
G
ee

ni
te

hn
ol

oo
gi

a

817

XXVI. GEENITEHNOLOOGIA

Rakendusgeneetika (ingl. applied genetics) on organismi pärilike tunnuste kasutamine 
ja muutmine, et saada uute omadustega järglasi. Klassikaliselt on seda koduloomade 
ja taimede aretuses tehtud sajandeid, ikka valiku (individuaalse või massvaliku) ja 
ristamiste (hübridiseerimine) teel. Tänapäeval jätkub aretustöö, millele on lisan-
dunud molekulaarsed meetodid. Sellest tulenevalt nimetatakse vastavat tegevusala 
molekulaarseks rakendusgeneetikaks (ingl. molecular applied genetics). Klassikalise 
rakendusgeneetika objekt on avardunud, eelkõige bakterite ja seente lisandumisega. 
Rakendusgeneetika üheks oluliseks eesmärgiks on ära kasutada organismide elutegevu-
sele tuginevaid protsesse inimesele vajalike ainete tootmiseks. Seda rakendusbioloogia 
haru nimetatakse biotehnoloogiaks (ingl. biotechnology). Biotehnoloogia on tänapäeva 
maailmas üheks kõige teadusmahukamaks tööstusharuks. Kuivõrd biotehnoloogia raja-
neb tänapäeval suuresti geenide muutmise meetoditele, käsitleme alljärgnevalt eelkõige 
geenitehnoloogiaga (ingl. gene technology) seonduvaid biotehnoloogia valdkondi. Raken-
dusvaldkondade alusel jaotatakse biotehnoloogia viie põhilise suuna vahel:

1) bioinformaatika (bioloogilises andmetöötluses);
2) punane biotehnoloogia (tervishoius);
3) roheline biotehnoloogia (põllumajanduses, toiduainetööstuses ja keskkonna-

kaitses);
4) sinine biotehnoloogia (veekogudega seonduvalt);
5) valge biotehnoloogia (traditsioonilises tööstuses: tekstiili-, metsa- ja elektroo-

nikatööstus).

Inimesel on leitud ja katalogiseeritud üle 5000 haiguseid põhjustava päriliku tunnuse, 
millest enamus on tingitud nn. metsiktüüpi e. loodusliku geeni mutatsioonidest. Neid 
geenide vigu saab parandada, muutes defektse geeni normaalseks (selleks viiakse orga-
nismi geeni metsiktüüpi alleel, millega taastatakse geeni esialgne funktsioon). Sellist 
tegutsemisviisi nimetatakse geeniteraapiaks (ingl. gene therapy). Organismi või rakku 
sisseviidavat võõrast geeni nimetatakse ülekantavaks geeniks e. transgeeniks (ingl. trans-
gene), seda geeni kandvat rakku või organismi transgeenseks (ingl. transgenic) rakuks või 
organismiks. Peale geeniteraapia meetodi puhul tehtava võib organismi viia vigase geeni 
poolt mitt esünteesitud aine asemel otseselt sünteetilist või teistest organismidest saadud 
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produkti (nt. suhkruhaigetele insuliini), mis võib aga olla samuti toodetud biotehnoloo-
giliste meetodite abil.

Transgeensete organismide loomisel on eelkõige kolm strateegilist eesmärki:
1) soovitud tunnuse lisamine või võimendamine;
2) huvipakkuva produkti tootmine;
3) organismide konstrueerimine (nokdaunitud ja nokauditud geenidega), et 

uurida molekulaarsel tasemel bioloogiliste protsesside toimumist.

Transgeen viiakse rakku erinevate meetoditega (transformatsioon, rakkude tulistamine 
volframikuulikeste koostises oleva nukleiinhappega, süstimine, kasutades viiruselisi ja 
plasmiidseid vektoreid, samuti transposoonide abil). Transgeenseid organisme nimeta-
takse geneetiliselt muundatud organismideks e. GMO-deks (ingl. genetically modifi ed 
organisms, GMOs). Osa GMO-sid ei sisalda võõra liigi DNA-d. Nad sisaldavad sama või 
lähedase liigi DNA-d ning neid nimetatakse seepärast tsisgeenseteks e. intrageenseteks 
(ingl. cisgenic or intragenic) organismideks. 

1. TRANSGEENSED MIKROORGANISMID

Inimesed kasutasid mikroorganisme biotehnoloogilistes protsessides juba iidsetel aega-
del. On teada, et pärme kasutati veini ja õlle valmistamisel rohkem kui 6000 a. e.Kr. ja 
juuretisega leiva tegemisel umbes 4000 aastat e.Kr. Esimene viskitehas Iirimaal hakkas 
tööle juba 1276. aastal. Aastast 1500 hakati kasutama kääritamisprotsessi (jogurt) ja enne 
1521. a. kasvatasid asteegid järvedes vetikaid toiduks. Mikroobide abil hakati Hispaanias 
Rio Tintos tootma vasemaagist vaske juba 1670. a. Mikroobe kasutati juba 1910. a. suure-
mastaabiliselt puhastusseadmetes ning alates 1912. a. hakati tööstuse tarbeks tootma 
mikroobide abil mitmeid põhikemikaale (atsetoon, butanool, glütserool). Järgnes anti-
biootikumi (penitsilliin) avastamine šoti bioloogi Alexander Flemingu (1881–1955) 
poolt 1928. a., mis viis möödunud sajandi 40.–50. aastatel antibiootikumitööstuse 
arengule. Aastast 1962 alustati Kanadas mikroobide abil uraani rikastamist ning 1973. 
a. käivitati Brasiilias riiklik programm (Gasohol) alkoholi (bioetanooli) tootmiseks, et 
asendada fossiilsed mootorikütused. Viimastel aastatel on käivitatud rida uusi suundi 
alternatiivsete kütuste ja energiaallikate (nt. vesinikakud) saamiseks. Kõigis neis bio-
tehnoloogilistes ett evõtmistes kasutatakse tootjatena e. produtsentidena selektsioonili-
selt saadud ja seejärel enamasti ka geneetiliselt muundatud mikroobitüvesid. Alates 1973. 
aastast, kui Stanley N. Cohen Stanfordi ülikoolist ja Herbert W. Boyer California üli-
koolist (San Francisco) avaldasid rekombinantse DNA tehnoloogia (ingl. recombinant 
DNA technology) ning patenteerisid selle 1974. a., baseerub biotehnoloogiatööstus ulatus-
likult just transgeensel tehnoloogial. 

1.1. Bakterid
Ühest elevandipaarist saab umbes kahe aasta pärast 3 elevanti. Ühest mikroobist saab aga 
24 tunni vältel 109 mikroobi. Ehkki tänapäeval on võimalik kasvatada fermenterites suur-
tes kogustes ka eukarüootseid rakke, pole see tavaliselt optimaalne lahendus, eelkõige 
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eukarüootse rakupopulatsiooni geneetilise heterogeensuse tõtt u. Seepärast on parem idee 
toota ka hulkraksete eukarüootide valke mikroorganismides. 

Bakterite abil toodetav inimese insuliin (nimetatakse humuliiniks) tuli turule juba 
1982. a. ja osutus diabeedi ravil väga efektiivseks. Inimese insuliinile järgnes 1985. a. 
inimese kasvuhormoon, mis võimaldas ravida inimese kääbuskasvu. Praeguseks 
on teada rida teisi rekombinantse tehnoloogiaga toodetud valke (jn. 26.1). Bakterites 
toodetakse näiteks inimese insuliini, kasvuhormooni somatotropiini, epiteliaalset kasvu-
faktorit (EGF), kasvajate nekroosifaktorit (TNF), interleukiini-2 (IL-2, vähi raviks), 
prourokinaasi (südameataki raviks), interferoone (INF) jt. ning pärmseentes interferoone 
ja hepatiit B vastase vaktsiini valku (hepatiit B viiruse pinnaantigeen HBsAg). Heaks 
praktiliseks näiteks on ensüüm renniin (ingl. rennin), mida kasutatakse piima kalgenda-
jana juustu tootmisel. Enne insenergeneetilise renniini bakteriaalset tootmist saadi seda 
nn. laapensüümi piimavasikate magudest, mis muutis selle ensüümi tootmise arusaada-
valt kalliks. Siiski pole veel kõiki eukarüootseid valke õnnestunud prokarüootides toota. 
Imetajarakkudes toodetakse seepärast näiteks aneemiavastast verevalku erütropoetiini 
(EPO – ka kasvuhormoon), hemofi ilia raviks kasutatavat valku faktor VIII (FVIII) ja koe 
plasminogeeni aktivaatorit (TPA).

PROKARÜOODID

EUKARÜOODID Loomarakud

Pärmirakud

E. coli
Inimese insuliin diabeedi raviks

Inimese kasvufaktor kääbuskasvu raviks
Epiteliaalne kasvufaktor põletuste ja vähi raviks

Interleukiin-2 vähi raviks
Prourokinaas südameatakkide raviks

Kasvajate nekroosifaktor kasvajate raviks
Tsellulaas tselluloosi lagundamiseks loomasöödas

Loomade kasvuhormoon kaaluiibe tõstmiseks
Interferoon kasvajate ja viirusinfektsioonide raviks

Hepatiit B vaktsiin vaktsineerimiseks
Interferoonid viirusinfektsioonide ja kasvajate vastu

Erütropoetiin aneemia vastu
Faktor VIII hemofiilia raviks

Kolooniaid stimuleeriv faktor leukeemia raviks
Koe plasminogeeni aktivaator südameatakkide raviks

Joonis 26.1. Rekombinantse DNA tehnoloogiaga toodetavad valgud (näited).

1.1.1. Eukarüootsete valkude tootmine prokarüootide abil 
Mingi suvalise eukarüootse DNA-fragmendi kloonimisel prokarüooti ei saavutata üld-
juhul antud järjestuse (geeni) mitt emingisugust ekspressiooni, sest prokarüootne rakk 
pole võimeline teostama intronite väljalõikamist (geeni splaissingut) ja eukarüootsed 
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promootorid ei tööta prokarüoodis, sest RNA polümeraas ei tunne neid ära. Seepärast 
eelneb eukarüootsete geenide kloonimisele prokarüoodis nende adapteerimine. Selleks 
eraldatakse esmalt eukarüootse uuritava geeni mRNA (mis ei sisalda introneid) ning sel-
lelt sünteesitakse pöördtranskriptsiooniliselt cDNA (jn. 26.2). cDNA kloonitakse bakteri 
promootori ja terminaatori järjestuste vahele, et bakteri transkriptsiooni ja translatsiooni 
„masinavärk” saaksid ekspresseerida eukarüootset bakterisse kloonitud kodeerivat järjes-
tust. Ka siis võivad veel ilmneda eukarüootsete geenide lisaerisused. mRNA-molekulide 
translatsiooni efektiivsus prokarüootses rakus sõltub näiteks:

1) ribosoomi seondumissaidi ja ribosoomi seondumise tugevusest mRNA-l;
2) mRNA stabiilsusest ja tema sekundaarstruktuurist;
3) koodonite kasutamise sagedusest.

Multikloonimissait

Tugev
promootor 

Vektor Vektor 

191
Phe
TTC 

24
Ala
G  CC 

23
Leu
CTG 

Met
ATG 

1
Phe
TTC 

EcoRI-sait

Sünteetiline DNA Inimese kasvuhormooni geeni cDNA 
fragment 

HaeIII-sait

Tugev
terminaator 

Transkriptsiooni suund 
Plasmiid pHGH107

Ampitsilliiniresistentsuse
geeni (ampr) DNA 

Replikatsiooni 
alguspunkt – ori

hGH cDNA
hGH mRNA

Eksonid

Intronid
Promootor

Eukarüootne DNA

Transkriptsioon

Splaissing
Pöördtranskriptsioon

Joonis 26.2. Inimese kasvuhormooni geeni ekspressioonivektor bakteris E. coli. Kasvuhormooni kodeeriv 
cDNA on bakteri regulaatorelementide kontrolli all (kloonitud ekspressioonivektoris pHGH107).

Eukarüootsete geenide avaldumiseks prokarüootides on välja töötatud spetsiifi lised eks-
pressioonivektorid (ingl. expression vectors). Ekspressioonivektorid on disainitud selleks, 
et optimeerida geenide avaldumist transkriptsiooni tasemel. Bakteri ribosoomid seondu-
vad mRNA-ga, milles on ribosoomi seondumissait (ingl. ribosome binding site, RBS) e. 
Shine-Delgarno konsensusjärjestus UAAGGAGG, mis seondub 16S rRNA ribosoomi 
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väiksema alaüksuse komplementaarse järjestusega AUUCCUCC. Mida lähemal on 
RBS konsensusjärjestusele, seda efektiivsem on ka translatsiooni initsiatsioon. Opti-
maalseks translatsiooniks on oluline veel RBS-i õige kaugus stardikoodonist. Esimeseks 
eukarüootseks valguks, mis ekspresseeriti E. coli`s oleva vektori abil, oli 1982. a. inimese 
kasvuhormoon (jn. 26.2). 

Translatsiooni optimeerimiseks on konstrueeritud translatsioonilised ekspressiooni -
vektorid (ingl. translational expression vectors). Nendes vektorites asetsevad konsen-
sus-RBS ja stardikoodon optimaalsel kaugusel (8 bp) RBS-st allavoolu. Eukarüootne 
kloonitav geen sisestatakse kloonimissaiti, mis katt ub osaliselt ATG stardikoodoniga. 
Kloonimissaidis on optimaalne kasutada restriktaasi NcoI, sest selle ensüümi äratund-
missait C/CATGG sisaldab translatsiooni initsiaatorkoodonit ATG-d. Kloonitava geeni 
ATG peab kokku minema vektori ATG-ga, siis saavutatakse kloonitud DNA avaldumine 
(jn. 26.3). Vajadusel moodustatakse kloonitavasse DNA-sse kunstlik NcoI-i sait. 

Vektor 

NcoI-
lõikamisssait

Vektor lõigatakse katki NcoI-ga 

Tugev terminaator

Promootor RBS ATG
TAC

C C
G G

G
C

8 bp 

StartkoodonRBS

Promootor RBS ATG
TAC

C C
G G

Insert kloonitakse NcoI-saiti 

G
C Kloonitud geen

ATG
TAC

C C
G G

G
C Kloonitav geen

Startkoodon

Lõikamine
NcoI-ga

Joonis 26.3. Translatsiooniline ekspressioonivektor. Restriktaasi NcoI äratundmissait C/CATGG sisaldab 
keskel initsiaatorkoodonit ATG. Restriktaasi NcoI-saiti kloonitud geen on kohe õiges asendis ja ATG-koodo-
nilt alustatakse valgu kõrgetasemelist ekspressiooni. Vektoris on ribosoomi seondumissait (R BS) 8 bp 
kaugusel initsiaatorkoodonist ATG, millega saavutatakse optimaalne RNA polümeraasi seondumine pro-
mootorile. Tugev terminaator garanteerib transkriptsiooni peatumise terminaatorsaidis. 

Eri organismidel on koodonite korduskasutuse (ingl. codon usage) sagedus erinev. Näi-
teks E. coli ś kodeeritakse lüsiini AAA ja AAG poolt, kuid AAA-d kasutatakse 75%-l ja 
AAG-d vaid 25%-l juhtudest. Samas on Rhodobacter´il olukord vastupidine: AAA kasutus 
on 25% ja AAG oma 75%. Bakteritel on evolutsiooni käigus rakus välja kujunenud tRNA-de 
ja nende küljes olevate aktiveeritud aminohapete kindel omavaheline koguseline suhe. 
Kui meil on tegemist aga näiteks võõra (eukarüootse) DNA-ga, siis mõnede koodonite 
paardumiseks ei jätku kindlaid tRNA-sid koos nende koosseisus olevate aminohapetega. 
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Selle tagajärjel translatsioon viibib ning see omakorda põhjustab translatsiooni efektiiv-
suse languse (jn. 26.4). Viivistranslatsiooni kõrvaldamiseks kasutatakse nn. koodonite 
optimeerimist (ingl. codon optimization), kus eukarüootse DNA teatud koodonid asen-
datakse sünonüümsete koodonitega, mida kasutatakse rohkem prokarüootides.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11AAA

1
2

3
4

5

7

8

9

Koodonid 

mRNA 

Aminohappega laetud tRNA-d 
Aminohapped Vaba sait harvaesineva

tRNA ootel 

Ribosoom

Joonis 26.4. Translatsiooni taseme sõltuvus koodonikasutusest. Käesolevas näites ootab ribosoomi koodon 
A A A bakteritel harvaesinevat lüsiini tRNA-d antikoodoniga UUU. 

1.1.1.1. Molekulaarsed tšaperonid
Kloonitud geeni poolt määratav valgu üleproduktsioon võib olla peremeesrakule kahjulik, 
mistõtt u rakk ladustab vastavad valgud tihedate kristallidena, mis on aga ilma ruumilise 
konfiguratsioonita ja seepärast mittefunktsionaalsed. Sellisel kujul rakus ladustunud 
valke nimetatakse inklusioonkehakesteks (ingl. inclusion bodies). Järelikult on ekspres-
sioonivektorites vaja geneetilist kontrolli, millal ja missuguses koguses valke sünteesida. 
E. coli süsteemis on selleks välja töötatud vastavad vektorid: pET-vektorid kontrollivad 
rekombinantse valgu sünteesi sisse- ja väljalülitamist, pBAD-vektorid moduleerivad 
lisaks veel sünteesitud rekombinantse valgu hulka. 

Erinevatel valkudel on rakus erisugune stabiilsus, sõltudes eelkõige sellest, kui kiiresti 
valgud proteolüütiliste ensüümide e. proteaaside (ingl. peptidase, protease, proteinase) toi-
mel lagundatakse. Peale 3D-struktuuri on kaks tähtsat faktorit, mis vähendavad valkude 
äratundmisvõimet proteaaside poolt.

1. Ehkki prepolüpeptiidis on esimeseks N-terminaalseks aminohappeks metioniin, 
kõrvaldatakse see järgneval polüpeptiidi protsessingul. Tulemusena varieeruvad 
erinevate valkude polüpeptiidi N-terminaalsed järjestused väga suures ulatuses. 
Valkude resistentsus proteaaside toime suhtes sõltub aminohapete järjestusest 
(jn. 26.5). Näiteks N-terminaalse järjestusega valkude Leu, Phe, Asp, Lys, Arg 
poolestusaeg on 2–3 minutit, Met-, Gly-, Ala-, Ser-, Th r-, Val-järjestusega valkudel 
aga 120 minutit.
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2. Polüpeptiidi mõned sisemised järjestused destabiliseerivad märgatavalt valke. 
Sellisteks on näiteks PEST-järjestused (ingl. PEST sequences) – 10–60 amino-
happe pikkused P-d (proliini), E-d (glutamaati), S-i (seriini), T-d (treoniini) 
sisaldavad järjestused. PEST-järjestuste toimel moodustuvad valgus spetsiifi lised 
domeenid, mille tunnevad ära proteaasid. 

120 Met, Gly, Ala, Ser, Thr, Val

30 Ile, Gly, Tyr

10 Gln, Pro

2–3 Leu, Phe, Asp, Lys, Arg

Poolestusaeg
(minutit) Polüpeptiidahela N-terminaalsed järjestused

Joonis 26.5. Valgu stabiilsus proteaaside suhtes on sõltuvuses valgu N-terminaalsest aminohappelisest jär-
jestusest.

Insenergeneetiliselt on suhteliselt lihtne viia kloonitavasse geeni järjestused, mis muu-
davad valgu N-terminaalset järjestust. PEST-järjestuste kõrvaldamine on aga palju 
keerulisem. 

Rekombinantsetel valkudel võib toimuda ka mitt ekorrektne 3D-struktuuri moodus-
tumine e. vale valkude kokkupakkimine (ingl. protein folding). Valesti kokkupakitud või 
kokkupakkimata valgumolekulid on rakus nähtavad inklusioonkehakestena. Korrektset 
valkude rakusisest kokkupakkimist saab abistada rakku viidud kandjate e. molekulaar-
sete tšaperonidega (ingl. molecular chaperons) (jn. 26.6). Molekulaarsed tšaperonid 
kinnituvad polüpeptiidile viimaste sünteesil ning aitavad hoida polüpeptiidi translat-
siooni lõppemiseni kokkupakkimata. 

1.1.1.2. Sekretsioonisüsteemid
Tootmisel tuleb sünteesitud valgud ka rakust välja saada – peab toimuma valkude sek-
retsioon. Põhimõtteliselt võib sünteesitud valk jääda kas tsütoplasmasse, sisemise ja 
välimise membraani vahealasse e. periplasmasse või saada sekreteeritud rakust välja kul-
tuurvedelikku (keskkonda). Valkude transpordi läbi sisemise membraani periplasmasse 
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määrab vastsünteesitud valgu N-terminaalse otsa hüdrofoobne signaaljärjestus. Pärast 
eksportimist periplasmasse lõigatakse signaaljärjestus polüpeptiidist ära signaal-
peptidaasi (ingl. signal peptidase) e. liiderpeptidaasi (ingl. leader peptidase) poolt. Sellist 
valkude sekretsioonisüsteemi nimetatakse üldiseks sekretsioonisüsteemiks (ingl. 
general secretory system). E. coli rakkudes on valkude väljaviimiseks rakust aga veel kaks 
erisugust sekretsioonisüsteemi (jn. 26.7). I tüüpi sekretsioonisüsteem (ingl. type I secre-
tory system) määrab valgu läbimise nii sise- kui ka välismembraanist. Soolekepikese rakus 
kasutatakse seda süsteemi näiteks hemolüsiini väljastamiseks rakust urinaarinfektsioone 
põhjustavatel bakteritüvedel. II tüüpi sekretsioonisüsteem (ingl. type II secretory system) 
on võimeline väljastama valke rakust vaid siis, kui nad paiknevad periplasmas. Sel juhul 
peab olema aktiivne ka üldine sekretsioonisüsteem. Viimatinimetatud kaheetapiline sek-
retsioonisüsteem on näiteks bakteritel Pseudomonas (nt. eksotoksiini A sekretsioon).

On võimalik saada ka liitvalke (ingl. fusion proteins), kus kokku on viidud kahe 
valgu kodeerivad järjestused. Ühendvalke on otstarbekas toota selleks, et abistada 
valkude sekretsiooni läbi membraanide, samuti valkude märgistamiseks, näiteks fl uo-
restsentsmärkega. Ühendvalgus peab olema ka proteaasitundlik sait, mis võimaldab 
puhastusprotsessis rekombinantse valgu vabastamist ühendvalgust. 

1.1.2. Prokarüootsete valkude tootmine prokarüootide abil
Bakterites saab luua ekspressioonisüsteeme, kus teatud bakterigeene hoitakse pide-
vas aktiivses olekus ja mRNA-d ning valke toodetakse üle. Selle tulemusel saadakse 
bakteritüved, mis on vastavate ainete üli- e. superprodutsendid ning neid nimetatakse 
supermikroobideks (ingl. super bugs).

mRNA

Ribosoom

30S

50S

5´ 3´

Polüpeptiidahel

Molekulaarne
tšaperon

N

C

Polüpeptiidahela õige
kokkupakkimine

N

C

Polüpeptiidahela vale
kokkupakkimine

Inklusioonkehake, 
mis sisaldab 
polüpeptiidahela
fragmente

Joonis 26.6. Molekulaarse tšaperoni toime. Molekulaarne tšaperon takistab inklusioonkehakeste moodustu-
mist ja soodustab polüpeptiidahela õiget kokkupakkimist funktsionaalseks valguks. 
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Tööstuslikult tähtsaid ensüüme on bakterid tootnud juba aastaid. Ühtedeks esimesteks 
olid Bacillus lichenoformiś e ja teiste bakteriliikide poolt produtseeritavad proteaasid. Neid 
kasutatakse ulatuslikult pindaktiivsete ainete e. detergentide (ingl. detergents) puhas-
tusomaduste suurendamiseks, liha pehmendajatena, loomasööda seedumisprotsessi 
parandajatena. Amülaase kasutatakse tärklise lagundamisel glükoosiks ning glükoosi 
isomeraasi (ensüüm) glükoosi konverteerimisel fruktoosiks. Viimast kasutatakse toidu 
magususe suurendamiseks. 

Teise grupi rekombinantse DNA tehnoloogiaga toodetavatest ensüümidest moodus-
tavad ensüümid, mida kasutatakse tänapäeva molekulaarbioloogias, samuti kontrolli ja 
diagnostilistel eesmärkidel meditsiinis, põllumajanduses, kriminalistikas jne. Nendeks 
ensüümigruppideks on restriktaasid, DNA ligaasid, DNA ja RNA polümeraasid, pöörd-
transkriptaasid, nukleaasid jt. 

Meeldejätmiseks
• Mõningaid praktikas kasutatavaid valke saab isoleerida eukarüootidest vaid väga piiratud kogustes. 

Geneetiliselt modifi tseeritud bakterid produtseerivad neid valke suurtes kogustes. 
• Inimese insuliin ja inimese kasvuhormoon on kasulikud ravimid diabeedi ja kääbuskasvu ravil. 

Väliskeskkond

Välismembraan

Sisemembraan

Periplasma

Raku tsütoplasma

Tüüp II
sekretsiooni-
süsteem

Tüüp I
sekretsiooni-
süsteem

Eksporditav valk

Üldine
sekretsiooni-
süsteem

Üldine
sekretsiooni-
süsteem

Joonis 26.7. Valkude sekretsioonisüsteemid läbi rakumembraanide (bakteri näitel). E. coli üldine sekret-
sioonisüsteem tunneb ära valkude signaaljärjestuse ja transpordib vastava valgu periplasmasse. Tüüp I 
sekretsioonisüsteem transpordib valgu läbi periplasma rakust välja. Tüüpi II sekretsioonisüsteem transpordib 
periplasmas oleva valgu väliskeskkonda. 
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• Rekombinantsed valgud on tähtsad nii olmes (nt. subtilisiin pesupulbrites) kui ka meditsiinis
(nt. insuliin, FVIII jt.), mida on vaja toota suurtes kogustes.

• Eukarüootsete valkude tootmiseks prokarüootides on vaja vastavad geenid viia ekspressioonivekto-
ritesse. Neil vektoritel on ribosoomi seondumissait, terminaatorjärjestus ja tugevalt ülereguleeritud 
promootor. Eukarüootseks geeniks on mRNA cDNA koopia. Lisaks tuleb saavutada valkude posttranslat-
siooniline modifi tseerimine. 

• Translatsioonilistel ekspressioonivektoritel on optimaalne ribosoomi seondumissait, neil on ka tugevalt 
reguleeritud promootorid ja korduvad terminaatorjärjestused transkriptsiooni kontrollimiseks. 

• Igal organismil on omad eelistatavad aminohapete koodonid. Kui rekombinantses DNA-s on sagedased 
prokarüoodis harva kasutatavaid tRNA-sid määravad koodonid, siis valgusüntees aeglustub. Probleemist 
ülesaamiseks kasutatakse koodonite optimeerimist, s.t. koodonite asendamist sünonüümsete pro-
karüoodile omaste koodonitega.

• pET- ja pBAD-ekspressioonivektoreid kasutatakse valgusünteesi regulatiivseks kontrolliks geeniekspres-
siooni induktorite ja repressorite toimel.

• Rekombinantse valgu sünteesi suurendamiseks on vaja muuta polüpeptiidi N-terminaalset järjestust ja 
kõrvaldada PEST-järjestused või saavutada rekombinantse valgu koekspressioon molekulaarsete tšape-
ronidega, mis abistavad valgu korrektset kokkupakkimist. 

• Bakteri sekretsioonisüsteemide abil eksporditakse rekombinantsed valgud rakust välja kasvukeskkonda.
• Ühendvalkude vektoritel on tugevad reguleeritud promootorid, optimaalsed RBS-id ja ühendgeenid 

valgu sekretsiooniks. Ühendvalgus on proteaasi lõikesait, mis vabastab rekombinantse valgu ühend-
valgust puhastamise käigus. 

1.2. Seened
Pagaripärm (Saccharomyces cerevisiae) on molekulaargeneetikas üherakuliste eukarüoo-
tide mudelorganismiks. Neid on lihtne kasvatada ja et nende geneetiline süsteem pärineb 
eukarüootidelt, on pärmseentel biotehnoloogilistes rakendustes rida eeliseid:

1) võimalik kasvatada bioreaktorites;
2) bioohutus keskkonna suhtes;
3) lihtne sekreteeritavate valkude puhastamine kultuurivedelikust;
4) DNA viimine rakku on võimalik transformatsioonil (keemiliselt, ensümaatiliselt 

või elektroporatsioonil);
5) on olemas plasmiidid ja on välja töötatud ekspressioonivektorid;
6) promootorid võimaldavad eukarüootsete geenide paremat avaldumist;
7) neil esineb valkude postt ranslatsiooniline modifi tseerimine, eelkõige glükosüüli-

mine (siiski vaid sekreteeritud valkudel).

Pärmseened on võimelised sekreteerima tegelikult vaid väga väheseid valke. Üheks sel-
liseks valguks on ristamistüübi faktor α. Pärmide signaalpeptiid tunneb ära järjestuse 
Lys-Arg ning pärast valgu membraanist läbimist lõigatakse Lys-Arg-järjestus ära (jn. 26.8). 
Pärmseente vektorisüsteemidest kasutatakse sagedamini plasmiidseid süstikvektoreid, 
mis on võimelised replitseeruma nii E. coli s̀ kui ka pärmirakkudes. Pärmseente vektorite 
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replikatsioonisüsteem pärineb pärmseene 2-mikronilisest plasmiidist. Kloonitud 
rekombinantse DNA stabiilsuse tõstmiseks kasutatakse vektoreid, mis on võimelised 
integreeruma pärmiraku kromosoomi. Suurte eukarüootsete DNA piirkondade kloo-
nimiseks sobivad pärmide kunstlikud kromosoomid (YAC-id), mis tavaliselt aga ei sobi 
ekspressioonivektoritena kasutamiseks. Pärmseente abil toodetakse tänapäeval insu-
liini, vere koagulatsioonifaktorit XIIIa, mitmeid kasvufaktoreid ja viirusvalke (inimese 
immuunpuudulikkuse (AIDS) viirusvalk, hepatiit B ning C viirusvalgud). 

Vaatamata sellele, et pärmseentes on võimalik hulgaliselt ekspresseerida eukarüoot-
seid geene, on moodustuvate produktide saagised siiski madalad. Selle põhjused on 
järgmised:

1) pärmseente kasvatamisel suurtes bioreaktorites kaotatakse sageli plasmiidid;
2) valgud ei sekreteeru oodatud tasemel ning jäävad pärmseente periplasmasse;
3) toimub liiga tugev sekreteerunud valkude glükosüülimine, kusjuures ulatuslik 

suhkrujääkide lülitumine võib vähendada valgu korrektset funktsioneerimist. 

Uuritav valk

Transkriptsioon ja

translatsioon

Feromooni -faktori
signaalpeptiid

LysArg 

Vektor-DNA Promootor Signaaljärjestus

LysArg 
Uuritav valk

Katkemissait

Sekretsioon ja lahtilõikamine

Uuritav geen

Lõikamiskoht 
signaalpeptidaasiga

Kloonitava geeni cDNA

Joonis 26.8. Inverteeritud valkude sekretsioon pärmides. Valkude sekretsiooniks ühendatakse lühike 
signaaljärjestus (nt. pagaripärmi feromooni α-faktori signaaljärjestus) pärmi 2-mikronilise plasmiidi rep-
likatsioonisüsteemiga vektorisse vahetult uuritava geeni kodeeriva järjestuse ette. Signaaljärjestus lõpeb 
aminohapetega lüsiin-arginiin (LysArg), mis tuntakse ära signaalpeptidaasi kompleksi poolt. Sekretsiooni 
käigus lõigatakse ära signaalpeptiid pärast arginiini (Arg), vabaneb uuritav valk.
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2. TRANSGEENSED TAIMED

2.1. Ti-plasmiidid
Mullabakter Agrobacterium tumefaciens põhjustab kaheidulehelistel taimedel vigastatud 
kohtadesse kalluskasvajate teket. Need kohad on tavaliselt kokkupuutes mullapinnaga. 
Taime nakatumisel A. tumefacienś iga toimub kaks sündmust:

1) taimerakud hakkavad prolifereeruma ning moodustama kasvajat;
2) taimed hakkavad tootma arginiini derivaate e. opiine (ingl. opines).

Sõltuvalt A. tumefaciens̀ i tüvest sünteesitakse kas nopaliini (ingl. nopaline), oktapiini 
(ingl. octapine), suktsinamopiine (ingl. succinamopine) või leukinopiine (ingl. leucino-
pine), mida bakterid kasutavad oma katabolismis energiaallikana. A. tumefaciens’i tüved, 
mis indutseerivad nopaliini, kasutavad seda, kuid mitt e oktapiini ja vice versa. Seega esi-
neb taime ja bakteri vahel koostoime.

A. tumefaciens̀ i võimet indutseerida taimede kalluskasvajaid kontrollitakse suure 
(ca 250 kp) Ti-plasmiidi (nimetus tuleneb sõnadest „tuumori induktsioonivõime”, ingl. 
tumor-inducing plasmid) geneetilise informatsiooni poolt. Taimerakkude transformat-
siooniks on vajalikud Ti-plasmiidi kaks osa: T-DNA ja vir-piirkond (ingl. vir region). 
Transformatsioonil eraldub T-DNA Ti-plasmiidist, integreerudes kovalentselt taime-
raku kromosoomi DNA-ga. Integratsioon toimub juhuslikult erinevatesse kromosoomi 
piirkondadesse. Nopaliini tüüpi Ti-plasmiidides on T-DNA üks terviklik DNA-lõik, 

TGACAGGATATATTGGCGGGTAAAC
ACTGTCCTATATAACCGCCCATTTG

TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAAC
ACCGTCCTATATAACACCACATTTG

vir-
piirkond ori

T-DNA

Tum Nos

Noc

pTiC58
210 kb

Joonis 26.9. Nopaliini-tüüpi Ti-plasmiidi pTiC58 võtmegeenid ja -piirkonnad. Sümbolid: ori – replikatsiooni 
alguspunkt; Tum – kasvajate moodustamise eest vastutavad geenid; Nos – nopaliini biosünteesi geenid; 
Noc – nopaliini katabolismi geenid; vir – virulentsusgeenid plasmiidi ülekandeks; T-DNA – kasvajageenid 
koos neisse inverteeritud DNA kahe kordusega. 25 kb pikkused ebatäpsed inverteeritud kordused: näidatud 
on 4 nukleotiidipaari, milledes on erinevused. 
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oktapiini tüüpi Ti-plasmiidis on aga kaks T-DNA-lõiku. T-DNA sisaldab ka geene, mis 
määravad fütohormoonide, näiteks auksiinide (ingl. auxins) sünteesi. T-DNA piirkond 
on eristatud plasmiidi muust DNA-st kahe 25 bp pikkuse mitt eidentse otsmise kordus-
järjestusega (jn. 26.9). Plasmiidi vir-piirkonna geenid on vajalikud T-DNA ülekandeks. 
Nende geenide induktsioon toimub taimede infektsiooni korral, kuid võtab tavaliselt 
aega 10–15 tundi. T-DNA-sse saab sisse viia võõraid geene ja selle koosseisus sisestada 
neid taimeraku kromosoomi. Kuivõrd taimerakud on totipotentsed (ingl. totipotent), siis 
saab taimede üksikrakust kasvatada terve uue taime (jn. 26.10). Taimsetes koekultuu-
rides indutseerib taimede dediferentseerumist ja kalluselise kasvu jätkumist herbitsiid 
2,4-D (2,4-dikloro fenoksüäädikhape). Lisades koekultuurile taimset kasvuhormooni 
kinetiini, hakkavad kalluskultuuri rakud diferentseeruma ja moodustavad taime. Vege-
tatiivsel paljundamisel muudetakse somaatilises rakus olev info terve taime geneetiliseks 
informatsiooniks ning järgnevalt taime sugulisel sigimisel kinnistub muutus juba rak-
kude-organismide genoomi. 

Kahjustatud taimevars

Kahjustatud taimerakud

Agrobacterium

Atsetosüringoon

T-DNA-valk koos
kestaga

Üksikahelaline T-DNA
lõigatakse välja

vir-geen
T-DNA

Kromosoom

Retseptor
Atsetosüringoon
seondub 
retseptoriga Atsetosüringooni signaali 

ülekanne vir-geenile

Vigastus

Joonis 26.10. Ti-plasmiidse DNA Agrobacterium’i vahendatud ülekanne vigastatud taime. Ti-plasmiidi kan-
dev Agrobacterium meelitatakse atsetosüringooni abil (toodetakse vigastatud taime poolt) vigastuskohta. 
Endonukleaasi toimel lõigatakse Ti-plasmiidist välja üksikahelaline T-DNA, seotakse kaitsvate valkudega 
ja transporditakse taimerakku konjugatsioonisarnasel meetodil. T-DNA siseneb taimeraku tuuma, kus ta 
integreerub taime kromosoomse DNA-ga. 

Transgeensete taimede saamisel on probleemiks Ti-plasmiidi võime indutseerida kas-
vajate teket. Transgeensete taimede saamiseks tuleb Ti-plasmiidist teha geeniülekande 
vektor. Selleks deleteeritakse T-DNA-s kasvajat põhjustavad geenid, mille tulemusel 
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Ti-plasmiidi tumorigeensus kaob, säilivad aga muud omadused. Kahjuks on vektori sise-
nemist taimerakku raske sedastada, sest puudub selektiivne marker. Seepärast viiakse 
T-DNA-sse selektiivse markerina tavaliselt kanamütsiiniresistentsuse geen (kanr). Antud 
geen määrab fosfotransferaas II tüüpi ensüümi sünteesi, mis inaktiveerib fosforüülimi-
sega aminoglükosiidsed antibiootikumid. Neomütsiiniresistentsuse geen (nptr) on pärit 
E. coli transposoonist Tn5, kuid geeni avaldumiseks taimedes viiakse see geen taime pro-
mootori (5́ -kodeeriv järjestus), taimede terminaatori ja polüadenülatsioonisignaalide 
(3 -́kodeeriv järjestus) alla. Prokarüootse kodeeriva järjestuse fl ankeerumist eukarüoot-
sete regulatoorsete järjestustega nimetatakse kimäärseks selektiivseks markergeeniks 
(ingl. chimeric selectable marker gene). 

Taimsetes vektorites kasutatakse reportergeenidena (ingl. reporter genes) resis-
tentsusgeenide asemel ka teisi geene. Näiteks geene, mis kodeerivad lutsiferaasi (ingl. 
luciferase) sünteesi. Lutsiferaas emiteerib valgust, kui ta on kokku viidud oma subst-
raadiga, lutsiferiiniga (ingl. luciferin). Lutsiferaasigeenid on looduses bak teritel ja 
eukarüootidest näiteks jaanimardikal ning kalmaaridel. Lutsiferaasigeene prokarüooti-
del tähistatakse lux-geenidena, eukarüootidel luc-geenidena. Mõlemal juhul emiteerib 
lutsiferaas valgust, kuid nende protsesside keemiline olemus ja reaktsioonid on erinevad. 

Meeldejätmiseks
• Agrobacterium tumefaciens’e Ti-plasmiid võimaldab võõr-DNA sisseviimist taimerakku.
• Võõr-DNA viiakse taimeraku kromosoomi Ti-plasmiidi T-DNA abil, kusjuures T-DNA integratsioon toimub 

Ti-plasmiidi vir-piirkonna geenide kaasabil.
• Transgeeni lülitumisest taimeraku genoomi annavad teada reportergeenid, milledeks on näiteks 

antibiootikum neomütsiini resistentsust määrav fosfotransferaasigeen või helendumist määravad 
lutsiferaasigeenid. 

2.2. Teisi meetodeid transgeenide viimiseks taimerakku
Rekombinantse DNA sisseviimisel taimerakku kasutatakse peale Ti-plasmiidide veel teisi 
meetodeid. Nendeks on DNA sisseviimine elektrivoolu abil e. elektroporatsioonimeeto-
dil (ingl. electroporation) ja DNA sisestamine taimerakku volframi- või kullapartiklite 
pinnal, kasutades partiklite rakku sisestamiseks geenipüssi (ingl. gene gun). Partiklite 
taimerakku viimiseks kasutatakse tehniliselt erinevaid osakeste püstoleid (ingl. particle 
guns). Esimeseks võimaluseks on teha seda suruõhu või -heeliumiga, teiseks võimaluseks 
on kõrgvoolulahendus (jn. 26.11). Mõlemal juhul on rakku viidud DNA-fragment võime-
line integreeruma ka taimeraku kromosoomi. 

2.2.1. Herbitsiidiresistentsed taimed
Kultuurtaimede kasvatamisel on tehnoloogiliselt hädavajalik kasutada umbrohutõrje-
vahendeid (herbitsiide). Herbitsiidiresistentsete teraviljasortide kasutamine võimaldab 
teha umbrohutõrjet ilma kultuurtaimi kahjustamata. Üheks sagedamini kasutatavaks her-
bitsiidiks on laia toimespektriga glüfosaat (ingl. glyphosate) [N-(fosfonometüül)-glütsiin], 
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mis inhibeerib 5-enoolpüronüülšikimaadi-3-fosfaadi süntaasi (EPSPS) sünteesi. See 
ensüüm osaleb aromaatsete aminohapete (türosiin, fenüülalaniin, trüptofaan) sünteesil. 
Sama ensüüm inhibeerib EPSPS-i sünteesi ka bakterites. Bakterite glüfosaadi tolerantse 
mutantse EPSPS-geeni aroA viimisel taime omandavad transgeensed taimed glü-
fosaaditolerantsuse. EPSPS-geen asub kloroplastide DNA-s. Seepärast viidi aroA-geen 
taimedes kloroplasti regulatoorsete geneetiliste elementide kontrolli alla. Herbitsiidi glü-
fosaati toodab suurfi rma Monsanto nimetuse all Roundup (ingl. Roundup). Tulenevalt 
sellest nimetatakse glüfosaadiresistentseid taimesorte ka Roundup-resistentseteks tai-
medeks (ingl. Roundup Ready® crops). 

2.2.2. Kahjuriresistentsed taimed
Rohkem kui umbrohi on põllumeestel taimekasvatuses probleemiks putukad, nematoo-
did, seenhaigused (hallitus, rooste, mädanik) ja viirushaigused. Kõigi nende haiguste 
vastu on teoreetiliselt võimalik saada transgeenseid taimi.

Üheks suurimaks probleemiks põllumajanduses on putukate tõrje, sest insektitsiidid 
(ingl. insecticides) on palju kahjulikumad kui herbitsiidid (ingl. herbicides). Põhjuseks on 
see, et putukate biokeemilised ainevahetusahelad on sarnased nii inimeste, lindude kui 
ka loomade omadega, mistõtt u insektitsiidide kahjulik toime ei piirdu vaid putukatega. 

Õhu või gaasi
survekamber

Düüs

DNA-ga kaetud
kullahelbed

Aukekraan

Va
ak

um
ka

m
be

r

Suruõhu-geenipüss

Kalluskultuur
või taimelehe tükid
kasvutassil

Võrkekraan

Va
ak

um
ka

m
be

r

Kõrgpinge-geenipüss

Kõrgvoltaaž

Veetilgad

Veeaur
Õhuke metall-leht
koos DNA-ga kaetud
kullahelvestega

Integreerunud DNA

DNA keerdub 
kullaosakeselt lahti

Sisenev võõr-DNA

Taimeraku
kromosoom

Tuum

Taimerakk

A B

C

Kalluskultuur
või taimelehe tükid
kasvutassil

Joonis 26.11. Kaks DNA-ga partiklite taimerakku sisenemise viisi. A. Geenipüss, mis toimib kõrgepinge-
vooluga. B. Geenipüss, mis toimib suruõhuga. C. Taimerakku tulistatud DNA keerdub kullaosakestest lahti, 
liigub tuuma ja integreerub tuumas kromosoomi koosseisu. 
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Õnneks on looduslik toksiin Bt, mida produtseerib mullabakter Bacillus thuringiensis 
ning mis tapab putukaid (nt. puuvilla- ja maisiröövikuid), kuid on imetajatele kahjutu. 
Bacillus thuringiensis’e erinevad alamliigid moodustavad spoore, milles on protoksiini-
kristallid e. Cry-valgud (ingl. Cry protein). Kui putukas sööb neid spoore, siis Cry-valk 
laguneb ning moodustab deltaendotoksiini (ingl. delta endotoxin) e. Bt-toksiini. Tok-
siin seondub putuka seedetrakti sisevoodriga, tekitades sellesse auke. Sellega kahjustab 
toksiin putuka seedetrakti ja putukas hukkub. Mitmesugused Bacillus thuringiensis’e 
alamliigid moodustavad erineva spetsiifi kaga Cry-valke. Osa on aktiivsed vaid putukate 
(Diptera), mitte aga liblikate (Lepidoptera) suhtes, teised vaid mardikate (Coleoptera) 
suhtes. See on päris tähtis, sest liblikad kui mitt emärklaudorganismid (ingl. nontarget 
organisms), ei tohi saada kannatada.

Selle asemel et töödelda taimi toksiiniga, viisid teadlased, kasutades transgeenset teh-
noloogiat, taimedesse bakterite ülalnimetatud toksiini geenid. Muutmata kujul avaldusid 
bakteriaalsed geenid taimedes üksnes madalal tasemel. Algne toksiin on pikk polüpeptiid 
(1156 aminohapet), kuid toksiini omaduste avaldumiseks on tähtsad vaid tema esimesed 
646 aminohapet. Tehes geeni lühemaks, saadi kääbikvalk (ingl. truncated protein). Vas-
tav lühendatud geen viidi taimespetsiifi lise lillkapsa mosaiigiviiruse promootori kontrolli 
alla. Tulemuseks oli taimedes toksiini produktsiooni kümnekordne tõus ja taimede efek-
tiivsus putukate hävitamisel, kusjuures taimed ise ei kahjustunud. Samuti ei kannatanud 
kultuurtaimede (mais, puuvill) saagikus.

2.2.3. Muud transgeenid taimedes
Ühiskonnas on juba pikemat aega kirgi kütnud tuline debatt  geneetiliselt modifi tseeritud 
kultuurtaimedest tuleneva kasu või kahju ümber. GMO-toit on osale inimestele, kes ei tea 
eriti palju DNA-st, midagi jõhkrat ja vastuvõtmatut. Seepärast kasutatakse GMO-toidu 
puhul toitainete vastavasisulist märgistust. Tegelikud ohud on siiski pigem vaid teoreeti-
lised ja lähtuvad hoopis riikide põllumajanduslikest ja farmerite majanduslikest huvidest, 
sest kardetakse jääda suurte agrokeemiafi rmade pantvangiks. Teisalt pole kellelgi huvi 
panna teaduse arengut seisma. Kuivõrd maakera ei toida oma praegust rahvastikku ära, 
siis on ilmselgelt vaid aja küsimus, mil uued tehnoloogiad juurduvad. Mõistlik on lisaks 
GMO-produktide mõjude uurimisele tarbijale teha GMO-de ja nende geenide pidevat 
monitooringut ka looduses, et selgitada võimalikku kasutusjärgset pikaajalist mõju loo-
duskeskkonnale. Allpool käsitleme üksiknäidetena mõningaid edusamme transgeensete 
taimede saamisel.

2.2.3.1. Külmatolerantsed taimed 
Ootamatud külmad põhjustavad põllumajandusele aeg-ajalt väga olulist kahju. Geneeti-
kud on avastanud külmakindlust määravad geenid. Neid geene saab viia kõrgematesse 
taimedesse, suurendades sellega taimede külmakindlust. Näiteks eraldati vetika Chlorella 
vulgaris’e tüvest C-27 indutseeritav külmakindlusegeen ja viidi see Ti-plasmiidi kaasabil 
kõrgema taime leherakkudesse. Taimede regeneratsioonil saadi tänu külmakindlusegeeni 
produktile taime külmatolerantne variant. 
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2.2.3.2. Köögiviljade säilivusaja pikendamine 
1994. a. jõudsid turule transgeensed tomatid FlavrSavrTM, milledel oli rakkudes alla 
surutud polügalaktouronidaasi tase. Sellised kaitsva pektiinkestaga viljad säilivad kauem. 
Galaktouronidaasi kui pektinolüütilise ensüümi ekspressiooni allasurumiseks kasutati 
antisenss-RNA-tehnikat. Tänapäeval on aga saadud näiteks transgeenseid tomateid, 
mille viljad on sinist värvi. Lisaks maitsele on värvus toidu puhul tähtis äriline kom-
ponent!

2.2.3.3. Transgeenne riis 
Raua- ja vitamiin A defi tsiitsus toidus on maakera osas piirkondades, just valdavalt riisi 
toiduks kasutatavates riikides, suureks probleemiks, sest kultuurriisi raua- ja vitamiini-
sisaldus on madal. Viies hernetaimest ferritiinigeeni riisitaime, suureneb oluliselt 
riisiterade rauasisaldus. Sama efekt saadi, kui riisitaime viidi seene Aspergillus ft alaasi 
geen, mille produkt inhibeerib ftalaadi toime (raua reabsorptsiooni). Erinevate kul-
tuurriisisortide rauasisaldust suurendati ka neisse metsiku riisi metallotioniinigeeni 
kloonimisega. Šveitsi teadlased kloonisid aga kultuurriisi sordi taimedesse nartsissi fl u-
teeni sünteesi eest vastutava geeni, mille tulemusel saadi β-karotiini sisaldav nn. kuldne 
riis (ingl. golden rice). 

Meeldejätmiseks
• Transgeenne DNA viiakse taimerakku seotuna kulla- või volframiosakestega , kasutades selleks geeni-

püssi.
• Transgeenne DNA eraldub rakus kandjatelt ja integreerub taime genoomi. 
• Herbitsiid glüfosaadi suhtes resistentsetel taimedel on defektne EPSPS-geen, mis viidi bakteritest tai-

mede kloroplasti DNA koosseisu.
• Transgeensed taimed, milledes ekspresseerub Bacillus thuringiensiś e Cry-valk, moodustab taimedes tok-

siini, mis tapab kahjurputukaid. 

3. TRANSGEENSED LOOMAD

3.1. Saamisviisid
Transgeensete loomade saamisel on levinud neli metoodilist lähenemist (jn. 26.12).

1. Rekombinantse DNA mikrosüstimine viljastatud munarakku (veel mitt eühi-
nenud munaraku spermi) haploidse tuuma (pronukleuse) naabrusse.

2. Embrüote nakatamine viirustega, kasutades tavaliselt rekombinantsete DNA-
molekulide viimist retroviiruse või lentiviiruse vektorisse, mis inserteeruvad 
peremeesraku kromosoomi koosseisu.

3. Rekombinantse DNA viimine embrüonaalsetesse tüvirakkudesse enne nende 
injektsiooni varase arengujärgu (blastotsüst) embrüosse.
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4. Tuuma transplantatsioon, kus vähem või rohkem diferentseerunud somaatilise 
raku tuum inserteeritakse munarakku, kust viimase enda tuum on varem eemal-
datud. 

3.1.1. Tuuma mikrosüstimine
Palju transgeenseid loomi on saadud viljastatud munaraku veel ühinemata ühe tuuma 
(pronukleuse) naabrusesse rekombinantse DNA-ga mikrosüstimise (ingl. nuclear 
microinjection) meetodil. Rekombinantne DNA süstitakse viljastatud munaraku tsüto-
plasmasse ühe pronukleuse lähedusse (enne tuumade ühinemist). Süstitav DNA võib 
olla lineaarne või rõngasmolekul. Lineaarne DNA integreerub kromosoomi efektiivse-
malt. Üldiselt süstitakse pronukleusse mitusada või mitu tuhat geeni koopiat, mistõtt u 
sageli toimub ka mitmekordne DNA integratsioon, tavaliselt tandeemselt kindlasse 
kromosoomisaiti. Integratsioonisaitide kohad on genoomis juhuslikud. Et mitte kõi-
gis üherakulistes embrüotes, kuhu on mikroinjektsiooni teel viidud võõras DNA, ei 
seondu võõr-DNA edukalt sügoodi kromosoomi koosseisu, avaldub uus tunnus vaid 
1–5%-s mikrosüstitud embrüotes. Küsimus on nimelt selles, kas insert läheb pronukleuse 
DNA-sse õiget pidi, kas ta läheb kromosoomi replitseeruvasse piirkonda, kas võõr-DNA 
jupp jääb tulevase organismi rakkudes ka aktiivseks ning kas teda ei visata munarakust 
välja. Moodustuv transgeenne organism on Go-põlvkond (ingl. Go generation) ning ta on 

.

Pronukleuste 
staadiumis oleva 
munaraku süstimine 
transgeense vektoriga

Uue tuuma ülekanne

Viiruse ülekanne

Tüvirakkude ülekanne

Viljastatud munarakk

Tuumata munarakk

Viljastatud munarakk

Blastotsüst

Transgeen

Transgeen

Transgeen

Transgeen

Viirusnakatatud rakud

Transgeensed 
somaatilised rakud

Kokkupakitud
viirused

Embrüonaalsed 
tüvirakud (ES)

Selekteeritud
geeniga ES-rakud

Transgeen vektoris

A

B

C

D

Vana tuum

Joonis 26.12. Transgeensete loomade saamise viisid. A. Rekombinantse DNA mikrosüstimine pronukleuse 
lähedusse. B. Somaatiliste rakkude reprogrammeeritud tuumade transplantatsioon tuumata munarakku. 
C. Viljastatud munaraku nakatamine viiruseseoselise transgeeniga. D. Selekteeritud embrüonaalsete tüvi-
rakkude süstimine blastotsüsti.
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tavaliselt geneetiliselt mosaiikne (vaid üks homoloogsetest kromosoomidest sisaldab 
transgeeni). Go-põlvkonna isendite ristamisel saadakse G1-põlvkond, mille järglaste hul-
gas toimub heterosügootidele iseloomulik geneetiline lahknemine (25% transgeensed, 
50% heterosügootsed transgeensed ja 25% mitt etransgeensed). Järglastest valitakse välja 
isendid, kelle kõik rakud sisaldavad aktiivselt funktsioneeruvat transgeeni. Neil pärandub 
transgeen edasi sugurakkude kaudu. Mõnedel loomadel ei integreeru transgeen kromo-
soomi koosseisus (nt. nematood C. elegans), kuid pärandub edasi järglasele autonoomselt 
replitseeruva DNA-na, nagu plasmiid bakterites. 

3.1.2. Viirusvektorite kasutamine
Üha laiemalt kasutatakse transgeensete organismide saamisel retroviiruste (tänapäeval 
rohkem lentiviiruste) baasil konstrueeritud vektoreid, eelkõige geeniteraapias. Retrovii-
rused on võimelised nakatama rakke varases embrüonaalses staadiumis. Neid embrüo 
vähediferentseerunud rakke nimetatakse embrüonaalseteks tüvirakkudeks (ingl. emb-
ryonic stem cells). Retroviiruste kasutamise eeliseks on see, et genoomi integreerub vaid 
üksainus retroviirusvektori koopia koos transgeeniga ning protseduuri läbiviimisel pole 
vajalikud mikrosüstimise komplitseeritud metoodilised võtt ed. Selle käsitlusviisi puudu-
seks on aga asjaolu, et retroviirusvektoriga ülekantav transgeen saab olla vaid suhteliselt 
väike, 3–10 kb suurune DNA. Teiseks puuduseks tuleb nimetada seda, et tuumade ühine-
misel ei integreeru viirus genoomi tavaliselt kohe. Seetõtt u ei saada täielikult transgeenset 
organismi. Seepärast kasutatakse seda tehnikat pigem mosaiiksete isendite saamisel, kus 
samal isendil saab võrrelda transgeenset ja mitt etransgeenset kude: uurida transgeeni 
avaldumist. 

Tänapäeval on välja töötatud ka kindlale geenile suunatavad vektorid (ingl. targe-
ting vectors), mis lülituvad tänu homoloogse rekombinatsiooni toimumisele kromosoomi 
kindlasse märklaudpiirkonda. See on tähtis transgeeni avaldumisel, sest kui transgeen 
asub näiteks kromosoomi heterokromatiinses piirkonnas, siis ta avaldub nõrgalt või ei 
avaldu üldse. Kuna homoloogse rekombinatsiooni sagedus on umbes 1 : 1000, siis kasu-
tatakse transgeeni saamisel kõigepealt koekultuuri vaheetappi (kus õige transgeenne 
rakukloon selekteeritakse välja) ning seejärel viiakse in vitro tingimustes väljavalitud 
transgeensed rakud embrüo koosseisu. 

Transgeeni ekspressiooni saab kontrollida saitspetsiifilisel rekombinatsioo-
nil (ingl. site-specific recombination). Saitspetsiifilisel rekombinatsioonil seonduvad 
DNA-ga spetsiifi lised valgud e. rekombinaasid (ingl. recombinases), mis tunnevad ära 
spetsiifi lisi lühikesi DNA-järjestusi. Neist tuntumateks rekombinatsioonisüsteemideks 
on Cre-rekombinaas (ingl. Cre recombinase) bakteriviirusest P1- ning Flp-rekombi-
naas e. fl ipaas (ingl. Flp recombinase or fl ippase) pärmseente 2-mikronilisest plasmiidist. 
Cre ja Flp tunnevad mõlemad ära 34 aluspaari pikkuse DNA-järjestuse (vastavalt loxP 
ja FRT), millise põhilise 8-nukleotiidilise järjestuse ümber fl ankeeruvad inverteeritult 
kaks 13-nukleotiidilist järjestust. Nimetatud süsteeme kasutatakse taime- ja loomarak-
kude puhul transgeensetest rakkudest selektiivsete markerite kõrvaldamiseks (viimased 
pole pärast transgeenide sisseviimist enam vajalikud), transgeenide ekspressiooni akti-
veerimiseks, in vivo kromosoomide ümberkonstrueerimiseks ja spetsiifiliste geenide 
deleteerimiseks in vivo (tinglike nokauditud mutantide saamine). Cre/loxP- ja Flp/FRT-
süsteemid võivad asuda ka transgeenist eraldi. Sellist saitspetsiifi list rekombinatsiooni 
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kasutatakse konditsionaalse mutageneesi (ingl. conditional mutagenesis) esilekutsu-
miseks. 

3.1.3. Transgeenide viimine tüvirakkudesse
Embrüonaalsed tüvirakud e. ES-rakud (ingl. embryonic stem cells, ES cells) eralda-
takse tavaliselt blastula- (blastotsüsti-) staadiumis olevalt embrüolt. Need rakud on 
vähediferentseerunud ja neist moodustuvad kõikvõimalikud teised rakutüübid, k.a. sugu-
rakud. Suureks eeliseks on siin asjaolu, et DNA-d saab tüvirakkudesse viia koekultuuri 
tingimustes. Järgnevalt saab neist rakkudest selekteerida sellised, mis sisaldavad huvipak-
kuvat geeni (DNA-d) ja süstida vastavad rakud embrüosse. Tulemuseks on mosaiikne e. 
kimäärne järglane, kelle kudedes on nii transgeenseid kui ka normaalseid (metsiktüüpi) 
rakke. Kui embrüonaalne tüvirakk annab aluse ka sugurakkude liinile, siis kandub vastav 
tunnus edasi järglastele. Kasutades hiirtel tüvirakkudes näiteks karvkatt e värvust mää-
ravat dominantset geeni aguuti (ingl. agouti), saab transgeenseid hiiri eristada varakult 
mitt etransgeensetest metsiktüüpi musta värvusega isenditest. 

3.1.4. Tuumkloonimine
Somaatiliste rakkude tuumkloonimisel e. tuuma transplantatsioonil (ingl. nuclear 
transplantation) 1996. a. saadud lammas Dolly oli rohkem meediasündmus kui teadus-
lik saavutus, sest juba 1952. a. olid Robert Briggs ja Th omas J. King näidanud edukalt 
tuuma ülekande võimalust konnal ning 1958. a. sai Oxfordi ülikooli teadlane John B. 
Gurdon (snd. 1933) kloonitud kannuskonna (Xenopus laevis). Tuuma transplantatsiooni 
tehnika võimaldab saada grupi identseid kloonitud loomi (ingl. cloned animals), kelle 
genotüüp on identne doonori genotüübiga. Nimetatud juhul on doonororganismi somaa-
tiliste rakkude diploidsed tuumad viidud sama organismi munarakkudesse, kust tuumad 
on eelnevalt eemaldatud. Protsessi nimetatakse vahel ka embrüokloonimiseks (ingl. 
embryo cloning). Embrüo varase arengujärgu rakud e. tüvirakud on totipotentsed. Kuid 
Dolly loomine näitas, et ka täiskasvanud doonori piimanäärmeraku tuumas võib toimuda 
reprogrammeerimine. Dolly näitel ei toimunud reprogrammeerumine täielikult, mistõtt u 
üksikutes genoomi osades tuli ett e geenide ebanormaalset avaldumist. Fibroblastidest 
reprogrammeeritud indutseeritud pluripotentsete tüvirakkude e. iPS-rakkude (ingl. 
induced pluripotent stem cells) tekkel on tähtsaim osa vaid nelja kriitilise geeni (cMyc, Klf4, 
Sox2 ja Oct4) toimel. Kloonitud loomi saab edukalt ja kiiremini kui tavaliste aretusmee-
toditega kasutada transgeensete loomade edasiseks saamiseks.

2011. a. lõpuks oli kloonitud juba 23 erisugust organismi, neist viimastena härg, 
jahikoer ja kashmiri kits (jn. 26.13). Kloonitud on pea kõiki geneetiliselt uuritumaid loo-
maliike. 2001. a. saadi ka esimene transgeenne ahv Andi. Pole mingeid olulisi teoreetilisi 
põhjuseid, miks ei saaks kloonida inimesi ja inimahve. Põhjused on seni mitt e niivõrd teh-
nilised kui puhtalt eetilised ning tingitud ka reaalse vajaduse puudumisest. Seevastu on 
inimese puhul terapeutiline kloonimine, kus reprogrammeeritud inimese rakkudest saab 
kasvatada kudesid ja organeid transplantatsiooniks, omandamas olulist tähtsust haiguste 
ravis. Siiski on ka siin praegu meremoodi eetilisi probleeme.
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Joonis 26.13. Kloonitud loomad. Iga looma nimetuse all on märgitud kloonimise aasta. 

Meeldejätmiseks
• Transgeenseid loomi saadakse enamjaolt DNA mikrosüstimisel viljastatud munaraku ühe pronukleuse 

lähedusse või blastotsüsti injekteeritud ES-rakkude ühinemisel embrüo koosseisu.
• Alternatiivseteks meetoditeks transgeensete loomade saamisel on retroviirus- ning lentiviirusvektorite 

kasutamine.
• Transgeeni kromosoomne lokalisatsioon suurendab oluliselt tema avaldumise taset.
• Kloonimismeetod võimaldab edukalt ja kiiremini kui konventsionaalsed aretusmeetodid saada trans-

geenseid loomi, võrreldes konventsionaalsete aretusmeetoditega.

3.2. Rakendused
3.2.1. Kasvuhormoon
Kõige põhjalikumalt on välja töötatud transgeensete hiirte saamise tehnoloogia ning seda 
meetodit kasutatakse paljudes laboratooriumides rutiinselt üle maailma. Ühel esimestest 
transgeensetest hiirtest oli genoomis lisakasvuhormooni geen, millega saadi geeni eks-
pressiooni taseme tõus. Ekspressioon saavutati metallotioniini (ingl. metallothionein) 
promootoriga, mida indutseerivad organismis üliväikesed tsingikogused. Tulemuseks 
olid pea kaks korda suuremad hiired, võrreldes mitt etransgeensete kontrollgrupi hiirtega. 
Kasvuhormooni viimine sigadesse tõstis väga tublisti ka nende suurust ja kaalu, kuid siin 
ilmnesid ka mõningad negatiivsed kõrvalmõjud. Esiteks saavutati kaalu suurenemine 
vaid valgurikka toidu kasutamisel (eridieedil). Oodatavalt sisaldasid transgeensed sead 
vähem rasva (liha oli lahjem, sest kasvuhormoon soodustab valkude, mitt e rasva moodus-
tumist). Kahjuks olid aga enamus transgeensetest emistest steriilsed. Transgeensed sead 
olid ka nõrgema muskulatuuriga, loiud ja haigustundlikumad. Kanada kalateadlased said 
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transgeense kasvuhormooniga superlõhed, mis osutusid kaalunäitajatelt ca 10 korda ras-
kemaks kui sama vanusegrupi mitt etransgeensed lõhed. Välja arvatud pügmeede puhul 
on teiste rahvuste hulgas esinev kääbuskasv tingitud kasvuhormooni somatotropiini 
(ingl. somatotropine) moodustumise defektist. Tänapäeval kasutatakse kääbuskasvu 
raviks rekombinantset inimese somatotropiini (rHSD). 

3.2.2. Ravimunad
Lindude leukoosiviirus e. ALV (ingl. avian leucosis virus) on kanade põhiline viirushai-
guse tekitaja. Transgeense tehnoloogiaga töötati välja ALV-resistentne kanatõug, kellel on 
defektne ALV-genoom. Need kanad toodavad viirus-RNA-d ja viiruse kestavalku, kuid 
pole võimelised moodustama viirusosakesi (viiruspartikleid). Suure koguse retroviiruse 
kestavalgu olemasolu blokeerib patogeense ALV-viiruse reproduktiivse tsükli. ALV-
resistentsus pärandus põlvkonnast põlvkonda. Järelikult, nende transgeensete kanade 
munades on geneetiline informatsioon ALV-resistentsuse tekkeks. See näitab edasisi 
organismide viirusresistentsuse tekke võimalusi. 

Teisalt saab toota ka kanamune, mis sisaldavad munavalgus raviotstarbelisi valke ja 
vaktsiine. Raviotstarbeliselt kasutatavaid mune nimetatakse ravimunadeks. 

3.2.3. Ravipiim 
Piima tootvad organismid (lehmad, kitsed) on ideaalsed bioreaktorid: loomad söövad 
rohtu ja toodavad sellest piima. Tänapäeval on konstrueeritud sellised transgeensed 
loomad, kelle organismis toodetakse huvipakkuvat produkti ja sekreteeritakse see koos 
piimaga. Transgeensete lehmade piimast on võimalik suures koguses ekstraheerida näi-
teks udarapõletiku- (mastiit) vastaseid antikehasid. Teisalt, lammas on pandud tootma 
inimese verehüübefaktorit IX, α-1-antitrüpsiini jt. valke. 

3.2.4. Trendikad hiired 
Transgeensed hiired on osutunud väga headeks mudelorganismideks. Mõningate korda-
läinud katsete tulemused esitame allpool näidetena. Samas on need katsed ka mõneti 
ohtlikeks näideteks, olles diskussiooniobjektiks geenidopingu (ingl. gene doping) ja bio-
eetika valdkondades. 

On saadud maratonhiired, kes on võimelised jooksma umbes 1800 m, mis on kaks 
korda rohkem tavaliste hiirte jooksuvõimest. Nendesse maratonhiirtesse on viidud regu-
laatorgeen PPAR-delta, mis soodustab rasvade lõhustamist ja lihaste arengut.

On konstrueeritud musklihiired, kellel puudub valk müostatiin, mis aeglustab 
lihaste kasvu. Seepärast on neil hiirtel hiiglaslikud lihased. Sama efekti on kirjeldatud ka 
ühel mutantse geeniga saksa poisil, kelle lihasmass on kaks korda suurem kui eakaaslastel.

On saadud agressiivsed hiired. Kui deleteerida hiirtel mõlemad koopiad geenist 
NR2E1, siis muutuvad hiired ebanormaalselt agressiivseks. 

On saadud targad hiired. Neil GMO-hiirtel on tõhustunud õppimisvõime ja mälu. 
Neil on geeni NR2B lisakoopia, mis kodeerib aju närvirakkude sünapsi piirkonnas esine-
vat NMDA- (ingl. N-methyl-D-aspartate receptor) e. glutamaadi retseptorit.

On saadud karvased hiired. Nn. K14-Noggin-hiirele on sisestatud kanade Noggin-
geen, mis mõjutab hiire naha ja siseorganite arengut. Need hiired on naljakad, nad on 
erakordselt karvased ja neil on suur peenis. 
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Looduses on olemas ka näiteks tantsuhiired, kelle geneetiline mutatsioon on tekki-
nud arengus juhuslikult. 

3.2.5. Moskiitod
Maakeral nakatub igal aastal 300–500 miljonit inimest malaariasse, neist ca 1 miljon 
sureb. Malaariatekitaja malaariaplasmoodium (ld. Plasmodium) kantakse edasi läbi 
vaheperemehe, moskiito (Anopheles gambiae), kelle genoomi suurus on 260 Mb. Teine 
moskiitoliik (Aedes aegypti) (genoom 800 Mb) kannab edasi kollapalavikku ja dengue 
palavikku (ingl. dengue fever). Viimasesse haigusesse jääb aastas 50–100 miljonit inimest 
ning umbes 40 000 aastas sureb. Üheks viisiks nende haiguste vastu võitlemisel on tõsta 
moskiito immuunsüsteemi aktiivsust. Kui tõsta moskiito immuunsüsteemi valgu defen-
siin A aktiivsust, hakkab moskiito hävitama haigustekitajaid, mida ta saab infi tseeritud 
imetaja (nt. inimese) verest. Madude mürgi fosfolipaasi geeniga transgeensed moskiitod 
hävitavad 80–90% moskiitosse satt uvatest malaariaparasiitidest. Eeldatakse, et trans-
geensete malaariatekitajate loodusesse viimisel suudetakse blokeerida malaariatekitajate 
ringahel looduskeskkonnas. Teiseks võimaluseks on transgeensete taimede kasutamine, 
mille sünteesitud ühendid on võimelised hävitama putukaid. Puuvilla saagikust oluliselt 
mõjutava puuvillakoi tõrjeks on kasutust leidnud näiteks laborites aretatud ülimadala 
kasvuhormooni tasemega koid, kes pole paljunemisvõimelised. Samuti on kultuuri viidud 
putukakindel (on puuvillakoile mürgine või ei meelita neid ligi) puuvill.

3.2.6. Ökotundlikud reoained 
Kanadas saadi keskkonnasõbralike väljaheidetega sead (Guelphi ülikool, Toronto, kauba-
märk EnviropigTM). Sigadesse viidi E. coli appA-geen, mis määrab ensüümi fütaasi 
sünteesi. See ensüüm degradeerib fütaati (inositoolheksafosfataas), mis on teraviljaterade 
väliskihtides, mida sead pole tavaliselt võimelised lagundama. Üks füüthappemolekul 
sisaldab kuut fosforiaatomit. Teraviljades olevast fosforist on 50–75% füüthappes. Uue 
omaduse tõttu pole sigadele enam vaja söögiga manustada mineraalset fosfaati ning 
selle tulemusel väheneb sealäga fosfaatide hulk kuni 60%. Fosfaadid on aga teatavasti 
veekogude reostuse peamised tekitajad, sest nende kõrge kontsentratsioon põhjustab vee-
kogude kinnikasvamist ning seetõtt u kalade ja teiste veeloomade hapnikupuudust. 

Meeldejätmiseks
• DNA mikrosüstimisel saadud transgeensed loomad toodavad väärtuslikke produkte.
• Kasulikke farmatseutilisi produkte saab toota piimas ja munavalges.
• Transgeensetel hiirtel on näidatud geenidopingu kasutusvõimalusi.
• Transgeensed moskiitod pole võimelised edasi kandma malaariatekitajaid.
• Transgeensete sigade väljaheidete keskkonnakahjulikkust saab vähendada.
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4. GEENITERAAPIA INIMESEL

4.1. Lähenemisviisid ja tulemused
4.1.1. Geeniteraapia meetodid
Geeniteraapia jaotub kaheks eritüübiks (jn. 26.14):

1) somaatiliste rakkude e. mitt epärilik geeniteraapia (ingl. somatic cell or non-
heritable gene therapy);

2) sugurakkude e. pärilik geeniteraapia (ingl. germ-line or heritable gene therapy). 

Geeniteraapiat nimetatakse ka geneetiliseks kirurgiaks (ingl. genetic surgery). Inimese 
insenergeneetika on siiski veel tulevikuküsimus ja seni sugurakkude e. pärilikku geeni-
teraapiat veel ei tehta. Samas on räägitud inimese geneetilisest parandamisest, kuid see 
eugeenikaks (ingl. eugenics) nimetatud uurimisala seondub siiski vaid selektiivse aretu-
sega, mille eetiline tagapõhi on vägagi habras. 

Valdav osa inimese geeniteraapiast seostub vaid geneetiliste (pärilike) defektide 
parandamisega juhtudel, kus mõlemad geeni koopiad on defektsed, avalduvad retses-
siivsed tunnused ning kui haiguse põhjus ja selle geneetiline määratlus on täpselt teada. 
Mitt emutantse geeni koopia sisseviimine kõrvaldab puuduse – nii tehakse asenduslikku 
geeniteraapiat (ingl. replacement gene therapy). Üheks lihtsamaks viisiks on patsiendilt 
rakkude eraldamine, nende koekultuuris kasvatamine, nendesse funktsionaalse geeni 
sisestamine ning geneetiliselt muudetud rakkude tagasiviimine samasse organismi. Seda 
protsessi nimetatakse organismiväliseks geeniteraapiaks (ingl. ex-vivo gene therapy), 
sest tegelik protseduur toimetatakse väljaspool organismi. Paljudel juhtudel pole võima-
lik aga ex vivo geeniteraapiat teha. Näiteks pole võimalik eraldada ajukoorest rakke, neid 
kasvatada, modifi tseerida ja hiljem organismi tagasi viia. 

Kui patsienti viiakse geeni konstrukt koos vektoriga, nimetatakse seda protsessi 
organismisiseseks e. in vivo geeniteraapiaks (ingl. in vivo gene therapy). Inimese gee-
niteraapia näidetest on ca 70% sellised, kus DNA viimiseks kudedesse on kasutatud 
viirusvektoreid (retro-, adeno-, lenti- ja teised inimese viirused). Kasutatakse ka geeni-
püssi (ingl. gene gun) ja DNA pakkimist liposoomidesse. Retroviirusepõhised vektorid 
viivad transgeeni koos retroviiruse DNA-ga raku genoomi, mistõtt u see pärandatakse 
edasi rakuliini pidi. Integratsioonil võidakse aga põhjustada kahjulike mutatsioonide 
teket. Adenoviirusepõhiste vektorite korral replitseerub viiruse genoom koos transgee-
niga autonoomselt, püsides rakkudes seni, kuni immuunsüsteem selle kõrvaldab. Seetõtt u 
püsib vastav transgeen rakkudes lühikest aega. 

Inimese geeniteraapias on rakendatud rida piiravaid reegleid. USA Rahvusliku 
Terviseinstituudi (ingl. National Institute of Health e. NIH) nõuded on järgmised:

1) sisseviidav geen on isoleeritud ja geneetiliselt hästi iseloomustatud;
2) on olemas usaldusväärne metoodika geeni viimiseks õigetesse rakkudesse ja 

kudedesse;
3) on tehtud riskianalüüs;
4) haigust pole võimalik ravida teiste meetoditega;
5) eelkatsed mudelorganismidel ja inimese rakukultuurides on andnud positiivseid 

tulemusi.
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4.1.2. Immuunpuudulikkuse geeniteraapia
Geeniteraapiat rakendati inimese puhul esmakordselt 1990. aastal ADA-SCID- e. ade-
nosiini desaminaasi puudusest põhjustatud ägedat immuunpuudulikkust (ingl. 
adenosine deaminase severe combined immunodefi ciency disease) põdeval patsiendil. Adeno-
siini desaminaasi defektsuse korral koguneb T-lümfotsüütidesse selle ensüümi substraat 
desoksüadenosiin, mis on T-rakkudele toksiline. Kuna T-lümfotsüüdid stimuleerivad 
B-lümfotsüüte tootma immuunvastuse kaudu antikehasid, siis T-lümfotsüütide hävi-
misel ei teki organismil immuunvastust ja haiged surevad lapseeas. Inimese ADA-geen 
klooniti retroviirusel põhinevasse vektorisse (jn. 26.15) ning viidi haige lapse valgelible-
desse, mis olid organismist eelnevalt eraldatud (jn. 26.16). Pärast ADA-geeni avaldumise 
kontrollimist viidi valgelibled organismi tagasi. Kahjuks peab aga sama protsessi sageli 
kordama, sest leukotsüütide eluiga on suhteliselt lühike. Hiljem hakati vererakkude ase-
mel kasutama luuüdirakke, millest arenevad T-lümfotsüüdid. Sel juhul produtseerivad 
modifi tseeritud tüvirakud pidevalt ADA-transgeenseid T-lümfotsüüte ning ravi on olu-
liselt tõhusam. 

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,00

SV40-
promootor

Inimese ADA-geeni
kodeeriv järjestus

Retroviirus-
vektor N2

LTR LTRNEOR
XhoI

ADA ekspres-
sioonivektor 
SAX

kb

LTR NEOR LTR
Kimäärne ADA-geen

Joonis 26.15. Inimese adenosiini deaminaasi (ADA) geeni ülekandevektori SA X konstrueerimine (SV40, 
ADA, restriktaas XhoI sait). Inimese ADA-geeni kodeeriva järjestuse ekspressiooni kontrollib SV40-viiruse 
tugev promootor. NEOR määrab rakkude resistentsust antibiootikumide neomütsiin, kanamütsiin ja G418 
suhtes; LTR – pikad otsmised kordusjärjestused leukeemiaviirusest (ingl. Moloney murine leukemia virus); 
Ψ – DNA järjestus, mis määrab vektor-DNA pakkimise viriooni. 

Teiseks, mitte nii edukaks immuundefitsiitsusepuhuse geeniteraapia näiteks on X-lii-
teline SCID, mis on põhjustatud interleukiin-2 retseptori γ-subühikut määrava 
IL2Rye-geeni defektsusest. Interleukiin-2 on signaalmolekul, mida on vaja immuun-
rakkude arenguks, sest ta stimuleerib B- ja T-lümfotsüütide teket. 2000. a. rakendati 15 
poisslapsel geeniteraapiat – nende vereloome tüvirakkudesse viidi retroviirusevektori abil 
IL2Rye-geen. Selline ravimikatsetus osutus edukaks, kuid kahe aasta pärast haigestusid 
ravitutest 2 last T-rakulisse leukeemiasse. Neil kahel leukeemiahaigel lapsel oli toimunud 
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seoses retroviiruse integratsiooniga translokatsioon kromosoomide 7 ja 11 vahel 
(jn. 26.17). Translokatsioon suurendas aga LMO2-geeni (on proto-onkogeen ja kontrol-
lib T-rakkude jagunemist) avaldumist. Selle geeni üleekspressioon stimuleerib T-rakkude 
ülemäärast jagunemist. Leukeemiahaigetel poistel oli retroviiruse vektor koos IL2Rye-
geeniga integreerunud LMO2-geeni ett e ning eksonite 1 ja 2 vahele, stimuleerides samuti 
LMO2-geeni transkriptsiooni (jn. 26.16). Selliste kaasefektide tõtt u peatati vahepeal mit-
mes Euroopa riigis retroviirustel põhinev geeniteraapia. 

Viiruste genoomil põhinevate vektorite kasutamine transgeeni viimiseks rakku 
võib põhjustada ka väga tugeva immuunvastuse viiruse valkude vastu. Näiteks patsient, 
kes kannatas ornitiini transkarboksülaasi defektsuse all ja kelle geeniteraapilisel ravil 
komplementeeriti vastav defekt geeniga, mis oli viidud adenoviiruse vektorisse, suri orga-
nismi liiga ägeda immuunvastuse tõtt u. 

4.1.3. Ajukasvajate geeniteraapia
Ajukasvajate kirurgiline eemaldamine on paljudel juhtudel tehniliselt võimatu. Seepärast 
on selles valdkonnas lootused geeniteraapia abile väga suured. Geeniteraapia eesmärgiks 
on kõrvaldada selektiivselt kasvajarakud või vähemalt blokeerida nende kasv ja palju-
nemine. Senised metoodilised lähenemisviisid geenide viimisele tuumorirakkudesse 
jaotuvad kahte gruppi:

1) tuumorirakkude retseptorite poolt äratuntavatel viirustel põhinevate vektorite 
abil;

2) mitt eviiruseliste vektorite abil (DNA-liposoomi kompleks, polükatioonid, polü-
meerid). 

ADA-SCID-
haige laps

Vererakkude
isoleerimine

Leukotsüüdid ja
T-lümfotsüüdid 

Vektor-DNA
Inimese ADA+-geen

Vererakkude nakatamine
ADA+-retroviiruse vektoriga

Retroviirus koos
vektor-DNA-ga

ADA+-geen

Retroviiruse DNA integratsioon
vererakkude kromosoomidesse

Rakkude kasvatamine koekultuuris,
ADA+-transgeeni avaldumise sedastamine

ADA+ valgete 
vererakkude viimine 

patsientide vereringesse

Paranemine
(protseduuri
tuleb korrata)

Joonis 26.16. Inimese adenosiini desaminaasi puudulikkusest põhjustatud immuunpuudulikkusehaiguse 
(ADA-SCID) ravi, kasutades somaatiliste rakkude geeniteraapia meetodit. ADA-SCID on põhjustatud 
ensüümi adenosiini desaminaasi aktiivsuse puudumisest. Geeniteraapia tegemisel eraldatakse patsiendilt 
leukotsüüdid, neisse viiakse retroviiruse vektori kaasabil metsiktüüpi ADA-geeni järjestused, sedastatakse 
transgeeni aktiivsuse olemasolu koekultuuris ja viiakse transformeerunud rakud tagasi patsienti. 
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Ajukasvajate geeniteraapial kasutatavad meetodid on järgmised.
1. Liitvalgul on kasvajaspetsiifilise retseptoriga seondumise domeen ja toksiini 

domeen: toksiin tapab tuumoriraku pärast retseptori vahendatud endotsütoosi.
2. Proravimite aktivatsioon, kus mitt etoksiline ravim konverteeritakse toksiliseks 

alles tuumorirakus. Kahjuks pääseb aktiveeritud ravim ka ümbritsevatesse rak-
kudesse ja tapab neid.

3. Angiogeneesivastane teraapia. Angiogeneesi (füsioloogiline protsess uute vere-
soonte moodustamiseks olemasolevatest) pidurdamine – sellega pidurdub ka 
kasvaja areng.

4. Apoptoosi indutseerimine. Näiteks saavutatakse geeni PT53 funktsiooni taasta-
mine ning toimub tuumorirakkude suunamine apoptoosi (hukkumisele).

5. Immuunvastuse modifi tseerimine, sest ajus on immunoloogilised tõrjemehhanis-
mid maha surutud.

6. Antisenss-RNA-tehnika.

1 2 3 4 5 6

AAA

11p13

7q35

K
at

ke
m

is
ko

ha
d

Katke

Katke

Geen 
TCR

Geen 
LMO2

Geen  LMO2
Geen TCR

Kromosoom 7 Kromosoom 11 Translokatsiooniga
kromosoom t(7;11)(q35;p13)

1 2 3 4 5 6

1
2 3 4 5 6

1 2 3 4 5 6
AAA

Retroviirusegeeni IL2R c 
insertsioon

Geen  LMO2:

Eksonid

LMO2 mRNA:

Leukeemiahaige poiss 1:

ATG

Leukeemiahaige poiss 2:

Retroviirusegeeni IL2R c
insertsioon

TAA

A

B

C

Joonis 26.17. LMO2-geeni toime. A. LOM2-geen kodeerib väikest polüpeptiidi (156 aminohapet), mis 
on sillaks kahe transkriptsioonifaktori ühendamisel. Leukeemiahaigetel patsientidel võib olla toimunud 
translokatsioon 7. ja 11. kromosoomi vahel, kus T-rakkude retseptori β-alaüksuse geen TCRβ põhjustab 
LOM2-geeni kõrval viimase üleekspressiooni. B. Metsiktüüpi LOM2-geeni struktuur: eksonid 4–6 mää-
ravad LOM2-valgu (ATG on initsiaator ja TA A terminaatorkoodon). C. Kahel leukeemiahaigel poisil 
toimunud geeni ILRβc insertsioonisaidid geeni LOM2.
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Meeldejätmiseks
• Geeniteraapial lisatakse defektse geenikoopiatega patsiendile normaalne geenikoopia. 
• Somaatiliste rakkude geeniteraapia taastab efektiivselt organismi immunoloogilisi funktsioone.
• Somaatiliste rakkude geeniteraapiaga kaasneb sageli kõrvalmõjusid, mis on põhjustatud viirusvektorite 

poolt indutseeritud kromosoomsetest translokatsioonidest või ülitugevast immuunvastusest viirusval-
kude vastu.

• Aju- ja muude kasvajate geeniteraapial surmatakse spetsiifi liselt vaid tuumorirakud või blokeeritakse 
nende edasine kasv. 

5. PÖÖRDGENEETIKA

5.1. Pöördgeneetika mõiste
Tagurpidi- e. pöördgeneetika (ingl. reverse genetics) tähendab geeni funktsioneerimi-
sel esinevaid otsetoimivale geneetikale (ingl. forward genetics) vastupidiseid protsesse. 
Klassikalises otsesuunalises geneetikas uuritakse tunnuste ja fenotüübi tekke geneetilisi 
põhjuseid, pöördgeneetikas aga nukleiinhappejärjestusi, mille informatsiooniline toime 
on vastupidine klassikalisele geneetilise informatsiooni realiseerumisele (DNA → valk → 
tunnus). Näiteks kasutatakse inimese geneetikas pöördgeneetika mõistet siis, kui feno-
tüübi järgi püütakse ennustada genotüüpi. Eksperimentaalse pöördgeneetika eesmärgiks 
on blokeerida geenide toime. Imetajate arengugeneetika osas käsitlesime juba nokauditud 
geenidega organismide saamist. Siin vaatleme järgmiseid pöördgeneetika käsitlusviise:

1) antisenss-RNA; 
2) T-DNA ja transposooninsertsioonid; 
3) RNA interferents;
4) ribosüümid.

5.1.1. Antisenss-RNA
Antisenss-DNA-de kasutamine geeniekspressiooni regulatsiooniks (ka väljalülitami -
seks) oli teada juba enne antisenss-RNA meetodite kasutuselevõttu. Pöördgeneetika 
põhimeetodiks ongi spetsiifi liste geenide avaldumise väljalülitamine vastasmõtt elise 
e. antisenss-R NA-ga (ingl. antisens RNA). DNA-l sünteesitud lühikesed antisenss-
R NA-molekulid on R NA-d, mis on komplementaarsed geenide transkriptsioonil 
sünteesitavatele mRNA-molekulidele. mRNA koodonid on mõtt elised ja mRNA on seega 
mõtt eline e. senss-RNA (ingl. sens RNA). Kui rakus on koos antisenss- ja senss-RNA, 
siis moodustub kaksikahelaline dupleks RNA e. dsRNA-molekul, mis järgnevalt kas 
degradeeritakse või ei võimaldata enam tal transleerimist. Järelikult blokeeritakse anti-
senss-RNA toimel mRNA-lt läbiviidav valgusüntees. 
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TAA
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UUA CAUAUG UAA

AUG UAA

UAC AUU

5´ 3´

DNA DNA 

Senss-mRNA Antisenss-RNA

Kodeeriv järjestus Inverteeritud kodeeriv järjestus

Transkriptsioon Transkriptsioon

Antisenss-RNA ja
senss-mRNA paardumine

mRNA degradatsioon või translatsiooni vaigistamine

RNA indutseeritud vaikiva kompleksiga (RISC)

Joonis 26.18. Spetsiifi lise geeni avaldumise blokeerimine või allasurumine antisenss-RNA-ga. Kaksikahelalise 
RNA (dsRNA) lõigud moodustuvad antisenss-RNA hübriidimisel senss-mRNA-ga. mRNA degradatsioon või 
translatsiooni vaigistamine toimub RNA indutseeritud vaigistava kompleksi (RISC) toimel. 

Antisenss-RNA saamise lihtsaim viis on järgmine (jn. 26.18):
1) kloonitakse huvipakkuv geen;
2) sobiva restriktaasiga eraldatakse promootorist geeni kodeeriv järjestus;
3) promootor ja kodeeriv järjestus ligeeritakse kokku vastupidises orientatsioonis;
4) saadud antisenssgeen (ingl. antisense gene) transformeeritakse rakku, kus selle 

geeni transkriptsioon annab antisenss-RNA. 

Antisenss-RNA-d moodustav rekombinantne DNA on konstrueeritud näiteks tomatitai-
mel. Tomati viljad pehmenevad tomati rakkudes sisalduva ensüümi polügalaktouronaasi 
toimel. Seepärast tuleb tomatid korjata rohelisena ning lasta järelvalmida. Kui vähendada 
tomatirakkudes ensüümi polügalaktouronaasi sisaldust (Flavr SavrTM tomatid), siis saab 
korjata valminud tomateid, tomati viljad säilivad kauem ja on rohkema viljalihaga. Tomati 
maitsemuutused (meeldimine) on omaett e küsimus. 

Antisenss-RNA-d leidub laialdaselt ka looduslikult. Tuntuimaks mRNA loodusli-
kuks antisenssmehhanismiks on hok/sok-süsteem E. coli plasmiidil R1. Kõrgematest 
organismidest nimetame näitena nii hiirel kui inimesel isalt päritava insuliinisarnase 
kasvufaktori 2 retseptorgeeni Ig f2r toimel sünteesitavat antisenss-RNA-d, mis blo-
keerib Ig f2r-geeni mRNA. Antisenss-RNA toimet ja mõju ei tohi segamini ajada RNA 
interferentsi nähtusega, mida käsitleme allpool eraldi.
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5.1.2. T-DNA ja transposooninsertsioonid
Geenide avaldumist pidurdatakse kindlate transposoonidega või transposoonide kind-
late järjestustega. Üheks selliseks on Ti-plasmiidi T-DNA, mis võib integreeruda taime 
genoomi kõikvõimalikesse geenidesse ning lülitada nende geenide avaldumise välja 
(nokautida geenid). See on võimas meetod, et kindlaks teha ja uurida taimede geene. 
T-DNA-järjestuste integratsioonisaidid saab täpselt lokaliseerida. Kuivõrd T-DNA võib 
geeni integreeruda kahes suunas (orientatsioonis), siis kasutatakse T-DNA kindlakste-
gemisel nelja PCR-praimerit, mis sisaldavad T-DNA lõpu 5́ - 3 -́nukleotiidset järjestust 
e. piirijärjestust (ingl. border sequences) ja otsitava/huvitava geeni otsmisi järjestusi 
(jn. 26.19). Täpne lokalisatsioon määratakse järgneval PCR-produktide sekveneerimisel. 
Sel meetodil kaardistati taimedest müürloogal (Arabidopsis thaliana) 2005. a. 336 000 
transpositsioonilist insertsiooni. 

T-DNA 
Geen 

PCR-praimerid:

PCR-produktid:

PCR 1 PCR 2

PiirijärjestusedPiirijärjestused

Joonis 26.19. T-DNA geenisiseste insertsioonide lokalisatsioon PCR-praimeritega, mis sisaldavad T-RNA 5́  
→ 3´ otsmisi piirijärjestusi ja uuritava geeni otsmisi järjestusi. PCR-praimerite abil amplifi tseeritakse DNA-
segmendid T-DNA inserdi otste ja uuritava geeni otste vahel. Kasutatakse nelja PCR-amplifi katsiooni, sest 
T-DNA insertsioon võib toimuda kahes alternatiivses orientatsioonis (joonisel näidatud kaks amplifi kat-
siooni). T-DNA täpne lokalisatsioon määratakse PCR-produktide DNA sekveneerimisel. 

5.1.3. RNA interferents
Kolmandaks pöördgeneetika käsitlusviisiks on RNA interferents e. RNAi (ingl. RNA 
interference, RNAi). Rakust eraldatud RNA koosneb sageli RNA senss- ja antisenssahe-
latest, mis moodustavad kaksikahelalise dupleks-RNA (dsRNA) heelikseid. dsRNA 
võimet pidurdada omaenda geenijärjestuse ekspressiooni nimetataksegi RNA interferent-
siks e. RNAi-ks. Kui rakku ilmub dsRNA, siis kasutab rakk nn. Dicer-ensüümi (ingl. 
Dicer enzyme), mis lõikab dsRNA fragmentideks suurusega ca 21 bp (ulatusega 2 kaksik-
ahela heeliksi pööret). Järgnevalt vabanevad mõlemad RNA-ahelad, milledest üks on siis 
antisenss-RNA-ahel. Valkude kaasabil ja komplementaarsuse põhimõtt el ühineb see ahel 
mRNA-molekuli senssjärjestusega. Kui paardumine on täpne, siis mRNA blokeeritakse 
ja degradeeritakse (jn. 26.20). Kuivõrd siin on tegemist väikeste RNA-molekulidega, 
siis nimetatakse neid ka väikesteks RNA interferentsmolekulideks e. siRNA (ingl. 
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small interfering RNA or siRNA). siRNA-de kompleksi valkudega nimetatakse aga RNA-
indutseeritud vaigistavaks kompleksiks e. RISC (ingl. RNA-induced silencing complex 
or RISC). Organismides on tuhandeid geene, mis määravad väikeste RNA-molekulide 
sünteesi. Need mikro-RNA e. miRNA-molekulid (ingl. micro RNAs) määravad in vivo 
dsRNA-molekulide tekke, olles geeniregulatsioonil ühtedeks võtmetegijateks. 

RNA 

Translatsiooniline
repressioon

RNA
katkilõikamine

mRNA5´

P P

3´

või

translatsiooniline
repressioon

RNA
katkilõikamine

mRNA5´

P P

3´

või

mRNA

dsRNA

mRNA

dsRNA

In vitro sünteesitud
dsRNA

Koopia 1 Koopia 2

3´

3´ 5´

5´

5´
5´

5´ 5´

5´

3´

3´

3´ 3´

3´

A B DNA 

Transkriptsioon

dsRNA juuksenõela-
struktuuri viimine organismi

RISCRISC

dsRNA mikrosüstimine
organismi

Joonis 26.20. R NA interferents kaksikahelalise R NA (dsR NA) toimel. A. Vaigistatava geeni järjestust 
sisaldava dsRNA in vitro süntees ning rakku süstimine. B. Konstrueeritud geeni avaldumise kassett  sisal-
dab uuritava geeni segmendi kahte koopiat vastassuunalises orientatsioonis, kus transkriptil saadakse 
juuksenõelastruktuuri sisaldav dsRNA. Mõlemal juhul initsieerib dsRNA märklaudgeeni vaikimise RNA-
indutseeritud vaigistava kompleksi (RISC) moodustamisega: märklaud-mRNA degradeeritakse või mRNA 
translatsioon pidurdatakse.

5.1.3.1. miRNA
mi-RNA e. mikro-RNA-d on posttranskriptsiooniliste regulaatorite klass. Tavaliselt 
on need RNA-d 21–22 nukleotiidi pikad ja kui nad seostuvad komplementaarsuse alu-
sel mRNA 3´UTR-ga, vaigistades vastava geeni (mRNA) avaldumise. Taimedel toimub 
miRNA seondumine mRNA kodeeriva piirkonnaga. Mikro-RNA märklaudgeenideks 
on osal eukarüootidel üle poole kõigist nende geenidest. Mikro-RNA moodustatakse nii 
tema poolt mõjutatava geeni enda kui ka intronite poolt. Viimaseid miRNA-sid nimeta-
takse mirtroniteks (ingl. mirtrons). miRNA biogenees on nii transkriptsioonilisel kui 
postt ranskriptsioonilisel tasemel väga täpselt reguleeritud. miRNA toime on seotud rea 
haiguste avaldumisega (vähkkasvajad, südamehaigused jt.).
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5.1.3.2. siRNA
Kindlaotstarbeliste siRNA-molekulide konstrueerimine avab geeniteraapias uued võima-
lused. Näiteks on edu saavutatud prioonide (ingl. pryons) Prnp-geenide ekspressiooni 
mahasurumisel siR NA vahendusel, kusjuures siR NA-järjestused viidi rakku retro-
viiruste kaasabil ning siRNA moodustus rakus Dicer-ensüümi toimel. Teisalt muudab 
loomade mõlema prioonigeeni nokautimine nad resistentseteks priooninfektsioonide 
suhtes. Prioonid on teatavasti müstiliselt unikaalsete omadustega valgud, mis põhjusta-
vad pärilikke spontaanseid või infektsioonilisi haiguseid. Prioonvalk (PrP) esineb kahes 
konformatsioonis: rakulises ohutus PrPc-vormis või patogeenses PrPSc-vormis. Nende 
vormide erinevus seisneb patogeense vormi võimetuses moodustada valgu teatavat kon-
formatsioonilist struktuuri. Kokkupakkimata valgu ülekanne uude sama või ka erineva 
liigi isendisse põhjustab haigestumise ja tavaliselt närvikoe- (aju-) kahjustuste tagajärjel 
organismi hukkumise. 

Tuntumad infektsioonilised prioonhaigused on järgmised:
1) lammaste ja kitsede kraapimistõbi (ingl. scrapie);
2) loodusrahvastel piirkonniti esinev haigus kuru (ingl. kuru), mis on seotud kanni-

balismiga;
3) hullulehmatõbi (ingl. bovine spongiform encephalopathy);
4) põtrade ja hirvede krooniline lahjumistõbi (ingl. chronic wasting disease).

5.1.4. Ribosüümid
Katalüütiliste omadustega RNA-molekule nimetatakse ribosüümideks (ingl. ribozymes). 
Ribosüümid on võimelised põhjustama katkeid mRNA-s. Neil on katalüütiline domeen ja 
märklaud-RNA äratundmisdomeen (jn. 26.21). Looduslikud nukleiinhappelised ensüü-
mid on vaid RNA puhul. DNA-sse toimivaid desoksüribosüüme (ingl. deoxyribozymes) 
saadakse sünteesida vaid kunstlikult, võtt es aluseks ribosüümide järjestusi. 

Meeldejätmiseks
• Pöördgeneetilised elemendid kasutavad struktuurgeenide järjestusi, et muuta need inaktiivseteks (null-

mutatsioonid) või pidurdada nende avaldumist.
• Antisenss-RNA on komplementaarne senss-RNA-le (mRNA) ning pidurdab geenide ekspressiooni.
• T-DNA transpositsioonilised insertsioonid võimaldavad lokaliseerida geenide nullmutatsioone.
• RNA interferents blokeerib või inhibeerib geenide avaldumise kaksikahelalise RNA moodustamisega.
• Pärilike, infektsiooniliste või spontaanselt moodustuvate prioonvalkude põhjustatud loomahaigused on 

tingitud vastava valgu võimetusest end õigesti kokku pakkida ja valgu võimest avalduda intensiivselt 
närvikoes (eelkõige ajus). Prioonvalkudest põhjustatud haiguseid on võimalik ravida geeniteraapiliselt 
siRNA-de kaasabil. 

• Ribosüümid on ensümaatilise aktiivsusega RNA-molekulid, mis on võimelised lagundama sihtmärk-
RNA-d molekuli kindlates punktides. 
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Ribosüümigeen
DNA 

Äratundmisdomeen

RNA-RNA paardumine

Katalüütiline domeen

Transkriptsioon

Ribosüüm

Märklaud-RNA

Katkilõigatud märklaud-RNA

Katkilõikamis-
sait

Geeniteraapia
produktid

Ribosüüm (RNA)

Joonis 26.21. Ribosüümide toime. Ribosüümigeen kodeerib katalüütilise aktiivsusega RNA-ribosüümi 
moodustumist. Ribosüümil on katalüütiline domeen, mis määrab märklaud-RNA katkilõikamise saidi, mis 
fi kseeritakse omakorda ribosüümi äratundmisdomeeni paardumisel märklaud-RNA (substraadi) aluspaar-
dumispiirkonnaga. 

6. BIOTEHNOLOOGIA JA TÄNAPÄEV

6.1. Biosõjad ja bioterrorism
6.1.1. Molekulaarsed sõjavahendid
Bakterid produtseerivad toksilisi valke e. bakteriotsiine (ingl. bacteriocins) ning kui 
need ained toimivad ka kõrgematesse organismidesse, siis nimetatakse neid toksiini-
deks (ingl. toxins). Näiteks E. coli plasmiidi Col E1 poolt määratav kolitsiin (ingl. colicin) 
tabab tundlikke E. coli rakke. Seega bakter lihtsalt tapab oma liigikaaslasi, et jätt a endale 
rohkem võimalusi elus püsimiseks ja paljunemiseks. Bakterid võivad hävitada ka eu-
karüoote. Bacillus thuringiensis toodab Bt-toksiini, mis tapab kahjurputukaid. King-
looma (Paramecium) mõnedes tüvedes elavad sümbiondina bakterid (Caedibacter), mida 
tuntakse kapafaktori (ingl. kappa particles) nimetuse all. Kui kapafaktor vabaneb ja tei-
sed tundlikud kingloomad ta ära söövad, surmab kapafaktor nad. Kapafaktoriga tüvesid 
nimetatakse seepärast tapjaliinideks (ingl. killers). Patogeensed bakterid ja viirused on 
mõõdukamad, sest nad peavad säilitama vähemalt osa peremeesorganismidest. 

Surmavate bakterite ja viiruste kasutamist sõjalisel otstarbel on proovitud, kuid see 
on osutunud suhteliselt ebaefektiivseks. Näiteks 1300. aastatel musta katku e. musta 
surma (ingl. Black death) ajal saatsid tatarlased katapultidega vaenlaste leeri katku surnud 
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inimeste laipasid. Vietnami sõjas kasutasid partisanid pett ekaevikutes inimese väljahei-
detega töödeldud teravaid bambusorke. Antraksi (Bacillus anthracis) spoore kasutati 
terrorismi eesmärgil 2001. a. USA vastu, kuid ka see polnud efektiivne. Olulise sõjalise 
efekti saamiseks tuleb need bioloogilised relvad muuta plahvatavateks ja laotada laiale ter-
ritooriumile. Õnneks pole seda seni suuremastaabiliselt tehtud. Seepärast saame tõdeda, 
et näiteks Lääne-Niiluse viirus on inimkonnale olnud kordi kahjulikum kui antraks. Kuid 
ka õnnetusjuhtumite tagajärjel võivad uurimis- ja kontroll-laboritest eluohtlikud orga-
nismid välja levida. Seepärast on kehtestatud laboritele bioohu (ingl. biosafety) nõuded 
tasemel P1–P4. Kõrgeimal, P4 tasemel peab laborites olema negatiivne õhusurve (midagi 
ei tohi sealt välja minna!), töötamine patogeenidega on neis laborites lubatud vaid ver-
tikaalsete õhkkardinatega laminaarkappides, laboririietust laborist välja ei viida ning 
kogu õhk on UV-steriliseeritud. Laborisse sisenetakse ja laborist väljutakse spetsiaalsete 
lüüside kaudu välistamaks bioohu väljumist laboritest. Kõik töövahendid ja -riistad auto-
klaavitakse.

Kõrgeimasse riskigruppi A kuuluvad bakteritest antraksi- (Bacillus anthracis), katku- 
(Yersinia pestis) ja tulareemiatekitaja (Francisella tulerensis), viirustest rõuge- (Variola 
major), ebola- (Ebola hemorrhagic fever) ja lassaviirus (arenaviirus, põhjustab lassapala-
vikku) ning toksiinidest botulismitoksiin (Clostridium botulinum). Madalama bioriski 
astmega on hulgaliselt baktereid, viiruseid, valgulisi toksiine ja taimede alkaloide. Mole-
kulaargeneetiliselt on olulisemad paljudes kõrgemates taimedes leiduvad ribosoome 
inaktiveerivad valgud e. RIP-id (ingl. ribosome-inactivating proteins). Need valgud 
lagundavad adeniini ja riboosi N-glükosiidset sidet ribosoomi suure alaüksuse RNA-del 
(28S rRNA eukarüootidel ja 23S rRNA prokarüootidel). Vaid ühest RIP-molekulist pii-
sab, et hävitada kogu ribosoom ja tappa rakk. Sama toimemehhanismiga on bakteriaalse 
düsenteeria Shiga toksiin (Shigella dysenteriae śt) ja enteropatogeensete (E. coli) tüvede 
toksiinid. Kuulsaim neist on aga riitsinustaimest (Ricinus communis) saadav ritsiin (ingl. 
ricin), mille letaalne doos on 3 mikrogrammi kehakaalu kilogrammi kohta ja millega tea-
tavasti tapeti Bulgaaria dissident Georgi Markov. 

Meeldejätmiseks
• Prokarüoodid tapavad endasuguseid.
• Alamad eukarüoodid kasutavad sageli prokarüoote ja viiruseid, et tappa endasuguseid.
• Bioloogilised sõjavahendid pole senini osutunud efektiivseteks, olles eelkõige vaid psühholoogilise 

toimega. 
• Bioloogiliselt ohtliku materjaliga töötamisel on laboritel ohutusnõude tasemed P1–P4. 
• Ribosoome inaktiveerivad valgud on väga tugevad rakumürgid. 

6.2. Bioeetika
6.2.1. Eugeenika
Eugeenika e. õpetuse inimese tõupuhtusest lõi Sir Francis Galton 1883. a. Selle ees-
märgiks on parandada inimliigi kvaliteeti. Järelikult oleks vaja, et inimpopulatsioonis 
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oleks vähem geneetiliste defektidega isendeid. Meetodite põhjal jaotatakse eugeenika 
kaheks:

1) negatiivne eugeenika – pärilike defektidega või ebasoovitavaid tunnuseid kand-
vatele isenditele keelatakse järglaste saamine;

2) positiivne eugeenika – soovitavate tunnustega vanematel soodustatakse järg-
laste saamist.

Negatiivse eugeenika hulka kuuluvad sellised meetodid nagu riiklikult seadustega mää-
ratud steriliseerimine (nt. Hiina RV, India), defektidega laste hävitamine (Vana-Rooma), 
rassidevaheliste ristumiste takistamine jms. Ajalooliselt on neid meetodeid rakendatud 
ulatuslikult. Näiteks USA-s steriliseeriti möödunud sajandi kahekümnendatel aastatel 
60 000 inimest. Peamiselt seostatakse eugeenikat ja steriliseerimist Natsi-Saksamaaga. 
Olukord oli ja on tegelikult palju mitmetahulisem. Näiteks kehtis Rootsis sundsterili-
seerimise programm kuni 1975. aastani. Tänapäeval kasutatakse sundsteriliseerimist 
meditsiinilistel eesmärkidel, kuid seadusandlikult tehakse seda osas riikides tänapäeval 
ka näiteks pedofi ilia puhul. Olukord on komplitseeritum, kui esmapilgul võib arvata, sest 
geneetilis-meditsiinilistel näidustustel tuleb steriliseerimisi teha ilmselt niikuinii ja alati 
tekib küsimus piirist. 

Positiivse eugeenika valdkonda kuulub vabatahtlik steriliseerimine, abordid ja 
riiklikud toetused laste arvu suurendamiseks. Paljudes riikides on toimivad demograafi a-
programmid. 

Ei positiivse ega negatiivse eugeenika meetodid muuda oluliselt inimpopulatsiooni 
järglaspõlvkonna geneetilist struktuuri. Põhjuseks on kolossaalselt suur tunnuste arv, gee-
nide kombinatoorika ja lahknemise ulatus. Eetilisest aspektist on küsimus sageli normis 
ja patoloogias. Kes on geenius ja kui palju erineb geniaalsus lollusest? Kes määrab pii-
rid? Erinevad religioonid ei luba valdavalt inimeste paljunemist mingil moel reguleerida. 
Arenenud ühiskonnas on järglaste saamine ja perekonna planeerimine eelkõige seotud 
isikliku karjääri, rahaliste vahendite ja momendi moega. Riiklik planeerimine ei suuda 
demograafi list situatsiooni püsivalt parandada, v.a. ehk totalitaarsete riikide mõningad 
näited. 

6.2.2. GMO-d 
GMO-de e. geneetiliselt modifi tseeritud organismide puhul ei tohi unustada, et tradit-
siooniliste meetoditega on inimesed teinud neid juba aastatuhandeid nii loomatõugude 
kui taimesortide aretusel. Diskuteeritakse tavaliselt nelja asjaolu üle.

1. Kas produktid on inimesele toiduna ohutud?
2. Kas produktid pole geneetiliselt reostunud?
3. Kas GMO-d pole looduse mitmekesisusele ohtlikud?
4. Milline on GMO-dest tingitud geneetilise reostuse (ingl. genetic pollution) ula-

tus?

Teaduslikust seisukohast on olukord selge: ohte võib eeldada vaid teoreetiliselt ja seni 
pole ühtegi olulist negatiivset näidet. Riiklikult, tootjate poolt ja isikute tasandil on prob-
leemid üleval sageli seoses majanduslike huvidega, vajadusega kaitsta oma tegevust ja 
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olemasolevat seisundit. Kõik see ei tähenda aga, et geneetilise reostuse küsimustega ei 
tuleks tegelda. 

GMO-d on tänapäeval vähelevinud loomakasvatuses, vähemalt mitte sama laialt 
kui taimekasvatuses. Eelkõige kasutatakse GMO-sid laboratoorsetes tingimustes. Tõsi, 
geneetilised katsed on juba alates ajaloolistest aegadest tuginenud loomkatsetel. Kuivõrd 
transgeensete loomade saamine võib olla tänapäeval paljudele inimesele eetiliselt vastu-
võtmatu, siis on loomkatsete tegemine praegusajal küllalt täpselt reguleeritud. Samuti on 
küsimus nn. transgeenses kunstis (ingl. transgenic art), võimaluses konstrueerida erine-
vatele liikidele ebanormaalsete omadustega järglasi, kes on sisuliselt mõnedel juhtudel 
suisa monstrumid. Näiteks on konstrueeritud helenduv rott  GFP Bunny. Teisalt on trii-
buliselt helenduvad GloFish’id (sebrakalad) ja medakad (helenduvad riisikalad) vägagi 
ilusad ja akvaristide erilised lemmikud. Neid kalu on müüdud tohutult palju.

6.2.3. Meditsiinilised manipulatsioonid 
Geeniteraapia ja transgeenne tehnoloogia on tõstatanud fundamentaalsed eetilised 
küsimused seoses avanenud ja avanevate manipulatsioonide võimalustega inimmedit-
siinis. Kindlasti on vajalik sünnieelsete geneetiliste defektide avastamine, et perre ei 
sünniks haiget last. Abortide lubamise/mitt elubamise küsimustega on teravnenud konf-
likt teaduse, eetika ja religiooni vahel. Teaduse areng määrab üheselt suuna tüvirakkude 
uurimise vajalikkuse suhtes. Taotlused peatada teaduse arengut pole ajaloos edu toonud. 
Ometi pole paljudele inimestele inimkudede ja -organite kunstlik saamine veel vastuvõe-
tav. 

Tulevikus arenevad tehnikad, mis võimaldavad saada etteantud omadustega lapsi 
(nt. sinised silmad, kõrge intelligentsus, kasv, resistentsus haigustele jms.). Teisalt ja veelgi 
enam, meditsiiniliselt saab ilukirurgia abil inimest muuta operatiivselt tundmatuseni. 
Nahka on võimalik muuta siledaks ja nooreks, süstides naha alla madalas kontsentratsioo-
nis botulismitoksiini. Mõneti reguleerivad neid küsimusi meditsiiniliste teaduskatsete 
teostamiseks luba andvad meditsiinieetika komisjonid. Aga ilukirurgia ei kao meie elust 
mitt e kunagi.

6.2.4. Biotehnoloogia ja eetika 
Biotehnoloogia defi nitsioone on mitmeid. Ühed käsitlevad biotehnoloogiana igasuguseid 
tehnoloogilisi rakendusi, kus kasutatakse bioloogilisi süsteeme, elusorganisme või nende 
osi selleks, et toota eesmärgipõhiselt mitmeid produkte või modifi tseerida tootmisprot-
sessi. Teised käsitlevad biotehnoloogiana vaid praktilistel eesmärkidel organismidega 
manipuleerimist ning kasulike produktide tootmist. Erinevused tulenevad põhiliselt 
sellest, et kui teaduslikul lähenemisel ei püüta muuta looduses esinevaid protsesse, siis 
ühiskonna ja majanduse huvides toodetavaid produkte võidakse saada ebaharilikel mee-
toditel, mistõtt u biotehnoloogilisi produkte võib klassifi tseerida headeks ja halbadeks. 
Viimasel juhul on tegemist nüüdisaegse biotehnoloogia agressiivse katsega muuta kii-
resti organismide ja nende populatsioonide tähtsaid bioloogilisi omadusi, teadmata ja 
tunnetamata seejuures muudatuste evolutsioonilisi tagajärgi. Just ökoloogiline aspekt 
on üheks võtmeks biotehnoloogiliste protsesside ja tehnoloogiate eetilisel hindamisel. 
Ühiskondlikul pinnal toimub biotehnoloogilise tootmise õiguslik regulatsioon, kusjuures 
tähtsamateks komponentideks on siin ennetav tegevus ja ett evaatusabinõud.
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Meeldejätmiseks
• Eugeenika on õpetus inimese tõupuhtusest, et parandada kvalitatiivselt inimsugu.
• Ei negatiivne (paljunemise keeld) ega positiivne (paljunemise soodustamine) eugeenika suuda mõjutada 

järglaspõlvkonna populatsiooni struktuuri ning see võib põhjustada eetilisi probleeme.
• Inimesed on valikuga mõjutanud enese teadmata (sisuliselt suunatud geneetiliselt modifi tseeritud orga-

nismide valikuga – aretusega) loodust tuhanded aastad, kuid insenergeneetika ajastul tehakse seda 
oluliselt kiiremini ja ulatuslikumalt.

• Meie planeedi looduslik mitmekesisus e. biodiversiteet sõltub suuresti inimkonna põllumajanduslikust 
tegevusest. 


