamist. Geeniekspressioonile
méjub ka valkude (eriti regulaatorvalkude) metiiiilimine e. posttranslatsiooniline modi-
fikatsioon, kus valgu aminohapetele arginiinile v6i lisiinile lisatakse iiks, kaks voi kolm
metiiilrihma, millega valgu aktiivsusomadused ka muutuvad. Seda protsessi viivad libi
arginiini ja liisiini metiiiiltransferaasid (ingl. arginine and lysine methyltransferases).

NH,

‘ 5-metidltsttosiin

p CH
N/®\C/ 3
29

®@ @
C C
o/\?‘/\H

H

Joonis 15.13. S-metutdltsiitosiini struktuur.



4.7.2. Geeni vermimine e. imprinting

Koige drastilisemaks DNA metiiiilimise nditeks on imetajate itks X-kromosoomidest, mis
on viga suures ulatuses metiiiilitud e. muudetud inaktiivseks (vaid paarkiimmend geeni
on metiiiilimata), kusjuures teine X-kromosoom on samal ajal aktiivne ja sellelt toimu-
vad transkriptsiooniprotessid. Inaktivatsioon toimub selliselt, et metiiilitud tsiitosiini
metiitlrithmaga seonduv valk MeCP2 p6hjustab multiproteiinse repressioonikompleksi
tekke, kuhu kuuluvad ka deatsetiilaasid (ingl. deacetylases), nagu HDAC1 ja HDAC2.
Repressioonikompleks muudab kromatiini struktuuri. DNA metiilimisest tingitud gee-
nide repressioon on piisiv. Seda saab muuta ainult kas DNA demetiilatsioonil (ingl. DNA
demetylation) voi mingi tugeva DNA transkriptsiooni aktivaatoriga, mis on voimeline
seostuma metiiiilitud DNA-ga. Metiilatsioonimehhanisme kontrollivad nditeks soospet-
siifilised faktorid.

DNA metiiilimisega on samuti seotud nihtus, kus suure hulga geenide avaldu-
mine on kontrollitud selle kaudu, kummalt vanemalt vastav geen on piritud ja milline
on olnud piritud geeni funktsionaalne olek (transkriptsiooni tihenduses kas aktiivne
voi mitteaktiivne). Sellist geeni ,tarkust”, mis tuleneb geeni péritolust (kas emalt voi
isalt), nimetatakse geenimiluks (ingl. gene memory), s.t. et vastav geen on miérgistatud
e. tembeldatud e. vermitud (ingl. imprinted). Imetajatel on kirjeldatud iile 20 emas- v6i
isasspetsiifilise mdlugeeni. Imprintingu fenomeni on kasutatud nditeks kohtumedit-
siinis, kui selgitamist vajab vanema-lapse sugulus. Suguluse maaramiseks kasutati just
metiilatsioonimustri analiiiisi, sest jarglase iiks DNA-ahel on metiitlitud sarnaselt ithe
tema vanema ithe DNA-ahelaga, teine ahel aga sarnaselt teise vanema the DNA-ahelaga
(homoloogsetest kromsoomidest pooled pirinevad ju iihelt, pooled teiselt vanemalt).

DNA metiilatsiooni avaldumise pohjal saab selgitada stabiilse geeni avaldumismustri
pirandumist vanematelt jirglastele somaatilistes rakkudes (spetsialiseerunud rakk annab
uue spetsialiseerunud raku). Selline DNA metiilatsioon on aga tiiiipiliselt korvaldatav
(toimub demetiilatsioon) sugurakkude arengu kiigus ja siigoodi moodustumisel. Piran-
datav metiilatsioonimuster taastub (toimub remetiilatsioon) jirgneva arengu kiigus
imetajatel blastotstisti arengustaadiumis, mil embriio implanteerub emakaseina. Siiski,
stigoodis ei korvaldata DNA demetiilatsioonil koiki metiiiilgruppe (osa neist nditeks
hoopis hiidroksiiiilitakse). Moned metiiiilgruppide modifikatsioonid, mis reguleerivad
geenide avaldumist, piranduvad ning just need pohjustavadki epigeneetilist geeniregu-
latsiooni.

Lisaks DNA metiilatsioonimustri sdilitamisele (DNA vermimine) peale repli-
katsiooni esineb ka varem mitte-metiiiilitud DNA piirkondade de novo metiilatsioon.
X-kromosoomi elupuhust inaktivatsiooni metiilatsioonimustri muutust rakkude jagu-
nemisel, vorreldes nende eellasrakkudega, nimetatakse kallutatud metiilatsiooniks
(ingl. biased methylation). Sellise metiilatsiooni niiteks on X-liiteline ihtiioos e. kala-
soomustébi (ingl. X-linked ichthyosis, XLI). Seda haigust, mille sageduseks on 1 : 2000
kuni 1 : 6000 poisi kohta, pohjustab X-kromosoomis (Xp22.3) paiknev ariiiilsulfataasi C
e. steroidsulfataasi (ingl. steroid sulphatases) Sts-geeni mittefunktsionaalsusega (metii-
latsioon) kaasnevaid muutuseid mitmete kudede ja organite talitluses. Sts-geen avaldub
emas- ning isasorganismidel erinevalt.

Geeniregulatsioon eukartiootidel
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Samuti on ndidatud, et kasvajate tekkel on kasvajarakkude DNA metiilatsioonimuster
(vermimine) muutunud, vorreldes normaalsete sama koe rakkude DNA metiilatsiooniga.
Voib ette tulla nii tildist hiipometiilatsiooni, mis viib metastaseerumiseks vajalike gee-
nide aktivatsioonile kui ka lokaalset mingi kindla geeni hiipermetiilatsiooni, mis tingib
teatud geeni (nt. mitmete tuumorite supressorgeeni) metiilimise ja inaktivatsiooni.

4.7.3. Imetaja malugeenid

Tiinuse-/raseduseaegse kasvu regulatsioonil, embriiogeneesis ja ka hilisemas talitluses
(follikulogenees, raseduse/tiinuse piisimine, progesteroonisiinteesi aktivatsioon, muna-
sarja areng ja granulooskoe rakkude proliferatsioon koostoimes luteiniseeriva hormooni
ja folliikuleid stimuleeriva hormooniga) on oluline roll insuliinisarnasel kasvufaktoril
2, IGF2-1 (ingl. insuliin-like growth factor 2, Igf2). IGF2 paikneb inimesel 11. kromo-
soomi sellises piirkonnas (11p15.5, hiirel 7. kromosoom), kus esineb ka naabergeenide
aktiivne vermimine. Imetajatel avaldub vaid isalt paritud Igf2-geen, emalt paritud teine
11. kromsoomi Igf2-geen on transkriptsiooniliselt inaktiivne vastavale geenile eelneva
CpG-piirkonna nukleotiidide metiiilimise tottu. Moodustuvad mCpG-paarid ja CpG-
saared (jn. 15.14). Emasliini X-kromosoomi Igf2-geeni metiilatsioon siilib somaatiliste
rakkude paljunemisel (milu). Sugurakkude valmimisel X-kromosoomi, nagu ka teiste
kromosoomide metiilatsioonimuster aga kustutatakse. Pirast viljastumist taastub
uue organismi jagunevates rakkudes paritud metiilatsiooni pilt (toimub vermimine),
s.t. endiselt on aktiivne iiksnes isalt paritud 11. kromosoomi Igf2-geen. Vastupidine
olukord esineb aga geeni H19 metiilatsioonil. Nimelt on inimese Igf2-geeniga samas
11. kromosoomi regioonis 11p15.5 asuv H19-geen metiiilitud just isapoolselt, emapoolne
kromosoom on aga aktiivses olekus ehk metiiiilimata.

Meeldejatmiseks
Imetajate geenide vaigistamine seostub DNA metiilatsiooniga.

Geenimalu e. vermimine tahendab olukorda, kus geenide avaldumine on kontrollitud selle kaudu, kum-
malt vanemalt geen on paritud.

Vanemate metiilatsioonimuster parandub muutumatul kujul edasi jarglastele.

4.8. DNA amplifikatsioon

Geeni koopiaarvu tous e. geeni amplifikatsioon soodustab tavaliselt vastavate geenide
avaldumist.

4.8.1. Amfiibide ribosoomi rRNA geenide amplifikatsioon

Iga ootstiit sisaldab umbes 10'* ribosoomi. Parast munaraku viljastamist on embriio
varaseks arenguks vaja viga palju ribosoome. Kannuskonna (Xenopus laevis) genoomis
on 24 000 SS rRNA-geeni, kuid 18S ja 28S rRNA-geene on iihe diploidse raku kohta vaid
800-1000. Ribosoomi rRNA-geenid paiknevad laiali iile genoomi, kuid rakutuumas
koonduvad nad lokaliseeritud piirkonda, mida nimetatakse tuumakese organisaatori
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piirkonnaks, TOP (ingl. nuclear organizator region, NOR). TOP-id asuvad inimesel nii-
teks S paari homoloogsete kromosoomide (13., 14., 15., 21. ja 22.) lithikeses dlas. Seal
toimub veereva ratta replikatsioonil ribosoomigeenide korduv replikatsioon, mille tule-
musel tekivad tandeemselt replitseeruvad rRNA-geenide alad. Peale geenide tandeemse
replikatsiooni tuleb ette ka DNA amplifikatsiooni, mis tagab ekstrakromosoomse DNA
koopiaarvu suurenemise.

Meeldejatmiseks

« Geeniekspressiooni suurenemine voib olla tingitud nii kromosoomsete kui ka ekstrakromosoomsete
DNA-ldikude amplifikatsioonist.

5. KROMOSOOMIDE AKTIVATSIOON JA INAKTIVATSIOON

Soo miidramise XX/XY- ja XX/X0-stisteemide puhul on organismidel vaja vordsus-
tada molemal sugupoolel X-liiteliste geenide aktiivsus, et nii emas- kui isasorganismides
toimuks X-kromosoomidelt mRNA transkriptsioon samas mahus (jn. 15.15). Kuna ime-
tajate emasloomadel on kaks X-kromosoomi ja isasloomadel vaid iiks, on see probleem
lahendatud emastel sellisel viisil, et kahest X-kromosoomist on iitks homoloog alati

XX-emane voi XY- voi
hermafrodiit X0-isane

Inaktivatsioon (imetajad) | | | !

T Uks X on inaktiveeritud

Huperaktivatsioon (Drosophila) ‘ | | | .
Y

X on hiperaktiveeritud

Hiipoaktivatsioon (Caenorhabditis) ‘

tot

Mélemad X-d on hlipoaktiveeritud

Joonis 15.15. X-liiteliste geenide doosikompensatsiooni kolm mehhanismi: inaktivatsioon, hiiperaktivatsioon

jahiipoaktivatsioon.



inaktiveeritud olekus. Emasorganismi somaatilistes rakkudes on vordse toendosusega
inaktiveeritud kas isalt voi emalt parit X-kromosoom. Seda protsessi nimetatakse geeni-
doosi efektiks e. kompensatsiooniks (ingl. gene dose compensation).

Addikakirbsel pole aga emaste kirbeste kumbki X-kromosoom inaktiveeritud. Siin
transkribeeritakse hoopis isaste ainsalt X-kromosoomilt mRNA-d palju intensiivsemalt
(kahekordses mahus) ja saavutatakse sama geeniekspressiooni tase, mis esineb emastel
kahe X-kromosoomi korral. Toimub X-liiteliste geenide hiiperaktivatsioon (ingl. hyper-
activation).

Nematoodi (Caenorhabditis elegans) puhul esineb kolmas variant. Varbussil on XX-
indiviidid hermafrodiitsed (funktsioneerivad nii emaste kui isastena) ja X0-isendid on
isased. X-liiteliste geenide transkriptsioonilise aktiivsuse vordsustamine hermafrodiitides
toimub nende X-kromosoomides geenide osalise repressiooni (pidurdamise) tulemusel.
Sellist mehhanismi nimetatakse X-liiteliste geenide hiipoaktivatsiooniks (ingl. hypoac-
tivation).

Meeldejatmiseks

« Imetajatel, putukatel ja ussidel on isaste ja emaste X-kromosoomide geenidoosi (hulga) erinevuste kom-
penseerimiseks erinevad mehhanismid.

5.1. Imetaja X-kromosoomide inaktivatsioon (geenidoosi kompensatsioon)

Kohe pirast munaraku viljastumist toimub tiksnes isapoolse X-kromosoomi inakti-
vatsioon e. kondensatsioon e. vaigistamine (emapoolne X-kromosoom on aktiivne),
mis kestab kuni blastulatsioonini. Varase blastotsiisti staadiumis toimub imetajatel aju-
tine aktivatsioon (mélemad X-kromosoomid on aktiivsed kuni blastulatsioonistaadiumi
16puni). Hilise blastotsiisti staadiumis toimub de novo tiiesti juhuslik ithe X-kromosoomi
(kas ema- voi isapoolse) piisiv inaktivatsioon, s.t. pannakse paika, kummalt vanemalt
pirinev X-kromosoom jiib aktiivsesse voi mitteaktiivsesse (Barri keha) olekusse. Metii-
latsioonimuster piisib sama kogu organismi edasise arengu jooksul. Aktiivne ja inaktiivne
X-kromosoom eristuvad ka selle poolest, et aktiivsete kromosoomide puhul on histoon
H4 liisiini molekulid keemiliselt modifitseeritud (atsetiiiilitud). Inaktiivses X-kromo-
soomis on modifitseeritud H4 vaid kolmes kitsas kromosoomi piirkonnas, kus on ka
inaktiivse X-kromosoomi transkriptsiooniliselt aktiivsed geenid. Modifitseeritud his-
tooni H4 ei leidu ka somaatiliste kromosoomide konstitutiivses heterokromatiinis, kus
vastavatel aladel paiknevad geenid on transkriptsiooniliselt inaktiivsed. X-kromosoomi
vaigistamises/aktivatsioonis on oma roll ka histooni H3 liisiini metiilatsioonil ja atsetii-
latsioonil.

X-kromosoomi inaktivatsioon algab kindlast X-kromosoomi kohast, X-inakti-
vatsiooni keskusest (ingl. X-inactivation centres, XIC) ning levib edasi mélemas
suunas, kromosoomi moélema otsani (jn. 15.16). Moodustub inaktiivsete geenidega
X-kromosoom. Selles protsessis on erandiks geeni Xist transkript (ingl. X-inactive
specific transcript), mis saadakse samuti XIC-piirkonnast. XIC-piirkonnas jiidb DNA
transkriptsiooniliselt aktiivseks ka siis, kui tilejadnud X-kromosoom on inaktiveeritud.

Geeniregulatsioon eukartiootidel
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Inaktiivne Aktiivne
X X

RNA jaab

tuuma ja
seondudes
X-kromosoomile,
inaktiveerib
viimase

-

- Xic —> // RNA puudub
€1

XIST (17 kb RNA)

RNA puudub// <« ﬁ - —_— _» tsUtoplasmasse
HPRT RNA

Joonis 15.16. Inimese inaktiivse X-kromosoomi XIST-geeni avaldumine naistel. XI1C — X-inaktivatsiooni kes-
kus; XIST — X-inaktivatsiooni spetsiifiline transkript; HPRT — hiipoksantiini fosforibostiltransferaasi geen.
Inaktiivsel X-kromosoomil toimub XIC-piirkonna poolt determineeritud XIST-geeni 17 kb transkripti XIST
seondumine X-kromosoomiga ja kromosoomi inaktiveerumine.

Geenilt XIST siinteesitakse 17 kb pikkune RNA transkript, mis ei kodeeri mitte ithegi
polipeptiidi siinteesi. Ta jidb tuuma, kus ta poliiadeniiilitakse ning kus ta on voime-
line assotsieeruma X-kromosoomiga (kromosoom justkui kaetakse RNA-ga), takistades
sellelt letildist transkriptsiooni toimumist. Aktiivses X-kromosoomis on geeni XIST
transkriptsioon pérsitud. Geenidoosi kompensatsioon saavutatakse jarelikult inaktiivse
X-kromosoomi XIST-geeni aktivatsiooni ja aktiivse X-kromosoomi XIST-geeni inakti-
vatsiooniga. Sarnaselt XIST-geeniga toimub ka teise geeni, TSIX, transkriptsioon. Tema
produkt TSIX RNA on XIST-geeni antisenss-RNA, mida transkribeeritakse XIST-geeni
DNA-It vastasahelalt. TSIX-transkript on XIST-geeni negatiivne regulaator, s.t. mida kor-
gemal tasemel on TSIX-geeni ekspressioon, seda madalamal tasemel on XIST-transkripti
stintees ja antud kromosoomi ei inaktiveerita. X-kromosoomi inaktivatsioonis osalevad
lisaks kahele eelmainitule veel mittetransleeritavad RNA-geenid JPX ja FTX. Jarelikult
on X-kromosoomi metiilatsioonimustri kustutamisel tihtsad ka pikad mittekodeerivad
RNA-d (ingl. long non-coding RNA, IncRNA), mis vdivad n-6. piista kromosoomi inakti-
vatsioonist.

Interfaasi rakutuumas on inaktiivsed X-kromosoomid histi identifitseeritavad. Nad
on tuumamembraaniga assotsieerunud (paiknevad tuumamembraani liheduses) ning
varvuvad kondenseerunult tugevalt ning on mikroskoobis nihtavad Barri kehakes-
tena. Barri kehakesed avastas Murray L. Barr (1908-1995) koos iiliépilase Ewart G.



Bertramiga 1948. a. Barri kehake on niide fakultatiivsest heterokromatiinist, sest
see pole jilgitav kogu rakutsiikli viltel. Konstitutiivne heterokromatiin asub kromo-
soomide tsentromeeride piirkonnas ning on nihtav kogu rakutsiikli viltel. Rakutsiikli
M-faasi alul Barri kehake dekondenseerub ning replitseerub ménevérra hiljem, vorrel-
des teiste kromosoomidega. Meeste rakkudes Barri kehakesed puuduvad, naistel on tiiks
Barri kehake. Alles 1959. a. avastas Léuna-Koreas (Soul) siindinud jaapanlasest USA
geneetik ja evolutsioonibioloog Susumo Ohno (1928-2000), et imetaja iihe raku méle-
mad X-kromosoomid on erinevad: iiks kiitub rakutsiikli viltel kui autosoom ja teine on
heterokromatiseerunud olekus e. inaktiivne. Ohno seadus iitleb, et imetajate X-kromo-
soom on liigiti viga konserveerunud. 1961. a. esitas inglise geneetik Mary F. Lyon (snd.
1925) hiipoteesi X-kromosoomi juhuslikust inaktivatsioonist e. laionisatsioonist imeta-
jate ontogeneesis, mis 2011. a. nimeti Lyoni seaduseks.

Kui inimese rakkudes on 2 inaktiveeritud X-kromosoomi, s.t. 2 Barri kehakest, voib
olla tegemist triplo-X-siindroomiga (ingl. triple X syndrome, trisomy X, XXX syndrome,
47,XXX aneuploidy), millega siinni sagedus tiidrukute hulgas on 1 : 1000. Nn. iilinaiste
genotiiiibis (47, XXX) on 3 X-kromosoomi, millest 2 on inaktiveeritud olekus. Siin viljen-
dub ka geenidoosi efekt.

Uhe X-kromosoomiga X-naisi (ingl. monosomy X females, XO females) nimetatakse
kirjeldaja, USA endokrinoloogi Henry H. Turneri (1892-1970) jirgi Turneri siind-
roomiga (ingl. Turner syndrome) véi ka Ullrichi-Turneri siindroomiga naisteks. Neid
tutarlapsi stinnib sagedusega 1: 2000 — 1 : 5000. Nende kartiotiiiip on 45,X, mistottu neil
pole teist X-kromosoomi ja seetottu ei toimu neil ka Barri kehakese kondenseerumist, sest
ainus X-kromosoom peab olema rakkudes funktsionaalne. Ehkki nende ainus X-kromo-
soom on aktiivne, on neil kasvupeetus, viljatus (gonaadide diisfunktsioon ja amenorréa)
ning anatoomilised kérvalekalded arengus (lithike kael jne). Neil voivad suurema tée-
niosusega kui kontrollpopulatsioonis esineda méned haigused (nt. hiipotiireoidism,
diabeet, nigemis- ja kuulmisprobleemid ning mitmed autoimmuunhaigused). Isendi
normaalseks arenguks on jarelikult vaja mélemat X-kromosoomi, seega on inaktiveeritud
X-kromosoom mingis arenguetapis transkriptsiooniliselt siiski aktiivne. Neid geene, mis
avalduvad mélemas X-kromosoomis, on teada ca 20. Moned neist méadravad transkript-
sioonifaktorite siinteesi, monedel on aga hoopis analoogid Y-kromosoomis. Viimasel
juhul tagatakse geenide vordne ekspressioon mélemal sugupoolel.

Meeldejatmiseks

X-kromosoomi inaktivatsioon imetajal saavutatakse XX-emastel valku mittekodeeriva RNA kaasabil, mis
transkribeeritakse kromosoomi X-inaktivatsiooni keskuses (XIC) paikneva geeni XIST poolt.

Inaktiivne X-kromosoom on rakus tsiitoloogiliselt ndhtav tuumamembraani laheduses Barri kehakesena.

5.2. Aadikakérbse X-kromosoomi hiiperaktivatsioon

Aidikakirbsel on X-liiteliste geenide doosikompensatsiooniks vaja vihemalt viie geeni
valguprodukte. Nullmutatsioonid neis geenides pohjustavad isastel letaalsust. Seepi-
rast nimetatakse neid msl-geene isaspetsiifilisteks letaalsuslookusteks (ingl. male
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specific lethal loci) ja vastavaid valke MSL-valkudeks. MSL-valgud saavad spetsiifili-
selt seostuda vaid isaste X-kromosoomiga. Osa neist valkudest sarnanevad DNA- ja
RNA-helikaasidega (ingl. DNA and RNA helicases), mis keeravad nukleiinhappemo-
lekuli lahti ehk despiraliseerivad selle. Samuti on teada, et msl-geenidest iiks kodeerib
histooni atsetiiiiltransferaasi, s.o. valku, mis muudab histooni H4 atsetiiiilimist ja
selle kaudu kromatiini struktuuri ja geenide aktivatsiooni. MSL-valgud moodustavad
valgukompleksi, mis sisaldab seondumisel isaste dddikakarbse X-kromosoomiga eritiii-
bilisi mittetransleeritavaid RNA-molekule e. roX-e (X-kromosoomi RNA tihistamiseks).
roX-id transkribeeritakse X-liitelistelt geenidelt. Kompleks seondub 30-40 punktis iile
kogu X-kromosoomi, levib seondumispunktist edasi kahes suunas (ingl. bidirectionally),
kuni jouab X-kromosoomi geenideni, mida on vaja hiiperaktiveerida. Selles protsessis
voib toimuda kromatiini iimbermodelleerimine (ingl. chromatine remodeling), mis
muudab rakkude geeniaktiivsust ja seega ka rakkude toimimist.

Meeldejatmiseks

Isaste addikakarbeste ainsa X-kromosoomi hiiperaktivatsioon saavutatakse RNA-valk-komplekside
toimel, millega mojutatakse erinevate seondumissaitide kdrval asetsevate geenide transkriptsioonilist
aktiivsust.

5.3. Varbussi X-kromosoomi hiipoaktivatsioon

C. elegans’i geenidoosi kompensatsioon pohjustab XX-kromosoomidega hermafrodiitide
somaatilistes rakkudes X-liiteliste geenide transkriptsiooni osalist pidurdamist (repres-
seerimist). X-kromosoomide hiipoaktivatsiooni mehhanismid pole tiielikult selgitatud.
On teada, et analoogselt dddikakarbse MSL-valkudega seonduvad ka siin samatiiiibili-
sed valgud spetsiifiliselt vaid X-kromosoomiga, kuid erinevalt dddikakérbsest seonduvad
C. elegans’i valgud vaid juhul, kui organismi rakkudes on kaks X-kromosoomi. Valgu-
kompleks seondub X-kromosoomiga ja pidurdab X-liiteliste geenide transkriptsiooni.

Meeldejatmiseks

Varbussi kahe X-kromosoomi hiipoaktivatsioon hermafrodiitides maaratakse valkude poolt, mis seondu-
vad X-kromosoomidega ja pidurdavad nendes kromosoomides olevate geenide transkriptsiooni.



XVI. VIIRUSEGENEETIKA

1. VIIRUSTE GENEETILINE ORGANISATSIOON

1.1. Viirus: rohkem kui molekul ja vahem kui elusrakk

1.1.1. Viiruste definitsioon

Viirused ei ole elusorganismid. Nad on obligatoorsed rakusisesed parasiidid. Need mole-
mad on laialt levinud postulaadid, mida ei kiputa eriti vaidlustama. Ometi on viiruste
teaduslik defineerimine mirksa komplitseeritum. Votame tlalnimetatud rakusisese
parasiidi kriteeriumi. Selgub, et parasiite on teisigi peale viiruste. Nditeks on rakusises-
teks parasiitideks mitmed prokariiootsed organismid, bakterid perekonnast Rickettsiae
(riketsiad) ja Chlamydiae (klamiiiidiad), kes suudavad viljaspool rakku eksisteerida vaid
viga lithikest aega. Ka miitkoplasma on rakusisene parasiit, kes siistemaatiliselt on ilma
rakukestata bakter. Prokariiootset paritolu on ka eukariiootide eluliselt tahtsad organel-
lid: mitokondrid ja kloroplastid, ka nemad pole voimelised eksisteerima viljaspool rakku.
Onneks pole nad rakusisesed parasiidid, vaid rakkude eluks vajalikud nn. vétmeorga-
nellid. Seepirast lisatakse viiruste defineerimisel rakusisese parasiidi parameetrile veel
lisaparameetreid.

1. Viiruspartiklid pannakse kokku (assambleeritakse) eelnevalt selleks rakus siin-
teesitud komponentidest.

2. Viiruspartiklid ei kasva ega jagune.

3. Viiruste genoomis puudub geneetiline informatsioon energia tootmiseks ja valgu
stinteesiks: vaid moned suured viirused voivad moodustada iiksikuid valgusiin-
teesi komponente (nt. tRNAd).

4. Viiruse geneetiline materjal ei ole rakusisesest keskkonnast membraaniga eralda-
tud, vaid on vahetus kontaktis peremeesraku tuuma voi tsiitoplasmaga.

S. Viirustel on véime moodustada rakust viljuvaid ja uutesse rakkudesse sisenevaid
viiruspartikleid. Erandiks on siiski nditeks enamik seeneviiruseid, mille paljune-
miststikkel on téielikult rakusisene. Viimasel juhul on viiruste eristamine raku
monedest mobiilsetest geneetilistest elementidest komplitseeritud.

Viirusegeneetika
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Viiruste rakusisene parasiitsus on tugevalt spetsiifiline: iga kindlat titipi viirus on voi-
meline nakatama vaid kindlat taiipi rakke. Lihtuvalt sellest klassifitseeritakse viirused
jargmiselt:

1) bakteriviirused e. faagid (bakteriofaagid);

2) loomaviirused;

3) taimeviirused;

4) seente ja ainuraksete viirused.

Viirusega nakatumisel interakteerub viiruse vilispind rakupinna spetsiifiliste retsep-
toritega (ingl. receptor). Kuivérd loomarakul puudub kest, siis loomaviirusi dratundvad
retseptorid asuvad otse raku plasmamembraanil. Faagide retseptorid paiknevad aga kas otse
rakukestal voi rakupinda katvatel karvakestel e. piilidel (ingl. pili). Taimeviirustel ja seene-
viirustel e. miikoviirustel (ingl. mycoviruses) teadaolevalt retseptorid aga puuduvad. Viiruse
strateegia on geniaalselt lihtne. Viirus peab modifitseerima moned rakulised valgud, millega
saavutatakse raku metabolismi imberliilitumine normaalselt raku elutegevuselt viiruse pal-
jundamisele suunatud metabolismile. Niisuguse strateegia osaks on ka see, et potentsiaalne
nakatumisvéimeline viirus voib siilida rakus pikka aega latentselt (mitteavaldunult), enne
kui induktsiooni (mdjutuse) tulemusel hakatakse tootma uusi viiruspartikleid, mis viib
tavaliselt peremeesraku hukkumisele. Kroonilise e. persistentse infektsioonivormi (ingl.
chronic or persistent infection), niiteks paljude imetajate viirusinfektsioonide korral (JCV,
BKYV, HCV inimesel, Polyoma-viirus hiirtel), saab viirusosakeste tootmine toimuda siiski ka
ilma peremeesraku hukkumiseta. Viiruste paljunemisel saame seega riikida viiruste pal-
junemis- e. replikatsioonitsiiklist. Faagidel nimetatakse viirusgeenide mitteavaldumisega
seonduvat arengutsiiklit liisogeenseks tsiikliks ning viirusgeenide avaldumise ja paljune-
mise tstiklit virulentseks e. lisiitiliseks tsiikliks.
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Joonis 16.1. Faagi ja viiruse struktuuri skeem. 1. Escherichia coli faag T4. 2. Tubaka mosaiigiviirus TMV.
dsDNA - kaksikahelaline DNA; (+) ssRNA — informatsioonilise ,+"-ahelaga tiksikahelaline RNA.



Jassiiski, viirused jadvad ikkagi eelkoige tthendusliiliks elusa ja mitteelusa vahel. Ilme-
kaks niiteks on tubaka mosaiigiviirus (TMV) (jn. 16.1). TMV péhjustab tubakalehtedel
mosaiikset nekroosi, mis tekitab farmeritele tilisuurt majanduskahju. TMV-d saab kristal-
liseerida ja kristalliseeritud olekus sdilitada aastaid kuskil lauasahtlis. Selles olekus pole
viirusel mingeid elusorganismidele iseloomulikke omadusi: ta ei paljune, ei kasva ega arene,
ei kasuta energiat ega reageeri keskkonnastiimulitele. Tarvitseb aga raputada neid kristalle
vaid tubakalehtedele ja stinnib ime: viirus infitseerib leherakud, paljuneb, kasutab taime-
raku toodetud energiat ja reageerib rakulistele signaalidele (keskkonnaméjudele). Seega on
viirusel niisuguses olukorras taiesti selgelt avalduvad elussiisteemidele omased tunnused.

1.1.2. Viiruste avastamine

Nimetus ,viirus” pirineb ladinakeelsest sonast (1d. virus), mis tihendab tolkes ,miirki”.
Kuni 20. sajandini nimetati viirusinfektsiooni pohjustajateks pea koiki nakkustekitajaid,
ehkki paljudel juhtudel oli tegelikult tegemist hoopis bakteriaalsete haigustega. Eraldi
rihmana eristati viiruseid alles 20. sajandi kiinnisel.

Viirused avastati kui haiguseid pohjustav toimeaine, mis libib bakterifiltrite poori
libim6oduga kuni 0,4 pm. Bakterirakk on keskmiselt 2—3 pm, viiruspartikkel e. virioon
(ingl. virion) aga 20-400 nm pikk. Kahjuks pole viiruste eristamine suuruse alusel osu-
tunud viga efektiivseks. Nimelt on tinapdeval kirjeldatud viiruseid, mille virioonid on
suuremad kui 400 nm. Uheks selliseks on 2004. a. avastatud amoobe nakatav mimivii-
rus e. mimikrimikroob (ingl. mimicing microbe), mida peeti pikka aega grampositiivseks
kokiks (bakteriks). Mimiviirus eristub siiski teistest parasiitsetest rakusisestest mikroo-
bidest. Ta on ikosaeedrilise kujuga ja tal pole energiatootmismehhanisme. See viirus on
seni teadaolevatest kdige suurema genoomiga (1 181 404 bp e. 1,2 Mb) ning ta kodeerib,
erinevalt teistest viirustest, mitmeid translatsiooniga seotud faktoreid ja tRNA-sid ning
topoisomeraase, DNA reparatsioonivalke ja poliisahhariidide siinteesiga seotud ensiitime.

Louis Pasteur (1822-1895) oli esimene, kes kiill isoleeris viiruse (marutaudiviirus),
kuid kes ei eristanud seda haigustekitajat bakterist. Seeparast nimetatakse viiruste avasta-
jaks pigem Vene botaanikut Dimitri Ivanovskyt (1864-1920), kes niitas oma katsetega
1892. a., et tubakataime haigestumist pohjustab bakterifiltreid labiv patogeen (mida ta
ise pidas bakteriks), mille Martinus Beijerinck (1851-1931) nimetas 1898. a. vivum
fluidum’iks ja mis tinapdeval kannab nimetust tubaka mosaiigiviirus. Jirgnevalt avas-
tati mitmed teised viirused:

« 1898 Friedrich A. J. Loffler (1852-1915) ja Paul O. M. Frosch (1860-1928) —

veiste suu- ja sdrataudi viirus;

« 1908 taanlased Vilhelm Ellerman ja Olaf Bang — kodulindude leukoosi viirus;

« 1909 Karl Landsteiner (1868-1943), Constantin Lavaditi (1974-1953) ja

Erwin Popper (1879-1955) — inimese poliomiieliidiviirus;

« 1915 Frederick W. Twort (1877-1950) ja 1917 Félie d*Herelle (1873-1949) —

bakteriofaagid bakteritel e. bakterite s66jad (ingl. eater of bacteria).

Pirast bakteriofaagide avastamist sai uurijate unistuseks hakata kasutama viiruseid pato-
geensete bakterite (nt. koolera- ja tiiiifusetekitajad) hivitamiseks organismis. Kahjuks
selgus aga pea, et organism havitab sissetunginud viirused oma immuunsiisteemi abil
ning faagide selline kasutus pole voimalik.

Viirusegeneetika
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Mida aga viirused kui haigustekitajad endast kujutavad, oli juba ammu selge. Teame,
et ilemaailmse gripiepideemia e. pandeemia (ingl. pandemic disease) ajal 1918. a. suri nn.
Hispaania grippi maailmas 50-100 miljonit inimest. Véitlus viirustega jatkub tinaseni.
Onneks on see paljus ajalugu. Sajandiga on nii viirustest kui ka bakteritest pshjusta-
tud surmad minimeerunud ning asendunud vihkkasvajatest ja siidame-veresoonkonna
haigustest pohjustatutega (jn. 16.2). Moningad uuesti ilmnevad viirushaigused on aga
aktualiseerunud. Niiteks probleemid inimese immuunpuudulikkuse viirusega e.
HIV-iga (ingl. human immunodeficiency virus), mis pohjustab omandatud immuun-
puudulikkuse siindroomi e. AIDS-i (ingl. aquired immune deficiency syndrome) ning
kollatéve pohjustava C-hepatiidi viirusega (ingl. hepatitis C virus, HCV). Need vii-
rused avastati alles 1980. aastatel. Loomadel ja ka inimestel on tinapédeval hakanud
iilemaailmselt levima linnugripi- (ingl. bird flu) viirused, jirjekordselt uuesti ka suu- ja
sorataudiviirus (ingl. foot and mouth disease virus). Puugid levitavad inimesele edasikan-
duvat rasket puukentsefaliiti (Encephalititis viralis ixodidalis), metsloomad marutaudi,
mis inimesel v6ib pohjustada surmaga 16ppevat marutdbe (raabieseviirus, mis kuulub
Lyssa viiruste perekonda ja Rhabdoviridae sugukonda) jpt. haiguseid.

Haigustesse suremuse vordlus USA-s aastatel 1900 ja 2010
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Joonis 16.2. Erinevatesse haigustesse suremus USA-s, vorreldes aastaid 1900 ja 2010. Punase viisnurgaga on
tahistatud viirus- ja bakterhaigused; sinise viisnurgaga veresoonkonna haigused ja kasvajad.

Teiselt poolt on viirustel aga tilimalt positiivne roll molekulaargeneetika tekkes ja aren-
gus. Bakterite viirusinfektsioonil tekib 30 minutiga tile 100 uue viiruspartikli. Lisaks
on viiruste lihtne ehitus ja avalduvad fenotiiibilised tunnused nendeks hoobadeks, mis
viisid geneetiliste katsete tegemise tohutult kiiremaks ja selgepiirilisemaks. Viirusmude-
litel selgitati geeni struktuur. Selles valdkonnas tegi esmaavastused 1935.-1937. a. Max



Delbriick (1906-1981). Jirgnevalt, 1952. a., selgitas Seymour Benzer (1921-2007) faagi
T4 rII mutantidel geeni peenstruktuuri.

1.1.3. Viriooni ehitus ja viiruste klassifikatsioon

Viiruseid klassifitseeritakse kolme pohiomaduse alusel.
1. Kasviirused sisaldavad geneetilise info kandjana DNA-d v6i RNA-d?
2. Kasviiruse nukleiinhape on iiksik- voi kaksikahelaline?
3. Kasviirus on timbritsetud membraaniga voi ei?

Viirused sisaldavad geneetilise info kandjana eritiitibilisi nukleiinhappeid, mis kodeeri-
vad viirusespetsiifilisi valke (jn. 16.3).

1. dsDNA e. kaksikahelaline DNA (esineb: herpesviirused, adenoviirused,
vaktsiiniviirus, rougeviirus, polioomiviirused — nt. SV40, papilloomiviirused,
lillkapsa mosaiigiviirus (erinevalt teistest replitseerub see viirus aga RNA abil)
ning valdav osa bakteriviirustest, nt. T4- ja lambdaviirus).

2. ssDNA e. itksikahelaline DNA (esineb: bakteriofaagid — MS13 ja ®X174, paro-
viirused).

3. dsRNA e. kaksikahelaline RNA (esineb: taimede haavandtéve viirus, rotaviiru-
sed, paljud miikoviirused).

4. ssRNA e. iiksikahelaline RNA (esineb: TMV, paramiiksoviirused — mumpsi ja
leetrite viirus, leukoosiviirus, retroviirused - HIV, HCV, gripiviirused - HSN1).

DNA genoom on virioonis kas lineaarses vormis voi rongasmolekulina, RNA on aga
peaaegu alati lineaarselt (v.a. kollatéveviirus D). Nii DNA kui ka RNA genoomid vdivad
olla segmenteerunud, ménedel viirustel asuvad erinevad genoomiosad aga erinevates
virioonides. Loomade viirustel on genoomi kéik komponendid tihes virioonis, nditeks
on gripiviirustel 8 ja rotaviirustel 10 RNA segmenti. Taimeviirused voivad olla aga ka
multikomponentsed (erinevad genoomiosad erinevates virioonides). Osa RNA-viirus-
tega nakatumise jarel siinteesitakse rakus viiruse poolt kodeeritud péordtranskriptaasi
e. revertaasi toimel (mis on tavaliselt nakatunud viiruspartiklis valmiskujul juba ole-
mas) viiruse RNA-le komplementaarset dsSDNA-d. dsDNA integreerub seejirel viiruse
kodeeritud integraasi abil raku genoomi. Viiruse DNA v6ib selliselt integreerununa
piisida rakus pikka aega proviirusena (funktsionaalselt latentsena). Selliseid viiru-
seid nimetatakse retroviirusteks (ingl. retroviruses). Seevastu enamikul RNA-viirustel
(sh. HCV, TMYV, gripiviirused) genoomset RNA-d DNA-ks iimber ei kopeeritagi ning
nende genoomi replikatsioon toimub RNA-soltuva RNA poliimeraasi abil. Neid vii-
ruseid nimetatakse riboviirusteks (ingl. riboviruses) ning nende viiruste geneetiline
materjal ei integreeru kunagi raku genoomi.

Viiruse nukleiinhapet timbritseb valkiimbris e. kapsiid, mis kaitseb viiruse nukleiin-
hapet keskkonnamojude eest. Genoomse DNA v6i RNA pakkimisel osalevad spetsiifilised
pakkimisvalgud, mis tunnevad nukleiinhappes ira kindlaid pakkimissignaale (nuk-
leiinhappejirjestusi). Pakitud nukleiinhape vildib negatiivsete laengute tukumist,
ta on seotud positiivselt laetud ioonide, poliamiinide ja valkudega. Kapsiidis olevaid
valgu monomeere nimetatakse kapsomeerideks (ingl. capsomeres). Kapsomeerid on
omavahel ithendatud mittekovalentsete sidemetega. Viiruse kapsiid on siimmeetriline —

Viirusegeneetika
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helikaalne (valgu alaitksused paiknevad helikaalselt iimber nukleiinhappe) voi
ikosaeedriline, ingl. icosahedron (12-nurkne 20 vérdse kolmnurgaga hulktahukas). Heli-
kaalse kapsiidiga TMV-s (6400 nukleotiidi) on 2130 identset valgu alaiiksust pakitud
helikaalselt imber ssRNA nii, et iga alatiksus interakteerub kolme nukleotiidiga. Assamb-
leerumise iihikuks on 34 alaiiksust. Heinz L. Fraenkel-Conrat (1910-1999) ja Robley
C. Williams (1908-1995) niitasid 195S. a., et dissotsieerunud valgud ja RNA on vdime-
lised spontaanselt assambleeruma (ingl. molecular self-assambly). See véimaldas uurijatel
hakata katsetes viiruseid kokku pakkima viljaspool rakku. Ikosaeedriline kapsiidi siim-
meetria on niiteks adenoviirustel, pikornaviirustel ja faagil ®X174.

Viiruste kapsiid v6ib olla ilma katteta e. alasti (paljas). Sellised on niiteks adenovii-
rused, pikornaviirused, TMV jt. Peale kapsiidi on viirustel veel iimbris (ingl. envelope),
sagedamini on seda loomaviirustel (HIV, HCV, gripiviirused). Umbris pirineb alati
peremeesraku membraanist. Niiteks herpesviiruse puhul on selleks tuumamembraan ja
Golgi kompleksi membraanid ning gripiviirusel peremeesraku plasmamembraan. Umb-
ris sisaldab lipiide ja viirusespetsiifilisi valke: tavaliselt gliikosiitilimata maatriksvalke
ja membraani libivaid glitkoproteiine. Gripiviirusel on eksternaarselt néiteks glitkopro-
teiinsed pinnavalgud hemaglutiniin ja neuraminidaas, mis véivad sageli muteeruda.
Toimuda v6ib ka viirustevaheline pinnavalkude rekombinatsioon, mille tulemusel saa-
vad moodustuda uut tiiiipi pinnavalgud ja/v6i nende kombinatsioonid. Rekombinantsete
pinnavalkude vastu v6ib organismis immuunsus esialgu tiielikult puududa. Uheks oht-
likumaks niisuguseks viiruseks peetakse linnugripiviiruse varianti HSN1, mis kandub
lindudelt tile ka inimesele. Veel on viiruse imbrises valgukompleksid, mis moodustavad
transpordikanaleid (ioonkanalid). Umbrisega viirused vdivad olla ka erineva kujuga e.
pleomorfsed (ingl. pleomorphic). Nendel komplekssetel viirustel eristatakse jirgmisi ala-
tatpe:

1) viirustel on iimber DNA mitu valkkesta (nt. rougeviirused);
2) onkahesuguseid viiruspartikleid (nt. bakuloviirused);
3) onkapsiidi lisastruktuurid (nt. soolekepikese T-grupi faagid).

Koik Escherichia coli T-faagid (T1-T7) on komplekssed viirused, kuid iiksteisega vilimu-
selt sarnased: kaikide nende virioonid on konnakulleseniolised (ingl. tad-pole-shaped).
Neil faagidel eristatakse viiruse paist (ingl. head) ja viiruse saba (ingl. tail) (jn. 16.1).
Pidises e. peas on itks dsSDNA-molekul koos rea valkudega, mis on organiseeritud
ikosaeedriliselt. Saba on piisiva pikkusega ning voib koosneda kahest helikaalsest sama-
teljelisest 6onsast torust. Sisemist toru nimetatakse siidamikuks (ingl. core), vilimist
tupeks (ingl. sheath). Paarisarvuliste T-faagide (T2, T4 ja T6) puhul on tupp kontrak-
tiivne e. kokkutombevoimeline. Tupe peapoolne ots on thendatud kaelusega. Tupe teine
ots on ithendatud kuuenurkse alusplaadiga e. basaalplaadiga (ingl. baseplate), mille igas
nurgas on réhknael e. knopka (ingl. tail pin), mille abil viirus ankurdab end viirusinfekt-
sioonil pdérdumatult peremeesraku kiilge. Basaalplaadilt algavad ka 6 sabakiudu (ingl.
tail fibers), millede abil faag tunneb idra raku pinnal olevaid faagispetsiifilisi retseptoreid,
mis on eri T-faagidel erisugused. Faagi kinnitumine sabakiududega raku pinnale on aga
poorduv protsess. Pirast basaalplaadi fikseerumist saba rohknaeltega 16hustab alusplaat
rakukesta basaalplaadis sisalduva ensiiiimi liisotsiiiimi (ingl. lysozyme) toimel. Jirgnevalt
hakkab saba tupp kontrakteeruma (kasutatakse ATP-energiat) nagu viike muskel ning
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suruma alusplaati ldbi rakumembraani. Plaadis toimuvad konformatsioonilised muutused
ning ta avaneb DNA viljutamiseks. Saba siidamikus olev toru labib rakukesta, kuid mitte
rakumembraani, ja valkudega seondunud faagi DNA siseneb libi rakumembraani rakku.

Meeldejatmiseks
Viirused on obligatoorsed parasiidid, mis saavad reprodutseeruda vaid nakatunud elusrakus.
Bakteriofaagid on baktereid nakatavad viirused.

2. FAAGIGENEETIKA

2.1. Faagide elutsiikkel

Soltuvalt paljunemisstrateegiast jaotatakse faagid virulentseteks ja mittevirulentseteks e.
méddukateks. Virulentsed faagid (nt. E. coli T-grupi faagid) pohjustavad kohe ja alati parast
infektsiooni peremeesrakkude hukkumise. Sellist faagi elutsiiklit nimetatakse littitiliseks
tsiikliks. M66dukad faagid (nt. E. coli faag lambda) valivad pirast bakteriraku nakatumist
kas ludtilise tsiikli voi integreerumise bakteriraku kromosoomi, kus nad saavad sdilida
polvkondade viltel ilma aktiivselt funktsioneerimata. Kromosoomi integreerunud faagi
nimetatakse profaagiks ja vastavat paljunemisstrateegiat liisogeenseks tsiikliks. Keskkon-
namdjude toimel voib mingil ajamomendil profaag indutseeruda, millele jargnevalt profaag
vabaneb kromosoomist ning faag jatkab paljunemist niitid aga juba luttilises tsiiklis.

2.1.1. Mfaag

Escherichia coli faag lambda (X) genoom on 48 502 bp pikkune ning tema dsDNA sisaldab
ligi SO geeni. Faagi paisesse on pakitud lambdafaagi DNA lineaarsel kulul. Parast rakkude
infitseerimist muudetakse lambdafaagi DNA rakus ringikujuliseks DNA-molekuliks.
Rakusiseselt on lambdafaagil kaks tsiiklit: liiiitiline ja lisogeenne (jn. 16.4). Sisenedes
liisogeensesse tsiiklisse, integreerub faag A E. coli kromosoomi (profaagina). Selle oleku
sdilimisel ei tohi avalduda liitilises tsiiklis osalevate faagi geenide produktid: faagi DNA
replikatsioon, faagi morfogeneesi valgud, rakkude liiisi pohjustav liisotsiiiim. Faag
lambda geenide avaldumine on geneetiliselt reguleeritud ning seda kisitleme eraldi osas
(vt. ptk. XIV).

Faag\ integratsioon E. coli rongaskromosoomi toimub sait-spetsiifilisel rekombi-
natsioonil (jn. 16.5). Rekombinatsioon toimub spetsiifilistes seostumissaitides (ingl.
attachment sites), milleks on attP faag A kromosoomis ja attB bakterikromosoomis. Rekom-
binatsiooniprotsess on vahendatud faag A poolt siinteesitud valguga, A-integraasiga, mis
on geeni int produkt. Tegelikult on aftP- ja attB-jirjestused kiillaltki erinevad. Saitspetsii-
filine rekombinatsioon toimub vaid seostumissaidi keskses piirkonnas, kus nii attP kui ka
attB nukleotiidijirjestused on identsed, nimelt:

GCTI'TI'TTATACTAA
CGAAAAAATATGATT
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Saitspetsiifiline rekombinatsioon

Joonis 16.5. E. coli f‘aagx prof‘aagi

E. coli

integratsioon kromosoomi.

Rekombinatsiooni tulemusel jaib faag lambda DNA genoom kovalentselt bakteri-
kromosoomi koosseisu ning on moélemalt poolt flankeeritud tlalesitatud ithesuguse
15-nukleotiidse piirkonnaga. Need otsmised kordusjirjestused (ingl. terminal repeats)
on hiadavajalikud selleks, et faag A saaks nukleotiidi tipsusega bakterikromosoomist ka
vilja tulla e. end vilja 16igata (ingl. excision). See pdérdmehhanism on viga sarnane faag
A sait-spetsiifilise insertsiooniga. Profaagi viljatulek on nukleotiidi tipsusega toimuv prot-
sess, selle madramisel osalevad nii A-integraas (ingl. A integrase) kui ka A-xis-geeni produkt,
A-ekstsisionaas (ingl. excisionase). Keskmiselt iiks kord iga 10° bakteriraku jagunemise
kohta toimub profaagi A spontaanne viljatulek bakterikromosoomist. Faagi eraldumist kro-
mosoomist saab indutseerida keskkonnamoéjuritega, niiteks UV-kiirgusega.

2.1.2. T-faagid

Escherichia coli T-faagid on virulentsed dsDNA-faagid. Nad jaotuvad nn. paarisarvu-
listeks T-faagideks (T2, T4, T6), mille genoomid on suuremad kui 168 000 bp, ja
paarituarvulisteks T-faagideks (T1, T3, TS, T7), mille genoomid on viiksemad (nt. on
faagi TS genoomi suurus ca 39 000 bp). Paarituarvulised T-faagid on nii seroloogiliste
kui ka morfoloogiliste tunnuste pohjal sarnased, ehkki nad on vaid kaugelt sugulu-
ses. Paarisarvulised T-faagid on seevastu tiksteisega lihedalt suguluses, nende DNA on
80% ulatuses homoloogne, geenide jirjekord ja regulatsioon sarnased. Enimuuritud
paarisarvuliseks T-faagiks on faag T4. Paarisarvulised T-faagid on viga komplitseeritud
ehitusega (jn. 16.1). Nende struktuurivalkude ja faagide assambleerimisel osalevate val-
kude geenid haaravad enda alla tile 40% faagi genoomist, kusjuures 24 geeni osaleb faagi
pea morfogeneesis, 25 geeni saba ja sabakiudude moodustumises, lisaks faagi assamblee-
rimisel osalevaid valke kodeerivad geenid.
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Faagi T4 elutsiikli pikkus on 25 minutit. Tema genoom on ca 168 800 bp pikkune ja
sisaldab ligi 150 iseloomustatud geeni (jn. 16.6). Faag T4 on virulentne e. liiiitiline faag.
Kohe pirast viiruse DNA tungimist rakku toimub faagi varaste valkude (ingl. early phage
proteins) translatsioon faagi mRNA transkriptilt (mis siinteesitakse méni minut pirast
faagi DNA rakku sisenemist). Osa neist varastest valkudest on nukleaasid, mis degradee-
rivad peremeesraku DNA mononukleotiidideks, millega omakorda pidurdatakse taielikult
raku enda DNA, RNA ja valkude siintees. Teiseks faagi ,relvaks” on invasiooniline tege-
vus, kus faagi varased valgud on voimelised seonduma peremeesraku RNA poliimeraasiga
ja modifitseerima selle nii, et ta pole enam voimeline dra tundma peremeesraku geenide
promootoreid, lilitades need lihtsalt vilja. Kill on aga modifitseeritud RNA polime-
raas voimeline seonduma jiatkuvalt faagi varaste geenide promootoritele, siinteesima uusi
varaseid valke, mis modifitseerivad edasi RNA poliimeraasi. Muudetud RNA poliime-
raas tunneb niiiid dra ka faagide hiliste geenide promootorid ja lilitab need sisse. Seega
saavutatakse RNA poliimeraasi jarkjirgulise modifikatsiooniga peremeesraku geenide
viljalillitamine ja faagi geenide jarkjarguline sisselilitamine. Niiiid, mil rakk on alistatud,
on vaja kasutada raku komponente faagi enda paljundamiseks ja arenguks. Selleks toi-
mub infektsioonitsiikli keskosas faagi hiliste valkude (ingl. late phage proteins) siinteesi
induktsioon. Need valgud on faagi pea ja saba tarvis, faagi DNA lahtiléikamiseks ning
faagiosakeste assambleerimiseks. Umbes 15 minutit parast faagi rakku tungimist on rakk
pungil tiis faagi jarglasi. Lopuks, 25. minutil, litiisib viiruse poolt eelnevalt rakus stinteesi-
tud vaba lisotstitim rakuseina, rakk hivib ja vabanevad 100-300 uut faagi partiklit.

2.1.3. Restriktsiooni-modifikatsioonisiisteem

Faagi varaste geenide produktid (nukleaasid) degradeerivad mittemetiiiilitud tsiitosii-
niga (C) bakteri-DNA mononukleotiidideks, mida edaspidi kasutatakse varuosadena
faagi-DNA siinteesil. Faagi T4 enese DNA on selle degradatsiooni suhtes resistentne, sest
tsiitosiini asemel on faagi DNA-s juba faagi ensiiimide poolt siinteesitud S-hiidroksii-
metiiiiltsiitosiin (ingl. S-hydroxymethylcytosine, HMC), mis lisatakse faagi DNA
genoomi replikatsiooni kidigus. Faag siinteesib lisaks veel ka spetsiifilist valku, mis osa-
leb faagi genoomi replikatsioonil ja takistab C nukleotiidi liillitumist HMC asemele faagi
DNA-sse.

Kuid ka bakterid piiiiavad end kaitsta vd6ra DNA eest. Werner Arber (snd. 1929)
avastas, et moningates E. coli tiitvedes on faag T4 paljunemine takistatud. Selgus, et
bakterid kodeerivad endonukleaaside e. restriktsiooniensiiiimide e. restriktaaside siin-
teesi. Restriktaasid avastati 1970. a. Hamilton Smithi (snd. 1931) ja Daniel Nathansi
(1928-1999) poolt. Neile koos W. Arberiga anti nimetatud avastuste eest 1978. a. Nobeli
preemia. Restriktaasid degradeerivad nii C-sisaldusega DNA ja harvemini ka HMC-sisal-
dusega DNA, sest nad tunnevad dra 4-6 bp pikkuseid DNA-jirjestusi, kus pohjustavad
DNA katkemisi, tekitades niiviisi kas kleepuvate voi tompide DNA-otstega DNA-frag-
mente. Edasist DNA degradatsiooni viib libi rakusisene eksonukleaas ExoV. Raku enda
DNA on aga samades restriktaaside dratundmissaitides spetsiifiliselt metiilitud, mis-
tottu peremeesraku DNA on ise kaitstud. Sellise bakterite kaitsestisteemiga suudavad
moéned faagid edukalt toime tulla. Niiteks faagide T2 ja T4 (mitte aga T6) DNA GATC-
jarjestuste adeniin on enamasti metiiilitud positsioonis nr. 6. Metiilatsiooni labiviiv faagi
ensiiiim on valgu tasandil sarnane E. coli Dam-metiilaasiga. E. coli tiives RI on restriktaas



EcoR1I ja sellele vastav metiilaas (ingl. methylase), mis metiiiilib adeniini restriktaasi poolt
dratuntavas jirjestuses GAATI'C (jn. 16.7). Viirused on aga evolutsioonis enamgi 6ppi-
nud. Nad on kaitsestrateegia lahendanud selliselt, et viirusgeenid kodeerivad enstitimi
gliikosiiiiltransferaasi (ingl. glycosyltransferase), mille abil lisatakse glitkoosijaiisk HMC-
jadgi hiidroksiiilgrupile. Gliikosiiiilitud HMC-na pole DNA enam restriktaaside suhtes
tundlik. Jarelikult on restriktsiooni-modifikatsiooni siisteemi bioloogiliseks funktsioo-
niks voora DNA degradatsioon, faagid on aga evolutsiooni kidigus 6ppinud selle siisteemi
toimet véltima.

7 . . Metuulgrupp
Aratundmissait
Mod ifikatsioon
I: Ty
Restriktaas Metadlgrupp
EcoRI .
[— ]
Restriktaas
EcoRlI
Katkemisi ei teki
=
Kaksikahelaline
katke

Kleepuvad otsad

Joonis 16.7. Restriktsiooni-modifikatsioonisiisteem bakterites (restriktaas EcoRI nitel). Restriktaaside
pohjustatud DNA fragmenteerumine spetsiifilistes aratundmissaitides, andes theahelaliste kleepuvate lop-
pudega DNA. Metiilaasid modifitseerivad (metitiilivad) 46 bp pikkuseid restriktaaside dratundmissaite ja
muudavad need restriktaaside suhtes resistentseks.

Levinumad on tiiiip I ja tiiiip II restriktsiooni-modifikatsioonisiisteemid (ingl. restric-
tion modification systems). Esimesel juhul on tegemist ithe oligomeerse valguga, teisel juhul
aga kahe geeni poolt kodeeritud kahe erineva valguga. Tiiip III restriktaasid on valgud,
mis koosnevad kahe geeni (mod ja res) kodeeritud valgu alaiiksustest ja mis funktsionee-
rivad DNA dratundmisel, modifitseerimisel (Mod) véi restriktsioonil (Res). Tiiiip IV
restriktaasid on heterogeenne grupp ensiiiime, koosnedes ithe voi kahe geeni poolt kodee-
ritud valgust, mis erinevalt teistest I6ikavad vaid modifitseeritud DNA-d.
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Meeldejatmiseks

Faag lambdal () on rakus kaks alternatiivset olekut: liiiitiline tstikkel, mis viib raku liiiisini ja faagiosade
vabanemisele, ning liisogeenne tsiikkel, mille puhul faagi DNA on integreerunud bakteriraku kromo-
soomi.

Faag lambda integreerub kromosoomi saitspetsiifilisel rekombinatsioonil seondumissaitide (att-saidid)
homoloogsuse alusel.

« Integreerunud profaag lambda flankeerub 15-nukleotiidiliste att-kordusjarjestustega, mis on vajalikud
profaagi nukleotiidi-tapsusega valjatulekuks kromosoomist.

« Bakteriofaag T4 on liiiitiline faag, mis liiiisib infektsioonijargselt £. coli rakke.

« Rakku tungiv faagide DNA muudetakse resistentseks faagide enda poolt kodeeritud nukleaasi suhtes
tsiitosiini hiidrokstimetiiiilimisega 5-hiidroksiimetiiiiltsiitosiiniks.

« Paarisarvulised T-faagid kaitsevad end rakuliste endonukleaasidele toime eest enda DNA gliikosiiiili-
misega.
Restriktaaside (tiilibid I-IV) restriktsiooni-modifikatsioonististeemide restriktsioonilised ja modifi-
katsioonilised funktsioonid on eristatud, nad esinevad kas erinevate valkude vdi {ihe valgu erinevate
alaiiksuste koosseisus.

2.2, Geenide peenstruktuur

2.2.1. Faagilaigud
Faagilaikude morfoloogia (ingl. phage plaque morphology) on iiks viheseid ja lihtsalt
detekteeritavaid faagide fenotiiibilisi tunnuseid, mida kasutatakse eelkdige geneetilistes
uuringutes. Kui Petri tassi tardso6tmele on kiilvatud bakterirakud, milledest osa on naka-
tatud faagiga, siis nakatatud bakterirakud liisuvad, nakatavad vabanenud faagiosakestega
korvalolevad bakterid, mis omakorda liiisitakse ning protsess kordub mitmed tsiiklid.
Tulemuseks moodustub rakuvaba tsoon e. faagilaik (ingl. phage plaque). Soltuvalt faagi ja
bakteri genotiiiibist on faagilaikude morfoloogia erinev ning soltub eelkoige kahe faktori
funktsioonide koostoimest:

1) bakteri ja faagi fiisioloogilisest interaktsioonist;

2) faagi genotiiiibist.

Faagi T4 morfoloogilised mutandid e. -mutandid (ingl. rapid lysis mutants) on jirgmised
(jn. 16.8):

1) r* - metsiktiiiipi faagid moodustavad viikesi sibruliste servadega laike;

2) r -faag moodustab suuri selgete servadega laike.

Teine lihtsalt jilgitav faagi fenotiiiip on seotud faagi peremeeste ringiga e. peremees-
ulatusega (ingl. host range). Peremeesulatusega T2-faagi mutandid on voimelised
infitseerima vaid ithtesid bakteritiivesid, mitte aga teisi (jn. 16.8). Nditeks E. coli tiive B
rakud on infitseeritavad metsiktiiipi T-faagidega, bakteri mutantne tiivi B/2 on aga resis-
tentne faagi T2 infektsioonile. Mutandil E. coli B/2 on mutatsiooni tagajirjel muutunud
faagi T2 pinnaretseptor ja faag T2 ei saa enam rakupinnaga seonduda. Seevastu faagi



mutant T2h on voimeline infitseerima nii algtive E. coli B, kui ka tema mutanti B/2. Ka
faagi T2 ning tema mutandi T2/ laikude morfoloogia on sarnane, kuid neid saab teine-
teisest eristada siis, kui infitseerida faagiga tiivede B ja B/2 segu, kus labipaistvad laigud
tekivad sootmel vaid nakatamisel mutandiga T2h. Faag T2-ga (tihistatakse T2h*) naka-
tamisel on faagilaigud higused, sest see faag litiisib kiill E. coli B-tiive rakud, kuid laikude
territooriumil jitkavad kasvu tiive B/2 rakud, mis muudavad faagilaigu higusaks.

Joonis 16.8. Faag T2 fenotutbid.
Metsiktiipi faag T2r — E. coli B
Petri tassil viikesed sibrulised lai-
gud; mutant T2r — E. coli B Petri
tassil suured laigud; mutant T2rI1
—E. coli K12 (\) Petri tassil laike ei
teki. Peremeesulatusega mutant
T2h* annab laike E. coli B tassil,
aga ei anna laike mutant E. coli
B/2-ga, kuid annab hagusaid laike
kahe tiive (B+B/2) segul. E. coli
tivede B ja B/2 segu kahegeensel

ristamisel annavad vanemtatpi
suured higusad (T2h'r) ja viike-
T2HlIA T2rllB  T2rlIA+B T2r sed labipaistvad (T2hr") faagid
rekombinatsed suured libipaist-
vad (T2hr) ja viikesed higusad
(T2h+*) laigud. rll-mutantide ris-

tamisel annavad E. coli K12 (\)
E coliB+B/2 E.coiB+B2  E coliKi2(\  E. coliK12(A) tives geenisisese krossingoveri

Anemtiidl mbinan ombi korral laike vaid metsiktaupi
tiivi tiived uvi faa gi d

E. coliB E. coli B/2 E. coliB + B/2

2.2.2. Rekombinatsioonanaliiiis
1946. aastal avastasid Max L. H. Delbriick (1906-1981) ja Alfred Hershey (1908-1997)
teineteisest soltumatult faagide geneetilise rekombinatsiooni. Nad avastasid juhus-
like mutatsioonide pohjustatud bakterite resistentsuse viiruste suhtes, mille eest said
mélemad 1969. a. koos Salvador E. Luriaga (1912-1991) Nobeli teaduspreemia. Mik-
roobitiive nakatamist kahe erineva faagiga nimetatakse faagide ristamiseks. A. Hershey
nakatas E. coli B-tiive baktereid faagi T2 kahe mutantse tiivega (genotiiiibid h*rja h r*)
ning sai faagide jirglaskonna, millega infitseeris bakteritiivede B ja B/2 segu (jn. 16.9).
Selgus, et 98% faagide jirglaskonnast olid vanemtiiiibiga, 2% olid aga rekombinantsed
(h*r*ja h r). See niitas, et faagi h- ja r-geenide vahekaugus on 2 geneetilise kaardi iihikut
(vt. ptk V). Koiki nelja tiiipi faagilaike eristati jairgmiselt:

1) h*r - suured higusad;

2) hr* - viikesed selged;

3) h'r* —viikesed higusad;

4) hr-suured selged.

Viirusegeneetika
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Vaikesed labipaistvad  T2hr* kj §§ T2h*r  Suured hagused
k 'A

Topeltinfektsioon faagi T2
kahe erinevat tlitipi geen-
mutantidega

Vaikesed labipaistvad Suured hagused

r-lookus

h-lookus
T OOIOIr A

Krossingover > Vanemtiilipi tiivi
TIOOTOTOTEION b

Metsiktdtp [ TTTT T TT h*rt

}Rekombinantsed tived

Kaksikmutant TN A

E. coliB + B/ZE

Suured labipaistvad  (hr)
Vaikesed hagused  (h*r*)
Vaikesed labipaistvad éhf;
Suured hagused h*r

Joonis 16.9. Faagi T2 laikude morfoloogia ja peremeesulatusega mutantide ristamisel toimuv geneetiline
rekombinatsioon. E. coli B-rakkude topeltinfitseerimisel vanemtiiiipi h+r (suured higusad) ja hr* (viikesed
libipaistvad) faagidega saadakse E. coli B + B/2 segul lisaks vanemtiiiibile rekombinantsed suured libipaist-

vad (hr) ja viikesed higusad (h* ) laigud.

Kaisitletud katse voimaldas teha veel kaks olulist jareldust.
1. Faagide rekombinatsioon on retsiprookne e. vastastikune protsess.
2. Faagide rekombinatsioon pole samane rakkudes toimuva kromosoomide meioo-
tilise rekombinatsiooniga, sest faagidel ei ole meioosi.

Retsiprooksus tahendab, et méolemat rekombinantset faagiklassi on enam-vihem vordselt.
Teisel juhul voib toimuda faagidevaheline rekombinatsioon faagi elutsiiklis suvalisel aja-
momendil, mil faagiosakesed pole pakitud kapsiidi ning kus tiksteisele voib jirgneda mitu
geneetilise vahetuse tsiiklit.

1950. aastate keskel kaardistas Seymour Benzer (1921-2007) faagi T4 rlI-lookuse
kahe jarjestikku paikneva geeni rIIA ja rIIB peenstruktuuri. Ta mairas nende kahe geeni
vahelise rekombinatsiooni alusel 2400 rII mutanti 304 erinevasse punkti e. saiti. Hilise-
mates uurimustes lisandusid neile veel 4 saiti (seega kokku 308 saiti). Ta niitas, et geene
saab eristada nii mutatsiooniliselt kui ka rekombinatsiooniliselt.



S. Benzer uuris korvutiasetsevaid rlI-geene jargmistel pohjustel.

1. Faagi rII mutandid moodustavad suuri selgepiirilisi laike, mis on lihtsalt eristata-
vad metsiktiiiipi T4-laikudest (viikesed higusa servaga laigud).

2. Uued rII mutandid tekivad suhteliselt korge sagedusega (1 r: 100000 r* jirglas-
konna kohta e. 10°°) ja mutageenidega saab tosta sagedust veel iihe suurusjirgu
vorra.

3. T4rlI mutandid ei kasva (on letaalsed), metsiktiiiipi T4 faagid aga kasvavad tiives
E. coliK12(}).

4. Nii T4 rII mutandid kui ka metsiktiitipi T4 on voimelised kasvama E. coli tiives B.

Kaks soltumatut rII mutanti ristati E. coli tiives B ning faagide jarglaskonda analiisiti
E. coli tiives K12()), kus saavad kasvada vaid rekombinatsiooni tulemusel tekkinud
metsiktiiiipi faagid (jn. 16.10). Kasvada ei saa ei vanemtiiiibiga mutandid ega rekombi-
nantsed kaksikmutandid. Oodatavalt oli rekombinatsioonisagedus viga madal, sest kaks
korvutiasetsevat geeni paiknesid geneetilisel kaardil viga ldhestikku, kuid kasutatud
testsiisteem voimaldas neid holpsasti detekteerida. Kui kindla hulga faagidega nakata-
misel ilmus K12(})-plaadil 20 faagilaiku, siis niitas see, et kokku oli moodustunud 40
rekombinanti, kuivord eeldataval retsiprooksel rekombinatsioonil tekkisid ka kaksikmu-
tandid, kuid neid ei saa K12(}) tiives médirata. Rekombinatsioonisageduse leidmiseks on

rlix rlly

Topeltinfektsioon faagi
kahe rll-mutandiga x ja y

rll-lookus

3

TR i

Krossingover >

TN Ay

g

Metsiktiitipi T4 () T TITITIT  Kasvab E. coli K12 (A)

Kaksikmutant [T THITITITIIIT  Eikasva E. coli K12 (A)

Joonis 16.10. Geenisisene krossingover faag T4 rlI-mutantidel E. coli B-ttives. Geenisisesel rekombinatsioonil
moodustuvad metsiktiitipi faagid ja kaksikmutandid. Metsiktiiipi (') faagid T4 kasvavad, kaksikmutandid
agaeikasva E. coli K12 (\) tiives.
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vaja eelnevalt miirata faagi tiiter (ingl. phage titre), s.o. kui palju baktereid nakatavaid
faage on tihes ruumalaiihikus. Kui algset faagipreparaati oli lahjendatud 10° korda ja kui
E. coli B-rakkude nakatamisel saadi 100 faagilaiku, siis oli algses faagipreparaadis 10®faagi
(100 x 10°). Meie niites, kus saime 40 rekombinantset faagi (metsiktiiiipi ja kaksikmu-
tanti) oli kahe mutandi vaheline rekombinatsioonisagedus 40/10% = 0,0000004 e. 4x 107.
Uldiselt viljendatult saame arvutada rekombinatsioonisageduse ja geenidevahelise kau-
guse geneetilisel kaardil jairgmiselt:

rekombinatsioonisagedus = (2 x metsiktiitipi rekombinantide arv) /
jarglaslaikude koguarv.

Geenide kaugus kaardil (rekombinantide %) = (2 x laikude arv E. coli tiives K12(})) /
laikude arv E. coli tiives B x 100.

Leitud rekombinatsioonisagedus on veidi iilehinnatud, sest siin ei arvestata spontaan-
sete revertantide tekke sagedust. Viimaste arv tuleks rekombinatsioonisagedusest maha
arvata.

Meeldejatmiseks
S. Benzer kaardistas iile 2400 mutatsiooni faagi T4 rif lookuse 308 kindlasse saiti.
Mutatsioonide ja rekombinatsiooni véikseim Gihik on iiks nukleotiidipaar.

2.3. Genoomi struktuur

2.3.1. Terminaalne redundantsus ja tsirkulaarsed permutatsioonid

Faag T4 kogu geneetiline info paikneb iihes lineaarses DNA-molekulis. Tavaliste
kahefaktoriliste mutantide ristamistel ja rekombinatsioonisageduste jilgimisel leiti,
et peremeesulatusega mutatsioon h42, akridiiniresistentsust maarav mutatsioon ac41
ja faagi laigu kuju méaarav mutatsioon r67 peavad asetsema faag T4 geneetilisel kaardil
jarjekorras h42 — ac41 - r67. Ent andmete kontrollil kolmefaktorilistes ristamistes saadi
samade geenide puhul teistsugune jirjestus: ac4l — h42 — r67. Vastuolu on lihtsalt lahen-
datav, kui muuta faag T4 kromosoom ringikujuliseks (jn. 16.11). Ringikujulisel kaardil,
alustades geenist ac41 ja liikudes kellaosutile vastupidises suunas, saadi, et mutatsioon
h42 on kaardil téepoolest mutatsioonide ac41 ja r67 vahel — sarnaselt kolmepunktilisel
ristamistel saadud tulemustega. Kui alustada ringikujulisel kaardil aga mutatsioonist 142
ja litkkuda kellaosuti litkumise suunas, siis saadakse jarjestus h42 — ac41 — r67 — nii nagu
kahepunktilisel ristamisel. Kiisimus on selles, kuidas moodustub faagi T4 tsirkulaarne
geneetiline kaart faagi lineaarsest DNA-st.

1960. aastate keskel oletas George Streisinger (1927-1984), et faagi T4 kromosoom
on otsmiselt korduv e. terminaalselt reduntantne (ingl. terminally redundant) ja tsir-
kulaarselt e. rongasjalt permuteerunud (ingl. circularly permutated). Jirgnevalt leidsid
molemad hiipoteesid kinnituse.
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Hagusad Joonis 16.11. E. coli faag T4 geenide
faagilaigud

ac41-h42-r67 lugemisjirjestus ringi-

Escherichia coli
faag T4

kujulisel kromosoomil. Mutantsed
alleelid: e (endolsiin = liisotsiiiim); tu

(higused laigud); r (kiire liitis); ac (akridii-

Akridiini- niresistentsus). Transkriptsioon kellaosuti
resistentsus » &, Irenskaiptsioont litkumise suunas (punane nool), alates
ac
R r67 h42-stsaame geenidejirjestuse h42—ac41-r67.
Transkriptsiooni Kiire . i o .
suund ha2 liidis Transkriptsioon kellaosuti litkumisele vas-
Vaikesed tassuunas (hall nool), alates ac41-st saame
faagilaigud

geenide jirjestuse ac41-h42-r67.

Terminaalselt redundantsed DNA-molekulid sisaldavad lineaarse molekuli mélemas
otsas tapselt samu nukleotiidijarjestusi. Naiteks jarjestusel AAGGCCTIGACTA........
TACGTAAGGCCTT on identsed jirjestused - AAGGCCTI.

Tsirkulaarselt permuteerunud DNA-molekulid saadakse lineaarsete jirjestuste
viljaloikamisel rongasjast DNA-st, kui lineaarse DNA 16ikude viljaloikamiskohad ronga-
kujulises DNA-s jaotuvad juhuslikult (jn. 16.12).

Joonis 16.12. Faag T4 tsirkulaarsed permutat-
sioonid. Rongasjas, kordistunud faagi DNA
Idigatakse lineaarseteks DNA-molekulideks.
Erinevate l6ikekohtade tottu tekivad erinevad
DNA-molekulid, mis sisaldavad samu geene,

kuid erinevaid fragmendi algusgeene.

Koikides faagi T4 kromosoomides on samad geenid, kuid erinevad korduste otsmised
jarjestused (geenid). Jirelikult on tsirkulaarselt permuteerunud DNA-molekulid samal
ajal ka terminaalselt redundantsed, niiteks:
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abedef .......xyzabc;
defghi ....... xyzabcdef;
ghijkl ....... xyzabcdefghi;

jne.

Seega on niiteks segment d kord lineaarse DNA-molekuli otsas, teinekord aga DNA-
molekuli keskel.

Kuidas saab aga vanem-DNA, mis on nditeks redundantne abc-16igus, moodustada
def, ghi jne redundantsete otstega lineaarseid DNA molekule? Vastus seisneb T4 rep-
likatsiooni eripdras ning selles, kuidas faagi T4 DNA pakitakse faagi paisesse. T4 DNA
replikatsioonil rekombineeruvad terminaalselt redundantsete 16ikude homoloogia alusel
erinevad lineaarsed DNA-d, moodustades pika DNA ithendmolekuli, mida nimetatakse
konkatemeeriks (ingl. concatemers). Konkatemeer sisaldab rea faagi T4 genoome, mis on
iiksteisega tihendatud ilma otsmisi korduseid kasutamata pea-saba tiiiipi mehhanismi
alusel (jn. 16.13).

Faagi DNA pakkimine péisesse kdib nii, et pakkimine voib alata suvalisest
nukleotiidist (s.t. erinevalt enamikust viirustest puudub paarisarvulistel T-faagidel pak-
kimissignaal) ja see toimub seni, kuni piis on DNA-d tiis. Kui lisada faagi DNA-le mingi
uus DNA-16ik, peab faag pakkimisel tavaliselt kaotama sama suure 16igu oma DNA-d.
Faagi pdisesse lihtsalt ei mahu rohkem DNA-d. Faag T4 puhul esineb olukord, kus faagi
péisesse mahub DNA-d veidi rohkem kui faagi enda genoom. Kui konkatemeeris on
geenid lineaarselt jarjestuses abc ......... xyz, siis pakitakse faagi pdisesse seesama jdrjes-
tus ning sellele lisatakse jirgmisest jarjestusest esimesed abc-jirjestused. Jarelejadnud
DNA algab niitid juba jirjestusega def ja faag T4 genoomi kokkupakkimise jarel lisandub
redundantselt kolmandast 16igust korduspiirkond def jne. (jn. 16.14). Sellist DNA pak-
kimismehhanismi nimetatakse taispaismehhanismiks (ingl. headful mechanism). Sama
mehhanism esineb ka niiteks faagidel T2, T6 ja P1.

2.3.2. Faagide heterosiigootsus

Kui mitte arvestada monede faagide DNA-molekulide 16ppudes olevaid redundantseid
geene, on koik faagi geenid iihealleelsed. 1951. a. nditasid Alfred Hershey ja Martha
Chase (1927-2003), et mdningatel juhtudel ilmneb faagidel heterosiigootsus. Faagil
T2 esines r- ja r*-faagide ristamistel faagilaike, millel olid samal ajal nii vanema kui ka
mutandi omadused, neil olid nn. higusad laigud (ingl. mottled plaques). Selliseid laike
moodustavatel faagidel peavad olema esindatud korraga mélemad alleelid. Selgus, et faagi
t-jar*-DNA rekombinatsioonil voivad vaheetapis r-lookuses moodustuda heteroduplek-
sid, kus iiks DNA-ahel sisaldab r-alleeli, teine aga r*-alleeli (jn. 16.15). Heterodupleksit
(ingl. heteroduplex) sisaldava DNA-molekuli replikatsiooonil toimub lahknemine ja iiks
titarmolekul omandab r ning teine r*.
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Vanematest geneetiliselt erinevad molekulid

Joonis 16.1S. Heterodupleks-molekulide moodustumine faag T2 rekombinatsioonil ja geneetiliselt erine-
vate molekulide teke ithest vanemmolekulist (mudel). Kahe DNA-molekuli rekombinatsioonil moodustub
rekombinantne molekul, mis sisaldab r-alleeli Gthes ahelas ja r*-alleeli teises ahelas. Heterodupleks-DNA-
molekuliga faagiosake annab higusaid r*/r-laike.

Meeldejatmiseks
- Faagil T4 on ringikujuline geneetiline kaart, kuid lineaarne kromosoom.

- Faag T4 moodustab ringikujulise geneetilise kaardi, kuna T4 kromosoom on terminaalselt redundantne
ja tsirkulaarselt (ringjalt) permuteerunud.

«  Kaksikahelalise DNA-molekuli katkemisel vdivad moodustuda iiksikahelalised otsad, mis komplemen-
taarsuse pohimattel paardumisel moodustavad DNA heterodupleksi, kus DNA iiks ahel sisaldab iihe ja
teine teise alleeli geneetilist infot.

3. EUKARUOOTIDE VIIRUSED

Alljargnevalt kisitleme eukariiootsetest viirustest kolme geneetiliselt enim uuritud vii-
rust. Nendeks on AIDS-i, grippi ja nahakasvajaid (papilloome) pohjustavad viirused.

3.1. AIDS-i pohjustav viirus — HIV

1981. aastal tiheldati USA-s homoseksuaalsetel meestel immuunpuudulikkusest tingi-
tud fataalse 16puga kopsupéletiku juhtusid, mille oli pohjustanud parasiit Preumocystis
carinii. Normaalse immuunsiisteemiga inimesed sellest parasiidist pohjustatud kopsupo-
letikku ei haigestu. Haigussiindroomi hakati nimetama AIDS-iks ja haigust pohjustavat

Viirusegeneetika
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RNA retroviirust HIV-ks. Edasi levis viirus pandeemiliselt. Sajandivahetusel oli maa-
ilmas juba 30 miljonit sellesse viirusesse nakatunud inimest, kusjuures monedes Aafrika
piirkondades (Tansaania jt.) on nakatunud iga neljas tiiskasvanu. HIV levib vere kaudu
otsesel kontaktil (nii homoseksuaalide kui ka veenisiseseid siiste tegevate narkomaanide
vahel) (jn. 16.16; jn. 16.17). Kiesoleval sajandil levib viirus iitha rohkem ka heterosek-
suaalidel. USA-s piisib siiski juba 10 viimast aastat AIDS-i uusnakatumiste sagedus samal
tasemel (ca 40 000 juhtu aastas).

3.1.1. Genoom

HIV-i genoom on veidi alla 10 kb suurune (jn. 16.16). Nagu teistelgi retroviirustel on HIV-i
genoomis kolm ithisgeeni (s.t. geeni, mis on kdigil retroviirustel). Need on jirgmised:

gag — mairab kapsiidivalgu;
pol — mairab pooérdtranskriptaasi, integraasi ja ribonukleaasi;
env — determineerib viiruse imbrises asuva glitkoproteiini.
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Joonis 16.17. Inimese immuunpuudulikkuse viiruse (HIV) struktuur (1) ja levik 2007. a. USA-s riskigrup-
pides (2). Viiruse siidamik sisaldab geneetilist materjali (2 ssRNA-molekuli) ja replikatsiooni labiviivaid
valke. Valguline kapsiid on timbritsetud peremeesrakust parit lipiidse kaksikkihilise membraaniga. Viirus-
spetsiifilised valgud (glikoproteiin 160) paiknevad membraani siivistatult. AIDS-i leviku riskigrupid on
homoseksuaalsed mehed ja ststivad narkomaanid.

Viirusegeneetika



Viirusegeneetika

HIV-i genoomis on veel 6 regulaatorvalku kodeerivat regulaatorgeeni (nef, rev, tat, vif, vpr,
vpu). Geenidest viljapoole jidvad HIV-proviiruse pikad I6pmised kordusjirjestused e.
LTR-id. LTR-id sisaldavad kindlaid piirkondi (elemente) transkriptsioonifaktorite seon-
dumiseks. HIV-geenid kattuvad osaliselt iiksteisega (nagu méned geenid bakteriofaagil
DX174).

3.1.2. Struktuur ja elutsiikkel

HIV-virioon on sfidriline ja sisaldab halvasti viljendunud ikosaeedrilise kujuga vii-
ruskapsiidi. Viiruskapsiid on kaetud lipiidse membraaniga, mis on parit infitseeritud
peremeesrakust (jn. 16.17). Lipiidsest membraanist ulatuvad vilja pulgakommikujulised
moodustised (ingl. lollipop structures), millede tiiviosa on 41 kd suurune valk (tihista-
takse gp41) ja peaosa 120 kd suurune valk (tihistatakse gp120). HIV-i genoomiks on
kaks identset RNA-molekuli, mis on koos poérdtranskriptaasiga pakitud viiruskapsiidi.
HIV-infektsioonil toimub HIV-i spetsiifiline seondumine tema gp120-valgu abil hel-
per-T-rakkude membraanil asuvate CD4-retseptoritega. Kuivord helper-T-rakkude
funktsiooniks on aktiveerida organismi teisi immuunsiisteemi rakke, siis helper-T-rak-
kude inaktiveerimise ja hdvitamisega lakkabki organismi immuunsiisteemi normaalne
funktsioneerimine. Lisaks asuvad CD4-retseptorid ka teist tiitipi immuunrakkudel, mak-
rofaagidel. Raku nakatamiseks HIV-iga on vajalikud ka abiretseptorid (CCRS, CXCR4).
Kui HIV-virioonid on rakuga seondunud, siis liitub tema membraan rakumembraaniga
ja viiruskapsiid koos temas paikneva RNA ja ensiiiimidega siseneb raku tsiitoplasmasse.

Rakku sisenenud viiruskapsiidis paikneva viiruse RNA-molekulilt siinteesitakse
pddrdtranskriptaasi abil viiruse kaksikahelaline DNA (dsDNA), mis vabaneb kapsiidi
valkudest, siseneb tuuma ja integreerub ensiiiimi integraas abil peremeesraku juhusli-
kesse DNA punktidesse (jn. 16.18). Integreerunud viirus-DNA-It toimub peremeesraku
RNA poliimeraasi abil transkriptsioon, mille tulemusel saadakse suures koguses nii
viiruse mRNA-sid kui ka viiruse genoomse RNA koopiaid. Rakus moodustuvad uued
assambleeritud viiruspartiklid, mis rakust vilja pungudes kattuvad membraaniga ning
infitseerivad uusi CD4-retseptoritega rakke.

DNA siintees HIV-genoomselt RNA-It on mitmeetapiline protsess (jn. 16.19). Kai-
gepealt stinteesib péordtranskriptaas RNA-ga komplementaarse tiksikahelalise DNA.
Genoomse RNA praimeri seondumise saiti e. PBS-i (ingl. primer binding site) on seon-
dunud sellega komplementaarse jirjestusega tRNA, mis asub koos viiruse genoomiga
kapsiidis ja on seega tulnud rakku prehiibriidunult koos viiruse genoomse RNA-ga.
Poordtranskriptaas kasutab seda tRNA-d praimerina, et siinteesida molekuli 3"-ots
kaksikahelaliseks. Jirgnevalt degradeerib ribonukleaas H (RNaas H) RNA-DNA dup-
leksis oleva RNA. DNA koopia kordusjirjestus paardub genoomse RNA 3’-otsas asuva
kordusjirjestusega R. Seejirel ,hiippab” DNA R-piirkond HIV-i RNA §'-otsast HIV-i
RNA 3’-otsa. Seepirast saab DNA stintees jitkuda eelnevalt siinteesitud DNA 3"-osalt,
kasutades matriitsina HIV-i RNA S’-regiooni. Jargnevalt degradeerib RNaas H RNA-
DNA dupleksist RNA, v.a. spetsiifiline poliipuriiniala, mis koosneb kiitmmekonnast
A-ja G-jadgist ja mida kasutatakse praimerina teise DN A-ahela siinteesil. Stintees toimub
jallegi kaheetapiliselt, nii et algul siinteesitakse genoomist 3"-pool, korvaldatakse RNA
praimer ja tRNA ning seejirel toimub hiipe, s.t. teise DNA-ahela 3"-otsas olev PBS hiib-
riidub temale komplementaarse PBS-ga esimese DNA-ahela 3"-otsas, kusjuures molemad
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Joonis 16.18. Inimese immuunpuudulikkuse viiruse (HIV) elutsiikkel. Viirusvalk gp120 ja raku CD4 retsep-
torvalk interakteeruvad ja viirus saab tungida rakku. Péordtranskriptsioonil siinteesitakse viiruse dsDNA,
mis integreerub raku DNA-ga. Viiruse dsDNA-It sinteesitakse viiruse ssRNA, mis liigub peremeesraku
tsttoplasmasse, kus teda transleeritakse ja kasutatakse uute viirusosakeste assambleerimisel. Viirusosakesed
viljutatakse rakust ja kaetakse rakumembraaniga (iimbrisega).

kiituvad praimeritena. Lopptulemusel tekib kaksikahelaline DNA, mille mélemates
otstes on siinteesitud pikad otsmised kordusjirjestused e. LTR-id (ingl. long terminal
repeats).

HIV-DNA integreerumisel raku genoomi pohjustab endonukleaasse aktiivsu-
sega integraas LTR-desse iiksikahelalisi katkeid, mille tulemusena tekivad DNA
kleepuvad otsad, kus 3"-otsad on kahe nukleotiidi vorra liithemad kui 5’-otsad, s.t. esine-
vad 3’-tithemiga otsad (ingl. 3" recessed ends) (jn. 16.20). 3'-otste kaudu atakeeritakse
mirklaud-DNA (ingl. target DNA) fosfodiestersidemeid, mistottu need katkevad, moo-
dustuvad tiksikahelalised DNA otsad, mis seejirel taasithinevad viirus-DNA-ga. Seega
tekivad uued fosfodiestersidemed HIV-i DNA 3’-otste ning peremeesraku 5’-fosfaa-
tide vahel. Uksikahelalised alad tididetakse raku DNA reparatsiooniensiiiimide poolt,
ligeeritakse kokku ning lopptulemusel ongi HIV-i DNA kovalentselt seotud peremees-
raku genoomi. Erinevalt faag lambdast ei vilju HIV-i (ega teiste retroviiruste) DNA
integreeritud seisundist, vaid jaib sellesse olekusse alatiseks. Kui integreerumine toimus
sugurakkude kromosoomidesse, parandub selline RNA-viiruse poordtranskriptsiooni-
liselt tehtud DNA-koopia peremehe jirglastele. Sellisel viisil piranduvat peremeesraku
genoomis olevat retroviirust nimetatakse endogeenseks retroviiruseks (ingl. endoge-
nous retrovirus).

Viirusegeneetika
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HIV dsDNA

Tuhikuga 3"-otsa moodustumine HIV-integraasi
endonukleaasse aktiivsuse toimel

Katkemissait

Peremehe dsDNA

Katkemissait

Integraas péhjustab viiruse 3"-otsa kaasabil
marklaud-DNA-s kleepuvate otste (1234) tekke

Duplikaatsed peremehe dsDNA-jarjestused

Joonis 16.20. HI-viiruse dsDNA integratsioon peremeesraku kromosoomi.

Kui inimene on nakatunud HIV-iga, jirgneb monekuuline akuutne faas, mille viltel naka-
tanul on palavik, pea- ja liigesevalud ning nakatanu veres leidub palju HIV-partikleid.
Jargnevalt viirus lokaliseerub. HIV-partiklite arvukus veres viheneb ja haigussimpto-
mid kaovad ning viirus lokaliseerub limfisiisteemi. Latentne periood kestab tavaliselt
8-10 aastat ning selle perioodi viltel on organism ise voimeline HIV-partikleid hivitama.
Loppfaas tekib siis, kui 75% helper-T-rakkudest on hdvinud ning organismi immuunsis-
teem ei suuda enam viiruse vastu voidelda. Immuunsiisteemi puudulikkuse tottu voib
organism hukkuda ka nn. lihtsatesse nakkustesse haigestumisel (nagu kopsupaletik).
Tédnapideva ravimid voimaldavad viirusnakkuse latentset perioodi pikendada. Samuti on
osa inimesi monede HIV-geneetiliste haiguste vastu resistentsed. Neil isikutel v6ib olla
nditeks homosiigootses olekus deletsioon T-abirakkude abiretseptori CCRS alleelis.

Meeldejatmiseks

«Retroviiruse genoom on diploidne {iksikahelaline RNA, milles on vahemalt kolm geeni: gag (kodeerib vii-
ruskapsiidi valku), po/ (kodeerib pdordtranskriptaasi/integraasi valke) ja env (kodeerib viiruse lipiidsesse
kesta sangitatud valku).

« Inimese retroviirus HIV infitseerib immuunsiisteemi rakke ja pohjustab eluaegse haigestumise AIDS-i.

Viirusegeneetika
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Retroviiruste geneetilise materjali sisenemisele peremeesraku kromosoomi eelneb poordtranskriptsioon,
mille kdigus siinteesitakse proviiruse DNA mdlemasse otsa pikad terminaalsed kordusjarjestused e.
LTR-id.

3.2. Gripiviirus
3.2.1. Seagripp HIN1

Gripp A viirused, eelkoige aga selle alatiiiip HIN1, on inimesel kdige sagedamini esine-
vad gripiviirused. Alatiitibi nimetus tuleneb viirusel esinevast kahest pinnaantigeenist:
hemaglutiniini tiiiibist H1 ja neuraminidaasi tiiiibist N1. Nimetatud viirustiiibi eri-
nevate tiivede levik voib olla nii endeemne (lokaalne) kui ka pandeemne (iilemaailmne).
Moned tiived pohjustavad grippi inimesel, teised HIN1 tiived levivad sigadel (seagripp)
voi lindudel (linnugripp). Juunis 2009 miiratles Maailma Tervishoiuorganisatsioon
(ingl. World Health Organization, WHO) sigadelt parit HIN1-tiive pandeemse levikuga
gripiviiruse uueks tiiveks. Seda esmalt USA-s isoleeritud gripiviirust nimetatakse mee-
dias ka seagrippi pohjustavaks viiruseks. Tegelikult koosneb see viirustiivi nelja erisuguse
gripiviiruse genoomi osadest — Pohja-Ameerika seagripi, Pohja-Ameerika linnugripi, ini-
mese gripi ning Aasia/Euroopa seagripi viiruse geneetilistest elementidest. Seejuures on
koik neli sama H1N1-alatiitibi erinevad tiived. Rekombinantse viirustiive geneetilisel ise-
loomustamisel selgus, et viiruse 9 geenist oli hemaglutiniinigeen sarnane 1999. aastani
Ameerikas levinud seagripi viiruse omaga, neuraminidaasi- ja maatriksvalgugeenid
aga niiidisaegse Euroopa seagripi omaga ja tilejidnud geenidest 6 olid sea-, linnu- ja ini-
mesegripi viirustiivede geenide segu. Sellise geneetilise iilesehitusega gripiviirust polnud
varem isoleeritud. Tulenevalt gripiviiruse struktuurist oli pohjust karta, et nimetatud
viirustiivi voib levida inimeste, lindude ja sigade seas. Seagripi HIN1 levik oli 2009. a.
l6puseisuga dokumenteeritud 208 riigis ja viirus oli pohjustanud ca 15 000 surmajuhtu.

Pandeemse gripiviiruse itheks koletumaks niiteks ajaloost on nn. Hispaania gripp,
millesse suri aastatel 1918-1919 iile maailma 50-100 miljonit inimest. Hispaania gripp
noudis erinevalt tavagripist palju just laste ja noorukite elusid. Selle gripi iseloomulikuks
tunnuseks oli kopsunakkus. Kopsudes stimuleeriti immuunsiisteemi rakud, vabanesid
tsiitokiniinid, mis stimuleerisid omakorda leukotsiiiitide migratsiooni kopsudesse. Jarg-
nes kopsukoe havimine ja koevedeliku kogunemine kopsudesse. Sarnase toimega on ka
tanapdeval leviva linnugripi viiruse alatiitip HSN1.

3.2.2. Linnugripp H5N1

Gripp A viiruse alatiiiip HSN1 on muteerunud paljudeks erineva patogeensusega varian-
tideks, mis koik kuuluvad siiski genotiiipi Z. HSN1 isoleeriti esmalt 1996. a. Hiinas
kodulindudelt ning jirgnevalt 1997. a. Hongkongis (Hiina erimajanduspiirkond) inimes-
telt. Tema pinnaantigeenid on hemaglutiniin tiip S ja neuraminidaas tiiip 1. Praegu on
linnugripi HSN1 levik veel endeemne, seostudes eelkoige Kagu-Aasiaga, kuid tal on pike-
mas perspektiivis potentsiaal saada pandeemseks. On niidatud, et viiruse hemaglutiniini
geeni muteerumisel voib linnugripiviirus nakatada ka inimesi.



3.2.3. Gripiviiruse genoom
Gripiviiruste genoom on geneetilise info edasikandumise kontekstis nn. (-)-ahe-
laline ning fragmenteerunud, koosnedes 7-8 erinevast iiksikahelalisest (ssRNA)
RNA-segmendist (nad on nagu erinevad viiruskromosoomid!). Genoomi fragmen-
tatsioon (ingl. genome fragmentation) suurendab viirusgenoomide geneetilise iimber-
kombineerumise toendosust ja muudab vastavad viirused viga kiiresti muteeruvateks
ja evolutsioneeruvateks. A-tiitipi gripiviirustel on 8 erisugust RNA-molekuli ja 10 geeni
poolt mairatud valku, mida tihistatakse alljargnevalt:

1) PB2 (poliimeraasi aluseline alaiiksus 1);

2) PBI1 (poliimeraasi aluseline alaiiksus 2);

3) PA (poliimeraasi happeline alaiiksus);

4) HA (hemaglutiniin);

S) NP (nukleoproteiin);

6) NA (neuraminidaas);

7) M1-ja M2-maatriksivalgud;

8) NSI ja NS2 mittestruktuursed regulaatorvalgud.

Hemaglutiniin (ingl. haemagglutinin) on antigeenne glitkoproteiin gripiviiruste pinnal,
mis moodustab naelakujulisi haakuvaid struktuure ning mille abil seondubki viirus infit-
seeritava rakuga. Seondumist saab takistada hemaglutiniiniga seonduvate antikehade e.
hemaglutiniinivastaste antikehade abil. On ka geneetiline faktor, mille alusel saab gripi-
viiruseid eristada. Nimelt seondub linnugripiviirus a 2-3 siaalhappejiike sisaldava
retseptoriga, inimese gripiviirus aga 2—6 siaalhappejiaike sisaldava retseptoriga. Sea-
gripiviirus seondub molemat tiitipi retseptoritega.

Neuraminidaas (ingl. neuraminidase) on gripiviiruse pinnal asetsev antigeenne glii-
koproteiinne ensiitim, mis soodustab retseptori eemaldamist nakatatud rakkude pinnalt
ja selle kaudu moodustuvate viiruspartiklite jirglaskonna vabanemist nakatatud rakku-
dest. Moningad ravimid (Tamiflu, Relenza) inhibeerivad osa viirustiivede neuraminidaasi.

Gripiviiruse suure mutatsioonisageduse ja evolutsioneerumise tottu on osutunud eks-
perimentaalselt voimalikuks nende levikut toestada. HSN1 jaotub kaheks antigeenseks
klaadiks (ingl. antigenic clade). Klaad 1 koosneb inimese ja lindude Kagu-Aasia isolaati-
dest, klaad 2 viirused isoleeriti algul kiill samuti Kagu-Aasia maades lindudelt, kuid need
viirused levisid WHO andmetel aastatel 2005-2006 Kesk-Aasiasse, Euroopasse ja Aaf-
rikasse, olles seal pohiliseks inimese gripiviiruseks. Sellise levikuga oli aga teise klaadi
kolmest alamklaadist vaid iiks, nn. EM A alamklaad.

3.2.4. RNA-viiruste geneetiline stabiilsus

Retroviirused ja gripiviirused muteeruvad erakordselt kiiresti. Selle pohjuseks on iiks
eripira — nende replikatsioon kulgeb kas ainult RNA-molekulide v6i vihemalt RNA vahe-
vormide kaudu. Gripiviirus ja teised RNA genoomiga viirused erinevad pohimotteliselt
DNA genoomsest maailmast ja mitmed pohitéed, mis kehtivad DNA korral, RNA-vii-
ruste puhul ei kehti. Uheks selliseks pohitoeks on genoomi taastootmise (replikatsiooni)
tapsus. Koik bioloogilised objektid kontrollivad oma genoomi DNA siinteesi korrekt-
sust - DNA poliimeraasidel on eksonukleaasne aktiivsus, mis voimaldab ebakorrektselt
DNAsse liidetud nukleotiidijiike eemaldada ehk tehtud vigu parandada. Enamik RNA

Viirusegeneetika



Viirusegeneetika

genoomseid viirusi seda aga ei tee. Nad ei kontrolli genoomi paljunemise korrektsust selle-
pérast, et see on nende eksisteerimise fundamentaalne osa ja strateegia. RNA genoomid
ei ole stabiilsed, mille tottu vastavatel viirustel puudub fikseeritud genoomne jirjestus.
Seega, rohuv enamus RNA-viiruse genoome on mutandid: viirus eksisteerib jarjestuselt
ja funktsioonidelt erinevate genoomide kogumina - kvaasiliikidena (ingl. kvasispecies).
Isegi kui organismi nakatab tiksainus virioon, milles on iiksainus genoom, tekivad kvaa-
siliigid kohe uuesti (juba esimeses nakatatud rakus toimuva replikatsiooni tagajirjel).
Keskkonnatingimused voivad kiill protsesse veidi kiirendada, kuid ka ilma keskkonna
mojudeta on RNA-viiruste genoomse jirjestuste muutumine pidev ja viltimatu prot-
sess. Kuna muudatused viiruse genoomis on juhuslikud, on need enamasti neutraalsed
(ei anna mingit kasulikku efekti) voi lausa kahjulikud (méjutavad viirust negatiivselt).
See tagab viirusele monesuguse geneetilise stabiilsuse, tipsemalt tasakaaluoleku. Vilis-
faktorite (immuunvastus, ravim jne.) muutumisel tasakaal nihkub ja viirused kohanevad
ilikiiresti uute tingimustega. See on iiks pohjusi, miks RNA-viiruste-vastane teraapia on
viheefektiivne ja miks gripiviirusesse on voimalik korduvalt haigestuda.

Meeldejatmiseks

A-tiilipi gripiviiruste genoomis on fragmenteerunult 7-8 iksikahelalist ssRNA-molekuli ja 10 geeni, mis
on suure mutatsioonilise ja evolutsioonilise voimega.

Niitidisajal levinumateks A-tiiiipi gripiviiruste alamtiiiipideks on inimese hooajalised gripiviirused HINT,
H3N2 ja HIN2, seagripiviiruse alamtiitip HIN1 ja linnugripiviiruse alamtiiiip H5N1.

« Gripiviiruste alamtiilipe iseloomustavad antigeensed omadused — gripiviiruse pinnal asetsevate viiruste
poolt mddratavate hemaglutiniini ja neuraminidaasi tiitibid.

RNA-viiruste genoomid on ebastabiilsed, nad esinevad jarjestuselt ja funktsioonilt erinevate genoomide
kogumina — kvaasiliikidena.

3.3. Papilloomiviirused

Papilloomiviirused on kaksikahelalise DNA-genoomiga viikesed viirused. Nad on
nii liigispetsiifilised, nakatades enamikku imetajaid, kui ka koespetsiifilised. Inimese
papilloomiviirused (HPV, ingl. human papillomavirus, HPV) jaotatakse limaskesta ja
naha papilloomiviirusteks. Madala riskiga papilloomiviirused (nt. HPV-6) pohjustavad
nahal pohiliselt healoomuliste soolatiitigaste ja papilloomide teket ning neid viiruseid
peetakse inimese naha mikrofloora normaalseks osaks. Korge riskiga papilloomiviiruseid
(nt. HPV-16) esinemist seostatakse vihieelse seisundiga ja pahaloomuliste kasvajate tek-
kega. Naistel esinevatest vihivormidest on oma sageduselt teisel kohal emakakaelavihk
(ingl. uterine cancer), mille tekke oluliseks eeltingimuseks on nakatumine papilloomi-
viirusega, millega kaasneb viiruse normaalse elutsiikli katkemine ning HPV genoomi
muteerunud osa integreerumine peremeesraku kromosoomi.

3.3.1. Papilloomiviiruse genoom
Papilloomiviiruste tiisgenoomid on ca 8 kb suurused, rongasjad kaksikahelalised
dsDNA-d. Genoom jaguneb kolmeks piirkonnaks (jn. 16.21):



1) varane kodeeriv ala (E);
2) hiline kodeerivala (L);
3) mittekodeerivala (URR).

Varane kodeeriv ala moodustab poole (ca 50%) viiruse genoomist ja kodeerib kuut
valku: E1, E2, E4, ES, E6, E7. Need valgud on vajalikud raku transformatsiooniks ja nad
avalduvad viiruse replikatsiooni koigis faasides. Hiline kodeeriv ala moodustab ca 40%
viiruse genoomist ning sisaldab suurt (L1) ja vdikest (L2) viiruse kapsiidivalku kodee-
rivat geeni. Need geenid avalduvad vaid replikatsioonitsiikli I6pufaasis. Mittekodeeriv
ala moodustab 10% viiruse genoomist. See on iilesvoolu asuv regulatoorne ala e. URR
(ingl. upstream regulatory region, URR), mis sisaldab viiruse replikatsiooni alguspunkti
ning transkriptsiooni regulatsiooniks vajalikke promootoreid ja cis-toimelisi regulatoor-
seid elemente.

Viiruse varastest valkudest on péhilised valgud E1 (DNA helikaas ja replikatsiooni
alguspunkti dratundev valk) ja E2 (replikatsiooni initsiatsioonifaktor ja geeniekspres-
siooni regulaator), mis on hidavajalikud viiruse autonoomseks replikatsiooniks. Esmase
nakatumise jarel replitseerib viirus oma DNA-d kuni 200 koopiani nakatatud raku kohta.
Sel juhul hiliseid kapsiidivalke L1 ja L2 ei toodeta ja virioone ei moodustata, sest hiliste
kapsiidivalkude stinteesiks vajalikud hilised promootorid on inaktiivsed. Valgud ES, E6
ja E7 on onkovalgud (ingl. oncoproteins). Neist ES suurendab epidermaalse kasvufaktori
aktiivsust (EGF) ja E6 seob ning inaktiveerib rakulise kasvuregulaatorvalgu p53, soo-
dustades seetottu rakkude paljunemist ning transformatsiooni. E7 valgu sihtmargiks on
regulaatorvalk pRb ja temaga sarnased rakutsiiklit blokeerivad valgud.

3.3.2. Emakakaelavahk

Invasiivse emakakaelavihi teke on mitmeastmeline protsess, mis on aga obligatoorselt
seotud korge riskiga papilloomiviiruste (nt. HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-45) DNA
integratsiooniga peremeesraku kromosoomidesse. Integratsiooniprotsess leiab aset
mittehomoloogse rekombinatsiooni teel ning voib seetottu toimuda nii erinevatesse
kromosoomidesse kui ka sama kromosoomi erinevatesse piirkondadesse. Papilloomi-
viiruse integratsioonil kromosoomi pohjustatakse enamjaolt viiruselise regulaatorgeeni
E2 deletsioon (jn. 16.21). Igal juhul on deletsioonid aga viljaspool E6- ja E7-geene ning
URR-j, sest onkovalke E6/E7 on vaja raku transformeerunud oleku siilimiseks. Papil-
loomiviiruse episoomsel sdilimisel on viiruslike onkogeenide E6 ja E7 avaldumine valgu
E2 poolt tugevalt maha surutud. Rakkudesse integreerunud viiruse genoom pohjustab
mutatsioone ka peremeesraku DNA integratsioonikoha korval asetsevates piirkondades
ning suurendab sellega genoomset ebastabiilsust.

Arvatakse, et integreeruva papiloomiviiruse deletsioonid tekivad viiruse repli-
katsiooni eripdra tottu. Nimelt voib viiruse autonoomses olekus toimuda viiruse DNA
iileamplifikatsioon, kus moodustuvad ka ilma E2-geeni piirkonnata papilloomiviiruse
DNA fragmendid, mis integreeruvadki peremeesraku kromosoomi. Kui integreerunud
genoomis pole geeni E2, siis valgu E2 kontsentratsiooni vihenemisega suureneb onko-
valkude E6 ja E7 ekspressioon. Lopptulemuseks on papiloomiviiruse episoomse oleku
kadumine. E6- ja E7-valkude kaasabil toimub raku kontrollimatu vohamine, suureneb
geneetiline ebastabiilsus ja rakku on véimalik suunata surematuse teele (immortalisee-
rida). See koik viibki pahaloomuliste kasvajate tekkele.

Viirusegeneetika
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Joonis 16.21. Inimese papilloomiviiruse HPV-16 genoomi organisatsioon. Episoomne HPL-16 kromosoom
on rongasjas kaksikahelaline dsSDNA pikkusega 7904 bp. Viiruse varased geenid: DNA helikaasi geen EI,
regulaatorgeen E2, onkogeenid ES, E6 ja E7. Viiruse hilised geenid: kapsiidivalgu geenid L1 ja L2. Viiruse

integratsioonil peremeesraku kromosoomi ei deleteerita URR-piirkonda ja onkogeene E6 ja E7.

Meeldejatmiseks

- Papilloomiviirused on kaksikahelalise DNA-ga vdikesed viirused, mis on imetajatel tavaliselt naha nor-
maalsete rakkude kaaslasteks (pdhjustavad soolatiiligaste ja nahandsade teket).

- Emakakaelavahki tekitavad kdrge riskiga papilloomiviiruse tiived juhul, kui deletsioonilised viirusgenoo-
mid integreeruvad peremeesraku kromosoomi.

« Papilloomiviiruse onkogeenid E6 ja E7 avalduvad rakus juhul, kui viiruse varase valgu E2 (geeniekspres-
siooni regulaatorvalk) tase on rakus madal, nditeks seoses vastava geeni deletsiooniga integreerunud
viiruse DNA-s.

Voorasema (liin Balb/C) ja kimadrsete hiirte

pesakond. Foto: Sulev Kuuse.
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