Arengugeneetika

XXV. ARENGUGENEETIKA

Niiidisaegse arengubioloogia-alase uurimise aluseks on geneetiline analiiis. Koigepealt
selgitatakse geneetiliste meetoditega vilja organismi arengu seisukohast koige olulisemad
geenid. Jirgnevalt on vaja saada mutatsioone, et tagada muutunud fenotiiibiliste tun-
nustega organismiliinide (kollektsiooni) saamine. Seejirel testitakse neid mutatsioone
alleelsuse suhtes, geenid kaardistatakse ning selgitatakse vilja geenide vastastikune
toime (epistaatilisus). Geenide funktsioonide molekulaarsete mehhanismide selgitami-
seks (struktuurgeenide puhul leitakse ka, milliseid valke kodeeritakse) on tavaliselt vaja
uuritavad geenid isoleerida (kloonida) ja miirata nende nukleotiidne jirjestus (sekvenee-
rida).

Geneetilise analiiisi ja korglahutusliku molekulaarbioloogia ithildamisel on osutu-
nud otstarbekas kasutada mudelorganisme, mis vastavad pistitatud uurimisiilesannetele
ja esitatud kiisimustele parimal moel. Praegusajal on enimkasutatavateks mudelliikideks
selgrootutest organismidest dddikakirbes (Drosophila melanogaster) ja imaruss (mulla
nematood) (Caenorhabditis elegans) ning selgroogsetest kannuskonn (Xenopus laevis),
sebrakala (Danio rerio) ja hiir (Mus musculus).

1. ARENGUPROGRAMMI REALISEERUMINE

Organismide arengu aluseks on geenide diferentseeruv ja ajaliselt erinev aktiveerumine
ning inaktiveerumine. Selleks, et rakud jaguneksid, liiguksid (migratsioon) ja spetsialisee-
ruksid, mis kéik on vajalik viljastatud munarakust hulkrakse organismi arenemiseks, peab
realiseeruma kindel arenguprogramm. Viiruste ja prokariiootide arengut ja geneetilise
regulatsiooniga seotud arenguprogramme kisitleme eraldi osades. Kiesolevas peatiikis
piirdume hulkrakse eukariiootse organismi tasemega.

1.1. Inimese loote varane areng

1.1.1. Sugurakkude moodustumine ja viljastumine

Loomorganismide arenguprogrammi ettevalmistamine algab juba enne munaraku vil-
jastamist. Munasarjas on kindel arv iirgsugurakke e oogoone (ingl. oogonium), mis
jagunevad mitootiliselt. Osa neist degradeerub, osa diferentseerub aga primaarseteks
ootsiiiitideks (ingl. primary oocytes). Primaarsete ootsiiiitide areng peatub meioosi



I profaasis, kuni organism saab signaali meioosi jitkumiseks (seoses sugukiipsuse saabu-
misega). Arengu esmaste etappide toimumiseks vajalikud ained siinteesitakse eelnevalt
munaraku tsiitoplasmasse. Selgroogsete primaarne ootstiit jitkab meioosi, alustab teist
meiootilist jagunemist ja jouab kindlasse kiipsemisfaasi — enamikul imetajatel (ka inime-
sel) jadb munaraku kiipsemine pidama meioosi II metafaasi ning munarakk (sekundaarne
ootsiiiit) valmib loplikult alles pirast spermi sisenemist munarakku, s.t. parast viljastu-
mist. Munarakk sisaldab ka embriio kasvuks vajalikke toitaineid (osa munarakke sisaldab
niiteks toitainerohket rebu). Munaraku valmimisel meioosis e. oogeneesis (ingl. oogene-
sis) toimub rakkude ebavordne jagunemine. Esimese meiootilise jagunemise tulemusel
tekib iiks suur rakk e. sekundaarne ootsiiiit (ingl. secondary oocyte) ja viike rakk e. pri-
maarne polaarkeha e. primaarne reduktsioonkeha e. polotsiiiit (ingl. primary polar
body). Et rakkude jagunemine on ebavdrdne, jdib suurem osa tsiitoplasmast sekundaarse
munaraku koosseisu. Meioosi teine jagunemine on samuti asiimmeetriline: tekivad
munarakk (ingl. egg cell, ovum) ja sekundaarne polaarkeha (ingl. secundary polar body).
Ka primaarne polaarkeha jaguneb ning tekib veel 2 sekundaarset polaarkeha (kokku
seega 3). Pirast viljastumist polaarkehad degenereeruvad. Ka kdrvalasetsevad rakud
kontributeerivad munarakule. Lindudel niiteks moodustatakse sel viisil ootsiiiidile (voi
viljastatud munarakule) iimber kaltsiumirikas kova kest ajal, kui muna viljub ovidukti
kaudu organismist. Viljastumine on kompleksne protsess, kus toimuvad kahe gameedi
(munarakk ja sperm) pinnal erinevate valkude interaktsioonid. Viljastumisel tungib
sperm munarakku, mille tulemusel moodustub diploidne stigoot.

1.1.2. Blastula ja arenguprogrammi kaivitumine

Siigoot jaguneb esmalt kaheks rakuks, kaks rakku jirgnevalt neljaks jne. (jn. 25.1).
Siigoodis toimib esmalt nn. emaefekt (ingl. maternal effect), mis seisneb emaorganismi
geenide transkriptsiooni tulemusel munarakku viidud ja siigoodi esimestel jagunemis-
tel avalduvate regulaatorainete toimes. Stigoodi esmane areng on méiiratud nn siigootse
kella (ingl. zygotic clock) poolt, kus arenguprogramm lilitatakse sisse, lisaks emaefektile,
stigoodi varaste geenide aktiveerimisega. Rakkude jagunemisel tekib rakkude kobar,
mida nimetatakse kobarlooteks e. moorulaks (ingl. morula). Rakkude jagunemist,
kus siigoodi ruumala oluliselt ei muutu ja tekkinud tiitarrakud on lihtsalt viiksemad,
nimetatakse 1oigustumiseks (ingl. cleavage division). Ebavordse suurusega rakkude teke
16igustumisel pole erandlik niahtus. Moodustuvad blastomeerid (ingl. blastomeres) on
aga igal juhul (v.a. méni erand) samase geneetilise materjaliga, s.t. geneetiliselt vordsed.
Jarelikult pole nende rakkude jargnev diferentseerumine erinevateks rakutiitipideks poh-
justatud geenide voi kromosoomide segregatsioonist (lahknemisest), vaid spetsiifiliste
geenikomplektide aktiveerimisest ja inaktiveerimisest. Kobarloote sisse tekib 66nsus
ning moodustub itherakukihiline blastula e. pdisloode (ingl. blastula). Seega imbritseb
blastula 66nsust ttherakuline epiteel, kuid blastula sisemuses on veel mitmekihiline raku-
mass, nn. sisemine rakkude mass (ingl. inner cell mass), mille diferentseerumisel areneb
edaspidi embriio. Blastulat kui arengujirgu nimetust kasutatakse kahepaiksetel, lindudel
nimetatakse seda arenguetappi blastodiskistaadiumiks, imetajatel blastotsiistiks (ingl.
blastocyst). Rakkude diferentseerumisele eelneb determinatsioon (ingl. determination),
mille kdigus médratakse erinevate rakutiiiipide tulevane arengusuund. Jarelikult on blas-
tulastaadiumis rakud viliselt eristamatult eeldetermineeritud, arenguprogramm (ingl.
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developmental programme) on kiivitunud ja loomorganismi pohiline arenguplaan on juba
paika pandud. P66rdumatut e. 16plikku arenguplaani hakatakse ellu viima gastrulat-
siooni (ingl. gastrulation) kiigus.

1.1.3. Gastrula ja morfogenees

Arengu jitkudes toimub blastulas rakkude suunatud liikumine. Areneb vilja kolme
lootelehega embriio e. gastrula e. karikloode (ingl. gastrula). Juba blastulastaadiumis
esinenud kahele primaarsele lootelehele (ingl. primary germ layers) — vilimine rakukiht
e. ektoderm (ingl. ectoderm) ja sisemine kiht e. endoderm (ingl. endoderm) — lisandub
nende vahele migreeruv kolmas rakukiht e. mesoderm (ingl. mesoderm). Rakud eristu-
vad iiksteisest, toimub diferentseerumine (vererakkude ja sugurakkude eellasrakud
on eristunud juba blastotsiististaadiumis) ning kudede algete (ingl. tissue) teke (nirvi-
kude, lihaskude, luukude jt.). Rakkude kombineeritud liikumine ja diferentseerumine
viib organite (ingl. organs) moodustumisele. Toimub morfogenees (ingl. morphogenese),
kus arenev organism omandab kindla kuju. Molekule, mis vahendavad positsiooni-
list informatsiooni (ingl. positional information), nimetatakse morfogeenideks (ingl.
morphogens), osal juhtudel ka ligandideks. Morfogeenide toime avaldub libi nende
kontsentratsioonigradiendi (jn. 25.2). Kui teatud rakk siinteesib informatsioonisignaali

Diferentseerumata
rakkude piirkond

Rakud sekreteerivad
positsioonilist
informatsioonisignaali

«—_ Signaaliretseptor

@ 0o 0o (morfogeeniretseptor)
) oo
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(morfogeen)
@ ——— _ Morfogeeni
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Aktiveeritud signaali lilekandeahel
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Joonis 25.2. Rakkude jagunemise ja diferentseerumise suuna mairamine positsioonilise informatsiooniga.
Morfogeenide toime avaldub nende kontsentratsioonigradiendi kaudu. Teatud rakk siinteesib morfogeeni
(infbrmatsioonisignaal), mida transporditakse naaberrakkudeni, kus nende pinnal tinu Ghinemisele sig-
naalretseptoriga aktiveeritakse signaali tilekandeahel, mille toimel omakorda indutseeritakse raku tuumades
transkriptsioonifaktorite stintees.
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(morfogeeni), siis see transporditakse lihemate voi kaugemate naaberrakkudeni (on
erisugused signalisatsiooni véimalused: para-, endo-, eksokriinne jt.). Tinu signaal-
molekuli thinemisele teda dratundva retseptoriga aktiveeritakse signaali iilekande ahel,
mille toimel omakorda indutseeritakse raku tuumades transkriptsioonifaktorite siintees.
Jargneb geenide diferentseeruv aktivatsioon. Osa rakke on arengus determineeritud ka
surema. Seda protsessi nimetatakse apoptoosiks. Lisaks morfogeenidele voib rakk saada
positsioonilist informatsiooni ka adhesiooni e. rakkude iithinemise (ingl. cell adhesion)
teel. Niiteks on raku pinnal adhesiooniretseptorid (ingl. cell adhesion receptors), mis soo-
dustavad spetsiifiliste lisaretseptorite olemasolul rakkudevahelise kontakti e. adhesiooni
ning struktuuride kujunemist ja liitkumisi.

Meeldejatmiseks

Hulkrakse organismi rakkudes kdivitub arenguprogramm, mis maaratleb nii rakkude arengu eeldetermi-
natsiooni e. kompetentsuse kui ka sellest tuleneva diferentseerumise.

«Arengu esmased etapid on maaratud votmeainetega munaraku tsiitoplasmas, mis moodustuvad juba
oogeneesis enne viljastumist (emaefekt).

« Siigoodi arengus kaivitub siigootne kell, mis jatkab organismi arenguprogrammi realiseerimist.

Parast munaraku viljastamist spermiga toimub rida rakkude |digustumisi, mille tulemusel moodus-
tub loode e. blastula, kus iimber blastotsodli on iihekihiliselt paiknevatest rakkudest membraan.
Jargneval rakkude sisserandel moodustab gastrula. Koos nende protsessidega moodustuvad esmased loote-
lehed — ektoderm, endoderm, mesoderm.

Esmastest lootelehtedest moodustuvad arengu kdigus koed ja organid.

Rakkude jagunemise ja diferentseerumise suuna morfogeneesis maaravad morfogeenid tanu rakkude-
vahelisele positsioonilisele informatsioonile.

1.2. Varane areng selgrootutel

1.2.1. Addikakarbse areng

Aidikakirbse munarakk on ellipsoidne (1 mm pikk), kaitstud somaatiliste rakkude
poolt ovaariumis produtseeritud spetsiaalse kaitsekihiga e. koorioniga (ingl. chorion).
Muna esiosas on kaks filamenti, mille kaudu viiakse hapnikku muna sisse. Sperm siseneb
munarakku muna esiosas oleva teise struktuuri kaudu, mida nimetatakse mikropiiii-
liks (ingl. micropyle). Pirast viljastumist jaguneb siigoot aga nii kiiresti, et tiitarrakkude
vahele ei moodustugi rakumembraane ning tekib hulktuumne rakk e. siintsiiiitsium
(ingl. syncytium) (jn. 25.3). Pirast 9. jagunemist liiguvad 512 tuuma siintsiiiitsiumi peri-
feerse tstitoplasmamembraani lihedusse. Edasi jagunevad tuumad veel 4 korda. Parast
13. jagunemist on koik rohkem kui 4000 tuuma timbritsetud oma rakumembraaniga,
moodustades iihekihilise rakulise blastodermi (teiste organismide blastula analoog),
millest moodustuvad jirgnevalt keharakud. Osa rakke, nn. polaarrakud (ingl. pole
cells) liiguvad embriio tagumisse e. posterioorsesse (ingl. posterior) ossa, kusjuu-
res osa neist migreerunud tuumaga rakkudest on aluseks hilisematele sugurakkudele.
Seega, rakkude eristumine keha- ja sugurakkude eellasrakkudeks toimub juba viga
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Joonis 25.3. Addikakérbse (Drosophila sp.) varane embriionaalne areng,

varases embriionaalses arengus, blastulastaadiumis. Areng jatkub gastrulatsiooniga, mida
vaatleme hiljem detailselt eraldi. Gastrulatsioonil toimub rida morfogeneetilisi iimber-
korraldusi, mille tulemusel moodustub vastne (ingl. larva), selle metamorfoosil nukk
(ingl. pupa) ning viimasest tiismoondega valmik (ingl. adult).

1.2.2. Varbussi areng

Mullanematoodi varbussi (Caenorhabditis elegans) elutsiikkel munast vastsevormide ja
taiskasvanuni toimub kolm paeva. C. elegans’i tiiskasvanu on labipaistev, mis voimaldab
jalgida koiki tema rakke. Igas tiiskasvanud hermafrodiitses organismis on 959 somaa-
tilist rakku, millest moned on ka mitmetuumsed. Eri rakutiitipe on kindel arv, nditeks
on 302 neuronit, 111 lihasrakku, 34 soolestiku- ja 213 epidermiserakku. Tdiskasvanud
isastel nematoodidel on 1031 kaardistatud rakku. Pérast viljastumist toimub stigoodi
asiimmeetriline 16igustumine, mille kiigus tekib 6 rajajarakku (ingl. ,founder” cells), mis
annavad alguse erinevatele diferentseerimisradadele. Iga rakk on juba eeldetermineeritud
ning neist moodustuvad invariantsed rakuliinid (ingl. cell lines). Uks rakk kuuest annab
aluse sugurakkude liinile, teine soolestikule, kolmas kehaseina lihastele, iilejaanud kol-
mest arenevad péhiliselt lihas- ja nirvirakud (jn. 22.4). Eriparaks on fakt, et kindel arv
kindlaid rakke hukkub embriio varases arengus (hermafrodiidil niiteks 1090 rakust 131,
mis enamuses diferentseeruksid neuroniteks). Need rakud lihevad apoptoosi e. teisisonu,
on programmeeritud hukkuma. Selline rakusurm e. apoptoosinihtus esineb ka imetaja-
tel ja on votmekiisimuseks vahirakkude arengu peatamisel. 2002. a. said Sidney Brenner
(snd. 1927), H. R. Horwitz (snd. 1947) ja John Sulston (snd. 1942) C. elegans'i rakkude
apoptoosi kirjeldamise eest Nobeli fiisioloogia- ja meditsiinipreemia.
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Joonis 25.4. Varbussi (C. elegans i) hermafrodiidi 6 rajajarakust eristunud rakuliinid AB, MS, E, C, D, P, Vil-
jastatud munarakk (P ) annab jagunedes kaks rakku (AB ja P, ). Molemad jagunevad jille ja annavad kaks

rakku (tihistatult AB.aja AB.p ning EMS ja P, ). Nende ja nende jarglasrakkude edasisel jagunemisel moo-
dustuvad koik taiskasvanud hermafrodiitse isendi 959 rakku.

Meeldejatmiseks

- Addikakarbse siigoodi jagunemisel moodustub hulktuumne siigoot (siintsiiiitsium), millest hiljem moo-
dustub ihekihiline rakuline blastoderm.

- Varbussi arengus toimub siigoodi asimmeetriline Idigustumine, tekivad 6 rajajarakku, millest moodus-
tavad invariantsed rakuliinid.

2. DIFERENTSEERUMISRAJAD

Juba m66dunud sajandi keskel jouti geneetiliste ja biokeemiliste uurimistulemuste
vordlemisel arusaamani, et organismi tunnuste méaaramisel toimib rida etappe, mis on
omakorda miiratud erinevate geenide poolt. Organismi arenguprotsessis toimubki
geenide midratud biokeemiliste ahelate eristumine. Arenguahelate toimimine viib
kudede ja organite diferentseerumiseni, seejuures on viga suure tihtsusega erinevad
geeniproduktid, nditeks signaalmolekulid, signaali iilekandjad, signaalretseptorid e.
edastajad (ingl. signal messengers) ja mitmed transkriptsioonifaktorid. Ahelate iiksik-
komponentide toimimine on ajaliselt jirjestatud nii, et Idppkokkuvottes moodustuks
kindel fenotiiiip. Fenotiiiibi mddramisel on ahelate komponendid kausaalselt (p&hjusli-
kult) jirjestatud. Niiteks v6ib geen A miirata sekretoorse valgu, mis toimib signaalina
geeni X transkriptsiooni alustamisel. Samas v6ib geeni A aktiveerimine olla omakorda



vahendatud kolmanda geeni rakusisese produktiga, niiteks valgu A membraaniseoselise
retseptoriga, mis omakorda aktiveeritakse tsiitoplasmaatilise valgu toimel. Geeniekspres-
siooni stimuleeritakse ithe voi mitme transkriptsioonifaktoriga, mis seonduvad néiteks
geeni X lihedal asuva enhanseriga (jn. 25.5).

Pohjuslik toimeahel

— l

Diferentseerunud

raku
valk X

— GeenC |
Transkriptsiooni-
:’ _I l faktor

Tsitoplasmaatiline

GeenAl valk
Membraaniseoseline
l retseptorvalk
Sekreteeritav

signaalvalk A
Joonis 25.5. Arenguahela geenide maaratud erinevad valgud moodustavad pohjusliku toimeahela, mille
tulemusel moodustub loplikult diferentseerunud rakk ning hakatakse siinteesima diferentseerunud rakule
iseloomulikku kindlat valku X (tunnus). Geeni A moodustatud sekreteeritav valk A voib stimuleerida geeni X
transkriptsiooni labi pohjusliku toimeahela. Valgu A stimuleeriv toime on vahendatud teiste geeniprodukti-
dega, nagu tema rakusisene membraaniseoseline retseptorvalk, retseptorit aktiveeriv tsiitoplasmaatiline valk
ja tiks voi mitu transkriptsioonifaktorit, mis voivad seonduda geeni X liheduses olevale enhanserile (voimen-

dajale).

Stimmeetriline eellasrakk peab arenguprotsessis ja diferentseerumisel paratamatult muu-
tuma asimmeetrilisemaks. Rakkude erineva kuju teket soodustab raku tsiitoskelett
(ingl. cytoskeleton) (jn. 25.6). Suguliselt sigivatel eukariiootsetel organismidel on iiheks
esimeseks otsustuseks alternatiivne valik, kas ja millal eristuvad sugurakud ja kehara-
kud (somaatilised rakud). Siigoodi areng séltub positsioonilisest informatsioonist,
mis on algetappides médidratud emaorganismi poolt munarakuga kaasaantud ainetega
(nn. emaefekt). Need ained moodustavad rakus keemilised gradiendid (ingl. chemical
gradients), millega omakorda initsieeritakse siigoodi rakkude esmane geeniaktiivsus.
Aidikakirbsel médratakse sellega arenguprogrammide kiivitumine, mille tulemuseks on
keha eesmise ja tagumise ning kohtmise ja selgmise siimmeetriateljestiku teke. Eda-
sisel spetsialiseerumisel ja rakkudevahelisel signaalide tilekandel ma4ratakse organismi
pohigeenide abil embriio segmentatsioon (ingl. embryonic segmentation), eritiiiipi raku-
kihtide moodustumine ja morfogenees. Seevastu amfiibidel maiarab keha simmeetriatelje
spermi munarakku sisenemise punkt. Spermi munarakku tungimise koha vastas tekib
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embriionaalse arengu kiigus primaarse sissesopistumise e. invaginatsiooniala ja nii saab
alguse gastrula e. kobarloode, mis viib kolme lootelehe tekkeni.

Organismide diferentseerumise (ingl. differentiation) radadest on ilmselt kdige
detailsemalt uuritud Drosophila ja Caenorhabditis’e sugulist diferentseerumist. Selles
protsessis diferentseeruvad somaatilised koed isastele ja emastele omasteks struktuuri-
deks. Drosophila ja Caenorhabditis’e soo midramisele viivate rakkude diferentseerumise
teed on molekulaarsete mehhanismide poolest aga téiesti erinevad. Drosophila’l méira-
vad soo votmegeenide midratud valgud, mis reguleerivad RNA-splaissingut. Seevastu
Caenorhabditis’el kodeeritakse votmegeenide poolt signaalmolekulid, nende retsepto-
rid ja transkriptsioonifaktorid. Samas reageerib moélemal juhul sugu méarav ahel iihele
ja samale pohisignaalile, milleks on X-kromosoomide suhe autosoomidesse (A). Kui
X:A-suhe (ingl. X:A ratio) on 1,0 vdi suurem, siis miirab arenguahel emasorganismi (voi
hermafrodiitse fenotiiiibi Caenorhabditis’el) moodustumise. Kui suhe on 0,5 véi viiksem,
siis moodustub isasorganismi fenotiiip.

Meeldejatmiseks

Arenguahel madrab geenide ajalise aktiveerumise ja inaktiveerumise ning ahela komponendid on feno-
tiilibi madramisel kausaalselt (pdhjuslikult) jarjestatud.

Diferentseerumisradadest on kdige tapsemalt uuritud dddikakarbse ja varbussi sugulist diferentsee-
rumist.

3. GENEETILINE SO0 MAARAMINE

3.1. Soo maaramine aadikakarbsel

Aidikakirbse soo miiravad nii X-sugukromosoomides kui ka autosoomides (A) olevad
geenid. Drosophila sugu méirav arenguahel sisaldab kolme komponenti:
1) siisteem, mis tuvastab X:A-suhte embriio arengu viga varases etapis;
2) siisteem, mis kannab selle suhte iile arengusignaalina;
3) siisteem, mis reageerides saabuvale arengusignaalile, pohjustab kas isas- voi
emasstruktuuride tekke.

3.1.1. X:A-suhte tuvastamine

X:A-suhte madramise siisteem pohineb emasorganismis stinteesitud ja munaraku tsiito-
plasmasse deponeeritud valkude ja embriionaalselt mitmete X-liiteliste geenide poolt
determineeritud valkude vastastikusel toimel (jn. 25.7). X-liiteliste geenide mairatud
valke on XX-embriiotes kaks korda rohkem kui XY-embriiotes. On range geenidoosi
soltuvus, kus sisuliselt loendatakse X-kromosoome. Kuivord need geenid mojutavad
oma valkudega X:A-suhte loendajat, nimetatakse neid geene numeraatorelementi-
deks (ingl. numerator elements). Teised, autosoomides lokaliseeruvad geenid, madravad
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Arengugeneetika

numeraatorelementidele antagonistlike valkude stinteesi ja méjutavad X:A-suhte nime-
tajat. Neid geene nimetatakse denominaatorelementideks (ingl. denominator elements).
Jarelikult alaneb denominaatorelementide doosi suurenemisega numeraatorelementide
detekteeritav doos (produktide alusel) ja genotiiiibis olevate X-kromosoomide arvu
voidakse seetottu alahinnata. Sellise juhuga ongi tegemist, kui genoomis on kahe X-kro-
mosoomi olemasolul kolm paari autosoome (genotiiiip XX; AAA). Vastavad kirbsed ei
arene enam emasteks, vaid vahepealsete sootunnustega interseksideks (ingl. intersex).
Seega, Drosophila’l pohineb X:A-suhe X-liiteliste (numeraator) ja autosoomsete (denomi-
naator) geeniproduktide antagonismil.

3.1.2. Arengusignaalid soo diferentseerumisel

Kui X:A-suhe on vilja kujunenud, siis konverteeritakse see molekulaarse signaali keelde,
mis kontrollib poéhilise soo diferentseerumise arengutee regulaatorgeeni, X-liitelise sugu-
letaalse SxI-geeni (ingl. sex lethal gene) avaldumist (jn. 25.8). Antud signaal aktiveerib
Sxl-geeni transkriptsiooni varaselt promootorilt P, vaid XX-embriiote varases arengu-
etapis. Sellelt promootorilt saadud transkript protsessitakse ja transleeritakse val-
guks SXL. Pirast monda I6igustumistsiiklit asendatakse promootorilt P, toimuv
transkriptsioon transkriptsiooniga iihelt teiselt promootorilt P, , mis on nn. SxI-geeni
asenduspromootor (ingl. maintenance promotor). Transkriptsioon P, -promootorilt toi-
mub siiski ka XY-embriiotes, kuid sel puhul seda transkripti ei protsessita digesti, sest
puudub SXL-valk. SXL-valgu puudumisel XY-embriiotes toimub SxI-transkripti alterna-
tiivne splaissing, kus transkripti jaib sisse stoppkoodonit sisaldav ekson, mistottu selle
transkripti transleerimisel moodustub (kuni stoppkoodonini) lithike kadbikpoliipeptiid
(ingl. truncated polypeptide), millel aga pole regulatoorset funktsiooni. Funktsionaalse
SXL-valgu puudumise tottu arenevad embriiod edasi isasteks. Seevastu XX-embriiotes,
kus SXL-valk moodustus esmalt tinu viljakujunenud X:A-suhte molekulaarsele signaa-
lile, splaissitakse P, -promootorilt moodustunud transkripti pidevalt, mis tagab taispika
SXL-valgu jitkuva stinteesi. Jarelikult on SXL-valk XX-embriiotes tagasisidemehhanismi
alusel positiivseks regulaatoriks iseenda siinteesile.

SXL-valk reguleerib lisaks tihe teise sugu miirava arengutee geeni, transformeeriva
tra-geeni (ingl. transformer tra gene), splaissingut (jn. 25.9). Geeni tra transkripti saab
splaissida kahel viisil. Kromosoomselt X Y-isastel, kellel puudub SXL-valk, jietakse splais-
singul alati tra-RNA-sse alles stoppkoodonit sisaldav teine ekson. Ka siin saadakse lithike
mittefunktsionaalne kiabikpoliipeptiid. XX-emastel, kelledel on SXL-valk, korvaldatakse
esmasest transkriptist see stoppkoodonit sisaldav ekson alternatiivse splaissinguga ja nii
moodustubki transformeeriv valk TRA (ingl. transformer protein). Jirelikult moodus-
tub TRA-valk XX-embriiotes, mitte XY-embriiotes. TRA-valk on RNA protsessingu
regulaator. Koos transformeeriva tra2-geeni (ingl. transformer tra2 gene) mairatud
TRA2-valguga kontrollivad nad autosoomse biseksuaalsusgeeni dsx- (ingl. doublesex
gene) transkripti alternatiivset splaissingut. XX-embriiotes, kus TRA-valk esineb, protses-
sitakse dsx-transkriptid nii, et moodustatakse DSX-valk, mis pidurdab isasorganismide
arenguks vajalike geenide ekspressiooni ning embriiotest arenevadki emased dddika-
kirbsed. Ka X0-embriiotes, kus TRA-valk puudub, protsessitakse dsx-transkriptid nii,
et moodustub selline DSX-valk, mis pidurdab emasorganismi arenguks vajalike geenide
toimet ja vastavad embriiod arenevad seetottu isasteks.
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Arengugeneetika

Lisaks kontrollivad TRA- ja TRA2-valgud veel iihe teise autosoomse geeni — viljatus-
geeni fru (ingl. fruitless gene) transkriptide protsessingut. Geen fru paikneb kolmandas
kromosoomis, sisaldades kolme koopiat 13-nukleotiidilist TRA/TRA2 RNA seondumise
jarjestust ja madrates tsinksormede taiiipi transkriptsioonifaktori siinteesi. Selle geeni
avaldumine s6ltub TRA- ja TRA2-valkude kaasabil libiviidud splaissingutest. See geen
madrab isaste kirbeste sugulist kditumist.

3.1.3. Mutatsioonid sugu maaravates geenides

Sootunnuseid méiidravad geenid ei pruugi olla organismile eluliselt nii vajalikud kui mit-
med organismi arengut méiaravad geenid. Seepirast saavad sootunnuseid miiravates
geenides (ka kromosoomides) olla mitmesugused muutused (anomaaliad).

Drosophila sugu méiirava ahela koikides geenides on kirjeldatud mutatsioone ja nen-
dega kaasnevaid avaldumisefekte. Funktsiooni kadu mdirav mutatsioon geenis Sx!I
takistab emastel SXL-valgu moodustamist. Selle mutatsiooni suhtes homostigootsed
emased kidrbsed surevad aga embriionaalses staadiumis, mis pole kiill seotud sugulise
diferentseerumisega, vaid hoopis geenide doosikompensatsiooni- (ingl. dose compensa-
tion) mehhanismi rikkumisega. Seega on SxI-geeni lisafunktsiooniks osalemine organismi
geenide doosikompensatsioonimehhanismide reguleerimisel, takistades eelkoige ilmselt
X-liiteliste geenide hiiperaktivatsiooni XX-organismidel. Sama SxI-mutatsioon X Y-isendi-
tel aga efekti ei anna, sest normaaljuhul ju seda valku isastel ei moodustatagi.

Funktsiooni kadu méiidravatel mutatsioonidel geenides tra ja tra2 on sama feno-
tiiip: nii XX- kui ka XY-isendid arenevad isasteks. Jarelikult on molemad geenid vajalikud
emasorganismide arenemiseks ja vihevajalikud isaste arenemisel. Mutatsioon tra2-geenis
pohjustab siiski isaskidrbestel vaid steriilsust.

Funktsiooni kadu méairavad mutatsioonid dsx-geenis pohjustavad nii XX- kui ka
XY-embriiotes arengumuutusi, mis viivad intersekside tekkele. Jarelikult arenevad dsx-
mutatsioonide korral interseksid nii isastest kui ka emastest kirbestest.

Mutatsioonid viljatusgeenis fru pohjustavad moningaid muutusi kdrbse kesk-
nérvisiisteemi neuronite arengus. Selle tulemuseks on vastavate kirbeste muutumine
isaslembelisteks (ingl. homosexual). Homoseksuaalsed isased jirgnevad Petri tassil ribu-
rada pidi reas tiksteise sabas teistele isastele, moodustades kirbeste ahelaid, ega tunne
enam mingit huvi emaste vastu. Ilmselt on suguline orientatsioon ka teistel organismidel,
k.a. inimesel, geneetiliselt kontrollitud.

Meeldejatmiseks

- Addikakérbse sugulist diferentseerumist kontrollivas arenguahelas mééravad iihed geenid X:A-suhte,
teised konverteerivad suhte arenqusignaaliks ja kolmandad maaravad signaali pohjal isas- ja emasor-
ganismide tekke.

« Drosophila suguletaalsel geenil Sx/ on votmeroll soolises arengus, reguleerides nii iseenda kui ka teise
sugu reguleeriva geeni tra transkriptide splaissingut.

«Mutatsioonid Drosophila viljatusgeenis fru pohjustavad isaste sugulise orientatsiooni muutust, isaslem-
besust e. homoseksuaalsust.



3.2. Soo maaramine varbussil

Caenorhabditis’e (varbussi) somaatiline soo mdiramise arengutee determineeritakse
enam kui 10 geeniga (jn. 25.10), milledest 4 osaleb doosikompensatsiooni siisteemis ja 6
$00 maaramise stisteemis.

Caenorhabditis’e soo areng soltub nagu Drosophila’lgi tdielikult X:A-suhtest. Suhtest
tulenev signaal kontrollib ka doosikompensatsiooni ndhtust, mis siinjuures avaldub kahe
X-kromosoomi alaaktiivsuses e. hiipoaktivatsioonis (ingl. hypoactivation) hermafrodii-
tidel (vt. ptk. 21). Doosikompensatsiooni ja soo midiramise siisteemide {ihisosa koosneb
neljast geenist, milledest esimene, x0l-1 on vajalik isastel, kuid mitte hermafrodiitidel
(jn. 25.10). Ulejdanud kolm geeni (sdc-1, sdc-2, sdc-3) alluvad xol-1 poolt negatiivsele
kontrollile ja nende aktiivsus on vajalik hermafrodiitidel, mitte aga isastel. Funktsiooni
kaotamist pohjustavad mutatsioonid neis kolmes geenis pohjustavad XX-isendite surma
voi emaste muutumist isasteks.

Soo midramist kontrollivas siisteemis kodeerib hermafrodiitsusgeen (ingl. her-
maphroditic gene) her-1 sekreteeritava valgu (HER-1) kui signaalmolekuli siinteesi, mille
puudumisel arenevad X0-isendid hermafrodiitideks. Funktsiooni kaotavad mutatsioo-
nid kahes transformeerivas geenis (tra-1 ja tra-2) pohjustavad XX-loomade arenemise
isasteks. Ahela jirgmine geen tra-2 kodeerib membraanseoselise valgu siinteesi, mis
on HER-1 signaalvalgu retseptoriks. Kolme jirgneva sugu miirava geeni fem-1, fem-2,
fem-3 (varasem tihistus isx — ingl. intersex genes) produktid on tsiitoplasmavalgud, mis
kannavad ilmselt edasi her-1 signaali. Nende feminiseerumist mairavate geenide funkt-
siooni kadu pohjustab X0-loomade arenemise spermat mittetootvateks emasteks. Seega
on feminiseerumisgeenid (ingl. fem genes) vajalikud normaalsete isaste arenguks. Ahela
viimane geen, tra-1 kodeerib tsinksormede tiitipi transkriptsioonifaktorit, mis reguleerib
teiste sugu méadrava ahela geenide aktiivsust (jn. 25.10).

Caenorhabditis’e soo maidramise geneetiline arengutee sisaldab rea geeniekspres-
siooni negatiivseid regulaatoreid. X0-loomades sekreteeritav her-1-geeni produkt
interakteerib tra-2-geeni produktiga ja pohjustab viimase inaktiveerumise. See pohjustab
omakorda aga kolme fem-geeni produktide aktivatsiooni, millega kollektiivselt inaktivee-
ritakse omakorda tra-1-geeni poolt mairatud valk, mis on aga emaste diferentseerumise
positiivseks regulaatoriks. Kuivord varbuss ei saa ilma aktiivse tra-1 produktita areneda
hermafrodiidiks, areneb ta isaseks. XX-isenditel ei moodustata her-1-valku ja seepirast
jaab tema retseptor, TRA-2-valk, aktiivseks, mis omakorda inaktiveerib fem-geenide pro-
duktid. See voimaldab TRA1-valgul stimuleerida arengut emaste nematoodide suunas,
pohjustades hermafrodiitsete organismide teket.

Meeldejatmiseks

« (. elegans’i soo diferentseerumise arengutee sisaldab mitmeid geene erinevate signaalvalkude, nende
retseptorite, signaali iilekandjate ja transkriptsioonifaktorite siinteesiks.

Arengugeneetika
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4. EMAEFEKTIGEENID

Loomade arenguprogrammi ettevalmistamisel toimuvad tihtsad stiindmused juba
enne seda, kui munarakk viljastatakse. Molekulaarne emaarmastus realiseeritakse
juba munarakus: munarakku transporditakse ja ladustatakse embriio arenguks vajali-
kud toitained ja tema varast arengut determineerivad ained. Munarakk timbritsetakse
korvalolevate rakkude (folliikulirakkude) poolt toodetud ainetest kaitsva kestaga.
Reproduktiivsiisteemi somaatiliste rakkude voi sugurakkude eellasrakkude geeniekspres-
sioon tagab embriio arenguks vajalike ainete ning materjalide siinteesi. Vastavate geenide
aktivatsioonis viljendubki embriio arengus emaefekt.

4.1. Avaldumine emasliini kaudu

Mutatsioonid geenides, mis avalduvad munaraku valmimisel, ei pruugi avalduda ega olla
nihtavad munarakke tootval emasorganismil endal. Kuivord vastavate mutatsioonide
efekt voib olla ndhtav vaid jargmises polvkonnas, siis nimetatakse neid mutatsioone ema-
efektimutatsioonideks (ingl. maternal-effect mutations). Seega avaldub ema mutantne
genotiiip alles jirglaste fenotiitibis. Vastavaid geene nimetatakse emaefektigeenideks
(ingl. maternal-effect genes). Heaks niiteks on Drosophila selgmine e. dorsaalne geen dl
(ingl. dorsal gene). Kaksikretsessiivsete mutantsete (d! dl) emaste ristamisel metsiktiiiipi
homosiigootsete isastega moodustuvad mutantsed embriiod, milledest ei arene elujoulisi
jarglaseid (jn. 25.11). Retsiprooksel (vastassuunalisel) ristamisel (metsiktiiiipi homo-
siigootsed emased x mutantsed homosiigootsed isased) on jirglased aga eluvéimelised.
Jarelikult avaldub letaalne moju jarglaskonnale vaid ema poolt. Nihtuse pohjuseks on
asjaolu, et dl-geen kodeerib transkriptsioonifaktorit, mida siinteesitakse oogeneesi ajal
vaid emasorganismis ja see sdilitatakse munarakus. Sellel transkriptsioonifaktoril on
embriio arengu varases staadiumis tdita oluline roll, sest tema aktiivsus mairab dorsaal-
ventraalse miiratuse (mustri) e. kujunduse (ingl. dorso-ventral patterning), s.t. selle,
kuhu tekib embriio kohtmine ja kuhu selgmine pool. Mutatsiooni korral kéhtmine pool ei

dl + + dl
—_— 9 X —_— C? Retsiprooksed ristamised —_— 9 X — C?
dl + + dl
! l
1 \
1 \
/' Ei avaldu Avaldub ‘\ @

Emaefekt + «” ’ S

dl dl

Joonis 25.11. Drosophila dorsaalgeeni e. selgmise geeni retsessiivse mutatsiooni (dorsal e. dl) emaefekt. Homo-

stigootsest (dl dl) emasorganismist ei kandu munarakku dl-geeni produkti (transkriptsioonifaktorit), mistottu
embriiol ei arene kohtmist poolt (embriio on kahe selgmise poolega) ja ta hukkub. Emapoolse méjuga geenide
produkt eikandu edasi jarglasele spermi kaudu ning seetottu isapoolne metsiktitpi alleel embriios i avaldu.

Arengugeneetika
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arene ja moodustub embriio, millel on kaks selgmist poolt — seega ei teki elujoulist orga-
nismi. Isapoolne metsiktiitipi alleel embriios dl-geeniprodukti aga ei kompenseeri, sest
ta ei avaldu, kuivord vastavat geeni sel arengujargul ei transkribeerita. Seega on dl-alleel
emaefektiga letaalne geen (ingl. maternal-effect lethal gene).

Meeldejatmiseks

Emaefektigeenide retsessiivsed mutatsioonid avalduvad vaid neis embriiotes, kelle emad on selle mutat-
siooni suhtes homosiigootsed.

4.2, Simmeetriatelgede moodustumine aadikakarbsel

Bilateraalse siimmeetriaga loomadel on kaks pohilist kehatelge: dorsaalne-ventraalne
telg (ingl. dorsal-ventral axis), mis eristab selja kohust, ja anterioorne-posterioorne (ingl.
anterior-posterior axis) telg, mis eristab keha esiosa tagaosast. Drosophila’l nagu ka teistel
organismidel moodustuvad need teljed juba viga varases blastula arengustaadiumis.

4.2.1. Selgmise-kohtmise telje moodustumine
Dorsaalse geeni dl poolt kodeeritud transkriptsioonifaktor, mis parineb munarakust,
siseneb blastula moodustamise ajal embriio kohtmise poole rakkude tuumadesse ning
aktiveerib transkriptsiooni geenidelt twist ja snail (nimetused on veidrate mutantsete
fenotiiiipide jirgi — 'vdinjas’ ja ‘usjas’) ning pidurdab geenide zerkniillt (sks. 'kigardu-
nud’) ja decapentaplegic (kr. ’15-jutiline’) transkriptsiooni. Selektiivse induktsiooni/
repressiooni tulemuseks on ventraalsete rakkude diferentseerumine embriionaalseks
mesodermiks. Embriio vastaskiiljel, kus dorsaalset valku sealsetes tuumades ei ole, ei
indutseerita twist- ja snail-geene ega represseerita zerkniillt- ja decapentaplegic-geene.
Selle tulemusel diferentseeruvad vastavad rakud embriionaalseks epidermiks (jn. 25.12).
Dorsaalse DL-valgu sisenemine ainult embriio iihel kiiljel asetsevatesse tuuma-
desse madratakse ara kahe valgu interaktsiooniga areneva embriio ventraalses pooles
(jn. 25.12). Uheks valguks on toll-geeni (ingl. toll-, sks. tutt-geeni) produkt, mis paik-
neb plasmamembraanile kinnitunult ihtlaselt iile kogu embriio pinna. Teiseks valguks
on spiitzle- (sks. viike klimp’) geeni produkt, mis asetseb perifollikulaarses osas (vede-
likuga tididetud ruumis plasmamembraani ja folliikuli vilismembraani vahel). Tanu
easter- (ingl. ‘munadepiiha’) geeni kodeeritud proteaasi toimele l6igatakse Spitzle-valk
polipeptiidiks, mis interakteerub Toll-valguga. Kuivord enne munaraku viljastamist
diferentseeruvad folliikulirakud dorsaalseteks ja ventraalseteks rakkudeks, siis
Spitzle-polupeptiidi 16ikamine toimub vaid perifollikulaarsel alal embriio ventraalsel
kiiljel. Toll-valgu ithinemisel Spitzle-poliipeptiidiga initsieeritakse embriios terve kas-
kaad stindmusi, mille tulemusel transporditaksegi dorsaalne valk embriionaalsetesse
tuumadesse. Dorsaalne valk toimib seal kui transkriptsioonifaktor geenide twist, snail,
zerkniillt ja decapentaplegic ekspressioonil. Seega, membraaniseoseline Toll-valk on toi-
miva Spatzle-poliipeptiidi retseptoriks ning nende kahe molekuli faisiline interaktsioon
toimib signaalina, mis liilitab sisse geneetilise programmi embriio dorsaalne-ventraalse
telje diferentseerumiseks .
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Arengugeneetika

4.2.2. Keha esiosa-tagaosatelje moodustumine

Drosophila keha esiosa-tagaosa- (anterioorne-posterioorne) telg tehakse kindlaks
geenide hunchback ja caudal poolt ettendhtud transkriptsioonifaktorite spetsiifilise, ajas
ning ruumis mairatud siinteesiga (jn. 25.13). Need kaks geeni transkribeeritakse ooge-
neesis rakkude poolt, mis aitavad kaasa ootstititide kasvule ja arenemisele. Emaorganismi
rakkude poolt toodetud hunchback- ja caudal-geenide transkriptid (produktid) kantakse
edasi ootstiiitidesse, kus nad jaotuvad tsiitoplasmas tihtlaselt. Vaatamata sellele toimub
nende kaht erinevat tiitipi transkriptide translatsioon embriio eri osades: hunchback-RNA
transleeritakse anterioorses ja caudal-RNA posterioorses piirkonnas. Erinevate siinteesi-
piirkondade tottu moodustuvad vastavatest valkudest kontsentratsioonigradiendid
(ingl. protein concentration gradients): Hunchback-valk on kontsentreeritud vasta-
valt eesmisse e. anterioorsesse (ingl. anterior) piirkonda ja Caudal-valk tagumisse e.
posterioorsesse piirkonda. Nende kahe valgu funktsiooniks on embriio anterioorse-
posterioorse telje diferentseerumist mairavate geenide aktivatsiooni voi aktiivsuse
pidurdamine.

Hunchback- ja Caudal-valkude rakusisene siintees on omakorda méairatud kahe teise
emaorganismi geeni, bicoid’i ja nanos’e poolt toodetud RNA-ga (jn. 25.13). Viimased
toodetakse ja transporditakse ootsiititidesse analoogselt hunchback- ja caudal-geenide
RNA transkriptidega. Seejuures ankurdatakse bicoid-RNA munaraku anterioorses ja
nanos-RNA posterioorses osas. Pirast viljastumist transleeritakse molemad RNA-d
lokaalselt, millega kaasneb valkude kontsentratsioonigradiendi teke: Bicoid-valk kont-
sentreerub anterioorses ja Nanos-valk posterioorses piirkonnas.

Bicoid-valgul on kaks funktsiooni. Esiteks toimib Bicoid-valk kui transkriptsiooni-
faktor, stimuleerides rea muude geenide RNA transkriptsiooni (nt. hunchback-geeni
RNA), milledelt transleeritud valgud miéiravad dra embriio keha esiosa struktuurid.
Teiseks takistab Bicoid-valk caudal-RNA translatsiooni, sest ta seondub caudal-RNA
3’-mittetransleeritava piirkonna nukleotiidijirjestusega. Seal, kus Bicoid-valk on valdav,
Caudal-valku ei siinteesita ning seal, kus Bicoid-valku on napilt, toimub just Caudal-valgu
stintees. Teisisonu, Bicoid-valgu kontsentratsioonigradiendiga reguleeritakse Caudal-
valgu siinteesi. Erinevalt Bicoid-valgust ei ole Nanos-valgul transkriptsioonifaktori
funktsioone, kuid analoogselt Bicoid-valguga toimib Nanos-valk translatsiooni regu-
laatorina. Nanos-valk kontsentreerub embriio posterioorsesse piirkonda, seondub seal
hunchback-RNA 3’-mittetransleeritava nukleotiidijirjestusega, millega pohjustab hunch-
back-RNA degradatsiooni ja translatsiooni peatumise. Embriio anterioorses piirkonnas
stinteesitakse aga Hunchback-valku, sest Nanos-valgu kontsentratsioon on seal viga
madal. Anterioorses piirkonnas on Hunchback-valk transkriptsioonifaktoriks geenidele,
mille produktid méiravad dra keha tagaosa struktuuride moodustumise.

Meeldejatmiseks

- Emaefektiga dorsal-, hunchback-, bicoid- ja nanos-geenide kodeeritud valgud ja RNA-d transporditakse
Drosophila munarakkudesse oogeneesi kdigus.

- Emaefektiga geenide produktid initsieerivad Drosophila dorsaal-ventraalse (selgmise-kdhtmise) ja ante-
rioorse-posterioorse (esiosa-tagaosa) ja osalevad kehatelje moodustumisel.
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Arengugeneetika

5. SUGOOTSETE ARENGUGEENIDE AVALDUMINE

Loomorganismide arengu esmasiindmused, mida kisitlesime eelmistes osades, saavad
teoks emaorganismi poolt eelnevalt siinteesitud ainete toimel. Parast munaraku vil-
jastumist toimub kindlal ajamomendil embriios juba embriio enda geenide selektiivne
aktiveerumine. Seda nihtust nimetatakse siigootseks geeniekspressiooniks (ingl. zygo-
tic gene expression). Siiski on ménedel juhtudel siigootsete geenide aktiveerumine varastel
arenguetappidel ikkagi veel midratud emaorganismis siinteesitud faktoritega. Nditeks
Drosophila emaorganismi poolt moodustatavad dorsaalsed transkriptsioonifaktorid
aktiveerivad stigootsed geenid twist ja snail. Arengu kiigus avalduvad geenide rithmad
kaskaadselt, geenide aktivatsioon ja inaktivatsioon toimuvad arenguprogrammi alusel
ning arenguprogrammi realiseerumine saavutatakse organismi vilis- ja sisekeskkonna
koostoimes.

5.1. Keha segmentatsioon

Selgrootutele on omane, et nende keha koosneb erinevatest iiksteisele jairgnevatest
segmentidest (ingl. segments). Putukatel jaotub keha peaks, rindmikuks, kus on 3 rin-
nakusegmenti, ja tagakehaks, kus eristuvad 8 tagakehasegmenti. Osal liilijalgsetel (nt.
puugid) on pea ja rindmik kokku kasvanud pearindmikuks. Kehasegmente saab eristada
juba embriio- ja vastsestaadiumis. Selgroogsete organismide tdiskasvanud isenditel pole
segmentatsioon alati viga selgelt eristatav. Kiill aga saab segmentatsiooni eristada emb-
riostaadiumis, mil nditeks tsentraalsest narvisiisteemist kasvavad vilja narvikiud, et
innerveerida erinevaid kehaosi. Drosophila embriios avalduvad esmalt segmentatsiooni-
geenid (ingl. segmentation genes) ning jirgnevalt homeootilised geenid (ingl. homeotic
genes) (jn. 25.14).

5.1.1. Segmentatsioonigeenid
Drosophila’l on leitud geene, mille mutatsioonid ei pohjusta tdiskasvanud isendite
fenotiitibilist muutumist. Nende mutatsioonide fenotiiiibi efekt on sedastatav vaid
embriionaalses ja nukustaadiumis. Niisugusteks geenideks on nditeks segmentatsioo-
nigeenid (jn. 25.14). Nende geenide miiratud embriionaalse mutantse fenotiiiibi alusel
jaotatakse nimetatud geenid kolme gruppi:

1) gap-geenid;

2) pair-rule-geenid;

3) segment-polarity-geenid.

Gap-geenid (giant, hunchback, kriippel, knirps, tailless jt.) miiravad embriios segmentide
piirkonnad ning mutatsioonid nendes geenides pohjustavad osa segmentide puudumise
ja sellega anatoomilise tithiku piki keha anterioorset-posterioorset telge. Gap-geenid
kodeerivad transkriptsioonifaktorite siinteesi ja nende avaldumine on kontrollitud ema-
efektigeenidega bicoid ja nanos.

Pair-rule-geenid (even-skipped, hairy, odd-skipped, paired, runt, fushi tarazu, odd-
paired, sloppy paired jt.) miiravad segmentide mustri arenevas embriios. Nad on regulee-
ritud gap-geenide poolt, nende RNA on ekspresseeritud embriio blastodermistaadiumis
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Arengugeneetika

seitsme vo6dina, mis eristuvad embriio pikiteljel. Nende geenide produktid méaravad
embriio diferentseerumise 14 erinevaks tsooniks e. parasegmendiks (ingl. parasegments).
Mutatsioon pair-rule-geenides muudab parasegmentide arvu poole viiksemaks. Enamus
pair-rule-geenidest kodeerib transkriptsioonifaktoreid.

Segment-polarity-geenid (engrailed, naked, patched, wingless jt.) mairavad pikiteljel
paiknevate iiksiksegmentide esimese ja tagumise poole, seega keha esiosa-tagaosa telje.
Mutatsioonid neis geenides voivad niditeks pohjustada koigi segmentide tagumise osa
asendumise temaga kiilgneva segmendi esimese poolega. Need geenid kodeerivad nii
transkriptsioonifaktorite kui ka signaalmolekulide siinteesi.

Drosophila embriio segmentatsioonil esineb tilalesitatud kolme geenigrupi hierarhi-
line kaskaadne geeniekspressioon (ingl. cascades of gene expression) (jn. 25.14). Esmase
embriio esiosa-tagaosa polaarsuse miiravad emaefektigeenid (nagu bicoid ja nanos). Gap-
geenid aktiveeritakse regionaalselt samuti emaefektigeenide poolt ning selle protsessi
tulemusel jaotub embriio seitsmeks segmendiks. Pair-rule-geenid ekspresseeruvad neis
seitsmes segmendis, jaotudes piki embriio telge. Jirgneb regulatsioon segment-polarity-
geenide toimel, mistdttu moodustub esiosa-tagaosa-suunaliselt 14 kitsast parasegmenti.
Seejirel toimub juba homeootiliste geenide aktivatsioon kahe segmentatsioonigeenide
grupi, gap- ja pair-rule-geenide kontrolli all.

5.1.2. Homeootilised geenid

Aidikakirbsel on mutatsioonid, kus keha ithed segmendid on asendunud teistega. Nii-
teks mutatsioon bithorax (bx) pohjustab kolmanda rinnakusegmendi muutumise teise
rinnakusegmendi sarnaseks (koos moodustuvate rudimentsete tiibadega). Mutatsioon
antennapedia transformeerib osa peas olevaid tundlaid jalgadeks, mis on omased tegeli-
kult hoopis rindmikule. Kuivord mutatsioon muudab siin ithe kehaosa teise sarnaseks, siis
nimetatakse vastavaid mutatsioone homeootilisteks mutatsioonideks. Nimetus tuleb
kuulsalt geneetikult W. Batesonilt, kes kasutas terminit ,homeoos” tihistamaks ,millegi
muutumist mingi teise sarnaseks”.

Homeootilised geenid asetsevad Drosophila’l klastritena tihes ja samas autosoomis.
Kaksikrindmikulist fenotiiiipi mdirav Bithorax-kompleks (BX-C) koosneb kolmest
geenist: Ultrabithorax (Ubx), Abdominal-A (Abd-A) ja Abdominal-B (Abd-B). Antennape-
dia-kompleks (ANT-C) koosneb viiest geenist: labial (lab), proboscipedia (pb), Deformed
(Dfd), Sex comb reduced (Scr) ja Antennapedia (Antp). Huvitaval kombel vastab ANT-C
ja BX-C geenikompleksides geenide avaldumise jirjekord anterioorsel-posterioorsel
(esiosa-tagaosa) teljel tipselt nende geenide jirjestusele kromosoomi aheldusgruppides
(jn. 25.15). Ulalnimetatud homeootilised geenid kodeerivad kaik heeliks-pdére-heeliks-
tiitipi transkriptsioonifaktoreid, millel on 60 aminohappe pikkune konserveerunud ala.
Just see piirkond vastutab DNA-ga seondumise eest ning seda ala nimetatakse homeo-
domeeniks (ingl. homeodomain). Kuivérd homeootilised geenid kontrollivad rea teiste
geenide (mis miiravad kehasegmentide moodustumise) kaskaadset avaldumist, siis
nimetatakse neid geene ka selektorgeenideks (ingl. selector gene). Homeootiliste geenide
enda aktiivsust kontrollib iiks teine arengus varem avalduv geenigrupp, méiirates keha
segmentatsiooni. Vastavaid geene nimetatakse segmentatsioonigeenideks.



Ubx | Abd-A | Abd-B Geenide jarjekord kromosoomis

BX-C

N \ Y
ANT-C _ Geenide jérjekord kromoscomis

lab pb Dfd  Scr Antp

Joonis 25.15. Drosophila Bithorax- (BX-C) ja Antennapedia- (ANT-C) komplekside homeootilised
geenid on kromosoomis samas jarjekorras kui nende avaldumiskohad piki keha eesosa-tagaosa telge. Kak-
sikkehakompleks (BX-C): 3 geeni — Ultrabithorax (Ubx), Abdominal-A (Abd-A) ja Abdominal-B (Abd-B).
Antennapedia-kompleks (ANT-C): S geeni — labial (lab), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex combs reduced
(Scr) ja Antennapedia (Antp). Koik homeootilised geenid kodeerivad heeliks-péore-heeliks-tiiiipi transkript-

sioonifaktoreid, millel on 60 aminohappe ulatuses konserveerunud piirkond (homeodomeen).

5.1.3. Selgroogsete ja selgrootute arengugeenide homoloogia

Kui selgrootul organismil on moni geen juba geneetiliselt iseloomustatud, siis suure tde-
nidosusega esineb tema homoloog mitte ainult teistel selgrootutel, vaid ka selgroogsetel
organismidel. Mida rohkem on geen evolutsiooniliselt konserveerunud ja mida suurem on
tema evolutsiooniline sugulus teistega, seda suurem on ka homoloogsuse méiir. Arengu
varaseid etappe mairavad geenid on organismile darmiselt vajalikud ja on seepirast
evolutsiooniliselt ka konserveerunud. Niiteks on leitud, et Drosophila homeootilistele
geenidele vastavad selgroogsetel homoloogsed geenid. Neid homolooge nimetatakse
hox-geenideks. Inimesel ja hiirel on kirjeldatud 38 hox-geeni, mis paiknevad kromosoo-
mides neljas erinevas klastris, igaiiks on ca 120 kb pikkune (jn. 25.16). Iga klaster asetseb
erinevas kromosoomis, mis nditab, et arengus on algne iiks klaster neljakordistunud.
Arvatavalt on see toimunud ca 500-600 miljonit aastat tagasi.

Teiste homeootiliste geenide klastrite puhul v6ib olla evolutsioonis toimunud ka
klastrite imberrekombineerumine erinevate kromosoomide vahel. Niiteks Drosophila
hox-geenidest koosnevad Bithorax- ja Antennapedia-geenikompleksid on tegelikult osa
suuremast, HOM-C klastrist. Vaatamata klastrite rekombinatsioonilisele imberasetu-
misele kromosoomides, on Hom/Hox-geenid evolutsioonis siilinud. Evolutsiooni ithtsust
nditab nende geenide transkriptsiooni suuna ja asetuse jirjekorra kolineaarsus erinevatel
organismidel.
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Joonis 25.16. Drosophila BX-C ja ANT-C homeootiliste komplekside geenidega homoloogsete imetaja Hox-
geenide organisatsioon ja avaldumine. Hox-geenide 4 klastrit on tekkinud algse klastri neljakordistumisel
(500-600 miljonit aastat tagasi). Homeootilised geenid avalduvad kolineaarselt vastavalt embriio eesosa-
tagaosa suunale ja embriio arengujirgule. Koik homeootilised geenid (v.a. geen Dfd) transkribeeritakse
samas suunas. Homeootilistes geenides ei ole introneid.

Meeldejatmiseks
- Siigootsed geenid aktiveeruvad parast viljastumist emaefektigeenide toimel.

«Drosophila segmentatsioonigeenide produktid requleerivad ja madravad embriio jaotumise reaks seg-
mentideks piki esiosa-tagaosa-telge.

« lga kehasegmendi péritolu on madratud Bithorax'i ja Antennapedia homeootiliste geenide poolt.

- Paljud arenqus osalevad geenid, nditeks homeootilised hox-geenid, on evolutsiooniliselt konserveeru-
nud, esinedes nii selgrootutel kui ka selgroogsetel organismidel.

5.2. Rakutiiiipide spetsialiseerumine ja organite teke

Erinevat tiitipi diferentseerunud rakud moodustavad organid (siida, magu, neer, maks,
silm). Samas moodustuvad organid ikka kindlasse keha piirkonda. Jarelikult peab see
protsess olema geneetiliselt viga tapselt kontrollitud. Niiteks Drosophila geen eyeless
kodeerib homeodomeeni sisaldavat transkriptsioonifaktorit, mis lilitab to6le viga paljud
silma normaalses arengus osalevad geenid. Kui viime manipulatsioonide tulemusel geeni
eyeless kudedesse, kus ta normaalselt ei avaldu, siis saavutame nendes piirkondades eyeless-
geenile kunstliku promootori lisamisega samuti silmade arengu initsiatsiooni.
Evolutsioonilisest aspektist on tahtis silma arengut miiravate homoloogsete gee-
nide (ingl. homologous genes) olemasolu erinevatel organismidel. Nii on hiire geen pax6



(Drosophila eyeless- geeni homoloog), viiduna Drosophila genoomi, véimeline samuti
indutseerima Drosophila silmade arengut. Hiirel on samas geenis kirjeldatud mutatsiooni
small eyes, mis pohjustab viikeste silmade tekke. Samasugune silmade suurust muutev
mutatsioon on leitud ka inimesel. Siit jareldub, et koik need kolm silma arengut mairavat
geeni (dddikakirbsel, hiirel ja inimesel) on suguluses ja pirinevad iihisest eellasest. Voib
eeldada, et kauges evolutsioonilises minevikus oli eellasorganismis kogumik valgustund-
likke rakke, mis hakkasid alluma primaarse eyeless-geeni regulatsioonile.

Kudedes toimub rakkude spetsiifiline diferentseerumine erinevat tiiiipi rakkudeks.
Drosophila kompleksne mitut eri tiiipi rakke sisaldav silm areneb vilja imaginaaldiski
epiteelirakkudest, mis on veel eristumata ja sarnase viljanigemisega (jn. 25.17). Nuku-
staadiumis moodustub diski posterioorsesse piirkonda valk, mis hakkab levima
anterioorses suunas, kusjuures sellise aktiivsuse drkamisega kaasneb rakkude aktiivse
jagunemise laine. Jagunemisel moodustunud rakud diferentseeruvad kohe silma
spetsiifilisteks rakuttiiipideks, moodustades viljakujunenud silmas 800 fassetti. Iga
fassett koosneb 20 rakust, milledest 8 on fotoretseptori neuronid valguse neelamiseks,
4 on koonusrakud, mis fokuseerivad fotoretseptoritelt valguse lditsedele, 6 on abi- ja
eraldusfunktsiooniga katterakud ning 2 iilejidnud rakku moodustavad silmapinnal tun-
dekarvakesed.

Rakutiitipide tekkel on tahtis roll rakkudevahelisel interaktsioonil. Valmis fassetis on
6 fotoretseptorit (R1-R6) ringjalt imber iilejiinud kahe (R7, R8) (jn. 25.17). Neist R8
on esimene moodustunud fotoretseptori rakk. Viimasena kaheksast kujuneb R7, mille
moodustumiseks on vaja R8-raku retseptori signaali. Signaali saamiseks peab R7-rakk
stinteesima spetsiifilise retseptori, milleks on membraaniseoseline retseptorvalk SEV,
mida siinteesib geen sevenless (sev). Mutatsioon selles geenis viib raku diferentseerumise
hoopis koonusrakuks. R7-retseptori signaal edastatakse R8-raku bridge-of-sevenless-
(boss-) geeni poolt miiratud BOSS-valgu e. ligandi abil, mis avaldub spetsiifiliselt R8
pinnal ja interakteerub R7 retseptorvalguga. Interaktsioon pohjustab R7-rakus erine-
vate transkriptsioonifaktorite osalusel terve kaskaadi muutuseid, mille tulemusena tekib
16puks fototundlik rakk. Jarelikult toimub siin signaali tilekanne R8-raku pinnalt R7-raku
tuuma. Signaali iilekannet diferentseerunud rakust diferentseerumata rakku nimetatakse
induktsiooniks.

Meeldejatmiseks

Organite arengut vdib kontrollida iihe peamise regulaatorgeeni produkt, milleks on naiteks Drosophila
silma arengus eyeless'i geen.

Drosophila spetsiifilised rakutiiiibid diferentseeruvad alles parast segmentatsioonilist eristumist.

5.3. Geneetilised mosaiigid

Hulkrakse organismi keharakud tekivad mitootilisel jagunemisel, mistottu voib eel-
dada, et nad on koik geneetiliselt thesuguse genotiiiibiga. Kuid ka mitootilistes
rakkudes tekivad mutatsioonid, mis voivad moningatel tingimustel avalduda. Mida
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varasemas arengujargus sellised mutatsioonid tekivad, seda suurem on mutantse raku
jarglaspopulatsioon. Niiteks on hésti tuntud nn. pigmentatsioonilaigud nahal. Muutu-
nud rakukloonidega organisme nimetatakse geneetilisteks mosaiikideks (ingl. genetic
mosaics).

5.3.1. Giinandromorfid

Esimesi geneetilisi mosaiike kirjeldati dddikakarbsel, kus arengu viga varasel etapil oli
spontaanselt ja madala sagedusega kadunud iiks X-sugukromosoom, mille tottu edaspidi
moodustus organismis kaht tiiiipi rakke (XX- ja X0-rakud). XX/X0-mosaiigid arenevad
kirbesteks, kellel vasakpoolne kehapool on emasorganismi tunnustega (XX), parem-
poolne aga isasorganismi tunnustega (X0). Selliseid geneetilisi mosaiike nimetatakse
giinandromorfideks (ingl. gynandromorphs). Siin on perfektne kooskéla kudede soolise
fenotiiiibi ja sugukromosoomide genotiitibi vahel. Drosophila’l toimub soo mddramine
seega rakulis-autonoomse protsessina (ingl. cell-autonomous processes). See tihendab,
et iga rakk arendab vilja oma sugulise fenotiiiibi s6ltumatult teisest rakust. Rakkude-
vahelisel kommunikatsioonil (nt. hormoonide toime) pole siin esmatihtis roll. Lisaks
sootunnustele avalduvad X0-rakkude ainsas X-kromosoomis olevad retsessiivsed keha-
tunnuseid (nt. silmavirvus) méiiravad geenid hemisiigootses olekus. See olukord erineb
XX-rakkude poolt mairatust, kus geenid voivad olla heterosiigootses olekus.

5.3.2. Somaatiline rekombinatsioon

Teiseks geneetiliste mosaiikide tekkemehhanismiks on somaatiline rekombinatsioon
(ingl. somatic recombination), mis voib madala sagedusega toimuda somaatiliste rakkude
mitootilisel jagunemisel homoloogsete kromosoomide vahel. Ehkki mitoosis homoloog-
sed kromosoomid enamasti ei moodusta tetraade (nagu meioosis), voib see juhuslikult
teatud sagedusega siiski toimuda. Mitoosiprotsessis toimuv rekombinatsioon on mitooti-
line krossingover (ingl. mitotic crossingover), kus leiab aset homoloogsete kromosoomide
titarkromatiidide vordsete osade retsiprookne vahetamine. Kui tunnust miaravad geenid
asuvad tsentromeerist distaalselt, siis saab somaatilist rekombinatsiooni ka indutsee-
rida, nditeks rontgenikiirgusega, sest kiirgus pohjustab kromosoomides DNA-ahelate
katkemist. Katkete parandamisel vdivad reparatsiooniprotsessis ithineda erinevate homo-
loogsete kromosoomide osad.

Drosophila rakulis-autonoomsed geenid yellow (y, miirab kollase kehavirvuse) ja sin-
ged (sn, miirab kigardunud keha), mis esinevad kaksikheterosiigootselt ja toukeasendis
(genotiiiip y + / + sn), asuvad X-kromosoomis tsentromeerist kaugel (jn. 25.18). Mitoo-
tilise krossingoveri tulemusel moodustuvad kahte tiiiipi rakud. Uhed on homosiigootsed
ithe (genotiiiip y + / y +), teised aga teise (genotiiiip + sn / + sn) retsessiivse geeni suhtes.
Mutantse raku jirglased annavad mutantsete rakkude koloonia. Kiesoleva niite korral on
need kaks mutantset fenotiiiipi kirbestel nihtavad kaksiklaikudena (ingl. twin spot) -
kollase ja kigardunud koega laigud. Mida varasemas arenguetapis mitootiline rekombi-
natsioon toimub, seda suuremad on tekkivad mutantsed laigud.

Drosophila X-kromosoomis saab leida ka retsessiivse letaalse avaldumisega auto-
noomseid geene (jn. 25.18). Oletame, et eelmises niites esitatud organismil kaasneb
y-mutatsiooniga X-kromosoomis veel ka retsessiivne letaalne mutatsioon (I). Selliste
heterosiigootide (y [ + / + + sn) somaatilisel rekombinatsioonil peaksid moodustuma
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yl+/yl+ja++sn/++snjirglased. Neist esimesed pole aga autonoomsete geenide
avaldumise korral eluvoimelised retsessiivse letaalse avaldumisega geeni homosiigoot-
suse tottu. Kui geeni avaldumine on rakkudel mitteautonoomne, siis rakud jaavad ellu ja
tunnus avaldub viikeste kollaste laikudena. Kagardunud kehapinnaga laigud avalduvad
molemal juhul. Seega, rakkude autonoomse toime korral ei teki kaksiklaike.

Meeldejatmiseks

Rédikakarbse X-kromosoomide mitootilisel mittelahknemisel moodustuvad geneetilised mosaiigid (XX/
X0), keda sugutunnuste erineva avaldumise tottu nimetatakse giinandromorfideks.

« Kiirgusega saab dddikakarbsel indutseerida somaatiliste rekombinantide teket, kellel mitootilise
krossingoveri tagajarjel voivad moodustuda rakud, kus retsessiivsed mutatsioonid avalduvad kaksikret-
sessiivsel kujul.

« Mutatsioonidega somaatilised rakud annavad mutantsete rakkude koloonia, mis vdivad fenotiiiibiliselt
olla eristatavad kehapinnal esinevate laikudena.

Mida varasemas arengus mutantsed rakud tekivad, seda suurem on mutantne rakupopulatsioon.

6. TRANSGEENSED RAKUD JA ORGANISMID

6.1. Tiivirakud

Diferentseerumata rakkudest moodustuvad organismi koik rakutiiiibid. Rakkude dife-
rentseerumist, histogeneesi ja organogeneesi ei saa tiksteisest ei ajaliselt ega ruumiliselt
lahutada, sest kudede ja organite moodustumine toimub koos rakkude spetsialiseerumi-
sega ja sellele jargneva diferentseerumisega. Taimedel on diferentseerumata rakud koena,
mida nimetatakse algkoeks e. kalluskoeks (ingl. callus tissue). Loomorganismidel
selline algkude puudub ning neil on samases funktsioonis diferentseerumata voi vihe-
diferentseerunud rakud - rakkude eellasrakud e. tiivirakud. Tuvirakud jagunevad
embriionaalseteks ja tiiskasvanud organismi tiivirakkudeks (ingl. embryonic and
adult stem cells). Ttivirakkudel on jirgmised omadused.

1. Loputu paljunemisvéime (voime anda pea piiramatult endasarnaseid jirglas-
rakke).

2. Véime diferentseeruda (embriionaalsed tiivirakud) erinevateks jirglasraku tiiii-
pideks (lihasrakud, liimfotsiiiidid, neuronid, luurakud jt.), millest moodustuvad
koed ja organid.

3. Véime anda jirglasrakke (tdiskasvanud organismi tiivirakud), kes on véimelised
diferentseeruma erinevateks jarglasraku tiiipideks.

Tiiskasvanud organismide kudedes ja organites pole korgeltspetsialiseeritud rakud tava-
liselt véimelised andma jirglasrakke, nad ei ole totipotentsed (ingl. totipotent). Neis
kudedes ja organites on aga erineval hulgal tiivirakke, mille diferentseerumisel asenduvad

Arengugeneetika



Arengugeneetika

nditeks havinud I6plikult diferentseerunud rakud. Siidames on selliseid tdiskasvanu tiivi-
rakke vihe (seepirast on siin rakkude asendumine viheulatuslik!), epiteelkoes aga palju
(nahk regenereerub kergesti!). Nii on tdiskasvanud organismide multi- véi unipotentsed
tiivirakud kui ka embriionaalsed pluripotentsed (ingl. pluripotent) tiivirakud — ES-
rakud - voimelised edasiseks arenguks paljudes eri suundades.

Kuna taimedes on algkude (kalluskude), siis saab neid hélpsalt vegetatiivselt paljun-
dada (paneme oksa mulda ja saame uue diferentseerunud taime!). Looduses paljunevad
taimed sageli just vegetatiivselt. On teada, et haavasalu voib olla moodustunud thest
taimest ja seepdrast on terve haavasalu nagu tiks taim. Loomadel on olukord mirksa
komplitseeritum, kuid juba senised katsed nditavad, et pohimotteliselt on ka organismis
voimalik asendada kahjustatud kudesid voi organeid. Siit tuleneb tiivirakkude kasutamise
voimalus terapeutilistel eesmirkidel ka inimesel e. tiiviraku-teraapia (ingl. stem cell the-
rapy). Seniste teadmiste ja metoodilise arsenali p&hjal on véimalikud kaks kisitlusviisi:

1) terapeutiline kloonimine (ingl. therapeutic cloning);

2) reproduktiivne kloonimine (ingl. reproductive cloning).

Terapeutilise kloonimise puhul kasutatakse peremehe somaatilisi rakke ES-rakkude
populatsiooni moodustamiseks kunstlikes tingimustes (in vitro). Somaatilise raku tuuma
saab viia emasorganismi kui doonori (mitte tingimata aga kui peremehe) munarakku,
kust tuum on eelnevalt kérvaldatud. Uhendrakk on diploidne ning kui ta areneb emb-
riioks, siis saab eraldada tiivirakke ja moodustada in vitro (katseklaasis) ES-rakkude
(ingl. embryonic stem cells) liine, et kasutada neid siin juba geneetiliselt identse mater-
jalina tagasiviimisel e. transplantatsioonil (ingl. transplantation) peremeesorganismi
kudedesse voi organitesse. Niisuguseid katseid inimese tiivirakkudega tehti esmakordselt
2004. a. Léuna-Koreas.

Reproduktiivsel kloonimisel ithendatakse samuti somaatilise raku tuum muna-
rakuga, kust eelnevalt on tuum eemaldatud, kuid siin on eesmirgiks saada arenevast
diploidsest embriiost in vivo (areng retsipient-emaorganismis, millele jirgneb loomulik
siinnitamine) tiiskasvanud organism, mis on doonori geneetiliselt identne koopia. Ini-
mese puhul ei saa niisugust tehnoloogiat seni veel ohutult kasutada. Loomade puhul on
sel viisil saadud aga rida organisme, kes on n-6. iithte ndgu ja iihte tegu — nad nievad vilja
identsetena niivord, kuivord on moju avaldanud epigeneetilised faktorid. Koduloomade
puhul kasutatakse ka varase embriio (arengu 2-8 raku staadium) rakkude lahutamist
ning nendest identsete jirglaste saamist. Imetajal toimus esimene edukas reproduktiivse
kloonimise eksperiment 1997. a., mil siindis lammas Dolly.

Arusaadavalt tostatub organite ja kudede tootmisel ning kahjustatud rakkude voi
kudede asendamisel inimpatsientide puhul rida eetilisi probleeme. Teisalt oleks see seni-
teadaolevalt viga perspektiivne voimalus ravida niisuguseid keerulise kuluga haiguseid
nagu Parkinsoni tobi, Alzheimeri tobi, diabeet ja artriit. Osa diabeedivormide korral on
pankreasesaarekese rakud ja Parkinsoni tove puhul teatud tiiiipi narvirakud aju kindlas
piirkonnas havinud. ES-rakkude tehnoloogia kasutamine aitaks ravida nditeks seljaaju-
vigastustega kaasnevat seljanirvide innervatsiooni probleeme, voimaldades nii taastada
organismi normaalse funktsioneerimise.

Sageli on kloonimisega kaasnevad probleemid seotud geenide avaldumise repro-
grammeerimisega. Samuti ilmnevad erinevate geenide moju erinevused eri arenguetapil.



Niiteks inimese embriio- ja looteeas kontrollivad arengut iilekaalukalt transkriptsioo-
nifaktorid, esimesel eluaastal spetsiifilised enstiimid, puberteedieas domineerivad
geeniproduktid, mis vastutavad erinevate retseptorite siinteesi eest, ja vanemas eas gee-
nid, millega kaasneb valkude modifitseerimine.

Pidevalt tuleb uusi teateid uute organismide edukast kloonimisest. Nimetame neist
méned: konn (1952), kala (1963), hiir (1986), lammas (Dolly, 1997), siga (2000), kass ja
kits (2001), rott (2003), tuhkur ja dddikakirbes (2004), koer (2005), hunt (2007), hirg
(2010), jt. Kloonimist on hakatud kasutama toostuslikel eesmirkidel ning kloonitud loo-
madest toodetud toiduproduktid on juba turul. Teatakse, et 2010. a. oli maailmas ca 5500
kloonitud looma, neist 4000 veist ja 1500 siga.

Meeldejatmiseks
Embriio varase arengujargu rakud on totipotentsed, andes alguse erinevatele lootelehtedele.
Tiivirakud on pluripotentsed — nendest arenevad valja kindlad rakutiiiibid.

«Tiivirakkude abil toimuv terapeutilise kloonimise tehnika voimaldab asendada organismi puuduvaid
kudesid voi organeid.

Reproduktiivsel kloonimisel on véimalik n-6. toota doonororganismiga geneetiliselt identseid jarglasi.

Inimese tiivirakke saab kultiveerida in vitro ning jalgida geneetilisi ja arengubioloogilisi protsesse, mis
madadravad organismide arengut.

6.2. Transgeensed organismid

Nuiidisajal kasutatakse eukariiootide transgeensete liinide saamiseks voimsaid
molekulaarseid tehnikaid, mis kiirendavad uurimist tohutult, vdoimaldades organismi
arenguprotsessidele liheneda hoopis uuel tasemel. Kui dddikakirbse arengu genee-
tilise regulatsiooni selgitamisel isoleeriti esmalt mutandid ja seejirel vastavad
geenid, siis hiirte arengu uurimisel on véimalik kasutada juba varem dddikakarbsel
saadud uurimistulemusi. Naiteks osutusid hiirte Hox-geenid homoloogseteks diddika-
kirbse homeootiliste geenidega. Kasutades dddikakirbse geenipangast saadud
spetsiifiliste geenidega mirgistatud DNA-proove kui -sonde (ingl. DNA probe), isolee-
riti hiire homoloogseid homeostaatilisi geene. Vorreldes spontaansete mutatsioonidega
on insertsioonilisi mutatsioone sisaldavaid geene lihtsam identifitseerida, sest siin saab
inserteeritud DNA-d kasutada sondina insertsiooni kandva geeni kindlakstegemiseks.
Organismi, kelle genoomi on viidud v66r-DNA-d, nimetatakse transgeenseks organis-
miks (ingl. transgenic organism).

6.2.1. Kimaarsed organismid
Transgeensete organismide saamiseks kasutatakse pohiliselt kaht meetodit.

1. DNAsiistimine (véi elektroporatsioon) varase embriio rakkudest (embriionaalse-
test tiivirakkudest e. ES-rakkudest) kasvatatud rakkudesse voi selle rakukultuuri
transfekteerimine DNA-ga, millesse on enne kloonitud v66r-DNA (jn. 25.19).
Muudetud genoomiga ES-rakud viiakse blastotsiististaadiumis oleva areneva
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Joonis 25.19. Transgeensete hiirte saamine, kasutades embriionaalsete tiivirakkude (ES-rakkude) tehnikat.
Embriio rakkudest kasvatatud rakukultuuri transfekteerimine marker-DNA-ga (mirgitud punaselt).

embriio koosseisu. Seda protsessi nimetatakse blastotsiisti siistimiseks (ingl.
blastocyst injection). Pirast voor-DNA sisestamist ES-rakkudesse viiakse embriio-
naalsed, potentsiaalselt mutantsed tiivirakud monda teise arenevasse embriiosse,
kus osa neist annavad aluse mutantsete kudede moodustamiseks. Sel viisil saadud
organismid on kimiirsed (ingl. chimera), sisaldades normaalseid ja mutantseid
kudesid. Kui mutantsed rakud annavad alguse ka sugurakkude diferentseeru-
misreale, saame mutantsed sugurakud ja mutatsiooni jarglastele edasikandumise
voimaluse. Mingi tunnuse suhtes heterosiigootsete loomade omavahelisel ristami-
sel on voimalik saada selle tunnuse osas homostigootseid transgeenseid loomi.

2. DNA sistimine viljastatud munarakku ajal, mil munaraku ja spermi tuum pole
veel ithinenud (jn. 25.20). Seda protsessi nimetatakse munarakusiistimiseks
(ingl. egg cell injection). Viljastatud munarakku e. siigooti viidud vo6r-DNA, mis
integreerub genoomi koosseisu, annab alguse transgeensele organismile.

- Munarakkudesse on voimalik viia voor-DNA-d, kasutades ka viirusvektoreid.
Alamatel organismidel kasutatakse geenide tilekandeks transposoonide mee-
todit.

- Viimastel aastatel on kasutatud geneetiliselt muundatud organismide
saamiseks uusi meetodeid. Naiteks on véimalik nn. tet-on- ja tet-off-siisteemis
tetratsiikliini voi doksotsiikliiniga indutseerida transgeneesi. Kondit-
sionaalse transgeneesi meetodi puhul on Cre-rekombinaasiga voimalik
viia lox-P-piirkondade vahele vo6r-DNA osa. Seda protsessi nimetatakse
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Joonis 25.20. Transgeensete hiirte saamise meetod, injekteerides voor-DNA-d viljastatud munarakku.
Stgoodi ithe pronukleuse lihedusse viidud DNA voib integreeruda geneetilisel rekombinatsioonil tuuma
DNA koosseisu. Tuuma DNA-sse integreerunud voor-DNA on transgeensetel jirglashiirtel detekteeritay
nukleotiidsete jirjestuste alusel. Harvadel juhtudel avaldub siistitud DNA parast integreerumist sigoodi
DNA-sse ka fenotiiiibiliselt.

konditsionaalseks geeni nokautimise meetodiks. ENU-mutageneesi
meetodil kutsutakse N-etiiiil-N-nitrosouurea abil esile DNA punktmutat-
sioone. Lisaks on voimalik in vitro tingimustes nn. geenide viljapiiiidmine,
kasutades selleks 1oksvektorina promootorita reportergeene, mis juhuslikult
on seondunud raku genoomi koosseisu.

6.2.2. Geennokaudiga organismid

Uuritavast organismist isoleeritud ja kloonitud geenide abil saab konstrueerida nokaut-
mutatsioone, s.t. nokauditud geenimutante (ingl. , knockout” mutation) (jn.25.21). Selle
tehnika puhul rikutakse kloonitud geeni funktsioon (geen vaigistatakse) ja normaalse
organismi geen asendatakse rikutuga, s.t. tunnus vaigistatakse (ingl. trait silencing).
Asendamine toimub suunatud homoloogsel rekombinatsioonil (ingl. homologous
recombination targeting). Heterosiigootsete nokauditud geenialleeliga mutantsete hiirte
ristamisel saab ka homostigootseid jarglasi, kus molemad geeni alleelid on nokauditud.
Nokauditud hiireliinil (ingl. knockout mice) saame sedastada mutantse geeni méju orga-
nismi arenguprotsessile. Voimalik on luua ka hiireliine, kelles mingi geeni avaldumine on
vaid alla surutud - nn. nokdaun organismid (ingl. , knockdown organisms”). Sel eesmirgil
toimub ES-rakkude spetsiifiline vaigistamine, kasutades siRNA-d (ingl. short interfering
RNA) v6i shRNA-d (ingl. short hairpin RNA), mis seostudes mRNA-ga, méjutab selle
kaudu vastava geeni aktiivsust. Seda meetodit kutsutakse RNA interferentsiks (ingl.
interfering RNA).

Arengugeneetika
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6.2.3. Tunnusnokaudiga organismid

Fenokoopiate tekkeks kasutatakse stabiilseid DNA analooge, mis seonduvad spetsiifiliste
mRNA-jirjestustega ja takistavad sellega nende info transleerimist polipeptiidideks.
Munarakku siistituna toimivad efektiivselt monenanogrammilised DNA analoogi
kogused. Tavaliselt on DNA analoog disainitud nii, et ta sisaldab komplementaarset mit-
tetransleeritava 5’-otsa mRNA-jirjestust ja sellele jargnevat mRNA startkoodoniga AUG
komplementaarset fosfodiamidaat- e. nn. morfoliinosidemetega (ingl. morpholino) TAC
koodonjirjestust. Morfolino-RNA on antisenss-RNA-ks (ingl. antisense RNA) e. mitte-
motteliseks jirjestuseks. Morfolinomolekuli seondumisel mRNA-ga blokeeritakse
translatsioon pikaks ajaks (jn. 25.22). Praegusajal on saadud sellisel meetodil niiteks
transgeenseid kalasid, kelledest efektsemad on fluorestseeruvad sebrakalad ja modi-
fitseeritud riisikalad e. medakad (maailmas esimesena patenteeritud lemmikloom!).
Neisse on sisse viidud teistest veeorganismidest périt fluorestseerumist miaravad geenid
(nt. gfp-geen — ingl. green fluorescent protein gene).
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Joonis 25.22. Sebrakala (D. rerio) fenotiiiibiliste morfoliino-nokautmutantide tekkemehhanism. Morfolii-
nod on tﬁﬁpiliselt 20-25 alatiksuse pikkused stinteetilised ithendid, mis on seondunud 1iimmastikalustega
(A, T, U, Gvai C). Subiiksused on omavahel iihendatud fosfodiamidaatsidemetega (DNA-sja RNA-s on
fosfodiesterside). Morfoliino seondub mRNA 5"-otsa mittetransleeritava nukleotiidijdrjestusega jablokeerib
startkoodoni ning sellega ka vastava geeni avaldumise. Tulemuseks on geeni fenottiibiline mitteavaldumine
voi allareguleerimine (geen on nokauditud (ingL knock-out) voi allasurutud e. nokdaumitud (ingl. knock-
down).
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Meeldejatmiseks

- Paljusid selgroogsete geene (nt. Hox-geenid) saab identifitseerida mudelorganismide (D. melanogaster,
(. elegans) geenide homoloogsuse alusel.

- Transgeenseid hiiri saab luua DNA siistimisel munarakku voi inserteerides transfekteeritud embriionaal-
seid tlivirakke arenevasse embriiosse.

- Transgeensetel hiirtel on geenid insertsiooniliselt nokauditud vdi nokdaunitud, kus nende transkriptsioo-
niline aktiivsus on alla surutud.

«Antisenssmorfoliino sisseviimisel sebrakala véi teiste selgroogsete munarakku voi embriiosse vdib geeni

avaldumine peatuda, millega pdhjustatakse mutantse fenotiiiibi e. fenokoopia teke ja selgitatakse seos
geenide osast arenguprotsessis.



