
  
    [image: ]

  


  
    Rakubioloogia


    Koostajad:


    Toivo Maimets


    Sulev Kuuse


    


    Tartu, 2018


    


    Peatükkide autorid: Tiina Alamäe, Andres Arend, Joachim Matthias Gerhold, Sulev Ingerpuu, Kalle Kisand, Hannes Kollist, Sulev Kuuse, Kristiina Laanemets, Darja Lavõgina, Mart Loog, Dmitri Lubenets, Arnold Kristjuhan, Mardo Kõivumägi, Toivo Maimets, Aavo-Valdur Mikelsaar, Olga Mazina, Evi Padu, Heiti Paves, Pärt Peterson, Ago Rinken, Rein Sikut, Pille Säälik, Tanel Tenson, Tambet Tõnissoo, Raivo Uibo


    


    Koostajad: Toivo Maimets, Sulev Kuuse


    Toimetajad Mart Viikmaa, Rein Sikut


    Retsensendid: Evelin Loit, Urmas Arumäe


    Keeletoimetaja: Mari Mets


    Kaanefoto: Katrin Ruisu


    E-raamatu kujundus: Ants Tuur, OÜ Flagella


    


    Hiire embrüonaalsed fibroblastid (MEF) E12,5 dpc.


    Tuumad värvitud DAPI-ga (sinine), fokaalse adhesiooni kompleksid värvitud vinkuliiniga (valge), F-aktiin värvitud värviga Phalloidin 594 (punane), konfokaalmikroskoop.


    


    Joonised: Emma Eensalu, Imbi Jaks, Sulev Kuuse, Kristiina Laanemets, Darja Lavõgina, Dmitri Lubenets, Maire Mandel, Rainer Nutt, Katrin Ruisu, Feliks Sarv, Ardo Sägi, Tambet Tõnissoo


    


    Fotod: Andres Arend, Tiiu Ilus, Sulev Ingerpuu, Sirje Kivi, Kati Kuuse, Sulev Kuuse, Jüri Kärner, Dmitri Lubenets, Heleriin Margus, Aavo-Valdur Mikelsaar, Ruth Mikelsaar, Kärt Padari, Heiti Paves, Katrin Ruisu, Tiit Talpsep, Urmas Tartes, Tambet Tõnissoo


    


    


    Väljaandmist toetasid programmi „Eestikeelsed kõrgkooliõpikud 2013–2017“ raames haridus- ja teadusministeerium ja SA Archimedes.


    
      [image: ]

    


    
      [image: ]

    


    


    Väljaandmisel olid toeks ka Tartu Ülikool, TÜ loodus- ja täppisteaduste valdkond ning TÜ molekulaar- ja rakubioloogia instituut.


    
      [image: ]

    


    


    Autoriõigus: Tartu Ülikool, autorid, 2018


    


    ISBN 978-9949-77-773-0 (epub)

  


  
    RAKUBIOLOOGIA PEATÜKID


    1. Sissejuhatus


    Toivo Maimets, Sulev Kuuse


    2. Eu- ja prokarüootse raku võrdlus


    Tiina Alamäe


    3. Rakubioloogia keemilised aspektid: molekulid ja vastasmõjud


    Darja Lavõgina


    4. Raku organellid


    Sulev Ingerpuu, Arnold Kristjuhan, Aavo-Valdur Mikelsaar, Tanel Tenson, Rein Sikut, Jaanus Remme, Darja Lavõgina, Sulev Kuuse, Toivo Maimets, Joachim Mathias Gerhold, Evi Padu, Heiti Paves, Pille Säälik


    5. Rakkudevahelised ühendused ja rakuväline maatriks


    Sulev Ingerpuu


    6. Rakkudevaheline signaaliülekanne


    Darja Lavõgina, Olga Mazina, Ago Rinken


    7. Rakutsükkel


    Mardo Kõivomägi, Mart Loog


    8. Meioos


    Mardo Kõivumägi, Mart Loog


    9. Arengubioloogia


    Tambet Tõnissoo


    10. Rakkude diferentseerumine


    Sulev Kuuse


    11. Tüvirakud


    Toivo Maimets


    12. Rakkude programmeeritud surm ehk apoptoos


    Toivo Maimets


    13. Kasvajate bioloogia


    Toivo Maimets


    14. Immuunsus


    Kalle Kisand, Pärt Peterson, Raivo Uibo


    15. Imetajate erinevad koetüübi


    Andres Arend


    16. Taimerakk


    Evi Padu


    17. Valik rakubioloogia meetodeid


    Dmitri Lubenets, Sulev Ingerpuu, Aavo-Valdur Mikelsaar


    18. Mudelorganismid, mutatsioonid ja geneetiliselt modifitseeritud organismid


    Sulev Kuuse, Hannes Kollist, Kristiina Laanemets

  


  
    Sisukord
  


  
    1. Sissejuhatus
  


  
    2. Eu- ja prokarüootse raku võrdlus

    
      TIINA ALAMÄE
    

  


  
    2.1. Elupuu kolm haru
  


  
    2.2. Eu- ja prokarüootsete rakkude lühiiseloomustus
  


  
    3. Rakubioloogia keemilised aspektid: molekulid ja vastasmõjud

    
      DARJA LAVÕGINA
    

  


  
    3.1. Keemiline side molekuli sees ja vastasmõjud molekulide vahel

    
      3.1.1. Ioonside ja laeng-laeng vastasmõju
    


    
      3.1.2. Kovalentne side
    


    
      3.1.3. Vesinikside
    


    
      3.1.4. Van der Waalsi vastasmõjud
    

  


  
    3.2. Bioloogiliselt olulised elemendid

    
      3.2.1. Põhibioelemendid

      
        3.2.1.1. Funktsionaalrühmad orgaaniliste ühendite koostises
      


      
        3.2.1.2. Isomeeria mõiste
      

    


    
      3.2.2. Makrobioelemendid
    


    
      3.2.3. Mikrobioelemendid
    

  


  
    3.3. Vesi ja selle omadused

    
      3.3.1. Vesi lahustina
    


    
      3.3.2. Osmoos
    


    
      3.3.3. Pindpinevus
    


    
      3.3.4. Kapillaarsus
    


    
      3.3.5. Vesikeskkonna pH
    

  


  
    3.4. Biomakromolekulid

    
      3.4.1. Süsivesikud
    


    
      3.4.2. Nukleiinhapped

      
        3.4.2.1. DNA kõrgemat järku struktuurid
      


      
        3.4.2.2. RNA kõrgemat järku struktuurid
      

    


    
      3.4.3. Valgud

      
        3.4.3.1. Valkude primaarstruktuur
      


      
        3.4.3.2. Valkude sekundaarstruktuur
      


      
        3.4.3.3. Valkude tertsiaarstruktuur
      


      
        3.4.3.4. Valkude kvaternaarstruktuur
      

    


    
      3.4.4. Lipiidid

      
        3.4.4.1. Rasvhapete estrid ja amiidid
      


      
        3.4.4.2. Muud lipiidid
      

    

  


  
    4. Raku organellid

    
      SULEV INGERPUU
    

  


  
    4.1. Raku tuum

    
      4.1.1. Tuumaümbris
    


    
      4.1.2. Tuumapoori kompleks
    


    
      4.1.3. Tuuma laamina
    


    
      4.1.4. Tuuma maatriks
    


    
      4.1.5. Kromosoomide territooriumid
    


    
      4.1.6. Tuumake ja tuumakese organisaatori piirkonnad
    


    
      4.1.7. Tuumakehakesed

      
        4.1.7.1. Cajali kehakesed
      


      
        4.1.7.2. PML-kehakesed
      


      
        4.1.7.3. Muud tuumakehakesed
      

    

  


  
    4.2. DNA, kromatiin ja kromosoomid

    
      ARNOLD KRISTJUHAN
    


    
      4.2.1. DNA nukleosoomne struktuur ja histoonid
    


    
      4.2.2. Kromatiini modifitseerimine. Eu- ja heterokromatiin
    


    
      4.2.3. Geenide ekspressiooniga kaasnevad muutused kromatiinis
    


    
      4.2.4. Kromosoomide ehitus ja kromosoomide „erilised“ piirkonnad

      
        AAVO-VALDUR MIKELSAAR, ARNOLD KRISTJUHAN
      


      
        4.2.4.1. Tsentromeeride funktsioon ja tüübid, ultra- ja molekulaarne struktuur
      


      
        4.2.4.2. Kinetohoorid
      


      
        4.2.4.3. Telomeerid ehk kromosoomide otsad
      

    


    
      4.2.5. Inimese tsütogeneetika algusaeg

      
        AAVO-VALDUR MIKELSAAR
      

    


    
      4.2.6. Klassikaline tsütogeneetika
    


    
      4.2.7. DNA replikatsioon eukarüootides

      
        ARNOLD KRISTJUHAN
      


      
        4.2.7.1. DNA replikatsiooni alguspunktid ja replikatsiooni initsiatsioon
      


      
        4.2.7.2. DNA polümeraasid sünteesivad uue ahela 5’ → 3’ suunas
      


      
        4.2.7.3. Replikatsiooni abivalgud
      


      
        4.2.7.4. DNA replikatsioon telomeeridel
      


      
        4.2.7.5. Mehhanismid, mis tagavad DNA replikatsiooni toimumise vaid üks kord rakutsükli jooksul
      

    


    
      4.2.8. RNA-de sünetees ehk transkriptsioon

      
        4.2.8.1. Erinevad RNA-d
      


      
        4.2.8.2. Erinevad RNA polümeraasid
      


      
        4.2.8.3. Regulaatorjärjestused (promootorid, enhanserid, terminaatorid)
      


      
        4.2.8.4. RNA polümeraas II sõltuva transkriptsiooni initsiatsioon, elongatsioon ja terminatsioon

        
          TANEL TENSON
        


        
          ARNOLD KRISTJUHAN
        


        
          TANEL TENSON
        


        
          ARNOLD KRISTJUHAN
        

      

    


    
      4.2.9. RNA interferents
    

  


  
    4.3. Endoplasmaretiikulum

    
      REIN SIKUT
    


    
      4.3.1. Kare ja sile endoplasmaretiikulum
    


    
      4.3.2. Valgusüntees

      
        4.3.2.1. Valgu biosüntees

        
          JAANUS REMME, TANEL TENSON
        

      


      
        4.3.2.2. Valgusünteesi regulatsioon
      


      
        4.3.2.3. Viirused ja translatsioon
      


      
        4.3.2.4. Regulatoorsed RNA-d
      


      
        4.3.2.5. Valkude voltumine
      


      
        4.3.2.6. Valkude lokalisatsioon rakus
      

    


    
      4.3.3. Valkude modifitseerimine endoplasmaatilises retiikulumis

      
        REIN SIKUT
      


      
        4.3.3.1. Valkude glükosüülimine
      


      
        4.3.3.2. Disulfiidsildade moodustamine
      


      
        4.3.3.3. Valkude proteolüütiline töötlemine
      


      
        4.3.3.4. Multimeersete valkude teke
      


      
        4.3.3.5. Lipiidide süntees ja ainete detoksifikatsioon ER-is
      


      
        4.3.3.6. Valkude kvaliteedi kontroll ER-is
      


      
        4.3.3.7. Valkude fosforüülimine

        
          DARJA LAVÕGINA
        

      


      
        4.3.3.8. Valkude aktiivsuse reguleerimine rakkudes

        
          SULEV INGERPUU
        

      

    

  


  
    4.4. Golgi kompleks

    
      SULEV INGERPUU
    


    
      4.4.1. Golgi kompleksi ehitus
    


    
      4.4.2. Valkude modifitseerimine Golgi kompleksis

      
        4.4.2.1. Valkude glükosüülimine ja selle tähtsus organismi elutegevuses
      


      
        4.4.2.2. Milleks on glükosüülimine vajalik?
      

    


    
      4.4.3. Valkude transport trans-Golgi võrgustikust lüsosoomidesse

      
        4.4.3.1. Valkude sekretsiooni rajad, mis lähtuvad trans-Golgi võrgustikust
      


      
        4.4.3.2. Kaetud vesiikulid ja vesiikulite liikumine Golgi kompleksi osade vahel
      

    

  


  
    4.5. Lüsosoomid, eksotsütoos ja endotsütoos

    
      SULEV INGERPUU
    


    
      4.5.1. Lüsosoomid
    


    
      4.5.2. Eksotsütoos
    


    
      4.5.3. Endotsütoos

      
        4.5.3.1. Autofaagia

        
          SULEV KUUSE, TOIVO MAIMETS
        

      


      
        4.7.3.2. Pinotsütoos

        
          SULEV INGERPUU
        

      


      
        4.5.3.3. Makropinotsütoos
      

    


    
      4.5.4. Rakuvälised vesiikulid
    


    
      4.5.5. Mehhanism, mille kaudu transpordivesiikulid tunnevad ära sihtmembraane
    


    
      4.5.6. Ekso- ja endotsütoosi teel toimuv vesikulaarne transport rakus

      
        4.5.6.1. Endoplasmaretiikulumi ja Golgi kompleksi vahel toimuv vesikulaarne transport
      


      
        4.5.6.2. Valkude tagasisuunaline transport Golgi kompleksist endoplasmavõrgustikku
      

    

  


  
    4.6. Mitokondrid

    
      JOACHIM M. GERHOLD
    


    
      4.6.1. Mitokondrite ehitus
    


    
      4.6.2. Mitokondrite genoom
    


    
      4.6.3. Valkude transport mitokondrisse
    


    
      4.6.4. Mitokondriaalsed haigused
    


    
      4.6.5. Hingamise energeetika

      
        EVI PADU
      


      
        4.6.5.1. Glükolüüs
      


      
        4.6.5.2. Aeroobne metabolism mitokondrites
      


      
        4.6.5.3. Rasvhapete katabolism
      


      
        4.6.5.4. Sidrunhappe tsükkel
      


      
        4.6.5.5. Mitokondri elektronitranspordiahel ehk hingamisahel
      


      
        4.6.5.6. Prootongradiendi moodustumine läbi mitokondri sisemembraani ja prootonite liikumapaneva jõu tekkimine
      


      
        4.6.5.7. Oksüdatiivne fosforüülimine ja ATP süntees
      

    

  


  
    4.7. Kloroplast ja teised plastiidid taimedes

    
      EVI PADU
    


    
      4.7.1. Kloroplastide ehitus
    


    
      4.7.2. Valkude transport kloroplastidesse
    


    
      4.7.3. Sissejuhatus fotosünteesi
    


    
      4.7.4. Fotosünteesi valgusreaktsioonid kloroplasti tülakoidides

      
        4.7.4.1. Valguse absorptsioon
      


      
        4.7.4.2. Fotosüsteemi antennkompleks ja fotokeemilise reaktsiooni keskus
      


      
        4.7.4.3. Fotosünteesi elektrontransportahelad tülakoidi membraanis
      


      
        4.7.4.4. Karotinoidid ja valgusenergia termiline kustutamine
      


      
        4.7.4.5. ATP süntees kloroplastides
      

    


    
      4.7.5. Biokeemilised reaktsioonid kloroplastide stroomas

      
        4.7.5.1. Süsihappegaasi sidumise ja süsiniku redutseerimise Calvin-Bensoni tsükkel
      


      
        4.7.5.2. Valgushingamine
      


      
        4.7.5.3. CO2 kontsentreerimine C4 taimedes
      


      
        4.7.5.4. Turdtaimede C4 ainevahetus
      


      
        4.7.5.5. Tärklise ja sahharoosi süntees
      

    

  


  
    4.8. Peroksüsoomid

    
      EVI PADU
    


    
      4.8.1. Peroksüsoomide ensüümid ja rasvhapete oksüdeerimine
    


    
      4.8.2. Ensüümide import raku tsütosoolist peroksüsoomidesse
    


    
      4.8.3. Uute peroksüsoomide moodustumine rakus
    


    
      4.8.4. Peroksüsoomidega seotud haigused
    

  


  
    4.9. Tsütoskelett

    
      HEITI PAVES
    


    
      4.9.1. Mikrofilamendid

      
        4.9.1.1. Aktiin ja aktiiniga seonduvad valgud
      


      
        4.9.1.2. Mikrofilamendi struktuur ja selle moodustumise protsess, mikrofilamendi polaarsus
      


      
        4.9.1.3. Mikrofilamente mõjutavad ained
      


      
        4.9.1.4. Aktiiniga seostuvad valgud mõjutavad mikrofilamentide dünaamikat ja struktuuri
      


      
        4.9.1.5. Mikrofilamentide funktsioonid rakus
      


      
        4.9.1.6. Müosiin ja aktiin
      

    


    
      4.9.2. Mikrotorukesed

      
        4.9.2.1. Mikrotorukeste ehitus
      


      
        4.9.2.2. Mikrotorukeste dünaamika
      


      
        4.9.2.3. Mikrotorukeste katastroof ja päästmine
      


      
        4.9.2.4. Mikrotorukeste idumoodustumiseks on vajalik γ-tubuliin
      


      
        4.9.2.5. Mikrotorukesed lähtuvad tsentrosoomist
      


      
        4.9.2.6. Mikrotorukeste tegevust segavad nii stabiliseerivad kui ka lagundavad mürgid
      


      
        4.9.2.7. Mikrotorukestega seostuvad valgud mõjutavad torukeste organiseerumist ja dünaamikat
      


      
        4.9.2.8. Mikrotorukesi destabiliseerivad valgud
      


      
        4.9.2.9. Mikrotorukestel liiguvad kahte tüüpi molekulaarsed mootorid
      


      
        4.9.2.10. Mikrotorukesed ja mootorid liigutavad organelle
      


      
        4.9.2.11. Mikrotorukestest koosnevad kompleksid
      


      
        4.9.2.12. Ripsmed ja viburid koosnevad mikrotorukestest ja düneiinidest
      


      
        4.9.2.13. Mikrotorukeste funktsioonid
      

    


    
      4.9.3. Intermediaarsed filamendid

      
        4.9.3.1. Intermediaarsed filamendid on koespetsiifilised
      


      
        4.9.3.2. Intermediaarsete filamentide struktuur
      


      
        4.9.3.3. Intermediaarsed filamendid annavad kudedele mehaanilise tugevuse
      


      
        4.9.3.4. Septiinid on GTP-d siduvad valgud
      

    

  


  
    4.10. Rakumembraani ehitus ja funktsioonid

    
      PILLE SÄÄLIK
    


    
      4.10.1. Rakumembraani ehitus

      
        4.10.1.1. Lipiidse kaksikkihi koostis
      


      
        4.10.1.2. Fosfolipiidid moodustavad iseeneslikult kaksikkihte
      


      
        4.10.1.3. Membraani voolavuse määrab tema koostis
      


      
        4.10.1.4. Lipiidse kaksikkihi asümmeetrilisuse olulisus
      


      
        4.10.1.5. Lipiidne kaksikkiht moodustab erineva tiheduse ja koostisega membraanipiirkondi
      


      
        4.10.1.6. Lipiiditilgad
      


      
        4.10.1.7. Lipiidide süntees
      

    


    
      4.10.2. Membraanivalgud

      
        4.10.2.1. Membraanivalgud seonduvad lipiidse kaksikkihiga erineval viisil
      


      
        4.10.2.2. Lipiidsed ankrud kontrollivad valkude paiknemist membraanil
      


      
        4.10.2.3. Enamik transmembraanseid valke läbib lipiidse kaksikkihi kas α-heeliksina või ß-ahelatest moodustunud ß-lehest kokkukeerdunud ß-silindrina
      


      
        4.10.2.4. Paljud membraanivalgud on tugevalt glükosüülitud
      


      
        4.10.2.5. Rakumembraani valgud ja lipiidid võivad paikneda spetsiifilistes piirkondades
      


      
        4.10.2.6. Valke saab membraanist eemaldada detergentide abil
      

    


    
      4.10.3. Väikeste molekulide ja ioonide transport läbi membraani

      
        EVI PADU
      


      
        4.10.3.1. Aine elektrokeemilise potentsiaali kasutamine membraantranspordi energeetika hindamiseks
      


      
        4.10.3.2. Transpordivalkude jaotus energeetika ja toimemehhanismi alusel
      


      
        4.10.3.3. Passiivset transporti teostavad kandjavalgud
      


      
        4.10.3.4. Ioonikanalid
      


      
        4.10.3.5. Vee liikumine läbi membraani ja rakkude ruumala regulatsioon
      


      
        4.10.3.6. Närvirakud ja aktsioonipotentsiaali tekkimine
      

    

  


  
    5. Rakkudevahelised ühendused ja rakuväline maatriks

    
      SULEV INGERPUU
    

  


  
    5.1. Rakk-rakk ühendused

    
      5.1.1. Külgliidused
    


    
      5.1.2. Desmosoomid
    


    
      5.1.3. Tiheliidused
    


    
      5.1.4. Aukliidused
    


    
      5.1.5. Taimede plasmodesmid
    

  


  
    5.2. Integriinid, selektiinid ja immunoglobuliinidele omaseid piirkondi sisaldavad valgud

    
      5.2.1. Integriinid

      
        5.2.1.1. Hemidesmosoomid
      

    


    
      5.2.2. Selektiinid

      
        5.2.2.1. Immunoglobuliinide superperekond
      

    

  


  
    5.3. Rakuväline maatriks loomsetes kudedes

    
      5.3.1. Kollageenid
    


    
      5.3.2. Elastiin
    


    
      5.3.3. Fibronektiin
    


    
      5.3.4. Proteoglükaanid
    

  


  
    5.4. Laminiinid ja nendega seostuvad makromolekulid
  


  
    5.5. Rakuvälise maatriksi ümberkujundamine
  


  
    5.6. Basaalmembraan
  


  
    6. Rakkudevaheline signaaliülekanne

    
      DARJA LAVÕGINA, OLGA MAZINA, AGO RINKEN
    

  


  
    6.1. Signaaliülekande viisid hulkrakse organismi kudede vahel

    
      6.1.1. Erinevad signaalmolekulid toimivad erinevatelt kaugustelt
    


    
      6.1.2. Sünaptiline signaaliülekanne

      
        6.1.2.1. Signaaliülekanne rakkudevahelise kontakti kaudu
      


      
        6.1.2.2. Aukliiduste kaudu toimuv signaaliülekanne
      

    

  


  
    6.2. Signaalmolekulid ehk virgatsained
  


  
    6.3. Erinevad retseptorid ja nende liigitus struktuuri alusel

    
      6.3.1. Ioonikanalitega seotud retseptorid
    


    
      6.3.2. G-valguga seotud retseptorid

      
        6.3.2.1. Gαs ja Gαi signaalirajad
      


      
        6.3.2.2. Gαq/11 signaalirajad
      


      
        6.3.2.3. Gα12/13 signaalirajad
      

    


    
      6.3.3. Kudede morfogeneesiga seotud raku pinnaretseptorid
    

  


  
    6.4. Tuumaretseptorid
  


  
    6.5. Ensümaatiliste omadustega retseptorid või ensüümiga seotud retseptorid

    
      6.5.1. Retseptor-guanülaaditsüklaasid ja nende rajad

      
        6.5.1.1. Silelihaste kokkutõmbumine ja lõtvumine
      


      
        6.5.1.2. cGMP muud rajad ning tagasisideahelad
      

    


    
      6.5.2. Retseptor-türosiinikinaasid ja nende rajad

      
        6.5.2.1. Ras-MAPK signaalirada
      


      
        6.5.2.2. Ras–fosfoinositiid-3’-kinaasi signaalirajad
      

    


    
      6.5.3. Tsütoplasma türosiinikinaasidega seotud retseptorid ja nende rajad

      
        6.5.3.1. Integriinid ja FAK
      


      
        6.5.3.2. Tsütokiinide retseptorid ja Jak-STAT signaalirada
      

    


    
      6.5.4. Retseptorisarnased türosiinifosfataasid, tsütoplasma türosiinifosfataasid ja nende toimerajad

      
        6.5.4.1. PTPζ -β-kateniini signaalirada
      

    


    
      6.5.5. Retseptor-seriini-/treoniinikinaasid ja nende rajad
    


    
      6.5.6. Histidiinikinaasidega seotud retseptorid ja nende rajad
    

  


  
    6.6. Proteolüüsiga seotud retseptorite signaalirajad

    
      6.6.1. Notch-signaalirajad
    


    
      6.6.2. Wnt-signaalirajad
    


    
      6.6.3. Hedgehog-signaalirajad
    


    
      6.6.4. NF-κB signaalirajad
    

  


  
    7. Rakutsükkel

    
      MARDO KÕIVOMÄGI, MART LOOG
    

  


  
    7.1. Rakutsükli faasid
  


  
    7.2. Rakutsükli regulatsioon

    
      7.2.1. Peamised rakkude pooldumist reguleerivad mehhanismid toimivad valkude fosforüülimise ja ubikvitineerimise teel
    


    
      7.2.2. Rakutsükli pearegulaatorid on tsükliinist sõltuvad proteiini kinaasid
    


    
      7.2.3. CDK-de aktiivsuse ja tema antagonistide vaheline dünaamika loob rakutsüklist ostsilleeruva süsteemi
    

  


  
    7.3. G1-faas

    
      7.3.1. Transkriptsiooni aktivatsioon G1-faasis
    


    
      7.3.2. E2F perekonna transkriptsioonifaktorid ja Rb perekonna valgud
    


    
      7.3.3. G1 transkriptsiooni aktiveerimine pärmis Saccharomyces cerevisiae
    

  


  
    7.4. S-faas

    
      7.4.1. S-CDK initsieerib replikatsiooni ja garanteerib, et see toimub vaid ühe korra rakutsükli jooksul
    

  


  
    7.5. Mitoos

    
      7.5.1. Mitoosi algus

      
        7.5.1.1. M-CDK ja teiste mitootiliste proteiini kinaaside signaalid käivitavad mitoosi
      


      
        7.5.1.2. CDK lüliti
      

    


    
      7.5.2. Kromosoomide kondensatsioon aitab eraldada sõsarkromatiidid
    


    
      7.5.3. Mitoosikäävi moodustumine
    


    
      7.5.4. Mitoosist väljumine

      
        7.5.4.1. Mitoosist väljumist kontrollib signaalivõrgustik
      

    


    
      7.5.5. Tsütokinees

      
        7.5.5.1. Kontraktiilse rõnga aktiin ja müosiin II tekitavad tsütokineesiks vajaliku jõu
      


      
        7.5.5.2. Lokaalne RhoA aktiveermine põhjustab kontraktiilse rõnga kokkupanekut ja ahenemist
      


      
        7.5.5.3. Tsütokineesiks valmistumine pärmis algab hilises G1-faasis
      

    


    
      7.5.6. Raku kasvu ja jagunemise kontroll

      
        7.5.6.1. Rakkude jagunemine on seotud nende kasvuga
      


      
        7.5.6.2. Mitogeenid stimuleerivad raku jagunemist
      

    

  


  
    8. Meioos

    
      MARDO KÕIVOMÄGI, MART LOOG
    

  


  
    8.1. Seksuaalne paljunemine põhineb haploidsete rakkude ühinemisel
  


  
    8.2. Meioosis toimub kromosoomide segregatsioon kahel korral

    
      8.2.1. Meioosi defektid põhjustavad aneuploidiat
    


    
      8.2.2. Meiootilist programmi reguleeritakse mitmetes molekulaarsetes kontrollpunktides
    

  


  
    8.3. Homoloogiline rekombinatsioon toimub meiootilises profaasis

    
      8.3.1. Meiootilise profaasi etapid on defineeritud tsütoloogiliste tunnusmärkide järgi
    


    
      8.3.2. Homoloogide paardumine toimub kahes järjestikuses etapis
    


    
      8.3.3. Kiasm ilmub diploteenis
    

  


  
    8.4. Meioos I sisenemise initsieerib M-Cdk aktiivsus

    
      8.4.1. Homoloogide paarid on esimese meiootilise käävi suhtes biorienteeritud
    


    
      8.4.2. Pärast meioos I toimub osaline Cdk aktiivsuse langus
    

  


  
    8.5. Meiootiline programm on koordineeritud rakkude gametogeneesiga
  


  
    9. Arengubioloogia

    
      TAMBET TÕNISSOO
    

  


  
    9.1. Gametogenees

    
      9.1.1. Munaraku areng ehk oogenees

      
        9.1.1.1. Muna
      


      
        9.1.1.2. Oogenees
      

    


    
      9.1.2. Spermide areng ehk spermatogenees

      
        9.1.2.1. Sperm ehk seemnerakk
      


      
        9.1.2.2. Imetajate isassugunäärmed
      


      
        9.1.2.3. Spermatogenees
      


      
        9.1.2.4. Spermiogenees
      


      
        9.1.2.5. Spermiogeneesi hormonaalne kontroll
      

    


    
      9.1.3. Idurakkude areng

      
        9.1.3.1. Imetajate idurakkude areng
      


      
        9.1.3.2. Idurakkude migratsioon
      


      
        9.1.3.3. Geneetiline reprogrammeerimine arengus
      

    

  


  
    9.2. Viljastumine

    
      9.2.1. Kapatsitatsioon
    


    
      9.2.2. Kemotaksis
    


    
      9.2.3. Akrosomaalreaktsioon ja gameetide ühinemine
    


    
      9.2.4. Geneetilise materjali ühinemine ja munaraku aktivatsioon
    


    
      9.2.5. Polüspermia vältimine
    

  


  
    9.3. Lõigustumine

    
      9.3.1. Imetajate preimlantatsiooniline areng

      
        9.3.1.1. Trofektodermi ja ICM moodustumine
      


      
        9.3.1.2. Epiblasti ja primitiivse endodermi kujunemine
      

    


    
      9.3.2. Embrüo koorumine ja implantatsioon
    

  


  
    19.4. Gastrulatsioon

    
      9.4.1. Imetajate gastrulatsioon
    


    
      9.4.2. Imetajate embrüonaalsete kehatelgede kujunemine

      
        9.4.2.1. Anterioorne-posterioorne telg
      


      
        9.4.2.2. Dorsaalne-ventraalne kehatelg
      


      
        9.4.2.3. Vasak-parem kehatelg
      

    

  


  
    9.5. Organogenees

    
      9.5.1. Lootelehtede derivaadid
    


    
      9.5.2. Organogeneesi üldprintsiibid
    


    
      9.5.3. Närvisüsteemi areng

      
        9.5.3.1. Neurulatsioon
      


      
        9.5.3.2. Neuraaltoru polarisatsioon
      


      
        9.5.3.3. Kortikaalne neurogenees
      


      
        9.5.3.4. Sekundaarne neurogenees
      


      
        9.5.3.5. Mehhanismid, mis kontrollivad neuraalsete eellasrakkude teket
      


      
        9.5.3.6. Suurajukoore histogenees
      


      
        9.5.3.7. Neuraalne migratsioon
      


      
        9.5.3.8. Aksoni migratsioon sihtmärkkoeni
      


      
        9.5.3.9. Sünapsite moodustumine
      

    


    
      9.5.4. Jäsemete areng

      
        9.5.4.1. Jäsemepunga areng
      


      
        9.5.4.2. Jäseme areng proksimaalsel-distaalsel teljel
      


      
        9.5.4.3. Jäseme anterio-posterioorne areng
      


      
        9.5.4.4. Jäsemete dorsaalne-ventraalne areng
      


      
        9.5.4.5. Interaktsioonid jäseme arengus kolmel põhiteljel
      

    


    
      9.5.5. Imetaja neeru areng
    


    
      9.5.6. Soo determinatsioon

      
        9.5.6.1. Imetajate primaarne soo determinatsioon
      


      
        9.5.6.2. Sekundaarne soo determinatsioon
      

    

  


  
    9.6. Postembrüonaalne areng

    
      9.6.1. Kasvamine

      
        9.6.1.1. Kasvamist kontrollivad molekulaarsed faktorid
      


      
        9.6.1.2. Luude kasvamine
      

    


    
      9.6.2. Metamorfoos

      
        9.6.2.1. Metamorfoos kahepaiksetel
      


      
        9.6.2.2. Metamorfoos putukatel
      

    


    
      9.6.3. Regeneratsioon

      
        9.6.3.1. Salamandri jäseme regeneratsioon
      


      
        9.6.3.2. Tüvirakkude vahendatud regeneratsioon lamelastel
      

    


    
      9.6.4. Vananemine

      
        9.6.4.1. Vananemisega seotud geneetilised faktorid
      

    

  


  
    10. Rakkude diferentseerumine

    
      SULEV KUUSE
    

  


  
    10.1. Diferentseerumiseks vajalikud eeldused
  


  
    10.2. Mehhanismid, mis viivad rakkude diferentseerumise ja dediferentseerumiseni

    
      10.2.1. Signalisatsioon kui võti diferentseerumiseks
    


    
      10.2.2. Geeniaktivatsiooni olulisus diferentseerumisel
    

  


  
    11. Tüvirakud

    
      TOIVO MAIMETS
    

  


  
    11.1. Tüviraku kontseptsioon
  


  
    11.2. Vereloome tüvirakud
  


  
    11.3. Tüvirakkude arengupotentsiaal ehk potents
  


  
    11.4. Eellasrakud (TA rakud)
  


  
    11.5. Täiskasvanu tüvirakud

    
      11.5.1. Mesenhümaalsed tüvirakud
    

  


  
    11.6. Pluripotentsed embrüonaalsed tüvirakud (ESC) ja nende kasutamine
  


  
    11.7. Indutseeritud pluripotentsed tüvirakud (iPSC)

    
      11.7.1. iPS rakkude kasutamine
    

  


  
    11.8. Tüvirakkude nišid

    
      11.8.1. Hematopoeetiliste tüvirakkude nišš
    


    
      11.8.2. Soole tüvirakkude nišš
    


    
      11.8.3. Näriliste hammaste regeneratsioon
    

  


  
    12. Rakkude programmeeritud surm ehk apoptoos

    
      TOIVO MAIMETS
    

  


  
    12.1. Apoptoos ja nekroos
  


  
    12.2. Apoptoosi regulatsioon

    
      12.2.1. Kaspaasid kui apoptoosi reguleerivad ensüümid
    


    
      12.2.2. Rakusisese ja rakuvälise stiimuli esile kutsutud apoptoos
    


    
      12.2.3. Neurotrofiinid apoptoosi regulaatorina imetajarakkudes
    


    
      12.2.4. Mitokondrite roll apoptoosi regulatsioonis
    

  


  
    13. Kasvajate bioloogia

    
      TOIVO MAIMETS
    

  


  
    13.1. Kasvajatekke geneetiline kontseptsioon

    
      13.1.1. Kasvajatega seotud geenid

      
        13.1.1.1. Onkogeenid
      


      
        13.1.1.2. Kasvajate supressorgeenid
      

    


    
      13.1.2. DNA-viirused, mis kasvajaid tekitavad
    

  


  
    13.2. Kasvajatekke arengubioloogiline kontseptsioon

    
      13.2.1. Kasvajate tüvirakud

      
        13.2.1.1. Normaalsed rinnanäärme tüvirakud
      


      
        13.2.1.2. Rinnanäärme kasvaja tüvirakud
      


      
        13.2.1.3. BRCA1 ja pärilikud rinnanäärme kasvajad
      


      
        13.2.1.4. HER-2 inhibiitorid – esimesed kasvaja tüvirakkudele suunatud ravimid
      


      
        13.2.1.5. p53 – tüvirakkude proliferatsiooni inhibiitor
      


      
        13.2.1.6. Kasvaja tüvirakud ja ravi
      

    

  


  
    14. Immuunsus
  


  
    14.1. Patogeenid, infektsioon ja loomulik immuunsus

    
      KALLE KISAND
    


    
      14.1.1. Organismi barjäärid kui loomuliku immuunsuse osa
    


    
      14.1.2. Loomuliku immuunsüsteemi rakud

      
        14.1.2.1. Fagotsüüdid ehk õgirakud ja fagotsütoos
      


      
        14.1.2.2. NK-rakud
      


      
        14.1.2.3. Nuumrakud
      

    


    
      14.1.3. Koekahjustuse ja ohusignaalide äratundmine

      
        14.1.3.1. Tolli-laadsed retseptorid (TLR) ja NOD-valgud
      


      
        14.1.3.2. Inflammasoom
      

    


    
      14.1.4. Kaasasündinud immuunsuse viirusvastane toime
    


    
      14.1.5. Komplemendisüsteem
    


    
      14.1.6. Põletik kui organismi kaitsereaktsioon
    


    
      14.1.7. Loomulik immuunvastus kui omandatud immuunsuse käivitaja
    

  


  
    14.2. Omandatud immuunsus

    
      PÄRT PETERSON
    


    
      14.2.1. T- ja B-lümfotsüüdid
    


    
      14.2.2. Lümfotsüütide aktivatsioon ja klonaalne ekspansioon
    


    
      14.2.3. MHC molekulid ja antigeeni esitavad rakud
    


    
      14.2.4. T-rakud ja rakuline immuunsus

      
        14.2.4.1. TCR-i ja T-raku aktivatsioon
      


      
        14.2.4.2. T-helper’il ehk abistajarakkudel on CD4 marker
      


      
        14.2.4.3. CTL-rakkudel on CD8 marker
      

    


    
      14.2.5. B-rakud ja humoraalne immuunsus

      
        14.2.5.1. B-rakkude areng ja diferentseerumine
      


      
        14.2.5.2. Antikehade struktuur ja omadused
      

    


    
      14.2.6. Immunoloogiline mälu
    

  


  
    14.3. Immuuntolerantsus ja autoimmuunsus

    
      RAIVO UIBO
    


    
      14.3.1. Allergia ja ülitundlikkusreaktsioonid
    


    
      14.3.2. Kasvajad ja immuunsus
    


    
      14.3.3. Vaktsiinid
    


    
      14.3.4. Transplantatsioon ja AB0 veregrupid
    


    
      14.3.5. Immuunpuudulikkus
    

  


  
    15. Imetajate erinevad koetüübi

    
      ANDRES AREND
    

  


  
    15.1. Imtajate kudede teke ja areng

    
      15.1.1. Ektodermi tekised
    


    
      15.1.2. Mesodermi tekised
    


    
      15.1.3. Endodermi tekised
    

  


  
    15.2. Epiteelkude

    
      15.2.1. Katteepiteel

      
        15.2.1.1. Ühekihiline lameepiteel
      


      
        15.2.1.2. Ühekihiline kuupepiteel
      


      
        15.2.1.3. Ühekihiline prismaatiline epiteel
      


      
        15.2.1.4. Mitmerealine epiteel
      


      
        15.2.1.5. Mitmekihiline sarvestumata lameepiteel
      


      
        15.2.1.6. Mitmekihiline sarvestunud lameepiteel e epidermis
      


      
        15.2.1.7. Mitmekihiline kuup- ja prismaatiline epiteel
      


      
        15.2.1.8. Siirde- e transitoorne epiteel
      

    


    
      15.2.2. Näärmeepiteel
    

  


  
    15.3. Sidekude

    
      15.3.1. Veri ja lümf

      
        15.3.1.1. Vereplasma
      


      
        15.3.1.2. Erütrotsüüdid
      


      
        15.3.1.3. Leukotsüüdid
      


      
        15.3.1.4. Vereliistakud
      


      
        15.3.1.5. Lümf
      


      
        15.3.1.6. Vereloome ja vererakkude diferentseerumine
      


      
        15.3.1.7. Vereloome faktorid
      

    


    
      15.3.2. Pärissidekude

      
        15.3.2.1. Kiudsidekoed
      


      
        15.3.2.2. Eriomadustega sidekoed
      


      
        15.3.2.3. Sidekoerakud
      


      
        15.3.2.4. Sidekoe ekstratsellulaarne maatriks
      

    


    
      15.3.3. Kõhrkude

      
        15.3.3.1. Hüaliinne kõhrkude
      


      
        15.3.3.2. Elastne kõhrkude
      


      
        15.3.3.4. Kondrogenees ja kõhrede kasv
      


      
        15.3.3.5. Kõhrkoe regeneratsioon
      

    


    
      15.3.4. Luukude

      
        15.3.4.1. Lamellaarne luukude
      


      
        15.3.4.2. Põimikluukude
      


      
        15.3.4.3. Luukoe rakud
      


      
        15.3.4.4. Luude arenemine
      


      
        15.3.4.5. Luukoe regeneratsioon
      

    

  


  
    15.4. Lihaskoed

    
      15.4.1. Skeletilihaskude
    


    
      15.4.2. Südamelihaskude
    


    
      15.4.3. Silelihaskude
    

  


  
    15.5. Närvikude

    
      15.5.1. Neuron
    


    
      15.5.2. Dendriidid
    


    
      15.5.3. Aksonid
    


    
      15.5.4. Sünapsid
    


    
      15.5.5. Neurogliia
    


    
      15.5.6. Närvikiud
    


    
      15.5.7. Närvikoe plastilisus ja regeneratsioon
    

  


  
    16. Taimerakk

    
      EVI PADU
    

  


  
    16.1. Taimeraku ehitus ja selle eripära võrreldes loomse rakuga

    
      16.1.1. Rakukest
    


    
      16.1.2. Vakuool
    

  


  
    16.2. Taimeraku diferentseerumine

    
      16.2.2. Taimede meristeemid, tüvirakud ja nende paiknemine
    


    
      16.2.3. Embrüogenees

      
        16.2.3.1. Embrüo vertikaalse ebasümmeetria tekkimine
      


      
        16.2.3.2. Embrüo radiaalse sümmeetria ja kudede tekkimine
      


      
        16.2.3.3. Somaatiline embrüogenees
      

    


    
      16.2.4. Juure tipumeristeem
    


    
      16.2.5. Võsu tipumeristeem

      
        16.2.5.1. Tüvirakkude populatsiooni säilitamine
      


      
        16.2.5.2. Lehealgmete moodustumine ja lehtede diferentseerumine
      


      
        16.2.5.3. Kudede moodustumine lehtedes
      

    


    
      16.2.6. Juhtkudede moodustumine taimedes
    


    
      16.2.7. Õiemeristeemi moodustumine võrse vegetatiivsest tipumeristeemist

      
        16.2.7.1. Õieosade moodustumist ja asetust reguleerivad geenid. ABC mudel
      

    

  


  
    17. Valik rakubioloogia meetodeid
  


  
    17.1. Valgusmikroskoopia

    
      DMITRI LUBENETS
    


    
      17.1.1. Mikroskoopia ajalugu

      
        17.1.1.1. Valguse füüsikalised omadused
      

    


    
      17.1.2. Faaskontrastmikroskoopia
    


    
      17.1.3. Lahutatud interferentskontrasti mikroskoopia (DIC)
    

  


  
    17.2. Fluorestsentsmikroskoopia

    
      17.2.1. Fluorestsentsi füüsikaline alus
    


    
      17.2.2. Fluorestsentsmikroskoobi tööpõhimõte
    


    
      17.2.3. Fluorokroomid ja nende omadused
    


    
      17.2.4. Konfokaalmikroskoopia

      
        17.2.4.1. FRET-meetod
      


      
        17.2.4.2. Fluorestseerivad valgud
      


      
        17.2.4.3. Multifootonmikroskoopia
      


      
        17.2.4.4. TIRFM – täieliku sisepeegelduse fluorestsentsmikroskoopia
      


      
        17.2.4.5. Superlahutusmikroskoopia
      


      
        17.2.4.6. Valguskihi fluorestsentsmikroskoopia
      

    

  


  
    17.3. Läbivoolu tsütofluorimeetria
  


  
    17.4. Masstsütomeetria
  


  
    17.5. Polü- ja monokloonsete antikehade saamine ning kasutamine teaduslikes uuringutes ja ravieesmärgil

    
      SULEV INGERPUU
    

  


  
    17.6. Kromosoomide uurimiseks preparaatide valmistamine

    
      AAVO-VALDUR MIKELSAAR
    


    
      17.6.1. Kromosoomipreparaatide valmistamine perifeerse vere lümfotsüütide kultuurist
    


    
      17.6.2. Kromosoomide rutiinne värvimine
    


    
      17.6.3. Kromosoomide vöödid

      
        17.6.3.1. Vöödistuse molekulaarne alus
      


      
        17.6.3.2. Q-vöödid
      


      
        17.6.3.3. G-vöödid
      


      
        17.6.3.4. R-vöödid
      


      
        17.6.3.5. C-vöödid
      


      
        17.6.3.6. Ag-NOR-vöödid
      


      
        17.6.3.7. T-vöödid
      


      
        17.6.3.8. DAPI/distamütsiin A-vöödid
      

    


    
      17.6.4. ISCN-numeratsioon

      
        17.6.4.1. ISCN-numereerimise süsteemi reeglid
      

    


    
      17.6.5. In situ fluorestsentshübriidimine (FISH)
    


    
      17.6.6. Praimervahendatud FISH
    


    
      17.6.7. Kvantitatiivne fluorestsents-PCR
    


    
      17.6.8. Võrdlev genoomhübridisatsioon
    


    
      17.6.9. Võrdlev kiipgenoomhübridisatsioon
    


    
      17.6.10. Järgmise põlvkonna sekveneerimine/mass-sekveneerimine
    

  


  
    18. Mudelorganismid, mutatsioonid ja geneetiliselt modifitseeritud organismid

    
      SULEV KUUSE, HANNES KOLLIST, KRISTIINA LAANEMETS
    

  


  
    18.1. Mudelorganismide tähtsus uurimistöös
  


  
    18.2. Mutatsioonid, rakkude diferentseerumine ja areng

    
      18.2.1. Mutatsioonide tüübid
    


    
      18.2.2. Rakkude diferentseerumine
    


    
      18.2.3. Embrüonaalsed tüvirakud ja indutseeritud pluripotentsed tüvirakud
    

  


  
    18.3. DNA modifitseerimine

    
      18.3.1. Mutagenees
    


    
      18.3.2. Transgenees
    


    
      18.3.3. Transgeenne versus tsisgeenne organism
    


    
      18.3.4. Vektorid transgeneesis

      
        18.3.4.1. Sperm kui vektor
      


      
        18.3.4.2. Viirused kui transgeneesi vektorid
      


      
        18.3.4.3. Transposoonid kui vektorid
      


      
        18.3.4.4. Kunstlikud kromosoomid kui vektorid
      

    


    
      18.3.5. Agrobacterium tumefaciens vahendatud T-DNA insertsioonid taimerakkudes
    


    
      18.3.6. RNA interferents, RNAi
    


    
      18.3.7. CRISPR/Cas9 süsteem
    


    
      18.3.8. ZFN ja TALEN tehnoloogiad
    

  


  
    18.4. Transgeensed loomad

    
      18.4.1. Hilde Mangoldi ja Hans Spemanni teedrajav töö
    


    
      18.4.2. Meetodid loomade transgeneesis

      
        18.4.2.1. Agregatsioonimeetod
      


      
        18.4.2.2. Munaraku injektsioon
      


      
        18.4.2.3. Pronukleaarne injektsioon ehk DNA mikroinjektsioon
      


      
        18.4.2.4. Blastotsüsti injektsioon
      


      
        18.4.2.5. Kloonimine ehk rakutuuma ülekanne
      


      
        18.4.2.6. Neitsisigimine e partenogenees
      

    

  


  
    18.5. Transgeensete tehnoloogiate kasutusalad

    
      18.5.1. Transgeensed tehnoloogiad ja põllumajanduslik aretustöö
    

  


  
    1. Sissejuhatus


    


    Käesolev „Rakubioloogia” õpik on esimene nii suures mahus ja seda teemat nii laialt käsitlev algupärane eestikeelne väljaanne. Kitsamalt on neil teemadel kirjutatud ka varem: näiteks võiks tuua Raivo Uibo jt „Immunoloogia” (2015), Ain Heinaru „Geneetika” (2012), Toivo Maimetsa „Molekulaarse rakubioloogia” (1999), Jüri Kärneri „Sissejuhatuse arengubioloogiasse” (1997), Ülo Arend jt “Üldhistoloogia” (1994). Mõte koostada õpik tekkis juba aastate eest. Idee autorid on põhiliselt Tartu Ülikooli rakubioloogia õppetooli teadlased ja õppejõudud: Rein Sikut, Sulev Kuuse, Sulev Ingerpuu ja Toivo Maimets. Raamatu valmimiseni läks aga aastaid.


    Oma üllatuseks peame ikka veel aeg-ajalt vaidlema küsimuste üle, kas teadlased peaksid eesti keeles oma teadustööst kirjutama ja mis mõtet on üldse kirjutada eestikeelseid (ülikooli)õpikuid – ingliskeelsed on ju olemas! Nendes vaidlustes meenub Saksa kirjanik ja filosoof Johann Gottlieb von Herder (1744–1803). Ta oli Immanuel Kanti õpilane Königsbergis ja töötas noore mehena viis aastat õpetajana Riias (1764–1769). Peale Kanti suhtles ta sageli ka Johann Wolfgang Goethega, kes oli temast vaid mõni aasta noorem. Herder oli üks esimesi, kes arvas, et mõtlemine on keelest sõltuv, st inimene saab mõelda vaid keele olemasolul ja mõelda saab vaid sellest, mida on võimalik keeleliselt väljendada. Eesti keel on haruldaselt ilus keel ja tänu paljude inimeste pikaajalisele suurele tööle on selles keeles võimalik kõike olulist väljendada. See tundub meile iseenesestmõistetav. Seetõttu on endastmõistetav kirjutada ka „Rakubioloogia” õpik – kuidas muidu saaksime oma teadmisi edasi anda eesti keeles õppijatele ja kõigile huvilistele.


    Tänane arusaam rakubioloogiast on hoopis erinev võrreldes Charles Darwini ajaga. Me arvame, et geneetikani jõuti alles pärast Thomas Hunt Morgani katseid äädikakärbsega või et James Dewey Watsoni, Francis Cricki ja Rosalind Franklini 1953. aastal avastatud DNA kaksikheeliksi struktuur muutis arusaama eluslooduses toimivatest seaduspärasustest. Kuid neid avastusi poleks olnud ilma Conrad Hal Waddingtoni epigeneetika- ja süsteembioloogiaalaste töödeta. Kui Karl Ernst von Baer poleks 1827. aastal kirjeldanud imetaja munarakku või Ernst Haeckel sõnastanud 1866. aastal biogeneetilist reeglit, oleks kulunud veel palju aastaid, enne kui keegi oleks kirja pannud üldised organismide arengu seaduspärasused ehk täna tuntud Baeri seadused. 1910. aastal Richard Heffe avaldatud raamatu „Der Tierkörper als selbsständiger Organismus” põhjal võib üksnes aimata, mis suunas on arengubioloogia ja rakubioloogia liikumas. Kuigi ka Heffe kirjeldab põhimõtteliselt rakkude jagunemist e mitoosi, sugurakkude arengut, Mendeli seadust ja kromosoome, oli see alles tee algus. Ka seda osa teadusest on vaja teada mõistmaks, kuhu me oleme 21. sajandi algupooleks jõudnud.


    Käesoleval õpikul on suurem funktsioon kui vaid eestikeelse teaduskeele loomine ja kasutusse kinnistamine. Algusest saadik oli meie mõte koguda seda õpikut kirjutama kõik, kes Eestis rakubioloogia alal sel või teisel moel tegutsevad. Seega võib õpikut pidada ka ülevaateks rakubioloogia tasemest tänases Eestis. Kaasatud on 26 autorit nii Tartu Ülikoolist ja selle instituutidest kui ka Tallinna Tehnikaülikoolist: Tiina Alamäe, Darja Lavõgina, Sulev Ingerpuu, Arnold Kristjuhan, Aavo-Valdur Mikelsaar, Jaanus Remme, Tanel Tenson, Rein Sikut, Joachim Matthias Gerhold, Evi Padu, Heiti Paves, Pille Säälik, Olga Mazina, Ago Rinken, Mardo Kõivumägi, Mart Loog, Tambet Tõnissoo, Sulev Kuuse, Toivo Maimets, Kalle Kisand, Pärt Peterson, Raivo Uibo, Andres Arend, Dmitri Lubenets, Hannes Kollist ja Kristiina Laanemets. Kõik nad töötavad iga päev erinevates rakubioloogia valdkondades nii teadlaste kui õppejõududena – siia õpikusse on koondatud parim valimik, mida me täna õpetajatena edastada suudame. On selge, et meie kõikide teadmised ja kogemused suurenevad ajapikku ning seetõttu on väga käepärane õpiku esialgne formaat elektroonilise väljaandena, kus saab töö käigus vigu parandada ning ehk ka lisada uusi rakubioloogia suundumusi. Usume, et paari aasta jooksul on õpik arenenud selliseks, et saame selle välja anda ka trükitud kujul. Õpiku lugejaskonnana oleme püüdnud silmas pidada mitmete Eesti ülikoolide üliõpilasi ja õppejõude, aga ka gümnaasiumite õpetajaid ja ärksamaid õpilasi. Kasulikku informatsiooni peaksid siit leidma nii meditsiini, veterinaaria, taimeteaduste ja mitmete teiste erialade töötajad, riigiametnikud kui ka biotehnoloogiaga seotud ettevõtjad.


    


    Tahame tänada kõiki õpiku autoreid, samuti meie illustraatoreid Emma Eensalu, Imbi Jaksi, Sulev Kuuset, Kristiina Laanemetsa, Darja Lavõginat, Dmitri Lubenetsit, Maire Mandelit, Rainer Nutti, Katrin Ruisut, Feliks Sarve, Ardo Sägit, Tambet Tõnissood, kes tegid ära suure töö originaaljooniste loomisega. Raamatut illustreerides on kasutatud paljude teadlaste fotosid: Andres Arend, Tiiu Ilus, Sulev Ingerpuu, Sirje Kivi, Kati Kuuse, Sulev Kuuse, Jüri Kärner, Dmitri Lubenets, Heleriin Margus, Aavo-Valdur Mikelsaar, Ruth Mikelsaar, Kärt Padari, Heiti Paves, Katrin Ruisu, Tiit Talpsep, Urmas Tartes, Tambet Tõnissoo.


    Hindamatud abilised olid meile Rein Sikut ja Mart Viikmaa, kes lugesid kõik tekstid läbi ning jagasid palju kasulikke nõuandeid. Oma märkusi lisasid Margus Pooga ja Arne Sellin. Täname ka Haridus- ja Teadusministeeriumit ja Tartu Ülikooli, eriti loodus- ja tehnoloogiavaldkonda ning molekulaar- ja rakubioloogia instituuti õpiku toetamise eest.


    


    Õpikuga samal ajal on valminud ka eesti-, inglis- ning venekeelne teos


    „CellDi – Rakubioloogia sõnaraamat”, mille Android-platvormile mõeldud veebiversioon asub aadressil


    play.google.com/store/apps/details?id=com.polarsnake.celldi


    „Rakubioloogia“ sõnastiku võrguversioon on leitav aga Termeki ehk Eesti Keele Instituudi poolt terminoloogia haldamiseks tasuta pakutava tarkvarana aadressilt https://term.eki.ee/termbase/view/9054712/


    Sõnastikku täiendatakse pidevalt ja see on avatud kõigile huvilistele. Selle töö tehnilise poole eest täname TÜ MRI doktorante Märt Roosaaret, Mikk Puustusmaad ja Artjom Stepanjukki.


    „Rakubioloogia” sissejuhatuseks sobib hästi Uku Masingu soov – teeme oma „kõrgkeele” sõnavara –, ja mida muud me autoritena soovimegi kui parandada ja täiendada eestlaste mõtlemist ning olemist omas keeles ja omal maal.


    


    Toivo Maimets


    Sulev Kuuse

  


  
    2. Eu- ja prokarüootse raku võrdlus


    TIINA ALAMÄE

  


  
    2.1. Elupuu kolm haru


    Tänapäeval jagatakse elusorganismid kolme suurde fülogeneetilisse rühma ehk domeeni (vt joonis 2.1). Seega on elu puul (ingl Tree of Life) kolm suurt haru. Üks haru (Eukarya) on eukarüootide ehk päristuumsete päralt. Sellesse kuuluvad lihtsad ainuraksed eukarüoodid, nt pärmseened, amööbid, viburloomad ja limaseened, aga ka hulkraksed hüüfidega seened, taimed ja loomad (sh inimene). Ainurakseid eukarüoote nimetatakse enamasti protistideks. Prokarüoote on kahes harus: Archaea ja Bacteria. Arhedel on sarnasusi nii bakterite kui ka eukarüootidega; selle kohta on toodud faktid allpool esitatud materjalis. Eluslooduse kolmedomeensele süsteemile pani aluse Carl Woese’i (1928–2012) algatatud ribosomaalsete RNA järjestuste võrdlev analüüs. Kaasajal kasutatakse organismide süstematiseerimisel ning põlvnemise selgitamisel enim ribosoomi väikese alaühiku RNA (prokarüootidel 16S ja eukarüootidel 18S) geenide nukleotiidijärjestusi. Eu- ja prokarüootse raku võrdlus on esitatud peatüki lõpus (vt tabel 2.2) ning mõnda olulisemat või põnevamat aspekti on käsitletud eraldi lõikudes põhjalikumalt.


    
      [image: ]

    


    Joonis 2.1. Eluslooduse kolm domeeni. Domeenides on näidatud ainult osa kõrvalharudest, mis tähistavad suurrühmi, nt hõimkondi. Bakterite domeenis on näidatud ka bakteriaalse päritoluga eukarüootsed organellid - mitokonder ja kloroplast.

  


  
    2.2. Eu- ja prokarüootsete rakkude lühiiseloomustus


    Eukarüootne rakk on keerulise ehitusega: ta sisaldab membraanidega piiristatud tuuma, milles paiknevad kromosoomid ja tuumake(sed), membraaniga ümbritsetud tsütoplasmas paiknevad eukarüootset tüüpi (80S1) ribosoomid ja membraansed organellid (mitokondrid, tsütoplasmavõrgustik (ER), Golgi kompleks, taimedel ja vetikatel ka kloroplastid) (joonis 2.2).
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    Joonis 2.2. Eukarüootse raku lihtsustatud joonis. Prokarüootne rakk on lihtsa ehitusega (joonis 2.3). Tsütoplasmat ümbritseb rakumembraan, seda katab rakukest ehk rakusein. Paljudel prokarüootidel on rakul täiendav ümbriskiht: polüsahhariidne või valguline limakapsel. Tsütoplasmas paiknevad nukleoid, plasmiidid ja prokarüootset tüüpi (70S) ribosoomid. Rakule kinnituvad valgulised karvakesed (piilid) ja üks või mitu viburit. On ka viburiteta prokarüoote.
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    Joonis 2.3. Prokarüootse raku lihtsustatud joonis.


    Raku suurus. Eukarüootse raku joonpikkus (10–100 µm või enam) on ligikaudu kümme korda suurem kui prokarüootsel rakul (0,2–10 µm). Ruumalalt on tüüpiline eukarüootne rakk ~1000 korda suurem prokarüootsest rakust. Prokarüoodid on miljardite aastate pikkuse evolutsiooni vältel säilitanud oma väikesed mõõtmed, kuna suur eripind (pindala ja ruumala suhe) soodustab nende toitumist ja võimaldab hakkama saada toidunappuses. Näiteks ookeanides ja avameres väga arvuka organotroofse bakteri Pelagibacter ubique mõõtmed on ainult 0,2 x 0,5 µm, seega on ta palju väiksem soolekepikesest, mille suurus on 1 x 2 µm.


    Tuum, nukleoid ja kromosoomid. Eukarüootse raku kromosomaalne DNA paikneb tsütoplasmast kahe membraaniga eraldatud tuumas. Sellest tulenebki rühma nimetus „päristuumsedˮ. Samuti on tuumavälist DNA-d vähesel määral tsütoplasma organellides: mitokondrites ja kloroplastides. Prokarüootide kromosoom paikneb membraaniga piiristamata tsütoplasma piirkonnas, mida nimetatakse nukleoidiks (joonis 3). Erandiks on bakterid perekondadest Planctomyces, Pirellula, Gemmata ja Verrucomicrobium, kelle nukleoid on tsütoplasmast eraldatud ühe- või kahekihilise membraaniga. Siiski arvatakse, et need bakterid ei ole eukarüootide otsesed eellased. Eukarüootidel on tuumas palju lineaarseid kromosoome: näiteks haploidses pagaripärmis 16 ja diploidses inimrakus 23 paari. Prokarüootidel on rõngaskromosoom ja nad on tavaolekus haploidsed – rakus on üks kromosoomikoopia. Mõnel bakteril, nt spiroheetidel, aktinobakteritel ja taimekasvajaid tekitaval bakteril Agrobacterium tumefaciens, on samamoodi nagu eukarüootidel lineaarne kromosoom. Mõnel bakteril on mitu kromosoomi. Näiteks kooleratekitajal Vibrio cholerae’l on kaks kromosoomi, mille suurused on ~3 Mbp ja ~1 Mbp. Peale kromosoomi kuuluvad prokarüootsesse genoomi ka plasmiidid, mis sageli kannavad virulentsus- ja resistentsusgeene või kodeerivad spetsiifilisi metabolismiradu.


    Histoonid. Eukarüootide DNA organiseerimises osalevad aluselised valgud histoonid. Histoonidest moodustunud oktameersete südamike ümber mähitud DNA moodustab terakesi (helmeid niidil) – nukleosoome. Ka prokarüootne kromosoom on DNA-ga seostuvate (mittehistoonsete) valkude osalusel kokku pakitud. Eukarüootide histoonidele järjestuselt sarnaseid valke on kirjeldatud arhedel hõimkondadest Euryarchaeota, Nanoarchaeota ja Thaumarchaeota. Viimased kaks rühma on väikesed ja veel vähe uuritud. Bakteritel osalevad kromatiini organiseerimises histoonidest erinevad arhitektuursed valgud (nt HU-valk), mis ühendavad kromosoomis DNA superspiraliseerunud lingusid.


    Geenide hulk genoomis. Geene on eukarüootidel palju enam kui prokarüootidel (vt tabel 2.1). Prokarüootide genoomides on valke kodeerivate geenide arv enamasti 1000–5000. Sellesse vahemikku mahuvad geenide arvu poolest ka mõned parasiitsed protistid, kuid üldiselt on protistidel geene palju rohkem, ~20000. Ligikaudu sama arv geene (~23000) on ka inimesel. Kõige väiksema genoomiga mitteparasiitne bakter on praegustel andmetel Pelagibacter ubique – temal on umbes kolm korda vähem geene kui soolekepikesel E. coli. Suure genoomiga on näiteks aktinobakterid ja tselluloosilagundaja Sorangium cellulosum, kellel on rohkem geene kui pagaripärmil (tabel 1). Erandlikult suurtel bakteritel, nagu Thiomargarita namibiensis (diameeter ~750 µm) ja Epulopiscium fishelsonii (80 x 600 µm), on rakus väga suur arv kromosoomi koopiaid (Thiomargarita’l 600000), mis paigutuvad energiat tootva rakumembraani vahetusse lähedusse. Lane’i ja Martini (2010) hüpoteesi järgi piirasid evolutsioonis raku ja tema genoomi suurenemist ning sellele toetuvat keerukuse tõusu energeetilised võimalused. Alles siis, kui eukarüootse raku eellane n-ö neelas alla mitokondri eellasbakteri, suurenes raku energeetiline võimekus hüppeliselt ning loodi eeldused genoomi suurenemiseks ja raku keerukuse tõusuks.


    Tabel 2.1. Geenide hulk eu- ja prokarüootidel. Andmed pärinevad peamiselt artiklist Pray, L., 2008.


    
      
        
        
        
      

      
        
          	
            Organism

          

          	
            Prokarüoot/eukarüoot

          

          	
            Valke kodeerivate geenide arv

          
        


        
          	
            Mycoplasma genitalium

          

          	
            Prokarüoot

          

          	
            470

          
        


        
          	
            Pelagibacter ubique

          

          	
            Prokarüoot

          

          	
            1350

          
        


        
          	
            Escherichia coli

          

          	
            Prokarüoot

          

          	
            4100

          
        


        
          	
            Giardia intestinalis (lamblia)

          

          	
            Eukarüoot (protist)

          

          	
            4400

          
        


        
          	
            Malaariaplasmoodium

          

          	
            Eukarüoot (protist)

          

          	
            5200

          
        


        
          	
            Pagaripärm

          

          	
            Eukarüoot

          

          	
            6300

          
        


        
          	
            Sorangium cellulosum

          

          	
            Prokarüoot

          

          	
            9300

          
        


        
          	
            Düsenteeriaamööb

          

          	
            Eukarüoot (protist)

          

          	
            9900

          
        


        
          	
            Äädikakärbes

          

          	
            Eukarüoot

          

          	
            14 900

          
        


        
          	
            Kana

          

          	
            Eukarüoot

          

          	
            16 700

          
        


        
          	
            Koer

          

          	
            Eukarüoot

          

          	
            19 000

          
        


        
          	
            Protistid keskmiselt

          

          	
            Eukarüoot

          

          	
            20 000

          
        


        
          	
            Inimene

          

          	
            Eukarüoot

          

          	
            22 300

          
        


        
          	
            Müürlook (Arabidopsis thaliana)

          

          	
            Eukarüoot

          

          	
            25 000

          
        


        
          	
            Viinamari

          

          	
            Eukarüoot

          

          	
            30 400

          
        


        
          	
            Riis

          

          	
            Eukarüoot

          

          	
            51 000

          
        


        
          	
            Trichomonas vaginalis

          

          	
            Eukarüoot (protist)

          

          	
            60 000

          
        

      
    


    Rakukest e rakusein. Eukarüootide hulgas on enamik loomarakke kestata. Taimerakul on väga tugev kest, mille tugikiud koosnevad tselluloosist ja hemitselluloosist. Pärmide ja mütseeliga seente kestadele annavad tugevuse kitiin ja β-glükaanid, vetikate kestadele tselluloos, alginaat ja agaroos, ränivetikatel ka räniühendid (vaata ka http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_wall). Prokarüoodid vajavad kõrge rakusisese osmootse rõhu talumiseks tugevat kesta (nimetatud ka rakuseinaks). Rakukesta tugivõrgustik moodustub bakteritel peptidoglükaanist, arhedel pseudopeptidoglükaanist või teistest heteropolüsahhariididest ja valgust. On ka ainult valgust koosneva kestaga arhesid.


    Rakuskelett. Inimese- ja loomarakul ei ole välist kesta, kuid neil on olemas sisemine tugi – rakuskelett. See koosneb aktiinifilamentidest, mikrotuubulitest ja intermediaarsetest filamentidest. Rakuskelett osaleb organellide ja ainete rakusiseses transpordis, viburite ja ripsmete liigutamises, fagotsütoosis, kromosoomide jaotamises tütarrakkude vahel jt protsessides. Rakuskeletti läheb vaja ka kestaga eukarüootidel. Näiteks pärmseentel määratakse aktiinifilamentide paigutusega punga moodustumise koht emarakul. 1990. aastatel tuvastati aktiinifilamentide ja mikrotuubulite koostisvalkude homoloogid bakterites. Aastal 2003 avastati bakteris Caulobacter crescentus raku sirpjat kuju tagav tsütoskeletivalk krestsentiin (CreS), mis on sarnane intermediaarsete filamentide koostisvalkudega. Krestsentiini paiknemist rakus vaata jooniselt 2.4.


    Aktiin ja selle homoloogid prokarüootidel. Eukarüootide aktiinifilamendid on helikaalsed ja moodustuvad kahest teineteise ümber keerdunud protofilamendist. Aktiini kauge homoloog bakterites – MreB – polümeriseerub ATP hüdrolüüsi arvel kaksikfilamendiks, kuid see on lineaarne, mitte helikaalne. MreB-valke on kirjeldatud pulkbakteritel ja filamentsetel bakteritel, kuid kokkidel need puuduvad. MreB paikneb spiraalina rakumembraani sisepinnal (joonis 2.4), aidates organiseerida rakukesta sünteesis osalevaid valke ja määrates sellega raku kuju. MreB homoloogid on olemas ka eurüarhedel, nt metanogeenidel, kuid arvatakse, et nad on arhedesse sattunud bakteritelt horisontaalse geeniülekandega. Eukarüootide aktiini kauge homoloog on ka MamK, mis osaleb magnetosoomide rakusiseses paigutamises magnetväljas liikuvatel bakteritel.
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    Joonis 2.4. Rakuskeleti valkude FtsZ ja MreB paigutumine kerabakteril Staphylococcus aureus, pulkbakteritel Bacillus subtilis ja Escherichia coli ning sirpjal bakteril Caulobacter crescentus. Viimasel on näidatud ka raku kõverust määrav rakuskeleti valk krestsentiin.


    Mikrotuubulid, tubuliinid ja nende homoloogid prokarüootidel. Tubuliinvalgu polümeriseerumisel GTP energia arvel moodustuvad eukarüootses rakus õõnsad torukesed – mikrotuubulid. Neist torukestest pannakse kokku mitoosikääv, samuti on nad struktuurielemendid viburites ja ripsmetes (vt joonis 2.5). Tubuliini kauge homoloog bakterites on FtsZ-valk, mis moodustab dünaamilise Z-rõnga raku pooldumistasapinnale (vt joonis 2.4) ja toimib jagunemiseks vajalike valkude seostamisel tellinguna. Ka FtsZ-valgul on GTP-aasne aktiivsus. Peale bakterite on FtsZ-homoloogid olemas ka Euryarchaeota hõimkonna arhedel, kuid puuduvad hõimkonna Crenarchaeota arhedel. Aastal 2012 avastati arhe Nitrosoarchaeum (hõimkond Thaumarchaeota) genoomist tubuliini (artubuliini) geenid, mis on senikirjeldatutest kõige sarnasemad eukarüootide vastavate geenidega.


    Rakumembraan. See piiristab tsütoplasmat kõigil elusrakkudel, kuid selle koostis on organismirühmiti erinev. Rakumembraan koosneb fosfolipiidsest kaksikkihist ja sellega seostunud valkudest jmt molekulidest. Eukarüootidel ja bakteritel on membraanis esterlipiidid, neis on glütserooli ja rasvhappejääkide vahel esterside. Arhedel on eetersidemega lipiidid. Eeterlipiididega membraanid on väga tugevad ja saavad oma funktsioone täita ka äärmuslikes tingimustes, näiteks happelises keskkonnas ja väga kõrgel temperatuuril. Eukarüootide membraane stabiliseerivad steroolid. Loomarakule on omane kolesterool, seentele ning mõnedele protistidele ergosterool. Bakteritel reeglina puuduvad steroolid membraanis ja nende rolli täidavad steroolidega sarnase struktuuriga molekulid – hopanoidid.


    Ribosoomid. Eu- ja prokarüootse raku ribosoomid erinevad nii massilt kui ka koostiselt. Prokarüootidel on 70S ribosoomid (subühikud vastavalt 30S ja 50S). Eukarüootide tsütoplasmas on eukarüootset tüüpi 80S (40S + 60S) ribosoomid, organellides (kloroplastides ja mitokondrites) on aga prokarüootset tüüpi 70S ribosoomid. Eukarüootsete ribosoomide RNA-deks on 5S, 5,8S, 18S ja 28S rRNA, prokarüootsetes ribosoomides esinevad 5S, 16S ja 23S rRNA. Eukarüootse ribosoomi 5,8S rRNA (40S subühikus) on omane ainult eukarüootsele ribosoomile ja selle homoloogi 70S ribosoomis ei ole. Eukarüootses ribosoomis on rohkem erinevaid valke kui prokarüootses. Kolmkümmend kaks ribosoomivalku on kõigi kolme domeeni esindajatel väga sarnased. Ülejäänute hulgast eristub grupp valke, mis on väga sarnased arhedel ja eukarüootidel, samas vastavalt arhedele ja bakteritele ning eukarüootidele ja bakteritele ühist rühma ei eristu. Ribosoomi väikese subühiku 16S rRNA (prokarüootidel) ja 18S rRNA (eukarüootidel) geenide järjestusi kasutatakse laialdaselt organismide fülogeneesi uurimisel. Ka joonisel 2.1 esitatud eluslooduse fülogeneesipuu on koostatud neid geene võrreldes.


    Mitokondrid ja kloroplastid. Eukarüootse raku mitokondrid ja kloroplastid on ilmselt bakteriaalset päritolu. Ameerika teadlane Lynn Margulis esitas 1960. aastate lõpus intrigeeriva endosümbioosi hüpoteesi eukarüootse raku organellide päritolu kohta. Selle hüpoteesi kohaselt neelas ürgne fagotroofne eukarüoot alla bakteri, see säilis peremeesrakus sümbiondina ja muutus edasise evolutsiooni käigus organelliks. Mitokondri eellaseks peetakse ürgset alfaproteobakterit ja kloroplasti eellaseks ürgset tsüanobakterit. Tõepoolest, tänapäevaste organismide mitokondrid ja kloroplastid on paljuski sarnased bakteritega. Näiteks on mitokondris ja kloroplastis oma rõngaskromosoom ja prokarüootset tüüpi (70S) ribosoomid. Ka toimub nende organellide jagunemine FtsZ-rõnga osalusel nagu bakteritelgi. Kuna endotsütoosiks vajatakse rakuskeletti ja segavaks faktoriks on jäik rakukest, siis pidi fagotroofne eukarüoodi eellane olema kas kestata või pehme kestaga ning tal pidi olema rakuskelett. Selliste omadustega on mõned tänapäevased Crenarchaeota hõimkonna arhed. Mõnel anaeroobsel protistil asendavad mitokondreid nende derivaadid: energia tootmisel vesinikku eraldavad hüdrogenosoomid, mis esinevad näiteks trihhomoonasel ja lambliatel (viimased kuuluvad perekonda Giardia; vt joonis 2.1) või mitosoomid, mis on kirjeldatud näiteks Microsporidium’i ja Giardia liikidel. Neil organellidel ei ole tavaliselt oma genoomi.


    Viburid. Eu- ja prokarüootide viburid on erineva koostise ja ehitusega, kuigi täidavad sama funktsiooni. Eukarüootide viburid (ja ka ripsmed) on üles ehitatud mikrotuubulitest, mille üks paar paikneb keskel ja üheksa paari välisringil (joonis 2.5). Viburite ja ripsmete kokkupanemine algab tsentrioolist (nimetatud ka kinetosoomiks või basaalkehaks). Tsentrioolis puudub keskne mikrotuubulite paar ja välispiiri tuubulid paiknevad kolmekaupa. Eukarüootsed viburid ja ripsmed pannakse tööle ATP-d hüdrolüüsivate motoorsete valkude düneiinide abil (vt joonis 2.5).


    Bakterivibur on peenike sisemise kanaliga helikaalne valguline niit, mis kinnitub rakule valgulistest ketastest basaalkeha abil (vt joonis 2.5). Bakteri viburiniidi läbimõõt on ca 20 nm, ta on peenem kui eukarüootse viburi mikrotuubul. Keskmine mikrotuubulite läbimõõt on 25 nm. Kuigi arhede vibur on väliselt sarnane bakterite viburiga, peetakse seda bakteriviburi analoogiks. Ta erineb bakteriviburist koostisvalkude poolest, tal puudub sisekanal ning oma ehituselt ja montaažilt on arhe vibur sarnane pigem bakterite tüüp IV piiliga. Kui bakteriviburi pöörlemist energiseerib prootongradient läbi membraani, siis arhe viburi tööks on vajalik ATP hüdrolüüs. See omadus teeb ta sarnaseks eukarüootse viburiga.
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    Joonis 2.5. Eukarüootse ripsme (vasakul) ja prokarüootse viburi (paremal) ehitus.


    Geenistruktuur, DNA replikatsioon, transkriptsioon ja translatsioon. Eukarüootidel toimub DNA transkriptsioon ja mRNA translatsioon raku erinevates kambrites ehk kompartmentides. Tuumas DNA transkriptsioonil sünteesitud mRNA transporditakse tuumapooride kaudu tsütoplasmasse, kus toimub valgusüntees. Prokarüootidel on transkriptsioon ja translatsioon ruumiliselt ja ajaliselt tihedalt seotud: DNA-l sünteesitava mRNA-ga seostuvad kohe ribosoomid ja algab valkude süntees. Eukarüootide suurtes genoomides on rohkesti mittekodeerivat DNA-d. Valke kodeerivad geenid sisaldavad mittekodeerivaid lõike ehk introneid, mis eemaldatakse RNA-st transkriptsiooni järel. Funktsionaalselt seotud geenid on hajutatud genoomis ega paikne koosreguleeritavate üksuste ehk operonidena. Prokarüootide valke kodeerivates geenides ei ole introneid, funktsionaalselt seotud geenid paiknevad operonidena, mille transkriptsiooni kontrollitakse ühiselt promootorilt. Eukarüootide ja arhede transkriptsioon ja seda teostavad valgud on sarnased. DNA replikatsiooni, transkriptsiooni ja translatsiooni kohta leidub detailset infot õpiku teistes peatükkides.


    Eukarüootide kimäärne genoom. Eukarüootide genoom on segu geenidest, mis on enam sarnased kas arhede või bakterite vastavate geenidega – see võiks vihjata nende päritolule. Eukarüootide tuumagenoomi geenid on sarnasemad arhede geenidega ja organellide (mitokondri ja kloroplasti) genoomi geenid bakteri geenidega. Eksperimendid eukarüootide deletsioonmutantidega on näidanud, et arhedelt pärit geenid on elutähtsamad. Uurides pagaripärmi deletsioonmutantide eluvõimet, leidsid Cotton ja McInerney (2010), et pärmile letaalsed mutatsioonid paiknesid enamasti geenides, mis olid järjestuselt sarnased arhede geenidega.


    Toitumine ja metabolism. Prokarüootide toitumine ja metabolism on kindlasti mitmekesisem kui eukarüootidel. Suurt metaboolset mitmekesisust saab seletada prokarüootide miljardeid aastaid kestnud evolutsiooniga. Loomad, seened ja paljud protistid saavad energiat orgaaniliste ühendite lagundamisest ning taimed kasutavad valgusenergiat. Prokarüootidel on märksa rohkem võimalusi. Ainult nemad saavad energiat anorgaaniliste ainete oksüdeerimisest, anaeroobsest hingamisest ja hapnikku mittetekitavast fotosünteesist. Samuti on õhulämmastiku (N2) kasutamine metabolismis ja metaani süntees omased ainult prokarüootidele. NB! Metaani sünteesijad (metanogeenid) on eranditult arhed. Ka orgaaniliste ühendite sünteesil ja lagundamisel on prokarüoodid eukarüootidest võimekamad. Tänu metaboolsele mitmekesisusele asustavad prokarüoodid looduses ka selliseid keskkondi, kus eukarüoodid ei saa hakkama. Prokarüoodid lisavad metaboolset võimekust ka eukarüootidele: nad seovad õhulämmastikku taimede juuremügarates, lagundavad tselluloosi mäletsejate loomade vatsas ja korraldavad keerulisi lagundamis-, muundamis- ja biosünteesireaktsioone inimeste ja loomade sooles. Tänapäeva teaduses on inimese ja teiste makroorganismide mikroobikooslus (nimetatud ka mikrobiootaks) väga populaarne teema. Mikroobikoosluse kollektiivset genoomi tähistatakse mõistega „mikrobioom”. On selgunud, et inimese mikrobioom on sadu kordi suurem inimese enda genoomist ja nende geenide rolli inimese elus on alles hakatud uurima. Kindlasti on prokarüootidel väga suur osa täita ka looduse aineringes.


    Tabel 2.2. Eukarüootide ja prokarüootide võrdlus. o


    
      
        
        
        
      

      
        
          	
            Tunnus

          

          	
            Eukarüoodid

          

          	
            Prokarüoodid

          
        


        
          	
            Kuuluvus domeeni

          

          	
            Eukaryota

          

          	
            Bacteria ja Archaea

          
        


        
          	
            Raku suurus (joonpikkus)

          

          	
            10–100 µm

          

          	
            0,1–10 µm1

          
        


        
          	
            Tuumamembraan

          

          	
            Esineb

          

          	
            Enamasti puudub

          
        


        
          	
            Kromosoomid

          

          	
            Lineaarsed

          

          	
            Enamasti rõngjad

          
        


        
          	
            Kromatiini organiseerimine

          

          	
            DNA seostub histoonidega, moodustuvad nukleosoomid

          

          	
            Bakteritel osaleb DNA pakkimises palju erinevaid valke, paljudel arhedel esinevad histoonid

          
        


        
          	
            Geenide arv

          

          	
            Enamasti üle 5000 (vt tabel 1)

          

          	
            Keskmiselt ~1000–5000

          
        


        
          	
            Rakukesta tugivõrgustiku polümeer

          

          	
            Tselluloos, kitiin, β-glükaanid

          

          	
            Bakteritel peptidoglükaan, arhedel pseudopeptidoglükaan, heteropolüsahhariidid või valgud

          
        


        
          	
            Mitokondrid

          

          	
            Enamasti esinevad

          

          	
            Puuduvad

          
        


        
          	
            Kloroplastid

          

          	
            Esinevad taimedes ja vetikates

          

          	
            Puuduvad

          
        


        
          	
            Endoplasmaatiline võrgustik, Golgi kompleks, lüsosoomid, tsentrioolid

          

          	
            Esinevad

          

          	
            Puuduvad

          
        


        
          	
            Hulkraksus ja koed

          

          	
            Esinevad

          

          	
            Ei esine2

          
        


        
          	
            Membraanid

          

          	
            Lipiidides esterside, membraanides tugevduseks steroolid

          

          	
            Lipiidides esterside (bakterid) või eeterside (arhed) steroolid puuduvad

          
        


        
          	
            Ribosoomid

          

          	
            80S, organellides, nt mitokondrites ja kloroplastides 70S

          

          	
            70S

          
        


        
          	
            Intronid valke kodeerivates geenides

          

          	
            Esinevad

          

          	
            Puuduvad

          
        


        
          	
            Operonid genoomis

          

          	
            Puuduvad

          

          	
            Esinevad

          
        


        
          	
            Aktiinifilamendid ja mikrotuubulid rakuskeleti elementidena

          

          	
            Esinevad

          

          	
            Rakuskeleti moodustavad aktiini ja tubuliini kauged homoloogid3

          
        


        
          	
            Viburid

          

          	
            Viburid ja ripsmed moodustuvad mikrotuubulitest; kinnituvad rakule tsentrioolist moodustuva basaalkehaga

          

          	
            Bakterivibur koosneb õõnsast valgulisest viburiniidist, mis kinnitub rakule valgulistest ketastest moodustuva basaalkehaga; arhede viburid meenutavad bakterite tüüp IV piile

          
        


        
          	
            Toitumistüüp

          

          	
            Toituvad orgaanilisest ainest (nt loomad ja seened) või fotosünteesivad (taimed, vetikad)

          

          	
            Palju erinevaid toitumistüüpe

          
        


        
          	
            Õhulämmastiku (N2) kasutamine biosünteesis

          

          	
            Ei esine

          

          	
            Esineb

          
        

      
    


    1 On ka väga suuri baktereid. Näiteks Thiomargarita namibiensis’e rakk on silmaga nähtav – tema läbimõõt on kuni 0,8 mm.


    2 Kui moodustavad niitjaid või koloniaalseid vorme, siis on enamasti kõik rakud sarnased ja sama funktsiooniga.


    3 Tubuliini ja aktiini lähedased homoloogid on avastatud mõnel arhel.

    


    
      
        1 S tähistab Svedbergi ühikut ehk sadenemiskoefitsienti. Svedbergi ühikutes väljendatakse osakeste, nt ribosoomide ja nende subühikute, aga ka makromolekulide sadenemiskiirust ultratsentrifuugis. Sadenemiskiirus ei sõltu mitte ainult osakese massist, vaid ka kujust. Mida suurem on S-i väärtus, seda kiiremini osake sadeneb.

      

    

  


  
    3. Rakubioloogia keemilised aspektid: molekulid ja vastasmõjud


    DARJA LAVÕGINA


    Rakubioloogia ning keemiline side on esmapilgul kaks erinevat maailma, seda kinnitab kas või nende dimensioonide skaala2. Ükskõik millise raku läbimõõt – olgu tegemist looma-, seene-, taime-, protisti- või bakterirakuga – on ju igasuguse aatomi läbimõõdust üüratult suurem (vt tabel 3.1). Kui me aga püüame ette kujutada, mis komponendid on raku sees ning kuidas need tagavad raku kui terviku toimimise, siis jõuamegi üsna pea molekulide tasemele3. Molekulid moodustuvad aga omakorda aatomitest, mida hoiab koos keemiline side. Molekuli sees olevaid sidemeid ja molekulide vahel olevaid vastastikmõjusid (ehk interaktsioone), mis määravad molekulide omavahelise „suhtlemise“, vaatlemegi käesolevas alapeatükis.


    Tabel 3.1. Erinevate bioloogiliste objektide suuruste võrdlus.4 Iga suurusjärk on esitatud erineva värviga.
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        2 2012. aastal levis internetis plahvatusliku kiirusega kahe venna, Carel ja Michael Huangi tehtud interaktiivne töövahend universumi ja selle objektide dimensioonide kohta. Sellega on soovitatav tutvuda: Huang, S., Huang, M., http://htwins.net/scale2/.

      


      
        3 Suurepärane digimaterjal, mis visualiseerib teatud rakutüübisiseseid protsesse ning põhineb eksperimentaalsete andmete põhjal rajatud mudelitel: Harvard University, XVIVO, The Inner Life of the Cell, http://www.xvivo.net/animation/the-inner-life-of-the-cell/.

      


      
        4 Andmed pärinevad järgmistest allikatest: Harvard University, BioNumbers, http://bionumbers.hms.harvard.edu/default.aspx;


        Nave, R. C., HyperPhysics, http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/nuclear/nucnot.html, 2016; Peil, I., Tarkpea, K., Füüsikalise looduskäsitluse alused. Eesti Füüsika Selts, 2012; WebElements, https://www.webelements.com/carbon/atom_sizes.html.

      

    

  


  
    3.1. Keemiline side molekuli sees ja vastasmõjud molekulide vahel


    Kooli keemiakursusest teame, et aatom koosneb aatomituumast ning seda ümbritsevast elektronpilvest. Aatomituuma mõõtmed on seejuures aatomi mõõtmetega võrreldes äärmiselt väikesed ning aatomituumas hoiavad osakesi (positiivselt laetud prootoneid ja neutraalseid neutroneid) koos nn tugevad vastasmõjud e vastastikmõjud. Eri elementide aatomid erinevad üksteisest tuumas sisalduvate prootonite arvu poolest.


    Aatomituuma ning elektronide vahel on elektromagneetiline vastastikmõju. Definitsiooni kohaselt on aatomid oma nn normaalolekus elektroneutraalsed: need sisaldavad sama palju elektrone ja prootoneid ning nende summaarne laeng on seega 0. Aatomi elektronpilves on seejuures eristatavad energeetilised tasemed (nivood, kihid): mida lähemal elektron tuumale paikneb, seda kõvemini hoitakse seda kinni. Väliskihis paiknevad elektronid on aga liikuvamad. Elektronegatiivsus on aatomi omadus, mis väljendub selle võimes väliskihi elektrone enda poole tõmmata. Mida suurem on aatomi elektronegatiivsus, seda kõvemini hoiab aatom oma väliskihi elektrone kinni. Kuna elektronegatiivsus oleneb nii aatomi tuumalaengust kui ka aatomi mõõtmetest, siis paiknevad perioodilisustabelis kõige elektronegatiivsemad elemendid üleval paremal (v.a väärisgaasid) ning kõige väiksema elektronegatiivsusega elemendid all vasakul (tabel 3.2).


    Tabel 3.2. Perioodilisussüsteemi esimese viie perioodi elemendid koos järjekorranumbritega (järjekorranumber on võrdne prootonite arvuga vastava elemendi aatomi tuumas). Värviskaala näitab elektronegatiivsust: mida soojem on värv, seda suurem on elementi elektronegatiivsus. Kõige elektronegatiivsem element on fluor.
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    Enamasti on aatomi jaoks energeetiliselt kõige stabiilsem selline olukord, kus väliskihis on kaheksa elektroni (nn oktetireegel5). Väikese elektronegatiivsusega aatomid (nt metallid) võivad sellise olukorra saavutamiseks koguni loobuda oma elektroni(de)st, suurema elektronegatiivsusega aatomid (nt halogeenid) eelistavad pigem elektrone juurde hankida. Vahepealse elektronegatiivsusega aatomid võivad aga oma väliskihi elektrone teineteisega sõbralikult jagada, nii et kord saavutab okteti üks aatomitest, kord teine. Selle põhjal, milline stsenaarium realiseerub, saab rääkida erinevat tüüpi keemilisest sidemest.


    3.1.1. Ioonside ja laeng-laeng vastasmõju


    Kõige suurema elektronegatiivsusega element on fluor (üldiselt on kõik halogeenid päris elektronegatiivsed). Kui fluori aatom juhtub kohtuma keskkonnas ekslema läinud elektroniga, siis lülitab fluor selle meelsasti oma elektronkattesse. Sellisel juhul omandab fluori aatom negatiivse laengu ning muutub aniooniks. Seevastu metallid – nt kaalium – on väga väikese elektronegatiivsusega; need ei suuda oma väliskihi elektrone tugevalt kinni hoida. Soodsates tingimustes kaotabki kaalium seetõttu väliskihist oma elektroni ning muutub positiivse laenguga katiooniks. „Soodsates tingimustes” tähendab niisugusel juhul seda, et enamasti peab lähedal leiduma mõni suure elektronegatiivsusega aatom – nagu fluor –, mis selle elektroni endale saab. Tekkiv katioon K+ saab seejärel astuda laeng-laeng vastas- e vastastikmõjusse tekkiva aniooniga F- – selline olek on energeetiliselt märkimisväärselt stabiilsem kui esialgsetel K ja F aatomitel. Tekkinud sidet, mis põhineb elektrostaatilisel tõmbumisel, nimetatakse ioonsidemeks (joonis 3.1). Ioonsidemed esinevad seega kahe laetud osakese vahel, kusjuures need osakesed võivad esineda iseseisvalt või siis rühmadena suuremate molekulide koostises (vt allpool funktsionaalrühmade kirjeldusi) või isegi ühes suuremas molekulis (nt valgus) kahe laetud ala vahel (nn laeng-laeng vastasmõju; vt joonis 3.1).
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    Joonis 3.1. Elektrostaatilisel tõmbumisel ja tõukumisel põhinevad vastasmõjud. Ioonside tekib erinimeliselt laetud osakeste vahel (kaaliumi, fluori ning nendest tekkinud ioonide raadiused on omavahel kooskõlas – elektroni üleminekuga kaasneb osakese suuruse muutus). Laeng-laeng vastasmõju võib tekkida ka suuremates molekulides kahe laetud regiooni vahel: erinimeliselt laetud regioonid tõmbuvad, samanimeliselt laetud regioonid tõukuvad. Seega võivad laeng-laeng vastasmõjud koostöös muude vastastikmõjudega osaleda molekulide ruumilise kuju määramisel.


    3.1.2. Kovalentne side


    Mis aga saab siis, kui tegemist on kahe keskmise elektronegatiivsusega aatomiga, millest kumbki ei tahaks oma väliskihi elektronidest loobuda, aga eelistaks oma elektronkihti siiski täiustada? Sellisel juhul tekib aatomite vahele kovalentne side: aatomite väliskihtide elektronid moodustavad ühise pilve, mis võib olla rohkem nihutatud kord ühe, kord teise aatomi peale. Taoline nn kooselu esineb just mittemetalliliste elementide aatomite vahel (C-H, C-N, N-O jms) ning seega on ka põhiline sideme liik orgaaniliste ühendite molekulide sees. Seejuures eristatakse kovalentse sideme puhul kaks erijuhtu: polaarne kovalentne side ning mittepolaarne kovalentne side (joonis 3.2). Polaarse kovalentse sideme puhul on omavahel ühenduses kaks aatomit, millest üks on siiski elektronegatiivsem kui teine ning sideme elektronpilv on rohkem nihutatud selle aatomi peale (nt H2O molekulis paikneb suurem osa elektrontihedusest hapnikuaatomi peal). Mittepolaarse kovalentse sideme puhul on kaks n-ö partnerluses osalevat aatomit elektronegatiivsuse poolest võrdsed.
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    Joonis 3.2. Mittepolaarsed ja polaarsed kovalentsed sidemed ühe molekuli sees. Üleval on kujutatud palmitüülhappe molekul (rasvhape, milleks kõigepealt muundatakse kõik liigsed süsivesikud inimkehas); süsinikuaatomid asuvad sidemete ristumiskohtades ning on joonise lihtsuse huvides ära jäetud. Mittepolaarsed kovalentsed sidemed (sama elektronegatiivsusega aatomite vahel) on tähistatud mustade joontega, polaarsed kovalentsed sidemed (erineva elektronegatiivsusega aatomite vahel) on roheliste joontega. Sideme polaarsuse määr võib olla erinev: C-H side on väikese polaarsusega, O-H side aga väga polaarne. All on sinise punktiiriga näidatud elektronpilve paiknemine mittepolaarses kovalentses sidemes (ühtlaselt) ja polaarses kovalentses sidemes (nihutatud suurema elektronegatiivsusega aatomi peale). Siin ja edaspidi tähistavad R ning R’ süsinikuaatomiga algavaid ahelaid.


    Loomulikult stabiliseerib ka kovalentse sideme teke mõlema selles osaleva aatomi olekut (st sideme tekkimisel energia eraldub, sideme lagundamiseks tuleb aga energiat kulutada; tabel 3.3). See, et toidu seedimisel organismis saadakse energiat, tuleneb asjaolust, et toidumolekulidesiseste sidemete lagundamiseks kulub tegelikult küll energiat, ent seda kompenseeritakse tugevalt selle energia arvelt, mis eraldub uute keemiliste sidemete tekkimise tulemusel (sest ega toidu seedimisel ei teki ju atomaarsel kujul produkte). Tuleks ka rõhutada, et kui kovalentne side tekib kahe aatomi vahel, mis juba kuuluvad suuremate molekulide koostisse, siis sisuliselt tähendab see kahe suurema molekuli ühinemist veelgi suuremaks üheks molekuliks (st kovalentne side saab põhimõtteliselt esineda ainult ühe molekuli sees, mitte molekulide vahel).


    Tabel 3.3. Erinevate molekulisiseste sidemete ja molekulidevaheliste vastas- e vastastikmõjude ulatused ning energeetilised parameetrid.6


    
      
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Sideme või vastasmõju tüüp

          

          	
            Sideme pikkus või vastasmõju ulatus (pm)
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            250
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            Vesinikside

          

          	
            300

          

          	
            12–30

          
        


        
          	
            van der Waalsi jõud

          

          	
            300–600

          

          	
            0,4…4

          
        

      
    


    Ioonsidet käsitletakse peatükis 3.1.1, vesiniksidet ning van der Waalsi vastastikmõjusid aga peatükkides 3.1.3 ja 3.1.4. Sidemeenergia on defineeritud kui energia, mis kulub sideme lõhkumiseks.


    3.1.3. Vesinikside


    Millised vastasmõjud saavad aga esineda molekulide vahel? Argielust teame, et nii puidust laud kui ka mesilasvahast küünal püsivad väga hästi ühes tükis, kuigi tegemist ei ole kindlasti mitte anorgaaniliste sooladega – seega ei saa me nende ühes tükis püsimist laeng-laeng vastastikmõjuga kuidagi seletada. Nagu vaatleme allpool (peatükk 3.4.1), sisaldavad puidu põhikomponendi, tselluloosi molekulid hulgaliselt nn hüdroksüülrühmi (vt ka peatükk 3.2.1.1), kus hapnikuaatom on sillaks süsinikuaatomi ja vesinikuaatomi vahel (st rühma sees on kaks polaarset kovalentset sidet, C-O ja O-H). Kui kõrvuti paiknevad kaks molekuli ja mõlemal on hüdroksüülrühm, siis tekib nende vahele omapärane vastastikmõju, mida nimetatakse vesiniksidemeks.


    Nimelt on hapnik (peale selle ka lämmastik ja fluor) teatud määral n-ö kõhklev element: tal on üpris suur elektronegatiivsus, mistõttu sooviks ta oma väliskihi elektrone enda lähedal hoida ning võtta neid võimalusel teisteltki aatomitelt ära, aga samas on tema aatomraadius suhteliselt väike, nii et tema väliskihi elektronid vajaksid lahedamaks olemiseks veidi rohkem ruumi. Sellist ruumi (vaba energeetilist alanivood ehk vaba orbitaali) võiks pakkuda vesinikioon (H+) – see on ju sisuliselt prooton, elektronid tal puuduvad, seega oleks tal küllaga ruumi, et mõni elektroni enda peale paigutada. Kui aga prootoneid pole keskkonnas kusagilt võtta, lahendavad lähestikku paiknevate hüdroksüülrühmade hapnikud oma n-ö suurushulluse probleemi nii, et laenavad teineteiselt vesinikuaatomeid (joonis 3.3). Vesinik, mis on kovalentselt ühe hapnikuaatomiga ühendatud, võib teatud määral siiski aidata teisel hapnikuaatomil tema elektrone mahutada. Sel viisil muutuvad vesinikud n-ö sildadeks kahe molekuli vahel, mis sisaldavad hüdroksüülrühma – ning mida rohkem on molekulide koostises hüdroksüülrühmi ja mida rohkem on molekule, seda ulatuslikumad on tekkivad vesiniksidemete võrgustikud.
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    Joonis 3.3. Vesiniksidemete moodustumine etanoolis molekulide hüdroksüülrühmade vahel. Nooltega on näidatud ühte molekuli kuuluva hapniku väliskihi elektrontiheduse osaline ümberpaigutumine teise molekuli koosseisu kuuluvale vesinikuaatomile. Siin ja edaspidi on kahe täpiga tähistatud elektronegatiivsed aatomid, mis vajaksid oma elektronide paigutamiseks rohkem ruumi; punase ruuduga on tähistatud vesinikud, mis võivad sellist ruumi pakkuda. Parempoolsel joonisel on kolme punktiga tähistatud vesiniksidemed, D on vesiniksideme doonor ning A on vesiniksideme aktseptor. On näha, et kõige paremini saab vesinikside moodustuda juhul, kui selles osalev vesinikuaatom paikneb kaht elektronegatiivset aatomit ühendava sirge peal.


    Tegelikult piisab sellest, et ainult ühel lähestikku paiknevatest partneritest on kovalentne side vesinikuaatomiga: kui selle kõrval paikneb mõni rühm, mis vaevleb oma suure elektrontiheduse piinades, laenab see suurima heameelega naabri vesinikuaatomilt natukene ruumi. Selle järgi eristatakse vesiniksidemes doonorit (on nõus n-ö jagama endaga kovalentselt ühendatud vesinikku) ning aktseptorit (aatom, mis vajab vesinikku).


    Juhime tähelepanu ka sellele, et ulatuslikud vesiniksidemete võrgustikud on loomulikult ka veemolekulide vahel; vaatleme seda lähemalt peatükis 3.3. Samuti tuleks mainida, et vesinikside võib põhimõtteliselt esineda ka ühe molekuli kahe erineva osa vahel – juhul kui üks on võimeline käituma doonorina ning teine aktseptorina ning need on teineteise suhtes sobivalt orienteeritud (joonis 3.4).
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    Joonis 3.4. Vesiniksidemed tselluloosis. Punaste punktidega on näidatud vesiniksidemed ühe molekuli koosseisu kuuluvate hüdroksüülrühmade ja siniste punktidega vesiniksidemed kahe molekuli vahel. Tselluloosi struktuurist räägime ka peatükis 3.4.1.


    3.1.4. Van der Waalsi vastasmõjud


    Tuleme aga tagasi mesilasvaha juurde: nagu näeme ka peatükis 3.4.4.1, ei sisalda selle molekulid hüdroksüülrühmi, kuid vahatükk ei koosne ometi ainult ühest molekulist ning püsib siiski toatemperatuuril koos. Seega peavad vahamolekulide vahel esinema teatud liiki vastastikmõjud. Need on van der Waalsi jõud, mis on tegelikult kõige rohkem levinud molekulidevahelised vastasmõjud.


    Kui molekuli sees on omavahel kovalentselt ühendatud üks väiksema ning üks suurema elektronegatiivsusega aatom, siis side nende vahel on polaarne ning elektronid on nihkunud suurema elektronegatiivsusega aatomi peale. Tulemuseks on nn dipooli teke: üks regioon molekulist (seal, kus elektrone on rohkem) on pigem negatiivse osalaenguga, teine regioon molekulist vastavalt pigem positiivse osalaenguga. Kui nüüd selliseid molekule on mitu, püüavad need üksteise suhtes orienteeruda, nii et vastasnimelised osalaengud paikneksid maksimaalselt lähestikku ning samanimelised maksimaalselt kaugel (joonis 3.5). Selline dipool-dipool vastasmõju ongi üks van der Waalsi vastasmõju liike.
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    Joonis 3.5. Dipool-dipool vastasmõju mesilasvaha molekulide esterrühmade vahel. Vasakul on kujutatud vahamolekuli üldkuju ning elektrontiheduse jaotumine esterrühmas (elektronpilv on nihkunud suurema elektronegatiivsusega hapnikuaatomite peale, tekitades laengujaotuse). Paremal on näidatud molekulide paigutumine üksteise suhtes, kus erinimelised osalaengud paiknevad võimalikult lähedal teineteisele ning samanimelised on teineteisest võimalikult kaugel. Siin ja edaspidi tähistab δ osalaengut.


    Van der Waalsi jõud saavad toimida ka selliste molekulide vahel, millel dipool olemuslikult puudub, nagu näiteks grafiidis. Grafiidikihi sees hoiavad süsinikuaatomeid koos mittepolaarsed kovalentsed sidemed, kihtide vahel peavad aga eksisteerima samuti vastastikmõjud, et suurem grafiiditükk saaks koos püsida. Kuigi koolikeemias oleme harjunud käsitlema molekule ja keemilisi sidemeid suhteliselt fikseeritutena, siis tegelikult esineb molekuli sees elektrontiheduse teatud rändamine. Kui üks molekul satub ruumiliselt liiga lähedale teisele molekulile või negatiivselt laetud ioonile, siis osakeste elektrontihedused hakkavad elektrostaatiliselt tõukuma. Tulemusena rändavad mittepolaarses molekulis elektronid korraks n-ö ühest otsast ära ja tekibki ajutine dipool (nn indutseeritud dipool, kuna selle teket põhjustas teine suure elektrontihedusega osake; joonis 3.6). Ka indutseeritud dipoolid püüavad üksteise suhtes paigutuda nii, et vastasnimelised osalaengud paikneksid maksimaalselt lähestikku ning samanimelised maksimaalselt kaugel. Kuigi indutseeritud dipoolide vahelised jõud on suhteliselt nõrgad, on need siiski suutelised hoidma koos üpris suuri objekte. Nii püsibki grafiiditeravikuga pliiatsi süda ilusti koos, kuni sellele survet ei avaldata – kirjutamise käigus avaldatava surve mõjul hakkavad aga eralduma grafiidikihid, mida me näemegi paberil pliiatsi jälgedena.
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    Joonis 3.6. Van der Waalsi jõud indutseeritud dipoolide vahel grafiidis. Vasakul on näidatud ühe grafiidimolekuli (kihi) struktuurifragment, kus süsinikuaatomid on ühendatud mittepolaarsete kovalentsete sidemetega. Keskel on näidatud indutseeritud dipooli teke ühes grafiidikihis hapnikumolekuli toimel (suure elektronpilvega hapnikumolekul kutsub esile grafiidikihis elektronpilve ümberpaigutumise). Paremal on näidatud indutseeritud dipoolide teke teistes grafiidikihtides (erinimelised osalaengud püüavad paigutuda võimalikult teineteise lähedale, samanimelised aga teineteisest võimalikult kaugele).


    On olemas teisigi vastastikmõjusid, mis saavad aset leida mittelaetud ning suhteliselt mittepolaarsete molekulide vahel (nt nn aromaatsed interaktsioonid, hüdrofoobsed interaktsioonid jms), kuid nende detailsem käsitlus nõuaks sügavamat sukeldumist keemiasse, kui selle õpiku raames on võimalik. Üldise märkusena peaks aga mainima, et looduslikes süsteemides esinevad molekulid on enamasti üpris keerulise ehitusega (olgu tegemist raku plasmamembraani koostisse kuuluvate lipiidide või raku tsütoplasmas signaaliülekande eest vastutavate ensüümidega). Seetõttu on need molekulid võimelised osalema korraga mitut tüüpi vastastikmõjus. Enne kui jõuame biomakromolekulide klasside vaatlemise juurde, püüame aga detailsemalt käsitleda elusorganismide koostises levinumaid elemente ning nendest moodustuvaid väiksemaid rühmi.

    


    
      
        5 Kaheksa pole lihtsalt nn maagiline number: kaheksa elektroniga väliskiht tähendab seda, et aatomil on elektronidega täitunud nii s-orbitaal kui ka kolm p-orbitaali (iga orbitaal ehk energeetiline alanivoo mahutab maksimaalselt kaks elektroni). Orbitaalidest, nende kujudest ja hübridiseerumisest võib lugeda järgmisest õpikust: Atkins, P., Jones, L., Keemia alused. Teekond teadmiste juurde. Tartu Ülikooli kirjastus, 2013. (Ingliskeelne originaal: Atkins, P., Jones, L., Chemical Principles. Toimetaja: W. H. Freeman, 4th edition, 2006.)

      


      
        6 Andmed pärinevad järgmistest allikatest: Larsen, D., UC Davis ChemWiki, http://chemwiki.ucdavis.edu/; Chieh, C., University of Waterloo, http://www.science.uwaterloo.ca/~cchieh/cact/c120/bondel.html; Hornback, J. M., Organic Chemistry. Cengage Learning, 2005.

      

    

  


  
    3.2. Bioloogiliselt olulised elemendid


    Inimorganismi normaalse funktsioneerimise jaoks on hädavajalikud umbes 30 elementi, millest enamus on kerge aatommassiga elemendid (suurem osa paikneb perioodilisussüsteemis seleenist eespool).


    Aatomite elektronkatte ümberpaigutumise määr molekuli tekkimisel 3D-ruumis määrab selle molekuli omadusi. Molekulidevahelised vastastikmõjud molekulide kogumis määravad aga nendest koosneva materjali omadusi. Esmalähenduses võibki rakku ette kujutada kui tervikut, mis moodustub erinevate omadustega materjalidest. Tuleks aga arvestada, et kõigil nendel materjalidel on võime teatud impulsside toimel dünaamiliselt teiseneda: see tagab raku adekvaatse reageerimise keskkonna muutustele ning on aluseks elu omadustele.


    3.2.1. Põhibioelemendid


    Elusorganismides on kõige levinumad neli elementi: H, O, N ja C. Need suudavad edukalt moodustada kovalentseid sidemeid. Seejuures on üks vesinikuaatom võimeline moodustama maksimaalselt ühe sideme, hapnikuaatom kaks sidet, lämmastikuaatom kolm sidet (erandjuhtudel ka neli sidet) ning süsinikuaatom neli sidet (joonis 3.7). Süsinikust saab sealjuures moodustada põhimõtteliselt piiramata pikkusega ahelaid, mille n-ö selgrooks on süsinik-süsinik sidemed. Ruumiliselt võivad süsiniku sidemed paigutuda aatomi ümber erineval viisil: neli üksiksidet, kaks üksiksidet ja üks kaksikside, kaks kaksiksidet või siis üks kolmikside ja üks üksikside. Kõik need omadused võimaldavad kokku panna H, O, N ja C aatomitest piiramatul hulgal erineva koostisega ning seega ka erinevate omadustega molekule, sealhulgas biomakromolekule (süsivesikud, valgud, nukleiinhapped ja lipiidid), mida vaatame pikemalt allpool (peatükk 3.4).
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    Joonis 3.7. Sidemete arvud, mida H, O, N ja C aatomid tüüpiliselt moodustavad (vastavalt üks, kaks, kolm ja neli sidet). Kuna kovalentsed sidemed kui suure elektrontihedusega alad eelistavad paigutuda üksteisest võimalikult kaugele, võib eristada tetraeedrilist süsinikku (neli üksiksidet), planaarset süsinikku (kaks üksiksidet ning üks kaksikside) ning lineaarset süsinikku (üks üksikside ja üks kolmikside või kaks kaksiksidet). Hapnikuaatom võib anda nii ühe kaksiksideme (nagu formaldehüüdis) kui ka kaks üksiksidet (nagu vees). Lämmastik võib anda nii ühe kolmiksideme (nagu sinihappes) kui ka kolm üksiksidet (nagu ammoniaagis). Vee ja ammoniaagi molekulide ruumiline kuju tuleneb sellest, et nii hapnikul kui lämmastikul on väliskihil peale kovalentsete sidemete moodustumise kaudu saadud elektronide piisavalt palju oma elektrone, mis moodustavad elektrontihedaid alasid (nn vabad elektronpaarid).


    Peale eelmainitud H, O, N ja C neliku kuuluvad inimorganismi põhibioelementide hulka ka P ja S (fosfor suudab anda maksimaalselt viis kovalentset sidet, väävel kuus).


    3.2.1.1. Funktsionaalrühmad orgaaniliste ühendite koostises


    Igaühele orgaaniliste ainete klassidest on iseloomulikud teatud funktsionaalrühmad: mõnest aatomist moodustuvad rühmad, mis määravad paljuski molekuli omadusi (kas see on laetud või mitte, kas see lahustub vees või mitte jms; tabel 3.4.). Näiteks süsivesikute koostises leidub mitmeid hüdroksüülrühmi, mis on üpris polaarsed ning saavad olla nii vesiniksideme doonoriks kui ka aktseptoriks (vt ka eespool peatükk 3.1.3). Veel üks süsivesikutele iseloomulik funktsionaalrühm on nn karbonüülrühm, kus süsinik on ühendatud hapnikuga kaksiksideme kaudu. Karbonüülrühm võib olla kas ketooni või aldehüüdi kujul: ketoonis on karbonüülne süsinik ühendatud peale hapniku veel kahe süsinikuaatomiga, aldehüüdis on aga karbonüülne süsinik ühendatud peale hapniku ühelt poolt süsinikuaatomi ning teiselt poolt vesinikuaatomiga. Kummalgi juhul ei ole karbonüülrühm väga polaarne ning võib käituda küll vesiniksideme aktseptori, kuid mitte doonorina.


    Tabel 3.4. Põhibioelementidest moodustunud funktsionaalrühmade näiteid ning omadusi
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    * Aminorühm on vesiniksideme aktseptor ainult juhul, kui selle aluselised omadused pole avaldunud (st R-NH3+ ei ole vesiniksideme aktseptor).


    ** Karboksüülrühm on vesiniksideme doonor ainult juhul, kui selle happelised omadused pole avaldunud (st R-C(=O)-O- ei ole vesiniksideme doonor).


    Kahe täpiga on tähistatud elektronegatiivsed aatomid, mis vajaksid oma elektronide paigutamiseks rohkem ruumi; punase ruuduga on tähistatud vesinikud, mis võivad sellist ruumi pakkuda.


    Mitmetes lipiidide alamklassides on oluline funktsionaalrühm esterrühm (vt ka peatükk 3.4.4.1), mis ei ole väga polaarne ning võib käituda vesiniksideme aktseptori, kuid mitte doonorina.


    Valgud moodustuvad aminohappejääkidest, mis sisaldavad kõik aminorühma ja karboksüülrühma (vt ka peatükk 3.4.3). Aminorühm on samuti polaarne ja võib käituda vesiniksideme doonori või aktseptorina ning juhul kui keskkonnas on vabu prootoneid, liidab ühe prootoni endaga (st käitub alusena; vt allpool peatükk 3.3.4). Seejuures omandab rühm positiivse laengu, kuid kaotab võime osaleda vesiniksidemes aktseptorina (joonis 3.8). Karboksüülrühm on samuti polaarne ja võib käituda vesiniksideme doonori või aktseptorina ning hapnike suur elektrontihedus on selles suhteliselt n-ö laiali määritud. Tulemuseks on see, et karboksüülrühm on võimeline enda küljest prootonit ära andma (st käitub happena; vt allpool peatükk 3.3.4). Seejuures omandab rühm negatiivse laengu ning kaotab võime osaleda vesiniksidemes doonorina.


    
      [image: ]

    


    Joonis 3.8. Aminorühma aluselised omadused (suudab liita endaga prootoni, omandades positiivse laengu) ning karboksüülrühma happelised omadused (annab prootoni ära, omandades negatiivse osalaengu). Aminohapete puhul avalduvad samal ajal aminorühma aluselised ning karboksüülrühma happelised omadused. Kahe täpiga on tähistatud elektronegatiivsed aatomid, mis vajaksid oma elektronide paigutamiseks rohkem ruumi; punase ruuduga on tähistatud vesinikud, mis võivad sellist ruumi pakkuda.


    Nukleiinhapped moodustuvad nukleotiididest, mis sisaldavad enda koostises nn lämmastikalust (vt ka peatükk 3.4.2). See on tsükkel või tsüklite süsteem, milles esineb unikaalne nähtus, mida nimetatakse aromaatsuseks (joonis 3.9). Sellisel juhul tekib tsüklit moodustavate aatomite elektronpilvedest üle kogu süsteemi n-ö laiali määritud suur elektronpilv. Aromaatsed süsteemid on enamasti suhteliselt väikese polaarsusega, kuid võivad enda küljes sisaldada funktsionaalrühmi, mis võivad olla vesiniksidemete doonorid ja/või aktseptorid. Viimane omadus on väga oluline just nukleiinhapete ruumilise struktuuri tekkimisel, nagu näeme allpool.
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    Joonis 3.9. Aromaatsuse fenomen benseenis (vasakul) ning lämmastikalustes adeniinis (keskel) ja tümiinis (paremal). Tsüklit moodustavate aatomite elektronpilvedest tekib üle kogu tsükli n-ö laiali määritud suur elektronpilv. Aromaatse tsükli küljes olevad funktsionaalrühmad ning ka tsükli kordsete sidemete juures paiknevad lämmastikud säilitavad oma võimet vesiniksidemetes osaleda. Kahe täpiga on tähistatud elektronegatiivsed aatomid, mis vajaksid oma elektronide paigutamiseks rohkem ruumi; punase ruuduga on tähistatud vesinikud, mis võivad sellist ruumi pakkuda.


    Fosfor on oluline element nukleotiidide ja nendest moodustuvate nukleiinhapete koostises, samuti fosfolipiidides (vt peatükk 3.4.2 ja 3.4.4.1). Tüüpiliselt annab fosfor polaarseid kovalentseid sidemeid hapnikuga ning moodustuvad funktsionaalrühmad, mida võib vaadelda anorgaanilisest fosfaatioonist PO43- tuletatud ühendite ehk derivaatidena (vt ka peatükk 3.4.2). Stabiilse fosfaatioonina kuulub fosfor luude ja hammaste koostisse. Mitmest järjestikusest fosfaadijäägist moodustatud pikemad ahelad orgaanilistes ühendites on aga sageli makroergilised (nt ATP koostises): fosfaadijääkidevaheliste sidemete hüdrolüüsil saadakse uute sidemete moodustumise arvelt rohkem energiat, kui kulub esialgsete sidemete lõhkumiseks.


    Väävel kuulub eespool mainitud aminohapete tsüsteiini ja metioniini külgahelate funktsionaalrühmade koostisse (vastavalt tiool ja tioeeter), kus moodustab kõigest kaks üksiksidet (vt ka peatükk 3.4.3). Tioolrühm esineb ka peptiidis glutatioonis, mis on oluline rakusisene antioksüdant. Organismis kasutatakse nimelt ära tioolrühma suhteliselt kerget oksüdeerumist: kahe lähestikku paikneva tiooli väävliaatomid võivad moodustada omavahel kovalentse sideme (nn S-S-side ehk disulfiidside), loobudes vesinikust mõne tugevama oksüdeerija kasuks (joonis 3.10). Väga tugeva oksüdeerija juuresolekul võib aga tiool oksüdeeruda kuni väävli maksimaalse sidemete arvu saabumiseni: moodustub funktsionaalrühm, mida võib vaadelda anorgaanilise sulfaatiooni SO42- derivaadina. Oksüdeerudes ise, kaitseb tiool teiste molekulide muid funktsionaalrühmi oksüdeerumise eest.
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    Joonis 3.10. Peptiid glutatioon, mis osaleb organismis redutseerumis-oksüdeerumisprotsesside bilansi tagamisel. Oksüdeerija juuresolekul moodustavad kaks glutatiooni omavahel tioolrühmade kaudu disulfiidsideme (tähistatud rohelise ringiga), kusjuures protsess on pöörduv. Väga tugeva oksüdeerija juuresolekul tekib aga tioolrühmast sulfoonhape (tähistatud punase ringiga).


    3.2.1.2. Isomeeria mõiste


    Nagu eespool mainitud, on orgaanilise keemia maailm äärmiselt mitmekesine: ühendid erinevad üksteisest elementaarse koostise, aatomite arvu, funktsionaalrühmade iseloomu ja ruumilise ehituse poolest. Mõned ühendid on omavahel siiski mingil viisil sarnased, mistõttu on võetud kasutusele isomeeride mõiste. Isomeerid on ühendid, mille summaarne valem (ehk brutovalem) on sama – need sisaldavad samu aatomeid ja sama palju. Millegi poolest on aga isomeeride struktuurid teineteisest siiski erinevad (joonis 3.11).
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    Joonis 3.11. Isomeerid on ained, mille elementaarne koostis (brutovalem) on sama, kuid molekuli kuju on erinev. Funktsionaalisomeeridel on erinevad funktsionaalrühmad. Ahelisomeeridel on erinev funktsionaalrühmade paigutus ülejäänud molekuli suhtes. Geomeetrilistel isomeeridel on erinev funktsionaalrühmade ruumiline paigutus molekulis leiduva kordse sideme või tsükli suhtes. Optilistel isomeeridel on erinev funktsionaalrühmade ruumiline paigutus asümmeetrilise süsiniku suhtes (tähistatud punase noolega).


    Kui kaks isomeeri sisaldavad erinevaid funktsionaalseid rühmi, on tegemist nn funktsionaalisomeeridega. Nende ühendite omadused võivad sageli olla vägagi erinevad. Näiteks etüülalkohol (etanool) on vedelik ning võib olla vesiniksideme doonor ja aktseptor. Sellega isomeerne dimetüüleeter on aga gaasiline ning võib olla ainult vesiniksideme aktseptor.


    Kui kaks isomeeri sisaldavad üldiselt samu funktsionaalrühmi, kuid nende rühmade asukoht vaadeldavates molekulides on erinev, on tegemist nn ahelisomeeridega. Ahelisomeerid on füüsikaliste ja keemiliste omaduste poolest märkimisväärselt sarnasemad kui funktsionaalisomeerid, kuid siiski on tegemist erinevate ainetega. Omavahel on ahelisomeerid näiteks aminohapped leutsiin ja isoleutsiin, mida elusorganismides kodeerivad nukleiinhapete tasandil erinevad nukleotiidijääkide järjestused (vt ka peatükk 3.4.2).


    Kui aga kahel isomeeril on samad funktsionaalrühmad ning nad paiknevad molekulides koguni samade aatomite küljes, aga molekulide ruumilised struktuurid on siiski erinevad, on tegemist nn stereoisomeeridega (joonis 3.12). Stereoisomeeride puhul võib erineda näiteks aatomite/funktsionaalrühmade paigutus kordses sidemes või molekulis leiduvas tsüklis: näiteks eristatakse trans-rasvhappeid ja cis-rasvhappeid (vt ka peatükk 3.4.4.1), mis erinevad ainult asendajate paigutuse poolest molekulides leiduvates kaksiksidemetes (nn geomeetrilised isomeerid). Näilisest sarnasusest hoolimata võivad geomeetriliste isomeeride füüsikalised ja keemilised omadused (nt sulamistemperatuur või reaktsioonivõime) olla üpris erinevad.
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    Joonis 3.12. Geomeetriliste ja optiliste isomeeride ruumiliste struktuuride võrdlus. Täppidega on skitseeritud tsükli tasandi eespoolne külg, mille suhtes on geomeetrilistel isomeeridel erinev funktsionaalrühmade ruumiline paigutus. Punktiiriga on näidatud näiline pind, mille suhtes optilised isomeerid on peegelpildid.


    Veel üks stereoisomeeria liik on kiraalsus: see avaldub molekulides, mis sisaldavad süsinikuaatomit, mis on nelja üksiksideme kaudu seotud nelja erineva aatomi/funktsionaalrühmaga. Kuna selline kiraalne süsinik koos asendajatega peavad moodustama ruumilise kujundi (tetraeedri), siis meie 3D-maailmas on võimalik neist konstrueerida kaks molekuli, mis on teineteise suhtes peegelpildid. Need ongi omavahel isomeerid (täpsemalt, optilised isomeerid – eristamaks teistest isomeeride liikidest tähistatakse optilisi isomeere põhinimetuse ees sageli tähtedega l või d, nt l-alaniin või d-glükoos). Nende keemilised omadused ja peaaegu kõik füüsikalised omadused on identsed. Kui aga molekulis on mitu kiraalset süsinikku, siis on olukord veelgi keerulisem: mõned kiraalsed süsinikud võivad olla teineteise suhtes peegelpildid, teised aga kattuvad. Sellisel juhul võivad optilistel isomeeridel omavahel mõnevõrra erineda ka füüsikalised ja keemilised omadused, sest ühe isomeeri molekulide ruumiline struktuur võib lubada neil üksteise suhtes tihedamalt n-ö pakenduda, mistõttu tekivad ka ulatuslikumad ja tugevamad molekulidevahelised vastastikmõjud.


    Isegi juhul, kui kaks optilist isomeeri on keemiliste omaduste poolest lahuses identsed, võivad need elusorganismide kontekstis siiski viia erinevate füsioloogiliste efektideni. Nimelt on mitmed elusorganismide molekulid ja nende koostisosad (nt aminohapped, nukleotiidid) samuti kiraalsed – see annab neile kindla ruumilise struktuuri – ning järelikult suudavad need ära tunda vaid kindla ruumilise struktuuriga partnereid. Nii on ülekaalukas osa organismis leiduvatest aminohapetest ja nende jääkidest valkude koostises kindla kiraalsusega (l), sama kehtib süsivesikute ehituslülide monosahhariidide kohta (nendel on ülekaalukam kiraalsuse tüüp d)7. Seepärast suudavad organismid näiteks hästi lagundada keskkonnast omastatud l-aminohappejääkidest koosnevaid aineid, d-aminohappejääkidest koosnevaid ühendeid organismide ensüümid aga enamasti lagundada ei suuda.


    3.2.2. Makrobioelemendid


    Põhibioelementide kõrval mängivad elusorganismides olulisi rolle makrobioelemendid. Makrobioelemendid esinevad põhiliselt ioonsel kujul bioloogilistes vedelikes ning vastavateks ioonideks on Na+, K+, Mg2+, Ca2+ ja Cl–. Neist ioonidest on enamiku kontsentratsioonid rakuvälises ja rakusiseses keskkonnas erinevad (tabel 3.5). Seega osalevad need ioonid nn membraanipotentsiaali püstitumises, mis on oluline signaaliülekande jaoks (vt ka peatükk 4.10.3.2 ja 7.1). Ca2+ võib samuti käituda sekundaarse virgatsainena (vt ka peatükk 7.2 ja 7.3.2.2.1) ning Mg2+ on kofaktor mitmetele ensüümidele.


    Tabel 3.5. Makrobioelementide ioonide kontsentratsioonide erinevused rakusiseses ja -välises keskkonnas.8
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    3.2.3. Mikrobioelemendid


    Mikrobioelemente leidub elusorganismides küll üpris väikestes kogustes, kuid need on siiski füsioloogiliselt väga olulised. Mikrobioelemendid on nii mitmed raskmetallid (V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo, Sn) kui ka mittemetallid (B, F, Si, As, Se, I). Mikrobioelemendid kuuluvad ioonidena või kovalentse sideme kaudu ühendatud kujul ühendite koostisse, mis mõjutavad ainevahetust ja osalevad signaaliülekandes, nt Zn, Ni, Cu ensüümide aktiivtsentrites, Co vitamiini B12 koostises, I kilpnäärmehormooni koostises, Fe hemoglobiini koostises.


    Kuna meil on nüüd olemas ülevaade keemilistest ehitusühikutest, mis on hädavajalikud organismi toimimiseks, siis püüame mõista, kuidas need aitavad kaasa suurema süsteemi funktsioneerimisele. Alustame väikesest molekulist, mis võimaldab elu olemasolu sellisena, nagu me seda tunneme.

    


    
      
        7 See, kuidas kindlaks teha, kas vaadeldav molekul on L-isomeer või D-isomeer, jääb meie õpiku vaatlusest välja, kuna see eeldab jällegi väga põhjalikku keemilist tausta. Huvilised võiksid aga tutvuda koolikursuse „Elu keemia” õpikuga: Enkvist, E., Herm, L., Lavõgina, D., Mäeorg, U., Romann, T., Saar, M., Veskimets, K., Viht, K., Viil, I., Gümnaasiumi loodusainete valdkonna valikkursuse „Elu keemia” elektrooniline õpik. Eesti Teadusagentuuri programm TeaMe, 2014.

      


      
        8 Andmed pärinevad järgmisest allikast: Harvard University, BioNumbers, http://bionumbers.hms.harvard.edu/default.aspx.

      

    

  


  
    3.3. Vesi ja selle omadused


    Vee unikaalseid omadusi tingivad paljuski tugevad ja ulatuslikud vastastikmõjud veemolekulide vahel. Näiteks on vesi oma madalast molekulmassist hoolimata toatemperatuuril vedelas (mitte gaasilises) olekus. Tänu vesiniksidemete olemasolule (vt ka peatükk 3.1.3) on veel ka suurt soojusmahtuvust: vee aurustamiseks kulub palju energiat, sest tuleb lõhkuda molekulidevahelisi vesiniksidemeid. Vee suur soojusmahtuvus võimaldab ühtlustada temperatuurigradiente – see ei ole oluline mitte ainult üksiku organismi eksistentsi seisukohalt, vaid peetakse hädavajalikuks tingimuseks elu tekkeks ja alalhoidmiseks suuremates mastaapides. Vesiniksidemed on olulised ka vee tahke agregaatoleku, jää unikaalse struktuuri tagamiseks. Kuna iga veemolekul tahab, et tal oleks naabritega võimalikult palju vesiniksidemeid, paigutuvad veemolekulid jääkristallis üksteise suhtes nii, et moodustub ruumiliselt üpris hõre võrgustik suurte tühimikega. Selline kristallstruktuur tingib jää väikese tiheduse (0 oC juures on jää tihedus 0,9167 g/cm3, vedelas olekus vee tihedus aga 0,9998 g/cm3).


    3.3.1. Vesi lahustina


    Vesi käitub praktiliselt universaalse lahustina kõikides elusorganismides. Vee lahustirollile aitab kaasa H2O molekuli geomeetria ning seda moodustavate aatomite elektronegatiivsuste erinevus: veemolekul on sisuliselt dipool (vt ka peatükk 3.1.4), milles eristub negatiivsema osalaenguga hapnik ning positiivsema osalaenguga vesinikud. See omadus on oluline polaarsete ainete lahustamiseks, kuna veemolekul suudab orienteeruda lahustuva osakese suhtes nii, et vastasnimelised (osa)laengud satuksid kohakuti (joonis 3.13). Sellega soodustatakse lahustumisprotsessi, kuna vastastikmõjud, mis tekivad lahustuva osakese ja veemolekulide vahel, kompenseerivad energeetilist kadu, mis kaasneb molekulidevaheliste sidemete katkemisega lahustuvas aines.
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    Joonis 3.13. NaCl lahustumisel vees kompenseerivad veemolekulide ja ioonide vahel tekkivad vastastikmõjud energeetilist kadu, mis kaasneb ioonsidemete katkemisega soola kristallis. Hapniku suure elektronegatiivsuse tõttu on veemolekul dipool, mis orienteerub sobivalt lahustuva osakese ümber.


    Praktiliselt kõikides protsessides, mis elusorganismides toimuvad, esinevad suuremad polaarsed (hüdrofiilsed, n-ö vett armastavad) molekulid hüdraatunud kujul, st nende ruumiline struktuur on peale sisemise geomeetria määratud ka ümbritsevate veemolekulide olemasoluga (joonis 3.14). Väikese molekulmassiga hüdrofiilsed ained (nt glükoos, ATP, glütsiin) tüüpiliselt lahustuvad vees. Suuremate hüdrofiilsete ainete puhul, mille molekulide vahel on tugevad vastastikmõjud (nt tselluloos; vt joonis 3.4), ei suuda lahusesse viimine täiesti kompenseerida suurte molekulide vaheliste jõudude lõhkumist. Sellised ained ei lahustu vees, kuid on siiski kaetud hüdraatkattega.


    Hüdrofoobsetel (n-ö vett tõrjuvad) ainetel, mis ei lahustu vees, on vesikeskkonnas tendents kokku kleepuda ning moodustada eraldi faas (nt rasvatilgakesed adipotsüütides). Kui aga ühendis on olemas nii hüdrofiilne kui ka hüdrofoobne osa, siis orienteeruvad selle ühendi molekulid vesikeskkonnas nii, et hüdrofoobsed alad hoiavad omavahel võimalikult palju kokku, hüdrofiilsed alad paiknevad aga agregaadi pinnal ning on hüdraatunud. Ka raku rakumembraani ehitus järgib sama põhimõtet: see koosneb suuremalt jaolt fosfolipiididest, millel on eristuv hüdrofiilne osa ja hüdrofoobne osa (vt ka peatükk 3.4.4.1). Kuna nii rakuväline keskkond kui rakusisene tsütoplasma on sisuliselt vesilahus, siis moodustavad fosfolipiidid kaksikkihi, milles molekulide hüdrofoobsed osad paiknevad kihi sees, polaarsemad osad on aga n-ö kihi katted (vt ka peatükk 4.10).
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    Joonis 3.14. Vesi ja biomakromolekulid. Vasakul on kujutatud veemolekulid (punased kerad) ümbritsemas hüdrofiilse pinnaga valku (hall) selle kristallis. (Allikas: Protein Databank. www.rcsb.org, PDB 1ATP.) Paremal on kujutatud fosfolipiidse kaksikkihi mudel: molekulid, milles on nii hüdrofiilseid kui hüdrofoobseid osi, orienteeruvad üksteise suhtes, peites hüdrofoobseid osi tekkiva kihi sisemusse ning jättes hüdrofiilseid osi väljapoole, kus need saavad veega vastastikmõjusid luua.


    3.3.2. Osmoos


    Raku plasmamembraan on veemolekulide jaoks läbitav, kuid enamasti ei ole see läbitav laetud osakeste jaoks (nende osakeste transportimiseks raku sisse või rakust välja on spetsiaalsed mehhanismid; vt peatükk 4.9.3.1 ja 7.3.1). Kui rakk asetada keskkonda, milles lahustunud ainete summaarne kontsentratsioon erineb oluliselt rakusisesest lahustunud ainete summaarsest kontsentratsioonist, liiguvad veemolekulid läbi membraani nii, et kontsentratsioone ühtlustada (st lahusti liigub läbi poolläbilaskva membraani selles suunas, kus lahustunud aine osakesi on rohkem;


    joonis 3.15). Seda protsessi nimetatakse osmoosiks ning see on elusorganismide jaoks äärmiselt oluline (nt taimedes turgori hoidmiseks; vt ka peatükk 4.10.3.4).
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    Joonis 3.15. Osmoos. Kahe erineva kontsentratsiooniga lahuse lahutamisel poolläbilaskva membraaniga (mida lahustunud aine molekulid ei ole suutelised läbima) toimub lahusti molekulide liikumine lahuste kontsentratsioonide ühtlustumiseks.


    Mõiste „osmootne stressˮ tähendab lahustunud ainete sisalduse järsku muutust rakku ümbritsevas keskkonnas. Näiteks juhul kui erütrotsüüt asetada väga kõrge soola kontsentratsiooniga lahusesse, liigub vesi osmoosi tõttu rakust välja ning rakk tõmbub kokku. Kui aga erütrotsüüt asetada väga madala soolasisaldusega lahusesse, tungib vesi hoopis erütrotsüüdi sisse ning võib koguni põhjustada erütrotsüüdi lõhkemist.


    3.3.3. Pindpinevus


    Tugevad vastastikmõjud veemolekulide vahel tingivad ka vee pindpinevuse. Pindpinevus on vedeliku omadus vähendada oma pinna pindala, kogunedes pinna peal kerakujulistesse tilkadesse (kera puhul on ju pindala ja ruumala suhe teiste ruumiliste kehadega võrreldes vähim; joonis 3.16). Mida hüdrofoobsem on pind, millel veetilk asetseb, seda vähem on vastastikmõjusid pinna molekulide ja veemolekulide vahel (nn adhesioonijõud) ning seda paremini jälgitav on pindpinevuse efekt: tilga sees asetsevad veemolekulid tõmbavad tilga väliskihil asetsevaid veemolekule enda ligi (nn kohesioonijõud). Adhesiooni- ja kohesioonijõudude bilanss on oluline ka keerulisemate objektide puhul, nt rakkude kuju ning adhesiivsete omaduste kindlustamisel (vt ka peatükk 4.9).
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    Joonis 3.16. Vee pindpinevus. Hüdrofoobsel pinnal omandab veetilk võimalikult sfäärilise kuju, sest tilga väliskihis olevad molekulid loovad vastastikmõjusid tilga sees olevate molekulidega ning mitte hüdrofoobse pinna molekulidega. Hüdrofiilsel pinnal tekivad aga vastastikmõjud ka pinna molekulide ja veetilga väliskihis olevate veemolekulide vahel ning veetilk on lamedam.


    3.3.4. Kapillaarsus


    Kui veeanuma sisse paigutada peenike toru, siis toru sees tõuseb vedeliku tase raskusjõust hoolimata kõrgemale kui anumas. Vedeliku omadust n-ö ronida mööda toru seinu üles (st ilma gravitatsiooni abita, pigem vastassuunas) nimetatakse kapillaarsuseks. Kapillaarsus esineb juhul, kui vedeliku molekulide vastastikmõjud kapillaari seintega (adhesioonijõud) on tugevad, kuid vastastikmõjud vedeliku molekulide vahel on samuti tugevad ning molekulid haaravad kapillaarist üles liikudes oma naabreid justkui kaasa. Kapillaarsus on väga oluline näiteks taimede jaoks juhtimaks vett koos lahustunud toitainetega juurtest lehtedeni.


    3.3.5. Vesikeskkonna pH


    Vee üks iseloomulik omadus on ka nn autoprotolüüs – protsess, kus veemolekul dissotsieerub iseeneslikult prootoniks ja hüdroksiidaniooniks. See protsess kulgeb küll äärmiselt vähesel määral (ainult üks molekul 1014 veemolekulist on 25 oC juures puhtas vees dissotsieerunud). Siiski paneb see paika sellise olulise suuruste vahemiku nagu pH-skaala, mis vesikeskkonnas ulatub 0-st 14-ni (kuna pH on defineeritud logaritmilise skaalana, tulebki eespool mainitud 14 astendajast). pH näitab vesinikioonide kontsentratsiooni: mida rohkem on prootoneid, seda madalam on pH.


    Matemaatiliselt on pH defineeritud kui –log[H+], kus [H+] tähistab prootonite molaarset kontsentratsiooni, jagatuna läbi ühikulise molaarsusega. Puhtas vees on autoprotolüüsi tulemusel tekkinud prootonite ning hüdroksiidioonide hulk võrdne (10-7 mol/dm3) ning seega neutraalse keskkonna pH = 7. Ained, mis panustavad keskkonna rikastamisse prootonitega (happed), põhjustavad pH väärtuse langemist (pH < 7; joonis 3.17). Seevastu ained, mis seovad prootoneid endaga ning vähendavad sellega prootonite sisaldust keskkonnas (alused), põhjustavad pH tõusu (pH > 7).
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    Joonis 3.17. Laboris kasutatava universaalindikaatori värvus erineva pH-ga keskkondades (happelises pH < 7, aluselises pH > 7) ning erinevate tuntud vesilahuste ligikaudsed pH väärtused.


    Rakusisene pH väärtus on ligikaudu neutraalne (kuigi erinevates rakuorganellides võib see mõnevõrra erinev olla). Inimese erinevad kehavedelikud on aga erinevate pH väärtustega (tabel 3.6). Vere pH väärtus on 7,4 ning erinevalt mitmete teiste kehavedelike pH väärtustest peab see olema rangelt fikseeritud (kõikumine üle 0,1 pH ühiku on füsioloogiliselt ohtlik). Ühtlane vere pH tase saavutatakse tänu nn puhversüsteemidele (vt ka peatükk 16.3.1). Puhversüsteem sisaldab nii ainet, mis võib prootonit siduda, kui ka ainet, mis võib prootonit ära anda9. Kui puhversüsteemile lisada juurde hapet või alust, suudab puhversüsteem prootonite ümberjaotamise kaudu teatud piires säilitada oma esialgset pH-d. Veres on kaks puhversüsteemi: karbonaatpuhver (H2CO3 ↔ HCO3- + H+) ja fosfaatpuhver (H2PO4- ↔ HPO42- + H+) (joonis 3.18).


    Tabel 3.6. Erinevate kehavedelike pH väärtused terves inimorganismis.10
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    Joonis 3.18. H3PO4 molekul käitub happena, olles võimeline ära andma kuni kolm prootonit. Puhtas vees lahustumisel annab fosforhape enamasti ära ainult ühe prootoni (teise produktina tekib divesinikfosfaat ehk H2PO4-). Anioonid H2PO4-, HPO42- ning PO43- esinevad soolade koostises. Anioonid H2PO4- ja HPO42- võivad keerulisemates lahustes siduda või ära anda prootoneid, hoides teatud tasakaalu kahe vormi vahel ning käitudes sel viisil pH puhverdajatena. Seega võivad fosforhappel ning selle sooladel põhinevad süsteemid puhverdada erinevates pH vahemikes, kusjuures füsioloogiline tähtsus on just keskmisel versioonil. Kahe täpiga on tähistatud elektronegatiivsed aatomid, mis vajaksid oma elektronide paigutamiseks rohkem ruumi; punase ruuduga on tähistatud vesinikud, mis võivad sellist ruumi pakkuda.


    Kokkuvõtteks võib öelda, et vee erilised omadused võimaldavad luua selle baasil soodsa keskkonna raku sees ja rakkude vahel. Järgmises peatükis uurime lähemalt suuremaid nn molekulaarseid masinaid, mis selles keskkonnas oma ülesandeid täidavad.

    


    
      
        9 Puhversüsteemi võivad moodustada näiteks nõrk hape ja selle sool või nõrk alus ja selle sool. Puhversüsteemidest võib täpsemalt lugeda järgmisest allikast: Nelson, D. L., Cox, M. M., Lehninger Principles of Biochemistry. Ed: W. H. Freeman. 5th Edition, 2008.

      


      
        10 Andmed pärinevad järgmisest allikast: Waugh, A., Grant, A., Ross & Wilson Anatomy and Physiology in Health and Illness. Elsevier Health Sciences, 2014.

      

    

  


  
    3.4. Biomakromolekulid


    3.4.1. Süsivesikud


    Süsivesikute ehk sahhariidide nimetus tuleneb sellest, et süsivesikute summaarset valemit saab enamasti esitada kujul Cn(H2O)m (süsi ja vesi). Nagu eespool mainitud, on süsivesiku molekuli tunnuseks mitmete hüdroksüülrühmade ning ühe karbonüülrühma olemasolu (vt peatükk 3.2.1.1), kusjuures viimane võib olenevalt sahhariidist esineda kas aldehüüdi või ketooni kujul (joonis 3.19). Väiksemaid süsivesikuid (tüüpiliselt sisaldavad need viit kuni kuut süsinikuaatomit) kujutatakse sageli n-ö sirge ahelana (selle kohta öeldakse ka Fischeri projektsioon), kus nii hüdroksüülrühmad kui karbonüülrühm on hästi jälgitavad.
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    Joonis 3.19. Tuntumate monosahhariidide struktuurid Fischeri projektsioonidena. Riboos ja desoksüriboos on viie süsinikuaatomiga, glükoos ja fruktoos on kuue süsinikuaatomiga (siin ja edaspidi on punase värviga näidatud süsinikuaatomite kokkuleppeline nummerdus). Riboosis, desoksüriboosis ja glükoosis on karbonüülrühm aldehüüdi kujul, fruktoosis ketooni kujul. Desoksüriboos on erandlik selle poolest, et üks selle koostisse kuuluv süsinikuaatom on seotud kahe vesinikuga (tüüpiliselt on vesinik ainult üks asendaja – teine on hüdroksüülrühm).


    Tegelikult esineb aga suurem osa süsivesikute molekulidest lahuses tsükli kujul, mis tekib siis, kui süsivesiku ühe molekuli piires toimub reaktsioon hüdroksüülrühma ja karbonüülrühma vahel (selle kohta öeldakse poolatsetaali teke; joonis 3.20). Tsükliseerumise tulemusena tekib karbonüülist hüdroksüülrühm, mis võib paigutuda tekkinud tsükli kohale või alla (vastavalt öeldakse, et tegemist on α- või β-anomeeriga); teiste hüdroksüülide asend tsükli suhtes on süsinike kiraalsuse tõttu rangelt fikseeritud.
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    Joonis 3.20. d-glükoosi (üleval) ja d-fruktoosi (all) tsükliseerumine. Monosahhariidi molekulis toimub reaktsioon, milles hüdroksüül reageerib karbonüülrühmaga ning mille tulemuseks on tsükli teke. Roheliste nooltega on näidatud, kuhu paigutuvad tekkinud tsükli tasandi suhtes erinevate süsinike asendajad; sinise ringiga on näidatud ainus hüdroksüülrühm, mille asend tsükli suhtes pole fikseeritud. Arvestades asjaolu, et nelja üksiksidet andev süsnikuaatom on ruumis tetraeedrilise kujuga, on glükoositsükli jaoks esitatud kõrvuti planaarse tsükli kujutisega ka realistlikum tsükli kuju (nn tool-konformatsioon).


    Mitmest sellisest tsüklist saab kokku panna ka pikemaid ahelaid, sest moodustunud poolatsetaal saab edasi reageerida, kui läheduses on veel hüdroksüülrühmi. Need hüdroksüülrühmad ei tohi aga paikneda sama molekuli küljes, sest siis tekiks ruumiliselt liiga kokku surutud ning energeetiliselt kahjulik struktuur. Selle asemel reageerib poolatsetaal hoopis selle hüdroksüülrühmaga, mis sisaldub muu monosahhariidi koostises, ning tulemuseks on nn atsetaali moodustumine (joonis 3.21). Reaktsiooni käigus eraldub üks veemolekul ning kahe tsükli vahele tekib hapnikuaatomist n-ö sild, nn O-glükosiidside. Sel viisil tekibki monosahhariidist disahhariid. Disahhariid võib samasugusel viisil edasi reageerida, andes lõpuks saadusena mitmetest lülidest koosneva polüsahhariidi. Kuna ühe monosahhariidijäägi küljes on tüüpiliselt mitu hüdroksüüli, siis võib sellest moodustuda ka hargnenud polümeer. Organismis katalüüsivad O-glükosiidsidemete teket spetsiaalsed ensüümid, mis vastutavadki selle eest, millise struktuuriga di- või polüsahhariid tekib.
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    Joonis 3.21. Monosahhariididest d-galaktoosist ja d-glükoosist disahhariidi laktoosi moodustumine (üleval planaarsete, all ruumiliste tsüklitena). Rohelise ringiga on näidatud O-glükosiidsideme teke galaktoosi poolatsetaalsest hüdroksüülrühmast (selle β-anomeerne asend on tekkinud disahhariidis fikseeritud) ning glükoosi 4. asendis paiknevast hüdroksüülrühmast. Laktoosi koostises võib glükoosijäägi anomeerne olek dünaamiliselt muutuda.


    Süsivesikud esinevadki looduses monosahhariidide, disahhariidide ja polüsahhariidide kujul. Väiksemad süsivesikud lahustuvad tänu rohketele hüdroksüülrühmadele hästi vees ning neid nimetatakse ka suhkruteks. Tuntuimad monosahhariidid on d-glükoos (põhiline energiaallikas organismides) ja d-fruktoos (leidub rohkesti taimedes ning selle modifitseeritud vorm on ka organismides glükolüüsi vahesaaduseks). Disahhariididest on imetajate jaoks olulisim laktoos ehk piimasuhkur (koosneb d-galaktoosi ning d-glükoosi jääkidest). Taimedes on oluline disahhariid sahharoos (mida me tunneme ka lauasuhkruna), mis koosneb d-glükoosi ning d-fruktoosi jääkidest. Suuremates süsivesikutes on hüdroksüülrühmi aga juba nii palju, et pikad molekulide ahelad loovad omavahel tugevaid vastastikmõjusid ega lahustu vees. Võrreldes üksikute monosahhariididega on aga polüsahhariidi molekul tunduvalt kompaktsem ning seda on rakus mugavam säilitada. Seepärast on polüsahhariidid tuntud varuainetena: taimsetes organismides tärklis (joonis 3.22), loomsetes glükogeen (mõlemad koosnevad tegelikult α-anomeersetest d-glükoosi jääkidest, kuid glükogeenis on molekulid rohkem hargnenud).
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    Joonis 3.22. Polüsahhariidide tärklise ja kitiini struktuurid (vasakul planaarsete, paremal ruumiliste tsüklitena). Tärklis koosneb α-anomeersetest d-glükoosi jääkidest, kitiin β-anomeersetest N-atsetüül-d-glükoosamiini jääkidest. Ruumiline struktuur peegeldab hästi seda, et tärklise molekulid keerduvad spiraalseteks ahelateks, kitiini omad on aga pulgakujulised. Kuna pulgakujulised molekulid mahuvad üksteise kõrvale paremini, esinevad kitiini ahelate vahel tugevamad vastastikmõjud kui tärklise molekulide vahel. Sellest tulenevad tärklise ja kitiini omaduste ning looduslike rollide erinevused.


    Mõnede polüsahhariidide ahelad moodustavad ruumiliselt niivõrd korrapärase struktuuri, et molekulidevahelised vastastikmõjud muutuvad eriti tugevaks ning saadud materjali jäikus lubab seda kasutada rakkude ja kudede vormi hoidmisel ning väliskeskkonna mõjutuse eest kaitsmisel. Tuntuim ehitusfunktsiooni eest vastutav süsivesik on tselluloos, mis kuulub kõikide taimede rakukesta koostisse. Tselluloos koosneb samuti d-glükoosi jääkidest, kuid erinevalt tärklisest või glükogeenist on d-glükoosi jäägid tselluloosis β-, mitte α-anomeerid; samuti pole tselluloosi molekulid hargnenud (vt joonis 3.4). Veel üks levinud polüsahhariid on kitiin, mis on põhiline koostisaine seente rakukestades ning putukate välisskelettides. Võrreldes tüüpiliste süsivesikutega on kitiin erandlik selle poolest, et peale süsiniku, vesiniku ning hapniku aatomite sisaldab see ka lämmastiku aatomeid (koosneb N-atsetüül-d-glükoosamiini jääkidest), kuid selle ruumiline struktuur sarnaneb väga tselluloosiga. Sarnase struktuuriga d-glükoosamiini jääkidest koosnevad polüsahhariidid (nn glükoosaminoglükaanid) moodustavad olulise osa ka inimese kõhrkoest (vt ka peatükk 16.3.3), mistõttu d-glükoosamiini tarbimine toidulisandina parandab vigastatud kõhrkude ning leevendab liigesevalu.


    Monosahhariidide jäägid võivad aga esineda ka muude biopolümeeride koostises, nt d-riboos kuulub RNA, d-desoküriboos aga DNA ehitusüksuste koostisse (vt peatükk 3.4.2).


    3.4.2. Nukleiinhapped


    Nukleiinhapete ehitusüksused on nukleotiidid: süsinikust, vesinikust, lämmastikust, hapnikust ja fosforist koosnevad ühendid. Nukleotiidide ehituses saab omakorda eristada kolme fragmenti: suhkrujääk (d-riboos RNA või d-desoksüriboos DNA puhul), millega on ühelt poolt seotud nn lämmastikalus ning teiselt poolt üks kuni kolm fosfaadijääki.


    Lämmastikalused koosnevad kahest (adeniin, guaniin) või ühest (tümiin, tsütosiin, uratsiil) aromaatsest tsüklist (vt joonis 3.23 ja peatükk 3.2.1.1). Esimesed on puriin-, teised pürimidiinalused. DNA koostisesse kuuluvad adeniin, guaniin, tümiin ja tsütosiin, RNA koostisesse aga adeniin, guaniin, uratsiil ja tsütosiin. Nukleotiidi koostises on lämmastikalus seotud lämmastikuaatomi kaudu suhkrujäägi 1’-positsioonis paikneva süsinikuaatomiga11. Fosfaadijäägid on aga seotud hapnikuaatomi kaudu suhkrujäägi 5’-positsioonis paikneva süsinikuaatomiga. Nukleotiide leidub organismis ka vabal kujul (nt energiaallikas ATP, mille kontsentratsioon rakkudes on kuni 5 mM) ning mitmete koensüümide koostises.
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    Joonis 3.23. DNA ja RNA ehituskivid. Üleval on toodud lämmastikaluste struktuurid, all vasakul DNA-d ja RNA-d moodustavate nukleotiidide struktuuride näited (mõlemal on lämmastikaluseks adeniin) ning all paremal kolmest nukleotiidijäägist (kõigil on lämmastikaluseks adeniin) koosnev DNA ahel. Rohelisega on näidatud desoksüriboosijäägi süsinikuaatomite kokkuleppeline nummerdus.


    Nukleiinhappeid sünteesitakse organismis ensümaatilise katalüüsi abil nukleotiididest, mis sisaldavad kolme fosfaatrühma. Kahe nukleotiidi ühendamisel liidetakse ühe nukleotiidi suhkrujäägi 3’-asendis asuv hüdroksüülrühm teises nukleotiidis suhkrujäägile kõige lähemal paikneva fosfaadijäägiga. Reaktsiooni tulemusena vabaneb kahest fosfaatrühmast koosnev fragment ning nukleotiidijääkide vahele tekib fosfodiesterside (sest fosforhape kui mitmealuseline hape saab moodustada mitu estersidet). Kuna moodustunud ühendis on ühel nukleotiidijäägil endiselt olemas reageerimata hüdroksüülrühm suhkrujäägi 3’-asendis, siis saab nukleotiide liitev ensüüm oma tööd jätkata ning nukleiinhappe ahel saab kasvada (vt ka peatükk 3.3.6).


    Kasvavas ahelas eristub kogu aeg reageerimata 5’-terminaal, mille küljes on fosfaatrühmad, ning veel reageerimata hüdroksüülrühmaga 3’-terminaal. Kokkuleppe kohaselt kirjutataksegi nukleotiidid järjestuses suunaga 5’ → 3’. Nukleiinhappe koostisse kuuluvad fosfaadijäägid on füsioloogilise pH juures negatiivselt laetud, soodustades nukleiinhapete lahustumist vees. Nukleiinhapete primaarstruktuuriks loetaksegi omavahel fosfodiestersidemetega ühendatud nukleotiidijääkide järjestust. DNA ahela pikkus võib ulatuda miljardi nukleotiidini; RNA ahelad on aga oluliselt lühemad. Kuivõrd aga nukleiinhapete ahelatel on ka ruumiline struktuur, milles esineb kõrge korrapäraga piirkondi, siis saab rääkida ka nukleiinhapete kõrgemat järku struktuuridest.


    3.4.2.1. DNA kõrgemat järku struktuurid


    DNA esineb organismis mitte üksik-, vaid kaksikahelana: kaks DNA molekuli paiknevad kõrvuti ning on seotud omavahel rohkete vesiniksidemetega (joonis 3.24). Molekulide hüdrofoobsed lämmastikaluste osad on suunatud teineteise poole, suhkrujäägid ning fosfaatsillad aga väljapoole. Lämmastikaluste funktsionaalrühmade vahel saavadki tekkida vesiniksidemed, kusjuures iga lämmastikalus moodustab vesiniksidemeid ainult ühe kindla lämmastikalusega (seda nimetatakse komplementaarsusprintsiibiks). Adeniin moodustab kaks vesiniksidet tümiiniga, guaniin aga kolm vesiniksidet tsütosiiniga. Aromaatsete lämmastikaluste vahel mõjuvad ka van der Waalsi jõud ning hüdrofoobsed vastastikmõjud (vt peatükk 3.1.4). Kaks ahelat paiknevad teineteise suhtes antiparalleelselt, st ühe ahela 5’ ots paikneb kõrvuti teise ahela 3’ otsaga.
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    Joonis 3.24. DNA sekundaar- ja tertsiaarstruktuuri elemendid. A ja B – lämmastikalustevahelised vesiniksidemed komplementaarsusprintsiibi järgi. DNA ühte ahelasse kuuluva nukleotiidi süsinikuaatomid on näidatud rohelistena ning komplementaarse ahela nukleotiidi süsinikuaatomid helesinistena. Lämmastikuaatomid on mõlemal juhul tumesinised, hapnikuaatomid punased, fosforiaatomid oranžid; vesinikke pole joonise lihtsuse mõttes näidatud. C ja D – DNA biheeliksi üldkuju (C küljelt, D ülaltvaates). Väikeste punaste kuulidega on näidatud riboosijääkide tsüklitesse kuuluvad hapnikuaatomid ning suuremate oranžide kuulidega fosfaatsildade fosforiaatomid. Negatiivselt laetud fosfaatsillad paigutuvad biheeliksist väljapoole, lämmastikalused sissepoole. Riboosijääkide tsüklitesse kuuluvatest hapnikuaatomitest on hästi jälgitav ahelate antiparalleelsus. E – üks ahelatest on heeliksi käelisuse paremaks jälgitavuseks eemaldatud. (Allikas: Protein Databank, www.rcsb.org, PDB 3BSE.)


    Kuigi kaksikahel moodustub kahest DNA molekulist, räägitakse sellest sageli kui ühest ruumilisest DNA molekulist. DNA replikatsiooni (st esialgse ahelaga identse järjestuse ensümaatilise sünteesi) käigus toimub samal ajal mõlema DNA ahela süntees. DNA transkriptsioonil RNA-ks (toimub samuti komplementaarsusprintsiibi järgi; vt peatükk 3.3.7) kasutatakse aga ainult ühte DNA ahelat, mida nimetatakse ka matriitsahelaks. Matriitsahelaga komplementaarset DNA ahelat nimetatakse aga kodeerivaks ahelaks, sest selle järjestus on praktiliselt identne transkriptsiooni käigus tekkiva RNA järjestusega, ainult et RNA-s on tümiin asendunud uratsiiliga. Kahest ahelast koosnev komplementaarsusprintsiibi alusel tugevate molekulidevaheliste sidemete ja vastastikmõjudega ühendatud süsteem ongi DNA sekundaarstruktuur.


    Ruumis ei paikne DNA kaksikahel ühel tasandil, vaid moodustab keerdunud spiraali – biheeliksi (eesliide bi- viitab siin sellele, et heeliks moodustub kahest ahelast). Kujult meenutab biheeliks keerdtreppi, mille nn astmeteks on DNA eri ahelatesse kuuluvad komplementaarsete lämmastikaluste paarid. Vältimaks ruumilisi takistusi üksteise kohal paiknevate nn astmete vahel on DNA tüüpiline biheeliks kõrguse koordinaadis kergelt n-ö välja venitatud. Kuna kahe ahela lämmastikalused ei paikne teineteise suhtes täpselt vastakuti, vaid 180o-st erineva nurga all, saab DNA biheeliksis eristada väikest vagu ja suurt vagu. Lisamaks veel ühte keerukustaset on biheeliksile omane ka käelisus: seda võib ruumiliselt ette kujutada niimoodi, et kui te liigute keerdtrepist alla, siis pöörate pidevalt kas vasakule (vasakukäeline heeliks) või paremale (paremakäeline heeliks). Valdav enamik looduslikust DNA-st moodustab paremakäelise biheeliksi.


    DNA biheeliks koos oma vagude ja käelisusega on DNA tertsiaarstruktuur, kuigi mõnikord käsitletakse seda ka sekundaarstruktuurina. DNA biheeliksi ruumilise struktuuri avastas röntgenkiirguse difraktsiooni mõõtmiste alusel teadlaste rühm koosseisus Rosalind Franklin ja Maurice Wilkins (eksperimentaalsed andmed) ning James Watson ja Francis Crick (mudeli väljatöötamine). Kolm viimast teadlast said oma avastuse eest 1962. aastal ka Nobeli preemia.


    Kuna iga keharaku tuum peab mahutama organismi kogu geneetilise komplekti, siis peab DNA esinema selles eriti kompaktsel kujul. See saavutatakse tänu DNA kvaternaarstruktuurile, milles biheeliks on omakorda veel keerdunud ümber spetsiaalsete valkude, millest suurema osa moodustavad histoonid (joonis 3.25). Histoonid sisaldavad suures hulgas aminohappejääke, mis on füsioloogilise pH juures positiivselt laetud – seepärast annavad need hästi laeng-laeng vastastikmõjusid negatiivselt laetud DNA-ga. Histoonimolekulide oktameeri ja selle ümber keerdunud DNA-d nimetatakse nukleosoomiks.
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    Joonis 3.25. DNA kvaternaarstruktuur. A – nukleosoomi mudel: negatiivselt laetud DNA kaksikahel (oranž) keerdunud ümber positiivselt laetud histoonvalkude (sinised). B–D – nukleosoomi osa: 146 nukleotiidi pikkused DNA komplementaarsed ahelad (ehk 146 aluspaari; süsinikuaatomid näidatud oranžidena) keerdununa ümber histoonide kompleksi (koosneb kaheksast molekulist; süsinikuaatomid näidatud helesinistena). Pilt B on otsevaates, pildid C ja D ligikaudu 45o võrra pööratud küljega vaataja poole. Piltidel B ja C on ühe histoonimolekuli aatomid näidatud suuremate keradena kui ülejäänud seitsmes histoonimolekulis. Pildil D on histoonide kompleks välja jäetud DNA kaksikahela visualiseerimise lihtsustamiseks. (Allikas: Protein Databank, www.rcsb.org, PDB 1AOI.)


    3.4.2.2. RNA kõrgemat järku struktuurid


    Erinevalt DNA-st, mis on geneetilise info kandja ning mille täiskomplekt peab igas keharakus igal hetkel korrektsel kujul eksisteerima, on RNA põhiliselt vahendaja geneetilise info avaldumisel. Enamik RNA variantidest, mida me vaatleme allpool, peab olema kättesaadav suhteliselt ajutiselt ning nende pikemaajalise stabiilsuse pärast pole vaja muretseda (uut RNA-d saab stabiilse DNA pealt vajadusel uuesti transkribeerida; vt ka peatükk 3.3.7). Seetõttu pole organismidel vajadust hoolitseda ka RNA tiheda pakendamise eest.


    RNA sekundaarstruktuuris kehtib samuti komplementaarsusprintsiip: vesiniksidemed tekivad rangelt A=U ning G≡C lämmastikaluste vahel. Erinevalt DNA-st moodustuvad aga need sidemed samasse RNA molekuli kuuluvate nukleotiidijääkide aluspaaride osavõtul. Kuna samas molekulis ei pruugi lähestikku paiknevatel regioonidel olla omavahel rangelt komplementaarseid pikemaid järjestusi, siis esineb RNA-s ka alasid, kus komplementaarne paardumine lihtsalt puudub. Tulemuseks on nn RNA-aasade teke (joonis 3.26).
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    Joonis 3.26. tRNA sekundaarne (vasakul) ja tertsiaarne (paremal) struktuur. Sekundaarses struktuuris12 on kaksikheeliksit moodustavad nukleotiidijäägid näidatud siniste kuulikestena ning aasadesse kuuluvad nukleotiidijäägid kollaste kuulikestena. Vesiniksidemeid moodustavad komplementaarsed nukleotiidijäägid on ühendatud joontega; tasub tähele panna, et üks vesinikside moodustub ka nende nukleotiidijääkide vahel, mis paiknevad RNA järjestuses teineteisest kaugel (G-19 ning C-56). Tertsiaarstuktuuris on lämmastikalused ning riboosijäägid näidatud värviliste plaadikestena ning fosfaatsillad oranži lindina. Antikoodonile vastavate nukleotiidijääkide aatomid on näidatud kuulikestena. On näha, et RNA ahel voldib ennast ruumiliselt kokku nii, et G-19 ja C-56 vahel saavad tõepoolest moodustuda vesiniksidemed. (Allikas: Protein Databank, www.rcsb.org, PDB 1EHZ.)


    Kuivõrd RNA ahelal puudub paarisahel ning molekul ei ole jäigalt fikseeritud, on RNA tertsiaarne struktuur märgatavalt mitmekesisem DNA tertsiaarsest struktuurist. RNA koostises võib esineda alasid, mis on biheeliksi kujuga, kusjuures sellised regioonid püüavad siis üksteise suhtes orienteeruda nii, et energeetiliselt oleksid lämmastikalustevahelised interaktsioonid kõige soodsamad.


    Organismis eristatakse mitut tüüpi RNA molekule, millest igaühel on oma konkreetne funktsioon ja mis erinevad üksteisest nii primaarse, sekundaarse kui ka tertsiaarse struktuuri poolest.


    Informatsiooni-RNA (mRNA, ingl messenger RNA) on vahematriits informatsiooni ümberkirjutamisel DNA-lt valgu aminohappeliseks järjestuseks.


    Transport-RNA (tRNA) toob aminohappeid ribosoomile, kus need liituvad sünteesitava valguahelaga. tRNA koosneb tavaliselt 73–93 nukleotiidijäägist ning sisaldab kolmest nukleotiidijäägist koosnevat antikoodonjärjestust ja ka ühte aminohappejääki. Antikoodon on komplementaarne mRNA järjestusega (koodon), mis kodeerib just vaadeldavat aminohapet. Ribosoom viib kokku mRNA koodoni ja tRNA antikoodoni ning katalüüsib tRNA küljes oleva aminohappe liitmist sünteesitava valguahelaga (vt peatükk 3.4.2).


    Ribosomaalne RNA (rRNA) moodustab koos valkudega molekulaarseid komplekse – ribosoome –, milles toimub mRNA transleerimine aminohappeliseks järjestuseks. Ribosoom koosneb kahest erineva suurusega osast ehk alaüksusest: väiksem kujutab endast kompleksi 1900 nukleotiidi pikkusest rRNA järjestusest ning 33 valgust ja suurem koosneb kolmest erineva suurusega rRNA molekulist (kokku ~5000 nukleotiidi) ning ligikaudu 49 valgust (vt peatükk 3.4). Alaüksuste omavahelised vastastikmõjud määravad ribosoomi ruumilise struktuuri, mida nimetatakse ka RNA kvaternaarseks struktuuriks (joonis 3.27). Ribosoomi struktuuri ja funktsioonide uurimise eest pälvisid teadlased Venkatraman Ramakrishnan, Thomas A. Steitz ja Ada E. Yonath 2009. aastal Nobeli preemia.
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    Joonis 3.27. Eukarüootse ribosoomi suur alaüksus ja väike alaüksus. Oranžiga on tähistatud rRNA ning rohelisega kompleksi kuuluvad valgud. (Allikas: Protein Databank, www.rcsb.org, PDB 1FFK ja 1FKA.)


    Peale eespool esitatud variantide esineb veel mitmeid RNA liike (näiteks nn snRNA, miRNA, siRNA), mille funktsioonid on seotud teiste RNA molekulide töötlemise ja mRNA avaldumisega (vt ka peatükk 3.3.8). Järgmisena vaatlemegi biomakromolekulide klassi, mis on mRNA translatsiooni produkt ning mis vahetult määravad organismi fenotüüpi ehk otseselt vaadeldavate karakteristikute kogumit.


    3.4.3. Valgud


    Valgud ehk proteiinid on biopolümeerid, millel põhineb organismi funktsioneerimine (dünaamika). Valgud täidavad organismis väga mitmesuguseid ülesandeid: osalevad organismide liikumisvõime tagamises ning toestavad kudesid, vastutavad ainete transpordi eest ning reguleerivad organismide ainevahetust jpm. Niivõrd mitmeid funktsioone võimaldab täita valkude ruumiliste struktuuride paljusus, mille mitmekesisus on tagatud erinevatel struktuuritasemetel.


    Valkude ehitusüksus on aminohapped – orgaanilised ühendid, mis sisaldavad nii amino- kui karboksüülrühma (vt peatükk 3.2.1.1). Kuigi selliseid funktsionaalrühmi sisaldavaid molekule eksisteerib põhimõtteliselt piiramatu arv, on elusorganismide valkude koostises 20 põhiaminohapet, mis on geneetiliselt kodeeritud DNA tasemel. Kõikides looduslikes aminohapetes on aminorühm ning karboksüülrühm omakorda ühendatud ühe süsinikuaatomiga, mis moodustab aminohappe nn selgroo. Füsioloogilise pH juures avalduvad ühel ajal nii aminorühma aluselised omadused kui ka karboksüülrühma happelised omadused (vt peatükk 3.3.4). Seetõttu on kumbki funktsionaalrühm laetud: aminorühm liidab endaga prootoni ning omandab positiivse laengu, karboksüülrühm seevastu loovutab prootoni ning saavutab negatiivse laengu. Looduslike aminohapete ülejäänud osa (nn külgahel) võib olla väga mitmesuguse koostisega, sisaldades näiteks laetud funktsionaalrühmi või hoopis mittepolaarseid alküülahelaid (joonis 3.28).
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    Joonis 3.28. Looduslike põhiaminohapete struktuurid koos nimetuste ning kolme- ja ühetäheliste kokkuleppeliste lühenditega. Rasvases allajoonitud kirjas on esitatud asendamatud aminohapped, mida inimorganism ei suuda ise sünteesida ning peab seetõttu toiduga saama. Ühendid on sorteeritud külgahelate omaduste järgi. Looduslikud aminohapped esinevad põhiliselt l-isomeeridena (vt peatükk 3.2.1.2).


    Vabu aminohappeid esineb organismides suhteliselt väikesel hulgal. Valkude kokkupanemisel ühendatakse kindlas järjestuses (määratletud nukleotiidjärjestusega vastava mRNA ning selle lähteallikaks olnud DNA tasemel; vt ka peatükk 3.4.2 ning 3.3.7) ühe aminohappe karboksüül- ning teise aminohappe aminorühm (joonis 3.29). Tulemusena eraldub üks veemolekul ning kahe aminohappejäägi vahele tekib peptiidside (keemiliselt amiidside; vt peatükk 3.2.1.1). Moodustunud ühendis (dipeptiidis) on samuti olemas üks aminorühm (seda nimetatakse ka N-terminaaliks) ja üks karboksüülrühm (seda nimetatakse ka C-terminaaliks). C-terminaali reageerimisel uue aminohappega saab valguahela kasv jätkuda. Kuigi mõningate looduslike aminohapete puhul esineb ka nende külgahelates vabu aminorühmi (nt lüsiini puhul) või vabu karboksüülrühmi (nt aspartaadi puhul), tuleb rõhutada, et need rühmad enamasti ei osale looduslike valkude ahelate moodustamisel. Valguahel pikeneb vaid n-ö selgroo amino- ja karboksüülrühmade osavõtul.
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    Joonis 3.29. Aminohapetest valkudeni. Ühe aminohappe karboksüülrühma ning teise aminohappe aminorühma vahelisel reaktsioonil moodustub katalüsaatori juuresolekul peptiidside. Tekkinud dipeptiidi nnselgroos on samuti olemas üks reageerimata aminorühm (N-terminaal) ning üks reageerimata karboksüülrühm (C-terminaal). Valgumolekul tekib aminohappejääkide järjestikusel liitmisel nende aminorühma kaudu kasvava ahela C-terminaaliga.


    3.4.3.1. Valkude primaarstruktuur


    Valgu koostisse kuuluvate aminohapete lineaarne järjestus kujul, mis kokkuleppelise üleskirjutusviisi kohaselt algab N-terminaalis asuvast aminohappest ning kulgeb valgu C-terminaali suunas, on valgu nn primaarstruktuur. Esimene valk, mille aminohappeline järjestus tehti kindlaks, oli insuliin. Sellega tõestas 1949. aastal Frederick Sanger, et valgud on lineaarsed polümeerid, mis koosnevad aminohappejääkidest – see saavutus tõi talle 1958. aastal ka tema esimese Nobeli preemia.


    Siiski on valkude toimimise aluseks mitte ainult aminohappeline koostis ja aminohapete järjekord, vaid ka valgumolekulide ruumiline kuju. Selle määramisel osalevad neli tegurit:


    ruumiline takistus aminohappejääkide külgahelate vahel ja sellest valgu nn selgroo fikseeritud geomeetria peptiidsideme juures (joonis 3.30),


    mittekovalentsed vastastikmõjud aminohappejääkide külgahelate funktsionaalrühmade vahel,


    peptiidsidemete võime moodustada omavahel vesiniksidemeid,


    väävlisildade teke sama valgumolekuli koosseisu kuuluvate tsüsteiinijääkide külgahelates sisalduvate tioolrühmade kaudu (vt peatükk 3.2.1.1).
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    Joonis 3.30. Näiteid vastastikmõjudest, mis määravad valgumolekuli ruumilise kuju. Vasakul on näidatud peptiidsideme vahetu ümbruse fikseeritud geomeetria, mis väldib aminohappejääkide külgahelate ruumilist kokkupõrget. Paremal on näidatud vesiniksidemete teke sama valgu koosseisu kuuluvate peptiidsidemete vahel.


    Konkreetne valk omandab ruumis kuju, mis lubab saavutada kompromissi kõigi nende tegurite vahel ning on seega energeetiliselt kõige kasulikum. Valgu ruumilises struktuuris leidub nii selliseid piirkondi, mis on suhteliselt korrastamata, kui ka neid, kus on lokaalselt jälgitav korrapära. Viimati mainitud piirkonnad on aluseks valgu kõrgemat järku struktuuridele.


    3.4.3.2. Valkude sekundaarstruktuur


    Valgu sekundaarstruktuur kujutab endast valgu nn selgroo lokaalset korrapärast paigutust ruumis mustrina, milles esineb korduvaid osi. Tuntuimad sekundaarstruktuuri näited on α-heeliks (joonis 3.31) ning β-leht (joonis 3.32). α-heeliksi puhul paigutub valgu nn selgroog ruumis nii, et moodustub spiraal. α-heeliksi teevad energeetiliselt stabiilseks vesiniksidemed, mis tekivad spiraali moodustavate peptiidsidemete vahel; valgu aminohappejääkide külgahelad on seejuures suunatud spiraalist väljapoole. Mahukate hüdrofoobsete külgahelatega aminohappejääkidest koosnevad α-heeliksid on mitmete membraansete valkude komponendid, kuna heeliksi mittepolaarne välispind võimaldab sellel sobivalt paigutuda raku plasmamembraani hüdrofoobses sisemuses (vt ka peatükk 4.10).
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    Joonis 3.31. Valkude sekundaarstruktuuri näide: α-heeliks (süsinikuaatomid on näidatud rohelistena, lämmastikuaatomid sinistena, hapnikuaatomid punastena, väävliaatomid kollastena; vesinikud pole joonise lihtsuse mõttes näidatud). α-heeliks moodustub mahukate külgahelatega aminohappejääkidest. Vasakpoolsel joonisel on lihtsuse mõttes näidatud vaid valgu nn selgroo aatomid. α-heeliksit stabiliseerivad vesiniksidemed (näidatud keskmisel joonisel musta punktiiriga) peptiidsidemete vahel. Parempoolne joonis kujutab heeliksi otsvaadet. (Koordinaatide allikas: Protein Databank, www.rcsb.org, PDB 4TNC.)


    Kui valgu primaarstruktuuris paiknevad üksteise järel mitu väikeste külgahelatega aminohappejääki, tekib aga nn β-pael. β-paelas moodustab valgu nn selgroog volditud paberilehe (või siksaki) taolise mustri ning aminohappejääkide külgahelad paigutuvad siis vaheldumisi selle siksaki alla või kohale. Erinevalt α-heeliksist ei teki β-paelas vesiniksidemeid sama paela moodustavate aminohappejääkide vahel. Samas mahuvad väljavenitatud ning ühes mõõtmes suhteliselt lameda kujuga β-paelad ühe valgumolekuli sees sageli hästi üksteise kõrvale, stabiliseerides üksteist omavaheliste vastastikmõjude kaudu. Sel viisil moodustubki valgu sekundaarstruktuuri β-leht.
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    Joonis 3.32. Valkude sekundaarstruktuuri näited: β-paeltest moodustub β-leht (süsinikuaatomid on näidatud rohelistena, lämmastikuaatomid sinistena, hapnikuaatomid punastena, väävliaatomid kollastena; vesinikud pole joonise lihtsuse mõttes näidatud). β-paelas paigutuvad aminohappejääkide külgahelad vaheldumisi paela tasandi kohale ja alla. Joonis all vasakul kujutab paela pealtvaadet. Parempoolsel joonisel on näidatud vesiniksidemed erinevate β-paelte vahel, mis mahuvad ruumis hästi üksteise kõrvale – nii tekib β-leht. (Allikas: Protein Databank, www.rcsb.org, PDB 2KIB.)


    3.4.3.3. Valkude tertsiaarstruktuur


    Valgu tertsiaarstruktuur on ühest valgumolekulist koosnev ruumiline tervik, mis hõlmab endasse selle valgu molekuli piires leiduvaid sekundaarstruktuure ning korrastamata piirkondi. Laias plaanis eristatakse valkudel kahte tertsiaarstruktuuri tüüpi: keraja kujuga globulaarsed valgud (joonis 3.33) või niitja kujuga fibrillaarsed valgud.
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    Joonis 3.33. Valkude tertsiaarstruktuur globulaarse ensüümi (cAMP-sõltuv proteiinikinaas; vt ka peatükk 7.3.2.1.1) näitel. A. – katalüütiline kompleks. Halliga on näidatud ensüüm, sinise ribana ensüümi valksubstraat, värviliste pulkadena kosubstraat ATP ning punaste kuulikestega veemolekulid. Sama ensüümi ruumiline struktuur ilma ATP ja valksubstraadita on toodud peatükis 3.3. Suurendusest joonistel B. ja C. on näha, et ensüümi sidumissait ATP jaoks on vähem hüdraatunud kui ülejäänud kompleks – see lubab luua soodsad tingimused katalüüsitava reaktsiooni (fosforüüli ülekande) jaoks. Joonisel C. on näidatud ainult need ensüümi ja valksubstraadi aminohappejäägid, mis loovad ATP-ga vesiniksidemeid ning on olulised katalüüsi jaoks. (Allikas: Protein Databank, www.rcsb.org, PDB 1ATP.)


    Globulaarse tertsiaarstruktuuriga on enamasti ensüümid või valgud, mis vastutavad organismis ainete transpordi eest (kuna mõlema funktsiooni jaoks on oluline, et valgumolekulis leiduks keskkonna eest varjatud tasku ehk sidumissait, kus saab luua katalüüsi või transpordi jaoks soodsaid tingimusi). Tänu kompaktsele struktuurile lahustuvad globulaarsed valgud hästi vees. Fibrillaarse tertsiaarstruktuuriga on aga enamasti need valgud, mis täidavad organismis kudesid toestavat rolli või on seotud liikumisvõime tagamisega. Niitjas kuju võimaldab fibrillaarsete valkude molekulidel luua omavahel ulatuslikke vastastikmõjusid, tekitades pikki jäigemaid ahelaid.


    3.4.3.4. Valkude kvaternaarstruktuur


    Valkude kvaternaarstruktuur kujutab endast kompleksi mitmest valgumolekulist (joonis 3.34), kus omavahel on vastastikmõjus lähestikku paiknevate valgumolekulide aminohappejääkidele kuuluvad külgahelad. Ühte valgu molekuli sellise kompleksi sees nimetatakse alaüksuseks.
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    Joonis 3.34. Valkude kvaternaarstruktuur. Üleval (A ja B) on toodud kvaternaarstruktuur fibrillaarse valgu kollageeni jaoks. Iga kollageenimolekul (vaadeldav kui kompleksi alaüksus) on tähistatud erineva värviga. Kollageen moodustab kolmest molekulist koosneva kompleksi (A), kusjuures sellised kompleksid on omakorda võimelised omavahel vastastikmõjusid looma, tekitades pikemaid struktuure (B). (Allikas: Protein Databank, www.rcsb.org, PDB 1CGD ja 1K6F.) All (C ja D) on toodud kvaternaarstruktuur globulaarse hemoglobiini jaoks. Iga alaühik on tähistatud erineva värviga. Hemoglobiini koostises on kaks paarikaupa identset alaüksust, millest igaüks on seotud heemiga (näidatud pulkadena). Heem on orgaanilisest osast ja rauaioonist Fe2+ koosnev struktuur, mis vastutab O2 (näidatud punaste kuulikestena) või CO2 sidumise eest. (Allikas: Protein Databank, www.rcsb.org, PDB 1HHO.)


    Fibrillaarsete valkude puhul teeb mitme valgumolekuli kaasamine kompleksi konstruktsiooni mehhaaniliselt vastupidavaks ning tugevate molekulidevaheliste vastastikmõjude tõttu vähendab lahustuvust vees. Näiteks kollageenil, mis moodustab suurema osa sidekoest ning rakuvälisest maatriksist (vt peatükk 6.5), on kolmest ahelast koosnev kvaternaarstruktuur. Väljavenitatud ruumilise kuju tõttu võivad kompleksid hakata looma vastastikmõjusid ka omavahel, tekitades pikemaid niite (fiibreid) ja suuremaid klompe (agregaate). Nii on valkude agregeerumine oluline vere hüübimisel. Veresoone vigastuse kohas vastutab proteaas trombiin vereplasmas lahustunud valgu, fibrinogeeni osalise lagundamise eest, tekitades mittelahustuvat ja hästi agregeeruvat fibriini. Fibriinist tekkiv võrgustik püüab kinni vereliistakuid ning aitab seega kaasa vigastatud koha n-ö sulgemisele. Valkude juhuslik agregeerumine on aga organismile kahjulik. Eriti kriitiliseks muutub see tihedas rakusiseses keskkonnas valkude tootmisüksuste ribosoomide läheduses, kuna parasjagu sünteesitav valguahel ei ole veel võimeline korrektset ruumilist struktuuri omandama. Seetõttu paiknevad ribosoomide läheduses sageli abivalgud (nn tšaperonid, ingl chaperone), mis takistavad poolikult valminud valgujärjestuse juhuslikku kokkukleepumist keskkonnas leiduvate muude valkudega ning aitavad seega värskelt sünteesitud valgul õigesti n-ö voltuda.


    Globulaarsete valkude puhul aitab kvaternaarstruktuuri olemasolu täita organismis teatud ülesandeid, mille puhul on vajalik kooskõlaline tegevus mitme alaüksuse vahel. Tuntud globulaarne valk, millel on kvaternaarstruktuur, on hemoglobiin, mis vastutab hapniku transpordi eest kopsudest organismi teistesse organitesse ning süsihappegaasi vastassuunalise transpordi eest. Hemoglobiini kvaternaarstruktuuri kuuluvad neli alaüksust, millest igaüks on võimeline siduma endaga üht hapnikumolekuli. Tihedad kontaktid alaüksuste vahel lubavad neil sünkroonselt siduda või vabastada seotud gaasimolekuli, muutes organismis gaasivahetuse efektiivsemaks ning kiiremaks.


    Hemoglobiin ja müoglobiin olid ühtlasi esimesed valgud, mille ruumilised struktuurid õnnestus kindlaks teha. Selle eest pälvisid teadlased Max Perutz ja Sir John Cowdery Kendrew 1962. aastal Nobeli preemia. Praeguseks eksisteerib valkude eksperimentaalselt määratud ruumiliste struktuuride andmebaas Protein Databank (www.rcsb.org), milles on 2016. aasta maikuu seisuga üle 118000 kõrge lahutusega määratud makromolekulaarset struktuuri.


    Kokkuvõtteks on valkude ruumiline struktuur aluseks valkude mitmekesistele funktsioonidele organismis. Kuna see on aga paljuski määratud mittekovalentsetest vastastikmõjudest, mis on kovalentsete sidemetega võrreldes suhteliselt nõrgad (tabel 3.3), siis on valgud üpris tundlikud keskkonnatingimuste suhtes. Ebasobiv temperatuur, pH, lahusti jms tegurid (nt detergentide juuresolek) rikub mittekovalentseid vastastikmõjusid sama valgu molekuli sees ning komplekside puhul ka vastastikmõjusid eri valgumolekulide vahel. Sellega kaasneb valkude kõrgemat järku struktuuride kadu ehk denaturatsioon, mis põhjustab omakorda muutusi valgu omadustes ja võimes teostada oma füsioloogilisi ülesandeid.


    3.4.4. Lipiidid


    Erinevalt teistest biomakromolekulidest, mis eristuvad üksteisest põhiliste sisalduvate funktsionaalrühmade alusel, on lipiidide aineklass defineeritud omaduse kaudu, milleks on hüdrofoobsus. Lipiidid sisaldavad põhiliselt C-C ja C-H sidemeid, on vähepolaarsed ega lahustu seetõttu vees. Lipiide võib omakorda jagada kahte suurde rühma, lähtudes sellest, kas tegemist on nn rasvhapete estritega või mitte.


    3.4.4.1. Rasvhapete estrid ja amiidid


    Rasvhapped on pika süsinikahelaga hargnemata molekulid, milles on paarisarv süsinikuaatomeid (enamasti 12–20) ning üks karboksüülrühm (vt näiteks palmitüülhape või oleiinhape, vastavalt joonis 3.2 ja joonis 3.11). Karboksüülrühm saab aga pöörduvalt reageerida alkoholide koostises leiduva hüdroksüülrühmaga, moodustades estreid (vt peatükk 3.2.1.1). Mitmed lipiidid kujutavadki endast selliseid estreid.


    Näiteks vahad moodustuvad siis, kui rasvhappega reageerib alkohol, mis sisaldab samuti pikka hargnemata süsinikahelat (vt näiteks mesilasvaha struktuur, joonis 3.5). Kõige populaarsem alkohol, mille struktuuri baasil lipiidid saavad moodustuda, on aga glütserool.


    Rasvad moodustuvad rasvhapete ja glütserooli vahelisel reaktsioonil, seejuures kulub rasva moodustumiseks ühe glütseroolimolekuli kohta kolm rasvhappemolekuli (joonis 3.35). Rasvade sulamistemperatuur sõltub sellest, kas neid moodustanud rasvhappejäägid sisaldavad kaksiksidemeid või mitte. Looduslikes rasvhapetes esinevad kaksiksidemed nimelt tüüpiliselt cis-isomeeridena (vt peatükk 3.2.1.2), mis muudab vastavaid rasvhappejääke rasva molekulis halvemini n-ö pakitavateks, kui oleksid üksiksidemetega ahelad. Tulemuseks on molekulidevaheliste vastastikmõjude nõrgenemine ning sulamistemperatuuri langus. Rasvu, mis on toatemperatuuril vedelad, nimetatakse õlideks.
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    Joonis 3.35. Näiteid rasvhapete estritest ja amiididest. Rasvhapete jäägid on näidatud punastena, alkoholide jäägid rohelistena, lipiidides sisalduvad hüdrofiilsed lisafragmendid mustadena. Glükolipiidid ja glütserofosfolipiidid on rakkude plasmamembraanide olulised komponendid. Sfingomüeliinid on eriti olulised närvirakkude müeliinkattes.


    Mõningate rasvhapete estrite klassi kuuluvate lipiidide unikaalsus seisneb selles, et nende molekulis on nii hüdrofoobseid kui hüdrofiilseid osi. Näiteks on glükolipiidide struktuuris glütserool asendatud ainult kahe rasvhappejäägiga ning glütserooli kolmas hüdroksüülrühm on ühendatud hoopis suhkrujäägiga. Glütserofosfolipiidides on glütserool samuti ühendatud kahe rasvhappejäägiga, glütserooli kolmas hüdroksüülrühm on aga ühendatud üle fosfaatsilla (meenutame fosfodiestersidet nukleiinhapete koostises!) lühikese ahelaga alkoholiga. Seega kannab glütserofosfolipiidide hüdrofiilne osa koguni laengut, mis lubab nende molekulidel vesikeskkonnas veemolekulide suhtes sobivalt orienteeruda. Seetõttu ongi glütserofosfolipiidid põhiline komponent rakkude plasmamembraanide kaksikkihi koostises (vt joonis 3.14).


    Peale estrite võivad rasvhapped moodustada oma karboksüülrühma kaudu teisigi ühendeid, mis kuuluvad samuti lipiidide klassi. Näiteks moodustuvad rasvhapete karboksüülrühma ja mõne teise molekuli aminorühma vahelisel reaktsioonil amiidid (vt peatükk 3.2.1.1). Nii panustab oma aminorühma lipiidide moodustamisse sfingosiin, millel on tegelikult olemas ka hüdroksüülrühm – seega võib sfingosiini lugeda nii alkoholiks kui amiiniks.


    Rasvhapete derivaatide ning ka muude lipiidide funktsioonid ongi seotud põhiliselt just sellega, et need ei lahustu vees ega segune veega. Näiteks katavad hüdrofoobsed vahad lindude sulgi kaitsmaks neid märgumise eest, aga ka taimelehti, takistades vee liigset aurumist taimest lehtede kaudu. Vedelas olekus lipiidid on ka head lahustid hüdrofoobsetele ainetele, nt teatud vitamiinidele. Samuti on rasvad olulised energiasalvestitena, sest võrreldes valkude ja süsivesikutega saab rasvade täielikul oksüdeerimisel massiühiku kohta rohkem energiat. See on tingitud asjaolust, et rasvade koostises on süsinikuaatomid keskmiselt madalama oksüdatsiooniastmega kui muudes biomakromolekulides (st ei ole algselt oksüdeeritud).


    3.4.4.2. Muud lipiidid


    Terpeenid on süsiniku ja vesiniku aatomitest koosnevad lipiidid, mille hulka kuuluvad nii väikese molekulmassiga ühendid kui ka pikema struktuuriga molekulid. Väikese molekulmassiga terpeenid koosnevad summaarse valemi alusel korduvatest isopreeni ühikutest (summaarne valem C5H8). Selliste terpeenide hulka kuuluvad näiteks vaikude ning tugeva lõhnaga eeterlike õlide komponendid. Nende väga mitmekesistest struktuuridest (joonis 3.36) ei pruugi kogenematu silm isopreeniühikuid aga kergesti üles leida, kuna kaksiksidemete paigutus ei vasta isopreenile. Pikemate terpeenide struktuuris on sarnasus isopreeniga paremini jälgitav, kuid samas ei pruugi nende brutovalem olla rangelt isopreeni brutovalemiga kordne. Selliste ühendite hulka kuuluvad tuntud pigmendid karotenoidid, vitamiin A ning ka looduslik kautšuk. Pikemast terpeenist nimega skvaleen n-ö volditakse organismides kokku veel ühte lipiidide klassi, steroide.


    Steroidid on tüüpiliselt nelja mittearomaatse tsükliga lipiidid, kusjuures neljast tsüklist kolm on kuuesüsinikulised ning üks viiesüsinikuline. Peale süsiniku ja vesiniku sisaldavad steroolid sageli hapnikuaatomeid (kas hüdroksüülrühma või ketooni kujul). Üks levinumaid steroide on kolesterool, mis on raku plasmamembraani koostisosa. Kolesteroolist sünteesitakse organismis ka kõik teised steroidid, mille hulka kuuluvad mitmed hormoonid ning vitamiin D (selles ühendis on küll üks steroididele omastest tsüklitest n-ö lahti harutatud).
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    Joonis 3.36. Mõningate terpeenide ja steroidide struktuurid. Pineen on vaigu destilleerimisel saadava tärpentini põhikomponent. Limoneen on tsitruseliste eeterlike õlide komponent. β-karoteenist sünteesitakse organismis vitamiin A. Skvaleenist sünteesitakse organismis steroide.

    


    
      
        11 Nukleotiidi koostises nummerdatakse lämmastikaluse aatomid tavaliste numbritega (1, 2 jne), suhkrujäägi koostisse kuuluvate aatomite numbrite lõppu lisatakse aga ülakoma (’).

      


      
        12 Sekundaarne struktuur on genereeritud ruumilisest PDB failist, kasutades veebiprogrammi RNApdbee (Poznan University of Technology, Polish Academy of Sciences, http://rnapdbee.cs.put.poznan.pl/; viimati vaadatud 30.05.2016).

      

    

  


  
    4. Raku organellid


    SULEV INGERPUU

  


  
    4.1. Raku tuum


    Esimene rakkude sees avastatud struktuur oli tuum. Selle organelli esmakirjeldamise au kuulub Austria botaanikule Franz Bauerile, kes teatas oma avastusest 1804. aastal. Nimetuse „raku tuum“ võttis esimesena kasutusele Šoti botaanik Robert Brown, 1831. aastal. Uurides mikroskoobi all orhidee epidermise rakke, avastas ta neis tumedamalt värvunud ala ja kasutas selle piirkonna nimetamiseks teminit areola e nucleus – tuum. Selle alusel, kas rakkudes on tuum või see puudub, jaotatakse kõik elusorganismid vastavalt eukarüootideks või prokarüootideks. Nimetus „eukarüoodid“ on tuletatud kreeka keelest, milles eu tähendab „tõeliselt“ ja karyon „südamikku“ või „tuuma“. Eesti keeles kutsutakse eukarüoote „päristuumseteks“ ja prokarüoote „eeltuumseteks“. Taimed, seened ja loomad kuuluvad eukarüootide hulka, bakterid ja arhed on prokarüoodid.


    Eukarüootide tuumas asub ülitihedaks kromatiiniks pakitud DNA, kuhu on kätketud peaaegu kogu nende genoomis sisalduv informatsioon. Eukarüootide üks kõige olulisem erinevus prokarüootidest on asjaolu, et nende geneetiline materjal on tsütoplasmast eraldatud tuumaümbrisega (joonis 4.1).
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    Joonis 4.1. Elektronmikroskoobi foto koekultuuri rakuliinist CHO (hiina hamstri ovariaalkasvaja immortaliseeritud rakuliin). Fotol on ülal kenasti näha tuuma eukromatiinne ala, mida eraldab raku tsütoplasmast ja organellidest tuumamembraan e tuumaümbris. Organellidest on eristatavad mitokondrid, Golgi kompleks, lüsosoomid, endoplamaatiline retiikulum, paremal all on fragment rakumembraanist. Foto: K. Padari.


    Kuid tuleb arvestada, et kromatiin hõlmab ainult poole tuuma mahust, sest kromatiini ümbritsev ruum on täidetud teiste tuuma struktuuridega ning nukleoplasmas olevate lahustunud komponentidega. Harilikult on interfaasis oleva raku tuumas 1) kromosoomid, mis kujutavad endast pikki nukleoproteiinseid kromatiinifiibreid; 2) üks või mitu tuumakest, mille põhiülesanne tuumas on ribosomaalse RNA süntees ja ribosoomi alaüksuste kokkupanek; 3) tuuma valkudest moodustunud võrkjas tuuma maatriks; 4) mitmesugused struktuursed kogumid (Cajali kehad, splaissingufaktorite kogumid, promüelotsüütse leukeemia onkovalkude kogumid (PML), Polycomb-grupi valgud (PcG), väikesed punktikujulised tuumakehakesed e tähnid (ingl speckles), väärtähnid (ingl paraspeckles), Gemid e Cajali kehade kaksikud, OPT domeenid, klastosoomid, histooni lookuskehad (ingl histone locus bodies), tuumakeselähedased kogumid, OPT alad ja SAM 68 kehakesed) (joonis 4.2).
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    Joonis 4.2. Interfaasis oleva imetajaraku tuuma struktuurid. Tuuma sisaldised on raku tsütoplasmast eraldatud kaksikmembraaniga, mida nimetatakse tuumaümbriseks, mis läheb katkematult üle karedaks tsütoplasmavõrgustikuks. Tuumaümbrist läbivad tuumapoori kompleksid, mille kaudu toimub tsüto- ja tuumaplasma vaheline molekulide transport. Tuumaümbrise sisepinnal asuvad tuuma laamina valgud, mis seovad heterokromatiini ning annavad tuumale toese. Tuumas asub valdav osa raku geneetilisest materjalist, mis on kätketud kromatiini. Interfaasis oleva raku kromosoomid hõlmavad tuumas kindlaid kromosoomide territooriume. Kogu tuuma läbib valkude võrkjas struktuur, mida nimetatakse tuuma maatriksiks. Kromatiinivaheline ala on kindla struktuuriga, kuid samas hästi dünaamiline. Seal asuvad väga erinevad tuumakehakesed ja molekulide kogumid (tuumakesed, tuumakeselähedased kogumid, Cajali kehakesed, klastosoomid, histooni lookuskehad, tuuma tähnid, väärtähnid, PML kehakesed, Polycomb-kehakesed, SAM68-kehakesed, OPT alad ja Gemid). Tuumakeses võib eristada kiudjat keskosa, tihedat kiudjat osa ja granulaarset osa, mida ümbritseb tuumakeselähedane heterokromatiin.


    4.1.1. Tuumaümbris


    Tuumaümbris eraldab tuuma sisaldisi tsütoplasmast ning annab tuumale struktuurse toese. Tuumaümbris takistab molekulide vaba liikumist nukleoplasma ja tsütoplasma vahel, mistõttu on nende molekulaarne koostis ja neis toimuvad biokeemilised protsessid paljuski erinevad. Tuumaümbris koosneb kahest membraanist, s.o sisemisest ja välimisest tuumamembraanist. Kuigi mõlemad membraanid on omavahel katkematus ühenduses, on nende valguline koostis erinev. Välimist tuumamembraani võib käsitleda kui endoplasmaatilise võrgustiku osa, mis ümbritseb sisemist tuumamembraani. Sisemises tuumamembraanis asuvad valgud, mis seovad endaga kromatiini ja tuuma laamina valke. Tuuma laamina on valkude võrgustik, mis annab tuumaümbrisele toese, kuid peale selle seostub tema külge kromatiin ning tuumaümbrist läbivate valkude kaudu ka tsütoplasmas olevad tsütoskeleti valgud. Välimisele tuumamembraanile, nagu endoplasmaatilise võrgustiku membraanilegi, kinnituvad ribosoomid, mis osalevad valgusünteesis. Nende ribosoomide abil toodetud valgud satuvad välimise ja sisemise tuumamembraani vahelisse ruumi, mida nimetatakse tuumaümbriseks ruumiks (ingl perinuclear space).


    4.1.2. Tuumapoori kompleks


    Rakus liiguvad molekulid pidevalt tsütosoolist tuuma ja vastupidi. Paljud valgud (nt histoonid, DNA polümeraasid, RNA polümeraasid, transkriptsiooni regulaatorid ja RNA töötlemisega tegelevad valgud) viiakse tsütoplasmast tuuma, kus nad täidavad oma funktsioone. Seevastu peaaegu kõik RNA-d (mRNA, rRNA, tRNA, miRNA ja snRNA) sünteesitakse tuumas ning tuuakse sealt tsütosooli. Tuuma ja tsütoplasma vahel toimuv import-eksport on selektiivne ning allub täpsele regulatsioonile. Näiteks on nende valkude, mis on määratud funktsioneerima tuumas, struktuuris kindla aminohappelise järjestusega lõigud, mida nimetatakse tuumalokalisatsioni signaalideks (ingl nuclear localization signals/sequence, NLS). Seda, et ka tuumast välja suunatud eksport on selektiivne, näitab asjaolu, et mRNA-d pääsevad tuumast välja alles siis, kui nad on läbinud vastava töötluse. Valkude ja RNA-de selektiivne liikumine tuuma ja tsütoplasma vahel ei kindlusta mitte ainult nende kahe struktuuri molekulaarseid erisusi, vaid on aluseks eukarüootide geeniekspressiooni täpsele reguleerimisele. Mõnel juhul on tuuma ja tsütoplasma vahel toimuv molekulide transport mitmeastmeline, kusjuures erinevate etappide toimumise aeg ja koht on täpselt kooskõlastatud. Kõige ilmekam näide on siin ribosoomi alaüksuste sünteesi ja kokkupanemise protsess. Nimelt sünteesitakse ribosoomide koostisse kuuluvad valgud tsütoplasmas, misjärel nad transporditakse tuuma, kus nad moodustavad vastsünteesitud ribosomaalse RNA-ga seostudes ribosoomi alaüksused. Viimased transporditakse tsütosooli tagasi, kus nad ühendatakse mRNA osalusel funktsionaalseteks ribosoomideks.


    Kanalid, mille kaudu toimub tsütoplasma ja tuuma vahel selektiivne molekulide liikumine, on paljudest valkudest koosnevad keerulise ehitusega struktuurid, mida nimetatakse tuumapoori kompleksideks (ingl nuclear pore complex, NPC) (vt joonis 4.2). Iga tuumapoori kompleks koosneb ligi 30 erinevast valgust, mida nimetatakse nukleoporiinideks (NP). Igast nukleoporiinist on tuumapooris palju koopiaid, mistõttu ühte kompleksi kuulub 500–1000 valgumolekuli. Hinnanguliselt on valkude kogumass pärmseente ja selgroogsete rakkude ühes tuumapooris seega vastavalt 66 või 125 miljonit daltonit, mis on 15–30 korda suurem, kui on ühe ribosoomi mass. Imetajaraku tuumaümbrises on keskmiselt 3000–4000 tuumapoori kompleksi, kuid neid võib olla ainult mõnisada (nt gliiarakud) või ka üle 20000 (nt Purkinje neuron). Tuumapoori komplekside läbilaskevõime on väga suur, sest iga poori kaudu võib minutis liikuda tuuma 60000 valgumolekuli ning tuumast välja 50–250 mRNA ja 1000 tRNA molekuli ning 10–20 ribosoomi alaüksust. Samuti tuleb arvestada sellega, et ühe ja sama tuumapoori kaudu toimub mõlemasuunaline liikumine samal ajal.


    Tuumapoori kompleks koosneb kahest funktsionaalsest alaosast: 1) keskosast, mis paikneb tuumaümbrise sees, ja 2) külgmistest struktuuridest, mis ulatuvad kas siis tsütosooli või tuuma- e nukleoplasmasse. Tuumapoori keskosa koosneb kaheksast sümmeetrilisest „kodarast“, mille moodustatud oktagonaalne silinderjas struktuur on tuumaümbrist läbiva poori põhikomponent. Tuumapoori keskosas moodustavad nukleoporiinid kolm kihti: 1) välimise transmembraanse rõnga nukleoporiinid (tuumapoori seestpoolt ringina ümbritsevad ja seda läbivad nukleoporiinid); 2) südamiku tellingnukleoporiinid (sisemise ja välimise rõnga nukleoporiinid) ja 3) FG-nukleoporiinid (kesksed ning tsütoplasma- ja tuumaplasmapoolsed tuumaporiinid), mille pikad väljaulatuvad osad sisaldavad hüdrofiilseid aminohappejärjestusi ja hüdrofoobseid fenüülalaniini (F) ja glütsiini (G) e FG-kordusi (joonis 4.3).
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    Joonis 4.3. Tuumapoori kompleksi ehitus. Iga tuumapoori kompleks on silindriline struktuur, millesse kuulub kaheksa „kodarat“, mis ümbritsevad tuuma- ja tsütoplasmat ühendavat keskkanalit. Tuumaümbrise välimine ja sisemine membraan moodustavad võru, mille sees asub tuumapoori kompleks. Tuumapoori kompleksi kinnitab tuumaümbrisesse transmembraanne rõngasjas struktuur, mis on seotud südamikkarkassiga, milles on sisemise ja välimise ringi elemendid. Ühendavad nukleoporiinid (Nup) seovad FG (Phe-Gly) nukleoporiine nii, et nad ääristavad ja täidavad keskkanali. Nukleoporiinidega ühendatud välimised struktuurid koosnevad tsütoplasmasse ulatuvatest kiududest, korvist ja kaugemast rõngast. Nii sisemise kui ka välimise ringi nukleoporiinid moodustavad biokeemiliselt stabiilse alakompleksi, mis määrab tuumapoori kompleksi tekke ja tuumaümbrise moodustumise. Modifitseeritud Alberts, B. et al., 5th ed., 2007 järgi


    Südamiku tellingnukleoporiinidele on kinnitunud seostavad nukleoporiinid, mis seovad enda külge FG nukleoporiine ning „korvi“ valke. Mõned uurijad kirjeldavad tuumapoori keskosa mitte üksteisele seostuvate valgukihtide seisukohast, vaid neid kihte moodustavate poori ümbritsevate rõngasjate struktuuride seisukohast (joonis 4.4).
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    Joonis 4.4. Tuumapoori kompleksi põhilised alastruktuurid ja nendes paiknevad tuumaporiinid. Paigutuse ja funktsioonide järgi eristatakse viit tuumaporiinidest koosnevat alastruktuuri: 1) välimised rõngad (kollane); 2) sisemised rõngad (lilla); 3) membraanirõngad (pruun); 4) siduvad tuumaporiinid (sinine ja roosa) ning 5) FG tuumaporiinid (roheline). Tuumapoori membraan on kujutatud hallina. Mõlema välimise ringi tuumaporiinid on ühendatud kõigi siduvate ja sisemise rõnga tuumaporiinidega, kuid väheste FG tuumaporiinidega ning neil puudub side membraanirõnga komponentidega. Kahe sisemise rõnga tuumaporiinid on tuumapoori kompleksi ekvaatori piirkonnas omavahel tihedasti seotud. Kuivõrd nad on samal ajal seotud kõigi kolme membraanirõngas asuva valguga, siis võimaldab see tuumapoori kompleksil kinnituda tuumaümbrisele. Modifitseeritud Alberts, B. et al., 5th ed., 2007 järgi


    Sellest lähtuvalt võib öelda, et tuumapoori keskosa koosneb viiest nukleoporiinide ringist: 1) membraanipiirne rõngas (tuumamembraani sisemised ja seda läbivad nukleoporiinid); 2) välimine rõngas; 3) sisemine rõngas; 4) FG nukleoporiinide rõngas ja 5) seostavate nukleoporiinide rõngas. Kolmekihiline tuumapoori keskosa moodustab kanali, mille diameeter on umbes 35 nm. Tuumapoori ümber on tuumaümbrise välimine ja sisemine membraan omavahel ühendatud piirkonnas, kus asuvad membraanipiirse rõnga nukleoporiinid.


    Kui FG nukleoporiinide globulaarsed domeenid on seotud tuumapoori keskosa valkude külge, siis nende teised vabad otsad ulatuvad kas raku tsütosooli (tsütoplasma FG nukleoporiinid), tuumaplasmasse (tuuma FG nukleoporiinid) või keerduvad tuumapoori kanalisse (keskosa FG nukleoporiinid). FG nukleoporiinid moodustavad tiheda poolläbilaskva võrgustiku, mis asub valdavalt tuumapoori keskosas, kuid ulatub ka tsütosooli ja tuumaplasmasse. Sellest võrgustikust difundeeruvad vabalt läbi ioonid ja väiksed molekulid (nt vesi, metaboliidid ja väiksed globulaarsed valgud molekulmassiga kuni 60 kDa), kuid sinna takerduvad suured makromolekulid. Valkude ja ribonuleoproteiinsete komplekside, mille molekulmass on suurem kui 60 kDa, transporti läbi tuumapooride toimetavad lahustuvad transportfaktorid e -retseptorid. Need valgud seostuvad selektiivselt ja tugevalt oma laadungile ning ajutiselt ka FG nukleoporiinide FG-järjestustele. Tuuma transpordi faktorid hüppavad koos oma laadungiga ühelt FG-järjestuselt teisele, läbides nii kogu tuumapoori kanali. Arvatakse, et tsütoplasma FG nukleoporiinide pikad filamendid osalevad tuumadesse imporditavate valkude tuumapooridesse toimetamises ning eksporditavate valkude komplekside esitlemises edasiseks töötluseks tsütosoolis.


    Tuumapoori kompleksi valgud seostuvad paljude tsütoplasmas ja tuumaplasmas olevate molekulide ja struktuuridega vastavalt kas siis tsütoplasmapoolsete filamentide või „korvi“ valkude kaudu. Tuumapoori tsütoplasmapoolsed filamendid on seotud tsütoskeletivalkudega ning osalevad valgusünteesi varastes etappides. Nad korraldavad mRNP ekspordi lõpetamist ning aitavad kaasa mRNA ribosoomidega ühendamisele. Tuumapoori „korvi“ moodustavad kaheksa valgulist filamenti, mis ulatuvad poori pinnalt ~80 nm kaugusele tuumaplasmasse ning on omavahel seotud rõngasja struktuuriga. Kuigi on leitud, et tuumapoori „korvi“ valgud osalevad transkriptsiooni reguleerimises ning RNA biogeneesis ja kromatiini säilitamises, pole tema funktsioonid veel täiesti selged.


    Tabel 4.1. Mõned enamlevinud signaaljärjestused.


    
      
        
        
      

      
        
          	
            Signaaljärjestuse funktsioon rakus

          

          	
            Valgus asuv signaaljärjestus

          
        


        
          	
            Valkude import tuuma

          

          	
            -Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-

          
        


        
          	
            Valkude eksport tuumast

          

          	
            -Met-Glu-Glu-Leu-Ser-Gln-Ala-Leu-Ala-Ser-Ser-Phe-

          
        


        
          	
            Valkude import mitokondritesse

          

          	
            +H3N-Met-Leu-Ser-Leu-Arg-Gln-Ser-Ile-Arg-Phe-Phe-Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr-Leu-Leu-

          
        


        
          	
            Valkude import plastiididesse

          

          	
            +H3N-Met-Val-Ala-Met-Ala-Met-Ala-Ser-Leu-Gln-Ser-Ser-Met-Ser-Ser-Leu-Ser-Leu-Ser-Ser-Asn-Ser-Phe-Leu-Gly-Gln-Pro-Leu-Ser-Pro-Ile-Thr-Leu-Ser-Pro-Phe-Leu-Gln-Gly-

          
        


        
          	
            Valkude import peroksüsoomidesse

          

          	
            -Ser-Lys-Leu- COO-

          
        


        
          	
            Valkude import tsütoplasmavõrgustikku

          

          	
            +H3N-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly-Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr-Glu-Ala-Glu-Gln-Leu-Thr-Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln-

          
        


        
          	
            Valkude tsütoplasma-võrgustikku tagasisaatmine

          

          	
            -Lys-Asp-Glu-Leu- COO-

          
        


        
          	
            Tabelis on värviliselt välja toodud erisuguste signaaljärjestuste klasside iseloomulikud jooned. Signaaljärjestuste funktsioneerimiseks vajalike aminohapete puhul on positiivselt laetud aminohapped esitatud punasega ja negatiivselt laetud aminohapped rohelisega. Funktsioneerimiseks olulised hüdrofoobsed aminohapped on tähistatud oranžiga ja olulised hüdroksüülitud aminohapped on tähistatud sinisega. +H3N tähistab valgu N-terminaalset otsa ja COO- C-terminaalset otsa.

          
        

      
    


    Valgud, mida imporditakse rakutuuma, on kokku pakitud. See eristab seda valkude transpordist endoplasmaatilisse võrgustikku, mitokondritesse ja kloroplastidesse, kus toimub lahtipakitud valkude transport. Kõik tuumas leiduvad valgud (nt histoonid, transkriptsioonifaktorid, DNA- ja RNA-polümeraas) on sünteesitud tsütosoolis ning transporditakse tuuma tuumapoori kompleksi kaudu. Tuuma transpordifaktorid tunnevad laadungvalkudes ära lühikesi peptiidseid järjestusi, mida nimetatakse tuuma sisenevate valkude korral tuumalokalisatsiooni signaalideks e tuuma siirdamise signaalideks (ingl nuclear localization signal, NLS) või tuumast lahkuvate valkude korral tuumaekspordi signaalideks e tuumast väljutamise signaalideks (ingl nuclear export signal või sequence, NES) (vt tabel 4.1). Tuuma siirdamise signaalid on valkudes olevad lühikesed, üks või kaks korda korduvad, positiivselt laetud aminohappeid (lüsiin ja arginiin) sisaldavad järjestused. Tuumas funktsioneerivates erisugustes valkudes on need järjestused erinevad. Tuuma siirdamise signaalid võivad valkude polüpeptiidahelas asuda enam-vähem suvalises kohas. Kui mitmest alaüksusest koosneva valgukompleksi ühes alaüksuses on NLS, siis viikase kogu kompleks tuuma. Valgu struktuuris oleva NLS-i aminohappeline järjestus on kodeeritud juba polüpeptiidahela sünteesi määrava geeni nukleotiidijärjestusega, mis tähendab, et kohe peale sünteesi lõppu on selge, kas konkreetne valk peab jõudma tuuma või mitte. NLS-i sisaldavate valkude liikumist läbi tuumapoori kompleksi saab jälgida, kui uuritavad valgud siduda kolloidse kulla graanulitega ning süstida nad siis raku tsütosooli. Kolloidse kulla graanulid ei ole elektronidele läbitavad ning seetõttu on nad elektronmikrofotodel nähtavad mustade täppidena (joonis 4.5).
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    Joonis 4.5. A. Kahekordne tuumamembraan on elektronmikroskoobi vaateväljas selgelt eristatav. Noolega on tähistatud tuumapoor. Ülal tuuma eukromatiin, allpool on raku tsütoplasmas näha mitokondrid ja tuumapoori all (must nool) ka lüsosoom. Foto: K. Padari. B. Fotol on nooltega tähistatud tuumapoorid (mustad nooled), kenasti on näha sisemine ja välimine tuumamembraan e tuumaümbris. Foto modifitseeritud Alberts, B. et al., 6th ed., 2015 järgi.


    See, et valkude polüpeptiidahelas asuvad NLS-id, avastati esimest korda siis, kui uuriti ahviviiruse 40 (SV40) suure T-antigeeni sünteesi määravate geenide mutante. Katsetest selgus, et kui kõik nn metsiktüüpi SV40 viiruse suured T-antigeenid olid nakatatud rakkude tuumades tuvastatavad, siis mutantsete tüvede suured T-antigeenid tuuma ei läinud. Põhjuseks oli suure T-antigeeni C-terminaalse otsa läheduses paikneva seitsmest aminohappest koosneva järjestuse muutumine mutantsetes tüvedes. Kui selline aminohappeline järjestus viia mõnda tsütoplasmavalku (nt albumiini), siis liikus ta hoopis tuuma, mis kinnitab arvamust, et selle järjestuse puhul on tegemist NLS-iga.


    Kui uuriti NLS-i sisaldavaid valke, siis selgus peagi, et nad liiguvad tuumadesse juhul, kui neile on kinnitunud tsütosoolivalgud Ran ja tuuma transpordi faktor e retseptor (nimetatakse ka importiiniks). Ran-valk on väike monomeerne G-valk, mis esineb rakus kahel kujul, kas GTP- või siis GDP-seoselisena. Neid Ran-valgu kahte seisundit reguleerivad tsütoplasmas asuv GTPaas-aktiveeriv valk (GAP), mis vallandab GTP hüdrolüüsi ning muudab seega Ran-GTP Ran-GDP-ks, ning tuumas asuv guaniinnukleotiidivahetuse faktor (GEF), mille toimel vahetatakse GDP GTP vastu ning Ran-GDP muutub Ran-GTP-ks. Kuivõrd Ran-GAP asub tsütoplasmas ja Ran-GEF tuumas, kus ta on seotud kromatiiniga, siis sisaldab tsütoplasma põhiliselt Ran-GDP-d ja tuum Ran-GTP-d (joonis 4.6).
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    Joonis 4.6. Ran-GDP ja Ran-GTP paiknemine rakus. Ran-GDP ja Ran-GTP paiknemise vastavalt kas tsütosoolis või tuumas määrab kahe Ran-regulatoorse valgu asukoht: Ran-GTPaasi aktiveeriv valk (Ran-GAP) asub tsütosoolis ja Ran guaniinnukleotiidivahetuse faktor (Ran-GEF) on seostunud kromatiiniga ning asub seetõttu tuumas. Ran-GDP viiakse tuuma tema enda impordiretseptori abil, mis seostub spetsiifiliselt GDP-ga seotud Ran-iga. Ran-GDP retseptori struktuur ei sarnane teiste tuuma transpordi retseptorite perekonna esindajatega, kuid ta seostub tuumapoori kompleksi kanalis olevate FG tuumaporiinidega. Petaüki 4 joonised modifitseeritud, kui pole näidatud teisiti, Alberts, B. et al., 6th ed., 2015 järgi.


    Tuuma transpordi faktorid seostuvad nii lastmolekuli NSL-iga kui ka FG-nukleoporiinide FG-järjestustega. Need faktorid võivad olla monomeersed molekulid, mis seostuvad nii lastmolekuli NLS-i kui ka FG-järjestustega, aga ka dimeerid, mille üks alaüksus seostub lastmolekuli NLS-i ja teine FG-järjestusega. Siiani pole veel selge, miks lastmolekulid, mille küljes on tuuma transpordi faktorid, suudavad tuumapoori kompleksi läbida, kuid teised sama suured molekulid ei suuda. Üks oluline põhjus on kindlasti see, et tuumapoori kanalis olevas FG-nukleoporiinide võrgustikus tekib tuuma transpordi faktoritel ebapüsiv side FG-nukleoporiinide FG-järjestusega, võimaldades sel viisil NLS-i sisaldaval kompleksil edasi liikuda.


    Läbi tuumapoori toimuv valkude import algab vabalt tsütosoolis liikuva tuuma suunatud transpordi faktori seostumisega lastmolekuli NSL-iga (joonis 4.7).
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    Joonis 4.7. Valkude import tuuma. Raku tsütoplasmas seostub vaba tuuma transpordi retseptor (importiin) lastmolekuli tuuma paiknemise signaaliga (NLS), moodustades kahest molekulist koosneva kompleksi, mis difundeerub läbi tuumapoori kompleksi, seostudes vahepeal ajutiselt FG-tuumaporiinidega. Tuumaplasmas seostub Ran-GTP importiiniga, kutsudes esile selle kuju muutuse, mille tagajärjel tema afiinsus NLS-iga väheneb ning vabaneb lastmolekul. Selleks et saaks toimuda uue lastmolekuli transport tuuma, viiakse importiin-Ran-GTP kompleks tsütoplasmasse tagasi. Tuumapoori kompleksi tsütosoolipoolsete kiududega seotud GTPaasi kiirendav valk (GAP) stimuleerib Ran-i, selleks et see hüdrolüüsiks endaga seotud GTP. Ran-GTP hüdrolüüsi tulemusena tekkinud Ran-GDP vabaneb importiinilt ning see on nüüd valmis uue lastmolekuli sidumiseks. Vabanenud Ran-GDP suundub tagasi tuumaplasmasse (joonis 4.8), kus guaniinnukleotiidivahetusfaktori (GEF) toimel vabaneb temalt GDP, mis asendatakse GTP-ga. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 6th ed., 2008 järgi.


    Edasi läbib tuuma transpordi faktori ja lastmolekuli kompleks tuumapoori kanalis oleva FG-importiinide võrgustiku. Kui kompleks on jõudnud tuumaplasmasse, siis seostub tuuma transpordi faktor sealoleva Ran-GTP-ga, mille toimel muudab faktor oma kuju, vabastades end lastmolekuli NLS-i küljest, mille tagajärjel lastmolekul vabaneb tuumaplasmasse. Seejärel difundeerub tuuma transpordi faktori ja Ran-GTP kompleks tuumapoori kaudu tagasi tsütoplasmasse. Kui see kompleks on jõudnud tuumapoori tsütoplasmapoolsele küljele, siis seostub Ran spetsiifilise GTPaas-aktiveeriva valguga (Ran-GAP), mis on tuumapoori tsütoplasmasse ulatuvate filamentide koostisosa. Ran-i seostumine Ran-GAP-iga tingib temaga ühenduses oleva GTP hüdrolüüsumise GDP-ks, mille tõttu Ran-i afiinsus tuuma transpordi faktori suhtes langeb ning faktor vabaneb, olles valmis sisenema uude valgu tuuma transportimise tsüklisse. Teisalt, vabanenud Ran-GDP liigub tuumapoori kaudu tagasi nukleoplasmasse, kus ta spetsiifilise guaniinnukleotiidivahetuse faktoriga (Ran-GEF) kohtudes on selle toimel sunnitud vabastama GDP ning siduma GTP, tekitades Ran-GTP. Tekkinud Ran-GTP läheb kasutusse järjekordse tuuma saabuva transpordifaktori ja lastmolekuli kompleksi lagundamiseks. Kokkuvõtlikult võib öelda, et NLS-i sisaldavate valkude tsütoplasmast tuuma transportimiseks vajalik energia saadakse mitmetest protsessidest, kus toimub GTP hüdrolüüs. Kuigi tuuma transpordi faktori ja lastmolekuli kompleksi liikumine läbi tuumapoori on käsitletav juhusliku difusioonina, on see siiski ühesuunaline protsess. Arvestades, et see kompleks laguneb kohe, kui ta on jõudnud tuumaplasmasse, siis loob see tuuma sisekeskkonna ja tsütoplasma vahel tuuma transpordi faktori ja lastmolekuli kompleksi gradiendi: kompleksi kontsentratsioon tsütoplasmas on suur, sest see moodustub seal, ja tuumaplasmas väike, sest see laguneb seal. Selline kontsentratsiooni gradient tuumapoori kahe pooluse vahel määrabki selle, et tuuma transpordi faktori ja lastmolekuli kompleks liigub tuuma. Kontsentratsiooni gradiendi tõttu liigub ka tuumas asuv tuuma transpordi faktor tagasi tsütoplasmasse. Tuuma transpordi faktori ja Ran-GTP kompleksi kontsentratsioon on kõrgem tuumaplasmas, kus ta tekib, ja madalam tsütoplasmas, kus ta laguneb. Kokkuvõtteks võib väita, et lastmolekulide transpordi suuna määrab Ran-GEF-i ja Ran-GAP-i ebasümmeetriline paigutus kahel pool tuumaümbrist. Tuumaplasmas soodustab Ran-GEF GTP seostumist Ran-valguga, mis vallandab lastmolekuli vabanemise tuuma transpordi faktori küljest. Seevastu tuumaümbrise tsütoplasmapoolsel küljel muudetakse Ran-GTP Ran-GAP-i toimel Ran-GDP-ks, mille tulemusena laguneb tuuma transpordi faktori ja Ran-GTP kompleks ning tuuma transpordi faktor vabaneb tsütosooli.


    Valkude, tRNA-de ja ribosoomi alaüksuste transport tuumast tsütoplasmasse sarnaneb suurel määral tuuma impordi mehhanismiga. Selle mehhanismi olemus selgus siis, kui uuriti ribosoomsete valgukomplekside edasi-tagasi liikumist tuuma ja tsütoplasma vahel. Selliste valkude polüpeptiidahelas on peale NLS-järjestuse veel ka tuumast väljutamise signaal (ingl nuclear-export signal, NES), mis võimaldab nende eksporti tuumast tsütoplasmasse. Selleks et lastmolekuli saaks tuumast välja transportida, peab spetsiifiline tuuma transpordi faktor e eksportiin moodustama tuumas kompleksi Ran-GTP-ga ning siis seostuma lastmolekuli NES järjestusega (joonis 4.8).
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    Joonis 4.8. Valkude eksport tuumast, mis sõltub Ran-valgust. Tuumaplasmas seostub eksportiin 1 lastmolekuli leutsiinirikka tuuma ekspordi signaaliga (NES) ning Ran-GTP-ga. Seejärel difundeerub tekkinud kompleks läbi tuumapoori kompleksi tsütoplasmasse, seostudes ajutiselt FG-nukleoporiinidega. Kui see kompleks on jõudnud tsütoplasmasse, siis stimuleerib tuumapoori kompleksi tsütosoolipoolsete kiududega seotud GTPaasi kiirendav valk (GAP) GTP hüdrolüüsi, muutes Ran-GTP Ran-GDT-ks. Sellega kaasnev Ran-valgu kujumuutus viib kogu kompleksi lagunemisele, mille tulemusena vabaneb lastmolekul tsütosooli ning eksportiin 1 ja Ran-GDP transporditakse tuumapoori kaudu tagasi tuuma. Tuumaplasmas muudetakse Ran-GDP Ran-GEF-i toimel Ran-GTP-ks. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 6th ed., 2008 järgi.


    Kui eksportiin seostub Ran-GTP-ga, siis muutub eksportiini kuju ning tema afiinsus NES-i suhtes suureneb, tekitades kolmest molekulist koosneva kompleksi (s.o lastmolekul-eksportiin-Ran-GTP). Nii nagu teised tuuma transpordi faktorid, seostub ka eksportiin ajutiselt FG-nukleoporiinide FG-järjestustega, mis võimaldab tal kogu kompleksi tuumapoorist läbi viia. Kui eksportiini ja lastmolekuli kompleks puutub kokku tuumapoori kompleksi tsütoplasmapoolsete filamentidega seondunud Ran-GAP-iga, siis ta laguneb, sest Ran-iga seotud GTP hüdrolüüsitakse ning Ran-i afiinsus eksportiini suhtes langeb. Kui eksportiin vabaneb Ran-ist, siis tema kuju muutub, mille tulemusel tema afiinsus NES-i suhtes langeb ning lastmolekul vabaneb tsütosooli. Eksportiinist eraldunud lastmolekuli kontsentratsioon tsütoplasmas jääb madalamaks tema kontsentratsioonist tuumaplasmas, tekitades lastmolekuli kontsentratsiooni gradiendi läbi tuumapoori kompleksi ning määrates ära lastmolekuli ekspordi suuna. Vabanenud eksportiin ning Ran-GTP hüdrolüüsil tekkinud Ran-GDP transporditakse tuumapoori kaudu tagasi tuuma. Tuuma eksport erineb tuuma impordist selle poolest, et Ran-GTP on ekspordi korral lastmolekuliga samas kompleksis, kuid mitte impordi korral (vrd jooniseid 4.7 ja 4.8). Kui see erinevus välja arvata, siis on tuuma ekspordi ja impordi mehhanism väga sarnane. Mõlemal juhul siis, kui tuumas seostub Ran-GTP tuuma transpordi retseptoriga, muutub retseptori kuju ning tema afiinsus transpordi signaali suhtes. Impordi korral põhjustab see lastmolekuli vabanemise ja ekspordi korral selle seostumise. Nii ekspordi kui ka impordi korral põhjustab tsütoplasmas toimuv Ran-GAP-i esilekutsutud Ran-GTP hüdrolüüs Ran-i kuju muutuse, mille tõttu transpordi signaali retseptor (vastavalt eksportiin või importiin) vabaneb. Ekspordi korral vabaneb ka lastmolekul. Ran-GAP-i ja Ran-GEF-i paiknemine vastavalt kas siis tsütoplasmas või tuumas määrab ära lastmolekulide ühesuunalise liikumise läbi tuumapoori kompleksi.


    On leitud, et teiste lastmolekulide eksport tuumast tsütoplasmasse toimub samasuguse mehhanismi kaudu, mida kasutatakse valkude puhul. Näiteks tRNA eksporti korraldab eksportiin-t. See tuuma transpordi retseptor moodustab lõplikult töödeldud tRNA ja Ran-GTP-ga kompleksi, mis liigub läbi tuumapoori kompleksi ning laguneb, kui ta seostub tuumapoori kompleksi filamentide küljes oleva Ran-GAP-iga, mille järel tRNA vabaneb tsütosooli. Kui tuumakeses on rRNA-st ja valkudest koosnevate ribosoomi alaüksuste moodustumine lõppenud, siis on nende tsütoplasmasse transportimiseks samuti vaja Ran-valke. snRNA ja miRNA molekulid seostuvad samuti tuumast ekspordi retseptori perekonna valkudega ning kasutavad Ran-GTP kompleksi tuumapoorist läbi tungimiseks.


    Mõne üksiku mRNA puhul, mis seostuvad kindlate heterogeensete tuuma ribonukleaarsete valkudega (ingl heterogeneous nuclear ribonuclear proteins, hnRNP), on ekspordiks vaja Ran-valkudega seotud mehhanismi. Siiski toimub enamiku mRNA-de eksport tuumast tsütoplasmasse Ran-valkudest sõltumatu mehhanismi abil. mRNA-valgu kompleksi teket ja edasist liikumist läbi tuumapoori kompleksi on uuritud elektronmikroskoobiga ning saadud tulemuste põhjal on koostatud joonis 4.9.
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    Joonis 4.9. Joonisel on kujutatud putukast pärit erakordselt suure ja keerulise struktuuriga mRNA – nn Balbiani rõnga mRNA –, küpsemise protsess ning transport läbi tuumapoori kompleksi.


    Kui geeni transkribeerimine on lõppenud, siis seostub vastsünteesitud mRNA-ga palju valke, nagu näiteks hnRNP-d, SR-valgud ja splaissosoomi komponendid (joonis 4.10).
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    Joonis 4.10. Joonisel on kujutatud mRNA molekul, mis on valmis tuumast välja eksportimiseks. On näidatud mRNA transport läbi tuumapoori. Nagu näha, liiguvad ühed valgud koos mRNA-ga läbi tuumapoori, samal ajal kui teised jäävad tuumaplasmasse. mRNA tuuma ekspordi retseptor on valkude kompleks, mis seostub mRNA molekuliga siis, kui see on korrektselt splaissitud ja polüadenüleeritud. Peale seda, kui mRNA on jõudnud tsütosooli, eraldub temalt ekspordi retseptor, mis suunatakse tagasi tuuma, selleks et teda taaskasutada. Nonsenss-vahendatud mRNA lagundamise teel kõrvaldatakse vigased mRNA molekulid (need, millel on stoppkoodon vales kohas), enne kui nad liiguvad tuumast eemale.


    See mRNA-valgu kompleks muudab oma struktuuri, võttes lõpuks paindunud ridva kuju. Sellise kuju omandanud kompleks liigub läbi tuumaplasma ning siseneb 5’-ots ees tuumapoori kompleksi, kus tema struktuur muutub jälle. Peale transkriptsiooni läheb mRNA molekulil mitu minutit aega, selleks et jõuda läbi tuumaplasma tuumapoorini. Kui ta on jõudnud tuumapoori juurde, siis ta peatub hetkeks ning seejärel läbib tuumapoori ülikiiresti (mõnekümne millisekundi jooksul). Kuidas on võimalik, et suured mRNA-valgu kompleksid suudavad läbida tuumapoori sellise kiirusega, on senini mõistatus.


    Kui mRNA töötlus on tuumas lõppenud, jääb ta seotuks hnRNP valkudega, mis kuuluvad käskjalg ribonukleaarsesse valgu kompleksi (ingl messenger ribonuclear protein complex, mRNP). mRNP-d transporditakse tuumast välja mRNP eksportija (ingl mRNP exporter) kaasabil. See on heterodimeerne valk, mis koosneb suurest alaosast, mida nimetatakse tuuma ekspordi faktor 1 (ingl nuclear export factor 1, NXF1), ja väiksest alaosast nimetusega tuuma ekspordi vahendaja 1 (ingl nuclear export transporter 1, NXT1) (joonis 4.11).
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    Joonis 4.11. mRNA-de eksport tuumast Ran-valgust sõltumatu mehhanismi abil. Heterodimeerne NXF1/NXT1 kompleks seostub tuumas mRNA-valgu kompleksiha (mRNP). NXF1/NXT1 kompleks toimib kui tuuma ekspordi faktor, sest ta suunab mRNP kompleksi tuumapoori kompleksi keskkanalisse, seostudes seejuures ajutiselt FG-tuumaporiinidega. Tuumapoori kompleksi tsütosoolipoolses osas asuv RNA helikaas (Dbp5) eraldab NXF1 ja NXT1 mRNP-lt, kasutades selleks ATP hüdrolüüsi energiat. Vabanenud NXF1 ja NXT1 valgud viiakse Ran-valgust sõltuva impordi teel tagasi tuuma. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 6th ed., 2008 järgi.


    Transkriptsioonilise pikendamise ja pre-mRNA töötlemise käigus seostuvad paljud NXF1/NXT1 dimeerid tuumas olevate mRNA-valgu kompleksidega, s.o mRNP-dega. Samamoodi nagu tuuma transpordi retseptorid kinnituvad mõlemad NXF1/NXT1 alaühikud ajutiselt FG-nukleoporiinide FG-piirkondadega, aidates alaüksustega seotud lastmolekulidel tuumapooridest läbi minna. Kuivõrd mRNP eksport ei vaja Ran-valgu juuresolekut, siis peab mRNA ühesuunalise transpordi energiaallikaks olema midagi muud kui Ran-i esilekutsutud GTP hüdrolüüs. Kui mRNP-NXF1/NXT1 kompleks on jõudnud tsütoplasmasse, siis eralduvad NXF1 ja NXT1 mRNP-lt tuumapoori kompleksi tsütosoolipoolsete filamentide küljes oleva RNA helikaasi Dbp5 toimel. Nagu on teada, kasutavad RNA helikaasid RNA molekulidel liikumiseks ATP hüdrolüüsist saadavat energiat, selleks et lahutada kaheahelalist RNA-d või lagundada RNA-valgu kompleksi. See viib mõttele, et Dpb5 võiks toimida kui ATP juhitav mootor, mis aitab NXF1/NXT1 kompleksi mRNP küljest eraldada kohe, kui see kompleks on jõudnud tuumapoori tsütoplasmapoolsele küljele. Kuivõrd NXF1/NXT1 on tuumapoori tuumaplasmapoolsel küljel seotud mRNP-ga, aga tuumapoori tsütoplasmapoolsel küljel eraldub ta ATP toimel mRNP-st, siis tekitab see mRNP-NXF1/NXT1 kompleksi kontsentratsiooni gradiendi tuumapoori eri poolustel ning põhjustab kompleksi ühesuunalise liikumise läbi tuumapoori. Pärast seda, kui NXF1- ja NXT1-valgud on mRNP küljest eraldunud, imporditakse nad tagasi tuuma Ran-valkude ja tuuma transpordi retseptorite kaasabil. Ran-valgust sõltuva tuuma ekspordi korral põhjustab Ran-i esilekutsutud GTP hüdrolüüs tuumapoori tsütoplasmapoolsel küljel tuuma transpordi retseptori vabanemise lastmolekulilt. Ran-valgust sõltumatu eksport on sellega üsna sarnane, kui mitte arvestada, et tuumapoori tsütoplasmapoolsel küljel kasutatakse Dbp5 põhjustatud ATP hüdrolüüsi selleks, et eraldada mRNA küljest mRNP eksportija.


    Peale selle, et kaht tüüpi tuuma transpordi retseptorite (importiinide ja eksportiinide) funktsioonid on sarnased, on nad ka aminohappelise järjestuse ja struktuuri poolest teineteisega väga sarnased. Pärmirakkudes on leitud 14 ja imetajarakkudes 20 erinevat tuuma transpordi retseptorit. Siinkohal tuleb märkida, et mõned tuuma transpordi retseptorid võivad korraldada nii importi kui ka eksporti ning mõned lastvalgud sisaldavad nii tuuma siirdamise kui ka tuumast ekspordi signaale. Sellised lastvalgud liiguvad tuuma ja tsütoplasma vahel pidevalt edasi-tagasi, mis tähendab, et kui import ületab ekspordi, siis on need valgud põhiliselt tuumas, ning vastupidi – kui eksport ületab impordi, siis on need valgud valdavalt tsütosoolis. Seega import-eksport-tasakaalu nihutamine kutsub tuumas ja tsütoplasmas esile lastvalkude kontsentratsiooni muutuse. Näiteks kontrollitakse mõnedes rakutüüpides transkriptsiooni regulaatorite aktiivsust sel viisil, et neid ei viida tuuma, enne kui neid seal vaja läheb. Mõnel juhul kontrollitakse lastvalkudel olevate tuuma siirdamise või väljutamise signaalide kättesaadavust, lülitades neid sisse ja välja, näiteks fosforüülides signaaljärjestustele lähedal olevaid aminohappeid. Osa transkriptsiooni regulaatoreid on seotud tsütosoolis asuvate inhibiitorvalkudega, millega nad kinnitatakse tsütoskeleti või mõne organelli külge. Inhibiitorvalgud võivad ära varjutada ka lastvalkude tuuma siirdamise signaali, nii et see ei saa tuuma impordi retseptoritega seostuda. Kui geeni regulaatorvalk vabaneb mingi stiimuli toimel tsütosooli valkude küljest või paljastub tema tuuma siirdamise signaal, siis saab ta liikuda tuuma. Üks iseloomulik näide selle kohta on latentne geeniregulaatorvalk, mis kontrollib kolesterooli metabolismi reguleerivate valkude ekspressiooni. See regulaatorvalk paikneb endoplasmaatilise võrgustiku membraanis inaktiivses vormis. Kui rakus ei ole piisavalt kolesterooli, siis transporditakse see valk endoplasmaatilise retiikulumi membraanist Golgi kompleksi membraani, kus spetsiifilised proteaasid lõikavad ära tema tsütoplasmapoolse osa, mis vabaneb tsütosooli. Järgnevalt imporditakse see valguosa tuuma, kus ta aktiveerib nende geenide transkriptsiooni, mida on vaja nii kolesterooli sünteesiks kui ka rakku sissevõtmise reguleerimiseks (joonis 4.12).
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    Joonis 4.12. Kolesterooli biosünteesi reguleerimine tagasisidestuse kaudu. A. Sterooli vastuselemendiga seostuv valk (ingl sterol response element binding protein, SREBP) on uinuv transkriptsiooniregulaator, mis kontrollib kolesterooli biosünteesi määravate ensüümide ekspressiooni ja mis sünteesitakse algselt kui tsütoplasmavõrgustiku membraani valk. Kui tsütoplasmavõrgustiku membraanis on piisavalt kolesterooli, siis on ta membraani ankurdatud SREBP lõikamist aktiveeriva valgu (ingl SREBP cleavage activation protein, SCAP) abil, mis on seotud kolesterooliga. B. Kui kolesterooli seostumiskoht SCAP valgul on tühi (madala kolesterooli taseme korral), siis muudab see valk oma kuju ning ta pakitakse koos SREBP valguga transpordivesiikulitesse, mis viivad oma lasti Golgi kompleksi, kus kaks seal paiknevat proteaasi eemaldavad SREBP valgu tsütosoolipoolse osa membraanist. Seejärel liigub SREBP valgu tsütosoolipoolne osa tuuma, kus ta seostub kolesterooli biosünteesis osalevaid valke kodeerivate geenide promootoritega ning aktiveerib nende geenide transkriptsiooni. Sellise mehhanismi abil sünteesitakse rakus juurde uut kolesterooli, juhul kui kolesteroolitase on langenud alla vajaliku normi.


    4.1.3. Tuuma laamina


    Tuumaümbrise sisemise membraani lipiidsele kaksikkihile kinnituvad tuuma laamina valgud. Selgroogsete kõik kolm erisugust tuuma lamiini (A, B ja C) kuuluvad tsütoskeleti valkude (täpsemalt intermediaarsete filamentide) hulka, mis annavad raku membraanidele toese. Lamiinid A ja C, mis on sama geeni produktid ning on tekkinud pre-mRNA alternatiivse splaissingu tulemusena, on ühesugused, kui välja arvata 133. positsioonis oleva aminohappe muutus valgu aminohappelises järjestuses lamiini A C-terminaalses otsas, mis lamiinil C puudub. Lamiin B, mida kodeerib teine geen, teeb läbi transkriptsioonijärgse modifitseerimise, mille tulemusena lisandub tema C-terminaalsesse otsa hüdrofoobne isoprenüülgrupp. Selle rasvhappe kaudu, mis ulatub sisemisse tuumamembraani, kinnitub kogu tuuma laamina membraanile. Kõik kolm tuuma lamiini moodustavad dimeere, milles on α-heeliksist koosnev keere-keermes ridvalaadne keskosa ning globulaarne pea- ja sabaosa. Kui need dimeerid polümeriseeruvad nii, et pea seostub peaga ja saba sabaga, siis moodustub iseloomulik tuuma laaminavõrgustik (joonis 4.13).
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    Joonis 4.13. A. Tuuma laamina struktuur. Tuuma laamina moodustavad kaks ristiasetsevat 10 nm läbimõõduga kiudude kogumit, mis koosnevad lamiinidest A, B ja C (ülal). Lamiinide üksikkiud tekivad lamiinide tetrameeride, mis koosnevad kahest keere-keermes dimeerist, saba-saba polümeriseerumise tulemusel (keskel). Oranžid ja rohelised ringid tähistavad vastavalt N- ja C-terminaalseid globulaarseid piirkondi. Kindlate seriinijääkide fosforüülimine lamiini dimeeride N- ja C-terminaalsete globulaarsete piirkondade läheduses kutsub esile tetrameeride depolümeriseerumise ja tuumalaamina lagunemise (all). B. Kannuskonna Xenopus’e ootsüüdi tuumalaamina elektronmikrofoto, millel on näha intermediaarsete filamentide hulka kuuluvate lamiinide tuumamembraani siseküljel asuvat korrapärast võrgustikku. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 6th ed., 2008 järgi.


    Tuuma lamiinid on tuuma sisemise membraani külge seotud valkude vahendusel, nagu näiteks lamiini B retseptor (LBR), laaminaga seotud polüpeptiidid 1 ja 2 (ingl lamina-associated-polypeptide, LAP) ja emeriin. Kõrgemate eukarüootide genoomi transkriptsiooniliselt vaikinud või vähemaktiivsed piirkonnad, nn heterokromatiin (tsentromeerid, telomeerid ja kordus-DNA), on samuti seotud tuuma sisemise membraaniga. Huvitav on märkida, et emaste imetajate inaktiivne X-kromosoom on samuti tuumamembraaniga seotud kogu raku interfaasi aja, kuid aktiivne X-kromosoom paikneb tuumamembraanist kaugemale jäävas tuumaplasmas.


    Kui raku tsütoplasmas olevad intermediaarsed filamendid toestavad kogu rakku, siis tuuma lamiinid toestavad tuuma. Kuivõrd DNA ja kromatiini valgud on kinnitunud lamiinidele ja nendega seotud valkudele, siis aitavad taolised seosed moodustada kromatiini kõrgema järgu struktuure tuumas. Kromatiini paigutus tuumas on otseselt seotud geenide ekspressiooni kontrolliga ning seetõttu võib arvata, et ka tuuma laaminavalkudel on selles oma osa. See, et paljud transkriptsioonifaktorid kinnituvad tuuma lamiinidele või nendega seotud valkudele, viitab lamiinide osalusele geenide ekspressiooni reguleerimises. Peale selle on leitud, et laaminavalgud osalevad DNA replikatsiooni, kromosoomide lahknemise, rakutsükli ning diferentseerumise reguleerimises, kuid on seotud ka rakkude apoptoosiga.


    Kui eukarüoodi rakk läheb mitoosi, siis lagundatakse tema tuumapoori kompleksid, tuuma laamina ja tuumaskelett ning tuumamembraanid sulavad kokku endoplasmaatilise retiikulumi e endoplasmaatilise võrgustiku membraaniga (joonis 4.14).
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    Joonis 4.14. Mitoosi käigus toimuv tuumaümbrise ja -laamina lagunemine ning taastumine. Lamiinide fosforüülimine vallandab tuumalaamina lagundamise, mis kutsub omakorda esile tuumaümbrise katkemise. Lamiinide defosforüülimine taastab endise olukorra. Selline fosforüülimise ja defosforüülimise tsükkel toimub ka mõnede tuumaporiinide ja sisemise tuumamembraani valkudega, samas on mõned defosforüülimised seotud taastumise protsessiga. Tuumaümbrise taasmoodustumine toimub üksikute dekondenseeruvate tütarkromosoomide ümber. Lõpuks, kui dekondenseerumise protsess jätkub, siis need struktuurid ühinevad ning tekib uus terviklik tuum. Mitoosi käigus toimuv tuumaümbrise lagunemine on omane kõigile Metazoa’de rakkudele, kuid näiteks pärmiseentel jääb tuumaümbris mitoosi käigus terviklikuks ning nende tuumad jagunevad lõigustumise teel.


    Seda protsessi juhivad mitoosi tsükliinisõltuvad kinaasid (ingl mitotic cyclin-dependent kinase, M-cdk), mis fosforüülivad nii lamiine kui ka LBR- ja LAP-valke. M-cdk-d fosforüülivad mitoosi profaasis ka mõnesid nukleoporiine, mille tulemusel tuumapoori kompleksid lagunevad. Kui rakutsükli G2-faasi lõpus M-cdk-d aktiveeruvad, siis nad fosforüülivad kõigi kolme tuumalamiini spetsiifilisi seriinijääke, mis põhjustab lamiinide depolümeriseerumise. Fosforüülitud lamiinide A ja C dimeerid vabanevad tuumaplasmasse, kuid fosforüülitud lamiini B dimeerid jäävad oma isoprenüülgrupi kaudu tuumamebraaniga seotuks. Tuumalamiinide depolümeriseerumine vallandab laaminavõrgustiku katkemise ning aitab sel viisil kaasa tuumaümbrise lagunemisele. Kui M-cdk-d fosforüülivad tuuma sisemises membraanis olevaid valke, siis katkeb nende side tuuma laaminaga ja kromatiiniga. Kromatiinivalkude fosforüülimine M-cdk-de poolt kutsub seevastu esile kromatiini kondenseerumise. Mootorvalk düneiin, mis liigub mööda mikrotuubuleid, aitab tuumaümbrisel eralduda kromatiinist. Kuivõrd nende protsesside tulemusel nõrgeneb side tuuma sisemise membraani valkude ja tuuma laamina, aga ka kromatiini vahel, siis liiguvad tuuma sisemise membraani osad endoplasmaatilise võrgustiku (ER) koosseisu, kuna ER on seotud tuuma välimise membraaniga. Kuna tuumaümbrise lagunemisel kaob tuuma ja tsütoplasmat eraldav vahesein, siis segunevad need tuuma valgud, mis ei ole seotud membraanidega või kromosoomidega, tsütosoolis olevate molekulidega.


    Tuumaümbrise taastamine algab tütarkromosoomide pinnal momendist, kui viimased hakkavad hilises anafaasis või varases telofaasis lahti keerduma. Sellel perioodil hakkavad sisemise tuumamembraani defosforüülitud valgud uuesti kromatiinile seostuma. Esimesed valgud, mis seostuvad kromosoomide pinnale anafaasi lõpus, on LBR, LAP ja emeriin. Tuumaümbrise taasmoodustumise kohta on erinevad uurijad pakkunud välja mitmeid mudeleid. Ühe mudeli järgi seostuvad iga lahtikeerduva kromosoomi pinnaga endoplasmaatilise võrgustiku väljasopistused, mis peagi omavahel ühinedes moodustavad kahekihilise membraani ümber kromosoomi. Defosforüülitud tuumapoori kompleksi valgud ühinevad omavahel ning moodustavad uusi tuumapoore, tekitades tuumalaadseid struktuure, mida nimetatakse karüomeerideks. Nende struktuuride ühinemise tulemusel tekib üks kõiki raku kromosoome sisaldav tuum (joonis 4.15 A).
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    Joonis 4.15. A. Mudel, mis kujutab tuumaümbrise taastumist telofaasis. Kõigepealt seostuvad tsütoplasmavõrgustiku väljasopistused iga lahti hargneva kromosoomiga ning ühinevad siis omavahel, moodustades kromosoomide ümber kaksikmembraani. Defosforüülitud tuumapoori alakompleksid moodustavad uuesti tuumapoore, mille tulemusel tekivad minituumad, mida nimetatakse karüomeerideks. Edasise protsessi käigus hargnevad kromosoomid lahti ning kõigi karüomeeride tuumaümbrised ühinevad iga käävipooluse (ingl spindle pole) piirkonnas, moodustades ühe tervikliku tuuma, mis sisaldab kõiki kromosoome. B. Tuumaümbrise taasmoodustumise esimene etapp seisneb membraaniga ümbritsetud vesiikulite, mis tekkisid tuumaümbrise katkemise käigus prometafaasis, seostumises kromosoomidega, mida vahendavad nii membraanisisesed valgud kui ka B-tüüpi lamiinid. Seejärel ühinevad vesiikulid omavahel, tuumalaamina tekib uuesti ning kromosoomid dekondenseeruvad. .Modifitseeritud Lodish, H. et al., 6th ed., 2008 järgi.


    Sellele üsna sarnase mudeli järgi tekib uus tuumaümbris mitoosi telofaasis lahti hargnevaid kromosoome ümbritsevate endoplasmaatilise võrgustiku osade ühinemisel (vt joonis 4.14). Mõned autorid on seisukohal, et mitoosis olevas rakus tekivad tuumamembraani vesiikulid, mis seostuvad transmembraansete valkude või lamiini B abil kromosoomidega, mille järel nad ühinevad, tekitades uued tuumamembraanid (vt joonis 4.15 B). Kui tuumaümbris hakkab tekkima, siis lisanduvad tema mõnedesse piirkondadesse defosforüülitud tuumapoori valgud, mis moodustavad ühinedes uued tuumapoori kompleksid. Katsete tulemusena on selgunud, et tuumaümbrise ja tuumapoori komplekside taastekkes on oluline osa Ran-GTPaasil, mis on interfaasis oleva raku tuumas ja tsütoplasmas seotud vastavalt GTP-ga või GDP-ga. Kui Ran-GTP vabastab tuumapoori kompleksi valgud tuuma impordi retseptori küljest, siis kinnituvad need kromosoomide pinnale, kus nad alustavad uute tuumapoori komplekside ülesehitamist. Tegelikult on mitoosi lõpetavas rakus lahtikeerdumist alustanud kromosoomid ümbritsetud Ran-GTP pilvega, sest kromatiiniga on seotud Ran-GEF. Kui Ran-GTP on telofaasis seostunud kromatiini pinnaga, siis kinnituvad temale importiini kaudu nukleoporiinid ning tsütoplasmavõrgustiku väljasopistused või tuumamembraani vesiikulid. On selgunud, et Ran-GTP ja importiini seostumine on see, mis vallandab tuumapoori kompleksi ja tuumaümbrise tekke. Mitoosi lõpus leiab aset lamiinide defosforüülimine, mille tulemusel moodustub uus tuuma laaminavõrgustik, kusjuures see toimub peaaegu ühel ajal tuumaümbrise taastamisega. Tuumalaamina moodustumine lõpeb rakutsükli G1-faasis, kui lamiin A seostub tuumaümbrise valkudega. Kuivõrd vastmoodustunud tuumas on tuumaümbris tihedalt kromosoomide ümber, siis paiknevad selles ainult need valgud, mis on kromatiinile kinnitunud või selektiivselt tuumapoori kompleksi kaudu tuuma imporditud. Sellega hoitakse mitoosijärgsel perioodil ära tsütoplasmas olevate makromolekulide ja ka ribosoomide juhuslik tuuma sattumine.


    4.1.4. Tuuma maatriks


    Kui interfaasis olevate rakkude tuumasid töödeldi kõrge kontsentratsiooniga soolalahusega, siis eraldusid sealt paljud valgud (k.a histoonid) ning allesjäänud lahustumatut valkude võrgustikku hakati nimetama tuuma maatriksiks või tuuma tellinguks (ingl nuclear scaffold) või tuuma skeletiks. Viimane termin annab tuuma struktuurist kõige ebatäpsema ettekujutuse. Kuigi raku tuumadest saadud elektronmikrofotodel on näha hajusat läbipõimunud kiudude võrgustikku, mis on seotud tuuma laaminaga, ei ole immunofluorestsentsmikroskoopia abil tehtud uuringud näidanud püsivate filamentide olemasolu tuumades. Seega ei saa me rääkida terviklikust kogu tuuma hõlmavast tuumaskeletist. Rakutuumades esinevad umbes 10 nm läbimõõduga filamendid, mis on kaetud hnRNP valkudega, mis on tuumamaatriksi üks põhikomponentidest. Peale nende on tuumamaatriksis veel palju erisuguseid valke, millest tuntumad on NuMA (ingl nuclear mitotic apparatus), topoisomeraas IIα, matriin, tuuma aktiin ja lamiin B1. Praeguseks on selge, et nii kromatiin, hnRNP-valkude kompleksid, ribosoomide alaüksused kui ka tuuma maatriksi valgud ei paikne tuumas homogeenselt, vaid on koondunud kindlatesse funktsionaalsetesse piirkondadesse. Samas tuleb arvestada, et tuuma komponentide asukoht muutub pidevalt, mistõttu nende seosed tuuma maatriksiga tekivad ja kaovad. Kuivõrd paljud tuumamaatriksi valgud moodustavad tuumas mitte filamente, vaid üksteisest eraldatud kogumeid, siis kaldutakse arvama, et maatriksi valgud moodustavad tuumas pigem mitmeid tsentreid (n-ö kohalikud tuumamaatriksid) kui kogu tuuma haaravat võrgustikku. Selline lähenemine võimaldab paremini mõista ka nn kromosoomide territooriumide paiknemist tuumades.


    Tuumamaatriks on DNA kinnitumise, replikatsiooni, parandamise ja transkriptsiooni, aga ka mRNA splaissingu ning kromatiini ümberkujundamise koht. DNA kinnitub tuuma maatriksile maatriksiga seostumise piirkondade (ingl matrix attached region, MAR) e tellinguga seostumise piirkondade (ingl scaffold attached region, SAR) e skeletiga seostuvate järjestuste (ingl skeleton-attached sequences) kaudu, moodustades perioodiliselt paiknevaid lingusid (joonis 4.16).
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    Joonis 4.16. DNA replikatsioon ja tuumamaatriks võivad omavahel olla funktsionaalselt seotud. A. Arvatakse, et DNA on tuumamaatriksiga perioodiliselt seotud nn maatriksiga seostumise piirkondade (ingl matrix attached region, MAR) e tellinguga seostumise piirkondade (ingl scaffold attached region, SAR) kaudu, moodustades vahepealseid linge. B. DNA lingude suurus võib erineda ning maatriksiga seostumise piirkonnad võivad olla kas hetkel kasutuses või võimaluse korral kasutatavad. C. Mudel, mille puhul on esiteks näha, et G1-faasis on tuumamaatriksiga seotud replikatsiooni alguspunkte mittesisaldavad maatriksiga seostumise piirkonnad, ning teiseks DNA replikatsiooni alguspunktide seostumine tuumamaatriksiga G1/S faasis, kus lingude kuju on muutunud. D. Kromatiini lingude teine võimalik paigutus on selline, kus replikatsiooni alguspunktid on koondunud DNA replikatsiooni vabrikusse ning side tuumamaatriksiga puudub. Modifitseeritud Wilson, R. H. C., Coverley, D. 2013 järgi.


    Kui arvestada, et ühe keskmise lingu pikkus on 100 kiloaluspaari, siis võib inimese genoomis olla umbes 32000 lingu piirkonda.


    4.1.5. Kromosoomide territooriumid


    Amfiibide ootsüütide tuumades on näha nn lambiharikromosoome, mille kromatiinifiibrid on lahti hargnenud ning moodustavad kaugele väljaulatuvaid linge (joonis 4.17).
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    Joonis 4.17. Kromatiini piirkondade paigutus lambiharikromosoomides. Joonisel on kujutatud ühe tütarkromatiidide paari lühikest lõiku. Siin on näha, et kaks identset külg külje kõrval asuvat DNA kaksikheeliksit on pakitud erinevat tüüpi kromatiiniks. Paljude amfiibide lambiharikromosoomide komplekt sisaldab umbes 10000 sellist lingu. Valdav osa DNA-st on igas kromosoomis siiski tugevalt kondenseerunud. Rakkudes on esindatud igast lingust neli koopiat, kuivõrd iga lambiharikromosoom koosneb kahest kõrvutiasetsevast kromatiidide paarist. Selline neljaahelaline struktuur on iseloomulik ootsüütidele, mille areng on peatunud meioosi diploteeni staadiumis.


    Samasuguseid linge võib näha ka inimese rakkude tuumades, kui seal toimub laiaulatuslik geeniekspressioon (joonis 4.18).
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    Joonis 4.18. Interfaasi kromosoomi ülesehituse mudel. Joonisel kujutatud interfaasi kromosoomi lõik koosneb kokkupakitud lingudest, milles igaühes on umbes 50000 – 200000 (vahel isegi enam) nukleotiidide aluspaari. Kaheahelaline DNA moodustab kromatiinikiu, millest moodustunud lingud kondenseeruvad omakorda seni veel ebaselge mehhanismi teel. Kui mõnes lingus toimub geenide aktiivne ekspressioon, siis pakitakse sealolev kromatiin lahti. Praeguseks pole selgunud, millised valgud moodustavad nn kromosoomide tellingu ning kuidas on kokkuvolditud kromatiinikiud sellega seotud. Siiski on leitud, et mitoosi kromosoomide lingudega on seotud rohkesti kondensiine ja DNA topoisomeraas II, mis võivadki olla n-ö kromosoomide telje aluskomponentideks.


    Sellised lingud sisaldavad 50000 kuni 200000 nukleotiidipaari, kuid on leitud ka linge, milles on kuni miljon nukleotiidipaari. Uuringud on näidanud, et valdav osa inimese kromosoomidest on kokku volditud struktuuridesse, mida nimetatakse mõranenud gloobuliteks (ingl fractal globule). Sellistes moodustistes on DNA tihedalt kokku pakitud, ilma et tema ahelas oleks tekkinud sõlmi, mis võimaldab kromatiinifiibri ja seega iga genoomilookuse kergesti lahti või kokku voltida (joonis 4.19).
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    Joonis 4.19. Interfaasi kromatiini fraktaalgloobuli mudel. Suurendatud fraktaalgloobuli kujutisel on näha, et viit miljonit aluspaari hõlmav piirkond on kokku volditud nii, et need piirkonnad, mis on naabrid ühemõõtmelise DNA heeliksis, on naabriteks ka kolmemõõtmelises struktuuris. Selle tulemusel tekivad monokromaatsed kogumid, mis on tuvastatavad nii gloobuli pinnal kui ka ristlõikes. Fraktaalsed gloobulid on sõlmevabad struktuurid, milles DNA on küll tihedalt pakitud, kuid samas säilib võimalus igat genoomi lookust vabalt kokku ja lahti voltida. Modifitseeritud Alberts, B. et al., 6th ed., 2015 järgi.


    Tõenäoliselt on enamiku kromatiini kokkupakituse aste tuumas suurem kui 10 nm ja 30 nm läbimõõduga kiud. Kui geenide transkriptsiooni ei toimu, siis on lingude struktuur kompaktne, sest 30 nm kromatiinikiud on tihedasti kokku pakitud. Kui geenide ekspressioonitase tõuseb, hargnevad lingud lahti ning hõlmavad tuumas ulatuslikuma piirkonna. Selline protsess on jälgitav fluorestsentsmikroskoopia abil, kus vaikivad kromosoomide piirkonnad näivad tihedate fluorestseeruvate täppidena; kui aga geenide ekspressioonitase tõuseb, suureneb helenduv ala märkimisväärselt.


    Fluorestsentsmikroskoopia uued täiustused on andnud võimaluse tuvastada, et inimese kõigil 46 kromosoomil on tuumas oma kindel asukoht. Sellised uuringud näitavad, et kromatiini paigutumine imetaja rakutuumades on nende arhitektuurse ülesehituse kaudu küllaltki täpselt määratud. Imetaja rakutuuma struktuuri aluseks on kromosoomide territooriumid ja kromatiinivaheline ruum, milles asuvad makromolekulide kompleksid juhivad DNA replikatsiooni ja parandamist ning transkriptsiooni ja mRNA splaissingut. Kromatiini massiga külgneb kromatiinivaheline ruum, mis on rikas ribonukleoproteiinide poolest, kusjuures sinna võivad ulatuda ka üksikud kromatiinilingud. Kohtades, kus kromatiinivaheline ruum on suurem, asuvad tähnid ning Cajali ja PML-kehakesed. On tehtud kindlaks, et transkriptsiooni ja splaissingu faktorid võivad kromatiinivahelises ruumis vabalt ringi rännata. Üldiselt arvatakse, et kromatiinivahelisel ruumil on samuti kindel struktuur ning oma funktsionaalsed piirkonnad, mille moodustumist mõjutavad kromosoomide territooriumid. Loogiline on arvata, et aktiivsete regulatoorsete ja kodeerivate geenide järjestused peavad asuma kromatiini pinnal või lingudes, mis on suunatud kromatiinivahelisse ruumi, selleks et transkriptsiooni teostavad faktorid neile ligi pääseksid (joonis 4.20).
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    Joonis 4.20. Katse, mis näitab, kuidas geeniekspressiooni kõrge tase mõjutab kromatiini tuumasisest paiknemist. A. Mikrofoto inimese raku tuumast, kus flourestsentsmärgise liikumise kaudu on näha, kuidas geeni asukoht muutub, kui teda hakatakse aktiivselt transkribeerima. Kromosoomi piirkond, mis geeniga külgneb (punane), lahkub kromosoomi territooriumist (roheline) ainult siis, kui ta on väga aktiivne. B. Skeem, mis näitab, kuidas suur kromatiini ling sirutub välja, kui geen on sisse lülitatud, ning tõmbub kokku, kui geen välja lülitada. Teised geenid, mille ekspressioonitase on madalam, jäävad oma kromosoomi territooriumi sisse, kui neid transkribeeritakse.


    Selle mudeli järgi peavad väheaktiivsed või vaikivad geenid olema suunatud kromatiini sisemusse, kus nad ei puutu kokku transkriptsiooni reguleerivate faktoritega. Seega tuleb transkriptsiooni edukaks toimumiseks viia püsivalt aktiivsed ja pikemat aega vaikivad geenid üksteisest eemale, paigutades nad kromatiini erinevatesse piirkondadesse.


    4.1.6. Tuumake ja tuumakese organisaatori piirkonnad


    Eukarüootide rakutuumas on kõige silmatorkavam moodustis tuumake (lad nucleolus). On väidetud, et tuumakese esmakirjelduse au kuulub Itaalia füsioloogile ja loodusteadlasele Felice Fontanale aastast 1774 (1781), kuid korrektsed tuuma esmakirjeldused on tänu mikroskopistidele-teadlastele olemas alles 19. sajandi algusaastatest (Franz Bauer – 1804, Robert Brown – 1831). Esimese täpse tuumakese kirjelduse esitasid sõltumatult Rudolph Wagner (1835) ja Gabriel Valentin (1836). Termini „tuumake“ võttis kasutusele Bowman 1840. aastal (joonis 4.21).
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    Joonis 4.21. Tuuma elektronmikroskoopia pildil on hästi eristatavad tuuma ümbritsevad kaks membraani, kus on näha ka tuumapoori kompleksi asukohad. Tuuma keskel paikneb tumedalt värvunud heterokromatiinne ala – tuumake. Foto: J. Kärner.


    Tuumake ei ole tuumaplasmas ülejäänud tuuma komponentidest membraaniga eraldatud, vaid kujutab endast paljude makromolekulide agregaati. Tema koosseisu kuuluvad ribosomaalseid geene sisaldavad DNA-piirkonnad, eellas-rRNA-d, küpsed rRNA-d, rRNA-d töötlevad ensüümid, väikesed tuumakese ribonukleoproteiinid (ingl small nucleolar ribonucleoprotein, snoRNP), koostamisfaktorid (nt ATPaasid, GTPaasid, proteiinikinaasid ja RNA helikaasid), ribosoomide valgud ja osaliselt kokkupandud ribosoomid. Tuumake on moodustunud tandeemselt korduvaid ribosomaalseid geene, mida transkribeerib RNA polümeraas I, sisaldavate DNA piirkondade ümber. Pre-rRNA geene sisaldavad DNA piirkonnad moodustavad tuumakese organisaatori piirkonna. Peale seda, kui pre-RNA süntees on lõppenud, koonduvad tema ümbrusse kõik teised ribosoomi alaüksuse moodustumiseks vajalikud komponendid. Inimesel paiknevad need piirkonnad 13., 14., 15., 21. ja 22. kromosoomi lühikese õla tipus. Seega kuuluvad inimese diploidse raku tuumakese koosseisu rRNA geene sisaldavad DNA lingud, mis paiknevad viie homoloogilise kromosoomi tsentromeersetes piirkondades, seega kümnes kromosoomis. Neid tuumakese organisaatori piirkondi (ingl nucleolus organizer regioon, NOR) tuvastatakse spetsiifiliste värvimismeetoditega (vt peatükk 4.2.7.3.6). Alati pole kõik tuumakese organisaatori piirkonnad aktiivsed – seda on näidatud spetsiifilise hõbetamise meetodiga. Tuumake on hästi nähtav interfaasi tuumades, kuid M-faasis, kui kromatiin kondenseerub, ta laguneb ja lõpuks kaob. Mitoosi viimases astmes, telofaasis, kui kromosoome moodustav kromatiin hakkab lahti hargnema, tulevad nähtavale kümme väikest tuumakest. Need võivad ühineda G1-faasis olevates tütarrakkudes peagi üheks tuumakeseks. Tuleb silmas pidada, et polümeraas I aktiivsus surutakse mitoosi profaasis maha ning see ensüüm aktiveeritakse uuesti alles anafaasi lõpus.


    Tuumakese suurus on otseses seoses ribosoomide hulgaga, mida rakus toodetakse. Kui rakus ei toimu valgusünteesi või selle tase on madal, siis on tuumake väga väike, seevastu suuremahulise valgusünteesi korral võib tuumake hõlmata umbes 25% tuuma ruumalast. Tuumakeses võib eristada kolme morfoloogilist piirkonda, milles toimuvad ribosoomide biosünteesi erinevad etapid. Tuumakese keskel asub kiudjas keskosa (ingl fibrillar center), mida ümbritseb tihekiudjas osa (ingl dense fibrillar component), millest ulatuvad kiirjalt välja granulaarsed osad (ingl granular components). Keskmiselt on igas tuumakeses 30 kiudjat keskosa. Analüüsid on näidanud, et aktiivsed ribosomaalse RNA geenid on koondunud kiudja keskosa äärtesse, kuid neid ei ole selle keskel. Neid geene pole tihekiudjas osas, mis sisaldab pikendatavaid ja täispikki vastsünteesitud rRNA-transkripte, mida seal veel ümber töödeldakse. rRNA struktuuri ümberkujundav ensüüm on fibrillariin, mis asub tuumakese tihekiudjas osas. rRNA-de töötlemine jätkub tuumakese granulaarsetes osades, kus nende moodustumine ka lõpeb.


    Kuivõrd tuumakese põhiline ülesanne on rRNA-de import ning ribonukleoproteiinsete ribosoomide kokkupanek, siis asuvad seal kõik selleks vajalikud komponendid (joonis 4.22).
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    Joonis 4.22. Tuumakese osa ribosoomide ja teiste ribonukleoproteiinide sünteesis. 45S eellas-rRNA pakitakse suurde ribonukleoproteiini osakesse, mis sisaldab palju ribosoomi valke, mis tuuakse kohale tsütoplasmast. Sel ajal kui osake viibib tuumakeses, toimub tema töötlemine uute komponentide lisamise või mõnede osade eemaldamise teel, kuni tekivad ebaküpsed ribosoomide suured ja väiksed alaühikud. Ribosoomi kaks alaühikut omandavad oma funktsionaalse kuju alles siis, kui nad kumbki on iseseisvalt liikunud tuumapooride kaudu tsütoplasmasse. Tuumakeses pannakse kokku ka teisi ribonukleoproteiinseid komplekse, nagu näiteks telomeraas.


    Kuigi ribosoomi alaüksuste kokkupaneku põhietapid leiavad aset tuumakeses, toimub nende mõningane töötlus veel teel tuumakesest tuumapoori kompleksini. Tuumakeses toimub pre-rRNA süntees ja valdav osa tema järgnevast töötlusest. Peale rRNA sünteesi toimub tuumakeses ka muude RNA-de süntees ja RNA-valgu komplekside moodustumine. Näiteks pre-mRNA splaissingu protsessis osalev U6 snRNP koosneb ühest RNA molekulist ja vähemalt seitsmest valgust. Tuumakeses töötlevad väikesed tuumakese RNA-d (ingl small nucleolar RNA, snoRNA) U6 snRNA-d keemiliselt, enne kui ta U6 snRNP-ks kokku pannakse. Peale selle tekivad tuumakeses sellised RNA-valgu kompleksid nagu telomeraas (vt peatükk 4.2.7.4.) ja signaali äratundev osake (SRP), mis osaleb valgu kinnitumises ja sisenemises endoplasmaatilisse võrgustikku. Tuumakese asub tuumakese tuumorsupressorvalk p19ARF, mis seostub Mdm-valguga ning hoiab seda tuumakeses, vältides tema seostumist p53-valguga. Selle tagajärjel jääb p53 tsütoplasmas lagundamata ning teda imporditakse suures koguses tuuma. Tihti moodustub tuumakese piirkonnas heterokromatiin, mis viitab sellele, et tuumakese valgud osalevad selles protsessis.


    4.1.7. Tuumakehakesed


    Tuumakese kõrval võib tuumast leida veel mitmeid ribonukleiinhapete ja valkude komplekse, nn tuumakehakesi, mis ei ole membraaniga ümbritsetud. Nendest kõige enam uuritud on Cajali kehakesed, PML-kehakesed, tuuma tähnid (ingl nuclear speckles), klastosoomid ja Polycomb-kehakesed (joonis 4.23).
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    Joonis 4.23. A. Tuum, milles on fluorestseeruva märgisega nähtavale toodud mõned tuumakehakesed. Fibrillariin (punane), mis on paljude snoRNP-de komponent, asub nii tuumakeses kui ka Cajali kehakeses (nooled). Cajali kehakeses, kuid mitte tuumakestes, on nähtavale toodud nende üks põhikomponent koiliin (snoRNP-i ja koiliini üleasetus annab kokku roosa värvingu). Kromatiinivahelised granulaarsed kogumid (roheline) on tehtud nähtavaks antikehade abil, mis tunnevad ära valgu, mis osaleb pre-mRNA splaissingus. DNA on värvitud DAPI värviga (sinine). B. Kromosoomi territooriumid ümbritsevad tuumas tuumakest ja tuumakehakesi (nt Cajali ja PML-kehakesed ning tuumatähnid).


    Tuumakehakeste koostises olevad valgud esinevad madalamas kontsentratsioonis üle kogu tuumaplasma, kuid võivad difusiooni teel kokku koguneda ning moodustada omavahel seostudes suuri kerajaid komplekse.


    4.1.7.1. Cajali kehakesed


    Cajali kehakesed on ~0,2–1 μm läbimõõduga kerajad moodustised, mis said nime Santiago y Cajali järgi, kes avastas need 1906. aastal (vt joonis 4.23). Erinevate rakkude tuumades on tavaliselt üks kuni viis Cajali kehakest. Cajali kehakestes on splaissosoomide snRNP-d, snoRNA-d, transkriptsioonifaktorid TFIIF ja TFIIH, fibrillariin, koiliin ning veel paljud RNA töötlusega seotud faktorid. Cajali kehakeste täpne funktsioon tuumas on veel ebaselge. Cajali kehakesed võivad tuumas vabalt ringi liikuda, koondudes tihti tuumakese piirkonda, mis viitab sellele, et need kaks struktuuri on funktsionaalses ühenduses. Need kehakesed võivad osaleda snRNP-de ja snoRNA-de küpsemises ja transpordis. snRNA-dega toimub rida spetsiifilisi muutusi, nagu näiteks uridiinijäägi muutmine pseudouridiiniks või metüülgrupi lisamine kindlatele järjestustele. Sellised transkriptsioonijärgsed muutused on pre-mRNA splaissingu käigus toimuva snRNP-de kokkupaneku ja funktsioneerimise jaoks olulised. Sellised modifitseerimised toimuvad Cajali kehakestes ning neid tehakse snoRNA-sarnaste RNA molekulide (scaRNA-d) (ingl small Cajal body-specific RNAs – väikesed Cajali kehaksetele spetsiifilised RNA-d) kaasabil. Samuti on leidnud kinnitust, et Cajali kehakestes toimub pre-mRNA splaissingu jaoks vajalike U4/U5/U6 tri-snRNP komplekside taasmoodustumine. Cajali kehakestes võib toimuda ka telomeraasi RNP kokkupanek. Võib arvata, et Cajali kehakeste ülesanne on tuua erinevad makromolekulid kiiresti kokku, et tõsta nende kontsentratsiooni ning omavahelise seostumise tõenäosust. Näiteks toimub U4/U6 snRNP kokkupanek Cajali kehakestes kümme korda kiiremini, kui see toimuks tuumaplasmas. On leitud, et ootsüütides kogunevad pre-mRNA sünteesi, cap-struktuuri lisamise, splaissingu, polüadenüülimise ja lõikamise faktorid Cajali kehakestesse, mis viitab sellele, et RNA polümeraas II masinavärk pannakse kõigepealt kokku seal ning selle alusel tekib edaspidi polümeraas II transkriptosoom. Tuleb märkida, et Cajali kehakeste olemasolu on eriti vajalik tihti jagunevates rakkudes (tüvirakud, embrüonaalsed neuronid, kasvajarakud), kus RNA splaissingust sõltuv valgusüntees peab toimuma kiiresti.


    4.1.7.2. PML-kehakesed


    Promüelotsüütse leukeemia e PML-kehakesed (vt joonis 4.24) leiti siis, kui rakkude uurimiseks kasutati promüelotsüütset leukeemiat (PML) tekitava muteerunud geeni kodeeritud valgu vastast antikeha. Selgus, et see antikeha seostub imetajarakkude tuumades umbes 10–30 ümmarguse struktuuriga, mille läbimõõt on 0,3–1 μm. Peale PML-valgu sisaldavad PML-kehakesed veel Sp100-valku, retinoblastoomi valku Rb, Daxx-valku ja veel mitmeid teisi valke. Enamik uurijaid on veendunud, et PML-kehakestes moodustuvad valgukompleksid, mis osalevad DNA parandamise protsessis ja apoptoosi esilekutsumises. Peale selle seostatakse neid struktuure kasvajate arengu mahasurumisega, valkude proteolüüsiga, geeniregulatsiooniga, rakkude diferentseerumisega, transkriptsiooni reguleerimise ning raku vastusega viiruse sissetungile. Näiteks toimub tuumorisupressorvalgu p53 transkriptsioonijärgne fosforüülimine ja atsetüülimine PML-kehakestes vastusena DNA kahjustustele.


    PML-kehakesed on tihedalt seotud piirkondadega, kus toimub viiruste replikatsioon ja transkriptsioon infektsiooni varases staadiumis. Infektsiooni hilisemas järgus kogunevad mõned viiruste valgud PML-kehakestesse ning põhjustavad nende lagunemise. Seda, et PML-kehakesed on vajalikud rakkude kaitsmiseks DNA-viiruste vastu, näitab asjaolu, et nad tekivad tuumades T-rakkude sekreteeritud interferoonide toimel.


    PML-kehakesed on ka valkude translatsioonijärgse modifitseerimise koht, sest nendes liidetakse valkudele väike ubikvitiinisarnane valk SUMO 1 (ingl small ubiquitin-like moiety-1), millest oleneb valkude aktiivsus ja paiknemine rakus. Paljude transkriptsiooniaktivaatorite aktiivsus inhibeeritakse peale nende sumoüülimist, mis näitab, et tõenäoliselt osalevad PML-kehakesed transkriptsiooni pidurdamises.


    Akuutse promüelotsüütse leukeemia korral lagunevad PML-kehakesed – see viitab sellele, et nad osalevad promüelotsüütide diferentseerumise reguleerimises. Kuigi PML-valk tundub olevat vajalik PML-kehakeste moodustumiseks ja nende struktuuri püsimiseks, on tema ning ka PML-kehakeste täpne funktsioon raku tuumas senini ebaselge.


    4.1.7.3. Muud tuumakehakesed


    Selgroogsete loomade rakutuumades on 25–50 tuumatähni (vt joonis 4.23). Need on 0,5–2 μm läbimõõduga ebakorrapärase kujuga amorfsed struktuurid. Kuivõrd tuumatähnid ei asu tihedalt kromatiini lähedal, kus toimub transkriptsiooniga seotud pre-mRNA splaissing, siis arvatakse, et nad on snRNP-de ja pre-mRNA splaissinguga seotud valkude säilitamise ja modifitseerimise kohad ning vabanevad tuumaplasmasse ainult vajaduse korral. Klastosoomid (ingl clastosomes) sisaldavad 19S ja 20S proteasoome, ubikvitiiniga seotud valke ja proteasoomide valgulisi substraate. Nad tekivad selliste stiimulite mõjul, mis aktiveerivad proteasoomist sõltuva proteolüüsi tuumas. Polycomb-kehakesed osalevad Drosophila rakkude tuumades Polycomb-valkude vahendatud geenipaardumises ja vaigistamises ning asuvad tihti kromosoomide tsentromeeri piirkonnas. Polycomb-gruppi (PcG) kuuluvaid geene vaigistavad valgud, mis reguleerivad mitmesuguste geenide ekspressiooni. Nende kehakeste täpne funktsioon imetajarakkudes on teadmata.


    Arvestades tuumakehakeste tähtsust RNA töötlemise protsessis, võiks arvata, et pre-mRNA splaissing toimub tuumas kindlates kohtades, kus on koos palju selleks vajaminevaid RNA-sid ja valke. Kuid nagu on teda, toimub splaissingu jaoks vajalike komponentide seostumine pre-mRNA-ga transkriptsiooni ajal, seega peaks splaissing toimuma paljudes kromosoomipiirkondades. Kuigi imetajate rakus võib ekspresseeruda kuni 15000 geeni, toimub nende transkriptsioon ja pre-mRNA splaissing ainult mõnes tuhandes tuumapiirkonnas. Kuivõrd sellistes tuumapiirkondades on transkriptsiooni ja splaissingu tegemiseks vajalike komponentide kontsentratsioon väga kõrge, siis nimetatakse neid piirkondi mRNA tootmise vabrikuteks (joonis 4.24). Selliste dünaamiliste struktuuride vahel, kuhu on koondunud mõni tuhat mRNA transkriptsiooni piirkonda, liiguvad korrapäraselt snRNP-d, snoRNP-d ja paljud valgud.
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    Joonis 4.24. mRNA tootmise vabriku mudel. Kuivõrd mRNA tootmine on tuumas seotud paljude komponentidega, mis osalevad transkriptsioonis ja pre-mRNA töötlemises, siis võib kogu kompleksi käsitleda biokeemilise vabrikuna. A. Tõenäoliselt on olemas tellingvalk, mis hoiab erisuguseid komponente transkribeeriva RNA polümeraasi läheduses. Mitmed teised olulised komponendid, mida ei ole selguse huvides sellel joonisel kujutatud, seostuvad otse RNA polümeraasi sabaga. B. Tuumas tuuakse suur hulk selliseid tellingvalke kokku, mille tulemusel tekib agregaat, mis sisaldab paljusid pre-mRNA sünteesiks ja töötlemiseks vajalikke komponente. Imetaja raku tuumas sisaldab selline tellingvalkude kogum mitu tuhat RNA transkriptsiooni ning töötlemise piirkonda, mille igaühe läbimõõt on umbes 100 nm ning mis sisaldavad keskmiselt kümmet RNA polümeraas II molekuli ning palju erisuguseid valke.

  


  
    4.2. DNA, kromatiin ja kromosoomid


    ARNOLD KRISTJUHAN


    4.2.1. DNA nukleosoomne struktuur ja histoonid


    Imetajate genoomis on ligikaudu kolm miljardit aluspaari DNA-d, mille kogupikkus on umbes kaks meetrit. Selline hulk DNA-d tuleb igas rakus mahutada tuuma, mille läbimõõt on keskmiselt 6 μm. Võimaldamaks DNA süstemaatilist pakkimist on DNA seondunud valkudega ning moodustab korrapärase struktuuri – kromatiini. Kromatiini peamised funktsioonid on DNA pakkimine ja kaitsmine ning DNA-s toimuvate protsesside, eeskätt geenide transkriptsiooni reguleerimine. Kromatiini struktuuri moodustumisel on väikseim ühik nukleosoom, mis koosneb kaheksast histoonivalgust ning nende ümber keerdunud DNA-st (joonis 4.25).
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    Joonis 4.25. Nukleosoomi struktuuri moodustamisest võab osa kaheksa histoonivalku (H2A, H2B, H3 ja H4). Taolise ühiku ümber teeb DNA kaks keerdu.


    Histoonid on evolutsiooniliselt kõrgelt konserveerunud valgud ning nad on olemas kõikides eukarüootsetes organismides, kuid ühe erandiga – neid pole leitud ainuraksetest vetikatest hõimkonnast Dinoflagellata. Histoonide koostises on palju aluselisi aminohappejääke, mis annavad neile positiivse laengu ning soodustavad nende seondumist DNA-ga. Rakkudes leidub viis erinevat kanoonilist histooni (H1, H2A, H2B, H3 ja H4) ning veel mõned histoonide H1, H2A, H2B ja H3 erivariandid, mis on olulised kromatiini aktiivsuse ja struktuuri reguleerimisel. Nukleosoomi südamiku moodustavad histoonid H2A, H2B, H3 ja H4, mida kõiki on kaks molekuli ühe nukleosoomi kohta. Keskne roll nukleosoomi formeerumisel on histoonidel H3 ja H4, mis moodustavad omavahel heterodimeeri ning kahe H3-H4 heterodimeeri interaktsiooni tulemusena moodustub H3-H4 heterotetrameer. Sellega seonduvad omakorda kaks H2A-H2B heterodimeeri ning moodustunud histoonide oktameeri ümber keerdub 147 aluspaari DNA-d (joonis 4.26).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.26. Neljast erinevast histoonist moodustub histoonide oktameer, mille ümber keerdub DNA kaksikahel.


    Moodustunud nukleosoomidest ulatuvad välja histoonide N- ja C-terminaalsed otsad (nn histoonide „sabad“), millel on oluline roll kromatiini edasises pakkimises ning mille modifikatsioonide kaudu reguleeritakse DNA kättesaadavust teistele rakutuumas leiduvatele valkudele.


    Kahe nukleosoomi vahele jääb mõnekümne aluspaari pikkune linker-DNA, millega seondub histoon H1, soodustades nukleosoomide edasist pakkimist kõrgemat järku struktuurideks. Kromatiini pakkimisel eristatakse mitmeid astmeid (vt joonis 4.27).
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    Joonis 4.27. DNA pakkimise hierarhia alates DNA kaksikheeliksist kuni mitoosi või meioosi metafaasi kromosoomini.


    Neist kõige avatum on nn pärlikee struktuur (ingl beads-on-string) ehk 10 nm fiiber, kus nukelosoomid omavahel ei interakteeru ning linker-DNA on teistele valkudele kergesti ligipääsetav. Sellist struktuuri leidub vaid kromatiini väga avatud piirkondades, näiteks aktiivselt transkribeeritavate geenide promootoraladel. Järgmine kromatiini pakkimise aste on 30 nm fiibri struktuur, mis moodustub naabernukleosoomide omavaheliste interaktsioonide ja histooni H1 abil. 30 nm fiibri täpne struktuur ja selle moodustumise mehhanism pole üksikasjadeni teada, kuid eksperimentaalsed andmed toetavad kahte peamist mudelit.


    Solenoidi struktuur, kus DNA-l järjestikku asetsevad nukleosoomid paiknevad üksteise kõrval ning keerduvad umbes 30 nm läbimõõduga heeliksiks. Linker-DNA jääb heeliksi keskele ning see peab oluliselt painduma üleminekul ühelt nukleosoomilt teisele.


    Siksak mudel, kus DNA-l järjestikku asetsevad nukleosoomid paiknevad 30 nm fiibri vastaskülgedel ning otsene nn külg külje kõrval interaktsioon toimub ülejärgmise nukleosoomiga (joonis 4.28).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.28. A ja B. DNA pakkimise skeem, mis vastab solenoidi struktuurile, nukleosoomid paiknevad üksteise kõrval (N1–N8). C ja D. Siksak mudel, kus nukleosoomid kontakteeruvad üle ühe (N1-N3, N2-N4 jne).


    Ka selle mudeli puhul jääb linker-DNA heeliksi keskele, kuid see saab läbida fiibri südamiku suhteliselt sirge lõiguna. Mõlemad mudelid baseeruvad in vitro katsetest saadud andmetel; 30 nm fiibri moodustumise mehhanismid elusates rakkudes pole veel selged. Arvatavasti esineb rakkudes mõlema mudeli elementidega struktuure ning samuti veel teisigi nukleosoomide omavahelisi interaktsioone, mille moodustumisel on oluline roll nii histoonide modifikatsioonidel kui ka histoon H1 seondumisel nukleosoomidega.


    Edasi pakitakse kromatiin lingudena tugivalkudele, moodustades lokaaseid gloobuleid, mis vajadusel transkriptsiooni (ja teiste DNA-s toimuvate protsesside jaoks, nt transkriptsioon) osaliselt avatakse (vt joonis 4.19 ja 4.20). Sellises olekus esineb kromatiin rakutuumas suurema osa rakutsüklist, kuid mitoosi käigus pakitakse kromatiini veelgi, mille tulemusena moodustuvad ka valgusmikroskoobis nähtavad kromosoomid (joonis 4.29).
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    Joonis 4.29. Valgusmikroskoobis nähtavad kromosoomid. Mehe (46,XY) karüogramm e kromosoomistik. Kromosoomid on jaotatud G-vöödistuse põhjal paaridesse. Kromosoomide kuju, suuruse ja tsentromeeri paiknemise järgi on kõik kromosoomid jagatud gruppidesse: A-grupp (1–3) – suured metatsentrikud; B-grupp (4, 5) – suured submetatsentrikud; C-grupp (6–12, X) – keskmised submetatsentrikud; D-grupp (13–15) – keskmised akrotsentrikud; E-grupp (16–18) – väikesed submetatsentrikud; F-grupp (19, 20) – väikesed metatsentrikud; G-grupp (21, 22, Y) – väikesed akrotsentrikud. Karüogramm: TÜ kliinikum, meditsiinigeneetika keskus, K. Kuuse.


    4.2.2. Kromatiini modifitseerimine. Eu- ja heterokromatiin


    Kromatiin on dünaamiline struktuur, mis on pidevas muutumises. Ühest küljest on vajalik võimaldada DNA ligipääsetavus transkriptsioonis, replikatsioonis ja DNA reparatsioonis osalevatele valkudele ning samal ajal on vaja säilitada kromosoomide funktsionaalsete elementide, näiteks tsentromeeride ja telomeeride struktuur. Samuti on vaja reguleerida suure hulga geenide ekspressiooni sõltuvalt organismi arengustaadiumist, rakutüübi spetsiifikast, rakutsükli faasist või vastusena ümbritsevast keskkonnast saabuvatele signaalidele. Kromatiinse DNA ligipääsetavust rakulistele faktoritele reguleeritakse suures osas läbi histoonide posttranslatsiooniliste modifikatsioonide, mis otseselt või kaudselt mõjutavad kromatiini kokkupakituse taset. Näiteks takistab histoonide lüsiinijääkide atsetüleerimine nukleosoomide omavahelisi interaktsioone ning lüsiini- ja arginiinijääkide metüleerimine on sageli vajalik kromatiini modifitseerivate või selle aktiivsust mõjutavate valkude seondumiseks nukleosoomidega. Histoonidel on leitud üle kümne erineva posttranslatsioonilise modifikatsiooni, millest olulisemad on lüsiinijääkide atsetüleerimine, lüsiini- ja arginiinijääkide metüleerimine, seriini- ja treoniinijääkide fosforüleerimine ning lüsiinijääkide monoubikvitiinimine (joonis 4.30).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.30. Histoonide posttranslatsioonilised modifikatsioonid on üldjuhul pööratavd, st lisatud modifikatsiooni on võimalik ka eemaldada. Modifikatsioonide lisamisi ja eemaldamisi teevad mitmed erinevad ensüümid. Histoonide lüsiinijääke atsetüleerivad valkude atsetüültransferaasid (ingl lysine acetyl-transferase, KAT; või ka histone acetyl-transferase, HAT) ning eemaldavad histoonide deatsetülaasid (HDAC – histone deacetylase). Metüleerimisi teevad histoonide metüültransferaasid (ingl histone methyl-transferase, HMT) ning eemaldavad demetülaasid.


    Üks võimalus kromatiini aktiivsust reguleerida on alternatiivsete histoonide lülitamine nukleosoomide koosseisu. Alternatiivseid variante on leitud kõikidel histoonidel peale H4. Enamasti erinevad alternatiivsed histoonid oma kanoonilistest variantidest vaid mõne üksiku aminohappejäägi poolest, kuid esineb ka suuremaid erinevusi. Näiteks kromosoomide tsentromeersetel aladel paiknevates nukleosoomides on histoon H3 asendatud CENP-A valguga, mis on vajalik kinetohooride moodustamiseks (joonis 4.31).
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    Joonis 4.31. Alternatiivsete histoonide lülitumise skeem nukleosoomide koosseisu.


    Suures plaanis võib kromatiini jaotada kaheks: eu- ja heterokromatiiniks. Eukromatiini iseloomustab suhteliselt madal nukleosoomide pakituse tase, aktiivne geenide transkriptsioon ja histoonide kõrge atsetüleerimise tase. Heterokromatiinile on iseloomulikud nukleosoomide tihedam pakkimine, histoonide madal atsetüleeritus ning madal transkriptsiooniline aktiivsus. Heterokromatiini võib omakorda jaotada püsivaks ehk konstitutiivseks heterokromatiiniks ning muutuvaks ehk fakultatiivseks heterokromatiiniks. Püsiv heterokromatiin on iseloomulik kromosoomide struktuursetele piirkondadele (tsentromeerid, telomeerid), muutuv heterokromatiin aga aladele, mis on üldjuhul transkriptsiooniliselt vaigistatud, kuid mida saab vajadusel taas aktiveerida. Nii püsiva kui ka muutuva heterokromatiini moodustamisel osalevad mitmed valkude kompleksid, mille seondumine kromatiiniga sõltub histoonide modifikatsioonidest. Püsiva heterokromatiini moodustumiseks on vajalik heterokromatiini valgu 1 (ingl heterochromatin protein 1, HP1) seondumine nukleosoomidega, mis toimub siis, kui histooni H3 N-terminaalses sabas olev lüsiinijääk 9 (H3K9) ja histooni H4 lüsiinijääk 20 (H4K20) on trimetüleeritud. HP1 valk seondub kromatiiniga koos histoonide deatsetülaaside (HDAC) ja metüültransferaasidega (Me), mis omakorda tagavad H3K9 ja H4K20 metüleerimise naabruses olevatel nukleosoomidel ning soodustavadjärgnevate HP1 komplekside seondumist kromatiiniga (joonis 4.32).
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    Joonis 4.32. DNA pakkimisel heterokromatiinsesse olekusse on tähtsad mitmed ühendid. Kui vaigistatud heterokromatiinilt eralduvad CH3-rühmad (metüülrühmad), aktiveeritakse kormatiin.


    Tekitades kromatiinil iseendale sobivaid histoonide modifikatsioone, levivad HP1 valgud üha edasi, haarates enda alla järjest rohkem naabruses olevaid nukleosoome ning pakkides heterokromatiiniks suuri alasid kõikidel kromosoomidel. Muutuva heterokromatiini moodustumise põhiprintsiibid on sarnased: sel juhul on oluline histooni H3 lüsiinijäägi 27 trimetüleerimine, millega seonduvad Polycomb valgukompleksidesse kuuluvad PRC1 ja PRC2 valgud (ingl polycomb repressive complex 1 and 2). Neist PRC1 on vajalik heterokromatiini moodustamiseks ning PRC2 on H3K27 spetsiifiline metüültransferaas, mis põhjustab H3K27 metüülimist naabernukleosoomidel ning loob sellega tingimused heterokromatiini edasiseks levikuks (vt joonis 4.33).
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    Joonis 4.33. Heterokromatiini levik. Rohelised ringid tähistavad kromatiini metüülimise kohtasid (spetsiifiline metüültransferaas H3K27me3).


    Vältimaks heterokromatiini levikut kromosoomide nendesse piirkondadesse, mis peavad jääma kättesaadavaks geenide transkribeerimiseks, piiratakse heterokromatiini levikut mitmel viisil. Piiravad DNA-järjestused (ingl boundary DNA elements) on piirkonnad, millest heterokromatiin edasi ei levi. Sageli on sellised alad mõned kõrgelt transkribeeritavad järjestused, näiteks tRNA geenid. Pidev transkriptsiooniline aktiivsus tagab nendes piirkondades histoonide kõrge atsetüleerituse taseme ning kromatiini vähese kokkupakituse, mis mõlemad takistavad heterokromatiini levikut. Histoonide aktiivne atsetüleerimine ongi üks olulisematest vahenditest heterokromatiini leviku tõkestamisel. Samuti aitab heterokromatiini levikut piirata histooni H2A alternatiivse variandi H2A.Z lülitamine nukleosoomidesse, mis takistab naabernukleosoomide omavahelisi interaktsioone ning seeläbi tõkestab ka heterokromatiini moodustumist.


    4.2.3. Geenide ekspressiooniga kaasnevad muutused kromatiinis


    Geenide ekspresseerimise esimene etapp on DNA-s oleva informatsiooni kopeerimine RNA-ks ehk geenide transkriptsioon (vt peatükk 4.2.9). Transkriptsiooni toimumise eeldus on see, et kromatiini struktuur oleks nii geenide promootorpiirkondades kui ka kodeerivatel aladel suhteliselt avatud ning võimaldaks transkriptsioonis osalevatele valgukompleksidele ligipääsu DNA-le. Teisest küljest põhjustab aktiivne transkriptsioon ka ise kromatiini struktuuri osalist või täielikku lagunemist, kuna transkriptsiooni käigus tuleb DNA nukleosoomidelt lühemaks või pikemaks ajaks eemaldada. Seetõttu leidub aktiivselt transkribeeritavatel aladel mitmeid histoonide modifikatsioone, mis soodustavad kromatiini avanemist ja ligipääsu DNA-le, ning ka neid, mis soodustavad kromatiini normaalse nukleosoomse struktuuri taastamist pärast transkriptsiooni lõppu.


    Histoonide modifikatsioonide mõju kromatiini struktuurile võib olla otsene või kaudne. Otsest mõju avaldavad sellised histoonide modifikatsioonid, mis osalevad nukleosoomide omavaheliste interaktsioonide moodustumisel. Selline modifikatsioon on näiteks histooni H4 lüsiinijäägi 16 atsetüleerimine (H4K16ac), mis takistab nukleosoomi interaktsiooni oma naabernukleosoomiga ja muudab seeläbi kromatiini avatumaks. Samasuguse mõjuga on ka alternatiivse histooni H2A.Z lülitamine nukleosoomi koosseisu – ka selline kromatiin pole hõlpsasti kokkupakitav ning DNA jääb suhteliselt kergesti ligipääsetavaks. Nii histoonide atsetüleerimine kui ka H2A.Z lülitamine nukleosoomidesse toimub transkriptsiooni aktiveerimise käigus ning seetõttu leidub neid modifikatsioone peamiselt geenide promootoraladel paiknevatel nukleosoomidel. Taoline mehhanism tagab selle, et kord juba aktiveeritud geeni promootor n-ö märgistatakse atseüleeritud histoonidega ja H2A.Z sisaldavate nukleosoomidega ning geeni edaspidisel aktiveerimisel on selle promootor hõlpsamini kättesaadav (vt joonis 4.34).
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    Joonis 4.34. Erinevate histoonide modifikatsioonide mõju kromatiini struktuurile.


    Histoonide modifikatsioonide kaudne mõju kromatiini struktuurile avaldub selles, et mitmed histoonide modifikatsioonid on vajalikud teiste valkude seondumiseks kromatiiniga. Näiteks seonduvad bromodomeene sisaldavad valgud atsetüleeritud lüsiinijääkidega ning kromodomeene sisaldavad valgud metüleeritud lüsiinijääkidega. Bromo- ja kromodomeene leidub paljudel kromatiini remodelleerivatel ensüümikompleksidel, mis suudavad nukleosoome lõhkuda või DNA-l teise kohta nihutada. Seega võivad geenide promootoraladel toimuvad histoonide post translatsioonilised modifikatsioonid tekitada seondumiskoha ensüümidele, mis vabastavad DNA nukleosoomidelt ning soodustavad seeläbi transkriptsioonifaktorite seondumist promootoritega. Ka mitmetel basaalsetel transkriptsioonifaktoritel on bromo- ja kromodomeene, mis soodustavad nende seondumist atsetüleeritud või metüleeritud histoonidega.


    Transkriptsiooniliselt aktiivsele kromatiinile on iseloomulikud mitmed histoonide modifikatsioonid, mis erinevad sõltuvalt sellest, kas tegu on geeni regulaatoraladel või kodeerivas piirkonnad paiknevate nukleosoomidega. Näiteks toimub histoonide atsetüleerimine ja H3K4 trimetüleerimine eeskätt geenide promootoralade nukleosoomides, kuid mitte geenide kodeerivates piirkondades. Vastupidi on levinud H3K36 trimetüleerimine – seda modifikatsiooni leidub peamiselt aktiivselt transkribeeritavate geenide kodeerivatel aladel, kuid mitte promootorite piirkonnas (vt joonis 4.34). Nendel modifikatsioonidel on ka erinev roll: kui atsetüleerimine aitab avada kromatiini struktuuri ja metüleeritud H3K4 on seondumiskoht kromatiini remodelleerivatele ensüümidele, siis H3K36 trimetüleerimise eesmärk on luua seondumiskoht histoonide deatsetülaasidele. See omakorda tagab, et geenide kodeerivatel aladel toimub aktiivne histoonide deatsetüleerimine, mis on vajalik kromatiini tõhusaks pakkimiseks ja kromatiini struktuuri taastamiseks pärast transkriptsiooni lõppu.


    Peale histoonide modifikatsioonide mängib transkriptsiooni reguleerimisel olulist rolli ka kromatiini remodelleerimine ehk nukleosoomide ümberkorraldamine. Aktiveeriva remodelleerimise käigus vabastatakse transkriptsiooni initsiatsiooniks vajalikud DNA-järjestused nukleosoomidest, mis omakorda võimaldab transkriptsioonifaktorite seondumist geeni promootoralaga. Represseeriva remodelleerimise käigus pakitakse geeni regulaatoralad nukleosoomidesse ning sellega takistatakse teiste valkude ligipääsu DNA-le. Kromatiini remodelleerimiseks on erinevaid mooduseid: peale nukleosoomi ümberpaigutamise võivad mõned remodelleerijad ka nukleosoome kas täielikult või osaliselt lagundada või ka nukleosoomi koostises olevaid histoone asendada (vt joonis 4.35).
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    Joonis 4.35. Protsessid, mis toimuvad nukleosoomides.


    Kõik kromatiini remodelleerivad valgukompleksid on ATPaasid, st nad vajavad oma tööks ATP energiat.


    4.2.4. Kromosoomide ehitus ja kromosoomide „erilised“ piirkonnad


    AAVO-VALDUR MIKELSAAR, ARNOLD KRISTJUHAN


    Kromosoomide ülesanne on säilitada rakule omast geneetilist infot ning tagada selle pärandumine rakkude jagunemise käigus. Nende funktsioonide täitmiseks vajavad kromosoomid mitmeid spetsiifilisi piirkondi. Enne rakkude jagunemist tuleb teha igast kromosoomist uus koopia – peab toimuma DNA replikatsioon. Replikatsiooni alustamiseks on kromosoomidel vajalikud piirkonnad – replikatsiooni alguspunktid (ingl replication origins), mida käsitletakse põhjalikumalt peatükis 4.2.8. Kromosoomide täpseks jagunemiseks mitoosi käigus on vajalik tütarkromatiidide seondumine kääviniidistikuga ja kinetohooride e kinetokooride teke. Kinetohoorid moodustuvad ühes kromosoomide spetsiifilises piironnas – tsentromeeridel. Kolmas eriline piirkond on kromosoomide otsad – telomeerid (vt peatükk 4.2.7.4). Kuna lineaarse kromosoomi ots on olemuselt väga sarnane DNA kaheahelalise katkega, siis üks telomeeride funktsioon on varjestada kromosoomi otsi. Sellega eristatakse igati normaalsed kromosoomide otsad parandamist vajavatest tõelistest DNA katketest. Telomeeride teine funktsioon on vältida kromosoomide otste lühenemist DNA replikatsiooni käigus.


    4.2.4.1. Tsentromeeride funktsioon ja tüübid, ultra- ja molekulaarne struktuur


    1930. aastatel nimetati kromosoomi ala, mis seostub rakkude jagunemisel mitoosikääviniitidega, sõltumatult kahe nimega: tsentromeer (Darlington, C. D.,1936) ja kinetohoor e kinetokoor (ingl kinetochore) (Schrader, F., 1939). Neid mõisteid kasutati pikka aega kui sünonüüme, kuid viimastel aastakümnetel on neile mõlemale antud oma sisu. Klassikalises geneetikas on tsentromeeride all mõistetud ka regioone, milles meiootiline rekombinatsioon on alla surutud, ning neid on vaadeldud kui mitootiliste kromosoomide primaarseid sooniseid. Tsentromeerid on rikkad satelliitkordustest, mis annavad kromosoomide värvimisel tumedad C-vöödid. Tsentromeeride roll on tagada kinetohooride teke ja kääviniidistiku kinnitumine kromatiididele mitoosi käigus. Igal kromosoomil on üks tsentromeer, mis paikneb kromosoomi keskosas, kuid tavaliselt mitte täpselt kromosoomi keskel. Tsentromeerist kummalegi poole jäävaid alasid nimetatakse kromosoomi õlgadeks; eristatakse pikka õlga (tähistatakse q-ga – tuleneb prantsuskeelest sõnast queue ’saba’) ning lühikest õlga (tähistatakse p-ga – petite ’väike). Sõltuvalt tsentromeeride asukohast ja kromosoomide õlgade pikkusest nimetatakse kromosoome metatsentrilisteks (kromosoomi õlad on peaaegu ühepikkused) ja submetatsentrilisteks (õlad on erinevate pikkustega). Kromosoome, kus tsentromeer asub väga ebasümmeetriliselt kromosoomi ühe otsa pool (lühike õlg on oluliselt lühem kui pikk õlg), nimetatakse akrotsentrilisteks kromosoomideks. Kuigi eespool kirjeldatud kromosoomid on iseloomulikud enamikule eukarüootidele, leidub organisme, kelle kromosoomidel nn klassikalised tsentromeerid puuduvad. Sellistel kromosoomidel kinnitub kääviniidistik ühtlaselt kogu kromosoomi ulatuses ning neid kromosoome nimetatakse holotsentrilisteks. Holotsentriliste kromosoomidega liike leidub nii looma- kui taimeriigis, kõige tuntum neist on mudelorganismina kasutatav varbuss (Caenorhabditis elegans).


    Elektronmikroskoopilistel uuringutel avastati tsentromeeri mitmekihiline struktuur, mille väliskihile seostuvad mikrotuubulid. Seda struktuuri hakatigi nimetama kinetohooriks. Nüüd vaadeldakse tsentromeeri kui spetsiifilist kromosoomi (kromatiini) osa, millel komplekteeritakse spetsiifiline valguline struktuur kinetohoor, kuhu mitoosis kinnituvad


    mikrotuubulid, moodustades mitoosikäävi. Kinetohoor signaliseerib ja juhib kromosoomide liikumist mitoosis. Kinetohoorid on komplekssed valgulised struktuurid, milles puudub DNA.


    Tsentromeeride ümbrus on kogu rakutsükli vältel pakitud püsivaks heterokromatiiniks ning selline struktuur pärandub edasi rakkude jagunemise käigus. Kuigi kõikidel kromosoomidel paiknevad tsentromeerid kindlates kohtades, pole nende asukoht määratud konkreetse DNA-järjestusega, vaid seda tehakse kromatiini struktuuri kujundades. Selliseid tsentromeere nimetatakse regionaalseteks tsentromeerideks (ingl regional centromere). Tsentromeeride paiknemise määramisel on erandiks pagaripärm ja mõned sellele lähedased liigid, mille puhul tsentromeeri asukoht sõltub umbes 125 aluspaari pikkusest DNA-järjestusest. Sellist tsentromeeri nimetatakse punkttsentromeeriks (ingl point centromere). Teistes organismides moodustuvad regionaased tsentromeerid märksa suuremale alale – poolduvas pärmis (Schizosaccharomyces pombe) katavad tsentromeerid ligikaudu 50–100 kbp, imetajatel võivad tsentromeersed alad olla miljonite aluspaaride pikkused. Tsentromeersete piirkondade ühine omadus on DNA kordusjärjestuste esinemine. Inimese genoomis on selleks a-satelliit DNA, mis on 171 aluspaari pikkune ning mida leidub tsentromeersetel aladel tuhandete kordustena.


    Tsentromeerse heterokromatiini moodustumisel on oluline roll nii alternatiivsetel histoonidel kui ka kromatiini modifikatsioonidel. Kõikides organismides on olemas histooni H3 alternatiivne variant CENP-A (tähistatakse ka CenH3). CENP-A asendab nuklesoomides histooni H3 ning selliseid nukleosoome leidub ainult tsentromeersetel aladel. CENP-A on vajalik mitoosis kinetohoori moodustumiseks ning kääviniidistiku seondumiseks tütarkromatiididega. Punkttsentromeeridega pagaripärmil koosnebki tsentromeer ühest CENP-A valku sisaldavast nukleosoomist. Regionaalsetes tsentromeerides paiknevad CENP-A nukleosoomid läbisegi tavaliste nukleosoomidega, kuid kromatiini pakkimise tulemusena koonduvad CENP-A nukleosoomid kromosoomi välisküljele, kus nende osalusel moodustuvad kinetohoorid (vt joonis 4.36).
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    Joonis 4.36. A. Selgroogsete kinetohoori ultrastruktuur. Mikrotuubulid on seotud valgukompleksiga, mida nimetatakse kinetohooriks. Kinetohoor moodustub tsentromeeril. B. Inimese kinetohoori elektronmikrofoto tsentromeeri sisemisest alast koos kinetohooriga. Vasakul pool (A) on esitatud skemaatiline tõlgendus: sisemine kinetohoor (sisemine plaat) paikneb kromosoomi sisemise tsentromeeri (heterokromaatilise ala) pinnal, sellest väljaspool paikneb väline kinetohoor (kinetohoori välimine plaat), mille vahel on vahetsoon (keskplaat). Mikrotuubulid saavad alguse välisest kinetohoorist. Välisele plaadile kinnitub ka fibroosne pärg (ingl fibrous corona), mis koosneb püsi- (resident) ja transitoorsetest valkudest. Fibroosset pärga näeb eelkõige tsentromeeridel, mis on mikrotuubulitest vabad. Foto: McEwen, B. F. et al., 2007.


    Tsentromeerses kromatiinis on levinud histoonide modifikatsioonid, mis on iseloomulikud püsivale heterokromatiinile – histooni H3 lüsiinijäägi 9 trimetüleerimine (H3K9me3) ja histooni H4 lüsiinijäägi 20 trimetüleerimine (H4K20me3). Tsentromeerse heterokromatiini moodustumisel on oluline roll RNA interferentsil (RNAi) põhineval kromatiini vaigistamisel, mis aitab tuua tsentromeersetele aladele histoonide metüültransferaase ja heterokromatiini moodustumiseks vajalikke valgukomplekse. Selles protsessis on oluline tsentromeerides olevate DNA kordusjärjestuste transkribeerimine, mille tulemusena käivitub RNA indutseeritud transkriptsiooniline vaigistamine.


    DNA replikatsioonil päranduvad edasi ka kromosoomide tsentromeerid. Kuna replikatsiooni käigus nukleosoomid lõhutakse, siis on oluline, et peale DNA sünteesi kanduks edasi ka info tsentromeerse kromatiini moodustumiseks. Üks infokandja on nukleosoomid ise – replitseeritud aladel taastatakse kromatiin kohe vahetult peale DNA sünteesi, kasutades selleks nii värskelt sünteesitud histoone kui ka neid, mis olid selles piirkonnas enne replikatsiooni. Seega kantakse nn vanad histoonid värskelt sünteesitud DNA-le üle ning tsentromeerile iseloomulikud CENP-A nukleosoomid ei lähe kaotsi, vaid need jaotatakse mõlema tütarkromatiidi vahel. Sellega kaasneb küll CENP-A nukleosoomide hulga suhteline n-ö lahjenemine tsentromeeridel, kuid neid jääb siiski piisavalt kinetohooride moodustamiseks. Mitoosi lõpus ja G1-faasi alguses lisatakse tsentromeersetesse piirkondadesse uusi CENP-A nukleosoome – see taastab nende algse hulga ning võimaldab nende uut n-ö lahjendamist järgmises S-faasis.


    Tsentromeeri/kinetohoori struktuuri ja funktsiooni uurimisele andis suure tõuke tsentromeerivastaste autoantikehade avastamine sklerodermat (kõvanahksus) põdevatel inimestel (Moroi et al., 1980) ja kolme põhilise antigeeni – CENP-A, CENP-B ja CENP-C – tuvastamine patsientide seerumis (Earnshaw and Rothfield, 1985). CENP-A on tsentromeerispetsiifiline histooni H3 variant. CENP-A ja CENP-C lokaliseeruvad sisemises kinetohooris. CENP-B on inimese tsentromeerse DNA α-satelliidi-seoseline valk. Käesoleva ajani on identifitseeritud üle 100 kinetohoori valgulise komponendi (joonis 4.37).
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    Joonis 4.37. Tsentromeerse piirkonna kromatiini jaotumine.


    Tsentromeeri struktuurne ala (DNA) on kromosoomides heterokromaatiline (vt joonis 4.38). In situ-hübridisatsiooniga on leitud, et α-satelliidi kordus-DNA konsensusjärjestus on inimesel 171 bp pikk. Sellele on omane kompleksne kõrgema järgu kordusmuster (HOR), milles külgnevate monomeeride järjestuste identsus ei pruugi olla rohkem kui 50%, kuid vastavate monomeeride identsus HOR-ide vahel on üle 90%. HOR-id on erineva suurusega inimese erinevates kromosoomides, kus nad tüüpilisel juhul loovad tsentromeeri sees 0,3–5 Mb ulatusega kromosoomispetsiifilise järjestuse. Täielikud kaardid piki HOR-i ja peritsentromeerset heterokromatiini on olemas ainult kromsoomidele 8, X ja Y. X-kromosoomil on HOR-i kordusstruktuur külgedelt haaratud divergentsete α-satelliitsete monomeeridega, mis ei kuulu HOR-i. Funktsionaalne kinetohoor luuakse HOR-i tuumal koos monomeersete α-satelliit-järjestustega, mis moodustavad peritsentromeerse heterokromatiini. α-satelliit-järjestused on konserveerunud kõikidel normaalsetel inimese tsentromeeridel, mis paneb arvama, et HOR-id on vajalikud tsentromeeri identsuseks ja funktsiooniks. Siiski, erandid on olemas. Näiteks on leitud inimese ditsentrilisi kromosoome, millel on α-satelliit-DNA järjestusi, ilma et neil kinetohoor moodustuks. On ka funktsionaalseid neotsentromeere, millel α-satelliit puudub. Kuid eranditest hoolimata sisaldavad enamiku organismide tsentromeeri regioonid kordus-DNA järjestusi, viidates sellele, et need on vajalikud tsentromeeri terviklikuks funktsioneerimiseks.
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    Joonis 4.38. Inimese tsentromeeride genoomne organisatsioon. A. Inimese tsentromeerid sisaldavad α- satelliit-järjestusi. Sisemises tsentromeeri tuumas on 171 bp pikad α-satelliidi monomeerid organiseeritud kõrgema järgu kordusühikuteks (HOR), mis on amplifitseeritud ulatusega 0,3–5 Mb. HOR-regioon on külgedelt ümbitsetud ebaregulaarselt paiknevate monomeersete ühikutega. B. Funktsionaalsed tsentromeerid moodustuvad HOR-i ühel osal, mis võib olla uustekkeline ja homogeenne.


    Peritsentromeersetes alades ebaregulaarselt paiknevate monomeersete ühikute järjestused pärinevad primaatide eellaste tsentromeerist. Peritsentromeersed regioonid on väga heterokromatiniseerunud. Modifitseeritud Fukagawa, T., Earnshaw, W. C., 2014 järgi.


    4.2.4.2. Kinetohoorid


    Sisemise kinetohoori (kinetohoori proksimaalne osa, mis on seoses tsentromeerse kromatiiniga) põhiline tegija on tsentromeerne valgu histoon H3 variant CENP-A. Samamoodi nagu kanooniline histoon H3 võib ka CENP-A osaleda tetrameeris histoon H4-ga, sidudes endaga lisaks veel kaks H2A-H2B dimeeri, moodustades nukleosoomi tuumikosa (joonis 4.39).
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    Joonis 4.39. Nukleosoomi tuumikosa moodustav histooni H3 variant CENP-A on kinetohoori sisemise osa peamine koostisosa.


    CENP-A seos kromatiini struktuuriga on väga tihe. Punkttsentromeerides võib olla üksainus CENP-A nukleosoom, regionaalsetes tsentromeerides võib neid olla mitusada, paiknedes hajutatud kobaratena kanooniliste H3 nukleosoomide vahel. CENP-A kui kinetohoori fundamentaalne ehituskivi vajab oma funktsiooni täitmiseks mitmeid sisemise kinetohoori valke, mida kokku nimetatakse konstitutiivseks


    tsentromeeriga seotud võrgustikuks e CCAN-iks (ingl the constitutive centromere associated network) (pärmseenel vastab sellele Ctf19 kompleks). Sõnaga „konstitutiivne“ tahetakse rõhutada seda, et enamik CCAN-valke on tsentromeeridega seotud kogu rakutsükli jooksul (joonis 4.40).
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    Joonis 4.40. Tsentromeeriga on seotud terve rida erinevaid valke. KH – kinetohoor; CA – CENP-A nukleosoom; MT KT – kinetohoori mikrotuubulid; MT – mikrotuubul; KMN – Knl1, Mis12 kompleks; CCAN – konstitutiivne tsentromeeriga seotud kompleks; H3 – H3 nukleosoom; Kh – kinetohoor. Modifitseeritud Pesenti, M. E. et al., 2016 järgi.


    CCAN põhiline funktsioon on luua CENP-A jaoks väga selektiivne alus seostumiseks mikrotuubuleid siduva välise kinetohooriga. CCAN osaleb niihästi mikrotuubulite sidumises kui ka uute CENP-A molekulide kinnitamises.


    CCAN-l on mitmed alakompleksid, mis on suhteliselt autonoomse olemusega ja taasloodavad ka teiste alaühikute puududes. CCAN alakomplekside hulka kuuluvad: CENP-N:CENP-L alakompleks (CENP-NL), CENP-H, CENP-I, CENP-K, CENP-M


    alakompleks (CENP-HIKM), CENP-T:CENP-W alakompleks (CENP-TW, mis võib lisaks siduda kaks alaühikut nimedega CENP-S ja CENP-X; CENP-SX), CENP-O:CENP- P:CENP-Q:CENP-R:CENP-U ala-kompleks (CENP-OPQRU, mis võib olla edasi alakompleksidesse jaotatud) ning CENP-C (vt joonis 4.41).
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    Joonis 4.41. CCAN põhiline funktsioon on luua CENP-A jaoks väga selektiivne alus seostumiseks mikrotuubuleid siduva välise kinetohooriga. CCAN osaleb niihästi mikrotuubulite sidumises kui ka uute CENP-A molekulide kinnitamises. Modifitseeritud Pesenti, M. E. et al., 2016 järgi.


    CENP-C on CCAN-i suurim alaühik. Arvatakse, et ta korreleerib kinetohoori teiste alaühikute järjestikulist ruumilist organisatsiooni piki kinetohoori välimist-sisemist-telge (vt joonis 4.42).
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    Joonis 4.42. CENP-A võimalik roll kinetohoori ruumilise organisatsiooni loomises. Modifitseeritud Pesenti, M. E. et al., 2016 järgi.


    Oma N-terminaalses distaalses otsas välises kinetohooris seostub CENP-C Mis12- kompleksiga. Sisemises kinetohooris seostub CENP-C CCAN-i alakompleksidega CENP-HIKM ja CENP-LN. C-terminuse suunas on CENP-C-l kaks järjestuste motiivi – tsentraalne ja CENP-C-motiiv –, millega ta seostub CENP-A-ga. Niiviisi sillutab CENP-C järjestus tee CENP-A nukleosoomi ja välise kinetohoori vahel, haarates ka CCAN-i vahekihi, mis selgitab ka tema osa mitootiliste kinetohooride stabilisatsioonis. Mõnedel organismidel, nagu D. melanogaster ja C. elegans, on CENP-C ainuke seni identifitseeritud CCAN alaühik, rõhutades tema sildamise funktsiooni tähtsust.


    Väline kinetohoor on mikrotuubuleid siduv liides, mille tuumikosa on KMN-võrgustik, mis koosneb kümnealaühikulisest Knl1, Mis12 ja Ndc80 superkompleksist (vt joonis 4.43).
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    Joonis 4.43. Mikrotuubuli seostumisel kromosoomi tsentromeeriga mängib olulist rolli KMN-kompleks. Modifitseeritud Pesenti, M. E. et al., 2016 järgi.


    Neljaalaühikuline Mis12 kompleks on omakorda interaktsioonis valguga CENP-C (vt ülal), mis loob silla välise ja sisemise kinetohoori ning tsentromeeri kromatiinse osa vahel. Ndc80 kompleks on pikk, neljast alaühikust koosnev molekul, mis seostub ühelt poolt Mis12 kompleksiga tsentromeeri proksimaalses ja mikrotuubulitega tsentromeeri distaalses alas (vt joonis 4.43). Mikrotuubulite seostumisel osalevad Ndcb80- ja Nuf- alaühikute kalponiinilaadsed (CH) domeenid koos Aurora B kinaasist sõltuva fosforüülimise protsessiga.


    Tuleb samuti märkida, et KMN-võrgustik ei ole mitte ainult peamine mikrotuubulite retseptor kinetohooril, vaid toimib ka kui arvukate teiste valkude alus, kaasa arvatud mitootilise käävi montaaži kontrollpunkti komponendid, koondnimega SAC (ingl spindle assembly checkpoint ’mitoosikäävi kontrollpunkt’), ja mikrotuubulite kinetohooridele kinnitumise lisaregulaatorid, nagu Dam1-kompleks, SKA-kompleks, Kinastrin/SKAP:Astrin-kompleks, MCAK, CENP-E, Kif18a ja düneiin.


    4.2.4.3. Telomeerid ehk kromosoomide otsad


    Peale tsentromeerse kromatiini on erilise struktuuriga ka kromosoomide otsad – telomeerid. Telomeerid on heterokromaatilised struktuurid, mis paiknevad lineaarsete kromosoomide otstes ja on moodustatud DNA tandemkordustest, millega seostuvad spetsiaalsed kaitsefunktsiooniga valgukompleksid. Sobiv telomeeristruktuur väldib raku poolt kromosoomiotste tunnetamist kui DNA ahela murde, vältides sedaviisi niihästi ebaseaduslikku homoloogset rekombinatsiooni telomeeride vahel kui ka kromosoomide ots otsaga liitumist.Telomeeridel on rakkude elus kaks olulist rolli: need kaitsevad kromosoomide otsi DNA rekombinatsiooni ja reparatsiooni eest ning aitavad tagada kromosoomide täielikku säilimist DNA replikatsiooni käigus. Telomeerid on pakitud püsivaks heterokromatiiniks ning sealne DNA koosneb tüüpiliselt kuue kini kaheksa nukleotiidi pikkustest kordusjärjestustest. Imetajatel (aga ka paljudel teistel loomarühmadel) on selleks järjestuseks TTAGGG, mida leidub kromosoomide otstel umbes 1000–3000 korda. Korduste täpne arv pole fikseeritud ning see võib varieeruda isegi ühe organismi piires, sõltudes rakkude tüübist ja vanusest.


    Telomeeride otstes on DNA erilise struktuuriga. Kromosoomide otsi iseloomustab umbes 150–300 nukleotiidi pikkune üheahelaline 3’-ots. See tekib telomeraasi aktiivsuse tulemusena ning selle abil pakitakse kromosoomi ots T-linguks (ingl T-loop ehk telomeric loop). T-lingus paardub kromosoomi üheahelaline ots komplementaarse ahelaga telomeerses kordusjärjestuses ning sellise struktuuri moodustumiseks on vajalik varjestuskompleksi (ingl shelterin complex) valkude osalemine (joonis 4.44).
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    Joonis 4.44. Imetajate telomeerid. Inimese ja hiire telomeerid koosnevad TTAGGG korduste pikkadest lõikudest ja telomeere spetsiifiliselt kaitsvate valkude kompleksist šelteriinist (ingl shelterin) (ülal vasakul). Šelteriini spetsiifilisuse telomeerse DNA suhtes määravad kolm DNA-seoselist valku (all vasakul). TRF1 ja TRF2 on kaks omavahel sarnast valku, mis seostuvad telomeeri kaksikahelalistele kordustele, samal ajal kui POT1 (ingl protection of telomeres) interakteerub TTAGGG-kordustega nende üheahelalises vormis. TIN2 ja TPP1 seovad POT1 TRF1- ja TRF2-valkudega. Rap1 seostub TRF2-ga. Telomeerid moodustavad lassokonformatsiooni (ülal paremal), T-ling tekib üheahelalise 3’-jätke sisenemisest telomeerse DNA kaksikahelalisse ossa, mille nihutamise tulemusena tekib D-ling (ingl displacement loop). Šelteriini hulk on küllaldane katmaks niihästi kaksikahelalist telomeerset DNA-d kui ka POT1 abil üheahelalist telomeerset DNA-d 3′-sabas või D-lingus. Telomeerid sisaldavad ka nukleosoome ja hulka šelteriiniga assotsieerunud valke (ei ole siin näidatud). Modifitseeritud de Lange T., 2009 järgi.


    T-ling ja varjestuskompleks katavad kromosoomi lõpu nii, et sellest ei jää kättesaadavaks ühtegi vaba DNA otsa ning seetõttu ei tuvastata rakkudes kromosoomide otsi kui DNA katkeid. Selline varjestamine on vajalik, et hoida ära kromosoomide otste omavahelist ühendamist DNA reparatsioonimehhanismide kaudu.


    Teine telomeerse DNA eripära on G4-DNA (G-quadruplex) struktuuride esinemine. G4-DNA moodustub neljast DNA ahelast, milles sisaldub vähemalt kolm järjestikust guaniini nukleotiidi (vt joonis 4.45).
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    Joonis 4.45. Telomeersete struktuuridele iseloomulik ilming on G4-DNA (G-quadruplex) struktuuride esinemine. Keskne metalliioon (M+) võib olla kas K+- või Na+-ioon.


    Telomeerne kordus-TTAGGG on selleks sobiv järjestus ning moodustunud G4 struktuurid mõjutavad nii telomeraasi aktiivsust kui ka telomeerse DNA replikatsiooni.


    Telomeersetel kordusjärjestustel on oluline roll tagamaks kromosoomide otste DNA täielikku replitseerumist. Kromosoomi otstes on DNA replikatsiooni probleemiks mahajääva ahela süntees, mille käigus võivad kromosoomid lühemaks jääda. Selle vältimiseks pikendab telomeraas kromosoomi otstes DNA 3’-otsa, mis tagab kromosoomi täieliku replikatsiooni.


    Telomeere saab metafaasikromosoomides esile tuua spetsiifilise R-vöödistusmeetodiga (vt peatükk 17.6.3.4, joonis 17.78). Spetsiifilisemalt visualiseeritakse telomeerid kas telomeersete valkude vastaste spetsiifiliste antikehadega ja/või FISH-meetodil telomeerse DNA või peptiid-DNA (PNA) proovidega (joonis 4.46).
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    Joonis 4.46. Telomeeride nähtavaks tegemine inimese loote kultiveeritud maksarakkude metafaasikromosoomides ja interfaasituumades, kasutades FISH-meetodit ja spetsiifilist telomeeri (C3TA2)3 PNA proovi. Kõikide kromosoomide (kromatiidide) otstes ja interfaasituumades on fluorestseeruvad punktid (telomeerid), õdekromatiidide telomeeride fluorestsentsi intensiivsus on omavahel korrelatsioonis. Kromosoomide kromatiin (A) on värvitud propiidiumjodiidiga (oranž värv) ja interfaasikromatiin kas propiidumjodiidiga (oranž värv, B) või DAPI-ga (sinine värv, C). Objektiivi suurendus 100x. Foto: Lansdorp, P. M. et al., 1996.


    Kõige varasemad tähelepanekud selle kohta, et kromosoomi otstel on erilised omadused, kuuluvad geneetikutele Barbara McClintockile (1941) ja Hermann Mullerile (1938). Mõlemad uurijad jõudsid peaaegu ühel ajal arusaamale, et normaalsed kromosoomide otsad erinevad oma omaduste poolest murtud kromosoomide otstest. Kromosoomide murtud otsad võisid sageli ühineda omavahel, kuid mitte kunagi tervete kromosoomide otstega, mis olid ka väga vastupidavad röntgenkiirte toimele. Müller nimetas kromosoomide normaalseid otsi telomeerideks (kr telos ’lõpp’, merso ’osa’). Arusaamine telomeeride molekulaarsest olemusest tuli aga alles aastakümneid hiljem.


    1970. aastate alguses sai selgeks, et eukarüootide lineaarsete kromosoomide otstes või selle ligidal paiknevad DNA kordusjärjestused. Aastal 1975 asus Joseph Galli laborisse Yale’i ülikoolis tööle Elizabeth Blackburn, kes oli äsja lõpetanud doktoritöö Frederick Sangeri laboris Cambridge’is, kus ta oli omandanud DNA sekveneerimise oskused tolleaegsel tasemel. Joseph Gallil oli spetsiaalne huvi geenide vastu, mis kodeerisid ribosomaalset RNA-d. Ta oli avastanud, et mõnedel organismidel on ekstrakromosomaalsed ribosomaalsed geenid tugevalt amplifitseeritud ja paiknesid uurimistöös mudelina kasutatud ainuraksel ripsloomal Tetrahymena thermophila minikromosoomides DNA pideva järjestusena. Elizabeth Blackburn otsustas määrata Tetrahymena ribosomaalset DNA järjestust sisaldava minikromosoomi telomeeride järjestuse, et saada informatsiooni amplifikatsiooni ja replikatsiooni mehhanismide kohta. Üllatuslikult avastas ta, et minikromosoomi telomeerid sisaldasid lihtsa heksanukleotiidi 20–70 tandeemset koopiat, mille järjestuseks oli ühes ahelas 5’-CCCCAA-3’ ja teises, komplementaarses ahelas 5’-TTGGGG-3’. Seda järjestust võib kirjutada kui CCCCAA/TTGGGG. 1970. aastate lõpus püüdis Jack Szostak oma kaastöölistega pärmil homoloogse rekombinatsiooni mehhanisme uurides konstrueerida stabiilseid ja normaalselt replitseeruvaid kunstlikke pärmikromosoome. Ta leidis aga, et pärmirakkudesse sisse viidud lineaarsete plasmiidsete DNA molekulide otsad kaldusid ülima sagedusega rekombineeruma, põhjustades ümberkorraldusi või integratsiooni homoloogse kromosomaalse DNA-ga, nii et pikaajalist püsivat tulemit ei olnud võimalik saada. Aastal 1980 ühendasid Jack Szostak ja Elizabeth Blackburn oma jõud uurimaks, kas Tetrahymena kromosoomi otsa kordusjärjestuste lisamine lineaarsetele pärmiplasmiididele võiks nende otsi stabiliseerida ja lasta toimuda normaalsel replikatsioonil. Nad ligeerisid lineaarsele plasmiidile, mis sisaldas replikatsiooni alguspunkti, mõlemasse otsa 1,5 kb suuruse fragmendi Tetrahymena rDNA-st ja transformeerisid pärmirakke ligeeritud molekulidega. Tulemus oli suurepärane: suurem hulk transformeeritud pärmirakke säilitas stabiilselt endas hübriidsed plasmiidid lineaarses vormis. Töö näitas, et Tetrahymena’st pärit järjestused suutsid funktsioneerida kui telomeerid pärmirakkudesse viidud lineaarsetes plasmiidides. Järgnevas töös tegid Blackburni ja Szostaki laborid kindlaks pärmi telomeeri kordusühiku järjestuse kui C1-3A ja näitasid seejärel, et telomeerid võivad pikeneda, ja niihästi Tetrahymena (TTGGGG) kui ka pärmi telomeerseid järjestusi võivad pärmirakud juurde sünteesida. Tekkis aga küsimus selle kohta, kuidas need rakud olid võimelised pikendama teise organismi telomeere selle organismi oma telomeersete kordustega. Ühena võimalikest seletustest näis sobivat oletus, et tegemist on erilise seniavastamata ensüümiga.


    (Telomeeride DNA süntees de novo, vt peatükk 4.2.8.4).


    4.2.5. Inimese tsütogeneetika algusaeg


    AAVO-VALDUR MIKELSAAR


    Inimese tsütogeneetika päris alguseks võib lugeda aastat 1879, mil Saksa patoloog Mathew Arnold avaldas oma töö kartsinoomi ja sarkoomi rakkude tuumade jagunemise kohta. Selle järel uurisid IanFlemming (1878; 1882) ja David P. von Hansemann (1890) mitoosis olevaid kromosoome. Värvides rakke aniliinvärvidega, avastas Flemming tugevalt basofiilseid värve siduva struktuuri, mida ta nimetas kromatiiniks. Kromatiin korreleerus rakutuumas niitjate, tugevalt basofiilsete struktuuridega, mida hiljem tema kolleeg Wilhelm von Waldeyer-Hartz (1888) nimetas kromosoomideks e värvikehakesteks (kr chroma ’värv’, soma ’keha’). Flemming uuris kromosoomide käitumist raku jagunemisprotsessis, mida ta nimetas mitoosiks (kr mitos, ingl warp thread ’lõimitud niit’), ning näitas ka, et iga rakutuum tekib juba eelnevalt eksisteeriva rakutuuma alusel (ta lõi fraasi ld omnis nucleus e nucleo ’iga tuum pärineb tuumast’, jäljendades Rudolf Wirchowi kuulsat fraasi omnis cellula e cellula ’iga rakk pärineb rakkust’). Siiski edenes inimese kromosoomide uurimine sobivate meetodite (rakkude kultiveerimine in vitro) puudumise tõttu üsna vaevaliselt. Kolm aastakümmet püsis teadmine, et inimese kromosoomide arv on 48, mida oli kirjeldanud Theophilus Painter (1923), uurides inimese spermatogoone. 1930. aastatel (1937, 1938) kolhitsiini kasutuselevõtt taimegeneetikas mitooside peatamiseks metafaasis, imetajate rakkude in vitro kultiveerimise meetodite arendamine ja hüpotoonilise lahuse kasutuselevõtt kromosoomide üksteisest eraldamiseks metafaasiplaadil olid aluseks progressile inimese kromosoomide uurimisel. Hüpotoonilise lahuse ja kolhitsiini modifitseeritud kasutamine võimaldas saada kromosoomide uurimiseks senisest oluliselt paremaid preparaate. Sel viisil näitasid Joe Hin Tjio ja Albert Levan ning Charles E. Ford ja John L. HamertonT. (1956) lõplikult, et inimese keharakkudes on kromosoomide arv 46, mitte 48. Huvi inimese kromosoomide uurimise vastu kasvas järsult. Ehkki vöödistamismeetodite leiutamiseni jäi veel üle kümne aasta, tehti põhjapanevaid avastusi kromosoomiaberratsioonide seose kohta inimese haigustega juba 1950. aastate lõpus ja 1960. aastate alguses. Esimesena leiti 21. kromosoomi trisoomia Downi sündroomiga patsientidel (Lejeune et al., 1959), sugukromosoomide arvu muutused Klinefelteri (XXY) ja Turneri (X0) sündroomi korral (Ford et al., 1959; Jacobs and Strong, 1959), 18. kromosoomi trisoomia Edwardi (Edward et al., 1960) ja 13. kromosoomi trisoomia Patau sündroomi korral (Patau et al., 1960). Aastal 1963 avaldati esimesed tööd deletsioonide kohta (Lejeune, 1963; Lele et al., 1963). Kirjeldati esimene omandatud kromosoomianomaalia (Philadelphia kromosoom – 22. kromosoomi pika õla ulatuslik deletsioon) kroonilise müeloidse leukeemia haigel (Nowell and Hungerford, 1960), mille tegelik olemus – translokatsioon 9. ja 22. kromosoomide vahel, t(9;22) (q34;q11) – sai selgeks alles hiljem, kui kasutusele võeti kromosoomide vöödistamismeetodid. Aastal 1961 avaldas Mary Lyon X-kromosoomi inaktivatsiooni hüpoteesi.


    Oluliselt kiirendas kliinilise tsütogeneetika arengut perifeerse vere rakkude (lümfotsüütide) kasvatamise meetodi väljaarendamine; seda tegi Nowell fütohemaglutiniini (lektiin türgi oast – Phaseolus vulgaris) abil (1960). Selle lektiini abil stimuleeritakse perifeerse vere rakud jagunema in vitro tingimustes.


    4.2.6. Klassikaline tsütogeneetika


    See on geneetika haru, mis tegeleb kromosoomistiku struktuuri uurimisega. Kuni 1968. aastani uuriti kromosoome põhiliselt metanool/äädikhappe (3:1) abil fikseeritud rakkudes, kasutades värvina atseetortseiini, mis värvib kõik kromosoomid ühtlaselt punakaslillaks. Inimese kromosoomid on mikroskoobis kõige paremini nähtavad metafaasis, koosnedes kahest identsest pikipoolest ehk kromatiidist. Kromatiide ühendab tsentromeer, mis jaotab kromosoomi kaheks õlaks ehk ristipooleks. Siiski tekitas suuri probleeme kromosoomide ja nedega seotud muutuste kirjeldamine, seetõttu oli tarvis luua ühtne süsteem, et kirjeldatud muutustest saaksid kõik ühteviisi aru. Inimese rutiinselt (ilma vöötideta) värvitud kromosoomide nomenklatuur võeti esimest korda kasutusele rahvusvahelisel konverentsil Denveris (Colorado) 1960. aastal ning seda täiendati järgnevatel konverentsidel Londonis (1963) ja Chicagos (1966). Võib öelda, et tollel ajal loodud inimese kromosoomide nomenklatuuri (International System for Cytogenetic Nomenclature – ISCN) aluspõhimõtted on siiani kehtivad (vt peatükk 17.6.4).


    Kromosoomid klassifitseeriti nende suhtelise suuruse järgi haploidses garnituuris (22 autosoomi ning X- ja Y-kromosoom), õlgade suhte (pika õla pikkuse suhe lühemasse õlga) ja tsentromeeriindeksi (lühikese õla pikkuse suhe terve kromosoomi pikkusesse) põhjal. Igal kromosoomil on lühike õlg (p – pr petit) ja pikk õlg (q – tähestiku järgmine täht). Kromosoomide individualiseerimisel võeti arvesse ka teisi morfoloogilisi omadusi peale kromosoomide pikkuse, nagu satelliidid (akrotsentrilistel kromosoomidel) ja sekundaarsed soonised mõnedel kromosoomidel (kromosoomidel 1, 9 ja 16).


    Individuaalsed kromosoomid erinevad niihästi oma suuruse kui ka tsentromeeri paigutuse poolest. Viimase järgi jaotatakse kromosoomid metatsentrikuteks (tsentromeer on keskel, kromosoomi õlad on võrdse suurusega), submetatsentrikuteks (tsentromeer paikneb keskmest veidi eemal ja kromosoomi õlad on ebavõrdse suurusega), akrotsentrikuteks (tsentromeer paikneb kromosoomi ühe otsa lähedal, kuid lühem õlg on siiski eristatav) ja telotsentrikuteks (tsentromeer on kromosoomi otsas, primaarsoonist pole) ning holotsentrikuteks (primaarsoonist ei ole, kromosoom toimib terves pikkuses kui tsentromeer) (joonis 4.47). Esimesed kolm kromosoomide tüüpi on inimesel olemas, aga telotsentrikud puuduvad. Inimesel paiknevad tsentromeerid kõikides kromosoomides heterokromaatilistes alades, mis värvuvad tumedalt C- vöödistuse meetodil (joonis 4.47). Telo- ja holotsentrikud inimesel puuduvad.
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    Joonis 4.47. Näiteid inimese kromosoomide nimetustest primaarsoonise (tsentromeeri) paigutuse alusel (vt tekst). Kromosoomid jaotanud ja markeerinud A.-V. Mikelsaar.


    Eristatakse punkttsentromeere (näiteks pärm- ja teistel seentel), millel on eriline DNA-järjestus (üle 125 aluspaari), mis sisaldab kolme konservatiivset DNA-elementi, millega seostuvad väga suure efektiivsusega spetsiifilised valgud. Kui selline DNA järjestus on kusagil kromosoomis, siis ta täidab sellel liigil ka tsentromeeri funktsiooni. Mutatsioonid spetsiifilisel DNA-alal kahjustavad tsentromeeri funktsioone.


    Enamikul organismidest (ka inimesel) on regionaalsed tsentromeerid, mille pikkus ulatub kümnetest tuhandetest kuni miljoni aluspaarini, mis on rikkad kordusjärjestustest, nagu inimesel 171 aluspaari kordusi sisaldav α-satelliit-DNA. Tsentromeerile vastab tüüpiliselt küll teatav eelistatud DNA järjestus, kuid mitte alati – tsentromeeri funktsiooni võib mõnikord täita ka mõni teine DNA järjestus. Signaal tsentromeeri funktsiooni omandamiseks on epigeneetilise alusega, olles määratud peale DNA ka valguliste komponentidega.


    Inimese kromosoomid pannakse pikkuse ja kuju (viide eelmisele peatükile) järgi paaridesse ja paarid klassifitseeritakse seitsmesse gruppi, mida tähistatakse suurte tähtedega: A, B, C, D, E, F, G (autosoomid) ning sugukromosoomid X ja Y:


    


    suured metatsentrikud – grupp A (kromosoomid 1–3),


    suured submetatsentrikud – grupp B (kromosoomid 4–5),


    keskmised submetatsentrikud – grupp C (kromosoomid 6–12 ja X),


    keskmised akrotsentrikud – grupp D (kromosoomid 13–15),


    väikesed submetatsentrikud – grupp E (kromosoomid 16–18),


    väikesed metatsentrikud – grupp F (kromosoomid 19–20),


    väikesed akrotsentrikud – grupp G (kromosoomid 21–22 ja Y) .


    


    Kromosoomid 1–22 on autosoomid, kus paarilised on ühesuurused, ning X ja Y on sugukromosoomid ehk heterosoomid, kus paarilised on omavahel erineva suurusega (vt joonis 4.48).
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    Joonis 4.48. A. 46,XX naispatsiendi metafaasi kromosoomide üldvaade ja B. sama patsiendi kromosoomid gruppidesse jagatuna. Kromsoomid on jaotatud G-vöödistuse põhjal paaridesse. Kromosoomide kuju, suuruse ja tsentromeeri paiknemise järgi on kõik kromosoomid jagatud gruppidesse: A-grupp (1–3) – suured metatsentrikud; B-grupp (4, 5) – suured submetatsentrikud; C-grupp (6–12, X) – keskmised submetatsentrikud; D-grupp (13–15) – keskmised akrotsentrikud; E-grupp (16–18) väikesed submetatsentrikud; F-grupp (19, 20) – väikesed metatsentrikud; G-grupp (21, 22, Y – pole joonisel näidatud) – väikesed akrotsentrikud. Karüogramm vormistatud, kasutades programmi Ikaros. Karüogramm: K. Kuuse.


    (Kromosoomide värvimismetoodikate kujunemise ja kasutusel olevate tehnikate kohta vt peatükk 17.6).


    4.2.7. DNA replikatsioon eukarüootides


    ARNOLD KRISTJUHAN


    DNA replikatsioon on protsess, mis toimub rakutsükli S-faasis ning mille tulemusena kahekordistatakse kogu rakutuumas leiduv DNA. Üldisemas plaanis on DNA replikatsioon rakkude jagunemist ettevalmistav etapp, mille käigus tagatakse, et tütarrakkudesse oleks võimalik jaotada ühesugune komplekt DNA-d. Replikatsioon on vastutusrikas protsess, mille käigus tuleb tagada, et kogu rakus olev DNA saaks kopeeritud ning ühtegi osa DNA-st ei paljundataks rohkem kui üks kord ühe S-faasi jooksul. DNA replikatsioon on semikonservatiivne, st replikatsiooni käigus lahutatakse paljundatava DNA ahelad ning mõlemale ahelale sünteesitakse juurde uus komplementaarne ahel. Seega sisaldab replitseerunud DNA ühte nn vana ja ühte n-ö uut ahelat. Loe replikatsiooni üldiseid põhimõtteid ka Ain Heinaru „Geneetika“ õpikust (2012).


    4.2.7.1. DNA replikatsiooni alguspunktid ja replikatsiooni initsiatsioon


    Eukarüootsetes rakkudes algab DNA replikatsioon kromosoomide piirkondadest, mida nimetatakse replikatsiooni alguspunktideks (ingl replication origin). Replikatsiooni alguspunkte on igal kromosoomil mitu, nende arv pole fikseeritud ja varieerub sõltuvalt organismi liigist, rakutüübist ja arengustaadiumist. Imetajate rakkudes võtab kogu genoomi replitseerimine aega umbes kaheksa kuni kümmetundi ning selle käigus aktiveeritakse üle 25000 replikatsiooni alguspunkti. DNAjärjestuse tasemel pole replikatsiooni alguspunktid eukarüootsetes rakkudes selgelt defineeritud, erand on vaid pagaripärm (Saccharomyces cerevisiae) ja temaga evolutsiooniliselt lähedased liigid, kelle puhul on võimalik eristada replikatsiooni alguspunktile omaseid autonoomselt replitseeruvaid DNA järjestusi ARS (autonomously replicating sequence), kuhu moodustuvad pre-replikatiivsed kompleksid (ingl pre-RC, pre-replicative complex). Teistes eukarüootides ongi replikatsiooni alguspunktide määramisel peamine roll moodustunud pre-RC-del, mille asukohad kromosoomidele pole määratud mitte konkreetse DNA-järjestusega, vaid pigem kromatiini avatusega. Pre-replikatiivsete komplekside moodustumine toimub rakutsükli G1-faasis ning see algab ORC kompleksi (ingl origin recognition complex) seondumisega DNA-le. Järgnevalt tuuakse replikatsiooni alguspunktidele Cdc6 ja Cdt1 valkude vahendusel MCM (ingl minichromosome maintenance) kompleks (joonis 4.49).
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    Joonis 4.49. Replikatsiooni initsiatsiooni graafiline selgitus.


    Sellega on pre-RC-de moodustumine lõppenud ning seda protsessi nimetatakse replikatsiooni alguspunktide litsentsimiseks e lintsentseerimiseks (ingl origin licensing). Peale rakutsükli S-faasi algust litsentsimist enam ei toimu ning replikatsiooni saab alustada ainult olemasolevatelt pre-RC-delt. Replikatsiooni initsiatsiooni käigus seonduvad pre-RC-ga mitmed valgud, mis kokkuvõtteks viivad DNA ahelate lahtisulamiseni ning uue DNA sünteesini. DNA replikatsioonis vastutab kaheahelalise DNA avamise eest MCM kompleks, mis on DNA helikaas. Kuigi MCM tuuakse replikatsiooni alguspunktidele juba litsentsimise käigus, pole see siis veel ensümaatiliselt aktiivne. Rakutsükli S-faasi alguses fosforüülib MCM kompleksi DDK (ingl Dbf4-dependent kinase) ja selle tulemusena saavad sellega seonduda DNA replikatsiooni initsiatsioonis vajalikud valgud Cdc45 ning Sld3/Sld7 kompleks. Cdc45 on vajalik MCM helikaasi esmaseks aktiveerimiseks ning Sld3 ja Sld7 vahendavad interaktsioone teiste replikatsioonikompleksi valkudega. Järgnevalt fosforüleerib CDK (ingl cyclin-dependent kinase) Sld3 ja Sld2 ning seejärel seonduvad Dpb11 vahendusel MCM helikaasi täielikuks aktiveerimiseks vajalik GINS kompleks (nimi tuleneb jaapanikeelsest nimetusest 5-1-2-3 Go-Ichi-Ni-San, märkides kompleksi kuuluvaid valke Sld5, Psf1, Psf2 ja Psf3) ja DNA polümeraas ε. Moodustunud Cdc45-MCM-GINS (CMG kompleks) on aktiivne DNA helikaas, mis avab replikatsiooni alguspunkis DNA ahelad ning loob seeläbi tingimused DNA sünteesi alustamiseks.


    4.2.7.2. DNA polümeraasid sünteesivad uue ahela 5’ → 3’ suunas


    DNA sünteesi puhul tuleb arvestada kahte olulist tegurit, mis mõjutavad replikatsiooni toimumise mehhanismi.


    Replikatsiooni käigus lisatakse uusi nukleotiide ainult DNA ahela 3’-otsa. Kõik DNA polümeraasid loevad matriitsahelat 3’-lt 5’ poole ning lisavad uue deoksünukleotiidtrifosfaadi (dNTP) sünteesitava ahela 3’-otsa, st uue ahela süntees toimub ainult 5’-lt 3’ poole (vt joonis 4.50).
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    Joonis 4.50. DNA replikatsiooni skeem. Replikatsioon toimub vaid 5’-lt 3’ poole.


    Kuna kaheahelalises komplementaarses DNA-s on ahelad antiparalleelsed (ühe ahela suund on 5’-lt 3’ poole, teise ahela oma on 3’-lt 5’ poole), siis peavad DNA polümeraasid sünteesima uusi ahelaid eri suundades. Sellest tulenevalt sünteesitakse replikatsiooni käigus juhtivat e liiderahelat (ingl leading strand) ühe pideva lõiguna ning mahajääva e viivisahela (ingl lagging strand) süntees toimub umbes 200 bp lõikudena, mida nimetatakse Okazaki fragmentideks (vt joonis 4.51).
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    Joonis 4.51. Replikatsiooni skemaatiline esitlus.


    DNA polümeraasid on võimelised pikendama juba olemasolevat DNA ahelat, kuid ei suuda alustada uue ahela sünteesi vabadest nukleotiididest. Seetõttu vajavad DNA polümeraasid praimerit – vaba 3’-otsaga nukleotiidahelat, mis oleks komplementaarne matriitsahelaga ning mille 3’-otsa saaks lisada uusi nukleotiide. Siinkohal on oluline märkida, et praimer ei pruugi olla DNA lõik, vaid selleks sobib ka RNA oligonukleotiid.


    Sellest tulenevalt on replikatsiooni alustamiseks vajalik DNA polümeraas a-primaasi kompleks (vt Ain Heinaru „Geneetika“ paralleelterminit „praimaas“), mille seondumist replikatsiooni initsiatsioonikompleksiga vahendab Mcm10 valk. Primaasi ülesanne on sünteesida replikatsiooni alguspunktis esmane RNA praimer, mida DNA polümeraas a saab kasutada uue DNA ahela sünteesi alustamiseks. Seejärel võtab juhtiva ahela sünteesi üle DNA polümeraas µ ning mahajäävat ahelat hakkab sünteesima Okazaki fragmentidena DNA polümeraas δ (vt joonis 4.51). Mahajääval ahelal on iga uue Okazaki fragmendi alustamiseks vajalikud nii primaas kui DNA polümeraas a. Initsiatsiooni tulemusena tekib igas replikatsiooni alguspunktis kaks replikatsioonikahvlit, mis hakkavad liikuma erinevates suundades. Replikatsioonikahvlis toimub DNA süntees kiirusega umbes 1000–2000 nukleotiidi minutis. Pre-RC komponentidest jääb replikatsioonikahvli koosseisu MCM helikaas, mis liigub kahvli ees ning avab polümeraasidele DNA ahelaid. Ülejäänud pre-RC komponendid (ORC, Cdc6, Cdt1) eemaldatakse ning nende uuesti seondumine DNA-ga saab võimalikuks alles peale rakkude jagunemist, järgmises G1-faasis.


    4.2.7.3. Replikatsiooni abivalgud


    Peale otseselt DNA sünteesi teostavate faktorite vajatakse replikatsiooni käigus ka mitmeid muid valke, ilma milleta ei saaks replikatsioon toimuda.


    RPA (ingl Replication Protein A) on üheahelalist DNA-d siduv valgukompleks, mille roll on stabiliseerida replikatsiooni käigus üheahelalist DNA-d. Sellised piirkonnad tekivad eeskätt mahajääval ahelal, mida sünteesitakse Okazaki fragmentidena.


    RNaas H, Fen1 ja Dna2 nukleaasid ning DNA ligaas I on vajalikud Okazaki fragmentide lõpetamiseks ning omavaheliseks ühendamiseks mahajääva ahela sünteesil. Nukleaaside ülesanne on eemaldada eelmisest Okazaki fragmendist RNA praimer ning ligaasi roll on ühendada värsekelt sünteesitud Okazaki fragmendi 3’-ots eelmise fragmendi 5’-otsaga.


    PCNA (ingl Proliferating Cell Nuclear Antigen) on DNA polümeraas δ abifaktor, mis tagab polümeraasi protsessiivsuse ning on ühtlasi ka seondumiskoht mitmetele nukleosoome ja kromatiini struktuuri taastavatele valgukompleksidele.


    4.2.7.4. DNA replikatsioon telomeeridel


    Nagu eespool kirjeldatud, toimub replikatsioonikahvlis DNA süntees kahel viisil: juhtivat ahelat sünteesitakse pidevalt ning mahajäävat ahelat Okazaki fragmentidena. Okazaki fragmendi süntees algab RNA praimeriga, mis eemaldatakse siis, kui järgmise Okazaki fragmendi süntees on jõudnud eelmise fragmendi alguseni. Selline mahajääva ahela replikatsioon saab toimida seni, kuni DNA-l on koht, kuhu primaas saab sünteesida uue praimeri. Lineaarsete kromosoomide otstel – telomeeridel – saab selline ruum otsa. Isegi kui primaas sünteesib viimase praimeri täpselt mahajääva ahela 3’-otsale, ei saa selle praimeri asemele DNA-d sünteesida, kuna selleks oleks vaja omakorda uut praimerit. Sellest tulenevalt jäävad kromosoomid peale igat DNA replikatsiooni otstest veidi lühemaks ning kui rakkudes selle vastu midagi ette ei võetaks, viiks kromosoomide lühenemine lõpuks genoomi ja rakkude hävinemiseni.


    Probleemi lahenduseks on rakkudes olemas eriline ensüüm – telomeraas. Telomeraas koosneb valkudest ja RNA-st ning on ensümaatiliselt aktiivsuselt pöördtranskriptaas, st ta sünteesib DNA-d, kasutades matriitsina RNA-d. Telomeraasi RNA sisaldab komplementaarset järjestust telomeersele kordusjärjestusele TTAGGG, mis võimaldab tal seonduda kromosoomide otstes oleva DNA üheahelalise 3’-otsaga.


    Järgnevalt kasutab telomeraas oma RNA-d matriitsina ning pikendab kromosoomi 3’-otsa ühe kordusjärjestuse võrra. Seejärel liigub telomeraas edasi just äsja iseenda sünteesitud DNA 3’-otsale ning kogu protsess kordub (joonis 4.52).
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    Joonis 4.52. Telomeeride telomeraasi abil pikendamise mudel. 1. Tetrahymena telomeer sisaldab 13- aluspaarilise TTGGGG-ahela saba, mille tunneb ära telomeraasi RNA CAACCCCAA-järjestus. 2.. Komplementaarse seostumise järel (telomeeri otsa järjestusega TTGGGG seostub telomeraasi RNA järjestus AACCCC) lisatakse ühe nukleotiidi kaupa TTG-järjestus. 3. Seejärel nihkub (translotseerub) telomeraas kuue nukleotiidi võrra edasi telomeeri 3’-otsa suunas, jäädes telomeeriga ikka seotuks komplementaarsete nukleotiididega (AAC/TTG). 4. Edasi juba kopeeritakse RNA-matriitsi järjestus täielikuks TTGGGGTTGG- järjestuseks. Modifitseeritud Greider, C. W., Blackburn, E. H., 1989 järgi.


    Telomeraasi töö küll ei kõrvalda põhimõttelist probleemi, mis takistab DNA polümeraasidel kromosoomi otsi täielikult replitseerimast, kuid telomeeri pikenenud 3’-otsad annavad piisavalt ruumi viimase Okazaki fragmendi praimeri paigutamiseks nii, et kogu algne geneetiline materjal saaks korrektselt replitseeritud.


    Telomeraasi ekspressioonitase erineb organismi erinevates kudedes ja erinevatel arenguetappidel. Pidevalt kasvavates ja kiire paljunemisega rakkudes (näiteks embrüonaalsetes kudedes ja tüvirakkudes, aga ka kasvajates) on telomeraasi aktiivsus kõrge, kuid somaatilistes diferentseerunud rakkudes see praktiliselt puudub. Kuna pidevalt jagunevad rakud vajavad ellujäämiseks aktiivset telomeeride pikendamist, siis on telomeraasi aktiivsuse mõjutamine üks võimalik viis kontrollida rakkude paljunemist. Sellest tulenevalt uuritakse aktiivselt võimalusi inhibeerida telomeraasi aktiivsust näiteks kasvajate raviks.


    Kuidas toimub kromosoomiotste telomeeride de novo süntees? Seda küsimust asus Blackburni laboris lahendama üliõpilane Carol Greider, kasutades biokeemilist lähenemist. Ta otsustas uurida Tetrahymena ekstraktide aktiivsust nukleotiidide lisamisel sünteetilisele oligonukleotiidile, mis sisaldas neli koopiat Tetrahymena telomeeri kordust (TTGGGG). Selle oligonukleotiidi suure sarnasuse tõttu reaalse telomeeriga õnnestus Greideril puhastada ensüüm, mis oli võimeline telomeere pikendama. Edasi näitasid uurijad, et see ensüüm, mille nad nimetasid nüüd telomeraasiks, on väga spetsiifiline pöördtranskriptaas ehk ensüüm, mis sünteesib DNA-d RNA-matriitsilt ja sõltub võrdselt niihästi valgulisest osast kui ka RNA-komponendist. Selles töös oletasid autorid, et telomeraasi RNA-komponent võiks olla järjestus CCCCAA, mis oleks siis ensüümi sisemine juhtiv järjestus. See oletus ka kinnitus nende järgnevas töös, kus nad leidsid RNA-komponendi täpsemaks järjestuseks olevat CAACCCCAA, pakkudes seda matriitsina TTGGGG korduste sünteesil (vt joonis 4.52). Lõplik kinnitus RNA CAACCCCAA-järjestuse rollist kui matriitsist telomeeri sünteesil tuli siis, kui Blackburni töörühm näitas, et mutatsioon RNA järjestuses põhjustab vastavad muutused sünteesitava DNA järjestuses. Ülalkirjeldatud silmapaistvate fundamentaalsete avastuste eest telomeeride funktsiooni ja struktuuri kohta ning telomeraasi avastamise eest said Elizabeth Blackburn, Carol Greider ja Jack Szostak 2009. aastal Nobeli preemia füsioloogias ja meditsiinis.


    Nüüd on teada, et lühikesed GT-rikaste järjestuste tandeemsed koopiad on iseloomulikud peaaegu kõigile eukarüootide kromosoomidele. Telomeerid koosnevad sadades või tuhandetes koopiates olevatest kuue kuni kaheksa aluspaari pikkustest järjestustest. Tegelik järjestus ja korduste arv on liigispetsiifiline. Inimese telomeeride suurus varieerub 2–50 kb vahel, mis koosneb 300–8000 järjestuse CCCTAA/TTAGGG täpsest kordusest. Kõikide telomeeride ühine tunnus on G-rikka kaksikahela olemasolu, millele järgneb terminaalne üheahelaline 3’-ots, nn G-saba, mille pikkus on varieeruv, olles inimesel keskmiselt 75–300 nukleotiidi ja pärmseentel 50–100 nukleotiidi.


    Enamik eukarüootide kromosoome moodustab otstes paindudes telomeeri lingu. Need T-lingudeks nimetatud struktuurid tehti esmalt kindlaks elektronmikroskoobis valkudest puhastatud ja stabiliseeritud (ristsidumisega) inimese telomeerides (vt joonis 4.53). Need katsed näitasid, et T-lingud võivad olla üsna suured ja nende suurus korreleerub telomeeri pikkusega. Rakkudes nõuab T-lingude moodustumine niihästi telomeeride kordusi kui ka üheahelalist G-saba. Need DNA järjestused seovad rea telomeerispetsiifilisi DNA-seoselisi valke, mis katalüüsivad T-lingude moodustumist.
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    Joonis 4.53. Imetajate kromosoomide T-lingud. Suuruse järgi fraktsioneeritud telomeeride DNA HeLa rakukloonis 1.2.11 (A–C), inimese leukotsüütidest (D) ja hiire maksarakkudest (E ja F). Rakutuumi mõjutati psoraleeni/UV-ga, deproteiniseeriti ja restritseeriti. Nool (E) näitab lühikest (300 bp) saba. Joon fotode all vastab 5,0 kb-le. Foto: Griffith, J. D. et al., 1999.


    T-lingude ja telomeeriseoseliste valkude järkjärguline avastamine võimaldas luua mitmesuguseid mudeleid telomeeride struktuuri ja funktsiooni kirjeldamiseks ja kromosoomiotste kaitsmise seletamiseks (vt joonis 4.44).


    Hiljutised leiud on näidanud, et imetajate rakkudes transkribeeritakse telomeeride DNA telomeerseid kordusi sisaldavaks RNA-ks (nimetatud kui TERRA, ingl telomeric repeat containing RNA). TERRA olemasolu võib avada uue taseme kromosoomide otste regulatsiooni ja kaitsmise mõistmises, mis võib osutuda kasulikuks sääraste fundamentaalsete protsesside mõistmisel, nagu seda on kasvajad ja vananemine. Telomeerse RNA struktuuri ja funktsiooni teadasaamine on oluline, et saada aru telomeeri bioloogiast ja telomeeridega seotud haigustest. NMR- ja röntgenkiirte kristallograafia meetodite abil on näidatud, et inimese telomeerne DNA moodustab G-nelikstruktuure (ingl G-quadruplex structures) in vivo (molekulaarbioloogias on G- nelikud (ingl G-quadruplexes, ka G4-DNA) tuntud kui tertsiaarsed struktuurid, mille moodustavad nukleiinhapetes järjestused, mis on rikkad guaniinist). Neli guaniinalust assotsieeruvad Hoogsteeni vesiniksidemete abil, moodustades ühetasapinnalise ristküliku kujulise struktuuri, mida nimetatakse guaniini tetraadiks, ja kaks või enam guaniini tetraadi võivad kuhjuda üksteise otsa, moodustades G-nelikstruktuuri.


    Hiljuti näidati, et telomeerse RNA G-nelikstruktuurid (G4-RNA) võivad mängida tähtsat osa telomeeride otste kaitses (joonis 4.54).
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    Joonis 4.54. Telomeeri otste spekulatiivne mudel: telomeeri DNA, telomeerne RNA ja asjaomased valgud TDRP-kehas. Kuus šelteriinvalku, TRF1, TRF2, POT1, TIN2, TPP1 ja Rap1 seostuvad telomeerse DNA järjestusega. Teised valgud võivad ära tunda telomeeride DNA G-nelikuid, telomeerse RNA G-nelikuid ja DNA-RNA hübriid-G-nelikuid. Need molekulid moodustavad TDRP-struktuuri (ingl telomeric DNA, RNA and proteins, TDRP) kaitsmaks kromosoomide otsi. Modifitseeritud Xu, Y., 2016 järgi.


    Telomeerid on heterokromaatilised struktuurid, mis paiknevad lineaarsete kromosoomide otstes ja on moodustatud DNA lühikeste järjestuste tandemkordustest, millega seostuvad spetsiaalsed kaitsefunktsiooniga valgukompleksid. Sobiv telomeeride struktuur aitab rakul vältida niihästi ebakorrektset homoloogset rekombinatsiooni erinevate kromosoomide telomeeride vahel kui ka kromosoomide ots otsaga liitumist rakkude jagunemisel. Selgroogstel koosneb telomeerne DNA kuni tuhandeteni ulatuvatest TTAGGG heksanukleotiidsetest kordustest, mis on seotud šelteriiniks nimetatud kuuest valgust koosneva kompleksiga, kuhu kuuluvad TRF1, TRF2, POT1, TIN2, TPP1 ja RAP1. TRF1 ja TRF2 seovad otseselt kaksikahelalisi telomeerseid kordusi, samal ajal kui POT1 tunneb ära üheahelalise telomeerse G-rikka 3’-sabajätke. TIN2 seostub TRF1 ja TRF2-ga läbi eri domeenide ja värbab ka TPP1-POT1 heterodimeeri, sildades niiviisi erinevaid šelteriine telomeerseks mütsiks (ingl cap). Lõpuks, TRF2 värvab otse telomeeridele RAP1, kuid tema toime võib olla ka kaudne läbi transkriptsiooni regulatsiooni teistes lookustes, mängides sealjuures tähtsat osa, nt kaitstes hiiri rasvumise ja metaboolse sündroomi eest. Telomeerid arvatakse täiendavalt kaitstud olevat lassosarnase T-lingu moodustamise kaudu. Üheahelaline 3’-jätke pöördub linguna tagasi ja tungib telomeerse DNA kaksikahelasse TRF2-sõltuval viisil. Niiviisi lahutab T-ling kromosoomide otsad ja loob mehhanismi, mis väldib DNA kahjustuste teket. Olulisel määral, osalt nn otsreplikatsiooni probleemi (ingl end-replication problem) tõttu telomeerid lühenevad iga rakutsükli järel replikatiivsete DNA polümeraaside võimetuse tõttu täielikult replitseerida lineaarsete kromosoomide 3’-otsi. Konkreetsemalt öeldes, RNA praimerite eemaldamine, mis on vajalik DNA polümeraasid lisaksid 3’-OH-grupi dNTP-le, teeb uuesti sünteesitud DNA ahela vanemlikust matriitsist lühemaks. Seega, kromosoomid lühenevad progressiivselt mõlemast otsast korduvate rakujagunemiste jooksul, olles seotud organismi vananemisega. Kui telomeerid saavutavad kriitiliselt lühikese pikkuse, siis tunneb DNA reparatsioonisüsteem seda kui DNA kahjustust ja käivitab vastusena rakutsükli peetuse ja rakusurma. Niiviisi on telomeeride lühenemine aluseks nn molekulaarsele kellale (seda oletas Hayflick selgitamaks rakkude piiratud eluiga rakukultuurides).


    Telomeraas on DNA pöördtranskriptaas, TERT (ingl telomerase reverse transcriptase), mis kasutab RNA-matriitsi (telomeraasi RNA-komponent, TERC) telomeerse DNA de novo lisamiseks telomeeridele, kompenseerides niiviisi telomeeride erosiooni, mis on põhjustatud rakkude jagunemisest. Telomeraasi üleekspressioon on küllaldane, et seista vastu telomeeride kulumisele ja pikendada lõpmatult primaarsete rakkude elu koekultuuris genoomse ebastabiilsuse tingimustes, transformeerides neid kasvajalisteks rakkudeks. Telomeraasi kõrge ekspressioon on iseloomulik embrüonaalse arengu varaste etappide jagunevatele pluripotentsetele embrüonaalsetele tüvirakkudele (nt blastotsüsti staadiumis olevatel imetaja rakkudel, k.a hiir ja inimene). Täiskasvanute kudedes, kaasa arvatud täiskasvanute tüvirakkudes pole aga küllaldasel hulgal telomeraasi, et säilitada telomeeride pikkust organismi kogu elutsükli jooksul. Järelikult lühenevad telomeerid koos inimese ja hiire füsioloogilise vananemisega ning seda protsessi peetakse seotuks vananemisest ja vanusest põhjustatud haiguste ning organismi elupikkusega. Peale tuumikkomponentide TERT ja TERC sisaldab telomeraasi holoensüüm veel düskeriini kompleksi, mis koosneb valkudest DKC1, NOP10, NHP2 ja GAR1, mis samuti mängivad olulist osa telomeeri bioloogias. Holoensüümi montaaž arvatakse toimuvat Cajali kehakestes, mille järel TCAB1 ja TPP1 suunavad telomeraasi telomeeridele. Veel enam, pikka mittekodeerivat telomeerset kordust sisaldava RNA avastamine (TERRA), mis arvatakse reguleerivat erinevaid telomeeri funktsiooni aspekte, lisab veel uue taseme niigi keerulisesse telomeeri regulatsioonisüsteemi. Teine kriitiline küsimus telomeeri stabiilsuses ja korrashoius on telomeeri DNA replikatsioon, milleks on vajalik müriaad valke. Võtmefaktoriks on DNA replikatsioonis CST-kompleks (haarates valgud CTC1, STN1, ja TEN1), mis hõlbustavad telomeeri replikatsiooni ja samal ajal piiravad telomeraasi aktiivsust. WRN on 3’ > 5’ eksonukleaasi aktiivsusega helikaas, mis on vajalik ka telomeeri efektiivseks replikatsiooniks, aga samuti ka telomeeri 3’-saba protsessinguks. Helikaas BLM soodustab telomeeri stabiilsust, lahendades hilise replikatsiooni probleemi, samal ajal kui FEN1 ja RTEL1 funktsioneerivad vastavalt Okazaki fragmentide protsessingus ja T-lingu demontaažis replikatsiooni jooksul.


    4.2.7.5. Mehhanismid, mis tagavad DNA replikatsiooni toimumise vaid üks kord rakutsükli jooksul


    DNA replikatsioon on rakkude jagunemisele eelnev protsess, mille käigus tuleb tagada, et tütarrakkudele oleks võimalik jaotada ühesugune ja täielik komplekt geneetilist materjali. Seetõttu on erakordselt tähtis, et rakutsükli S-faasis saaks replitseeritud kogu olemasolev DNA ning ühtegi genoomi piirkonda ei replitseeritaks rohkem kui üks kord. DNA täieliku replikatsiooni tagamiseks on eukarüootsetes rakkudes igal kromosoomil arvukalt replikatsiooni alguspunkte, mida on kordades rohkem, kui oleks vajalik genoomi replitseerimiseks, ning mida saab aktiveerida vastavalt vajadusele. S-faasi käivitumisel aktiveeritakse neist vaid osa – varajased replikatsiooni alguspunktid. Nendelt lähtuvad replikatsioonikahvlid alustavad DNA sünteesi ning genoomi piirkodades, mis ei jää varajaste replikatsioonikahvlite piirkonda, aktiveeritakse S-faasi hilisemates staadiumites uusi, seni kasutamata replikatsiooni alguspunkte. Replikatsiooni initsiatsioon jätkub kogu S-faasi jooksul seni, kuni DNA-l leidub veel aktiveerimata pre-RC-sid, mis tagab ka selle, et ükski osa genoomist ei jää replitseerumata.


    Kuidas aga tagada, et juba replitseeritud DNA-d ei replitseeritaks samas S-faasis uuesti? Vastus sellele küsimusele peitub pre-RC-de moodustumise reguleerimises. Nagu kirjeldatud eespool, toimub pre-RC-de moodustumine ainult rakutsükli G1-faasis ning pre-RC komponendid eelmaldatakse DNA-lt replikatsiooni käigus. Selle tulemusena ei ole võimalik S-faasis initsieerida DNA replikatsiooni genoomi piirkondadest, mis on juba replitseerunud ning millel ei ole enam pre-RC-sid. S-faasi lõpuks saabub olukord, kus kõik pre-RC-d on DNA-lt eemaldatud ning rakud sisenevad G2-faasi (vt joonis 4.55).
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    Joonis 4.55. Kromatiini litsentseerimine rakutsükli toimumise jooksul.


    Hoidmaks ära pre-RC-de moodustumist väljaspool rakutsükil G1-faasi kasutatakse mitmeid regulatsioonimehhanisme, mis on erinevates organismides veidi erinevad. Nende ühisosa on see, et inhibeeritakse kas mõnda või mitut etappi pre-RC moodustumise ahelas (ORC-Cdc6-Cdt1-MCM).


    Kõrgemates eukarüootides on levinuim mehhanism selline, et geminiin blokeerib Cdt1. Geminiini sünteesitakse rakkudes pidevalt ning G1-faasi lõpuks on seda nii palju, et see seondub kogu vaba Cdt1 valguga, mistõttu Cdt1 ei saa omakorda seonduda MCM kompleksiga. Samuti seob geminiin ära kogu Cdt1 valgu, mis vabaneb S-faasis pre-RC-de lagunemisel DNA replikatsiooni initsiatsiooni käigus. Seega ei saa uued pre-RC-d moodustuda enne, kui Cdt1 vabaneb geminiinilt. See juhtub mitoosi lõpus, kus anafaasi käivitav kompleks APC (ingl Anaphase-Promoting Complex) fosforüleerib geminiini, põhjustades selle kiire lagundamise. Kokkuvõtteks tekib vahetult peale mitoosi lõppu (G1-faasi alguses) olukord, kus geminiini pole, vabanenud Cdt1 saab taas seonduda MCM kompleksiga ning pre-RC-de moodustumine on võimalik.


    Pagaripärmis reguleeritakse pre-RC moodustumist tsükliin-sõltuva kinaasi (ingl Cyclin-Dependent Kinase, CDK) teostatavate fosforüleerimiste teel. CDK märklaudadeks on kõik pre-RC komponendid ning nende fosforüleerimiste tulemusena pre-RC valgud kas lagundatakse (Cdc6), viiakse rakutuumast välja (Cdt1 ja MCM kompleks) või inhibeeritakse nende DNA-ga seondumise võimet (ORC). Kuna CDK aktiivsus tõuseb rakutsükli G1-faasi lõpus ning langeb M-faasi lõpus, siis on pre-RC moodustumine võimalik ainult G1-faasis.


    4.2.8. RNA-de sünetees ehk transkriptsioon


    Geenide avaldumise esimene etapp on DNA-s talletatud info kopeerimine RNA-ks ehk transkriptsioon. RNA-d täidavad rakkudes mitmeid rolle: nad osalevad valgusünteesil, on vajalikud mitmete valgukomplekside moodustumiseks ja nende ensümaatiliseks aktiivsuseks, reguleerivad geenide avaldumist, osalevad kromatiini struktuuri kujundamisel ning aitavad kaitsta rakke nn võõra DNA eest. RNA sünteesi teostavad selleks spetsialiseerunud ensüümid – RNA polümeraasid.


    4.2.8.1. Erinevad RNA-d


    Klassikaliselt võib RNA-sid jaotada kaheks: valke kodeerivateks ja mittekodeerivateks. Valke kodeerivad mRNA-d (ingl messenger RNA) ja mittekodeerivad RNA-d jaotuvad oma funktsiooni järgi mitmesse erinevasse rühma (tabel 4.2).


    Tabel 4.2. Rakkudes esinevad RNA-d.


    
      
        
        
      

      
        
          	
            RNA tüüp

          

          	
            Funktsioon

          
        


        
          	
            mRNA

          

          	
            Informatsiooniline RNA, kodeerib valke

          
        


        
          	
            rRNA

          

          	
            Ribosomaalne RNA, moodustab peamise osa ribosoomi struktuurist, katalüüsib valkude sünteesi

          
        


        
          	
            tRNA

          

          	
            Transport-RNA, vahendaja mRNA-st aminohapete sünteesil

          
        


        
          	
            snRNA

          

          	
            Väike tuuma RNA, funktsioonid tuumas toimuvates protsessides, nt pre-RNA splaissing

          
        


        
          	
            snoRNA

          

          	
            Väike tuuma RNA, aitab modifitseerida rRNA-sid

          
        


        
          	
            miRNA

          

          	
            Mikro-RNA, reguleerib geeniekspressiooni, blokeerides kindlate mRNA-de translatsiooni ja põhjustades nende lagunemise

          
        


        
          	
            siRNA

          

          	
            Väike interferents-RNA, blokeerib geeniekspressiooni, põhjustades kindlate mRNA-de lagundamise, muutes kromatiini struktuuri stabiilsust

          
        


        
          	
            piRNA

          

          	
            Piwi-seoseline RNA, seondub piwi-valguga ja kaitseb sugurakke transposoonide eest

          
        


        
          	
            lncRNA

          

          	
            Pikk mittekodeeriv RNA, reguleerib erinevaid rakuprotsesse, nt X-kromsoomi inaktivatsiooni

          
        

      
    


    rRNA-d (ingl ribosomal RNA) on ribosoomide koostisosad, mis osalevad nii ribosoomi struktuuri moodustumisel kui ka valgusünteesil. tRNA-de (ingl transfer RNA) funktsioon on varustada ribosoome aminohapetaga ning valgusünteesil n-ö lugeda geneetilist koodi. snRNA-d (ingl small nuclear RNA) osalevad rakutuumas mitmetes protsessides, sealhulgas mRNA splaissingus. snoRNA-d (ingl small nucleolar RNA) on vajalikud rRNA-de küpsemiseks ja nende modifitseerimiseks. miRNA-d (ingl micro RNA) ja siRNA-d (ingl small interfering RNA) osalevad valke kodeerivate geenide avaldumise regulatsioonis, blokeerides spetsiifiliste mRNA-de translatsiooni või neid lagundades. piRNA-d (ingl Piwi-interacting RNA) kaitsevad idutee (ingl germ line) rakke transposoonide eest ning lncRNA-d (ingl long noncoding RNA) osalevad paljudes rakulistes protsessides, sealhulgas geenide transkriptsiooni regulatsioonis, heterokromatiini moodustumises ja imetajate X-kromosoomi epigeneetilises inaktiveerimises.


    4.2.8.2. Erinevad RNA polümeraasid


    Üldjuhul teostavad eukarüootsete rakkude tuumades RNA sünteesi kolm RNA polümeraasi: RNA polümeraas I, II ja III. Peale nende on taimedes olemas ka RNA polümeraasid IV ja V. Kõik rakutuumas leiduvad RNA polümeraasid koosnevad rohkem kui kümnest allühikust ning nad on oma üldiselt struktuurilt üksteisega sarnased. Peale tuuma toimub transkriptsioon ka kloroplastides ja mitokondrites. Nendes organellides leiduvad RNA polümeraasid koosnevad ühest subühikust ning nende struktuur sarnaneb bakterite RNA polümeraasiga. Hoolimata oma üldisest sarnasusest on tuuma RNA polümeraasid spetsialiseerunud erinevate RNA-de sünteesimisele. RNA polümeraas I transkribeerib vaid ühete geeni – 45S pre-rRNA-d, mis lõigatakse erinevate nukleaaside abiga 28S, 18S ja 5,8S rRNA-ks. RNA polümeraas II sünteesib kogu rakus leiduva mRNA ning valdava osa regulatoorsetest RNA-dest (miRNA, siRNA, piRNA, lncRNA) ja väiksematest struktuursetest RNA-dest (snRNA ja snoRNA). RNA polümeraas III sünteesib kogu tRNA, 5S rRNA ning ka osa snRNA-st ja teistest väikestest RNA-dest. Polümeraasid IV ja V on spetsiifilised taimerakkudele, kus nad sünteesivad suurema osa siRNA-dest (vt tabel 4.3).


    Tabel 4.3. Eukarüootsetes rakkudes esinevad RNA polümeraasid.


    
      
        
        
      

      
        
          	
            Polümeraasi tüüp

          

          	
            Transkribeeritavad geenid

          
        


        
          	
            RNA polümeraas I

          

          	
            5,8S, 18S ja 28S rRNA

          
        


        
          	
            RNA polümeraas II

          

          	
            Kõiki valke kodeerivad geenid, snoRNA geenid, miRNA geenid, siRNA geenid, lncRNA geenid, enamik snRNA geene

          
        


        
          	
            RNA polümeraas III

          

          	
            tRNA geenid, 5S RNA geenid, mõned snRNA geenid, teiste väikeste RNA-de geenid

          
        

      
    


    4.2.8.3. Regulaatorjärjestused (promootorid, enhanserid, terminaatorid)


    Transkriptsioon on tugevalt reguleeritud protsess, mis algab RNA sünteesi initsiatsiooniga geenide promootoraladel ning lõppeb terminaatoraladel. Peale nende piirkondade leidub genoomis veel teisigi regulaatorjärjestusi, mille ülesanne on kas geenide transkriptsiooni võimendada või maha suruda.


    Promootor on genoomi piirkond, mis on vajalik geeni transkriptsiooni alustamiseks ning mille ülesanne on tagada RNA polümeraasi seondumine transkribeeritava geeni algusesse. Promootoritele on iseloomulikud mitmed DNA konsensusjärjestused (vt joonis 4.56), millega seonduvad basaalsed transkriptsioonifaktorid.
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    Joonis 4.56. DNA promootorpiirkondadele on iseloomulikud mitmed DNA konsensusjärjestused. Transkriptsiooni alguspunkt – ingl core element; transkriptsiooni alguspunktist ülespoole e ülesvoolu – ingl upstream core element.


    Kõige lihtsama struktuuriga on RNA polümeraas I transkribeeritava geeni promootor. Selles eristatakse kahte piirkonda: üks jääb transkriptsiooni alguskoha juurde (ingl core element) ning teine sellest 100–180 nukleotiidi ülespoole (ingl upstream control element, UCE). Suhteliselt lihtsa ülesehitusega on ka RNA polümeraas III promootorid, kuigi nende hulgas esineb variatsioone. tRNA geenide promootori elemendid asuvad kahe järjestusena (Box-A ja Box-B) transkribeeritava geeni sees, samuti asub transkribeeritava ala sees 5S rRNA geeni promootorelement ICR (ingl internal control region). Veidi erinevad on Pol III sünteesitavate väikeste RNA-de promootorid. Nende geenide regulaatorjärjestused on TATA-box ja PSE (ingl proximal sequence element), mis jäävad mõlemad transkriptsiooni alguspunktist ülespoole. Kõige varieeruvamad on RNA polümeraas II transkribeeritavate geenide promootorid, mis võimaldavad nende aktiivsust reguleerida raku vajaduste järgi. Pol II promootorites eristatakse mitmeid järjestuselemente, mida kõiki ei pruugi leiduda iga geeni promootoris. TATA-box asub tavaliselt umbes 30 nukleotiidi transkriptsiooni alguspunktis eespool ning on seondumiskoht basaalsele transkriptsioonifaktorile TFIID, mille üks subühikuid on valk TBP (ingl TATA-binding protein). BRE (ingl TFIIB recognition element) asub TATA-box-i kõrval ning on TFIIB-i seondumiskoht. Initsiaatorelement (Inr) esineb tavaliselt nendes promootorites, kus TATA-box puudub, ning selle asukoht kattub transkriptsiooni alguspunktiga. Samamoodi nagu TATA-box on ka Inr TFIID-i seondumiskoht. DPE (ingl downstream promoter element) jääb tavaliselt transkriptsiooni alguskohast umbes 30 nukleotiidi allapoole ning aitab samuti TFIID-il promootoriga seonduda. Peale eelneva leidub Pol II promootorites seondumiskohti mitmetele transkriptsiooni aktiveerivatele valkudele. Sellised piirkonnad asuvad tavaliselt transkriptsiooni alguskohast 100–200 nukleotiidi eespool ning neid nimetatakse promootori regulaatoraladeks (ingl upstream promoter elements). Regulaatoralad ja nendega seonduvad transkriptsiooniaktivaatorid on erinevate geenide puhul erinevad ning aktivaatorite seondumine promootoriga võib olla rakutüübi- või koespetsiifiline. Transkriptsiooni aktivaatorid on valgud, mis seonduvad geenide promootor- või enhanserjärjestustega ning interakteeruvad basaalsete transkriptsioonifaktoritega, tuues neid geenide promootoritele.


    Enhanserid (ingl enhancer) ehk võimendajad on samuti seondumiskohad erinevatele transkriptsiooni aktiveerivatele valkudele, kuid nad asuvad geeni promootorist suhteliselt kaugel – sageli tuhandeid nukleotiide eemal, ekstreemsematel juhtudel aktiveeritava geeniga isegi mitte samal kromosoomil. Hoolimata sellest et enhansereid eraldab promootoritest suur vahemaa DNA järjestusel, asuvad aktiivsed enhanserid ruumiliselt promootorite läheduses ning interakteeruvad nendega. Seda võimaldab DNA ja kromatiini lingude teke, mille tulemusena tuuakse kokku teineteisest kaugel paiknevad DNA järjestused. Sellistes enhanser-promootor interaktsioonides on oluline roll kohesiinil, mis aitab kromatiini linge moodustada ning neid koos hoida (joonis 4.57).
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    Joonis 4.57 Kohesiinirõngas, mis aitab moodustada kromatiini linge.


    Vaigistajad (ingl silencer) on regulaatorjärjestused, mille tulemusena hoitakse geeni promootor inaktiivsena. Vaigistajad on tavaliselt seondumiskohaks transkriptsiooni repressoritele, mis takistavad basaalsetel transkriptsioonifaktoritel promootoriga seonduda. Transkriptsiooni repressorid toimivad erinevate mehhanismide kaudu, näiteks blokeerides aktivaatorite ligipääsu promootorile või soodustades kompaktse kromatiini struktuuri (või heterokromatiini) teket promootorile.


    Terminaatorid on alad, kus geeni transkriptsioon lõppeb. Terminaatorala ei ole DNA järjestuse tasemel täpselt määratletud, kuid näiteks mRNA-de sünteesi puhul on transkriptsiooni termineerimiseks vaja lõigata sünteesitavat mRNA-d polüadenüleerimise signaaljärjestuse (polü-(A)-signaal) juurest. Transkriptsioon termineerub mõnisada nukleotiidi peale polü-(A)-signaali.


    4.2.8.4. RNA polümeraas II sõltuva transkriptsiooni initsiatsioon, elongatsioon ja terminatsioon


    Transkriptsiooni alustamiseks ei piisa ainult RNA polümeraasidest, vaid selleks on vaja ka tervet hulka erinevaid basaalseid transkriptsioonifaktoreid. Erinevad polümeraasid vajavad erinevaid basaalseid transkriptsioonifaktoreid ning seetõttu tähistatakse neid selle järgi, millise polümeraasi juurde nad kuuluvad. Näiteks TFIIA on RNA polümeraas II-le spetsiifiline transkriptsioonifaktor (ingl TF-transcription factor; „II“ näitab kuuluvust RNA polümeraas II juurde). Basaalsete transkriptsioonifaktorite peamine roll on abistada RNA polümeraase RNA sünteesi erinevatel etappidel. Suurem osa basaalseid transkriptsioonifaktoreid on tegevad transkriptsiooni initsiatsioonil, kus nende ülesanne on tagada, et RNA polümeraasid alustaksid RNA sünteesi.


    4.2.8.4.1. Transkriptsiooni initsiatsioon


    Geeni transkriptsiooni alustamiseks on vajalik, et promootoril moodustuks preinitsiatsioonikompleks (ingl pre-initiation complex, PIC) (vt joonis 4.58).
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    Joonis 4.58. Preinitsiatsioonikompleksi moodustumise skeem.


    Selle moodustumise esimene etapp on basaalse transkriptsioonifaktori TFIID seondumine promootoriga. TFIID koosneb umbes 15 valgust: TBP-st (ingl TATA- binding protein) ning sellega seondunud TAF (ingl TBP-associated factor) valkudest. TFIID seondub nii TAT-boxiga kui ka Inr järjestusega ning on määrava tähtsusega PIC-i moodustumisel promootorile. Järgnevalt seonduvad TFIIA ja TFIIB, mille ülesanne on stabiliseerida TFIID-i. RNA polümeraas tuuakse promootorile kompleksis koos mediaatoriga ning transkriptsiooni alustamiseks on vajalik ka TFIIE, TFIIF ja TFIIH liitumine preinitsiatsioonikompleksiga. TFIIH-il on kaks ensümaatilist aktiivsust: ta on kinaas ja DNA helikaas. Transkriptsiooni initsiatsioonil avab TFIIH promootoril DNA ahelad ning seejärel paigutatakse RNA polümeraas üheahelalisele DNA-le. Tekkinud struktuuri nimetatakse avatud kompleksiks ning seal alustatakse RNA sünteesi. Avatud kompleks pole kuigi stabiilne: selles staadiumis võib RNA polümeraas kergesti promootorilt eralduda ning RNA süntees katkestatakse. Stabiilse transkriptsiooni alustamiseks tuleb polümeraasil sünteesida 10–15 nukleotiid-RNA-d ning seejärel peab TFIIH kinaas fosforüleerima RNA polümeraasi C-terminaalse saba (ingl C-terminal domain, CTD). CTD fosforüleerimine vabastab polümeraasi preinitsiatsioonikompleksist ning transkriptsioon läheb üle elongatsioonifaasi.


    4.2.8.4.2. Initsiatsiooni üleminek elongatsiooniks, CTD modifitseerimine


    RNA polümeraas II suurima subühiku C-terminaalses otsas on eriline struktuur CTD (ingl C-terminal domain), mis koosneb seitsmeaminohappelistest kordusjärjestustest YSPTSPS. Sellised kordused on iseloomulikud kõikidele eukarüootidele, kuid nende arv varieerub, jäädes erinevates liikides vahemikku 26 (pagaripärmis) kuni 52 (imetajates). Samuti pole kõik CTD kordused täiesti identsed, vaid nendes esineb väikesi variatsioone. CTD on koht, kuhu seonduvad kõik valgukompleksid, mida vajatakse transkriptsiooni käigus kromatiini struktuuridega tegelemiseks või mRNA modifitseerimiseks. CTD-s fosforüleeritakse kõiki aminohappejääke peale proliinide ning sellel on väga oluline roll RNA polümeraas II interaktsioonidel teiste valgukompleksidega. Üldine seaduspärasus on see, et aktiivse, st transkribeeriva polümeraasi CTD on fosforüleeritud ning nn vaba polümeraas on defosforüleeritud. CTD modifitseerimine on dünaamiline protsess: sõltuvalt transkriptsiooni faasist muutub CTD erinevate aminohappejääkide fosforüleeritus. Transkriptsiooni initsiatsioonil fosforüleeritakse CTD-d positsioonist Ser5 ning üleminekul elongatsioonile alustatakse Ser2 fosforüleerimist. Transkriptsiooni terminatsioonil CTD defosforüleeritakse ning polümeraas on valmis alustama järgmist transkriptsioonitsüklit.


    RNA polümeraas pole täielikult aktiivne kohe peale transkriptsiooni preinitsiatsioonikompleksist vabanemist, vaid vajab enda tööks lisafaktoreid. Üks selline on DSIF (ingl DRB sensitivity inducing factor), mis seondub polümeraasiga koos teise valgukompleksiga NELF (ingl negative elongation factor). NELF põhjustab RNA polümeraasi seiskumise elongatsiooni algfaasis, kui on sünteesitud umbes 40 nukleotiidi RNA-d. Selline peatumine on vajalik, et anda aega RNA 5’-otsa modifitseerimiseks ning oluliste abivalkude seondumiseks RNA polümeraasi CTD-ga. Pausist väljumiseks on vaja fosforüleerida nii NELF kui DSIF ning seda teeb P-TEFb kinaas (ingl positive transcription elongation factor b). Peale selle fosforüleerib P-TEFb ka RNA polümeraasi CTD-d positsioonist Ser2. Fosforüleerimiste tulemusena NELF eemaldatakse ning RNA polümeraas jätkab geeni transkribeerimist (joonis 4.59).
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    Joonis 4.59. RNA polümeraas ja geeni transkribeerimine. Vajalikud on mitmed transkriptsioonis olulised faktorid.


    4.2.8.4.3. mRNA modifitseerimine transkriptsiooni käigus (CAP, splaissing, polü(A))


    Transkriptsiooni käigus sünteesitud mRNA ei ole kohe lõplikult valmis, vaid vajab mitmeid modifikatsioone. RNA töötlemine algab juba transkriptsiooni käigus ja on seetõttu tihedalt transkriptsiooniga seotud: mütsistruktuuri edukas lisamine on efektiivse transkriptsiooni eeldus; mRNA-le polü-(A)-saba lisamine käivitab protsessid, mis on vajalikud transkriptsiooni terminatsiooniks; ja vahepeal eemaldatakse transkriptist intronid, seda käsitleme kohe allpool. Kõigi nende protsesside omavaheliseks koordineerimiseks on vajalik RNA polümeraas II suurima alaühiku C-terminaalne domään. Sellega seonduvad kõigis nimetatud protsessides osalevad ensüümid (vt joonis 4.60).
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    Joonis 4.60. RNA polümeraas II C-terminaalne domään (CTD) koordineerib mitmeid RNA töötlemise etappe. P-tähed märgivad fosforüleerimisi, punane täpp tähistab mütsistruktuuri ja punane sakiline joon polü-(A)-saba.


    Esimene modifikatsioon on mRNA 5’-otsa CAP struktuuri lisamine (vt joonis 4.61). CAP-struktuur moodustub 7-metüülguanosiini lisamisel 5’-5’ trifosfaatsideme kaudu mRNA kõige esimese nukleotiid otsa. CAP-i sünteesiks vajalikud ensüümid seonduvad RNA polümeraasiga selle CTD kaudu, mis on fosforüleeritud Ser5 positsioonist (seda fosforüleerib TFIIH transkriptsiooni initsiatsioonil). CAP-struktuuril on kaks olulist funktsiooni: 1) kaitsta mRNA 5’-otsa nukleaaside eest ja 2) olla seondumiskoht CAP-struktuuriga seonduvale valgukompleksile CBC (ingl CAP binding complex). CBC on vajalik küpseva mRNA pakkimiseks tugivalkudele, selle transportimiseks tuumast tsütoplasmasse ning mRNA translatsiooni alustamiseks.
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    Joonis 4.61. Tänu 7-metüülguanosiini lisamisele (mütsistruktuur e CAP-struktuur) on mRNA 5’-ots kaitstud nukleaaside eest ja see on samuti seondumiskoht spetsiifilisele valgukompleksile CBC.


    Teine oluline modifikatsioon on mRNA spalissing. Imetaja genoomist kodeerib aktiivseid RNA molekule ainult väike osa. Suur osa sellisest mittekodeerivast genoomsest DNA-st asub geenide vahel, aga tihti ka geeni sees. Sellised sisemised mittekodeerivad järjestused eemaldatakse RNA transkriptist splaissingu käigus. Eukarüootsete rakkude DNA-l ei paikne valkude kodeerimiseks vajalik info ühes pidevas reas, vaid on katkendlik – geenidel on eksonid ja intronid. RNA polümeraasi sünteesitav esmane transkript – pre-mRNA – sisaldab nii eksoneid kui introneid ning splaissingu käigus intronid eemaldatakse (vt joonis 4.62 ja 4.63).
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    Joonis 4.62. mRNA küpsemisel eemaldatakse intronid ja liidetakse omavahel eksonid. 5’ UTR ja 3’ UTR tähistavad mRNA mittetransleeritavaid alasid.


    Erinevad eukarüootsed geenid sisaldavad introneid erineval määral. Näiteks pärmi geenides ei ole intronid laialt levinud. Seevastu imetajate mRNA transkriptid sisaldavad introneid suurel hulgal. Sellised intronid võivad olla tuhandeid nukleotiide pikad ja hõlmata üle 90% mRNA primaarsest transkriptist.


    Splaissosoomid, spetsiaalsed RNA-valgu kompleksid eemaldavad intronid, seejuures on juhtivad komponendid RNA molekulid ja meil on alust arvata, et splaissosoomid on evolutsiooni käigus tekkinud isesplaissuvatest intronitest.


    Mõnel juhul võivad intronid olla RNA-st eemaldatud ainult RNA transkripti vastava katalüütilise aktiivsuse tõttu. Selliseid introneid nimetame isesplaissuvateks, st tegemist on katalüütiliselt aktiivsete RNA-dega, ribosüümidega.


    Splaissingus osalevad U1, U2, U4, U5 ja U6 snRNA-d, mis moodustavad koos nendele seondunud valkudega väikesi tuuma ribonukleoproteiini komplekse snRNP (ingl small nuclear ribonucleoproteins). snRNP-d omakorda moodustavad koos teiste valkudega nn spalissosoomi, kus iga snRNP osaleb splaissingu erineval etapil. Kuigi spalissosoomis osaleb kokku üle 200 erineva valgu, on splaissingu reaktsioonil kandev roll snRNA-del, mis vastutavad nii eksoni-introni piiride tuvastamise eest kui ka katalüüsivad introni väljalõikamist primaarsest transkriptist. Transkriptsiooni algfaasis tuuakse splaissinguks vajalikud snRNP-d pre-mRNA-le interaktsiooni kaudu RNA polümeraasi CTD-ga, hiljem jäävad nad seotuks kasvava pre-mRNA-ga ega vaja enam seondumiseks polümeraasi abi. mRNA splaissing peab olema täpne, sest kasvõi ühenukleotiidse nihke korral ei moodustuks eksonitest korrektse lugemisraamiga mRNA-d ning sellelt kodeeritav valk ei oleks funktsionaalne. Introni täpseks defineerimiseks on pre-mRNA-s mitmeid signaaljärjestusi nii eksoni-introni piiril kui ka introni sees (vt joonis 4.63). Splaissosoom tunneb peamiselt ära introni nelja järjestust: introni 5’ ja 3’ splaissingu kohad, hargnemiskoha A nukleotiidi, mille rollist räägime allpool, ning 3’ splaissingukoha ees asuva polüpürimidiinse järjestuse (vt joonis 4.66).
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    Joonis 4.63. Splaissingukohta määravad järjestused imetajarakus. R tähistab A või G nukleotiidi ja Y tähistab C või T nukleotiidi.


    Introni alguse e spalissingu doonorsaidi konsensusjärjestus on AG↓GU(A/G)AGU ning introni lõpus e spalissingu aktseptorsaidis on järjestus CAG↓G, millele eelneb pürimidiinirikas (U- ja C-rikas) ala. Peale nende on splaissinguks vajalik ka aktseptorsaidist umbes 20–50 nukleotiidi eespool asuv (C/U)U(G/A)AC järjestus – splaissingu harusait. Splaissingu toimumiseks on vajalik, et kõik need konsensussaidid oleks splaissosoom tuvastanud – selles osalevad snRNA-d, millel on konsensussaitidega komplementaarsed järjestused.


    Splaissingu esimese etapina tunneb U1 snRNP ära 5’ splaissingukoha. Teiste konserveerunud splaissingukohtade äratundmine ei sisalda algselt RNA komponente: hargnemiskoha tunneb ära branch-point binding protein (BBP) ja polüpürimidiinse järjestuse tunneb ära U2AF65 ning 3’ splaissingukoha U2AF35 (vt joonis 4.64).
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    Joonis 4.64. Splaissosoomi töötsükkel.


    Sellisele esialgsele splaissingukohtade äratundmisele järgneb järgnevate komponentide seondumine. Esimesena lisandub hargnemiskohta U2 snRNP kompleks ning BBP lahkub. Seejärel lisanduvad U4, U5 ja U6 snRNP kompleksid ning introni hargnemiskohas asuva A nukleotiidi 2’OH rühm moodustab sideme introni 5’-otsaga (joonis 4.65).
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    Joonis 4.65. Transesterifitseerimisreaktsioonid splaissingu teisel etapil. Esimese eksoni 3’OH rühm ründab 5’ splaissingukoha fosfodiestersidet, mille tulemusena eksonid ühinevad ja intron vabaneb.


    Edasi vabanevad U1 ja U4 snRNP kompleksid ja seejärel toimub splaissingu järgmine etapp, mille käigus ühinevad eksonid ning intron vabaneb hargnenud lassostruktuurina (vt joonis 4.66).
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    Joonis 4.66. Splaissing toimub kahe reaktsiooni kaudu. Kõigepealt reageerib 5’ splaissingukoht intronis asuva hargnemiskohaga (tähistatud musta täpikesega). Seejärel eksonid ühendatakse.


    Imetajates on olemas ka alternatiivsed intronid, millel on klassikalise splaissinguga ühine komponent U5 snRNP, kuid U1, U2, U4 ja U6 snRNP asemel kasutatakse vastavalt komponente U11, U12, U4atac ja U6atac. Samuti on selliste alternatiivsete intronite otsi defineerivad dinukleotiidid AT ja AC ning seetõttu nimetatakse neid vahel ka AT-AC introniteks. Miks sellised kaks erinevat splaissingu viisi on evolutsioneerunud, ei ole selge.


    Mõnedel intronitel on ka kodeeriv informatsiooni: nende järjestus sisaldab snoRNA-sid, mis lõigatakse intronist välja ja kasutatakse tuumakeses rRNA-de modifitseerimisel.


    Olgugi et splaissingu toimumiseks on vajalik kolme erineva konsensusjärjestuse olemasolu ja õige paiknemine, tekitab nende saitide lubatud varieeruvus olukorra, kus splaissing saab toimuda erinevate doonor- ja aktseptorsaitide vahel. Sellist protsessi nimetatakse alternatiivseks spalissinguks ning sellel on suur roll mRNA kodeeritavate valkude struktuuri ja funktsionaalsuse määramises. Alternatiivse splaissingu tagajärjel ei pruugi tekkida ainult üks mRNA, vaid võimalusi on mitmeid ning seejuures lülitub mRNA koosseisu erinev komplekt eksoneid (vt joonis 4.67).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.67. Roti α-tropomüosiini geeni transkripti alternatiivne splaissimine. Tulemuseks sünteesitakse erinevates rakutüüpides erinevate järjestuste ja omadustega valke. Joonise ülemises osas tähistavad punased kolmnurgad erinevaid võimalusi transkripti lõikamiseks ja polü-(A)-saba lisamiseks.


    Tihti on mõned eksonid sellised, mis on alati lülitatud küpse mRNA koosseisu, ja mõned sellised, mille hulgast valitakse eksoneid rakutüübi, keskkonnatingimuste jne järgi. Imetajates toimub alternatiivne splaissing 75% või rohkemate primaarsete transkriptide puhul. Seejuures tuleb panna tähele asjaolu, et kui mõned üksikud eksootilised erandid välja arvata, siis toimub splaissing ühe primaarse transkripti sees 5’-lt 3’ poole.


    Alternatiivne splaissing võib olla geeniekspressiooni regulatsiooni kompleksuse seisukohalt määrava tähtsusega. Näiteks äädikakärbse dscam primaarsest mRNA-st on võimalik teoreetiliselt tekitada kuni 38000 erinevat mRNA molekuli. Imetajate puhul tundub, et alternatiivne splaissing on eriti laialt levinud närvisüsteemis.


    Alternatiivse splaissingu toimumiseks on mitmeid põhjuseid, eeskätt on see seotud konsensussaitide nn tugevusega: osasid saite tunneb splaissosoom ära paremini kui teisi ning splaissing toimub parimate saadaolevate saitide vahel. Üks alternatiivse splaissingu regulaatror on RNA sünteesimise kiirus – kiirelt liikuv RNA polümeraas jõuab sünteesida rohkem RNA-d ning kaugemal paiknev nn tugev splaissingusait muutub kättesaadavaks. Aeglase transkriptsiooni korral aga kasutatakse nn nõrgemaid konsensussaite, muutes niimoodi ka küpse mRNA primaarstruktuuri.


    Kolmas oluline mRNA modifikatsioon on polüadenüülimine, mille käigus lisatakse mRNA 3’-otsale umbes 200 adeniini nukleotiidi – tekib polü-(A)-saba. Polü-(A)-sabaga seonduvad valgud aitavad vältida küpse mRNA lagundamist, osalevad mRNA tsütoplasmasse transportimisel ning hõlbustavad mRNA seondumist ribosoomidega. Ka polüadenüülimise käivitamine vajab spetsiaalselt signaaljärjestust ning samamoodi nagu splaissingut detekteeritakse seda järjestust sünteesitaval RNA-l. Transkriptsiooni üleminekul initsiatsioonilt elongatsioonile seonduvad RNA polümeraasi CTD-ga valgukompleksid, mis hakkavad skaneerima sünteesitava RNA järjestust ning vastava signaali saabumisel lõikavad RNA katki ja lisavad vabanenud 3’-otsale polü-(A)-saba. Sellised kompleksid on lõikamise ja polüadenüülimise spetsiifilisuse faktor CPSF (ingl cleavage and polyadenylation specificity factor) ja lõikamist stimuleeriv faktor CstF (ingl cleavage stimulation factor). Neist CPSF tunneb pre-mRNA-l ära polüadenüülimise signaali, milleks on tüüpiliselt järjestus AAUAAA, kuid esineb ka sellest veidi erinevaid signaaljärjestusi. Edasi peab pre-mRNA-ga seonduma ka CstF, mis tunneb ära U- või G/U-rikast järjestust polü-(A) signaalist allpool. Edasi liituvad kompleksiga CFI ja CFII (ingl cleavage factors I and II), mis lõikavad RNA katki umbes 10–30 nukleotiidi polü-(A) signaalist tagapool. Vabanenud RNA 3’-otsa lisab polü-(A) polümeraas (PAP) umbes 200 adeniini nukleotiidi ning sellega on mRNA valmis (vt joonis 4.68).
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    Joonis 4.68. Polüadenüülimise skeem.


    4.2.8.4.4. mRNA lokalisatsioon rakus


    TANEL TENSON


    Selleks et mRNA-d transleeritaks, peab see esiteks jõudma tuumast tsütoplasmasse.


    Enamiku RNA-de puhul on efektiivseks tuumast väljumiseks vajalikud mütsistruktuuri ja polü-(A)-saba lisamine ning intronite eemaldamine.


    Transkribeeritud ja protsessitud mRNA jääb seotuks erinevate valgukompleksidega, mis tagavad selle korrapärase pakkimise ning tuumast tsütoplasmasse transpordi. Transkriptsiooni elongatsiooni käigus seonduvad pre-mRNA-ga erinevad hnRNP valgud (ingl heterogeneous nuclear ribonuclear proteins), mis täidavad mitmeid rolle. Näiteks on osa neist RNA helikaasid, mis n-ö avavad RNA sekundaarstruktuure, soodustades niimoodi splaissingu ja polüadenüülimise signaalide äratundmist. Teiste roll on jääda seotuks väljasplaissitud intronitega, aidates niiviisi eristada nn üleliigset ja lagundamisele suunatavat RNA-d küpsest tsütoplasmasse transporditavast mRNA-st. Transkriptsiooni algusest alates on mRNA-ga seotud CBC (CAP-struktuuriga seonduv valgukompleks), splaissingu käigus seonduvad eksonite ühenduskohtadega valgukompleksid EJC (ingl exon-junction complex) ning polü-(A)-sabaga seonduvad PABP valgud (ingl Poly(A)-binding protein). Transkriptsiooni elongatsiooni käigus seondub mRNA-ga ka TREX kompleks (ingl transcription-export complex), mis toimib transkriptsiooni elongatsiooni soodustajana ning on vajalik mRNA transpordiks tuumast tsütoplasmasse. Peale seondunud valkude on mRNA ekspordil tsütoplasmasse samaväärselt oluline, et mõned valgud ei oleks mRNA-ga seondunud. Selline kontrollsüsteem tagab, et mRNA-d ei eksporditaks enne, kui see on lõplikult valmis. Näiteks ei viida tuumast välja RNA-sid, millega on seondunud splaissinguks vajalikud snRNP-d.


    4.2.8.4.5. Transkriptsiooni terminatsioon


    ARNOLD KRISTJUHAN


    mRNA polüadenüülimisele järgneb transkriptsiooni terminatsioon. Siinkohal on oluline roll RNA modifitseerimisel, täpsemalt selle puudumisel. Polüadenüülimise käigus toimub pre-mRNA lõikamine polü-(A) signaali tagant ning tekkinud RNA 3’-otsale lisatakse polü-(A)-saba. Samas ei tehta midagi RNA 5’-otsaga – kui transkriptsiooni algusfaasis modifitseeriti RNA 5’-ots CAP-struktuuriga, siis transkriptsiooni hilisemates faasides seda enam ei tehta. Selle põhjuseks on elongatsiooni käigus toimunud muutused RNA polümeraasi CTD fosforüülimistes, mistõttu CAP-i sünteesimiseks vajalikud ensüümid ei ole enam seondunud transkribeeriva polümeraasiga. Seega jääb RNA vabanenud 5’-ots kaitseta ning ahelat hakkavad 5’→3’ eksonukleaasid kiirelt lagundma. Lagundamise käigus jõuavad nukleaasid RNA polümeraasile järele ning destabiliseerivad selle seondumist DNA-ga. Kokkuvõtteks viib see polümeraasi eemaldamisele DNA-lt ja sellega koos ka transkriptsiooni lõppemisele. Sellise mehhanismi tõttu pole transkriptsiooni terminatsioonikohad täpselt määratletud: see võib toimuda suhteliselt laias piirkonnas, üldjuhul siiski paarisaja nukleotiidi kaugusel peale polü-(A) signaali transkribeerimist. Vabanenud RNA polümeraasi CTD defosforüülitakse ning seejärel on polümeraas valmis alustama järgmist transkriptsioonitsüklit.


    4.2.8.4.6. mRNA lagundamine


    Eukarüootse mRNA polü-(A)-saba on selgelt mRNA-d stabiliseeriv (joonis 4.69).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.69. Eukarüootse mRNA lagunemine. Kuigi vahest võib lagundamine alata endonukleolüütilisest lõikusest, on tavaliselt esimene etapp polü-(A)-saba lühenemine. Sellele järgneb 3’-lt 5’ poole toimuv lagundamine või mütsistruktuuri eemaldamine ja 5’-lt 3’ poole toimuv lagundamine.


    Kui konkreetne mRNA saab vanemaks, siis ka polü-(A)-saba lüheneb. Pärast polü-(A)-saba kadu võib toimuda RNA lagundamine kas 5’-lt 3’ (valku DCP2 sisaldav kompleks eemaldab mütsistruktuuri ja eksonukleaas XRN1 lagundab RNA) või 3’-lt 5’ poole. Konkreetse degradatsiooniraja valik sõltub mRNA-st ja keskkonnatingimustest.


    Rakus on ka mitmeid väga spetsiifilisi mRNA degradatsioonisüsteeme, mis toimivad kotranslatsiooniliselt ja kontrollivad mRNA kvaliteeti. Nendest lähemalt translatsiooni käsitlevas peatükis.


    4.2.8.4.7. RNA editeerimine e toimetamine


    TANEL TENSON


    RNA lämmastikaluseid on võimalik muuta ka pärast transkriptsiooni. Seda nimetatakse toimetamiseks (ingl editing). Imetajate närvisüsteemi arengu ja toimimise seisukohalt on oluline transkriptides adenosiniini deamiinimine (joonis 4.70).
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    Joonis 4.70. RNA toimetamine (ingl editing). Adenosiini deamiinimisel tekib inosiin, mida ribosoom loeb guanosiinina. Tsütidiini deamiinimisel tekib uridiin.


    Selle reaktsiooni tagajärjel tekib mRNA-sse inosiin, mis informatsiooni edasiandmise seisukohalt käitub nagu guanosiin. Seda protsessi korraldavad spetsiaalsed valgulised ensüümid.


    Inimese kehas osaleb apolipoproteiin B lipiidide seondamises ja transpordis. Kui primaarse transkripti kindlas positsioonis eemaldada amiinijääk tsütidiinilt, siis tekib uridiin, mis põhjustab translatsiooni varajase terminatsiooni. Pikka vormi nimetatakse APOB100 ja lühikest APOB48. Number selles nimetuses tähistab umbkaudset molekulmassi. Selline toimetamine toimub sooles, kus tekkiv lühem vorm vastutab toitainete omastamise eest. Maksas toimetamist ei toimu ja sünteesitud pikem vorm vastutab lipiidide transpordi eest organismis.


    Ainuraksete eukarüootide, Trypanosoma mitokondrites toimub transkriptide keskosades massiline uridiinide eemaldamine ja liitmine. Tegemist on küll väga radikaalse RNA-de posttranskriptsioonilise töötlemise vormiga, kuid tundub, et süsteem on väga spetsiifiline teatud fülogeneetilistele gruppidele.


    4.2.8.4.8. Teiste polümeraaside transkriptsioonitsükkel


    ARNOLD KRISTJUHAN


    RNA polümeraaside I ja III teostatav transkriptsioon sarnaneb üldjoontes RNA polümeraas II transkriptsioonitsükliga, kuid on mõnevõrra lihtsamini reguleeritud. Kuna RNA polümeraasidel I ja III puudub CTD, siis ei toimu ka nende transkribeeritavatel RNA-dele CAP-struktuuri lisamist ega polüadenüleerimist.


    RNA polümeraas I sünteesib vaid üht tüüpi RNA-d: 45S pre-rRNA-d, millest protsessingu tulemusena saadakse 28S, 18S ja 5,8S rRNA. 45S pre-rRNA transkriptsioon, selle edasine modifitseerimine ja lülitamine ribosoomide koosseisu toimub tuumakeses, kuhu on kokku koondatud kõik vajalik ribosoomide sünteesimiseks. Kuna rRNA-d vajatakse pidevalt suurtes kogustes, siis on rakkudes 45S pre-rRNA geene sadades koopiates, mis sõltuvalt organismist võivad paikneda kas ühes pikas klastris ühel kromosoomil või siis jaotuda väiksemate klastritena mitme kromosoomi vahel. 45S pre-rRNA transkriptsiooni initsiatsiooniks on vajalik transkriptsioonifaktorite UBF (ingl upstream binding factor) ja SL1 (ingl promoter selectivity factor) seondumine geeni promootoriga, millele järgneb RNA polümeraas I seondumine ning transkriptsioon käivitumine. Pol I transkriptsiooni terminatsioon toimub kahes etapis: polümeraasi peatumine ja selle eemaldamine DNA-lt. Polümeraasi peatab TTF1 (ingl transcription termination factor 1), mis seondub 45S pre-rRNA geeni terminaatoralaga ning seiskunud polümeraasi aitab eemaldada PTRF (ingl polymerase I and transcript release factor).


    RNA polümeraas III sõltuvatelt promootoritelt toimub transkriptsiooni initsiatsioon erinevate valgukomplekside seondumise kaudu promootori regulaatorjärjestustega. Olenemata promootori tüübist ja sellega seondunud faktoritest on initsiatsiooniks vajalik basaalse transkriptsioonifaktori TFIIIB toomine promootorile. TFIIIB on omakorda vajalik promootoril DNA ahelate avamiseks ning RNA polümeraas III laadimiseks DNA-le. RNA polümeraas III transkriptsiooni terminatsiooniks on vajalik viiest kuni kuuest järjestikust tümiinist (polü-T) koosnevat järjestust geeni terminaatoralas.


    4.2.9. RNA interferents


    RNA interferents (RNAi) on protsess, kus väikesi RNA-sid kasutatakse geenide ekspressiooni reguleerimiseks ning raku kaitseks viiruste ja mobiilsete geneetiliste elementide vastu (vt peatükk 19 „Geneetiliselt muundatud organismid“). RNAi põhineb kaheahelalise RNA (dsRNA) moodustumisel läbi komplementaarsete paardumiste, mille tulemusena sihtmärk-RNA kas lagundatakse või inhibeeritakse selle translatsiooni. RNAi protsessis on keskne roll miRNA-del (micro RNA) ja siRNA-del (small interfering RNA), mis moodustavad kaheahelalisi struktuure ning mida kasutatakse sihtmärk-RNA-de identifitseerimiseks. RNAi toimemehhanism on sarnane nii miRNA kui siRNA puhul, kuid nende RNA-de päritolu on erinev. miRNA-sid kodeerib raku enda genoom, nende järjestus võimaldab moodustada kaheahelaliste lõikudega sekundaarstruktuure ning nende roll on reguleerida mõne teise geeni (või geenide grupi) ekspressiooni. siRNA-d tekitatakse rakus leiduvatest erinevatest dsRNA-dest – need on sageli võõrpäritolu, näiteks transposoonid või viirused, mis oma elutsükli mõnes etapis eksisteerivad dsRNA kujul.


    RNAi käivitumise esimene etapp on dsRNA lõikamine 21–23 aluspaariseks tükiks, seda teeb ensüüm Dicer. Saadud dsRNA seotakse multisubühikulisse valgukompleksi RISC (RNA-induced silencing complex) ning seejärel üks RNA ahel lagundatakse. Allesjäänud RNA ahelat kasutab RISC komplementaarse RNA tuvastamiseks. Olles leidnud sihtmärk-RNA, võib protsess minna erinevaid teid pidi, sõltuvalt sellest, kas leitud RNA on täielikult või osaliselt komplementaarne RISC-is oleva RNA-ga. Täieliku komplementaarsuse puhul lõikab RISC-i katalüütiline subühik Argonaut leitud RNA katki. Peale lõikamist RISC vabaneb ning asub uut sihtmärk-RNA-d otsima. Selline mehhanism toimib eeskätt kaitsena võõr-RNA, näiteks viiruste või transposoonide vastu, kus RISC-kompleks sisaldab siRNA-d. Sama mehhanism toimib ka miRNA-dega, kuid miRNA-del põhinevate RISC-komplekside puhul on ka sagedane, et paardumine miRNA ja tema sihtmärgi vahel pole täielik. Sellisel puhul ei toimu sihtmärk-RNA lõikamist, vaid takistatakse leitud mRNA translatsiooni (vt joonis 4.71).
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    Joonis 4.71. RNA interferentsi e RNAi skemaatiline kujutis. Kaheahelalise RNA (dsDNA) lõikab Dicer ensüüm 21–23 alupaari pikkusteks kaheahelalisteks struktuurideks, misjärel toimub RISC-kompleksis siRNA ahelate lagundamine või RITS-kompleksis komplementaarse mRNA lagundamine ja vastavalt mRNA lagundamine ja translatsiooni blokeerimine või mRNA lagundamine, DNA metüleerimine ja seeläbi transkriptsiooni blokeerimine. RISC – RNA indutseeritud vaigistav kompleks; RITS – RNA indutseeritud transkriptsiooni vaigistamine.


    Sageli asuvad miRNA-dega komplementaarsed järjestused mRNA-de mittetransleeritavates alades: kas enne initsiaator- või peale stoppkoodonit. Selline olukord võimaldab ühel miRNA-l reguleerida korraga mitme erineva mRNA ekspressiooni – pole oluline, milline on geeni kodeeriv järjestus, piisab sellest, kui mRNA mittetransleeritav osa vastab miRNA järjestusele.


    Peale juba olemasoleva RNA lagundamise või selle translatsiooni inhibeerimise võib RNAi represseerida ka sihtmärk-RNA sünteesi. Selleks peavad Dicerilõigatud RNA tükid seonduma RITS- (ingl RNA-induced transcriptional silencing) kompleksiga. Ka RITS-kompleks sisaldab Argonaut-valku ning suudab oma sihtmärk- RNA-sid katki lõigata, kuid samuti kuuluvad sellesse kompleksi ensüümid, mis tekitavad kromatiinil transkriptsiooni represseerivaid modifikatsioone ja soodustavad heterokromatiini teket. RITS-kompleksid seonduvad oma sihtmärk-RNA-dega kohe, kui RNA polümeraas need sünteesib, ning seeläbi jõuavad RITS-kompleksid transkribeeritava kromatiini vahetusse lähedusse. RITS-i koosseisu kuuluvad histoonide metüültransferaasid indutseerivad transkribeeritavas lookuses heterokromatiini tekke, mis omakorda represseerib transkriptsiooni. Represseeritavates lookustes toimub ka uute RITS-komplekside moodustamine, mis viib RNAi signaali võimendamisele ja tagab järgnevate transkriptide kiire lagundamise. Selles protsessis on oluline roll RNA- sõltuval RNA polümeraasil, mis kasutab lagundatud RNA tükke matriitsina uute siRNA-de sünteesimiseks. Neid omakorda vajatakse uute RITS-komplekside moodustamiseks. RNA-indutseeritud transkriptsiooniline vaigistamine toimib eriti tõhusalt mitmesuguste kordusjärjestuste puhul, kuna identse järjestusega transkripte on palju ning ühes lookuses sünteesitud RITS-kompleksid suudavad kohe vaigistada transkriptsiooni ka teistes lookustes. Näiteks osaleb RITS transposoonide vaigistamisel ning heterokromatiini moodustamisel tsentromeersetele kordusjärjestustele.


    RNAi printsiibil toimivad ka piRNA-d (ingl Piwi-interacting RNAs), kuigi detailides on erinevusi. piRNA-sid toodetakse vaid iduliini idutee (ingl germ line) rakkudes, kus nende roll on blokeerida transposoonide aktiivsust (vt peatükk 18.3.6). piRNA geenid koosnevad valdavalt erinevatest transposoonidele iseloomulikest järjestustest. Sünteesitud piRNA lõigatakse väiksemateks tükkideks (26–31 nukleotiidi – veidi pikemad kui siRNA-d) ning need seonduvad Piwi-valkudega (sarnanevad Argonaut-perekonna valkudega). Sellised kompleksid toimivad samamoodi nagu RISC-kompleksid, interakteerudes transposoonide RNA-ga ning neid hävitades.

  


  
    4.3. Endoplasmaretiikulum


    REIN SIKUT


    Endoplasmaretiikulum (ER) e tsütoplasmavõrgustik, mis on iseloomulik kõigile eukarüootidele, paistab elektronmikroskoobi ülesvõtetel rakusisese torukeste ja tsisternide võrgustikuna (joonis 4.72).
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    Joonis 4.72. Raku kare endoplasmaretiikulum on elektronmikroskoobi fotol kenasti eristunud, kuna ER-iga on seotud ribosoomid. Osa ribosoome paiknevad tsütosoolis ka vabalt. Tegemist on aktiivselt sünteesiva imetaja rakuga. Foto: J. Kärner.


    ER on ülejäänud tsütoplasmast eraldatud ühekordse membraaniga, mis moodustab üle poole loomaraku membraanistikust. ER-i moodustavaid torukesi ja tsisterne käsitletakse rakus kui iseseisvat terviklikku kompartmenti, mille õõnsust nimetatakse valendikuks e luumeniks. Elektronmikroskoobi ülesvõtete vaatlemisel võib tunduda, et rakus on palju üksteisest eraldatud torukesi. Tegelikult on kõik need omavahel ühenduses ja seetõttu käsitletakse ER-i valendikku ühtse kompartmendina, mis võib võtta enda alla 10% kogu raku mahust. ER-i membraan on barjäär ER-i valendiku ja tsütosooli vahel. Selles paiknevad erinevad valgud, mis vahendavad kindlate molekulide liikumist ER-i valendikust tsütosooli ja vastupidi. ER mängib keskset osa raku biosünteesiprotsessides. Vähemalt üks kolmandik rakus sünteesitud valkudest sisenevad ER-i valendikku, kus toimub nende edasine modifitseerimine (glükosüülimine, disulfiidsildade moodustumine, proteolüütiline töötlemine), mis on eeltingimus valkude õige konformatsiooni saavutamiseks e voltumiseks (ingl folding). Ainult õigesti voltunud valgud transporditakse ER-ist edasi teistesse sekretoorse raja organellidesse (Golgi kompleks ja lüsosoomid) või sekreteeritakse rakust välja. Kõik valgud, mis on määratud funktsioneerima Golgi kompleksis (selle valendikus või membraanis), lüsosoomides, raku välismembraanis või rakust väljas, alustavad oma teekonda ER-ist. Imetaja rakkudes algab enamiku ER-i sisenevate valkude transport läbi ER-i membraani kotranslatsiooniliselt, enne kui valgu ahel on täielikult valmis sünteesitud. See on põhjus, miks paljud ribosoomid on seotud ER-i membraaniga. Võrdluseks võib siin tuua transpordi teistesse organellidesse: rakutuum, kloroplastid, mitokondrid, peroksüsoomid – sinna imporditakse valgumolekulid peale nende sünteesiprotsessi lõppu, posttranslatsiooniliselt. ER-i membraanis paiknevad ka ensüümid, mis sünteesivad kõikide teiste rakuorganellide membraanides vajaminevaid lipiide ja kolesterooli. Samuti sünteesitakse seal steroidhormoone ja detoksifitseeritakse mitmeid kahjulikke aineid.


    4.3.1. Kare ja sile endoplasmaretiikulum


    ER-i membraan ja rakus toimuv valkude süntees on omavahel olulisel määral seotud. Nimelt seob ER-i membraan endaga ja transpordib ER-i valendikku vähemalt kolmandiku valkudest, mille ribosoomid on rakus sünteesinud. Valkude sisenemist ER-i valendikku on täpsemalt kirjeldatud peatükis 4.3.2.6.1. Sekretoorse raja organellidesse, nende membraanidesse ja raku välismembraani suunatud valkude ning rakust väljutamiseks e sekretsiooniks määratud valkude N-terminaalses otsas on signaalpeptiid e signaaljärjestus, mis koosneb tavaliselt 16–30 aminohappest. Signaalpeptiidi tunneb ära tsütoplasmas asuv signaali äratundev partikkel e SRP (ingl signal-recognition particle). SRP seondub aga omakorda ER-i membraanis oleva SRP-retseptoriga (SR). Selle tulemusel kinnitub ka vastavat valku sünteesiv ribosoom ER-i membraanile. Elektronmikroskoobis paistab ER koos kinnitunud ribosoomidega väga iseloomulikuna (vt joonis 4.72) ja seda nimetatakse karedaks endoplasmaretiikulumiks (ingl rough endoplasmic reticulum, rER). Karedat ER-i esineb kõige rohkem aktiivselt valke sekreteerivates rakkudes (näärmerakud, antikehi tootvad B-lümfotsüüdid jt).


    Rakus on seega igal ajahetkel kaks ribosoomide populatsiooni: ER-i membraanile kinnitunud ja tsütosoolis olevad ribosoomid. Oma ehituselt on nad tegelikult identsed, erinevus on ainult selles, millist valku ribosoom parasjagu sünteesib. Ribosoom, mis mingil hetkel kinnitub ER-ile, võib järgmisena asuda sünteesima mõnda muud valku (millel ei ole signaalpeptiidi), jäädes sel juhul tsütosooli.


    Inimese genoomi bioinformaatiline uurimine näitab, et ca 20% inimese genoomi kodeeritud valkudest on varustatud signaalpeptiidiga, mis suunab sünteesitava valgu ER-i. See näitab sekretoorsele rajale määratud valkude suurt osakaalu meie organismis.


    Rakkudes on ka teatud osa tsütoplasmavõrgustikust selline, kuhu ribosoomid ei kinnitu. Seda nimetatakse siledaks endoplasmaretiikulumiks (ingl smooth endoplasmic reticulum, sER). Valdaval enamikul rakkudest on sER-i väga vähe või üldse mitte. Siledat ER-i on rohkem teatud kindlates rakutüüpides, kus tal on oma kindlad funktsioonid. Eriti hästi on sER nähtav rakkudes, mis on spetsialiseerunud lipiidide metabolismile. Näiteks testises olevad Leydigi rakud sünteesivad kolesteroolist testosterooni. Neis rakkudes on rER-i kõrval hästi nähtav ka sER (joonis 4.73).
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    Joonis 4.73. Siledale endoplasmaretiikulumile pole kinnitunud ribosoome (fotol ülal keskel). Eristatavad on torujad ja silinderjad sileda ER-i struktuurid. Foto: K. Padari.


    Ka hepatotsüütides ehk maksarakkudes on hästiarenenud sER. Need on peamised rakud, mis toodavad lipoproteiinseid partikleid, mille abil kantakse lipiide vereringe abil kehas laiali. Vastavad ensüümid, mis toodavad partiklite lipiidkomponente, paiknevad sER-i membraanis. Samas paiknevad ka ensüümid, mis tegelevad paljude lipiidides lahustunud kahjulike ainete detoksifitseerimisega. Selle protsessi käigus muudetakse rasvlahustuvad ained veeslahustuvateks, mis võimaldab neid uriiniga väljutada. Kui organismi satub palju kahjulikke aineid, siis vastuseks sellele sünteesitakse suures koguses detoksifitseerimiseks vajalikke ensüüme ja sER-i hulk mitmekordistub.


    ER-i üks oluline funktsioon on kaltsiumiioonide salvestamine. Ca2+-ioonide vabanemine ER-ist ja nende taas kokkukorjamine on oluline raku reageerimisel paljudele väliskeskkonnast tulevatele signaalidele. Kaltsiumiioonid ladustatakse ER-is spetsiaalsete kaltsiumit siduvate valkude kaasabil. Paljudes rakkudes on kaltsiumi salvestamiseks kohandatud ER-i kindel osa. Lihasrakkudes on näiteks rikkalikult sellist sER-i, mida nimetatakse sarkoplasmaatiliseks retiikulumiks e sarkoplasmaretiikulumiks. Ca2+-ioonide liikumine sarkoplasmaatilisest retiikulumist tsütosooli ja tagasi reguleerib lihasraku kontraktsiooni ja relaktsiooni.


    4.3.2. Valgusüntees


    4.3.2.1. Valgu biosüntees


    JAANUS REMME, TANEL TENSON


    Valgud on omavahel peptiidsidemega ühendatud aminohapete ahelad (peptiidahelad). Peptiidsidemed aminohapete vahele sünteesitakse ribosoomides. Valkude aminohappeline järjestus on määratud mRNA nukleotiidse järjestusega. Igale aminohappele valgus vastab kolmest järjestikusest nukleotiidist koosnev koodon. RNA-d koosnevad nelja tüüpi nukleotiididest, valgud aga koosnevad 20 erinevast aminohappest. RNA koodonite ja aminohapete vastavuse määrab geneetiline kood. Geneetilises koodis on 64 koodonit, neist 61-le vastavad aminohapped ja kolm koodonit tähistavad stoppmärki, st viivad translatsiooni terminatsioonini e lõpetavad valgusünteesi. Aminohappeid transpordivad ribosoomi tRNA molekulid (transport RNA, ingl transfer RNA, tRNA) (joonis 4.74).
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    Joonis 4.74. tRNA struktuur. Vasakul on näidatud molekuli kahemõõtmeline struktuur. Nooled tähistavad interaktsioone, mis tagavad kolmemõõtmelise struktuuri tekke (keskel). Paremal on molekuli ruumilise struktuuri täpsem skeem.


    Aminohape ühendatakse tRNA molekuliga karboksüülrühma kaudu, mille tulemusena tekib aminoatsüül-tRNA (aatRNA). See on valgusünteesi esimene etapp, mida teevad ensüümid – aminoatsüül-tRNA süntetaasid (AARS). Iga aminohappe jaoks on üks AARS ensüüm (joonis 4.75).
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    Joonis 4.75. Aminoatsüül-tRNA süntetaasi (AARS) katalüüsitava reaktsiooni skeem. Esimeses etapis aktiveeritakse aminohape (aa) ATP abil. Teises etapis liidetakse aminohappe tRNA-le, tekib aminoatsüül-tRNA (aatRNA). Aminoatsüül-tRNA süntetaasid võime jagada kahte suurde klassi, mis tunnevad ära erinevaid tRNA molekulide osi. Erinevate klasside näitena on toodud asparagiini lisava (klass II) ja arginiini lisava (klass I) aminoatsüül-tRNA süntetaaside struktuurid.


    Geneetilises koodis vastab ühele aminohappele üks kuni kuus koodonit. tRNA sisaldab kolmest järjestikusest nukleotiidist koosnevat antikoodonit, mis paardub mRNA koodoniga. Koodoni ja antikoodoni vaheline paardumine (koodon-antikoodon interaktsioon) on aluseks aminohappe lülitumisel peptiidahelasse. Kui koodoneid on ühe aminohappe jaoks mitu (rohkem kui kaks), siis on selle aminohappe jaoks ka rohkem kui üks tRNA. Kõiki neid veidi erineva nukleotiidse järjestusega tRNA molekule, millega ühendatakse sama aminohape, kutsutakse isoaktseptoorseteks tRNA-deks. Iga AARS ensüüm tunneb ära ühe aminohappe, aga ka kõiki erinevaid isoaktseptoorseid tRNA molekule.


    Valgusünteesi teine etapp toimub ribosoomides. Peale ribosoomide osalevad selles etapis veel mRNA, aatRNA, valgulised translatsioonifaktorid ja GTP. Valgusünteesi ribosomaalne etapp jagatakse neljaks alaetapiks: initsiatsioon, elongatsioon, terminatsioon ja ribosoomide retsükleerimine. Initsiatsiooni käigus toimub valku kodeeriva järjestuse alguskoha ülesleidmine. See toimub initsiaator-tRNA ja valgusünteesi initsiatsioonifaktorite osavõtul. Kui mRNA lugemisraam on ribosoomil paika pandud initsiaator-tRNA abil, siis algab järgmine tsükliline protsess – valgusünteesi elongatsioon. Elongatsioonil osalevad peale mRNA ja ribosoomi kompleksi veel aatRNA-d, elongatsioonifaktorid ja GTP. Iga elongatsioonitsükli käigus pikeneb peptiidahel ühe aminohappe võrra. Elongatsiooni käigus on ribosoomidega seotud ühel ajal kaks tRNA molekuli. Ribosoomidel toimub aminohappega laetud tRNA-de (aatRNA-de) valik ribosoomis oleva mRNA koodoni järgi. See valik tehakse ribosoomide aktiivsel osavõtul, ribosoom tunneb ära korrektse aatRNA, kontrollides koodon-antikoodon paardumist. Aminoatsüül-tRNA-s on aminohape seotud tRNA-ga karboksüülrühma kaudu ja aminorühm on vaba. Ribosoom katalüüsib peptiidsideme moodustumist kahe amionohappe vahele nii, et mõlemad amionohapped on tRNA-dega seotud. Esimese elongatsioonitsükli käigus moodustub ribosoomis kahest aminohappest koosnev peptiid, mis on tRNA küljes kinni. Sellist tRNA-d kutsutakse peptidüül-tRNA-ks. Järgmine peptiidside moodustub ribosoomiga seotud aatRNA ja peptidüül-tRNA vahele ning tekib kolme aminohapet sisaldav peptiid. Nii kordub elongatsioon, kuni ribosoomi jõuab valguahela lõpetamist tähistav stoppkoodon. Valgusünteesi terminatsioonil osalevad peale ribosoomide veel terminatsioonifaktorid ja GTP. Viimase, ribosoomide retsükleerimise protsessi käigus vabastatakse ribosoomidest tRNA ja mRNA molekulid ning valmistatakse ribosoom ette uue valgusünteesi initsiatsiooni toimumiseks.


    4.3.2.1.1. Aminoatsüül-tRNA süntees


    Aminoatsüül-tRNA sünteesi teevad ensüümid – aminoatsüül-tRNA süntetaasid (AARS) (vt joonis 4.75). Aminohape ühendatakse tRNA-ga kahes etapis. Esiteks aktiveeritakse aminohape ATP-ga ja tekib aminoatsüül-adenülaat. Selles molekulis on aminohappe karboksüülrühm ühendatud AMP-fosfaatrühmaga. Aminoatsüül-adenülaat on ebapüsiv vee juuresolekul ja seepärast saab eksisteerida vaid ensüümi veevabas aktiivtsentris.


    Teine reaktsioon, mida AARS ensüümid katalüüsivad, on aminoatsüül-adenülaadi reageerimine tRNA-ga. Selle reaktsiooni käigus seotakse aminohappe karboksüülrühm tRNA 3’-terminaalse adenosiini riboosi 2’- või 3’-hüdroksüülrühmaga estersideme abil. Reaktsiooni produkt on aminoatsüül-tRNA. Viimane on samuti ebastabiilne ühend, mis reageerib kergesti veega. Aminoatsüül-tRNA moodustab kompleksi EF-1 ja GTP-ga. EF-1A stabiliseerib aminoatsüül-tRNA estersidet, moodustades stabiilse kompleksi aminohappe ja tRNA 3’-terminaalse osaga.


    4.3.2.1.2. Valgusünteesi initsiatsioon


    Valgusünteesi initsiatsioon eukarüootides on kompleksne reaktsioonide ahel, mida reguleerivad rakus paljud kontrollmehhanismid. Eukarüootide mRNA 5’-otsas on nn mütsistruktuur (ingl cap) (m7G5’ppp5’Pu), mis lisatakse peale transkriptsiooni alustamist postranskripotsioonilise modifikatsioonina (joonis 4.76).
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    Joonis 4.76. mRNA 5’-otsas on mütsistruktuur, mis lisatakse peale transkriptsiooni algust.


    Eukarüootse mRNA 3’-otsas on polü(A)-saba. On siiski olemas ka selliseid mRNA molekule, millel ei ole ei 5’-mütsistruktuuri ega/või 3’-polü(A)-saba. Nende mRNA molekulide puhul toimivad veidi erinevad translatsiooni initsiatsiooni mehhanismid kui tavaliselt. Eukarüootne mRNA on alati kompleksis valkudega, mis osalevad nii mRNA transpordil ja lokalisatsioonil kui translatsioonitaseme määramisel. Olulised valgud, mis mRNA-ga seonduvad, on translatsiooni initsiatsioonifaktorid. Kuna translatsiooni initsiatsioon toimub bakterites ja eukarüootides mõnevõrra erinevaid mehhanisme kasutades ja initsiatsioonifaktorid on ainult osaliselt kattuvad, siis tähistatakse eukarüootseid initsiatsioonifaktoreid eIF1, eIF2A, eIF2B jne (joonis 4.77).
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    Joonis 4.77. Translatsiooni mehhanismide kirjeldus eukarüootses organimis. Valgusünteesi initsiatsioon ribosoomidel.


    mRNA 5’-otsas oleva mütsistruktuuriga (m7G5’ppp5’Pu) seondub eIF4E. mRNA 3’-otsas oleva polü(A)-sabaga seonduvad PABP (ingl poly(A) binding protein) molekulid. mRNA 5’-otsa piirkonda seondub ka eIF4G, suur konsoolvalk (175 kDa), mis moodustab platvormi teiste initsiatsioonifaktorite sidumiseks. eIF4G seondub nii eIF4E (mütsistruktuuri siduv valk mRNA 5’-otsas) kui PABP-ga (asub mRNA 3’-otsal), ühendades niiviisi mRNA alguse ja lõpu. Peale nende seondub eIF4G ka eIF4A ja eIF3-ga. eIF4G koos temaga seondunud valkudega kannab ka nime eIF4F. eIF4A on RNA helikaas, mis lahutab ATP manulusel kaheahelalise RNA ahelad teineteisest. See omadus on vajalik mRNA sekundaarstruktuuri lõdvendamisel. eIF4B seondub eIF4A-ga ja stimuleerib selle RNA helikaasset aktiivsust.


    Ülejäänud initsiatsioonifaktorid (eIF1, eIF1a, eIF3 ja eIF5) seonduvad algselt ribosoomi väiksema (40S) alaühikuga. eIF2 seondub aga initsiaator-tRNA ja GTP-ga. eIF3 koosneb inimesel 13 polüpeptiidist (eIF3A-M, kokku molekulmassiga 800 kDa), mis muudab ta suurimaks translatsioonifaktoriks. eIF3 mängib olulist osa translatsioonitaseme määramisel. Paljude halvaloomuliste kasvajate puhul on eIF3 avaldunud normaalsest oluliselt kõrgemal tasemel.


    Translatsiooni initsiatsiooni alustamiseks seondub mRNA 5’-ots eIF4E-ga (vt joonis 4.77). Selle kompleksiga seondub järgnevalt eIF4G. Viimasega omakorda assotsieeruvad eIF4A ja -B ning PABP. Selline mRNA, mille 5’- ja 3’-otsad on tänu valkude omavahelisele sidumisele lähestikku toodud, saab seonduda ribosoomi väiksema alaühikuga. Viimane aga peab mRNA-eIF4 kompleksiga seondumiseks eelnevalt moodustama 43S preinitsiatsioonikompleksi (ingl 43S PIC), mis sisaldab peale 40S alaühiku veel faktorit eIF1, kompleksi eIF2-GTP-Met-tRNAi, eIFG3 ja eIF5. 43S PIC moodustab koos mRNA-eIF4F kompleksiga 48S preinitsiatsioonikompleksi (ingl 48S PIC). Selle sündmusega tuuakse mRNA ja ribosoomi väiksem alaühik kokku. Järgnevate sündmuste abil leitakse üles valgusünteesi alguspunkt, st startkoodon, ja seega ka avatud lugemisraam. Startkoodon (AUG) leitakse üles mRNA skaneerimise teel. 40S alaühik, mille P-saidis on initsiaator-tRNA (Met-tRNAi) liigub mööda mRNA-d. mRNA järjestust skaneerib initsiaator-tRNA antikoodon. Kui väikese alaühiku dekodeerivas tsentris tekib korrektne paardumine mRNA startkoodoni AUG ja initsiaator-tRNA antikoodoni CAU vahel, siis jääb mRNA väikese alaühiku suhtes paigale ning intsiatsiooniprotsess võib jätkuda ribosoomi suurema alaühiku (60S) seondumisega. mRNA skaneerimisel on oluline osa initsiatsioonifaktoreil (eIF4A ja -B aitavad destabiliseerida mRNA sekundaarstruktuuri, eIF1, eIF1A, eIF3 ja eIF4G on vajalikud korrektse startkoodoni leidmiseks).


    Initsiaatorkoodoni AUG puhul on oluline ka selle kontekst, st AUG koodonit ümbritsevad nukleotiidid. Initsiatsiooni stimuleeriv AUG kontekst, nn Kozaki konsensuskontekst, on ccRccAUGG (kus R on puriin, st A või G). Marilyn Kozak oli esimene, kes AUG konteksti olulisust tähele pani. Kõige olulisemad positsioonid on -4 ja +4 (positsioonide numeratsiooni järgi on AUG A positsioonis +1). Kui korrektne, õiges kontekstis olev AUG koodon on mRNA-l üles leitud ja initsiaator-tRNA on sellega paardunud, toimub eIF2-l GTP hüdrolüüs, mis indutseerib intsiatsioonifaktorite eIF1, eIF3 ja eIF4 lahkumise 48S kompleksist. Nende asemele astub ribosoomi suurem alaühik.


    Enne 48S PIC-iga seondumist on ribosoomi 60S alaühik kompleksis eIF6-ga (vt joonis 4.77). 48S kompleksiga seondumisel eIF6 lahkub 60S alaühikult. Ribosoomi alaühikute omavahelist seondumist katalüüsib eIF5B. Peale ribosoomi suure ja väikese alaühiku seondumist (80S initsiatsioonikompleksi moodustumine) toimub eIF5-l GTP hüdrolüüs ja viimased intsiatsioonifaktorid (eIF5 ja eIF1A) lahkuvad ribosoomidelt. Nüüd on ribosoom laetud mRNA-ga, sisaldab P-saidis initsiaator-tRNA-d, mis on koodon-antikoodon interaktsiooni kaudu seotud mRNA-ga, ja järelikult on paika pandud lugemisraam. Selline kompleks on valmis translatsiooni elongatsiooniks.


    Oluline on märkida, et eIF2 lahkub initsiatsioonikompleksist seondununa GDP-ga. Järgmiseks initsiatsioonireaktsiooniks on vaja GDP vahetada GTP vastu. See protsess ei toimu iseeneslikult, vaid vajab spetsiaalset nukleotiidivahetusfaktorit eIF2B.


    4.3.2.1.3. Valgusünteesi elongatsioon, terminatsioon ja ribosoomide retsükleerimine


    Translatsiooni elongatsioonil (peptiidahela pikendamine) osalevad mRNA-ga programmeeritud ribosoom, aatRNA (20 eri aminohapet ja ligikaudu 50 erinevat tRNA molekuli), peptidüül-tRNA, deatsüül-tRNA ja valgulised elongatsioonifaktorid koos GTP-ga. Initsiatsiooni käigus tekib 80S ribosoomidel kompleks, kus P-saidis asub initsiaator-tRNA (Met-tRNAi) ja A- ning E-saidid on tühjad. Kasvav peptiidahel on kogu elongatsiooni käigus seotud tRNA-ga, kuigi see tRNA vahetub iga elongatsioonitsükli ajal.


    Valgulisi elongatsioonifaktoreid on kolm: eEF1A, eEF1B ja eEF2. Neist eEF1A ja eEF2 on G-valgud ja sisaldavad GTP/GDP sidumisdomääni (nii nagu eIF2A, eIF5 ja eIF5B). eEF1B on aga G nukleotiidi vahetusfaktor, mis seondub eEF1A valguga ja katalüüsib nukleotiidi vahetust.


    eEF1A koos GTP-ga moodustab kolmikkompleksi aatRNA-ga. Selles kompleksis on aatRNA 3’-ots ja sellega seotud aminohape tugevasti seotud valguga eEF1A. Viimane stabiliseerib aminoatsüülestersidet. tRNA antikoodoni kaksikheeliksi lingustruktuur on selles kolmikkompleksis vaba. eEF1A-GTP-aatRNA kompleks seondub ribosoomi A-saidiga, kus toimub koodoni-antikoodoni äratundmine (joonis 4.78).
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    Joonis 4.78. Valgusünteesi elongatsiooin e peptiidahela pikendamine ribosoomidel.


    Kolmikkompleksid seonduvad ribosoomi A-saidiga juhuslikult. Kui tRNA antikoodoni ja ribosoomi A-saidis oleva mRNA koodoni vahel tekib äratundmine (moodustub koodon-antikoodon kaksikheeliks), siis jääb see kolmikkompleks ribosoomiga seotuks ning eEF1A-l toimub GTP hüdrolüüs. Peale eEF1A ja GDP kompleksi lahkumist ribosoomilt jääb ribosoomi A-saiti aatRNA, mis on paardunud mRNA-ga. Nüüd saab aminohape reageerida ribosoomi P-saidis paikneva peptidüül-tRNA-ga ning saab moodustuda uus peptiidside. Kuna peptiidside moodustub A-saidis oleva aatRNA aminorühma reageerimisel peptidüül-tRNA-ga ja tekkiv uus (ühe aminohappe võrra pikem) peptiidahel jääb seotuks A-saidis paikneva tRNA-ga – st peptiidahel kanti P-saidist üle A-saiti –, siis kutsutakse peptiidsideme moodustumist peptidüültransferaasseks reaktsiooniks. Peptiidsideme moodustumist katalüüsib ribosoom, täpsemalt ribosoomi suurema alaühiku RNA (28S rRNA). Nüüd asub ribosoomi A-saidis peptidüül-tRNA ja P-saidis deatsetüülitud tRNA. Selleks et saaks toimuda järgmise koodoni translatsioon (järgmise aatRNA sidumine ribosoomi A-saiti), tuleb kahe tRNA ja mRNA kompleksi ribosoomi suhtes liigutada ühe koodoni võrra. Seda protsessi nimetatakse ribosoomi translokatsiooniks ja seda katalüüsib eEF2 koos GTP-ga. Ribosoomi translokatsiooni käigus toimub GTP hüdrolüüs ja ribosoomilt vabaneb eEF2-GDP kompleks. Translokatsiooni käigus liiguvad kaks ribosoomiga seotud tRNA molekuli ribosoomi sees ja nendega koos liigub mRNA, kuna viimane on seotud tRNA-dega koodon-antikoodon seose kaudu. Peale translokatsiooni on ribosoomi A-sait vaba ja võib siduda järgmise aatRNA. Ribosoomi P-saidis olnud deatsüültRNA (tRNA) liigub translokatsiooni käigus E-saiti. Järgmise aatRNA sidumise käigus ribosoomi A-saiti vabaneb E-saidis olev tRNA.


    Elongatsioonitsüklid korduvad seni, kuni ribosoomi A-saiti jõuab üks kolmest stoppkoodonist (UAG, UAA või UGA) (joonis 4.79).
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    Joonis 4.79. Valgusünteesi peatamiseks e terminatsiooniks on vaja vähemalt ühte kolmest stoppkoodonist, mille tunneb ära terminatsioonifaktor.


    Ribosoomi A-saidis asuva stoppkoodoni tunneb ära terminatsioonifaktor eRF1. Erinevalt bakterist on päristuumsetel vaid üks valk kõigi kolme stoppkoodoni jaoks (eRF1). See võimekas valk suudab ära tunda kolme erinevat kolmenukleotiidilist järjestust, mis muudab ta ainulaadseks nukleiinhappega seonduvate valkude seas. Peale eRF1 osalevad terminatsiooni esimesel etapil ka eRF3 (koos GTP-ga) ja ATPaas ABCE1 (Rli1), mis aitavad terminatsioonifaktoril seonduda ribosoomi A-saiti, kuid ei osale otseselt stoppkoodoni äratundmisel. Terminatsioonifaktor eRF1 suunab peptidüül-tRNA estersideme hüdrolüüsi ja valmis peptiidi vabanemist. Kui peptiid on vabanenud, siis toimub eRF3-l GTP hüdrolüüs ja eFR3 koos GDP-ga ning deatsetüülitud tRNA vabanevad ribosoomilt. Ribosoomiga jääb selles etapis seotuks vaid ABCE1 koos ATP-ga. Järgnevalt toimuv ATP hüdrolüüs põhjustab ribosoomi alaühikute dissotsieerumise ning mRNA vabanemise. Sellega on terminatsioon lõppenud ja vabad ribosoomi alaühikud võivad osaleda järgmisel translatsiooni initsiatsioonil.


    4.3.2.1.4. Rekodeerimine


    TANEL TENSON


    Tavaliselt liigub ribosoom elongatsioonil edasi kolme mRNA nukleotiidi, st koodoni kaupa ja kui jõuab terminatsioonikoodonini, siis toimub terminatsioon. Siiski on mõlemal protsessil ka erandeid.


    Geneetilises koodis on määratud 20 aminohappe lülitumine. Mitmete ensüümide aktiivtsentris kasutatakse tugeva redutseeriva rühmana selenotsüsteiini. See aminohape, mis on sarnane tsüsteiiniga – ainus vahe on see, et väävliaatomi asemel asub seleeni aatom –, lülitatakse valku samuti ribosoomi abil. Seega võime nentida, et tegemist on 21-se aminohappega. See aminohape lülitatakse teatud juhtudel UGA terminatsioonikoodoni määratud positsiooni. Selleks et UGA koodon selenotsüsteiini kodeeriks, peab mRNA 3’-mittetransleeritavas alas (3’ UTR) asuma vastav spetsiifiline järjestuselement (ingl selenocystein insertion sequence, SECIS). SECIS-e tunneb ära valk SBP2.


    Selenotsüsteiini jaoks on rakus olemas spetsiifiline UGA koodonile komplementaarse antikoodoniga tRNA. See tRNA ei seondu faktoriga eEF-1A, nii nagu seda teevad kõik teised tRNA-d. Seondumine toimub hoopis faktoriga eEFsec, mis on faktori eIF1A homoloog (joonis 4.80).
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    Joonis 4.80. Selenotsüsteiini lülitumine valku vajab spetsiaalseid translatsioonifaktoreid eEFsec ja SBP2. A. Esimene neist tunneb ära selenotsüsteeni spetsiifilise aminoatsüül-tRNA ja teine tunneb ära mRNA 3’-mittetransleeritavas alas asuva struktuuri. B. Kui tRNA on sisenenud ribosoomi, siis eEFsec vabaneb ja selenotsüsteiin lülitub kasvavasse valguahelasse.


    SBP2 ja eIFsec seonduvad omavahel ning selle protsessi tulemusena on selenotsüsteiiniga aminoatsüleeritud tRNA toodud SECIS-elementi sisaldava mRNA lähedusse ning selenotsüsteiin lülitatakse UGA koodoni kohale, millega peatatakse translatsiooniprotsess.


    Kui ribosoom ei liigu ühes tsüklis kolme nukleotiidi võrra, siis nimetatakse seda protsessi raaminihkeks. Liikumist kahe nukleotiidi võrra nimetatakse -1 raaminihkeks ja nelja nukleotiidi võrra +1 raaminihkeks.


    Üks tuntud näide on -1 raaminihe, mis on vajalik retroviiruste ja retrotransposoonide polümeraasi (Pol) sünteesiks. Genoomi ekspressiooni käigus termineerub rohkem kui 90% ribosoomidest pärast gag-geeni produkti sünteesi (joonis 4.81).
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    Joonis 4.81. Retroviiruste kapsiidivalgu (gag-geen) ja pöördtranskriptaasi (polümeraasi, pol-geen) vahel on raaminihe. Enamasti toimub ainult kapsiidivalgu süntees, kuid vahel toimub enne kapsiidivalgu terminatsioonikoodonini jõudmist raaminihe ning sünteesitakse kapsiidivalku ja polümeraasi sisaldav liitvalk.


    Selle geeni produkt on kapsiidivalk, viiruse peamine struktuurne valk. Väike hulk ribosoome aga läbib pärast kapsiidivalgu sünteesi -1 raaminihke. See võimaldab gag-pol-liitvalgu sünteesi, mis on ainus võimalus polümeraasi ekspressiooniks. Selline teatud sagedusega toimuv raaminihe tagab, et neid kahte valku sünteesitaks optimaalses omavahelises suhtes. Raaminihke sageduse määrab ära vastav mRNA järjestus. Esiteks peab efektiivseks raaminihkeks tRNA ka uues raamis mingi tugevusega mRNA-le seonduma. Teiseks, raaminihke efektiivsuse tõstmiseks on ülimalt oluline nihkekoha järel asuv mRNA struktuur (joonis 4.82).
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    Joonis 4.82. Raaminihke üheks põhjuseks on stoppkoodoni järel asuv tugev mRNA sekundaarstruktuur.


    4.3.2.1.5. Kotranslatsiooniline kvaliteedikontroll


    Eukarüootse initsiatsiooni jaoks on vaja, et moodustuks rõngasmolekul. Seega peab mRNA-l olema nii 5’- kui 3’-ots ja osaliselt degradeeritud molekulidel initsiatsiooni ei toimu.


    Siiski kontrollitakse translatsiooni kvaliteeti pidevalt. Teatud RNA tugevad sekundaarstruktuurid, kasvava peptiidi järjestused või aminoatsüül-tRNA puudus võivad viia selleni, et ribosoom jääb mRNA-l pikaks ajaks seisma. Selliste ribosoomide vabastamiseks on rakus olemas vastav mehhanism (ingl no-go decay, NGD). Selle protsessi käigus indutseerivad valgusünteesi terminatsiooni ja ribosoomi alaühikute lahknemise faktorid Pelota ja Hbs1, mis on vastavalt terminatsioonifaktorite eRF1 ja eRF3 homoloogid. Ribosoomilt vabanenud mRNA ja peptiid lagundatakse. Seetõttu on protsessi nimes „lagundamine“ (ingl decay).


    Sarnane ribosoomide päästmise rada käivitub, siis kui mRNA-s puudub stoppkoodon. See juhtub siis, kui mRNA on keskelt katki läinud, stoppkoodon loetakse üle või on stoppkoodon üldse puudu. Seda protsessi nimetatakse NSD (ingl non-stop decay). Nagu NGD puhul osalevad ka siin Pelota ja Hsb1.


    Kolmas ribosoome päästev ja mRNA-d degradeeriv rada on NMD (ingl nonsense mediated decay) (joonis 4.83).
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    Joonis 4.83. Enneaegse stoppkoodoni äratundmine mRNA-s. Tavaliselt sisaldab mRNA avatud lugemisraam õiges kohas asuvat terminatsioonikoodonit („STOPP“). Mõni mRNA molekul võib sisaldada ka enneaegset terminatsioonikoodonit („PTC“), mis tuleneb mRNA sünteesil või töötlemisel tekkinud veast. Kui mRNA-st eemaldatakse intron, siis jääb sellele kohale spetsiaalne valgukompleks (ingl exon junction complex, EJC). Kui terminatsioonikoodoni järel on mRNA-le seondunud EJC, siis vastav mRNA lagundatakse.


    Selle tulemusena degradeeritakse enneaegset stoppkoodonit sisaldavad mRNA-d. Lugemisraami sisse võib enneaegne stoppkoodon tekkida näiteks genoomis toimunud mutatsiooni, transkriptsiooni või splaissingu vea tulemusena. Sellised mRNA-d kodeerivad mittetäielikke valke, mis võivad olla rakule toksilised.


    Kuidas siis õiget stoppkoodonit valest eraldada? Splaissingu käigus jääb eksonite ühenduskohale spetsiifiline valgukompleks (ingl exon junction complex, EJC). Imetaja mRNA-s õigest terminatsioonikoodonist allavoolu introneid ei ole ja seega ei seondu mRNA-le ka EJC. Kui esimene ribosoom mRNA-d transleerib, siis EJC-kompleksid eemaldatakse. Terminatsiooni ajal kontrollitakse, et terminatsioonikoodonist allavoolu ei oleks mRNA-le EJC seondunud. Kui selline EJC leitakse, siis mRNA ja sünteesitud valk lagundatakse. NMD puhul on jällegi vaja spetsiifilisi valke, mis vahendavad seondumist ribosoomi ja EJC vahel ning indutseerivad ribosoomi vabanemise ning mRNA ja valgu lagundamise. Sellised valgud on Upf1, Upf2 ja Upf3.


    Pärmi mRNA-des on intronid haruldased, kuid NMD toimib siiski. Selles organismis tuvastatakse stoppkoodonite enneaegsust alternatiivsete mehhanismide abil.


    4.3.2.2. Valgusünteesi regulatsioon


    4.3.2.2.1. Initsiatsioonifaktorite fosforüülimine


    Valkude sünteesi efektiivsust on vaja reguleerida keskkonnatingimuste muutuste järgi. Üks oluline keskkonnatingimus on toidu kättesaadavus. Valgusünteesi toimumiseks on vaja aminohappeid ja kui neid ei ole piisavalt, siis on väga oluline, et rakk sellise olukorra ära tunneks ja translatsiooni pidurdaks. Kui aminohappeid ei ole piisavalt, siis ei ole ka võimalik toota aminoatsüül-tRNA-sid. Aminoatsüülimata tRNA-de kuhjumine ongi üheks esimestest nälja tagajärgedest.


    Pärmis seonduvad aminoatsüülimata tRNA-d valguga Gcn2. Või veelgi täpsemaks minnes – selle valgu domääniga, mis on evolutsiooniliselt lähedane histidüül-tRNA süntetaasiga. Gcn2-l on aminoatsüülimata tRNA suhtes suurem afiinsus kui aminoatsüülitud tRNA suhtes. Kui Gcn2 seondub aminoatsüülimata tRNA-ga, siis selle valgu kinaasse aktiivsusega domään aktiveerub ning forforüülib translatsiooni initsiatsioonifaktori eIF2. Nagu eespool kirjas tagab eIF2 aminoatsüülitud initsiaator-tRNA seondumise ribosoomi P-saiti. Kuna eIF2 on GTPaas, siis on oodatavalt protsessis üliolulised GTP-ga seotud reaktsioonid. Faktori eIF2 fosforüülimine tõstab tema afiinsust nukleotiidivahetusfaktorile (GEF) eIF2B sellisel määral, et vaba ja aktiivne eIF2 on rakust eemaldatud.


    Seega on sellise fosforüülimise tulemus üldine valgusünteesi peatumine. Siiski tuleb juhtida tähelepanu sellele, et mitmete geenide avaldumine on oluline näljatingimuste üleelamiseks. Selliste geenide avaldumine on tihti indutseeritud transkriptsiooni tasemel, kuid nagu vaatame edaspidi valgu Gcn4 näitel, siis on olulisel kohal ka regulatsioon translatsiooni tasemel.


    Eelnev näide toob esile selle, et translatsioonifaktorite modifitseerimine võib olla oluline punkt translatsiooni reguleerimisel. Tegemist on üldise põhimõttega. Siinkohal tuleb siiski rõhutada, et eIF2 fosforüleerimine on valgusünteesi regulatsioonis kesksel kohal. Tavaliselt toimub fosforüleerimine eIF2-alfa alaühiku seriinil positsioonis 51 ning see põhjustab tugeva seondumise nukleotiidivahetusfaktoriga eIF2B, nagu eespool mainitud, ja seejärel üldise translatsiooni peatumise.


    Erinevates süsteemides on identifitseeritud vähemalt kolm kinaasi, mis fosforüleerivad eIF2 seriini 51. positsioonis. PKR on olemas peamiselt imetajarakkudes ja osaleb translatsiooni allasurumises vastusena viirusnakkusele. RNA genoomiga viiruste elutsükli osaks on kaheahelaline RNA ja selline RNA ongi PKR kinaasi aktivaator (joonis 4.84).
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    Joonis 4.84. Translatsioonifaktorite fosforüleerimine on translatsiooni regulatsioonis olulisel kohal. Kaheahelaline RNA, mis pärineb tavaliselt viiruselt, aktiveerib kinaasi PKR. Aktiveeritud PKR fosforüleerib omakorda elongatsioonifaktor eIF2-alfa alaühiku. See pidurdab translatsiooni.


    Gcn2 aktiveerivad aminohapped ja glükoosinälg. PERK kinaaside perekond vastab endoplasmaatilises retiikulumis kuhjuvatele voltumata valkudele. Kõikide nende kinaaside aktivatsioon põhjustab üldise translatsiooni seiskumise. Nimetatud kolmest kinaasist on Gcn2, mida leiame mudelorganisme vaadates nii pärmist, ümarussist, äädikakärbsest kui imetajatest, kõige laiema evolutsioonilise levikuga. Seetõttu võiks arvata, et evolutsiooni käigus on teised eIF2 reguleerivad kinaasid divergeerunud just sellest valguperekonnast.


    Ka teist interaktsioonipartnerit, valku eIF2B, fosforüleeritakse teatud stressitingimustes. Tulemuseks on modifitseeritud valgu võimetus katalüüsida eIF2-l GDP vahetust GTP vastu ja seega on tulemuseks jällegi valgusünteesi peatumine.


    4.3.2.2.2. Mütsistruktuuri seondumise mõjutamine


    Tavaliselt on rakus mRNA-sid rohkem kui translatsiooniaparaadi komponente. Seega peavad mRNA-d omavahel konkureerima, et transleeritud saada. Nagu eespool kirjeldatud, on mRNA-d keeratud rõngasstruktuuri: mütsistruktuurile (ingl cap) seondub eIF4E ja mRNA polü(A)-sabale vastav valk (ingl poly(A) binding protein, PABP). Nende valkude omavahelise seondumise tagab eIF4G. Kõik kolm valku võivad olla translatsioonilise regulatsiooni märklauaks.


    Esiteks on faktori eIF4E transkriptsioon reguleeritud vastusena välistingimustele. Teiseks toimub välistingimuste mõjul eIF4E fosforüülimine, mis tõstab selle valgu afiinsust mRNA 5’-otsa mütsistruktuuri suhtes. See viib rakus üldise translatsioonitaseme tõusule. Ja kolmandaks võivad eIF4E translatsiooni initsiatsioonil inaktiivsesse kompleksi püüda spetsiaalsed regulatoorsed valgud: 4E-BP (ingl eIF4E binding protein). Sellisel viisil on võimalik üldist translatsioonitaset langetada. Ja nagu rakuliste regulatsioonisüsteemide puhul tavaline on ka siin mitmeid võimalusi moduleerimiseks. Faktori eIF4E afiinsust inaktiveerivatele valkudele mõjutavad mitmed posttranslatsioonilised modifikatsioonid. Näiteks raku välistingimustest sõltuv 4E-BP fosforüülimine vähendab interaktsiooni tugevust ja seega tõstab üldist translatsioonitaset (joonis 4.85).
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    Joonis 4.85. Regulaatorvalk 4E-BP võib seonduda initsiatsioonifaktoriga eIF4E ja seeläbi translatsiooni aktiivsust vähendada. 4E-BP fosforüülimine vähendab interaktsiooni tugevust ja seega tõstab üldist translatsioonitaset.


    Imetajarakkudes on mitmeid erinevaid 4E-BP valke, mis annab tunnistust sellest, et translatsioonitaset on võimalik tõsta või langetada vastusena mitmetele erinevatele välistele mõjuritele.


    4.3.2.2.3. Regulaatorvalkude seondumine mRNA-ga


    Peale translatsiooni üldise regulatsiooni on ülimalt oluline reguleerida ka konkreetsete valkude sünteesi. Seejuures võib reguleerida näiteks initsiatsioonikoodoni kättesaadavust.


    Raud on rakkudele oluline mikroelement, mis on väikestes kogustes ülimalt vajalik, kuid suurtes kogustes toksiline. Seetõttu varutakse rakus rauaioone, aga samas peavad need varud olema ohutud. Selleks seonduvad rauaioonid spetsiaalse valguga, ferritiiniga. Mida rohkem rauda on rakus, seda rohkem ferritiini on vaja. Ferritiini mRNA 5’-mittetransleeritavas alas (5’-UTR) on juuksenõela struktuurid, mis seonduvad rauavastuse valguga (ingl iron response protein, IRP) (joonis 4.86).
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    Joonis 4.86. Rauaioonide rakulise taseme regulatsioon. Kui rauaioone on piisavalt (ülemine paneel), siis regulaatorvalk IRP1 (tähistatud rohelisega) oma märklaudadele mRNA-des ei seondu. Selle tulemusel on raua rakku sisenemise eest vastutava retseptori (transferriini retseptori) mRNA ebastabiilne ja seega sünteesitakse vastavat valku vähem ning rauaioonid sisenevad rakku madalama efektiivsusega. Samas sünteesitakse aktiivselt rauda ladustavat valku, ferritiini. Kui rauaioone on vähe (alumine paneel), siis on olukord vastupidine: IRP1 seondub regulaatorelementidega, transferriini retseptori mRNA stabiilsus tõuseb ja samal ajal väheneb ferritiini sünteesi tase.


    Kui rauda on rakus vähe, siis seondub IRP oma märklauaga mRNA-s ega lase initsiatsioonikompleksidel skaneerida ferritiini mRNA initsiaatorkoodonini. Seega toodetakse vähem ferritiini, sest selle valgu järele puudub vajadus, kuna rakus on vähe rauaioone.


    Kui aga rakus on rauaioone palju, siis IRP seondub rauaga, mis hoiab ära selle valgu seondumise mRNA-ga. Seetõttu hakatakse ferritiini suuremates kogustes sünteesima ja ferritiin ladustab ohutult rakku kogunenud rauaioonid.


    Rakuvälises keskkonnas ei ole rauaioonid samuti vabad, vaid seotud spetsiaalse transportvalgu, transferriiniga. Rauaioonide sisenemiseks rakku peab transferriin seonduma raku pinnal asuva transferriini retseptoriga. IRP reguleerib ka transferriini retseptori ekspressiooni taset, seondudes transferriini retseptori mRNA 3’-mittetransleeritava alaga (3’-UTR). See seondumine mõjutab mRNA stabiilsust: kui rakus on rauda vähe, on IRP mRNA-ga seondunud ja mRNA seetõttu pikaealine. Kui rauda on palju, siis on oluline vähendada transferriini retseptori ekspressiooni. Rauaioonide mõjul vabaneb IRP mRNA-lt ja transferriini retseptorit kodeeriv mRNA muutub väga ebastabiilseks. Seega on tegemist mitmetasandilise regulatoorse võrgustikuga, mis ühest küljest kogub rakku elutegevuseks üliolulisi rauaioone, aga teisest küljest tagab, et kogutud varu ei oleks toksiline.


    4.3.2.2.4. uORF-id


    Üks paremini iseloomustatud translatsioonilise kontrolli näide eukarüootides on Gcn4 valgu avaldumise regulatsioon pärmis. Gcn4 valk reguleerib paljusid aminohapete sünteesis osalevaid geene. Kui rakus on aminohappeid vähe, siis aktiveeritakse translatsiooni initsiatsioonifaktorit eIF2 fosforüleeriv kinaas Gcn2. Seetõttu fosforüleeritakse eIF2 alaühik eIF2-alfa ja raku üldine valgusünteesi tase langeb. Selle üldise translatsiooni languse foonil tõuseb valgu Gcn4 süntees.


    See translatsioonitaseme tõus sõltub Gcn4 valku kodeerivas mRNA-s asuvatest ülesvoolu avatud lugemisraamidest (ingl upstream open reading frame, uORF), mida on neli (joonis 4.87).
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    Joonis 4.87. Valgu Gcn4 hulk sõltub aminohapete kättesaadavusest. Seda valku kodeeriva mRNA 5’ alas on neli väikest lugemisraami. Alati transleeritakse esimest lugemisraami (algab koodoniga AUG1). A. Kui aminohappeid on piisavalt, siis esimesel lugemisraamil termineeruv ribosoom seondub kiiresti uue initsiaator-tRNA-ga (seda muidugi vastavate initsiatsioonifaktorite vahendusel) ja transleeritakse järgnevaid väiksemaid lugemisraame. Seega jõuavad Gcn4 valku alustavale initsiatsioonikoodonile (AUG5) vähesed ribosoomid. B. Kui aminohappeid on vähe, siis on vähe ka aminoatsüleeritud initsiaator-tRNA-sid. Seega võtab initsiaator-tRNA seondumine ribosoomile rohkem aega ning ribosoomid jõuavad liikuda peamisele initsiatsioonikoodonile (AUG5).


    Esimene neist lugemisraamidest on alati efektiivselt transleeritud, olgu rakk aminohapete näljas või mitte. Sündmused, mis toimuvad esimesest avatud lugemisraamist allavoolu, sõltuvad aga sellest, kas aminohapped on rakus kättesaadavad või mitte. Seejuures on esimese lugemisraami stoppkoodon sellises mRNA järjestuse kontekstis, mis soosib 40S alaühikut sisaldava kompleksi püsimist mRNA-l – vastandina tavaolukorrale, kus terminatsiooni järel lahkub ribosoom mRNA-lt. Kui ribosoomi väike alaühik leiab järgmise initsiatsioonikoodoni, siis toimub taasinitsiatsioon.


    Kui aminohappeid on piisavalt (nälga ei ole), siis on eIF2-alfa enamuses fosforüleerimata ja initsiatsiooniks vajalik kompleks [eIF2:Met-tRNA Met: GTP] hästi kättesaadav. Seega leiavad 40S alaühikud kiiresti uue initsiatsioonikoodoni lugemisraamidel 2, 3 või 4. Järgneb tavaline translatsiooni initsiatsioon, millele järgneb terminatsioon ning ribosoomid lahkuvad mRNA-lt. Kui aminohappeid on piisavalt, siis jõuavad ribosoomid harva Gcn4 valku kodeerivat lugemisraami transleerima.


    Kui rakk on näljas, siis on vähe ka kompleksi [eIF2:Met-tRNA Met: GTP]. Seega ei suuda paljud skaneerivad 40S alaühikud uut initsiaator-tRNA-d seondada enne, kui jõuavad gcn4 geeni initsiaatorkoodonile. gcn4 initsiatsioonikoodon on ka tugevas järjestuskontekstis, seega enamik selleni jõudnud ribosoome alustavad translatsiooni, mitte ei skaneeri sellest üle. Tulemuseks on see, et aminohapete puudusel sünteesitakse rohkem valku Gcn4.


    Gcn4 näide on üks paremini uuritud juhtum uORF-ide vahendatud regulatsioonist. Uued meetodid, mis detekteerivad ribosoomide asukohti mRNA-l, annavad tulemusi, mille põhjal võib arvata, et uORF-ide vahendatud regulatsioon on oluliselt laiemalt levinud ning komplekssem, kui senini arvati.


    4.3.2.2.5. 3’-UTR


    Nagu eespool mainitud, asub mRNA 5’-otsa ja avatud lugemisraami stardikoodoni vahel 5’-mittetransleeritav ala (5’-UTR) ning terminatsioonikoodoni ja 3’-otsa vahel 3’-mittetransleeritav ala (3’-UTR). Otseselt valgujärjestuse kodeerimisse need alad ei panusta, aga see ei tähenda, et need ei sisaldaks informatsiooni valgusünteesi regulatsiooniks. Eukarüootide puhul on mRNA 3’-UTR tihti pikem ja regulatsioonis olulisem kui 5’-UTR. Kuna eukarüootne mRNA on translatsioonifaktorite abil keeratud rõngasstruktuuri, siis võivad sündmused mRNA lõpus (3’-UTR) kergesti mõjutada sündmusi mRNA alguses, st translatsiooni initsiatsiooni.


    Üks paremini uuritud näiteid 3’-UTR-i regulatsioonist toimub kannuskonna (Xenopus sp.) ootsüütide arengus. Paljud emalt pärinevad mRNA-d sisaldavad lühikest polü(A)-saba ja on seetõttu uinunud olekus. Polü(A)-saba on vajalik translatsiooni initsiatsiooniks ja seega on need mRNA-d valgusünteesi seisukohalt inaktiivsed. Polüadenüleerimist määravad mRNA järjestused, tsütoplasmaatilise polüadenüleerimise elemendid (CPE). Translatsioon on surutud alla, kui selle järjestuse peale seondub valk CPEB. CPEB seondub valguga Maskin, mis otseselt seondub initsiatsioonifaktoriga eIF4E. Selle tulemusel ei toimu seondumist eIF4E ja eIF4G vahel. Seega on mRNA n-ö maskeeritud ega saa osaleda translatsioonis.


    Vaikeolekusse viidud mRNA aktivatsioon vajab Maskini vabastamist eIF4E-lt (joonis 4.88).
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    Joonis 4.88. Kannuskonna ootsüüdi arengus fosforüleeritakse regulaatorvalk CPEB. Selle tulemusel vabaneb mRNA mütsistruktuur kompleksis faktoriga eIF4E ning mRNA 3’-otsale liidetakse polü(A)-saba. Nende sündmuste tulemusena võib alata mRNA translatsioon.


    Selle protsessi alguses fosforüleeritakse CREB. Tulemuseks on eIF4E vabastamine ja mRNA-le polü(A)-saba lisamine. Nende sündmuste tagajärjel muutub mRNA translatsiooniliselt aktiivseks.


    3’-UTR-is asuvad spetsiifilised järjestuselemendid võivad reguleerida translatsiooni initsiatsiooni erinevaid etappe ja isegi elongatsiooni. Regulatsioon toimub seeläbi, et järjestuselementidele seonduvad spetsiaalsed valgud või RNA molekulid.


    Näiteks erütrotsüütide eellasrakkudes kontrollib lipooksügenaasi sünteesi hnRNP K ja E1/E2 valkude seondumine 3’-UTR-is asuvatele regulaatorjärjestustele. Nende seondumiste tagajärjel ei suuda ribosoomi suur alaühik lisanduda initsieerivale väikesele alaühikule. Teise näitena reguleerib Nanos-valk äädikakärbse Drosophila sp. embrüote arengut. Nanos-valku kodeerivale mRNA-le võivad seonduda valgud, mis blokeerivad eIF4E ja eIF4G vahelise seondumise. Eespool kirjeldasime üldist translatsiooni regulatsiooni, mis toimub eIF4E-ga seonduvate valkude kaudu. Siin on tegemist selle regulatsiooni geenispetsiifilise variandiga.


    Peale valkude võivad translatsiooni reguleerida ka mikroRNA-d (miRNA). Need väikesed RNA-d paarduvad 3’-UTR-ile ja suruvad translatsiooni alla. Translatsiooni taseme langusele järgneb tihti ka mRNA lagundamine. Väikeste RNA-de vahendatud regulatsioonist räägime põhjalikumalt edaspidi (vt peatükk 4.3.2.4).


    4.3.2.3. Viirused ja translatsioon


    Translatsioon on rakule ülioluline protsess ja täpselt reguleeritud. Samas ei ole valkude süntees alati sissetungijate eest kaitstud. Viirustel on mitmeid kavalaid võtteid, kuidas peremeesrakku sundida sünteesima eeskätt viiruse komponente.


    4.3.2.3.1. Viirused võivad rikkuda ära mütsistruktuurist sõltuva translatsiooni initsiatsiooni


    Nagu eespool kirjeldatud, moodustab eukarüootne mRNA rõngasstruktuuri, mille 5’-ots ja polü(A)-saba on omavahel ühendatud mitmete valkude abil, millest tähtsamad on eIF4E, eIF4G ja PABP. Selliselt mRNA-lt toimuv initsiatsioon on täielikult sõltuv mütsistruktuuri (ingl cap) olemasolust. Mitmed viirused blokeerivad mütsistruktuurist sõltuva initsiatsiooni ja suunavad peremeesraku translatsiooni viiruse oma mRNA-dele.


    Näiteks pikornaviirused (kelle hulka kuulub polüoviirus) kodeerivad proteaase, mis lõikavad katki eIF4G ja PABP valgud. Seega on lõhutud mRNA rõngasstruktuur ning translatsioon peatub. Gripiviirus kodeerib ensüümi, mis lõikab ära mütsistruktuurid peremehe, aga mitte viiruse mRNA-delt. Jällegi on tulemuseks olukord, kus transleeritakse ainult viiruse mRNA-sid. Entsefalomüokardiidiviirus (EMCV, samuti pikornaviirus) kodeerib ensüümi, mis defosforüleerib 4E-BP-d, mille tulemusena seotakse inaktiivsesse kompleksi eIF4E ja tulemuseks on üldine rakulise translatsiooni peatumine.


    Seega võivad viirused kasutada erinevaid mehhanisme peatamaks peremehe mRNA-de translatsiooni. Samas, mis iganes mehhanismi viirused kasutavad peremehe ründamiseks, tuleb tagada viiruse enda mRNA-de translatsioon.


    Üks võimalus on sisemine (st mRNA 5’-otsast sõltumatu) initsiatsioon. Viiruse mRNA 5’-UTR võib moodustada struktuuri (sisemise initsiatsiooni koht, ingl intrenal ribosoome entry site, IRES), millele seonduvad ribosoomi väikesed alaühikud. Seejuures vajatakse oluliselt väiksemat hulka initsiatsioonifaktoreid kui mütsistruktuurist sõltuval initsiatsioonil.


    Bakterites toob ribosoomi mRNA-le aluspaardumine ribosoomi väikese alaühiku 16S RNA ja mRNA 5’-UTR vahel. Tundub, et eukarüootides töötavad IRES-struktuurid sarnasel põhimõttel, kasutades ära seondumist 18S ribosomaalse RNA ja IRES-elemendi vahel. Tulemuseks on see, et ribosoomi väike alaühik seondub mRNA-ga mütsistruktuurist sõltumatult.


    Tuleb ka märkida, et viiruskodeeritud mRNA-de sisemise initsiatsiooni uurimine aitas kaasa sellele, et leiti rakulisi mRNA-sid, mis kasutavad initsiatsioonil sarnast mehhanismi. Näiteks mitmete stressitingimuste puhul, kui mütsisõltuv initsiatsioon on peatatud, on rakus mRNA-d, mida siiski transleeritakse, kasutades sisemist initsiatsiooni.


    Aga viirused on kavalad. Ka siis, kui mütsisõltuvat translatsiooni ei peatata, suudavad mõned viirused oma tingimused peremeesrakule peale suruda. Näiteks rotaviiruste mRNA-d ei sisalda polü(A)-saba. Selle asemel on mRNA 3’-otsas neljanukleotiidine järjestus. Sellele järjestusele seondub viirusvalk NSP3, mis seondub faktoriga eIF4G suurema afiinsusega kui PABP. Tulemuseks on see, et viiruse mRNA-d tõrjuvad välja rakulised mRNA-d – rakulised mRNA-d jäävad lihtsalt ilma olulisest initsiatsioonifaktorist eIF4G.


    Mõnedel viirustel on vajalike translatsioonifaktorite arv päris väike: hepatiit C viirus vajab faktorit eIF3 ja initsiaator-tRNA-d sisaldavat eIF2 valgukompleksi. Aga rohutirtsu paralüüsiviirusel on õnnestunud kõigest mööda minna: ei ole vaja ühtegi valgulist initsiatsioonifaktorit ega initsiaator-tRNA-d. Ribosoomi väike alaühik lihtsalt seondub mRNA-ga, IRES täidab P-saidi, kuhu tavaliselt seondub initsiaator-tRNA. Ja translatsioon algab tRNA seondumisega ribosoomi A-saiti (joonis 4.89).
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    Joonis 4.89. Näiteid sisemisest translatsiooni initsiatsioonist viirustel. Kui hepatiit C viiruse sisemine translatsiooni initsiatsioon vajab mitmeid initsiatsioonifaktoreid (ülemine paneel), siis rohutirtsu paralüüsiviiruse puhul täidab mRNA sisemise initsiatsioonikoha struktuur kõigi initsiatsioonifaktorite ülesandeid, ning veelgi enam – ei ole vaja ka initsiaator-tRNA-d.


    Tegemist on kindlasti harukordse ja eksootilise nähtusega, mille teadlased avastasid juhuslikult. Samas on selline ekstreemne süsteem oluliselt avardanud meie ettekujutust sellest, milliseks võib tavalise translatsioonisüsteemi kujundada.


    4.3.2.3.2. Faktori eIF2 sõltuv initsiaator-tRNA seondumine on samuti kriitiline regulatsioonikoht


    Nagu tavalist translatsiooni regulatsiooni kirjeldades rääkisime, on valgu eIF2 kättesaadavus väga oluline valgusünteesi regulatsioonil. Mitmed keskkonnatingimused mõjutavad eIF2-alfa alaühiku fosforüleerimise taset ja seega aktiivse eIF2 kompleksi kättesaadavust. Viiruste puhul on oluline rääkida PKR kinaasist, rakulisest valgust, mis fosforüleerib eIF2 vastusena rakku tekkinud kaheahelalisele RNA-le. Tulemuseks on tugev seondumine eIF2 ja eIF2B valkude vahel, mis põhjustab translatsiooni peatumise. Kui viiruse genoomiks on RNA ja RNA genoomi põhjal on vaja sünteesida järgmine RNA genoom, siis on vaja esimeselt genoomilt sünteesida koopianukleiinhapete aluspaardumise reeglite järgi. Seega on kaheahelalise RNA teke vältimatu. Nii on vastamine kaheahelalisele RNA-le rakule hea üldine võimalus selleks, et tunda ära RNA genoomiga viiruse põhjustatud infektsiooni.


    Aga nagu võib arvata, püüavad ka siin viirused rakulisest kaitsest mööda hiilida. Naeri mosaiigi viiruse (TYMV) genoomi 3’-ots on sarnane tRNAVal molekuliga ja seda aminoatsüleerib vastav aminoatsüül-tRNA süntetaas (joonis 4.90).
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    Joonis 4.90. Naeri mosaiigi viiruse (TYMV) genoomi 3’-ots on sarnane tRNAVal molekuliga. Ülemisel paneelil on näidatud viiruse genoomi 3’-otsa ja tRNA sekundaarstruktuur. Alumisel paneelil on viiruse genoomi 3’-otsa kolmemõõtmeline struktuur, mis sarnaneb tRNA struktuuriga (vrd joonisega 4.74). Modifitseeritud Colussi, T. M. et al., 2014 järgi.


    Selline aminoatsüleeritud viirusgenoomi 3’-ots töötab initsiaator-tRNA-na ja initsiatsioonil ei vajata faktorit eIF2.


    Rohutirtsu paralüüsiviiruse puhul matkib initsiaator-tRNA-d 5’-UTR. Esimene tRNA seondub ribosoomi A-kohas olevale alaniini koodonile ja valgu süntees hakkabki alaniiniga.


    Seega ei sõltu nende viiruste puhul initsiatsioon mütsistruktuurist, initsiaator-tRNA-st ega eIF2-st. Viirus fosforüleerib eIF2-alfa ja selle tulemusena transleeritakse rakus ainult viiruse mRNA-sid.


    4.3.2.4. Regulatoorsed RNA-d


    4.3.2.4.1. Väikesed regulatoorsed RNA-d


    Rakus on mitmed väikesed, mõnekümne nukleotiidi pikkused RNA-d, mis valke ei kodeeri ja mille ülesanne on reguleerida geeniekspressiooni (vt RNA interferents, peatükk 18.3.6). Väikesed RNA-d (ingl small RNA, sRNA) jagunevad kolme suuremasse klassi: mikroRNA-d (ingl microRNA, miRNA), interferentsi RNA-d (ingl small interfering RNA, siRNA) ja Piwi valguga seonduvad RNA-d (ingl Piwi ineracting RNA, piRNA). Kõik need väikesed RNA-d lõigatakse välja eellasmolekulidest, mis miRNA-de ja piRNA-de puhul on rakusisest päritolu. siRNA puhul on eellaseks rakusisest või rakuvälist päritolu kaheahelaline RNA (joonis 4.91)
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    Joonis 4.91. siRNA lõigatakse eellasmolekulist välja Dicer-nukleaasi abil ning seejärel seondub aktiivne ahel Argonaut-valguga.


    Kõik sRNA-d on aktiivsed koos Argonaut-valkudega. Need valgud aitavad väikestel RNA-del oma märklaudadega aluspaarduda. Argonaut-valguperekonna võib jagada kolmeks: Argonaut-valgud, mis osalevad miRNA ja siRNA vahendatud posttranskriptsioonilisel geeniekspressiooni vaigistamisel; Piwi valgud, mis osalevad piRNA vahendatud geenide vaigistamisel; C. elegants’i WAGO Argonaut-valgud, mis seonduvad sekundaarsete siRNA-dega.


    Kui valmistatakse ette miRNA või siRNA, siis on tulemuseks kaheaheline RNA jupp, mille ahelad on omavahel osaliselt või täielikult komplementaarsed. Selle kompleksi RNA ahelaid nimetatakse juhtivaks ja kaasakäivaks ahelaks. Kui kaksikahelaline kompleks on valmis, siis seondub sellega Argonaut-valk. Üks RNA ahelatest jääb Argonaut-valgu külge ja on aktiivne (vt joonis 4.91) Teine vabaneb ja lagundatakse. Juhtiv ahel on vastutav märklaud-RNA äratundmise ja vaigistamise eest. Kumb ahel jääb Argonaut-valgu küljes aktiivseks ja kumb vabastatakse, on reguleeritud keeruliste protsessidega.


    Erinevalt küpsevad piRNA-d, mis lõigatakse välja pikematest üheahelalistest molekulidest. Selline lõikamine tekitabki ainult funktsionaalse RNA ahela, mis seondub Argonaut-valguga.


    Sõltumata sellest, millisel viisil RNA molekulid seonduvad mõne Argonaut-valguga, tekib RISC-kompleks (ingl RNA Induced Silencing Complex, RISC).


    Kui väike RNA on Argonaut-valguga seondunud, siis on tekkinud kompleks valmis märklaud-mRNA-d ära tundma ja vaigistama. Mõned väikeste RNA-de klassid on märklauaga täielikult komplementaarsed (siRNA-d ja piRNA-d), mõnedel on aga ainult osaline komplementaarsus (miRNA-d). Kui paardumine on täielik, siis Argonaut-valgu PIWI-domään lõikab selle tagajärjel mRNA-d. Kui paardumine on osaline, siis mRNA translatsioon peatatakse. Selle järel lagundavad teised ensüümid mRNA.


    Nagu eespool märgitud, asuvad miRNA märklauad enamasti mRNA 3’-mittetransleeritavas alas (joonis 4.92).
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    Joonis 4.92. mRNA 3’-mittetransleeritavale alale seondunud miRNA-d sisaldavad RISC-kompleksid võivad pidurdada translatsiooni.


    Pärast miRNA-d sisaldava RISC-kompleksi seondumist lisanduvad kompleksiga järgmised valgud ja see ongi translatsiooni peatumise põhjus.


    miRNA vahendatud regulatsiooniradasid on kirjeldatud ainult mitmerakulistes taimedes ja loomades; see regulatsioonirada puudub näiteks seentes. Seega arvatakse, et miRNA, mis on väga oluline organismide arengu regulatsioonis, on evolutsioneerunud varem eksisteerinud väikeste RNA-de baasil.


    RISC-kompleksid, mis sisaldavad siRNA-sid, asuvad tsütoplasmas ja nagu eespool märgitud, lõikavad katki märklaud-RNA. Sellised siRNA-d võivad tekkida RNA viirustest, mille replikatsioonil on kaheahelaline RNA paratamatu. Seega on süsteemi üheks rolliks viirusevastane toime, kuigi regulatsiooni eesmärgil võivad märklauaks olla ka rakulised mRNA-d. Seda süsteemi kasutatakse ära ka raku uurimisel. Kui rakku viia väike RNA dupleks, mille järjestus vastab uuritava geeni järjestusele, siis on võimalik geen spetsiifiliselt vaigistada. Nii on geeni inaktiveerimise mõju võimalik uurida ilma keerukaid genoomi manipuleerimise tehnikaid kasutamata.


    RISC-kompleksid, mis sisaldavad piRNA-sid, toimivad tuumas, vaigistades genoomi kordusregioone. Spetsiifilisemalt on need RNA-d ekspresseeritud sugurakkude arengus, kus nad suruvad alla transposoonide aktiivsust ja paljunemist. Seejuures võivad piRNA-sid sisaldavad kompleksid toimida erinevatel viisidel. Esiteks võivad nad tunda ära märklaudtranskripti ja selle katki lõigata, paljuski nii, nagu kirjeldasime siRNA-de puhul. Erinevuseks on see, et lõikamine toimub tuumas ja see saab toimuda juba transkriptsiooni ajal.


    Teiseks võivad piRNA-d põhjustada DNA ja kromatiini epigeneetilisi muutusi. Näiteks imetajas osalevad piRNA:Piwi kompleksid DNA metüleerimisel. Tulemuseks on ohtlike genoomijärjestuste vohamise allasurumine, seda eriti sugurakkude arengus. Eukarüootides on piRNA-d ja teised sarnased RNA-d laialt levinud. Näiteks poolduvas pärmis (Saccharomyces pombe) osalevad hcRNA-d tsentromeerse korduva DNA heterokromatiinse struktuuri moodustumise regulatsioonis.


    4.3.2.4.2. Pikad regulatoorsed mittekodeerivad RNA-d


    Siiani käsitlesime regulatoorseid RNA-sid, mis on mõnikümmend nukleotiidi pikad. Kui püüti tuvastada kõiki erinevaid RNA-sid eukarüootses rakus, siis avastati ootamatult, et ka valku mittekodeerivad alad, mida nimetatakse intergeenseteks aladeks, võivad olla transkribeeritud. Tekkivaid transkripte nimetatakse lincRNA (ingl long intergenic non-coding RNA) või lncRNA (ingl long non-coding RNA). Sellistel RNA-del võivad olla regulatoorsed funktsioonid. Näiteks on teada lincRNa-de võime blokeerida mRNA-lt valgusünteesi ja hoida ära embrüonaalsete tüvirakkude diferentseerumist. Tegemist on tüüpiliste polümeraas II transkriptidega, mis sisaldavad mütsistruktuuri ja polü(A)-saba. Erinevusena on neil aga puudu pikemad valku kodeerivad lugemisraamid.


    Ehk kõige paremini kirjeldatud lncRNA on Xist-geen X-kromosoomil, mis osaleb kõrgemate eukarüootide (imetajad) X-kromosoomi inaktiveerimisel. Kuigi see umbes 17000 nukleotiidi pikk RNA on imetajates laialt levinud, on RNA järjestus vähe konserveerunud. Inimesel ekspresseerub Xist-RNA inaktiivselt X-kromosoomilt naisorganismi arengu ajal. Pärast transkriptsiooni modifitseeritakse seda RNA-d nii nagu tavalist polümeraas II transkripti. Oluline erinevus on see, et Xist-RNA ei välju tuumast, vaid hoopis keerdub ümber selle kromosoomi, millelt teda transkribeeriti, st ümber inaktiivse X-kromosoomi. Kui Xist on kromosoomile seondunud, lisandub Polycomb regressioonikompleks 2, mis lisab histoonile H3 kolm metüülgruppi. Tulemuseks on transkriptsiooniliselt inaktiivse kromatiini teke. Raku jagunedes pärandub kromatiini inaktiivne olek järglasrakkudele.


    Huvitav on märkida, et Xist-RNA-d kodeeriva DNA komplementaarset ahelat on võimalik samuti transkribeerida. Tulemuseks on Xist-RNA-ga komplementaarse Tsix-RNA teke. Arvatakse, et see osaleb omakorda Xist-RNA inaktiveerimisel.


    Lähemalt on uuritud ka mitmeid teisi lncRNA-sid ja paljudel juhtudel osalevad nad mingis genoomi osas kromatiini viimises transkriptsiooniliselt inaktiivsesse olekusse. Siiski tuleb märkida, et mõnede lncRNA-de puhul on täheldatud nende efekti transkriptsiooni stimuleerimisel ja mõned lncRNA-d viiakse hoopis tsütoplasmasse. Kokkuvõtteks tuleb tõdeda, et selle RNA klassi toimemehhanismide selgitamisel on ees veel lai tööpõld.


    4.3.2.5. Valkude voltumine


    Selleks et oma funktsioone täita, peab valk olema õiges konformatsioonis. Üldjuhul sisaldub valgu voltumiseks vajalik informatsioon valgu järjestuses. Siiski on raku miljöös õigeks ja kiireks voltumiseks enamasti abi vaja. Voltumisel on abistajateks tšaperonvalgud. Termin „tšaperon“ (ingl chaperone) pärineb algselt viktoriaanlikult Inglismaalt. Kui noor naine läks seltskonda, siis pidi temaga koos olema vanem naiskaaslane, et hoida ära nn ebasoovitavaid sotsiaalseid suhteid. Kui valesid interaktsioone ärahoidvatele abivalkudele nime otsiti, siis just selle analoogia põhjal tekkiski molekulaarse tšaperoni termin. Molekulaarsete tšaperonide roll on sama: esmaülesandena tuleb hoida ära vastsünteesitud valkude omavaheline agregatsioon ja võimaldada valgul saada küps konformatsioon.


    Valkude voltumisel on oluliseks jõuks hüdrofoobsete valgusegmentide eemaldumine vesikeskkonnast; need peidavad end valgu struktuuri sisemusse. Paraku toimub valgu süntees rangelt ühesuunaliselt: N-terminusest C-terminuse poole. Need valgu segmendid, mis peavad küpses struktuuris üksteisega seonduma, väljuvad ribosoomist erinevatel aegadel: N-terminuse pool asuvad segmendid sünteesitakse siis, kui C-terminuse poolne partner ei ole veel valmis. Seega ei suuda sellised poolikud kasvavad peptiidid võtta natiivset, funktsionaalset struktuuri ja võivad omavahel agregeeruda. Selle vältimiseks on vaja tšaperone.


    Teine oluline asjaolu on makromolekulide kõrge kontsentratsioon tsütoplasmas, mis on umbes 300 mg/ml. Nii kõrge kontsentratsioon tõstab valesti voltunud molekulide agregatsiooniohtu. Valkude voltumisel on oluliseks jõuks hüdrofoobsete segmentide tõukumine vesikeskkonnast ja omavaheline seondumine moodustamaks valgu südamikku. Paraku võivad omavahel seonduda ka eri valkudest pärinevad hüdrofoobsed segmendid ja niimoodi samuti põhjustada agregatsiooni.


    Valkude agregatsioon on rakule toksiline. Vahel põhjustab valkude agregatsioon ka haiguseid. Näiteks Alzheimeri ja Parkinsoni tõve puhul kuhjuvad närvisüsteemis lahustumatud, agregeerunud valgufibrillid. Seega tuleb agregeerumist vältida.


    4.3.2.5.1. Molekulaarsed tšaperonid


    Kasvav peptiid väljub ribosoomist läbi suure subühiku kulgeva tunneli (joonis 4.93).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.93. Läbilõige valku sünteesivast ribosoomist. Vastvalminud peptiid (tähistatud kollasega) väljub ribosoomist läbi suures alaühikus oleva tunneli. PTC tähistab peptidüültransferaasset tsentrit, s.o kohta ribosoomis, kus aminohappejäägid peptiidiahelasse lisatakse.


    Valgu ots väljub ribosoomist siis kui ahelasse on lülitatud 30–40 aminohappejääki. Tunneli seinad on moodustunud ribosomaalsest RNA-st ja valkudest selliselt, et ei teki suuremaid laetud ega ka hüdrofoobseid alasid. Seetõttu ei moodusta valdav enamik sünteesitavaid ahelaid tunneli seintega tugevaid sidemeid. Tunnel on umbes 15 Å lai ja võib teoreetiliselt mahutada ära näiteks valgu α-heeliksi, kuid mitte suuremaid globulaarseid struktuure. Seetõttu võivad lokaalsed struktuurielemendid hakata moodustuma juba tunnelis, kuid üldiselt väljub valk ribosoomist voltumata kujul. Ribosoomist väljuv valk seondub kohe mitmete abivalkudega, molekulaarsete tšaperonidega (ingl molecular chaperones), mis hoiavad ära valesti voltumist ja agregatsiooni.


    Esimesed tšaperonid, mida sündiv peptiid kohtab, on juba seondunud ribosoomiga tunneli väljumiskoha lähedusse (joonis 4.94).
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    Joonis 4.94. Molekulaarsed tšaperonid aitavad valkudel kokku pakkuda. Bakteri GroEL–GroES süsteem moodustab suletud tünni (A), mille sees valgud ATP-sõltuvalt lahti volditakse, misjärel võimaldatakse neil suletud keskkonnas uuesti õiget konformatsiooni otsida (B). Bakteri GroEL–GroES süsteemiga on eukarüootides homoloogsed TRiC/CCT tšaperonid.
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    Joonis 4.95. Erinevad võimalused abistada valkude voltumist. Halliga on tähistatud ribosoomi läbilõige. PTC tähistab peptidüültransferaasset tsentrit, kohta ribosoomis, kus aminohappejäägid peptiidiahelasse lisatakse. Kollasega on tähistatud sünteesitud peptiid. Juba ribosoomil seonduvad sünteesitud peptiidiga mitmed abivalgud: Mpp11, Hsp70, NAC (ingl Nascent peptide Associated Complex). Sünteesitud valk võib pärast ribosoomist väljumist voltuda iseseisvalt (vasakpoolne rada) või tšaperonide abiga. Üldisemad, paljude valkude voltumiseks olulised on Hsp40–Hsp70 tšaperonsüsteem (keskmine rada) ja tünnikujuline TRiC/CCT süsteem (parempoolne rada).


    Eukarüootides seondub enamiku uute valguahelatega ATP energiat kasutav tšaperon NAC (ingl Nascent peptide Associated Complex). Seejärel tulevad appi järgmised tšaperonid.


    Hsp70 perekonna valgud seonduvad hüdrofoobsete valgujärjestustega ega lase neil omavahel agregeeruda (vt joonis 4.94). Valgu voltumiseks on vaja seondunud segment vabastada. Seda protsessi reguleerivad kotšaperonid, Hsp40 perekonna valgud ning energiat selle protsessi toimumiseks saadakse ATP hüdrolüüsist. Bakteris on Hsp40 perekonna valk DnaJ. Eukarüootses rakus on mitmeid erinevaid Hsp40 perekonna valke. Arvatakse, et selline kotšaperon ei ole iseseisev valk, vaid mõne suurema valgu domään. DnaJ valkude järgi nimetatakse selliseid domääne J-domäänideks.


    Hsp60 perekonna valgud moodustavad seitsmest monomeerist tünni. Kaks sellist tünni seonduvad üksteisega põhjasid pidi, moodustades 14 monomeerist koosneva struktuuri. Seitsmest Hsp10 perekonna valgust moodustub tünnile kaas (vt joonis 4.95).


    Sellisesse tünni võivad siseneda valgud, mis on umbes 50 kD või väiksemad. Tünnis harutatakse valesti voltunud valgud ATP-sõltuvalt lahti ja lastakse neil kaitstud keskkonnas uuesti voltuda. Eukarüootides on selliste tšaperonide näide TRiC ja CCT kompleks.


    Hsp90 perekonna valgud toimivad samuti üldiste tšaperonidena, kuid nende puhul võib tuua välja ka spetsiifilisi funktsioone. Näiteks seonduvad selle valguperekonna liikmed steroidhormoonide retseptoritega ja stabiliseerivad nende konformatsiooni (joonis 4.96).
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    Joonis 4.96. Hsp90 valguperekonna liikmed (tähistatud sinisega ja numbriga „90“) seonduvad steroidhormoonide retseptoritega (tähistatud halliga) ja stabiliseerivad nende konformatsiooni. Seega on need valgud üliolulised hormoonvastuse käivitamisel. Protsessis osalevad ka mitmed teised abivalgud.


    Hsp90 perekonna valgud töötavad koos proteasoomiga ka valkude lagundamisel (vt peatükk 4.3.3.8.1). Tšaperonid ongi valkude lagundamisega tihedalt seotud. Kõigepealt püütakse viia töödeldav substraat õigesse konformatsiooni, kui see aga ei õnnestu, siis saadetakse valk lagundamisele.


    Tšaperonide perekondade nimedes jääb silma lühend „Hsp“, mis tähistab kuumaehmatuse valku (ingl heat shock protein). Kui rakud satuvad tavapärasest veidi kõrgema temperatuuriga keskkonda, siis on üks esimesi probleeme valkude struktuuride destabiliseerumine ja sellele järgnev agregatsioon. Seega tuleb kuumaehmatuse korral valkude struktuure stabiliseerida ja valesti voltumist ära hoida. Just seetõttu ongi tšaperonide ekspressioonitaseme tõus esimene vastus kuumaehmatusele, ja selle järgi said need valguperekonnad ajalooliselt ka oma nimed.


    4.3.2.5.2. Disulfiidsildade moodustumine


    Valkude voltumise käigus peavad õigesti moodustuma ka disulfiidsillad. Need moodustuvad, kui kahe tsüsteiinijäägi vahele tekib kovalentne –S–S– side (joonis 4.97)
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    Joonis 4.97. Tsüsteiinijääkide vahele võivad tekkida disulfiidsillad (vasakpoolne paneel). Disulfiidsillad võivad tekitada valgu voltumisele olulisi piiranguid (parempoolne joonis).


    Raku tsütosooli keskkond on redutseeriv ja seal pole sellised disulfiidsillad püsivad. Küll aga moodustuvad disulfiidsillad endoplasmaatilises retiikulumis ja sealt edasi jäävad need stabiilseteks just rakust sekreteeritavates valkudes. Õigete disulfiidsildade moodustumiseks on jällegi vaja abivalke. Mõned sellised abivalgud katalüüsivad uute sildade moodustumist ja mõned olemasolevate ümberkorraldamist (ingl Protein Disulfide Isomerase, PDI). Näiteks insuliin sisaldab kahte disulfiidsidet, mis ühendavad kahte selle hormooni ahelat, ja ühte silda, mis on A-ahela sisene. Kui need sillad ei ole moodustunud õigete tsüsteiinijääkide vahel, on hormoon inaktiivne. Seega on vastavate abivalkude funktsioon insuliini küpsemisel kriitilise tähtsusega.


    4.3.2.6. Valkude lokalisatsioon rakus


    Valgud täidavad oma funktsioone erinavates membraaniga ümbritsetud organellides. Selleks et valgu liiguksid õigesse kohta, sisaldavad nad spetsiifilisi motiive. Selline motiiv võib olla aminohappeline järjestus valgu N- või C-terminuses.


    Näiteks mitokondritesse liiguvad tsütoplasmas sünteesitud valgud pärast enda sünteesi lõppu, st posttranslatsiooniliselt. Selleks on vajalik signaaljärjestus, mis valdavas enamikus valkudes on aminoterminaalne. Mitokondrisse imporditakse valgud läbi kitsa poori. Seega ei saa see protsess toimuda voltunud valkudega. Siin on veel üks roll molekulaarsetel tšaperonidel. Tsütoplasmas asuvad tšaperonid hoiavad mitokondrisse suunatavat valku voltumata olekus. Valk viiakse läbi poori mitokondrisse ja tšaperonid vabanevad. Valk voltub alles mitokondri sisemuses. Voltumise energia tagab selle, et valk liigub ühesuunaliselt mitokondri sisemusse.


    4.3.2.6.1. Valkude transport endoplasmaretiikulumi


    Endoplasmaatilisse retiikulumi liiguvad valgud kotranslatsiooniliselt (joonis 4.98).
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    Joonis 4.98. Valkude transport endoplasmaretiikulumi hõlmab endas signaali äratundva partikli põhjustatud ajutist translatsiooni peatumist ja sellele järgnevat valgu liikumist läbi membraanis asuva valgulise poori.


    Selleks on vajalik N-terminaalne signaaljärjestus, mille keskne osa on polaarne segment (joonis 4.99).
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    Joonis 4.99. Endoplasmaatilisse retiikulumi suunatava valgu N-terminuses asuva signaalpeptiidi järjestuse osad.


    Kui signaaljärjestus ribosoomist väljub, siis seondub sellega signaali äratundev partikkel (ingl Signal Recognition Particle, SRP). SRP koosneb ühest RNA molekulist ja mitmest valgust. SRP üks osa tunneb ära signaalpeptiidi ja teine osa blokeerib translatsioonifaktorite seondumise ribosoomiga (joonis 4.100). Selle tulemusena translatsioon peatub.
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    Joonis 4.100. Signaali äratundva partikli (SRP) ehitus. Partikkel koosneb RNA molekulist (joonisel näidatud nukleotiidse järjestusena) ja valkudest (joonisel tähistatud värvidega). Üks osa partiklist tunneb ära ribosoomist väljuva signaalpeptiidi ja teine osa partiklist peatab signaali äratundmise järel translatsiooni.


    Tekkinud kompleks liigub endoplasmaretiikulumi pinnale, kus asub SRP-retseptor. Endoplasmaatilise retiikulumi membraanis on ka poor, mida kasvav peptiid saab kasutada membraani läbimiseks. SRP-retseptor on GTP-seoseline valk. Pärast SRP ja ribosoomi kompleksi seondumist GTP hüdrolüüsitakse, SRP vabaneb ja ribosoomi kasvava peptiidi tunneli ots viiakse kohakuti pooriga. Kuna SRP on ribosoomilt lahkunud, siis saab valgu süntees jätkuda. Tekkiv ahel suunatakse otse läbi poori endoplasmaatilise võrgustiku sisemusse. Seal asub ensüüm, mis lõikab ära N-terminaalse signaaljärjestuse ning valk hakkab voltuma. Voltumisel on endoplasmaatilises retiikulumis samad probleemid agregatsiooniga nagu tsütoplasmas. Seega on ka siin vaja appi tšaperone. Üks peamisi abistajaid on Hsp70 perekonna liige Bip.


    Paljud valgud sisaldavad membraani läbivaid segmente. Sellised valgud sünteesitakse samuti SRP-vahendatud mehhanismi kaudu. Membraani läbivad segmendid ei liigu sel juhul endoplasmaatilise võrgustiku sisemusse mitte läbi poori, vaid liiguvad läbi poori seina külgmiselt välja membraani koosseisu (joonis 4.101).
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    Joonis 4.101. Valkude transpordil endoplasmaatilisse retiikulumi eemaldab vastav proteaas signaaljärjestuse. Sünteesitav valk võib liikuda endoplasmaatilise retiikulumi sisemusse (luumenisse) (vt joonis 4.112). Integraalsete membraanivalkude sünteesil liiguvad membraani läbivad segmendid poorist külgmiselt välja.


    Mõned valgud jäävadki endoplasmaatilisse retiikulumi, kuid paljusid valke on vaja transportida edasi, näiteks raku pinnale. Selline transport toimub spetsiifiliste vesiikulite abil (vt ka peatükk 4.5.2, 4.5.6, 4.5.6.1).


    4.3.2.6.2. Valkude transport tuuma


    Makromolekulide ja nende komplekside liikumine tuuma ja tsütoplasma vahel on hästi reguleeritud: molekulid peavad liikuma õigel ajal ja sinna, kuhu vaja. Hea näide on uute ribosoomide süntees. Ribosoomi valgud valmivad tsütoplasmas ja liiguvad seejärel raku tuuma osasse, tuumakesse. Tuumakeses transkribeeritakse ribosoomi RNA, millega valgud seonduvad. Tekkinud partiklid liiguvad omakorda tagasi tsütoplasmasse.


    Makromolekulide liikumine tuuma ja tsütoplasma vahel toimub läbi suurte pooride (ingl nuclear pore complex, NPC). Selline poor laseb väikseid molekule suhteliselt lihtsalt läbi, aga on selektiivne makromolekulide puhul. Tuumatransport eeldab valgus sisalduvat tuumalokalisatsiooni signaali (ingl nuclear localization signal, NLS), mis eeldab tavaliselt positiivselt laetud aminohapete esinemist. See impordisignaal seondub tsütoplasma lahustuvate retseptoritega, mis omakorda seonduvad tuumpoorikompleksi valkudega. Transporditav valk läbib poori retseptoriga seondununa. Seejuures ei voltu valgud lahti. Eksport tuumast toimub umbes samal põhimõttel, kuigi signaaljärjestused ja retseptorvalgud on erinevad. Tuumapoori maksimaalne läbimõõt on 26 nm ja seega mahuvad sellest läbi ka eksporditavad ribosoomi subühikud.


    Tuuma import ja eksport on suunatud liikumised. Nendele protsessidele annab suuna molekulaarne lüliti, GTPaas Ran (joonis 4.102).
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    Joonis 4.102. GTPaas Ran reguleerib valkude liikumist tuuma ja tsütoplasma vahel. NLS – nuclear localization signal; NES – nuclear export signal.


    See valk lokaliseerub GTP-ga seondununa tuuma ja GDP-ga seondununa tsütoplasmasse. Tuumas stimuleerib Ran-GTP imporditud valkude vabanemist retseptorilt ja eksporditavate valkude retseptoriga seondumist. Ran-GTP liigub kooseksporditavate valkude ja retseptoritega tsütoplasmasse, kus indutseeritakse GTP hüdrolüüs. Ran-GDP stimuleerib eksporditava valgu vabanemist retseptorilt. Järgmisena tuleb mängu NTF2 (ingl nuclear transport factor 2), mis viib Ran-GDP tuuma. Tuumas vahetub GDP GTP vastu ja transporditsükkel võib uuesti alata.


    4.3.2.6.3. Valkude transport mitokondrisse


    Nii nagu tuuma, toimub valkude liikumine ka mitokondrisse pärast transporditava valgu sünteesi lõppu. Seejuures on oluline enamasti N-terminuses asuv lokalisatsioonisignaal, mis sisaldab positiivset laengut ja võib moodustada amfifiilse α-heeliksi, st heeliksi, mille üks külg on polaarne ja teine apolaarne. Erinevalt tuuma transpordist peavad mitokondrisse liikuvad valgud olema lahti volditud (joonis 4.103).
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    Joonis 4.103. Mitokondrisse imporditavad valgud hoitakse tšaperonide abil voltumata olekus. Alles pärast mitokondrisse sisenemist vabastavad mitokondri tšaperonid valguahela ning valkude voltumine võib alata.


    Tegelikult ei lastagi valkudel voltuda, vaid nad seonduvad kohe molekulaarsete tšaperonide Hsp70 perekonna liikmetega. Selline voltumata valk viiakse mitokondri poorile, mille kaudu valk siseneb mitokondri maatriksisse. Mitokondris seonduvad valguga uued tšaperonid ja seejärel valk voltub.


    Sarnasel põhimõttel nagu mitokondrisse viiakse valke ka kloroplasti ja peroksüsoomi.


    4.3.3. Valkude modifitseerimine endoplasmaatilises retiikulumis


    REIN SIKUT


    Valdav enamik ER-i membraani või selle valendikku sattunud valkudest alluvad posttranslatsioonilistele modifikatsioonidele, millest tähtsamad on glükosüülimine, disulfiidsildade moodustamine ja proteolüütiline töötlemine. Enamikul juhtudel toimuvad need protsessid kotranslatsiooniliselt. See tähendab, et kui mingi osa valgust on juba sisenenud ER-i valendikku, siis lisatakse suhkrujäägid või tekitatakse disulfiidsillad tsüsteiinijääkide vahele, hoolimata sellest et ribosoom alles sünteesib valgu C-terminaalset osa. Kokkuvõtlikult on kujutatud ER-is toimuvad valkude modifitseerimise protsessid joonisel 4.104. Valkude modifitseerimine ER-is on vajalik õigeks voltumiseks, edasiseks rakusiseseks transpordiks ja nende stabiliseerimiseks rakuvälises keskkonnas.


    4.3.3.1. Valkude glükosüülimine


    Praktiliselt kõik membraanseoselised ning sekreteeritavad valgud on glükosüülitud – nad sisaldavad aminohapete külge kovalentselt seotud oligosahhariidseid ahelaid (vt ka peatükk 4.4.2.1). Eristatakse kahte tüüpi glükosüülimist:N-seoseline (toimub aminohappe asparagiini lämmastiku aatomi kaudu) jaO-seoseline (toimub aminohapete seriini või treoniini hapniku aatomi kaudu). Teiste aminohapete külge suhkruahelaid ei panda. ER-is toimub ainult N-seoseline glükosüülimine. Ka see protsess algab tavaliselt juba siis, kui valgu süntees pole veel täielikult lõpetatud. ER-is toimuvaN-seoselise glükosüülimise põhimõtteline skeem on kujutatud joonisel 4.104. See seisneb selles, et kõigepealt sünteesitakse valmis suur prekursoroligosahhariid, mis koosneb kolmest glükoosi, üheksast mannoosi ning kahest N-atsetüülglükoosamiini jäägist. See struktuur on seotud ER-i membraanis oleva spetsiaalse lipiidi, dolihooli külge ja see on ühesugune nii taimedel, loomadel kui ka ainuraksetel eukarüootidel. Prekursoroligosahhariid tõstetakse ühes tükis dolihooli küljest valguahelas oleva asparagiini külge (joonis 4.104).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.104. Valgu kotranslatsiooniline seondumine endoplasmaatilise retiikulumi (ER) membraaniga ja sünteesitava valgu edasine modifitseerimine ER-is. Valgu N-terminuses paikneva signaalpeptiidi tunneb ära tsütosoolis olev SRP-partikkel kohe, kui signaalpeptiid ribosoomist väljub. SRP-partikkel seondub seejärel ER-i membraaniga vastava retseptori (SR) vahendusel (joonisel pole näidatud). Seetõttu seotakse ajutiselt ka seda valku sünteesiv ribosoom ER-i membraaniga. Sekretoorsetel valkudel ja osal transmembraansetel valkudel lõikab signaalpeptiidi ära spetsiaalne ensüüm, signaalipeptidaas. Valguahela edasisel kasvamisel ja liikumisel läbi Sec61 kanali algavad valgu modifitseerimise protsessid: asparagiini lämmastikuaatomi külge seotakse oligosahhariidne struktuur ensüümi oligosahharüültransferaas (OST) toimel. Ka disulfiidsildade süntees algab niipea, kui vastav osa valgust on valmis ja sisenenud ER-i valendikku. Need modifikatsioonid on vajalikud valgu õigeks voltumiseks.


    Seda toimetab ensüüm oligosahharüültransferaas (OST). Mitte kõik asparagiinijäägid ei ole sobiv substraat sellisele glükosüülimisele. On näidatud, et vajalik on asparagiini esinemine järgmistes tripeptiidsetes kombinatsioonies: Asn-X-Ser või Asn-X-Thr (kus X võib olla ükskõik milline aminohape, välja arvatud proliin). See aga ei tähenda, et automaatselt kõik valgus olevad Asn-X-Ser/Thr motiivid saavad külge oligosahhariidahelad. Kui valgu vastav segment voltub väga kiiresti peale sünteesi, siis võib see jääda ka glükosüülimata.


    Pärast seda, kui prekursoroligosahhariid on valgu külge pandud, algab selle oligosahhariidi edasine töötlemine: kõigepealt eemaldatakse kõik kolm glükoosijääki ning üks mannoosijääk (joonis 4.105).
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    Joonis 4.105. N-seoseline glükosüülimine algab ER-i valendikus, kui sünteesitava valgu asparagiini lämmastikuaatomi külge tõstetakse dolihhooli küljes olev Glc3Man9(GlcNAc)2 prekursoroligosahhariid. Seda reaktsiooni katalüüsib oligosahharüülitransferaas (OST). Järgneva töötlemise käigus eemaldavad glükosidaasid I ja II glükoosijäägid, üks glükoosijääk lisatakse tagasi ja tekkivat struktuuri Glc1Man9(GlcNAc)2 tunnevad ära voltumist katalüüsivad tšaperonid CNX ja CRT. Kui voltumine ikka ei õnnestu, eemaldab mannosidaas kolm-neli mannoosijääki. Tekkiv struktuur Man5-6(GlcNAc)2 markeerib valgu ERAD-süsteemis lagundamisele minevaks.


    Seejärel aga lisatakse ühekaupa mitmeid erinevaid suhkrujääke. Valgu lõplik glükosüülimine leiab aset juba Golgi kompleksis, kus toimub ka O-seoseline glükosüülimine. Erinevates rakutüüpides võib valgu glükosüülimismuster olla väga erinev. Osale valkudele seotakse külge väga pikad ja harunevad oligosahhariidahelad, mis võivad moodustada üle poole valgu molekulmassist (nt lima tekitavad valgud e mutsiinid).


    Valkude glükosüülimise tähtsust saab uurida eksperimentaalselt erinevate meetodite abil. Näiteks antibiootikum tunikamütsiin takistab dolihooli külge pandava oligosahhariidse prekursori sünteesi ja seega blokeerib ära kogu N-seoselise glükosüülimise. Selle tulemusel ei suuda osa valke saavutada õiget konformatsiooni (näiteks gripiviiruse hemaglutiniini prekursormolekul ei moodusta vajalikke trimeere ega pääse ER-ist edasi), mõnede sekretoorsete valkude puhul aga mõjutab see valkude edasist stabiilsust. Näiteks rakuvälise maatriksi valk fibronektiin lagundatakse rakuvälises maatriksis palju kiiremini, kui ta pole glükosüülitud.


    4.3.3.2. Disulfiidsildade moodustamine


    


    Valkude voltumise käigus peavad õigesti moodustuma ka disulfiidsillad, mis tekivad kahe tsüsteiinijäägi vahele kovalentse –S–S– sideme abil. See protsess toimub rakus eranditult ER-is ning mitte kunagi tsütosoolis, kuna tsütosooli keskkond on redutseeriv ja seal tekkivad sillad ei ole püsivad. Disulfiidsildade teket ja vajadusel nende ümberorganiseerimist katalüüsib ensüüm disulfiidi isomeraas(ingl protein disulfide isomerase). Disulfiidsillad on iseloomulikud sekretoorsetele valkudele ning membraanivalkude eksoplasmaatilistele osadele. Nende moodustumine algab mõnikord juba siis, kui valgu C-terminaalset otsa alles sünteesitakse (vt joonis 4.104). Näiteks immunoglobuliini kerges ahelas moodustub esimese kahe tsüsteiini vahele disulfiidsild juba siis, kui ribosoom polegi veel järgmist tsüsteiini paigaldanud. Sellega tagatakse, et sillad tekiksid õigete tsüsteiinide vahele. Osa valkude puhul aga ei moodustu sillad järjestikuste tsüsteiinide vahele. Näiteks proinsuliinil on sillad esimese ja neljanda, teise ja kuuenda ning kolmanda ja viienda tsüsteiini vahel. Sel juhul paigutuvad disulfiidsillad hiljem ümber – esialgu tekkinud valed sillad korrigeeritakse hiljem. Disulfiidsildade moodustumise tähtsust aitab mõista, kui vaadata, mis juhtub sel juhul, kui neid ei sünteesita või kui sillad pole õigetes kohtades. Näiteks insuliin on inaktiivne, kui disulfiidsillad pole moodustunud õigetesse kohtadesse. Teiste valkude puhul ei transpordita valku üldse ER-ist edasi ning rakk ei suuda seda valku sekreteerida.


    4.3.3.3. Valkude proteolüütiline töötlemine


    Kõige esimene proteolüütilise töötlemise etapp ER-i sisenevatel valkudel on signaalpeptiidi äralõikamine. See on kriitilise tähtsusega valgu edasisel voltumisel, rakusisesel transpordil ja sekretsioonil. Häired signaalpeptiidi äralõikamisel tähendavad rakule seda, et funktsionaalset valkprodukti rakus ei toodeta. Siinkohal võib näiteks tuua mitmed inimesel esinevad geneetilised haigused. Vastsündinutel esinevatest neonataalse diabeedi juhtumitest üks osa on tingitud mutatsioonidest insuliinigeeni signaalpeptiidi kodeerivas osas. Neil lastel ei suuda pankrease β-rakud insuliini sekreteerida, kuna insuliin ei saa ER-is õiget konformatsiooni võtta ja see lagundatakse ER-is. Samalaadsete mutatsioonide tõttu on teada ka näiteks verehüübimisfaktori X puudumisest tingitud hemofiilia juhtumid ja kollageeni defektist tingitud sidekoehaigus Ehlers-Danlosi sündroom.


    Kui sekretoorsetel valkudel lõigatakse signaalpeptiid alati küljest ära, siis transmembaansetel valkudel sõltub see sellest, kuidas valk ER-i membraanis (ja edasi vastavalt kas Golgi, lüsosoomi või raku välismembraanis) on orienteeritud. Tüüp I transmembraansetel valkudel (mille N-terminaalne ots on suunatud organelli valendiku poole ja C-terminaalne ots tsütosooli poole) lõigatakse signaalpeptiid ära. Neil valkudel võimaldab mebraani kinnitumist tavaliselt 22 aminohappest koosnev hüdrofoobne järjestus. Tüüp II ja tüüp III transmembraansetel valkudel (mis on orienteeritud vastupidi), toimib signaalpeptiid ühtlasi ka membraani külge kinnitumist võimaldava ankruna.


    Signaalpeptiidi äralõikamine toimub tavaliselt kotranslatsiooniliselt, niipea kui sünteesitava valgu N-terminaalne ots on sisenenud Sec61 kanalisse (vt joonis 4.104) ja seda teeb spetsiaalne ensüüm signaalpeptidaas. Kõik signaalpeptidaasid on oma olemuselt seriinproteaasid ja nad on integraalsed membraanivalkude kompleksid. Signaalpeptidaasi aktiivtsenter on suunatud ER-i valendiku poole.


    Osa sekretoorsete valkude puhul jääb signaalpeptiidi äralõikamine ainukeseks proteolüüsi etapiks. Paljudel juhtudel toimub valgu edasine proteolüütiline töötlemine ka Golgi kompleksis ja sekretoorsetes vesiikulites.


    4.3.3.4. Multimeersete valkude teke


    Paljud sekretoorsed ja membraanivalgud on oligomeerid, st nad koosnevad mitmest polüpeptiidahelast, mis tavaliselt on seotud üksteisega disulfiidsildade abil. Selline valkude oligomeriseerumine toimub ER-is. Näiteid selliste valkude kohta võib tuua väga palju, aga piirdume siinkohal ühega: antikehade e immunoglobuliinidega. Neid on vereseerumis suures hulgas, näiteks immunoglobulin G (IgG) kontsentratsioon seerumis on 7–16 mg/ml. IgG molekul koosneb kahest identsest raskest ahelast ja kahest identsest kergest ahelast. Seega funktsionaalne IgG molekul koosneb neljast polüpeptiidahelast, mis saavad omavahel kokku.


    4.3.3.5. Lipiidide süntees ja ainete detoksifikatsioon ER-is


    Peale olulise rolli valkude sünteesil ja rakusisesel sorteerimisel paikneb ER-is ka fosfolipiidide sünteesi masinavärk. Fosfolipiidid on kõikide rakus olevate membraanide peamine koostisosa. Tähtsamad raku fosfolipiidid on fosfatidüülkoliin, fosfatidüülseriin ja fosfatidüülinositool. Lipiide sünteesivad ensüümid paiknevad sileda ER-i membraanis, nende aktiivtsentrid aga on suunatud tsütosooli poole, kus leiduvad vajaminevad metaboliidid. Süntees toimub kolmes etapis. Esimesena liidab ensüüm atsüültransferaas kaks rasvhappemolekuli glütserool-3-fosfaadiga, reaktsiooni tulemusel tekkiv fosfatiidhape on vees lahustumatu ning jääb membraani bilipiidkihti. Fosfatiidhape on vaheprodukt kõikide teiste fosfolipiidide sünteesil. Fosfatiidhappe lülitumisel ER-i membraani suureneb ER-i membraani lipiidse kaksikkihi välimise (tsütosoolipoolse) kihi pindala. Järgnevates etappides modifitseeritakse tekkinud fosfatiidhapet, selle järgi tekivad eri tüüpi fosfolipiidid. Bilipiidse kaksikkihi pindala suurenemine ainult ühelt poolt aga pole võimalik, sest siis tekiks lõpuks monolipiidne kiht. Lipiidimolekulide spontaanne ülekanne ühest kihist teise (ingl flip-flop) on energeetiliselt väga ebasoodne ja see toimub äärmiselt väikese tõenäosusega. ER-i membraanis on aga ensüümid fosfolipiidi translokaasid e flipaasid, mis võimaldavad sünteesitud lipiidimolekulidel n-ö hüpata ka bilipiidkihi valendikupoolsesse ossa.


    Paljude rasvlahustuvate toksiliste ainete, aga ka ravimite metaboliseerimine toimub siledas ER-is paiknevate ensüümiperekondade kaasabil. Üks tuntumaid on tsütokroom P450 (CYP450) ensüümiperekond, mida inimesel kodeerib teadaolevalt 57 erinevat geeni ja palju geenivariante e alleele. Ensüümide toimel muudetakse rasvlahustuvad ühendid veeslahustuvateks, mis seejärel neerude kaudu organismist väljutatakse. P450 ensüümid metaboliseerivad ligi 80% praegu kasutatavatest ravimitest, seetõttu on nende ensüümide aktiivsust vaja arvestada ravimite kasutamisel. On teada ka mitmeid keemilisi ühendeid, mis inhibeerivad P450 perekonna kindlate ensüümide aktiivsust. Neid ühendeid kasutatakse seetõttu ravimitööstuses võimendajatena, et pikendada mõnede ravimite ekspositsiooniaega vereplasmas. Ka mõned looduslikud ühendid toimivad P450 ensüümide aktivaatorite või inhibeerijatena. Näiteks tuntud ravimtaim naistepuna (Hypericum perforatum) sisaldab ensüümi CYP3A4 aktiivsust indutseerivaid ühendeid. Seda peab arvestama mitmete ravimigruppide manustamisel, kuna ensüümi indutseerimise korral võib ravimi hulk veres jääda suboptimaalsele tasemele. Ravimid, mis aga inhibeerivad P450 ensüümide aktiivsust, võivad tekitada ohtlikke koostoimeid mõne teise ravimiga, mida lagundatakse sama ensüümi abil, ja selle kontsentratsioon võib tõusta ohtlikult kõrgeks. Neid endoplasmaatilises retiikulumis toimuvaid protsesse on vaja arvestada ravimite väljakirjutamisel.


    4.3.3.6. Valkude kvaliteedi kontroll ER-is


    Nagu eespool öeldud, transporditakse tsütoplasmavõrgustikku märkimisväärne kogus rakus sünteesitud valkudest, mis on määratud funktsioneerima kas ER-is endas, või transporditakse edasi teistesse organellidesse või hoopis sekreteeritakse rakust. Valkude õige voltumine on kriitilise tähtsusega protsess, sest mittevoltunud valgud agregeeruvad omavahel või teevad seda teiste valkudega, takistades nende tööd ja avaldades seega dominantset negatiivset mõju. Seetõttu on äärmiselt oluline tagada tsütoplasmavõrgustikku sattunud valkude kvaliteedi kontroll. Rakus on olemas vastavad kontrollimehhanismid ebakvaliteetse toodangu äratundmiseks ja vahendid nende hävitamiseks.


    ER-i valendikus ja membraanis on mitmed valgud, mille ülesanne on tagada valkude õige voltumine. Neid nimetatakse ka saatja- e tšaperonvalkudeks, mille ülesanne on tagada ER-i sisenevate valkude õige voltumine (vt peatükk 4.3.2). Peamised tšaperonid on Hsp70 perekonda kuuluvad valgud, millest ER-is toimivatest üks tähtsamaid on Bip-valk (ingl binding protein). Bip seostub pöörduvalt valgumolekuli hüdrofoobsete osadega ning takistab vale konformatsiooni ning agregaatide teket. Ka ülalnimetatud disulfiidi isomeraas kuulub tšaperonide hulka, sest disulfiidsildade õige moodustumine on samuti eeldus õige konformatsiooni saavutamiseks. Eespool oli juttu N-glükosüülimise tähtsusest valkude voltumisel. Kuidas glükosüülimine aitab valkude voltumist, on saanud selgeks kahte tšaperoni uurides. Kalneksiin (CNX) ja kalretikuliin (CRT) on suhkrujääkidega seonduvad valgud (lektiinid), mille ülesanne on seonduda ER-is valgu küljes olevate N-glükaanidega ja takistada mittetäielikult voltunud valkude agregeerumist. Kalneksiin on ER-i membraaniga seotud, kalretikuliin paikneb aga valendikus. Mõlema aktiivsuseks on vaja Ca2+-ioonide osalust, sellest ka nende nimi. Need valgud seonduvad ainult nende oligosahhariididega, mille kolmest terminaalsest glükoosist kaks on eemaldatud pärast prekursoroligosahhariidi liitmist valgu asparagiini külge (vt joonis 4.104). CNX ja CRT seondumine aeglustab valgu voltumise kineetikat, andes aega õige konformatsiooni tekkimiseks ja takistades valgu liiga kiiret edasisaatmist ER-ist. Kui valk on õigesti voltunud, siis ta vabaneb CNX või CRT küljest ning saab ER-ist edasi transporditud. Kui aga valk ei suuda ikkagi voltuda ja jääb pikemalt pidama ER-i, siis valgu N-seoselist oligosahhariidset struktuuri töötleb edasi α-mannosidaas, mis lõikab ära kolm kuni neli mannoosijääki, ning tekkiv struktuur Man5-6(GlcNAc)2 markeerib valgu kui lagundamist vajava. Selle tunneb ära valk OS-9 (vt joonis 4.105 ja 4.106).
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    Joonis 4.106. Mittekorrektselt voltunud valkude äratundmine ja väljutamine ER-ist. Lagundamisele määratud valgud on markeeritud spetsiaalse oligosahhariidse struktuuriga Man5(GlcNAc)2 (vt joonis 4.105), mille tunneb ära valk OS-9, ja markeeritud valk suunatakse seejärel ER-ist välja. Väljutamise ajal ubikvitineerib valgu ER-i membraanis olev E3-ligaas. Lõpuks väljutatav valk vabastatakse membraanist ensüümi AAA+ATPaasi toimel, misjärel valk saab kättesaadavaks proteasoomidele. Modifitseeritud Hirsch, C. et al., 2009 järgi.


    Hoolimata abist, mida tšaperonid pakuvad valkude voltumisel, jääb siiski märkimisväärne osa ER-i transporditud valke valesse konformatsiooni. Selle põhjused on erinevad. Teatud mutatsioonid geenides ei võimalda valgul õigesti voltuda. Hea näide on siinkohal üks inimesel suhteliselt sageli esinev pärilik haigus – tsüstiline fibroos (mukovistsidoos) –, mille korral patsientidel puudub epiteelkudede rakumembraanist ioonkanalina töötav valk CFTR. Selle haiguse kõige sagedasem põhjus on 508. positsioonis oleva aminohappe (milleks on fenüülalaniin) deleteerumine. Sellise mutantse valgu voltumine on raskendatud ja normaalsel kehatemperatuuril (kuigi 25 kraadi juures toimub voltumine normaalselt) valk ei jõua välismembraani, kus ta peaks olema. Ka normaalse CFTR-valgu voltumine on aeganõudev, sest tegemist on suure ja keeruka valguga (1480 aminohapet), ning ka suur osa selle molekule lagundatakse. Mutatsiooni tõttu aga nihkub tasakaal sinnapoole, et kogu toodetav CFTR-molekulide kogum lagundatakse.


    Kuid mitte ainult geenimutatsioonid pole valkude voltumishäirete põhjus. Ilmselt tuleb suurem osa voltumisvigu sellest, et multimeersete valkude komponente ei toodeta täpselt õigetes vahekordades, ning seetõttu jääb pidevalt mingeid alaüksusi üle ja need tuleb kõrvaldada. Ka paljud muud faktorid võivad suurendada valesti voltunud valkude hulka ER-is: suurenenud valgusüntees, patogeenidega nakatumine ja tekkinud põletikulised protsessid ning sellest omakorda tingitud temperatuuri tõus, hüpoksia jm. Sellistel juhtudel räägitakse ER-i stressist ning see käivitab rakus protsessi, mida nimetatakse voltumata valkude reaktsiooniks (ingl unfolded protein response). Sellega kaasneb nende geenide suurenenud transkriptsioon, mille produktid on vajalikud valkude voltumiseks (tšaperonid), tagasitranspordiks ER-ist tsütosooli ja valkude lagundamiseks seal. Voltumata valkude reaktsioon (kui see jääb pikalt püsima) võib käivitada ka raku programmeeritud suremise e apoptoosi (vt peatükk 13).


    Eespool kirjeldasime valkude voltumist katalüüsivaid valke ja mehhanisme ebakvaliteetsete valkude äratudmiseks ER-is. Kuidas aga toimub nende hävitamine? Endoplasmaatilises retiikulumis puuduvad valkude lagundamiseks vajalikud proteaasid, seetõttu on vajalik ebakvaliteetsete valkude väljutamine ER-ist tsütosooli ja nende lagundamine 26S proteasoomides. Valkude väljutamine ER-ist toimub ilmselt läbi mingi valgulise kanali, mis pole täpselt identifitseeritud. On arvatud, et selleks võib olla ka Sec61-kanal, mis toimib kahesuunaliselt. Valkude väljutamise ajal lisatakse degradeeritavale valgule ubikvitiini (mis on samuti väike valk) molekulid; seda protsessi teostab ER-i membraanis olev ensüüm E3-ligaas. Ubikvitiiniga markeeritud valgud lagundatakse tsütosooli proteolüütilistes kompleksides – 26S proteasoom (vt peatükk 4.3.3.8.1). Kokkuvõtlikult nimetatakse ER-ist valkude tagasisaatmist tsütosooli ja seal nende lagundamist ERAD-iks (ingl ER-associated degradation). Selle komponendid on kokkuvõtlikult kujutatud joonisel 4.106.


    4.3.3.7. Valkude fosforüülimine


    DARJA LAVÕGINA


    Valkude fosforüülimine on posttranslatoorne modifikatsioon, mille puhul toimub fosforüülrühma (PO32-) ülekanne doonorilt aktseptorile (joonis 4.107 A). Doonoriks on seejuures nukleotiid, tüüpiliselt adenosiin-5’-trifosfaat ehk ATP. Aktseptor on aga fosforüülitava substraatvalgu seriini- (Ser), treoniini- (Thr) või türosiini- (Tyr) jäägid. Fosforüülrühm kantakse üle nende aminohappejääkide külgrühmas paikevale hüdroksüülrühmale. Füsioloogilise pH (ligikaudu 7,5) korral ei kanna viimane enne fosforüülimist laengut. Fosforüüli ülekandmise tulemusena tekkiv negatiivne laeng põhjustab seega valgumolekulisisese struktuuri muutumise vastastikmõjude tekkimise või katkemise kaudu. Seetõttu suudab üsna väikese molekulmassiga fosforüülrühm toimida fosforüülitava valgu ruumilise struktuuri ehk konformatsiooni lülitina (joonis 4.107 B). Valgu konformatsiooni muutustega kaasneb aga sageli oluline muutus valgu aktiivsuses ning seeläbi ka võimes osaleda rakusisestes signaaliradades. Regioonid, mis olid varem valgu sisemuses, paljastuvad ning muutuvad atraktiivseks partnerite jaoks; mõned regioonid, mis olid samas varem solvendile (ja potentsiaalsetele partneritele) avatud, hoopis varjatakse ära. Seega võib fosforüülimine toimida nii valku aktiveeriva kui deaktiveeriva lülitina.
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    Joonis 4.107. Fosforüülimine kui lüliti. A. Valkude fosforüülimise ja defosforüülimise skeem. B. Aminohapped, mille jäägid võivad substraatvalkude struktuuris käituda fosforüüli aktseptoritena (seejuures on oluline aminohapete külgahelas paiknev hüdroksüülrühm).


    Valkude fosforüülimine on üks levinumaid posttranslatoorseid modifikatsioone: fosforüülrühm seotakse vähemalt 30%-l valkudest nende eluea jooksul vähemalt ühele aminohappejäägile. Valkude fosforüülimisreaktsiooni katalüüsivad ensüümid proteiinkinaasid. Need seovad oma aktiivtaskusse fosforüüli doonori (enamasti ATP) ja aktseptori, varjates kumbagi solvendi eest (joonis 4.108). Sellega suudetakse luua keskkond, milles fosforüüli ülekanne on kuni 1011 korda efektiivsem kui ilma proteiinkinaasita. Inimesel on teada 538 erinevat proteiinkinaasi, mille kompleksse signaliseerimise tulemusena saavad võimalikuks praktiliselt kõik raku, koe ning terve organismi seisukohalt üliolulised protsessid. Lähtudes sellest, kas kinaas eelistab fosforüülida alifaatseid või aromaatseid hüdroksüülrühmi, liigitatakse kinaasid seriini-/treoniini- või türosiinikinaasideks. Samuti on olemas ka histidiinispetsiifilised proteiinkinaasid, kuigi loomades on need vähe esindatud. Peale fosforüülitava aminohappejäägi on äärmiselt olulised ka sellega külgnevad aminohapped, kuna nende järgi saab proteiinkinaas samuti valida endale kõige sobivamaid substraate; see on signaaliradade selektiivse kulgemise tagamise üks mehhanisme.
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    Joonis 4.108. Proteiinkinaasi katalüütilise tsükli näitlik skeem. Proteiinkinaas seob järjest ATP-d ning substraatvalku, luues soodsa keskkonna fosforüüli ülekandmiseks. Kuna ATP kontsentratsioon rakus on enamasti pidevalt kõrge (1–5 mM), seostub proteiinkinaasiga tavaliselt esimesena ATP ning seejärel substraatvalk. Seejärel katalüüsibki proteiinkinaas fosforüüli ülekannet doonorilt aktseptorile. Fosforüülitud substraat ning tekkinud ADP saavad seejärel proteiinkinaasi küljest dissotsieeruda; kuna fosforüülitud valk paikneb solvendile avatumas sidumistaskus, dissotsieerub see enamasti esimesena. Just fosforüülimisreaktsiooni produktide dissotsiatsiooni kiirus osutub sageli etapiks, mis limiteerib proteiinkinaasi katalüütilise tsükli ajalist kestust.


    Kuigi enamik fosforüülimisi toimub alifaatsetel aminohapetel (Ser 85%, Thr 12%), on ka Tyri fosforüülimisel rakus eluliselt asendamatu roll. Kui Ser-/Thr-kinaaside põhiline funktsioon on ensümaatiline katalüüs tsütoplasmas (substraadid seotakse, fosforüülitakse ning seejärel vabastatakse), siis Tyr-kinaasid toimivad samaväärsel määral ka dokkimistsentritena. Nendele kinnitumisel tekivad suuremad molekulaarsed kompleksid, mis edastavad signaale just tekkinud kogumite katalüütilise aktiivsuse kaudu (vt peatükk 6.5.2 ja 6.5.3).


    Kuivõrd organismi seisukohalt on oluline, et kõik protsessid kulgeksid võimalikult dünaamiliselt (st uue impulsi läbitulekuks tuleb eelmine signaal lõpetada), siis on olemas ka ensüümid, mis vastutavad fosforüülrühma eemaldamise eest valkudelt. Neid ensüüme nimetatakse proteiinfosfataasideks ning need teevad fosforüülrühma hüdrolüüsi, mille tulemusena taastatakse valgu hüdroksüülrühm ning eraldub fosfaat. Ka proteiini fosfataase võib eelistatavate substraatide alusel liigitada Ser-/Thr- või Tyr-spetsiifilisteks (vt peatükk 6.5); on olemas ka fosfataasid, mis eemaldavad fosforüülrühma fosfohistidiini jääkidelt. Proteiinfosfataase saab liigitada ka katalüüsimehhanismi alusel. Substraatvalgult fosforüüli eemaldamine võib toimuda fosfataasi koostisse kuuluva nukleofiilse külgahelaga aminohappe tsüsteiini rünnaku tulemusena; sel juhul räägitakse Cys-sõltuvatest fosfataasidest (joonis 4.109). Veel üks proteiinfosfataaside perekondadest kasutab nukleofiilseks rünnakuks hoopis aspartaadijääki. Metallofosfataasid sisaldavad oma katalüütilises tuumikus aga kahte metalliiooni (Mg2+, Mn2+, Zn2+ vms), mis seovad ja aktiveerivad hüdrolüüsiks vajalikku veemolekuli.
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    Joonis 4.109. Cys-sõltuva proteiinfosfataasi katalüütilise tsükli skeem. Kui fosforüülitud valk seostub fosfataasiga, saab ensüümi tsüsteiinijäägi külgahelas paiknev tioolrühm nukleofiilina rünnata fosfori aatomit. Tulemuseks tekib fosfotsüsteiin ning fosforüülist ilma jäänud substraadi hapnik protoneeritakse ensüümi taskus paikneva veemolekuli või happelise aminohappejäägi abil. Defosforüülitud substraat saab seejärel ensüümilt dissotsieeruda, kõrge energiaga fosfotsüsteiini hüdrolüüsib aga veemolekul. Sellega taastub esialgne olukord ning katalüütiline tsükkel saab korduda.


    Kinaaside endi aktiveerimiseks on raku signaaliradades olemas erinevaid võimalusi:


    väikesed molekulid (nn sekundaarsed virgatsained; vt peatükk 6.2) või suuremad valgud (nt regulatoorsed alaühikud, tsükliinid jms; vt ka peatükk 7.2),


    fosforüülimine teiste kinaaside abil,


    fosforüüli eemaldamine fosfataaside abil,


    di- või oligomeriseerumine,


    osaline proteolüüs jms.


    Vaid vähesed kinaasid on rakkudes pidevalt aktiivsed; proteiinfosfataasid seevastu aga püsivad aktiivsetena, tagades sel viisil nn puhkeolekus (basaalses olekus) rakus valkude madalat fosforüülitustaset. Proteiinkinaaside aktiivsuse mahavõtmine enne uue signaali tulekut võib toimuda eespool mainitud aktivaatorite lagundamise/eemaldamise kaudu või ka inhibiitorite abil (ained, mis seostuvad proteiinkinaasiga ja blokeerivad selle katalüütilist aktiivsust, takistades substraatide seostumist). Samuti võib proteiinkinaaside aktiivsust vähendada degradatsiooni kaudu (valgu või vastava mRNA tasandil).


    4.3.3.8. Valkude aktiivsuse reguleerimine rakkudes


    SULEV INGERPUU


    Valkude aktiivsuse reguleerimiseks rakkudes on põhiliselt kolm viisi. Esiteks võivad rakud suurendada või vähendada valgu püsivat taset, muutes kas selle sünteesi või lagundamise kiirust või teha mõlemat korraga. Teiseks võivad rakud muuta kindla valgu iseloomulikku aktiivsust, mis ei sõltu tema hulgast. Näiteks saavad rakud muuta kovalentsete ja mittekovalentsete ühenduste kaudu valkude afiinsust substraadi suhtes või määrata aega, mille vältel on valgul aktiivne või inaktiivne kuju. Kolmandaks võib muutuda sihtmärkvalgu (nt ensüümi substraat või kofaktor) paiknemine või kontsentratsioon rakus, mis on vajalik temaga seostuva valgu aktiiveerimiseks. Kõik kolm regulatsiooni tüüpi on rakkude elusolemiseks ja talitlemiseks hädavajalikud.


    Rakkudes on nii valkude süntees kui ka lagundamine rangelt reguleeritud protsessid. Valkude sünteesi kiirus sõltub sellest, kui kiiresti neid kodeerivaid geene transkribeeritakse ja töödeldakse mRNA järjestuseks, kui kaua mRNA aktiivsus säilib rakus ning kui kiiresti transleeritakse mRNA järjestus valgu polüpeptiidahela järjestuseks. Valkude eluiga võib olla väga erinev. Näiteks mitoosi korraldavad tsükliinid lagundatakse rakus mõne minuti jooksul, seevastu aga silmaläätse valgud püsivad organismis kogu eluea jooksul. Rakk kontrollib valkude eluiga nende reguleeritud lagundamise kaudu.


    Esiteks kuuluvad lagundamisele need valgud, mis võivad olla rakkudele toksilised, valesti kokku volditud või pakitud või on nende struktuur kahjustatud. Näiteks sellised valgud, mis on toodetud muteerunud geenide alusel või on saanud kahjustada raku aktiivsete metaboliitide ning stressi tagajärjel. Kui rakus olevad tšaperonvalgud ei tööta korralikult, siis volditakse mõned vastsünteesitud valgud valesti kokku, mistõttu need kui mittefunktsionaalsed valgud kuuluvad kiirele lagundamisele. Teiseks võimaldab kontrollitud lagundamine hoida rakkudes valkude kindlat kontsentratsiooni ja aktiivsust ning ümbritsevate tingimuste järgi neid muuta. Eukarüootides on lüsosoomid põhilised organellid, kus valke lagundatakse. Imetajate rakkudes lagundatakse valke 90% ulatuses tsütoplasmas asuvates proteasoomides.


    4.2.3.8.1. Proteasoomid


    Proteasoomid on väga suured makromolekulide kompleksid, mis sisaldavad ATP-sõltuvaid proteaase ning mille ülesanne rakkudes on valke lagundada (vt joonis 4.110).
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    Joonis 4.110. Valgu lagundamise kulg proteasoomis. A. – Proteasoomi tipus tuntakse ära valgud, mis on märgistatud polüubikvitiini ahela poolt ning suunatakse proteasoomi südamikku, kus nad lagundatakse. Protsessi varases staadiumis eemaldatakse substraatvalgult ubikvitiin, mis suunatakse tagasi ringlusse. Substraatvalk viiakse proteasoomi sisemusse ATPaasidest koosneva rõnga vahendusel, mida läbides ta lahti harutatakse ning proteasoomi südamikku saadetakse. B. – Proteasoomi tipuosas asuvad ubikvitiini retseptor, mis hoiab ubikvitinüleeritud valku paigal kui viimane suunatakse proteasoomi südamiku poole ning ubikvitiini hüdrolaas, mis eemaldab lagundatavalt valgult ubikvitiini.


    Proteasoomides olevad valgud moodustavad ligi 1% rakkude kogu valgu hulgast. Põhimõtteliselt võib öelda, et tšaperonvalgud ja proteasoomide kaudu toimiv valkude lagundamise masinavärk sordivad kahepeale välja need valgud, mis tuleb kokku pakkida või lagundada. Kui vastsünteesitud valgu struktuur on õige ning tšaperonvalk suudab selle piisavalt kiiresti kokku pakkida, siis seda proteasoomidesse lagundamisele ei saadeta.


    Proteasoomid paiknevad laiali kogu tsütosoolis ning tuumaplasmas. Nendes lagundatakse ka valke, mille kokkuvoltimine või -pakkimine on endoplasmaatilises retiikulumis ebaõnnestunud. Kui valgusünteesi käigus on vale struktuuriga valgud jõudnud siiski endoplasmaatilise võrgustiku valendikku, siis tuntakse need seal ära ning saadetakse tagasi tsütosooli, selleks et nad proteasoomides lagundada.


    Proteasoomid koosnevad ~50 valgulisest alaüksusest ning nende kogumass on 2–2,4 x 106 Da. Proteasoomide keskosas on tünnikujuline katalüütilisete omadustega südamik, mida nimetatakse ka 20S proteasoomiks (S tähistab Svedbergi ühikut, mis näitab osakese sadenemise kiirust keskkonnas ning on võrdeline tema suurusega) (joonised 4.110 ja 4.111).
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    Joonis 4.111. Ubikvitiini ja proteasoomi vahendatud proteolüüs. A. 26S proteasoom on silinderja ehitusega, kusjuures tema 20S südamiku ühes või mõlemas otsas on 19S kapsel. 19S kapslis on üheksateist erisugust alaühikut, mille hulka kuuluvad kuus ATPaasi alaühikut (punane), mis moodustavad heteroheksameerse rõnga; kaks ubikvitiini (Ub) retseptorit (kollane); ja ensüüm deubikvitinaas (DUB, sinine). Lisaks sellele sisaldab 19S kapsel veel telling- ja teisi valke (valge). Kaks 19S kapslit on üksteise suhtes 180º pöördes. 20S südamik (lilla) koosneb neljast heptameerse rõngast, kusjuures neist igaühes on kas α (välimised rõngad) või β (sisemised rõngad) alaühikud. A.’ 20S südamiku läbilõige, kus on näha sisemisi kambreid. Proteolüüs toimub südamiku keskmises sisekambris, mille moodustavad β rõngad. B. Valgud, mis kuuluvad proteasoomides lagundamisele, märgistatakse polüubikvitinüleerimise teel. Ensüüm E1 (ubikvitiini aktiveeriv ensüüm) aktiveerub kui talle seotakse ATP toimel ubikvitiini (Ub) molekul (etapp 1), mis seejärel lisatakse E2 valgu (ubikvitiini siduv ensüüm) tsüsteiinijäägile (etapp 2). E3 (ubikvitiinligaas) lisab E2 valgu küljes oleva ubikvitiini molekuli sihtmärkvalgu lüsiinijäägi külgahela –NH2 rühmale, tekitades isopeptiidsideme (etapp 3). Juba ubikvitiiniga seotud märklaudvalgule lisatakse täiendavad ubikvitiinid, tekitades olemasolevate ubikvitiinidega isopeptiidsidemed. Korrates sel viisil etappe 1-3, tekib polüubikvitiini ahel (etapp 4). Järgnevalt tunnevad polüubikvitinüleeritud märklaudvalgu ära ära proteasoomi 19S kapslis asuvad ubikvitiini retseptorid (etapp 5). Toimub ubikvitiini rühmade eemaldamine ensüüm deubikvitinaasi vahendusel (etapp 6). Deubikvitineeritud märklaudvalk harutatakse lahti (etapp 7) kuuest valgust koosnevate (heksameerse) ATPaasi alaühikute (punane) toimel, kasutades selleks ATP hüdrolüüsi. Lagundatav valk viiakse heksameeri poori kaudu 20S südamiku proteolüüsi kambrisse (etapp 7a), kus toimubki valgu lagundamine lühikesteks peptiidijuppideks (etapp 7b). Edasi väljutatakse proteasoomist (etapp 7c) lagundatud peptiidid (etapp 7d).


    Selle südamiku ühes või mõlemas otsas on 19S kapslid, mis reguleerivad 20S katalüütilise südamiku aktiivsust. Tervikliku proteasoomi suuruseks arvestatakse seega 26S. Proteasoomi 20S katalüütiline südamik koosneb kahest sisemisest rõngast, mille seitsmest β-alaüksusest kolm sisaldavad proteolüütiliselt aktiivset piirkonda, mis on suunatud „tünni“ sisekeskkonna poole, ning kahest välimisest rõngast, mille seitse α-alaüksust kontrollivad substraadi ligipääsu. Tegelikkuses suudavad proteasoomid lagundada peaaegu kõiki valke, sest β-alaüksusi sisaldavas rõngas olevad kolm aktiivset piirkonda võivad lõigata polüpeptiidahelaid nii hüdrofoobsete, happeliste kui ka aluseliste aminohappejääkide järel. 19S kapslis on 16–18 valgulist alaüksust, millest kuus suudavad hüdrolüüsida ATP-d, kusjuures saadud energia läheb valgulise substraadi lahtiharutamiseks ning selle suunamiseks katalüütilisse südamikku. Valgud, mis moodustavad proteasoomi kapslite rõngasja struktuuri, kuuluvad nn lahtivoltivate valkude perekonda ning neid nimetatakse ka AAA-valkudeks (joonis 4.112).
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    Joonis 4.112. Heksameerne nn lahtivoltiv valk e AAA-valk e valgu lahtiharutaja. A. Proteasoomi korgis (CAP) on valgud (valge), mis tunnevad ära ja hüdrolüüsivad ubikvitiini ning samuti heksameerne rõngas (punane), millest liiguvad läbi ubikvitinüleeritud valgud. Heksameerne rõngas koosneb kuuest alaühikust, millest igaüks kuulub nn AAA-valkude perekonda. Proteasoomi kork on seotud proteasoomi kehaga (lilla). B. AAA-valkude perekonda kuuluva ATP-st sõltuva lahtiharutaja toimimise mudel. AAA-valkude heksameerse rõnga ATP-ga seotud vorm seostub kokkuvolditud substraatvalguga, mida hoiab paigal tema küljes olev ubikvitiinmärgis. ATP hüdrolüüsist tuleneva kuju muutuse tagajärjel tiritakse substraatvalk proteasoomi südamiku keskossa ning rõngas pinguldub. Sel hetkel hargneb edasiliikuv substraatvalk osaliselt lahti ning ta kas liigub edasi poori sisemusse, kus toimub lagundamine või valgu struktuur säilub ning ta tõmbub osaliselt südamikust tagasi. Väga stabiilse struktuuriga valkude puhul tuleb läbi viia sadu taolisi ATP hüdrolüüsi ja dissotsiatsiooni tsükleid, enne kui lagundatavad valgud lõplikult läbi AAA-valkude rõnga jõuavad liikuda. Kui substraatvalk on juba kord lahti harutatud ja deubikvitinüleeritud, liigub ta suhteliselt kiiresti läbi poori just tänu korduvale ATP hüdrolüüsile.


    Proteasoomi kapslite koosseisu kuuluvad sellised valgud, mis tunnevad ära ja hüdrolüüsivad ubikvitiini, ja ka heksameerne valkude rõngas, mille kaudu juhitakse ubikvitinüülitud lagundamisele määratud valgud proteasoomi sisemusse. Heksameerne valkude rõngas koosneb kuuest alaüksusest, mis kõik kuuluvad AAA-valkude perekonda. Joonisel 3 on kujutatud mudel, mis näitab, kuidas AAA-valgud harutavad lahti lagundamisele määratud valke, kasutades selleks ATP hüdrolüüsist saadavat energiat. Proteasoomis toimuv valkude lagundamine erineb tavalisest proteolüüsist selle poolest, et nendes struktuurides lagundatakse polüpeptiidahel väikesteks peptiidideks, selle asemel et polüpeptiidahelat lõigataks vaid üksikutest kohtadest. Lühikesed peptiidid (2–24 aminohapet), mis proteasoomides tekivad, viiakse tsütosooli, kus peptidaasid lagundavad neid edasi, kuni vabanevad üksikud aminohapped.


    Selleks et proteasoomidesse suunataks ainult need valgud, mis on vigase struktuuriga või lühikese toimeajaga (nt tsükliinid), tuleb nad eriliselt märgistada eristamaks neid lagundamisele mittekuuluvatest valkudest. Lagundamisele määratud valgud märgistatakse väikese polüpeptiidi ubikvitiini abil, mis seotakse valguga kovalentselt raku tsütosoolis. Tegelikult kasutatakse ubikvitinüülimist rakkudes mitmetel erinevatel eesmärkidel. Sihtvalkudele e märklaudvalkudele võib ubikvitiini siduda erineval viisil ning sellest tulenevalt antakse rakule iga erineva märgistuse korral erisugune signaal. Ubikvitinüülimisel tekitatakse isopeptiidside ubikvitiini C-terminaalse karboksüüljäägi ja lagundamisele määratud valgus oleva lüsiini kõrvalahela aminogrupi vahel (joonis 4.113 A).
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    Joonis 4.113. Valkude ubikvitiiniga märgistamine. A. Ubikvitiin on 76 aminohappest koosnev väike valk, mille kolmemõõtmelisel joonisel on näha, et üle valgu C-terminaalse otsa toimub seostumine sihtmärkvalgu N-terminaalse otsaga isopeptiidsideme tekkimisel, kus omavahel seostuvad ubikvitiini karboksüülrühm ja sihtmärkvalgu lüsiini kõrvalahela aminogrupi. B. Sihtmärkvalkudele võib ubikvitiini siduda kovalentselt mitmel erineval moel. Kui toimub polüubikvitineerimine, siis võivad ubikvitiini molekulid olla omavahel seotud kahel eri viisil. Kui valk on märgistatud ubikvitiinidega, mis on omavahel seotud Lys48 (48 positsiooni lüsiin) kaudu, siis suunatakse antud valk proteasoomi, kui aga ubikvitiinid on seotud Lys63 (63 positsiooni lüsiin) kaudu, siis selline valk osaleb hoopiski DNA parandamisprotsessides. Rakus on olemas valgud, mis teevad vahet erisuguste ubikvitiini märgiste vahel.


    


    Selleks et lagundamisele määratud valk jõuaks kindlasti proteasoomi, seotakse tema külge terve ubikvitiinide ahel, st toimub polüubikvitinüülimine. Selleks tekitatakse varem lisatud ubikvitiini lüsiin 48 külgahela ja järgmise ubikvitiini C-terminaalse glütsiini vahel kovalentne isopeptiidside, mille tulemusel moodustub polüubikvitiini ahel. Kui valke on vaja märgistada teisel otstarbel (nt histoonide toime reguleerimine, valkude endotsütoos), siis seotakse neile ubikvitiinid ühekaupa, mitte ahelana (joonised 4.113 ja 4.115). Valkudele ubikvitiini sidumise kõrval eemaldatakse rakkudes ka ubikvitiin ehk toimub deubikvitinüülimine vastavate ensüümide poolt, mis näitab, et tegemist on ümberpööratavate protsessidega.


    Valkude ubikvitinüülimise protsessi võib jagada kolme etappi. 1. Kõigepealt seostub ubikvitiini aktiveeriv ensüüm E1 ubikvitiini karboksüüljäägiga, aktiveerides ubikvitiini ning kasutades selleks ATP hüdrolüüsist saadavat energiat. 2. Aktiveeritud ubikvitiini molekul liidetakse ubikvitiini siduva ensüümi E2 tsüsteiini jäägi külge. 3. Sihtvalk e märklaudvalk seostub ubikvitiinvalgu ligaasi E3 külge, mille järel moodustub kovalentne side ubikvitiini siduva ensüümi E2 küljes oleva ubikvitiini karboksüüljäägi ja märklaudvalgus oleva lüsiinijäägi aminorühma vahel. Seda reaktsiooni katalüüsib ubikvitiinvalgu ligaas E3. Ubikvitiinvalgu ligaas E3 seostub lagundamisele määratud valgu spetsiifiliste lagundamissignaalidega, mida nimetatakse degroniteks, aidates sellega E2-ensüümil siduda polüubikvitiinahelat lagundatava valguga. Erisugused ubikvitiinvalgu ligaasid tunnevad ära erinevaid lagundamissignaale, mistõttu võivad nad suunata lagundamisele erinevaid valke. Ubikvitiinide ahela pikendamiseks korratakse kõiki kolme protsessi mitmeid kordi.


    Proteasoomide 19S kapslis olevad retseptorvalgud tunnevad ära polüubikvitinüülitud valgud, harutavad need lahti ja suunavad lagundamisele. Kui polüubikvitinüülitud valk on lahti harutatud ning saadetud proteasoomi südamikku, siis hüdrolüüsivad deubikvitinaasid nii ubikvitiinide kui ka ubikvitiini ja märklaudvalgu vahelisi sidemeid ning ubikvitiinid vabastatakse järgmise tsükli jaoks. Oluline on teada, et proteasoomides lagundamiseks määratud valgud tunneb ära ja märgistab ubikvitiinvalgu ligaas E3. See ensüüm aitab ubikvitinüülida denatureeritud ja valesti kokku volditud, aga ka oksüdeerunud või muidu ebanormaalseid aminohappeid sisaldavaid valke. Ebanormaalsete valkude pinnal tulevad nähtavale hüdrofoobsed aminohapete järjestused või ruumilised struktuurid, mis on normaalsete valku puhul pidetud gloobulite sisemusse. Sellised piirkonnad on E3-ligaaside märklaud. E3-ligaaside olulisust näitab asjaolu, et inimese genoomist on leitud rohkem kui 600 erinevat ubikvitiinvalgu ligaase kodeerivat geeni. Huvitav on siinkohal märkida, et vahel töötavad E3-ligaasid koos tšaperonidega, mis tunnevad ära kokku voltimata või valesti pakitud valke. Raku jaoks on ülioluline, et proteasoomide kaudu toimuv valkude lagundamise süsteem teeks vahet n-ö valmis, kuid vigastatud valkude ning polüpeptiidahelate vahel, mille süntees ribosoomides alles toimub ning mis ei ole veel saavutanud oma õigesti kokku pakitud struktuuri. Võib arvata, et rakkudes siiski lagundatakse märkimisväärne osa vastsünteesitud polüpeptiididest seetõttu, et neid ei ole veel jõutud õigesti kokku pakkida ning korrapärastesse valgugloobulitesse lagundamissignaale ära peita.


    Valkude proteasoomides lagundamise reguleerimise selgituseks on esitatud mitmeid erinevaid mehhanisme (joonis 4.114).
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    Joonis 4.114. Võimalikud mehhanismid erinevat tüüpi valkude lagundamiseks proteasoomides. A- Kui aktiveerida mõni spetsiifiline E3 valk, siis tekib ka uut tüüpi ubikvitiinligaas, mis põhjustab valgu degradatsiooni aktivatsiooni. Eukarüootide rakkudes on palju erisuguseid E3 molekule, mida aktiveerivad erinevad signaalid. B. Valkude degradatsiooni aktivatsioon sõltub mitmetest signaalidest, mis põhjustavad kas valkude spetsiifilise fosforüülimise, dissotseerumise või destabiliseerivad lagundatava valgu. Edasi toimub valkude lagundamine proteasoomides.


    Üheks võimaluseks on ubikvitiinligaasi E3 aktiveerumine, mis võib toimuda siis, kui a) selle fosforüülib proteiinkinaas; b) tema allosteerilisse piirkonda seostub ligand, mille tulemusel muudab ta oma kuju; c) tema allosteerilisse piirkonda seostub mingi valgu alaüksus, mille tulemusel ta muudab oma kuju (joonis 4.114 A). Siinkohal võib tuua näiteks anafaasi esilekutsuva kompleksi (ingl anaphase-promoting complex, APC), mitmekomponendilise ubikvitiinligaasi, mis kutsub esile mitoosis toimivate tsükliinide ja teiste regulaatorvalkude lagundamise metafaasist anafaasi ülemineku perioodil. Teisel juhul võivad nii rakusisesed kui ka -välised signaalid kutsuda valkudes esile lagundamissignaalide paljastumise, põhjustades valkude kiiret ubikvitinüülimist ja lagundamist proteasoomides (joonis 4.114 B). See võib toimuda kolmel viisil: a) lagundamissignaalid paljastuvad valkude fosforüülimise tagajärjel; 2) valkude kindel piirkond hargneb mingi faktori toimel lahti ning lagundamissignaalid paljastuvad; 3) valgu polüpeptiidahel katkeb, tekitades uue N-terminaalse otsa, mille tunneb ära E3-ensüüm, mis seostub ainult kindlate N-terminaalse otsa aminohapetega. On selgunud, et näiteks inimesel on ligi 80% valkudest N-terminaalse otsa atsetüülitud. Selle piirkonna tunneb ära üks kindel E3-ensüüm. Kui valk on korrektselt kokku pakitud, siis on tema atsetüülitud N-terminaalne ots peidetud gloobuli sisemusse ning ei ole E3-ensüümile ligipääsetav. Kui aga valk saab kahjustada või tema normaalne struktuur muutub funktsioneerimise käigus, siis võib paljastuda tema lagundamissignaal ning ta suunatakse lagundamiseks proteasoomi.


    Peale selle, et ubikvitinüülimise ja lagundamise kaudu proteasoomides kontrollitakse rakkudes valkude kvaliteeti, reguleeritakse selle mehhanismi kaudu ka valkude aktiivsust. Siinkohal on sobiv näide rakutsükli toimumist reguleerivad tsükliinid, mille süntees ja lagundamine on rakus range kontrolli all. Tsükliinide molekulides on sisemised aminohappejärjestused Arg-X-X-Leu-Gly-X-Ile-Gly-Asp/Asn (X võib olla suvaline aminohape), mille tunnevad ära kindlad ubikvitinüülivad ensüümikompleksid. Arvatakse, et rakutsükli kindlal perioodil võib tsükliinide fosforüülimine muuta nende kuju, nii et paljastuvad piirkonnad, kuhu saavad seostuda ubikvitinüülivad ensüümid, mille toimel tsükliinid ubikvitinüülitakse ja saadetakse proteasoomidesse lagundamisele.


    Rakutsükli reguleerimise masinavärgi üks põhikomponent on SCF ubikvitiinligaas. See on valkude kompleks, mis lisab polüubikvitiinahela erisugustele valkudele rakutsükli erinevatel perioodidel. See kompleks on C-tähe kujuline ning koosneb viiest valgulisest alaüksusest, millest suurim, paindunud alaüksus, hoiab koos kogu ülejäänud struktuuri (joonis 4.115).
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    Joonis 4.115. Skp, kulliini ja F-kasti sisaldava kompleksi (ingl Skp, cullin, F-box containing complex, SCF) kui ubikvitiinligaasi aktiveerumise mudel. Kui SCF kompleks aktiveerub, siis seostub F-kasti valk sihtmärkvalgu kindla piirkonnaga ning asetab kompleksi õnarusse sihtmärgi nii, et selle valgu lüsiini kõrvalahelad satuvad kontakti ubikvitiini siduva ensüümiga. Selle tulemusel katalüüsib ensüüm ubikvitiini korduva lisamise sihtmärkvalgu lüsiinidele, polüubikvitinüleerides sel teel sihtmärkvalgu ning suunates sihtmärkvalgu proteasoomidesse lagundamisele.


    Keskse alaüksuse ühe otsa külge on kinnitunud ubikvitiini siduv ensüüm E2 ja teises otsas on F-kasti valk (ingl F-box protein), mis seostub lagundamisele määratud valguga. Need kaks piirkonda asuvad teineteisest umbes 5 nm kaugusel. Kui selline kompleks aktiveerub, siis seostub F-kasti valk lagundamisele määratud valgu kindla piirkonnaga, mille tulemusel see valk paigutub kompleksi lõhesse nii, et mõned tema lüsiinide kõrvalahelad puutuvad kokku ubikvitiini siduva ensüümiga. Nüüd katalüüsib see ensüüm polüubikvitiinahela lisamist sihtvalgu e märklaudvalgu lüsiinidele, mille tulemusena suunatakse see valk proteasoomi lagundamisele. Selleks et F-kasti valk tunneks märklaudvalgu ära, on vaja seda kindlas piirkonnas ja õigel ajal fosforüülida. Peale selle peab lagundamisele määratud valku siduv SCF ubikvitiinligaas õigel ajahetkel aktiveeruma.

  


  
    4.4. Golgi kompleks


    SULEV INGERPUU


    Kui Itaalia teadlane ja hilisem Nobeli preemia laureaat Camillo Golgi (1843–1926) värvis närvirakke omaleiutatud nn musta reaktsiooni meetodil, siis avastas ta rakkudes võrkja struktuuri, millele ta andis nimeks apparato reticolare interno (’sisemine võrkjas aparaat’). Hiljem hakkas teadlaskond kutsuma seda organelli tema nime järgi Golgi kompleksiks või Golgi aparaadiks (joonis 4.116).
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    Joonis 4.116. A. Golgi kompleksi struktuur ja koostisosad sekretoorses loomarakus. Golgi kompleksi cis-poolus jääb rakus tsütoplasma- e endoplasmavõrgustiku (endoplasmaretiikulumi) poole. B. Inimese rakuliini HeLa Golgi kompleksi elektronmikrofoto. Foto: H. Margus.


    Selles organellis võib eristada kolme või nelja piirkonda, milles asuvad lamedad kotitaolised membraanjad moodustised, mida nimetatakse tsisternideks. Igas piirkonnas on tavaliselt neli kuni kuus tsisterni. Loomarakkudes on kõrvutiasuvad tsisternid omavahel seotud torujate ühenduste kaudu, mis liidab Golgi kompleksi erinevad piirkonnad ühtseks suletud struktuuriks. Kui loomarakus asub Golgi kompleks tavaliselt ühel pool tuuma tsentrosoomi läheduses, siis taimerakus on arvukad Golgi piirkonnad laiali üle kogu tsütoplasma (joonis 4.117).
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    Joonis 4.117. Golgi kompleksi paiknemine looma- (A) ja taimerakus (B). A. In vitro tingimustes kasvavas fibroblastis on fluorestseeruvat märgist kandva antikehaga toodud nähtavale Golgi kompleksis paiknev valk (oranž). B. Golgi kompleksi valgu ja fluorestseeruva valgu ühendamisel saadud liitvalk osutab Golgi kompleksi hajusale paiknemisele taimerakus. Foto: Alberts, B. et al., 6th ed., 2015.


    4.4.1. Golgi kompleksi ehitus


    Igal Golgi kompleksi piirkonnal on kaks erinevat poolust: cis-poolus e sisemine poolus, mis jääb tuuma poole, ja trans-poolus e välimine poolus, mis jääb plasmamembraani poole. Nii cis- kui ka trans-poolus külgnevad omavahel seotud tsisternide võrgustikuga, mida kutsutakse vastavalt cis- ja trans-Golgi võrgustikuks (joonis 4.117). cis-Golgi võrgustik tekib vesikulaarsete torujate moodustiste ühinemisel ning on oluline valkude sorteerimise koht. Tsütoplasmavõrgustikus sünteesitud valgud ja lipiidid sisenevad cis-Golgi võrgustikku, läbivad kesk-Golgi ning väljuvad trans-Golgi võrgustikust, liikudes vesiikulite abil lüsosoomidesse, plasmamembraani koostisse või rakust välja. Varem arvati, et tsütoplasmavõrgustikust pärit vesiikulitega, mis ühinevad Golgi kompleksiga, transporditakse üksnes sekretoorseid valke, mis liiguvad suunas cis-Golgi, kesk-Golgi, trans-Golgi. Tänaseks on selgunud, et vesiikulite abil toimub ka tagasisuunatud transport, mille käigus kantakse kesk- või trans-Golgi alas paiknevad ensüümid tagasi cis-Golgisse või isegi tsütoplasmavõrgustikku.


    Golgi kompleks on polaarne organell, mis tähendab, et tema osad erinevad nii molekulide koosseisu kui ka kontsentratsiooni osas. Oluline on silmas pidada, et Golgi kompleksi pH langeb, liikudes cis-Golgi võrgustikust (pH 6,7) trans-Golgi võrgustiku (pH 6,0) poole. Siiani on ebaselge, kuidas Golgi kompleksi polaarsus tekib ja püsib ning kuidas toimub molekulide liikumine ühest tsisternist teise. Kuivõrd Golgi kompleksi tsisternide läheduses on palju transpordivesiikuleid, siis viis see mõttele, et vesiikulid, mis punguvad välja ühest tsisternist ning ühinevad teisega, ongi tsisternidevahelise molekulide ülekande tegijad. Sellise vesikulaarse transpordi mudeli kohaselt peaks Golgi kompleks olema suhteliselt staatiline struktuur, kus valke modifitseerivad ensüümid püsivad tsisternides paigal, aga valgud, mida töödeldakse, liiguvad transpordi vesiikulite abil ühest tsisternist teise (joonis 4.118 A).
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    Joonis 4.118. Kaks võimalikku viisi valkude liikumiseks Golgi kompleksi osade vahel. Tõenäoliselt toimub valkude liikumine cis-Golgi võrgustikust trans-Golgi võrgustikku (jämedad nooled) osaliselt mõlemal viisil. A. Vesikulaarse transpordi mudeli puhul eeldatakse, et Golgi tsisternid on staatilised üksused, mis sisaldavad kindla kogumi neile omaseid ensüüme. Molekulide liikumine cis-piirkonnast trans-piirkonda toimub transpordivesiikulite kaasabil, mis punguvad ühest tsisternist, liiguvad cis-trans suunas edasi ja ühinevad järgmise tsisterniga. B. Tsisternide küpsemise mudeli kohaselt toimub iga tsisterni küpsemine sel ajal, kui ta liigub cis-trans suunas kompleksi piirides. Samal ajal võimaldavad transpordivesiikulid Golgi kompleksis säilitatavate valkude pideva trans-cis-suunalise tagasivoolu. Kahe vastassuunalise liikumise tagajärjel omastavad cis-tsisternid kesktsisternidest pärit molekule ja kesktsisternid omakorda trans-tsisternidest pärit molekule. Selline protsess võimaldab n-ö tsisternide molekulaarse küpsemise nende liikumisel Golgi cis-piirkonnast trans-piirkonda.


    Samal ajal toimub Golgi tsisternidest punguvate vesiikulite abil ka valkude tagasisuunatud transport, mille kaudu viiakse nn põgenenud valgud tagasi oma lähtekohtadesse. Valkude liikumine näiteks cis-Golgi võrgustikust trans-Golgi võrgustikku saavutatakse ilmselt seetõttu, et selles suunas liikuvatesse vesiikulitesse pakitakse selektiivselt ka vastavad valgud. Nii edasi- kui ka tagasisuunatud transpordi vesiikulid on kaetud COP I-valkudega. On võimalik, et transpordivesiikulite liikumisel Golgi tsisternide vahel ei ole kindlat suunda ning molekulide suunatud liikumine saavutatakse seetõttu, et cis-Golgi tsisternides võetakse nad vesiikulisse ja vabastatakse alles trans-Golgi tsisternides. Mõned teadlased on pakkunud välja teistsuguse, nn tsisternide küpsemise mudeli (joonis 4.118 B), mis väidab, et Golgi kompleks on väga dünaamiline struktuur, mille tsisternid liiguvad pidevalt. Selle mudeli järgi ühinevad tsütoplasmavõrgustikust pärit vesiikulid, moodustades vesikulaarseid torujaid moodustisi, mis omakorda liitudes tekitavad cis-Golgi võrgustiku, seejärel cis-tsisternid, kuni lõpuks trans-Golgi võrgustikuni välja. Seega liiguvad kompleksi cis-piirkonnast pärit tsisternid pidevalt edasi trans-piirkonda ise samal ajal muutudes ja küpsedes. Seda mudelit toetab tähelepanek, et Golgi kompleksi sisekeskkonnas liiguvad edasi suured kollageenikiud, mida nende mõõtmete tõttu ei oleks põhimõtteliselt võimalik vesiikulitesse pakkida ega transportida. Tsisternide küpsemise mudeli järgi toimub seega kaks vastassuunalist liikumist, kus sekretoorsed valgud liiguvad cis-tsisternidest trans-tsisternide poole koos neid modifitseerivate ensüümidega ning samal ajal tuuakse osa ensüüme transpordivesiikulite abil tagasi lähtetsisternidesse, tekitades olukorra, kus Golgi kompleksi kindla piirkonna tsisternides on ainult neile omased ensüümid. Kui tsisternid on liikunud trans-Golgi võrgustiku piirkonda, siis eralduvad nendest transpordivesiikulid, mis suunduvad lüsosoomide või plasmamembraani poole, vähendades sellega pidevalt trans-Golgi ala, kuni see kaob. Siiski uuendatakse trans-Golgi võrgustikku pidevalt, kuna sinna saabuvad ühelt poolt kesktsisternid ja teiselt poolt suunatakse sinna transpordivesiikulite abil tagasi membraanikomponente, mis on pärit Golgi kompleksijärgsetest organellidest. Tegelikult need kaks mudelit ei välista teineteist, vaid pigem võib arvata, et esimene variant on rakus kasutusel siis, kui on vaja kiiret molekulide ümberpaigutamist Golgi kompleksi osade vahel, ning teisel juhul uuenevad kompleksi osad lihtsalt tunduvalt aeglasemalt.


    Golgi kompleksile annavad kindla kuju tsütoskeleti mikrotorukesed ja iseloomulikud maatriksivalgud, mis ühendavad kõrvutiasetsevad tsisternid omavahel ühtseks Golgi piirkonnaks. Ilmselt aitavad maatriksivalgud hoida ka transpordivesiikuleid Golgi piirkonnaga seotuna. Kui rakk läheb mitoosi, siis fosforüülivad mitootilised proteiinikinaasid Golgi maatriksivalgud, mille järel maatriks laguneb ning kompleksi osad paigutuvad raku tsütosooli laiali. Edasise rakujagunemise käigus jaotatakse Golgi kompleksi osi tütarrakude vahel võrdselt. Rakujagunemise lõpus Golgi maatriksivalgud defosforüleeritakse, mille tulemusena moodustatakse uus kompleks. Golgi kompleks on eriti silmatorkav nendes rakkudes, mis on spetsialiseerunud glükoproteiinide sekretsiooniks. Sellised rakud on näiteks sooleepiteeli karikrakud, mis sekreteerivad soolevalendikku suures koguses polüsahhariididerikast lima.


    4.4.2. Valkude modifitseerimine Golgi kompleksis


    Golgi kompleksis kujundatakse membraanides paiknevaid ja lahustuvaid sekretoorseid valke ümber kahel viisil: a) neile seotakse kovalentse sideme kaudu karbohüdraate (nn glükosüülimine), mille struktuuri edaspidi veel muudetakse; b) neid töödeldakse proteolüütiliselt. Valke, mille külge on seotud karbohüdraate, nimetatakse glükoproteiinideks.


    4.4.2.1. Valkude glükosüülimine ja selle tähtsus organismi elutegevuses


    Neid karbohüdraate, mis on seotud polüpeptiidahelas oleva asparagiini amiidrühma lämmastiku aatomi külge, nimetatakse N-seoselisteks oligosahhariidideks ning nende sidumist valkudega N-seoseliseks glükosüülimiseks. Seevastu neid karbohüdraate, mis on seotud polüpeptiidahelas oleva seriini või treoniini hüdroksüülrühma (-OH) külge, nimetatakse O-seoselisteks oligosahhariidideks ning nende sidumist valkudele O-seoseliseks glükosüülimiseks (joonis 4.119).
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    Joonis 4.119. N- ja O-seoseline glükosüülimine. Mõlemal juhul on kujutatud ainult seda suhkrujääki, mis on otseselt peptiidahelaga seotud.


    Kui N-seoselise glükosüülimise korral seotakse asparagiini amiidrühma lämmastiku aatomi külge N-atsetüülglükoosamiin, siis O-seoselise glükosüülimise korral seotakse seriini või treoniini hapniku aatomi külge N-atsetüülgalaktoosamiin. Valkude N-seoseline glükosüülimine algab tsütoplasmavõrgustikus ning jätkub Golgi kompleksis. O-seoseline glükosüülimine algab ja toimub üksnes Golgi kompleksis. N-seoselised oligosahhariidid on valkude struktuuris sagedamad kui O-seoselised oligosahhariidid ning nende ehitus on tunduvalt keerukam, sest nad koosnevad paljudest suhkrujääkide harudest.


    Oligosahhariidide sünteesi vaheastmed aitavad kaasa valkude pakkimisele ning sellele, et valesti pakitud valgud suunataks lagundamiseks tsütosooli. Seega oligosahhariidid võimaldavad kontrollida tsütoplasmavõrgustikust lahkuvate valkude kvaliteeti. Golgi kompleksis toimub sinna saabuvate ja sealt edasi transporditavate valkudega seotud oligosahhariidide struktuuri pidev ümberkujundamine, kusjuures sellega tegelevad ensüümid on paigutatud kompleksi eri osadesse: ensüümid, mis katalüüsivad oligosahhariidide varaseid ümberkujundusi, asuavd Golgi kompleksi cis-piirkonnas, samal ajal kui lõppfaasi ensüümid on trans-piirkonnas. Näiteks Golgi kesktsisternides eemaldatakse oligosahhariidide koostisest mannoos ning lisatakse N-atsetüülglükoosamiin, samal ajal kui galaktoos ja siaalhappejäägid lisatakse trans-tsisternides või trans-Golgi võrgustikus. Paljud neist ensüümidest on glükosidaasid ja glükosüültransferaasid, mis modifitseerivad valkudel asuvaid N- või O-seoselisi oligosahhariide. Valkude modifitseerimise protsess toimub Golgi kompleksi eri osades järk-järgult, mis tähendab, et kui kompleksi ühes osas seotakse valguga mingi suhkrujääk, siis järgmises osas võib see osutuda mingi uue ensüümi substraadiks. Valkude glükosüülimise protsess algab cis-Golgi tsisternides ning lõpeb trans-tsisternides.


    Imetajate glükoproteiinid kannavad kaht tüüpi N-seoselisi oligosahhariide, milleks on liitoligosahhariidid ja suure mannoosisisaldusega oligosahhariidid (joonis 4.120).
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    Joonis 4.120. Asparagiin- e N-seotud oligosahhariidide kaks põhiklassi imetajate glükoproteiinides. Keerulistes oligosahhariidides (B) ja kõrge mannoosisisaldusega oligosahhariidides (C) on mõlemas ühine tuumikpiirkond (A), mis tüüpiliselt sisaldab kahte N-atsetüülglükoosamiini ja kolme mannoosi. B. Igas keerulises oligosahhariidis on tuumikpiirkonna mannoosid seotud tipmise piirkonnaga, mis sisaldab erineva arvu trisahhariide (N-atsetüülglükoosamiin-galaktoos-siaalhape). Sõltuvalt rakutüübist ja glükoproteiinist võib keerulises oligosahhariidis olla ka kaks või neli tipmist haru. C. Kõrge mannoosisisaldusega oligosahhariidides on tuumikpiirkonna mannoosidele seotud veel lisamannoose. Tuumikpiirkonda siduv asparagiin ja veel kaks aminohapet (seriin (Ser) või treoniin (Thr) ja suvaline aminohape (X)) moodustavad tripeptiidi, mille tunneb ära oligosahharüültransferaas, mis lisab esimese oligosahhariidi peptiidahelale.


    Liitoligosahhariidid tekivad, kui tsütoplasmavõrgustikus polüpeptiidahelale kinnitunud N-seoselisele oligosahhariidile lisatakse veel uusi suhkrujääke. Erinevalt liitoligosahhariididest kujundatakse suure mannoosisisaldusega oligosahhariidid küll ümber, aga neile ei lisata Golgi kompleksis uusi suhkrujääke. Mõlemat tüüpi oligosahhariidid saavad alguse tuumikstruktuurist, mille moodustavad kaks peptiidahelas oleva asparagiiniga seotud N-atsetüülglükoosamiini ja sellega ühendatud kolm mannoosi molekuli. Tuumikstruktuuris olevale mannoosile lisatakse hiljem N-atsetüülglükoosamiini-galaktoosi-siaalhappe kompleks, mille tulemusel tekibki liitoligosahhariid. Nad on tihti paljuharulised, sest nende struktuuris võib olla rohkem kui kaks N-atsetüülglükoosamiini, galaktoose ja siaalhappeid võib olla erineval hulgal ning nende koosseisu võib kuuluda ka fukoose. Liitoligosahhariidide ahelate tipmiseks molekuliks olev siaalhape e N-atsetüülneuramiinhape on selle poolest väga oluline, et ta on glükoproteiinide koostises olevatest suhkrutest ainus, mis kannab negatiivset laengut. Suure mannoosisisaldusega oligosahhariidid sisaldavad ainult tuumikstruktuuri, millele on lisatud mitmeid mannoosimolekule. See, kas mingist oligosahhariidist tekib suure mannoosisisaldusega oligosahhariid või kujundatakse ta ümber liitoligosahhariidiks, sõltub põhiliselt tema asukohast valgu struktuuris. Kui see oligosahhariid on Golgi kompleksi ensüümidele ligipääsetav, siis kujundatakse temast liitoligosahhariid, kui ta seda aga ei ole, siis kujuneb temast tõenäoliselt suure mannoosisisaldusega oligosahhariidid. See, kuidas toimub oligosahhariidide ümberkujundamine tsütoplasmavõrgustikus ja Golgi kompleksis, on esitatud joonisel 4.121.
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    Joonis 4.121. Liitoligosahhariidide tekkekoht on nii endoplasmaatiline võrgustik kui ka Golgi kompleks.


    Golgi kompleksis toimub lima koostises olevate mutsiinide ja rakuvälisesse maatriksisse kuuluvate proteoglükaanide südamikvalkude väga laiaulatuslik O-seoseline glükosüülimine. Proteoglükaanide moodustumisel tekitatakse neljast suhkrujäägist koosnev sild südamikvalgu koostises oleva seriini hapnikuaatomi ja glükoosaminoglükaani (polüsahhariidne ahel, mis koosneb korduvatest disahhariididest) ahela vahel (joonis 4.122).
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    Joonis 4.122. Glükoosaminoglükaani (GAG) ahela ja südamikvalgu side proteoglükaani molekulis. Kõigepealt pannake kokku spetsiifiline tetrasahhariid, mis ühendab GAG-i valgus oleva seriini külge ning siis sünteesitakse ülejäänud GAG-i osa, mis koosneb korduvatest disahhariididest. Kondroitiinsulfaadis koosneb disahhariid D-glükuroonhappest ja N-atsetüül-D-galaktoosamiinist; heparaansulfaadis kas D-glükuroonhappest või L-iduroonhappest ja N-atsetüül-D-glükoosamiinist; kerataansulfaadis aga D-galaktoosist ja N-atsetüül-D-glükoosamiinist.


    Golgi kompleksis toimuv glükoosaminoglükaanide koostises olevate suhkrute ulatuslik sulfaatimine, kohe peale nende polümeeride moodustumist, annab neile tugeva negatiivse laengu. Sulfaatimist võimaldab sulfaatiooni doonor 3´-fosfoadenosiin-5´-fosfosulfaat, mis tuuakse trans-Golgisse tsütosoolist.


    Ensüümide paiknemine tsütoplasmavõrgustikus ja Golgi kompleksis on täiesti erinev. Nimelt, kui tsütoplasmavõrgustiku valendik on täis seal vabalt liikuvaid püsivalke ja ensüüme, siis Golgi kompleksi püsivalgud on kõik membraaniga seotud. Ensümaatilised reaktsioonid toimuvad seetõttu eranditult Golgi kompleksi membraani pinnal. Kõik Golgi kompleksis paiknevad glükosidaasid ja glükosüülitransferaasid on ainuläbivad membraanivalgud, mis võivad moodustada ka multiensüümseid komplekse.


    Golgi kompleksis toimuv oligosahhariidide ümberkujundamine on väga keeruline protsess. Seda ilmestab asjaolu, et näiteks inimese genoomis on sadu geene, mis kodeerivad erinevate glükosüülitransferaaside sünteesi, mille ekspressioon on erisugustes kudedes erinev ning sõltub veel ka konkreetse rakutüübi diferentseerumise astmest.


    4.4.2.2. Milleks on glükosüülimine vajalik?


    Kõigepealt tuleb silmas pidada, et oligosahhariidide ülesehitus ja süntees erinevad oluliselt teiste makromolekulide (nagu DNA, RNA ja valgud) omast. Kui nukleiinhappeid ja valke kopeeritakse matriitsi alusel ühesuguste etappide korduvate seeriatena, kus kasutatakse samu ensüüme või ensüümikomplekse, siis karbohüdraatide süntees nõuab igal etapil erinevat ensüümi, kusjuures tekkiv produkt on sünteesiahelas substraadiks järgmisele ensüümile. Seda, et N-seoseline glükosüülimine on evolutsiooniliselt väga varajane protsess, näitab asjaolu, et see esineb kõigil eükarüootidel ja isegi arheate rakuseina valkude puhul. N-seoseline glükosüülimine soodustab valkude kokkupakkimist seetõttu, et esiteks ta takistab valkude agregeerumist ja teiseks vahendab nende seostumist tšaperoonide ja lektiinidega. Kuivõrd suhkruahelad on piiratud painduvusega, siis ei lase nad valgu pinnal kokku puutuda teiste makromolekulidega, mis teeb glükoproteiinid vastupidavamaks proteolüütiliste ensüümide toimele. Peale selle kaitseb limakiht näiteks kopsukoe ja sooleseina pinda patogeenide toime eest. Kuivõrd rakkude pinnal paiknevad lektiinid seostuvad suhkruahelatega, siis võimaldab see rakkude omavahelist äratundmist ning nende seostumist rakuvälisele maatriksile. Valkude glükosüülimine on olulise tähtsusega ka rakult rakule ja rakuväliselt maatriksilt rakule suunatud signaalide ülekande regulatsioonis.


    4.4.3. Valkude transport trans-Golgi võrgustikust lüsosoomidesse


    Kui valkude glükosüülimise Golgi kompleksi cis- ja trans-piirkonnas on seal paiknevad ensüümid lõpule viinud, jõuavad need ümberkujundatud moel trans-Golgi võrgustikku. Seal sorditakse nad erinevat tüüpi vesiikulitesse, mille abil toimub transport lõplikku toimimiskohta (joonis 4.123).
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    Joonis 4.123. Oligosahhariidide töötlemine erinevates Golgi kompleksi osades. Töötlemiseks vajaminevad ensüümid ei paikne ühes kindlas tsisternis, vaid nad on Golgi keskosas laiali jaotunud: varem toimivad ensüümid asuvad enamuses cis-Golgi tsisternides ja hiljem toimivad ensüümid trans-Golgi tsisternides. Man – mannoos; GlcNAc – N-atsetüülglükoosamiin; Gal – galaktoos; NANA – N-atsetüülneuramiinhape e siaalhape.


    4.4.3.1. Valkude sekretsiooni rajad, mis lähtuvad trans-Golgi võrgustikust


    Trans-Golgi võrgustikust lähtuvad vesiikulid on järgmised. 1. COP I-valguga kaetud vesiikulid, mis toimetavad valkude tagasisuunatud transporti Golgi kompleksi osade vahel ning nende jõudmist tsütoplasmavõrgustikku. 2. Vesiikulid, mis eralduvad klatriinse katte (joonis 4.124) tekkel ning transpordivad lüsosoomide membraanis või valendikus paiknevaid valke.
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    Joonis 4.124. Klatriinse katte teke ja lagunemine. Katte moodustumine kutsub esile membraani kõverdumise, misjärel tekib sinna kaetud lohk. Kohandajavalgud seostuvad nii klatriini triskelionidega kui ka membraanile seostunud lasti kandvate retseptoritega, soodustades nii membraani kuuluvate, aga ka lahustunud lastmolekulide valikulist sattumist vesiikulitesse. Teised membraane painutavad ja nende liitumist soodustavad molekulid (nt dünamiin) seostuvad punguva vesiikuli kaelaossa. Klatriinne kate eemaldub vesiikulilt kohe, kui see on membraanist vabanenud.


    4.4.3.2. Kaetud vesiikulid ja vesiikulite liikumine Golgi kompleksi osade vahel


    Kui vesiikuli pinnalt eraldub klatriinne kate, siis ühinevad nad hilise endosoomiga, millest viiakse transporditavad valgud juba lüsosoomi. Kui vesiikulid on kaetud ainult kohandajavalgu (ingl adapter protein, AP) kompleksiga, siis ühinevad need vahetult lüsosoomidega. Termin „kohandaja” tähistab molekuli, mis on füüsiliselt seotud kahe erineva materjaliga. 3. Konstitutiivse või reguleeritud sekretsiooniraja vesiikulid, mis viivad valke plasmamembraani koostisse või rakust välja, on samuti trans-Golgi võrgustikust lähtuvad. Selliste vesiikulite kattevalkude kohta pole seni midagi teada.


    Kõige enam on uuritud neid trans-Golgi võrgustikust eralduvaid vesiikuleid, millel on membraaniga kokkupuutuv kohandajavalgu kompleksi (tüübid AP1, AP2, AP3 ja GGA) (tabel 4.4) sisaldav sisemine ja klatriinne välimine kate.


    Tabel 4.4. Kaetud vesiikulid, mis vahendavad valkude liikumist rakus ühest kompartmendist teise, nendega seotud kattevalgud ja GTPaasid.
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    Klatriiniga kaetud vesiikulid korraldavad valkude ja teiste molekulide liikumist endosoomsete struktuuride ning Golgi kompleksi vahel, kuid toimetavad neid ka plasmamembraanist varastesse endosoomidesse. Kui klatriinimolekulid valkude segust välja puhastada, siis näivad nad kolmeharulisena, millest ka nende kreekakeelne nimi triskelion, mis tähendab kolmjalga. Iga nn jalg koosneb ühest raskest (180 kDa) ja ühest kergest ahelast (35–40 kDa) ning seega on klatriini triskelion’is (joonis 4.125) kolm rasket ja kolm kerget ahelat.


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.125. Klatriinse katte struktuur (A–D, F) ning klatriiniga kaetud lohud ja vesiikulid (E). A. Klatriini triskelion’i elektronmikrofoto. B. Klatriini triskelion koosneb kolmest raskest ja kolmest kergest ahelast. C, D. Biokeemiliselt in vitro tekitatud klatriinse katte elektronmikrofoto (pseudovärving), kus on näha rasked ahelad (C) ja kerged ahelad (D). E. Koekultuuris kasvanud fibroblastide plasmamembraani sisepinnal asuvate klatriiniga kaetud lohkude ja vesiikulite elektronmikrofoto. F. Veise ajust eraldatud klatriiniga kaetud vesiikulite kujutised, mis on saadud külmutuselektronmikroskoopia ja tomograafia abil.


    Klatriini triskelion’id ühinevad viis- või kuusnurkseks kumeraks korvitaoliseks võrgustikuks, moodustades kobara ja tekitades membraanide tsütosoolipoolsel küljel kaetud lohu (joonis 4.125).


    Sobivate tingimuste korral võivad klatriini triskelion’id ühineda iseensest ning moodustada polüheedritaolisi struktuure, ilma et keskkonnas oleks membraaniga kaetud vesiikuleid, mis seda esile kutsuksid. Kui kohandajavalgu kompleks retseptorvalguga seostub järk-järgult membraanide tsütosoolipoolsel küljel klatriini molekulidega, tekib membraani kooldumine, mille tulemusel moodustub nn kaetud lohk ja pung, mis viib lõpuks klatriiniga kaetud vesiikuli väljakujunemiseni (joonis 4.126). Klatriini iga raske ahela globulaarne tipuosa moodustab kompleksi ühe kohandajavalguga, aidates kaasa triskelion’i tekkele ja vesiikuli stabiliseerumisele. Kõigi vesiikulite, mille kate sisaldab ühte neljast kohandajavalgust, teket aitab vallandada ARF-valk, millest oli juttu eespool COP I-katte tekke puhul.


    Transpordivesiikulite tekke väga oluline faas on nende lähtemembraanist vabanemine. Klatriini ja kohandajavalkudega (AP-valgud) kaetud vesiikulid eemaldab lähtemembraanist dünamiin, mis on tsütosooli valk. Vesiikuli väljapungumise lõppfaasis dünamiin polümeriseerub, hüdrolüüsib GTP-d ning saadud energia abil nöörib kokku vesiikuli kaelaosas. Kui dünamiini toimel puutuvad kaks mittetsütosoolipoolset membraani kokku, siis sulavad nad ühte (joonis 4.126).
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    Joonis 4.126. Klatriiniga kaetud vesiikuli vallandub membraanist dünamiini abil. Dünamiini molekulid, mis keerduvad membraanist väljapunguva vesiikuli kaelapiirkonda, seovad enda külge mitmeid lisavalke. Dünamiini kuju muutumiseks vajalik energia saadakse tema enda katalüüsitud GTP hüdrolüüsist. Lähtemembraani komponendid satuvad tekkiva vesiikuli membraani, kuivõrd nad on seotud kohandajavalkudega (AP kompleksi valgud). B. Elektronmikrofoto vesiikuli vallandumisest närvilõpme raku pinnalt. Vesiikuli kaelaosas on dünamiin tehtud nähtavaks kullaga märgistatud dünamiinivastase antikehaga.


    Dünamiin seob punga kaelaossa veel teisi valke, mis muudavad nöördumise kohas membraani kaksikkihi stabiilsust või lipiidide koosseisu, selleks et membraane piisavas ulatuses painutada. COP I- ja COP II-valkudega kaetud vesiikulid vabanevad lähtemembraanist ilma selliste GTPaaside abita nagu dünamiin. Nii COP I ja COP II kui ka klatriiniga kaetud vesiikulid kaotavad oma katte kohe peale nende moodustumist. Arvatakse, et tsütosoolis paiknev tšaperonvalk Hsp70 kasutab ATP hüdrolüüsi energiat selleks, et depolümeriseerida klatriinne kate üksituteks triskelion’ideks. Klatriinne kate on vaja eemaldada mitte ainult selleks, et kasutada vabanevat klatriini uute vesiikulite moodustamiseks, vaid ka võimaldamaks eksponeerida v-SNARE-valke vesiikulite pinnal.


    Vesiikulite teke ja transport rakus peavad olema täpselt reguleeritud. Selleks annab võimaluse kattevalkude õige ajaline ja ruumiline seostumine lähtemembraaniga. Kuivõrd fosfoinositiidid (PIP) tekivad fosfatitüülinositoolide (PI) fosforüülimise tagajärjel ainult kindlates membraanipiirkondades, siis just nemad määravad klatriinse katte tekke plasmamembraanil või Golgi kompleksis. On leitud, et fosfatitüülinositooli ja fosfoinositiidi kinaaside, aga ka fosfoinositiidi fosfataaside muster erinevates endotsütoosi ja sekretoorse raja organellides on erinev ning PIP-i muutumine PI-ks või vastupidi toimub täpselt määratletud kohas. Selle tulemusena on PIP-paigutus eri organellides ja isegi sama organelli membraani eri piirkondades erisugune. Vesikulaarses transpordis osalevatel valkudel on piirkonnad, mis seostuvad väga spetsiifiliselt ainult kindlate PIP-ide peaosaga, tehes sel viisil vahet nende erinevate fosforüülitud vormide vahel. Kui membraani koostisse sünteesitakse mingit kindlat tüüpi PIP, siis sellega seostub vastav valk, millel on just seda PIP-i äratundev piirkond. Selle tõttu võib öelda, et ühe kindla vesiikulitüübi tekkimiseks on vaja, et PIP-i ja seda ära tundva valgu seostumine oleks väga spetsiifiline.


    Peale selle, et kohandajavalgud on sillaks klatriini ja vesiikuli membraani vahel, on neil ühendus vesiikuli membraanis paiknevate valkudega, milleks sageli on retseptorid, mis hoiavad enda küljes vesiikuli valendikus asuvat lastmolekuli (joonis 4.126). Võiks öelda, et retseptorvalgud korjavad membraani läheduses paiknevaid lastmolekule klatriiniga kaetud vesiikulitesse valikuliselt. Kuivõrd kohandajavalke on erinevat tüüpi, siis kinnitub neist igaühele erisugune kogum lastmolekuli retseptoreid, mistõttu on tekkivad klatriiniga kaetud vesiikulid üksteisest erinevad. Sellest tulenevalt sisaldavad erinevatelt membraanidelt punguvad klatriiniga kaetud vesiikulid mitte ainult erinevaid kohandajavalke, vaid ka erinevaid retseptoreid ja nendega seotud lastmolekule.


    Eespool kirjeldasime, kuidas toimub transpordivesiikuli lähtemembraanist väljapungumine, kuid millise mehhanismi kaudu toimub vesiikuli lõplik eraldumine? Uurijatel on õnnestunud tuvastada, et klatriini ja kohandajavalguga kaetud vesiikuli membraanist eraldumist reguleerib suur GTP-seoseline tsütosoolivalk dünamiin. Vesiikuli moodustumise hilises faasis kogunevad dünamiin ja temaga seotud valgud väljasopistuva vesiikuli kaelaossa, kus dünamiin polümeriseerub, moodustades helikaalse katte (joonis 4.126). Dünamiini molekulis olev PI(4,5)P2-ga seostuv piirkond võimaldab tal kinnituda membraani pinnale. Kui dünamiin hüdrolüüsib GTP-d, siis saadud energia toimel muutub tema enda konformatsioon, mille tulemusel nööritakse vesiikuli kaelaosa kokku, kuni see katkeb ja vesiikul membraani pinnalt eraldub. Dünamiin ning temaga seotud valgud destabiliseerivad vesiikuli kaelaosa membraanikihte või muudavad selle lipiidset koostist niivõrd, et tsütoplasmast ärapööratud kihid ühinevad. Võrdluseks võib tuua COP I- ja COP II-valkudega kaetud vesiikulid, mille eraldumine lähtemembraanist ei vaja dünamiinilaadsete GTPaaside kohalolekut. Siinkohal on eriti oluline märkida, et kohe peale vesiikuli moodustumist eraldub klatriinkate selle pinnalt, mis tähendab, et edaspidi jäävad vesiikulid ainult membraaniga kaetuks. Klatriinse katte üks komponent, PIP-fosfataas, soodustab vesiikuli kattest vabanemist, eraldades membraanist PI(4,5)P2, mis omakorda nõrgestab kohandajavalkude ja membraani vahelist sidet. Peale selle eemaldab vesiikulitelt katte ka ATPaasina käituv tšaperonvalk Hsp70, mis kasutab ATP hüdrolüüsi energiat klatriinse katte lagundamiseks üksikuteks triskelion’iteks. Kui eelmainitud ARF-valguga seostub GTP asemel GDP, siis tema kuju muutub, mis võib anda signaali klatriinkatte lagundamiseks.

  


  
    4.5. Lüsosoomid, eksotsütoos ja endotsütoos


    SULEV INGERPUU


    4.5.1. Lüsosoomid


    Valgud sorditakse lõplikult nende edasise sihtkoha järgi trans-Golgi võrgustikus. Paigale jäävad ainult need valgud, millel on Golgi kompleksis täita mingi kindel ülesanne. Osa valke, mis Golgi kompleksist lahkuvad, on määratud funktsioneerima tsütosoolis paiknevates ühekordse membraaniga kerajates struktuurides (Ø 0,03–1 μm), mida nimetatakse lüsosoomideks (joonis 4.127). Juba 1950. aastatel leidsid Christian de Duve ja Albert Claude imetaja maksarakke uurides, et neis esinevad proteolüütilisi (valke lagundavaid) ensüüme sisaldavatel membraaniga ümbritsetud struktuuridel, lüsosoomidel, on ääretult oluline roll rakkude elutegevuses. Lüsosoomides toimuva rakku organellide lagundamise (autofaagia) uurimise eest anti 1974. aastal Nobeli auhind füsioloogias ja meditsiinis kolmele mehele: Christian de Duve, Abert Claude ja George Palade.
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    Joonis 4.127. A. Lüsosoomis asuvad happelised hüdrolaasid on hüdrolüütilised ensüümid, mis on aktiivsed happelises keskkonnas. Membraanis olev prootonite pump (H+ ATPaas) pumpab prootoneid lüsosoomi sisemusse saavutamaks seal happelist pH-d. B. Elektronmikrofoto lüsosoomidest, mis on tänu happelistele hüdrolaasidele fotol eristatvad elektrontihedate (tumedalt värvunud) organellidena. Foto: K. Padari.


    Lüsosoomid esinevad kõigis eukarüoodi rakkudes ning on väga erineva kuju ja suurusega. Rakkudes saab neid tuvastada makromolekule lagundavate happeliste hüdrolaaside olemasolu järgi (joonis 4.127 B). Lüsosoomide moodustumisel on oluliseks vaheetapiks hilised endosoomid, millesse saabub varastest endosoomidest ja makropinosoomidest pärit rakuväline materjal (joonis 4.128 ja 4.129).


    


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.128. Lüsosoomide küpsemise mudel. Hilised endosoomid, mille valendikus võib olla väikseid vesiikuleid, ühinevad juba olemasolevate lüsosoomide või endolüsosoomidega. Kui hüdrolaasid on lagundanud endolüsosoomides oleva materjali, siis tekib sellest küps lüsosoom.


    Hilised endosoomid ühinevad pidevalt ka Golgi kompleksist pärit olevate lüsosoomidega, mis toovad kaasa vastsünteesitud happelisi hüdrolaase, mille tagajärjel tekivad nn endolüsosoomid, mis ühinevad omavahel. Selliseid endolüsosoome, milles on üksnes lagundamisele mitte alluv või aeglaselt lagunev materjal, kutsutakse n-ö klassikalisteks lüsosoomideks. Nendesse lüsosoomidesse tuuakse ka fagosoomidest, mis esinevad neutrofiilides ja makrofaagides, või autofagosoomidest pärit materjal (joonis 4.129).
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    Joonis 4.129. Lagundatav materjal saabub lüsosoomidesse hilistest endosoomidest, fagosoomidest ja autofagosoomidest.


    On tähelepanuväärne, et nn klassikalised lüsosoomid, mis on suhteliselt väiksed, ümarad ja tiheda sisuga, võivad ühineda hiliste endosoomide või endolüsosoomidega. Seega ei ole endolüsosoomide ja lüsosoomide vahel võimalik vahet teha, sest nad on põhimõtteliselt samad struktuurid, kuid asuvad erinevas arengujärgus. Lüsosoomides lagundatakse väliskeskkonnast sissevõetud materjali (nt fagotsüteeritud mikroorganismid) või kahjustatud ja vananenud organelle ning toodetakse rakule toitaineid. Lüsosoomid asuvad rakusisese vesiikulite transpordi ristteel, mistõttu saabub nendesse 1) endotsüteeritud materjal hilistest endosoomidest, 2) fagotsüteeritud materjal fagosoomidest (neutrofiilides ja makrofaagides), 3) makropinotsütoosi teel juhuslikult rakku sattunud materjal hilistest endosoomidest, 4) raku enda lagundamisele määratud komponendid autofagosoomidest (joonis 4.129).


    Lüsosoomides on ligi 40 erinevat hüdrolüütiliste ensüümide gruppi, mille hulka kuuluvad näiteks proteaasid, nukleaasid, glükosidaasid, lipaasid, fosfolipaasid, fosfataasid ja sulfataasid. Nad kõik on happelised hüdrolaasid, mis aktiveeruvad proteolüütilise lõikamise tagajärjel. Lüsosoomide sisekeskkond on happeline (pH on umbes 4,5–5,0), mis tagab ka hüdrolaaside aktiivsuse. Happelised hüdrolaasid ei saa toimida raku enda struktuuridele hävitavalt, sest 1) nad on tsütosoolist membraaniga eraldatud; 2) isegi kui nad peaksid sattuma tsütosooli, muutuvad nad kõrgema pH juures (tsütosoolis on see umbes 7,2) inaktiivseks. Kuid miks hüdrolüütilised ensüümid ei lagunda lüsosoomi enda membraanis paiknevaid valke? Põhjuseks on asjaolu, et lüsosoomi membraanivalgud on väga tugevalt glükosüülitud, mis kaitseb neid lüsosoomisiseste proteaaside eest. Lüsosoomide membraanides on rohkesti transportvalke, mis viivad lagundatud makromolekulide lõpp-produktid (aminohapped, suhkrud, nukleotiidid) tsütosooli, kus need lähevad taaskasutusse või saadetakse rakust välja. Selleks et hoida lüsosoomide sees madalat pH-d, on nende membraanis pump (vakuooli H+ ATPaas), mis pumpab tsütosoolis asuvaid prootoneid läbi membraani lüsosoomi (joonis 4.127 A). Lüsosoomide prootonipump kuulub V-tüüpi ATPaaside hulka ning sarnaneb oma ehituselt mitokondrite ja kloroplastide ATP-süntaasidega. Kui nimetatud organellides kantakse prootonid analoogse pumba kaudu läbi membraani, tootes samal ajal ATP-d, siis lüsosoomide puhul kasutatakse ATP hüdrolüüsist saadavat energiat selleks, et viia tsütosoolist pärit prootonid organelli sisemusse. Samasuguseid või lähedasi V-tüüpi ATPaase kasutatakse kõigis endo- või eksotsütoosiga seotud oragnellides, nagu lüsosoomid, endosoomid, mõned Golgi piirkonnad ning transpordi ja sekretoorsed vesiikulid.


    Lüsosomaalsete ensüümide küljes olevatele N-seoselistele oligosahhariididele lisatakse mannoos-6-fosfaatgrupp (M6P) (joonis 4.130) just siis, kui nad läbivad cis-Golgi võrgustiku.
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    Joonis 4.130. Lüsosomaalsele hüdrolaasile seotud mannoos-6-fosfaadi struktuur. Lüsosoomidesse suunatavaid hüdrolaase tunnevad ära Golgi kompleksi ensüümid, mis vastutavad neile valkudele M6P külgepaneku eest.


    Kuivõrd tsütoplasmavõrgustikust lahkuvad valgud kannavad kõik ühesuguseid N-seoselisi oligosahhariide, siis peab M6P oligosahhariidile sidumise signaal asuma iga hüdrolaasi polüpeptiidahela sees. Katsete tulemusel on selgunud, et äratundmissignaali moodustavad valgu pinnal olevad kõrvutiasetsevad aminohapped, mida on hakatud nimetama signaalikohaks (ingl signal patch). Kaks ensüümi, mis panevad lüsosomaalsetele hüdrolaasidele M6P külge, toimivad järjestikku (joonis 4.131).
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    Joonis 4.131. Golgi kompleksis tunnevad mannoos-6-fosfaati siduvad ensüümid ära lüsosomaalsed hüdrolaasid. GlcNAc fosfotransferaasil on eraldiasuvad katalüütiline ja äratundmispiirkond. Katalüütiline piirkond seostub nii kõrge mannoosisisaldusega N-seotud oligosahhariidiga kui ka UDP-GlcNAc struktuuriga. Äratundmispiirkond seostub ainult lüsosomaalsetele hüdrolaasidele omaste signaalaladega. Teine ensüüm eemaldab GlcNAc struktuuri, paljastades mannoos-6-fosfaadi.


    Selle protsessi käigus seostub lüsosomaalne hüdrolaas cis-Golgis oma signaalikohaga GlcNAc-fosfotransferaasi äratundmispiirkonnaga ning UDP-GlcNAc sama transferaasi katalüütilise piirkonnaga. Katalüütilises piirkonnas seotakse GlcNAc-fosfaat mannoosi külge, mis jääb sinna aga ajutiselt, sest juba trans-Golgis eemaldab järgmine ensüüm GlcNAc jäägi, mille tulemusena tekibki M6P-ga seotud oligosahhariidi kandev hüdrolaas. Kuivõrd enamik lüsosomaalseid hüdrolaase on seotud paljude oligosahhariididega, siis on neil ka palju M6P jääke, mis annab neile kõrge afiinsuse M6P retseptori suhtes.


    Mannoos-6-fosfaadi retseptorid, mis asuavd trans-Golgi võrgustiku membraanis, koguvad kokku need ensüümid, mis peavad jõudma lüsosoomidesse. Trans-Golgi võrgustikus, kus pH on 6,5, kinnitub mannoos-6-fosfaadi retseptor valgu küljes oleva M6P kandva oligosahhariidi külge. Need vesiikulid, mis lahkuvad trans-Golgi võrgustikust, selleks et viia ensüüme hilistesse endosoomidesse, kust nad liiguvad edasi lüsosoomidesse, kannavad klatriinkatet, mis on seotud kohandajavalkudega AP1 või GGA (joonis 4.132).
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    Joonis 4.132. Lüsosomaalsete ensüümide transporti trans-Golgi võrgustikust korraldavad GGA perekonna kohandajavalgud. GGA valgud seostuvad nii klatriini molekulidega kui ka mannoos-6-fosfaadi retseptori (MFR) tsütosoolipoolse osaga. MFR on trans-Golgi võrgustikus seotud lüsosomaalsete ensüümidega. GGA valgud on seotud ka väikese GTP-d siduva valguga, Arf1.


    Kohandajavalgud kinnituvad ühelt poolt mannoos-6-fosfaadi retseptori tsütosoolipoolsele osale ning teisalt klatriini raske ahela globulaarsele piirkonnale. Üldisemas plaanis seonduvad kohandajavalgud membraanide tsütosoolipoolse osaga, s.o kohta, kus retseptorvalkudele eksponeeritakse kindlaid sortimissignaale. AP3 kohandajavalguga kaetud vesiikulid viivad samuti materjali lüsosoomi, kuid nemad ei ühine hiliste endosoomidega, vaid liituvad kohe lüsosoomimembraaniga. Mõnedes rakutüüpides korraldavad AP3-kaetud vesiikulid valkude transporti eriülesannetega säilitusvesiikulitesse, mis on lähedased lüsosoomidega. Näiteks liiguvad naha pigment melaniin ning mõned verehüübimise faktorid selliste vesiikulite abil vastavalt siis kas melanotsüütide melanosoomidesse või megakarüotsüütide graanulitesse. Katsealustel hiirtel, kellel oli AP3-valku määravas geenis mutatsioon, muutus naha pigmentatsioon ebanormaalseks ning tekkisid verehüübimise häired.


    Mannoos-6-fosfaadi retseptor laseb M6P kandva oligosahhariidi küljest lahti hilistes endosoomides, kus pH on 6 (joonis 4.133).
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    Joonis 4.133. Vastsünteesitud lüsosomaalsete hüdrolaaside transport endosoomidesse. Cis- ja trans-Golgi võrgustikus seovad kaks ensüümi mannoos-6-fosfaadi (M6F) lüsosoomaalsete ensüümide eellastega (joonis 4.130). Seejärel eraldatakse trans-Golgi võrgustikus M6F-märgistatud hüdrolaasid kõigist teistest valkudest, kuivõrd kohandajavalgud seostuvad M6F-retseptoriga, mis on nende hüdrolaasidega seotud (joonis 4.131). Trans-Golgi võrgustikust lähtuvad vesiikulid kannavad need hüdrolaasid varastesse endosoomidesse. Kuivõrd endosoomides on madalam pH, siis vabanevad hüdrolaasid M6P-retseptorilt, mis läheb retromeeridega kaetud vesiikulite abil taaskasutuseks tagasi trans-Golgi võrgustikku. Endosoomides eraldub hüdrolaasidega seotud M6F-ilt fosfaat, mis kindlustab selle, et hüdrolaas ei saa trans-Golgi võrgustikku tagasi pöörduda.


    Kui happeline fosfataas eemaldab mannoosi küljest fosfaatgrupi, siis katkeb side lüsosomaalse hüdrolaasi ja M6P retseptori vahel. Vabanenud M6P retseptorid liiguvad varase endosoomi piirkonda, kus tekivad nn retromeerse valgukompleksiga kaetud transpordivesiikulid, mille membraani koostises viiakse M6P-retseptorid tagasi trans-Golgi võrgustiku membraani, et neid saaks jälle uuesti kasutusele võtta. Retromeerid on paljudest valkudest koosnevad kompleksid, mis tekitavad katte endosoomi membraani kindlates kohtades. Selleks et see toimuks, peab olema täidetud rida tingimusi: a) retromeer peab saama kinnituda lastikandva retseptori tsütosoolipoolsele osale; b) retromeer peab saama seostuda fosfolipiidse kaksikkihi kumera osaga; 3) retromeeril peab olema võimalik seostuda spetsiifilise fosforüülitud fosfatidüülinositoollipiidiga (s.o fosfoinositiid), mis toimib kui endosoomi märgis. Siinkohal on oluline silmas pidada, et kõik kolm tingimust peavad olema täidetud samal ajal, mis kindlustab selle, et retromeerne kompleks kinnitub endosoomi membraanile õigel ajahetkel ja õiges kohas. Kuivõrd retromeerikompleksi valgud esinevad dimeeridena, siis neist ühe seostumine membraaniga tasakaalustab selle kõverust niivõrd, et ka teised retromeerid hakkavad sinna kinnituma. Retromeerkompleksi teke endosoomi membraani pinnal kutsub lõpuks esile transpordivesiikuli väljapungumise ja membraanist eraldumise. Retromeeridel on endosoomides toimuvas valkude sorteerimises määrav osa, kuna nad tunnevad spetsiifiliselt ära veel mitmeid teisi membraanivalke peale M6P retseptori. Kui retromeeride teostatav endosoomivalkude sortimine on häiritud, siis võivad areneda välja mitmesugused patoloogilised seisundid, nagu näiteks neurodegeneratiivne Alzheimeri haigus. pH langusega kaasnev lüsosomaalsete hüdrolaaside aktiivsuse tõus tingib selle, et nad hakkavad lagundama kõigepealt seda materjali, mis on saabunud endosoomidesse.


    Mitte kõik M6P-ga märgistatud hüdrolaasid ei jõua lüsosoomidesse. Mõned neist jäävad trans-Golgi võrgustikus õigetesse vesiikulitesse pakkimata, mistõttu need saadetakse raku pinnale, kus nad viiakse rakust välja. Samas mõned M6P-retseptorid teevad ringkäigu plasmamembraani, kus nad püüavad kinni n-ö põgenema pääsenud lüsosomaalsed hüdrolaasid ning toovad need retseptorvahendatud endotsütoosi teel varaste ja hiliste endosoomide kaudu lüsosoomidesse tagasi.


    Kui inimese rakkudes sünteesitud lüsosomaalsed hüdrolaasid on geneetilistel põhjustel defektsed, siis arenevad välja lüsosomaalsed ladestushaigused. Valdavalt ilmneb see siis, kui on toimunud mutatsioon mingit lüsosomaalset hüdrolaasi kodeerivas struktuurgeenis. Sellise mutatsiooni korral kogunevad lüsosoomidesse molekulid, mida rakus ei suudeta lagundada, kuivõrd selleks vajalikud lüsosomaalsed ensüümid on defektsed. Kõige sagedamini arenevad siis välja neurodegeneratiivsed haigused. Näiteks Hurleri haigus, mille puhul rakkudes puudub ensüüm või on see defektne; see ensüüm peaks lagundama kindlat tüüpi glükoosaminoglükaane. Lüsosomaalsetest ladestushaigustest on kõige raskema kuluga nn sisaldisrakkude haigus (ingl inclusion-cell disease), mis on küll õnneks väga harva esinev. Sellist haigust põdevate inimeste fibroblastide lüsosoomidest puuduvad peaaegu kõik hüdrolüütilised ensüümid, mistõttu tekivad nende rakkudesse suured sisaldiste kogumid e inklusioonid. Sisaldisrakkude haigus on ühe geeni defektist põhjustatud retsessiivne haigus. Selle haiguse korral ringlevad need hüdrolaasid, mis peaksid olema lüsosoomides, hoopis veres. Kuivõrd neid hüdrolaase ei sordita Golgi kompleksis õigesti, siis nad sekreteeritakse rakkudest välja. Hüdrolaaside sortimine on takistatud seetõttu, et rakkudes kas puudub GlcNAc-fosfotransferaas või on see ebanormaalne. Tulemuseks on see, et lüsosomaalsed ensüümid jäävad cis-Golgi võrgustikus fosforüülimata ning trans-Golgi võrgustikus ei suuda M6P retseptor neid õigetesse transpordivesiikulitesse sortida. Senini on kirjeldatud üle 40 lüsosomaalse ladestushaiguse, mida esineb umbes ühel isendil 8000 vastsündinust. Nende haiguste hulka kuuluvad ka sfingolipiidide ladestushaigused. Kõige enam on uuritud Tay-Sachsi haigust, mille põhjuseks on β-N-heksoosaminidaas A puudumine rakkudes. See on ensüüm, mille ülesanne on lagundada gangliosiid GM2, mis on aju närvirakkude membraani oluline komponent. Kui ajurakkudes pole vastavaid hüdrolüütilisi ensüüme, siis need gangliosiidid ladestuvad lüsosoomidesse, põhjustades haigetel progresseeruvat vaimset ja liikumispuuet. Käesolevaks ajaks on kõik teadaolevad lüsosomaalsed ladestushaigused enne sündi diagnoositavad.


    On tähelepanuväärne, et sisaldisrakkude haiguse korral on maksarakkude lüsosoomides normaalne valik hüdrolaase, mis viitab sellele, et osal rakkudel on mingi teine tee, mille kaudu hüdrolaasid jõuavad lüsosoomidesse. Senini on selle M6P-sõltumatu raja olemus veel tundmata. Tegelikult kasutavad kõik rakud M6P-sõltumatut rada selleks, et viia membraanivalke trans-Golgi võrgustiku membraanist lüsosoomide kaudu hiliste endosoomide membraani. Membraanivalgud lahkuvad trans-Golgi võrgustikust klatriiniga kaetud vesiikulites, mille üks erinevus M6P-ga märgistatud hüdrolaase kandvatest vesiikulitest on see, et nende pinnal on teistsugused kohandajavalgud. Seega kasutavad rakud mitut eri teed membraanikomponentide ja sisaldiste lüsosoomidesse transportimiseks.


    Mitte alati ei ole lüsosoomid materjali transpordi lõppjaam. Kõik rakud kasutavad ka nn lüsosomaalset sekretsiooni, selleks et lahti saada materjalist, mida ei ole võimalik lüsosoomides lagundada. Sellist sekretsiooni viisi kasutab enamik rakke stressi tingimustes. Kuid on üks tüüp rakke – naha melanotsüüdid –, mis säilitavad pigmente melanosoomides ning kui vaja, eksotsüteeritakse see sealt epidermise rakkude vahelisse ruumi. Sealt korjavad pigmendi üles keratinotsüüdid, kutsudes nahas esile pigmentatsiooni tekke. Albinismi e naha pigmentatsiooni puudumist põhjustab geneetiline häire, mille korral melanosoomid ei eksotsüteeri pigmente epidermise rakkude vahelisse ruumi.


    Enamikus taime- ja seenerakkudes asub üks või mitu suurt vedelikuga täidetud vesiikulit, mida nimetatakse vakuoolideks.


    Tavaliselt haaravad nad vähemalt 30% raku mahust, kuid mõnede rakutüüpide puhul võib see ulatuda kuni 90%-ni. Kuigi vakuoole, mis sisaldavad erinevaid hüdrolüütilisi ensüüme, võib pidada loomaraku lüsosoomide sugulasteks, on nende funktsioonid palju mitmekesisemad. Näiteks taime vakuoolid on organellid, kus säilitatakse toitaineid ja jääkprodukte, kuid neis toimub ka materjali lagundamine. Peale selle suurendavad taimed vakuoolide suurenemise arvel oma rakkude mahtu (joonis 4.134) ning reguleerivad nende kaudu rakusisest turgorit e osmootset rõhku.
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    Joonis 4.134. Vakuoolide suuruse muutmise kaudu saab taimerakk muuta oma mõõtmeid. Taimerakk saab muuta oma mõõtmeid, ilma et muutuks tsütosooli maht. Taimerakku sissevõetav vesi tõstab turgorit, sellega suurenevad vakuooli maht ja surve rakukestale ning raku mõõtmed muutuvad. Tsütosool ning selles paiknevad organellid surutakse vastu raku kesta.


    Ühes ja samas taimerakus võivad erinevatel vakuoolidel olla erisugused funktsioonid. Vakuoolid ning nende sisaldised aitavad taimedel säilitada homeostaasi vastukaaluks muutuvatele keskkonnatingimustele. Keskkond taimeraku vakuooli sees (pH = 3–6) on palju happelisem kui tsütosoolis (pH = 7,5). Vakuoolides saavutatakse happeline keskkond V-klassi ATP ja pürofosfaatide käivitatavate (esinevad ainult taimedes) prootonipumpade abil. Need mõlemad vakuooli membraanis asuvad pumbad transpordivad H+-ioone vastupidiselt kontsentratsioonigradiendile vakuooli sisemusse. Kui taimeraku ümbruses toimub pH taseme langus, siis tsütosooli saabuvad prootonid transporditakse vakuoolidesse, mis kindlustab H+-ioonide tasakaalu säilimise tsütosoolis. Prootonite elektrokeemiline gradient läbi taimeraku vakuoolimembraani võimaldab erinevate antiporterite abil valikuliselt sisse võtta ioone ja väikseid molekule. Näiteks vakuoolide membraanis asuvad prooton/sahharoos antiporterid aitavad päevasel ajal fotosünteesi tulemusena lehtedes tekkinud sahharoosi viia vakuoolidesse. Öösel liigub sahharoos vakuoolidest tsütoplasmasse, kus ta lagundatakse süsihappegaasiks ja veeks, kusjuures toodetakse ATP-d. Samamoodi nagu eelnev säilitavad paljud taimed rakkudes turgori, kuigi nende ümber toimuvad suured vedeliku toonuse kõikumised. Selleks muudavad rakud ühelt poolt tsütosooli ja vakuoolide osmootset rõhku, lagundades ja uuesti sünteesides vakuoolides polüfosfaate ning teiselt poolt mõjutavad suhkrute, aminohapete ja teiste metaboliitide transporti läbi plasmamembraani ja vakuoolide membraani.


    Taimede seemnetes võivad varuvalgud säilida rakkude vakuoolides aastaid. Kui seemned hakkavad idanema, siis toimub varuvalkude hüdrolüüs, mille tulemusena tekkivaid aminohappeid kasutatakse ära embrüo arengu toetamiseks. Taime õite kroonlehtede vakuoolides olevad antotsüaniinid annavad õitele värvuse ning meelitavad ligi tolmeldavaid putukaid. Vakuoolidest vabanevaid mürgiseid ühendeid, mis jõuavad taimede söömisel kahjurite kehasse, kasutavad taimed kaitsevahendina.


    4.5.2. Eksotsütoos


    Osa transpordivesiikuleid, mis alustavad oma teekonda trans-Golgi võrgustikust, liiguvad läbi tsütosooli, kuni jõudes plasmamembraanini, ühinevad sellega, lisades sinna oma membraani komponente ning samal ajal vabastades oma sisaldised rakuvälisesse keskkonda. Vesiikulite ja plasmamembraani ühinemist nimetatakse eksotsütoosiks. Sellisel viisil varustatakse plasmamembraani pidevalt uute valkude ja lipiididega. Samas ka glükoproteiinid ja proteoglükaanid jõuavad rakuvälisesse maatriksisse eksotsütoosi teel.


    Rakkudes kulgeb eksotsütoos kolme teed pidi: konstitutiivne, reguleeritud ja mitteklassikaline sekretoorne rada (joonis 4.135).
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    Joonis 4.135. Kolm valkude sortimise teed trans-Golgi võrgustikus. (1) Valgud, mis kannavad mannoos-6-fosfaati (M6F), suunatakse klatriiniga kaetud vesiikulite abil endosoomide kaudu lüsosoomidesse. (2) Valgud, mis kannavad vastavat signaali, kogutakse sekretoorsetesse vesiikulitesse ning sekreteeritakse reguleeritud sekretoorset rada pidi, mis esineb ainult sekretoorsetes rakkudes. (3) Mittepolariseerunud rakkudes viiakse konstitutiivset sekretoorset rada pidi raku pinnale neid valke, mis pole erilisel viisil märgitud.


    Kui konstitutiivne sekretoorne rada esineb kõigis rakkudes ja toimub pidevalt, siis reguleeritud rada esineb ainult sekretoorsetes rakkudes, mis on spetsialiseerunud mingi kindla komponendi (nt hormoonid, neurotransmitterid, seedeensüümid) kohesele väljutamisele vastuseks rakule toiminud signaalile. Sekretoorsetes rakkudes kasutatakse korraga kaht tüüpi vesiikuleid: 1) reguleeritud transpordi vesiikuleid, mida kutsutakse ka sekretoorseteks vesiikuliteks, ja 2) reguleerimata transpordi vesiikuleid e konstitutiivse sekretsiooni vesiikuleid. Mitteklassikaline sekretoorne rada hõlmab kõiki neid valkude ja teiste makromolekulide sekretsiooni viise, mis toimuvad sõltumatult tsütoplasmavõrgustiku Golgi kompleksi rajast. Selle sekretsiooniraja puhul viiakse makromolekulid raku tsütosoolist väliskeskkonda plasmamembraanis paiknevate transpordisüsteemide kaudu või siis membraanisisese nn flip-flop mehhanismi kaasabil. Mitteklassikalise sekretoorse raja erivormiks võib pidada ka multivesikulaarsetest kehadest eralduvaid eksosoome ja plasmamembraanilt punguvaid mikrovesiikuleid, millest räägime edaspidi.


    Trans-Golgi võrgustikus vesiikulitesse sorditavad valgud võib jaotada järgmiselt: 1) M6P-märgistatud valgud, mis peavad liikuma läbi endosoomide lüsosoomidesse; 2) konstitutiivse sekretoorse raja valgud, mis peavad liikuma plasmamembraani; 3) valgud, mille struktuuris on sekretoorsetesse vesiikulitesse sortimise signaalid (joonis 4.135, 4.136).
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    Joonis 4.136. Sekreteeritavaid valke sorditakse ja kontsentreeritakse sekretoorsetesse vesiikulitesse kahel viisil. Valkude agregeerumine algab trans-Golgi võrgustikus ning see jätkub sekretoorsete vesiikulite küpsemise käigus, kui nende sisemus muutub järjest happelisemaks. Klatriiniga kaetud tagasisuunalised vesiikulid viivad osa mitteküpsete sekretoorsete vesiikulite membraanist ja valendiku materjalist tagasi trans-Golgi võrgustikku.


    Vastsünteesitud valgud, lipiidid või teised makromolekulid toimetatakse konstitutiivse sekretoorse raja kaudu raku plasmamembraani või rakuvälisesse keskkonda. Trans-Golgi võrgustikust lähtuvad valgud liiguvad sel juhul otsejoones plasmamembraani, kasutades selleks mitmeid paralleelradu, või teevad vahepeatuse endosoomides. Sel juhul on makromolekulide kandjad erineva kujuga väiksed või suuremad torujad/kotilaadsed transpordivesiikulid, mis liiguvad mööda tsütoskeletti. Tavaliselt on konstitutiivse raja transpordivesiikulite pinnale kinnitunud mõni valk kaheksaliikmelisest kompleksist, mida kutsutakse eksotsüstiks. Konstitutiivse raja kaudu toimub eksotsütoos näiteks leukotsüütides ja fibroblastides, milles iga Golgi kompleksi jõudnud valk suunatakse plasmamembraani, juhul kui ei ole tegemist alaliselt tsütoplasmavõrgustikku või Golgi kompleksi kuuluva, sekretoorse ehk siis lüsosoomis toimiva valguga. Epiteelirakud on n-ö polaarse ehitusega, mis tähendab, et nende plasmamembraani apikaalne ja basolateraalne pool on erineva molekulaarse koostise ja omadustega. Lähtudes ehituslikest iseärasustest peab epiteelirakkudes toimima mehhanism, mis nii konstitutiivse kui ka reguleeritud sekretsiooni korral teeb kindlaks, kummale plasmamembraani poolele konkreetne valk tuleb suunata. Kuidas see toimub, leiab käsitlemist selles lõigus, kus räägime transtsütoosist.


    Nendes rakkudes, mis on spetsialiseerunud materjali kiireks väljutamiseks vastusena toimivale signaalile, kontsentreeritakse valgud ja teised makromolekulid sekretoorsetesse vesiikulitesse või graanulitesse. Need vesiikulid moodustuvad trans-Golgi võrgustikus ning kannavad endas väikseid molekule (nt histamiin) või valke (nt hormoonid ja seedeensüümid). Üks klassikaline reguleeritud sekretsiooni näide on kõhunäärme e pankrease β-rakud, mille sekretoorsetes graanulites säilitatakse vastsünteesitud insuliini seni, kuni tõuseb vere glükoosisisaldus, mille järel insuliin väljutatakse (joonis 4.137).
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    Joonis 4.137. Kõhunäärme β-rakud sekreteerivad insuliini vastusena veresuhkru taseme tõusule. (1) Glükoosi sisenemist kõhunäärme β-rakkudesse vahendavad GLUT2 glükoosi transporterid. (2) Glükolüüsi käigus muudetakse glükoos püruvaadiks ning sünteesitakse ATP-d, mille tase rakus tõuseb. (3) ATP seostub ATP-tundlike kaaliumi kanali valkudega, mille toimel kanalid sulguvad ning K+-ioonide väljavool rakust väheneb. Sellele järgnev plasmamembraani nõrk depolariseerumine (4) avab pingetundlikud Ca+-ioonide kanalid (5). Ca+-ioonide sissevool rakku tõstab seal Ca+-ioonide kontsentratsiooni, mis vallandab insuliini sisaldavate sekretoorsete vesiikulite ühinemise raku plasmamembraaniga ning insuliini sekretsiooni (6).


    Sekretoorsed valgud pakitakse vesiikulitesse trans-Golgi võrgustikus. Arvatakse, et sekretoorsed valgud, mis sisaldavad neile omaseid struktuurseid signaale, koonduvad kokku, moodustades agregaate, mida võib elektronmikroskoobi abil näha trans-Golgi võrgustiku valendikus. On näidatud, et kui rakkudes, mis ei sünteesi konkreetset sekretoorset valku, lasta ekspresseeruda seda valku määraval geenil, siis pakitakse sekretoorsetesse vesiikulitesse sellele rakule mitteomane valk. Sellest võib järeldada, et kõik erisugused sekretoorsetesse vesiikulitesse pakitavad valgud sisaldavad ühesugust sortimise signaali, mis toimib isegi siis, kui neid valke sünteesitakse sellistes rakkudes, kus neid tavaliselt ei toodeta. Praeguseni on ebaselge, kuidas sekretoorsete valkude agregaate selekteeritakse sekretoorsetesse vesiikulitesse. Nende vesiikulite membraanis on ainulaadsed valgud, mis võiksid olla sekretoorsete valkude agregaatide retseptorid trans-Golgi võrgustikus. Kuid sekretoorsete valkude agregaadid on liiga suured selleks, et iga selle koostises olev valk saaks seostuda just temale omase retseptoriga. Seetõttu arvatakse, et valkude agregaate haaratakse sekretoorsetesse vesiikulitesse samal viisil, kui fagotsüteeritakse rakkude pinnale kinnitunud osakesi. Tegelikult vesiikulite membraan ümbritseb sekretoorsete valkude agregaate suhteliselt lõdvalt. Sellised ebaküpsed sekretoorsed vesiikulid sarnanevad pigem laienenud trans-Golgi tsisternidega, mis on Golgi kompleksi keskosast eraldunud. Vesiikulite küpsemise käigus nad ühinevad üksteisega ning nende sisaldis muutub kontsentreeritumaks. Seda võib põhjustada kaks protsessi: 1) osa vesiikulite membraanikomponente saadetakse tagasi hilistesse endosoomidesse ja trans-Golgi võrgustikku; 2) vesiikulite sisekeskkond muutub järest happelisemaks, sest H+-pumpade osakaal nende membraanis suureneb pidevalt. Siinkohal tuleb märkida, et sekretoorsetes vesiikulites on valgud 200–400 korda kontsentreeritumas olekus, kui nad olid tsütoplasmavõrgustikus. Valkude kontsentreerimist Golgi kompleksis võimaldavad COP I-valkudega kaetud vesiikulid, mis liiguvad küll tagasi tsütoplasmavõrgsustikku, kuid ei vii endaga kaasa sekreteeritavaid valke. Membraanivalkude tagasisuunalist transporti korraldavad vesiikulid, mis punguvad lõplikult väljakujunemata sekretoorsete vesiikulite pinnalt, kus hakkab tekkima klatriinne kate. Kuivõrd sekretoorses rakus on väljakujunenud e küpsed vesiikulid tihedalt sisaldisi täis laetud, saab see rakk, vastusena vallandava signaali toimele, paisata kohe välja suuri materjalikoguseid.


    Sekretoorsete vesiikulite väljakujunemise käigus valke mitte ainult ei kontsentreerita, vaid tihti neid ka modifitseeritakse märkimisväärselt. On teda, et paljusid polüpeptiidseid hormoone ja neuropeptiide, aga ka sekreteeritavaid hüdrolüütilisi ensüüme sünteesitakse inaktiivsete eellasvormidena. Selleks et vabastada nende aktiivne osa, tuleb neid proteolüüsida. Eellasvormide proteolüütiline lõikamine algab juba trans-Golgi võrgustikus, jätkub sekretoorsetes vesiikulites ja vahel lõpeb alles rakuvälises keskkonnas. Paljudel sekreteeritavatel polüpeptiididel on N-otsas propeptiid, mille mahalõikamise järel tekib funktsionaalne valk. Mõnel juhul sünteesitakse peptiidsete signaalmolekulide eellased kui polüvalgud, mis sisaldavad sama aminohappelise järjestuse paljukordseid koopiaid. Üks põhjus, miks sekretoorseid polüpeptiidide proteolüütiliselt töödeldakse, on asjaolu, et nende funktsionaalsed lõppvormid on liiga lühikesed selleks, et neid transportida tsütoplasmavõrgustiku valendikku või lisada neile vesiikulitesse pakkimise signaal. Teiseks on vaja hoida selliseid valke, mille aktiivse vormi esinemine raku tsütosoolis võib osutuda kahjulikuks (nt hüdrolüütilised ensüümid), seni inaktiivsena, kuni nad on jõudnud sekretoorsesse vesiikulisse või raku väliskeskkonda.


    Kui vesiikulid on täitunud sekreteeritavate makromolekulidega, siis peavad nad jõudma piirkonda, kus nad rakust väljuvad. Mõne rakutüübi korral on see piirkond nende lähtepunktist, Golgi kompleksist, väga kaugel. Näiteks närvirakkudes peavad peptiidsed neurotransmitterid liikuma raku kehaosast piki aksonit raku terminaalsesse ossa, mis mõnel juhul asub Golgi kompleksist enam kui meetri kaugusel. Nii konstitutiivse kui ka reguleeritud eksotsütoosi korral liiguvad vesiikulid mootorvalkude toel mööda mikrotuubuleid, mille orienteeritus rakus kindlustab nende õige liikumissuuna. Need vesiikulid, mis osalevad konstitutiivses sekretsioonis, ühinevad plasmamembraaniga kohe, kui nad on sellega kokku puutunud. Regeuleeritud eksotsütoosi vallandab vastav signaal. Selleks võib olla mingi keemiline kullermolekul (nt hormoon), mis seostub raku pinnaretseptoriga. Käskjalgmolekuli ja retseptori seostumine vallandab rakusisese signaaliülekande, millele järgneb tihti Ca2+-ioonide kontsentratsiooni tõus tsütosoolis. Selle ilmekas näide on sünaptiliste vesiikulite vabanemine närviraku terminaalsest piirkonnast pärast seda, kui neurotransmitterid on seostunud raku pinnaretseptoritega. Kui vesiikulid on jõudnud närviraku aksoni plasmamembraani lähedusse, siis valmistatakse nad ette väga kiireks membraaniga ühinemiseks (joonis 4.138).
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    Joonis 4.138. Sünaptilised vesiikulid moodustuvad ainult närvirakkudes ja mõnedes endokriinsetes rakkudes, kus nad säilitavad ja sekreteerivad neurotransmittereid. Need on väikesed endotsütootilised vesiikulid, mis tekivad plasmamembraanist. Neurotransmitterid liiguvad vesiikulitesse antiporterite vahendusel, mida hoiavad käigus nende membraanis asuvad V-ATPaasi juhitavad prootonpumbad, mis loovad vesiikulite sisekeskkonna ja tsütosooli vahel H+ gradiendi.


    Tavaliselt on tüüpilises sünapsis ainult väike osa vesiikuleid piisavalt „küpsed”, et viivitamata plasmamembraaniga ühineda. See annab närvirakule võimaluse eksotsüteerida kiiresti ainult üksikuid vesiikuleid, neid järjest uute valmivatega asendades.


    Närvirakud ja mõned endokriinsed rakud sisaldavad kaht tüüpi sekretoorseid vesiikuleid. Nendes rakkudes, nagu kõigis sekretoorsetes rakkudes, pakitakse valgud ja neuropeptiidid tihedalt sekretoorsetesse vesiikulitesse, mis jõuavad regulatoorset sekretoorset rada pidi plasmamembraanini, misjärel nende sisaldis väljutatakse rakuvälisesse keskkonda. Kuid närvirakkudes on peale sekretoorsete vesiikulite veel neile ainuomased väiksed (Ø ~50 nm) sekretoorsed vesiikulid, mida nimetatakse sünaptilisteks vesiikuliteks. Nendes vesiikulites asuvad väiksed virgatsainete e neurotransmitterite molekulid (atsetüülkoliin, glutamaat, glütsiin ja γ-aminobutüürhape e GABA), mis kannavad keemilistes sünapsites kiiresti signaali närvirakult üle sihtmärkrakule. Kui aktsioonipotentsiaal jõuab närvilõpmesse, põhjustab see Ca2+-ioonide sissevoolu rakku pinge juhitud Ca2+-kanalite kaudu, mis tingib sünaptiliste vesiikulite plasmamembraaniga ühinemise ning nende sisaldiste paiskumise rakuvälisesse ruumi. Mõned neuronid võivad neurotransmittereid välja paisata rohkem kui 1000 korda sekundis. Kuivõrd närvirakul on vaja kiiresti ja pidevalt uuendada sünaptiliste vesiikulite varu, siis ei ole enamik neist pärit rakukehas paiknevast Golgi kompleksist. Nad tekivad valdavalt siis, kui närviraku presünaptilise lõpme plasmamembraan pungub tagasi tsütosooli (joonis 4.138). Sünaptiliste vesiikulite uued membraanikomponendid viiakse kõigepealt konstitutiivse sekretsiooni teel närviraku plasmamembraani ning tuuakse sealt endotsüteeritavate vesiikulite membraani koosseisus tagasi tsütosooli. Kuid selle asemel, et need vesiikulid ühineksid endosoomidega, laetakse nad täis neurotransmittereid ja neist saavad uued sünaptilised vesiikulid. Sünaptiliste vesiikulite membraanis on ülekandevalgud e transporterid, mis korjavad vesiikulitesse raku tsütosoolis sünteesitud neurotransmitterid. Siinkohal tuleb märkida, et tänu oma suurele hulgale ja ühtlasele suurusele on sünaptilised vesiikulid kõige uuritumad rakuorganellid.


    Uurides seda, kuidas toimub histamiini sekretsioon nuumrakkudest, leiti, et mõnedes rakutüüpides võib reguleeritud eksotsütoos toimuda väga kindlast plasmamembraani ja selle läheduses oleva tsütoplasma piirkonnast. Histamiini vabanemine kudedesse vallandab terve rea allergeense reaktsiooni ilminguid, nagu näiteks sügelemine ja aevastamine. Histamiini vabanemine nuumrakkudest sõltub sellest, kui laialdane on selle raku kokkupuude toimeainega. Juhul kui panna nuumrakk tervikuna toimeaine lahusesse, vallandub eksotsütoos kogu rakupinna ulatuses, kui aga toimida lokaalselt, siis käivitub histamiini sekretsioon ainult mõjutuspiirkonnas. See katse näitab, et plasmamembraani kindlad piirkonnad võivad täiesti iseseisvalt vallandada reguleeritud eksotsütoosi. Siin me näeme, et nuumrakud, erinevalt närvirakkudest, ei vasta toimeainele kui üks tervik, vaid nende pinnaretseptorite aktiveerumine, vallanduva siganaali liikumine rakus ja sellele järgnev eksotsütoos leiavad aset täpselt seal, kuhu mõjus toimeaine. Samamoodi nagu nuumrakkude puhul toimub nakatunud sihtmärkraku surma põhjustavate valkude eksotsütoos tapjalümfotsüütidest väga lokaalselt, mis kindlustab selle, et teised ümbruses olevad rakud ei saa kahjustada.


    Kui sekretoorne vesiikul ühineb plasmamembraaniga, siis tema sisaldis heidetakse rakuvälisesse keskkonda ning tema membraan saab plasmamembraani osaks. Selle tagajärjel suureneb plasmamembraani pindala, kuid seda ainult ajutiselt, sest tegelikkuses viiakse membraani komponendid endotsütoosi teel peaaegu kohe raku sisemusse tagasi. Kui sekretoorsete vesiikulite membraanist pärit valgud jõuavad tsütosooli, siis saadetakse nad uuesti ringlusse või suunatakse lagundamiseks lüsosoomidesse. Sekretoorsete vesiikulite membraaniosade lisandumine võib suurendada plasmamembraani pindala ajutiselt palju kordi (joonis 4.139).
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    Joonis 4.139. Rakud suurendavad reguleeritud eksotsütoosi teel oma plasmamembraani pindala. Tsütokineesi (A) ja fagotsütoosi (B) puhul on plasmamembraaniga ühinevad vesiikulid endosoomide, aga plasmamembraani parandamisega (C) seotud vesiikulid plasmamembraani päritolu. Kui putuka embrüos tekivad rakud jagunemisel (ingl cellularization), siis saadakse enamik rakkude tekkinud plasmamembraanist tsütoplasma vesiikulite ühinemise teel (D).


    Näiteks kõhunäärme atsinaarrakkude tipmine plasmamembraan suureneb vesiikulitest pärit membraani arvel ligikaudu 30 korda. Rakus peab membraaniosade pidev vahetus alluma rangele kontrollile, selleks et kindlustada membraanide koostise säilimine. Selle tõttu peab membraaniosade liikumine plasmamembraani ja sealt tagasi olema täpselt reguleeritud. Kasvavas rakus peab liikuma rohkem membraaniosi plasmamembraani poole kui tagasisuunas, et kindlustada plasmamembraani pindala suurenemine. Sellistes rakkudes, mille suurus ei muutu, peavad membraaniosade vastassuunalised liikumised olema tasakaalus. Seda, kuidas on membraaniosade suunatud liikumine rakus reguleeritud, käesoleval ajal veel ei teata.


    Reguleeritud eksotsütoosi üks eesmärk on vajaduse korral suurendada raku plasmamembraani pindala, lisades sinna uusi membraaniosi. Üks selline näide on kärbse embrüo, mis varases arengustaadiumis on sünsüütsium, s.o üks suur rakk, mis on ümbritsetud plasmamembraaniga ja sisaldab üle 6000 tuuma. Kärbse embrüoga toimuvad mõnekümne minuti jooksul hämmastavad muutused, mille käigus tekib üksikust paljutuumsest rakust sama palju uusi rakke, kui seal on tuumi (joonis 4.138). Embrüo n-ö rakustumise protsessis on iga raku tekkeks vaja tohutus koguses uut plasmamembraani, mis moodustatakse tsütoplasma vesiikulite koordineeritud ühinemise kaudu. Umbes samasugune plasmamembraani juurdetootmine leiab aset nii taime- kui ka loomarakkude tsütokineesi protsessis.


    Paljude loomarakkude, eriti nende, mis alluvad tugevale survele, plasmamembraanis tekivad sageli väiksed avaused. Need lapitakse siiski kiiresti kinni, kasutades selleks omavahel ühinevaid vesiikuleid või eksotsütoosi, kusjuures rakusiseseks membraanide allikaks võivad olla ka lüsosoomid. Peale selle, et selline nn paik või lapp sulgeb plasmamembraani augu – takistades tsütosooli väljavoolu –, vähendab see membraani pinget, kergendades lipiidse kaksikkihi ühinemist ja vigastatud koha lõplikku taastumist. Membraani parandamisprotsessi käivitab rakusisese Ca2+-ioonide kontsentratsiooni järsk tõus. Rakuvälises keskkonnas on Ca2+-ioonide kontsentratsioon väga kõrge ning kohe, kui raku plasmamembraan on saanud vigastada, algab ioonide sissevool.


    Enamik rakke on kudedes n-ö polariseerunud ehitusega, mis tähendab, et nende plasmamembraan ei ole raku erinevatel külgedel oma molekulide koosseisult või ka funktsionaalsuselt ühesugune. Näiteks võib epiteelirakkudel eristada tipmist e apikaalset poolt, mis on pööratud organi valendiku poole või asub hoopis organismi välispinnal ning on sageli kaetud ripsmete või mikrohattudega. Epiteelirakkude ülejäänud pinda, mis puutub kokku teiste rakkudega või rakuvälise maatriksiga, nimetatakse basolateraalseks pooleks. Nende rakkude plasmamembraani apikaalset ja basolateraalset ala eraldab tiheliiduse rõngas, mis takistab valkude ja lipiidide difusiooni ühest alast teise, luues olukorra, kus raku eri osades on plasmamembraani makromolekulide sortiment ja kontsentratsioon püsivalt erinevad.


    Plasmamembraani varustamine uute komponentidega võib toimuda kahel viisil: 1) neid lisatakse membraani juhuslikult kogu selle ulatuses ning hiljem säilitatakse või eemaldatakse sealt selektiivselt; 2) neid lisatakse juurde ainult membraani kindlatesse piirkondadesse. Soole epiteelirakud näiteks sekreteerivad seedeensüüme ja lima apikaalsele poolele ning basaallaamina komponente basolateraalsele poolele. Sellistes rakkudes peab olema mehhanism, mis suunab erisuguse laadungiga vesiikuleid erinevatele raku poolustele. On leitud, et erinevatele raku poolustele suunatavad valgud liiguvad kuni trans-Golgi võrgustikuni koos, kuid seal sorteeritakse nad transpordivesiikulitesse, mis liiguvad plasmamembraani erinevatesse piirkondadesse (joonis 4.140).
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    Joonis 4.140. Plasmamembraani valkude sortimise kaks teed polariseerunud e eristunud epiteelirakkudes. A. Vahetu sortimise korral trans-Golgi võrgustikus pakitakse erinevatesse plasmamembraani piirkondadesse suunatud valgud erinevatesse transpordivesiikulitesse. B. Kaudse sortimise korral saadetakse plasmamembraani valesse piirkonda sattunud valk (punased nooled) endotsütoosi teel tagasi ning suunatakse siis varajaste endosoomide abil õigesse piirkonda, s.o toimub transtsütoos.


    Enamiku epiteelirakkude plasmamembraani apikaalses osas on palju glükosfingolipiide, mis näiteks sooles või maos kaitsevad rakke vastavalt seedeensüümide või madala pH toime eest. Sellised valgud, mis on lipiidse kaksikkihiga seotud GPI-ankru kaudu, esinevad põhiliselt plasmamembraani apikaalsel poolel. Arvatakse, et GPI-ankruga seotud valgud liiguvad plasmamembraani apikaalsele poolele seetõttu, et nad seostuvad lipiidsetes parvedes olevate glükosfingolipiididega juba trans-Golgi võrgustikus. Sealt haaratakse lipiidsed parved transpordivesiikulitesse, mis suunduvad plasmamembraani apikaalsele poolele. Nende valkude, mis peavad jõudma plasmamembraani basolateraalsele poolele, tsütosoolipoolne sabaosa kannab vastavat sortimissignaali. Kattevalgud, mis neid signaale ära tunnevad, pakivad märgistatud valgud trans-Golgi võrgustikus transpordivesiikulitesse. Neidsamu basolateraalseid signaale kasutatakse ära varastes endosoomides, selleks et suunata endotsüteeritud valke tagasi plasmamembraani basolateraalsele poolele.


    4.5.3. Endotsütoos


    Endotsütoos on protsess, mille käigus rakk haarab oma sisekeskkonda plasmamembraani komponente, vedelikku, lahustunud aineid, makromolekule ning suuremaid osakesi. Selle protsessi käigus võetakse rakkudesse retseptoriligandi komplekse, paljusid toitaineid, rakuvälise maatriksi komponente, lagunenud rakkude jäänuseid, baktereid, viiruseid ja isegi teisi rakke. Kui rakku ümbritsev keskkond muutub, siis võib ta kasutada endotsütoosi oma plasmamembraani koostise muutmiseks.


    Endotsütoos algab sellega, et sissevõetav materjal ümbritsetakse väikese plasmamembraani piirkonnaga, mis sopistub raku sisekeskonna poole, millest edasi areneb endotsüütiline vesiikul, mis sisaldab sissevõetud materjali. Plasmamembraanil tekivad endotsüütilised vesiikulid mitmel eri viisil, mis sõltub sellest, millised makromolekulid nende tekkimises osalevad ning milliste mehhanismide kaudu on see reguleeritud. Praktiliselt kõigi eukarüootsete rakkude plasmamembraanis moodustuvad pidevalt väikesed endotsüütilised vesiikulid.


    Klassikaliselt jagatakse endotsütoos rakku sissevõetavate osakeste suuruse järgi kas pinotsütoosiks (nn raku joomine) või fagotsütoosiks (nn raku söömine). Protsessi, mille käigus raku plasmamembraan sopistub sisse ning väliskeskkonnast haaratakse kaasa lahustunud materjal, nimetatakse pinotsütoosiks (joonis 4.141).
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    Joonis 4.141. Makropinotsütoos. Rakule toimiv signaal vallandab aktiini ümberkorraldumise, mille tulemusena tekivad plasmamembraani väljasopistused, mis koolduvad membraanile tagasi, haarates kaasa ümbruses olevat rakuvälist vedelikku ja makromolekule, moodustades suure vakuooli e makropinosoomi.


    Selle protsessi käigus tekivad rakkudesse vesiikulid, mida nimetatakse pinosoomideks. Sõltuvalt rakutüübist võib see protsess haarata märkimisväärse osa raku plasmamembraanist. Näiteks makrofaag võib ühe tunni jooksul haarata endasse sellise hulga vedelikku, mis vastab 25%-le tema mahust. See tähendab, et igas minutis haarab ta endasse 3% oma plasmamembraanist ning poole tunniga on ta n-ö ära neelanud kogu oma plasmamembraani. Kuivõrd plasmamembraani pindala ja raku maht jäävad endotsütoosi käigus muutumatuks, siis on selge, et membraani kaod tuleb kompenseerida selle komponentide intensiivse eksotsütoosiga. Seega on endotsütoos ja eksotsütoos omavahel väga tihedalt seotud ning neid võib vaadelda kui ühtset tsüklilist protsessi, mis avaldub eriti ilmekalt närvirakkude aksonite tipuosas, kus toimub väga kiire membraanivahetus.


    Protsessi, mille käigus spetsialiseerunud rakud haaravad oma sisemusse suuri osakesi (nt teiste rakkude osad, bakterid, makromolekulide kompleksid jne), nimetatakse fagotsütoosiks (joonis 4.142).
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    Joonis 4.142. Fagotsüüdid (neutrofiilid ja makrofaagid) liiguvad kemotaksise teel mikroobide lähedusse, seostuvad nendega ning haaravad nad pseudopoodide vahele. Kui mikroob on plasmamembraaniga täielikult ümbritsetud, liigub ta fagotsüüdi tsütosooli, kus moodustub fagotsüütiline vesiikul e fagosoom. Seejärel ühinevad fagosoomidega lüsosoomid, mis toovad kaasa hüdrolüütilisi ensüüme ning fagosoomidest arenevad fagolüsosoomid. Peale seda, kui enamik mikroobsest materjalist on fagolüsosoomis lagundatud, kujuneb sellest nn jääkkeha, mis sisaldab mikroobi mittelagunevat osa, mis eemaldatakse rakust eksotsütoosi teel.


    Selle protsessi tulemusena tekivad tsütosooli suured endotsütootilised vesiikulid, mida nimetatakse fagosoomideks. Protozoa’de puhul on fagotsütoos üks toitumise vorm. Need organismid haaravad fagotsütoosi teel väliskeskkonnast suuri toitaineosakesi, mis suunatakse fagosoomist lüsosoomi, kus nad lagundatakse ja väljutatakse lõpuks tsütosooli edasiseks kasutamiseks. Enamiku loomade puhul on fagotsütoos vajalik teisteks funktsioonideks kui toitumine. Imetajatel on kaks valgete vererakkude tüüpi – neutrofiilid ja makrofaagid (joonis 4.143) –, mis arenevad müelomonotsütaarsetest eellasrakkudest ja mida võib pidada n-ö professionaalseteks fagotsüütideks.
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    Joonis 4.143. A. Neutrofiilide tuum koosneb kahest kuni viiest sagarast, mida ühendab kromatiini niit, ning tsütoplasmas on näha erinevat tüüpi graanuleid. Sellliseid neutrofiile nimetataksae segmentuumseteks neutrofiilideks. B. Neutrofiili elektronmikrofotol on näha tumedat piirkonda tuuma membraani läheduses, mis on heterokromatiinne ala, kusjuures eukromatiin asub tuuma keskel. Fotol olev neutrofiil on eraldatud naiseverest, mistõttu on näha fragmenteerunud nn segmenttuumade vahel inaktiveerunud olekus X-kromosoomi e Barri keha (valge nool). Sellist struktuuri nimetatakse trummipulga struktuuriks. C. Makrofaag on n-ö alla neelanud neutrofiili ja muid raku jäänuseid. D. Elektronmikrofoto (pseudovärving) Leishmania parasiitidest makrofaagi fagolüsosoomis, kus toimub parasiidi paljunemine. Fotod: Brinkmann ja Zychlinsky, 2012.


    Need rakud kaitsevad imetajate organismi nakkushaigusi põhjustavate mikroorganismide eest. Makrofaagid hävitavad organismis ka vananenud ja apoptoosi läinud rakke. Näiteks inimese makrofaagid fagotsüteerivad enam kui 1011 vananenud erütrotsüüti päevas. Fagosoomi suuruse määrab sissevõetud osakese suurus, kusjuures vahel võivad osakesed olla peaaegu sama suured kui fagotsüteerivad rakud ise.


    Vastusena kemotaktilisele signaalile liigub fagotsüüt patogeeni juurde, seob selle enda pinnale ning endotsüteerib patogeeni. Fagotsüteeritud patogeeni sisaldav fagosoom areneb edasi fagolüsosoomiks, kui sellega liituvad hüdrolüütilisi ensüüme sisaldavad lüsosoomid. Patogeeni lagundamine viiakse lõpuni fagolüsosoomis, kusjuures mittelagunev materjal jääb fagolüsosoomist tekkivasse jääkkehasse, kust ta eksotsütoosi teel rakust väljutatakse. Mõnedel patogeensetel bakteritel (nt Legionella pneumophila, mis põhjustab leegionäride haigust) on tekkinud mehhanism, mis aitab vältida fagosoomi ühinemist lüsosoomidega ja seega nakatunud rakus bakterit ei lagundata. Patogenne bakter hoopis kasvab ja paljuneb ümberkujundatud fagosoomis ning on samal ajal kaitstud peremeesorganismi omandatud immuunsüsteemi eest.


    Fagotsütoosi käivitumiseks on vaja, et rakku sisenev komponent seostuks plasmamembraanis paikneva retseptoriga, mis käivitab rakusisesed signaalirajad. Fagotsüütide plasmamembraanis on mitmeid erinevaid retseptoreid, mille kaudu on võimalik fagotsütoosiprotsessi käivitada. Kõige levinumad makromolekulid, mis aitavad fagotsütoosi esile kutsuda, on antikehad. Need makromolekulid tekitavad patogeeni ja fagotsüüdi pinna vahel ühenduse, seostudes antigeeni äratundva osaga patogeeni molekulidele ning oma Fc-piirkonnaga makrofaagide või neutrofiilide Fc-retseptoritele. Kui signaal kandub Fc-retseptorilt raku sisemusse, siis sirutab fagotsüüt välja pseudopoodid, haarab osakesest kinni ning moodustab selle ümber fagosoomi (joonis 4.144).
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    Joonis 4.144. Fagotsütoosi käigus muudab neutrofiil oma plasmamembraani kuju. A. Elektronmikrofoto neutrofiilist, mis fagotsüteerib bakterit. B. Aktiini polümeriseerumine ja ümberpaiknemine kutsuvad esile pseudopoodide väljasopistumise ja fagosoomi tekke. Seda põhjustab kindlate fosfoinositiidide kogunemine tekkivate fagosoomide membraanis: PI(4,5)P2 stimuleerib aktiini polümeriseerumist ja pseudopoodide teket ning PI(3,4,5)P3 depolümeriseerib aktiini kohapeal.


    Pseudopoodide tekkele aitab kaasa ümbruses oleva aktiini polümeriseerumine, mille kutsub esile Rho-perekonda kuukuv GTPaas, mida omakorda aktiveerib Rho-guaniinnukleotiidi vahetusfaktor (Rho-GEF). Kui Rho-GTPaasid on aktiivsed, siis nad aktiveerivad omakorda kohalikke fosfatidüülinositoolikinaase (PI-kinaasid), mille tulemusena tekib fosfatidüülinositool-4,5-bisfosfaat [PI(4,5)P2], mis stimuleerib aktiini polümerisatsiooni. Selleks et fagosoom saaks membraanist eralduda, peab aktiin uuesti depolümeriseeruma. Selle vallandab omakorda fosfatidüülinositool-3-kinaas, mis muudab PI(4,5)P2 PI(3,4,5)P3-ks, mille tulemusena eraldunud fagosoom sulgub. Tänaseks on leitud terve hulk teisi retseptoritüüpe, mis aitavad fagotsütoosi esile kutsuda. Näiteks komplemendi komponentide retseptorid, mis tunnevad ära komplemendi molekule ning koostoimes antikehadega suunavad mikroobe rakusisesele lagundamisele. Osa fagotsüütide retseptoreid tunneb ära kindlat tüüpi patogeenide pinnal asuvaid oligosahhariide või rakke, mis on läinud apoptoosi. Apoptootiliste rakkude plasmamembraanil kaob fosfolipiidide asümmeetriline paigutus. Selle tulemusel liigub negatiivselt laetud fosfatidüülseriin lipiidse kaksikkihi tsütosoolipoolsest osast raku välispinnale, kus ta käivitab sureva raku fagotsütoosi.


    Katseliselt on leitud, et makrofaagid fagotsüteerivad mitmesuguseid mittelooduslikke osakesi (nt klaaskerakesed või asbesti fiibrid), aga samas nad ei fagotsüteeri organismi enda elusaid rakke. Asi on selles, et elusate rakkude pinnal ekspresseeruvad nn ära-söö-mind-valgud, mis seostuvad makrofaagide pinnal asuvate fagotsütoosi inhibeerivate retseptoritega. Need retseptorid on seotud türosiinfosfataasidega, mis käivitavad rakus signaalirajad, mis pärsivad fagotsütoosi esilekutsuvaid signaale, mille tõttu fagotsütoosi ei toimu. Fagotsütoosi toimumise või mittetoimumise otsustavad positiivsed signaalid, mis selle käivitavad, ja negatiivsed signaalid, mis selle peatavad, ning nendevaheline tasakaal. Apoptootilised rakud kannavad signaali söö-mind, kuid samal ajal puudub neil signaal ära-söö-mind, mis viibki selleni, et makrofaagid fagotsüteerivad nad väga kiiresti.


    4.5.3.1. Autofaagia


    SULEV KUUSE, TOIVO MAIMETS


    Autofaagia e nn enda söömine on protsess, mille käigus rakud lagundavad lüsosoomide kaasabil enda makromolekule või terveid organelle. Autofaagiat kasutavad rakud normaalse elutegevuse käigus, kui on vaja kõrvaldada vananenud ja kahjustatud organelle, või nälja ning nakatumise korral, kui hakatakse lagundama enda makromolekule. Autofaagia puhul tekib rakus seni tuvastamata päritolu vesiikulite ühinemisel poolkuukujuline autofagosoom, mis ümbritseb osa tsütosoolist koos seal olevate makromolekulide, suurte valguagregaatide või isegi organellidega. Autofaagia tagab rakustruktuuride, valkude jmt taaskasutuse. Autofaagia vorme on mitmeid. Makroautofaagia eeldab, et rakus tekkinud autofagosoomides, mis ühinevad lüsosoomidega, lagundatakse suur hulk raku organelle ja tsütoplasma struktuure (joonis 4.145).
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    Joonis 4.145. Autofaagia üks vormidest makroautofaagia. Skeemil on näha membraansetest tsisternidest ja vesiikulitest koosneva fagofoori (1) muutumist autofagosoomiks (2). Selles kahekordse membraaniga ümbritsetud organellis (2) paiknevad vesiikulites rakust lagundamisele suunatud struktuurid, valgud jmt. Edasi tekib funktsioneeriv autofagolüsosoom (3), kus lagundatakse autofagosoomi üks membraanidest ja tegevusse asuvad lüsosoomist (4) pärinevad happelised hüdrolüütilised ensüümid. Autofagosoom ühineb taimedel ja pärmil vakuooliga, loomadel aga lüsosoomiga. Autofaagia tulemusena toimub lagundatava materjali degradatsioon. Samas suunatakse taaskasutusse vajalikud happelised hüdrolaasid, aga ka mitmed autofaagia protsessis osalevad valgud (ATG9, fosfatidüül-inositool-3-kinaas-kompleksi valgud jt). Joonis K. Tamre, S. Kuuse.


    Kõneldakse selektiivsest autofaagiast (selle tüübi puhul lähevad lagundamisele valgulised agregaadid, rakuorganellid, rakku rünnanud viirused, bakterid jne) ning mitteselektiivsest autofaagiast (rakus lagundatakse pidevalt mittevajalikke struktuure). Samuti räägitakse mikroautofaagiast, mis tähendab otsest raku tsütoplasmaatilise materjali sisenemist autofagosoomi, kus toimub viimase liitumine lüsosoomiga ühiseks autolüsosoomiks (joonis 4.146 ja 4.147).
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    Joonis 4.146. A. Eesti taasiseseisvusaja esimese Tartu ülikooli rektori professor Jüri Kärneri doktoritöö oli teemal „Lüsosoomide osa rakkude diferentseerumises ja talitluses arenevates ja küpsetes kudedes” (1983). Oma töös uuris ta ka autolüsosoome. Elektronmikroskoobi fotol kana embrüo rakust on näha kahe membraaniga ümbritsetud autofagosoome (A), mis sisaldavad endas hulgaliselt veel lagundamata raku membraanseid struktuure ja rakuorganelle. B. Sellel elektonmikrofotol on hulgaliselt autofagolüsosoome (AL), mis on ümbritsetud ühe membraaniga. Nendes autofagosoomidega liitunud lüsosoomides toimub lõplik lagundamisele minevate struktuuride ja erinevate valkude degradatsioon. MK – mitokonder, AL – autofagolüsosoom. Fotod: J. Kärner, interpretatsioon S. Kuuse.
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    Joonis 4.147. Tumedalt värvunud struktuurid HeLa rakkudes on kas autofagosoomid või autofagolüsosoomid. Vasakul ja paremal kahe raku tuumad. Hulgaliselt on HeLa rakuliini rakkudes näha kahe membraaniga ümbritsetud mitokondreid. Vasakpoolse tuuma kõrval on eristatav rakumembraan. Foto: H. Margus.


    Esineb ka nn tšaperonide vahendatud autofaagiat, millega tagatakse rakule mittevajalike tsütosoolis lahustunud valkude kõrvaldamine ringlusest. Tänu spetsiifilistele valkude äratundmismehhanismidele suunatakse nad otse lüsosoomidesse, kus nad lagundatakse (vanast vabanemine). Selle protsessi käigus tekkivaid „ehituskive” kasutatakse uuesti rakule omaste valkude ja struktuuride tootmisel (uuendamine).


    2016. aasta Nobeli auhind füsioloogias ja meditsiinis anti autofaagia uurimise eest ja mitmete autofaagia toimumise eest vastutavate autofaagia geenide (ingl autophagy gene ehk Apg; hiljem Atg) ja vastavate autofaagia valkude (vastavad geenid ATG 1–15) avastamise eest pärmikultuuris kui mudelsüsteemis Yoshinori Ohsumile (snd 1945). Ohsumi näitas, et biogeneesi (elusorganismide kujunemine e areng) ja degradatsiooni (ümbertöötlemine e autofaagia) vahel peab valitsema tasakaal.


    Autofaagia käigus viiakse tsütosooli valgud ja raku organellid lüsosoomidesse lagundamisele. Käivitava signaali toimel hakkavad rakus ühinema teadmata päritoluga vesiikulid, moodustades poolkuukujulise autofagosoomi südamiku, mis ümbritseb osa tsütosoolist või mõne organelli. Kui südamiku membraan sulgub ümber sissehaaratava materjali, siis on tekkinud kahekihilise membraaniga autofagosoom. Edasi ühineb autofagosoomi välimine membraan lüsosoomi membraaniga ning ühekihilise membraaniga ümbritsetud autofagosoom satub lüsosoomi, kus hüdrolaasid lagundavad nii tema membraani kui ka kaasahaaratud materjali. Valkude lagundamisel tekkinud aminohapped liiguvad läbi lüsosoomi membraani tsütosooli, kus nad leiavad valgusünteesis taaskasutuse. Autofagosoomide tekkimist võimaldavad Ohsumi tuvastatud autofaagiaga seotud e ATG-valgud.


    Väljakujunenud autofagosoomis (joonis 4.147) on sissevõetud materjal ümbritsetud kahekihilise membraaniga. Autofagosoomi välimine membraan ühineb lüsosoomi membraaniga, selle tagajärjel satub ühekihilise membraaniga ümbritsetud fagotsüteeritud materjal lüsosoomi sisemusse. Lüsosoomis lagundavad lipaasid ja proteaasid nii autofagosoomi kui ka tema sisaldised. Valkude lagundamisel tekkivad aminohapped võivad läbida lüsosoomide membraani ning leiavad taaskasutust uute valkude sünteesil. Kõigis eukarüootides toimub autofaagia mitmes etapis.


    Autofagosoomide südamiku ning poolkuukujulise ümbrise moodustumine. Arvatakse, et autofagosoomide tekke vallandab osa mingi organelli (nt Golgi kompleksi) membraanist, mis on defektne ning kannab protsessi alustamise signaali. Kuid raku nälja korral on autofagosoomide südamiku teke tsütosoolis ilmselt juhuslik. Autofagosoomide tekkimist ja väljakujunemist reguleerivad autofaagiaga seotud e Atg-valgud. Kui transmembraanseid Atg9-valke kandvad vesiikulid ühinevad omavahel, siis nad moodustavad esialgse autofagosoomide südamiku.


    Autofagosoomide kasvamine ja väljakujunemine. Poolkuukujulise autofagosoomi membraani lisatakse uusi komponente, selleks et see struktuur saaks sulguda ümber sissevõetava materjali. Tõenäoliselt lisavad ühinevad transpordivesiikulid oma membraani autofagosoomide membraani koosseisu. Kui vesiikuli membraani fosfatidüületanoolamiinile on seostunud Atg8-valk, siis on see signaal vesiikuli ühinemisele autofagosoomiga.


    Autofagosoomide ühinemine lüsosoomidega. Arvatakse, et autofagosoomide membraani tsütosoolipoolsel küljel on valgud, mis võimaldavad lüsosoomide äratundmist ja nendega ühinemist. Vesiikulite lõastamise autofagosoomide pinnale ning nende membraanide ühinemise tagavad SNARE-valgud.


    Autofagosoomide sisemise membraani ja valendiku sisaldiste lagundamine lüsosoomis.


    Eristatakse selektiivset ja mitteselektiivset autofaagiat. Viimasel juhul, mis on iseloomulik nälgivale rakule, haaratakse autofagosoomidesse tsütoplasma sorteerimata komponendid. Selektiivse autofaagia korral sorteeritakse autofagosoomidesse kindel last ning tsütosooli hulk on seal väike. Selektiivse autofaagia puhul lagundatakse kasutuskõlbmatuid mitokondreid, peroksüsoome, ribosoome ja tsütoplasmavõrgustiku osi, aga ka rakku tunginud mikroobe. Kasutuskõlbmatute mitokondrite lagundamist autofagosoomides nimetatakse mitofaagiaks. Kahjustatud mitokondrites puudub sisemise membraani suhtes H+-gradient ning ei toimu valkude importi väliskeskkonnast. Selle tulemusel ei liigu proteiinikinaas Pink1 mitokondrite sisemusse, vaid jääb nende pinnale, kus temaga seostub ubikvitiiniligaas Parkin, mis osutab, et sellised mitokondrid tuleb autofagosoomis lagundada. Pink1 või Parkin-valgu muteerumise korral areneb inimesel varajane Parkinsoni tõbi.


    Endotsütoosi alavorme võib eristada selle järgi, millised valgud ja lipiidid määravad kumeruse ja lohu tekke plasmamembraanis ning järgneva endotsütootilise vesiikuli moodustumise. Paljudel juhtudel aitab endotsütootilist vesiikulit tekitada klatriini triskelion- ja kohandajavalgud. Kõigepealt tekivad raku plasmamembraani kindlates kohtades väga lühiajalised (eluiga mõni minut) klatriiniga kaetud lohud, mis sopistuvad tsütosooli ning moodustavad klatriiniga kaetud vesiikuleid. Näiteks koekultuuris kasvava fibroblasti plasmamembraanist eraldub igas minutis umbes 2500 klatriiniga kaetud vesiikulit. Kaetud vesiikulite eluiga on veelgi lühem kui kaetud lohkudel: juba mõne sekundi jooksul peale teket eraldavad nad oma pinnalt kattevalgud ning ühinevad varaste endosoomidega. Klatriiniga kaetud vesiikulite kaudu sisenevad eukarüoodi rakkudesse toitaineid ja signaale edastavad retseptorid, aga samal viisil toimub ka sünaptiliste vesiikulite transport neuronites ning viiruste sisenemine rakku.


    4.7.3.2. Pinotsütoos


    SULEV INGERPUU


    Endotsütoosi võib toimumise mehhanismide alusel jagada pinotsütoosiks, makropinotsütoosiks ja fagotsütoosiks.


    Peale klatriiniga kaetud vesiikulite, mis on olulised pinotsütoosi toimumises, tekib rakkude plasmamembraanis veel teisigi pinotsütoosivesiikuleid, nagu näiteks kaveoolid (lad cavae ’väiksed õõnsused’), mis on pudelikujulised membraani sissesopistused (diameter 50–80 nm). Kaveoole esineb enamiku selgroogsete plasmamembraanis (joonis 4.148).
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    Joonis 4.148. Makropinotsütoos, klatriini vahendatud endotsütoos ja kaveoolide vahendatud endotsütoos (A). Kaveoolid on lipiidparvede erivorm, mis tekivad kaveoliini oligomeriseerumise tagajärjel. Kui vesiikulite sissesopistumine on lõppenud, siis ühinevad nad kaveosoomidega, mille membraanis on rohkesti kaveoliini. Elektronmikrofoto kaveoolidest fibroblasti plasmamembraanis (B, ülemine mikrofoto). Kaveoolid plasmamembraani sisepinnal (B, alumine mikrofoto). Ülal paremal on näha klatriiniga kaetud lohku. Kaveoolide membraanis on rohkesti lipiidsetest parvedest pärit fosfo- ja sfingolipiide, kolesterooli ning vesiikuli teket võimaldavat kaveoliini (C).


    Arvatakse, et nad tekivad plasmamembraanis asuvatest lipiidparvedest ning nende koostises on rohkesti kolesterooli, glükosfingolipiide ja GPI-ankrut kandvaid membraanivalke. Kaveoolide põhiline struktuurvalk on kaveoliin (21 kDa), mille hüdrofoobne linguosa asub plasmamembraani tsütosoolipoolses lipiidkihis, kuid ei ulatu läbi membraani. Raku tsütosoolipoolsel küljel seostuvad kaveoliinid suurte õõnsust tekitavate valgukompleksidega, mis tagavad membraani kumeruse püsimise. Erinevalt klatriin-, COP I- ja COP II-kaetud vesiikulitest on kaveoolid suhteliselt püsivad struktuurid. Hoolimata sellest eralduvad nad plasmamembraanist, moodustades lasti (nt seerumivalgud, viirused) kandvaid transpordivesiikuleid, mis ühinevad varaste endosoomidega või polariseerunud raku vastaskülje plasmamembraaniga, aidates kaasa transtsütoosi kulgemisele. Mitmed loomade viirused, nagu SV40 ja papilloomiviirus (tekitab soolatüükaid) sisenevad rakku kaveoolide kaudu. Kõigepealt jõuavad viirused varastesse endosoomidesse ning transporditakse sealt edasi tsütoplasmavõrgustiku valendikku. Viiruse genoom liigub läbi tsütoplamavõrgustiku membraani tsütosooli, kust ta suundub edasi raku tuuma, selleks et alustada infektsioonitsüklit. Kaveoolide kaudu liigub rakku ka koolerabakteri toksiin, mis samamoodi nagu viirused läbib enne tsütoplasmavõrgustiku, kui jõuab tsütosooli.


    Kaks Ras-GTPaaside superperekonda kuuluvat valku, RhoA ja CDC42, kutsuvad samuti esile klatriinist sõltumatute vesiikulite tekke (joonis 4.149).
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    Joonis 4.149. Endotsütoosi võib toimumise mehhanismide alusel jagada pinotsütoosiks, makropinotsütoosiks ja fagotsütoosiks. Oluline etapp endotsütootiliste vesiikulite tekkes on kas dünamiini või aktiini polümeriseerumine. Peale selle sõltub eri tüüpi pinotsütootiliste vesiikulite teke veel klatriinist, kaveoliinist, flotilliinist, RhoA, CDC42 ja Arf6 valkudest. Modifitseeritud Mercer ja Gerber, 2013 järgi.


    RhoA-valk, mille põhiülesanne on aktiini sisaldava tsütoskeleti ümberkorraldamine, aitab plasmamembraanist eralduda nendel vesiikulitel, mis transpordivad rakku interleukiin-2 retseptoreid või mõningaid viirusi. Raku jagunemistsükli valk 42 (CDC42) on samuti GTP-d siduv Ras-superperekonda kuuluv valk. CDC42-valgud moodustavad rakkude pinnal GPI-ankrut kandvate valkudega ühendusi, soodustades nende rakku sisenemist. Sellise endotsütoosi puhul sopistuvad raku tsütosooli plasmamembraani torukesed, mis on umbes 200–600 nm pikad ja mille läbimõõt on 30–50 nm. Mööda neid torukesi juhitakse suuri vedelikukoguseid raku väliskeskkonnast tsütosooli.


    Flotilliinid on valgud, mis on kontsentreerunud kindlatesse plasmamembraani piirkondadesse (nn lipiidsed parved), kus nad reguleerivad iseseisvat endotsütoosirada, mis erineb nii klatriinist kui ka kaveoliinist sõltuvast rajast (joonis 4.148). Plasmamembraani koostises on flotilliinid nn juuksenõela vormis. Flotilliinid paiknevad plasmamembraani tsütosoolipoolsel küljel, kus nad on seotud transmembraansete valkudega, tekitades seal mikropiirkondi, mis sarnanevad lipiidsete parvedega. Flotilliinid osalevad näiteks GPI-ankruga seotud valgu CD59 ja kooleratoksiini retseptori (glükosfingolipiid GM1) endotsütoosis. Käesolevaks ajaks on jõutud seisukohale, et flotilliinid, mis ekspresseeruvad imetaja enamikus kudedes, osalevad endotsütoosi protsessis, kuid nende täpne toimemehhanism on veel ebaselge.


    4.5.3.3. Makropinotsütoos


    Makropinotsütoos (joonis 4.148 ja 4.149) on klatriinist sõltumatu endotsütoosi variant, mis esineb kõigil loomarakkudel. Makropinotsütoos ei toimu pidevalt, vaid selle käivitab raku pinnaretseptorite aktiveerumine, kui neile toimivad kasvufaktorid, integriinide ligandid, apoptoosi läinud rakkude jäänused, nekrootiliste rakkude osad, bakterid või mõned viirused. Need ligandid vallandavad rakkudes signaalide kaskaadi, mis viib aktiini ümberkorraldumisele, tekitades raku pinnale voldid ja kurrud, mis plasmamembraaniga taasühinedes moodustavad makropinosoomid. Makropinosoomid on suuremad (Ø 0,5–10 µm) kui kõik ülejäänud endotsütootilised vesiikulid ning ebakorrapärase kujuga. Makropinosoomid haaravad endasse suure koguse rakuvälist vedelikku, mis võib kümnekordselt ületada tavalise sissevõetava vedeliku hulga. Makropinotsütoos on suunatud sissevõetava materjali lagundamisele, sest makropinosoomide sisekeskkond hapustub, nad ühinevad hiliste endosoomide või endolüsosoomidega ning nende laadung ei jõua enam kunagi tagasi plasmamembraani.


    Enamiku loomarakkude puhul võimaldavad klatriiniga kaetud lohud ja vesiikulid võtta ümbitsevast keskkonnast valikuliselt sisse väga erinevaid makromolekule. Sellist protsessi, kus makromolekulid seostuvad kindlate transmembraansete retseptoritega, mis kogunevad kaetud lohkudesse ning sisenevad rakku klatriiniga kaetud vesiikulite kaasabil, nimetatakse retseptorite vahendatud endotsütoosiks. Kuivõrd makromolekuli ja temale vastava retseptori seostumine on väga spetsiifiline, siis võimaldab selline endotsütoos kontsentreerida rakuvälises keskkonnas olevaid ligande sadu kordi. Sellise mehhanismi abil koguvad rakud ümbritsevast keskkonnast kokku ka need makromolekulid, mida seal on väga vähesel hulgal. Paljudes loomarakkudes võetakse retseptorite vahendatud endotsütoosi teel sisse kolesterooli molekule, selleks et ehitada üles uusi membraanipiirkondi. Kui näiteks rakud ei suuda kolesterooli sisse võtta, siis koguneb see verre, ladestub veresoonte (arterite) seintesse, moodustades koos teiste lipiidide ja valkudega aterosklerootilisi naaste, mis võivad põhjustada ajuinsulti või südameatakki. Veres ringleb kolesterool valdavalt kolesterüülestri kujul, mis on kätketud lipiidide ja valkude kompleksi, mida nimetatakse madala tihedusega lipovalkudeks e LDL (ingl low-density lipoprotein, LDL) (joonis 4.150).
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    Joonis 4.150. Madala tihedusega lipoproteiinse (ingl low density lipoprotein, LDL) osakese struktuur. Osakese välispinda katab fosfolipiidi kiht, milles asuvad kolesterooli molekulid, tema südamikus paiknevad aga kolesterüülestrid. Osakest hoiab koos apolipovalk B, mis seostub ka raku pinnal asuva LDL-retseptoriga.


    Kui rakul on membraanide sünteesiks vaja kolesterooli, siis ta sünteesib ja viib plasmamembraani koostisse madala tihedusega lipovalke (LDL) ära tundvad LDL-retseptorid – tekkivad LDL-kompleksid. Nende retseptorite tsütoplasmapoolne ots, mis kannab endotsütoosi signaali, seostub membraani küljes oleva kohandajavalguga AP2, mis haarab enda külge klatriini molekulid, käivitades seeläbi endotsütoosi protsessi. Seejärel tekivad kaetud lohkudest kaetud vesiikulid, mis kannavad oma membraanis LDL-retseptoritele seotud LDL-komplekse. Kui vesiikulid on jõudnud tsütosooli, siis eraldub nende pinnalt klatriin ning LDL-kompleksid suunatakse varastesse endosoomidesse (joonis 4.151).
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    Joonis 4.151. Madala tihedusega lipovalkude (LDL) retseptorite vahendatud endotsütoos. (1) Raku pinna seostub LDL-retseptor LDL-osakeses oleva apolipoproteiin B-ga, mille järel tekib rakumembraanis lohk ning osake haaratakse klatriiniga kaetud vesiikulisse. (2) Klatriinse katte kaotanud osake ühineb varase endosoomiga, kus madalama pH tõttu LDL-osake vabaneb oma retseptorist, mis liigub plasmamembraani tagasi (3). Varasest endosoomist areneb hiline endosoom (4), millega ühinevad lüsosoomid. Tekkinud endolüsosoomis (5) lagundatakse LDL-osakesest pärit valgud ja lipiidid ning vabanev kolesterool liigub tsütosooli.


    Kuivõrd endosoomides on pH tase madalam kui vesiikulites, siis vabaneb LDL-kompleks oma retseptori küljest ning see suunatakse hiliste endosoomide kaudu lüsosoomidesse. Seal hüdrolüüsitakse LDL-kompleksis olevad kolesterüülestrid ning tekkinud vaba kolesterool kasutatakse raku uute membraaniosade sünteesiks. Kui rakku on kogunenud liiga palju vaba kolesterooli, siis pärsitakse rakusisese kolesterooli ning LDL-retseptori süntees, mistõttu lakkab kolesterooli juurdetootmine ja ka sissevõtmine. Osal inimestel võivad olla LDL-retseptoreid kodeerivad geenid pärilikult defektsed. Kui LDL-retseptor rakkude pinnalt puudub või on see vigane, siis rakud ei omasta verest kolesterooli. Sellise probleemiga inimestel on veres väga kõrge kolesterooli tase, mistõttu areneb neil enneaegselt ateroskleroos ning nad võivad surra noores eas südameataki tagajärjel, kui vastavat ravi ei rakendata. Vahel võib LDL-retseptoril puududa see rakuväline piirkond, kuhu kinnitub LDL-kompleks, või tsütoplasmaatiline osa, kuhu kinnitub AP2 kogujavalk. Viimasel juhul võib raku pinnal olla isegi normaalne kogus LDL-retseptoreid, kuid need ei kogune klatriiniga kaetud lohkudesse. Sellest tulenevalt ei saa retseptoritele seostunud LDL-kompleks rakku siseneda. LDL-retseptorite liikumine klatriiniga kaetud lohkudesse ei sõltu sellest, kas neile on seostunud LDL-kompleks või mitte. Kuid on rida teisi retseptoreid, mis kogunevad kaetud lohkudesse ainult siis, kui neile on seotud vastav ligand. Sellest võib järeldada, et just ligand kutsub retseptorites esile ruumilise muutuse, mis on signaaliks retseptorite suunamisele kaetud lohkudesse. Enamik plasmamembraani valke ei kogune kaetud lohkudesse, vaid sinna suunatakse ainult kindlaid valke, milleks on tihti mitmesugused retseptorid. Katsed on näidanud, et ühte ja samasse kaetud lohku võivad koonduda väga erinevad retseptorid. Ühes klatriiniga kaetud lohus võib korraga olla rohkem kui sada erinevat retseptorit.


    Varased endosoomid on enotsütootilise raja kõige olulisemad sorteerimiskohad. Nende kergelt happelises sisemuses muudavad paljud sinna jõudnud retseptorid oma kuju, mille tagajärjel nendega seotud ligand vabaneb (nt M6P-retseptor). Tavaliselt suunatakse need ligandid, mis vabanevad varastes endosoomides, edasi lüsosoomidesse, kus nad lagundatakse. Samal ajal on ka neid ligandeid, mis ei vabane retseptori küljest ning jätkavad oma teekonda koos retseptoriga. LDL-kompleks eraldub varastes endosoomides oma retseptori küljest ning suunatakse edasi lüsosoomi, kusjuures vabanenud retseptor viiakse tagasi plasmamembraani, kus ta läheb uuesti kasutusse. Need transpordivesiikulid, mis viivad LDL-retseptoreid tagasi plasmamembraani, punguvad välja varaste endosoomide pikkadest torujatest moodustistest (joonis 4.151). Transferriini retseptor teeb läbi samasuguse ringkäigu nagu LDL-retseptor, kuid erinevalt viimasest kannab ta kaasas ka oma ligandit. Transferriin on lahustuv valk, mis transpordib veres rauda. Transferriin ja sellega seotud raud viiakse raku pinnal asuvate transferriini retseptorite abil varastesse endosoomidesse. Kuivõrd endosoomis on madal pH, siis raud vabaneb transferriini küljest, kuid tekkinud apotransferriin jääb oma retseptoriga seotuks. Seejärel liigub retseptori ja apotransferriini kompleks varase endosoomi torujatesse jätketesse, kus tekivad vesiikulid, mis transpordivad selle tagasi plasmamembraani. Kui apotransferriin jõuab rakuvälisesse keskkonda, kus on neutraalne pH, vabaneb ta retseptori küljest, seob uue koguse rauda ning tsükkel algab otsast peale. Seega liigub transferriin rakuvälise keskkonna ja varaste endosoomide vahel, kandes rauda raku sisemusse, kus seda kasutatakse raku kasvu ja jagunemise protsessis.


    Paljud plasmamembraanil asuvad signaalretseptorid viiakse endotsütoosi teel tagasi rakku, kus nad suunatakse lüsosoomidesse ning lagundatakse. Sellisel viisil on võimalik retseptorite aktiivsust maha suruda. Üks selline retseptor on epidermaalse kasvufaktori (ingl epidermal growth factor, EGF) retseptor. EGF on väike rakuväline signaalmolekul, mis stimuleerib epidermise rakke jagunema. Erinevalt LDL-retseptoritest koonduvad EGF-i retseptorid klatriiniga kaetud lohkudesse alles siis, kui nad on seostunud oma ligandiga, kusjuures enamik neist ei pöördu plasmamembraanile tagasi, vaid lagundatakse koos EGF-iga lüsosoomides. Sellist protsessi, kus EGF-i seostumine käivitab kõigepealt rakusisesed signaalirajad ning seejärel EGF-i retseptorite taseme languse raku pinnal, nimetatakse retseptori allareguleerimiseks. See protsess on väga täpselt reguleeritud. Kõigepealt seostub aktiveeritud retseptorite tsütosoolipoolsesse otsa kovalentselt väike valk ubikvitiin. Nendele valkudele, mis suunatakse lagundamiseks proteosoomides, lisatakse terve ubikvitiinide ahel ning see protsess on saanud nimeks polüubikvitinüülimine. Kui aga valgud suunatakse klatriinist sõltuvasse endotsütoosiritta, siis lisatakse neile ainult üks või mõni ubikvitiini molekul ning seda kutsutakse vastavalt mono- või multiubikvitinüülimiseks. Retseptoriga seotud ubikvitiini tunnevad ära vastavad valgud, mis suunavad kompleksi klatriiniga kaetud lohku. Sellisel viisil takistatakse retseptori tagasipöördumist plasmamembraanile ning ta suunatakse lagundamisele.


    Endosoome, mis asuvad plasmamembraani läheduses ning millesse jõuab rakku sisenev materjal kõigepealt, nimetatakse varasteks endosoomideks. Endotsütoosi edasise protsessi käigus tekivad neist Golgi kompleksi ja tuuma läheduses paiknevad hilised endosoomid. Varaste endosoomide tekkemehhanism pole päris selge, kuid on teada, et nad tekivad endotsütootiliste vesiikulite ühinemisel, saades neilt ka oma membraani ja sisaldised. Varased endosoomid asuvad plasmamembraani läheduses ning liiguvad mööda mikrotuubuleid edasi-tagasi, haarates endasse rakku sisenevaid vesiikuleid. Varastes endosoomides sorditakse nendesse sattunud materjal. Nende torujatest väljasopistustest eralduvad vesiikulid, mis viivad endotsüteeritud laadungi tagasi plasmamembraani, tehes seda vahetult või taasringlevate endosoomide kaudu. Varased endosoomid võivad hoida endas valke senikaua, kuni neid rakul on vaja. On kindlaks tehtud, et varane endosoom ühineb keskmiselt iga kümne minuti järel uue vesiikuliga. Kuigi varaste endosoomide ja plasmamembraani taasühinemine toimub pidevalt, ei lahku kõik membraanikomponendid ja sisaldised varastest endosoomidest, mistõttu jõuavad nad lõpuks hiliste endosoomide koosseisu, kus osa sisaldisi lagundatakse. Varased endosoomid koosnevad torujatest ja vakuolaarsetest piirkondadest. Kui endosoomid küpsevad, siis vakuolaarsetest piirkondadest kujunevad hilised endosoomid, aga torujad piirkonnad tõmbuvad kokku ja kaovad. Transpordivesiikulite kahesuunaline liikumine ühendab endosoomide küpsemise kõiki etappe (varasest endosoomist endolüsosoomini) trans-Golgi võrgustikuga. Neis etappides lisatakse endosoomidesse vastsünteesitud materjali, nagu näiteks tsütoplasmavõrgustikust pärit lüsosomaalsed ensüümid, või siis suunatakse osa komponente tagasi sekretoorse raja algsetesse piirkondadesse, nagu see toimub M6P-retseptori puhul.


    Endosoomide küpsemise käigus muutub nende membraani valguline koostis ning kindlad membraanipiirkonnad sopistuvad endosoomide sisemusse, moodustades nn valendikusiseseid vesiikuleid. Küpseid endosoome, mis sisaldavad vesiikuleid, kutsutakse ka multivesikulaarseteks kehadeks (joonis 4.152), mis liiguvad mööda mikrotuubuleid raku keskosa poole.
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    Joonis 4.152. A. Elektronmikrofoto hiire neokorteksi püramidaalraku multivesikulaarsest kehast (M). B. Elektronmikrofoto inimese tüviraku multivesikulaarsest kehast, mis sisaldab lipiidse kaksikkihiga ümbritsetud eksosoome. Foto: Sahoo et al., 2011.


    Multivesikulaarste kehade pinnalt eralduvad vesiikulid viivad vastsünteesitud lüsosomaalseid valke lüsosoomidesse, ühinevad trans-Golgi võrgustikuga või transpordivad materjali plasmamembraani. Küpsemise käigus muutuvad multivesikulaarsed kehad hilisteks endosoomideks, mis vesiikuleid plasmamembraani enam ei saada, vaid kogunevad raku tuumalähedasse piirkonda, kus nad ühinevad omavahel või siis endolüsosoomidega ja lüsosoomidega, et lagundada oma sisaldisi (joonis 4.153).
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    Joonis 4.153. Endosoomide küpsemine, s.o endotsütootiline tee plasmamembraanilt lüsosoomidesse. Endotsütootilised vesiikulid ühinevad raku äärealal varaste endosoomidega, mis on esmased sorteerimiskohad (mustad nooled). Varaste endosoomide torujatest väljasopistustest eralduvad vesiikulid, mis kannavad endotsüteeritud materjali otse või taaskasutatavate endosoomide kaudu tagasi plasmamembraanile (sinised nooled). Varased endosoomid muutuvad hilisteks endosoomideks vaheastme kaudu, mida nimetatakse multivesikulaarseteks kehadeks, mille pind kaotab jätked ning sopistub sisse, tekitades valendikusisesed vesiikulid e eksosoomid. Oma arengu käigus liiguvad endosoomid plasmamembraani lähedusest raku keskosa poole mööda mikrotorukesi. Hilised endosoomid, mis ei saada enam vesiikuleid plasmamembraanile, ühinevad üksteisega, endolüsosoomidega või lüsosoomidega, milles nende sisaldised lagundatakse (rohelised nooled). Endosoomide iga küpsemise aste on seotud trans-Golgi võrgustikuga, millest transpordivesiikulite kaudu jõuavad neisse vastsünteesitud lüsosomaalsed valgud (punased nooled).


    Kui rakul on vaja lagundada ligandi kandvat membraanivalku, siis märgistatakse selle tsütosoolipoolne osa ubikvitiiniga ning juhitakse plasmamembraanist sissepunguvatesse klatriiniga kaetud vesiikulitesse. Kui selliselt märgistatud valk jõuab endosoomi membraani, tunnevad selle ära tsütosoolis asuvad transpordiks vajaliku endosoomidesse sortimise kompleksi e ESCRT (ingl Endosome Sorting Complex Required for Transport) valgud (ESCRT-0, -I, -II ja -III) ning see suunatakse küpseva endosoomi valendikusisestesse vesiikulitesse (joonised 4.154 ja 4.155).
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    Joonis 4.154. Endotsüteeritud valkude ladustamine multivesikulaarsete kehade valendikusisestesse vesiikulitesse. Ubikvitinüleeritud valgud kogutakse endosoomide membraani kindlatesse piirkondadesse, kus toimub selle sissesopistumine ja valendikusiseste vesiikulite teke. Ubikvitiin eraldub valgu küljest ja läheb taaskasutuseks tsütosooli, enne kui vesiikulite membraan sulgub. Kui multivesikulaarne keha areneb endolüsosoomiks, siis ühinevad sellega lüsosoomid, mille proteaasid ja lipaasid lagundavad vesiikulite membraani ja sisaldised. Mitte alati ei ühine multivesikulaarsed kehad lüsosoomidega, muutudes endolüsosoomideks, vaid nad liiguvad raku pinnale, kus nende membraan ühineb plasmamembraaniga ning valendikusisesed vesiikulid, mida sel juhul nimetatakse eksosoomideks, heidetakse rakuvälisesse keskkonda.
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    Joonis 4.155. Endotsüteeritud membraanivalkude sortimine multivesikulaarsete kehade valendikusisestesse vesiikulitesse. Erinevate ESCRT-kompleksi valkude järkjärguline seostumine endosoomi membraanis asuvatele ubikvitinüleeritud valkudega võimaldab nende valikulist liikumist valendikusisestesse vesiikulitesse. Viimasena seostuv ESCRT-III kompleks kutsub esile membraani sissesopistumise. Kui valendikusiseste vesiikulite moodustamine on lõppenud, eralduvad ESCRT-kompleksi valgud endosoomi membraanilt ning jäävad lahustunud olekus tsütosooli.


    Kui küpsev endosoom areneb multivesikulaarseks kehaks, siis eemaldatakse ubikvitiinmärgis membraanivalgult ning see saab valendikusiseste vesiikulite membraani koostisosaks. Kui valendikusisesed vesiikulid on jõudnud hilisesse endosoomi või lüsosoomi, siis lagundavad proteaasid nii membraanivalgu kui ka temaga seotud ligandi. Membraanivalkude, milleks tihti on retseptorid, sellise lagundamise põhjuseks on asjaolu, et endosoomide ja nendest tekkivate multivesikulaarsete kehade membraan läheb lõpuks üle lüsosoomi membraaniks. Seega, kui ei tekiks valendikusiseseid vesiikuleid, siis jääks plasmamembraani valkude tsütosoolipoolne osa endiselt tsütosooli poole, kuhu lüsosomaalsed ensüümid ei pääse ligi. Valendikusiseste vesiikulite abil saab rakk aga lagundada nii retseptorvalgu kui ka sellega seotud signaalmolekuli ning selle toime välja lülitada. Valendikusiseste vesiikulite teke algab valgu ESCRT-0 seostumisega endosoomi tsütosoolipoolsele pinnale ulatuva ubikvitiiniga seotud membraanivalgu ja fosfatitüülinositool-3-fosfaadi külge. Edasi toimetatakse ubikvitiiniga seotud valk ESCRT-I ja ESCRT-II valkude abil endosoomi membraani sellisesse piirkonda, kus leiab aset tekkiva vesiikuli sissesopistumine endosoomi valendikku. Sissesopistumist korraldab ESCRT-III-valkude kompleks. Kui valendikusisese vesiikuli moodustumine on lõppenud, eralduvad ESCRT-valgud endosoomi membraanilt ja liiguvad tsütosooli (joonis 4.155). Nagu võib arvata, sisaldavad multivesikulaarsed kehad ka neid lahustunud molekule, mis satuvad varastesse endosoomidesse rakuvälisest keskkonnast. Siinkohal on oluline märkida, et mitte alati ei ühine multivesikulaarsed kehad lüsosoomidega, muutudes endolüsosoomideks, vaid nad liiguvad raku pinnale, kus nende membraan ühineb plasmamembraaniga ning valendikusisesed vesiikulid, mida nüüd nimetatakse eksosoomideks (joonis 4.156), heidetakse rakuvälisesse keskkonda. Eksosoomide tekkest ja nende osast rakkudevahelises signaaliülekandes tuleb juttu allpool.
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    Joonis 4.156. A. Rakust väljuvate vesiikulite – eksosoomide ja mikrovesiikulite – moodustumine. Paljud valgud saadetakse varajastest endosoomidest tagasi plasmamembraani või talletatakse multivesikulaarsete kehade (MVK) valendikusisestes vesiikulites (VSV) e eksosoomides. Need vesiikulid tekivad hiliste endosoomide või MVK-de membraani sissesopistumise tulemusel. MVK-d on kas n-ö lagundavad, muutudes lüsosoomideks, või n-ö eksotsüteerivad, mis tähendab, et nad eraldavad rakuvälisesse ruumi eksosoome. Kui MVK-de membraan ühineb raku plasmamembraaniga, siis satub eksosoomide homogeenne populatsioon rakuvälisesse ruumi. Mikrovesiikulid on heterogeenne vesiikulite populatsioon, mis tekib raku plasmamembraani väljapungumise teel. Eksosoomide ja mikrovesiikulite membraanis on palju valke, mis esinevad ka lähteraku plasmamembraanis. B. Surevad või apoptoosi minevad rakud tõmbuvad kokku ning nendest eralduvad apoptootilised kehad. Need vesiikulid sisaldavad apoptootilise raku tuuma ja tsütoplasma jäänuseid. Modifitseeritud Mathivanan, S. et al., 2010 järgi.


    Erisuguste endotsüteeritud transmembraansete retseptorvalkude ja nendega seostunud ligandite saatus sõltub nende tüübist ning rakulisest päritolust. Rakkudes toimub valdavalt retseptorite taaskasutamine, mis tähendab, et retseptorid transporditakse tagasi sellesse plasmamembraani piirkonda, kust nad pärit olid. Mõned retseptorid viiakse tagasisuunatud transpordi teel plasmamembraani uude piirkonda, mis on iseloomulik transtsütoosile. Osa retseptoreid ei jõua tagasi raku pinnale, vaid suunatakse lüsosoomidesse, kus nad lagundatakse (joonis 4.157).
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    Joonis 4.157. Endotsüteeritud transmembraansete retseptorvalkude liikumine rakus. Valgud võivad liikuda epiteelirakkude varastest endosoomidest (1) tagasi plasmamembraani piirkonda, kust nad teekonda alustasid (taaskasutus); (2) taasringlusendosoomide abil erinevatesse plasmamembraani piirkondadesse (transtsütoos). (3) Retseptorid, mida ei suunata kindlasse plasmamembraani piirkonda, liiguvad varasest endosoomist lüsosoomi, kus nad lagundatakse. Kui ligand ei vabane endosoomi happelises keskkonnas retseptorilt, siis liigub ta sellega koos, vastasel juhul läheb ta lüsosoomi lagundamisele. (4) Soolevalendikus seostub antikeha oma Fc-otsaga raku pinnal asuva Fc-retseptori külge, misjärel retseptor-antikeha kompleks endotsüteeritakse ning transporditakse transtsütoosi teel raku teisele poolusele.


    Poolaarse morfoloogiaga epiteelirakkudes võivad pinnaretseptorid kanda makromolekule ühelt raku poolelt teisele transtsütoosi teel. Sellisel viisil omastab vastsündinu ema piimast antikehi, mis viiakse tema soolestikust läbi epiteelirakkude otse verre. Soolestiku happelises keskkonnas seostuvad ema piimast pärit antikehad soole epiteelirakkude apikaalsel poolel paiknevate Fc-retseptoritega. Retseptori ja antikeha kompleksid võetakse rakku sisse klatriininiga kaetud lohkude ja vesiikulite kaudu ning juhitakse varastesse endosoomidesse. Sealt lähevad kompleksid muutumatul kujul varastest endosoomidest punguvatesse transpordivesiikulitesse, mis ühinevad lõpuks epiteeliraku basolateraalse poole plasmamembraaniga. Epiteeliraku basolateraalse külje neutraalse pH keskkonnas vabaneb antikeha Fc-retseptori küljest ning liigub vastsündinu vereringesse. Tegelikult ei toimu transtsütoos varasest endosoomist plasmamembraanile otsejoones, vaid teel olles läbivad retseptorid taasringlevaid endosoome (joonis 4.157). Tuleb märkida, et kui retseptori ja ligandi side ei katke endosoomi happelises keskkonnas, siis on nende edasine saatus ühesugune, kui aga side katkeb, siis suunatakse ligand lüsosoomi.


    Rakud saavad vastavalt vajadusele reguleerida membraanivalkude vabanemist taasringlevatest endosoomidest. See võimaldab rakkudel ühtlustada kindlate valkude kontsentratsiooni plasmamembraanis ja ümbritsevas keskkonnas. Näiteks rasva- ja lihasrakkudes hoitakse glükoositransporterite (aitavad rakku tuua glükoosi) suurt varu. Selliseid plasmamembraanis paiknevaid transportvalke hoitakse taasringlevates endosoomides hetkeni, kui hormoon insuliin stimuleerib rakku, nii et see suurendaks glükoosi sissevõtmist. Insuliini toimel vabanevad transpordivesiikulid taasringlevatest endosoomidest ning viivad plasmamembraani suure koguse glükoositransportereid, mille tagajärjel suureneb glükoosi rakku sisenemine (joonis 4.158).
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    Joonis 4.158. Taasringlevates endosoomides hoiustatakse selliseid plasmamembraani valke, mida rakul ei lähe pidevalt vaja. Kui näiteks insuliin seostub rasva- või lihasrakkudel oma retseptoriga, siis vallandab see rakusisese signaaliraja, mis põhjustab glükoosi retseptorite liikumise plasmamembraanile, suurendades järsult glükoosi omastamist aktiivselt töötavates rakkudes.


    4.5.4. Rakuvälised vesiikulid


    Rakuväliseid vesiikuleid võib tekkeviisi alusel jagada eksosoomideks (Ø 40–120 nm), mikrovesiikuliteks (Ø 50–1000 nm) ja apoptootilisteks kehadeks (Ø 500–2000 nm). Rakuväliseid vesiikuleid võiks nimetada signalosoomideks, sest peale rakkudest väljumist liiguvad nad lähtekoest kaugele ning mõjutavad teiste rakkude käitumist ja füsioloogiat. Rakuväliseid vesiikuleid sekreteerivad peaaegu kõik imetajate rakud, kuid neid eraldavad ka madalamate eukarüootide ja prokarüootide rakud. Neid vesiikuleid on võimalik eraldada inimese kõigist kehavedelikest. Rakuvälised vesiikulid aitavad kaasa organismi normaalsete füsioloogiliste protsesside kulgemisele, nagu näiteks tüvirakkude säilimine, immuunsuse püsimine, kudede parandamine ja vere koaguleerumine. Samuti on rakuvälistel vesiikulitel oluline roll haiguste tekkes, eriti pahaloomuliste kasvajate arengus ja metastaseerumise protsessis. Rakuvälised vesiikulid võivad oma ligandite kaudu otseselt aktiveerida sihtmärkrakkude retseptoreid või kanda neisse üle pinnavalke, transkriptsioonifaktoreid, onkogeene ja nakkusfaktoreid.


    Eksosoomid e valendikuvälised vesiikulid (joonis 4.156) on endosomaalse päritoluga, lipiidse kaksikkihiga ümbritsetud, väikesed vesiikulid, mis tekivad multivesikulaarsete kehade membraani sissesopistumise tagajärjal. Rakus asuvad nad multivesikulaarsete kehade valendikus. Kui multivesikulaarsete kehade membraan ühineb raku plasmamembraaniga, siis väljuvad eksosoomid rakuvälisesse keskkonda. Eksosoomide membraan ja valendik sisaldavad lähterakust pärit valke, kuid peale selle on neis leitud lipiide, mRNA-d, mikroRNA-d ja teisi mittekodeerivaid RNA-sid. Kui organismis ringiliikuvad eksosoomid jõuavad sihtmärkkoeni, siis kinnituvad nad rakkudele oma pinnamolekulide kaudu. Eksosoomide sisaldised võivad jõuda sihtmärkrakkudesse kahel viisil: a) endotsütoosi teel haaratakse sithmärkrakkudesse terve eksosoom või b) eksosoomide membraan ühineb sihtmärkraku plasmamembraaniga ning nendes olevad molekulid vabanevad raku tsütosooli (joonis 4.159). Paljude makromolekulide sorteerimine eksosoomidesse on täpselt reguleeritud protsess. Lasti sorteerimist eksosoomidesse võimaldavad TVESK- e ESCRT-kompleksi valgud, kuid see võib toimuda ka ilma selle kompleksi osavõtuta (nt tseramiidide kaasabil).
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    Joonis 4.159. Rakust väljuvate vesiikulite teke ning seostumine sihtmärkrakkudega. Lastmolekulide sortimist eksosoomidesse korraldavad ESCRT-kompleksi kuuluvad ja sellega seotud valgud. ESCRT-kompleks tunneb ära ubikvitinüülitud valgud, kuid mõnede rakkude puhul on eksosoomide tekkeks vaja tseramiidi osalust. Kui multivesikulaarsete kehade (MVK) membraan ühineb raku plasmamembraaniga, siis vabanevad eksosoomid rakuvälisesse keskkonda. Seda protsessi reguleerivad Rab-GTPaasid. Mõnedes rakkudes osalevad eksosoomide tekkes SNARE-valgud. Mikrovesiikulite plasmamembraanist väljapungumist kontrollivad membraani lipiidide mikropiirkonnad ja regulaatorvalk Arf6 (ADP ribosüülimisfaktor 6). Rakust väljuvad vesiikulid käituvad kui signalosoomid e signaali vahendajad, sest nad seostuvad sihtmärkrakkudega ning sisenevad neisse, vahendades sel viisil signaalmolekulide ülekannet. Nad toimivad sihtmärkrakkudele mitmel eri viisil: (1) aktiveerivad plasmamembraanis olevaid retseptoreid oma pinna valkude või lipiidide kaudu; (2) kannavad neisse üle lähteraku pinnaretseptoreid (nt MHC kompleksi valgud), transkriptsioonifaktoreid, onkogeene ja nakkuslikke osakesi; (3) transpordivad neisse mRNA-d ja väikseid regulatoorseid RNA-sid (nt miRNA). Modifitseeritud Andaloussi et al., 2013 järgi.


    Mikrovesiikulite (joonis 4.156) teke erineb täielikult eksosoomide tekkest ning nad on oma mõõtmetelt ja koostiselt palju heterogeensemad. Mikrovesiikulite tekkimisel punguvad plasmamembraani kindlad piirkonnad rakust välja. Vesiikulite eraldumiskohtades katkeb lipiidne kaksikkiht nii plasmamembraanil kui ka vesiikuli pinnal, mis protsessi lõppfaasis jälle taastatakse. Seda protsessi reguleerivad membraani kindlad lipiidsed piirkonnad ja ADP-ribosüülimise faktor 6 (Arf6). Mikrovesiikulite tekkele aitavad kaasa plasmamembraanis paiknevad lipiidsed parved (ingl lipid rafts), mis sisaldavad suurel hulgal kolesterooli ja sfingolipiide. On leitud, et mikrovesiikulite eraldumiskohtades on plasmamembraanis rohkesti fosfatidüülseriini ja lipiidsetele parvedele iseloomulikke valke. Mikrovesiikulid sisaldavad tsütosoolist kaasahaaratud valke, plasmamembraani valke (nt retseptorid), mRNA-d, mikroRNA-sid ja teisi mittekodeerivaid RNA-sid. Makromolekulide sattumine mikrovesiikulite membraani või valendikku ei ole täiesti juhuslik protsess: seda tõendab asjaolu, et nende membraani valguline koosseis ei lange kokku lähteraku plasmamembraanile iseloomuliku mustriga. See, kuidas toimub tsütosooli ja membraanivalkude, aga ka nukleiinhapete valikuline transport tekkivatesse mikrovesiikulitesse, on veel ebaselge. Mikrovesiikuleid nagu eksosoomegi transporditakse organismis kehavedelike kaudu. Mikrovesiikulite kokkupuutel sihtmärkrakkude pinnaga võib vallanduda kolm protsessi: a) mikrovesiikuli membraan ühineb plasmamembraaniga ning vesiikuli last läheb sihtmärkrakku; b) sihtmärkrakk endotsüteerib mikrovesiikuli ning selle lastmolekulid jõuavad tsütosooli; c) mikrovesiikul seostub rakuga pinnamolekulide kaudu ja käivitab rakusisesed signaalirajad (joonis 4.159). Peale selle, et mikrovesiikulid toimivad sihtmärkrakkudele kui signaliseerivad kompleksid, kannavad nad üle ka lähterakust pärit retseptoreid ja valke. Nendes paiknevad mRNA-d ja mikroRNA-d muudavad aga sihtmärkrakkude geeniekspressiooni. Tüvirakkude ja eriti embrüonaalsete tüvirakkude eraldatavad mikrovesiikulid aitavad kaasa tüviraku niši kujundamisele ning kudede tekkele varases embrüogeneesis. Samuti on leitud, et vähirakud sekreteerivad suures koguses mikrovesiikuleid, mis toetavad nende rakkude invasiivset kasvu ja metastaseerumist.


    Apoptootilised kehad (joonis 4.156) on suuremad kui eksosoomid ja mikrovesiikulid ning nad tekivad eranditult apoptoosi hilises faasis. Nad sisaldavad rakust pärit tuumamaterjali, organelle ning membraanseid ja tsütosooli komponente. Neid ümbritsev membraan on läbilaskev ning selle välimises kihis asub fosfatidüülseriin. Apoptootiliste kehade iseloomulikud märgisvalgud on anneksiin V, trombospondiin ja komplemendi molekul C3b. Apoptootilisi kehasid õgivad e fagotsüteerivad põhiliselt makrofaagid ning need lagundatakse makrofaagide fagolüsosoomides.


    4.5.5. Mehhanism, mille kaudu transpordivesiikulid tunnevad ära sihtmembraane


    Selleks et transpordivesiikulite laialikantav last jõuaks rakus õige organellini, peab nende liikumine olema täpselt korraldatud. Kõige olulisem on, et vesiikulid leiaksid üles, seostuksid ja ühineksid õige sihtmembraaniga. Kõikide transpordivesiikulite pinnal on iseloomulikud markervalgud, mis vastavad nende päritolule ja lasti tüübile, ning samal ajal kannavad sihtmembraanid neile markeritele vastavaid retseptoreid – see kindlustabki vesiikulite ja membraanide spetsiifilise seostumise. Vesiikulite äratundmine ja seostumine sihtmembraaniga toimub kahes etapis. Esiteks suunavad Rab-valgud ja Rab-efektorid vesiikulid õige membraani kindlatesse kohtadesse. Teiseks n-ö sulatavad SNARE-valgud ja SNARE-regulaatorid vesiikulite ja sihtmärkmembraani lipiidsed kaksikkihid kokku.


    Rab-valkudel on oluline osa selles, et transpordivesiikulid jõuaksid õige sihtmembraani juurde. Rab-valgud on monomeersed GTPaasid, mis paiknevad sekretoorsete või endotsütootiliste organellide membraani tsütosoolipoolsel pinnal ja transpordivesiikulite membraanis (joonis 4.160).
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    Joonis 4.160. Rakuvälised vesiikulid võivad edastada sihtmärkrakule signaale mitmel viisil: (1) nende membraan ühineb sihtmärkraku membraaniga ning signaalmolekulid liiguvad tsütosooli; (2) sihtmärkrakk endotsüteerib vesiikuli ning signaalmolekulid satuvad endosoomidesse ja lüsosoomidesse; (3) vesiikuli membraanis olev ligand seostub sihtmärkraku pinna retseptoriga ning kutsub esile raku aktivatsiooni. Vesiikulid võivad laguneda rakkudevahelises ruumis ning vabanenud molekulid toimida ümbritsevatele rakkudele või rakkudevahelise maatriksi komponentidele. Modifitseeritud Turturic et al., 2014 järgi.


    Rab-valkude koostisse kuulub isoprenoidankur, mis võimaldab neil membraaniga seostuda. Rab-valgud ringlevad tsütosoolis ja membraanipinna all, moodustades membraanidel ajutisi komplekse. Kui nad on seotud GDP-ga, siis on nad inaktiivsed ja raku tsütosoolis lahustunud olekus. Kui Rab-valkudega seostub GTP, siis nad aktiveeruvad ning seostuvad tugevalt organellide või vesiikulite membraaniga. Rab-valke aktiveerib transpordivesiikulite või sihtmembraanide pinnal olev Rab-GEF. Kui Rab-valgud on seotud GTP-ga, siis nad seostuvad näiteks ühelt poolt vesiikuli membraaniga lipiidse ankru abil ning teiselt poolt sihtmembraanil asuvate Rab-efektorvalkudega. Need valgud reguleerivad vesiikulite sihtmembraanile lõastamist, kinnitumist ja sellega ühtesulamist (joonis 4.157). Erinevalt Rab-valkudest, mis on väga püsiva struktuuriga, on Rab-efektorite struktuur ja funktsioonid väga muutuvad, võimaldades seda, et samad Rab-valgud võivad seostuda mitmete erinevate efektoritega. Rab-valkude ning nende efektorite kokkupanek endosoomide membraani pinnal on kooskõlastatud protsess, mille tulemusena tekivad suured spetsialiseerunud membraanipiirkonnad, millest igaüks täidab oma spetsiifilisi funktsioone. Näiteks Rab5-valku sisaldav piirkond võtab vastu plasmamembraanilt saabuvaid endotsütootilisi vesiikuleid, aga samal membraanil paiknevad Rab4 ja Rab11 sisaldavad piirkonnad organiseerivad nende vesiikulite pungumist, mis viivad endosoomidest pärit valke plasmamembraanile.


    Organellide membraanis paiknevad kindlate Rab-valkude piirkonnad võivad laguneda ja asenduda teiste Rab-valkude piirkondadega, mille tõttu muutub organelli identiteet. Sellist Rab-valkude piirkondade reguleeritud ümberkorrastamist nimetatakse Rab-kaskaadiks. Näiteks asendatake varaste endosoomide pinnal olevad Rab5 piirkonnad Rab7 piirkondadega, mille tulemusel muutuvad need hilisteks endosoomideks. Nimelt seostuvad Rab7 piirkonnad teiste Rab-efektoritega kui Rab5 piirkonnad: see muudab membraanide dünaamikat (nt sissetulevate ja väljaminevate molekulide liikumine) ning suunab endosoome liikuma raku sisemusse. Sellise protsessi, mida nimetatakse endosoomide küpsemiseks, tulemusena muutub last, mis asus varases endosoomis, hilise endosoomi koostisosaks. Selline Rab-piirkondade iseeneslik asendumine muudab endosoomide küpsemisprotsessi ühesuunaliseks ja pöördumatuks.


    Kui Rab-valkude ja Rab-efektorite abil põkkub transpordivesiikul sihtorganelliga, siis järgneb nende membraanide ühtesulamine (joonis 1.161). Selleks on vaja, et kaks membraani asuksid üksteisest mitte kaugemal kui 15 nm; see võimaldab lipiidididel liikuda ühest lipiidsest kaksikkihist teise. Üksteisele nii lähedal olevate membraanide vahelt on vaja vesi välja suruda saavutamaks lipiidkihtide maksimaalset kokkupuudet. See on energeetiliselt väga ebasoodne protsess, mille toimumiseks on vaja spetsiaalsete liitumisvalkude (ingl fusion) kaasabi. Seda teostavad SNARE perekonna valgud. Sihtmärkmembraanis paiknevad SNARE-valgud on SNAP-valkude (lahustuvad NSF-siduvad valgud, ingl soluble NSF-attachment protein) ja NSF-valkude kompleksiga seostuvad valgud, kusjuures NSF on N-etüülmaleimiidile tundlik faktor (ingl N-ethylmaleimide sensitive factor).
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    Joonis 4.161. Rab GTPaasid ja SNARE kompeksi valgud reguleerivad vesiikulite liikumist rakus, nende sihtmärkmembraaniga lõimumist ning sellele kinnitumist ja ühtesulamist. Rab täiturvalgud seostuvad aktiivsete Rab valkudega (Rab-GTP-d), mis asuvad kas sihtmärkmembraanil, vesiikuli membraanil või siis mõlemal, luues membraanide esmase kontakti. SNARE-valgud kinnitavad vesiikulid sihtmärkmembraanile ning katalüüsivad membraanide ühinemist. Vesiikulite kinnitumisel ja ühinemisel sihtmärkmembraaniga toimub GTPaasi aktiveeriva valgu (GAP) juuresolekul Rab-GTP hüdrolüüs Rab-GDP-ks. Tekkinud Rab-GDP liigub tsütosooli, kus ta seostub GDI valguga, mis hoiab teda lahustunud olekus ja inaktiivsena. Kui GDI valguga kompleksis olev Rab-GDP liigub uuesti raku membraani, siis GDI valk eemaldatakse ning guaniin-nukleotiidivahetus faktori (GEF) katalüütilisel toimel muudetakse Rab-GDP jälle Rab-GTP-ks. Rab GTPaasid vahendavad ka vesiikulite liikumist aktiini filamentidel või mikrotuubulitel..


    NSF on heksameerne ATPaas AAA-ATPaaside perekonnast, mis sarnaneb proteasoomides ubikvitinüülitud valke lahtipakkiva kompleksiga. NSF seostub SNARE-kompleksi valkudega SNAP-valkude kaasabil. NSF-valgud on tundlikud N-etüülmaleimiidile, mis seostub nende –SH-gruppidega ja annab võimaluse nende valkude aktiivsuse blokeerimiseks in vivo.


    Loomarakkudest on leitud siiani 35 erinevat SNARE-t, millest igaüks on seotud kindla sekretoorse või endotsütootilise raja organelliga. Vesiikulite pinnal asuvad nn v-SNARE-d (ingl vesicular-SNARE) ja sihtmembraanidel t-SNARE-d (ingl target-SNARE) (joonis 4.162).
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    Joonis 4.162. SNARE-valkude kompleks, mis seob vesiikuli sihtmärkmembraaniga, koosneb neljast α-heeliksist, mis on omavahel mittekovalentselt seotud ning moodustavad keermestatud keerme (ingl coiled-coil) struktuuri. Kompleksi moodustavad kaks sihtmärkmembraanis asuvat SNAP-25 valku ja üks süntaksiin (kõik kolm on t-SNARE-d) ning üks vesiikuli membraanis paiknev VAMP (v-SNARE) valk.


    v-SNARE-d on üheahelalised polüpeptiidid, aga t-SNARE-d koosnevad kolmest valgust. Mõlemat tüüpi SNARE-valkude struktuuris on iseloomulikud helikaalsed domeenid ning kui v-SNARE seostub t-SNARE-ga, siis keerdub üks helikaalne domeen teiste helikaalsete domeenide ümber, nii et tekib väga stabiilne neljast heeliksist koosnev kimp. Tekkiv trans-SNARE kompleks liidab kaks membraani omavahel kokku. SNARE valkude osa vesiikulite ühinemises sihtmembraaniga on kõige enam uuritud sekretoorsete vesiikulite puhul. Sekretoorsed vesiikulid, mis eralduvad Golgi kompleksist, kannavad oma pinnal v-SNARE valke, mida nimetatakse vesiikulitega seotud membraanivalkudeks e VAMP-ideks (ingl vesile-associated membrane protein). t-SNARE-d on sel juhul süntaksiinid, mis on plasmamembraanis asuvad transmembraansed valgud, ja SNAP-25 valgud, mis seostuvad plasmamembraaniga hüdrofoobse lipiidankru abil. Nende valkude tsütosoolipoolsed α-helikaalsed domeenid keerduvad kimpu, mis koosneb ühest VAMP-i, ühest süntaksiini ja kahest SNAP-25 molekulist. Oluline on teada, et v- ja t-SNARE-de paardumine on väga spetsiifiline protsess, mis peale Rab-valkude kindlustab, et vesiikulid seostuvad ikka õige sihtmembraaniga. Kõik transpordivesiikulid kannavad oma pinnal v-SNARE-sid ning nende sihtmärkmembraanid t-SNARE-sid.


    Trans-SNARE kompleksid katalüüsivad membraanide ühtesulamist, kasutades energiat, mis vabaneb, kui SNARE-valkude heeliksid keerduvad üksteise ümber, selleks et lähendada membraane omavahel ning suruda nende vahelt välja vee molekule.


    Tuleb märkida, et vesiikulite ja sihtmembraanide ühtesulamine ei toimu alati kohe, kui v-SNARE ja t-SNARE paarduvad. Näiteks reguleeritud eksotsütoosi korral viivitub ühtesulamine seni, kuni sekretsiooni käivitab rakuvälise signaali saabumine.


    Mõnel juhul kontrollivad Rab-valgud SNARE-valkude aktiivsust. Nimelt on sihtmembraanidel asuvad t-SNARE-d seotud inhibeerivate valkudega, millest tuleb vabaneda, enne kui t-SNARE-d muutuvad funktsionaalseks. Rab-valgud ja nende efektorid toimetavad selliste inhibeerivate valkude eemaldamise SNARE-valkudelt. Sellisel viisil kontsentreeritakse ja aktiveeritakse SNARE-valgud membraani õiges kohas, st just seal, kuhu põkkumisvalgud seovad vesiikuleid. Selleks et vesikulaarne transport toimuks normaalselt, peavad transpordivesiikulid sisaldama asjakohaseid SNARE- ja Rab-valke. Seda näitab asjaolu, et paljud transpordivesiikulid moodustuvad alles siis, kui nende membraani on lisatud sobiv komplekt SNARE- ja Rab-valke. Kuidas see toimub, on jäänud siiani mõistatuseks.


    Enamik SNARE-valke osaleb vesiikulite transpordis korduvalt ning moodustab raku membraanides partner-SNARE-dega püsivaid komplekse. Selleks et SNARE-valke saaks kasutada uute vesiikulite transpordiks, tuleb olemasolevad kompleksid lagundada. Sellega tegeleb NSF-kompleks, mis liigub membraanide ja tsütosooli vahel ning katalüüsib lagundamisprotsessi. NSF-kompleks kasutab ATP hüdrolüüsi energiat, mille abil harutatakse lahti SNARE-valkude heeliksite kimbud.


    Kuivõrd SNARE-komplekside lahtiharutamine NSF-valkude poolt taasaktiveerib SNARE-valgud, siis tagab see membraanide mittejuhusliku ühinemise. Sellise mehhanismi puudumise korral oleksid t-SNARE-d pidevalt aktiivses olekus, mis tähendab, et neile võiksid igal ajahetkel seostuda suvalised v-SNARE-sid kandvad vesiikulid. See, kuidas kontrollitakse NSF-valkude aktiivsust nii, et SNARE-valkude kompleksid aktiveeruksid õiges kohas ja õigel ajal, ei ole veel teada.


    Kuivõrd neuronid paiskavad neurotransmittereid välja ülikiiresti (mõne millisekundi jooksul), siis ei ole tõenäoline, et membraanide liitumisega/ühtesulamisega seotud valgud teeksid läbi keerulisi mitmeastmelisi muutusi. Pigem teevad närviraku plasmamembraanile põkkunud vesiikulid läbi kohanemisetapi, mis valmistab neid ette koheseks membraaniga ühtesulamiseks. Selles etapis on SNARE-valgud ainult osaliselt kokku keerdunud, kusjuures valgud, mida nimetatakse kompleksiinideks, hoiavad SNARE-valkude kompleksi sellises seisundis.


    Kompleksiinide pidurdava toime kõrvaldab vesiikulitel paiknevate Ca2+-ioone siduvate sünaptogamiinide liitumine SNARE-kompleksiga. Seega Ca2+-ioonide kontsentratsiooni tõustes vabaneb kompleksiin SNARE-valkudelt. Sellele järgneb SNARE-valkude täielik kokkukeerdumine ja membraanide liitumine/ühtesulamine, misjärel tekib poor, mille kaudu neurotransmitterid vabanevad närviraku lõpmest sünaptilisse lõhesse. Nagu eelpool märkisime, on närviraku lõpmes ainult osa põkkunud sünaptilistest vesiikulitest kohandatud viivitamatuks eksotsütoosiks. Tegelikult iga väljapaiskumise järel põkkuvad ja kohanduvad uued sünaptilised vesiikulid, mis annab närvirakule võime väga lühikeste perioodide järel paisata välja järjest uusi neurotransmitterite koguseid.


    4.5.6. Ekso- ja endotsütoosi teel toimuv vesikulaarne transport rakus


    Selleks et püsida elus ning täita oma spetsiifilisi funktsioone, peavad rakud pidevalt suhtlema neid ümbritseva keskkonnaga. Rakke piiristava plasmamembraani kaudu sisenevad väliskeskkonnast pärit toitainemolekulid tsütoplasmasse ning ka raku sees sünteesitud molekulide liiguvad selle kaudu rakuvälisesse ruumi. Samuti vahendab plasmamembraan signaalide liikumist sise- ja väliskeskkonna vahel – see võimaldab rakul kohaneda keskkonna pidevate muutustega. Kuivõrd raku elutegevuse käigus on tema sise- ja väliskeskkond pidevas muutumises, siis muutub vastavalt ka plasmamembraani molekulaarne koostis. Elusas rakus toimub näiteks pidev retsepor-, transpordi-, adhesiooni- või ka ioonkanalivalkude liikumine tsütoplasmast plamamembraani koosseisu, aga ka vastupidi: osa retseptoreid või transpordivalke liiguvad koos oma lastiga tagasi tsütosooli. Peale selle võib plasmamembraan saada elutegevuse käigus kahjustatud ning seetõttu tuleb tsütoplasmast viia vigastatud kohtadesse uusi membraanikomponente.


    Protsessi, mille käigus viiakse rakus vastsünteesitud valgud, karbohüdraadid või lipiidid plasmamembraani koostisse või raku väliskeskkonda, nimetatakse eksotsütoosiks (joonis 4.163 A ja B; vt peatükk 4.5.2).
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    Joonis 4.163. A. Eksotsütoosi korral ühineb transpordi- või sekretoorne vesiikul raku plasmamembraaniga. Vesiikuli sisaldised vabanevad rakuvälisesse ruumi ning vesiikuli membraan ühineb plasmamembraaniga. B. Elektronmikroskoobi vaateväljas on näha sisaldiste väljutamist rakust e eksotsütoosi. Foto: Alberts, B. et al., 6th ed., 2015i.


    Rakkudes võib toimuda ka vastupidine protsess, mida nimetatakse endotsütoosiks (joonis 4.164 A ja B, 4.165; vt peatükk 4.5.3), mille käigus plasmamembraani koostisosad ja rakuvälised makromolekulaarsed komponendid liiguvad tsütoplasmasse.
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    Joonis 4.164. A. Klatriiniga kaetud lohu ja vesiikuli teke endotsütoosi käigus. B. Vesiikuli teke elektronmikroskoobi vahendusel. Foto: Avinoam, O. et al., 2015.
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    Joonis 4.165. KIatriinsõltuva endotsütoosi toimumine. Näha on rakumembraani võlvumine ja klatriinkattega lohu teke. Samas kõrval on selgelt eristatav rakumembraani sopistumine ning tekkinud klatriinkattega vesiikul. Mustad täpid raku väliskeskkonnas on 10 nm kullagraanulid, mis on seotud antikehaga. Foto: K. Padari.


    Endotsütoosi teel võtavad rakud sisse mitmesuguseid toitainete molekule, nagu näiteks vitamiinid, lipiidid, kolesterool ja raua ioonid, mis on seostunud neid äratundvate kandjamolekulidega. Nii eksotsütoosi kui ka endotsütoosi korral kätketakse transporditav materjal ühekordse lipiidse kaksikkihiga ümbritsetud struktuuridesse, mida nimetatakse vesiikuliteks (joonis 4.166).
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    Joonis 4.166. Vesiikuli transport. Transpordivesiikulid punguvad välja ühe organelli membraanist ning ühinevad teise organelli membraaniga. Nad kannavad lähteorganelli valendikust ja membraanist pärit molekule sihtorganelli valendikku ja membraani.


    Vesiikulid on valdavalt kerajad, kuid sõltuvalt rakutüübist esineb ka suuri ebakorrapärase kujuga ja isegi torujaid vorme.


    See, millisest raku lähteorganellist on konkreetne vesiikul pärit, määrab ära ka teda ümbritseva membraani ning sisekeskkonna e luumeni molekulaarse koostise. Tuleb silmas pidada, et valdavalt jõuavad molekulid vesiikulitesse väga täpselt reguleeritud selektsiooni teel (näiteks plasmamembraanis paiknevate retseptoritega seostuvad rakuümbruse molekulid), kuid samas võib neis esineda ka vabu molekule, mille kontsentratsioon vesiikuli tekkepiirkonnas on väga kõrge. Seega sõltub vesiikulite membraani ja sisekeskkonna koostis suuresti sellest, kas näiteks on tegemist tsütoplasmavõrgustiku ja Golgi kompleksi vahel liikuvate vesiikulitega või hoopis sekretoorse raja vesiikulitega, mille ülesanne on väljutada sekretoorset materjali vastusena rakule toiminud mõjurile. Endotsütootiliste vesiikulite koosseisu haaratakse peamiselt neid molekule, mida on plasmamembraani välispinnal vesiikuli tekkekohas kõige rohkem. Retseptori vahendatud endotsütoosi korral kogutakse üksteisest kaugel asuvad retseptormolekulid koos neile seostunud ligandiga kokku plasmamembraani piiratud aladele, kus toimub vesiikuli moodustumine (joonis 4.167). Selle tagajärjel kontsentreeritakse nii retseptor kui ka sellega seotud ligand tekkinud vesiikulisse.
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    Joonis 4.167. Endotsütoosi kolm põhivormi. A. Fagotsütoosi teel võtab rakk sisse suuri osakesi. B. Pinotsütoosi teel omastab rakk rakuvälises keskkonnas lahustunud aineid. C. Retseptori vahendatud endotsütoosi teel haaratakse raku pinna retseptoritele kinnitunud ligandmolekule.


    Vesiikulite liikumine raku organellide vahel, organellidelt plasmamembraani lähedusse, aga endotsütoosi korral ka plasmamembraanilt tsütoplasmasse on täpselt suunatud ja reguleeritud protsess. Kuidas vesiikulid tekivad ning liiguvad raku sisekeskkonnas ning millise mehhanismi abil tunnevad vesiikulid ära oma sihtorganelli või siis plasmamembraani, leiab selgitamist järgmistes peatükkides. Samuti väärib eraldi käsitlemist mehhanism, mille kaudu saavutatakse makromolekulide selektiivne pakkimine kindlat tüüpi vesiikulitesse. Kõigepealt aga tutvume, millised rakkude elutegevuse protsessid on seotud vesiikulite tekkega ning vesikulaarse transpordiga.


    Rakusisene vesikulaarne transport ühendab raku sisemuses paiknevaid erisuguseid membraanümbrisega organelle, võimaldades nendevahelist molekulide transporti nii biosünteesi ja sekretsiooni kui ka väljast tsütoplasmasse suunatud endotsütootilist rada pidi (joonis 4.168 ja 4.169).
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    Joonis 4.168. Valkude liikumise teed eukarüoodi rakus. Valgud võivad rakus liikuda ühest asukohast teise väravtranspordi (punane), membraane läbiva transpordi (sinine) või vesikulaarse transpordi teel (roheline). Iga valgu struktuuris sisaldub kindel aminohappeline järjestus, nn sortimise signaal, mis määrab tema lõpliku paiknemise rakus. Valkude liikumise käigus otsustatakse sortimise signaalide alusel, kas ta jääb vahepealsesse asukohta (kastikesed) või transporditakse edasi..


    Peale rakusisese transpordi kantakse mitmesuguse otstarbega makromolekule vesiikulite abil ka ühest rakust teise. Normaalselt toimiv rakk peab väga täpselt reguleerima organellidesse saabuvate ja sealt lahkuvate vesiikulite ruumilist ning ajalist paiknemist. Näiteks kui mingist organellist lahkub rohkem vesiikuleid, kui sinna naaseb, siis lõpptulemusena see organell hääbub. Vastupidisel juhul muutub organell, millega ühineb liiga palju vesiikuleid, raku homeostaasi seisukohalt liiga suureks ning see toimub teiste organellide arvelt (joonis 4.169).
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    Joonis 4.169. Vesikulaarse transpordi rajad eukarüoodi rakus. Vesiikulite abil toimub rakusiseste struktuuride omavaheline, aga ka raku väliskeskkonnast pärit ainete transport. Sekretoorse raja (punased nooled) kaudu toimub valkude transport tsütoplasmavõrgustikust plasmamembraanile või endosoomide kaudu lüsosoomidesse. Endotsütoosi raja (rohelised nooled) puhul viiakse rakuvälisest keskkonnast pärit molekulid endotsütootiliste vesiikulite abil varastesse endosoomidesse ning sealt hiliste endosoomide kaudu lüsosoomidesse. Paljud molekulid saadetakse tagasi oma lähtekohta (sinised nooled): endotsütoosi teel varastesse endosoomidesse jõudnud molekulid saadetakse taaskasutamise eesmärgil tagasi rakupinnale; mõned varastest ja hilistest endosoomidest pärit molekulid saadetakse tagasi Golgi aparaati; mõned molekulid saadetakse Golgi aparaadist tagasi tsütoplasmavõrgustikku.


    Ligikaudu üks kolmandik raku kõigist valkudest sünteesitakse karedas tsütoplasmavõrgustikus, kust nad suunatakse membraanide koosseisu või sekreteeritakse raku väliskeskkonda. Siledapinnalises tsütoplasmavõrgustikus sünteesitakse rakule vajalikud rasvhapped ja fosfolipiidid. Peale seda, kui sünteesitud valke on tsütoplasmavõrgustikus vajalikul määral modifitseeritud, suunatakse nad transpordivesiikulite abil Golgi kompleksi. Need valgud, mis funktsioneerivad tsütoplasmavõrgustikus, saadetakse Golgi kompleksist teist tüüpi transpordivesiikulitega sinna tagasi. Selline valkude edasi-tagasi transport peab rakus olema ranges tasakaalus. Transporditavate valkude paigutamine organellide kindlatesse piirkondadesse ja pakkimine õigetesse vesiikulitesse on nende edasise saatuse jaoks määrava tähtsusega. Samal ajal kui valgud liiguvad tsütoplasmavõrgustikust Golgi kompleksi ning sealt teistesse organellidesse, plasmamembraani koostisse või rakust välja, toimub nende modifitseerimine ning sorteerimine. Valkude teekonda tsütoplasmavõrgustikust läbi Golgi kompleksi kuni saabumiseni rakuvälisesse keskkonda nimetatakse sekretoorseks rajaks (joonis 4.144 ja 4.145). Vesiikulite abil transporditakse ka teist tüüpi valke, mida ei sekreteerita rakust välja, vaid paigutatakse vesiikulite membraanist rakusiseste organellide membraani või siis plasmamembraani (joonis 4.170).
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    Joonis 4.170. Hela rakuliin koekultuuris. Noolega on tähistatud transportvesiikul, mis paikneb rakumembraani (paremal) ja mitokondri vahel. Vasakul all on näha multivesikulaarkeha (MVK, ingl multivesicular body, MVB), mis on varase endosoomi „küpsemisel“ tekkinud struktuur, selleks et lagundamisele minevad struktuurid saaksid ühineda lüsosoomiga. Ülal paremal on näha üksikud fragmendid karedapinnalisest endoplasmaatilisest retiikulumist (kaetud ribosoomidega). Foto: H. Margus.


    4.5.6.1. Endoplasmaretiikulumi ja Golgi kompleksi vahel toimuv vesikulaarne transport


    Enamik transpordivesiikuleid moodustub organelli ümbrismembraani kindlates piirkondades, kuhu kogunevad vesiikuli teket soodustavad kattevalgud. Membraanist eraldunud vesiikulite tsütosoolipoolne pind on kaetud kattevalkudega, mis eemaldatakse kohe peale vesiikulite teket või siis enne nende ühinemist sihtmärkmembraaniga. Vesiikulite kattevalkudel on põhiliselt kaks otstarvet. Esiteks, vesiikulite sisemisse kattesse kogutakse membraanivalgud, mida on vaja vesiikulite transpordiks. Teiseks, vesiikulite välimine valgukiht moodustab sõrestiku, mille paindumine kutsub esile lähteorganelli membraani kõverdumise ja vesiikuli tekke.


    4.5.6.1.1. Klatriiniga, COP I- ja COP II-ga kaetud vesiikulid


    Tänaseks on leitud kolme tüüpi kattevalkudega ümbritsetud vesiikuleid. Need on klatriiniga kaetud, COP I-ga kaetud ja COP II-ga kaetud vesiikulid (joonis 4.171 ja 4.172).
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    Joonis 4.171. Klatriiniga kaetud, COP I-ga kaetud ja COP II-ga kaetud vesiikulite elektronmikrofoto. A. Klatriiniga kaetud vesiikulid. B. COP I-ga kaetud vesiikulid ja Golgi tsisternid (punased nooled). C. COP II-ga kaetud vesiikulid. Kõik kujutised on samas skaalas. Foto: Alberts, B. et al., 2015.
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    Joonis 4.172. Rakkudes suunatakse erinevate kattevalkudega (klatriin, COP I, COP II) kaetud vesiikulitesse erineva koostisega lastmolekulide segu. Kui sama kattevalk osaleb vesiikuli tekkes raku eri kohtades, siis lisatakse kattesse teisi kattevalgu modifikatsioone.


    Vesikulaarse transpordi esimeses etapis haaratakse endoplasmaatilises võrgustikus sünteesitud valgud COP II-valkudega kaetud vesiikulite (diameeter 60–70 nm) sisemusse, kuid osa valke võib jääda ka vesiikulite membraani koosseisu. Edasi liiguvad vesiikulid Golgi kompleksi suunas ning jõudes selle membraani lähedusse, tuntakse nad ära spetsiifilise mehhanismi abil, mis leiab käsitlemist edaspidi. COP II-valkudega kaetud vesiikulid eralduvad tsütoplasmavõrgustiku nendest piirkondadest, kuhu ei ole kinnitunud ribosoome ning kus tekivad COP II-valkude ning lastvalkude ja nende retseptorite kogumid. Selliseid piirkondi nimetatakse ka endoplasmaatilisest võrgustikust lahkumise kohtadeks, mida märgistab valk Sec12.


    Need valgud, mille täidetavad ülesanded on tsütoplasmavõrgustikus, kuid on sattunud Golgi kompleksi, suunatakse cis-Golgist tagasi COP I-valkudega kaetud transpordivesiikulites. COP I-vesiikulid transpordivad valke tagasisuunas ka Golgi kompleksi tsisternide vahel. Rakusiseses transpordis osaleb ka kolmas tüüp vesiikuleid, mis on kaetud klatriiniga. Selle valguga kaetud vesiikulid eralduvad plasmamembraanist või trans-Golgi võrgustikust ning suunatakse hilistesse endosoomidesse.


    Käesolevaks ajaks on jõutud arusaamisele, et lastvalkude sattumine tsütoplasmavõrgustikust transpordivesiikulitesse ei ole juhuslik protsess, vaid toimub täpselt reguleeritud selektsiooni teel. Tsütoplasmavõrgustiku membraanis ja sisekeskkonnas e luumenis on mitmeid eri tüüpi valke: a) membraaniseoselised lastmolekulid, b) membraaniseoselised retseptormolekulid, c) membraaniseoselised tšaperonmolekulid, d) lahustunud lastmolekulid, e) paikselt luumenis olevad lahustunud molekulid, f) defektsed lahustunud molekulid. Valkude sortimist võimaldavad tsütoplasmavõrgustiku membraanis asuvad erisugused retseptormolekulid. Seega, kui vesiikul eraldub tsütoplasmavõrgustikust, siis jäävad lastmolekulid, mis kinnituvad retseptorite valendikupoolsele osale, vesiikuli sisemusse (joonis 4.173). Kui retseptormolekul on jõudnud koos lastiga Golgi kompleksi, siis lastmolekul vabaneb ning retseptor saadetakse tsütoplasmavõrgustikku tagasi. Osa valgumolekule satub transpordivesiikulitesse ka juhuslikult: nii võib seal leida valke, mis peaksid funktsioneerima ainult tsütoplasmavõrgustikus, kuid jõuavad siiski Golgi kompleksi.
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    Joonis 4.173. Lahustuvate ja membraanis paiknevate valgumolekulide sisenemine tsütoplasmavõrgustikust tekkivasse transpordivesiikulisse. Membraaniseoselised valgud kannavad tsütosoolipoolses osas väljumissignaale, mis seostuvad COP II katte sisemise kihi adaptorvalkudega, võimaldades neid pakkida tekkiva vesiikuli membraani. Mõned membraanivalgud toimivad kui tsütoplasmavõrgustiku valendikus lahustunud valkude retseptorid, koondades neid valke vesiikuli valendikku. Osa lahustunud valke haaratakse vesiikulisse juhusliku lastina. Veel pakkimata, valesti pakitud või multimeerideks kokkupanemata valgud seostuvad tšaperonvalkudega ning jäävad ajutiselt tsütoplasmavõrgustiku valendikku.


    Tsütoplasmavõrgustiku membraanis paiknevatel lastvalke kandvatel retseptoritel, lastita membraanivalkudel, aga ka luumenis olevatel lahustunud lastmolekulidel on piirkond, mida nimetatakse väljumissignaaliks (joonis 4.173). Kui COP II-valgud seostuvad nimetatud signaaljärjestuse kaudu mõlemat tüüpi membraanivalkudega, siis luumenis olevad lahustunud lastmolekulid kinnituvad selle kaudu oma retseptorile. Kuivõrd valke võetakse transpordivesiikulitesse sisse valikuliselt, siis võib seda käsitleda ka kui valkude kontsentreerimist. Sekretoorsed valgud, mida sünteesitakse suures koguses, võivad tsütoplasmavõrgustikust väljuda, ilma et neil oleks väljumissignaali või lastvalgu retseptorit.


    COP I- ja COP II-katte teket tsütoplasmavõrgustiku ja Golgi kompleksi membraanis ning endosoomide klatriiniga (vt joonis 4.172 ja 4.174) katmist reguleerivad väikesed monomeersed katteid tekitavad GTP-seoselised valgud e GTPaasid. Kui COP I ja klatriiniga kaetud vesiikulite tekkel Golgi kompleksi membraanis osaleb sellesse perekonda kuuluv ARF valk, siis COP II-katte tekkel tsütoplasmavõrgustiku membraanis osaleb sellest veidi erinev Sar1-valk (joonis 4.174 ja 4.175).
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    Joonis 4.174. COP II-kattega vesiikuli moodustumine. A. inaktiivne, lahustuv Sar1-GDP seostub tsütoplasmavõrgustiku membraanis oleva Sar1-GEF-iga (Sec12), mille tulemusena vabaneb Sar1-lt GDP, mis asendatakse GTP-ga. GTP seostumise tulemusena Sar1 kuju muutub, tema amfifiilne heeliks tungib tsütoplasmavõrgustiku membraani, mille järel membraan kõverdub. B. GTP-d kandev Sar1 seostub kahe COP II adaptervalgu (Sec23 ja Sec24) kompleksiga, moodustades vesiikuli sisemise katte. Sec24 valk seostub transmembraanse lastikandva molekuli tsütosoolipoolse sabaosaga.
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    Joonis 4.175. A. COP II-kattega vesiikuli moodustumine. Aktiivne membraaniseoseline Sar1-GTP kinnitab COP II adaptervalgud membraani külge. Adaptervalgud seostuvad omakorda transmembraansete valkudega, mis kutsub esile membraani deformeerumise. Adaptervalkude ja välimise kihi valkude koostoime tulemusena toimub vesiikuli pungumine. Vesiikuli tekkeprotsess lõpeb membraani ühteliitmisega. Samasugusel viisil tekivad tõenäoliselt ka teist tüüpi vesiikulid. B. Vesiikuli COP II-kate sarnaneb oma korrapärase struktuuri poolest klatriinse kattega.


    Mõlemad valgud kuuluvad nn GTPaaside suurperekonda, mille kõik liikmed on vahelduvalt seotud kas GDP-ga (mitteaktiivne olek) või siis GTP-ga (aktiivne olek). Arvatakse, et ARF- ja Sar1-valkude seostumine GTP-ga ning selle hüdrolüüsimine vallandabki vesiikulite katte tekkeprotsessi. Vesiikuli moodustumise puhul osaleb COP II-katte tekkes viis valku: Sar1, Sec13, Sec23, Sec24 ja Sec31. Sec23 ja Sec24 moodustavad COP II-katte sisemise ning Sec13 ja Sec31 välimise kihi (joonis 4.175 A). Kõigepealt kutsub tsütoplasmavõrgustiku membraanis paiknev, juba eelpool mainitud Sec12-valk esile tsütoplasmas paikneva Sar1-valgu aktiveerumise. Sec12-valk (nimetatakse ka Sar1-GEF) käitub kui guaniinnukleotiidi vahetusfaktor, mis aktiveerib valke, katalüüsides nendega seotud GDP vahetamist GTP vastu. Siinkohal tuleb märkida, et GTPaaside aktivatsiooni põhjustavad GTPaase aktiveerivad valgud, mis seostuvad GTPaasidega ning indutseerivad neid endid hüdrolüüsima nendega seotud GTP molekuli GDP-ks. Kui aktiveerunud, GTP-d kandvad Sar1-valgud seostuvad tsütoplasmavõrgustiku membraaniga, siis neile kinnituvad tsütosoolis olevate COP II-valkude Sec23-Sec24 heterodimeerid. Viimaste pinnale kinnituvad omakorda Sec13-Sec31 heterotetrameerid ning sellega on kahekihiline COP II-kate valmis. Vesiikuli tekkimisel seostuvad Sec23-Sec24 heterodimeerid transmembraansete lastretseptoritega. Lõpuks hakkavad vesiikulid COP II-valkude polümeriseerumise tulemusel tsütoplasmavõrgustiku membraanist välja sopistuma. Kui vesiikulid on lähtemembraanist eemaldunud, hüdrolüüsitakse nende membraanis olev Sar1-GTP, tekitades Sar1-GDP, mille tulemusel COP II-valgud eralduvad vesiikulite membraanilt (joonis 4.175). Seega, GTP seostumine Sar1-valkudega ja selle hilisem hüdrolüüsimine reguleeribki COP II-valkudega kaetud vesiikulite tsüklilist teket.


    Eelkirjeldatuga väga analoogne ARF-valgu tsükliline nukleotiidivahetus ja hüdrolüüs toimub ka COP I ja klatriiniga kaetud vesiikulite tekkimisel Golgi kompleksi membraani või plasmamembraani pinnal. Selleks et näidata, kuidas Sar1- ja ARF-valgud osalevad COP II-vesiikulite tekkes, konstrueerisid teadlased neid valke kodeerivate geenide mutantsed variandid. Kuigi mutantsed Sar1- ja ARF-valgud ei olnud võimelised hüdrolüüsima GTP-d, moodustus siiski vesiikulite pinnale COP II-valkudest kate ja vesiikulid eraldusid tsütoplasmavõrgustiku membraanist. Kuid need vesiikulid ei seostunud sihtmärkmembraaniga, kuna COP II-kate, mis vesiikulite pinnalt enam ei eraldunud, takistas membraanide ühinemist.


    Kui üksiku iseseisva valgu lahkumiseks tsütoplasmavõrgustikust piisab, et ta on õigesti kokku pakitud, siis mitmest valgust koosnevate komplekside puhul tuleb tagada kõigi komponentide olemasolu ning kogumi vajalik struktuur.


    4.5.6.2. Valkude tagasisuunaline transport Golgi kompleksist endoplasmavõrgustikku


    Samal ajal kui endoplasmamembraan ja sellele kinnitunud ribosoomid tegelevad valgusünteesiga, toimub endoplasma luumenis vastsünteesitud valkude eripalgeline modifitseerimine. Selleks et endoplasmaatilise võrgustiku luumenis kõiki vajalikke protsesse korraldada, on vaja tagada kindlate valkude (nt tšaperonvalk BiP või valk-disulfiidi isomeraas) pidev kohalolek. Nagu eelnevalt mainitud, transporditakse ka need valgud, mis on tegelikult määratud toimima tsütoplasmavõrgustiku luumenis, vesiikulite abil Golgi kompleksi. Selleks et neid valke tuua tagasi tsütoplasmavõrgustikku, on evolutsiooni käigus välja kujunenud transpordivesiikulid, mis on kaetud COP I-valkudega. Tsütoplasmavõrgustiku luumenis toimivaid valke aitab ära tunda, välja sortida ja vesiikulitesse suunata nende C-otsas paiknev signaaljärjestus, mis sisaldab nelja järjestikust aminohapet: lüsiin (Lüs), asparagiinhape (Asp), glutamiinhape (Glu) ja leutsiin (Leu). Kui neid aminohappeid märkida ühetäheliselt, siis saame tähekombinatsiooni KDEL, mis ongi tsütoplasmavõrgustikku tagasisuunatavate valkude signaaljärjestuse tähis. Katsed on näidanud, et kui KDEL-signaal lisada valgule, mida normaalses olekus sekreteeritakse rakust välja, siis koguneb selliselt muudetud valk hoopis tsütoplasmavõrgustikku. Lihtsam on olukord nende valkudega, mis peavad püsivalt paiknema tsütoplasmavõrgustiku membraanis. Nende valkude struktuuris olevad signaaljärjestused võimaldavad vahetult seostuda COP I-valkudega, mis tähendab, et olles Golgi kompleksist punguvate vesiikulite membraanis, jõuavad need valgud tagasi tsütoplasmavõrgustiku membraani. Tagasisuunatavate membraanivalkude C-otsas on kõrvuti kaks lüsiini, millele järneb ükskõik millise teise aminohappe paar, ehk kui märkida aminohappeid ühetäheliselt, on see KKXX, kus X tähistab suvalist aminohapet. Tagasisuunavas signaaljärjestuses võib olla kõrvuti ka kaks arginiini, lisatuna kahele suvalisele aminohappele. Selline järjestus võib asuda membraanivalgu tsütoplasmapoolse osa ükskõik millises piirkonnas.


    Selleks et KDEL-järjestust sisaldav valk tuntaks Golgi kompleksis ära ja jõuaks COP I-kattega vesiikulitesse, mis liiguvad tagasi tsütoplasmavõrgustikku, peab ta seostuma vesiikulite membraanis oleva KDEL-retseptoriga (joonis 4.176).
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    Joonis 4.176. Lahustuvad valgud, mis peavad funktsioneerima tsütoplasmavõrgustikus, kuid on sattunud Golgi kompleksi, tuuakse sinna vesiikulite abil tagasi. Sellised valgud seostuvad vesikulaarsete torujate moodustiste ja Golgi kompleksi membraanis asuvate KDEL-retseptoritega ning transporditakse COP I-valkudega kaetud vesiikulite abil tagasi tsütoplasmavõrgustikku. KDEL-retseptori seostumisel ligandiga muutub retseptori kuju, mis soodustab kompleksi sisenemist COP I-ga kaetud vesiikulitesse. COP I-kate eemaldub kohe, kui vesiikul on moodustunud. Kui KDEL-retseptori ja ligandi kompleks on jõudnud tsütoplasmavõrgustikku, siis ligand vabaneb ning retseptor läheb tagasi Golgi kompleksi. Tsütoplasmavõrgustiku valkude tagasipöördumine lähtub kõigepealt vesikulaarsetest torujatest moodustistest ning seejärel Golgi kompleksi struktuuridest.


    Sellest lähtuvalt peab KDEL-retseptor liikuma vesiikulimembraani koosseisus pidevalt tsütoplasmavõrgustiku ja Golgi kompleksi või cis-Golgi osade vahel. Veel enam, selle retseptori afiinsus KDEL-järjestuse suhtes peab olema nendes kahes organellis erinev. Arusaadavalt peab retseptori afiinsus KDEL-järjestuse suhtes olema väga kõrge Golgi kompleksis ja vesikulaarsetes torujates moodustistes, kus seda järjestust sisaldavaid valke on vähe. Teisalt, tsütoplasmavõrgustikus peab selle retseptori afiinsus KDEL-järjestuse suhtes olema väga madal, et vastavad valgud retseptorilt vabaneksid, hoolimata sellest et niisuguses keskkonnas on seda järjestust sisaldavaid valke kõrges kontsentratsioonis. Kuidas tekib olukord, et tsütoplasmavõrgustikus on retseptori afiinsus KDEL-järjestuse suhtes erinev sellest mis Golgi kompleksis, pole veel päris selge. Oletatakse, et see võib tuleneda nende kahe organelli sisekeskkonna erinevast ioonsest koosseisust või siis pH-st. Katsed on näidanud, et tsütoplasmavõrgustikus on pH mõnevõrra kõrgem kui Golgi kompleksis, millest võib järeldada, et retseptori afiinsus KDEL-peptiidi suhtes on suurem madalama pH juures. Selguse huvides tuleb märkida, et peale nende valkude, mis sisaldavad KDEL-järjestusi, võivad tagasisuunatud transpordivesiikulitesse sattuda ka valgud, millel signaaljärjestust ei ole. Kuid on leitud, et nende liikumine tsütoplasmavõrgustikku on väheefektiivne, võimaldades Golgi kompleksis säilitada vajaminevate valkude piisava varu. Tänaseks on jõutud seisukohale, et mitte kõik tsütoplasmavõrgustikus vajaminevad valgud ei rända läbi Golgi kompleksi sinna tagasi. Osa valke jääbki peale sünteesi alaliselt tsütoplasmavõrgustiku valendikku. Kuigi neil valkudel puudub KDEL-järjestus, tekib ikkagi küsimus, miks neid juhuslikult ei haarata tekkivatesse transpordivesiikulitesse. Tõenäoline põhjus on see, et mõningaid valke on tsütoplasmavõrgustikus nii kõrges kontsentratsioonis, et nad omavahel agregeerudes annavad komplekse, mis lihtsalt ei mahu tekkivatesse transpordivesiikulitesse.


    Kui COP II-valkudega kaetud vesiikulid on vabanenud tsütoplasmavõrgustiku lahkumiskohtadest, eralduvad nende pinnalt kattevalgud ning nad hakkavad omavahel ühinema, mille tagajärjel tekivad vesikulaarsed torujad moodustised (joonis 4.177).
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    Joonis 4.177. Vesikulaarsed torujad moodustised. A. Elektonmikroskoobi fotol on näha torujad vesikulaarsed moodustised ja endoplasmaatiline retiikulum (ER). B. Vesikulaarsed torujad moodustised liiguvad piki mikrotuubuleid, kandes valke tsütoplasmavõrgustikust Golgi kompleksi. COP I-valgud aitavad tekitada neid vesiikuleid, mis liiguvad vesikulaarsetest torujatest moodustistest või Golgi kompleksist tsütoplasmavõrgustikku. Foto: Alberts, B. et al., 2015.


    Sellist ühinemist nimetatakse homotüüpseks ühinemiseks, sest omavahel liituvad sama tüüpi üksused. Kui liituvad erineva päritoluga üksuste membraanid, siis nimetatakse seda heterotüüpseks ühinemiseks. Vesikulaarsete torujate moodustiste pinnalt puuduvad COP II-valgud, kuid kohati esineb neil COP I-kattevalke, mis tuuakse sinna Golgi kompleksist pärit transpordivesiikulite membraani koostises. Vesikulaarsed torujad moodustised liiguvad tsütoplasmavõrgustiku lähedalt cis-Golgi piirkonda mikrotuubulite toel mootorvalkude kaasabil. Kuivõrd need moodustised ühinevad Golgi kompleksiga, kandes sinna tsütoplasmavõrgustikust pärit laadungi, siis tekitatakse neid vesiikulite ühinemise kaudu pidevalt juurde. Samal ajal kui vesikulaarsed torujad moodustised liiguvad Golgi kompleksi poole, eraldub neist COP I-valkudega kaetud vesiikuleid, mis liiguvad tsütoplasmavõrgustiku poole tagasi, kandes endas nn põgenenud valke, membraanivalke ja lastvalkude retseptoreid, mis on kõik vajalikud tsütoplasmavõrgustiku normaalseks talitluseks.

  


  
    4.6. Mitokondrid


    JOACHIM M. GERHOLD


    Mitokondreid tuntakse tavaliselt kui rakkude nn energiavabrikuid. Alljärgnevas peatükis näeme, et see on mingil määral õigustatud definitsioon, sest mitokondrid toodavad ATP-d energiavahetuse produktina. Peale energia vahendamise osalevad mitokondrid aga ka mitmetes olulistes kataboolsetes ja anaboolsetes ainevahetusradades – rasvhapete metabolismis, aminohapete sünteesis ja valkude biosünteesis.


    Miks on eukarüootsetes rakkudes mitokondrid? Kust nad pärit on? Kuidas neid rakus säilitatakse ja milleks nad kasulikud on? Andreas Schimper (1890), Konstantin Mereschkowski (1910) ning veel mõned teadlased püstitasid järgnevalt hüpoteesi, et mitokondrid (aga ka kloroplastid, vt peatükk 4.7) on oma rakusisese paiknemise tõttu kuidagi seotud bakteritega. See hüpotees sai kinnitust 1960. aastatel DNA avastamisega mitokondrites ja Lynn Margulise töödega, mistõttu tänapäeval ollakse kindlad, et mitokondrid tekkisid evolutsioonis endosümbioosi tagajärjel: peremeesorganism, kõige tõenäolisemalt arhe, neelas alla α-proteobakterilaadse prokarüoodi. Peremeesorganism ei seedinud aga prokarüooti ära, vaid astus sellega stabiilsesse sümbioosi, hakates vahetama ainevahetuse produkte. Kuna mitokondrite rolli rakus seostati peamiselt ATP sünteesiga, arvati algul, et peremeesorganism vahetab glükolüüsi produkte ATP vastu. See on õige, kuid teaduse arengu tõttu oksüdatiivse fosforüülimise alal arvatakse tänapäeval, et endosümbioosi käivitav jõud võis olla sellest tulenev hapniku kasutamise võimalus elektroni aktseptorina mitokondriaalse elektronitranspordi ahela lõpus, mis aitas tulevastel eukarüootidel kohastuda atmosfääri suureneva hapnikusisaldusega.


    4.6.1. Mitokondrite ehitus


    Elektronmikroskoobiga eukarüootsetest rakkudest tehtud fotodel (joonis 4.178 A) paistavad mitokondrid ovaalsete kuni ümmarguste kahekordse membraanümbrisega moodustistena.
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    Joonis 4.178. A. Elektronmikroskoobi foto fibroblasti mitokondritest. Foto: Dr. Helen M. Cooper. Piki-või ristlõikes on eristatavad kahe membraaniga ümbritsetud mitokondrid. Varieeruva kujuga mitokondrite siseruumis on eristavad mitokondri harjakesed (cristae). B. Skemaatiline pilt mitokondri üldisest ehitusest. Sile välismembraan katab sisemembraani ning nende vahel tekib membraanivaheruum. Harjakesed põhjustavad sisemembraani voltumist, millega suurendavad selle pinda. C. (i) Kergelt paindes kolmedimensioonilise toru lõikamisel saadakse kahedimensiooniline lame ovaalne kujutis. (ii) Kui lõigata pisut kõveralt, on tulemuseks kahedimensiooniline peaaegu ümmargune kujutis. (iii) Teatud tingimustel on toru pikisuunas lõhenenud, nii et toru otsad on lahti, mistõttu saadav kahedimensiooniline pilt on raskesti kirjeldatav avatud paindes moodustis.


    Ühtlase ehitusega välismembraan katab tugevalt kurrulist sisemembraani. Sisemembraani kurrud moodustavad pikenenud õhukesi jätkeid, mis ulatuvad mitokondri sisse; neid nimetatakse harjakesteks (cristae). Sise- ja välismembraani vahele jääb kitsas ruum, mida nimetatakse membraani vaheruumiks (vt joonis 4.178 A). Mitokondri sisemuse nähtava struktuurita ainet nimetatakse maatriksiks.


    Selline klassikaline ettekujutus eukarüootsetes rakkudes paiknevatest ovaalse kujuga ümaratest mitokondritest ei ole siiski päris korrektne. Juba nimetus „mitokonder” kirjeldab selle organelli kuju paremini. „Mitokonder” on liitsõna, koosnedes vanakreeka keele sõnadest mitos, mis tähendab niiti, ning condros, mis tähendab tera. Klassikaline ettekujutus mitokondritest kui tsütoplasmas paiknevatest ovaalsetest moodustistest tuleb tõenäoliselt meetodist, millega proove pildistamiseks ette valmistatakse. Jooniselt 4.178 C võib näha, et kergelt paindes kolmedimensioonilise toru lõikamisel saadakse kahedimensiooniline lame ovaalne kujutis. Kui lõigata pisut kõveralt, on tulemuseks kahedimensiooniline peaaegu ümmargune kujutis. Teatud tingimustel on toru pikisuunas lõhenenud, nii et toru otsad on lahti, mistõttu saadav kahedimensiooniline pilt on raskesti seletatav. Sõltuvalt pildistamise nurgast ei pruugi sellise moodustise sees olla äratuntavad isegi tüüpilised harjakesed. Selliseid fotosid nähes arvab uurija, et tegemist ei ole mitokondriga, ja viskab fotod minema. Sellepärast kujutati kaua mitokondreid ette ovaalsete või ümmargustena. Viimastel aastatel on hakanud arenema tomograafilised meetodid, mis võimaldavad skaneerida üksikuid rakke kolmedimensiooniliselt ja suure resolutsiooniga. Tomograafiliste kujutiste ja suure resolutsiooniga valgusmikroskoobi (konfokaalmikroskoobi) abil on nüüdseks näidatud, et mitokondrid moodustavad raku sees võrgustiku, mis on väga sarnane endoplasmaretiikulumiga (vt peatükk 4.3.1).


    Sellistest uuringutest saadi ka teada, et organellid, nagu tsütoplasmaatiline võrgustik ja mitokondrid, ei „uju/hulbi“ vabalt tsütoplasmas. Esiteks on organellid tõenäoliselt seotud tsütoskeletiga. Inimese rakus on näha, et mitokondrid on seotud rakku läbivate aktiinfilamentidega. Aktiini teatud osad ulatuvad läbi mitokondri membraanide mitokondri sisse ja tekitavad selle ühenduse.


    Tänapäeval on teada, et ka organellid on üksteisega seotud. Mitokondrid on seotud näiteks ka endoplasmaretiikulumiga, vahetades metaboliite ja n-ö informatsiooni (signaale). Kuna mõlemad võrgustikud, nii mitokondriaalne kui ka endoplasmavõrgustik, on väga dünaamilised moodustised, siis ei ole üllatav, et nendevahelised kokkupuuted on väga kiired. Mõned uurijad kutsuvad neid kokkupuuteid mitteametliku terminiga „musi-ja-nägemist-kohtingud“. Tegelikkus on siiski keerulisem. Endoplasmaretiikulumi ja mitokondri kokkupuude tähendab rohkemat kui membraanide vastamisi paiknemist: mõlemate organellide pinnal on valgud, mis moodustavad spetsiaalseid ühendusi, et endoplasmaretiikulumi ja mitokondri välismembraane koos hoida. Need valgud osalevad ka metaboliitide transpordis membraanide pinnal ja/või signaalide ülekandes membraanide vahel. Seega toimub endoplasmaretiikulumi ja mitokondri kokkupuutel selliste ainevahetuse vaheproduktide nagu rasvhapete, peptiidide ja suhkrute transport, aga ka kaltsiumi liikumine rakukambrite (compartment) vahel signaalikandjatena.


    4.6.2. Mitokondrite genoom


    Mitokondritel on oma DNA (mtDNA), mis sisaldab väga väikest genoomi. Nagu eespool vihjasime, on tänapäevase hüpoteesi kohaselt mitokondrid tekkinud arhe ja α-proteobakteri vahelise endosümbioosi tulemusena. DNA olemasolu mitokondris toetas ka varasemat, Lynn Margulise (1938–2011) endosümbioosi hüpoteesi. mtDNA on iseenesest huvitav uurimisobjekt evolutsiooniliste küsimuste lahendamiseks. Aastakümneid tagasi peeti mitokondreid eukarüootsete rakkude universaalseteks koostisosadeks. Tänapäeval teatakse, et kõrgemates eukarüootides erinevad mitokondrid oma kuju ja arvu poolest eri kudedes. Ka on erinevate eukarüootide mtDNA molekulid väga erineva kujuga ning sisaldavad erinevat geneetilist materjali (geene). Inimese mitokondrites on rõngakujuline 16,5 kb suurune DNA (vt joonis 4.179). Sellel DNA-l on lühike (1 kb) mittekodeeriv piirkond ja 15,5 kb kodeerivat järjestust. Viimane kodeerib 13 valku, mis on vajalikud oksüdatiivse fosforüülimise ensüümikompleksis, ning 2 rRNA ja 22 tRNA mitokondriaalset molekuli. mtDNA on rakus mitmes koopias; sõltuvalt koest võib koopiaid olla mõnikümmend kuni mõni tuhat. Nii suure hulga mtDNA koopiate tähtsuse illustreerimiseks toome järgmise arvutuskäigu: inimesel puhul vastab üks 16,5 kb suurune mtDNA molekul 0,0005%-le inimese genoomist. Kuna mtDNA sisaldab 37 geeni ehk ca 0,1% kõikidest inimese geenidest, ning võttes arvesse ka suurt koopiate arvu, moodustab mtDNA mass ca 1% kogu rakusisesest DNA massist, sest tuuma DNA on tavaliselt diploidne (somaatilistes rakkudes).


    Huvitaval kombel on täheldatud, et evolutsiooni käigus on mtDNA organiseeritus eri fülogeneetilistes liinides oluliselt muutunud. Kuigi mitokondrite kuju ja funktsioon on loomadel, taimedel ja seentel väga sarnane, on nende mtDNA-de suurus, genoomi kodeerimisvõime (ehk sisalduvate geenide arv) ja mtDNA molekulide topoloogia (kuju) erinev.


    Taimede mtDNA ei esine tavaliselt mitte rõngakujuliste, vaid väga keerukate mitmeharuliste molekulidena, seda ka DNA replikatsiooni ajal (joonis 4.179).
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    Joonis 4.179. Erinevatel eukarüootidel on erinev mitokondriaalne DNA (mtDNA). Inimestel on ~16 kb rõngakujuline mtDNA molekul, erinevate pärmiliikide mtDNA on aga kas rõngakujuline, lineaarne või hargnenud. Ühikute suurused on erinevatel pärmiliikidel 19 kb (Schizosaccharomyces pombe) kuni 80 kb (Saccharomyces cerevisiae). Taimede mitokondrites leidub samuti rõngakujulisi, lineaarsed ja hargnenud DNA molekule, mille suurus varieerub sõltuvalt liigist 200–2400 kb. Ka mtDNA kodeeritus on erinevatel eukarüootidel erinev: inimeste mtDNA kodeerib 37 geeni, pärmiliikide mtDNA 30–50 geeni ja taimede mtDNA kuni 60 geeni.


    Üksiku ühiku suurus (kui ühikuid saab üldse kindlalt identifitseerida) võib olla kuni mitusada kilobaasi (kiloaluspaari, ingl kilobase, kb). Sellisel juhul vastab ühik ühele kindlalt eristatava järjestusega molekulile nagu inimese mtDNA puhul. See võib aga olla ka selgelt eristatav järjestus, mis võib järjestikku mitu korda korduda, tekitades seega ühikute kordusi ehk konkatemeere. Harunenud ja keeruka topoloogiaga molekulide puhul on üksikuid ühikuid raske identifitseerida, sest sellist tüüpi molekulide lõpp on juhuslik.


    Tavaliselt vaatleme DNA-d kromosoomide kujul. Kromosoomid on organiseeritud ja lineaarsed DNA moodustised. Kromosoomidele on iseloomulikud nii replikatsiooni alustav järjestus ehk replikatsiooni alguspunkt (ingl origin of replication, ori) kui ka replikatsiooni lõppu iseloomustav järjestus ehk telomeer. Nagu me nägime peatükis 4.2.4.3 ja 4.2.7, on telomeere vaja, sest polümeraasid (ensüümid, mis sünteesivad DNA molekule desoksüribonukleosiidtrifosfaatidest (dNTP) ehk DNA ehituskividest) ei suuda sünteesida DNA ahelat esimesest kuni viimase nukleotiidini. Sünteesi alustamiseks on vaja alguspunkti, kus sünteesitakse esimene ahela lõik ehk praimer. Polümeraas lahkub ahela pealt, kui lõpuni on jäänud veel mitu nukleotiidi. See on tingitud sellest, et polümeraasil on vaja ahela peal kinnitumise kohta (vt peatükk 4.2.7.1, DNA replikatsioon eukarüootides, joonis 4.49) – ta ei suuda uut DNA ahelat lõpetada ilma et kinnituks vanale DNA ahelale.


    Kui rakus ei oleks DNA molekuli lõpetamise mehhanisme, kahaneks igal replikatsioonil uue DNA ahela pikkus, kuni jääksid sünteesimata ka olulised järjestused, mis teatud hetkel põhjustaksid geenide kadu, organismi haigestumist või isegi surma. Sellepärast säilitatakse telomeersed järjestused hoolikalt rakutuuma kromosoomides. Rõngakujuliste mtDNA molekulidega mitokondrites (peamiselt loomadel/imetajatel) on replikatsiooni lõpp keerukas protsess ja toimub ilma telomeerideta, sest molekulil ei ole nn lõppu. Taimede ja seente (eriti pärmide) konkatemeersed (kordusjärjestustest koosnevad) või harunevad mtDNA molekulid on põhimõtteliselt lineaarsed nagu tuuma kromosoomides. Seega oleks loogiline arvata, et neil on nii algus- kui ka lõpp-punkt, kuid alguspunktist on üllatavalt vähe teada ning selliseid telomeere nagu rakutuumas ei ole leitud. Paljudel taimedel ja seentel ei ole mtDNA molekuli otsad defineeritud ja nad lõppevad juhuslikes kohtades.


    Tavalistes (mittepatogeensetes) tingimustes DNA n-ö ei hulbi ringi, ei tuumas ega ka organellides. DNA on kas kaetud või seotud valkudega. Tuumas on sellised valgud väga tihti histoonid (peatükk 4.2.1). Kuigi hiljutised uurimistulemused näitavad, et histoone viiakse tuumast ka mitokondritesse, on neid seal liiga vähe, selleks et täita sama funktsiooni mis tuuma DNA puhul. Samuti on teada, et mitokondrites ei ole mtDNA-ga seotud histoone. Küll aga on mtDNA seotud teiste valkudega. Selliseid mtDNA-valgu komplekse nimetatakse nukleoidideks. Sama mõistet kasutatakse sarnaste komplekside kohta bakterites (kuid bakterites, erinevalt mitokondritest, tähistatakse selle terminiga täpsemalt piirkonda, kus DNA-valk-kompleksid paiknevad). Nagu me nägime, ei ole mitokondrites histoone, mis DNA-d pakiksid ja seega kaitseksid. Seda ülesannet täidab valk, mida algul kirjeldati kui transkriptsioonifaktorit inimese mitokondrites, ning see sai nimeks TFAM (Transcription FActor in Mitochondria). See valk ei sarnane histoonidega, aga seob ja painutab (ingl bend) DNA-d. Siiani on ebaselge, kas TFAM-valgu ümber keerdub mtDNA samamoodi nagu raku tuuma DNA keerdub ümber histoonide. Selliseid valke nagu TFAM esineb ka teistes eukarüootides, ent kuigi nende järjestused on sarnased (nad on homoloogsed), on neil ka palju erinevusi. Näiteks pärmi mtDNA-d siduv valk on Abf2 (see nimi tuleb ajaloolistel põhjustel ARS-tüüpi siduva faktori nimest, ingl mitochondrial DNA-binding proteiin, ARS (autonomously replicating sequence)-binding factor 2). Abf2 on homoloogne TFAM-iga, kuid Abf2-l puudub üks TFAM-il esinev C-terminaalse piirkonna osa, mis on vajalik transkriptsioonil. Sellepärast on õige kasutada nimetust TFAM inimese, kuid mitte pärmi mitokondrivalgu kohta.


    Kaua aega arvati, et mõned valgud on püsivalt mtDNA-ga seotud. Sellisteks valkudeks peeti ülalmainitud DNA-d siduvaid valke (TFAM, Abf2), aga ka mitmeid muid valke, mis osalevad mtDNA replikatsioonil, transkriptsioonil, parandamisel, pakkimisel ja lahknemisel. Viimaste hulka kuuluvad helikaasid (DNA lahtikeerutamiseks), polümeraasid (DNA sünteesimiseks), SSB-valgud (ingl single-strand-binding proteins) ja paljud teised. Viimaste aastate uuringud on siiski näidanud, et kuigi mtDNA on alati valkudega seotud, võib valkude koosseis nukleoidides muutuda. Nüüdseks on teada, et inimese mitokondrites esineb samal ajal mitut tüüpi nukleoide. Mõned neist sisaldavad replikatsiooniks vajalikke valke (helikaase, polümeraase, SSB-valke), teised transkriptsiooniks ja genoomi jagamiseks (lahknemiseks) vajalikke valke. See on rakule kasulik, sest rakk ei pea tootma antud momendil mittekasutatavaid valke, vaid mitokondrid ja tuum saadavad üksteisele signaale, mis tüüpi valke ja kus anatud ajahetkel raku funktsioneerimise tagamiseks ja raku elus püsimiseks on vaja. Praegu püüavad teadlased välja selgitada, millised need signaalid on ja kuidas neid saadetakse.


    4.6.3. Valkude transport mitokondrisse


    Eelmises alapeatükis nägime, et inimese mtDNA kodeerib 13 valku, mis kõik osalevad oksüdatiivses fosforüülimises. Kuid mitokondrites on palju rohkem valke. Valke (ensüüme) vajatakse kõigis ainevahetuse radades, ka mitokondriaalsetes ainevahetusradades (nagu näiteks tsitraaditsüklis, rasvhapete sünteesis, valkude biosünteesis jm). Mitokondrid vajavad transportvalke metaboliitide transportimiseks membraanide vahel. Loomulikult koosnevad ka elektronide transpordiahel ja ATP-süntaas palju rohkematest valkudest kui vaid 13-st mtDNA kodeeritavast valgust. Tagasihoidlikemate hinnangute kohaselt on mitokondrites vähemalt 1000, uuematel andmetel isegi 2000 või rohkem valku. Välja arvatud 13 mitokondrites kodeeritavat valku, kodeeritakse kõiki ülejäänud valke tuumas. Valgud sünteesitakse tsütosoolis ja transporditakse sealt mitokondritesse. Transport mitokondri välismembraanini on lihtne, valgu edasine tee mitokondri sisemusse on aga keerukam. Nagu eelnevalt kirjeldatud, koosnevad mitokondrid kahest membraanist, mille vahele jääb membraani vaheruum, ja sisemisest maatriksist. Valgu transport mitokondrisse ei tähenda seega vaid valgu n-ö lükkamist mitokondri sisse, vaid valk peab läbima ühe või mõlemad membraanid. Iga valgu puhul peab kontrollima, kas see on mõeldud säilitamiseks välismembraani pinnal või sees, saatmiseks membraani vaheruumi, sisemembraani või maatriksisse.


    Juba sellest lihtsustatud transpordi ja sorteerimise skeemist on näha, et rakus peab olema süsteem või mehhanism, mis viib valgud mitokondritesse ja saadab nad õigesse kohta. Selline masinavärk on tõepoolest olemas ja huvitaval kombel koosneb see omakorda valkude kompleksist (vt joonis 4.180).
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    Joonis 4.180. Enamik mitokondriaalsetest valkudest sünteesitakse tsütosoolis ja viiakse seejärel mitokondriaalse välismembraani translokaaside (ingl translocase of the outer membraane, TOM) abil mitokondrisse.


    A. Lõigatavat liidersekventsi kandvad eellasvalgud liiguvad TOM-st sisemembraani translokaasi TIM23 (ingl translocase of the inner membraane 23) kompleksi juurde, mis kasutab membraani potentsiaali energiaallikaks. Valgud paigutatakse kas sisemembraani või viiakse edasi maatriksi liidersekventsi translokaasiga seotud mootoriga (ingl presequence translocase-associated motor, PAM). Mitokondriaalne peptidaas (ingl mitochondrial processing peptidase, MPP) lõikab tavaliselt liidersekventsid ära.


    B. Hüdrofoobsete metaboliittransportvalkude mittelõigatavad liidersekventsid seonduvad tsütosoolis tšaperoonidega. Sealt liiguvad nad TOM70 poole. Peale TOM läbimist seonduvad liidervalgud membraanivaheruumis väikeste TIM-tšaperoonidega ja TIM22 kompleks (ingl TIM22 complex) paigutab nad sisemembraani.


    C. Tsüsteiinirikkad valgud, mis on suunatud membraanivaheruumi, viiakse läbi TIM kanali redutseeritud konformatsioonis MIA abil (ingl mitochondrial intermembrane space – IMS – import and assembly ehk mitokondriaalne sisseviimise ja kokkupanemise kompleks, MIA). Mia40 töötab membraani vaheruumis liidersekventsi retseptori ja oksüdoreduktaasina, millega ta soodustab disulfiidühenduste tekkimist sisseviidud valkudele. Erv1 (ingl essential for respiration and viability 1) funktsioon on taastada MIA40 järgnevate reaktsioonide jaoks.


    D. Välismembraani β-silindri valkude liidervalgud viiakse membraanivaheruumi TIM ja väikeste TIM-tšaperoonide abil ning paigutatakse välismembraani SAM-kompleksi ehk sorteerimise ja kokkupaneku (ingl sorting and assembly) kompleksi kaudu.


    E. Välismembraani valgud, mis kannavad transmembraanseid a-heelikssegmente, viiakse mitokondritesse radade kaudu, mis on vaid osaliselt tuvastanud. Joonisel on näidatud rada, mis kasutab MIM-kompleksi (ingl mitochondrial import). Modifitseeritud Harbauer, A.G. et al., 2014 järgi.


    Kuidas see masinavärk teab, kas valk on mõeldud transpordiks mitokondrisse? Siinkohal on heaks võrdluseks postisüsteem. Kirja või muu saadetise jõudmiseks õigesse sihtkohta on vaja suunakoodi. Mitokondriaalsete valkude nn suunakood on liiderjärjestused. Mõned erandid välja arvatud, paikneb mitokondriaalsete valkude N-terminusel (aminoterminusel) mitu positiivselt laetud aminohapet, mis moodustavad amfipaatilise α-heeliksi. Valkude transpordimehhanismi retseptorid tunnevad selle struktuuri ära (vt joonis 4.180 A). Valkude transpordil läbi mitokondri membraani asub esmalt tegevusse mitokondriaalse välismembraani translokaas (ingl TOM). TOM moodustab kanali, läbi mille transporditakse eellasvalke, st liiderjärjestusega valke. Membraani vaheruumi läbinud eellasvalgud antakse üle mitokondriaalse sisemembraani translokaasile (ingl TIM). Sisemembraani membraanipotentsiaalil, mis on mitokondri maatriksi poolel negatiivne, on positiivselt laetud liiderjärjestusele elektroforeetiline efekt. Elektroforeetiline efekt aitab seega viia eellasvalke läbi sisemembraani. Valkude maatriksisse viimiseks asub tegevusse molekulaarne mootor nimega PAM (ingl presequence translocase-associated motor), mis vajab ka tugivalku (mtHsp70) ning n-ö tõmbab ATP hüdrolüüsiga eellasvalgu TIM-lt maatriksisse. Seejärel lõikab peptidaas ehk valkude lõikamise ensüüm liiderjärjestuse valgu küljest ära.


    Mõnedel valkudel paikneb kohe pärast liiderjärjestust spetsiaalne (hüdrofoobne) järjestus, mis ei luba PAM-il valku maatriksisse viia. Need valgud jäävad MST-st puutumata ning lokaliseeruvad sisemembraanile. Valkude paigutamiseks sisemembraani on ka alternatiivne tee, mille käigus valk läheb kõigepealt maatriksisse ning sisemembraani viib selle sealt spetsiaalne kompleks, mis tavaliselt tegeleb ekspordiga. Kuna sellist tüüpi sortimist esineb ka bakteritel, nimetatakse seda „konservatiivseks sorteerimiseks“ ja see toetab jällegi endosümbioosi teooriat ehk mitokondrite pärinemist bakteritest.


    Eelnevalt rääkisime, et TIM on sisemembraanis asuv translokaas, ning võis jääda mulje, et tegemist on üheainsa valgukompleksiga. Tegelikult eristatakse TIM23, mis täidab juba kirjeldatud ülesannet, ning TIM22 (mõlemad on oma nime saanud nendel paiknevate oluliste ja spetsiifiliste järjestuste järgi). TOM viib spetsiaalsed hüdrofoobsed valgud, mille lõplik sihtkoht on sisemembraan, kõigepealt membraani vaheruumi. Väikesed TOM tugivalgud juhivad need TIM22-ni, mis saadab valgud jällegi sisemembraani membraanipotentsiaali abil sisemembraani sisse (joonis 4.180 B). Kuna seda sorteerimise rada kasutatakse peamiselt arvukate mitokondriaalsete metaboliidikandjate viimiseks sisemembraani, nimetatakse seda rada ka kandjarajaks (ingl carrier pathway). Huvitav asjaolu paljude nende kandjavalkude puhul on see, et nende liidersekvents ei asu mitte N-terminusel nagu tavaliselt, vaid valgu keskel. TOM ja TIM tugivalgud tunnevad selle siiski ära.


    Mõned mitokondriaalsed valgud on eriliselt tsüsteiinirikkad ja paiknevad membraani vaheruumis. MIA (ingl mitochondrial intermembrane space import and assembly) mehhanismi tsentraalne osapool on spetsiaalne retseptor MIA40 (vt joonis 4.180 C). TOM viib tsüsteiinirikkad tugivalgud membraani vaheruumi vähendatud ja voltumata kujul. MIA40 moodustab sissetuleva valguga ajutise disulfiidsideme ja töötab nagu oksidoreduktaas, mis moodustab sissetuleva valguga kaks või enam disulfiidsidet. Sel moel volditakse valgud nende aktiivsesse vormi ja selle voltumise tõttu ei saa nad enam TOM abil tsütosooli tagasi minna.


    Välismembraani transporditavatel valkudel on tavaliselt kas α-helikaalsed transmembraansed segmendid või on nad β-toru-valgud. Valkude biokeemias kirjeldab α-heeliks valgu või selle osade sellist sekundaarstruktuuri, kus peptiidiahela aminohapped on üksteisega seotud nii, et otsvaates meenutab struktuur kreeka tähte α. β-toru-valgud on lihtsamal juhul β-leht-valgud, mis on justkui paberilehena kokku rullitud ja meenutavad seega silindrit või toru.


    β-toru-valkude eellasvalkude transporti alustab TOM, membraani vaheruumis seotakse nad väikeste TIM tugivalkudega ja antakse üle SAM-kompleksile (ingl sorting and assembly machinery), mis viib nad välismembraani (vt joonis 4.180 D). α-helikaalsete valkude viimise mehhanism välismembraani ei ole täpselt teada. Arvatavasti väldivad nad kokkupuutumist TOM-ga. Selle asemel on avastatud alternatiivne impordikompleks MIM (ingl mitochondrial import) (vt joonis 4.180 E), kuid ka selle valgukompleksi täpne töömehhanism on tundmata.


    Nagu eespool mainitud, jõuab enamik mitokondriaalseid valke mitokondrisse tsütosoolist. Selle transport peab aga olema reguleeritud, et mitokondrisse jõuaksid vaid nn head valgud (funktsionaalsed, õigesti volditavad). Valgu sisenemiseks mitokondrisse peab olema täidetud kaks tingimust. (1) Liidersekvents peab olema n-ö näha, st retseptorid peavad selle ära tundma. Valgu järjestusstruktuuri muutused, näiteks posttranslatsioonilised muutused (fosforüülimine, glükosüülimine jne) või mõne reguleeriva valgu sidumine liidersekventsiga, võivad kas aidata või takistada valgu jõudmist mitokondrisse. (2) Mitokondrisse sisenemist saab reguleerida valgu voltimisega. Importimisega tegelevate komplekside (TOM, TIM) avaused on kitsad, nii et ainult lineaarsed või nõrgalt volditud valgud mahuvad läbi. Kui mitokondriaalne valk on juba tsütosoolis tugevalt volditud, ei pääse ta mitokondrisse. Hetkel uurivad teadlased aktiivselt, milliseid mitokondriaalseid valke reguleeritakse tsütosoolis eellasvalgu staadiumis, et määrata nende liikumine mitokondrisse. Mõned näited on juba teada, eriti valkude hulgas, mis täidavad olulisi funktsioone mitokondrites või mujal rakus (tsütosoolis, tuumas). Neid valke nimetatakse kaksiksuunistusega valkudeks (ingl dually targeted proteins).


    On teada, et valkude sisenemine mitokondrisse sõltub ka mitokondri membraani potentsiaalist. Membraanipotentsiaali tekitavad elektronide transpordiahelad ja ATP-süntaas. TIM23 puhul on näidatud, et transpordil osalevad kompleksid interakteeruvad elektronide transpordiahela kompleksidega. Meie TIM23 näites astuvad kaks valku (TIM 23 kompleksi olulised komponendid TIM21 ja MGR2 – ingl mitochondrial genome required 2 e migraine) kontakti kompleksidega III (bc1-kompleks) ja IV (tsütokroom c oksüdaas). Selle kontaktiga reguleeritakse TIM23 kanali moodustumist. Kuna TIM23 toimib eellasvalkude ümberpaigutamise ajal ka koos TOM kompleksiga, võib membraanipotentsiaal kas otseselt (TIM23 peal) või kaudselt (TIM23 abil TOM peal) mõjutada mitokondriaalse transpordimehhanismi aktiivsust. Sel moel töötab transpordimehhanism sensorina, mis tunnetab mitokondriaalset stressi või väärtalitlust. Kui mõni mitokondriaalne talitlus on puudulik, siis mõjutab see tavaliselt elektronide transpordiahelat ja selle läbi ATP taset mitokondri sisemuses. Kuna see omakorda muudab membraanipotentsiaali, on transport mitokondrisse häiritud. Rakk saab enamasti aru, et valke ei transpordita organelli, sest nende sisaldus tsütosoolis tõuseb ebaharilikult kõrgele. See päästab valla signaali, mis käsib tuumal võtta tarvitusele vastumeetmed: eemaldada ebavajalikud valgud tsütosoolist, päästa või hävitada väära talitlusega mitokondrid.


    4.6.4. Mitokondriaalsed haigused


    Mitokondriaalse bioloogia peatükk annab üldise ülevaate sellest, kuidas mitokondrid on evolutsiooni käigus tekkinud, kuidas nad on üles ehitatud ja mis on nende põhifunktsioonid. Kuigi me tutvusime vaid väga väikese osaga sellest, mida võiks mitokondrite kohta teada, andis see peatükk aimu mitokondriaalsete funktsioonide suurest tähtsusest rakkude talitluses. Sellepärast ei tule üllatusena, et mitokondrite funktsioonide või ehituse kahjustused tekitavad rakkudes tõsiseid häireid, mis ilmnevad inimeste puhul raskete haigustena.


    Kõige esimene mitokondriaalne haigus kirjeldati eelmise sajandi 60. aastatel, kui ühel noorel patsiendil leiti defekt mitokondriaalse hingamisahela kompleks I-s. See juhtus isegi enne mtDNA avastamist ja ajal, mil mitokondritest ja mitokondriaalsest bioloogiast oli väga vähe teada. Vahepeal on olnud olulisi edusamme, kuid siiski räägiti seni mitokondriaalsetest haigustest kui n-ö haruldastest haigustest, sest arvati, et mitokondriaalsete geenide mutatsioone esineb inimgenoomis suhteliselt harva. Täna teame, et selliseid mutatsioone esineb 8500 sündinud lapse kohta üks kord (arvatavasti sagedamini, mõned uuringud ennustavad 1 : 4000). Seega on mitokondriaalsed haigused võrdlemisi levinud.


    Mitokondriaalseid haigusi võib klassifitseerida erinevalt. Esimest tüüpi haigused põhinevad tuuma DNA-s paiknevatel mitokondriaalsetel geenidel, mille mutatsioonid põhjustavad haigusi. Teist tüüpi haigusi tekitavad mtDNA mutatsioonid, mille tõttu puudub üks või mitu hingamisahela subühikut ning mitokondriaalne funktsioon on häiritud. Samuti tunneme nüüd haigusi, mis põhinevad muteerunud tRNA geenidel, mille tõttu on häiritud mitokondriaalne translatsioon ehk valkude süntees. Ei tohi unustada ka juba tuntud haigusi (nagu näiteks neuronaalsed haigused (Parkinsoni või Alzheimeri tõbi)), mille kohta on hiljuti selgunud või on selgumas, et haiguse ajal on seni tundmatud mitokondriaalsed funktsioonid häiritud, mille tõttu näiteks närvirakud ei tööta enam korrektselt või hävivad.


    Kõike paremini uuritud mitokondriaalsed haigused on Leigh’ sündroom, LHON, MELAS ja Alpers-Huttenlocheri sündroom. Tihti on ka näha, et erinevate haiguste kliinilised pildid kattuvad osaliselt (mõnikord ka täiesti).


    Leigh’ sündroomi kohta on tuvastatud mitu erinevat, nii tuuma kui ka mtDNA mutatsiooni, ning patsiendil avalduvad eelkõige ajutalitluse häired ja psühhomotoorsed väärarengud. LHON on lühend ingliskeelsest nimetusest Leber Hereditary Optic Neuropathy (Leberi pärilik optiline neuropaatia – perifeersete närvide kahjustus).


    LHON-i puhul on tegemist põhimõtteliselt kolme mtDNA punktmutatsiooniga, mis kõik põhjustavad kompleks I valkude talitlushäireid. Leberi pärilik optiline neuropaatia on haigus, mille põhjuseks on silma võrkkesta ganglionide rakkude ja nende aksonite degenereerumine, mis võib viia nägemise kadumiseni. Haigus pärandub emaliini kaudu, sest munaraku viljastumisel ei pääse spermatosoidi mitokondrid munarakku.


    Kompleksist I elektronide lekkimisel enne kompleksile IV jõudmist võib tekkida palju hapniku aktiivühendeid, mis on seotud Parkinsoni tõve tekkimisega ja vananemisega.


    MELAS tuleb nimetusest Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis and Stroke-like Episodes (mitokondriaalne entsefalomüopaatia (kombinatsioon aju- ja lihaste kahjustustest), laktatsidoos (laktaadipõhine kudede happelisus) ja insuldilaadsed episoodid). MELAS tuleneb enamasti ühest mtDNA mutatsioonist, mis muteerib leutsiini tRNA-d, kuid seda haigust võivad põhjustada ka kompleks I mutatsioonid. MELAS-i kliiniline pilt ja sündroomid kattuvad osaliselt Leigh’ sündroomi ja LHON-iga.


    Alpers-Huttenlocheri sündroom on haigus, mis tekib PolG (mtDNA polümeraas) muteerumisel. Selle tõttu on häiritud mtDNA replikatsioon ning tihti esineb mtDNA kadu erinevates kudedes, mistõttu tekib haiguse käigus järjest rohkem kehafunktsiooni talitlushäireid (arenguhäire, epilepsia, neuropaatia ja maksa talitlushäired).


    Nagu juba mainitud, on mitokondriaalsed haigused hetkel kiiresti kasvav uurimisvaldkond, sest järjest enam selgub, et mitmesuguste haiguste arengukäik on mitokondritega seotud.


    4.6.5. Hingamise energeetika


    EVI PADU


    


    Rakkudes toimuvad ainevahetusreaktsioonid on seotud energiavahetusega molekulide vahel. Kataboolsed reaktsioonid (suuremate molekulide lagunemine väiksemateks) toimuvad energia vabanedes. Vaba energia muutus on negatiivne, ∆G < 0, sest produktide energiasisaldus on väiksem kui lähteühenditel, reaktsioon on eksergooniline. Vabanenud energiat kasutatakse ainete sünteesil anaboolsetes endergoonilistes reaktsioonides. Anaboolsetes reaktsioonides on ∆G > 0, sest produktid on võrreldes lähteühenditega suurema energiasisaldusega. Sellised reaktsioonid vajavad toimumiseks lisaenergiat. Organismides esineb universaalne ühend ATP – adenosiintrifosfaat –, mis on võimeline energiat tootvaid protsesse (fotosüntees, hingamine) siduma kõige erinevamate energiat tarbivate protsessidega (sünteesireaktsioonid, ainete transport läbi membraani suurema (elektro)keemilise potentsiaali suunas, vesikulaarne transport, lihaste kokkutõmbed jne). ATP on põhiline „energeetiline valuuta“.


    Energia ülekanne toimub kahes etapis, mõlemad etapid vajavad ensüümide abi. Esimeses etapis mingi kataboolse, energiat vabastava reaktsiooni (näiteks rasvade ja süsivesikute oksüdeerumine) tulemusel muutuvad anorgaanilised fosfaatioonid (HPO42-, Pi) fosforüülrühmadeks (PO32-) kõrge energiasisaldusega ATP molekulis (joonis 4.181).
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    Joonis 4.181. ATP struktuur. ATP molekuli koosseisu kuulub lämmastikaluse (adeniini) jääk, mille 9 positsioonis olev lämmastik on kovalentselt seotud riboosi 1’ positsioonis paikneva süsinikuga. Omavahel fosfoanhüdriidsidemetega seotud kolm fosfaatrühma on ühendatud riboosi 5’ süsinikuga fosfoestersidemega.


    ADP + HPO42- → ATP + H2O


    (4.6-1)


    Teises etapis, mis on reaktsiooni (4.6-1) pöördreaktsiooniks, muutuvad fosforüülrühmad tagasi anorgaanilisteks fosfaatioonideks, kui ATP hüdrolüüsil vabanev energia kasutatakse fosforüülitud produktide moodustamiseks. ATP fosforüülrühma kannavad kinaasid üle teise molekuli vastavasse nukleofiilsesse tsentrisse ensümaatilises reaktsioonis. ATP sobib energia ülekandjaks eriti hästi seetõttu, et fosfoanhüdriidsideme hüdrolüüsil vabanev fosforüülrühm eemaldub negatiivsete laengute tõukumise tagajärjel kiiresti energiat aktsepteeriva ühendi koosseisu. Üldisemalt, energia säilib kovalentse keemilise sideme energiana ka paljudes teistes kandjamolekulides (fosfoenoolpüruvaat, kreatiin), mis võivad rakus liikuda ühest kohast teise ja hüdrolüüsil vabastada isegi rohkem energiat kui ATP, aga universaalseks energia ülekandjaks on kujunenud ATP. Inimene kasutab ainevahetuses tavatingimustes umbes 50 kg ATP-d päevas, kuigi keskmine ATP sisaldus inimeses on 100 g. Need arvud näitavad väga kiiret ATP ringlust organismis.


    Fosforüülitud vaheühendite kaudu võimaldab reaktsioon, mille ∆G < 0, toimuda reaktsioonil, mille ∆G > 0. Energeetiliselt ebasoodne reaktsioon, kus produktide vaba energia suureneb, saab toimuda vaid siis, kui ta on seotud vaba energia vähenemisega kulgeva reaktsiooniga ja kui ka kahe reaktsiooni summaarne ΔG muutus on negatiivne. Seega ei ole oluline mitte ainult fosfoanhüdriidsideme hüdrolüüs ATP molekulis – mis vabastaks energia soojusena –, vaid fosfaatioonide seostumine aktiveeritava ühendiga, millega kaasneb energia ülekanne. Standardtingimustes, valemi (4.6-1) järgi, vabastab ATP terminaalse fosfoanhüdriidsideme hüdrolüüs energiakoguse 30,6 kJ/mol, sama palju energiat on vaja ATP sünteesiks. Standardtingimustes on reageerivate ainete kontsentratsioonid võrdsed (1 M), bioloogilistes standardtingimustes on pH neutraalne (pH 7), [H+] = 10-7 M ja vaba energia muutuse tähis on ΔG0’. Reaalsetes tingimustes on ATP kontsentratsioon rakkudes tavaliselt 10–100 korda suurem kui ADP kontsentratsioon ja ATP hüdrolüüsireaktsioon kaugel tasakaaluseisundist. Sellistes tingimustes ∆G = ΔG0’ + RTln ([ADP3-] • [HPO42-] • [H+]) / [ATP4-], milles ADP, Pi ja ATP kontsentratsioonid vastavad rakus olevatele kontsentratsioonidele ja ∆G ATP hüdrolüüsil on -46 kuni -54 kJ/mol või veelgi negatiivsem. Vabaneva energia hulk on seda suurem, mida kaugemal on reaktsioon tasakaaluseisundist. Seetõttu on oluline hoida rakkudes ATP kontsentratsioon mitu suurusjärku suurem võrreldes ADP kontsentratsiooniga. Kui ATP laguneb AMP ja pürofosfaadi PPi moodustamisega ja PPi hüdrolüüsub edasises reaktsioonis, siis need kaks reaktsiooni kokku annavad veel suurema vaba energia vabanemise, ligikaudu 100 kJ/mol. Sellist ATP hüdrolüüsi viisi kasutatakse näiteks nukleiinhapete sünteesil ja sahhariidide ainevahetuse paljudes reaktsioonides.


    ATP moodustub peamiselt kahe protsessi, hingamise ja fotosünteesi, käigus.


    Aeroobne oksüdatsioon ehk hingamine. Selle protsessi käigus suhkrud ja rasvhapped, mis on hingamisel peamised substraadid, kataboliseeruvad süsihappegaasiks ja veeks ning vabanev energia kasutatakse ATP sünteesiks. Sahhariidide oksüdatsiooni esimene etapp, glükolüüs, toimub tsütoplasmas nii pro- kui ka eukarüootides ega vaja hapnikku. Oksüdeerumise lõppetapid vajavad hapnikku ja toimuvad eukarüootidel mitokondrites, prokarüootides rakumembraaniga seotud ensüümide vahendusel. Rakus ei toimu ühendi oksüdeerumine ühes etapis nagu puude põlemisel ahjus, vaid astmeliselt. Igas etapis ei ole vaja hapnikku, oksüdeerumine laiemas mõistes on ainelt elektronide eemaldamine. Rasvhapete lagunemise reaktsioonid võivad samuti toimuda mitokondrites ja on sel juhul seotud ATP sünteesiga. Enamasti toimub aga eukarüootsetes rakkudes rasvhapete oksüdeerumine peroksüsoomides ega ole seotud ATP moodustumisega.


    Fotosüntees (toimub taimedes, vetikates ja teatud bakterirühmades). Eukarüootsetes rakkudes on fotosünteesi kohaks kloroplastid, prokarüootides sissesopistunud rakumembraan ja tsütosool. Fotosünteesis toimub ATP süntees valgusenergia arvel.


    Hingamine ja fotosüntees on biokeemiliselt väga erinevad, kuid ATP süntees mõlemas protsessis on sarnane ja põhineb prootonite elektrokeemilise potentsiaali erinevusel (ΔµH+) membraani eri pindadel. Elektronide liikumisega elektronide transpordiahelas kaasneb prootonite liikumine mitokondrites maatriksist kahe membraani vaheruumi, kloroplastides stroomast tülakoidide luumenisse, bakterites tsütosoolist rakuvälisesse ruumi. Elektronide transport põhjustab transportvalkude konformatsiooni muutusi, mis omakorda põhjustavad prootonite liikumist membraani ühelt küljelt teisele. Prootonite kontsentratsiooni erinevuses peituvat energiat kasutab ATP sünteesiks valguline kompleks ATP süntaas, IUBMB (ingl International Union of Biochemistry and Molecular Biology) Ensüümide Nomenklatuuri järgi ATP fosfohüdrolaas (H+ transportiv). Kasutatakse ka nimetusi F-tüüpi H+-ATPaas ja F0F1-ATPaas (tähis F lähtub väljendist fosforüüliv faktor). ATP süntaas paikneb mitokondrite sisemembraanis, kloroplastides tülakoidide membraanis, bakterite membraanis (joonis 4.182) ja ATP moodustub vastavalt mitokondrite maatriksis, kloroplastide stroomas või bakterite tsütosoolis.
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    Joonis 4.182. Prootonite liikumine ja ATP süntees bakterites, mitokondrites ja kloroplastides. Mitokondrite maatriksit ja kloroplastide stroomat võib samastada bakterite tsütosooliga. ATP süntaasi katalüütiline (F1) subkompleks paikneb alati tsütosoolis, mis on ATP sünteesi koht. Elektronide liikumisel elektronide transpordiahelas liiguvad prootonid alati tsütosoolist väliskeskkonda, mitokondrites membraanidevahelisse ruumi ja kloroplastides tülakoidide siseruumi. Tagajärjeks on suurem [H+] väljaspool tsütosooli (maatriksit, stroomat), negatiivse membraanipotentsiaali moodustumine ja prootonite liikumapaneva jõu Δp tekkimine. ATP sünteesil liiguvad prootonid tagasi tsütosooli (maatriksisse, stroomasse) läbi F0-alakompleksi. Membraanide positiivselt ja negatiivselt laetud pooled on tähistatud. Laineline joon kloroplasti skeemil näitab, et elektronide liikumiseks on vajalikud footonid. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 8th ed., 2016 järgi.


    Protsessi sarnasus erinevates organismides on loogiline, kui meenutada, et endosümbioosi teooria alusel mitokondrid ja kloroplastid on tekkinud bakterite endotsütoosil eukarüoodi eellasrakku. Membraanid ei ole hüdrofoobsuse tõttu prootonitele läbitavad. Prootonid saavad liikuda väiksema elektrokeemilise potentsiaaliga piirkonda vaid läbi ATP süntaasi, mis võimaldabki kasutada nende liikumise energiat ATP sünteesiks.


    Energia võib hingamisel salvestuda mitte ainult kergesti ülekantava keemilise rühma kovalentses sidemes, vaid ka kõrgel energeetilisel tasemel hoitava elektronina redoksreaktsioonides osalevate elektronikandjate, näiteks NADH ja NADPH molekulides, mis on väga negatiivse redokspotentsiaaliga (-0,32 V standardtingimustes). NAD+ ja NADP+ redutseerumisel seob nikotiinamiidi rõngas 2e‾ ja ühe H+ (joonis 4.183).
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    Joonis 4.183. Ensüümide elektrone kandvate kofaktorite NAD ja NADP struktuur. Nikotiinamiidadeniindinukleotiidi (NAD) koostises oksüdeerub ja redutseerub nikotiinamiid. Enamikus bioloogilistes redoksreaktsioonides eraldub substraadilt kaks vesiniku aatomit (kaks prootonit ja kaks elektroni). NAD+ ja NADP+ redutseerumisel seotakse kaks elektroni ja üks prooton. Üks prooton jääb lahusesse. NADP on struktuurilt sarnane NAD-iga, kuid sisaldab molekulis täiendava fosfaatrühma.


    Moodustunud NADPH osaleb tavaliselt sünteesireaktsioonides ja ([NADPH] > [NADP+]). NADH kasutatakse peamiselt kataboolsetes reaktsioonides ja ([NAD+] > [NADH]). Elektronide ja prootonite ülekandes osaleb ka flaviinadeniindinukleotiid (FAD), redokspotentsiaaliga -0,22 V standardtingimustes. Täielikult oksüdeeritud kinoonvormis FAD seob redutseerumisel kaks elektroni ja kaks prootonit FADH2 tekkimisega (joonis 4.184).
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    Joonis 4.184. FAD struktuur. Koensüüm flaviinadeniindinukleotiidi (FAD) koostises oksüdeerub ja redutseerub flaviin. Oksüdeeritud vormi redutseerumine toimub kahes etapis. Esimeses etapis seostuvad üks elektron ja üks prooton semikinooni moodustumisega. Teises etapis seostuvad veel üks prooton ja elektron ning moodustub täielikult redutseerunud FADH2. Flaviinmononukleotiid (FMN) on sarnase struktuuriga, kuid sisaldab vaid flaviini, ribitooli ja fosfaatrühma (joonisel helerohelisel taustal).


    Ainevahetuses lagundatakse biopolümeerid monomeerideks, millest sünteesitakse uued konkreetsele organismile omased valgud, lipiidid, nukleiinhapped ja polüsahhariidid. Energia tootmises on olulised suhkrute monomeerid, mis lagundatakse astmeliselt väikese energiasisaldusega CO2 ja H2O molekulideks.


    4.6.5.1. Glükolüüs


    Suhkrute katabolism kulgeb loomades, taimedes, seentes ja bakterites üldjoontes ühtmoodi. Protsess algab glükolüüsi reaktsioonidega. Nimetus „glükolüüs“ on pärit kahest kreekakeelsest sõnast: „magus“ ja „lagunemine“. Glükolüüsi reaktsioonid toimuvad tsütosoolis ja arvatakse, et glükolüüs on üks esimesi eluslooduses tekkinud katabolismiradadest, sest võib toimuda anaeroobses keskkonnas ja produtseerib ATP-d ilma hapniku juuresolekuta. Osa glükolüüsireaktsioone on tuntud juba 19. sajandi lõpust, reaktsioonid koos neid katalüüsivate ensüümidega tehti kindlaks 20. sajandi kolmekümnendatel aastatel. Eriti suur osa selles valdkonnas oli Saksa biokeemikul Otto Fritz Meyerhofil (1884–1951), kes tunnistati Nobeli meditsiinipreemia vääriliseks 1922. aastal.


    Glükoosi kuuesüsinikulise ahelaga molekul laguneb kümne reaktsiooni (joonis 4.185) tulemusena kaheks püruvaadi kolmesüsinikuliseks molekuliks.
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    Joonis 4.185. Glükolüüsi reaktsioonid. Alates viiendast on kõik reaktsioonid kahekordsed, sest ühest heksoosist moodustub kaks trioosi.


    Glükolüüsireaktsioonide 1 ja 2 toimumiseks on vajalik kaks ATP molekuli, glükolüüsi tulemusena tekib neli ATP ja kaks NADH molekuli, seega summaarne glükolüüsi energeetiline tulem on kaks ATP ja kaks NADH molekuli. ATP sünteesiga on seotud glükolüüsi reaktsioonid 6, 7 ja 10 (joonis 4.185). Reaktsioonides 6 ja 7 on hästi näha, kuidas oksüdeerumisel vabanenud energia kasutatakse ATP sünteesiks. Glütseeraldehüüd-3-fosfaadist tekib glütseeraldehüüd-3-fosfaadi dehüdrogenaasi toimel oksüdeerimisega seotud fosforüülimisreaktsioonis 1,3-bisfosfoglütseraat ja fosfoglütseraadi kinaasi toimel seostub 1,3 bisfosfoglütseraadi esimese süsiniku juures olev fosfaatrühm ADP-ga ja moodustub ATP. Glütseeraldehüüd-3-fosfaadi oksüdeerumisel vabanev energia (ΔG) on suurem, kui on vajalik ATP sünteesiks ADP-st ja Pi-st. Oksüdeerumisel vabanevad 2e‾ transporditakse NAD+-le NADH moodustumisega. Fosfoenoolpüruvaadilt püruvaadikinaasi toimel fosforhappe jäägi liikumisel ADP-le moodustub samuti ATP. Glükolüüsireaktsioonide ahelasse sisenevad ja väljuvad ühendid vastavalt üldvõrrandile on


    C6H12O6 + 2NAD+ + 2Pi2- + 2ADP3- → 2C3H4O3 + 2ATP4- + 2NADH


    (4.6-2)


    Anaeroobsetes organismides on glükolüüs peamine ATP tekkimise võimalus. Glükolüüsis toimuv ATP süntees erineb ATP sünteesist mitokondrites ja kloroplastides, sest ei kasutata prootonite elektrokeemilist potentsiaali. Glükolüüsis toimuv ATP süntees kannab nime substraatne fosforüülimine, sest ATP moodustamisel kasutatakse substraadi oksüdeerumisel tekkinud suure energiasisaldusega kovalentse sidemega vaheühendeid.


    Glükolüüs ilma järgneva aeroobse hingamiseta võib toimuda ka lihastes, kui intensiivse tegevuse tagajärjel on lihastes tekkinud hapnikupuudus. Anaeroobses keskkonnas lõpeb glükolüüs käärimisena (ingl fermentation). Piimhappelisel käärimisel püruvaat redutseerub NAD+-varu taastamisega piimhappeks, etanoolkäärimisel pärast CO2 eemaldumist tekib püruvaadist atseetaldehüüd, mis redutseerub etanooliks (joonis 4.186).
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    Joonis 4.186. Anaeroobses keskkonnas võib püruvaat metaboliseeruda erinevates käärimisprotsessides. Joonisel on kujutatud alkohol- ja piimhappeline käärimine.


    Alkohol- ja piimhappelise käärimise summaarsed reaktsioonid:


    glükoos + 2 ADP + 2 Pi = 2 etanool + 2 CO2 + 2 ATP + 2 H2O


    glükoos + 2 ADP + 2 Pi = 2 laktaat + 2 ATP + 2 H2O


    Piimhappe sisalduse suurenemine põhjustab lihaste valulikkust ületreenimise tingimustes, kui lihasrakkude hapnikusisaldus väheneb.


    4.6.5.2. Aeroobne metabolism mitokondrites


    Glükolüüsil aeroobses keskkonnas tekkinud püruvaat liigub püruvaadi translokaasi vahendusel sümpordis prootonitega mitokondritesse. Püruvaadi lülitumiseks hingamisprotsessi mitokondrites on oluline struktuurilt nukleotiidi sarnane koensüüm A (KoA). KoA avastamise eest sai 1953. aastal koos Hans Adolf Krebsiga Nobeli preemia Fritz Albert Lipmann (1899–1986). KoA tioolrühm (-SH) moodustab karboksüülhapetega suure energiasisaldusega tioestersidemeid ja osaleb äädikhappe jäägi transpordis. Atsetüülijäägiga seotud koensüüm A-d tähistatakse kui atsetüül-KoA (CH3COSKoA). Atsetüül-KoA on oluline mitte ainult püruvaadi oksüdeerimises, vaid ka rasvhapete sünteesis ja lagunemises. Rasvhapete metabolismi ja atsetüül-KoA seostamise eest said füsioloogia ja meditsiinivaldkonna Nobeli preemia (1964) Konrad Emil Bloch ja Feodor Lynen.


    Mitokondrite maatriksis püruvaat dekarboksüleeritakse atsetüül-koensüüm A tekkimisega kolmest ensüümist ja viiest koensüümist koosnevas suures valgulises kompleksis, mida nimetatakse püruvaadi dehüdrogenaasseks kompleksiks (PDK). Selle kompleksi katalüüsitavate reaktsioonide summaarne tulemus on püruvaadi dekarboksüleerimine ja atsetüül-KoA, CO2 ja NADH moodustumine.


    CH3COCOO¯ + NAD+ + HSKoA → CH3COSKoA + CO2 + NADH


    (4.6-3)


    Eukarüootide PDK sisaldab püruvaadi dehüdrogenaasi (E1), mille kofaktor on tiamiinpürofosfaat (TPP), dihüdrolipoüüli transatsetülaasi (E2) lipoamiid ja KoA kofaktoritega, ning dihüdrolipoüüli dehüdrogenaasi (E3), mille koensüümid on FAD ja NAD (joonis 4.187).
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    Joonis 4.187. Püruvaadi dehüdrogenaasse kompleksi katalüüsitavad reaktsioonid. Püruvaadi dehüdrogenaas (E1) katalüüsib püruvaadi dekarboksüleerumist atseetaldehüüdi moodustumisega, mis seostub ensüümi kofaktori tiamiinpürofosfaadiga (TPP) hüdroksüetüül-TPP tekkega. Hüdroksüetüülrühm liigub dihüdrolipoüüli transatsetülaasi (E2) oksüdeeritud lipoamiidsele rühmale, moodustades redutseeritud lipohappe atsetüültioestri. Ensüüm E2 transpordib atsetüüljäägi koensüüm A (KoASH) tioolrühmale atsetüül-KoA moodustumisega. Seejuures E2 lipoamiidrühm redutseerub täielikult. Dihüdrolipoüüli dehüdrogenaas (E3) katalüüsib kahe elektroni ja kahe prootoni liikumist E3 FAD kofaktorile FADH2 ja oksüdeeritud lipoamiidi moodustumisega. Viimases reaktsioonis E3 transpordib kaks elektroni ja prootoni NAD+-le NADH moodustumisega.


    PDK seob glükolüüsi ja järgneva sidrunhappe tsükli, sest kompleksis moodustunud atsetüül-KoA metaboliseerub sidrunhappe tsüklis ja vabanev energia säilitatakse NADH ja FADH2 molekulides. PDK puudulikkus, mis õnneks on harvaesinev, põhjustab vaimset ja füüsilist arengupeetust, millega sageli kaasnevad ebanormaalne ajuehitus, neuroloogilised probleemid ja surm varases lapseeas. 80% juhtudest on PDK puudulikkus põhjustatud mutatsioonist püruvaadi dehüdrogenaasi α-subühiku geenis. Eukarüootides reguleeritakse püruvaadi dehüdrogenaasi aktiivsust fosforüülimise vahendusel. Ensüüm inaktiveerub fosforüülimisel püruvaadi dehüdrogenaasi kinaasi poolt ja aktiveerub fosforhappe jääkide eemaldamisel püruvaadi dehüdrogenaasi fosfataasi poolt.


    4.6.5.3. Rasvhapete katabolism


    Mitokondrites lagunevad ka rasvade hüdrolüüsil tekkinud rasvhapped. Tsütosoolis rasvhapped aktiveeritakse seostumisel KoA-ga valemi järgi, milles R tähistab atsüüljääki:


    RCOO‾ + HSKoA + ATP → RCOSKoA + AMP + PPi


    (4.6-4)


    Atsüül-KoA ei läbi mitokondri membraani, vaid laguneb sisemembraanil atsüüljäägi vabanemisega, mis seostub ensümaatiliselt karnitiini hüdroksüülrühmaga. Atsüülkarnitiin siseneb mitokondrite maatriksisse membraani kandjavalgu karnitiin-atsüülkarnitiini translokaasi vahendusel, karnitiin väljub mitokondritest. Atsüülkarnitiini atsüülijääk vabaneb mitokondri maatriksisse ja seostub uuesti KoA-ga. Aktiveeritud molekul rasvhappe atsüül-KoA kujul lagundatakse rasvhapete β-oksüdatsiooni tsüklis, milles iga ringiga eemaldatakse üks kahesüsinikuline fragment atsüülrühmast, tekitades ühe atsetüül-KoA, NADH, FADH2 ja kahe süsiniku võrra lühema rasvhappe atsüül-KoA molekuli. β-oksüdatsioon toimub, kuni kogu atsüül-KoA on lagunenud atsetüül-KoA molekulideks. Näiteks steariinhappe (molekul sisaldab 18 süsiniku aatomit) oksüdeerumisel tekib üheksa atsetüül-KoA, kaheksa NADH ja kaheksa FADH2 molekuli. Rasvhapete oksüdeerumisel moodustub palju hingamisahelas oksüdeeruvaid NADH ja FADH2 molekule, seetõttu on rasvad võrreldes süsivesikutega rohkem energiat andvad ühendid. Sellepärast on peamiseks varuaineks imetajates kujunenud just rasvad. Inimese kehas olevast glükogeenist jätkub keskmiselt mõne päeva energiavaruks, aga rasvadest mitmeks nädalaks. Rasvhapete oksüdeerumine mitokondrites võimaldab ATP sünteesi maksarakkudes. Enamikus teistes rakkudes toimub rasvhapete oksüdeerumine peroksüsoomides ilma ATP sünteesita, sest elektronide transpordiahela valgud puuduvad seal ja elektronid liiguvad otse hapniku molekuli (joonis 4.188).
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    Joonis 4.188. Rasvhapete oksüdeerumine. Mitokondrites nelja ensüümi katalüüsitavates reaktsioonides rasvhappe atsüül-KoA laguneb atsetüül-KoA-ks ja kahe süsinikuaatomi võrra lühenenud atsüül-KoA-ks. Reaktsioonidega kaasneb ühe NAD+ redutseerumine NADH-ks ja ühe FAD redutseerumine FADH2-ks. Tsükkel kordub, kuni paarisarvulise süsiniku aatomite arvuga rasvhape on lagunenud atsetüül-KoA molekulideks. NADH ja FADH2 oksüdeeruvad mitokondriaalses elektronide transportahelas. Peroksüsoomides lagunevad rasvhapped samasugustes reaktsioonides, kuid elektronide transportahela puudumise tõttu NADH ja FADH2 elektronid ja prootonid liiguvad hapniku molekulile vesinikperoksiidi (H2O2) tekkega, mille lagundab katalaas vee ja hapniku moodustumisega.


    4.6.5.4. Sidrunhappe tsükkel


    Püruvaadi ja rasvhapete oksüdeerumisel moodustunud atsetüül-KoA molekulid metaboliseeruvad mitokondri maatriksis sidrunhappe tsüklis (joonis 4.189).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.189. Sidrunhappe tsükkel. Tsükli esimeses reaktsioonis toimub nelja süsinikuga oksaaloatsetaadi ja atsetüül-KoA kahesüsinikulise äädikhappe jäägi kondenseerumine kuuesüsinikulise tsitraadi moodustumisega. Järgnevates reaktsioonides tsitraadist tekib uuesti oksaaloatsetaat ja kaks süsinikku eralduvad kahe süsihappegaasi molekuli koostises. Neljas reaktsioonis substraadilt eraldub kaks elektroni. Kolm paari elektrone redutseerivad 3NAD+ kolme NADH moodustumisega. Üks paar elektrone redutseerib FAD-i FADH2 tekkega. Atsetüül-KoA-st pärit kaks süsiniku aatomit on tähistatud pruuniga. Jooniselt on näha, et nad tsitraaditsükli esimeses ringis ei eemaldu CO2 koosseisus. Suktsinüül-KoA tioestersideme lagunemise energia arvel sünteesitakse üks GTP molekul. Vaata http://www.chemwiki.ucdavis.edu.


    Oksüdeerumisel vabanev energia säilib negatiivse redokspotentsiaaliga NADH ja FADH2 molekulides. Eukarüootides toimub sidrunhappe tsükkel mitokondrite maatriksis, bakterites tsütosoolis, ja on oluline tsükkel aeroobses hingamises, kuigi ise õhuhapnikku ei tarbi, vaid kasutab veemolekulide hapnikku. Sidrunhappe tsükli teatud komponendid ja reaktsioonid tegi kindlaks eelmise sajandi kolmekümnendatel aastatel Ungari keemik Albert Szent-Györgyi (1893–1986), kelle avastused pärjati Nobeli preemiaga 1937. aastal. Tsükli komponendid ja osalevad ensüümid identifitseeris lõplikult inglise biokeemik Hans Adolf Krebs (1900–1981) 1937. aastal ning teda autasustati füsioloogia ja meditsiinivaldkonna Nobeli preemiaga 1953. aastal. Tsüklit nimetatakse avastaja auks ka Krebsi tsükliks, aga kasutatakse vaheproduktide järgi ka nimetusi di- ja trikarboksüülhapete tsükkel ja lihtsalt tsitraaditsükkel. Tsitraaditsüklis metaboliseeruvad ka aminohapete oksüdeerumisel tekkinud atsetüül-KoA molekulid.


    Tsitraaditsüklis aktiveeritud atsetüülrühm KoA koosseisus oksüdeerub reaktsioonide ahelas. Kõigepealt seotakse äädikhappe jääk oksaloatsetaadiga kuuesüsinikulise sidrunhappe (tsitraadi) tekkega, mis järgnevates reaktsioonides astmeliselt oksüdeerub. Üheksa reaktsiooni tulemusena oksaloatsetaat taastatakse ja tsükkel sulgub. Oksüdeerumisel vabanev energia salvestub kolmes NADH ja ühes FADH2 molekulis (joonis 4.177). Kõrge energiaga tioestersideme hüdrolüüs (-35,5 kJ/mol) suktsinüül-KoA molekulis on seotud GTP sünteesiga substraatse fosforüülimise käigus. Ühel tsükli ringil eraldub kaks CO2 molekuli. Tsitraaditsükli üldvõrrand on järgmine:


    CH3COSKoA + 3NAD+ + FAD + GDP3- + Pi2- + 2H2O → 2CO2 + 3NADH + FADH2 + GTP4- + 2H+ + HSKoA


    (4.6-5)


    Enamik sidrunhappetsükli reaktsioone katalüüsivatest ensüümidest ja kofaktoritest on lahustunud mitokondri maatriksis. Valgu kontsentratsioon maatriksis võib olla erakordselt suur, kuni 500 mg/ml (50% lahus). Oletatakse, et selline kontsentratsioon võib takistada metaboliitide ja valkude liikumist, ning seetõttu esinevad ensüümid kompleksidena. Kompleksis ühe reaktsiooni produkt liigub kohe järgmist reaktsiooni katalüüsivale ensüümile ning ei difundeeru lahusesse; see kiirendab reaktsioonide toimumist. Sidrunhappe tsükli ensüümidest kaks – suktsinaadi dehüdrogenaas ja α-ketoglutaraadi dehüdrogenaas – on seotud mitokondri sisemembraaniga.


    Tsitraaditsükkel e sidrunhappetsükkel on ainevahetuses kesksel kohal ning seob ana- ja kataboolsed reaktsioonid. Organismides eksisteerib tsükli mitmesuguseid alternatiivseid variante. Taimedes esineb ADP-seoseline suktsinüül-KoA süntetaas ja substraatse fosforüülimise käigus moodustub ATP, mitte GTP. Vaheproduktidest oksaloatsetaati kasutatakse aspartaadi, puriinide ja pürimidiinide sünteesiks; tsitraadist moodustuvad α-ketoglutaraat, glutamaat, suktsinüül-KoA ja heem. Tsitraaditsükkel võib bakterites toimuda pöördsuunas: süsihappegaasist ja veest süsinikühendite tekkimisega nagu fotosünteesis, kasutades vesinikku, sulfiide või tiosulfaati elektronide doonorina. Kui lähtuda glükoosi molekulist, mille oksüdeerumisel glükolüüsis moodustub kaks püruvaadi molekuli, siis glükolüüsis ja tsitraaditsüklis kokku tekib kuus CO2, kümme NADH, kaks FADH2, kaks GTP ja kaks ATP molekuli (tabel 4.5). Mitokondri sisemembraan ei ole loomarakus NADH jaoks läbitav ja tsütosoolis glükolüüsi käigus sünteesitud NADH ei transpordita otseselt mitokondritesse, vaid süstiksüsteemi vahendusel liiguvad elektronid tsütosoolis paiknevalt NADH-lt mitokondris paiknevale NAD-le. Enamlevinud süstiksüsteem on malaadisüstik. Tsütosooli malaadidehüdrogenaas redutseerib NADH kasutamisel oksaloatsetaadi malaadiks. Malaat transporditakse mitokondrite maatriksisse antipordis α-ketoglutaraadiga. Mitokondrimaatriksi malaadidehüdrogenaas oksüdeerib malaadi oksaloatsetaadiks NADH moodustumisega. Summaarne tulemus on tsütosooli NADH oksüdeerumine NAD+-ks ja maatriksi NAD+ redutseerumine NADH-ks.


    Tabel 4.5. Glükolüüsi ja tsitraaditsükli summaarne tulemus ühe glükoosimolekuli kohta.


    
      
        
        
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Reaktsioon

          

          	
            CO2

          

          	
            NADH

          

          	
            FADH2

          

          	
            ATP

          

          	
            GTP

          
        


        
          	
            Glükolüüs: glükoos → 2 püruvaati

          

          	
            0

          

          	
            2

          

          	
            0

          

          	
            2

          

          	
            0

          
        


        
          	
            PDK: 2 püruvaati → 2 atsetüül-KoA

          

          	
            2

          

          	
            2

          

          	
            0

          

          	
            0

          

          	
            0

          
        


        
          	
            Tsitraaditsükkel: 2 atsetüül-KoA → 4CO2, 6 NADH, 2 FADH2, 2 GTP

          

          	
            4

          

          	
            6

          

          	
            2

          

          	
            0

          

          	
            2

          
        


        
          	
            Kokku:

          

          	
            6

          

          	
            10

          

          	
            2

          

          	
            2

          

          	
            2

          
        

      
    


    PDK – püruvaadi dehüdrogenaasne kompleks


    4.6.5.5. Mitokondri elektronitranspordiahel ehk hingamisahel


    Enamik glükoosi oksüdeerumisel glükolüüsis ja tsitraaditsüklis vabanevast energiast säilib NADH ja FADH2 molekulides. Valdav osa hingamisel tekkivast ATP-st pärineb nende molekulide oksüdeerumisel vabaneva energia kasutamisest. Hingamisprotsessis liiguvad elektronid NADH-lt ja FADH2-lt mitokondrite elektronitranspordiahelas (ETA) astmeliselt õhuhapnikule vee moodustumisega (hapniku negatiivne laeng neutraliseeritakse prootonite liitumisel):


    NADH + H+ + 1/2O2 → NAD+ + H2O


    (4.6-6)


    FADH2 + 1/2O2 → FAD+ + H2O


    (4.6-7)


    


    Mõlemad reaktsioonid on tugevalt eksergoonilised. Vaba energia muutus elektronide liikumisel sõltub redokspaaride redokspotentsiaalide erinevusest vastavalt valemile:


    ΔG = - nFΔE (4.6-8)


    Valemis (4.6-8) on ΔE elektronide aktseptori ja elektronide doonori (hapniku ja NADH või hapniku ja FADH2) redokspotentsiaalide vahe konkreetsetes tingimustes; F on Faraday konstant (96,5 kJ/Vmol); n on liikuvate elektronide arv. NADH-lt kahe elektroni liikumisel hapnikule on vaba energia muutus standardtingimustes (ΔG0’) pH 7 korral -220 kJ/mol ja FADH2-lt kahe elektroni liikumisel hapnikule -174 kJ/mol. Standardtingimustes piisab NADH oksüdeerumisel vabanevast energiast seitsme ATP sünteesiks. Kui arvestada ATP sünteesiks vajalikuks 50 kJ/mol, siis mooli NADH oksüdeerumisel vabanevast energiast piisab nelja mooli ATP sünteesiks.


    Kuidas ja miks toimub elektronide liikumine mitokondrite elektronitranspordiahelas? Mitokondrite ETA neli ensüümide kompleksi (I, II, III, IV) paiknevad mitokondri sisemembraanis (joonis 4.190).
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    Joonis 4.190. Elektronide transportahela komponendid, ATP süntaas ja ATP sünteesiks vajalikud transportvalgud mitokondrite sisemembraanis. Skeemil on näidatud NADH ja FADH2 oksüdeerumisel eralduva kahe elektroni liikumisega kaasnevat prootonite liikumist. Prootonite liikumine on tähistatud punaste ja pruunide nooltega. Pruunid nooled näitavad prootonite liikumist ubikinooni oksüdeerumisel ja redutseerumisel ning hapniku redutseerumisel. Hapnik on elektronide lõppaktseptor. Komplekse I ja III läbib neli prootonit, kompleksi IV kaks prootonit. Kokku liigub kümme prootonit mitokondri maatriksist membraanide vaheruumi NADH oksüdeerumisel. Kompleksis II prootonite väljumist ei toimu ja FADH2 oksüdeerumisel liigub vaheruumi kuus prootonit. Prootonite liikumisel elektrokeemilise potentsiaali gradiendi suunas membraanide vaheruumist tagasi mitokondri maatriksisse läbi F0F1 kompleksi toimub ATP süntees maatriksis. Modifitseeritud Mazat, J.-P., 2015 järgi.


    Kui elektronid liiguvad NADH-lt või FADH2-lt hapnikule, siis iga vaheülekandja kõigepealt redutseerub, omandades elektroni(d), ja seejärel oksüdeerub, andes elektroni(d) järgmisele vaheühendile. Seega esineb iga ülekandja vaheldumisi rohkem/vähem oksüdeerunud või redutseerunud vormis, mida nimetatakse redokspaariks. (100% oksüdeerunud või redutseerunud kujul on vaheülekandjad ainult teatud spetsiaalsetes tingimustes.) Redokspaaride järjekorra elektronide ülekandes määrab redokspaari afiinsus elektroni suhtes. Väiksema afiinsusega (väiksema redokspotentsiaaliga) redokspaar annab elektronid suurema afiinsusega (suurema redokspotentsiaaliga) redokspaarile. Redokspotentsiaali ühik on volt. Mida negatiivsem on redokspaari redokspotentsiaal, seda väiksem on tema afiinsus elektroni suhtes ja seda parem elektroni doonor redokspaar on. Mitokondrite ETA-s liiguvad elektronid negatiivsema redokspotentsiaaliga redokspaaridelt positiivsema redokspotentsiaaliga paaridele (joonis 4.191).
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    Joonis 4.191. Mitokondrite hingamisahela komplekside redokspotentsiaalid. Elektronid liiguvad negatiivsema redokspotentsiaaliga kompleksidelt positiivsema redokspotentsiaaliga kompleksidele. Elektronide liikumisega kaasneb prootonite liikumine. H+S → H+V tähistab prootonite liikumist mitokondri maatriksist membraanidevahelisse ruumi kompleksides I, III ja IV. Tsüt – tsütokroom, Cu – vase aatom, FMN – flaviin mononukleotiid, FAD – flaviin adeniin dinukleotiid.


    Standardredokspotentsiaali E0’ väljendatakse redokspaari redutseeritud ja oksüdeeritud vormi võrdse ühemolaarse kontsentratsiooni ja pH 7 korral vesinikelektroodi (2H+ + 2e− → H2) suhtes. Vesinikelektroodi redokspotentsiaal (E0’) loetakse võrdseks nulliga. Süsteem, mis omandab elektrone vesinikelektroodilt, on positiivse redokspotentsiaaliga. Süsteem, mis annab elektrone vesinikelektroodile, on negatiivse redokspotentsiaaliga.


    Redokspaari NAD+/NADH jaoks (NAD+ + 2H+ + 2e- → NADH + H+) on E0’ –0,32 V ja redokspaari O2/H2O jaoks (1/2O2 + 2H+ +2e- → H2O) on E0’ +0,82 V. ΔE0’ väärtus elektronide liikumisel NADH-lt hapnikule on 1,14 V ja ΔG0’ väärtus kahe elektroni liikumisel –220 kJ/mol.


    Elektrone transpordivad neli valgukompleksi, mis sisaldavad mitmeid erinevaid subühikuid ja kofaktoreid. Kokku sisaldab hingamisahel eukarüootides rohkem kui 60 erinevat valku. Kompleksides on redutseeruvad ja seejärel oksüdeeruvad tsütokroomid, raud-väävel-valgud ja kinoonid (joonis 4.192).
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    Joonis 4.192. Mitokondri hingamisahela komponendid. A. Ubikinoon redutseerub kahes etapis. Esimeses etapis seob elektroni ja moodustab radikaalse ebastabiilse ubisemikinooni. Teises etapis elektroni ja kahe prootoni sidumisel moodustub täielikult redutseerunud ubikinool, mis oksüdeerumisel saab anda kaks elektroni ja kaks prootonit järgmisele elektrontransportahela komponendile. Kümnest isopreenijäägist koosnev hüdrofoobne külgahel võimaldab ubikinoonil membraani lipiidses keskkonnas liikuda. B. Heemi porfüriinring on tähistatud kollasega. Hingamisahelas on kuus erinevat tsütokroomi erineva heemi külgrühmade struktuuriga, mis on seotud erinevate valkudega ja on seetõttu erineva afiinsusega elektronide suhtes. Iga heemis paiknev raua aatom saab transportida ühe elektroni, oksüdeerudes kahevalentsest kolmevalentseks. C. Raud-väävelvalk, mis sisaldab 2Fe-2S-kobara, mille väävli aatomid on kovalentselt seotud valgu tsüsteiinijääkidega. Iga Fe-S-kobar saab transportida ainult ühe elektroni, sõltumata raua aatomite arvust.


    Tsütokroomid sisaldavad heemi, milles raud on seotud porfüriinringi nelja lämmastikuaatomiga. Raud-väävel-valkudes on raud seotud enamasti tsüsteiinijääkide väävliga, moodustades tavaliselt 2Fe-2S- või 4Fe-4S-kobaraid. Tsütokroomid ja Fe-S-valgud kannavad edasi ühe e‾ korraga, seejuures raua aatom redutseerub ja oksüdeerub (Fe3+ + e‾ → Fe2+; Fe2+ – e‾ → Fe3+). Hingamisahelas osalev kinoidse struktuuriga ubikinoon (UK) ehk koensüüm Q (ingl CoQ) redutseerub ühe elektroni sidumisel ubisemikinooniks ja kahe elektroni sidumisel ubikinooliks. Selle järgi toimub ka kahe prootoni sidumine. Iga kompleks mitokondri ETA-s funktsioneerib oma unikaalse mehhanismi alusel. Elektrone transpordib komplekside I ja III vahel membraanis paiknev ubikinoon ning komplekside III ja IV vahel membraanide vaheruumis paiknev lahustuv tsütokroom c.


    Kõik kompleksid hingamisahelas, välja arvatud kompleks II, funktsioneerivad kui prootonite transportijad mitokondri maatriksist membraanidevahelisse ruumi. Seos elektronide ja prootonite transpordi vahel võib olla otsene, nagu keemilise reaktsiooni protoneeritud või protoneerimata vaheproduktide esinemine ubikinoonitsüklis kompleksis III. Prootonid seotakse ubikinooniga kompleksi UK1-saidis ja eksporditakse membraanide vaheruumi UK0-saidist kindla stöhhiomeetriaga 2H+/2e‾ (joonis 4.193).
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    Joonis 4.193. Prootonite ja elektronide liikumine hingamisahela kompleksides III ja IV. A. Elektronide liikumine kompleks III ubikinoonide tsükli esimeses ringis on tähistatud pideva joonega ja teises ringis katkendjoonega. Kahe ubikinooli oksüdeerumine seostumistsentris UK0 vabastab neli prootonit membraanidevahelisse ruumi. Kaks prootonit maatriksist kasutatakse ubikinooni redutseerimisel seostumistsentris UK1. B. Kompleksis IV tsütokroomilt c saadud nelja elektroni arvel redutseeritakse hapniku molekul kahe veemolekuli tekkimisega, millega kaasneb nelja prootoni liikumine mitokondri membraanidevahelisse ruumi ja kaheksa prootoni omastamine maatriksist. Elektronide liikumine hapnikule toimub kahe vase aatomi (CuA ja CuB) ning tsütokroomide a ja a3 vahendusel.


    Prootonite liikumine võib põhineda ka valkude konformatsiooni muutusel elektronide seostumisel, mis muudab valgud rohkem või vähem afiinseks prootonite suhtes. Kompleksides I ja IV on spetsiaalsed kanalid prootonite liikumiseks.


    Kompleks I on suure molekulmassiga NADH-ubikinooni oksüdoreduktaas (EK 1.6.5.3), mis katalüüsib reaktsiooni NADH + UK + 5H+sisse ↔ NAD+ + UKH2 + 4H+välja. Alaindeks „sisse“ tähistab prootonite sisenemist maatriksist mitokondri membraani, alaindeks „välja“ prootonite liikumist mitokondri membraanide vaheruumi. Kompleks I struktuur ning elektronide ja prootonite liikumise teed selles kompleksis tehti kindlaks alles hiljuti bakteris Thermus thermophilus 3,3 Å lahutusvõimega elektronmikroskoobis. Ensümaatiline kompleks, mis bakteris koosneb 14 alaühikust, kuulub membraaniseoseliste oksüdoreduktaaside rühma ja on hingamisahela sissejuhatav ensüüm. Kompleks on L-kujuline ja jaguneb kaheks: maatriksis paiknevaks e‾ transportivaks ja membraanis paiknevaks prootoneid transportivaks osaks (joonis 4.194).
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    Joonis 4.194. Bakteri Thermus thermophilus hingamisahela kompleks I. Tsütosoolis paiknev alakompleks transpordib elektrone NADH-lt FMN ja kaheksa Fe-S-kobara vahendusel ubikinoonile (UK). Negatiivse laenguga ubikinoon põhjustab konformatsiooni muutusi alates E-kanalit moodustavatest valkudest, mis kanduvad membraani keskteljel (tähistatud hallide nooltega) edasi kolmele antiporterisarnasele valgule. Konformatsiooniliste muutuste edasikandumisega on seotud ka valgud H1 ja H2. Võtmetähtsusega aminohapped Lys ja Glu protoneeruvad tsütosooli poolt mitmes piirkonnas, kaasa arvatud subühikusisene liikumine (tähistatud tumesiniste nooltega). Konformatsiooni muutuse järel väljuvad prootonid membraanist neljas piirkonnas membraanide vaheruumi. Ühe tsükli jooksul väljub kokku neli prootonit. Membraani läbivad α-heeliksid on numereeritud ja olulised aminohapped on tähistatud (Glu – punane, Lys – sinine, Tyr – valge). FMN – flaviin mononukleotiid. Nqo – Thermus thermophilus kompleks I koostisesse kuuluvad valgud. E-kanali tähis tuleneb sellest, et prootonkanali oluline aminohape on glutamiinhape (ühetähelises koodis E). Modifitseeritud Sazanov, L., 2015 järgi.


    Elektronide liikumine ja prootonite liikumine on kompleksis I ruumiliselt lahutatud. Maatriksis paiknev osa võtab elektrone NADH-lt ning viib need FMN ja kaheksa Fe-S-valgu vahendusel ubikinoonile. Ubikinooni seostumiskoht valgus on suure ulatusega ja saab siduda kinooni koos pika, kümnest isopreenijäägist koosneva külgahelaga. Ubikinooni nn pea paikneb sügaval membraanis, mis tagab kontrollitud redutseerumise valkude poolt ja välistab vee prootonite sidumise (joonis 4.194). Oletatakse, et kompleksi I maatriksis ja membraanis paiknevad osad olid kunagi iseseisvad, erinevate funktsioonidega valgud, mis evolutsiooni käigus moodustasid molekulaarsel tasemel terviku. Samuti liitusid konserveerunud alaühikutega uued valgud, mis moodustasid täiendava kihi kompleksi ümber. Eukarüootidel võib uusi alaühikuid olla kuni 30 ja selle tõttu on suurenenud ka kompleks I mass 550 kDa-lt bakterites kuni 1 MDa-ni mitokondrites. Uued alaühikud osalevad kompleksi kokkupanekus, regulatsioonis ja stabiilsuses. Lisandunud on alaühik, mis on analoogiline apoptoosi indutseeriva faktoriga GRIM-19.


    Prootoneid transportiva membraanis paikneva osa struktuur on väga erinev maatriksis paikneva piirkonna struktuurist. Kolmes antiportervalgus (Nqo 12, Nqo 13, Nqo 14 bakteris T. thermophilus) olevad kanalid on nagu elektrijuhtmed prootonite liikumiseks. Neid moodustavad üksteisele lähedal paiknevate ioonide või valkude polaarsete külgrühmade read, mis võimaldavad prootonitel n-ö hüpataühelt rühmalt teisele. On leitud, et sellistes kanalites liiguvad prootonid kindlas suunas ligikaudu 40 korda kiiremini kui vees. Antiportervalkude ruumilise struktuuri kindlakstegemine näitab selliste kanalite paiknemist (joonis 4.181). Igas kanalis on reguleeritava pKa-ga aminohappejääk, mis tagab erineva afiinsuse prootoni suhtes, samuti nn värav prootonite sisenemiseks ja väljumiseks, mis tekib valkude konformatsiooni muutudes. Tavaliselt on prootonikanalites Asp- või Glu-jääk, mille afiinsust H+ suhtes muudab kõrval paiknev Arg-jääk. Kompleks I valkudes paiknevad aga iga kanali keskel Lys-jäägid, mille afiinsust prootonite suhtes muudab Glu. Niisuguse asenduse põhjus on see, et on kompleks I membraanis paiknev osa pärineb Mrp-tüüpi 2H+/Na stöhhiomeetriaga antiporteritest. Neljas, e‾ transportiva ja prootoneid juhtiva kompleksi vahekohal, Nqo11 ja Nqo10 valkudes paiknev prootonikanal on tüüpilise ehitusega E-kanal, milles võtmeaminohape on Glu. (Ühetähelises aminohapete koodis tähistusega E.) Kokku sisaldab kompleks I neli prootonikanalit, katalüütilise tsükli jooksul transpordib iga kanal ühe prootoni läbi membraani. Arvatakse, et prootonite liikumist ei kiirenda ainult elektrostaatilised jõud, vaid eelkõige valkude konformatsiooni muutlikkus ja paindlikkus. Elektronide liikumine viimaselt Fe-S-valgult ubikinoonile maatriksis paiknevas kompleksiosas tekitab konformatsiooni muutused E-kanalis, mis kanduvad edasi antiportervalkudele. Konformatsiooni muutuse edastamises osalevad tsentraalne polaarne telg ning H1 ja H2 elemendid (joonis 4.194). H1 on ubikinooni sidumiskoha lähedal mitokondri maatriksi pool membraani pinnaga paralleelselt paiknev α-heeliks. On leitud, et ubikinoon võib siseneda oma nn taskusse kuni 200 korda sekundis, ubikinooliks redutseeritult aga vabaneb.


    Defektid kompleks I talitluses tekitavad erinevat tüüpi neurodegeneratiivseid haigusi, sest aju vajab palju hingamisahelas tekkivat energiat.


    Kompleks II on suktsinaat-ubikinooni oksüdoreduktaas ehk suktsinaadi dehüdrogenaas (EK 1.3.5.1), mis katalüüsib reaktsiooni suktsinaat + UK ↔ fumaraat + UKH2. Kompleks II kofaktor on FADH2, mis annab oksüdeerumisel kaks elektroni ubikinoonile. Prootoneid läbi selle kompleksi ei liigu, sest redokspotentsiaali muutus elektronide liikumisel suktsinaadilt ubikinoonile (ΔG0’ –5,8 kJ/mol) ei anna piisavalt energiat prootoni transpordiks. Kompleks II on bakterites rakumembraani ja eukarüootides mitokondrite sisemembraani külge seotud valkude kompleks. Suktsinaadi dehüdrogenaas osaleb nii tsitraaditsüklis kui ka mitokondri elektrontranspordiahelas. Tsitraaditsüklis katalüüsib ensüüm suktsinaadi oksüdeerumist fumaraadiks, redutseerides samal ajal ubikinooni ubikinooliks. Ensüüm koosneb neljast subühikust. Kaks subühikut (FAD-i sisaldav ja kolme Fe-S-kobarat sisaldav) teostavad katalüüsi, kaks subühikut ankurdavad kompleksi membraani. Kompleksi inhibeerivad merivaikhappe analoogid malonaat, malaat, oksaloatsetaat ja samuti struktuurselt ubikinooniga sarnanevad ühendid, mida kasutatakse põllumajanduses fungitsiididena juba pool sajandit. Näiteks azoksüstrobiin seostub kompleks III UK0 piirkonnaga ja takistab elektronide liikumist hingamisahelas. FAD-i sisaldava subühiku mutatsioon võib tekitada Leigh’ sündroomi, nägemise vähenemist, mitokondriaalset entsefalopaatiat.


    Kompleks III on UKH2-tsütokroom bc1 oksüdoreduktaas ehk tsütokroom bc1 kompleks (EK 1.10.2.2), mis katalüüsib reaktsiooni UKH2 + 2 tsütokroomi c3+ + 2 H+sisse ↔ UK + 2 tsütokroomi c2+ + 4 H+välja. Kompleks III on dimeer, mille monomeerid imetajatel sisaldavad 11 valku, 3 heemi ja ühe Fe-S-kobara Rieske valgus. Hingamisahela elektronitranspordis osalevad tsütokroom b562 (tsütokroom bH), b566 (tsütokroom bL), tsütokroom c1 ja Rieske valgu 2Fe-2S-kobar. Tsütokroomid bL ja bH on kodeeritud mitokondri genoomis, kompleksi teised valgud tuuma genoomis. Tsütokroomid ja Fe-S-valk moodustavad katalüütilise tsentrumi, kus elektronid liiguvad tsütokroomile c ja ubikinoonile (või ubisemikinoonile). Elektronid liiguvad ubikinoonitsüklis (ingl Q cycle) kaheastmeliselt (joonis 4.193).


    Esimeses tsüklis kompleks I (või kompleks II) redutseeritud ubikinoon UKH2 difundeerub membraanis, kuni seostub kompleks III mitokondri sisemembraani membraanide vaheruumi poolses piirkonnas paikneva UK0-tsentrumiga ja oksüdeerumisel annab kaks prootonit mitokondri membraanidevahelisse ruumi ja 2e‾ hingamisahelasse. Üks elektronidest liigub 2Fe-2S-valgu ja tsütokroom c1 vahendusel tsütokroomile c, teine elektron liigub tsütokroomide bL ja bH vahendusel ensüümi maatriksipoolsel küljel paikneva UK1 sidumistsentrumini, redutseerides sinna seotud ubikinooni (UK) ubisemikinoonradikaali (UK●¯) tekkimisega.


    Teises tsükliringis teise UK0-tsentris paikneva UKH2 molekuli oksüdeerumisel liiguvad veel kaks prootonit maatriksist membraanidevahelisse ruumi, üks elektron liigub tsütokroomile c, teine redutseerib UK1 tsentrumis paikneva ubisemikinooniradikaali ubikinooliks UKH2. Vajalikud kaks prootonit saadakse maatriksist (joonis 4.193).


    Kokku vabaneb ubikinoonitsükli kahe ringi jooksul neli prootonit membraanide vaheruumi ja maatriksist kasutatakse kaks prootonit ubikinooni redutseerimiseks ubikinooliks (UKH2). Samuti redutseeruvad kaks tsütokroom c molekuli, mis liiguvad membraanidevahelises ruumis tsütokroom c oksüdaasile (kompleks IV). Elektronide liikumist kompleksis III inhibeerib antimütsiin A. Oluline on märkida, et mitokondrite ubikinoonitsükkel on üldjoontes identne kloroplastide elektrontranspordiahelas toimuva plastokinoonitsükliga. Kloroplastides on tsütokroom c1 asemel tsütokroom f, tsütokroom c-d asendab plastotsüaniin, ubikinooni plastokinoon ning tsütokroomide bL ja bH asemel osalevad tsütokroomid bP ja bn. Mõlemad tsüklid võimaldavad ühe elektroni liikumisel ETA-s transportida kaks prootonit maatriksist/stroomast välja ja suurendada prootonite kontsentratsiooni erinevust mitokondri sisemembraani või tülakoidimembraani külgedel.


    Tsütokroom c oksüdaas (kompleks IV, EK 1.9.3.1) on hingamisahela viimane ensüüm, mis redutseerib hapnikku tsütokroomilt c2+ vabanevate elektronide arvel, prootonid pärinevad maatriksi vesilahusest. Kompleks IV katalüüsib reaktsiooni 2 tsütokroom c2+ + ½ O2 + 4H+sisse ↔ 2 tsütokroom c3+ + H2O + 2H+välja. Kui arvestada mitte NADH-lt vabaneva kahe elektroni liikumisega, vaid hapniku molekuli redutseerimiseks kaheks veemolekuliks vajaliku nelja elektroni ja nelja prootoniga (4H+ + 4e‾ + O2 → 2H2O), siis reaktsiooni kordajad on kaks korda suuremad. Elektronide ja prootonite kooskõlastatud liikumine on oluline hapniku aktiivühendite tekkimise vältimiseks. Imetajates tsütokroom c oksüdaasi 11 alaühikut on kodeeritud tuumas, kolm mitokondrite genoomis. Kompleks pannakse kokku mitokondrite valke transportivate komplekside TOM ja TIM läheduses, mis võimaldab tuumas kodeeritud valkudel siseneda mitokondritesse. Elektronid liiguvad kompleksis mitmete vaheülekandjate abil. Alguses võtab vase aatom CuA elektrone tsütokroomilt c, edasi liiguvad elektronid tsütokroomile a ja seejärel tsütokroom a3-CuB tsentrisse, kuhu seostub ka hapniku molekul. Samuti liigub läbi kompleks IV veel neli prootonit, seega väljub maatriksist kokku kaheksa prootonit (joonis 4.193).


    Kuidas täpselt toimub elektronide ja prootonite liikumise kooskõlastus, on veel diskuteeritav. Oletatakse, et elektroni seostudes toimub ka hapniku redutseerimiseks vajaliku prootoni seostumine katalüütilisse tsentrisse ja teise prootoni translokatsioon laengut kompenseeriva mehhanismi alusel katalüütilise tsentri kõrval paikneva konserveerunud Glu jäägi osalemisel. Hapnikumolekuli hoitakse tsütokroom a3-CuB tsentris nii kaua, et saaks toimuda nelja elektroni ja nelja prootoni seostumine kahe veemolekuli tekkimisega – see on oluline vältimaks hapniku aktiivühendite moodustumist. Näiteks vaid ühe elektroni seostumisel hapnikuga moodustub tugev oksüdeerija superoksiidanioon O2●¯, mis võib võtta elektrone paljudelt lähedal paiknevatelt ühenditelt, näiteks membraanide lipiididelt.


    Tsütokroom c oksüdaas tarbib ligikaudu 90% rakkude kasutatavast hapnikust. Tsüaniid (CN‾), asiid (N3‾) ja süsinik monooksiid (CO) on tugevad mürgid, sest seostuvad raua aatomitega tsütokroom c oksüdaasi heemides paremini kui hapnik ja blokeerivad hingamisahela ning ATP sünteesi. Vesiniktsüaniidi kasutati tsüklon B (zyklon B) nime all teises maailmasõjas koonduslaagrites vangide hukkamiseks. Tsüaniidiga tegid enesetapu Adolf Hitler ja Eva Braun, võimalik et ka Heinrich Himmler ja Hermann Göring. Tsüaniidid on kujunenud kriminaalromaanides sageli kasutatavateks suitsiidi- ja mõrvavahenditeks.


    Mutatsioonid, mis muudavad tsütokroom c oksüdaasi ebaefektiivseks, põhjustavad enamasti surma varases lapseeas, sest eriti tundlikud on suured energiatarbijad, nagu aju, süda, lihased, silmad. Mutatsioonid toimuvad enamasti ensüümi südamikuvalke kodeerivates geenides. Harvaesinev Leigh’ haigus (1 : 2000 sünni kohta) on pärilik kesknärvisüsteemi mõjutav haigus, mis võib areneda juba looteseisundis, progresseerub kiiresti ja tavaliselt järgneb surm varases lapseeas. Aju ei kontrolli lihaseid, tekib silmalihaste ja südamelihaste nõrkus, kontrollimatud lihaste kokkutõmbed ja halvatus. Enamasti esinevad mutatsioonid tuumageenides, mis kodeerivad kompleks IV valke. Samasuguseid tunnuseid tekitavad mutatsioonid mitokondrigeenides, mis kodeerivad ATP süntaasi valke.


    Viimaste aastate uurimused on näidanud, et kui hingamisahela valkude eraldamiseks kasutada õrna mitteioonsete detergentide (dodetsüülmaltosiid) väikese kontsentratsiooniga töötlust, siis seejärel tehtud krüoelektronmikroskoopia piltidel on näha, et mitokondrite sisemembraanis paiknevad hingamisahela kompleksid on omavahel tihedalt seotud üheks superkompleksiks suurusega mitu MDa-d (joonis 4.195).
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    Joonis 4.195. Hingamisahel superkompleksina. Hingamisahela valkude eraldamine detergentide väikese kontsentratsiooni juures on näidanud, et kompleksid I, II, III, IV esinevad tõenäoliselt koostöös, mis kiirendab elektronide liikumist hingamisahelas. Kui arvestada kahe NADH-lt või FADH2-lt vabanenud elektroni liikumisega, siis lõpuks liiguvad kaks elektroni kompleks IV-lt hapnikule ühe vee molekuli tekkega. Prootonite liikumine maatriksist membraanide vaheruumi toimub kompleksides I, III ja IV. Võimalik on ka komponentide I–IV valikuline ühinemine. Modifitseeritud Vartak, R.S., 2013 järgi.


    Komplekside seostumises osaleb mitokondritele spetsiifiline lipiid kardiolipiin, mis võib moodustada kuni 20% sisemembraani lipiididest. Kardiolipiin sisaldab tavalise kahe asemel neli rasvhappejääki, mis on seotud glütserooliga kahe fosfaatjäägi vahendusel. Sellised superkompleksid võimaldavad efektiivsemat elektronide liikumist mitokondrite ETA-s. Valguliste komplekside I, III ja IV proportsioonid membraanis võivad olla erinevad, sageli suhtes 1 : 3 : 7. Suur hingamisahela valguliste komplekside (ja ATP süntaasi) sisaldus on põhjus, miks mitokondrite sisemembraan on kõige suurema valgu-lipiidi suhtega (ligikaudu 75% : 25%) membraan rakus. Sisemembraani väljasopistuste tõttu on see tavaliselt endovõrgustiku kõrval suurima pindalaga membraan rakkudes, näiteks südamelihaste rakkudes ligikaudu 20 korda suurem võrreldes rakumembraani pindalaga.


    Kokku võttes on elektronide liikumise tee hingamisahelas selline: NADH → NADH-dehüdrogenaas (kompleks I) → ubikinoon → tsütokroom c reduktaas (kompleks III) → tsütokroom c → tsütokroom c oksüdaas (kompleks IV) → molekulaarne hapnik (O2). Ubikinooni võib varustada elektronidega ka kompleks II.


    Erinevates organismirühmades ja ühe liigi erinevates kudedes esineb hingamisahela mitmeid iseärasusi. Mitokondrite sisemembraanis on hulgaliselt teisi valke, mis võivad hingamisahelat varustada elektronidega, näiteks 3-fosfoglütseraadi dehüdrogenaas. Taimedes ja seentes esinevad membraaniseoselised välised ja sisemised NADH dehüdrogenaasid, mis redutseerivad ubikinooni ilma prootonite ekspordita maatriksist.


    4.6.5.6. Prootongradiendi moodustumine läbi mitokondri sisemembraani ja prootonite liikumapaneva jõu tekkimine


    Suhkrute oksüdeerumise ja ATP sünteesi vahelise seose hingamisel tõestas eelmise sajandi neljakümnendatel aastatel Herman M. Kalckar. Järgneval kahekümnel aastal üritati leida selle seose täpsemat mehhanismi, otsides tagajärjetult suure energiaga vaheühendit, mille abil ADP ja Pi seotakse ATP-ks nagu substraatse fosforüülimise korral. Alles 1961. aastal esitas Peter Dennis Mitchell (1920–1992) hoopis teistsuguse ATP sünteesi hüpoteesi keemilis-osmootse teooria kujul, mis leidis katselist kinnitust; teooria autorit autasustati Nobeli preemiaga 1978. aastal. Teooria nimetus on põhjustatud sellest, et ühel ajal toimub keemiline reaktsioon, ATP süntees ja osmoosisarnane prootonite liikumine läbi membraani. Energiaallikaks ATP sünteesil on prootonite kontsentratsiooni erinevus läbi mitokondri sisemembraani, mis tekitab prootonite liikumapaneva jõu ∆p, mida kasutab ATP süntaas. ATP süntaasi struktuur ja katalüüsi mehhanism selgusid tänu Paul Delos Boyeri ja John Ernest Walkeri töödele (Nobeli preemia 1997. aastal).


    Prootonite kontsentratsiooni erinevuse tekkimise kohad on näidatud mitokondrite ETA skeemil (joonis 4.194). Ühe NADH2 molekuli oksüdeerumisel hingamisahelas liigub kümme prootonit ja FADH2 oksüdeerumisel kuus prootonit mitokondri membraanide vaheruumi. Elektronide liikumisega hingamisahelas kaasnev prootonite liikumine maatriksist membraanidevahelisse ruumi tekitab prootonite elektrokeemilise potentsiaali erinevuse mitokondri sisemembraani külgedel. Membraanide vaheruumis on prootoneid rohkem kui maatriksis. Prootonite elektrokeemilise potentsiaali erinevus sõltub pH erinevusest mitokondri sisemembraani külgedel ja membraanipotentsiaalist valemi järgi


    ΔH+ = zF• Ψ – 2,3RT•ΔpH (kJ/mol)


    (4.6-8)


    Valemis 4.6-8) ΔpH = pHP – pHM, kus P ja M allindeksites tähistavad membraani plusslaenguga (membraanide vaheruumi poolne) ja miinuslaenguga (maatriksipoolne) külge; R – gaasikonstant 8,315 J/kraad mol; T – temperatuur Kelvini kraadides; F – Faraday konstant (96,5 kJ/Vmol); Ψ – membraanipotentsiaal (V), z on prootoni laeng (+1).


    ΔH+ väärtus näitab, kui palju energiat on vaja või vabaneb konkreetsetes tingimustes ühe mooli prootonite transpordil sõltuvalt liikumise suunast. Prootonite liikumisel suurema prootonikontsentratsiooniga ([H+]) vaheruumist väiksema prootonikontsentratsiooniga ([H+]) ja negatiivse laenguga maatriksisse vabaneb energia, ΔG on negatiivne.


    Prootonite elektrokeemilise potentsiaali erinevus tekitab prootonite liikumapaneva jõu ∆p (ingl proton motive force, pmf). ∆p on sisuliselt sama mis prootonite elektrokeemilise potentsiaali erinevus, aga avaldatakse pingeühikutes, jagades ΔH+ Faraday konstandiga.


    Δp = ΔH+/zF = Ψ – 2,3 RT/zF (pHP –pHM) = Ψ – 59 ΔpH (mV)


    (4.6-9)


    Mitokondrites on membraanipotentsiaal tugevalt negatiivne, keskmiselt –175 mV. pH on maatriksis on ligikaudu 7,8, membraanide vaheruumis 7,2 ja ΔpH 0,5–0,6. Seega on ∆p ligikaudu 185 mV (ΔH+ 17,9 kJ/mol). Enamikus ATP sünteesiga seotud membraanides Δp on leitud vahemikus 120–220 mV ja ΔH+ 11,6–19,3 kJ/mol.


    Et ATP süntees toimub prootonite kontsentratsiooni erinevuse arvel kahel pool mitokondri sisemembraani, näitab ATP sünteesi puudumine pH erinevuse puudumisel. Kui mitokondri sisemembraani terviklikkus rikkuda näiteks detergentidega või ionofooridega, mis on lipiidides lahustuvad nõrgad happed ja kaotavad prootonite gradiendi kahel pool membraani, siis ATP sünteesi ei toimu, kuigi püruvaat oksüdeerub ja O2 neeldub. Sageli kasutatav klassikaline ionofoor, mis kaotab seose elektronide transpordi ja Δp vahel, on näiteks 2,4-dinitrofenool (DNF). Kui tekitada kunstlik pH gradient, hoides mitokondrite suspensiooni pH 7,5 juures, seejärel kiiresti mitokondrid sadestada tsentrifuugimisel ja viia segusse, mille pH on 6,5, siis toimub ATP süntees ka ilma elektronide liikumiseta mitokondrite ETA-s.


    Prootonite elektrokeemilise potentsiaali erinevuse ΔH+ tekkimiseks vajalik energia saadakse elektronide liikumisel mitokondri ETA-s toimuvatest redoksreaktsioonidest. Redokspotentsiaali muutusest hingamisahelas saadav energia peab olema natuke suurem võrreldes tekkiva prootonite liikumapaneva jõuga, mis omakorda peab olema suurem kui ATP sünteesiks vajalik energia hulk.


    ΔE ≥ n’Δp ≥ ΔGATP


    (4.6-10)


    Valemis 4.6-10 on ΔE redokspotentsiaalide vahe, Δp on prootonite liikumapanev jõud, n’ on membraanide vaheruumi liikuvate prootonite arv, ΔGATP on vaba energia muut ATP sünteesil.


    Redokspaari (näiteks NAD+/NADH) redokspotentsiaal reaalsetes tingimustes on erinev standardtingimustes kehtivast redokspotentsiaalist ning sõltuvalt oksüdeerunud ja redutseerunud vormide kontsentratsioonide suhtest valemi järgi


    E = E0’ + RT/nF•ln ([Oks]/[Red])


    (4.6-11)


    Valemis 4.6-11 on E redokspaari redokspotentsiaal; E0’ on standard redokspotentsiaal; R – gaasikonstant 8,315 J/kraad mol; T – temperatuur Kelvini kraadides; F – Faraday konstant (96,5 kJ/Vmol); n on liikuvate elektronide arv; [Oks] on oksüdeerunud vormi kontsentratsioon; [Red] on redutseerunud vormi kontsentratsioon.


    Kirjanduse andmete alusel reaalsetes rakkudes esinevate hingamisahela redokspaaride oksüdeerunud ja redutseerunud vormide suhte korral imetajate maksa ja neerude rakkudes piisab kompleksides I ja III nelja prootoni, kompleksis IV kahe prootoni transpordiks membraanide vaheruumi, kui ETA-s liiguvad kaks elektroni.


    4.6.5.7. Oksüdatiivne fosforüülimine ja ATP süntees


    Elektronide liikumisel tekkinud prootonite kontsentratsiooni erinevust kahel pool mitokondri sisemembraani kasutab ATP süntaas ATP sünteesiks. Rahvusvahelise Biokeemia ja Molekulaarbioloogia Ühingu (ingl IUBMB) ensüümide nomenklatuuri alusel on soovitatav nimetus ATP fosfohüdrolaas. Sageli kasutatavad nimetused on ka F-tüüpi H+-ATPaas ja F1F0-ATPaas. Tähis F on pärit terminist „fosforüüliv faktor“. ATP süntaas on ürgse päritoluga, seda tõestab tema struktuuri ja katalüüsi sarnasus bakterites, mitokondrites ja kloroplastides.


    ATP süntaas koosneb kahest valguliste alaühikute kompleksist summaarse molekulmassiga umbes 600 kDa. Oligomütsiiniga inhibeeritav, prootoneid läbilaskev F0-kompleks paikneb membraanis, alaindeks pärineb oligomütsiini esimesest tähest. Katalüütiline F1-kompleks paikneb membraani maatriksipoolsel küljel. Lihtsaima struktuuriga on bakterite ATP süntaas, mis koosneb kaheksast erinevast alaühiku tüübist, neist 5 (α, β, γ, δ, ε) moodustavad F1-kompleksi. F0 sisaldab a, b ja c alaühikuid (joonis 4.196).
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    Joonis 4.196. ATP süntaasi struktuur ja prootonite liikumine. ATP süntaas koosneb mitokondri sisemembraanis paiknevast prootoneid transportivast F0-alakompleksist ja ATP-d sünteesivast maatriksis paiknevast F1-alakompleksist. Prootonite liikumine paneb membraanis asetseva c-alaühikute ringi pöörlema, mis seotuse tõttu γ-alaühikuga muudab kolme katalüütilise β-alaühiku konformatsiooni ning tagab ATP sünteesi. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 2008 ja Alberts, B. et al., 2015 järgi.


    F1-alakompleksis paiknevad kolm α- ja kolm β-alaühikut ringina ümber pulgakujulise γ-alaühiku, mis ulatub F0-osa c-subühikute rõngasse. ε-alaühik seob c-alaühikute rõnga γ-alaühikuga. δ-alaühik paikneb F1-kompleksi pinnal mütsikesena ja on seotud F0-kompleksi a-alaühikuga b-alaühiku vahendusel. Kompleksi δ-, a- ja b-alaühikutest nimetatakse ka staatoriks, sest see kompleks ei pöörle. Prootonid ei läbi korraga tervet membraani, vaid ainult poole membraanist kuni H+ siduva kohani (glutamaat või aspartaat) c-subühiku keskel ja seetõttu kasutatakse terminit „poolkanal“. Esinevad membraanide vaheruumipoolsed ja maatriksipoolsed poolkanalid, mis paiknevad c-alaühikute rõnga ja a-alaühiku vahel. Liikumiseks on oluline c-alaühiku transmembraanses α-heeliksis paiknev happeline jääk (enamasti Glu) ja a-alaühiku arginiin. Neid aminohappeid kodeerivate DNA piirkondade muteerumisel prootonite translokatsiooni kaudu ATP süntaasi ei toimu. Arvatakse, et Glu karboksüülrühm kaotab prootoni ainult a-alaühikuga kokkupuutuvas piirkonnas, sest negatiivse laengu ilmumine lipiidsesse kaksikkihti on energeetiliselt ebasoodne. Seejärel sisenevad prootonid vaheruumipoolsesse poolkanalisse, seostuvad protoneerumata negatiivse laenguga Glu-jäägi karboksüülrühmaga, mis muutub elektriliselt neutraalseks ja võib siseneda lipiidsesse kaksikkihti. Kui see on toimunud, siis teise c-alaühiku Glu-jääk omandab prootoni, liigub a-alaühiku pinnale ja kaotab prootoni. c-alaühiku laengu vahelduv muutus ja seos a-alaühikuga tagab c-subühikute ringi pöörlemise. Seostunud prooton läbib kogu c-subühikute ringi. Rootor (c-alaühikute ring koos F1-alakompleksiga) pöörleb staatori suhtes kellaosutile vastupidises suunas. Eeldatakse, et lõpuks tõrjub prootoni välja a-alaühiku positiivse laenguga arginiinijääk ja prooton väljub lipiidkihist teise poolkanali kaudu maatriksisse. Mitokondrite ATP süntaas on samasuguse struktuuriga, aga keerulisema ehitusega ning koosneb 17-st erinevat tüüpi alaühikust, millest osa on unikaalsed, ainult mitokondrites esinevad. Põhiline erinevus mitokondrite ja kloroplastide ATP süntaasi vahel on c-alaühikute arv. Imetajates on kaheksa, arhedes kuni 13, taimedes kuni 15 c-alaühikut. Katalüütilise F1-kompleksi ühe täisringi kohta sünteesitakse kolm ATP molekuli (joonis 4.196). ATP süntaasi pöörlemise UV-mikroskoobis nähtavaks muutmine on võimaldanud mõõta pöörlemise kiirust, mis võib olla kuni 130 pööret sekundis. Kui igal täisringil moodustub kolm ATP molekuli, siis sekundis annab see kuni 400 ATP molekuli. Rakus eeldatakse siiski väiksemat ATP sünteesi kiirust.


    Kuidas on c-alaühikute ringi pöörlemine seotud ATP sünteesiga? Pöörlemine kandub üle c-subühikute ringiga seotud γ- ja ε-alaühikutele. Ebasümmeetrilise γ-alaühiku keerlemine põhjustab α3β3 heksameeri konformatsiooni muutumist. α-alaühik on allosteeriline, ATP sünteesi katalüüsib β-alaühik. Katalüütiline nukleotiidi siduv tsentrum tekib α- ja β-alaühikute kokkupuutekohal. Igas β-alaühikus esineb kolm katalüütilise tsentrumi vormi: 1) avatud seisund A (ingl open, O), mis seob ADP ja Pi väga nõrgalt ja millest hiljem moodustuv ATP vabaneb; 2) lõdvalt siduv L seisund (ingl low), mis seob ADP ja Pi pisut tugevamalt; 3) tugevalt siduv T seisund (ingl tight), mis seob ADP ja Pi nii tugevalt, et moodustub ATP, mis samuti seotakse tugevalt. Paul D. Boyeri mudeli järgi läbib iga β-alaühiku katalüütiline tsentrum järjestikku kõik kolm konformatsiooni sõltuvalt γ-alaühiku pöörlemisest. Kui alustada tsüklit γ-alaühiku 120º pöördumisele järgneva β-alaühiku üleminekuga T-konformatsioonist A-konformatsiooni, siis vabaneb ATP ja selle asemel seotakse ADP ja Pi. Järgneval kahel 120º pöördumisel toimub sama ja ATP süntaasi katalüütilise alakompleksi F1 täisringi kohta vabaneb kolm ATP molekuli, sest ensüümil on kolm katalüütilist β-alaühikut.


    ATP süntaas võib toimida ka pöördsuunaliselt kui ATP hüdrolüüsi energia arvel tegutsev prootonpump. Bakterites võib c-alaühikute ring perioodiliselt muuta pöörlemissuunda, tagades ATP sünteesi aeroobsetes tingimustes ja ATP hüdrolüüsi anaeroobsetes tingimustes prootonite kontsentratsiooni erinevuse hoidmiseks, ATP süntaas võib anda energiat ka anaeroobsetes tingimustes. Sellisel juhul on bakterites elektronide aktseptorid näiteks nitraat/nitrit või sulfaat/sulfit redokspaarid ja kujuneb spetsiifiline ETA. [H+] gradienti membraanis võib kasutada viburite liikumiseks või toitainete transpordiks rakku. Aluselises keskkonnas elavatel bakteritel võivad prootoneid asendada Na+ ioonid ja tekib Na+ liikumapanev jõud. V-tüüpi H+-ATPaas, mis muudab organellide (lüsosoomid, vakuoolid) pH happeliseks, on struktuurilt sarnane F1F0 ATP süntaasiga, kuid funktsioneerib pöördsuunas.


    Kui palju prootoneid peab ATP süntaasi läbima ühe ATP molekuli sünteesiks? Esialgsed katsed mitokondritega näitasid, et H+/ATP suhe on kolm. Taimedes saadud viimase aastakümne tulemuste alusel peab kloroplastides ühe molekuli ATP moodustumiseks F0F1-kompleksi läbima neli prootonit. Füsioloogilistes tingimustes on Δp 120–220 mV, ΔH+ vastavalt 11,6–19,3 kJ/mol, mis eeldabki kolme prootoni transporti, sest energiakogus ATP sünteesiks on umbes 50 kJ/mol. Erinev c-alaühikute arv näitab, kui efektiivselt kasutatakse prootoneid ATP sünteesiks. Kaheksa c-alaühikut sisaldav F0-kompleks (näiteks veises), vajab ühe ATP sünteesiks vähem kui kolme prootonit, 15 c-alaühikuga kompleks viit prootonit. Taimedes fotosünteesi elektronide transportahelas sõltub Δp väärtus peamiselt prootonite kontsentratsiooni erinevusest tülakoidi luumeni ja strooma vahel. Prootoneid on luumenis palju ja nende eksportimiseks on otstarbekas, kui ATP süntaas vajab ühe ATP molekuli sünteesiks rohkem prootoneid. Loomade mitokondrites on otstarbekas väiksem c-alaühikute arv.


    Ühe glükoosimolekuli oksüdeerumine glükolüüsis ja tsitraaditsüklis annab kokku kümme NADH ja kaks FADH2 molekuli (tabel 4.5), summaarselt 2548 kJ/mol (valemid 4.6-6 ja 4.6-7). Seega, glükoosi molekuli sidemetes olevast energiast oksüdeerumisel CO2 ja veeni (2860 kJ/mol) umbes 90% konserveerub NADH ja FADH2 molekulides.


    Glükoosi oksüdeerumisel mitokondritest eksporditud 112 prootoni (100 vabanenud kümne NADH molekuli ja 12 vabanenud kahe FADH2 oksüdeerumisel hingamisahelas) tagasiliikumisel maatriksisse läbi ATP süntaasi saaks moodustuda 28 ATP-d (112/4). Kui liita substraatsel fosforüülimisel glükolüüsis moodustunud 2ATP-d ja sidrunhappe tsüklis tekkinud 2GTP-d, siis kokku on see 32 ATP/GTP molekuli. Glükoosimolekuli oksüdeerumisel hingamisahelas tekib palju rohkem ATP-d kui glükoosi metaboliseerumisel glükolüüsis, mis annab ainult kaks ATP ja kaks NADH molekuli. Eeldatakse, et aeroobse keskkonna tekkimine ja e‾ transport hapnikule suure energiakoguse vabanemisega olid tegurid, mis võimaldasid tekkida hulkraksetel organismidel maakeral.


    Oluline on märkida, et mitokondritest eksporditud prootonite arv võib olla väiksem kui ülal esitatud arvutuses. Prootonid võivad kombineeruda Pi/OH‾ antiporterite eksporditud OH‾ ioonidega, andes vee, mis jätab vähem prootoneid ATP sünteesiks. Ligikaudu igast eksporditud viiest prootonist neli kasutatakse ATP sünteesiks ja üks reageerib OH‾ iooniga. Teatud ained, mida nimetatakse lahutajateks (ingl uncouplers) kaotavad prootonite gradiendi, muutes sisemembraani prootonite suhtes läbitavaks. Sellistes tingimustes oksüdeerub NADH ja redutseerub hapnik suure kiirusega, aga ATP-d ei sünteesita. Klassikaline lahutajana kasutatav keemiline ühend on 2,4 dinitrofenool (DNF), mis lahustub lipiidides ja transpordib prootoneid kahe membraanikülje vahel. Organismides esinevad ka koespetsiifiliselt ekspresseeruvad lahutavad valgud. Termogeniin (ingl uncoupler protein 1, UCP1) ekspresseerub pruunis rasvkoes, mida on palju vastsündinutel ja talveunes loomadel. Lahutajad takistavad hingamiskontrolli toimumist (hingamise pärssimine ADP puudusel). Ka teatud ainevahetushaiguste korral (kilpnäärme hormoonide üleproduktsioon) toimub elektronide transpordi ja oksüdeeriva fosforüülimise lahutamine. Sellisel juhul hajub elektronide ülekandel vabanev energia soojusena, mis võimaldab kehatemperatuuri hoida, haiguslikel juhtudel põhjustab püsiva palaviku tekkimist. ATP sünteesi vähenemise põhjus võib olla ka ATP süntaasi aktiivsuse vähenemine. Esineb ka passiivne prootonite leke, mis on seda suurem, mida suurem on Δp. Bakterite ja taimede hingamisahelas esinevad alternatiivsed oksüdaasid, mis võimaldavad elektronide liikumist hapnikule ilma prootonite transpordita membraanide vaheruumi ja energia hajumist soojusena.


    ATP süntaasi pärsivad paljud ühendid. Oligomütsiin seostub c-alaühikute ringi ja a-alaühiku vahele ning takistab prootonite liikumist läbi F0-alakompleksi ning ATP sünteesi loomades, aga mitte taimedes ja enamikus bakterites. Ditsükloheksüülkarbodiimiid (DCCD) seostub kovalentselt c-alaühiku konserveerunud aminohapete karboksüülrühmaga ja takistab c-alaühikute ringi pöörlemist nii bakterites, mitokondrites kui ka kloroplastides. ATP süntaasi katalüütilise aktiivsust pärsib ka tentoksiin seenest Alternaria sp, samuti asiid (N3‾).


    Tuntud on ATP süntaasi struktuursed iseärasused, mis muudavad ATP sünteesi efektiivsemaks. ATP süntaas paikneb mitokondri sisemembraani harjakestel dimeeride ridadena. Arvatakse, et seetõttu võib tekkida sisemembraani harjakestes paiknevas membraanide vaheruumis prootonite gradient kuni 2 pH ühikut (tavaliselt arvutustes kasutatava 0,5–0,6 asemel) kiire prootonite liikumise tõttu kuni harjakese tipus paiknevate ATP süntaasi dimeerideni (joonis 4.197), mis põhjustab ΔH+ suurenemist.
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    Joonis 4.197. ATP süntaasi paiknemine dimeeride ridadena mitokondri sisemembraani väljasopistuste tippudel. A. Hingamisahela komponendid (helesinised kuni rohelised ruudud) transpordivad prootoneid (punased ringid) mitokondri membraanidevahelisse ruumi. Prootonid saavad väljuda maatriksisse läbi ATP süntaasi F0-kompleksi (kollane). Punased nooled näitavad prootonite liikumise suunda. Oletatakse, et ATP süntaasi paiknemine dimeeride ridadena sisemembraanide harjadel suurendab prootonite gradienti ja tagab efektiivsema ATP sünteesi. B. Elektronmikroskoobis saadud fotol on rohevetika Polytomella ATP süntaas. Joone pikkus 10 nm. Foto: Chaban, Y., 2014.


    ATP sünteesi limiteerivateks loetakse tsütokroom c oksüdaasi ja ATP süntaasi aktiivsust, samuti ATP/ADP kandjavalkude aktiivsust, mis transpordivad tekkinud ATP tsütosooli ja ADP tsütosoolist mitokondritesse (joonis 4.193). Nende transpordivalkude inhibeerimine vähendab ATP sünteesi. On selgunud, et regulatsioon toimub koespetsiifiliselt. Lihastes ja südames on kõige olulisem ETA kiirus, ajus, maksas, neerudes ATP süntaasi aktiivsus ja ATP/ADP kandjate hulk ning aktiivsus. On loodud ATP süntaasi regulatsioonimudelid, milles arvestatakse termodünaamiliste jõududega – nagu redoksreaktsioonide vaba energia muutus ja prootonite liikumapanev jõud –, aga ka teatud metaboliitidega, nagu näiteks kreatiin (ingl creatine). Kreatiin on lämmastikku sisaldav orgaaniline hape, mis suurenenud energiatarbimise tingimustes, kui ATP-d ei jätku, võimaldab kreatiinikinaasi katalüüsitavas reaktsioonis kiiresti kanda üle fosfaatjääki fosfokreatiinilt ADP-le ja ATP sünteesi.


    Peale tavalise neljast valgukompleksist koosneva hingamisahela on paljudes aeroobsetes organismides olemas elektronide transpordiahel, mille viimaseks oksüdaasiks ei ole mitte tsüaniidiga inhibeeritav tsütokroom c oksüdaas, vaid tsüaniidi ja antimütsiin A suhtes resistentne alternatiivne oksüdaas (AO). Alternatiivne oksüdaas esineb peaaegu kõigis organismides, välja arvatud arhed, imetajad, protistid ja teatud seenterühmad; alternatiivse oksüdaasi omadusi ja regulatsiooni on kõige paremini uuritud taimedes. Elektronide liikumise lahknemine tsüaniidresistentsesse AO rajasse toimub ubikinoonide juures. Osa elektrone liigub hapnikule komplekside III ja IV vahendusel, osa alternatiivse oksüdaasi vahendusel (joonis 4.198).
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    Joonis 4.198. Elektronide transportahel taimede mitokondrite sisemembraanis. Taimede ETA-s esinevad täiendavad elektrone transportivad valgud, mis ei toimeta prootonite transporti (joonisel tähistatud rohelisega). Väline rotenoontundetu NAD(P)H saab elektrone tsütosoolis moodustunud NAD(P)H-lt. Rotenoon on kompleksi I inhibiitor, pärssides ubikinooni seostumispiirkonna. Membraanis difundeeruvad ubikinoonid (UK) transpordivad elektrone dehüdrogenaasidelt kompleksile III või alternatiivsele oksüdaasile (AO). Hingamise ja oksüdeeriva fosforüleerumise lahutajavalk transpordib prootoneid läbi membraani ja vähendab prootonite gradienti ja ATP sünteesi. Modifitseeritud Taiz, L., 2015 järgi.


    Alternatiivne oksüdaas katalüüsib hapnikumolekuli redutseerumist nelja elektroni poolt veeks. Ensüümi tuntud inhibiitor on salitsüülhüdroksaamhape. Elektronide transpordiahelas ubikinooni ja alternatiivse oksüdaasi vahel ei toimu prootonite liikumist läbi membraani ja oksüdeerumise energia vabaneb soojusena. Toimuv energeetiline n-ö raiskamine arvatakse olevat oluline elektronide transpordi ja ATP sünteesi omavahelise regulatsiooni ühe võimalusena. Alternatiivse oksüdaasi molekul on dimeer, mille monomeerid on seotud –SH-rühmade vahendusel ning kompleksi aktiivsus sõltub disulfiidsideme (-S–S-) ja ubikinooni redutseeritusest. Kui hingamise intensiivsus on suurem kui raku ATP vajadus ja [ADP] väike, siis hingamisahela komponentide redutseerituse aste on suur ja aktiveerub alternatiivne oksüdaas. See on oluline ka hingamisahela üleredutseerumise ja hapniku aktiivühendite tekkimise vältimiseks.


    Samuti on teada alternatiivse oksüdaasi tähtsus soojust eraldavate (ingl thermogenic) õite tolmeldamisel. Õisiku teatud osades suureneb alternatiivse oksüdaasi ja lahutavate valkude geenide ekspresseerumine. Tulemuseks on selle õieosa temperatuuri tõus kuni 35ºC võrra õhutemperatuurist kõrgemaks (joonis 4.199).
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    Joonis 4.199. Termokaameraga pildistatud Philodendron selloum’i õisik. Numbrid näitavad temperatuuri Celsiuse kraadides. Võhaliste õitele omase tõlviku nägemiseks on osaliselt eemaldatud õisikut tupena ümbritsev kandeleht. Isasõite temperatuur on 35–45ºC kõrgem kui õhutemperatuur, mis põhjustab tolmeldavaid putukaid juurdemeelitavate ühendite lendumist õisikust. Emasõite temperatuur ei ole suurenenud. Foto: Seymour, R.S., 2005.


    Hingamise intensiivsus kõrge temperatuuriga piirkondades on kuni 900 nmol CO2/s g, mis on võrreldav loomsete organismide kõige intensiivsemalt hingavate kudedega. Teatud ained (terpeenid, amiinid, indoolid) lenduvad sellisel temperatuuril ja meelitavad juurde tolmeldavaid putukaid.


    Taimede mitokondrite maatriksipoolsel küljel paiknev rotenoonitundlik NADH dehüdrogenaas arvatakse olevat oluline NADH retsükliseerimisel NAD+-ks, et hoida elektronide liikumise võimalust ja hingamisahela aktiivsust. Tsütosoolis paiknevad NAD(P)H dehüdrogenaasid saavad võtta elektrone tsütosoolis tekkinud NAD(P)H-lt ja toimetada need hingamisahelasse otse, kasutamata näiteks loomades esinevat malaadisüstikut (joonis 4.199).


    Elektronide transpordiahelas esinevad täiendavad valgud annavad taimedele suurema paindlikkuse mitokondrite energiavahetuse reguleerimisel, mis on oluline kohastumiseks taimede pidevalt muutuva kasvukeskkonnaga.

  


  
    4.7. Kloroplast ja teised plastiidid taimedes


    EVI PADU


    Plastiidid on taimedes ja vetikates esinev organellide rühm, mille erinevatel esindajatel on väga spetsiifiline struktuur, koostis ja ülesanded rakus (joonis 4.200). Kloroplastides toimub fotosüntees, amüloplastides säilitatakse varuaineid, kromoplastides karotinoide, paljudes plastiiditüüpides toimub klorofüllide, karotinoidide, puriinide, pürimidiinide, aminohapete, rasvhapete, taimehormoonide (ABA, giberelliinid) ja teiste terpenoidsete ühendite süntees nitritite ja sulfaatide redutseerimine lämmastiku ja väävli orgaanilistesse ühenditesse lülitamiseks. Plastiididel on taimede arenedes ja välistingimuste muutudes imepärane võime üksteiseks üle minna, näiteks kloroplastidest kromoplastideks, kui viljad valmivad.
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    Joonis 4.200. Plastiidide tüübid ja vastastikused üleminekud taimedes. Pidevad jooned tähistavad tavalisi üleminekuid kloroplasti arengus, katkendjooned näitavad ainult teatud keskkonnatingimustes toimuvaid üleminekuid.


    Endosümbioosi hüpoteesi alusel tekkisid plastiidid tsüanobakterite sarnaste prokarüootide sisenemisel mitokondreid sisaldavasse heterotroofsesse rakku rohkem kui miljard aastat tagasi. Sellist kloroplastide päritolu oletas esimesena vene bioloog Konstantin Mereschkowski 1905. aastal. Plastiidide sarnasus tsüanobakteritega on säilunud senini. Endosümbioosi teel tekkinud organellidele tüüpiliselt on plastiidid ümbritsetud vähemalt kahekordse membraaniga. Plastiididel on oma DNA, mistõttu taime ja vetikarakud peavad toime tulema tuumas, mitokondrites ja plastiidides esineva kolme genoomi seostatud regulatsiooniga. Plastiidide DNA on prokarüootidele omaselt rõngas, ei moodusta komplekse histoonidega, esinevad liitgeenid e operonid (ingl operons). Plastiidides on säilunud tsüanobakteritele omane transkriptsiooni ja translatsiooni masinavärk. Enamik plastiidide mRNA-sid sünteesitakse ühte promootorit kasutades polütsistroonsete pre-mRNA-dena, mis lõigatakse hiljem monotsistroonseteks. Plastiidide mRNA 5’-otsas puudub 7-metüülguanosiinmüts (ingl cap) ja 3’-otsas polüA. DNA transkriptsiooni kõrgemates taimedes teostavad kaks RNA polümeraasi: plastiidis kodeeritud RNA polümeraas PEP (ingl plastid-encoded plastid RNA polymerase) ja tuumas kodeeritud RNA polümeraas NEP (ingl nucleus-encoded plastid RNA polymerase) (joonis 4.203). PEP on soolekepikese E. coli RNA polümeraasile sarnase struktuuriga erinevatest subühikutest (2α, β, β’, β’’) koosnev ensüüm. Promootori äratundmiseks ja transkriptsiooni alustamiseks vajalikud PEP σ-subühikud on kodeeritud tuumas. Seega funktsioneeriva RNA polümeraasi moodustavad plastiidides ja tuumas kodeeritud geenide produktid koos. PEP transkribeerib peamiselt fotosünteesiga seotud geene. NEP on ühest subühikust koosnev ensüüm, mis osaleb peamiselt koduhoidjageenide transkriptsioonis. Arvatakse, et kaks polümeraasi seostuvad erinevate promootoritega ja võimaldavad kohastuda muutuvates arengu- ja keskkonnatingimustes. Plastiidide ribosoomid on 70S ribosoomid, säilunud on bakteritele omane tundlikkus antibiootikumidele (klooramfenikool, streptomütsiin, tertratsükliin), valkude süntees algab N-formüülmetioniinist, mitte metioniinist nagu eukarüootidel. Kloroplastides toimuv fotosüntees on põhijoontes identne tsüanobakterites toimuva fotosünteesiga.


    Mitte kõik plastiidid pole tekkinud vahetult primaarse endosümbioosi tagajärjel. Primaarne endosümbioos on fotosünteesiva tsüanobakteri eellase sisenemine vabalt elavasse mitokondreid sisaldavasse heterotroofsesse eukarüooti. Sekundaarne endosümbioos on primaarse endosümbioosi produkti (eukarüoodi) endotsütoos teise vabalt elava eukarüoodi poolt – kolm ühes partnerlus. Sekundaarne endosümbioos arvatakse olevat toimunud vetikate erinevate rühmade tekkimisel vähemalt kaks korda. Vetikate rühm Cryptophyta (neelvetikad) tekkis, kui sekundaarseks endosümbiondiks olid punavetikad (Rhodophyta). Vetikate rühma Chlorarachniophyta tekkimisel olid endosümbiondiks rohevetikad (Chlorophyta). Endosümbioosi protsess on jätnud evolutsioonilise jälje plastiidide membraanidena. Sekundaarsetel plastiididel on neli membraani. Kaks täiendavat membraani on moodustud vetika rakumembraanist koos peremeesraku endosoomi membraaniga. Vetikaraku tuum on nähtav nukleomorfina (taandarenenud tuumana) kahe sisemise membraanikihi ja kahe välimise membraanikihi vahel. Täiendavate peremeesraku membraanide olemasolu tõttu paiknevad plastiidid topoloogiliselt väljaspool rakku ja valkude liikumine nendesse toimub sekretoorse raja ja ER ning Golgi kompleksi vahendusel. Et jõuda tsütosoolist sekundaarsesse kloroplasti, tuleb valkudel läbida välismembraan, nagu toimuks sisenemine väliskeskkonnast.


    Taimeriigi evolutsiooni jooksul on välja kujunenud erinevad plastiiditüübid.


    Proplastiidid on lihtsaima ehitusega plastiidid, mis pärandatakse järglastele ja on arengus teiste plastiiditüüpide eellased (joonis 4.201 A).


    .
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    Joonis 4.201. Erinevate plastiiditüüpide TEM fotod. A. Proplastiid (vasakul) ja mitokonder (paremal) aedoa (Phaseolus vulgaris) juurerakus. Organellide ribosoomid (tähistatud väikeste nooltega) on väiksemad kui tsütosoolis paiknevad ribosoomid (tähistatud suurte nooltega). Elektrontihedad osakesed on lipiidide tilgad, suur ümar moodustis etioplasti keskel on valkude kogumik. B. Valge ristiku (Trifolium repens) juurekübara rakkude amüloplastis on näha hulgaliselt tärkliseterasid (T). Amüloplastid on ka raskusjõudu tajuvad statoliidid. C. Leukoplastid (L) piparmündi (Mentha piperita) trihhoomides. Elektrontihedad piirkonnad on lipiidide tilgad. Näha on organelli sisemiste membraanide puudumine ja siledapinnalise ER (SER) tsisternid leukoplaste ümbritsevas tsütosoolis. D. Foto poolduvast etioplastist aedoa etioleeritud idandi lehes. Mõlemas moodustuvas plastiidis on näha prolamellaarkeha. E. Koralltomati (Solanum pseudocapsicum L) viljas paiknev kromoplast. Elektrontihedad piirkonnad sisaldavad karotinoide. F. Kloroplast maisi (Zea mays) lehe mesofüllirakus. Tähistatud on stroomatülakoid (ST) ja graanitülakoidide (GT) pakk. Elektrontihedad terad on lipiide sisaldavad plastogloobulid. Foto: Buchanan, B. B. et al., 2000.


    Väikesed (keskmise diameetriga 0,2–1,0 µm) pigmenteerumata proplastiidid esinevad peamiselt meristemaatilistes rakkudes. Rakus võib neid olla keskmiselt kuni 20. Proplastiidide membraanide süsteem sisaldab erinevalt kõigist teistest plastiididest vähe sisemembraani sissesopistusi. Proplastiidid sisaldavad ka vähe ribosoome ja DNA molekule.


    Amüloplastid on tärkliseteri sisaldavad värvitud plastiidid. Tärklise olemasolu on andnud sellele plastiiditüübile nime. Amüloplastid esinevad vartes, juurtes, risoomides, mugulates säilituskudedes. Rakkudes võib amülopaste olla rohkelt (joonis 4.201 B). Peale säilitusainete talletamise võivad amüloplastid olla raskusjõudu tajuvateks statoliitideks, sest nende erikaal on ühest suurem, võimaldades juurtel positiivset ja vartel negatiivset gravitropismi.


    Leukoplastid on monoterpeenide sünteesis osalevad värvitud proplastiidide sarnased plastiidid, mis esinevad lehtede, varte ja õieosade rakkudes. Leukoplastid sisaldavad sageli plastogloobuleid – lipiidide tilgakesi – ja on ümbritsetud ER membraanidega, kus samuti sünteesitakse lipiide (joonis 4.201 C).


    Etioplastid on proplastiidide kloroplastideks diferentseerumise vahevorm (joonis 4.200). Arengu peatumise põhjus on valgusest sõltuvate biosünteesiradade inaktiivsus valguse puudusel. Etioplastid esinevad seetõttu pimedas kasvavate taimede lehtedes, neis puudub klorofüll, kuid esineb klorofülli värvitu eellane protoklorofülliid. Etioplastide sisemembraani sissesopistumisel moodustuvad kloroplastide tülakoididega võrreldes teistsugused struktuurid. Esineb prolamellaarkeha, mis on kloroplastile omaste tülakoidimembraanides esinevate lipiidide omapärase kujuga säilitusvorm – kolmemõõtmeliselt harunev torude süsteem (joonis 4.201 D). Valguse olemasolul protoklorofülliidist tekib klorofüll, toimub tülakoidide membraanide valkude süntees ja membraanid formeeruvad ümber kloroplastide tülakoidide membraanideks klorofüll-valk komplekside tekkimise tõttu.


    Kromoplastid on õites (tulikad, peiulilled), viljades (apelsin, tomat), juurtes (porgand) esinevad punase või kollase värvusega karotinoide sisaldavad plastiidid. Pigmendid on kromoplastides teradena või kristallidena. Kromoplastid võivad tekkida proplastiididest, samuti diferentseeruda kloroplastidest nagu näiteks tomati viljade valmimisel. Iseloomulik on karotinoidide biosünteesiraja ensüümide ekspresseerumine nendes plastiidides (joonis 4.201 E).


    Proplastiididest või etioplastidest moodustuvad kloroplastid on fotosünteesi toimumise koht.


    4.7.1. Kloroplastide ehitus


    


    Kloroplastid organellidena said nime Saksa botaanikult Eduard Adolf Strasburgerilt 1887. aastal. Taimedes on kloroplastid kerakujulised või ovaalsed, nende diameeter on 3–8 µm; vetikates ja sammaldes aga varieeruva vormiga (lindikujulised, tähekujulised jne). Kõrgemate taimede rakkudes võib olla mitukümmend kuni paarsada kloroplasti, vetikate rakkudes sageli ainult üks. Kloroplastide ehitus kõrgemates taimedes on võrreldes teiste plastiiditüüpide ja mitokondritega palju struktureeritum (joonis 4.201 F). Kloroplaste ümbritseb välis- ja sisemembraanist (ingl outer chloroplast envelope, inner chloroplast envelope) koosnev kate e ümbris, mille sisse jäävat ruumi nimetatakse stroomaks. Kloroplasti ümbritsevad membraanid kontrollivad ainete vahetust kloroplasti ja tsütosooli vahel. Kloroplastide välismembraanis paikneb valk poriin, mis moodustab vett, ioone ja metaboliite läbilaskvaid poore. Poore on võimelised läbima kuni 10 kDa suureused ühendid. Seetõttu on välismembraan enamiku ainete suhtes hästi läbitav. Sisemembraan laseb läbi dissotsieerumata monokarboksüülhappeid ja väikesi laenguta molekule, kuid enamik metaboliite läbib sisemembraani ainult transportvalkude abil. Stroomas paiknevad sisemise membraani sissesopistumisel moodustunud lamedapinnalised kotikesed, mida nimetatakse tülakoidideks (kr thylakos). Tülakoidide membraan on kolmas membraanitüüp kloroplastides, mis on tekkinud juba tsüanobakterites, aga pole seal veel diferentseerunud graani- ja stroomatülakoidideks. Üksteise peal paiknedes moodustavad tülakoidid pakke, mida nimetatakse graanideks (lad granum) ja nendes paiknevaid kotikesi graanitülakoidideks. Graanis võib tülakoide olla kuni 100, graanide hulk taimede kloroplastis on 40–60. Tülakoidide siseruum, luumen, moodustab ühes kloroplastis terviku, sest graanitülakoide ühendavad nende vahel hõredalt paiknevad stroomatülakoidid e lamellid (joonis 4.202).
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    Joonis 4.202. Graani- ja stroomatülakoidid kloroplastis. A. Skeemil on näha kaks graanitülakoidide virna ja neid ühendavad stroomatülakoidid (võrdle joonisega 4.201 F). B. Strooma- ja graanitülakoidide membraanid on erineva valgulise koostisega. ATP süntaas ja fotosüsteem I (FSI) paiknevad stroomatülakoidides ja graanitülakoidide stroomale eksponeeritud otstes. Fotosüsteem II (FS II) paikneb graanitülakoidides, tsütokroom b6f kompleks esineb kõikides membraanides ühtlaselt. Modifitseeritud Buchanan, B. B. et al., 2010 järgi.


    Tülakoidide membraanides on umbes 70% valke ja 30% lipiide. Strooma ja graanitülakoidide membraanide valguline koostis erineb. Stroomatülakoidides paikneb fotosüsteem I, graanitülakoidides fotosüsteem II. ATP süntaas paikneb stroomatülakoidides ja graanitülakoidide otstes. Tülakoidide membraanide lipiidide koostis on unikaalne ja erineb plastiidiväliste membraanide koostisest – vähe esineb fosfolipiide ja palju galaktolipiide. Arvatakse, et seda võis põhjustada tsüanobakterite elutsemine vähe fosforit sisaldavas veekeskkonnas. Tülakoidide membraanidel moodustub peamiselt strooma ja luumeni pH erinevusel põhinev prootonite liikumapanev jõud (Δp), mida kasutatakse ATP sünteesiks nagu mitokondrites. Fotosünteesi toimumisel on pH stroomas ligikaudu 8, luumenis 5,5 ja membraanidevahelises ruumis 7,4. Kloroplastide välis- ja sisemembraanis Δp ei teki.


    Kloroplastide DNA sisaldus avastati 1962. aastal. Kloroplastide genoomi tähistatakse lühendatult cpDNA või ctDNA (ingl chloroplast DNA). Kasutatakse ka terminit „plastoom“, kui räägitakse erinevate plastiiditüüpide DNA-st. Enamiku kõrgemate taimede kloroplastide stroomas paiknev genoom on rõngakujuline, kuid võib olla ka lineaarne ja harunev. Taimede mesofülli rakud võivad kloroplastis sisaldada rohkem kui 100 DNA molekuli. Kloroplastide arv rakus võib olla 100 ja seega rakus keskmiselt 10000 genoomi koopiat (tabel 4.6). Suur DNA molekulide arv ühes kloroplastis on oletatavasti tingitud vajadusest suure hulga kloroplastis kodeeritud fotosünteesi valkude järele. DNA molekulide arv sõltub ka taime arengustaadiumist. On teada, et pärast esimese pärislehe teket harilikus müürloogas suureneb genoomide hulk plastiidis 40-lt – mis on iseloomulik kolmandal päeval pärast seemnete külvamist mulda – kuni 600-ni seitsmendaks idanemise päevaks. Samuti mõjutavad DNA koopiate arvu keskkonnatingimused. Rohevetika Chlamydomonas plastiidide replikatsioon sõltub näiteks rakkude redoksseisundist.


    Tabel 4.6. Kloroplastide ja DNA molekulide arv rakus. Alberts, B. et al., 6th ed., 2015 järgi.
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    Organellides esinev DNA põhjustab tuumavälist e tsütoplasmaatilist pärilikkust (ingl cytoplasmic inheritance). 1909. aastal leidis Saksa botaanik Carl Franz Joseph Erich Correns, et teatud tunnuste pärandumine taimedes ei vasta Mendeli pärandumisseadustele. Erinevalt Mendeli tunnuste kvantitatiivsest kindlas proportsioonis jagunemisest järeltulevates põlvkondades pärandatakse kloroplastides paiknevad geenid enamasti emaliinis ilma tunnuste lahknemiseta. Tsütoplasmaatiline pärilikkus on hästi jälgitav variegeeritud (rohelise-valgetriibuliste või -täpiliste) lehtedega taimedes. Rohelistes piirkondades esinevad normaalsed kloroplastid, valgete piirkondade vigastes kloroplastides ei toimu klorofülli sünteesi. Valgete lehtedega oksal moodustunud õite roheliste lehtedega taimel moodustunud õite õietolmuga tolmeldamisel tekivad 100% valgete lehtedega taimed. Ja vastupidi, rohelisel oksal moodustunud õite tolmeldamisel valgete lehtedega taime õietolmuga tekivad 100% roheliste lehtedega taimed. Põhjuseks on klorofülli sünteesi geenide paiknemine emaliinis päranduvate kloroplastide genoomis e emapärilikkus (ingl maternal inheritance), mis on ühevanemalik pärilikkus. Ühevanemalikul tunnuse pärandumisel ilmneb kõikidel järglastel vaid ühe vanema tunnus. Ligikaudu 2/3 taimede tolmuterades kloroplastid puuduvad. Emaliinis pärandumine ilma geenide vooluta tolmuterade kaudu tekitab geenitehnoloogilisi võimalusi. Kloroplastide genoomi võõrgeenide sisestamise abil on tagatud taimede resistentsus herbitsiidide, putukate, haiguste ja põua suhtes ning bioloogiliste preparaatide, näiteks vaktsiinide, tootmine. Teatud taimedes, näiteks vöötpelargoonis (Pelargonium zonale), esinevad kloroplastid ka tolmuterades. Sellistes taimedes päranduvad kloroplastid mõlemalt vanemalt ja esineb kahevanemalik segapärilikkus (ingl biparental inheritance) ning roheliste ja valgete taimede ristamisel tekivad järglastena nii rohelised, valged kui ka kirjude lehtedega taimed, kuid mitte mendelliku pärandumise tõttu. Kahevanemaliku segapärilikkuse avastaja on Erwin Bauer.


    Kloroplastide DNA nukleotiidse järjestuse määrasid esimesena tubakas (Nicotiana tabacum) ja maksasamblas (Marchantia polymorpha) Jaapani teadlased 1986. aastal. Käesolevaks ajaks on tuntud enam kui 300 maismaataime ja rohevetika kloroplastide genoomi nukleotiidne järjestus. Olemasolevate andmete alusel on erinevate liikide plastiidide genoom sarnane, sisaldab keskmiselt 70–200 kb nukleotiide, kodeerib 80–150 valku ja umbes 40 RNA-d, millest enamiku moodustavad tRNA-d. Maismaataimede genoom kodeerib 4 rRNA-d, 30–32 tRNA-d, 21 70S ribosoosmide valku, 4 RNA polümeraasi subühikut (joonis 4.203), 29–30 tülakoidide membraanis paiknevat fotosünteesi elektronide transportahela ja ATP süntaasi valku.


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.203. Kloroplasti RNA polümeraasid. A. Kloroplastis kodeeritud PEP koosneb tuumiksubühikutest α (RpoA), β (RpoB), β’ (RpoC1), β’’ (RpoC2) ja tuumas kodeeritud σ-faktorist. Σ-faktor on vajalik PEP seostumiseks transkriptsiooni initsiatsiooni kohast ülesvoolu paikneva promootoriga (positsioonis -10 kuni -35). Kahe α subühiku C-terminaalsed otsad võivad seostuda DNA ja transkriptsioonifaktoritega (TF), N-terminaalsed otsad osalevad tuumikkompleksi kokkupanekus. PEP on seotud mitmete tuumas kodeeritud PEP aktiivsust mõjutavate valkudega (PAP). B. Tuumas kodeeritud NEP sisaldab ühe tuumiksubühiku (RPOT üheidulehelistes). PEP β subühikut kodeeriva rpoB geeni transkribeerib ainult NEP. NEP promootorid sisaldavad konserveerunud YRTA motiivi transkriptsiooni alguspunktist mõned nukleotiidid ülesvoolu. Promootoriga seostumises osalevad transkriptsioonifaktorid. Modifitseeritud Börner, T., et al., 2015 järgi.


    Transportvalkudest vaid vähesed (Tic214) on kodeeritud kloroplastide genoomis. Kõikide plastiidide genoomid ühes taimes on identsed, sisaldades tavaliselt nelja piirkonda: LSC (ingl large single copy) ja SSC (ingl small single copy) piirkonnad, mida lahutavad kaks koopiat inverteeritud järjestusi IRA ja IRB pikkusega 20–25 kbp. Esineb ka teistsugust genoomi struktuuri (joonis 4.204).
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    Joonis 4.204. Riisi (Oryza sativa L.) kloroplasti genoom. Riisi kloroplasti genoom on üldjoontes samasuguse ehitusega nagu teiste õistaimede genoom. DNA kaksikheeliksi erinevate ahelate transkriptsiooni suund on vastupidine. Esinevad konserveerunud järjestused: kaks ühekordse koopia piirkonda (suur ja väike) ja kaks inverteeritud järjestust (IRA ja IRB). Inverteeritud järjestused sisaldavad 16S ja 23S ribosomaalse RNA geene. Inverteeritud järjestused võivad puududa (näiteks okaspuudes) ja olla varieeruva pikkusega. Modifitseeritud Buchanan, B. B. et al., 2010 järgi.


    Paljudel paljasseemnetaimedel ja vetikatel IR piirkonnad puuduvad. Dinoflagellata rühma vetikatel on genoom jagunenud umbes 40 erineva plasmiidi vahel, igas plasmiidis paikneb üks kuni kolm erinevat geeni. Keskmine intronite arv maismaataimede kloroplastides on 18–21. Tuleks lisada, et paljude vetikarühmade DNA on halvasti uuritud, seetõttu keskmised andmed kloroplastide genoomi kohta võivad muutuda. Kloroplastide genoom on tugevasti vähenenud võrreldes vabaltelavate tsüanobakterite genoomiga. Ligikaudu 3000 tsüanobakteris esinevast geenist on plastiidides alles jäänud vähem kui 200. On teada geenid, mis evolutsiooniliselt vanemates taimerühmades esinevad plastiidis, nooremates tuumas. Plastiidide ribosoomide valku L21 kodeeriv geen paikneb maksasammaldel plastiidis, paljasseemnetaimedel tuumas. Sümbioosi kestmise jooksul on enamik tsüanobakterite geenidest liikunud plastiidist rakutuuma ja mõningad ka mitokondritesse. On toimunud geneetilise materjali kohavahetus (ingl genetic shuffling). Võib vaid spekuleerida teemal, miks ja kuidas on toimunud geenide liikumine plastiidist tuuma. Oletatud on vajadust genoomi tsentraalse koordinatsiooni järele, samuti kloroplastides elektronide transpordiahelates tekkivate vabade radikaalide DNA-d kahjustavat toimet. Eduka geenide liikumise üle võib vaid imestada, sest iga geen on pidanud kohanema tuuma replikatsiooni ja tsütosooli translatsiooni mehhanismiga. Samuti on tuumas kodeeritud valgud pidanud omandama signaaljärjestuse kloroplasti liikumiseks. Ligikaudu 50%-l juhtudest ei sisene tuuma liikunud geenide produktid uuesti kloroplastidesse, vaid on omandanud teised funktsioonid rakkude ainevahetuses. Kloroplastide omapära on ka see, et enamik neis funktsioneerivatest valgulistest kompleksidest (rubisko, ATP süntaas, fotosüsteemid I ja II) koosnevad nii tuuma genoomis kui ka kloroplasti genoomis kodeeritud valkudest. Kloroplasti ensüümi ribuloosbifosfaat karboksülaas/oksügenaas e rubisko (ingl Rubisco, ka RuBisCo, RubisCo) suur subühik (ingl RBCL) on kodeeritud plastiidis, väike subühik (ingl RBCS) tuumas. Mõnede taimede mitokondriaalne DNA sisaldab ka kloroplastide tRNA geene. See nõuab tuuma, plastiidide (ja mitokondrite) geenide ekspressiooni, translatsiooni ja valkude impordi omavahelist kooskõlastust ja regulatsiooni. Valguliste komplekside erinevate subühikute stöhhiomeetria säilitamiseks toimub koordineeritud subühikute süntees tsütosoolis ja kloroplastis, samuti kasutamata subühikute proteolüüs kloroplastis. Tuumas kodeeritud kloroplastide RNA polümeraasiga seostuvad valgud (σ-faktorid) kontrollivad kloroplastide geenide ekspressiooni, mõjutades ensüümi aktiivsust ja seostumiskohta promootoriga. Müürloogas on tuntud kuus σ-faktorite geeni (SIG1–SIG6) ja nende ülesanded ning regulatsioon erinevates arengufaasides ja keskkonnatingimustes. SIG2 kontrollib eelkõige tRNA geenide ekspresseerumist, SIG5 indutseeritakse stressitingimustes ja on oluline kahjustatud fotosüsteem II parandamisel. Regulatsiooni komplitseerib kloroplasti genoomi suur koopiate arv – noored rakud võivad sisaldada rohkem kui 10000 DNA molekuli.


    Kuigi plastiidide arengut ja nende geenide ekspresseerumist kontrollib peamiselt tuum, eeldatakse kloroplastist lähtuvate signaalide olemasolu, mis reguleerivad fotosünteesi ja stressiseoseliste geenide ekspresseerumist tuumas. Pole täpselt teada, millised valgud või metaboliidid osalevad signaali edastamise rajas. Oletatakse klorofülli biosünteesiraja vaheproduktide (Mg-protoporfüriin IX), hapniku aktiivühendite (ROS), abstsiishappe (ABA), isoprenoidide biosünteesiraja kõrvalproduktide (MEcPP), fotosünteesis toodetud suhkrute ja transkriptsioonifaktorite (PTM, PEND) osalemist. Samuti pole teada, milliseid tuuma genoomis paiknevaid geene reguleerivad plastiidist lähtuvad signaalid.


    Rakkude aktiivse jagunemise ajal peavad plastiidide hulgad iga rakutsükliga kahekordistuma. Plastiidid ei moodustu rakkude jagunemisel de novo, vaid olemasolevad plastiidid poolduvad ja seejärel jagunevad kahe tütarraku vahel. Eriti levinud on proplastiidide, etioplastide ja noorte kloroplastide pooldumine meristemaatilistes kudedes, kuid ka täiesti diferentseerunud kloroplastid võivad jaguneda. Kõige paremini on uuritud kloroplastide pooldumist. Eeldatakse, et teised plastiidid poolduvad kloroplastidega analoogilise mehhanismi alusel. Kloroplastide pooldumisel moodustub kõigepealt bakteriaalse päritoluga GTPaasse aktiivsusega ja tubuliinisarnase struktuuriga FtsZ valkudest koosnev Z-ring, mis paikneb kloroplasti sisemembraani stroomapoolsel küljel. Z-ring on seotud membraanis paikneva ARC6 valguga. Järgmise etapina toimub dünamiini sarnase eukarüootse päritoluga valgulise ARC5 ja PD ringide moodustumine kloroplasti välismembraani tsütosoolipoolsel küljel. Punavetikatel koosneb PD ring polüglükaani fibrillidest. FtsZ ja PD ringid on omavahel seotud transmembraansete valkude abil. FtsZ tekitab kokkutõmbejõu, sest on võimeline siduma GTP-d ja seda hüdrolüüsima. Kloroplasti jagunemisel tõmbuvad need kaks ringi kokku (diameeter väheneb) kuni välis- ja sisemembraani lõpliku lahtilõikamiseni (joonis 4.205). Tülakoidide membraanide jagunemise mehhanism on tundmatu.
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    Joonis 4.205. Kloroplastide jagunemine taimedes. A. FtsZ valkudest koosneva Z-ringi positsioneerimine jaguneva kloroplasti ekvatoriaaltasapinda sisemembraani stroomapoolsele küljele valkude ARC3, MinD, MinE ja MCD1 abil. Z-ringi valk FtsZ2 on seotud sisemembraaniga ARC6 abil. B. Kontraktiilsete ARC5 ja PD rõngaste teke kloroplasti välismembraani tsütosoolipoolsele küljele. C. FtsZ, ARC5 ja PD rõngaste koordineeritud aktiivsuse tulemusena nöörduvad kloroplasti välis- ja sisemembraan sisse kuni kahe kloroplasti eraldumiseni üksteisest. Modifitseeritud TerBush, A. D. et al., 2013 järgi.


    DNA replikatsiooni mehhanismid kloroplastides alles hakkavad selguma. Esimese elektronmikroskoopia andmetel põhineva kloroplastide replikatsiooni mudeli esitasid 1972. aastal Richard D. Kolodner ja Krishna K. Tewari. Mudel põhineb inglise molekulaarbioloogi John Cairnsi esitatud E. coli DNA replikatsiooni mehhanismil teetakujuliste (kr Θ) vahevormide (ingl theta structures) esinemisega. J. Cairns näitas esimesena maailmas E. coli genoomi struktuuri ning kirjeldas replikatsiooni toimumise eripärasid. Kloroplastide bakteriaalse päritolu tõttu esitatud DNA replikatsiooni mehhanism oli loogiliselt sobiv ja loetakse kehtivaks käesoleva ajani, kuigi paljud katselised andmed on viidanud ka teistsugustele mehhanismidele. On leitud veereva ratta tüüpi replikatsiooni (ingl rolling circle replication) ja rekombinatsioonsõltuvat replikatsiooni nagu bakteriofaagis T4. Θ-tüüpi ja veereva ratta tüüpi replikatsioonimudelid eeldavad rõngakujulise DNA olemasolu, mis näiteks maisi meristemaatilistes rakkudes esineb ainult 3%-l kloroplastide DNA-st. Enamik DNA-st on lineaarne ja harunev, nagu näitavad impulssvälja geelelektroforees (ingl pulsed field gel electrophoresis, PFGE) ja etiidiumbromiidiga värvitud DNA molekulide CCD-kaameraga varustatud fluorestsentsmikroskoobis in vivo saadud liikuvad pildid. Samasugused tulemused on saadud maksasamblas (Marchantia polymorpha), tubakas (Nicotiana tabacum) ja lutsernis (Medicago sativa). Samuti on replikatsioon kiire just meristeemi rakkudes ja noortes lehtedes. Oletatakse ka herpesviirustele omast rekombinatsioonist sõltuvat replikatsiooni tüüpi, mis initsieeritakse DNA ühe ahela terminaalse piirkonna eemaldamisega eksonukleaasi poolt ja vabaks jäänud ahelale teatud valkude (ingl single strand annealing proteins, SSAP) seostumisega (joonis 4.206), mida on leitud herpesviirustel ja tsütomegaloviirusel.
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    Joonis 4.206. DNA üheahelaliste piirkondadega seostuvate valkudega tagatud rekombinatsioonseoseline DNA replikatsioon. Üheahelalise DNA-ga seostuvate valkude (ingl single strand annealing protein, SSAP) tagatud ahelate paardumine. Sellised valgud on vajalikud näiteks herpesviiruste DNA replitseerumisel. Replisoom sisaldab DNA replitseerumiseks vajalikke valke. Modifitseeritud Oldenburg, D. J., Bendich, A. J., 2015 järgi.


    Herpesviiruste DNA on struktuurilt sarnane kloroplastide DNA-ga. Lineaarne genoom sisaldab kahte ühekoopialist piirkonda, mis on üksteisest eraldatud inverteeritud järjestustega (joonis 4.204).


    DNA replitseerumisega seotud protsessid toimuvad organelli membraanidega seotud nukleoidides, kus paiknevad ka DNA replikatsiooniks vajalikud ensüümid. Replikatsiooni alguspunkt paikneb IR-piirkonnas rRNA geenide operoni läheduses. Samuti on selgunud, et plastiidide DNA molekulid muutuvad arengu käigus erinevalt tuuma DNA-st, kuigi replikatsioon toimub tuuma geenide kontrolli all. Meristemaatilistes kudedes on proplastiidides vähe hapniku aktiivühendeid, sest kloroplastide elektrontransportahel ei funktsioneeri ja elektronide liikumist hapnikule (Mehleri reaktsioon) ei toimu. Intensiivse valguse käes moodustub täiskasvanud lehtedes rohkem hapniku aktiivühendeid, DNA kahjustus on suurem kui taastamisvõime ja DNA lagundatakse. Tuuma genoomi ja kloroplastide genoomi erinevus on see, et kloroplastis vigaseid DNA molekule ei parandata, vaid lagundatakse väiksemateks fragmentideks vältimaks parandamisega seotud kulutusi.


    4.7.2. Valkude transport kloroplastidesse


    Väikesemahuline kloroplastide genoom kodeerib keskmiselt 100 valku ja umbes 45 erinevat tüüpi RNA-d. Kloroplastide proteoom aga koosneb 3000–3500 valgust, sest tsüanobakterite genoomi vähenemise tõttu pole sümbioosi kestmisel plastiidides kodeeritud valgud suutelised korraldama kõiki kloroplastides toimuvaid protsesse (klorofülli ja karotinoidide süntees ja lagunemine, puriinide, pürimidiinide ja lipiidide süntees, ABA, giberelliinide ja teiste terpenoidsete ühendite moodustumine, kloroplasti DNA replikatsioon ja valkude süntees 70S ribosoomidel). Kuni 95% kloroplastide valkudest on kodeeritud tuumas ja peavad pärast sünteesi tsütosooli 80S ribosoomidel liikuma kloroplastidesse. Valkude liikumist läbi membraanide nimetatakse valkude translokatsiooniks. Kloroplastide ehitus teeb tuumas kodeeritud valkude impordi keeruliseks, sest sihtkohati on palju: välis- ja sisemembraan, tülakoidide membraan, lisaks membraanivälised piirkonnad strooma, luumen ja välis- ning sisemembraani vahel paiknev membraanidevaheline ruum (joonis 4.207).
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    Joonis 4.207. Kloroplasti valkude biosüntees ja transport kloroplasti viide erinevasse piirkonda. Tuuma DNA või kloroplasti DNA on kodeerinud kloroplastide valgud. Moodustunud mRNA translatsioon toimub vastavalt 80S ribosoomidel tsütosoolis või 70S ribosoomidel kloroplastis. Tsütosoolis sünteesitud eellasvalgud transporditakse kloroplasti stroomasse või välismembraani. Stroomasse transporditud valgud võivad liikuda tülakoidi membraani, tülakoidi luumenisse, kloroplasti sisemembraani või jääda stroomasse. Modifitseeritud Buchanan, B. B. et al., 2000 järgi.


    Välis- ja sisemembraanis paiknevad mitmesugused transportvalgud, tülakoidide membraanis fotosünteesi valgusreaktsioonides osalevad pigmentvalgu kompleksid ja fotosünteesi elektrontransportahela valgud ning ATP süntaas, luumenis vee fotooksüdatsiooni kompleks ja plastotsüaniin, stroomas Calvini tsükli ensüümid, membraanidevahelises ruumis saatjavalgud tšaperonid (ingl chaperones); vt ka peatükk 4.3.2.5 ja 4.3.2.5.1, joonised 4.93 ja 4.94. Tsütosoolis sünteesitud valgud ei pea olema märgistatud mitte ainult plastiidi liikumiseks, vaid ka plastiidi kindlasse piirkonda liikumiseks.


    Enamik informatsioonist valkude transpordi kohta on saadud kõrgemate taimede ja vetikate kloroplastidega. Teiste plastiiditüüpide transpordi iseärasusi on vähem uuritud. On selgunud, et valkude transport kloroplastidesse ja mitokondritesse on üldjoontes sarnane. Mõlemad protsessid toimuvad translatsiooni järel, kasutavad kanalit moodustavaid välis- ja sisemembraani kokkupuutekohtades paiknevaid translokatsioonivalkude komplekse, vajavad energiat ja transporditava valgu organelli liikumiseks vajalikku märklaudjärjestust, mille tunnevad ära mitokondri või kloroplasti pinnal paiknevad retseptorid. Sihtkoha informatsioon paikneb transporditavas valgus eneses kindla aminohappelise järjestusega lõiguna, mis funktsioneerib kui postikood. Spetsiifilisus eellasjärjestuse ja kloroplasti pinnal paikneva retseptori vahel tagab valgu liikumise õigesse piirkonda, välistades liikumise näiteks mitokondritesse, peroksüsoomidesse ja tuuma, või mittevajalike valkude liikumise kloroplasti.


    Valgu kloroplastidesse suunamise märgis paikneb tsütosooli ribosoomidel moodustuva valgu esimesena sünteesitavas N-terminaalses otsas. N-otsa eellasjärjestuse ehk transiitpeptiidi eemaldavad ja lagundavad pärast kloroplasti sisenemist strooma peptidaasid. Kloroplastide eellasjärjestused on väga varieeruva pikkuse ja aminohappelise koostisega ning tõenäoliselt moodustunud hiljem kui mitokondritesse suunavad peptiidsed järjestused. Kloroplastide transiitpeptiidid on taimedes arvukaim märgiste klass. Eellasjärjestus sisaldab 20–150 aminohappe jääki, nende hulgas on palju hüdroksüleerunud aminohappeid (Ser, Thr) ja väga vähe happelisi (Glu, Asp) aminohappejääke. Märklaudjärjestust on vaja mitte üks kord, vaid korduvalt transpordi erinevatel etappidel, mis näitab, et transiitpeptiidid on erinevate funktsioonidega domeenide kogumikud. Kõigepealt on transiitjärjestust vaja seostumiseks tšaperone ja 14-3-3 valke sisaldava giidikompleksiga, seejärel kloroplasti ümbrise retseptorite äratundmiseks ning sisenemiseks translokatsioonikanalisse, samuti interaktsiooniks energiat andvate valkudega, mis peavad ära tundma transiitjärjestuse spetsiifilise hüdrofiilse domeeni. Välismembraanis paiknevat translokatsiooni kompleksi tähistatakse lühendiga TOC (ingl translocon of the outer chloroplast membrane) ja sisemembraanis paiknevat translokatsiooni kompleksi lühendiga TIC (ingl translocon of the inner chloroplast membrane).


    Transiitpeptiidid võivad paikneda ka transporditava valgu keskel seesmise peptiidjärjestusena, mida pärast transporti ei eemaldata. Translokatsioonikompleksi valk Toc159 sisaldab transiitjärjestust paiknemiseks kloroplasti välismembraanis. See transiitpeptiid asub aga valgukompleksi C-terminaalses otsas, mitte ei paikne transporditava valgu keskel.Kloroplasti välismembraani translokatsioonikompleksi valk Toc159 transiitjärjestus paiknemiseks kloroplasti välismembraani asub C-otsas. Ilma transiitjärjestuseta valgud, näiteks Tic32 ja ceQORH (ingl chloroplast envelope quinone oxidoreductase) lokaliseeruvad tavaliselt kloroplastide sisemembraanis, kuhu nad sisenevad spontaanselt tundmatut mehhanismi kasutades. Hiljuti on näidatud PRAT (ingl preprotein and amino acid transporter) tüüpi valkude osalemist transiitjärjestuseta valkude transpordis kloroplastidesse.


    Kloroplastide välis- ja sisemembraanis transpordikanaleid moodustavad valgulised kompleksid tagavad tuhandete tuumas kodeeritud kloroplasti biogeneesi ja homöostaasi jaoks vajalike valkude äratundmise ja transpordi. Mõlemad kompleksid funktsioneerivad koostöös piirkondades, kus kloroplasti välis- ja sisemembraan puutuvad kokku, moodustades kanali valgu läbiminekuks. Transpordikanalid sisaldavad transporditava valgu retseptoreid. Läbi kanali toimuva liikumiseks vajaliku energiaga varustavad transpordikanaleid mootorvalgud. TIC/TOC süsteem on endosümbioosi jooksul tekkinud uus valkude kloroplasti sisenemise tee. TOC ja TIC kompleksid kasutavad energia saamiseks ATP ja GTP hüdrolüüsi, sest kloroplastides esineb prootonite liikumapanev jõud (Δp) ainult tülakoidide membraanides ning puudub välis- ja sisemembraanis.


    Valkude sisenemine kloroplastidesse võib toimuda ka Golgi kompleksi vesiikulite abil. Sekretoorses rajas liikuvad valgud sünteesitakse karedapinnalisel ER-il ja sisaldavad signaaljärjestuse läbi Sec61 translokatsioonikanali ER luumenisse liikumiseks. Valkude liikumine kloroplasti toimub ER ja Golgi kompleksi membraanidelt punguvate vesiikulitega. Selline sisenemisviis on eriti iseloomulik kloroplastide sekundaarse endosümbioosiga vetikatele, aga ka kõrgematele maismaataimedele. On leitud, et Arabidopsis thaliana 604-st identifitseeritud kloroplasti valgust 49 sisenes ER vahendusel. Müürlooga α-tüüpi süsinikanhüdraas (ingl carboanhydrase) CAH1 on üks valkudest, mis sekretoorset rada mööda kloroplastidesse liigub. Põhjuseks, miks transpordil kasutatakse valkude kokkuvoltumata struktuuri nõudva TOC/TIC kompleksi asemel sekretoorset rada, võib olla glükosüleeritud valkude, nagu süsinikanhüdraas, kindla konformatsiooni säilitamise vajalikkus. ER ja kloroplastide välismembraani vaheline kontakt on TEM fotodega dokumenteeritud juba aastakümnete eest. Samuti on teada, et seos ER ja plastiidide membraanide vahel on oluline lipiidide ainevahetuse jaoks kloroplastides.


    Valkude kloroplasti transportimise protsessid TOC/TIC kompleksi vahendusel algavad tsütosoolis. Valgu translokatsioonikompleksi läbimiseks vajaliku kokkuvoltumata kuju tagab seostumine tsütoplasma tšaperonidega Hsp70 ja Hsp90 (ingl heat shock proteins). TOC tuumikkompleks koosneb mitmetest erinevatest valkudest, sisaldades tavaliselt ühe molekuli Toc159, kolm kuni viis molekuli Toc34 ja neli molekuli Toc75 (joonis 4.208).
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    Joonis 4.208. Kolm võimalust eellasvalkude suunamiseks kloroplastide välismembraani TOC kompleksi. A. Tsütoplasmaatiline Hsp90 ja kaasnevad saatjavalgud HOP ning FKB73 seovad eellasvalgu ja suunavad välismembraanis paikneva Toc64 valgu abil TOC tuumikkompleksi retseptorvalkudele Toc34 ja Toc159. B. Tsütoplasma Hsp70 ja 14-3-3 valk moodustavad eellasvalku TOC kompleksile suunava giidikompleksi. C. Eellasvalk võib seostuda TOC tuumikkompleksiga ilma saatjavalkude abita. Modifitseeritud Paila, Y.D., 2015 järgi.


    On teada, et Toc34 fosforüleerimine tsütosoolis paikneva proteiinikinaasi poolt suurendab kompleksi aktiivsust ja võimaldab reguleerida valkude translookonisse sisenemise kiirust. Transporditava valgu liikumine TOC kompleksile võib toimuda mitmel viisil. A. Tsütosooli Hsp90 koos täiendavate kotšaperonidega (HOP ja FKBP73) seostub valgu N-otsa transiitjärjestusega. Välismembraanis lokaliseerunud Toc64 seostub transporditava valgu C-otsaga, mis hõlbustab liikumist TOC tuumikkompleksile. B. Tsütosooli tšaperon Hsp70 ja spetsiifiline 14-3-3 valk moodustavad suunava giidikompleksi, mis seostub transporditava valgu transiitjärjestusega. Transiitjärjestused sisaldavad sageli motiivi 14-3-3 valgu sidumiseks. Seostumine on reguleeritud transiitpeptiidi seriini ja treoniini hüdroksüülrühmade pöörduva fosforüleerumisega, mis muudab valgu kuju. Suunava kompleksi transporti kiirendab välismembraanis lokaliseerunud Hsp70 retseptorvalk OEP61. C. Hsp90 ja Hsp70 pole vajalikud valgu sisenemiseks TOC translookonisse. D. Toc159 pole alati leitud tuumikkompleksi koostisest. Ta võib paikneda tsütosoolis, leida transiitpeptiidi sisaldava valgu ja transportida selle TOC kompleksini.


    Transiitpeptiidide äratundmist võimaldavad TOC tuumikkompleksi kuuluvad retseptorid Toc159 ja Toc34. Mõlemad valgud on GTPaasid, mis on membraanis seotud GDP-ga. Transiitjärjestusega seostumine põhjustab Toc159 ja Toc34 dimeeride dissotsieerumise, GDP asenduse GTP-ga ja Toc34–Toc159 heterodimeeride moodustamise, mis on oluline üleminekul transiitjärjestuse pöörduvalt seostumiselt stabiilsele seostumisele. On leitud, et peamiselt Toc34 GTPaasne aktiivsus ja seostunud GTP hüdrolüüs põhjustab eellasvalgu liikumist translokatsiooni kanalisse. Kanali läbimine toimub membraanidevahelises ruumis paiknevate tšaperonide (Tic22) ja strooma tšaperonide abil.


    Kolmas ülalmainitud valkude kloroplastidesse sisenemise viisidest (C) ilma tšaperonide osaluseta on tekitanud arvamuse, et tšaperonid võivad olla pääste- ja parandussüsteem eelkõige valesti kokkuvoltunud ja retseptoritega seostumata valkude jaoks. Tšaperonide vajalikkust kas transpordi või reparatsiooni jaoks näitab kloroplastide biogeneesi tähtsus embrüo eluspüsimiseks. Mutatsioon Hsp90C geenis on embrüoletaalne.


    Toc75 on TOC tuumikkompleksi kolmas komponent, mis moodustab translokatsiooni kanali. Toc75 on kloroplastide välismembraani põhiline valk, mis kuulub gramnegatiivsete bakterite, plastiidide ja mitokondrite välismembraani sekretoorsete valkude Omp85/TpsB perekonda. Valgu C-ots moodustab iseloomuliku struktuuriga õõnsa silindri, β-toru, mis tekib kuueteistkümne β-lehte kokkukeerdumisel ja milles esimene leht on seotud viimasega vesiniksidemetega. Hüdrofoobsete aminohapete jäägid valgus on pööratud lipiidide kaksikkihi poole, hüdrofiilsed toru sisemuse poole. Toru läbimõõt (14–26 Å) on piisav kokkukeerdumata valkude liikumiseks läbi membraani. Toc75 N-otsas on leitud mitu POTRA domeeni, mis reguleerivad TOC kompleksi kanali avatust sõltuvalt konformatsioonist. POTRA domeen võib peale TOC kompleksi GTP valkude osaleda eellasvalgu äratundmises.


    Kloroplasti ümbrise sisemembraanis paiknevat TIC kompleksi on vähem uuritud. Translookonis on leitud kaks valgulist kompleksi. Esimene kompleks (a) koosneb valkudest Tic110, Tic40 ja Tic20, mis seostuvad membraanidevahelises ruumis paikneva tšaperoniga Tic22 ja strooma tšaperonidega. Tic40 sisaldab domeene TPR ja Sti1, mis on iseloomulikud tšaperone organiseerivatele proteiinidele. Tic40 koos Tic110 C-otsaga seob strooma tšaperonid cpHsp70, Hsp90C ja Hsp93/ClpC, tekitades stroomasse liikumise mootori. Tic110-ga seostuvad ka TIC kanalit moodustavad Tic20 ja Tic21 valgud. Tic20 on integraalne nelja transmembraanset α-heeliksite piirkonda sisaldav valk, mis sarnaneb bakterite aminohapete transportija ja mitokondri Tim17 valguga. 1 MDa suurune kompleks (b), mis sisaldab valke Tic214, Tic56, Tic100, võib seostuda eelpool kirjeldatud kompleksiga (a) või osaleda iseseisvalt koos TOC kompleksiga (joonis 4.209).
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    Joonis 4.209. TIC kompleksi toimimise mudel valkude transpordil läbi kloroplastide sisemembraani. (a) Membraanivalkudest Tic40, Tic110 ja Tic20 koosnev kompleks seostub membraanidevahelise ruumi tšaperonidega (Tic22) ja strooma tšaperonidega (cpHsp70, Hsp90C, Hsp93/ClpC). Tic40 ja Tic110 sisaldavad tšaperone organiseerivatele valkudele iseloomulikud domeenid (Tic40 valgus TPR ja Sti1, Tic110 valgus C-terminaalne domeen), mis tekitavad ATP-st sõltuva impordimootori. Tic20 ja Tic21 moodustavad kanali sisemembraanis. (b) Valkudest Tic56, Tic100 ja Tic214 koosnev 1 MDa kompleks võib osaleda translokatsioonikompleksi tekkimises, seostudes kompleksi (a) valkudega, aga võib seostuda TOC kompleksiga ka iseseisvalt. Modifitseeritud Paila, Y.D., et al., 2015 järgi.


    Tic56 ja Tic100 transmembraanseid domeene ei sisalda. Kloroplasti sisemembraani TIC kompleksi eellasvalkudel (näiteks Tic40 ja Tic110) on stroomas paiknemise märgis. Järelikult nende eellasvalgud liiguvad stroomasse ja sisenevad sisemembraani stroomapoolselt küljelt N-otsa hüdrofoobse transmembraanse domeeni abil. Nukleotiidse järjestuse analüüs näitab, et translokatsiooni komplekside valkude Toc75, Tic20 ja Tic22 geenid on pärit tsüanobakterite genoomist.


    Valkude transpordile tsütosoolist plastiididesse on iseloomulik väga paljude erinevate transportvalkude ja tšaperonide osalemine. Selle põhjuseks loetakse geenide ekspressiooni ja plastiidide proteoomi muutumise vajalikkust üleminekul ühelt plastiidi tüübilt teisele taimede arengus (näiteks proplastiidist etioplastiks) või välistingimuste muutudes näiteks pimeduse-valguse üleminekul ja stressitingimustes. TOC ja TIC kompleksid formeeruvad ümberkohanemiseks erinevate eellasvalkude transpordiga.


    Peale peamise valkude impordi aparaadi eksisteerivad kloroplastide ümbrismembraanides täiendavad translokatsiooni valgud kloroplastide tülakoidide membraanis. Kõik neli tuntud konserveerunud translokatsiooni rada on evolutsiooniliselt pärit bakteriaalsetelt endosümbiontidelt ega ole endosümbioosi jooksul uuesti tekkinud nagu välis- ja sisemembraani translokatsiooni kompleksid TOC/TIC. Läbi TOC ja TIC komplekside stroomasse sisenenud eellasvalkudel on tülakoidide membraanidesse ja luumenisse liikumiseks TOC kompleksi signaaljärjestusest C-otsa pool paiknevad täiendavad hüdrofoobsed märgised. Strooma signaalpeptiidi peptidaas SPP (ingl stromal processing peptidase) eemaldab üldise kloroplasti liikumise märgise N-otsas. Tulemusena muutub valgu konformatsioon ja tülakoidi liikumise signaalid muutuvad transportvalkudele kättesaadavaks. Tülakoidi luumenisse liikumise signaaljärjestuse eemaldab tülakoidi membraani luumenipoolsel küljel paiknev peptidaas TPP (ingl thylacoidal processing peptidase). Eemaldatud peptiidjärjestused lagundab ensüüm PreP (ingl presecuencer protease).


    Tuntud on kaks erinevat viisi, kuidas läbi tülakoidi membraani luumenisse liikuda: cpSec ja cpTat rada. Tähis cp näitab, et transport toimub kloroplastides. cpSec rajas on kasutusel esialgu vabalt elavatesse tsüanobakteritesse sisenemist võimaldanud ATP sõltuvate transportvalkude homoloogid. cpSecYE kompleksi valgud moodustavad kanali tülakoidi membraani, cpSecA on ATPaas. cpTat (ingl chloroplast twin arginine translocator) rajas liikuvate valkude signaaljärjestuses on olulised kaks Arg jääki. cpTat raja iseloomulik tunnus on 2–100 kDa suurusega kokkukeerdunud valkude transport, mis vajab energiaallikaks ainult prootonite liikumapanevat jõudu (Δp), mille põhikomponent tülakoidide membraanis on pH erinevus strooma ja tülakoidi siseruumi vahel. Prootonid liiguvad valgu liikumise suunaga vastupidises suunas. cpTat kompleks koosneb kolmest tülakoidi membraanis paiknevast valgust. cpTatC ja Hcf106 (kokku 700 kDa) moodustavad retseptorkompleksi luumenisse suunduvate valkude jaoks. Tha4 valkudest tekib eraldiseisev oligomeerne kompleks, mis pH gradiendi korral seostub TatC-Hcf106 kompleksiga ja moodustab translokatsiooni kanali.


    Valkude lokaliseerumiseks tülakoidi membraani on samuti kaks võimalust: cpSRP (ingl chloroplast signal recognition particle) kasutav rada ja nn spontaanne rada, mis ei vaja täiendavaid transportvalke. cpSRP rajas on kasutusel eukarüootide ER luumenisse transporti võimaldava SRP (ingl signal recognition particle) kloroplastide homoloog, mis ei sisalda RNA-d, vajab transpordiks GTP-d ja võib funktsioneerida posttranslatsiooniliselt. cpSRP54 on tšaperoniks valkude suunamisel tülakoidi membraani. cpSRP retseptoriks on stroomas paiknev cpFtsY. Transporditava valgu, cpSRP ja cpFtsY kompleksi tunneb ära tülakoidi membraanis valk Alb3, mis on translokaasi subühik, oluline ka fotosüsteemide PSI ja PSII kokkupanekus ja homoloogiline mitokondrite Oxa1p valguga. Spontaanselt teiste valkude osalemiseta ja energia juurdevooluta sisenevad tülakoidi membraani ilma signaaljärjestuseta valgud (joonis 4.210).
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    Joonis 4.210. Valkude transport tülakoidide membraani ja luumenisse. Enamik kloroplastidesse transporditavatest valkudest sisenevad valgu N-otsas paikneva transiitpeptiidi (hall lõik) suhtes retseptoreid omava vastavalt kloroplastide välis- ja sisemembraanis paiknevate TOC/TIC translokatsiooni komplekside (kollane) vahendusel. Transiitjärjestus eemaldatakse strooma signaaljärjestuse peptidaaside toimel (käärid). Luumenisse liikuvad valgud võivad siseneda cpSec või cpTat rada mööda. Luumenisse liikumise Sec ja Tat signaaljärjestused (vastavalt sinine ja punane lõik) eemaldatakse luumeni signaaljärjestuse peptidaaside toimel (käärid). Tülakoidide membraani võivad valgud liikuda cpSRP süsteemi kasutades või spontaanselt. Enamik välismembraani valkudest sisenevad ilma signaaljärjestuseta. Pärast transporti stroomasse ja signaaljärjestuse eemaldamist sisenevad sisemembraani valgud membraani või väljuvad TIC kompleksist stopp-edastamise signaali abil otse sisemembraani (horisontaalne katkendjoon). Membraanivalkudel on silmustena märgitud transmembraansed hüdrofoobsed piirkonnad.


    Üks põhjus, miks on vaja erinevaid võimalusi valkude translokatsiooniks tülakoididesse, võib-olla kohanemine erinevate transpordiks vajalike komplekside tekkega. Tat rada näiteks võib transportida kokkuvoltunud valke, mis seostuvad kofaktoritega juba stroomas, enne kui need liiguvad läbi tülakoidi membraani.


    Kuidas on tagatud kloroplasti ümbrise sisemembraanis paiknevate valkude transport sihtkohta? Sisemembraanis paiknemise signaaljärjestus on tegelikult stroomasse suundumise signaaljärjestus. Näiteks Tic40 ja Tic110 valgud imporditakse kõigepealt stroomasse ja seejärel liiguvad antud valgud stroomapoolsest küljest edasi kloroplasti sisemembraani. Seostumine sisemembraani võib toimuda ka valkude stopp-edastamise (ingl stop-transfer) järjestuse vahendusel. Stopp-edastamise signaal on umbes 20 hüdrofoobsest aminohappest koosnev membraani läbiv järjestus. Kui sellise järjestusega valk siseneb TIC kompleksi kanalisse, siis translokatsiooni protsess peatub ja valk liigub lateraalse difusiooni teel translokatsioonikompleksist lipiidide kaksikkihti ja stopp-edastamise järjestus muutub transmembraanseks segmendiks, mis seob valgu membraani (joonis 4.211).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.211. Fotosünteesi valgus- ja CO2 assimileerimise reaktsioonid. Valgusreaktsioonid toimuvad tülakoidide membraanides ja varustavad kloroplastide stroomas toimuvaid CO2 sidumise ja redutseerimise reaktsioone ATP ja NADPH-ga. Modifitseeritud Buchanan, B. B. et al., 2000 järgi.


    4.7.3. Sissejuhatus fotosünteesi


    Fotosünteesivad organismid on maakera toiduahela kõige alumine aste ning ühendus eluta ja eluslooduse vahel, sest nende elu on võimalik päikeseenergia kasutamisega täiesti anorgaanilises keskkonnas, mis sisaldab vaid süsihappegaasi, vett ja teatud mineraalaineid. Inimeste hulk maakeral on praegu seitse miljardit. Järgnevate aastakümnete jooksul prognoositakse rahvaarvu tõusu, mis suurendab vajadust taimse biomassi järele toidu, puidu, biokütuse ja muu vajaliku tootmiseks. Inimkonna kasvu tõttu muutub järjest olulisemaks taimede ainevahetuse regulatsioonivõimaluste tundmine, selleks et tõsta põllukultuuride saagikust, kuni tsivilisatsioon muutub võimeliseks rahvastiku juurdekasvu piirama. Nelja, ¾ toidust andva taime (mais, riis, nisu, soja) saagid näitavad, et tegelik põllumajandusliku produktiivsuse kasv on soovitust (umbes 2,4% aastas) madalam. Roheline revolutsioon, mis põhines lühikõrreliste, suure saagikusega haigusresistentsete nisu- ja riisisortide aretamisel ning insektitsiidide ja herbitsiidide kasutamisel, toimus erinevates riikides erinevatel aegadel vahemikus 1930–1970. Rohelise revolutsiooni isaks peetakse taimepatoloogia ja -geneetika doktorit, 1970. aasta Nobeli rahupreemia laureaati Norman Borlaugi. Arvatakse, et tema teaduslik ja organiseeriv tegevus on näljasurmast päästnud miljard inimest. Lühikõrrelistel sortidel kasutatakse fotosünteesi produkte peamiselt viljapea, mitte kõrre kasvatamiseks – see annab suurema saagi ja vähendab vilja lamandumist. Rahvaarvu kasvades on vajalik uus roheline revolutsioon, mis põhineb uute geenitehnoloogiliste meetodite kasutamisel. Taimede geneetilise koostise, geenide funktsioonide ja ainevahetuse regulatsioonivõimaluste (näiteks fotosünteesi ja hingamise omavaheliste proportsioonide) tundmine võimaldab kasutada uusi meetodeid saagi suurendamiseks, patogeenide resistentsuse, põua ja sooldumise tolerantsuse, lämmastiku kasutamise efektiivsuse jne tõstmiseks.


    Protsess, mis asetab taimed ja vetikad toiduahela alumisele astmele, on fotosüntees. Fotosünteesi toimumiseks on energiaallikana vajalik klorofülli absorbeeritud päikesevalguse teatud lainepikkuste vahemik, mida kasutatakse vee (või teatud fotosünteesivates bakterites ka teiste anorgaaniliste ühendite) oksüdeerimisel reduktiivjõu NAD(P)H tekitamiseks ja ATP sünteesiks. Mõlemad ühendid on vajalikud süsiniku omastamiseks – süsihappegaasist sahhariidide sünteesiks. Kõrgemate taimede fotosünteesi võib lihtsustatult defineerida kui suhkrute sünteesi süsihappegaasist ja veest valgusenergia kasutamisega. Fotosünteesis tekkinud suhkrud kasutatakse mitmesugustes ainevahetusradades kõikide taimedele vajalike ühendite sünteesiks. Taimed omakorda on toiduks rohusööjatele loomadele. Maa atmosfääris sisalduv 21% hapnikku arvatakse olevat peamiselt taimse päritoluga, sest vee oksüdeerumisel vabaneb fotosünteesi kõrvalproduktina hapnik. Hapniku olemasolu on võimaldanud ainevahetuse toimumist suurema kasuteguriga aeroobse hingamisena, võrreldes energeetiliselt madala kasuteguriga käärimisega anaeroobsetes tingimustes. Hapnik on hingamisalastraatide (suhkrud, rasvhapped) oksüdeerumisel vabanevate elektronide hea (positiivse redokspotentsiaaliga) aktseptor, võimaldades redoksreaktsioonide energia kasutamist suure hulga ATP moodustumiseks. Fotosünteesivad organismid on maakeral peale taimede paljud protistide rühmad (ühe- ja mitmerakulised vetikad), samuti teatud prokarüootide rühmad (tsüanobakterid, väävlibakterid jt). Eukarüootides toimub fotosüntees spetsiaalsetes organellides, kloroplastides. Kloroplastide tekkimist ja ehitust on kirjeldatud alapeatükis 4.7.1. Bakterites võivad fotosünteesi tarbeks valgust neelavad valgu-pigmendi kompleksid paikneda rakumembraanides, aga võivad asetseda ka kokkukeerdunud silindrilistes membraanikogumikes, tülakoidides, mis täidavad suure osa raku sisemusest. Taimede kloroplastid tekkisid endotsütoosil sisenenud tsüanobakteritest, seetõttu on fotosünteesi esimesed fotofüüsikalised ja fotokeemilised reaktsioonid taimedes väga sarnased tsüanobakterite fotosünteesi vastavate reaktsioonidega.


    


    Üldistatult on fotosüntees reaktsioonide kogum, milles CO2 redutseeritakse sahhariidideni (CO2 on elektronide aktseptor) ja elektronide doonoriks (H2A) võivad olla mitmesugused erinevad ühendid. Fotosünteesi üldvõrrandi võib esitada alljärgneval kujul:


    CO2 + 2H2A → (CH2O ) + 2A + H2O


    (4.7-1)


    Kui elektronide doonoriks on vesi, siis eraldub kõrvalproduktina hapnik.


    CO2 + 2H2O → (CH2O ) + O2 + H2O


    (4.7-2)


    Ühte süsinikuaatomit sisaldavad ebapüsivad redutseeritud ühendid fotosünteesis tegelikult ei moodustu ja üldvalemis antakse enamasti tulemusena fotosünteesi stabiilsed produktid heksoosid:


    6CO2 + 6H2O + 48 hν → 6O2 + C6H12O6


    (4.7-3)


    Ka valem (4.7-3) ei iseloomusta fotosünteesi põhilisi reaktsioone täpselt. Tegelikult H2O ja CO2 ei reageeri omavahel, ükski valemis esitatud ühenditest ei absorbeeri valgust fotosünteesi toimumiseks, 48 valguskvanti (hν) heksoosi tekkimiseks on piisav ideaaljuhul. Fotosünteesil tekkivad stabiilsed produktid on sahharoos ja tärklis. Valguse absorbeerimiseks on vajalikud fotosünteesi pigmendid (klorofüllid, karotinoidid, fükobiliproteiinid).


    Taimede ja vetikate fotosünteesi tervikuna võib jagada erinevateks protsessideks: 1) valguse absorptsioon; 2) vee fotooksüdatsioon; 3) vee oksüdeerumisel vabanenud elektronide transport, millega kaasneb NADP redutseerumine NADPH-ks ja ATP süntees; 4) CO2 redutseerumine sahhariidideks.


    Esimesed kolm protsessi toimuvad tülakoidide membraanides paiknevate valkude ja fotosünteesi pigmentide vahendusel, neljas etapp toimub kloroplasti stroomas paiknevate ensüümide vahendusel. Esimest kolme etappi nimetatakse kokkuleppeliselt fotosünteesi valgusreaktsioonideks, kuigi otseselt sõltub valgusest vaid valguskvandi neeldumine pigmendi molekulis. Neljas etapp ei vaja samuti otsest valguse juuresolekut, vaid valguses moodustunud ATP-d, NADPH-d ja redutseeritud ferredoksiini (Fd), seetõttu nimetati seda etappi varem pimestaadiumiks. Tänapäeval kasutatakse nimetust süsiniku assimileerimise (redutseerimise) staadium, sest pimedas toimub see vaid väheste minutite jooksul, kuni jätkub valguses tekkinud reduktiivjõudu ja ATP-d ning ensüümid on valguse poolt aktiveeritud vormis (joonis 4.211).


    4.7.4. Fotosünteesi valgusreaktsioonid kloroplasti tülakoidides


    4.7.4.1. Valguse absorptsioon


    Valgust võib vaadelda koosnevana üksikutest energiaüksustest, kvantidest. Valgusenergia kvante nimetatakse footoniteks. Footoni energia on avaldatav valemiga


    E = hν = hc/λ


    (4.7-4)


    Valemis (4.7-4) on h on Plancki konstant 6,63 x 10-34 Js, ν valguslaine võnkesagedus (s−1), λ lainepikkus ja c valguse levikiirus (299793km/s vaakumis). Valemist on näha, et ühe footoni energiasisaldus on väga väike ja suurema lainepikkusega footonitel on väiksem energiasisaldus. Päikeselt maale saabuva fotosünteesis kasutatava valguse intensiivsuse ühikuna kasutatakse µmool/m2s. Ühe mooli footonite energia saadakse, korrutades ühe footoni energia Avogadro arvuga (6,02 x 1023 mol−1). Sinise valguse (430–470 nm) keskmise lainepikkuse 450 nm energiasisaldus on 266 kJ/mool, punase valguse (650–680 nm) keskmise lainepikkuse 670 nm energiasisaldus on 179 kJ/mool, mis on juba suured energiakogused. Parasvöötmes fotosünteesis kasutatava valguse intensiivsus on maksimaalselt 1800 µmool/m2s.


    Taimed ei kasuta fotosünteesiks kogu Päikeselt saabuvat elektromagnetilist lainetust, vaid peamiselt inimsilmale nähtavat valgust lainepikkuste vahemikus 400–750 nm. Lühema lainepikkusega kiirgus, kaasa arvatud ultraviolettkiirgus (UV) on liiga suure energiasisaldusega ja põhjustab neeldumisel molekulide lagunemist ja ionisatsiooni, suurema lainepikkusega infrapunakiirgus on liiga väikese energiasisaldusega valgusreaktsioonide käivitamiseks. Siiski punaste fotosünteesivate bakterite bakteriklorofüllid absorbeerivad ja kasutavad fotosünteesiks ka infrapunavalgust 760–1040 nm. Nähtava valguse footoneid neelavaid ühendeid nimetatakse pigmentideks. Footoneid fotosünteesi jaoks kinnipüüdvate ühendite hulk on taimedes suur. Peamised fotosünteesi pigmendid peavad olema suutelised mitte ainult footoneid absorbeerima, vaid ka valgusenergiat mõni aeg endas hoidma, kuni tekib energia kasutamise võimalus. Samuti peavad pigmendid olema suutelised neeldunud footonit uuesti fluorestsentsvalgusena välja kiirgama, et reguleerida kasutatava valgusenergia hulka.


    Kõikides fotosünteesivates organismides on põhipigmentideks roheline klorofüll a (bakterites bakteriklorofüllid) ja kollased terpenoidse struktuuriga karotinoidid. Taimedes ja rohevetikates neelab valgust ka klorofüll b. Termini „klorofüll” võtsid kasutusele kaks Prantsuse keemikut, Joseph Bienaimé B. Caventou ja Pierre Joseph Pelletier 1818. aastal, seostades kaks kreekakeelset sõna: chloros, χλωρός (’roheline’) ja phyllon, φύλλον (’lehed’). Klorofülli struktuuri tegi kindlaks Edmond Henri Fischer 1940. aastal. Fotosünteesis kasutatava valguse absorbeerimises klorofüllides on oluline tsentraalse Mg aatomiga seotud neljast pürroolringist koosnev porfüriinring, mis moodustab süsiniku aatomite konjugeeritud, vahelduvate ühe- ja kahekordsete sidemetega seotud struktuuri. Klorofülle koordinatiivselt seotud Zn-aatomiga on leitud mõnedes punastes bakterites. Klorofüllide a ja b hüdrofoobne fütoolijääk on oluline pigmendimolekulide seostumiseks tülakoidide membraani hüdrofoobsete piirkondadega ja nende fikseerimiseks kindlas asendis. Karotinoide võib jagada keemilise koostise alusel karotiinideks (sisaldavad süsinikku ja vesinikku) ja ksantofüllideks (sisaldavad süsinikku, vesinikku ja hapnikku) (joonis 4.212). Bakterites ja punastes vetikates neelavad valgust ka abipigmendid fükobiliproteiinid, mille kromofoorideks on avatud ahelaga tetrapürroolid fükotsüanobiliin ja fükoerütrobiliin, kuid fotosünteesi toimumiseks on vajalik energia liikumine fükobiliproteiinidelt klorofüllile a.


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.212. Fotosünteesi pigmendid. Kõikides fotosünteesivates organismides on peamised valguse absorbeerijad klorofüllid a ja b (või bakteriklorofüllid) ning karotinoidid. Footoni absorbeerimises osalevad klorofüllides porfüriinirõnga ja karotinoidides kaheksast isopreeni ühikust koosneva ahela konjugeeritud sidemete π elektronid. Karotinoidid jagatakse struktuuri alusel süsinikku ja vesinikku sisaldavateks karotiinideks ning süsinikku, vesinikku ja hapnikku sisaldavateks ksantofüllideks. Klorofüll a metüülrühma oksüdeerumisel klorofülliid a oksügenaasi poolt moodustub klorofüll b. www.growblu.com.


    Valguse neeldumisel pigmendi molekulis põhjustab footoni energia klorofüllide porfüriinringis ja karotinoidide 40 süsinikuga ahelas konjugeeritud sidemete nõrgalt seotud delokaliseeritud π elektronide liikumist põhiseisundist muutunud orbiidiga ergastatud (kõrgema energiatasemega) seisundisse. Neelduda saavad footonid, mille energia on võrdne elektroni põhiseisundi (Ep) ja ergastatud seisundi (Ee) energiate vahega (Ee – Ep = hc/λ).


    Sõltuvalt molekulide elektronkatete ehitusest absorbeerivad erinevad fotosünteesi pigmendid erineva lainepikkusega footoneid ja nende neeldumisspektrid erinevad. Klorofüllid neelavad peamiselt sinist ja punast, karotinoidid sinist ja rohelist spektri osa (joonis 4.213).
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    Joonis 4.213. Fotosünteesi pigmentide neeldumisspektrid. Klorofüllid neelavad sinist ja punast, karotinoidid sinist ja rohelist valgust. Päikeselt maale jõudvast kiirgusest kasutatakse fotosünteesis peamiselt nähtavat valgust. Väiksema energiasisaldusega pikalainelisi mikro- ja raadiolained ning suure energiasisaldusega lühilainelist UV, röntgen- ja gammakiirgust ei kasutata.


    Rohelist valgust absorbeerivad pigmendid vähem ja seetõttu on lehed rohelise värvusega. Kui klorofülli molekul neelab footoni, ergastuvad porfüriinringi π elektronid ja muutuvad molekuliga nõrgemalt seotuks. Punase kvandi neeldumisel läheb klorofülli molekul esimesse ergastatud olekusse (eS1), elueaga ligikaudu 10-9 s. Sinise, suurema energiaga kvandi neeldumisel läheb klorofülli molekul teise, lühema elueaga (10-15 s) ergastatud olekusse (eS2). Ergastunud elektron võib kaotada oma energia, liikudes tagasi ergastamata põhiseisundisse (pS0) ja eraldada neeldunud footoni energia soojusena või fluorestsentsina (joonis 4.214).
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    Joonis 4.214. Valguse neeldumine ja kiirgumine klorofülli molekulis. Valguse neeldumine või kiirgumine on tähistatud vertikaalsete nooltega, mis ühendavad madalaima energiatasemega põhiseisundit pS0 ergastatud seisunditega. Punase või sinise footoni absorptsioon põhjustab molekuli üleminekut vastavalt väiksema energiaga esimesse (eS1) või suurema energiaga teise (eS2) ergastatud seisundisse. Molekulisisesed muutused/liikumised kutsuvad esile ülemineku eS2 seisundist eS1 seisundisse (lainelised kollased nooled) või eS1 seisundist põhiseisundisse soojusenergia kaoga (laineline sinine nool). Üleminekul eS1 seisundist ergastamata põhiseisundisse võib neeldunud valgus uuesti eralduda fluorestsentsina, mis on tähistatud roheliste allapoole suunatud nooltega. Ergastatud eS1 seisundis olev molekuliga nõrgalt seotud elektron võib reaktsioonitsentrumis paiknevalt klorofüll a molekulilt liikuda elektroni aktseptorile (pole joonisel näidatud) ja edasi fotosünteesi elektrontransportahelasse. Sellisel viisil toimub valgusenergia muutumine keemiliseks energiaks. Kui ergastatud molekul jääb liiga kauaks eS1 seisundisse, võib toimuda elektroni spinni pööre ja tekkida pikema elueaga tripletne seisund (T). S/T üleminek on tähistatud punaste nooltega. Tripletsest seisundist võib energia liikuda hapnikule singletse hapniku tekkimisega (pole joonisel näidatud). Ergastusenergia võib liikuda ka karotinoididele ja haihtuda soojusenergiana ksantofüllide tsüklis (laineline sinine nool). Modifitseeritud Ishikawa-Ankerhold, H.C. 2012 järgi.


    Fluorestsentsiks nimetatakse neeldunud valguse väljakiirgumist ja see toimub S1 ergastustasandilt. Seetõttu on klorofülli fluorestsents alati punane. Kolmas võimalus on kasutada ergastusenergiat fotosünteesi keemilisteks reaktsioonideks. Ergastusenergia kaotsiminekut nimetatakse kustutamiseks (ingl quenching). Ergastusenergia kasutamist keemilistes reaktsioonides nimetatakse fotokeemiliseks kustutamiseks (ingl photochemical quenching). Ergastusenergia hajumist soojusena nimetatakse termiliseks kustutamiseks (ingl non-photochemical quenching, NPQ) (joonis 4.215). Taimedes ja vetikates on välja kujunenud vaid neile omane liigse valgusenergia termiline kustutamine ksantofüllide tsüklis.
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    Joonis 4.215. Valguse neeldumine ja kiirgumine klorofülli molekulis, mille illustratsiooniks on skemaatiline taime leht.


    4.7.4.2. Fotosüsteemi antennkompleks ja fotokeemilise reaktsiooni keskus


    Fotosünteesi toimumiseks ei piisa ainult footonite neeldumisest pigmentide molekulides, vaid valgusenergia peab muutuma redoksreaktsioonide vahendusel ainevahetuses kasutatavaks keemiliseks energiaks. See toimub tülakoidide membraanides paiknevates korrapärase struktuuriga pigmendi-valgu kompleksides, mida nimetatakse fotosüsteemideks. Taimedes, vetikates ja tsüanobakterites esinevad fotosüsteemid I (FSI) ja II (FSII). Mõlemad fotosüsteemid koosnevad kahest osast, antennist ja fotokeemilise reaktsiooni keskusest. Antennis neelduvad footonid ja valgusenergia kandub üle reaktsioonikeskusesse. Reaktsioonikeskuses muundub valgusenergia keemiliseks energiaks.


    Antenn sisaldab sadu erinevaid pigmendimolekule. Antennis antakse footoni energia ühelt pigmendimolekulilt teisele edasi kuni reaktsioonikeskuseni indutseeritud resonantsi teel (ingl fluorescence resonance energy transfer, FRET). Elektronide liikumist antenni pigmendimolekulide vahel ei toimu. Resonantsülekannet uuris 1948. aastal Saksa füüsik Theodor Förster, seetõttu nimetatakse sellist energia liikumist ka Försteri resonantsülekandeks. Pigmendi ergastatud elektroni võnkuv elektriväli põhjustab kõrvalasuvas ergastamata klorofüllimolekulis elektroni liikumise kõrgemale energiatasemele. Energia liikumise eeldus on doonormolekuli fluorestsentsspektri osaline kattumine aktseptormolekuli neeldumisspektriga. Doonormolekuliks võivad olla klorofüllid ja karotinoidid (taimedes) ning fükobiliinid (tsüanobakterites ja punastes vetikates). Energia liikumine võib toimuda ka identsete molekulide vahel. Ülekandeks peavad pigmendimolekulide porfüriinringid olema üksteise lähedal ja kindla orientatsiooniga üksteise suhtes. Pigmentide korrapärane asetus saavutatakse pigmentide kinnitumisega tülakoidide membraane läbivate valkude külge. Porfüriinrõngas paiknev Mg seostub tavaliselt koordinatiivsete sidemetega valkude histidiinijääkidega.


    Ülekandel läheb osa ergastusenergiast kaotsi soojusena elektronide vibratsioonilise liikumise tagajärjel, seega eelistatult toimub energia liikumine väiksema ergastusenergiaga pikemalainelisema neeldumismaksimumiga pigmentidele, mis on energia lõks ja paiknevad fotosüsteemide keskustes. Fotosüsteeme võib piltlikult kujutada lehtritena, mille äärtel paikneb rohkem suurema energiaga lühilainelisemat valgust absorbeerivaid pigmente ja lehtri põhjas reaktsioonikeskuses on kõige pikemalainelisema valguse toimel ergastuvad klorofüll a molekulid, mille põhiseisundi ja ergastatud seisundi energiate vahe on piisav keemilise reaktsiooni toimumiseks. Fotosüsteemis II keskust ümbritsevates klorofülli siduvates valkudes (KSV) 43 ja 47 on klorofüllide a ja b suhe suurem kui fotosüsteemi perifeerias paiknevates valgust neelavates kompleksides, VNK (ingl light harvesting complex). Klorofüll b punases piirkonnas paiknev neeldumismaksimum on võrreldes klorofülliga a lühemal lainepikkusel (joonis 4.213). Sobiva energeetilise seisundi saavutamisele keskuses aitab kaasa kahe klorofüll a molekuli (ingl special pair) omavaheline seostumine, mis hoiab elektronid madalamal energiatasemel võrreldes antennkompleksi klorofüllide elektronidega. Ergastuse liikumine antennis ei toimu sirgjooneliselt perifeeriast reaktsioonikeskustesse, vaid hüpleva liikumisena, kuni lõpuks toimub reaktsioonikeskuses klorofüll a absorbeeritud energia mõjul elektroni liikumine aktseptorile ja laengute lahutamine. Ergastuse püsimise aeg reaktsioonikeskuse klorofülli eS1 tasemel on umbes 2–3 ns. Selle aja jooksul peab toimuma ergastusenergia kasutamine keemilise redoksreaktsiooni jaoks. Fotosüsteem I keskuses paikneb klorofüll a molekulide paar, mida tähistatakse kui P700 (pigment 700) neeldumisspektri punase maksimumiga 700 nm. Fotosüsteem II keskuses paikneb klorofüll a molekulide paar (P680) neeldumisspektri maksimumiga 680 nm. Klorofüll a neeldumisspektrite erinevus fotosüsteemides on tingitud seostest erinevate valkudega. Fotosüsteemide I ja II struktuur on üldjoontes sarnane, kuigi reaktsioonikeskuste valguline koostis ning elektronide doonorid ja aktseptorid erinevad. Keskust ümbritsev antenn sisaldab tavaliselt mitu valgust neelavat kompleksi, mis on samuti FSI-s ja FSII-s erinevad ning mida tähistatakse lühenditega VNKI ja VNKII (joonis 4.216). Fotosüsteemide äärealadel paiknevates VNK-des esinevad valgumolekulid enamasti trimeeridena, mis seovad klorofüllide a ja b ning karotinoidide molekulid. Fotosüsteemis II võivad VNK valgud moodustada 50% tülakoidide membraanide valkudest.


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.216. Fotosüsteem II struktuur ja asetus graanitülakoidide membraanis. A. Fotosüsteem II külgvaade graanitülakoidide membraanis. Luumenipoolsel küljel on kujutatud mitmest valgust koosnev vee fotooksüdatsiooni kompleks VOK. B. FSII pealtvaade luumenipoolselt küljelt. Skeemi südamik on konstrueeritud tsüanobakteri Thermosynechococcus’e vastava piirkonna järgi, valgust koguvate komplekside (VKKII-d) struktuur on vastav spinatile (Spinacia oleracea). FSII südamiku moodustavad D1 ja D2 valgud ning pigmente siduvad antennvalgud KSV43 ja KSV47. Perifeersed VKK valgud 24, 26, 29 on monomeersed antennvalgud. VKKII valgud M ja S esinevad trimeeridena ja on FSII südamikuga nõrgemalt seotud, VKKII-L (pole joonisel näidatud) võib liikuda tülakoidi membraanis fotosüsteemist II fotosüsteemi I juurde. Klorofüll a on sinine, klorofüll b roheline, β-karotiin pruun, violaksantiin lilla, neoksantiin kollane, luteiin oranž. Reaktsioonitsentrumi klorofüllide a paar P680 paikneb katkendjoonega ümbritsetud ovaalis. Modifitseeritud Caffarri, S., 2014 järgi.


    Reaktsioonikeskuses toimub valguse energia arvel laengute lahutamine, mis võimaldab valgusenergial muutuda keemiliseks energiaks. Laengute lahutamisena mõistetakse ergastunud elektroni eraldumist keskuse klorofüll a molekulist ja liikumist vahetus läheduses paiknevale e‾ aktseptorile. Ergastamata klorofülli molekul ei ole piisavalt tugev redutseerija, et anda e‾ aktseptorile. Ergastatud elektron on nõrgemalt seotud ja klorofülli molekul muutunud tugevamaks redutseerijaks. Klorofülli molekuli jääb e‾ eemaldumise tõttu +-laenguga nn auk (oksüdeerunud klorofülli tähistatakse kui P+) ning selline klorofüll on hea oksüdeerija ja võtab elektroni ära tülakoidi luumenipoolsel küljel paiknevalt e‾ doonorilt. Elektroni eemaldumise tõttu positiivse laengu tekkimist keskuse klorofüllil ja negatiivse laengu tekkimist aktseptoril elektroni omastamise tõttu nimetatakse laengute lahutamiseks. Laengute lahutamine toimub ainult esimeses ergastatud seisundis (eS1) paiknevate elektronidega. Sinise footoni neelamisel tekkinud teise ergastatud seisundi (eS2) elektron liigub kiiresti femtosekundite (10-15 s) jooksul esimesse ergastatud seisundisse soojuse eraldumisega. Siniste footonite suurem energiakogus jääb fotosünteesis kasutamata, kasutatakse vaid osa, mis võrdub punaste footonite energiasisaldusega (joonis 4.216). Elektronide vabanemisega FSI ja FSII reaktsioonikeskuse ergastatud klorofülli molekulilt saab alguse fotosünteesi elektrontransportahel. Fotosüsteem II-s ergastatud elektron võib liikuda reaktsioonikeskusest feofütiinile mõne pikosekundi (ps) jooksul, kinoonile PKA fotosüsteemis II ja füllokinoonile fotosüsteemis I umbes 200 ps jooksul (joonis 4.217).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.217. Hapnikku tekitav fotosünteesi elektrontransportahel. Elektronide liikumine on tähistatud siniste nooltega. Elektronide ülekandjate asetus vastab nende standardsele redokspotentsiaalile (pH 7 korral) ja on andnud nimetuse Z- (siksak)-skeem. NADP+ paikneb skeemil kõrgemal kui vesi, mis näitab energia vajadust elektronide liikumiseks veelt NADP+-le. Vertikaalsed nooled näitavad footoni absorbeerimisel FSI ja FSII reaktsioonitsentrumites tekkinud klorofüllide P700 ja P680 ergastusseisundit (tärniga tähistatud). Elektroni eemaldumine reaktsioonitsentrumi ergastatud klorofüllilt tekitab laengute lahutamise, tsentrumisse jääb +-laenguga klorofüll, elektron liigub fotosünteesi elektrontransportahelasse. P680*-lt liigub elektron feofütiinile ja plastokinoonide PKA ja PKB vahendusel tsütokroom b6f kompleksile. Tsütokroom b6f kompleksilt kannab mobiilne plastotsüaniin elektronid fotosüsteem I reaktsioonitsentrumi oksüdeeritud P700+-le. P700*-lt liigub elektron klorofüll a, füllokinooni ja kolme erinevat tüüpi tülakoidi membraaniga seotud Fe-S valgu vahendusel (pole joonisel näidatud) ferredoksiinile (FD). Stroomas paiknev ensüüm ferredoksiin-NADP+ reduktaas redutseerib NADP+ NADPH-ks, mida kasutatakse CO2 assimileerimisel. Fotosüsteemi II reaktsioonitsentrumi oksüdeeritud P680+ saab elektroni tagasi valgu D1 türosiinijäägilt (Z), mis redutseerub uuesti vee fotooksüdatsioonil vabanevate elektronide sidumisel. Modifitseerinud E. Padu, 2017.


    4.7.4.3. Fotosünteesi elektrontransportahelad tülakoidi membraanis


    Elektronide liikumist doonorilt NADP-le mitmete üksteisele järgnevate vaheülekandjate vahendusel nimetatakse fotosünteesi elektrontransportahelaks (fsETA). Fotosünteesi ETA produktid on redutseerunud NADP+, ATP ja O2. Kui fotosünteesivates bakterites ei ole elektronide doonoriks vesi, vaid teised anorgaanilised ühendid (H2S, H2), siis hapnik fotosünteesis ei moodustu.


    Taimede ja vetikate fotosünteesi elektrontransportahelad sisaldavad kolme tülakoidide membraanis paiknevat keerulise struktuuriga valgukompleksi: fotosüsteemid I ja II ning nende vahel paikneva tsütokroom b6f kompleksi. Mõlemis fotosüsteemis esinevad nii elektronide doonor- kui ka aktseptorpoolel valkudega seotud väikese molekulmassiga täiendavad elektronide transportijad. Liikuvad elektronide ülekandjad (plastokinoon PKB fotosüsteemi II ja b6f kompleksi ning plastotsüaniin (PT) b6f kompleksi ja fotosüsteem I vahel) tagavad elektronide liikumise ühelt membraanis fikseeritud valgukompleksilt teisele (joonis 4.218).
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    Joonis 4.218. Vee fotooksüdatsiooni kompleks fotosüsteemis II. A. Fotosüsteem II reaktsioonitsentrumi koosseisus on P680, D1 ja D2 valgud, klorofülli a siduvad valgud KSV43 ja KSV47, P680 elektronide aktseptorpoolel feofütiin, plastokinoonid PKA ja PKB, P680 doonorpoolel nelja mangaani sisaldav vee fotooksüdatsiooni kompleks VOK. B. Vee fotooksüdatsiooni kompleks esineb viies erineva oksüdatsiooniastmega vormis S0–S4, mis moodustuvad astmeliselt nelja footoni neeldumisel fotosüsteemis II. Kõige oksüdeerunum S4 vorm võib vett oksüdeerida ja redutseerub ise nelja kahelt veemolekulilt eraldunud elektroni sidumisel S0 vormi moodustumisega. Elektronid liiguvad vett oksüdeerivalt kompleksilt valgu D1 türosiinijäägile Z. Modifitseeritud Jones, R. et al., 2013 järgi.


    Fotosünteesi ETA vajab mõlemi fotosüsteemi üheaegset ja kooskõlastatud toimimist. Fototosüsteem II omandatud üks footon ei suuda klorofülli molekuli ergastada negatiivse redokspotentsiaalini (P680*), mis kindlustaks ergastatud elektroni liikumise NADP+-le, sest NADP+ on halb elektronide aktseptor (standardne redokspotentsiaal0,32 V). Mida negatiivsem on ühendi standardne redokspotentsiaal, seda halvem elektronide aktseptor (oksüdeerija) ja parem elektronide doonor (redutseerija) ühend on. Ergastatud P680 on halb redutseerija, kuid hea oksüdeerija. Fotosüsteem II keskuses laengute lahutamisel tekib klorofüll a positiivselt laetud ioonina tugev oksüdeerija (redokspotentsiaal +1,2 V), mis on võimeline omandama elektroni veelt (redokspotentsiaal +0,82 V) ja taastama oma elektronide varu. Fotosüsteemis II ergastatud elektron liigub vaheülekandjaid ja tsütokroom b6f kompleksi kasutades fotosüsteemi I, saab teisest footonist täiendava koguse energiat ja tagajärjena moodustub üks tugevamaid redutseerijaid eluslooduses – fotosüsteem I keskuse ergastatud P700 (P700*) redokspotentsiaaliga -1,3 V ning on võimeline redutseerima NADP+. Fotosüsteem II keskuses tekib tugev oksüdeerija, fotosüsteem I keskuses tugev redutseerija. Ühe elektroni liikumine fotosünteesi elektrontransportahelas „mäest üles” positiivsema redokspotentsiaaliga ühendilt (vesi) negatiivsema redokspotentsiaaliga ühendile (NADP+) on võimalik ainult kahe footoni valgusenergia kasutamisel.


    Kahe fotosüsteemi osalemine muudab fotosünteesi elektrontransportahela keeruliseks, aga võimeliseks oksüdeerima vett, redutseerima NADP-d ja sünteesima ATP-d. Kui elektronide ülekandjad ETA skeemil (joonis 4.217) paigutada nende standardse redokspotentsiaali väärtuse järgi (y-teljel on redokspotentsiaali väärtus voltides), on elektronide liikumine Z-kujulise siksakilise trajektooriga ja kannab nime Z-skeem, mida nimetatakse ka lineaarseks fotosünteesi elektrontransportahelaks, sest tulemuseks on elektronide liikumine veelt NADP+-le. In vivo keskkonnas paiknevad ETA komponendid sõltumata nende redokspotentsiaali väärtusest tülakoidi membraanis, mis on keskmiselt läbimõõduga 10 nm (joonis 4.218).


    Lineaarne fotosünteesi ETA algab footoni neeldumisega fotosüsteemis II. FSII sisaldab ligikaudu 20 valgulist alaühikut. 32 kD valguga D1 on seotud P680, elektronide aktseptoritena kaks feofütiini (klorofüll ilma Mg aatomita) molekuli ja kaks plastokinooni molekuli (PKA ja PKB) ning üks Fe-S valgu koostisse kuuluv raua aatom. Fotosüsteemi südamikku kuuluvad ka klorofülle siduvad valgud KSV43 ja KSV47, mida kodeerivad müürloogas kloroplastide geenid psbC ja psbB. Pigmentide sidumises osalevad ka monomeersed KSV24, 26 ja 29. FSII koostisse kuuluvad samuti trimeersed valgust neelavad kompleksid VNK M, S ja L (joonis 4.217). Reaktsioonikeskuses paiknev P680 ergastub footoni toimel, kaotab elektroni ja muutub oksüdeerumisel positiivse laenguga klorofüll a iooniks P680+, mille redokspotentsiaal (+1,27 V) on positiivsem kui veel ja järelikult võib vett oksüdeerida. Vee oksüdeerumist fotosünteesis nimetatakse vee fotooksüdatsiooniks, sest tugeva oksüdeerija P680+ tekitamiseks kasutatakse valguskvante. Vee oksüdeerumiseks ei piisa ainult oksüdeerunud klorofülli tekkimisest reaktsioonikeskuses. Kahelt vee molekulilt nelja elektroni eemaldamises hapniku moodustumisega osaleb kolmest erinevast valgust koosnev, 4 Mn aatomit sisaldav vee fotooksüdatsiooni kompleks VOK (ingl oxygen evolving complex, OEC) (joonis 4.216). VOK paikneb fotosüsteem II juures tülakoidi luumenipoolsel küljel ja katalüüsib reaktsiooni


    2H2O + 4 hν → 4H+ + 4e- + O2


    (4.7-5)


    Vee fotooksüdatsiooni toimumiseks peab P680 fotosüsteemis II nelja footoni absorbeerimisel kaotama neli korda elektroni ja oksüdeerima VOK-i. See toimub nelja mangaani aatomit sisaldava kofaktori vahendusel, mis võimaldab kompleksil eksisteerida viies erinevas oksüdatsiooni seisundis S0–S4 (ingl S – state) (joonis 4.219).
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    Joonis 4.219. Vee fotooksüdatsiooni toimumiseks peab P680 fotosüsteemis II nelja footoni absorbeerimisel neli korda kaotama elektroni ja oksüdeerima VOK-i.


    Kõige oksüdeerunum S4 vorm saab kahelt vee molekulilt võtta neli elektroni, mis liiguvad astmeliselt D1 valgu türosiini jäägile (joonis 4.217 ja 4.219, tähis Z) ja redutseerivad seejärel P680+. Kahe vee molekuli fotooksüdatsioonil vabanevad neli prootonit jäävad tülakoidide luumenisse. Vee kasutamine elektronide doonorina algas tsüanobakterite tekkides rohkem kui kolm miljardit aastat tagasi. Tsüanobakterites moodustus vee oksüdeerumiseks vajalik unikaalne klorofüll P680 – Mn aatomite kobarat sisaldav valguline kompleks, mis on püsinud suhteliselt muutumatuna tänapäevani. Teadlased ja insenerid tegelevad analoogilise kunstliku odava ja keskkonda mittesaastava vesinikku tootva süsteemi konstrueerimisega, mis varustaks maakera elanikke energiaga, sest vett on maakeral palju.


    Fotosüsteem II elektronide aktseptorpoolel paiknevad järjestikku feofütiin, plastokinoonid PKA ja PKB. Plastokinooni redutseerumiseks plastohüdrokinooniks (plastokinooliks) PKH2 on vaja 2e- ja 2H+ (joonis 4.220).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.220. Plastokinoonide oksüdeerumine ja redutseerumine fotosünteesi elektrontransportahelas. Plastokinoon koosneb kinoonitsüklist ja üheksast isoprenüüli jäägist koosnevast apolaarsest külgahelast (R), mis võimaldab plastokinoonil tülakoidi membraanis liikumist. Plastokinooni molekuli redutseerumiseks on vaja kahte e- ja 2H+. Redutseerumine toimub astmeliselt üle plastosemikinooni ühe elektroni liitumisel. Teise elektroni ja kahe prootoni liitumisel plastosemikinooniga tekib stabiilne plastohüdrokinoon. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 6th ed., 2015 järgi.


    Plastokinoonid on metüleeritud bensokinoonid kaheksa isoprenüüli jäägiga külgahelas. Isoprenüüli jäägid muudavad plastokinoonid hüdrofoobseks ja võimaldavad nende liikumist tülakoidi membraanis. Plastokinooni redutseerimiseks saadakse elektronid ergastatud P680-lt, prootonid stroomast. Redutseerunud PKB vabaneb seosest fotosüsteem II-ga ja difundeerub tülakoidi membraanis, kuni puutub kokku tsütokroom b6f kompleksi luumenipoolse küljega ja seotakse. Tsütokroom b6f kompleks (plastokinool-plastotsüaniin reduktaas) on omadustelt sarnane mitokondrite ubikinoon-tsütokroom c reduktaasiga. Tsütokroom b6f kompleks seob redutseerumisel plastohüdrokinoonilt ainult elektronid (heemi kolmevalentne raud redutseerub kahevalentseks), plastohüdrokinooni oksüdeerumisel plastokinooniks vabanevad kaks prootonit. Seega transpordivad plastokinoonid prootoneid stroomast tülakoidide luumenisse. Iga elektroni kohta liigub üks prooton. Tegelikult on plastokinool-tsütokroom b6f reduktaasi stroomast luumenisse transporditavate prootonite arv suurem plastokinoonide tsükli tõttu (joonis 4.221).
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    Joonis 4.221. Plastokinoonide tsükkel fotosünteesi elektrontranspordiahelas. Fotosüsteemis II tekkinud plastohüdrokinooni oksüdeerib tsütokroom b6f kompleks nii, et üks elektron liigub Fe-SR valgu, tsütokroom f ja plastotsüaniini (PT) vahendusel fotosüsteemi I. Teine elektron liigub tsütokroom b-le, muutes selle redokspotentsiaali negatiivsemaks ja võimaldades elektronil liikuda plastokinoonile negatiivse laenguga plastosemikinooni iooni moodustumisega. Järgnevas tsüklis teine plastohüdrokinooni molekul oksüdeeritakse samal viisil. Üks elektron liigub Fe-SR valgu, tsütokroom f ja PT vahendusel fotosüsteemi I, teine elektron redutseerib esimeses tsüklis tekkinud plastosemikinooni plastohüdrokinooniks, sidudes täiendavad 2H+ stroomast. Tulemuseks on nelja prootoni transport stroomast luumenisse, kui fotosünteesi elektrontransportahelas liigub kaks elektroni. Plastokinoonide tsükkel võimaldab ühe elektroni liikumisel fotosünteesi ETA-s transportida kaks prootonit stroomast luumenisse. Fe-SR on John S. Rieske ja kaastöötajate 1964. aastal avastatud Fe-S valk, milles kaks raua iooni on seotud kahe histidiini jäägiga. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 6th ed., 2015 järgi.


    Plastokinoonide tsükli esimeses ringis fotosüsteemis II tekkinud plastohüdrokinooni PKH2 oksüdeerib tsütokroom b6f kompleks nii, et üks elektron liigub Rieske valgu (Fe-SR), tsütokroomi f ja plastotsüaniini vahendusel fotosüsteemi I. Teine plastohüdrokinooni oksüdeerumisel vabanev elektron liigub b tsütokroomide vahendusel plastokinoonile, tekitades negatiivse laenguga plastosemikinooni iooni. Tsükli järgmises ringis oksüdeeritakse teine plastohüdrokinooni molekul samal viisil. Üks elektron liigub Fe-SR valgu ja tsütokroomi f vahendusel fotosüsteemi I, teine elektron redutseerib esimeses tsüklis tekkinud plastosemikinooni plastohüdrokinooniks, sidudes täiendavad 2H+ stroomast. Plastokinoonide tsükli tulemusena iga kahe fotosünteesi elektrontransportahelas liikuva elektroni kohta liigub plastokinoon-tsütokroom b6f kompleksi tasemel 4H+ stroomast luumenisse. Vee fotooksüdatsiooni kompleksis kahe oksüdeeritud veemolekuli kohta (valem 4.7-5) liigub fotosünteesi ETA-sse neli elektroni, mis plastokinoonide tsüklis transpordivad stroomast luumenisse täiendavad kaheksa prootonit. Arvestades ka seda, et kahe vee molekuli oksüdeerumisel vabaneb neli prootonit, siis liigub fotosünteesi elektrontransportahelas stroomast luumenisse kahe vee molekuli oksüdeerumisel kokku 12 prootonit.


    Redutseerunud tsütokroom b6f kompleks annab oma elektronid väikesele vaske sisaldavale valgule plastotsüaniinile, mis on lahustuv ja võib elektronide ülekandmisel liikuda kahe fotosüsteemi vahel. Taimede fotosüsteemi I reaktsioonikeskuses on P700 ja ligikaudu 100 klorofülli molekuli sisaldav antenn, mis on seotud valkudega PsaA ja PsaB. Fotosüsteem I koosseisu kuuluvad veel mitmed Psa valgud, mis on joonisel 4.218 märgitud ühetähelistena (A–N). Antenni koosseisu kuulub mitu valgust neelavat kompleksi VNKI. Fotosüsteem I reaktsioonikeskuse ergastatud klorofüll P700* redokspotentsiaaliga -1,3 V on tugevaim redutseerija eluslooduses. Pärast oksüdeerumist absorbeeritud footoni mõjul võtab ta elektroni redutseerunud plastotsüaniinilt. Fotosüsteemis I on esimeseks elektroni aktseptoriks monomeerne klorofüll a (A0) standardse redokspotentsiaaliga -1,0 V. Sellele järgnevad tülakoidi membraani stroomapoolsel küljel füllokinoon, mitmed Fe-S valgud, nende hulgas ka ferredoksiin (Fd). P700 kahelt klorofüll a molekulilt lähtuvad kaks identset, komponente A, A0 ja füllokinooni sisaldavat elektronide liikumise haru A ja B, mis funktsioneerivad paralleelselt, tagades ferredoksiini kiire redutseerimise (joonis 4.219). Ferredoksiinilt liiguvad elektronid NADP-le, redutseerides selle koos stroomast võetud prootonitega (joonis 4.218 ja 4.219). Reaktsiooni katalüüsib ferredoksiin-NADP reduktaas (FNR). Oksüdeeritud NADP+ redutseerimiseks on vajalik 2e‾ ja üks H+. Kahe veemolekuli fotooksüdeerumisel vabanenud nelja elektroni ja strooma kahe prootoni arvel on võimalik kahe NADPH moodustumine.


    2NADP+ + 4e‾ + 2H+ →2NADPH


    (4.7-6)


    Lineaarne fotosünteesi elektrontransportahel lagundab vett ja toodab ATP-d ning NADPH-d. Fotosünteesi elektrontransportahel võib kulgeda ka ümber fotosüsteem I ilma elektronide liikumiseta NADP+-le. Sellist elektronide liikumise viisi nimetatakse tsükliliseks elektrontransportahelaks. Tsüklilises elektrontransportahelas redutseeritud ferredoksiin annab elektronid plastokinoonidele või tsütokroom b6f kompleksile. Tagajärjena toimub plastokinoonide redutseerumine plastohüdrokinoonideks plastokinoonide tsüklis ja täiendava ΔpH tekkimine, millega kaasneb ATP süntees ilma NADPH tekkimiseta. Seetõttu oletatakse, et tsükliline ETA osaleb [ATP]/[NADPH] kontsentratsioonide suhte regulatsioonis, suurendades ATP hulka. Tsükliline ETA on oluline ka klorofüllide ergastuse kustutamises ja fotosüsteemide kaitsmises strooma üleredutseerumise eest. Katteseemnetaimedes on tuntud kaks elektronide tsüklilise liikumise rada. Esiteks prootongradiendi regulaatorvalkudest PGR5 ja PGRL1 (ingl PGR5-LIKE) sõltuv rada, milles prg5 kodeerib elektrone ferredoksiinilt plastokinoonidele transportiva valgu tülakoidide membraanis. Teiseks bakterite NADH-dehüdrogenaasi sarnane kompleks NDH, mis vahendab elektronide liikumist stroomas paiknevatelt redutseerijatelt plastokinoonidele. NDH seostub fotosüsteemiga I kahe valgust neelava kompleksi VNKI a5 ja VNKI a6 abil. Müürloogas annab pgr5 mutant tugeva valguse ja väikese [CO2] tingimustes väiksema kasvu ja saagi võrreldes metsiktaimedega, näidates, et tsükliline ETA on oluline saagi suuruse määramisel stressitingimustes.


    Mitmed umbrohutõrjeks kasutatavad ained on fotosünteesi ETA blokeerijad. Dikloorfenüüldimetüüluurea (DCMU ehk diuroon) pärsib elektronide liikumise, konkureerides PKB seostumiskohaga fotosüsteemis II. Metüülviologeen seob elektronid fotosüsteem I aktseptorpoolelt ning annab need hapnikule, tekitades superoksiidradikaali O2●‾, mis tugeva oksüdeerijana kahjustab kloroplastide valke ja lipiide.


    4.7.4.4. Karotinoidid ja valgusenergia termiline kustutamine


    Karotinoididel on peale valgusenergia absorbeerimise ka fotosünteesi masinavärgi kaitsmise ülesanne. Looduslikult paiknevad taimed ja vetikad kiiresti muutuva valguse intensiivsusega keskkonnas. Tugeva valguse toimel ergastatakse fotosünteesi pigmendid ja fotosünteesi ETA on elektronidega ülekoormatud. Kui elektronide voog NADP+-le on suurem kui Calvin-Bensoni tsüklis NADPH-d kasutatakse, on NADP redutseerunud seisundis ega võta elektrone vastu. See põhjustab elektronide liikumist hapnikule (Mehleri reaktsioon) ja aktiivsete hapniku ühendite (superoksiidradikaal O2●‾, vesinikperoksiid H2O2 ja hüdroksüülradikaal OH●) moodustumist, mis on tugevad oksüdeerijad ja kahjustavad membraanide lipiide, fragmenteerivad DNA-d ja denatureerivad valke. Klorofülli ergastusseisundi püsimine tekitab võimaluse pikaajalise tripletse ergastusseisundi tekkimiseks (joonis 4.215), mis tripletse hapnikuga reageerides tekitab veel ühe hapniku aktiivühendi – singletse hapniku (1O2). Taimedes ja vetikates on oksüdatiivse kahjustuse vältimiseks tekkinud palju erinevaid viise. Üks olulisem neist on üleliigse ergastusenergia hajutamine soojusena fotosüsteem II valgust neelavates kompleksides, mida nimetatakse ergastuse termiliseks kustutamiseks (ingl non-photochemical quenching of chlorophyll a fluorescence, NPQ). Termilise kustutamisega kaasneb klorofülli fluorestsentsi vähenemine, mis võimaldab fluorestsentsi mõõtmise abil määrata ergastusenergia termilise kustutamise intensiivsust. Termilise kustutamise protsessis kujuneb fotosüsteem II valgust neelav kompleks ümber soojust hajutavaks kompleksiks. Antennkomplekside struktuurne ümberkorraldus indutseeritakse kiiresti mõne minuti jooksul. Ergastusenergia hajutamises soojusena on oluline violaksantiini-anteraksantiini-zeaksantiini tsükkel VAZ ehk ksantofüllide tsükkel (joonis 4.222).
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    Joonis 4.222. Ergastusenergia hajutamises soojusena on oluline violaksantiini-anteraksantiini-zeaksantiini tsükkel VAZ ehk ksantofüllide tsükkel.


    Ksantofüllide tsüklit märgiti esimest korda Barbara Demmig-Adamsi töödes eelmise sajandi kaheksakümnendate aastate lõpus. Intensiivse valguse käes aktiveerub ensüüm violaksantiini de-epoksidaas (VDE), mis lagundab astmeliselt C-O sidemed epoksiidrühmades kõigepealt anteraksantiini ja seejärel zeaksantiini moodustumisega. Violaksantiini de-epoksidaas paikneb luumenis. Ensüümi aktiivsuse suurenemise põhjus on tülakoidide luumeni hapustumine fotosünteesi ETA toimumisel, ensüümi pH optimum on 5,2. Kofaktorina vajab ensüüm redutseeritud askorbaati. Vajalike tingimuste olemasolul moodustub tülakoidi membraaniga seotud ensüümi dimeer, mis korraldab zeaksantiini moodustumise reaktsiooni. Zeaksantiini epoksidaas (ZE) taastab epoksiidsidemed violaksantiini tekkimisega ja tsükkel sulgub. Ensüüm paikneb stroomas ja on aktiivne neutraalses või kergelt aluselises keskkonnas (joonis 4.222). Ensüümi kofaktorid on NADPH ja O2. Ksantofüllide tsükli täpne mehhanism ja zeaksantiini osa soojusenergia hajutamises ei ole selge. Ergastuse termiliseks kustutamiseks on vajalikud väiksemad antennkompleksi pigmendi-valgu kompleksid KSV29, KSV26 ja KSV24. VNKIIS on vajalik struktuursete ümberkorralduste tekkimiseks kui pH sensor (joonis 4.216). pH signaal tõlgitakse ergastusenergia hajumist soodustavaks antenni struktuuri muutuseks. Ksantofüllide tsükli omadused erinevates vetikarühmades on erinevad. Maismaataimede tekkimisel toimusid täiendavad tsükli muutused.


    Kokkuvõtlikult on karotinoididel fotosünteesis mitmeid erinevaid ülesandeid. Monomeersetes ja trimeersetes valgust neelavates kompleksides osalevad nad footonite absorbeerimises ja nende energia suunamises reaktsioonikeskusesse. Ksantofüllide tsüklis osalevad nad liigse ergastusenergia hajutamises soojusena ja on kaitsepigmendid suure energiaga siniste kvantide eest. Mutantsed, ilma karotinoidideta taimed on võimelised elama nõrgas valguses, kuid surevad intensiivse valguse käes. Taimedes esinevad mitmesugused võimalused aktiivsete hapnikuühendite kahjutustamiseks.


    Superoksiidaniooni lagundab ensümaatiliselt superoksiidi dismutaas (SOD).


    O2●‾ + O2●‾ + 2H+ → O2 + H2O2


    (4.7-7)


    Erinevates SOD isoensüümides on kofaktoriteks erinevate metallide ioonid. Kloroplastides esineb di- või tetrameerne Fe-SOD stroomas, tülakoidide membraanis on levinud Mn-SOD. Ensüüm on kõrge spetsiifilise aktiivsusega.


    Kloroplastides Mehleri reaktsioonis või SOD toimel moodustunud vesinikperoksiid lagundatakse askorbaadi peroksüdaasi toimel.


    L-askorbaat + H2O2 → dihüdroaskorbaat + H2O


    (4.7-8)


    Askorbaadi peroksüdaas esineb kloroplastide stroomas ja on seotud tülakoidide membraaniga, tema kofaktor on heem. Suur askorbaadi kontsentratsioon kloroplastides võimaldab kiiret tekkinud vesinikperoksiidi lagundamist askorbaadi peroksüdaasi katalüüsitavas reaktsioonis.


    Fotorespiratsioonil moodustunud vesinikperoksiid laguneb katalaasi toimel peroksüsoomides.


    H2O2 + H2O2 → 2H2O + O2


    (4.7-9)


    Singletse hapniku energia eemaldatakse karotinoidide üleminekul tripletsesse seisundisse soojusena.


    4.7.4.5. ATP süntees kloroplastides


    Elektronide liikumisel fotosünteesi ETA-s tekib prootonite kontsentratsioonide erinevus kahel pool tülakoidi membraani. Kahe vee molekuli fotooksüdatsioonil vabanevad 4H+ jäävad luumenisse, sest vee fotooksüdatsiooni kompleks VOK paikneb tülakoidimembraani sisemisel (luumenipoolsel) küljel. Eraldunud nelja e‾ liikumisel fotosünteesi elektrontransportahelas transporditakse plastokinoonide ning tsütokroom b6f kompleksi vahel veel kaheksa prootonit stroomast luumenisse. Kokku kahe veemolekuli oksüdeerumisel liigub tülakoididesse 12 prootonit ja tekib prootonite liikumapanev jõud (Δp), mis kloroplastides sõltub peamiselt ΔpH suurusest. Prootonite liikumapaneva jõu definitsioon ja arvutuskäik on esitatud õpiku peatükis 4.6.5.6. Prootonid saavad liikuda suurema prootonite kontsentratsiooniga luumenist tagasi stroomasse läbi tülakoidide membraanides paikneva ATP-süntaasi (joonis 4.218). Tülakoidimembraani lipiidkiht pole prootonitele läbitav. Prootonite liikumisega kaasneb ATP süntees stroomas, mida nimetatakse fotofosforüleerumiseks. Fotofosforüleerumise avastas Daniel Israel Arnon kaastöötajatega eelmise sajandi viiekümnendatel aastatel. Peter Dennis Mitchell eeldas 1961. aastal esimesena, et ATP süntees saab energiat prootonite liikumapanevast jõust (prootonite elektrokeemilise potentsiaali erinevusest tülakoidi membraani külgedel), mitte fosforüleeritud vaheproduktidest nagu alastraatse fosforüleerumise korral. P.D. Mitchell sai 1978. a. ATP sünteesi kemioosmoosi mehhanismide avastamise eest Nobeli keemiapreemia. Prootonite liikumapaneva jõu valemist (Δp = ψ – 59 ΔpH) lähtudes on Δp suurus kloroplastides tavatingimustes ligikaudu 110–200 mV (16–20 kJ/mool). Erinevalt mitokondritest sõltub kloroplastides Δp väärtus eelkõige pH erinevusest strooma ja tülakoidi siseruumi vahel (ΔpH = 1,5–2,5), mitte elektriliste potentsiaalide erinevusest tülakoidi membraani külgedel, sest tülakoidide membraanipotentsiaal ψ on väike (ψ = -10 kuni -20 mV). Tülakoidide membraanid on K+-, Na+-, Mg2+- ja Cl‾-ioonidele hästi läbitavad, mis põhjustab membraanipotentsiaali hajumise. Δp väärtus peab vastavalt valemile (4.7-10) katma ATP sünteesiks vajaliku energia (ΔGATP), mis standardtingimustes on 30,5 kJ/mool, aga in vivo tingimustes võib olla suurem (40–50 kJ/mool) sõltuvalt ATP, ADP ja Pi kontsentratsioonidest.


    nΔp ≥ ΔGATP


    (4.7-10)


    Valemis (4.7-10) Δp on prootonite liikumapanev jõud, n on läbi ATP süntaasi liikuvate prootonite arv, ΔGATP on ATP sünteesi Gibbsi vaba energia.


    ATP süntaas (F-tüüpi H+-ATPaas) on ühesuguse ehitusega ja funktsioneerib samal printsiibil kõikides prokarüootides ning eukarüootide kloroplastides ja mitokondrites, sõltumata nende evolutsioonilisest ajaloost (joonis 4.190). Üldjoontes on samasuguse struktuuri ja toimimise viisiga ka arhede A-tüüpi H+-ATPaas ja eukarüootide V-tüüpi H+-ATPaasid, mis funktsioneerivad kui prootonpumbad organellide (vakuoolid, lüsosoomid, Golgi kompleksi vesiikulid) membraanides. Selline sarnasus lubab järeldada, et kõik kolm kirjeldatud pumbatüüpi on ühise evolutsioonilise päritoluga. Nende esmane funktsioon oli tõenäoliselt anaeroobses keskkonnas käärimisprotsessides suurel hulgal tekkinud prootonite eemaldamine tsütosoolist. Hapnikku tootva fotosünteesi tekkimisel taimedes ja vetikates avanes võimalus pumba pöördsuunas toimimiseks ning ATP sünteesiks Δp arvel.


    Kloroplastide ATP süntaas on ligikaudu 600 kDa massiga valkude kompleks, mis koosneb tülakoidi membraanis asetsevast prootoneid transportivast alaühikute kompleksist ja stroomas paiknevast katalüütilisest alaühikute kompleksist, mida tähistatakse vastavalt KF0 ja KF1 (ingl CF0 ja CF1), et eristada mitokondrites paikneva ATP süntaasi F0 ja F1 alaühikute kompleksidest. Piltlikult koosneb KF0/KF1 kahest pöörlevast nanomootorist: energiat andvast prootonite toimel keerlevast KF0-st ja energiat tarbivast keemilist reaktsiooni (ATP sünteesi) teostavast KF1-st, mis pöörleb samuti oma telje ümber (joonis 4.218 ja 4.223). Mõlemad nanomootorid on mehaaniliselt seotud, ühe mootori liikumine tagab teise mootori liikumise. Nii mitokondrite kui ka kloroplastide katalüütilised kompleksid F1 ja KF1 koosnevad vaheldumisi paiknevatest kolmest α- ja kolmest β-alaühikust, mis asetsevad rõngakujuliselt ümber ebasümmeetrilise kepikujulise γ-alaühiku. γ-alaühikul on spetsiifilised keemilised seosed katalüütiliste β-alaühikutega, mis γ-alaühiku prootonite liikumisest CF0 kompleksis tingitud pöörlemise tagajärjena põhjustavad β-alaühikute esinemist kolmes erinevas konformatsioonis (joonis 4.223). A (avatud) konformatsioonis (ingl open) β-alaühik ei ole seotud alastraatidega. L (lõdvalt seotud) konformatsioon (ingl loose) seob ADP ja Pi. T (tugevalt seotud) konformatsioonis (ingl tight) toimub ATP süntees. γ-alaühiku edasisel pöörlemisel muutub T konformatsioon A konformatsiooniks ja ATP vabaneb (joonis 4.223).
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    Joonis 4.223. ATP süntaas. A. KF1 kompleksi katalüütiliste β-alaühikute konformatsiooni muutus prootonite liikumisel. KF1 sisaldab kolme β-alaühikut, mis võivad esineda kolmes konformatsioonis. Avatud konformatsioonis (A) ei sisalda katalüütiline tsentrum substraati. Lõdvalt seotud konformatsioonis (L) on seostunud ADP ja Pi. Tugevalt seotud konformatsioonis (T) on toimunud ATP süntees. Prootonite liikumisest põhjustatud γ-alaühiku pöörlemine esimeses etapis põhjustab β1 ülemineku A-vormist L-vormi, β2 ülemineku T-vormist A-vormi ja ATP vabanemise ning β3 ülemineku L-vormist T-vormi. Teises etapis toimub ATP süntees β3-alaühikus ning ADP ja Pi seostumine β2-alaühikuga. Kõik kolm β-alaühikut läbivad γ-alaühiku pöörlemisel järjestikku kõik konformatsioonid. B. ATP süntaas kloroplastis koosneb tülakoidi membraanis paiknevast prootoneid transportivast kompleksist KF0 ja stroomas paiknevast katalüütilisest kompleksist KF1. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 2015 ja Tikhonov, A.N., 2012 järgi.


    γ-alaühik pöörleb 120º astmetena. KF1 kompleksi iga ringi kohta läbib iga β-alaühik kõik kolm konformatsiooni ja sünteesitakse kolm ATP molekuli. F1-kompleksi pöörlemist on võimalik muuta silmaga nähtavaks. Fluorestseeruvate värvidega seotud pulgakujulise aktiini molekuli sidumisel F1-kompleksi keskel paikneva γ-alaühiku külge on ATP lisamisel fluorestsentsmikroskoobis nähtav aktiinimolekuli keerlemine (joonis 4.224).
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    Joonis 4.224. F0F1 kompleksi pöörlemise saab muuta mikroskoobis jälgitavaks. Fluorokroomiga seotud pulgakujulise aktiini valgu sidumisel E. coli F0F1-kompleksi c-alaühikute külge on fluorestsentsmikroskoobis nähtav aktiinimolekuli keerlemine. Streptaktiin on bakteriaalne valk, mida kompleksis biotiiniga kasutatakse kui südamikku teiste valkude sidumiseks. His-tag on valk, mis sisaldab C- või N-terminaalses otsas kõrvutipaiknevaid His-jääke, mis seovad F1-kompleksi nikliga kaetud plaadile. 1200 astmetena toimuv aktiinimolekuli pöörlemine toimub ATP hüdrolüüsil ja ATP sünteesil erinevates kellaosuti liikumise suundades. Modifitseeritud Junge, W., et al., 2009 järgi.


    ATP süntaasi F0-kompleks koosneb identsete c-alaühikute ringist, millega on liitunud ka teised prootonite liikumiseks vajalikud valgud. E. coli F0-kompleksi koostises on kümme c-, a- ja kaks b-alaühikut. Taimede KF0-kompleks sisaldab 8–15 c-alaühikut (joonis 4.218). c-alaühikute arv erinevates liikides on varieeruv, aga ühes liigis konstantne. KF0 sisaldab samamoodi nagu mitokondrite FO0 ringikujulise prootonkanali, sest igas c-alaühikus sisaldub prootonit siduv laenguga aminohape (tavaliselt Glu või Asp) alaühikute rõnga keskosa pinnal. Neid aminohappeid ümbritsevast piirkonnast sõltub, kas läbi ATP süntaasi liiguvad prootonid või Na+-ioonid. (Eksisteerib ka Na+-ioonide liikumapanev jõud.) A-alaühiku ja c-alaühiku vahel moodustub kahest poolkanalist koosnev prootoneid juhtiv kanal. Poolkanali I kaudu sisenevad prootonid luumenist ja poolkanali II kaudu väljuvad stroomasse. Tülakoidi luumenipoolselt küljelt sisenevad prootonid seostuvad Glu-jäägiga GluH tekkimisega, mis paneb c-alaühikutest koosneva rõnga pöörlema. Kui stroomapoolsel küljel on prootonite kontsentratsioon väiksem, siis prootonid väljuvad stroomasse. C-alaühikute rõnga pöörlemine päri- või vastupäeva sõltub sellest, kas [H+] on suurem stroomas või luumenis. ATP süntaas võib funktsioneeerida ka pöördsuunas – hüdrolüüsides ATP-d, transportida prootoneid stroomast luumenisse. Tavaliselt on stroomapoolne membraani külg negatiivsema laenguga võrreldes luumenipoolse küljega ja soodustab H+ väljumist tülakoidi siseruumist. Seetõttu on ATP süntaas tundlik nii elektrilise (membraanipotentsiaal) kui ka keemilise (ΔpH) prootonite liikumapaneva jõu komponendi suhtes. C-alaühikute ringi pöörlemine on mehaaniliselt seotud KF1-kompleksi pöörlemisega γ- ja ε-valkude vahendusel. Väljatöötatud kineetilise mudeli alusel prootonite energia akumuleerub γ-alaühiku elastses deformatsioonis, mis omakorda võimaldab ATP süntaasi β-alaühikutel osaleda kolmes erinevas konformatsioonis.


    Prootonite transpordil sünteesitud ATP hulk sõltub CF0 c-alaühikute arvu ja CF1 katalüütiliste β-alaühikute arvu suhtest. Β-alaühikute arv on alati kolm. C-alaühikuid võib erinevates liikides olla 8–15 ja ATP hulk vastavalt 2,7–5. Kui varasemates publikatsioonides arvestati, et ühe ATP sünteesiks piisab kolme prootoni liikumisest läbi ATP süntaasi, siis hilisemate uurimuste alusel loetakse vajalikuks neli prootonit. Kui arvestada, et kahe vee molekuli fotooksüdeerumisel liigub luumenisse 12H+, siis tekib võimalus maksimaalselt kolme ATP sünteesiks. Mitmed tegurid, näiteks H+ sidumine tülakoidi membraanide või lahustunud ühendite negatiivselt laetud rühmadega, OH¯-ioonide liikumine samas suunas, pikad vahemaad fotosüsteem II ja ATP süntaasi paiknemise vahel, võivad [H+]-gradienti vähendada. Arvutustes lähtutakse tavaliselt eeldusest, et 4e‾ liikumisel fotosünteesi elektrontransportahelas saadakse kaks kuni kolm ATP-d.


    


    Looduslikuks kohastumuseks on kloroplastide ATP süntaasi aktiivsuse regulatsioon tioredoksiiniga. Tioredoksiin on väike redokspotentsiaalist sõltuvates signaaliahelates osalev ensüüm. Fotosünteesi ETA-s redutseeritud ferredoksiin redutseerib tioredoksiini, mis γ-alaühiku kahte tsüsteiinijääki redutseerides aktiveerib ATP süntaasi. Seega on kloroplastide ATP süntaasi aktiivsus peale prootonite liikumapaneva jõu reguleeritud ka ETA-komponentide (Fd) redokspotentsiaaliga.


    4.7.5. Biokeemilised reaktsioonid kloroplastide stroomas


    4.7.5.1. Süsihappegaasi sidumise ja süsiniku redutseerimise Calvin-Bensoni tsükkel


    Fotosünteesi valgusreaktsioonides moodustunud ATP ja NADPH kasutatakse kloroplastides CO2 redutseerimiseks ja sahhariidide sünteesiks kloroplastide stroomas reaktsioonide tsüklis, mille tegid kindlaks aastatel 1946–1953 California Berkeley ülikooli teadlased Melvin Ellis Calvin, Andrew Benson ja James Bassham, kellele omistati selle avastuse eest 1961.a. Nobeli keemiapreemia. Seetõttu nimetatakse tsüklit ka Calvin-Benson-Basshami tsükliks ehk CBB tsükliks või süsiniku assimileerimise tsükliks ja ka reduktiivseks pentoosfosfaatide tsükliks sarnasuse alusel oksüdatiivse pentoosfosfaatide tsükli reaktsioonide ja ensüümidega. Viimasel ajal on kõige rohkem levinud nimetuseks Calvin-Bensoni tsükkel. Nimetatud teadlaste töörühm kasutas katseteks õhukeses lamedapinnalises klaasnõus vees paiknevaid rohevetika Chlorella rake ja uudse meetodina radioaktiivset süsihappegaasi 14CO2. Pärast rakkude valgustamist lühiajaliste impulssidega määrati radioaktiivse märgisega suhkrud paberkromatograafiliselt. Calvinile anti Nobeli keemiapreemia 1961. aastal.


    Calvin-Bensoni tsükkel jaotatakse kolmeks etapiks: karboksüleerimine, taandamine (redutseerimine) ja CO2 siduva aktseptori taastamine (regenereerimine) (joonis 4.225).
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    Joonis 4.225. Süsiniku assimileerimise (Calvin-Bensoni) tsükkel. Tsükli esimeses etapis (karboksüleerimine) CO2 seotakse kovalentselt ribuloos-1,5-bisfosfaadile 3-fosfoglütseraadi tekkimisega. Teises etapis (redutseerimine) taandatakse 3-fosfoglütseraat fotosünteesi valgusreaktsioonides moodustunud NADPH ja ATP toimel glütseeraldehüüd-3-fosfaadiks. Kolmandas etapis (regenereerimine) osa moodustunud glütseeraldehüüd-3-fosfaadi molekulidest kasutatakse CO2 aktseptori ribuloos-1,5-bisfosfaadi moodustumiseks, osa väljub tsüklist ja kasutatakse kloroplastides tärklise või tsütosoolis sahharoosi sünteesiks. Suhkrutele omaste süsinikuaatomite arv erinevates etappides on esitatud kollastes ruutudes. Regenereerimisetapis toimub palju erinevaid reaktsioone (katkendjoon), mis tagavad viiest glütseeraldehüüd-3-fosfaadi molekulist kolme ribuloos-1,5-bisfosfaadi molekuli tekkimise.


    Karboksüleerimisetapis 14CO2 seostub ribuloos-1,5-bisfosfaadiga (RuBP) ensüüm ribuloos-1,5-bisfosfaadi karboksülaas/oksügenaasi (lühendatult rubisko) toimel. RuBP eendiooli vormis seostub CO2-ga uue süsinik-süsinik sideme moodustamisega ja tekkinud kompleksi reageerimisel veega moodustub kaks molekuli 3-fosfoglütseraati (3-PGA). Vaid üks 3-PGA molekul kahest on radioaktiivne (joonis 4.226).
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    Joonis 4.226. Rubisko katalüüsitavad karboksülaasne ja oksügenaasne reaktsioon. Ribuloos-1,5-bisfosfaadi seostumisel ensüümiga tekib substraadi eendioolne vorm, mis võib reageerida CO2-ga või O2-ga. CO2-ga seostumisel tekib kuuesüsinikuline vähepüsiv vaheprodukt, mis reaktsioonis veemolekuliga laguneb teise ja kolmanda süsinikuaatomi vahelt kahe 3-fosfoglütseraadi molekuli tekkimisega (karboksülaasne aktiivsus). O2-ga seostumisel tekib viiesüsinikuline vaheprodukt, mis hüdrateerumisel laguneb ühe 3-fosfoglütseraadi ja ühe 2-fosfoglükolaadi molekuli tekkimisega (oksügenaasne aktiivsus).


    Redutseerimisetapis kasutatakse fotosünteesi valgusreaktsioonides tekkinud NADPH-d ja ATP-d 3-PGA redutseerimiseks glütseeraldehüüd-3-fosfaadiks (GAP). Regenereerimisetapis kümne ensümaatilise reaktsiooni tulemusena sünteesitakse GAP-ist RuBP ja tsükkel sulgub. Regenereerimisetapi viimases reaktsioonis osaleb ATP. Suure reaktsioonide arvu regenereerimisetapis tekitab vajadus moodustada kuue- ja kolmesüsinikulistest suhkrutest viiesüsinikulised suhkrud. Vajalikke reaktsioone katalüüsivad transketolaas ja aldolaas (tabel 4.7).


    Tabel 4.7. Calvini-Bensoni tsükli reaktsioonid.


    
      
        
        
      

      
        
          	
            Ensüüm

          

          	
            Reaktsioon

          
        


        
          	
            1. Ribuloos-1,5-bisfosfaadi karboksülaas/oksügenaas (rubisko)

          

          	
            3 ribuloos-1,5-bisfosfaat + 3 CO2 + 3 H2O → 6 3-fosfoglütseraat + 6 H+

          
        


        
          	
            2. 3-fosfoglütseraadi kinaas

          

          	
            6 3-fosfoglütseraat + 6 ATP → 6 1,3-bisfosfoglütseraat + 6 ADP

          
        


        
          	
            3. NADP-glütseeraldehüüd-3-fosfaadi dehüdrogenaas

          

          	
            6 1,3-bisfosfoglütseraat + 6 NADPH + 6 H+ → 6 glütseeraldehüüd-3-fosfaat + 6 NADP+ + 6 Pi

          
        


        
          	
            4. Trioosfosfaadi isomeraas

          

          	
            2 glütseeraldehüüd-3-fosfaat ↔ 2 dihüdroksüatsetoonfosfaat

          
        


        
          	
            5. Aldolaas

          

          	
            glütseeraldehüüd-3-fosfaat + dihüdroksüatsetoonfosfaat → fruktoos-1,6-bisfosfaat

          
        


        
          	
            6. Fruktoos-1,6-bisfosfataas

          

          	
            fruktoos-1,6-bisfosfaat + H2O → fruktoos-6-fosfaat + Pi

          
        


        
          	
            7. Transketolaas

          

          	
            fruktoos-6-fosfaat + glütseeraldehüüd-3-fosfaat → erütroos-4-fosfaat + ksüluloos-5-fosfaat

          
        


        
          	
            8. Aldolaas

          

          	
            erütroos-4-fosfaat + dihüdroksüatsetoonfosfaat → sedoheptuloos -1,7-bisfosfaat

          
        


        
          	
            9. Sedoheptuloos-1,7-bisfosfataas

          

          	
            sedoheptuloos-1,7-bisfosfaat + H2O → sedoheptuloos-7-fosfaat + Pi

          
        


        
          	
            10. Transketolaas

          

          	
            sedoheptuloos-7-fosfaat + glütseeraldehüüd-3-fosfaat → ksüluloos-5-fosfaat + riboos-5-fosfaat

          
        


        
          	
            11. Ribuloos-5-fosfaadi epimeraas

          

          	
            2 ksüluloos-5-fosfaat → 2 ribuloos-5-fosfaat

          
        


        
          	
            12. Riboos-5-fosfaadi isomeraas

          

          	
            Riboos-5-fosfaat → ribuloos-5-fosfaat

          
        


        
          	
            13. Ribuloos-5-fosfaadi kinaas

          

          	
            3 ribuloos-5-fosfaat + 3 ATP → 3 ribuloos-1,5-bisfosfaat + 3 ADP + 3 H+

          
        

      
    


    


    Summaarselt Calvin-Benson’i tsüklis kolme CO2 ja kolme H2O molekuli sidumise tulemusena kolmele RuBP molekulile moodustunud kuue molekuli 3-fosfoglütseraati redutseeritakse kuueks molekuliks glütseeraldehüüd-3-fosfaadiks. Neist viis kasutatakse kolme RuBP molekuli taastamiseks. Üks glütseeraldehüüd-3-fosfaadi molekul väljub tsüklist ning seda kasutatakse sahhariidide (sahharoos, tärklis) ja teiste kloroplastides moodustuvate ühendite sünteesiks.


    Calvin-Bensoni tsükli üldvõrrand on alljärgnev:


    3CO2 + 6 NADPH + 5 H2O + 9 ATP → → glütseeraldehüüd-3-fosfaat + 6 NADP+ + 9 ADP + 8 Pi + 3H+


    (4.7-11)


    Ühe CO2 molekuli sidumiseks ja redutseerimiseks tsüklis kulub sama palju NADPH-d (2) ja ATP-d (3), kui moodustub kahe veemolekuli fotooksüdatsioonil vabanevate elektronide transpordil fotosünteesi ETA-s valgusstaadiumis. Calvini tsükli produktiks on kolmesüsinikuline glütseeraldehüüd-3-fosfaat, mida kasutatakse tärklise sünteesiks stroomas. Glütseeraldehüüd-3-fosfaat (ja teised trioosfosfaadid) võivad väljuda kloroplastist tsütosooli antipordis anorgaanilise fosfaadiga (Pi) kloroplasti sisemembraanis paikneva transportvalgu trioosfosfaat/Pi translokaatori abil. Tsütoplasmas moodustub eksporditud trioosidest sahharoos.


    Ribuloos-1,5-bisfosfaadi CO2-ga seostumist katalüüsiv rubisko on taimedes suure molekulmassiga (560 kDa) kaheksast väikesest rakutuumas kodeeritud ja kaheksast suurest kloroplastis kodeeritud alaühikust koosnev ensüüm. Suured alaühikud paiknevad molekulis dimeeridena ja väikesed alaühikud kahe tetrameerina. Suurt alaühikut (56 kDa) kodeerib kloroplastide rbcL geen. Katalüütilise aktiivsusega on ainult suur alaühik ning mõnedes vetikate ja fotosünteesivate bakterite rühmades koosneb rubisko ainult suurtest alaühikutest. Ensüümimolekulil on taimedes kaheksa katalüütilist tsentrit (joonis 4.227).
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    Joonis 4.227. Rubisko molekuli röntgenstruktuuranalüüsiga määratud struktuur. Molekuli külgvaade (A) ja ülaltvaade (B) rohevetikas Chlamydomonas. Suurte alaühikute paarid on tähistatud hele- ja tumerohelisega, väikesed alaühikud hele- ja tumehalliga. Aktiivtsentrumi moodustavad aminohapete jäägid suures alaühikus on tähistatud mustaga. Väikese alaühiku tsentraalse kanali läbimõõtu määravad aminohapete jäägid (Ile 58) on punased ja neid ümbritsevad aminohapete jäägid on kollased. Modifitseeritud Taylor, T.C., et al., 2001 järgi.


    Katalüütilise tsentri moodustab suurte alaühikute dimeeri ühe alaühiku C-järjestus koos teatud aminohapetega teise alaühiku N-otsast. Väikest alaühikut (14 kDa) kodeerib tuuma genoomis paiknev rbsS geenide perekond. (Valkude transporti tsütosoolist kloroplastidesse on käsitletud õpiku peatükis 4.7.2). Rubisko katalüütiline aktiivsus, võrreldes ensüümide keskmise katalüütilise aktiivsusega 102–103, on väike. Ühe katalüütilise tsentri kohta seotakse sõltuvalt liigist ja keskkonnatingimustest 1–13 CO2 molekuli sekundis. Väikese katalüütilise aktiivsuse tõttu on rubisko Calvin-Bensoni tsükli aktiivsust piirav ensüüm. Väikest aktiivsust tasakaalustab rubisko suur kontsentratsioon. Rubisko valk võib moodustada kuni 30% lehtede summaarsest valgusisaldusest ja poole kloroplastide valgusisaldusest, mis muudab rubisko biosfääri kõige levinumaks valguks. Oluline on, et ensüüm vähendab CO2 hulka atmosfääris ja aeglustab temperatuuri tõusu maakeral.


    Oluline on rõhutada, et valgus soodustab CO2 sidumist ja redutseerimist. Calvin-Bensoni tsükkel on aktiivne ainult valguses ja inaktiivne pimedas. Tsükli sisselülitumise põhjuseks valguses pole ensüümide geenide ekspresseerumise suurenemine (ensümaatilise valgu kontsentratsiooni kasv) taimepigmentide fütokroomide ja krüptokroomide absorbeeritud valguse toimel, vaid eelkõige ensüümide katalüütilise aktiivsuse suurenemine (juba olemasolevate ensüümimolekulide aktiveerumine). Rubisko aktiveerub valguses mitmel põhjusel. Valguses lülitub sisse fotosünteesi elektrontransportahel ja kloroplasti strooma muutub aluseliseks (pH ~ 8). Aluselises keskkonnas on katalüütilise tsentri lüsiini ε-aminorühm protoneerimata (laenguta), mis võimaldab ensüümi aktiveeriva CO2 molekulil seostuda aminorühmaga ja moodustuda negatiivse laenguga karbamaadil, mis seob ensüümi aktiveerimiseks vajaliku Mg2+-iooni (joonis 4.228). Valgustamisel moodustunud prootonite gradient tülakoidi membraanil soodustab Mg2+ liikumist tülakoidide luumenist stroomasse. Sellises vormis (ensüüm-Lys-NH-COO¯-Mg2+) on rubisko aktiivne ja katalüüsib CO2 seostumist ribuloos-1,5-bisfosfaadiga, ning tekkinud ebapüsiva vaheprodukti lagunemist kaheks 3-fosfoglütseraadi molekuliks. CO2 on ühel ajal nii rubisko substraat kui ka aktiveeriv kofaktor. Samuti seostub ensüüm rubisko aktivaas valguses moodustuva ATP toimel rubiskoga ja muudab sellega ensüümi konformatsiooni. See on vajalik rubisko katalüütilise tsentriga seostunud sahhariidide, näiteks konkurentse inhibiitori 2-karboksüarabinitool-1-fosfaadi (KA1F) ja teiste sahhariidide (ribuloos-1,5-bisfosfaat, ksüluloos-1,5-bisfosfaat) eemaldamiseks (joonis 4.228).
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    Joonis 4.228. Rubisko aktiveerumine valguse toimel. Ensüümi aktiveerumiseks on vajalik eemaldada katalüütilisest tsentrumist inhibeerivad suhkrud rubisko aktivaasi toimel. See võimaldab ka ensüümi aktiveeriva CO2 seostumist ja ensüümi aktiivse vormi (ensüüm-Lys-NH-COO¯-Mg2+) moodustumist aluselise pH-ga stroomas. Modifitseeritud Buchanan, B. B. et al., 2000 järgi.


    Valguses suureneb ka mitmete teiste Calvin-Bensoni tsükli ensüümide aktiivsus, kuid aktiveerumismehhanism on teistsugune (joonis 4.229).
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    Joonis 4.229. Calvini tsükli ensüümide aktiveerimine tioredoksiiniga. Valguse toimel fotosüsteemide reaktsioonitsentrumites paikneva klorofülli oksüdeerumine käivitab fotosünteesi elektrontransportahela ja fotosüsteem I aktseptorpoolel toimub ferredoksiini redutseerumine. Redutseeritud ferredoksiin koos kahe prootoniga redutseerib valk tioredoksiini katalüütilise tsentrumi disulfiidsideme ensüüm ferredoksiin-tioredoksiin reduktaasi toimel. Tioredoksiini redutseeritud vorm (– SH HS –) redutseerib märklaudensüümide katalüütilised disulfiidsidemed ja aktiveerib ensüümid. Pimedas elektronide transportahel ei funktsioneeri, tioredoksiin oksüdeerub, ei aktiveeri ensüüme, vaid soodustab ensüümide üleminekut inaktiivsesse oksüdeerunud vormi. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 6th ed., 2015 järgi.


    Fotosünteesi elektrontranspordiahela komponent ferredoksiin (Fd) redutseerub valguses ja redutseerib omakorda ferredoksiin-tioredoksiini reduktaasi vahendusel regulaatorvalgu tioredoksiini disulfiidsidemed ensüümi katalüütilises tsentris. Redutseeritud tioredoksiin redutseerib Calvini tsükli ensüümide NADP-glütseeraldehüüd-3-fosfaadi dehüdrogenaasi, fruktoos-1,6-bisfosfataasi, sedoheptuloos-1,7-bisfosfataasi ja ribuloos-5-fosfaadi kinaasi disulfiidsidemed, mis muudab ensüümide konformatsiooni ja aktiveerib ensüümid. Tioredoksiin aktiveerib ka rubisko aktivaasi.


    Valgus on vajalik ka ATP ja NADPH tekkimiseks, mis on süsiniku assimileerimise tsükli ensüümide 3-fosfoglütseraadi kinaasi, NADP-glütseeraldehüüd-3-fosfaadi dehüdrogenaasi ja ribuloos-5-fosfaadi kinaasi substraatideks. Seega, Calvin-Bensoni tsükkel (fotosünteesi nn pimereaktsioonid) ja süsihappegaasi seostumine ning redutseerimine toimub ainult valguses, sest pimedas on tsükli ensüümid inaktiivsed ja puuduvad substraadid.


    4.7.5.2. Valgushingamine


    Taimedes valguses toimuva O2 neeldumise ja CO2 eraldumise põhjus peale mitokondriaalse hingamise on valgushingamine (fotorespiratsioon ehk fotosünteesi oksüdatiivne C2-tsükkel). Nimetuse oksüdatiivne C2-tsükkel tekkimise põhjuseks on kahesüsinikuliste vaheproduktide esinemine tsüklis. 1920. aastal leidis Saksa biokeemik Otto Heinrich Warburg, et fotosünteesi pärsitakse 50%, kui hapniku kontsentratsioon tõsta kahekordseks, ja vastupidi, fotosüntees intensiivistub kaks korda, kui hapniku kontsentratsiooni õhus vähendada 2%-ni. 1931. a. omistati O. Warburgile Nobeli füsioloogia- ja meditsiiniauhind hingamispigmentide avastamise eest. Saadud tulemused näitasid fotosünteesi ja hingamise sõltumist üksteisest. Regulatsiooni mehhanismi tegid 1971. aastal kindlaks William L. Ogren ja George Bowes Illinois ülikoolist. Fotorespiratsiooni esinemise põhjuseks on asjaolu, et rubisko võib siduda ribuloos-1,5-bisfosfaadiga mitte ainult süsihappegaasi, vaid ka hapnikku, mis on üksteise suhtes rubisko katalüüsitava reaktsiooni konkurentsed inhibiitorid (joonis 4.226). Rubisko karboksülaasse ja oksügenaasse aktiivsuse suhe on avaldatav valemiga
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    (4.7-12)


    Valemis (4.7-12) KO ja KK on vastavalt oksügenaasse ja karboksülaasse reaktsiooni Michaelis-Menteni konstandid, VO ja VK vastavalt oksügenaasse ja karboksülaasse reaktsiooni maksimaalsed kiirused, vO ja vK hapniku ja süsihappegaasi sidumise kiirused reaalsetes tingimustes, [CO2] ja [O2] on süsihappegaasi ja hapniku kontsentratsioonid.
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    (4.7-13)


    Valemi kordaja kannab nime spetsiifilisuse faktor (Sf) ning annab süsihappegaasi ja hapniku seostumise kiiruste suhte, kui mõlemat ühendit on aktiivtsentrumi ümber võrdsetes hulkades. Taimedes sõltub Sf taimeliigist ja keskkonnatingimustest ning võib olla väga erineva väärtusega (80–110). Fotosünteesivate rakkude kloroplastide strooma vesilahusele iseloomuliku lahustunud gaaside kontsentratsioonide tingimustes ([CO2] 5–10 µM, [O2] 250 µM) on karboksülaasse ja oksügenaasse aktiivsuse suhe ligikaudu 3. Keskmiselt omastab rubisko süsihappegaasi 3 korda kiiremini kui hapnikku, kuigi hapniku kontsentratsioon on palju suurem võrreldes CO2 kontsentratsiooniga. Fotosünteesivate organismide evolutsioonis on rubisko CO2 afiinsus ja Sf suurenenud, tsüanobakterites on Sf väärtus ligikaudu 40. Spetsiifilisuse faktori kasvu põhjuseks võib olla molekulaarsel tasandil kohastumine hapniku kontsentratsiooni kasvule atmosfääris.


    Fotorespiratsiooni biokeemia erineb nii päeval kui ka öösel toimuva mitokondriaalse hingamise biokeemiast. Põhjus, miks protsess nimetati valgushingamiseks, on hapniku neeldumine ja süsihappegaasi eraldumine analoogiliselt mitokondriaalse hingamisega. Kuid fotorespiratsioon toimub ainult valguses, sest rubisko aktiveerub valguse toimel. Valgushingamise reaktsioonid on jaotunud kolme organelli – kloroplastid, peroksüsoomid ja mitokondrid – vahel. Fotorespiratsioon ei tooda ATP-d, vaid kulutab seda. Fotorespiratsioon algab rubisko katalüüsitava O2 seostumisega ribuloos-1,5-bisfosfaadile kloroplastides (joonis 4.226). Reaktsiooni tulemusena tekib üks 3-fosfoglütseraadi ja üks 2-fosfoglükolaadi molekul. Fosfoglükolaadi metaboliseerimise ensüümid kloroplastides puuduvad. Pärast fosforhappe jäägi eemaldamist eksporditakse fosfoglükolaadi fosfataasiga moodustunud glükolaat peroksüsoomidesse ja glükolaadi oksüdaasi toimel oksüdeerub see seal glüoksülaadiks. Glüoksülaadi tekkimise reaktsioonis moodustub ka tugev oksüdeerija vesinikperoksiid (H2O2), mis muudetakse kahjutuks peroksüsoomides esineva katalaasi toimel O2 ja H2O moodustumisega. Katalaasi kontsentratsioon peroksüsoomides võib olla nii suur, et ensüüm on TEM fotodel nähtav kristallidena. Glükolaadi eksporti peroksüsoomidesse korraldab kloroplastide sisemembraani transportvalk. Glüoksülaadist moodustub aminorühma ülekandereaktsioonis glutamaadilt glütsiin, mis metaboliseerub edasi mitokondrites, kus kahest glütsiini molekulist glütsiini dekarboksülaasi ja seriini hüdroksümetüülitransferaasi toimel moodustub seriin ja vabaneb CO2. Seriini aminorühma ülekandumisel oksoglutaraadile (α-ketoglutaraadile) moodustuv hüdroksüpüruvaat redutseeritakse peroksüsoomides glütseraadiks, mis liigub tagasi kloroplastidesse ja fosforüleeritakse Calvin-Bensoni tsüklis metaboliseeruvaks 3-fosfoglütseraadiks (joonis 4.230).
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    Joonis 4.230. Fotosünteesi oksüdatiivne C2 tsükkel (valgushingamine). Valgushingamise reaktsioonid on jagunenud kloroplastide, peroksüsoomide ja mitokondrite vahel. Fotorespiratsiooni esimene rubisko katalüüsitav reaktsioon on O2 seostumine ribuloos-1,5-bisfosfaadiga kloroplastides (1). Reaktsiooni tulemusena tekib peale 3-fosfoglütseraadi ka üks 2-fosfoglükolaadi molekul. Pärast fosforhappe jäägi eraldumist eksporditakse fosfoglükolaadi fosfataasi (2) toimel moodustunud glükolaat peroksüsoomidesse ja glükolaadi oksüdaasi (3) toimel oksüdeerub see glüoksülaadiks. Glüoksülaadist aminorühma ülekandumise reaktsioonis glutamaat:glüoksülaat aminotransferaasi (4) poolt moodustub mitokondrites metaboliseeruv glütsiin. Mitokondris kahest glütsiini molekulist glütsiini dekarboksülaasi ja seriini hüdroksümetüülitransferaasi (5) toimel moodustub seriin, vabanevad CO2 ja NH4+. Seriin transporditakse tagasi peroksüsoomidesse. Seriini aminorühma ülekandumisel 2-oksoglutaraadile seriin:2-oksoglutaraat aminotransferaasses reaktsioonis (6) moodustunud hüdroksüpüruvaat redutseeritakse peroksüsoomides hüdroksüpüruvaadi reduktaasi (7) toimel glütseraadiks, mis liigub tagasi kloroplastidesse ja fosforüleeritakse Calvini tsüklis metaboliseeruvaks 3-fosfoglütseraadiks (8). Glükosülaadi tekkimisel eraldub ka vesinikperoksüdaas (9), mis lagundatakse samuti peroksüsoomis. Valgushingamisel kokku nelja süsiniku aatomit sisaldavast kahest glükolaadi molekulist pöörduvad kloroplastidesse tagasi kolm süsiniku aatomit glütseraadi koostises ja üks süsiniku aatom eraldub CO2-na. Glütsiini dekarboksülaasses reaktsioonis mitokondrites tekkiva NH4+ assimileerib kloroplastides glutamiini süntetaas ja valgushingamisel lämmastiku kadu ei esine.


    Fotorespiratsiooni tulemuseks kahe kloroplastis moodustunud fosfoglükolaadi molekuli kohta on kolme hapniku molekuli sidumine (kaks RubP oksüdeerumisel kloroplastides ja üks glükolaadi molekuli oksüdeerumisel peroksüsoomides) ja ühe CO2 vabanemine, milleks kulub kaks ATP-d ja kaks redutseeritud ferredoksiini. Tagasi Calvini tsüklisse liigub üks trioosimolekul, 3-fosfoglütseraat.


    Fotorespiratsiooni stöhhiomeetria on


    2RuBP + 3O2 + 2Fdred + 2H+ + H2O + 2ATP → 3 3-PGA + CO2 + 2Fdox + 2ADP + 2Pi


    (4.7-14)


    


    Fotorespiratsiooni toimumisel täiendava ATP ja redutseeritud ferredoksiini vajalikkuse tõttu on fotosünteesi kvantkulu suurem kui ilma fotorespiratsioonita. Rubisko oksügenaasne aktiivsus võib põhjustada assimileeritud CO2 hulga ja taimede saagikuse olulist vähenemist. Näiteks põuatingimustes, kui õhulõhed on suletud, CO2 ei sisene ning CO2/O2 suhe väheneb märgatavalt, võib CO2 assimileerimine Calvin-Bensoni tsüklis fotorespiratsiooni tõttu väheneda 50% ja enam. Siiski võib fotorespiratsioon olla taimedele mitmel põhjusel ka kasulik. Peale fotosünteesi sõltuvad paljud teised protsessid valgushingamisest. Fotorespiratsioonis tekkivaid aminohappeid seriini ja glütsiini kasutatakse teistes ainevahetusradades. Fotorespiratsioonis vabanenud lämmastik ei lähe kaotsi, vaid glütsiini dekarboksülaasses reaktsioonis vabanev NH4+ seotakse ja kasutatakse glutamaadi taastootmiseks. Metüleen tetrahüdrofolaadist (CH2-THF) sõltuv ühesüsinikuliste ühikute ainevahetus on oluline nukleiinhapete, valkude ja alkaloidide metabolismis.


    Kui hapniku sisaldus maakera atmosfääris oli väike, siis süsiniku kadu fotorespiratsioonis oli samuti väike. Käesoleval ajal, kui hapniku sisaldus õhus on 21%, proovitakse valgushingamise intensiivsust mitmesuguste meetoditega vähendada. CO2 kontsentratsiooni tõstmine kasvuhoonetes, mida nimetatakse ka väetamiseks CO2-ga, on levinud saagi suurendamise viis. [CO2] kasv praeguselt 0,038% kuni oletatava 0,055%-ni aastaks 2050 suurendab nisu, riisi ja soja saaki keskmiselt 11–32%. Arvutused on ligikaudsed ja tulemused sõltuvad paljudest teguritest, mitte ainult fotorespiratsiooni vähenemisest. Näiteks on teada, et CO2 kontsentratsiooni suurenedes väheneb õhulõhede arv lehe pinnaühiku kohta ja assimileeritava süsiniku kogus.


    4.7.5.3. CO2 kontsentreerimine C4 taimedes


    Paljud taimed on evolutsiooni jooksul looduslikult omandanud valgushingamise vähendamise võime. CO2 omastamine suureneb ja fotorespiratsioon väheneb, kui rubisko katalüütilises tsentris suurendada CO2 kontsentratsiooni (võrrand 4.7-14). Sellega kaasneb fotosünteesi produktide, eelkõige sahharoosi ja tärklise hulga suurenemine. Teatud taimeliigid on võimelised suurendama CO2 kontsentratsiooni ja vähendama fotorespiratsiooni, kasutades spetsiifilist ainevahetusrada. Esialgu köitsid seda tüüpi taimed teadlaste tähelepanu erineva, Gottlieb Haberlandti kirjeldatud suhkruroo Saccharum officinale lehe anatoomiaga. Sellist lehe anatoomiat hakati nimetama pärjatüüpi ehk kranz-anatoomiaks (sks kranz– ’pärg’), sest fotosünteesivad rakud paiknevad mitme ringina ümber juhtkimpude. Vahetult juhtkimpu ümbritsevaid rakke, mis tavaliselt kloroplaste ei sisalda, nimetatakse juhtkimbu ümbrisrakkudeks (ingl bundle sheath cells), rõngana nende ümber paiknevaid rakke mesofülli rakkudeks (joonis 4.231).
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    Joonis 4.231. C3 ja C4 taimede leheanatoomia. A. Kaheidulehelise C3 taime (Phaseolus vulgaris) lehe ristlõige. B. Üheidulehelise C4 taime (Zea mays) lehe ristlõige. C. Kloroplastide erinev struktuur. Foto: E. Padu. www.researchguides.library.vanderbilt.edu.


    Esialgu arvati, et selline lehe ehitus võimaldab fotosünteesis moodustunud sahharoosil kiiremini liikuda juhtkimpude floeemi ja taime juurtesse. 20. sajandi keskel leidis Yuriy S. Karpilov maisis ja Hugo Peter Kortschak suhkruroos, et pärjatüüpi anatoomiaga taimedes on CO2 omastamise esimesed produktid neljasüsinikulised ühendid malaat ja aspartaat, mis andiski taimedele nimetuse C4 taimed. Taimi, kus fotosünteesi esimesed produktid on Calvin-Bensoni tsüklist väljuvad kolme süsinikku sisaldavad trioosid, hakati nimetama C3 taimedeks. C4 taimede CO2 omastamise biokeemia tegid kindlaks Austraalia teadlased Marshall Davidson Hatch ja Charles Roger Slack 1966. aastal suhkruroos, seetõttu kannab vastav ainevahetusrada nime Hatch-Slacki tsükkel või lühendatult C4 tsükkel. C4 taimedes toimub süsihappegaasi assimileerimine astmeliselt kahes etapis: 1) vees lahustunud CO2 reageerimisel veega katalüütilises tsentris Zn sisaldava süsinikanhüdraasi toimel moodustub bikarbonaatne anioon HCO3¯, mille seob fosfoenoolpüruvaadiga (PEP) fosfoenoolpüruvaadi karboksülaas; 2) esimese etapi produktidest vabanenud CO2 siseneb Calvin-Bensoni tsüklisse. Esimene etapp toimub C4 taimede lehtede mesofülli rakkude PEP-karboksülaasi sisaldavas tsütosoolis. CO2 ja fosfoenoolpüruvaadi reaktsioonis moodustub oksaaloatsetaat. Reaktsiooni katalüüsival PEP-karboksülaasil on rubiskoga võrreldes suurem afiinsus (väiksem Michaelise konstant Km) CO2 suhtes, mis tagab ensüümi substraadiga küllastatuse ka väikese CO2 kontsentratsiooni tingimustes, samuti pole hapnik konkureeriv substraat. Reaktsioonis moodustunud oksaaloatsetaat redutseeritakse malaati moodustavate C4 taimede kloroplastides malaadiks, mis transporditakse juhtkimpude ümbrisrakkudesse ja mille dekarboksüleerib NADP-malaatensüüm. Vabanev CO2 lülitub Calvin-Bensoni tsüklisse. Reaktsiooni teine produkt püruvaat transporditakse tagasi mesofülli rakkudesse, fosforüleeritakse püruvaat-ortofosfaat dikinaasi toimel fosfoenoolpüruvaadiks, mis sulgeb tsükli (joonis 4.232).
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    Joonis 4.232. Hatch-Slacki tsükkel malaati moodustavates C4 taimedes. A. Mesofülli rakkude tsütosoolis lahustunud CO2 molekulist karboanhüdraasi (1) toimel tekkinud HCO3¯ ioon seostub fosfoenoolpüruvaadi karboksülaasi (2) toimel fosfoenoolpüruvaadiga (PEP) oksaaloatsetaadi (OA) moodustumisega, mis transporditakse mesofülli rakkude kloroplastidesse. Kloroplastides redutseerib NADP-malaadi dehüdrogenaas oksaaloatsetaadi (3) malaadiks. B. Malaat liigub plasmodesmide vahendusel juhtkimbu ümbrisrakkudesse. Dekarboksüleeriva NADP-malaatensüümi (4) toimel eralduv CO2 kasutatakse Calvin-Bensoni tsüklis ja püruvaat transporditakse tagasi mesofülli rakkude kloroplastidesse, kus püruvaat-ortofosfaat dikinaas (5) fosforüleerib selle fosfoenoolpüruvaadiks. PEP saab siduda järgmise HCO3¯ iooni ja tsükkel kordub.


    Hatch-Slacki tsükli tulemuseks on kuni kümnekordseks suurenenud CO2 kontsentratsioon (kuni 100 µM) Calvin-Bensoni tsükli ensüüme sisaldavates juhtkimbu ümbrisrakkudes. Võib öelda, et C4 fotosüntees on Calvin-Bensoni tsükli jaoks töötav CO2 pump. Süsihappegaasi kontsentratsiooni tõstab ka difusioonibarjäär: juhtkimbu ümbrisrakkude kestad on paksud ja suberiini sisalduse tõttu gaasile väheläbitavad (joonis 4.231). Märgatav CO2/O2 suhte kasv põhjustab fotorespiratsiooni puudumist. Malaati moodustavatele C4 taimedele on iseloomulik ka mesofüllirakkude ja juhtkimpude ümbrisrakkude kloroplastide erinev struktuur. Mesofüllirakkude kloroplastides esinevad fotosüsteeme I ja II sisaldavad graani- ja stroomatülakoidid. Juhtkimbu ümbrisrakkudes esinevad membraanides vaid fotosüsteemi I sisaldavad stroomatülakoidid, sest NADPH moodustub malaadi dekarboksüleerimise reaktsioonis ja NADPH-d produtseeriv lineaarne fotosünteesi ETA ei ole vajalik (joonis 4.232).


    Kuigi Hatch-Slacki tsükkel suurendab fotorespiratsiooni puudumise tõttu fotosünteesi saagikust, on ta seotud täiendava energiakuluga ATP tarbimisel. Selle tõttu on C4 taimede fotosüntees intensiivsem kui C3 taimede fotosüntees vaid teatud tingimustes, näiteks veepuuduse, kõrge temperatuuri ja CO2 defitsiidi korral. Põuatingimustes on õhulõhed suletud ja CO2 ei sisene, aga C4 taimed saavad süsihappegaasi malaadi dekarboksüleerimisel ja on võimelised fotosünteesima ka väheavatud või täiesti suletud õhulõhedega.


    C4 taimed võib C4 tsükli biokeemia alusel jaotada kolmeks rühmaks, mis erinevad peamiselt Hatch-Slacki tsüklis dekarboksüleerimist teostavate ensüümide poolest. Esimeses, liigiliselt kõige arvukamas rühmas on juhtkimbu ümbrisrakkude kloroplastides dekarboksüleeriv NADP-malaatensüüm. Mesofüllist eksporditakse juhtkimbu ümbrisrakkudesse malaat ja tagasi pöördub püruvaat. Selle rühma esindaja on mais (Zea mays), suhkruroog (Saccharum officinale), mitmed sorgo (Sorghum) perekonna liigid, näiteks harilik sorgo (Sorghum bicolor). Teises rühmas on dekarboksüleerivaks ensüümiks NAD-malaatensüüm mitokondrites, mesofülli rakkudest väljub aspartaat ja tagasi pöördub alaniin. Teise rühma esindajad on mitmesugused maltsaliste liigid perekonnast Atriplex. Kolmandas rühmas esineb PEP karboksükinaas tsütosoolis, mesofülli rakkudest väljub aspartaat ja tagasi pöörduvad alaniin ning fosfoenoolpüruvaat. Kolmandasse rühma kuuluvad mitmed hirsi (Panicum) perekonna liigid.


    Huvitav on märkida, et C4 tsükkel ei pea toimuma kahte erinevat tüüpi fotosünteesivates rakkudes – nagu mesofüllirakud ja juhtkimbu ümbrisrakud –, vaid esineb paljudes vetikates, veetaimedes ja vähestes maismaataimedes, nagu soodaheina Suaeda aralocaspica ühes rakus. Sellisel juhul on vajalik rakusisese CO2 difusioonibarjääri esinemine, mis tagab raku teatud piirkonnas suurema CO2 kontsentratsiooni.


    Arvatakse, et C4 ainevahetus koos muutustega lehe anatoomias, ainete transportvalkusid ja ainevahetust reguleerivates Hatch-Slacki tsükli geenides tekkis umbes 25–32 miljonit aastat tagasi kohastumusena rakuvaheruumide õhu vähesele CO2 ja suurele hapniku sisaldusele kuivades, intensiivse valgusega ja kõrge temperatuuriga piirkondades kasvavates taimedes. Erinevate C4 taimede rühmade olemasolu tõendab, et C4 taimedele omaste tunnuste kogumik on tekkinud taimeriigi evolutsioonis korduvalt. Enne bakterite ja taimede evolutsioonipuu harude lahknemist oli olemas vähemalt üks PEP-karboksülaasi tüüp. Fotosünteesis mitteosaleva PEP-karboksülaasi funktsioon oli juba enne C4 taimede tekkimist tsitraaditsükli vaheproduktide varu täiendamine. Arvatakse, et C4 omaduste tekkimise esimene etapp võis olla transkriptsioonifaktorite modifitseerumine ja cis-elementide erinev ärakasutamine ensüümide aktiivsuse ja geenide ekspressiooni regulatsioonis. Fülogeneetilised uuringud tõestavad, et muutused toimusid ka geenide kodeerivas piirkonnas.


    Käesolevaks ajaks on C4 taimi teada umbes 7600 liiki 19 sugukonnast ja nad moodustavad ligikaudu 3% kõikidest maakera taimeliikidest. Rohkem kui pooled C4 taimedest on üheidulehelised kõrrelised Poaceae sugukonnast. Kaheidulehelistest on levinud maltsalised Amaranthaceae sugukonnast. Põllunduses kõige olulisemad C4 taimed on mais, suhkruroog, mitmed sorgo (Sorghum) ja hirsi (Panicum) liigid, mis annavad ligikaudu 20% põllukultuuride summaarsest saagist. Alates 2012. aastast eksisteerib Inglismaa valitsuse ja Bill & Melinda Gates fondi toetatud C4 riisi projekt eesmärgiga muuta Rahvusvahelise Riisi Uurimisinstituudi teadlaste abil riis C4 taimeks. Fotosünteesis osaleva PEP-karboksülaasi fülogeneesi uuringute resultaadid näitavad, et riisi muutmine C4 taimeks geenitehnoloogiliste vahenditega võib olla tulemuslik.


    4.7.5.4. Turdtaimede C4 ainevahetus


    Enamik C4 taimedest seovad HCO3¯ Hatch-Slacki tsüklisse PEP-karboksülaasi vahendusel päeval, kui õhulõhed on avatud. Turdtaimede (sukulentide) C4 ainevahetusega (ingl crassulacean acid metabolism, CAM) taimedes aga omastatakse CO2 öösel, sest sellel taimerühmal on õhulõhed avatud öösel ja suletud päeval, mis annab veevahetuse eelised ekstreemselt kuivade kasvukohtade taimedele. Öösel on õhu relatiivne niiskusesisaldus suurem ja läbi avatud õhulõhede kaotavad taimed vähem vett. Enamikus C4 taimedes on Hatch-Slacki ja Calvin-Bensoni tsüklite reaktsioonid jaotatud ruumiliselt kahte tüüpi rakkude (mesofüllirakud ja juhtkimpude ümbrisrakud) vahel. Turdtaimede omapära on see, et need tsüklid on jaotatud ajaliselt öö ja päeva vahel ühes rakus. Öösel laguneb tärklis kloroplastides. Moodustunud trioosid transporditakse trioosfosfaadid/fosfaat translokaatoriga tsütosooli ja PEP-karboksülaas seob trioosidest sünteesitud fosfoenoolpüruvaadi HCO3¯-ga oksaaloatsetaadiks. Oksaaloatsetaadi redutseerumisel tekkinud malaat salvestatakse vakuoolis. Vakuooli pH on seetõttu öösel palju happelisem kui päeval. Päeval õunhape väljub vakuoolist, selle dekarboksüleerib NAD-malaatensüüm ja vabanenud CO2 kasutatakse Calvin-Bensoni tsüklis (joonis 4.233). CO2 kontsentratsioon rubisko lokalisatsiooni kohas on kõrge, see vähendab fotorespiratsiooni. Fotosünteesi Calvin-Bensoni tsükkel toimub valguses malaadist eralduva CO2 arvel nagu teisteski malaati moodustavates C4 taimedes.


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.233. Turdtaimede C4 ainevahetus. Turdtaimedes pole süsiniku omastamine Hatch-Slacki ja Calvin-Bensoni tsüklites lahutatud ruumiliselt mesofülli ja juhtkimbu ümbrisrakkude vahel, vaid ajalise toimumisega ühes ja samas rakus. HCO3¯ omastakse öösel, kui õhulõhed on avatud ja PEP-karboksülaas aktiivne. Reaktsioonis moodustunud oksaaloatsetaat redutseeritakse NAD-malaadidehüdrogenaasi toimel malaadiks, mis liigub vakuooli. Päeval väljub malaat vakuoolist, transporditakse kloroplasti, kus dekarboksüleeriva NAD-malaatensüümi toimel vabanev CO2 kasutatakse Calvin-Bensoni tsüklis. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 6th ed., 2015 järgi.


    Turdtaimede C4 ainevahetus on leitud 40 taimede sugukonnas ligikaudu 16000 liigil. Turdtaimed võib jagada paksulehelisteks (agaavid, aaloed) ja paksenenud tüvega kaktusteks (joonis 4.234).
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    Joonis 4.234. C4 taimed. A. Aaloe Aloe arborescens. B. Agaav Agave americana. C. Kaktus Echinopsis sp. Fotod: E. Padu.


    Turdtaimede C4 ainevahetus pole siiski omane mitte ainult kõrbetaimedele, vaid ka paljudele liikidele Bromeliaceae, Orchidaceae, Liliaceae sugukondadest ja esineb ka mõningates sõnajalgades ning paljasseemnetaimedes, nagu velvitšia (Welwitschia mirabilis). Põllumajanduses olulised seda tüüpi ainevahetusega taimed on ananass (Ananas comosus) ja teatud toiduks kasutatavad ogadeta kaktuste sordid, nagu suureviljaline viigikaktus (Opuntia ficus-indica) ja Dilleni viigikaktus (Opuntia dillenii). Viimati nimetatud liik on Aafrikast levinud Austraaliase, kus seda kasvatatakse ligikaudu 25 miljonil hektaril. Turdtaimede C4 ainevahetus on teatud liikides konstitutiivne ja esineb pidevalt ka soodsates kasvutingimustes. Teatud liikides, näiteks Agave ja Sedum’i perekondades, on C4 tunnused geneetiliselt determineeritud, aga avalduvad sõltuvalt keskkonnast, näiteks veepuuduses, kõrge temperatuuri ja valguse intensiivsuse, soolase pinnase, külmade ööde tingimustes, mis kutsuvad esile õhulõhede sulgumise päeval. Turdtaimede C4 ainevahetus pole monofüleetilise päritoluga. Nagu teiste C4 taimede puhul, oletatakse PEP-karboksülaasi tekkimist mittefotosünteetilistest isovormidest geeni duplikatsioonil koos sellele järgneva geeni regulaatorelementide muutusega ja/või kodeeriva osa nukleotiidse koostise muutusega.


    Põhjuseks, miks C4 ainevahetusega turdtaimedes on PEP-karboksülaas öösel aktiivne, loetakse translatsioonijärgset regulatsiooni. PEP-karboksülaas on aktiivne fosforüleeritud kujul, PEP-karboksülaasi kinaas aktiveerub turdtaimedes öösel endogeense ööpäevase rütmi alusel. Teistes C4 taimedes on PEP-karboksülaasi kinaas aktiivne päeval.


    4.7.5.5. Tärklise ja sahharoosi süntees


    Süsiniku assimileerimise tsüklist väljunud trioose kasutatakse suhkrute moodustamiseks, mis on süsiniku skeleti ja energia allikas ka teiste biomolekulide sünteesil. Põhiline fotosünteesi produkt, mis sisaldab valdava osa Calvin-Bensoni tsüklis seotud CO2-st, on sahharoos (α-D-glükopüranosüül-(1→2)-β-D-fruktofuranosiid). Sahharoos on peamine fotosünteesis moodustuv suhkur vaid taimedes ja tsüanobakterites ning seda sünteesitakse ka rohevetikates. Sahharoos sünteesitakse fotosünteesivate rakkude tsütoplasmas kloroplastidest eksporditud trioosidest. Trioosid liiguvad läbi kloroplastide membraani trioosfosfaatide/fosfaadi translokaatori (TFT) abil antipordis anorgaanilise fosfaadiga Pi. Sahharoosi moodustumisel trioosfosfaatidest vabanev fosfaat transporditakse TFT abil tagasi kloroplastidesse ning kasutatakse fotosünteesi elektrontransportahelas ATP sünteesiks. Kloroplastidest eksporditud 3-glütseeraldehüüdfosfaadi muudab trioosfosfaadi isomeraas dihüdroksüatsetoonfosfaadiks. 3-glütseeraldehüüdfosfaat ja dihüdroksüatsetoonfosfaat moodustavad aldoolsel kondensatsioonil fruktoos-1,6-bisfosfaadi aldolaasi toimel fruktoos-1,6-bisfosfaadi, millest moodustub fruktoos-1,6-bisfosfataasi katalüütilisel toimel fruktoos-6-fosfaat. Fruktoos-1,6-bisfosfataasi katalüüsitav reaktsioon on esimene pöördumatu reaktsioon sahharoosi biosünteesi ahelas. Fruktoos-1,6-bisfosfataas on ka üks olulisemaid reguleeritavaid ensüüme sahharoosi sünteesil. Fruktoos-6-fosfaat muutub heksoosfosfaadi isomeraasi toimel glükoos-6-fosfaadiks, millest fosfoglükomutaas tekitab glükoos-1-fosfaadi. Fruktoos-6-fosfaat, glükoos-6-fosfaat ja glükoos-1-fosfaat moodustavad üksteisega tasakaalus olevate heksoosfosfaatide varu (joonis 4.235).
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    Joonis 4.235. Tärklise ja sahharoosi süntees. Joonise parempoolses osas hommikuse fotosünteesi alates tekivad trioosfosfaadid kloroplastides Calvin-Bensoni tsüklis. Trioosfosfaatide/fosfaadi antiporter (5) ekspordib trioosfosfaadid tsütosooli , Pi siseneb kloroplastidesse. Trioosfosfaadid inhibeerivad fruktoos-6-fosfaadi 2-kinaasi ja fruktoos-1,6-bisfosfataasi ei pärsi fruktoos-2,6-bisfosfaat. Heksooside fond suureneb, aktiveerub sahharoosfosfaadi süntaas glükoos-6-fosfaadi toimel ja sahharoosi süntees. Sahharoos eksporditakse floeemi ning see liigub taime kasvavatesse ja varuaineid moodustavatesse piirkondadesse. Kui sahharoosi tekib rohkem, kui eksport rakkudest ära viib, siis fruktoos-6-fosfaat kuhjub ja aktiveerib fruktoos-6-fosfaadi 2-kinaasi. Suureneb fruktoos 2,6-bisfosfaadi kontsentratsioon ja fruktoos-1,6-bisfosfataas pärsitakse. Tsütosoolis kogunevad trioosid, mille trioosfosfaatide/fosfaadi antiporter (5) transpordib kloroplastidesse. Koguneb 3-fosfoglütseraat, mis aktiveerib ADP-glükoosi pürofosforülaasi ja tärklise sünteesi. Õhtuse pimenemisega tekib trioose ja 3-fosfoglütseraati Calvini tsüklis vähem, ADP-glükoosi pürofosforülaas on inaktiivne ja tärklist ei sünteesita. Trioosfosfaadid ja tärklise lagunemisest tekkinud maltoos liiguvad tsütosooli ja hommikune olukord tsütosoolis (sahharoosi süntees) taastub.


    Fru6F – fruktoos-6-fosfaat; Fru1,6bF – fruktoos-1,6-bisfosfaat; Fru2,6bF – fruktoos-2,6-bisfosfaat; Glk1F – glükoos-1-fosfaat; Glk6F – glükoos-6-fosfaat. PPi – pürofosfaat; Pi – anorgaaniline fosfaat. 1. Fruktoos-1,6-bisfosfaadi aldolaas. 2. Fruktoos-1,6-bisfosfataas. 3. Heksoosfosfaadi isomeraas. 4. Fosfoglükomutaas. 5. Trioosfosfaadid/fosfaat translokaator. 6. UDP-glükoosi pürofosforülaas.


    UDP-glükoosi pürofosforülaasi toimel tekib glükoos-1-fosfaadist UDP-glükoos ja pürofosfaat (PPi). UDP-glükoos on glükoosijääkide doonor sahharoosi sünteesil. UDP-glükoosi reaktsioonis fruktoos-6-fosfaadiga moodustab sahharoos-6-fosfaadi süntaasi toimel sahharoos-6-fosfaat ja UDP. Reaktsioon on negatiivse vaba energia muutusega ja kulgeb produktide tekke suunas, kui sahharoosfosfaat hüdrolüüsitakse sahharoosfosfaadi fosfataasi toimel sahharoosi tekkimisega ning pürofosfaadist moodustub kaks fosfaati. Sahharoosfosfaadi süntaas on translatsiooni järel reguleeritav ensüüm, mis aktiveerub glükoos-6-fosfaadi allosteerilisel toimel. Glükoos-6-fosfaat inhibeerib ka kinaasi, mis fosforüleerib ja seega inaktiveerib sahharoosfosfaadi süntaasi (joonis 4.235). Sahharoos-H+ antiporti teostav kandjavalk transpordib sahharoosi mesofülli rakkudest apoplasti, kust sahharoos liigub juhtkudede floeemi sõeltorudessse ja taime kasvavatesse või säilitusaineid moodustavatesse piirkondadesse. Taimedes on sahharoos peamine suhkrute transportvorm, see liigub juhtkimpude floeemis pikki vahemaid. Kui sahharoosi sünteesitakse rohkem, kui floeemi kaudu eksporditakse, siis kasutatakse trioosid tärklise sünteesiks. Tärklise süntees on võimalus kõrvaldada üleliigne sahharoos. Protsess eemaldab ainevahetusest osmootset rõhku tekitavad väikese molekulmassiga ühendid (sahharoos), sest tärklis ei lahustu vees ega mõjuta osmootset rõhku.


    Üks esimesi teadlasi, kes näitas juba 1865. aastal tärklise moodustumist valgustatud lehtedes, oli Julius von Sachs. Ta kasutas tärklise olemasolu tõestuseks Lugoli lahust, mis annab joodi sisalduse tõttu tärklisega tumesinise värvusega kompleksi (joonis 4.236 A).
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    Joonis 4.236. Tärklise moodustumine lehtedes. A. Kurereha (Geranium) taime lehele asetati osaliselt lehte kattev rombikujulise sisselõikega must pabeririba. Pärast mitmetunnilist valgustamist eemaldati paberiribaga kaetud leht taime küljest ja asetati etanooli lahusesse klorofülli lahustamiseks. Värvituks muutunud leht asetati Lugoli lahusesse, mis annab tärklisega tumesinise värvusega ühendi. On näha, et tärklis moodustub vaid lehe valgustatud osades ja puudub paberiga kaetud piirkondades. B. Tärkliseterad (T) aedoa (Phaseolus vulgaris) lehtede kloroplastides. Skaala pikkus on 1 µm. Foto: Craig, S., Miller, C.


    Tärkliseterade moodustumine kloroplastides on hästi näha TEM-fotodel (joonis 4.236 B). Tärklise süntees toimub ka säilituskudede amüloplastides nii valges kui ka pimedas paiknevates taimedes. Erinevalt amüloplastide tärklisest on kloroplastides paiknev tärklis ajutine säilitusaine, mis hüdrolüüsitakse öösel. Tärklise ja sahharoosi biosünteesiraja vaheühendid ja ensüümid on sarnased, kui mitte arvestada erinevat lokalisatsiooni rakus; erinevad sünteesiraja viimased reaktsioonid. Tärklise sünteesi reguleeriv ensüüm on ADP-glükoosi pürofosforülaas, heterotetrameer kahest suurest ja kahest väikesest alaühikust, mis on aktiveeritav 3-fosfoglütseraadiga ja inaktiveerub anorgaanilise fosfaadi toimel. Kui tsütoplasmas toimub sahharoosi süntees, mis suurendab TFT vahendusel fosfaadi kontsentratsiooni kloroplastides, siis on tärklise süntees kloroplastides pärsitud.


    Tärklis koosneb lineaarsest α-D-(1→4) sidemega seotud glükoosijääke sisaldavast amüloosist ja α-D-(1→6) sidemete vahendusel hargnevast amülopektiinist. Tärklise sünteesi viimastes etappides osaleb kolm ensüümi. Esiteks, ADP-glükoosi pürofosforülaas, mis katalüüsib glükoos-1-fosfaadist ja ATP-st ADP-glükoosi ja pürofosfaadi tekkimist. Teiseks, tärklise süntaas toimetab ADP-glükoosilt glükoosijääke kasvava polüsahhariidi mitteredutseerivale otsale. Kolmandaks, tärklise hargnemisensüüm tagab amüloosi lineaarsest ahelast amülopektiini hargneva ahela tekkimise. Tärklise hargnemisensüüm lagundab amüloosi α(1→4) seose ja seejärel ühendab moodustunud fragmendi ahela redutseerivast otsast keskmiselt 20 glükoosijääki kaugemal paikneva glükoosijäägi kuuenda süsiniku külge α(1→6) glükosiidsideme tekkimisega. Amüloosi ja amülopektiini suhe tärkliseterades sõltub taimeliigist ja välistingimustest, olles keskmiselt 1 : 3. Sünteesitud tärklis laguneb öösel kloroplastides pärast amülopektiini fosforüleerimist. Fosforüleeritud tärklis laguneb α-amülaasi toimel glükoosi vabanemisega ja β-amülaasi toimel maltoosi tekkimisega. Maltoos on peamine öösel kloroplastidest tsütosooli eksporditav tärklise laguprodukt, mis võib pärast sahharoosiks muundamist samuti liikuda juhtsoontes varuainete ladustamise piirkondadesse.


    Amüloplastide tärkliseterade struktuur ja koostis võib olla taimeliigiti väga spetsiifiline. Väikese amüloosi sisaldusega vahajaid (ingl waxy) kartulisorte kasutatakse tihedama konsistentsi tõttu eelkõige salatite valmistamiseks. Suure amüloosi sisaldusega jahuseid (ingl floury) sorte kasutatakse kartuliputrude ja -kookide ning nisu puhul eelnevalt külmas säilitatavate küpsetiste valmistamiseks.

  


  
    4.8. Peroksüsoomid


    EVI PADU


    Eukarüootse raku organellidest on peroksüsoomid kõige hiljem avastatud. Peroksüsoomide olemasolu tehti kindlaks eelmise sajandi viiekümnendatel aastatel imetajate maksa parenhüümsetes rakkudes. Algul nimetati uusi organelle mikrokehakesteks (ingl microbodies), hiljem paljude vesinikperoksiidi ja õhuhapnikku kasutavate ensüümide (imetajates ~50) esinemise tõttu peroksüsoomideks. Termini „peroksüsoom” võtsid esimesena kasutusele C. de Duve ja P. Baudhuin 1966. aastal. Tänapäevaks on teada, et peroksüsoomid esinevad kõikides eukarüootides kui mikrokehakeste perekond, mis jagatakse erinevateks rühmadeks. Algloomades esinevad glükosoomid, taimedes glüoksüsoomid ja loomades peroksüsoomid. Loomade ja taimede rakud sisaldavad keskmiselt 100–1000 peroksüsoomi, pärmirakud kümmekond, aga organellide arv sõltub tingimustest ja mitmekordistub kiiresti näiteks UV-kiirguse ning hapniku aktiivühendite (ROS) toimel. Peroksüsoomid on väikesed (läbimõõduga 0,2–1,5 μm) ühekordse membraaniga ümbritsetud organellid, mis ei sisalda DNA-d ega ribosoome. Kuigi tavaliselt on peroksüsoomid ümarad, on teada, et nende kuju erinevates organismides võib varieeruda piklikest torukujulistest kuni võrkja struktuurini. Peroksüsoomid on väga erinevate funktsioonidega ja dünaamilised organellid, nende suurus, vorm, arv, ensüümide sisaldus muutub suurel määral sõltuvalt arenguastmest, raku tüübist ja keskkonnast. Peroksüsoomide spetsialiseerumine võib olla liigiti erinev. Loomade peroksüsoomides toimub neuronite müeliinkihis esinevate plasmalogeenide, kolesterooli, dolihhooli ja sapphapete süntees, samuti väga pika ahelaga rasvhapete (ingl very long chain fatty acids, VLCFA) β-oksüdatsioon (väga pika ahelaga rasvhapetes on süsiniku aatomite arv üle 20). Peroksüsoomides lagunevad ka polüamiinid, dikarboksüülhapped ja D-aminohapped. Taimedes on peroksüsoomid olulised valgushingamises (vt joonis 4.237).
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    Joonis 4.237. Aedoa (Phaseolus vulgaris) lehe mesofülliraku transmissiooni elektronmikroskoobiga saadud foto. Näha on kolm valgushingamises osalevat organelli: kloroplastid (K), mitokondrid (M) ja peroksüsoomid (P). Rakk on ümbritsetud rakukestaga (RK) ja sisaldab vakuooli (V). Joone pikkus 1 μm. Foto: Craig, S., Miller, C., http://pia-dev.mgmt.science.uq.edu.au/content/232-photorespiration-needs-three-organelles.


    4.8.1. Peroksüsoomide ensüümid ja rasvhapete oksüdeerimine


    Taimede glüoksüsoomides toimuvas glüoksülaaditsüklis 2 atsetüülCoA molekuli moodustavad merivaikhappe, mis liigub tsütosooli ja kasutatakse glükoosi sünteesiks glükoneogeneesi protsessis. Glüoksülaaditsükli puudumise tõttu pole imetajad suutelised rasvadest suhkruid moodustama. Taimedele iseloomulike isoprenoidsete ühendite sünteesiraja osa etappe toimub peroksüsoomides. Metülotroofsetes pärmides toimuvad peroksüsoomides metanooli süsiniku allikana kasutamise reaktsioonid. Penicillum’i liikides toimub penitsilliini süntees peroksüsoomides.


    Peroksüsoomides sisalduvad ensüümid oksüdeerivad erinevaid orgaanilisi ühendeid, kasutades elektronide aktseptorina hapnikku ja tootes vesinikperoksiidi reaktsiooni RH2 + O2 → R + H2O2 järgi. Peroksüsoomides tavaliselt suures kontsentratsioonis esinev katalaas kasutab moodustunud vesinikperoksiidi mitmesuguste substraatide oksüdeerimiseks järgmise reaktsiooni järgi: H2O2 + R’H2 → R’ + H2O. Sellisel viisil toimub paljude toksiliste ühendite (fenoolid, vesinikperoksiid, orgaanilised happed ja alkoholid) lagundamine maksarakkude peroksüsoomides. Joodud etüülalkohol oksüdeerub inimese peroksüsoomides atseetaldehüüdiks (CH3CHO) ja edasi äädikhappeks. Liigne vesinikperoksiid laguneb katalaasi toimel: 2H2O2 → 2H2O + O2. Üks olulisemaid protsesse peroksüsoomides on rasvhapete β-oksüdatsioon, mille käigus rasvhapete ahelad lagunevad kahesüsinikulisteks plokkideks atsetüülCoA molekulide koostises. Väga pikaahelalised rasvhapped oksüdeeruvad ainult peroksüsoomides. Erinevalt mitokondritest, kus samuti toimub rasvhapete lagunemine, ei sünteesita peroksüsoomides ATP-d, sest puudub vastav elektrontransportahel. Kuigi reaktsioonid on samasugused nagu mitokondrites (vt peatükk 7.4.2.1), liiguvad elektronid rasvhapete oksüdeerumisel moodustunud NADH-lt ja FADH2-lt otse õhuhapnikule ja energia vabaneb soojusena.


    Peroksüsoomid võivad tekkida de novo endoplasmaatilise retiikulumi membraanist pungunud vesiikulitest, aga nende organellide hulk võib suureneda ka olemasolevate peroksüsoomide jagunemise tõttu. Peroksüsoomide tekkes võib eristada nelja etappi: 1) peroksüsoomi membraani moodustumine ER kindlates piirkondades, 2) vesiikuli moodustumine ja vabanemine ER-st, 3) peroksüsoomi maatriksivalkude import tsütosoolist, 4) organellide jagunemine. Nendes peroksüsoomide tekkimise protsessides osalevad peroksiinideks nimetatud valgud, mida kodeerivad PEX geenid ja mis on erinevatel organismide rühmadel erinevad. Peroksüsoomide seose endoplasmaatilise retiikulumiga tegid 1972. aastal kindlaks Alex Benjamin Novikoff ja Phyllis M. Novikoff. Koduhiire Mus musculus dendriitrakkudes on näha palju peroksüsoome, mis paiknevad ER spetsialiseerunud siledapinnaliste membraanipakkide (lamellide) vahetus läheduses ja mille membraan on veel seotud ER membraaniga (vt joonis 4.238).
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    Joonis 4.238. Peroksüsoomide tekkimine hiire dendriitrakkudes. Transmissiooni elektronmikroskoobis saadud fotol on näha elektrontihedad, sageli ER lamedapinnaliste lamellide (L) kõrval paiknevad peroksüsoomid (P). Näha on ka endoplasmaatilise retiikulumi tsisternid (ER). Nooled näitavad ER tsisternide membraanide ja lamellide membraanide seost. Joone pikkus 200 nm. Foto: van der Zand, A. et al., 2006.


    4.8.2. Ensüümide import raku tsütosoolist peroksüsoomidesse


    Tsütosooli ribosoomidel sünteesitud peroksüsoomide membraanide valgud transporditakse signaali äratundja partikli (ingl signal recognition particle, SRP) abil ER translokatsioonikompleksini, mis kujutab endast reguleeritult avanevat kanalit ER membraanis, ning lateraalse difusiooni teel tundmatut sortimismehhanismi kasutades liiguvad kindlatesse peroksüsoomieelsetesse ER membraani piirkondadesse (ingl pre-peroxisomal ER, pER) (joonis 4.239, etapid 1 ja 2). Peroksüsoomide membraanivalgud tähistatakse lühendatult kui PMP-d (ingl peroxisome membrane proteins). Peroksüsoomide eellaste vabanemiseks endoplasmaatilisse retiikulumi pER piirkonnast on vajalik täiendavate membraani modulaatorvalkude seostumine, mis võimaldab membraanidel kõverduda ja tekkida väljasopistustel. ER-st pungumisel peroksüsoomide tekkes osalevad teistsugused valgud võrreldes ER ja Golgi kompleksi vahel liikuvate vesiikulite tekkimises osalevate valkudega, sest vesiikuleid ümbritsevad COPI ja COPII (ingl coat proteins) ei ole vajalikud. Imetajate maksarakkudes on selline pER-i tähistav valk PEX16, mis siseneb membraani kotranslatsiooniliselt ja määrab väljasopistuse tekkekoha (joonis 4.239). Peale PEX16 valgu on olulised ka PEX3 ja PEX19, mis on vajalikud enamiku PMP-de sisenemiseks nii pER kui ka peroksüsoomi membraani. Peroksiini PEX16 puudumise või defektsuse korral peroksüsoomid ei moodustu. Seda, et ER osaleb peroksüsoomide tekkes, tõestab ka SEC61 valgu vajalikkus PEX16 liikumiseks peroksüsoomi. SEC61 kuulub ER translokatsioonikompleksi koosseisu. pER-ilt vabanenud vesiikuleid nimetatakse peroksüsoomide eellasvesiikuliteks. Eellasvesiikulid võivad omavahel ühineda PEX1 ja PEX6 kaasabil, mis on AAA tüüpi ATPaasid (ingl ATPases Associated with diverse cellular Activities) ja tagavad kõnesoleval juhul vesiikulite kokkusulamiseks vajaliku energia (joonis 4.239, etapp 4). Kui täiendavad valgud sisenevad tsütosoolist peroksüsoomi maatriksisse, siis tekivad uued küpsed peroksüsoomid (joonis 4.239, etapp 5).
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    Joonis 4.239. Peroksüsoomide tekkimine imetajate rakkudes. Peroksüsoomide de novo biogenees algab ribosoomidel sünteesitud peroksiini PEX16 kotranslatsioonilise lülitumisega ER membraani teatud piirkondadesse, kuhu seotakse ka teised peroksüsoomide membraanivalgud (PMP), nagu näiteks PEX3 ja PEX19 (1). ER membraani väljasopistumisel saavad moodustuda peroksüsoomide eellased (2), mis võivad ühineda omavahel või olemasolevate peroksüsoomidega ning transportida neisse valke ja lipiide (3). Peroksüsoomide eellased võivad kujuneda ka iseseisvateks peroksüsoomideks (4). Maatriksi valgud, millel on peroksüsoomi suunamise järjestus PTS1 ja PTS2, sisenevad lahustuvate retseptorite (PEX5 ja PEX7) ning peroksüsoomide membraanis paiknevate retseptorite (PEX14 ja PEX13) vahendusel, mis moodustavad membraani importomeeri kompleksi. AAA tüüpi ATPaasi kompleksi (PEX1, PEX6, PEX26) abil. Lahustuvad retseptorid retsükliseeruvad monoubikvitineerumisel tagasi tsütosooli või lagundab need proteasoomides pärast polüubikvitineerumist RING kompleks (PEX2/PEX10/PEX12) (5). Peroksüsoomide kasvus ja jagunemises osalevad valgud FIS1, MFF, PEX11 perekond, DLP1/DRP1 (6). Peroksüsoomide tekkes võivad osaleda mitokondrid, kust nöörduvad lahti vesiikulid (MDV), mis võivad varustada olemasolevaid peroksüsoome valkude ja lipiididega (7) või kujuneda iseseisvateks peroksüsoomideks (8). ER on peroksüsoomide membraanide lipiidide ja lipiidsete vaheproduktide allikas spetsiifiliste lipiidide (plamalogeen, sapphapped, kolesterool) sünteesil (9). Lipiidide liikumine toimub tõenäoliselt membraanide otsese kontakti teel, mitte vesiikulite liikumise abil, kuid lipiidid võivad olla pärit ka mitokondritest vabanenud vesiikulitest (10). Modifitseeritud Hua, R., Kim, P. K., 2015 järgi.


    Valkude liikumine peroksüsoomide maatriksisse eeldab peroksüsoomidesse suunamise signaalide esinemist valkudel ja iseloomulikku transpordimehhanismi, mis erineb transpordist mitokondritesse, kloroplastidesse ja lüsosoomidesse. Peroksüsoomide maatriksisse liikuvate valkude enamik sisaldab ühe või isegi kaks signaaljärjestust, mida tähistatakse vastavalt PTS1 ja PTS2 (ingl peroxisome targeting signal). PTS1 on valgu C-otsas paiknev Ser-Lys-Leu (SKL aminohapete ühetähelises koodis) järjestus, mida ei eemaldata, kui valk jõuab peroksüsoomi luumenisse. SKL signaaljärjestus esineb katalaasil, rasvhapete atsüülCoA oksüdaasil, uraadi oksüdaasil, jaanimardika lutsiferaasil. N-otsas paiknev järjestus PTS2 sisaldab rohkem aminohappeid (näiteks tiolaasil) ja eemaldatakse pärast valgu jõudmist luumenisse. Valkude sisenemisel võib eristada mitu etappi: 1) PTS1 ja PTS2 signaaljärjestused tunnevad ära tsütosoolis lahustuval kujul esinevad retseptorid PEX5 ja PEX7 ning transporditav valk ja vastav retseptor moodustuvad kompleksi; 2) moodustunud kompleks liigub peroksüsoomide membraanis seotud retseptoriteni, imetajates vastavalt peroksiinideni PEX13 ja PEX14; 3) PEX5 ja PEX14 subühikud moodustavad importomeeri ehk translokatsioonikanali, mille kaudu valk liigub peroksüsoomi maatriksisse; 4) lahustuvate retseptorite retsükliseerumiseks on vajalik PEX5 monoubikvitineerimine, mille tagajärjel vabaneb membraanis valguga seotud retseptor ja liigub tagasi tsütosooli; 5) kui PEX5 ei vabane kiiresti membraanist, ubikvitineerivad RING domeeniga valgud, E3 ligaasid (PEX2, PEX10, PEX12) täiendavalt valgu ja see laguneb proteasoomides. Seega on vaja vähemalt kuut kuni seitset erinevat peroksiini, et peroksüsoomi membraanis tekiks importomeer ehk translokatsioonikanal ja et retseptoreid PEX5 ja PRX7 kasutataks korduvalt. Erinevalt mitokondritest võivad peroksüsoomidesse siseneda kokkukeerdunud oligomeersed valgud. Näiteks katalaas siseneb tetrameerina, mille molekulis iga monomeer on seotud heemiga. Sisenemiseks on vajalik ATP hüdrolüüs, aga mitte elektrokeemilise potentsiaali olemasolu peroksüsoomi membraanil.


    Peroksüsoomide membraanide valkude (ingl PMP) membraani lülitumine toimub tsütosoolis lahustuva retseptor PEX19 vahendusel, mis tunneb ära valkude membraani suunava järjestuse mPTS. mPTS täpne struktuur pole kindlaks tehtud, kuid on teada, et see sisaldab hüdrofoobset ankurjärjestust ja selle külgedel on laetud aluselised aminohapete järjestused. Valk-PEX19 kompleks seostub peroksüsoomi membraanis paikneva PEX3-ga, PEX19 vabaneb ja PMP jääb seotuks membraaniga. Osal peroksüsoomide membraani valkudel (nn II tüüpi PMP-d, nagu näiteks PEX3, PEX16) puudub seostumiskoht PEX19-ga ja nad lülituvad peroksüsoomi membraani ER vesiikulite vahendusel (vt joonis 4.239).


    Väikese molekulmassiga ühendite transpordis peroksüsoomidesse osalevad ABC pumpade D rühma esindajad. Imetajates transpordivad ABCD1 ja ABCD2 väga pika ahelaga rasvhappeid ning ABCD3 pika ja hargneva ahelaga rasvhappeid, samuti sapphapete sünteesi vaheprodukte. Peroksüsoomide membraanis on leitud ATP-ADP kotransporti teostav valk. On teada, et kuni 300–400 Da molekulmassiga ühendid võivad liikuda ka läbi Pxmp2/PMP22 valkude trimeeride moodustatud pooride.


    Peale selle, et maatriksi ja membraanide valguline koostis muutub peroksüsoomide tekkides ja arengus, muutub ka membraanide lipiidne koostis. Peroksüsoomides puuduvad fosfolipiidide biosünteesi ensüümid, need lipiidid on pärit teiste organellide doonormembraanidest. Pärmides on leitud, et fosfolipiidid võivad liikuda ER-i ja peroksüsoomide vahel. Samuti liiguvad väga pika ahelaga rasvhapped ja lipiidide ainevahetuse vaheproduktid, mis on vajalikud sapphapete, kolesterooli ja plasmalogeenide sünteesiks. Liikumine ei toimu vesikulaarse transpordi teel, vaid membraanide otsese kontakti teel (vt joonis 4.239, etapid 9 ja 10). Siiski on teada, et näiteks mitokondritest nöörduvad lahti 70–100 nm läbimõõduga vesiikulid MDV-d (ingl mitochondrial derived vesicules), mis võivad sulada kokku peroksüsoomidega (vt joonis 239, etapid 7 ja 8). MDV-d võivad olla olulised mitte ainult peroksüsoomide membraanide lipiididega varustamises, vaid ka kahjustatud valkude transpordis mitokondritest peroksüsoomidesse. Erakordselt kompleksse endomembraanide ja organellide omavaheliselt seotud võrgustiku iseärasused alles hakkavad selguma.


    Peroksüsoomide arv võib suureneda mitte ainult de novo moodustumise teel, vaid ka olemasolevate peroksüsoomide kasvu ja pooldumise teel (vt joonis 4.239, etapp 6). Peroksüsoomide jagunemine on reguleeritav biogeneesi- ja pooldumist kontrollivate geenide transkriptsiooniga, mis omakorda sõltub paljude sise- ja välisfaktorite, eelkõige hapniku aktiivühendite ning UV toimel algavatest signaaliradadest. Ammu on tuntud sünteetilised peroksüsoomide jagunemist esilekutsuvad ühendid, mis soodustavad peale jagunemisega seotud valkude (PEX11) geenide ekspressiooni ka peroksüsoomides toimuvaid ainevahetusreaktsioone, nagu näiteks rasvhapete β-oksüdatsiooni. On selgunud, et peroksüsoomide geenide aktiveerumine on seotud spetsiifiliste PPARα (ingl peroxisome proliferator-activated receptor) valkudega. Sünteetilised PPARα vahendusel peroksüsoomide jagunemist aktiveerivad ühendid on väga erineva struktuuriga, nagu polütsüklilised süsivesinikud, benseenitsükleid sisaldavad karboksüülhapped (ingl hypolipidermic fibrate drugs), ftaalhappe estrid jt. Paljusid neist ühenditest kasutatakse ravimitena näiteks rasvhapete oksüdeerumise kiirendamiseks ja ülekaalu vältimiseks. PPARα konformatsioon muutub seostumisel nende sünteetiliste liganditega ja seostub täiendava valgu retinoid X retseptor α (RXRα). Moodustunud kompleks liigub rakutuuma ja tunneb ära geenide promootorite PPARα tundlikud elemendid (PPRE-d), mis esinevad näiteks kõikide β-oksüdatsiooni katalüüsivate ensüümide geenides. Seega PPAR-d on transkriptsioonifaktoritena toimivad tuuma retseptorvalgud, mis ekspresseeruvad erinevates kudedes, peamiselt skeleti ja südamelihastes, adipotsüütides (rasvarakkudes) ja hepatotsüütides, PPAR-dega moodustavad kompleksi mitmesugused ligandid, koaktivaatorid ja korepressorid. Märklaudgeeni ekspresseerumine aktiveeritakse või pärsitakse pärast moodustunud kompleksi seostumist promootorpiirkonna cis-elementidega sõltuvalt moodustuva kompleksi koosseisust. Küllastamata pikaahelalised rasvhapped on PPARα looduslikud ligandid ja edastavad suurenenud lipiidide katabolismi vajaduse signaale. Hiljem on avastatud kaks PPARα-le analoogilist tuumaretseptorit PPARγ ja PPARβ/δ. Need retseptorid aktiveeruvad erinevate ligandite toimel, aktiveerivad/represseerivad erinevaid geene ega osale peroksüsoomide jagunemise signaalide edastamises. Alles väga hiljuti on leitud, et PPARγ reguleerib peroksüsoomide jagunemist hiirte hüpotaalamuses rasvarikka dieedi kasutamisel. Signaalide ahelad, mis viivad peroksüsoomide jagunemise kiirenemiseni UV-kiirguse, ROS-i ja atsetüülsalitsüülhappe toimel, on detailides tundmatud.


    4.8.3. Uute peroksüsoomide moodustumine rakus


    Peroksüsoomide kasv ja jagunemine toimub kindlate üksteisele järgnevate sündmuste reana: organelli pikenemine, membraani kokkutõmbumine, organelli pooldumine (vt joonis 4.239, etapp 6). Peroksüsoomide kasvu ja jagunemisega imetajates on seotud membraani moduleerivad PEX11 perekonna, DLP1/DRP1 (ingl dynamin-1-like protein, GTPaas), MFF (ingl mitochondrial/peroxisome fission factor) ja FIS1 (ingl mitochondrial fission 1 protein) valgud. PEX11 siseneb peroksüsoomi membraani lipiidse kaksikkihi ühele poolele, põhjustades membraani asümmeetriat, kõverdumist ja toruja väljakasvu moodustumist (vt joonis 4.240). Kõverdumise piirkonda seotakse FIS1 ja MFF valgud. MFF on retseptoriks tsütosoolis paiknevale DLP1-le. DLP1 monomeerid moodustavad rõnga ümber peroksüsoomi ja GTP hüdrolüüsi kasutades poolitavad organelli (joonis 4.240).
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    Joonis 4.240. Imetajate peroksüsoomide kasvu ja jagunemise skeem. PEX11β sisenemine ja aktiveerumine peroksüsoomide eellaste membraanis põhjustab membraani struktuuri ümberkorralduse ja torukujulise membraani väljasopistuse tekkimise peroksüsoomi ühel küljel. a) PEX11β sisenemine lipiidide kaksikkihi ühte lehte kutsub esile membraani ebasümmeetria ja paindumise. Painde piirkonda, mis muutub membraani kokkutõmbumise piirkonnaks, värvatakse täiendavad valgud FIS1, MFF, DLP1. b) Membraani retseptor MFF seob DLP1 molekulid, moodustub ringikujuline GTP-d hüdrolüüsiv struktuur, mis lõikab membraani läbi. Modifitseeritud Schrader, M. et al. järgi.


    FIS1, MFF, DLP1 osalevad ka mitokondrite jagunemisel nii seentes, taimedes kui ka imetajates ja kirjeldatud pooldumismehhanism on evolutsioonis varakult konserveerunud, kuid pärmides ja taimedes on leitud täiendavad jagunemist reguleerivad retseptor- ja adaptorvalgud. Oluline on märkida, et peroksüsoomide de novo tekkimisel ER-ist DLP1 valgud ei osale, kuigi membraan tõmbub samuti kokku ja eralduvad vesiikulid.


    4.8.4. Peroksüsoomidega seotud haigused


    Peroksüsoomide suurt tähtsust ainevahetuses näitab see, et inimesel on tuntud enam kui 25 erinevat peroksüsoomidega seotud haigust, mida on tavaks jaotada kahte rühma. Esiteks, normaalsete funktsioneerivate peroksüsoomide puudumise tagajärjel tekkinud, tavaliselt väga rasked, mitmesuguste ainevahetuse häiretega kulgevad haigused, nagu Zellwegeri sündroom. Teise rühma moodustavad haigused, mis on seotud enamasti vaid ühe peroksüsoomi ensüümi puuduliku aktiivsusega, nagu näiteks X-seoseline adrenoleukodüstroofia. Zellwegeri sündroomi iseloomustab väga pika ahelaga ja haruneva ahelaga rasvhapete suurenenud kontsentratsioon veres. Tegemist on harvaesineva autosomaalse retsessiivse haigusega, mis on põhjustatud mutatsioonidest membraanide kokkupanekuks ja valkude sisenemiseks vajalikke peroksiine kodeerivates geenides, mis takistab peroksüsoomide moodustumist. Haigusele on iseloomulik ajutegevuse puudulikkus neuroneid ümbritseva müeliini ja plasmalogeeni vähese sisalduse tõttu, millega sageli kaasnevad vaegkuulmine ja -nägemine. Zellwegeri sündroom on kõige raskem PEX3, PEX16 ja PEX19 puudumisel. Patsiendid ei ela tavaliselt vanemaks kui aasta. X-seoseline adrenoleukodüstroofia (X-ADL) on peamiselt meestel sagedusega 1 : 18 000 – 1 : 50 000 esinev haigus, mis on põhjustatud väga pikaahelaliste rasvhapete kogunemisest peroksüsoomides, sest nende lagunemine ei toimu CoAd rasvhappele siduva ensüümi puudumise tõttu. Ensüümi transport peroksüsoomi puudub, sest X-kromosoomis paiknev transportvalgu geen on mutantne. Keskmiste ja väikese pikkusega rasvhapete oksüdeerumine pole takistatud, sest need sisenevad seotuna CoA-ga. Kokkuvõtlikult, häired peroksüsoomide ainevahetuses kajastuvad sageli neuroloogiliste süptomitena, millega sageli kaasneb närvisüsteemi degeneratiivsete haiguste tekkimine ja pidev süvenemine.


    Peroksüsoomid võivad organismi elutegevusse sekkuda ka teistel viisidel. Peroksüsoomide biogeneesi ja aktiivsuse vähenemine põhjustab oksüdatiivset stressi ning on seotud rakkude ja organismi vananemisega. Oksüdatiivset stressi tekitab hapniku aktiivühendite, näiteks vesinikperoksiidi kuhjumine rakkudes katalaasi puudumise tõttu peroksüsoomides. Tingimustes, mis põhjustavad suurema ROS hulga moodustumist, nagu näiteks UV kiirgus, suureneb sekundite jooksul peroksüsoomide hulk peamiselt peroksüsoomide jagunemise kiirenemise tõttu (vt joonis 4.241).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.241. Peroksüsoomid Arabidopsis thaliana epidermirakkude väljakasvudes trihhoomides. Taimedes ekspresseerub YFP-PTS1 transgeenne konstrukt. Kollane fluorestseeruv valk (YFP) on seotud valkude peroksüsoomidesse suunava signaaliga SKL. A. Ümara kujuga rakumembraaniga seotud peroksüsoomid enne UV toimet. B. Pikenenud jagunemisvõimelised peroksüsoomid 90 sek pärast UV-ga mõjutamist. Joone pikkus 5 μm. Foto: Sinclair, A. M. et al., 2009.


    β-oksüdatsioon vähendab põletikureaktsioone esile kutsuvate lipiidsete mediaatorite eikosanoidide kontsentratsiooni. Viimase aastakümne jooksul on selgunud peroksüsoomide oluline koht lipiidide, redoksseisundiga seotud ja põletikureaktsioonide signaaliahelates. Alles hiljuti tehti kindlaks peroksüsoomide osa III-tüüpi interferooni sünteesi algatamises vastusena bakterite ja viirustega nakatumisele.


    Peroksüsoomidel võivad olla täiendavad väga omapärased funktsioonid. Näiteks Põhja- Ameerika jaanimardikal Photinus pyralis’el toimub nii isas- kui ka emasputukatel alakeha helendavates rakkudes, s.o fototsüütides, bioluminestsents (vt joonis 4.242).
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    Joonis 4.242. Bioluminestsents Põhja-Ameerika jaanimardika Photinus pyralis’e tagakeha fototsüütide peroksüsoomides. Foto: http://www.alexanderwild.com/keyword/Photinus%20pyralis;photinus%20pyralis/i-jBG4jfn/A.


    Samasugune efekt esineb ka Eesti jaanimardika organismis, vaid fluorestsents on rohekaskollases spektri osas (joonised 4.243, 4.244).
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    Joonis 4.243. Jaanimardika bioluminestsents. Foto: Urmas Tartes.
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    Joonis 4.244. Jaaniussi luminestseeruv tagakeha alakülg. Suurendus 10x. Foto: S. Kuuse.


    Fototsüüdid paiknevad rosettidena üksteise peal, struktuuri keskele jäävas silindris on närvid ja sooned õhuhapniku liikumiseks. Valgust tekitav reaktsioon on lutsiferiini oksüdeerumine ensüüm lutsiferaasi poolt hapniku toimel. Reaktsiooni toimumiseks on vajalik ATP. Reaktsiooni vaheproduktiks on ergastatud seisundis oksülutsiferiin. Elektroni liikumisel ergastatud seisundist tagasi põhiseisundisse vabaneb energia kollase valgusena koguses üks kvant ühe molekuli oksülutsiferiini kohta. Lutsiferiin ja lutsiferaas paiknevad peroksüsoomides. Lutsiferiini C-ots sisaldab SKL järjestuse, mis on vajalik ensüümi transpordiks tsütosoolist peroksüsoomi. Valgussähvatusi algatavad närviimpulsid. Lutsiferiini oksüdeerumise reaktsiooni lutsiferaasi toimel kasutatakse ka ATP hulga määramiseks rakkudes, sest tekkiva valguse intensiivsus on proportsionaalne ATP kontsentratsiooniga.

  


  
    4.9. Tsütoskelett


    HEITI PAVES


    Tsütoskelett (kr κύτος/kytos ’konteiner, kast’, σκελετός/skeletos ’looma luustik’, σκέλλω/skello ’kuiv’, σκληρός/scleros ’kõva’) tähendab otseses tõlkes „rakuluukere“. Hulkraksete organismide tugielundkonna nimetuse kasutamine raku organellide süsteemi kohta on teatud mõttes õigustatud: tsütoskeleti funktsioonide hulka kuulub raku toestamine. Samuti määrab tsütoskelett raku kuju: otseselt kestata loomarakkudel ja kaudselt kestaga taime- ja seenerakkudel, vahendades rakukesta sünteesi ja kokkupanemisega seotud protsesse. Tsütoskeleti käsitlemine vaid raku tugielundkonnana oleks aga kindlasti ühekülgne ja jätaks kõrvale mitmed olulised funktsioonid. Tsütoskeleti komponentide ümberpaiknemine rakus võimaldab rakkudel aktiivselt liikuda, seetõttu on tsütoskeletti paslik võrrelda hulkrakse organismi lihaskonnaga. Tsütoskelett koos molekulaarsete mootoritega liigutab aktiivselt organelle ja tsütoplasmat raku sees, selline liikumine sarnaneb paljuski vereringega. Tsütoskelett osaleb paljudes rakusiseste ja rakkudevaheliste signaalide vahendamises, seega täidab tsütoskelett ka raku närvisüsteemi rolli. Tsütoskeleti pindala ületab raku plasmamembraani ja membraansete organellide kogupindala kümme korda, pakkudes hulgaliselt võimalusi rakusiseste keemiliste reaktsioonide ruumilisele organiseeritusele.


    Seega on tsütoskeletil – mille olemasolu postuleeris 1928. aastal Nikolai Koltsov kui jäikade fibrillide süsteem, mis annab elus rakule tema kuju – rakus palju mitmekesiseid funktsioone.


    Tsütoskelett paistab valgusmikroskoobis erineva jämedusega valguliste filamentide võrgustikuna (joonis 4.245).
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    Joonis 4.245. Tsütoskelett. Rakk, mille valgud on värvitud Coomassie värviga. Ka tsütoskeletile mittespetsiifiline värv toob välja paljud filamentaarsed struktuurid rakus. Foto: Alberts, B. et al., 4th ed., 2002.


    Valgusmikroskoobi lahutusvõime piirid ei võimaldanud tsütoskeleti avastamise ajal filamentide jämedust täpselt mõõta. See osutus võimalikuks tänu elektronmikroskoopia arengule 20. sajandi keskel. Koos biokeemiliste meetodite täiustamisega sai võimalikuks tsütoskeleti komponentide puhastamine, fikseerimine ja kontrasteerimine ning filamentide täpne mõõtmine. Mõõtmistulemuste põhjal jaotati tsütoskeletti moodustavad filamendid kolme rühma (joonis 4.246): mikrofilamendid läbimõõduga 5–7 nm, intermediaarsed filamendid (10–12 nm) ja mikrotorukesed (25 nm).
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    Joonis 4.246. Kolm valgufilamentide põhitüüpi, millest moodustub tsütoskelett: mikrofilamendid, mikrotorukesed ja intermediaarsed filamendid. Ülalolev ja järgnevad selle alapeatüki joonised (kui pole näidatud teisiti) on modifitseeritud Alberts, B. et al., 6th ed., 2015 jooniste järgi.


    Need kolme tüüpi tsütoskeleti filamendid esinevad paljudes päristuumsetes rakkudes ja nende peamine fundamentaalne roll on tagada ruumiline organisatsioon elus rakkudes. Intermediaarsed filamendid tagavad rakkude mehaanilise tugevuse ja vastupidavuse. Mikrotorukesed määravad membraansete organellide rakusisese paigutuse ja transpordi. Mikrofilamendid annavad kestata rakkudele nende kuju ja on vajalikud rakkude liikumisel. Tsütoskeleti filamentide efektiivseks funktsioneerimiseks on vajalikud paljud valgud, mis seostuvad nii tsütoskeleti kui ka organellidega. Nende valkude hulka kuuluvad näiteks molekulaarsed mootorid, mis liigutavad organelle mööda filamente ja osalevad filamentide endi liikumistes.


    4.9.1. Mikrofilamendid


    Aktiin on konserveerunud tsütoskeleti valk, mida esineb suurtes kontsentratsioonides peaaegu kõigi päristuumsete rakkude tsütoplasmas ja tuumas. Idumoodustumine on kineetiline barjäär G-aktiini nn polümeriseerumisel F-aktiiniks ehk mikrofilamentideks. Mikrofilamentide koosseisus olev aktiin on esialgu seotud ATP-ga, mis hüdrolüüsub ADP-ks. Mikrofilamendid on polariseeritud struktuurid, nad võivad kulgeda rakus, kui plussotsa liituvad ja miinusotsast lahkuvad G-aktiini molekulid. Rakus kontrollivad mikrofilamentide dünaamikat paljud valgud, mis võivad seostuda G-aktiini või F-aktiiniga. Umbes pool rakus olevast aktiinist hoitakse G-aktiini vormis tümosiini abil. Idumoodustumise faktorid, nagu Arp2/3 kompleks või formiin, algatavad vastavalt harunenud või paralleelsete mikrofilamentide tekke. Mikrofilamentide olekut reguleerivad erineva toimega valgud: mikrofilamentidega seostuvad, korkivad, tükeldavad ja depolümeriseerivad. Nende valkude reguleerivast mõjust sõltub mikrofilamentide kasvu ja lagunemise tasakaal, samuti mikrofilamentidest tekkinud struktuuride ehitus. Mikrofilamentidest moodustuvad kõrgemat järku struktuurid: dendriitsed võrgustikud, mikrofilamentide kimbud või geelid tekivad erinevate ristseostavate valkude abil. Mikrofilamentide võrgustik raku korteksis toetab mehaaniliselt plasmamembraani ja osaleb signaaliülekanderadades.


    Müosiinid on mootorvalgud, mis liiguvad ATP-st saadava energia mõjul mööda mikrofilamente. Müosiinid moodustavad valkude superperekonna. Kõige rohkem on uuritud klass II müosiine, mis põhjustavad lihasrakkude kokkutõmmet. Ülejäänud,ebakonventsionaalsed müosiinid, kuuluvad üle 20 superperekonna klassi ja täidavad paljusid rolle erinevates organismides ja rakutüüpides.


    4.9.1.1. Aktiin ja aktiiniga seonduvad valgud


    Mikrofilamentide (ka aktiini filamentide, aktiini kaablite) põhikomponent on 375 aminohappest koosnev globulaarne valk aktiin, molekulmassiga 41,6 kDa. Globulaarse aktiini (G-aktiini) molekul on seotud kas ADP või ATP molekuliga (joonis 4.247 A).
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    Joonis 4.247. Aktiini molekuli, s.o G-aktiini e globulaarse aktiini (A) ja aktiini mikrofilamendi, s.o F-aktiini (B) struktuur (modifitseeritud Splettstoesser, T., Wikipedia, järgi). Mikrofilament koosneb kahest teineteise ümber keerdunud protofilamendist.


    Aktiin on päristuumsete hulgas erakordselt konserveerunud valk: aminohappeline koostis on tavaliselt üle 90% identne. Samas, ka väikesed erinevused valgu aminohappelises järjestuses tingivad erinevate funktsioonidega aktiini isovormide tekke. Selgroogsetes organismides eristatakse kolme aktiini isovormi: α, β ja γ, mis erinevad üksteisest oma aminohappeliste järjestuste poolest ja millel on erinevad funktsioonid. α-aktiin esineb vaid lihaskoes, tema funktsioon on seotud lihasrakkude tööga; β- ja γ-aktiin avalduvad kõikides ülejäänud kudedes. Taimeriigis esineb samuti aktiini isovormide erinevus nende avaldumismustri järgi. Näiteks müürlooga (Arabidopsis thaliana) genoom sisaldab kaheksa aktiini geeni. Nendest kolm (ACT2, ACT7 ja ACT 8) avalduvad taime vegetatiivsetes organites ja neid valke nimetatakse vegetatiivseteks aktiinideks. Ülejäänud viis geeni (ACT1, ACT3, ACT4, ACT11 ja ACT12) avalduvad paljunemisorganites ja neid valke nimetatakse generatiivseteks aktiinideks. Pole täpselt teada, milles seisneb erinevus taime vegetatiivsete ja generatiivsete aktiinide funktsioonides, kuid nende katseline avaldamine n-ö valedes organites, näiteks generatiivse aktiini geeni ACT1 avaldamine vegetatiivsetes kudedes, viib tõsiste häireteni taime kasvus ja arengus.


    Aktiini on pikka aega peetud vaid tsütoplasma valguks, samuti on aktiini järjestuses tuvastatud kaks funktsionaalset tuuma ekspordi signaali (ingl nuclear export signal, NES), leutsiinirikast järjestust, mille rikkumine viib aktiini kogunemisele tuuma. Tuuma ekspordi signaalist hoolimata esineb aktiini ka päristuumsete organismide rakutuumades ja tuuma aktiinil on leitud mitmeid funktsioone: osavõtt transkriptsioonist ja selle reguleerimisest, RNA protsessimine ja eksport tuumast, tuumasisesed liikumised ja struktuurne roll tuumas.


    4.9.1.2. Mikrofilamendi struktuur ja selle moodustumise protsess, mikrofilamendi polaarsus


    4.9.1.2.1. G-aktiini molekulid moodustavad polaarse mikrofilamendi


    Globulaarse aktiini (G-aktiini) molekulid moodustavad üksteise otsa liitudes peenikese (läbimõõduga 7–8 nm) filamendi, mis kujutab endast paremakäelist heeliksit ja mida nimetatakse filamentaarseks aktiiniks (F-aktiin, joonis 4.247 B). Kui G-aktiini molekul on seotud ATP-ga, siis F-aktiinis on iga aktiini molekuliga seotud ADP molekul. Seega vabaneb F-aktiini tekkimisel G-aktiinist energia ja vastupidi: selleks et hoida teatud hulka aktiini globulaarse, vabalt difundeeruva valgu kujul, peab elus rakk energiat kulutama. See on oluline fakt mõistmaks rakkudes toimuvaid tsütoskeletiga seotud protsesse. F-aktiini moodustumist G-aktiinist nimetatakse traditsiooniliselt aktiini polümeriseerumiseks ja vastupidist protsessi depolümeriseerumiseks, kuna F-aktiinil on teatud sarnasusi polümeersete ainetega (näiteks tselluloos). Termin „polümeriseerumine“ pole aktiini puhul küll päris täpne, sest G-aktiini molekulide vahel ei teki kovalentset sidet, kuid selline sõnakasutus (aktiini polümeriseerumine ja depolümeriseerumine, F-aktiini monomeerid ja oligomeerid) on kirjanduses väga levinud.


    Aktiini molekul on küll globulaarne, kuid samas ebasümmeetriline (joonis 4.247 A). G-aktiini molekulid liituvad üksteisega samapidiselt, seega on tekkiv filament polaarne, tal on struktuurselt ja funktsionaalselt erinevad otsad. G-aktiin seostub kiiremini tekkiva F-aktiini plussotsaga (ingl barbed end) ja aeglasemalt miinusotsaga (ingl pointed end). Nukleotiidi (ADP-d või ATP-d) siduv lõhe G-aktiini molekulis on suunatud miinusotsa poole.


    Mikrofilamendid on painduvad struktuurid. Filamendi jäikust iseloomustab minimaalne pikkus, mille juures filament on veel painduv ja katkematu. Mikrofilamentidel on selleks pikkuseks mõnikümmend mikromeetrit, kuid elus rakus seovad aktiini ristseostavad (ingl cross-linking) valgud üksikud filamendid kimpudeks, mis on märksa jäigemad.


    4.9.1.2.2. Idumoodustumine määrab mikrofilamentide tekke kiiruse


    Mikrofilamentide moodustumine on oluline protsess elus raku liikumise ja kuju määramisel. F-aktiini tekkeprotsesse on võimalik uurida katseklaasis, klassikaliselt on selleks kasutatud küüliku reielihasest puhastatud aktiini. G-aktiini/F-aktiini tasakaal väljendub sellistes katsetes lahuse/suspensiooni optiliste omaduste kaudu. Mõõtmistes kasutatakse aktiini ja fluorestseeruva aine püreeni ühendit, mis fluorestseerub tugevamini F-aktiini koosseisus kui vaba G-aktiinina (joonis 4.248).
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    Joonis 4.248. A. Aktiini polümeriseerumine katseklaasis. F-aktiini tekkimise kiirus sõltub G-aktiini oligomeeride (idude) hulgast lahuses. Kui lahuses on vaid G-aktiin, algab protsess idumoodustumisega ja kiireneb oluliselt oligomeeride juuresolekul (pikenemine). B. Kui G-aktiini hulk on langenud kriitilise kontsentratsioonini, saabub tasakaal ja mikrofilamendid ei pikene. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 5th ed., 2003 järgi.


    Lühikesed aktiini oligomeerid võivad tekkida G-aktiini molekulide spontaanse ühinemise tulemusel, kuid nad on ebastabiilsed ja lagunevad samuti spontaanselt, sest iga monomeer on seostunud vaid ühe kuni kahe monomeeriga. Mikrofilamendi kasvamiseks on vajalik, et tekiks mitmest G-aktiini molekulist koosnev idu, mis stabiliseerub paljude monomeeride omavahelise kontakti toel ja seejärel hakkab kiiresti pikenema, sidudes järjest rohkem G-aktiini molekule. Seda protsessi nimetatakse F-aktiini idumoodustumiseks (ingl nucleation). Idumoodustumise tulemusel tekkinud nn idud – kolmest või enamast aktiini molekulist koosnevad kompleksid – on ebastabiilsed ja lagunevad kergesti, nende stabiliseerimisele aitavad kaasa aktiiniga seostuvad valgud, näiteks Arp2/3 kompleks ja formiinid. Idumoodustumisele järgneb F-aktiini filamendi kasv G-aktiini molekulide pideva liitumise teel. Kasvufaas (ingl elongation) kestab niikaua, kui vaba G-aktiini hulk lahuses jõuab kriitilise kontsentratsioonini (Cc), mis on sisuliselt dissotsiatsioonikonstant. Katseklaasis on G-aktiini kriitiline kontsentratsioon 0,2 µM, ja selle kontsentratsiooni korral lakkab F-aktiini filamentide kasv, mikrofilamentide teke jõuab statsionaarsesse faasi. Elusrakus on G-aktiini kontsentratsioon aga palju kõrgem kui katseklaasis mõõdetav kriitiline kontsentratsioon, ja seda tänu täiendavatele meetmetele, mida rakk kasutab aktiini hoidmiseks lahustuvas G-aktiini vormis.


    Idumoodustumise faas võib olla tunduvalt lühem või üldse puududa, kui lahusesse lisada aktiini molekulide komplekse, näiteks keemiliselt ristseostatud F-aktiini fragmente või komplekse teiste valkudega. Ka elus rakkudes kasutatakse selliseid mehhanisme F-aktiini tekke initsieerimiseks mingis kindlas kohas.


    4.9.1.2.3. Mikrofilamendi pluss- ja miinusotsad kasvavad erineva kiirusega


    G-aktiini ebasümmeetrilised molekulid paiknevad mikrofilamendis samapidi, mistõttu filamendi kaks otsa on erineva struktuuriga. See tingib ka erinevuse filamendi kummagi otsa kasvukiiruses: F-aktiini kasvufaasis, kui G-aktiini kontsentratsioon lahuses on kriitilisest kõrgem, kasvab filament plussotsast kiiremini kui miinusotsast. Seda kiiruste vahet saab mõõta fluorestseeruva märgisega G-aktiini abil, selle lisamisel lahusesse selgub, et F-aktiini plussots kasvab kuni kümme korda kiiremini kui miinusots.


    Tuleb silmas pidada, et G-aktiini kriitilise kontsentratsiooni juures on nii mikrofilamendi pluss- kui miinusotsas G-aktiini assotsiatsiooni- ja dissotsiatsioonikiirused samad.


    4.9.1.2.4. Mikrofilamendid kulgevad ATP hüdrolüüsi toel


    G-aktiin võib olla seotud kas ADP või ATP molekuliga. Aktiin on võimeline katalüüsima ATP hüdrolüüsi, mis toimub vaba G-aktiini puhul väga aeglaselt, kuid kiireneb oluliselt pärast G-aktiini inkorporeerumist mikrofilamendi koosseisu. ATP hüdrolüüsil eraldub vaba fosfaat, kuid ADP jääb ikkagi aktiiniga seotuks ja on mikrofilamendi koostisosa. Seega on mikrofilamendis kahte tüüpi aktiini: ATP-aktiin, mis on seotud ATP-ga (ingl T form), ja ADP-aktiin, mis on seotud ADP-ga (ingl D form).


    ATP hürolüüsil vabanev energia muudab oluliselt G-aktiini assotsiatsiooni- ja dissotsiatsioonikiiruseid. Selle tulemusel lagunevad ADP-d sisaldavad mikrofilamendid G-aktiiniks kiiremini kui ATP-d sisaldavad filamendid.


    Elus rakus on ATP kontsentratsioon umbes kümme korda kõrgem kui ADP kontsentratsioon. Seetõttu on ka rakus lahustunud G-aktiini molekulid peamiselt seotud ATP-ga. Järelikult seostuvad kasvava F-aktiini filamendiga samuti peamiselt ATP-aktiini molekulid. Mida kauem on G-aktiini molekul olnud F-aktiini koosseisus, seda suurem on tõenäosus, et aktiini katalüütiliste omaduste tõttu on ATP hüdrolüüsitud ADP-ks. Kas filamendi otsas on rohkem ATP-aktiini või ADP-aktiini, sõltub G-aktiini assotsiatsiooni kiiruse ja ATP hüdrolüüsi kiiruste suhtest. Kui ümbritsevas lahuses on G-aktiini kontsentratsioon suurem kriitilisest kontsentratsioonist, seostuvad G-aktiini molekulid filamendi mõlemasse otsa kiiremini, kui toimub ATP hürolüüs juba liitunud ATP-aktiinis. Selle tulemusena on filamendi mõlemas otsas ülekaalus ATP-aktiin. Vastupidides olukorras, kui lahuses on G-aktiini kontsentratsioon väiksem kriitilisest kontsentratsioonist, hüdrolüüsitakse ATP juba enne järgmise G-aktiini molekuli liitumist. Vabanev energia soodustab hoopis F-aktiini lagunemist ja filament lüheneb mõlemast otsast.


    Kui aga G-aktiini kontsentratsioon lahuses (elusas rakus) on võrdne kriitilise kontsentratsiooniga või sellele lähedane, siis on võimalik, et filamendi plussotsas lisandub G-aktiin kiiremini kui ATP hüdrolüüs, samas kui miinusotsas toimuvad ATP hüdrolüüs ja ADP-ga seotud G-aktiini eraldumine filamendist kiiremini. Selle tulemusena sisaldab filamendi plussots peamiselt ATP-aktiini ja miinusots ADP-aktiini. Selline mikrofilament seob pidevalt G-aktiini plussotsa ja samal ajal n-ö kaotab G-aktiini miinusotsast. Kõige selle tulemuseks on tähelepanuväärne protsess: mikrofilamendi kulgemine (ingl treadmilling) plussots ees (joonis 4.249).
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    Joonis 4.249. Mikrofilamentide kulgemine. Kui G-aktiini kontsentratsioon jääb F-aktiini miinus- ja plussotsa kriitiliste kontsentratsioonide vahele, jääb mikrofilamendi pikkus muutumatuks, kuid aktiini molekulid liiguvad filamendi miinusotsa poole (noole suunas), filament ise aga liigub plussots eespool. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 5th ed., 2003 järgi.


    Kulgemine on tasakaalus: plussotsa liitub sama palju G-aktiini molekule, kui neid miinusotsast eraldub. Filamendi pikkus seejuures oluliselt ei muutu. Tasakaalus kulgemine nõuab pidevalt energiat, mida saadakse ATP hüdrolüüsist. Erinevalt difusioonist (kus G-aktiini molekulid alluvad peamiselt Browni liikumise seaduspärasustele) on mikrofilamendi kulgemine efektiivne moodus suure hulga filamentaarse materjali suunatud transpordiks elusas rakus.


    4.9.1.3. Mikrofilamente mõjutavad ained


    Mikrofilamentide omaduste, dünaamika ja rakusiseste rollide uurimisel on abiks olnud looduslikud ja sünteetilised ühendid, mida elusrakkudes ei leidu, kuid millel on leitud erinevaid mõjusid ja interaktsioone nii G-aktiini kui F-aktiiniga.


    Falloidiin on rohelisest kärbseseenest (Amanita phalloides) puhastatud fallotoksiinide (kärbseseenemürkide) hulka kuuluv peptiid molekulmassiga 789 Da, mis ülima spetsiifilisusega seostub F-aktiiniga. Falloidiini seostumine F-aktiiniga stabiliseerib mikrofilamente, takistades G-aktiini eraldumist (F-aktiini depolümeriseerumist). Ühtlasi inhibeerib falloidiin aktiini katalüüsitavat ATP hüdrolüüsi. Falloidiini konjugaate koos erinevate fluorokroomidega kasutatakse laialdaselt mikrofilamentide värvimiseks fikseeritud rakkudes (joonis 4.250), elus rakku viimiseks on vajalik falloidiini mikrosüstimine, sest rakumembraani ta ise ei läbi.
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    Joonis 4.250. Falloidiin spetsiifiline seostumine F-aktiiniga võimaldab mikrofilamente värvida. Falloidiin-Alexa488 konjugaadiga (roheline) värvitud fibroblastid. Foto: H. Paves.


    Kestaga rakkude puhul (taime- ja seenerakud) on falloidiiniga mikrofilamentide värvimine erakordselt komplitseeritud, seetõttu kasutatakse selleks pigem transgeenseid taimi, kus avalduvad mikrofilamentidega seotud valkude hübriidid mõne fluorestseeruva valguga (joonis 4.251).
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    Joonis 4.251. Fimbriin-GFP hübriidvalk värvib mikrofilamente taimerakkudes. Mikrofilamendid müürlooga trihhoomis (lehekarv). Foto: H. Paves.


    Tsütohalasiinid (tsütohalasiin A...J, joonis 4.252) kuuluvad samuti seente metaboliitide hulka, nende toime on vastupidine falloidiini omale.
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    Joonis 4.252. Mikrofilamente mõjutavad ained on oma keemiliselt olemuselt erinevad. A. Tsütohalasiin D (alkaloid). B. Falloidiin (kahetsükliline heptapeptiid). C. Latrunkuliin A (käsna toksiin). Vikipeedia.


    Tsütohalasiinid on võimelised läbima elus raku membraani, seetõttu on neid katsetes mugav kasutada. Tsütohalasiinide toime väljendub mikrofilamentide lõhkumises F-aktiini tekke inhibeerimise kaudu. Tsütohalasiinid seostuvad mikrofilamentide otstega kõrge afiinsusega: Kd 1...200 nM, mis on mitu suurusjärku suurem kui G-aktiini afiinsus. Selliselt blokeerivad tsütohalasiinid mikrofilamentide kasvamise. Tsütohalasiinid seostuvad ka G-aktiiniga, tekitades idumoodustamise tuumasid sellisel hulgal, et normaalse pikkusega filamentide tekkeks ei jätku rakus aktiini (joonis 4.253 A).
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    Joonis 4.253. Mikrofilamentide abil jaguneb raku tsütoplasma. Aafrika rohepärdiku neeru fibroblastid (Cos7 rakuliin), mis on kasvanud kaks ööpäeva (A) või kuus ööpäeva (B) tsütohalasiin D sisaldavas söötmes. Tekkinud on hulktuumsed rakud, falloidiin-rodamiiniga värvimine (punane) näitab mikrofilamentide jäänuseid, hõbedased on Hoechst 33342-ga (DNA-spetsiifiline värv) värvitud tuumad. Fotod: H. Paves.


    Seega, hoolimata laialt levinud arusaamast, et tsütohalasiinid n-ö depolümeriseerivad F-aktiini, on tsütohalasiinide mikrofilamente lõhkuv toime seotud pigem aktiini polümeriseerimisega.


    Kasutades tsütohalasiini, on leitud, et mikrofilamendid on vajalikud raku tsütoplasma jagamiseks pärast rakutuuma jagunemist: kui lõhkuda mikrofilamendid tsütohalasiini abil, tekivad mitme tuumaga rakud (joonis 4.253 B).


    Latrunkuliine (A ja B) on leitud käsnadest, nad on võimelised läbima elus raku membraani, seostuvad G-aktiiniga stöhhiomeetrilises suhtes 1 : 1 ja seega inhibeerivad F-aktiini tekkimise. Kuna rakus on G-aktiin ja F-aktiin dünaamilises tasakaalus, viib rakkude pikemaajaline mõjutamine latrunkuliiniga F-aktiini depolümeriseerumiseni. Kuigi tsütohalasiinid ja latrunkuliinid toimivad erinevate mehhanismide kaudu, on nende nn töö tulemus rakus sarnane: purustatud mikrofilamendid.


    DNaasI seostub G-aktiiniga kõrge afiinsusega, kuid F-aktiiniga madalama afiinsusega. Selle interaktsiooni roll rakkudes pole selge. Aktiiniga seostudes kaotab DNaasI oma ensümaatilise aktiivsuse, seetõttu võib arvata, et DNaasI-aktiini kompleksi funktsioon on DNaasI varude hoidmine rakus, ohustamata geneetilist informatsiooni DNA kujul. DNaasI-aktiini interaktsiooni kasutatakse G-aktiini kontsentratsiooni täpseks mõõtmiseks katseklaasis DNaasse aktiivsuse vähenemise kaudu.


    4.9.1.4. Aktiiniga seostuvad valgud mõjutavad mikrofilamentide dünaamikat ja struktuuri


    Katseklaasis on G-aktiini/F-aktiini tasakaalu võimalik kontrollida kontsentratsiooni, pH, ATP ja soolade (peamiselt Mg++) kaudu. Elus rakus on olukord palju keerulisem: aktiini käitumist reguleerivad veel paljud valgud, mis võivad seostuda nii G-aktiini kui ka F-aktiiniga (joonis 4.254).
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    Joonis 4.254. Aktiiniga interakteeruvad valgud.


    Katseklaasis tasakaaluolekus G-aktiini 0,2 µM kontsentratsiooni korral püsib üks G-aktiini molekul mikrofilamendi koosseisus keskmiselt 30 minutit. See tähendab, et filamendi 30-minutilise kulgemise jooksul on see G-aktiini molekul liitunud filamendiga, liikunud plussotsast miinusotsani ja eraldunud filamendist. Selgroogsest organismist pärit rakus on see aeg umbes 30 sekundit, mis näitab, et rakus olevad faktorid mõjutavad oluliselt aktiini dünaamikat. Aktiiniga seostuvad valgud võivad mikrofilamentide dünaamikat ja organiseerumist mõjutada mitmel moel: G-aktiini ajalise ja ruumilise kättesaadavuse, filamendi idumoodustumise, kasvu ja depolümeriseerumise kaudu.


    4.9.1.4.1. Mikrofilamendi tekke kontroll monomeeride kättesaadavuse kaudu


    Enamikus selgroogsete organismide rakkudes (jättes siin kõrvale spetsialiseerunud lihasrakud) on 50% aktiinist filamentide koosseisus ja 50% lahustunud G-aktiini kujul. Ometi on lahustunud aktiini kontsentratsioon rakkudes 50–200 µM, mis on kaugelt üle kriitilise kontsentratsiooni (0,2 µM). Miks nii väike osa rakus olevast aktiinist polümeriseerub mikrofilamentideks? Rakkudes on selleks valgud, mis seovad G-aktiini, takistades sellel lülituda F-aktiini. Mehhanism on sarnane latrunkuliini omaga, mis samuti seostub G-aktiiniga, sealjuures nii suure afiinsusega, et tulemuseks on mikrofilamentide lagunemine. G-aktiini siduvatest valkudest on rakkudes kõige rohkem väikese molekulmassiga valku β-tümosiini. β-tümosiiniga seotud aktiini molekulid ei saa seostuda F-aktiini kummagi otsaga ega hüdrolüüsida või vahetada seondunud nukleotiidi (ATP-d või ADP-d). Nii tekib rakus aktiini nn ladu, mis jääb puutumatuks tagavaraks niikaua, kui aktiin püsib kompleksis β-tümosiiniga. Kuidas saab rakk kasutada olemasolevaid aktiinivarusid mikrofilamentide tekitamiseks? Tümosiinist erineva toimega on G-aktiiniga seostuv valk profiliin (molekulmass 14–16 kDa). Profiliin seostub G-aktiini molekuliga ATP-d siduva vao vastasküljele, takistades oma kohalolekuga G-aktiini seostumist F-aktiini miinusotsa, kuid jättes vabaks plussotsa külge seostuva külje (joonis 4.255).
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    Joonis 4.255. Tümosiini ja profiliini mõju aktiini polümeriseerumisele. A. Tümosiiniga seotud G-aktiin ei saa seostude F-aktiiniga. B. Profiliiniga seotud G-aktiin vabastab profiliini ja seostub kiiresti F-aktiiniga. C. Profiliin konkureerib tümosiiniga G-aktiini sidumises ja soodustab mikrofilamendi kasvu.


    Profiliini-aktiini kompleksi seostumine F-aktiini plussotsaga muudab aktiini konformatsiooni selliselt, et tema afiinsus profiliini vastu väheneb. Profiliin vabaneb kompleksis, jättes ühe G-aktiini molekuli filamendi koosseisu. Profiliin konkureerib β-tümosiiniga G-aktiiniga seostumises. Reguleerides profiliini aktiivsust, saab rakk kontrollida G-aktiini liikumist β-tümosiiniga deponeeritud olekust F-aktiini plussotsa.


    Profiliini aktiivsust reguleerivad omakorda mitmed mehhanismid fosforüülimise ja inositoolfosfolipiididega seostumise kaudu. Nii on profiliin vajalik mikrofilamendi tekkeks plasmamembraani läheduses, kus ta aktiveerivad membraani happelised fosfolipiidid. Nendes raku piirkondades, kus rakuvälised signaalid algatavad raku sees profiliini aktiveerimise ja seeläbi aktiini polümeriseerumise, tekivad raku aktiinirikkad liikumisorganellid: filopoodid ja lamellipoodid.


    4.9.1.4.2. Aktiini idumoodustumise tegurid kiirendavad aktiini polümeriseerumist, tekitades nii harunenud kui ka sirgeid filamente


    Selleks et G-aktiinist tekiks F-aktiin, on peale G-aktiini olemasolu vajalik idumoodustumine. F-aktiini idumoodustumist aitavad ellu viia valgud, mille järjestus sisaldab G-aktiini siduvaid motiive. Olulisemad aktiini idumoodustumist katalüüsivad tegurid on Arp2/3 kompleks (ingl actin-related proteins) ja formiinid.


    Arp2/3 kompleks koosneb kahest aktiinisarnasest valgust (ARP), mille järjestused on 45% identsed aktiini omaga. Arp2/3 kompleks algatab idumoodustumise F-aktiini miinusotsast, seejärel hakkab filament kasvama plussotsast (joonis 4.255 A ja B). Arp2/3 kompleks koos filamendi miinusotsaga võib seostuda teise mikrofilamendi külge, algatades puusarnaste, dendriitsete filamentide tekke (joonis 4.256).
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    Joonis 4.256. Idumoodustumine ja mikrofilamentide võrgustiku moodustumine Arp2/3 kompleksi mahitusel. Arp2/3 kompleks initsieerib F-aktiini tekke kõige edukamalt, olles seotud olemasoleva filamendi külge. Protsessi tulemusel tekib uus filament olemasoleva suhtes 70-kraadise nurga all.


    Formiinid on dimeersed valgud, mis algatavad sirgete, harunemata mikrofilamentide tekke. Harunemata mikrofilamente ristseostavad teised valgud, tekitades mikrofilamentide kimpe (ingl bundles). Formiini dimeeril on kaks G-aktiini sidumiskohta, seega algatab formiin aktiini idumoodustumise kahe G-aktiini ühendamisega. Mikrofilamendi kasvamise käigus jääb formiini dimeer seotuks filamendi kiiresti kasvava plussotsaga, aidates kaasa G-aktiini molekulide lülitumisele F-aktiini koosseisu (joonis 4.257).
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    Joonis 4.257. Sirge, harunemata mikrofilamendi teke ja pikenemine formiini abil.


    Formiinide vahendatud mikrofilamentide kasvu mehhanism on selgelt erinev Arp2/3 kompleksi tegevusest, mis jääb püsivalt seotuks filamendi miinusotsaga, takistades selles otsas aktiini molekulide eraldumist kui ka liitumist. Formiinist sõltuvat mikrofilamentide kasvu kiirendab G-aktiini seostumine profiliiniga.


    Profiliini aktiveerimine ja mikrofilamentide idumoodustamine Arp2/3 kompleksi või formiinide abil toimub peamiselt plasmamembraani vahetus läheduses, samuti on mikrofilamentide tihedus kõige suurem raku perifeerias. Tsütoplasma kiht rakumembraani all on raku korteks, korteksi mikrofilamendid määravad rakupinna kuju ja liikuvuse reaktsioonina ümbritsevast keskkonnast tulevatele signaalidele.


    4.9.1.4.3. Mikrofilamentidega seostuvate valkude mõju filamentide dünaamikale


    Mikrofilamentide käitumist mõjutavad kahte tüüpi filamentidega seostuvad valgud: mikrofilamendi küljele ja otsa seostuvad valgud (joonis 4.258).


    Tropomüosiin kuulub mikrofilamendi küljele seostuvate valkude hulka, ta on võimeline siduma kuus kuni seitse järjestikust aktiini molekuli mikrofilamendis. Tropomüosiin stabiliseerib mikrofilamenti ja muudab selle ka jäigemaks. Peale selle takistab mikrofilamendile seondunud tropomüosiin mikrofilamendi interaktsioone teiste valkudega, mis on oluline lihaste kokkutõmbe kontrollimisel.


    Mikrofilamendid, mis on kasvu lõpetanud ja mis pole stabiliseeritud mikrofilamentidega seostuvate valkude abil, hakkavad depolümeriseeruma niipea, kui aktiiniga seostunud ATP on hüdrolüüsunud ADP-ks. See protsess toimub kiiremini filamendi plussotsas. Mikrofilamendi stabiliseerimisele aitab kaasa plussotsa korkvalk (ingl plus-end capping protein). Valk seostub mikrofilamendi plussotsa ja korkvalguga kaetud plussots muutub inaktiivseks, tunduvalt väheneb nii G-aktiini sidumine kui ka filamendi kahanemine. Miinusotsast kahaneb mikrofilament aeglasemalt, kahanemist võib veelgi aeglustada sinna seostunud Arp2/3 kompleks, mis algatas filamendi idumoodustumise. Tavaliselt vabaneb Arp2/3 kompleks siiski mikrofilamendi miinusotsast ja filamendi ots jääb n-ö korkimata.


    Tropomoduliinid on valguperekond, mis tagab mikrofilamentide miinusotsa korkimise lihasrakkudes. Koos tropomüosiiniga tagatakse mikrofilamentide stabiilsus ja pikaealisus. Peale lihasrakkude võib tropomoduliinide perekonna valke leida paljude rakutüüpides.


    Mikrofilamendi küljele seostuvaid valke on mikrofilamendi stabiliseerimiseks vaja palju: sellises koguses, mis tagaks filamendi katmise terves ulatuses. Mikrofilamendi otsa seostuvate valkude puhul piisab aga ühest molekulist filamendi kohta (200–500 aktiini molekuli), et muuta mikrofilamentide võrgustiku struktuuri ja dünaamikat.


    4.9.1.4.4. Mikrofilamente lõikavad valgud


    Mikrofilament võib tekkida idumoodustumise teel de novo või olemasolevatest filamentidest. Mikrofilamente lõikavad valgud on võimelised pikemast filamendist tekitama lühemaid juppe ja seeläbi ka hulgaliselt pluus- ja miinusotsi, millest võivad kasvada uued filamendid. Uute filamentide teke ja stabiilsus sõltub konkreetsest olukorrast rakus, peamiselt teiste mikrofilamentidega seostuvate valkude kohalolekust. Seega võib mikrofilamentide lõikamine viia nii uute filamentide tekkimiseni kui ka ulatusliku F-aktiini depolümeriseerumiseni, millega kaasneb tsütoplasma muutumine vedelamaks.


    Gelsoliinid on mikrofilamente lõikavate valkude perekond. Nad aktiveeruvad kõrge kaltsiumi kontsentratsiooni toimel tsütosoolis. Kaltsiumioonide mõjul muutub gelsoliini molekuli konformatsioon, ta seostub mikrofilamendiga kahe aktiini molekuli vahele, lõikab filamendi tükkideks ja jääb seotuks tekkinud plussotsaga.


    Kofiliin (ingl cofilin, actin depolymerizing factor) seostub mikrofilamendiga kogu filamendi pikkuse ulatuses, sundides filamenti tihedamalt keerduma (joonis 4.258).
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    Joonis 4.258. Kofiliin tihendab mikrofilamenti. Kofiliiniga seostudes lüheneb mikrofilament: F-aktiini heeliksi kahe pöörde pikkus väheneb 74 → 57 nm.


    Tekkinud mehaanilise jõu tagajärjel nõrgenevad sidemed üksikute aktiini molekulide vahel, muutes filamendi hapraks ja kergesti lagunevaks. Kofiliini tegevuse tulemusel on mikrofilamendid rakus lühema elueaga kui filamendid, mis on tekkinud katseklaasis puhtast aktiinist.


    Kofiliin seostub eelistatult ADP-d sisaldavate mikrofilamentidega. Kuna ATP hüdrolüüs mikrofilamendis kulgeb tavaliselt aeglasemalt kui filamendi kasv, on uuemates mikrofilamentides peamiselt ATP ja nad on vastupidavamad kofiliini mõjule. Kofiliin lammutab peamiselt raku vanemaid mikrofilamente, jättes uuemad filamendid terveks. Sellel kofiliini omadusel on suur tähtsus rakkude suunatud liikumises, samuti teatud selliste patogeenide rakusiseses liikumises, mis kasutavad ära mikrofilamentide suunatud kasvu.


    Mikrofilamente kaitseb kofiliini lammutava toime eest seostumine tropomüosiiniga.


    Niisiis, aktiini ja mikrofilamentide dünaamika raku erinevates piirkondades sõltub stabiliseerivate ja destabiliseerivate valkude tasakaalust.


    4.9.1.4.5. Mikrofilamentide maatriks määrab raku mehaanilised omadused ja signaliseerimise


    Mikrofilamendid võivad rakkudes olla organiseerunud mitut tüüpi kõrgema järgu struktuurideks: dendriitsed võrgustikud, mikrofilamentide kimbud ja geelid (joonis 4.259).
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    Joonis 4.259. Eri tüüpi mikrofilamentide kõrgema järgu struktuurid: dendriitsed võrgustikud, mikrofilamentide kimbud ja geelid asuvad raku erinevates piirkondades.


    Erinevaid kõrgema järgu struktuure tekitavad erinevad idumoodustumisega seotud valgud: dendriitse võrgustiku puhul Arp2/3 kompleks ja pikkade, kimpe moodustavate filamentide puhul formiinid. Pole päris selge, millised mikrofilamentide idumoodustumisega seotud valgud tekitavad mikrofilamentidest geele.


    Erinevate mikrofilamentide võrgustike struktuur rakus sõltub paljudest mikrofilamentidega seostuvatest valkudest. Arp2/3 tekitab dendriitse võrgustiku, kinnitades tekkivad filamendid miinusotsi pidi olemasolevate filamentide külge; pikki ja suhteliselt jämedaid filamentide kimpe seovad ja hoiavad koos mikrofilamentide köitevalgud (ingl bundling proteins), mis ristseostavad filamendid üksteisega paralleelselt; gelaatorvalgud (ingl gel-forming proteins) hoiavad mikrofilamente üksteise suhtes suure nurga all, tekitades suhteliselt hõreda filamentide võrgustiku. Nii köitevalkudel kui gelaatorvalkudel on tavaliselt kaks ühesugust mikrofilamentidega seostuvat domääni, mis võivad paikneda ühel polüpeptiidahelal või on tegemist kahest ahelast koosneva dimeeriga (joonis 4.260).
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    Joonis 4.260. Kahte tüüpi mikrofilamentide kimbud. α-aktiniini homodimeerid ristseostavad mikrofilamendid nii hõredaks kimbuks, et müosiinid mahuvad filamentide vahele ja seostuvad nendega. Fimbriin ristseostab mikrofilamendid tihedaks kimbuks, kuhu müosiinid ei mahu seostuma.


    Mikrofilamentidega seostuvate domäänide omavaheline kaugus ja asetus määravadki tekkiva võrgustiku struktuuri.


    Köitevalgud määravad ka selle, millised valgud saavad veel täiendavalt seostuda ristseostatud filamentidega. Müosiin II on mootorvalk, mis seostub mikrofilamendidele ja võimaldab lihasrakkudes fiibrite kontraktsiooni. Väike monomeerne köitevalk fimbriin tekitab väga tihedalt kokkupakitud mikrofilamentide kimpe, millega müosiin II ei saa enam seostuda. Seega fimbriini köidetud mikrofilamentide kimbud ei saa ka kontrakteeruda. Vastupidine näide on α-aktiniin, mis ristseostab vastupidise orientatsiooniga (plussots-miinusots) filamendid lõdvalt seotud kimpudeks, millele saavad seostuda müosiinid, ja mis on võimelised ka kontrakteeruma (joonis 4.260). Fimbriini ristseostatud mikrofilamentide kimpudele ei saa enam seostuda α-aktiniin ja vastupidi, seega tekitavad need kaks valku eri tüüpi mikrofilamentide kimpe, mille esinemine on vastastikku üksteist välistav.


    Ülalkirjeldatud köitevalkudel on mikrofilamentidega seostuvate domäänide vaheline ala suhteliselt sirge ja jäik. Esineb ka köitevalke, mille domäänidevaheline osa on ka painduv või kaarjas, võimaldades filamentide omavahelist kaugust ja orientatsiooni vabamalt muuta ja tekitades pigem geeli või hõreda võrgustiku kui mikrofilamentide kimbu.


    Filamiin, mis on algselt silelihaskoest puhastatud valk, seob dimeerina mikrofilamendid teineteise suhtes täisnurga all (joonis 4.261), tekitades rakus mikrofilamentidest viskoosse geeli.
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    Joonis 4.261. Filamiin ristseostab mikrofilamendid omavahel täisnurga all, tekitades kolmemõõtmelise võrgustiku.


    Kui selline geel täidab õhukese kihi taolise rakumembraani väljasopistise, tekib lamellipood, raku liikumisorganell, mis aitab rakul n-ö roomata tahkel substraadil (joonis 4.262 A ja B).
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    Joonis 4.262. Filopoodid ja lamellipoodid. A. Mikrofilamentide kimpudega täidetud filopoodid areneva neuroni kasvukoonuses. B. Suur lamellipood areneva neuroni kasvukoonuses. Foto: H. Paves.


    Huvitaval kombel on filamiinil võime peale mikrofilamentide seostuda paljude teiste valkudega, millel on rakus väga erinevad funktsioonid, näiteks membraanis paiknevad retseptorid. Mutatsioonid filamiini geenides võivad tekitada erinevaid defekte organismis: luu arenguhäired, südame-veresoonkonna haigused, närvikoe arengu häired. Kõik see viitab filamiini ja mikrofilamentide mitmekesisele rollile erinevates rakus asetleidvates protsessides.


    Spektriin on valk, mis eraldati algul erütrotsüütidest. Spektriini molekul on pikk ja painduv, koosneb neljast ahelast (kaks α-subühikut ja kaks β-subühikut), mis on paigutatud nii, et kahe mikrofilamendiga seonduva domääni kaugus teineteisest on 200 nm (võrdluseks: fimbriini puhul on see vahemaa 14 nm ja α-aktiniinil 30 nm). Erütrotsüütides paikneb spektriin vahetult plasmamembraani all, moodustades kahemõõtmelise võrgustiku koos lühikeste mikrofilamentidega, mille pikkus on täpselt reguleeritud korkvalkudega mõlemas otsas. Spektriinil on sidumiskohad ka membraani perifeersete valkude jaoks, seetõttu on spektriini võrgustik tihedalt seotud plasmamembraaniga (joonis 4.254). Spektriini-aktiini skelett moodustab plasmamembraani all tugeva, samas vetruva raku korteksi, mis toetab plasmamembraani mehaaniliselt, võimaldades erütrotsüütidel liikuda läbi verekapillaaride seinte ja pärast seda taastada endine raku kuju. Spektriinitaolistest valkudest skelett esineb enamikus selgroogsete organismide rakkudes, kus nad tugevdavad rakumembraani all paiknevat korteksit. Spektriini on leitud ka selgrootutes, näiteks ümarussi Caenorhabditis elegans’i pikas ja peenikeses närvijätkes, kus spektriin kaitseb aksonit katkemise eest ussikese vonkleval roomamisel.


    Taimerakkudes pole spektriini plasmamembraanialuses piirkonnas, tugifunktsiooni täidab taimedel rakukest. Küll aga on taimerakkude tuumades leitud spektriinitaolisi valke, millel arvatakse olevat struktuuride moodustamise roll koos mikrofilamentidega. Samuti esineb taimerakkude tuumades aktiiniga seostuvaid valke: kofiliin, profiliin ja müosiin I.


    Funktsionaalsed sidemed plasmamembraani ja mikrofilamentide tsütoskeleti vahel on seni vaid osaliselt kirjeldatud. ERM perekonna valgud (lühend valkude ezriin, radiksiin ja moesiin nimedest) on võimelised interakteeruma transmembraansete valkudega ja kortikaalse tsütoskeletiga. Need evolutsiooniliselt konserveerunud valgud tugevdavad raku korteksit ja ühtlasi vahendavad mitmeid signaali ülekanderadasid. Moesiin muudab raku korteksi jäigemaks, seetõttu on rakud mitoosi käigus ümmargused. Mõõtmised aatomijõu mikroskoopia abil on näidanud, et korteks muutub pehmemaks, kui moesiin sealt eemaldada. Moesiini N-terminus seostub ka mikrotorukestega.


    4.9.1.5. Mikrofilamentide funktsioonid rakus


    Mikrofilamentide rolle elus rakkudes on uuritud erinevate meetoditega. Kõige lihtsam lähenemine on filamentide lõhkumine keemiliste agentidega (vt peatükk 4.9.1.3), et seejärel vaadata, mis rakkudega toimub. Nii saab rakke ja väiksemaid organisme uurida katseklaasis. Mõnelgi juhul on sellised lihtsad katsed viinud mikrofilamentide (samuti mikrotorukeste) funktsioonide selgitamiseni.


    4.9.1.5.1. Mikrofilamentide organisatsioon määrab rakkude kuju


    Kortikaalsed mikrofilamendid, mis paiknevad plasmamembraani vahetus läheduses, lisavad koos spekriini skeletiga membraanile tugevust ja kujundavad raku välispinna struktuure. Dünaamilised struktuurid, nagu filopoodid ja lamellipoodid, on rakkude liikumisorganellid, mille abil rakud n-ö kombivad ümbritsevat keskkonda (filopoodid), kinnituvad ja liiguvad mööda substraati (lamellipoodid) (joonis 4.262). Filopoodid on eriti olulised arenevate närvijätkete, aksonite ja dendriitide otstes, kus nende kaudu saavad närvirakud informatsiooni, mis on vajalik jätkete kasvu suunamisel. Kui G-aktiini/F-aktiini tasakaalu rakus oluliselt muuta, kasutades selleks tsütohalasiini või latrunkuliini, näeme pseudopoodide kadumist. Substraadile kinnitunud lamedad või värtnakujulised rakud muutuvad ümmarguseks ja nende kontakt substraadiga nõrgeneb või kaob sootuks.


    Kuulmisretseptorrakkude (karvarakud) ripsmed on mikrofilamentide kimpe sisaldavad kõrgelt spetsialiseerunud organellid helivõngete edasikandmiseks. Sarnased organellid, mille kuju määravad mikrofilamentide kimbud, on mikrohatud, seedetrakti epiteelirakke katvad struktuurid, mis suurendavad soolestiku pindala, kiirendades toitainete imendumist.


    Taimerakkudel takistab raku pinna struktuuride tekkimist rakukest, plasmamembraan paikneb tihedalt kesta all. Sellegipoolest on ka taimerakkudel olemas membraani väljasopistuvad struktuurid – plasmodesmid. Plasmodesmid on rakukesta läbivad kanalid, mis ühendavad naaberrakke. Plasmodesmidest on leitud ka F-aktiini, kuid andmed aktiini rollist plasmodesmides on vastukäivad: mikrofilamendid koostöös müosiinidega võivad reguleerida plasmodesmide läbilaskvust kokkutõmbuva rõngana ümber plasmamembraanist toru või hoopis aktiivselt transportida valke ja nukleiinhappeid läbi plasmodesmi rakust rakku.


    4.9.1.5.2. Mikrofilamendid osalevad rakkude jagunemisel


    Päristuumsete rakkude jagunemisel järgneb kromosoomide lahknemisele tsütoplasma jagunemine – tsütokinees. Kui rakke kasvatada keskkonnas, mis sisaldab mikrofilamente lõhkuvat ainet (tsütohalasiini või latrunkuliini), näeme mõne päeva pärast, et on tekkinud hulktuumsed rakud (joonis 4.263). Järelikult on edukaks tsütoplasma jaotamiseks tütarrakkude vahel vaja mikrofilamente. Tsütokineesi korraldab aktiini-müosiini rõngas, mis kontrakteerudes soonib kokku jaguneva raku tsütoplasma keskosa koos plasmamembraaniga. Sellele järgneb tütarrakkude eraldumine teineteisest (joonis 4.263).
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    Joonis 4.263. Mikrofilamendid rakkude jagunemisel. Pärast mikrotorukeste (rohelised) korraldatud kromosoomide lahknemist moodustub raku keskel mikrofilamentidest ja müosiinist kokkutõmbuv rõngas, mis poolitab tsütoplasma.


    Taimerakkude jagunemisel lahutab tütarrakkude tsütoplasma fragmoplast, mis tekib mikrotorukestest preprofaasbändi kohale ja koosneb põhiliselt mikrotorukestest, kuid sisaldab ka mikrofilamente ja endoplasmaatilise retiikulumi elemente. Mikrofilamentide (samuti mikrotorukeste) roll fragmoplastis on materjali transport tulevase rakukesta ülesehitamiseks.


    4.9.1.5.3. Organellid liiguvad mööda mikrofilamente


    Organellide kiire liikumine taimerakkude tsütoplasmas avastati 20. sajandi alguses. Tsütoplasma vooglemiseks (ingl cytoplasmic streaming) nimetatavat nähtust on võimalik jälgida ka lihtsama valgusmikroskoobi abil (joonis 4.264).
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    Joonis 4.264. Tsütoplasma vooglemine taimerakus. Tradeskantsia tolmukakarva rakus on näha peenikesed tsütoplasma kanalid, milles organellid liiguvad mööda mikrofilamente. Foto: H. Paves.


    Mikrofilamentide kandvat osa organellide liikumises saab näidata filamentide lõhkumisega tsütohalasiini või latrunkuliini abil. Need ained jõuavad läbi rakukestade tsütoplasmasse mõne minutiga, siis peatuvad membraansed organellid (mitokondrid, peroksüsoomid, Golgi vesiikulid, endoplasmaatiline retiikulum). Tsütoplasma vooglemise peatavad ka müosiinide mürgid (nt müosiinide ATPaasi inhibiitor BDM 2,3-butaandioon monoksiim). Mutantsete taimede abil on näidatud, et organellide liikumises osalevad klass XI kuuluvad taime müosiinid. Seega on organellide liikumise puhul tegemist protsessiga, kus ATP energiast tekib liikumisenergia. Vahe lihasraku tööga seisneb selles, et siin pole tegemist kontraktsiooniga, vaid organellid liuglevad mikrofilamentidel ühes suunas kogu filamendi pikkuses.


    Kui taimerakkude ruumalast üle 90% moodustavad vakuoolid, mille sees pole teisi organelle, siis loomarakkudes, kus vakuoolide osa on väike, on kogu rakusisene ruum täidetud tsütoplasmaga ja avatud organellidele liikumiseks. See on üks põhjusi, miks taimerakkude tsütoplasma vooglemine on pälvinud rohkem tähelepanu: kogu liikumine on koondunud kitsastesse tsütoplasma kanalitesse ja on lihtsalt jälgitav. Loomarakkudes avastati mikrofilamentidest sõltuv organellide liikumine tsütoplasmas alles 1990. aastatel. Jälgides mikrotorukestes toimuvat suunatud organellide transpordi kalmaari neuronites, märgati, et organellid eemalduvad tihti mikrotorukestest, kuid liiguvad edasi suunatult. Selgus, et see liikumine toimub mikrofilamentidel, on ühesuunaline, sõltub ATP-st ja arvatavasti ka müosiinidest. Praeguseks on aktiini/müosiini süsteemist sõltuvat organellide liikumist kirjeldatud paljudes erinevates loomarakkudes, mudelobjektid on neuronid, samuti pigmendirakud (melanofoorid), kus nii mikrotorukestel kui ka mikrofilamentidel toimuvat pigmendigraanulite (melanosoomide) liikumist saab kontrollida cAMP taseme kaudu. Melanosoomide liikumisel on ka väga selge funktsioon: nende jaotus pigmendirakkudes määrab naha värvuse.


    4.9.1.5.4. Mikrofilamendid ja müosiinid tuumas


    Aktiin on üldiselt tsütoplasma valk ja pikka aega peeti aktiini leidmist tuumast artefaktiks. Aktiini molekuli keskosas asuvad kaks leutsiinirikast tuuma ekspordi signaali, mis aitavad aktiini tuumast välja viia. Sellest hoolimata on andmeid aktiini leidumisest tuumas ja selle funktsioonidest: aktiin ja müosiin osalevad transkriptsioonis, kromatiini organiseerimises ja tuumatranspordis. Tuuma aktiini on keeruline uurida, kuna tuumas ei moodustu suuri ja hästi visualiseeritavaid mikrofilamentide struktuure, samuti võib tuumas aktiiniga toimuv jääda tsütoplasma aktiini dünaamika varju: aktiini hulk tsütoplasmas võib olla kuni 15% kogu valgust, tuumas on ta aga suhteliselt minoorne valk.


    4.9.1.5.5. Bakterid kaaperdavad raku mikrofilamendid


    Mikrofilamentidel põhinevat rakusisest liikumist illustreerib suurepäraselt mõnede bakterite ja viiruste võime kasutada peremeesraku tsütoskeletti jõu tekitamiseks ja mööda tsütoplasmat ringiliikumiseks. Päristuumse raku tsütoplasma on kõrge viskoossusega, peale selle sisaldab ta organelle ja tsütoskeleti elemente, mis segavad suurtel partiklitel, nagu bakterid ja viirused, tsütoplasmas liikumist. Mõned patogeenid, näiteks listerioosi tekitav bakter Listeria monocytogenes, aktiveerivad oma pinnal Arp2/3 kompleksi. Arp2/3 kompleks algatab mikrofilamentide idumoodustumise ja kasvu, millest tekkiv jõud lükkab bakterit tsütoplasmas edasi kiirusega kuni 1 mm/s, jättes taha mikrofilamentidest nn komeedi saba (joonis 4.265).
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    Joonis 4.265. Listeria bakteri pinna valk ActA aktiveerib Arp2/3 kompleksi peremeesraku tsütoplasmas, indutseerides sellega uute mikrofilamentide tekke. Aktiini polümeriseerumine on kontsentreerunud bakteri n-ö tagumise otsa juurde, tõugates bakterit edasi.


    Seda liikumist on võimalik ka katseklaasis esile kutsuda, segades kokku puhta või fluorestseeruva märgisega aktiini, Arp2/3 kompleksi, kofiliini ja korkvalgu lahused ning lisades sinna bakterid.


    4.9.1.6. Müosiin ja aktiin


    Mikrofilamentide unikaalne omadus on võime koos müosiinidega moodustada kontraktiilseid (kokkutõmbuvaid) struktuure, kus mikrofilamendid liiguvad üksteise suhtes tänu müosiinide tekitatud mehaanilisele energiale. Aktiini-müosiini vastastikmõju tulemusel toimub lihasrakkude kokkutõmbumine, kuid ka muudes rakkudes osalevad aktiini-müosiini kompleksid rakkude liikumisel.


    4.9.1.6.1. Müosiinide superperekond


    Esimesena avastatud mootorvalk, mis on võimeline keemilisest energiast tekitama mehaanilist energiat, oli skeletilihase müosiin. 1942. aastast pärinevad Albert Szent-Györgyi tööd, milles näidatakse, et lihase kokkutõmbumiseks on vajalikud kaks valku: aktiin ja müosiin, mis kasutab energiaallikana ATP-d. Aktiini-müosiini kompleksi kontraktiilsuse näitamist in vitro loetakse lihase biokeemia nüüdisaegse perioodi alguseks.


    Lihasrakkude müosiini, müosiin II, molekul koosneb kahest raskest ja neljast kergest peptiidahelast. Mõlema raske ahela N-otsas on globulaarne peadomään, mis ongi mehaanilist energiat tekitav osa müosiini molekulis. Peadomäänile järgneb pikk helikaalne osa, mille abil rasked ahelad dimeriseeruvad (joonis 4.266).
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    Joonis 4.266. Müosiin II. Müosiin II molekul koosneb kahest 2000 aminohappe pikkusest raskest ahelast ja neljast kergest ahelast.


    Kerged ahelad paiknevad molekuli peadomäänide juures, teineteise ümber keerdunud α-heeliksid seostuvad teiste samasuguste molekulide α-heeliksitega. Nii tekivad lihasrakkudes sadadest müosiini molekulidest jämedad, bipolaarsed müosiinifilamendid, milles müosiinide peadomäänid on filamendi vastasotstes vastupidise orientatsiooniga (joonis 4.267).
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    Joonis 4.267. Bipolaarne jäme müosiin II filament lihasrakus. A. Müosiini peadomäänide ja heeliksite paiknemine. B. Jäme müosiin II filament lihasrakus.


    Müosiin II on müosiinide superperekonna enimuuritud esindaja kahel põhjusel: ta on liikumapanev molekul inimese kui kõige huvipakkuvama uurimisobjekti lihastes ja teda kirjeldati varem kui teisi müosiine. Pärast müosiin II avastamist ja lihase kontraktsiooni mudeli kirjeldamist on müosiine leitud paljudest erinevatest organismidest ja erinevatest rakutüüpidest. Kuna müosiin II struktuur – kahest raskest ahelast koosnev kahe peadomääniga kompleks – oli kujunenud konventsionaalseks ettekujutuseks müosiinidest, nimetati teistsuguse struktuuriga müosiine ebakonventsionaalseteks (ingl unconventional myosins).


    Ebakonventsionaalsed müosiinid erinevad müosiin II-st sabaosa, kaelaosa pikkuse ja/või kergete ja raskete ahelate arvu poolest. Kõigile müosiinidele on iseloomulik peadomääni (mootordomääni) olemasolu, raskete ahelate arvu järgi võivad müosiinid olla nii ühe kui kahe peadomääniga. Esimene avastatud ebakonventsionaalne müosiin oli müosiin I: ühe peadomääniga molekul, mis pole võimeline moodustama bipolaarseid filamente nagu müosiin II. Molekulide struktuuri ja organismide rühmade järgi, kust vastavad müosiinid on leitud, jagatakse müosiine klassideks ja alamklassideks (joonis 4.268). Leitud klasside arv on tänapäevaks kasvanud üle kahekümne.
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    Joonis 4.268. Müosiinide superperekond. Müosiinide superperekonna fülogeneetiline puu aastal 2000. Klassid on tähistatud rooma numbritega. www.mrc-lmb.cam.ac.uk/myosin/Review/Reviewframeset.html.


    4.9.1.6.2. Müosiinid kasutavad liikumiseks ATP energiat


    Müosiini peadomään (mootordomään) töötab ühel ajal ensüümina, hüdrolüüsides ATP-d, ja mootorvalguna, mis oma konformatsiooni muutumise kaudu tekitab mehaanilist energiat.


    Müosiinide motoorset aktiivsust saab üsna lihtsa katse abil jälgida fluorestsentsmikroskoobi abil. Kui klaasi külge on kinnitada müosiinid ja suspensioonina lisada fluorestseeruva falloidiiniga märgistatud mikrofilamendid, hakkavad mikrofilamendid liikuma, kui lisada ATP-d (joonis 4.269).
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    Joonis 4.269. Müosiinide motoorse aktiivsuse näitamine. Klaasi külge on kinnitatud müosiinid, suspensioonina lisatakse klaasile fluorestseeruva falloidiiniga märgistatud mikrofilamendid. Kui lisada ATP-d, hakkavad mikrofilamendid liikuma. Mikrofilamendid liiguvad miinusots ees, st müosiinid liiguvad mikrofilamentide plussotsa poole.


    Mikrofilamendid liiguvad miinusots ees, st müosiinid liiguvad mikrofilamentide plussotsa poole. Mikrofilamentide pluss-otsi saab eristada eri värvi fluorokroomiga märgistatud G-aktiini lisades, see seostub eelistatult filamendi plussotsa. Sellise suhteliselt lihtsa in vitro katsesüsteemi abil on võimalik kindlaks teha müosiinide liikumiseks vajalikke komponente, mõõta müosiinide liikumiskiirust ja koguni üksiku molekuli tekitatud jõudu.


    Lihasrakkudes toimub samuti ATP-st sõltuv müosiinide liikumine mööda mikrofilamente. Müosiinid on koondatud jämedatesse filamentidesse ja aktiin peentesse filamentidesse, mis paiknevad üksteise vahel; nad liiguvad lihasrakkudes kindlas suunas. Nii skeletilihased, südamelihased kui silelihased töötavad müosiin II abil, mida kodeerivad küll erinevad geenid.


    Mootorvalgud kasutavad ATP-ga seostumist selleks, et tekitada tsüklilisi interaktsioone tsütoskeleti filamentidega: kinesiinid ja düneiinid mikrotorukestega, müosiinid aga mikrofilamentidega. Iga tsükkel, mis koosneb ATP seostumisest, hüdrolüüsist ja vabanemisest, viib mootorvalgu kindlas suunas edasi järgmise seostumiskohani filamendil. Müosiin II puhul genereerib liikumise mööda mikrofilamenti 8,5 nm pikkune α-heeliks, kangi jõuõlg, mida stabiliseerivad müosiini kerged ahelad. Jõuõla küljes, müosiini pea juures asub kolvitaoline heeliks, mis suunab müosiini peas asuva ATP-siduva lõhe liikumise nn konverterdomääni. Väikese ulatusega liikumine konverterdomäänis põhjustab müosiini α-heeliksi pikema õla liikumise 5 nm ulatuses.


    Need muutused müosiini konformatsioonis on seotud müosiini afiinsusega mikrofilamendi suhtes, võimaldades müosiinil mikrofilamendist ühes kohas n-ö lahti lasta ja järgmises seostumiskohas uuesti n-ö kinni haarata. Mehhanokeemiline tsükkel, mis koosneb ATP sidumisest, hüdrolüüsist ja fosfaatrühma eraldumisest, moodustab ühe sammu müosiini liikumises (joonis 4.270).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.270. Müosiin II konformatsiooni muutuste tsükkel, mis viib liikumisele mööda mikrofilamenti. Tsükli jooksul on ühe müosiini pea seotud mikrofilamendiga vaid 5% tsükli ajast, see võimaldab paljudel müosiini molekulidel liikuda korraga samal filamendil.


    4.9.1.6.3. Lihasrakk on täidetud müofibrillidega


    Müosiin II ja mikrofilamentide koostöö, mille tulemusel tekib ATP keemilisest energiast mehaaniline liikumine, toimub lihasrakkudes. Lihasrakud on hiigelpikad rakud, mis tekivad organismi arengu käigus paljude rakkude (müoblastide) ühinemise teel hulktuumseks rakuks. Müoblastide tuumad jäävad alles ja paiknevad lihasrakus rakumembraani vahetus läheduses (joonis 4.271).
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    Joonis 4.271. Lihasrakud. Lihasraku tuumad paiknevad rakumembraani all, praktiliselt kogu tsütoplasma on täidetud müofibrillidega.


    Lihasraku tsütoplasma on täidetud müofibrillidega, 1–2 mm läbimõõduga silindriliste struktuuridega, mis on tavaliselt sama pikad kui lihas. Müofibrill koosneb üksteise otsas olevatest 2,2 mm pikkustest sarkomeeridest, lihasraku kontraktiilsetest elementidest. Sarkomeeride heledate ja tumedate vöötide vaheldumine, mis on hästi nähtav elektronmikroskoobis, annab müofibrillidele ristitriibulise välimuse (joonis 4.271). Lihasrakud moodustavad lihaskoe (vt peatükk 15.4. Lihaskude).


    4.9.1.6.4. Müofibrillides on sarkomeerid


    Sarkomeer koosneb paralleelsetest peentest ja jämedatest filamentidest, mille tumedate ja heledate vöötide vaheldumine annab müofibrillidele ristitriibulise välimuse (joonis 4.272).
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    Joonis 4.272. Pikilõik skeletilihasest. Väikese suurendusega elektronmikrograaf paralleelsetest müofibrillidest, mille tumedate ja heledate vöötide vaheldumine annab müofibrillidele ristitriibulise välimuse.


    Peened filamendid (mikrofilamendid) sisaldavad aktiini ja aktiiniga seostuvaid valke ning nad kinnituvad plussotsaga sarkomeeri Z-ketta külge. Mikrofilamentide korgitud miinusotsad on suunaga sarkomeeri keskosa poole, kus nad paiknevad küljetsi jämedate filamentidega. Jämedad filamendid on müosiin II molekulidest koosnevad bipolaarsed struktuurid (joonis 4.267).


    Sarkomeeri lühenemine, mis on lihasraku kokkutõmbumise põhjus, toimub tänu müosiinide liikumisele mööda mikrofilamente nende plussotste poole, kusjuures peente mikrofilamentide ega jämedate müosiinifilamentide pikkused ei muutu (joonis 4.273).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.273. Sarkomeeri kokkutõmme. A. Sarkomeer enne kokkutõmmet. B. Sarkomeer pärast kokkutõmmet, jämedad ja peenikesed filamendid on üksteise suhtes liikunud, kuid nende pikkused pole muutunud.


    Jõud jämedate müosiinifilamentide liigutamiseks mikrofilamentide vahele tuleb kümnete müosiini peade tegevusest. Müosiini peade liikumises puudub omavaheline koordinatsioon, seetõttu on oluline, et iga müosiini pea oleks mikrofilamendiga seotud vaid väikese osa oma töötsükli ajast (joonis 4.270), et mitte pidurdada naabermüosiinide liikumist.


    Igas jämedas müosiinifilamendis on kokku umbes 300 müosiini pead (näiteks konna lihasrakus 294), lihase kiire kokkutõmbe korral läbib iga müosiini pea sekundis viis töötsüklit, müosiinifilamendi kiirus mikrofilamendi suhtes on 15 mm/s. Kõik see võimaldab sarkomeeril lüheneda 10% võrra vähem kui 1/50 sekundiga. Tuhandete üksteise otsas paiknevate sarkomeeride sünkroniseeritud lühenemine võimaldab lihase kiire kokkutõmbe, paljude paralleelselt töötavate müofibrillide üheaegne kokkutõmme annab lihasele tema jõu.


    4.9.1.6.5. Lihasraku kontraktiilne element sarkomeer koosneb paljudest valkudest


    Peale aktiini ja müosiini on sarkomeeri ehituses ja töötamisel olulisel kohal paljud teised valgud, mis tagavad filamentide märkimisväärselt korrapärase paigutuse lihasrakus (joonis 4.274).
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    Joonis 4.274. Sarkomeeri ehitus. Hiigelsuured titiini molekulid ulatuvad Z-kettast kuni keskjooneni (üle 1 µm), osa titiini molekulist seostub müosiinifilamentidega, titiini teine ots on elastne ja muudab oma pikkust vastavalt sarkomeeri kokkutõmbele. Nebuliini molekul on mikrofilamendiga täpselt ühepikkune. Tropomoduliin korgib mikrofilamendi miinusotsa.


    Mikrofilamentide plussotsad on kinnitunud Z-ketta külge, mis koosneb põhiliselt kahest valgust: CapZ ja α-aktiniin. Z-ketas korgib mikrofilamentide plussotsad (vältides F-aktiini depolümeriseerumist) ja ühtlasi hoiab mikrofilamente ühesuguste vahedega kimbuna. Mikrofilamentide pikkuse määrab nebuliin, erakordselt pikk valk, mis koosneb 35-aminohappelistest aktiiniga seostuvatest motiividest. Nebuliin sirutub Z-kettast kuni mikrofilamendi miinusotsani, mida korgib ja stabiliseerib α-aktiniin. Seega on mikrofilamendid mõlemast otsast korgitud, nii et aktiini molekulid eralduvad ja liituvad filamendiga väga harva. Seetõttu on aktiini nn poolestusaeg (poolte molekulide asendumine uutega) lihase mikrofilamendis mõõdetav päevadega. Teistes rakutüüpides on see protsess palju dünaamilisem ja toimub minutitega.


    Jämedaid müosiinifilamente aitab õiges kohas hoida teine hiigelvalk titiin, mis hoiab jämedaid filamente täpselt Z-ketaste vahel. Titiini molekul koosneb pikast reast immunoglobuliinitaolistest domäänidest, mis on võimelised end lahti voltima. Titiin töötab kui molekulaarne vedru, hoides müosiinifilamendid sarkomeeri keskel nii kokkutõmbe, pikenemise kui ka ülekoormuse korral.


    Lihasrakkude kokkutõmbumisel on reguleeriv roll aktiiniga seostuvatel valkudel: tropomüosiinil ja troponiinil. Tropomüosiini molekul seostub mikrofilamendi heeliksi vakku. Troponiini kompleks, mis koosneb kolmest polüpeptiidist – troponiin T, troponiin I ja troponiin C (ingl T – tropomyosin-binding, I – inhibitory, C – Ca++-binding) –, reguleerib müosiinide tööd kaltsiumi kontsentratsiooni muutuste järgi.


    Lõdvestunud lihases tõmbab troponiin I-T kompleks tropomüosiini mikrofilamendi vaost välja asendisse, mis takistab müosiinide ja mikrofilamendi interaktsioone. Kaltsiumi kontsentratsiooni tõus lihasrakus on signaal kokkutõmbe alustamiseks. Troponiin C seob neli Ca++-iooni ja sunnib troponiin I vabastama tropomüosiini, mis libiseb tagasi mikrofilamendi vakku ning avab tee müosiini-mikrofilamendi interaktsioonidele ja sarkomeeri kokkutõmbele (joonis 4.275).
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    Joonis 4.275. Troponiin ja tropomüosiin kontrollivad skeletilihase kokkutõmmet. Troponiini kompleks kontrollib tropomüosiini asendit mikrofilamendil kaltsiumi kontsentratsiooni järgi.


    4.9.2. Mikrotorukesed


    Mikrotorukesed on tubuliinist koosnevad jäigad torujad struktuurid läbimõõduga 24 nm. Mikrotorukesed pannakse kokku GTP-d sisaldavatest α- ja β-tubuliini heterodimeeridest, mis liituvad mikrotorukese vaba otsaga. Sealjuures kasvab mikrotorukese plussots kiiremini kui miinusots. Mikrotorukese koosseisus olev GTP hüdrolüüsub ja seeläbi nõrgenevad sidemed, mis mikrotorukest koos hoiavad. Mikrotorukesed on ebastabiilsed ja kipuvad lagunema katastroofide tõttu, kuid rakkudes stabiliseerivad neid teised struktuurid. Tsentrosoomid kaitsevad mikrotorukeste miinusotsi ja idumoodustavad pidevalt uusi mikrotorukesi. Mikrotorukestega seotud valgud, MAP-id, stabiliseerivad mikrotorukesi ja need valgud, mis seostuvad plussotsaga (+TIP-id) saavad mõjutada mikrotorukeste dünaamilisi omadusi või vahendada nende interaktsioone teiste struktuuridega. MAP-ide stabiliseerivale toimele töötavad vastu katastroofifaktorid, nagu kinesiin-13, lammutades mikrotorukeste otsi protofilamentideks. Teised kinesiinide superperekonna liikmed töötavad molekulaarsete mootoritena, kasutades ATP hüdrolüüsil tekkivat energiat liikumiseks mikrotorukese plussotsa poole. Düneiinid on molekulaarsed mootorid, mis liiguvad mikrotorukese miinusotsa suunas. Düneiinide ATP-st mehaanilise jõu tekitamisel põhineb ka ripsmete ja viburite liikumine.


    4.9.2.1. Mikrotorukeste ehitus


    Mikrotorukesed on pika õõnsa silindri kujulised struktuurid, mis on kokku pandud 13 protofilamendist. Protofilamendid koosnevad α- ja β-tubuliini heterodimeeridest, mille pikitelg on paralleelne mikrotorukese omaga ehk α- ja β-tubuliinid paiknevad mikrotorukeses üksteise otsas (joonis 4.276).
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    Joonis 4.277. Mikrotorukese struktuur. Wikipedia; en.wikipedia.org/wiki/File:Microtubule_structure.png.


    Mikrotorukese algosakesed, tubuliinid, on globulaarsed valgud molekulmassiga 50 kDa. Iga α-tubuliini molekuliga seostub üks GTP molekul, mis ei hüdrolüüsu. β-tubuliini küljes võib aga olla kas GTP või GDT ja β-tubuliin on võimeline oma GTP hüdrolüüsima GDP-ks. Samamoodi nagu mikrofilamendid võivad mikrotorukesed kasvada ja kahaneda, ka seda protsessi nimetatakse polümeriseerumiseks, kuigi polümeerile iseloomulikku kovalentset sidet tubuliini molekulide vahel ei teki. Heterodimeeri α-tubuliin asub miinusotsa ja β-tubuliin plussotsa pool, seetõttu on mikrotoruke selgelt polaarne struktuur. Polümeriseerumise käigus seostuvad α- ja β-tubuliini heterodimeerid kiiremini plussotsaga ja aeglasemalt miinusotsaga, sama kehtib ka mikrotorukeste lagunemise kohta: see toimub kiiremini plussotsast ja aeglasemalt miinusotsast. Mikrotorukeste polaarsus on selgelt näha in vitro katsetes: mikrotorukeste kimbu plussotsas on torukeste lahtised otsad pikemad kui miinusotsas (vt joonis 4.277).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.278. Mikrotorukesed kasvavad kiiremini plussotsast. Aksoneemist eraldatud mikrotorukeste kasv ja kahanemine.


    α- ja β-tubuliini heterodimeeridest tekkinud protofilamendid liituvad üksteisega külgepidi selliselt, et kontakt tekib sama tüüpi (α-α või β-β) tubuliinide vahel. Mikrotorukese algosakeste vahel piki- ja ristisuunas tekkinud kontaktid annavad torukesele jäikuse, mikrotorukesed on kõige paindumatumad ja sirgemad struktuurid paljudes päristuumsetes rakkudes.


    Mikrotorukeste sisemuse (valendik, vt joonis 4.276) kohta arvati pikka aega, et see on identne mikrotorukesi ümbritseva homogeense tsütoplasmaga. Nimetus „toruke“ suunab teadusliku mõtte paratamatult otsima, mida nende torude kaudu transporditakse. Nüüdseks ongi krüoelektrontomograafia abil mikrotorukeste valendikus leitud tsütoplasmast erineva tihedusega osakesi (ingl luminal particles, joonis 4.278).
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    Joonis 4.279. A. Elektrontomogramm 6 nm paksusest närvijätke krüolõigust, erineva tihedusega mikroosakesed mikrotorukeste sees on selgelt nähtavad. B. Arvuti abil modelleeritud mikrotorukesed (roheline) ja mikroosakesed mikrotorukeste sees (punane). Fotod: Garvalov, B. K. et al., 2006.


    See näitab vaid, et mikrotorukesed pole „tühjad“, osakeste roll ja torukestesisese transpordi võimalikkus on veel ebaselge.


    4.9.2.2. Mikrotorukeste dünaamika


    Mikrotorukeste dünaamika ehk tasakaal vabade tubuliini heterodimeeride ja mikrotorukeste vahel on suurel määral sõltuv GTP seostumisest tubuliiniga ja seostunud GTP hüdrolüüsist. GTP hüdrolüüsub GDP-ks vaid siis, kui ta on seostunud β-tubuliiniga tubuliini heterodimeeris. Hüdrolüüs on väga aeglane vabades dimeerides ja kiireneb tunduvalt, kui dimeer seostub mikrotorukesega. Hüdrolüüsi käigus vabaneb fosfaatgrupp ja GDP jääb seotuks β-tubuliiniga mikrotorukese koosseisus. Seega eksisteerivad mikrotorukese arengu käigus kahte tüüpi struktuurid: T-torukesed, kus β-tubuliiniga on seotud GTP, ja D-torukesed, kus on GDP. GTP hüdrolüüsil vabanenud energia salvestub elastsusjõuna. GDP-β-tubuliiniga heterodimeeride kriitiline kontsentratsioon (tubuliini kontsentratsioon lahuses, mille juures lakkab mikrotorukese kasv) on palju suurem kui GTP-β-tubuliini heterodimeeridel, seetõttu seostub füsioloogilistes tingimustes GTP-tubuliin mikrotorukesega ja GDP-tubuliin pigem eraldub torukesest.


    4.9.2.3. Mikrotorukeste katastroof ja päästmine


    Elus rakus võib tubuliinide kontsentratsioon jääda GTP-tubuliini ja GDP-tubuliini kriitiliste kontsentratsioonide vahele. Sellisel juhul võib mikrotoruke nii kasvada kui ka kahaneda. Kasvaval mikrotorukesel on plussotsas ülekaalus GTP-tubuliin, moodustades GTP-korgi (joonis 4.279 A ja C).
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    Joonis 4.280. Mikrotorukese ebastabiilsus, kasv ja kahanemine on seotud erinevusega kasvava ja kahaneva torukese struktuuris. A. Mikrotorukese „katastroof ja päästmine”. B. GTP hüdrolüüs muudab dimeeri konformatsiooni. C. GTP-kork stabiliseerib mikrotorukese. D. Mikrotorukese TEM-foto.


    Kui GTP hüdrolüüs hakkab toimuma kiiremini kui α-β-tubuliini dimeeride liitumine torukesega, siis GTP-kork kaob, mikrotoruke hakkab plussotsast kiiresti lagunema, toimub nn katastroof (joonis 4.279 A). Samal ajal ei katke GTP-tubuliini seostumine plussotsa, ja kui GTP-kork on uuesti tekkinud, toimub torukese n-ö päästmine, kasv taastub. β-tubuliiniga seotud GTP hüdrolüüs mikrotorukeses muudab α-β-tubuliini dimeeride konformatsiooni, selle tulemusel muutub mikrotoruke painduvamaks (joonis 4.279 C). Protofilamentide suurem painduvus omakorda soodustab torukese kiiremat lagunemist.


    4.9.2.4. Mikrotorukeste idumoodustumiseks on vajalik γ-tubuliin


    Mikrotorukeste moodustumiseks on vajalik väga paljude tubuliini heterodimeeride samaaegne interaktsioon. Seetõttu osutub mikrotorukeste iseeneslikuks idumoodustumiseks vajalik tubuliini kontsentratsioon nii suureks, et sellise kontsentratsiooni esinemine elus rakus on vähetõenäoline. Seetõttu on mikrotorukeste idumoodustumiseks vajalikud täiendavad faktorid.


    Kui α- ja β-tubuliinid on mikrotorukeste põhikomponendid, siis γ-tubuliin on tubuliini perekonna valk, mis on seotud mikrotorukeste idumoodustumisega. γ-tubuliini, mida leidub tsentrosoomides ja mitoosikäävide poolustel, esineb rakkudes tunduvalt väiksemates kogustes kui α- ja β-tubuliini.


    4.9.2.5. Mikrotorukesed lähtuvad tsentrosoomist


    Loomarakkudes on selgelt eristunud tsentrosoom (ingl microtubule-organizing centre, MTOC), mis paikneb tavaliselt rakutuuma vahetus läheduses. Tsentrosoomis toimub mikrotorukeste idumoodustumine nende miinusotsast, seega kasvavad mikrotorukesed suunaga tsentrosoomist eemale, läbides seejuures korduvalt katastroofe ja päästmisi.


    Tsentrosoomile iseloomulik struktuur on γ-tubuliini ringkompleks, γ-TuRK (ingl γ-TuRC, γ-Tubulin Ring Complex), neid on ühes tsentrosoomis tavaliselt rohkem kui 50 (joonis 4.280 B ja 4.282 B). γ-TuRK omakorda koosneb väiksestest γ-tubuliini kompleksidest (γ-TuVK), igas neist on kaks γ-tubuliini molekuli ja kaks lisavalku (vt joonis 4.280 A).
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    Joonis 4.281. γ-tubuliini ringkompleks ja mikrotorukese idumoodustumine. A. Kaks γ-tubuliini ja kaks lisavalku mooustavad väikese γ-tubuliini kompleksi (γ-TuVK). B. Seitse γ-TuVK moodustavad vedruseibikujulise kompleksi. C. γ-TuVK spiraal koos täiendavate lisavalkudega moodustab γ-tubuliini ringkompleksi (γ-TuRK), mis algatab mikrotorukese idumoodustumise.


    γ-TuRK on aluseks 13 protofilamendist koosneva mikrotorukese tekkele.


    Peale tsentrosoomi on γ-tubuliini ringkompleksi molekule leitud ka mujalt tsütoplasmast; tsentromeeri olemasolu pole alati tingimata vajalik mikrotorukeste idumoodustumiseks. On leitud mitmeid valke, mis seovad γ-tubuliini ringkompleksi tsentrosoomiga, kuid mikrotorukeste idumoodustumise mehhanismid tsentrosoomis ja mujal tsütoplasmas pole veel päris selged.


    Tsentrosoomis asuvad tsentrioolid – paar ühesuguseid silindrilisi struktuure, mis paiknevad L-kujuliselt (joonis 4.281 A).
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    Joonis 4.282. Tsentrosoom. A. Tsentrosoom koosneb amorfsest fibrillaarsete valkude maatriksist, milles paiknevad γ-tubuliini ringkompleksid ja tsentrioolid. B. - Mikrotorukesed arenevad γ-tubuliini ringkompleksidest, millega on seotud miinusotsad, plussotsad suunduvad tsütoplasmasse.


    Tsentriool koosneb silindriliselt paigutatud lühikestest mikrotorukestest, mis on ühinenud üheksaks radiaalsümmeetriliselt paiknevaks tripletiks (joonis 4.282).
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    Joonis 4.283. Tsentrioolide paar tsentrosoomis. A. Elektronmikrograaf eraldatud tsentrioolist. B. Elektronmikrograaf tsentriooli ristlõigust. C. Tsentriool koosneb üheksast mikrotorukeste tripletist, iga triplett koosneb ühest tervest mikrotorukesest (joonisel A) ja kahest mittetäielikust torukesest (joonisel B ja C).


    Koos paljude lisavalkudega organiseerivad tsentrioolid peritsentriolaarse aine, kus toimub mikrotorukeste idumoodustamine.


    Raku jagunemise korral kahekordistub tsentrosoom koos tsentrioolidega ja jaguneb kaheks osaks enne mitoosi. Mõlemas osas on tsentrioolide paar. Mitoosi alguseks liiguvad tsentrosoomid koos tsentrioolide paaridega rakutuuma vastaskülgedele ja neist tekivad mitoosikäävi poolused.


    Mikrotorukesi organiseeriv struktuur (tsentrosoom) võib erinevates organismides ja rakutüüpides olla väga erinev. Punguvatel pärmidel on tuumamembraani küljes käävikehake (ingl spindle pole body), väike mitmekihiline struktuur, kus toimub mikrotorukeste idumoodustumine. Käävikehake esineb ka paljudel teistel seentel ja vetikatel. Seente ja taimede rakkudes puuduvad tsentrioolid, kuid on tsentrosoom, mida algul kirjeldati kui elektrontihedat ala (elektronmikrofotodel tumedam ala). Mõnede taimerühmade (sammaltaimed) rakkudes on tsentrosoomi kohal hoopis kloroplastid. Hoolimata sellisest mitmekesisusest on mikrotorukeste idumoodustumise võtmeroll γ-tubuliinil: selle valgu lokalisatsioon rakus ja katsed γ-tubuliini blokeerimisega viitavad selgelt γ-tubuliini seosele idumoodustumisega.


    4.9.2.6. Mikrotorukeste tegevust segavad nii stabiliseerivad kui ka lagundavad mürgid


    Kemikaalid, mis lagundavad või stabiliseerivad mikrotorukesi, on abiks mikrotorukeste rollide uurimisel.


    Kolhitsiin (puhastatakse sügislillest Colchicum autumnale) ja nokodasool seostuvad monomeerse tubuliiniga, takistavad tubuliini liitumist mikrotorukestega ja kokkuvõttes lagundavad mikrotorukesi. Samasuguse toimega on sünteetilised ained vinkristiin ja koltsemiid.


    Taksool ristseostab tubuliinid ja seega stabiliseerib mikrotorukesed, taksooli kasutatakse ka mikrotorukeste eraldamisel saagise suurendamiseks.


    Kõigil mikrotorukeste mürkidel on kiire ja kaugeleulatuv toime mikrotorukeste organiseeritusele elus rakkudes. Mikrotorukeste lõhkumise või stabiliseerimise tulemusel hakkavad surema eeskätt jagunevad rakud, kuna mikrotorukestest koosnev mitoosikääv on määrava tähtsusega rakkude normaalsel jagunemisel. Hoolimata mikrotorukeste mürkide mittespetsiifilistest kõrvalmõjudest on mõned neist (taksool) kasutusel vähiravimitena, eriti juhtudel, kus spetsiifilisemad ravimid ei mõju (näiteks rinna- ja kopsuvähi puhul).


    4.9.2.7. Mikrotorukestega seostuvad valgud mõjutavad torukeste organiseerumist ja dünaamikat


    Katseklaasis on mikrotorukeste käitumine üsna hästi kirjeldatav ja ennustatav: kui tubuliinide kontsentratsioon on kriitilisest suurem, siis mikrotorukesed kasvavad, tavaliselt kiirusega kuni 1,5 mm/min, katastroofe juhtub harva. Elus rakkudes on pilt hoopis teistsugune: mikrotorukesed kasvavad palju kiiremini (10–15 mm/min), samas on kiirus ebaühtlane, kasv toimub rohkete pauside ja katastroofidega. Kõiki neid näiliselt kaootilisi protsesse tekitavad mikrotorukestega seotud valgud, MAP-id (ingl microtubule-associated proteins, MAPs), mis seostuvad mikrotorukestega või tubuliini heterodimeeridega (joonis 4.283).
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    Joonis 4.284. Mikrotorukestega ja tubuliiniga seotud valgud. Joonisel on esindatud põhilised mikrotorukestega seotud valkude rühmad, välja arvatud molekulaarsed mootorid: düneiinid ja kinesiinid.


    Mikrotorukestega seotud valkude mõju võib olla erinev: mõned stabiliseerivad valgus torukesi, hoides ära nende lagunemise, teised vahendavad interaktsioone organellidega, kolmandad hoopis tükeldavad mikrotorukesi.


    Mikrotorukestega seotud valkude struktuurist sõltub näiteks mikrotorukeste kimpude struktuur: MAP2 (microtubule-associated protein 2) seob mikrotorukesed kimbuks, kus torukesed on üksteisest kaugemal kui tau valgu tekitatud kimbus (joonis 4.284).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.285 Mikrotorukeste kimpude organiseerimine. A. MAP2 seostub ühe otsaga mikrotorukese pinnale, teine mikrotorukesega seostuv domään sirutub eemale. B. Tau valgu mikrotorukesega seostuv domään on lühem kui MAP2-l. C. MAP2 tekitab rakus mikrotorukeste kimbu, kus vahemaad torukeste vahel on samad, TEM. D. Tau valgu lühike eenduv mikrotorukesega seostuv domään toob torukesed üksteisele lähemale kui MAP2, TEM.


    Mikrotorukeste käitumist rakus mõjutab kinesiin-13 – valk, mis on tuntud ka katastroofifaktorina. Kinesiin-13 seostub mikrotorukeste otstega ja eraldab protofilamendid üksteisest, muutes seega mikrotorukese kergesti lagunevaks – tekib katastroof. XMAP215 (ingl Xenopus microtubule-associated protein 215 kDa) mõju on kinesiin-13-ga vastupidine: XMAP215 seostub mikrotorukese otsaga, stabiliseerib protofilamentide omavahelised kontaktid ja seega kiirendab mikrotorukese kasvu, kusjuures katastroofide sagedus väheneb (joonis 4.285).
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    Joonis 4.286. Mikrotorukeste otsaga seostuvate valkude vastandlikud mõjud. Katastroofifaktor kinesiin-13 lammutab protofilamendid laiali ja seega kiirendab mikrotorukese lagunemist. XMAP215 seostub mikrotorukese otsaga ja stabiliseerib protofilamentide omavahelised kontaktid.


    XMAP215 fosforüülimine mitoosi ajal pidurdab tema aktiivsust, võimaldades töötada katastroofifaktoritel. Selle tulemusel kasvab mikrotorukeste ebastabiilsus kümnekordseks just mitoosi ajal, kui moodustub kääviniidistik.


    Mikrotorukeste miinusotsad on tavaliselt stabiliseeritud tsentrosoomi piirkonnas. Plussotsad sirutuvad laiali üle kogu raku tsütoplasma. Mikrotorukeste plussotsi kasutavad nn +TIP valgud (ingl plus-end tracking proteins, +TIPs) tsütoplasmas n-ö reisimiseks, kinnitudes kasvava plussotsa külge ja eraldudes mikrotorukesest, kui see hakkab lagunema (joonis 4.286).
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    Joonis 4.287. +TIP valgud (+TIPs, plus-end tracking proteins) kasvavate mikrotorukeste plussotste küljes. A. Ajavahega salvestatud järjestus punase fluorestseeruva märgiga tubuliinist ja rohelise fluorestseeruva märgiga EB1 (end-binding protein 1). Tärn märgib sama mikrotorukese asukohta; kui mikrotoruke kasvab (1 ja 2), on EB1 seostunud otsa, kahanemise korral (3 ja 4) eraldub EB1 torukese otsast. B. EB1 homoloog (punane) pärmis mikrotorukeste (roheline) otstes.


    Kinesiinisarnased katastroofifaktorid (kinesiin-13) ja XMAP215 käituvad samamoodi nagu +TIP valgud, mõjutades ühtlasi mikrotorukeste kasvu ja kahanemist selles otsas, kuhu nad on kinnitunud. Teised +TIP valgud kontrollivad mikrotorukeste paiknemist rakus, stabiliseerides plussotsi kindlate raku struktuuride juures, näiteks raku korteks või mitootilised kromosoomid. EB1 valkudel (ingl end-binding proteins), mis on väikesed dimeersed valgud konserveerunud järjestusega, on sellistes protsessides võtmeroll (joonis 4.286).


    EB1 valgud ei liigu küll aktiivselt plussotsa poole, vaid pigem oskavad vahet teha mikrotorukese kasvaval ja kahaneval otsal. EB1 valgud ja nende fluorestseeruvad hübriidid on ka hea vahend jälgimaks mikrotorukese liikumist elus rakkudes.


    4.9.2.8. Mikrotorukesi destabiliseerivad valgud


    Elus rakk hoiab teatud osa tubuliinist α-β-tubuliini heterodimeeride kujul tasemel, mis on lähedane kriitilisele kontsentratsioonile. Selle tubuliini deponeerimisega on seotud spetsiaalsed valgud, näiteks statmiin (ingl stathmin, ka Op18), mis seob endaga kaks α-β-tubuliini heterodimeeri ja takistab nende seostumist mikrotorukese otsa (joonis 4.287).
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    Joonis 4.288. Statmiin deponeerib kaks tubuliini heterodimeeri.


    Statmiin vähendab tubuliini kättesaadavust polümeriseerumiseks ja mikrotorukese moodustumiseks rakus ning suurendab tõenäolisust, et mikrotorukesed lähevad kahanemise faasi. Statmiini toime on sarnane kolhitsiiniga.


    Statmiini fosforüülimine takistab seostumist tubuliiniga; seega signaalid, mis viivad statmiini fosforüülimisele, kiirendavad mikrotorukeste kasvu ja vähendavad ebastabiilsust. Statmiin osaleb nii raku jagunemisel kui ka raku surmas. Huvitaval kombel arenevad hiired, kelles on statmiini avaldumine pärsitud, normaalselt ja erinevad tavalistest hiirtest vaid suurema julguse poolest. Arvatakse, et selle põhjuseks on statmiini roll aju mandeltuumades, kus ta avaldub kõrgel tasemel.


    Mikrotorukeste tükeldamine on teine võimalik tee neid destabiliseerida. Mikrotorukese n-ö läbilõikamiseks on vaja samas kohas läbi lõigata kõik 13 protofilamenti. Kataniin (jpn katana ’mõõk’) on valk, mis selle keerulise ülesandega hakkama saab (joonis 4.288).
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    Joonis 4.289. Kataniin tükeldab mikrotorukesi. A. Taksooliga stabiliseeritud ja rodamiiniga punaseks värvitud mikrotorukesed. B. Kolm minutit pärast kataniini lisamist.


    Kataniini molekul koosneb kahest subühikust: väiksem, 60 kDa ATPaas tükeldab mikrotorukesi, suurem, 80 kDa subühik reguleerib ATPaasi aktiivsust ja toimetab kataniini tsentrosoomi. Kataniini ülesanne on vabastada mikrotorukesed tsentrosoomist ja lammutada kääviniidistik pärast kromosoomide lahknemist. Kataniin võib osaleda ka mikrotorukeste lagundamises interfaasis ja postmitootilistes rakkudes, näiteks neuronites.


    4.9.2.9. Mikrotorukestel liiguvad kahte tüüpi molekulaarsed mootorid


    Mikrotorukeste põhifunktsioonide hulka kuulub rakusisene transport, mis hõlmab nii organellide kui ka mikrotorukeste endi liikumist. Kahte tüüpi molekulaarsed mootorid – kinesiinid ja düneiinid – on molekulid, mis muudavad keemilise energia mehaaniliseks. Kinesiinid liiguvad mikrotorukeste plussotsa poole ja düneiinid miinusotsa poole, kuid see pole absoluutne reegel – on ka vastupidiseid näiteid.


    Kinesiin-1 oli esimene kirjeldatud kinesiin, ta eraldati kalmaari hiidneuronitest. Neuronites on kinesiini funktsioon membraaniga ümbritsetud organellide transport mööda aksonit rakukehast eemale, aksoni otsa suunas, liikumine toimub mikrotorukeste plussotsa poole. Kinesiin-1 molekul koosneb kahest peptiidahelast, mille otstes (valgu N-otsas) on ATPaasse aktiivsusega mootordomäänid. Kinesiini kahte ahelat hoiavad koos teineteise ümber keerdunud helikaalsed (ingl coiled-coil) domäänid. Kinesiini C-otsa külge kinnituvad organellid, mida kinesiin transpordib (joonis 4.289).
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    Joonis 4.290. Kinesiinid. Kinesiinide superperekonna liikmete struktuurid. Konventsionaalsete kinesiinide esindaja kinesiin-1 koosneb kahest ahelast mootordomäänide, helikaalsete domäänide ja sabaosaga. Kinesiin-5 moodustab tetrameere, milles kaks dimeeri on teineteisega ühendatud sabaosade kaudu. Kinesiin-5 on võimeline liigutama mikrotorukesi üksteise suhtes analoogiliselt müosiin II-ga. Kinesiin-13 mootordomään paikneb valguahela keskel ja sellel ei ole tüüplilist mootori funktsiooni, vaid see seostub mikrotorukeste otstega ja algatab mikrotorukeste lagunemise. Kinesiin-14 liigub mikrotorukeste miinusotsa poole.


    Kinesiin-1 ja sarnase struktuuriga kinesiine nimetatakse konventsionaalseteks (ingl conventional) kinesiinideks, nad kuuluvad valkude superperekonda, mille iseloomulik element on mootordomään. Pärmi (Saccharomyces cerevisiae) genoomis on 6 kinesiini geeni, nematoodil (C. elegans) 20 ja inimesel 45.


    Kinesiinide superperekond koosneb vähemalt 14 perekonnast. Suuremal osal kinesiinidest on mootordomään valgu N-otsas ja nad liiguvad mikrotorukese plussotsa poole. Ühe kinesiiniperekonna esindajatel on mootordomään valgu C-otsas ja nad liiguvad mikrotorukese miinusotsa poole. Kinesiin-13 mootordomään asub valgu keskel ja ta ei liigu mööda mikrotorukesi, vaid kasutab ATP hüdrolüüsist saadavat energiat mikrotorukese otsa lammutamiseks (joonis 4.289). Paljud kinesiinid esinevad heterodimeeridena, kuid on ka homodimeere moodustavaid kinesiine. Suuremal osal kinesiinidest on ka sabaosas koht mikrotorukeste sidumiseks. Paljud kinesiinid on seotud kääviniidistiku formeerumisega ja kromosoomide lahknemisega mitoosi kestel.


    Erinevalt müosiinidest, mis kasutavad liikumisel ühte mootordomääni (müosiini pead), on kinesiini liikumiseks vajalik kahe mootordomääni koordineeritud koostöö. Kinesiini liikumine mööda mikrotorukest sarnaneb traadist nuku kõndimisega mööda jämedat köit: ATP hüdrolüüs ADP-ks tingib mootordomäänide konformatsioonis muutused, mille tulemusel kinesiini mootordomään eraldub mikrotorukesest ja seostub uuesti 8 nm mikrotorukese plussotsale lähemal. Kuna ATP hüdrolüüsi tsüklid kinesiini kahe mootordomääni vahel on täpselt koordineeritud, saabki võimalikuks kinesiini dimeeri n-ö sammuv liikumine (joonis 4.290).
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    Joonis 4.291. Kinesiini mehhanokeemiline tsükkel. Kinesiin-1 kaks mootordomääni töötavad koordineeritult: kinesiini nn sammu kestel eraldub tagumine mootor mikrotorukesest, möödub teisest mootorist ja seondub järgmises võimalikus kohas uuesti mikrotorukesega. Seejärel kordab teine mootor samasugust tsüklit, mille jooksul kinesiin ei eraldu hetkekski täielikult mikrotorukesest. Seetõttu saab kinesiin liikuda mikrotorukesel pikki vahemaid. Muutused mootordomäänide konformatsioonis, mis teevad kinesiini liikumise võimalikuks, on tingitud ATP hüdrolüüsist ADP-ks.


    Düneiinid on molekulaarsed mootorid, mis liiguvad mikrotorukestel miinusotsa poole. Neil puudub igasugune sarnasus kinesiinidega. Düneiinid koosnevad ühest, kahest või kolmest raskest ahelast, mille koosseisus on ka mootordomään, ja kergetest ahelatest, mida võib olla erinevas hulgas ja erineva molekulmassiga (nn kerged ahelad, keskmised ahelad, kerge-keskmised ahelad). Düneiinide perekonnas on kaks suurt rühma: tsütoplasma düneiinid ja aksoneemi düneiinid (vt peatükk 4.9.2.10). Tsütoplasma düneiinid on kahest raskest ahelast koosnevad homodimeerid (joonis 4.291).
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    Joonis 4.292. Tsütoplasma düneiin koosneb kahest raskest ahelast, millel on mikrotorukestega seostuv domään, ATPaasi domään, nende vahel on pikk vars. Kompleksiga on seotud keskmised ja kerged ahelad, mis vahendavad paljusid düneiini funktsioone.


    Tsütoplasma düneiin 1 kodeerib üks geen, mis on olemas peaaegu kõigis päristuumsetes organismides, välja arvatud õistaimed ja mõned vetikad.


    Tsütoplasma düneiin 2 on leitud vaid päristuumsetes organismides, millel on ripsmed.


    Aksoneemi düneiinid võivad olla momomeerid, heterodimeerid või heterotrimeerid, millel on vastavalt üks kuni kolm mootordomääniga rasket ahelat. Aksoneemi düneiinid on spetsialiseerunud mikrotorukeste kiireteks liigutusteks, mis on aluseks ripsmete ja viburite liikumisele. Aksoneemi düneiinid on suurimad teadaolevad molekulaarsed mootorid, nad kuuluvad ka kõige kiiremate hulka: klaasile kinnitatud düneiin võib liigutada mikrotorukest kuni 14 mm/s.


    Düneiinid pole struktuuri poolest sarnased müosiinide ega kinesiinidega, kuid nende tööpõhimõte on sama: nukleotiidide hüdrolüüsil vabanev energia muudetakse vektoriaalseks liikumiseks (joonis 4.292).
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    Joonis 4.293. Rohevetika (Chlamydomonas reinhardtii) monomeerne aksoneemi düneiin c. Mootordomään on rõngakujuline ja sisaldab kuut AAA-domääni, millest neli seovad ATP-d, kuid vaid üks on ATPaasse aktiivsusega. ATP hüdrolüüs kutsub esile varre seostumise mikrotorukesele, järgnev ADP vabanemine omakorda konformatsiooni muutuse, mootordomääni ja varre pöördumise saba suhtes, toimub molekulaarse mootori nn töökäik.


    4.9.2.10. Mikrotorukesed ja mootorid liigutavad organelle


    Mikrotorukestel liikuvate molekulaarsete mootorite põhiline roll on membraaniga ümbritestud organellide transport ja positsioneerimine rakkudes. Kinesiin avastati kui valk, mis tegeleb kiire anterograadse aksonaalse transpordiga, mitokondrite, sekretoorsete vesiikulite eellaste ja erinevate sünapsi komponentide viimisega rakukehast eemale, mööda närvijätket sünapsi poole. Düneiin avastati kui mootor, mis toob samasuguseid organelle vastupidises suunas, retrograadse aksonaalse transpordiga. Kuigi suurem osa rakke ei vaja organellide transporti nii pikkade distantside ulatuses kui neuronid, on suunatud transport vajalik kõikides rakkudes. Mikrotorukesed on tavaliselt rakkudes interfaasi ajal paigutatud miinusotstega tsentrosoomi poole ja plussotstega raku perifeeria poole. Seega on organellide tsentrifugaalseks (perifeeria poole) liikumiseks vajalikud kinesiinid kui mikrotorukeste plussotsasuunalised mootorid ja tsentripetaalseks (keskkoha poole) liikumiseks düneiinid kui mikrotorukeste miinusotsasuunalised mootorid. Huvitaval kombel toimetavad loomarakus tsentrifugaalset, plussotsasuunalist liikumist 15 erinevat kinesiini, aga organellide tsentripetaalse, miinusotsasuunalise liikumisega saab tavaliselt üksinda hakkama tsütoplasma düneiin 1. Taimerakkudes puuduvad düneiinid üldse, seal on organellide liikimumise ja positsioneerimise rollid rohkem müosiinide ja mikrofilamentide kanda (vt peatükk 4.9.1.5.3).


    Endoplasmaatilise retiikulumi (ER) ja Golgi kompleksi organiseerimine loomarakkudes on hästikirjeldatud näide mikrotorukeste ja nende mootorite rollist membraansete organellide liigutamisel ja talitlusel. ER membraanide võrgustik koos mikrotorukestega laiub üle kogu tsütoplasma, Golgi kompleks paikneb aga suures osas tsentrosoomi vahetus läheduses. Kui rakke töödelda mürgiga, mis lõhub mikrotorukesi (kolhitsiin või nokodasool, vt peatükk 4.9.2.6), siis ER kollapseerub raku keskossa, Golgi kompleksi vesiikulid aga hajuvad oma tavapärasest asukohast laiali üle kogu tsütoplasma. Kinesiinid on ka in vitro võimelised tirima ER membraane mööda mikrotorukesi, moodustades membraanidest torusid, mis sarnanevad ER struktuuridega elus rakus. Düneiinid omakorda hoiavad Golgi kompleksi tsentrosoomi juures koos tänu oma mikrotorukese miinusotsasuunalisele liikumisele.


    Molekulaarsete mootorite spetsiifika nende liigutatavate organellide suhtes määravad mootorite erinevad sabaosad ja mootoriga seostunud kerged ahelad. Membraansetel organellidel on omakorda retseptorid, et leida õige mootor kinesiinide perekonnast. Nende retseptorite mimikeerimist kasutavad ära ka teised organismid, et saada osa rakusisesest transpordist. Näiteks üks Vaccinia viiruse valkudest sisaldab motiivi, mis võimaldab tal seostuda kinesiin 1-ga ja liikuda plasmamembraanini. Huvitaval kombel on sama motiiv olemas rohkem kui 450-l inimese valgul, neist umbes kolmandik on seotud erinevate haigustega. See näitab kinesiini transporditavate ainete ja seega kinesiini rollide suurt mitmekesisust.


    Düneiin, suurim tuntud molekulaarsetest mootoritest, vajab membraaniga seostumiseks veel täiendavat valgukompleksi, dünaktiini. Dünaktiini kompleksi kuulub lühike aktiinisarnane filament, mis tekib Arp1 valgust (ingl actin-related protein 1, erineb Arp2/3 kompleksi komponentidest) (joonis 4.293).
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    Joonis 4.294. Dünaktiin vahendab düneiini seostumist membraanse organelliga. Dünaktiin on suur valkude kompleks, mille erinevad komponendid seostuvad (nõrgalt) mikrotorukestega, düneiiniga ja moodustavad Arp1 filamendi.


    Peale dünaktiini kompleksi on rakkudes veel hulgaliselt erinevaid valke, millel on oma roll düneiini regulatsioonis ja transporditavate ainete sidumisel düneiini külge.


    Rakud võivad reguleerida molekulaarsete mootorite aktiivsust ja selle kaudu muuta membraansete organellide paiknemist rakus, samuti muuta raku enda kuju.


    Kala melanotsüüdid on organellide transpordis ja selle regulatsioonis markantne ja hästiuuritud näide. Melanotsüüdid on suured rakud mitmete kalade, näiteks musta tetra (Gymnocorymbus ternetzi) nahas, mis sisaldavad suuri pigmendigraanuleid (melanosoome), mille rakusisene paiknemine on reguleeritav neuronaalsete ja hormonaalsete stimulatsioonidega. Pigmendigraanulid liiguvad mööda mikrotorukesi, agregeerudes raku keskosas või hajudes ühtlaselt kogu tsütoplasmas (joonis 4.294).
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    Joonis 4.295. Melanosoomide reguleeritud liikumine kala melanotsüütides. A. Melanosoomide (pigmendigraanulite) liikumise skeem. B. Melanotsüüt hajunud ja agregeerunud melanosoomidega.


    Pigmendigraanulite paiknemise järgi muutub kala naha värvus: kui graanulid liiguvad raku keskele kokku, siis kala n-ö kahvatub: nahk muutub heledamaks. Melanosoomid on seotud nii kinesiinide kui ka düneiinidega. Liikumise regulatsioon toimub cAMP kaudu: kui kala erutub, langeb cAMP tase pigmendirakkudes järsult, düneiinid aktiveeruvad, kinesiinid inaktiveeruvad ja pigmendigraanulid liiguvad kiiresti raku keskele. Kala rahunedes tõuseb cAMP kontsentratsioon, tasakaal muutub kinesiinide aktiveerimise suunas ja pigmendigraanulid liiguvad laiali.


    Peale mikrotorukestest sõltuva liikumise on melanosoomide liikumisega seotud ka mikrofilamendid ja müosiin V. Mikrofilamentidest sõltuva melanosoomide liikumise funktsioon pole veel päris selge.


    4.9.2.11. Mikrotorukestest koosnevad kompleksid


    Mikrotorukestest moodustuvad suured funktsionaalsed kompleksid, mis võtavad enda alla olulise osa kogu raku ruumalast. Nendel kompleksidel on kindel osa kindla rakutüübi funktsioonis või mõnes raku arengustaadiumis. Näited mikrotorukestest moodustunud kompleksidest on närviraku mikrotorukeste süsteem ja mitoosi kääviniidistik.


    Neuronite diferentseerumise käigus kasvatavad nad dendriidid (närvijätked, mille kaudu signaalid saabuvad neuronisse) ja aksonid (signaalide edasitoimetamise jätked). Nii aksonid kui ka dendriidid (ühise nimetusega neuriidid) on täis mikrotorukeste kimpe, millel on neuriitides nii struktuurne kui ka funktsionaalne roll.


    Aksonites paiknevad mikrotorukesed plussotsaga aksoni terminali poole ja miinusotsaga raku keha poole (joonis 4.295).
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    Joonis 4.296. Mikrotorukeste organiseerumine neuronis. Aksonis on kõik mikrotorukesed organiseerunud plussotsaga sünapsi poole, dendriitides võib leida mõlemapidise orientatsiooniga mikrotorukesi.


    Aksoni mikrotorukesed pole nii pikad, et ulatuksid raku kehast sünapsini, pigem leidub mõnemikromeetriseid mikrotorukesi, mis pikisuunas osaliselt kattuvad, moodustades aksonaalse transpordi nn kiirtee. Kõige pikemad aksonid inimese organismis ulatuvad seljaajust jalgadesse, nende pikkus võib olla rohkem kui üks meeter.


    Dendriidid on aksonitega võrreldes palju lühemad, nende pikkus ulatub mõne millimeetrini. Mikrotorukesed on dendriitides küll paralleelsed, kuid nende polaarsus võib olla mõlemapidine, meenutades kääviniidistiku antiparalleelset struktuuri.


    4.9.2.12. Ripsmed ja viburid koosnevad mikrotorukestest ja düneiinidest


    Ripsmed ja viburid on spetsialiseerunud kõrge efektiivsusega liikumisorganellid, mis koosnevad peamiselt mikrotorukestest ja düneiinidest. Nii ripsmed kui ka viburid kujutavad endast karvataolisi raku väljasopistusi, mille keskel on mikrotorukeste kimp. Viburid on spermidel ja paljudel algloomadel. Unduleeriva, voogava liikumisega võimaldavad viburid rakkudel liikuda vedelas keskkonnas. Ripsmed on oma ehituselt sarnased, kuid nende löögitaoline liikumine meenutab pigem ujumise või sõudmise tõmmet. Ripsmete löögid võivad ainurakseid organisme (näiteks algloomi Paramaecium’e) vedelas keskkonnas edasi viia või liigutada vedelikke kudede pinnal. Inimese hingamisteid katab suur hulk ripsmeid (109/cm2 või enam), mis pidevalt n-ö pühivad hingamisteede limaskesta, eemaldades ebasoovitavad tolmuosakesed ja mikroorganismid. Munajuhas lükkavad ripsmed munarakke emaka suunas.


    Ripsmete ja viburite liikumine põhineb nende südamiku, aksoneemi paindumisel. Aksoneem koosneb mikrotorukestest ja nendega seotud valkudest, mis on paigutatud iseloomuliku korrapärase struktuurina. Üheksa mikrotorukeste paari, millest igaüks koosneb ühest tervest ja ühest mittetäielikust mikrotorukesest, paiknevad korrapäraselt ümber kahe mikrotorukese (joonis 4.296).
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    Joonis 4.297. Mikrotorukeste paiknemine ripsmes või viburis. A. Elektronmikrograaf. B. Skeem.


    Peaaegu kõik päristuumsete organismide, algloomadest inimeseni, ripsmed ja viburid on selliselt üles ehitatud. Aksoneemi mikrotorukesed kulgevad katkematult kogu ripsme või viburi pikkuses (10–200 mm). Seonduvad valgud ristseovad mikrotorukesi omavahel kogu aksoneemi ulatuses.


    Aksoneemi düneiinid moodustavad sillad kahe mikrotorukeste naaberdupleti vahel ümber kogu aksoneemi (joonis 4.296 ja 4.297).
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    Joonis 4.298. Aksoneemi düneiinid. Aksoneemi düneiin moodustab suure valgukompleksi molekulmassiga kuni 2 x 106, mis koosneb 9–12 polüpeptiidahelast, suurim neist on raske ahel molekulmassiga 0,5 x 106.


    Aksoneemi düneiini töömehhanism on sarnane tsütoplasma düneiini omaga: ATP keemiline energia muudetakse mehaaniliseks jõuks, kuid aksoneemis kõrvuti olevad mikrotorukeste dupletid ei saa teineteise suhtes pikalt liikuda, kuna nad on paljude teiste valkudega ristseotud. Seetõttu on tulemuseks aksoneemi ja kogu ripsme või viburi paindumine (joonis 4.299).
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    Joonis 4.299. Aksoneemi paindumine. A. Kui proteolüütiliste ensüümidega lõhkuda sidemed naabermikrotorukeste vahel, hakkavad mikrotorukesed düneiini aktiveerimisel liikuma. B. Intaktses aksoneemis (näiteks spermis) viib düneiini aktiveerimine viburi paindumiseni.


    Ka bakteritel on rakupinna struktuurid, mida nimetatakse viburiteks, kuid need ei sisalda mikrotorukesi ega düneiine, nad ei unduleeri ega sõua. Bakterite viburid on pikad, jäigad, helikaalsed filamendid, mille põhiline koostisosa on valk flagelliin. Bakterite viburid pöörlevad nagu propellerid tänu spetsiaalsetele mootoritele, mis paiknevad bakteriraku kestas.


    4.9.2.13. Mikrotorukeste funktsioonid


    Mikrotorukeste rolle elus rakkudes on uuritud erinevate meetoditega. Kõige lihtsam lähenemine on torukeste lõhkumine keemiliste agentidega (vt peatükk 4.9.2.6), et seejärel vaadata, mis rakkudega toimub. Nii saab rakke ja väiksemaid organisme uurida katseklaasis. Mõnelgi juhul on sellised lihtsad katsed viinud mikrotorukeste funktsioonide selgitamiseni.


    4.9.2.13.1. Rakkude liikumine


    Kuigi rakkude migratsioonis on oluline roll mikrofilamentidel ja müosiinidel, mis tekitavad rakkude liikumapanekuks vajalikku mehaanilist jõudu, on ka mikrotorukestel seal oma osa.


    Mikrotorukeste plussotsad on tihti seotud spetsiifiliste struktuuridega, näiteks kinetohooridega mitoosis. Interfaasi ajal on mikrotorukesed paigutatud ebasümmeetriliselt: nad suunduvad tsentrosoomist rohkem raku liikumise eesserva poole. Sellise konfiguratsiooni ülesanne on transportida raku migratsiooniks vajalikke aineid Golgi kompleksist membraansete organellidena mööda mikrotorukesi raku liikumise suunas. Peale selle algatavad mikrotorukesed fokaalsete kontaktide lagundamise, et rakk saaks eralduda substraadist ja hakkaks liikuma.


    4.9.2.13.2. Mitoos


    Päristuumse raku jagunemise käigus läheb suur osa rakus leiduvast tubuliinist mitoosikäävi koosseisu. Kääviniidistiku ülesanne on lahutada kromatiidid. Selle ülesande täitmisel osalevad nii mikrotorukesed, nendega seotud valgud (MAP-id) kui ka molekulaarsed mootorid (vt peatükk 7.5. Mitoos). Mitoosis osalevad kolm mikrotorukeste rühma: astraalsed, polaarsed ja kinetohoori e kinetohoorsed mikrotorukesed (joonis 4.300).
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    Joonis 4.300. Mikrotorukesed mitoosis. en.wikipedia.org/wiki/Astral_microtubules


    Astraalsed mikrotorukesed algavad tsentrosoomist, ei seostu kromosoomidega, küll aga lõimuvad tsütoskeletiga plasmamembraani vahetus läheduses. Koostöös düneiinidega tirivad astraalsed mikrotorukesed tsentrosoome plasmamembraani poole, hoides kogu mitoosiaparaati õiges asendis.


    Kinetohoori mikrotorukesed kinnituvad plussotsaga kromosoomide kinetohooridega. Iga kromosoom koosneb kahest kromatiidist, igal kromatiidil on kinetohoor. Kinetohoorid on seotud kromosoomi tsentromeeriga.


    Polaarsed mikrotorukesed lähtuvad tsentrosoomidest jaguneva raku eri poolustel ja põimuvad üksteisega käävi keskosas. Mootorvalkude abil tõukuvad vastaspoolustelt lähtuvad mikrotorukesed, osaledes käävi kuju hoidmises ja kromatiidide lahknemises.


    4.9.2.13.3. Ripsmed ja viburid


    Mikrotorukesed on ripsmete ja viburite põhiline struktuurne komponent (vt peatükk 4.9.2.12). Ripsmed ja viburid algavad basaalkehast, nende liikumine põhineb mikrotorukeste ja aksoneemi düneiinide koostööl.


    Ka eeltuumsetel organismidel võivad olla viburid, samuti on neil tubuliinisarnased valgud FtsZ, kuid eeltuumsete viburid ei sisalda mikrotorukesi ega FtsZ, nende viburite struktuur on päristuumsete viburitest täiesti erinev.


    3.9.2.13.4. Organismide areng


    Mikrotorukeste tsütoskelett on vajalik morfogeneetilistes protsessides organismide arengus. Näiteks äädikakärbse (Drosophila melanogaster) ootsüüdis määravad polaarsed mikrotorukesed muna telje orientatsiooni arengus. Signaalid ümbritsevatelt follikulaarrakkudelt tingivad ootsüüdi mikrotorukeste reorganiseerumise, nii et nende miinusotsad jäävad ootsüüdi alumisse otsa. Mikrotorukeste polaarne struktuur viib embrüo anterioposterioorse telje tekkimisele.


    Mikrotorukesed osalevad närvisüsteemi arengus, mikrotorukeste ja nendega seotud valkude (MAP-id) dünaamika on kogu arengu jooksul täpselt kontrollitud.


    4.9.2.13.5. Geeniregulatsioon


    Mikrotorukeste tsütoskeletil on oluline mõju geeniregulatsioonile. Vabade tubuliinide ja mikrotorukestesse lülitunud tubuliini suhe rakus reguleerib tubuliini enda geenide avaldumist. Mikrotorukeste mõjust teiste geenide avaldumisele pole palju teada, kuid on näidatud, et mikrotorukeste dünaamikal on spetsiifiline mõju mõnede transkriptsioonifaktorite ja kasvufaktorite geenide avaldumisele.


    4.9.2.13.6. Rakukesta ehitamine


    Taimerakke ümbritseb rakukest, mille ülesehitamiseks vajalik materjal saab tulla vaid raku seest. Taimerakkude põhikomponenti, tselluloosi sünteesib tselluloosi süntaas – ensüümikompleks, mis paikneb plasmamembraanis. Tselluloosi süntaasi kompleks on ühendatud mikrotorukestega ja väljapoole plasmamembraani sünteesitud tselluloos moodustab mikrofibrille, mille orientatsioon ühtib raku sees paiknevate mikrotorukeste orientatsiooniga (joonis 4.301).
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    Joonis 4.301. Mikrotorukesed määravad tselluloosi mikrofibrillide orientatsiooni tselluloosi süntaasi paiknemise kaudu. plantphys.info/plant_physiology/cytoskeleton.html.


    Kortikaalsete mikrotorukeste orientatsioon taimerakus muutub pidevalt, seetõttu erineb ka värskelt sünteesitud tselluloosi mikrofibrillide orientatsioon olemasolevatest. Selle tulemusel on rakukesta eri kihtides tselluloosi fibrillide orientatsioon erinev, andes rakukestale juurde tugevust ja elastsust. Kui kortikaalsete mikrotorukeste orientatsioon väliste tegurite, näiteks gravitatsiooni toimel muutub, kajastub see kiiresti ka tselluloosi mikrofibrillide orientatsiooni muutuses.


    4.9.3. Intermediaarsed filamendid


    Intermediaarsed filamendid on tsütoskeleti komponent, mille põhifunktsioon on tagada rakkude ja kudede mehaaniline tugevus. Erinevalt mikrofilamentidest ja mikrotorukestest on intermediaarsetele filamentidele iseloomulik koespetsiifika, nende geenid ei ole evolutsiooniliselt nii konserveerunud kui aktiini või tubuliini geenid. Intermediaarsed filamendid esinevad vaid loomariigis (välja arvatud tuuma lamiinid).


    Septiinid on tsütoskeleti valkude perekond, mille funktsioonid on seotud rakkude jagunemise, liikumise ja vesikulaarsete organellide transpordiga.


    4.9.3.1. Intermediaarsed filamendid on koespetsiifilised


    Kõikides päristuumsetes rakkudes on aktiin ja tubuliin, mis moodustavad vastavalt mikrofilamente ja mikrotorukesi. Kolmas suur rühm tsütoskeleti filamente, intermediaarsed filamendid, esineb vaid loomariigis (Metazoa) ja kaugeltki mitte kõigis loomarühmades. Intermediaarseid filamente võib leida loomade rakutüüpides, mis vajavad tsütoskeletti mehaanilise toena, ja nad puuduvad üldjuhul loomadel, kellel on eksoskelett, näiteks lülijalgsed ja okasnahksed. Samuti puuduvad intermediaarsed filamendid (v.a tuuma lamiinid) taimeriigis. Loomariigi intermediaarsetele filamentidele on iseloomulik koespetsiifilisus.


    Tuuma lamiine peetakse tsütoplasma intermediaarsete filamentide eellasteks evolutsioonis. Lamiinid on olemas paljudes päristuumsetes organismides, sealhulgas taimedes, kuid mitte ainuraksetes. Tuuma lamiinid moodustavad tuumamembraani siseküljel paikneva võrgustiku, mille külge kinnituvad kromosoomid ja tuumapoorid. Arvatavasti on tuuma lamiine kodeerivad geenid loomariigi evolutsiooni jooksul korduvalt duplitseerunud ja duplikaatide kodeeritud valkudest on aja jooksul kujunenud tsütoplasma filamendid. Erinevalt evolutsiooniliselt konserveerunud aktiini ja tubuliini isovormidest, mida kodeerivad vaid mõned geenid, on intermediaarsete filamentide geenid märksa enam lahknenud. Näiteks inimese genoomis on üle 70 intermediaarse filamendi geeni, mis kodeerivad erinevaid, raku- ja koetüübispetsiifilise valke, millel on ka erinevad funktsioonid (tabel 4.8).


    Tabel 4.8. Intermediaarsed filamendid.
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    4.9.3.2. Intermediaarsete filamentide struktuur


    Tüüpiline intermediaarsete filamentide perekonda kuuluv valk koosneb järjestuse keskel paiknevast konserveerunud α-heeliksist, mis sisaldab umbes 40 seitsmest aminohappest koosnevat korduvjärjestust. Kaks sellist intermediaarse filamendi monomeeri keerduvad teineteise ümber, moodustades dimeeri. Teineteisega nihkes olevad dimeerid ühinevad tetrameerideks, mis omavahel külgepidi seostudes tekitavad mehaaniliselt tugeva intermediaarse filamendi (joonis 4.302).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.302. Intermediaarsete filamentide ehitus. α-heeliksist monomeerid (A) keerduvad teineteise ümber dimeeriks (B). C. Kaks antiparalleelset ja nihkes olevat dimeeri moodustavad tetrameeri. D. Tetrameerid ühinevad külgipidi kaheksakaupa. E. 10 nm läbimõõduga intermediaarses filamendis on tetrameerid helikaalselt kokku pakitud, nii et ristlõikes on 32 dimeeri.


    Kui monomeeri keskosa järjestus on konserveerunud, siis nii amino- kui ka karboksüterminused on varieeruvad ja nende järjestus määrabki intermediaarsete filamentide koespetsiifilisuse.


    Erinevalt mikrofilamentide ja mikrotorukeste valkudest – aktiinidest ja tubuliinidest – ei ole intermediaarsete filamentide valkudel kohta nukleotiidide sidumiseks. Samuti puudub intermediaarsetel filamentidel polaarsus: monomeerid paiknevad dimeeris küll samapidi, kuid dimeerid ühinevad tetrameeriks selliselt, et ühe dimeeri N-ots on kohakuti teise dimeeri C-otsaga. Seetõttu on tetrameeride otsad ühesugused ja nendest moodustunud filamendil pole struktuuriga seotud polaarsust. Kaheksa paralleelselt kulgevat protofilamenti on üksteise külge seotud tugevate hüdrofoobsete sidemetega, nii et intermediaarsete filamentide struktuur on köietaoline: nad võivad painduda vähem kui mikromeetrise raadiusega (mikrotorukestel ulatub see näitaja millimeetritesse ja mikrofilamentidel on see kümme mikromeetrit) ja venida kuni kolm korda pikemaks oma algpikkusest. Samas on intermediaarseid filamente murda väga raske.


    Intermediaarsete filamentide nn polümeriseerumise ja depolümeriseerumise molekulaarsetest mehhanismidest on märksa vähem teada kui mikrofilamentide ja mikrotorukeste dünaamikast. Puhtas valgulahuses või filamentide suspensioonis on intermediaarsed filamendid väga stabiilsed tänu monomeeride tihedatele omavahelistele sidemetele. Elus rakus võivad intermediaarsed filamendid olla aga väga dünaamilised, nagu näiteks vimentiin fibroblastide kiiresti liikuvates struktuurides. Hea näide intermediaarsete filamentide dünaamilisusest on ka tuuma lamiinid, millest moodustunud tuumamembraani siseküljel paiknev võrgustik võib mitoosi käigus laguneda minutite jooksul, et pärast tuuma jagunemist tütartuumades uuesti tekkida. Intermediaarsete filamentide ümberkorraldamine toimub mitmete organismi arengu oluliste protsesside käigus: rakkude jagunemine, liikumine ja diferentseerumine. Arvatakse, et intermediaarsete filamentide reorganiseerumist reguleeritakse nende valkude fosforüülimise kaudu.


    4.9.3.3. Intermediaarsed filamendid annavad kudedele mehaanilise tugevuse


    Keratiinid on intermediaarsete filamentide kõige liigirikkam perekond. Inimese epiteelist on leitud umbes 20 erinevat keratiini, peale selle 10 karvade- ja küüntespetsiifilist keratiini. Kokku on inimese genoomis 54 keratiini kodeerivat geeni. Keratiinifilamendid koosnevad kahte tüüpi valkudest: happelistest (I tüüpi) ja neutraalsetest/aluselistest (II tüüpi), mis moodustavad omavahel heterodimeere (joonis 4.303 A).
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    Joonis 4.303. Bulloosne epidermolüüs, s.o villide teke nahal, on keratiini geeni mutatsioonist tingitud haigus. Ristlõigud normaalsest (A.) ja mutantse keratiinigeeniga organismi (B.) nahast. C. Keratiinide paiknemine epidermises ja kahjustused epidermolüüsi korral. Modifitseeritud Alberts, B. et al., 6th ed., 2015 järgi.


    Keratiinidest võrgustikke aitavad peale hüdrofoobsete sidemete koos hoida veel disulfiidsillad. Selle tulemusena annavad keratiinid loomade kattekudedele tugevuse nii epidermise väliskihi kui ka rakuväliste moodustiste, näiteks karvade, küünte, sõrgade, kapjade ja soomuste näol.


    Üks epiteelirakk võib sünteesida erinevaid keratiinivalke, mis lõpuks seostuvad omavahel ühtseks võrgustikuks. Keratiinifilamentide mehaaniline tugevus annab vastupidavuse epiteelkudedele, sidudes rakke omavahel desmosoomides ja rakke rakuvälise maatriksiga hemidesmosoomides (joonis 4.303 C).


    Mutatsioonid keratiinide geenides põhjustavad mitmeid inimese haigusi. Epidermolysis bullosa simplex ehk bulloosne epidermolüüs on päriliku taustaga nahahaigus, mida iseloomustab villiline naha kahjustus: väikseimgi mehaaniline stress, mis põhjustab epidermise basaalkihi deformeerumise, tekitab ville ja naha irdumist (joonis 4.303 B). Haiguse põhjuseks on mutatsioon(id) Krt5 ja/või Krt14 geenides, mis kodeerivad vastavalt keratiin 5 ja keratiin 14 valke.


    Neurofilamendid on intermediaarsete filamentide perekond, mis avaldub närvirakkudes (joonis 4.304).


    
      [image: ]

    


    Joonis 4.304. Neurofilamendid (punased, värvitud NF-L antikehadega) ja mikrofilamendid (sinised, värvitud kumariin-falloidiiniga) arenevates roti neuronites. Neurofilamendid paiknevad neuriitides, mikrofilamendid on ka rakkude liikumis- ja sensoorsetes organellides: filopoodides ja lamellipoodides. Foto: H. Paves.


    Kolme tüüpi neurofilamendi valgud – kerged (NF-L, 68–70 kDa), keskmised (NF-M, 145–160 kDa) ja rasked (NF-H, 200–220 kDa), peale selle α-interneksiin (NF66) – ühinevad neuriitides (aksonites ja dendriitides) heteropolümeerideks. Aksoni kasvades liituvad neurofilamendi valgud nii aksoni tipu juures kui ka lateraalselt kogu aksoni pikkuses. Selleks ajaks kui aksoni kasv lõpeb ja tekib sünaps, on aksoni diameeter kasvanud kuni viiekordseks võrreldes arengu algetapiga. Neurofilamentide avaldumise tasemest sõltub neuriitide jämedus, sellest omakorda närvisignaalide levimise kiirus. Samuti tagavad neurofilamendid neuriitide tugevuse ja stabiilsuse.


    Amüotroofne lateraalskleroos (ingl sclerosis lateralis amyotrophica, ALS) on motoneuronihaigus, millele on iseloomulik mitmete närvide põletik ja mis põhjustab lihasatroofiat ja halvatust ning lõpeb hingamispuudulikkuse tõttu harilikult surmaga.


    Haiguse põhjused on arvatavasti seotud neurofilamentide akumuleerumisega motoneuronite rakukehades ja häiretega neurofilamentide valkude liitumises aksonis.


    Vimentiinid ja vimentiinitaolised filamendid on intermediaarsed filamendid, mis on iseloomulikud peamiselt mesenhümaalse päritoluga rakkudele. Vimentiin annab neile rakkudele elastsuse ja vastupidavuse, ühtlasi määrab organellide (tuuma, endaoplasmaatilise võrgustiku, mitokondrite) paiknemise tsütosoolis.


    Desmiin on vimentiinisarnaste filamentide valk, mille avaldumine on iseloomulik lihasrakkudele. Desmiini esineb nii skeleti-, südame- kui ka silelihasrakkudes, see paikneb Z-ketta juures ja ühendab sarkomeeris sarkolemmi, Z-ketta ja tuumamembraani. Mutatsioonid desmiini geenides toovad inimesel kaasa lihasdüstroofia või kardiomüopaatia.


    4.9.3.4. Septiinid on GTP-d siduvad valgud


    Septiinid on tsütoskeleti valkude perekond, mis on olemas kõigil päristuumsetel organismidel, välja arvatud maismaataimed. Valkude molekulmass on vahemikus 30–65 kDa, nad on väga konserveerunud järjestusega. Septiini perekonna valkudele on iseloomulik erineva pikkusega proliinirikas N-ots, aluseline fosfoinositoolidega seostuv motiiv, mis on oluline seostumisel membraanidega, GTP-d siduv domään, septiini unikaalne element ja C-terminaalne heeliks (joonis 4.305).
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    Joonis 4.305. Septiinide struktuuri skeem. en.wikipedia.org/wiki/Septin.


    Inimese genoomis on 13 septiini geeni, mille produktid tekitavad katseklaasis heterohekasmeere või heterooktameere.


    Septiinid moodustavad mittepolaarseid filamente, mis moodustavad silmusetaolisi struktuure. Septiinide abil toimub membraansete struktuuride kompartmentaliseerumine, nad on võimelised selleks kaasama mikrofilamente ja mikrotorukesi.


    Septiinifilamendid avastati punguvas pärmis, kus nad lokaliseeruvad pärmiraku ja temast punguva tütarraku vahelisel membraanil. Septiinidel on oluline roll rakkude jagunemisel: nad korraldavad tsütokineesiks vajaliku aktiini-müosiini rõnga tööd, mis kokku tõmbudes jagab raku tsütoplasma keskosa koos plasmamembraaniga tütarrakkude vahel.

  


  
    4.10. Rakumembraani ehitus ja funktsioonid


    PILLE SÄÄLIK


    4.10.1. Rakumembraani ehitus


    Rakku ümbritseb ja eraldab väliskeskkonnast rakumembraan. See toimib selektiivse filtrina, kontrollides, millised molekulaarsed ühendid ja signaalid raku sisemusse ja sealt välja jõuavad. Peale selle on eukarüootses rakus veel mitmeid membraanidega ümbritsetud organelle – nt endoplasmaatiline võrgustik, mitokondrid, rakutuum ja erinevad endosoomid –, nende spetsiifilised omadused ja toimimise tagab samuti ümbritsetus membraaniga.


    Bioloogilised membraanid on sarnase üldise ehitusega, koosnedes lipiidsest kaksikkihist ja sellega seotud valkudest (joonis 4.306).
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    Joonis 4.306. Biomembraanide mosaiikse vedeliku mudel. Umbes 3 nm paksune fosfolipiidne kaksikkiht on kõigi rakus asuvate membraanide peamine ehitusüksus; membraanivalgud annavad raku erinevatele membraanidele nende unikaalsed omadused. Üksikud fosfolipiidid võivad liikuda membraanis ühe kihi piires lateraalses suunas ja iseenese telje ümber, andes sellega membraanile vedelikutaolised omadused. Ühelt poolt fosfolipiidide ning teiselt poolt fosfolipiidide ja membraanivalkude vahelised mittekovalentsed interaktsioonid annavad membraanile tugevuse ja vastupidavuse. Teisalt takistab membraani hüdrofoobne kest veeslahustuvate ühendite kontrollimatut liikumist membraani ühelt küljelt teisele. Transmembraansed valgud läbivad lipiidset kaksikkihti ning moodustavad tihti dimeere ja kõrgemat järku oligomeere. Lipiididega ankurdatud valgud kinnitatakse membraani külge valgule kovalentselt lisatud süsivesinikahela abil, mis sukeldub membraani lipiidsesse kihti. Perifeersed membraanivalgud seonduvad membraaniga peamiselt mittekovalentsete interaktsioonide abil, mis luuakse teiste membraanivalkude ja lipiididega. Tsütoplasmapoolsele küljele väljaulatuvad või kinnituvad membraanivalgud on sageli tihedates interaktsioonides ka raku tsütoskeletiga. Modifitseeritud Engelman, D., 2005 järgi.


    Prokarüoodid üldiselt sisemisi membraanseid organelle ei sisalda, samas on nende rakumembraan valkude poolest väga rikas. Seal paiknevad valgud osalevad näiteks ATP sünteesi katalüüsis, DNA replikatsiooni algatamises, erinevate ühendite transpordis ja signaalide vahendamises raku sise- ja väliskeskkonna vahel. Eukarüootides paikneb suur osa samu ülesandeid täitvad valke raku sees olevatel membraanidel: ATP süntees toimub näiteks mitokondri membraanis ja osa valke sünteesitakse endoplasmaatilisele võrgustikule kinnitunud ribosoomidel. Eukarüootsel rakumembraanil on tähtis ülesanne vahendada raku kontakte teiste rakkude ning rakuvälise ainega.


    Kuigi membraani ülesanne on olla rakkudes struktuuri tekitav üksus, pole membraan ja selle koostisosad jäigalt paigal. Membraan suudab koos püsides kolmedimensiooniliselt liikuda ning liikumisvõimelised on ka membraani lipiidid ja valgud, aga seda juba teatud piirangutega. Membraani voolavus (ingl fluidity) teeb võimalikuks mitte üksnes organellide moodustumise, vaid ka membraanümbrisega organellide vahendatud ainete transpordi nii raku sees kui ka raku ja teda ümbritseva keskkonna vahel.


    4.10.1.1. Lipiidse kaksikkihi koostis


    4.10.1.1.1. Fosfolipiidid, sfingolipiidid, glükolipiidid ja kolesterool


    Lipiidimolekulid moodustavad loomaraku membraanide massist ligikaudu 50%, teine pool on valguline osa. Lipiidimolekule on ühe µm2 kohta membraanis umbes 5 × 106 ja ühe raku membraanis umbkaudu 109. Rakumembraani kõige arvukamad lipiidid on fosfolipiidid ja nende peamine omadus on amfipaatsus. See tähendab, et neis on olemas nii polaarne (hüdrofiilne e vett siduv) kui ka mittepolaarne (hüdrofoobne e vett hülgav) osa. Peale fosfolipiidide on membraanide koostises ka teisi lipiide, eeskätt glükolipiide. Samuti on loomaraku membraani oluline koostisosa kolesterool, mis kuulub steroolsete ühendite, mitte lipiidide klassi.


    Mõistega fosfolipiid tähistatakse fosfaati sisaldavast pearühmast ja kahest hüdrofoobsest süsivesinikahelast koosnevat amfipaatset lipiidi. Fosfoglütseriidid, mida fosfolipiididest esineb membraanides kõige arvukamalt, on glütserool-3-fosfaadi derivaadid (joonis 4.307 A).
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    Joonis 4.307. A. Enamik fosfoglütseriide on glütserool-3-fosfaadi (punane) derivaadid, sisaldades kahte esterdatud rasvhappeahelat, mis moodustavad nn hüdrofoobse saba, ja fosfaadi külge esterdatud polaarset pearühma. Rasvhappeahelate pikkus ja kaksiksidemete arv võib varieeruda (0–2). Helelillal taustal on välja toodud kõigi nelja peamise fosfoglütseriidi pearühmad: etanoolamiin, koliin, seriin ja inositool. B. Sfingolipiidid on sfingosiini (punane), pika süsivesinikahelaga aminoalkoholi derivaadid. Amiidsidemega võivad sfingosiini külge kinnituda väga erinevad rasvhappeahelad. Sfingomüeliinid, mille pearühmaks on fosfokoliin, loetakse samuti fosfolipiidiks. Ülejäänud sfingolipiidid on glükolipiidid, milles sfingosiini küljes on kas üks suhkrujääk või mitmest suhkrumolekulist koosnev ja hargnemisi sisalduda võiv oligosahhariid. Kõige lihtsamas glükolipiidis, glükosüültserebrosiidis, on sfingosiini küljes glükoos.


    Tüüpiliselt on fosfoglütseriidide hüdrofoobse saba koostises kaks rasvhappeahelat (atsüülahelad), mis kinnituvad glütserooli hüdroksüülrühmade külge estersidemega, ja polaarne pearühm, mis on seondunud glütserooliga fosfaadi kaudu. Rasvhappeahelad võivad olla erineva pikkusega (tavaliselt kas 16 või 18 süsinikku) ning sisaldada erineval arvul küllastamata sidemeid ehk cis-kaksiksidemeid (0, 1 või 2). Cis-kaksikside esineb tavaliselt fosfolipiidi ühes ahelas ning see tekitab lipiidimolekuli kõveruse. Kõverus määrab lipiidimolekuli membraanis liikumise eripärad: lipiidimolekuli kõvera rasvhappeahela interaktsioonid teiste lipiidimolekulide hüdrofoobsete sabadega jäävad lühemaajalisteks ning molekul on dünaamilisem.


    Erinevaid rasvhappeahelaid ning fosfaadist pearühmi kombineerides võivad moodustuda väga erinevad fosfoglütseriidid. Rakumembraanides on kolm kõige levinumat fosfatidüületanoolamiin, fosfatidüülkoliin ja fosfatidüülseriin. Neljas membraanides sageli esinev fosfolipiid on fosfatidüülinositool – selle pearühm on suhkur inositool (joonis 4.307 A). Fosfatidüülinositooli koosseisus olevaid OH-rühmi saab fosforüülida, mis viib fosfoinositiidide tekkeni. Nendel molekulidel on palju ülesandeid raku erinevates signalisatsiooniradades. Neutraalse pH juures on fosfatidüülkoliin ja -etanoolamiin laenguta, kuid fosfatidüülinositool ja fosfatidüülseriin on negatiivse laenguga.


    Oluline membraanikomponent on ka sfingolipiidid, milles on glütserooli asemel selgrooks sfingosiin (joonis 4.307 B). Sfingosiin on ühte süsivesinikahelat sisaldav aminoalkohol, mille aminorühmale on liidetud rasvhappeahel. Kui sfingosiini ühe hüdroksüülrühma külge kinnitub tavaliselt fosfaat, siis teine hüdroksüülrühm jääb vabaks ja võimaldab moodustada vesiniksidemeid kõrvalolevate fosfolipiidide, valkude või veemolekulidega. Fosfatidüületanoolamiin, fosfatidüülkoliin, fosfatidüülseriin ja sfingomüeliin moodustavad membraani lipiidide massist üle poole.


    Peale fosfolipiidide on membraanide koostises glükolipiide. Glükolipiidid meenutavad oma ehituselt sfingolipiide, kuid nende hüdrofiilne pearühm on suhkrujääk, mille suurus võib varieeruda laiades piirides. Glükolipiidide koosseisus pole fosfaati ja seega pole nad sisuliselt fosfolipiidid. Kõige lihtsam glükolipiid on glükosüültserebrosiid, mis moodustub sfingosiinile glükoosi liitumisel (joonis 4.307 B). Keerukama ehitusega glükolipiidide näide on gangliosiidid, kus sfingosiinile on liidetud kas üks või kaks hargnevat suhkruahelat (oligosahhariidi), mille koostises on ka negatiivse laenguga siaalhappejääke. Glükolipiidid moodustavad membraani lipiididest 2–10% ja rohkem on neid närvikoes.


    Väga oluline plasmamembraani komponent eukarüootsetes rakkudes on steroolide klassi kuuluv kolesterool (joonis 4.308).
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    Joonis 4.308. Kolesterooli struktuur kujutatuna (A.) keemilise valemina ja (B.) skemaatiliselt.


    Kolesterooli molekul koosneb tasapinnalisest polütsüklilisest struktuurist, mille ühes otsas on hüdrofiilne hüdroksüülrühm, teises otsas aga lühike süsivesinikahel. Suurem osa kolesterooli molekulist on hüdrofoobne ja see võimaldab tal paigutuda fosfolipiidide vahele vett hülgavasse keskkonda, kuid tänu hüdroksüülrühmale saab kolesterool interakteeruda ka rakumembraani hüdrofiilse osaga. Kolesterooli olulisusest rakumembraanis tuleb juttu edaspidi.


    4.10.1.2. Fosfolipiidid moodustavad iseeneslikult kaksikkihte


    Kui segada fosfolipiide vette – hüdrofiilsesse keskkonda – põhjustab fosfolipiidide kuju ja amfipaatne iseloom seal nende iseenesliku organiseerumise, mis on tingitud molekulide püüust olla energeetiliselt kõige soodsamas seisundis. Fosfolipiidide puhul on vesikeskkonnas energeetiliselt soodsaim selline koondumine, kus hüdrofoobsed rasvhappejäägid on polaarse keskkonna eest peidetud. Rasvhappejääkide peitmise tulemusena võib vesikeskkonnas tekkida kolme tüüpi struktuure, milleks on kerakujulised mitsellid ja liposoomid ning tasapinnaline lipiidne kaksikkiht (joonis 4.309 C).
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    Joonis 4.309. A. Erütrotsüüdi membraan nähtuna elektronmikroskoobis. Raudteerööpaid meenutavad paralleelsed triibud on lipiidse kaksikkihi hüdrofiilsed pearühmad. B. Fosfolipiidse kaksikkihi skemaatiline kujutis, kus polaarsed pearühmad on pöördunud väljapoole, varjates sellega vesikeskkonna eest hüdrofoobsed rasvhappeahelad. Hüdrofoobsed interaktsioonid ja van der Waalsi jõud rasvhappeahelate vahel teevad võimalikuks kaksikkihi moodustumise. C. Vesikeskkonda viidud fosfolipiididest moodustunud mitselli ja liposoomi läbilõige. Kerakujulise mitselli sisemus on tervenisti rasvhappeahelaid täis ja seetõttu hüdrofoobne; samuti on kerakujuline liposoom tekkinud fosfolipiidsest kaksikkihist, mis ümbritseb vesikeskkonda.


    Lipiidne kaksikkiht tekib, kui küljetsi kokku koondunud fosfolipiididele asetub peegelpildina vastu teine samal viisil rühmitunud fosfolipiidide rühm. Tekib kahekihiline struktuur, mille sisemus on hüdrofoobne (küljetsi ja vastakuti koos olevaid rasvhappeahelaid stabiliseerivad hüdrofoobsed interaktsioonid ja van der Waalsi jõud), hüdrofiilsed pearühmad on aga pöördunud vesikeskkonna poole. Sellist kahe molekulikihi paksust struktuuri (3–4 nm) võib võrrelda kahest käärust kokku pandud võileivaga, kus leivakäärud on fosfolipiidide pearühmad ning või nende vahel on kummagi lipiidikihi hüdrofoobsed rasvhappeahelad (joonis 4.309 B). Kuna taolise tasapinnalise struktuuri äärtes olevad molekulide hüdrofoobsed rasvhappeahelad püüdlevad samuti energeetiliselt soodsaima seisundi poole, siis koonduvad lipiidsed kaksikkihid enamasti sfäärilistesse liposoomidesse, mille sisse moodustub väliskeskkonnast eraldatud hüdrofiilne ruum (joonis 4.309 C). Seega võib ka rakku ümbritsevat membraani väga lihtsustatult vaadelda kui liposoomi.


    Mitsellides on fosfolipiidide atsüülahelad pööratud kera keskele, tekitades sinna hüdrofoobse keskkonna – lipiidid paiknevad selles ühe kihina (joonis 4.309 C). Mitsellilaadsete struktuuride moodustumine pole kahe rasvhappeahelaga fosfolipiididest tavaliselt soodustatud, kuna kaks ahelat on väikese mitselli sisse mahtumiseks liiga jäigad ja molekul liialt silindri kujuga. Küll aga on lipiidide paigutumine mitselli soodustatud, kui fosfolipiidi koostises on vaid üks atsüülahel – sellisel juhul on lipiid koonusja kujuga: hüdrofiilne pearühm laiem ja hüdrofoobne sabaosa kitsam. Taolised ühe atsüülahelaga fosfolipiidid tekivad, kui ensüüm fosfolipaas eemaldab lipiidimolekulilt ühe atsüülahela. Mitselle moodustavad vesilahustes väga kergesti erinevad detergendid ja seebid (vt peatükk 3.4.4), mis on olemuselt samuti amfipaatsed molekulid. Mitsellide tekkimine annab veele libedusena tajutavad omadused.


    Lipiidses kaksikkihis on lipiidide difusioon ühe lipiidikihi piires ehk lateraalses suunas 37 °C korral väga kiire (ca 2 µm/s) ja seetõttu võib lipiidset kaksikkihti vaadelda kui kahedimensioonilist vedelikku. Lipiidimolekul saab pöörelda ka ümber oma telje, kuid lipiidimolekuli liikumine ühest lipiidikihist teise, s.o molekuli pöördumine 180 kraadi (ingl flip-flop), on seevastu väga väikese tõenäosusega sündmus. Et rakus vastselt sünteesitud lipiidimolekulid – fosfolipiidid endoplasmaatilisest võrgustikust ja sfingolipiidid Golgi kompleksist – rakus siiski õigesse lipiidikihti ja/või organelli jõuaksid, on olemas spetsiaalsed valgud, mis taolist fosfolipiidide ümberpaigutumist ühest lipiidikihist teise katalüüsivad. Neid nimetatakse flipaasideks. Samamoodi on olemas valgud, mis teevad võimalikuks kahe lipiidse kaksikkihi omavahelise kokkusulamise ehk fuseerumise. Nimelt tavalises vesikeskkonnas kaks lipiidset kaksikkihti omavahel kokku ei sulandu, kuna seda takistab lipiidide polaarsete pearühmadega seondunud veemolekulide kiht e hüdratatsioonikiht. See hoiab ära raku membraanide kontrollimatu liitumise. Kuna membraanide liitumist on raku elutegevuses aga pidevalt vaja, on olemas spetsiifilised valgud, mis suudavad membraane teineteisele niivõrd lähendada, et veemolekulid tõrjutakse nende vahelt välja ja liitumine saab võimalikuks.


    4.10.1.3. Membraani voolavuse määrab tema koostis


    Kunstlik membraan, mis koosneb enamasti kuni viit liiki erinevatest lipiididest, läheb teatud kindlal temperatuuril vedelast olekust geeljasse kahedimensioonilisse kristallilisse olekusse, millega kaasneb membraani jäigemaks muutumine (joonis 4.310)
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    Joonis 4.310. Cis-kaksiksidemete mõju süsivesinikahelatele. Kaksiksidemed muudavad süsivesinikahelate kokkukleepumise raskemaks ja lipiidse kaksikkihi seeläbi raskemini kristalliseeruvaks. Samuti on kaksiksidemeid sisaldavad süsivesinikahelad rohkem harali ning seetõttu on membraan õhem kui täielikult küllastatud lipiididest koosnev membraan.


    Ühest faasist teise ülemineku temperatuur on enamasti füsioloogilisest temperatuurist madalam ning seda nimetatakse faasiülemineku temperatuuriks. Seda temperatuuri on võimalik alandada, kui lipiidses kaksikkihis on rohkem lühemate rasvhappeahelatega ja/või cis-kaksiksidemeid sisaldavaid fosfolipiide. Põhjus on selles, et lühemad ja cis-kaksiksidemete tõttu rohkem kõverusi sisaldavad lipiidid liiguvad membraanides kiiremini ja selle tulemusena jäävad hüdrofoobsed interaktsioonid teiste lipiidimolekulidega lühemaajaliseks. Mitmed organismid, kelle elukeskkonna temperatuur kõigub, nt bakterid ja pärmseened, suudavad reguleerida cis-kaksiksidemete hulka oma rasvhapete koostises ja seeläbi vältida temperatuuri langemisest tingitud membraanide voolavuse vähenemist.


    Membraani voolavust mõjutab oluliselt kolesterool, mida on rohkelt just rakumembraani lipiidses kaksikkihis ja vähem raku sees olevates membraanides. Fosfolipiidide vahele paigutununa muudab kolesterool lipiidse kaksikkihi paksemaks ja vähendab läbilaskvust, kuid samal ajal säilib membraani voolavus: rasvhappeahelate vahele paigutudes takistab kolesterool viimaste interakteerumist, hoides sellega ära kristalliseerumise ja membraani voolavuse järsu vähenemise. Samuti on väiksema voolavuse ja suurema viskoossusega sfingolipiididest koosnev kaksikkiht, sest sfingolipiidide atsüülahelad on pikemad kui fosfoglütseriididel ja asetuvad lipiidsesse kaksikkihti tihedamalt. Kolesterooli lisamine sellise membraani paksust ei muuda (joonis 4.311).
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    Joonis 4.311. Üksnes sfingomüeliinist (SM) koosnev lipiidne kaksikkiht on paksem kui fosfoglütseriididest (FG) moodustunu. Kolesterool toimib peamiselt fosfoglütseriididest koosnevas membraanis lipiide korrastavalt ja membraani paksendavalt, kuid sfingomüeliine sisaldavas ja seetõttu juba tihedamalt pakitud membraanis kolesterool membraani paksust ei muuda.


    Tabelis 4.9 on toodud erinevate bioloogiliste membraanide lipiidne koostis. Tasub tähele panna, et bakteriaalsed rakumembraanid koosnevad sageli vaid ühest peamisest fosfolipiidist ega sisalda kolesterooli.


    Tabel 4.9. Bioloogiliste membraanide põhilised lipiidsed komponendid.

    Koostis (mol %)


    
      
        
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Asukoht/paiknemine

          

          	
            FK

          

          	
            FE + FS

          

          	
            SM

          

          	
            Koleste-

            rool

          
        


        
          	
            Plasma-

            membraan (inimese erütrotsüüdid)

          

          	
            21

          

          	
            29

          

          	
            21

          

          	
            26

          
        


        
          	
            Müeliinne membraan (inimese neuronid)

          

          	
            16

          

          	
            37

          

          	
            13

          

          	
            34

          
        


        
          	
            Plasmamembraan (E. coli)

          

          	
            0

          

          	
            85

          

          	
            0

          

          	
            0

          
        


        
          	
            Tsütoplasmavõrgustiku membraan (rott)

          

          	
            54

          

          	
            26

          

          	
            5

          

          	
            7

          
        


        
          	
            Golgi kompleksi membraan (rott)

          

          	
            45

          

          	
            20

          

          	
            13

          

          	
            13

          
        


        
          	
            Mitokondrite sisemine membraan (rott)

          

          	
            45

          

          	
            45

          

          	
            2

          

          	
            7

          
        


        
          	
            Mitokondrite välimine membraan (rott)

          

          	
            34

          

          	
            46

          

          	
            2

          

          	
            11

          
        


        
          	
            Peamise kihi asukoht

          

          	
            Eksoplas-maatilisel küljel

          

          	
            Tsütosooli-poolsel küljel

          

          	
            Eksoplas-maatilisel küljel

          

          	
            Mõlemal küljel

          
        

      
    


    FK = fosfadidüülkoliin; FE = fosfatidüületanoolamiin; FS = fosfatidüülseriin; SM = sfingomüeliin.


    Arhedes on rasvhappejääkide asemel 20–25 süsiniku pikkused prenüülahelad, mis on samavõrra hüdrofoobsed ja painduvad kui rasvhappejäägid. Termofiilsetes arhedes ulatuvad pikimad lipiidid läbi mõlema lipiidikihi, lisades seeläbi membraanile kuumakindlust.


    Tutvustatud lipiidid moodustavad membraanide põhimassi, kuid tegelikkuses on lipiidide looduslik mitmekesisus väga suur: mass-spektromeetria analüüsi tulemusena on leitud, et erinevate lipiidimolekulide hulk membraanis on umbkaudu 500–2000 ja isegi suhteliselt lihtsas erütrotsüüdi membraanis on ca 150 erinevat lipiidi. Varieeruvad nii lipiidide pearühmad, süsivesinikahelate pikkus kui ka neis asuvate kaksiksidemete arv ja paigutus.


    4.10.1.4. Lipiidse kaksikkihi asümmeetrilisuse olulisus


    Oluline on teada, et lipiidse kaksikkihi kihtide koostis on erinev. Inimese erütrotsüüdis asuvad peaaegu kõik koliini sisaldava pearühmaga lipiidid (fosfatidüülkoliin ja sfingomüeliin) membraani välimises, eksoplasmaatilises kihis. Terminaalset primaarset amiini sisaldavad lipiidid (fosfatidüületanoolamiin ja fosfatidüülseriin) paiknevad aga membraani sisemises kihis. Samuti loob fosfatidüülseriini negatiivne laeng lipiidse kaksikkihi erinevate külgede vahele laengute erinevuse (joonis 4.312).
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    Joonis 4.312. Fosfo- ja glükolipiidide asümmeetriline jaotus erütrotsüüdi rakumembraanis. Punane – fosfatidüülkoliin, pruun – sfingomüeliin, kollane – fosfatidüületanoolamiin, roheline – fosfatidüülseriin.


    Lipiidse kaksikkihi asümmeetrilisus on oluline mitmetes raku elutegevuse aspektides. Üks selline koht on rakuväliste signaalide rakku vahendamine, sest rakumembraani sisekihis seonduvad lipiidide pearühmadega mitmed tsütoplasmavalgud. Tihtilugu lipiidide pearühmi ka modifitseeritakse, et luua valkudele aja- ja kohaspetsiifilisi kinnitumiskohti. Üks selline sageli modifitseeritav lipiid on rakumembraani sisepinnal paiknev fosfatidüülinositool. Inositooli ringi erinevatesse positsioonidesse on mitmed ensüümid võimelised lisama fosfaatrühmi ja seeläbi tekitama seondumiskohti muidu tsütoplasmas paiknevatele valkudele. Fosfatidüülinositooli modifitseerivaist ensüümidest on üks olulisematest fosfatidüülinositool-3-kinaas (PI3-kinaas), mis aktiveerub vastusena rakuvälistele signaalidele ja mis fosforüülib inositooliringi kolmandast positsioonist. Fosfatidüülinositool-3-fosfaat on kinnituskoht mitmetele endotsütoosi protsessis tegutsevatele valkudele.


    Kui raku elutegevus on häiritud ja rakk suunatakse apoptoosi, ei suuda rakk membraani asümmeetrilisust säilitada ning muidu membraani sisekihis paiknev fosfatidüülseriin liigub rakumembraani välimisse kihti. Seda omadust kasutatakse apoptootiliste rakkude identifitseerimiseks. Nimelt seondub fosfatidüülseriiniga spetsiifiliselt valk anneksiin V, millel puudub võime membraane läbida. Kui lisada fluorestsentsmärgisega anneksiin V rakkude kasvukeskkonda, seondub see rakkude membraaniga vaid juhul, kui sinna on rakus käivitunud apoptoosi tõttu liikunud membraani sisekihist fosfatidüülseriin.


    Ainult rakumembraani välimisse kihti paigutuvad ka glükolipiidid, mida sünteesitakse Golgi tsisternide sisepinnal ja mis transporditakse rakumembraani välispinnale vesiikulite koosseisus. Gangliosiidid, mis on glükolipiididest keerukaima ehitusega ja kannavad tänu siaalhappejääkide sisaldusele üldist negatiivset laengut, moodustavad närviraku membraani lipiididest 5–10%. Neis on leitud ligi 40 erinevat gangliosiidi. Rakumembraani välimisse kihti paigutununa arvatakse glükolipiididel olevat muuhulgas membraani kaitsvad omadused.


    4.10.1.5. Lipiidne kaksikkiht moodustab erineva tiheduse ja koostisega membraanipiirkondi


    Kuna membraani lipiidid suudavad oma lipiidikihi piires kiirelt difundeeruda, võiks eeldada, et membraani moodustavate molekulide jaotus on selles lipiidikihis ühtlane. See pole aga nii: membraanid suudavad moodustada erineva tihedusega piirkondi, mille läbimõõt varieerub nanomeetritest mikromeetriteni. Esimesed vihjed selliste piirkondade olemasolust saadi, kui rakumembraanide töötlus mitteioonse detergendiga Triton X-100 tekitas lahustumatuid membraanifragmente, mis koosnesid sfingolipiididest ja kolesteroolist. Seetõttu arvati, et membraan sisaldabki kohati tihedamaid ja raskemini lahustuvaid osi, mis n-ö hulbivad membraanis justkui parved vee peal ja seetõttu hakati neid piirkondi eksperimentaalsel teel saadud tõendite põhjal nimetama lipiidseteks parvedeks (ingl lipid rafts). Nüüdseks on teadmisi lisandunud ning pilt rakumembraani erineva tihedusega piirkondadest märksa mitmekesisemaks muutunud. Seetõttu kasutatakse praegu ka lipiidse parve mõistet harvem, kuna erinevate omadustega tihedamaid membraanipiirkondi on ühe termini alla koondamiseks liiga palju. On leitud, et osa membraanipiirkondi on tõesti tihedamalt pakitud, stabiilsema iseloomuga ja suurusega, mis teeb nende vaatlemise võimalikuks ka valgus- ja elektronmikroskoobiga. Selliste struktuuride näiteks võib tuua rakumembraanil asuvad endotsütoosi protsessis olulised kaveoolid või siis gangliosiidi GM1 sisaldavad piirkonnad. Viimaseid on võimalik nähtavaks muuta, kasutades GM1-ga spetsiifiliselt seonduvat kooleratoksiini B subühikut. Väiksemate, kuni 200 nm läbimõõduga ja väga dünaamiliste membraanipiirkondade, nn nanoklastrite (ingl nanoclusters) olemasolu rakumembraanis on saanud kinnitust aga alles tehniliste võimaluste arenedes ning see teadmine põhineb mitte nanoklastrite otsesel visualiseerimisel, vaid kaudsel teel neis paiknevate molekulide dünaamikat jälgides. Praeguseks on teada, et tihedamad membraanipiirkonnad sisaldavad märksa rohkem koostisosi kui kunagi postuleeritud sfingolipiidid ja kolesterool, kuid ometi on ka selgunud, et nii suuremate kui ka väiksemate rakumembraani paksendite tekkes mängib võtmerolli just kolesterool (joonis 4.313).
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    Joonis 4.313. Tihedamalt pakitud membraanipiirkonna ehk nn lipiidse parve mudel. Nõrgad valk-valk-, valk-lipiid- ning lipiid-lipiid-interaktsioonid võimendavad üksteise koondumist tihedamatesse membraanipiirkondadesse. Kolesterool, sfingolipiidid, glükolipiidid, glükosüülfosfatidüül-(GPI)ankurdatud valgud ning mõned transmembraansed valgud esinevad nendes piirkondades kõrgemas kontsentratsioonis ja tänu sellele on need membraanipiirkonnad tihedamad ja paksemad. Modifitseeritud Lingwood, D., Simons, K., 2010 järgi.


    Kui kolesterool rakumembraanist eemaldada – kasutades selleks kolesterooli ekstraheerivat kemikaali metüül-β-tsüklodekstriin –, kaotavad membraanid ka võime moodustada erineva tihedusega piirkondi.


    Tihedamalt pakitud membraanipiirkondadel arvatakse olevat rakumembraanis mitmeid ülesandeid. On tõendeid, et nad suudavad rakumembraani komponente organiseerida ja kontsentreerida: tuua membraanis lähestikku sarnaste omadustega molekule ja seeläbi stabiliseerida näiteks valk-valk-interaktsioone, mis võib olla eelduseks erinevate signalisatsiooniradade toimimisele. Näiteks eeldatakse molekulaarsele modelleerimisele tuginedes, et Ras-valgule piisab signaali edastuseks, kui klasterdunud on umbes kuus molekuli.


    Nüüdseks on teada, et membraani koostisosi suudavad segregeerida ka bakterid. Analoogseid piirkondi bakterimembraanides on hakatud nimetama funktsionaalseteks membraani mikrodomeenideks ning arvatakse, et nende kolm peamist koostisosa on valk, mis täidab oma ülesannet vaid mikrodomeenis asudes, polüisoprenoidid ja tšaperonidena toimivad flotilliini perekonna valgud.


    4.10.1.6. Lipiiditilgad


    Lipiiditilgad on vesikulaarsed organellid, mis sisaldavad peamiselt endoplasmaatilises võrgustikus sünteesitud fosfoglütseriide ja kolesterooli estreid. Lipiiditilkade ülesanne on lipiidide säilitamine, juhul kui raku ehitus- ja energiavajaduste katmisest jääb lipiide üle. Kuna need molekulid on väga hüdrofoobsed, ei saa neid hoiustada lipiidse kaksikkihi koosseisus. Näiteks täidab rasvarakkudes lipiiditilk raku peaaegu tervenisti. Lipiiditilgad tekivad endoplasmaatilise võrgustiku membraanist ühe lipiidikihi väljapungumise ja väljapungunud osa sisse lipiidide ja kolesterooli estrite koondamise teel (joonis 4.314).
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    Joonis 4.314. Lipiiditilga moodustumise mudel. Neutraalseid lipiide hoiustatakse endoplasmaatilist võrgustikku ümbritseva membraani lipiidikihtide vahel, kus need vormuvad tilgaks. See pungub ja eraldub ER-i membraanist eraldiseisva organellina ning on ümbritsetud ühekihilise fosfolipiidikihiga ja seal paiknevate valkudega. Modifitseeritud Martin, S., Parton, R.G., 2006 järgi.


    Lipiiditilku ümbritseb ühekihiline lipiidikiht, mis sisaldab ka palju valke. Mõned neist osalevad lipiidide metabolismis, kuid paljude ülesanne on teadmata.


    4.10.1.7. Lipiidide süntees


    Rakud sünteesivad uusi membraane olemasolevaid juurde kasvatades. Lipiidide sünteesi mõned varasemad etapid toimuvad tsütoplasmas, kuid lõplikult pannakse lipiidid kokku siiski membraanide ja tsütoplasma piirpinnal, kus on olemas selleks vajalikud ensüümid. Pärast valmimist toimetatakse lipiidid rakkudes sinna, kus nad oma ülesandeid täitma hakkavad.


    Peale raku põhiliseks energiavaruks olemise on rasvhapped nii fosfo- kui sfingolipiidide põhikoostisosad. Fosfolipiidides olevate rasvhapete koosseisus on 14, 16, 18 või 20 süsinikuaatomit, sfingolipiidides võib ahel olla pikem ja sisaldada kuni 26 süsinikku. Rasvhapete süntees algab kahte süsinikku sisaldavast atsetaadist, mis kinnitatakse estersidemega suure vees lahustuva molekuli koensüüm A (CoA) külge. Sellele järjest uusi atsetaadimolekule lisades pikenebki rasvhappeahel ja see protsess toimub enamasti endoplasmaatilises võrgustikus. Seal paikneb ka ensüüm desaturaas, mis tekitab uues rasvhappeahelas kindlatesse kohtadesse süsinike vahele kaksiksidemed. Peale rasvhapete sünteesi on CoA oluline vaheühend glükoosi ja mitmete aminohapete metabolismis. CoA-ga seondunud rasvhappeahel on tänu CoA hüdrofiilsusele vees lahustuv.


    Raku sees transporditakse rasvhappeid spetsiifiliste valkudega (ingl fatty acid binding proteins, FABPs). Need valgud moodustavad hüdrofoobse tasku, kuhu rasvhappeahel seostub mittekovalentselt. Rasvhapete transpordivalkude ekspressioon on vastavuses raku energiavajadusega: energiavajaduse suurenedes intensiivistub ka FABP valkude süntees.


    Enne fosfolipiidi lõplikku valmimist muudetakse rasvhapped CoA estriteks. Valmis fosfolipiidi teket katalüüsivad ensüümid asuvad ER membraani tsütosoolipoolsel küljel ning seal toimub ka fosfolipiidide lõplik kokkupanek (joonis 4.315).
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    Joonis 4.315. Fosfolipiidide süntees ER-i membraanil. Kuna fosfolipiidid on amfipaatsed molekulid, leiavad nende sünteesi viimased etapid aset membraani ja tsütosooli piirpinnal ning katalüüsiks vajalikud ensüümid on membraanseoselised. Esimene etapp: kaks CoA-ga seondunud rasvhappeahelat esterdatakse glütserooli fosforüülitud selgroo külge, moodustub fosfatiidhape, mille kaks süsivesinikahelat ankurdavad molekuli membraanile. Teine etapp: fosfataas muudab fosfatiidhappe diatsüülglütserooliks. Kolmas etapp: polaarne pearühm (siin: fosforüülkoliin) viiakse tsütosiindifosfokoliini (CDP-koliin) koosseisust eksponeeritud hüdroksüülrühma külge. Neljas etapp: flipaasid katalüüsivad fosfolipiidide liikumist tsütosoolipoolsest lipiidikihist, kus need sünteesiti, valendikupoolsesse lipiidikihti.


    Valmis fosfolipiid jääb seega ER membraani tsütosoolipoolsesse kihti ja tekitab sellega membraani koostises asümmeetrilisuse. Et värskelt sünteesitud lipiidid membraani kahe kihi vahel vajalikes suhetes jaotuks, katalüüsivad nende ümberpaiknemist ühest membraanikihist teise ATP jõul töötavad flipaasid.


    4.10.2. Membraanivalgud


    Kuigi lipiidid on bioloogiliste membraanide põhistruktuuri ja üksteisest eraldatud keskkondade tekitamise aluseks, on membraani spetsiifiliste ülesannete elluviijateks membraanivalgud. Valkude kaasamine membraanide koosseisu võimaldab seega täita membraanidel palju mitmekesisemaid ülesandeid, kui seda on üksnes vesikeskkondade eraldamine. Membraanides paiknevad valgud erinevad nii oma hulga kui ka ehituse poolest. Näiteks närvirakkude müeliinikihis on valke umbes 25%, samas kui ATP sünteesiga tegelevates membraanides (loomaraku mitokondrite ja taimeraku kloroplastide sisemembraanid) on valke ligi 75% membraani massist. Tüüpiline lipiidide ja valgu massi suhe membraanides on enamasti siiski 1 : 1. Kuna lipiidimolekulid on võrreldes valgumolekulidega väikesed, on rakumembraanis lipiidimolekule alati rohkem: umbkaudu 50 lipiidimolekuli ühe valgumolekuli kohta. Kuna membraanivalkudel on palju erinevaid ülesandeid, siis on mitmekesised ka nende ehitus ja membraaniga seondumise viisid.


    4.10.2.1. Membraanivalgud seonduvad lipiidse kaksikkihiga erineval viisil


    Membraanivalke võib klassifitseerida mitmeti. Üks võimalus on jagada need transmembraanseteks, membraaniga otse ning membraaniga kaudselt seondunud valkudeks. Transmembraansed membraanivalgud, mida nimetatakse ka integraalseteks valkudeks, läbivad membraani oma aminohappeahelaga kas üks või mitu korda. Seega võib transmembraanset valku vaadelda kui kolmest domeenist koosnevat molekuli: kummalgi pool membraani vesikeskkonnaga kontaktis olevad osad ja membraani sees paiknev hüdrofoobne, rasvhappeahelatega interakteeruv osa (joonis 4.316).
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    Joonis 4.316. Valkude membraaniga seondumise erinevad võimalused. Enamik membraanivalke läbivad lipiidse kaksikkihi kas (1) ühe α-heeliksina, (2) mitme α-heeliksina või (3) kokku rullunud β-lehtedena (β-silinder). Mõnedel juhtudel on üks või mitu korda membraani läbivatele valkudele kovalentselt lisatud rasvhappeahel, mis seob valgu tugevamalt membraani külge (1). Ülejäänud membraanivalgud on kontaktis kas membraani eksoplasmaatilise või tsütoplasmapoolse küljega. (4) Osa valke kasutab membraanile kinnitumiseks amfipaatse α-heeliksi hüdrofoobset külge, (5) paljude valkude membraaniga seondumine on aga täielikult sõltuv lisatud süsivesinikahelast. Tsütoplasmapoolsel küljel on selleks enamasti rasvhappejääk või prenüülrühm, (6) eksoplasmaatilisel poolel toimib kinnitajana aga oligosahhariidse vaheahela kaudu fosfatidüülinositool. Sel viisil membraani välisküljele kinnitunud valke nimetatakse GPI (glükosüülfosfatidüülinositool)-ankurdunud valkudeks. (7, 8) Valgud saavad membraaniga ka kaudselt kontaktis olla, seondudes transmembraansete valkudega mittekovalentselt.


    Valgud saavad paikneda membraani hüdrofoobses osas tänu valgu koostises olevatele hüdrofoobsetele aminohappejääkidele, mis asetuvad sinna kas ühe või mitme spiraalikujulise α-heeliksina või mitu korda membraani läbivatest β-ahelatest moodustunud β-lehena. Nendest valgu sekundaarstruktuuridest tuleb täpsemalt juttu edaspidi. Ainult transmembraansed valgud on võimelised toimima mõlemal pool membraani või liigutama molekule membraani ühelt poolelt teisele. Molekulide transpordiks peab membraanivalk tagama molekulile tee läbi membraani hüdrofoobse kihi. Mitmeid kordi membraani läbivate valkude ehitus teeb ka selle võimalikuks (joonis 4.316 (2) ja (3)).


    Valk võib olla membraaniga seotud ka nii, et tema aminohappeahel ei läbi membraani kordagi. Selline interaktsioon valgu ja membraani vahel võib olla kas otsene või kaudne. Üks ehituslik element, mille kaudu valk otse membraanile kinnitub, on valgu aminohappeahelast moodustunud amfipaatne α-heeliks (joonis 4.316 (4)). Sellisel juhul on α-heeliks moodustunud nii, et heeliksi koosseisus olevad hüdrofoobsed aminohappejäägid on pöördunud heeliksi ühele küljele, mis membraani hüdrofoobse osaga interakteerub. Teine võimalus on lisada valgule kovalentselt üks või mitu atsüülahelat, mis membraani sisestudes valgu selle külge ankurdavad (joonis 4.316 (5)). Sel viisil membraani kinnitatud valke nimetatakse ka lipiidankurdatud valkudeks.


    Membraaniga kaudselt seotud valkude näiteks võib tuua olukorra, kus valk paikneb tervenisti membraani välisküljel ja kinnitub membraanile samuti lipiidse ankruga, kuid viimane pole valguga seotud otse, vaid oligosahhariidse vaheahela abil (joonis 4. 316 (6)). Sellised valgud paiknevad rakumembraani välisküljel. Samuti võivad valgud seonduda membraanidega kaudsel viisil, nii et neid hoiavad membraani lähedal mittekovalentsed interaktsioonid teiste valkudega (joonis 4.316 (7) ja (8)). Membraaniga kaudselt seotud valke nimetatakse ka perifeerseteks membraanivalkudeks. Perifeersed membraanivalgud toimivad tsütoplasmapoolsel küljel sageli kontaktide loojana membraani ja raku tsütoskeleti vahel. Rakumembraani välisküljel aga ühendavad paljud perifeersed membraanivalgud rakku teiste rakkudega või siis rakuvälise keskkonna molekulidega. Perifeerseid membraanivalke on võimalik membraanilt eemaldada suhteliselt leebete ekstraktsioonimeetoditega, näiteks kasutades kõrge või madala ioonse jõuga või ekstreemse pH-ga lahuseid. Töötluste mõjul valk-valk interaktsioonid katkevad, kuid lipiidne kaksikkiht jääb terveks.


    4.10.2.2. Lipiidsed ankrud kontrollivad valkude paiknemist membraanil


    Nagu öeldud, saavad rakumembraani mitteläbivad valgud olla rakumembraaniga kontaktis kas siis lipiidse ankru kaudu või kaudselt, mõne transmembraanse valgu külge kinnitunult. Kummalgi juhul valguahel ise membraani ei sisestu. Valkudele lisatavad lipiidsed ankrud erinevad aga nii oma arvu kui ehituse poolest, enim on teada valke, mis kasutavad membraanile kinnitumiseks kas müristoüül-, palmitoüül- või prenüülrühma (joonis 4.317).
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    Joonis 4.317. Membraanivalgu sidumine rasvhappe või prenüülrühmaga. Mõlemat tüüpi lipiidiga sidumine aitab vees lahustuvat valku pärast selle sünteesi tsütoplasmas membraanile vajalikule kohale paigutada. A. Rasvhappeahel (müristaat) seotakse N-terminaalsele glütsiinijäägile amiidsidemega. B. Rasvhappeahel (palmitaat) seotakse tioestersidemega tsüsteiinijäägi külge. C. Prenüülrühm (farnesüül- või geranüülgeranüülrühm) liidetakse tioeetersidemega tsüsteiinijäägile, mis algselt asub valgu C-terminusest nelja aminohappe kaugusel. Prenüülimise järel lõigatakse kolm terminaalset aminohapet ära ja valgu uus C-terminus metüleeritakse. D–-F. Küllastatud müristoüül- ja palmitoüülankrud ning küllastamata farnesüülankur.


    Prenüülimine tähendab kas 15 süsinikust koosnevat farnesüül- või 20-süsinikulise geranüülgeranüülrühma lisamist valgu C-terminaalsele –SH-rühmale. Src-perekonna türosiinikinaasidele, mis toimivad tsütoplasmas, lisatakse näiteks 14 süsinikku sisaldav müristoüülhappe ankur juba valgusünteesi käigus. See üks rasvhappejääk ei ole aga piisav, et Src-valku membraanile vajaliku tugevusega kinnitada, ning seetõttu lisatakse enamikule Src-kinaasidele veel teinegi lipiidne ankur – 16 süsinikku sisaldav palmithape. Enamasti lisatakse see vastusena rakuvälisele signaalile. Kui signaalirada välja lülitada, lõigatakse palmithappejääk Src-valgu küljest ära ning valk liigub taas tsütoplasmasse.


    Samamoodi nagu Src-valk, st nii membraanis kui ka tsütoplasmas, tegutsevad Rab-valgu perekonna väiksed GTPaasid. Need valgud reguleerivad rakusiseste vesiikulite liiklemist ja nende paiknemine kas siis tsütosoolis või membraanis sõltub sellest, kas nendega on seondunud GDP- või GTP-nukleotiid. Olles GDP-ga seondunud, on nad lahustunult tsütosoolis, GTP sidumisel aga paljastub lipiidne ankur, mis valgu membraanile seob. Taoline membraanseoseline valkude dünaamika annab membraanidele märksa rohkem ülesandeid, kui seda on vaid erinevate vesikeskkondade eraldamine.


    4.10.2.3. Enamik transmembraanseid valke läbib lipiidse kaksikkihi kas α-heeliksina või ß-ahelatest moodustunud ß-lehest kokkukeerdunud ß-silindrina


    Valguahel peab membraani sukeldunult sobituma sealse hüdrofoobse keskkonnaga. Seda võimaldavad valgu aminohappeahelas paiknevad hüdrofoobsed aminohappejäägid. Kuna peptiidside ise on hüdrofiilne ja membraanis vesikeskkond puudub, moodustavad seal valguahelat koos hoidvad peptiidsidemed vesiniksidemeid üksteisega. Peptiidahela sees tekkivad vesiniksidemed stabiliseerivad valguahelat kõige tulemuslikumalt siis, kui valguahel on keerdunud spiraali, mida nimetatakse α-heeliksiks (joonis 4.318).
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    Joonis 4.318. Fragment α-heeliksina membraani läbivast polüpeptiidahelast. Esile on toodud vaid süsinikest moodustuv selgroog, mille küljes olevad hüdrofoobsed aminohapped on kujutatud rohelise ja kollasena. Joonisel olev polüpeptiid on osa bakteriaalsest fotosünteesi reaktsioonitsentrist ja selle struktuur tehti kindlaks röntgendifraktsiooni meetodil. Modifitseeritud Deisenhofer, J. et al., 1985 ja Michel, H. et al., 1986 järgi.


    Selles konformatsioonis on suurem osa transmembraansetest valkudest ning niimoodi võivad valgud membraani läbistada kas üks või mitu korda. Membraanivalkude α-heeliksid sisaldavad peamiselt hüdrofoobseid aminohappejääke, mis heeliksist väljapoole pöördudes interakteeruvad hüdrofoobsete ja van der Waalsi jõudude kaudu membraani lipiidide hüdrofoobsete osadega. Sellise heeliksi pikkus on 3,75 nm.


    Kuna α-heeliksis paiknevad hüdrofoobsed aminohappejäägid enamasti järjestikku ja membraani läbiva heeliksi moodustamiseks on vaja 20–30 aminohappejäägi pikkust peptiidifragmenti, saab valgu 3D-struktuuris olevate α-heeliksite olemasolu ennustada ka üksnes valgu aminohappelise järjestuse alusel. Taoliste uuringute põhjal on leitud, et organismi valkudest ligi 30% võib olla transmembraanseid valke.


    Mitu korda α-heeliksina membraani läbivad valgud sisaldavad sageli ka membraanist vesikeskkonda väljaulatuvaid hüdrofiilseid peptiidilinge. On valke, kus sellised lingud sisenevad membraanis asuvate α-heeliksite vahele, aga ei ulata teisele poole välja (joonis 4.319).
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    Joonis 4.319. Veekanalina toimiva akvaporiini kaks lühikest, vaid osaliselt läbi lipiidse kaksikkihi ulatuvat α-heeliksit. Joonisel on näidatud valgu monomeer, mis rakumembraanis toimib tetrameerina. Iga monomeeri keskel on hüdrofiilne poor, mis võimaldab veemolekulidele ühekaupa läbipääsu. Kaks värvilist heeliksit on sukeldatud monomeeri heeliksite vahele valk-valk-interaktsioonide kaudu.


    Kuna need valguosad pole interaktsioonis lipiidide hüdrofoobsete osadega, on nad liikuvamad ja võivad võtta erinevaid sekundaarstruktuure. Sellised liikuvad peptiidifragmendid on olulised näiteks vee- ja ioonkanalitena toimivate valkude ehituses, tagades kanalitele substraadispetsiifilisuse.


    Paljud üks kord membraani läbivad valgud moodustavad homo- või heterodimeere, mida hoiavad koos mittekovalentsed, aga tugevad ja kõrge spetsiifilisusega interaktsioonid kahe α-heeliksi vahel – spetsiifilisuse tagab kummagi heeliksi aminohappeline järjestus. Samamoodi on omavahel interaktsioonis mitu korda membraani läbivate valkude naaberheeliksit ja jällegi tagab see kanali või transporterina toimiva valgu spetsiifilisuse.


    Teist konformatsiooni, milles valguahel võib membraani paigutuda, nimetatakse ß-leheks. ß-leht tekib kõrvuti asetsevatest ß-ahelatest ja enamasti keerdub selline leht membraanis silindritaolisesse struktuuri, kus hüdrofoobsed aminohappejäägid on pöördunud silindrist välisküljele ja on kontaktis membraani hüdrofoobsete osadega, hüdrofiilsed aminohappejäägid on aga suunatud silindri sisemusse (joonis 4.320).
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    Joonis 4.320. A–D. Erinevast arvust ß-ahelatest moodustunud ß-silindrid. A. E. coli valk OmpA on retseptor bakteriviirusele. B. E. coli valk OMPLA on ensüüm lipaas, mis hüdrolüüsib lipiidimolekule. Ensümaatilist reaktsiooni katalüüsivad aminohapped (punane) ulatuvad silindri seest välja. C. Poriin bakterist Rhodobacter capsulatus’est tekitab vett läbilaskva poori bakteri välimisse membraani. Kanali läbimõõtu piiravad kanalisse ulatuvad peptiidilingud (sinine). D. E. coli valk FepA transpordib rauaioone. Silindri sisemust täidab valgu globulaarne domeen (sinine), mis on ka rauaioonide siduja.


    Seda struktuuri võibki nimetada kas ß-silindriks või ß-tünniks (ingl ß-barrel). ß-silindri konformatsioonis olevad membraanivalgud on võrreldes α-heeliksiga märksa jäigema struktuuriga ning moodustavad valgu isoleerimisel kergemini kristalle, seetõttu olid ß-silindrit moodustavad valgud ka ühed esimesed, mille struktuur kindlaks määrati. ß-silindri konformatsiooniga valkudes võib aminohappeahel membraane läbida 8–22 korral (joonis 4.320) ning selles konformatsioonis on sageli valgud, mis paiknevad bakterite, mitokondrite ja kloroplastide välimises membraanis. Mõned neist moodustavad poore, nagu näiteks poriinid (joonis 4.320 C), kus membraani läbiv poor on moodustunud 16 valguahelast. Samamoodi α-heeliksitena membraani läbivate valkudega on ka ß-silindri konformatsioonis olevate valkude koosseisus peptiidilinge, mis ulatuvad membraanist kahele poole välja vesikeskkonda. Ka need võivad tungida silindri sisemusse ja seda kitsendada, jällegi selleks et tagada moodustunud kanalist vaid kindlate molekulide läbipääs.


    Keerukama struktuuriga ß-silindri konformatsioonis oleva valgu näiteks võib tuua valgu FepA, mis transpordib rauaioone läbi bakteri välismembraani (joonis 4.320 D). FepA koosneb 22 korda membraani läbivast valguahelast, mis ühtlasi moodustab suure globulaarse domeeni silindri sisse. Globulaarse domeeni külge seondub raud ning veel defineerimata moel liigutab see valguosa rauaiooni läbi membraani.


    Tasub välja tuua, et mitte kõik ß-silindri konformatsioonis olevad valgud pole transportvalgud, vaid on ka neid, mis toimivad retseptorite ja ensüümidena (joonis 4.320 A ja B). Sellisel juhul toimib ß-silindri konfirmatsioon kui valku membraanis hoidev ankur ja suunab hüdrofiilses keskkonnas olevaid linge, et moodustada seondumiskohti kas siis vastavalt liganditele või substraatidele.


    Mitmest α-heeliksist moodustunud transmembraansetes valkudes võivad heeliksid omavahel liikuda ja seeläbi valgu konformatsioone muuta, tehes seeläbi võimalikuks ioonkanalitena toimivate, lahuseid ja erinevaid rakusigaale transportivate valkude avanemise ja sulgumise. ß-silindri konformatsioonis olevad aminohappeahelad on enda kõrval asuvate aminohappeahelatega vesiniksidemete kaudu ühendatud ning seetõttu ei saa silindri seinad konformatsiooni muuta.


    4.10.2.4. Paljud membraanivalgud on tugevalt glükosüülitud


    Enamik loomaraku transmembraanseid valke on seriini, treoniini või asparagiini aminohappejäägi kaudu glükosüülitud (joonis 4.321).
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    Joonis 4.321. Polüsahhariidid rakumembraanil. A. Lümfotsüüdi pind elektronmikroskoobis pärast ruteeniumpunasega värvimist toob ilmekalt esile rakku ümbritseva paksu polüsahhariidide kihi. B. Polüsahhariidide kiht moodustub membraani glükolipiidide ja glükovalkude oligosahhariidsetest kõrvalahelatest ning membraani proteoglükaanide polüsahhariidiahelatest. Neile lisanduvad veel rakupinnale adsorbeerunud glükovalgud ja proteoglükaanid. Pane tähele, et kõik rakupinna suhkrud asuvad membraani välimisel küljel. Foto: Glauert, A. M., Cook, G. M. W.


    Kuna suhkrujäägid lisatakse valkudele ER-i ja Golgi aparaadi luumenis, siis jäävad nad rakumembraanile jõudes eksponeerituks rakuvälisele keskkonnale ning selline asümmeetria ei muutu valgu eluea jooksul. Võrdluseks võib tuua paralleeli membraani lipiididega, mis liiguvad samuti reeglina vaid membraani ühes kihis ega hüppa teise kihti üle. Teine oluline erinevus raku sise- ja väliskeskkonnas paiknevate valkude vahel tuleneb raku tsütoplasma redutseerivatest omadustest. Selle mõjul ei saa moodustuda tsütoplasmas paiknevate valkude või valguosade vahel disulfiidsildu (S-S sillad). Küll on disulfiidsillad aga tavalised rakumembraani välisküljel paiknevates valkudes, aidates stabiliseerida valgu enda kõrgemat järku struktuure või ühendusi teiste valkudega (joonis 4.322).
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    Joonis 4.322. Rakumembraani läbiva valgu rakuväline osa on enamasti glükosüülitud ja võib sisaldada disulfiidsildu. Pane tähele, et nii oligosahhariidide ahelad kui ka disulfiidsillad asuvad rakumembraani välimisel küljel. Tsütosoolipoolsed sulfhüdrüülrühmad tsütoplasma redutseerivate omaduste tõttu disulfiidsildu ei moodusta ja on seega enamasti –SH kujul.


    Peale transmembraansete valkude suhkrujääkide asub rakumembraani välisküljel veel teisigi polüsahhariide sisaldavaid ühendeid. Need on eelnevalt mainitud glükolipiidid ja perifeersed glükosüülitud valgud. Taoliste valkude näiteks võib tuua mitmed proteoglükaanid. Kuigi on ka transmembraanseid proteoglükaane (nt sündekaani ja glüpikaani perekonna valgud), on mitmed proteoglükaanid perifeersed, toimides rakuvälise aine ehk ekstratsellulaarse maatriksi ehitusosadena, nagu näiteks perlekaan ja agrekaan. Transmembraansete ja perifeersete valkude küljes olevat suhkrurikast rakumembraani väliskihti nimetatakse ka glükokaalüksiks ja seda on võimalik nähtavaks muuta erinevate ühenditega, nt ruteeniumpunasega (joonis 4.320 A), või siis suhkrutega spetsiifiliselt seonduvate valkude lektiinidega, mis on eelnevalt fluorestseeruvalt märgistatud. Glükokaalüksi ülesanne on muu hulgas kaitsta rakku mehaaniliste ja keemiliste kahjustuste eest. Sel põhjusel on tugevasti glükosüülitud näiteks soole sisepinda vooderdavate rakkude membraani väliskülg ning sekretoorsete ja endotsütootiliste organellide sisepind. Ka aitab süsivesikute rikas kiht hoida naaberrakkude vahel ära mittevajalikke interaktsioone.


    Kui võrrelda rakumembraani väliskihi oligosahhariide valkudega, siis on aminohapped liidetud valguks alati peptiidsidemega. See teeb molekuli selgroo ehituse läbivalt identseks. Glükovalkude ja glükolipiidide oligosahhariidsete kõrvalahelate ehitus on aga ülimalt mitmekesine. Kuigi nad koosnevad vähem kui 15 erinevast suhkrust, on suhkruahelad sageli hargnevad ning suhkrujäägid võivad olla omavahel seotud väga erinevate sidemetega ja erinevatest positsioonidest. Oligosahhariidide suur varieeruvus ja nende paiknemine rakumembraani välisküljel on neile andnud ülesanded olukordades, kus rakud peavad ära tundma kas teisi rakke või näiteks spetsiifilist kohta kusagil organismis.


    Valkude glükosüülituse mitmekesisusele rajanevad ka AB0 veregrupid. Need kolm ehituslikult sarnast oligosahhariidi, mida nimetatakse A, B ja 0 antigeeniks, paiknevad erütrotsüütide ja mitmete teiste rakutüüpide pinnal (joonis 4.323).
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    Joonis 4.323. Inimese AB0 veregruppide antigeenid. AB0 antigeenid on rakumembraanil asuvate glükolipiidide või glükovalkude külge kinnitunud oligosahhariidid. Erinevatel antigeenidel on erinevad terminaalsed oligosahhariidid. Galaktoosi (Gal) või N-atsetüülgalaktoosamiini (GalNAc) lisavate glükosüülitransferaaside olemasolu või puudumine määrab inimese veregrupi.


    Kõigi inimeste organism sünteesib 0-antigeeni. A-antigeeniga inimestel on aktiivne selline glükosüülitransferaas, mis lisab 0-antigeenile monosahhariidi N-atsetüülgalaktoosamiini (A veregrupp). B-antigeeniga inimestel on aktiivne teist tüüpi ensüüm, mis lisab 0-antigeenile ühe galaktoosijäägi (B veregrupp). Inimestel, kellel on aktiivsed mõlemad ensüümid, tekitatakse erütrotsüütide pinnale nii A- kui B-tüüpi oligosahhariide (AB veregrupp), ja inimestel, kellel puudub mõlema ensüümi aktiivsus, kuuluvad 0 veregruppi. Inimestel, kelle rakkude pinnalt puudub kas A-, B- või mõlemad antigeenid, on seerumis tavaliselt olemas antikehad puuduva antigeeni vastu. Seega, kui näiteks A- või 0-antigeeniga inimene saab vereülekandega B grupi verd, põhjustavad tema veres olevad B-antigeeni vastased antikehad seda tüüpi rakkude kokkukleepumise ja hävitamise. Seepärast peab vereülekandeid tehes jälgima veregruppide sobivust (tabel 4.10).


    Tabel 4.10. AB0 veregrupid.
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    4.10.2.5. Rakumembraani valgud ja lipiidid võivad paikneda spetsiifilistes piirkondades


    Nüüdseks on selgunud, et bioloogiliste membraanide ehituse varasel tundmaõppimisel tekkinud teooria, mille kohaselt membraani lipiidid ja valgud moodustavad kahedimensioonilise mosaiikse vedeliku, milles lipiidi- ja valgumolekulid vabalt difundeeruvad, oli tugevasti lihtsustatud. Praeguseks on teada, et membraanis olevad valgud koonduvad spetsiifilistesse piirkondadesse ja seda nii erinevatel mehhanismidel kui ka eesmärkidel. Näiteks erineb epiteelirakkude apikaalne ja basolateraalne pool nii lipiidide kui valkude koostiselt. Sellise asümmeetrilisuse teevad võimalikuks rakkude vahel olevad tiheliidused: spetsiifilist tüüpi rakkudevahelised ühendused, mille koosseisus olevad valgud rakumembraanis lateraalselt ei liigu ja tagavad ka teiste membraanikomponentide liikumise kindlalt piiratud alal (joonis 4.324).
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    Joonis 4.324. Membraanimolekulid võivad ahelduda kindlatesse membraanipiirkondadesse. Joonisel toodud epiteeliraku valk A, mis asub rakumembraani apikaalsel poolel, ja valk B, mis asub basolateraalsel poolel, võivad oma membraanidomeenide piires vabalt difundeeruda, kuid nende sisenemine teise domeeni on takistatud vähemalt osaliselt rakkudevaheliste tiheliiduste tõttu. Rakumembraani rakuvälise lipiidikihi osiste difundeerumine apikaalse ja basolateraalse domeeni vahel on samuti takistatud, kuid seda suudavad rakumembraani sisemise lipiidikihi komponendid. Basaalne laamina – õhuke rakuvälise aine kiht, mis eraldab epiteelirakud nende all olevatest kudedest.


    Teine näide, kus rakumembraani komponendid on kindlatesse piirkondadesse koondunud, aga seda ilma tiheliidusteta, on närviraku membraan. Neuroni keha ja dendriidid moodustavad ühe ja akson teise suure rakumembraani piirkonna, mille koostisosad ühest domeenist teise ei liigu. Arvatakse, et taoliste piirkondade tekkes on suurim roll domeenide piiridel rakumembraani all asuval aktiini võrgustikul, mis on rakumembraaniga ühendatud väga paljude valkude kaudu. Aktiin on võimeline moodustama erineva jämedusega kimpe e filamente ning see omadus annab talle rakumembraani kuju muutmisel väga suure dünaamilisuse. See dünaamika on aluseks paljudele raku funktsioonidele, nagu näiteks raku liikumine ja paljunemine, endo- ja eksotsütoos ja suurte lühiajaliste rakumembraani väljakasvete – filopoodide ja lamellipoodide – teke. Aktiini võrgustik piirab endaga seotud valkude liikumist membraanis, kuid aktiini mõju ulatub kaugemale: ka need membraanivalgud, mis jäävad membraani all asuvate aktiinikimpude vahel tekkivatesse tarastatud aedu või kopleid meenutavatesse membraanipiirkondadesse, saavad membraanis takistusteta difundeeruda vaid konkreetse „kopli“ piires (joonis 4.325).
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    Joonis 4.325. Rakumembraani valkude liikumist membraanis piiravad rakumembraani all asuvad tsütoskeleti filamendid. A. Arvatakse, et rakumembraani all paiknevad tsütoskeleti filamendid loovad membraanikomponentidele difusioonibarjääri, mis meenutavad tarastatud aedu. B. Fluorestseeruva märkega membraanivalgu molekulide ühekaupa ajas jälgimine näitab, et molekuli liikumine toimub kindlalt piiratud alal, kust molekuli n-ö hüppamine kõrvaldomeeni on harvaesinev sündmus. Iga üksik jälgitud molekul on tähistatud erineva värviga. Modifitseeritud Kusumi, A. et al., 2005 järgi.


    Neid „kopleid“ on võimalik nähtavaks muuta meetodil, mis võimaldab jälgida ühe molekuli liikumist rakumembraanis reaalajas. Sel viisil on näha, et ühe „kopli“ piires on membraanivalgu liikumine kiire, kuid ümberpaiknemine kõrvalasuvasse aktiini võrgustiku tekitatud „koplisse“ on märksa harvem sündmus.


    4.10.2.6. Valke saab membraanist eemaldada detergentide abil


    Membraanivalke on tihti keeruline rakkudest puhastada, kuna nende interaktsioonid membraani lipiidide ja teiste membraanivalkudega võivad olla väga tugevad. Selleks et membraane siiski lahustada ja sealt valke ekstraheerida, kasutatakse kõige sagedamini erinevaid detergente. Detergendi molekul omab nii hüdrofoobset kui hüdrofiilset osa ning erinevalt lipiididest on nad vees lipiididest paremini lahustuvad. Madalal kontsentratsioonil on detergendid vesilahuses monomeeridena, kuid teatud kontsentratsiooni juures hakkavad detergendid mitsellidesse koonduma. Detergendi kontsentratsiooni, mille juures mitsellide teke aset leiab, nimetatakse mitselli kriitiliseks kontsentratsiooniks.


    Eeskätt just detergentide hüdrofoobne osa seondub membraanide koostises olevate valkude hüdrofoobsete osadega ja tõrjub sealt eemale lipiidimolekulid. Detergentide hüdrofiilne osa seondub omakorda valkude hüdrofiilsete osadega ning seeläbi viiakse valk lahusesse nii, et valgu nii hüdrofiilne kui hüdrofoobne osa on kaetud detergendi molekulidega.


    On looduslikke detergente, nagu näiteks sapieritise koostisse kuuluv naatriumdeoksükolaat, kuid enamik detergentidest on siiski erinevatel eesmärkidel toodetud sünteetilised molekulid (joonis 4.326).
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    Joonis 4.326. Nelja tavalisema detergendi struktuurid. Iga molekuli hüdrofoobne osa on näidatud kollasel taustal, hüdrofiilne sinisel. Sapieritises leiduv naatriumdeoksükolaat on toodud näidetest ainus looduslik molekul. Ioonsed detergendid põhjustavad tavaliselt valkude denatureerumist, mitteioonsed seevastu jätavad valgu sekundaarstruktuuri terveks.


    Ioonsed detergendid (n naatriumdeoksükolaat ja kõige sagedamini seepide koostises kasutatav naatriumdodetsüülsulfaat – ingl sodium dodecyl sulphate, SDS) sisaldavad hüdrofoobset osa ja laetud rühma, mitteioonsetes detergentides (nt Triton X-100 ja oktüülglükosiid) asendab laenguga rühma laenguta polaarne rühm. Ioonsed ja mitteioonsed detergendid seonduvad valkudega erineval viisil. Ioonsed detergendid lõhuvad valkude vahelt nii ioonsed kui vesiniksidemed ja seega denatureerub valk täielikult lahti lineaarseks aminohappeahelaks. Seda ioonsete detergentide omadust kasutatakse väga laialdaselt SDS geelelektroforeesil. Mitteioonsed detergendid üldiselt ei denatureeri valke täielikult ja seetõttu saab nendega valke ekstraheerida nii, et valkude kõrgemat järku struktuurid ja seeläbi ka funktsioonid säilivad.


    4.10.3. Väikeste molekulide ja ioonide transport läbi membraani


    EVI PADU


    Ainevahetuse toimumiseks on rakkudel vajalik saada ümbritsevast keskkonnast toitaineid ning väljutada jääkained. Enamik rakkudele vajalikest ühenditest on polaarsed või esinevad ioonidena ning difundeeruvad läbi membraani lipiidikihtide väga aeglaselt. Polaarsete ja laenguga ainete selektiivset sisenemist ja väljumist võimaldavad rakumembraanis paiknevad erinevad transpordivalgud. Vaid väikese molekulmassiga apolaarsed ühendid (nt O2, CO2, steroidhormoonid) või vähepolaarsed ühendid (glütserool) läbivad membraane piisavalt kiiresti ilma transpordivalkude osaluseta. Käesolevas alapeatükis käsitletakse väikeste molekulide ja ioonide membraaniläbimise energeetikat, transpordivalkude omadusi ja nende koostööd närviimpulsside edastamisel.


    4.10.3.1. Aine elektrokeemilise potentsiaali kasutamine membraantranspordi energeetika hindamiseks


    Aine elektrokeemiline potentsiaal on arvutatav alljärgnevast võrrandist:


    m¯ = m¯° + RT lna + zFE


    (4.10-1)


    m¯° – aine elektrokeemiline potentsiaal standardtingimustes (J mol-1);


    a – aine aktiivsus (ideaaltingimustes lahjades lahustes võrdub molaarse kontsentratsiooniga);


    E – aine elektriline potentsiaal (volt, V);


    R – gaasikonstant (8,314 J mol-1 K-1);


    T – absoluutne temperatuur Kelvini kraadides (°C + 273 K);


    F -–Faraday konstant (9,649 x 104 J V-1 mol-1; 96485 kulon mol−1);


    z – aineosakese valents (laenguarv).


    Valemi 4.10-1 alusel muutub aine elektrokeemilise potentsiaali väärtus kahe teguri tõttu: aine kontsentratsioon ja aine elektriline potentsiaal. Kui aine molekulid on laenguta, siis räägitakse aine keemilisest potentsiaalist (µ), mis sõltub ainult kontsentratsioonist. Elektrokeemiline potentsiaal võimaldab hinnata laenguga molekulide ja ioonide membraantransporti mõjutavate jõudude osatähtsust. Üks jõud on kontsentratsioonide erinevus (∆C) membraani tsütoplasmapoolsel ja välisküljel. Laetud osakeste liikumisel on peale kontsentratsioonide erinevuse oluline ka teine jõud: elektrilise potentsiaali (∆E) erinevus membraani külgedel, mida nimetatakse membraanipotentsiaaliks (ΔΨ) ja mõõdetakse pingeühikutes e voltides. Ka liikuva osakese laeng on oluline. Membraanipotentsiaali väärtust on võimalik mõõta voltmeetriga, asetades ühe mikroelektroodi rakku ja teise raku pinna lähedale. Membraanipotentsiaali defineeritakse kui töö hulka, mis on vajalik laengute transpordiks membraani ühelt küljelt teisele. Kui ühe kuloni transpordiks on vaja 1 J, siis on elektriliste potentsiaalide erinevus 1 V. Membraanipotentsiaali tekitab laetud osakeste summaarne laenguerinevus membraani tsütoplasmapoolses ja õhukeses (~1 nm) rakuvälises kihis. Laetud osakesi hoitakse paigal elektriliste jõududega membraani teisel küljel paikneva vastasmärgilise laenguga osakeste kihi suhtes. Nii looma-, taime-, kui ka bakterirakkudes on ioonide rakusisesed kontsentratsioonid tavaliselt väga erinevad väljaspool rakku olevatest kontsentratsioonidest. Näiteks looma- ja taimerakkude tsütosoolis on palju K+- ja vähe Na+- ning Ca2+-ioone (tabel 4.11). Membraanipotentsiaali väärtus kõigub, aga on tavaliselt negatiivne, loomarakkudes –30 kuni –180 mV sõltuvalt liigist ja rakutüübist. Kokkuleppeliselt võrreldakse membraani tsütosoolipoolset külge rakuvälise küljega. Negatiivne membraanipotentsiaal näitab, et tsütosoolis on väliskeskkonnaga võrreldes negatiivseid ioone rohkem. Negatiivse membraanipotentsiaali üks komponentidest on ka valkude ja aminohapete negatiivne laeng tsütosooli aluselise pH (~7,5) korral.


    Tabel 4.11. Tüüpilised ioonide kontsentratsioonid imetaja rakus ja koevedelikus.
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    Elektriliselt ergastatavates rakkudes, näiteks neuroni aktsioonipotentsiaali tekkimisel, võib membraanipotentsiaal muutuda positiivseks. Membraanipotentsiaali muutumist positiivsemaks nimetatakse membraani depolariseerumiseks, membraanipotentsiaali muutumist negatiivsemaks nimetatakse membraani hüperpolariseerumiseks. Membraanipotentsiaali tekkimiseks peab läbi membraani liikuma ainult väike osa raku laetud osakestest. Näiteks 1 µm3 ruumalaga rakus peab läbi membraani ühe μm2 liikuma umbes 6000 K+-iooni, mis on murdosa loomaraku tavalisest K+-ioonide kontsentratsioonist (tabel 4.11), et põhjustada membraanipotentsiaali muutust 100 mV võrra.


    4.10.3.1.1. Aktiivne ja passiivne transport


    Elektrokeemilise potentsiaali suurus võimaldab hinnata, kas aine molekulide või ioonide transpordiks läbi membraani on vaja kulutada energiat või mitte. Osakeste liikumisel väiksema elektrokeemilise potentsiaaliga piirkonnast suurema elektrokeemilise potentsiaaliga piirkonda on Gibbsi vabaenergia muutus positiivne (∆G = ∆> 0). Termodünaamika teise seaduse järgi on tegemist aktiivse transpordiga, mis ei toimu isevooluliselt ja vajab täiendava energia panustamist. Liikumine suurema elektrokeemilise potentsiaaliga piirkonnast väiksema elektrokeemilise potentsiaaliga piirkonda toimub isevooluliselt ega vaja energiat juurde. Sellisel juhul on transport passiivne. Elektrokeemilise potentsiaali võrrandist (4.9-1) lähtuvalt on kontsentratsioonist tingitud vabaenergia muutus ühe mooli lahustunud aine liikumisel avaldatav valemiga


    ∆Gkonts = RT ln Cs – RT ln Cv = RT ln Cs/Cv


    (4.10-2)


    Valemis 4.10-2 ∆Gkonts on kontsentratsioonide erinevusest põhjustatud vabaenergia muutus, Cs ja Cv on aine kontsentratsioonid tsütosoolis ja välislahuses. Valemi järgi on aine sisenemisel ∆G positiivne, kui Cs on suurem kui Cv, ja negatiivne, kui Cs on väiksem kui Cv. Kontsentratsioonide võrdsustumisel saabub tasakaaluseisund ja ∆G = 0.


    Kui lahustunud aine on lahuses ioonidena, siis ioonide liikumisel läbi membraani, mille membraanipotentsiaal on ΔΨ, toimub täiendav vabaenergia muutus:


    ∆Gvolt = zFEs – zFEv = zFΔΨ


    (4.10-3)


    Valemis 4.10-3 on ∆Gvolt membraanipotentsiaalist põhjustatud vabaenergia muutus, Es ja Ev on ioonide elektrilised potentsiaalid tsütosoolis ja välislahuses, ΔΨ on membraanipotentsiaal. ∆Gvolt väärtus sõltub iooni laengust ja membraanipotentsiaalist.


    Summaarne elektrokeemilise potentsiaali muutusest põhjustatud vabaenergia muutus valemite 4.9-2 ja 4.9-3 alusel sõltub kontsentratsiooni gradiendist ja elektrilise potentsiaali gradiendist ΔΨ ning on avaldatav valemiga


    ∆G = zFΔΨ + RT ln Cs/Cv


    (4.10-4)


    Laenguta osakeste puhul on oluline ainult kontsentratsioonide erinevus. Kui toimub laenguta aineosakeste liikumine suurema kontsentratsiooniga piirkonda, on alati tegemist aktiivse transpordiga. Laetud osakeste liikumisel on olukord keerulisem ja ioon võib liikuda suurema kontsentratsiooniga piirkonda passiivselt, kui elektrilise potentsiaali gradient on vastassuunaline ja tema energia ületab kontsentratsioonigradiendis peituva energia (joonis 4.327).
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    Joonis 4.327. Elektrokeemiline potentsiaal membraantranspordis. Elektrokeemilise potentsiaali gradient ja liikumapanev jõud sõltuvad kontsentratsioonide ja laengute erinevusest membraani külgedel. Rohelise noole laius näitab elektrokeemilise gradiendi suurust positiivselt laetud iooni jaoks erinevates olukordades. A. Kontsentratsioonigradient ja membraanipotentsiaal mõjuvad samasuunaliselt ja koosmõjus suurendavad liikumapanevat jõudu. B. Kontsentratsioonigradient ja membraanipotentsiaal mõjuvad vastassuunaliselt ja nende koosmõjul väheneb liikumapanev jõud. Modifitseeritud Alberts, B. et al., 4th ed., 2014 järgi.


    Aktiivset ja passiivset transporti korraldavad erinevad transpordivalgud. Aktiivset transporti teostavaid valke nimetatakse pumpadeks. Pumbad saavad energiat ATP ja pürofosfaatide hüdrolüüsil. Prokarüootides esinevad ka valguse arvel funktsioneerivad pumbad, nagu näiteks arhede bakterirodopsiin.


    Passiivse transpordi korral ei ole vaja täiendavat energia juurdevoolu, sest ainete liikumine toimub suurema elektrokeemilise potentsiaaliga piirkonnast väiksema potentsiaali suunas (∆G = Δ< 0) isevooluliselt. Passiivne transport võib toimuda kahel viisil. Hüdrofoobsed ühendid ja väikese molekulmassiga polaarsed ühendid võivad lihtsalt difundeeruda läbi rakumembraani lipiidikihtide. Hüdrofiilsete ühendite liikumine saab toimuda ainult valkude vahendusel ja seda nimetatakse kergendatud ehk hõlbustatud (ingl facilitated) difusiooniks, sest liikumine läbi valkudes moodustunud kanalite või kandjavalkude abil toimub kiiremini kui difusioon läbi lipiidse kaksikkihi.


    Aineosakeste soojusliikumise juhusliku iseloomu tõttu toimub aine kontsentratsioonide erinevuse korral membraani külgedel aine liikumine läbi membraani kontsentratsioonide võrdsustumiseni ja saabub dünaamiline tasakaaluseisund. Tasakaaluseisundis on ajaühikus sisenevate molekulide või ioonide hulk võrdne väljuvate osakeste hulgaga ja summaarset suunatud liikumist ei toimu. Membraanipotentsiaal mõjutab laetud osakeste difusiooni läbi membraani ja tasakaaluliste kontsentratsioonide tekkimist. Valemi 4.10-3 järgi on summaarne ∆G negatiivne, kui z väärtus on positiivne ja membraanipotentsiaal negatiivne. Järelikult on negatiivse membraanipotentsiaali korral katioonide liikumine rakkudesse soodustatud, aga rakust väljumine takistatud. Anioonide liikumisel, vastupidi, takistab negatiivne membraanipotentsiaal sisenemist ja soodustab väljumist (joonised 4.312, 4.327). Konkreetse rakumembraani puhul on iga iooni keemiline potentsiaal erinev sõltuvalt tema kontsentratsioonist, aga membraanipotentsiaal on kõikide ioonide jaoks ühesugune, sest sõltub kõikide membraani külgedel lahuses olevate laetud osakeste summaarsete laengute suhtest.


    Membraanipotentsiaali olemasolul ei ole tasakaaluseisundis iooni kontsentratsioon tsütosoolis võrdne iooni kontsentratsiooniga välislahuses, vaid sõltub membraanipotentsiaali väärtusest. Kui keemiline ja elektriline gradient teineteist tasakaalustavad (on võrdsed), siis ∆Gkonts + ∆Gvolt = 0 ja zFΔΨ + RTln Cs/Cv = 0. Sellest valemist on võimalik avaldada tasakaaluline membraanipotentsiaal (ΔΨeq):
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    (4.10-5)


    Tasakaalulist membraanipotentsiaali nimetatakse Nernsti potentsiaaliks ja tähistatakse iga konkreetse iooni jaoks iooni sümboliga allindeksis (näiteks kaaliumi ioonide puhul ΔΨK). Sellise membraanipotentsiaali korral ei toimu iooni summaarset liikumist läbi membraani, sest rakku sisenevad ja väljuvad konkreetse iooni hulgad on võrdsed. Nernsti potentsiaal määrab tasakaalulises seisundis iooni kontsentratsiooni rakus ja väliskeskkonnas. Ja vastupidi, ioonide kontsentratsiooni muutus muudab ka membraanipotentsiaali. Ühevalentse iooni puhul sõltuvalt iooni laengust on väärtus ± 59 mV temperatuuril 25°C. K+ tasakaaluline membraanipotentsiaal loomarakus on -91 mV kui [K+] välislahuses on 4 mM ja tsütosoolis 139 mM (tabel 4.11).


    Kui ioon ei ole tasakaaluseisundis, toimib talle elektrokeemiline liikumapanev jõud (ELJ) (ingl electrochemical driving force), mis põhjustab iooni liikumist läbi membraani väiksema elektrokeemilise potentsiaali poole. Liikumapaneva jõu suurus sõltub membraanipotentsiaali ja tasakaalulise potentsiaali erinevusest (ELJ = ΔΨ − ΔΨeq) (tabel 4.12).


    Tabel 4.12. Ioonide liikumissuuna sõltuvus membraanipotentsiaali ja Nernsti potentsiaali suurusest.
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    Näiteks kui ΔΨK = −91 mV ja ΔΨ = −61,5 mV, siis kaaliumi ioonile mõjuv liikumapanev jõud on +29,5 mV ja ioonid liiguvad rakkudest välja.


    4.10.3.1.2. Membraanipotentsiaali tekkimine


    Membraanipotentsiaali (ioonide erineva kontsentratsiooni membraani sise- ja välispinnal) tekkimise üks põhjus on membraani selektiivne läbitavus erinevate ioonide jaoks ja sellest põhjustatud ioonide erinev difusioonikiirus. See membraanipotentsiaali tekkimise viis ei vaja lisaenegia kulutamist. Konkreetse iooni difusioonikiirus sõltub peale elektrokeemilise liikumapaneva jõu suuruse ka passiivset transporti teostavate kanali- ja kandjavalkude hulgast ja omadustest membraanis. Loomarakkude membraanipotentsiaal on sageli määratud K+-ioonide liikumisega elektrokeemilise potentsiaali gradiendi poole läbi alati avatud K+-kanalite rakust välja (tabel 4.12, joonis 4.327). Iga iooni liikumine oma elektrokeemilise potentsiaali gradiendi suunas põhjustab membraanipotentsiaali muutumist selle iooni tasakaalulise potentsiaali suunas. Näiteks suhteliselt suur K+ ioonide difusioon välja võib tekitada tasakaalulise membraanipotentsiaali –91 mV. Väiksem Na+-ioonide difusioon sisse neutraliseerib osa K+ ioonide tekitatud negatiivsest membraanipotentsiaalist ja resulteeruv membraanipotentsiaal võib olla näiteks –70 mV. Tegelikult mõjutab kõikide laetud osakeste liikumine membraanipotentsiaali. Loomarakkudes on membraanipotentsiaali tekitamisel olulise tähtsusega suure transmembraanse kontsentratsioonigradiendiga K+-, Na+- ja Cl−-ioonid. Spetsiifiliste ioonikanalite esinemine tagab, et need ioonid läbivad membraane suhteliselt hästi, kuid tavaliselt on membraanid K+-ioonidele paremini läbitavad kui Na+- ja Cl–-ioonidele. Relatiivne läbitavus Na+: Cl– : K+ jaoks on keskmiselt 1 : 10 : 100. Nende ioonide summaarset mõju membraanipotentsiaalile on võimalik arvutada Goldman-Hodgkin-Katzi (GHK) võrrandist:


    (4.10-6)
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    Võrrandis 4.10-6:


    ΔΨ – membraanipotentsiaal (volt);


    R – universaalne gaasikonstant (8,314 J K−1 mol−1);


    T – absoluutne temperatuur Kelvini kraadides (°C + 273 K);


    F – Faraday konstant (9,649 x 104 J V-1 mol-1);


    z – aineosakese valents (laenguarv);


    – membraani läbitavuskoefitsiendid vastavalt K+, Na+, Cl– jaoks (m s-1);


    [K+]V, [Na+]V, [Cl–]V – K+, Na+, Cl– kontsentratsioonid väljaspool rakku (mol m-3);


    [K+]S, [Na+]S, [Cl-]S – K+, Na+, Cl– kontsentratsioonid raku sees (mol m-3).


    Võrrandi tuletajad on USA teadlane David E. Goldman ja inglise teadlased, Nobeli preemia laureaadid Alan Loyd Hodgkin (Nobeli preemia 1963) ja Bernard Katz (Nobeli preemia 1970). Kui Na+- ja Cl–-kanalid on suletud, siis osaleb membraanipotentsiaali määramises ainult K+, ja GHK võrrand taandub Nernsti võrrandiks. Läbitavuskoefitsient (ingl permeability coefficient) on arvutatav valemist P = K x D / ∆x, milles K on õli/vesi jaotuvuskoefitsient, D on difusioonikoefitsient (m2 s-1) ja ∆x on membraani paksus (m). Läbitavuskoefitsientide väärtused on katseliselt määratavad ja sõltuvad raku tüübist ja konkreetsetest tingimustest. Keskmised läbitavuskoefitsiendid K+-ioonide jaoks on ligikaudu vahemikus 10-11–10-9 m s-1 ning Na+-ioonide jaoks suurusjärk väiksemad.


    Membraanipotentsiaali tekitavad ka aktiivset transporti teostavad pumbad, põhjustades membraani eri külgedel ioonide ebavõrdset jaotust. Selliseid pumpasid nimetatakse elektrogeenseteks pumpadeks. Loomarakkudes on oluline Na+/K+-ATPaas, mis toimetab ühe ATP molekuli hüdrolüüsi energia arvel kolm Na+-iooni välja ja kaks K+-iooni sisse ja tekitab negatiivse membraanipotentsiaali. Taimerakkude membraanis on peamine elektrogeenne negatiivset membraanipotentsiaali tekitav pump H+-ATPaas, mis transpordib ühe ATP molekuli hüdrolüüsi arvel ühe prootoni rakust välja.


    4.10.3.2. Transpordivalkude jaotus energeetika ja toimemehhanismi alusel


    Ioonide lihtne difusioon läbi membraani lipiidikihi on aeglane ega taga selliste füsioloogiliste protsesside nagu lihaste kontraktsioon või närviimpulsside liikumine, toimumiseks vajalikku kiiret ioonide voolu. Looduslikud membraanid sisaldavad transpordivalke, mis kiirendavad ainete läbiminekut ja on selektiivsed ainult ühe või teatud ainete rühma transpordiks. Transpordivalke jagatakse transpordi mehhanismi ja energeetika alusel kolme rühma. Pumbad (ingl pumps) teostavad aktiivset transporti: aine liikumist väiksema elektrokeemilise potentsiaaliga piirkonnast suurema elektrokeemilise potentsiaaliga piirkonda. Kandjad (ingl carriers) ja kanalid (ingl channels) on transpordivalgud, mis teostavad passiivset transporti: ainete liikumist difusiooni teel suurema elektrokeemilise potentsiaaliga piirkonnast väiksema elektrokeemilise potentsiaaliga piirkonda – kergendatud difusiooni viisil (joonis 4.328).
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    Joonis 4.328. Passiivne ja aktiivne membraantransport. Passiivne transport väiksema elektrokeemilise potentsiaali poole toimub lihtsa difusiooni teel läbi lipiidide kaksikkihi või kanalite ja passiivsete kandjavalkude abil kergendatud difusioonina. Aktiivne transport suurema elektrokeemilise potentsiaali poole toimub aktiivset transporti teostavate kandjavalkude (pumpade) vahendusel ja vajab metaboolse energia kulutamist. Modifitseeritud Alberts, B. et al., 4th ed., 2014 järgi.


    Kandjavalgud muudavad transpordi käigus konformatsiooni, kanalivalgud ei muuda või muudavad vähe. Nii passiivset kui ka aktiivset transporti teostavad valgud on selektiivsed ja enamasti transpordivad ainult üht tüüpi molekule või ioone. Rakumembraanis või organellide membraanides paiknevast spetsiifilisest transpordivalkude spektrist sõltub, millised ained või ioonid sisenevad ja väljuvad. Rahvusvaheline Biokeemia ja Molekulaarbioloogia Ühing (International Union of Biochemistry and Molecular Biology, IUBMB) on kinnitanud membraanide transpordivalkude klassifikatsiooni (Transporter Classification Database, TCDB).


    4.10.3.2.1. Pumbad teostavad aktiivtransporti


    Pumbad korraldavad läbi primaarset aktiivtransporti, sest ATP hüdrolüüsil või teistest allikatest vabanev energia kasutatakse otseselt aine molekulide või ioonide liigutamiseks vastu elektrokeemilise potentsiaali gradienti kandjavalgu konformatsiooni muutumise vahendusel. Ühe mooli ATP hüdrolüüsil võrrandi ATP + H2O = ADP + Pi järgi vabaneb standardtingimustes ligikaudu 30,6 kJ energiat. Füsioloogilistes tingimustes reaktsiooni komponentide kontsentratsioonid erinevad standardtingimuste kontsentratsioonist (1 M) ja ATP hüdrolüüsil võib vabaneda rohkem kui 50 kJ energiat. ATP ja Pi kontsentratsioonid on rakkudes tavaliselt suuremad kui ADP oma, vastavalt ligikaudu 3–5 mM, 10 mM ja 1 mM. Reaktsiooni käigus vabaneva energia hulk ∆G sõltub reageerivate ühendite kontsentratsioonist ja on avaldatav valemiga


    ∆G = ∆G0 + RTln Q


    ( 4.10-7)


    Valemis 4.10-7 on ∆G0 standardtingimustes vabanev energia, Q on produktide kontsentratsioonide korrutis jagatud lähteühendite kontsentratsioonide korrutisega, R on gaasikonstant (8,314 J mol-1 K-1), T on absoluutne temperatuur (K). Reaktsiooni toimumisel ∆G väheneb (muutub vähem negatiivseks) ajas, kuni lõpuks saavutab tasakaaluseisundis väärtuse „null“, ja Q muutub võrdseks tasakaalukonstandiga K.


    Tasakaaluseisundis on


    ∆G0 = –RT ln K


    (4.10-8)


    Valemitest 4.10-7 ja 4.10-8 on tuletatav alljärgnev seos:


    ∆G = –RT ln (K/Q)


    (4.10-9)


    Valemist 4.10-9 on näha, et vabaneva energia hulk on seda suurem, mida kaugemal on reaktsioon tasakaaluseisundist (mida väiksem on Q võrreldes K-ga). Valem võimaldab arvutada reaktsiooni vabaenergia suurust standardtingimustest erinevate kontsentratsioonide jaoks.


    Kuni 50% rakkudes toodetud ATP-st kasutavad pumbad. Transpordi kiirus pumpade vahendusel on aeglane, keskmiselt 100 osakest sekundis, sest iga transpordiakti jaoks on vajalik valgu konformatsiooni muutus. Pumpade aeglust kompenseerib nende suur arv. Membraani µm2 kohta võib esineda 102–103 pumpa.


    Pumbad võib struktuuri ja toimemehhanismi alusel jagada neljaks rühmaks (joonis 4.329).
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    Joonis 4.329. Pumpade neli klassi. P-tüüpi pumbad fosforüüluvad transpordi käigus ja defosforüüluvad. P-tüüpi pumpadest avastati esimesena H+-pump, mis esineb taimede, seente, bakterite rakumembraanis. P-tüüpi pumpadest esineb Na+/K+-pump loomade rakumembraanis ning Ca2+-pump esineb rakumembraanis ja endoplasmaatilise võrgustiku membraanis, samuti mitokondrite, kloroplastide ja vakuoolide membraanides eukarüootidel. V-tüüpi prootonpumbad esinevad loomarakkude endosoomide ja lüsosoomide membraanides, samuti taimede ja seente vakuoolide membraanides. V-tüüpi prootonpumbad transpordivad prootoneid tsütosoolist väliskeskkonda või endosoomidesse ja vakuoolidesse. F-tüüpi prootonpumbad esinevad bakterite rakumembraanis, samuti kloroplastide ja mitokondrite membraanides. Nad kasutavad elektronide transpordiahelates tekkinud prootonite liikumapanevat jõudu ATP sünteesiks. ABC-tüüpi pumbad esinevad bakterite ja eukarüootide rakumembraanis ja taimede vakuooli membraanis. ABC-tüüpi pumpades tähistab A pumba transmembraanset domeeni ja T tähistab ATP-d siduvat domeeni. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 2008 järgi.


    4.10.3.2.1.1. P-tüüpi pumbad


    P-tüüpi pumbad transpordivad peamiselt katioone ja hoiavad katioonide suurt elektrokeemilist gradienti läbi membraani, mis võimaldab toimida paljudel raku füsioloogilistel protsessidel, nagu näiteks signaalirajad ja toitainete transport. Lipiide transportivad P-tüüpi pumbad võivad tekitada fosfolipiidide ebasümmeetrilist jaotust membraanis. Organismides esinevad P-pumbad on sarnase aminohappelise koostisega ja arvatakse olevat tekkinud evolutsiooniliselt väga vara enne bakterite, arhede ja eukarüootide eristumist. Pumba katalüütiline alaüksus sisaldab 6–12 membraani läbivat α-heeliksi piirkonda ja 3 tsütosoolis paiknevat domeeni. Nukleotiide siduv N-domeen seob ja positsioneerib ATP, konserveerunud DKTGT järjestust sisaldavas P-domeenis seostub fosfaatrühm asparagiinhappe (D) jäägile, A domeen (ingl actuator) osaleb ATP hüdrolüüsis. P-tüüpi ATPaasid võivad esineda mitmes erinevas konformatsioonis. Erinevatel konformatsioonidel on erinev aktiivsus eksporditava ja imporditava aine/iooni suhtes. Konformatsiooni muutuse, mis võimaldab ATP energiat kasutada ioonide transpordiks vastu elektrokeemilise potentsiaali gradienti, põhjustab fosfaatrühma ülekanne ATP-lt valgule. Fosforüleeritud vahevormide esinemine on andnud seda tüüpi pumpadele iseloomuliku tähistuse – P-tüüpi pumbad – ja põhjustab ka inhibeerimise vanaadiumi (V) sooladega. Vanaadiumisoolade struktuur sarnaneb ortofosforhappe jääkide struktuuriga ja seetõttu vanaadiumi seostumine takistab transpordivalkude fosforüülimist konkurentse inhibitsiooni teel. Pumpade koosseisus võivad esineda ka täiendavad reguleerivad alaüksused. P-tüüpi pumpasid on tuntud sadu, nad jaotatakse ehituse ja katalüüsi mehhanismi alusel viieks alarühmaks. Tuntuimad P-tüüpi pumbad on Na+/K+-ATPaas, Ca2+-ATPaasid ja H+-ATPaasid.


    Na+/K+-ATPaas ehk Na+/K+-pump avastati P-tüüpi pumpadest esimesena 1957. aastal, avastaja oli Taani teadlane Jens Christian Skou. Avastust tunnustati Nobeli keemiapreemiaga 1997. aastal. Na+/K+-pump esineb peamiselt loomades ja seentes. See koosneb katalüütilisest α-alaüksusest, glükosüülitud β-alaüksusest ja võib sisaldada koespetsiifilist regulatoorset γ-alaüksust (joonis 4.330).
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    Joonis 4.330. Rakumembraani Na+/K+-ATPaas. Na+/K+-ATPaas koosneb ioone transportivast α-alaüksusest ja glükosüülitud β-alaüksusest. 1. ATP seostub α-alaüksuse N-domeeni ja samal ajal seostuvad kolm Na+-iooni. 2. ATP hüdrolüüsumisel liigub ADP tsütosooli ja Pi seostub P-domeeni D-jäägiga. 3. Fosforüülumine põhjustab pumba üleminekut E1-konformatsioonist E2-konformatsiooni. 4. E2-konformatsioonil on väike afiinsus Na+-ioonide suhtes ja suur afiinsus K+-ioonide suhtes, vabanevad kolm Na+ ja seostuvad kaks K+ rakuvälisest ruumist. 5. Pi vabanemisel toimub üleminek E2-konformatsioonist E1-konformatsiooni. 6. Kaks K+-iooni vabanevad tsütosooli, sest E1-konformatsiooni afiinsus K+-ioonide suhtes on väike ja Na+-ioonide suhtes suur. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 2008 järgi.


    On teada, et β-alaüksus on vajalik α-alaüksuse transportimiseks membraani ja struktuuri stabiliseerimiseks. Regulatoorne alaüksus on oluline seostumisel membraani lipiididega ja muudab pumba kineetilisi parameetreid, korrigeerides afiinsust Na+, K+ ja ATP suhtes. Pumba töötsükli toimumisel ühe ATP molekuli hüdrolüüsi kohta liigub kolm Na+ välja ja kaks K+ sisse, summaarselt üks positiivne laeng välja. Na+/K+-pump on seega elektrogeenne ja osaleb negatiivse membraanipotentsiaali tekkimises. Samuti hoiab pump [Na+] tsütosoolis kordi madalama ja [K+] kõrgemana võrreldes väliskeskkonnaga (tabel 4.12). Rakkudest eemaldatud naatriumiioonid sisenevad uuesti passiivselt teiste transporterite ja ioonikanalite vahendusel, sest suur elektrokeemilise potentsiaali gradient Na+ suhtes tekitab elektrokeemilise jõu, mis liigutab Na+ rakkudesse (joonis 4.328). Seetõttu ongi Na+-ioonid loomarakkudes mitme aine koostranspordil eelistatult kasutatav elektrokeemilise potentsiaali gradiendi suunas liikuv ioon. [Na+] gradiendi olemasolu neuronites tagab närvirakkude aktsioonipotentsiaali tekkimise.


    Na+/K+-ATPaas esineb transportimisel kahes ioonide suhtes erineva afiinsusega E1- ja E2-konformatsioonis (joonis 4.330). Fosforüülumata E1-vormil on kolm seostumiskohta ja kõrge afiinsus Na+-ioonide suhtes ning madal afiinsus K+-ioonide suhtes. See võimaldab tsütosooli Na+ seostuda kolme seostumiskohta ja kahel väliskeskkonnast seotud K+ vabaneda tsütosooli. Kui toimub ATP hüdrolüüs ja vabanenud fosfaatrühm seostub α-alaüksuse D-jäägiga (pump esineb fosforüülitud E2-vormis), siis tekib K+ suhtes suure afiinsusega ja Na+ suhtes madala afiinsusega konformatsioon, mis võimaldab tsütosoolist seotud Na+ lahkuda keskkonda ja kahel K+-ioonil seostuda keskkonnast pumbaga. Fosfaatjäägi dissotsieerumisel muutub E2-konformatsioon uuesti E1-konformatsiooniks ja kaks välisküljel seotud K+ vabanevad tsütosooli. Na+/K+-ATPaas võib osaleda ATP sünteesis, kui [Na+] ja [K+] erinevused kahel pool membraani on sellised, et elektrokeemilise potentsiaali erinevus annab sama palju energiat, kui on vaja ATP sünteesiks. Pumba fosforüülitud vorm võib anda fosfaatrühma ADP-le.


    Loomarakus kulub keskmiselt 1/3 rakus kasutatavast energiast selle pumba töötamiseks. Na+/K+-ATPaas on vajalik eelkõige osmootse rõhu ja raku ruumala regulatsioonis, määrates rakusisese ainete kontsentratsiooni. Pump on oluline pH regulatsioonis ja toitainete sisenemiseks rakku kotranspordis Na+-ioonidega. Pumba inhibeerimine taime Strophantus gratus seemnest pärit noolemürgina kasutatud südameglükosiidi ouabaiiniga põhjustab loomarakkude paisumist ja lõhkemist, sest rakkudes kasvab [Na+] ja siseneb rohkem vett. Na+/K+-ATPaas on mitmete ravimite terapeutiline märklaud. Pumba pärssimist kasutatakse mõningate nõrga südametegevuse juhtude raviks. Fosforüülitud Na+/K+-pumbal on kõrge afiinsus aiataimest sõrmkübarast (Digitalis sp.) pärit inhibeerivate steroidsete glükosiidide, nagu näiteks digitoksiini suhtes. Kui pumba töö pidurdada, siis Na+ ioonide eksport ja kontsentratsiooni erinevus raku sise- ja väliskeskkonna vahel väheneb. Na+/Ca2+ antiporti teostav transpordivalk funktsioneerib väiksema [Na+] gradiendi korral väiksema aktiivsusega ja Ca2+ väljutatakse vähem. See põhjustab [Ca2+] kasvu tsütoplasmas ja sellest põhjustatud intensiivsemaid südamelihaste kokkutõmbeid.


    Ca2+-ATPaasid hoiavad Ca2+-ioonide kontsentratsiooni rakkudes madala. Tuntud on rakumembraani, endoplasmaatilise retiikulumi ja vakuooli membraani (tonoplasti) Ca2+-ATPaasid, mis pumpavad vastavalt Ca2+-ioone rakkudest välja, ER luumenisse ja vakuooli. Tulemuseks on madal [Ca2+] rakkude tsütosoolis (ligikaudu 0,1–0,2 µM) ja tuhandeid kordi kõrgem (1–2 mM) kontsentratsioon rakuvälises ruumis, ER luumenis ja vakuoolis (tabel 4.11). Madal [Ca2+] tsütosoolis on oluline, sest võimaldab kiire [Ca2+] suurendamise kaudu toimuda sellistel protsessidel nagu lihasrakkude kokkutõmme. [Ca2+] moduleerimine on oluline paljude signaaliradade toimimiseks. Samuti väldib madal Ca2+ sisaldus fosfaatide sadenemist Ca-sooladena. Kõige paremini, lahutusvõimel 2,3–3,5 Å, on käesolevaks ajaks tuntud lihasrakkude sarkoplasmaatilise retiikulumi membraanis paikneva Ca2+-ATPaasi (ingl sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase, SERCA) struktuur ja konformatsiooni muutused Ca2+ transportimise erinevatel etappidel. Ca2+-ATPaasil on E1 konformatsioonis suur afiinsus Ca2+ suhtes ja tsütosoolipoolsel membraani küljel toimub Ca2+ seostumine. Üleminekul väikese afiinsusega E2-vormi vabaneb Ca2+ ER luumenisse. Endoplasmaatilise retiikulumi Ca2+- ATPaas transpordib ühe ATP molekuli hüdrolüüsi arvel kaks Ca2+-iooni ER luumenisse ja kaks kuni kolm prootonit tsütosooli. Kaasnev prootonite transport on oluline membraanipotentsiaali hoidmiseks. On teada, et loomade rakumembraani Ca2+-ATPaaside (ingl plasma membrane Ca2+-ATPase, PMCA) geenide ekspressiooni reguleerivad mitmesugused kasvufaktorid ja hormoonid, toimub alternatiivne splaissimine. Erinevad rakumembraani Ca2+-ATPaasid on erineva paigutusega, tuntakse eelkõige lihastes, piimanäärmetes ja närvikoes paiknevaid vorme. Aktiivsuse reguleerimine võib toimuda fosforüülimise, oligomeerumise ja mitmesuguste valkudega seostumise vahendusel. Loomade rakumembraani Ca2+-ATPaas aktiveerub kalmoduliini (üks arvukatest Ca2+ siduvatest valkudest) seostumisel C-otsa teatud domeeniga. Konformatsiooni muutus kalmoduliiniga seostumise tagajärjel vabastab varjestatud Ca2+ siduva piirkonna ja kaotab pumba autoinhibeerumise. Rakumembraani Ca2+-ATPaaside geneetilised defektid on seotud paljude erinevate haiguste (kõrge vererõhk, südamehaigused, tasakaaluhäired, kuulmishäired, vähk, vananemine) tekkimisega. Ca2+-ATPaase on leitud ka mitokondrite ja lüsosoomide membraanides, samuti kloroplaste ümbritsevas membraanis.


    P-tüüpi H+-ATPaasid, on taimede ja seente ning imetajate maoseinte rakkude membraanis esinevad ning prootoneid transportivad P-tüüpi ATPaasid (ingl plasma membrane proton pumping ATPase, PMHA). Rakumembraani P-tüüpi H+-ATPaas koosneb ühest valguahelast molekulmassiga ligikaudu 100 kDa, mis transpordib ühe ATP hüdrolüüsi arvel ühe prootoni rakust välja. Pumba aktiivsust reguleerib valgu C-otsas paiknev autoinhibitsiooni domeen. Paljudes signaalahelates osaleva regulaatorvalgu 14-3-3 dimeeri seostumine selle domeeni eelnevalt fosforüülitud treoniinijäägiga kõrvaldab inhibitsiooni. Taimedes on tuntud suur hulk selle pumba erineva koespetsiifilise ekspresseerumisega geene. Vartes ja juurtes on see pump kasvuregulaatori indolüül-3-äädikhappe (auksiini) esimene märklaud. Auksiin suurendab prootoneid transportiva P-tüüpi H+-ATPaasi geenide ekspresseerumist. Prootonite sekretsiooni tõttu hapustub rakke ümbritsev vesilahus. Rakukesta lahuse pH vähenemise tagajärg on happelise pH-optimumiga hüdrolaaside aktiveerumine ja rakuseina komponentide vaheliste sidemete katkemine, mis võimaldab taimeraku turgorpõhise venimiskasvul suureneda. H+-ATPaas aktiveerub pH vähenedes ja on oluline tsütosooli aluselise keskkonna säilitamiseks. Samuti on see pump oluline prootonite liikumapaneva jõu Δp (ingl proton motive force) tekitamisel taimedes ja seentes. Prootonite liikumapanev jõud on transmembraanne prootonite elektrokeemilise potentsiaali gradient ning leitav väliskeskkonna ja tsütosooli prootonite elektrokeemiliste potentsiaalide vahena valemi 4.10-4 alusel (∆G = Δ m¯) ning avaldatav energiaühikutes Prootonite liikumapanevat jõudu võib avaldada ka pingeühikutes. Selleks jagatakse prootonite elektrokeemilise potentsiaali vahe (Δ m¯ H+) Faraday arvu ja prootonite laenguarvu korrutisega (zF). Sõltuvus pH = – log [H+] lubab prootonite liikumapaneva jõu arvutamiseks kasutada valemit
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    (4.10-10)


    Valemis 4.10-10 on prootonite kontsentratsiooni erinevus membraani külgedel tähistatud kui , muu tähistus vastab valemile 4.10-4.


    Kui tsütosooli pH on 7,5, rakuseina lahuse pH 5,5 ning membraanipotentsiaal –150mV, siis on Δp väärtus 25 °C tingimustes –268 mV, mis vastab 26 kJ vabaenergiale. Prootonite liikumapanevat jõudu võib käsitleda energiavaluutana. Taimede, seente ja bakterite membraanides paiknevad P- ja ka V-tüüpi pumbad kasutavad ATP hüdrolüüsil vabanevat energiat prootonite elektrokeemilise potentsiaali erinevuse tekitamiseks, mis omakorda annab energiat teiste ioonide ja lahustunud ainete rakku, vakuooli või lüsosoomidesse transpordiks kotranspordi vahendusel. Kloroplastide ja mitokondrite F-tüüpi pumbad kasutavad prootonite liikumapanevat jõudu ATP sünteesimiseks (joonis 4.330).


    Taimede vakuoolide ja bakterirakkude membraanides on leitud lihtsa struktuuriga prootoneid transportivad pumbad, mis kasutavad energiaallikana pürofosfaatide (PPi) hüdrolüüsi ja on seetõttu saanud nimetuse H+-pürofosfataasid ehk H+-PPaasid. Esimene H+-PPaas, millel esineb ka võime pürofosfaatide sünteesiks prootonite liikumapaneva jõu arvel (H+-PPi süntaasne aktiivsus), avastati fotosünteesivas bakteris Rhodospirillum rubrum. Hiljem on H+-PPaase leitud arhedes ning kõikides anaeroobsetes fotosünteesivates prokarüootides. Hapnikku tekitavates tsüanobakterites puuduvad H+-PPaasid, aga esinevad eukarüootide evolutsioonilises klorofülle sisaldavas nn rohelises liinis alates üherakulistest vetikatest ja lõpetades taimedega. H+-PPaasi kodeeriv geen identifitseeriti esimesena müürloogas Arabidopsis thaliana. Selle geeni kodeeritud transpordivalgud on dimeerid, mille monomeeris on 16 transmembraanset hüdrofoobset heeliksit. On kindlaks tehtud, et eri taimede H+-PPaaside aminohappeline järjestus on 90% ulatuses identne, bakteritega on kattuvus ligikaudu 30%. Andmed on võimaldanud kindlaks teha konserveerunud piirkonnad ja andnud aluse hüpoteesile, et H+-PPaasid on primaarsed prootonipumbad ja PPi kasutamine energiaallikana ainevahetuses kujunes välja varem kui ATP kasutamine. Arvatakse, et see pump võimaldab sahhariidide, valkude ja nukleiinhapete ainevahetuses tekkiva PPi ärakasutamist ja selle hüdrolüüsienergia arvel prootonite kontsentratsioonigradiendi tekitamist vakuooli membraanis. Taimedes võimaldab H+-PPaasi ja V-tüüpi H+-ATPaasi ühendatud toime ainete transporti vakuoolidesse ka ATP defitsiidi tingimustes.


    4.9.3.2.1.2. V-tüüpi pumbad


    V-tüüpi pumbad on tähistuse saanud paiknemise järgi taimede ja pärmiseente vakuoolide membraanides (ingl vacuolar). V-tüüpi pumbad transpordivad ainult prootoneid. P-tüüpi H+-ATPaasidega võrreldes on V-tüüpi pumbad keerulisema ehitusega ja koosnevad suurest hulgast erinevatest alaüksustest. Tsütoplasmas paiknev heksameerne vahelduvatest α- ja β-alaüksustest koosnev katalüütiline kompleks V1 (joonis 4.330) teostab ATP hüdrolüüsi. Membraani kinnituva prootoneid transportiva turbiinisarnase V0-osa moodustavad 9–12 erinevate valkude subühikut. Pumpade koostisse kuuluvad ka V0- ja V1-kompleksi ühendavad valgud. ATP hüdrolüüs V1-osas indutseerib rotatsioonilise muutuse ühendavas piirkonnas, mis kandub edasi V0-osale ja põhjustab prootonite liikumist tsütosoolist välja vakuoolidesse. Fosforüülitud vahevorme transportimisel ei moodustu ja pumbad pole inhibeeritavad vanaadiumi sooladega, vaid näiteks Streptomyces griseus’e antibiootikumide bafülomütsiinidega. V-tüüpi H+-ATPaasid transpordivad ühe ATP hüdrolüüsi arvel kaks prootonit. Seda tüüpi pumbad transpordivad prootoneid ka loomarakkude endosoomidesse ja sekreteeritavatesse vesiikulitesse. P-tüüpi H+-ATPaasid on olulised tsütosoolis aluselise pH säilitamiseks. V-tüüpi pumpade funktsioneerimisel tekib sajakordne või isegi suurem prootonite kontsentratsioonigradient ja hüdrolüütiliste ensüümide aktiivsuseks vajalik happeline keskkond (pH 4,5–5,0) organellides. Tekkinud prootonite liikumapanevat jõudu kasutatakse ainete liikumiseks organellidesse kotranspordis prootonitega. Näiteks pärmiseentes liigub kaltsium vakuooli H+/Ca2+ antiporti teostava kandja abil, neuromediaatorid sisenevad närviraku sekreteeritavatesse vesiikulitesse antipordis prootonitega. V-tüüpi H+-ATPaasid paiknevad ER ja Golgi kompleksi vesiikulite membraanis. Spermide Golgi kompleksist moodustunud akrosomaalses membraanis esinevad V-tüüpi H+-ATPaasid hapustavad akrosoomi. See aktiveerib spermi munarakku tungimiseks vajalikud proteaasid. Proteaasid lagundavad munaraku väliskihi, mis võimaldab spermi haploidsel tuumal siseneda munarakku. Eeldatakse, et ER-s ja Golgi kompleksis toimub V-tüüpi H+-ATPaasi kokkupanek alaüksustest, sest seal paiknevad spetsiaalsed, formeerumiseks vajalikud montaaživalgud. ER-st ja Golgi kompleksist eralduvate vesiikulite liikumise vahendusel saab V-tüüpi H+-ATPaas liikuda lüsosoomi- ja vakuoolimembraani.


    4.9.3.2.1.3. F-tüüpi pumbad


    F-tüüpi pumbad transpordivad prootoneid väliskeskkonnast bakterite tsütosooli, mitokondrite välis- ja sisemembraani vahelisest ruumist maatriksisse ja kloroplastide tülakoidide siseruumist stroomasse. Struktuurilt on F-tüüpi pumbad väga sarnased V-tüüpi H+-ATPaasidega (joonis 4.329). Kuid vastupidi V-tüüpi pumpadele liiguvad neis prootonid elektrokeemilise potentsiaali gradiendi poole ja transpordil vabanev energia kasutatakse ATP sünteesiks. Joonisel 4.328 on pumba membraanis paiknev osa tähistatud kui F0 ja tsütosoolis paiknev katalüütiline kompleks kui F1. F-tüüpi pumbad on tagurpidi töötavad V-tüüpi pumbad. Prootonite seostumine F0-kompleksi alaüksustega põhjustab membraanis paikneva osa pöörlemist. 40–60 nm kullaterakestega märgistatud F0-kompleks E. coli membraanis pöörleb pumba mitteliikuva osa (staatori) suhtes kiirusega üle 400 pöörde sekundis vastupidi kellaosuti liikumisele. V-tüüpi H+-ATPaasidel pöörleb F0-kompleks kellaosuti liikumise suunas. Kuidas toimub katalüüsi ja prootonite rotatsioonilise liikumise ja ATP sünteesi energeetiline seostamine, pole üksikasjalikult selge tänapäevani. F-tüüpi pumpades kasutatav prootonite elektrokeemilise potentsiaali erinevus tekib elektronide liikumisel vastavates elektronide transpordiahelates. Fotosünteetilises elektronitranspordiahelas liiguvad prootonid stroomast tülakoidide siseruumi, mitokondriaalses elektronitranspordiahelas maatriksist membraanidevahelisse ruumi ja bakterirakkudes tsütosoolist väliskeskkonda vastu prootonite elektrokeemilise potentsiaali gradienti. Prootonite tagasiliikumisel väiksema elektrokeemilise potentsiaali suunas luumenist stroomasse, membraanide vaheruumist maatriksisse ja väliskeskkonnast rakkudesse läbi F-tüüpi pumpade kasutatakse prootonite liikumapanev jõud ära ATP sünteesiks. Üksikasjalisem F-tüüpi H+-ATPaaside struktuur ja ATP sünteesi põhimõte mitokondrites ja kloroplastides on kirjeldatud alapeatükkides 4.6.5 ja 4.7.5. Sõltuvalt ATP ja ADP kontsentratsioonide suhtest ja prootonite elektrokeemilise potentsiaali gradiendi suunast võivad F-tüüpi H+-ATPaasid kas sünteesida või hüdrolüüsida ATP-d.


    4.9.3.2.1.4. ABC-tüüpi pumbad


    ABC-tüüpi pumbad on arvukaim pumpade klass. Tuntud on rohkem kui 300 esindajat. Inimesel esineb 48 ja bakteril E. coli 78 ABC-pumpade valke kodeerivat geeni. Tüüpilise ehitusega ABC-pump sisaldab hüdrofoobsete membraani läbivate alaüksuste paari ja ATP-d siduvate alaüksuste paari. Esinevad ka valgud, milles mõlemad domeenid (membraani läbiv ja nukleotiidi siduv) paiknevad ühes valguahelas ja pumba molekul koosneb kahest dimeerist (joonis 4.330). Ühe molekuli transpordiks on vajalik kahe ATP molekuli hüdrolüüs. ATP seostumine põhjustab kahe ATP-d siduva piirkonna seostumise teineteisega ja paljastab transporditava ühendi seostumiskoha. ATP hüdrolüüs põhjustab ATP-d siduvate piirkondade üksteisest eraldumise, vabastab ühendi membraani teiselt küljelt ja taastab pumba esialgse konformatsiooni. ABC-tüüpi pumbad on nimetuse saanud nende koostises oleva iseloomuliku aminohappelise järjestusega ATP-d siduva piirkonna (ingl ATP binding cassette) alusel. Nukleotiidi siduvale piirkonnale on iseloomulik kahe tüüpilise aminohappelise järjestusega Walkeri motiivi esinemine. Walkeri A-motiivi järjestus on GXXGXGKS/T (X on suvaline aminohape), millega seostub ATP hüdrolüüsil vabanev Pi. Samamoodi nagu P-tüüpi ATPaasid on ka ABC-pumbad inhibeeritavad vanaadiumi sooladega. Walkeri B-motiiv ΦΦΦΦD (Φ on suvaline hüdrofoobse aminohappe jääk) seob katalüüsiks vajalikku metalli.


    ABC-pumbad esinevad loomade, taimede ja prokarüootide rakkude membraanides ning transpordivad väga mitmekesiseid substraate: aminohappeid, fenoolseid ühendeid, sahhariide, anorgaanilisi ioone, lipiide, isegi polüsahhariide ja polüpeptiide. Prokarüootide ABC-pumbad impordivad rakku toitaineid ja ekspordivad rakuseina komponente ning patogeensuseks vajalikke toksiine, antibiootikume, siderofoore. Eukarüootides esinevad peamiselt mitmesuguste ühendite (hormoonid, kolesterool, fosfolipiidid, peptiidid, rakkude pinnaretseptorid) eksportijad. Taimedes on ABC-pumbad esindatud eriti rikkalikult ja paiknevad rakumembraanis ja tonoplastis (vakuooli membraan), kuid neid on leitud ka mitokondrite, plastiidide ja peroksüsoomide membraanides. Nende abil toimub taimede terpenoidse struktuuriga lõhna- ja kaitseainete ning kutiikula komponentide sekretsioon, samuti rakkude kasvu soodustava indolüül-3-äädikhappe eksport rakuvaheruumidesse. Tonoplasti ABC-pumbad transpordivad vakuooli fenoolse struktuuriga õitele ja viljadele värvi andvaid pigmente ja toksilisi ksenobiootikume glutatiooniga seotud kujul nende kahjutustamiseks. Paljud ABC-pumbad on laia substraadispetsiifilisusega, mis on enamiku transpordivalkude jaoks ebatüüpiline.


    ABC-pumpade geenide polümorfismi ja mutatsioonidega on seotud paljud inimese haigused (tsüstiline fibroos, Tangier’ haigus, adrenoleukodüstroofia, silma kollatähni vanusest tingitud kängumine). Tsüstilise fibroosi põhjuseks on mutatsioon CFTR (ingl cystic fibrosis transmembrane conductance regulator protein) valgu geenis. CFTR transpordib Cl‾ läbi epiteelirakkude membraani ja reguleerib ioonide kontsentratsiooni rakke ümbritsevas keskkonnas, eriti kopsudes. CFTR valk funktsioneerib kanalina, mis avaneb ja sulgub ATP seostumisel ja hüdrolüüsil.


    Imetajate maksa-, soole- ja neerurakkude membraanis esineb ravimeid eksportiv valk MDR1. Tähistus on tulnud sellest, et selle valgu geeni (Mdr1) üleekspresseerumise korral on vajalikud tavalisest palju suuremad antibiootikumide ja (keemia)ravimite doosid, sest ravimid transporditakse kiiresti rakkudest välja ja tekib ravimiresistentsus (ingl multidrug-resistance, MDR). Kuni 40% inimesel esinevatest halvaloomulistest kasvajatest võivad olla sel põhjusel ravimiresistentsed. On teada, et füsioloogilistes protsessides osaleb sama pump teatud steroidhormoonide, kolesterooli ja fosfolipiidide ekspordis. MDR1 funktsioneerib ka flipaasina, transportides fosfolipiide membraani tsütosoolipoolsest lipiidikihist väliskihti, võimaldades nende polaarsel peal liikuda läbi hüdrofoobse lipiidide kaksikkihi pumba hüdrofiilsete rühmadega taskus.


    4.10.3.3. Passiivset transporti teostavad kandjavalgud


    Kandjavalgud on passiivset transporti teostavad integraalsed membraanivalgud (joonis 4.332). Passiivset transporti kandjavalkudega nimetatakse ka kergendatud difusiooniks, sest lihtsa difusiooniga võrreldes toimub see kiiremini ja on selektiivne (joonis 4.331).
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    Joonis 4.331. Glükoosi uniport rakkudesse. Joonisel on glükoosi sisenemise kiirus V0 (µmol/rakkude lahuse ml kohta minutis) sõltuvalt lahuse glükoosikontsentratsioonist. Kandjatega transpordi kineetika vastab ensüümide Michaelise-Menteni küllastuskõverale. Vmax on transpordi maksimaalne kiirus (kõik kandjamolekulid on küllastatud glükoosiga). Km on glükoosi kontsentratsioon, millele vastav kiirus on pool maksimaalsest. Erinevate geenide kodeeritud uniporterid transpordivad glükoosi erineva kiirusega. Kandjavalgud kiirendavad transporti võrreldes lihtsa difusiooniga, mille kiirus on arvutatud Ficki esimesest seadusest. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 2008 järgi.


    Transportimise käigus toimub transporditavate ioonide ja molekulide seostumine transpordivalguga samamoodi nagu ensüüm-substraat kompleksi moodustumine ensümaatilise katalüüsi käigus. Kandjavalkude teostatava transpordi kiirus sõltuvalt transporditava aine kontsentratsioonist vastab küllastuskõverale (joonis 4.331) ja on kirjeldatav Michaelise-Menteni võrrandi alusel:
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    (4.10-11)


    Valemis 4.10-11 on v transpordi kiirus, Vmax on transpordi maksimaalne kiirus, [S] on transporditava aine kontsentratsioon, Km on Michaelise konstant (aine kontsentratsioon, mille juures transpordi kiirus on pool maksimaalsest).


    Kandjavalkudest vahendatud transport on spetsiifiline ühendi suhtes, suhteliselt aeglane, keskmiselt 500–1000 molekuli s-1, sest iga molekuli transpordiks on vajalik kandjavalgu konformatsiooni muutus. Kandjad on enamasti monomeersed 40–50 kD molekulmassiga ja paljude (10–12) membraanis lokaliseerumiseks vajalike hüdrofoobsete piirkondadega. Kandjad transpordivad nii katioone (K+, NH4+, Na+, Mg2+), anioone (NO3-, H2PO4-, SO42-, Cl-) kui ka suhkruid, aminohappeid ja lämmastikaluseid. Eelistatult transporditakse L-aminohappeid ja suhkrute D-isomeere. Sama ühendit transportivatel erinevatel kandjavalkudel võib olla väga erinev afiinsus transporditava ühendi suhtes. Erütrotsüütide glükoosi transportijal GLUT1 on suurem afiinsus ja väiksem Km kui maksarakkude glükoosi transportijal GLUT2 (joonis 4.331). Kandjate vahendusel toimuva transpordi mehhanismid võivad olla väga erinevad. Unipordi korral transpordib kandja ainult ühte ühendit elektrokeemilise potentsiaali gradiendi poole. Erütrotsüütide membraani valk GLUT1 teostab uniporti, transportides glükoosi verest erütrotsüütidesse tuhandeid kordi kiiremini kui glükoos liigub tavalise difusiooni teel. Kotranspordi korral transpordib kandja ühel ajal mitut molekuli või iooni. Kui mõlemad ühendid transporditakse ühes suunas, siis kõneldakse sümpordist, ja kui vastassuundades, siis antipordist (joonis 4.332).
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    Joonis 4.332. Passiivne transport kandjavalkudega võib toimuda unipordina, sümpordina ja antipordina. Modifitseeritud Alberts, B. et al, 2015 järgi.


    Nii sümpordi kui ka antipordi teostamisel liigub ühe aine molekul/ioon vastupidi kontsentratsiooni (elektrokeemilise potentsiaali) gradienti, aga teise aine molekul/ioon päripidi gradienti. Peensoolt vooderdavate rakkude membraanis esineb glükoosi ja Na+-ioonide sümporti teostav transpordivalk SGLT1 (ingl sodium-glucose linked transporter), mis võimaldab toidust saadud glükoosil liikuda rakkudesse kontsentratsioonigradiendile vastupidises suunas, sest samal ajal toimub Na+ import rakkudesse elektrokeemilise potentsiaali gradiendi poole. [Na+] gradiendis peituva energia tekitab Na+/K+-ATPaas. Kotransporti nimetatakse ka sekundaaraktiivseks transpordiks, sest ATP hüdrolüüs ei ole transpordi toimumiseks vajalik, vaid selleks kasutatakse pumpade ATP hüdrolüüsi energia arvel tekitatud ioonide kontsentratsiooni erinevuses peituvat liikumapanevat jõudu. Sekundaaraktiivset transporti teostavad kandjavalgud ei ole rangelt võttes pumbad. Selline transpordiviis on organismides evolutsiooni käigus tekkinud kaval nipp, kuidas ATP energiat kaudselt kasutada. Loomorganismides on kotranspordil gradiendi poole transporditav ioon tavaliselt Na+-ioonid, taimedes prootonid. Taimede tonoplastis paiknevad kandjad teostavad paljude ainete vakuoolidesse ladestamist, transportides V-tüüpi H+-ATPaasi poolt vakuooli liikunud H+-d tagasi tsütosooli antipordis Na+, Ca2+, NO3, SO42- ioonidega ja sahhariididega. Tekkiv kõrge ainete kontsentratsioon vakuoolis tagab vee sisenemise taimerakku osmoosi teel ja hoiab turgorit. Kotranspordil ei kasutata mitte ainult ioone. Aine- ja energiavahetuse jaoks oluline ja hästi uuritud kandjavalk on mitokondrite sisemembraanis paiknev ATP/ADP translokaas ehk adeniinnukleotiidide translokaator, mis teostab oksüdatiivse fosforüleerumise käigus mitokondrite maatriksis sünteesitud ATP eksporti ja ADP importi tsütosoolist, mis on vajalik ATP sünteesi jätkumiseks mitokondrites. ATP sünteesiks samuti vajaliku anorgaanilise fosfaadi Pi liikumine tsütosoolist mitokondritesse tagatakse Pi/OH– antipordiga. Kandja funktsioneerimine on energeetiliselt kulukas, sest ATP4-/ADP3- antiport põhjustab mitokondri sisemembraani depolariseerumist ja membraanipotentsiaali regenereerimine võib kulutada kuni 25% mitokondrite elektronitranspordiahelas toodetud energiast. Kandjavalkude geenide ekspresseerumine on raku- ja koespetsiifiline. Inimeses esineb mitmeid ATP/ADP translokaasi paraloogseid isovorme. SLC25A4 (ingl Solute Carrier Family 25) esineb südame ja skeletilihastes, SLC25A5 peamiselt fibroblastides, SLC25A6 hepatotsüütides. Puudujäägid ATP/ADP translokaasi toimimises põhjustavad raskeid haigusi eelkõige suure ATP tarbimisega kudedes. Tuntud on näiteks südame- ja skeletilihaste müopaatia ja silmalihaste nõrkus (oftalmopleegia).


    4.10.3.4. Ioonikanalid


    Kõikide rakkude ja paljude organellide membraanides paiknevad poore moodustavad identsetest või homoloogsetsest alaüksustest koosnevad valgud, mida nimetatakse kanalivalkudeks. Alaüksused moodustavad kanalit ümbritseva rõnga. Läbi kanalivalkude saavad ioonid passiivselt liikuda. Enamik kanalivalke moodustavad ainult ühe poori, kuid tuntud on ka kahte poori moodustavad kanalivalgud. Poorid pole lihtsalt augud membraanis, vaid sobivad ainult teatud ioonide passiivseks liikumiseks. Integraalseid membraanivalke on raske lipiididest puhastada ja kristalliseerida nende struktuuri määramiseks. Esimese membraanikanali, K+-kanali valkude eraldamise ja struktuuri selgitamise eest bakteris Streptomyces lividans sai 2003. aastal Nobeli keemiapreemia USA teadlane Roderick MacKinnon. Tema uurimustest selgus, et K+-kanali moodustavad neli identset alaüksust, iga alaüksus sisaldab kuut transmembraanset α-heeliksi struktuuris piirkonda. Kuuest transmembraansest piirkonnast kaks, üksteisest P-linguga (ingl pore ling) eraldatud heeliksit, vooderdavad poori. 10 Å läbimõõduga selektiivne filter poori keskel moodustub iga alaüksuse P-lingus esinevast viiest aminohappest (TVGYG) koosnevast konserveerunud järjestusest. Selektiivse filtri poori tsentri poole pööratud karbonüülrühmade elektronegatiivsed hapnikuaatomid seovad K+-ioonid (joonis 4.333).
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    Joonis 4.333. Tetrameerne K+-ioonide kanal. Kanal avaneb tsütosoolipoolselt küljelt membraani keskosas paiknevasse eesruumi ja võimaldab ioonidel säilitada hüdratatsioonikihti. Kitsas selektiivne filter ühendab tsütosoolipoolse eesruumi väliskeskkonnaga. Selektiivse filtri seinte karbonüülrühmade hapnikuaatomid seovad K+-ioonid ja ioonid dehüdrateeruvad. Nelja P-heeliksi (pooriheeliks) negatiivsed C-otsad suunavad K+-ioonid selektiivsesse filtrisse. Na+-ioonide väiksem läbimõõt ei võimalda seostuda filtri seintega ega kanalit läbida. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 2008 järgi.


    Vahemaa karbonüülrühma hapniku ja K+ vahel on sama, mis veemolekulide hapniku ja K+ vahel iooni esimeses hüdratatsioonikihis. See võimaldab ioonidelt hüdratatsioonikihi eemaldada poori sisenedes. Sidemete täpne pikkus kindlustab selektiivsuse. Esialgu arvati, et kanalite läbimisel ei seostu ioonid kanaleid vooderdavate valkudega. Praeguseks on teada, et Na+-ioonid ei saa väiksema diameetri tõttu seostuda K+-kanalit vooderdavate rühmadega ega pääse kanalist läbi, kuigi võiks eeldada, et väiksema diameetriga katioonil on poori parem läbida.


    Poorid kanalivalkudes pole tavaliselt ühtlase diameetriga, vaid meenutavad kujult liivakella – tsütosoolipoolsele suurema läbimõõduga osale järgneb väikese diameetriga selektiivne filter poori keskel ja väliskeskkonna poole laieneb poor uuesti (joonis 4.333). Selektiivse filtri seintel paiknevad laenguga rühmad tagavad läbipääsu vaid nende rühmadega seostuvatele kindla suuruse ja laenguga ioonidele. Kokkuvõtlikult: pooride selektiivsus on tagatud poori diameetri, struktuuri ja poori pinnalaenguga. Osa kanalitest on vähem selektiivsed ja läbitavad mitut tüüpi ioonidele, kui neil on ühesugune positiivne (katioonid) või negatiivne (anioonid) laeng. Ioonid liiguvad läbi poori üksteise järel reas, sest iga üksiku iooni läbiminekuks ei pea kanalivalkude konformatsioon muutuma. Seetõttu on liikumine läbi kanalivalkude pooride kuni viis suurusjärku kiirem kui kandjavalkudest vahendatud transport ning toimub kiirusega 106–108 iooni sekundis. Kanalite arv membraani µm2 kohta on tavaliselt väike: 1–10. Tuntud on üle 300 erineva kanalivalgu, mis jaotatakse rühmadeks läbiva iooni tüübi alusel, avatuse regulatsiooni alusel, kanali struktuuri alusel jne. K+-, Na+-, Ca2+-, Cl--kanalite vahendusel toimub närviimpulsside edasiliikumine, vööt-, sile- ja südamelihaste kokkutõmme, membraanipotentsiaali teke, õhulõhede sulgumine ja avanemine taimedes ning paljud teised füsioloogilise tähtsusega protsessid. Paljud organismide produtseeritavad toksiinid, nagu näiteks mao-, mesilase- ja ämblikumürgid, on surmava toimega seetõttu, et mõjuvad ioonsetele kanalitele ja takistavad närviimpulsside liikumist. Mamba produtseerib mitmetest komponentidest koosnevat dendrotoksiini, mis blokeerib K+-kanalid ja neuromediaator atsetüülkoliini retseptorid. Lokaalsed anesteetikumid, näiteks lidokaiin, inhibeerivad Na+-ioonide kanalid. Paljud haigused on põhjustatud häiretest kanalite koostises. Väga levinud tsüstiline fibroos, mis esineb Euroopas ühel 2000–3000 vastsündinust, on põhjustatud mutatsioonist geenis CFTR (ingl Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), mis kodeerib Cl–-kanali valku. Klooriioonid ei pääse elektrokeemilise potentsiaali suunas läbi muutunud konformatsiooniga kanalite rakkudest välja, vesi liigub rakkudesse ja tulemusena tekib kopsudes ja pankreases paks lima, mis takistab nende organite funktsioneerimist, on hea kasvupind bakteritele ja põhjustab põletiku teket.


    Ioonikanalite avatuse regulatsioon on hästi uuritud. Osa kanaleid on kogu aeg avatud või kõiguvad reeglipäratult avatud-suletud seisundi vahel sõltumata tingimustest, nagu näiteks neuronite membraani puhkepotentsiaali (ingl resting potential) määravad lekkivad (ingl leacky) K+-ioonide kanalid. Na+/K+-ATPaas loomarakkude membraanis tekitab olukorra, kus [K+] on raku sees palju suurem kui väljaspool rakke (tabel 4.12). Negatiivne membraanipotentsiaal tasakaalustab suure kontsentratsioonigradiendi tõttu toimuva K+-ioonide rakust väljumise. Imetajate neuronites on puhkepotentsiaali väärtus ligikaudu –70 mV. Enamik kanalitest võib olla sõltuvalt tingimustest avatud või suletud seisundis, mis võimaldab reguleerida ioonide membraanitranspordi kiirust. Sulgumist või avanemist põhjustab kanali läbipääsuteed ehk väravat sulgev valgu konformatsiooni muutus. Värav võib moodustuda nii poori välisküljel kui ka tsütosoolipoolsel küljel. Eristatakse pingeseoselisi ja ligandiseoselisi kanaleid sõltuvalt sellest, kas reguleeriv tegur on membraanipotentsiaal või teatud ühendite (hormoonid, neuromediaatorid, fosfatidüülinositool-4,5-bisfosfaat (PIP2) jt) seostumine kanali valgu rakuvälise domeeniga. Ka kanalivalkude fosforüleerimine mõjutab kanalite avatust. Pingeseoselistes kanalivalkudes esinevad piirkonnad, mida nimetatakse pingesensoriteks ja mis võivad koosneda näiteks positiivselt laetud külgrühmadega aminohapete jääkidest. Membraanipotentsiaali muutus põhjustab elektriliste tõmbe- ning tõukejõudude muutumise kaudu valkude struktuuri muutuse ja kanali avanemise või sulgumise (joonis 4.334).
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    Joonis 4.334. Pingetundliku Na+ kanali struktuur. 1. Puhkeseisundis on Na+ kanal suletud ja kanalit inaktiveeriv valgu segment paikneb vabalt tsütosoolis. Kanali valguahel sisaldab neli pingetundlikku positiivselt laetud aminohapete jääkidega α-heeliksit. 2. Membraani depolariseerumisel, kui väliskülg muutub negatiivseks, liiguvad pingetundlikud α-heeliksid raku välispinnale lähemale ja põhjustavad kanali avanemise Na+ ioonide jaoks. 3. Millisekundi jooksul pärast avanemist liiguvad α-heeliksid puhkeasendisse tagasi, kanalit inaktiveeriv segment sulgeb kanali ja takistab Na+ ioonide liikumist. Ajavahemikku, mille vältel Na+ kanal on inaktiveeriva segmendiga suletud ja pole võimeline aktsioonipotentsiaali tekitama, nimetatakse refraktaarperioodiks. 4. Membraani depolariseerumisel avanevad pingetundlikud K+ kanalid ja membraanipotentsiaal saavutab K+ ioonide väljumise tulemusel puhkepotentsiaali väärtuse ja membraani sisepinnal tekib uuesti negatiivsete laengute ülekaal, kanali värav sulgub ja inaktiveeriv segment liigub tagasi tsütosooli. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 2008 järgi.


    Tuntud on Na+, Ca2+, K+, H+ pingeseoselised kanalid. Esimesed kolm osalevad närvirakkude aktsioonipotentsiaali tekkes ja liikumises. Membraani depolariseerumisel avanevad H+-kanalid on olulised tsütosooli pH regulatsioonis.


    Ligandiseoselised kanalivalgud sisaldavad tavaliselt kaht erinevat domeeni: kanalit sisaldavat transmembraanset ja membraanivälist allosteerilist ligandit siduvat domeeni. Ligandiseoselistest kanalitest on hästi tuntud neuronite kontaktikohtades, s.o sünapsites esinevad retseptorvalgud, mis muudavad neuromediaatoriga seostumisel tekkiva keemilise signaali kiiresti elektriliseks närviimpulsiks. Ionotroopsed glutamaadi retseptorid on näiteks ligandiseoselised katioonikanalid, mis lubavad K+-, Na+-, ja Ca2+-ioonidel liikuda glutamaadi seostumisel. See on üks põhjus, miks ei soovitata teatud valgu- ja glutamaadirikkaid dieete kasutada, samuti lisada glutamaati liiga palju, selleks et toiduainete maitset parandada. Peale ligandite seostumist raku välispinnaga võib kanalite avatust mõjutada ka sekundaarsete virgatsmolekulide (ingl second messengers) seostumine tsütosooli poolt. Sellised ühendid võivad olla tsüklilised nukleotiidid cAMP, cGMP, ATP, G valkude β- ja γ-subühikud, Ca2+ jt.


    Mehaaniliselt reguleeritud kanalites (ingl mechanosensitive channels, strech regulated channels) mõjutab kanalite avatust mehaaniline jõud. Nad avanevad mehaanilise deformatsiooni, rõhu, vibratsiooni ning venituse tagajärjel ja on olulised puutetundlikkuses, osmootse rõhu regulatsioonis, kuulmises, vererõhu regulatsioonis, gravitatsioonijõu tajumises. On leitud, et inimese sisekõrva kuulmekarvarakkudes tunnetavad sellised kanalid 0,04 nm piirides (prootoni diameeter) toimuvat vibratsiooni. Peale loomade esinevad mehaaniliselt reguleeritavad kanalid ka prokarüootide ja taimerakkude membraanides. Ka temperatuur, pH ja teised valkude konformatsiooni muutvad tegurid võivad kanalite avatust mõjutada.


    Pingetundlike kanalite omadustest ja regulatsioonist membraanipotentsiaali vahendusel on palju teada tänu Saksa biofüüsikute Erwin Neheri ja Bert Sackmanni eelmise sajandi kaheksakümnendate aastate alguses välja töötatud patch-clamp-tehnikale, mille tähtsust tunnustati 1991. aastal füsioloogia ja meditsiinivaldkonna Nobeli preemiaga. Patch-clamp-meetod võimaldab mõõta ioonide transmembraansel liikumisel kasvõi läbi ühe kanali tekkivat elektrivoolu (joonis 4.335).
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    Joonis 4.335. Patch-clamp-tehnika. A. Vastu rakumembraani surutud väikese diameetriga pipeti otsale on rakendatud pinge vahemikus ± 100 mV ja mõõdetud K+-ioonide läbi membraani liikumisel tekkinud voolutugevus. Graafikul on esitatud sõltuvus rakendatud pinge ja registreeritud voolutugevuse vahel. Voolutugevust on mõõdetud pikoamprites (pA). Ioonid liiguvad läbi membraani kahes suunas, nii sisse kui ka välja. K+-ioonide sisenemise kanalid avanevad membraani hüperpolariseerumisel (alates –20 mV), K+-ioonide väljumise kanalid avanevad membraani depolariseerumisel (alates +50 mV). Modifitseeritud Buchanan, B. B. et al., 2000 järgi.


    Kanali avanemisel voolutugevus suureneb. Seda meetodit kasutades surutakse peene otsaga (läbimõõduga maksimaalselt 1–2 µm) pipett (ingl patch pipette) vastu raku pinda ja täidetakse elektrit juhtiva lahusega. Membraanipotentsiaali imiteerivat pinget pipeti otsal on võimalik muuta. Elektrivool (ioonide voog) saab siseneda või lahkuda elektroodi lahusest ainult läbi kanalite, mis paiknevad elektroodi otsaga ümbritsetud membraaniosas. Kasutades elektroodi sees nõrka alarõhku, saab elektroodi otsal paikneva membraaniosa tõmmata pipeti sisse ja mõõta voolutugevust läbi kõikide rakumembraani kanalite (ingl whole cell patch). Mõõtes voolutugevust erinevatel pingetel, saab tekitada voolu-pinge sõltuvuse graafiku näitlikustamaks, kuidas muutused membraanipotentsiaalis mõjutavad kanalite avanemist ja sulgumist. Ioonide liikumist kanalivalkude kaudu on selle tehnikaga põhjalikult uuritud taimede õhulõhede sulgrakkudes. On selgunud, et K+-ioonide sisenemise (ingl inward rectifying) KAT1-kanalid avanevad müürloogas hommikul membraani hüperpolariseerumisel valguse toimel ligikaudu –100 mV korral (joonis 4.335). [K+] suurenemine sulgrakkudes põhjustab vee sisenemist ja turgori suurenemine avab õhulõhed. Kaaliumi väljumise (ingl outward rectifying) GORK-kanalid, vastupidi, avanevad membraani depolariseerumisel. GORK geenide knockout mutantides on takistatud õhulõhede sulgumine pimedas.


    4.10.3.5. Vee liikumine läbi membraani ja rakkude ruumala regulatsioon


    Rakkude mahust moodustab vesi valdava osa, tavaliselt 60% ja enam, ning vee liikumise kiirus läbi membraani on rakkude piisava veevarustuse jaoks väga oluline. Vee liikumine toimub osmoosi teel. Osmoosiks nimetatakse lahusti (rakkudes vee) kindlasuunalist neto difusiooni läbi selektiivse (poolläbilaskva) membraani, mis ei ole läbitav lahustunud ainetele. Rakumembraanid on poolläbilaskvad. Vee liikumine läbi membraani toimub passiivselt suurema vabaenergiaga piirkonnast väiksema vabaenergiaga piirkonda (∆G < 0), seega suurema keemilise potentsiaaliga piirkonnast väiksema keemilise potentsiaaliga piirkonda (vt peatükk 4.9.3.1). Ei ole teada pumpasid, mis liigutaksid vett läbi membraani ATP hüdrolüüsil vabaneva energia arvel vee suurema vabaenergia suunas. Vee liikumise suuna osmoosi teel määrab lahustunud ainete summaarse kontsentratsiooni (osmolaarsuse) gradient. Vesi liigub lahustunud ainete väiksema kontsentratsiooniga piirkonnast suurema kontsentratsiooniga lahuse piirkonda vastavalt rakku sisse või rakust välja kuni kontsentratsioonid mõlemas piirkonnas võrdsustuvad. Kõhulahtisuse tõttu tekkinud organismi veetustumise saab kaotada, kui patsiendile anda mitte ainult vett, vaid soola ja suhkru vesilahust. Sool ja suhkur sisenevad rakkudesse, suurendades lahustunud ainete hulka, mis põhjustab vee sisenemist osmoosi teel.


    Osmootne rõhk iseloomustab vee sisenemise peatamiseks vajaliku rõhu suurust. Osmootse rõhu suuruse saab arvutada Jacobus Henricus van’t Hoffi võrrandist:


    π = iCRT


    (4.10-12)


    Valemis 4.10-12 on π lahuse osmootne rõhk (atm), C on rakulahuse molaarne kontsentratsioon, R on gaasikonstant (0,082 L atm mol-1 K-1), T on absoluutne temperatuur (K). Suurus i on dimensioonitu van’t Hoffi faktor, mis näitab, mitmeks osakeseks lahustunud aine dissotsieerub, ja võimaldab leida rakulahuse osmolaarse, kõigi lahustunud aine osakeste summaarse kontsentratsiooni. Proportsionaalsuskoefitsiendi i lisas van’t Hoffi võrrandisse Harmon Northrop Morse. Aine lahustumisel moodustunud ioonide arv n ja dissotsiatsioonikonstant α määravad i väärtuse valemi i = 1 + α (n – 1) järgi. Valemi 14.10-12 järgi on rõhk, mis peatab vee liikumise puhtast veest 10 mM sahharoosi lahusesse temperatuuril 25°C, võrdne 0,24 atm.


    Vee liikumine on oluline raku ruumala kontrollis. Rakkude asetamisel tsütosooli kontsentratsiooniga võrreldes lahjemasse, hüpotoonilisse ehk hüpoosmootsesse lahusesse, neelavad nad vett, paisuvad ja rakkude ruumala suureneb. Rakkude asetamisel tsütosooli kontsentratsiooniga võrreldes kontsentreeritumasse, hüpertoonilisse ehk hüperosmootsesse lahusesse, vesi väljub ja rakkude ruumala väheneb. Erinevad organismid kasutavad erinevaid taktikaid rakkude paisumisega kaasneva rakumembraanide rebenemise ja osmootse lüüsumise vältimiseks. Taimede, vetikate, seente ja bakterite rakud on ümbritsetud tugeva seinaga, mis annab vastupidavuse suurele osmootsele rõhule. Hüpotoonilises lahuses neelavad rakud vett, rakuseina olemasolu tõttu rakkude ruumala oluliselt ei suurene, kuid suureneb rakusisaldise rõhk rakuseinale – turgorrõhk. Samal ajal tekitab raku seina tugevus sissepoole suunatud jõu, mis suurendab hüdrostaatilist rõhku ja rakus oleva vee vabaenergiat. Vesi liigub osmootse rõhu ja hüdrostaatilise rõhu võrdsustumiseni. Rakuseinata loomarakkude jaoks on osmootse lõhkemise vältimiseks oluline paikneda võrdse kontsentratsiooniga isotoonilises ehk isoosmootses lahuses. Sise- ja välislahuse võrdse osmolaarsuse hoidmises on olulised membraanides paiknevad transpordivalgud. Pumpade tähtsust selles protsessis näitab rakkude paisumine ja lõhkemine ATP sünteesi inhibeerimisel. Tegelikult hoitakse loomorganismides välislahus pisut hüpotoonilisem võrreldes rakulahusega, et vee neeldumise tõttu säiliks rakkude pingesisund (turgor). Osa ainuraksetest kasutab liigse vee eemaldamiseks rakkudest kokkutõmbuvaid vakuoole, mis perioodiliselt eemaldavad oma sisu koos kontsentratsiooni suurendavate ebavajalike ainetega väliskeskkonda.


    Vee puhastamisel kasutatakse pöördosmoosi. Puhastatav lahus asetatakse kambrisse rõhu alla, mis on suurem kui lahuse osmootne rõhk. Vesi väljub läbi poolläbilaskva membraani (filtri), lahustunud ained jäävad lahusesse.


    Vee liikumise kiirus ei sõltu mitte ainult kontsentratsioonigradiendi (vabaenergia gradiendi) suurusest, vaid ka sellest, kui hästi membraan on veele läbitav. Vee liikumise kiirust läbi membraani iseloomustab hüdrauliline juhtivus (ingl hydraulic conductivity). Hüdraulilise juhtivuse mõõduks on pinna ruutmeetrit (m2) sekundis läbiva vee hulk kuupmeetrites (m3) rõhuühiku (MPa) kohta (1 atm on 0,1013 MPa). Hüdraulilise juhtivuse suurus sõltub taime- ja koeliigist, samuti keskkonnatingimustest. Membraanide hüdraulilise juhtivuse ligikaudne suurus võib olla 10-7–10-6 ms–1 MPa–1.


    Piisav veega varustatus ja turgorrõhu olemasolu on eriti oluline taimede jaoks, sest väga paljud olulised taimedes toimuvad füsioloogilised protsessid on otseses sõltuvuses turgorrõhu suurusest. Taime rakkudele omane venimiskasv nõuab turgorrõhku, et venitada välja rakuseinad. Turgorrõhu kadumine veepuuduse korral seletab, miks venimiskasv on taimedes see protsess, mida veepuudus kõige rohkem mõjutab. Turgorrõhk hoiab varsi ja lehti pingeseisundis ja takistab närtsimist. Turgorrõhu olemasolu on vajalik ka õhulõhede avanemiseks. Õhulõhede avanemiseks hommikul peab suurenema osmootselt mõjuvate ainete (peamiselt K+- ja Cl--ioonid, malaat) kontsentratsioon sulgrakkudes. Kontsentratsiooni kasv põhjustab vee sisenemist ja turgorrõhu tõusu. Sulgrakkude rakuseina spetsiifilise ehituse tõttu (tselluloosi mikrofibrillide paiknemine risti õhupiluga ja õhupilupoolsete rakuseinte suurem paksus) kumerduvad sulgrakud turgori suurenedes ja õhupilu tõmmatakse lahti (joonis 4.336).
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    Joonis 4.336. Tradescantia spathacea õhulõhe. Foto: E. Padu, S. Kuuse.


    Terviktaime tasandil toimub osmootne kohanemine veepuuduse ja soolase kasvukeskkonna tingimustes, mis väljendub võimes akumuleerida lahustunud aineid. Vältimaks toksilist mõju tsütosoolile suureneb vakuoolis Na+-, K+-, Ca2+, Cl--ioonide kontsentratsioon. Tsütosoolis kasvab orgaaniliste ühendite (suhkuralkoholid, proliin, glütsiin-betaiin jt) sisaldus tagamaks vakuooli ja tsütosooli osmootset tasakaalu. Ainete kontsentratsiooni suurenemine vähendab vee vabaenergiat rakkudes ja võimaldab taimedel mullast paremini vett omastada.


    Suhteliselt hiljuti arvati, et vee molekulid läbivad membraane ainult difundeerudes läbi lipiidide kaksikkihi. Vesi läbib lipiide suhteliselt hästi, moodustades hüdrofoobses keskkonnas jää struktuuriga sarnaseid H-sidemetega struktuure. Kuid paljude rakkude membraanid on vee jaoks reaalselt paremini läbitavad, kui võiks eeldada nende lipiidse koostise alusel. Põhjus selgus, kui 1992. aastal USA biokeemik Peter Agre avaldas andmed inimese punaste vereliblede membraanis vee liikumiskiirust suurendava valgu kohta. Seda valku hakati nimetama akvaporiiniks 1 (AQP1). Analoogilise funktsiooni ja struktuuriga valke leiti ka teistest organismidest. Akvaporiinid on veekanaleid moodustavad väikesed (25–30 kDa) valgud, mis kuuluvad peamiste membraanivalkude (ingl major intrinsic proteins, MIP) rühma ja võivad moodustada kuni 20% membraanivalkudest. Veekanalite avastamise eest sai Agre 2003. aastal Nobeli preemia kahasse kaaliumikanalite uurija Roderick MacKinnoniga. Akvaporiinid kiirendavad vee transporti läbi membraani, võimaldades toimuda vee lihtsal difusioonil läbi lipiidse kaksikkihi ja ka alternatiivsel liikumisel läbi valkude. Erütrotsüütides liigub 90% veest läbi akvaporiinide ja 10% läbi lipiidide. Võrreldes tavaliste rakkudega lõhkevad akvaporiine üleekspresseerivad loomarakud hüpotoonilises lahuses palju kiiremini vee kiirenenud sisenemise tõttu sellistesse rakkudesse. Veekanalite olemasolu on võimalik määrata, kui võrrelda membraanide osmootset ja difusioonilist läbitavust veele. Difusiooniline läbitavuskoefitsient Pd määratakse radioaktiivse vee difusioonikiiruse alusel osmootse gradiendi puudumisel. Osmootne läbitavuskoefitsient Pf määratakse raku ruumala muutumise alusel raku asetamisel hüpotoonilisse keskkonda. Pd ja Pf võrdsust tõlgendatakse veekanalite puudumisena. Kui Pf on suurem kui Pd, eeldatakse, et vesi liigub läbi kanalite. Lipiididekihi difusiooniline läbitavuskoefitsient veele sõltuvalt lipiidide tüübist on vahemikus 10-4–10-2 cm s-1.


    Akvaporiinide valguahela struktuur moodustub kuuest membraani läbivast domeenist. Valguahelas on üks membraani välisküljelt sissesopistuv ling ja teine tsütosoolipoolselt küljelt sisenev ling, mis kohakuti olles moodustavad kanali (joonis 4.337).
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    Joonis 4.337. Akvaporiinid ja veekanalid. Akvaporiinvalgu ahelas on kuus membraani läbivat heeliksit. Veekanali moodustavad kaks konserveerunud NPA järjestust (A). Akvaporiinid esinevad tetrameeridena, igas monomeeris on veekanal (B). Modifitseeritud Nagelhus, E. A., Ottersen, O. P., 2013 järgi.


    Mõlemas lingus esineb aminohapete konserveerunud järjestus NPA (Asn-Pro-Ala). Kanalite selektiivsus veele on tagatud veekanali diameetriga. AQP1 kanal on kõige kitsamas kohas diameetriga 2,8 Å. Kitsas kanalis liiguvad vee molekulid reas üksteise järel kanali seina laetud rühmade tekitatud lokaalses elektriväljas, mis tagab kuni 500 korda kiirema liikumise kui difusioonil läbi lipiidse kaksikkihi. Osa akvaporiinidest on peale vee läbitavad ka teistele madalmolekulaarsetele laenguta ühenditele. Läbi suurema poori diameetriga akvaglütseroolporiinide liiguvad glütserool, süsihappegaas, uurea. Ioonid, kaasa arvatud prootonid, akvaporiine ei läbi. Akvaporiinide valgud esinevad membraanis tavaliselt tetrameeridena, milles iga monomeer moodustab ühe kanali (joonis 4.337). Taimede akvaporiinid on hästi uuritud nende suure tähtsuse tõttu taimede intensiivse veevahetuse tagamisel. Nad jaotatakse mitmesse alarühma, enamlevinud on rakumembraani PIP (ingl plasmalemma intrinsic proteins) ja vakuoolimembraani TIP (ingl tonoplast intrinsic proteins) akvaporiinid. Müürloogas Arabidopsis thaliana on leitud 35 erinevat akvaporiinide geeni. Võrreldes rakumembraaniga on vakuooli tonoplasti läbitavus veele ligikaudu 100 korda suurem just akvaporiinide suure kontsentratsiooni tõttu. Ka loomarakkudes on tuntud suur hulk erinevaid akvaporiinide geene.


    Vee liikumine akvaporiinide vahendusel on reguleeritud. Seda näitab vee transpordi inhibeerimine veekanali seinte tsüsteiinijääkide tioolrühmadega seostuvate elavhõbedaioonide poolt. Kanali sulgemises osaleb neljanda ja viienda membraani läbiva domeeni vahel paiknev D-ling. Transkriptsioonitasandil kontrollitakse akvaporiinvalgu kogust geenide ekspresseerumise kaudu. Taimede konstitutiivsed akvaporiinid esinevad kõikides rakkudes kogu taime eluaja vältel, osa akvaporiinidest sünteesitakse aga teatud kudedes teatud arenguetapil või vastusena konkreetsetele välisfaktoritele, nagu veepuudus või hormoonid. Translatsioonijärgsel tasandil on veekanalite avatus reguleeritud tsütosooli pH-ga kanalivalkude protoneerumise kaudu. Avatust mõjutavad ka valkude fosforüülumine, [Ca2+] ja hapniku aktiivühendid (ingl reactive oxygen species, ROS).


    4.10.3.6. Närvirakud ja aktsioonipotentsiaali tekkimine


    Närvirakkude (neuronite) peamine ülesanne on võtta vastu meeleelunditest tulevaid signaale ja saata need edasi kesknärvisüsteemi – pea- ja seljaajusse – ning kesknärvisüsteemist edasi toimekohtadesse, näiteks lihastesse. Närvirakke jaotatakse kolme rühma. Sensorneuronites (e aferentsed neuronid) liigub signaal meeleelunditest kesknärvisüsteemi, motoneuronites (motoorsed e eferentsed neuronid) kesknärvisüsteemist toimepiirkondadesse. Interneuronid tagavad närvirakkudevahelise ühenduse kesknärvisüsteemis. Inimese kehas on ligikaudu 1011 neuronit. Signaali liikumine neuronites tajupiirkonnast analüüsivasse ja tegutsemist esilekutsuvasse kesknärvisüsteemi on seotud sellega, et ioonid liiguvad läbi kanalite ja see põhjustab membraanipotentsiaali muutust: aktsioonipotentsiaal ehk närviimpulss. Närviimpulsi tekkimine ja edasiliikumine on hea näide selle kohta, et rakumembraani transpordivalkude vahendusel saab korraldada väga keerukaid ja kompleksseid protsesse. Saja miljardi neuroni üksteisega seotud võrgustik (iga neuron on seotud keskmiselt 103–104 teise neuroniga) võimaldab mõelda, õppida, kaalutletult ja loominguliselt tegutseda, mäletada. Neuronid on signaalide edastamiseks sobiva ehitusega (joonis 4.338).
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    Joonis 4.338. Sünaps, sünapsieelne ja sünapsijärgne neuron. A. Neuronil on puukujuliselt harunenud jätked e dendriidid teistelt närvirakkudelt ergastuse saamiseks. Ergastuse liikumise suund aktsioonipotentsiaalina piki aksonit on näidatud noolega. Akson haruneb oma lõpposas aksoni terminalideks, mis saavad ergastust edasi kanda järgneva närviraku dendriitidele üle sünapsi. Membraanipotentsiaali mõõdetakse aksoni alguskohta, aksonikünkasse asetatud elektroodi abil. B. Foto seljaaju neuronist. Raku keha ja dendriidid on värvitud aksonites puuduva tsütoskeleti valguga seostuva fluorestseeruva antikehaga (roheline). Tuhanded teiste närvirakkude (pole nähtavad) aksoniterminalid moodustavad sünapseid raku pinnal. Nad on värvitud sünaptilistes vesiikulites paikneva valguga seostuva fluorestseeruva antikehaga (punased). C. Skemaatiline kujutis fotol B nähtavast neuronist ja selle pinnal paiknevatest sünapsieelse neuroni aksoni terminalidest ja sünapsitest. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 2008 ja Alberts, B. et al., 2015 järgi.


    Ainevahetus, sealhulgas valkude süntees ja lagundamine, toimub peamiselt rakutuuma ja ribosoome sisaldavas neuroni kehas. Signaali vastuvõttev piirkond peale neuroni keha on neuroni rohkearvulised puukujuliselt harunenud jätked, dendriidid. Signaali edastav piirkond on tavaliselt üks eriti pikk jätke – akson –, sest taju- ja reageerivad piirkonnad organismis võivad paikneda üksteisest kaugel. Akson ei sisalda ribosoome, vajalikud valgud ja närviimpulsse vahendavad neuromediaatorid liiguvad aksonisse Golgi kompleksi vesiikulitega piki mikrotorukesi. Transporti neuroni kehast aksoni tippu nimetatakse anterograadseks transpordiks. Retrograadse transpordi abil liiguvad lagundatavad membraanid ja valgud aksonitest tagasi neuroni kehasse. Akson võib olla pikem kui 1 m ja haruneb oma kaugemas otsas suureks hulgaks (kuni 104) aksoni terminalideks ja võib signaali edastada paljudele rakkudele. Ühenduskohta signaali edastava ja signaali saava raku vahel nimetatakse sünapsiks. Signaal peab ületama kahe raku vahel paikneva ligikaudu 20 nm vahemaa, mida nimetatakse sünapsipiluks. Enne sünapsit paiknevat neuronit nimetatakse sünapsieelseks ja sünapsile järgnevat neuronit sünapsijärgseks (joonis 4.338).


    Sõltumata tajupiirkonnast, kust signaal lähtub (silm, kõrv jms), on närviimpulss oma loomuselt alati ühesugune. Kõigepealt toimub neuroni membraanipotentsiaali väike lokaalne muutus, mis kutsub esile piki aksoni membraani lainena leviva suurema depolariseerumise, mida nimetatakse aktsioonipotentsiaaliks (joonis 4.339).
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    Joonis 4.339. Aktsioonipotentsiaal on kiire membraani depolariseerumine järgneva puhkepotentsiaali taastumisega. A. Neuroni membraani puhkepotentsiaal on –60 mV. Ergastuse toimel membraan depolariseerub kuni lävipotentsiaali väärtuseni –40 mV. Lävipotentsiaal põhjustab pingetundlike Na+ kanalite avanemise ja aktsioonipotentsiaali (+45 mV) tekkimise (punane joon). Seejärel membraan repolariseerub esialgse puhkepotentsiaali väärtuseni. Roheline joon näitab membraanipotentsiaali vaibumist, kui ei teki aktsioonipotentsiaali, sest lävipotentsiaali ei saavutata. B. Pärast aktsioonipotentsiaali tekkimist repolariseerub membraan kiiresti ja enne puhkepotentsiaali saavutamist hüperpolariseerub korraks. Kui aktsioonipotentsiaal on tekkinud, levib ta ühes suunas (vasakult paremale) ilma sumbumata neljamillisekundiliste vahedega. Depolariseerumise kestus on 1,5 millisekundit.


    Aktsioonipotentsiaal võib liikuda kiirusega kuni 100 ms-1 ilma intensiivsust kaotamata, sest sumbuvat membraani depolariseerumise lainet võimendavad piki aksonit paiknevad pingetundlikud Na+-ioonide kanalid. Aktsioonipotentsiaal levib piki aksonit ainult terminalide poole, vastupidine liikumine terminalidest aksoni kehasse ei ole võimalik.


    Aktsioonipotentsiaali mõõtsid esimest korda eelmise sajandi neljakümnendatel aastatel inglased Alan Lloyd Hodgkin ja Andrew Fielding Huxley kalmaari Loligo pealei pikkades suure läbimõõduga (mitu mm) närvirakkudes, kuhu oli võimalik sisestada elektrood ja raku pinna lähedal paikneva võrdluselektroodi kasutamisel mõõta elektroodidevahelise pinge (membraanipotentsiaali) muutusi. Hilisematest uuringutest selgus, et aktsioonipotentsiaali tekkes ja levikus osalevad neuronite membraanis paiknevad pingetundlikud Na+- ja K+-ioonide kanalid. Füsioloogia ja meditsiinivaldkonna Nobeli preemia said Hodgkin ja Huxley koos austraallase John Carew Ecclesiga 1963. aastal.


    Neuroni puhkeseisundis võrdub aksoni membraanipotentsiaal K+-ioonide tasakaalulise potentsiaaliga. Seda tõestab membraanipotentsiaali muutumine Nernsti võrrandi järgi (valem 4.9-5), kui [K+] välislahuses muuta. Käesolevaks ajaks on teada, et neuroni puhkeseisundis määravad membraanipotentsiaali väärtuse alati avatud (lekkivad) K+-kanalid, mis võimaldavad K+ väljumist rakust, sest tsütosoolis on [K+] kontsentratsioon suurem kui väljaspool rakku. Närviimpulssi edastavate neuromediaatorite seostumisel retseptoritega aktiveeritakse neuron ja membraanipotentsiaal muutub positiivsemaks, membraan depolariseerub. Kui membraanipotentsiaal depolariseerudes ületab ligikaudu –30 kuni –50 mV väärtusega lävipotentsiaali, siis avanevad massiliselt pingetundlikud Na-kanalid ja siseneb teatud hulk Na-ioone, sest väljaspool rakke on neid rohkem (tabel 4.12). Avatud Na+-ioonide kanalit jõuab sekundis läbida ~6000 iooni. See põhjustab edasise membraanipotentsiaali positiivsemaks muutumise kuni väärtuseni ligikaudu +50 mV, tekib aktsioonipotentsiaal. Aktsioonipotentsiaali tunnuseks on seega membraanipotentsiaali suuna muutus – tsütosoolis on positiivsete laengute ülekaal, membraanipotentsiaal on positiivne. Sellise membraanipotentsiaali korral on elektrokeemiline liikumapanev jõud Na+-ioonide jaoks null, sest kontsentratsioonigradient ja elektriline gradient (membraanipotentsiaal) on vastupidised ja võrdsed ning tasakaalustavad teineteist ja Na-ioonide summaarne liikumine puudub. Na+-kanalite valgu konformatsioon muutub ja kanalid on inaktiivsed, ioonidele läbimatud, kuni membraanipotentsiaal saavutab uuesti esialgse puhkepotentsiaali (–60 mV) väärtuse (joonis 4.339). Inaktiivses konformatsioonis kanal on suletud inaktiveeriva valgudomeeni paiknemisest kanali ette tsütoplasmapoolselt küljelt (joonis 4.334).


    Aktsioonipotentsiaali kestus on keskmiselt üks kuni kaks millisekundit. Membraani esialgse puhkepotentsiaali taastumist võimaldab pingetundlike K+-kanalite avanemine positiivse membraanipotentsiaali korral. K+-ioonide väljumine tekitab uuesti negatiivse membraanipotentsiaali, teatud lühikeseks ajaks isegi negatiivsema kui esialgne puhkepotentsiaal. Membraan on valmis järgmiseks aktsioonipotentsiaaliks, sest Na+-kanalid pöörduvad negatiivse membraanipotentsiaali korral tagasi suletud seisundisse ja inaktiveeriv valgusegment liigub kanalist tsütosooli. Närviimpulsid tekivad umbes 4 ms ajavahega. Kui aksoni mingis piirkonnas tekib aktsioonipotentsiaal, siis selle piirkonnaga külgnevas alas tekkiv lokaalne depolarisatsioon on piisav uue aktsioonipotentsiaali algatamiseks ja närviimpulss ei sumbu.


    Aktsioonipotentsiaal saab levida ainult ühes suunas aksoni terminalide poole, sest Na-kanalite inaktiveerumine takistab membraani depolariseerumisfrondi levikut dendriitide poole. Ajavahemikku, mille jooksul Na+-kanalid on inaktiivses seisus, nimetatakse absoluutseks refraktaarperioodiks. Isegi rakumembraani uuesti stimuleerides ei saa tekkida uut aktsioonipotentsiaali seni, kuni Na+-kanalid ei pöördu tagasi inaktiivsest konformatsioonist suletud konformatsiooni. Absoluutne refraktaarperiood kestab ~2 ms. Refraktaarperioodi jooksul taastab Na+/K+-ATPaas esialgse ioonide gradiendi.


    Ergastuse edasiliikumiseks peab signaal ületama sünapsieelse neuroni terminali ja sünapsijärgse neuroni dendriidi vahel paikneva sünapsipilu. Süpnapsipilu ületamiseks peab elektriline signaal (aktsioonipotentsiaal) muutuma keemiliseks. Keemiline ühend (neuromediaator) peab difundeeruma läbi sünapsipilu sünapsijärgse rakuni. Neuromediaatori vabanemise kutsub esile aktsioonipotentsiaali jõudmine aksoni teminali. Membraani depolariseerumine avab pingetundlikud Ca2+-ioonide kanalid. Ca2+-ioonid liiguvad rakkudesse, põhjustades Golgi kompleksi vesiikulite kokkusulamise rakumembraaniga (indutseeritud eksotsütoos) ja nende neuromediaatoreid sisaldava sisu väljumise sünapsipilusse. Neuromediaatori seostumine sünapsijärgse raku retseptoriga depolariseerib membraani ja võimaldab aktsioonipotentsiaali teket, seega muutub keemiline signaal uuesti elektriliseks. On tuntud paljud looduslikud ühendid, mis pärsivad aktsioonipotentsiaali liikumist ja on surmava toimega. Taimest Strychnos toxifera pärit tuntud noolemürk kuraare põhjustab lihaste halvatust, blokeerides atsetüülkoliini retseptorid. Sünaptilise ergastuse liikumise üksikasjalik käsitlus on rakkudevahelise signalisatsiooni peatükis 6.


    Kokkuvõtteks võib öelda, et närviimpulsi liikumiseks piki aksonit on olulised pingeseoselised Na+- ja K+-ioonide kanalid, esialgse puhkeseisundi membraanipotentsiaali taastab Na+/K+-ATPaas ja lekkivad K+-kanalid. Neuromediaatorite vabanemiseks peavad avanema pingeseoselised Ca2+-kanalid.


    Membraanipotentsiaali muutused pole signaliseerimise aluseks mitte ainult loomade närvirakkudes ja lihasrakkudes, vaid ka näiteks taimede puutetundlikes rakkudes. Putuktoidulise taime Dionaea muscipula (kärbsepüünis) lehed sulguvad neid puudutanud putuka ümber peaaegu silmapilk. Lehe puutetundlike karvakeste mehaaniline puudutamine avab ioonikanalid ja tekitab elektrilise signaali, mis ioonide ja vee väljumise tõttu vähendab turgorit ja sulgeb lehed (joonis 4.340).
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    Joonis 4.340. Dionaea muscipula (kärbsepüünis). A. Lehepinna karvakeste puutumine avab mehaaniliselt reguleeritavad ioonikanalid, põhjustab membraani depolariseerumise ja lehepoolmete sulgumise ümber putuka. B. Foto: Dionaea muscipula. commons.wikimedia.org/wiki/File:Dionaea_muscipula_002.JPG.

  


  
    5. Rakkudevahelised ühendused ja rakuväline maatriks


    SULEV INGERPUU


    Hulkrakses organismis püsivad rakud koos kas omavaheliste otseste kontaktide kaudu või siis rakuvälise maatriksi (ingl extracellular matrix) vahendusel. Rakuväline maatriks on rakkude sekreteeritud valkude ja polüsahhariidide keeruline võrgustik. Samasuguse morfoloogia ja funktsioonidega rakkude omavaheline seostumine ning seosed rakuvälise maatriki komponentidega annavad võimaluse kindlate kudede moodustumiseks. Rakkude kindel asend koes, täpselt määratletud kontaktid teiste rakkudega ning rakuvälise maatriksiga on kogu organismi ülesehituse alus, mis kindlustab selle kui terviku funktsioneerimise. Rakkude omavahelised kontaktid ja side rakuvälise maatriksiga ei loo kudedes mitte ainult füüsilist tuge, vaid võimaldab informatsioonivahetust, mis reguleerib rakkude ainevahetust, jagunemist, kasvu, diferentseerumist, apoptoosi ja ümberpaiknemist organismis. Täiskasvanud organismis, kus on lõppenud kudede väljakujunemine, on rakk-rakk ja rakk-maatriks seosed suhteliselt stabiilsed, kuid seevastu organismi varases arengus katkestatakse pidevalt olemasolevaid seoseid ja tekitatakse uusi. Isegi vererakud, mis ei moodusta tahket kude, peavad oma funktsioonide täitmiseks seostuma aeg-ajalt teiste rakkudega ning rakuvälise maatriksi komponentidega. Kui rakkude omavahelised kontaktid või side rakuvälise maatriksiga on häiritud, siis võib see põhjustada organismides väga mitmesuguseid arenguhäireid ja haiguslikke protsesse.


    Rakk-rakk ja rakk-maatriks ühenduste e liiduste kõige iseloomulikumad vormid on side- ja epiteelkoes, mis on olemas kõigil loomadel (joonis 5.1).
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    Joonis 5.1. Loomarakkude omavaheline seos side- ja epiteelkoes. Sidekoes on põhiline survet taluv komponent rakuväline maatriks. Epiteelkoes on selleks rakkude tsütoskelett, mille valgud kinnituvad ankurliidustele, mis seovad rakke omavahel või sidekoe peal oleva rakuvälise maatriksi erivormi, aluslaaminaga. Viienda peatüki joonised, kui pole näidatud teisiti, modifitseeritud Alberts, B. et al., 6th ed., 2015 järgi. Vt ka peatükk 15.2. Epiteelkude.


    Sidekude (nt luukude, kõhrkude, kõõlused) koosneb valdavalt rakuvälisest maatriksist, milles paiknevad hajusalt rakud, mis on selle tekitanud. Sidekoes esineb rakk-rakk kontakte harva, kuid see-eest on rakud tihedalt seotud ümbritseva maatriksiga. Rakk-maatriks ühendused on rakumembraani valkude kaudu seotud tsütoskeletiga, mis võimaldab rakkudel muuta oma kuju, maatriksis ringi liikuda ning aduda maatriksi mehaanilisi omadusi.


    Epiteelkoes, mis katab näiteks soole või naha pinda, moodustavad tihedalt üksteise kõrval asetsevad rakud kihte, mida nimetatakse epiteeliks. Epiteelirakkude all asub õhuke rakuvälise maatriksi kiht, mida kutsutakse basaalmembraaniks e laaminaks (ingl basement membrane). Kuivõrd basaalmembraanil on ainuomane molekulaarne koostis ja struktuur ning ta paikneb kindlates kudedes, siis tuleb seda eristada ülejäänud rakuvälisest maatriksist.


    Epiteelis on rakud omavahel seotud rakk-rakk ühenduste e liiduste ja basaalmembraaniga rakk-maatriks ühenduste kaudu, kusjuures raku sees kinnituvad ühenduskohtadesse erinevat tüüpi tsütoskeleti valgud (joonis 5.2).
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    Joonis 5.2. Põhilised ühendused, mis seovad selgroogsete organismide epiteelirakke omavahel ja aluslaaminaga, peensoole epiteeli näitel. Kõrvutiasuvate epiteelirakkude plasmamembraane seovad kokku tiheliidused, külgliidused, desmosoomid ja aukliidused (mulkliidused). Aluslaaminale kinnituvad epiteelirakud fokaalsete kontaktide või hemidesmosoomide kaudu. Raku plasmamembraani sisepinnal seostuvad ankurliidustele aktiinifilamendid (külgliidused ja fokaalsed kontaktid) või vahekiud (desmosoomid ja hemidesmosoomid). Vt ka peatükk 15.2, joonis 15.5.


    Kuigi nõrgaks seostumiseks piisab molekulidest, mis asuvad rakkude pinnal hajusalt, annavad koele siiski tugevuse ja jäikuse adhesioonimolekulide kogumid, mida nimetatakse ankurliidusteks (ingl anchoring junctions). Peale struktuurse funktsiooni toimub nende liiduste kaudu ka informatsiooni ülekanne ühelt rakult teisele või rakuväliselt maatriksilt raku sisemusse. Epiteelkoes on üksteise kõrval asuvate rakkude plasmamembraanide ülemine osa tiheliiduste (ingl tight junctions) abil ühendatud, mistõttu ei saa molekulid liikuda rakkude vahelt läbi ega ka külgsuunas ühest rakust teise, vaid lähevad sügavale raku sisemusse. Tiheliidused aitavad kaasa vedeliku liikumise suuna määramisele kudedes, kuivõrd nende abil moodustub epiteelirakkude barjäär. Tiheliidused on iseloomulikud põhiliselt epiteelkoe rakkudele, kuid ankurliidused on olemas nii epileel- kui ka mitteepiteelkoe rakkudel. Peale eelmainitud toestavate ja tõkestavate ühenduste vahetatakse üksteise kõrval asuvate epiteelirakkude vahel ioone ja molekule nende plasmamembraanis kohakuti asuvate mulk- e aukliiduste (ingl gap junction) kaudu. Aukliidused, mis esinevad nii epiteeli- kui ka muude kudede rakkudes, sarnanevad rakk-rakk ühendustega taimedes, mida kutsutakse plasmodesmideks.


    Selgroogsete peensoole ühekihilise silinderepiteeli rakkudes, mille ülemine e apikaalne pind on suunatud soole valendikku ning alumine e basaalne pind kinnitub basaalmembraanile, on esindatud valdav osa rakk-rakk ja rakk-maatriks ühendustest (joonis 5.3).
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    Joonis 5.3. Ühekihilises epiteelis ei ole rakkude tipu- e apikaalne pind kontaktis teiste rakkude ega aluslaaminaga, vaid on suunatud organi valendikku. Rakkude külg- e lateraalsele pinnale on adhesioonimolekulidest moodustunud ühendused e liidused, mis seovad ühes kihis paiknevad rakud omavahel kokku. Alus- e basaalse pinna liiduste kaudu seostuvad rakud aluslaamina komponentidega. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 8th ed., 2016 järgi.


    Epiteelirakkude külgmise e lateraalse pinna vahelised ühendused hoiavad ühekihilist epiteeli koos. Tihti on rakkude basaalne ja lateraalne pind sarnase molekulaarse koostisega ning siis nimetatakse neid koos basolateraalseks pinnaks. Neid ankurliiduseid, mis ühendavad kõrvutiseisvate rakkude membraane omavahel ning millele on kinnitunud aktiinifilamendid, nimetatakse külgliidusteks (ingl adherence junctions) ning neid, millele on kinnitunud intermediaarsed filamendid, nimetatakse desmosoomideks. Külgliidused paiknevad epiteelirakkude ülaosas, vahetult tiheliiduse läheduses, kus nad moodustavad aktiinist ja müosiinist koosneva vöö, mis võib kokku tõmbudes muuta rakkude kuju. Basaalmembraaniga seostub epiteelirakkude membraan kaht tüüpi ankurliiduste abil: membraanis aktiinifilamentidele kinnituvad kesksed e fokaalsed ühendused (ingl focal adhesion) ning intermediaarsetele filamentidele kinnituvad hemidesmosoomid. Kui külgliidused ja desmosoomid esinevad paljudes erinevates rakutüüpides, siis hemidesmosoomid on iseloomulikud ainult epiteelirakkudele. Intermediaarsed filamendid, mis paiknevad rakus tihti paralleelselt rakumembraaniga, olles samal ajal seotud desmosoomide või hemidesmosoomidega, annavad rakkudele jäikuse ja kuju.


    Ankurliiduste koostises võime eristada kolme molekulide rühma: 1) rakumembraanis asuvad transmembraansed adhesioonimolekulid, mis seostuvad teise raku pinna või siis rakuvälise maatriksi molekulidega; 2) vahendajavalgud, mis seovad adhesioonimolekulid tsütoskeleti valkude külge; 3) raku tsütoskeleti valgud (aktiinifilamendid või intermediaarsed filamendid) (joonis 5.4)
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    Joonis 5.4. Rakkude plasmamembraanis asuvad transmembraansed adhesioonivalgud seovad tsütoskeleti valgud teiste rakkude pinna (rakk-rakk ühendused, milles osalevad põhiliselt kadheriinid) või rakuvälise maatriksi valkudega (rakk-maatriks ühendused, milles osalevad põhiliselt integriinid). Tüüpiliselt ei seostu tsütoskeleti valgud otse adhesioonivalkudega, vaid rakusiseste vahendajavalkude kaudu.


    Tsütoskeletiga seotud adhesioonimolekulid kuuluvad kahte superperekonda, milleks on kadheriinid ja integriinid. Kadheriinid vahendavad enamjaolt rakk-rakk ja intergiinid rakk-maatriks ühendusi. Tsütoskeleti valkudega seostumises on mõlemas perekonnas eripärasid. Nimelt seostuvad mõned kadheriinid aktiiniga, tekitades külgliiduseid, samas kui teised seostuvad intermediaarsete filamentidega, moodustades desmosoome; seevastu ühed integriinid, mis seostuvad aktiiniga, tekitavad fokaalkontakte ning teised, mis seostuvad intermediaarsete filamentidega moodustavad hemidesmosoome (vt tabel 5.1).


    Tabel 5.1. Ankurliidused.
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    Siinkohal tuleb märkida, et vahel tekitavad mõned integriinid ka rakk-rakk-ühendusi. Peale selle võivad mõned teised adhesioonimolekulid tekitada rakkudevahelisi ühendusi, mis küll on nõrgemad kui ankurliidused.

  


  
    5.1. Rakk-rakk ühendused


    5.1.1. Külgliidused


    Kaht kõrvutiasetsevat rakku ühendavad ankurliidused (külgliidused ja desmosoomid, vt peatükk 15.2, joonised 5.11, 5.12, 15.5 ja 15.9) on omavahel seotud kadheriini perekonda kuuluvate valkudega. Kadheriine on leitud kõigist hulkraksete loomade organismidest, kuid neid ei ole seentes, taimedes, bakterites ega arheates. Inimesel on avastatud rohkem kui 180 selle valguperekonna erinevat liiget, mida võib jaotada enam kui kuude alamperekonda, kuhu kuuluvad nii klassikalised kui ka mitteklassikalised kadheriinid. Kadheriinide suure mitmekesisuse põhjustab asjaolu, et nende sünteesi määrab palju erinevaid geene ning toimub ulatuslik alternatiivne RNA splaissing. Kõige suurem kadheriinide mitmekesisus esineb ajukoes, mis ilmselt võimaldab ajurakkude vahel väga paljude erinevate kontaktide teket. Näiteks on ajus mitteklassikalisi kadheriine üksinda rohkem kui 50. Erinevalt selgroogsetest on selgrootutel kirjeldatud alla 20 erineva kadheriini. Klassikaliste kadheriinide hulka kuuluvad E-kadheriinid (esinevad epiteelirakkudes), N-kadheriinid (esinevad närvi-, lihas- ja silmaläätse rakkudes) ja P-kadheriinid (esinevad platsentas ja epidermises) ning terve rida teisi kadheriine, millel kõigil on sarnane aminohappeline järjestus (joonis 5.5). Mitteklassikaliste kadheriinide hulka kuuluvad ajus olevad protokadheriinid ning desmosoomide koostisse kuuluvad desmokolliin ja desmogleiin.
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    Joonis 5.5. Kadheriinide superperekond. Erinevate kadheriini molekulide rakuväline osa, mis koosneb paljudest nn rakuvälistest kadheriini domeenidest (rohelised ovaalid), on väga varieeruva pikkusega. Kadheriini molekulid seostuvad oma tsütoplasmapoolse otsaga vahendajavalkude kaudu tsütoskeleti valkudele või signaalmolekulidele. T-kadheriinil puudub transmembraanne domeen ning tema on plasmamembraaniga seotud glükosüülfosfatidüülinositool (GPI) ankru kaudu. Fat-, Flamingo- ja Ret-kadheriini struktuuris on selliseid domeene (erinev värving), mis esinevad ka teistes valkudes.


    Kadheriinide omavahelise sideme tekkeks ja püsimiseks on vaja Ca2+-ioonide olemasolu ümbritsevas keskkonnas, millest lähtuvalt on tuletatud ka selle valgu nimi (ingl calcium adhering). Kui ümbritsevast keskkonnast eemaldada Ca2+-ioonid, siis katkevad rakkude vahel kadheriinide tekitatud ühendused (joonis 5.6).
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    Joonis 5.6. Klassikalise kadheriini rakuväline osa koosneb viiest rakuvälisest kadheriinile omasest domeenist (vt joonis 5.5), mille vahel on painduvad liigendpiirkonnad. Ca2+-ioonid seostuvad liigendpiirkonda, et hoida ära selle paindumist ning anda kadheriinide ühendusele jäikust. Ca2+-ioonide puudumisel muutub liigendpiirkond painduvaks, selle tagajärjel kaob kadheriinide molekulide jäikus ning rakkudevaheline külgliidus laguneb Kadheriinid seostuvad üksteisega N-terminaalse piirkonna kõige tipmise osa kaudu, kus ühe kadheriini nupusarnane piirkond siseneb teise kadheriini õõnsusse.


    Kadheriinid moodustavad rakkude vahel nn homofiilseid ühendusi (joonis 5.7), mis tähendab, et kõrvutiasetsevatelt rakkudelt lähtuvad kadheriinid on oma tüübilt samad või väga lähedased.
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    Joonis 5.7. Kaks kõrvutiasetsevat rakku võivad olla omavahel seotud nn homofiilse või heterofiilse ühenduse kaudu.


    Kadheriinimolekulide see osa, mis ulatub rakust välja, koosneb nn rakuvälistest kadheriini domeenidest (ingl extracellular cadherin domains) (joonis 5.5 ja 5.7), mille vahel on painduvad hingepiirkonnad. Ca2+-ioonid seostuvad hingepiirkonda, et hoida ära selle paindumist ning anda kadheriinühendusele jäikust.


    Ca2+-ioonide puudumisel muutub hingepiirkond painduvaks, selle tagajärjel kaob kadheriinimolekulide jäikus ning rakkudevaheline külgliidus laguneb. Kadheriinid seostuvad üksteisega N-terminaalse piirkonna kõige tipmise osa kaudu, kus ühe kadheriinimolekuli nupusarnane piirkond siseneb teise molekuli õõnsusse (joonis 5.8).
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    Joonis 5.8. Tüüpilise rakkudevahelise külgliiduse ehitus. Mõlema kõrvutiasetseva raku plasmamembraanist lähtuvad dimeersed E-kadheriini molekulid moodustavad omavahel Ca2+-ioonidest sõltuva homofiilse ühenduse. E-kadheriinide tsütosoolipoolsed osad seostuvad vahendajavalkude kompleksi (β-kateniin, α-kateniin, p120-kateniin) kaudu tsütoskeleti aktiinifilamentidega. Vinkuliin ühendab aktiinifilamente α-kateniiniga.


    Kõikide klassikaliste ja osa mitteklassikaliste kadheriinide rakusisene domeen on seotud tsütoskeleti valkudega, milleks on külgliidustes aktiini ja desmosoomides intermediaarsed filamendid. Kui kadheriinide molekulist puudub tsütoplasmapoolne domeen, siis ei ole rakk-rakk kontakt püsiv, mis näitab, kui oluline on kadheriinide seos tsütoskeleti valkudega. Kadheriinimolekulid ei seostu otse tsütoskeleti valkudega, vaid see toimub vahendajavalkude kaudu, mis on seotud kadheriini tsütoplasmapoolse osaga. Külgliidustes seostub kadheriini tsütoplasmasse ulatuv sabaosa β-kateniini ja temaga suguluses oleva p120-kateniiniga. β-kateniiniga seostub omakorda aktiinifilamentide ja mitmete vahendajavalkudega (nt vinkuliiniga) seotud α-kateniin (joonis 5.8). Kadheriinide homofiilne ühendus on suhteliselt nõrk, kui võrrelda seda näiteks signaaliretseptorite ja ligandite omavahelise ühendusega. Kadheriinide tekitatud rakk-rakk ühendus on seetõttu tugev, et rakkude ühenduskohtades on külgliiduses või desmosoomis omavahel seotud palju kadheriine ning selliseid ühendusi on rakkude pinnal rohkesti.


    Kadheriinid mitte ei „liimi“ rakke koes omavahel kokku, vaid nad tekitavad sama tüüpi rakkude vahel väga täpselt määratletud ühendused, mida ei teki kõrvalolevate teist tüüpi rakkudega. Juba 1955. aastal näidati, et kui amfiibi varajane embrüo lahutada üksikuteks rakkudeks, siis mõne aja pärast moodustavad segus olevad rakud taas peaaegu algse embrüoga sarnase struktuuri (joonis 5.9).
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    Joonis 5.9. Kui amfiibi varajase embrüo erinevad rakukihid lahutada üksikuteks rakkudeks (dissotsieerida) ning seejärel segada, moodustuvad üksteisest eraldatud rakud mõne aja möödudes taas peaaegu algse embrüoga sarnase struktuuri. Rakkude taasühinemisel paigutuvad nad samadesse kihtidesse, mis vastab normaalsele embrüole: neuraaltoru piirkond (sinine) on keskel, seda ümbritseb mesoderm (roheline) ja väliskihis asuvad epidermise rakud (punane). Analoogseid katseid on tehtud ka imetajatel (vt peatükk 18.4.3.1. Embrüo agregatsioon).


    See ja mitmed järgnevad katsed näitasid, et ühes kindlas diferentseerumisjärgus olevas koes suudavad rakud üksteist eristada, mille tulemusel tekivad ühendused eelistatult sama tüüpi rakkude vahel. Organismide arengus toimub rakkude pidev ja täpselt reguleeritud ümberpaiknemine ning uute kontaktide moodustumine, milles kadheriinidel on määrav osa. Seda on ilmekalt näha selgroogsete embrüo arengus, kus neuraaltoru tekke ja ektodermist eemaldumise käigus toimub erisuguste kadheriinide sünteesi määravate geenide ekspressiooni muutus. Selle protsessi käigus kaovad neuraaltoru rakkudelt E-kadheriinid ja asenduvad teiste kadheriinidega (sh N-kadheriiniga), kuid ektodermis säilib E-kadheriini ekspressioon. Kui närviristi rakud hakkavad eemalduma neuraaltorust, kaovad need kadheriinid ning asenduvad kadheriiniga 7, mis seob migreeruvaid rakke palju nõrgemalt. Lõpuks, kui rakud koonduvad uuesti, selleks et moodustada ganglion, lülitatakse neis jälle N-kadheriini ekspressioon sisse. Kui katseliselt üle ekspresseerida N-kadheriini sünteesi määravaid geene kujuneva närviristi rakkudes, siis need rakud ei eemaldu närvitoru piirkonnast (joonis 5.10).
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    Joonis 5.10. Selgroogsete närvisüsteemi väljakujunemise käigus muutub kadheriinide ekspressiooni muster. Joonisel on kujutatud kana embrüo varase arengujärgu ristlõige, kus kõigepealt eraldub neuraaltoru ektodermilt ning siis eemalduvad närviristi rakud neuraaltoru rakkudelt. Selle järgi, kuidas embrüo arengu käigus muutub erisuguste kadheriinide sünteesi määravate geenide ekspressioon, eralduvad kindlad rakkude grupid üksteisest, paigutuvad ümber ning moodustavad uusi rakkudevahelisi ühendusi.


    Epiteelis on rakud omavahel seotud ning seetõttu liikumatud, kuid nad võivad omavahelise ühenduse kaotada ning muutuda vabalt liikuvateks mesenhümaalseteks eellasrakkudeks. Võib toimuda ka vastupidine protsess: kindlate adhesioonimolekulide ekspressiooni sisselülitumisel moodustavad mittekinnitunud, hajusalt asuvad mesenhümaalsed rakud (nt fibroblastid) epiteeli. Sellist protsessi, mis on väga oluline normaalse embrüonaalse arengu kulgemiseks, kuid esineb ka mõnede vähivormide puhul, nimetatakse epiteliaal-mesenhümaalseks üleminekuks (ingl epithelial-mesenhymal transition). Selline üleminek sõltub transkriptsiooni regulaatorvalkudest Slug, Snail ja Twist. Näiteks Twist-valgu sünteesi tõusul muutuvad epiteelirakud mesenhümaalseteks rakkudeks, aga kui selle valgu süntees välja lülitada, siis läheb protsess vastassuunas. Twist-valgu toime on osaliselt seletatav sellega, et ta inhibeerib epiteelirakke kooshoidvate kadheriinide ekspressiooni. Epiteliaal-mesenhümaalne üleminek toimub epiteliaalse päritoluga vähi arengu käigus, kus vähirakud kaotavad sideme ülejäänud epiteelirakkudega ning liiguvad teistesse kudedesse. Kui koekultuuris kasvavates rinnanäärmekasvaja rakkudes lülitada välja Twist-valgu ekspressioon, siis rakud kaotavad pahaloomulistele rakkudele iseloomulikud omadused. Vastupidi eelnevale, kui normaalsetes epiteelirakkudes sünteesitakse Twist-valku ülemäära, siis muutuvad need rakud pahaloomuliseks.


    Külgliidused on seotud kokkutõmbuvate aktiinifilamentide ja mittelihaselist päritolu müosiin II-ga, kus liidustele toimiva tõmbejõu tekitab aktiin (joonis 5.11).
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    Joonis 5.11. Külgliiduste tekkimine. A. Liiduse teke algab, kui kahe kõrvuti asetseva epiteeliraku eellase tsütoplasmas toimub paigutine aktiini polümeriseerumine ja plasmamembraani väljasopistumine. Plasmamembraani väljaulatuvatesse kohtadesse tekivad kahe raku vahele kadheriini ja kateniini kogumid, mis raku sees seostuvad aktiiniga ning aktiveerivad väikse monomeerse Rac GTPaasi. B. Raci toimel tekib aktiini sisaldavaid väljasopistusi juurde, suurendades niimoodi rakkude kontaktpinda, kuhu saavad kadheriini ja kateniini kaudu tekkida uued ühendused. C. Rac muutub inaktiivseks ning asendatakse Rho GTPaasiga, mis organiseerib aktiini sirgeteks filamentideks, mis seostuvad müosiin II-ga. Müosiin II ja aktiini kokkutõmme ning aktiini jätkuv seostumine suurendab külgliiduse ulatust.


    Kõrvutiasetsevate rakkude külgliidustele toimivad tõmbejõud on tasakaalustatud, mis tähendab, et kui ühe raku külgliidusele toimib tõmbejõud, siis tekitatakse teise raku vastasolevale külgliidusele samasugune tasakaalustav jõud. Külgliidustele toimivate tõmbejõudude tasakaal säilitab epiteelkudede väljakujunenud struktuuri hoolimata väliste jõudude toimest. Kuidas nende jõudude tasakaal tekib, ei ole veel selge. Toimivate jõudude järgi muudavad külgliidused aktiini ja müosiini käitumist tasakaalustamaks jõudusid mõlemal pool liidust. Seega on külgliidused mitte ainult rakke ühendavad sillad, vaid dünaamilised pingetundlikud elemendid, mis reageerivad rakkudele toimivate jõudude muutustele. Sellist nähtust, kus rakkudele toimiva mehaanilise signaali kaudu muudetakse nende omavahelise ühenduse omadusi, nimetatakse mehaaniliseks mõjutuseks e mõjude edsikandumiseks (ingl mechanotransduction). Kadheriinide kompleksi kuuluvad valgud (nt α-kateniin) muudavad oma kuju, kui neid rakkudevahelise pinge tõttu venitatakse. Kui külgliiduses suureneb kokkutõmbe tugevus, siis volditakse α-kateniini molekul lahti nii, et paljastub vinkuliini seostumiskoht. Vinkuliin, mis saab nüüd kinnituda α-kateniinile, seob endaga uusi aktiinifilamente, mis tugevdab külgliidust veelgi (joonis 5.12).
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    Joonis 5.12. A. Külgliiduse tekkimisel toimiv mehaaniline mõjutus. Kui liiduses pinge suureneb (B.), siis tunnevad rakk-rakk ühendused selle ära ning suurendavad aktiini sidemete tugevust. Osaliselt tunneb pinge muutusi ära α-kateniin. Vt ka peatükk 15.2.


    Erinevates kudedes võivad külgliidused olla erisuguse vormiga. Mitteepiteliaalsetes kudedes moodustavad nad kahe omavahel ühendatud raku membraanides kortikaalse aktiiniga ühenduskohti. Kõige tüüpilisem külgliiduse vorm esineb epiteelirakkudes, kus ta moodustab raku tipmises e apikaalses osas katkematu adhesioonivöö (lad zonula adherens). Adhesioonivöö koostises olevate kadheriinide ja rakusiseste vahendajavalkude külge seostuvad aktiinifilamendid ja müosiin II järgivad täpselt nende valkude paiknemist, millele nad kinnituvad. Seega on aktiini-müosiini kimbud kadheriinide kaudu seotud paljusid rakke ühendavaks võrgustikuks. Kudede morfogeneesi käigus võimaldab sellise võrgustiku kooskõlastatud kokkutõmbumine tekitada ühest epiteelirakkude kihist toruja epiteeli – näiteks neuraaltoru teke (joonis 5.13).
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    Joonis 5.13. Torujas epiteel tekib ühe epiteelirakkude kihi voltumise teel. Adhesioonivööga seotud aktiini ja müosiini kimpude kooskõlastatud kokkutõmbe tulemusel kitseneb epiteelirakkude tipmine e apikaalne osa, mis võimaldab epiteelirakkude kihi toruks keerata. Sellisel viisil tekib varases embrüogeneesis selgroogsete neuraaltoru.


    5.1.2. Desmosoomid


    Desmosoomid ja külgliidused on ehituselt sarnased, kuid neid moodustavad kadheriinid on erinevad ning desmosoomides seostuvad nad aktiini asemel intermediaarsete filamentidega. Desmosoomide põhiline ülesanne organismis on anda kudedele tugevus. Desmosoomid esinevad selgroogsete kudedes, kuid puuduvad selgrootutel. Selgroogsetel võib desmosoome leida kudedest, mis peavad taluma suurt mehaanilist survet, nagu epiteelkude (nt naha epidermis) või südame lihaskude. Desmosoomides hoiavad kõrvuti asetsevaid rakke koos transmembraansed mitteklassikalised kadheriinid, mis on oma tsütoplasmapoolse otsaga seotud membraanialuse vahendajavalkudest koosneva naastu külge. Vahendajavalkudest naastule, mille moodustavad plakoglobiin (γ-kateniin), plakofiliin (p120-kateniini homoloog) ja desmoplakiin, seostuvad mitteklassikalised kadheriinid desmogleiin ja desmokolliin (joonis 5.14 ja 15.9).
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    Joonis 5.14. Desmosoomide ehitus. A. Desmosoomides hoiavad kõrvuti asetsevaid rakke koos transmembraansed mitteklassikalised kadheriinid, mis on oma tsütoplasmapoolse otsaga seotud membraanialuse vahendajavalkudest koosneva naastu külge. Igale sellisele naastule kinnituvad omakorda intermediaarsed filamendid. B. Desmosoomidel võimaldavad tekkida mitteklassikalised kadheriinid desmogeliin ja desmokolliin, mille tsütoplasmapoolsele otsale kinnituvad vahendajavalgud plakoglobiin ja plakofiliin, mis on omakorda seotud desmoplakiiniga. Desmoplakiin on seotud tsütoskelti intermediaarsete filamentide külge. C. Elektronmikrofoto desmosoomidest vastsündinud hiire naha epidermise rakkudes. D. Sama koe suurendatud kujutis, kus on näha desmosoomile kinnitunud intermediaarseid filamente. Vt ka peatükk 15.2.


    See, millised intermediaarsed filamendid kinnituvad oma küljega naastudele, sõltub rakkude tüübist. Näiteks epiteelirakkudes on nendeks keratiini, aga südame lihasrakkudes desmiini filamendid. Desmosoomid ja hemidesmosoomid ning nende külge seostuvad intermediaarsed filamendid moodustavad epiteelkoes rakke toestava ja kooshoidva võrgustiku (joonis 5.15).
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    Joonis 5.15. Desmosoomid, hemidesmosoomid ja intermediaarsed filamendid (keratiini filamendid) peensoole epiteelirakkudes. Keratiini filamentidest koosnev võrgustik ühendab omavahel kõrvuti asetsevate rakkude desmosoome ja basaallaaminaga e basaalse laaminaga e basaalmembraaniga seotud hemidesmosoome. Vt ka peatükk 15.2, joonis 15.5.


    Kui inimese naharakkudes ei teki normaalseid desmosoome, siis võib areneda välja autoimmuunhaigus harilik pemfiigus. Selle haiguse korral toodab organism autoantikehi desmosoomide koostises oleva desmogleiini vastu. Kuivõrd need antikehad seostuvad desmogleiiniga, ei moodustu epidermise keratinotsüütide vahel normaalseid desmosoome, mille tulemusel kaob side keratinotsüütide vahel ning nahk kattub suurte koevedelikku sisaldavate villidega.


    5.1.3. Tiheliidused


    Loomade kehas on kõik välis- ja sisepinnad vooderdatud epiteelirakkude kihi või kihtidega, mis moodustavad tõkke või selektiivselt läbilaskva filtri. Epiteelirakkude tipmine e apikaalne külg on vaba ja suunatud organi valendiku või organismi väliskeskkonna poole, samas kui oma alumise e basaalse küljega kinnituvad nad basaalmembraanile, mis eraldab neid teiste kudede rakkudest. Seega käitub polariseerunud epiteelirakkude kiht kui valikuliselt läbilaskev tõkis. Epiteelides on kõrvutiasetsevate rakkude membraanid väga tugevalt tiheliiduste kaudu kokku ühendatud (joonised 5.16 ja 5.17).
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    Joonis 5.16. Tiheliiduse mudel. A. Kõrvuti asetsevate rakkude plasmamembraanides olevad transmembraansed valgud on rakkudevahelises ruumis omavahel seotud. Need valgud moodustavad ahelaid, mis seovad rakkude plasmamembraanid tihedalt kokku. B. Kokkusiduvaid ahelaid moodustavad klaudiin ja okludiin, millel on neli transmembraanset piirkonda. Kui klaudiin on määrava tähtsusega tiheliiduste moodustumises ja püsimises, siis okludiin määrab liiduse läbilaskvuse. Mõlema valgu C- ja N-otsad asuvad raku tsütoplasmas, kus nad on seotud tellingvalkudega, mis aitavad moodustada membraane kokkuliitvaid ahelaid ning seovad tiheliidused aktiinifilamentidega. Vt ka peatükk 15.2, joonis 15.4.


    Epiteelirakkude apikaalses osas paiknevad tiheliidused ringina, mille tõttu on kõik epiteelkoe rakud selles piirkonnas üksteisega väga tihedalt seotud. Tiheliiduste tõttu ei saa makromolekulid ning enamik veeslahustuvaid väikseid molekule ja ioone vabalt epiteelirakkude vahelt läbi difundeeruda. Tiheliidused säilitavad ka epiteelirakkude pinna molekulaarse polaarsuse, sest nad takistavad valkude ja glükolipiidide difundeerumist raku apikaalse ja basolateraalse membraani vahel. Tõepoolest, epiteelirakkude apikaalse ja basolateraalse külje rakumembraani välimise kihi koostis on erinev. Seda näitab asjaolu, et apikaalse külje rakumembraani välimises kihis on glükolipiidid ja GPI-ankru abil seotud valgud, mida ei ole basolateraalsel küljel. Seevastu apikaalse ja basolateraalse külje membraani tsütosoolipoolses lipiidses kihis ei ole erinevusi, mis viitab seal toimuvale vabale valkude ja lipiidide külgsuunalisele difusioonile.


    Kasutades külmutamis-murdumis-elektronmikroskoopiat, on epiteelirakkude apikaalsel küljel asuvate mikrohattude läheduses näha lindina kulgevat kärgjat struktuuri, mis on tekkinud rakumembraanide n-ö kokkujootmise tagajärjel. See on epiteelirakkude apikaalset külge ümbritsev tiheliiduste vöö (joonis 5.17).
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    Joonis 5.17. Peensoole epiteelirakkude vahelise tiheliiduse struktuur. Skaneeriva (A) ja transmissioonelektronmikroskoopia (B) abil saadud tiheliiduse elektronmikrofotod. A. Tiheliidused moodustavad soolehattude allosas lindina kulgeva kärgja vöö. B. Kahe kõrvutiasetseva raku plasmamembraanide välimised lipiidsed kihid on paljudest kohtadest kesk- e fokaalühenduste kaudu omavahel ühendatud.


    Läbivalgustuselektronmikroskoopia preparaadil võib näha, kuidas kahe kõrvuti asetseva raku membraanide välimised lipiidsed kihid on omavahel paljudest kohtadest kesk- e fokaalühenduste (ingl focal connection) kaudu seotud. Keskühendused on kohad, kus rakumembraane n-ö kokkuõmblevate valkude ahel on risti läbi lõigatud. Nn kokkuõmblevate valkude ahela moodustavad transmembraansed homofiilsed valgud, mis paiknevad mõlemas kokkuliidetud rakumembraanis üksteise kõrval reas. Nende valkude rakuvälised piirkonnad seostuvad vastastikku omavahel, mille tulemusel liidetakse kõrvuti asetsevad rakud tihedasti kokku (joonis 5.16 A).


    Kõrvuti asetsevate rakkude membraane nn kokkuõmblevate valkude ahelaid moodustavad kaks transmembraanset valku: klaudiin (lad claudere ’sulgema’) ja okludiin (joonis 5.16 B). Klaudiin on määrava tähtsusega tiheliiduste tekkimiseks ja toimimiseks. Näiteks hiirtel, kellel puudub klaudiin-1 geen, ei teki naha epidermise rakkude vahel tiheliiduseid, mille tulemusel aurab vesi vastsündinud hiirepoegadel läbi naha väga kiiresti ära ja nad surevad esimesel elupäeval. Okludiin ei ole tiheliiduste tekkeks vajalik, kuid ta kindlustab selle, et liidused ei muutuks läbilaskvaks. Tiheliiduseid moodustab veel kolmas transmembraanne valk, tritselluliin, mis tekitab ühendusi kolme raku kokkupuutekohas takistamaks rakukihi lekkimist. Klaudiinide perekonda kuulub vähemalt 24 homoloogset valku, mis esinevad erinevates kombinatsioonides, luues organismis erisuguse läbilaskvusega epiteele.


    Kõik kolm tiheliiduse valku sisaldavad nelja transmembraanset heeliksit (joonis 5.16 B). Tiheliiduste moodustumises osalevad veel liiduste adhesioonimolekulid (ingl junction adhesion molecules, JAM), millel on üks transmembraanne α-heeliks ning mis kuuluvad raku adhesioonimolekulide Ig superperekonda (vt peatükk 15.2, joonis 15.4). Klaudiini, okludiini ja JAM-i molekulide need piirkonnad, mis ulatuvad kõrvuti olevate rakkude membraanidest välja, moodustavad molekulide ahelate vahel väga tugeva ühenduse. On leitud, et tiheliiduste adhesioonivalgud seostuvad oma tsütosoolipoolsete C-terminaalsete otstega vahendajavalkude külge. Need suured tellingvalgud (ingl scaffold proteins), mida nimetatakse tiheliiduse e zonula occludens’i valkudeks (ZO-1, ZO-2 ja ZO-3), seovad tiheliiduse komponendid tsütoskeleti ja signaalvalkudega (joonis 5.18 ja 15.4).
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    Joonis 5.18. Tellingvalgud ZO-1, ZO-2 ja ZO-3 on koondunud raku plasmamebraani alla kohta, kus kulgeb tiheliidus. Kõigil neil valkudel on palju piirkondi (kolm PDZ piirkonda, SH3 piirkond ja GK piirkond), kuhu seostuvad teised valgud. Need piirkonnad võimaldavad tellingvalkudel seostuda omavahel ning paljude teiste valkudega, moodustades tiheda ahelate võrgustiku, mis on seotud tsütoskeletiga.


    Tellingvalkude ahela koostises on terve seeria teisi valke siduvaid piirkondi, millest üks on umbes 80 aminohappest koosnev lõik, nn PDZ piirkond, mis tunneb ära valkude C-terminaalse osa. Tellingvalkude kindlad piirkonnad tunnevad ära klaudiine, okludiine, aktiinifilamente või erinevaid signaalmolekule. Peale selle võivad tellingvalgud seostuda omavahel, moodustades rakumembraani siseküljel nn vaiba, mis toetab tiheliiduse ahelaid. Tiheliidused, külgliidused ja desmosoomid moodustavad nn liiduste kompleksi, mis tekib siis, kui kõik kolm liiduste tüüpi on kõrvuti asetsevates rakumembraanides esindatud (joonis 5.2 ja 15.5).


    Tiheliiduste struktuuri ja talitlemise kõige klassikalisem näide on peensoole ühekihiline prismaatiline epiteel. Molekulide liikumine läbi epiteeli toimub kas rakku läbiva (ingl transcellular pathway) või rakkude vaheruumi läbiva (ingl paracellular pathway) transpordi kaudu (joonis 5.19).
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    Joonis 5.19. Rakku läbiva ja rakkude vaheruumi läbiva transpordi skeem epiteelirakkudes. Rakku läbiva transpordi puhul sisenevad molekulid epiteelirakkudesse apikaalsel küljel, läbivad raku ja väljuvad basolateraalsel küljel. Rakkude vaheruumi läbiva transpordi korral lähevad väiksed molekulid ja ioonid läbi tiheliiduste.


    Läbi peensoole epiteeli absorbeerivate rakkude liiguvad toitained soolevalendikust valikuliselt teisel pool epiteeli paiknevasse rakuvälisesse vedelikku. Rakku läbivat transporti korraldavad kindlad epiteelirakkudel paiknevad transpordivalgud, millest üks osa asub epiteelirakkude apikaalses membraanis ja teine osa basolateraalses membraanis. Apikaalsed transpordivalgud toovad toitainemolekule soolevalendikust epiteelirakkudesse ning basolateraalsed transpordivalgud viivad samad molekulid passiivse transpordi teel teisele poole epiteeli, kus asub rakkudevaheline vedelik. Seal difundeeruvad toitained väikestesse veresoontesse, millest nad liiguvad laiali üle kogu organismi. On näidatud, kuidas peensoole epiteelirakkude apikaalsel küljel paiknevate aktiivsete glükoosi transporterite vahendusel jõuab glükoos soole valendikust rakku ning passiivsed glükoosi transporterid viivad selle läbi basolateraalse membraani uuesti rakust välja (joonis 5.20).
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    Joonis 5.20. Tiheliiduste osa rakku läbiva transpordi kulgemises. Transpordivalgud asuvad peensoole epiteelirakkude plasmamembraani erinevates piirkondades, mis võimaldab toitainete suunatud liikumist soole valendikust läbi epiteeli vereringesse. Na+-ioonide juhitavad aktiivsed glükoosi transporterid viivad soole valendikus oleva glükoosi läbi epiteeli apikaalse külje rakku, kus passiivsed glükoosi transporterid juhivad selle läbi basolateraalse membraani uuesti rakust välja. Arvatakse, et tiheliiduste tõttu paiknevad transportvalgud plasmamembraani kindlates piirkondades, kuivõrd nad takistavad valkude vaba difusiooni plasmamembraani lipiidses kaksikkihis. Tiheliiduste tõttu ei saa glükoos epiteelirakkude basaalselt küljelt liikuda tagasi soole valendikku.


    Koos glükoosiga liiguvad samas suunas ka Na+-ioonid ja aminohapped. Na+-ioonid, glükoos ja aminohapped tekitavad sooleepiteeli rakkudes osmootse rõhu, mille toimel liigub põhiliselt tiheliiduste kaudu vesi soolevalendikust epiteelirakkude basolateraalsele poolele ja sealt rakkudevahelisse ruumi. Rakku läbiva transpordi edukaks kulgemiseks on vaja, et epiteelirakud oleksid omavahel väga tihedalt seotud, selleks et transporditavad molekulid ei saaks enam soole valendikku tagasi liikuda. Peale selle peab transpordivalkude paigutus epiteelirakkude pinnal olema õige, mis tähendab, et apikaalsel või basolateraalsel küljel võivad olla ainult sellele küljele omased valgud, mis ei tohi mingil juhul ühest kihist teise difundeeruda. Epiteelirakkudevahelised tiheliidused ei lase rakku jõudnud molekulidel soole valendikku tagasi difundeeruda ega ka apikaalse ja basolateraalse külje molekulidel seguneda.


    Katses, mis näitab, et tiheliidused ei lase suurematel vees lahustuvatel molekulidel epiteelirakkude vahelt läbi tungida, süstiti katselooma kõhunäärme veresoonde elektrontihedat kolloidset lantaniidhüdroksiidi. Kõhunäärme koest tehtud elektronmikrofotol on näha, et lantaniidhüdroksiid koguneb kahe kõrvuti asetseva atsinaarraku vahele nii apikaalsel kui ka basolateraalsel küljel ega suuda sealt takistava tiheliiduse tõttu enam edasi difundeeruda. Kuigi kõik tiheliidused on makromolekulidele läbimatud, on nad rohkem või vähem läbitavad ioonidele ja väikestele molekulidele. Näiteks on peensoole epiteelirakkude vahelised tiheliidused 10000 korda enam läbitavad Na+-ioonidele kui tiheliidused, mis asuvad kusepõie epiteelirakkude vahel. Rakkude vaheruumi läbiva transpordi efektiivsus erinevates kudedes sõltub sellest, millised valgud moodustavad seal tiheliiduseid. Rakkude vaheruumi läbiva transpordi häiretega kaasnevad mitmed haigused. Näiteks klaudiin-16 sünteesi määrava geeni defekti korral areneb inimesel pärilik magneesiumipuudulikkus veres, mis põhjustab krampide teket, sest ei toimu normaalset magneesiumi liikumist läbi neeruepiteeli. Mutatsioon klaudiin-14 sünteesi määravas geenis põhjustab pärilikku kurtust, kuna ripsepiteeli läbiv molekulide transport on sisekõrva tiguelundis häiritud. Huvitav on märkida, et mõned patogeenid kasutavad rakkudele kinnitumiseks tiheliiduse molekule. Näiteks kinnitub hepatiidi C-viirus maksarakkudel klaudiin-1-le, okludiinile ja veel kahele molekulile, enne kui ta rakku siseneb. Mõned patogeenid võivad epiteelirakkudevahelisi tiheliiduseid ka lagundada. Näiteks koolera tekitaja Vibrio cholerae toodab toksiine, mis mõjutavad peensoole epiteelirakkude vaheliste tiheliiduste ehitust. Peale selle eraldab Vibrio cholerae proteaase, mis lagundavad okludiini ning põhjustavad tiheliiduste katkemist. Seega muutub toksiinide toimel tiheliiduste läbilaskvus (suureneb rakkude vaheruumi läbiv transport) või ioonide sissepumpamine rakkudesse (suureneb rakku läbiv transport), mille tulemusel liiguvad ioonid ja vesi kudedest seedekulglasse, põhjustades kõhulahtisust ja eluohtlikku veekaotust.


    5.1.4. Aukliidused


    Aukliiduste e mulkliiduste (joonis 5.21 ja 5.22, vt ka joonis 15.12) piirkonnas on kahe kõrvuti asetseva raku membraanid omavahel tihedalt seotud, kuid erinevalt tiheliidusest läbivad mõlemat membraani üksteisega kohakuti asetsevad kanalid, mille kaudu saavad anorgaanilised ioonid ja väiksed vees lahustuvad molekulid liikuda ühest rakust teise. Aukliidused ei ole läbitavad makromolekulidele, nagu valgud ja nukleiinhapped.
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    Joonis 5.21. A. Elektronmikrofotol on näha hiire maksa rakkude vahel oleva aukliiduse ristlõige. Aukliidus seob membraane mitmesaja nanomeetri ulatuses, kusjuures membraanide vahele jääb 2–3 nm laiune n-ö auk. B. Plasmamebraani tsütosoolipoolsel küljel on näha aukliidust moodustavad heksagonaalsed konneksioonid. Iga konneksioon on seotud kõrvaloleva raku konneksiooniga, mille tulemusel tekivad rakke ühendavad kanalid.
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    Joonis 5.22. Üksteise kõrval asuvaid plasmamembraane ühendavate aukliiduste mudel. Kõrvuti asetsevate rakkude plasmamembraanides olevad transmembraansed valgud on rakkudevahelises ruumis omavahel seotud. Need valgud moodustavad ahelaid, mis seovad rakkude plasmamembraanid tihedalt kokku. Tiheliiduse moodustavad valgud okludiini, klaudiin-1 ja liiduste adhesiooni molekul (JAM), vt joonis 5.12. Kui okludiini ja klaudiini molekulis on neli transmembraanset heeliksit, siis JAM-i molekulis on ainult üks. JAM-i molekulile on iseloomulik pikk rakuväline piirkond. Mõlemas membraanis on näha konneksioonide poolkanalid, mis koosnevad kuuest hantlisarnasest konneksiini molekulist. Kaks lipiidses kaksikkihis asuvat konneksiooni seovad rakkudevahelise pilu kokku, tekitades vett läbilaskva aukliiduse kanali (Ø 1,5–2 nm), mis ühendab kõrvuti olevate rakkude tsütosoole. Vt peatükk 15.2, joonis 15.12.


    Aukliidused esinevad enamikul püsivas kokkupuutes olevatel loomarakkudel, sealhulgas sidekoe, epiteelkoe ja südamelihasrakkudel. Elektronmikrofotodel on aukliidused nähtavad kahe kõrvuti asetseva raku membraani pinnal laikudena, kusjuures membraanide vahe on seal 2–4 nm. Aukliidused on silindrilised valgukompleksid, mis puutuvad omavahel kokku membraanidevahelises pilus ning mille keskel olev poor ühendab kahe kõrvuti asetseva raku tsütoplasmasid. Selgroogsetel moodustavad aukliiduseid konneksiinide ja selgrootutel inneksiinide perekonna valgud. Peale selle on avastatud veel kolmas, inneksiinidega sarnane valkude perekond, panneksiinid, mis esinevad nii selgroogsetel kui ka selgrootutel. Inimesel on leitud 21 erinevat konneksiinide isovormi. Aukliiduste pooride suurus imetajate rakkudes on 1,2–1,4 nm, kuid putukate rakkudes võib see olla ka 2 nm. Molekulid, mille molekulkaal on alla 1200 D, läbivad aukliiduseid ilma takistuseta, kuid need, mille molekulkaal on üle 2000 D, aukliiduse poore ei läbi (joonis 5.23).
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    Joonis 5.23. Aukliiduse kanali läbimõõdu kindlakstegemine. Kui ühte rakku, mis on kõrval asuva rakuga ühendatud aukliiduste abil, süstida erineva suurusega fluorestseeruvaid molekule, siis selgub, et teise rakku liiguvad ainult need molekulid, mille molekulmass on väiksem kui 1000 daltonit. Selle alusel võib väita, et aukliiduste kaudu liiguvad ühest rakust teise väiksed molekulid (nt anorgaanilised ioonid, suhkrud, aminohapped, nukleotiidid, vitamiinid ja rakusisesed signaalmolekulid, nagu tsükliline AMP ja inositooltrifosfaat), kuid mitte makromolekulid (valgud, nukleiinhapped, polüsahhariidid).


    Seega liiguvad aukliiduste kaudu ühest rakust teise väiksed molekulid (nt anorgaanilised ioonid, suhkrud, aminohapped, nukleotiidid, vitamiinid, tsükliline AMP ja inositooltrifosfaat), kuid sealt ei pääse läbi makromolekulid, nagu valgud, nukleiinhapped ja polüsahhariidid. Närvikoes liiguvad elektrilisi laenguid kandvad ioonid väga kiiresti ühest neuronist teise just aukliiduste kaudu. Seetõttu kandub aktsioonipotentsiaal elektriliste sünapsite kaudu väga kiiresti ühest rakust teise, mis ületab keemilise sünapsi kaudu toimuva impulsi ülekande kiiruse tuhat korda. Näiteks selgroogsetel kindlustab aukliiduste kaudu toimuv ioonide, s.o elektrilise signaali ülekanne südamelihase või soole silelihaste sünkroniseeritud rütmilise kokkutõmbe. Aukliidused toimivad signaalide ülekandjatena ka selliste rakkude vahel, mis ei ole elektriliselt ärritatavad. Näiteks mõned rakuvälised hormoonid kutsuvad rakkudes esile teiseste virgats- e käskjalgmolekulide (nt tsükliline AMP, IP3 või Ca2+-ioonid) tootmise ja vabanemise. Kuivõrd teisesed käskjalgmolekulid saavad aukliiduste kaudu liikuda ühest rakust teise, siis hormooni toime ühele rakule kutsub esile ka paljude teiste samatüübiliste rakkude vastuse. Sellist signaali ülekannet kasutavad kõhunäärme rakud, kui on vaja eraldada seedeensüüme. Aukliiduste kaudu võivad ühes rakus tekkinud ainevahetuse vaheproduktid liikuda teise rakku, mis ei ole võimeline ise neid sünteesima. Munasarjas toimub sel viisil ainevahetuse vaheproduktide ja signaalmolekulide liikumine ootsüüdi ja teda ümbritsevate granuloosarakkude vahel kindlustamaks munaraku kasvu ja arengut.


    Konneksiinid on valgud, mis läbivad neli korda plasmamembraani samamoodi nagu klaudiin ja okludiin, moodustades kuuekaupa koos poolkanali (ingl hemichannel), mida nimetatakse konneksiooniks (joonis 5.22 ja 15.12). Kui kahe kõrvuti asetseva raku membraanidest väljaulatuvad konneksioonid omavahel kokku puutuvad, moodustub veekanal, mis ühendab rakkude sisekeskkondi. Seega koosneb rakkudevaheline veekanal 12 mittekovalentselt seotud α-heeliksi tüüpi konneksiini molekulist, mis tähendab, et kummagi kõrvuti asetseva raku plasmamembraanis asub kohakuti kuus konneksiini molekuli. Kuivõrd konneksioonide koostisse võivad kuuluda erisugused konneksiinid, siis toimivad erinevatest kudedest pärit rakkudes erineva läbilaskvusega kanalid. Inimesel on leitud 21 erinevat konneksiinide sünteesi määravat geeni. Kui konneksioonide heksameeri kuuluvad ainult üht tüüpi konneksiinid, siis nimetatakse seda homomeerseks konneksiooniks, kui aga erinevad konneksiinid, siis heteromeerseks konneksiooniks. Selle järgi, millised konneksioonid moodustavad rakkudevahelisi kanaleid, võib eristada homotüüpseid ja heterotüüpseid kanaleid. Ühes aukliiduses on palju rakumembraanidega risti asetsevaid konneksioonide paare, mis tervikuna moodustavad sõelalaadse struktuuri. Peale selle, et aukliidused ühendavad kõrvuti asetsevate rakkude tsütosoole, tugevdavad nad ka rakkudevahelisi ühendusi, kus osalevad kadheriin ja klaudiin.


    Tuleb silmas pidada, et aukliidustes olevad kanalid ei ole kogu aeg avatud, vaid nende avamise ja sulgemise käivitavad rakkudele toimivad mõjurid. Kanalite avanemist või sulgumist reguleerivad kõrvuti asetsevate rakkude vahel tekkiva pinge ja nende membraanipotentsiaali erinevused või pH ning vabade Ca2+-ioonide kontsentratsiooni erinevused tsütosoolis. Mõnede aukliiduste seisundit reguleerivad rakuvälised signaalid, nagu näiteks neurotransmitterid. Aukliidused on dünaamilised struktuurid, mis tähendab, et neid tekitatakse, lagundatakse ja korraldatakse kõrvuti asetsevate rakkude vahel pidevalt ümber. Ühe aukliiduse koosseisu võib kuuluda ainult mõni, aga vahel ka tuhandeid konneksioone. On leitud, et uud konneksioonid lisanduvad aukliiduste äärealadele, kusjuures liiduse keskosast eemaldatakse vanad konneksioonid, mis lähevad lagundamisele. See protsess on kiire, kuivõrd konneksiinide poolestusaeg on ainult mõni tund. Ilmekas näide, kuidas toimub aukliiduste tekke ja kadumise täpne reguleerimine, on imetajate poegimine või sünnitus. Selleks et loode saaks väljuda imetaja suguteedest, peab toimuma emaka lihaste tugev ja sünkrooniline kokkutõmme. Müomeetriumi rakkude pinnal on vahetult enne ja sünnituse ajal tõusnud konneksiini 43 ekspressioon tavaolekuga võrreldes viis kuni kümme korda, mis suurendab aukliiduste hulka ning reguleerib selle kaudu lihaste sünkroonset kokkutõmmet. Sünnitusjärgsel perioodil kahaneb aukliiduste arv müomeetriumi rakkudel kiiresti.


    Konneksiinide omavahelisele seostumisele ning aukliiduste moodustumisele aitavad kaasa N-kadheriin ning temaga seotud kohandajavalgud (α- ja β-kateniinid ning tellingvalgud ZO-1 ja ZO-2), aga ka desmosoomide valgud (plakoglobiin, desmoplakiin ja plakofiliin-2). Tellingvalkude ZO-1 ja ZO-2 PDZ piirkonnad seostuvad konneksiin 43 C-terminaalse otsaga, vahendades tema seostumist N-kadheriinile ja kateniinidele (joonis 5.18 ja 15.4). Tellingvalk ZO-1 käitub nii külg-, tihe- kui ka aukliiduste moodustumisel kui kohandaja- e adaptervalk, mis näitab seda tüüpi valkude olulisust rakkudevaheliste liiduste tekitamises.


    Kui konneksiinide sünteesi määravates geenides on toimunud mutatsioone, siis põhjustab see inimesel neurosensoorset kurtust, läätsekae teket, südame väärarenguid või X-seoselist Charcot-Marie-Toothi haigust, mille puhul esineb progresseeruv perifeersete närvide kängumine.


    5.1.5. Taimede plasmodesmid


    Erinevalt loomarakkudest ümbritseb taimerakke tugev rakukest, mis koosneb põhiliselt tselluloosist, aga ka teistest polüsahhariididest. Taimerakkude vahel puuduvad ankurliidused, kuivõrd taime kudedes on kõrvuti asetsevad rakud rakukestade kaudu üksteisega tihedalt seotud. Taimerakud on omavahel ühendatud ainult üht tüüpi rakkudevaheliste liidustega, nendeks on plasmodesmid. Nende liiduste kaudu on kõrvutiasetsevate taimerakkude tsütoplasmad otseses ühenduses. Plasmodesmid moodustavad taimerakkude kesta, mille paksus kahe kõrvuti asetseva raku vahel on vähemalt 0,1 μm, ja need läbivaid tsütoplasmakanaleid (joonis 5.24 A).
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    Joonis 5.24. Plasmodesmid. A. Plasmodesmide tsütoplasma kanalid läbivad taimeraku kesta ning ühendavad rakke omavahel. B. Igat plasmodesmi ääristab kõrvuti asetsevate rakkude ühine rakumembraan. Plasmodesmi läbib sileda endoplasmavõrgustiku pikendus, nn desmotoru. C. Elektronmikrofoto vee sõnajala plasmodesmi pikilõikest. Kujutiselt on näha, et plasmamembraan ääristab poori ning kulgeb ühest rakust teise. On näha ka endoplasmavõrgustikku ning temast välja ulatuvat desmotoru. D. Plasmodesmi ristlõige.


    Plasmodesmid on peaaegu silinderjad kanalid (Ø 20–40 nm), mille seinteks on kõrvuti asetsevate rakkude katkematu rakumembraan. Enamiku taimerakkude puhul läbib plasmodesmide kanalit silinderjas struktuur, desmotoruke (ingl desmotubule), mis on rakkudes oleva sileda endoplasmavõrgustiku väljasopistus (joonis 5.24 B). Desmotorukese ja kanalit vooderdava rakumembraani vahelt saavad väikesed molekulid liikuda ühest rakust teise. Kui taimeraku jagunemine on jõudnud tsütokineesi staadiumi, siis moodustuvad uut tekkivat rakukesta e rakuplaati läbivate endoplasmavõrgustiku osade ümber ka uued plasmodesmid. Plasmodesmid võivad tekkida ka juba olemasolevatesse rakukestadesse ning kui neid ei ole enam vaja, nad kaotatakse. Kuigi plasmodesmide ja aukliiduste struktuur on täiesti erinev, funktsioneerivad nad üsna samamoodi. Plasmodesmidest pääsevad läbi sellised molekulid, mille molekulkaal jääb alla 800 Da, mis on piiriks ka aukliiduste puhul. Katsed on näidanud, et molekulide transport läbi plasmodesmide on rangelt reguleeritud, ent kuidas see täpselt toimub, pole veel selge.

  


  
    5.2. Integriinid, selektiinid ja immunoglobuliinidele omaseid piirkondi sisaldavad valgud


    Integriinid, selektiinid ja immunoglobuliinidele omaseid piirkondi sisaldavad valgud (joonis 5.25) seovad küll rakke omavahel, kuid ei moodusta püsivaid ühendusi, nagu see on tihe-, ankur- ja aukliiduste puhul. Need adhesioonimolekulid erinevad üksteisest Ca2+-ioonide seostumise poolest. Selleks et selektiinid ja integriinid nagu kadheriinidki omandaksid aktiivse vormi ning seostuksid ligandiga, peavad nad liitma enda külge Ca2+-ioone, mis ei ole vajalik immunoglobuliinidele omaseid piirkondi sisaldavate valkude puhul.
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    Joonis 5.25. Kadheriinid, immunoglobuliinidele omaseid (Ig) piirkondi sisaldavad valgud, selektiinid ja integriinid.


    5.2.1. Integriinid


    Integriinid on transmembraansed heterodimeersed molekulid, mis koosnevad kahest mittekovalentselt seotud glükoproteiinsest alaüksusest, mille tähiseks on α ja β. Integriinide alaühikute lühikesed C-terminaalsed otsad asuvad rakumembraani siseküljel ning pikad N-terminaalsed otsad välisküljel. Integriinide rakuvälised piirkonnad seostuvad ennekõike rakuvälise maatriksi valkudega (nt kollageenid, laminiinid, fibronektiin, vitronektiin, tenastsiin-C), aga ka raku pinnaretseptorite või lahustuvate liganditegaele (joonis 5.26).
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    Joonis 5.26. Imetajate integriinid ja nende ligandid. RGD-d sisaldavad ligandid on luu sialoproteiin, fibronektiin, nefronektiin, osteopontiin, trombospondiin ja vitronektiin. Leukotsüütide integriinide ligandid on E-kadheriin, fibrinogeen, hüübimisfaktor X, rakkudevaheline adhesioonimolekul (ICAM), komplemendi komponent 3b (C3b), vaskulaarne rakkude adhesiooni molekul (VCAM) ja von Willebrandi faktor. Modifitseeritud Srichai, M.B., ja Zent, R., 2010 järgi.


    Lühim aminohappeline järjestus, millega integriinid seostuvad, on RGD-järjestus (Arg-Gly-Asp, s.o arginiin-glütsiin-asparagiinhape), mis esineb fibronektiinis, trombospondiinis, vitronektiinis, laminiinides, fibrinogeenis ja veel mitmetes teistes valkudes. Mõned integriinid seostuvad fibronektiinis ja teistes valkudes oleva LDV-järjestusega (Leu-Asp-Val, s.o leutsiin-asparagiin-valiin).


    Imetajatel on leitud 24 erinevat integriini, mis on moodustunud 18 α-alaüksuse ja 8 β-alaüksuse dimeriseerumise tulemusel (joonis 5.26.). Igal integriinil on temale iseloomulikud omadused ja funktsioonid. Katsed on näidanud, et kui erinevatest kudedest pärit rakkudel ekspresseerub sama integriin, siis võib ta seostuda erisuguste liganditega, mis viitab sellele, et integriinide seostumist mõjutavad teised, kindlale rakutüübile spetsiifilised faktorid. Integriinide seostumist rakuvälise maatriksi valkudega mõjutab Ca2+-, Mn2+- ja Mg2+-ioonide kontsentratsioon rakuvälises keskkonnas, sest integriinide α- ja β-alaüksuste struktuuris on kahevalentseid katioone siduvad piirkonnad (ingl metal-ion-dependent adhesion site, MIDAS). Kahevalentsed katioonid mõjutavad nii integriinide rakuvälistele liganditele seostumise afiinsust kui ka spetsiifilisust. Ligandite seostumise piirkond on integriinide α- ja β-alaüksuste N-terminaalsete otste vahelises alas (joonis 5.27).


    Kui rakud (nt fibroblastid, makrofaagid või epiteelirakud) muudavad kudedes oma asukohta, siis peavad nad pidevalt tekitama uusi ja katkestama vanu kontakte teiste rakkudega või rakuvälise maatriksi valkudega. Ilmekas näide on veres ringlevad leukotsüüdid, mis peavad kinnituma veresoone endoteelirakkudele ning nende vahelt läbi tungima, selleks et jõuda põletiku piirkonda. Kui veres ringlevad leukotsüüdid ei ole täielikult aktiveerunud, siis ei ole nende pinnal piisavalt endoteelirakkudele kinnitumiseks vajalikke integriine või need on inaktiivses olekus. Seega võivad rakumembraanis paiknevad integriinid olla kas inaktiivses (madal afiinsus ligandi suhtes) või aktiivses (kõrge afiinsus ligandi suhtes) olekus (joonis 5.27).
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    Joonis 5.27. Integriinid on rakus kas mitteaktiivses (kokkuvoltunud) või aktiivses (väljasirutunud) olekus.


    Inaktiivses olekus on integriinide α- ja β-alaüksuste rakuvälised osad kokku pakitud ja kooldunud rakumebraani poole ning nende transmembraansed alad ning C-terminaalsed tsütoplasmapoolsed otsad on üksteisega tihedalt seotud. Sellise kuju tõttu on integriinide afiinsus ligandi suhtes madal ning nad seostuvad sellega väga nõrgalt või üldse mitte.


    Integriinid võivad nii rakuväliste kui ka rakusiseste signaalide toimel võtta aktiivse vormi, mille kujunemise käigus suureneb pidevalt nende afiinsus ligandi suhtes, kuni lõpuks tekib kõrge afiinsus. Kui integriin läheb inaktiivsest olekust aktiivsesse olekusse, siis eemalduvad üksteisest nii α- ja β-alaüksuste transmembraansed kui ka tsütoplasmasisesed osad. Samal ajal hargnevad lahti ja eemalduvad üksteisest ka integriini alaüksuste rakuvälised osad, milles paljastuvad ligandiga seostuvad kõrge afiinsusega tipmised piirkonnad. Selleks et integriini kuju muutus, mis tuleneb rakuvälise ligandi seostumisest, jõuaks signaalina rakku, on vaja, et integriinid oleksid oma tsütoplasmaatilise otsaga seotud tsütoskeleti külge. Kui integriinid on mitteaktiivsed, siis on nende α- ja β-alaüksuste tsütoplasmapoolsed osad kokku painutatud ning seetõttu ei ole tsütoskeletiga seostuda võimalik. Oluline on teada, et aktiivsed integriinid ei seostu tsütoskeleti valkudega mitte otse, vaid see toimub vahendajavalkude kaudu. Veel enam, vahendajavalkudega seostub integriinide dimeerist ainult β-alaüksus, kusjuures α-alaüksus jääb vabaks. Inimese 24 erinevast integriinist seostuvad kõik peale ühe aktiinifilamentidega (joonis 5.28).
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    Joonis 5.28. Aktiivse integriini α- ja β-alaühikud seovad läbi plasmamebraani omavahel tsütoskeleti aktiini kiude ja rakuvälise e ekstratsellulaarse maatriksi valke. Kui integriini mõlema alaühiku N-terminaalsed peaosad on rakuvälise maatriksi valkudega otseselt seotud, siis aktiinifilamentidega seostub kohandajavalkude kaudu ainult β-alaühiku rakusisene C-terminaalne ots. Integriini β-alaühiku C-terminaalse otsaga seostuvad kindliin ja taliin, kusjuures viimane ei ole otse aktiini kiududega ühendatud, vaid on seda kohandajavalgu vinkulkiini kaudu.


    Aktiveerunud integriini β-alaüksuse tsütoplasmapoolse osa külge seostuvad vahendajavalgud taliin ja kindliin. Mitmed vinkuliini molekulid seostuvad ühe otsaga suure taliini molekuliga ning teise otsaga aktiinifilamentidega, luues sel viisil integriini β-alaüksuse ja tsütoskeleti vahel kaudse ühenduse. α-aktiniin, mis hoiab koos aktiinifilamente, võib samuti seostuda integriinide β-alaüksusega. Peale taliini ja α-aktiniini vahendab integriinide seostumist tsütoskeletiga integriin-seotud kinaas, mis kinnitub ühe otsaga β-alaüksusele ja teisega otsaga aktiiniga seotud parviinile.


    Integriinide aktivatsiooni võib esile kutsuda nende seostumine rakusiseste või rakuväliste liganditega. Esimesel juhul on seda hakatud nimetama seest-väljapoole ja teisel juhul väljast-sissepoole aktivatsiooniks. Integriinide seest-väljapoole aktivatsiooni vallandavad rakusisesed signaalid, mis stimuleerivad taliini ja kindliini kinnitumist integriini β-alaüksuse tsütosoolipoolsele osale ning kutsuvad esile rakuvälise ligandi seostumise. Integriini α-alaüksus ja taliin konkureerivad β-alaüksuse sabaosale kinnitumise piirkonna pärast. Kui taliin on β-alaüksuse sabaosale kinnitunud, siis katkeb side α- ja β-alaüksuse sabaosade vahel ning integriini kaks alaüksust eemalduvad teineteisest. Integriinide väljast-sissepoole aktivatsiooni on põhjalikult uuritud vereliistakutel e trombotsüütidel. Kui trombiin seostub vereliistaku pinnal oma retseptoriga (G-valgu-seoseline retseptor), käivitab see rakusisese signaaliraja, mis kutsub esile integriini αIIBβ3 aktivatsiooni (joonis 5.29).
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    Joonis 5.29. Integriinide aktiveerumine rakusiseste signaalide toimel. Rakuvälisest keskkonnast saabuvad signaalid võivad rakkudes liikuda erinevaid teid pidi, enne kui nad käivitavad integriinide seest-väljapoole aktivatsiooni. Vereliistakutes aktiveerib trombiin raku pinnal asuva G-valgu-seoselise retseptori, mis viib omakorda GTPaaside perekonda kuuluva Rap1 valgu aktiveerumisele. Aktiveerunud Rap1 seostub RIAM-valguga, mis seob taliini plasmamembraani siseküljele, kus ta koos kindliiniga seostub integriini β-ahela tsütoplasmapoolse otsaga, mille tulemusena integriin aktiveerub. Seejärel tekib ühendus taliini ja aktiini kiududega seotud kohandajavalgu vinkuliini vahel.


    Trombiini toimel aktiveerunud retseptor käivitab signaaliraja, mis viib rakumembraaniga seotud monomeerse GTPaasi Rap1 aktiveerumisele ning selle seostumisele RIAM-valguga. Selle valgu toimel liigub taliin rakumembraani lähedusse. Taliin, mis on RIAM-valguga kompleksis, seostub integriini β3-alaüksuse tsütoplasmapoolse otsaga. Kui sinna kinnitub veel ka kindliin, siis läheb αIIBβ3-integriin aktiivsesse vormi. Lõpuks seostub taliin vahendajavalgu vinkuliini kaudu aktiinifilamentidega, luues αIIBβ3-integriini kaudu silla rakuvälises keskkonnas olevate valkude (fibrinogeen, fibronektiin, von Willebrandi faktor) ja tsütoskeleti vahel. Vereliistakute sisekeskkonnast pärit olevad signaalid (seest-väljapoole signaalid) moduleerivad αIIBβ3-integriini liganditega seostumise protsessi ning signaalid, mis vallanduvad selle integriini koondumisest raku pinnal ning liganditega seostumisest (väljast-sissepoole signaalid), reguleerivad vereliistakute omavahelist agregatsiooni.


    Integriinid, nagu ka teised raku adhesioonimolekulid, erinevad raku pinnal olevatest hormoonide retseptoritest selle poolest, et nende seostumine oma liganditega on madala afiinsusega. Kuid see-eest on nende kontsentratsioon rakkude pinnal 10–100 korda kõrgem. Kui integriinid on aktiivses olekus, siis võivad nad rakkude pinnal moodustada kõrge aviidsusega kogumeid, milles on palju aktiinifilamentidega seostunud integriine. Rakumembraanis tekkinud rakuväliste liganditega seotud integriinide kogum võib vallandada väljast-sissepoole signaali, mis kutsub esile kesksete e fokaalsete ühenduste (ingl focal adhesions) tekke. Sellised on rakkude ja rakuvälise maatriksi liidused, milles osaleb suur hulk telling- ja signaalvalke. Kõige enam on sellistes kompleksides taliini, kuid seal esineb ka integriin-seotud kinaas (ingl integrin-linked kinase, ILK) ning tema seostumispartnerid pintš ja parviin, mis koos moodustavad liiduse keskme. Rakk-maatriks liidustes on ka palju aktiiniga seostuvaid valke, nagu vinkuliin, züksiin, VASP ja α-aktiniin, mis kõik soodustavad aktiinifilamentide teket ja püsimist. Rakk-maatriks liiduse oluline komponent on ka keskne e fokaaladhesiooni kinaas (ingl focal adheison kinase, FAK), mis seostub paljude liiduse komponentidega ning osaleb signaaliülekandes. Integriinide kõrval kuuluvad kesksete ühenduste koosseisu veel ka transmembraansed valgud sündekaanid, aga ka signaal ja vahendajavalgud Src türosiinikinaas ja paksilliin.


    Kui rakk liigub, siis on vaja fokaalsed ühendused katkestada ning tekitada uued. Selleks käivitatakse ühenduste piirkonnas klatriini vahendatud endotsütoos, mille abil viiakse integriinid raku tsütoplasmasse, kust nad võivad liikuda tagasi rakumembraani, või lagundatakse lüsosoomides.


    5.2.1.1. Hemidesmosoomid


    Hemidesmosoomid on paljudest valkudest koosnevad adhesioonikompleksid, mis seovad epiteelirakkudesisesed intermediaarsed filamendid vahendajavalkude kaudu basaalmembraani valkudega (joonis 5.30; vt ka joonis 5.15 ja 15.10).
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    Joonis 5.30. Hemidesmosoomid. A. Hemidesmosoomid „punktkeevitavad“ epiteelirakud basaalmembraani külge, sidudes rakusisesed keratiini kiud rakuvälise maatriksi laminiinide külge. B. Hemidesmosoomide molekulaarne struktuur. Rakkude plasmamembraani läbiv α6β4 integriin on kohandajavalkude pleksiini ja BP230 abil seotud tsütoplasma keratiini kiududega ning rakust väljas laminiiniga. Sellesse adhesioonikompleksi kuulub ka transmembraanne kollageen XVII. Mõne komponendi defektsus või puudumine hemidesmosoomide struktuurist põhjustab naha villihaiguse. Näiteks bullous pemphigoid on autoimmuunne haigus, mille korral organismi immuunsüsteem toodab antikehi kollageen XVII või BP230 vastu. Vt ka peatükk 15.2, joonis 15.10.


    Hemidesmosoomid seovad epidermise basaalkihi rakud all oleva dermisega (vt peatükk 15.2), andes sellega nahale vastupidavuse väljastpoolt toimivale mehaanilisele survele. Epidermiserakkude hemidesmosoomide adhesioonikompleksi kuuluvad integriin α6β4, kollageeni tüüp XVII (BP180), tetraspaniin CD151 ja kaks plakiiniperekonna valku, plektiin ja BP230. Integriin α6β4 seostub β-alaüksuse tsütoplasmapoolse otsaga plektiini ja BP230 kaudu keratiiniga ning rakuvälise otsaga basaalmembraani basaallaaminas (-kihis) asuva laminiin 332 külge. Laminiiniga seostub ka transmembraanne kollageen (tüüp XVII), mis tugevdab rakkude seost basaalmembraaniga. Kui epidermiserakkude hemidesmosoomid ei saa korrektselt moodustuda mõne struktuurse komponendi puudumise tõttu, siis tekivad nahale suure ulatusega villid. Ühte sellist autoimmuunhaigust nimetatakse bullous pemphigoid, mille korral organismi immuunsüsteem toodab kollageen XVII või BP230 vastaseid antikehi.


    Integriinid aitavad rakkudel ära tunda muutusi rakuvälise maatriksi koosseisus ja struktuuris, nad vahendavad rakuväliste ja rakusiseste signaalide liikumist läbi rakumembraani ning reguleerivad rakkude adhesiooni kaudu nende liikumist, jagunemist ja diferentseerumist. Integriinide sünteesi määravate geenide defektid põhjustavad terve rea haigusi (tabel 5.2).


    Tabel 5.2. Mõnede integriinide ligandid ning nende paiknemine organimis ja integriinide defektidega kaasnevad haigused.


    
      
        
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Integriinid

          

          	
            Ligandid*

          

          	
            Levik

          

          	
            Kudede fenotüüp,


            kui integriini


            α-alaühik on muteerunud

          

          	
            Kudede fenotüüp,


            kui integriini


            β-alaühik on muteerunud

          
        


        
          	
            α5β1

          

          	
            Fibronek-tiin

          

          	
            Kõikjal

          

          	
            Embrüote surm; veresoonte, somiitide ja närviristi defektid

          

          	
            Embrüote varane surm (implanteeru-misel)

          
        


        
          	
            α6β1

          

          	
            Laminiin

          

          	
            Kõikjal

          

          	
            Raskekujuline naha villide teke; teiste epiteelide defektid

          

          	
            Embrüote varane surm (implanteerumisel)

          
        


        
          	
            α7β1

          

          	
            Laminiin

          

          	
            Lihastes

          

          	
            Lihasdüstroo-fia; lihas-kõõluse liiduse defektid

          

          	
            Embrüote varane surm (implanteerumisel)

          
        


        
          	
            αLβ2 (LFA1)

          

          	
            Ig perekonna valkude retseptorid (ICAM1)

          

          	
            Valged verelibled e leukotsüüdid

          

          	
            Leukotsüütide liikumise ja kinnitumise häired

          

          	
            Leukotsüütide adhesiooni defitsiit (LAD); põletiku-vastuse puudulikkus; korduvad eluohtlikud infektsioonid

          
        


        
          	
            αIIbβ3

          

          	
            Fibrino-geen

          

          	
            Vereliistakud

          

          	
            Veritsemine; vereliistakute agregatsiooni puudumine (Glanzmanni haigus)

          

          	
            Veritsemine; vereliistakute agregatsiooni puudumine (Glanzmanni haigus); kerge osteopetroos

          
        


        
          	
            α6β4

          

          	
            Laminiin

          

          	
            Epiteelis asuvad hemidesmo-soomid

          

          	
            Raskekujuline naha villide teke; teiste epiteelide defektid

          

          	
            Raskekujuline naha villide teke; teiste epiteelide defektid

          
        


        
          	
            *Tabelis ei ole ära toodud kõiki ligandeid.

          
        

      
    


    Näiteks mutantsed hiired, kelle rakkudel puudub integriini β1-alaüksus, surevad varases embrüonaaleas. Need hiired, kellel puudub integriini α7-alaüksus on eluvõimelised, aga neil areneb lihasdüstroofia, sest integriin α7β1 on vajalik lihasrakkude ja kõõluste vaheliste ühenduste tekkeks. β2-alaüksust sisaldavad integriinid, mis seostuvad vähemalt nelja erineva α-alaüksusega, ekspresseeruvad eranditult vere valgerakkudel e leukotsüütidel. Nende integriinide kaudu seostuvad leukotsüüdid teiste rakkudega, milleks on näiteks veresoone endoteelirakud. β2-alaüksust sisaldavate integriinide ligand on immunoglobuliinide (Ig) superperekonna valgud e rakkudevahelised adhesioonimolekulid (ingl intercellular adhesion molecules, ICAM). Näiteks leukotsüütide pinnal asuv integriin αLβ2 seostub endoteelirakkudel ekspresseeruva ICAM-1-ga, kui veresoone läheduses on põletikukolle. Inimestel, kelle leukotsüüdid ei ole võimelised sünteesima integriini β2-alaüksust, puuduvad kõik β2-integriinid, mistõttu neil areneb välja geneetiline haigus, mida nimetatakse leukotsüütide adhesiooni defitsiidiks. Sellistel haigetel esinevad korduvad raskesti kulgevad bakteriaalsed nakkused. Vereliistakute pinnal ekspresseeruvad integriinid αIIBβ3, mis seostuvad vere hüübimisfaktori fibrinogeeniga. Normaalseks vere hüübimiseks peavad vereliistakud seostuma fibrinogeeniga. Inimestel, kellel geneetilistel põhjustel puudub vereliistakutest integriini β3-alaüksus, esinevad vere hüübimise häired ja korduvad veritsemised. Seda haigust nimetatakse Glanzmanni trombasteeniaks.


    5.2.2. Selektiinid


    Selektiinid on raku pinnal asuvad karbohüdraatidega seostuvad valgud (lektiinid), mis vahendavad erinevate vereringega seotud rakkude omavahelisi ajutisi ühendusi. Selgroogsetes on nende molekulide põhiülesanne võimaldada leukotsüütide ajutist kinnitumist teistele rakkudele ning seeläbi soodustada nende liikumist lümfoidsetesse organitesse või lokaalsetesse põletikukolletesse. Praeguseks on teada kolme tüüpi selektiine, mis ekspresseeruvad eri rakkudel: 1) L-selektiinid leukotsüütide pinnal, 2) P-selektiinid vereliistakute ja endoteelirakkude pinnal, 3) E-selektiinid aktiveerunud endoteelirakkude pinnal (joonis 5.31).


    B.
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    Joonis 5.31. A. P-, E- ja L-selektiinide struktuur. B. Leukotsüütidel ekspresseeruv L-selektiin seostub teistel leukotsüütidel oleva P-selektiini glükoproteiin ligandiga (PSGL-1), aga ka endoteeli rakkudel ekspresseeruvate GlyCAM-1, CD34 ja MAdCAM-1-ga. Endoteelirakkudel ekspresseeruv P-selektiin seostub leukotsüütide pinnal oleva PSGL-1-ga ning E-selektiin leukotsüütide PSGL-1 ja E-selektiini ligand 1-ga (ESL-1).


    Kõik selektiinid on üheahelalised lineaarsed esimest tüüpi transmembraansed paljudomeensed valgud. Lektiinne domeen, mis seostub Ca2+-ioonide juuresolekul liganditega, asub selektiinide rakuvälises aminoterminaalses otsas (joonis 5.32).
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    Joonis 5.32. Selektiinide rakuvälise osa tipus on suhkrutega seostuv lektiini piirkond e domään, millele järgneb epidermaalsele kasvufaktorile (EGF) omane domään e piirkond ning kaks kunu üheksa tsüsteiinirikast konsensusjärjestust. Selektiinid seostuvad oma rakusisese otsaga aktiini kiudude külge veel vähetuntud kohandajavalkude (ankurvalkude) kaudu.


    Leukotsüütidel ekspresseeruv L-selektiin seostub teistel leukotsüütidel oleva P-selektiini glükoproteiinligandiga (ingl P-selectin glycoprotein ligand, PSGL-1), aga ka endoteeli rakkudel ekspresseeruvate adhesioonimolekulidega, nagu GlyCAM-1, CD34 ja MAdCAM-1. Endoteelirakkudel ekspresseeruv P-selektiin seostub leukotsüütide pinnal oleva PSGL-1-ga ning E-selektiin leukotsüütide PSGL-1 ja E-selektiini ligand 1-ga (ingl E-selectin ligand-1, ESL-1) (joonis 5.31). Selektiinide ligandid on väga kõrgelt glükosüülitud molekulid. Siinkohal on oluline rõhutada, et selektiinid ei seostu oma ligandite peptiidse järjestusega, vaid nende küljes olevate suhkrujääkide kõige tipmiste osadega, milleks on sialüülitud ja fukosüülitud oligosahhariidid, nagu sialüül-Lewis-X ja sialüül-Lewis-A. Selektiinide ja integriinide side oma liganditega on heterofiilne, sest selektiinid seostuvad glükoproteiinidel ja glükolipiididel asuvate suhkrujääkidega ning integriinid Ig perekonna valkudega.


    Leukotsüütide kinnituvad endoteelirakkudele selektiinide ja integriinide ning nende ligandite vaheliste ühenduste kaudu. Leukotsüütide lahkumine vereringest, kinnitumine endoteelirakkudele ning endoteelist läbitungimine e transmigratsioon (ingl extravasation e diapedesis e transmigration) on astmeline protsess, milles selektiinid ja integriinid toimivad järjestikku (joonis 5.33).
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    Joonis 5.33. Põletiku korral vahendavad selektiinid, integriinid ja PECAM-1 valgud vastavalt leukotsüütide rullumist, kinnitumist ja endoteelirakkude vahelt läbitungimist allolevatesse kudedesse. 1. Endoteelirakkudel asuvad P- ja E-selektiinid seostuvad leukotsüütidel olevate glükoproteiinide sialüül-Lewis X suhkrujääkidega, see põhjustab leukotsüütide peatumist ja rullumist endoteeli rakkudel. 2. Kui leukotsüütide pinnal olev αLβ2 integriin seostub endoteelirakkudel oleva ICAM-1-ga, tekib nende rakkude vahel tugev side ning leukotsüüdid hakkavad endoteeli peal roomama. 3. Aktiveerunud endoteelirakud tõmbuvad teineteisest eemale ning leukotsüüt poeb nende vahelt läbi, kasutades selleks PECAM-1 valgu abi. Integriinide aktivatsiooni vahendavad mitmed kemokiinid (kr -kinos ’liikumine’) e signaalmolekulid e väikesed tsütokiinid. Kemokiine sekreteerivad rakud ning nad põhjustavad seostudes G-valkudega seotud transmembraansete retseptoritega (n.o kemokiinide retseptorid) integriinidega kompleksi teket. Kemokiinid käituvad kui kemoatraktandid, mis soodustavad rakkude migratsiooni ja liikumist (joonisel mitte näidatud).


    Lümfoidsetes organites, nagu lümfisõlmed ja põrn, tunnevad lümfotsüütidel paiknevad L-selektiinid ära endoteelirakkudel olevate oligosahhariidide tipmisi piirkondi. Põletiku piirkonnas on olukord vastupidine, st leukotsüütide ja vereliistakute pinna oligosahhariidide (PSGL-1 ja ESL-1) tipmised piirkonnad seostuvad endoteelirakkudel ekspresseeruva P- ja E-selektiiniga.


    Leukotsüütide ja endoteelirakkude aktivatsiooni kutsuvad esile erisugused põletikusignaalid, nagu mikroobid, kemokiinid ja vereliistakuid aktiveeriv faktor (ingl platelet-activating factor, PAF), mis vabanevad kudedest nakkuse või põletiku piirkonnas. Kui leukotsüüdid ja endoteelirakud ei ole täielikult aktiveerunud, siis ühendab neid ainult selektiinide ja nende ligandite vaheline side. See nõrk madala afiinsusega ühendus on piisav, et algaks leukotsüütide liikumise pidurdumine vereringes, nende rullumine endoteelirakkudel ning ajutine kinnitumine (joonis 5.33). Kui endoteelirakud on täielikult aktiveerunud, siis ilmub nende pinnale fosfolipiid PAF, mis seostub oma retseptoriga leukotsüütide pinnal, kutsudes esile leukotsüütide integriinide aktivatsiooni, mis tähendab, et need lähevad kõrge afiinsusega olekusse. Täielikult aktiveerunud leukotsüütide pinnal ekspresseerub integriin αLβ2 (e CD11a/CD18, LFA-1), mis seostub endoteelirakkudel olevate rakkudevaheliste adhesioonimolekulidega 1 ja 2 (ingl intercellular adhesion molecule-1, -2; ICAM-1, ICAM-2), luues palju tugevama ühenduse, kui seda on selektiinide ja suhkrujääkide vaheline side. Kui ICAM-2 ekspresseerub endoteelirakkudel kogu aeg, siis ICAM-1 ilmub ainult aktiveerunud endoteelirakkudele ning osaleb leukotsüütide ja endoteelirakkude seostumises alles põletiku kroonilises faasis. Pärast seda, kui täielikult aktiveerunud leukotsüüdid on tugevalt kinnitunud endoteelirakkude pinnale, nad lamestuvad ning hakkavad tungima endoteelirakkude vahelt läbi ümbruses olevatesse kudedesse. Kui leukotsüüdid tungivad üksteisest eemalduvate aktiveerunud endoteelirakkude vahelt läbi, siis hõlbustab seda protsessi mõlemal rakutüübil ekspresseeruvate vereliistakute/endoteelirakkude adhesioonimolekuli-1 (ingl platelet/endothelial cell adhesion molecule-1, PECAM-1) vahel tekkiv homofiilne side (joonis 5.33). Transmigratsiooniks on vaja ka, et lagundataks endoteelirakkudevaheline VE-kadheriinide tekitatud liidus. Valitseb seisukoht, et leukotsüütide seostumine endoteelirakkudega kutsub esile signaalide liikumise endoteelirakkudesse väljast-sissepoole, mis vallandab VE-kadheriinide liiduse lagundamise, võimaldades leukotsüütidel endoteelirakkude vahelt läbi tungida. Kuigi erisuguste leukotsüütide pinnal ekspresseeruvad erinevad β2-integriinid (st nende integriinide dimeerid sisaldavad erinevaid α-alaüksusi, kuid kõigis on sama β2-alaüksus), on kõigi leukotsüütide kudedesse tungimise mehhanism väga sarnane. Leukotsüütide liikumine kudedes on tihti täpselt määratletud (nt T- ja B-lümfotsüütide eellaste liikumine luuüdist vastavalt harknäärmesse ja põrna), mis tähendab, et ainult kindlat tüüpi leukotsüüdid liiguvad kindlatesse kudedesse. Leukotsüütide rangelt kontrollitud liikumist kudede vahel reguleeritakse erisuguste adhesioonimolekulide ning nende partnermolekulide, aga ka rakke aktiveerivate signaalmolekulide kooskõlastatud ekspressiooni kaudu. Kui β2-integriinide süntees on inimese organismis geneetilistel põhjustel puudulik, siis tekib haigus, mida nimetatakse leukotsüütide adhesiooni defitsiitsuseks. Sellistel haigetel esinevad korduvad raskesti kulgevad bakteriaalsed põletikud, sest nende organismis on leukotsüütide liikumine takistatud ning need ei jõua põletikukolletesse. Huvitav on märkida, et mitmed patogeensed viirused kasutavad rakkudele kinnitumiseks ja nendesse tungimiseks rakkude pinnal avalduvaid adhesioonimolekule. Näiteks paljud RNA-viirused, mis põhjustavad n-ö külmetushaigusi (nt rhinoviirused) seostuvad endoteelirakkudel olevate ICAM-1-valkudega. Ka integriinid on paljude viiruste seostumiskoht, nagu näiteks reoviirustele (põhjustavad palavikku ja gastroenteriiti), adenoviirustele (põhjustavad hingamisteede haigusi ja silmapõletikku) ning suu- ja sõrataudi viirustele (põhjustavad veistel ja sigadel palavikku).


    5.2.2.1. Immunoglobuliinide superperekond


    Immunoglobuliinidele omaseid (Ig-omaseid) piirkondi sisaldavate valkude superperekonda kuuluvad transmembraansed rakupinna molekulid, mille rakuväline osa sisaldab üht või mitut Ig-omast domeeni (70–110 aminohappejääki), mis leiti esimest korda antikehade molekulides (joonis 5.34).


    
      [image: ]

    


    Joonis 5.34. Immunoglobuliinidele omaseid (Ig) piirkondi sisaldavate valkude (VCAM-1, ICAM-1, PECAM-1 ja NCAM) superperekond. VCAM-1 ja ICAM-1 seostuvad integriinidega, mis tähendab, et on tegemist heterofiilse sidemega, kuid PECAM-1 ja NCAM moodustavad omavahel homofiilse sideme.


    Selle perekonna valkudel on kudedes palju erinevaid funktsioone, mis ei ole üldse seotud organismi immuunsusega, muidugi kui välja arvata immunoglobuliinid. Veresoonte endoteelirakkudel ekspresseeruvad ICAM-perekonna valgud, PECAM-1 ja vaskulaarsed rakuadhesiooni molekulid (ingl vascular cell adhesion molecules, VCAM). ICAM ja VCAM seostuvad integriinidega, mis tähendab, et tegemist on heterofiilse sidemega. Seevastu PECAM-1 ja närvirakkude adhesioonimolekulid (ingl neural cell adhesion molecule, NCAM) moodustavad omavahel homofiilse sideme. NCAM-valkudel on oluline osa lihas-, gliia- ja närvirakkude diferentseerumise reguleerimises. NCAM-ide erinevad vormid, mis ekspresseeruvad erisugustel rakutüüpidel (ka närvirakud), on tekkinud ühe geeni kodeeritud pre-mRNA alternatiivse splaissingu tulemusel. Mõnede NCAM-valkudega on seotud väga palju siaalhappeid, mis annavad nendele molekulidele negatiivse laengu, mistõttu sellised NCAM-id pigem takistavad kui soodustavad rakkude adhesiooni. Näiteks embrüonaalse aju koes moodustavad NCAM-i massist 25% polüsiaalhapped. Selle tõttu on rakkudevahelised kontaktid embrüonaalses ajus väga ajutise iseloomuga, mis on kujuneva aju struktuuride moodustamiseks ilmselt ülioluline. Seevastu on täiskasvanute ajukoes olevates NCAM-ides ainult kolmandik siaalhappe kogusest, mis on loote ajus olevates NCAM-ides ning mille tõttu on närvirakkude seosed palju püsivamad. Ig-omaste valkude superperekonda kuuluvad ka liiduste adhesioonimolekulid (ingl junctional adhesion molecules, JAM), mis moodustavad tiheliidustes omavahel homofiilseid ühendusi. Endoteelirakkudel olevad JAM-valgud moodustavad leukotsüütide pinna αLβ2 integriiniga heterofiilseid ühendusi. Ig-omaste valkude superperekonna omavaheline või heterofiilne seostumine ei sõltu Ca2+-ioonide olemasolust.


    Kuigi kadheriinid ja Ig-omaste valkude superperekonna esindajad ekspresseeruvad tihti samadel rakkudel, on kadheriinide tekitatud rakkudevaheline side palju tugevam ning vastutab põhiliselt rakkude kooshoidmise ja koe terviklikkuse eest. Ig-omaste järjestustega valkude abil tekitatakse rakkude vahel tunduvalt nõrgemaid ja ajutisi ühendusi, mis osutuvad eriti olulisteks siis, kui rakud migreeruvad kudedest. Kui ICAM-perekonna valgud osalevad leukotsüütide endoteelist läbitungimise ehk transmigreerumise protsessis, siis NCAM-valgud korraldavad närvirakkude migreerumist organismi varases arengus.

  


  
    5.3. Rakuväline maatriks loomsetes kudedes


    Koed on moodustunud rakkudest ning nende vahel paiknevast keerulise ehitusega makromolekulide võrgustikust, mida nimetatakse rakuväliseks maatriksiks (ingl extracellular matrix) (joonis 5.35).
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    Joonis 5.35. Rakuväline maatriks koosneb kiudusid moodustavatest valkudest (nt kollageenid), glükoproteiinidest (nt laminiinid, fibronektiin), glükoosaminoglükaanidest ning proteoglükaanidest.


    Rakuväline maatriks koosneb rakkude sekreteeritud valkudest ja polüsahhariididest moodustunud võrgustikust, millega rakkude pind kokku puutub. Võib öelda, et see võrgustik määrab osaliselt rakkude paigutuse kudedes ning kujundab kudede struktuuri. Kuid peale selle reguleerib rakuväline maatriks rakkude funktsioone, käivitades rakusiseseid signaaliradasid, mis kontrollivad rakkude kasvu, elus olemist, jagunemist, diferentseerumist, ümberpaiknemist ja talitlemist. Näiteks on rakuvälisel maatriksil väga suur osa tüvirakkude niši kujundamises ning selle funktsioneerimises, sest ta reguleerib tüvirakkude jagunemist ja diferentseerumist ning nende populatsiooni uuenemist ja säilimist. Rakuvälises maatriksis võivad olla ladestunud mitmesugused signaalmolekulid (nt erinevad kasvufaktorid), mis sealt maatriksi struktuuri muutumise korral vabanevad.


    Iga konkreetse rakuvälise maatriksi komponendid toodetakse valdavalt tema läheduses olevate rakkude poolt. Siinkohal tuleb märkida, et maatriksi komponente sekreteerivad rakud kujundavad ka maatriksi struktuuri, sest tsütoskeleti valkude suund raku sees määrab ära maatriksi komponentide paiknemise suuna väljaspool rakku. Enamikus sidekudedest toodavad maatriksi komponente fibroblastid. Sellistes sidekoe erivormides nagu kõhrkude ja luukude toodavad maatriksi valke vastavalt kondroblastid ja osteoblastid.


    Rakuvälise maatriksi erivorm on basaalmembraan (ingl basement membrane), mida mõnikord nimetatakse ekslikult ka basaalseks laaminaks e basaalkihiks (ingl basal lamina). Basaalmembraanist, mille üks koostisosa on basaalne laamina, tuleb juttu allpool.


    Rakuvälise maatriksi põhikomponendid on:


    kiudusid moodustavad valgud (nt kollageenid, elastiin, fibrilliin, fibuliin);


    mitmesugused glükoproteiinid (nt laminiinid, fibronektiin, nidogeenid, vitronektiin, tenastsiinid), mille küljes on asparagiini kaudu seotud oligosahhariidid;


    glükoosaminoglükaanid (nt hüaluronaan, kondroitiinsulfaat, heparaansulfaat, hepariin, dermataansulfaat, kerataansulfaat);


    proteoglükaanid (nt perlekaan, dekoriin, sündekaan; lektikaaniperekond – agrekaan, versikaan, neurokaan, brevikaan).


    Glükoosaminoglükaanid (GAG) on suured, tugevalt laetud polüsahhariidid, mis on omakorda kovalentselt seotud valkudega, moodustades proteoglükaane (joonis 5.36).
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    Joonis 5.36. Mõned põhilised rakuvälise maatriksi koosseisu kuuluvate makromolekulide struktuuri joonised. Nende molekulide valguline osa on tähistatud musta ja glükoosaminoglükaanid (GAG) lilla värvusega. A–D. Proteoglükaanid ja glükoosaminoglükaanid. E–F. Fibrillaarsed valgud. G–I. Glükoproteiinid.


    Rakuvälise maatriksi komponentide hulk ja koosseis kudedes varieerub väga tugevalt ning sellest tulenevalt on ka erisugustel kudedel väga erinevad omadused. Rakuväline maatriks võib lubjastuda, andes väga tugeva luu- või hambakoe, ta võib olla läbipaistev nagu silma sarvkest, aga ta võib moodustada ka köielaadseid struktuure, andes kõõlustele erakordse venivuse ja sitkuse. Kui meduuside kehas on rakuväline maatriks sültja struktuuriga, siis seevastu mardikate ja vähkide kooriku muudab ta väga tugevaks.


    Imetajatel on leitud peaaegu 300 erinevat rakuvälise maatriksi valku, nendest 36 erisugust proteoglükaani, 40 kollageeni ja 200 glükoproteiini, millest paljud koosnevad erinevatest alaüksustest, mis moodustavad multimeere. Nendel valkudel on mitu ülesannet: (1) nad annavad rakuvälisele maatriksile struktuuri, (2) võimaldavad rakkudel maatriksiga seostuda, (3) määravad rakkude liikumissuuna embrüogeneesi perioodil. Peale selle sisaldub rakuvälises maatriksis veel teisi valke (nt kasvufaktorid) ning ensüüme (nt maatriksmetalloproteaasid), mis lagundavad maatriksi komponente ning kujundavad ümber selle struktuuri.


    Rakuvälise maatriksi koosseisu kuuluvad valgud sisaldavad palju erinevaid domeene, mis on seostumiskohad teistele maatriksis paiknevatele makromolekulidele või siis rakkude pinnaretseptoritele (joonis 5.37).
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    Joonis 5.37. Rakuvälisesse maatriksisse kuuluvad keerulise ehitusega glükoproteiinid. Maatriksi valkudes on teiste valkudega seostumise piirkonnad esindatud mitmete koopiatena. Iga selline piirkond on pakitud globulaarsesse struktuuri, mis paiknevad piki valguahelat kui pärlid kees. Iga valk koosneb paljudest korduvatest piirkondadest, mille tähistus on esitatud joonise all. Fibronektiinis on kolm erinevat fibronektiini järjestust (FN1, FN2, FN3), mille erineva pikkusega rühmadele kinnituvad fibriin, kollageen, integriinid ja hepariin. Osadele maatriksi valkudele (tenastsiin, trombospondiin) on iseloomulikud korduvad epidermaalsele kasvufaktorile (EGF) omased järjestused või nad (nt CYR61) sisaldavad piirkondi, milles on insuliinisarnase kasvufaktoriga seostuva valgu järjestused (IGFBP). Joonisel on paremal näha, et mitmed maatriksi valgud moodustavad multimeere (fibronektiin esineb dimeerina ning tenastsiin ja trombospondiin vastavalt heksameeri ja trimeerina). Teised piirkonnad sisaldavad trombospondiinile iseloomulikke (TSPN, TSP1, TSP3, TSP-C), von Willebrandi tüüp C (VWC) ning fibrinogeenisarnaseid (FBG) järjestusi.


    Paljud rakuvälises maatriksis olevad glükoproteiinid on suured tellingvalgud, mille struktuuris on teiste valkudega seostuvaid domeene mitmetes kordustes. Iga selline domeen moodustab eraldi seisva globulaarse struktuuri, kusjuures paljud neist paigutuvad piki valguahelat nagu pärlid kees.


    5.3.1. Kollageenid


    Kollageenid on kiudusid moodustavate valkude perekond, mida võib leida kõigis hulkraksetes organismides (joonis 5.38).
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    Joonis 5.38. Kollageeni kolmikheeliks. A. Aminohapete Gly-X-Y kolmikute korduvatest seeriatest koosnev α-ahel. Iga ahel on keerdunud vasakukäeliseks heeliksiks, kusjuures kolm ahelat keerduvad omakorda üksteise ümber, moodustades paremakäelise kolmikheeliksi (vasakult α-ahela ruumiline mudel, paremakäeline kolmikheeliks ja kolmikheeliksi skeem – punane joon vastab ühele α-ahelale. B. Kolmikheeliksi ristlõige. Glütsiinijääkide prootonite kõrvalahelad (oranž) on koondunud kolmikheeliksi tsentrisse.


    Enamik organismide kollageenidest on rakuvälisesse keskkonda sekreteerinud sidekoe rakud (nt fibroblastid), kuid neid võivad sünteesida ka teised rakutüübid. Imetajatel on kollageenid kõige levinum valkude tüüp, sest nad moodustavad ligikaudu 25% kogu keha massist. Kollageenid on naha, kõõluste ja luude põhikomponendid. Imetajate kogu keha kollageenist on umbes 80–90% kiuline e fibrillaarne kollageen, mis paikneb sidekoes (tabel 5.3).


    Tabel 5.3. Mõned kollageenide tüübi ja nende omadused.


    
      
        
        
        
        
        
      

      
        
          	

          	
            Tüüp

          

          	
            Polümerisee-runud vorm

          

          	
            Paiknemine kudedes

          

          	
            Mutantne fenotüüp

          
        


        
          	
            Fibrille moodustav (fibrillaarne)

          

          	
            I

          

          	
            Fibrill

          

          	
            Luud, nahk, kõõlused, sidemed, sarvkest, siseorganid (90% keha kollageenist)

          

          	
            Raskekujulised luude defektid, luude murdumine (osteogenesis imperfecta)

          
        


        
          	
            II

          

          	
            Fibrill

          

          	
            Kõhred, selgroo lülidevahelised kettad, notokord, silma klaaskeha vedelik

          

          	
            Kõhrede puudulikkus, kääbuskasv (kondrodüsplaasia)

          
        


        
          	
            III

          

          	
            Fibrill

          

          	
            Nahk, veresooned, siseorganid

          

          	
            Pragunev nahk, lõdvad liigesed, veresooned on altid purunema (Ehlers-Danlosi sündroom)

          
        


        
          	
            V

          

          	
            Fibrill (tüüp I kollageeni sisaldav)

          

          	
            Sama mis tüüp I korral

          

          	
            Pragunev nahk, lõdvad liigesed, veresooned on altid purunema

          
        


        
          	
            XI

          

          	
            Fibrill (tüüp II kollageeni sisaldav)

          

          	
            Sama mis tüüp II korral

          

          	
            Müoopia, nägemise puudumine

          
        


        
          	
            Fiblillidega seotud

          

          	
            IX

          

          	
            Tüüp II fibrillidega külgepidi seostunud

          

          	
            Kõhred

          

          	
            Osteoartriit

          
        


        
          	
            Võrgustikku moodustavad

          

          	
            IV

          

          	
            Lehesarnane võrgustik

          

          	
            Basaalne laamina

          

          	
            Neeru haigused (glomerulone-friit), kurtus

          
        


        
          	
            VII

          

          	
            Ankurdunud fibrillid

          

          	
            Kihilise lameepiteeli all

          

          	
            Villide teke nahas

          
        


        
          	
            Membraani läbiv

          

          	
            XVII

          

          	
            Mittefibril-laarne

          

          	
            Hemidesmo-soomid

          

          	
            Villide teke nahas

          
        


        
          	
            Proteoglü-kaanide südamikvalk

          

          	
            XVIII

          

          	
            Mittefibril-laarne

          

          	
            Basaalne laamina

          

          	
            Müoopia, võrkkesta irdumine, vesipealisus

          
        


        
          	
            Pange tähele, et tüüp I, IV, V ja XI kollageenid koosnevad igaüks kahest või kolmest erisugusest α-ahelast, kuid tüüp II, III, VII, XVII ja XVIII koosnevad igaüks ainult ühte tüüpi α-ahelast.

          
        

      
    


    Kuigi kollageenid moodustavad rakuvälises maatriksis erinevaid struktuure ning nende paiknemine erisugustes kudedes on erinev, on nende esmane ehitusüksus kolmest üksteise ümber põimunud polüpeptiidahelast (nn α-ahelad) koosnevad pikad ja jäigad köietaolised kolmikheeliksid (joonis 5.39).


    
      [image: ]

    


    Joonis 5.39. Mikrofibrillid, mis on tropokollageeni ahelatest koosnevad kolmikheeliksid, moodustavad kokku liitudes kollageeni fibrille, mille ühinemisel tekivad jämedad kimbud, mida nimetatakse kollageeni fiibriteks. Kõõluste koosseisu kuulub palju üksteise kõrval paiknevaid fiibreid.


    Inimese kollageenide α-ahelate pikkused varieeruvad 662 aminohappest (α1-ahel kollageenis X) kuni 3152 aminohappeni (α3-ahel kollageenis VI). α-ahelad on keerdunud kui vasakukäelised heeliksid, milles on kolm aminohapet pöörde kohta, kusjuures iga kolmas aminohape on glütsiin. Seega koosnevad α-ahelad aminohapete Gly-X-Y kolmikjärjestusest, kus X ja Y võivad olla suvalised aminohapped, kuigi tavaliselt vastab X-ile proliin ja Y-ile hüdroksüproliin. Glütsiin on vajalik selleks, et tema väike kõrvalahel (vesiniku aatom) sobitub ainsana kolmeahelalise heeliksi südamikku. Kolme α-ahelat hoiavad koos vesiniksidemed.


    Kui kolmikheeliksi moodustavad samatüübilised α-ahelad, siis nimetatakse seda homotrimeerseks (nt kollageen II; α1-ahel kolmes korduses), ja kui eritüübilised α-ahelad, siis heterotrimeerseks (nt kollageen IX; α1-, α2-, α3-ahel) kollageeniks. Inimese genoomis on 42 geeni, mis kodeerivad kollageeni erisuguste α-ahelate sünteesi. Nende geenide erinevad kombinatsioonid avalduvad erinevates kudedes. Kuigi 42 erinevast α-ahelast võiks tekkida tuhandeid erinevaid kollageenimolekule, ei ole kõik kombinatsioonid looduses võimalikud, mistõttu on siiani leitud ainult ligi 40 erinevat kolmeahelalist kollageenimolekuli. Kollageenide α-ahelaid kodeerivad geenid on tõenäoliselt tekkinud mingi algse geeni mitmekordse kordistumise teel. Need geenid on väga pikad (kuni 44 kilobaasi) ning nendes on umbes 50 eksonit. Enamik nendest eksonitest sisaldab 54 või mitu korda 54 aluspaari, mis viitab sellele, et neid α-ahelaid kodeerivad geenid tekkisid algse 54 nukleotiidipaari pikkuse geeni kordistumise teel.


    Kui kollageeni kolmikheeliksid, mis koosnevad tropokollageeni ahelatest, omavahel ühinevad, siis tekivad mikrofibrillid, mis omakorda kokku liitudes moodustavad kollageeni fibrillid. Kui ka fibrillid ühinevad, siis tekivad jämedad kimbud, mida nimetatakse kollageeni fiibriteks (joonis 5.38 ja 5.39).


    Selgroogsetel kuulub kollageenide superperekonda 28 liiget, mida tähistatakse Rooma numbritega (I–XXVIII) (tabel 5.3). Struktuuri alusel võib kollageene jaotada järgmiselt: a) peeneid kiude e fibrille moodustavad kollageenid (I, II, III, V, XI, XXIV, XXVII); b) fibrillidega seotud kollageenid, mille kolmikheeliks on katkendlik (VI, IX, XII, XIV, XVI, XIX; XX; XXI, XXII); c) võrgustikku moodustavad kollageenid (IV, VIII, X); d) kollageenid VII, XXVI ja XXVIII; e) transmembraansed kollageenid (XIII, XVII, XXIII, XXV); f) multipleksiinid (kollageenid XV ja XVIII). Kõige laiema levikuga on kollageen I, mis esineb nahas ja luudes. See kuulub fibrille moodustavate kollageenide hulka, sest kui ta on rakust väljunud, moodustab ta kõrgema järgu polümeere, mida kutsutakse kollageeni fibrillideks (Ø 10–300 nm), mis on mitusada mikromeetrit pikad. On tähelepanuväärne, et kollageeni fibrillid moodustavad sageli kaablisarnaseid kimpe, kollageeni fiibreid, mille läbimõõt on mitu mikromeetrit (joonis 5.40) ning mis on isegi valgusmikroskoobis nähtavad. Fibrillidega seotud kollageenid ei moodusta ise fibrille, vaid nad seostuvad kollageenifibrillide pinnale, ühendades neid üksteisega ja teiste rakuvälise maatriksi komponentidega.
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    Joonis 5.40. Kollageeni kiududest ümbritsetud kana embrüo naha sidekoe fibroblast. Fibroblastide toodetud kollageeni kiud moodustavad kimpusid, mis paiknevad eri kihtides üksteise suhtes täisnurga all, mistõttu osa neist on nähtavad külgvaates ja osa ristlõikes. Foto: Alberts, B. et al., 6th ed., 2015.


    Kollageen IV, mis on võrgustikku tekitav kollageen, kuulub basaalmembraani põhikomponentide hulka. Kollageen VII molekulid moodustavad dimeere, mis käituvad kui ankurdavad fibrillid. Need fibrillid aitavad mitmekihilises epiteelis seostada basaalmembraani allpool asuva sidekoe külge, mistõttu on neid väga palju just nahas. Transmembraansed kollageenid ja multipleksiinid on n-ö kollageenidesarnased valgud, millel on lühikesed kollageenisarnased segmendid. Transmembraansetel kollageenidel on N-terminaalne osa tsütosoolis ning kolmikhelikaalne C-terminaalne osa ulatub raku pinnale. Transmembraanne kollageen XVII kuulub hemidesmosoomide koosseisu. Multipleksiinid kuuluvad basaallaamina koosseisu. Näiteks moodustab kollageen XVIII basaallaaminas proteoglükaani südamiku. Kui kollageen XVIII lõigatakse proteolüütiliselt, siis tekib C-terminaalse otsa eraldumisel peptiid, endostatiin, mis on antiangiogeneetilise e veresoonte teket pärssiva toimega. Peremeest kaitsvate kollageenide (nt kollektiinid, C1q, klass-A koristajaretseptorid), mis aitavad ära tunda ja kahjutuks teha organismi sattunud patogeene, struktuuris on kollageenidega sarnaseid järjestuselemente. Kollektiinid on Ca2+-ioonidest sõltuvad lektiinid, mis tunnevad ära patogeenide pinnal olevaid suhkrujärjestusi. C1q on komplemendi aktivatsioonikaskaadi esimene komponent, mis seostub immunoglobuliinidega.


    Rakuvälisesse maatriksisse kuuluvaid fibrillaarseid kollageene sünteesivad ja sekreteerivad põhiliselt sidekoe fibroblastid. Ribosoomides sünteesitakse kollageenide α-ahelad pikemate propeptiididena, mis liiguvad tsütoplasma võrgustiku sisemusse, kus neid modifitseeritakse ning ühendatakse disulfiidsildade abil kolmikhelikaalseteks prokollageenideks (joonis 5.41).
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    Joonis 5.41. Kiudjate kollageenide biosüntees. 1. Prokollageeni α-ahelad sünteesitakse endoplasmavõrgustikuga seotud ribosoomides ning endoplasmavõrgustikus lisatakse propeptiidide C-terminaalses otsas olevatele asparagiinidele oligosahhariidid. 2. Propeptiidid seostuvad omavahel disulfiidsidemete kaudu kovalentselt, moodustades trimeere. 3. Kolmikheeliksiga seostub tšaperoonvalk Hsp 47, mis seda stabiliseerib ning hoiab ka ära trimeeride enneaegse agregatsiooni. 4. ja 5. Kokkukeerdunud prokollageenid viiakse Golgi kompleksi ja sealt läbi, kusjuures samal ajal ühinevad nad omavahel külgepidi, tekitades väikseid kimpe. Seejärel sekreteeritakse kollageeni ahelad rakust välja (6), eemaldatakse N- ja C-terminaalsed propeptiidid (7) ning ühendatakse trimeerid omavahel kovalentselt, tekitades fibrille (8). Modifitseeritud Lodish, H. et al., 6th ed., 2008 järgi.


    Endoplasmavõrgustikus toimub ka prokollageenide C-terminaalse otsa N-seoseline glükosüülimine. Tšaperonvalk Hsp 47 aitab kolmikheeliksit stabiliseerida või hoiab ära tema enneaegse agregeerumise. Edasi liiguvad prokollageenid Golgi kompleksi, kus nad võivad osaliselt kimpudeks ühineda. Peale seda sekreteeritakse prokollageenid rakust välja ning nende mõlemast otsast eemaldatakse peptidaaside abil propeptiidid, misjärel ühendatakse kolmikheeliksid kovalentse sideme abil fibrillideks (Ø 50–200 nm). Fibrillides asuvad viis üksteisega seotud kollageeni molekuli kõrval olevast viisikust 67 nm kaugusel, mistõttu me näeme mikroskoobis kollageeni fibrille triibulistena. Fibrillaarse kollageeni mõlemas otsas ei ole α-ahelate heeliksid kokku keerdunud, see on väga oluline kollageenifibrillide tekkes. Selles otste piirkonnas muudab rakuväline lüsüüloksidaas lüsiini ja hüdroksülüsiini kõrvalahelaid nii, et aminorühmade asemel tekivad aldehüüdid. Need väga reaktsioonivõimelised aldehüüdrühmad moodustavad kovalentse sideme kõrval olevate molekulide lüsiini, hüdroksülüsiini ja histidiini jääkidega. Selline ristsidemete teke kõrvuti asetsevate kollageenimolekulide vahel annab väga tugeva struktuuriga fibrillid. On leitud, et askorbiinhape (vitamiin C) on nende hüdroksülaaside, mis lisavad α-ahelate propeptiidides proliini ja lüsiini jääkidele hüdroksüülgruppe, oluline kofaktor. Vitamiin C puuduse all kannatavates rakkudes (nt skorbuudi puhul) ei hüdroksüülita α-ahelate propeptiide piisavalt, mistõttu ei teki normaalse kehatemperatuuri juures stabiilset kolmikheeliksilist prokollageeni ning see, mis tekibki, ei moodusta normaalseid fibrille. Kui kudedes puudub normaalne kollageen, siis muutuvad veresooned, kõõlused ja nahk rabedaks. Seega värskes puu- ja juurviljas olev vitamiin C soodustab normaalse kollageeni teket.


    Erisuguse struktuuriga fiibrite ja nende võrgustike koosseisu kuuluvad erinevad kollageenimolekulid. Näiteks kollageen I ja kollageen II, mis on sidekoe domineerivad kollageenid, moodustavad vastavalt pikki fiibreid või võrgusarnaseid struktuure. Kõõlustes asuvad kollageen I pikad fiibrid, mis ühendavad lihaseid luude külge, peavad alluma väga tugevate jõudude toimele. Kuivõrd kollageen I fiibritel on väga suur tõmbetugevus, siis võivad kõõlused venida pikemaks, ilma et nad rebeneks. Kui võrrelda grammi terase ja grammi kollageen I tugevust, siis osutub kollageen tugevamaks. Kollageen I moodustab koos fibrillaarsete kollageenide V ja XI segafiibreid, mis erinevad oma omadustelt eranditult kollageen I koosnevatest fiibritest.


    Kollageen I fibrillid moodustavad luukoes tugevdava armatuuri. Luu- ja hambakude on tugev seetõttu, et temas on suures koguses dahliiti, mis on kristalne kaltsiumit ja fosfaate sisaldav mineraal. Valdav osa luudest koosneb 70% mineraalidest ja 30% valkudest, millest enamiku moodustab kollageen I. Luude moodustumise käigus sekreteerivad kondrotsüüdid ja osteoblastid kollageeni fibrille, mille vahele sadenevad väiksed dahliidi kristallid.


    Fibrillidega seotud kollageenide kolmikheeliksid on katkestatud ühe või kahe lühikese mittehelikaalse domeeniga, see teeb nad paindlikumaks, kui seda on fibrillaarsed kollageenimolekulid. Need kollageenid ei moodusta omavahel fibrille, kuid see-eest seostuvad nad fibrillaarsete kollageenide pinnaga. Mitmetes sidekoe tüüpides (nt skeletilihastes) on fibrillidega seotud kollageen VI ja proteoglükaanid kinnitunud mittekovalentselt kollageen I fibrillide külgedele, sidudes fibrille omavahel, tekitades paksemaid fiibreid (joonis 5.42).
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    Joonis 5.42. Kiudjate kollageenide seostumine mittekiudjate, fibrillidega seotud kollageenidega. A. Kõõlustes on kõik kollageen I fibrillid suunatud kõõlusele avalduva surve suunas. Proteoglükaanid ja kollageen VI seostuvad fibrillide pinnaga mittekovalentselt. Kollageen VI mikrofibrillid, milles on globulaarne ja kolmikhelikaalne osa, seostuvad kollageen I fibrillidega, köites neid kokku paksemateks fiibriteks. B. Kõhredes on kollageen IX molekulid korrapäraste vahede järel kovalentselt seotud kollageen II fibrillidega. Kondroitiinsulfaadi ahel, mis seostub kovalentselt kollageen IX ahela paindumise kohta, ning kollageen IX globulaarne N-terminaalne piirkond ulatuvad fibrillist eemale. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 6th ed., 2008 järgi.


    Kollageen VI 400 nm pikk molekul koosneb suhteliselt lühikesest kolmikheeliksist, mille mõlemas otsas on globulaarne domeen. Kaks kollageen VI monomeeri moodustavad mitteparalleelse dimeeri, mis on omavahel globulaarsete domeenide kaudu ühendatud, moodustades kahe kollageen I fibrilli vahel kollageen VI mikrofibrilli. Kollageen II, mis on põhiline kõhres paiknev kollageen, fibrillid on väiksema läbimõõduga kui kollageen I fibrillid ning paiknevad viskoosses proteoglükaanide maatriksis ebaregulaarselt. Kollageeni jäigad fiibrid annavad maatriksile tugevuse ega lase sel jõudude mõjul deformeeruda. Kollageen IX, mis on üks fibrillidega seotud kollageenidest, seostub kollageen II fibrillidega kõhredes ning silma sarvkestas ja klaaskehas. Maatriksi proteoglükaanid seostuvad kollageen II fibrillidega kollageen IX vahendusel. Kollageen IX ja mitme temaga suguluses oleva kollageeni struktuuris on kaks kuni kolm kolmikhelikaalset lõiku, mis on omavahel seotud painduva vaheosaga ning nende N-terminaalses otsas asub globulaarne piirkond. Arvatakse, et kollageen IX globulaarsed piirkonnad, mis ulatuvad kollageen II fibrillidest eemale, ankurdavad selle fibrillid proteoglükaanide ja teiste maatriksikomponentide külge.


    Kui kollageen I või temaga seotud valkude sünteesi määravates geenides toimuvad mutatsioonid, siis arenevad inimesel mitmesugused haigused. Kui mutatsioonid on geenides, mis määravad kollageeni I α1- või α2-ahela sünteesi, siis tekib inimesel haprate luude haigus, mida kutsutakse osteogenesis imperfecta’ks. Nagu eespool kirjeldatud, peab kollageeni α-ahelas iga kolmas aminohape olema glütsiin, selleks et saaks moodustuda kolmikheeliks. Kui glütsiin peaks asenduma mõne teise aminohappega kas või üheski α-ahelas, ei saa moodustuda korralikku kolmikheeliksit ning seega ka normaalselt funktsioneerivat fibrilli. Kui näiteks toimub mutatsioon kollageen VI sünteesi määravas geenis, siis lihaskoes puuduvad kollageen VI mikrofibrillid või ei seostu nad kollageeni I fibrillidega, mille tagajärjel areneb dominantne või retsessiivne lihasdüstroofia. See haigus avaldub lihasnõrkuses, hingamispuudulikkuses ja lihaste kärbumises.


    Erisugust tüüpi kollageenide omadused tulenevad põhiliselt (1) kolmikhelikaalsete lõikude pikkusest ja arvust; (2) piirkondadest, mis katkestavad või piiravad kolmikhelikaalseid lõike ja mis annavad võimaluse tekitada teisi kolmemõõtmelisi struktuure; (3) α-ahelate kovalentsest modifitseerimisest (s.o hüdroksüülimine, glükosüülimine, oksüdeerimine ja ristseoste tekitamine). Eelöeldu iseloomustamiseks sobib kollageen IV, mis on basaalmembraani üks põhikomponente. Imetajatel on kuus homoloogset kollageen IV α-ahelat, mis võivad moodustada kolm erinevat heterotrimeerset kollageen IV molekuli. Kõik kollageen IV erivormid koosnevad 400 nm pikkustest kolmikheeliksitest, mida katkestavad 24 mittehelikaalset piirkonda (joonis 5.43).
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    Joonis 5.43. Kollageen IV struktuur ning tema kokkupanek. Kollageen IV molekuli N-terminaalses otsas on väike mittekollageenne globulaarne piirkond ja C-terminaalses otsas suur globulaarne piirkond. Kolmikhelikaalsed piirkonnad vahelduvad mittehelikaalsete segmentidega, mis tekitavad molekulis paindekohti. Kui kolmikhelikaalsed segmendid ühinevad külgepidi ning globulaarsed piirkonnad „pea-pea“ ja „saba-saba“ kaudu, siis moodustuvad dimeerid, tetrameerid ja veel kõrgema järgu kompleksid, tekitades lehetaolise võrgustiku. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 6th ed., 2008 järgi.


    Kolmikheeliksite N-terminaalses otsas on väike globulaarne piirkond ja C-terminaalses otsas suur globulaarne piirkond. Mittehelikaalsed lõigud kollageen IV molekulis annavad talle painduvuse. Kollageen IV monomeerid võivad seostuda omavahel külgepidi, aga ka „pea-pea“ (C-terminaalsed otsad) või „saba-saba“ (N-terminaalsed otsad) piirkondade kaudu, tekitades dimeere, tetrameere ja kõrgema astme komplekse, mille tulemusel moodustub lehesarnane võrgustik. Kollageen IV ebakorrapärane kahemõõtmeline võrestik moodustab koos laminiinide korrapärase võrgustikuga basaalmembraani alusstruktuuri.


    5.3.2. Elastiin


    Paljud selgroogsete koed peavad olema ühtlasi nii tugevad kui ka elastsed, et täita oma funktsioone. Elastseid kiudusid võib leida paljude selliste kudede rakuvälisest maatriksist, mis peavad taluma venitust või deformatsiooni. Näiteks on kopsukoe laienemine ja kokku tõmbumine hingamisel, veresoonte pulseeriv laienemine ja ahenemine südamelöökide taktis ning naha venimine või kokku tõmbumine liigutuste puhul seotud elastsete kiudude kuju muutusega. Nendele kudedele annab elastsuse (st võime taastada esialgne kuju, kui mõjuri toime on lakanud) elastsete kiudude e fiibrite (joonis 5.44) võrgustik, mis asub rakuvälises maatriksis.
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    Joonis 5.44. Elastsed kiud. Skanneeriva elektronmikroskoobi abil saadud kujutisel on näha (A) koera aordi lõik (väike suurendus) ja (B) sama veresoone välispinna elastsete fiibrite pikisuunaline võrgustik (suur suurendus). Kõik muud komponendid on ensüümide ja sipelghappe abil eemaldatud. Foto: Alberts, B. et al., 6th ed., 2015.


    Elastseid fiibreid saab vähemalt viis korda enam välja venitada kui sama ristlõikega kummipaela. Kudedes on elastsed fiibrid läbi põimitud pikkade mitteelastsete kollageeni fibrillidega, selleks et vältida koe liigset väljavenitamist ja rebenemist.


    Elastsete kiudude põhikomponent on väga hüdrofoobne polümeerne valk elastiin (joonis 5.45), milles on palju proliini- ja glütsiinijääke, kuid erinevalt kollageenist ei ole ta glükosüülitud.
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    Joonis 5.45. Elastiini kiu, mis koosneb elastiini molekulide võrgustikust, väljavenitamine ja lõdvendamine. Elastiini molekulid on omavahel ühendatud kovalentsete sidemetega (punane), mille tulemusel tekib ristseotud võrgustik. Iga elastiini molekul võib võrgustikus kokku tõmbuda ja pikeneda, nagu ta oleks iseseisev rõngas, mistõttu kogu võrgustik käitub kummilindina.


    Rakkudest sekreteeritavate elastiini lahustuva eellase, monomeerse tropoelastiini molekulide vahel tekivad ristseosed, kui nad agregeeruvad rakumembraani läheduses (joonis 5.46).
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    Joonis 5.46. Elastiin tekib elastogeneesi käigus tropoelastiini kokkukogunemise ja ristseoste moodustumise kaudu. (1) Tropoelastiini tekke määrab elastiini geen (ELN). (2) Sünteesitud tropoelastiin transporditakse plasmamembraanile koos elastiini siduva valguga (EBP). (3) Väljuv tropoelastiin agregeerub rakkude pinnal, kusjuures EBP eraldub elastiinilt ning moodustab kompleksi ümbruses olevate galaktosiididega. (4) Edasi toimub tropoelastiini agregaatide oksüdeerimine lüsüüloksidaasi abil ning ristseoste teke. Tekkinud elastiini kannavad fibuliini perekonna valgud rakuvälises maatriksis olevatele mikrofibrillidele. (5) Lõpuks moodustuvad väga püsiva struktuuriga elastiini fiibrid, mis annavad mõnedele kudedele erakordse võime vastata survele tagasipõrkega.


    Täpsemalt öeldes, kui tropoelastiini oksüdeerib lüsüüloksüdaas, tekivad tropoelastiini molekulide vahel kovalentsed ristsidemed, moodustades polümeerse elastiini. Elastiini molekul koosneb põhiliselt kaht tüüpi lühikestest lõikudest: (1) hüdrofoobsed lõigud, mis annavad molekulile elastsed omadused, ning (2) alaniini- ja lüsiinirikkad α-heeliksi tüüpi lõigud, mis on kõrvalasuvate molekulidega ristseotud. Siiani ei ole veel päris selge, milline on elastiini molekulide kuju elastsetes kiududes ning kuidas on kiudude struktuur seotud nende kummisarnaste omadustega. Tõenäoliselt rulluvad elastsetes kiududes omavahel kovalentselt seotud elastiinimolekulid juhuslikult kokku või hoopis sirguvad ning selle tagajärjel kiud kas lühenevad või pikenevad. Ilmselt aitavad ka korduvad proliini- ja glütsiinirikkad hüdrofoobsed järjestused tropoelastiini molekulidel pärast väljavenitamist uuesti omavahel ühineda ja kokku tõmbuda.


    Elastsed kiud ei koosne üksnes elastiinist. Elastsete kiudude, mille läbimõõt on mõnisada kuni mõni tuhat nanomeetrit, südamik koosneb tõesti lahustumatust amorfsest elastiinist, kuid seda ümbritsevad fibrilliini, fibuliini ja teiste valkude moodustatud mikrofibrillid, mille diameeter on 10–12 nm. On leitud, et kudede arengu käigus ilmuvad kõigepealt mikrofibrillid ning alles seejärel ladestub nendele elastiin. Tegelikult on mikrofibrillide kogumid samuti elastsete omadustega, mistõttu mõnes kohas, kus elastiin puudub, võivad nad seda asendada. Näiteks hoiavad mikrofibrillid silmas läätse paigal. Paljude skeleti- ja südame-veresoonkonna haiguste põhjuseks on mutatsioonid, mis on tekkinud elastsete kiudude koosseisu kuuluvaid valke kodeerivates geenides. Näiteks fibrilliin-1 sünteesi määrava geeni muteerumisel areneb dominantne haigus, nn Marfani sündroom, mille puhul on täheldatav luude ülemäärane kasv, liigeste liigne painduvus, lihasnõrkus, ebatavaliselt pikad jäsemed ja eriti sõrmed (nn ämbliksõrmsus) ning südame-veresoonkonna puudulikkus, mille põhjuseks on veresoonte ja aordi seina nõrkus. Tõenäoliselt oli Marfani sündroom sellistel ajaloolistel isikutel nagu Ameerika Ühendriikide president Abraham Lincoln ja saudi terrorist Osama bin Laden.


    Imetajatel toimub tropoelastiini süntees vahetult enne ja veidi aega pärast sündi, s.o hilises loote- ja varases vastsündinueas. Seega peab elastiin olema väga pikaealine valk, et püsida kogu elu jooksul. On leitud, et elastiini keskmine eluiga inimese kopsudes on 70 aastat.


    5.3.3. Fibronektiin


    Kõikide selgroogsete rakuvälises maatriksis on suurel hulgal fibronektiini, mida sünteesivad paljud eri tüüpi rakud. Sellel suurel glükoproteiinil on oluline osa rakkude kinnitumises rakuvälisele maatriksile. Fibronektiin määrab paljude erineva päritoluga rakkude liikumist ja diferentseerumist embrüogeneesis. Mutantsed hiired, kelle kudedes ei sünteesita fibronektiini, surevad varases embrüogeneesis, sest nende veresoonte seina endoteelirakud ei moodusta normaalseid veresooni. Põhjuseks võib olla see, et selliste hiirte endoteelirakud ei saa seostuda ümbritseva rakuvälise maatriksiga, kuna sealt puudub fibronektiin. See valk on oluline ka haava paranemisel, sest ta soodustab vere hüübimist ning makrofaagide ja teiste immuunrakkude liikumist vigastuse piirkonda. Fibronektiin vahendab rakkude kinnitumist rakuvälisele maatriksile, kuivõrd ta seostub ühelt poolt kiuliste kollageenide ja heparaansulfaat-proteoglükaanidega ning samal ajal raku pinnal olevatele integriinidega. Kui rakkude pinnal olevad adhesioonimolekulid seostuvad fibronektiiniga, siis liiguvad nende struktuuri muutustest vallanduvad signaalid tsütoplasmasse, kutsudes esile tsütoskeleti ümberkorraldumise. Selle tulemusel muutub rakkude kuju ning liikuvus. Oluline on silmas pidada, et tegemist on kahepoolse protsessiga, sest rakud ise kujundavad neid ümbritsevat maatriksit samuti pidevalt ümber.


    Inimesel määrab fibronektiini sünteesi üks geen, milles on umbes 50 eksonit. Sellelt geenilt transkribeeritud pre-mRNA alternatiivne splaissing võimaldab erisugustes kudedes sünteesida ligi 20 fibronektiini isovormi. Kõik fibronektiini isovormid on dimeerid, mille kaks sarnast polüpeptiidahelat on C-terminaalsest otsast ühendatud kahe disulfiidsilla abil (joonis 5.47).
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    Joonis 5.47. A. Fibronektiini dimeeri struktuur. Fibronektiini kaks polüpeptiidahelat on sarnase ehitusega, kuid mitte täpselt samad, sest nad on sünteesitud sama geeni alusel, aga nende mRNA on erinevalt splaissitud. Fibronektiini ahelad on C-terminaalse otsa juures kahe disulfiidsideme abil ühendatud. Mõlemas ahelas on mitmed kokkuvolditud piirkonnad, millega seostuvad kindlad molekulid (joonis 5.49). B. Fibronektiini tüüp III järjestuse 9. ja 10. piirkonna struktuur. Rakkude pinnal olevate integriinide seostumiseks on olulised nii lingukujuline RGD (Arg-Gly-Asp) kui ka „sünergia“ järjestus (punane). C. Kumbki fibronektiini ahel koosneb kolmest aminohapete erinevat tüüpi kordusjärjestusest (tüübid I, II ja III). Mõlemas ahelas on kordusjärjestused, millega seostuvad fibriin, heparaansulfaat, kollageen ja rakkude pinnal olevad integriinid. Modifitseeritud Alberts, B. et al., 6th ed., 2015 ja Lodish, H. et al., 6th ed., 2008 järgi.


    Fibronektiini polüpeptiidahelad on umbes 60–70 nm pikad ja 2–3 nm läbimõõduga ning koosnevad väikestest korduvatest domeenidest, mille vahele jäävad lühikesed painduvad polüpeptiidahela lõigud (joonis 5.47 B). Fibronektiini mõlemas polüpeptiidahelas on palju funktsionaalseid piirkondi, millel on erinev liganditega seostumise spetsiifika. Iga selline funktsionaalne piirkond sisaldab kindlate aminohappeliste järjestuste korduvaid plokke e domeene, mida nimetatakse fibronektiini tüüp I, II ja III kordusteks. Fibronektiini sellistes kordustes on sarnased aminohappelised järjestused, kuid ühte tüüpi kuuluvad järjestused ei ole kõik täiesti samasugused, vaid veidi varieeruvad. Ühes fibronektiini polüpeptiidahelas on 12 tüüp I kordust, kaks tüüp II kordust ja 15–17 tüüp III kordust, mis annavad kokku umbes 90% polüpeptiidahela aminohappelisest järjestusest (joonis 5.47 A). Tüüp I kordustes on umbes 40 aminohapet, tüüp II kordustes 60 aminohapet ning tüüp III kordustes 90 aminohapet. Piltlikult öeldes paiknevad fibronektiini kordused polüpeptiidahelas nagu pärlid kees. Fibronektiini korduste kindel struktuur polüpeptiidahelas määrab ära tema seostumise paljude rakuvälise maatriksi komponentidega (nt fibriin, kollageenid, hepariin, koe transglutaminaas) ja rakupinna retseptoritega (nt integriinid α4β1, α4β7, α5β1, jt). On teada, et integriinide seostumine fibronektiini kõigi kolme kordusega on selektiivne. Teadlased leidsid, et osa integriine seostub fibronektiini tüüp III kordusega number 10. Kui integriinide seostumist fibronektiini tüüp III kordustega püüti blokeerida vastavate sünteetiliste peptiididega, siis selgus, et fibronektiini ja integriinide seostumiseks piisab, kui korduses number 10 on tripeptiidne järjestus Arg-Gly-Asp, mida on hakatud kutsuma ka RGD-järjestuseks (joonis 5.47 C). Teises katses uuriti roti neerurakkude kinnitumist plastikule kantud peptiididele, mis koosnesid seitsmest aminohappest, millest neljas peptiidis oli erinevate aminohapete vahel RGD-järjestus ja neljas peptiidis see puudus. Selgus, et rakud kinnitusid erineva tugevusega ainult RGD-järjestust sisaldavatele peptiididele (joonis 5.48). Need katsed näitavad raku pinnaretseptorite ja rakuvälise maatriksi komponentide seostumise väga kõrget spetsiifikat.
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    Joonis 5.48. Rakkude pinnal olevad integriinid kinnituvad fibronektiinile kuuest aminohappest koosneva järjestuse piirkonnas, milles on määrava tähtsusega tripeptiidne järjestus RGD. Keemilise sünteesi tulemusena saadi mitmeid erinevaid peptiide, mis kas sisaldasid või ei sisaldanud RGD järjestust. Mitme erineva kontsentratsiooniga peptiidid seoti polüstüreenplaatide kannude põhja, kuhu lisati roti neeru rakke. Rakke inkubeeriti kannudes 30 minutit ning seejärel pesti ära mittekinnitunud rakud. Kinnitunud rakud värviti ning nende hulk määrati spektrofotomeetriliselt. Graafikult on näha, et rakud ei kinnitunud nendele peptiididele, mis ei sisaldanud RGD järjestust. Samuti selgus, et kinnitunud rakkude hulk sõltub kannudesse kantud RGD järjestust sisaldavate peptiidide kontsentratsioonist.


    Joonisel 5.47 A on esitatud fibronektiini tüüp III korduste number 9 ja 10 röntgenstruktuuranalüüsi tulemusel saadud kolmemõõtmeline mudel. Selleks et raku pinnal olevad integriinid seostuksid fibronektiiniga, on vaja, et RGD-järjestust sisaldav lingutipp ulatuks fibronektiini tüüp III korduse struktuurist välja. Veel enam, integriinide tugeva seostumise fibronektiiniga kindlustab RGD-järjestuse lähedal asuv nn sünergiline järjestus. On märkimisväärne, et integriinide seostumine RGD-järjestusega on tunduvalt nõrgem kui tervikliku fibronektiinimolekuliga. Tuleb arvestada, et integriinide maksimaalselt tugev seostumine fibronektiiniga saab toimuda üksnes siis, kui tervel fibronektiini molekulil on funktsionaalselt õige kuju, mis võimaldab integriinidele täieliku ligipääsu RGD-järjestusele. Näiteks integriinid seostuvad nõrgalt maksarakkude või fibroblastide vastsünteesitud lahustuva dimeerse fibronektiiniga, sest tal on mittefunktsionaalne kuju, mis tähendab, et RGD-järjestus ei ole integriinidele piisavalt ligipääsetav. Fibronektiini kuju muutub, kui ta seostub kollageense maatriksi või basaallaaminaga, mille tõttu rakkude seostumine sellega suureneb. Siingi on tõenäoline põhjus integriinide suurenenud ligipääsetavus RGD-järjestusele tulenevalt fibronektiini kuju muutumisest.


    Fibronektiin võib kehas esineda nii lahustuval kujul, mis ringleb veres ja teistes kehavedelikes, kui ka lahustumatute fibronektiini fibrillide vormis, kus dimeersed fibronektiini molekulid on omavahel disulfiidsildadega ristseotud, moodustades maatriksi. Fibronektiini molekulid ei moodusta erinevalt kollageenidestomavahel fibrille in vitro katseklaasis. Fibronektiini fibrillid tekivad üksnes rakkude pinnal ning seda aitavad korraldada integriinid. Integriinid loovad läbi rakumembraani silla rakuvälise fibronektiini ja raku sees asuvate tsütoskeleti valkude vahel. Integriinide tsütoplasmapoolne ots on vahendajavalkude kaudu seotud rakusiseste aktiini- e mikrofilamentidega. Kui integriinid seostuvad fibronektiiniga, siis tänu tsütoskeleti ümberkorraldumisele muutub ka integriinide paigutus raku plasmamembraanis. Integriinide liikumine kutsub omakorda esile nendega seotud fibronektiinide väljavenitamise ning nende omavahelise ühinemise multimeerseteks fibrillideks (joonis 5.49).
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    Joonis 5.49. Fibronektiini tõmbetundlikkus. Arvatakse, et mõned tüüp III järjestused voltuvad lahti, kui fibronektiini välja venitatakse. Lahtivoltumise tulemusena paljastuvad peidetud piirkonnad, mis seostuvad teiste fibronektiini molekulidega, mille tulemusena tekivad fibronektiini filamendid (joonis 5.50).


    Fibronektiini molekulid jäävad integriinidega seotukas hoolimata rakkude tekitatud jõududest, sest fibronektiini ja integriinide vaheline side on tugevam kui fibronektiini molekulide omavaheline side. Selle protsessi lõpptulemusena tekib stabiilne maatriks, kus üksikud fibronektiini fibrillid on omavahel kovalentselt seotud. Mõnikord on mikrofotodelt näha, et maatriksis paiknevad fibronektiini fibrillid on orienteeritud samas suunas kui rakusisesed aktiinifilamendid (joonis 5.50).
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    Joonis 5.50. Fibronektiin moodustab osade rakkude pinnal kiude. Sellel fluorestsentsmikroskoopia abil saadud kujutisel on näha rakuvälise fibronektiini (roheline) ja aktiini (punane) paiknemine hiire migreeruva fibroblasti esiservas. Algselt raku servaalal asuvad fibronektiini agregaadid (rohelised täpid) paiknevad ümber keskühenduste piirkonda, tekitades kiude, mis on paralleelsed aktiinifilamentidega. Foto: Alberts, B. et al., 6th ed., 2015.


    Oluline on teada, et RGD-järjestus ei esine mitte ainult fibronektiinis, vaid terves reas teistes rakuvälistes valkudes, millest osa kuulub rakuvälise maatriksi koosseisu (nt kollageenid, tenastsiin, vitronektiin) või osalevad vere hüübimise protsessis (nt fibrinogeen, von Willebrandi faktor, protrombiin). RGD-järjestust sisaldavaid peptiide kasutatakse seetõttu vere hüübimist takistavate ravimite väljatöötamiseks. Mitmete erinevat päritolu madude mürgis on RGD-järjestusi sisaldavaid valke, nn disintegriine, mis takistavad vere hüübimist. Tegelikult ei ole RGD-järjestus ainus aminohappeline järjestus, millega integriinid väga spetsiifiliselt seostuvad, vaid selliseid järjestusi on erinevates valkudes veel teisigi.


    5.3.4. Proteoglükaanid


    Proteoglükaanid koosnevad valgulisest südamikust, millega on kovalentselt seotud üks või mitu polüsahhariidset ahelat, mida nimetatakse glükoosaminoglükaanideks (GAG) (joonis 5.51).
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    Joonis 5.51. A. Agrekaani agregaadis on umbes sada agrekaani monomeeri mittekovalentselt seotud oma telje ehk südamikvalgu N-terminaalse otsa kaudu ühele hüaluronaani ahelale. Agregaati hoiab koos sidevalk, mis on ühendatud nii proteoglükaani südamikvalguga kui ka hüaluronaani ahelaga. B. Hüaluronaaniga seostunud agrekaani monomeeri struktuur. Agrekaani südamikvalguga seostuvad nii kondroitiin- kui ka kerataansulfaat, kusjuures südamikvalk seostub mittekovalentselt oma N-terminaalse otsaga hüaluronaani molekuliga. Sidevalk on samal ajal seotud nii hüaluronaani kui ka agrekaani südamikvalguga.


    


    Kui rakud sekreteerivad osa proteoglükaane rakuvälisesse keskkonda, siis osa jääb rakumembraaniga seotuks.


    Glükoosaminoglükaanid on disahhariidide korduvatest lõikudest koosnevad pikad polüsahhariidsed ahelad, mis ei hargne. Tavaliselt on disahhariidide korduvates lõikudes üks kahest suhkrust alati aminosuhkur (N-atsetüülglükoosamiin või N-atsetüülgalaktoosamiin), mis on enamasti sulfaaditud, ning teine suhkur uroonhape (D-glükuroonhape või L-iduroonhape) või D-galaktoos. Kuivõrd disahhariidide üks või mõlemad suhkrud sisaldavad vähemalt ühte anioonset rühma (karboksülaat- või sulfaatrühma), siis on glükoosaminoglükaanid tugeva negatiivse laenguga. Disahhariidsete lõikude iseloomu, s.o suhkrutevaheliste sidemete tüübi ning sulfaatrühmade hulga ja paigutuse järgi eristatakse mitmeid glükoosaminoglükaane: hepariin, heparaansulfaat, kondroitiinsulfaat, dermataansulfaat, kerataansulfaat ja hüaluronaan (joonis 5.52).
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    Joonis 5.52. Kondroitiin 6-sulfaadi, kerataansulfaadi, dermataansulfaadi, hepariini ja hüaluronaadi molekulide struktuur. Kondroitiinsulfaadis koosneb disahhariid D-glükuroonhappest ja N-atsetüül-D-galaktoosamiinist; kerataansulfaadis D-galaktoosist ja N-atsetüül-D-glükoosamiinist; heparaansulfaadis D-glükuroonhappest või L-iduroonhappest ning N-atsetüül-D-glükoosamiinist. Modiftiseeritud Lodish, H. et al., 7th ed., 2013 järgi.


    Hepariin ja heparaansulfaat on väga lähedase struktuuriga ning nende erinevus on pigem kvantitatiivne kui kvalitatiivne. Nimelt sisaldab heparaansulfaat rohkem glükuroonhapet ja hepariin rohkem iduroonhapet. Nad mõlemad on sulfaaditud, kuid hepariinis on sulfaatrühmi tunduvalt rohkem, mis annab talle tugeva negatiivse laengu. Heparaansulfaat, mis seostub proteoglükaanide valgulise südamikuga, ekspresseerub rakkude (nt veresoonte endoteeli rakkude ja leukotsüütide) pinnal ning annab sellele negatiivse laengu (joonis 5.53).
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    Joonis 5.53. Heparaansulfaat glükoosaminoglükaani (GAG) ahela moodustavad korduvad (kuni 200) disahhariidsed järjestused. Kogu GAG ahel on tugeva negatiivse laenguga, kuivõrd selles asuvad karboksüül- ja sulfaatgrupid. GAG sulfaatimise aste on erinev (nt hepariin on üle 70%, aga heparaansulfaat alla 50% sulfaaditud).


    Nuumrakud (ingl mast cells), mis sekreteerivad histamiini, eraldavad ka hepariini. Viimane võib eralduda proteoglükaanide valguliselt südamikult ning sattuda vereringesse või koevedelikesse. Kui organismis on hepariinil põletikuvastane toime, siis meditsiinis kasutatakse teda vere hüübimise takistamiseks, sest ta aktiveerib veres hüübimise inhibiitori antitrombiin III.


    Kõik glükoosaminoglükaanid, v.a hüaluronaan, seotakse valgulise südamiku külge, et moodustuks proteoglükaanid. Nende valguline südamik sünteesitakse endoplasmavõrgustiku membraanile kinnitunud ribosoomides ning viiakse siis võrgustiku valendikku. Tegelikult algab glükoosaminoglükaanide esimeste komponentide kovalentne sidumine südamikvalkudele juba endoplasmavõrgustikus ning ahelate edasine pikendamine järgneb Golgi kompleksis. Kõigepealt seotakse südamikvalgus oleva seriini hüdroksüülrühmaga ksüloos, mis on esimene komponent glükoosaminoglükaane valgule siduvast tetrasahhariidist (joonis 5.54).
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    Joonis 5.54. Glükoosaminoglükaani (GAG) ahela ning tema südamikvalgu side proteoglükaani molekulis. Kõigepealt seotakse seriini külgahelaga spetsiifiline tetrasahhariidsild ning siis sünteesitakse GAG ahela ülejäänud disahhariididest koosnev osa.


    


    Glükoosaminoglükaani ahela edasine pikendamine toimub paljude glükosüültransferaaside järkjärgulise täpselt kooskõlastatud tegevuse kaudu. Edasise töötluse käigus (sulfaatimine, epimeriseerimine) muudetakse glükoosaminoglükaanide struktuuri, mille tulemusel muutuvad ka nende omadused. Näiteks sulfaatimine annab neile tugeva negatiivse laengu. Katsed on näidanud, et glükoosaminoglükaanides asuvate suhkrujärjestuste komplektide modifikatsioonid määravad nende funktsionaalsuse. Näiteks mõjub hepariin antitrombiin III aktiivsusele viiest suhkrujäägist koosnevate komplektide kaudu (joonis 5.55).
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    Joonis 5.55. Pentasahhariidne glükoosaminoglükaani (GAG) järjestus, mis reguleerib antitrombiin III aktiivsust. Kui hepariini molekulis sisalduvad viiest modifitseeritud suhkrujäägist koosnevad komplektid seostuvad antitrombiin III-ga, siis see aktiveerub ning takistab vere hüübimist. Punasega tähistatud sulfaatgrupid on selles protsessis olulised, kuid sinisega tähistatud rühmade muutused protsessi kulgu ei muuda. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 6th ed., 2008 järgi.


    Kui nendes pentasahhariidsetes komplektides on suhkrujäägid sulfateeritud kahes kindlas kohas, siis aktiveerib hepariin antitrombiin III ja takistab vere hüübimist. Kui aga aktiivsetes pentasahhariidides on sulfateeritud mõned teised suhkrujäägid, siis hepariin vere hüübimist ei takista.


    Proteoglükaanide koostisse kuuluvate sahhariidahelate struktuur, hulk ja paiknemine eristab neid täielikult teistest glükoproteiinidest. Valdav on seisukoht, et proteoglükaanide sahhariidahelatest vähemalt üks peab olema glükoosaminoglükaan. Kuivõrd proteoglükaanide koostises on suures ülekaalus glükoosaminoglükaanid, siis on polüsahhariidide suhe nende valgulisse komponenti palju suurem kui enamikus teistes glükoproteiinides. Nimelt võivad suhkrud moodustada proteoglükaanide kogukaalust kuni 95%. Organismides võib tekkida praktiliselt piiramatu hulk proteoglükaanide variante. Näiteks sama tüüpi südamikvalk võib seostuda väga erineva arvu ja struktuuriga glükoosaminoglükaanidega, rääkimata disahhariidsete korduste erinevast sulfaatimise astmest.


    Võib arvata, et mõni 10000 geenist inimese genoomis kodeerib mõnd proteoglükaani südamikvalku, mis viitab nende olulisusele organismide ehituses ja funktsioneerimises. Proteoglükaane võib jaotada nelja rühma selle järgi, kas nad paiknevad rakkude sees või rakuvälises ruumis (joonis 5.56).
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    Joonis 5.56. Rakkude pinnal asuvad proteoglükaanid glüpikaan ja sündekaan ning rakuvälises maatriksis agrekaan, perlekaan, dekoriin ja biglükaan.


    Esimesse rühma kuulub ainult serglütsiin, sest ta on ainus rakusisene proteoglükaan. Serglütsiin, mis ainsana kannab hepariini kõrvalahelaid, on pakitud nuumrakkude graanulitesse. Teise rühma moodustavad rakupinnaga seotud proteoglükaanid, mis on a) transmembraansed (nt sündekaanid, betaglükaan, fosfakaan) või b) GPI-ankru kaudu rakumembraaniga seotud (nt glüpikaan). Sündekaanid ekspresseeruvad epiteliaalsete ja mitteepiteliaalsete rakkude pinnal ning seostuvad kollageenide ja fibronektiiniga, kinnitades rakke rakuvälise maatriksi külge. Sündekaanide molekuli tsütosoolis paiknev osa on seotud aktiinifilamentidega ja rakumembraani läheduses olevate signaalmolekulidega. Sündekaanide rakuväline osa seostub ka paljude valguliste kasvufaktoritega ja teiste signaalmolekulidega, mõjutades seeläbi rakkude kasvu ja jagunemist. Peale selle toimivad nad nii endotsütoosi retseptoritena kui ka mitmete retseptor-türosiinikinaaside kaasretseptoritena. Kolmandasse rühma paigutuvad rakulähedased proteoglükaanid, sest nad kuuluvad basaalmembraani koostisse (nt perlekaan, agriin, kollageenid XV ja XVIII). Neljandasse rühma kuulub palju erinevaid rakuväliseid proteoglükaane, milleks on a) hüaluronaani ja lektiine siduvad proteoglükaanid (nt agrekaan, versikaan, neurokaan ja brevikaan), b) väiksed leutsiinirikkad proteoglükaanid (nt biglükaan, dekoriin, lumikaan), c) testikaan/SPOCK-perekonna proteoglükaanid. Rakuvälises maatriksis võib leida glükoosaminoglükaanide ja proteoglükaanide suuri polümeerseid komplekse. Kõhrede põhikomponent on tohutu suur proteoglükaan agrekaan (molekulmass ~3 x 106 daltonit), mille koostisse kuulub üle 100 glükoosaminoglükaani ahela (joonis 5.51). Enamik proteoglükaane sisaldab ainult üks kuni kümme glükoosaminoglükaani ahelat. Näiteks fibroblastide sekreteeritava dekoriini molekulis (joonis 5.56) on ainult üks glükoosaminoglükaani ahel. Dekoriin aheldub kollageeni fibrillide külge, reguleerides nende kokkupanekut. Näiteks neil hiirtel, kellel rakud ei sünteesi dekoriini, muutub nahk rabedaks ega kannata venitamist.


    Hüaluronaan (ka hüaluroonhape või hüaluronaat), mis koosneb 2000–2500 korduvast disahhariidsest (glükuroonhape ja N-atsetüülglükoosamiin) lõigust, on kõige lihtsama ehitusega glükoosaminoglükaani molekul (joonis 5.57).
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    Joonis 5.57. A. Hüaluronaani, suhteliselt lihtsa glükoosaminoglükaani koosseisu kuuluvad disahhariidsed korduvjärjestused. See selgroogsete kudedes laialt levinud molekul koosneb ühest pikast suhkruahelast, milles on kuni 25000 suhkru monomeeri, ning tema koostises ei ole sulfaatgruppe. B. Hüaluronaani süntees toimub plasmamembraani siseküljel, kusjuures ta liigub rakust välja juba siis, kui ta on alles süntaasiga seotud. X ja Y on arvatavad regulaatorvalgud.


    Näiteks küünarliigeses olevas hüaluronaanis on 10000 disahhariidset lõiku, mis moodustavad molekuli kogumassiga 4 x 106 daltonit ja pikkusega 10 μm. Hüaluronaan on üheahelaline negatiivselt laetud molekul, milles olevad suhkrud ei ole sulfateeritud. Hüaluronaani süntees toimub raku plasmamembraani tsütosoolipoolsel küljel hüaluronaansüntaasi kaasabil. Moodustuvat hüaluronaani molekuli hakatakse läbi rakumembraani rakuvälisesse keskkonda viima juba siis, kui ta on veel süntaasiga seotud (joonis 5.57 B). Hüaluronaani molekulid võivad moodustada sekundaarseid (nt kaksikheeliksid) või ka tertsiaarseid struktuure. Sekundaarsete struktuuride teket võimaldab hüaluronaani molekulides olevate suhkrutevaheliste β-glükosiid- ja vesiniksidemete moodustumine. Kuivõrd hüaluronaani molekulid on lahustes väga painduvad, siis võivad nad moodustada väga mitmesuguseid kolmemõõtmelisi struktuure.


    Kuna hüaluronaani molekuli pinnal on palju anioonseid rühmi, siis ta seob suures koguses vee molekule, muutudes vett sisaldavaks keraks, mille diameeter on ~500 nm. Kui koos on palju hüaluronaani molekule, siis nad põimuvad ja moodustavad viskoosse geelja struktuuri. Kui selline geel on suletud rakkudevahelisse ruumi, siis hakkavad pikad hüaluronaani molekulid sealt ennast välja pressima. Selline väljapoole suunatud surve tekitab rakkudevahelises ruumis paisumise e turgorrõhu. Peale selle seovad hüaluronaani pinnal olevad karboksülaatrühmad (COO-) suurel hulgal katioone, mis tõstab ioonide kontsentratsiooni ja seega ka osmootset rõhku geelis. Selle tulemusel liigub rakkudevahelisse ruumi veel suur hulk vett, mis omakorda tõstab turgorrõhku. Sellise protsessi tagajärjel tekkivad paisumisjõud suudavad sidekoes vastu seista kokkusuruvatele jõududele. Rakkudevahelises maatriksis oleva vee survele seisavad vastu ristseotud kollageenid, mis takistavad paisumist ja hoiavad turgorrõhku tasakaalu seisundis. Turgorrõhk annab maatriksile nii viskoossed kui ka elastsed omadused. Väga oluline on hüaluronaani ja kollageenide koostoimel tekkinud turgorrõhku hoida püsivana sellistes sidekoe tüüpides, mis peavad alluma suurele survele (nt liigeste kõhred ja veresoonte sein).


    Hüaluronaan esineb kõigis täiskasvanud loomade kudedes ja koevedelikes, kuid eriti rikkalikult on teda embrüonaalsetes kudedes. Näiteks varases embrüogeneesis eraldab rakuväline maatriks südame algmes müokardi ja endokardi kihte. Rakuväline maatriks paisub kohe pärast südametoru silmuse teket, tekitades endokardi padjandi. Selle tekitavad epiteelirakud, mis sünteesivad ja sekreteerivad hüaluronaani oma basaalsele küljele. Peagi liigub osa endokardi rakke rakuvabasse padjandisse, kus nad hiljem diferentseeruvad mesenhümaalseteks rakkudeks. Sellisel viisil juhib hüaluronaan südame klappide ja vaheseinte väljakujunemist embrüogeneesis. Kui rakkude ümberasetumine lõpeb, siis lagundab hüaluronidaasmittevajaliku hüaluronaani. Hüaluronaan on ka oluline liigesevedeliku komponent, kus ta toimib kui määrdeaine. Peale selle toodavad rakud teda suures koguses haavade paranemise ajal.


    Hüaluronaan seostub rakkude pinnale paljude erinevate retseptorite kaudu, millest üks on glükoproteiin CD 44. Kuivõrd hüaluronaan moodustab rakkude pinnal koheva vett sisaldava poorse kihi, siis hoiab see rakke üksteisest eemal ning annab neile võimaluse liikuda ja jaguneda. Ringiliikuvate rakkude peatumine ning kinnitumine teistele rakkudele on tihti seotud sellega, et rakkude pinnal väheneb hüaluronaani või tema retseptorite hulk, kuid põhjuseks võib olla ka hüaluronidaasi taseme tõus rakuvälises maatriksis. Nende protsessidega on näiteks seotud imetaja munaraku vabanemine teda ümbritsevatest rakkudest ovulatsiooni käigus.


    Hüaluronaan moodustab väga suure proteoglükaanide kompleksi, agrekaani agregaadi, selgroo. Agrekaani agregaadis, mis on kõhrede põhikomponent, kinnitub hüaluronaani selgroo külge ligi 100 agrekaani monomeeri. Agrekaani südamikvalgu N-terminaalne globulaarne domeen seostub mittekovalentselt hüaluronaani dekasahhariidse järjestusega. See spetsiifiline järjestus on tekkinud hüaluronaani ahelas olevate korduvate disahhariidide kovalentse modifitseerimise tagajärjel. Agrekaani ja hüaluronaani omavahelist sidet tugevdab vahendajavalk, mis on seotud nende mõlemaga. Üks agrekaani agregaat, mis on üks suurimaid elusorganismide makromolekulikomplekse, võib olla kuni 4 mm pikk ning tema maht võib olla suurem kui bakteril. Agrekaani agregaadid tekitavad kõhredes iseloomuliku geelilaadse struktuuri, mis on vastupidav liigestes toimuvale deformatsioonile.

  


  
    5.4. Laminiinid ja nendega seostuvad makromolekulid


    Kollageen IV ja laminiinid erinevad kõigist ülejäänud basaalmembraani komponentidest selle poolest, et ainult nemad moodustavad polümeerse võrgustiku. Kui alles hiljuti arvati, et kollageen IV tekitab raamistiku, millega seostuvad teised basaalmembraani komponendid, siis nüüd on selgunud, et laminiinide võrgustik on see, millest algab basaalmembraani moodustumine. Selgroogsetel kuulub laminiinide perekonda 16 heterotrimeerset isovormi, mis on tekkinud vastavalt viie, nelja ja kolme erineva α-, β- ja γ-ahela kombineerumise tulemusel (joonis 5.58).
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    Joonis 5.58. Siiani on laminiinides leitud viis erinevat α-, kolm β- ja kolm γ-ahelat, mis omavahel kombineerudes on moodustanud imetajate kudedes 16 erisugust heterotrimeerset isovormi. Modifitseeritud Domogatskaya, A. et al., 2012 järgi.


    Laminiinide trimeere tähistatakse selle järgi, millised α-, β- ja γ-ahelad selle moodustavad. Näiteks kui on tegemist laminiin 521, siis tähendab see, et trimeeri on moodustanud α5-, β2- ja γ1-ahel. Laminiinide α-, β- ja γ-ahelad, mis on tugevalt glükosüülitud, keerduvad C-terminaalse otsa poolt kokku, moodustades struktuuri, mida on hakatud nimetama keere-keermes (ingl coiled coil) piirkonnaks (joonis 5.59).
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    Joonis 5.59. Laminiinid on heterotrimeersed rakuvälise maatriksi valgud, mida leidub kõigis basaalmembraanides. A. Laminiini α-, β- ja γ-ahelad keerduvad C-terminaalse otsa poolt keere-keermes struktuuri, samas kui N-terminaalsed otsad jäävad vabaks, andes heterotrimeeridele risti kuju. Keere-keermes piirkonnas on laminiini ahelad omavahel disulfiidsildadega kovalentselt seotud. Laminiini ahelate N- ja ka C-terminaalsetes otstes on globulaarsed piirkonnad, kuhu kinnituvad nii rakkude pinna kui ka rakuvälise maatriksi molekulid. B. Laminiini molekulid seostuvad omavahel N-terminaalsete globulaarsete piirkondade kaudu, moodustades võrgustiku. C. Laminiini molekuli elektronmikrofotol on näha, et ta on ristikujuline.


    Kõigi kolme ahela N-terminaalsed otsad omavahel kokku ei keerdu, mistõttu on trimeersed laminiinid elektronmikrofotodel nähtavad ristikujulistena (joonis 5.59 C). Laminiinide α-ahelate suurus varieerub 200 ja 440 kDa vahel ning β- ja γ-ahelate suurus 120 ja 200 kDa vahel. Seega on trimeersed laminiinid väga suured molekulid, sest erinevate isovormide suurus ulatub 400 kuni 800 kDa-ni. Laminiini α-ahelate C-terminaalses otsas on suur G-domeen, mis sisaldab viit globulaarset LG-alapiirkonda (joonis 5.59 A). Sinna kinnituvad mitmesugused rakkude pinnaretseptorid, nagu Ca2+-ioonidest sõltuvad integriinid (α1β1, α2β1, α6β1, α6β4, α3β1 ja α7β1), sündekaan, fibuliin, hepariin, perlekaan, α-düstroglükaan, Lutheran-veregrupi glükoproteiin ja sulfateeritud glükolipiidid. Agriin seostub keere-keermes piirkonnas laminiini β-ahelaga ning oma suhkrujääkide kaudu C-terminaalse otsa G-domeeniga. N-terminaalsete otste globulaarsete domeenide külge kinnituvad integriinid (α1β1, α2β1 ja α3β1) ning sulfateeritud glükolipiidid. Laminiini molekulid seostuvad omavahel N-terminaalsete globulaarsete piirkondade kaudu, moodustades võrgustiku, millele kinnituvad teised rakuvälise maatriksi valgud (joonis 5.59 B).


    Mutatsioonid, mis on tekkinud laminiini mõnede ahelate või laminiiniga seotud valkude sünteesi määravates geenides, põhjustavad pärilikke lihaste kärbumisi, mida nimetatakse lihasdüstroofiateks. Mutatsioonid düstrofiini sünteesi määravas geenis kutsuvad inimesel esile Duchenne’i lihasdüstroofia, mis on kõige levinum lihasdüstroofia. See on suguliiteline haigus, mis esineb poisslastel sagedusega 1:3300 ning põhjustab südame- ja hingamispuudulikkust alates puberteedieast. Düstrofiin on üks komponent suurest multimeersest valkude kogumist, mida nimetatakse düstrofiin-glükoproteiini kompleksiks (ingl dystrophin-glycoprotein complex, DGC), millesse kuuluvad transmembraansed valgud düstroglükaan, sarkospaan ja sarkoglükaan ning düstrobreviin ja süntrofiin, mis seostuvad düstrofiini C-terminaalse otsaga (joonis 5.60).
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    Joonis 5.60. Düstrofiin-glükoproteiini kompleks (DGC) skeletilihase rakus. See kompleks koosneb a) α- ja β-düstroglükaani alakompleksist; b) sarkoglükaani ja sarkospaani alakompleksist; c) tsütosoolis asuvate kohandajavalkude alakompleksist, kuhu kuuluvad düstrofiin, teised kohandajavalgud ja signaalmolekulid. α-düstroglükaan seostub O-seoseliste suhkrute kaudu basaalmembraani komponentidega, nagu laminiin ja perlekaan, ning rakkude pinnavalkudega, nagu neuronites olev neureksiin. Düstrofiin seob β-düstroglükaani tsütoskeletis oleva aktiini külge ning α-düstrobreviin seob düstrofiini sarkoglükaani ja sarkospaani alakompleksi külge. Lämmastikoksiidi süntaas (NOS) toodab lämmastikoksiidi, mis on signaalmolekul, ning GRB2 on üks signaaliradade komponent, mida aktiveeritakse rakkude pinnaretseptorite kaudu. Modifitseeritud Lodish, H. et al., 6th ed., 2008 järgi.


    Düstrofiin on väga suur lihasraku tsütoplasmas olev valk, mis seostub ühe otsaga aktiinifilamentidega ja teise otsaga α- või β-düstroglükaani tsütoplasmapoolse osaga. Düstroglükaani eellane on samuti suur glükoproteiin, mis lõigatakse proteolüütiliselt kaheks alaüksuseks kohe pärast sünteesi ja enne kui ta on raku pinnale jõudnud. Düstroglükaani α-alaüksus kinnitub rakumembraanile transmembraanse β-alaüksuse rakuvälise piirkonna kaudu. Düstroglükaani α-alaüksuse seriini- ja treoniinijääkide kõrvalahelate hüdroksüülrühmade külge on kovalentselt seostunud palju O-seoselisi oligosahhariide. Skeletilihastes seostub α-düstroglükaan oma keskosas olevate O-seoseliste glükaanide kaudu laminiin 211 koostisse kuuluva α2-ahela globulaarse domeeniga. Samasse piirkonda võivad kinnituda ka proteoglükaanid perlekaan ja agriin. β-düstroglükaani rakumembraani läbiv osa seostub mitmete transmembraansete valkudega (nt sarkoglükaani kompleks) ning tema tsütosoolipoolne ots on seotud düstrofiini ja teiste vahendaja- või signaalvalkudega (nt düstrobreviin). Kokkuvõtlikult võib öelda, et DGC-valgud on ühendav sild rakuvälise maatriksi komponentide ning lihasraku tsütoskeleti aktiinifilamentide ja signaalmolekulide vahel.


    Skeletilihaste rakkudes on signaale ülekandev ensüüm lämmastikoksiidi süntaas (ingl nitrix oxide sünthase, NOS) süntrofiini kaudu seotud düstrofiiniga (joonis 5.60). Kui lihas tõmbub kokku, siis lihasrakkudes tõuseb Ca2+-ioonide tase, mis aktiveerib NOS-ensüümi ning hakatakse tootma lämmastikoksiidi (NO). See signaalmolekul difundeerub veresooni ümbritsevatesse silelihasrakkudesse, kutsudes esile silelihaste lõdvenemise, mille tulemusel suureneb lähedal olevate lihasrakkude varustamine toitainete ja hapnikuga. Kui peaksid toimuma mutatsioonid düstrofiini, teiste DGC-valkude, laminiini 211 või düstroglükaanile suhkruid siduvate ensüümide sünteesi määravates geenides, siis areneb inimesel kaasasündinud lihasdüstroofia. Düstroglükaan ekspresserub ka mitmetel mittelihaselist päritolu rakkudel ning kuna ta on seotud laminiiniga, siis osaleb ta mõnedes kudedes basaalmembraani moodustumises. Huvitav on asjaolu, et düstroglükaani O-seotud suhkrute külge kinnituvad mitmed viirused. Üks näide on Lassa viirus, mis põhjustab 20% inimestel surmaga lõppevat hemorraagilist palavikku. Schwanni rakkude pinnal ekspresseeruva düstroglükaaniga võib seostuda bakter Mycobacterium leprae, mis põhjustab pidalitõbe e leeprat.


    Laminiini ahelate N-terminaalsete otste globulaarsed domeenid seostuvad omavahel, moodustades võrkja struktuuri, mille külge kinnituvad teised basaalmembraani komponendid (joonis 5.59 ja 5.61).
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    Joonis 5.61. Alus- e basaalmembraani struktuur ning tema molekulide seosed raku pinnaretseptoritega. Alusmembraan on rakkudele toetus- ja kinnituskoht ning sealt lähtuvad signaalid mõjutavad rakkudes toimuvaid füsioloogilisi protsesse. Alusmembraani (basaalmembraan, lad basal lamina) põhilised koostisosad on laminiinid, kollageen IV, nidogeenid, hepariinsulfaatproteoglükaan perlekaan ning agriin. Laminiinid ja kollageen IV moodustavad iseseisva polümeerse võrgustiku, mille nidogeenid ja perlekaan ühendavad terviklikuks alusmembraaniks. Kui laminiinide α-ahelate globulaarsed piirkonnad (G1–G3) kinnituvad integriinidele α1β1, α2β1, α3β1, α6β1 ja α6β4, siis kollageen IV seostub integriinidega α1β1 ja α2β1. Peale selle seostuvad laminiinid teiste raku pinnaretseptoritega, nagu α-düstroglükaan, sündekaanid, luteraani valk, laminiini 67 kDa retseptor ja sulfatiidid. Molekulidevahelised seosed on tähistatud katkendliku joonega. Modifitseeritud Singh, P., et al., 2012 järgi.


    Basaalmembraani moodustumine algab laminiini LG-domeenide seostumisega selleks sobivate rakkude pinnal olevate sulfaaditud glükolipiidide, integriinide ja α-düstroglükaaniga, millele järgneb laminiinide trimeeride polümerisatsioon, mis toimub nende ahelate N-terminaalsete domeenide kaudu. Nidogeenid seostuvad laminiinide keere-keermes piirkonda ning tüüp IV kollageeniga, tekitades püsiva laminiin-kollageen silla. Järgneb kollageeni IV polümeriseerumine, mille tulemusel tekib teine, laminiinivõrgustiku pinnale kinnitunud kollageenivõrgustik. Nende võrgustike omavahelist sidet tugevdavad agriin ja perlekaan, mis seostuvad vastavalt laminiinide keere-keermes piirkonnaga ja nidogeeniga. Peale selle seostuvad agriin ja perlekaan düstroglükaaniga, integriinidega ja sulfaaditud glükolipiididega, tekitades palju lisaühendusi. Tuleb märkida, et need laminiinid (nt laminiinid 311, 332, 411), mille α- või γ-ahelatel on N-terminaalsed otsad ära kärbitud, ei seostu omavahel, kuid nad moodustavad hõredama võrgustiku perlekaani- ja agriinimolekulide tekitatud sildade abil.


    Nidogeenid 1 ja 2 (nimetatakse ka entaktiinideks) on glükoproteiinid, mis koosnevad kolmest globulaarsest domeenist, mida ühendavad kaks ridvalaadset domeeni. Nad seostuvad paljude rakuvälise maatriksi valkudega (laminiini γ-ahel, kollageen IV, perlekaan). Need hiired, kellel katseliselt lülitati välja nidogeenide sünteesi määravad geenid, sündisid surnult või surid varsti pärast sündi.


    Perlekaan on suur (molekulmass > 400 kDa), paljudest domeenidest koosnev proteoglükaan, mis kuulub rakuvälise maatriksi koosseisu. Perlekaani südamikvalk koosneb viiest funktsionaalsest domeenist, millest igaüks sisaldab omakorda mooduleid, mis võivad seostuda rakuvälise maatriksi valkude või muude molekulidega. Perlekaan osaleb selgroogsete organismis paljude protsesside reguleerimises, alates haava paranemisest kuni kõhrede ja luude moodustumiseni. Perlekaan seostub kasvufaktorite, morfogeenide ja rakuvälise maatrikisi valkudega (tüüp IV kollageen, laminiinid, nidogeenid, fibronektiin, elastiin, α-düstroglükaan).


    Agriin (molekulmass ~400–600 kDa) on heparaansulfaat-proteoglükaan, millel on mõningane homoloogia perlekaaniga. Agriini N-terminaalne ots seostub närvirakkude adhesioonimolekuliga (NCAM) ning C-terminaalne osa vallandab atsetüülkoliini retseptorite agregatsiooni, kuid seostub ka laminiinidega, integriinidega, hepariiniga ja α-düstroglükaaniga. Kõige aktiivsemat agriini vormi sünteesivad neuronid ning ladustavad seda närvi-lihase sünapsite basaalsesse membraani.


    Perlekaani ja agriini kõrval on kollageen XVIII kolmas heparaansulfaat-proteoglükaan, mis kuulub basaalmembraani koostisse. Kollageen XVIII asub epiteeli ja endoteeli all olevas basaalmembraanis. Tema C-terminaalne osa asub lamina densa’s ning on seotud perlekaani ja laminiinidega.


    Peale selle et mõnedes organites käitub basaalmembraan kui molekulide selektiivne filter, reguleerib ta ka rakkude liikumist kudede vahel. Epiteeli ja sidekoe vahel asuv basaalmembraan ei võimalda epiteelirakkudel ja fibroblastidel kokku puutuda ning ühest koest teise liikuda. Kuid mõned rakutüübid või nende osad (nt neutrofiilid, makrofaagid, lümfotsüüdid ja närvirakkude jätked) tungivad basaalmembraanist läbi, kasutades sellesse avauste tekitamiseks kindlaid ensüüme. Kui pahaloomulise kasvaja e vähi rakud koloniseerivad uusi kudesid, st toimub metastaseerumine, siis lagundavad nad migreerumise käigus kapillaaride seinas olevat basaalmembraani. Veres ringlevad leukotsüüdid ja ka vähirakud lagundavad verekapillaaride ning lümfisoonte basaalmembraani nii nendest välja kui ka neisse sisse tungides. Basaalmembraanil on ülioluline koht paljude kudede (nt sooleepiteel, lihaskude, silmalääts, hambakude, ajukude, nahk) tekkes ja väljakujunemises embrüogeneesi käigus ning organite hilisemas arengus (joonis 5.64). Seda näitab ilmekalt asjaolu, et basaalmembraani ühe põhikomponendi, laminiini β1- ja γ1-ahelaid hakatakse sünteesima juba siis, kui hiire embrüo on alles kaheksarakuline. Basaalmembraan aitab kudesid taastada, kui mingi osa nendest kahjustuste korral hävib. Kui näiteks kahjustuse kohas epiteeli-, lihas- või närvirakud osaliselt hävivad, siis muutub allesjäänud basaalmembraan tänu oma laiuvusele ning vastupidavusele aluspinnaks, millel teised rakud saavad liikuda ning koe hävinud piirkonna taastada. Katsed, kus hävitati konna lihasrakk ja seda innerveeriv motoneuron, näitavad väga ilmekalt basaalmembraani osa närv-lihas-liiduse (s.o piirkond, kus motoneuroni närvilõpe moodustab keemilise sünapsi skeletilihasrakuga) taastumises. Selgroogsete närv-lihas-sünapsis eraldab lihasrakke ümbritsev basaalkiht neid närvirakkudest. Sünapsi basaalmembraani komponendid (kollageen IV, agriin, laminiinid 221, 421 ja 521 ning α-düstroglükaan) kontrollivad sünapsi struktuuri kujunemist ning närvi või lihasrakkude pinnal olevate molekulide seostumist. Näiteks motoneuronite aksonid eraldavad sünapsi basaalmembraani koostisse agriini, mis korraldab atsetüülkoliini retseptorite ja teiste valkude paigutust lihasraku membraanis. Seevastu lihasrakud sünteesivad ja sekreteerivad laminiine, mis liidetakse basaalmembraani struktuuri, kus nad seostuvad presünaptiliste neuronite rakumembraanis olevate ioonkanali valkudega. Kui inimesel on toimunud mutatsioon laminiini α2-ahela geenis, siis areneb välja raskekujuline lihasdüstroofia, mis seisneb ulatuslikus lihaste kärbumises ning hiljem lisanduvas hingamispuudulikkuses, mis põhjustab varast surma.

  


  
    5.5. Rakuvälise maatriksi ümberkujundamine


    Rakuväline maatriks ei püsi kudedes muutumatuna, vaid rakud kujundavad seda pidevalt ümber, mis tähendab, et nad sünteesivad ja sekreteerivad sinna uusi komponente, lagundavad ja ehitavad uuesti üles selle võrgustikku ning mõjutavad seda keemiliselt. Rakuvälise maatriksi lagundamine ja ümberkujundamine mõjutab oluliselt organismi arengu käigus toimuvat kudede morfogeneesi, rakkude jagunemist, liikumist, vigastuste parandamist ja rakkude eluspüsimist. Rakuvälisel maatriksil on oluline osa kudede homeostaasi säilitamises. Näiteks kudede fibroosi ja vähi korral sünteesitakse liiga palju rakuvälise maatriksi komponente ning see muudab maatriksi jäigaks. Vastupidi eelöeldule põhjustab rakuvälise maatriksi liigne lagundamine näiteks osteoartriiti. Valdavalt toimuvad rakuvälise maatriksi lagundamine ja uus süntees aeglaselt, kuid näiteks haava paranemisel toimuvad selles kiired ümberkorraldused.


    Kui rakk paikneb rakuvälises maatriksis üksinda, siis on tema jagunemiseks vaja piisavalt ruumi, mille saamiseks peab ta maatriksit lagundama. Kui rakus puuduvad ensüümid, mille abil ta saaks rakuvälist maatriksit lagundada, siis on tema jagunemine ning liikumine pärsitud. Näiteks kui toimub hargnev morfogenees (kopsude, neerude ja näärmete teke), siis on vaja suurendada epiteelirakkude populatsiooni ning võimaldada nende liikumist. Hargneva morfogeneesi normaalse kulgemise eeldus on rakuvälise maatriksi täpselt reguleeritud ümberkorraldamine, st nii lagundamine kui ka uute komponentide sünteesimine. Selleks et kudedes või kudede vahel ringi liikuda, peavad rakud kohati basaalmembraani lagundama. Näiteks tuleb veres ringlevatel leukotsüütidel lagundada endoteelirakkude all olev basaalmembraan, selleks et tungida verekapillaaridest välja ja liikuda vigastatud kudedesse, põletikukoldesse või uutesse sihtorganitesse. On leitud, et veres või lümfis ringlevate metastaseeruvate vähirakkude läbitungimine verekapillaaride basaalmembraanist on väga sarnane sellegae, mida kasutavad leukotsüüdid. Kui leukotsüüdid on tunginud läbi verekapillaare ümbritseva basaalmembraani, siis taastatakse katkestatud koht endoteeli rakkude sekreteeritud maatriksi valkude abil, mida ei tehta aga vähirakkude läbitungimise korral.


    Rakuvälist maatriksit lagundavad maatriksi läheduses paiknevate rakkude sekreteeritud või nende rakumembraanis asuvad proteolüütilised ensüümid: 1) maatriksmetalloproteaasid; 2) seriinproteaasid (plasminogeeniaktivaatori urokinaas, elastaas, katepsiin); 3) adamalüsiinid e ADAM-proteaasid (ingl adamalysin või A Disintegrin And Metalloproteinase, ADAM) ja ADAMTS-proteaasid e ADAM-proteaasid, milles on trombospondiini motiiv (ingl A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs); 4) mepriinid. Selgroogsetel on leitud üle 50 erineva maatriksi metalloproteaasi. Nende aktiivsus sõltub kahevalentsetest Ca2+- ja Zn2+-ioonidest. Paljude maatriksmetalloproteaaside nimed, nagu kollagenaasid, želatinaasid, elastaasid ja agrekanaasid, peegeldavad nende lagundatava substraadi nimetust. Seriinproteaasid on saanud oma nimetuse sellest, et nende aktiivtsentris on väga aktiivne seriinijääk. Need proteaasid lagundavad rakuvälise maatriksi komponente, kuid võivad lagundada ka raku pinnal olevaid adhesioonimolekule (nt ADAM-proteaasid).


    Kuivõrd rakuvälise maatriksi ümberkorraldamine peab olema täpselt reguleeritud, siis rakud sekreteerivad ka metalloproteaaside inhibiitoreid (ingl tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMP), mis suruvad maatriksi metalloproteaaside aktiivsuse maha. Kuigi proteolüütilised ensüümid lagundavad rakuvälise maatriksi valke tihti samal ajal, toimub nende tegevus kooskõlastatult, sest paljud neist on väga kindla spetsiifikaga, lagundades ainult mõnda üksikut maatriksi komponenti. See kindlustab olukorra, kus hoolimata rakuvälise maatriksi mõne komponendi lagundamisest säilitatakse maatriksi põhistruktuur. On kerge mõista, et mingi kindla funktsiooni täitmiseks või rakuvälisele signaalile vastamiseks ei pea rakk kogu ümbritsevat maatriksit ümber korraldama, vaid piisab üksnes maatriksi struktuuri kindlatest muutustest, mis tekitavad uued kontaktid raku pinnal olevate molekulide ja maatriksi komponentide vahel. Näiteks kollagenaasid lagundavad põhiliselt fibrillaarseid kollageene ainult väga kindlatest kohtadest. Mõned maatriksi metalloproteaasid on transmembraansed molekulid, mistõttu nende ensümaatiline tegevus on piiratud selle piirkonnaga, kus nad raku pinnal asuvad. Sellised maatriksi metalloproteaasid aitavad näiteks korraldada maatriksiga ümbritsetud rakkude jagunemist. Rakuvälise maatriksi lagundamise käigus võivad vabaneda sinna peitunud kasvufaktorid või tekkida maatriksi komponentide fragmendid, mis mõjutavad rakkude jagunemist, kasvu ja ümberpaiknemist.


    Märkimisväärne osa signaalidest, mis saabuvad rakkudele väliskeskkonnast, on pärit rakuvälisest maatriksist. Signaalide allikaks võivad olla rakuvälise maatriksi enda struktuursed elemendid või mitmesugused signaalmolekulid, mis on kinnitunud maatriksi komponentidele. Rakuvälise maatriksi valkudega või heparaansulfaadiga seostuvad paljud kasvufaktorid, nagu näiteks insuliinisarnane kasvufaktor (ingl insulin-like growth factor, IGF), fibroblasti kasvufaktor (ingl fibroblast growth factor, FGF), hepatotsüütide kasvufaktor (ingl hepatocyte growth factor, HGF), vereliistakutest pärit kasvufaktor (ingl platelet-derived growth factor, PDGF), vaskulaarse endoteeli kasvufaktor (ingl vascular endothelial growth factor, VEGF) ja transformeeriv kasvufaktor β (ingl transforming growth factor β, TGF-β). Rakkude sekreteeritud signaalmolekulid difundeeruvad rakuvälise maatriksi võrgustikku, kus nad võivad seostuda negatiivse laenguga proteoglükaanidega või maatriksivalkude domeenidega. Proteoglükaanide küljes olev tugevalt laetud heparaansulfaat seostub paljude signaalmolekulidega (nt FGF, VEGF, PDGF ja TGF-β), mille üks funktsioon on reguleerida rakkude jagunemist. Proteoglükaanidega seostumine kontsentreerib kasvufaktorid rakuvälise maatriksi kindlatesse piirkondadesse ega lase neid maatriksis laiali difundeeruda. Näiteks tekitavad proteoglükaanid arenevas embrüos kasvufaktorite gradiendi, mis suunab rakkude jagunemist ning reguleerib kudede moodustumist.


    Kui proteoglükaanide süntees on mutatsioonide tõttu häiritud, siis on nendele seostuvate signaalmolekulide levik rakuvälises maatriksis puudulik ning seetõttu ka toime piiratud, mille tulemusel tekivad organismis suured arenguhäired. Näiteks äädikakärbsel Drosophila melanogaster’il määravad mitmete signaliseerivate valkude funktsioneerimist rakumembraanis asuvad proteoglükaanid glüpikaanid. Glüpikaan Dally toimib äädikakärbse arengu käigus kui kasvufaktorite signalisatsiooni regulaator, mõjutades nii signaalvalkude Wingless (Wg) kui ka Decapentaplegic (Dpp) aktiivsust. Glüpikaan Dally ülesanne rakkudes on algatada signaalmolekulide komplekside moodustumist rakumembraanil. Mutatsioonid Dally geenis põhjustavad äädikakärbsel silma, antennide, tiibade ja genitaalide arenguhäireid.


    Peale proteoglükaanide seostuvad mitmed rakuvälise maatriksi valgud signaalvalkudega. Näiteks on fibronektiini molekulis piirkonnad, mis seovad kasvufaktoreid VEGF, TGF-β ja HGF, ning kollageen IV piirkond, mis seoub TGF-β.


    Rakkude ja rakuvälise maatriksi ühendusi võib jagada nelja gruppi: väiksed, lühiealised, müosiin II-st sõltumatud vasttekkinud seongud (ingl nascent adhesions); suuremad, pikemaealised, müosiin II-st sõltuvad lokaalsed kompleksid (ingl focal complexes); piklikud, stressifiibrite otstes asuvad kesksed seongud (ingl focal adhesions); suured, püsivad, paljude aktiinifilamentidega ühendatud kiulised seongud (ingl fibrillar adhesions) (joonis 5.62).
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    Joonis 5.62. Rakuvälise maatriksiga ühendab rakke neli tüüpi seonguid: väiksed, lühiealised, müosiin II-st sõltumatud vasttekkinud seongud; suuremad, pikemaealised, müosiin II-st sõltuvad kesksed kompleksid; piklikud, stressifiibrite otstes asuvad kesksed seongud; suured, püsivad, paljude aktiinifilamentidega ühendatud kiulised seongud.


    Peale selle moodustab maatriksil liikuv rakk veel väikseid ringikujulisi aktiinifilamentide otste lähedusse tekkinud seonguid – podosoome ehk invadopoode. Raku ja rakuvälise maatriksi ühendused tekivad liikuva raku lamedas esiservas, mida nimetatakse lamellipoodiks. Selliste ühenduste tekke esmatõukeks on integriinide seostumine rakuvälise maatriksi valkudega. Protsessi jätkudes muutub ühenduste struktuur järjest keerulisemaks, sest raku pinnale lisandub järjest uusi integriini- ja ka teisi pinnamolekule ning raku sees tekivad pidevalt aktiinifilamendid ja need koonduvad integriinide rakusiseste otste piirkonda. Rakuvälise maatriksi pinnal liikuv rakk ei kinnitu seega kogu oma pinnaga maatriksile, vaid ainult ajutiste kontaktide kaudu, mis tekivad raku esiosas liikumise suunas ning kaovad raku pinnalt raku tagaosas. Me võime seega öelda, et maatriksil liikuv rakk mitte n-ö ei rooma, vaid n-ö kõnnib sellel.


    Kuivõrd rakuvälise maatriksi komponendid on transmembraansete molekulide ja vahendajavalkude kaudu seotud raku tsütoskeletiga, siis kanduvad maatriksilt lähtuvad signaalid rakkude sisemusse, mõjutades peaaegu kõiki rakkude elutegevuse vorme (nt paljunemist, kasvu, diferentseerumist, liikumist, kinnitumist, apoptoosi). Kui rakud, mille elutegevus eeldab kinnitumist rakuvälisele maatriksile (nt epiteeli-, endoteeli- ja lihasrakud), ei saa kinnituda, siis nad lähevad apoptoosi. Selline apoptoosi erivorm kannab nimetust anoikis. Selle tekke põhjus on rakuväliselt maatriksilt lähtuvate eluspüsimise signaalide ärajäämine. Tavaliselt uuritakse rakkude kasvu, jagunemise ja elus olemise sõltuvust maatriksile kinnitumisest kahemõõtmelisel tasapinnal, mis peegeldab ilmselgelt ainult osaliselt olukorda kolmemõõtmelises koes, milles nad elavad.


    Hulkraksetes organismides on integriinid ühed põhilised valgud, mille kaudu on raku pind seotud rakuvälise maatriksi komponentidega (joonis 5.63).
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    Joonis 5.63. Integriinid seovad raku tsütoskeleti aktiini kiudusid kohandajavalkude kaudu läbi plasmamembraani rakuvälise maatriksi valkudega (nt fibronektiin, laminiinid). Aktiinikiududega seostub kohandajavalkude kaudu ainult integriinide heterodimeeri β-alaühiku C-terminaalne ots, aga mitte α-alaühik. Rakuvälise maatriksi valkudes oleva RGD järjestusega seostuvad integriinide α- ja β-alaühiku N-terminaalses otsas olevad piirkonnad.


    Raku pinnal olevate integriinide ühendused ümbritseva maatriksiga võivad olla vähemärgatavad ja ajutised, aga ka silmatorkavalt suured ja püsivad. Integriine sisaldavad adhesiivsed struktuurid on väga dünaamilised (nende ehitus ja koostis muutub pidevalt) ning rakkude sees on nad seotud paljude vahendaja- ja teiste valkudega, mis moodustavad sadu valk-valk ühendusi. Katsed on näidanud, et rakkude kujule ja aktiivsusele avaldavad mõju nii rakuvälise maatriksi komponentide ruumiline paigutus (topoloogia), koosseis kui ka mehaanilised omadused. Rinnanäärme kasvajate puhul on leitud, et kasvajakoldes on rakuväline maatriks palju jäigem kui ümbritsevas normaalses näärmekoes. Jäiga maatriksiga seostub rohkem epiteelirakkude pinnal olevaid integriine kui normaalse maatriksiga. Selle tulemusena jõuavad rakkudesse võimendatud signaalid, mis muudavad rakkude geeniekspressiooni, ning arenevad välja kasvajalised rakud. Need epiteelirakud ei moodusta normaalseid piimanäärme aatsinusi, nad on üksteisega nõrgalt seotud ning võivad kergesti rinnanäärme koest välja liikuda, moodustades metastaase teistes kudedes. See näitab, et integriinide side rakuvälise maatriksi komponentidega peab olema mehaaniliselt stabiilne, kuid samas ka plastiline, kusjuures nende kahe omaduse peenhäälestust peab saama täpselt reguleerida. Keskne koht on selles tõenäoliselt taliinil ja kindliinil, mis seostuvad integriinide β-ahela tsütoplasmasisese osaga ning kannavad integriinidelt lähtuvad signaalid üle tsütoskeleti aktiinifilamentidele. Integriinid aktiveerivad rakusiseseid signaalide vahendajaid, nagu keskse adhesiooni kinaas (FAK), mitogeeni aktiveeritavad proteiinikinaasid (ingl mitogen-activated protein kinase, MAPK) ja Rho-perekonna GTPaasid, mille toimel muutub rakkude geeniekspressioon, kuju ning liikuvus koes. Proteiini-türosiinikinaas FAK on üks põhilisi lokaalsete ühenduste türosiini fosforüülitud valke. FAK seostub paljude signaal- ja tsütoskeleti valkudega, nagu näiteks integriinide β-ahel, Src-kinaas, fosfatidüülinositool-3-kinaas, paksilliin ja taliin. Kui integriinid seostuvad rakuvälise maatriksi komponentidega, siis kinnitub FAK vahendajavalkude taliini ja paksilliini kaudu integriinide β-ahela tsütoplasmapoolsele osale. Kokku koondunud FAK-i molekulid fosforüülivad üksteist, kusjuures fosforüülitud türosiinid muutuvad seostumiskohtadeks Src-perekonna türosiinikinaaside Src-homoloogiaga (SH2) domeenidele. Src-kinaasid fosforüülivad seejärel FAK-i molekuli küljes olevaid teisi türosiine ning teisi valke, luues selle kaudu seostumiskohti paljudele rakusisestele signaalvalkudele. Sellise mehhanismi kaudu jõuavad integriinidelt lähtuvad signaalid FAK-i ja Src-molekulide kaudu raku sisemusse, kus nad kaskaadselt edasi liiguvad. Integriinide aktiveeritud FAK-Src-kompleks stimuleerib ka rakumembraani väljasopistumist ning inhibeerib tsütoskeleti kokkutõmbumist, kutsudes sellega esile rakkude laiali laotumist maatriksi pinnal. Kuivõrd erisugustes kudedes on rakuvälise maatriksi koostis erinev ning rakkude pinnal asuvad ka erinevad integriinid, siis võiks eeldada koespetsiifiliste signaaliradade olemasolu. Siiski on selgunud, et enamik signaalmolekule, mis osalevad integriinide vahendatud signaalide ülekandes, on erisugustes kudedes laialt levinud.


    Rakud tunnevad ära, kui tugevad on neile need jõud, mida maatriks avaldab, ning reageerivad selle järgi. Enamik rakk-maatriks ühendusi on seotud rakusiseste aktiinifilamentidega, mis tõmbavad ühendusi enda poole, maatriksist eemale. Kui rakud on kinnitunud näiteks jäigale maatriksile, mis avaldab sellistele tõmbejõududele vastupanu, siis lisandub rakk-maatriks ühenduskohtadesse integriine ja teisi valke, selleks et pingele vastu pidada. Kui aga rakud on kinnitunud pehmele maatriksile, siis on tõmbejõud väiksem ning pole vaja sellist pinnamolekulide koondumist rakendada. Seega tunnetavad rakud rakuvälise maatriksi jäikuse astet ning korraldavad selle järgi ümber rakk-maatriks ühenduste struktuuri. On selgunud, et rakk-maatriks ühendustes valitseva pinge sensor on taliin, mille pikas C-terminaalses osas on rohkesti vinkuliini seostumiskohti. Paljud neist seostumiskohtadest on kokku volditud taliini molekulis varjatud, kuid paljastuvad, kui seda molekuli venitatakse.


    Taliini N-terminaalne ots on seotud integriinidega ja C-terminaalne ots aktiinifilamentidega. Kui rakusisesed müosiinid nihutavad aktiinifilamente, siis tekkiv pinge venitab taliini molekuli välja ning sellel paljastuvad täiendavad vinkuliini seostumiskohad. Taliinile kinnitunud vinkuliinid seovad enda külge uusi aktiinifilamente, mille tulemusena ühenduse tugevus suureneb.

  


  
    5.6. Basaalmembraan


    Basaalmembraan on rakuvälise maatriksi erivorm, mis koosneb omavahel läbipõimunud kollageen IV, erinevate laminiini isovormide, nidogeeni ja sulfateeritud proteoglükaanide võrgustikust (joonis 5.61 ja 5.64). Basaalmembraanis võib eristada kahte struktuuri: a) basaalkiht e basaallaamina, mille moodustavad epiteeli- või endoteelirakkude pinnalt välja ulatuvad ja nende sekreteeritud makromolekulid; b) retikulaar- e võrkjas kiht (lamina reticularis), mille moodustavad fibroblastide sekreteeritud valgud (vt peatükk 15.2). Elektronmikrofotodelt on näha, et basaalkiht koosneb kohe epiteelirakkude all olevast heledast lamina lucida’st ja läbipaistmatust lamina densa’st. Lamina lucida sisaldab integriine, laminiine (111, 311, 332 ja 511), kollageene IV ja XVII ning düstroglükaane. Lamina densa’s asuvad kollageen IV fiibrid, entaktiin/nidogeen-1, perlekaan ja heparaansulfaat-proteoglükaanid. Retikulaarkiht sisaldab kollageene I, III ja V ning erisuguseid proteoglükaane.


    Basaalmembraan on väga õhuke (40–120 nm), vastupidav ja painduv rakuvälise maatriksi kiht, mis esineb kõigi hulkraksete loomade kudedes. Basaalmembraan asub kudedes epiteeli- ja endoteelirakkude all, kuid ümbritseb ka lihas-, närvi-, rasva- ja silelihasrakke (joonis 5.64).
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    Joonis 5.64. Alus- e basaalmembraani paiknemine erisugustes kudedes. Alusmembraan (kollane) ümbritseb skeleti lihasrakke (A), testise rakke (E) ja silma läätse (F). Ta asub epiteelirakkude all (B) ning kahe rakukihi vahel, nagu see on neeru glomeerulites (C). Neeru glomeerulites ei asu endoteeli- ega ka epiteelirakud üksteisega kontaktis, vaid nende vahel on vahed. Vahekohtades oleva alusmembraani kaudu filtreeritakse veres olevad molekulid, mille tulemusena tekib uriin. Epiteelipoolses küljes on veel teine filtreerivate valkude kiht, mida nimetatakse piludiafragmaks. Veresoontes (D) asub alusmembraan soone sisekülje endoteelirakkude ning väliskülje peritsüütide vahel.


    Basaalmembraan asub seega nende rakkude ja sidekoe vahel, ühendades neid üheks tervikuks. Basaalmembraan on erisugustes kudedes erineva struktuuriga. Näiteks ühest rakukihist koosnev sooleseina ja veresoonte seina endoteel puutub basaalmembraaniga kokku ainult ühest küljest, kuid seevastu mõnedes kudedes (nt Lihas- või rasvkoes) ümbritseb basaalmembraan igat rakku. Basaalmembraan kujuneb välja embrüo arengu väga varasel perioodil, sest juba nelja- või kaheksarakulisena sünteesivad tema rakud basaalmembraani komponente ning kinnituvad nendele. Perifeersete närvide arengu käigus tekitavad Schwanni rakkude eellased aksonite välimise kihi (abaksonaalse membraani) ümber basaalmembraani. Peale selle liiguvad neuronid embrüogeneesi käigus mööda rakuvälist maatriksit, mis sisaldab basaalmembraani komponente. Kõrgematel loomadel moodustab basaalmembraan tiheda vaheseina, mis takistab makromolekulide sattumist veresoontest aju rakkudesse või nende vahele (hematoentsefaalbarjäär, vere-aju barjäär) (joonis 5.65, vt ka peatükk 15.2).
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    Joonis 5.65. Aju kapillaaride endoteelirakud moodustavad aju-vere barjääri. Endoteelirakke, mis on ulatusliku tiheliiduste võrgustiku abil kokku liidetud, ümbritseb basaalmembraan, mille sees asuvad peritsüüdid. Aju verekapillaare ümbritsevad astrotsüütide jätked. Modifitseeritud Hawkins R. A., et al., 2006 järgi.


    Neerudes asub glomeerulite basaalmembraan podotsüütide ja verekapillaaride endoteelirakkude vahel, moodustades selektiivse filtri, mille kaudu saavad vesi ja väiksed molekulid, kuid mitte vere plasmavalgud, liikuda verest Bowmani e uriiniruumi (joonis 5.66, vt ka peatükk 15.2, joonis 15.23).
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    Joonis 5.66. Neeru glomeeruli kapillaari sein koosneb avasid täis endoteelist, basaalmembraanist ja epiteeli podotsüütide pöidjätketest, mis moodustavad filtreerimispilud, mille põhjas on pilu diafragmad. Endoteelirakke ümbritseb glükokaalüks. Endoteelirakkude vahe on minimaalselt 30 nm, filtreerimispilude läbimõõt on 40 nm ja basaalmembraani paksus on 200–400 nm.


    Kui kollageen IV geenis on toimunud mutatsioon, siis areneb inimesel pärilik neeruhaigus, Alporti sündroom, mille puhul glomeerulite basaalmembraan pakseneb ega suuda enam toimida kui filter. Kui laminiini β2 ahela geenis on toimunud mutatsioon, siis tekib inimesel kohe pärast sündi neerupuudulikkus, mida tuntakse Piersoni sündroomina. Lihastes kaitseb basaalmembraan rakumembraane kahjustuste eest, mis võivad tekkida kokkutõmbel ja lõdvenemisel, ning hoiab ära lihasdüstroofiat. Nahas on basaalmembraani oluline ülesanne hoida epidermise alumist rakukihti koos all asuva sidekoelise dermisega (joonis 5.67, vt ka peatükk 15.2, joonis 15.21).
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    Joonis 5.67. Inimese naha ehitus. Nahas võib eristada kahte põhilist kihti: pealmist marrasnahka e epidermist ja selle all olevat pärisnahka e dermist. Marrasnaha peal asub õhuke sarvkiht. Suhteliselt õhukese (paksus 0,1–0,2 mm) marrasnaha ja pärisnaha vahel on basaalmembraan, mis koosneb mitut erinevat tüüpi kollageenide kiududest. Pärisnaha paksus sõltub sellest, millises keha piirkonnas ta asub. Ta koosnev põhiliselt kollageen I-st, mille sees on karvanääpsud, rasunäärmed ja higinäärmed. Pärisnahas on palju veresooni ning tunde-, temperatuuri- ja valuretseptorid. Basaalmembraani peal asuvad alusrakud diferentseeruvad pidevalt, andes uusi keratinotsüüte, mis liiguvad ülespoole. Aja jooksul need rakud kaotavad oma tuumad ning ladestuvad üksteise peale, moodustades ühtlase keratiinikihi, mis eemaldub. Keratiniseerunud sarvkiht takistab bakterite sisenemist ning hoiab ära vedeliku ja elektrolüütide kao.


    Inimestel, kellel esinevad mutatsioonid geenides, mis määravad laminiin 332, kollageen XVII ning integriin β4 subüksuse sünteesi, areneb väga raskekujuline nahahaigus, nn liidustega seotud epidermolysis bullosa (ingl junctional epidermolysis bullosa). Selle haiguse puhul on side basaalmembraani ja alloleva sidekoe vahel väga nõrk, mistõttu epidermis eemaldub dermisest ning selle tulemusel tekivad nahal suured raskesti paranevad villid. Peale nende spetsiifiliste funktsioonide reguleerivad basaalmembraani komponentidelt lähtuvad signaalid rakkude ainevahetust, elulemust, jagunemist, diferentseerumist, polaarsust ja liikumist. Kuivõrd basaalmembraan täidab nii paljusid rakkudele ja selle kaudu kogu organismile olulisi funktsioone, siis on tema komponendid evolutsiooni käigus väga konserveerunud.


    Hoolimata sellest et erineva koelise päritoluga basaalmembraanidest on leitud üle 50 erineva makromolekuli, on nende põhikomponendid kollageen IV, laminiinide erinevad isovormid, proteoglükaanid perlekaan ja agriin ning nidogeen (nimetatakse ka entaktiiniks). Need on esimesed rakuvälise maatriksi komponendid, mida hakatakse sünteesima varase embrüogeneesi perioodil.

  


  
    6. Rakkudevaheline signaaliülekanne


    DARJA LAVÕGINA, OLGA MAZINA, AGO RINKEN


    Rakkude võime vastu võtta ning reageerida signaalidele teiselt poolt kaitsvat membraani on iseloomulik ning hädavajalik mehhanism organismi arengu ja ühtse toimimise seisukohalt. Ka kõige primitiivsemad rakud peavad vastu võtma ja vahetama bioloogilist informatsiooni.


    Bakterirakud saavad pidevalt uusi signaale oma membraanis olevatelt valkudelt, mis toimivad informatsiooni retseptorite ehk vastuvõtjatena. Need valgud on tundlikud muutustele ümbruskonna pH-s ja osmootses rõhus, reageerivad toidu, hapniku ja valguse olemasolule ning samuti ka mürgistele kemikaalidele, vaenlastele ja toidule konkureerivatele organismidele. Sellised rakuvälised signaalid tingivad prokarüootides asjakohaseid vastuseid, nagu liikumine toidu poole või toksilise aine juurest eemale. Mõned bakterid moodustavad ebasoodsate tingimuste (nt toitainete puuduse korral) üleelamiseks spoore.


    Mida keerukamaks lähevad rakud ja orgamismid, seda keerukamaks muutuvad ka signaalid. Kõrgematel organismidel on signaalide ülekandeks lausa erilised koed ja organid.


    Hulkraksetes organismides toimub eri tüüpi ja funktsioonidega rakkude vahel väga erinevate signaalide vahetus ehk keemiline kommunikatsioon. Enamik signaalidest on keemilised, kuid signaalideks võivad olla ka valgus ja väline rõhk või surve. Rakupoolse vastuse genereerimine toimub aga biokeemiliste reaktsioonide tulemina. Teisisõnu, signaale rakkude sees annavad edasi spetsialiseerunud valgud, olenemata esialgse stiimuli iseloomust ja seda kohale kandnud signaalmolekulist. Taimerakud vastavad kasvuhormoonidele ning päikesevalguse muutustele. Loomsed rakud vahetavad informatsiooni näiteks rakuväliste vedelike, glükoosi või soolaioonide kontsentratsiooni kohta. Samuti reageerivad need eri kudedes toimuvatele metaboolsetele protsessidele vastavate produktide kaudu. Samuti on reguleeritud rakkude areng ning asetumine – eriti oluline on see näiteks embrüo arengul.


    Kõik need näited iseloomustavad olukordi, kus informatsiooni registreerivad spetsiifilised retseptorid, mis keemiliste reaktsioonide kaudu muundavad selle rakuliseks vastuseks. Selline muundamine on universaalne ükskõik millise organismi kõikidele rakkudele.


    Käesolevas peatükis vaatleme, kuidas organismi rakud omavahel suhtlevad ja üksteist mõjutavad. Tutvume erinevate signaalmolekulidega, mis rakke aktiveerivad, ning kirjeldame, milliseid erinevaid võimalusi on signaalide liikumiseks ja vahendamiseks. Seejuures vaatleme rakumembraanil ning tsütoplasmas paiknevaid signaalmolekulidele reageerivaid retseptoreid ning liigitame neid ehituse ja signaali ülekandmiseks kasutatavate partnerite järgi. Samuti keskendume signaaliradades allpool tegutsevatele väikese molekulmassiga vahendajatele, sekundaarsetele virgatsainetele. Pöörame tähelepanu nende tootmisele ja lagundamisele ning toimemehhanismidele. Paralleelselt uurime lähemalt ka fosforüülimist kui valkude aktiivsuse lülitit ning fosforüülimisega seotud ensüümide – proteiinikinaaside ning -fosfataaside – tööd. Viimaste peatükkide juures püüame käsitleda terviklikku signaalirada, alates ligandi seostumisest kuni füsioloogilise vastuse genereerimiseni.

  


  
    6.1. Signaaliülekande viisid hulkrakse organismi kudede vahel


    Raku pinnal ja sisemuses paiknevad retseptorid lubavad rakul ära tunda muutusi ümbritsevas keskkonnas (nt valgus- ja soojusrežiimis, ioonide ja signaalmolekulide kontsentratsioonides, osmootses rõhus). Seejärel peab rakk reageerima nendele muutustele kooskõlaliselt raku enda, seda sisaldava koe, organi, organsüsteemi ning organismi kui terviku vajadustega. Reageerimine saab võimalikuks tänu signaaliülekandele, mille käigus saadud impulss n-ö tõlgitakse rakusiseste keemiliste reaktsioonide keelde. Informatsioon rakuvälise sündmuse (ligandi seostumise) toimumise kohta edastatakse raku sisse enamasti kas retseptori ruumilise struktuuri (konformatsiooni) muutuste kaudu või siis retseptori dimeriseerumise/oligomeriseerumise kaudu.


    Põhilised „tööhobused“ signaali kulgemise ahelas on loetletud allpool.


    Sekundaarsed virgatsained (tsüklilised nukleotiidid, Ca2+, fosfolipiidid, diatsüülglütserool) – suhteliselt väikese molekulmassiga molekulid või ioonid, mida toodetakse vastusena primaarsele, enamasti rakuvälisele stiimulile (st tootmine on seotud retseptorite aktiivsuse käivitumisega). Sekundaarsed virgatsained vahendavad signaali järgmise astme efektoriteni kas tsütoplasmas difundeerumise või membraanse lokalisatsiooni tagamise kaudu. Efektorid sisaldavad spetsiaalseid struktuurseid domeene, mis võimaldavad just selle valgu aktiveerimiseks mõeldud sekundaarset virgatsainet siduda. Sekundaarse virgatsaine seostumisel kantakse konformatsiooniline muutus edasi, millega võib kaasneda efektori ensümaatilise aktiivsuse tõus. Sageli seovad sekundaarsed virgatsained vastavat rada ka teatud lokatsiooniga rakus, kus sekundaarse virgatsaine gradient on tugevam.


    Ensüümkatalüüsi kaudu teostatavad modifikatsioonid – eeskätt valkudele fosforüüli (vt peatükk 4.3.3.7) ja ubikvitinüüli lisamine.


    Proteolüüs – kas täielik degradatsioon või eelühendist aktiivse ühendi moodustumine teatud fragmendi eemaldamise kaudu.


    Nende toimel saab võimalikuks signaaliahela lüli – enamasti valgu – ruumilise ehituse rohkem või vähem globaalne ümberkorraldus. Sellega kaasneb aga omakorda muutus vastava lüli võimes tunda ära ning modifitseerida võimalikke nn partnereid, mis paiknevad signaalirajas allpool.


    Signaaliülekande ettekujutamine pidurdamatu lumelaviinina on aga vale: organismi normaalseks toimimiseks peavad protsessid selles toimuma õigel ajal, õiges kohas, õige kestuse ning ulatusega. Selleks eksisteerivad rakus ulatuslikud tagasiside ahelad (nt reaktsiooniahela üks produktidest mõjutab eelmistes sammudes osalevate molekulide aktiivsust), divergeeruvad ja konvergeeruvad rajad (nt üks valk võib täita mitut ülesannet või ühe füsioloogilise väljundi nimel peavad tegema tööd mitu valku), kompensatsioonirajad (nt juhuks kui üks ei toimi) ja muud mehhanismid. Kui signaal jõuab ülalpool paiknevatelt „bossidelt“ lõpuks viimase astme efektoriteni, n-ö „reaalse töö“ tegijateni (nt geenitranskriptsiooni käivitavate faktoriteni või apoptoosi käivitavate kaspaasideni), on see enamasti läbinud mitmeid kontrollmehhanisme ja sageli ka mitu korda võimendatud.


    Kokkuvõttes on rakul võimalik suhteliselt väikese keemiliste reaktsioonide n-ö arsenali abil käivitada tulemuslikke ja adekvaatseid füsioloogilisi vastuseid – nii kuju kui metabolismi muutumist, rakujagunemist, kasvu, surma jms. Mehhanismid, mille kaudu signaaliülekanne toimib, on universaalsed (st on rakendatavad väga mitmetele biomakromolekulidele ja esinevad kõikides kudedes) ning evolutsioonis väga hästi säilinud (st on omased väga paljudele elusolendite rühmadele).


    6.1.1. Erinevad signaalmolekulid toimivad erinevatelt kaugustelt


    Kuna kõrgematel organismidel on välja kujunenud spetsiaalsed signaaliülekande süsteemid, siis alljärgnevas keskendume nende süsteemide vaatlemisele. Rakuväliste virgatsainete vahendatud signaaliülekande võib tinglikult jagada kolmeks, lähtudes vahemaast, mille ulatuses signaal toimib: kaugemale ulatuv endokriinne, rakkude vahetus läheduses toimuv parakriinne või sama raku ulatuses toimuv autokriinne signaaliülekanne. Samuti võivad teatud membraanseotud valgud toimida bioloogiliste signaalidena.


    Endokriinse signaaliülekande korral on signaalmolekulideks hormoonid, mis avaldavad toimet oma sünteesipaigast kaugel. Hormoonid kantakse pärast nende sünteesi endokriinsetes organites vere või mõne muu rakuvälise vedeliku abil oma sihtmärgini.


    Parakriinse signaaliülekande korral on signaalmolekulid võimelised mõjutama oma sihtmärke vaid nende vahetus läheduses. Keemiline signaaliülekanne kahe närviraku või siis närviraku ja lihasraku vahel (lihase kokkutõmmet käivitava või pidurdava toimega) on seega just parakriinne. Paljud kasvufaktorid reguleerivad hulkraksete organismide arengut samuti just väga väikeste vahemaade tagant. Mõned sellised signaalmolekulid seostuvad tugevasti ektratsellulaarse maatriksiga inaktiivses vormis ning vaid sealt vabanedes on neil võime sihtmärkvalke aktiveerida. Mitmeid olulisi signaale vahendavad virgatsained difundeeruvad vabastamise paigast eemale, moodustades kontsentratsioonigradiente ja tekitades sellega erinevaid rakulisi vastuseid, mis sõltuvad nende kontsentratsioonist konkreetses sihtrakus.


    Autokriinsel signaaliülekandel reageerivad rakud sellistele signaalmolekulidele, mida nad ise sünteesivad. Mõned kasvufaktorid toimivad just sel viisil. Näiteks eritavad kunstlikult kasvatatavad rakud kasvufaktoreid, mis stimuleerivad nende kasvu ja levikut. Seda tüüpi signaaliülekanne on eriti levinud kasvajarakkudes, kus kasvufaktorite tootlikkus on üle reguleeritud ning nende eritamine tekitab rakkude endi ning ka neid ümbritsevate tervete rakkude kontrollimatut jagunemist ja levikut, mille tulemuseks võib olla tuumori kiire kasv.


    Mõned signaalmolekulid evivad lähitoimelise aktivatsiooni potentsiaali, kuid on võimelised sihtmärke aktiveerima ka pikema vahemaa tagant. Adrenaliin näiteks toimib nii neurotransmitteri (parakriinne signaaliülekanne) kui ka süsteemse hormoonina (endokriinne signaaliülekanne).


    6.1.2. Sünaptiline signaaliülekanne


    Ajus on ligikaudu 1011 närvirakku ja neid omavahel ühendamas ligikaudu 1015 sünapsit. Tegelikult leidub aga sünapseid kõikjal üle meie keha, kuna need on vahendajaks ajust tuleva informatsiooni ja normaalse kehatalitluse vahel. Sünapsiks kutsutakse laiemas mõistes närvirakkudevahelist kitsast piirkonda, kus toimub rakkudevaheline signaaliülekanne. Kui piki närvirakku liiguvad signaalid elektriliste impulssidena, siis sünapsis toimub informatsiooni vahendamine keemiliselt.


    Sünapsi kirjeldamiseks võib selle jagada kolmeks (joonis 6.1):


    a) ühe närviraku jätke (aksoni) lõpp ehk terminaal, tuntud ka kui presünaptiline piirkond, mida ümbritseb presünaptiline membraan;


    b) teise närviraku algus ehk postsünaptiline piirkond ja seda ümbritsev postsünaptiline membraan;


    c) kitsas (10–20 nm) sünaptiline pilu nende kahe piirkonna vahel, mis on täidetud erilise kesknärvisüsteemi polsterdava vedelikuga ning ümbritsetud ka veel gliiarakkude kihist, mis isoleerivad sünapsi ülejäänud rakkude võrgustikust.
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    Joonis 6.1. Sünapsi skemaatiline ehitus. Virgatsaine sünteesitakse presünaptilises rakus ning hoiustatakse sekretoorsetes põiekestes. Vastusena elektrilise impulsi saabumisele vabastatakse virgatsaine presünaptilisest närvilõpmest sünaptilisse pilusse. Virgatsaine seostub postsünaptilise raku spetsiifiliste retseptoritega ning signaaliülekanne saab jätkuda.


    Sünaptiline signaaliülekanne koosneb järgmistest etappidest:


    virgatsaine (neurotransmitteri e -mediaatori) süntees presünaptilises närvilõpmes;


    virgatsaine hoiustamine sekretoorsetes põiekestes;


    virgatsaine reguleeritud vabastamine sünaptilisse pilusse;


    signaali vahendamine presünaptilisest rakust postsünaptilisse rakku tänu virgatsaine suhtes spetsiifiliste retseptorite olemasolule raku membraanil;


    vabastatud virgatsaine toime pidurdamine/lõpetamine.


    Virgatsaineteks võib lugeda mitmeid eri tüüpi ainemolekule. Nn klassikalisteks virgatsaineteks peetakse madalmolekulaarseid ühendeid – nagu atsetüülkoliin ja adrenaliin –, mille ainus eesmärk organismis ongi toimida signaalmolekulina. Kesknärvisüsteemi peamine stimuleeriva toimega virgatsaine glutamaat ja seljaaju peamine inhibeeriva toimega virgatsaine glütsiin on ka mujal organismis laialdast kasutust leidvad aminohapped. Virgatsainetena saavad need ühendid toimida seetõttu, et vastavate sekretoorsete põiekeste membraanides on spetsiifilised transportmehhanismid, mis võimaldavad vastavaid aminohappeid kontsentreerida ja hoiustada ning vajadusel vabastada reguleeritud eksotsütoosi teel. Pärast virgatsaine vabastamist käivitub rakumebraaniga liitunud põiekese taaskasutusmehhanism. Klatriinsõltuva endotsütoosi kaudu regenereeritakse põiekesed ning spetsiaalsete transporterite abiga täidetakse need kohapeal sünteesitud virgatsaine molekulidega.


    Peptiidid ja valgud võivad samuti käituda virgatsaine rollis, vabanedes teatud stiimuli tagajärjel närvilõpmetest. Valguliste virgatsainete biosüntees ei toimu aga otseselt närvilõpmes nagu autokriinsete neuronite korral. Pärast ribosomaalset valgu biosünteesi rakukehas toimub peptiidide posttranslatoorne voltumine ja pakkimine endoplasmaretiikulumi ja Golgi kompleksi abiga. Valgulisi virgatsaineid hoiustatakse samuti spetsiaalsetes põiekestes või graanulites, mis transporditakse närvilõpmesse aksoni kaudu ning olenevalt sihtmärgi kaugusest võib see võtta tunde. Valguliste virgatsainete näideteks võib tuua mitmeid suure molekulmassiga hormoone, nagu kasvuhormooni vabastajahormoon (GHRH) või folliikuleid stimuleeriv hormoon (FSH), ning ka neuropeptiide, nagu oksütotsiin, enkefaliinid ja endorfiinid (kehaomased opiaadisarnased agonistid).


    Enamikul juhtudel on nii kesk- kui ka perifeerses närvisüsteemis sünaptilise signaaliülekande jaoks hädavajalik Ca2+-ioonide olemasolu. Tavaolukorras on rakuväline Ca2+ kontsentratsioon ligikaudu 2 mM. Tsütosoolne (rakusisene) Ca2+ kontsentratsioon on puhkeolekus 0,1 µM suurusjärgus ehk enam kui viis suurusjärku madalam. Närvilõpmetes aktsioonipotsentsiaali tingitud rakumembraani depolarisatsiooni järel avanevad pingest sõltuvad Ca2+-kanalid, mille kaudu voolab kaltsium presünaptilisse lõpmesse ning tsütosoolne Ca2+ kontsentratsioon suureneb järsult, andes tõuke virgatsainete eksotsütoosile.


    Organismis on ka elektrilisi sünapse (nt aukliiduste kaudu toimuv signaaliülekanne), kus elektriline signaal kantakse järgmisesse rakku üle ilma virgatsaine abita. Näiteks on sellised ühendused olulised lihaste töös. Elektrilised sünapsid on seega keemilistest kiiremad (kuni tuhat korda!), kuid need ei ole organismis sama laialt levinud kui keemilised sünapsid.


    6.1.2.1. Signaaliülekanne rakkudevahelise kontakti kaudu


    Rakupinnal membraanivalkudega seotud signaalmolekulid etendavad olulist rolli organismi arengus. Mõningatel juhtudel võivad sellised rakumembraaniga seotud signaalmolekulid seostuda teise raku pinnal olevate retseptoritega, käivitades selliselt raku diferentseerumise. Mõningatel juhtudel vabastatakse signaalmolekul rakuvälisesse alasse membraanseotud prekursorvalgu proteolüütilisel lõhustumisel.


    Mõned rakumembraanis paiknevad valgud on kokkupuute- või kinnituskohad eri rakkude vahel või raku ja rakuvälise ala valkude vahel. Olulisimad sellised pinnanakke valgud, mida tuntakse ka adhesioonretseptorite nime all, on integriinid (kudede morfogeneesiga seotud raku pinnaretseptorid).


    Mitme eri toimeviisiga signaalmolekuli näide on epidermaalne kasvufaktor (EGF), mida sünteesitakse integraalse membraanivalguna. Membraanseotud EGF võib seostuda külgneva rakuga ning just otsesel kokkupuutel seda aktiveerida. Rakuvälise proteaasi (valk, mis lagundab teisi valke) toimel lõigatakse aga EGF kaheks ning rakuvälisesse alasse vabastatakse valgu lahustuv vorm, mis võib signaale vahendada kas autokriinselt või parakriinselt.


    6.1.2.2. Aukliiduste kaudu toimuv signaaliülekanne


    Närvikoes on osa neuronitest omavahel ühendatud aukliidustega. Sellist ühendust nimetatakse elektriliseks sünapsiks, kuna ioonid läbivad aukliiduse kiiresti, võimaldades seeläbi väga kiiresti elektrilisi signaale edastada. Impulsi edastamine elektrilise sünapsi kaudu on ligi tuhat korda kiirem kui keemilise sünapsi kaudu, mida kirjeldasime eelnevalt.


    Aukliiduseid (joonis 6.2) leidub ka paljude mitteneuronaalsete kudede rakkude vahel, kus need aitavad integreerida ja moduleerida rakkude elektrilist ja metaboolset aktiivsust. Aukliiduste kaudu liiguvad vabalt alla 1200 Da suurused molekulid, kuid üle 2000 Da suurused molekulid enam läbi ei pääse. Seega ioonid ja madalmolekulaarsed virgatsained ning mitmed raku makromolekulide prekursorid ja metabolismi produktid on võimelised aukliiduseid läbima. Näiteks südames lasevad aukliidused kiiresti läbi ioonsignaale, aidates sellega kaasa elektriliselt stimuleeritud lihase kokkutõmmete koordineerimisele südamelöögi ajal.
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    Joonis 6.2. Aukliiduse skemaatiline ehitus. Aukliiduse kanal koosneb kahest osast (nn konneksioonist), mis on teineteisega ühendatud ning moodustavad koos rakkudevahelist ruumi läbiva terviku. Iga konneksioon moodustub valgu konneksiini kuuest monomeerist. Konneksioonide avanemise või sulgumise määrab kahe ühendatud raku sisepingete erinevus ning ka membraanipotentsiaal.


    Kuna ka osa sekundaarseid virgatsaineid saab aukliiduste kaudu transportida, siis võib ühe raku hormonaalne stimuleerimine kaasa tuua peale selle raku vastuse ka selle naaberrakkude koordineeritud vastuse. Selline aukliiduste vahendatud signaaliülekanne on oluline näiteks kõhunäärmes seedeensüümide eritamisel või soolestikus lihaste kooskõlastatud kokkutõmbelainete tekitamisel.


    Aukliidused on olulised ka munarakkude arengu seisukohalt. Munasarjades reguleerivad need nii virgatsainete kui ka metaboliitide liikumist ootsüütide ja neid ümbritsevate granuloosarakkude vahel ning ka granuloosarakkude omavahelist signaaliülekannet.

  


  
    6.2. Signaalmolekulid ehk virgatsained


    Virgatsained on molekulid, mis toimivad kui sõnumikandjad närvisüsteemis ja ka muude kudede rakkude vahel (sellest ka eestikeelne nimi „virgats“ ehk käskjalg või kuller). Need molekulid varieeruvad keerukuse astmelt kahesüsinikulisest aminohappest glütsiinist kuni suurte valkudeni (näiteks lutropiin või kilpnääret stimuleeriv hormoon). Virgatsained on tavaliselt neuronites pakitud vesiikulitesse, olles valmis signaali saabudes närvilõpmes vabanema sünaptilisse pilusse. Seal ootavad neid signaali edasised vahendajad, neile spetsiifilised äratundmisvalgud ehk retseptorid.


    Üldiselt eristatakse kolme suurt virgatsainete põhiklassi (joonis 6.3).


    Aminohapped: (glutamaat, aspartaat, D-seriin, γ-aminovõihape (GABA), glütsiin).


    Biogeensed amiinid: dopamiin, norepinefriin (noradrenaliin), epinefriin (adrenaliin), histamiin ja serotoniin (5-hüdroksütrüptamiin, 5-HT).


    Neuropeptiidid: (nt enkefaliinid, endorfiinid, galaniin ja neuropeptiid Y). Neuropeptiide on inimorganismist leitud üle saja erineva.
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    Joonis 6.3. Erinevatesse põhiklassidesse kuuluvate virgatsainete struktuurid. Mittestandardseid aminohappeid ning biogeenseid amiine toodetakse organismis looduslikest aminohapetest. D-seriini toodab L-seriinist ratsemaaside alamklassi kuuluv ensüüm. γ-aminovõihapet toodab glutamaadist dekarboksülaaside alamklassi kuuluv ensüüm. Dopamiini toodetakse türosiinist kahe järjestikuse reaktsiooni tulemusena, mida katalüüsivad hüdroksülaaside ning dekarboksülaaside alamklassidesse kuuluvad ensüümid. Norepinefriini toodab dopamiinist hüdroksülaaside alamklassi kuuluv ensüüm ning epinefriini toodab norepinefriinist N-metüül-transferaaside alamklassi kuuluv ensüüm. Histamiini toodab histidiinist dekarboksülaaside alamklassi kuuluv ensüüm. Serotoniini toodetakse trüptofaanist kahe järjestikuse reaktsiooni tulemusena, mida katalüüsivad monooksügenaaside ning dekarboksülaaside alamklassidesse kuuluvad ensüümid.


    Peale nende leidub veel arvukalt virgatsaineid, mis ülaltoodud klassidesse ei liigitu, kuid millel on organismis vägagi oluline roll: näiteks atsetüülkoliin (ACh), adenosiin ja selle derivaadid, rasvhape anandamiid, kehaomased opiaadid ning suured valgulised hormoonid. Ka üksikuid ioone, näiteks sünaptiliselt vabastatud tsinki peetakse samuti virgatsaineks nagu ka mõningaid gaasilisi molekule: näiteks lämmastikoksiid (NO), vesiniksulfiid (H2S) ja süsinikmonooksiid (CO). Viimased ei ole küll klassikalises mõttes virgatsained, kuna nad ei ole pakitavad vesiikulitesse, kuid nende otsene osalemine rakkudevahelises signaaliülekandes on selgelt tõestatud.


    Ülekaalukalt kõige levinum virgatsaine imetajates on glutamaat, mis on peamine erutusvirgatsaine inimaju sünapsides. Peamine pidurdusvirgatsaine ajus on γ-aminovõihape (GABA), mis toimib enam kui 90% mitteglutamaatsetes sünapsides (nagu varem mainitud, kasutab üks neuron reeglina vaid üht virgatsainet).


    Kuigi teiste virgatsainete kogus võrreldes glutamaadi ja GABA-ga on väike, on nende roll ajus väga tähtis. Nii reguleerivad monoamiinsed virgatsained mitmeid tunnetuse, emotsioonide ja mäluga seotud protsesse ning nende süsteemide väärtalitlusega on seotud vägagi mitmed tõsised neuroloogilised haigused, k.a Parkinsoni tõbi ja skisofreenia. Samas ka mitmed tuntud uimastid, nagu kokaiin ja amfetamiin, avaldavad oma toimet peamiselt dopamiinergilise süsteemi mõjutamise kaudu.


    Mõningaid virgatsaineid kirjeldatakse valdavalt kui ergastavaid ehk eksikatoorseid või pidurdavaid ehk inhibeerivaid, lähtudes nende vahendatud signaalide otsesest mõjust postsünaptilises rakus. Siiski on virgatsaine peamine ülesanne aktiveerida ühte või mitut tüüpi retseptoreid. Seega oleneb postsünaptilises rakus vallanduv vastus täielikult just nende retseptorite olemusest, millega virgatsaine seostub. Mõningate virgatsainete puhul (näiteks glutamaat) edastavad retseptorid peamiselt ainult eksikatoorset signaali, mille tulemusel postsünaptilises rakus vallandub uus signaaliimpulss. Samas näiteks GABA retseptoritel on enamasti signaali pidurdamise ülesanne. On siiski ka selliseid virgatsaineid, mille retseptorid võivad olla nii erutavad kui ka pidurdavad ning mõningatel juhtudel on see seotud signaaliülekande autoregulatsiooniga. Ühtlasi leidub retseptoreid, mis aktiveerivad ligandi seostumisel kompleksseid ainevahetusradu ning tekitavad sellega postsünaptilistes rakkudes mõjutusi, mida ei saa üheselt nimetada ei eksikatoorseteks ega inhibeerivateks.

  


  
    6.3. Erinevad retseptorid ja nende liigitus struktuuri alusel


    Klassikalises mõttes on retseptorit kõige lihtsam ette kujutada kui raku pinnal asuvat lülitit, mille kaudu saab signaali sisse või välja lülitada, st vahendada bioloogilist informatsiooni rakuvälisest alast raku sisemusse. Kuigi laiemas mõttes võib retseptoriteks pidada ka mitmeid valkusid nii raku tuumas kui ka tsütoplasmas, asub suurim arv virgatsainetele reageerivaid retseptoreid just rakumembraanis.


    Retseptoreid kui organismi bioloogiliste signaalide vahendajaid tuntakse enamasti lähtudes neid aktiveerivatest endogeensetest liganditest, kuid siin tutvustame neid ka lähtudes retseptorvalkude struktuurist ja signaaliedastuse mehhanismist.


    Esimest tüüpi on ionotroopsed retseptorid ehk ligandist sõltuvad ioonikanalid. Sellist tüüpi retseptorid vastutavad eelkõige kiirete virgatsainete nagu atsetüülkoliini (ACh) ja gamma-aminovõihappe (GABA) signaalide vahendamise eest. Ionotroopsete retseptorite aktiveerimine võimaldab ioonidel kiiresti läbi rakumembraani liikuda ja see viib tavaliselt membraani polariseerituse muutuseni. Lihtsamini öeldes muundatakse ionotroopsete retseptorite vahendusel keemiline signaal elektriliseks signaaliks.


    Teise retseptorite tüübi esindaja on metabotroopsed G-valguga seotud retseptorid. Neile valkudele on iseloomulik seitse korda plasmamembraani läbiv helikaalne struktuur (tuntakse ka 7-TM retseptorite nime all) ning nad edastavad oma signaali rakku GTP-d siduvate regulaatorvalkude (G-valkude) vahendusel. Imetajates on just see suurim retseptorite perekond, mille aktivaatoriks võivad olla nii väikesed kui ka suured signaalmolekulid.


    Eraldi tasub välja tuua ka kudede morfogeneesiga seotud raku pinnaretseptorid ehk adhesiooniretseptorid. Sellised valgud on väga olulised embrüogeneesi staadiumis, kuna just nende vahendatud signaaliülekanne vastutab tsütoskeleti, erinevate kudede ja luude ning veresoonkonna arengu eest. Kuigi adhesiooniretseptorid on struktuurselt väga sarnased G-valguga seotud retseptoritega, vajab nende täpne signaaliülekandemehhanism veel täpsustamist.


    Omaette retseptorite tüübina vaadeldakse rakutuuma retseptoreid. Kuigi tegelikult asuvad need retseptorvalgud enamasti siiski tsütosoolis, liiguvad nad pärast ligandi sidumist tavaliselt raku tuuma, kus nad DNA transkriptsioonifaktoritega interakteerudes mõjutavad geenide ekspressiooni. Kuna mitmete steroidsete hormoonide toimemehhanismid on tihedalt seotud geeniekspressiooni regulatsiooniga ja just tuumaratseptorite vahendusel, tuntakse neid valke ka steroidiretseptorite nime all.


    Üks suur retseptorite klass on ensümaatiliste omadustega retseptorid (katalüütilised retseptorid). Sellised valgud koosnevad reeglina rakuvälisest domeenist, mis vastutab ligandi sidumise eest, ja rakusisesest alast, mis toimib funktsionaalse ensüümina ja vastutab signaalide vahendamise eest raku sisemusse. Rakuväline ja -sisene domeen on enamasti seotud transmembraanse alfaheeliksiga.


    6.3.1. Ioonikanalitega seotud retseptorid


    Ioonikanaliga seotud retseptorid paiknevad rakumembraanis ja toimivad sünaptilisel ülekandel, muundades keemilisi signaale (ligand) elektrilisteks (membraanipotentsiaali muutus). Ioonikanali retseptorid on transmembraansed valgud ja kui nendega seostub ligand, siis kutsub see esile konformatsioonilise muutuse, mille tulemusel varem suletud kanal avaneb ja ioonid, mis on võimelised avanenud kanalit läbima, liiguvad keemilise ja elektrilise gradiendi vähendamise poole. Ioonikanali retseptorid on nii ergastavad – tavaliselt selektiivsed katiooni kanalid nagu atsetüülkoliini, serotoniini, glutamaadi retseptorid – kui ka pidurdavad: selektiivsed aniooni kanalid, nagu GABA ja glütsiini retseptorid. Ioonikanalid on avatud vaid lühikest aega, misjärel toimub retseptori desensibiliseerumine ning ligandi dissotsiatsioon. Retseptor naaseb puhkeolekusse, kus see on taas valmis uut ligandit siduma.


    Nikotiinne atsetüülkoliini retseptor (nAChR) (joonis 6.4) oli esimene avastatud ligandist sõltuv ioonikanal, mille valk puhastati, klooniti ja mida iseloomustati molekulaarsel tasandil juba 1983. aastal. Retseptor toimib multimeerse valgukompleksina, mis moodustab rakumebraanis ioonikanali. nAChR-i leidub nii närvi kui ka lihasrakkudes. Leidub veel ka teine atsetüülkoliini retseptorite perekond: muskariinsed atsetüülkoliini retseptorid, kuid need kuuluvad G-valguga seotud retseptorite klassi ja neil on oluline regulatoorne roll ajus, südames ja silelihastes.
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    Joonis 6.4. nAChR-i skemaatiline struktuur. Agonisti seotumisel toimub retseptori alaühikute ümberorienteerumine üksteise suhtes, sellega kaasneb kanali avanemine. Punase ringina on näidatud atsetüülkoliin ning värviliste silindritena retseptori osad, mis on n-ö väravad ioonide sisselaskmisel.


    Nikotiinsed retseptorid vahendavad signaali motoorsetelt neuronitelt lihaskiududele (andes edasi lihaste kokkutõmbe signaali). Neuronist vabanenud atsetüülkoliin difundeerub mõne mikromeetri müotsüüdi rakumembraanile, kus see seostub atsetüülkoliini retseptoriga. See tingib nAChR-i struktuuris konformatsiooni muutuse, põhjustades ioonikanali avanemise. Selle retseptori kanal on katioonide suhtes üsna mitteselektiivne, lastes läbi pea kõiki sünaptilises alas leiduvaid katioone (Na+, K+, Ca2+), kuid mitte anioone. Positiivselt laetud ioonide vool depolariseerib rakumembraani, mis võib omakorda vallandada pingest sõltuvad ioonikanalid, põhjustades lihaskontraktsiooni. Just lihaste tegevuse regulatsioon ongi nAChR-i olulisim funktsioon organismis. Na+ liikumine läbi ioonikanali on väga kiire (ligi 2 × 107 iooni sekundis) ja mitteküllastuv. Nikotiinse atsetüülkoliini retseptori nimi tuleneb looduslikust alkaloidist nikotiinist, mis on nAChR-i agonist ning avaldab oma mõju organismile osalt just seetõttu, et seostub nAChR-iga. Noolemürk kuraare mõjub samuti just nAChR-i kaudu, blokeerides selle (kuraare on samuti looduslike alkaloidide segu, millest mitmed toimivad nAChR-ile antagonistidena). Noolemürgi ohvri sümptomid on lihaste kokkutõmmete regulatsiooni blokeerumine ehk krambid ja hingamisraskused.


    Aastal 1905 tõestas inglise teadlane John Langley, et nikotiini tekitatud mõju närvilõpmetes peab olema seotud mingisuguse nn vastuvõtlik ainega, mis vahendab signaali ja tekitab rakulise vastuse. Langley tööst tuligi päevavalgele idee nn retseptoritest.


    Nikotiinne atsetüülkoliini retseptor on olnud hea mudel mõistmaks ka teiste virgatsainete aktiveeritud ioonikanalite mehhanismi. Ta on sageli esimene näide, peamiselt tänu oma ajaloolisele tähtsusele, kõrgele arvukusele ja lihtsalt kättesaadavusele laboratoorseteks uuringuteks, mis olid eriliselt olulised enne molekulaarbioloogia tehnikate jõudsat arengut. Laiaulatuslikke uuringuid toetas tõsiasi, et rai (Torpedo) elektriorganist leiti nikotiinseid atsetüülkoliini retseptoreid nii rikkalikult, et valku oli kerge koguda, puhastada ja katsetes kasutada. See võimaldas ka retseptori struktuuri deitailseid uuringuid tänu valgu röntgenkristallograafia meetodile. nAChR-i on kasutatud paljudes ioonikanalite kineetika ja allosteeria uuringutes.


    Struktuurilt ja toimemehhanismilt väga sarnased on nAChR-iga veel glütsiini, GABA ja serotoniini ionotroopsed retseptorid. GABAA ja glütsiini retseptorid on anioonikanalid, spetsiifilised Cl- ja HCO3- ioonidele, serotoniini retseptor on aga samamoodi nagu nAChR-gi spetsiifiline katioonidele.


    Teine klass ligandist sõltuvaid ioonikanaleid reageerib rakusisestele liganditele nagu tsükliline guanosiin- ja adenosiinmonofosfaat (cGMP ja cAMP) ning ka ATP ja inositool-1,4,5-trisfosfaat (IP3). Need ioonikanalid on seega sekundaarsete virgatsainete retseptorid, mis annavad rakus edasi G-valguga seotud retseptorite signaalivastuse, millest tuleb kohe täpsemalt juttu.


    6.3.2. G-valguga seotud retseptorid


    Ligi 800 erinevat G-valguga seotud retseptorit (GPCR) moodustavad suurima rakupinnaretseptorite perekonna. Ligikaudu 2% inimese geenide arvust moodustavad GPCR-e kodeerivad geenid. Ligi pool nendest retseptoritest on seotud meie tajudega (lõhnad, maitse, valgus ja feromoonid), kuid ülejäänud osalevad rakkudevahelises suhtlemises, kusjuures virgatsained ehk retseptorit aktiveerivad ligandid võivad olla väga erinevad, väikestest molekulidest kuni suurte valkhormoonideni. GPCR-idele on iseloomulik seitsmekordne transmembraanne α-heeliksistruktuur, mis vahendab rakuväliseid signaale rakusisestele signaalikaskaadidele, kasutades selleks heterotrimeerseid guanosiintrifosfaati siduvate regulaatorvalkude (G-valkude) aktivatsiooni. GPCR-id moduleerivad mitmesuguseid erinevaid signaaliradasid rakus, sõltuvalt aktiveeritava G-valgu tüübist. Üldisemalt mängivad GPCR-id olulist rolli rakkude kasvu, diferentseerumise, migratsiooni ning samuti surma regulatsioonis. Häired GPCR-seoselises signaaliülekandes võivad põhjustada ainevahetuse, immunoloogilisi ja neurodegeneratiivseid haigusi, aga ka vähki ja nakkushaigusi. Kuna tegemist on suurima retseptorite perekonnaga, mis vastutab organismis väga paljude oluliste protsesside regulatsiooni eest, on GPCR-id märklauaks ligikaudu 40%-le tänastest retseptiravimitest.


    Virgatsaine seostumisel toimuvad retseptorite struktuuris konformatsioonilised muutused, millele järgneb retseptoriga seotud rakusiseste heterotrimeersete G-valkude aktivatsioon (joonis 6.5).
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    Joonis 6.5. GPCR aktivatsioonitsükkel. Agonist seostub rakuvälises keskkonnas retseptoriga ning konformatsiooniline muutus kantakse läbi membraani raku sisemusse, kus G-valk aktiveerub. Aktiveeritud G-valgus asendub GDP GTP-ga ning G-valk dissotsieerub Gα-ks ning Gbγ dimeeriks. Gα ning Gbγ käivitavad rakusiseseid signaaliradu. Gα GTPaasse aktiivsuse tulemusena asendub GTP peagi taas GDP-ga ning moodustub trimeerne G-valk. Agonisti dissotsieerumisel retseptorilt saab G-valk jälle retseptoriga ühineda ning aktivatsioonitsükkel võib korduda. Punane kolmnurk koos kahe valge ringiga tähistab GDP-d, punane kolmnurk koos kolme valge ringiga GTP-d.


    Need on guaniinnukleotiide siduvad regulaatorvalgud (sellest ka nimi G-valgud), mis koosnevad α-, β- ja γ-alaühikust ning esinevad omaette efektoritena raku sees. Retseptori aktivatsioon võimaldab guanosiindifosfaadi (GDP) vahetust guanosiintrifosfaadi (GTP) vastu G-valgu α-alaüksusel, mille tulemusel eralduvad Gα ja dimeerne Gβγ retseptorilt ning aktiveerivad signaalikaskaadi järgmisi efektorvalke. Gα alaüksuste GTPaasne aktiivsus hüdrolüüsib regulaatorvalguga seostunud GTP, mis viib süsteemi tagasi soikeolekusse, kus GDP-d siduv Gα liitub taas βγ dimeeriga, moodustades retseptoriga seotud heterotrimeerse G-valgu.


    G-valkude α-alaüksuste aminohappejärjestuse homoloogia alusel liigitatakse heterotrimeersed G-valgud nelja perekonda: Gαs, Gαi/o, Gαq/11, ja Gα12/13. Retseptori aktiveerimisel stimuleerib ja integreerib iga Gα-alaüksus rakus eraldi signaalirada. Gαs alaüksused stimuleerivad ensüümi adenülaaditsüklaas (AC), mis katalüüsib rakus sekundaarse virgatsaine tsüklilise adenosiinmonofosfaadi (cAMP) teket ATP-st. See omakorda käivitab erinevad cAMP-st sõltuvad signaalikaskaadid, mis viivad järgmiste signaalvalkude aktivatsioonini.


    Vastupidi Gαs alaüksustele on Gαi alaüksused adenülaaditsüklaasi inhibeeriva toimega. See tähendab, et kui ligand aktiveerib Gαi-valguga seotud retseptori, siis toob see kaasa cAMP taseme kahanemise stimuleeritavas rakus.


    Gαq/11 alaüksused aktiveerivad teist liiki ensüümi, fosfolipaas C-d (PLC). See ensüüm lõikab rakus lipiidset prekursorit fosfaditüülinositool-4,5-bifosfaati, tekitades selle reaktsiooni tulemusena rakus kaht sekundaarset virgatsainet: inositool-1,4,5-trisfosfaati ja diatsetüülglütserooli (DAG). Inositool-1,4,5-trisfosfaat aktiveerib Ca2+-ioonide vabastamist endoplasmaretiikulumist ja diatsetüülglütserool aktiveerib proteiinikinaasi C, mis omakorda moduleerib rakus järgenvaid signaaliülekande reaktsioone fosforüülimise teel.


    Gα12/13 alaüksused toimivad guaniinnukleotiidide vahetusfaktorite kaudu, aktiveerides Rho-GTPaaside perekonda kuuluvaid valke, mis on seotud tsütoskeleti regulatsiooni ja rakkude migratsiooniga organismis.


    Hoolimata aastakümnetepikkustest ulatuslikest uuringutest on G-valkude toimete ja seoste terviklik iseloomustamine siiani keerukas. Näiteks mõned GPCR-id on seotud vaid üht tüüpi G-valkudega, samas kui paljud teised on võimelised GPCR-id ühildama mitmete eri G-valkudega sõltuvalt koetüübist ja organismi arengustaadiumist.


    G-valkude avastamise ja nende rolli kirjeldamise eest pälvisid Alfred G. Gilman ja Martin Rodbell 1994. aastal Nobeli füsioloogia- ja meditsiinipreemia. 2012. aastal pälvisid Nobeli preemia keemias Robert J. Lefkowitz ja Brian K. Kobilka nende panuse eest GPCR-ide uuringutes. Selline tunnustus näitab, kui tähtis on olnud ja on tänaseni selle suure retseptoriteperekonna esindajate, nende vahendatud signaaliülekande ja neid mõjutavate ligandite uurimine.


    On oluline rõhutada, et Gβγ dimeer ei käitu rakkudes ainult nn Gα vaigistajana, vaid tal on ka omaette konkreetsed rollid (eriti Gαi-ga seotud GPCR-i korral). Gβγ efektoriks on mitmed ioonikanalid (nt pingest sõltuvad Ca2+-kanalid), samuti mõningate ensüümide (nt adenülaaditsüklaasi, fosfolipaas C, fosfoinositiid-3-kinaasi) isovormid. Viimaseid reguleerivad aga ka erinevat tüüpi Gα alaüksused – ning kuna Gα signaalirajad on enamjaolt paremini uuritud kui Gβγ omad, siis keskendumegi allpool just Gαs, Gαi, Gαq/11 ning Gα12/13 radade uurimisele.


    6.3.2.1. Gαs ja Gαi signaalirajad


    Nii Gαs- kui ka Gαi-valkudega seotud GPCR-i signaaliradade põhiline efektor on ensüüm adenülaaditsüklaas. Adenülaaditsüklaas katalüüsib tsüklilisest adenosiinmonofosfaadist (cAMP), mis on sekundaarne virgatsaine, adenosiin-5’-trifosfaadi (ATP) moodustumist (joonis 6.6).
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    Joonis 6.6. cAMP ja cGMP sünteesi- ning lagundamise skemaatilised mehhanismid. Tsükliliste nukleotiidide sünteesi eest vastutab tsüklaaside alamklassi kuuluv ensüüm ning lagundamise eest vastutab fosfodiesteraaside alamklassi kuuluv ensüüm. cGMP radu käsitletakse põhjalikumalt peatükis 6.5.1.2.


    Praeguseks on identifitseeritud kümme erinevat adenülaaditsüklaasi tüüpi, millest üheksa on membraansed ning üks tsütosoolne. Membraansetel adenülaaditsüklaasidel on enamasti mitu transmembraanset domeeni ning kaks katalüütilist domeeni, mis asuvad rakumembraani tsütosoolipoolel. Kõiki membraanseid adenülaaditsüklaase stimuleerib Gαs, kuna selle seostumisega kaasnev konformatsiooniline muutus lubab katalüütilistel domeenidel teineteise suhtes sobivalt orienteeruda ning luua katalüütilist tuumikut. Samas, suuremat osa membraansetest adenülaaditsüklaasidest saab inhibeerida Gαi, mille seostumine takistab kahel katalüütilisel domeenil vastasmõjusid loomast. Gαs aktiveeriv ning Gαi inhibeeriv toime membraansele adenülaaditsüklaasile on suhteliselt lühiaegne, sest Gα alaüksusega seotud GTP hüdrolüüsub GDP-ks ning Gα seostub taas Gbγ-ga. Tsütosoolne adenülaaditsüklaas ei ole aga otseselt seotud Gαs ega Gαi radadega ning seda aktiveerib hoopis vesinikkarbonaatioon. Peale G-valkude on adenülaaditsüklaasidel ka teisi modulaatoreid, nt fosforüülimine (vt peatükk 4.3.3.7) ning mitmed metalliioonid.


    Laboratoorsetes oludes kasutatakse adenülaaditsüklaasi otseseks (st Gαs-st sõltumatul viisil) aktiveerimiseks väikese molekulmassiga taimset terpeeni forskoliini. Forskoliini sisaldava taime juuri on ammustest aegadest kasutatud ravimina kõrge vererõhu korral ning südamepiirkonnas valu leevendamiseks, kuna see põhjustab silelihaste lõtvumist. Nagu näeme allpool, on need forskoliini füsioloogilised efektid samuti seotud cAMP signaalirajaga, milles tuntuim märklaud ja efektor on cAMP-ist sõltuv proteiinikinaas (PKA). Peale PKA kulgevad cAMP signaalirajad ka cAMP-i reguleeritava guaniini vahetusfaktori (EPAC) ning tsüklilistest nukleotiididest sõltuvate ioonikanalite kaudu.


    6.3.2.1.1. cAMP-PKA signaalirada


    Puhkeolekus eksisteerib PKA holoensüüm tetrameeri vormis, mis koosneb regulatoorsete alaüksuste dimeerist ning kahest katalüütilisest alaüksusest (PKAc). Seejuures seostuvad regulatoorsed alaüksused katalüütilistega nii, et viimased ei saa siduda substraate ning seetõttu püsivad mitteaktiivsetena (seda nimetatakse ka autoinhibeerimiseks). Kokku nelja cAMP molekuli seostumisel PKA kahe regulatoorse alaüksusega toimub viimastes konformatsiooniline muutus. Selle tulemusena ei suuda regulatoorsed alaüksused enam katalüütilisi siduda ning PKAc-d dissotsieeruvad holoensüümist. Täieliku katalüütilise aktiivsuse omandamiseks vajab PKAc aga lisaks fosforüülimist veel ühe kinaasi poolt (fosfoinositiidist sõltuv proteiinikinaas ehk PDK1), mida vaatleme põhjalikumalt peatükis 6.5.2.2. Selle viimase fosforüülimise toimel omandab PKAc ruumilise struktuuri, mis võimaldab tal endal hakata teisi valke fosforüülima (joonis 6.7).


    Fosforüülimise käigus kannab kinaas ATP γ-fosforüülrühma üle substraatvalgule, millega kaasneb substraadi ruumilise struktuuri ning aktiivsuse muutumine. PKAc-l on väga suur hulk substraate nii tsütosoolis kui ka rakutuumas, mistõttu PKAc rajad on seotud väga erinevate füsioloogiliste vastustega (seetõttu tasub forskoliini manustamisega ettevaatlik olla). Tuntud näited on silelihaste lõtvumise tagamine (kuna PKAc teeb seda koostöös struktuurselt sarnase kinaasiga PKG, keskendume sellele peatükis 6.5.1), glükogenolüüs ja trombotsüütide agregatsiooni takistamine. Üks uuritumaid PKA radu rakutuumas on ka valgu CREB (ingl cAMP response element-binding protein) fosforüülimine. Fosforüülitud CREB seostub seejärel transkriptsiooni koaktivaatorina käituva valguga, mille järel käivitatakse või peatatakse teatud geenide transkriptsioon (nende hulgas on geenid, mis reguleerivad imetajatel ööpäevarütmi). CREB-i sama aminohappejäägi fosforüülimise eest vastutavad rakus ka mitmed teised kinaasid (nt MAPK ja proteiinikinaas B, mida vaatleme allpool peatükis 6.5.2), seega on CREB fosforüülimine konvergeeruva raja näide.


    Selleks et signaaliülekanne kulgeks just kindlat rada pidi, on raku funktsioneerimise seisukohalt oluline, et PKAc valiks fosforüülimiseks just teatud raja jaoks õige substraadi. Seepärast on PKA asukoht rakus fikseeritud spetsiaalsete ankurvalkude AKAP (A-kinase anchoring proteins) abil. AKAP ise on seotud kas rakuorganelli (nt mitokondri) või rakumembraaniga ning ankurdab PKA holoensüümi regulatiivsete alaüksuste kaudu. Samuti ankurdatakse AKAP-ile fosfodiesteraasid ning proteiinifosfataasid, mis katalüüsivad vastavalt cAMP hüdrolüüsi ning valkude defosforüülimist. Seega lokaliseeritakse AKAP-kompleksi kaudu PKA toime. PKAc-d saab aktiveerida AKAP-i läheduses paiknev cAMP-d tootev adenülaaditsüklaas, kuid cAMP difusiooni sellest lokaalsest sõlmest kaugemale takistavad fosfodiesteraasid. Proteiinifosfataasid tagavad seejuures esialgse olukorra kiire taastamise, et süsteem saaks reageerida uuele sissetulevale signaalile (joonis 6.7).
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    Joonis 6.7. Adenülaaditsüklaas kui Gαs või Gαi efektor ning cAMP-PKAc signaalirada. Ligand (nt serotoniin) seostub spetsiifiliste G-valguga seotud retseptoritega ning käivitab G-valgu dissotsiatsiooni. Sõltuvalt retseptorist tekib dissotsiatsioonil kas Gαs (nt 5-HT-4 retseptori puhul) või Gαi (nt 5-HT-1 retseptori puhul). Gαs stimuleerib, Gαi aga inhibeerib adenülaaditsüklaasi, mis toodab sekundaarset virgatsainet cAMP. cAMP aktiveerib proteiinikinaasi PKA signaalirada, mille üks väljund on CREB-i fosforüülimine ning geeniekspressiooni käivitamine rakutuumas. PKA asukoht rakus on fikseeritud ankurvalkude AKAP abil, mis lokaliseeruvad cAMP tootmiskohtades ning ankurdavad lisaks ensüüme, mis võimaldavad signaali mahavõtmist cAMP lagundamise ning substraatide defosforüülimise kaudu. Siin ja edaspidi selles peatükis tähistab terava otsaga nool aktiveerimist ning lameda otsaga nool aktiivsuse vähendamist. Tähistused joonisel: PKAr on PKA regulatoorne alaüksus, PDE on fosfodiesteraas ning PP on proteiinifosfataas.


    6.3.2.2. Gαq/11 signaalirajad


    Perekonda Gαq/11 kuuluvate G-valkude α-alaüksuste põhiline efektor on ensüüm fosfolipaas C. Gαq/11 seostumisel fosfolipaas C-ga toimub mõlemas valgus konformatsiooniline muutus. Selle tulemusena stimuleeritakse Gαq/11-s GTPaasne aktiivsus (ning see ühineb taas Gbγ dimeeriga), fosfolipaas C omandab aga katalüütilise funktsiooni.


    Fosfolipaas C hüdrolüüsib membraanset lipiidi fosfaditüülinositool-4,5-bisfosfaati, mille tulemusena moodustub lipiidist kaks sekundaarset virgatsainet (joonis 6.8). Üks on väikese molekulmassiga hüdrofiilne inositool-1,4,5-trisfosfaat, mis difundeerub tsütoplasmasse ja vastutab Ca2+ signaaliradade aktiveerimise eest (vt peatükk 6.3.2.2.1). Teine on suurema molekulmassiga hüdrofoobne diatsüülglütserool, mis jääb seotuks membraaniga ning võib käivitada proteiinikinaas C-ga seotud signaaliradu (vt peatükk 6.3.2.2.2). Alternatiivselt võib diatsüülglütserool hoopis alluda edasisele lagundamisele (seda teeb fosfolipaas A2) arahhidoonhappeks. Arahhidoonhape on lähteaine parakriinsetele hormoonidele eikosanoididele, mis on olulised imuunsüsteemi vastuste genereerimisel põletike korral.
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    Joonis 6.8. Fosfolipaaside A1, A2, C ja D toime inositoolfosfolipiidile ning moodustuvad produktid, mis võivad käituda sekundaarsete virgatsainetena. Tähistused joonisel: PL on fosfolipaas, DAG on diatsüülglütserool, IP3 on inositool-1,4,5-trisfosfaat.


    6.3.2.2.1. Ca2+ ostsilleeruvad signaalirajad


    Kui inositool-1,4,5-trisfosfaat (IP3) jõuab difusiooni teel raku endoplasmaretiikulumini, seostub see Ca2+-kanalitega seotud IP3 retseptori külge (joonis 6.9). Nende kanalite avanemisega kaasneb Ca2+ ulatuslik sissevool tsütosooli.


    
      [image: ]

    


    Joonis 6.9. Fosfolipaas C kui Gαq efektor ning IP3 ja diatsüülglütserooli signaalirada. Ligand (nt adrenaliin) seostub spetsiifiliste G-valguga seotud retseptoritega (nt α1-tüüpi adrenergiliste retseptoritega) ning käivitab G-valgu dissotsiatsiooni. Dissotsiatsioonil tekkinud Gαq stimuleerib ensüümi fosfolipaas C, mis toodab sekundaarseid virgatsaineid inositool-1,4,5-trisfosfaati ning diatsüülglütserooli. Inositool-1,4,5-trisfosfaat aktiveerib Ca2+-ga seotud signaaliradu, diatsüülglütserool aga proteiinikinaas C mitmeid isovorme. Käivitatud signaalirajad võivad olla nii positiivselt kui negatiivselt tagasisidestatud. Tähistused joonisel: PLC on fosfolipaas C, PIP2 on fosfaditüülinositool-4,5-bisfosfaat, DAG on diatsüülglütserool, PKC on proteiinikinaas C.


    Ca2+ kontsentratsioon tsütosoolis on stiimulite puudumisel väga madal (ligi 10-7 M), kuid nii rakust väljaspool kui ka raku endoplasmaretiikulumis on selle kontsetratsioon märkimisväärselt kõrgem (10-3 M). Puhkeolekus pumbatakse Ca2+ tsütosoolist välja rakumembraanis paikneva pumba abil (vt peatükk 6.3.2.2.1), mis kasutab selleks ATP energiat. Sarnane Ca2+ pumbasüsteem eksisteerib ka endoplasmaretiikulumis. Rakumembraanis paikneb ka Na+-Ca2+ antiporter, mis võimaldab Ca2+ transporti rakust välja, kasutades selleks Na+ gradiendi energiat (raku väliskeskkonnast raku sisse).


    Ca2+ sissevooluga tsütosooli kaasneb suur Ca2+ kontsentratsiooni tõus sissevoolu kohtades, mis võib käivitada mitmeid signaaliradu. Ca2+ liigub tsütosooli nii rakumembraanis paiknevate pingest sõltuvate Ca2+-kanalite kaudu (reageerivad membraani depolariseerimisele; vt peatükk 6.3) kui ka ülalpool mainitud IP3-st sõltuvate Ca2+-kanalite kaudu. Endoplasmaretiikulumis paiknevad ka Ca2+-kanalitega seotud rüanodiini retseptorid, mis võimendavad Ca2+ signaali. Need tunnetavad Ca2+ tõusu tsütosoolis, avanevad ning põhjustavad Ca2+ veelgi ulatuslikumat tõusu. Sel viisil tekib rakus järsk Ca2+ tõus, mille maksimumi nimetatakse ka piigiks.


    Ca2+ üks levinuim efektor on väike valk kalmoduliin, millel on neli sidumistaskut kaltsiumiioonide jaoks. Ca2+ seostumisega kaasneb kalmoduliini ruumilise struktuuri ulatuslik muutus, mis võimaldab sellel seostuda järgmise astme efektoritega. Üks nendest on Ca2+-st/kalmoduliinist sõltuv proteiinikinaas ehk CaMK. Vastusena Ca2+/kalmoduliini seostumisele teostab CaMK autofosforüülimist ning omandab pikemaks ajaks katalüütilise aktiivsuse, mis ei sõltu enam tsütoplasmalisest Ca2+ kontsentratsioonist. CaMK aktiivsus peegeldab aga eelnevat Ca2+ tõusu ning CaMK signaalirajad on seepärast molekulaarse nn mälu talletamise mehhanism. Kõige tuntum CaMK raja füsioloogiline väljund on silelihaste kokkutõmbumine, mida vaatleme detailsemalt allpool (vt peatükk 6.5.1.1).


    Esialgse olukorra taastamiseks käivituvad Ca2+ kontsentratsioonipiigi saabumise järel negatiivselt tagasisidestatud mehhanismid. Näiteks põhjustab Ca2+ pikemaajaline tõus IP3-st sõltuvate Ca2+-kanalite degradatsiooni käivitumist. Ca2+ aktiveeritavate valkude hulka kuulub ka proteiinifosfataas kaltsineuriin, mis koostöös teiste proteiinifosfataasidega korraldab eelneva signaaliülekande käigus fosforüülitud valkude defosforüülimist. Ca2+ enda eemaldavad tsütosoolist eespool mainitud pumbad.


    Kõigi nende positiivse ning negatiivse tagasiside mehhanismide koosmõjul toimubki Ca2+ kaudu signaliseerimine iseloomulike lainete ehk ostsillatsioonidena. Impulsi toimel saavutatakse kiiresti signaaliülekande maksimum, misjärel süsteem lülitub ümber ning puhkeolek taastatakse kiiresti.


    6.3.2.2.2. Proteiinikinaasi C signaalirajad ja GPCR-i regulatsioon


    Gαq/11 signaaliraja aktivatsioonil osaleva Ca2+ ning diatsüülglütserooli koostöös aktiveeritakse veel üks proteiinikinaaside perekond: proteiinikinaas C. Kõigi selle perekonna liikmete struktuuris on regulatoorne domeen ning katalüütiline domeen. Sõltuvalt kinaasi isovormist võib regulatoorne domeen sisaldada sidumiskohti Ca2+ ja/või diatsüülglütserooli jaoks.


    Signaali puudumisel püsib proteiinikinaas C mitteaktiivses olekus, kuna selle N-terminaalne osa blokeerib katalüütilise domeeni aktiivsust. Aktiveerimiseks seotakse proteiinikinaas C rakumembraani külge ning sellega kaasneva konformatsioonilise muudatuse tõttu leeveneb molekulisisene autoinhibeerimine. Mitmete proteiinikinaasi C isovormide puhul seostubki molekul membraaniga tänu aktiveerivale hüdrofoobsele diatsüülglütseroolile. Täielikuks aktiveerimiseks on mõningate proteiinikinaasi C isovormide puhul vaja veel seda, et fosforüülimist teeksid teised proteiinikinaasid, nt fosfoinositiidist sõltuv proteiinikinaas (vt ka peatükk 6.5.2.2).


    Sõltuvalt isovormist ning rakutüübist võib proteiinikinaas C fosforüülida väga mitmeid substraate, sealhulgas neid, mis tagavad negatiivse tagasiside realiseerumist GPCR-i tasandil. Nimelt peavad rakkudel olema adaptatsioonimehhanismid, mis tagaksid signaaliülekande peatumise juhul, kui retseptoreid stimuleeriv ligand püsib rakuvälises keskkonnas pikemat aega kõrge kontsentratsiooni juures. GPCR-i puhul on selleks põhimõtteliselt kolm võimalust: tuleb ühendada lahti retseptor ja sellega seotud G-valk, tuleb eemaldada retseptor rakumembraanilt (nn internaliseerumine) ja/või retseptor tuleb lagundada lüsosoomides. Kõiki neid protsesse võib käivitada GPCR-i fosforüülimine. Proteiinikinaas C võib aktiveerivalt fosforüülida G-valguga seotud retseptorite proteiinikinaasi, mis seejärel fosforüülib GPCR-i.


    G-valguga seotud retseptorite proteiinikinaas suudab fosforüülida vaid aktiveeritud kujul GPCR-i. Fosforüülitud retseptoriga saab seejärel seostuda arrestiinide perekonda kuuluv valk, mis käivitabki ülalpool mainitud desensibiliseerimise radu (joonis 6.10). Kõigepealt ei suuda arrestiiniga seotud retseptor siduda G-valku. Ühtlasi käitub arrestiin adaptorvalguna, mis võimaldab retseptor-arrestiin-kompleksi sisestamist klatriiniga kaetud vesiikulitesse, eemaldades retseptori rakumembraanist. Sõltuvalt retseptori ja raku tüübist ning stimuleeriva ligandi kontsentratsioonist võib retseptori endotsütoosiga kaasneda ka selle lagundamine.
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    Joonis 6.10. G-valguga seotud retseptorite inaktiveerimine ja internalisatsioon fosforüülimise järel. GRK on G-valguga seotud retseptorite proteiinikinaas, mis fosforüülib aktiveeritud GPCR-i. Mõningate GRK perekonna kinaaside lokaliseerimiseks membraanile on vajalik G-valgu dissotsiatsioonil tekkinud bγ-dimeer. GPCR-i fosforüülimise järel seostub retseptoriga arrestiin, mis käivitab retseptori n-ö kapseldamise klatriiniga kaetud vesiikulitesse. Vesiikulite endotsütoosi järel võidakse retseptor lagundada või saata taaskasutusse (st retseptor suunatakse pärast ajutist eemalolekut tagasi membraanile).


    6.3.2.3. Gα12/13 signaalirajad


    Dissotsieerunud Gα12/13 raja efektorid on valgud, mis võivad samal ajal käituda nii GTPaasse aktiivsuse stimuleerijatena kui nukleotiidide vahetust katalüüsivate faktoritena. Nende valkude nimi on RhoGEF ning need saadavad signaali edasi monomeersete G-valkude perekonna Rho kaudu (joonis 6.11).


    Samamoodi nagu trimeersed G-valgud on Rho aktiivne juhul, kui see on seotud GTP-ga, ning mitteaktiivne juhul, kui see on seostunud GDP-ga. Tegutsemise käigus katalüüsib Rho ise GTP hüdrolüüsi GDP-ks. Seepärast tõstavad Rho aktiivsust valgud, mis kiirendavad GDP dissotsiatsiooni ning uue GTP seondumist. See ongi RhoGEF-ide ülesanne. Gα12/13 suhtes käituvad aga RhoGEF-id hoopis desaktiveerivate valkudena, kuna need kiirendavad GTP hüdrolüüsi Gα12/13 poolt.
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    Joonis 6.11. RhoGEF kui Gα12 efektor ning Rho ja Rho-st sõltuva kinaasi signaalirada. Ligand (nt trombiin) seostub spetsiifiliste G-valguga seotud retseptoritega (nt PAR3/4 retseptoritega) ning käivitab G-valgu dissotsiatsiooni. Dissotsiatsioonil tekkinud Gα12 stimuleerib RhoGEF valke, mis aktiveerivad monomeerset valkude perekonda Rho. Aktiveeritud Rho liigub rakumembraanile, kus ta omakorda aktiveerib Rho-st sõltuvat proteiinikinaasi. See proteiinikinaas katalüüsib fosforüülimisreaktsioone, mille lõppväljund on raku kokkutõmbumine. Tähistused joonisel: GAP on GTPaasset aktiivsust soodustav valk, ROCK on Rho-st sõltuv proteiinikinaas ning LIMK on LIM-kinaas.


    Aktiveeritud Rho liigub plasmamembraanile, kus ta kohtub oma sihtmärgiga, milleks on Rho-st sõltuv proteiinikinaas. Rho-st sõltuv proteiinikinaas on tavaolekus autoinhibeeritud (molekuli C-terminaalne osa varjestab katalüütilist taskut), kuid Rho seostumisel muutub kinaasi struktuur ning kinaas omandab katalüütilise aktiivsuse.


    Rho-st sõltuva proteiinkinaasi signaaliseerimise tulemusena käivitatakse rakus aktiinist koosnevate stressifiibrite teke ning raku kuju muutus. See saavutatakse kahel viisil: kõigepealt fosforüülitakse ja aktiveeritakse LIM-kinaas, mis siis fosforüülib ning deaktiveerib aktiini lagundavate ADF/kofiliinvalkude perekonda. Samuti fosforüülib Rho-st sõltuv proteiinikinaas müosiini kerget ahelat, tõstes viimase ATPaasset aktiivsust ning sundides liigutama aktiinifilamente, põhjustades raku kokkutõmbumist. See protsess on oluline ka silelihaste kokkutõmbunud oleku tagamisel, mida vaatleme põhjalikumalt allpool (vt peatükk 6.5.1.1).


    6.3.3. Kudede morfogeneesiga seotud raku pinnaretseptorid


    Mitmed rakumembraani integraalsed valkude perekonnad pakuvad spetsiifilisi kokkupuute- ja kinnituskohti eri rakkude vahel või raku ja ekstratsellulaarse maatriksi (ECM) valkude vahel. Integriinid on rakupinna valgud (tuntakse ka adhesiooniretseptorite nime all; vt peatükk 6.5.3), mis vahendavad raku interaktsioone ECM-i ja teiste rakkudega, sealhulgas mõnede patogeenidega. Samuti edastavad integriinid signaale mõlemas suunas läbi rakumembraani, integreerides informatsiooni rakuvälise ja -sisese keskkonna vahel.


    Integriinide ja nende ECM ligandite mitmekesisus võimaldab integriinidel osaleda mitmetes erinevates bioloogilistes protsessides. Näiteks moduleerivad nad rakkude migratsiooni ja nende täpset paigutust kudedes, eriti oluline on see morfogeneesil organismi embrüonaalse arengu staadiumis. Samuti vahendavad integriinid põletikulisi vastuseid, reageerides teatud patogeenidele. Kuna integriinid on otseselt seotud kudede morfogeneesi regulatsiooniga, on need valgud seotud ka eri vähiliikide ja mõnede autoimmuunhaiguste arenguga organismis.


    Integriinide tähtsust on demonstreeritud katsetes knockout-hiirtega, kus insenergeneetiliste tehnikate abil oli enamik integriine kodeerivatest geenidest välja lülitatud ja vastavaid valgulisi produkte organismis ei sünteesitud. Sellistes hiirtes olid märgatavad suured kõrvalekalded arengus, näiteks oli häiritud veresoonte moodustumine, leukotsüütide funktsioon, ning põletikuliste vastuste tekitamine vastavates rakkudes. Samuti oli märgata muutusi luude ja veresoonkonna arengus.


    Samuti on rakkude adhesiooniga seotud Frizzled-valgud (vt peatükk 6.6.2). Neil retseptoritel on võtmeroll raku polaarsuse regulatsioonis. Nad stimuleerivad sünapsite teket embrüonaalse arengu faasis, vastutavad rakkude proliferatsiooni ja paljude teiste protsesside eest nii lootes kui ka täiskasvanud organismis.

  


  
    6.4. Tuumaretseptorid


    Tuumaretseptorid on raku tsütosoolis paiknevate valkude klass, mis vastutavad steroidhormoonide ja kilpnäärmehormooni signaalide vahendamise eest raku tuuma. Hormoonide seostumisel retseptoritega on viimased võimelised teiste valkudega interakteerudes reguleerima spetsiifiliste geenide ekspressiooni (nii üles kui alla), kontrollides seeläbi organismi ainevahetust ja arengut. Tuumaretseptorid on suutelised otseselt seostuma DNA-ga (joonis 6.12), mõjutades selliselt teatud geenide ekspressiooni, ning seega liigitatakse neid valke transkriptsioonifaktorite klassi.
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    Joonis 6.12. Agonistide abil aktiveeritud tuumaretseptorid PPAR (tumeroosa) ning RXR (roheline) moodustavad heterodimeeri, mis seostub DNA-ga (oranž). PPAR on oluline sihtmärk diabeedi ravis, kuna selle aktiveerimisel ja seostumisel DNA-ga toimuvad muutused geeniekspressioonis, mis teevad rakke tundlikumaks insuliini suhtes. PPAR-i agonist on ülaoleval joonisel GlaxoSmithKline’i ravim Avandia (tumeroosa). Kõik PPAR-id moodustavad heterodimeere aktiveeritud retinoidiretseptoritega RXR, mille agonist on retinoolhape (roheline). Retseptorite heterodimeeri eri osad on näidatud sekundaarsete struktuuridena, DNA kaksikheeliks peenemate joontena, retseptorite agonistid kuulikestena. Allikas: Protein Databank, www.rcsb.org, PDB 3DZY.


    Kuigi enamik steroidhormoonidest toimib läbi tuumaretseptorite mõjutamaks spetsiifiliste geenide ekspressiooni (näiteks ensüümide sünteesi regulatsioon suhkrute ja rasvade katabolismi radades), evivad mõned neist hormoonidest ka oluliselt kiiremaid efekte, mida arvatavasti siiski reguleerivad plasmamembraanis paiknevad retseptorid. Näiteks on demonstreeritud, et östrogeeni mõju veresoonte laienemisele ei sõltu geeni transkriptsioonist või valgusünteesi etappidest, vaid on tingitud steroidhormooni indutseeritud sekundaarse virgatsaine cAMP kontsentratsiooni tõusust rakus (vt ka peatükk 6.5.1.1).


    Tuumaretseptorite unikaalne omadus, mis eristab neid teistest retseptorite klassidest, on nende võime otse interakteeruda genoomse DNA-ga. Sellest tulenevalt on tuumaretseptoritel võtmeroll nii embrüonaalses arengus kui ka täiskasvanud organismi homeostaasis.


    Tuumaretseptoreid võib liigitada kahte suurde klassi nende toimemehhanismi ja paigutumise järgi rakus ligandi puudumisel. Väikesed lipofiilsed ained, nagu looduslikud hormoonid (nt östrogeen ja testosteroon; joonis 6.13), on võimelised difundeeruma läbi rakumembraani ja seostuma tsütosoolis paiknevate (tüüp I) või tuumas paiknevate (tüüp II) tuumaretseptoritega. Seostumine põhjustab retseptoris konformatsioonimuutuse, mis sõltuvalt retseptori iseloomust vallandab rakuliste sündmuste kaskaadi, mis kulmineerub üles- või alla-regulatsiooniga spetsiifiliste geenide ekspressioonis.


    Tuumaretseptorite ligandid on peale looduslike ja sünteetiliste steroidide ka kilpnäärmehormoon, vitamiin A (retinoolhape) (joonis 6.13) ja vitamiin D (kaltsitriool) ning mõned rasvhapped ning prostaglandiinid.
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    Joonis 6.13. Tuumaretseptorite erinevatesse aineklassidesse kuuluvate ligandite struktuurid.

  


  
    6.5. Ensümaatiliste omadustega retseptorid või ensüümiga seotud retseptorid


    Käesolevas alapeatükis käsitletavaid retseptoreid eristab see, et kui ligand on seostunud retseptoriga, siis sellega kaasneb retseptorsüsteemis ensümaatilise aktiivsuse muutumine (enamasti käivitumine). Suurem osa sellistest retseptoritest sisaldavad rakuvälist ligandi sidumisdomeeni, rakumembraani läbivat (ehk transmembraanset) domeeni ning rakusisest ensümaatiliselt aktiivset domeeni. Struktuuri poolest võib ensümaatiliselt aktiivne domeen seejuures kuuluda samasse molekuli kui ülejäänud retseptori osad (nn ensüümretseptorite puhul) või siis esineda eraldi valgumolekulina, mida ligandi aktiveeritud retseptor endaga seob (nn ensüümseotud retseptorite puhul). Kõigi nende retseptorite aktiveerimise eripära on see, et retseptori aktiveerumisel toimub ensümaatilise funktsiooni mõjutamine retseptori dimeerumise või isegi oligomeerumise kaudu. Mõningatel juhtudel käivitab retseptori di-/oligomeerumise ligandi seostumine; teistel juhtudel peab retseptor juba eelnevalt eksisteerima di-/oligomeerunud olekus, kusjuures ligandi seostumine põhjustab siis retseptori rakusiseste osade ümberorienteerumise. Selline mehhanism on oluline, sest suuremal osal neist retseptoritest on ainult üks rakumembraani läbiv domeen. Seega oleks puhtalt konformatsiooniliste muutuste ülekanne raku pinnal paiknevalt ligandi sidumisdomeenist raku sisemusse (nagu see on G-valguga seotud retseptoritel, vt peatükk 6.3.2) tõenäoliselt väheefektiivne.


    Ensümaatiliste omadustega üksus retseptori koostises võib olla guanülaaditsüklaas – sel juhul käivitub retseptori aktiveerumise tulemusena sekundaarse virgatsaine cGMP tootmine GTP-st. Suurem osa vaadeldavast retseptorite klassist realiseerib aga oma ensümaatilist aktiivsust fosforüüli ülekande kaudu, st retseptori struktuuris sisalduvaks või retseptoriga ühenduses olevaks ensüümiks on kas proteiinikinaas või proteiinifosfataas. Allpool vaatleme põhjalikult retseptor-türosiinikinaase, retseptor-seriini-/treoniinikinaase, türosiinikinaasidega seotud retseptoreid, histidiinikinaasidega seotud retseptoreid ning retseptorisarnaseid türosiinifosfataase.


    6.5.1. Retseptor-guanülaaditsüklaasid ja nende rajad


    Retseptor-guanülaaditsüklaasid võib sõltuvalt valgu asukohast rakus ning ka retseptorit aktiveerivate ligandite järgi jaotada kahte klassi. Klassikaliselt vaadeldakse retseptorina vaid rakumembraani läbivat valku, kuid laiema käsitluse kohaselt võib retseptorina vaadelda ka tsütoplasmas paiknevat (nn lahustuvat) guanülaaditsüklaasi. Mõlemal juhul kaasneb signaalmolekuli seostumisega retseptori külge tsüklaasidomeeni aktiveerumine, mille tulemusena toodetakse guanosiin-5’-trifosfaadist (GTP-st) tsüklilist guanosiinmonofosfaati (cGMP) (joonis 6.14).
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    Joonis 6.14. cGMP tekitamine guanülaaditsüklaaside aktiveerimisel ning järgmise astme efektorid. Natriureetilise peptiidi seostumisel membraanse guanülaaditsüklaasiga või lämmastikmonooksiidi seostumisel tsütoplasmalise guanülaaditsüklaasiga käivitub cGMP teke. cGMP võib seejärel aktiveerida proteiinikinaasi PKG, tsüklilistest nukleotiididest sõltuvaid ioonikanaleid või fosfodiestreaase, mis tagavad signaali mahavõtmise. Tähistused joonisel: NP on natriureetiline peptiid, mGC on membraanne guanülaaditsüklaas, tsGC on tsütoplasmaatiline guanülaaditsüklaas, PDE on fosfodiesteraas, CNGC on tsüklilistest nukleotiididest sõltuv ioonikanal. CNGC funktsioneerimist käsitletakse põhjalikumalt peatükis 6.5.1.2.


    Membraansete guanülaaditsüklaaside ligandid on natriureetilised peptiidid. Need on sekreteeritavate signaalpeptiidide perekond, millesse kuulub südamekoja natriureetiline peptiid ANP ning aju natriureetiline peptiid BNP. Natriureetilise peptiidi seostumisel membraanse GC homodimeeri ainsasse rakuvälisesse sidumistaskusse tekib retseptoris konformatsiooniline muutus. See kantakse üle retseptori transmembraanse osa tsütoplasmalise osani, millega kaasneb guanülaaditsüklaasi katalüütilise domeeni aktiveerumine. Samas põhjustab aga katalüütilise domeeni aktiveerumine retseptori rakuvälise osa afiinsuse vähenemist ligandi suhtes. Tulemusena dissotsieerub ligand retseptorilt ning signaaliülekanne peatub taas.


    Tsütoplasmalised guanülaaditsüklaasid on heterodimeerid, mille N-terminaalsed regulatoorsed domeenid moodustavad tasku Fe2+ sisaldava heemi jaoks. Ühtlasi on igas tsütoplasmalise guanülaaditsüklaasi molekulis dimeriseerumisdomeen ning katalüütiline domeen. Tsütoplasmalise guanülaaditsüklaasi aktivaator on lämmastikmonooksiid NO ning väiksemal määral ka süsinikmonooksiid CO. Aktivatsioon toimub NO seostumisel heemi raudtuumiku külge, millega kaasneb Fe2+ lahkumine heemitasandilt. Konformatsiooniline muutus kantakse üle guanülaaditsüklaasi katalüütilisse domeeni, mis hakkab teostama cGMP sünteesi. Signaali peatumine toimub NO dissotsieerumisel, mis taastab heemi esialgse struktuuri. CO seostumisel heemiga jääb Fe2+ heemitasandisse, seega ei ole konformatsiooniline muutus võrreldav NO tekitatuga ning seepärast on CO tsütoplasmalise guanülaaditsüklaasi jaoks ka palju kehvem aktivaator.


    cGMP on sekundaarne virgatsaine, mille põhiline efektor on cGMP-st sõltuv proteiinikinaas (PKG). Seega on cGMP signaalirada analoogne cAMP omaga, kus põhiline efektor on proteiinikinaas PKA. PKG holoensüüm on homodimeer, milles iga molekul sisaldab regulatoorset ning katalüütilist domeeni. cGMP puudumisel on PKG lukustunud mitteaktiivsesse konformatsiooni; cGMP seostumine leevendab PKG autoinhibeerimist ning aktiveerib kinaasi. Hoolimata mõningatest struktuursetest erinevustest toetavad PKA ning PKG rajad rakkudes sageli teineteist. Üks olulisimaid näiteid nende signaaliradade koostööst on silelihaste lõtvumine. Tuntud ravimi nitroglütseriini toime põhineb samuti cGMP-PKG raja aktiveerumisel, millega saavutatakse südant verega varustavates veresoontes silelihaskoe rakkude lõtvumine, veresoonte läbimõõdu kasv ning südame parem varustus hapnikurikka verega. NO tekib nitroglütseriini metaboolse lagundamise käigus.


    6.5.1.1. Silelihaste kokkutõmbumine ja lõtvumine


    Silelihaste kokkutõmbumiseks on vajalik müosiini regulatoorse kerge ahela (MLC20) fosforüülimine, mis tõstab MLC20 ATPaasset aktiivsust ning sunnib liigutama aktiinifilamente, põhjustades raku kokkutõmbumist. Kokkutõmbumist algatab vastusena Ca2+ kontsentratsiooni tõusule tsütosoolis Ca2+-st/kalmoduliinist sõltuv proteiinikinaas, mis vastutab MLC20 fosforüülimise eest (vt peatükk 6.3.2.2.1). Kuna Ca2+ tõusu piik möödub rakkudes kiiresti, on silelihaste pikemaks hoidmiseks kokkutõmbunud olekus vajalik muu signaalirada, mille keskne efektor on Rho-st sõltuv proteiinikinaas (vt peatükk 6.3.2.3). Rho-st sõltuv proteiinikinaas fosforüülib samuti MLC20 ning aktiveerib seda. Ühtlasi fosforüülib Rho-st sõltuv proteiinikinaas fosfataasi, mis vastutab MLC20 defosforüülimise eest; fosfataasi enda fosforüülimisega Rho-st sõltuva proteiinikinaasi poolt kaasneb fosfataasi aktiivsuse vähenemine (joonis 6.15).


    Kõiki neid silelihaste kokkutõmbumise eest vastutavaid signaaliradu suudavad cAMP ja cGMP signaalirajad blokeerida. Seda tehakse järgmiste fosforüülimisreaktsioonide kaudu, mida katalüüsivad PKA katalüütiline alaüksus (vt ka peatükk 6.3.2.1.1) ning PKG:


    fosforüülitakse abivalgud, mis stimuleerivad Gαq-valkude GTPaasset aktiivsust; sellega kaasneb vastava GPCR-i inaktiveerumine ning PLC-IP3-Ca2+ signaaliraja katkemine (vt peatükk 6.3.2.2.1);


    fosforüülitakse IP3 retseptorid endoplasmaretiikulumi pinnal, takistades Ca2+ vabanemist tsütosooli (vt peatükk 6.3.2.2.1);


    fosforüülitakse Ca2+ ATPaasid rakumembraanil ning endoplasmaretiikulumi pinnal, stimuleerides kaltsiumiioonide väljavoolu rakust (vt peatükk 6.3.2.2.1);


    fosforüülitakse Rho, mistõttu see liigub tsütosooli ja katkestab Rho-st sõltuva kinaasi aktivatsiooni;


    fosforüülitakse MLC20 fosfataas, kusjuures see ennetav fosforüülimine ei luba Rho-st sõltuval kinaasil enam inhibeerivat fosforüülimist teha.


    Organismis esineb aga signaaliülekande ahel, kus tsütosoolse Ca2+ tõus endoteeli rakkudes viib kokkuvõttes silelihasrakkude lõtvumiseni. Vastusena stimulatsioonile atsetüülkoliiniga käivitatakse endoteeli rakkudes Ca2+/kalmoduliini kaudu NO süntaasi rada, kus arginiinist ja hapnikumolekulist toodetakse tsitrulliin ning NO. NO difundeerub siis silelihasrakkudesse ja käivitab seal tsütosoolse guanülaaditsüklaasi kaudu cGMP-PKG raja. Seega võib NO-d vaadelda organismi kontekstis ka sekundaarse virgatsainena.
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    Joonis 6.15. Silelihasraku kokkutõmbumise ja lõtvumise eest vastutavad mehhanismid. Gαq-valguga seotud retseptorite stimuleerimisel tõuseb ensüümi fosfolipaas C aktiivsus ja seega sekundaarse virgatsaine IP3 tootmine. IP3 aktiveerib Ca2+-ga seotud signaaliradu, mis tagavad silelihaste lühiaegse kokkutõmbumise. Silelihaste pikaaegse kokkutõmbumise tagab aga Rho-st sõltuv proteiinikinaas, mille aktivatsioon kulgeb üle Gα12-ga seotud GPCR -> RhoGEF -> Rho signaaliraja. Silelihaste kokkutõmbumise eest vastutavaid signaaliradu blokeerib aga mitmel tasemel proteiinikinaasi PKG aktiivsus, mida käivitab natriureetiliste peptiidide või NO algatatud guanülaaditsüklaas -> cGMP signaalirada. Tähistused joonisel: PLC on fosfolipaas C, mGC on membraanne guanülaaditsüklaas, MYPT on MLC fosfataas. Punktiiriga joonistatud nooled näitavad silelihaste lõtvumise eest vastutavaid radu ning ühtlase joonega joonistatud nooled näitavad silelihaste kokkutõmbumise eest vastutavaid radu.


    6.5.1.2. cGMP muud rajad ning tagasisideahelad


    Kui vererõhk tõuseb, hakkavad südamekoja lihasrakud sekreteerima natriureetilist peptiidi ANP-d, mis stimuleerib veresoonte silelihasrakkude lõtvumist ning neerudes Na+ ja vee sekretsiooni. Kui esimene funktsioon toimib cGMP-PKG raja kaudu, siis teises funktsioonis mängivad rolli tsüklilistest nukleotiididest sõltuvad ioonikanalid (CNGC). CNGC-d on rakkude rakumembraanis paiknevad mitteselektiivsed katioonikanalid. Nende avanemiseks on vajalik membraani depolarisatsioon või hüperpolarisatsioon ning samal ajal nelja tsüklilise nukleotiidi molekuli seostumine. CNGC avanemisega kaasneb metalliioonide vool rakku sisse (Na+, väiksemal määral Ca2+) või rakust välja (K+).


    Nagu ka cAMP puhul, kontrollivad cGMP efektide kestust ja ulatust tsükliliste nukleotiidide fosfodiesteraasid, mis katalüüsivad cGMP hüdrolüüsi guanosiinmonofosfaadiks. Seejuures käitub cGMP nii fosfodiesteraasi substraadi kui ka aktivaatorina. Enamgi veel, fosfodiesteraase on võimeline aktiveerima fosforüülimise kaudu ka PKG, kindlustades sel viisil cGMP signaaliraja blokeerimise negatiivse tagasiside kaudu.


    cGMP, CNGC-d ja fosfodiesteraasid on nn põhimängijad ka signaaliülekandes, mis käivitub, kui valgus stimuleerib silma võrkkesta kepprakke. Valgus aktiveerib G-valguga seotud retseptorit rodopsiini, mis sisaldab kovalentselt ühendatud pigmenti cis-retinaali. Cis-retinaali ergastamisel tekib sellest trans-isomeer, millega kaasneb konformatsiooniline muutus kogu retseptoris. See kantakse üle retseptoriga seotud valgule Gt (transdutsiin), mille dissotsieerumisel tekkiv α-alaüksus aktiveerib cGMP fosfodiesteraasi. Sellega kaasnev cGMP sisalduse langus tsütosoolis sulgeb CNGC-d, mida pimedusega harjunud rakkudes hoitakse avatuna (joonis 6.16). Kanalite sulgemisega kaasneb membraani hüperpolariseerumine ning virgatsainete vabanemise vähenemine.


    6.5.2. Retseptor-türosiinikinaasid ja nende rajad


    Retseptor-TK signaaliradu õpiti tundma eeskätt nende vastustest rakuvälistele signaalvalkudele, mis vastutavad rakkude kasvu, paljunemise, diferentseerumise ning ellujäämise eest. Neid signaalvalke nimetatakse kasvufaktoriteks ning need toimivad tüüpiliselt lokaalsete signaalivahendajatena väga madalatel kontsentratsioonidel (10-9–10-11M). Tuntud näited on seejuures epidermise kasvufaktor (EGF), fibroblastide kasvufaktor-1 (FGF), insuliinisarnane kasvufaktor (IGF), trombotsüütide kasvufaktor (PDGF), endoteeli kasvufaktor (VEGF), neurotrofiinid (sh närvikasvufaktor NGF) jt. Vastused nendele on enamasti aeglased (tundide skaalal) ning kulgevad üle mitmete rakusiseste etappide, mille lõppväljund on geeniekspressioon.


    Samuti käivitavad signaaliradu retseptor-TK-de kaudu hormoonid (nt insuliin) ning mitmed signaalvalgud, mis on seotud rakupinnaga. Viimastest on suurim ligandite klass efriinid, mis reguleerivad rakkude kinnitumist pinnale (adhesiooni) ning on n-ö giidiks rakkude ja aksonite migreerumisel embrüonaalse arengu käigus (vt peatükk 9). Efriinid aktiveerivad vastavaid retseptoreid, kusjuures tegemist on nn kahesuunalise signaliseerimisega: retseptor käivitab signaaliraja retseptorit ekspresseeriva raku sees ning samas edastatakse signaal ka efriini ekspresseeriva raku sisemusse. Selline kahesuunaline signaliseerimine on oluline näiteks aju arengu normaalseks tagamiseks, et erinevaid ajuosasid moodustavad rakutüübid ei seguneks omavahel.


    Retseptor-TK aktiveerimiseks peab ligand (või ligandid) seostuma kahe kõrvuti paikneva retseptori ahelaga, mis võib realiseeruda erinevate stsenaariumide kaudu. Näiteks PDGF on ise dimeer, mis seostumisel ristühendab kaht retseptorimolekuli. Mõned monomeersed ligandid nagu EGF seostuvad samuti kahe retseptoriga korraga. Seevastu monomeersed FGF-id moodustavad enne aktiveerimisrolli omandamist multimeere, kasutades selleks ekstratsellulaarse maaktriksi või sihtmärkraku pinnal olevaid heparaansulfaat-proteoglükaane. Kontaktist sõltuva signaliseerimise puhul moodustavad ligandid klastreid sihtmärkraku membraani peal; näiteks membraaniseoselised efriinid aktiveerivad EphR-i, lahustuvad efriinid aga mitte.


    Retseptor-TK-de puhul kaasneb dimeriseerumisega tsütosoolsete kinaasidomeenide lähenemine teineteisele, mille tulemusena saab toimuda nende vastastikune fosforüülimine (ristfosforüülimine) (joonis 6.16). See aitab ensümaatilisele aktiveerumisprotsessile kaasa kahel viisil. Kinaasidomeeni enda türosiinijääkide fosforüülimine tõstab konformatsiooniliste muutuste kaudu proteiinikinaasi aktiivsust. Kinaasidomeenist kaugemal paiknevate türosiinijääkide fosforüülimise kaudu luuakse aga dokkimiskohad mitmete rakusiseste signaalvalkude jaoks. Sellised signaalvalgud võivad olla mitmed ensüümid, nt fosfolipaas C (vt peatükk 6.3.2.2), türosiinikinaas Src, fosfoinositiid-3’-kinaas. Oluline on rõhutada, et mitte kõik retseptor-TK signaalikompleksis osalevad valgud ei vastuta signaali edasise võimendamise ja nn edasi delegeerimise eest: eksisteerivad ka negatiivse tagasiside ahelad, mis võimaldavad signaali edastamise katkestada. Üks näide on valk c-Cbl, mis seostub mõningate aktiveeritud TK-retseptoritega ning katalüüsib nende ubikvitiinimist. See modifikatsioon põhjustab omakorda retseptori internaliseerumist raku sisemusse ning järgnevat degradatsiooni.
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    Joonis 6.16. Ligandi (nt kasvufaktori) seostumise järel dimeriseerub retseptor-TK, tsütosoolsed kinaasidomeenid lähenevad teineteisele ja ristfosforüüluvad. Selle tulemusena tõuseb proteiinikinaasi katalüütiline aktiivsus ning saab võimalikuks adaptorvalkude dokkimine aktiveeritud retseptorile.


    Kuigi retseptor-TK-de signaliseerimiskompleksi kuulub väga mitmeid erinevaid valke, teostub viimaste dokkimine retseptor-TK-de külge praktiliselt samasuguse struktuuriga ehituslike domeenide kaudu. Need on kas SH2-domeenid (saanud oma nimetuse Src homology järgi, sest need avastati esimest korda just Src koosseisus) või PTB-domeenid (ingl phosphotyrosine-binding). Need domeenid seostuvad fosforüülitud türosiini külge, kuid neil on sidumistasku ka sellega külgnevate aminohappejääkide jaoks, tagades sel viisil seostumise selektiivsust (joonis 6.17).


    
      [image: ]

    


    Joonis 6.17. SH2-domeen on valgu ehitusüksus, mis seob fosforüülitud türosiinijääki ning millel on sidumistasku ka külgnevate aminohappejääkide jaoks, tagades sel viisil seostumise selektiivsuse. Joonisel on näidatud SH2-domeeni (roheline) struktuur koos seostunud peptiidiga (värviliste kuulikestena), mis sisaldab fosforüülitud türosiinijääki. Must pidev ringjoon näitab SH2 taskut, kuhu seostub fosforüülitud türosiinijääk. Musta punktiiriga ringjoon näitab SH2 taskut, mis vastutab selektiivsuse tagamise eest. Allikas: Protein Databank, www.rcsb.org, PDB 1LCJ.


    Insuliini ja IGF-1 retseptorid funktsioneerivad teisiti. Kõigepealt esinevad need tetrameersel kujul ning ligandi seostumine toimib pigem konformatsiooniliste üleminekute põhjustajana, mis paigutab ümber retseptori transmembraanseid osi ning põhjustab seega kahe kinaasidomeeni lähenemist teineteisele. Samuti paikneb enamik retseptori aktiivsuse käivitumise tulemusena fosforüülitavatest aminohappejääkidest mitte retseptoril endal, vaid spetsiaalsel dokkimisvalgul. Tulemusena luuakse hoopis arvukamaid dokkimiskohti teiste rakusiseste valkude jaoks, kui ainult retseptori enda pinnal oleks võimalik tekitada. Tegelikult kuulub taoline dokkimisvalkude kasutamise strateegia ka teiste retseptor-TK-de tegevusse, kuna selle abil on hõlpsam suurendada signaliseeriva kompleksi suurust ning järelikult ka signaaliülekanderadade arvu.


    Mõned signaalvalgud koosnevad peaaegu tervenisti üksnes SH2- ja SH3-domeenidest (viimased n-ö tunnevad ära ja seovad proliinirikkaid järjestusi ning on samuti oma nime saanud Src järgi, kus nad esimest korda avastati). Sellised valgud on nagu adaptorid, mis võimaldavad kaasata retseptor-TK-de signaalikompleksidesse niisuguseid valke, millel endal SH2-domeenid puuduvad.


    6.5.2.1. Ras-MAPK signaalirada


    Ras on valkude perekond, mis kuulub monomeersete GTPaaside alla. Nagu teised GTPaasidki on Ras aktiivne juhul, kui see on seotud GTP-ga, ning mitteaktiivne juhul, kui see on seostunud GDP-ga. Ras-i saavad seega aktiveerida valgud, mis stimuleerivad GDP dissotsiatsiooni ning GTP seostumist (ingl guanine nucleotide exchange factors, GEF). Just GEF-ide seostumine retseptor-TK-dega võimaldab Ras-raja aktiveerumist retseptorite kaudu (joonis 6.18). Ras aktiivsuse langust soodustavad aga valgud, mis stimuleerivad GTP-hüdrolüüsi aktiivsust (ingl GTPase-activating proteins, GAP). Vähi teket põhjustavad hüperaktiivsed muteerunud Ras-vormid on seejures just need, mis on resistentsed GAP-dele ning mis püsivad seetõttu permanentselt aktiivsetena.


    Ras-i koostises sisaldub kovalentselt ühendatud lipiidne osa, mis võimaldab ankurdada valku membraani külge ja seega lokaliseerida selle toimepiirkonda. Retseptor-TK-de tehtav Ras-i aktiveerimine on lühiaegne, kuna türosiinispetsiifilised fosfataasid taastavad kiiresti esialgse olukorra. Rakutuuma jõudva ning seal geeniekspressiooni mustrit muutva pikemaajalise signaali saavutamiseks käivitab Ras proteiinikinaaside toimeahela, mida nimetatakse ka MAPK kaskaadiks (mitogen-activated protein kinase). Ras seostub kõigepealt proteiinikinaasiga Raf, põhjustades viimases konformatsioonilise muutuse ning lokaliseerides selle rakumembraanile. Järgnevas kaskaadis fosforüülib ja aktiveerib iga eelnev liige järgmist: proteiinikinaas Raf –> MAPK-kinaasi kinaas –> MAPK-kinaas –> MAPK. Näiteks kaskaadi lõpplüli MAPK aktiveerimiseks on vaja fosforüülida selle unikaalses TxY motiivis nii treoniini- kui ka türosiinijääki, mida suudab teha MAPK-kinaas. MAPK ise siseneb tuuma ning fosforüülib geeniregulatsioonikompleksi komponente, millega käivitatakse geeniekspressioon. Mõned nendest ekspresseeruvatest valkudest on omakorda võimelised geeniekspressiooni käivitama. MAPK rada osaleb näiteks muuhulgas ka G1-staadiumi tsükliinide aktivatsiooni käivitamise kaudu rakutsükli regulatsioonis (vt peatükk 6.2.1).
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    Joonis 6.18. Kasvufaktori (nt EGF) seostumisel spetsiifilise retseptor-TK-ga (nt EGFR) toimub retseptori dimeriseerumine ja aktivatsioon. Aktiveeritud retseptoriga seostuvad abivalgud GEF, mis aktiveerivad monomeerset GTPaasi Ras. Ras aktiveerib proteiinikinaasi Raf, mis käivitab edasiste fosforüülimiste kaskaadi, mille väljund on käivitada geeniekspressioon.


    MAPK-perekonna valkude deaktiveerimiseks piisab, kui nendelt eemaldatakse fosforüül kas ainult Thr või ainult Tyr jäägist vastava spetsiifilisusega fosfataaside poolt. Tavaliselt on need raku tsütoplasmas pidevalt olemas. Mõnikord eemaldavad duaalse spetsiifilisusega fosfataasid aga mõlemalt aminohappejäägilt fosforüülid, neid fosfataase sünteesitakse samuti vastusena rakuvälisele stiimulile – sel viisil realiseerub üks negatiivse tagasiside ahelatest.


    6.5.2.2. Ras–fosfoinositiid-3’-kinaasi signaalirajad


    Peale MAPK signaaliraja võib retseptor-TK-de aktiveeritud Ras käivitada ka fosfoinositiid-3’-kinaasi raja. Samuti võivad fosfoinositiid-3’-kinaasi aktiivsuse käivitada ka teised rakumembraanil paiknevad retseptorite tüübid, nt GPCR. Mõlema fosfoinositiid-3’-kinaasi tüübi katalüütiline alaühik on sama ehitusega ning sellel on sidumistasku aktiveeritud Ras-i jaoks, mis seostub fosfoinositiid-3’-kinaasiga ning saab viimast konformatsioonilise muutuse kaudu otseselt stimuleerida (joonis 6.19).
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    Joonis 6.19. Samamoodi nagu on näidatud joonisel 6.18, toimub kasvufaktori (nt NGF) seostumisel spetsiifilise retseptor-TK-ga (nt NGFR) retseptori dimeriseerumine ja aktivatsioon. Aktiveeritud retseptoriga seostuvad abivalgud GEF, mis aktiveerivad monomeerset GTPaasi Ras. Ras aktiveerib fosfoinositiid-3’-kinaasi, mis fosforüülib inositoolfosfolipiide inositoolitsükli kolmandas positsioonis. Tekkinud lipiidid funktsioneerivad rakusiseste signaalvalkude dokkimiskohtadena, aktiveerides muuhulgas proteiinikinaasi B signaaliradu, mis tagavad rakkude ellujäämise. Tähistused joonisel: PI3K on fosfatidüülinositool-3’-kinaas, PIP on fosfatidüülinositool-4’-fosfaat.


    Fosfoinositiid-3’-kinaas fosforüülib inositoolfosfolipiide. Fosfatidüülinositool (PI) on membraanilipiid, mille inositoolijääki saab fosforüülida mitmes positsioonis, genereerides sel viisil erineva struktuuri ning ka funktsionaalsusega fosfolipiide. Aktiveeritud fosfoinositiid-3’-kinaas katalüüsib inositoolfosfolipiidide fosforüülimist inositoolitsükli kolmandas asendis, tekitades sel viisil fosfatidüülinositool-3,4-bisfosfaati (PI(3,4)P2) või fosfatidüülinositool-3,4,5-trisfosfaati PI(3,4,5)P3. Erinevalt inositoolfosfolipiidist PI(4,5)P2, mis on ensüümi PLC jaoks substraat ning mida kasutatakse sekundaarsete virgatsainete sünteesiks (vt peatükk 6.3.2.2), ei lagunda PLC PI(3,4)P2 ega PI(3,4,5)P3. Need jäävad rakumembraani tsütosoolsele küljele ning funktsioneerivad rakusiseste signaalvalkude dokkimiskohtadena. Rakusisesed signaalvalgud seostuvad PI(3,4)P2 ja PI(3,4,5)P3 külge tavaliselt üle signaalvalkudes sisalduva plekstriin-homoloog-domeeni (PH), mis avastati esimest korda liistakute valgus plekstriinis. Signaaliülekande lõpetamiseks defosforüülitavad fosfataasid neid fosfolipiidide (eemaldavad fosforüüli inositooli kolmandast asendist). Üks selline fosfataas on PTEN; kui selles esineb deaktiveeriv mutatsioon, siis fosfoinositiid-3’-kinaasi rada jääb aktiveerituks ning aitab kaasa vähkkasvajate arengule.


    Üks fosfoinositiid-3’-kinaasi osalusel toimuvatest regulatsioonidest, mis vastutavad raku ellujäämise eest, on proteiinikinaasi B (PKB ehk Akt) kaudne aktivatsioon. PKB-l on samuti PH-domeen, seega põhjustab fosfoinositiid-3’-kinaasi aktiveerimine rakuvälise signaali kaudu PKB suunamise rakumembraani siseküljele. Seal seostub PKB PI(3,4,5)P3-ga, mis muudab kinaasi konformatsiooni sel viisil, et PKB-d saab siis fosforüülida veel üks kinaas, fosfoinositiidist sõltuv proteiinikinaas PDK1. PDK1 suundub membraanile sama mehhanismi järgi kui PKB-gi. Kui PDK1 on nüüd PKB aktiveerinud, siis pöördub see tagasi tsütoplasmasse, kus fosforüülib mitmeid substraate. Üks nendest on kaspaas-9, mille aktiveerumisel suunatakse rakk programmeeritud surma ehk apoptoosi (vt peatükk 12). PKB fosforüülimine hoiab aga kaspaas-9 mitteaktiivses olekus, tagades sel viisil raku ellujäämise.


    Rakkude kasvu tagavad fosfoinositiid-3’-kinaasi rajad pole lõpuni identifitseeritud, kuid on kindlaks tehtud, et need on seotud valgusünteesi kiiruse suurendamisega. Fosfoinositiid-3’-kinaasi, ülalpool mainitud PDK1 ning teiste kinaaside katalüüsitava protsessi tulemusena aktiveeritakse proteiinikinaas S6K. See fosforüülib aktiveerivalt ribosoomide S6 alaüksust, mis võimaldab tõsta teatud mRNA-de valimi transleerimise kiirust, kusjuures need mRNA-d ise kodeerivad ribosomaalseid valke ning raku transleeriva „masinapargi“ teisi komponente.


    6.5.3. Tsütoplasma türosiinikinaasidega seotud retseptorid ja nende rajad


    Mitmed raku pinnal paiknevad retseptorid vajavad oma aktiivsuse saavutamiseks ja signaali edasikandmiseks samuti türosiinijääkide fosforüülimist, kuid seejuures puudub retseptorite endi koostises vastav kinaasidomeen. Sellised retseptorid realiseerivad oma rolle tsütoplasma proteiinikinaaside kaudu ning sel juhul räägitakse türosiinikinaasidega seotud retseptoritest (TK-s-retseptorid). TK-s-retseptorid funktsioneerivad väga sarnaselt retseptor-TK-dega (vt peatükk 6.5.2; mõlema retseptoriklassi puhul on aktiivsuse realiseerumiseks vajalik dimeeride või oligomeeride moodustamine), ainult et retseptorit ning türosiinikinaasi kodeerivad TK-s-retseptorite puhul erinevad geenid.


    Paljud TK-s-retseptoritest realiseerivad oma aktiivsuse Src-perekonna kinaaside abil, mis on ühtlasi imetajate suurim tsütoplasmaatiliste türosiinikinaaside perekond. Kõigil Src-perekonna esindajatel on olemas SH2 ja SH3 domeenid (vt peatükk 6.5.2). Src ise ning veel mitmed perekonnaliikmed saavad seostuda ka aktiveeritud retseptor-TK-de külge; sel viisil stimuleeritakse vastastikust katalüütilist aktiivsust retseptorite koostisse kuuluvate kinaasidomeenide ning tsütoplasmaatiliste kinaaside vahel, mis kokkuvõttes tagab edastatava signaali pikemaaegse ning jõulisema püsimise.


    6.5.3.1. Integriinid ja FAK


    Üks tsütoplasma türosiinikinaaside tüüp seostub integriinidega (vt peatükk 6.2.1). Integriinid on põhiline retseptoriliik, mida rakud kasutavad seostumiseks rakuvälise maatriksi külge. Maatriksi komponentide (nt fibronektiini või kollageeni; vt peatükk 6.3) seostumine integriinidega põhjustab integriinide klasterdumist kohtades, kus tekivad kontaktid maatriksiga, ning käivitab rakk-maatriks liiduste tekke, mida nimetatakse fokaalseteks ühendusteks. Üks paljudest valkudest, mida liiduste asukohta kuhjatakse, on tsütoplasma türosiinikinaas FAK (ingl focal adhesion kinase). FAK on tavaolekus autoinhibeeritud (molekuli N-terminaalne osa varjestab katalüütilist taskut), kuid FAK-i seostumisel integriini tsütosoolse osa külge muutub kinaasi struktuur ning autoinhibeerimine leeveneb. FAK-i molekulide kogumis toimub seejärel ulatuslik ristfosforüülimine, millega luuakse dokkimissaidid kinaasi Src jaoks. Src ja FAK saavad nüüd jätkata teineteise ning teiste liiduste koostisse kuuluvate signaalvalkude fosforüülimist (joonis 6.20). Tekkiv ulatuslik impulss signaliseerib rakule, et see on kinnitunud sobiva substraadi külge, millel rakk saab kasvada, jaguneda, migreeruda vms.
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    Joonis 6.20. Integriinide seostumine rakuvälise maatriksiga põhjustab ankurvalkude kinnitumist aktiinist tsütoskeletile. Ankurvalgu rollis on tüüpiliselt taliin. Liiduste kohtadesse kuhjatakse proteiinikinaasid FAK ja Src, mis aktiveeruvad integriinidega seostumise ning ristfosforüülimise tulemusena. Aktiivsed FAK ja Src käivitavad tugeva impulsi signaliseerimaks raku substraadile kinnitumist. ECM on rakuväline maatriks.


    6.5.3.2. Tsütokiinide retseptorid ja Jak-STAT signaalirada


    TK-s-retseptorite suurim ja mitmekesiseim klass on aga tsütokiinide retseptorid. Nende retseptorite liganditeks võivad olla lokaalsed vahendajad tsütokiinid (teiste rakkude toodetud väikesed valgud), samuti ka mõningad hormoonid (nt kasvuhormoon ning prolaktiin). Tsütokiini seostumine põhjustab retseptori ahelate oligomeerumise või ümberorienteerumise, kui oligomeer oli juba eelnevalt moodustunud. See toob omakorda üksteise lähedale retseptoriga seostunud Januse kinaasi ehk proteiinikinaasi Jak molekulid. Nimetus Jak tuleneb vanaroomlaste kahepalgelisest jumalast Janusest: Jak sisaldab ühe katalüütiliselt aktiivse kinaasidomeeni ning ühe pseudokinaasi domeeni. Aktiveeritud retseptori küljes paiknevad Jak-i molekulid omandavad sobiva ruumilise struktuuri ning saavad üksteist ristfosforüülida, suurendades sel viisil Jak-i kinaasidomeenide aktiivsust. Seejärel on Jak võimeline fosforüülima türosiinijääke tsütokiini retseptoritel, tekitades dokkimissaite signaalvalkude, sealhulgas STAT-i (signal transducers and activators of transcription) jaoks (joonis 6.21).


    Kokku on olemas seitse erinevat STAT-valku ning igaühel neist on SH2-domeen, mis vastutab kahe funktsiooni eest. Kõigepealt võimaldab see STAT-il seostuda aktiveeritud tsütokiiniretseptoril paikneva fosfotürosiinijäägiga. Erinevate tsütokiinide retseptorid on seejuures võimelised selektiivselt siduma just teatud radadesse põimitud STAT-e, kuna viimaste SH2-domeen tunneb ära just vastavatel retseptoritel paiknevaid fosfotürosiinseid dokkimissaite (st fosfotürosiin tuntakse ära teiste aminohappejääkide kontekstis). Kui STAT on retseptoriga seostunud, saab seda fosforüülida Jak, misjärel STAT dissotsieerub retseptorilt. Vabanenud STAT-i SH2-domeen saab seejärel seostuda teise STAT-molekuli fosforüülitud türosiinijäägi külge, põhjustades seega STAT-i homo- või heterodimeeride tekke. Dimeer migreerub siis rakutuuma, kus kombinatsioonis teiste geene reguleerivate valkudega stimuleerib kindlate geenide transkriptsiooni. Näiteks aktiveerub vastusena hormoon prolaktiinile STAT5 rada, mis käivitab piimavalke kodeerivate geenide transkriptsiooni, stimuleerides sel viisil piima tootmist.
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    Joonis 6.21. Tsütokiini (nt prolaktiini) seostumisel spetsiifilise retseptoriga toimub viimase dimeriseerumine, millega kaasneb retseptoriga seotud proteiinikinaasi Jak molekulide lokaalse kontsentratsiooni tõus. Jak-i molekulid saavad teineteist aktiveerida ristfosforüülimise teel ning seejärel fosforüülivad retseptori türosiinijääke. Fosforüülitud türosiinijäägid muutuvad dokkimissaitideks signaalvalkudele STAT. Jak fosforüülib seejärel ka STAT-i, mis dissotsieerub siis retseptorilt ning moodustab tsütoplasmas dimeeri teise STAT-molekuliga. Tekkinud dimeer migreerub rakutuuma, kus ta stimuleerib geenitranskriptsiooni.


    Jak-STAT signaalirada avastati esmalt interferoonide uuringutes. Interferoonid on tsütokiinid, mida rakud (eriti vere valgelibled) sekreteerivad vastusena viirus- jms nakkusele. Infitseeritud rakkude toodetud interferoonid seostuvad veel mitteinfitseeritud naaberrakkude retseptoritega ning käivitavad nendes rakkudes valkude tootmise, mis suurendavad rakkude resistentsust nakkuse suhtes.


    STAT-i vahendatavates radades esineb sageli negatiivne tagasiside. Muude geenide hulgas aktiveerivad STAT-dimeerid ka geene, mis kodeerivad n-ö inhibeerivaid valke. Inhibiitorvalk võib seostuda nii aktiveeritud tsütokiiniretseptoriga kui ka STAT-valguga, blokeerides STAT-i edasist aktiveerumist ning lõpetades sel viisil signaaliülekande. Samuti võib inhibiitor blokeerida signaaliülekannet Jak-i tasemel. Kõigist nendest mehhanismidest siiski ei piisaks Jak-i ja STAT-i aktiivsuse kiireks ja ulatuslikuks vaigistamiseks; selleks tuleks viimased hoopis defosforüülida. Viimast protsessi katalüüsivad vastavad fosfataasid.


    6.5.4. Retseptorisarnased türosiinifosfataasid, tsütoplasma türosiinifosfataasid ja nende toimerajad


    Valkude türosiinifosfataasid (PTP-d) võivad nagu türosiinikinaasidki esineda nii tsütoplasmaatilisel kui membraanseotud kujul. Valkude türosiinifosfataasid tagavad signaliseerimise dünaamika, tehes Tyr fosforüülimise lühiaegseks, nii et signaali puudumisel on Tyr fosforüülituse tase väga madal. Kõigi PTP-de tertsiaarstruktuur ning katalüütiline mehhanism on üsna sarnane: selle keskmes on fosforüüli siduv tasku, milles sisaldub nukleofiilina käituv tsüsteiinijääk. Võttes fosforüülrühma substraadi küljest ära, moodustub sellest jäägist vaheproduktina tsüsteinüülfosfaat. Seejärel astub mängu PTP kõrvalaasas paiknev aspartaadijääk, mis käitub hüdrolüüsi katalüsaatorina, võimaldades defosforüülitud türosiiniga substraadil lahkuda ning regenereerides vaheproduktist esialgses olekus ensüümi.


    Selgroogsetes esineb kaks tsütoplasmaatilist PTP-d, millel on SH2-domeenid; seetõttu nimetatakse neid SHP-1 ja SHP-2. SHP-1 võimaldab blokeerida vastuseid mõningatele tsütokiinidele rakkudes, defosforüülides aktiveeritud kinaase Jak-perekonnast (vt peatükk 6.5.3.2). Nii SHP-1 kui ka SHP-2 aitavad blokeerida mõningaid retseptortürosiinikinaaside radu. Veel üks tuntud tsütoplasma PTP on PTEN, mis käitub vähi mahasurujana ning mille erilisus seisneb selles, et see on suuteline defosforüülima nii lipiidi PI(3,4,5)P3 kui fosfotürosiinijäägiga valke. PTEN käivitab rakusurma anoikise kaudu (raku apoptoos pärast kontakti kaotamist maatriksiga), hüdrolüüsides PI(3,4,5)P3 ja deaktiveerides seega PKB-rada (vt peatükk 6.5.2.2) ning samuti surudes maha signaliseerimist mööda FAK-rada (vt peatükk 6.5.3.1).


    Transmembraanseid valkude türosiinifosfataase on palju, kuid nende täpne funktsioon on enamjaolt teadmata. Vähemalt mõningad neist arvatakse funktsioneerivat retseptoritena; kuna aga enamikul neist pole ligandeid seni teada, siis nimetatakse neid retseptorisarnasteks türosiinifosfataasideks (RPTP). RPTP-d koosnevad ühest-kahest rakusisesest fosfataasidomeenist, transmembraansest domeenist ning rakuvälisest osast, mille struktuur on erinev RPTP eri tüüpide puhul. Enamiku RPTP-de rakuvälised domeenid sarnanevad siiski rakuadhesiooni molekulidega; RPTP-de rolli on ka sageli seotud just rakk-rakk ja rakk-maatriks interaktsioonidega. RPTP-de radade füsioloogiline väljund võib aga peale raku kinnitumise ning tsütoskeleti ümberkorraldumise olla ka sünaptogenees, neuriitide väljakasv, T- ja B-lümfotsüütide aktivatsioon jms.


    RPTP-de aktiivsust saab kontrollida ligandi indutseeritud dimerisatsiooni kaudu (joonis 6.22), kusjuures erinevalt retseptor-TK-dest kaasneb dimerisatsiooniga ensümaatilise aktiivsuse vähenemine. Eksisteerib ka alternatiivne mudel, mille alusel RPTP-d esinevad ka puhkeolekus dimeeridena ning ligandi seostumisel retseptori rakuvälise osaga kantakse konformatsioonilised muutused üle transmembraanse domeeni retseptori tsütoplasmaatilisse ossa. Sel viisil põhjustatakse katalüütiliste domeenide ümberorienteerumine, millega kaasneb fosfataasse aktiivsuse muutus. Veel üks RPTP-de aktiivsust reguleeriv tase on oksüdatiivne stress. Nimelt esineb peale katalüütilise domeeni mõningate RPTP-de struktuuris veel üks membraanist kaugemal asuv domeen, millel enamasti puudub katalüütiline aktiivsus, kuid mis sisaldab kergesti oksüdeeruvat tsüsteiini. Oksüdeerija (nt H2O2) juuresolekul moodustub lähestikku paiknevate domeenide tsüsteiinide vahel kovalentne S-S side, mis deaktiveerib RPTP-d. Oluline on, et ka viimane modifikatsioon on pöörduv ning on võimalik taastada süsteemi esialgne olek. Selline pöörduv oksüdatsioon on võimalik ka tsütoplasmaatiliste PTP-de puhul.
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    Joonis 6.22. Võimalusi retseptorisarnase türosiinifosfataasi aktiivsuse reguleerimiseks. A. Ligand käivitab RPTP dimeerumise. B. Ligand käivitab RPTP ümberorienteerumise. C. Oksüdeerija käivitab disulfiidsildade tekke. Erinevalt retseptor-TK-dest kaasneb RPTP puhul ligandi seostumisega enamasti ensümaatilise aktiivsuse vähenemine.


    6.5.4.1. PTPζ -β-kateniini signaalirada


    Nagu raku adhesioonimolekulidki, võivad RPTP-d osaleda kaht tüüpi vastasmõjudes: homofiilsetes või heterofiilsetes. Homofiilsete vastasmõjude korral loob ühe raku pinnal asuv molekul vastasmõjusid teise raku pinnal asuva samasuguse molekuliga. Heterofiilsete vastasmõjude korral on raku pinnal asuv molekul retseptoriks teistsuguse struktuuriga molekulile (viimane võib asuda teise raku pinnal või difundeeruda rakuvälises keskkonnas). Üks paremini uuritud heterofiilne RPTP-signaalirada käivitub vastusena pleiotropiinile (hepariiniga seostuv kasvufaktor). Pleiotropiin seostub rakumembraanil asuva PTPζ-ga, põhjustades PTPζ oligomeeride tekke ning fosfataasse aktiivsuse vähenemise. Tulemusena kasvab rakus PTPζ substraatide, sealhulgas fosforüülitud β-kateniini tase (joonis 6.23).
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    Joonis 6.23. Retseptorisarnase türosiinifosfataasi PTPζ kontrollitav β-kateniini signaalirada. Pleiotropiini seostumisel PTPζ-ga väheneb viimase ensümaatiline aktiivsus, millega kaasneb fosforüülitud β-kateniini taseme tõus. Fosforüülitud β-kateniin ei seostu adhesioonivalkudega, vaid selle lagundavad proteaasid, põhjustades rakkude adhesiooni halvenemist. Tähistused joonisel: siin ja edaspidi tähistab kääride märk proteolüütilist lagundamist või lõikamist; punase tilgana on kujutatud PTPζ fosfataasse aktiivsusega domeen.


    β-kateniin on rakkude pinnale kinnitumist tagav valk, mis on tavaliselt ühenduses transmembraansete adhesioonivalkude kadheriinidega, aidates ankurdada viimaseid tsütoskeleti komponendi aktiini külge. Fosforüülitud β-kateniin ei seostu N-kadheriiniga, põhjustades seega rakkude adhesiooni halvenemist ning mõnikord epiteeli-mesenhüümi üleminekut. Viimane on oluline embrüonaalses arengus, kuid võib osutuda ka metastaaside teket initsieerivaks mehhanismiks.


    6.5.5. Retseptor-seriini-/treoniinikinaasid ja nende rajad


    Türosiinijääkide fosforüülimisel ning defosforüülimisel põhinevate retseptorite kõrval esineb ka selliseid retseptoreid, mille koostisse kuuluvad kinaasidomeenid vastutavad substraatvalkudes seriini- või treoniinijääkide fosforüülimise eest. Neid nimetatakse vastavalt retseptor-seriini-/treoniinikinaasideks (retseptor-Ser/Thr-PK) ning need võtavad osa kas tsütokiinide või transformeeriva kasvufaktori β (TGF-β) signaaliradadest.


    Transformeeriv kasvufaktor-β (TGF-β) on sekreteeritavate dimeersete valkude rühm, mis sisaldab TGF-β-t ennast, aktiviine ning luude morfogeneetilisi valke BMP. TGF-β valgud reguleerivad embrüonaalarenguga seotud mustrite formeerumist, rakkude diferentseerumist, rakuvälise maatriksi tootmist ning rakusurma. Täiskasvanutes on need seotud kudede paranemise ning immuunregulatsiooniga.


    TGF-β valgud seostuvad retseptor-Ser/Thr-PK-de rakuvälise domeeniga ning edastavad signaali läbi transmembraanse domeeni tsütosoolsele kinaasidomeenile (joonis 6.24). Retseptor-Ser/Thr-PK-d esinevad tegelikult kahes variatsioonis (tüüp I või II), mis on struktuurselt sarnased ning puhkeolekus dimeersed. Enamasti seostub TGF-β tüüp-II homodimeeriga ja aktiveerib seda, misjärel seotakse, fosforüülitakse ning aktiveeritakse tüüp-I homodimeer. Sel viisil moodustubki aktiivne tetrameerne kompleks.


    Aktiveeritud retseptorikompleks kannab seejärel signaali edasi rakutuuma, kasutades Jak-STAT-signaalirajaga (vt peatükk 6.5.3.2) sarnast strateegiat. Tüüp-I retseptor seob ja fosforüülib latentset geene reguleerivat valku perekonnast Smad (sõltuvalt retseptorist, kas Smad2/3 või Smad 1/5/8). Fosforüülitud Smad dissotsieerub seejärel retseptorilt ning seostub valguga Smad4. Tekkinud kompleks liigub rakutuuma, kus assotsieerub teiste geene reguleerivate valkudega ning aktiveerib sihtmärkgeenide ekspressiooni. Mõningate TGF-β perekonna liikmete puhul sõltub lõplik füsioloogiline vastus TGF-β rakuvälisest kontsentratsioonist ning vastavalt ka Smad-komplekside hulgast rakutuumas.


    Nagu Jak-STAT-raja puhul, on ka Smad-rajal olemas tagasisidestatud inhibeerimismehhanismid. Smad-komplekside aktiveeritavate geenide hulgas on need, mis kodeerivad inhibeerivaid Smad6/7-id. Viimased käituvad lõksudena: need seostuvad aktiveeritud tüüp-I retseptoritega ning takistavad sel viisil teiste retseptoraktiveeritavate Smad-ide seostumist. Tulemuseks on aktiivsete Smad-komplekside formeerumise pidurdus. Teiste rakuväliste ligandite tüübid võivad samuti stimuleerida inhibeerivate Smad-ide tootmist: nt γ-interferoon, mis aktiveerib Jak-STAT-rada, põhjustab aktiveeritud STAT-dimeeride formeerumist, mis omakorda käivitavad inhibeeriva Smad7 tootmise.
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    Joonis 6.24. TGF-β retseptorite käivitatav signaalirada. TGF-β seostumisel raku väliskeskkonnas spetsiifiliste retseptoritega (tüüp II homodimeer) edastatakse signaal konformatsiooniliste muutuste kaudu rakusisesele Ser/Thr kinaasidomeenile. Aktiveeritud tüüp II homodimeer seob ja aktiveerib seejärel retseptori tüüp I homodimeeri. Moodustunud retseptorklaster seob ja fosforüülib valku Smad2 või Smad3, mis siis dissotsieerub retseptorilt ning seostub valguga Smad4. Tekkinud kompleks liigub rakutuuma, kus see osaleb geeniekspressiooni reguleerimises. Tähistused joonisel: roheliste kuulikestena on tähistatud retseptorite Ser/Thr-kinaasiaktiivsust omav katalüütiline domeen.


    On olemas ka hulk sekreteeritavaid rakuväliseid inhibeerivaid valke, mis võivad neutraliseerida TGF-β rada otseselt TGF-β tasandil, seostudes sellega ning blokeerides selle võimet seostuda retseptoritega. TGF-β perekonna liikmed ning ka mõned ülalpool mainitud inhibiitorid sekreteeritakse enamasti mitteaktiivsete eelvalkudena, mille proteolüütilisel lõikamisel moodustub aktiivne valk.


    6.5.6. Histidiinikinaasidega seotud retseptorid ja nende rajad


    Mitmed keemilise signaliseerimise mehhanismid hulkraksete organismide rakkude vahel ja sees (nt tsüklilised nukleotiidid, Ca2+ gradiendid) pärinevad tegelikult ainuraksetest organismidest. Ainuraksete üks paremini uuritud reaktsioonitüüp on kemotaktilised vastused, kus rakk liigub keskkonnas leiduva kemikaaliallika poole (kui tegemist on atraktandiga, nt suhkru, aminohappe, väikese peptiidiga) või sellest eemale (kui tegemist on repellendiga, nt raskemetalli iooniga). Bakterite kemotaksist reguleerivad ensüümseotud retseptorid, kusjuures ensüümideks on histidiinikinaasid; sarnased süsteemid eksisteerivad ka pärmides ja mõningates taimedes.


    Bakter liigub viburite abil, seejuures on igaüks neist ühendatud bakteriaalses membraanis paikneva valgulise kettaga. Ketas on omakorda osa väikesest mootorist, mis kasutab pöörlemiseks membraanipindade vahelise prootonigradiendi energiat. Kuna bakteri pinnal paiknevatele viburitele on iseloomulik nn käelisus, siis viburi pöörlemise erinevatel suundadel (päripäeva või vastupäeva) on kokkuvõttes vastupidine efekt bakteri kui terviku liikumisele. Viburite pöörlemisel vastupäeva kogunevad need ühtlaseks komplektiks, võimaldades bakteril ujuda ühes kindlas suunas. Viburite pöörlemisel päripäeva lahknevad need üksteisest ning bakter pöörleb kaootiliselt (n-ö väreleb), omamata konkreetset liikumissuunda. Keskkonnast tuleneva stiimuli puudumisel muutub ketta pöörlemise suund regulaarselt mõne sekundi järel, põhjustades bakteri iseloomulikku kulgu, kus sirgjoonelise liikumise vahel toimub bakteri juhuslik nn värelemine kaootilise pöörlemise tõttu.


    Atraktandid või repellendid muudavad bakteri normaalset kulgemist, kuna need seostuvad spetsiifiliste retseptoritega ning muudavad nn värelemise sagedust, suurendades või vähendades ajavahemikke, mille järel muutub viburite pöörlemissuund. Kui bakter ujub n-ö soodsas suunas (st suunas, milles atraktandi kontsentratsioon keskkonnas tõuseb või siis repellendi oma väheneb), siis on nn värelemise ajavahemikud väiksemad ning sirgjoonelise kulgliikumise ajavahemikud pikemad. See toobki bakteri lõppkokkuvõttes soovitud kemikaalile lähemale või siis viib ebasoovitavast kemikaalist kaugemale.


    Histidiinikinaasiga seotud retseptorid on homodimeerid, mis seovad atraktante või repellente periplasmaatilise osa kaudu; retseptorite transmembraanne osa ning sellele järgnev domeen vahendavad konformatsioonilised muutused retseptorite tsütoplasmaatilisse ossa. Viimane on seotud adaptervalgu kaudu histidiinikinaasiga CheA (joonis 6.25). Repellendi seostumine retseptoriga aktiveerib CheA-d, mis ristfosforüülib naabermolekuli CheA histidiinijäägi. Tekkinud kõrge energiaga ühendilt võetakse seejärel fosforüül kiiresti ära ning kantakse üle signaalvalgu CheY aspartaadijäägile. Fosforüülitud CheY dissotsieerub seejärel retseptorilt ning difundeerub läbi tsütosooli viburimootorini, seostub sellega ning paneb selle pöörlema päripäeva, tingides bakteri nn värelemise. Kuna CheY-l on iseeneslik fosfataasne aktiivsus, suudab see ajapikku iseennast defosforüülida, kuigi seda protsessi kiirendab oluliselt abivalkude olemasolu. Atraktandi seostumine retseptoriga aga deaktiveerib CheA-d ning pikendab seega ajavahemikku, mille jooksul vibur pöörleb ning bakter jätkab liikumist n-ö soodsas suunas.
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    Joonis 6.25. Repellendi sidumine bakteri histidiinikinaasiga seotud retseptoritega ning kemotaktilise vastuse genereerimine. Repellent (nt inimorganismi immuunsüsteemi toodetud tsütokiin vastusena bakterinfektsioonile) seostub spetsiifiliste retseptoritega. Konformatsioonilised muutused kanduvad üle retseptorite tsütoplasmaatilisse ossa, mis on seotud adaptervalgu kaudu histidiinikinaasiga CheA. Teineteise naabruses olevad CheA molekulid aktiveeruvad ristfosforüülimise kaudu ning seejärel kantakse fosforüül üle signaalvalgule CheY. Fosforüülitud CheY dissotsieerub retseptorilt ning difundeerub läbi tsütosooli viburimootorini, seostub sellega ning paneb selle pöörlema päripäeva, tingides bakteri kaootilist nn värelemist. Selle tulemusena lõpetab bakter suunatud liikumise repellendi poole.


    Kui atraktantide või repellentide efekt bakteri liikumisele realiseerub sekundite jooksul, siis minutite skaalal toimub bakteri n-ö harjumine ehk adaptatsioon vaadeldava kemikaali kontsentratsiooniga. Seetõttu normaliseerub bakteri liikumine taas, kui kemikaali kontsentratsioon ei kasva ega kahane (puudub gradient). Adapteerumine on vajalik justnimelt selleks, et bakter reageeriks pigem kemikaali kontsentratsiooni muutumisele keskkonnas. Adapteerumine kulgeb kemotaksise retseptorite metüleerimise kaudu, mida katalüüsib ensüüm metüültransferaas, muutes kemotaksise retseptorite tundlikkust kemikaali suhtes.

  


  
    6.6. Proteolüüsiga seotud retseptorite signaalirajad


    Selles peatükis käsitleme signaaliradu, mis on olulisel määral reguleeritavad proteolüüsiga. Seejuures võib proteolüüs toimuda signaaliülekande erinevatel etappidel – alates rakuvälise ligandi tootmisest ja retseptori aktiveerivast lõikamisest kuni efektori degradatsiooni takistamiseni signaaliraja käivitumise tulemusena. Proteolüüsiga seotud rajad mängivad eriti olulist rolli embrüo arengu käigus. Enamik neist radadest avastati Drosophila-uuringutes, kuid need on evolutsiooniliselt hästi säilinud ning sageli mängivad olulist rolli ka täiskasvanud inimese kudede regenereerumisel.


    6.6.1. Notch-signaalirajad


    Signaliseerimist üle Notch-retseptorvalgu on kõige paremini uuritud Drosophila närvirakkude arenemise protsessis. Närvirakud tekivad tavaliselt isoleeritud tsentritena eellasrakkude epiteeltasandil, seejuures signaliseerib iga tulevane närvirakk oma vahetutele naabritele samal ajal seda, et need ei areneks närvirakuks. Sellist protsessi nimetatakse lateraalseks inhibeerimiseks ning see panustab kontaktist sõltuvale signaliseerimismehhanismile, mida vahendab valk Delta (imetajates nimetatakse vastavat valku Delta-sarnaseks).


    Delta asub tulevase neuroni pinnal ning seostub naaberraku Notch-retseptorvalguga (joonis 6.26). Nii Delta kui Notch on ühe transmembraanse domeeniga valgud ning mõlemad vajavad funktsioneerimiseks eelnevat proteolüütilist töötlust (kuigi Delta puhul ei ole kindlaks tehtud, miks proteolüüs vajalik on). Notch-retseptorvalk läbib kolm proteolüütilist lõikamist, millest kaks viimast sõltuvad Deltast. Kõigepealt lõikab Notch-valku selle tavalise biosünteesi käigus raku Golgi aparaadis tegutsev proteaas. See lõikamine muudab Notchi heterodimeeriks, mida seejärel transporditakse see valmis retseptorina raku pinnale. Naaberraku Delta seostumine Notchiga käivitab rakuvälises domeenis veel ühe lõikamise, mida teevad metalloproteaasid. Seejärel toimub kohe ka kolmas lõikamine raku sees – seda teeb γ-sekretaasi kompleks, mis vabastab retseptori tsütoplasmaatilise fragmendi.


    Äralõigatud Notch-fragment liigub seejärel rakutuuma, kus see seostub geene reguleeriva valguga; see muutub valgu transkriptsiooni repressorist transkriptsiooni aktivaatoriks. Ekspressiooni tulemusena toodetavad valgud reguleerivad seejuures samuti geene, kuid neil on inhibeeriv funktsioon. Näiteks närvisüsteemi rakkude puhul pidurdavad Notch-signaaliraja väljundina ekspresseeritavad valgud geenide ekspressiooni, mis on vajalikud neuraalseks diferentseerumiseks. Selline Notchi ja Delta suhtlusel põhinev signaliseerimine võimaldab kujundada peeneid rakumustreid mitmete loomade eri kudedes, kusjuures peale lateraalse inhibeerimise võib Notchil põhinev signaaliülekanne hoopis edastada naaberrakkudele käsu areneda samal viisil.
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    Joonis 6.26. Notch-valk läbib esimese proteolüütilise töötluse Golgi kompleksis, misjärel tekkinud heterodimeer transporditakse raku pinnale. Naaberraku valgu Delta seostumisel läbib Notch veel kaks proteolüütilist töötlust, mille tulemusena internaliseerib ülemine rakk Delta Notchi ja ülejäänud osa endotsütoosi teel ning need lagundatakse. Notchi tsütoplasmaatiline fragment aga liigub alumise raku tuuma ja muudab geenide ekspressiooni. Tähistused joonisel: MP on metalloproteaas.


    Notchi signaliseerimisrada on ka näide sellest, et ligand-retseptor-signaliseerimist võib mõjutada retseptori glükosüülimine. Notchi struktuuri kuulub posttranslatoorselt ühendatud sahhariidijääk, millele glükosüülitransferaaside perekond võib lisada uusi sahhariidijääke, muutes seega Notchi selektiivsust ligandite suhtes.


    6.6.2. Wnt-signaalirajad


    Wnt-valgud on sekreteeritavad glükoproteiinid, mis käituvad lokaalsete vahendajatena, kontrollimaks embrüonaalse arengu mitmeid aspekte. Rakuretseptorid Wnt jaoks kuuluvad perekonda Frizzled ning on seitsme transmembraanse domeeniga. Struktuuri poolest meenutavad need GPCR-e ning mõned neist võivad signaliseerida G-valkude ning fosfolipiidide rada pidi; enamasti signaliseerivad need aga G-valkudest sõltumatuid radu mööda. Wnt seostub samal ajal Frizzledi ja selle koretseptorvalkude külge, põhjustades retseptorklastrite tekke. Sellega kaasneb retseptorite tsütoplasmaatilise osaga seostuva valgu Dishevelled polümerisatsioon.


    Üks paremini uuritud Wnt-signaaliradu, nn kanooniline rada, toimib üle multifunktsionaalse valgu β-kateniini (joonis 6.27). β-kateniinil on funktsioon nii rakk-rakk adhesiooni tagamisel (vt peatükk 6.5.4.1) kui ka latentse geene reguleeriva valguna. Wnt signalisatsiooni puudumisel asub enamik raku β-kateniinist rakk-rakk-kinnitusliiduste küljes, kus β-kateniin on ühenduses transmembraansete adhesioonivalkude kadheriinidega. β-kateniin, mis pole kadheriinidega assotsieerunud, degradeeritakse kiiresti tsütoplasmas. Degradatsiooniks on vajalik suur kompleks, mis seob β-kateniini ja fosforüülib seda (kompleksis sisaldub Ser/Thr proteiinikinaas GSK3). Sel viisil märgistab proteasoom β-kateniini edasiseks ubikvitinüülimiseks ja lagundamiseks. Wnt-signaaliraja aktiveerumisel paigutub GSK3 sisaldav kompleks ümber rakumembraanile. Tulemuseks on mittefosforüülitud β-kateniini akumuleerumine tsütoplasmas ja rakutuumas.


    Tuumas hoiab inhibeeriv kompleks Wnt-signaaliraja sihtmärkgeene tavaliselt vaigistatuna. Degradeerimata β-kateniin suudab seostuda selle kompleksiga, asendades inhibeeriva komponendi ning käivitades geenide ekspressiooni. Üks nende geenide kodeeritud valkudest on c-Myc, mis on raku kasvu ja jagunemise tugev stimuleerija.
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    Joonis 6.27. Sekreteeritav glükoproteiin Wnt seostub retseptoriga Frizzled ning põhjustab retseptorklastrite tekke ja retseptoriga seotud valgu Dishevelled polümerisatsiooni. Tekkinud kompleks n-ö püüab tsütoplasmast kinni β-kateniini fosforüülimise ja degradatsiooniga seotud valke. Tulemuseks on degradeerimata β-kateniini kuhjumine rakutuuma ning geeniekspressiooni käivitamine.


    6.6.3. Hedgehog-signaalirajad


    Hedgehog-valgud avastati Drosophila-uuringutes, kus ilmnes, et vastava geeni muteerimine tekitas kärbeste omapärase väljanägemise (ingl hedgehog ’siil’). Need valgud kuuluvad samuti sekreteeritavate signaalmolekulide perekonda, kusjuures selgroogsetel on vähemalt kolm erinevat Hedgehog-valku: Sonic, Desert ja Indian Hedgehog.


    Kõigi Hedgehog-valkude iseärasus on see, et nende aktiivne vorm on kovalentselt ühendatud kolesterooli külge, mis aitab vähendada nende difusiooni sekreteerimise järel. Kolesterooli lisatakse seejuures unikaalse etapi käigus, kus valk lõikab iseennast, moodustades aktiivse N-terminaalse domeeni (sellele lisataksegi kolesterool) ning C-terminaalse domeeni, mille füsioloogilise aktiivsuse kohta pole andmeid. Tootvas rakus seostub Hedgehog endotsütootilistes vesiikulites valguga Dispatched, mis suunab Hedgehogi rakumembraanile ja osaleb selle sekretsiooni tagamises (joonis 6.28). Hedgehogi puudumisel toimub vastuvõtva raku pinnal 7-transmembraanse domeeniga GPCR-taolise valgu Smoothened repressioon, mida teeb 12-transmembraanse domeeniga valk Patched. Selle mehhanism pole täpselt teada, kuid tõenäoliselt käitub Patched steroolide pumbana, mis eemaldab Smoothened-valgult selle membraanse lokalisatsiooni ning aktiivsuse jaoks vajalikke oksüsteroole. Hedgehogi seostumine Patchedi ja koretseptorite külge leevendab Smoothened-repressiooni. Smoothened akumuleerub seejärel raku tsütoplasma väljasopististes (nn ripsmetes) ja kannab signaali edasi üle GLI transkriptsioonifaktoritele.
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    Joonis 6.28. Iseenesliku lagundamise tulemusena tekkiv signaalmolekuli Hedgehogi vorm sekreteeritakse valgu Dispatched abil rakkudevahelisse keskkonda. Selle seostumine GPCR-taolise valguga Smoothened vabastab viimase repressioonist, misjärel Smoothened kuhjub tsütoplasma väljasopististes ja muudab GLI-valkude fosforüülimismustrit. GLI-valgud liiguvad siis rakutuuma ja stimuleerivad geeniekspressiooni.


    Hedgehog-signalisatsiooni puudumisel on GLI-valgud ühendatud ripsmete mikrotuubulite külge üle valgulise kompleksi, mis sisaldab kinesiini. Seejuures modifitseeritakse GLI-valke proteolüütilise lõikamise ning fosforüülimise kaudu nii, et GLI-d on transkriptsiooni repressorid. Hedgehog-signaaliülekande tingimustes muutub aga GLI-valkude fosforüülimismuster, mistõttu need dissotsieeruvad mikrotuubulitelt ning muutuvad Hedgehog-signaaliraja geenide transkriptsiooni aktivaatoriteks. Mitmed neist geenidest kodeerivad raja enda komponente, mis võimaldavad positiivset või negatiivset tagasisidet (nt vastavalt GLI ja Patched).


    Üks paremini uuritud Sonic Hedgehog rolle selgroogsete arengus on jäsemete areng. Sonic Hedgehog käitub morfogeenina, mille gradiendi ja signaali ajalise kestuse mõju määrab sõrmede asetuse moodustumise jäsemepungast. Näiteks kõige posterioorsema, viienda sõrme (väikese sõrme) rakud ekspresseerivad Sonic Hedgehogi kõige kauem, kõige anterioorsema, esimese sõrme (pöidla) rakud arenevad aga Sonic Hedgehogi rajast sõltumatult – ning kui jäsemes puudub Sonic Hedgehogi ekspressioon, siis areneb ainult pöial.


    6.6.4. NF-κB signaalirajad


    Selgroogsetel on põletikuliste vastuste indutseerimisel eriti olulised kaks tsütokiini, vähi nekroosifaktor κ (TNF-α) ning interleukiin-1 (IL-1). Mõlemaid toodab kaasasündinud (ehk mittespetsiifilised) immuunsüsteemi rakud (nt makrofaagid). Need tsütokiinid seostuvad raku pinnal vastavalt TNF-α või IL-1 retseptoritega, mis erinevalt peatükis 6.5.3.2 vaadatust ei aktiveeri aga Jak-STAT-radu, vaid hoopis NF-κB-radu. NF-κB perekonna liikmed on latentsed geene reguleerivad valgud, mis on enamiku põletikuliste vastuste kesksed „tegelased“. Põletikulised vastused tekivad reaktsioonina infektsioonile või vigastusele, kuid ülemäärase võimendatuse korral võivad põhjustada haigusi, nt reumatoidset artriiti.


    TNF-α toodetakse transmembraanse homotrimeerse valguna. Signaliseerimises osalev nn lahustuv TNF-β tekib sellest proteolüütilise lagundamise tulemusel ning sekreteeritakse rakkudevahelisse keskkonda, kus see saab seostuda teiste rakkude retseptoritega. Retseptori aktiveerimisega kaasneb selle trimeriseerumine ja konformatsioonilise muutuse ülekanne tsütoplasmaatilisse ossa, kus toimub retseptoriga komplekseerunud inhibeeriva valgu dissotsiatsioon ning selle asemele seostub adaptervalk. Adaptervalgu kaudu tuuakse üksteise lähedusse Ser/Thr-proteiinikinaasid, mis algatavad fosforüülimise kaskaadi. Kaskaadi esmaseid tulemusi on tsütoplasmas proteiinikinaasi IKK fosforüülimine (joonis 6.29).


    Miks on aga IKK NF-κB-signaaliraja jaoks vajalik? Imetajates on viis erinevat NF-κB-valku, mis saavad moodustada mitmesuguseid homo- ja heterodimeere, millest igaüks aktiveerib spetsiifilist geenide kogumit. Puhkeolekus on NF-κB-dimeeridega seotud inhibeerivad valgud IκB, mis moodustavad tsütoplasmas suuri komplekse. IKK on proteiinikinaas, mis vastutab IκB fosforüülimise eest, millele järgneb IκB ubikvitinüülimine ning lagundamine. IκB degradeerimisel paljastub NF-κB-valkude osa, mis on tuuma suunav järjestus – seega saavad NF-κB-d nüüd liikuda rakutuuma ja stimuleerida geenitranskriptsiooni. NF-κB-signaaliraja aktiveeritavate geenide hulgas on need, mis vastutavad T-lümfotsüütide arengu, küpsemise ja paljunemise eest.


    
      [image: ]

    


    Joonis 6.29. Proteolüütilisel lagundamisel tekkiv vähi nekroosifaktori α vorm sekreteeritakse rakkudevahelisse keskkonda. Selle seostumisel TNF-α retseptoritega toimub viimase trimeriseerumine ja adaptervalgu seostumine. Adaptervalgu kaudu seostuvad retseptoriga proteiinikinaasid, mis käivitavad tsütoplasmas proteiinikinaasi IKK aktiveerimise. IKK vabastab inhibiitorist NF-κB-valke, mis seejärel suunduvad rakutuuma ja stimuleerivad geeniekspressiooni.


    Peale NF-κB-raja käivitab TNF-α seostumine TNFR-iga eespool kirjeldatud MAPK-raja (vt peatükk 6.5.2.1) ning ka apoptootilise raja, kuigi viimaseid efekte varjestavad sageli NF-κB-raja antiapoptootilised efektid.

  


  
    7. Rakutsükkel


    MARDO KÕIVOMÄGI, MART LOOG


    Kõik elusorganismid koosnevad rakkudest. Organismi väljaarenemine algab üksikust rakust, millest kujuneb paljude edasiste jagunemiste teel täiskasvanud organism. Raku jagunemine on eluslooduse kõige komplekssem koordineeritud protsess. Rakk on nagu keeruline molekulaarne masin, millel on kümneid tuhandeid funktsionaalseid detaile ja sõlmi. Kõik need raku funktsionaalsed osad, organellid ja kromosoomid peavad raku pooldumise puhul olema täpselt emarakuga samamoodi kopeeritud ja uuesti loodud ehk duplitseeritud. Kõige olulisem on jagunemise protsessi juures aga see, et tegemist ei ole lihtsalt detailide kopeerimisega, vaid raku duplitseerimise tuhanded üksikud sündmused peavad olema üksteise suhtes ajaliselt ja järjestikku kooskõlastatud, sest vastasel juhul tekivad jagunemisprotsessis vead. Näiteks kromosoomide jagunemine ei tohi toimuda enne seda, kui kromosoomid on täielikult duplitseeritud, sest vastasel juhul pärivad rakud endale vigased kromosoomid. Defektselt jagunenud kromosoomid aga tähendavad rakule surma või anomaaliaid, nagu näiteks rakkude kontrollimatu pooldumine vähkkasvaja puhul. Võib ette kujutada, milline määratu koordineeritud kellavärk peab olema evolutsioonis välja kujunenud, et kõiki neid üksikuid sündmusi üksteisega koordineerida. Käesolevas peatükis vaatleme eukarüootse raku pooldumise mehhanisme. Peamine rõhuasetus ei ole niivõrd jagunemisprotsessi kirjeldusel, vaid jagunemist reguleerivate kontrollmehhanismide alusprintsiipide selgitamisel.

  


  
    7.1. Rakutsükli faasid


    Rakutsükli keskne funktsioon on sünteesida uus koopia kromosomaalset DNA-d ja jaotada duplitseeritud kromosoomid kahe tütarraku vahel. Need kaks protsessi määravad ära rakutsükli peamised faasid. S-faasi ajal toimub DNA replikatsioon, mille käigus sünteesitakse kromosomaalse DNA koopiad. S-faasile järgneb M-faas, mille käigus toimub kromosoomide segregatsioon ja raku jagunemine. M-faasi saab jaotada mitoosiks, kus kromosoomid ja tuum jagunevad, ning tsütokineesiks, kus toimub tsütoplasma jagunemine ja mille käigus jaguneb lõplikult kogu rakk. S-faasi ja M-faasi eraldavad nn gap-faasid, millest esimene, G1-faas eelneb vahetult S-faasile ja teine, G2-faas, eraldab S-faasi ja M-faasi (joonis 7.1).


    Rakutsükli kontrollmehhanismi peaülesanne on korraldada kromosoomide duplitseerimine ja segregatsioon ehk üksteisest eraldumine. Selleks käivitatakse replikatsioon ja lülitatakse sisse molekulaarsed mehhanismid, mis kontrollivad seda, et kromosoomid duplitseeritaks vaid täpselt ühes korduses. Teiseks initsieeritakse duplitseeritud kromosoomide kontrollitud ruumiline jaotumine kahe tütarraku vahel. Selleks reguleerib rakutsükli kontrollsüsteem tsentrosoomide duplitseerumist, kromosoomide kondenseerumist, tuumamembraani lagunemist, käävi moodustumist, kromosoomide kinnitumist kääviga kinetohooride kaudu, sõsarkromatiidide lahknemist ja teisi seotud protsesse. Ülejäänud raku osad, nagu membraan ja raku organellid, paljunevad või kasvavad paralleelselt raku kasvuga pooldumise käigus ja jaotuvad vabalt kahe tütarraku vahel, seega pole nad otseselt seotud rakutsükli keskse kontrollmehhanismiga.
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    Joonis 7.1. Rakutsükli faasid. Rakutsükli kaks peamist funktsionaalset ülesannet on kromosoomide duplitseerimine ja tütarrakkude vahel jaotamine ning need toimuvad vastavalt S- ja M-faasis. M-faas jaotatakse kaheks. Esiteks toimub mitoos, mille käigus sõsarkromosoomid eraldatakse üksteisest kahest tsentrosoomist ja mikrotorukestest koosneva mitoosikäävi abil. Peale mitoosi toimub tsütokinees, mis jaotab raku kaheks tütarrakuks. Vahepealsete faaside G1 ja G2 (gap-faasid) ajal valmistatakse rakk S- ja M-faasiks ette. Siin ja edaspidi on mitoosi peatükis kasutatud jooniseid modifitseeritud Alberts, B. et al., 6th ed., 2015 ja Morgan, D. O., 2007 järgi.

  


  
    7.2. Rakutsükli regulatsioon


    7.2.1. Peamised rakkude pooldumist reguleerivad mehhanismid toimivad valkude fosforüülimise ja ubikvitineerimise teel


    Valkude fosforüülimine ja ubikvitineerimine on kõige levinumad valkude posttranslatoorse modifitseerimise vormid ja neid protsesse koordineerivad ensüümid – proteiini kinaasid ja ubikvitiini ligaasid – moodustavad kõige suuremad ensüümiperekonnad eukarüootides. Näiteks imetajatel on ca 500 proteiini kinaasi ja 600 ubikvitiini ligaasi. Proteiini kinaasid lisavad fosfaatgruppe reguleeritavate valkude seriini, treoniini või türosiini külgahelate hüdroksüülrühmade külge. Fosfaatide lisamine muudab valgu omadusi ja seetõttu võib seda protsessi mõista kui lülitit. Ühes valgus on tavaliselt mitmeid spetsiifilisi fosforüülimiskohti, mis avab erineva loogikaga lülituskombinatsioonide võimalusi. Proteiini kinaasidele vastukaaluks töötavaid ensüüme nimetatakse fosfataasideks. Need ensüümid eemaldavad valkudelt fosfaatrühmi ja selline kahe kiirelt töötava vastupidise ensüümi kombinatsioon võimaldab fosfolülitite paindlikku sisse-välja lülitamist. Niimoodi saab sisse-välja lülitades kontrollida reguleeritavate valkude omaduste mitmeid aspekte: lokalisatsiooni, degradatsiooni, ensümaatilist aktiivsust, kompleksimoodustumist jne. Ubikvitineerimise puhul lisavad ligaasid valkude lüsiini külgahelatele väikeseid ubikvitiinvalgu molekule, mis omakorda moodustavad hargnevaid polüubikvitiini ahelaid. Rakutsükli kontekstis on ubikvitineerimise peamine funktsioon valkude degradatsioon. Nimelt kasutab proteasoom valkudele lisatud ubikvitiinahelaid degradeerimisele määratud valkude äratundmiseks ja sidumiseks. Nii fosforüülimise kui ka ubikvitineerimise algsignaalid (ingl upstream signals) antakse kinaasidele või ligaasidele teiste signaalimolekulide abil aktiveerimise, kiirendatud sünteesi või ümberlokaliseerimise teel. Selline signaal antakse rakutsükli kontrollsüsteemile näiteks siis, kui raku sensormehhanismid tunnetavad keskkonna mõttes soodsat olukorda pooldumiseks või kui rakk registreerib eelneva rakutsükli staadiumi lõpu ja initsieerib järgmise staadiumi.


    7.2.2. Rakutsükli pearegulaatorid on tsükliinist sõltuvad proteiini kinaasid


    Kuigi rakutsüklit kontrollivasse signaalivõrgustikku kuulub sadu regulatoorseid valke, on nende hulgas olemas pearegulaator – tsükliinist sõltuv proteiini kinaas (ingl Cyclin-Dependent protein Kinase, CDK). CDK-d on proteiini kinaasid, mis vajavad aktiveerumiseks spetsiifiliste regulatoorsete valkude ehk tsükliinide seondumist (joonis 7.2). Kui CDK komplekside kinaasimolekulide kontsentratsioon on rakutsükli vältel konstantne, siis tsükliine sünteesitakse ja degradeeritakse perioodiliselt. Mudelsüsteemina kasutatavas pärmis Saccharomyces cerevisiae on vaid üks CDK vorm (tabel 7.1). Kuigi selgroogsete rakutsüklit reguleerib mitu CDK vormi on nende funktsionaalne spetsiifilisus küllaltki sarnane, mis näitab, et tegemist on keskse pearegulaatoriga.
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    Joonis 7.2. Rakutsükli pearegulaatoriks on tsükliinist sõltuvad proteiini kinaasid (CDK – Cyclin-Dependent protein Kinase). Proteiini kinaasid on ensüümid, mis kinnitavad fosfaatgruppe valkude seriini, treoniini või türosiini külgahelatele, reguleerides niimoodi valkude aktiivsust. CDK-d on proteiini kinaasid, mille aktiveerimiseks on vaja tsükliiniks nimetatavate regulaatorvalkude seondumist. Kui CDK molekulide kontsentratsioon on rakutsükli vältel konstantne, siis tsükliine sünteesitakse ja lagundatakse tsükliliselt rakutsükli staadiumi järgi.


    Tsükliine on nii selgroogsete kui ka pärmirakkudes mitmeid ja neid võib klassifitseerida rakutsükli staadiumi järgi. Rakutsükli alguses G1-faasis ilmuvad G1-tsükliinid, mis CDK-ga seondudes moodustavad aktiivsed G1-CDK kinaasikompleksid (tabel 7.1). Need kinaasid lülitavad sisse G1-faasi transkriptsiooniprogrammi, initsieerivad tsentrosoomide duplitseerimise ja valmistavad raku ette S-faasiks. S-faasi alguseks akumuleeruvad S-faasi tsükliinid, mis CDK-ga seondudes käivitavad replikatsiooni ja teised S-faasi protsessid. Kui rakutsükli staadium, mida spetsiifilised tsükliinid kontrollivad, on möödunud, siis degradeeritakse vastavad tsükliinid ubikvitiini proteasoomi raja kaudu (joonis 7.2).


    Tabel 7.1. Peamised tsükliinide ja CDK vormid selgroogsetes ja pärmis Saccharomyces cerevisiae.
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    7.2.3. CDK-de aktiivsuse ja tema antagonistide vaheline dünaamika loob rakutsüklist ostsilleeruva süsteemi


    Vabalt poolduvat rakku, nagu näiteks kasvavas kultuuris paljunev pärmirakk või blastulaks segmenteeruv viljastatud munarakk, võib vaadelda kui ostsilleerivat süsteemi. Selle ostsillaatori alusmehhanism on rakutsükli kontrollsüsteem, mille keskne dünaamiline alge on CDK aktiivsuse ja CDK antagonistide omavaheline toime. Raku pooldumise ajal, s.o alates G1 lõpust kuni mitoosist väljumiseni, on CDK aktiivsus kõrge, sest tsükliinide kontsentratsioon on kõrge. Mitoosist väljudes aga degradeeritakse mitootilised tsükliinid tänu ubikvitiini ligaasi APC aktiveerumisele (ingl Anaphase Promoting Complex, APC) ja rakk siseneb G1-faasi, kus CDK aktiivsus on nullilähedane ja tema antagonisti APC aktiivsus kõrge. Samuti akumuleeruvad mitoosist väljudes CDK valgulised inhibiitorid (ingl Cell division Kinase Inhibitor, CKI), nagu näiteks p27 selgroogsetel ja Sic1 pärmis – need aitavad CDK aktiivsust madalal hoida. Kui rakk on saanud signaali alustada uut rakutsüklit, siis APC inaktiveeritakse ja CKI-d degradeeritakse. Samal ajal akumuleeruvad varajasi rakutsükli staadiumeid koordineerivad tsükliinid ja CDK aktiivsus tõuseb taas. Kokkuvõttes võibki vabalt poolduvat rakku vaadelda kui kahe antagonistliku signaali ostsilleerumist (joonis 7.3). Kui rakk ei pooldu pidevalt, siis peatatakse ostsillaator G1-faasis kuni uute pooldumissignaalide saabumiseni. Pikemat viibimist mittepoolduvas olekus nimetatakse ka G0-faasiks.

  


  
    7.3. G1-faas


    G1-faas on stabiilne CDK inaktiivsuse faas, mis on vajalik järgmisesse rakutsüklisse sisenemise koordineerimiseks. Kui pooldumise initsiaatorsignaalid rakukeskkonnas puuduvad, siis võib rakk minna pikemaajalisse mittepoolduvasse olekusse, mida kutsutakse ka G0-faasiks. Nagu eelmises alalõigus kirjeldatud, langeb mitoosi lõppedes CDK aktiivsus mitootiliste tsükliinide degradatsiooni ja CDK inhibiitorite sünteesi tõttu nullilähedaseks. Rakutsükkel algab, kui erinevate väliste ja sisemiste signaalide olemasolul käivitub G1 tsükliinide süntees ja G1-CDK aktivatsioon. G1-CDK aktiveerib omakorda G1/S ja S-CDK kompleksid, mis käivitavad hilises G1-faasis startlüliti (ingl start pärmis ja restriction point imetajate rakkudes) ja tagavad S-faasi lülitused, mis initsieerivad kromosoomide duplitseerumise S-faasis. Nende lülitite aktivatsioon on väga rangelt kontrollitud tagamaks, et rakud jagunevad ainult siis, kui kõik tingimused on täidetud, ja ka seda, et otsus rakutsüklisse siseneda on pöördumatu.
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    Joonis 7.3. Rakutsükli kontrollsüsteemi aluseks on CDK-de aktiivsuse ja tema antagonistide vaheline ostsillatsioon. Raku pooldumise ajal sünteesitakse tsükliine, mis aktiveerivad CDK. Igas faasis sünteesitakse sellele faasile spetsiifilised tsükliinid ja faasi lõpus nad lagundatakse. Mitoosi lõpus aktiveeritakse ubikvitiini ligaas APC, mis saadab mitootilised tsükliinid lagundamisesse. Samuti sünteesitakse CDK inhibiitorid. Nii APC kui ka inhibiitorite aktiivsus jääb kõrgeks kuni uue rakutsükli stardini.


    7.3.1. Transkriptsiooni aktivatsioon G1-faasis


    G1-CDK-de võtmefunktsioon loomarakkudes on aktiveerida E2F valgud, mis vastutavad G1/S geenide avaldumise regulatsiooni eest. E2F valgud seonduvad spetsiifiliste DNA järjestustega S-faasi käivitamiseks vajalike geenide promootoralades ja kontrollivad nende geenide ekspressiooni. Nende geenide hulka kuuluvad ka G1/S-tsükliinid ja S-tsükliinid ning ka teised valgud, mis on seotud DNA sünteesi ja kromosoomide duplitseerimisega. Rakutsükli stardisignaalide (vt mitogeenide signaalid allpool) puudumisel on E2F-sõltuv transkriptsioon inhibeeritud, kuna E2F valgud on seotud Rb (retinoblastoom) või teiste samasse perekonda kuuluvate repressorvalkudega. Kui rakud saavad signaali jaguneda, siis G1-CDK kompleksid akumuleeruvad ja läbi Rb perekonna valkude fosforüülimise vähendavad nende võimet inhibeerida E2F transkriptsiooni faktoreid. Vabanenud E2F valgud aktiveerivad seejärel oma sihtmärkgeenide transkriptsiooni.


    Taoline transkriptsiooni kontrollsüsteem, nagu mitmed teised rakutsükli kontrollsüsteemid, sisaldab endas tagasihaarde mehhanismi, mis tagab, et rakutsüklisse sisenemise otsus oleks täielik ja pöördumatu. Vabanenud E2F valgud tagavad pöördumatuse läbi iseenda transkriptsiooni ning G1/S- ja S-tsükliinide transkriptsiooni tõusu. See viib G1/S ja S-CDK aktiivsuse kasvuni, mille järel kiireneb Rb perekonna valkude fosforüülimine ja seega ka vaba E2F hulk (joonis 7.4).
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    Joonis 7.4. G1/S transkriptsiooni aktivatsioon. A. G1-S transkriptsiooni programm tagab läbi positiivse tagasihaarde mehhanismi G1/S lülituse. B. G1/S transkriptsiooni aktiveerimine imetajates. Rb valk ja teised transkriptsiooni repressorid hoiavad G1/S geenide promootorite transkriptsiooni aktivaatoreid (E2F1-3 valgud) inaktiivsetena kuni pooldumissignaalide (mitogeenid, kasvufaktorid jt; vt allpool) käivitatud G1-CDK signaali ilmumiseni. G1-CDK (tsükliin D-CDK4/6) fosforüülib Rb ja teised repressorid, mille tulemusel käivitub G1/S geenide transkriptsioon. Nende geenide hulgas on ka tsükliin D enda geen, mis toob kaasa transkriptsiooni edasise võimenduse positiivse tagasihaarde mehhanismi kaudu.


    7.3.2. E2F perekonna transkriptsioonifaktorid ja Rb perekonna valgud


    E2F valgud on jagatud kahte rühma: aktivaator E2F-d (E2F1, 2, 3) ja repressor E2F-d (E2F3B, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7 ja E2F8). Aktivaator E2F valgud toimivad peamiselt transkriptsiooni aktivaatoritena ja nende üleregulatsioon on seotud enneaegse sisenemisega S-faasi. Seega peab E2F valkude aktiivsus olema tugeva kontrolli all, et tagada G1/S geenide õigeaegne ekspressioon. E2F aktiivsus on kontrollitud peamiselt Rb valkude seondumise kaudu. Rb perekonna valke on nimetatud ka tasku valkudeks, seda nende E2F siduva tasku tõttu. Inimese rakkudes on kokku teada kolm tasku valku: Rb, p107 ja p130.


    Kõige peamisem Rb valkude perekonna liige, Rb valk ise, isoleeriti esialgu retinoblastoomi uuringutes. Retinoblastoom on päritud silmakasvaja vorm, mis avaldub juba varases lapseeas. Mõlema Rb geenikoopia kadu toob kaasa liigse rakkude jagunemise arenevas silma võrkkestas, viidates Rb valgu tähtsale rollile raku jagunemise pidurdamisel selles koes. Rb valgu puudumine ei vii kohe rakkude kontrollimatule jagunemisele, kuna teised Rb perekonna valgud võivad katta mõned Rb funktsioonid ja teised rakutsükli inhibiitorid, nagu Cdh1 (APC aktivaatorvalk) ning CKI-d (tsükliinist sõltuva kinaasi inhibiitorid) aitavad pidurdada progressiooni rakutsükli G1-faasi kaudu.


    7.3.3. G1 transkriptsiooni aktiveerimine pärmis Saccharomyces cerevisiae


    Enamikus rakutüüpides kaasneb rakutsüklisse sisenemine teatud rühma geenide transkriptsiooni tõusuga. Näiteks pärmis on ülegenoomiliste uurningutega kirjeldatud umbes 200 geeni, mille transkriptsioon tõuseb rakutsükli G1-faasis. Need geenid kodeerivad põhiliselt kahte klassi valke. Esiteks aktiveeritakse rakutsükli G1/S-tsükliinide geenid CLN1 ja CLN2 ning S-faasi tsükliinid CLB5 ja CLB6. Samuti tõuseb hilises G1- ja S-faasis vajalike geenide aktiivsus. Enamiku nende geenide avaldumist kontrollib regulaatorvalkude paar SBF ja MBF. Transkriptsioonifaktor SBF koosneb kahest subühikust: DNA-d siduvast Swi4-st ja regulaatorvalgust Swi6-st. Transkriptsioonifaktor MBF koosneb omakorda kahest subühikust: DNA-d siduvast Mbp1-st ja Swi6-st. Varases G1-faasis on SBF seotud G1/S geenide promootoraladega (SCB elemendid), kuigi on inaktiivne, sest on seotud repressorvalguga Whi5 (joonis 7.5). Whi5 on Rb valgu funktsionaalne analoog. Ühe hüpoteesi kohaselt aktiveerib G1 lüliti (Cln3-CDK) SBF sõltuva transkriptsiooni fosforüülides Whi5, mis põhjustab Whi5 dissotsiatsiooni SBF transkriptsioonifaktorilt. SBF aktiveerib seeläbi G1/S-tsükliinide tootmist, mis positiivse tagasiside mehhanismi kaudu viivad lõpule Whi5 inaktivatsiooni. Fosforüülimise teel transporditakse Whi5 rakutuumast välja. Hiljem inaktiveerivad S-faasis SBF transkriptsioonifaktori S- ja M-faasi CDK kompleksid Swi6 subühiku fosforüülimise teel. Fosforüülitud Swi6 eksporditakse tuumast ja Swi4 ei seondu enam DNA-ga.
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    Joonis 7.5. G1/S transkriptsiooni aktivatsioon ja inaktivatsioon pärmis Saccharomyces cerevisiae. G1/S geenide transkriptsiooni kompleksi represseerib Rb funktsionaalne analoog Whi5. G1-CDK kompleks fosforüülib Whi5 ja lülitab sisse transkriptsiooni. Selle tulemusel lülitatakse sisse S-faas ja S-faasi tsükliin-CDK kompleks fosforüülib transkriptsiooni aktivaatori Swi6, mille tulemusel see dissotsieerub promootoralalt ja lokaliseerub tsütoplasmasse. Sellise mehhanismi abil lülitatakse S-faasis ebavajalik G1/S spetsiifiline transkriptsioon välja. Sarnased CDK aktiivsusest sõltuvad transkriptsiooni lained on iseloomulikud ka teiste rakutsükli faaside geenigruppidele.

  


  
    7.4. S-faas


    S-faas algab DNA replikatsiooni sisselülitamisega. Detailsema käsitluse sellest keerulisest protsessist leiab DNA replikatsiooni peatükist (vt ptk 4.2.7). Käesolevas peatükis toome välja mõned peamised elemendid DNA replikatsiooni sisselülitamisest ja selle seosest rakutsükli kontrollsüsteemiga.


    7.4.1. S-CDK initsieerib replikatsiooni ja garanteerib, et see toimub vaid ühe korra rakutsükli jooksul


    CDK-l on replikatsioonis täita kaks vastupidist rolli. Esiteks, CDK on replikatsiooni käivitaja ja teiseks takistab ta juba replitseerunud DNA segmentidelt uut käivitust, et garanteerida, et replitseeritaks vaid üks ja ainult üks genoomi koopia. DNA replikatsioon algab arvukatelt replikatsiooni lähtepunktidelt (ingl replication origins), mis paiknevad üle kogu kromosoomi. Replikatsiooni lähtepunktid muudetakse aktiivseks, st litsentsitakse juba mitoosi lõpus ja varajases G1 staadiumis. See protsess toimub siis, kui mitootilise CDK aktiivsus on langenud alla teatavat kriitilist taset ja lähtepunktide DNA regioonidele kinnitub replikatsiooni eelkompleks (ingl prereplicative complex või pre RC), mis koosneb kahest koopiast DNA helikaasist (millest kumbki omakorda koosneb kuuest Mcm valgust) ja replikatsioonifaktoritest Cdt1 ja Cdc6 (joonis 7.6).
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    Joonis 7.6. Peale mitoosist väljumist ja CDK aktiivsuse langust kinnitub DNA replikatsiooni lähtepunktidele (ingl origin, joonisel punaselt) replikatsiooni eelkompleks (ingl prereplicative complex või pre RC), mis koosneb replikatsiooni alguspunkti äratundvast valgukompleksist (Orc1-6, ingl origin recognition complex), kahest koopiast DNA helikaasist, millest kumbki omakorda koosneb kuuest Mcm valgust (Mcm2-7) ja replikatsioonifaktoritest Cdt1 ja Cdc6.


    Teine etapp on DNA helikaasi aktiveerimine litsentsitud lähtepunktidel ja DNA replikatsiooni initsieerimine. See protsess käivitatakse G1/S barjääri ületamisel CKI-de (CDK inhibiitorite) degradatsiooniga kaasneva S-CDK aktiivsuse järsu kasvu tulemusel. Kui S-CDK stimuleerib lülituse käivitamiseks mitme replikatsiooni initsiatsioonivalgu assambleerumist, siis proteiini kinaas DDK fosforüülib DNA helikaasi alaühikuid. Selle tulemusel hakkab DNA helikaas DNA kaksikahelat lahti harutama ning DNA polümeraas ja teised replikatsioonifaktorid tuuakse lähtepunktidesse ning replikatsioon algab. Kuna selle protsessi käigus liigub helikaas replikatsiooni lähtepunktidest eemale, ei saa lähtepunkte enam replikatsiooni initsieerimiseks kasutada enne uut litsentsimist ja prereplikatsiooni kompleksi laadimist, mis saab toimuda alles mitoosi lõpus – siis, kui CDK aktiivsus jälle madalale langeb. S-faasi ja mitoosi ajal inaktiveerivad CDK ja teised rakutsükli signaalid preRC komponente, et litsentsimine ei saaks uuesti toimuda (joonis 7.7).
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    Joonis 7.7. Kromosoomide duplitseerimise regulatsioon rakutsükli kontrollsüsteemi poolt. G1/S üleminekul toimub CDK-poolne replikatsioonivalkude fosforüülimine ja moodustub pre-initsiatsioonikompleksi. Sellele järgneb replikatsiooni initsieerimine lähtepunktides, milles peale CDK mängib olulist rolli ka proteiini kinaas DDK. Pärast lähtepunktide initsiatsiooni takistab CDK aktiivsus S- ja M-faasi vältel lähtepunktide uuesti litsentsimist. See hoiab ära samadest lähtepunktidest mitmekordse DNA replikatsiooni alustamise rakutsükli käigus. Mitoosist väljudes langeb CDK aktiivsus, APC aktiivsus tõuseb ja lähtepunktid litsentsitakse järgmiseks tsükliks prereplikatiivsete komplekside moodustumise teel.


    Selliste mehhanismide abil garanteeritakse, et DNA replitseeritakse vaid üks kord rakutsükli jooksul, st hoitakse ära rereplikatsioon lähtepunktidest. Kokkuvõttes on rakutsükli pearegulaatoril CDK-l replikatsioonis kaks peamist vastandlikku rolli: esiteks, replikatsiooni initsieerimine G1/S punktis ja teiseks, replikatsiooni lähtepunktide relitsentsimise ärahoidmine S-faasi ja mitoosi käigus.


    DNA replikatsiooni käigus sünteesitakse juurde ka kromosoomide valgulisi komponente, nagu histoonid, mis moodustavad DNA-ga seondununa nukleosoomid. Replikatsiooni ajal assotsieeruvad histoonid nukleosoomide assambleerimisfaktoritega, mis asuvad replikatsioonikahvlil ja seeläbi jaotavad nukleosoomid mõlemale moodustuvale DNA kaksikahelale. Samuti on väga tähtis, et kromatiini struktuur reprodutseeritaks replikatsiooni käigus. Selle protsessi kohta pole veel täit selgust, aga on teada, et lokaalse kromatiini struktuuri korrektseks taastamiseks on vajalik, et histoone modifitseerivad ensüümid ja erinevad teised valgud depositeeritakse (paigutatakse) uutele sünteesitud DNA ahelatele kohe, kui nad ilmuvad replikatsioonikahvlist.


    S-faasi lõpuks on kaks sõsarkromatiidi kogu oma pikkuses ühendatud kohesiini valgukompleksi rõngaste abil (joonis 7.8).
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    Joonis 7.8. Replikatsiooni käigus moodustunud sõsarkromatiide hoiab koos kohesiini kompleks, mis moodustab suure rõnga. Kompleksil on viis alaüksust. Punase ja sinisega on tähistatud kaks keere-keermes (ingl coiled coil) valku, Smc1 ja Smc3, mis moodustavad suurema osa rõngast ja kuuluvad SMC valkude (ingl Structural Maintenence of Chromosomes) rühma. Kohesiin hoiab sõsarkromatiide koos kuni metafaas-anafaas lülituseni, mille käigus SMC alaüksusi ühendav valk proteolüütiliselt katki lõigatakse ja kääv saab sõsarkromatiidid üksteisest eemaldada.


    Selline ühendus on vajalik eeltingimus kahe sõsarkromatiidi ühendamiseks erinevate käävipoolustega mitoosis. Kohesiini kompleks moodustab suure rõnga, millel on neli alaüksust. Kaks keere-keermes valku, Smc1 ja Smc3, mis moodustavad suurema osa rõngast, kuuluvad SMC valkude (ingl Structural Maintenence of Chromosomes) rühma. Peale kohesiini aitab DNA sõsarkromatiidide ühendamisele kaasa ka DNA kateneerumine – DNA molekulide käändumine replikatsioonikahvlite kohtumise tulemusel. Kateneerumine eemaldatakse ensüümi topoisomeraas II abil S-faasi lõpus ja mitoosi alguses.

  


  
    7.5. Mitoos


    7.5.1. Mitoosi algus


    Peale S- ja G2-faaside läbimist siseneb poolduv rakk M-faasi, mis algab mitoosiga. Mitoosi käigus lagundatakse tuumamembraan ja sõsarkromatiidid jaotatakse kahe tütarraku vahel, moodustades kaks uut tuuma. Mitoos jagatakse viieks etapiks: profaas, prometafaas, metafaas, anafaas ja telofaas (joonis 7.9). Selline klassifikatsioon on ajalooline ja määratud peamiselt mikroskoobist nähtud kromosomaalsete muutuste järgi. Peale mitoosi lõppu tuleb tsütokinees, teine oluline M-faasi staadium, mille käigus jagatakse kahe tuumaga poolduv rakk kaheks uueks rakuks. M-faasi on vahest jaotatud ka karüokineesiks ja tsütokineesiks. Esimene on tuuma jagunemine ja teine tsütoplasma jagunemine.
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    Joonis 7.9. Mitoosi erinevad etapid ja tsütokinees selgroogsete rakkudes.


    7.5.1.1. M-CDK ja teiste mitootiliste proteiini kinaaside signaalid käivitavad mitoosi


    Nii nagu S-faasi puhul on proteiini kinaas CDK ka mitoosi pearegulaator. Kõik peamised mitoosi protsessid on käivitanud CDK: mitoosikäävi moodustumine, kromosoomide kondenseerumine, tuumamembraani lõhustumine (loomarakkudes), sõsarkromatiidide joondamine ja kummagi sõsarkromatiidi eri käävipoolustega ühendamine, kromosoomide eraldamine ja suunamine eri poolustele. Need protsessid käivitatakse sadade CDK substraatvalkude fosforüülimise teel paljudel T/SP motiividel. Peale CDK aitavad nendele protsessidele kaasa ka teised mitootilised kinaasid: Polo kinaasid, Aurora kinaasid, Mps1 kinaas jne. Näiteks Aurora kinaas A kontrollib käävi stabiilsust, Aurora kinaas B aga on muuhulgas vastutav sõsarkromatiidide seondumise eest käävi mikrotorukestega. Polo kinaasid vastutavad bipolaarse mitoosikäävi normaalse moodustumise eest.


    Mitootiliste fosforüülimiste üldarv võib ulatuda kümnetesse tuhandetesse. Mõnel neist on kesksem, mõnel vähemtähtsam roll, kuid peamine sellise paljususe põhjus on ebakorrektne sündmuste koordineeritus. Ebakindla ja tagavaramehhanismideta süsteemi puhul tähendaks iga väiksemgi ebakõla protsesside koordineerituses rakule kasvukonkurentsi tingimustes evolutsioonilist allajäämist.


    7.5.1.2. CDK lüliti


    M-faasis algab M-faasile spetsiifilise tsükliini akumuleerumine. Tavalistes rakkudes toimub see transkriptsiooni aktiveerimise kaudu, embrüonaalsetes rakkudes, kus tsükliini süntees toimub konstantselt, suureneb tsükliini stabiilsus. Akumuleeruv M-faasi tsükliin (tsükliin B selgroogsete rakkudes, tabel 7.1) seondub tugevalt CDK-ga. Moodustunud kompleks aktiveeritakse CDK fosforüülimise teel, kuid on sellest hoolimata kuni G2 lõpuni inaktiivses ooteseisundis tänu proteiini kinaaside Wee1 ja Myt1 poolsele inhibitoorsele CDK fosforüülimisele (joonis 7.10).
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    Joonis 7.10. Mitmed positiivsed tagasihaardemehhanismid põhjustavad mitoosi alguses M-CDK aktiivsuse plahvatusliku kasvu. Peamist rolli selles skeemis mängivad üksteise suhtes vastupidi töötavad kinaasid (Wee1, Myt1) ja fosfataasid (Cdc25ABC). Kinaasid lisavad fosfaadi M-CDK kompleksi aktiivsaidi lähedale, mille tulemusel on substraatide sidumine aktiivtsentrisse takistatud. Fosfataasid aga aktiveerivad M-CDK inhibeeritud kompleksi defosforüülimise teel.


    Mitoosi sisselülitamine toimub CDK inhibitoorse fosfaadi eemaldamise teel, seda teeb fosfataas Cdc25. Selle fosfataasi aktiveerimismehhanismis mängib rolli S-CDK (tsükliin A-Cdk1, 2). Samal ajal fosfataasi aktiveerimisega surub M-CDK enda vabanev aktiivsus Wee1 kinaasi aktiivsuse maha. Sellele protsessile aitab kaasa ka teine mitoosi spetsiifiline proteiini kinaas – Polo (Plk). Peale selle lisab vabaneva M-CDK (ja Plk) poolne fosfataasi Cdc25 fosforüülimine veel omakorda viimasele aktiivsust juurde. Niimoodi tekib mitu tagasihaardemehhanismi, mille tulemusel kasvab CDK aktiivsus järsult, piltlikult öeldes „plahvatab“. Tekib bistabiilne lüliti, mis toimib printsiibil kõik-või-mitte-midagi, st madalatel sisendsignaali (tsükliin B) kontsentratsioonidel on CDK kompleks inaktiveeritud olekus, kuid teatava tsükliin B kontsentratsioonilävendini jõudes toimub järsk lülitus, mis viib M-CDK kompleksi maksimaalselt aktiveeritud olekusse. Sisuliselt on tegemist digitaalse lülitiga. Selline positiivsel tagasihaardel toimiv järsk lülitus on omane paljudele rakulistele protsessidele ja üleminekutele, mille puhul on oluline, et bioloogiline sündmus toimub kõikide osaliste signaalimolekulide puhul samal ajal ja kiiresti. Oluline on ka see, et ei tekiks olukorda, kus osa molekule populatsioonist signaliseerib ühte ja teine teist stsenaariumi. Kokkuvõtlikult on tsükliinide A ja B tasemete, lokalisatsiooni ja nendega seotud CDK aktiivsuse muutumine imetaja S- ja M-faasi vältel välja toodud joonisel 7.11 esitatud diagrammil.
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    Joonis 7.11. Kokkuvõtlik skeem tsükliini tasemete, lokalisatsiooni ja aktiivsuse muutumisest imetajaraku pooldumise vältel. Tsükliin A akumuleerudes moodustub S-CDK kompleks, mis käivitab S-faasi ja annab ka G2-faasi lõpus esimese signaali mitoosi alguseks. Tsükliin B akumuleerub G2-faasis ja saavutab kirjeldatud tagasihaardemehhanismidega järsu aktiivsuse tõusu mitoosi alguses profaasis, millega kaasneb M-CDK lokalisatsioon tuuma, ja sellele järgneb tuumamembraani lõhustumine prometafaasi alguseks. APC lagundab tsükliin A prometafaasis, tsükliin B aga metafaas-anafaas üleminekul (vt allpool).


    7.5.2. Kromosoomide kondensatsioon aitab eraldada sõsarkromatiidid


    Kromosomaalsed muutused mitoosis võib jaotada kaheks: sõsarkromatiidide kondensatsioon (ehk kokkupakkumine) ja sõsarkromatiidide lahutamine eraldi üksusteks (resolutsioon). Peale DNA replikatsiooni lõppu on sõsarkromatiidid suures segases puntras ning kui neid kahe tuuma vahel jaotada, siis tuleks ette lugematul hulgal sõlmede ja ahelate purunemisi. Seetõttu on rakk arendanud välja vägagi elegantse süsteemi, mis sõsarate eraldamist siiski võimaldab. Esiteks lahendatakse topoloogilised probleemid nii, et eraldamise protsessis ei tekiks sõlmi, silmuseid ja ahelate purunemist pinge all, ja teiseks pakitakse füüsiliselt eraldatud kromosoomid kompaktselt kokku. Nii kromosoomide kondensatsiooni kui lahutamise eest vastutab viie alaüksusega valgukompleks kondensiin. See kompleks on oma ülesehituselt sarnane kohesiinikompleksiga ja koosneb kahest SMC alaüksusest ja kolmest mitte-SMC alaüksusest (joonis 7.12).
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    Joonis 7.12. Kromosoomide kokkupakkumise ehk kondensatsiooni eest vastutab viie alaüksusega ringikujuline valgukompleks kondensiin.


    M-CDK fosforüülib kondensiini ja aitab seeläbi DNA kokkupakkumist. Sõsarkromatiidide resolutsioonile ja kokkupakkumisele aitab kaasa ka see, topoisomeraas II dekateneerib DNA silmused. See ensüüm lõikab sõlmuvaid DNA ahelaid S-faasis ja varajases mitoosis ning ligeerib need uuesti kokku nii, et sõsarkromatiidid saaksid eraldi kokku pakkuda.


    Loomarakkudes, kus kromosoomid on eriti pikad, lühendab kondenseerumine kromosoome umbes 10000 korda (joonis 7.13 A). Varajases profaasis moodustuvad esialgu paksud torujad kromosoomid ja sõsarkromatiidid pole eraldi nähtavad (joonis 7.13 B.). Edaspidi, prometafaasi ja metafaasi ajal aga toimub kondenseerumine ja lahutamine ühel ajal ning sõsarkromatiidid hakkavad ilmnema. Selgroogsete rakkudes eraldatakse kokkupakkumise ja resolutsiooni käigus duplitseerunud kromosoomidelt ka kohesiin, kuid seda vaid kromosoomide jäsemetelt, mitte tsentromeersest osast, mis lõpptulemusena annab metafaasis kondenseeritud sõsarkromatiididele iseloomuliku X-tähe kuju (joonis 7.13 B).


    A. B.
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    Joonis 7.13. Kromosoomide kondensatsioon. A. Hierarhiline kokkupakkumise mudel, mis algab interfaasile omaste 30 nm fiibrite järkjärgulise pakkumisega kompaktseteks ja jämedateks metafaasi sõsarkromatiidideks. B. Inimese raku sõsarkromatiidide kokkupakkumine ja lahutamine varajases mitoosis. Skaneeriv elektronmikroskoopia näitab, kuidas esialgu profaasis moodustub torujas struktuur, milles hiljem võtavad kuju sõsarkromatiidid, kuni moodustub metafaasile iseloomulik X-kujuline struktuur. Modifitseeritud Sumner, A. T., 1991 järgi.


    7.5.3. Mitoosikäävi moodustumine


    Kääv on bipolaarne struktuur, millest sõltub sõsarkromatiidide lahutamine kahe tütarraku vahel kõigis eukarüootides (vt ka peatükk 4.9.2.13.2, joonis 4.300). Kääv koosneb mikrotorukestest, mis on ühendatud erinevate poolustega ja mille ülesanne on tirida kromosoome pooluste poole. Käävi moodustavad kolme tüüpi mikrotorukesed: kinetohoori mikrotorukesed, astraalsed mikrotorukesed ja interpolaarsed mikrotorukesed. Kinetohoori mikrotorukesed lähtuvad poolustelt (kõrgematel eukarüootidel tsentrosoomilt või polaarkehalt pärmides) ja kinnitavad oma plussotstega kinetohooridele (joonis 7.14). Interpolaarsed ehk poolustevahelised mikrotorukesed lähtuvad poolustelt ja on omavahel ühendatud ekvaatori piirkonnas kinesiini mootorite kaudu. Kolmas tüüp, astraalsed mikrotorukesed, lähtuvad poolustelt tsütoplasma poole ja ühenduvad rakumembraani korteksiga ning seeläbi vastutavad muuhulgas käävi ruumilise paiknemise eest rakus. Mitoosikäävi moodustumine algab tsentrosoomide duplitseerimisega. Tsentrosoomi pooldumise üldine loogika sarnaneb ülalkirjeldatud DNA replikatsiooni loogikaga. Toimub litsentsimine, initsieerimine ja siis reduplitseerimise blokk, et kindlustada vaid ühe ja ainult ühe uue tsentrosoomi moodustumine. Mitoosikäävi moodustumise peamine dünaamiline etapp on tsentrosoomi duplitseerumisele järgnev uue ja vana tsentrosoomi lahknemine eri käävipooluste suunas.
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    Joonis 7.14. Mitoosikäävi moodustavad kolme tüüpi mikrotorukesed.


    Tsentrosoomid koosnevad amorfsest paljusid valke sisaldavast peritsentriooli maatriksist, mis ümbritseb kahte tsentriooli. Maatriks koondab endasse mikrotorukeste miinusotsad, suunates nende kasvavad plussotsad väljapoole. Maatriks sisaldab ka gamma tubuliini rõngaskomplekse, mille peamine funktsioon on koondada käävi mikrotorukesed. Tsentrosoomide duplitseerumise protsess algab hilises G1 staadiumis ja selle protsessi käivitamiseks vajalikud signaalid annab proteiini kinaas Mps1 ja G1/S tsükliin-CDK kinaasikompleks. Kaks tsentriooli kaugenevad üksteisest G1-faasi lõpus ja S-faasis hakkab tütartsentriool kasvama mõlema ematsentriooli külge (joonis 7.15).


    Tütartsentriool saavutab oma lõpliku pikkuse G2-faasi lõpus ja M-faasis hakkavad kaks moodustunud tsentrosoomi üksteisest eemalduma. Kumbki tsentrosoomidest moodustab nüüd iseseisva mikrotorukeste organiseerimiskeskuse. On huvitav märkida, et mõnedes rakkudes pole tsentrosoome. Näiteks kõrgemates taimedes koondavad käävi mikrotorukesi erinevad mootorvalgud ja muud mikrotorukestega seonduvad valgud. Samuti puuduvad tsentrosoomid ootsüütides. Pärmis nimetatakse tsentrosoome käävi polaarkehadeks (ingl spindle pole pody).
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    Joonis 7.15. Tsentrosoomi duplitseerumine ja käävi mikrotorukeste organiseerimine. Tütartsentrioolid on näidatud kollasega ja peritsentriooli maatriks rohelisena.


    Käävi lõplik moodustumine toimub mitoosis. Kaks tsentrosoomi kaugenevad üksteisest, liikudes mööda tuumamembraani pinda ja kiirates välja mikrotorukesi, mis seonduvad raku korteksiga (astraalsed mikrotorukesed) ja omavahel poolustevahelisel alal (interpolaarsed mikrotorukesed). Käävi moodustumist kontrollivad mootorvalgud. Need valgud kuuluvad kinesiini ja düneiini perekondadesse (vt peatükk 4.9.2.9). Kinesiini mootorid liiguvad tavaliselt mikrotorukeste plussotste poole ja düneiini mootorid miinusotste poole. Joonisel 7.16 on näidatud põhiline dünaamika, kuidas düneiini ja kinesiini mootorid käävi struktuuri korraldavad. Näiteks kinesiin-5 mootoritel on kaks mootordomeeni, mis interakteeruvad antiparalleelselt poolustevaheliste mikrotorukestega käävi keskosas. Kinesiin-5 mootorid liiguvad torukeste plussotste poole ja avaldavad seeläbi mikrotorukestele pooluseid lahku viivat survet. Kinesiin-14 mootorid on aga miinusotste poole ja neil on vaid üks mootordomeen ja ka domeen, mis interakteerub naabruses asetseva mikrotoruga. Selline asetus avaldab pooluseid kokku tõmbavat survet. Need kaks vastupidist jõudu aitavad hoida poolustel õiget omavahelist kaugust ja ruumilist konfiguratsiooni. Kinesiin-4 ja kinesiin-10 on plussotste poole liikuvad mootorid ja nad avaldavad samuti pooluseid lahku viivat survet. Teine klass mootorvalke, düneiinid, on miinusotste poolsed mootorid, mis erinevate valkudega kompleksis organiseerivad käävi mitmel moel. Näiteks ühendavad nad astraalseid mikrotorukesi aktiini tsütoskeletiga raku korteksil (joonis 7.16). Mootorvalkude vastastikuste jõudude kogusumma loob bipolaarse käävi konfiguratsiooni ja määrab poolustevahelise kääviosa pikkuse.
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    Joonis 7.16. Käävi dünaamikat kontrollivad mootorvalgud. Rohelised nooled näitavad mikrotorukeste liikumise suunda. Sinised nooled näitavad mootorvalkude liikumise suunda mööda mikrotorukesi. Mootordomeenid on näidatud ringidena ning mikrotorukeste ja kromatiiniga interakteeruvad domeenid ristkülikutena.


    Tsentrosoomide lahknemist kontrollib M-faasi CDK ja Aurora A kinaas. Need proteiini kinaaside signaalid initsieerivad kogu protsessi mootorvalkude ja tsentrosoomi komponentide fosforüülimise teel. Käävi moodustumise juures on veel oluline see, et mikrotorukeste dünaamika muutub mitoosis drastiliselt ebastabiilsemaks. Nagu eelnevalt peatükis 4.9.2 kirjeldatud, on mikrotorukesed pidevalt dünaamilises muutumises – nad kas kasvavad või kahanevad. Kasvu nimetatakse päästmiseks ja kahanemist katastroofiks. Neid protsesse kontrollivad ja hoiavad tasakaalus mikrotorukestega seostunud valgud (ingl microtubule associated proteins, MAP). Kui interfaasis on üksikust tsentrosoomist lähtuvad mikrotorkesed suhteliselt vähem dünaamilised, siis katastroofi ja päästmisprotsessid sagenevad drastiliselt bipolaarse käävi moodustumisega rakutsüklis. Samuti suureneb tsentrosoomide võime olla uute mikrotorukeste tsentriks. Selle tulemusel on bipolaarne mitoosikääv dünaamiline struktuur koos väga paljude kõikides võimalikes ruumisuundades kulgevate dünaamiliste mikrotorukestega nagu ideaalne moodustis, mis suudab otsida kromosoome ja joondada neid anafaasiks.


    Tsentrosoomid paiknevad loomarakkudes ja mikrotorukesed tsütoplasmas. Selleks et kääv saaks kontakti kromosoomidega, laguneb tuumamembraan. Selle protsessi päästab valla M-faasi CDK, mille aktiivsuse tõustes fosforüülitakse mitmed tuumapooride komplekside ja tuumalamiini valgud. Selle tagajärjel laguneb tuumamembraan vesiikuliteks ja mikrotorukeste plussotsad saavad luua füüsilise kontakti kromosoomide kinetohooridega.


    Kui tsentrosoomid on mitoosikäävi moodustumise keskused, siis kromosoomid aitavad käävi bipolaarse orientatsiooni moodustumisele ka omalt poolt kaasa. Üks selline mehhanism toimib kinetohooridel paikneva proteiini kinaasi Aurora B kaudu, mille signaal stabiliseerib mikrotorukesi. Teiseks näiteks võib tuua kromosoomidele lokaliseerunud guanidiinnukleotiidi vahetusfaktori (ingl guanidine exchange factor, GEF), mis on GTP-ga seondudes võimeline vabastama mikrotorukesi stabiliseeruvaid faktoreid valgukompleksidest. Selline kromosoomidepoolne mikrotorukesi stabiliseeriv toime tekitab olukorra, kus kromosoomide vahetus läheduses täidetakse ruum ülikiiresti kasvavate mikrotorukeste plussotstega. See kromosoomide omadus võimaldab isegi organiseerida bipolaarset mitoosikäävi olukorras, kus pole tsentrosoome, mis oleksid poolustel mikrotorukeste organiseerimiskeskuseks. Nagu juba eespool mainitud, on olemas mitmeid rakutüüpe, kus tsentrosoomid puuduvad, näiteks kõrgemate taimede rakud ja loomade ootsüüdid.


    Käävi moodustumise järgmine etapp on mikrotorukeste seondumine sõsarkromatiidide paaridega. See kinnitus leiab aset kinetohooride abil. Kinetohoorid on suured valgukompleksid, mis on kinnitunud kromatiidide tsentromeersel regioonil. Alles viimastel aastatel on hakatud täpsemini mõistma nende ülikeeruliste komplekside ehitust ja mehhanisme. On teada, et inimese kinetohooris on ligi 100 erinevat valku, keskmiste koopiaarvudega 10–20. Metafaasis seonduvad mikrotorukeste plussotsad kindlate aladega kinetohoori välisküljes. Loomarakkudes seondub 10–40 mikrotorukest ühe kinetohooriga, pärmis aga iga kinetohooriga vaid üks mikrotoruke. Kinetohoori seondumine käävi mikrotorukestega on mitmeetapiline protsess. Kohe pärast tuumamembraani lõhustumist profaasis hakkavad plussotstest kasvavad käävi mikrotorukesed tungima kromatiidide poole. Kääv ei seondu mõlema sõsarkromatiidi kinetohooriga esimesel katsel. Toimub palju kokkupuuteid, nii mikrotorukeste plussotste kui ka lateraalselt mööduvate torukestega. Kinesiini mootorite abil ja mitmekordse proovimise järel moodustuvad bi-orienteeritud seondumised, mille puhul üks sõsarkromatiid on seotud kinetohooride kaudu erinevalt pooluselt lähtuva kinetohooride kimbuga. Mikrotorukeste plussotsade seondumist kinetohoori välisosaga vahendab vardakujuline valgukompleks Ndc80.


    Koromosoomide seondumist kinetohooridega kontrollib kaks ainulaadset mehhanismi: 1) sõsarkromatiidide mõlema kinetohoori seondumist mikrotorukestega ehk bi-orientatsiooni kontrollib nn kinetohoori pinge sensor, 2) teist mehhanismi, mis kontrollib, kas kõik kromosoomid ja nende kinetohoorid on mikrotorukeste otstega ühendatud, nimetatakse käävi kontrollpunktiks. Esimene neist mehhanismidest toimib imetajarakkudes kinaasi Aurora B kaudu. Sellel kinaasil on pikk ja paindlik dokkimisdomeeni, mis on ühe otsaga seondunud kinetohoori kromosoomipoolse siseosaga (joonis 7.17). Aurora B kinaasidomeen aga ulatub kinetohoori väliskihti, kus ta fosforüülib Ndc80 kompleksi. Fosforüülitud Ndc80 seob mikrotorukesi suhteliselt nõrgalt ja mikrotorukeste kinetohooriga seondumine on ebastabiilne ja kestab lühikest aega. Kui aga sõsarkromatiidide mõlemad kinetohoorid on bipolaarselt mikrotorukestega seotud, hakkab mikrotorukeste dünaamikast tulenev kromatiidide pooluste poolne tõmbumine ja kinetohooride välisosad tõmbuvad pinge all kromosoomide keskosast eemale pooluste poole. Selle tulemusel ei ulatu Aurora B enam Ndc80 kompleksi fosforüülima ja kinetohooril asetsev fosfataas defosforüülib Ndc80. Fosforüülimata Ndc80-l on aga mikrotorukeste suhtes hoopis tugevam affiinsus ja seetõttu muutuvad bipolaarselt käävi mikrotorukestega seondunud sõsarkromatiidid stabiilselt poolustega ühendunuks. Niimoodi järk-järgult seondudes ja dissotsieerudes leitakse lõpuks bipolaarne seondumisolukord ja kõik sõsarkromatiidide paarid kogunevad bipolaarselt kääviga seondununa ja pingestatuna metafaasist anafaasi üleminekuks ühele poolustevahelisele tasandile.
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    Joonis 7.17. Kinetohoori pinge sensormehhanismi skemaatiline kirjeldus.


    Teine ülalpool nimetatud mehhanism, käävi kontrollpunkt, kontrollib, kas kõik kinetohoorid on enne anafaasi mikrotorukestega ühendunud. Kui kasvõi üks kromatiid on jäänud mikrotorukesele kinnitumata, siis signaali anafaasiks ei anta. Kui ka viimane kinetohoor kinnitub, toimub metafaas-anafaas lülitus. Sidumata kinetohoorid (ingl unattached kinetochores), millel pole ühendust mikrotorukestega, seovad endaga käävi kontrollpunkti valke, mis annavad nn anafaas- oota signaali (wait anaphase signal). Selle ainulaadse ühest kinetohoorist lähtuva, kuid kogu tuumas leviva signaali eest vastutab käävi kontrollsüsteem (ingl spindle checkpoint system, SPC), mille ainus funktsioon on vastutada vigadeta kromosoomide jaotumise eest. Mikrotorukeste seondumine kinetohooriga vabastab aga kontrollpunkti valgud kinetohoorilt ja surub signaali maha. Selleks signaaliks on APC-Cdc20 inhibiitorkompleksi MCC (ingl mitotic checkpoint complex) aktiveerimine (joonis 7.18) spetsiifiliselt seondumata kinetohoorile tekkiva Mad1–Mad2 kompleksi ja proteiini kinaas Mps1 signaalide abil. Mikrotorukeste sidumine kinetohooriga põhjustab proteiini kinaas Mps1 ja Mad1–Mad2 kompleksi kadumise kinetohoorilt. Niimoodi kahe mehhanismi koostoimel saavutatakse korrektne lähtepunkt anafaasiks. Ühelt poolt kontrollitakse kinetohooride bipolaarset seondumist ja teiselt poolt seda, kas kõik kinetohoorid on seondunud.
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    Joonis 7.18. Käävi kontrollpunkt ja teised metafaas-anafaas lülitust kontrollivad mehhanismid. Mikrotorukestega seondumata kinetohoorid aitavad moodustada APC inhibiitorkompleksi MCC (ingl mitotic checkpoint complex), mis takistab kohesiini lõikava separaasi inhibiitori sekuriini ja tsükliinide lagundamist. Kui kõik kromosoomid on bipolaarselt poolustega seondunud, siis inhibiitorkompleks kaob ning sekuriin ja tsükliin B ubivitinüülitakse ja proteasoom lagundab selle. Selle tulemusel vabaneb proteaas separaas ja lõikab läbi kohesiini kompleksi koos hoidva valgu kleisiini. Seejärel hakkavad poolustega ühendatud ja pinge all olevad sõsarkromatiidid käävi dünaamikast tulenevate jõudude mõjul liikuma eri pooluste poole.


    7.5.4. Mitoosist väljumine


    Rakutsükkel jõuab haripunkti sõsarkromatiidide lahknemisega metafaas-anafaas üleminekul. Selle protsessi algatamiseks on vajalik M-CDK aktiivsus, kuid lülitussignaali annab aktiveerunud APC kompleks, mis alustab sõsarkromatiidide eraldumisprotsessi, ubikvitinüülides mitmeid mitootilisi regulatoorvalke ja kutsudes sellega esile nende lagundamise. Metafaasi käigus hoiavad kohesiinvalgud sõsarkromatiide koos, pannes vastu neid lahku tõmbavale poolustesuunalisele jõule. Anafaas algab järsu sõsarkromatiidide vahelise kohesiooni kadumisega tänu kohesiini lõikava proteaasi separaasi aktiveerimisega, mistõttu õdekromatiidid lahknevad ning liiguvad käävi vastaspoolustele (joonis 7.17). Enne anafaasi on separaas seotud inhibiitorvalgu sekuriiniga. Metafaas-anafaas lülitusel aktiveerunud APC/C suunab aga sekuriini lagundamisse, vabastades separaasi. Peale sekuriini suunab APC/C lagundamisse ka S- ja M-tsükliinid, tuues kaasa CDK aktiivsuse järsu languse anafaasis. CDK inaktiveerimise tõttu defosforüülivad fosfataasid paljud CDK sihtmärksubstraadid, mis omakorda aitab kaasa mitoosi ja tsütokineesi lõpule viimisele (joonis 7.19).
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    Joonis 7.19. Mitoosist väljumist kontrollivate sündmuste skemaatiline ülevaade.


    APC päästab valla anafaasi, kuid mis aktiveerib APC? Vastus on ainult osaliselt teada. Varem mainitud APC aktivatsioon vajab seda, et aktivaatorvalk Cdc20 seonduks APC kompleksiga. Vähemalt kaks protsessi reguleerivad seda aktivatsiooni. Esiteks, raku lähenemisel mitoosile Cdc20 süntees kiireneb, sest suureneb selle geeni transkriptsioon. Teiseks, APC fosforüülimine aitab kaasa Cdc20 ja APC omavahelisele seondumisele ning seeläbi aktiivse kompleksi loomisele. Peamine APC/C-d fosforüüliv ja aktiveeriv kinaas on M-CDK. Seega, M-CDK mitte üksnes ei kutsu esile metafaasini viivaid varajasi mitootilisi sündmusi, vaid vastutab ka anafaasi lülituse eest. M-CDK võime esile kutsuda APC-Cdc20 aktiivsust tekitab negatiivse tagasihaarde tsükli: M-CDK päästab valla regulatoorse protessi, mis viib tsükliini lagundamiseni ja seega ka kinaasi enda inaktiveerimiseni.


    7.5.4.1. Mitoosist väljumist kontrollib signaalivõrgustik


    Sõsarkromatiidide lahknemisele järgnevad anafaasi ja telofaasi sündmused sõltuvad CDK substraatide defosforüülimisest. Kõige täpsemini on need mitoosist väljumise mehhanismid läbi uuritud pärmis Saccharomyces cerevisiae (joonis 7.20).
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    Joonis 7.20. Skemaatiline kujutis hilistest mitootilistest sündmustest pärmis Saccharomyces cerevisiae. APC-Cdc20 aktiveerimine viib separaasi aktivatsioonini, mis toob kaasa sõsarkromatiidide eraldumise ja aitab omakorda aktiveerida Cdc14 fosfataasi. Teiseks, APC-Cdc20 lagundab ka S-faasi tsükliini (Clb5), mis seondununa kinaasiga Cdk1 fosforüülib ja inaktiveerib regulaatorvalke Cdh1 ja Sic1. Seeläbi toimub CDK substraatide defosforüülimine, mille käivitab fosfataasi Cdc14 samaaegne aktivatsioon. Samuti stimuleerib APC-Cdc20 M-faasi tsükliini osalist lagundamist, mille täielik inaktiveerimine saavutatakse veel aktiveeritud APC-Cdh1 ja Sic1 poolt. Kokkuvõtlikult, M-CDK aktiivsuse kadu koos Cdc14 fosfataasi aktiivsuse tõusuga viib Cdk1 substraatide defosforüülimiseni ja hiliste mitootiliste sündmuste käivitumiseni.


    Protsess algab APC-Cdc20 aktiveerimisega, mis suunab S-faasi tsükliinid lagundamisse ja algatab ka mitootiliste tsükliinide lagundamise. Seejärel võtab mitootilistele tsükliinidele lagundamissignaalide kinnitamise üle teine APC kompleks, mis kasutab aktivaatorina valku Cdh1 (APC-Cdh1). Cdh1 aktiveeritakse siis, kui selles valgus CDK fosforüülitud saidid defosforüülitakse. Selle protsessi kutsub esile tsükliinide APC-Cdc20 lagundamine ja see kiireneb APC-Cdh1 enda aktiivsuse kasvades. CDK lõplik inaktiveerimine ja mitoosi lõpule viimine sõltuvad osaliselt ka CDK inhibiitorvalgust Sic1, mis seondub tugevasti kompleksiga, takistades substraatide ligipääsu CDK aktiivtsentrile. S-CDK fosforüülitud Sic1 lagundatakse G1/S üleminekul ja ilmub tagasi alles CDK aktiivsuse langemisel mitoosist väljudes. Samas, hilises mitoosis toimuv CDK substraatide defosforüülimine ei sõltu üksnes CDK inaktiveerimisest, vaid ka fosfataasi Cdc14 spetsiifilisest aktiveerumisest. APC-Cdh1 vastutab ka paljude teiste hiliseid mitoosi sündmusi kontrollivate valkude, sealhulgas proteiini kinaasi Plk ja mikrotuubulitega seonduva valgu Ase1 lagundamisele saatmise eest.


    7.5.5. Tsütokinees


    Rakutsükli viimane etapp on tsütoplasma jagunemine kaheks ehk tsütokinees, mis järgneb mitoosile. Erandiks on mõningad rakutüübid, nagu näiteks varajased Drosophila embrüod, mõned imetaja hepatotsüüdid ja südamelihaserakud, mis läbivad mitoosi ilma tsütokineesita, ja seetõttu on nendel rakkudel mitu tuuma.


    Loomarakkude puhul on tsütokineesi esmane nähtav ilming nn tsütokineesi voldi ehk jagunemisvao moodustumine raku pinnale. Vao süvenemine ning levimine ümber raku jagab raku kaheks. Seda protsessi korraldav struktuur on kontraktiilne rõngas, mis koosneb aktiini filamentidest, müosiin II filamentidest ja paljudest struktuursetest ja regulatoorsetest valkudest (joonis 7.21). Kontraktiilne rõngas moodustub anafaasi käigus plasmamembraani alla. Rõnga järkjärgulise kokkutõmbumisega samal ajal toimub kontraktiilse rõngaga külgneva plasmamembraani ja rakusiseste vesiikulite ühinemine ning tekib uus membraan. Selline membraani lisamine on vajalik tsütoplasma jagunemisega kaasneva raku pindala suurenemiseks. Rõnga kokkutõmbumise järel sulgeb lisanduv membraan kahe tütarraku vahele jäänud ava.
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    Joonis 7.21. Tsütokinees. Joonisel on skemaatiliselt näidatud, kuidas aktiini-müosiini filamentide asetus kontraktiil rõngas (punased jooned) aitab filamentide kokkutõmbamisel kaasa rakumembraani sissetõmbumisele.


    7.5.5.1. Kontraktiilse rõnga aktiin ja müosiin II tekitavad tsütokineesiks vajaliku jõu


    Interfaasi rakus moodustavad aktiini ja müosiin II filamendid plasmamembraani vooderdava (cortical network) võrgustiku. Mõnedes rakkudes moodustavad nad ka suuri tsütoplasmaatilisi võrgustikke ehk stressi fiibreid. Kui rakk siseneb mitoosi, siis need aktiini ja müosiini võrgustikud lagunevad, suur osa aktiinist reorganiseerub ja müosiin II filamendid vabanevad. Sõsarkromatiidide lahknemisega samal ajal toimub anafaasis ka aktiini ja müosiini akumuleerumine kiiresti moodustuvasse kontraktiilsesse rõngasse, kuhu kuulub arvukalt teisi struktuurset tuge pakkuvaid ja rõnga moodustumisele kaasa aitavaid valke. Osaliselt sõltub kontraktiilse rõnga tekkimine valgust nimega formiin, mille abil moodustuvad uued paralleelsed ja mitteharulised aktiinifilamendid.


    Pärast anafaasi tõmbuvad omavahel kattuvad aktiini ja müosiin II filamendid kokku ja tekitavad jõu, mis lõppkokkuvõttes jaotab tsütoplasma kaheks. Tekkinud jõud on suur, näiteks suudab see painutada selle teele sisestatud peent klaasnõela. Rõnga ahenedes jääb rõnga enda paksus samaks, st rõnga suurus (ruumala) ja selles sisalduvate filamentide arv väheneb pidevalt. Erinevalt lihastes esinevast aktiinist on rõnga aktiinifilamendid eriti dünaamilised ning nende asetus muutub tsütokineesi käigus pidevalt.


    Kontraktiilne rõngas kaob jagunemise lõpus, kui jagunemisvao plasmamembraan aheneb ning moodustub keskkeha. Keskkeha käitub kahe tütarraku vahelise sidemena ja sisaldab järele jäänud komponente mitoosi käävist. Tekib suur valguline struktuur, mis koosneb tihedalt kokku pakitud antiparalleelsetest interpolaarsetest käävi kesktsooni mikrotorukestest. Pärast tütarrakkude täielikku eraldumist jäävad mõningad keskkeha komponendid sageli mõlema raku plasmamembraani ja võivad käituda väliskihil kui tähistena, mis aitavad järgmise rakujagunemise käigus määrata käävi tekkimise suunda.


    7.5.5.2. Lokaalne RhoA aktiveermine põhjustab kontraktiilse rõnga kokkupanekut ja ahenemist


    RhoA, väike Ras superperekonda kuuluv GTPaas kontrollib kontraktiilse rõnga kokkupanekut ja funktsioone raku jagunemiskohal. RhoA aktiveeritakse raku korteksil tulevasel jagunemiskohal, kus see soodustab aktiinifilamentide tekkimist, müosiin II kokkpanekut ja rõnga kokkutõmbumist. See omakorda stimuleerib aktiinifilamentide moodustumist formiin valkude aktiveermise teel ning aitab kaasa müosiin II kokkupanekule ja kokkutõmbumisele, aktiveerides mitmeid proteiini kinaase, sealhulgas Rho-aktiveeritavat kinaasi Rock. Need kinaasid fosforüülivad regulatoorse müosiini kerget ahelat, mis on müosiin II subühik, ning stimuleerivad seeläbi müosiin II filamentide kahesuunalist moodustumist ja motoorset aktiivsust.


    Arvatakse, et RhoA aktiveerimist korraldab guaniinnukleotiidi vahetusfaktor (Rho-GEF), mida leidub raku korteksis ja mis stimuleerib GDP vabastamist ning GTP seondumist RhoA-ga. Vähe on teada selle kohta, kuidas RhoGEF lokaliseerub või aktiveeritakse jagunemiskohas, kuid näib, et anafaasi käävi mikrotorukesed on nende protsessidega seotud (joonis 7.22).
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    Joonis 7.22. Kontraktiilse rõnga moodustumiar reguleerib RhoA GTPaas. Samamoodi nagu teised Rho perekonna GTPaasid aktiveerivad RhoA-d RhoGEF ja inaktiveerivad RhoGAP valgud. GTP-ga seotud aktiivne RhoA on koondunud tulevasse jagunemise kohta, seondudes formiinvalkudega ja initsieerides aktiinifilamentide assambleerumise kontraktiilses rõngas. Müosiin II filamentide moodustumisel osalevad Rho-aktiveeritud proteiini kinaasid, näiteks Rock.


    7.5.5.3. Tsütokineesiks valmistumine pärmis algab hilises G1-faasis


    Tsütokinees peab aset leidma õiges kohas (segregeerunud kromosoomide vahel) ja õigel ajal (pärast mitoosi). Tsütokineesi toimumise asukoha ja ajastuse range reguleerimine on raku jagunemise eduka lõpuleviimise seisukohalt kriitilise tähtsusega. Järgnev osa kirjeldab, kuidas leiab tsütokineesi reguleerimine aset pärmis Saccharomyces cerevisiae, kus jagunemiskoht on määratud juba enne mitoosi ja käävi poolused on seejärel asetunud kindlaks määratud jagunemiskoha vastaskülgedele.


    Pärmis on jagunemiskoht emaraku ja tütarpunga vaheline kitsas kael. Pungumiseks valmistumine algab rakutsükli hilises G1-faasis, umbes 15 minutit enne punga esmakordset ilmnemist, kui tulevasse pungumiskohta tekib lai septiinist (septin) ja teistest valkudest koosnev rõngas. Punga ilmnedes tekib sinna ka müosiinist rõngas, mille moodustumine sõltub omakorda septiini valkudest. Need varajased tsütokineesiks valmistumise sündmused aktiveeritakse hilises G1-faasis G1/S-CDK kontrollitud G1/S lülitite abil.


    S-faasis ja varajase mitoosi käigus pung kasvab ning selle aja jooksul liigub tuum poolenisti läbi punga kaela jagunemistasapinna (joonis 7.23). Valgud püüavad kinni ühe käävi polaarkeha astraalsed mikrotuubulid ja need valgud kannavad mikrotuubulite plusspooled punga tippu ja tõmbavad seeläbi vastava polaarkeha punga kaela. Teisest polaarkehast lähtuvad astraalsed mikrotuubulid ankurduvad raku korteksile pungast vastaspool, mis omakorda kindlustab tuuma ja metafaasi käävi asetumise paralleelselt raku teljega. Käävi pikenedes anafaasis tõmmatakse sõsarkromosoomid jagunemistasapinna vastaskülgedele. Selleks ajaks on kontraktiilrõngas moodustunud punga kaelas olemasolevale müsioon II-le aktiini lisamisega.


    Tsütokinees on tihedalt seotud mitoosi lõpuleviimisega, sest mõlemad protsessid sõltuvad vähemalt osaliselt CDK substraatide defosforüülimisest, mis toimub tsükliinide lagundamise ja fosfataas Cdc14 aktiveerimise tulemusena. Mõned tsütokineesi sündmused võivad vajada ka teiste regulatoorsete komponentide, sealhulgas proteiini kinaasi Plk aktiveerimist. Mitotic exit network (MEN) on signaalisüsteem, mille peamine funktsioon on aktiveerida fosfataas Cdc14, kuid tsütokineesi hiliste sündmuste kontrollimisel lisandub sellele ka teisi funktsioone (joonis 7.23).
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    Joonis 7.23. Aktiini-müosiini ringi moodustumine pärmis Saccharomyces cerevisiae. Hilises G1-faasis aktiveerib G1-CDK septiini ringi moodustumine tulevase punga positsioonis. Pärast pungumise algust kaasavad septimini valgud müosiin II. S-faasi arenedes liigub tütarraku käävi polaarkeha punga kaela piirkonda ja anafaasi lõpus liigub see tütarrakku koos temaga seotud kromosoomidega. Teine peamine etapp kontraktiilrõnga moodustumisel toimub hilises anafaasis, kui valk Iqg1 lokaliseerub punga kaela, tuues kaasa aktiini-müosiini ringi moodustumise. Need sündmused on seotud CDK substraatide defosforüülimisega, aga ka teiste regulatsioonimehhanismidega.


    7.5.6. Raku kasvu ja jagunemise kontroll


    Organi või organismi suurus sõltub kogu tema rakumassist, mis omakorda sõltub nii rakkude arvust kui ka nende suurusest. Rakkude arv sõltub raku jagunemiste ning raku surmade arvust. Üksikute organite ja kogu organismi suurus on seega määratud kolme fundamentaalse protsessi poolt: raku kasv, raku jagunemine ja raku eluiga.


    Kui rakud jaguneksid ilma vahepeal kasvamata, siis jääksid nad iga rakutsükli läbimise järel järjest väiksemaks ja seega ei toimuks kokkuvõttes totaalse rakumassi kasvu. Enamikus jagunevates rakkudes on rakujagunemine seetõttu seotud nende kasvuga. Üherakuliste organismide nagu pärmi puhul sõltub nii raku kasv kui ka raku jagunemine ainult toitainete olemasolust. Imetajarakkudes sõltuvad aga raku kasv ja jagunemine teiste rakkude toodetud ekstratsellulaarsetest signaalimolekulidest, nagu kasvufaktorid ja mitogeenid.


    Ekstratsellulaarsed signaalimolekulid, mis kontrollivad rakkude kasvu, jagunemist ja ellujäämist, on tavaliselt kas sekreteeritavad valgud, raku välispinnaga seotud valgud või ekstratsellulaarse maatriksi valgud. Füsioloogilise funktsiooni järgi saab neid jagada kolme klassi (joonist 7.24).
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    Joonis 7.24. Erinevad võimalused koordineerimaks raku kasvu jagunemisega. Jagunevates rakkudes kontrollitakse rakkude suurust mehhanismi kaudu, mis koordineerib raku jagunemise ja raku kasvu kiiruseid. Samuti võivad aga eksisteerida alternatiivsed võimalused. A. Paljudes raku tüüpides on raku jagunemise kiirus määratud raku kasvu kiirusega. Raku jagunemine toimub ainult juhul, kui kasvukiirus ületab minimaalse läve. Kasvukiirus sõltub omakorda peamiselt toitainete olemasolust. B. Mõningates imetajarakkudes võivad nii kasvu kui ka jagunemist kontrollida erinevad rakuvälised faktorid ja raku suurus sõltub nende faktorite omavahelisest suhtest. C. Mõned rakuvälised faktorid võivad stimuleerida nii raku kasvu kui ka jagunemist, aktiveerides samal ajal ka signaaliradasid, mille signaalid kiirendavad nii kasvu kui ka tõenäosust rakutsüklisse siseneda.


    Mitogeenid, mis stimuleerivad rakkude jagunemist peamiselt G1 lülitite kaudu. G1-CDK aktiivsuse kontrolli all olevad lülitid vabastavad rakud negatiivsetest kontrollmehhanismidest ja inhibiitoritest, mis muidu takistavad sisenemist rakutsüklisse ja progressiooni tsükli jooksul (joonis 7.25).


    Kasvufaktorid, mis stimuleerivad raku kasvu valkude ja teiste makromolekulide sünteesi indutseerimise ning nende lagundamise inhibeerimise kaudu (joonis 7.25).


    Ellujäämisfaktorid, mis toetavad rakkude säilimist ja paljunemist, surudes maha programmeeritud rakusurma ehk apoptoosi signaalid.
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    Joonis 7.25. Mitogeenid stimuleerivad rakkude sisenemist rakutsüklisse. Mitogeenide seondumine raku pinnaretseptoritega initsieerib rakusisesed signaaliülekanderajad. Ras-valk, GTPaas, aktiveerib MAP kinaasi kaskaadi, mis viib rakutsükli varajaste geenide aktivatsioonini. Üks varajane geen on transkriptsiooni regulaatorvalk Myc. Myc tõstab omakorda mitmete hiliste geenide transkriptsiooni, millest mõned viivad otseselt G1-CDK aktiivsuse kasvule. G1-CDK fosforüülib Rb perekonna valke, inaktiveerides Rb ja vabastades E2F-valgud inhibitsioonist, mis omakorda käivitab G1/S geenide transkriptsiooni. Nende geenide hulka kuuluvad ka G1/S-tsükliini (tsükliin E) ja S-tsükliini (tsükliin A) geenid. Aktiveeritud G1/S ja S-CDK kompleksid jätkavad Rb-valkude fosforüülimist positiivse tagasihaarde mehhanismi kaudu. E2F-valgud stimuleerivad veel ka iseenda transkriptsiooni, moodustades niimoodi veel ühe positiivse tagasihaarde (tagasiside) mehhanismi.


    7.5.6.1. Rakkude jagunemine on seotud nende kasvuga


    Samamoodi nagu mitogeenid seonduvad loomarakkude kasvu stimuleerivad rakuvälised kasvufaktorid rakupinna retseptoritega ning aktiveerivad rakusiseseid signaaliradasid. Nende radade signaalid stimuleerivad omakorda valkude ja makromolekulide akumuleerumist, tõstes nii nende sünteesi kiirust kui ka takistades nende lagundamist. Samuti suureneb toitainete vastuvõtmine ja valgusünteesiks vajaliku ATP tootmine. Üks kõige olulisem kasvufaktori retseptorite aktiveeritav signaalirada toimib ensüümi fosfoinositiid 3-kinaas (ingl PI 3-kinase) kaudu, mis vastutab ATP-lt ühe fosfaadi ümbertõstmise eest inositool-fosfolipiidide 3’-positsioonile. PI 3-kinaasi aktivatsioon toob kaasa ka ühe peamise raku kasvu reguleeriva proteiini kinaasi, TOR kinaasi aktiveerumise. TOR aktiveerib rakus paljusid sihtmärke, mis stimuleerivad metaboolseid protsesse, sealhulgas valgusünteesi. Üks sihtmärk on proteiini kinaas S6 (S6K), mis fosforüülib ribosoomi valku S6 ja suurendab seeläbi ribosoomide võimet transleerida mRNA-d (joonis 7.26). Samuti aktiveerib TOR kaudselt ka translatsiooni initsiatsiooni faktorit eIF4E ja reguleerib otseselt ribosoomide subühikuid kodeerivate geenide transkriptsiooni regulaatoreid.
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    Joonis 7.26. Raku kasvu stimuleerimine rakuväliste kasvufaktorite ja toitainete poolt. Kasvufaktorite seondumine rakupinnal asuvate retseptoritega viib PI 3-kinaasi aktiveerimisele, mille kaudu TOR kinaasi rada indutseerib valkude sünteesi. Rakuvälised toitained, nagu aminohapped, aitavad kaasa TOR kinaasi aktiveerimisele. TOR kinaas fosforüülib mitmeid valke, et indutseerida valgu sünteesi, samas pidurdades valkude lagundamist (joonisel ei ole välja toodud). 4E-BP on translatsiooni initsiatsioonifaktor eIF4E inhibiitor. PI(4,5)P2 – fosfatidüülinositool 4,5-bifosfaat. PI(3,4,5)P3 – fosfatidüülinositool 3,4,5-trifosfaat.


    7.5.6.2. Mitogeenid stimuleerivad raku jagunemist


    Ainuraksed organismid kasvavad ja jagunevad tavaliselt nii kiiresti, kui nad saavad. Seega on nende jagunemise kiirus suuresti seotud toiteainete piisava olemasoluga ümbritsevas keskkonnas. Hulkrakse organismi rakud jagunevad ainult siis, kui organism vajab uusi rakke. Sellest tulenevalt jagunevad imetajate rakud pärast rakuväliste signaalide stimuleerivat mõju. Seega kontrollib mitogeenide olemasolu kasvukeskkonnas enamiku hulkraksete organismide rakkude jagunemise kiirust. Rakkude omastatavad mitogeenid on tavaliselt väljastanud naaberrakud ja nende peamine ülesanne on inaktiveerida rakutsükli progressiooni pidurdavaid signaaliradasid.


    Mitogeenid seonduvad rakupinna retseptoritega ja lülitavad seeläbi sisse mitmed rakusisesed signaaliülekanderajad, mis käivitavad G1 lüliteid. Üks peamisi selliseid signaaliülekanderadu toimib üle monomeerse Ras-valgu. Ras-valk kuulub GTPaaside hulka ja tema ülesanne on sisendsignaali olemasolul aktiveerida mitogeeni aktiveeritud proteiini kinaasi kaskaad (MAPK). MAPK kaskaadi aktiveerimine viib transkriptsiooni regulaatorite tõusuni, millest üks olulisemaid on Myc. Myc aktiveerib rakutsükli progressiooni erinevate mehhanismide teel. Üks nendest on G1-tsükliinide sünteesi käivitamine ja sellega kaasnev G1-CDK aktiivsuse tõus. Samuti on näidatud Myc olulisust raku kasvu kiirendamisel kasvu eest vastutavate geenide aktiveerimise kaudu. Aktiveeritud G1 lülitite võtmefunktsioon on käivitada G1/S transkriptsiooni võrgustik, aktiveerides vastavaid transkriptsioonifaktoreid ja inaktiveerides negatiivseid transkriptsiooniregulaatoreid.

  


  
    8. Meioos


    MARDO KÕIVOMÄGI, MART LOOG


    Meioos on rakutuumade jagunemise erivorm, mille käigus loodud tuumad kannavad endas vaid ühte komplekti homoloogiliste kromosoomide paaridest. Meioosis kasutatakse paljuski samu mehhanisme, mida ka mitootilises rakutsüklis, kuid lisaks toimib meioosis ka mitmeid teisi unikaalseid mehhanisme, mis võimaldavad sooritada kaks tsüklit kromosoomide segregatsiooni ilma vahepealse S-faasita.

  


  
    8.1. Seksuaalne paljunemine põhineb haploidsete rakkude ühinemisel


    Enamik eukarüootseid organisme paljuneb sugulisel teel: kummaltki vanemalt pärinevad sugurakud ühinevad, luues uue raku, millest areneb organism. Et vältida kromosoomide komplekti kahekordistumist iga järgneva järglaste generatsiooni puhul, on evolutsioonis välja kujunenud eriline tuuma jagunemise vorm, mida kutsutakse meiootiliseks programmiks. Meioosi käigus tekkivad rakud on haploidsed, see tähendab, et nad sisaldavad iga kromosoomi ühte homoloogi. Sellised haploidsed rakud diferentseeruvad tavaliselt spetsiaalseteks reproduktiivrakkudeks – gameetideks –, mida kutsutakse ka munarakkudeks ja seemnerakkudeks. Reproduktiivtsükli viimase etapina ühinevad munarakk ja seemnerakk, moodustades diploidse sügoodi, mis sisaldab kromosoome mõlemalt gameedilt (joonis 8.1).
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    Joonis 8.1. Seksuaalse paljunemise tsükkel. Näitena toodud diploidne rakk sisaldab kolme erinevat homoloogiliste kromosoomide paari. Meiootilise programmi tulemuseks on haploidsed rakud ehk gameedid, mis sisaldavad ühte homoloogi igast kromosoomist erinevates kombinatsioonides (vaid üks kombinatsioon on näidatud). Erinevatest vanemrakkudest pärinevate gameetide ühinemine taastab diploidsuse. Selguse huvides ei ole sellel diagrammil kujutatud homoloogilise rekombinatsiooni efekte kromosoomide struktuurile.

  


  
    8.2. Meioosis toimub kromosoomide segregatsioon kahel korral


    Meioosi peamised etapid on skemaatiliselt kirjeldatud joonisel 8.2.
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    Joonis 8.2. Meiootiline programm. Skeemil on lihtsuse huvides diploidne rakk näidatud ühe kromosoomi kahe homoloogi abil. Meioosi S-faasis sünteesitakse mõlemale homoloogile sõsarkromatiid. Meioosi profaasis toimub DNA rekombinatsioon ristsiirde mehhanismi abil ja kiasmid saavad nähtavaks peale sünaptoneemi kompleksi lagunemist. Meioos I käävi moodustumise ja bi-orienteerumise ajal hoitakse homoloogide paare koos kiasmidest eemal olevate regioonide kohesiini abil. Kohesiini eemaldamine kromosoomide otstelt võimaldab homoloogide paaride segregatsiooni, kusjuures tsentromeersetes regioonides jääb kohesiin alles kuni meioos II anafaasini. Meioos II tulemusena sõsarkromatiidid lahutatakse ja tekivad haploidsed gameedid.


    Esiteks toimub meiootiline S-faas, mille käigus duplitseeritakse kromosoomid. Sellele järgneb meiootiline profaas, kus üle kromosoomide leiavad aset kaksikahela katkemised (ingl double-strand breaks) ja nendest tulenevad üheahelalised DNA segmendid interakteeruvad teise homoloogi komplementaarsete järjestustega. Mõnedel juhtudel toimub selle juures veel DNA vahetus homoloogiliste kromosoomide vahel – ristsiire e krossingover (ingl crossing over) (vt allpool joonis 8.3).


    Kirjeldatud homoloogilise rekombinatsiooni käigus joonduvad iga kromosoomi homoloogid täies ulatuses teatud valgukompleksi abil, mida kutsutakse sünaptoneemi kompleksiks. See kompleks lahustub profaasi lõpuks ja ristsiirde ühendused saavad mikroskoobis nähtavaks kui X-kujulised struktuurid, mida nimetatakse kiasmideks (vt joonis 8.2).


    Meiootilisele profaasile järgnevad kaks kromosoomide segregatsiooni tsüklit: meioos I ja meioos II. Meioos I alguses kinnituvad homoloogide paarid bi-orienteeritult mitoosi kääviga. Seda vahendavad erilised meioosispetsiifilised molekulaarsed mehhanismid, kuna mõlemal paaril on kaks sõsarkromatiidi ja kaks kinetohoori. Selle tulemusel kinnituvad ühe homoloogi sõsarkromatiidid ühe ja teised teise poolusega (vt joonis 8.2). Kiasmid hoiavad homolooge koos ja seda tänu sõsarkromatiididevahelisele kohesiiniühendusele. Kohesiini eemaldamine sõsarkromatiidide mittetsentromeersetest regioonidest anafaas I alguses võimaldab homoloogidel segregeeruda erinevate pooluste suunas. Kohe peale käävi lagunemist algab teine meiootiline jagunemine – meioos II. Kuna tsentromeersetes regioonides jäi meioos I lõppedes kohesiin alles, siis on võimalik sõsarkromatiidid sel korral lahutada samamoodi nagu mitoosi korral.


    Meioos on oluline geneetiliste variatsioonide allikas: esimese meiootilise jagunemise käigus jaotatakse juhuslik kombinatsioon homolooge kahe tekkiva tuuma vahel. See võimaldab saada paljude erinevate kromosoomide kombinatsioonidega järglasi. Samuti võimaldab ristsiirde mehhanism tekitada vanemate geenide kombinatsioone.


    8.2.1. Meioosi defektid põhjustavad aneuploidiat


    Vead meiootilisel kromosoomide lahutamisel võivad tekitada gameete, mis sisaldavad valet arvu kromosoome. Niisuguseid gameete nimetatakse aneuploidseteks ja inimeste puhul on sellised vead eriti sagedased tekkima naissugurakkude meioosis. Aneuploidsed sügoodid tavaliselt surevad ja segregatsioonivigu peetakse peaaegu poolte raseduse esimese trimestril esinevate nurisünnituste põhjustajaks. Mõnedel juhtudel võivad aneuploidsed gameedid moodustada eluvõimelise, kuid defektse embrüo. Näiteks kolme kromosoom 21 koopiaga embrüod arenevad vaimset alaarengut põhjustava Downi sündroomiga lapseks.


    8.2.2. Meiootilist programmi reguleeritakse mitmetes molekulaarsetes kontrollpunktides


    Samamoodi nagu mitootilise rakutsükli korral on need kontrollpunktid reguleeritud geeniregulatsiooni faktorite, tsükliin-Cdk komplekside ja APC-ga. Hulkraksetes organismides toimub meioos vaid väikeses populatsioonis selleks spetsialiseerunud rakkudes – sugurakkude lähterakkudes (ingl germ line), mis on haploidsete gameetide e sugurakkude allikas. Ülejäänud rakud ehk somaatilised rakud paljunevad ainult mitootilise rakutsükli kaudu ega ole võimelised läbima meioosi.


    

  


  
    8.3. Homoloogiline rekombinatsioon toimub meiootilises profaasis


    Enamikus organismidest toimub meiootiline DNA rekombinatsioon kahel erineval moel, mida kutsutakse ristsiirdeks ja mitteristsiirdeks. Esimese puhul toimub tugev interhomoloogne ühinemine ja geneetiline rekombinatsioon, mille tulemusel homoloogilised kromosoomid vahetavad vastastikku suuri DNA segmente (vt joonis 8.3). Mitteristsiirde puhul ei toimu püsivat interhomoloogset sidet. Ristsiire toimub vaid üksikute rekombinatsioonide puhul ja ristsiirde/mitteristsiirde suhe on rangelt kontrollitud tagamaks, et iga homoloogse kromosoomide paari vahel toimuks vähemalt üks ristsiire r ning et need toimuksid kromosoomidel üksteisest ruumiliselt piisavalt kaugetes (eemalolevates) regioonides.


    
      [image: ]

    


    Joonis 8.3. Homoloogiline rekombinatsioon meiootilises profaasis.


    Protsess algab kaksikahela katkemisega (1), mida katalüüsib topoisomeraasidesarnane valk Spo11. (2) tekkinud 5’-otste taandamine loob üheahelalised 3’ üleulatuvad otsad, mis on umbes 300 aluspaari pikad. (3) Need otsad kaetakse rekombinaasvalkudega Rad51 ja Dmc1. RekombinaasDNA kompleks tungib homoloogilisse kromatiidi ja paardub komplementaarse järjestusega ühel ahelal, vahetades välja teise ahela ja moodustades Dlingu. Samas, rekombinatsioon identsete järjestuste vahel tütarkromatiidides on maha surutud. (4) Teadmata mehhanismi abil määratakse ristsiirde ja mitteristsiirde kohad. (5) Enamikus rekombinatsiooni kohtadest toimub mitteristsiire, mille käigus algab sisse tungiva ahela pikendamine homoloogse järjestuse alusel. (6) Lõpuks sissetunginud ahel eemaldub homoloogilt. (7) Dissotsieerunud ahel taasühineb homoloogiga, millelt ta algselt pärines, ja tema pikendamine jätkub. (8) Lõpuks ühendatakse katked ja taastatakse ühtne kromosoom. Kui kaks homoloogi ei ole identsed, toimub geeni konversioon, mille põhjustab sisse tungiva ahela järjestuse muutus 3’ lõpu pikendamise käigus. (9) Mõningates üksikutes kohtades, mis on valitud ristsiirdeks, toimub sisse tungiva ahela muutmine seni veel tundmata mehhanismi abil stabiilseks kompleksiks, mida kutsutakse single-end invasion (lõplikuks sissetungiks). (10) Üksik ahel pikendatakse. (11) D-ling seondub teise üheahelalise üleulatuva otsaga algses kaheahelalises katkes ja tühikud täidetakse DNA sünteesi abil. (12) Allesjäänud otste ligeerimisega tekib kompleksne struktuur, milles kaks DNA molekuli on füüsiliselt omavahel seotud Xkujulise struktuuri abil, mida kutsutakse Holliday junction’iks e Holliday ühenduseks (vt ka Heinaru, A., Gerneetika. 2012, ptk 2.1.1.1.). Kogu vahetatavat ala kutsutakse kahekordseks Holliday junction’iks. (13) Kahe Holliday junction’i asümmeetrilise lõikamise (rohelised nooled) ja DNA ligeerimise tulemusena toimub Holliday junction’i lahendamine ja ristsiire.


    Meiootilise rekombinatsiooni peamised etapid on toodud joonisel 8.3. Ristsiirde/mitteristsiirde kohad määratakse veel seni tundmata mehhanismi abil. Mitteristsiirde kohtades teise homoloogi tungiv DNA ahel 3’-otsa küll pikendatakse teise homoloogi järjestuse järgi, kuid lõpuks see ahel siiski dissotsieerub ja seondub tagasi kromatiidiga, kust ta pärit oli. Üksikutes valitud punktides, kus toimub ristsiire, toimuvad teistsugused sündmused. Esiteks toimub homoloogi sisse tungiva ahela ja homoloogilise järjestuse vahel tekkinud kompleksi stabilisatsioon, mis viib nn single-end invasion (lõpliku sissetungi) struktuuri tekkimiseni. Sissetunginud ahela pikendamise teel laieneb D-ling, mis interakteerub teise homoloogi üheahelalise 3’-otsaga, mis tekkis kaheahelalise katke loomisel. Edaspidine DNA süntees ja ligeerimine täidab tühikud ja tekib nn topelt Holliday junction struktuur. Järgnev DNA spetsiifiline lõikamine ja parandamine aitavad muuta selle struktuuri ristsiirdeks (vt joonis 8.3).


    8.3.1. Meiootilise profaasi etapid on defineeritud tsütoloogiliste tunnusmärkide järgi


    Meiootilise DNA rekombinatsiooni käigus toimuvad suured muutused ka kromosoomide struktuuris, mis on jälgitavad mikroskoobis ja mille kaudu on defineeritud neli peamist meiootilise profaasi etappi: leptoteen, sügoteen, pahhüteen ja diploteen. Leptoteenis kondenseeruvad duplitseerunud sõsarkromatiidid eraldiseisvateks niitjateks struktuurideks. Ühtlasi algab homoloogiline paardumine, mille käigus homoloogide teljed joondatakse üksteisest umbes 400 nm kaugusele. Sügoteeni käigus tuuakse homoloogid üksteisega veelgi tihedamalt kokku, nii et need jäävad üksteisest nüüd umbes 100 nm kaugusele. Seda protsessi, milles tekib ka sünaptoneemi kompleks, nimetatakse sünapsiseks. Pahhüteenis on homoloogid kogu oma pikkuses tihedalt seotud. Pahhüteeni lõpus laguneb sünaptoneemi kompleks ja kromatiin dekondenseerub. Seda faasi pahhüteeni ja diploteeni vahel kutsutakse sageli ka difuusseks faasiks. Diploteenis kromosoomid kondenseeruvad ja ristsiirded saavad kiasmidena nähtavaks. Diploteenile järgneb sisenemine esimesse meiootilisse jagunemisse, mille algusstaadiumi nimetatakse ka diakineesiks.


    8.3.2. Homoloogide paardumine toimub kahes järjestikuses etapis


    Homoloogide paardumise esimene etapp toimub juba varases leptoteenis, kui leiab aset kromosoomide dramaatiline ümberpaiknemine tuumas ning homoloogide vahel toimuvad esimesed interaktsioonid. Täpne homoloogide paardumise molekulaarne mehhanism ei ole küll selge, aga tõenäoliselt hõlmab see otseseid interaktsioone komplementaarsete DNA järjestuste vahel, mis asuvad pikkades väljaulatuvates kromatiinilingudes.


    Teine homoloogide paardumise etapp on leptoteeni keskpaigas, kui homoloogid joonduvad üksteisest ligikaudu 400 nm kaugusele. Seda nimetatakse ka presünaptiliseks joondumiseks. Osades organismides (taimed) toimub selline joondumine kogu genoomi ulatuses. Teistes organismides (hiired) toimub joondumine ainult spetsiifilistes segmentides. Sügoteenis tuuakse homoloogide teljed üksteisele veelgi lähemale, ligikaudu 100 nm kaugusele. Selle lähedase joondumisega kaasneb sünaptoneemi kompleksi kogunemine homoloogide vahele.


    Sügoteenis valitakse väike hulk rekombinatsiooni kohti ristsiirdeks. Näiteks inimese kromosoomis toimub see ühes rekombinatsioonialas neljast. Seega võib öelda, et enamiku rekombinatsiooni sündmuste funktsioon ei ole luua muutusi DNA-s, vaid aidata kaasa homoloogide omavahelisele interaktsioonile. Ristsiirde piirkondade määramine on tähtis regulatoorne sündmus, kuna see määrab ära homolooge profaasi lõpus koos hoidvate kiasmide arvu. Ristsiirete arv on kontrollitud kahel peamisel põhjusel. Esiteks on tähtis, et iga homoloogipaar oleks seotud vähemalt ühe kiasmiga. Teiseks, enamikes organismides on ristsiirete arv limiteeritud ja nende tihedus kontrollitud ristsiirde interferentsiga, mis piirab järgneva sündmuse toimumise eelmise läheduses.


    Pärast homoloogide presünaptilist joondumist leptoteenis tuuakse nad sügoteenis üksteisele veelgi lähemale protsessi kaudu, mida nimetatakse sünapsiseks. Sünapsis sõltub valgulise sünaptoneemi kompleksi moodustumisest, see toob homoloogid üksteisest ligikaudu 100 nm kaugusele (vt joonis 8.4).
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    Joonis 8.4. Sünaptoneemi kompleks. Ristfilamendid mängivad sünaptoneemi kompleksis keskset rolli, kinnitudes valgulistele lateraalelementidele, mis moodustavad sõsarkromatiidide telje.


    Sünaptoneemi kompleksi peamine struktuuriline komponent on valgu filamentide paarisrida, mis moodustab homoloogide vahele silla ning mida nimetatakse ka ristfilamentideks (ingl transverse filaments). Pagaripärmis koosnevad ristfilamendid peamiselt Zip1 valgust, imetajates kannab sama funktsiooni Scp1 valk. Need valgud moodustavad dimeere vardataoliste coiled-coil regioonide abil, mis lõppevad mõlemas otsas globulaarsete domeenidega. Valgu karboksüterminaalne ots seondub kromosoomiga ja aminoterminaalsed otsad interakteeruvad omavahel struktuuris, mida kutsutakse keskseks elemendiks (vt joonis 8.4).


    Mis on sünaptoneemi kompleksi funktsioon? Ta võib tagada stabiilse struktuurilise toe, aidates kaasa ristsiirdele, ja tagada topelt Holliday junction’ite formuleerumise. Samuti võib sünaptoneemi kompleks aidata kaasa homoloogide telgede reorganiseerimisele. Mutatsioonid ristfilamentide valkudes vähendavad rekombinatsiooni sündmuste sagedust ja tundub, et kompleksi valgud pakuvad ka seondumiskohti ensüümidele, mis moodustavad rekombinatsiooni sõlmi. Samuti võib sünaptonemaalne kompleks hoida ära erinevate homoloogipaaride omavahelise sõlmumise, hoides neid paare tihedalt üle kogu nende pikkuse koos. Veel on oluline mainida, et sünaptoneemi kompleks ei moodustu kõikides organismides. Näiteks S. pombe’s toimuvad ristsiirded ilma suurte valgukomplekside abita.


    8.3.3. Kiasm ilmub diploteenis


    Pärast pahhüteeni toimub taas homoloogide kondenseerumine ja ristsiirete toimumiskohtades võib näha kiasme. Elektronmikroskoopia abil on võimalik täheldada, et sõsarkromatiidide sidusus on kiasmide juures täielikult kadunud. Kooskõlas sellega näitavad valgusmikroskoobi mõõtmised, et kohesiini valgu kontsentratsioon langeb hilises profaasis kromatiidi õlgadel ja on kadunud ka kiasmide juures. Sellised muutused arvatavasti valmistavad ette homoloogide kiiret eraldamist metafaas I-s. Kohesiini vähenemine sõltub omakorda kondensiinist, millele seob Plk kinaas, mis omakorda fosforüülib kohesiini ja põhustab selle dissotsieerumist kromosoomide õlgadelt, samamoodi nagu see toimub mitoosis.

  


  
    8.4. Meioos I sisenemise initsieerib M-Cdk aktiivsus


    Esimene kontrollitud sisenemine meiootilisse programmi toimub rakutsükli G1-faasi jooksul, kui diploidne rakk siseneb pöördumatult meiootilisse S-faasi. Teine peamine üleminek toimub, kui rakud sisenevad esimesse meiootilisse jagunemisse ehk meioos I-sse. Selle kontrollpunkti läbimise järel lahknevad tsentrosoomid. Imetaja rakkudes toimub ka tuumamembraani lagunemine, mis lubab kõrgelt kondenseerunud homoloogipaaridel kinnituda käävi mikrotorukestele. Need sündmused on sarnased mitoosi varajaste etappidega ja nagu ka mitoosi korral kontrollib neid akumuleeruva M-Cdk aktiivsus (vt joonis 8.5).


    Paljudes organismides läbivad ootsüüdid meiootilise S-faasi ja meiootilise profaasi, kuid peatuvad siis hilises profaasis – diploteenis –, kus kõrgelt kondenseerunud homoloogidepaarid on omavahel ühendatud kiasmiga. Sellised väljaarenemata ootsüüdid võivad jääda diploteeni mitmeteks, inimeste puhul isegi kümneteks, aastateks. Kui siis hormoonsignaalide poolt initsieerituna M-Cdk aktiivsus tõuseb, sisenevad ootsüüdid meioos I-sse, mida kutsutakse ka ootsüütide küpsemiseks. Näiteks konnades stimuleerib hormoon progesteroon ootsüütide küpsemist signaaliradade kaudu, mis aktiveerivad tsükliin B-Cdk1. Esialgu nimetatigi tsükliin B-Cdk1 kompleksi küpsemist indutseerivaks faktoriks (ingl maturation-promoting factor, MPF), sest süstituna küpsemata ootsüütidesse oli neil võime stimuleerida sisenemist meioos I-sse.
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    Joonis 8.5. Meioos I faasi sisenemise regulatsioon S. cerevisiae’s. Profaasi lõpetamine ja meioos I-sse sisenemine sõltub geeniregulaatorist Ndt80, mis stimuleerib suure arvu geenide meiootilist avaldumist. Mõned nendest geenidest kodeerivad teisi regulaatorvalke, kaasa arvatud tsükliin Clb1, mis kompleksis Cdk1-ga on meiootilise jagunemise pearegulaator. Ndt80 stimuleerib ka iseenda ja proteiinkinaas Ime2 ekspressiooni, mis omakorda positiivse tagasihaarde abil võimendab kogu protsessi. Peale Clb1-Cdk1 aitavad edasisi meiootilisi sündmusi käivitada ja koordineerida ka kinaasid Ime2 ja Plk. Rekombinatsiooni defektid lülitavad sisse kontrollpunkti, mis seni veel tundmatute mehhanismide abil blokeerib Ndt80 ja Cdk1 aktiveerimise.


    8.4.1. Homoloogide paarid on esimese meiootilise käävi suhtes biorienteeritud


    Nii nagu mitoosiski on ka esimeses meioosis oluline, et homoloogid oleksid korrektseks segregatsiooniks bi-orienteeritud käävi suhtes. Erinevalt mitoosist on aga meioosis olukord, kus mõlemal homoloogil on kaks sõsarkromatiidi ja mõlemad neist peavad olema orienteeritud sama pooluse poole. Kuigi selle mehhanismi molekulaarseid detaile veel teata, annavad elektronmikroskoopia uuringud alust arvata, et sõsarkromatiidide kinetohoorid toimivad ühe üksusena ja pakuvad võimalust ühenduda vaid ühe poolusega (joonis 8.6). Näiteks pärmis annavad meiootilise käävi uuringud alust arvata, et üks kahest sõsarkinetohoorist on tasalülitatud ja seeõttu saab homoloogidepaariga seonduda vaid üks mikrotoruke.
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    Joonis 8.6. Kinetohooride ja mikrotorukeste seondumise erinevus mitoosis ja meioos I-s. Mitoosis on sõsarkromatiidid kooshoitud kohesiinide abil ja bi-orienteeritud kinnitused mikrotorukestega tekitavad pinge, mis omakorda stabiliseerib kompleksi. Meioosis konfigureeritakse aga sõsarkromatiidid ümber üheks üksuseks ja seetõttu saavutatakse pinge alles siis, kui homoloogidepaare pooluste poole tirides jõutakse kiasmini, mis hakkab osutama vastupanu (vt ka rakutsükli peatükist kinetohooride pinge tunnetamise ja sellest tuleneva regulatsiooni kohta).


    Selline monopolaarne seondumine sõltub teatavat tüüpi valkudest, mida kutsutakse monopoliinideks. Mutatsioonid nendes valkudes (Mam1, Csm1, Lrs4) põhjustavad sõsarkromatiidide bi-orientatsiooni meioos I-s, mille tulemusena homoloogide lahutamine ebaõnnestub. Kui mõned homoloogidepaarid võivadki esialgu moodustada ebakorrektseid kääviga seondumiskonfiguratsioone, siis need katkevad, sest sellised olekud ei tekita kinetohooridel kompleksi stabiliseerivat pinget (vt joonis 8.7).


    
      [image: ]

    


    Joonis 8.7. Homoloogide kinnitumine esimese meiootilise kääviga. Kuna igal homoloogil on kaks sõsarkinetohoori, siis on võimalikud mitmed ebakorrektsed kääviga kinnitumise konfiguratsioonid. Mõnda nendest valedest kinnitustest, nagu näiteks amfiteelilist kinnitust, välditakse, modifitseerides sõsarkinetohoorid üheks üksuseks, mis saab kinnituda vaid ühelt pooluselt tuleva mikrotorukesega. Ühendkinetohooride puhul on võimalikud veel kahte tüüpi bi-orienteeritud seondumised, esiteks ebakorrektne sünteetiline seondumine ja teiseks korrektne bi-orienteeritud sünteetiline. Esimene neist on aga ebastabiilne, sest kääviühenduses puudub pinge.


    Korrektne kromosoomide joondamine meioos I-s eeldab ühendust homoloogidepaaride vahel. Nagu juba eelpool kirjeldatud, enamiku liikide puhul on nendeks ühendusteks kiasmid, mis tekivad homoloogilise rekombinatsiooni käigus ristsiirete teel. Kiasmid aga saavad homolooge ühendada vaid seetõttu, et sõsarkromatiidid on omavahel tugevasti seotud piki oma otsmisi õlgu kuni kiasmideni. Kui aga kiasmid oleksid liiga kinetohooride ja tsentromeerse ala läheduses, oleks kohesiini abil ühendatud ala liiga pikk. Sellises olukorras ei pruugi homoloogid lahutuda efektiivselt ja võivad jääda seotuks kuni meioos II-ni. Seetõttu on olemas mehhanismid, mis takistavad ristsiirdeid tsentromeerse ala läheduses. Samas, et võimaldada siiski minimaalselt pika osa ühendumist kohesiinide abil, on olemas ka mehhanismid, mis takistavad ristsiirete teket ka telomeeride läheduses. Mõnedes liikides on ka mehhanismid, mis takistavad mitme ristsiirde tekkimist üksteise läheduses (ingl crossover interference), selleks et kohesiini abil kokkuseotud ala ei jääks liiga lühikeseks.


    Samamoodi nagu mitoosi korral algab meioos I anafaas kohesiini lõikamisega separaasi tõttu. Erinevalt mitoosist on anafaas I-s kohesiin kaitstud katkilõikamise eest sõsarkromatiidide tsentromeersel alal. See võimaldab sõsarkromatiide koos hoida meioos II-ni.


    Homoloogide segregatsioonile esimeses meiootilises jagunemises järgneb kohe sisenemine meioos II-sse. Nagu mitoosi nii on ka meioos II peamine ülesanne eraldada sõsarkromatiidid. Seetõttu on sündmused ja nende regulatsioon meioos II puhul sarnased mitoosiga. Pärast homoloogide segregatsiooni anafaas I-s toimub esimese meioosi käävi lagunemine, millele järgneb tsentrosoomide duplitseerumine ja jagunemine, et valmistada ette teist meiootilist käävi. Sõsarkromatiidide kinetohoorid ei ole enam omavahel seotud nagu meioos I-s, vaid seotakse käävile bi-orienteeritult.


    8.4.2. Pärast meioos I toimub osaline Cdk aktiivsuse langus


    Mehhanismid, mis kontrollivad meioos I lõpetamist, sarnanevad mehhanismidega, mis kontrollivad mitoosist väljumist, kuid millel on ka olulisi erinevusi. Samamoodi nagu mitoosis peab meioosis kääv lagunema, et meioos II käigus saaksid sõsarkromatiidide paarid lahkneda uute käävide abil. Teisest küljest aga mõningad imetaja rakkude hilises mitoosis aset leidvad sündmused, nagu näiteks tuuma taastumine või kromosoomide dekondenseerimine, ei ole rangelt vajalikud meioosi teiseks jagunemiseks; ja paljudel juhtudel seda ka ei toimu või toimub osaliselt.


    On üks protsess, mis toimub pärast mitoosi uue rakutsükli S-faasis, kuid ei tohi kunagi toimuda pärast meioos I – see on DNA süntees. Sellise olukorra tagamiseks peavad rakud pärast meioos I jõuliselt vältima prereplikatsiooni komplekside moodustumist ehk siis teisisõnu: meioos I lõppedes hüpatakse ilma G1- ja S-faasi läbimist kohe järgmisesse profaasi. Kuidas toimub aga sealjuures osade, kuid mitte kõigi mitootiliste sündmuste aktiveerimine pärast meioos I? Hiliste mitoosi sündmuste käigus toimub S- ja M-Cdk aktiivsuse langus, mis omakorda viib Cdk substraatide defosforüülimiseni. Pärast meioos I on aga Cdk aktiivsuse langus mittetäielik. Näiteks konna ootsüütides jääb madal, aga piisav hulk Cdk aktiivsust meiootiliste jagunemiste vahel alles. Kui geneetiliste manipulatsioonide abil see aktiivsus täielikult maha suruda, siis järgneb esimesele meiootilisele jagunemisele ka DNA süntees. Seega, Cdk aktiivsuse mittetäielik mahasurumine meiootiliste jagunemiste vahel toob kaasa ainult teatud Cdk sihtmärkvalkude defosforüülimise. Peamised substraadid selles grupis on prereplikatsiooni kompleksi komponendid, mis on võtmetähtsusega blokeerimaks replikatsiooni alguspunktide aktiveerimist.


    Küllaltki detailselt on aru saadud kirjeldatud mehhanismist S. cerevisiae puhul (vt joonis 8.8). DNA replikatsioon meioos II-s hoitakse ära proteiinkinaas Ime2 abil (S. cerevisiae). Et alustada uut jagunemise tsüklit, peab proteiinkinaas Cdc14 defosforüülima suure hulga Cdk1 substraatvalke nii mitoosist kui ka meioos I-st väljumisel, paralleelselt Cdk1 aktiivsuse langusega. Cdk1 substraatide defosforüülimine tekitab lähteoleku uue jagunemistsükli alustamiseks, luues näiteks võimalused uue käävi tekkeks, DNA replikatsiooni algatamiseks jne. Peamine erinevus mitoosi ja meioosi vahel on see, et meioos II-s ei tohi toimuda uut ringi DNA replikatsiooni, kuid mitmed ülejäänud jagunemise mehhanismid peaksid toimuma samamoodi nagu mitoosis. Sellise selektiivselt määratud olukorra loob meioosispetsiifiline proteiinkinaas Ime2, mis fosforüülib osaliselt samu substraate mida Cdk1-ki. See ühisosa substraatvalkudest kontrollib replikatsioonikompleksi moodustamist ja tsükliinide degradeerimist. Kuna aga fosfataas Cdc14 kinaas Ime2 lisatud fosfaate substraatidelt ei eemalda, jäävad need valgud osaliselt fosforüülituks. Selle tulemusel jäävad replikatsiooni lähtepunktid meioos I ja ja profaas II vahelises olekus uuesti litsentseerimata ja ka Cdk1 aktiivsus ei kao täielikult nagu mitoosist väljudes.
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    Joonis 8.8. DNA replikatsioon meioos II-s hoitakse ära proteiinkinaas Ime2 abil (S.cerevisiae). Ime2 ja Cdk1 fosforüülivad osaliselt samu kohti paljudes substraatvalkudes, kuid Cdc14 defosforüülib vaid kohti, millel on Cdk fosforüülimisjärjestuse motiiv (Ser/Thr-Pro) (A). Kuna Ime2-l ja Cdk1-l on ühiseid substraatvalke, mille roll on replikatsioonikompleksi moodustumine (pre-RC) või APC aktiveerimine (Cdh1) defosforüülitud olekus (B), siis on võimalik olukord, kus replikatsioonikompleksi valgud jäävad osaliselt defosforüülimata Cdk1 kohtades ja täielikult defosforüülimata Ime2 kohtades. Selline fosforüülimismuster garanteerib, et replikatsiooni lähtepunkte ei litsentseerita ning meioos I ja profaas II vahel DNA replikatsiooni ja S-faasi ei toimu. Modifitseeritud Holt et al., 2007 järgi.

  


  
    8.5. Meiootiline programm on koordineeritud rakkude gametogeneesiga


    Pärast meioos II toimub haploidse tuuma pakkumine rakkudesse, mis diferentseeruvad erilisteks rakutüüpideks, nagu näiteks pärmi spoorideks või gameetideks imetajates. Enamikus imetajarakkudes hõlmab spermatogenees endas ka spetsiifilist laadi jagunemist ning diferentseerumist. Pärast mõlemat meiootilist jagunemist toimub osaline tsütokinees, mis viib mitmete spermatiidide tekkeni, mis on omavahel seotud tsütoplasmaatiliste sildadega. Selgroogsete oogeneesi meioos I-le järgneb asümmeetriline jagunemine, mille käigus üks komplekt homolooge pakitakse väiksesse rakulisse jäänukisse, polaarkehasse, mis lõpuks degenereerub. Sellise ebavõrdse jagunemise bioloogiline mõte on see, et ootsüüdis ei jagataks laiali valmis sünteesitud varuaineid nelja raku vahel, vaid säilitataks need ühe, viljastamiseks mõeldud munaraku tarbeks. Enamike selgroogsete ootsüüt siseneb meioos II-sse, kuid peatub metafaas II-s kuni viljastumiseni.


    Kokkuvõttes kasutab meiootiline programm oma regulatsioonis paljuski samu mehhanisme mitoosiga, kuid sel on ka igas etapis teatavad iseärasused (vt joonis 8.9). Meioosi alguses initsieerib meioosi spetsiifiline transkriptsiooni regulaator Ime1 (S. cerevisiae) võimaluse S–Cdk aktiivsuse tõusuks, mis omakorda käivitab meiootilise S-faasi ja homoloogidevahelise interakteerumise meiootilises profaasis. Teine geeniregulaatorvalk, Ndt80, stimuleerib M-Cdk taset, mis viib raku meioos I-sse. Nii nagu mitootilises tsüklis toimub anafaasi initsieerimine mõlemas meiootilises jagunemises APC-Cdc20 abil. Kõigi nende nelja kontrollpunkti läbimist kontrollivad ka välised faktorid. Näiteks toimub pärmis sisenemine meiootilisse programmi vaid nälginud diploidsetes rakkudes ja meioos I-sse sisenemine on blokeeritud DNA kahjustuste või lõpule viimata rekombineerumiste puhul.
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    Joonis 8.9. Kokkuvõtlik skeem meiootilise programmi kontrollmehhanismidest.

  


  
    9. Arengubioloogia


    TAMBET TÕNISSOO

  


  
    9.1. Gametogenees


    9.1.1. Munaraku areng ehk oogenees


    9.1.1.1. Muna


    Munarakk on enamikul loomadel võrreldes keharakkudega suuremõõtmeline mitteliikuv rakk, mille tsütoplasma sisaldab mitmeid organelle ja energiarikkaid varuaineid (ribosoome, mitokondreid ja rebuvalke) ning mRNA-sid ja valke, mida kasutatakse embrüo arengu varastel etappidel, kui spermatosoidi e spermi e seemnerakuga viljastumine on olnud edukas. Muna (munarakk koos munakestadega) mõõtmed võivad olla erakordselt suured, näiteks vaalhail (30 x 14 cm) ja jaanalinnul (15 x 13 cm), võrrelduna tüüpilise somaatilise rakuga, mille läbimõõt on 10–20 μm. Ainupilulistel (Monotremata), munevatel ürgimetajatel (Prototheria) on suhteliselt väikeste mõõtmetega munad: nokkloomal ~11 mm ja sipelgasiilil 13–17 mm. Samas on pärisimetajatel (Eutheria) munarakud hoopis väikesed, näiteks hiirel läbimõõduga ~0,07 mm ja inimesel 0,1 mm. Sõltuvalt liigist on munad tavaliselt keraja, munaja või silinderja kujuga. Munarakku talletatud rebuvalkude koguse järgi jaotatakse munad (joonis 9.1) järgmiselt: 1) aletsitaalsed (rebutud) munad ei sisalda praktiliselt üldse rebuvalke (nt pärisimetajad); 2) mikroletsitaalsed e oligoletsitaalsed (rebuvaesed) munad sisaldavad vähesel määral rebu (nt mantelloomad, lameussid, rõngussid, ümarussid ja süstikkala); 3) mesoletsitaalsed (väherebused) munad sisaldavad rebu keskmisel hulgal (nt kahepaiksed, kopskalad); 4) makroletsitaalsed e megaletsitaalsed e polületsitaalsed (reburohked) munad on rikkaliku rebuga (nt luukalad, roomajad, linnud ja ainupilulised imetajad). Rebuvalkude paigutuse järgi jaotatakse munad veel (joonis 9.1) selliselt: 1) isoletsitaalsed (võrdrebused), väga väike rebu hulk on jaotunud ühtlaselt munaraku tsütoplasmas (nt okasnahksed ja pärisimetajad); 2) teloletsitaalsed (otsrebused), keskmises või suures koguses rebu on jaotunud munarakus asümmeetriliselt, kontsentreerudes rohkem vegetatiivse pooluse poole (nt linnud, kalad, kahepaiksed, roomajad); 3) tsentroletsitaalsed (keskrebused), rebu paikneb munaraku keskel (nt putukad). Munal eristatakse veel animaalset (rebuvaene piirkond) ja vegetatiivset poolust (reburikas piirkond).
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    Joonis 9.1. Munarakkude klassifikatsioon rebu paigutuse ja hulga järgi. Kollasega on tähistatud reburikas tsütoplasma osa ja sinisega rebuvaene. Lilla märgistab munaraku tuuma.


    Munaraku tsütoplasma e ooplasma sisaldab tavaliselt peale organellide ka toitainete reservi – rebu, mis on rikas erinevate valkude (sh ensüümide), rasvade, süsivesikute, soolade, vitamiinide ja pigmentide poolest. Rebu tekitamise protsessi munarakus nimetatakse vitellogeneesiks. Rebu on enamasti sünteesitud väljaspool munasarju ja imporditakse arenevasse munarakku e ootsüüti. Lindudel, kahepaiksetel ja putukatel toodetakse rebuvalgud peamiselt maksas, kust need vere kaudu liiguvad munasarja. Munasarjas kasutavad ootsüüdid retseptori vahendatud endotsütoosi võtmaks vastu rebuvalke rakuvälisest vedelikust. Toitaineid ja muud munaraku arenguks vajalikke faktoreid võivad vahendada ootsüüti ka munasarjas olevad abirakud. Neid on kahte tüüpi. Mõnedes selgrootutes areneb osa oogoonide järglasi toiterakkudeks (nutrimentaarne oogenees). Toiterakud ja kasvav ootsüüt on omavahel ühenduses tsütoplasmasildade kaudu, mistõttu pääsevad toiterakkudes sünteesitud makromolekulid (nt ribosoomid, mRNA-d, valgud jne) hõlpsasti otse munarakku. Teist tüüpi rakud on somaatilist päritolu toiterakud, mida kutsutakse follikulaarrakkudeks, mis ümbritsevad arenevat ootsüüti (follikulaarne oogenees, esineb nii selgroogsetel kui selgrootutel; joonis 9.2). Follikulaarrakud on kontaktis üksteise ja ootsüüdiga spetsiifiliste lünkliiduste kaudu, vahendades läbi nende väikesi molekule (nt aminohapped, cGMP jmt) arenevasse ootsüüti (joonis 9.2).
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    Joonis 9.2. Follikulaarne oogenees inimese munasarjas. Arenevad munarakud koos neid ümbritsevate follikulaarepiteeli rakkudega moodustavad munasarjas ovariaalfolliikuleid. Pindmises osas paiknevad ühekihilised primaarsed folliikulid, mis follikulogeneesi käigus arenevad mitmekihilisteks sekundaarseteks ja follikulaarvedelikuga täidetud õõnsusega Graafi folliikuliteks. Ovulatsioonil vabastatakse Graafi folliikulist munajuhasse granuloosa rakkudega ümbritsetud munarakk, mis on valmis viljastuma. Graafi folliikulist järele jäänud rakkudest moodustub kollaskeha. Munaraku välimine ooplasma piirkond on varustatud mitmete mikrohattude ja sekretoorsete kortikaalgraanulitega. Oolemmi ümbritseb primaarne munakest, mida kutsutakse helevöötmeks (zona pellucida). Ootsüüti ümbritsevad granuloosarakud sirutavad oma jätked läbi zona pellucida ootsüüdi pinnale, interakteerudes munaraku membraaniga ja moodustades aukliidused, mille kaudu vahendatakse toitainete ja väikeste molekulide transporti granuloosa ja ootsüüdi tsütoplasma vahel. Granuloosarakke ümbritsevad omakorda mesenhümaalsed teekarakud.


    Välimine e kortikaalne ooplasma piirkond on viskoossem kui sisemine ning on varustatud mitmete mikrohattude ja sekretoorsete vesiikulitega – kortikaalgraanulitega (joonis 9.2). Mikrohatud aitavad munaraku arengus väljastpoolt materjali sisse tuua. Kortikaalgraanulid sisaldavad mitmeid polüsahhariide (esinevad näiteks okasnahksetel, kahepaiksetel, kaladel ja imetajatel). Kui sperm aktiveerib viljastamisel munarakku, siis need graanulid väljutavad eksotsütoosis oma sisu, muutes munakesta teistele spermidele läbimatuks (vt ka peatükk 9.2.5). Primaarne e esmane munakest, mis katab munaraku membraani (oolemmi), on spetsiaalne rakuväline maatriks, sisaldades peamiselt glükoproteiine, mida sekreteerivad nii arenev munarakk kui ka ümbritsevad rakud. Paljudel loomadel kutsutakse primaarset munakesta vitelliinkestaks e rebukestaks, imetajatel kutsutakse seda helevöötmeks ehk läbipaistvaks tsooniks (zona pellucida) (joonis 9.2). See kiht kaitseb munarakku mehaaniliste vigastuste eest, samuti toimib paljudel loomadel liigispetsiifilise barjäärina viljastumisel. Samuti eristatakse sekundaarseid munakesti (nt lülijalgsete munade koorion) ja tertsiaarseid munakesti (nt valkkest e munavalge, pärgamentkest ja mineraliseerunud munakoor linnumuna puhul).


    9.1.1.2. Oogenees


    Esmased (primordiaalsed) idurakud (gonotsüüdid) tekivad varases embrüogeneesis väljaspool gonaade. Rännanud embrüo munasarja, saavad neist oogoonid, emassugurakkude eellasrakud. Emassugurakkude arengut oogoonidest küpsete munarakkudeni nimetatakse oogeneesiks. Oogenees on tihedalt seotud ka follikulogeneesiga e folliikulite arenguga. Munasarja folliikulid (ovariaalfolliikulid) on funktsionaalsed anatoomilised struktuurid, milles arenevad ootsüüdid. Ehkki oogeneesi iseloom on sõltuvalt liigist küllaltki varieeruv, jaotatakse munaraku arengustaadiumid üldiselt kolmeks: paljunemine, kasvamine ja küpsemine.


    Paljunemisfaasis leiab aset oogoonide mitootiline paljunemine. Osal loomadel, kes toodavad korraga tohututes kogustes mune (nt merisiilikud, konnad, kalad), tekitavad oogoonid igal aastal uue kohordi munarakke (isetaastuv tüvirakkude populatsioon). Samas näiteks imetajatel õnnestub kogu elu jooksul vaid väheseid munarakke toota, neil lõpeb oogoonide paljunemine varases embrüonaalses eas. Inimesel moodustub viiendal raseduskuul oogoonidest u seitse miljonit primaarset ootsüüti, vastsündinul on neid alles u üks miljon, seitsmeaastasel ainult ~300000 ootsüüti (joonis 9.3). Hiirel toimub peale primordiaalsete idurakkude (PGC) sisenemist gonaadi oogoonide mitootiline jagunemine vanuses E12.5–13.5 (E – embrüonaalne vanus päevades, mida arvestatakse hiirel päevast, millal ilmneb vaginaalne limakork, mis näitab kopulatsiooniakti toimumist).
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    Joonis 9.3. Oogeneesi staadiumid inimesel: paljunemine, kasvamine ja küpsemine. Paljunemise staadiumis jagunevad oogoonid mitootiliselt, suurendades populatsiooni. Peale aktiivset paljunemisfaasi sisenevad oogoonid meioosi esimesse profaasi (diploteen), tekivad primaarsed ootsüüdid. Järgneb kasvufaas kuni puberteedini, mil osa munarakke läbib küpsemisfaasis meioos I ja jõuavad meioos II metafaasi. Peale ovulatsiooni vabaneb metafaasiblokis olev munarakk munajuhasse, kus peale viljastumist läheb meioos II lõpuni.


    Peale aktiivset paljunemisfaasi sisenevad (alates E14.5 hiirel) oogoonid meioosi esimesse profaasi (vt peatükk 8.3) ja muutuvad primaarseteks ootsüütideks (joonis 9.3). Pärast primaarsete ootsüütide jõudmist meioos I diploteeni (imetajatel enamasti sünni järel) arestitakse need sellesse staadiumi (nimetatakse ka diktüaadiks või diploteeniblokiks), seda sõltuvalt liigist mõnest päevast kuni mitme aastani (tavaliselt puberteedi ehk suguküpsuse saabumiseni; joonis 9.3). Selle pika perioodi jooksul leiab aset munarakkude kasvamine. Primaarne ootsüüt sünteesib teda ümbritseva kesta (zona pellucida) ja kortikaalgraanulid. Samuti toimub sellel perioodil munaraku varuainete akumuleerimine, rebu moodustamine ehk vitellogenees, ühtlasi mRNA-de ja valkude ning morfogeenide deponeerimine, mis on vajalikud varajases embrüogeneesis. Diploteeni staadiumis toimub väga aktiivne geenide transkriptsioon. Paljudel loomadel (nt kahepaiksetel, lindudel, putukatel) moodustuvad diploteenis iseloomuliku struktuuriga nn lambiharikromosoomid, mis võimaldavad kiiresti ja aktiivselt toota RNA-d. Imetajatel ümbritsetakse diktüaadi staadiumis primaarsed ootsüüdid somaatiliste follikulaarrakkudega (granuloosarakud), millel on munaraku arengut toetav funktsioon. Esmalt moodustuvad primordiaalsed folliikulid (PrF) (s.o primaarsed ootsüüdid koos ühekihilise folliikuliepiteeliga, mille all paikneb basaalmembraan; joonis 9.2). PrF on väheaktiivsed n-ö vaikivas olekus folliikulid. Ootsüüdi säilimist diktüaadis aitavad vahendada follikulaarrakud. Nimelt on näidatud, et granuloosarakud sirutavad oma jätked (sisaldavad mikrotuubuleid, vahelmisi filamente ja mikrofilamente) läbi zona pellucida ootsüüdi pinnale, interakteerudes oolemmiga (munaraku membraan), kus nad moodustavad aukliidused, mille kaudu vahendatakse toitainete ja väikeste molekulide (nt meioosi arestivad signaalmolekulid) transporti granuloosa ja ootsüüdi tsütoplasma vahel (joonis 9.2). Granuloosarakud toodavad tsüklilist GMP-d (cGMP), mida transporditakse läbi aukliiduste ootsüüti, kus cGMP blokeerib cAMP-i degradatsiooni. cAMP blokeerib omakorda meioosi, aidates säilitadada PKA (protein kinase A) aktiivsust ootsüüdis. PKA fosforüülib tsükliinist sõltuva kinaasi Cdc25, inaktiveerides MPF-i (mitosis promoting factor) aktiivsust, mis on vajalik raku jagunemisel. Alates puberteedist jätkavad perioodiliselt primaarsete ootsüütide rühmad pooleli jäänud meioosi (joonis 9.3). Luteiniseeriv hormoon (LH) ajuripatsist (joonis 9.4) vabastab ootsüüdi diploteeniblokist, mistõttu saab meioos jätkuda (LHr vahendab cGMP degradatsiooni follikulaarrakkudes ja aukliidused suletakse, mistõttu cAMP tase ootsüüdis langeb). Inimesel võivad PrF-d olla kuni 50 aastat vaikivas olekus ja ainult vähestel (ca 400-l 180 000-st) on tõenäoline jõuda follikulogeneesi lõppstaadiumini ehk preovulatsioonilise folliikulini. Menopausiks (rasestumisea lõppstaadium), mil follikulogenees katkeb, on PrF-e alles jäänud kõigest 1000 ringis. Suguküpsuse saabumisel aktiveerub hormonaalse regulatsiooni tõttu ka follikulogenees, mille käigus folliikulid ja nendes arenev ootsüüt kasvavad märkimisväärselt (10 μm on ootsüüdi läbimõõt primordiaalses folliikulis ja 80 μm tertsiaarses folliikulis), kuni moodustub Graafi folliikul, mis on valmis ovuleeruma (s.o protsess, kui ootsüüt vabaneb folliikulist; joonis 9.2). Hüpotalamuse hormoon GnRH (gonadotropin-releasing hormone) stimuleerib follikulogeneesis gonadotropiine FSH (folliikuleid stimuleeriv hormoon) ja LH vabastamist hüpofüüsi e ajuripatsi eessagarast (joonis 9.4). FSH põhjustab folliikuliepiteelis omakorda hormonaalse aktiivsuse, mistõttu hakatakse tootma östrogeene (joonis 9.4). Follikulogeneesis mängib olulist rolli ka kasvav ootsüüt ise, sünteesides faktoreid, mis reguleerivad granuloosarakkude proliferatsiooni, normaalset funktsioneerimist, elulemust ja diferentseerumist ning hiljem ka granuloosarakke ümbritsevate mesenhümaalsete teekarakkude arengut. Samuti sekreteerivad ootsüüdid faktoreid, mis võimendavad granuloosarakkude vahendatud aminohapete transporti läbi aukliiduste ootsüüti. Granuloosa- ja teekarakud omakorda vahendavad ootsüüdi arenguks ja eluks olulisi toitaineid, kasvufaktoreid, hormoone jpm.
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    Joonis 9.4. Oogeneesi hormonaalne kontroll. Hüpotalamuse gonadotropiine vabastav hormoon GnRH (gonadotropin-releasing hormone) stimuleerib FSH (folliikuleid stimuleeriv hormoon) ja LH (luteiniseeriv hormoon) vabastamist ajuripatsist, reguleerides folliikulite arengut, mis omakorda hakkavad tootma östrogeene. Kasvav östrogeeni ja inhibiini tase mõjutavad varasemates etappides FSH/LH-d negatiivselt, hilisemates on kõrgel östrogeeni tasemel positiivne efekt FSH ja LH vabanemisele. Kõrgendatud LH tase vahendab munaraku diploteeniblokist vabanemist ja meioos I lõpetamist. Ovulatsioon algatatakse LH taseme järsu tõusuga. LH soodustab ka kollakeha arengut, mis produtseerib progesterooni, östrogeeni ja inhibiini, mis omakorda inhibeerivad FSH ja LH tootmist ajuripatsis, hoides ära uute folliikulite küpsemise.


    Perioodiliselt (sõltuvalt hormonaalsest mõjutusest) areneb osa PrF-e järgmisse etappi, moodustuvad primaarsed folliikulid (joonis 9.2). Primaarset ootsüüti ümbritsevad granuloosarakud muutuvad lameepiteelist kuupepiteeliks, mis mitmekihistub edasise arengu käigus. Samuti sünteesitakse ootsüüdi ümber glükoproteiinidest helevööde ehk zona pellucida, tekivad primaarsed folliikulid ja seejärel sekundaarsed folliikulid. Sekundaarseid folliikuleid ümbritsevad kahekihiliselt mesenhümaalsed teekarakud (sidekoeline kihn; välimine kiht – theca externa, sisemine kiht – theca interna), mis saavad arenguks olulisi sekretoorseid signaale ootsüüdilt (joonis 9.2). Teekarakkude vahele tekib folliikuleid varustav verekapillaaride võrgustik. Teekarakud ekpresseerivad luteiniseeriva hormooni retseptoreid (LHr), mis indutseerivad androgeenide (peamiselt androsteendiooni) produktsiooni, mida granuloosarakud aromatiseerivad östrogeenideks, peamiselt östradiooliks. Folliikulite edasises arengus hakkab granuloosarakkude vahele moodustuma õõnsus, mis on täidetud granuloosarakkude toodetud vedelikuga (sisaldab mitmeid kasvufaktoreid, gonadotropiine, steroide jne), tekivad antraalsed folliikulid, millest arenevad omakorda tertsiaarsed ehk Graafi folliikulid (Graafi põiekesed; joonis 9.2). Tertsiaarsetes folliikulites on ümber zona pellucida moodustunud granuloosarakkudest kiirpärg (corona radiata) ja folliikuliõõnde kummuv ootsüüti ja kiirpärga sisaldav munakühm cumulus oophorus. Enamik folliikulitest hukkub apoptoosi teel enne tertsiaarsesse staadiumisse jõudmist, seda protsessi nimetatakse atreesiaks. On pakutud, et see folliikul (domineeriv folliikul), mis suudab vastusena FSH stimulatsioonile (folliikul, millel on enim FSH retseptoreid) kõige rohkem östrogeeni toota, on suuteline minema lõpuni ehk jätkama meioosi, teised on määratud hukule.


    Preovulatoorse Graafi põiekese teekarakud toodavad vastusena kõrgendatud östrogeeni tasemele rohkem androgeene, millest granuloosarakud omakorda aromatiseerivad östrogeeni, mis põhjustab LH retseptorite tõusu teekarakkudel. LH vahendab ootsüüdi diktüaadiblokist vabanemist, vähendades cGMP taset folliikulirakkudes ja põhjustades aukliiduste sulgumise, mistõttu cAMP degradeeritakse ootsüüdis ning MPF taasaktiveeritakse (joonis 9.4). Aktiivne MPF fosforüülib meioosiks vajalikke valke ja seeläbi viiakse I meiootiline jagunemine lõpuni ning algatatakse II meiootiline jagunemine, seega toimub munaraku nn küpsemisfaas (joonis 9.3). Meioos I kromosoomid rekondenseeruvad, tuumamembraan laguneb ja metafaasikääv liigub ootsüüdi perifeeriasse, misjärel replitseeritud homoloogilised kromosoomid jagunevad anafaasis kaheks. Telofaasis jaguneb ooplasma asümmeetriliselt kahe moodustuva raku vahel: väikene I polaarkeha ja suur (pärib enamiku tsütoplasmast) sekundaarne ootsüüt (vt ka peatükk 8.3; joonis 9.3). Sekundaarne ootsüüt asub II meiootilisse jagunemisse, kuid meioosi peatab uuesti metafaasi staadiumis CSF (cytostatic factor), mis seondub MPF-ga. Sellel hetkel käivitatakse ovulatsioon e munairre – protsess, mille käigus ootsüüt vabaneb munasarjast (joonis 9.2). Ovulatsioon algatatakse LH taseme järsu tõusuga (joonis 9.4). LH aktiveerib ka progesterooni retseptorite sünteesi ovulatoorsete folliikulite granuloosarakkudel ning progesterooni (toodetakse munasarjas) seostumine neil käivitab omakorda mitmete ovulatsiooniks vajalike valkude sünteesi. Ootsüüdi vabanemisel folliikulist lõhutakse granuloosa, teeka ja munasarja väliskestad (seda toetavad fibroblastide sünteesitud proteaasid vastusena LH järsule tõusule), moodustub stigma e avaus, mille kaudu ootsüüdi/cumulus-kompleks väljub folliikulist. Ootsüüdi/cumulus-kompleksi püüavad kinni munajuha fimbriad (narmad) ja see liigutatakse ripsepiteeli abil piki munajuha edasi spetsiaalsesse munajuha piirkonda (ingl ampulla region), kus munarakk loodetavasti kohtub küpse spermiga ja toimub edukas viljastumine. Spermi ühinemisel munarakuga läheb munaraku meiootiline küpsemine lõpuni (joonis 9.3). Metafaasiblokk vabastatakse ja meioosi lõppfaasis toimuva asümmeetrilise jagunemise tulemusena tekib II polaarkeha ja küps munarakk. Ovuleerunud folliikulist alles jäänud granuloosa- ja teekarakkudest moodustub ajutine progesterooni ja inhibiini ning vähesel määral östrogeeni tootev endokriinorgan, mida nimetatakse kollakehaks (corpus luteum; joonis 9.2 ja 9.4). Progesteroon algatab emaka limaskesta näärmetes sekretsiooniprotsessi, mis on vajalik emaka ettevalmistumiseks embrüo võimaliku implantatsiooni (sisestumine) puhul. Hilisemas arengus on


    9.1.2. Spermide areng ehk spermatogenees


    9.1.2.1. Sperm ehk seemnerakk


    Kui munarakud on ebatavaliselt suured ja liikumatud rakud, siis küpsed seemnerakud ehk spermid (tuntud ka spermatosoididena) on enamasti pigem väikesed ja väga liikuvad. Sõltuvalt liigist varutakse oogeneesi käigus munarakku suurtes kogustes varuaineid (nt rebu) ja maternaalseid mRNA-sid ning valke, mis on vajalikud varajaseks embrüogeneesiks. Spermatogeneesi (seemnerakkude teke ja valmimine) käigus optimeeritakse tsütoplasma kogus spermides võimalikult väikeseks, et need oleksid kiired ja liikuvad. Imetajate spermides puuduvad ka mitmed tsütoplasmaorganellid, nagu Golgi kompleks (sellest areneb akrosoom), ER (endoplasmaretiikulum) ja ribosoomid. Ühtlasi on ka spermide kogutoodang erinev munarakkudest. Näiteks terve mees suudab oma reproduktiivse ea vältel toota ümmarguselt 600 miljardit spermi (u üks miljard kuus; > 40 miljoni ejakulatsioonil). Samas tervel naisel on suguküpsuse saabudes alles ~180000 primaarset ootsüüti, millest ainult 400 ringis saavad võimaluse areneda ovulatsioonini. Arvatakse, et suur spermide arv on evolutsiooniline kohastumus tagamaks edu spermakonkurentsis teiste isastega. Spermide kuju, suurus ja struktuur on liigispetsiifilised ja väga varieeruvad. Imetajate, näiteks inimese spermi mõõtmed on 5 μm pea osa ja 50 μm saba osa pikkuses; veisel 6,7/29,6 μm, kaelkirjakul 5,7/42 μm, India elevandil 7,5/52,5 μm, šimpansil 4,7/52,6 μm ja koduhiirel vastavalt 8,3/115,7 μm. Mõningate loomade spermid on erakordselt suured. Näiteks äädikakärbse Drosophila bifurca spermil on väga pikk sabaosa, mistõttu on spermatosoidi suurus üle 58 mm (ligi 20 korda pikem kui putukas ise). Üldiste tunnuste järgi jaotatakse loomade seemnerakud sabaga spermideks ehk flagellospermideks ja sabata ehk aflagelloidseteks spermideks. Sabata spermid on iseloomulikud nematoodidele, vähilaadsetele ja ämblikulaadsetele. Nende spermid kasutavad liikumiseks pigem amöboidset liikumist. Sabaga spermid esinevad kõigis loomarühmades, kaasa arvatud imetajad. Neile spermidele on iseloomulikud peaosa, kaelaosa, vaheosa ja sabaosa (joonis 9.5). Peaosas paikneb haploidne tuum, mis sisaldab tihedalt kokku pakitud transkriptsiooniliselt inaktiivset DNA-d. Enamasti on spermides somaatilisele rakule iseloomulikud histoonid asendatud protamiinidega, mis võimaldavad DNA-d stabiliseerida ja tihendada. Spermi pea eesotsas paikneb justkui mütsina eriline organell, mida nimetatakse akrosoomiks ehk tippkehakeseks, mis sisaldab hüdrolüütilisi ensüüme munakestade lammutamiseks (joonis 9.5). Akrosoomi suurus ja kuju varieerub sõltuvalt liigist ja oleneb spermi pea morfoloogiast (enamasti sirpjas (nt hiir) või mõlajas (nt pull ja mees)). Kui sperm kontakteerub munakestaga, siis akrosoomi sisu vabastatakse eksotsütoosi teel ja toimub akrosomaalreaktsioon. Spermi kaela piirkonda jäävad prokismaalne ja distaalne tsentriool (joonis 9.5). Enamikul imetajatel (k.a inimene, reesusmakaak, siga, lammas, veis) toimub spermatogeneesi hilistes arengujärkudes – spermatiidides või küpsetes spermides – distaalse tsentriooli lagundamine, samas säilitatakse proksimaalne tsentriool, mis kantakse viljastumisprotsessi käigus munarakku (paternaalne ehk isapoolset päritolu tsentriool). Kuna imetajatel kaotatakse oogeneesi käigus munaraku tsentrioolid (ehkki tsentrioole ümbritsev peritsentriolaarne materjal säilitatakse), siis sügoodi tsentrosoom taastatakse spermist pärineva tsentriooli (välja arvatud närilised) ja munaraku peritsentriolaarse materjali kaasabil. Närilistel (hiir, rott jt) toimub spermatogeneesis nii proksimaalse kui ka distaalse tsentriooli taandareng. Seega närilistel viljastumise käigus tsentriooli spermiga munarakku ei viida, vaid need tekivad uuesti alates moorula staadiumist (seega on ilmselt emapoolset päritolu). Distaalsest tsentrioolist kasvab spermatogeneesi käigus välja kogu liikumisvõimelist saba ehk viburit läbiv toes – aksoneem (joonis 9.5). See koosneb kahest tsentraalsest paaritust mikrotorukesest ja nende ümber ühtlaselt paiknevast üheksast mikrotorukeste dubletist. Aktiivne viburi liikumine on põhjustatud mootorvalgu düneiini kinnitumisega mikrotorukeste dublettidele, kasutades ATP hüdrolüüsist saadud energiat spermi mehaaniliseks liikumiseks. Spermi saba vaheosas paiknevad mitokondrid toodavad ATP.


    
      [image: ]

    


    Joonis 9.5. Inimese spermi ehitus. Spermi peaosas paikneb haploidne tuum, mis sisaldab protamiinidega tihedalt kokku pakitud transkriptsiooniliselt inaktiivset DNA-d. Spermi pea eesotsas paikneb akrosoom, mis sisaldab hüdrolüütilisi ensüüme munakestade lammutamiseks. Spermi kaela piirkonnas on prokismaalne ja distaalne tsentriool. Distaalsest tsentrioolist areneb mikrotorukestest koosnev viburi toes – aksoneem. Viburi liikumiseks saadakse vajalikku energiat spemi vaheosas spiraalselt paiknevatelt mitokondritelt.


    9.1.2.2. Imetajate isassugunäärmed


    Spermatogenees on isase sugunäärmetes (imetajate puhul munandid ehk testised) toimuv protsess, mille käigus moodustuvad seemnerakud e spermid. Munandid vastutavad nii seemnerakkude tootmise kui ka nende arengut kontrollivate hormoonide eest. Imetajatel on sõltuvalt liigist lisaks mitmeid lisasugunäärmeid, nagu ampullaarnäärmed, seemnepõiekesed, uretraal- ja bulbouretraalnäärmed, eesnääre e prostata. Seemnepõiekesed toodavad aluselist seemnevedeliku (sperma) sekreeti (ca 50–70% inimese seemnevedelikust), mis aitab neutraliseerida tupe happelist keskkonda, pikendades spermide eluiga. Ühtlasi on see sekreet suhkrurikas (eelkõige fruktoos), mis on spermide toiduallikas ning sisaldab ka prostaglandiine (vajalikud pärssimaks emapoolset immuunvastust nn kehavõõrastele spermidele). Seemnepõiekeste sekreet sisaldab ka spetsiifilisi komponente, mis aitavad spermal muutuda peale ejakulatsiooni kleepjaks (kallerdunuks). Bulbouretraalnääre toodab läbipaistvat (ca 5% ejakulaadist) mukoproteiiniderikast limajat seemnevedelikku, mis aitab puhastada kusitit uriinist ja toimib ka lubrikandina ehk libestina ning on ka potentsiaalne energiaallikas spermidele. Eesnääre (prostata) sekreteerib kergelt happelist (pH 6,5) piimjat vedelikku, mis inimese puhul moodustab ca 30% seemnevedelikust. Eesnäärme vedelik koos enamiku spermidega paisatakse seemnepurskel (ejakulatsioonil) esimese fraktsioonina (neil spermidel on suurem liikumisvõime ja elujõulisus) välja, teises fraktsioonis on seemnepõiekestes toodetud sekreet koos ülejäänud spermidega.
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    Joonis 9.6. Munandi ehitus ja spermatogenees. Imetaja munand koosneb väänilistest seemnetorukestest ja nendevahelisest sidekoelisest vaheruumist. Väänilised seemnetorukesed algavad ja lõpevad munandi keskseinandis paiknevas munandivõrgus, kus suubuvad ripsmetega varustatud viimajuhakestesse, mis ühinevad munandimanuse peaosas üheks juhaks. Seemnetorukesed sisaldavad Sertoli rakke ja erinevas arenguastmes olevaid seemnerakke. Vastu basaalmembraani paiknevad mitootiliselt jagunevad spermatogoonid, mis annavad aluse primaarsetele spermatotsüütidele. Nendest rakkudest tekivad I meiootilise jagunemise tulemusena sekundaarsed spermatotsüüdid, mis läbivad omakorda II meiootilise jagunemise, tekitades haploidsed ümarad spermatiidid, mis muunduvad spermiogeneesi käigus liikumisvõimelisteks sabaga (viburiga) varustatud spermatosoidideks e spermideks. Alates spermatogoonide esimestest diferentseerumisastmetest ei ole tsütokinees täielik, mistõttu jäävad arenevad sugurakud pärast jagunemist üksteisega rakkudevaheliste tsütoplasmasildade kaudu ühendatuks. Väljastpoolt on seemnetorukesed ümbritsetud basaalmembraaniga, mida toodavad peritubulaarsed müoidsed rakud. Vaheruumis paiknevad munandi veresooned, endokriinseid signaale vahendavad Leydigi rakud, fibroblastid, makrofaagid, nuumrakud ja lümfotsüüdid.


    Imetajate munand koosneb laias laastus kahest struktuurset osast – väänilistest seemnetorukestest ja seemnetorukestevahelisest sidekoelisest vaheruumist (lad interstitium) (joonis 9.6). Vaheruum on veresoonterikas ning vastutab munandi immunoloogilise vastuse eest ja sisaldab ka hormoone (testosterooni, prostaglandiini, angiotensiini ja oksüdotsiini) tootvaid Leydigi rakke, mis vahendavad endokriinseid signaale. Vaheruumis paiknevad veel fibroblastid, makrofaagid, nuumrakud ja lümfotsüüdid. Väänilistes seemnetorukestes toimub seemnerakkude arenemine ja meiootiline küpsemine. Seemnetorukesed on peenikesed (inimesel Ø 150–250 μm), tugevasti väändunud ja pikad (inimese ühes munandis kogupikkus 299–981 m), mis algavad ja lõpevad munandi keskseinandis paiknevas munandivõrgus (lad rete testis), moodustades suletud ringid. Munandivõrgus suubuvad väänilised seemnetorukesed ripsmetega varustatud viimajuhakestesse (inimesel 12–15 tükki), mis ühinevad munandimanuse (lad epididymis) peaosas üheks juhaks.


    Väänilised seemnetorukesed sisaldavad nii Sertoli rakke (tugirakud) kui ka erinevas arenguastmes olevaid seemnerakke (spermatogeenne epiteel ehk iduepiteel) (joonis 9.6). Väljastpoolt on seemnetorukesed ümbritsetud basaalmembraaniga, mida toodavad peritubulaarsed epiteelirakud (joonis 9.6). Need rakud on müoidsed, tekitades peristaltikat, mis on vajalik spermatiidide vabastamiseks Sertoli rakkudest (spermatiidid muutuvad spermideks peale Sertoli rakkudest vabanemist) ja spermide suunamisel viimajuhakestesse. Samuti vahendavad peritubulaarsed rakud ka Leydigi ja Sertoli rakkude vahelist kommunikatsiooni. Sertoli rakud kinnituvad basaalmembraanile, tekitades vere-testise (hemato-testikulaarne) barjääri (VTB), mis on üks tihedamaid barjääre imetajate kudedes. Kui see barjäär on mittefunktsionaalne, siis sugurakkude diferentseerumine peatub. VTB koosneb basaalmembraani lähedal paiknevatest spetsiaalsetest liidustest (tiheliidused, ingl basal tubulobulbar complex cap junction, desomosoomilaadsed liidused) külgnevate Sertoli rakkude vahel. VTB jaotab väänilise seemnetorukese basaalseks (spermatogoonid ja preleptoteeni spermatotsüüdid) ja adluminaarseks (pahhüteeni spermatotsüütidest kuni piklike spermatiidideni) osaks. Kuna väänilistes seemnetorukestes veresooni ja lümfisooni ei ole ning need paiknevad seemnetorukestevahelises osas, siis VTB peamine funktsioon on reguleerida ja piirata teatud ainete (nt vesi, elektrolüüdid, ioonid, toitained, hormoonid, parakriinsed faktorid ja biomolekulid ja ka kahjulike ainete nagu kemikaalid ja mürkained) liikumist läbi Sertoli rakkude seemnetorukese adluminaarsesse ossa. Samuti on VTB oluline säilitamaks adluminaarse osa immunotolerantsust. Sõltuvalt spermatogeense tsükli faasist tehakse VTB-s koordineeritud ja dünaamilised ümberkorraldused, et arenev sugurakk (preleptoteenne spermatotsüüt) saaks liikuda läbi VTB, samal ajal säilitades barjääri omadused. Ühtlasi on Sertoli rakkudel sugurakkude arengus toetav ja toitainetega varustamise funktsioon. Tähtis on ka väljastpoolt tulevate androgeensete signaalide vahendamine arenevatele seemnerakkudele Sertoli rakkude kaudu. Vastsündinud imetajatel indutseerib FSH (folliikuleid stimuleeriv hormoon) Sertoli rakkude proliferatsiooni, mis diferentseeruvad lõplikult puberteedieas. Peale puberteeti kaotavad Sertoli rakud proliferatsioonivõime ja jäävad eluks ajaks stabiilseteks, reguleerides alla anti-Mülleri hormooni ja üles androgeeni retseptoreid. Lõplikult diferentseerunud Sertoli rakk toetab limiteeritud hulgal arenevaid sugurakke (inimesel ca 30–50 tükki). Sertoli rakkude arv määrab ka munandi suuruse imetajatel. Erinevates arenguastmetes spermatogeensed rakud paiknevad kihiti Sertoli rakkude vahel ning nende areng toimub seemnetorukeste perifeeriast valendiku suunas.


    9.1.2.3. Spermatogenees


    Spermatogenees on kompleksne protsess, mis kätkeb endas nii kasvamise kui küpsemise faase ja selle võib jagada kolmeks staadiumiks: 1) spermatogoonide e ürgseemnerakkude mitootiline proliferatsioon (kiire rakkude jagunemine) ja küpsemine; 2) meiootiline rakkude jagunemine, mille käigus tekivad haploidsed seemnerakud; 3) lõplik küpsemine, moodustuvad spermid (spermiogenees). Spermatogeneesi lõppedes liiguvad küpsed spermid munandimanusesse (lad epididymis), kus toimub nende lõplik küpsemine (joonis 9.6).


    Peale ürgsete idurakkude jõudmist gonaadi ja nende suunamist vastavalt seemnerakkude arenguteele jagunevad need mitootiliselt, moodustades gonotsüüdid ehk prespermatogoonid (hiirel kuni vanuseni E16.0), mis jäävad mitootilisse aresti G1-faasis kuni sünnijärgse perioodini (hiirel P1–P3). Seejärel käivitatakse taas mitoos, gonotsüüdid liiguvad vääniliste seemnetorukeste basaalmembraanini, kus annavad aluse spermatogoonidele ehk ürgseemnerakkudele (inimesel toimub alates kuuendast kuust peale sündi) (joonis 9.6). Primaatidel (ka inimene) on identifitseeritud nelja tüüpi spermatogoone. 1. A1dark spermatogoonid on tüvirakkude reserv, mis ei jagune, kui spermatogenees on terviklik, kuid prolifereeruvad, kui on toimunud mingil põhjusel munandi kahjustused. 2. A2pale spermatogoonid jagunevad iga spermatogeense tsükli jooksul ja annavad aluse kahte tüüpi tütarrakkudele: A2pale rakkudele, uuendades ise populatsiooni, ja A3transition vahelmistele spermatogoonidele. 3. A3transition rakud jagunevad mitootiliselt, andes aluse B-spermatogoonidele. 4. B-spermatogoonid on spermatotsüütide eellasrakud, mis on ühtlasi viimased rakud, mis jagunevad mitootiliselt. Närilistel on erinevalt primaatidest A-tüüpi spermatogoonide alarühmi märgatavalt rohkem. Hiirel näiteks on võimalik eristada Asingle, Apair, Aaligned, A1, A2, A3, A4, Atransition ja B-spermatogoone, millest ainult Asingle on tüvirakud, mis on võimelised ise uuenema, teised alatüübid on erinevad diferentseerumise astmed. B-spermatogoonidest tekivad primaarsed spermatotsüüdid, need on rakud, mis liiguvad meioosi (joonis 9.6). Primaarsetest spermatotsüütidest tekivad I meiootilise jagunemise tulemusena sekundaarsed spermatotsüüdid, mis läbivad omakorda II meiootilise jagunemise, muutudes haploidseteks ümarateks spermatiidideks, mis muunduvad spermiogeneesi käigus liikumisvõimelisteks sabaga (viburiga) varustatud spermideks (joonis 9.6). Alates spermatogoonide esimestest diferentseerumisastmetest (v.a Asingle spermatogoonid) ei ole tsütokinees täielik, mistõttu jäävad arenevad sugurakud pärast jagunemist üksteisega rakkudevaheliste tsütoplasmasildade (Ø ~1–3 μm sõltuvalt arengufaasist) kaudu ühendatuks. Seega diferentseeruvad tütarrakud, mis on pärit ühest küpsest spermatogoonist, tekitavad tänu ühendatud tsütoplasmale süntsüütsiumi (joonis 9.6). Tsütoplasmasildade kaudu liiguvad mitmesugused ioonid ja molekulid, mistõttu moodustuvad kohordid, mis küpsevad sünkroonselt. Imetajatel ei toimu spermatogenees pidevalt ja sünkroonselt kogu seemnetorukeste ulatuses, vaid ruumiliselt eraldatud lainetena. Muutused seemnetorukeste kindlas paigas moodustavad spermatogeense tsükli, mis koosneb liigispetsiifiliselt erineval arvul staadiumitest (nt inimesel kuus, pullil ja hiirel kaksteist staadiumi). Väänilise seemnetorukese kindlas piirkonnas annavad spermatogoonid rühma omavahel plasmasildadega ühendatud spermatotsüüte, millest arenevad spermid. Tsütoplasmasillad jäävad alles kuni haploidsete spermatiidide moodustumiseni. Seega on neil rakkudel küll haploidne tuum, kuid funktsionaalselt on nad diploidsed, kuna on naaberrakuga tsütoplasmaatiliselt ühendatud.


    9.1.2.4. Spermiogenees
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    Joonis 9.7. Spermiogenees. Spermiogeneesi käigus asendatakse spermatiididel traditsioonilised histoonid protamiinidega, mille tulemusena on kromatiin tihedalt kokku pakitud takistamaks transkriptsiooni. Spermatiidi peapiirkonda moodustub Golgi kompleksist lüsosomaalseid ensüüme sisaldav akrosoom, mis on vajalik hilisemal viljastumisprotsessil munakestade läbimiseks. Distaalsest tsentrioolist hakkab arenema mikrotorukestest koosnev viburi telgstruktuur – aksoneem. Spermiogeneesi lõppstaadiumis eraldatakse spermatiididest üleliigne tsütoplasma ja energiat tootvad mitokondrid moodustavad saba vaheosas mitokondriaalse ümbrise. Küpsed spermatiidid vabanevad spermiatsiooni käigus Sertoli rakkudest vääniliste seemnetorukeste valendikku, muutudes spermideks.


    Spermatogeneesi lõppstaadiumit, mille käigus ümarad haploidsed spermatiidid muunduvad väänilistes seemnetorukestes liikumivõimelisteks sabaga varustatud peenikesteks spermatosoidideks ehk spermideks, nimetatakse spermiogeneesiks (joonis 9.7). Selle protsessi käigus asendatakse traditsioonilised histoonid protamiinidega (väiksed arginiinirikkad valgud), mille tulemusena on kromatiin tihedalt kokku pakitud ja transkriptsioon spermides peatatud. Tuum muutub väiksemaks ja tihedamaks ning lamedamaks. Spermatiidi peapiirkonda moodustub Golgi kompleksist spetsiaalne lüsosomaalseid ensüüme (nt hüaluronidaas) sisaldav akrosoom ehk tippkehake, mis on vajalik viljastumisprotsessil munakesta läbimiseks. Peale akrosoomi kujunemist orienteeritakse tuum ja akrosoom ümber nii, et akrosoom jääb väänilise seemnetorukese basaalmembraani poole ja tuumast seemnetorukese valendiku poole hakkab arenema spermi sabaosa. Selline ümberkorraldus on vajalik, kuna distaalsest tsentrioolist alguse saav aksoneem vajab arenguks ruumi. Spermiogeneesi lõppstaadiumis eraldatakse spermatiididest üleliigne tsütoplasma ja spermidele vajalikku energiat tootvad mitokondrid moodustavad saba vaheosas aksoneemile mitokondriaalse ümbrise. Küpsed spermatiidid on nüüd valmis vabanema Sertoli rakkudest vääniliste seemnetorukeste valendikku; seda protsessi nimetatakse spermiatsiooniks. Spermiatsioon on mitmest etapist koosnev hästi koordineeritud protsess, kus toimuvad ümberkorraldused nii spermatiidides kui ka Sertoli rakkudes. Spermatiidid muutuvad pikemaks ja peenemaks. Selleks et spermatiidid saaksid vabaneda vääniliste seemnetorukeste valendikku, eemaldatakse Sertoli rakke ja spermatiide ühendavad spetsiaalsed adhesioonipiirkonnad. Spermatiididest üleliigse tsütoplasma ja organellide eemaldamiseks moodustuvad spermatiidide peaosa ja Sertoli rakkude vahele nn tubolobulbaarsed kompleksid. Need on spermatiidide tsütoplasma väljasopistused, mis sisenevad Sertoli rakkude tsütoplasmasse, moodustades topeltmembraaniga tubulaarse struktuuri, mille vahendusel eraldatakse liigne tsütoplasma spermatiididest. Spermiatsiooni lõppfaasis vabanevad spermatiidid seemnetorukeste valendikku, mida aitavad reguleerida Sertoli rakud. Spermiatsiooni läbinud, valendikku vabastatud seemnerakke nimetatakse spermideks. Vabanemisel eraldunud materjali, nn tsütoplasma jääkkeha, fagotsüteerivad Sertoli rakud. Peritubulaarsete müoidsete rakkude tekitatud peristaltika aitab veel mitteliikuvaid sperme transportida edasi läbi munandivõrgu ja viimajuhakeste munandimanusesse. Imetajate spermid saavad funktsionaalselt küpseks ehk viljastumisvõimeliseks alles peale munandimanuse läbimist. Munandimanus (lad epididymis) koosneb kolmest anatoomilisest osast, milleks on peaosa (lad caput), kehaosa (lad corpus) ja sabaosa (lad cauda), ühendades munandist tulevad viimajuhakesed üheks tugevasti spiraliseerunud pikaks juhaks (inimesel 6–7 m pikk), mis peale munandimanuse sabaosa läbimist muutub seemnejuhaks (lad vas deferens). Stereoripsmetega varustatud epiteelirakud, mis vooderdavad munandimanuse juha, tekitavad rohkelt vedelikku, mis on rikas mitmesuguste mikro- ja makromolekulide (elektrolüüdid, valgud, glükoproteiinid jm) poolest, mis koos testikulaarse vedelikuga segunedes aitavad luua spetsiifilise keskkonna, kus spermid läbivad epididümaalse küpsemise. Munandimanuse peapiirkonda sisenenud spermid ei ole veel liikumis- ega viljastamisvõimelised. Oma teekonnal munandimanuse erinevates osades teevad nad läbi rea biokeemilisi (seostatakse peamiselt erinevate valkude fosforüülimisega) ja morfoloogilisi muutusi, mille käigus muutuvad nad liikumis- ja hüperaktiviseerumisvõimelisteks (ehkki on veel inaktiivsed), omandavad võime ära tunda ja seonduda munarakku ümbritseva zona pellucida’ga (helevööde) ning läbida korrektselt akrosomaalreaktsiooni. Munandimanuse sabaosas spermid kogunevad ja moodustavad seemnerakkude reservuaari, mis on valmis ejakulatsiooniks.


    9.1.2.5. Spermiogeneesi hormonaalne kontroll
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    Joonis 9.8. Spermatogeneesi hormonaalne kontroll. Gonadotropiini vabastava hormooni (GnRH) sekretsioon hüpotalamusest põhjustab ajuripatsist FSH (folliikuleid stimuleeriv hormoon) ja LH (luteiniseeriv hormoon) vabanemise. FSH seondub Sertoli rakkudes FSH retseptoriga, aidates stimuleerida spermatogeneesi. LH indutseerib Leydigi rakke testosterooni tootma, mis aitab kaasa spermatotsüütide meiootilisele küpsemisele ning reguleerib Sertoli rakkude funktsionaalsust. Testosteroon (Leydigi rakkude toodetud) ja inhibiin (peamiselt Sertoli rakkude, vähemal määral ka Leydigi ja spermatotsüütide toodetud) mõjutavad negatiivselt gonadotropiinide sekretsiooni.


    Imetajate spermatogeneesis on olulised mitmed endokriinsed signaalid. Enne puberteedi saabumist indutseerib spetsiifilistest neuronitest vabanev kisspeptiin hüpotalamuses gonadotropiini vabastava hormooni (GnRH) sekretsiooni, mis põhjustab ajuripatsist FSH ja LH vabanemise (joonis 9.8). FSH seondub Sertoli rakkudes FSH retseptoriga, aidates stimuleerida spermatogeneesi. FSH mõjutab Sertoli rakkudes mitmeid signaaliradu: näiteks cAMP (ingl cyclic AMP) / PKA (ingl protein kinase A), PI3K (ingl phosphatidylinositol 3-kinase), MAP kinaasi (ingl mitogen-activated kinase) ja Ca-signaaliradu. Spermatogeneesi kvaliteet on sõltuv FSH-st. LH indutseerib Leydigi rakke testosterooni tootma. Testistes toodetud testosteroon ja inhibiin mõjutavad negatiivselt gonadotropiinide sekretsiooni (joonis 9.8). Sugurakkude meiootiline küpsemine (spermatotsüütidest spermatiidideni) on reguleeritud testosterooniga, mida vahendavad androgeeni retseptori (AR) kaudu Sertoli rakud. Testosteroon on regulaator ka Sertoli rakkudele endale, käivitades signaaliradu, mis aitavad neil säilitada funktsionaalsust ja vere-testise barjääri, tagades vääniliste seemnetorukeste terviklikkuse (joonis 9.8). Täiskasvanud mehel on testosterooni tase munandis ja AR tase Leydigi rakkudes ning peritubulaarsetes rakkudes suhteliselt püsiv. Samas muutub Sertoli rakkudes AR tase tsükliliselt sõltuvalt väänilise seemnetorukese tsükli staadiumist (mehel on AR tase kõrgeim III–IV staadiumini). AR eemaldamine spetsiifiliselt Sertoli rakkudest põhjustab spermatogeneesi peatumise meioosis ja haploidseid spermatiide ei moodustu. Lõplik testikulaarne spermide küpsemine spermiatsioonil on seotud nii FSH kui ka testosterooniga. Testosterooni ja FSH puudus põhjustab spermiatsiooni häireid, mistõttu ei õnnestu spermatiididel Sertoli rakkudest vabaneda. Mõlemad, nii testosteroon kui ka FSH, kaitsevad sugurakke ka apoptoosi eest. Normaalses spermatogeneesis eemaldatakse apoptoosiga need arenevad seemnerakud, millel raku jagunemise käigus DNA ei replitseeru korrektselt.


    9.1.3. Idurakkude areng


    Idurakud ehk primordiaalsed (ürgsed) sugurakud (ingl primordial germ cell, PGC) on unipotentsed (võime diferentseeruda ainult ühte tüüpi rakkudeks) diploidsed eellasrakud, diferentseerudes spermideks või munarakkudeks vastavalt organismi soole (vt ka peatükk 9.5.6). Osal loomadel – näiteks mantelloomadel, lameussidel ja ainuõõssetel – annavad somaatilised rakud aluse sugurakkude moodustumisele terve eluea jooksul. Mitmetel loomadel, nagu putukad, ümarussid ja selgroogsed, eralduvad väga varases arengus sugurakkude eellased somaatilistest rakkudest. Neil loomadel toimub PGC spetsialiseerumine kas autonoomselt või läbi induktsiooni. Autonoomse spetsialiseerumise puhul (nt äädikakärbsel, sebrakalal ning kannuskonnal) on munaraku tsütoplasma kindlatesse piirkondadesse talletatud emapoolseid mRNA-sid ja valke (nt Nanos, Vasa, Tudor ja Piwi jm), mis peale viljastumist järgneva arengu käigus spetsialiseerivad teatud rakke olema PGC-d (joonis 9.9). Seda tsütoplasma piirkonda, mis sisaldab idurakkude determinante, nimetatakse iduplasmaks (ingl germ plasm). Imetajatel on idurakkude determinandid indutseeritud naaberrakkudelt tulevate signaalidega. Idurakud ei ole enamasti pärit arenevast gonaadist, pigem tekkivad need embrüo muudes piirkondades ja migreeruvad suunavate signaalide toel gonaadi, kus saavad sugurakkudeks.
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    Joonis 9.9. Iduplasma. Iduplasma (sinine) paikneb sebrakala ja kannuskonna ootsüüdi vegetatiivses (reburikkas) piirkonnas. Varases sebrakala embrüogeneesis paikneb iduplasma ümber animaalses (rebuvaeses) piirkonnas moodustuvate blastomeeride lõigustumisvakku. Kannuskonna embrüogeneesis paikneb iduplasma vegetatiivsetes blastomeerides.


    9.1.3.1. Imetajate idurakkude areng


    Ajalooliselt on imetajate idurakkude arengut olnud küllaltki raske uurida, heade PGC markerite puudumise tõttu. Hoolimata embrüo arengu varaste etappide morfoloogilisest erinevusest inimese ja hiire vahel (vt ka peatükk 9.4.1) on imetajate peamine mudel idurakkude uurimisel jätkuvalt koduhiir Mus musculus. Hiire pregastrulatsiooni staadiumis olev silindrikujuline embrüo vanuses E5.5 koosneb ekstraembrüonaalsest ektodermist (ExE) ja epiblastist ning neid ümbritsevatest vistseraalse endodermi, parietaalse endodermi ja trofoblasti rakkudest. Selles vanuses on signaalmolekule Nodal ja Wnt3 tootvad epiblasti rakud võimelised vastama ekstraembrüonaalsest ektodermist (ExE) tulenevatele BMP4 ja BMP8b (Bone morphogenetic protein 4 and 8b) signaalidele. Nodal reguleerib tähtsa signalisatsioonikeskuse distaalse vistseraalse endodermi (DVE) arengut, mis hakkab omakorda tootma inhibeerivaid signaalmolekule (Lefty1, Dkk1) posterioriseerumise vastu (joonis 9.10). Vanuseks E6.25 on DVE asendunud embrüo peapoolsesse (anterioorsesse) piirkonda migreerunud anterioorse vistseraalse endodermi (AVE) rakkudega. AVE vastutab embrüo anterioorse-posterioorse kehatelje kujunemise eest, produtseerides Nodal ja Wnt3 antagoniste (vt ka peatükk 9.4.2). E6.0 arengupäeval osa proksimaalseid (lähimised) epiblasti rakke spetsialiseerub idurakkudeks (PGC), vastusena kõrgele BMP4 signaalile ExE-st ja Wnt3/β-kateniini signalisatsioonile posterioorsest vistseraalsest endodermist (VE). ExE-st lähtuv BMP8b signaal kontrollib omakorda vistseraalse endodermi arengut, mis on inhibeerivate signaalide (nt Lefty1 ja Cer1) allikas BMP4-le. VE-st tulevad signaalid kontrollivad seega embrüo posterioriseerumist ja suunavad ka PGC rakkude koondumist embrüo posterioorsesse proksimaalsesse ossa (joonis 9.10). Vastusena ExE-st tulevate induktiivsete BMP-signaalide mõjule hakkavad PGC-d ekspresseerima transkriptsiooni regulaatoreid Blimp1(Prdm1), Prdm14 ja Ap2γ (joonis 9.10), mis suruvad maha jätkuva somaatilise diferentseerumise ja represseerivad somaatiliste regulaatorite ekspressiooni (nt lülitavad välja Hox-geenide transkriptsiooni). Samuti summutavad nad geenid, mis on vajalikud DNA metülatsiooniks, võimaldades vastupidist protsessi – demetülatsiooni – ja reguleerivad histoonide modifitseerijaid (nt Kdm6b, Kdm3a ja Kdm4b). Blimp1, Prdm14 ja Ap2γ aeglustavad ka proliferatsiooni, surudes alla geene, mis on vajalikud rakutsükli ja rakukasvu toimimiseks, samal ajal indutseerides PGC-spetsiifiliste geenide ekspressiooni (nt Rhox, Nanos3 ja Dnd1). Ühtlasi on nii Blimp1 kui ka Prdm14 vajalikud pluripotentsete faktorite (nt Sox2 ja Nanog) re-ekspressiooniks PGC-des.


    
      [image: ]

    


    Joonis 9.10. Hiire idurakkude spetsialiseerumine. Vanuses E5.5 on epiblasti (Epi) rakud kompetentsed vastama BMP4 ja BMP8b (Bone morphogenetic protein 4 and 8b) signalisatsioonile ekstraembüronaalsest ektodermist (ExE). Epiblasti rakkude toodetud Nodal reguleerib distaalse vistseraalse endodermi (DVE) moodustumist, mis on inhibeerivate signaalide (Lefty1, Dkk1) allikaks posterioriseerumise vastu. Vanuses E6.25 on embrüo peapoolsesse piirkonda migreerunud anterioorne vistseraalne endoderm (AVE), mis produtseerib Nodal ja Wnt3 antagoniste. Vastusena kõrgele BMP4 ja Wnt3/β-kateniini signalisatsioonile spetsialiseerub osa proksimaalseid epiblasti rakke idurakkude (PGC) eellasteks, hakates ekspresseerima idurakkude arenguks vajalikke Blimp1(Prdm1), Prdm14 ja Ap2γ geene. Vistseraalsest endodermist (VE) tulevad signaalid (Lefty1, Cer1) kontrollivad embrüo posterioriseerumist ja suunavad PGC-rakkude koondumist embrüo tagumisse ossa. Lühendid: EM – embrüonaalne mesoderm; DE – definitiivne endoderm; ExM – ekstraembrüonaalne mesoderm.


    9.1.3.2. Idurakkude migratsioon


    Peale PGC-de spetsialiseerumist muutuvad need liikumisvõimelisteks ja ümbritsevatele signaalidele vastavateks aktiivselt migreeruvateks rakkudeks. PGC migreerumist vaadeldakse kui üksikute amöboidsete (amööbilaadse morfoloogiaga) rakkude liikumist (individuaalne migratsioon), mis sarnaneb immuunsüsteemi rakkude migratsioonile. PGC-l on iseloomulik lai juhtiv jätke, dünaamiline morfoloogia ja madal adhesiivsus. Migreerudes läbi embrüo, ümbritsevad PGC-d mitmed rakuvälised signaalmolekulid, mida toodavad somaatilised rakud. Need signaalid aitavad PGC-del ellu jääda, jaguneda (prolifereeruda) ja õigesti migreeruda. Somaatilised rakud väljutavad kohale meelitavaid molekule (nn atraktandid; nt kemokiin SDF1, mis moodustub genitaalvallis) ja eemale peletavaid molekule(repellente), mis aitavad PGC-del oma pikal teekonnal gonaadi jõuda.
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    Joonis 9.11. Hiire idurakkude migratsioon. Vanusest E7.5 alustavad idurakud migratsiooni liikumisega läbi ürgjuti tagumise osa areneva tagasoole endodermi. Vanuses E9.5 tungivad idurakud tagasoolest välja soolekinnistisse (mesenteeriumi) ja migreeruvad vanuses E10.5 kahepoolselt genitaalvalli.


    Hiire PGC migratsioon algab vanuses E7.5 nende liikumisega läbi ürgjuti tagumise (posterioorse) osa areneva tagasoole endodermi. Vanuses E9.5 tungivad PGC-d tagasoolest välja soolekinnistisse (mesenteeriumi) ja migreeruvad vanuses E10.5 kahepoolselt genitaalvalli (joonis 9.11). Osal selgroogsetel, nt kahepaiksetel, migreeruvad PGC-d niimoodi piki arenevat soolt ja mesenteeriumi genitaalvalli. Samas lindudel ja roomajatel liiguvad PGC-d germinatiivsirbist (embrüoväline piirkond, mis sisaldab PGC-d) piki veresooni vereringe abil vahelmisse mesodermi, kus nad lahkuvad veresoontest ja migreeruvad gonaadi.


    Vanuseks E11.5 on hiire PGC jõudnud arenevasse gonaadi. Algul, kui PGC-d migreeruvad piki tagasoolt (E7.5–E8), on nad enamasti arestitud rakutsükli G2-faasi, alates vanusest E9.5 taastatakse nende proliferatsioon kiiresti. Migratsiooni jooksul suureneb hiire PGC-de arv märgatavalt. Tagasoolde jõudmise hetkel vanuses E8.5 on neid ligikaudu sada, tagasooles ja sealt soolekinnistisse jõudes vanuses E9.5 on neid ~300, genitaalvalli sisenedes vanuses E10.5–E11.5 juba 1000–3000 ning genitaalvalli koloniseerimise lõpus (E13.5) ~25000. Peale gonaadide asustamist vanuses E12.5 alustavad PGC-d seksuaalset eristumist juhendatuna ümbritsevast mikrokeskkonnast (Sertoli rakud vs. granuloosarakud) ja omandavad soospetsiifilise epigeneetilise staatuse. Seega sõltuvalt genitaalvalli somaatiliste rakkude sugukromosoomidest otsustatakse, kas gonaadist areneb munasari või munand (testis) ja vastavalt sellele arenevad PGC-st munarakud või spermid (vt ka peatükk 9.5.6). Vanuseks E14.5 hakkavad PGC-l välja kujunema primaarsed ootsüüdid (emassugurakkude eellane), mis liiguvad meioosi diploteeni aresti kuni suguküpsuse saabumiseni, ja gonotsüüdid (isassugurakkude eellane), mis liiguvad mitootilisse aresti kuni suguküpsuse saabumiseni, mil lähevad edasi meioosi.


    9.1.3.3. Geneetiline reprogrammeerimine arengus


    Organismides ekspresseeritakse või represseeritakse järjestusi sõltuvalt rakutüübist sama geneetilise info pealt erinevalt. See on saavutatud tänu spetsiifilisele epigeneetilisele mustrile (nt kromatiini modifikatsioonid ja DNA metülatsioon), mis annab trankripstiooni masinavärgile teada, kuidas vastavat geeni aktiivsust kujundada. DNA metülatsiooni muster on üldiselt stabiilne ja päritav. Imetajate arengus leiab aset siiski kaks laiaulatuslikku, kogu genoomi puudutavat reprogrammeerimist, mis sisaldavad massiivset DNA demetülatsiooni e metülatsioonimustri kustutamist ja uue mustri (epigenotüübi) tekitamist e remetülatsiooni.
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    Joonis 9.12. DNA metülatsioonimustri reprogrammeerimine imetaja elutsüklis hiire näitel. Peale viljastumist kustutatakse moodustuvas sügoodis epigeneetiline muster. Paternaalses genoomis (sinine) toimub kohe aktiivne demetülatsioon. Maternaalne genoom (punane) teeb läbi passiivse demetülatsiooni järgneva lõigustumisprotsessi jooksul. Alates hilise moorula või varase blastotsüsti staadiumist algab uus metülatsioon (remetülatsioon). Teine DNA metülatsiooni reprogrammeerimine leiab aset peale primordiaalsete idurakkude (PGC) spetsialiseerumist ja migratsiooni genitaalvalli. Genoomi demetülatsioon on nii emas- kui isassoo puhul lõpetatud vanuseks E13.5. Sellele järgneb remetülatsioon, et saavutada soospetsiifiline metülatsioonimuster küpsetes gameetides. Isastes toimub remetülatsioon kiiresti. Munaraku eellasrakkudes on DNA metülatsioonitase embrüonaalselt vanuses E16.5 madal ja metülatsioonimuster kujundatakse kasvavas munarakus peale sündi.


    Esiteks, pärast viljastumist, sügoodi staadiumis kustutatakse epigeneetiline muster, mis pärineb gameetidelt, võimaldades totipotentsuse (rakkude võime areneda ükskõik milliseks keha rakuks) taastamist. Mõned tunnid peale viljastumist teeb paternaalne (isapoolne) pronukleus läbi kiire aktiivse demetülatsiooniprotsessi ilma DNA replikatsioonita. Maternaalset (emapoolset) päritolu genoom teeb läbi passiivse replikatsioonist sõltuva demetülatsiooni järgneva lõigustumisprotsessi jooksul (joonis 9.12). Tähelepanuväärne on see, et DNA metülatsioon geeni imprinditud e vermitud piirkondades on lõigustuvas embrüos kaitstud, võimaldades spetsiifiliste geenide päritolujärgset ekspressiooni hilisemates kudedes. Alates hilise moorula või varase blastotsüsti staadiumist algab uus metülatsioon (remetülatsioon), mis langeb kokku esimese kahe selgelt eristuva rakutüübi moodustumisega embrüos: trofoblast e trofektoderm (TE) ja embrüoblast e sisemine rakkude mass (ingl inner cell mass, ICM) (joonis 9.12). Ehkki neid mõlemaid rakupopulatsioone metüleeritakse, on see protsess ICM-s märksa mahukam kui TE-s, mis jääb suhteliselt alametüleerituks.


    Teine suur ja absoluutne reprogrammeerimine leiab aset pärast primordiaalsete idurakkude (PGC) spetsialiseerumist (joonis 9.12). Algul on epiblasti päritolu PGC metülatsioonimuster, transkriptsioonimuster ja kromatiini modifikatsioonid sarnased neid ümbritsevate epiblasti rakkudega. Seetõttu peavad PGC-d oma epigenoomi ja imprinditud regioonid kustutama, et tekitada uus soospetsiifiline muster. Selline globaalne reprogrammeerimine leiab aset siis, kui PGC-d migreeruvad oma pika teekonna (ürgjutt – tagasoole sein – mesenteerium) järel genitaalvalli (hiirel E8.5–E10.5). Hiljem (E11.5–E12.5), gonaadi jõudnuna, jätkub PGC-des veel mitmete vanemapoolselt imprinditud geenide demetüülimine ja inaktiveeritud X-kromosoom reaktiveeritakse. Genoomi demetülatsioon on nii emas- kui isassoo puhul lõpetatud vanuseks E13.5 (joonis 9.12). Peale PGC demetülatsiooni peab genoomi uuesti metüülima, et saavutada soospetsiifiline metülatsioonimuster küpsetes gameetides. Isasorganismides toimub remetülatsioon kiiresti, vanuses E14.6–E15.5 (s.o mõned päevad pärast demetülatsiooniperioodi lõppu) on ca 50% globaalsest metülatsioonist toimunud (joonis 9.12). Metülatsioon jätkub prespermatogooni staadiumis, mil need arestitakse mitoosi G1 faasi. Metülatsioonimuster isassugurakkude eellastes on täielikult moodustunud sünnihetkeks (E19–E20) ja seda säilitatakse läbi mitme mitootilise jagunemistsükli enne meioosi. Seevastu emasorganismi munaraku eellasrakkudes on DNA metülatsioonitase embrüonaalselt E16.5 madal ja metülatsioonimuster kujundatakse kasvavas (arestitud meioosi I profaasi) munarakus alles pärast sündi (joonis 9.12).

  


  
    9.2. Viljastumine


    Viljastumine on protsess, mille käigus haploidsed sugurakud (vastavalt sperm ja munarakk) ühinevad, moodustades diploidse sügoodi, kellel on mõlemalt vanemalt pärinev geneetiline info, ning aktiveeritakse munarakk, et hakkaks arenema embrüo. Sõltuvalt loomarühmast on viljastumine kas kehaväline või kehasisene (viljastumine emasorganismis). Kehaväline viljastumine on iseloomulik mitmetele veeloomadele (selgroogsetest näiteks enamik kalu ja kahepaikseid) ja kehasisene viljastumine pigem maismaal elavatele loomadele (nt kõik imetajad, k.a veelise eluviisiga vaalalised). Üldiselt võib viljastumisprotsessi jaotada mitmeks osaks: 1) kapatsitatsioon ehk spermide järelküpsemine; 2) kemoatraktsioon ehk munaraku sünteesitavate keemiliste ühenditega spermi ligi meelitamine viljastumiseks; 3) spermi kinnitumine ekstratsellulaarsele maatriksile (munaraku rebukest või zona pellucida, ZP); 4) akrosomaalreaktsioon, mille käigus spermi akrosoomist vabanevad hüdrolüütilised ensüümid; 5) spermi sisenemine munarakku; 6) spermi ja munarakku membraanide ühinemine. Nende protsesside lõppresultaat on haploidse isas- ja emasgenoomi ühinemine ühte tuuma ja uue organismi arengu algatamine.


    9.2.1. Kapatsitatsioon


    Munandimanuses saavutavad spermid võime startida teele munarakku viljastama, kuid lõplikult muutuvad nad viljastumisvõimeliseks alles pärast emasorganismi suguteedesse jõudmist. Imetajate spermide teekonnal tupest munajuhasse (peamiselt munajuhas) toimuvad nendega mitmed biokeemilised ja füsioloogilised ümberkorraldused, mille käigus nad n-ö järelküpsevad ehk kapatsiteeruvad (joonis 9.13). Selle protsessi käigus eemaldab suguteedes leiduv albumiin spermide rakumembraanist kolesterool ja glütserofosfolipiidid, aidates kaasa membraani viskoossemaks muutumisele ja spetsiifiliste valkude paigutumisele spermi pea esiossa, mis on vajalikud ZP-le kinnitumiseks ja akrosomaalreaktsiooni käivitamiseks. Samuti toimub Ca2+- ja HCO3--ioonide sissevool rakku, mille tulemusena aktiveeritakse mitmeid signaaliradu (tõuseb näiteks cAMP tase), rakusisene pH muutub ja plasmamembraan hüperpolariseerub (aktiveeritakse Ca2+ kanalid). Ühtlasi fosforüülitakse (nt proteiinikinaas A ja proteiinikinaas C vahendusel) mitmeid kapatsitatsiooniks ja viljastumiseks olulisi märklaudvalke (joonis 9.13).
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    Joonis 9.13. Spermide kapatsitatsioon. Munandimanuses muutuvad spermid liikumis- ja hüperaktiveerumisvõimelisteks (ehkki on veel inaktiivsed), kapatsitatsioonil aga omandavad võime ära tunda ja seonduda munarakku ümbritseva zona pellucida’ga ning läbida akrosomaalreaktsiooni. Ejakulatsiooni käigus munandimanusest vabanevad spermid segunevad seemnevedelikuga ja muutuvad liikumisvõimelisteks. Väike osa sperme on suutelised jõudma munajuhasse. Munajuha kitsuses kinnituvad nad munajuha epiteelile ja nende energiline liikumine vaigistatakse ning spermid kapatsiteeruvad. Kapatsiteerunud spermid hüperaktiveeruvad ja vabanevad kitsuse piirkonnast.


    Ejakulatsiooni käigus munandimanusest vabanevad spermid segunevad seemnevedelikuga ja omandavad liikumisaktiivsuse. Tänu viburi energilistele sümmeetrilistele liigutustele hakkavad nad ujuma otsesuunas. Kui need aktiveeritud spermid satuvad imetajatel pärast kopulatsiooni (suguühe) emase suguteedesse, siis vaid väike osa sperme on võimelised jõudma munajuhasse (joonis 9.13). Kui spermid on jõudnud munajuha kitsuse (lad isthmus) piirkonda, siis nad kinnituvad munajuha epiteelile, moodustades spermide reservuaari. Seda protsessi vahendavad epiteelirakkude süsivesikutejäägid ja spermi peapiirkonnas olevad lektiinilaadsed valgud. Spermide energiline liikumine vaigistatakse mõneks ajaks ja spermid kapatsiteeruvad (joonis 9.13). Seejärel, kui viljastumiseks on aeg küps, osa kapatsiteerunud sperme hüperaktiveerub (põhjustatud näiteks fosfolipaas D reguleeritud aktiini polümerisatsioonist ja suurenenud Ca2+ tasemest) ja vabaneb kitsuse piirkonnast (joonis 9.13). Hüperaktivatsioon on protsess, mille käigus spermide rahulik sümmeetriline liikumine muutub pigem jõuliselt kiirendatud asümmeetriliseks liikumiseks. See on vajalik selleks, et sperm jõuaks läbi granuloosarakkude ning ZP tungida oma sihtmärgini – munarakuni.


    9.2.2. Kemotaksis


    Loomaliigist sõltuvat keemilist atraktsiooni spermidele on näidatud mitmetel veeloomadel, nagu merisiilikutel, ainuõõssetel, limustel, kahepaiksetel ja mantelloomadel, kellel toimub kehaväline viljastumine. Nendel loomadel satuvad spermid vette ja neil on eluliselt oluline munarakk kiiresti üles leida. Merisiilikutel on selleks väikesed nn spermi aktiveerivad peptiidid, millest näiteks resakt on omane Arabica punctulata’le ja sperakt Strongylocentrotus purpuratus’ele. Need peptiidid mõjuvad spermidele nii atraktandina kui ka aktiveerivad neid kiiremini ja jõulisemalt liikuma. Kehasisese viljastumisega loomadel (nt imetajatel) võivad emase suguteed sekreteerida spetsiifilisi regioonist sõltuvaid molekule, mis mõjutavad spermide liikuvust ja kapatsitatsiooni. Hüperaktiivsed spermid, mis on jõudnud munaraku lähedale, on võimelised ära tundma kemoatraktante. Näiteks granuloosarakkude sekreteeritud progesteroon mõjub spermidele nii atraktiivselt kui ka hüperaktiveerivalt (põhjustades Ca2+ tõusu). Sarnase toimega on ka ANP-peptiid (ingl Atrial natriuretic peptide), mille tunneb ära spermi ANP-retseptor. Samuti on näidatud, et kapatsiteerunud spermid on võimelised tunnetama temperatuurigradienti. Munajuha regioonid, nagu jahedam kitsuse (lad isthmus) piirkond ja soojem ampulli (lad ampulla) piirkond, kus toimub viljastumine, erinevad teineteisest ~2°C võrra. Kapatsiteerunud spermid liiguvad eelistatult kõrgema temperatuuri poole, seda nimetatakse termotaksiseks. Spermide suunamisele ja transpordile aitavad kaasa ka munajuha vedeliku liikumine, munajuha kontraktsioonid ja munajuha epiteel. Samuti on munajuha lima tugevasti viskoosne enne ovulatsiooni (preovulatsioon), takistades spermide liikumist. Pärast ovulatsiooni muutub see märksa vähem viskoosseks, mis lihtsustab ja võib ka võimendada spermide hüperaktiivset liikumist ampulli piirkonna poole.


    9.2.3. Akrosomaalreaktsioon ja gameetide ühinemine


    Pärast spermide kapatsitatsiooni, viimane etapp enne viljastumist, on nn akrosomaalreaktsioon. Selle protsessi käigus toimuv ensüümide eksotsütoos ja hüperaktiveeritud spermide füüsiline jõud tagavad kapatsiteerunud spermide tungimise läbi granuloosarakkude ja rebukesta (lad zona pellucida, ZP) munarakuni (joonis 9.14). Akrosoom on spermi peapiirkonnas anterioorselt tuuma kattev sisemise ja välimise akrosoomi membraaniga Golgi kompleksi derivaat, mis sisaldab hüdrolüütilisi, sh proteolüütilisi ensüüme ning ZP-ga seonduvaid peptiide. Imetajate ZP koosneb enamasti kolmest kuni neljast glükoproteiinist (ingl Zona pellucida sperm-binding protein1-4, ZP1–4), mis on oogeneesi käigus sünteesitud ja sekreteeritud. Glükoproteiinid interakteeruvad mittekovalentselt, moodustades kolmemõõtmelisi ristsidemetega filamentide võrgustikke, tekitades suhteliselt paksu ja tihke ekstratsellulaarse maatriksi. Kui spermid on jõudnud munaraku rebukestani, siis nad seonduvad (enamasti liigispetsiifiliselt) sellele kompleksi ZP1/ZP3 (nt hiir) või ZP1/ZP4 (nt inimene) kaudu. Ehkki mitmed spermid on võimelised seonduma ZP-ga, siis enamasti ainult üks (mõnel harval juhul rohkem) pääseb läbi ZP munarakuni, et see viljastada. Spermi ja munaraku interaktsioon aktiveerib spermides Ca2+ kanalid, võimendades Ca2+ ja teiste sekundaarsete vahendajate (nn messengerid) nagu cAMP ja IP3 tõusu, mis initsieerivad signaalide kaskaadi, mille tulemuseks on akrosomaalreaktsiooni (AR) toimumine ja akrosoomis leiduvate ensüümide (glükohüdrolaasid, proteinaasid, esteraasid, fosfataasid, fosfolipaasid, sulfataasid) eksotsütoos. Peale ensüümide vabanemise muutub AR tulemusel ka akrosoomi sisemine membraan välimiseks, mis sisaldab uusi seondumispaiku ZP-le (nt ZP2-le). Need hoiavad AR läbinud spermi kontaktis ZP-ga, enne seda kui sperm hüdrolüütiliste ensüümide ja hüperaktivatsiooni kaasabil läbib ZP. AR toimumise aeg ja koht on imetajatel paindlik. Varem arvati, et AR toimub pärast spermide interaktsiooni ZP-ga. Viimase aja uuringud on näidanud, et enamik sperme läbib AR juba granuloosarakkude kihi läbimisel või vahetult enne ZP-ga seondumist. Granuloosarakkude kihi läbimisel mängib olulist rolli spermi pinnal ja akrosoomis paiknev ensüüm hüaluronidaas, mis aitab lagundada ekstratsellulaarset maatriksit.
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    Joonis 9.14. Akrosomaalreaktsioon ja spermi ning munaraku ühinemine. Akrosomaalreaktsiooni käigus vabanevad akrosoomist hüdrolüütilised ensüümid, mis lisaks hüperaktiveeritud spermide füüsilisele jõule aitavad kaasa spermide tungimisele läbi granuloosarakkude ja zona pellucida (ZP) munarakuni. Kui sperm on jõudnud läbi ZP munaraku pinnale, siis ta kontakteerub munaraku membraaniga ning algab spermi ja munaraku membraani ühinemine. Spermist satuvad munarakku peale haploidse tuuma ka mitokondrid (mis aga degradeeritakse), enamasti ka tsentriool (aitab organiseerida mitoosikäävi) ja natuke tsütoplasmat. Spermi sisenemisel tekitatud Ca2+-ioonide tõus ergutab munarakus meiootilise jagunemise lõpetamist, emapoolsete mRNA-de translatsiooni, pronukleuste formeerumist ja üleminekut mitoosifaasi. Samuti toimub kortikaalgraanulite eksotsütoos (aeglane blokaad), mille käigus modifitseeritakse ZP ümber ning spermid ei ole enam võimelised ZP-ga seonduma ega ZP-st läbi tungima.


    Kui sperm on jõudnud läbi ZP munaraku pinnale, siis ta kontakteerub munaraku membraaniga (joonis 9.14). Piirkonda imetajate spermi peaosas, kus akrosoomi sisemine membraan ja spermi membraan kokku saavad, nimetatakse ekvatoriaalpiirkonnaks. See on piirkond, mille kaudu algab spermi ja munaraku membraanide ühinemine. Munaraku membraani ehk oolemmi pind on kaetud arvukate mikrohattudega, välja arvatud piirkonnas, mis katab meioosikäävi. Spermi pead, mis seondub munaraku pinnaga lapiti, ümbritsevad mikrohatud. Arvatakse, et nii munaraku mikrohatud kui ka spermi ekvatoriaalsegment sisaldavad molekule, mis on vajalikud ühinemiseks. Täpsed mehhanismid, mis seda spermi-munaraku ühinemist reguleerivad, on paljuski veel teadmata. Üheks võtmefaktoriks on pakutud intergiiniga ühendatud CD9 ja CD81 (ingl tetraspanin protein family member 9 and 81) valke, mis paiknevad munaraku mikrohattude membraanis. Spermidel on leitud immunoglobuliinilaadne valk Izumo, mis on oluline spermi ja munaraku ühinemisel.


    9.2.4. Geneetilise materjali ühinemine ja munaraku aktivatsioon


    Imetajate sperm siseneb munarakku sel etapil, mil munaraku tuum on arestitud meioosi II metafaasi blokis. Spermi sisenemisel tekitatud Ca2+-ioonide tõus (tekib lainetena) aktiveerib munarakus mitmeid sündmusi, nagu kortikaalgraanulite eksotsütoosi, meiootilise jagunemise lõpetamise, emapoolsete mRNA-de translatsiooni ja pronukeluste formeerumist ning üleminekut mitoosifaasi. Ca2+-ioonide tõusu aitab esile kutsuda spermi poolt munarakku viidud fosfolipaas Cζ, mis võimendab inositool-1,4,5-trifosfaadi tootmist ja see omakorda Ca2+ vabanemist endoplasmaretiikulumist (ER). Kasutamata Ca2+ pumbatakse ER-i tagasi. Ca2+ võetakse juurde ka väljastpoolt rakku (oluline näiteks meioosi lõpetamisel). Kõrgenenud kaltsiumitase aktiveerib mitmeid kinaase, mis viivad lõpuks tsükliin B ja valgu Securin (aitab hoida metafaasis kromosoome koos) degradeerimiseni, võimaldades meioosil jätkuda ja jaotada tütarkromatiidid sekundaarse polaarkeha ning moodustuva haploidse emaspronukleuse vahel. Spermi genoom läbib samal ajal protsessi, mille käigus protamiinid eemaldatakse kiiresti isaspronukleusest ja DNA mähitakse ümber nukleosoomide, mis sisaldavad histoone. Spermi pronukleus läbib ka kiire ja aktiivse demetülatsiooni enne DNA replikatsiooni. Spermidega satub munarakku peale haploidse tuuma ka mitokondreid (mis aga degradeeritakse), paljudel loomadel ka tsentriool (aitab organiseerida mitoosikäävi) ja natuke tsütoplasmat. Formeerunud isas- ja emaspronukleus liiguvad teineteisele lähemale mikrotorukeste kaasabil. Replitseerunud pronukleused ei liitu; nende kromosoomid kondenseeruvad ja asetuvad ühisele metafaasiplaadile. Seega tekib tõeliselt diploidne tuum alles kaherakulises embrüos.


    9.2.5. Polüspermia vältimine


    Organismi normaalseks arenguks on oluline, et munaraku viljastab ainult üks sperm (monospermia). Teisisõnu, spermi haploidne tuum ja munaraku haploidne tuum annavad aluse uuele diploidsele organismile, säilitades liigispetsiifilise kromosoomistiku. Tsentrioolid kombinatsioonis peritsentriolaarse materjaliga kontrollivad sügoodis mikrotuubulite organiseerumist. Tavaliselt organiseerib spermi tsentriool I mitoosikäävi formeerumist. Kui mingil põhjusel satub munarakku rohkem sperme ja spermist pärinevaid aktiivseid tsentrioole on sügoodis rohkem (patoloogiline polüspermia), siis on tulemuseks aneuploidsed tütarrakud ja organismi arengu katkemine. Erandiks on näiteks linnud, roomajad ja sabakonnad, kelle munarakud on suure rebuhulgaga ja kellel võib munarakku sattuda rohkem sperme (füsioloogiline polüspermia), ehkki viljastumisprotsessi viib lõpuni siiski ainult üks sperm. Füsioloogilise polüspermia puhul produtseeritakse küll mitmeid astraalseid mikrotuubuleid, kuid siiski ainult üks bipolaarne kääv moodustub ümber emas- ja isaspronukleuse, tagades normaalse arengu. Täpne põhjus, miks neil liikidel on vajalik mitme spermi olemasolu ja kuidas on tagatud ainult ühe spermi genoomi liitumine munaraku genoomiga, on paljuski teadmata. On pakutud, et spermid panustavad ühiselt viljastumiseks ja arenguks vajalikke paternaalseid faktoreid, mida üks sperm anda ei saa.


    Enamikul loomadel säilitatakse monospermia ehk välditakse spetsiaalsete barjääride ja blokkidega mitme spermi sattumist munarakku enne haploidsete tuumade ühinemist. Polüspermia vältimiseks on mitmeid mooduseid. Selleks võivad olla nii morfoloogilised kui füsioloogilised kohastumused, mis selekteerivad välja ainult teatud arvu sperme. Imetajatel läbivad spermid oma teekonnal munarakuni piki emase suguteid mitmeid keerulisi anatoomilisi struktuure (emakakael, emakas, uterotubal junction, munajuha), kus nad kapatsiteeruvad ja samas sõelutakse välja ebanormaalsed spermid ning reguleeritakse ka nende arvukust (joonis 9.13). Näiteks inimestel satub keskmiselt ühe ejakulatsiooniga naise suguteedesse ~280 miljonit seemnerakku, millest ainult ~200 elujõulist ja kapatsiteerunud spermi jõuab lõpuks spetsiaalsesse munajuha piirkonda (lad ampulla), kus paikneb munarakk ja toimub viljastumine. Polüspermia vältimiseks on munarakul kaks üldisemat protsessi: kiire (seotud munaraku membraani potentsiaali muutusega) ja aeglane blokaad (seotud munaraku krotikaalgraanulitega, mis modifitseerivad munaraku kesti).


    Kiire blokaad polüspermia vältimiseks saavutatakse munaraku membraani elektrilise potentsiaali muutmise teel vahetult pärast spermi sisenemist. Kui membraani potentsiaal on tavaolukorras –70 mV (soikepotentsiaal), siis spermi tungimisel munarakku pääsevad Na+-ioonid sisse ja potentsiaal muutub 1–3 sekundiga positiivseks, +20 mV. Spermid on võimelised ühinema munarakuga ainult –70 mV juures. Sellist munaraku membraani kiiret depolarisatsiooni on täheldatud merisiilikutel, limustel, rõngussidel, kärssussidel ja konnadel. Samas imetajate viljastumisel membraanipotentsiaal märkimisväärselt ei muutu. Sellest hoolimata on imetajate puhul membraanist sõltuv polüspermia vältimise strateegia olemas, ehkki täpsed mehhanismid, kuidas see toimib, on tundmata. Mitmete imetajate puhul on märgatud, et rohkem kui üks sperm on võimeline tungima läbi ZP perivitelliinalasse (PVA, piirkond ZP ja oolemmi vahel), kuid membraaniga ühinema on võimeline ainult üks sperm. Näiteks küülikul, viiksjänesel ja mutil on ~10–100 spermi PVA-s, viidates küllaltki nõrgale aeglasele ZP-blokaadile ja tugevale membraaniblokaadile. Samas näiteks koeral, lambal ja uruhiirel satub PVA-sse väga vähe sperme, seega on neil ehk tugev ZP-blokaad. Hiirel, rotil, seal, veisel, kassil ja inimesel on nii membraaniblokk kui ka aeglane ZP-blokk võrdselt head, kuna PVA-sse satub üks kuni kümme spermi.


    Aeglane blokaad polüspermia vältimiseks on põhjustatud munaraku korteksis paiknevate kortikaalgraanulite eksotsütoosist, mille tulemusena vabanevad ensüümid, mis modifitseerivad munaraku kestasid (joonis 9.14). Näiteks merisiilikutel tühjendavad kortikaalgraanulid pärast spermi sisenemist munarakku oma sisu rebukesta (vitelliinkest) alla, mille tulemusena moodustub teistele spermidele läbimatu viljastumiskest. Sarnane mehhanism toimib ka imetajatel, kus tänu spetsiifilistele ensüümidele modifitseeritakse ZP ümber. Spermi ja munaraku ühinemisel vabastatakse kortikaalgraanulitest ensüümi ovastatsiini (ingl ovastacin), mille toimel ei ole ZP2 (ingl zona pellucida sperm-binding protein2) enam võimeline sperme siduma, välistades sellega polüspermia tekke imetajatel (joonis 9.14). Seega saab ainult üks sperm siseneda munarakku, teised tõugatakse kiiresti eemale.

  


  
    9.3. Lõigustumine


    Pärast viljastumist, kui on moodustunud diploidne üherakuline sügoot (viljastunud munarakk), järgneb arenguprotsess, mida nimetatakse lõigustumiseks (ingl cleavage). See kätkeb endas järjestikulisi mitootilisi rakujagunemisi, mille käigus viljastatud munaraku suur tsütoplasmakogus jaotatakse moodustuvate väiksemate blastomeeride (lõigustuva embrüo rakud e lõigustusrakud) vahel. Piltlikult võib lõigustumisprotsessi ette kujutada kõrvitsa lõikamisena väiksemateks osadeks, kasutades geograafiast tuttavaid meridionaal- ja ekvatoriaaltasapindu. Lõigustumine võib olla nii sünkroonne (blastomeerid jagunevad ühel ajal) kui ka asünkroonne (blastomeerid jagunevad ajalise nihkega). Enamikul loomadel on lõigustumine alguses sünkroonne, kuna munarakku on küpsemise käigus varutud piisavas koguses nn maternaalseid (emapoolset päritolu) valke ja mRNA-sid, mis on vajalikud kiire ja kontrollitud rakujagunemise toimumiseks. Siinkohal võib näiteks tuua polületsitaalsed (paljurebused) loomad – linnud, roomajad, kalad ja putukad – ning mesoletsitaalsed (keskmise rebuhulgaga) kahepaiksed, kellel on emapoolset materjali munarakku varutud palju. Näiteks kannuskonnal (Xenopus laevis) jaguneb ~43 tunni jooksul ligi 37000 rakku (rakutsükkel ~35 min), äädikakärbsel (Drosophila melanogaster) kestab rakutsükkel ~8-10 min ja sebrakalal (Danio rerio) ~15 min (joonis 9.15). Samas imetajatel, kellel on rebu vähesel hulgal (erandiks on ainupilulised: nokkloom (Ornithorhynchus anatinus), nokissiil (Zaglossus bruijni) ja sipelgasiil (Tachyglossus aculeatus), kes on munevad imetajad), on lõigustumine algusest peale asünkroonne ja äärmiselt aeglane, näiteks hiirel toimub esimene lõigustumine 16–20 h (joonis 9.15) ja inimesel ~30 h peale viljastumist.
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    Joonis 9.15. Embrüo genoomi aktivatsioon erinevatel mudelorganismidel. Periood, mis algab emapoolsete mRNA-de degradeerimisega (lilla) ja jätkub embrüo enda genoomi aktiveerumisega (embryonic genome activation, EGA; oranž – laine algfaas ja sinine – laine põhifaas), mil hakatakse tootma embrüo enda mRNA-sid. X-teljel on näidatud aeg tundides, mis on kulunud viljastumisest, ja vastav lõigustumistsükkel.


    Blastomeeride kiiret sünkroonset lõigustumist võimaldavad maternaalselt talletatud komponendid, nagu mitoosi võimendav faktor (ingl mitosis-promoting factor, MPF), mis koosneb tsükliin B ja tsükliinist sõltuvast kinaasist (CDK), ensüümid, histoonid, tubuliinid jne. Tänu sellisele varumaterjalile on klassikalisest rakutsüklist G1- ja G2-faas kaotatud, mistõttu on rakujagunemine märgatavalt kiirem. Kui lõigustuv embrüo on varuained n-ö ära kasutanud, aktiveeritakse embrüo enda genoom (ingl embryonic genome activation, EGA) ning rakutsüklisse lisatakse vastavalt G1- ja G2-faas, rakutsükli kestus pikeneb ja rakujagunemine muutub asünkroonseks. Näiteks kannuskonnal lisatakse G1 ja G2 peale 12 rakujagunemist; äädikakärbsel G1 17. ja G2 14. lõigustumistsükli ajal. Sellist arenguakent, kus sünkroonne lõigustumine asendatakse asünkroonsega, nimetatakse keskblastula üleminekuks (ingl mid-blastula transition). Sõltuvalt loomaliigist aktiveeritakse embrüo enda genoom erinevatel aegadel (joonis 9.15). Väga mitmekesine on ka lõigustumistüüpide klassifikatsioon, mis sõltub nii rebuvalkude hulgast viljastunud munarakus kui ka faktoritest, mis kontrollivad rakujagunemist. Eristatakse nii täielikku lõigustumist (holoblastiline/totaalne lõigustumine; nt imetajad, okasnahksed, mantelloomad, limused, kahepaiksed), kus lõigustusvagu läbib sügoodi kogu ulatuses, kui ka mittetäielikku (meroblastiline/osaline; nt linnud, roomajad, kalad, putukad, peajalgsed), kus reburikas piirkond inhibeerib lõigustumist, mistõttu lõigustub ainult rebuvaene sügoodi osa. Vastavalt lõigustustasapindade orientatsioonile jaotatakse lõigustumisi veel radiaalseks (nt merisiilikud, süstikkalad), spiraalseks (nt teod, rõngussid), bilateraalseks (nt mantelloomad ja peajalgsed), rotatsiooniliseks (nt imetajad ja ümarussid), diskoidaalseks (nt linnud, kalad, roomajad), superfitsiaalseks e pindmiseks (nt putukad) lõigustumiseks. Loomadel, kellel ei ole võimalik varuaineid munarakku suurel hulgal talletada, on embrüo toitainetega varustamiseks välja kujunenud mitmeid alternatiivseid võimalusi. Osal loomadest (nt mantelloomad) kasutatakse arengu vaheetapina vastsestaadiumi, mil arenev organism on võimeline iseseisvalt aktiivselt toituma. Imetajatel, täpsemalt pärisimetajatel e platsentaalidel, on selleks välja kujunenud spetsiaalne toitefunktsiooniga organ – platsenta (emakook). Alljärgnevates peatükkides keskendumegi imetajate (eelkõige koduhiire) lõigustumise eripäradele.


    9.3.1. Imetajate preimlantatsiooniline areng


    Arenguperioodi viljastumisest embrüo sisestumiseni e implantatsioonini emakasse nimetatakse preimplantatsiooniliseks perioodiks, mis kestab hiirel 4,5 päeva ja inimesel ligikaudu üks nädal. Viljastumise järel munajuha ampulli regioonis liigutatakse lõigustuv sügoot munajuha ripsepiteeli abil emaka poole, kus toimub blastotsüsti n-ö koorumine viljastuskestast e zona pellucida’st ja sisestumine emaka limaskestasse e endomeetriumisse (joonis 9.16). Imetajate lõigustumine on väga aeglane (näiteks esimene lõigustusjagunemine 12–24 h) ja algusest peale asünkroonne. Lõigustumistüübi poolest on imetajatel täielik e holoblastiline rotatsiooniline lõigustumine.
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    Joonis 9.16. Hiire perimplantatsiooniline areng. Peale ovulatsiooni vabaneb munarakk koos teda ümbritsevate granuloosarakkudega munajuhasse, kus toimub viljastumine. Sellele järgneb sügoodi teke ja täielik rotatsiooniline lõigustumine. Lõigustumise lõppstaadium on blastotsüsti moodustumine, mis koorub teda ümbritsevast zona pellucida’st ja kinnitub emaka limaskestale. Foto: T. Tõnissoo.


    Sellise lõigustumise juures jaguneb kogu sügoot esialgu meridionaalselt kaheks blastomeeriks. Seejärel toimub lõigustumine blastomeeridel erinevalt: üks blastomeer jaguneb meridionaalselt ja teine ekvatoriaalselt, tekib rotatsiooniline rakkude jagunemine (joonis 9.16). Ehkki imetajatel on enamasti munarakku talletatud vähesel määral emapoolseid mRNA-sid ja valke, on neid siiski piisavalt esimeste lõigustumiste jaoks. Munaraku kasvamisel varutud maternaalset materjali hakatakse lagundama juba ovulatsiooni käigus ja meioosi lõppedes pärast viljastumist (joonis 9.15). Hiirel on kahe raku staadiumis maternaalse mRNA degradatsioon praktiliselt lõpetatud (90%), samas osa arenguliselt ülioluliste emapoolsete valkude eluiga võib kesta kuni moorula staadiumini. Hoolimata sellest et sperme peetakse nii transkriptsiooniliselt kui ka translatsiooniliselt inaktiivseteks, on üha rohkem tõendeid, et ka spermidega viiakse moodustuvasse sügooti erinevaid RNA-sid (mRNA, mikroRNA (miRNA), interferents-RNA (iRNA)). Nende funktsioon on paljuski ebaselge, kuid on näidatud, et need võivad panustada sügoodi ja embrüo arengusse.


    Hiire embrüo genoomi aktivatsioon algab juba kahe raku staadiumis (inimesel ja seal nelja kuni kaheksa raku staadiumis; veisel ja lambal 8–16 raku staadiumis). Eristatakse sügoodi genoomi väiksemat aktivatsioonilainet, mis toimub juba üherakulises hilises sügoodis, ja suuremat aktivatsioonilainet, mis toimub kahe raku staadiumis (joonis 9.15). Kuni kaheksa raku staadiumini on kõik blastomeerid totipotentsed, s.t neil on potentsiaal areneda kõikideks rakutüüpideks. Alates kaheksa raku staadiumist (inimesel 16 raku staadiumist) liibuvad blastomeerid tihedalt üksteise vastu e kompakteeruvad tihedaks rakukobaraks – moorulaks e kobarlooteks (nimetuse saanud mooruspuu (Morus alba) vilja meenutava kuju järgi; joonis 9.17).
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    Joonis 9.17. Hiire preimplantatsioonilise arengu faasid. Ülemisel joonisel on näidatud apiko-basaalse polarisatsiooni (kollasega apikaalsed komponenid) teke ning järjestikused asümmeetrilised rakujagunemiste lained (mustade nooltega). Alumisel joonisel on transkriptsioonifaktorid, mis osalevad varases arengus.


    Kompakteerumisega kaasneb ka blastomeeride adhesiooni suurenemine (E-kaderiini vahendatud), rakk-rakk kontakte tekib rohkem, blastomeerid lamenduvad ja polariseeruvad (joonis 9.17). Nende tsütoplasmas on eristatavad apikaalne ja basaalne piirkond: apikaalselt paiknevad aktiinirikkad mikrohatud, endosoomid, mikrotuubulid, mikrofilamendid ja tiheliidused, samuti on iseloomulikud mitmed valgud, nt aPKC (ingl atypical protein kinase C), Par3 ja Par6 (ingl partioning defective protein) ja Ezrin. Basolateraalsele poolele on iseloomulikud näiteks Par1 valk ja adherentsete liiduste valk E-kaderiin jpt. Basaalselt paikneb ka rakutuum ja aukliidused, mis kindlustavad blastomeeridevahelise kommunikatsiooni. Kahe järgneva asümmeetrilise jagunemislaine (8–16 ja 16–32 rakku) käigus tekib kaks ruumiliselt ja molekulaarselt erinevat rakupopulatsiooni: välimised polaarsed rakud on suunatud arenema trofektodermi (trofoblasti) rakkudeks ja sisemised apolaarsed rakud kujunevad pluripotentseteks (neist võivad areneda kõik rakutüübid, välja arvatud trofektodermi rakud) sisemise rakkude massiks e ICM-ks (joonis 9.17). Asümmeetria sõltub lõigustustasapinna asetusest polaarsustelje suhtes. Kui see on paralleelne, siis tekib kaks identset välimist trofektodermi rakku, ja kui tasapind on risti, siis tekib vastavalt üks sisemine apolaarne blastomeer, mis sisaldab ainult basolateraalseid elemente, ja üks välimine polaarne blastomeer, mis lisaks mõningatele basolateraalsetele elementidele sisaldab kogu apikaalset piirkonda, k.a tiheliiduseid, mis aitavad moodustada füüsilist barjääri sisemiste rakkude ja maternaalse keskkonna vahel (joonis 9.17). Peale kompakteerumist (ca 32 rakku) moodustub trofektodermi rakkudest ümber embrüo tiheliidustega varustatud epiteliaalne struktuur. TE rakkudes basaalselt paiknevate Na+/K+-pumpade abil tekitatakse osmootne gradient, mistõttu hakatakse läbi akvaporiinide embrüo sisemusse pumpama vett, mille tulemusena moodustub vedelikuga täidetud blastotsööl (joonis 9.17). Seda protsessi nimetatakse blastotsüsti õõnsuse tekkeks e kavitatsiooniks. Epiteeli tiheliidused aitavad takistada blastotsööli lekkimist. Järgnevate jagunemiste (64–128) käigus blastotsööl paisub ja ICM rakud fikseeritakse blastotsüsti ühele poolele ja osaliselt isoleerivad neid blastotsöölist TE rakud.


    Lõigustumise lõppresultaat on imetajatele omane asümmeetriliselt paikneva blastotsööliga blastotsüst, mis koosneb ekstraembrüonaalsest trofektodermist (polaarne TE, mis on kontaktis ICM-ga, ja seina (mural) TE, mis ümbritseb enamikku blastotsöölist) ja ICM-st kujunenud primitiivsest endodermist (PrE) ning embrüonaalsest epiblastist (EPI) (joonis 9.17). TE rakkudest saavad ekstraembrüonaalsed e embrüovälised struktuurid, mis on üliolulised embrüo korrektse implantatsiooni kujunemisel ja kontakti säilitamisel emakaga, ning nad moodustavad platsenta embrüopoolse osa – koorioni (joonis 9.18).
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    Joonis 9.18. Trofektodermist (TE), epiblastist (EPI) ja primitiivsest endodermist (PrE) pärit struktuurid arenevas koduhiire embrüos. Parietaalsest (PE) ja vistseraalsest endodermist (VE) moodustub koos trofoblasti gigantrakkude, Reicherti membraani ja epiblasti päritolu ekstraembrüonaalse mesodermiga toitefunktsiooniga rebukott. Epiblast annab aluse nii lootele kui ka panustab ekstraembrüonaalsete amnioni, allantoisi, rebukoti ja platsenta koosseisu. Trofektodermist areneb koorion ja rebukoti parietaalne osa.


    Primitiivsest endodermist tekivad parietaalse endodermi (PE) ja vistseraalse endodermi (VE) rakud (joonis 9.18). PE rakud sünteesivad suurel hulgal ekstratsellulaarse maatriksi komponente (nt laminiin-1, kollageen IV), millest moodustub närilistele omane basaalmembraanilaadne Reicherti membraan. Reicherti membraan toimib loodusliku filtrina, mis kontrollib makromolekulide liikumist embrüo ja emaorganismi vahel. Trofektodermi päritolu trofoblasti gigantrakud, Reicherti membraan ja PE moodustavad koos rebukoti (ingl yolk sac) parietaalse osa ning VE ja epiblasti päritolu ekstraembrüonaalne mesoderm rebukoti vistseraalse osa (joonis 9.18). Rebukott võimaldab ema ja embrüo vahelist toitainete ja gaaside vahetust enne funktsionaalse platsenta välja kujunemist. Rebukotis tekivad ka rebukoti veresooned ja veresaarekestest primaarsed erütrotsüüdid. Emapoolset päritolu toitained kogutakse rebukotis kokku ja transporditakse embrüosse, kasutades rebukoti veresooni. Rebukotist pärinevad signaalid on olulised mitmetes protsessides gastrulatsiooni läbimisel ning VE rakkude ekspresseeritud signaalmolekulid on vajalikud ka embrüo kehatelgede korrektseks välja kujunemiseks (vt peatükk 9.4.2).


    Epiblasti rakud annavad aluse kogu embrüole. Ühtlasi panustavad nad ka ekstraembrüonaalsete kudede, nagu amnioni e vesikesta ja allantoisi e kusekoti tekkele (joonis 9.18). Amnion on amnionivedelikuga täidetud spetsiaalne lootekest (koosneb epiblasti päritolu ektodermist ja ekstraembrüonaalsest mesodermist, ExM), mis on evolutsiooniliselt välja kujunenud kaitsmaks loodet kuivamise ja traumade eest. ExM päritolu on ka allantois e kusekott, millest areneb välja loodet platsentaga ühendav veene ja artereid sisaldav nabaväät. Samuti panustab ExM koos trofektodermiga koorioni (platsenta lootepoolne komponent) koosseisu (joonis 9.18). Kui platsenta on välja arenenud, siis trofektodermi päritolu rakud (süntsiotrofoblastid ja tsütotrofoblastid) vahendavad emalt saadud toitaineid allantoisist arenenud nabaväädi kaudu embrüosse ja jääkaineid lootelt emale (joonis 9.18).


    Preimplantatsioonilises arengus on embrüo rakkudel vaja teha kaks eluliselt tähtsat otsust: 1) kas TE või ICM, 2) kas EPI või PrE? Alljärgnevalt käsitleme lähemalt, milliste mehhanismide abil need küsimused lahendatakse.


    9.3.1.1. Trofektodermi ja ICM moodustumine


    Viimasel kümnendil on esile kerkinud mitmeid teooriaid seletamaks, kuidas on määratud TE ja ICM rakkude kujunemine. On pakutud, et küpsevasse munarakku talletatakse asümmeetriliselt molekulaarseid determinante, mis jaotatakse hiljem lõigustumise käigus blastomeeride vahel erinevalt, mistõttu on neil erinev saatus (joonis 9.19). Teise teooria kohaselt determineerib blastomeeri positsioon moorulas tema saatuse (nn sisemine/välimine mudel; joonis 9.19). Välimised rakud saavad TE-ks ja sisemised vastavalt ICM-ks. Kolmandaks on nn polaarsusmudel, kus rakujagunemiste tulemusena blastomeeri apikaalne domään jaotub mõlemale tütarrakule (sümmeetriline jagunemine) või ühele tütarrakule (asümmeetriline jagunemine). Need rakud, mis pärivad apikaalse piirkonna koos sinna kuuluvate determinantidega, saavad TE-ks ja need, mis mitte, saavad ICM-ks (joonis 9.19). Tänapäeval käsitletakse kombineeritud mudeleid, st nii raku positsioon kui ka polaarsus on tähtsad. Raku saatuse määramisel on üliolulise tähtsusega ka mitmed transkriptsioonifaktorid (TF), mis on spetsiifiliselt ekspresseeritud või represseeritud TE-s ja ICM-s. TE-spetsiifilised TF-d on TEAD4, GATA3, CDX2 ja ICM-spetsiifilised TF-d on Nanog, OCT4 ja SOX2, mis koostöös aitavad säilitada ICM pluripotentsust (joonis 9.17). ICM- ja TE-spetsiifilised transkriptsioonifaktorid reguleerivad üksteist ka negatiivselt, aidates säilitada normaalset ICM ja TE kujunemist ja arengut (joonis 9.17).
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    Joonis 9.19. Trofektodermi ja sisemise rakkude massi (ICM) kujunemise mudelid. A. Munarakku talletatud raku saatust määravad determinandid on paigutatud asümmeetriliselt, mistõttu lõigustumise käigus jaotatakse need moodustuvate blastomeeride vahel erinevalt. B. Rakkude positsioon on määrav, välimised rakud saavad TE ja sisemised vastavalt ICM-ks, sisemine-välimine mudel. C. Rakkude polaarsus on määrav. Apikaalse piirkonna koos sinna kuuluvate determinantidega pärivad blastomeerid saavad TE-ks ja need mis mitte, saavad vastavalt ICM-ks. Asümmeetriliste rakujagunemiste tulemusena tekivad ruumiliselt ja geeniekspressioonilt kaks erinevat rakupopulatsiooni.


    OCT4 (ingl octamer-binding protein 4) on detekteeritav alates kahe raku staadiumist kõigi blastomeeride tuumades, hilisemas blastotsüsti staadiumis lokaliseerub spetsiifiliselt ICM-is.


    Oct4-/- (Pou5f1) hiire embrüotel puuduvad nii epiblast kui ka primitiivne endoderm, ehkki ICM ja TE algul formeeruvad. Cdx2 (ingl caudal homeobox 2) hakatakse ekpresseerima hiirel alates kaheksa raku staadiumist ja lokaliseeritakse enne blastotsüsti formeerumist spetsiifiliselt välimistesse rakkudesse. Cdx2-/- embrüotel ei moodustu blastotsööli, TE terviklikkus on häiritud ja nad ei ole võimelised implanteeruma. Kuid mis suunab Cdx2 ekspressiooni just välimistes TE eellasrakkudes? Vastastikune CDX2 – OCT4/Nanog repressioon toimub alates hilise moorula/keskblastotsüsti staadiumist. Varases moorula staadiumis reguleerib Cdx2 laialdaselt ekspresseeritud TEAD4 (ingl domain familiy TF4, TEA). Tead4-/- embrüotel on TE areng häiritud ning embrüod hukkuvad enne blastotsüsti moodustumist. Tead4-/- embrüotel puuduvad ka TE spetsialiseerumise eest vastutavate geenide (Cdx2, Eomes) ekspressioon. TEAD4 aktiviseerimiseks on vajalik transkriptsiooni koaktivaator YAP1 (ingl Yes associated protein 1), mida reguleerib Hippo signaaliraja kinaaside kaskaad (joonis 9.20).
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    Joonis 9.20. Hippo signalisatsioon hiire lõigustumisel. Sisemistes apolaarsetes rakkudes, kus on palju rakk-rakk kontakte ja apikaalsed komponendid puuduvad, on Hippo signaalirada aktiivne. Valkude NF2 (neurofibromiin 2), AMOT (angiomotiin) ja LATS1/2 (ingl large tumor supressor homolog 1) interaktsioon adherentsete liidustega stimuleerib Hippo signaalirada. YAP1 fosforüülitakse, takistades selle liikumist tuuma ning suunates YAP1 degradatsiooni. YAP1 puudumisel ei ole TEAD4 võimeline sisemises rakkude massis (ICM) aktiveerima trofektodermi (TE) spetsiifilisi märklaudgeene (nt Cdx2), tulemuseks on ICM saatus. Välimistes rakkudes on AMOT ankurdatud polarisatsiooni komponentide (aPKC ja Par6) poolt apikaalsesse domeeni, inhibeerides sellega AMOT-i fosforüülimist LATS1/2 poolt. Seega on välimistes rakkudes Hippo signaalirada inaktiivne, mistõttu on ka YAP1 fosforüülimine takistatud ja transkriptsiooni koaktivaator pääseb tuuma, aktiveerides TE-spetsiifilisi geene (nt Cdx2). Adhesioonimolekulid E-kadheriin, α-kateniin (α-cat) ja β-kateniin (β-cat).


    Sisemistes rakkudes, kus on palju rakk-rakk kontakte ja apikaalse domääni komponente ei ole, on Hippo signaalirada aktiivne. Valkude NF2 (neurofibromiin 2), AMOT (angiomotiin) ja LATS1/2 (ingl large tumor supressor homolog 1) interaktsioon adherentsete liidustega stimuleerib Hippo signaalirada. Seriini-treoniinikinaas LATS1/2 fosforüülib AMOT-i (LATS1/2 aktivaator), misjärel kompleks fosforüülib omakorda YAP1, takistades selle liikumist tuuma ning suunates YAP1 degradatsiooni. YAP1 puudumisel ei ole TEAD4 võimeline ICM-s aktiveerima TE-spetsiifilisi märklaudgeene (nt Cdx2), mille tulemuseks on ICM areng (joonis 9.20). Vastupidine on olukord polaarsetes väheste rakk-rakk kontaktidega välimistes rakkudes. Välimistes rakkudes ankurdavad polarisatsiooni komponendid (aPKC ja PAR6) AMOT-i apikaalsesse domeeni, inhibeerides sellega AMOT-i fosforüülimise LATS1/2 poolt. Seega on välimistes rakkudes Hippo signaalirada inaktiivne, mistõttu on ka YAP1 fosforüülimine takistatud ja transkriptsiooni koaktivaator pääseb tuuma, aktiveerides TE-spetsiifilisi geene (nt Cdx2) (joonis 9.20). Peale eelneva on näidatud, et varases kaheksa raku staadiumis paikneb Cdx2 mRNA eelistatult blastomeeride apikaalses domeenis ja järgnevate asümmeetriliste rakujagunemiste tulemusena pärib sisemine rakk märgatavalt vähem Cdx2 mRNA-d kui välimine apikaalse domeeniga rakk. Seega nii blastomeeride ruumiline paigutus, polarisatsioon, erinev rakk-rakk kontaktide arv, Cdx2 mRNA lokalisatsioon kui ka Hippo signaaliraja reguleeritud Cdx2 transkripstioon ja pluripotentsuse eest vastutavate TF-de ekspressioon on määrava tähtsusega TE ja ICM kujunemisel.


    9.3.1.2. Epiblasti ja primitiivse endodermi kujunemine


    Hiire varase blastotsüsti staadiumis vanuses E3.5 (inimesel E6) tekivad ICM-st kaks ruumiliselt ja funktsionaalselt eristuvat rakupopulatsiooni: ICM pinnal üherakukihilise struktuurina paiknevad primitiivse endodermi (PrE) rakud ja sügavamal asuvad pluripotentsed epiblasti (EPI) rakud. Samamoodi nagu TE ja ICM kujunemisel on EPI ja PrE rakkude eristumisel määrava tähtsusega spetsiifilised transkriptsioonifaktorid, mis on eelistatult ekspresseeritud vastavates eellasrakkudes (joonis 9.17). PrE-spetsiifilised TF-d on GATA4, GATA6 ja SOX17. Epiblasti rakkude spetsialiseerumise ja pluripotentsuse säilitamise eest vastutavad Nanog, OCT4, SOX2 ja SALL4. Normaalne epiblasti moodustumine on Nanog-/- embrüotel häiritud. Gata6-/- embrüotel ei arene vistseraalset endodermi (VE). Nii Nanogi kui ka GATA6 puudumine on embrüonaalselt letaalne varases implantatsioonijärgses arengustaadiumis. Kui moorula staadiumis (32–64) on Nanogi ja GATA6 ekspressioon stohhastiline, siis varases blastotsüstis (64–128 rakku) muutub ICM-s nende ekspressioonimuster nn sool-piparlaadseks, st need TF-d on ekspresseeritud erinevates rakkudes (joonis 9.21). Vastastikust geeni ekspressiooni represseerimist Nanogi ja GATA6 vahel kontrollib Fgf (ingl Fibroblast growth factor) signalisatsioon (joonis 9.21).
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    Joonis 9.21. Epiblasti (EPI) ja primitiivse endodermi (PrE) kujunemine. Algul ekpresseerivad ICM rakud transkriptsioonifaktoreid Nanog ja GATA6 ning ka kasvufaktorit Fgf4 ja selle retseptorit Fgfr2. Hiljem muutub Nanog ja GATA6 ekspressioonimuster nn sool-piparlaadseks. Nanogi ekspresseerivad rakud (EPI eellased) reguleerivad üles Fgf4, kuid kaotavad Fgfr2, mis on vajalik GATA6 transkriptsiooniks, samuti on ka Nanogil inhibeeriv mõju GATA6-le. PrE eellased ekspresseerivad GATA6, säilitades Fgfr2, mille aktiveerib EPI rakkudes toodetud Fgf4 ning GATA6 ja Fgfr2 inhibeerivad omakorda Nanogi ekspressiooni. See viib Nanogi kadumiseni ja primitiivse endodermi (PE) spetsiifiliste geenide (SOX17, GATA4) aktivatsioonini. Nii EPI kui ka PE rakkudes on OCT4 aktiivne, valik märklaudgeenide vahel tehakse vastavalt SOXx2 või SOX17 olemasolule.


    Algul ekspresseerivad ICM-rakud nii Fgf4 kui ka selle retseptorit Fgfr2, kuid alates 64 raku staadiumist Nanogi ekspresseerivad rakud (epiblasti eellased) reguleerivad üles küll Fgf4, kuid kaotavad Fgfr2, mis on vajalik GATA6 trankriptsiooniks. Samuti on epiblasti eellastes oluline ka Nanogi inhibeeriv mõju GATA6-le. Samas GATA6 ekspresseerivad (PrE eellased) rakud säilitavad FGFR2, mille aktiveerib EPI rakkude sekreteeritav Fgf4. Nanogi ekspressioon on nendes rakkudes inhibeeritud Fgfr2 ja GATA6-ga, samas on võimendatud GATA6 ekspressioon, aidates kaasa PrE-spetsiifiliste geenide (SOX17, GATA4) aktivatsioonile (joonis 9.21).


    Epiblasti ja primitiivse endodermi rakkude eristumise mudeleid on välja pakutud mitmeid. Ühe mudelina on raku saatus determineeritud raku positsiooniga blastotsüstis. Välimised ICM-rakud, mis puutuvad kokku blastotsööliga ja sealt saadavate induktiivsete signaalidega, kujunevad epiteliaalseteks polariseeritud PrE-rakkudeks. Sissepoole jäävad ICM-rakud säilitavad pluripotentsuse ja neist kujunevad epiblasti rakud, mis annavad aluse embrüo rakkudele. Teise mudeli puhul on rakud prespetsialiseerunud EPI- või PrE-rakkudeks juhuslikes positsioonides ja seejärel sorditakse geeniekspressiooni järgi ümber või muudavad nad oma identiteeti blastotsöölist saadavate signaalide toel. Uuem teooria on see, et asümmeetriliste rakujagunemise lainetega (8–16 rakku esimene laine ja 16–32 rakku teine laine) määratakse, kas rakust saab EPI (valdavalt esimese lainega tekkinud ICM-rakud) või PrE (peamiselt teise lainega tekkinud ICM-rakud) eellane (joonis 9.21). Valesti paigutunud rakud liiguvad aktiini vahendatud migratsiooniga oma õigetele kohtadele, eemaldatakse apoptoosi teel või muudavad oma geeniekspressiooni mustrit. Ühtlasi on näidatud, et ICM-rakkude sortimisel mängib rolli ka erinev adhesiivsus. Nimelt GATA6-t ekspresseerivad PrE eellasrakud on märksa adhesiivsemad kui Nanogi ekspresseerivad EPI eellasrakud, mistõttu sorditakse nad adhesiooni alusel kaheks populatsiooniks ICM-s. Seega kokkuvõtvalt on epiblasti ja primitiivse endodermi eristumisel määrava tähtsusega nii rakkude positsioon, polaarsus, adhesioon kui ka spetsiifiline geenide ekspressioonimustri kujunemine ja säilitamine.


    9.3.2. Embrüo koorumine ja implantatsioon


    Embrüo preimplantatsiooniline periood kulmineerub blastotsüsti jõudmisega emakasse, kus toimub viljastumiskestast (lad zona pellucida) vabanemine e nn koorumine (ingl hatching) ja kinnitumine selleks kohandatud emaka limaskesta epiteelile e endomeetriumile (joonis 9.16). Seda protsessi võib vaadelda kui üht loodusliku valiku kontrollpunkti, lubades edasi arenema hakata ainult neil embrüotel, kes on võimelised n-ö kooruma.


    Mitmetel loomadel esineb embrüonaalne diapaus, see on soikeperiood, mil blastotsüst küll enamasti väljub viljastumiskestast, kuid ei implanteeru. Mitootiline aktiivsus on blastotsüstides inhibeeritud ning proliferatsioon peatunud kuni diapausist väljumiseni. Fakultatiivne diapaus on põhjustatud emaslooma laktatsioonist. Kui emasloom viljastatakse aktiivsel laktatsiooni perioodil, siis eelnevate järglaste imemine stimuleerib embrüote suundumist diapausi (esineb närilistel, putuktoidulistel ja kukkurloomadel). Obligatoorne diapaus on põhjustatud keskkonna tingimustest. Embrüod suunatakse diapausi, et nad sünniksid perioodil, mis on sünnijärgseks kasvamiseks sobilik (iseloomulik armadillidele, loivalistele, paljudele kärplastele ja karulastele ning metskitsele). Diapausi aitavad reguleerida mitmed nii väliskeskkonnast (temperatuur, fotoperiood, toitainete hulk jne) kui ka sisekeskkonnast (nt hormonaalne kontroll ja endomeetriumi parakriinne signalisatsioon) tulevad signaalid.


    Koorumine leiab aset hiirel vanuses E4.0 (inimesel u viies päev). Implantatsiooni algatamist ja koorumist aitavad esile kutsuda progesterooni ja kõrgenenud östrogeeni tase emasorganismis. Munasarjades produtseeritud östrogeen ja progesteroon sünkroniseerivad ka emaka ettevalmistust embrüo vastuvõtuks ja arenguks ning östrogeeni tase piiritleb ajaakna, mil edukas implantatsioon on võimalik. Viljastumiskestast vabanemiseks lüüsib embrüo trofektodermi (TE) rakkude sekreteeritud trüpsiinilaadsete proteaaside abil sinna augu, millest ta korduvate rütmiliste kontraktsioonide abil ennast n-ö välja sirutab (joonis 9.16). Terviklik viljastumiskest kaitseb blastotsüsti kinnitumast selleks mittesobivas piirkonnas, nt munajuhas (inimestel tuntud halva prognoosiga tubulaarse rasedusena). Vastkoorunud blastotsüsti püüab oma embusesse emaka endomeetriumi ektratsellulaarne maatriks, mis on varustatud erinevate suhkrute, kollageenide, laminiinide, fibronektiinide, kadheriinide ja hüaluroonhappega. Esmane embrüo-ema kontakt on vahendatud TE rakkude l-selektiini ja emakarakkude sulfeeritud polüsahhariidide abil, mida toodetakse östrogeeni ja kollakeha toodetava progesterooni toimel. TE rakud sünteesivad integriine, mis seonduvad emaka kollageeni, fibronektiini ja laminiiniga, mis aitavad embrüol kinnituda emaka epiteelile. Wnt-signaali vahendusel hakkavad TE rakud sekreteerima ka proteaase (nt kollagenaasi ja stromelüsiini), mis aitavad lõhustada endomeetriumi ekstratsellulaarset maatriksit, võimaldades TE rakkudel emakarakkude vahele tungida. Hiire puhul seina TE (ingl mural TE, sTE) rakud (joonis 9.17), mis ümbritsevad blastotsööli, saavutavad esmase kontakti emakudedega, diferentseeruvad primaarseteks TE hiidrakkudeks (ingl trophectoderm giant cells, TGC). TGC-d on esimesed lõplikult diferentseerunud rakud sünnieelsel perioodil. Juhtides implantatsiooni, tungivad need emaka stroomasse ja sekreteerivad faktoreid, nagu progesterooni ja tüüp I interferooni, mis aitavad endomeetriumil detsidualiseeruda ehk valmistuda platsenta moodustumiseks (detsiidua on emapoolne platsenta komponent ja TE rakkudest moodustunud koorion (kõldkest) koos epiblasti päritolu ekstraembrüonaalse mesodermiga moodustab lootepoolse platsenta komponendi). Polaarsed TE (pTE) rakud (ümbritsevad ICM; joonis 9.17) annavad aluse multipotentsetele TE tüvirakkudele, mis prolifereeruvad ja diferentseeruvad ExE ja ektoplatsentaalkoonuseks (EPC), millest koosneb munasilindri (hiire postimplantatsiooniline embrüo on iseloomuliku silindri kujuga) ülemine osa ja hiljem platsenta (joonis 9.18). Sõltuvalt liigist on platsenta tüüpe väga erinevaid. Hiirel ja inimesel on tsonaarne detsiduaatplatsenta ehk seos edomeetriumi ja koorioni vahel on piiratud alal ning väga tugev. Platsental on peale loote toitmise ja jääkainete eraldamise ka endokriinne ja immunoloogiline roll, aidates säilitada loote normaalset kasvamist ja arenemist emaüsas.

  


  
    19.4. Gastrulatsioon


    Lõigustumisele järgneb üks organismi arengu sõlmperioode – gastrulatsioon (tuleneb kreekakeelsest sõnast gaster ’magu’). Tuntud arengubioloogia prof Jüri Kärner (1940–2010) tavatses ikka rõhutada, et elus on kaks tähtsat otsust: 1) läbida korralikult gastrulatsioon ja 2) võtta endale õige naine. Kui midagi neis kahes otsuses peaks viltu minema, siis tagajärjed on karmid. Gastrulatsiooni käigus paigutuvad lõigustumisel tekkinud rakud läbi erinevate morfogeneetiliste liikumiste oma õigetele kohtadele ja pannakse paika mitmekihilise organismi kehaplaan. Tekivad kolm lootelehte: ektoderm e välisleht; mesoderm e keskleht ja endoderm e siseleht. Lootelehtedest saavad alguse erinevad koed ja organid. Ektodermist areneb näiteks kesk- ja perifeerne närvisüsteem, nahk, lääts ja sisekõrv. Mesodermist tekivad seljakeelik, luud ja lihased, eritus- ja suguelundkond, süda ja veresoonkond jpm. Endodermi päritolu on seedekulgla (magu, maks, pankreas, soolestik) ja kopsud.
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    Joonis 9.22. Keha teljed ja tasapinnad.


    Gastrulatsiooni käigus moodustuvad ka organismi keha põhiteljed. 1. Anterioorne-posterioorne (A-P; eesmine-tagumine) telg, tuntud ka kui kranio-kaudaalne (pea-saba) või rostro-kaudaalne (nokk-saba) telg. Loomadel, kellel ei ole pead ega saba, nimetatakse seda suu-pärak teljeks. Inimeste puhul on ajalooliselt välja kujunenud, et n-ö kahel jalal kõndival olendil tähistatakse terminitega „anterioorne“ ja „posterioorne“ vastavalt kõhtmist ja selgmist osa. Samas näiteks ujuval inimesel ühtib anterioorne-posterioorne telg teiste imetajate omaga. 2. Dorsaalne-ventraalne (selgmine-kõhtmine) telg. 3. Parem-vasak telg (joonis 9.22). Ühtlasi võib eristada ka proksimaalset-distaalset (kehateljele lähemal-kaugemal e lähimine-kaugmine), sagitaalset (piki), lateraalset (külgmine), transversaalset (ristipidine) telge.
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    Joonis 9.23. Morfogeneetilised liikumised gastrulatsioonis.


    Lootelehtede eristumiseks gastrulatsioonis on vaja ulatuslikke evolutsiooniliselt konserveerunud morfogeneetilisi liikumisi, milleks on emboolia e internaliseerumine, epiboolia, konvergents ja ekstensioon (joonis 9.23). Emboolia on rakkude liikumine, mille käigus transporditakse tulevased mesodermi ja endodermi rakud (vastavalt keskmine ja sisemine looteleht) tulevase ektodermi alla. Emboolia puhul eristatakse 1) invaginatsiooni e sissesopistumist, mil epiteelirakud sopistuvad ühe kihina embrüo sisse; piltlikult võib seda ette kujutada näpu õhupalli sisse surumisena, mille tulemusena tekib palli sisse torujas moodustis (nt ürgsool e arhenteron merisiilikutel); 2) ingressiooni e sisseastumist, mil üksikud epiteelirakud muutuvad vabalt migreeruvateks mesenhümaalseteks rakkudeks (nt lindude primaarse hüpoblasti moodustumine ja imetajate mesodermi/endodermi teke läbi ürgjuti); 3) involutsiooni e sisse rullumist, mis on protsess, mille käigus roomavad rakud mööda teiste rakkude sisepinda embrüo sisse, piltlikult nagu tankiroomik (nt kahepaiksete mesodermi moodustumine); 4) delaminatsiooni, mille käigus toimub ühe rakukihi lõhastumine või migreerumine kaheks paralleelseks kihiks (nt imetajate ja lindude hüpoblasti teke). Epiboolia (kattumine) tulemusena kaetakse embrüo sisemised lootelehed epiteelirakkudega (tavaliselt ektoderm). See võib toimuda nii rakkude jagunemise, rakkude kuju muutumise (nt lamendumine ja kokku surumine) või interkalatsiooni (mitu rakukihti koonduvad vähemateks kihtideks) teel. Klassikaline epiboolia näide on kahepaiksete, mantelloomade ja okasnahksete ektodermi teke. Konvergentsi (koonduvus) puhul kitsendatakse embrüonaalseid kudesid dorso-lateraalselt/medio-lateraalselt (selgmine/külgmine), samal ajal ekstensiooniga laiendatakse/pikendatakse neid anterio-posterioorselt (eesmine/tagumine).


    9.4.1. Imetajate gastrulatsioon


    Gastrulatsiooni on pärisimetajatel küllaltki raske uurida, kuna see toimub hästi kaitstud ja varjatud emakas võrreldes näiteks teiste selgroogsetega (linnud, kalad ja kahepaiksed). Enamik teadmisi pärineb koduhiire (Mus musculus) kui peamise imetajate mudelorganismi uuringutest. Samas, paradoksaalsel kombel on närilistel võrreldes enamiku teiste imetajatega (k.a primaatide ja inimesega) morfoloogiliselt erinev gastrula (gastrulatsiooni läbiv embrüo). Närilistel moodustub peale implantatsiooni karikakujuline embrüo, inimesel jt imetajatel pigem kettakujuline loode, sarnanedes teiste amniootide (loomad, kelle on arenenud amnion e vesikest – roomajad, linnud) embrüotega. Peale selle on veel mitmeid erinevusi, näiteks mesodermi paigutumine ekstraembrüonaalsete kudede kujunemisel. Samas on gastrulatsiooni põhiprotsessid ja signaalmolekulid sarnased, mistõttu on hiir jätkuvalt parim mudel selgitamaks gastrulatsiooni iseärasusi imetajatel. Arusaadavalt on inimese embrüote uurimine nii tehniliselt kui ka eetiliselt välistatud alates kindlast vanusest. Sõltuvalt riikide õiguslikest aktidest võib inimembrüoid kasutada teaduslikel eesmärkidel kas kuni implantatsiooni toimumiseni (4.–7. päev peale viljastumist) või kuni gastrulatsiooni alguseni (14.–15. arengupäev peale viljastumist).


    Hiire gastrulatsioon algab kuuendal arengupäeval (E6.0–E6.5 vahemikus) pärast viljastumist ürgjuti moodustumisega embrüo posterioorsesse e tagumisse poolde (joonis 9.24). Ürgjutt on epiblasti rakkudest moodustunud ajutine struktuur, mis on iseloomulik amniootidele. Ürgjuti indutseerimiseks on vajalikud mitmesugused signaalid, nt Nodal/SMAD ja WNT/β-kateniin ning BMP (ingl Bone morphogenetic protein) signalisatsioon. Embrüo posterioorses osas on Nodal, WNT3 ja Brachyury (T) üles reguleeritud, samas kui anterioorses osas on need alla reguleeritud. Nodal-/- embrüotel puudub Bmp4 ekspressioon ekstraembrüonaalses ektodermis (ExE) puudub, mille tõttu ka T, Fgf8 ja Wnt3 ei ole ekspresseerunud ning ürgjutt ei formeeru. Sarnaselt ei formeeru ka Wnt3-/- embrüotel ürgjutti.
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    Joonis 9.24. Hiire gastrulatsioon. Hiire gastrulatsioon algab kuuendal arengupäeval pärast viljastumist ürgjuti moodustumisega embrüo posterioorsesse osasse. Läbi ürgjuti ja sõlme ingresseerunud mesenhümaalsed rakud liiguvad vistseraalse endodermi (VE) ja epiblasti ning ekstraembrüonaalse ektodermi (ExE) vahele, moodustades vastavalt embrüonaalse ja ekstraembrüonaalse mesodermi (ExMe). Ürgjuti anterioorses otsas paikneb sõlm, mis on tähtis induktiivsete signaalide keskus. Amnion (koosneb ektodermist ja ExMe-st) kaitseb loodet kuivamise ja traumade eest. Rebukoti (koosneb VE-st ja ExM-st) funktsioon on arenevat embrüot algul toitainetega varustada. ExMe panustab ka allantoisi e kusekoti (sellest areneb nabaväät) ja koos trofektodermiga koorioni (platsenta lootepoolne komponent) koosseisu. Epiblasti rakkudest, mis läbi ürgjuti ei migreeru, saab kas neuroektoderm või pinnaektoderm (alumine joonis). Läbi ürgjuti liiguvad epiteliaal-mesenhümaalse transitsiooni (EMT) läbinud epiblasti rakud blastotsööli sisse, mille käigus tekivad endodermi ja mesodermi rakud. Endodermi rakud teevad läbi mesenhümaalse-epiteliaalse (MET) protsessi, muutuvad epiteliaalseteks ja asendavad algse vistseraalse endodermi, mis liigub ekstraembrüonaalsete kudede koosseisu.


    Läbi ürgjuti toimub epiblasti rakkude liikumine ingressiooni/delaminatsiooni abil blastotsööli sisse, mille käigus tekivad endodermi ja mesodermi rakud (joonis 9.24). Selleks et polaarsetest epiteliaalsetest epiblasti rakkudest saaks tekkida mesenhümaalsed rakud, mis on võimelised liikuma läbi ürgjuti, on vajalik rakkudel läbi teha epiteliaal-mesenhümaalne transitsioon (EMT; joonis 9.24). See kätkeb endas mitmeid rakulisi ümberkorraldusi, näiteks adhesiooni ja polarisatsiooni eest vastutavate markerite alla reguleerimine (nt E-kaderiin, Par-kompleksi valgud), tsütoskeleti ümberkorraldused, basaalmembraani lagundamine, et rakud pääseksid liikuma. EMT indutseerimisele ja toimimisele aitavad kaasa mitmed signaalmolekulid, nt HGF (ingl Hepatocyte growth factor), TGF (ingl Transforming growth factor), FGF (ingl Fibroblast growth factor), samuti transkriptsioonifaktorid nagu eomesodermiin ja SNAIL1 (osalevad E-kaderiini regulatsioonil). Eomes-/- embrüotel on EMT kulg häiritud, neil ei moodustu mesodermi ja tekib epiblasti rakkude kuhjumine posterioorsesse ürgjuti piirkonda. GTPaas RhoA (ingl Ras homolog gene family, member A) ja tema aktivaator NET1 reguleerivad ürgjutis basaalmembraani lagundamist.


    Gastrulatsiooni edenedes pikeneb ürgjutt anterioorses suunas embrüo epiblasti keskteljel. Ürgjuti anterioorses otsas paikneb tähtis induktiivsete signaalide keskus, mida kutsutakse sõlmeks (analoog lindude Henseni sõlme ja kahepaiksete dorsaalse blastopoori ülahuulega; joonis 9.24). Umbes 250 rakust koosnev sõlm on vaadeldav embrüo distaalses osas ventraalsel pinnal paikneva pisarakujulise lohuna, mis on täidetud sõlme vedelikuga ja kaetud Reicherti membraaniga. Sõlm koosneb kahest kuupepiteeli kihist, dorsaalne osa on jätk ümbritsevatele epiblasti rakkudele, ventraalne osa vastavalt endodermi rakkudele. Sõlme ventraalsetel rakkudel on spetsiifilised ripsmed, mis on vajalikud ekstraembrüonaalse vedeliku vasakpoolseks liikumiseks, mis on aluseks vasak-parem telje tekkel. Sõlm on ka üks peapoolsete kudede (nt eesaju-, näo- ja ninapiirkond) arengu eest vastutavaid organisaatorpiirkondi, mis sekreteerib mitmeid olulisi signaalmolekule, nt SHH (Sonic hedgehog), DKK1 (Wnt antagonist), Chordin, Noggin (BMP inhibiitorid) ja Nodal. Läbi ürgjuti ja sõlme ingresseerunud mesenhümaalsed rakud (ekspresseerivad Lhx1, Mix1, Mesp1, Wnt3, T jpm) liiguvad vistseraalse endodermi ja epiblasti ning ExE vahele, moodustades embrüonaalse ja ekstraembrüonaalse mesodermi (ExM) (joonis 9.24). Hilises gastrulas on eristatavad aksiaalne e seljakeeliku mesoderm, mis pärineb sõlme regioonist, paraksiaalne e somiitide mesoderm ürgjuti aterioorsest osast, külgplaadi mesoderm ja vahelmine mesoderm keskmisest osast ning ExM (ingresseerub arenguliselt esimesena) posterioorsest osast.


    ExM kujunemine on ExE-st lähtuva BMP-4 (ingl Bone morphogenetic protein 4) signaali kontrolli all. ExM panustab lootekestade platsenta, amnioni e vesikesta, allantoisi e kusekoti ja rebukoti koosseisu (joonis 9.24).


    Endodermi rakud (ekspresseerivad Cer1, Sox17, Hex, Dab2 ja Dkk1), mis on läbinud anterioorse ürgjuti, teevad läbi mesenhümaalse-epiteliaalse (MET) protsessi, muutuvad epiteliaalseteks ja asendavad algse vistseraalse endodermi, mis läheb ekstraembrüonaalsete kudede kooseisu (joonis 9.24). Epiblasti rakkudest, mis läbi ürgjuti ei migreeru, saab kas neuroektoderm või pinnaektoderm.


    9.4.2. Imetajate embrüonaalsete kehatelgede kujunemine


    Mitmetel mudelorganismidel (nt äädikakärbes, kannuskonn) varutakse oogeneesi käigus munarakku mitmeid maternaalseid mRNA-sid ja valke, mis on olulised varases embrüogeneesis kehatelgede kujunemisel. Näiteks äädikakärbse munarakus on asümmeetriliselt paigutunud maternaalsete morfogeenide Bicoid ja Nanos mRNA-d, mille pealt toodetud valgud on määrava tähtsusega embrüo anterioorse-posterioorse kehatelje kujunemisel. Imetajate munarakud on aletsitaalsed (rebutud), muna ei sisalda praktiliselt rebuvalke ning seega kehatelgede arengus olulisi geene ekspresseeritakse embrüo enda genoomi pealt.


    9.4.2.1. Anterioorne-posterioorne telg


    Paljudel loomaliikidel on A-P (eesmine-tagumine; peapoolne-sabapoolne) telg esimene morfoloogiliselt selgesti tuvastatav kehatelg. Sõltuvalt liigist kujuneb see kehatelg erinevalt. Imetajatel on A-P telje kujunemist uuritud eelkõige hiirel. Peamiseks A-P telje organisaatorpiirkonnaks loetakse anterioorset vistseraalset endodermi e AVE-t. Vanuseks E5.5 on hiirel primitiivsest endodermist (PrE) kujunenud vastavalt TE-ga piirnev parietaalne endoderm (PE) ja epiblasti ümbritsev vistseraalne endoderm (VE). Embrüo kõige distaalsemasse otsa koondunud VE rakke, mis ekspresseerivad geene Lefty1, Cer1, Dkk1, kutsutakse DVE-ks (distaalne vistseraalne endoderm) (joonis 9.25). Need rakud hakkavad aktiivselt ja kiiresti migreeruma embrüo tulevase anterioorse poole suunas. DVE rakkude kuju muutub kuupepiteelist silinderepiteeliks. Migreeruvatel DVE rakkudel on pikad filopoodilaadsed väljakasvud, kuid nad säilitavad rakk-rakk liidused, mis on omane kollektiivsele migratsioonile. Tulevane anterioorne osa toodab mitmeid atraktante (DKK1, Lefty1 ja CER1), mis võivad suunata DVE migratsiooni. DVE rakkude jõudmisel embrüonaalse-ekstraembrüonaalse osa piirile algab VE rakkude ulatuslik liikumine, mis vallandab omakorda AVE rakkude tekkimise embrüo distaalses osas (joonis 9.25). Need AVE rakud kasutavad DVE suunatud migratsiooniteed anterioorses proksimaalses suunas. Anterioorsesse piirkonda kohale jõudnud AVE rakud asendavad DVE rakke, mis liiguvad VE külgmistesse piirkondadesse ja ainult väike osa panustab AVE kõige proksimaalsemasse ossa. AVE rakud sekreteerivad mitmeid induktiivseid signaale, nagu Dkk1 (WNT antagonist) ja Lefty1 ning Cer1 (Nodali antagonistid) (joonis 9.25). Need antagonistid kaitsevad läheduses paiknevaid epiblasti rakke posterioorsete Nodal ja WNT signaalide eest. AVE vastaspoolele posterioorsesse piirkonda tekib Nodal, WNT3 ja FGF signaalide mõjul ürgjutt ja algab gastrulatsioon (joonis 9.24 ja 9.25). Kui DVE ja AVE moodustumine on häiritud, siis on ka gastrulatsioon ja A-P telje kujunemine defektne. Näiteks kui Cer1 ja Lefty1 on hiires korraga välja lülitatud, siis Cer1-/-;Lefty1-/- mutantidel moodustub ebanormaalselt kaks ürgjutti. Seega mängib AVE tähtsat rolli embrüo peapoolse arengu kujunemisel.
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    Joonis 9.25. Anterio-posterioorse kehatelje kujunemine hiire gastrulatsioonis. E5.5 embrüo kõige distaalsemas osas paiknevad distaalse vistseraalse endodermi (DVE) rakud, mis ekspresseerivad Lefty1, Cer1, Dkk1. DVE rakkude migreerumine embrüonaalse-ekstraembrüonaalse osa piirile algatab VE rakkude ulatusliku liikumise, mis vallandab omakorda anterioorse vistseraalse endodermi (AVE) rakkude tekkimise embrüo distaalses osas (E6.0). Need migreeruvad embrüo anterioorsesse piirkonda, asendades seal DVE rakud. AVE rakud sekreteerivad mitmeid induktiivseid signaale nagu Dkk1 (Wnt antagonist) ja Lefty1 ning Cer1 (Nodali antagonistid), kaitstes läheduses paiknevaid epiblasti rakke posterioriseerumise eest. AVE vastaspoolele posterioorsesse piirkonda tekib Nodal, Wnt3 ja FGF signaalide mõjul ürgjutt ja algab gastrulatsioon.


    9.4.2.2. Dorsaalne-ventraalne kehatelg


    Dorsaalse-ventraalse (selgmine-kõhtmine) kehatelje kujunemise kohta on vastakaid arvamusi ja üldiselt on imetajate kohta sellest vähe teada. Mõningat asümmeetriat võib täheldada juba preimplantatsioonilises arengus. Munaraku meiootilise jagunemise käigus tekkinud sekundaarne polaarkeha paikneb embrüol kindlas positsioonis kuni blastotsüsti staadiumini, mis markeerib eeldatavat animaalset-vegetatiivset (An-Vg) telge. Ka on embrüot ümbritsev zona pellucida pigem ovaalne kui sfääriline, mistõttu arvatakse, et selle pikitelg vastab tulevasele embrüonaalsele-abembrüonaalsele (E-aE) teljele. Lõigustumise käigus tekkinud asümmeetriliselt paigutunud ICM rakud vs. blastotsööl tekitavad selgesti eristatava E-aE telje, mis on risti ICM/blastotsööli piiriga ehk An-Vg teljega. Seega võib hilises blastotsüstis E-aE telge vaadelda kui dorsaalset-ventraalset (D-V) telge. ICM on kontaktis trofoblastiga (tulevane dorsaalne osa) ja primitiivne endoderm on kontaktis blastotsüsti vedelikuga (tulevane ventraalne osa). Implanteerumise ja gastrulatsiooni algatamise järel säilitab ürgjutt D-V polaarsuse. Epiblasti rakud hakkavad ingresseeruma läbi ürgjuti nimelt dorsaalselt poolelt.


    9.4.2.3. Vasak-parem kehatelg


    Hoolimata bilateraal-sümmeetrilisest välimusest on enamikul selgroogsetel loomadel asümmeetriliselt paiknevad organid. Vasak-parem (V-P) asümmeetria on omane nii kahepaiksetele, roomajatele, lindudele, kaladele kui ka imetajatele. Imetajatel paikneb näiteks maks paremal ja põrn, pankreas, magu ning süda vasakul pool. Vasak ja parem kops on morfoloogiliselt erinevad. Samuti on aju arengus V-P asümmeetria oluline. Muutused vasak-parem asümmeetrias võivad varases embrüogeneesis põhjustada mitmesuguseid väärarenguid. V-P asümmeetria häiretega patsientidel on tüüpiliselt südamedefektid ja siseorganite vale paigutus (situs). V-P kehatelje sünnidefektide alla kuulub näiteks situs inversus (siseorganite ümberpööratud paigutus; situs solitus tähendab siseelundite tavapärast anatoomilist paigutust), heterotaksia (puudub korrektne siseorganite ühilduvus), dekstrokardia (südame ümberpööratud asetus ja morfoloogia) ning isomerismid (üksikute organite duplitseerumine või kadu, nt põrna).


    Imetajatel vastutab V-P (vasak-parem) kehatelje tekkimise eest spetsiaalne organisaatorpiirkond ürgjuti anterioorses otsas, mida kutsutakse sõlmeks (joonis 9.24). Hiire ürgjuti sõlme ventraalsel pinnal paiknevad motiilsed e liikuvad ripsmed (9 + 0 mikrotorukeste paigutusega), mis tekitavad oma distaalse otsa päripäeva ringlemisega (erinevalt tüüpilistest 9 + 2-ripsmetest, mis liiguvad edasi-tagasi, nt munajuhas ja hingamisteedes) vasakule poole suunatud sõlmevedeliku liikumise. Ühtlasi on ripsmed paigutunud kumera apikaalse pinnaga sõlmeraku suhtes posterioorselt, mis võimendab vasakule poole suunatud vedeliku liikumist sõlmes. Vasaksuunaline vedelikuvool põhjustab suurenenud Ca++-ioonide sissevoolu vasakus pooles ja see omakorda aktiveerib vasaku poole arengu eest vastutavate geenide (Nodal, Lefty2, PITX2) ekspressiooni (joonis 9.26 C). Vasaku ja parema poole arengu eest vastutavate faktorite vastastikune inhibitsioon suunab hiljem rakkude asümmeetrilist migreerumist ja morfogeneesi siseorganitel. Täpne mehhanism, kuidas sõlmevedeliku suunatud liikumine aktiveerib vasakpoolsuse geene, on tänaseni teadmata. On välja pakutud kaks konkureerivat mudelit: morfogeeni ja kahe-ripsme mudel.
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    Joonis 9.26. Vasak-parem telje kujunemine hiire gastrulatsioonis. A. Morfogeeni mudeli järgi vabastatakse sõlmerakkudest pinnale spetsiifilised morfogeene (Shh ja retinoolhapet) sisaldavad vesiikulid (ingl Nodal vesicular parcel, NVP), mis paisatakse sõlme õõnsusesse. Sõlme ripsmete ringlev liikumine põhjustab vasakule poole suunatud vedelikuvoolu sõlme õõnsuses, mis kannab NVP-d sõlme vasakusse poolde. Seejärel NVP-d lagunevad ja väljutavad Shh ja RA vasakule poole, käivitades vasaku poole arengu eest vastavate geenide Nodal ja Pitx2 aktivatsiooni külgplaadi mesodermis. B. Nn kahe-ripsme hüpoteesi järgi tajutakse sõlmerakkude põhjustatud vasaksuunalist vedelikuvoolu sensoorsete ripsmete poolt (punane nool), mis vallandavad omakorda Ca2+ vabanemise ning seeläbi V-P asümmeetria eest vastutavate geenide ekspressiooni. C. Nodal-mRNA ekspressioon vanuses E8.0 hiire embrüo vasakpoolse külgplaadi mesodermis (Lpm). Foto: T. Tõnissoo.


    Esimese mudeli puhul vabastatakse sõlmerakkudest kasvufaktori FGF mõjutusel pinnale morfogeene (SHH ja retinoolhapet (RA)) sisaldavad vesiikulid (ingl Nodal vesicular parcel, NVP), mis tõugatakse spetsiaalsete pikkade rakuväljakasvude abil sõlme õõnsusesse (joonis 9.26 A). Sõlmeripsmete ringlev liikumine põhjustab vasakule poole suunatud vedelikuvoolu sõlme õõnsuses, mis kannab NVP-d sõlme vasakusse poolde. Seejärel NVP-d lagunevad ja väljutavad SHH ja RA vasakule poole, kus toimub järsk Ca++-ioonide tõus, käivitades vasaku poole arengu eest vastutavate geenide Nodal ja Pitx2 aktivatsiooni külgplaadi mesodermis (joonis 9.26 C).


    Kahe-ripsme hüpoteesi järgi põhjustavad sõlme keskel asuvate rakkude liikuvad ripsmed vasaksuunalise vedelikuliikumise, mida tajutakse painduvate sensoorsete ripsmete abil sõlme ääristavates nn kroonirakkudes (ingl crown cells) (joonis 9.26 B). Paindunud ripsmed põhjustavad vasakus pooles omakorda Ca2+ vabanemise ja V-P asümmeetria eest vastutavate geenide ekspressiooni.

  


  
    9.5. Organogenees


    9.5.1. Lootelehtede derivaadid


    Peale lootelehtede (ektoderm, mesoderm, endoderm) moodustumist gastrulatsioonis hakkavad nendest organogeneesi käigus tekkima erinevad koed (histogenees) ja organid, mis lõpuks moodustavad erinevaid organsüsteeme. Välimine looteleht ehk ektoderm annab aluse epidermisele ehk marrasknahale (pinnaektodermi päritolu) ja selle derivaatidele (nt higinäärmed, karvafolliikulid, küünised (küüned); samuti kesknärvisüsteemi neuronitele ja makrogliiale (neuraaltoru päritolu); neuraalharja rakkudele (neist tekkivad omakorda parasümpaatilise, sümpaatilise ja sensoorse närvisüsteemi neuronid, Schwanni rakud, neerupealise säsirakud, melanotsüüdid, mitmed peapiirkonna skeleti ja sidekoe komponendid jpm); ka ektodermaalsetele plakoodidele (sisekõrva rakud, haisteepiteeli rakud ja kraniaalnärvide neuronid, silma läätserakud, ajuripatsi eessagara rakud) (joonis 9.27). Keskmine looteleht ehk mesoderm jaguneb mitmeks alaosaks: kordamesodermist areneb seljakeelik ehk notokord (joonis 9.28). Seljakeelik on embrüonaalne keskstruktuur, mis on iseloomulik kõigile keelikloomadele (hõimkond: Chordata; alamhõimkonnad: mantelloomad (Urochordata), süstikkalad (Cephalochordata), selgroogsed (Vertebrata)). Mantelloomadel esineb seljakeelik vaid vastsetel. Süstikkaladel on seljakeelik telgorganiks ka täiskasvanud isenditel, selgroog puudub. Kõrgematel selgroogsetel loomadel on seljakeelik ajutine embrüonaalne organ, täiskasvanud organismis on seljakeeliku jäänukid vaadeldavad selgroolülidevahelistes diskides (lad nucleus pulposus). Seljakeelik on embrüonaalselt nii tugi- kui ka telgorgan (paiknedes keskel vastavalt dorsaalsele-ventraalsele ja vasak-parem kehateljele). Kõhrelaadne seljakeelik toimib embrüo aksiaalse skeletina enne põhiskeleti (selgroo) moodustumist. Mõnedel selgroogsetel (nt silmud ja tuurad) esineb seljakeelik kogu elu. Seljakeelik on ka tähtis induktiivsete signaalide keskus, sekreteerides faktoreid (nt SHH, Sonic hedgehog), mis aitavad kaasa ümbritsevate kudede arengule (nt neuraaltoru ventraalse osa arengu regulatsioon, somiitide arengus erinevate rakutüüpide spetsialiseerumine, pankrease ja dorsaalaordi arengu regulatsioon). Paraksiaalsest mesodermist (joonis 9.27) arenevad neuraaltoru kõrvale mõlemale poole somiidid, mis omakorda koosnevad mitmest alaosast: sklerotoom, mille rakkudest arenevad roided ja selgroog; sündetoomist formeeruvad kõõlused; müotoomist arenevad selja, roietevahelised ja keha eesmised lihased ning dermamüotoomist skeletilihaste eellased ja selja dermise ehk pärisnaha rakud. Kõige peapoolsemast paraksiaalsest mesodermist arenevad pea mesodermi rakud, mis annavad aluse pea skeleti, lihaste ja sidekoe rakkudele (pea arengusse panustavad ka neuraalharjast pärit rakud). Vahelmisest ehk intermediaalsest mesodermist tekivad gonaadid (sugunäärmed) ja neerud ning nendega seotud juhad (joonis 9.27). Embrüo külgedel paiknevast külgplaadi mesodermist tulevad südame-, veresoonte- ja vererakud, vaagna ja jäsemete skeleti rakud ning see annab aluse ka serooskestale (kelmele), mis vooderdab kehaõõnsuste seinu ja organeid (joonis 9.27). Sisemine looteleht ehk endoderm on tähtis induktiivsete signaalide allikas, aidates kaasa mesodermaalsete kudede formeerumisele. Endodermi päritolu rakud vooderdavad seede- ja hingamiselundkonda, andes aluse soolestikule, maksale, sapipõiele, pankreasele (kõhunääre), kopsudele, neelule (neelust arenevad neelutaskud, millest omakorda formeeruvad kurgumandlid, kilpnääre, tüümus, kõrvalkilpnäärmed) (joonis 9.27).
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    Joonis 9.27. Lootelehed ja nende derivaadid (tekised).


    9.5.2. Organogeneesi üldprintsiibid


    Peamised rakutüübid embrüonaalses arengus on tihedalt üksteisega kontaktis olevad epiteelirakud (moodustavad torujaid ja lehelaadseid struktuure) ja üksteisega mittekontaktsed tähekujulised mesenhümaalsed rakud, mille omavahelised interaktsioonid ja rakulised protsessid annavad aluse organite morfogeneesile (protsess, mille käigus moodustub organile iseloomulik kuju). Epiteel (vt ka peatükk 15) võib areneda kõikidest lootelehtedest (nt neuroepiteel ja epidermis ektodermist, seedekulgla epiteel endodermist, kuse- ja suguelundite epiteel ning kelmete epiteel mesodermist). Tugikoed (nt veri, lümf, sidekoed, rasvkude, kõhr- ja luukude; vt ka peatükk 15) ja lihaskude (vt ka peatükk 15) on mesenhümaalset päritolu (enamasti mesodermist, panustab ka ektoderm).


    Organogeneesi käigus leiavad aset mitmed protsessid:


    1. Rakkude jagunemine (proliferatsioon) ja jagunemise regulatsioon. Ruumiliselt ja ajaliselt kontrollitud rakujagunemine on oluline komponent organite ja kogu organismi kuju ja vormi moodustamisel. Võime endale ette kujutada madalakasvulist (lühijalgset) taksikoera seismas kõrgekasvulise (pikajalgse) Taani dogi kõrval. Neil mõlemal koeratõul moodustuvad jäsemeluud ja lihased samadest rakutüüpidest, kuid need läbivad (sõltuvalt tõust) jala arengu käigus erineva arvu rakujagunemisi, mistõttu on ka märgatav kasvu vahe. Rakujagunemised on kontrollitud mitmete signaaliradadega ja molekulaarsete faktoritega (nt TGFβ, EGF, WNT) ja ka vastupidise protsessiga – rakkude kontrollitud surma ehk apoptoosiga (vt ka peatükk 12). Apoptoos on kriitiliselt vajalik mitmete arenguliste protsesside juures, aidates vormida organeid, avada valendikke (nt sülje- ja rinnanäärme moodustumisel), eraldada või lõhestada koekihte (nt jäsemete arengu käigus sõrmede ja varvaste eraldamine üksteisest) ja eemaldada rudimentaarseid organeid (nt saba inimesel). Nii imuunsüsteemi kui ka närvisüsteemi arengus produtseeritakse algselt rakke rohkem, mille arvu hilisemas arengus apoptoosi teel korrigeeritakse.


    2. Rakkude kuju muutus. Organogeneesi käigus aitab rakkude kuju muutus kaasa erinevate vormide disainimisele (nt epiteelirakkude kuju muutumine neuraalplaadi erinevates piirkondades on oluline neuraaltoru moodustumisel). Organogeneesi üks võtmeprotsesse on epiteliaal-mesenhümaalne (EMT) ja vastupidine mesenhümaal-epiteliaalne (MET) transitsioon (üleminek), mis on seotud rakkude morfoloogia muutusega. EMT käigus muutuvad polaarsed tihedalt naaberrakuga kontaktis olevad epiteelirakud (moodustavad tiheliiduseid, desmosoome, adherentseid liiduseid ning aukliiduseid) migreeruvateks apolaarseteks mesenhümaalrakkudeks. EMT sisaldab endas põhjalikke fenotüübilisi muutusi (rakk-rakk adhesiooni ja raku polarisatsiooni kadu, migreeruvatele rakkudele iseloomulikud tsütoskeleti ümberkorraldused ja basaalmembraani lagundamine, et rakk muutuks motiilseks mesenhümaalrakuks), mida aitavad reguleerida erinevad signaalirajad (nt HGF, TGFβ) ja transkriptsioonifaktorid. EMT ei ole pöördumatu, vaid organogeneesi käigus võib toimuda korduvaid EMT-sid ja MET-sid, mille käigus pannakse paika koed ja organid. Eristatakse nii primaarset, sekundaarset kui ka tertsiaarset EMT-d. Primaarne EMT on näiteks gastrulatsioonis mesodermi ja endodermi rakkude tekkimine ürgjutist ja neuraalharja rakkude tekkimine dorsaalsest neuraaltorust (joonis 9.28 A ja B). Sekundaarne EMT toimub mesenhümaalsete rakkude moodustumisel ajutistest epiteliaalsetest struktuuridest – somiitidest (paraksiaalse mesodermi päritolu), mis diferentseeruvad erinevateks rakutüüpideks (nt roiete ja selgroo luud, selja pärisnahk ja skeletilihased) (joonis 9.28 C).
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    Joonis 9.28. Epiteliaal-mesenhümaalne transitsioon (EMT) arengus. A. Primaarne EMT endodermi ja mesodermi rakkude ingressioonil läbi ürgjuti blastotsööli. B. Primaarne EMT, mille käigus neuraaltoru epiteliaalsetest rakkudest saavad mesenhümaalsed neuraalharja rakud. C. Sklerotoomist ja dermomüotoomist (somiitide alaosad) mesenhümaalsete rakkude teke (sekundaarne EMT). D. Endodermaalsest pankrease pungast endokriinsete rakkude teke (sekundaarne EMT). E. Tertsiaarse EMT käigus mesenhümaalsete südame padjandirakkude (pm) teke väljavoolukulgla (Vk) ja atrioventrikulaarkanali (AV) piirkonnas.


    Sekundaarse EMT käigus eristuvad ka endokriinsed rakud endodermaalset päritolu pankreasepungast ja hepatoblastid maksa divertiikulist (umbsopis) (joonis 9.28 D). Tertsiaarne EMT toimub näiteks südame arengus mesenhümaalsete padjandite (neist arenevad südameklapid) moodustumisel atrioventrikulaarkanalist või väljavoolukulglast (joonis 9.28 E).


    3. Rakkude adhesioon ja migratsioon. Rakkude adhesioon üksteisega (adhesiivsed liidused) ja ekstratsellulaarse maatriksiga rakupinna valkude kaudu (käsitletud lähemalt peatükis 5) on võtmetähtsusega erinevate organite moodustumisel. Erinev rakkude adhesiivsus (vahendatud nii erinevat tüüpi kui ka erineva kogusega adhesioonimolekulidega, nt kadheriinidega) aitab säilitada kudedevahelisi piire ja struktuure, interakteerudes meelsasti ühtede rakkudega ja vältides teisi. Migratsioon on kombinatsioon rakkude liikumisaktiivsusest ning liikumist juhtivatest atraktiivsetest (meelitav) ja repellatiivsetest (peletav) signaalidest ning adhesioonist substraadile (vt peatükk 5). Organogeneesi käigus peavad rakud liikuma oma õigetesse positsioonidesse; see on omane nii epiteliaalsetele kui ka mesenhümaalsetele rakkudele. Epiteelirakkude puhul on iseloomulik kollektiivne migratsioon, mil rakud säilitavad tiheda kontakti ja liiguvad ühtse kihina, kus suunavaks ja motiveerivaks jõuks on servaalade rakud. Mesenhümaalsete rakkude migratsioonile on tüüpiline pigem üksikute rakkude migreerumine läbi ekstratsellulaarse keskkonna. Suurimateks rändajateks võib tituleerida näiteks neuraaltoru sulgumise järel EMT vahendusel tekkinud neuraalharja rakke, mis migreeruvad erinevaid teid pidi üle keha laiali ja panustavad väga mitmete organite ja kudede (nt autonoomse ja perifeerse närvisüsteemi neuronid, Schwanni rakud, melanotsüüdid, pea kõhrerakud) tekkimisse. Samuti toimuvad suured migreerumised gastrulatsioonis (nt mesodermi migratsioon). Primordiaalsed idurakud rändavad perifeeriast organogeneesi käigus moodustuvatesse gonaadidesse. Peaaju neokorteksi arengus migreeruvad GABA-ergilised interneuronid ganglioni kõrgendikest tangentsiaalse migratsiooniga ja glutamaat-ergilised projektsioonineuronid ventrikulaartsoonist radiaalse migratsiooniga oma õigetesse kihtidesse (vt peatükk 9.5.3.7).


    4. Rakkude diferentseerumine. Organid koosnevad pluripotentsetest tüvirakkudest tekkinud kolme lootelehe (ektoderm, mesoderm, endoderm) diferentseerumise käigus moodustunud rakutüüpidest. Diferentseerumine on erinevate geneetiliselt determineeritud signaalmolekulide ja transkriptsioonifaktorite juhitud protsess, mil vähem spetsialiseerunud rakutüüp (eellasrakk) muutub rohkem spetsialiseerunud rakutüübiks. Tüvi- ja eellasrakud läbivad nii sümmeetrilisi (tüvirakupopulatsiooni iseuuendamine ja suurendamine, kui moodustub kaks ühesuguse potentsiaaliga tüvirakku, või jagunemine, mille käigus tekib kaks mittetüvirakku ehk diferentseerunud rakku) kui ka asümmeetrilisi jagunemisi (tekib üks tüviraku omadustega rakk ja teine diferentseerunud tütarrakk). Näiteks peaaju arengus suurendab neuroepiteeli rakkude sümmeetriline jagunemine tüvirakkude populatsiooni või neurogeense jagunemise puhul tekitab kaks neuronit. Hilisemas arengus, kui neuroeptieeli rakust saab radiaalgliia, läbivad need asümmeetrilise jagunemise, mille käigus tekivad radiaalgliia (eellasrakk) ja neuron või basaalne eellasrakk (vt ka peatükk 9.5.3.3). (Täpsemalt on diferentseerumist ja tüvirakkude kontseptsiooni käsitletud peatükkides 10 ja 11.)


    5. Rakkude signalisatsioon ja induktsioon. Organismi nii embrüonaalses kui ka postembrüonaalses arengus on kudede ja organite moodustumisel mitmed elutähtsad protsessid, nagu rakkude adhesioon, migratsioon, diferentseerumine ja jagunemine, reguleeritud erinevate signaalidega (täpsemalt käsitletud peatükkides 5 ja 10), mida üks rakk edastab teisele. Sellist rakkude gruppi või kude, mis produtseerib teisele rakkude grupile/koele (ingl responder ’vastuvõtja’) vastavat signaali, mis muudab nende rakulist käitumist, nimetatakse põhjustajaks (ingl inducer ’indutseerija’). Enamasti on induktiivsed signaalmolekulid parakriinsed faktorid, mida sekreteeritakse otse ümbritsevasse ekstratsellulaarsesse ruumi, mille tunnevad ära vastavad retseptorid naaberrakkudes (vastuvõtja). Rakkude võimet vastata induktiivsetele signaalidele nimetatakse kompetentsuseks. Parakriinsed faktorid toimivad suhteliselt lühikese vahemaa tagant erinevalt endokriinsetest faktoritest (hormoonid), mis liiguvad vedelike tsirkulatsiooniga kehas pikki distantse. Erinevate organite (nt süda, neer, kops, silm jne) arengus kasutatakse tihti samu parakriinseid faktoreid, mis koonduvad struktuuri järgi nelja peamisesse perekonda: FGF (ingl fibroblast growth factor), Hedgehog, WNT ja TGF-β (ingl transforming growth factor β; siia kuuluvad alamperekonnad, nt TGF-β, aktiviin, BMP (ingl bone morphogenetic protein), GDNF (ingl glial derived neurtrophic factor), Nodal, VG1 jpt). Induktiivseid signaale võivad vahendada ka jukstakriinsed signaalid, kui indutseerijaraku toodetud valgud interakteeruvad vastuvõtjaraku retseptorvalkudega (Delta/Notch ja EPHR/EPH). Efriinid ja nendega seotud retseptorid reguleerivad mitmeid bioloogilisi protsesse (peamiselt repellatiivsed/atraktiivsed signaalid), nagu aksoni navigatsiooni migratsioonil ja kudedevaheliste barjääride moodustumist. Notch/Delta signalisatsioon on oluline näiteks närvisüsteemi arengus lateraalsel inhibitsioonil (vt peatükk 9.5.3.5). Erinevaid varase arengu induktsioone – näiteks idurakkude induktsioon, ürgjuti ja EMT induktsioon, neuraalne induktsioon – on käsitletud peatükkides 9.5.3.1, 9.4.1 ja 9.1.3.1.
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    Joonis 9.29. Induktsioon silma arengus. Embrüo peapiirkonnas paiknev ektodermaalne plakood on kompetentne vastama neuroepiteliaalse silmavesiikuli toodetud parakriinsetele signaalidele (nt BMP4, FGF8, Delta2). Selline induktsioon viib läätseplakoodi moodustumiseni. Arenev lääts omakorda signaliseerib parakriinselt (sekreteerib FGF) silmavesiikulit arenema reetinaks. Silmavesiikuli rakud, mis on kontaktis läätseplakoodiga, saavad neuraalseks reetinaks ja ülejäänud pigmenteerunud reetinaks.


    Üks klassikaline induktsiooni näide organite arengus on imetaja silma areng. Embrüo peapiirkonna spetsiifiline ektodermaalne plakood (epidermaalne paksend) on ainus kompetentne piirkond vastama parakriinsetele signaalidele (nt BMP4, FGF8, Delta2), mida toodetakse eesajust moodustuvates silmavesiikulites (joonis 9.29). Induktsioon viib silmaläätse arengu eest vastutatavate geenide ekspressioonini ja läätseplakoodi moodustumiseni. Arenev lääts omakorda signaliseerib parakriinselt (sekreteerib FGF) silmavesiikulit arenema reetinaks (hakkab ekspresseerima reetinaspetsiifilist Vsx2) (joonis 9.29). Seega läätse ja silmavesiikuli vahel toimub retsiprookne (vastastikune) induktsioon. Need silmavesiikuli rakud, mis on kontaktis läätseplakoodiga, saavad neuraalseks reetinaks ja ülejäänud hakkavad vastusena ümbritsevatele dermaalsetele mesenhüümirakkudele tootma pigmenti melaniini (pigmenteerunud reetina).


    Induktsioon sekreteeritava signaalmolekuli (morfogeen) poolt võib toimida ka kontsentratsioonigradiendi näol (morfogeeni gradient) (vt ka peatükk 10, joonis 10.3 ja 10.4). Morfogeen on defineeritud kui signaalmolekul, mille laiali valgumisel (difundeerumisel) moodustub vastava molekuli kontsentratsiooni gradient, mis põhjustab rohkem kui ühe lokaalsest kontsentratsioonist sõltuva rakulise vastuse. Rakud, mis paiknevad morfogeeni madalama kontsentratsiooniga piirkonnas, ekspresseerivad märklaudgeene, mis vastavad madalale kontsentratsioonile, ja rakud, mis paiknevad kõrge kontsentratsiooni piirkonnas, ekspresseerivad vastavalt geene, mis vastavad nii kõrgele kui madalale morfogeenikogusele. Tänu morfogeeni sellisele ruumilisele jaotusele ja vastavale kontsentratsioonile eristuvad mittespetsialiseerunud rakud erinevat tüüpi spetsialiseerunud rakkudeks. Imetajatel on üks klassikaline morfogeenigradiendi toime näide neuraaltoru spetsialiseerumine. Neuraaltoru ventraalsed rakud spetsialiseeruvad tänu seljakeeliku ja alusplaadi (ingl floor plate) sekreteeritud SHH-gradiendile (joonis 9.33). Teise näitena võib tuua morfogeenigradiendi (SHH koostöös FGF-ga), mis kontrollib jäseme arengus kehatelgede moodustumist, rakkude proliferatsiooni ja jäsemepunga pikenemist (vt peatükk 9.5.4.3, joonis 9.44).


    Alljärgnevates peatükkides käsitleme mõningate organite moodustumist lähemalt. Esmalt vaatleme üht varaseimat sündmust gastrulatsiooni järel, närvisüsteemi arengut, keskendudes kesknärvisüsteemile ja neokorteksi arengule. Seejärel võtame luubi alla mitmete induktiivsete interaktsioonidega jäseme ja neeru arengu ning lõpetuseks heidame pilgu gonaadide arengule ja soo determinatsioonile.


    9.5.3. Närvisüsteemi areng


    9.5.3.1. Neurulatsioon


    Gastrulatsiooni käigus tekkinud välimisest lootelehest e ektodermist arenevad neuraaltoru päritolu kesknärvisüsteemi rakud (pea- ja seljaaju ning reetina neuronid ja gliiarakud), pinnaektodermist naha (selgroogsete suurim organ) välimine osa – epidermis, haisteepiteel, juuksed, küüned, lääts jpm ning neuraalharja päritolu rakud (nt perifeerse närvisüsteemi neuronid ja gliiarakud, näopiirkonna kõhred ning melanotsüüdid; joonis 9.27 ja 9.30). Protsessi, mille käigus need ektodermi päritolu regioonid muutuvad üksteisest nii füüsiliselt kui funktsionaalselt erinevaks, nimetatakse neurulatsiooniks. Neurulatsiooniaegne embrüo on neurula. Neurulatsioon järgneb vahetult gastrulatsioonile. Neuraalne induktsioon on esimene samm, mil osa ektodermi rakke hakkab arenema neuraalses suunas. Ektodermi spetsifikatsioon on seotud peamiselt sekreteeritava kasvufaktori BMP taseme reguleerimisega. BMP kõrge tase suunab ektodermi rakud arenema epidermise suunas, väga madal BMP tase (tekitatud sõlmes ja seljakeeliku mesodermis ekspresseeritud BMP inhibiitorite Noggini ja Chordini poolt) seevastu arenema neuroektodermiks, millest kujuneb neuraaltoru, ning vahepealne tase neuraalharja ja ektodermaalsete plakoodide rakkudeks (joonis 9.30).
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    Joonis 9.30. Neuraalne induktsioon ja primaarne neurulatsioon. Ektodermi spetsifikatsioon on seotud peamiselt kasvufaktori BMP tasemega. Kõrge BMP tase (punane) suunab ektodermi rakud arenema epidermise suunas, väga madal BMP tase (sinine) neuroektodermiks, millest kujuneb neuraaltoru, ning vahepealne BMP tase (punane + sinine) neuraalharja rakkudeks. BMP taset aitavad reguleerida seljakeelikust lähtuvad inhibiitorid. Primaarse neurulatsiooni puhul moodustub neuroektodermist neuraalplaat. Seejärel moodustuvad neuraalvallid ning keskmine osa süveneb U-kujuliseks neuraalvaoks. Neuraalvallid ühinevad (rullumise ja voltimise teel) ning tekib neuraaltoru. Neuraalharja rakud läbivad EMT ning migreeruvad üle keha laiali, kus nad diferentseeruvad erineva funktsiooniga rakkudeks.


    Primaarse neurulatsiooni puhul moodustub neuroektodermist alguses silinderepiteeliga neuraalplaat. Seejärel neuraalplaadi servaalad tihenevad ja moodustuvad neuraalvallid, samas keskmine osa süveneb U-kujuliseks struktuuriks, mida nimetatakse neuraalvaoks (joonis 9.30). Järgnevalt neuraalvallid ühinevad (rullumise ja voltimise teel) ning tekib suletud silindrilaadne struktuur – neuraaltoru. Väljakujunenud neuraaltoru eraldub adhesioonimolekulide toimel pinnaektodermist. Kui algselt ekspresseeritakse neuraalplaadis E-kadheriini, siis hiljem neurulatsiooni käigus asendub see N-kadheriiniga, mistõttu neuraaltoru ja pinnaektoderm enam ei kontakteeru omavahel.


    Neuraaltoru sulgumine ei toimu ühel ajal kogu ulatuses. Embrüo peapoolne osa areneb mõnevõrra kiiremini kui sabapoolne piirkond, mistõttu neuraaltoru sulgumine algab piki A-P telge anterioorsemast poolest. Selline seaduspära kehtib selgroogsete loomade puhul, kelle kehatelg pikeneb vahetult enne neurulatsiooni (nt linnud ja imetajad). Hiirel on kirjeldatud kolm piirkonda (inimesel viis), kus algatatakse neuraaltoru sulgumisprotsess. Neuraaltoru ajutiselt avatud otsi nimetakse vastavalt anterioorseks neuropooriks ja posterioorseks neuropooriks (joonis 9.31 A). Nii geneetilised (nt mutatsioonid geenides Pax3, Sonic hedgehog ja Openbrain) kui ka keskkonnafaktorid (nt kolesterooli ja vitamiin B2 folaadivaene dieet) võivad põhjustada raskekujulisi arenguhäireid, mille tulemusena neuraaltoru ei sulgu korrektselt (joonis 9.31 B). Neuraaltoru sulgumisdefektid kinnistuvad väga varases arengus, inimesel 21.–28. päeval peale viljastumist. See on küllaltki sage arengupuue (0,5–2 : 1000 kõigist rasedustest). Sõltuvalt sulgumishäirete kohast A-P-teljel eristatakse kraniaalse neuraaltoru sulgumisdefekte, nt anentsefaalia ja entsefalotseeles. Sabapoolse neuropoori sulgumisdefektid on peamiselt erineva raskusastmega seljaajusongad spina bifida cystica ja occulata. Kui kogu neuraaltoru on sulgumata, kujuneb craniorachischisis totalis.
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    Joonis 9.31. Neuraaltoru sulgumine. A. Neuraaltoru (fotol hiire embrüo vanuses E8.5) ajutiselt avatud otsi nimetakse vastavalt anterioorseks neuropooriks (A) ja posterioorseks neuropooriks (P). B. Neuraaltoru sulgumise arenguhäired võivad põhjustada näiteks anentsefaaliat (peapoolse neuraaltoru sulgumisdefektid) ja seljaajusongasid (sabapoolse neuraaltoru sulgumisdefektid). Foto: T. Tõnissoo.


    Posterioorne ehk tagumine neuraaltoru osa kujuneb sekundaarse neurulatsiooni käigus. Selles protsessis kogunevad mesenhümaalsed rakud sabapunga dorsaalse ektodermi alla, kus teevad läbi mesenhümaal-epiteliaalse transitsiooni, mille käigus kujunevad neuroepiteliaalseteks rakkudeks. Edasise protsessi käigus neuroepiteeli rakkude populatsioon laieneb ja rakkude keskele tekib valendik ning moodustub neuraaltoru.


    9.5.3.2. Neuraaltoru polarisatsioon


    Imetajate neuraaltoru anterioorsesse ossa moodustub esialgu kolm laienenud ajupõiekest: eesaju (prosencephalon), keskaju (mesencephalon) ja rombaju (rhomboencephalon). Hilisemas arengus jaguneb eesaju otsajuks (telencephalon; suuraju, hipokamp, haistesagarad) ja vaheajuks (diencephalon; silma vesiikulid, hüpotalamus, taalamus). Rombaju omakorda tagaajuks (metencephalon; väikeaju, ajusild ) ja piklikajuks (myelencephalon) (joonis 9.32).
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    Joonis 9.32. Neuraaltoru peapoolse piirkonna areng imetajatel. Alguses moodustub kolm ajupõiekest: eesaju, keskaju ja rombaju. Hilisemas arengus jaguneb eesaju otsajuks ja vaheajuks. Rombaju omakorda tagaajuks ja piklikajuks.


    Neuraaltoru on polariseerutud ka piki dorsaalset-ventraalset telge, mis on indutseeritud ümbritsevast keskkonnast tulenevatest signaalidest. Ventraalne osa on mõjutatud seljakeeliku mesodermis (notokordis) sekreteeritud signaalmolekulidest (nt Sonic hedgehog, SHH) ning dorsaalne osa epidermisest pärinevatest TGF-β perekonna valkudest (joonis 9.33). SHH indutseerib neuraaltoru ventraalseid rakke moodustama anatoomilist struktuuri, mida nimetatakse alusplaadiks (ingl floorplate), mille rakud omakorda sekreteerivad morfogeeni SHH, tekitades SHH gradiendi (SHH kontsentratsioon on kõrgeim neuraaltoru ventraalsemas osas). Neuraaltoru dorsaalne osa on mõjutatud peamiselt BMP4-st ja BMP7-st, mis indutseerivad neuraaltoru n-ö katusplaadi (ingl roof plate). Neuraaltoru rakkude saatus sõltub nende kaugusest vastavatest signaalkeskustest (alusplaat vs. katusplaat). Näiteks neuraaltoru ventraalses osas paiknevad rakud, mis saavad suurema hulga SHH (alusplaadile lähemal olevad rakud), panustavad V3-klassi kuuluvate interneuronite ja motoneuronite tekitamisse. Neist rakkudest, mis on mõjutatud rohkem TGF-β valkudest ja vähem SHH-st (alusplaadist dorsaalsemalt), saavad V1- ja V2-klassi interneuronid (joonis 9.33). Samamoodi, vastavalt katusplaadist tulevatele signaalidele (nt BMP4/7 ja WNT) jaotuvad ka dorsaalsed eellasrakud. Vastavalt eespool mainitud morfogeenide signaalile algab neuraalsetes eellasrakkudes ja diferentseeruvates neuronites erinevate transkriptsiooniregulaatorite süntees, mis omakorda aitavad kaasa erinevate virgatsainete (neurotransmitterite), retseptorite, adhesioonivalkude ja muude faktorite tootmisele lõplikult diferentseeruvates neuronites.
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    Joonis 9.33. Neuraaltoru dorso-ventraalne polarisatsioon. Neuraaltoru ventraalne osa on mõjutatud seljakeeliku mesodermis ning neuraaltoru alusplaadis sekreteeritud signaalmolekulidest (nt Sonic hedgehog, SHH). Neuraaltoru dorsaalne osa on mõjutatud peamiselt BMP-st (BMP4 ja BMP7), mis indutseerivad neuraaltoru katusplaadi. Neuraaltoru rakkude saatus sõltub nende kaugusest vastavatest signaalkeskustest (alusplaat vs. katusplaat).


    9.5.3.3. Kortikaalne neurogenees


    Neurulatsioonile järgneb väga oluline etapp kesknärvisüsteemi (KNS) arengus – on neuraalsetest tüvirakkudest neuronite teke ehk neurogenees. Alljärgnevalt käsitlemegi imetajate KNS-i neurogeneesi, keskendudes peamiselt suuraju koore arengule.
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    Joonis 9.34. Neuraalsed eellasrakud hiire ja inimese neokorteksi neurogeneesis. A. Neuroepiteeli (NE) rakud jagunevad ventrikulaartsoonis (VZ) algul sümmeetriliselt, laiendades tüvirakkude populatsiooni. Neurogeneesi alguses muutuvad NE-rakud apikaalseteks radiaalgliia rakkudeks (aRG). aRG jaguneb sümmeetriliselt, uuendades end, või asümmeetriliselt, produtseerides neuroneid (nt Cajal-Retzius rakud, CR), mis lähevad korteksi pinnal moodustuvasse marginaaltsooni (MZ), või basaalseid eellasrakke (bIP). bIP rakud moodustavad subventrikulaartsooni (SVZ). bIP-d jagunevad sümmeetriliselt, suurendades bIP populatsiooni või tekitades neuroneid. Neuronid migreeruvad radiaalselt piki aRG jätkeid oma õigetesse positsioonidesse, moodustades kortikaalplaadi (CP). Alates vanusest E16 lülitub neurogenees ümber gliogeneesile (makrogliia teke aRG-st). Inimeste neokorteksi arengus on selgelt eristatavad sisemine (iSVZ) ja välimine subventrikulaartsoon (oSVZ). oSVZ sisaldab erinevat tüüpi basaalseid radiaalgliia (bRG) rakke, mis produtseerivad uusi bRG-rakke ja bIP-e, mis omakorda annavad aluse uutele neuronitele. B. NE-rakkudele ja aRG-le on omane interkineetiline tuumade migratsioon (INM), mille tulemusena tuumad liiguvad sõltuvalt mitoosifaasist piki apiko-basaalset telge. Mitoosifaas (M) toimub apikaalses ja sünteesifaas (S) basaalses osas. C. Neuraalsed tüvirakud (NE ja aRG) jagunevad neurogeneesi alguses planaar-sümmeetriliselt, suurendades eellasrakkude populatsiooni. Hilisemas arengus lülituvad hiirel aRG-rakud ümber peamiselt planaarsele asümmeetrilisele jagunemisele, uuendades ennast (tekib aRG-rakk) ja samas tekivad neuronid või bIP-d. Vähemal määral jagunevad aRG-rakud ka viltuselt/horisontaalselt; tekivad bIP ja bRG. Mitoosikäävi orientatsioon on reguleeritud tsentrosoomide, astraalsete mikrotorukeste, rakukorteksi ning nendega interakteeruvate valkudega (nt LGN/Gαi/NUMA).


    Neurulatsiooni käigus tekkinud neuraaltoru sein koosneb algul kiiresti jagunevatest ühekihilise neuroepiteeli (NE) rakkudest, mis on esmased neuraalsed tüvirakud (joonis 9.34). Kõik KNS neuronid ja makrogliia (oligodendrotsüüdid, astrotsüüdid, ependüümirakud) on pärit neuroeptieeli rakkudest. Epiteelile kohaselt on NE-rakud polariseeritud, st neil on olemas nii apikaalne kui ka basaalne osa. Neuraaltoru ventrikulaarsel (valendikupoolsel) pinnal on NE-rakud omavahel ankurdatud tiheliiduste ja adherentsete (kadheriinid/kateniinid) liidustega (NE apikaalne osa) ning basaalses osas integriinide kaudu pehmekesta (lad pia mater) pinnal oleva basaalmembraaniga. NE-rakkude apikaalses otsas on mitmed polarisatsiooni eest vastutavad valgud, nagu PAR3, aPKC ja PAR6. NE-rakud jagunevad algul sümmeetrilis-planaarselt (käävi tasapind paralleelne epiteeli pinnaga), uuendades end ja suurendades neuraalsete tüvirakkude populatsiooni (joonis 9.34 A, C). Apikaalsed eellasrakud (apikaalsed neuroepiteeli- ja radiaalgliia rakud) on radiaalse morfoloogiaga, nende jätked ulatuvad basaalselt pehmekestani ja apikaalselt ajuvatsakesteni, samas paiknevad rakukehad ajukoore apikaalseimas osas, mida nimetatakse ventrikulaartsooniks. NE-rakkudele (hiljem ka apikaalsele radiaalgliiale) on omane interkineetiline tuumade migratsioon (ingl interkinetic nuclear migration, INM; tuumad liiguvad sõltuvalt mitoosifaasist piki apiko-basaalset telge), mistõttu paistab neuroepiteel mitmekihilisena (ingl pseudostratification) (joonis 9.34 B). Pärast mitoosi liiguvad NE-rakkude tuumad basaalselt G1-faasi ja teevad läbi DNA replikatsiooni (S-faas) ventrikulaartsooni basaalseimas osas. Seejärel migreeruvad G2-faasi tuumad apikaalsuunas tagasi, läbides kõige apikaalsemas ventrikulaartsooni osas lõpuks M-faasi. Motoorsed valgud (düneiin, LIS1 ja NDE1 osalevad basaalsel-apikaalsel migratsioonil; müosiin II – apikaalsel-basaalsel migratsioonil) koos mikrotorukestega mängivad olulist rolli INM-s. Häired INM-s võivad viia tõsiste tagajärgedeni (nt eellasrakkude kadumine).


    Neurogeneesi alguses muutuvad NE-rakud teist tüüpi neuraalseteks eellasrakkudeks, mida nimetatakse apikaalseteks radiaalgliia rakkudeks (aRG) (joonis 9.34 A). Need väljavenitatud kujuga (lühikese apikaalse ja pika basaalse jätkega) rakud säilitavad kontakti ventrikulaarse ja basaalse pinnaga, mis annab neile radiaalse morfoloogia. aRG-rakud hakkavad ekspresseerima astrotsüüdispetsiifilisi markereid, nagu GLAST (ingl astrocyte spetcific glutamate transporter), BLBP (brain lipid-binding protein), TN-C (Tenascin C), Nestin ja Vimentin (ingl intermediate filament porteins). aRG tiheliidused kaovad, need konverteeritakse adherentseteks liidusteks. aRG-rakud on neuraalsed eellasrakud enamikule neuronitele ja makrogliiale (oligodendrotsüüdid, astrotsüüdid) kesknärvisüsteemi arengus. Vaid väike populatsioon neuroneid pärineb otse NE-rakkudest. Alates aktiivsest neurogeneesist hakkavad aRG-rakud jagunema planaar-asümmeetriliselt (joonis 9.34 A, C). Need tütarrakud, mis ei päri basaalset jätket, kuid saavad apikaalse komponendi, diferentseeruvad peale jagunemist otseselt neuroniks või mitteotseselt, tekitades uue eellasrakkude populatsiooni, mida nimetatakse basaalseteks vahelmisteks eellasrakkudeks (ingl basal intermediate precursor, bIP). bIP rakud omakorda jagunevad sümmeetriliselt, suurendades bIP populatsiooni, või neurogeenselt, tekitades kaks neuronit (joonis 9.34). Kui mitoosikääv on epiteeli tasapinnaga viltu või risti (horisontaalne jagunemine), siis produtseeritakse enamasti bIP (pärib apikaalse komponendi) ja basaalseid (tuntud ka kui välimine RG) radiaalgliia rakke (bRG). bRG võib omakorda jaguneda asümmeetriliselt taasuuendades iseennast ja tootes bIP rakke või neuroneid (joonis 9.34).


    aRG-rakkude asümmeetrilisel jagunemisel tekkinud mitteepiteliaalsed bIP-d kaotavad kontakti ventrikulaarse pinnaga, adherentsed liidused ja apiko-basaalne polaarsus kaovad ning nad migreeruvad basaalsemasse positsiooni, kus jagunevad sümmeetriliselt. Samuti reguleeritakse bIP rakkudes alla aRG-spetsiifiline transkriptsioonifaktor (TF) PAX6 ning üles bIP rakkudele omane TF TBR2. bIP populatsiooni suurenemisega tekib ventrikulaartsoonist basaalsemalt selgelt eristuv proliferatiivne anatoomiline struktuur, mida nimetatakse subventrikulaartsooniks (SVZ) (joonis 9.34). Neurogeneesi tipphetkel (hiirel) sisaldab SVZ enamasti neurogeenseid bIP rakke (80% bIP-st), mis kõik jagunevad korra kahe neuroni tekitamisega. Vähemal määral (10%) on proliferatiivseid iseuuenevaid bIP rakke. Samas on makaagil ja inimesel enamik bIP rakke proliferatiivsed. SVZ välimises osas on hiirtel identifitseeritud ka RG-laadseid rakke, mis on säilitanud oma basaalse kontakti aju pehmekesta basaalmembraaniga. Need rakud ilmutavad RG-spetsiifilisi markereid (nt PAX6) ning jagunevad samamoodi nagu aRG-rakud asümmeetriliselt, uuendades oma populatsiooni ja produtseerides nii bIP rakke kui neuroneid. Neid rakke kutsutakse nende basaalse paiknemise tõttu välimisteks või basaalseteks RG rakkudeks. bRG-rakke leidub eriti palju primaatide käärudega (gyrencephalic) ajus (võrreldes näiteks närilistega, kellel on n-ö sile aju (lissentcephalic)); need moodustavad spetsiaalse piirkonna, mida nimetatakse välimiseks SVZ-ks (ingl outer subventricular zone, oSVZ) (joonis 9.34 A). Massiivne bRG-rakkude paljunemine (kesk- ja hilisneurogeneesis) ja selle kaudu uute bIP rakkude ja neuronite teke oSVZ-s on vajalik primaatidel neokorteksi varustamiseks suure hulga neuronitega. Enamik primaatide neokorteksi neuronitest ongi tekkinud bRG-rakkude neurogeense jagunemise tagajärjel. Primaatide neurogenees algab mõnevõrra hiljem ja kestab kauem kui närilistel (hiir, rott).


    Peale aktiivset neurogeneesifaasi hakkavad aRG-rakud ümber lülituma gliogeneesile (gliiarakkude, astrotsüütide ja oligodendrotsüütide ning ependüümi rakkude teke) (joonis 9.34 A). Hiirtel algab kortikaalne neurogenees ~E12–staadiumis, astrotsüüdid tekivad hiljem, alates vanusest E16, ning oligodendrotsüüdid sünni eel. Inimesel algab ajus gliogenees u 24. nädalal peale viljastumist ja kestab varase lapsepõlveni. Neurogeensest faasist gliogeensele faasile ümberlülitumine on reguleeritud nii neuronite ja gliia omavaheliste interaktsioonide kui ka rakusiseste ja -väliste signaalide kaudu, aidates vähendada proneuraalseid faktoreid (nt NGN1) ja suurendada gliiaspetsiifiliste faktorite osa. Analoogselt neuronite tekkele võib gliogeneesis eristada aRG pärinevaid eellasrakke, millest arenevad oligodendrotsüüdid. Enamik aRG-rakke kaotab oma ventrikulaarse ühenduse ja migreerub basaalset jätket kasutades kortikaalplaadi poole n-ö rakukeha translokatsiooni ehk ümberpaiknemisega (ingl soma translocation) ja muutub astrotsüütideks. Mõned astrotsüüdid jagunevad lokaalselt enne lõplikku diferentseerumist, paljundades astrotsüütide populatsiooni. Astrotsüüdid paiknevad nn seest-välja printsiibi alusel samamoodi nagu neuronid ja oligodendrotsüüdid. Ajuvatsakeste seinu vooderdavad ependüümirakud alustavad diferentseerumist radiaalse gliia rakkudest esimesel sünnijärgsel nädalal (närilistel). Ependüümirakkudes toimub tsiliogenees, tekitades mitmeid basaalkehi apikaalse pinna pool, mis on aluseks liikuvatele ehk motiilsetele ripsmetele teiseks sünnijärgseks nädalaks. Ependüümirakkude ripsmed tekitavad koordineeritud liikumisega ventrikulaarse tserebrospinaalvedeliku voolu.


    9.5.3.4. Sekundaarne neurogenees


    Väike osa radiaalse gliia rakke säilitab oma apikaalse kontakti vatsakestega ja muutub täiskasvanu tüvirakkudeks. Täiskasvanud imetaja närvisüsteemist on leitud neurogeense potentsiaaliga tüvirakke mitmetest piirkondadest (nt ajukoor, mandelkeha, hipokamp, väikeaju, seljaaju, hüpotalamus, juttkeha jm). Aktiivne sekundaarne neurogenees on ruumiliselt piiritletud peamiselt subgranulaarsesse tsooni (SGZ) hipokampi hammaskäärus ning subventrikulaarsesse tsooni (SVZ) külgvatsakestes (joonis 9.35).
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    Joonis 9.35. Sekundaarne neurogenees hiirel. Aktiivne sekundaarne neurogenees toimub peamiselt külgvatsakeste subventrikulaarses tsoonis (SVZ) ja hipokampi hammaskääru subgranulaarses tsoonis (SGZ). SVZ-s paiknevad B-rakud annavad aluse aktiivselt jagunevatele C-rakkudele, mis tekitavad omakorda neuroblaste (A-rakke). Need migreeruvad mööda astrotsüütide moodustatud tunnelit (RMS) haistesibulasse, diferentseerudes interneuroniteks. SGZ-s pikki granulaartsooni läbivaid jätkeid omavad tüüp I eellasrakud tekitavad tüüp II mitteradiaalseid eellasrakke, millest tekivad vahelmised eellasrakud (IPC) ja nendest omakorda neuroblastid. Neuroblastidest moodustunud mitteküpsed granulaarrakud migreeruvad sisemisse granulaarrakkude kihti ja diferentseeruvad hipokampi hammaskääru granulaarrakkudeks.


    Sekundaarse neurogeneesi käigus tekkinud hipokampi neuronid ja vähesel määral ka astrotsüüdid sünnivad hipokampi subgranulaarses tsoonis (ingl subgranular zone, SGZ), mis paikneb granulaarsete rakkude kihi ja hilus’e vahel. RG-laadsetel (nii astrotsüütide markeri GFAP kui ka RG-spetsiifilise Nestini positiivsed rakud) SGZ astrotsüütidel, mida nimetatakse tüüp I eellasrakkudeks, on pikad granulaartsooni läbivad jätked ja väiksemad horisontaalsed jätked. Tüüp I radiaalse morfoloogiaga eellasrakud annavad aluse tüüp II mitteradiaalsetele eellasrakkudele, millest tekivad jagunemiste järel vahelmised eellasrakud (ingl intermediate precursor cells, IPC) ja nendest omakorda neuroblastid. Neuroblastidest moodustunud mitteküpsed neuronid migreeruvad sisemisse granulaarrakkude kihti ja diferentseeruvad hipokampi hammaskääru granulaarrakkudeks (joonis 9.35).


    Külgvatsakeste subventrikulaarne tsoon (SVZ) sisaldab radiaalgliialaadseid n-ö vaikivas olekus tüvirakke: nn B-rakke, mis annavad aluse aktiivselt prolifereeruvatele C-rakkudele, mis funktsioneerivad analoogselt basaalsete eellasrakkudega (bIP) suurendades eellasrakkude populatsiooni. C-rakud genereerivad neuroblaste: A-rakke, mis migreeruvad haistesibulasse piki astrotsüütide tekitatud tunnelit (ingl rostral migratory stream, RMS) (joonis 9.35). Jõudes haistesibulasse, eemalduvad A-rakud RMS-st ja diferentseeruvad erinevateks interneuroni subtüüpideks. RG-laadsed B-rakud avaldavad nii astrogliia markereid – nagu GFAP, GLAST – kui ka RG-markereid – nagu Nestin, SOX2. Nagu RG-rakkudel on ka B-rakkudel apikaalne jätke (tähtis signaalide vastuvõtja tserebrospinaalvedelikust, nt SHH signalisatsioon), mis ulatub läbi ependüümi ajuvatsakesse. Samuti on B-rakkudel basaalne jätke, mis assotsieerub veresoontega, säilitades RG-rakkudele omase apiko-basaalse polaarsuse (joonis 9.35). Eespool mainitud eellasrakkude alatüübid ja astrotsüüdid ning mikrogliia (kesknärvisüsteemi immuunrakud, mis mängivad tähtsat rolli põletike ja infektsioonide korral; mikrogliia aitab eemaldada patogeenid, surnud rakud ning vigased sünapsid) koos moodustavad üksteist toetava üksuse, mis aitab reguleerida neuraalsete tüvirakkude säilitamist ja produtseerimist täiskasvanu närvisüsteemis. Samuti panustavad tüvirakkude arengusse ja säilitamisse mitmesugused molekulaarsed faktorid, nagu morfogeenid (nt BMP, SHH, WNT ja Notch), kasvufaktorid (nt VEGF, IGF, EGF), neurotrofiinid (nt NT-3 ja NGF), tsütokiinid, neurotransmitterid (GABA, 5-HT, dopamiin), ECM (nt laminiinid ja proteoglükaanid), rakk-rakk signaalmolekulid (nt Connexin, Ephrin).


    Vastusena neurodegeneratsioonile Huntingtoni tõve, epilepsia ja ajurabanduse korral on täheldatud täiskasvanu ajus SVZ-i neuraalsete eellasrakkude ja nende kaudu vastsündinu neuronite moodustumise tõusu ning on leitud, et mitmete patoloogiliste seisundite puhul võivad neuroblastid rännata kahjustuskolletesse. SVZ eellasrakud produtseerivad ka oligodendrotsüüte, mis migreeruvad mõhnkehasse (lad corpus callosum) aidates kahjustuste korral kaasa aksonite müeliniseerumisele.


    9.5.3.5. Mehhanismid, mis kontrollivad neuraalsete eellasrakkude teket


    Neuraalsed tüvirakud (NE ja aRG) teevad neurogeneesi varastel etappidel läbi planaarseid sümmeetrilisi rakujagunemisi, et suurendada eellasrakkude populatsiooni. Sümmeetrilise jagunemise puhul jaguneb NE- ja aRG-raku peenike basaaljätke võrdselt moodustuvate tütarrakkude vahel või, alternatiivina, pärib selle üks tütarrakk ja teine kasvatab uue basaaljätke. Kui toimub sümmeetriliselt jagunemiselt asümmeetrilisele jagunemisele ümberlülitumine, siis pärib basaaljätke ainult üks tütarrakk, mis säilitab oma tüvirakulise staatuse. Teisest tütarrakust, mis ei päri basaaljätket (ei ole ka võimeline seda tagasi kasvatama), saab kas neuron või bIP (joonis 9.34 C). Seega on nii apikaalse kui ka basaalse komponendi pärandumine oluline säilitamaks aRG-raku staatust. Mitoosikäävi orientatsiooni NE- ja aRG-rakkude sümmeetrilisel jagunemisel määravad tsentrosoomid, astraalsed mikrotorukesed, rakukorteks ning nendega interakteeruvad valgud. Neuraalsete eellasrakkude mitoosikääv on ankurdatud rakukorteksile astraalsete mikrotorukestaga düneiini ja LGN/Gαi/NuMa kompleksi abil, mis aitab orienteerida ja säilitada mitoosikäävi korrektset planaarset positsiooni (joonis 9.34 C). Muudatused geenides, mis reguleerivad käävi orientatsiooni, põhjustavad erinevaid arenguhäireid nagu lissenetsefaalia ja mikroentsefaalia. Mitoosikäävi orientatsiooni häired aRG-rakkudes võivad põhjustada muutusi nendest pärinevate aRG, bIP ja neuronite proportsioonides. aRG-raku basaaljätke on tähtis Notch-signaalide vastuvõtja ümbritsevatelt neuraalsetelt rakkudelt ja ajukestade (nt pia mater) sekreteeritud signaalmolekulidele, nagu retinoolhape (RA) (joonis 9.36 A). Imetajate arenevas närvisüsteemis indutseerivad proneuraalsed geenid, nagu Mash1 ja Ngn2, Notch-ligandi Deltalike1 ekspressiooni, mis aktiveerib Notch-signaali naaberrakkudel. Aktivatsioonil transmembraanse Notchi rakusisene domään vabaneb ja liigub tuuma, indutseerides inhibitoorsete transkriptsioonifaktorite HES1 ja HES5 ekspressiooni. Need pärsivad omakorda proneuraalsete geenide ekspressiooni ja inhibeerivad seetõttu neuraalset diferentseerumist ning säilitavad neuraalse eellasraku omadused (joonis 9.36 A). Sellist rakkudevahelist regulatsiooni kutsutakse lateraalseks inhibitsiooniks, kuna selline süsteem takistab naaberrakkudel muutumast samaks rakutüübiks. Ühtlasi on näidatud, et Notch-signalisatsioon on mõjutatud apikaalse komponendi PAR3 ja basaaljätke pärandumisest asümmeetrilisel aRG-rakkude jagunemisel. PAR3 aitab kaasa valgu Numb (Notchi inhibiitor) asümmeetrilisele jaotumusele rakk-rakk liidustes. Tütarrakul (bIP või neuron), mis pärib vähem PAR3, on Numbi aktiivsus suurem ja Notch-signaal pärsitud (Numb kontrollib Notchi endotsütoosi ja degradatsiooni), mis viib proneuraalsete geenide aktivatsiooni ja neuraalse diferentseerumiseni. Selles tütarrakus (aRG), mis pärib basaaljätke ja apikaalse komponendi (PAR3 on rohkem), on Notch-signaal aktiivne ning rakk säilitab aRG omadused (joonis 9.36 B). Notch-signaali puudumine põhjustab neuraalsete eellasrakkude liiga varajast küpsemist ja diferentseerumist.


    Neurogeneesi reguleerivad ka basaalselt poolelt ajukelmetest lähtuvad faktorid, nt retinoolhape, mis aitab neuroepiteeli rakkudel ümber lülituda aRG-rakkudeks ning sümmeetriliselt jagunemiselt asümmeetrilisele jagunemisele. Peale selle mõjutavad eellasrakkude proliferatsiooni veresoonte päritolu endoteliin B ja interneuronitest pärinev SHH. Varaseimad kortikaalsed neuronid, Cajal-Retziuse rakud, sünteesivad glükoproteiini Reelin, mis võimendab Notch-signaali ning aitab reguleerida neuraalset migratsiooni (joonis 9.34 A). Seega Cajal-Retziuse rakud aitavad säilitada aRG populatsiooni ja viivitada liiga varajasel neurogeneesil.
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    Joonis 9.36. Lateraalne inhibitsioon ja signalisatsioon neurogeneesis. A. aRG basaaljätke, mis on kontaktis aju pehmekesta basaalmembraaniga (BM) ja migreeruvate neuronitega, on tähtis signaalide vastuvõtja (nt retinoolhape (RA) kelmetest ja Notch-signaal neuronitelt). Notch-aktivatsioonil Notchi rakusisene domään (NICD) liigub tuuma ja indutseerib inhibitoorsete transkriptsioonifaktorite HES1 ja HES5 ekspressiooni, mis represseerivad proneuraalsete geenide (nt Mash1, Ngn2) avaldumist, inhibeerides sellega neuraalset diferentseerumist ja säilitades aRG omadusi. aRG-rakkude apikaalne domään piirneb tserebrospinaalvedelikuga (CSF) täidetud ajuvatsakestega, kuhu ulatuvad aRG primaarsed ripsmed. Need on tähtsad sensoorsed organellid, mis aitavad detekteerida sekreteeritavaid signaalmolekule nagu IGF2 (osaleb eellasrakkude proliferatsioonis kesk-/hilises neurogeneesis), BMP, WNT, FGF15, RA, SHH (mõjutavad kortikaalset neurogeneesi). B. Asümmeetriline basaaljätke pärandumise ja apikaalse kompleksi valgu Par3 asümmeetrilise jaotumise tulemusena aRG mitoosis on Notchi signalisatsioon ja raku saatus tütarrakkudel erinev. Par3 aitab kaasa NUMB (Notchi inhibiitor) asümmeetrilisele jaotumusele rakk-rakk liidustes. Rakul, mis pärib vähem Par3, on NUMB aktiivsus suurem, mis inhibeerib Notch-signaali ja viib omakorda neuraalse diferentseerumiseni. Notch-signaali aitab võimendada ka basaaljätke.


    RG rakkude apikaalne domään piirneb soonpõimiku (lad Choroid plexus) rakkude produtseeritud liikvori ehk tserebrospinaalvedelikuga (CSF) täidetud ajuvatsakestega, kuhu ulatuvad aRG-rakkude primaarsed ripsmed, mis on tähtsad sensoorsed organellid, aidates detekteerida mitmeid signaalmolekule, nagu IGF2 (osaleb eellasrakkude proliferatsioonis kesk-/hilises neurogeneesis), BMP, WNT, FGF15, RA, SHH (mõjutavad kortikaalset neurogeneesi) (joonis 9.36). Primaarne ripse on oluline ka säilitamaks apikobasaalset polaarsust NE üleminekul aRG-ks. Ventrikulaarsel pinnal on mitmeid ECM (ekstratsellulaarne maatriks) molekule (nt laminiin, sündekaan-1), mis reguleerivad integriiniretseptorite kaudu aRG-rakkude adhesiooni ja proliferatsiooni. Samuti on tähtis neuraalsete eellasrakkude (aRG ja bRG) basaalse jätke interaktsioon ajukelme (pehmekesta) basaalmembraani ECM komponentidega, aidates neil säilitada iseuuenemisvõime.


    9.5.3.6. Suurajukoore histogenees


    Imetajate suurajukoor koosneb evolutsiooniliselt uuemast neokorteksist ja vanemast osast allokorteksist (siia kuuluvad näiteks hipokamp ja olfaktoorne korteks). Enamiku suurajukoorest moodustab neokorteks (inimesel 2/3 ajumassist; ca 16 miljardit neuronit). Neokorteks koosneb hallainest, kuhu kuuluvad glutamaat-ergilised (70–80%) erutusneuronid (saadavad aksonid teistesse kortikaalsetesse piirkondadesse või subkortikaalsesse ja subtserebraalsesse alasse) ning GABA-ergilised (20–30%) inhibitoorsed interneuronid (projitseerivad samas kortikaalses piirkonnas), veresooned, gliiarakud, ja valgeainest, mis sisaldab müeliniseeritud närvikiude. Erinevalt allokorteksist (vähem kui kuuekihiline) on neokorteks kuuekihiline (tähistatakse rooma numbritega; VI sisemine ja I välimine kiht; joonis 9.37).
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    Joonis 9.37. Hiire neokorteksi histogenees. Varaseimad kortikaalsed neuronid (E11) tekitavad ajutise eelplaadi (PP), mis koosneb Cajali-Retziuse rakkudest (CR) ja püramidaalneuronitest, mis moodustavad alusplaadi (SP). Vanuses E13 tekkinud neuronid migreeruvad läbi vahelmise tsooni (IZ) jaotades PP pindmiseks marginaaltsooniks (MZ) ja sügavamaks alusplaadiks (SP), moodustades kortikaalplaadi (CP). Neokorteksi areng jätkub uute neuronite tekkega, mis okupeerivad CP järjest pealepoole jäävaid kihte. Kihid II–VI on ajukoores tekitatud seest-välja mudeli alusel. Neuronid, mis on tekkinud varem, paiknevad alumistes kihtides ja hiljem sündinud migreeruvad radiaalgliia jätkeid pidi pindmistesse kihtidesse. Pehmekesta (pia mater) basaalmembraan (BM).


    Neurogeneesil asümmeetrilise rakujagunemise teel tekkinud varaseimad kortikaalsed neuronid (hiirel vanuses E10) tekitavad ajutise struktuuri, nn eelplaadi (ingl preplate, PP), mis koosneb Cajali-Retziuse rakkudest (mängivad olulist rolli neuraalse migratsiooni reguleerimisel) ja esimesest kohordist püramidaalneuronitest, mis moodustavad alusplaadi (ingl subplate) (joonis 9.37). E13-s migreeruvad II postmitootilise lainena tekkinud neuronid läbi vahelmise tsooni (ingl intermediate zone, IZ) ja jaotavad PP pindmiseks marginaaltsooniks (marginal zone, MZ) ja sügavamaks alusplaadiks (ingl –subplate, SP), moodustades kortikaalplaadi (ingl cortical plate, CP). Neokorteksi areng jätkub uute neuronite tekkega, mis okupeerivad CP järjest pealepoole jäävaid kihte. Kihid II–VI on ajukoores tekitatud seest-välja mudeli alusel (joonis 9.37). Peale CP sisenemist migreeruvad värskelt tekkinud neuronid vanemate vahelt läbi ülemistesse kihtidesse, kus nad lõpetavad migreerumise ja teevad läbi morfoloogilise ja molekulaarse diferentseerumise vastavalt oma laminaarsele paigutusele. Häired neuronite tekkimisel, migratsioonis ja korrektsel paigutumisel oma õigetesse positsioonidesse põhjustavad mitmesuguseid erineva raskusastmega arenguanomaaliaid (nt lissentsefaalia tüüp I ja II, makro- ja mikrotsefaalia, polümikrogüüria, heterotoopia jmt), mille tagajärg on enamasti motoorne ja kognitiivne kahjustus või epilepsia.


    9.5.3.7. Neuraalne migratsioon


    KNS-i neurogeneesi käigus tekkinud neuronid kasutavad oma õigetele kohtadele migreerumiseks kahte peamist strateegiat: 1) radiaalne migratsioon – neuronid (nt neokorteksi glutamaat-ergilised projektsioonneuronid) liiguvad risti ventrikulaarse pinnaga mööda radiaalse gliia jätkeid; 2) tangentsiaalne migratsioon – neuronid (nt neokorteksi GABA-ergilised interneuronid) liiguvad mööda trajektoore, mis on paralleelsed ventrikulaarse pinnaga ja täisnurga all radiaalse gliiaga (joonis 9.38 A, B).
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    Joonis 9.38. Neuraalne migratsioon. A. Kortikaalse neurogeneesi käigus tekkinud neuronid kasutavad migreerumiseks peamiselt radiaalset migratsiooni (nt neokorteksi glutamaat-ergilised projektsioonneuronid) mööda radiaalgliia jätkeid ja tangentsiaalset migratsiooni (nt lateraalses (LGE) ja mediaalses (MGE) ganglioni kõrgendikus tekkinud neokorteksi GABA-ergilised interneuronid), mil neuronid liiguvad mööda trajektoore, mis on paralleelsed ventrikulaarse pinnaga, neokorteksi vastavatesse kihtidesse. B. Varased püramidaalneuronid migreeruvad sõltumatult radiaalgliia jätketest, kasutades basaalse jätke abi nn sooma translokatsiooni mehhanismi. Korteksi kasvades distants VZ ja MZ vahel suureneb ja püramidaalneuronid kasutavad peamiselt lokomotsiooni kortikaalplaati (CP) jõudmiseks. Värskelt tekkinud neuronid migreeruvad vanemate neuronite vahelt läbi ülemistesse kihtidesse, kus nad lõpetavad migreerumise ja teevad läbi morfoloogilise ja molekulaarse diferentseerumise oma laminaarse paigutuse järgi. GABA-ergilised interneuronid liiguvad mööda tangentsiaalseid trajektoore subventrikulaartsoonis (SVZ) ja pindmises marginaaltsoonis (MZ) ning mõned ka alusplaadi (SB) piirkonnas. MZ-tsoonis paiknevad Cajali-Retziuse (CR) rakud produtseerivad signaalmolekuli Reelini, mis koos semaforiinidega juhivad projektsioonneuronite migratsiooni.


    Neuronid võivad migratsiooni käigus radiaalse migratsiooni vahetada tangentsiaalse vastu ja vastupidi. Migreeruvad neuronid on kõrgelt polariseeritud oma liikumise suunas. See on saavutatud juhtiva jätke tekitamise, säilitamise ja ümberkujundamisega migratsiooni käigus.


    Neuronite migratsioonil kasutatakse peamiselt sooma translokatsiooni (ingl soma translocation) ja lokomotsiooni (ingl locomotion) ehk kulgemist. Varajastel kortikaalsetel neuronitel on pikad ja harunenud juhtjätked, mis kinnituvad pehmekesta basaalmembraanile. Nende jätkete lühenedes liiguvad neuronite kehad ülespoole (basaalses suunas) ja seda radiaalsest gliiast sõltumatut liikumist nimetatakse sooma translokatsiooniks (radiaalne migratsioon; joonis 9.38 B). Sellist liikumisviisi kasutatakse varasemas arengus, kui moodustuv korteks on veel suhteliselt õhuke ja distantsid ventrikulaartsooni ja pehmekesta vahel lühikesed. Levinum neuronite liikumisviis on lokomotsioon ehk kulgemine, mis on omane nii interneuronitele kui ka kortikaalplaadi neuronitele. Radiaalse gliia jätked toimivad substraadina, mida mööda kortikaalplaadi neuronid liiguvad oma õigetesse positsioonidesse, saades radiaalselt gliialt ka olulist informatsiooni oma asukoha ja identiteedi kohta, mis aitab kaasa neokorteksi normaalsel laminatsiooni ehk kihistumise kujunemisel. Mööda radiaalset gliiat migreeruvad neuronid erinevad sooma translokatsiooni varal migreeruvatest neuronitest. Neile on iseloomulik bipolaarne morfoloogia, pikem juhtjätke, mis on suunatud pehmekesta poole ja lühem järeljätke (ingl trailing process; joonis 9.38 B). Jätked pikenevad kiiresti ja tõmbuvad tagasi, mille tulemuseks on neuroni edasi liikumine mööda radiaalse gliia jätkeid (see on radiaalne migratsioon). Kortikaalsed interneuronid kasutavad samuti migreerumiseks lokomotsiooni ja saavad positsioneerimis- või navigeerimisinfot peale muude ajustruktuuride ka radiaalgliia rakkudelt. Nende liikumistrajektoor on radiaalse gliiaga risti (tangentsiaalne migratsioon). Lokomotsioon läbib erinevaid sünkroniseeritud etappe. Algul laiendab neuron oma juhtjätket, mille järel tõmmatakse tuum jätkesse (nukleokinees), kasutades mikrotorukeste ja mootorvalkude düneiinide ning ka müosiin II abi. Muutused molekulaarsetes komponentides (nt CDK5, LIS-1, Doubelcortin), mis reguleerivad tsütoskleti dünaamikat migreeruvates neuronites, põhjustavad mitmesuguseid arenguhäireid. Neuronite migratsiooni vahendavad nii mitmed repellatiivsed (eemale peletavad) kui ka atraktiivsed (kohale meelitavad) signaalmolekulid. Radiaalse migratsiooni puhul on ülioluline komponent Cajali-Retziuse rakkude (varaseimad kortikaalsed neuronid) produtseeritud atraktiivne signaalmolekul glükoproteiin Reelin, mille puudus põhjustab häireid neuraalses migratsioonis, mistõttu on ka korrektne kortikaalne kihistumine puudulik (joonis 9.38 B). Samuti aitavad semaforiinid 3A/3F migreeruvate neuronite suunda juhtida. Ganglionikõrgendikes tekkinud interneuronid migreeruvad tangentsiaalselt korteksisse (joonis 9.38 A). Oma teekonnal kasutavad nad orienteerumiseks repulsiivseid signaale nagu SEMA3A/3F (juttkehast) ja kemoatraktiivseid faktoreid nagu HGF/BDNF ja Neuregulin1. Samuti on oluline faktor interneuronite migratsiooni juhtimisel kemokiin CXCL12.


    9.5.3.8. Aksoni migratsioon sihtmärkkoeni


    Peale neuronite migratsiooni ja morfoloogilist/molekulaarset diferentseerumist kindlat tüüpi neuroniks järgneb etapp, kus neuronid hakkavad looma kontakte oma märklaudrakkudega. Tüüpiliselt saadab neuron välja ühe pika aksoni e niitjätke (närvikiu telgsilinder, mis juhib närvirakukehast sünaptilise signaali teise närvirakku või elundisse) ja mitu lühemat dendriiti e oksisjätke (närviraku jätked, mis võtavad signaale vastu teiste neuronite aksoniterminalidelt). Kortikaalsetel neuronitel on sünnihetkel vähe dendriite. Esimese eluaasta jooksul kasvab kortikaalsete neuronite dendriitide arv märkimisväärselt, võimaldades moodustada kuni 100000 sünaptilist ühendust teiste neuronitega. Kasvavate dendriitide ja aksonite otsas on spetsiaalne laienenud struktuur, mida nimetatakse kasvukoonuseks (joonis 9.39 A). Kasvukoonus toimib migreeruval ja kasvaval aksonil nii motoorse kui ka sensoorse üksusena. Kasvukoonus on varustatud spetsiaalsete teravatipuliste tsütoplasmaatiliste väljakasvetega – filopoodidega, mis seiravad pidevalt keskkonnast tulevaid signaale ning aitavad leida õige teekonna sihtmärkkoeni. Alguses, kui esimesed nn pioneeraksonid hakkavad migreeruma, on distantsid sihtmärgini veel lühikesed, samuti kasutavad nad tihti navigeerimiseks nn teeviitrakke (ingl guidepost cells). Hilisemates arenguetappides, kui vahemaad suurenevad, järgivad kasvukoonused tihti pioneeraksonite kindlaks määratud suunda, mille tulemusena kogunevad närvikiud kimpudeks. Areneva aksoni kasv sõltub nii sisemistest mehhanismidest kui ka lokaalsetest ja ka kaugemalt tulevatest signaalidest. Kui kasvukoonuse väljakasved (lamellopoodid ja filopoodid) puutuvad kokku ebasobiva substraadiga, siis tõmbuvad nad sellest eemale, ja kui on sobilik pind, siis suunavad kasvukoonuse sinnapoole. Kasvukoonus liigub aktiinifilamente sisaldavate väljakasvete elongatsiooni ning kontraktsiooni teel. Kasvukoonuse keskne regioon sisaldab mikrotorukesi, mis ulatuvad aksoni telge (joonis 9.39 A). Mikrotorukesed, mis sisenevad kasvukoonuse perifeeriasse, lühenevad ja pikenevad samuti vastavalt atraktiivsetele/repulsiivsetele signaalidele, aidates kasvukoonusel pöörata õigesse suunda. Kasvukoonused eelistavad migreeruda ümbritsevas keskkonnas kõige adhesiivsemat pinda mööda, kus suunajaks võivad olla mitmed ekstratsellulaarse maatriksi valgud (nt laminiinid, proteoglükaanid) ning ka adhesioonimolekulid, nagu NCAM (ingl neuronal adhesion molecule), N-kadheriin ja integriinid (joonis 9.39 B). Ühtlasi on leitud mitmeid atraktiivsed ja repellatiivseid signaale, mis juhivad kasvukoonust õiges suunas liikuma oma sihtmärgini. Need signaalmolekulid kuuluvad nelja suurde valguperekonda: Semaphorin, Ephrin, Netrin ja Slit. Semaphorin ja Ephrin toimivad kasvukoonusele peamiselt selektiivse repellendina, kui näiteks akson peab suunda muutma (joonis 9.39 B). Samas võivad nad teatud juhtudel võivad toimida ka atraktiivsete signaalidena. Sõltuvalt retseptorist (vastavalt DCC ja UNC5) on netriinid aksonitele kemoatraktiivseks signaaliks, kuid osale ka repellatiivseks signaaliks. Slit on tähtis sekreteeritav kemorepulsiivne signaalmolekul. Slit ja ROBO (Slit-retseptor) võivad juhtida kasvukoonust ka koostöös netriinidega. Ühtlasi aitavad kasvukoonuse jõudmisele sihtmärkkoeni kaasa ka mitmed morfogeenid (nt BMP, WNT, SHH, FGF). Kui kasvukoonus on jõudnud oma sihtmärgi (rakud, mis peavad saama innerveeritud vastavate neuronitega) lähedusse, siis on ta vastuvõtlik mitmetele signaalidele (nii atraktiivsetele kui repulsiivsetele), mida toodavad märklaudrakud. Need võivad olla eespool mainitud faktorid (nt Semaphorin, Netrin, Slit), aga ka erinevad neurotroofsed faktorid (neurotrofiinid): NGF (ingl nerve growth factor), BDNF (ingl brain neurotrophic factor), CDNF (ingl conserved dopamine neurotrophic factor), NT 3/4/5 (ingl neurotrophin). Sihtmärkkoe toodetud neurotrofiinid toimivad lühikese maa tagant kas kemoatraktiivsete või repulsiivsete signaalidena erinevatele aksonitele, aidates kasvukoonustel oma täpset sihtmärki leida. Neurotrofiinid on olulised ka neuronite ellujäämise seisukohalt. Mitmeid neuronite tüüpe produtseeritakse liiga palju, millest suur osa elimineeritakse apoptoosi teel peale nende sihtmärkkoeni jõudmist. Sihtmärkkude reguleerib nimelt aksonite hulka, mis teda innerveerivad, neurotrofiinide abil: näiteks NGF on oluline sümpaatiliste ja parasümpaatiliste neuronite ellujäämisel. Selline regulatsioon on vajalik, et sihtmärkrakku innerveeriks õige arv neuroneid.
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    Joonis 9.39. Aksoni kasvukoonus ja migratsioon. (A) Migreeruva aksoni otsas paikneb aksoni kasvukoonus. Kasvukoonus on varustatud spetsiaalsete tsütoplasmaatiliste väljakasvetega – filopoodide ja laemellipoodidega (P-domään), mis seiravad keskkonnast tulenevaid signaale, aidates migreeruval aksonil navigeerida sihtmärkkoeni. Kasvukoonuse keskne regioon (C-domään) sisaldab mikrotorukesi, mis aitavad kasvukoonust õigesse suunda pöörata. (B) Kasvukoonused eelistavad migreeruda kõige adhesiivsemat pinda mööda, mistõttu võib kontaktadhesioon suunata aksonit ühelt substraadilt teisele pöörama. Suunajaks võivad olla näiteks adhesioonimolekulid nagu N-kadheriin. Kontaktrepulsioon (nt Ephrini vahendatud) võib aksoni suunata sellest piirkonnast eemale. Aksonite migratsiooni mõjutavad ka kaugemalt tulevad hajuvad atraktiivsed (positiivne kemotaksis) ja repellatiivsed signaalid (negatiivne kemotaksis), meelitades vastavatesse piirkondadesse või neist eemale tõugates.


    9.5.3.9. Sünapsite moodustumine


    Kui akson on oma teekonna lõppu jõudnud ehk leidnud oma innerveeritava partneri, siis toimub laialdane aksoni harunemine (ingl branching), mis võimaldab ühel aksonil kontakteeruda ja luua mitmeid sünaptilisi ühendusi postsünaptiliste märklaudrakkudega (nt lihaste või teiste neuronitega). Hilisemas arengus osa aksoni harusid ja sünapse eemaldatakse kärpimise (ingl pruning) teel. Presünaptilise neuroni aksoni terminal (neuron saadab edasi signaali) vabastab sünaptilisse pilusse (sünaptiline pilu on basaallaaminaga varustatud pre- ja postsünaptilisi membraane eraldav ala) keemilisi neurotransmittereid, mis märklaudraku retseptoritega seondudes depolariseerivad või hüperpolariseerivad postsünaptilise raku membraani. Motoneuronid ja vöötlihasrakud moodustavad neuromuskulaarseid ühendusi (ingl neuromuscular junction, NMJ) (joonis 9.40). Sünaptilise ülekande puhul aktiveerib aktsioonipotentsiaal motoneuroni presünaptilises terminalis Ca-kanalid, mis viib neurotransmitterite (atsetüülkoliin, ACh) vabastamiseni sünaptilisse pilusse. ACh seondub omakorda lihaskiu membraanil (sarkolemmil) atsetüülkoliini retseptoritega (AchR). ACh seondumine retseptoriga depolariseerib lihaskiu, mis viib terve rea järgnevate sündmusteni, mille lõppresultaat on kontraktsioon ehk lihase kokkutõmme.


    Esimeste NMJ-de moodustumine motoneuronite ja vöötlihaste vahel toimub närilistel embrüonaalses vanuses E12–E13.5. Kui motoneuronite aksonid veel liiguvad märklaudlihase poole, on lihaskiudude pinnal (piirkonnas, kus toimub innervatsioon) juba märgatav atsetüülkoliini retseptorite (AChR) klasterdumine. Postsünaptilise terminali küpsemise käigus AChR arv, tihedus, stabiilsus ja klasterdumine suureneb (joonis 9.40). Üks molekulaarne võtmefaktor AChR klasterdumisel on proteoglükaan agriin, mida sünteesitakse ja vabastatakse peamiselt neuronitest (mõningal määral ka lihaskiududes ja Schwanni rakkudes). Lihaskiud ekspresseerivad omakorda agriini retseptorit LRP4 (ingl lipoprotein receptor-related protein 4). NMJ formeerumisel tunneb aksoni kasvukoonus esmalt ära lihaskiu LRP4, mis stimuleerib neuroni presünaptilisi struktuure diferentseeruma. Neuroni toodetud agriini seondumine LRP4-ga aktiveerib lihasspetsiifilise retseptori türosiinikinaasi MuSK (ingl muscle-specific tyrosine kinase receptor), mis mõjutab mitmeid allavoolu olevaid signaaliradu, võimendades valkude (nt Rapsyn, Neuregulini retseptorid) akumuleerumist postsünaptilisse membraani, aidates kaasa AChR klasterdumisele ja postsünaptiliste struktuuride diferentseerumisele (joonis 9.40). Motoneuronite, lihaskiudude ja Schwanni rakkude toodetud Neuregulin1 aitab omakorda reguleerida AChR kodeerivate geenide transkriptsiooni.


    Kui motoneuroni akson jõuab lihasrakuni, siis algul adhereerub kasvukoonus lihasraku membraaniga. Seejärel hakkab aksoni terminali kogunema neurotransmitteriga (atsetüülkoliin) täidetud sünaptilisi vesiikuleid, kontaktpinnal tihenevad nii aksoni terminali kui ka lihasraku membraanid ja nendevaheline sünaptiline pilu täitub ekstratsellulaarse maatriksi komponentidega (nt laminiin), mis aitavad siduda kasvukoonuseid. Peale esimese kontakti loomist tekitavad ka teised kasvukoonused sünapse, mistõttu on iga lihasrakk arenevas embrüos innerveeritud vähemalt kahe aksoniga, hiljem peale sündi vähem aktiivsemad aksonid elimineeritakse ja ainult üks akson haruneb ning moodustab kompleksse NMJ lihasrakuga. Samamoodi produtseeritakse ka ajukoores liigseid neuroneid ja sünapse (inimesel kuni kahe aasta vanuseni), mille arvu hiljem korrigeeritakse, nii et alles jäävad ainult kõige efektiivsemad ja produktiivsemad ühendused. Ülearuste, vigaste ja nõrkade sünapside kärpimine (ingl pruning) kestab inimesel kuni hilise noorukieani (~15. eluaastani), mille järel ~50% sünapse elimineeritakse aksonite taandarenemise ja tagasitõmbumise teel. Sünapside kärpimisel mängivad olulist rolli mikrogliia rakud, mis fagotsüteerivad nõrgad ja ebakorrektsed sünapsid. Samuti on ka astrotsüüdid komplemendi kaskaadi kaudu koostöös mikrogliiaga olulised sünapside eemaldamisprotsessis. Kokkuvõtvalt on sellised ümberkorraldused eluliselt vajalikud keeruka närvisüsteemi töökindluse tõstmiseks ja masinavärgi peenseadistamiseks.
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    Joonis 9.40. Neuromuskulaarse ühenduse teke. Algul liigub motoneuroni akson oma kasvukoonusega sihtmärgi poole, milleks on liharakk. Seejärel akson saavutab kontakti lihasrakuga. Aksoni ja lihaskiu kontaktpinnal nende membraanid tihenevad ja tekib sünaptiline pilu, mis täitub ekstratsellulaarse maatriksi komponentidega (nt laminiin), aidates kaasa aksoni kasvukoonuste seondumisele. Aksoni terminali hakkab kogunema sünaptilisi vesiikuleid, mis sisaldavad neurotransmittereid (atsetüülkoliini). Lihaskiudude pinnale hakkavad klasterduma atsetüülkoliini retseptorid (AChR), mille arv, tihedus ja stabiilsus neuromuskulaarse ühenduse küpsemise käigus suureneb. Neuronitest vabastatakse agriini (retseptor lihaskiududes toodetud LRP4 (ingl lipoprotein receptor-related protein 4)), mis aitab kaasa AChR klasterdumisele. Kui neoromuskulaarne ühendus küpseb, siis sünaptilised vesiikulid kogunevad presünaptilisse terminali ja neurotransmitterite retseptorid klasterduvad postsünaptilisse terminali. Schwanni rakud ümbritsevad aksoni presünaptilist terminali väljastpoolt, aidates kaasa funktsionaalse NMJ kujunemisele. MuSK – muscle-specific tyrosine kinase receptor.


    


    9.5.4. Jäsemete areng


    Tetrapoodide ehk neljajalgsete loomade (amfiibid, roomajad, linnud, imetajad) jäsemete ülesehitus jaotatakse sõltuvalt proksimaalsest-distaalsest (lähimine-kaugmine) asukohast kehatelje suhtes proksimaalselt paiknevaks stülopoodiks (õlavarreluu ja reieluu), keskmiseks seugopoodiks (küünarluu, kodarluu, sääreluu, pindluu) ja distaalselt paiknevaks autopoodiks (randmeluud, kämblaluud, sõrmeluud, pöialuud, varbaluud) (joonis 9.41). Ehkki põhistruktuurilt on jäsemed sarnase ülesehitusega, on need kohastunud sõltuvalt keskkonnatingimustest erinevaid funktsioone täitma (nt nahkhiir – lendamine, ahv – haaramine, hüljes – ujumine, mutt – kaevamine, hobune – jooksmine; joonis 9.41). Jäsemed ja nende arengulugu on hea mudel organogeneesi põhiprotsesside mõistmisel. Selleks et tekiks neli jäset oma õigetesse piirkondadesse ja need oleksid nii anatoomilis-morfoloogiliselt kui ka funktsionaalselt korrektsed, on vajalik täpne ajalis-ruumiliselt kontrollitud molekulaarne ja rakuline regulatsioon. Väga oluline roll stülopoodi, seugopoodi ja autopoodi välja kujunemisel on Hox-geenide toodetud transkriptsioonifaktoritel. Näiteks hiire Hox9 ja Hox10 paraloogid (paraloogsete geenide kodeeritud valgud) määravad stülopoodi, Hox11 paraloogid seugopoodi ning Hox12 ja Hox13 paraloogid vastavalt autopoodi arengu. Mutatsioonid nendes geenides võivad põhjustada tõsiseid arenguhäireid. Näiteks geeni HOXD13 mutatsiooniga homosügootsetel indiviididel esinevad käe- ja jala arenguanomaaliad (autopoodi deformatsioonid). Võtmekomponent jäseme põhitelgede ja arengu kujunemisel on ka FGF (ingl Fibroblast growth factor), WNT, SHH (Sonic hedgehog), RA (retinoolhape) ja BMP (ingl Bone morphogenetic protein). Jäseme morfogeneesis on olulised kolm peamist telge: 1) proksimaalne-distaalne (P-D; õlg–näpp; puus–varvas), 2) anterioorne-posterioorne (A-P; pöial – väike sõrm; suur varvas – väike varvas), 3) dorsaalne-ventraalne (D-V; sõrmenukid–peopesa) (joonis 9.41).
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    Joonis 9.41. Tetrapoodide jäseme ülesehitus ja teljed. Inimese käe skelett (joonisel üleval). Kehale kõige lähemal (proksimaalselt) paikneb stülopood, milleks on õlavarreluu. Keskmine osa, seugopood, kujuneb anterioorselt (eesmiselt) paiknevaks kodarluuks ja posterioorselt (tagumiselt) paiknevaks küünarluuks. Kehast kõige kaugemal (distaalselt) paikneb autopood, millest tekkivad randme-, kämbla- ja sõrmeluud (1. sõrm e pöial anterioorseim ja 5. e väike sõrm posterioorseim). Käeselg (sõrmenukid, küüned) on dorsaalne (selgmine) pool ja pihk ventraalne (kõhtmine) pool. Abaluu ja rangluu ei pärine jäsemepungast. (All) Põhistruktuurilt on tetrapoodide jäsemed sarnase (homoloogse) ülesehitusega. Sõltuvalt keskkonnatingimustest ja eluviisist on eesjäsemed kohastunud erinevaid funktsioone täitma (inimene – haaramine, nahkhiir – lendamine, hobune – jooksmine).


    9.5.4.1. Jäsemepunga areng


    Jäseme tekkimise aluseks on jäseme alget ümbritseva ektodermaalset päritolu epiteeli ja külgplaadi mesodermaalset päritolu mesenhüümi vahelised induktsioonid. Rakud külgplaadi mesodermist (jäsemeskeleti, sidekoe, veresoonte ja kõhrede eellasrakud) ja somiidi spetsiifilisest piirkonnast – müotoomist (jäsemelihaste eellasrakud) – migreeruvad Hox- ja Tbx-geenide määratud jäsemevälja piirkonda, kus nad prolifereeruvad ning annavad aluse jäsemepungale. Samuti panustavad jäseme arengusse veel neuraalharjast (perifeerse närvisüsteemi rakud ja pigmendirakud) ja neuraaltorust (motoorsed aksonid) pärinevad rakud. Maismaa selgroogsetel on kaks paari vastakuti asetsevaid jäsemepungi (joonis 9.42), mille täpne positsioon on määratud Hox-geenide ekspressiooni järgi piki embrüo anterioorset-posterioorset (A-P) telge. Näiteks eesjäsemepung paikneb kodukanal (Gallus gallus domesticus) 15–20 ja koduhiirel (Mus musculus) 7–12 somiidi vahelises piirkonnas ning tagajäsemepung vastavalt 26–32 ja 23–28 somiidi piirkonnas (joonis 9.42).


    
      [image: ]

    


    Joonis 9.42. Jäsemepunga tekkimine. Ees- ja tagajäsemepungad (vastavalt EJP ja TJP) hiire embrüol vanuses E10.5 (joonisel vasakul fotol). Punase joonega märgitud jäsemepungasid kattev apikaalne ektodermaalne vall e AER. (Paremal) Jäsemepunga otsas paikneb AER, mille all asuvad progresseeruva tsooni (PZ) proliferatiivsed mesenhüümi rakud. Jäsemepunga posterioorses osas on mesodermaalsetest rakkudest moodustunud spetsiifiline organisaatorpiirkond, nn polariseeriva aktiivusega tsoon (ZPA). Foto: T. Tõnissoo.


    Ehkki tetrapoodide ees- ja tagajäsemete paarid on jäseme arengu algstaadiumites ühesugused, muutuvad need arengu jätkudes kiiresti nii morfoloogiliselt kui ka funktsionaalselt erinevaks. Enamik jäseme arenguks vajalikke kasvufaktoreid ja transkriptsioonifaktoreid (TF) produtseeritakse samamoodi nii arenevates ees- kui tagajäsemetes. Kuidas siis on määratud ees- ja tagajäsemed? Ollakse arvamusel, et jäsemete eristumises mängivad olulist rolli loomariigis konserveerunud T-box TF-d. Tulevase eesjäseme mesodermis ekspresseeritakse spetsiifiliselt Tbx5 ja tagajäsemes vastavalt Tbx4 ja Pitx. Muutused nende geenide ekspressioonis põhjustavad (nt koduhiirele, kodukanale, sebrakalale) häireid jäsemepunga arengus. Näiteks Tbx5 või Tbx4 inhibeerimine kodukana tulevase ees- ja tagajäseme piirkonnas viib vastava jäseme puudumisele kanaembrüos või nende TF-de ekspressioon vales piirkonnas võib põhjustada ektoopiliste jäsemete arengu. Üks võtmekomponent jäsemepunga tekkimisel on ka retinoolhape (RA). RA-signalisatsiooni häirimine takistab hiirel eesjäsemepunga tekkimist, kuna see vastutab Tbx5 ekspressiooni eest. Samuti aitavad jäsemepunga tekkimist esile kutsuda TBX aktiveeritud FGF-10 signaalid külgplaadi mesodermist (tulevased jäsemeluude eellased). FGF-10 indutseerib omakorda WNT3a ekspressiooni ümbritsevas ektodermis, mis aktiveerib ja säilitab Fgf8 ekspressiooni jäsemepunga otsa moodustuvas epiteliaalses paksendis – apikaalses ektodermaalses vallis e AER-is (joonis 9.42). AER on vajalik jäseme kasvamiseks. AER-i eemaldamine põhjustab jäseme edasise arengu peatumist, ehkki varased jäsemeosad, mis alustasid kujunemist enne eemaldamist, arenevad edasi.


    9.5.4.2. Jäseme areng proksimaalsel-distaalsel teljel


    Jäseme proksimaalset-distaalset (P-D) kasvamist ja struktuuri reguleerivad peamiselt FGF-perekonna valgud, mida ekspresseeritakse AER-s, jäsemepunga distaalses tipus paiknevas tähtsas induktiivsete signaalide keskuses. Kui AER eemaldada, siis jäseme distaalsemate skeletielementide areng peatub. Sõltuvalt arenguetapist, millal AER eemaldada, on tagajärjed erinevad. Näiteks kanaembrüol, kellel on tiivapunga varases arengus AER välja lõigatud, formeerub ainult õlavarreluu ning kui seda teha ajaliselt mõnevõrra hiljem, siis peale õlevarreluu ka küünar- ja kodarluu. AER-i roll on säilitada enda all paiknevate mesenhümaalsete rakkude (nn progresseeruv tsoon (PZ)) proliferatiivne staatus, mis võimaldab jäsemel kasvada P-D suunas (joonis 9.42). Samas säilitab ja interakteerub AER signaalmolekulidega, mis vastutavad arengu eest ka A-P ja D-V telgedel. PZ-rakud ekpsresseerivad FGF10, mida stimuleerib omakorda AER-is produtseeritav FGF8 (ka mitmed teised FGF-perekonna valgud). Seega hoitakse positiivse tagasiside tulemusena PZ-rakke mitootiliselt aktiivsetena. Tänu jäseme kasvamisele ja rakkude jätkuvale proliferatsioonile tõugatakse ühel hetkel mesenhümaalsed rakud PZ-st välja ja need vabanevad AER-i mõju alt. Seega, nn progresseeruva tsooni mudeli järgi pannakse rakkude identiteet jäsemes paika piki P-D telge PZ-s veedetud ja sealt väljumise aja järgi (joonis 9.43 A). Ühtlasi on näidatud, et vastupidine RA-gradient (jäsemepunga proksimaalses osas) ja AER-i produtseeritud WNT/FGF-gradient (jäsemepunga distaalses osas) on jäsemepunga P-D telje kujunemise aluseks (joonis 9.43 B). Jäseme kasvamisel need signaaligradiendid distantseeruvad teineteisest, luues kolm jäseme segmenti: RA mõju all olev proksimaalne stülopood, FGF mõjutatud distaalne autopood ning nii FGF kui RA mõju all olev keskmine osa – seugopood (joonis 9.43 B). Signaalmolekulide gradientide järgi indutseeritakse neis spetsiifilised transkriptsioonifaktorid (Meis1/2, Hox9 ja Hox10 – stülopood; Hoxa11 ja Hoxa13 – seugopood ja autopood), mis aitavad kudede diferentseerumisele kaasa.


    
      [image: ]

    


    Joonis 9.43. Jäsemepunga proksimaalne-distaalne areng. A. AER-i all paiknevad progresseeruva tsooni (PZ) rakud, mida hoitakse AER-ist lähtuvate signaalide mõjul mitootiliselt aktiivsetena. Kui jäse kasvab, siis tõugatakse teatud hetkel osa rakke PZ-st välja, mis vabanevad AER-i mõju alt. Rakud, mis väljuvad ajaliselt varem, tekitavad proksimaalsemad osad ja need, mis hiljem, distaalsemad osad. B. Kahe signaali mudeli järgi jäsemepunga tekkimisel on proksimaalne piirkond kindlaks määratud RA (retinoolhappe) signaaliga. Distaalne piirkond on mõjutatud AER-st lähtuvate FGF-signaalidega. Jäseme kasvamisel loovad signaali gradiendid kolm jäsemesegmenti: RA mõju all olev stülopood, FGF mõjutatud autopood ning nii FGF kui ka RA mõju all olev keskmine osa – seugopood.


    9.5.4.3. Jäseme anterio-posterioorne areng


    Jäseme anterio-posterioorse telje kujunemisel on määrava tähtsusega polariseeriva aktiivusega tsoon (ZPA). See on mesodermaalsetest rakkudest moodustunud spetsiifiline organisaatorpiirkond jäsemepunga tagaosas (joonis 9.42). Selle piirkonna siirdamine jäsemepunga eesmisesse ossa põhjustab jäseme distaalsete osade (sõrmed/varbad) duplikatsiooni, mis on iseloomulikult peegelpildis. Arenevate varvaste/sõrmede arv ja identiteet sõltuvad polariseeriva signaali tugevusest ja kestusest, olles vahendatud morfogeeniga SHH (Sonic hedgehog). SHH inaktivatsioon hiire jäsemepungas põhjustab häireid posterioorsetes osades (küünarluu, 2.–5. varvas). Shh ekspressiooni jäsemepunga posterioorses osas kontrollivad mitmed faktorid (erinevad transkriptsioonifaktorid (nt TBX-perekond, HAND2, HOX-valgud), BMP- ja RA-signalisatsioon embrüo küljelt ning Fgf8 ekspressioon AER-ist; joonis 9.44 B).
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    Joonis 9.44. Jäseme anterio-posterioorne areng. A. Prantsuse lipu mudeli järgi sekreteerib ZPA morfogeeni (SHH), mille ruumiline gradient jäsemepungas määrab sõrmede/varvaste kujunemise (iga lipuvärv tähendab ühte sõrme/varvast). B. Molekulaarne kontroll, mis aitab piiritleda ja säilitada SHH ekspressiooni posterioorses jäsemepunga mesenhüümis. B´. GLI3 funktsiooni häire võib põhjustada preaksiaalset polüdaktüüliat C. Ajalis-ruumilise SHH signalisatsiooni gradiendi järgi ZPA-rakud, mis lõpetavad Shh ekspressiooni (roosad), väljuvad ZPA-st ning nihutavad mitte-ZPA päritolu rakud (kollased, määratud parakriinse SHH signalisatsiooniga) anterioorsemaks (neist tekib 2. ja osaliselt 3. sõrm/varvas). Shh ekspresseerivate rakkude (roosad) järglased annavad aluse küünarluule, 4. ja 5. (osaliselt ka 3.) varbale/sõrmele. Õlavarreluu, küünarluu, kodarluu ja pöial kujunevad SHH-st sõltumatult.


    AER on vajalik ZPA säilitamiseks ja ka vastupidi – ZPA aitab säilitada AER-i funktsionaalsust. Seega kaks jäseme arengus olulist signaalkeskust töötavad koos. Kanooniline SHH-signalisatsioon toimib läbi GLI TF-de (GLI1-3). GLI1 ja GLI2 toimivad jäsemeväljas aktivaatoritena ja GLI3 peamiselt repressorina, piiritledes SHH aktivatsiooni jäsemepungas. GLI3 funktsiooni häirumine põhjustab tõsiseid probleeme nii hiire kui ka inimese jäseme arengus, mille tulemuseks võib olla preaksiaalne (mõjutatud pöial) polüdaktüülia (jäsemeskeleti fenotüüp, mille puhul on tekkinud lisasõrmed/-varbad; joonis 9.44 B´). Kirjeldamaks morfogeeni (SHH) mõju jäseme arengule, pakkus arengubioloog Lewis Wolpert 1960. aastal välja nn Prantsuse lipu mudeli, mille järgi ZPA-rakud sekreteerivad morfogeeni, mis tekitab ruumilise gradiendi jäsemepungas, spetsialiseerides mesenhümaalseid rakke jaotuma vastavalt kolmeks sõrmeks/varbaks (iga lipuvärv tähendab ühte sõrme/varvast; joonis 9.44 A). Tänapäeval arvatakse, et sõrmede/varvaste spetsialiseerumine on peamiselt sõltuv sellest ajast, kui kaua Shh ekspresseeritakse, ja ainult vähesel määral kontsentratsioonist. Rakud, mis panustavad 2. ja osaliselt 3. sõrme/varbasse, on määratud kaugele ulatuva SHH-difusioonist, samas posterioorsemad (3.–5.) sõrmed/varbad pärinevad mesodermaalsetest rakkudest, mis on varem ekspresseerinud Shh (ZPA päritolu; joonis 9.44 C). Kui ZPA rakkudes aktiveeritakse SHH, siis osa rakke panustab 3. sõrme/varbasse, ja ülejäänud ZPA päritolu rakud, mis ekspresseerivad Shh ajaliselt kauem, panustavad progresseeruvalt vastavalt 4. ja 5. sõrme/varbasse. Kõige anterioorsem 1. varvas (pöial) ei vaja SHH-signaali. Selle areng sõltub erinevatest transkriptsiooniregulaatoritest (nt TBX5, SALL4). Peale varvaste/sõrmede identiteedi määramise aitab SHH stimuleerida ka jäsemepunga mesenhüümirakkude proliferatsiooni ja kasvamist, kujundades jäsemepunga kuju. SHH aktiveerib ja säilitab ka BMP-valkude ekspressiooni gradienti jäsemepungas. BMP- ja RA-signalisatsioonil on oluline roll varvaste/sõrmede vormimisel läbi sõrmedevahelise mesodermi (rakud sõrmede vahel, mis hiljem lähevad apoptoosi).


    9.5.4.4. Jäsemete dorsaalne-ventraalne areng


    Jäsemed on oma dorsaalselt ja ventraalselt pinnalt erinevad (nt sõrmenukid, küüned vs. peopesa, tald, padjandid). D-V telje spetsialiseerumine jäseme arengus on seotud jäsemepunga ümbritseva ektodermiga.
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    Joonis 9.45. Jäsemepunga dorsaalne-ventraalne areng. Jäsemepunga dorsaalses ektodermis ekspresseeruv WNT7 aktiveerib TF Lmx1b dorsaalse ekspressiooni distaalses mesenhüümis. WNT7 signaal on vajalik ka polariseeriva aktiivusega tsoonis (ZPA) SHH ekspressiooniks. Ventraalses ektodermis ekpresseeritakse BMP indutseeritud TF Engrailed-1 (EN-1), mis vastutab jäseme ventraalsete osade kujunemise eest, represseerides Wnt7a ja Lim-1. Mesodermaalne BMP-signaal aitab kaasa AER-i moodustumisele.


    


    Kui jäsemepunga ektodermi eksperimentaalselt pöörata, siis D-V polaarsus pöördub, samas teised jäseme teljed säilivad. Üks D-V telje kujunemise võtmekomponent on dorsaalses ektodermis avalduv Wnt7a (joonis 9.45). Ektoopiline Wnt7a ekpressioon jäsemepungas on suuteline dorsaliseerima ventraalset pinda ja Wnt7a välja lülitamine ventraliseerib omakorda dorsaalset osa. Näiteks hiire Wnt7a-/- embrüotel arenevad käppade padjandid ka dorsaalsele poolele. WNT7 aktiveerib TF LIM1 (LMX1B) ekspressiooni areneva jäseme dorsaalses mesenhüümis. LMX1B defektsuse korral kujuneb inimesel välja autosomaalne dominantne küüs-põlvekeder sündroom (ingl nail-patella syndrome), mille puhul jäsemete dorsaalsed osad on ventraliseerunud (puuduvad küüned, põlvekedrad). Arvatakse, et LIM1 on võtmefaktor, mis spetsialiseerib rakke dorsaliseeruma. Jäseme ventraalsete osade kujunemise eest vastutab transkriptsioonifaktor Engrailed-1 (EN-1). Engrailed-1 ekspressiooni jäsemepunga ventraalses ektodermis indutseerib mesodermaalne BMP.


    9.5.4.5. Interaktsioonid jäseme arengus kolmel põhiteljel


    Ehkki enamasti vaadeldakse jäseme arengu puhul kolme põhitelje kujunemist eraldi, siis tuleb meeles pidada, et areng neis on tugevalt üksteisega seotud. Tähtsad signalisatsioonikeskused AER ja ZPA ning ka dorsaalne ektoderm on üksteise toimimiseks ja säilimiseks üliolulised. Jäsemepunga laienemine, kasvamine, determineerimine ja diferentseerumine on pikk ja dünaamiline protsess. Jäsemealgme rakkude koordineeritud proliferatsioon vastavalt kehatelgedele tekitab stülopoodi, seugopoodi ja autopoodi, mis on reguleeritud nii ZPA (SHH), AER (FGF) kui ka ektodermi (WNT) signaalidega. Jäsemepunga algstaadiumis on mesenhümaalne BMP4-signaal vajalik selleks, et indutseerida funktsionaalne AER ja algatada Grem1 ekspressioon posterioorses mesenhüümis (joonis 9.46 A). Hiljem, jäsemepunga kasvamisel ZPA-rakkude toodetud SHH aktiveerib Gremlini (BMP antagonist) jäsemepunga distaalses mesenhüümis. Gremlini mõjul toodetakse AER-is FGF, kuna BMP ei pääse inhibeerima FGF sünteesi. Tänu kasvavale Gremlini aktiivsusele vähendatakse mesenhümaalset BMP aktiivsust, mis võimaldab SHH-Gremlin-FGF tagasiside teket ja jäseme edasist arengut distaalses suunas (joonis 9.46 B). Kui jäsemepung kasvab distaalsuunas, siis proksimaalne mesenhüüm ei ole enam AER-i (FGF) ja ektodermi (WNT) signaalide mõju all, see osa on nii A-P kui ka P-D telje suhtes determineeritud ja hakkab diferentseeruma. Mesenhüümi distaalne osa on veel vastavate signaalide mõju all ja seega säilitab mittediferentseerunud oleku. Sõltuvalt FGF tasemest AER-is võib ZPA-d nii aktiveerida kui ka alla suruda. Jäseme varasemas arengus on AER-is FGF tase mõnevõrra madalam. Sellel perioodil aktiveerivad FGF ja samuti ektodermist tulev WNT7a signaal SHH, mistõttu on ZPA funktsionaalne ning kõrge Gremlini tase hoiab AER-i töös. Hilisemas arengus, kui FGF tase tõuseb, blokeerib see omakorda Gremlini distaalses mesenhüümis, mis vallandab inhibitoorse signaalsüsteemi BMP poolt. BMP inhibeeriv mõju FGF-le põhjustab AER-i kadumise ja see viib omakorda ZPA funktsiooni lõppemisele. BMP inhibeerib ka WNT7a signaali piki D-V telge (joonis 9.46 C). Sellega lõpetatakse jäseme kasvamise embrüonaalne faas. Jäseme arengu hilises faasis panustavad BMP-d sõltuvalt arengujärgust ka jäseme skeleti kuju vormimisse ja diferentseerumisse, indutseerides näiteks apoptoosi sõrmede/varvaste vahelises mesenhüümis (ingl interdigital mesenchyme) ja mesenhüümirakkude muutumist kondrotsüütideks. BMP-de (BMP7, BMP4 ja BMP2) aktiivsus interdigitaalses mesenhüümis on spetsiifiliselt alla surutud BMP inhibiitoritega (nt Noggin, Gremlin), mida toodavad arenevad sõrme kõhrerakud ja neid ümbritsevad rakud. Näiteks pardil, kellel arenevad ujulestad, on interdigitaalses mesenhüümis olemas BMP inhibiitor Gremlin, mistõttu apoptoosi ei toimu, erinevalt kanast, kellel vastavat inhibiitorit ei sünteesita varvaste vahel, mistõttu arenevad ujulestadeta varbad.


    Piirkondi, kus jäseme arengus toimub aktiivne apoptoos, nimetatakse vastavalt sõrmedevaheliseks nekrootiliseks tsooniks (ingl interdigital necrotic zone; sõrmede/varvaste eraldumisel), sisemiseks nekrootiliseks tsooniks (ingl interior necrotic zone; küünarluu/kodarluu eraldumisel) ja jäseme kuju vormivaks anterioorseks ning posterioorseks nekrootiliseks tsooniks (ingl anterior/posterior necrotic zone).
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    Joonis 9.46. Signaalikeskuste interaktsioonid jäsemepunga arengus. A. Jäsepunga arengu alguses reguleerib BMP4 üles Grem1 ekspressiooni. SHH ekspressioon ja signalisatsioon aktiveeritakse GREM1-st ja FGF-st sõltumatult. B. Jäsemepunga pikenemisel ja kasvamisel distaalses suunas reguleerib SHH Grem1 ekspressiooni, mis võimendab FGF signaali AER-st ja see omakorda SHH signalisatsiooni ZPA-st. C. Lõppfaasis inhibeerib kõrgenenud FGF tase AER-st Gremlini, BMP tase tõuseb (FGF inhibeeritakse), aidates kaasa signaalkeskuste AER-i ja ZPA funktsiooni lõppemisele. Mustad jooned näitavad üksteisega seotud inhibeerivaid/aktiveerivaid signaale ja katkendlikud jooned inaktiivseid signaaliteid.


    9.5.5. Imetaja neeru areng


    Neerud on organid, mis reguleerivad kehavedelike koostist ja kogust ning eemaldavad metaboolseid jääkprodukte. Neeru funktsionaalseteks ja struktuurseteks üksusteks on keerulise ülesehitusega ja funktsioonilt erinevatest rakkudest moodustunud torujad nefronid (inimesel keskmiselt 900000 ühe miljon neeru kohta), mille ühes osas (neerukehakestes) filtreeritakse verd (moodustub esmane uriin) ja teises osas (neerutorukestes) moodustub lõplik uriin, mis suunatakse korjetorukestesse ja sealt edasi kusejuhasse.


    
      [image: ]

    


    Joonis 9.47. Imetaja neeru areng. A. Imetajatel läbitakse neeru arengus eelneeru e pronefrose, keskneeru e mesonefrose ja järelneeru e metanefrose staadium. Pronefros ja mesonefros on ajutised struktuurid (helepruun). Metanefrosest kujuneb lõplik neer. Pronefrilisest juhast saab alguse Wolffi juha. Osa keskneeru torukestest säilivad (tumepruun), moodustades isastel loomadel koos Wolffi juhaga munandimanuse, seemnejuha ja seemnepõiekese. Emastel embrüotel Wolffi juhad degenereeruvad ja Mülleri juhadest (oranž) diferentseeruvad munajuhad, emakas ja tupe ülemine osa (isastel embrüotel Mülleri juhad degenereeruvad). B. Metanefriline mesenhüüm indutseerib Wolffi juhadest arenema kusejuhapungad, mis omakorda mõjutavad mesenhüümi rakkude koondumist kusejuhapunga otstesse ning nende epiteliseerumist mesenhümaal-epiteliaalse transitsiooni (MET) teel. Mesenhüümi rakkudest tekivad seeläbi esmalt epiteliaalsed vesiikulid ja seejärel S-kujulised kehad, mis varustatakse veresoontega ning moodustuvad korjetorukestega ühenduses olevad nefronid.


    Neerude arengu puhul on vaadeldavad sarnased mehhanismid, mis teistegi organite arengu puhul (nt epiteeli-mesenhüümivahelised interaktsioonid, harunemise morfogenees, tüvi- ja eellasrakkude säilitamine ja diferentseerumine, rakkude migratsioon ja adhesioon ning interaktsioon ekstratsellulaarse maatriksiga). Imetaja neerude areng on eriline selle poolest, et läbitakse kolm arengufaasi (I ja II on ajutised), mille käigus tekivad järjest komplekssemad paarilised neerud. Varases embrüogeneesis (inimesel 22. arengupäeval ja hiirel E8) moodustub intermediaalsest mesodermist pronefriline juha, mis indutseerib ümbritsevat mesenhüümi arenema eelneeruks ehk pronefroseks. Mõningatel primitiivsetel täiskasvanud alamatel selgroogsetel (nt pihklased ja silmud) toimib pronefros neeruna. Pronefros on funktsionaalne ka kalade (pärisluukalad, varilõpuselised) embrüotes (täiskasvanud organismis asendub mesonefrosega) ja kahepaiksete kullestes, kus see metamorfoosi käigus asendub mesonefrosega. Imetajatel on pronefros lühiajaline ja mittefunktsionaalne, taandarenedes suhteliselt kiiresti (inimesel asendub 3,5. arengunädalal mesonefrosega). Pronefrilise juha sabapoolne (kaudaalne) osa säilib, sellest moodustub nefriline ehk Wolffi juha. Keskmine osa pronefrilisest juhast indutseerib ümbritseva mesenhüümi arenema järgmiseks neeruks – keskneeruks ehk mesonefroseks (joonis 9.47 A). Imetajatel (erinevalt kaladest ja kahepaiksetest, kel toimib mesonefros funktsionaalse neeruna), on mesonefros samuti ajutine struktuur, mis apoptoosi teel taandareneb. Siiski osa keskneeru torukestest säilivad, panustades isastel koos Wolffi juhaga munandimanuse, seemnejuha ja seemnepõiekese moodustumisse suguorganite arengus (joonis 9.47 A). Kolmandas etapis areneb sarnasel viisil eelnevatega järelneer ehk metanefros (inimesel kümnendal arengunädalal), mis on lõplik funktsionaalne neer amniootidel (roomajad, linnud, imetajad).


    Järelneeru arengus mängib olulist rolli intermediaalsest mesodermist pärinevate mesenhümaalsete rakkude interaktsioon epiteliaalsete rakkudega. Metanefriline mesenhüüm indutseerib paarilistest Wolffi juhadest arenema kusejuhapungad, millest läbi harunemise ja kasvamise arenevad kogumistorukesed ja kusejuha, mis suunab uriini kusepõide (joonis 9.47 B). Kusejuhapung indutseerib omakorda metanefrilise mesenhüümi rakke koonduma enda ümber, millest formeeruvad epiteliaalsed struktuurid, mis annavad aluse neeru nefronitele ja mõnedele vaskulaarsetele derivaatidele. Kusejuhapunga korrektne positsioon on määrava tähtsusega, mistõttu Wolffi juha vales piirkonnas indutseeritud kusejuhapung võib häirida kuseteede ja neerude arengut. Üks signaalmolekul, mis aitab inhibeerida kusejuhapunga moodustumist vales piirkonnas, on BMP4 (ingl Bone morphogenetic protein 4). Kriitilise tähtsusega regulaator kusejuhapunga väljakasvamiseks ja edasiseks harunemiseks on kasvufaktor GDNF (ingl Glial derived growth factor). Metanefrilise mesenhüümi sekreteeritud retinoolhape ja GDNF aktiveerivad signaalide kaskaadi, mis reguleerib üles RET-retseptori ekspressiooni (ka β-kateniini ja GATA3) Wolffi juha rakkudes, millest saavad kusejuhapunga rakud, aidates kaasa kusejuhapunga moodustumisele ja nende kasvamisele metanefrilise mesenhüümi poole (joonis 9.47 B). Gdnf-/- ja Ret-/- hiirtel on kusejuhapunga ja seetõttu ka neerude areng tugevalt häiritud. Kusejuhapunga väljakasvamisel, harunemisel (algne kusejuha harunemine on dihhotoomne – järjestikku kaheks hargnev) ja n-ö ureetrapuu moodustumisel on olulised peale GDNF-i ka teised signaalmolekulid (nt TGF-β1, FGF, BMP4, WNT11, VEGF-A, HGF ja EGF). Metanefrilise mesenhüümi GDNF indutseerib WNT11 sünteesi kusejuhapunga rakkudes ja WNT11 omakorda reguleerib GDNF taset. Selline vastastikune regulatsioon on vajalik, et kindlustada metanefrilise mesenhüümi rakkude jätkuv proliferatsioon ja kusejuhapunga harunemine neeru arengus. Defektid, mis vähendavad kusejuhapunga harunemist (nt FGF7- ja FGF10-puudulikel hiirtel on kusejuhapunga harunemine häiritud), põhjustavad ka nefronite arvu vähenemist. Kusejuhapung on neeru arenguks ülioluline, ilma selle struktuurita lähevad metanefrose mesenhüümirakud apoptoosi. Kusejuhapung sekreteerib kasvufaktoreid FGF2 ja BMP7, mis inhibeerivad apoptoosi ja võimendavad mesenhüümi rakkude koondumist ja agregeerumist ümber kusejuhapunga (joonis 9.47 B). Kusejuhapunga harude otstes paiknevad metanefrilise mesenhüümi rakud teevad läbi mesenhümaal-epiteliaalse transitsiooni (MET), muutudes epiteliaalseteks neeruvesiikuliteks, mis säilitavad kontakti kusejuhapungaga (joonis 9.47 B). MET-protsessi aitavad vahendada kusejuhapunga külgmistes osades paiknevad WNT6 ja WNT9b, mis aktiviseerivad geenide Wnt4, Fgf8 ja Pax8 ekspressiooni metanefrose mesenhüümis. WNT4 indutseerib omakorda Lhx1 ekspressiooni, mis on oluline MET toimumiseks. Wnt4-puudulikel hiirtel on metanefrilise mesenhüümi rakkude MET tugevalt häiritud ja epiteeli ei moodustu. Metanefrilise mesenhüümi päritolu rakkudest saavad multipotentsed iseuuenevad tüvirakud, mis annavad aluse nefroni erinevatele rakutüüpidele. Tüvirakkude staatust aitavad säilitada FGF-signaalid kusejuhapungast. Epiteliaalsetest neeruvesiikulitest kujunevad läbi morfogeneetiliste liikumiste nn S-kujulised kehad (ingl S-shape bodies), mis pikenevad ja diferentseeruvad neeru regionaalspetsiifilisteks rakutüüpideks: Bowmani kapsli rakud, podotsüüdid, proksimaalse ja distaalse neerutorukese rakud (joonis 9.47 B). S-kehade proksimaalne osa (neerukehake, glomerulus) varustatakse veresoontega ning keskmine ja distaalne osa liitub kusejuhapunga epiteeliga võimaldades materjali liikumist kahe struktuuri vahel. Kusejuhapunga jätkuv kasv ja harunemine moodustab kogumistorukesed, mis ühendavad nefronid kusejuhaga nii emastel kui isastel embrüotel. Kusejuha omakorda kannab filtreeritud uriini moodustuvasse kusepõide. Kusejuha ja põie ühinemiskoht on arenguliselt olulise tähtsusega. Arengudefekti hüdronefroosi puhul ei saa uriin normaalselt põide. Kusepõis areneb kloaagist. Imetajatel on kloaak jaotatud vaheseinaga pärakuks ja urogenitaalsiinuseks, millest arenevad kusepõis ja kusiti.


    Emastel embrüotel degenereerub Wolffi juha hiljem ja Mülleri juhadest diferentseeruvad munajuhad, emakas ja tupe ülemine osa (joonis 9.47 A). Tsöloomi (teisene kehaõõs) epiteelist pärinevate paariliste Mülleri juhade arengut indutseerivad lähedal paiknevad Wolffi juhad. Isastel embrüotel degenereeruvad Mülleri juhad anti-Mülleri hormooni (produtseeritud arenevates testistes Sertoli rakkude poolt) mõjul ning Wolffi juhadest arenevad munandimanused, seemnejuhad ja seemnepõiekesed (joonis 9.47 A).


    9.5.6. Soo determinatsioon


    Soo determinatsioon on mehhanism, millega määratakse selle liigi indiviidile iseloomulik soospetsiifiline fenotüüp (nt mees vs. naine; täkk vs. mära; utt vs. jäär; kukk vs. kana; lesk vs. töömesilane või mesilasema). Paljudel hulkraksetel organismidel (nt enamikul loomadel) on olemas nii emas- kui isassoost isendid, kes produtseerivad soospetsiifilisi sugurakke ning lahksugulise paljunemisega toodavad järglaskonda. Samas näiteks enamikul õistaimedest on nii emas- kui ka isassoo-organid ühel ja samal indiviidil. Loomariigis ei ole hermafrodism ehk mõlemasugulisus nii laialdaselt levinud (ca 5% liikidest). Siiski kaladel, tigudel, mantelloomadel, korallidel, imiussidel ja nuivähkidel on hermafrodism küllaltki tavaline (joonis 9.48). Hermafrodiidid, produtseerides nii munarakke kui sperme, võivad paarituda üksteisega või sobiliku paarilise puudumisel lasta käiku nn plaani B ehk iseviljastumise. Enamasti on hermafrodiitsetel loomadel isas- ja emasgonaadid ruumiliselt üksteisest eraldatud. Mõningatel juhtudel alustavad loomad oma elu isasena või emasena ja hilisemas elujärgus muudavad soo vastupidiseks (vastavalt protoandrilised ja protogüünsed hermafrodiidid; esineb mitmetel kaladel, nt merikogrel ja klounkalal). Sugu võib olla määratud keskkonna tingimustega (nt temperatuur, niiskus, pH ja sotsiaalsed interaktsioonid). Mitmetel kaladel ja roomajatel (mõnedel sisalikel, tuataaradel, enamikul kilpkonnadel ja kõigil krokodillilistel) määratakse sugu peale viljastumist temperatuuri järgi (joonis 9.48). Sõltuvalt liigist on küllaltki kitsas spetsiifiline temperatuurivahemik, milles arenevad kas emased või isased või mõlema soo isendid.


    Enamikul kilpkonnadel, nagu ka punakõrv-ilukilpkonnal (Trachemys scripta), arenevad jahedamates pesades ainult isased ja soojemates emased. Tuataaradel (Sphenodon punctatus) on täheldatud vastupidist situatsiooni: isased kujunevad kõrgemal ja emased madalamal temperatuuril. Krokodillilistel (nt Ameerika alligaatoril, Alligator mississippiensis), mõnedel kilpkonnadel (nt Chelydra serpentia) ja sisalikel (nt Amphibolurus muricatus) arenevad isased keskmiste temperatuuride juures ja emased pigem ekstreemsete (madalamate ja kõrgemate) temperatuuride juures. Mõningatel juhtudel võib kromosoomidest sõltuv soo determinatsioon ümber lülituda keskkonnast sõltuvale. Näiteks sisaliku Bassiana duperreyi sugu on määratud sugukromosoomidega (XX/XY-süsteem), kuid madala temperatuuri juures arenevad XX-embrüotest isastele loomadele iseloomuliku fenotüübiga isendid. Milliste molekulaarsete mehhanismide abil temperatuur isendi sugu mõjutab, on tänaseni ebaselge. Üheks võimalikuks temperatuuritundlikuks võtmekomponendiks on pakutud ensüümi aromataasi (CYP19), mis reguleerib gonaadi östrogeeni taset. Östrogeen on hormoon, mis on oluline roomajatel munasarjade arenguks. Näiteks kilpkonnal (Emys obicularis) on näidatud, et aromataasi aktiivsus on isassugu soodustavatel temperatuuridel (25 °C) madalam, samas on selle ensüümi aktiivsus märgatavalt kõrgem emassugu määraval temperatuuril (30 °C). Östrogeenile ja selle inhibiitoritele tundlik arenguaken langeb kokku perioodiga, mil soo determinatsioon neil roomajatel aset leiab.


    Imetajatel, lindudel, kahepaiksetel, enamikul putukatel ja osal kaladest ning roomajatest on indiviidi sugu määratud nende genotüübiga (kromosomaalne soo determinatsioon). Sõltuvalt liigist võib kromosomaalsel soo determinatsioonil olla mitmesuguseid variatsioone ja erinevusi. Imetajatel ja osal putukatel, roomajatel, kaladel ning amfiibidel on XX karüotüübiga indiviid emane ja XY karüotüübiga isane (joonis 9.48). Ekstreemne näide on ürgimetajast ainupiluline nokkloom, kellel on kümme sugukromosoomi, mistõttu on XYXYXYXYXY isane ja XXXXXXXXXX emane. Samuti on ka mõnedel teistel imetajatel kõrvalekaldeid tavalisest XY-süsteemist. Näiteks lemmingul Myopus schisticolor on peale XX ka XY-karüotüübiga emased ja XY isased. X-kromosoom emastel lemmingutel (emassugu determineeriv X-kromosoom) erineb isaste X-kromosoomist (isassugu determineeriv X-kromosoom). Uruhiire Microtus oregoni puhul on X0-karüotüübiga emane ja XY-karüotüübiga isane. Jaapanis elavatel närilistel Tokudaia osimensis ja Tokudaia tokunoshimensis on nii isane kui ka emane X0-karüotüübiga (kaotatud vastavalt Y-kromosoom ja üks X-kromosoom). Muttlemmingutel Ellobius tancrei ja Ellobius talpinus on nii isased kui emased XX-karüotüübiga.


    Mitmetel putukatel (nt prussakad, rohutirtsud, ritsikad) ja ümarussidel (nt Chaenorhabditis elegans) on oluline X-kromosoomide arv (X0 isane vs. XX emane või C. elegans’i puhul hermafrodiit). Lindudel, osal roomajatel (nt maod) ja liblikatel on kahe Z-sugukromosoomiga embrüo isane ja WZ-kombinatsiooniga emane (joonis 9.48). Putukatel (nt liblikalistel) esineb peale klassikalise WZ/ZZ-süsteemi mitmesuguseid variatsioone (Z/ZZ; WZ1Z2/Z1Z1Z2Z2; W1W2Z/ZZ) (joonis 9.48). Mitmetel loomadel on soo determinatsioon seotud ka haplodiploidsusega: haploidsetest viljastamata munadest arenevad partenogeneetiliselt (neitsisigimine) isased ja viljastatud diploidsetest munadest emased (nt mesilastel, sipelgatel, herilastel; joonis 9.48).
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    Joonis 9.48. Soo determinatsiooni võimalused erinevatel loomadel. Imetajad (pärisimetajad, kukkurloomad ja ainupilulised), roomajad (kilpkonnad, maod, krokodillid, sisalikud), kahepaiksed (konnad, salamandrid, kärnkonnad), kiletiivalised (sipelgad, mesilased, herilased), kahetiivalised (kärbsed).


    9.5.6.1. Imetajate primaarne soo determinatsioon


    Imetajate primaarne soo determinatsioon ehk gonaadide (munarakke tootvad munasarjad ja seemnerakke tootvad munandid) determinatsioon on kromosomaalne, keskkonnast sõltumatu, geenide suunatud protsess. Imetajatele on iseloomulik isassoo heterogameetsus (nt lindudel ja liblikatel on emassoo heterogameetsus); see tähendab, et isased produtseerivad spermatogeneesi käigus kaht tüüpi gameete: X-kromosoomi ja Y-kromosoomi kandvaid sperme. Kui eduka viljastumise käigus kannab sperm munarakku teise X-kromosoomi, on tulemuseks emane (XX) sügoot, kui Y-kromosoomi, siis isane (XY) sügoot. Inimestel on seega naine tüüpiliselt (46, XX) ja mees (46, XY) karüotüübiga (indiviidi kromosoomistik).


    Nii emas- kui isasgonaadi areng saab imetajatel alguse bipotentsiaalse (e sooneutraalse) gonaadi (võimeline arenema nii testiseks kui ka munasarjaks) moodustumisest (joonis 9.49). Paariline gonaadialge (inimese embrüos on bipotentsiaalse gonaadi alge vaadeldav alates neljandast nädalast, hiirel E10.5) tekib intermediaalsest ehk vahelmisest mesodermist, mille ventraalse pinna moodustab tsöloomi (kehaõõne) seinaepiteel. Tsöloomi epiteelirakud prolifereeruvad, läbivad EMT ja moodustavad koos mesenhüümi rakkudega paarilised genitaalvallid. Selles arenguetapis migreeruvad ka tulevased sugurakud ehk ürgsed idurakud (PGC) rebukotist genitaalvalli. Mitmed transkriptsioonifaktorid (nt EMX2 ja LHX9) on kriitilised bipotentsiaalse gonaadi arengus (joonis 9.49). Emx2-/- ja Lhx9-/- hiirtel on gonaadide areng tugevalt häiritud, mistõttu funktsionaalseid gonaade ei moodustu.


    9.5.6.1.1. Isasgonaadi areng


    Kui embrüo on XY karüotüübiga, siis (alates kaheksandast nädalast inimesel ja E12 hiirel) osa genitaalvalli rakke diferentseerub Sertoli rakkudeks, misjärel ürgsed idurakud ümbritsetakse Sertoli rakkude ja peritubulaarsete müoidsete rakkudega, moodustades munandiväädid (lad testicular cord; struktuurid, millest arenevad hiljem (inimesel puberteedis, hiirel peale sündi) väänilised seemnetorukesed), mis ühinevad munandivõrgus (lad rete testis) (joonis 9.49). Väljastpoolt ümbritsetakse munandiväädid (ja idurakud) omakorda ekstratsellulaarse maatriksi komponentidest moodustunud valkjaskestaga (lad tunica albuginea). Loote Sertoli rakud toodavad anti-Mülleri hormooni (AMH), mis takistab Mülleri juha (millest emaslootes arenevad munajuha, emakas, emakakael ja osa vagiinast) arengut. Sertoli rakud interakteeruvad arenevate sugurakkudega, toetades nende kasvu ja diferentseerumist gametogeneesis. Samal ajal moodustuvad tsöloomi epiteelist ja gonaadi-mesonefrose piiri rakkudest (ingl gonad-mesonefros border cells) Leydigi rakud, mis hakkavad tootma testosterooni, põhjustades loote maskuliniseerumise. Leydigi rakkude varane diferentseerumine ja proliferatsioon on reguleeritud Sertoli rakkude sekreteeritud signaalmolekulidega (nt DHH, Desert Hedgehog ja kasvufaktor PDGFA). Imetajate gonaadid arenevad algul koos lähedal paiknevate mesonefrose päritolu paariliste Wolffi juhade ja nendega paralleelsete Mülleri juhadega, hiljem Mülleri juhad degenereeruvad XY-embrüotes AMH toimel. Loote hilisemas arengus (inimesel ~16. nädalal) arenevad mesonefrose torukestest viimajuhakesed, mis ühinevad läbi munandivõrgu munandiväätidega ning Wolffi juhaga. Wolffi juha algusosa ja mesonefrose torukesed moodustavad munandimanuse (epidiidium), ülejäänud Wolffi juhast kujuneb seemnejuha (lad vas deferens). Paralleelselt testiste tekkega XY-indiviidis diferentseeruvad ürgsed idurakud prespermatogoonideks (hiirel kuni vanuseni E16.0), mis prolifereeruvad ja liiguvad G0/G1 mitoosiaresti kuni sünnini.
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    Joonis 9.49. Geneetilised faktorid ja signaalirajad gonaadide arengus. Bipotensiaalse gonaadi välja kujunemiseks on vajalikud mitmed transkriptsioonifaktorid (nt Emx2 ja Lhx9), mis aitavad reguleerida rakkude proliferatsiooni ja apoptoosi. Sõltuvalt soospetsiifilisest genotüübist aktiveeritakse Sry XY-gonaadides. Sry suunab gonaadi arenema testise suunas, võimendades Sox9 ekspressiooni ja läbi selle geenide ekspressiooni, mis on vajalikud testise välja kujunemiseks ja spetsiifilisuse säilitamiseks (inihibeerivad munasarja arengusuunale spetsiifiliste Rspo1, Wnt4, Foxl2 ekspressiooni). XY-embrüotel diferentseerub osa genitaalvalli rakke Sertoli rakkudeks, misjärel ümbritsetakse sugurakud (gonotsüüdid) Sertoli rakkude ja peritubulaarsete müoidsete rakkudega, moodustades munandiväädid. Munasarja arenguks on vajalik Rspo1, Wnt4 (aktiveerivad omakorda beeta-kateniini) ja Foxl2 ekspressioon XX-gonaadis, takistades testise arengut (inhibeerivad Sox9 ja Fgf9 ekspressiooni) ja võimendades munasarja oma. Munasarjade areng algab automaatselt, kui puudub SRY toime.


    Enamikul imetajatel on peamiseks bipotentsiaalse gonaadi suunajaks testise arenguteele Y-kromosoomi lühikeses õlas paiknev geen Sry (sex-determining region of the Y chromosme) (joonis 9.49). Erandiks on ainupilulised imetajad nokkloom ja sipelgasiil, kellel Sry puudub. SOX-perekonna transkriptsioonifaktor Sry indutseerib pre-Sertoli rakkude diferentseerumist Sertoli rakkudeks, mis on eelduseks testise kujunemisele. XY-indiviidid, kellel Y-kromosoomi lühike õlg on puudu, on fenotüübilt emased (kuigi steriilsed). Mutatsioonid Sry-geenis ja Sry-valgu funktsionaalsuses võivad põhjustada mitmesuguseid arenguhäireid. Näiteks Swyeri sündroomi (e gonaadidüsgeneesi) puhul (umbes 20%-l Swyeri sündroomi juhtudest on põhjuseks mutatsioonid Sry-geenis) on 46, XY-indiviididel testiste (ka munasarjade) areng pärsitud, kuid neil võivad areneda emakas ja munajuha ning naissoole omased välissuguelundid hoolimata mehe karüotüübist, mistõttu Swyeri sündroomiga indiviidid kasvavad üles naistena. Puberteedieas vajavad need indiviidid hormoonasendusravi (kuna funktsionaalseid munasarju ei moodustu, siis neid hormoone ei toodeta). Indiviididel (46, XX), kellel on Sry-geen paigutunud X-kromosoomi (juhuslikult toiminud indiviidi isa spermatogeneesi käigus), arenevad meessoole omased tunnused, ehkki karüotüübilt on tegemist naisega (puudub Y-kromosoom).


    Kui Sry on saavutanud oma ekspressiooni kõrghetke (hiirel E11.5,; inimesel kuues kuni kaheksas nädal), aktiveerib Sry (ka SF1, ingl steroidogenic factor 1) omakorda geeni Sox9, mille ekspressioon XY-gonaadides märgatavalt suureneb (XX-gonaadides Sox9 ekspressioonitase langeb, ehkki algul on see genitaalvallis olemas) (joonis 9.49). Seega on ainult Sry-positiivsetes XY-gonaadides kõrge SOX9 tase, mis omakorda aktiveerib Sertoli rakkude arengu. XY-karüotüübiga hiire embrüotel põhjustab gonaadides Sox9 välja lülitamine emassoole omaste munasarjade arengut ja XX-karüotüübiga embrüotel Sox9 üleekspressioon vastavalt testiste arengut. Erinevalt lühiajalisest Sry ekspressioonist arenevas gonaadis säilitatakse Sox9 ekspressioon testises nii loote- kui ka täiskasvanueas (SOX9 on võimeline aktiveerima enda promootorit). Seega on Sox9 keskne isassugu determineeriv geen selgroogsetel ja seda aktiveerib imetajatel Sry, lindudel ja kaladel DMRT või roomajatel näiteks vastav temperatuur. SOX9 aitab inhibeerida β-kateniini võimet indutseerida munasarjade teket ning aktiveerib mitmeid testise arenguks olulisi geene: Fgf9 (ingl fibroblast growth factor 9), Amh (ingl anti-Müllerian hormone), PGDS (ingl prostaglandin-D synthase) (joonis 9.49). FGF9 omakorda reguleerib Sox9 ekspressiooni, Sertoli eellasrakkude proliferatsiooni ja diferentseerumist. FGF9 koostöös SOX9-ga võimendab XY-gonaadis testise arengut, surudes maha munasarja arengu eest vastutavate geenide (nt Wnt4) ekspressiooni (joonis 9.49). Samuti soodustab FGF9 XY-gonaadis idurakkude ellujäämist ning aitab takistada idurakkude enneaegset liikumist meioosi.


    9.5.6.1.2. Emasgonaadi areng


    Erinevalt testise arengust, kui testiseväädid formeeruvad hiirel juba E12 (inimesel kaheksandal nädalal), hakkavad munasarja folliikulid arenema märgatavalt hiljem. Sünnieelsel ja varasel sünnijärgsel perioodil migreeruvad tsöloomi epiteelirakud munasarja kooreosasse ja annavad aluse granuloosarakkudele (ümbritsevad ja toidavad arenevat munarakku) ning algab follikulogenees, mille käigus individuaalne arenev munarakk ümbritsetakse folliikuliga (vt peatükk 9.1.1.2) (joonis 9.49). Peale granuloosarakkude osalevad folliikulite tekkes ka sidekoelised teekarakud, mis on pärit munasarja strooma mesenhümaalsetest eellasrakkudest. Pärast ürgsete idurakkude (PGC) jõudmist gonaadi (hiirel E12.5) alustavad PGC-d seksuaalset diferentseerumist (oogoonid vs. spermatogoonid) vastavalt somaatiliste rakkude sugukromosoomidele. XX-karüotüübiga embrüotel hakkavad (hiirel E14.5, inimesel peale seitsmendat kuud) oogoonidest moodustuma primaarsed ootsüüdid, mis jäävad meioosi diploteeni aresti kuni suguküpsuse saabumiseni. Erinevalt testiseväätide (vääniliste seemnetorukeste) arengust on folliikulite areng tugevasti seotud arenevate sugurakkudega, ilma nendeta folliikulite areng peatub.


    Kui isastel XY-karüotüübiga embrüotel Mülleri juha Sertoli rakkude produtseeritud anti-Mülleri hormooni toimel degenereerub, siis emastel (XX-karüotüübiga) embrüotel Mülleri juhad säilivad ning neist arenevad munajuhad, emakas, emakakael ja ülemine osa tupest. Kuna XX-embrüotel ei toodeta testosterooni piisavalt, siis Wolffi juhad degenereeruvad.


    Imetajate munasarjade arengus on tähtis roll transkriptsioonifaktoril FOXL2 (ingl forkhead box L2) ja R-spondin1/WNT4/β-kateniini vahendatud signaalirajal, mis aitavad takistada testise arengut ja võimendada munasarja oma (joonis 9.49). XY-karüotüübiga hiirtel, kellel on Foxl2 üleekspresseeritud, ja XX-karüotüübiga hiirtel, kellel on Foxl2 välja lülitatud, esinevad soospetsiifiliste gonaadide arengus häired. FOXL2 ja WNT4 osalevad mõlemad geeni Follistatin aktivatsioonis, mis on oluline granuloosarakkude arengus. Wnt4 on algul ekspresseeritud genitaalvallis sõltumata soost, kuid hiljem ekspresseerub Wnt4 spetsiifiliselt XX-gonaadis, mis on võtnud munasarja arengusuuna, ja on maha reguleeritud XY-karüotüübiga testises. R-spondin1 on üks peamisi emassugu determineerivaid faktoreid, vahendades WNT4-signaali ja aktiveerides kanoonilist β-kateniini signaalirada. XX-karüotüübiga indiviididel, kellel RSPO1-geeni funktsioon on kadunud, ja XY-karüotüübiga indiviididel, kellel on RSPO1 ja WNT4 duplikatsioon, muutub sugu vastupidiseks. Mutatsioonid Wnt4-geenis (nii inimesel kui hiirel) põhjustavad osaliselt isase fenotüüpi (testisele iseloomulik vaskulatuur, Wolffi juha derivaadid). β-kateniin aitab säilitada munasarja arengut ja SOX9 sünteesi blokeerides takistab testise arengut (joonis 9.49). XY-gonaadidega hiirtel, kellel on β-kateniini üleekspressioon, arenevad munasarjad.


    9.5.6.2. Sekundaarne soo determinatsioon


    Peale primaarse soo determinatsiooni (bipotentsiaalsest gonaadist munandite või munasarjade moodustumine) järgneb imetajatel sekundaarne soo determinatsioon, see on protsess, mille käigus kujuneb emas- ja isassoole omane fenotüüp (vastavad suguorganid, rinnanäärmed, kehasuurus, häälepaelad, muskulatuur, karvakasv) tänu gonaadides (munandid, munasarjad) produtseeritud hormoonidele ja parakriinsetele faktoritele. Nii emaste kui isaste sekundaarset soo determinatsiooni võib vaadelda kahe ajalise etapina. Esimene etapp toimub embrüonaalselt organogeneesi käigus ja teine puberteedieas. Kui gonaadid ei ole korrektselt välja arenenud, siis arenevad enamasti emastele iseloomulikud tunnused. Munasarjas toodetud östrogeeni mõjul arenevad Mülleri juhadest munajuhad, emakas, emakakael ja tupe ülemine osa (joonis 9.50). Östrogeen on vajalik ka Wolffi juha derivaatide normaalseks arenguks. Genitaalköbrukesest (genital tubercle) diferentseerub XX-karüotüübiga indiviidil kliitor ja XY-indiviidil testosterooni mõjul peenis (inimesel üheksandaks nädalaks) ja urogenitaalsiinusest (peale kusepõie ja kusiti) isastel vastavalt eesnääre ehk prostata ja emastel Skene nääre (eesnäärmele sarnane periuretaalnääre) (joonis 9.50).
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    Joonis 9.50. Mees- ja naissuguorganite areng.


    Isastel (XY-karüotüübiga) indiviididel produtseerivad Sertoli rakud anti-Mülleri hormooni, mis põhjustab Mülleri juhade degeneratsiooni. Leydigi rakkudes toodetud androgeen, testosteroon, põhjustab Wolffi juhade diferentseerumist munandimanuseks (epidiidium) ja seemnejuhaks (lad vas deferens) ning seemnepõiekeseks. Samas kusiti, eesnäärme, skrootumi ehk munandikoti ja peenise arengut kontrollib pigem testosteroonist (ensüümi 5α-ketosteroid reductase 2 toimel) tekitatud 5α-dihüdrotestosteroon (DHT) (joonis 9.51). Lapsed, kellel on see ensüüm defektne, ei ole võimelised DHT-d tootma, mistõttu on neil väike peenis, munandid ei ole laskunud ja munandikotti ei moodustu. Kuna neil võivad esineda naissoole iseloomulikud välised sugutunnused (on umbselt lõppev lühike tupeosa, emakas ja munajuhad puuduvad), peetakse neid tihti ekslikult tüdrukuteks (joonis 9.51). Ent puberteedi saabumisel testosterooni tase tõuseb, kompenseerides DHT puudujäägi ja välised sugutunnused võivad mehelikult välja kujuneda. XY-indiviididel, kellel puudub androgeeni retseptor, kujuneb androgeenitundetuse sündroom (ingl androgen insensitivity syndrome). Neil on küll AMH ja testosterooni produtseerivad testised kõhuõõnes, kuid hoolimata sellest arenevad neil väliselt naissoole omased tunnused, kuna peenise, kusiti ja munandikoti areng on seotud androgeeni (DHT) toimega. Samas on nad võimelised vastama östrogeeni (toodetakse neerupealistes või konverteeritakse testosteroonist) signaalidele, mistõttu neil arenevad naissoole iseloomulikud tunnused (nt rinnad, häbememokad, kliitor). Kuna testised toodavad AMH-d, ei arene neil indiviididel Mülleri juha derivaate (emakas ja munajuhad). Selliseid sekundaarse soo determinatsiooni arenguhäireid, kui sekundaarsed sugutunnused ei ühti gonaadisooga, nimetatakse pseudohermafrodismiks. XX-indiviidid, kellel toimub androgeenide üleproduktsioon munasarjades või neerupealistes, on välimuselt mehed (kongenitaalne adrenaalne hüperplaasia).
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    Joonis 9.51. Testosteroon ja dihüdrotestosteroon meesindiviidi suguorganite arengus. Testosteroon, põhjustab Wolffi juha diferentseerumist munandimanuseks, seemnejuhaks ning seemnepõiekeseks. Kusejuha, eesnäärme, munandikoti ja peenise areng on kontrollitud ensüümi 5α-reduktaasi kaasabil tekitatud 5α-dihüdrotestosterooniga (DHT). Indiviid, kellel on 5α-reduktaasi defekt, ei ole võimeline DHT-d tootma, mistõttu võivad neil välja kujuneda naissoole iseloomulikud välised sugutunnused (umbselt lõppev tupeosa), väike peenis, munandikotti ei moodustu ja munandid paiknevad kõhuõõnes, eesnäärme areng on häiritud.

  


  
    9.6. Postembrüonaalne areng


    Peale embrüonaalset arengut jätkub postembrüonaalne ehk lootejärgne areng, mille käigus viiakse lõpuni organo- ja histogenees (nt närvisüsteemis jätkub sünapsite moodustumine ja sünaptiline küpsemine ning aksonite müeliniseerimine), kujuneb välja suguküpsus ning saavutatakse kasvamisega täiskasvanud organismile ja selle kehaosadele omased mõõtmed. Mitmed organismid (nt kahepaiksed ja putukad) läbivad keeruka moonde staadiumi ehk metamorfoosi, mille käigus tänu hormonaalsetele mõjutustele kujuneb vastsest (ülemineku vorm vahetult peale embrüonaalset faasi kuni täiskasvanud staadiumini) anatoomiliselt ja füsioloogiliselt erinev täiskasvanud organism. Postembrüonaalne ümberkorraldus on ka regeneratsioon. See on protsess, mille käigus käivitatakse arengumehhanismid, et taastada puuduv või kahjustatud kude (nt salamandri amputeeritud jäseme regeneratsioon). Põhimõtteliselt võib vaadelda eraldiseisva postembrüonaalse protsessina ka organismi vananemist ja selle käigus toimuvaid muutusi. Alljärgnevalt käsitlemegi neid protsesse lähemalt.


    9.6.1. Kasvamine


    Kasvamine on üks võtmetähtsusega protsesse organismi arengus, pannes aluse nii organismi kui ka organite kujule ja suurusele. Kujutage näiteks ette samalaadse kehaplaaniga loomi: Eesti väikseimat imetajat kääbus-karihiirt (Sorex minutissimus) (kehamass 1,5–4 g) ja suurimat imetajat põtra (Alces alces) (kehamass kuni 600 kg), kes arenevad enam-vähem ühesuguste mõõtmetega viljastatud munarakust. Hilisema arengu ja kasvamise käigus omandavad need liigid märgatavalt erinevate mõõtmete ja proportsiooniga organeid ning kudesid. Imetajatel toimub märkimisväärne kasv juba looteeas, mis jätkub pärast sündi. Inimese implanteerunud (emakasse kinnitunud) embrüo (suurus 0,1–0,2 mm) kasvab sünnihetkeks keskmiselt kuni 50 cm-ni. Kehaosad kasvavad erineva kiirusega. Näiteks inimese pea moodustab üheksanädalaselt 1/3, sünnihetkel 1/4 ja täiskasvanult 1/8 kogupikkusest (joonis 9.52). Organismi kehaplaan pannakse paika juba varases embrüogeneesis väikeste mõõtmete juures, pärast seda algab sõltuvalt liigist aktiivne kasvamine. Kehaosade erinev kasvukiirus erinevatel arenguetappidel mõjutab ka organismi ja organite kuju ning proportsioone. Organite suuruse määramisel on tähtsad nii sisemised kui ka välimised signaalid. Vastavalt organile on ka kontrollmehhanismid suuruse osas erinevad. Näiteks doonori maksa transplantatsioonil suuremate või väiksemate mõõtmetega retsipiendile vastavalt kas indutseeritakse maksa kasvu või vähendatakse apoptoosi teel selle massi, st taastatakse normaalne organi-organismi suhe.
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    Joonis 9.52. Inimese kehaproportsioonid vastavalt vanusele – vasakul imik, paremal täiskasvanu. Skulptor Ülo Õun. Foto: K. Ruisu.


    Samas tüümuse, neeru ja soole transplantatsioonil sellist suuruse muutumist ei ole täheldatud. Kasvamiseks on oluline piisava koguse toitainete olemasolu nii sünnieelsel kui sünnijärgsel perioodil. Laboriloomade peal tehtud katsetega on näidatud, et toitainetevaene dieet tiinuse eelsel ja algsel perioodil põhjustab loodetel muuhulgas ka kasvuhäireid.
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    Joonis 9.53. Kasvamine. Kasvamine on reguleeritud peamiselt rakkude proliferatsiooni ja apoptoosiga. Samuti võivad rakud organismi kasvamise käigus ka suureneda või lisandub erinevaid ekstratsellulaarseid komponente.


    Kasvamine võib toimuda nii rakkude proliferatsiooni (rakkude kiire paljunemine e vohamine), rakkude suurenemise kui ka ekstratsellulaarse materjali hulga suurenemise kaudu (joonis 9.53). Samuti aitab kasvamist reguleerida programmeeritud rakusurm ehk apoptoos (vt peatükk 12). Enamasti toimub kasvamine rakkude proliferatsiooniga, mille käigus rakkude hulk mitootiliste jagunemistega suureneb. Rakkude endi suurenemise korral kasvab individuaalne rakk, suurendades oma massi ja mõõtmeid. Imetajatel näiteks diferentseerunud skeleti- ja südamelihaste rakud enam ei jagune, kuid on võimelised postembrüonaalselt märkimisväärselt kasvama. Lihaskiud kasvavad nii pikkuses kui ka ümbermõõdus (eriti ilmekalt näiteks atleetidel). Neuronid kasvavad samuti, pikendades oma dendriite ja aksoneid. Mitmete organite arengu puhul võib nii proliferatsiooni kui rakkude suurenemist vaadelda kombineerituna (nt silma läätse arengus). Ekstratsellulaarsete (rakuväliste) komponentide hulga suurenemine ja organite kasv sel teel toimub näiteks imetaja kõhrede ja luude arengus (orgaaniline ekstratsellulaarne komponent on kollageen ja anorgaaniline hüdroksüapatiit – Ca5(PO4)3OH).


    9.6.1.1. Kasvamist kontrollivad molekulaarsed faktorid


    Kasvamise ühe alustala, mitootilise rakujagunemise erinevad tsüklifaasid on kontrollitud nii välimiste kui sisemiste molekulaarsete faktoritega (nt kasvufaktorid ning tsükliinid ja tsükliinisõltuvad kinaasid). Prolifereeruv somaatiline rakk suurendab interfaasis oma tsütoplasma massi kaks korda (joonis 9.54), mis jaotatakse mitoosi käigus moodustuvatele tütarrakkudele. Kui somaatiline rakk ei prolifereeru, siis võib ta liikuda G1-faasist ajutiselt tsüklivälisesse G0-faasi (puhkefaasi) (joonis 9.54), aktiveerudes uuesti (nt asendamaks kahjustuste või apoptoosi tõttu kaotatud rakke) peale vastavate signaalide saamist, mis suunavad raku uuesti rakutsüklisse. Niimoodi käituvad näiteks naha fibroblastid, maksa- ja neerurakud vastusena normaalsele füsioloogilisele stimulatsioonile. Osa rakke, nagu diferentseerunud neuronid ja südamelihaserakud, jääb kogu eluks proliferatiivselt vaikivasse (ingl guiescent) ehkki funktsionaalselt aktiivsesse staadiumisse. Need rakud tavaliselt uuesti rakutsüklisse ei sisene, kuid eksperimentaalselt on neis (sõltuvalt rakutüübist) võimalik rakutsükkel käivitada (nt inhibeerides tuumorsupressoreid p53 ja RB; vt peatükk 13.1.1.2).
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    Joonis 9.54. Varase embrüonaalse raku ja somaatilise raku rakutsükli võrdlus. Somaatiline rakutsükkel koosneb neljast faasist: G1- ja G2-kontrollfaasid, sünteesifaas (S) ja mitoosifaas (M). Mitmetel loomadel on varases arengus (sügoodi lõigustumisel) rakutsüklist kaotatud aeganõudvad G1- ja G2-faas, mistõttu vahelduvad ainult S- ja M-faas, mis teeb blastomeeride jagunemise märgatavalt kiiremaks ja rakud jagunevad sünkroonselt. Somaatiline rakk võib ka liikuda G1-faasist ajutiselt või püsivalt G0-faasi.


    Erinevates arengustaadiumites ning spetsiaalsetes rakutüüpides võivad rakutsüklid varieeruda ja mõnevõrra erineda. Näiteks äädikakärbse (Drosophila melanogaster) süljenäärmete rakkudes on kaotatud M-faas, mille tulemusena DNA replitseerub korduvalt ilma rakujagunemiseta (endoreplikatsioon) ning tekivad iseloomulikud hiidkromosoomid ehk polüteensed kromosoomid. Kuna sellistes hiidkromosoomidega rakkudes on geenide koopiaarv suur, siis toimub transkriptsioon ja translatsioon seal märgatavalt kiiremini kui tavalises diploidses rakus, mis on omakorda vajalik näiteks kiiremaks kasvamiseks vastsestaadiumis.


    Varajastes arengustaadiumites on organismide kasv enamasti väike. Näiteks kahepaiksete ja putukate embrüote lõigustumisel on algul aeganõudvad G1- ja G2-kontrollfaasid rakutsüklist eemaldatud (vt ka peatükk 7.3 ja joonis 9.54), mistõttu blastomeerid jagunevad sünkroonselt ja toimub rakujagunemine ilma kasvamiseta (blastomeerid muutuvad iga lõigustumisega väiksemaks). Rakutsükli faaside üleminekut aitavad reguleerida erinevad tsükliinid ja nende aktiveeritud tsükliinisõltuvad kinaasid, mis fosforüülivad märklaudvalke (nt histoonid, lamiinid, müosiin), käivitades mitmesuguseid olulisi protsesse rakutsüklis, nagu kromatiini kondenseerumine, tuumaümbrise depolümeriseerumine ja käävi organiseerumine.


    Kasvamise regulatsioonis mängivad olulist rolli kasvuhormoonid. Imetajatel toodetakse ajuripatsi (hüpofüüs) eessagaras kasvuhormooni (ingl Growth hormoone, GH), mis vereringe kaudu liigub üle organismi laiali ja stimuleerib kasvu (joonis 9.55). Kasvuhormooni on puberteedieas, mil organism kasvab intensiivselt, vereringes palju. GH taseme tõusu aitavad reguleerida omakorda suguhormoonid (peamiselt östrogeen). Madal östrogeeni tase soodustab skeleti kasvu ja kõrge tase pidurdab. Kui kehapikkus on saavutatud, siis ka GH tase organismis langeb. Kui kasvuhormooni toodetakse lapseeas liialt palju, on tagajärjeks gigantism ehk hiiglaslik kasv (joonis 9.55). Teadaolevalt pikim inimene maailmas oli 272 cm pikkune mees, ameeriklane Robert Pershing Wadlow (võrdluseks keskmine Eesti mehe pikkus 2011. aasta andmetele tuginedes on 179 cm) ja pikim naine hiinlane Zeng Jinlian (248 cm). GH taseme kõrvalekaldeid võib tekkida ka täiskasvanuna (nt ajuripatsi healoomulise kasvaja puhul), mille tagajärjel tekib akromegaalia ehk liikmehiidsus või kehaväljehiidsus. Selle haiguse iseloomulik tunnus on mitmete perifeersete kehaosade suurenemine (ebaproportsionaalselt suured käe- ja jalalabad; nina, keele ja huulte suurenemine; alalõua ja otsmiku esiletõus; suurenevad ka siseorganid, nt süda, maks ja neerud) (joonis 9.55) ja hormonaalse tasakaalu häirumise mitmed muud probleemid (nt ainevahetushaigused, impotentsus). Kui mingil põhjusel toodetakse kasvuhormooni vähe, võib see põhjustada kääbuskasvu (joonis 9.55). Näiteks Aafrikas elavatel kääbuskasvu pügmeedel toodetakse vähe GH ja GH retseptoreid. Neil on organid ja keha proportsionaalselt väikesed, erinevalt näiteks akondroplaasiast, mille puhul on kõhrkoe arenguhäirete tõttu iseloomulikud ebaproportsionaalselt lühikesed ja jämedad jäsemed.


    GH jõudmine maksa ja teistesse organitesse käivitab seal kasvufaktor IGF1 (ingl Insulin like growth factor 1) tootmise, mis toimib mitmete kudede jaoks lokaalse signaalina, suurendades nii rakkude ellujäämist, kasvu kui ka proliferatsiooni (joonis 9.55). Kui Igf1-geen hiirtel välja lülitada, kasvavad n-ö minihiired. Suurtel ja kõrgetel koeratõugudel (nt Taani dogi, Iiri hundikoer, bernhardiin) on leitud, et IGF1 tase on kõrge, samas kui väikestel tõugudel (nt chihuahua, Yorkshire’ terjer) on see madal.
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    Joonis 9.55. Kasvamise regulatsioon kasvuhormoonide abil. Hüpofüüsi eessagaras toodetakse kasvuhormooni (GH), mis vereringe kaudu liigub üle organismi laiali ja stimuleerib kasvu (nt luude kasvamine) (joonisel üleval). GH jõudmine maksa ja teistesse organitesse käivitab IGF1 (Insulin like growth factor 1) tootmise, mis aitab suurendada rakkude ellujäämust, kasvu ja ka proliferatsiooni. Kui kasvuhormooni toodetakse liiga palju, siis võib tulemuseks olla hiiglaslik kasv ehk gigantism ning akromegaalia, ja kui liiga vähe, siis kääbuskasv (joonisel all).


    Peale kasvu soodustavate kasvufaktorite esineb ka kasvu inhibeerivaid signaalmolekule. Näiteks TGFβ-perekonna (ingl Transforming growth factor β) liige müostatiin inhibeerib spetsiifiliselt müoblastide (lihasrakkude eellasrakud) kasvu ja proliferatsiooni. Kui Mstn geen välja lülitada, kasvavad hiirtel suuremad lihased kui normaalsel juhul. Sarnane lihasmassi suurenemine toimub ka müostatiini geeni Mstn mutatsioonide korral inimestel ja mitmetel loomatõugudel (nt lihaveise tõugudel Belgia sinine ja Piemonti, Texeli lambal ning koeratõul Whippet; joonis 9.56). TGFβ-perekonna liige GDF11 (ingl Growth differentiation factor 11) on kasvufaktor, mis aitab determineerida olfaktoorse (haiste-) epiteeli suurust, inhibeerides eellasrakkude proliferatsiooni. Loomariigis konserveerunud Hippo signaaliraja (vt ka peatükk 9.3.1.1) komponendid reguleerivad samuti mitmete imetajate organite kasvu ja suurust, inhibeerides rakkude proliferatsiooni ja suurendades apoptoosi. Häired Hippo signaalirajas võivad põhjustada kudede vohamist ja organite ebanormaalset suurt kasvu.
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    Joonis 9.56. Loomatõud, kellel mutatsioonid müostatiini (Mstn) geenis põhjustavad suurenenud lihasmassi. Texeli lammas. Foto: S. Kuuse.


    9.6.1.2. Luude kasvamine


    Selgroogsete luud tekivad intramembranoosse ja endokondraalse ossifikatsiooni teel. Intramembranoosse ossifikatsiooni puhul moodustub luukude otseselt mesenhümaalsetest eellasrakkudest (nt kolju lamedad luud). Pikkuskasvu seisukohast on imetajatel tähtsal kohal pikkade jäsemeluude (reieluu, õlavarreluu, küünarluu, kodarluu, sääreluu, pindluu) kasv, mis on saavutatud tänu endokondraalsele ossifikatsioonile (kõhreline luustumine), mille käigus asendatakse algul mesenhümaalsetest rakkudest diferentseerumise käigus tekkinud kõhrkude luukoega. Selleks et jäsemeluud saaksid arengu käigus pikeneda, tekivad luude otstesse (nii proksimaalsesse kui distaalsesse otsa) spetsiaalsed kasvutsoonid ehk epifüüsi kasvuplaadid, milles paiknevad järjestikku erinevad rakupopulatsioonid: kõhre tüvirakud, prolifereeruvad kõhrerakud, küpsed kõhrerakud ehk kondrotsüüdid ja lõpuks hüpertroofsed kondrotsüüdid (need suurendavad oma populatsiooni, lähevad apoptoosi, kuna maatriks nende ümber hakkab kaltsifitseeruma, ja asendatakse osteotsüütide ehk luurakkudega; joonis 9.57). Luude pikkuskasv ongi põhjustatud peamiselt hüpertroofsete kondrotsüütide tekke ja suurenemisega. Osteoblastid tekitavad luukude kaltsifitseeritud kõhrejäänustest. Kaltsifitseeritud maatriks ühendab epifüüsiplaadi diafüüsiga, mistõttu luu kasvab, kui luukude lisatakse toruluude vaheossa ehk diafüüsi (joonis 9.57). Puberteedieas, kui organism on saavutanud oma pikkuskasvu, epifüüsiplaadid liituvad ja uusi kondrotsüüte juurde ei produtseerita ning seetõttu peatub ka luude pikenemine ning organism ei saa enam pikemaks kasvada.


    Luude pikenemist kontrollivad mitmed kasvufaktorid (nt FGF ja IGF1). IGF1 stimuleerib kõhrerakkude produtseerimist ja jagunemist (nt koeratõugude erinev kasv). FGF on oluline kasvuplaadi kasvu inhibeerimisel, suunates rakud pigem diferentseeruma. Inimestel põhjustavad mutatsioonid FGF retseptoris (retseptor FgfR3 muutub aktiivseks arenguliselt varem kui ette nähtud) akondroplaasiat ehk kõhre vaegmoodustust. Neile indiviididele on iseloomulik ebaproportsionaalne kääbuskasv (täiskasvanud on 120–135 cm pikkused), lühikesed jäsemed (eelkõige on lühenenud jäsemete proksimaalsed osad – õlavarreluu ja reieluu), ebaproportsionaalselt suur pea, samuti esineb neil näokolju hüpoplaasiat ja lülisamba kitsenemist. Selle haiguse sagedus on 1 : 15000–27000. Tavaliselt on kõhre vaegmoodustusega lapse vanemad terved ja haigus esineb uusmutatsioonina ehk teisisõnu kahjustunud on lapse geenid. Mitmetel koeratõugudel (corgi, taks, basset) on Fgf4-geeni ekstrakoopia, mis põhjustab FGF4 ületootmist arenevates jäsemetes ja see omakorda kiirendab kondrotsüütide diferentseerumist ning akondroplaasiasarnast fenotüüpi (lühikesed jässakad jalad).
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    Joonis 9.57. Jäsemeluude kasv. Luude otstes paiknevad spetsiaalsed kasvutsoonid ehk epifüüsi kasvuplaadid, milles paiknevad erinevad rakupopulatsioonid. Hüpertroofsete kondrotsüütide tekkimisega ja endokondraalse ossifikatsiooni teel moodustub luukude juurde ning luu vaheosa (diafüüs) pikeneb.


    9.6.2. Metamorfoos


    Loomariigis nimetatakse loomi (nt imetajad), kelle noorloomad sarnanevad täiskasvanud organismiga (v.a mõõtmed), otsesteks arenejateks. Samas mitmetel loomadel (moondega arenejad) lõpeb embrüonaalne arenemine vastse (larvi) staadiumiga, mis võib täiskasvanud organismist suuresti erineda. Sellised loomad läbivad spetsiifilise arengu reprogrammeerimise – metamorfoosi, mille käigus jõuavad täiskasvanu staadiumini. Mitmetel putukatel moodustab vastsestaadium enamiku osa elust (nt tsikaadidel võib olla vastsestaadium ~17 aastat ja täiskasvanu on vaid mõni nädal ühel suvel; ühepäevikulistel on kolm aastat vastsestaadium ja ligikaudu üks päev suguküps täiskasvanu). Metamorfoos sisaldab nii arengulisi kui ka ökoloogilisi aspekte. Arenguliselt reaktiveeritakse tänu hormonaalsele mõjutusele nii morfoloogilised, füsioloogilised kui ka käitumuslikud muutused. Ökoloogiliselt on metamorfoos seotud nii muutuva elupaiga, toidu kui ka käitumisega. Vastsestaadium on tihti seotud pigem kasvamise ja osal loomadel ka levimisega ning täiskasvanu staadium reproduktsiooniga (paljunemine). Moondega arenejate hulgas leidub nii sekundaarseid kui ka primaarseid vastseid. Sekundaarsete vastsete ja täiskasvanute kehaplaan on põhijoontes ühesugune (nt liblika röövik vs. liblikas), samas kui primaarsete vastsete kehaplaan erineb täiskasvanust (nt merisiiliku bilateraal-sümmeetriline vastne vs. pentaradiaalne täiskasvanu).


    9.6.2.1. Metamorfoos kahepaiksetel


    Kahepaiksete metamorfoos kätkeb endas anatoomilis-morfoloogilisi muutusi, mis muudavad veelise eluviisiga vastse enamasti maismaal elavaks täiskasvanud organismiks. Sabakonnalised (nt salamander) kaotavad välimised lõpused, sabauime ja muudavad naha struktuuri. Päriskonnalistel (konnad ja kärnkonnad) modifitseeritakse peaaegu kogu organism ümber (joonis 9.58). Ujumisvõimelisi aktiivselt toituvaid konnade ja kärnkonnade vastseid nimetatakse kullesteks. Alguses on kullesed taimtoidulised ehk herbivoorsed, toitudes eelkõige vetikatest. Taimtoidulisele loomale kohaselt on kullestel pikk sooltoru, milles elutsevad sümbiondid (sümbioosis osalejad ehk tulukooslased; sümbioos – kahe teineteisega kohastunud eri liiki organismi kestev mõlemale poolele tulus kooselu), kes aitavad taimset toitu lagundada. Moonde käigus läheb kulles üle lihatoidule, mistõttu sooltoru lüheneb, nagu on iseloomulik lihatoidulistele loomadele. Kulleste lõualuude kuju muutub ning algul sarvhammastega varustatud väike suu muutub suuremaks ja tekib lihaseline pikk keel toidu püüdmiseks. Kullese kõhreline kolju asendub peaaegu täielikult luukoega. Röövtoidule ülemineku jaoks on tähtis ka silmade asetus: kullese külgedel asetsevad silmad paigutuvad metamorfoosil selgmiselt-eesmiselt, mistõttu tekib otsevaade ja binokulaarne nägemine, võimaldades paremini saaklooma leida. Kuna veeline eluviis lülitub ümber peamiselt maismaalisele eluviisile, siis kaotatakse kullesele omased uimed ja kasvatatakse jäsemed ning kaob iseloomulik sabaosa. Lõpused degenereeruvad ja arenevad kopsud. Kaob küljejoon, silmad ning kõrvad täiustuvad, sealhulgas tekib keskkõrv. Vereringesüsteemis vahetatakse kullese hemoglobiin täiskasvanu hemoglobiini vastu. Paljudel liikidel (nt perekond Rana konnadel) võib muutuda sekreteeritavate jääkainete koosseis, mil kullesed eritavad jääke ammoniaagina, täiskasvanud aga uureana (karbamiid e kusiaine), et vältida liigset vedeliku kadu. Muutub ka naha koostis, tekivad antibakteriaalseid aineid tootvad limanäärmed (kullese õhukesel nahal limanäärmed puuduvad).


    Amfiibide metamorfoos on reguleeritud peamiselt keskkonna ja hormoonidega. Keskkonnasignaalid (nt toit, temperatuur, valgus) mõjutavad hüpotalamuse neurosekretoorseid rakke vallandama kortikotropiini vabastavat hormooni (ingl Corticotropin-releasing hormone, CRH), mis omakorda põhjustab ajuripatsist türeotropiini (ingl thyrotropin, thyroid-stimulating hormone, TSH) ja prolaktiini vabastamist (joonis 9.58). Türeotropiin stimuleerib kilpnäärme türoidhormoonide türoksiini (T4) ja trijoodtüroniini (T3) sekretsiooni, mis liiguvad vereringe abil vastse organiteni ning vallandavad metamorfoosi. Ajuripatsi hormoon prolaktiin võib amfiibide metamorfoosiprotsesse pidurdada. Veres tsirkuleerivad türoidhormoonid reguleerivad negatiivse tagaside tulemusena ka CRH ja TSH sünteesi ja sekretsiooni (joonis 9.58). Türoidhormoonide signaal on vahendatud türoidhormooni retseptorite (TR) kaudu. Kannuskonnal (Xenopus laevis) on kirjeldatud TRα ja TRβ retseptoreid, mille ekspressioonimuster on vastavalt metamorfoosi etappidele erinev. TRα on kõigis kudedes laialdaselt levinud juba enne metamorfoosi. TRβ puhul toimub järsk taseme tõus metamorfoosi hilisemates etappides.


    Organ võib metamorfoosil hormoonide mõjutusel reageerida erinevatel viisidel: hakates kasvama (nt jäsemete teke), hävida (nt kullese saba ja lõpused; kasutatakse nii apoptoosi kui makrofaagide abi), spetsialiseeritakse (nt maks hakkab metamorfoosil sünteesima vajalikke ensüüme, mis aitavad toota uureat CO2-st ja NH3-st) või kujundatakse ümber (nt täiskasvanule omase sooltoru ja naha kujunemine). Kilpnäärmest vereringe kaudu organitesse jõudnud türoksiini konverteerib ensüümi tüüp II deionidaas aktiivsemaks vormiks – trijoodtüroniiniks (T3), mis seondub türoidhormooni retseptoriga, aktiveerides geenide transkriptsiooni ja käivitades metamorfoosi. Aktiivse T3 kontsentratsioon kudedes on reguleeritud nii T4 tasemega veres kui ka ensüümi tüüp III deionidaasiga (konverteerib T3 inaktiivseks dijoodtüroniiniks, T2).


    Metamorfoos jagatakse türoidhormoonide taseme järgi veres erinevatesse staadiumitesse. 1. Premetamorfoos – varane staadium, mil kilpnääre alles küpseb ning T4 tase on madal (T3 tase väga madal). Hakkavad arenema koed, kus intensiivselt sünteesitakse ensüümi tüüp II deionidaasi (T4 konverteeritakse T3-ks). Sellises varases metamorfoosi etapis hakkavad arenema näiteks jäsemed, mis on võimelised vastama türoidhormoonidele. 2. Prometamorfoos – tänu kilpnäärme küpsemisele toimub selles arengujärgus türoidhormoonide sekretsiooni märkimisväärne tõus. 3. Metamorfoosne kliimaks – T4 ja TRβ taseme kõrgpunkt, millega kaasnevad näiteks sabaosa ja lõpuste kadumine ning soolestiku ümberkujunemine. Kliimaksi saabumisel aktiveerib T3 omakorda geene, mis aitavad blokeerida türeotropiini sekretsiooni ajuripatsis, mistõttu negatiivse tagasiside tulemusena hakatakse vähem türoidhormoone tootma.


    Kahepaiksetel võivad metamorfoosis esineda ka mitmesugused kõrvalekalded. Osal sabakonnalistest (nt Mehhiko tömpsuu, Ambystoma mexicanum) metamorfoosi ei toimu ja juba vastsed saavutavad suguküpsuse; seda nimetatakse neoteeniaks (vastsesigimine). Progeneesi puhul on gonaadide ehk suguorganite küpsemine võrreldes ülejäänud organitega kiirendatud, mistõttu saavutatakse suguküpsus juba vastsestaadiumis (nt salamander, Bolistoglossa occidentalis); erinevalt neoteeniast läbitakse ka metamorfoos. Konnad võivad areneda ka otsese arengu mudeli järgi, sellistel liikidel koorub munast täiskasvanud konna sarnane nelja jala ja sabata loom (nt konn Eleutherodactylus coqui; nende suhteliselt suur muna (3,5 mm) sisaldab piisavalt rebu kompenseerimaks puuduvat kullesestaadiumit).
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    Joonis 9.58. Kahepaiksete metamorfoos. Keskkonnasignaalid vallandavad hüpotalamusest kortikotropiini vabastavat hormooni (CRH), mis põhjustab hüpofüüsist türeotropiini (TSH) ja prolaktiini vabastamist. TSH stimuleerib kilpnäärme türoidhormoonide türoksiini (T4) ja trijoodtüroniini (T3) sekretsiooni, mis kanduvad tsirkulatsiooniga mööda organismi laiali ja reguleerivad metamorfoosi. Türoidhormoonid reguleerivad tagasisidemehhanismi kaudu ka CRH ja TSH sekretsiooni. Metamorfoosi käigus kujundatakse peaaegu kogu kullese organism ümber. Algul jäsemeteta ja sabaga taimtoidulised kullesed muutuvad lihatoidulisteks nelja jäsemega sabata konnadeks.


    9.6.2.2. Metamorfoos putukatel


    Kui kahepaiksete metamorfoos baseerub peamiselt olemasolevate organite ja kudede ümberkujundamisele, siis enamiku putukate metamorfoos on märksa radikaalsem, siin võib toimuda vastsestaadiumi kudede ja organite täielik lammutamine ja nende asendamine täiesti erinevate rakupopulatsioonidega. Kuna putukate vastsed on kaetud kõva ja mitteveniva kitiinist kestaga – kutiikuliga –, siis peavad nad kasvamiseks korduvalt kestuma. Kestumisel heidetakse ära vana ja kitsas kitiinkest ning tekitatakse uus. Kestumistevahelisi staadiume nimetatakse kasvujärkudeks (ingl instar).
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    Joonis 9.59. Holometaboolne metamorfoos putukatel. Libilika munadest koorub röövik, kes toitub aktiivselt ja kasvab kestudes õige suuruseni, mille kulminatsiooniks on metamorfoosne kestumine, mille käigus tekib mittetoituv nukk. Nukkumisel enamik vastse kudedest apoptoosi teel lagundatakse ja asendatakse imaginaalrakkudest moodustunud täiskasvanu kudedega. Lõpuks väljub nukust suguküps valmik (liblikas). Vastavalt keskkonnast tulenevatele signaalidele ja hormonaalsele mõjutusele stimuleeritakse eesrindmiku näärmes ekdüsooni tootmist, mis modifitseeritakse kudedes ümber 20-hüdroksüekdüsooniks (20E). 20E algatab ja koordineerib kestumisprotsessi. Saatekehades (lad corpora allata) produtseeritud juveniilhormoon (JH) takistab enneaegset nuku või valmiku tekkimist. Enne nukkumist JH tase langeb ja 20E laine inaktiveerib vastsespetsiifiliste ja aktiveerib nukuspetsiifiliste geenide ekspressiooni ning imaginaaldiskide morfogeneesi, misjärel vastne on valmis nukkuma.


    Äädikakärbsel (Drosophila melanogaster) on näiteks kolm kestumist ja kolm kasvujärku. Mõnedel putukatel (nt hooghännalised) vastsestaadium sisuliselt puudub. Peale koorumist tekkinud pronümf (sarnane täiskasvanud organismiga) läbib kestumistega otsese arengu ehk ametaboolia (moondeta areng). Osa putukaid (nt rohutirtsud) läbivad astmelise metamorfoosi ehk hemimetaboolia (vaegmoone). Neile on iseloomulik lühiaegne pronümfistaadium, millele järgneb ebaküpse täiskasvanu sarnane nümfistaadium. Nümfi algselt rudimentsed organid (nt tiivad, suguorganid) täiustuvad iga kestumisega, saavutades peale viimast kestumist täiskasvanule omased tunnused. Täismoondega ehk holometaboolse metamorfoosiga putukatel (nt liblikad, mardikad, kärbsed, mesilased) pronümfistaadium puudub (joonis 9.59). Nende munadest koorub täiskasvanud putukast oluliselt erinev vastne (sõltuvalt taksonist nimetatakse näiteks röövikuks, tõuguks, vaglaks). Vastne toitub aktiivselt ja kasvab õige suuruseni, läbides liigispetsiifiliselt erineva arvu kestumisi, mille kulminatsiooniks on metamorfoosne kestumine, mille käigus tekib nukk (joonis 9.59). Nukk võib olla liikuv või liikumatu, kuid ta ei toitu ja kogu energia saadakse vastsestaadiumis tarbitud toidu arvelt. Nukkumisel lammutatakse apoptoosi abil süstemaatiliselt enamik vastse kudedest ja asendatakse täiskasvanu kudedega ning lõpuks väljub nukust suguküps valmik (joonis 9.59). Metamorfoosi käigus arenevad uued organid vastse mittediferentseerunud imaginaarrakkudest (imaginaardiskid, histoblastid, imaginaarrakkude kogumikud), mis paiknevad vastses kogumikena, oodates signaali diferentseerumiseks (joonis 9.60). Imaginaardiskidest (vaadeldavad lokaalsete epidermise paksenditena) formeeruvad täiskasvanu kutikulaarsed struktuurid, nagu jalad, tiivad, silmad, pea, rindmik ja genitaalid (joonis 9.60). Äädikakärbsel on 19 imaginaardiski, mis koosnevad koorumisel umbes 10–50 rakust. Järgnevate kestumiste jooksul imaginaardiskide rakud jagunevad kiiresti ja nende arv kasvab jõudsalt (nt suurim diskidest, tiivadisk, koosneb lõpuks 50000 rakust). Samuti paiknevad organites imaginaarrakkude kogumikud, mis moodustavad valmiku organid pärast vastse organite degeneratsiooni. Histoblastid panustavad putuka tagakeha moodustumisse.
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    Joonis 9.60. Imaginaardiskid ja neile vastavad struktuurid täiskasvanud äädikakärbses. Skeemil näidatud imaginaardiskide paiknemine vastse kolmandas arengujärgus ja nendest moodustuvad struktuurid täiskasvanud äädikakärbsel.


    Samamoodi nagu amfiibidel on putukate metamorfoos reguleeritud hormoonidega. Vastsete kestumist ja metamorfoosi kontrollivad peamiselt 20-hüdroksüekdüsoon (ingl Steroid 20 hydroxyecdysone) ja saatekehades (lad corpora allata) produtseeritud juveniilhormoon (ingl Lipid juvenil hormone, JH) (joonis 9.59). Keskkonnast tulevate signaalide (temperatuur, valgus, toitained) ja hormonaalse mõjutuse järgi stimuleeritakse protorakaalnäärmes ekdüsooni tootmist, mis modifitseeritakse kudedes ümber 20-hüdroksüekdüsooniks (20E). 20E algatab ja koordineerib kestumisprotsessi, stimuleerides vana kutiikuli lagundamist ja uue sünteesimist. JH omakorda takistab enneaegset nuku või valmiku tekkimist, tagades vastse fenotüübi kestumise järel. Enne nukkumist JH tase langeb ja 20E laine inaktiveerib vastsespetsiifiliste geenide ekspressiooni ja algatab nukuspetsiifiliste geenide avaldumise ning imaginaardiskide morfogeneesi, misjärel vastne alustab nukkumist.


    9.6.3. Regeneratsioon


    Taasteke ehk regeneratsioon on protsess, mille käigus organismis käivitatakse arengumehhanismid (rakkude kasv, morfogenees ja diferentseerumine), et taastada puuduolevat organit, kehaosa või kahjustada saanud kude. Mitmetel loomadel (nt sisalikud, salamandrid, tuataarad, putukad, koorikloomad) esineb kaitsekohastumusena autotoomia ehk eneseköndistus, mille tulemusena loom loovutab oma kehaosa (enamasti jäse või saba) kiskjate käest pääsemiseks, mis hiljem rohkemal või vähemal määral regenereerub. Mõnedel loomadel esineb märkimisväärne regeneratsioonivõime, olles võimelised vaid väikesest osast uuesti tekitama tervikliku organismi (nt hüdrad, meritähed, lameussid). Sabakonnalistel on märkimisväärne võime taastada vigastatud jäsemed. Sebrakalal (Danio rerio) on silma reetina (võrkkest), süda, maks ja uimed võimelised regenereeruma. Imetajatel on klassikaline regeneratsiooni näide hirvlaste (Cervidae) sarvede vaheldumine igal aastal. Seega võib regeneratsiooni eri vorme leida pea kõigilt organismidelt. Eristatakse füsioloogilist ja reparatiivset regeneratsiooni. Füsioloogiline on seotud erinevate kehaosade normaalse talitlusega (nt imetaja epidermise uuenemine, inimese emaka limaskesta perioodiline regeneratsioon) ja reparatiivne eelkõige organismi kaotatud (vigastatud) osa taastamisega. Inimestel võib reparatiivse regeneratsiooni juhtudena käsitleda roiete osalist regeneratsiooni peale amputatsiooni ning maksa taastumist peale kahjustumist. Samuti on nii sõrme- kui ka varbaotsad võimelised tagasi kasvama (eelkõige väikelastel) peale vigastust. Regenereeruvad ainult sellised sõrmeotsad, kus on säilinud küünealuste tüvirakkude populatsioon. Katsed hiirtega on näidanud, et need rakud toodavad transkriptsioonifaktorit Msx1, mis reguleerib Bmp4 ekspressiooni, aidates kaasa sõrmeotsa rakkude proliferatsioonile ja dediferentseerumisele.
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    Joonis 9.61. Regeneratsiooni tüübid.


    Tüvirakkude vahendatud regeneratsiooni puhul kasutatakse spetsiaalseid organi- ja koespetsiifilisi tüvirakke, et taastada kaotatud kude (nt vererakkude asendamine hematopoeetiliste luuüdi tüvirakkudega ja kaotatud karvade kasvamine karvanääpsu follikulaarrakkudest, joonis 9.61). Amfiibid (nt salamandrid) kasutavad kaotatud jäsemete regeneratsioonil epimorfoosi, mille puhul täiskasvanud koed dediferentseeruvad rakkude massiks, mis uuesti rediferentseeruvad spetsiifilisteks koetüüpideks, taastades kehaosa enam-vähem endisel kujul (joonis 9.61). Morfallaksis on puudu oleva osa regeneratsioon, mille käigus toimub olemasolevate kudede ümbermodelleerimine (transdifferentseerumine). Morfallaksise puhul esineb uut kasvu vähesel määral ning taastatud kude on küll proportsionaalselt normaalne, kuid väiksem originaalist ja kasvab hiljem järele; esineb näiteks hüdradel (joonis 9.61). Kui hüdral suuavapoolne osa eemaldada, toimub tänu Wnt3 signalisatsioonile alles jäänud rakkude ümberlülitumine (proliferatsiooni ei toimu), selleks et taastada puuduv kehaosa. Kompenseeriva regeneratsiooni puhul ei kasutata tüvirakke ega rakkude dediferentseerumist, vaid diferentseerunud rakud jagunevad ja säilitavad oma funktsiooni, taastades kahjustunud koed (joonis 9.61). Kompenseeriva regeneratsiooni näitena võib vaadelda imetaja maksa taastumist kahjustuse korral, kus maks on suuteline kompenseerima puudu oleva maksaosa olemasoleva maksakoe erinevat tüüpi rakkude (hepatotsüüdid, endoteelirakud, sapijuharakud, Kupfferi makrofaagid; nt normaaljuhul täiskasvanud hepatotsüüdid ei jagune, kuid kahjustuste korral aktiveeruvad uuesti prolifereeruma) proliferatsiooni kaudu. Peale maksarakkude aktiveeritakse raskematel juhtudel ka maksa soikeolekus olevad eellasrakud (ovaalrakud), mis on võimelised tootma nii hepatotsüüte kui ka sapijuha rakke. Maksarakkude proliferatsiooni mõjutavad mitmesugused molekulaarsed agensid nagu kasvufaktorid HGF (ingl Hepatocyte growth factor) ja TGFβ (ingl Transforming growth factor β).


    9.6.3.1. Salamandri jäseme regeneratsioon


    Salamandri jäseme (ka nt saba, lõua, läätse) epimorfoos on üks klassikalisi mudeleid regeneratsiooni uurimisel (joonis 9.62). Erinevalt konnadest (regeneratsioonivõime kullestel) säilitavad salamandrid (ka vesilikud, aksolotlid) organite ja kudede regeneratsioonivõime ka täiskasvanuna. Kui salamandri jäse amputeerida, siis taastatakse sõltuvalt lõikest ainult puuduolev osa. Seega, kui jäse on näiteks amputeeritud kämbla piirkonnas, siis regenereeruvad randme- ja varbastruktuurid. Jäseme taastamisel piki proksimaalset-distaalset telge järgitakse sarnaseid reegleid, mida normaalse jäseme arengu puhul (nt FGF ja RA gradient, vt ka peatükk 9.5.4.1). Peale vigastust katavad alles jäänud jäsemeköndi epidermaalset päritolu rakud haava piirkonna ning moodustub haavaepidermis. Erinevalt näiteks imetajatest ei teki salamandritel haava paranemisel armi. Järgnevate päevade jooksul haavaepidermis pakseneb ja moodustub apikaalne ektodermaalne kate (ingl apial ectodermal cap, AEC), mis toimib samamoodi kui jäseme arengus oluline induktiivsete signaalide keskus, apikaalne ektodermaalne vall (AER) (joonis 9.62). AEC-i all olevad rakud (nt luu-, kõhre- ja dermiserakud) dediferentseeruvad, tekitades eristumata rakkude kogumi regeneratsiooni blasteemi, mis seejärel prolifereerub ja rediferentseerub uuteks jäsemeosadeks (joonis 9.62). Kusjuures tuleb silmas pidada, et blasteem ei koosne mittespetsialiseerunud multipotentsetest eellasrakkudest, vaid need pigem säilitavad oma spetsialisatsiooni, st lihaserakkudest saavad uued lihaserakud, dermise omadest dermiserakud jne. AEC stimuleerib blasteemi kasvu, sekreteerides samamoodi nagu AER (vt peatükk 9.5.4) kasvufaktorit FGF8. Samuti on blasteemi moodustumiseks ja kasvamiseks regeneratsioonil vajalik närvide olemasolu ja mitmed neuronitest ning Schwanni rakkudest vabastatud faktorid (nt ingl Newt anterior gradient proteiin, nAG) (joonis 9.62). Kui salamandri jäseme närvid läbi lõigata enne amputatsiooni, siis blasteem küll formeerub, kuid jäse ei ole võimeline uuesti kasvama.
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    Joonis 9.62. Salamandri jäseme regeneratsioon. Peale jäseme amputatsiooni katavad epidermaalset päritolu rakud haava piirkonna ning moodustub haavaepidermis, mis pakseneb ja moodustub apikaalne ektodermaalne kate. Kübara all paiknevad rakud (nt luu-, kõhre- ja dermiserakud) dediferentseeruvad, tekitades eristumata rakkude kogumist regeneratsiooni blasteemi, mis seejärel prolifereerub ja rediferentseerub uuteks jäsemeosadeks.


    9.6.3.2. Tüvirakkude vahendatud regeneratsioon lamelastel


    Üks silmapaistva regeneratsioonivõimega loomarühm on bilateraalsümmeetrilised mitteparasiitsed lameussid planaarid (klass Turbellaria – ripsussid, sugukond Planariidae). Need lameussid on võimelised oma kahjustunud või kadunud koed efektiivselt asendama uutega, mistõttu on nad ka pikaealised. Lamelased võivad paljuneda aseksuaalselt pooldumise teel, mille käigus eralduvad eesmine (pea) ja tagumine (saba) osa, mis regenereeruvad kaheks geneetiliselt identseks lameussiks (joonis 9.63). Kui eksperimentaalselt lamelast lõigata tükkideks vastavalt kehatelgedele, siis need tükid on võimelised regenereeruma uuteks originaaliga võrreldavateks lameussideks kõigest mõne päevaga (joonis 9.63). Tähelepanuväärne on see, et näiteks keskmine tükk (eemaldatud nii saba kui pea) on võimeline regenereeruma uueks lameussiks, kellel on pea ja saba samas orientatsioonis nagu originaalil, säilitades anterioorse-posterioorse polaarsuse. Selline ulatuslik regeneratsioonvõime on täiskasvanud lamelasel võimalik tänu pluripotentsetele (võimelised diferentseeruma ükskõik milliseks lamelase rakutüübiks) neoblastidele, mis moodustavad 20–30% kogu rakupopulatsioonist. Neoblastid paiknevad üle kogu lamelase keha ja on valmis migreeruma kahjustatud piirkonda, prolifereeruma ja tekitama regeneratsiooniblasteemi ning algatama regeneratsiooni.


    Kuidas on tagatud anterio-posterioorne ja dorsaalne-ventraalne polarisatsioon planaari regeneratsioonil, st kuidas on reguleeritud see, kuhu areneb pea ja saba ning kuhu kõht ja selg? Üks võtmetähtsusega signalisatsioonirada, mis reguleerib anterio-posterioorset regeneratsiooni, on Wnt/β-kateniini signalisatsioon (joonis 9.63). Wnt koostöös β-kateniiniga soodustab sabapoolse piirkonna regeneratsiooni. Wnt/β-kateniini signalisatsioon on omakorda reguleeritud Hedgehog’i signaaliga. Kui Wnt/β-kateniini ja Hedgehog’i signaalirada on häiritud, siis regenereerub ainult lamelase peapoolne osa. Lamelase peapoolse piirkonna regeneratsioon on seotud eelkõige Wnt signalisatsiooni represseerimisega. Seda põhjustavad anterioorselt ekspresseeritud Notum ja Axin (Wnt-inhibiitorid), mille funktsiooni häirumisel regenereerub ainult lamelase sabaosa (joonis 9.63). Dorsaalset-ventraalset kehatelge määrab regeneratsioonil peamiselt BMP-signalisatsioon. BMP-signaal võimendab planaari dorsaalset arengut ja BMP inhibeerimine (nt BMP-inhibiitori Noggin poolt) ventraalset (joonis 9.63).
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    Joonis 9.63. Planaari regeneratsioon. Planaarid võivad paljuneda aseksuaalselt pooldumise teel, mille käigus eralduvad eesmine ja tagumine osa, mis regenereeruvad geneetiliselt identseteks lameussideks. Kui planaari eksperimentaalselt lõigata tükkideks vastavalt kehatelgedele, siis need tükid on võimelised regenereeruma originaaliga võrreldavateks lameussideks, säilitades anterioorse-posterioorse polaarsuse. Planaari anterio-posterioorset regeneratsiooni reguleerib Wnt/β-kateniini signalisatsioon ning dorsaalset-ventraalset regeneratsiooni BMP-signalisatsioon.


    9.6.4. Vananemine


    Vananemine on ajast sõltuv protsess, mille käigus organismi füsioloogilised funktsioonid ja anatoomilis-histoloogilised struktuurid, mis on vajalikud elus püsimiseks ja paljunemiseks hakkavad kõhetuma ja manduma. Bioloogiliselt võib vananemist vaadelda kui molekulaarsete ja rakuliste kahjustuste kuhjumist, mis viivad funktsionaalsete muutusteni (nt mitokondriaalse homeöstaasi kadumine, rakujagunemise peatumine, vähenenud regeneratsioonivõime) kudedes ja rakkudes.


    Vananemise ja raugastumisega seotud protsesse uurib gerontoloogia, mille üks haru on geriaatria, mis tegeleb eakate inimeste meditsiiniliste probleemidega. Vananemist võivad mõjutada nii geneetilised komponendid kui ka keskkond, eluviis ja põetud haigused. Vananemise kiirus ja eluea pikkus võivad suuresti varieeruda nii liikide vahel kui ka liigi sees. Usaldusväärselt dokumenteeritud vanim inimene (naine) elas 122-aastaseks ja vanim eestlane (naine) 112-aastaseks. Saakloomadel on eluea pikkus looduses märkimisväärselt väiksem, kuna neil on suur tõenäosus sattuda röövlooma ohvriks, mistõttu paljud rekordid on fikseeritud labori, akvaariumi või loomaaia tingimustes. Näitena mõningaid eluea rekordeid: äädikakärbes 3 kuud, hiir 4,5 aastat, rott 7 aastat, koer 29 aastat, Aafrika elevant 86 aastat, kilpkonn 190 aastat, tuataara ~200 aastat, angerjas 155 aastat, Islandi karp (Arctica islandica) 507 aastat. Eesti vanim teadaolev loom oli 134-aastane ebapärlikarp (Margaritifera margaritifera). Enamik loomi ei küündi maksimaalse elueani, seega kasutatakse mõistet keskmine eluiga, mis iseloomustab vanust, mille pool populatsioonist ära elab. Loomariigis leidub ka loomi (nt hüdra, loimur, lobster, kilpkonn (Terrapene carlina), merisiilik (Strongylocentrotus franciscanus), karp (Arctica islandica), meduus (Turritopsis dohrnii)), kes on n-ö bioloogiliselt surematud, ehkki nad on siiski surelikud. Nad võivad langeda röövlooma saagiks, sattuda looduskatastroofi meelevalda või mõne haiguse kätte, kuid erinevalt näiteks inimesest surevad nad väga harva vanuse tõttu.


    9.6.4.1. Vananemisega seotud geneetilised faktorid


    Peamised pikaealisusega, vananemisega ja selle vältimisega seotud geneetilised komponendid on loomariigis küllaltki konserveerunud. Geenid, mis kodeerivad DNA reparatsiooni ensüüme, mTOR-i ja insuliini signaaliraja valke ning kromatiini remodelleerimisega seotud valke, on seostatud vananemisprotsesside regulatsiooniga (joonis 9.64).


    DNA reparatsiooniensüümid takistavad raugastumist, seega liigid, kellel on rakkudes rohkem vastavaid funktsionaalseid ensüüme, elavad kauem. Vanusega punktmutatsioonide arv kasvab, mistõttu vastavate geenide kodeeritud ensüümide efektiivsus langeb. Defektid DNA reparatsiooniensüümide funktsionaalsuses võivad põhjustada inimesel ja hiirel näiteks enneaegse vananemise sündroomi – progeeriat (tuntud ka Hutchinsoni-Gilfordi sündroomina). See on haruldane (1 : 4–8 miljoni kohta) haigus (punktmutatsioon LMNA-geenis, mis kodeerib tuumaümbrise valku prelamiin A, LMNA mutantne vorm takistab DNA reparatsiooniprotsessi), mis põhjustab juba lapseeas rauga fenotüüpi (hõredad juuksed, kortsus nahk, punnis silmad jmt). Mutatsioonid WRN-geenis (kodeerib DNA reparatsioonis olulist rolli mängivat helikaasi) põhjustavad Werneri sündroomi (tuntud ka kui „täiskasvanu progeeria“), mille puhul patsiendid vananevad enneaegu.


    Ühed peamised mutatsioonide põhjustajad on radiatsioon ja reaktiivsed hapnikuradikaalid (ROS) (joonis 9.64). ROS-id tekivad peamiselt kõrvalproduktina normaalse metabolismi käigus. Peale mitokondrite võidakse ROS-e produtseerida vastusena keskkonna stiimulitele, nagu ioniseeriv kiirgus, UV-kiirgus, toksiinid jt. ROS-id (nt vesinikperoksiid, hüdroksüülradikaal, superoksiidanioon) võivad kahjustada rakumembraanide struktuuri, valke ja nukleiinhappeid. ROS-de põhjustatud vanusega akumuleeruvad defektid ja organismi võimekus nendega toime tulla võivad mängida olulist rolli vananemisprotsessides. Hiirtel, kellel puudub ensüüm SOD1 (ingl Superoxide dismutase 1; aitab elimineerida ROS-e), on eeldatav eluiga ~30% lühem. Samas SOD1 ja katalaasi üheaegne üleekspressioon pikendab äädikakärbse (Drosophila melanogaster) eluiga.


    Üks oluline regulaator rakujagunemisel on n-ö genoomikaitsja transkriptsioonifaktor p53, millel on mitu tähtsat funktsiooni: võib peatada rakutsükli (G1-/S-faasi üleminekul, olles vajalik, selleks et DNA reparatsiooni eest vastutavatel valkudel oleks aega kahjustused parandada); aktiveerib DNA reparatsiooniensüüme, kui DNA on kahjustunud, või suunab raku apoptoosi, kui kahjustused on liiga suured; samuti võib p53 põhjustada ka rakulist vananemist kiiresti jagunevates rakkudes (joonis 9.64, vt ka peatükk 13.1.1.2, joonised 13.5 ja 13.6). UV-kiirgus, hüpoksia, ioniseeriv kiirgus ja muud tegurid võivad tekitada DNA kahjustusi, mis põhjustavad p53 aktivatsiooni (enamikus rakkudes on p53 seotud oma repressoriga, mis hoiab teda inaktiivsena). Aktiveeritud p53 aitab suurte kahjustuste korral rakke juhtida apoptoosi, takistades kasvajate arengut. Samas võib p53 tegutsemine hävitada ka näiteks tüvirakke. Kui kromosoomide otstes paiknevate telomeeride (telomeerid on DNA-valgu kompleksid kromosoomi otstes, mis kaitsevad genoomi degradatsiooni ja interkromosomaalsete ühinemiste eest) kahjustumisel aktiveeritakse p53, siis DNA replikatsioon peatub, reparatsioon ei tööta ning algatatakse apoptoos, mis võib vähendada tüvirakkude või kiiresti replitseeruvate rakkude hulka. See protsess omakorda tekitab kokkuvõttes n-ö vananeva fenotüübi (nt degeneratiivsete haiguste korral). Inimeste puhul on näidatud selge korrelatsioon telomeeride pikkuse ja vananemise vahel, st vananedes telomeerid lühenevad, mistõttu rakud jagunevad vähem või suunatakse apoptoosi. Telomeeride terviklikkust aitab säilitada ensüüm telomeraas (joonis 9.64). Telomeraasi aktiivsus on kõrge kiiresti uuenevates rakkudes, näiteks arenevates sugurakkudes ja hematopoeetilistes rakkudes, samas kui enamikus somaatilistes rakkudes on ensüümi aktiivsus enamasti madal või praktiliselt puudub, mistõttu replikatsiooni käigus lühenevad nende telomeerid progressiivselt. Telomeeride järkjärguline lühenemine kriitilise piirini viib rakkude vananemiseni, apoptoosini või onkogeensete muutusteni. Telomeeride pikkus inimese kudedes väheneb keskmiselt ~24,8–27,7 bp aastas (maksas nt 55 bp/a). Mõnedel loomadel lühenevad telomeerid väga aeglaselt, näiteks pika elueaga ja isegi kõrges vanuses reproduktiivsetel kilpkonnadel. Telomeeride pikkus inimesel on mõjutatud nii indiviidi vanusest, geneetilistest ja epigeneetilistest faktoritest, keskkonnast kui ka eluviisidest (nt suitsetamine – 1 pakk sigarette päevas 40 aasta jooksul = 7,4 aastaga elust; dieet ja vähene liikumine). Telomeeride kiirendatud lühenemine on seotud enneaegse vananemisega kaasnevate haigustega, nagu südamehaigused, suurem risk kasvajate tekkeks ja osteoporoos (luuhõrenemine).


    Kromatiini modifitseerimine on väga tähtis komponent vananemise korral. Näiteks konserveerunud Sirtuin-geene (imetajatel Sirt1–7), mis kodeerivad enamasti histooni deatsetüülimise eest vastutavaid ensüüme, on seostatud vananemisega. Sirtuiinid aitavad takistada teiste geenide ekspressiooni valel ajal või vales kohas ning aitavad parandada katkeid kromatiinis (joonis 9.64). Organismi vananedes tekivad DNA kahjustused, mistõttu suunatakse sirtuiine pigem kromatiini reparatsioonile, seega nende roll geenide vaigistamisel jääb unarusse. Seetõttu arvatakse, et tänu sirtuiinide muutunud rollile vananedes võib geenide ajalis-ruumiline ekspressioonimuster muutuda ja see omakorda soodustab vananemisprotsessi. Hiired, kellel on SIRT6 geen üleekspresseeritud, elavad kauem (sellist fenomeni on näidatud ainult isaste puhul), samas kui SIRT6-/- hiirtel on lühem eluiga ja tõsised metaboolsed defektid. SIRT3-lookuse polümorfisme on seostatud kõrge vanusega inimesel.


    Loomariigis peetakse üheks oluliseks vananemist ja eluiga reguleerivaks signaalirajaks konserveerunud insuliini/IGF-1 (ingl Insulin-like growth factor 1) ja tema vastava retseptori vahendatud signaalikaskaadi (joonis 9.64). Ümarussi (nematood, Caenorhabditis elegans) arengus aktiveeritakse soodsate keskkonnatingimuste korral insuliini retseptor DAF-2, mis stimuleerib vastse arengut täiskasvanu suunas. Kui keskkonnatingimused pole sobilikud (liiga kõrge temperatuur, toidupuudus, liiga tihe populatsioon jmt), siis DAF-2 ei aktiveerita ning ümaruss läheb alternatiivsesse metaboolsesse puhkeseisundisse ehk nn daueri-staadiumisse, kus ta mõnda aega ei arene edasi ega ka vanane. Mutatsioonid daf-2 geenis võivad suurendada C. elegans`’i eluiga kaks korda. Samuti aktiveerub daueristaadiumis tänu transkriptsioonifaktorile DAF-16/Foxo (ingl Forkhead transcription factor) mitmete ensüümide tootmine, mis soodustavad DNA reparatsiooni ja eluea pikenemist ning kaitsevad reaktiivsete hapnikuühendite (ROS) eest. Insuliini signaaliraja aktivatsioonil Foxo inhibeeritakse ja aktiveeritakse TOR (ingl Target of rapamycin) proteiinikinaaside kompleks, mida on seostatud eluea lühenemisega (joonis 9.64). TOR-i defitsiit põhjustab näiteks eluea pikenemist C. elegans’il. Ehkki sarnased insuliini signalisatsioonikaskaadi mehhanismid eksisteerivad ka imetajatel, on selle rolli kohta imetajate vananemise ja eluea regulatsioonil vähe teada. Näiteks koeratõugude puhul, keda on aretatud väga erineva välimiku ja mõõtmetega loomadeks, on leitud selge seos koera mõõtmete ja elueaga. Suured kiiremini kasvavad tõud (nt bernhardiin, Taani dogi, Tiibeti mastif) elavad vähem (keskmiselt viis kuni kaheksa aastat), samas kui väiksemad ja aeglasemalt kasvavad tõud (nt Lhasa Apso, chihuahua, Jack Russeli terjer) elavad märgatavalt kauem (keskmiselt 10–14, aga võivad elada ~20-aastaseks). Ühtlasi on näidatud, et väiksematel koeratõugudel on ka madalam IGF-1 tase kui suurtel tõugudel, mis võib olla kõrge vanuse üks põhjus. Kääbuskasvuga Laroni sündroomi põdevatel inimestel on kasvuhormooni retseptori muutustest põhjustatud vähenenud IGF-1 tase, mistõttu on neil märkimisväärselt väiksem risk haigestuda vähki või diabeeti. Samuti on leitud, et nii IGF1R haplodefitsiitsed kui ka vähendatud mTORC1 (ingl Mammalian target of rapamycin complex1) tasemega hiired elavad kauem kui nende normaalsed, nn metsiktüüpi pesakonnakaaslased.


    Üks vananemist pidurdav ja eluiga pikendav tegur on kalorite piiramine (ingl caloric restriction) dieedis (joonis 9.64). Mitmete katseloomade (nt koer, reesusahv, rott) peal on näidatud, et kalorite piiramine igapäevases toidus pikendab märkimisväärselt nende eluiga. Reesusahvid, kelle peal rakendati vastavat dieeti, olid väiksemad, madalama kehatemperatuuriga, madalama insuliini ja glükoosi tasemega, elasid kauem, kuid nende aktiivsus ja libiido olid langenud võrreldes ahvidega, kes said toitu vabalt kätte. Kalorite piiramine võib takistada telomeeride erosiooni, epigeneetilisi muutusi, tüvirakkude vähenemist, rakulist vananemist, mitokondrite väärtalitlust ja mitmeid teisi muutusi, mis on omased vananemisele. Kalorite piiramine ja eluiga võib olla seotud insuliini, TOR-kinaaside ja PKA (proteiinikinaas A) signalisatsiooni pidurdamisega. Kas ja kuidas mõjutab kalorite piiramine inimese eluiga, on veel paljuski ebaselge. Mõningad uuringud on näidanud, et kalorite piiramine võib vähendada mitmete haiguste (nt arteroskleroos, kõrgvererõhutõbi, rasvumine, II tüüpi diabeet, neurodegeneratiivsed haigused) väljakujunemist.
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    Joonis 9.64. Vananemist soodustavad ja pidurdavad tegurid. FOXO (ingl Forkhead transcription factor); p53 (ingl Tumor protein 53); IGF-1 (ingl Insulin-like growth factor 1); ROS (reaktiivsed hapnikuradikaalid); TOR (ingl Target of rapamycin).

  


  
    10. Rakkude diferentseerumine


    SULEV KUUSE


    Seiglaste (sugurakkude) viljastumise ja rakkude pooldumise ning jagunemise protsessidele järgnevad niihästi ainu- kui ka hulkrakseil loomadel eristumis- e diferentseerumisprotsessid.


    


    Johannes Piiper. Sissejuhatus üldzooloogiasse II. Tartu, 1943, lk 123.


    
      [image: ]

    


    Selline le petit enfant (pr ’väike laps’) oli kenasti näha Nicolas Hartsoecker 1695. aastal joonistatud spermis. Tema ja teised animalkulistid propageerisid, et inimene on valmiskujul olemas juba spermis (preformatsiooni koolkonna spermistide õpetus; sama koolkonna ovulistid rääkisid, et väike valmis inimene kasvab munarakus). See arvamus oli levinud mitmete teadlaste (nt Antonie Philips van Leeuwenhoek jt) vaadetes. Animalculum (ld ’väike loom’) kandis edasi spermistide ideed, et tulevane inimene esineb juba valmiskujul spermis ja edasi ei toimu mitte mingisugust arengut (diferentseerumist), vaid nn väike laps kasvab ema kehas.


    Kuidas rakud teisenevad, kuidas nad eristuvad oma eellasrakkudest? Kuidas tütarrakud omandavad peale jagunemist erinevad tunnused? Kuidas rakud ja nende funktsioonid muutuvad? Kuidas ühest rakust areneb neuron, teisest aga naha epidermise rakk, kolmandast jälle soole enodoteeli või maksa parenhüümi rakk?


    Võib öelda, et rakkude diferentseerumine on protsess, mille käigus rakud muutuvad ühest rakutüübist teiseks (vt peatükk 18.2.2). See tähendab, et nad omandavad rakkude jagunemise käigus üha enam spetsiifilisi tunnusjooni: vähem eristunud rakkudest tekivad jagunemiste tulemusel kõrgelt spetsialiseerunud rakud. Diferentseerumine toimub paljurakulise organismi arengu käigus pidevalt. Viljastatud munarakust areneb keeruline eri rakutüüpe ja kudesid sisaldav kompleks, mis suudab areneda, moodustada funktsioneeriva paljurakulise organismi ning iseend taastoota.


    Selleks on vajalik embrüonaalsete tüvirakkude olemasolu, mis on võimelised muutuma enda programmi järgi (DNA), sõltuvalt ümbritsevatest mõjufaktoritest (epigeneetika) ja ka suhestuda teiste rakkudega (signalisatsioon), et tekkiks terviklik organism (vt peatükk 11.3).


    Diferentseerumine leiab aset ka täiskasvanud organismi kudedes, sest koed peavad ju oma ülesannete täitmiseks olema suutelised vigaseid rakke välja vahetama ja nad peavad olema võimelised end ka taastootma, et edukalt funktsioneerida. Selleks on vaja täiskasvanud koe tüvirakke (vt peatükk 11.5).


    Diferentseerumise käigus muutub oluliselt rakkude kuju, suurus, rakumembraani koosseis, raku metaboolne aktiivsus ning sõltuvalt raku pinnaretseptorite koosseisu muutustest ka reaktsioon erinevatele signaalidele. Kõiki neid muutusi põhjustab rakkude diferentseerumise käigus teisenenud geenide ekspressioonimuster. Võib öelda, et hoolimata kõigil rakkudel olemasolevast samast genoomist on eri tüüpi rakud oma talitlustes väga erinevad. Kindlasti on peale geenide otsese toime oma kindel roll rakkude naaberrakkudel (st organismil tervikuna) ja rakke ümbritseval keskkonnal (st väliskeskkonnal) ning sealt tulevatel mõjutustel. Seega on siin võimalik rääkida rakkude diferentseerumispotentsiaalile mõju avaldavast epigeneetilisest taustast.


    Laias laastus võime kõneleda kolmest rakutüübist: sugurakud, somaatilised e keharakud ja tüvirakud.


    Peale viljastumist esimeste jagunemiste tulemusena tekinud esimesed neli kuni kaheksa rakku on totipotentsed e omnipotentsed (nemad annavad alguse kõigile tulevase organismi eristuvatele rakkudele).


    Igal rakul on organismi arengus oma roll. Kuigi imetaja blastotsüsti sisemise rakumassi üksikrakud on võimelised diferentseeruma kõigiks organismi kudedeks, pole nad võimelised moodustama tervikorganismi. Neid rakke nimetatakse pluripotentseteks embrüonaalseteks tüvirakkudeks (joonis 10. 5 ja 18.20 B). Ka lõpuni eristunud e terminaalselt diferentseerunud rakud on teatud mõjufaktorite toimel võimelised dediferentseerumise käigus muutuma indutseeritud pluripotentseteks rakkudeks (ingl induced pluripotenent cell, iPS).


    Organismis tekib embrüonaalse arengu käigus terve rida erinevaid tüvirakke ja eellasrakke, mis saavad diferentseeruda kindlat funktsiooni täitvateks rakkudeks: nt vereloome tüvirakud, mesenhümaalsed tüvirakud, epiteliaalsed tüvirakud, lihasraku satelliitrakud jt. Sellised rakud on täiskasvanud organismis multipotentsed tüvirakud. Need rakud on kõige laiema potentsiaaliga täiskasvanu rakud (nt hematopoeetilised tüvirakud, ingl hematopoetic stem cells, HSC; joonis 11.1 ja peatükk 11.2). Teatud juhtudel võivad multipotentsed tüvirakud dediferentseeruda ka pluripotentse staadiumini.


    Paljurakulise organismi arenguks peavad rakud diferentseeruma ja spetsialiseeruma, et täita erinevaid funktsioone elus püsimiseks ning oma ülesande täitmiseks (joonis 10.1). Neid rakke nimetatakse diferentseerumisastme järgi kas oligopotentseteks rakkudeks (nt lümfoidsed ja müeloidsed tüvirakud) või unipotentseteks rakkudeks (nt vaskulaarsed tüvirakud). Nende rakkude arenguprogramm on determineeritud e ette määratud ja nad suudavad diferentseeruda kas üheks või mõneks üksikuks rakutüübiks (ingl committed cell). Determineeritud rakkudest arenevad lõpliku eristumise käigus teatud spetsiifilist funktsiooni täitva rakutüübi eellasrakud e TA-rakud (ingl transit amplifying cell, aga ka progenitor cell või precursor cell) ja viimastest omakorda kindlat funktsiooni täitvad lõplikult e terminaalselt diferentseerunud rakud.
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    Joonis 10.1. Tüvirakk on selline rakk organismis, mis on võimeline jagunemise tulemusel andma endasuguseid järglasi. Samas suudab tüvirakk tänu signaalidele, mis mõjutavad geeniaktivatsiooni, anda alguse rakkude diferentseerumisele ning eristumisele kudedeks, kus täidavad oma funktsiooni lõplikult e terminaalselt diferentseerunud rakud.


    20. sajandi alguseks oli selge, et kõigis kindla liigi ja organismi rakkudes on olemas samasugune geneetilise materjali kogum, mis pärineb peale viljastumist kahelt vanemorganismilt (kõrgematel loomadel annavad haploidsed sugurakud alguse diploidsetele organismidele). Seega on kõigis keharakkudes samad kromosoomid ja ühesugune geenide valik. Sellist olukorda nimetatakse genoomide ekvivalentsuseks. Seda väidet on tõestanud tänapäevased organismide kloonimise katsed, mille käigus on näidatud, et tuumata munarakku viidud lõpuni eristunud somaatilise raku tuum on võimeline andma alguse uuele täisväärtuslikule organismile (vt peatükk 18.4.2.5). Juba alates 1960. aastatest on postuleeritud, et võrdse geneetilise taustaga rakud suudavad diferentseeruda tänu erinevustele geeniekspressiooni mustris. Seda protsessi nimetatakse ka geenide valikuliseks aktivatsiooniks e diferentsiaalseks geeniekspressiooniks (ingl differential gene activating, differential gene expression). Võib öelda, et


    – peale munaraku viljastumist tekkinud kindlale organismile omane, unikaalne genotüüp on selle organismi kõigil arengu ja diferentseerumise läbinud rakkudel sama;


    – diferentseerumise jooksul ei kao genoomidest mittevajalikud geenid, vaid nad on n-ö vaikivas olekus ja vajadusel võib toimuda nende geenide aktivatsioon;


    – eristunud rakkudes on vaid väike osa genoomist aktiivne ning igale diferentseerunud rakutüübile on iseloomulik kindel geenide transkriptsiooni muster (toimub vaid vajalike mRNA-de süntees);


    – diferentseerumise käigus võib toimuda juhuslik DNA muteerumine, mis võib viia kõrvalekalleteni eristumise protsessis;


    – diferentseerumiseni võib viia ka genoomi teatud piirkondade vaigistamine (vt RNA interferents, peatükk 4.2.9 ning meetodid DNA toimetamiseks, peatükk 18.3.6 ja 18.3.7). On teada, et geeniekspressioon (geenide avaldumine) on reguleeritud ning kontrollitud väga erinevatel tasemetel, millega tagatakse, et eristunud rakud toodavad vaid neile iseloomulikke valke. Selleks toimuvad raku elutegevuses kontrollimehhanismid vähemalt neljal tasandil.


    – Geeniekspressioon sõltub esmalt sellest, millised DNA osad e geenid tõlgitakse (transkribeeritakse) RNA keelde.


    – Valikuline RNA süntees tagab õige informatsiooni-RNA e mRNA (ingl messenger RNA) liikumise tuumast tsütoplasmasse.


    – Tsütoplasmas tehakse samuti valik, mille käigus tõlgitakse valkude keelde (translatsioon) vaid sellel ajamomendil vajalikud ning kindlad mRNA-d. See võimaldab rakule sellel hetkel oluliste polüpeptiidide sünteesi.


    – Golgi kompleksis toimub polüpeptiidi(de) modifitseerimine, et aktiveerida funktsionaalsed valgud (polüpeptiidi teatud osade väljalõikamine e splaissing, polüpeptiidide inaktiveerimine, teatud mittevajaliku eellasvalkude kõrvaldamine). Nende protsesside toimumine annab rakule võimaluse teha viimane valik: millised sünteesitud valkude eellastest on organismile vajalikud, millised neist on korrektselt sünteesitud, modifitseeritud ja õigesti suunatud vajalikku raku/koe/organismi piirkonda ning millised neist on õigel ajal aktiveeritud; defektsed polüpeptiidid suunatakse lagundamisele autofagolüsosoomidesse.


    Võib öelda, et rakkude diferentseerumine on eristumine kõrgelt spetsialiseerunud ning oma kindlat ülesannet täitvateks rakkudeks. Kuidas aga rakud teavad, mismoodi käituda ja millises suunas areneda? Rakkude sellesuunaline tegevus on otseses sõltuvuses nende geeniaktiivsusest ehk sellest, millised geenid on ekspresseeritud ja millised represseeritud. Lähtuvalt sellest sõltub raku funktsioneerimine tervikus (koes, organis, organismis). Diferentseerumise toimumiseks peavad rakud olema võimelised vastama nii ekso- kui endogeensetele signaalidele.


    Kõik sugulisel teel paljunevad organismid saavad alguse munaraku ja spermi ühinemisest, mille käigus tekib viljastatud munarakk e sügoot. Sügoodi jagunemisel eristuvad esmalt totipotentsed rakud, mis annavad peale piiratud arvu jagunemisi alguse pluripotentsetele tüvirakkudele. Neist embrüonaalsetest tüvirakkudest saavad alguse väga mitmeid erinevaid funktsioone täitvatest rakkudest koosnevad organismid. Suguta sigimise ehk vegetatiivse paljunemise käigus pole vaja algset initsiatsiooni (nt viljastumine), vaid piisab tervikorganismi üksiku rakukogumi aktiveerimisest/eraldamisest ja hakkab arenema identne organism (nt maasikataime paljunemine võsundist või hüdra regeneratsioon e taastootmine üksikust kombitsast) (vt peatükk 18.2.2). Diferentseerumine on organismide arengus toimuv normaalne protsess, mis viib vähem eristunud raku muutumiseni teistest rakkudest erinevaks e enam eristunuks nii oma vormilt (kuju – spermid, munarakk; struktuur – luurakud, närvirakud; ehitus - sensorrakud) kui funktsioonaalsuselt (nt valikuline läbitavus teistele ühenditele ja rakkudele – soolestiku endoteelirakud, erinevad neuronaalsed rakud jt; spetsiifiliste funktsioonide täitmine – lihasrakud, erinevad sensorrakud, T- ja B-lümfotsüüdid jt). Eristunud e diferentseerunud rakkudele on iseloomulik ainuomaste produktide tootmine: silma võrkkesta rakud (retiniin), B-lümfotsüüdid (antikehad), nuumrakud (histamiin) jne.


    Enamik organismi diferentseerunud rakkudest on koondunud ja moodustavad erinevaid kudesid: lihaskude, närvikude, rasvkude, sidekude jne (vt peatükk 15). Kudede moodustumisel on tähtis rakkude sünteesitav ekstratsellulaarne maatriks. Rakkude diferentseerumisega kaasnevad muutused rakkude talitluses ning sellest johtuvad ehituslikud erisused (nt mitmed muutused rakkude tsütoskeletis, raku pinnamarkerite koosseisus, sekreteeritavate ainete hulgas ja funktsioonis jne). Muutused leiavad aset ka rakkude sünteesitava ekstratsellulaarses maatriksi koosseisus ja hulgas, millega tagatakse rakkude omavaheline õige ruumiline paigutus ja koondumine ühtsetesse struktuuridesse. Need protsessid toimuvad tänu rakkudevahelisele infovahetusele. Kuid ühtses struktuuris paiknevad rakud saavad nüüd suhelda ka vahetult, mis tagab struktuuri terviklikkuse (vt peatükk 6).


    Rakkudevahelise informatsiooni ülekandel mängivad suurt rolli rakkudevahelised liidused: taimedel plasmodesmid, loomarakkudel hemidesmosoomid, aukliidused, desmosoomid, tiheliidused jt (joonis 10.2).
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    Joonis 10.2. Arengus on rakkude diferentseerumisel äärmiselt oluline õigeaegne rakkudevaheline signaliseerimine e suhtlemine. Signalisatsioon võib olla kas positiivne või negatiivne. Signalisatsiooniga aktiveeritakse, vaigistatakse või represseeritakse geene, mõjutades DNA transkriptsiooni. Mõju võib esineda ka posttranskriptsioonilisel tasemel, aga samuti translatsiooni etapis ja hilisemas valkude modifikatsioonis. Võib eristada kolme peamist rakkudevahelise kommunikatsiooni viisi: a) difundeeruv singnaalmolekul võib liikuda pikki vahemaid (vere- või lümfiringe) ja seonduda rakupinna retseptoriga ning mõjutada üle signaaliülekande raja rakkude talitlust ja eristumist; b) rakud seonudvad omavahel otse tänu rakupinna transmembraansetele retseptoritele, millega kaasneb tsütoplasmaatiliste efektormolekulide aktivatsioon, efektormolekulide edastatava signaali ülekanne tuuma ja vastavate geenide mõjutus – selline mõju on lokaalne ja piirdub peamiselt ühe või mõne raku mõjuga naaberrakkudele; c) kiire ja efektiivne signaalmolekulide liikumine läbi aukliiduste ühest rakust teise, kuna otsetee kahe raku vahel on avatud; taimedel on sarnane signaaliülekande viis efektormolekulide liikumine läbi plasmodesmide.


    Tänu taolistele ühendustele saavad rakud vahetada üksteisega ioone, mitmeid madalmolekulaarseid mediaatoraineid ja signaalmolekule (vt peatükk 6). Teine võimalus infovahetuseks on rakkude sekreteeritavate signaalmolekulide, transkriptsioonifaktorite jt toimeainete vahendusel rakkude reaktsioon mõjuainete kontsentratsioonigradiendi muutustele. Nende protsessidega tagatakse mõjutuste edasikandumine naaberrakkudele ja -kudedele (joonis 10.3 ja 10.4).
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    Joonis 10.3. Rakkude eristumise tagab teatud signaalide olemasolu. Seda skeemi nimetatakse prantsuse lipu mudeliks. 1. Esimesele signaalile (1) järgnevad edasised signalisatsioonilained (2 ja 3). Tänu signalisatsiooni toimimisele leiab diferentseerumise käigus aset erinevate geenide aktivatsioon, mis viib lõpuks selliste kindlat tüüpi rakkude tekkimiseni, kellel on spetsiifiline aktiivsete geenide muster, millega on tagatud teatud diferentseerunud rakkudele omaste funktsioonide täitmine (4).
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    Joonis 10.4. Rakkude toodetavate signaalmolekulide vahetu mõju tagab ka ümbritsevate rakkude mõjutamise vastavalt mõjuritele. Mingi faktori või signaali vahetu mõju ulatub vaid teatud hulga rakkudeni. Kontsentratsioonigradiendi e mõjulävendi ulatus jääb tavaliselt alla 100 raku. Mida suurem on aine kontsentratsioon, seda suurem on ka tema mõju teatud kindlale hulgale rakkudele (mõjulävend 3); mida väiksem on aga signaalmolekuli kontsentratsioon, seda suuremale hulgale rakkudele ta mõjub (mõjulävend 1), kusjuures signaali mõju on nõrgem või rakkude reaktsioon mõjutusele on teisem kui kõrge kontsentratsiooni mõjuväljas olevatel rakkudel.


    Osa gradiente piirdub vahetu rakkudevahelise kommunikatsiooniga (prantsuse lipu mudel), kuid paljud gradiendid ulatuvad tänu organismi tsirkulatsioonisüsteemile (vereringe, lümfiringe) üle kogu organismi. Viimasel juhul peavad aga eksisteerima sellised rakud, mille pinnal on vastavaid efektor- e signaalmolekule äratundvad retseptorid. Retseptor-ligandi ühinemise kaudu kantakse teiste rakkude toodetud mõjuained edasi signaali vastuvõtva raku pinnalt raku tsütoplasmasse ning sealt tuuma, kus aktiveeritakse või inaktiveeritakse septsiifilised geenid. Sellised protsessid tervikuna tagavadki rakkudevahelise suhtlemise ja sealt edasi ka rakkude eristumise vajalikes suundades.


    Rakkude diferentseerumisega tagatakse tervikliku organismi väljakujunemine ning kõigi eluks vajalike funktsioonide toimumine (joonis 10.5).
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    Joonis 10.5. Rakkude diferentseerumise selgitamiseks on parim lähtuda organismi arengu üldistest reeglitest. Kaks lõpuni eristunud ja väga spetsiifilist ülesannet täitvat rakku, sperm ja munarakk, ühinevad. Selle tulemusel tekib sügoodist peale kahte-kolme jagunemist totipotentne moorula, kus kõik rakud on ühesuguse potentsiaaliga – nad on võimelised kiirelt jagunema. Moorulast tekib blastotsüst, kus toimuvad edasise arengu jaoks olulised esmased diferentseerumisprotsessid, kus toimub korrektne rakkudevaheline signalisatsioon ning kus arengu jätkumiseks on määravad rakkudevahelised kontaktid. Blastotsüst eristub esmalt trofektodermiks, millest saavad alguse ekstraembrüonaalsed koed, ja sisemiseks rakkude massiks (ingl inner cell mass, ICM), kust saab alguse tulevane organism. Blastotsüsti kahe lootelehe (ekto- ja endodermi) eristumise tulemusena tekib gastrula, kus on eristatavad juba kolm lootelehte (ekto-, endo- ja mesoderm). Nendest multipotentsetest rakkudest saavad diferentseerumise käigus alguse kõik elusorganismi oligopotentsed rakutüübid, mis moodustavad koed ja mis koonduvad organiteks, et moodustada terviklik organism. Eristunud kudede rakud on unipotentsed, st et nad on võimelised andma alguse selle organi teatud determineeritud koetüüpidele, millest arenevad välja lõplikult diferentseerunud rakud, mis on võimelised täitma vaid määratud kindlat funktsiooni. Samas on tänapäevased tööd selgelt näidanud, et täiskasvanud organismis suuremates organsüsteemides säiluvad ka pluripotentsete, multipotentsete, oligopotentsete ja unipotentsete tüvirakkude populatsioonid.

  


  
    10.1. Diferentseerumiseks vajalikud eeldused


    Kuidas saavad loomarakud, millel kõigil on peale viljastumist ühesugune genotüüp, hakata mingil arenguetapil eristuma ja kuidas tekkivad erinevat tüüpi rakud (epiteliaalsed, osteotsütaarsed, neuraalsed jt), mis moodustavad erinevaid kudesid (kattekoed, luukude, närvikude jt)? Üldisemas plaanis võib öelda, et rakkude diferentseerumine tähendab viljastatud munarakust embrüonaalsete rakkude esmast eristumist ning sealt edasi juba kindlasuunalist spetsialiseerumist. Esmalt moodustuvad areneval organismil lootelehed ja nende edasisel eristumisel saame rääkida juba spetsialiseerunud kudedest (vt peatükk 9.3–9.5 ja 18.2). Need protsessid tulenevad aga otseselt muutustest rakkude geeniekspressioonis, mida omakorda mõjutavad nii rakkudevahelised ja rakk-maatriks-kontaktid, signaalmolekulid, transkriptsioonifaktorid jne. Üldistades võib öelda, et diferentseerumise aluseks on õigesti kontrollitud DNA aktivatsioon ehk transkriptsiooni regulatsioon (joonis 10.6).
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    Joonis 10.6. Rakkude diferentseerumine eeldab algsete rakkude (munarakk, embrüonaalsed tüvirakud) eristumist jagunemise käigus, kusjuures samas jääb alles ka esmane rakuliin. Transkriptsiooni regulatsioon ja rakkude eristumine võib toimuda erinevatel ajamomentidel ehk erinevates diferentseerumise staadiumites (etapid I–V). Samas kontrollivad diferentseerumise suunda mitmed transkriptsioonifaktorid ja erinevad mõjuained (värvilised pallid rakkudes), mida sünteesivad diferentseeruvad rakud või toodavad neid organismi teised rakud. Taoliste efektormolekulide mõju avaldub kinnitumise kaudu rakupinna, aga ka tsütoplasmaatilistele retesptoritele. Nende protsesside tagajärjel aktiveeritakse vastav signalisatsioonirada ja vajalik signaal kantakse üle raku tuuma, kus toimub antud ajahetkest sõltuv oluline transkriptsiooni regulatsioon (kas aktivatsioon või repressioon). Viimane toob kaasa rakkude eristumise ja nende funktsiooni muutused.


    Diferentseerumise käigus tekkivad sügoodist (I) totipotentsed tüvirakud (II), neist omakorda pluripotentsed embrüonaalsed tüvirakud (III), edasi multipotentsed ja/või oligopotentsed tüvirakud (IV) ning lõpuks spetsialiseerunud ehk determineeritud (lõplikult eristunud) kindlat funktsiooni täitvad rakud (V). Spetsialiseerunud rakkude hulka kuulub ka väike osa nende kudede multipotentseid ja oligopotentseid tüvirakke, mis suudavad õigel ajahetkel, sõltuvalt mõjutusest, hakata seda kudet taas tootma. Samuti esinevad diferentseerumise läbinud rakkude populatsioonis peale funktsionaalsete lõplikult eristunud rakkude ka determineeritud eellasrakkude e unipotentsete rakkude populatsioon (TA-rakud) ja mingi väike osa diferentseerumise algetappides olevaid pluripotentseid rakke, mis suudavad vajadusel anda alguse vastava eristunud koe fuktsionaalsetele uutele rakkudele.


    Rakkude diferentseerumise tagab rakkude jagunemisprotsessi e mitoosi toimumine. Mitoos tagab endasuguste rakkude (tüvirakkude) taastootmise, et püsiks koe homeostaas, et organid oleksid võimelised kasvama ja et oleks pidevalt võtta rakke, mis aitavad spetsiifilisel koel püsida. Samas peab rakupopulatsioonil olema valmidus diferentseeruda vastavalt konkreetse koe vajadustele. Diferentseerumine saab toimuda kas sümmetriliselt (peale jagunemist pole toimunud rakkude eristumist või kui mitoos on läbitud, on eristunud mõlemad järglasrakud), aga ka asümmeetriliselt (üks jagunenud rakkudest jääb eellasraku omadustega, teine aga omandab uue funktsiooni sõltuvaltraku muutunud geeniaktiivsusest ja koe vajadustest (joonis 10.7).
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    Joonis 10.7. Rakkude jagunemine võib olla kas asümmeetriline (jagunemise käigus eristub üks rakk) või sümmeetriline (jagunemise tulemusel tekkivad eellasega samaväärsed ning samade omadustega kaks uut rakku või on mõlemad rakud ühtmoodi eristunud). Eristumist põhjustavad rakkudele mõjuvad välised faktorid (nt erinevad kasvufaktorid) ning võib ka toimuda eellasrakkude indutseerimine teatud kindlas eristumise suunas. Taoline mõjutus antakse edasi erinevate signalisatsiooniradade järgi, mille käivitajaks on üldjuhul rakumembraani retseptoritele kinnitunud induktormolekulid. Induktsiooniga kaasneb alati spetsiifiline geeniaktivatsioon.


    Asümmetrilise rakujagunemise põhjuseid tuleb peale väliste signaalide otsida ka rakkude sisekeskkonnast. Näiteks jaotuvad rakus tsütoplasma molekulid (tavaliselt mRNA või valgud) ebavõrdselt vahetult enne mitoosi toimumist. Sellest tingituna jääb ka peale rakkude jagunemist püsima samasugune olukord: tütarrakkudesse on peale tsütokineesi toimumist jäänud erinev mRNA või valgu hulk. Kirjeldatud juhul võib see samuti viia rakkude eristumiseni. Tavaliselt on sellised tsütoplasma determinandid (kindlas suunas rakkude mõjutajad) erinevad transkriptsioonifaktorid, mitmed valgud, onkogeenid või neid kodeerivad mRNA molekulid (joonis 10.8, 10.9 ja 10.10).
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    Joonis 10.8. Rakkude jagunemisel põhjustab teatud tsütoplasmaatiliste determinantide (mRNA, valgud) ebavõrdne jaotumine tütarakkude vahel erinevuste ilmnemise rakkude edasises saatuses. Esmased andmed rakkude ebavõrdse jagunemise ja raku sisaldise ebavõrdse jaotumise seose kohta saadi C. elegans’i ja Drosophila embrüogeneesi uurides.
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    Joonis 10.9. Rakkude diferentseerumine sõltub tihti tsütoplasmaatiliste determinantide (mõjufaktorite) rakusisesest segregatsioonist (A.), mistõttu eristunud rakkudel on erinev potentsiaal edasiseks funktsioneerimiseks. Kui asümmeetrilisel jagunemisel eristunud rakul on tsütoplasmas hulgaliselt diferentseerumise kulgu mõjutavat faktorit (nt mRNA), viib see rakkude edasise diferentseerumiseni (C.). Kui asümmeetrilisel jagunemisel tekkinud rakus pole vastavat mõjuainet, suunatakse rakk edasi diferentseeruma välise toimeaine mõjul või ka raku enda toodetud faktori mõjutusel (nt kasvufaktor), mis annab oma mõjusignaali rakule edasi, kinnitudes raku pinnaretseptorile (B.). Selle signalisatsiooniraja aktiveerumisel suunatakse rakk diferentsiaalse geeniaktivatsiooni käivitudes eristumise teele (D.).
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    Joonis 10.10. Lihase satelliitrakkude jagunemise skeem selgitab rakkude jagunemisel ja eristumisel (diferentseerumisel) oluliste valkude rolli (Pax 7, Myf5, MyoD, müegeniin). Nende spetsiifiliste valkude esinemine on põhjustatud geeniaktiivsuse muutustest diferentseerumise käigus. Sõltuvalt mõjutustest, mida peegeldab nimetatud markervalkude esinemine, jäävad rakud kas tüviraku seisundisse, muutuvad lihasraku eellasteks või eristuvad müotsüütideks e lihasrakkudeks, mis täidavad oma spetsiifilist funktsiooni.


    Kindlasti on organismi arengus üks tähtis moment ka rakkude asukoht ja paiknemine teiste rakkude suhtes. Sellest n-ö positsioonilisest informatsioonist (joonis 10.3 ja 10.4) sõltub väga palju (joonis 10.11).
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    Joonis 10.11. Hiire embrüonaalses arengus on uuritud kaheksa raku staadiumis olevate rakkude asukohast sõltuvat edasist rakkude arengusuunda. Ka nii varase embrüo rakkude areng on juba teatud mõttes määratud –asukoha järgi embrüos (roheliselt värvitud rakud) –, ning sõltub, kas neist arenevad järgnevate jagunemiste käigus trofektodermi (ekstraembrüonaalsed koed, mis tagavad embrüo arengu) rakud või saavad neist arengus tulevase organismi alge e sisemise rakkude massi (ICM) pluripotentsed rakud.

  


  
    10.2. Mehhanismid, mis viivad rakkude diferentseerumise ja dediferentseerumiseni


    Diferentseerumise põhjuseks on eelkõige vajadus eri tüüpi rakkude järele. Inimorganismis on teada enam kui 200 erinevat tüüpi rakku, mille diferentseerumistee on vähemal või enamal määral paika pandud juba embrüonaalsete rakkude eristumise väga varajastes staadiumites. Täiskasvanud inimeses on ca 1014 rakku. See, millist tüüpi rakud eristuvad ja mis arenguetapil nende diferentseerumine kinnistub (determineeritakse), sõltub sellest, millised geenid ja mis ajal organismi arengus avalduvad. Teadupärast on tüvirakud mittediferentseerunud rakud, mis tänu rakkude jagunemisvõimele mitoosi käigus annavad omataolisi järglasi ehk uusi tüvirakke. Saame rääkida embrüonaalsetest tüvirakkudest, mis esinevad varase arengu blastotsüsti staadiumis ja täiskasvanud organismi tüvirakkudest, mis leiduvad pea kõigis kudedes. Vajadusel on need rakud võimelised andma alguse selle koe spetsiifilistele rakkudele. Võime öelda, et diferentseeumise tulemuseks on kõrgelt spetsialiseerunud ja kindlat ülesannet täitvad rakud. Diferentseerumise käigus toimuvad morfogeneetilised protsessid, mille käigus tagatakse rakkkude kuju ja vormi (kr morphous ’kuju, vormi, struktuuri omama’) muutus tänu arengule e geneesile (lad genesis ’areng, muutumine, põlvkond’). Taimedel ja loomadel on morfogenees väga täpselt reguleeritud (rakkude jagunemine, rakkude valikuline geeniaktivatsion, rakkude kuju muutused, rakkude sisaldiste paigutuse muutumine, rakkude liikuvuse muutumine, rakkude funktsiooni teisenemine, rakkude reguleeritud surm e apoptoos (vt peatükk 12), kudede tekkimine, organite moodustumine). Vastasel juhul areneks mittefunktsioneeriv organism.


    10.2.1. Signalisatsioon kui võti diferentseerumiseks


    Rakkude esmane diferentseerumine leiab aset embrüonaalse ja lootelise (prenataalse) arengu jooksul. Neonataalne areng on eelkõige organismi kasvamine, kuid ka siis toimub rakkude eristumine (nt vereloome kogu elu jooksul või oogenees alates looteeast kuni menopausini ja spermiogenees alates puberteedist kuni kõrge vanaduseni; pidev normaalselt vananevate ning seetõttu hukkuvate rakkude taastootmine eellasrakkudest ehk koespetsiifiliste tüvirakkude diferentseerumine). Rakkude diferentseerumise käigus toimuvad olulised muutused rakkude suuruses ja kujus, nende pinnaretseptorite koosseisus ja nende võimes vastata rakusisestele ja/või -välistele signaalidele. Rakud on võimelised andma vastuse signaalmolekulide lülitumisele raku pinnaretseptoritele. Retseptor-ligand-seostumisel liigub info raku väliskeskkonnast raku sisekeskkonda, põhjustades sellega rakkude vastusreaktsiooni. Seda protsessi nimetatakses signaali ülekandeks e signalisatsiooniks (joonis 10.12).
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    Joonis 10.12. Väliskeskkonna signaalmolekulid annavad n-ö teate edasi rakupinna retseptoritele, tänu millele on rakud võimelised signaaliülekande teel saadud infot töötlema. Peale ligandi seostumist rakupinna retseptoriga antakse info edasi raku tsütoplasma vastavatele valgulistele kompleksidele ning aktiveeritakse signaalirada. Tänu virgatsmolekulidele aktiveeritakse raku geeniregulatsioon, mis vastavalt vajadusele tagab kas kindla transkriptsiooniprotsessi toimumise, rakkude suunamise proliferatsiooni/diferentseerumise poole, aga ka rakkude viimise apoptoosi.


    Signaaliülekande (vt peatükk 6) tulemusena saab rakkudele mõistetavaks, mis suunas toimub nende edasine areng ja muutumine (diferentseerumine). Joonisel 10.13 on esitatud skeem tüviraku võimalikest diferentseerumise radadest. Samas on näidatud, millistes jagunemise/diferentseerumise etappides võib toimuda teatud rakkude dediferentseerumine ning taoliste, oma funktsiooni kaotanud tüvirakulaadsete rakkude, vohamine e muutumine kasvaja tüvirakkudeks. Sel juhul oleks signaaliseerivaks mõjuriks kas keskkonnafaktorid (UV-kiirgus, erinevad kemikaalid jne) või siis näiteks häired rakkude jagunemises, mis on tingitud valest geeniaktivatsioonist.
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    Joonis 10.13. Tüvirakkudel on potentsiaal anda kas endasuguseid rakke (tüvirakke) või diferentseeruda spetsiifiliseks rakutüübiks, lõpuni diferentseerunud rakuks, mis täidab organismis kindlat funktsiooni. Tüviraku eristumisel on üks vaheetapp eellasraku staadium. Siit edasi toimub lõplik diferentseerumine. Kõigile neile etappidele on iseloomulik, et rakud võivad teatud tingimustel (mutatsioonid genoomis, mis põhjustavad rakkude dediferentseerumist või pidurdamatut jagunemist) kaotada oma normaalse jagunemismustri ning muutuda n-ö kasvaja tüvirakkudeks (vt peatükk 13.2.1).


    10.2.2. Geeniaktivatsiooni olulisus diferentseerumisel


    Rakkude normaalne jagunemine ja diferentseerumine, kudede kasvamine ja areng on ajaliselt väga täpselt reguleeritud (joonis 10.14).
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    Joonis 10.14. Normaalse diferentseerumise ja dediferentseerumise otsustus sõltub eelkõige raku genoomis toimuvatest muutustest geeniaktivatsioonis, aga ka mutatsioonide tekkest ja rakkude võimest kõrvalekaldeid genoomis parandada. Kui muutused jäävad püsima, viivad need rakkude arengu tagasisuunamisele, arengu ning diferentseerumise arrestini ja rakkude vohamisele, mis annab võimaluse vähediferentseerunud kasvajarakkude tekkeks.


    Normaalseks arenguks on äärmiselt oluline õigeaegne ja õiges rakus toimuv geenide aktivatsioon. Geeniaktivatsioonist sõltub otseselt rakkude dediferentseerumisprotsessi kulg (joonis 10.15).
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    Joonis 10.15. Rakkude diferentseerumise toimumiseks on tähtis õigeaegne raku geeniaktivatsioon, et saaks toimuda vajalike aktiivsete valkude (spetsiifilised produktid e luksusvalgud) süntees, mis on oluline rakkude diferentseerumise ja funktsioneerimise absoluutselt kõigil etappidel. Samal ajal toimub nende protsesside mitmetasandiline kontroll: A – transkriptsiooni etapil, mil DNA info põhjal sünteesitakse RNA; B -- mRNA töötluse tasemel, mis eeldab pre-mRNA järjestusest intronite eemaldamist (ingl splicing) ja mRNA toimetamist (ingl editing) ning muutmist „eksoprdivalmiks”, aga ka RNAi e RNA interferentsi esinemine, mis vaigistab geeniaktiivsust; C – mRNA liikumisel tuumast tsütoplasmasse läbi tuumapoorikompleksi kontrollitakse transpordi efektiivsust ning täpsust ja mRNA lokaliseerumist tsütoplasmas; E – täpselt toimuva valgusünteesi kontrollimehhanismid tagavad polüpeptiidi sünteesi endoplasmavõrgustiku ribosoomidel; F – valgu aktiivsuse kontroll eeldab valgu õiget kokkuvoltimist ja veendumist tema funktsionaalsuses; G – kui valk on oma ülesande (nt diferentseerumise suunamises) täitnud või degradeerunud, suunatakse ta lagundamisele.


    Kui esieneb häireid valikulises geenide aktivatsioonis, millega tagatakse rakkude määratud eristumine kindlas suunas, ilmnevad häired rakkude funktsionaalses valmisolekus mingeid ülesandeid täita. Samuti võib toimuda rakkude dediferentseerumine. Kui toimub n-ö tagasi-diferentseerumine arengu algstaadiumite suunas, saame rääkida organismile mittevajalike rakkude kuhjumisest e kasvajarakkude tekkest. Kasvajarakkude teket eristunud koe piires põhjustab vähediferentseerunud rakupopulatsiooni püsima jäämine ning nende pöördumatu ning pidurdamatu jagunemine. Sellega kaasneb olukord, kus rakud toodavad spetsiifilisi valke, ja see näitab, et nad on omandanud tüvirakkudele või kasvaja tüvirakkudele iseloomulikud tunnused ja kiire paljunemisvõime (vt tüvirakud, peatükk 11). See on tingitud rakkude kasvu aktiveerivate geenide (Bmp jt) liigsest aktivatsioonist ja produkti üleekspressioonist või kasvaja supressorgeenide (p53, Brca jt) inaktivatsioonist/mutatsioonidest (vt onkogeenid, peatükk 13). Samas võivad kudede dediferentseerumisega olla seotud hoopis pluripotentsuse tekkimist mõjutavad geenid. Nende geenide aktivatsioonini viib rakkude arenguprogrammi pöördumine, eristunud rakkudele iseloomulike tunnuste kadumine (dediferentseerumine) ja rakkude muutumine tänu induktsioonile indutseeritud pluripotentseteks tüvirakkudeks (iPSC). Sellised diferentseerumise suunda muutvad geenid on näiteks Nanog, Oct3/4, Sox2, cMyc, Klf4 jt (joonis 10.16).
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    Joonis 10.16. Eelimplantatsioonilise blastotsüsti sisemine rakukogum (embrüo tüvirakud) ning samuti indutseeritud pluripotentsed tüvirakud (ingl ICM/ES/iPS) annavad alguse tulevase organismi kõigile rakutüüpidele. Kui vähediferentseerunud rakkudele avaldavad mõju Gata4/6 transkriptsioonifaktorid, liigub ICM-/ES-/iPC-rakkude areng primitiivse endodermi tekke poole (vt peatükk 9.3.1). Kui mõjuaineks on aga transkriptsioonifaktor Cdx2, kulgeb rakkude diferentseerumine hoopis trofektodermi poole (vt peatükk 9.3.1.1), mis moodustavad lootevälised ekstraembrüonaalsed struktuurid. Joonisel on toodud välja lihasrakkude diferentseerumist mõjutava transkriptsioonifaktori MyoD osalus fibroblastide suunamisel lihasraku diferentseerumise teele. Immuunsüsteemi B-lümfotsüütide diferentseerumist makrofaagideks mõjutab näiteks transkriptsioonifaktori, CCAAT-/enhaanserseoselise valgu α (Cebp α) esinemine koes. Pankrease rakkude diferentseerumine β-rakkudeks, mis vastutavad insuliini tootmise eest, sõltub aga mitmest faktorist (nt Pdx1 e Ipf1 – pankrease ja kaksteistsõrmiku homeobox valk 1 e insuliini promootorfaktor 1, mis reguleerib pankrease eristumist, β-rakkude arengut ja küpsemist ja apoptoosi ning samuti kaskteistsõrmiku diferentseerumist; Ngn3 – neurogeniin 1, mis kuulub bHLH (ingl basic helix-loop-helix) transkriptsioonifaktorite hulka, osaleb pankrease endokriinsete rakkude eristumisel; MafA, transkriptsioonifaktor, mis on spetsiifiline β-rakkude aktivaator, osaledes pankrease β-rakkude metabolismi regulatsioonis). Teatud juhtudel võib toimuda kas juba diferentseeruma asunud eellasrakkude või funktsionaalsete rakkude dediferentseerumine, mida võib põhjustada teist tüüpi transkriptsioonifaktorite osalus eristumise algfaasides. Diferentseerumisel olulised mõjurid normaalse arengu korral on tähistatud rohelise noolega, katkendlik punane nool näitab dediferentseerumise suunda ning vajalikke faktoreid. Modifitseeritud Hochedlinger, K., Plath, K., 2009 järgi.


    Organismi seisukohalt on äärmiselt tähtis, et kõik protsessid oleksid kontrollitud. Lihaskoes esinevad nn vaikivad satelliitrakud, mis on jäänud n-ö seisma rakutsükli G0 staadiumisse. Kui aktiveerida teatud geenid, sisenevad satelliitrakud rakutsüklisse ning hakkavad jagunema ja vajadusel ka diferentseeruma (joonis 10.17.)
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    Joonis 10.17. Joonisel on tähistatud protsessid, mis aktiveeruvad vajadusel (ülespoole suunatud nool), ja on toodud ka valik geen, mis vastavalt kas siis aktiveeritakse või represseeritakse. Rakutsüklil on siin võtmeroll, tänu millele saavad n-ö vaikivatest lihaskoe satelliitrakkudest oma funktsiooni täitvad müotsüüdid.


    Paremaks geeniaktivatsiooni mõistmiseks on hea ette kujutada kahte rakku (rakupopulatsiooni), millel on küll ühesugused genoomid, kuid kus ühes on aktiveeritud vaid see osa geene, mis on olulised rakkude üldise elutegevuse toimumiseks, n-ö kodumajandusgeenid/kodukorraldajad geenid (ingl housekeeping genes), ja teises rakus need geenid, mis on spetsiifiliselt aktiveeritud kas ühes või siis teises rakus (rakupopulatsioonis) e diferentseerunud rakkudele omased ja nn luksusvalke kodeerivad geenid (joonis 10.18).
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    Joonis 10.18. Rakupopulatsioonidel, mis on eristunud (sinised ja punased), on erinev, nn luksusvalkude komplekt (A ja B), mis on olulised rakkudele omase e spetsiifilise funktsiooni täitmiseks lähtuvalt rakutüübile iseloomulikust geenide aktivatsioonist. Samas on mõlemal rakupopulatsioonil aktiveeritud ka teatud osa geene, mille produktid, valgud (a ja b), on olulised rakkude kodukorra hoidmises ja rakupopulatsiooni üldises elutegevuses.


    Diferentseerumisprotsessides olulistel geenidel on suur tähtsus organismi varajases arengus. Just siis tagavad esmased rakkude otsustused, mismoodi jagunemisel käituda, rakkude saatuse ja nende võime diferentseeruda. Üks palju-uuritud signaaliradasid on Notch-geeni aktivatsioon, mis on konserveerunud enamikul paljurakulistel organismidel. Notch-vahendatud signalisatsioon on oluline arengus ning neuronaalses diferentseerumises, angiogeneesis, hematopoeesi toimumises jne. Paljude kasvajate tekkel on tuvastatud muutused Notch-valgu signalisatsioonirajas (nt T-rakkude akuutne lümfoblastiline leukeemia, ingl T-cell acute lymphoblastic leukemia, T-cell ALL). Notch-valgu ekspressiooni häired ei luba rakkudel diferentseeruda jne (joonis 10.19). On leitud terve rida Notch-valgu inhibiitoreid, mida kasutatakse kasvajateraapias. Notch-geeni identifitseeris juba 1917. aastal Thomas H. Morgan. Geen sai oma nime sellest, et 1914. aastal märkas John S. Dexter äädikakärbseid (Drosophila melanogaster) uurides nende tiival kärne või sälke (ingl notch). Geen sekveneeriti 1980ndatel.
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    Joonis 10.19. Metsiktüüpi tüvirakkudes põhjustab Notch-valk rakkude taastootmist e proliferatsiooni neurogeneesis (jäämist tüvirakkudele iseloomulikku seisundisse), kuid Numb-valk ja selle kuhjumine tagab tüviraku Notch-geeni inaktivatsiooni ja rakkude diferentseerumise neuraalses suunas. Samas viib Numb-valgu puudumine Notch-geeni aktivatsioonile ning rakkude jäämise tüvirakkkudele iseloomulikku seisundisse. Kui meil on tegemist Eya1 geeni (ekspresioon oluline embrüonaalse arengu regulatsioonis) mutatsiooniga, siis tingib Numb-valgu ülehulk pideva Notch-valgu alatootmise ja rakkude suunatud diferentseerumise.


    Notch-vahendatud signalisatsiooniteed on evolutsioonis konserveerunud, omades tähtsat rolli rakkude integratsioonis ja eristumises (vt peatükk 11.8.1 ja 11.8.2). Notch-perekonna transmembraansed valgud on olulised mitmetes protsessides: embrüogeneesi käigus lootelehtede ja organialgete eristumisel, keha anterio-posterioorse telje väljakujunemisel, närvisüsteemi arenemisel, neuriitide väljakasvamisel, gliia ja astrogliia arengus, angiogeneesis, endokriinsüsteemi väljakujunemisel, luude arengus jne.


    Tänane rakubioloogia uurimistase võimaldab tegeleda väga paljude fundamentaalsete probleemidega ja selgitada paljusid protsesse. Kuidas aga in vitro tingimustes on võimalik, et koekultuuris kasvab ühes Petri tassis ühtedest ja samadest rakkudest külvatud koekultuur ühtemoodi, aga samas kõrval teises Petri tassis käituvad rakud hoopis teistmoodi, seda ei oska me alati kaugeltki seletada (vt ka embrüonaalsete tüvirakkude diferentseerumine sõltuvalt kasvufaktoritest, peatükk 11.6). Kui me läheme aga in vivo tingimustesse (elusorganismid), tuleb muutujaid veelgi juurde. Võibolla on siin vastuseks epigeneetika tänapäevased arusaamad ja eksperimentaalsed tõestused (joonis 10.20).


    
      [image: ]

    


    Joonis 10.20. Skeem näitab, kuidas rakud on tervikorganismis reastatud oma arengupotentsiaali järgi – totipotentsest seisundist kuni lõplikult diferentseerunud rakuni. Samas on igale diferentseerumise staadiumile omane teatud epigeneetiline seisund (geenide aktivatsioon, inaktivatsioon, metüülimine, atsetüülimine, glükosüülimine jne). Kuid esinevad teatud erijuhud, mil lõpuni diferentseerunud rakk on võimeline dediferentseeruma (rohelise või punase raku tagasitee sinise või lilla raku poole) või muutma oma staatust: rakkude nn hüpped üle vallide ühest rakutüübist teiseks (B-raku e B-lümfotsüüdi transdiferentseerumine makrofaagiks). ICM/ESC – sisemine rakkude mass/embrüonaalsed tüvirakud; EGC – embrüonaalsed sugurakud; ECC – embrüonaalsed kartsinoomi rakud; mGSC – multipotentsed sugurakkude tüvirakud; iPSC – indutseeritud pluripotentsed tüvirakud.


    Miks ja kuidas see kõik juhtub – seda uurimist jagub aastakümneteks.

  


  
    11. Tüvirakud


    TOIVO MAIMETS

  


  
    11.1. Tüviraku kontseptsioon


    Tüvirakku defineeritakse kui vähediferentseerunud rakku, mis annab jagunemisel kahte tüüpi järglasi. Vähemalt üks tekkivatest tütarrakkudest säilitab oma mittediferentseerunud omadused (iseenda taastootmine, self-renewal) ja teine tütarrakk suundub edasisse diferentseerumisprotsessi. Seega on tüvirakkudel potentsiaal iseenda taastootmiseks (sellega tekib tüvirakkude varu organismis) ning võime reageerida muutuvatele keskkonnatingimustele, tootes neile tingimustele vastavalt diferentseerunud rakke. Taolist pooldumisviisi, kus ühest tüvirakust tekib igal jagunemisel üks uus tüvirakk ja üks enamdiferentseerunud rakk, nimetatakse üksiku tüviraku jagunemise asümmeetriaks (joonis 11.1.A).
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    Joonis 11.1. Tüvirakkude kontseptsioon. A. Tüvirakk annab pooldumisel nii samasuguse vähediferentseerunud raku kui ka diferentseerumisele suunduva raku. See on üksiku tüviraku asümmeetriline jagunemine. B. Tüvirakkude populatsiooni säilimise võib aga kindlustada ka populatsiooni jagunemise asümmeetriaga. Sel juhul annavad mõned tüvirakud pooldumisel põhiliselt enamdiferentseerunud järglasi. Tüvirakkude populatsiooni vähenemine aga tasakaalustatakse sellega, et mõned tüvirakud annavad vaid omasuguseid vähediferentseerunud rakke. C. Paljudes organites arenevad tüvirakud multipotentsest tüvirakust (mis suudab anda diferentseerumisel väga erinevat tüüpi rakke) determineeritud rakuks (ingl committed cell – suudab diferentseeruda vaid üheks või mõneks üksikuks rakutüübiks). Viimane diferentseerub ühe kindla rakutüübi eellasrakuks e TA-rakuks (ingl progenitor cell, ka transit amplifying cell), mille järglasteks on omakorda kindlat tüüpi lõplikult diferentseerunud rakud.


    Alternatiiviks on selline tüviraku jagunemine, kus mõned tüvirakud rakupopulatsioonis annavad pooldudes diferentseerunud rakke ning nende tüvirakkude kao populatsioonis kompenseerivad teised tüvirakud, mis annavad ainult (või põhiliselt) omasuguseid vähediferentseerunud tüvirakke. Viimast nimetatakse tüvirakkude populatsiooni jagunemise asümmeetriaks (joonis 11.1.B). Ühes koes võivad samal ajal toimuda ka mõlemat tüüpi tüvirakkude jagunemised.


    Konkreetses koes (näiteks täiskasvanu luuüdis) on korraga olemas mitmesuguseid tüvirakkude alampopulatsioone. On multipotentsed tüvirakud, mille järglasteks on nii samasugused multipotentsed tüvirakud kui ka sellised tüvirakud, mis on kindlaks määratud diferentseeruma mingi konkreetse arenguliini poole (joonis 11.1.C). Taolised determineeritud tüvirakud annavad paljunemisel nii omataolisi determineeritud rakke kui veelgi enam diferentseerunud eellasrakke (TA-rakke), mis on kitsalt spetsialiseeritud arenema vaid kindlaks rakutüübiks ning annavad paljunemisel ainult seda tüüpi rakke. Eellasrakud (TA-rakud) ei ole tüvirakud, sest neil puudub võime taastoota omasuguseid, nad läbivad veel vaid mõne lõpliku jagunemise ning hakkavad seejärel diferentseeruma.


    Mõnedes organites, näiteks sooles, epidermises ja luuüdis, jagunevad tüvirakud pidevalt, asendades kulunud (surnud) rakke ja parandades kahjustatud kudesid. Teistes aga, näiteks eesnäärmes ja südamelihases, jagunevad tüvirakud ainult mingi stressist tekitatud signalisatsiooni tagajärjel, eesmärgiga seda organit parandada.


    Tüvirakkudest rääkides võib eristada embrüonaalseid tüvirakke (eraldatakse blastotsüsti sisemisest rakumassist), täiskasvanu tüvirakke (esinevad täiskasvanud organismis ja taastavad kahjustunud/kulunud kudesid) ning kasvajate tüvirakke. On ka olemas kunstlikult tekitatud tüvirakud – indutseeritud pluripotentsed tüvirakud.

  


  
    11.2. Vereloome tüvirakud


    Veel eelmise sajandi keskpaigas usuti, et rakkude spetsialiseerumine ja lõplik diferentseerumine toimub juba varajases embrüos ning edaspidi toimub ainult olemasolevate osade kasvamine. Ent 1960. aastatel avastasid vererakkude uurijad, et nii erütrotsüüte, granulotsüüte, trombotsüüte kui ka lümfotsüüte toodetakse luuüdis pidevalt. Põrnas hävib tunni jooksul miljardeid erütrotsüüte, ent sama palju toodetakse ka uusi rakke, mis neid asendavad.


    Scott F. Gilbert (2014) juhib tähelepanu, et mõiste „tüvirakk” (Stammzelle) pärineb Vene histoloogilt Aleksander Markovilt, kes oli olnud juhtiva Saksa embrüoloogi Oskar Hertwigi õpilane ning tähistas selle mõistega 1909. aastal rakke, millel oli regeneratiivne võimekus.


    Ernest McCulloch ja James Till näitasid 1961. aastal eksperimentaalselt, et eksisteerib ühine eellasrakk – hematopoeetiline tüvirakk –, millest tekivad kõik vere rakutüübid (joonis 11.2).
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    Joonis 11.2. Hematopoeetilised tüvirakud (ingl hematopoetic stem cells, HSC). Need multipotentsed rakud toodavad kõiki vererakkude tüüpe kogu indiviidi elu jooksul. Fotol kujutatud rakud suudavad poolduda nii, et tekitavad luuüdis rohkem omasuguseid tüvirakke. Samuti on tekkivad HSC tütarrakud võimelised diferentseeruma lümfoidseteks eellasrakkudeks (millest tekivad immuunsüsteemi rakud) ja müeloidseteks eellasrakkudeks (millest tekivad ülejäänud vererakud). See, millise arengutee iga üksik tüvirakk valib, sõltub tema mikrokeskkonnast ehk tüviraku nišist. Foto: https://fineartamerica.com/featured/stem-cells-sem-.html.


    Nad süstisid hiire luuüdi rakke teisele hiirele, kelle luuüdi rakud oli röntgenkiirguse letaalne doos hävitanud. Doonorilt pärit rakud olid võimelised uues hiires tootma kõiki vererakkude tüüpe. Samuti olid nad võimelised tootma omasuguseid tüvirakke: ühestainsast sellisest „kolooniat tekitavast rakust” piisas, et ka järgmises kiiritatud hiires luua kõik vajalikud rakutüübid.


    Üks meetod hematopoeetiliste tüvirakkude eraldamiseks põhineb asjaolul, et nende pinnamembraanides on erakordselt aktiivsed ABC (ATP-d siduv kassett) pumbad, mis viivad välja mitmesuguseid rakule võõraid aineid. Kui vererakkude kogupopulatsiooni töödelda värvainega Hoechst 33342, siis eristub üks alampopulatsioon, mis seob teistest nõrgemalt värvi, nn kõrvalpopulatsiooni rakud (joonis 11.3), kuna need rakud suudavad värvi teistest aktiivsemalt välja pumbata.
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    Joonis 11.3. Kõrvalpopulatsiooni fraktsioon hiire luuüdi rakkudest sisaldab põhiliselt hematopoeetilisi tüvirakke. Läbivoolutsütomeetria pilt hiire luuüdirakkudest, mida on värvitud 5 µg/ml Hoechst 33342-ga. Alumisel teljel on Hoechsti punane, ülemisel Hoechsti sinine emissioonisignaal. Piiratud ala sisaldab kõrvalpopulatsiooni rakke (0,05% kõigist rakkudest), mis koosneb põhiliselt hematopoeetilistest tüvirakkudest.


    Hoechst 33342 seondub DNA-ga ja emiteerib põhiliselt 450 nm lainepikkusega valgust (sinine), ent tal on ka nõrgem punase valguse (üle 675 nm) emissioonikomponent. Kui vererakkude läbivoolutsütomeetriaga fluorestsentsanalüüsil neid kahte parameetrit võrreldi, siis eristus selgelt üks rakupopulatsioon, kus tänu membraansetele ABC pumpadele oli oluliselt vähem värvainet. Need kõrvalpopulatsiooni rakud moodustasid hiire luuüdi rakkudest 0,02–0,15% ja sisaldasid põhiliselt hematopoeetilisi tüvirakke.


    Hematopoeetilised tüvirakud kuuluvad nn täiskasvanu tüvirakkude hulka (vt ptk 11.5.).

  


  
    11.3. Tüvirakkude arengupotentsiaal ehk potents


    Tüviraku arengupotentsiaal e potents kirjeldab raku võimet anda diferentseerumisel erinevaid rakutüüpe (joonis 11.4).
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    Joonis 11.4. Tüvirakkude küpsemine neuronite näitel. Joonisel on kujutatud närviraku diferentseerumisetapid totipotentsest sügoodist (viljastatud munarakust) kuni funktsionaalse lõplikult diferentseerunud neuronini.


    Imetaja embrüo arengu käigus toimub esimene rakkude diferentseerumine siis, kui moorulast tekib blastotsüst (inimese embrüo arengu neljandal-viiendal päeval, embrüo koosneb siis 50–150 rakust). Välimised rakud moodustavad trofoblasti e trofektodermi, sisemised aga nn sisemise rakumassi (inner cell mass, ICM). ICM rakkudest tekivad kõik tulevase organismi rakud (laias laastus umbes 250 erinevat rakutüüpi), trofoblastist aga koorion, ekstraembrüonaalne membraan ja platsenta lootepoolsed struktuurid (joonis 11.5).
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    Joonis 11.5. Erinevate kudede teke inimese embrüonaalse arengu käigus. Endodermist tekkivad seedekulgla osad ja kopsud, mesodermist lihased, luud, veri ja urogenitaalsüsteem ning ektodermist epidermaalkoed ja närvisüsteem.


    Totipotentsed on sellised imetajate rakud, mis suudavad diferentseeruda kõigiks organismi rakutüüpideks ja ka platsenta trofoblasti rakkudeks. Inimese totipotentsed rakud ongi sügoot (viljastatud munarakk) ja (tõenäoliselt) sellest esimeste jagunemistega tekkinud neli kuni kaheksa rakku. Pluripotentsed on rakud, millest diferentseeruvad kõik tulevase organismi rakutüübid, ent mitte trofoblast. Rakkude pluripotentsust demonstreeris esimesena Hans Driesch, kes eraldas 1891. aastal teineteisest kaks merisiiliku blastotsüstirakku ning näitas, et mõlemast saab arendada välja tervikliku merisiiliku.


    Pluripotentsed on blastotsüsti sisemise rakumassi ICM rakud ning nende eraldamisel ja kultiveerimisel on võimalik tekitada embrüonaalsete tüvirakkude liinid. 1981. aastal lõid Martin Evans ja Matthew Kaufman ning neist sõltumatult Gail R. Martin esimesed hiire embrüonaalsete tüvirakkude liinid. Martin võttis ka esimest korda kasutusele termini „embrüonaalne tüvirakk”. Inimese embrüonaalsed tüvirakud eraldas esimesena 1998. aastal James Thomson.


    Peale embrüonaalsete tüvirakkude võivad pluripotentsed rakud tekkida ka diferentseerumata sugurakkudest (ja sugurakkude kasvajatest, näiteks teratokartsinoomidest). Samuti on võimalik pluripotentseid rakke tekitada enamdiferentseerunud rakkudest kunstlikult (nn indutseeritud pluripotentsed tüvirakud, iPSC, vt allpool).


    Multipotentsed tüvirakud võivad olla nii embrüos kui ka täiskasvanud organismis ning need suudavad diferentseeruda vaid suhteliselt piiratud hulgaks rakutüüpideks. Näiteks eespool kirjeldatud hematopoeetiline tüvirakk on multipotentne ja annab diferentseerumisel kõiki vererakke – müeloidseid leukotsüüte, erütrotsüüte ja lümfotsüüte – ning trombotsüüte (vereliistakuid).


    On olemas ka unipotentsed tüvirakud. Need osalevad teatud kudedes mingi kindla rakutüübi taastootmisel. Näiteks on spermatogoonid tüvirakud, mis on määratud läbima spetsiifilist rakujagunemist e meioosi ja millest tekivad ainult spermid. Vastandina pluripotentsetele tüvirakkudele, mis moodustavad kõigi kolme lootelehe rakutüüpe ning sugurakke, nimetatakse multi- ja unipotentseid rakke ka determineeritud tüvirakkudeks, sest nende arengupotentsiaal on määratud realiseeruma vaid mõne kindla rakutüübina.

  


  
    11.4. Eellasrakud (TA rakud)


    Ehkki eellasrakkudel on sarnaseid jooni tüvirakkudega, puudub neil võime piiramatult pooldudes end taastoota: enne lõplikku diferentseerumist suudavad nad jaguneda vaid paar korda. Eellasrakke nimetatakse ka TA (ingl transit amplifying) rakkudeks, sest nad diferentseeruvad samal ajal, kui nad liiguvad välja vastavast tüviraku nišist.


    Nii unipotentseid tüvirakke kui eellasrakke nimetatakse rakuliini piirangutega rakkudeks (ingl lineage-restricted cells). Unipotentsed tüvirakud on piiramatult paljunedes end võimelised taastootma, eellasrakud aga mitte. Võib öelda, et eellasrakud on enam diferentseerunud kui tüvirakud, mis on rohkem determineeritud saama mingiks kindlaks rakutüübiks.


    Kasutusel on ka termin „eellasrakk e prekursorrakk” (ingl precursor cell), millega tähistatakse üldisemalt rakke (nii tüvi- kui eellasrakke), millest pärinevad mingi kindla arenguliini rakud.

  


  
    11.5. Täiskasvanu tüvirakud


    Täiskasvanud organismis on mitmesuguseid tüvirakke, mis tekitavad erinevaid rakutüüpe ja asendavad hävinud rakke ning taastavad hävinud kudesid. Peale eespool kirjeldatud hematopoeetiliste tüvirakkude on leitud epidermaalseid tüvirakke, neuraalseid tüvirakke, karvanääpsu, lihaste, hammaste, soole, sugurakkude, melanotsüütide ja teisi tüvirakke. Neid on kõnealustes kudedes väga vähe: tihti vähem kui 0,1% koe kõigist rakkudest. Peale selle on täiskasvanu tüvirakkudel väike proliferatsioonikiirus ning nad poolduvad üsna harva.


    Samas on hematopoeetiliste tüvirakkude praktiline tähtsus väga suur, sest igaüks neist suudab anda kõiki vererakke. Igal aastal tehakse umbes 40 tuhat allogeenset (erinevate inimeste vahelist) luuüdi transplantatsiooni. Ehkki luuüdis on vaid üks tüvirakk umbes 15 tuhande raku kohta, aitavad sellised ülekanded hulgaliselt patsiente, kellel on leukeemia või näiteks erütrotsüütide puudulikkus.


    Nahk on väga oluline kude, mis kaitseb meid infektsioonide ja vedelikukaotuse eest ning võimaldab tajuda erinevaid asju. Kogu elu jooksul peab nahk aktiivselt uuenema, sest pindmised naharakud surevad ja kooruvad maha selliselt, et keskmiselt uuenevad inimese kõik naharakud seitsme päeva jooksul (kõik meie luustiku rakud uuenevad umbes seitsme aastaga). Oluline on ka kiire haavade paranemine e organimis võime vigastusi kiirelt ja korrektselt parandada. Kõigi nende protsesside eest hoolitsevad erinevad tüvirakud. Epidermaalsed tüvirakud asuvad epidermise basaalkihis ja vastutavad epidermise erinevate kihtide igapäevase uuendamise eest. Juuksenääpsu tüvirakud tagavad juuksenääpsude uuenemise, ent taastavad vigastuste puhul ka epidermist ning rasunääret. Melanotsüütide tüvirakud aga annavad naha pigmentrakke, melanotsüüte, mis tänu melaniini tootmise võimele on olulised nii naha kui karvade pigmentatsioonis.


    Epidermaalsetel tüvirakkudel põhineb ka üks esimesi tüvirakuteraapiaid, mis on kasutusel juba 1970. aastatest. Tänu Howard Greeni töödele sai võimalikuks epidermaalsete tüvirakkude eraldamine, nende kehaväline paljundamine ning uute epidermitükkide kasvatamine. Selliseid epidermitükke sai patsiendile siirata ning ravida sellega näiteks väga suurte alade põletusi. Muidugi ei olnud niiviisi kasvatatud nahas karvanääpse, higi- ega rasunäärmeid.


    


    11.5.1. Mesenhümaalsed tüvirakud


    Mesenhümaalsed tüvirakud on täiskasvanu tüvirakkude seas mõneti erilised. Kui enamasti moodustavad täiskasvanu tüvirakud vaid mõne rakutüübi (näiteks hematopoeetilised tüvirakud vaid vererakke), siis mesenhümaalsed tüvirakud (ingl mesenchymal strem cells, MSC) on multipotentsed. Esialgu leiti MSC rakud luuüdist, ent neid on eraldatud ka rasvkoest, lihastest, harknäärmest, umbaalverest ja mujalt.


    MSC multipotentsus väljendubki nende võimes anda üsna erinevaid kudesid: luu-, kõhre-, lihas- ja rasvarakke. Milliseks konkreetseks rakutüübiks diferentseerumine toimub, sõltub olemasolevatest parakriinsetest faktoritest ning ka näiteks maatriksist, millele rakud kinnituvad. Aastaid on proovitud MSC rakke kasutada näiteks südamelihase infarktijärgsel taastamisel. Tundub aga, et otsest MSC diferentseerumist lihasrakuks siiski ei toimu, vaid MSC võib sekreteerida teatud faktoreid, mis parandavad kahjustunud lihase seisukorda mõningal määral. Samamoodi püütakse rasvkoest pärit MSC rakke kasutada mitmete kudede (näiteks luu- ja kõhrkoe) regenereerimiseks, ent tulemused on siin seni vastuolulised.

  


  
    11.6. Pluripotentsed embrüonaalsed tüvirakud (ESC) ja nende kasutamine


    Embrüonaalsed tüvirakud e ES rakud (ingl embryonic stem cells, ESC) eraldatakse blastotsüsti sisemisest rakumassist (ingl inner cell mass, ICM). Nii ICM kui ka embrüonaalsed tüvirakud on pluripotentsed – nad võivad diferentseerumisel anda kõiki kolme lootelehe rakutüüpi: endodermi-, mesodermi- ja ektodermirakke. Embrüonaalsed tüvirakud suudavad kultuuris lõpmatult paljuneda, st nad ei allu Hayflicki piirile. See muudab nad sarnaseks kasvajarakkudega, millel on samamoodi omadus lõpmatult paljuneda.


    Embrüonaalseid pluripotentseid rakke saab eraldada ka diploidsetest sugurakkude eellastest, mis ei ole veel spermideks või munarakkudeks diferentseerunud (joonis 11.6).
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    Joonis 11.6. Kaks võimalust pluripotentsete embrüonaalsete tüvirakkude eraldamiseks. Embrüonaalsed tüvirakud (ESC) saadakse varajase embrüo (blastotsüsti) sisemise rakumassi rakkude eraldamisel ja paljundamisel. Embrüonaalsed sugurakud (EGC) saadakse sugurakkude eellastest, mis ei ole veel jõudnud gonaadidesse ega ole diferentseerunud.


    Kui embrüost sellised rakud eraldada ja kultuuris kasvatada, siis jäävad nad diploidseks (ei lähe meioosi) ja pooldumisvõimeliseks. Selliseid rakke nimetatakse embrüonaalseteks sugurakkudeks (ingl embryonic germ cells, EGC). Ka EG rakud suudavad diferentseerumisel tekitada kõiki organismi rakutüüpe.


    Embrüonaalsete rakkude pluripotentsuse tekitavad mitmesugused aktiivsed valgud (näiteks transkriptsioonifaktorid Oct, Nanog, Sox2), mis aktiveerivad nii iseenda geene kui ka mitmeid teisi pluripotentsuse eest vastutavaid geene ning suruvad maha neid geene, mille tegevus viiks rakkude diferentseerumisele. Pluripotentsed rakud reageerivad mitmesugustele parakriinsetele faktoritele ning seetõttu saab neid suunata teatud diferentseerumissuundadesse (joonis 11.7).
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    Joonis 11.7. Tüvirakkude diferentseerumise indutseerimine parakriinsete faktoritega. Joonisel on kujutatud hiire embrüonaalsete tüvirakkude diferentseerimine kas gliiarakkudeks või närvirakkudeks olenevalt kasvukeskkonnas olevatest molekulidest. Basaalne fibroblastide kasvufaktor (ingl bFGF, basic fibroblast growth factor) koos vereliistakute kasvufaktoriga (ingl PDGF, plateletes derived growth factor) põhjustavad tüvirakkude diferentseerumise gliiarakkudeks (A) Müeliinivastase antikehaga (ingl myelin basic body) on näidatud vastsündinud hiire ajus (P3, corpus callosum) oma kohale migreeruvaid oligodendrotsüüte (punane fluorestsents). Need oligodendrotsüüdid alustavad alles aksonite müelinseerimist. Siniselt on värvunud suuraju poolkera teiste rakkude tuumad. Foto: Katrin Ruisu. Parempoolsel fotol (B) on tuvastatavad retinoolhappe mõjul funktsionaalseteks neuroniteks diferentseerunud embrüonaalsed tüvirakud (värvitud punaselt fluorestseeruva antikehaga), neid ümbritsevad roheliselt fluorestseeruvad astrotsüüdid (tuvastatud FITC-seoselise spetsiifilise antikehaga) ja siniselt on värvunud rakutuumad (DAPI-värving).


    Foto: https://www.britannica.com/science/neuroglia.


    Kuidas määrata mingi raku pluripotentsust? Kõige ammendavam oleks vaadata, kas see rakk suudab anda paljunemisvõimelise tervikorganismi (st anda järglastena kõiki somaatilisi ja sugurakke). Katseloomade puhul saab seda teha tetraploidi komplementatsiooni testi abil (joonis 11.8).
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    Joonis 11.8. Tetraploidi komplementatsiooni testiga saab tõestada rakkude pluripotentsust. Kaherakulises staadiumis embrüot mõjutatakse elektrivooluga nii, et rakkude membraanid ühinevad ning tulemuseks on tetraploidne (4N) rakk. Kui sellesse süstida diploidseid (2N) pluripotentseid rakke ja viia taoline embrüo emakasse, siis areneb välja normaalne 2N loode, kusjuures lootevälised koed on tetraploidsed (4N). Kui tekkiv 2N organism on ka sigimisvõimeline, siis on algsed tüvirakud olnud pluripotentsed – võimelised andma nii kõiki somaatilisi kui sugurakke.


    Pärast esimest viljastatud munaraku pooldumist sunnitakse kaherakulise embrüo membraanid ühinema (elektriliselt või keemiliselt), nii et tulemuseks on mitte diploidne, vaid tetraploidne embrüo. Selline rakk jätkab jagunemist ja kõik tema tütarrakud on samuti tetraploidsed. Tetraploidne embrüo areneb kuni blastotsüsti staadiumini ning on ka võimeline emaka seinale kinnituma. Seejärel suudavad tetraploidsed rakud anda küll ekstraembrüonaalseid kudesid, ent mitte tulevase loote rakke ja kudesid. Kui aga sellisesse tetraploidsesse embrüosse viia sisse normaalseid diploidseid pluripotentseid rakke (näiteks ESC), siis areneb diploidne embrüo normaalselt: loode tekib diploidsetest, ekstraembrüonaalsed koed aga tetraploidsetest rakkudest.


    Kuna kirjeldatud tehnoloogia on üsna keeruline ning inimese puhul ei saa seda kasutada, siis on kasutusel pluripotentsuse määramise muud, kaudsemad testid. Näiteks uuritakse rakkude võimet moodustada teratoome (healoomulisi kasvajaid, mis sisaldavad kudesid kõigist kolmest lootelehest) või ka nende võimet ekspresseerida teatud pluripotentsuse markervalke (näiteks valke Oct või Nanog).


    Pluripotentseid tüvirakke on võimalik teatud kasvufaktorite või kemikaalide abil suunata diferentseeruma kõige erinevamateks rakkudeks (joonis 11.9).
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    Joonis 11.9. Rakukultuuris on võimalik pluripotentsetest ESC või iPS rakkudest toota erinevaid rakutüüpe. Tavaliselt kasvatatakse ESC ja iPS rakke kinnitununa koekultuuri tassile. Diferentseerumise alustamiseks sunnitakse nad aluspinnalt lahkuma ning tekitama embrüoidkehasid, mistõttu rakud muutuvad diferentseerumisaltimaks. Erinevate ainete lisamine embrüoidkehade kasvukeskkonda põhjustab erinevates suundades diferentseerumist. FGF – fibroblastide kasvufaktor, EGF – epidermaalne kasvufaktor, PDGF – trombotsüütide kasvufaktor.


    Tänu embrüonaalsete tüvirakkude võimele anda kõiki rakutüüpe on neid püütud kasutada mitmete haiguste raviks, mille põhjuseks on mingite rakkude hävimine. Sellised on paljud südame-veresoonkonna haigused, kasvajad, I tüüpi diabeet, autoimmuunhaigused, neurodegeneratiivhaigused (Alzheimeri ja Parkinsoni tõbi) jm. Tänaseks on kaugemale jõudnud katsetused ES rakkude kasutamiseks seljaaju vigastuste korral, kus vähemalt loomkatsetes on suudetud kahjustunud närvirakke taastada. Samuti toimuvad kliinilised uuringud ES rakkudest tehtud epiteliaalsete reetina pigmentrakkudega, mis loodetavasti suudavad ravida silmakahjustusi (näiteks vanusega seotud pimetäpi kärbumine, ingl age-related macular degeneration, AMD).


    Samas on embrüonaalsete tüvirakkude kasutamine komplitseeritud rea sellega kaasnevate eetiliste probleemide tõttu. Põhiliselt seostuvad need (eelkõige katoliku kiriku) religioonist pärit arusaamaga, mille järgi inimelu algab munaraku viljastamise hetkel (see on katoliku kiriku seisukoht olnud alates 1869. aastast) ning ka viljastatud munarakul on teatud moraalne staatus. Sellest loogikast lähtudes on ES rakkude loomine, millega kaasneb blastotsüsti hävimine, teatud mõttes käsitletav inimese tapmisena. Sellele seisukohale on toodud ka terve rida nii teistest religioonidest kui ateistlikust maailmavaatest tulenevaid arvestatavaid vastuväiteid, ent olemasolev arvamuste erinevus piirab vastavaid uurimis- ja rakendustöid mitmes maailma piirkonnas.

  


  
    11.7. Indutseeritud pluripotentsed tüvirakud (iPSC)


    Shinya Yamanaka (Nobeli preemia koos John B. Gurdoniga 2012) uuris valke, mis hoiavad embrüonaalseid tüvirakke (ingl embryonic stem cells, ESC) pluripotentsena. 2001. aastaks oli Tada jt töödest teada, et kui tavalised diferentseerunud somaatilised rakud ühendada (elektrivoolu toimel või keemiliselt) embrüonaalsete tüvirakkudega, siis selle tulemusena moodustuv hübriidrakk on pluripotentne. Järelikult sisaldab ES rakk kõiki vajalikke faktoreid, et diferentseerunud rakk „tagasi viia” pluripotentsesse olekusse. Varem oli John Gurdon ja paljud teised näidanud, et samasugune võime diferentseerunud raku(tuuma) „tagasiviimiseks” pluripotentsesse olekusse on ka munarakul, milles tuum on eemaldatud. Sellise „somaatilise rakutuuma ümberprogrammeerimise” (ingl somatic cell nuclear transfer, SCNT) tehnoloogiaga olid loodud lammas Dolly ning nüüdseks ka paljud teised imetajad.


    Yamanaka valis välja 24 transkriptsioonifaktorit, mille kohta oli teada, et need avalduvad eelkõige ES rakkudes, ja sisestas need retroviirusvektorite abil normaalsetesse hiire fibroblastidesse. Tulemuseks olid mõned rakud (esialgu vähem kui 0,1% kõigist rakkudest), mille omadused olid väga sarnased pluripotentsete ES rakkudega. Sellised rakud said nimeks indutseeritud pluripotentsed rakud e iPS rakud (ingl induced pluripotent stem cells, iPSC).


    Edaspidi vähendas Yamanaka grupp vajalike transkriptsioonifaktorite arvu vaid neljale: Oct, Sox2, Myc ja Klf4. Selline vaid neljast transkriptsioonifaktorist koosnev nn Yamanaka kokteil oli võimeline tekitama pluripotentseid rakke väga erinevatest diferentseerunud somaatilistest rakkudest. Hiljem on nende nelja faktori asemel kasutatud ka erinevaid segusid teistest valkudest ja madalmolekulaarsetest ühenditest. Yamanaka suutis sama kokteiliga luua ka inimese iPS rakke, samas Thomson kasutas selleks edukalt kombinatsiooni valkudest Oct, Nanog, Sox2 ja Lin28. Samuti on geenide (valkude) sisseviimiseks rakkudesse nüüdseks kasutatud väga erinevaid meetodeid: transposoone, adenoviirusi, plasmiide, valke, mikro-RNA-sid ja modifitseeritud mRNA-sid.


    Seega on kaks põhimõttelist võimalust tekitada spetsiifilistest diferentseerunud rakkudest (rakutuumadest) pluripotentseid rakke (joonis 11.10).
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    Joonis 11.10. Doonorrakudele spetsiifilisi pluripotentseid rakke on võimalik saada kahel viisil. Vasemal somaatilise raku tuuma transplantatsiooni e SCNT tehnoloogia, paremal indutseeritud pluripotentsete tüvirakkude e iPSrakkude tehnoloogia.


    Nüüdseks juba aastakümneid kasutatud somaatilise rakutuuma ümberprogrammeerimise e SCNT tehnika puhul võetakse doonorrakust vaid rakutuum ning sisestatakse see munarakku, kust tema enda tuum on ära võetud. Munaraku tsütoplasma sisaldab faktoreid, mis programmeerivad diferentseerunud raku tuuma tagasi pluripotentseks, nii et tekkiva blastotsüsti sisemise rakumassi (ingl inner cell mass, ICM) rakkudest on võimalik luua ESC rakuliin, mis on doonorrakudele identse nukleaarse DNA-ga (mitokondriaalne DNA on muidugi munaraku oma). Alternatiiv on luua pluripotentsed iPS rakud, näiteks ülalkirjeldatud neljast transkriptsioonifaktori geenist koosneva retroviiruste seguga, nn Yamanaka kokteiliga.


    iPS rakud on paljude parameetrite poolest sarnased loomulike pluripotentsete tüvirakkudega (näiteks ES rakkudega), ehkki see sarnasus ei ole täielik. On näidatud erinevusi geenide ekspressioonitasemetes, DNA metüleerimismustris ja ka diferentseerumispotentsiaalis. Seega, ES ja iPS rakud ei ole identsed, ent kuna nad mõlemad on pluripotentsed, siis on ka iPS rakke võimalik (vähemalt teatud piirini) kasutada samasugustes rakendustes nagu ES rakke, sealjuures vältides mitmeid viimastega kaasnevaid eetilisi probleeme. Oluline on ka see, et kui pluripotentsed rakud on loodud patsiendi enda somaatilistest rakkudest, siis võib eeldada, et rakuteraapias kasutades puudub neil immunoloogiline äratõukereaktsioon


    11.7.1. iPS rakkude kasutamine


    Uurimistööd iPS rakkude kasutamiseks meditsiinis kulgevad põhiliselt kolmes vallas: 1) patsiendispetsiifiliste iPS rakkude loomine eesmärgiga asendada hävinud rakke, 2) eelmise kombineerimine geeniteraapiaga ning 3) inimese haiguste modelleerimine (vt joonis 11.11).
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    Joonis 11.11. iPS rakkude kasutamine meditsiinilistel eesmärkidel. iPS rakud toodetakse patsiendi rakkudest (kasutades näiteks naha biopsiat), töödeldes neid tuntud trankriptsioonifaktorite või muude reprogrammeerivate ainete kokteiliga. iPS rakud selekteeritakse, diferentseeritakse kas mingi kindla arenguliini eellasrakkudeks või juba diferentseerunud rakkudeks ning siiratakse patsienti (A). Seda meetodit saab ka kombineerida geeniteraapiaga, et asendada mutatsioone sisaldavaid DNA osasid (B). iPS rakke (või nende enamdiferentseerunud järglasi) saab kasutada ka inimeste haiguste modelleerimiseks, juhul kui neil on kindel haigusele iseloomulik fenotüüp (C). Selliseid rakke saab kasutada kemikaalide suure läbilaskevõimega testimiseks, et leida haiguse fenotüüpi korrigeerivaid keemilisi aineid.


    Patsiendispetsiifiliste iPS rakkude loomine ning nendest erinevate rakkude diferentseerimine selleks, et asendada hävinud kudesid, sai alguse Rudolf Jaenischi laborist, kus 2008. aastal arendati hiire iPS rakkudest närvirakkude eellased, mis olid võimelised diferentseeruma nii neuroniteks kui gliiarakkudeks. Selliste eellasrakkude viimisel hiire ajusse suutsid need liikuda õigetesse kohtadesse ning hakata normaalselt funktsioneerima. Parkinsoni haiguse mudeli puhul (rotis) suutsid iPS rakkudest loodud neuraalsed eellasrakud diferentseeruda dopamiinergilisteks neuroniteks ning leevendada haiguse sümptomeid. Hiljem on veenvalt näidatud ka inimese iPS rakkudest toodetud erinevate rakkude võimet hävinenud rakke funktsionaalselt asendada.


    iPS rakkude kasutamine koos geeniteraapiaga annab võimaluse ravida monogeenseid haigusi. Jaenischi töörühm näitas selle võimalikkust hiirtel, kellel oli geneetiliselt tekitatud sirprakuline aneemia (geenimutatsioon globiini ahelas). Autoloogsetest iPS rakkudest toodeti hematopoeetilised eellasrakud ning pärast globiinigeeni asendamist normaalse geeniga viidi nad hiire organismi, kus nad hakkasid tootma normaalset funktsionaalset hemoglobiini sisaldavaid erütrotsüüte. Viimastel aastatel on ilmunud palju töid iPS ja geeniteraapia ühendamisest kõige erinevamate geneetiliste haiguste puhul – seni küll vaid mudelorganismides.


    Kõige laialdasemaks ja kasutoovamaks on osutunud aga iPS rakkude kasutamine haiguste mudelina. Eespool nimetatud transgeensete hiire- või rotimudelite puuduseks on see, et paljud haiguste mehhanismid töötavad inimorganismis erinevalt, seetõttu ei ole tulemuste ülekandmine katseloomalt inimesele mitte alati ühetähenduslik. Võimalus luua patsiendispetsiifilisi iPS rakke ning jälgida nende diferentseerumiskäiku (ja lahendada tekkivaid probleeme) annab unikaalse võimaluse luua inimeste haiguste „inimmudel”.


    Esimesed sellised tööd meetodi põhimõttelise relevantsuse tõestamiseks tehti patsientidega, kellel oli diagnoositud amüelotroofne lateraalne skleroos (ingl Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS). ALS on motoorse närvisüsteemi haigus, mille käigus kärbuvad paljud erinevat tüüpi neuronid. Siit ka nimetus „motoneuronite haigus” (ingl motor neurone disease, MND) või Lou Gehrig’i haigus. Patsiendi naha fibroblastidest toodeti Yamanaka faktoritega iPS rakud, millest oli võimalik luua nii motoorseid neuroneid kui astrotsüüte ning uurida mehhanisme, mis taolise arengu ka patsiendis võimalikuks teeksid. Praeguseks on selliseid iPS rakkudel põhinevaid geneetiliste haiguste mudeleid loodud paljude teadaolevate haiguste jaoks, sealhulgas ka multigeensete põhjustega haigustele. Loodud haigusmudelid võimaldavad otsida teadlastel uusi efektiivseid ravivõimalusi.

  


  
    11.8. Tüvirakkude nišid


    See, kas täiskasvanu tüvirakk pooldub, diferentseerub või on vaikivas olekus, sõltub suurel määral teda ümbritsevast keskkonnast. Regulatoorset mikrokeskkonda, mis kontrollib tüviraku erinevaid olekuid, nimetatakse tüviraku nišiks. Diferentseerumisele suunduvad tüvirakud väljuvad tavaliselt tüviraku nišist. Mõnede inimese tüvirakkude niššide asukohad ja vastavad rakud on toodud tabelis (tabel 11.1).


    Tabel 11.1. Mõned inimese tüvirakkude nišid.


    
      
        
        
        
      

      
        
          	
            Tüviraku tüüp

          

          	
            Niši asukoht

          

          	
            Niši rakulised komponendid

          
        


        
          	
            KIIRE PALJUNEMISEGA RAKUD

          
        


        
          	
            Mesenhümaalsed tüvirakud (MSC)

          

          	
            Luuüdi, rasvkude, süda,platsenta, nabaväät

          

          	
            Veresoonte epiteel

          
        


        
          	
            Hematopoeetilised tüvirakud

          

          	
            Luuüdi

          

          	
            Makrofaagid, Treg rakud,

          
        


        
          	
            (HSC)

          

          	
            osteoblastid, peritsüüdid, gliia,

          

          	
            neuronid, MSC

          
        


        
          	
            Soole tüvirakud

          

          	
            Krüptide sopistused

          

          	
            Panethi rakud, MSC

          
        


        
          	
            Epidermis (nahk)

          

          	
            Epidermise basaalkiht

          

          	
            Naha fibroblastid

          
        


        
          	
            Karvanääps

          

          	
            Sibul

          

          	
            Papillid, adipotsüütide eellased, nahaalune rasvkude, keratiin

          
        


        
          	
            Sperm

          

          	
            Testis

          

          	
            Sertoli rakud

          
        


        
          	
            AEGLASE PALJUNEMISEGA RAKUD

          
        


        
          	
            Aju (neuronite ja gliia) tüvirakud

          

          	
            Subventrikulaarpiirkond, subgranulaarpiirkond

          

          	
            Ependüümirakud, veresoonte epiteel

          
        


        
          	
            Skeletilihase tüvirakk

          

          	
            Basaalkihi ja lihaskiudude vahel

          

          	
            Lihaskiud

          
        

      
    


    Suure paljunemiskiirusega rakkude nišid võimaldavad pidevalt tekkida uutel rakkudel, mis asendavad hävinenud kudesid. Väikese paljunemiskiirusega tüvirakkude nišid sisaldavad rakke väiksemate paranduste jaoks. Siia kuuluvad ka õppimist võimaldavad neuraalsed tüvirakud.


    Tüvirakkude nišid reguleerivad rakkude proliferatsiooni ja diferentseerumist parakriinsete ja jukstakriinsete signaalmolekulide kaudu, mida toodavad niši rakud. Enamasti hoiavadki need signaalid tüvirakku diferentseerumata olekus ning kui rakk lahkub oma nišist, siis ei ulatu signaalmolekulid enam nendeni ning algab diferentseerumine.


    Väga tähtis on õige tasakaal tüviraku jagunemise ja diferentseerumise vahel. Kui diferentseerumist on liiga palju, siis hävib tüvirakkude populatsioon ja kiireneb organismi vananemine. Liigne proliferatsioon aga võib põhjustada kasvajate tekke. Selline tasakaal reguleeritakse antagonistlike parakriinsete faktoritega. Näiteks imetaja karvanääpsu nišis tekitab valgu BMP (luude morfogeneetiline valk) liigne kogus valgu Wnt suhtes tüvirakkude hulga suurenemise nende proliferatsiooni tõttu. Suurem Wnt hulk aga põhjustab karvanääpsu tüvirakkude diferentseerumise.


    Allpool vaatleme mõnda näidet imetaja tüvirakkude niššidest.


    11.8.1. Hematopoeetiliste tüvirakkude nišš


    Nagu eespool kirjeldatud, tekitavad imetaja hematopoeetilised tüvirakud e HS rakud (ingl hematopoetic stem cells, HSC) kõiki vererakke. HSC nišš asub toruluude õõnsustes olevas luuüdis. HS rakud on siin tihedas kontaktis luurakkudega (osteotsüütidega) ning endoteelirakkudega, mis vooderdavad veresoonte valendikke (joonis 11.12).
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    Joonis 11.12. Hematopoeetiliste tüvirakkude HSC nišš luuüdis. HSC nišš asub endosti piirkonnas (luuüdi osa, mis on luule lähedal). Otsus, kas HSC hakkab diferentseeruma ja millise arenguliini suunas, sõltub tüvirakkude ja luurakkude vahelistest kontaktidest ning para- ja jukstakriinsetest faktoritest, mida toodavad stroomarakud, astrotsüüdid, makrofaagid, osteoblastid ja veresooni ümbritsevad peritsüüdid, samuti süsteemsetest hormonaalsetest ja neuraalsetest signaalidest. Tüvirakud tsükleeruvad aktiivse oleku (kus nad jagunevad konkreetsete vajaduste järgi) ning „vaikiva” reservisoleku vahel.


    Tüvirakkude proliferatsiooni ja diferentseerumise tasakaalu määrab ära keeruline segu parakriinsetest faktoritest, mille hulka kuuluvad Wnt valgud, angiopoetiin ja tüvirakufaktor e SCF (ingl stem cell factor). Need töötavad koos rakupinna signalisatsioonivalguga Notch ning integriinidega. Hematopoeesi regulaatorid on ka hormonaalsed signaalid, vererõhk ja lähedal asuvatest aksonitest pärit neurotransmitterid. Seetõttu toodetakse infektsiooni puhul HSC-dest rohkem leukotsüüte, langenud õhurõhu puhul (näiteks mägimatkal, sportlaste kasutatavas alpimajas jne) aga rohkem erütrotsüüte.


    Samas nišis olevad rakud võivad ka oma proliferatsioonikiiruse poolest erineda. Näiteks on veres kahte tüüpi HS rakke. Ühed paljunevad ja diferentseeruvad kiiresti vastuseks erinevatele signaalidele. Teised aga paljunevad aeglaselt, hoides sellega alles teatud tüvirakkude varu. Sõltuvalt vajadustest võivad ühed rakud ka teisteks üle minna – aeglased kiireteks ja vastupidi.


    Kui nišš ei võimalda HS rakkude jaoks õigel ajal piisavalt diferentseerumissignaale (näiteks osteoblastide funktsioon on rikutud), siis võib olla tulemuseks müeloproliferatiivne haigus ehk kasvaja.


    11.8.2. Soole tüvirakkude nišš


    Peensoole (ja enamiku teiste soolestiku osade) sisepind on kaetud ühe rakukihi paksuse epiteeliga (vt joonis 11.13).
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    Joonis 11.13. Soole tüvirakkude nišš. (A) Rakkude tootmine peensoolt vooderdavas epiteelis. Tüvirakud (punased) asuvad krüpti põhjas, kus nad on vaheldumisi Panethi rakkudega (diferentseerunud mittejagunevad rakud). Tüvirakkude järglased liiguvad krüptist ülespoole hattude suunas. Pärast paari jagunemist nende paljunemine peatub ning algab diferentseerumine. Ka Panethi rakud diferentseeruvad tüvirakkudest, ent liiguvad allapoole krüpti põhja ning püsivad seal nädalaid. (B) Foto peensoole läbilõikest, kus on näha hatud ja krüptid. Kõik diferentseerunud rakud on tekkinud tüvirakkudest: primaarsed absorptiivrakud, lima sekreteerivad karikrakud (punased) ja enteroendokriinrakud (mis sekreteerivad hormoone).


    See epiteel katab soole valendikku suunatud hatte (need suurendavad märkimisväärselt soole sisepinda) ning ka krüpte, mis suunduvad soole sidekoesse. Jagunevad rakud asuvad ainult krüptis ja diferentseeruvad rakud, mis enam ei jagune, liiguvad krüptist välja hatu tipu poole. Selliseid mittejagunevaid diferentseerunud rakke on nelja tüüpi, üks neist absorptiivne ja kolm sekretoorsed.


    Absorptiivrakkudel (enterotsüüdid) on välispinnal tihedalt pakitud mikrohatud (seetõttu on neid nimetatud ka tutirakkudeks, ingl tuft cells). Nende roll on võtta enda sisse soolevalendikus olevad toitained. Samuti toodavad nad mõningaid hüdrolüütilisi ensüüme, mis viivad lõpule toidu rakuvälise seedimise. Need rakud on põhilised sooleepiteeli komponendid.


    Karikrakud (ingl goblet cells) sekreteerivad soolevalendikku lima, mis katab kaitsva kihina sooleepiteeli.


    Panethi rakud moodustavad osa kaasasündinud immuunsüsteemist ja sekreteerivad baktereid hävitavaid valke.


    Enteroendokriinrakud (neid on enam kui 15 tüüpi) sekreteerivad serotoniini ja peptiidhormoone, mis mõjutavad soole seinas asuvaid neuroneid ja teisi rakke ning reguleerivad soole ja muudegi kudede rakkude kasvu, paljunemist ja seedeaktiivsust.


    Absorptiivrakud, karikrakud ja enteroendokriinrakud tekivad tüvirakkudest. Nad liiguvad diferentseerudes krüptist soolevalendiku suunas ning katavad hatud. Kolm kuni viis päeva pärast teket (hiire sooles) jõuavad nad hatu tippu, kus surevad apoptoosi teel ning irduvad soolevalendikku. Panethi rakke toodetakse krüptis palju vähem ning nemad jäävad krüpti põhja, kus ka neid aeglaselt asendatakse – mõne nädala pärast (hiires) lähevad nad apoptoosi ning naaberrakud fagotsüteerivad nad.


    


    Krüptis asuvad tüvirakud annavad järglasi, mis lähevad diferentseeruma ning samuti taastoodavad omasuguseid rakke, mis jäävad mittediferentseerunuks ning säilitavad tüvirakkude populatsiooni. Kui tüvirakkude järglased hakkavad liikuma krüptist välja, siis kõigepealt tekivad neist kiiresti paljunevad eellasrakud e TA (ingl transiently amplifying) rakud. Edaspidi, liikudes ülespoole ja enam diferentseerudes peatub nende jagunemine.


    Soole tüvirakkude ja nende niši uurimisel on palju kasu olnud pärilike jämesoole- ja pärakuvähi uuringutest. Taolised kasvajad algavad suhteliselt healoomuliste vähieelsete rakuvohamistena – adenoomidena. Nende tekke üheks pärilikuks põhjuseks on mutatsioonid geeni Apc (ingl adenomatous polyposis coli) mõlemas alleelis. On teada, et geeni Apc produktiks on valk, mis blokeerib Wnt signalisatsiooniraja aktiveerumise. Seega on muteerunud Apc puhul tegu pideva ülemäärase Wnt signaali olemasoluga. Ilmselt ongi Wnt signaaliraja ülesanne hoida krüptis asuvaid rakke paljunevas olekus. Kuna Wnt on vähedifundeeruv valk, mida toodavad ainult Panethi rakud, siis rakkude lahkumisel krüptist signaal kaob ja rakud lõpetavad pooldumise. Wnt signaal aga aktiveerib rakkudes valgu Lgr5, mis on G-valkudega seotud transmembraanne retseptor ja just selle valgu ekspressioon on iseloomulik tüvirakkudele.


    Igas krüptis on umbes 15 Panethi rakku ja samapalju rakke, mis toodavad valku Lgr5. See moodustabki soole tüviraku niši: Panethi rakud tekitavad signaale (sealhulgas Wnt signaali), mis mõjub lühikese vahemaa peale ning hoiab tüvirakud mittediferentseerunud olekus. Panethi rakkude signalisatsiooni võimendavad ka sidekoest pärit signaalvalgud, näiteks R-spondiin, mille retseptor on Lgr5. Eksperimentaalselt on näidatud, et ühestainsast Lgr5+ rakust piisab, et tekitada „minisool” kõigi soole rakutüüpide ja struktuuridega.


    Et tüvirakkude hulk krüptis säiliks, peab iga tüviraku jagunemine andma ühe tütarraku, mis jääb tüvirakuks, ja teise, mis suundub diferentseerumisele. Põhimõtteliselt võib see toimuda kahel viisil. Asümmeetrilisel jagunemisel jaotuvad signaalmolekulid tütarrakkude vahel ebavõrdselt ning üks rakk jääb seetõttu tüvirakuks, teine aga diferentseerub. Alternatiivne võimalus on niisugune, et kumbki tütarrakk teeb otsuse autonoomselt: 50% tõenäosusega jääb rakk kas tüvirakuks või suundub diferentseeruma. Seega võib ka juhtuda, et ühe tüviraku mõlemad järglased „valivad” samasuguse saatuse ning see otsus on juhuslik. On selgunud, et soole tüvirakkude puhul on just tegu taolise tõenäosusliku paindlikuma juhuga ning niši komponendid võivad vajaduse järgi seda tõenäosusjaotust ühele või teisele poole nihutada.


    Kui tüvirakud suudavad järglastena anda kõiki nelja tüüpi diferentseerunud rakke, siis kuidas tekib valik nende nelja arenguvõimaluse vahel? Üks olulisemaid komponente on siin signaalvalk Notch. Krüptis on olemas kõik Notch-signalisatsiooniraja komponendid ning ilmselt kindlustab nende olemasolu ja tasakaalu Wnt. Kui näiteks Notch-signaal blokeerida, siis juba mõne päeva pärast diferentseeruvad kõik krüptis olevad rakud karikrakkudeks ning absorptiivrakke enam ei teki. Kui aga aktiveerida Notch-signaal kunstlikult kõigis krüptirakkudes, siis tekib jätkuvalt absorptiivrakke, ent karikrakke enam ei teki. Põhjus on selles, et tekkivad karikrakud (ja teisedki sekreteerivad rakud) toodavad valgu Notch-ligandi Delta ja seetõttu aktiveerivad Notch-raja ka oma naaberrakkudes (lateraalselt), takistades neil diferentseerumast sekretoorseteks rakkudeks (vt joonis 11.14).
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    Joonis 11.14. Valkude Notch ja Wnt kombinatsiooniga määratakse soole tüvirakkude säilumine ja nende diferentseerumine erinevateks soolerakkudeks. Wnt signalisatsioon tekitab Notch ja Delta ekspressiooni krüptirakkudes. Delta-Notch signalisatsioon aga tekitab lateraalse inhibitsiooni naaberrakkudes. Rakud, mis ekspresseerivad rohkem valku Delta aktiveerivad oma naabrites Notch-raja, suunduvad sekretoorse raku arenguteele ja peatavad jagunemise. Nende rakkude naaberrakud, milles Notch aktiveeriti, ei saa diferentseeruda ning jätkavad jagunemist. Samasugune protsess toimub ka krüpti põhjas, kus Panethi rakud ekspresseerivad palju valku Delta ning ei lase tüvirakkudel diferentseeruda. Ka TA rakkudest tekkivad sekretoorsed rakud ekspresseerivad valku Delta. Jagunemine jätkub neis Notch-aktiveeritud rakkudes, mis liiguvad krüptist ülespoole, kuni nad jõuavad Wnt mõjuulatusest välja ning diferentseeruvad hattudel absorptiivrakkudeks.


    Delta-Notch tasakaal on oluline mitte ainult TA rakkude jaoks, vaid ka rakkudele krüpti põhjas. Panethi rakud toodavad valku Delta ning see aktiveerib tüvirakkudes Notch-raja, inhibeerides diferentseerumist. Ilma taolise signalisatsioonita kaotaks tüvirakud enda omadused ning diferentseeruksid sekretoorseteks rakkudeks.


    11.8.3. Näriliste hammaste regeneratsioon


    Evolutsiooni käigus on mõnede loomade tüvirakkude nišid kaotsi läinud. Näriliste lõikehambad erinevad enamikust teistest imetajatest selle poolest, et nad jätkavad kasvu kogu organismi elu jooksul. Hiire igal lõikehambal on kaks tüviraku nišši, üks seesmisel (suuõõnepoolsel), teine välisel küljel (joonis 11.15).


    
      [image: ]

    


    Joonis 11.15. A. Hiire lõikehammastel on proksimaalses osas tüvirakunišš, kus asuvad epiteliaalsed tüvirakud, millest taastatakse hambaemaili sekreteerivaid ameloblaste. Need liiguvad diferentseerudes piki hammast edasi, hoides niiviisi hambaid pidevalt kasvamas. B. Suurendus sama joonise piiratud alast. Näha on proksimaalses osas asuvad rakutüübid.


    DE – hambaepiteel, PM – papillaarne mesenhüüm, FM – follikulaarne mesenhüüm, IDE – sisemine hambaepiteel, ODE – välimine hambaepiteel, SR – stellaarretiikulum, TA – eellasrakud (TA rakud)


    Enamikul imetajatest aga sellised tüviraku nišid puuduvad.


    Ka siin reguleerivad mitmed parakriinsed faktorid tasakaalu rakkude proliferatsiooni ja diferentseerumise vahel. Tüvirakke hoiavad proliferatiivses ja mittediferentseerunud olekus eelkõige valk FGF-i (fibroblasti kasvufaktor) ja BMP (luu morfogeneetiline valk) inhibiitorid. BMP-valgud ja FGF-inhibiitorid aga põhjustavad tüvirakkude diferentseerumise ameloblastideks, mis toodavad hambaemaili.

  


  
    12. Rakkude programmeeritud surm ehk apoptoos


    TOIVO MAIMETS


    Rakkude programmeeritud suremine ehk apoptoos (tuleneb kreekakeelsest sõnast, mis tähistab lehtede varisemist e langemist) on hulkraksete organismide arengu loomulik osa. Näiteks mudelorganismis C. elegans (varbuss) on teada, et normaalse arengu käigus munarakust kuni täiskasvanud ussini sureb täpselt 131 rakku. Täiskasvanud inimese rakke sureb iga päev umbes 1011 ning need asenduvad pidevalt uutega (see tähendab, et aasta jooksul sureb meie rakke umbes nii palju, kui on meie kehakaal). Inimese embrüonaalse arengu käigus toimub väga intensiivne uute rakkude teke ja suremine: sünnieelse aja jooksul tekib meil umbes kolm korda rohkem neuroneid, kui neid on sünnihetkeks alles jäänud. Apoptoos on väga oluline ka näiteks keskkõrva avause, vaginaalavause ning sõrmevahede tekkes (joonis 12.1).
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    Joonis 12.1. Jäseme arengus toimub mõlakujulise jäsemealgme eristumine tänu kindlate piirkondade rakkude programmeeritud surmale – apoptoosi tulemusena eristuvad nii sõrmed kui varbad.


    Apoptoos eemaldab arenguks ajutiselt vajalikud struktuurid (konna saba, mehe rinnanääre), kontrollib rakkude arvu teatud kudedes (näiteks neuronite arvu nii selgroogsetel kui putukatel) ning vormib keerulisi organeid (suulagi, silma võrkkest, süda). Apoptoosi teel surevad ka immuunsüsteemi rakud, mis reageerivad normaalsetele kehavalkudele või toodavad mittefunktsionaalseid antikehasid.

  


  
    12.1. Apoptoos ja nekroos


    On kaks põhimõttelist viisi rakkude suremiseks: apoptoos ja nekroos.


    Nekrootiliselt surevad rakud väga tugevalt kahjustavate välistingimuste (ingl overwhelming stress) toimel, mil neil pole võimalust surmaprogrammi käivitada. Arengu käigus toimuv nn füsioloogiline rakusurm, kus surevad täiesti terved rakud, toimub peamiselt klassikalise apoptoosi teel. Ka mõõdukas rakustress käivitab klassikalise apoptoosi, vähemalt in vitro, ja samuti on apoptootiline ka nakatunud rakkude hävitamine T-rakkude (surmaretseptorite) kaudu.


    Nekroosi teel surevad rakud mingi koevigastuse tagajärjel. Selle käigus rakud paisuvad ning lõhkevad, vabastades oma sisu ümbritsevasse keskkonda. Tekib põletikuline reaktsioon, mis võib viia tõsiste koekahjustusteni.


    Apoptoosi puhul aga käitub rakk hoopis erinevalt. Tsütoskeleti lagunemise tõttu vajub rakk kokku, tuumaümbris laguneb ning tuumas olev DNA laguneb fragmentideks (joonis 12.2).
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    Joonis 12.2. A. Koekultuuri rakud seostuvad normaalse paljunemise korral koekultuuri plastikule (in vitro) ja üksnes jagunevad rakud eralduvad plastikult. B. Apoptootilised rakud lagunevad membraaniga ümbritsetud paljudeks nn apoptootilisteks kehadeks (kaks kogumikku joonisel), mis võimaldab neid fagotsüteerida, ilma et organismis tekib põletik. Foto Tiit Talpsep.


    Sureva raku membraani välispinnal eksponeeritakse mitmeid fagotsütaarseid molekule, näiteks fosfatidüülseriini. Normaalselt funktsioneerivas rakus on see molekul membraani siseküljel, apoptoosi käigus aga liigub ta membraani välisküljele tänu spetsiaalsele ensüümile, skramblaasile. Selliste rakumembraanides toimuvate muutuste tõttu muutub surev rakk atraktiivseks fagotsütaarsetele rakkudele, tavaliselt makrofaagidele, mis haaravad apoptootilised rakud või selle membraanidega ümbritsetud osad endasse enne, kui surevate rakkude sisu jõuab vabaneda ümbritsevasse keskkonda. See välistab nekroosiga kaasnevad põletikud ning võimaldab mitmeid sureva raku komponente metabolismis taas kasutusele võtta.


    Tuleb märkida, et on olemas ka nn programmeeritud nekroosiprogrammid (nekroptoos – necroptosis, paraptoos – paraptosis jt), kus rakud surevad samuti kindla, aga mitteapoptootilise surmaprogrammi kaudu (kus ei osale kaspaasid, Bcl-2 pere valgud ega ka surmaretseptorid). Praegu tundub, et need käivituvad peamiselt patoloogilistes tingimustes. Ehkki neid protsesse tuntakse veel vähe, räägitakse neist tulevikus kindlasti üha rohkem.

  


  
    12.2. Apoptoosi regulatsioon


    12.2.1. Kaspaasid kui apoptoosi reguleerivad ensüümid


    Rakk reageerib apoptoosiga mitmesugustele stressisituatsioonidele. Näiteks indutseerivad apoptoosi tuumaretseptorite seondumine glükokortikoididega, kõrgenenud temperatuur, kiirgus, toitainete vähesus, viirusinfektsioon, hüpoksia (hapnikuvaegus) ja kõrgenenud rakusisene kaltsiumi kontsentratsioon.


    Apoptoosi reguleerivad molekulaarsed mehhanismid on evolutsiooni käigus hämmastavalt konserveerunud. Kesksel kohal on siin proteolüütilised ensüümid – kaspaasid. Ingliskeelne nimetus caspase tuleneb sellest, et neil valkudel on katalüütilises tsentris oluline aminohappejääk tsüsteiin (cysteine) ning nad lõikavad märklaudvalgu aminohappeahelat aspartaadijäägi järel. Kaspaasid toodetakse inaktiivsete eellasvalkudena – prokaspaasidena – ning need aktiveeritakse vastusena apoptoosi indutseerivatele signaalidele (vt joonis 12.3.A).
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    Joonis 12.3. Apoptoosi vahendab rakusisene kaspaaside kaskaad. A. Iga rakusurma proteaas (kaspaas) toodetakse algul inaktiivse eellasvalguna, prokaspaasina, mille aktiveerib enamasti samasugune proteaaside perekonna kaspaas. Proteolüüsil tekkinud kaspaaside fragmendid ühinevad omavahel kompleksiks, mis koosneb kahest väikesest ja kahest suurest subühikust, kusjuures kaks ülejäävat kaspaasi „prodomääni” elimineeritakse. B. Iga aktiveeritud initsiaatorkaspaas võib lõigata mitut erinevat täidesaatvat (efektor)kaspaasi molekuli, mis seeläbi aktiveeruvad ning võivad omakorda lõhustada järgmisi kaspaasimolekule. Sel viisil suudab algne, vaid mõne initsiaatorkaspaasi molekuli aktiveerimine vallandada plahvatusliku täidesaatvate kaspaaside aktiveerumise ahelreaktsiooni (kaspaaside kaskaadi). Mõned aktiveerunud täidesaatvad kaspaasid hakkavad aga lagundama olulisi raku valke, näiteks tuumalamiine, mis viib raku kontrollitud suremisele.


    Et apoptootilise kaspaaside kaskaadi mehhanism on üsna sarnane nii alamatel organismidel kui imetajatel, siis on palju uurimistööd tehtud just varbussi (C. elegans) mudelil. Varbussi viljastatud munarakust tekib vähem kui kümne pooldumise jooksul umbes 1 mm pikkune täiskasvanud uss, kes sisaldab ühtekokku kas 959 (hermafrodiitne vorm) või 1031 (isane vorm) somaatilist (st mitte sugurakkudega seotud) rakutuuma. Kuna mõned rakud sisaldavad mitu tuuma, siis on rakke mõneti vähem – hermafrodiitses vormis on 947 rakku.


    Hermafrodiitse vormi arengu käigus tekib peale 947 raku veel 131 rakku, mis teatud arenguetappides peavad apoptootiliselt surema. Mutatsioonide analüüs on näidanud, et apoptoosi kontrollivad neli geeni, mille mutatsioonid viivad apoptoosivõime kadumisele ced-3, ced-4, ced-9 ja egl-1. Nende geenide kodeeritavate valkude CED-3, CED-4, CED-9 ja EGL-1 vasted imetajarakkudes on kirjeldatud joonisel 12.4.


    
      [image: ]

    


    Joonis 12.4. Apoptoosi signaalrajad on evolutsioonis konserveerunud. Sama värvusega näidatud sarnastel valkudel on samasugune roll nii varbussis kui imetajarakkudes. A. Varbussis seondub „ainult BH3“ valk EGL-1 mitokondrite välismembraanis asuva valguga CED-9. Selle seondumise tulemusena vabaneb CED-4 kompleksist CED-4/CED-9. Vaba CED-4 on proteaasi aktivaator, ta seondub kaspaasiga CED-3 ja viimane aktiveerib end autoproteolüütiliselt. Aktiivne CED-3 lõhustab olulisi rakuvalke ning põhjustab apoptoosi. Joonisel on see rada näidatud geneetilise signaalirajana, kus EGL-1 inhibeerib CED-9, viimane omakorda aga inhibeerib CED-4. Aktiivne CED-4 aktiveerib CED-3. B. Imetajarakkudes reguleerivad apoptoosi nii varbussi valkude homoloogid kui ka terve hulk lisavalke. Valk Bcl-2 on sarnane valguga CED-9 ning ta põhjustab raku ellujäämise. Seda teeb ta osaliselt seetõttu, et aktiveerib valguga CED-4 sarnase valgu Apaf-1 ning osaliselt teiste mehhanismide abil, mis on kujutatud joonisel joonis 22.8. Mitmesugused „ainult BH3“ valgud (vt joonis 12.7 ja 12.8) inhibeerivad valku Bcl-2 ja seetõttu võimaldavad apoptoosi. Apoptootilised signaalid kahjustavad mitokondreid, mistõttu vabanevad tsütosooli mitmesugused rakusurma stimuleerivad valgud. Näiteks mitokondritest vabanev valk tsütokroom c aktiveerib valgu Apaf-1 ning see omakorda aktiveerib valgu kaspaas-9. Kaspaas-9 on initsiaatorkaspaas, mis aktiveerib efektorkaspaasid kaspaas-3 ja kaspaas-7, mis viib raku suremisele. Joonisel kujutatud valkude SMAC/DIABLO ja IAP (neil ei ole homolooge ümarussis) rollid on kirjeldatud tekstis.


    Ehkki põhimõtteline skeem proteolüütilise kaskaadi aktiveerumiseks on sarnane nii varbussil kui imetajal, on viimasel erinevaid komponente oluliselt rohkem: varbussil on vaid üks kaspaas, CED-3, imetajal on neid aga 15.


    Imetajate kaspaase on kahte tüüpi: initsiaatorkaspaasid aktiveerivad täideviivaid (efektor)kaspaase sel teel, et lõikavad viimaste küljest maha teatud aminohappejärjestusi. Mõned täideviivad kaspaasid võivad veel omakorda proteolüütiliselt aktiveerida uusi täideviivaid kaspaase, pannes seeläbi käima algset signaali oluliselt võimendava proteolüütilise kaskaadi. Teised aga asuvad kohe lagundama olulisi rakuvalke, näiteks tuumaümbrises olevat lamiini (vt joonis 12.3.B).


    Kuna viimased on tuumaümbrise olulised ehituslikud osad, siis sellise tegevuse tulemusel tuumaümbris laguneb ning DNA muutub kättesaadavaks nukleaasidele, mis selle fragmentideks lõhustavad.


    Kui varbussis on muteeritud kas geen ced-3 või ced-4 või ka mõlemad, siis neis ussides apoptoosi ei toimu. ced-9 mutantsetes ussides surevad arengu käigus aga kõik rakud, nii et täiskasvanud ced-9 mutanti ei tekigi. Seega on vastavad valgud CED-3 ja CED-4 rakusurma tekitavad valgud ja CED-9 apoptoosi inhibeeriv valk. CED-9 inhibeerib apoptoosi sel viisil, et see mitokondrite välisküljel asuv valk seob valgu CED-4 dimeersesse kompleksi CED-9/CED-4 (vt joonis 12.5).
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    Joonis 12.5. CED-3 proteaasi aktiveerimine ümarussis C. elegans. Rakusurma vallandavate signaalide tõttu toodetakse rakkudes valk EGL-1, mis on tarvilik mitokondri pinnal olevas kompleksis CED-4(dimeer)/CED-9 valgu CED-4 asendamiseks (1). Vabanenud valgu CED-4 dimeer seondub veel kolme samasuguse dimeeriga ning moodustub oktameerne CED-4 valgukompleks (2). CED-4 oktameer seondub valgu CED-3 inaktiivse vormiga ning põhjustab CED-3 autoproteaasse aktiveerumise (3). Selle tulemusena tekkinud efektorkaspaas hakkab lagundama raku komponente, mistõttu tekib apoptoos ning raku surm (4). Modifitseeritud Yan, N. et al. 2005 ja Qi et al. 2010 järgi.


    CED-4 on aga valk, mis on vajalik valgu CED-3 autokatalüütiliseks aktiveerimiseks: inaktiivsest CED-3 valgust tekib ühe aminohappeahela äralõikamisega aktiivne CED-3, mis initsieerib rakkude surma. CED-9/CED-4 kompleksi tekke tagajärg on see, et CED-4 ei suuda enam valku CED-3 aktiveerida ning rakk jääb elama.


    Apoptoosiks on vajalik ka valk EGL-1. See seob endaga valgu CED-9, mistõttu viimane ei saa enam siduda valku CED-4 ning seega apoptoosi inhibeerida (vt joonis 12.5). Mõlemad valgud, nii EGL-1 kui CED-9, sisaldavad iseloomulikku 12-aminohappelist järjestust, nn BH3 domääni. Kuna EGL-1 valgus puudub enamik teisi domääne, mis on olemas valgus CED-9, siis kutsutakse valku EGL-1 ka „ainult BH3ˮ valguks. EGL-1 homoloogsed valgud imetajas on näiteks Bim ja Bid.


    12.2.2. Rakusisese ja rakuvälise stiimuli esile kutsutud apoptoos


    Kuna kirjeldatud kaspaaside kaskaad on võimsalt destruktiivne ning pöördumatu, st kord sisselülitatuna ei pöördu rakk enam apoptoosi teelt tagasi, siis on vaja apoptoosikaskaadi alustamist väga täpselt kontrollida. Kontrollivaid valke on nii intra- kui ekstratsellulaarseid.


    Intratsellulaarsed apoptoosi kontrollvalgud imetajas on eelkõige Bcl2 perekonna valgud. Vastav geen bcl-2 isoleeriti esimest korda inimese follikulaarse lümfoomi rakkudest, kus geen bcl-2 oli kromosoomide ümberkorralduse tõttu kokku liidetud immunoglobuliini geeni enhanseriga. Tulemuseks oli valgu Bcl2 üleproduktsioon ning see hoidis elus kasvajarakke, mille saatus oleks muidu apoptootiline surm. Valgud Bcl2 ja varbussi CED-9 on homoloogsed: ehkki nende aminohappeline sarnasus on vaid 23%, suudab geeni bcl2 sisestamine neisse varbussidesse, kellel geen ced-9 on muteeritud, asendada puuduva CED-9 aktiivsuse ja blokeerida neis apoptoosi.


    Mõned Bcl2 perekonna liikmed põhjustavad kaspaaside aktivatsiooni ja rakkude surma, teised aga inhibeerivad neid protsesse. Rakusurma indutseerivate valkude hulka kuuluvad Bax ja Bak. Need valgud aktiveeruvad näiteks DNA kahjustuse (või ka mõne muu kahjustuse) tõttu ning põhjustavad elektrontranspordi valgu tsütokroom c vabanemise mitokondritest tsütosooli (vt allpool). Teised Bcl2 perekonna valgud (näiteks ka Bcl2 ise) aga inhibeerivad apoptoosi, kuna takistavad Bax ja Bak valkudel tsütokroom c mitokondritest vabastada. Lõplik otsus – kas rakk jääb elama või sureb apoptoosi teel – tehakse Bcl2 valguperekonna pro-apoptootiliste (nt Bax, Bak) ja antiapoptootiliste (nt Bcl2) valkude suhtega rakkudes.


    Mõnikord ei tule apoptoosi algussignaal aga raku seest, vaid ekstratsellulaarselt, näiteks naaberrakkudelt. Mõned sellistest „surmasignaalidest” mõjutavad otseselt Bcl2 valguperekonna liikmete pro- või antiapoptootilist aktiivsust. Teised aga aktiveerivad erilisi rakupinna valke, mida nimetatakse surmaretseptoriteks. Üks paremini uuritud surmaretseptoritest, Fas (ingl first apoptosis signal), on paljude imetajarakkude normaalne membraanivalk. Valgu Fas aktivaatoriks on üks teine mebraaniseoseline valk – Fas-ligand –, mis esineb spetsialiseeritud immuunrakkude, tsütotoksiliste T-lümfotsüütide (ingl cytotoxic T lymphocytes, CTL) välispinnal. CTL rakud reguleerivad organismi immuunvastust sel moel, et indutseerivad apoptoosi sellistes immuunrakkudes, mida (enam) vaja ei ole. Fas-raja aktiveerimine ongi üks viisidest, kuidas CTL rakud saavad hävitada mittevajalikke immuunrakke. Fas-ligandi seondumine oma retseptoriga käivitab rakusurma indutseeriva kompleksi (ingl death-inducing signaling complex, DISC) moodustumise, see omakorda aktiveerib spetsiifilised initsiaatorkaspaasid, mis käivitavad kaspaaside kaskaadi ja seega raku apoptootilise surma (vt joonis 12.6).
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    Joonis 12.6. Aktiveeritud surmaretseptorid käivitavad rakusisese signalisatsiooniraja, mis viib apoptoosile. CTL e killerlümfotsüüdi pinnal asuv Fas-ligand aktiveerib märklaudraku pinnal olevad Fas-retseptorid. See põhjustab rea rakusiseste valkude seondumise suureks DISC (ingl death-inducing signaling complex) kompleksiks, mille osaks on ka spetsiifiline initsiaatorprokaspaas (kas prokaspaas-8 või -10). Need prokaspaasid lõikavad ja aktiveerivad sellega teineteist ning tekkinud aktiivsed kaspaasid aktiveerivad seejärel täidesaatvaid (efektor)prokaspaase tsütosoolis, mis muutuvad aktiivseteks efektorkaspaasideks ning põhjustavad kaspaaside kaskaadi ning apoptoosi. CTL – tsütotoksiline T-lümfotsüüt


    Fas-raja aktiveerimiseks piisab ka lihtsalt nende retseptorite oligomeriseerimisest: kui rakkudele lisada antikehasid, mis tunnevad ära ja seovad Fas-retseptoreid, siis järgneb rakkude surm.


    Üsna sarnase toimemehhanismiga on ka teine tuntud „surmasignaali” molekul, kasvajate nekroosifaktor alfa e TNFα (ingl tumor necrosis factor alpha). TNF on tsütokiinide valguperekond, mida toodavad põhiliselt aktiveeritud makrofaagid, ning need on olulised rakuvälised apoptoosistiimulid. Inimese rakkudes on kaks TNF retseptorit – TNF-1 ja TNF-2 – ning TNF seondumine neile käivitab kaspaaside aktivatsiooniraja, mis hõlmab kahte membraanivalku: TRADD (ingl TNF receptor-associated death domain) ja FADD (ingl Fas-associated death domain). TNF ületootmine põhjustab mitmesuguseid inimese autoimuunhaigusi.


    12.2.3. Neurotrofiinid apoptoosi regulaatorina imetajarakkudes


    


    Närvisüsteemi arengu käigus tekib suur hulk neuroneid (närvirakke), mis peavad looma ühendusi lihaste või teiste neuronitega. Nagu öeldud, suur hulk neuroneid sureb organismi varajase arengu käigus. Paljude sensoorsete ja motoorsete neuronite rakukehad paiknevad seljaajus või selle lähedastes ganglionites ning nende pikad jätked peavad ulatuma kuni ühe meetri pikkuste vahemaadeni. Need neuronid, mis suudavad luua kontakte, jäävad elama, teised aga surevad apoptootiliselt.


    Juba umbes saja aasta eest pandi tähele, et mingit kude innerveerivate neuronite arv sõltus selle koe suurusest. Näiteks jäsemepunga eemaldamine areneva tibu embrüost viis selleni, et selle jäseme lihaseid innerveerivate neuronite arv vähenes. Kui aga jäsemepunga lisati koemassi, siis tõusis ka innerveerivate neuronite arv vastavates seljaaju ja sensoorsete ganglionite piirkondades. Selgus, et neuronite arv ei suurene mitte uute neuronite tekkega proliferatsiooni või diferentseerumise tõttu, vaid juba olemasolevate neuronite parema ellujäämisega. See osutab sellele, et neuronid konkureerivad mingite ellujäämismolekulide pärast, mida märklaudkude toodab: mida suurem kude, seda rohkem on ilmselt ka vajalikke molekule.


    Hiljem näidati, et ka kasvajakoel on võime toota sarnaseid ellujäämismolekule. Kui hiire sarkoomi (lihaskoe kasvaja) kude transplanteeriti arenevasse tibusse, siis ka see põhjustas rohkemate neuronite ellujäämise. Seejärel eraldati kasvajakoest valgud, mis sellist efekti tekitasid. Esimene taoline neuronite kasvu ja ellujäämist toetav valk sai nimeks närvi kasvufaktor e NGF (ingl nerve growth factor). NGF koosneb kahest samasugusest 118 aminohappelisest valguahelast (st on homodimeer) ning kuulub struktuurselt ja funktsionaalselt sarnaste valkude, nn neurotrofiinide perekonda. Siia kuuluvad ka näiteks ajukoe toodetud neurotroofne faktor e BDNF (ingl brain derived neurotrophic factor) ja NTF-3 (neurotrofiin-3).


    Neurotrofiinid seonduvad ühe teise valguperekonna liikmetega, türosiinkinaassete retseptoritega (Trk), ning aktiveerivad neid. Iga neurotrofiin seondub tugevalt ühe konkreetse Trk-ga, näiteks tekivad kompleksid NGF/TrkA, BDNF/TrkB ja NGF-3/TrkC. Väiksema afiinsusega on võimalikud ka teised kompleksid, näiteks NGF-3/TrkA ja NGF-3/TrkB. Selliste komplekside olemasolu määrabki ära kasvava neuroni ellujäämise võimalused arenevas koes. Kui neuronite jätked kasvavad seljaajust perifeerses suunas, et eemalolevaid kudesid innerveerida, siis seonduvad kudede toodetud neurotrofiinid kasvavate neuronjätkete nn kasvukoonustes asuvate Trk-retseptoritega ning soodustavad nende neuronite ellujäämist, mis on edukalt märklaudkoeni jõudnud (ning vastavaid kontakte loonud).


    Neurotrofiinid aga seonduvad, ehkki madalama afiinsusega, ka ühe teise retseptoriga – p75NTR. p75NTR moodustab mitmesuguseid heteromultimeerseid komplekse erinevate Trk-retsptoritega, mis tõstab viimaste seondumistugevust oma ligandide – neurotrofiinidega. Olenevalt rakutüübist võib aga selline side viia ka hoopis rakkude apoptoosile. Näiteks NGF ja BDNF seondumine retseptoriga p75NTR ilma TrkA olemasoluta tekitab vastavate neuronite suremise. Hiirte knockout mutatsioonidega on veenvalt näidatud, et erinevat tüüpi sensoorsete neuronite ellujäämiseks on vajalik erinevate neurotrofiinide ja nende retseptorite komplektide olemasolu. Näiteks valutundlikkuse (notsitseptiivsed) neuronid toodavad retseptorit TrkA ning hiirtel, kel puudus TrkA või NGF geen, ei arenenud ka vastavaid neuroneid välja. Jäsemete positsioneerimisega seotud (propriotseptiivsed) neuronid aga toodavad retseporit TrkC ning seda tüüpi neuronid jäävad välja arenemata hiirtel, kel on puudu geenid TrkC või NT-3.


    Perifeersete ja motoneuronite sihtkoed toodavad innervatsiooni ajal vastavaid neurotroofseid faktoreid piiratud määral – mitte kõigi neuronite jaoks, mis neid innerveerida üritavad, vaid just nii palju, nagu konkreetsed koed innervatsiooni vajavad. Need, kellele neurotroofseid faktoreid ei jätku, surevad mahasurumata apoptoosi teel. Selline mudel kehtib vaid neuronitele, mis projitseeruvad kesknärvisüsteemist välja ja innerveerivad mitteneuraalseid kudesid (sensoorsed, autonoomsed ja motoneuronid), mitte aga teisi ajuneuroneid innerveerivatele neuronitele. Kuigi programmeeritud rakusurm toimub aju enamiku (kui mitte kõikide) neuronipopulatsioonide arengus, on selle kontrollmehhanismid kesknärvisüsteemis (va motoneuronid) praegu täiesti tundmatud.


    12.2.4. Mitokondrite roll apoptoosi regulatsioonis


    Mitokondrid on vajalikud aeroobseks hingamiseks ning nende hävimise korral hävineb ka rakk. Apoptootilised valgud võivad mõjutada mitokondreid mitmel viisil. Nad võivad tekitada membraanipoore, mille kaudu mitokondrivalgud vabanevad tsütosooli. Samuti võivad nad suurendada mitokondrimembraanide läbilaskvust, mistõttu apoptoosis osalevad mitokondrivalgud pääsevad tsütosooli. Ka lämmastikoksiid põhjustab apoptoosi, sest muudab mitokondrite mebraanipotentsiaali ning põhjustab seega membraanide suurema läbilaskvuse.


    Imetajate valk Bcl2, mis on homoloogne varbussi valguga CED-9, inhibeerib apoptoosi. Bcl2 asub mitokondrite membraanis ning tema kohalolek kindlustab membraani väikese läbilaskevõime, mistõttu tsütokroom c ja teised mitokondri membraanidevahelises alas paiknevad valgu ei saa difundeeruda tsütosooli ning apoptootilist kaskaadi käivitada.


    Bcl2 valk, nagu öeldud, on üks liige suuremast valguperekonnast. Selle perekonna liikmete aminohappelises järjestuses on homoloogilisi alasid kuni neljas erinevas kohas, mida nimetatakse Bcl2 homoloogia domäänideks (domäänid BH1 kuni BH4) (joonis 12.7).
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    Joonis 12.7. Bcl-2 perekonna valgud. Bcl-2 valguperekond koosneb valkudest, millel on Bcl homoloogia domäänid (BH1–BH4), ning nad jagunevad kolme klassi. NB! Mitte kõigil „ainult BH3“ valkudel ei ole transmembraanset domääni (TM). Modifitseeritud Giam et al., 2009 järgi.


    Iga valk selles valguperekonnas on kas apoptoosi või ellujäämist soodustav ning nad kõik osalevad oligomeersetes kompleksides.


    Valgud Bax ja Bak on selgroogsete rakkudes vajalikud mitokondrimembraanide lõhkumiseks ja apoptoosi käivitamiseks. Transgeensed hiired, kellel geenid Bax ja/või Bak on muteerunud, surevad enamasti juba enne sündi. Neil, kes siiski elussünnini jõuavad, ilmnevad olulised arengudefektid: näiteks ei ole varbavahed korralikult välja arenenud ning nii kesknärvisüsteem kui hematopoeetiline (vereloome) süsteem sisaldavad normaalsest palju enam rakke.


    Valgud Bax ja Bak asuvad mitokondrite välismembraanides ja on tavaliselt tugevalt seondunud valguga Bcl-2 (vt joonis 12.8).
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    Joonis 12.8. Selgroogsete rakkudes on mitmeid erinevaid signaaliradasid, mis reguleerivad mitokondrite välismembraanide läbilaskvust ja apoptoosi. Tervetes elujõulistes rakkudes seondub antiapoptootiline valk Bcl-2 või tema homoloog Bcl-xL mitokondri välismembraanis „ainult BH3“ valkudega Bak ja Bax. Seondumine takistab valkude Bak ja Bax oligomeriseerumist ja seetõttu membraanikanalite moodustumist. Teatud „ainult BH3“ valkude, näiteks Bimi ja Puma seondumine valkudega Bak ja Bax põhjustab aga viimaste oligomeriseerumise ja membraanikanalite moodustumise. Seetõttu saab võimalikuks tsütokroom c vabanemine tsütosooli, kus ta seondub adaptervalguga Apaf-1, põhjustab kaspaaside aktiveerumise, kaspaaside apoptootilise kaskaadi ja raku surma. Teised „ainult BH3“ valgud, näiteks Bad, aga seonduvad valguga Bcl-2 ning blokeerivad tema seondumise valkudega Bak ja Bax. Seetõttu saavad viimased moodustada membraanikanaleid. Kirjeldatud signalisatsioonirajal on veel mitmeid teisi aktivaatoreid ja repressoreid.


    (1) Spetsiifiliste troofiliste faktorite (näiteks NGF) olemasolul aktiveeruvad vastavad retseptoorsed valkude türosiinkinaasid (näiteks TrkA) ning PI-3 kinaasi / PKB (proteiinkinaas B, nimetatakse ka Akt) rada. PKB fosforüleerib valgu Bad, mis moodustab kompleksi valguga 14-3-3. Sel viisil seotud Bad ei ole enam võimeline seonduma valguga Bcl-2. Kui aga troofilisi faktoreid ei ole, siis on Bad fosforüleerimata, seondub valguga Bcl-2 ning tulemuseks on vabanenud valgud Bax ja Bak, mis saavad moodustada oligomeerseid membraanikanaleid. Siiski tuleb mainida, et mitte kõigis rakutüüpides (näiteks sümpaatilistes neuronites) ei ole Bad sel moel NGF-i puudumisel aktiveeruva apoptoosiprogrammi osa.


    (2) Rakkude eemaldamine nende alussubstraadilt katkestab integriinide signaalraja. Selle tulemusena vabaneb tsütoskeletilt „ainult BH3“ valk Bim, see seondub valkudega Bam ja Bax ning võimaldab neil taas membraanikanaleid moodustada.


    (3) DNA kahjustused (ka ultraviolettkiirgus ja mitmed muud mõõduka stressi tingimused tekitavad) „ainult BH3“ valgu Puma aktivatsiooni. Puma seondub valkudega Bak ja Bax, misjärel viimased moodustavad oligomeerid ja mebraankanalid. Modifitseeritud Ren et al., 2010 järgi.


    Teatud juhtudel aga tekib membraanis ka vabasid valkude Bax ja Bak molekule, mis ei ole valguga Bcl-2 seotud: näiteks siis, kui neid toodetakse enam kui partnervalku Bcl2 või kui viimane seondub muude BH3-domääni sisaldavate valkudega. Vaba Bax ja Bak aga moodustavad oligomeriseerudes mitokondri membraanis poore e membraanikanaleid. Nende pooride kaudu väljuvad mitokondri membraanidevahelisest ruumist tsütosooli mitmed valgud, nende hulgas ka tsütokroom c. Tsütokroom c on aga imetaja kaspaas-9 aktivaator (vt joonis 12.4).


    Selle toimemehhanismi järgi põhjustab valgu Bcl-2 ületootmine (näiteks rakukultuuris) tsütokroom c vabanemise blokeerimise ning seetõttu apoptoosi inhibitsiooni. Ning, vastupidi, Bax või Bak üleproduktsioon põhjustab tsütokroom c kiire vabanemise tsütosooli ning rakkude apoptoosi.


    Mehhanism, millega tsütokroom c tsütosooli tungides aktiveerib valku kaspaas-9, põhineb tema seondumisel valguga Apaf-1, mis on varbussist tuntud valk. Monomeerne Apaf-1 seob endaga dATP molekuli. Tsütokroomi seondumise tagajärjel aga toimub dATP lagunemine dADP-ks, mille järel tekib hiigelsuur 1,4 megadaltonilise molekulmassiga valgukompleks, nn apoptosoom (vt joonis 12.9).
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    Joonis 12.9. Ümarussi apoptosoomi struktuur ja imetaja Apaf-1 apoptosoomi mudel. A. Valgu CED-4 domäänid ning nendele vastavad imetajavalgu Apaf-1 alad. CARD tähistab kaspaaside sidumise ala (caspase recruitment domain). Need alad seonduvad apoptosoomi koosseisus vastavate CARD aladega kaspaasidel. B. CED-4 apoptosoomi diagramm (vasakul) ja imetaja vastava apoptosoomi mudel (paremal). C. Ümarussi oktameerse CED-4 apoptosoomi kolmemõõtmeline struktuur, kus on näidatud ka kahe CED-3 prokaspaasi seondumine. Apoptosoomi seondumine valguga CED-3 tekitab CED-3 dimeriseerumise, mis on vajalik tema aktivatsiooniks. Modifitseeritud Qi et al., 2010 järgi.


    Apoptosoom on initsiatoorse kaspaas-9 aktivaator, mis on inaktiivses olekus monomeer. Oluline on, et initsiaatorkaspaasid peavad olema küll tundlikud aktivatsioonisignaalidele, ent see esialgne aktivatsioon ei tohi olla pöördumatu. Vastasel korral tingiks ka iga juhuslik aktivatsioon kohese rakusurma. Seetõttu ei kasutata kaspaas-9 aktiveerimiseks proteolüütilist lõikamist, vaid molekuli dimeriseerumist, mis toimub pärast tema seondumist apoptosoomile. Seejärel lõikab aktiveeritud kaspaas-9 mitmete täideviivate kaspaaside (nt kaspaas-3) ahelaid neid sel viisil aktiveerides. Täideviivad kaspaasid hakkavad lagundama raku komponente ning apoptootiline kaskaad ongi käivitunud (vt jooniseid 12.4 ja 12.8).


    Erinevalt varbussidest on imetajates ja kärbestes olemas teisigi valke, mis apoptoosi reguleerivad (vt joonis 12.4). Näiteks apoptoosi inhibiitorvalgud (ingl inhibitors of apoptosis, IAP), mis mõjutavad nii initsiaator- kui ka täideviivaid kaspaase. IAP-valkudel on üks või mitu tsinki siduvat domääni, mis võivad otseselt seonduda kaspaasidega ning nende proteaasset aktiivsust pärssida. (Seda taktikat kasutab näiteks bakuloviirus, mis toodab IAP-sarnast valku ning putukarakkudesse tunginuna takistab seetõttu raku surma ja kindlustab uute viiruspartiklite efektiivse produktsiooni). Kui aga rakul on tõepoolest vaja apoptoosi minna, siis on IAP-valgud muidugi oluliseks takistuseks. Selleks puhuks on mitokondrites olemas IAP-inhibiitorid, mida nimetatakse SMAC/DIABLO-valkudeks. Kui tekivad eespool kirjeldatud Bax/Bak kanalid mitokondrite membraanides (vt joonis 12.8), siis saavad ka SMAC/DIABLO-valgud tungida tsütosooli ning seal leiduvaid IAP-valke siduda. Tulemusena ei saa IAP-valgud enam kaspaasidele seonduda ning rakud saavadki suunduda apoptoosi.


    Mitokondritega on seotud ka eespool kirjeldatud neurotrofiinide võime kaitsta rakke apoptoosi eest. Siin on vahendajaks „ainult BH3“ valk Bad. Kui neurotrofiine (näiteks NGF) ei ole, siis on valk Bad fosforüleerumata olekus ja seotud mitokondri membraanis kas valguga Bcl-2 või temale väga lähedase antiapoptootilise valguga Bcl-xL (vt joonis 12.8). Selline kompleks takistab valkudel Bcl-2 ja Bcl-xL seonduda oma paarilistega Bax ja Bak, need saavad moodustada kanaleid mitokondri membraanis ning põhjustada rakkude surma.


    Fosforüleeritud valk Bad aga ei suuda seonduda valkudega Bcl-2 ja Bcl-xL ning selline Bad asub hoopis tsütosoolis, kompleksis fosfoseriine siduva valguga 14-3-3. Terve hulk troofilisi faktoreid, sealhulgas ka NGF, on PI-3 (fosfo-inositool-3) kinaasse signaaliraja aktivaatorid, mis viib proteiinkinaas B aktiveerimiseni. Aktiivne proteiinkinaas B fosforüleerib valgu Bad ning seetõttu inhibeerib selle proapoptootilised omadused.


    Kui ümarussides on vaid üht tüüpi „ainult BH3“ valk – Egl-1 –, siis imetajates on neid vähemalt kaheksa, sealhulgas ka Bad. Need avalduvad olenevalt rakutüübist, aga ka näiteks keskkonnastressist. Nende valkude proapoptootiline aktiivsus on reguleeritav paljude transkriptsiooniliste ja posttranskriptsiooniliste mehhanismidega. Näiteks on kaks „ainult BH3“ valku, Puma ja Noxa, otseselt valgu p53 poolt transkribeeritavad. p53 on osa kontrollpunktist, mis detekteerib DNA kahjustusi rakkudes ning tema aktiveerumine aktiveerib rakkude apoptoosi valkude Puma ja Noxa kaudu.


    Üks „ainult BH3“ perekonna liige, Bim, on aga aktiveerumata olekus seotud tsütoskeleti mikrotuubulitega tänu tema seondumisele düneiini kerge ahelaga. Kui eemaldada rakud pinnalt, millele nad on kinnitunud (alusmembraanilt või plastikult), siis katkeb integriinide signalisatsioon, toimub tsütoskeleti struktuuri muutumine ning valgu Bim vabanemine. Nii Puma kui Bim seovad omakorda valke Bax ja Bak, vabastades nad Bcl-2 küljest ning võimaldades taas oligomeersete Bak/Bax membraanipooride tekke ja rakkude apoptoosi (vt joonis 12.8). Mitokondritega on seotud ka eespool kirjeldatud neurotrofiinide võime kaitsta rakke apoptoosi eest. Siin on vahendajaks „ainult BH3“ valk Bad. Nimetus „ainult BH3” tähistab asjaolu, et neljast võimalikust valgu Bcl-2 homoloogiadomäänist BH1–BH4 on neil valkudel olemas vaid üks, nimelt BH3. Siia kuuluvad näiteks valgud Bid, Bim, Bad, Puma, Noxa jt (vt joonis 12.8). Kui neurotrofiine (näiteks NGF) ei ole, siis on valk Bad fosforüleerumata olekus ja seotud mitokondri membraanis kas valguga Bcl-2 või temale väga lähedase antiapoptootilise valguga Bcl-xL (vt joonis 12.8). Selline kompleks takistab valkudel Bcl-2 ja Bcl-xL seonduda oma paarilistega Bax ja Bak, need saavad moodustada kanaleid mitokondri membraanis ning põhjustada rakkude surma.


    Seega on imetajarakkude apoptoos reguleeritud antiapoptootiliste valkude (Bcl-2, Bcl-xL) ja mitmete proapoptootiliste „ainult BH“ valkude tasakaaluga. Oluline on ka märkida, et iga „ainult BH3“ valk aktiveeritakse just talle eriomasel moel ning erinevad apoptoosistiimulid ja/või erinevad rakutüübid käivitavad apoptoosi erinevate „ainult BH3“ valkude kaudu.

  


  
    13. Kasvajate bioloogia


    TOIVO MAIMETS


    Kasvajad moodustavad suure grupi erinevaid haigusi, mis Maailma Terviseorganisatsiooni (WHO) andmetel hakkavad suremise põhjusena peagi edastama südame-veresoonkonnahaigusi ning muutuvad sellega olulisimaks suremise põhjuseks maailmas. Ajakirjas Science (06.02.2015) väidetakse viitega ajakirjale British Journal of Cancer, et neist inimestest, kes on sündinud pärast 1960. aastat, saavad pooled eluajal vähidiagnoosi. Seega on kasvajate puhul tegemist väga tõsise globaalse meditsiinilise probleemiga.


    Teisalt on kasvajate bioloogia tähtis ka selle poolest, et siin kohtuvad ja väitlevad üksteisega erinevad fundamentaalbioloogilised arusaamad, mis lõppkokkuvõttes võiksid jõuda muidugi ka praktiliste lahendusteni. Väga laias mastaabis on olemas kaks arusaamist kasvajatest: kasvaja kui geneetiline probleem ja kasvaja kui arengubioloogiline probleem. Esimene neist arendati põhiliselt välja XX sajandi 70. ja 80. aastatel. Arengubioloogilise käsitluse juured ulatuvad XIX sajandisse ning on eriti aktiivselt hakanud taas arenema käesoleval sajandil. Ei ole välistatud, et neil kahel lähenemisel on ka teatud ühisosa, nii et üks täiendab tulevikus teist.

  


  
    13.1. Kasvajatekke geneetiline kontseptsioon


    Selle kontseptsiooni järgi tekivad kasvajad mutatsioonide (nii pärilike kui keskkonnateguritest põhjustatute) akumuleerumise tõttu somaatilistes rakkudes.


    Enamasti eeldatakse, et kasvajad on klonaalsed – pärinevad ühestainsast rakust, mis on läbinud kriitilise hulga geneetilisi muutusi. Selle seisukoha kinnituseks on ka mitmesuguseid näiteid. Näiteks on paljude kroonilise müelogeense leukeemia patsientide rakkudes näha kromosoomide translokatsioon, nn Philadelphia kromosoom, kus 22. kromosoom on erakordselt lühike, sest suur osa temast on liitunud 9. kromosoomiga (vt joonis 13.1).
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    Joonis 13.1. Kroonilise müelogeense leukeemia puhul esineb translokatsioon 9. ja 22. kromosoomi vahel, mille tulemusena tekib lühike kromosoom 22-, nn Philadelphia kromosoom. Vasemal on kujutatud normipärane 9. ja 22. kromosoom.


    Ehkki täpne liitumiskoht erineb patsientide lõikes mõnesaja nukleotiidi ulatuses, on ühe patsiendi kõik rakud samasuguse Philadelphia kromosoomiga. Sellest järeldatakse, et tegu on ühe muundunud raku järglaskonnaga – klooniga.


    Kasvajate geneetilise kontseptsiooni kohaselt iseloomustavad kasvajarakke teatud geneetilised mutatsioonid, mis eristavad neid ümbritsevatest nn normaalse koe rakkudest. Seega on ootuspärane, et paljud mutageensed faktorid (mis põhjustavad muutusi DNA järjestuses) on ka tuntud kantserogeenid. Siia kuuluvad näiteks keemilised kantserogeenid, mis põhjustavad DNA nukleotiidse järjestuse muutusi, või ka röntgenkiirgus (põhjustab kromosoomide katkemisi ja translokatsioone) ning ultraviolettkiirgus (põhjustab spetsiifilisi DNA lämmastikaluste muutusi).


    Rakusisesed DNA reparatsioonimehhanismid suudavad tihti väiksemad DNA kahjustused parandada, nii et need ei kandu edasi järgmistele rakupõlvkondadele. On aga olemas pärilikke geneetilisi defekte, näiteks xeroderma pigmentosum, mille puhul on DNA reparatsioonisüsteem ise vigane ning tulemuseks on oluliselt suurem nahakasvajate risk sellistel inimestel.


    Selleks, et muuta üksik normaalne rakk kasvajarakuks, ei piisa ühestainsast mutatsioonist. Inimelu jooksul toimub organismis umbes 1016 rakkude pooldumist (hiires 1012). Kui keskkonnas ka puuduksid igasugused mutageenid, siis ainuüksi DNA replikatsiooni- ja reparatsioonisüsteemide normaalse mittetäielikkuse tõttu tekiksid mutatsioonid sagedusega 10-6 mutatsiooni geeni kohta raku jagunemistsükli vältel ning seega võib igas inimese geenis eluaja jooksul tekkida umbes 1010 mutatsiooni. Selles mõttes ei peaks imestama selle üle, miks kasvajad tekivad, vaid peaks imestama hoopis selle üle, miks nad ikkagi tekivad veel suhteliselt harva.


    Üks seletus sellele paradoksile on asjaolu, et vähiraku tekkeks on vaja tervet rida üksteisest sõltumatuid geneetilisi (ja epigeneetilisi) muutusi, ning vaid nende harval kokkusattumisel muundub rakk kasvajarakuks. Sellele viitab näiteks asjaolu, et kasvajad on tüüpilised vanema ea haigused – pikema eluea jooksul on olnud piisavalt aega erinevate juhuslike muutuste tekkeks rakkudes. Nii võib rääkida vähirakkude astmelisest arenguprotsessist, kus esialgu vähetähtsate füsioloogiliste muudatustega keharakk omandab lõpuks agressiivse metastaatilise raku omadused. Sellele liitub ka mikroevolutsiooniline protsess: uued mutatsioonid võimaldavad rakkudel väljuda naaberrakkude kontrollisignaalide mõju alt ning mõnikord hakata ka ise kasvu soodustavaid signaale produtseerima. Selle tulemusena eskaleerub organismi kui terviku kontrolli alt väljunud rakkude vohamise protsess.


    13.1.1. Kasvajatega seotud geenid


    Kasvajatega seotud geenid hakkasid selguma tänu kahele olulisele viroloogilisele ja rakubioloogilisele uurimissuunale.


    13.1.1.1. Onkogeenid


    Enam kui sajandi eest pandi tähele, et paljud kasvajad on viiruste tekitatud. Ehkki nüüdseks on selgunud, et vaid väike hulk kasvajaid on otseselt viiruste tekitatud, oli nende uurimine siiski edasise jaoks väga oluline. Esimene viirus, mida seostati kasvajate tekkega, oli Rousi sarkoomiviirus (RSV), mis tekitab kana sidekoekasvajaid e sarkoome. Tegu on retroviiruste gruppi kuuluva RNA kasvajaviirusega, mis infektsiooni järel kopeeritakse rakus pöördtranskriptsiooni tõttu vastavaks DNA koopiaks. Seejärel integreerub see DNA peremeesraku genoomiga, kus ta võib säilida pikka aega ja päranduda ka järgmistele rakupõlvkondadele. Kui hakati lähemalt uurima, milline osa viiruse DNA koopiast täpsemalt kasvajat põhjustab, leiti selleks olevat geen v-Src. Üllatuslik oli see, et tegelikult ei ole see geen viiruse elutsükliks vajalik, vaid tegu on geeniga, mille viirus on n-ö üles korjanud oma varasematest integratsioonidest teiste rakkude DNA-ga. Vastav geen c-Src on olemas normaalsetes selgroogsete rakkudes. Oluline oli aga, et integratsiooni ja viiruse elutsüklite jooksul oli algne c-Src läbinud rea mutatsioone, mis muutsid selle geeni aktiivseks onkogeeniks (kasvajaid tekitavaks geeniks) v-Src (tabel 13.1).


    Tabel 13.1. Onkogeenide ja kasvajate supressorgeenide võrdlus.
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            Geeniproduktide funktsioonid

          

          	
            - rakkkude jagunemise aktivatsioon


            - rakkude adhesiooni vähendamine


            - rakkude surma takistamine

          

          	
            - rakkude jagunemise inhibitsioon


            - rakkude adhesiooni suurendamine


            - apoptoosi indutseerimine

          
        


        
          	
            Kasvaja tekitamise mehhanism

          

          	
            geenide aktivatsioon kas mutatsioonide tekke või vale metüülimise tõttu

          

          	
            geenide inaktivatsioon kas mutatsioonide tekke või vale metüülimise tõttu

          
        


        
          	
            Näited

          

          	
            HER-2, BRCA-1

          

          	
            p53

          
        

      
    


    Neile uuringutele, mille tunnustuseks anti 1989. aasta Nobeli preemia John Michael Bishopile ja Harold E. Varmusele, järgnes terve hulk mitmesuguste viiruseliste onkogeenide avastamisi, mis olid kasvajaid tekitavate RNA-viiruste koosseisus samamoodi n-ö kaasa haaratud normaalsest genoomist ning muteeritud aktiivseks viiruseliseks onkogeeniks.


    Rakubioloogid aga otsisid samal ajal vähirakkudest neid põhjustavaid geene oma meetoditega. Eesmärk oli leida kasvajarakkudest mingid spetsiifilised DNA lõigud, mis muudavad normaalsed rakud kasvajarakkudeks (nn onkogeenne transformatsioon). N-ö normaalsete rakkudena kasutati enamasti hiire fibroblastidest loodud rakuliine, mis paljunesid kultuuris lõpmatult (ei allunud Hayflicki piirile) ning sisaldasid seetõttu juba mingeid muutusi, mille foonil oli lootus, et ka ühe aktiivse onkogeeni lisamine rakkudele võiks kasvajaraku fenotüübi esile kutsuda.


    Normaalne fibroblastide kultuur on ühekihiline, alludes kontaktinhibitsioonile, kus kokkupuude teise raku membraaniga on signaal peatamaks raku proliferatsiooni. Kui aga inimese kasvajarakkudest eraldati DNA, lõigati see väiksemateks lõikudeks ja viidi hiire fibroblastidesse, siis tekkisid ebanormaalselt kasvavad rakud, mille morfoloogia oli muutunud ning mis n-ö kuhjusid üksteise otsa, sest kontaktinhibitsioon oli kadunud (joonis 13.2).
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    Joonis 13.2. Vähirakkudel kaob koekultuuris kontaktinhibitsioonivõime. Enamiku kultiveeritavate rakkude proliferatsioon peatub siis, kui nad on kasvupinna katnud üherakulise kihiga – kasv sõltub kontaktist aluspinnaga ning peatub siis, kui saavutatakse kontakt naaberrakuga. A. – skemaatiline joonis, B. – valgusmikroskoobi pilt normaalsetest ja C. – onkogeenselt transformeeritud fibroblastidest. B. ja C. – primaarsed hiire embrüonaalsed fibroblastid (ingl MEF) koekultuuris in vitro tingimustes. Foto: Katrin Ruisu.


    Kui sellistest transformeerunud rakkudest vastav inimpäritoluga DNA lõik eraldati, siis leiti üllatuseks, et tegu oli versiooniga geenist v-Ras, mis oli juba varem leitud ka rottidel kasvajaid põhjustavast retroviirusest.


    Normaalse Ras-geeni produkt – valk Ras – on monomeerne GTPaas, mis kannab rakupinna retseptoritelt signaale rakkude sisemusse. Inimese kasvajatest eraldatud mutantsed Ras-valgud sisaldasid aga punktmutatsioone, mis muutsid vastava valgu hüperaktiivseks: kui normaalse valgu aktiivsus lõppeb temaga seondunud GTP hüdrolüüsimisel GDP-ks, siis mutantne Ras sel moel ei inaktiveeru. Mutantse Ras-i hüperaktiivsus muudab selle mutatsiooni ka dominantseks – piisab sellest, kui vaid üks geeni alleelidest on mutantne, et esile kutsuda kontrollimatult signaliseerivat kasvajafenotüüpi. Inimese Ras-geenide perekonda kuulub kolm erinevat geeni ning nad on muteeritud umbes kolmandikus kõigist kasvajatest.


    Tänaseks on teada mitmeid erinevaid mehhanisme, mis muudavad normaalse nn protoonkogeeni aktiivseks kasvajaid põhjustavaks onkogeeniks (vt joonis 13.3).
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    Joonis 13.3. Erinevad mehhanismid, mis muudavad normaalse protoonkogeeni aktiivseks onkogeeniks.


    Väikesed muutused DNA järjestuses (punktmutatsioonid või deletsioonid), kui need toimuvad valku kodeerivas järjestuses, tekitavad hüperaktiivse valgu. Kui need aga toimuvad regulatoorsetes järjestustes, siis võib tekkida vastava valgu üleproduktsioon.


    Geenide amplifikatsiooni tulemusena (põhjustatud näiteks DNA replikatsioonivigadest) tekib normaalsest enam geenikoopiaid ning seetõttu ka rohkem vastava geeni valguprodukti.


    Kromosoomsed ümberkorraldused – suuremate lõikude katkemised ja uuel viisil ühinemised – võivad muuta valku kodeerivat järjestust, andes tulemuseks hüperaktiivse valgu, või ka tekitada valkude üleproduktsiooni (kui ümberkorraldused puudutavad geenide ekspressiooni kontrollipiirkondi).


    Ühe näitena võib tuua ekstratsellulaarse signaalvalgu, mille nimeks on epidermaalse kasvufaktori retseptor (ingl human epidermal growth factor receptor, EGFR, ka HER) (joonis 13.4).
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    Joonis 13.4. Mutatsioon epidermaalse kasvufaktori retseptoris (EGFR) muudab ta aktiivseks ka EGF puudumisel ning seetõttu on mutantne EGFR onkogeenne.


    Kui see valk sisaldab deletsiooni, mis eemaldab osa tema ekstratsellulaarsest alast, siis on valk aktiivne isegi juhul, kui vastavat kasvufaktorit EGF rakupinnal ei ole. Tulemuseks on pidev kontrollimatu kasvusignaal rakkudele ning taoline valesignalisatsioon on tihti teatud ajukasvajate, glioblastoomide põhjus. Pea kolmandiku rinnavähipatsientide puhul toodetakse geeni amplifikatsiooni tõttu liiga palju valku HER-2, mistõttu vastavatele rakkudele signaliseeritakse kasvukorraldusi ebanormaalselt aktiivselt. Just seepärast on HER-2-positiivsete rinnakasvajate ravis saavutatud edu ravimiga trastuzumab. See ravim sisaldab valgu HER-2 vastaseid antikehasid, mis seondudes inhibeerivad HER-2 aktiivsuse ning seetõttu hoiavadki rakkude kasvu kontrolli all.


    Teise näitena võib tuua onkogeeni Myc valguprodukti. Valk Myc töötab tuumas, kus ta stimuleerib rakkude kasvu ja jagunemist ning tema üleproduktsioon viib tavaliselt kasvajate tekkeni. Erinevatest kasvajatest on leitud selle valgu üleproduktsiooni geeni amplifikatsiooni tõttu. Samuti on leitud punktmutatsioone, mis põhjustavad selle muidu üsna kiirelt laguneva valgu eluea olulise pikenemise – ja seetõttu valgu akumulatsiooni – rakkudes. On leitud ka valgu üleproduktsiooni muudatuste tõttu geeniekspressiooni regulaatoralades. Näiteks Burkitt’i lümfoomis on kromosoomne ümberkorraldus (translokatsioon) toonud geeni Myc ette DNA kontrollpiirkonnad, mis tavaliselt juhivad antikehade geenide ekspressiooni B- lümfotsüütides. Tulemuseks on ebatavaliselt agressiivselt prolifereeruvad B-lümfotsüüdid ning suur kasvajate tekke risk.


    Veel üks näide onkogeenidest on BRCA-1 (ingl breast cancer susceptibility gene), mille mutatsioonid on seotud rinnanäärme ja munasarja kasvajatega. Ehkki selle valgu roll ei ole täielikult selge, on tal teada mitmeid rakusiseseid funktsioone, mis on seotud DNA ahelate katkemiste parandamisega. Mutatsioonid selles geenis (ja temale lähedases geenis BRCA-2) suurendavad väga oluliselt riski haigestuda rinna- või munasarjavähki.


    13.1.1.2. Kasvajate supressorgeenid


    Peale onkogeenide – geenide, mille ülemäärane aktiivsus soodustab kasvajate teket – on kasvajatega seotud ka teine grupp geene, nn kasvajate supressorgeenid. Need on geenid, mille inaktivatsioon soodustab rakkude muutumist kasvajarakuks, ning nende normaalne tegevus, vastupidi, aitab kasvajaid ära hoida.


    Kasvajate supressorgeenide leidmiseni viisid suhteliselt harvaesineva inimese kasvaja, retinoblastoomi uuringud. Retinoblastoom esineb juba lapseeas ning kasvajad tekivad veel küpsemata silma võrkkesta (reetina) närvirakkude eellastest. Tegu on üsna haruldase haigusega (1 juht 20 tuhande kohta) ning sel on nii pärilik kui mittepärilik vorm. Päriliku vormi puhul tekib sõltumatult hulk erinevaid kasvajaid, mis haaravad mõlemaid silmi. Mittepäriliku puhul on tegu vaid ühe kasvajaga ühes silmas.


    Paljude patsientide puhul täheldati deletsiooni 13. kromosoomis, mis täpsustati kindlaks DNA järjestuseks ja nimetati geeniks Rb. Seejärel leiti, et päriliku retinoblastoomi vormi puhul on patsientide kõikides rakkudes tegu Rb-geeni ühe alleeli kaotuse või mutatsioonilise inaktiveerumisega. Taolistel rakkudel on suurem tõenäosus muunduda kasvajarakkudeks, ent seni, kuni teine alleel on normaalne, seda üldiselt ei juhtu. Neis konkreetsetes reetinarakkudes, mis olid aga kasvajaks muutunud, leiti, et ka teises geeni Rb-alleelis oli toimunud muudatus, mis ka selle alleeli inaktiveeris, ning seetõttu jäi rakk Rb-valgu aktiivsusest täiesti ilma.


    Mittepäriliku retinoblastoomi puhul ei leitud patsiendi enamikus rakkudes mingeid muudatusi, ent kasvajarakkudes olid muundunud ja inaktiveerunud mõlemad geeni Rb koopiad. Taolised mittepärilikud retinoblastoomi juhud on üliharvad, sest vajavad kahte sõltumatut mutatsioonisündmust, mis inaktiveerivad samas rakuliinis kaks sama geeni alleeli (vt joonis 13.5).
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    Joonis 13.5. Geneetilised mehhanismid, mis põhjustavad retinoblastoomi. Päriliku vormi puhul on kõigis keharakkudes üks kahest funktsionaalsest Rb koopiast vigane ning kasvaja tekib siis, kui ka teine koopia vigastatakse või deleteeritakse (kas mutatsiooni või ka näiteks epigeneetilise vaigistamise teel). Mittepäriliku vormi puhul on esialgu kõigis rakkudes kaks funktsionaalset geenikoopiat ning kasvaja tekib siis, kui mõlemad koopiad muteeritakse või deleteeritakse kahe erineva somaatilise sündmuse tõttu rakkude arengureas.


    Hiljem on geeni Rb inaktivatsiooni leitud ka paljudest muudest kasvajatest, nii kopsust, rinnanäärmest kui põiest. Need kasvajad tekivad palju hilisemas eas kui retinoblastoom ning hõlmavad ilmselt oluliselt rohkemaid geneetilisi ja epigeneetilisi muudatusi, ent kasvaja supressorgeeni Rb inaktivatsioon näib olevat alati raku teel üks oluline etapp kasvajarakuks.


    Teine oluline ja väga paljudes kasvajates inaktiveeritud kasvajate supressorgeen kannab nimetust p53 (tema valguprodukti p53 näiva molekulmassi 53 kDa järgi). p53 on muteeritud umbes pooltes inimese kasvajates, kusjuures see protsent võib erinevates kasvajatüüpides oluliselt varieeruda: kui kopsu- ja jämesoolekasvajates on p53 muteeritud ligi 70% puhul, siis leukeemia puhul on see vaid 10% ja näiteks emakakaela kasvaja puhul veelgi väiksem (selle põhjustest allpool).


    Valku p53 on üks tema avastajatest, David Lane, nimetanud genoomi vahimeheks. Erinevalt valgust Rb on normaalses rakus valku p53 väga vähe. Teda küll sünteesitakse, ent lagundatakse ka kiiresti. Normaalseks arenguks ei ole p53 eriti oluline: hiired, kellel on eemaldatud mõlemad p53 alleelid, arenevad muidu täiesti normaalselt, ent neil tekivad kasvajad juba enne kümnendat. elukuud. Need uuringud viisid mõttele, et p53 on vajalik vaid teatud eriliste asjaolude puhul. Tõepoolest, rakkudes tõuseb p53 tase mitmesuguste erakorraliste sündmuste tõttu, millel on üks ühine omadus: nad on rakule ohtlikud, põhjustades tõsiseid kahjustusi või ka raku surma. Sellised on näiteks DNA kahjustumine, mis seab ohtu genoomi õige pärandamise järgmistele põlvkondadele, või ka telomeeride lühenemine või kadumine. Samuti hüpoksia, mis põhjustab hapnikupuudust ja takistab normaalset raku metabolismi, ning osmootiline stress (põhjustab rakkude paisumist või kokkutõmbumist) ja osküdatiivne stress (mis tekitab ohtlikult kõrge vabade radikaalide taseme rakus). Ka ebanormaalselt aktiivsed kasvusignaalid, näiteks kõrge valgu Myc tase, võivad p53 aktiveerumist põhjustada.


    p53 on transkriptsioonifaktor ja lülitab sisse rea erinevaid märklaudgeene (vt joonis 13.6).
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    Joonis 13.6. Valgu p53 signalisatsioonivõrgustik. Signaalradade aktiveerimine (näiteks DNA kahjustusega, ultraviolettkiirgusega või onkogeenide toimega) stimuleerib ensümaatilisi aktiivsusi, mis modifitseerivad valku p53 ja tema negatiivset regulaatorit MDM2. Selle tulemusel tekib aktiveeritud valgu p53 kõrge tase rakus. Seejärel seondub p53 mitmete märklaudgeenidega ning aktiveerib nende transkriptsiooni. Need geenid on osalised protsessides, mis aeglustavad kasvajate arengut. Näiteks inhibeerivad mõnede geenide produktid rakutsükli kulgemise või veresoonte tekke, mis on vajalikud tekkivatele kasvajatele. Teised suurendavad rakkude surma (apoptoosi) tõenäosust. p53 ja MDM2 vahel on negatiivne tagasiside, mis hoiab seda signalisatsiooni tagasi.


    Kõigi ülal nimetatud sündmuste puhul toimub p53 hulga suurenemine rakus (tänu nii kiiremale valgusünteesile kui aeglasemale valgu lagundamisele) ning valgu aktiivsuse, st tema märklaudgeenide transkriptsiooni aktiveerimisvõime oluline tõus.


    p53 aktiveerumise tulemusena blokeeritakse rakutsükli edasine kulg ning see annab aega reparatsioonimehhanismidel vead parandada. Kui aga kahjustus on liiga suur või stressifaktor liiga intensiivne ja pikaajaline, suundub rakk apoptoosi, programmeeritud suremise teele. Apoptoos, erinevalt kontrollimatust rakusurmast e nekroosist, kindlustab selle, et naaberrrakud fagotsüteerivad sureva raku osad, need lähevad taaskasutusse ega põhjusta põletikulisi protsesse. Rakutsükli peatamisega on eelkõige seotud p53 märklaudgeen p21. Vastav valk p21 on tsükliinsõltuvate kinaaside (ingl cyclin dependent kinase, cdk) inhibiitor, takistades cdk seondumise vastava tsükliiniga ning seetõttu peatab ta rakutsükli suundumise rakutsükli S-faasi. Apoptoosiga seotud p53 märklaudgeene on palju, nende hulgas näiteks Puma, Noxa jt (vt ka ptk 12).


    Seega tegutseb p53 signalisatsioonirada justkui antennina, mis tunnetab erinevaid keskkonna stressitegureid ning nendele vastavalt lülitab sisse adekvaatse vastuse – ajutise rakutsükli peatumise (senestsents) või apoptoosi. Paljudes kasvajarakkudes on p53 ise muteeritud, seega on nn genoomi vahimees tegevusvõimetu ning tee kontrollimatule proliferatsioonile on lahti.


    13.1.2. DNA-viirused, mis kasvajaid tekitavad


    Eespool kirjeldasime, kuidas teatud RNA-viirused, retroviirused, tekitavad kasvajaid. Ent mõned kasvajad on ka DNA-viiruste tekitatud, kusjuures see mehhanism on täiesti erinev.


    Üks näide on siin inimese papilloomiviirus HPV. Papilloomiviirused tekitavad soolatüükaid, ent osalevad ka emakakaela kartsinoomi tekitamisel. Viimane on naistel sageduselt teine kasvajavorm ning moodustab umbes 6% kõigist inimese kasvajatest. HPV nakatab emakakaela epiteelirakke ja tema koopiad jäävad rakkude basaalkihti latentse vormina ekstrakromosomaalsete plasmiididena, mis replitseeruvad ühes rütmis raku kromosoomidega. Välimistes epiteelikihtides aga toimub üleminek viiruse replikatiivsesse faasi, sest siin hakkavad rakud diferentseeruma (enne, kui nad irduvad naha pinnakihilt). Normaalsel juhul peaks rakutsükkel neis rakkudes peatuma, ent viirus sunnib neid edasi poolduma, et kindlustada enda genoomi replikatsioon. Tavaliselt piirdub see paari välimise rakukihiga ja on suhteliselt kahjutu, nagu näiteks soolatüügastes. Mõnikord aga integreeruvad need viiruselised DNA järjestused, mis takistavad rakutsükli peatumist, peremeesraku genoomi ning jäävad aktiivseks ka basaalkihis, kus asuvad epiteliaalsed tüvirakud. See viibki kasvaja tekkele, kus viiruse geenid toimivad onkogeenidena (vt joonis 13.7).
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    Joonis 13.7. Papilloomiviirused võivad tekitada emakakaela kasvajaid. A. Papilloomiviiruste kromosoom on tsirkulaarne 2-ahelaline DNA, mis koosneb umbes 8000-st aluspaarist. Healoomulistes kasvajates hoitakse nende replikatsioon kontrolli all ning see toimub samas rütmis ülejäänud raku DNA replikatsiooniga. See toimub epiteeli ülemistes kihtides ning on üsna kahjutu. B. Harvadel juhtudel integreerub sellise plasmiidi fragment aga peremeesraku kromosoomi ning sellega muutub viirusgeenide keskkond epiteeli basaalkihis. See võib viia normaalse geeniekspressiooni kontrolli kadumiseni. Mõnede viirusvalkude (näiteks E6 ja E7) kontrollimatu tootmine aga mõjutab epiteelirakkude kasvukiirust basaalkihis ning võib viia kasvajate tekkeni.


    Kogu protsess HPV algsest infektsioonist kuni invasiivse kasvaja tekkeni on – erinevalt eespool kirjeldatud RNA-viirustest – aeglane ja võib võtta aastaid.


    Viiruse HPV geenid, mis põhiliste onkogeenina töötavad, on E6 ja E7. Vastavad valgud E6 ja E7 seonduvad väga paljude raku valkudega, ent olulisim tundub olevat nende seondumine raku kahe kasvajate supressorvalguga p53 ja Rb. Sellega on p53 ja Rb funktsioonid inhibeeritud ning rakk hakkab replitseerima DNA-d ja prolifereeruma kontrollimatul moel. Samasugust kasvajate supressorvalkude inhibitsiooni kasutavad ka mitmed muud kasvajaid tekitavad DNA-viirused (näiteks Epstein-Barri viirus, EBV).


    On ka DNA-viiruseid, mille kasvajaid tekitav toime on kaudsem. Näiteks hepatiidiviirused B ja C (HBV ja HCV) tekitavad kroonilise maksapõletiku (hepatiidi), mis stimuleerib maksas rakkude jagunemisi ning soodustab maksakasvajate teket. AIDS-i patsientidel tekitab inimese immuundefitsiidiviirus HIV haruldase kasvaja, Kaposi sarkoomi, hävitades organismi immuunsüsteemi ning seetõttu lihtsustades nakatumist inimese herpesviirusega HHV-8, millel on juba otsene tumorigeenne toime.


    Võib öelda, et kasvajate tekke geneetilise teooria järgi on kasvajad tekkinud juhuslikult seetõttu, et mis tahes rakk mingis elundis, näiteks rinnanäärmes, muudetakse kasvajarakuks teatud sobilike mutatsioonide kombinatsiooniga. Kõik kasvajarakud on klonaalsed, st selle ühe muteerunud raku järglased. Seega peaks enamik kasvajakoe rakkudest olema ühtmoodi pahaloomulised ning kasvajast jagusaamiseks on vaja kõik need pahaloomulised rakud hävitada.


    Kasvajatekke geneetiline kontseptsioon on olnud valitsev üle neljakümne aasta. Tänu neile teadmistele on välja töötatud mitmeid uut tüüpi vähiravimeid: membraansete proteiinkinaaside inhibiitorid nagu ülal nimetatud trastuzumab rinnanäärmekasvaja või erlotiniib mitteväikeserakulise kopsukasvaja raviks, või ka geenitranslokatsiooni tõttu konstitutiivselt aktiveerunud türosiinkinaasi inhibiitor imatiniib kroonilise müelogeense leukeemia raviks. Erinevates katsetuste faasides on veel paarkümmend ravimikandidaati. Tuleb aga tunnistada, et ehkki teatud edu on saavutatud, on see algset ambitsiooni ja kulutatud ressurssi arvestades siiski tagasihoidlik. Vähi kui haiguse likvideerimisel (mida lubas näiteks USA 1971. aasta „National Cancer Act” teha kümne aastaga) ei ole olulist läbimurret toimunud. Paljud kasvajavormid (näiteks pankreasevähk) on seni ravimatud ning alates 1970. aastatest ei ole vähisuremus siiski oluliselt vähenenud.

  


  
    13.2. Kasvajatekke arengubioloogiline kontseptsioon


    Just seetõttu on hakatud aktiivselt otsima kasvajate mõistmiseks ka teistsuguseid lähtekohti. Üks neist on kasvajate tüviraku kontseptsioon, mille kohaselt kasvajad ei ole mitte niivõrd meie „geenide haigused“ (ehkki DNA on muidugi suvalise raku eluks vajalik), vaid eelkõige häired rakkude individuaalses arengus.


    Aastakümneid valitsenud kasvajate tekke geneetilisel kontseptsioonil on mitmeid probleeme, mis tekitavad tõsiseid raskusi selle kontseptsiooni tegelikul rakendamisel.


    Esiteks, ehkki kasvajad tekivad oletatavasti ühestainsast rakust, ei ole kasvajate sees tegemist kaugeltki samasuguste rakkudega. Kasvajakude on väga heterogeenne ja sisaldab erineva proliferatsioonipotentsiaaliga ning erineval diferentseerumisastmel olevaid rakke.


    Teiseks, kui kõik kasvajarakud on klonaalsed ja samasuguse võimega tekitada uusi kasvajarakke, siis peaks kasvajate ülekandmiseks ühest katseloomast teise piisama vaid ühestainsast (või mõnest) rakust. Ometi ei ole see nii: tihti on selleks vaja tuhandeid rakke. Seda saab seletada nii, et kasvajad sisaldavad erinevaid rakke, millest ainult mõned on võimelised uuenema (tütarrakke andma) ja seega uusi kasvajaid tekitama. Ülejäänud kasvaja massi rakud on küll valesti diferentseerunud, ent on piiratud replikatiivse võimega ja seega suhteliselt kahjutud.


    Kolmandaks, kasvajate tekke geneetiline kontseptsioon postuleerib, et tumorigeenne on rakk, mis kogunenud mutatsioonide tõttu on muutunud n-ö autonoomseks, väljunud proliferatiivse kontrolli alt. Seega defineerivad kasvajaraku need rakusisesed tingimused, mis võimaldavad tal saada end ümbritsevast keskkonnast sõltumatuks. Paljud kasvajad aga on selgelt oma kasvukeskkonnast sõltuvad. Näiteks teratokartsionoom, mis tekib sugurakkudest või tüvirakkudest ja sisaldab normaalset genoomi, võib olla väga pahaloomuline ning põhjustada organismi surma. Kui aga teratoomirakud asetada hiire blastotsüsti sisemisse rakumassi (embrüonaalsetele tüvirakkudele), siis integreeruvad nad blastotsüsti, kaotavad oma pahaloomulisuse ja jagunevad normaalselt, täpselt nagu teisedki blastotsüsti rakud. Nende järglased arenevad normaalseteks embrüostruktuurideks ja ka idutee rakkudeks. Seega, kas rakk muutub kasvajarakuks või embrüo normaalseks osaks, sõltub täiesti teda ümbritsevatest rakkudest.


    Seega võib kasvaja tekke põhjuseks olla mitte tema genoomi mutatsioon, vaid vale kommunikatsioon naaberrakkudega.


    13.2.1. Kasvajate tüvirakud


    Tüvirakk on oma olemuselt pluripotentne rakk, mis on võimeline paljunemisel andma nii omasuguseid pluripotentseid rakke kui diferentseerunud rakutüüpe (vt ptk 11). Pluripotentsus tähendabki võimet anda järglastena kõiki organismi rakutüüpe. Normaalse organismi arengu jooksul on tõeliselt pluripotentseteks nn sisemise rakumassi (ICM) rakud nelja kuni viie päeva vanuses blastotsüstis, kus on toimunud esimene diferentseerumine trofektodermiks (millest tekivad platsenta lootepoolsed koed) ja ICM rakkudeks. Edasises arengus toimub ICM rakkude järkjärguline pooldumine ja diferentseerumine, mille käigus enamik rakke diferentseerub lõplikult (klassikaliseks lõplikult diferentseerunud raku näiteks on erütrotsüüdid, kus rakutuumgi on kaotatud ning seetõttu diferentseerumispotentsiaal ammendatud). Ometigi on ka täiskasvanud organismis terve hulk nn täiskasvanu e adultseid tüvirakke: soole, naha, hematopoeetilised, neuraalsed jm tüvirakud, mis säilitavad teatud määral oma võime diferentseeruda erinevateks rakutüüpideks. Tõsiasi, et rakud on tegelikult palju plastilisemad oma diferentseerituses ning üleminekud ühest tüübist teise suhteliselt lihtsad, on selgeks saanud mõne viimase aasta jooksul inimese indutseeritud tüvirakkude loomise tõttu. Osutub, et diferentseerunud rakust algse pluripotentse raku saamiseks läheb vaja vaid mõne üksiku valgu aktiivsust ning üleminekud ühest rakutüübist teise on palju lihtsamad, kui me seni oleme arvanud.


    Kasvajate tüviraku kontseptsioon on põhimõtteliselt erinev nn geneetilisest kontseptsioonist. Selle kohaselt tekivad kasvajad rakkude tavaliselt väga täpselt reguleeritud uuenemise häiretest. Selle kohaselt sisaldavad kasvajakoed erinevat tüüpi rakke. Ühed on võimelised tüviraku kombel ise uuenema ja diferentseeruma ning need ongi võimelised uusi kasvajaid tekitama. Teised on enam diferentseerunud, ehkki tihti ebanormaalselt, ning moodustavad üsna kahjututena kasvajate põhimassi. Esimene kasvaja tüvirakk eraldati akuutsest müelogeensest leukeemiast 1994. aastal. Nüüdseks on neid leitud veel mitmesugustest kasvajatüüpidest: rinna, käärsoole, eesnäärme, pankrease, pea ja kaela kasvajatest ning melanoomidest. Tihti moodustab tüvirakkude osa kogu kasvajamassist vaid üliväikese osa – sajandiku, tuhandiku või isegi miljondiku.


    Geneetiline mudel ja tüvirakkude mudel käsitlevad tegelikult erinevalt kasvajate massi heterogeensuse põhjuseid. Asjaolu, et kasvaja sees olevad rakud on morfoloogiliselt erinevad, oli selge juba varajastele eksperimentaalpatoloogidele nagu Virchow või Maximov. Alates rakkude radioaktiivse märgistamise meetodist 1946. aastal (Belanger ja Leblond) oli selge, et kasvajates asuvad rakud on heterogeensed ka funktsionaalselt – rakkude võime poolest paljuneda ning tekitada uusi kasvajaid transplantatsioonitestides. Taolist heterogeensust saab seletada kahe teineteist välistava mudeliga. Stohhastiline (juhuslik) mudel eeldab, et kasvajamass koosneb bioloogiliselt ühesugustest rakkudest ning ajutised erinevused rakkude vahel on tingitud juhuslikest sisemiste (näiteks transkriptsioonifaktorite ja signaalvalkude ekspressiooni tase) või väliste (mikrokeskkond, immuunvastused, teiste rakkude mõju) faktorite toimest. Keskne on siin arusaam, et sellistele juhuslikele mõjudele võib mingil ajahetkel reageerida kasvaja mistahes üksikrakk ning need rakud võivad üle minna ühest olekust teise, kuna muudatused ei sisalda pöördumatuid sündmusi. Rakkude hierarhiline mudel aga eeldab, et kasvaja tekib normaalse koe arengu häirete tõttu, kus rakud on normaalselt hierarhiliselt organiseeritud. Näiteks on teada, et vererakkude areng algab multipotentsest hematopoeetilisest tüvirakust, millest võivad tekkida enamdiferentseerunud müeloidsed eellasrakud ja lümfoidsed eellasrakud. Esimestest omakorda tekivad punased ja valged vererakud, teistest aga lümfotsüüdid. Kasvajarakud on hierarhilise mudeli järgi tekkinud mitte juhuslike mutatsioonide tõttu mistahes neist rakkudest, vaid rakkude arengutee enese häire tulemusena, mis viib „valede rakkude“ iseuuenemisele ja ebaõigele diferentseerumisele. Kusjuures – ja see on siin eriti tähtis – see arenguhäire võib olla tingitud nii sisemistest (sealhulgas DNA-ga seotud) põhjustest kui ka hoopis välistest, rakkude arengukeskkonnaga seotud põhjustest.


    Veelgi enam, päris hiljuti avastati, et näiteks glioblastoomi puhul võivad needsamad kasvaja tüvirakud diferentseeruda ka endoteelirakkudeks. See tähendab, et tüvirakkudest ei teki mitte ainult uus kasvajakude, vaid võivad tekkida ka veresooned, mis seda kude toitainete ja hapnikuga varustama hakkavad.


    Olulised on ka hiljuti avaldatud Tomassetti ja Vogelsteini (2015) andmed, milles leiti väga tugev korrelatsioon erinevate kudede tüvirakkude pooldumiste arvu ja neis kudedes esinevate kasvajate tekkesageduse vahel. Erinevates koetüüpides võib kasvajate tekkesagedus erineda miljoneid kordi. Osutus, et mida rohkem tüvirakkude pooldumisi on mingis koes, seda suurem on ka tõenäosus selle koetüübi kasvaja tekkeks. Selle töö tulemusena võis väita, et vaid kolmandik kasvajatest on tingitud pärilikest või keskkonnamuudatustest. Enamik tekkepõhjuseid on seotud juhuslike muutustega, mis paratamatult kaasnevad raku iga proliferatsioonitsükliga.


    Kasvajate tüvirakkude mudeli illustratsiooniks vaatame rinnanäärme rakkude normaalset arengut ja neid põhjuseid, mis võivad viia rinnanäärme kasvajani, lähtudes siin eelkõige Kakarala ja Wicha (2008) kirjeldustest.


    13.2.1.1. Normaalsed rinnanäärme tüvirakud


    Normaalsete täiskasvanud tüvirakkude olemasolu imetaja rinnanäärmes näidati esimest korda 1998. aastal. Hiire rinnanäärmest pärit üksainus rakk oli võimeline tekitama retsipienthiires terve funktsionaalse rinnanäärme, mis koosnes erinevatest rakutüüpidest: seega oli tegu tüvirakuga. Taolised tüvirakud jagunevad kahte moodi: sümmeetrilise jagunemise tulemusena tekib kaks uut tüvirakku ning asümmeetrilise jagunemise tulemusena üks tüvirakk ja üks diferentseeruv rakk. Viimane liigub algsest asukohast (seda nimetatakse ka tüviraku nišiks) eemale ning areneb kas piimajuha epiteelirakuks, alveooli epiteelirakuks (piima tootvad rakud) või müoepiteeli rakuks (kontraktiilsed rakud, mis vooderdavad juhasid ja alveoole) (vt joonis 13.8).


    
      [image: ]

    


    Joonis 13.8. Rinnanäärme tüvirakk võib diferentseeruda kolme tüüpi rinnanäärme rakuks või ennast uuendada (sinised nooled). Diferentseerumisraja regulatsiooni häired võivad viia rinnanäärme kasvaja tüviraku tekkeni (punased nooled). Onkogeenide BRCA1 ja HER-2 või kasvajate supressorgeeni p53 produktid võivad neid radasid kas aktiveerida (roheline nool) või inhibeerida (roheline tupik). CD29 = β1 integriin; CD49F = α6 integriin; CD44 = adhesioonmolekul, mis osaleb rakkude seondumisel hüaluroonhappega; CD24 = kemokiini retseptori CXCR4 inhibiitor. ER = östrogeeni retseptor, PR = progesterooni retseptor, ALDH = aldehüüdi dehüdrogenaas.


    Erinevas arengu- ja diferentseerumisjärgus rakke on võimalik iseloomustada nn markervalkudega: need on valgud, mille ekspressioonimuster on iseloomulik vaid kindlale rakutüübile ning antikehade abil on neid võimalik kindlaks määrata. Näiteks iseloomustab hiire tüvirakke kõrge valkude CD29 (β1-integriin), CD49F (α6 integriin) ja CD24 (ühe kemokiini retseptori negatiivne regulaator) tase. Üksainus rakk, mis toodab valgukombinatsioone CD24kõrge/CD24+ või CD49Fkõrge/CD24+, suudab tekitada uues katsehiires tervikliku piimanäärme, mis koosneb kõigist kolmest rakutüübist. Hiire piimanäärme tüvirakk ei suuda toota östrogeeni või progesterooni retseptoreid (seega on neil fenotüüp ER-PR-), ent tema järglased võivad muutuda diferentseerumise käigus neid retseptoreid tootvateks ER+PR+ rakkudeks (vt joonis 13.8).


    Inimese rinnanäärme tüvirakkudest on vähem teada. Hiljuti on siiski taoliste rakkude isoleerimine õnnestunud ning näidatud nende võimet toota aldehüüdi dehüdrogenaasi (ALDH1+), mis on iseloomulik marker ka hematopoeetilistele ja neuraalsetele tüvirakkudele.


    13.2.1.2. Rinnanäärme kasvaja tüvirakud


    Esimesed inimese rinnanäärme kasvaja (rinnakasvaja) tüvirakud õnnestus eraldada sama meetodiga, mida kasutati varem leukeemia tüvirakkude eraldamisel. Isoleeritud rakud tootsid valku CD44 (adhesioonimolekul, mis osaleb rakkude sidumises hüaluroonhappega), ent valgu CD24 tase oli neil võrreldes normaalsete rinnanäärme tüvirakkudega väga madal. Samuti ei tootnud nad veel kaheksat valku, mis esinevad normaalsetes rakuliinides – seda väljendatakse fenotüübi kirjeldusega Lineage-. Et tekitada retsipiendis kasvaja, piisas vähem kui 20-st CD44+/CD24-/Lineage-/ALDH+ rakust: seega oli nende võime uusi kasvajaid tekitada umbes 1000 korda suurem kui rinnakasvaja rakkudes, millel neid markereid ei olnud. Nii leidis kinnitust tõsiasi, et samamoodi nagu leukeemiate korral on ka rinnanäärme kasvajas rakud organiseeritud hierarhiliselt ja vaid väike hulk rakke on võimelised tekitama uusi kasvajarakke.


    Valgud, mida rinnanäärme kasvaja tüvirakud sünteesivad, osutavad ka selgelt nende metastaatilise potentsiaali põhjustele. CD44, mida nad toodavad, on otseselt seotud rakkude adhesiooniga, mis võimaldab rakkudel ilmselt teiste vahelt läbi tungida ning uusi paikmeid asustada. CD24 aga, mille tase läheb just kasvaja tüvirakkudes spetsiifiliselt alla, inhibeerib kemokiini retseptorit CXCR4, viimane on aga otseselt seotud rinnakasvaja metastaasidega.


    On oluline märkida, et kasvajad ei pruugi tekkida ainult normaalse koe tüvirakkudest. Samamoodi võivad arenguregulatsiooni häired tabada vahevorme (nn eellasrakke), mis ei ole enam tüvirakk, ent ka veel mitte täisväärtuslik diferentseerunud rakk (vt joonis 13.8). Sel juhul omandab juba diferentseeruma hakanud rakk taas võime ennast uuendada nagu tüvirakki.


    Peale põhimõtteliselt uute võimaluste esitada küsimusi kasvajaprotsesside mehhanismide kohta võimaldab kasvajate tüviraku kontseptsioon ka ümber hinnata olemasolevaid teadmisi, mis on saadud geneetilise kontseptsiooni raamides. Vaatleme siin vaid mõnda „onkogeeni“ ja „kasvajate supressorgeeni“, millest oli juttu juba eespool.


    13.2.1.3. BRCA1 ja pärilikud rinnanäärme kasvajad


    Geeni BRCA1 heterosügootsed mutatsioonid idutee rakkudes tekitavad naistel kuni 80% suuruse riski elu jooksul rinnakasvajasse haigestuda. Enamik neist kasvajatest on basaalset tüüpi, tootes müoepiteliaalseid markereid, ent mitte östrogeeni, progesterooni ega valgu ERBB2 retseptoreid (ER-/PR-/ERBB2-). Ehkki BRCA1 on tuntud kui DNA parandamise, rakutsükli ja kromosoomide stabiilsuse regulaatorvalk, ei suuda need tema omadused seletada muteerunud BRCA geeniga kasvajate organspetsiifilisust – need omadused peaksid olema olulised ju mistahes koetüübis ja nende häire tekitama kasvajaid kõikjal, mitte ainult rinnanäärmes! Paari aasta eest demonstreeriti aga, et BRCA1 on otsene rinnanäärme tüviraku regulaator. Normaalne BRCA1 on vajalik selleks, et ER- tüvirakk (või tema veidi diferentseerunud vahevorm) suudaks diferentseeruda lõplikuks ER+ rakuks (vt joonis 13.8). Muteerunud BRCA puhul on patsientide piimanäärmetes rakud, mis näevad küll morfoloogiliselt normaalsed välja, ent ekspresseerivad ALDH (ALDH1+) ja mitte ER (ALDH1+/ER-). Seega, BRCA mutatsiooni puhul jätkub rinnanäärme tüvirakkude iseuuenemine, ent nad ei suuda diferentseeruda ning seetõttu võivad need rakud – edasiste onkogeensete molekulaarsete sündmuste mõjul – muutuda kasvaja tüvirakkudeks.


    13.2.1.4. HER-2 inhibiitorid – esimesed kasvaja tüvirakkudele suunatud ravimid


    Sporaadilise rinnanäärme kasvaja puhul esineb üsna tihti geeni HER-2 amplifikatsioon ja tema üleekspressioon, mille tulemusena seda epidermaalse kasvufaktori retseptori perekonna valku on 20–25%-l patsientidest tavalisest tasemest palju rohkem. Kõrge HER-2 tasemega kasvajatel on agressiivne kliiniline kulg ning tihti annavad nad metastaase (näiteks ajusse). HER-2 inhibiitorid, nagu eespool mainitud trastuzumab või ka lapatinib on taoliste kasvajate puhul väga hea raviefektiga, vähendades adjuvantteraapia puhul haiguse kordumist 50%. Terve rida andmeid näitavad, et tegelikult võib HER-2 olla rinnanäärme tüvirakkude populatsiooni regulaator, mis takistab tüvirakkude normaalset diferentseerumist nagu BRCA1-ki ja soodustab nende muutumist kasvaja tüvirakkudeks (vt joonis 13.8). Sel juhul on HER-2 retseptori antikehaliste inhibiitorite puhul tegemist esimeste kasvaja tüvirakkudele suunatud ravimitega, mis õnnekombel leiti juba enne vastavate arengumehhanismide avastamist!


    13.2.1.5. p53 – tüvirakkude proliferatsiooni inhibiitor


    p53 on väga paljude funktsioonidega valk, reguleerides kõige kesksemaid raku elusündmusi: proliferatsiooni, diferentseerumist ja apoptoosi. Seetõttu ei ole ka imekspandav, et enam kui 50%-l kasvajatest on selle valgu geen muteerunud või on ta inaktiveeritud mingite muude mehhanismidega. Valgu p53 aktiveerimine tüvirakkudes viib nende kiirele diferentseerumisele. Seejuures aktiveerub väga kiiresti ka tema transkriptsiooniline märklaud, valk p21, mis on oluline rakutsükli kontrollivalk ning ei lase rakkudel siseneda uue proliferatsioonitsükli S-faasi. Kuna rakud kogunevad sellele eelnevasse G1 faasi, siis tekibki ajaline „aken“, mis laseb neil väljuda iseuuenemise tsüklist ning suunduda diferentseerumisrajale. Valgu p53 omadusega tekitada tüvirakkude eelistatud diferentseerumist võib seostada ka tema võimet kasvajaid ära hoida, ehk olla nn kasvajate supressorgeen.


    13.2.1.6. Kasvaja tüvirakud ja ravi


    Kasvaja tüvirakkude kontseptsioonist tuleneb ka rida olulisi järeldusi kasvajate diagnoosimiseks ja raviks. On teada, et kasvajate tüvirakud – nii nagu tüvirakud üldse – on väga resistentsed kiiritusele ja kemoteraapias kasutatavatele ainetele. Põhjuseid on siin mitu: tüvirakud on üldiselt väga aeglaselt prolifereeruvad ja seetõttu ei reageeri paljudele rakutsükli inhibiitoritele, mis vajavad toimeks aktiivselt prolifereeruvaid rakke. Samuti on tüvirakkudes väga aktiivsed membraanipumbad (nn ABC-pumbad; vt ptk 4.10.3.2.1.4.), mille ülesanne ongi rakkudest välja viia mitmesuguseid võõrühendeid (sellel omadusel põhineb muide ka hematopoeetiliste tüvirakkude eraldamine nn side population’ina). Samuti on mitmed tüvirakkude poolt kõrgel tasemel toodetavad ensüümid võimelised kemoterapeutikume aktiivselt lagundama, näiteks on ALDH1 aktiivne tsüklofosfamiidi lagundaja. Peale kõige sünteesivad kasvajate tüvirakud ka mitmesuguseid antiapoptootilisi valke, näiteks surviviini ja BCL-2 perekonna valke. Kõik need toimed kokku võivad seletada, miks ambitsioonikad eesmärgid kasvajad täielikult likvideerida ei ole tänaseks täitunud.


    Praegused ravimikatsetused onkoloogias põhinevad tavaliselt kasvajate massi vähenemise (regressiooni) testimisel – kui mingi kemikaal suudab vähendada katseloomades ja patsientidel kasvaja massi, siis on tegu loodetavasti potentsiaalse ravimiga. Siin on näiteks laialt levinud RECIST kriteeriumi (ingl Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) kasutamine uute raviühendite otsimisel. Samas, kui arvestada, et kasvaja tüvirakke võib olla vaid imeväike osa kasvaja tegelikust massist, siis ei pruugi see test meid aidata, sest ravim hävitab vaid suhteliselt süütuid veidi valesti diferentseerunud rakke, mis moodustavad kasvaja põhimassi. Tegelikud kasvajatekke „süüdlased“ – tüvirakud – võivad aga jääda likvideerimata. Tõepoolest on nii rinnavähi kui muude kasvajate puhul näidatud, et korrelatsioon kasvajate regressiooni ja patsiendi elulemuse vahel on väike ning efekti annab vaid täielik kasvaja eemaldamine. Et pärast kemoteraapiat jäävad järele just tüvirakud, on võimalik näha CD44+/CD24- populatsiooni suurenemisest pärast keemiaravi.


    Tundub, et tuleviku jaoks lootust andev on siin just kogemused HER-2 inhibiitoritega, mis paistavad olevat suunatud „õigele sihtmärgile“ – kasvajate tüvirakkudele. Mida enam me saame teada valgulistest signaaliradadest, mis kontrollivad kasvajate tüvirakkude iseuuenemist ja diferentseerumist, seda enam on meil ka võimalik laiendada uute ja palju efektiivsemate ravimite väljatöötamist.

  


  
    14. Immuunsus

  


  
    14.1. Patogeenid, infektsioon ja loomulik immuunsus


    KALLE KISAND


    Patogeen (ka tõvestav mikroob, infektsioonitekitaja) on mikroorganism, mis nakatab teisi elusorganisme (nii prokarüoote kui eukarüoote) ja mille parasitism võib esile kutsuda peremeesorganismi elutegevuse häireid (nakkushaigusi, kasvajaid, degeneratiivseid haigusi). Peamised patogeenid on bakterid, viirused, seened ning eukarüootsed ainu- ja hulkraksed (kitsamas mõistes parasiidid). Kõigis neis patogeenides kantakse pärilikkus edasi nukleiinhapetega – DNA või RNA-ga.


    Selle definitsiooni erand on prioonid: väikesed valgulaadsed infektsioossed partiklid. Need on organismi valkude ebatavaliselt pakkunud nn nakkuslikud vormid, mis suudavad oma erilist kompaktset konformatsiooni edasi anda ehk peale suruda teistele organismi normaalsetele valkudele, muutes neid endasarnasteks fibrillaarse struktuuriga agregaatideks (klompideks). Prioonid kahjustavad peamiselt imetajate närvisüsteemi, käivitades pea- ja seljaaju progresseeruvaid neurodegeneratiivseid protsesse, mis viib ajapikku nõdrameelsuseni (nt Creutzfeldt-Jakobi tõbi inimestel või hullulehmatõbi veistel). Prioonid on väga vastupidavad enamikule protseduuridele, mis nukleiinhapete aktiivsuse kaotavad, ja ei lagune ka enamiku valke lagundavate ensüümide toimel. Seetõttu vajavad nakkusega kokku puutunud esemed steriliseerimiseks erilist režiimi või need tuleb põletada.


    Infektsioonide levik on maailmas jätkuvalt oluline probleem. Hoolimata inimkonna hügieeni ja ravivõimaluste paranemisele ning sotsio-ökonoomilistele saavutustele, põhjustavad nakkushaigused jätkuvalt kuni ühe kolmandiku surmadest. Erinevad infektsioonid on maailmas ebaühtlaselt levinud ja suurim ebavõrdsus esineb vaeste arengumaade ja jõukamate arenenud riikide vahel esimeste kahjuks. Tuleb arvestada, et infektsioonhaigused ja nende levik teisenevad selle järgi, kuidas muutub maailm meie ümber. Ka XXI sajandil tuleb kohaneda olukorraga, kus kasvav turism ja inimeste massiline migratsioon soodustavad infektsioonide kiiret levikut ja epideemiate teket, kus tihedad kokkupuuted loomade ja lindudega loovad aluse uute infektsioonide tekkeks ning üha laiemalt on levimas resistentsus patogeenidevastaste ravimite (nt antibiootikumide) suhtes. Sellised tendentsid suurendavad vajadust süviti uurida patogeenide haigusi tekitavaid mehhanisme, aga ka enam tähelepanu pöörata meie organismi kaitsemehhanismide uurimisele, et nende mõjutamise kaudu (nt vaktsinatsiooni abil) lahendada infektsioonide suureneva levikuga seotud probleeme.


    Mikroobirikkas keskkonnas elamiseks, kus iga päeva on miljoneid kontakte nii normaalse mikrofloora kui ka primaarsete patogeenidega, vajavad kõik hulkraksed organismid spetsiaalseid sisemisi kaitsemehhanisme ehk immuunsust (lad immūnitas). Kaitsemehhanismide toimimise aluseks on immuunsüsteem, mis ei ole vaid veres ringlevate rakkude ja molekulide kooslus, vaid mille tagamisel on eriline roll mitmetel elunditel (lümfisõlmed, põrn, tüümus) ja kudedel (nt nahk, limaskestad). Immuunsüsteem on organsüsteem nagu teisedki, olgu see siis näiteks südame-veresoonkond või närvisüsteem. Immuunsüsteemi põhiline ülesanne on luua maksimaalselt tõhus vastureaktsioon (immuunvastus) mitmesugustele välismõjudele (eeskätt mikroorganismidele), samal ajal hoidudes organismi kahjustamast. Peale kaitsefunktsiooni on immuunsüsteemil väga oluline koht koos endokriin- ja närvisüsteemiga organismi üldise homöostaasi tagamisel. Enamik immuunrakkudest reageerib närvisüsteemi virgatsainetele ja vastupidi – immuunsüsteemi toodetud tsütokiinid mõjutavad mitmeid endokriin- ja närvisüsteemi funktsioone (nt palaviku teket).


    Osa fülogeneetiliselt vanemaid kaitsemehhanisme on küllaldaselt välja arenenud juba eukarüootsete hulkraksete sünnimomendiks, mistõttu neid nimetatakse kaasasündinud (sünnipäraseks) ehk loomulikuks immuunsuseks (ingl innate immunity). Nakkuste korral aktiveerub ja toimib selline immuunsus võrdlemisi kiiresti (tundidega), mistõttu teda peetakse õigustatult patogeenidevastaseks esmaseks kaitseliiniks. Üldlevinud sisukoht on, et loomuliku immuunsuse mehhanismidel puudub nn immuunmälu. See tähendab seda, et kaasasündinud immuunsüsteem ei mäleta varasemat kokkupuudet infektsioonitekitajaga ja reageerib ühetaoliselt ehk samamoodi nii esmasel kui ka järgnevatel kokkupuudetel. See seisukoht võidakse lähiajal üle vaadata, kuna on viiteid, et loomulik immuunsüsteem suudab teatud juhtudel tõsta oma tegevuse efektiivsust esmase infektsiooni järel ehk teisisõnu, mäletab varasemat kokkupuudet ja reageerib sellele. Teiseks loomuliku immuunsuse omapäraks peetakse tema stereotüüpsust, st ühetaolisi reaktsioone (nt põletikureaktsioon, fagotsütoos) erinevat tüüpi patogeenidele. Selliste üheülbaliste reaktsioonide käivitamiseks ei pea immuunsüsteem eristama väga väikseid erinevusi patogeenide liikides ja nende alatüüpides (nn serotüüpides). Siiski on loomuliku immuunsuse reaktsioonidel täheldatav teatud grupispetsiifika: näiteks bakterite vastu on efektiivsed ühte tüüpi reaktsioonid, viiruste vastu aga teistsugused. Oluline on ka patogeeni paiknemine raku sees või sellest väljas. Hoolimata neist näilistest piirangutest on kaasasündinud immuunsus võimeline hävitama suure osa, sageli enamiku sisse tunginud patogeenidest juba nakkuse esimestel tundidel. Ja vastupidi, häired loomuliku immuunsuse mehhanismides viivad raskete infektsioonide ja tõsiste haiguslike seisundite tekkele. Loomulikud kaitsemehhanismid võidavad aega immuunsuse teisele suurele valdkonnale – omandatud immuunsüsteemile –, selleks et viimane jõuaks käivitada oma tekitajaspetsiifilised kaitsemehhanismid.


    Tinglikult võib loomuliku immuunsuse mehhanismid jagada kolmeks: (1) füüsikaline ja keemiline barjäär, mis takistab patogeeni sisenemist organismi sügavamatesse kudedesse; (2) raku sisemised kaitsemehhanismid, mille abil iga individuaalne rakk tunneb ära ja reageerib patogeeni sisenemisele (nt fagolüsosoomi moodustumine; dsRNA – kaheahelalise RNA – degradeerimine); (3) professionaalsed fagotsüüdid, NK-rakud, komplemendi ja akuutse faasi valkude süsteem ning põletiku teke.


    14.1.1. Organismi barjäärid kui loomuliku immuunsuse osa


    Kaasasündinud immuunsus algab organismi ja selle õõneselundeid katvatest barjääridest (nahk ja limaskestad). Peale epiteelirakkudest moodustunud mehaanilise barjääri on tähtis roll ka epiteelide toodetud keemilisel barjääril – sekreetidel (rasu, higi, lima, mao- ja soolesekreet) ja nendes leiduvatel mikroobivastastel keemilistel ühenditel (nt defensiinidel, lüsosüümil, laktoferriinil) ja keskkonna happesusel (vesinikeksponendil ehk pH-l). Antimikroobsete peptiidide peamine toimemehhanism on bakterite ja muude patogeenide membraanse potentsiaali muutmine. Selliseid peptiide leidub väga erinevatel hulkraksetel organismidel taimedest ja putukatest kuni lindude ja imetajateni. Kõrgemate loomade hulgas toodavad antimikroobseid peptiide enamasti naharakud ning hingamisteede ja soolestiku limaskesta epiteel. Üks tuntum ja laialdasem antimikroobsete peptiidide perekond on defensiinid. Inimesel on avastatud vähemalt 21 erinevat defensiini, mida toodavad soole epiteeli rakud (enamasti krüptide põhjas paiknevad Panethi rakud), aga ka limaskestades leiduvad leukotsüüdid. Defensiinidel on kolm kuni neli disulfiidset sidet ja nad on 3–5 kDa suurused peptiidid, mis lõhuvad bakterite, seente ja viiruste fosfolipiidmembraane ning blokeerivad rakkude aktivatsioonisignaale. Epiteelirakkude toodetavate antimikroobsete peptiide hulka kuuluvad lüsosüüm ja laktoferriin (laktotransferriin), mis on eriti vajalikud sünnijärgses perioodis. Seetõttu on oluline, et vastsündinu saaks neid rinnapiimaga emalt. Lüsosüüm on glükosiidi hüdrolaas, mis lõhustab grampositiivsete bakterite seinas paiknevaid peptiidoglükaane. Bakteriolüütiline lüsosüüm sisaldub süljes, pisaravedelikus, hingamisteede sekreedis ja rinnapiimas. Laktoferriin on piimas rauda siduv 80 kDa suurusega glükoproteiin. Laktoferriin seob bakterite ja seente eluks vajaliku vaba raua ning pidurdab selle kaudu mikroorganismide paljunemist, kasvu ja kinnitumist limaskestadele. Laktoferriinil on leitud ka viirusvastane toime. Nimelt häirib ta mitmete viiruste (nt hepatiidiviirused, herpesviirused) kinnitumist peremeesraku välismembraani lipoproteiididele ja vähendab seeläbi patogeeni nakatamisvõimet. On andmeid, et laktoferriin võib takistada ka viiruste replikatsiooni rakus sees, oletatavasti viiruse RNA või DNA-ga seondumise kaudu.


    Barjääride passiivsele kaitsele võib teatud kohtades lisanduda ka aktiivne mehaaniline tegevus patogeenide eemaldamiseks organismist. Hingamistraktis pakub sellist lisakaitset ripsepiteeli liikumine ja köharefleks, soolestikus soolte peristaltika. Ripsepiteeli kaitsefunktsiooni tõsiselt kahjustav faktor on suitsetamine. Patogeenide levikut aitavad tõkestada ka organismi sisemised (sidekoelised ja epiteel) barjäärid: lihastevahelised fastsiad, organeid ümbritsevad kihnud/kapslid ja kõhukelme (peritoneum). Endoteeli barjäärifunktsioon on eriti oluline kesknärvisüsteemi ja muu organismi vahelise tõkke hoidmisel (nn hematoentsefaalbarjäär). Kõikide nende barjääridega seotud kaitseelementide häirumine viib infektsioonide sageduse märkimisväärsele tõusule. Selle näiteks on raskete nakkuste sagenemine ulatuslike traumade ja vigastuste ning suurte epiteelipindade põletuste korral.


    Kaitsev roll on ka organismi normaalsel mikroflooral. Terve indiviidi barjääridel (nahk, limaskestad) elab palju erinevaid mikroorganisme, mis moodustavad keerulise ökosüsteemi – organismi normaalse mikrofloora ehk mikrobioota. Organismis olevate mikroobide arvukus ületab kümme korda makroorganismi oma rakkude arvu (inimesel hinnanguliselt 1014 erinevat mikroobi kogukaaluga 2–3 kg). Enamik neist mikroobidest elab soolestikus (kõige enam jämesooles), kuid normaalne mikrofloora on olemas ka hingamis- ja suguteedes, suus, nahal ja mujal. Peamiselt leidub soolestikus bifidobaktereid, piimhappebaktereid ja bakteroide, kokku üle 500 liigi. Organismi normaalse mikrofloora kujunemine algab sünnituse käigus kokkupuutes sünnitusteede limaskestaga ning täieneb ema nahalt ja rinnapiimast saadud mikroobidega. Rinnapiima tarbiva imiku sooles prevaleerivad piimhappebakterid, kuid toidu vaheldusrikkamaks muutumise tõttu muutub ka mikrobioota mitmekesisemaks. Inimese individuaalne mikrobioota kujuneb lõplikult välja teiseks kuni neljandaks eluaastaks ja selle määravad mikroobid, millega laps kokku puutub. Individuaalne mikrobioota on võrdlemisi stabiilne ja üldjuhul taastub paari-kolme nädalaga peale tasakaalust välja viimist ehk düsbioosi.


    Mikrobiootat loetakse organismi loomulike kaitsemehhanismide hulka kuuluvaks. Kommensaalsed mikroobid takistavad patogeenide kinnitumist ja elutegevust. See avaldub konkurentsis eluks vajalike toitainete nimel ja patogeenide kasvu pidurdavate ühendite tootmises. Viimaste hulka kuuluvad näiteks lühiahelalised rasvhapped (äädik- ja piimhape) ja mitmesugused antimikroobsed bakteriotsiinid. Tänaseks on kirjeldatud neli klassi erineva struktuuri ja toimemehhanismiga bakteriotsiinide rühma ja nende loetelu laieneb pidevalt. Oluline on ka mikrobiootapoolne immuunrakkude stimulatsioon (lokaalne ergutamine), milleta immuunsüsteemi mõnede osade (nt Peyeri naastude jt limaskestaga seotud lümfikogumike) normaalne areng häirub. Peale selle seostatakse mikrobiootaga humoraalse immuunsuse stimuleerimist, mille tulemusel ilmuvad organismi nn loomulikud antikehad (ingl natural antibodies). Loomulikud antikehad on küll tekkinud kahjutute mikroorganismide vastu, kuid nad võivad (rist)reageerida patogeenidega ja seeläbi osaleda infektsioonidevastases kaitses. Mikroobivabade loomade (gnotobiootide) uurimine on näidanud, et nad on vastuvõtlikud nakkushaigustele, sest nende immuunsüsteem on nõrgalt arenenud ja mikroobirikkasse keskkonda sattudes hukkuvad nad kiiresti. Tuleb meeles pidada, et mikrobioota on ohutu vaid hästi funktsioneeriva immuunsüsteemi korral. Immuundefitsiidi foonil võivad barjääridel elavad mikroobid limaskestast läbi tungida (translokeeruda) ja tekitada siseorganite (lümfisõlmed, maks, põrn) infektsioone või isegi sepsist (mikroobide sattumine vereringesse). Immuunsüsteemi nõrgenemisega seostatakse ka mikrobioota düsbalanssi ehk teatud mikroobiliikide mittesoovitavalt kiiret paljunemist, mis viib mikroobikoosluse tasakaalu häireteni ja infektsioonideni (nt kuseteede põletikud).


    Organismi epiteelidel on oluline roll lokaalsete tolerantsusmehhanismide reguleerimisel. Epiteelirakud on pidevas kontaktis väliskeskkonnas leiduvate mikroorganismidega ja nende antigeenidega. Nende rakkude üks ülesanne on haarata väliskeskkonnast antigeene ja transportida need limaskestas paiknevate immuunrakkudeni. Selliselt tegutsevad limaskestadega seotud lümfifolliikulites (nt Peyeri naastudes) paiknevad M-rakud ja intestinaalsed epiteelirakud (ingl intestinal epithelial cell, IEC). M-rakud haaravad endasse eelistatult lahustumatuid antigeene (partikleid), IEC-rakud aga vees lahustunud antigeene. Antigeenide transport läbi epiteelide, eeskätt limaskesta epiteeli toimub põhiliselt kahe mehhanismi abil: paratsellulaarne ja transtsellulaarne tee. Esimesel juhul lõdvendavad epiteelirakud omavahelisi kontakte tiheliidustes, mille tagajärjel epiteeli permeaabelsus suureneb ja väikesed molekulid difundeeruvad läbi epiteelirakkude kihi. Teisel juhul haaratakse antigeenid fagotsütoosi või pinotsütoosi teel raku apikaalselt poolelt ja seejärel eksotsüteeritakse need basolateraalsele poolele. Intaktses mittepõletikulises limaskestas on antigeenide paratsellulaarne liikumine kudedesse minimaalne, kuid pidevalt toimub transtsellulaarne transport. Epiteeli permeaabelsust mõjutab väga oluliselt põletikureaktsioon, eeskätt selle käigus toodetud tsütokiinid – IFNγ ja TNFα. Antigeenide kontrollimatu läbipääs epiteelidest põhjustab lokaalse tolerantsuse häireid ja põletiku teket. Inimesel seostatakse limaskesta läbilaskvuse tõusuga mitmete põletikuliste soolehaiguste teket, nagu haavandiline koliit ja Crohni tõbi ehk regionaalne enteriit.


    14.1.2. Loomuliku immuunsüsteemi rakud


    14.1.2.1. Fagotsüüdid ehk õgirakud ja fagotsütoos


    Fagotsüüdid on endotsütoosi võimega valgevere rakud, mis õgivad (fagotsüteerivad) mikroorganisme või pinotsüteerivad vees lahustunud aineid. Fagotsüüdid on vajalikud hulkraksete organismide immuunsüsteemi funktsioneerimises. Peale patogeenide hävitamise eemaldavad need rakud ka apoptoosi läbinud rakkude osakesi (puhastusfunktsioon) ja käivitavad teatud tingimustel omandatud immuunvastuse, esitades antigeene teistele immuunsüsteemi rakkudele ja sünteesides immuunvastust reguleerivaid keemilisi signaalmolekule – tsütokiine. Veres on peamised fagotsütoosivõimelised rakud polümorfonukleaarsed neutrofiilid ja mononukleaarsed monotsüüdid, kudedes makrofaagid (suured õgirakud).


    Vere polümorfonukleaarsetest rakkudest enamiku moodustavad neutrofiilid. Põletiku käigus tõuseb neutrofiilide arv märgatavalt, kuid nad on võrdlemisi lühiealised (eluiga keskmiselt viis päeva). Neutrofiilid reageerivad esimestena infektsioonile ja õgivad efektiivselt vereringesse sattunud patogeene. Peale selle liiguvad neutrofiilid infektsiooni koldesse, kus nad õgivad patogeene, ja hukkuvad mõne tunni jooksul. Kui patogeen on allaneelamiseks liiga suur, kogunevad fagotsüüdid tema ümber ja väljutavad rakusisesed bakteritsiidsed ühendid, hävitades sel viisil küll oma märklaua, aga kahjustades sageli ümbritsevaid kudesid. Hukkunud neutrofiilidest moodustub mäda. Peale fagotsütoosivõime vabaneb aktiveeritud neutrofiilidest mitmesuguseid põletikku reguleerivaid aineid. Üks tähtsam on rakumembraanist vabanev arahhidoonhape, mille edasised metaboliidid – leukotrieenid, tromboksaanid ja prostaglandiinid – on tugevad vasoaktiivsed ja põletikku moduleerivad ained.


    Pikaealiste fagotsütaarsete rakkude, monotsüütide hulk veres on neutrofiilidest tunduvalt madalam. Enamik tsirkuleerivatest monotsüütidest lahkub verest ümbritsevatesse kudedesse ühe-kahe ööpäeva jooksul. Seal diferentseeruvad nad koe makrofaagideks ja muutuvad paikseteks. Imetajatel on koe makrofaagid sünni järel kõikides kudedes ning sõltuvalt kohast ja funktsioonist on neil erinevad nimetused (tabel 14.1).


    Tabel 14.1. Makrofaagide nimetused ja paiknemine kudedes.


    
      
        
        
      

      
        
          	
            Makrofaagi nimetus

          

          	
            Paiknemine

          
        


        
          	
            Alveolaar- ja pleura makrofaagid

          

          	
            kopsualveoolide vaheseintes ja pleural

          
        


        
          	
            Rasvkoe makrofaagid

          

          	
            rasvkude

          
        


        
          	
            Histiotsüüt

          

          	
            sidekude

          
        


        
          	
            Kupfferi rakud

          

          	
            maks

          
        


        
          	
            Mikrogliia rakud

          

          	
            kesknärvisüsteem

          
        


        
          	
            Langerhansi rakud

          

          	
            nahk

          
        


        
          	
            Osteoklast

          

          	
            luu

          
        


        
          	
            Kõhukelme makrofaagid

          

          	
            kõhukelmeõõs

          
        


        
          	
            Suguorganite makrofaagid

          

          	
            emakas, munasarjad

          
        


        
          	
            A-tüüpi sünoviotsüüt

          

          	
            liigeseõõne sünooviaalmembraan

          
        


        
          	
            Kõhukelme makrofaagid

          

          	
            kõhukelmeõõs

          
        

      
    


    Makrofaagid on neutrofiilidest suuremad ja ületavad kõiki teisi vererakke oma fagotsütoosivõimelt. Peale selle toodavad aktiveeritud makrofaagid märkimisväärses koguses erinevaid tsütokiine (IL-1, IL-6, TNF jt), mis reguleerivad põletikuprotsesse.


    Fagotsütoos kui protsess koosneb mitmest järjestikusest etapist: (1) fagotsüüdi liikumine põletikukoldesse, (2) märklaua äratundmine ja seostamine, (3) vahetu „neelamine“ ja fagosoomi moodustamine raku tsütoplasmasse, (4) lüsosoomi liitumine fagosoomiga ja neelatud materjali lagundamine (5, 6) (joonis 14.1). Samal ajal toimub ka antigeeni nn laadimine MHC II molekulile (7) ning peptiid-MHC kompleksi esitlemine fagotsüüdi pinnal (8). Fagotsütoos on võrdlemisi kiire protsess ja enamik alla neelatud mikroobe hävitatakse poole tunni jooksul.
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    Joonis 14.1. Fagotsütoosi etapid ja fagotsüüdi peamised retseptorid: koesobivuskompleks (MHC), antikeha Fc-retseptor (FcR), mannoosiretseptor (ManR) ja komplemendiretseptor (CR). MHC II ja antigeen (Ag peptiid) ühinevad spetsiaalses vesiikulis ning alles peale seda esitletakse antigeeni fagotsüüdi pinnal.


    Fagotsüüdid liiguvad põletikukoldesse, reageerides kemotaktiliste faktorite suurenevale gradiendile (joonis 14.2). Tuntumad kemoatraktandid on bakterite formüül-peptiidid (nt N-formyl-methionine-leucine-phenylalanine ehk fMLF), koekahjustusel vabanevad kaltsiumioonid (Ca++), komplemendi aktiivsed komponendid C5a ja C3a, koes toodetud kemokiinid (nt RANTES, IL-8) ja leukotrieenid (nt LTB4). Patogeeni liikumine ja patogeeni rakusisese hävitamise aktiivsus on reguleeritud G-valkudega seotud retseptorite (GPCR) kaudu (ingl G-protein-coupled receptors). Need retseptorid on fagotsüütide pinnal ja reageerivad ülalmainitud kemoatraktantide ja anafülatoksiinidega. Viimased on ained, mis võivad põhjustada vererakkude (nt nuumrakkude) liigse degranulatsiooni tõttu anafülaktilist šokki. GPCR-d aktiveerivad mitmeid rakusiseseid ensüümsüsteeme – näiteks adenüültsüklaase, fosfolipaas C ja Ras-perekonna GTPaase –, mille tulemusel muutub fagotsüütide geeniekspressioon ja aktiveerub nende metabolism.
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    Joonis 14.2. Fagotsüütide liikumine põletikukoldesse ja selle regulatsioon kemokiinide kaudu.


    Patogeeni leidmiseks ja sellega seostumiseks kasutavad fagotsüüdid nn kõrge afiinsusega retseptoreid (ManR – mannoosiretseptor, CR – komplemendi retseptor, FcR – antikeha Fc-otsa retseptor). Opsoniinidega (antikehad, komplemendi aktiivsed komponendid) märgistatud patogeen on tunduvalt paremini fagotsüteeritav kui märgistamata mikroorganismid. Apoptootiliste rakkude äratundmiseks kasutavad fagotsüüdid nn raisaretseptoreid – SR (ingl scavenger receptors) –, mis tunnevad ära rakumembraanide lipoproteiidide komplekse.


    Neelamise järgel hävitab fagotsüüt patogeeni raku sees. Raku tsütoplasmasse tekib membraaniga ümbritsetud vesiikel ehk fagosoom, mis on algul ühenduses raku plasmamembraaniga, kuid siis eraldub ja liigub tsütoplasmasse. Liitudes seal lüütilisi ensüüme sisaldava lüsosoomiga, tekib fagolüsosoom, milles alla neelatud mikroob hävitatakse ja lagundatakse. Fagotsüütide lüütiliste ensüümide hulka kuuluvad NADPH oksüdaasid (NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1, DUOX2), superoksiid dismutaas (SOD), lämmastikoksiidi süntetaas, mille toimel tekivad mitmesugused reaktiivsed hapniku osakesed (ingl reactive oxygen species, ROS) ja lämmastikoksiid (NO-). Tähtis lüsosomaalne ensüüm on müeloperoksüdaas, mis toodab vesinikperoksiidist ja kloori anioonist tugeva antimikroobse toimega hüpokloorhapet (HOCl). Antimikroobsete ensüümide rühma kuuluvad mitmesugused katioonsed antibiootikumisarnased valgud (lüsosüüm, laktoferriin, nukleaasid, glükosidaasid, proteaasid ja sulfataasid).


    Oluline on meeles pidada, et fagotsütoos kui protsess ei vallanda iseenesest põletiku teket. Selle abil eemaldatakse pidevalt koes tekkivaid rakuosiseid ja muid laguprodukte. Põletik tekib juhul, kui fagotsütoosi käigus aktiveeritakse ka ohuretseptorid (nt Tolli-laadsed retseptorid) ja fagotsüüt hakkab tootma põletikku reguleerivaid tsütokiine ja kasvufaktoreid.


    14.1.2.2. NK-rakud


    NK-rakud (ingl natural killers) ehk loomulikud tapjarakud on suured granulaarsed tsütotoksilised lümfotsüüdid, mille peamine ülesanne on ära tunda ja hävitada organismis ebanormaalseks muutunud rakke (peamiselt kasvajarakke ja viirusega infitseeritud rakke) (joonis 14.3 A). Teine NK-rakkude funktsioon on immuunvastuse regulatsioon tsütokiinide tootmise kaudu (joonis 14.3 B). Erinevalt tsütotoksilistest T-lümfotsüütidest (CD8+ rakud), mis kuuluvad omandatud immuunsuse rakkude hulka, ei vaja NK-rakud aktivatsiooniks patogeeni antigeeni esitamist MHC kaudu. NK-raku tsütotoksilist funktsiooni kontrollitakse aktivatsiooni- ja inhibitsiooniretseptorite signaalide tasakaalu kaudu (joonis 14.4). Arvatakse, et inhibeerivad retseptorid on domineerivamad, st olukorras, kus koos aktiveerivate retseptoritega on n-ö sisse lülitatud ka inhibeerivad, pidurdatakse NK-raku aktiivsust. Aktivatsiooniretseptorid tunnevad ära raku stressi käigus tekkivaid molekule (kahjustunud DNA-d ja MHC-sarnaseid molekule nagu MICA MICB, ULBP-1), aga ka mõningaid patogeenseoselisi molekulaarseid mustreid (nt gripiviiruse hemaglutiniini). Aktiveeritavate retseptorite hulka kuuluvad ka immunoglobuliini retseptor FcγRIII (CD16), mis aitab NK-rakul ära tunda antikehadega kaetud märklaudrakke ja vahendab nn Antikehast sõltuvat rakulist tsütotoksilisust (ingl antibody-dependent cellular cytotoxisity, ADCC). Ohu puudumist hindab NK-rakk inhibeerivate retseptorite abil. Kudede normaalsuse ja terveoleku üks peamine tunnus on küllaldase hulga õigesti glükosüülitud esimese klassi koesobivusmolekulide (MHC I) olemasolu rakkude pinnal.
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    Joonis 14.3. NK-raku põhifunktsioonid. A. Viirusega infitseeritud raku hävitamine. B. Fagotsüteeriva makrofaagi ja NK-raku retseptorvahendatud signalisatsioon (makrofaag hakkab tootma IL-12) aktiveerib NK-raku tootma tsütokiine (nt IFNγ), millega aktiveeritakse makrofaag ja viimane hävitab fagotsüteeritud mikroobi.
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    Joonis 14.4. NK-raku aktiveerivate ja inhibeerivate retseptorite tasakaal. Aktiveerivate retseptorite signaal on ülekaalus, kui märklaudrakul on MHC klass I madal tase (iseloomulik viirusinfitseeritud ja stressis olevatele rakkudele). Terve rakk ekspresseerib oma pinnal küllaldase arvu MHC klass I molekule, mis NK-rakku inhibeerivate retseptorite kaudu pidurdab NK-raku ründe.


    14.1.2.3. Nuumrakud


    Nuumrakud on sidekoes ja limaskestades resideerivad rakud, mis on samuti seotud patogeenide, eeskätt parasiitidevastase loomuliku immuunsusega. Nuumrakud sisaldavad suure hulga erinevaid põletikumediaatoreid (histamiin, hepariin ja erinevad kemokiinid), mida vabastatakse vastusena ärritusele. Vabanev histamiin laiendab veresooni ja kemokiinid meelitavad immuunrakke liikuma veresoone valendikust kudedesse. See võimendab põletikku kui ühte loomuliku immuunsuse kaitsemehhanismi. Peale selle on nuumrakud ka olulised tsüsteinüülleukotrieenide allikad. Tsüsteinüülleukotrieenidel on oluline roll bronhide ahenemises, kuid ka hingamisteede põletikus, hingamisteede remodelleerumises ja bronhiaalse hüperreaktiivsuse tekitamises.


    14.1.3. Koekahjustuse ja ohusignaalide äratundmine


    14.1.3.1. Tolli-laadsed retseptorid (TLR) ja NOD-valgud


    Immuunsüsteemi tähtsaim ülesanne on ära tunda organismile ohtlikke olukordi ja neile reageerida. Selleks vajavad immuunrakud spetsiaalseid sensoreid, mida kokku nimetatakse ohuretseptoriteks. Ohuretseptorite uurimine on alles algusjärgus, kuid üks suurem ja olulisem rühm on Tolli-laadsed retseptorid (ingl toll-like receptor, TLR). Samuti on aktiivse uurimise all NLR-perekonna (ingl Nod-like receptors), RIG-I-sarnaste helikaaside perekonna (RLR) ja C-tüüpi lektiinretseptorid (CLR jt), mille ülesanne on samuti ohusignaale ära tunda. Kõrgemad organismid kasutavad neid retseptoreid, et tunda ära patogeenidel esinevaid molekulaarseid mustreid ehk PAMP-e (ingl pathogen associated molecular patterns), milleks võivad olla bakteri kestades esinevad ühendid (nt LPS), bakteri viburites esinev flagelliin, aga ka bakteriaalne metüleerimata DNA. Viirustele iseloomulik ja hästi uuritud PAMP on kaksikahelaline RNA (dsRNA), mida enamik viirustest oma elutsükli jooksul sünteesivad ja mida eukarüootses rakus ei esine. PAMP-e ära tundvate retseptorite koondnimetus on PRR (ingl pattern recognition receptors). Ohusignaalid võivad pärineda ka kahjustunud koest ja neid vahendavaid molekule nimetatakse DAMP-ideks (ingl damage-associated molecular patterns). DAMP-id on ka koekahjustuse käigus tekkivad kuumašokivalgud, rakuvälise maatriksi fragmendid, ATP, uurea kristallid, hepariinsulfaat ja rakuväline DNA.


    TLR-e võib pidada kõige konserveerunumateks loomuliku immuunsuse molekulideks, mis esinevad selgroogsete kõrval ka selgrootutel. Praeguseks on teada 15 erinevat TLR-i, millest igaüks tunneb eelistatult ära oma kindla ohumolekuli (joonis 14.5). Enamik neist retseptoritest ekspresseerub ka inimesel. TLR-ide ligandiks on mitmed bakterite seinas esinevad lipopeptiidid ja glükolipiidid, samuti seentes leiduv β-glükaanide hulka kuuluv sümosaan. TLR4 tunneb ära üht tugevaimat looduslikku ohusignaali – lipopolüsahhariidi e LPS-i, mis on gramnegatiivsete bakterite välismembraani komponent. Oluline on, et osa TLR-idest paiknevad raku välismembraanil ja n-ö püüavad väliseid ohusignaale, osad aga rakusisestel membraanidel. Rakus paiknevate TLR-de (TLR-3, TLR-7, TLR-8, TLR-9) ligandiks on intratsellulaarsete patogeenide geneetiline materjal: viiruse RNA/DNA ja bakteriaalne metüleerimata CpG (joonis 14.5).
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    Joonis 14.5. TLR-id, nende ligandid ja mõjutatavad aktivatsioonikaskaadid.


    Enamik TLR-e funktsioneerivad dimeeridena. Erinevatel dimeeridel on erinev spetsiifilisus liganditele, mille seondumist võivad suurendada koretseptorid. Ligandi seondumise järel aktiveeritakse kinaaside kaskaad ja aktiveeritakse või pidurdatakse sadu geene, mille kodeeritud valgud reguleerivad immuunvastust, eeskätt põletikku.


    Ohuretseptorite hulka kuuluvad NOD-valgud (ingl nucleotide-binding oligomerization domain proteins) paiknevad raku sees ja tunnevad ära fagotsütoosi teel rakku sattunud PAMP-e ja raku stressiga seotud DAMP-e. NOD-valgud on evolutsiooni käigus kõrgelt konserveerunud ja nende homolooge leidub ka taimedel. NOD-i retseptori signaali toimel fosforüülitakse IκB (ingl inhibitor of kappa B), misjärel IκB laguneb. Vabanev transkriptsioonifaktor NF-κB siseneb rakutuuma ja käivitab põletikuga seotud geenide ekspressiooni. Tuntumad NOD-valkude ligandid on intratsellulaarsete bakterite peptidoglükaanid (nt mükobakterite muramüülpeptiidid).


    RIG-I-sarnased retseptorid (RLR) on rakusisesed PRR-id, mis tunnevad ära rakus replitseeruvaid viiruseid. Näiteks RIG-I osaleb flaviviiruste (nt C-hepatiidi viirus, West Nile’i viirus, puukentsefaliidiviirus, jaapani entsefaliidi viirus, Dengue viirus, kollapalaviku viirus), ortomüksoviiruste (nt gripi-, paragripiviirus) äratundmisel. Teise RLR-i, MDA5 (ingl Melanoma Differentiation-Associated protein 5) spetsiifika on erinev – tuntakse ära peamiselt pikornaviiruseid (lastehalvatuseviirus, enteroviirused). Enamiks RLR-e seostuvad viirusliku dsRNA-ga ja neil, v.a DHX58, on kaspaase aktiveeriv CARD-domään, mis omakorda mõjutab transkriptsioonifaktor NF-κB kaudu põletiku tsütokiinide ja I tüüpi interferoonide geeniaktivatsiooni.


    14.1.3.2. Inflammasoom


    NOD-valkudega on seotud erilise multivalgulise struktuuri, inflammasoomi teke. Inflammasoom on immuunrakkudes esinev mitmest valgust tekkiv kompleks, mis aktiveerib kaspaaside kaudu põletiku tekkerajad. Inflammasoomi iseloomustab nukleotiidi siduva doomeni (ingl nucleotide binding domain, NBD) ja C-terminaalse leutsiinirikka kordusjärjestuse (ingl leucine-rich repeta, LRR) olemasolu (joonis 14.6). Esimene neist on tähtis valgukompleksi oligomerisatsioonil ja teine seostub mitmete liganditega, eeskätt PAMP-idega (viirustega, bakteriaalsete toksiinide ja viburi valkudega), aga ka DAMP-idega (ROS, uurea kristallid, kudedesse ladestunud kolesterool, räni või asbest). Aktiveeritud inflammasoom käivitab kaspaaside aktivatsioonirajad, mis viib TLR-kaudse signaali olemasolul põletiku tsütokiinide (eeskätt IL-1β ja IL-18) tootmisele. Arvatakse, et selline kahekordne ohusignaali äratundmine (TLR + inflammasoom) tagab rangema kontrolli põletikumehhanismide käivitamise üle (joonis 14.6).
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    Joonis 14.6. Inflammasoomi struktuur ja alaühikud. PYD – püridiini domään, NBD – nukleotiide siduv domään, LRR – leutsiinirikas kordus, CARD – kaspaasi siduv domään, p20/p10 – prokaspaasist lõigatavad alaühikud.
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    Joonis 14.7. Põletiku tsütokiinide (IL-1, IL-18) tootmise käivitamine rakus vajab kahe ohusignaali kombineerumist.


    14.1.4. Kaasasündinud immuunsuse viirusvastane toime


    Viiruste elutsükkel organismis võib olla väga kiire, mistõttu kaasasündinud immuunsuse üks tähtsaim ülesanne on kohe reageerida viirusinfektsioonidele. Evolutsiooniliselt üks vanim mehhanism, mis pidurdab retroviiruste replikatsiooni, on viiruse mRNA ensümaatiline redigeerimine. Võrdlemisi hästi on uuritud tsütidiin-deaminaaside hulka kuuluvat valguperekonda APOBEC (ingl apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like). APOBEC-id on võimelised deamineerumise kaudu muutma tsütidiini uridiiniks. Selline hüpermuteerumine tekitab hulgaliselt muutusi viiruse genoomis ja viib enamasti viiruse elutsükli häirumiseni.


    Teine oluline loomuliku immuunsuse viirusvastane mehhanism on I tüüpi interferoonide (IFN-I) toime, mis limiteerib viiruse levikut organismis. IFN-I perekonna peamised liikmed on IFN-α ja IFN-β. IFN-I toodavad paljud veres ja kudedes olevad rakud: leukotsüüdid, lümfotsüüdid, makrofaagid, fibroblastid, endoteelirakud, osteoblastid. Enamiku veres olevast IFN-I kogusest toodab väike rakupopulatsioon – plasmatsütoidsed dendriitrakud (pDC). IFN-I sekretsiooni keskne stimulaator on viiruslik kaheahelaline RNA (dsRNA), mis võib pärineda viiruse genoomist või tekib viiruse paljunemisel raku tsütoplasmas. IFN-I signaali ülekandeks on vajalik spetsiaalne retseptor – IFNAR, mis ekspresseerub enamiku rakkude pinnal. Infitseerimata rakk, võttes vastu IFN-i signaali, käivitab oligoadenüülsüntetaaside ja proteiinkinaaside signaalrajad, mis viivad viirusliku mRNA degradeerumiseni ja viirusvalkude sünteesi inhibeerimiseni. Sellises seisundis rakk on viirusinfektsioonile resistentne (joonis 14.8).
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    Joonis 14.8. I tüüpi IFN viirusvastane toime.


    Kolmas oluline interferoon IFNγ kuulub teise tüübi interferoonide (IFN-II) hulka ja on tähtis omandatud immuunvastuse regulatsioonis. IFNγ sekreteerivad peamiselt aktiveeritud T-rakud, aga ka makrofaagid ja NK-rakud omandatud immuunvastuse käivitamisel. Interferoonid stimuleerivad ka koesobivusmolekulide (MHC I ja II) tootmist ja ekspressiooni raku pinnale ning aktiveerivad makrofaage ja NK-rakke. Samuti indutseeritakse endoteeli adhesioonimolekulide ekspressiooni ja immuunrakkude liikumist veresoone valendikust põletikulisse koesse. Oluline on ka IFNγ immuunrakke mõjutav toime. Naiivsed CD4+ T-rakud, mille on aktiveerinud IFNγ ja IL-12, diferentseeruvad Th1 poole. IFNγ on peamine makrofaagide aktivatsiooni võimendaja, aga ta stimuleerib ka T- ja B-rakke ning NK-rakke.


    14.1.5. Komplemendisüsteem


    Kaasasündinud immuunkaitses on oluline roll komplemendisüsteemil, mis esineb juba evolutsiooni varajastel astmetel, näiteks okasnahksetel. Komplemendisüsteemi kuulub umbes 20 vereringesse sekreteeritud valku, mida toodetakse peamiselt maksas. Oma nime sai komplemendisüsteem sellest, et see toetab antikehade funktsiooni patogeenide hävitamisel. Komplementi aktiveerivad organismi tunginud mikroorganismid ning komplemendi aktivatsioon viib nelja põhilise bioloogilise tulemini: (1) lüüsitakse patogeene ja patogeenidega infitseeritud rakke, (2) võimendatakse fagotsütoosi (opsonisatsiooniefekt), (3) eemaldatakse immuunkomplekse ning (4) reguleeritakse põletikureaktsioone. Komplemendi aktivatsiooni mehhanisme on teada kolm: klassikaline, alternatiivne ja lektiinide aktiveeritav (joonis 14.9). Arenguliselt madalamatel organismidel (nt okasnahksetel) esineb ainult alternatiivne komplemendi aktivatsiooni tee. Sõõrsuudel on ka lektiinide aktiveeritav ja alates kõhrkaladest nn klassikaline komplemendi aktivatsioon. Viimase toimimiseks on vajalik antikehade (omandatud immuunsuse) olemasolu. Enamik komplemendi valke veres on inaktiivsed ja aktiveeruvad infektsiooni korral rakumembraani pinnal. Komplemendi aktiveerumisel käivitub omalaadne kaskaadne ensüümreaktsioonide ahel. Süsteemi tähtis osa on kontrollvalkude olemasolu, mis reguleerivad ja vajadusel inhibeerivad komplemendi kaskaadide aktivatsiooni, hoides sel moel ära koekahjustuse tekke.
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    Joonis 14.9. Komplemendi kolm aktivatsiooniteed ja aktivatsiooni kolm peamist bioloogilist efekti.


    Komplemendisüsteemi keskseim valk on C3, mis proteolüütilise lõikumise kaudu lõhustub suuremaks C3b ja väiksemaks C3a osaks. Tekkiv aktiivne C3b seondub mikroobi pinnavalkude ja polüsahhariididega ning käivitub iseennast võimendav positiivse tagasisidestusega kaskaadne aktivatsioon. C3b teke tõmbab membraanile suurema proteolüütilise kompleksi, mis sisaldab teisi komplemendivalke (C2, C3, C4). C3a koos C4 ja C5 valguga meelitavad põletikukoldesse fagotsüüte. Organismi terved rakud on kaetud komplementi inhibeerivate kontrollvalkude, mis inaktiveerivad C3b ja komplemendi alternatiivne aktivatsioon pidurdatakse normaalse koe kahjustuse vältimiseks. Alternatiivse komplemendisüsteemi aktiveerijaks on patogeenide suured fragmendid, mis seonduvad rakumembraanidega. Komplemendi klassikalist teed aktiveerivad immuunkompleksid (antigeen-antikeha kompleks). Tugevaimad komplemendi aktivaatorid on IgM- ja IgG-sisaldusega immuunkompleksid. Immuunkompleksiga liitunud C1 käivitab C1→C4→C2 aktivatsioonikaskaadi. Selle tulemusena jõutakse inaktiivse C3 lõikamiseni aktiivseks C3a ja C3b alaühikuks. Lektiini vahendatud komplemendi aktivatsiooni aktiveerub vereplasmas leiduva lektiini ja mannoosi siduva valgu (MBL) seondumisel mikroobi pinnaga. MBP seondub bakterite pinnal olevate suhkrujääkidega. Kõik kolm komplemendi aktivatsiooniteed jõuavad sarnase lüütilise kaskaadini. Selle käigus lõigatakse C5 aktiivseks alaosaks C5a ja C5b ning tekkiv C5b-C6-C7-C8 kompleks kinnitub mikroorganismi membraanile (joonis 14.10). Viimasena liitub kompleksiga C9 valgu 10–16 molekuli, mis polümeriseerudes moodustavad membraani läbiva poori (nn membraani atakeeriva kompleksi ehk MAK-i (ingl membrane attack complex)).
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    Joonis 14.10. Komplemendi aktivatsiooni lüütiline tee.


    14.1.6. Põletik kui organismi kaitsereaktsioon


    Patogeenide sattumisel organismi või koe tugeva stressi korral käivitatakse organismis peaaegu alati põletikureaktsioon, mis on suunatud kahjustava faktori ja kahjustuse kõrvaldamiseks. Põletikukoldes tekib turse, valu ja lokaalne temperatuuri tõus. Sellise reaktsiooni aluseks on veresoonte laienemine ja veresoone seina läbilaskvuse tõus, mille tulemusel vesi ja vereplasma valgud (sh komplement) väljuvad veresoone valendikust kahjustuskoha kudedesse (tekib eksudaat). Samal ajal toimub ka vererakkude ja veresoone siseseina katva endoteeli aktivatsioon. Selle tulemusel väljuvad immuunrakud verest põletikukoldesse. Viimast protsessi nimetatakse immuunrakkude ekstravasatsiooniks.


    Põletikureaktsioonil on infektsioonivastases võitluses kolm peamist funktsiooni. Esiteks tuuakse kudedes asuvasse infektsioonikoldesse immuunrakke ja komplemendi aktiivseid komponente. Teiseks, mikrovaskulaarse koagulatsiooni kaudu takistatakse patogeeni sattumist vereringesse ja reguleeritakse kahjustunud koe paranemisprotsesse ehk regeneratsiooni. Immuunrakkude toodetud nn põletiku (proinflammatoorsetel) tsütokiinidel (IL-1, IL-6, IL-8/CXCL8, TNFα) on nii lokaalne kui süsteemne toime. Lokaalselt aktiveerivad need tsütokiinid endoteeli rakke ja põletikukoldes immuunrakke. Samas on neil molekulidel ka tugev süsteemne toime, mis tekitab palavikureaktsiooni, aktiveerib rakke luuüdis, endokriinsetes organites, maksas, lihastes ja rasvkoes. Maksarakud hakkavad tootma akuutse faasi valke (C-reaktiivne proteiin, seerumi amüloid A, alfa-1-antitrüpsiin, prokaltsitoniin) ja komplemendi komponente. Luuüdist paisatakse välja suur hulk fagotsütoosivõimelisi neutrofiile ja stimuleeritakse monotsüütide küpsemist antigeeni esitlevateks rakkudeks. Mõõdukas kehatemperatuuri tõus on oluline kaitsereaktsioon ja üldjuhul organismile kasulik, sest kõrgemal temperatuuril aeglustub paljude mikroorganismide paljunemine. Ka on organismi oma rakkude metabolism palaviku ajal kiirem ja loomuliku immuunsuse reaktsioonid intensiivsemad.


    Ekstravasatsioon on mitmeastmeline ja hästi reguleeritud protsess (joonis 14.11). See algab infektsioonikolde läheduses paiknevate veresoonte endoteeli aktiveerumisega. Endoteeli aktiveerivad infektsioonikoldes olevad immuunrakud (eeskätt makrofaagid) tsütokiinide (peamiselt IL-1 ja TNF-α) tootmise kaudu. Aktiivne endoteel ekspresseerib oma pinnale mitmeid adhesioonimolekule (nt aktivatsiooni varases faasis P- ja E-selektiine, hiljem ka ICAM1 ja VCAM1), millega seonduvad leukotsüütide integriinid (LFA-1, Mac-1, VLA-4). Aktiveeritud immuunrakkude kokkupuutel aktiveeritud endoteeliga kleepuvad rakud endoteelile ja väljuvad kudedesse. Veresoone seina läbimiseks reorganiseerib immuunrakk oma tsütoskeleti ja muudab kuju, edasi pressib rakk end pseudopoodide abil endoteelirakkude vahele ja väljub tsirkulatsioonist (diapedees). Selle protsessi soodustamiseks lõdvendavad aktiveerunud endoteelirakud omavahelisi rakkudevahelisi ühendusi ehk tiheliiduseid. Immuunrakud liiguvad põletikukoldesse seal toodetavate ja ümbritsevasse koesse vabanevate kemokiinide toimel kontsentratsiooni tõusu suunas (nimetatakse positiivseks kemotaksiseks). Põletikukoldes olevad rakud püüavad kahjustuskollet likvideerida. Enamasti on see seotud sidekoe rakkude paljunemisega. Aja jooksul diferentseerub värske granulatisoonikude kiudsidekoeks ja armkoeks.
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    Joonis 14.11. Immuunrakkude väljumine verest põletikukoldesse (ekstravasatsioon).


    Põletik kui mitmete protsesside kogum erinevate rakkude ja kudede tasandil peab olema täpselt reguleeritud. Ebapiisav põletikureaktsioon ei täida oma kaitsvat rolli, liiga tugev aga võib kahjustada organismi kudesid. Ägedale ehk akuutsele põletikule on iseloomulik segmenttuumsete neutrofiilide ülekaal põletikukolde rakkinfiltraadis, kroonilist põletikku iseloomustab aga mononukleaarsete rakkude, s.o monotsüütide/makrofaagide, lümfotsüütide ja plasmarakkude rohkus. Pikaajaline (kuid kuni aastaid) kestev põletik viib üldjuhul kudede kahjustuseni (nekroos, düstroofia) ja funktsionaalselt normaalse rakulise koosseisu muutumiseni (fibroos, neoangiogenees). Sageli põhjustab selline kudede remodelleerumine organite funktsiooni häireid. Näidetena võib tuua kroonilise põletiku tagajärjel tekkiva maksatsirroosi, põletikulised liigeskahjustused, kopsude sidekoestumise kroonilise obstruktiivse kopsuhaigusena, ateroskleroosi jne. Remodelleerumise üks põhjus on pikaaegne põletiku tsütokiinide ja mitmete kasvufaktorite (FGF, TGFβ, PDGF) tootmine. Organismis tekib nn granulomatoosne põletik. Oma arengu alguses on granuloom kasulik koemuutus, mis piirab kahjustava faktori mõju, kuid hilisemalt viib see tõsiste eluohtlike muutusteni koes (nn tuberkuloosse infektsiooni tagajärjel tekkivad kopsu granuloomid). Kroonilise põletiku tekkes peetakse oluliseks ka mitokondrite düsfunktsiooni ja suurenenud ROS-i sattumist raku tsütoplasmasse. Põletikku soodustavad ka valkude ja lipiidide reaktsioon suhkrutega, mille tulemusel tekivad nn AGE-d (ingl advanced glycation end products). AGE-de retseptorite ehk RAGE signaalradade kaudu aktiveeritakse NF-κB, mis viib proinflammatoorsete tsütokiinide, tsüklo- ja lipooksügenaaside (COX ja LOX) ja prostaglandiinide/leukotrieenide (PGE2, LTC, LTD jt) tootmiseni. Kroonilist põletikku soodustavad ka uurea, oksüdeeritud lipoproteiinid (LDL) ja homotsüsteiin.


    Lokaalne põletik võib laieneda kogu organismi või enamikku kudesid haaravaks protsessiks. Suure hulga infektsioonitekitajate sattumisel vereringesse tekib sepsis ja sellele vastusena hüpertsütokineemia ehk tsütokiinide „tormi“ tõttu septiline šokk. Selle protsessi käigus vabaneb peale põletiku tsütokiinide (IL-1, IL-6, TNFα) ka põletikuvastaseid tsütokiine (IL-10, IL-1 retseptori antagonist) ja teisi bioloogiliselt aktiivseid põletiku mediaatoreid (ROS, mitmesugused hüübimisfaktorid). Sepsise tekkes on oluline suure hulga endotoksiinide (nt LPS) sattumine vereringesse ja ohuretseptorite kaudne väga massiivne rakkude aktivatsioon. Septilist šokki iseloomustab arteriaalne hüpotensioon ning kudede hapnikutarbe ja hapnikuga varustatuse mittevastavus (süsteemne hüpoksia), mis võib viia ägeda ja kroonilise hulgiorganpuudulikkuseni (ingl multiple organ dysfunction) ja surmani. Hapniku kättesaadavuse languse põhjuseks on vere tsirkulatsiooni häired, aga ka defektne rakuhingamine (raku düsoksia), mille üks väljendus on laktaatide kogunemine kudedesse. Septiline šokk on sagedane surmapõhjus nn uute viirusinfektsioonide (linnu- ja seagripi, Ebola viiruse), aga ka tuntud infektsioonide (rõugeviirus, hantaviirus) korral (joonis 14.12).
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    Joonis 14.12. Viirusnakkuse korral aktiveerivad rakkudes ja kudedes erinevad protsessid. Linnugripiviirus põhjustab üheaegselt erinevaid organismile ohtlikke seisundeid.


    14.1.7. Loomulik immuunvastus kui omandatud immuunsuse käivitaja


    Loomuliku immuunsüsteemi funktsioon ei piirdu vaid esmase patogeenivastase võitlusega, vaid tema ülesanne on käivitada ja reguleerida ka omandatud ehk spetsiifilist immuunvastust. Selles on kesksel kohal haigustekitajate või nende komponentide (antigeenide) kättesaadavaks tegemises ja esitlemises T- ja B-lümfotsüütidele. Kui spetsiifiline immuunsüsteem reageerib antigeenile, siis vajab ta ka informatsiooni antigeeni ohtlikkuse kohta. Ohu kindlaksmääramine on loomuliku immuunsüsteemi rakkude ülesanne (peamiselt TLR-ide kaudu), mille järel kostimulatoorsete signaalide kaudu aktiveeritakse omandatud immuunsuse rakud. Dendriitrakud on kõige olulisemad rakud, mis vahendavad kaasasündinud ja omandatud immuunsüsteemi reaktsioone (joonis 14.13). Dendriitrakud toodavad mitmeid TLR- ja NOD-valke ning nad on aktiivsed patogeenide fagotsüteerijad. Dendriitrakud paiknevad kõikides organismi barjäärkudedes: nahas ja limaskestades (hingamisteede, seedetrakti ja muudes limaskesta kudedes). Fagotsüteerides patogeene, lõhustavad dendriitrakud mikroorganismide valke väiksemateks peptiidideks ja esitlevad neid koos koesobivusvalkude ehk MHC-dega oma plasmamembraanil (allpool). Seejärel liiguvad dendriitrakud lähimasse lümfisõlme, kus nad esitlevad patogeenidest pärit peptiide T-lümfotsüütidele. Peale MHC on dendriitrakkudel pinna peal kostimulatoorsed retseptorid, nagu näiteks CD80 ja CD86, mis on samuti vajalikud T-rakkude aktivatsiooniks. Sellisel viisil moodustavad dendriitrakud olulise sideme kahe immuunvastuse alaosa vahel. Just loomulike ja omandatud immuunmehhanismide omavaheline koordineeritud koostoime tagab infektsiooni eduka likvideerimise ja selliste protsesside uurimine on tänapäeva immunoloogia kui teadusharu peamine huvi, kätkedes endas mitmete haiguste veel avastamata tekkepõhjuseid, aga ka uusi loodavaid immuunravi võimalusi.
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    Joonis 14.13. Dendriitrakud fagotsüteerivad patogeene ja lõhustavad nende valgud väikesteks peptiidideks, mida esitlevad lümfisõlmedes T-rakkudele.

  


  
    14.2. Omandatud immuunsus


    PÄRT PETERSON


    Omandatud immuunsüsteem tagab vajaliku kaitse patogeenide vastu. Selle süsteemi olulisem osa on lümfotsüüdid ja struktureeritud immuunorganid. Omandatud immuunsüsteem on ka immunoloogilise mälu (ja seega ka vaktsineerimise) alus. Ilma omandatud immuunsuseta ei suuda organism võidelda bakterite ja viirustega ning juba lihtsamad nakkused võivad põhjustada organismi surma. Patsiendid, kellel ei arene geenimutatsioonide tagajärjel lümfotsüüdid ja seega puudub omandatud immuunsus, peavad olema ümbritsevast maailmast isoleeritud. Vastasel juhul haigestuvad nad infektsioonidesse, mis võivad lõppeda surmaga. Selliseid haigeid aitab hematopoeetiliste tüvirakkude transplantatsioon. Omandatud immuunvastus väljendub peamiselt kahel viisil: rakuline immuunsus, mida vahendavad T-lümfotsüüdid (ehk T-rakud), ja humoraalne ehk antikehade vahendatud immuunsus, mille tagavad B-lümfotsüüdid (ehk B-rakud).


    Omandatud immuunsüsteemi ei esine selgrootutes. Selgroogsetest organismidest on omandatud immuunsus selgelt olemas kõhrkalades, kuigi mõningaid tunnuseid lümfotsüüdilaadsetest rakkudest on viimase aja uuringud tuvastanud nende eellastes, sõõrsuudes. Kuigi kaasasündinud ja omandatud immuunsust käsitletakse sageli eraldi, on funktsionaalsest aspektist mõlemad immuunsüsteemi osad omavahel tihedalt läbi põimunud ja toimivad koos, kaitstes organismi infektsioonide eest.


    Omandatud immuunsusele on iseloomulik immuunreaktsiooni spetsiifilisus, kus immuunreaktsioon on suunatud konkreetse antigeeni vastu. Nii T-rakud kui ka B-rakkude toodetud antikehad tunnevad ära mikroorganismidest pärinevaid antigeene, milleks on enamasti valgumolekulid või nendest pärinevad peptiidid. T-rakuline immuunsus aktiveerub, kui antigeeni esitav rak (ingl antigen presenting cell, APC) esitab peptiidse antigeeni T-rakule. T-rakuline immuunsus on eriti oluline rakusiseste patogeenide, näiteks viirustevastases kaitses. B-rakkude aktivatsiooniks on reeglina vajalik T-rakuline abi. Peale aktivatsiooni diferentseeruvad B-rakud antikehasid ehk immunoglobuliine tootvateks rakkudeks. Sekreteeritud antikehad ringlevad vereringes ja tundes ära patogeenidest pärit valgumolekule, neutraliseerivad neid. Antikehad neutraliseerivad eelkõige rakuväliseid patogeene, näiteks baktereid või nende toksiine ja viiruseid. Kui antikehad neutraliseerivad bakterid, sisi aktiveeritakse komplemendi reaktsiooni klassikaline rada ja antikehadest sõltuv tsütotoksilisus. Viirustevastased antikehad toimivad enne viiruse sisenemist rakku, takistades nende seondumist raku membraansete retseptoritega.


    14.2.1. T- ja B-lümfotsüüdid


    Kaasasündinud immuunsuse aluseks on T- ja B-lümfotsüüdid. Suur hulk lümfotsüüte on vereringes pidevas ringluses, aga peamised lümfotsüütide diferentseerumise ja aktiveerumise protsessid toimuvad lümfoidorganites. Olulisemad lümfoidsed organid on tüümus (harknääre), luuüdi, lümfisõlmed, põrn, tonsillid, pimesool ja mitmed soole ja limaskestaga seotud immuunrakkude struktuurid. Neist primaarsed ehk esmased lümfoidorganid on tüümus ja luuüdi (joonis 14.14). Primaarsed immuunorganid on lümfotsüütide tekkekohaks ja neis kujuneb arenevate lümfotsüütide esmane fenotüüp ja saavutatakse funktsionaalne küpsus. Sekundaarsed immuunorganid on kõik ülejäänud lümfoidsed koed. Neis toimub immuunvastuse aktivatsioon ja selle edasine kujunemine. Sekundaarsed immuunorganid on kohad, kus lümfotsüüdid kohtuvad antigeenidega ning neid esitavate rakkudega – APC-dega. T-rakud on saanud oma nime tüümuse ehk koha järgi, kus nad arenevad. B-rakkude nimi tuleneb nende algsest avastamise kohast lindude Fabriciuse paunas (ingl bursa Fabricius), aga tänapäeval kasutatakse ka viidet luuüdile (ingl bone marrow), kus arenevad imetajate B-rakud.
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    Joonis 14.14. Peamised immuunorganid. Tüümus ja luuüdi on tsentraalsed immuunorganid, kõik teised immuunsüsteemiga seotud koed loetakse perifeerseteks immuunorganiteks.


    Lümfotsüütide arv on organismis väga suur, hinnanguliselt on inimeses kokku umbes 2 x 1012 lümfotsüüti. Neist vereringluses on täiskasvanud inimesel 1–3 x 109 lümfotsüüti liitri vere kohta, vastsündinutel on see arv mõnevõrra suurem. Enamik lümfotsüüte on lühiealised, nende eluiga on sageli mõned nädalad või kuud. Kuid mitmed lümfotsüüdid elavad kaua – aastaid või isegi aastakümneid. Pika elueaga lümfotsüüdid aktiveeruvad oluliselt kiiremini antigeenile, millega nad on varem kohtunud – see mehhanism on organismi immunoloogilise mälu alus.


    T- ja B-rakud on välimuselt sarnased ja oma puhkeolekus mikroskoopiliselt raskesti eristatavad. Mõlemad rakud on väikesed, suure tuuma ja vähese tsütoplasmaga. Nende fenotüüp muutub peale aktivatsiooni, eriti on see näha B-rakkude puhul, mis hakkavad tootma suurel hulgal antikehasid. Kuigi T- ja B-rakud on mikroskoopilisel vaatlemisel raskesti eristatavad, kasutatakse immunoloogias erinevaid pinnamarkereid, et lümfotsüüte ja nende alatüüpe üksteisest eristada. Näiteks on perifeerse veres ringlevatele T-rakkudele omane CD3 markeri olemasolu, samas B-rakkude pinnal on CD19 ja CD20 markerid.


    Nagu kõik teised lümfoidsed rakud, saavad ka lümfotsüüdid alguse hematopoeetilistest tüvirakkudest (joonis 14.15). Need vereloome multipotentsed rakud asuvad luuüdis, kus retikulaarne ja käsnalaadne strooma ja teised luuüdi rakud (rasvarakud ja fibroblastid) võimaldavad vereloome jaoks sobiva keskkonna. Üks iseloomulik luuüdi rakkude pinnamarker on CD34, mis tagab nende adhesiooni. Edasise diferentseerumise käigus areneb hematopoeetilisest rakust ühtne lümfoidne eellasrakk, millest saavad alguse nii T- kui ka B-rakud.


    T-rakud arenevad ja küpsevad tüümuses. Tüümus jaguneb välimiseks kooreosaks ja sisemiseks säsiosaks. Nii koor kui säsi on läbi põimunud epiteliaalsete stroomarakkudega, mis aitavad koos tüümuse dendriitrakkude ja ka makrofaagidega kaasa T-rakkude arengule. Tüümus moodustub embrüogeneesis eessoole kolmandast neelutaskust. Tüümuse arenguhäirete korral, näiteks DiGeorge’i sündroomi korral, ei teki patsientidel T-rakke ja kujuneb välja raskekujuline immuunpuudulikkus. Teisalt väheneb vanusega tüümuse suurus ja funktsioon, mis viitab nooremas eas väljakujunenud immuunvastuse väljakujunemise olulisusele. T-rakkude eellasrakud saabuvad tüümusesse vereringe kaudu luuüdist. Tüümuses moodustuvad T-rakkudele omased T-raku retseptorid (TCR). TCR moodustub erinevate geenifragmentide juhusliku rekombinatsiooni tagajärjel, mida nimetatakse V(D)J rekombinatsiooniks.
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    Joonis 14.15. T-rakkude areng toimub tüümuses ja B-rakkude areng luuüdis. Edasine aktivatsioon ja diferentseerumine toimub perifeersetes immuunorganites. Tüümuses arenevaid T-rakke nimetatakse tümotsüütideks.


    Enamik omandatud immuunsüsteemi initsieeritud immuunvastustest vajavad T-rakke. T-rakud jagunevad kahte suuremasse alatüüpi: CD4+ ja CD8+ T-rakud. CD4 pinnamarkerit kannavad abistaja-T-rakud (ingl helper T cells; Th). Nende kesksem ülesanne on suunata immuunvastust ja aktiveerida B-rakke tootma antikehasid. Vajadusel aktiveerivad Th-rakud ka makrofaage ja aitavad kaasa tsütotoksiliste T-lümfotsüütide küpsemisele. CD4+ T-rakkude hulgas on üheks eraldi alatüübiks regulatoorsed T-rakud, mis supresseerivad immuunvastust. Teine suurem alatüüp on tsütotoksilised (ka tapja-) T-rakud (ingl cytotoxic T cells, CTL), nende pinnamarkeriks on CD8 ja nende peamine funktsioon on hävitada rakusiseste patogeenidega (näiteks viirusega) nakatunud rakke ning kasvajarakke.


    B-rakud arenevad luuüdis. B-rakkude arengus on oluline funktsioon luuüdi stroomarakkudel, mis toodavad B-raku arenguks vajalikke tsütokiine ja kemokiine. Hiljem liiguvad B-rakud vereringe kaudu põrna, kus leiab aset lõplik küpsemine. B-rakkudes toimub samamoodi nagu T-rakkudes V(D)J rekombinatsioon, mis võimaldab toota vaid ühe spetsiifikaga antikeha B-raku klooni kohta.


    14.2.2. Lümfotsüütide aktivatsioon ja klonaalne ekspansioon


    Lümfotsüütide aktivatsioon toimub üldjuhul siis, kui esmane kaasasündinud immuunsüsteemi aktivatsioon on juba aset leidnud. Kaasasündinud immuunrakkude aktivatsioon patogeenide nn PAMP ja DAMP molekulidele (vt eespool) on seega ka omandatud immuunvastuse algatamise eeldus. Dendriitrakud ja teised kaasasündinud immuunsüsteemi rakud aktiveeruvad patogeenidega nakatunud põletikukoldes, mille järel nad liiguvad perifeersetesse immuunorganitesse. Seal nad aktiveerivad omakorda omandatud immuunvastuses osalevaid lümfotsüüte.


    T-rakkude ja antikehi tootvate B-rakkude diferentseerumises ja aktivatsioonis on sarnaseid jooni. Kuid üks suur erinevus on viis, kuidas T- või B-rakud antigeeni näevad. Kui B-rakud toodavad antikehasid, mis seonduvad polüpeptiidide, polüsahhariidide või tervete valkudega või isegi tervete haigustekitajatega (bakterid ja viirused), siis T-rakud aktiveeruvad ainult juhul, kui nad kohtavad APC-d, mis esitab neile antigeenset peptiidi MHC pinnal. Selle MHC-peptiidi kompleksi tunnevad T-rakud ära oma retseptoriga – TCR-iga.


    Iga T- ja B-raku retseptor on unikaalne ja spetsiifiline vastava lümfotsüüdi kloonile. Juhul kui lümfotsüüt kohtab retseptorile sobivat antigeeni lümfisõlmes, siis ta aktiveerub ja jaguneb kiiresti, tekitades suure arvu sama retseptoriga lümfotsüüte (joonis 14.16). Sellist proliferatsiooni peale antigeeniga kohtumist nimetatakse klonaalseks ekspansiooniks ehk laienemiseks (ühe lümfotsüüdi klooni mitmekordistumine), kus kõik ühe klooni lümfotsüüdid kannavad samasugust retseptorit. Samuti diferentseeruvad lümfotsüüdid efektorrakkudeks, millel on kindlad immuunkaitse funktsioonid.
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    Joonis 14.16. Antigeeni äratundmine, klonaalne ekspansioon ja diferentseerumine efektorrakkudeks. CD4 positiivsed (Th) ja CD8 positiivsed (Tc või CTL) T-rakud käivad läbi sarnased muutused ja mõlematest tekivad nii efektor- kui ka mälurakud. CD4 positiivsed T-rakud stimuleerivad makrofaage ja B-rakke, CD8 positiivsed T-rakud osalevad märklaudrakkude hävitamises.


    Antigeeniks on enamasti polüpeptiidne järjestus, mis võib pärineda mistahes valgust. B-rakkude toodetavad antikehad reageerivad ka polüsahhariididega, mida T-rakud oma retseptoriga ei tunne (polüsahhariidseid järjestusi tunnevad ära küll T-rakkudele lähedased NKT-rakud). Seda osa valgu järjestusest, mis seondub antikeha või TCR-iga, nimetatakse epitoobiks. Iga valk võib olla immuunsüsteemi jaoks esindatud mitme epitoobina. T-rakkude (nii CD4+ kui CD8+ T-rakud) epitoobid on alati lineaarsed ja neid tuntakse ära ainult raku välismembraanidel kompleksis koesobivusantigeenidega MHCI või MHCII (vt allpool). Antikehaga seonduv epitoop võib olla ka konformatsiooniline ehk antikeha võib ära tunda ka valgu sekundaarseid või tertsiaarseid struktuure või struktuuris lähestikku asuvaid valgu piirkondi. Antikehad tunnevad ära oma epitoope ka kehavedelikes (näiteks vereseerumis) lahustunud antigeenidel. Sageli reageerib immuunsüsteem valgu mõne regiooniga paremini ja siis nimetatakse seda epitoopi immunodominantseks. Kui tuntakse ära ainult üks epitoop, siis on äratundmine monokloonne, kui rohkemat arvu epitoope, siis nimetakse seda polüklonaalseks reaktsiooniks. Monokloonseid ning polükloonseid antikehasid kasutatakse laialdaselt immunoloogilistes ja rakubioloogilistes uurimismeetodites.


    14.2.3. MHC molekulid ja antigeeni esitavad rakud


    T-rakud tunnevad antigeeni (lineaarset peptiidjärjestust) ära oma retseptori, TCR-i abil. T-raku retseptor ei suuda reageerida kehavedelikes või patogeensete mikroorganismide pinnal olevate antigeenidega. Äratundmiseks peab antigeen olema n-ö töödeldud oma rakkude poolt ja esitatud äratundmiseks peptiidide kujul APC välismembraanil, kompleksis MHC valkudega (joonis 14.17). APC-d esitavad antigeensed peptiidid oma pinnal koos peamise koesobivuse kompleksi MHC-ga (ingl major histocompatibility complex; inimese puhul human leukocyte antigen, HLA). Peale võõrantigeeni äratundmist T-rakud aktiveeruvad ja muutuvad efektorrakkudeks.
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    Joonis 14.17. Antigeeni esitava raku (ingl antigene presenting cell, APC; näiteks dendriitrakk) esitatav peptiid MHC pinnal seondub TCR-iga T-raku pinnal. Oluline osa on kostimulatoorse signaalil ja rakuvahelistel adhesioonimolekulidel.


    Kõigil kõrgematel loomadel on kaks MHC tüüpi: MHC klass I (MHCI) ja klass II (MHCII) (joonis 14.18). MHCI on heterodimeer, mis koosneb pikemast transmembraansest α-ahelast ja mittekovalentselt seondunud beeta-mikroglobuliinist (β2m). MHCII kompleks koosneb transmembraansest α-ahelast ja β-ahelast. Kuigi nii MHCI ja MHCII kompleksid koosnevad erinevatest polüpeptiididest, on nad struktuurilt sarnased. Mõlemal kompleksil on olemas spetsiaalne nn tasku, kuhu seonduvad teistelt valkudelt pärinevad peptiidid. Peptiidide pikkus on täpselt määratud: MHCI molekuli taskusse mahub kaheksa kuni kümne aminohappe pikkune peptiid, MHCII aga mahutab pikemaid, tavaliselt 15–24 aminohappe pikkuseid fragmente. Peaaegu kõik organismi rakud toodavad MHCI kompleksi, samas vaid APC-d on võimelised tootma MHCII. MHCI-ga saavad seonduda CTL-rakud, mille pinnal on CD8 molekul (joonis 14.19). Selle järgi interakteerub MHCII-ga Th-rakkude pinnal olev CD4 molekul. Kuna kõigi rakkude pinnal on MHCI, võib iga rakk olla märklaudrakk CD8+ T-rakkude jaoks, aga ainult APC-d saavad aktiveerida CD4+ T-rakke. MHC geenid (inimese puhul HLA) on polümorfsed, seepärast varieerub samade geenide järjestus märgatavalt erinevate indiviidide vahel. MHC geenide polügeensuse ja polümorfsuse tõttu on iga inimene oma HLA mustri poolest suure variatsiooniga ja seega on populatsiooni kaks juhuslikku indiviidi suure tõenäosusega teineteisest erineva HLA haplotüübiga.
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    Joonis 14.18. MHCI (vasakul) ja MHCII (paremal). MHCI koosneb transmembraansest α-ahelast ja β2-mikroglobuliinist. MHCII koosneb transmembraansest α- ja β-ahelast.
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    Joonis 14.19. MHCI-ga seondub CD8 positiivne CTL ja MHCII-ga CD4 positiivne Th-rakk.


    Oma ja võõras MHC-peptiidne kompleks eristub T-rakul asuva TCR-i kaudu. Kui MHC-ga on seondunud organismi enda peptiid, siis see ei aktiveeri T-rakke, kuna sellised T-rakud on varem elimineeritud tüümuses või on muudetud perifeerias tolerantsuse mehhanismide kaudu anergilisteks. Normaalolekus on MHC antigeenid n-ö laetud omaenda peptiididega, mis on pärit lõpuni transleerimata või vale konformatsiooniga valkudest ja mida lagundatakse raku sees (joonis 14.20).
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    Joonis 14.20. MHCI esitatav peptiid. MHCI kaudu esitatakse rakusiseseid antigeene. Valgud lõhustatakse proteosoomide abil peptiidideks ja kantakse tsütosoolist TAP-valkude abil endoplasmaretiikulumi. Seejärel seotakse peptiidid MHCI antigeeni nn taskusse ja transporditakse Golgi kompleksi abil rakumembraani välispinnale.


    Samas, organismiväliste peptiidide seondumisel MHC antigeeniga tuntakse see kompleks ära võõrana ja selle vastu tekib immuunvastus, kuna vastava reaktiivsusega T-rakke ei ole välja selekteeritud. MHCI kaudu esitatakse immuunsüsteemile enamik viirustest ja rakusisestest bakteritest pärit peptiide. MHCI kompleksiga seonduvad peptiidid tekivad rakusisese valkude lagundamise käigus. Seda korraldavad raku tsütosoolis asuvad proteosoomid, mille peamine funktsioon on valkude degradatsioon. Rakkudel on tavalised, nn põhiproteosoomid ja ka spetsiifilisemad immunoproteosoomid. Nii põhi- kui ka immunoproteosoomide peamine struktuuri osa on 20S tuumik- (nn ingl core) proteosoom, millele lisandub 19S regulatoorne ühik. Oluline on teada, et MHC antigeenide peptiidi siduvas taskus on alati olemas peptiid, ilma peptiidi seondumiseta pole MHC antigeeni konformatsioon stabiilne ja see ei jõuagi rakusisese transpordi kaudu raku pinnale. Normaalolekus (kui rakk ei ole nakatunud viirusega) on MHC antigeeni taskus raku oma valkude degradatsioonist pärinevad peptiidid. Kui rakk on aga viirusega nakatunud, jõuavad paratamatult raku pinnale ka viiruslikud peptiidid. Seega tuleb MHC antigeene vaadelda kui evolutsiooni käigus tekkinud väga tõhusat süsteemi, mis aitab immuunsüsteemil avastada rakusiseseid patogeene.


    MHCII kompleks esitab peptiide, mis pärinevad rakuvälisest keskkonnast (joonis 14.21). MHCII kaudu esitatakse peptiide, mis on saadud rakuvälistest bakteritest, toksiinidest või parasiitidest. Neid antigeene omandavad APC-d endotsütoosi või fagotsütoosi käigus ning neid töödeldakse erinevalt eelpool kirjeldatud MHCI peptiididest. Rakuväliseid antigeene on võimelised töötlema APC-d, mis fagotsüteerivad terveid mikroobe või makromolekule, kasutades membraanseoselisi vesiikuleid. Membraanilt sisse sopistunud vesiikul koos fagotsüteeritud materjaliga liitub endosoomidega, milles on tugev happeline keskkond (pH 5). Endosoomid sisaldavad mitmeid proteaase, mis aitavad fagotsüteeritud materjali lagundada. Protsessi tagajärjel lõhustatakse mikroobsed valgud 10–30 aminohappelisteks fragmentideks, mis seejärel kantakse spetsiaalse transportvesiikuli abil nn hilisesse endosoomi, kus peptiidid seonduvad MHCII kompleksiga ja kompleksi transporditakse edasi rakumembraanile.
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    Joonis 14.21. MHCII esitatav peptiid. MHCI kaudu esitatakse rakuväliseid antigeene. Valgud jõuavad rakku fagotsütoosi kaudu, kus peale happeliste lüsosoomidega liitumist lõhustatakse nad peptiidideks. MHCII heterodimeer moodustub endoplasmaretiikulumis. MHCII antigeeni seondumise kohas on algselt invariantne ahel, mis hiljem lõigatakse lühemaks CLIP-peptiidiks. Sealt liigub MHCII edasi ja liitub peptiide sisaldava fagolüsoomiga, CLIP vahetub MHCII taskus antigeense peptiidi vastu ja kogu kompleks liigub raku välismembraanile. MHCII esitavad APC-d.


    14.2.4. T-rakud ja rakuline immuunsus


    14.2.4.1. TCR-i ja T-raku aktivatsioon


    Enamik omandatud immuunsusega seotud reaktsioonidest vajab T-rakkude aktivatsiooni. TCR on heterodimeerne kompleks, mille kaudu T-rakk tunneb ära antigeense peptiidi MHC pinnal. Suurem osa T-rakkudest kannab pinnal retseptorit, mis koosneb ühest α- ja ühest β-ahelast. Iga TCR-i moodustav ahel sisaldab variaabel V-domeeni, konstantset C-domeeni, transmembraanset regiooni ning lühikest tsütoplasmaatilist regiooni. V-domeenid, mis on kontaktis peptiidi esitava MHC kompleksiga, on väga polümorfsed ja neis piirkondades esineb kõrge kodeeriva järjestuse mitmekesisus. See on vajalik, et tagada võimalikult mitmekesine TCR-i repertuaar.


    T-rakk omandab TCR-i tüümuses diferentseerumise ajal V(D)J rekombinatsiooni kaudu (joonis 14.22.). TCR-i geenid teevad arengu jooksul läbi genoomse reorganiseerumise, mille käigus valitakse genoomse DNA tasandil mitmest fragmendist üks V-, D- (TCRB lookuses) ja J-geeni fragment ning rekombineeritakse üheks geeniks. Erinevate TCR-ide mitmekesisus tekib seetõttu, et iga individuaalne rakk kasutab vaid ühte kombinatsiooni V-, D- ja J-geeni segmentide võimalikest variantidest, andes võimaluse tekitada igale T-rakule erineva kombinatsiooni. Peale erinevate V(D)J geenisegmentide rekombinatsiooni lisatakse geenisegmentide liitekohtadesse terminaalse deoksünukleotidüül transferaasi (TdT) abil juhuslikke nukleotiide. See suurendab märgatavalt TCR-i variantide mitmekesisust, mille teoreetiline variantide arv ulatub kuni 1015.
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    Joonis 14.22. V(D)J rekombinatsioon T-rakus. Rekombinatsiooni käigus liidetakse üksteisest eemalolevad genoomsed DNA fragmendid, et moodustuks transkribeeritav geeni regioon. Peale transkriptsiooni ja RNA protsessingut transleeritakse see α- ja β-ahelateks.


    T-rakkude pinnal asuva TCR-i seondumine peptiidiga MHC pinnal on rakulise immuunreaktsiooni alus ja siinkohal on oluline MHC ja TCR-i seondumise tugevus (joonis 14.23). Teiseks on vaja kostimulatoorset signaali, mis vahendatakse T-raku pinnal oleva CD28 molekuli kaudu, mis omakorda seondub APC e antigeeni esitava raku pinnal oleva CD80 või CD86 molekuliga. TCR-peptiid-MHC interaktsioon ja kostimulatoorne signaal tagab raku edasise aktivatsiooni ja võimaldab tal diferentseeruda efektorrakuks. Ühtlasi on naiivse T-raku proliferatsiooniks vajalik põletikuliste tsütokiinide aktivatsioon (IL-12). Põletikuliste tsütokiinide olemasolu nimetatakse vahel ka T-raku aktivatsiooni kolmandaks signaaliks, samas kui esimene signaal saadakse TCR-i kaudu ja teine signaal käib läbi CD28. Kuna täielikuks aktivatsiooniks on vajalik IL-2 toodang, siis on vaja ka T-rakkude peamise kasvufaktori, IL-2 ja tema retseptori olemasolu T-raku pinnal. TCR-i ja MHC interaktsiooni korral seondub CD4 valk MHCII ning CD8 valk MHCI molekuli ektodomeeniga (rakumembraanist väljapoole ulatuv).
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    Joonis 14.23. T-raku aktivatsiooniks on vajalik MHC-TCR kontakt ja kostimulatoorsed retseptorid. Esmane signaal saadakse MHC-TCR kontaktist ja teine signaal vahendatakse B7 ja CD28 retseptori kaudu. Kui aktiveeritav T-rakk on naiivne T-rakk (st ei ole varem kohtunud vastava antigeeniga), siis on vaja ka põletikuliste tsütokiinide (IL-12) toodangut. CD4 ja CD8 molekulid T-raku pinnal seonduvad vastavalt MHCII ja MHCI molekuliga antigeeni esitava raku (nt dendriitraku) pinnal. Piisava signaali saanud T-rakk hakkab tootma interleukiin 2 (IL-2), mis seondub tema enda pinnal oleva IL-2 retseptoriga.


    14.2.4.2. T-helper’il ehk abistajarakkudel on CD4 marker


    Aktivatsiooni järel diferentseeruvad CD4+ Th-d erinevates suundades, millest kaks peamist alaklassi on Th1 ja Th2 rakud (joonis 14.24). Oluliselt mõjutavad Th1 ja Th2 diferentseerumist ümbritseva keskkonna tsütokiinid, mille olemasolu omakorda sõltub paljuski põletikulise protsessi tekitajast.
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    Joonis 14.24. Th-rakkude diferentseerumine.


    Rakusisesed patogeenid, nagu viirused ja mükobakterid, stimuleerivad IFNγ toodangut ning initsieerivad T-rakku muutuma Th1-rakuks. Th1 toodetud IFNγ ja TNFα aktiveerivad makrofaage, mis on olulised rakusiseste patogeenide vastases kaitses. Th1-rakud stimuleerivad ka B-rakke tootma IgG immunoglobuliini alatüüpe, mis katavad mikroobide membraani ja aktiveerivad komplemendisüsteemi. Keskkonnas, kus põletiku piirkonnas on prevaleeruvaks tsütokiiniks IL-4, diferentseerub T-rakk Th2-rakuks. Samuti toodavad Th2-rakud IL-5, IL-10 ja IL-13 tsütokiine ja stimuleerivad B-rakke sekreteerima immunoglobuliinide IgE ja IgG4 alatüüpe. Peale nende kahe esineb kolmas Th alatüüp, Th17, mis toodab eelkõige IL-17 tsütokiini. Th17-rakkude diferentseerumiseks on vajalikud tsütokiinid IL-6 ja TGFβ ning edasiseks elulemiseks tsütokiin IL-23. Th17 on seotud põletikuliste protsessidega ja autoimmuunsete haigustega. Th17 on oluline seeninfektsioonidevastases kaitses. Näiteks esinevad kroonilise kandidoosi patsientidel mutatsioonid IL-17 tsütokiiniga seotud raja (nt IL-17 retseptori (IL-17R), IL-17F ning neid aktiveeriva STAT3) geenides.


    Diferentseerunud Th-rakke nimetatakse ka efektorrakkudeks. Peale diferentseerumist jääb osa Th-rakke lümfisõlmedesse, et toetada naiivsete CTL-rakkude aktivatsiooni. Teine osa liigub kemokiini gradiendi kaudu põletikulistesse kudedesse. Lümfisõlmedes toodetakse kahte kemokiini – CCL19 ja CCL21 –, mis on ligandiks Th-rakkude pinnal olevale CCR7 retseptorile. CCR7 abil hoitakse Th-rakud lümfisõlmedes. Diferentseerudes kaotavad Th-rakud CCR7 ekspressiooni ja saavad uued kemokiini retseptorid, mis juhatavad nad lümfisõlmedest välja põletikulistesse kudedesse.


    Efektormehhanismideks vajavad Th-rakud lisaaktivatsiooni, mille nad saavad antigeenset peptiidi esitavatelt APC-delt. Erinevalt naiivsetest T-rakkudest (mis aktiveeruvad ainult lümfisõlmes) võib diferentseerunud efektorrakkude aktivatsioon toimuda ka põletikukoldes. Kuna aktivatsiooniks vajalik programm on efektorrakkudes eelnevalt käivitatud, siis on nende uus aktivatsioon märgatavalt kiirem kui naiivsetel T-rakkudel ning nad vajavad aktivatsiooniks vähemat arvu kontakte peptiidi kandvate MHC kompleksidega ning madalamat kostimulatoorset CD28 signaali. Seega vajavad Th1 ja Th2 efektorrakud aktivatsiooniks oluliselt nõrgemat signaali ja sellest tulenevalt võivad efektorrakke aktiveerida peale DC-de ka teised APC-d, nagu näiteks makrofaagid, B-rakud või mõnel juhul isegi aktiveeritud endoteelirakud ja keratinotsüüdid. Reeglina aktiveerivad makrofaagid Th1-rakke ja B-rakud Th2-rakke.


    Th1 efektormehhanismid on valdavalt seotud viiruslike ja rakusiseste bakteriaalsete infektsioonide kaitsega ning peale makrofaagide aktiveerimise on nende peamine ülesanne aidata CTL-rakke ning B-rakke. Th1-rakud sekreteerivad palju tsütokiini IFNγ. IFNγ avaldab põletikukoldes laiaulatuslikku mõju, millest peamine on makrofaagide aktivatsioon ja nende liikumine põletikukoldesse. IFNγ tagajärjel tõuseb makrofaagide fagotsütoosivõime ning ühtlasi suureneb koos IL-2 tsütokiiniga makrofaagides reaktiivsete hapnikuradikaalide (ROI) ja lämmastikoksiidi (NO) toodang, mis aitab hävitada fagotsüteeritud mikroobe. IFNγ võimendab makrofaagides IL-12 toodangut, millel on positiivne tagasiside Th1- ja NK-rakkudele, suurendades omakorda IFNγ sünteesi. Ka stimuleerib IFNγ B-rakkudes antikeha klassivahetust, mille tagajärjel hakkavad B-rakud tootma IgG alatüüpi antikehasid. IgG1 ja IgG3 tüüpi antikehad on kõige efektiivsemad antikeha alatüübid opsoniseerimise, fagotsütoosi ja komplemendi aktivatsiooni jaoks ning seonduvad tugevalt makrofaagide ja NK-rakkude pinnal olevate FcγR retseptoritega.


    Th2 efektormehhanismid on vajalikud, et hävitada parasiitorganisme ning nende peamine ülesanne on aidata B-rakke antikehasid tootma. Th2-rakud moodustavad kontakti B-rakkudega, milles IL-4, IL-5 ja IL-13 tsütokiinide mõjul hoogustub antikehade klassivahetus ning suureneb B-rakkude proliferatsioonivõime ja MHC klass II ekspressioon. Eosinofiile ja nuumrakke stimuleeriva IL-5 toodangu tõttu on Th2-d olulised parasiitusside hävitamises.


    Seega on Th alatüübi diferentseerumine seotud teatud kindla tsütokiinse keskkonnaga. Th1- ja Th2-rakkude toodetavate tsütokiinide eripära on see, et nad suruvad vastastikku alla teineteise efektormehhanisme. Näiteks supresseerib IFNγ Th2-rakkude proliferatsiooni, soodustades samas Th1-rakkude paljunemist. Vastavalt vaigistavad Th2 sekreteeritavad IL-4, IL-13 ja IL-10 Th1-rakkudes IFNγ toodangut, inhibeerides nii Th1 arengut ja paljunemist. Seetõttu jagatakse vahel immuunreaktsioone ja nendega seotud haigusi Th1 või Th2 tüüpi reaktsioonideks. Näiteks tekib rakusiseste bakterite infektsiooni tagajärjel peamiselt Th1, samas kui parasiitide infektsioon põhjustab Th2-rakkudega seotud immuunreaktsiooni. Mitmeid autoimmuunhaigusi ja transplantatsiooni mehhanisme vahendab Th1 tüüpi immuunvastus, kuid allergiaga seotud immuunreaktsioone vahendab Th2 tüüp. Kuigi reeglina ühe Th alatüübi diferentseerumine surub maha teise alatüübi kujunemist, viitavad hilisemad tulemused ka võimalusele, et ühest juba lõpuni diferentseerunud Th alapopulatsioonist võib piisavalt tugeva stimulatsiooni tagajärjel tekkida teine Th alapopulatsioon. Sellised tähelepanekud on andnud alust arvata, et Th arenguprogrammides säilib muutumiseks piisav plastilisus.


    Üks eraldi alatüüp CD4+ T-rakkude hulgas on regulatoorsed T-rakud (Treg), mis on võimelised alla suruma (supresseerima) immuunvastust. Treg-id on võimelised supresseerima perifeersetes kudedes antigeenispetsiifiliselt põletikulisi protsesse. Enamik Treg-i kloonidest tekivad tüümuses peale enda antigeeni ära tundmist, samas võidakse neid indutseerida ka CD4+ rakkudest peale antigeeniga kohtumist perifeersetes kudedes, näiteks soole epiteelis. Suur osa Treg-idest ekspresseerib oma pinnal IL-2 retseptori α-ahelat (CD25) ning inhibeerivat kosignaali vahendavat CTLA-4 markerit. Ühtlasi on Treg-ide diferentseerumises üks oluline valk transkriptsioonifaktor FoxP3. Kohates antigeeni esitavat rakku, ei aktiveeru Treg-id, vaid ainult vahendavad supresseerivat signaali läheduses olevatele efektor-T-rakkudele.


    14.2.4.3. CTL-rakkudel on CD8 marker


    Samamoodi nagu Th-rakud aktiveeruvad naiivsed CTL-rakud kolme signaali toimel sekundaarsetes immuunorganites, peamiselt lümfisõlmedes. Aktivatsiooniks vajavad CTL-id tsütokiine, millest olulisim on IL-2. CTL-id vajavad IL-2 tootmiseks Th-rakkude abi, et tagada piisav IL-2 tase ümbritsevas keskkonnas. Peale aktivatsiooni lahkuvad CTL-rakud lümfisõlmedest ja liiguvad vereringesse, otsides põletikuprotsessis olevat kude. Põletikukoldes diferentseeruvad CTL-id makrofaagide toodetavate proinflammatoorsete tsütokiinide mõjul ja hakkavad tootma rakusisestesse graanulitesse tsütotoksiliste omadustega ensüüme. Küpsete CTL-ide tsütoplasma on täidetud tsütotoksiliste ensüümide graanulitega ja on nii valjastatud teiste rakkude hävitamiseks. Saades TCR-i kaudu piisavalt tugeva signaali, seob CTL ennast adhesioonimolekulide abil tugevalt märklaudraku külge ja seejärel sekreteerib kontaktipiirkonnas kontrollitud eksotsütoosi käigus tsütotoksilisi ensüüme, mis hävitavad märklaudraku (joonis 14.25).


    
      [image: ]

    


    Joonis 14.25. CTL efektormehhanismid. Efektormehhanismiks on märklaudraku hävitamine gransüümide ja perforiini abil (vasakul) või Fas-FasL kontakti kaudu (paremal). Mõlemad viivad märklaudraku apoptoosini.


    Peamised tsütotoksilised ensüümid on perforiin ja gransüüm. Perforiin moodustab märklaudraku membraanil auke, mille kaudu sisenevad rakku gransüümid, mis on seriinproteaasid. Märklaudraku sees lõhustavad nad tsütoplasmas olevaid valke ning genoomset DNA-d ja käivitavad märklaudrakus apoptoosi. CTL-id kasutavad märklaudraku hävitamiseks peale perforiini ja gransüümi ka Fas-nimelist apoptoosi vahendavat retseptorit. CTL-ide pinnal olev FasL seondub märklaudraku pinnal oleva Fas retseptoriga. Ka nende kahe retseptori kontakti tagajärjel aktiveerub märklaudrakkudes apoptoosi rada. Märklaudraku hävitamine toimub kiiresti ning mõni minut peale graanulite viimist märklaudrakku eraldub CTL sellest, märklaudrakk aga sureb mõne tunni jooksul peale kontakti. Samal ajal jätkub CTL-is uute graanulite ja tsütotoksiliste ensüümide süntees, mis võimaldab neil hävitada järgmist märklaudrakku. Üks CTL võib hävitada mitmeid märklaudrakke. Seni ei ole teada, kuidas CTL ise suudab vältida enda hävinemist tsütotoksilises kontaktis.


    14.2.5. B-rakud ja humoraalne immuunsus


    14.2.5.1. B-rakkude areng ja diferentseerumine


    B-rakkude areng toimub luuüdis, kus nad oma esmases staadiumis kannavad nime pro-B-rakud (joonis 14.26). Pro-B-rakkude arengus on oluline koht luuüdi strooma rakkudel, mis toodavad arenguks vajalikke tsütokiine ja kemokiine ning neis ei ole toimunud B-rakkudele omaseid muutusi Ig geenides. Järgnevas, pre-B- rakkude arengu staadiumis toimub B-rakkudes samamoodi nagu T-rakkudes V(D)J rekombinatsioon. V(D)J rekombinatsiooni käigus muudetakse genoomis immunoglobuliini tootvate geenide segmente, võimaldades sellest genoomsest regioonist toota vaid ühe spetsiifikaga antikeha. Esmalt toimub rekombinatsioon rasket ahelat kodeerivas IgH lookuses ning hiljem kerget ahelat kodeerivas Igκ või Igλ lookuses. Vahepealse versioonina esitab pre-B-rakk oma membraani pinnal nn eel-B-raku retseptorit ehk pre-BCR retseptorit, kus on rekombineerunud IgH, aga kerget ahelat esindab surrogaatne kerge ahel. Alles pre-B-rakkude diferentseerumise lõpuosas toimub rekombinatsioon ka kerge ahela lookuses, mille tagajärjel toodetakse B-rakkude pinnale juba õige BCR. Ainult need B-rakud, mille pinnal on õige BCR-i kompleks, jäävad ellu ja arenevad edasi – ebaküpse ehk immatuurse B-raku staadiumisse. Kõigist arenemist alustanud B-rakkudest jääb ellu ja diferentseerub lõplikult umbes 2–5% B-rakke, mis paneb aluse perifeersele B-raku kogumile ja selle repertuaarile. Peale selektsiooni protsesse jäävad ebaküpsed B-rakud mõneks päevaks luuüdisse, misjärel need väljuvad vereringe kaudu sekundaarsetesse immuunorganitesse. Põrnas ja lümfisõlmedes sõltub B-rakkude elulemus BAFF-nimelisest tsütokiinist. Sellel perioodil hakkavad B-rakud tootma membraaniga seotud IgM ja IgD molekule. Nii IgM kui ka IgD molekulid on oma variaabelregioonide osas samasugused, ainuke erinev osa on antikeha konstantne piirkond. Mõlema antikeha samaaegne ekspressioon tekib, kuna Ig kodeeriv RNA transkript, mida B-rakus selles arengus sünteesitakse, sisaldab ühel ajal nii IgM kui IgD konstantse piirkonna eksoneid. Nad kogunevad põrnas ja teistes immuunorganites folliikulitesse, kus nad küpsevad ja neist tekivad n-ö matuursed naiivsed B-rakud. Küpsus tähistab nende arengulist valmisolekut, naiivsus seondub nende seni mitteaktiveeritud olekuga. Väga suur osa küpsetest B-rakkudest jäävad folliikulitesse ega liigu edasi vereringesse või teistesse immuunorganitesse.
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    Joonis 14.26. B-raku areng ja diferentseerumine. Algsest eellasrakust tekib pro-B-rakk, millest areneb edasi pre-B-rakk, mille pinnal on õige raske ahel ja surrogaatne asendusvalk, mis meenutab kerget ahelat. Immatuursel B-rakul on pinnal õige kerge ahel. Naiivne matuurne rakk liigub luuüdist välja ja tema pinnal on nii IgM kui kui IgD retseptor.


    Täiskasvanud inimese luuüdi toodab iga päev umbes 109 B-rakku, neist ainult 105 B-rakku kohtab perifeerses immuunsüsteemis spetsiifilist antigeeni. Antigeeni kohtamine on aga B-raku edasise diferentseerumise eeldus. B-rakulisi antigeene võib jagada T-rakust sõltuvateks või T-rakust sõltumatuteks. T-rakust sõltumatute antigeenide puhul ei vaja B-rakud abi Th-rakkudelt. Seepärast on B-rakuline reaktsioon selliste antigeenide korral oluliselt kiirem kui T-rakust sõltuvate antigeenide korral. See võimaldab kiiret humoraalset antikehade vahendatud immuunreaktsiooni. Miinuseks on see, et kuna T-rakuline abi jääb saamata, siis ei toimu B-rakkudes ka isotüübi vahetust või somaatilist hüpermutatsiooni ning enamik selliseid antikehasid on piiratud repertuaariga IgM tüüpi antikehad. T-rakust sõltumatud antigeenid ei ole tingimata valgud, vaid on enamasti polüsahhariidid, nagu näiteks bakteriaalne lipopolüsahhariid.


    Antikehade tootmine enamiku antigeenide, nagu valkude vastu sõltub T-rakulisest abist. Th-rakkude olemasolu on vajalik, et tagada efektiivne plasmarakkude diferentseerumine ja antikehade toodang, sealhulgas antikeha isotüübi vahetus efektiivsema vastu, somaatiline hüpermutatsioon ning B-rakuline mälu. T-rakust sõltuvate antigeenide korral tekivad spetsiifilised IgG, IgE ning IgA tüüpi antikehad, mis on vajalikud patogeenide hävitamiseks. Selleks et Th-rakud saaksid B-rakke abistada, peavad nad olema ka aktiveeritud sama valgulise antigeeni suhtes.


    Peale antigeeni äratundmist B-rakud suurenevad ja neis kasvab transkriptsiooniline aktiivsus ning nad hakkavad tootma MHC klass II ja kostimulatoorseid molekule ning tsütokiinide retseptoreid. Kostimulatoorne signaal käivitub, kui B-rakk moodustab kontakti Th-rakuga (joonis 14.27). Peamine kostimulatoorne signaal on B-raku pinnal oleva CD40 molekuli interaktsioon aktiveeritud T-raku pinnal oleva CD40L molekuliga. Küpsed naiivsed B-rakud ekspresseerivad pidevalt CD40, samas kui CD40L ekspressioon T-raku pinnal toimub ainult peale B-raku poolset aktivatsiooni antigeeni esitavate MHC komplekside poolt. B- ja T-raku kontakti tagajärjel moodustub nn B-T-raku konjugaat – tihe kahe raku side. Sellise konjugaadi teke on vajalik, et tagada T-rakuline abi spetsiifiliselt selle antigeeni jaoks, mille B-rakk oma BCR-i kaudu ära tundis. Nimelt tõmbab B-rakk antigeeni BCR-i abil enda sisse, protsessib selle väiksemateks peptiidideks ning esitab enda läheduses olevatele Th-rakkudele. Kui Th-rakk on esitatud peptiidi suhtes reaktiivne, siis ta aktiveerib CD40 ekspressiooni, tekib B-T-raku konjugaat ja T-rakk annab B-rakule edasist abi. Kui Th-l ei ole TCR-i, mis tunneks ära MHC kompleksis oleva peptiidi, mille B-rakk esitab, siis ei teki CD40 puudusel T-B konjugaati ja T-rakuline abi jääb saamata. Kuigi rakk-rakk konjugaati moodustavad T- ja B-rakk tunnevad ära sama antigeeni, on enamasti nende ära tuntavad epitoobid erinevad. Kui T-rakud tunnevad ära lineaarseid peptiide MHC kontekstis, siis on BCR-iga seonduvate antigeenide epitoobid sagedasti konformatiivsed ehk siis sõltuvad antigeeni tertsiaarsest struktuurist. B-rakkude sõltuvus T-rakust on kasulik ka kontrollmehhanismina, kuna see väldib võimalust, et mõni luuüdis negatiivselt selekteerimata jäänud ja potentsiaalselt autoreaktiivne B-rakk suudaks üksi aktiveeruda.
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    Joonis 14.27. T- ja B-raku kontakt (konjugaat) on vajalik, et B-rakk diferentseeruks plasmarakuks.


    Enne kui B-rakk muutub antikehasid tootvaks plasmarakuks, toimub primaarses folliikulis selle B-raku klonaalne paljunemine. Paljunemine on sedavõrd ulatuslik, et primaarne folliikul kasvab oluliselt ja muutub nn sekundaarseks folliikuliks. Folliikuli laienemiseks on vajalik folliikulis asuvate follikulaarsete dendriitrakkude (ingl follicular dendritic cell, FDC) olemasolu ja ka Th-rakud, mille B-rakk on sinna tõmmanud ja mis tagavad B-raku jaoks vajalikud CD40-CD40L ja tsütokiinide signaalid. Hiljem muutub sekundaarne folliikul B-raku aktivatsiooni tagajärjel idukeskuseks, mis on anatoomiliselt polaarne struktuur, millel on tumedam ja heledam tsoon. Aktiveeritud B-rakud asuvad esmalt tumedas tsoonis, kus nad jätkavad aktiivselt proliferatsiooni. Tumedas tsoonis leiab aset ka antikeha repertuaari kujunemine: toimub somaatiline hüpermutatsioon IgH ja IgL geenide variaabelosades, mis võimaldab suurendada antikehade afiinsust antigeeni suhtes. Somaatilise hüpermutatsiooni käigus tekivad uued mutatsioonid antikehade variaabelpiirkonda kodeerivas genoomialas. Idukeskuse heledas tsoonis toimub ka antikeha konstantse regiooni isotüübi vahetus. Peale antigeeniga reageerimist on B-rakkudel võimalus liikuda tagasi tumedasse tsooni, korrates somaatilise hüpermutatsiooni ning jagunemise tsüklit, või lõplikult diferentseeruda plasmarakuks ning väljuda idukeskusest. B-rakkude massiline diferentseerumine ning proliferatsioon võib idukeskustes toimida peale antigeeniga kohtumist mõne nädala, mille järel idukeskused hakkavad vähenema ja kaovad.


    Idukeskustest väljunud B-rakud muutuvad plasmarakkudeks, mis toodavad väga suuri koguseid IgG, IgE või IgA tüüpi antikehasid. Plasmarakkudes toodetav antikeha on ilma transmembraanse osata ja seega sekreteeritud. Antikeha tootmine võib haarata raku kogu translatsioonist kuni 40%. Küpsed plasmarakud on basofiilse tsütoplasmaga suured rakud, millel on aktiivne endoplasmaretiikulum ja Golgi kompleks ning milles on märgatavalt suurenenud ribosoomide arv. Kõik need muutused võimaldavad plasmarakkudel sünteesida lümfisõlmes toimunud valikute abil välja selekteeritud spetsiifikaga antikeha molekule. Plasmarakud asuvad enamasti luuüdis, aga võivad olla ka lümfisõlmede säsipiirkonnas ning põrnas.


    14.2.5.2. Antikehade struktuur ja omadused


    B-raku toodetud antikehad tunnevad spetsiifiliselt ära vastavat molekuli ehk antigeeni. Antikehi nimetatakse ka immunoglobuliinideks (Ig), kuivõrd vereplasma antikehade enamik liigub vereplasma valkude elektroforeesil gamma-globuliinide fraktsioonis. Antikeha molekul koosneb neljast polüpeptiidahelast: kahest identsest raskest (H – heavy) ja kahest identsest kergest (L – light) ahelast (joonis 15.28). Need polüpeptiidahelad moodustavad Y-tähe kujulise kvaternaarstruktuuri, kus on koos kaks H-L paari. Immunoglobuliini molekuli kvaternaarstruktuuri moodustavaid polüpeptiidahelaid hoiavad koos disulfiidsidemed. H- ja L-ahelad koosnevad sarnase struktuuriga korduvatest regioonidest ehk immunoglobuliini (Ig) domeenidest. Üks Ig domeen koosneb 80–110 aminohappe pikkusest polüpeptiidahelast, mille sekundaarstruktuuris moodustavad vastassuunalised beeta-ahelad kaks antiparalleelset β-lehte. Need beeta-lehed omakorda on volditud kahekihilise võileiva laadseks, veidi silinderjaks struktuuriks. Sellise tertsiaarse struktuuri moodustumisel osalevad ka domeenisisesed disulfiidsidemed.
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    Joonis 15.28. Antikeha struktuur ja tähtsamad osad.


    Nii raskel kui kergel ahelal on varieeruv ja konstantne osa (joonis 15.28). Varieeruvad osad koosnevad ühest Ig-domeenist (tähistatakse VH ja VL) ja paiknevad N-terminaalsetes otstes, Y-tähe kujulise molekuli nn harude tippudes. Nii raske kui kerge ahela varieeruvad domeenid osalevad antigeeniga seondumises. Kõige vahetumalt osaleb antigeeniga seondumise kontaktis kolm polüpeptiidahela lingu mõlemas ahelas, neid nimetatakse komplementaarsust määravateks regioonideks (ingl complementarity determining regions, CDR). CDR-e moodustavate polüpeptiidahela lingude aminohapete järjestus on erinevate antikehade vahel kõige erinevam, seetõttu kasutatakse ka nimetust hüpervarieeruv piirkond. Need piirkonnad asuvad VH ja VL domeenides lähestikku ja moodustavad antigeeni sidumiskoha ehk paratoobi. Antikeha paratoop (monomeersel IgG-l on neid kaks, pentameersel IgM-il aga kümme) kontakteerub antigeeni piirkonnaga, mida nimetatakse epitoobiks ehk antigeenseks determinandiks. Eeskätt valguliste antigeenide korral kasutatakse mõisteid lineaarne epitoop ja konformatsiooniline epitoop. Lineaarse epitoobi moodustavad polüpeptiidis järjestikku paiknevad aminohapped. Konformatsioonilist epitoopi moodustavad aminohapped ei paikne polüpeptiidahela primaarstruktuuris järjestikku, kuid valgu sekundaarse, tertsiaarse ja kvaternaarse struktuuri tekkimise tõttu on sattunud ruumiliselt üksteise kõrvale. B-raku epitoobid võivad erinevalt T-raku epitoopidest olla lisaks lineaarsetele ka konformatsioonilised (ja antigeenide ring, mille vastu suudetakse antikehi toota, ei piirdu vaid valkudega). B-raku epitoobi suuruseks on ca 5–20 aminohappest moodustatud valgu piirkond ning üks immunoglobuliini molekul tunneb ära vaid ühte epitoopi.


    Antikeha konstantne osa koosneb kergel ahelal ühest domeenist (CL), raskel ahelal kolmest või neljast domeenist (tähistatakse CH1–CH4) ning need domeenid jäävad polüpeptiidahelate C-terminuste poole. Raske ahela konstantse osa variantide alusel eristatakse inimese immunoglobuliinidel viit klassi (tabel 14.2 ja joonis 14.29): IgG, IgA, IgM, IgD ja IgE. IgG ja IgA jagunevad ka alaklassidesse: variandid IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 ning IgA1 ja IgA2. Ühte klassi kuuluvaid immunoglobuliine nimetatakse ka isotüüpseteks variantideks ehk isotüüpideks. Kerge ahel inimese immunoglobuliinides võib olla kahte tüüpi (kappa – κ või lambda – λ), kuid üks antikeha molekul koosneb alati vaid ühte tüüpi kergest ja ühte tüüpi raskest ahelast. Mistahes CH tüübiga antikeha CL võib olla kas kappa või lambda tüüpi. Näiteks IgM antikeha CL võib olla kas κ või λ tüüpi. Kui vastavat IgM-i tootev B-rakk teostab isotüübi vahetuse, siis CL ahel selles B-rakus ei muutu. Ühesuguste varieeruvate piirkondadega antikehi nimetatakse idiotüüpseteks antikehadeks. Kui antikeha isotüüpi determineerivad raske ahela konstantsed alad, siis antikeha idiotüüp on määratud varieeruvate aladega. Idiotüüpsetel antikehadel on sama paratoop ja nad seonduvad samale epitoobile, kuid isotüüp võib neil olla erinev. B-lümfotsüüdi isotüübi vahetuse käigus jääb antikeha idiotüüp samaks, CH geenide regioonis toimub muutus, kuid V geeniregioonide piirkonnad ei muutu.


    Tabel 14.2. Inimese peamised antikehade klassid ja nende peamised parameetrid.
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    Joonis 14.29. Antikehade tüübid.


    Enamikul Ig klassidel paikneb raske ahela CH1 ja CH2 domeenide vahel proliinirikas polüpeptiidahela linker, mis annab antikehade fragmentide vahelise suurema paindumis- ja ka väändumisvõime ning mida nimetatakse seetõttu hinge regiooniks (ingl hinge). Ig hingeosa on aga valgumolekuli kõige altim koht proteolüütiliste ensüümide toimeks. Näiteks proteaas papaiin lõikab IgG molekuli hinge kohalt katki, tekkib kaks identset Fab fragmenti ja üks Fc fragment. Need fragmendid – Fab ja Fc – on antikeha erineva funktsionaalsusega osad. Fab-il (ingl fragment antigen-binding) on algse antikeha võime seonduda spetsiifiliselt antigeeniga. Algsele antikehale iseloomulike bioloogiliste efektormehhanismide spekter aga Fab-il puudub. Antigeenile mitteseonduv fragment osutus hõlpsalt kristalliseeruvaks ja nimetati Fc-ks (ingl fragment crystallizable). See Fc fragment, seostudes komplemendiga ja Fc-retseptoritega immuunrakkudel, määrab antikeha bioloogilise sekundaarse efekti tüübi, efektorfunktsiooni.


    Immunoglobuliinid on glükoproteiinid. N-seoselist glükosüülimist esineb kõikide isotüüpide konstantsetes domeenides, eeskätt Fc osas, aga ka V osades. Immunoglobuliini polüpeptiidahelatele posttranslatoorselt lisatavate N-glükaanide struktuur võib olla vägagi erinev. Inimese IgG CH2 domeenis asub konserveerunud glükosüülimiskoht Asn297. Selles positsioonis asuvale asparagiinile kinnitub hargnev, biantennaarne suur oligosahhariid, mis on peaaegu sama suur kui CH2 domeen. Sel glükaanil on leitud üle 30 erineva variandi ja erinev oligosahhariidne muster mõjutab antikeha seondumist erinevate Fc retseptoritega, seeläbi ka antikeha efektorfunktsioone. Immunoglobuliinide erinev glükosüülimine põhjustab nende heterogeensust. Ka ühe ja sama B-lümfotsüüdi klooni toodetud, sama aminohappelise isotüübi ja idiotüübiga antikehade efektorfunktsioonid võivad erinevate glükosüülimise mustrite tõttu erineda. Teisisõnu esineb sama antikeha erinevatest glükovormidest tingitud heterogeensus. Glükosüülimine on oluline ka terapeutiliste, ravimina manustatavate antikehade kontekstis. Arendustöö suundd terapeutiliste antikehade puhul on inimese IgG-le lähedasemate ravimi glükovormide segu tootmine, puhaste glükovormide tootmine ja disainitud (looduses mitteesinevate) glükovormide saamine.


    14.2.6. Immunoloogiline mälu


    Immunoloogilise mälu aluseks on klonaalne laienemine teatud antigeenile ja see, et osa aktiveerunud lümfotsüüte on pikaealised (joonis 14.30). Immunoloogilise mälu abil saavutab organism pikaajalise immuunvastuse paljudele viirustele ja bakteritele. Samal mehhanismil põhineb ka immunoloogiline kaitse, mis saadakse vaktsineerimise kaudu. Kuigi vaktsineerimisega saadav immuunvastus võib väga kaua kesta – näiteks terve elu –, sõltub see väga paljudest teguritest, nagu näiteks antigeeni vorm ja kogus, immuniseerimise viis ja aeg, ning ka sellest, kuivõrd organism satub hiljem kokkupuutesse sama antigeeniga. Mitmekordne antigeeniga kohtumine võimendab oluliselt immuunreaktsiooni teket, kuna iga kord toimub selle antigeeni suhtes spetsiifilise lümfotsüüdi klooni rakkude arvu tõus. Mitmekordset antigeeniga immuniseerimist kasutatakse ka katseloomades immuunvastuse (näiteks antikehade) tekitamiseks. Esmase immuniseerimise järel tekib esmane immuunvastus mõne nädala jooksul. Kuid kui varem immuniseeritud looma süstida hiljem uuesti sama antigeeni, siis tekib teisene immuunvastus oluliselt kiiremini ja palju tugevamini. Põhjuseks on esmase immuniseerimisega saavutatud antigeenispetsiifiliste T- ja B-rakkude aktivatsioon ning jagunemine. Teistkordsel kohtumisel antigeeniga on nende rakkude aktivatsioon palju võimsam. Immunoloogiline mälu säilib seega varasemalt aktiveeritud lümfotsüütide näol.
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    Joonis 14.30. A. Peale viirusinfektsiooni (esmane nakkus), tõuseb tänu immuunsüsteemi aktivatsioonile märgatavalt vastavale antigeenile reageerivate B-rakkude, mis diferentseeruvad antikehi tootvateks plasmarakkudeks, arv. Kui toimub uus vastava antigeeniga nakatumine, on organismis alles ka eelmisest nakatumisest B-mälurakud, mis annavad palju kiirema vastuse kui esmasel võõrantigeeniga kokkupuutel, asudes kiirelt uuesti jagunema antikehi tootvateks plasmarakkudeks. Peale infektsioonist vabanemist langeb B-rakkude arv, kuid osa neist säilivad B-mälurakkudena aastaid. B. Tabelist nähtub, milline antikehade fraktsioon aktiveeritakse peale nakatumist esmalt ja milline alles peale teistkordset nakatumist.


    Immunoloogilise mälu kandjad on lümfotsüütide mälurakud. Peale infektsiooni taandumist sureb enamik jagunenud efektorrakke, aga ellu jääb väike osa lümfotsüüdi klooni rakkudest, mis moodustavad selle klooni mälurakkude kogumi. Mälurakkude eluiga võib olla aastaid ja nad jäävad organismis ootele, juhuks kui toimub teistkordne patogeeniga nakatumine. Kuna alles jäänud mälurakkude arv on märgatavalt suurem kui üks naiivne T-raku kloon, siis on immuunreaktsioon teistkordse nakatumise korral tugevam. Antigeeni mitte kohates langeb mälurakkude arv aja jooksul siiski mõnevõrra ja sellisel juhul nõrgeneb ka immunoloogilise vastuse võime ja immuunmälu.

  


  
    14.3. Immuuntolerantsus ja autoimmuunsus


    RAIVO UIBO


    Immuunsüsteemi põhiülesanne on kaitsta organismi väliskeskkonna kahjulike mõjude (eeskätt patogeenide) eest, hoidudes samal ajal reageerimast organismi enese kudedega. Viimati nimetatud omadust nimetatakse immuuntolerantsuseks, mille tagamiseks on organismil kesksel kohal omandatud immuunsuse mehhanismid. Need mehhanismid on kujunenud igal konkreetsel organismil immuunsüsteemi arenemise käigus, kuid real juhtudel võib immuuntolerantsuse puudusel seda esile kutsuda ka immuunsüsteemi sihipäraselt mõjutades. Antigeenspetsiifilise immuuntolerantsuse puudumist tõdeme näiteks inimestel, kellel puudub geen, mis kodeerib vere hüübimises olulise tähendusega faktorit VIII. Neil tekivad peale verekaotuse leevendamiseks kasutatavat vereülekannet faktor VIII vastased antikehad. Samamoodi tekivad katseloomadel tugevad immuunreaktsioonid selliste valkudega immuniseerimisel, mille geenid vastaval katseloomal puuduvad.


    Omandatud immuunvastuse eripära on, et organism suudab reageerida väga suurele hulgale erinevatele antigeenidele. Kõigi erinevate T-raku kloonide arvuks hinnatakse organismis 107, millest igaüks kannab ühte teatud kindlat T-raku retseptorit. Samas on teoreetiline võimalik T-raku kloonide arv oluliselt suurem, kogu võimalik mitmekesisus arvatakse olevat 1014–1015 erinevat kombinatsiooni. Ka B-rakud võivad toota väga suurt hulka erinevaid antikehasid, suurusjärgus 1012. Kuidas selline TCR ja antikehade mitmekesisus saavutatakse, on olnud üks keskseid küsimusi immunoloogias. Vastav paradigma formuleerus 1950. aastatel klonaalse selektsiooni teooriana, mille eest kaks väljapaistvat immunoloogi, Frank Macfarlane Burnet ja Peter Medawar, said 1960. aastal Nobeli preemia. Klonaalse selektsiooni aluseks on põhimõte, et organism tekitab esmalt juhuslike kombinatsioonide kaudu kõikvõimalike immuunretseptorite kombinatsioone (T-rakkudel TCR ja B-rakkudel BCR), mis on suure hulga erinevate T- ja B-rakkude kloonide aluseks (iga rakk kannab enda pinnal vaid ühte tüüpi retseptorit). Sellist kogumit nimetatakse ka lümfotsüüdi kloonide repertuaariks. Edasise arengu käigus toimub selektsiooni protsess, mille kaudu elimineeritakse need lümfotsüüdi kloonid, mis reageerivad organismi enda valkudega. Kuna iseenda valkusid äratundvad lümfotsüüdid suunatakse raku surma ehk apoptoosi, siis jäävad selektsiooni järel organismi ainult sellised T- ja B-rakud, mis võivad potentsiaalselt ära tunda võõraid antigeene. Selle tagajärjel hävivad iseendaga reageeruvad ehk autoreaktiivsed lümfotsüüdid, säilitades samas suure hulga T- ja B-rakke, mis on valmis ära tundma mistahes võõrast antigeeni.


    Normaaltingimustes esineb immuuntolerantsus kehaomaste valkude vastu niikaua, kui need valgud on organismis olemas ja immuunsüsteemi rakkudele kättesaadavad. Kui aga mingi teatud valk organismist eksperimentaalselt kõrvaldada, muutub organismi immuunsüsteem peagi võimeliseks selle valguga reageerima, kui talle seda valku manustada. Immuuntolerantsuse kujunemisel on oluline roll immuunsüsteemi erinevatel funktsionaalsetel ahelatel, kus võib eristada kahte tüüpi regulatsioonimehhanisme, millest üks osa on seotud immuunrakkude antigeenspetsiifiliste retseptorite ja teine osa immuunrakkude kloonide tekke regulatsiooniga. Esimesel juhul, mida tuntakse ka retseptorite toimetamisena (ingl receptor editing), muudavad organismi enese molekule äratundvad küpsevad lümfotsüüdid oma antigeenretseptoreid nii, et nad enam ei ole võimelised nende molekulidega reageerima. Immuuntolerantsuse teke immuunrakkude kloonide mõjutamise kaudu tagatakse kas kehaomaste valkudega reageerivate kloonide (1) apoptoosi viimise, (2) inaktivatsiooni või (3) supressiooni kaudu. Viimasel juhul on tegemist nn regulatoorsete T- ja B-lümfotsüütide üldise või antigeenspetsiifilise mõjuga. Lümfotsüütide retseptorite toimetamine ja reageerivate rakukloonide elimineerimine apoptoosi kaudu toimub põhiliselt tsentraalse immuunsüsteemi osades, samal ajal kui autoreaktiivsete lümfotsüütide kloonide inaktivatsioon ja supressioon toimub eeskätt väljaspool tsentraalset immuunsüsteemi. Selle järgi jagatakse immuuntolerantsus tsentraalseks ja perifeerseks. Peale immuuntolerantsuse väljakujunemise piirkondade (tsentraalne vs. perifeerne) eristatakse T-lümfotsüütide ja B-lümfotsüütide vahendatud immuuntolerantsusmehhanisme (joonis 14.31).
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    Joonis 14.31. Tsentraalse ja perifeerse immuuntolerantsuse tekkemehhanismid.


    T-lümfotsüütide tsentraalne immuuntolerantsus kujuneb välja tüümuses tümotsüütide diferentseerumise käigus nn negatiivse selektsiooni kaudu. Selle tulemusena kõrvaldatakse sellised TCR spetsiifikaga rakud, mis tunnevad ära omaenda antigeene. Osa T-rakkudest säilitab siiski autoantigeense spetsiifika, kuid nendel rakkudel on eelnevatest täiesti erinev võime pidurdada omaenese antigeenidevastaseid immuunreaktsioone (neid kutsutakse regulatoorseteks T-lümfotsüütideks ja tekke asukoha järgi naturaalseteks Treg-ideks ehk nTreg-ideks). Kuigi tsentraalse immuuntolerantsi mehhanism pole veel lõplikult välja selgitatud, on siin üks keskne faktor AIRE (ingl autoimmune regulator), suurt hulka omaenese antigeenide geeniekspressiooni tüümuses tagav transkriptsioonifaktor. T-lümfotsüütide perifeerne immuuntolerantsus on tagatud autoreaktiivsete T-rakukloonide reageerimatuse (puuduvad rakkude stimulatsiooniks vajalikud lisasignaalid), deletsiooni (rakud lähevad apoptoosi) või supressiooni (T-lümfotsüütides rakkude stimulatsiooni pidurdavate geenide – CTLA4 jt – aktivatsioon, Treg-i mõju) kaudu. Immuunsüsteemi perifeerses osas tekkivaid Treg-lümfotsüüte tähistatakse iTreg (indutseeritud Treg). Treg-i iseloomustab transkriptsioonifaktor FoxP3 ekspressioon. Selle puudumisel kujuneb lapseeas nn IPEX-sündroom, mida iseloomustavad mitmesugused autoimmuunfenomenid, kuid ka allergianähud, osutades FoxP3 olulisusele immuunsüsteemi regulatsioonis.


    B-lümfotsüütide tsentraalne immuuntolerantsus tagatakse BCR-kaudse selektsiooni teel luuüdis. B-rakud, mille pinnal olev BCR-i IgM reageerib kehaomaste antigeenidega, elimineeritakse. Perifeerse immuuntolerantsuse kujunemise tingimuseks on täiendavate B-lümfotsüütide aktivatsiooniks vajalike signaalide puudumine. Selleks et B-lümfotsüüt aktiveeruks, on vaja CD40-CD40L kontakte sobivas tsütokiinide keskkonnas, kus T-lümfotsüüdid etendavad määravat osa. Kui need T-lümfotsüütidepoolsed signaalid puuduvad, muutub B-lümfotsüüt anergiliseks, misjärel ta läheb kolme-nelja päeva möödudes apoptoosi. Ka B-lümfotsüütidel pidurdatakse aktivatsiooni mitmete signaalmolekulide kaudu, millest tähtsaim on CD22. Seega on nii T- kui B-rakkude immuuntolerantsuse mehhanismid oma põhimõttelt üsna sarnased.


    Immuuntolerantsuse kadumine loob olukorra, kus T- ja B-lümfotsüüdid hakkavad reageerima organismi enese molekulidega, mida neil puhkudel kutsutakse autoantigeenideks ja vastavaid immuunreaktsioone autoimmuunreaktsioonideks, kogu nähtust aga autoimmuunsuseks. Vastavate reaktsioonide iseloom võib olla väga erinev nii immunoloogiliselt (loomulik e naturaalne autoimmuunsus vs. patogeenne autoimmuunsus) kui lokalisatsioonilt, rääkimata reaktsioone indutseerivate faktorite eripärast, kus nii pärilikkusel, soolistel kui väliskeskkonna teguritel on keskne osa.


    Kui nimetatud reaktsioonidele kaasnevad ühes või mitmes koes põletik, siis neid seisundeid nimetatakse autoimmuunhaigusteks. Reageeriva autoantigeeni iseloomu ja põletiku ulatuse järgi jaotatakse nad organspetsiifilisteks ja organspetsiifikata autoimmuunhaigusteks. Seejuures on nimetatud haigusrühmi mõningatel juhtudel võimatu eristada, mistõttu osa autoimmuunhaigusi jääb nende haigusgruppide vahelisse n-ö halli tsooni, mille puhul räägitakse pigem autoimmuunhaiguste spektrist, mille ühes otsas on (tüüpiliste organspetsiifiliste haiguste esindajana) autoimmuunne türeoidiit, autoimmuunne gastriit, autoimmuunne (1. tüübi) diabeet ning teises otsas (tüüpiliste organspetsiifikata haiguste esindajana) süsteemne erütematoosne luupus, skleroderma ja Sjögreni sündroom (joonis 14.32).
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    Joonis 14.32. Autoimmuunhaiguste jaotus organlokalisatsiooni ja märkaudautoantigeeni(de) põhjal.


    Samuti on leitud, et autoimmuunreaktsioonidel on ka mitmete muude krooniliste haiguste puhul märkimisväärne tähendus. Nii näiteks on mõningate pahaloomuliste kasvajate koldeväliste sümptomite (nn paraneoplastiliste nähtude või sündroomide) põhjustajaks autoimmuunreaktsioonid. Samuti võib oleneda rea patoloogiliste protsesside kulg autoimmuunreaktsioonidest, nii nagu näiteks arvatakse, et ajutraumajärgne paranemiskiirus sõltub ajukoevastastest immuunreaktsioonidest. Autoimmuunreaktsioonid tekivad nii inimestel kui katseloomadel ka füsioloogiliste muutuste tulemusena, näiteks raseduse või tiinuse tingimustes, aga ka organismi vananemisega. Neil juhtudel võib autoimmuunreaktsioonide teke olla signaal hilisema autoimmuunse geneesiga põletiku tekkeks. Nii humaan- kui veterinaarmeditsiinis kasutatakse organismis tuvastatavaid autoimmuunreaktsioone haiguste prognostiliste, diagnostiliste ja raviefektiivsust hindavate markeritena. Kuivõrd autoimmuunreaktsioonid võivad tekkida väga erineva ehituse ja päritoluga molekulide (rakkude pinnaretseptorid, ensüümid, rakutuuma valgud, veres tsirkuleerivad valgud jms) vastu, siis on vastavad autoantikehad osutunud headeks bioloogilisteks reaktiivideks, selleks et uurida nende haiguste tekkemehhanisme ja iseloomustada uusi molekule (tabel 14.3).


    Tabel 14.3. Näiteid autoimmuunhaiguste märklaudautoantigeenidest, vastavatest autoantikehadest ja nende meditsiinilisest tähendusest.


    
      
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Autoantigeen

          

          	
            Haige vereseerumis esinevate autoantikehade puhul kaudses immunofluorestsentstestis


            nähtav reaktsioonimuster


            (vastavate antikehade enamlevinud tähistus)

          

          	
            Autoantikehade tähistus

          

          	
            Autoantikehadega assotsieeruv haigus (suurim esinemissagedus vastava haiguse puhul)

          
        


        
          	
            Kilpnäärme peroksidaas

          

          	
            Kilpnäärme epiteelirakud – türotsüüdid (ATMA)

          

          	
            Anti-TPO

          

          	
            Autoimmuunne türeoidiit (~80%)

          
        


        
          	
            Mao H+K+ATPaas

          

          	
            Parietaalrakkude tsütoplasma – granulaarne muster (APCA v PCA)

          

          	
            APCA v PCA

          

          	
            Autoimmuunne funduse gastriit (~90%)

          
        


        
          	
            Koe (2. tüübi) transglutaminaas

          

          	
            Nabaväädi, söögitoru, neerukoe nn endomüüseum (EMA)

          

          	
            Anti-tTG

          

          	
            Tsöliaakia (~100%)

          
        


        
          	
            Püruvaadi dehüdrogenaas

          

          	
            Erinevate rakkude, sh parietaalrakkude tsütoplasma – difuusne muster (AMA)

          

          	
            Anti-PDH

          

          	
            Primaarne biliaarne tsirroos/kolangiit (~98%)

          
        


        
          	
            Mitmesugused rakutuuma valgud ja DNA

          

          	
            Kõikide rakkude tuumad (ANA)

          

          	
            Anti-DNA


            Anti-ENA

          

          	
            Süsteemne erütematoosne luupus (kuni 100%)

          
        


        
          	
            Tsüklilised tsitrullineeritud polüpeptiidid

          

          	
            Söögitoru epiteelirakkude keratiini-filagriini kompleksid


            (AKA v APF)

          

          	
            Anti-CCP

          

          	
            Reumatoidartriit (~80%)

          
        


        
          	
            Postsünaptiline atsetüülkoliini retseptor

          

          	
            Puudub

          

          	
            Anti-AChR

          

          	
            Raskekujuline müasteenia (kuni 90%)

          
        

      
    


    Autoimmuunreaktsioonide kujunemisel on peale geneetilise eelsoodumuse, kus keskne roll on immuunsüsteemi funktsiooniga otseselt seotud geenidel või geenide lookustel (MHC, AIRE, FOXP3 jt), olulisemad kaks tingimust: autoantigeense molekuli olemasolu ja immuunsüsteemi funktsiooni häire, eeskätt immuuntolerantsi kadu selle autoantigeeni suhtes. Nagu juba mainitud, võib immuuntolerantsi häire olla tsentraalset või/ja perifeerset laadi. Autoantigeenina toimivad molekulid võivad olla immuunrakkudele eksponeeritud rakkude apoptoosi käigus, nad võivad esineda MHC II klassi molekulide kaasekspressioonina epiteelirakkudes, nn barjääritagustest organitest vabanenud komponentidena jm. Seejuures võib autoimmuunreaktsioon tekkida ka organismi valkude ehituse muutuse tulemusena (näiteks tsitrullineeritud valgud reumatoidartriidi autoantigeense märklauana). Väheolulisemad autoimmuunreaktsioonide tekkes ei ole ka organismi mikrobiaalse koosluse (mikrobioomi) ja metabolismi (metaboloomi) iseärasused, millel on tihedad seosed (kas otseselt või epigeneetiliste muutuste kaudu) immuunsüsteemi iseärasuste ja talitlusega. Samas võib autoimmuunreaktsioone või -haigusi indutseerida mingi kindel välisfaktor (näiteks gluteen tsöliaakia ja A-streptokokk reumaatilise südamekahjustuse korral).


    On oluline märkida, et autoimmuunsuse ja autoimmuunhaiguste puhul on väga oluline endokriinsüsteemi roll. Selle parim väljendus on tõik, et enamik autoimmuunhaigusi esineb naistel sagedamini kui meestel. Kuigi peale hormonaalsete mõjude on sugudevahelises autoimmuunreaktsioonide esinemise erinevuses jätkuvalt osutatud ka muudele teguritele (X-kromosoomi geenide funktsionaalne mosaiiksus, embrüonaalne mikrokimäärsus e loote isalt pärinevate rakkude persisteerimine ema organismis jm), on kõige otsesemad seosed autoimmuunhaiguste esinemise ja naissoo vahel siiski seotud östrogeenidega, millel on immuunreaktsioonidele peamiselt stimuleeriv toime. Seejuures on aga tähelepanuväärne, et erinevate haiguste korral on naiste ja meeste suhtarv väga erinev. Laste hulgas esineb autoimmuunhaigusi väga harva, kui mitte arvestada tsöliaakiat ja 1. tüübi suhkurtõbe. Nagu juba märgitud, esineb vanemaealistel autoimmuunhaigusi üsna sageli. Põhjusi on siin mitmeid, millest tähtsaim on ilmselt immuunsüsteemi regulatsioonimehhanismide puudulikkus, mis süveneb koos vananemisega.


    14.3.1. Allergia ja ülitundlikkusreaktsioonid


    Kui analüüsida inimesel esinevaid immuunsüsteemiga seotud häireid ja haigusi, siis võib tõdeda, et allergia on enamlevinud häire, esinedes viiendikul (kohati sagedaminigi) arenenud riikide elanikkonnast. Allergia esinemissagedus tõuseb kogu maailmas, kusjuures eriti kiire on see intensiivse majanduskasvuga piirkondades. Majanduslike tingimuste muutuste tulemusena võib juba mõnekümne aasta jooksul kahe kõrvuti asetseva regiooni elanikkonna esialgselt täheldatud erinev allergiseerumise tase muutuda üsna sarnaseks, nagu seda on näiteks täheldatud Saksamaa lääne- ja idapiirkondade vahel. Selle põhjuseks on väliskeskkonnas toimunud olulised muutused, mis on peegeldunud ka neis piirkondades elavate inimeste immuunsüsteemi reaktsioonides. Nii nagu autoimmuunhaiguste puhul, on ka siin oluline koht mitut laadi füüsikaliste ja bioloogiliste omadustega kemikaalidel ning ümbritseva keskkonna mikroorganismidel. Seejuures võib väga oluline osa olla ka väliskeskkonna toimel muutunud inimese mikroflooral (kommensaalsel e loomulikul mikroflooral).


    Kõige sagedamini esinev allergiavorm on IgE-vahendatud ehk atoopiline allergia, mis võib tekkida kliiniliselt vaevumärgatavate häiretena või ka eluohtliku anafülaktilise šokina. Mõlemal juhul on tegemist sama tüüpi immuunreaktsioonide käivitumisega, milles võib eristada (1) sensibilisatsioonifaasi ja (2) efektorfaasi (joonis 14.33).


    
      [image: ]

    


    Joonis 14.33. IgE-vahendatud ülitundlikkuse (atoopilise allergia) tekkemehhanism.


    Esimeses e sensibilisatsioonifaasis puutub organism kokku allergeeniga, immuunsüsteem aktiveerub ja toimub IgE tüüpi antikehade produktsioon ning need seostuvad IgE retseptoritega. Siin on keskse tähendusega FcεRI, mis on erakordselt kõrge afiinsusega IgE suhtes (võrreldes teiste Fc retseptoritega, kõige afiinsem e dissotsiatsioonikonstandiga ca 1 x 10-10 M terves Fc retseptorite perekonnas). Selle tulemusena piisab väikesest IgE hulgast veres, selleks et need retseptorid oleksid okupeeritud. FcεRI molekul koosneb mitmest ahelast, millest α-ahel sisaldab kahte Ig-sarnast domääni, mis seostub IgE molekuliga. Teised domäänid – β-ahel ja kaks γ-ahelat – sisaldavad ITAM motiive. Teises e efektorfaasis, kui organism puutub kokku sama allergeeniga, seostub allergeen IgE Fab fragmentidega kahest IgE molekulist. Järgneb kiire ITAM-i fosforüülimine, mis kutsub esile retseptorvahendatud signaalide aktivatsiooni rakkudes (eeskätt nuumrakkudes, sest teistes rakkudes, nt eosinofiilides, puudub retseptori β-ahel ja reaktsioon on vahendatud vaid γ-ahelate kaudu).


    Selleks, et allergeeni vastu tekiksid põhiliselt IgE tüüpi, mitte IgM ja IgG tüüpi antikehad (mis on tavalise nn normaalse immuunvastuse tulemus), peavad olema mitmesugused tingimused, alates loomuliku immuunsuse mehhanismide häirumisest ja lõpetades 2-tüüpi Th-rakkude (Th2) eelistatud aktivatsiooniga, milleks on vajalik piisava hulga IL-4 sekretsioon Th-rakkude poolt.


    Peale allergia võib organismis kujuneda mitmesuguseid teisi ülitundlikkuse reaktsioone, mida nii nagu allergiatki iseloomustab immuunsüsteemi ülemäärane aktivatsioon ning sellest tingitud kudede kahjustus. Sellist tüüpi reaktsioonid ei teki mitte ainult välisfaktorite (toksiinid, võõrvalgud, mikroorganismid), vaid ka autoimmuunprotsesside jm seisundite korral, kus reaktsioonide vallandajaks on spetsiifilised antikehad, immuunkompleksid (e antigeen-antikeha kompleksid) või sensibiliseerunud rakud. Erinevate ülitundlikkusreaktsioonide korral on koekahjustuse kujunemisel määrava tähendusega erinevad immuunsüsteemi komponendid. Seejuures eristatakse tänapäevalgi briti immunoloogide Robin Coombsi ja Philip Gelli 1963. aastal esmakirjeldatud nelja ülitundlikkuse tüüpi (koekahjustuse mehhanismi): esimene tüüp e IgE vahendatud (nn kiiret tüüpi) ülitundlikkus, teine tüüp e tsütotoksiliste antikehade vahendatud, kolmas tüüp e immuunkomplekside vahendatud, neljas tüüp e lümfotsüütide vahendatud (nn aeglast tüüpi) ülitundlikkus. Kui esimese. tüübi ülitundlikkusreaktsioonid väljenduvad organismis suhteliselt ühetaoliste immuunmehhanismide kaudu, siis teiste reaktsioonitüüpide korral on mitmeid variatsioone ning haigusprotsesside diapasoon on märksa laiem. Nii on teise tüübi reaktsioonide käivitajaks IgM või IgG tüüpi antikehad, mis tekivad rakumembraanidel paiknevate antigeenide vastu ja kolmanda tüübi reaktsioonides osalevad nn tsirkuleerivad (lahustuvad, madalamolekulaarsed) immuunkompleksid. Neljanda tüübi reaktsioonides toimub ülitundlikkusreaktsioon ja koekahjustus T-lümfotsüütide vahendusel (Tabel 14.4.).


    Tabel 14.4. Ülitundlikkusreaktsioonide jaotus Coombs-Gelli järgi.


    
      
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Reaktsiooni-

            tüüp

          

          	
            Immuno-

            loogiline mehhanism

          

          	
            Iseloomustus

          

          	
            Esinemine

          
        


        
          	
            I tüüp

          

          	
            IgE-vahendatud ülitundlikkus-reaktsioon

          

          	
            IgE seostub nuumrakkude ja basofiilide Fcε-retseptoritega.


            Antigeen (allergeen) kutsub esile rakkudest põletikumediaatorite vabanemise.

          

          	
            Atoopiline allergia,


            astma,


            anafülaksia jm.

          
        


        
          	
            II tüüp

          

          	
            IgG- ja IgM-vahendatud tsütotoksiline ülitundlikkusreaktsioon

          

          	
            Rakumembraanil paiknevate antigeenidevastaste antikehade vahendatud tsütolüütilised reaktsioonid (komplemendi või NK-rakkude osalusel).

          

          	
            Veregruppide sobimatusest vereülekandel tekkivad reaktsioonid.


            Autoimmuunne hemolüütiline aneemia jm.


            Siia kuuluvad ka türeotoksikoosi korral esinevad TSH retseptori antikehad.

          
        


        
          	
            III tüüp

          

          	
            Immuunkomplekside vahendatud ülitundlikkusreaktsioon

          

          	
            Antigeen-antikeha-komplekside ladestumine kudedesse koos komplementsüstee-mi aktivatsiooni ja neutrofiilide infiltratsiooniga.

          

          	
            Immuun-kompleks-nefriit,


            vaskuliidid jm.

          
        


        
          	
            IV tüüp

          

          	
            Rakkude vahendatud ülitundlikkusreaktsioon

          

          	
            Sensibiliseeritud Th1-lümfotsüütide (kuid ka Th2 ja CTL) produtseeritud tsütokiinide jm mediaatorite esilekutsutud koekahjustus.

          

          	
            Tuberkuloos,


            kontaktdermatiit,


            siiriku hilistüüpi äratõuke-reaktsioon jm.

          
        

      
    


    14.3.2. Kasvajad ja immuunsus


    Peale väliskeskkonnast organismi sattuvate antigeenide kontrolli korraldab immuunsüsteem ka pidevat kontrolli omaenese kudedes toimuvate muutuste üle. Selle kontrolli kaudu, mida tuntakse immuunseirena (ingl immune surveillance), tagatakse ka organismis tekkivate kasvajarakkude elimineerimine ja seetõttu on kasvajate teke pidurdatud. Kui aga immuunsüsteemi funktsioonis on häireid või/ja kasvajarakkudel õnnestub immuunseiret mingil viisil vältida, hakkavad kasvajalised rakud pidurdamatult vohama ja mõne aja pärast võime tuvastada kasvaja olemasolu ka makroskoopiliselt.


    Nii nagu immuunreakstsioonide kujunemisel infektsioonide, autoimmuunhaiguste jt immuunsüsteemi osalusega tekkivate haiguste puhul, on ka kasvajatevastased immuunreaktsioonid väljendunud loomuliku ja omandatud immuunsuse aktivatsioonis (joonis 14.34).
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    Joonis 14.34. Kasvajakoevastase omandatud immuunsuse teke loomeksperimendis.


    Loomuliku immuunsuse korral on siin keskse tähendusega NK-rakud ja makrofaagid, samuti kasvajakoes vabanevad loomulikku immuunsust stimuleerivad rakuosised (HMGB1, kuumašoki valgud jt). NK-rakkudel on tsütolüütiline toime kasvajarakkudesse, kui nende pinnaretseptorite kaudne aktiveeriv signaal on tugevam kui pidurdav signaal. Et vähirakkude pinnal on MHC I klassi molekulide ekspressioon madal, siis NK-rakkude tsütolüütiline toime vähirakkudele on neil puhkudel tugevam. Kuid samas on aga vähenenud NK-rakkude IFNγ produktsioon, mille tulemusena kasvajarakkude levik üle organismi (metastaseerumine) on soodustatud. Samuti ei aktiveeru piisaval määral makrofaagid, mis on samamoodi nagu NK-rakkud olulised kasvajarakkude hävitamisel. Kui aga organismis on tekkinud juba piisaval hulgal kasvajarakkudega reageerivaid antikehi, võivad NK-rakud nende kaudu käivitada kasvajarakkude vastu suunatud tsütolüütilisi protsesse nn antikehade vahendatud tsütotoksiliste reaktsioonide kaudu.


    Omandatud immuunsuse reaktsioonid väljenduvad spetsiifiliste immuunreaktsioonidena kasvajarakkude pinnal olevate antigeenide vastu. Eristatakse kasvajaspetsiifilisi ja -seoselisi antigeene. Neist esimesed on terves organismis mitteesinevad molekulid, mis on tekkinud kasvajarakkudes geenimutatsioonide tulemusena. Uute antigeenide tekkevõimalused on väga mitmesugused: konformatsioonimuutused, aminohappelise järjestuse muutused, krüptiliste transkriptide aktiveerumine ja muud võimalikud valgulise struktuuri muutused, mida leitakse kasvajate korral. Kasvajaseoselised antigeenid on organismi normaalsed valgud (või ka süsivesikud), mis avalduvad aga kasvajakoes tervest koest erinevalt – kas hulga, asukoha või ka aja poolest. Viimati nimetatud juhul on tegemist antigeenidega, mis tavaliselt ekspresseeruvad vaid embrüonaaleas, nagu näiteks alfa-fetoproteiin, mida pealeisaks embrüonaalkoe leitakse suurel hulgal ka esmase maksavähi ja testise vähi koes.


    Kasvajarakkudevastased spetsiifilised immuunreaktsioonid tekivad sarnastel põhimõtetel mistahes immuunsüsteemi aktivatsioonimehhanismidega. Samas on aga siin rida eripärasusi, mis tulenevad kasvajarakkude ja -koe arengu ja struktuuri eripärasustest. Neist olulisem on immuunreaktsiooni vältimine kasvajarakkude poolt. Ühe peamise põhjusena on juba mainitud MHC I klassi molekulide puudulik ekspressioon kasvajaraku pinnal, mille tulemusena kasvajaantigeeni suhtes spetsiifiliselt aktiveerunud tsütotoksilised CD8+ lümfotsüüdid ei ole võimelised seda rakku hävitama. Samas on kasvajarakkudel võime toota immunosupressiivseid tsütokiine, nagu IL-10 ja TGFβ, mille tulemusena saavad kasvajakoes T-lümfotsüüdid pidurdavaid signaale. Ühtlas saavad kasvajakoes olevad tsütotoksilised CD8+ lümfotsüüdid ka läbi rakupinnal asuva PD1 retseptori pidurdavaid signaale, mille tulemusena nende rakkude võime kasvajakoega reageerida väheneb veelgi. Kasvajakoes suureneb ka regulatoorsete T-rakkude hulk, mis omakorda pärsib siin lokaalseid immuunreaktsioone. Nagu juba mainitud, tekivad ka kasvajaspetsiifilised antikehad, kuid nende, nii nagu B-rakkude aktivatsiooni tähendus laiemalt, on senini veel lõplikult selgitamata. Küll võib aga juba praegu kasvajaseoselistest antigeenidest koostatud immuunkiipide abil saada informatsiooni erinevate kasvajate prognoosi ja ravitaktika kohta. Osa närvikoevastaseid autoantikehi on leidnud rakendust ka kasvajatega assotsieeruvate nn paraneoplastiliste sündroomide diagnostikas, olles real juhtudel areneva vähkkasvaja esimene kliiniline marker.


    14.3.3. Vaktsiinid


    Vaktsiin on bioloogiline ühend, mis on valmistatud selleks, et kutsuda esile spetsiifiline immuunvastus selles ühendis sisalduva(te) antigeeni(de) suhtes. Vaktsiini sihipärast manustamist eesmärgiga esile kutsuda selle ühendi vastane immuunvastus nimetatakse vaktsineerimiseks e immuniseerimiseks. Vaktsiine toodetakse eeskätt nakkuslike mikroorganismide vastu, et vaktsineerimise teel kaitsta elanikkonda või selle valikulisi rühmi haigestumise eest vastavatesse nakkustesse. Vaktsiine kasutatakse ka loomadel nakkushaiguste vältimiseks. Viimastel kümnenditel on haigusspetsiifiliste vaktsiinide kasutusvõimalusi intensiivselt uuritud ka mittenakkuslike haiguste puhul, millest väärivad erilist tähelepanu kasvajad, autoimmuunhaigused, kuid ka ateroskleroos ja Alzheimeri tõbi. Neil puhkudel kasutatakse erinevalt nakkushaiguste korral kasutatavatest vaktsiinidest sageli just dendriitrakkude või T-rakkude kaudset vaktsineerimist. Esimesena kasutusele võetud vähivaktsiin – ravivaktsiin Provenge (Dendreon Corp.) – põhineb vähiantigeeniga ja GM-CSF abil stimuleeritud autoloogsete mononukleaarsete rakkude manustamisel eesnäärmevähiga haigetele, olles seeläbi esimene samm personaalse spetsiifilise immuunravi rakendamisel vähihaigetel. Samalaadseid preparaate on teisigi, kuid alati on probleemiks jäänud kasvajavastaste tsütotoksiliste lümfotsüütide tekke madal efektiivsus, mida seostatakse kasvajaga organismis olevate CD8+ lümfotsüütide väikese reaktsioonivõimega (seda on nimetatud ka rakkude nn kurnatuseks).


    Nn klassikalised vaktsiinid e nakkuslike mikroorganismide (bakterite, viiruste) vastased vaktsiinid sisaldavad kas nõrgestatud haigustekitajaid, surmatud haigustekitajaid või nende osiseid. Selle järgi võib eristada kolme suurt vaktsiinirühma: elusvaktsiinid, inaktiveeritud ja komponentvaktsiinid (viimaseid nimetatakse veel ka allühikulisteks, ingl subunit vaccine). Viimastel aastatel püütakse arendada ka vaktsiine, kus antigeen pole mitte valmiskujul, vaid DNA või mRNA kujul, millest raku valgusünteesi aparaat peab ise patogeenile vastavad antigeenid valmis tegema. Neid nimetatakse geneetilisteks vaktsiinideks aga senini pole ükski taoline vaktsiin humaanmeditsiinis kasutamiseks veel luba saanud. Enamiku tänapäeval kasutatavate vaktsiinide efektiivsus põhineb haigustekitajatevastaste antikehade kaitsval toimel. Haigustekitajavastaste kõrge afiinsusega neutraliseerivate antikehade teke koos pikaealiste plasmarakkude ja immuunmälu kandvate rakkude olemasoluga organismis tagab aastaid kestva kaitse.


    Nõrgestatud elusvaktsiinide hulka kuuluvad leetrite, mumpsi, punetiste, kollapalaviku, rotaviiruste, tuulerõugete vaktsiinid ja suu kaudu manustatav poliomüeliidivaktsiin. Ka tuberkuloosivastane vaktsiin BCG (Bacillus Calmette-Guérin) klassifitseerub elusvaktsiinina. Nad kutsuvad organismis esile nii loomuliku kui omandatud immuunmehhanismide aktiveerumise, mille tulemusena saavutatakse efektiivne pikaajaline immuunsus. Seda tüüpi vaktsiinide põhiline probleem on teoreetiline oht, et vaktsiinis sisalduv haigustekitaja reaktiveerub. See on ka põhjus, miks enamik riike on tänapäeval loobunud poliomüeliidi elusvaktsiini (OPV) kasutamisest inaktiveeritud poliovaktsiini (IPV) kasuks. Elusvaktsiine ei saa kasutada isikutel, kellel on kahtlus immuunpuudulikkusele, kuivõrd neil puhkudel on võimalus, et haigustekitajad (kuigi nõrgestatud) hakkavad sellises organismis piiramatult paljunema. Elusvaktsiine saadakse, kui haigustekitajaid kultiveeritakse neile mittesobivas keskkonnas, kus nad kaotavad omadused kasvada ja paljuneda neile sobivas keskkonnas. Näitena võiks siin tuua BCG (Bacillus Calmette-Guérin) bakteriaalse vaktsiini, mis on saadud Mycobacterium bovis’e pikaajalisel kasvatamisel erilistes laboratoorsetes tingimustes. Seda vaktsiini kasutatakse vastsündinud laste tuberkuloosi eest kaitsmiseks ja see süstitakse lapsele tema esimestel elupäevadel.


    Inaktiveeritud (n-ö surmatud haigustekitajaga) vaktsiinide rühma kuuluvad peale IPV ka A-hepatiidi, puukentsefaliidi, marutõve ja gripivaktsiin. Sesoonse gripivaktsiini korral isoleeritakse igal aastal kolm kõige enam levinud gripiviiruse tüve ja koostatakse nende põhjal trivalente gripivaktsiin. Alates 2016. aastast on kasutuses ka neljavalentsed gripivaktsiinid. Inaktiveeritud vaktsiinide eelis on nende stabiilsus ja võimalus kasutada neid ka isikutel, kellel on kahtlus immuunpuudulikkusele.


    Omaette vaktsiinide rühma moodustavad vaktsiinid, kus kasutatakse puhtaid antigeene või nende osiseid (komponentvaktsiinid). Nad eristuvad inaktiveeritud rakulistest vaktsiinidest selle poolest, et nende koostises on vaid haigustekitaja üksikud antigeenid (või ainult üks antigeen). Siin on üks tõhusaimatest võimalustest kasutada bakteriaalseid toksiine vaktsiinides. Selliseks vaktsiiniks on teetanuse ja difteeria vaktsiinid, kus vastavad toksiinid on formaldehüüdiga inaktiveeritud ja sel moel saadud immunogeensed toksoidid loovad immunoloogilise kaitse teetanuse ja difteeria korral. Rea bakterite puhul kasutatakse nende rakumembraani polüsahhariide vaktsiinide saamiseks. Sellisel teel on saadud pneumokokkide, meningokokkide ja kõhutüüfuse vaktsiinid. Et polüsahhariidid on T-rakkudest mittesõltuvad antigeenid (st nad ei vaja immuunsüsteemi aktiveerimiseks Th-rakke) ja nende vastu tekkiv immuunvastus on nõrk ja peamiselt IgM tüüpi antikehade tekkeline, siis immuunvastuse tugevdamiseks seotakse need polüsahhariidsed antigeenid valkudega, mistõttu selliseid vaktsiine nimetatakse konjugeeritud vaktsiinideks. Praegu kasutatakse konjugeeritud vaktsiine pneumokokkide, meningokokkide ja Haemophilus influenzae b nakkuse ennetamiseks.


    Geenitehnoloogia arenguga on järjest rohkem hakatud kasutama rekombinantse DNA tehnoloogia abil valmistatud vaktsiine. Nii on juba pikka aega kasutusel olnud B-hepatiidi viiruse pinnaantigeeni vaktsiin, millele on hiljem lisandunud inimese papilloomiviiruse kapsiidvalgu ja B-grupi meningokoki vaktsiinid. Nende vaktsiinide tootmiseks viiakse kas pärmi- või putukarakkudesse B-hepatiidi pinnaantigeeni või papilloomiviiruse kapsiidvalku (L1) määrav geen ja rakukultuurid pannakse tootma suures koguses vastavaid valke, mis seejärel puhastatakse ning formuleeritakse koos sobivate adjuvantidega inimesele süstimiseks. Selliste vaktsiinide tootmisel kasutatakse kuni 600-liitriseid bioreaktoreid rakumassi kasvatamiseks.


    Peale nn monovaktsiinide (sisaldavad vaid ühe haigustekitaja antigeenset materjali) kasutatakse tänapäeval sageli kahest kuni kuuest üksikvaktsiinist valmistatud preparaate, millega on võimalik saavutada samaaegne kaitse erinevate haigustekitajate suhtes. Selliste vaktsiinide rakendamine on eriti oluline pediaatrilises praktikas, et vähendada oluliselt vaktsineerimiste (süstide) arvu, ilma et väheneks üksikute vaktsiinikomponentide bioloogiline efektiivsus. Enimkasutatud liitvaktsiinid on difteeria-teetanuse-läkaköha (dTpa), leetrite-punetiste-mumpsi (MMR), leetrite-punetiste-mumpsi-tuulerõugete (MMRV), difteeria-teetanuse-läkaköha-poliomüeliidi- Haemophilus influenzae b (DTPa-IPV-Hib) liitvaktsiinid. Lääne-Euroopas on laialdaselt kasutusel ka kuuekomponendiline vaktsiin DTPa-IPV-Hib-HepB. Ka täiskasvanutel kasutatakse väga palju just reisivaktsiinina hepatiit B ja A liitvaktsiini Twinrix (mõeldud eelkõige neile, kes on sündinud sel ajal, kui hepatiit B vaktsiini riikliku programmi raames veel ei antud).


    Kuigi mikroorganismide antigeenid kutsuvad vaktsineeritute organismis esile immuunvastuse, ei ole selle ulatus, eriti inaktiveeritud ja allühikvaktsiinide puhul, siiski piisav, et tagada efektiivne pikaajaline kaitse vaktsiinis sisalduva haigustekitaja suhtes. Seetõttu lisatakse vaktsiinidesse adjuvante eesmärgiga stimuleerida, kiirendada ja pikendada spetsiifilist immuunvastust. Enamkasutatud adjuvandid on alumiiniumi hüdroksiid ja soolad (kasutusel alates 1924. aastast), kuid uutes vaktsiinipreparaatides on hakatud kasutama ka muid, immuunsüsteemi märksa tõhusamalt stimuleerivaid adjuvante. Paljudest väljatöötatud adjuvantidest võiks näitena tuua õli-vesi-emulsioonil põhinevad MF59 (firmalt Novartis) ja AS03 (firmalt GlaxoSmithKline), mis stimuleerivad põhiliselt antikehade teket, kuna kombineeritud liposoomipõhine AS01 ja õli-vesi-emulsioonipõhine AS02 on Th1-rakke stimuleeriva toimega. AS04 sisaldab alumiinuim-hüdroksiidi ja TLR4 agonisti monofosforüül-lipiid A-d, olles hea antikehade produktsiooni stimuleerija B-hepatiidi vaktsiinis Fendrix ja inimese papilloomiviiruse vaktsiinis Cervarix (mõlemad on tootnud GlaxoSmithKline). Peale vaktsiinide immunogeensete komponentide sisaldub neis teatud hulk abiaineid (ioontasakaalu ja happe-leelise tasakaalu säilitavad soolad). Kuigi kõik vaktsiinide tootmisprotsessis kasutatud ained on eemaldatud, võib nn klassikalistes vaktsiinides sisalduda väga väike hulk ovalbumiini, sest neil puhkudel kasutatakse vaktsiiniviiruse paljundamisel kana fibroblaste või kanaembrüot (puukentsefaliidivaktsiin, leetrite-mumpsi-punetiste ja gripivaktsiin). Kõikide abiainete ja tootmisprotsessi eripäradest tingitud võimalike jääkainete loetelu on toodud iga preparaadi tooteomaduste kokkuvõttes (SPC), mis on kättesaadav Ravimiameti kodulehel.


    14.3.4. Transplantatsioon ja AB0 veregrupid


    Elusrakkude, kudede või organite siirdamine on tänapäeva meditsiinis laialt levinud protseduur. Nii võib rakke (näiteks erütrotsüüte, tüvirakke, pankrease beeta-rakke), kudesid (nahakude ulatuslike põletuste puhul) ja organeid (neerud, maks, kõhunääre, süda) siirdada geneetiliselt erinevate inimeste vahel (allogeenne siire). Seejuures määrab siirdamisjärgse ravitulemuse (nn äratõukereaktsiooni või raku koe talitluse ulatuse) ära retsipiendi ja doonori geneetiline sobivus, kusjuures selle tähendus on erinevate siirdamisprotseduuride korral erinev (joonis 14.36). Sellise siirdamise tulemus e kuidas retsipientorganism kohandub doonori rakkude, kudede või organitega sõltub eeskätt sellest, kuivõrd on doonori ja retsipiendi nn transplantatsiooniantigeenid sarnased ja kui suures osas suudetakse pärssida mittesarnasusest tingitud immuunreaktsioone. Siirdamist ühe organismi piires (näiteks nahakude) kutsutakse autoloogseks ja see on alati edukas, sest immuunreaktsioone ei teki. Siiret kahe geneetiliselt identse organismi vahel kutsutakse isoloogseks. Siiret üle liigibarjääri (ühelt liigilt teisele) nimetatakse ksenogeenseks (sea maksakoe siirdamine inimesele) ja siin tekkivate immuunreaktsioonide (kiired olemasolevate IgM tüüpi antikehade tingitud äratõukereaktsioonid) ja siirdamisega seotud eetiliste probleemide (näiteks võimalike haigustekitajate siire loomsetest reservuaaridest inimesele) iseloom on oluliselt erinev võrreldes teiste siirdamismeetoditega. Siirdamisega seotud immuunreaktsioone ja nende seost organismi geneetiliste iseärasustega on hea jälgida vastavates loomeksperimentides.


    
      [image: ]

    


    Joonis 14.36. Tänapäeva kliinikutes enim rakendust leidvad siirdamised ja nende immunoloogia.


    Inimese kudedes paiknevate rakkude pinnal on mitmesuguseid molekule, mida teise inimese immuunsüsteemi rakud tunnevad ära kui võõraid. Osa neist antigeenidest, nagu näiteks reesusgrupi antigeenid, ei oma siirdamisel tähendust. Seevastu erütrotsüütide AB0 veregruppide antigeenidel ja inimese leukotsüütide antigeenidel e HLA-l on sõltuvalt siirdamisprotseduurist varieeruv tähendus.


    Erinevate kudede ja organite allogeensel siirdamisel kasutatakse mõnevõrra erinevat siirdamiseelset sobiva doonori valiku taktikat, et vältida liigseid protseduure ja tagada siirdatud koe või organi (e siiriku) optimaalne talitlus peale siirdamist. Seetõttu sobitatakse neerude siirdamisel AB0 veregrupid ja HLA II klassi antigeenid, mõnevõrra vähem pööratakse tähelepanu HLA I klassi antigeenide vastavusele. Samal ajal arvestatakse seda, et mida paremini sobivad AB0 ja HLA süsteemi antigeenid retsipiendi ja doonori vahel, seda mõõdukamad on retsipiendi organismipoolsed vastusreaktsioonid võõrale koele või organile. Täiendavalt tehakse veel retsipiendi T-lümfotsüütide analüüs, hinnates nende reaktsiooni doonori veres olevatele antikehadele (nn ristsobivusreaktsioon). Siirdamise järel manustatakse immuunsüsteemi aktiivsust pärssivaid ravimeid ja hinnatakse siiriku talitlust, vahel ka immuunsüsteemi funktsionaalset seisundit. Maksa siirdamisel ei tehta tavaliselt peale HLA I klassi antigeenide ristsobivusreaktsiooni muid eelnevaid uuringuid, sest maksa kohanemine uues organismis on mõnevõrra soodsam. Kuigi neil puhkudel jälgitakse AB0 veregruppide sobivust, on siiski saadud ka häid tulemusi AB0 gruppide sobimatuse korral. Kui südame siirdamisel jälgitakse vaid AB0 veregrupi sobivust, siis pankrease tulemuslikul siirdamisel on oluline HLA antigeenide võimalikult hea kattuvus doonori ja retsipiendi vahel. Naha allogeensel siirdamisel ei arvestata HLA sobivust, kuigi võõra nahakoe kohastumine retsipiendi organismis on otseselt sõltuv HLA antigeenide sarnasusest.


    Vereloome tüvirakkude siirdamine on kasutusel väga erinevate haiguste korral. Vereloome tüvirakke saadakse kolmel erineval viisil, kas luuüdist (nn luuüdi siirdamine), perifeersest verest eraldades või nabaväädi- ja platsentaarverest. Nii nagu teistegi siirdamisprotseduuride korral, esineb siingi immunoloogilisi äratõukereaktsioone, kuid samas on siin unikaalselt tähendatav ka siiriku reaktsioon peremeesorganismi vastu (ingl graft-versus-host-reaction), kui siiriku immuunkompetentsed rakud ründavad peremeesorganismi kudesid. Selle reaktsiooni kulg võib nii ajaliselt kui intensiivsuselt olla väga erinev, olles real juhtudel ka fataalse iseloomuga. Arusaadavalt saadakse parimad tulemused vereloome tüvirakkude siirdamisel, mis pärinevad doonorilt, kellel on retsipiendiga sobivad AB0 veregrupid ja HLA. Selliste isikute hulk on piiratud, mistõttu ollakse sunnitud sooritama tüvirakkude siirdamist osaliselt sarnaste koesobivusantigeenidega isikute vahel, kasutades immuunreaktsioonide mahasurumiseks tugevaid immunosupressante (tsüklosporiin A jt). Nende protseduuride korral on nii retsipiendi kui ka doonorirakkude ettevalmistusel palju olulisem osa võrreldes organsiirdamistega. Samas on märksa keerulisem ka siirdamisjärge ravi, sest neil puhkudel on oluliselt suurem infektsioonide jm tüsistuse risk.


    Nagu eelpool mainitud, on veregruppidel (vererühmadel) oluline tähendus rea organite siirdamiste edukuses. Veregruppide vastavust doonori ja retsipiendi vahel on oluline arvestada ka vereülekandel. Siin on praktiliselt olulisem erütrotsüütide pinnal leiduvate antigeenide (aglutinogeenide) A- ja B-süsteem e veregruppide AB0-süsteem, mis esineb nelja fenotüübina. Selle järgi on A-veregrupi esindajatel erütrotsüütide pinnal aglutinogeen A, B-grupi korral aglutinogeen B, AB- grupiga inimestel aglutinogeenid A ja B ning 0-grupi esindajatel mitte kumbagi. Esimese eluaasta jooksul tekivad inimestel vereseerumisse aglutiinid (antikehad) nende antigeenide vastu, mida selle isiku erütrotsüütide pinnal ei ole. A-grupi korral on B (seega siis B-aglutinogeeni vastane antikeha), B-grupi omanikel A, AB-grupiga indiviididel mitte ühtegi ja 0-grupiga inimestel nii aglutiin A kui B. Veregrupid pärandatakse vanematelt kuue genotüübina. Veregrupi omadused A ja B on dominantsed, mistõttu 0-grupi veri saab olla vaid homosügootsuse korral. AB-grupi korral on tegemist kodominantsusega. A-grupi genotüübid on AA ja A0; B-grupi genotüübid – BB, B0; 0-grupi genotüüp – 00; AB-grupi genotüüp – AB (tabel 14.5).


    Tabel 14.5. Inimese AB0-süsteemi veregrupid, erütrotsüütide pinnaantigeenid ja seerumis esinevad antikehad.
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    14.3.5. Immuunpuudulikkus


    Nii nagu igas multikompleksses süsteemis, tekib ka immuunsüsteemis nii mõõdukamaid kui ulatuslikumaid häireid. Juhul kui immuunsüsteemis häirub kontroll oma enese kudede vastaste immuunreaktsioonide üle, tekivad autoimmuunhaigused, mida käsitlesime juba eelnevalt. Juhul kui immuunsüsteem ei ole võimeline adekvaatselt reageerima patogeensetele mikroorganismidele (või maliigsetele rakukloonidele), räägime immuunpuudulikkusest. Immuunpuudulikkus jaotatakse esmaseks ja sekundaarseks e omandatud immuunpuudulikkusteks (tabel 14.6). Et immuunpuudulikkus võib väljenduda väga erinevates immuunreaktsioonide ahelates, pole ootamatu, et neil puhkudel leiame sageli ka autoimmuunhaigusi, kasvajaid jm immuunsüsteemiga seotud haigusi.


    Tabel 14.6. Immuunpuudulikkuste jaotus.
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    Primaarsete immuunpuudulikkuste põhjus on geneetiline defekt mingis immuunsüsteemi ahelas, väljendudes kas loomuliku või omandatud immuunsuse häirena eraldi või kombineeritult. Primaarsete immuunpuudulikkuste kliiniline avaldumine sõltub sellest, missugusel vereloome tasandil defekt esineb. Hematopoeetilise arengu varajases staadiumis esinevad defektid mõjutavad kogu immuunsüsteemi funktsiooni ja seetõttu on selliste häirete all kannatajad ka väga vastuvõtlikud mitmesugustele infektsioonidele. Seevastu, kui geneetiline defekt on tekkinud immuunsüsteemi kõrgematel tasanditel, on selle defekti mõju suhteliselt mõõdukas, nagu me seda võime täheldada näiteks IgA puudulikkuse korral.


    Immuunpuudulikkusega seostuvaid haigusjuhte ja sündroome, mille põhjuseks on leitud olevat immuunsüsteemis olulises funktsionaalses ahelas paiknev geenidefekt, on tänapäevaks kirjeldatud sadu ja jätkuvalt kirjeldatakse uusi. Enamasti on siiski tegemist suhteliselt vähelevinud geneetiliste häiretega, mis ei vähenda muidugi vastavate immuunpuudulikkusjuhtude põhjuste kindlakstegemise vajadust igal konkreetsel juhul. See pole alati aga lihtne ülesanne, sest tegemist võib olla mingi geenidefekti koespetsiifilise avaldumisega, nii nagu on IRF7 puudusel häirunud I ja III tüüpi interferoonide teke. Sellest tingituna puudub vastava mutatsiooniga väikelapsel kopsukoes kaitsevõime gripiviiruse laastava toime eest.


    Käesolevaks ajaks on jaotatud primaarseid immuunpuudulikkusi primaarseteks antikehade puudulikkusteks, kombineeritud T- ja B-raku immuunpuudulikkusteks, loomuliku (e mittespetsiifilise) immuunsuse puudulikkusteks. Esimesse rühma kuulub IgA selektiivne puudulikkus, mille esinemissagedus võib ulatuda elanikkonna rühmades kuni mitme promillini (olles seega enamlevinud immuunpuudulikkus), ja selektiivsed või osalised teiste immunoglobuliinide puudulikkused. Samamoodi nagu IgA puudulikkus, kuid enamasti kliiniliste sümptomitega, leitakse üldist variantset immuunpuudulikkust, mille alla kuulub mitut liiki immuunpuudulikkuse sündroome. Kuigi osa juhtudest võib avalduda lapseeas, ilmneb enamik neist siiski täiskasvanutel. Kolmandikul haigetest leitakse ka rakulise immuunsuse häireid, millest on tingitud ka selle immuunpuudulikkuse sündroomi nimi. Nii selle kui IgA selektiivse puudulikkusega isikutel leitakse peale mõningate infektsioonide sagedamini ka mitmeid autoimmuunhaigusi. Siia rühma võib tingimisi liigitada ka füsioloogilise immuunpuudulikkuse, mis esineb kõigil lastel esimese eluaasta jooksul (ulatudes real enneaegsetel lastel ka teise eluaastasse) ja on tingitud immuunsüsteemi suhteliselt aeglasest arengust varases lapseeas. Neil puhkudel piirdutakse enamasti sümptomaatilise raviga, kuid IgG-ga seotud immuunpuudulikkuse korral saab organismi kaitsta immunoglobuliinpreparaatide regulaarse manustamisega.


    Kombineeritud immuunpuudulikkused võivad avalduda mitmel viisil, kuid kui puudulikkus tekib esimestel elukuudel ja põhjuseks nii T- kui B-lümfotsüütide funktsiooni sügav häire, siis seda sündroomi kutsutakse ägedaks kombineeritud immuunpuudulikkuseks (ingl severe combined immunodeficiency, SCID). Sel puhul võib olla mitmeid põhjusi seoses T-, B- ja NK-rakkude hulga või funktsiooni häiretega. Raviks kasutatakse luuüdi siirdamist, kuid abi võib real juhtudel saada ka geeniteraapiast, kui muud võimalused on ammendatud.


    Primaarsetest immuunpuudulikkustest sagedamini esinevad sekundaarsed immuunpuudulikkused, mille põhjuseks võivad olla immuunsüsteemi komponentide tekkehäired põhjustatuna alatoitumisest, intensiivsest radiatsioonist, lümfoproliferatiivsetest haigustest, infektsioonidest, kemikaalide ja ravimite mõjust. Mõningate haigusseisundite korral võib immuunsüsteemi funktsiooni häirumine olla tingitud immuunsüsteemi komponentide intensiivistunud kaost (nefrootilise sündroomi, ulatusliku põletuse, nn valgukaotusliku enteropaatia korral).


    Infektsioonidest põhjustatud immuunpuudulikkuste hulgas on erilisel kohal AIDS, inimese immuunpuudulikkuse viirustest (HIV) tingitud immuunpuudulikkuse sündroom. HI-infektsioon avaldub haigusspektrumina, mis algab ägeda glandulaarse palavikulise haigestumisena ja lõpeb eluohtlike oportunistlike infektsioonide ja kasvajate tekkega. Selles AIDS-i staadiumis on HI-infektsiooni korral ka iseloomulik autoimmuunsuse ja dementsuse teke. Kuigi enamik HI-infektsiooniga haigeid jääb peale esmast afektsiooni aastateks sümptomitevabaks, hakkavad sõltuvalt organismi geneetilisest taustast ja välisfaktorite koosmõjust ilmnema kliinilised nähud, mis väljenduvad eeskätt oportunistlikes infektsioonides ja kasvajate (eeskätt Kaposi sarkoom) tekkes. Haiguse progresseerumise näitajaks on perifeerse vere CD4-positiivsete T-lümfotsüütide hulga langus. Nii nagu teistegi viirusinfektsioonide korral, suureneb samal ajal aga CD8-positiivsete T-lümfotsüütide hulk. HI-infektsiooni raviks kasutatakse tänapäeval antiretroviraalseid preparaate, mis HI-infektsiooni diagnostika laialdase rakenduse taustal ja patsientide hea ravikuulekuse korral võimaldavad nakatunud patsiendil elada peaaegu sama kaua ja samaväärse kvaliteediga elu kui tervetel inimestel.


    Ka mitmed teised infektsioonid võivad esile kutsuda tõsise, aga siiski enamasti lühiajalise rakulise immuunsuse puudulikkuse. Eriti on ses suhtes märkimisväärsed tsütomegaloviirus, leetriviirus ja hepatiidiviirused, kuid immuunsüsteemi pärssiv toime on ka tuberkuloosi, leepra, brutselloosi tekitajatel. Seetõttu võib öelda, et osa infektsioone just pärsivad paradoksaalsel moel immuunsüsteemi, selle asemel et immuunsüsteemi stimuleerida.

  


  
    15. Imetajate erinevad koetüübi


    ANDRES AREND

  


  
    15.1. Imtajate kudede teke ja areng


    Varasel embrüonaalsel arengul moodustuvad gastrulatsiooni tulemusel kolm lootelehte: ektoderm, mesoderm ja endoderm. Nimetatud kolmest lootelehest moodustuvad kõik organismi koed ja organid. Lootelehtede arengu käigus säilitavad ektoderm e välisleht e välimine looteleht ja endoderm e siseleht e sisemine looteleht epiteelilaadse puhtrakulise ehituse ja piiristava asendi. Vahelmisest lootelehest e kesklehest e mesodermist ja embrüo kraniaalses osas ka ektodermist kujuneb mesenhüüm, embrüonaalne sidekude, mille moodustavad omavahel seostuvad tähekujuliselt hargnevad rakud. Lootelehtede diferentseerumisel on selged suundumused. Kui epiteelkude moodustub kõikidest lootelehtedest, siis sidekoed, hoolimata oma alatüüpide rohkusest, on kõik pärit mesenhüümist. Lihaskude on pärit kas meso- või ektodermist ja mesenhüümist, närvikude on seevastu pärit ektodermist, täpsemalt neuroektodermist.


    15.1.1. Ektodermi tekised


    Ektodermi derivaadid saab jagada kahte suurde rühma: pinnaektoderm ja neuroektoderm (joonis 15.1). Pinnaektodermist moodustub epidermis ja selle tuletised (nt karvad, küüned/küünised, higi- ja rasunäärmed, piimanäärme parenhüüm ja juhad), silmalääts ja silma sarvkesta eesmine epiteel, hamba emailiorgan ja hambaemail, sisekõrva struktuurid, hüpofüüsi eessagar (adenohüpofüüs) ja anaalkanali lõpuosa.


    Neuroektoderm jaotub arengu käigus neuraaltoruks ja neuraalharjaks (joonis 15.1). Neuraaltorust kujuneb kesknärvsüsteem (neuronite kõrval ka neurogliia – oligodendrotsüüdid, astrotsüüdid ja ependüüm), epifüüs (käbi- e pineaalnääre), hüpofüüsi tagasagar (neurohüpofüüs), silma võrkkest e reetina, silma vikerkesta lihased, sisekõrva ja ninaõõne sensoorne epiteel. Neuraalharjast moodustuvad perifeerse närvisüsteemi komponendid (kraniaalsed, spinaalsed ja autonoomsed ganglionid, perifeersed närvid ja Schwanni rakud), neerupealise säsiosa, enteroendokriinrakud, melanotsüüdid, peapiirkonna skeleti- ja sidekude, odontoblastid ja silma ripskeha lihased.


    15.1.2. Mesodermi tekised


    Mesoderm jaotub mitmeks alaosaks (paraksiaalne mesoderm, intermediaarne mesoderm ja lateraalne mesoderm; joonis 15.1), millest moodustuvad sidekoed, sealhulgas mesenhüüm, kohev ja tihe sidekude, kõhr- ja luukude, rasvkude, veri ja vereloomekoed, aga ka skeleti- ja silelihaskude, süda, vere- ja lümfisooned (sealhulgas endoteel), põrn, neerud ja gonaadid koos nendega seotud juhadega, mesoteel (perikardi-, pleura- ja peritoneumiõõnt voodervav epiteel) ja neerupealise kooreosa.


    15.1.3. Endodermi tekised


    Varases embrüonaalses arengus moodustab endoderm ürgsoole seina ja annab järgnevas arengus aluse ürgsoolest lähtuvate organite epiteliaalsele osale (joonis 15.1). Endodermist moodustuvad seedetrakti epiteel (välja arvatud suuõõne ja anaalkanali lõpuosa epiteel, mis on ektodermaalset päritolu), maksa, pankrease e kõhunäärme ja sapipõie epiteliaalne osa, kusepõis ja enamik ureetrat vooderdavast epiteelist, hingamisorganite epiteel, kilpnäärme, kõrvalkilpnäärme ja tüümuse epiteliaalne osa, tonsillide parenhüüm, trummiõõne ja kuulmetõri epiteel.


    Täpsemalt käsitletakse lootelehtede tekiste arengulisi aspekte peatükis 9.5.1. Lootelehtede derivaadid.
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    Joonis 15.1. Lootelehtede derivaadid. Modifitseeritud Pawlina, W., 2016 järgi.

  


  
    15.2. Epiteelkude


    Epiteelkude on koeliik, mis katab keha ja organite välispindasid, vooderdab keha õõnsusi ja moodustab näärmeid. Traditsiooniliselt jaotatakse epiteelkude kaheks suureks alarühmaks: katteepiteeliks ja näärmeepiteeliks. Kui katte- e pinnaepiteel on piiristav kude, mis katab keha ja organite vabasid pindasid ja vooderdab tubulaarseid struktuure (veresooned, viimajuhad jne), siis näärmeepiteel koosneb sekretsioonile spetsialiseerunud epiteelirakkudest, mis moodustavad näärmete sekretoorseid lõpposasid.


    Epiteelkoele on iseloomulik rakkudevahelise aine vähesus, mistõttu epiteelirakud seostuvad tugevalt üksteisega, moodustades plaaditaolise rakukihi – epiteeli. Epiteelirakkude omavaheline seostumine toimub erinevate rakuliiduste abil (vt allpool ja täpsemalt peatükk 15.2 ning joonis 15.5). Epiteelirakkude väliskuju varieerub ulatuslikult, need võivad olla lamedad, kuubilised või kõrgprismaatilised. Epiteelirakkudel tavapäraselt esinev hulknurkne kujuvorm tuleneb rakkude omavahelisest liitumisest plaatjaks epiteelikihiks. Rakutuumade kuju on kas ümmargune või ovaalne, kusjuures tuuma kuju oleneb rakukujust. Kui kuubilistes rakkudes on ümar rakutuum, siis lamedates epiteelirakkudes on ka rakutuum lamestunud. Prismaatilistes epiteelirakkudes on rakutuum ellipsoidne, kusjuures tuuma pikitelg on tavapäraselt paralleelne raku pikiteljega.


    Epiteelkoed on avaskulaarsed, epiteelis reeglina veresooni ei esine, ja hapnik, toitained ning metaboliidid peavad difundeeruma rakkudeni epiteelialuse sidekoe kapillaaridest. Reeglina jääb epiteelirakkude alla, seda nii katte- kui näärmeepiteelis, õhuke, valgusmikroskoobis homogeenne basaalmembraan (joonis 15.2).
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    Joonis 15.2. A. Epiteelkudesid eraldab reeglina sidekudedest ekstratsellulaarse maatriksi osa, mida nimetatakse basaalmembraaniks (skeemil punaselt kujutatud). B. Glomerulaarses basaalmembraanis eristatakse elektrontiheda kihi (lamina densa) mõlemal küljel elektronhõredaid kihte (lamina rara interna et externa). Elektronogramm. C. Basaalmembraan trahhea mitmerealise ripsepiteeli all. Mikrofoto (hematoksüliin-eosiin värving). Fotod: A. Arend.


    Basaalmembraan. Epiteelirakkude kokkupuutumisel sidekudedega jääb epiteelirakkude basaalseid pindasid sidekudedest eraldama basaalmembraan. Basaalmembraan jaotatakse basaal- ja retikulaarkihiks. Elektronmikroskoopiliselt eristatakse basaalkihis traditsiooniliselt kahte alakihti: elektrontihedat 20–100 nm paksust alakihti – lamina densa – ja elektronhõredat alakihti – lamina lucida. Üksikutel juhtudel, kui arengu käigus epiteelid liituvad omavahel ilma nende vahele jääva sidekoelise vaheosata, on basaalkiht tavapärasest paksem (nt glomerulaarne basaalmembraan neerukehakestes, kus lamina densa mõlemale küljele jäävad elektronhõredad kihid, vastavalt sisemine (lamina rara interna) ja välimine kiht (lamina rara externa) (joonis 15.2 B). Basaalkiht koosneb ligikaudu 50 valgust, mis kuuluvad kollageenide, laminiinide, glükoproteiinide ja proteoglükaanide hulka. Kollageenidest olulisemaks on kollageen IV (moodustab ligikaudu 50% basaalkihi valkudest), mis tekitab viltja tugistruktuuri, kuhu seostuvad laminiinid. Laminiinid on suured glükoproteiini molekulid, mis kujundavad võrkja struktuuri vahetult rakkude basaalse osa alla, olles seostuskoht transmembraansetele integriinidele. Basaalmembraani basaalkihile järgnev retikulaarkiht koosneb kollageen III kiududest (retikulaarkiud) ja just see kiht võib mõnedel juhtudel olla suhteliselt ulatuslik, mistõttu kogu epiteelialune basaalmembraan muutub valgusmikroskoobis kergemini nähtavaks (nt trahhea mitmerealise ripsepiteeli all olev basaalmembraan (joonis 15.2 C).


    Epiteelirakke iseloomustab polaarne diferents – rakkude apikaalne, lateraalne ja basaalne osa on erineva struktuuriga. Epiteelirakkude apikaalne pind on suunatud keha välispinnale või mõne organi valendikku ja võib olla kaetud spetsiaalsete struktuuridega, nagu mikrohatud, ripsmed ja stereotsiiliad. Basaalne osa toetub basaalmembraanile, mille kaudu epiteel kinnitub allasetsevale sidekoele. Lateraalne pind seostub naaberrakkudega ja seda ala iseloomustab spetsiaalsete rakuliiduste esinemine.


    Rakuliidused. Epiteelirakkude vahel esinevatest rakuliidustest kuuluvad tiheliidused tõkestavate rakuühenduste hulka, desmosoomid ja kinnitusliidused ankurdavate ühenduste hulka ning auk- e mulkliidused edastavate rakuühenduste hulka. Tiheliiduste ülesanne on rakkudevahelise ruumi võimalikult tihe sulgemine, ankurliidustel rakkude tugev mehaaniline sidumine ja mulkliidustel kiire kommunikatsioon naaberrakkudega.


    Tiheliidus (lad zonula occludens) moodustab rakke ümbritseva kitsa vöötmekese, kus naaberrakkude rakumembraanid lateraalpindade ülaosas liituvad (joonis 15.3).
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    Joonis 15.3. Tiheliidus (zonula occludens).


    Membraanide liitumise tagavad peamiselt transmembraansete valkude klaudiini ja okludiini interaktsioonid naaberrakkude vahel. Transmembraansete valkude ekstratsellulaarsed osad põimuvad omavahel tõmblukulaadselt, moodustades barjääri, mis takistab paratsellulaarset difusiooni. Transmembraansete valkude tsütoplasmasisestele osadele seostuvad spetsiifilised tiheliiduse valgud ZO-1, ZO-2 ja ZO-3, mis omakorda vahendavad tiheliiduste seostumist raku tsütoskeletiga (aktiinifilamentidega) (joonis 15.4).
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    Joonis 15.4. Tiheliiduse molekulaarne struktuur.


    Tiheliidused esinevad tihti rakuliiduste kompleksides, kus nad on järjestikku paiknevatest erinevatest liidustest kõige lähemal kontakteeruvate rakkude valendikupoolsetele pindadele (joonis 15.5). Tiheliidustele järgnevad rakuliiduste kompleksides erinevad ankurliidused (kinnitusliidus e zonula adherens ja desmosoom e macula adherens), mis on mehaaniliselt oluliselt tugevamad kui tiheliidused.
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    Joonis 15.5. Epiteelirakkudevahelised liidused ja rakuliiduste kompleks.


    Ankurliidustes seostuvad kontakteeruvate rakkude lateraalpinnad seostusvalkude abil rakkude tsütoskeletiga, kusjuures erinevalt tiheliidustest ei ole paratsellulaarne ruum tihedalt suletud. Rakkudevahelised ankurliidused jagunevad kaheks põhitüübiks: kinnitusliidused ja desmosoomid. Kinnitusliiduse (zonula adherens) korral kinnituvad seostusvalgud rakusisesele aktiinifilamentide võrgustikule (joonis 15.5). Transmembraansed valgud, raku adhesioonimolekulid (E-kadheriin), moodustavad samamoodi nagu tiheliidused kitsa vöötmekese, mis seob naaberrakke tugevalt omavahel (joonis 15.6).
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    Joonis 15.6. Kinnitusliidus (zonula adherens) naaberrakkude vahel.
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    Joonis 15.7. Kinnitusliiduse (zonula adherens) molekulaarne struktuur.


    Desmosoomi (macula adherens) korral kinnituvad transmembraansed valgud rakusiseselt intermediaarsetele filamentidele, samas on kinnitusaladeks rakkude vahel piiratud ulatusega tähnid, mis ei hõlma kogu ulatuses kontakteeruvaid rakupindasid (joonis 15.7). Transmembraansete valkude desmogleiini ja desmokolliini rakuvälised osad paiknevad omavahel läbipõimuvalt, andes elektronmikroskoobis nähtavale desmosoomile iseloomuliku elektrontiheda joone kahe rakumembraani vahel. Rakusiseselt kinnituvad transmembraansed valgud elektrontihedatesse kinnituskilbikestesse, mis koosnevad desmoplakiinist ja plakoglobiinist, ning kuhu omakorda kinnituvad intermediaarsed filamendid (joonis 15.8 ja 15.9). Desmosoomid tagavad väga tugeva mehaanilise seostumise rakkude vahel, eriti arvukalt on desmosoome leida mitmekihilistes lameepiteelides, aga ka näiteks südamelihasrakkude vahel.
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    Joonis 15.8. Desmosoomid naaberrakkude vahel.
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    Joonis 15.9. Desmosoomi (macula adherens) molekulaarne struktuur.


    Kohtades, kus epiteel vajab tugevat ja stabiilset seostumist sidekudedega – näiteks naha epidermises –, esinevad kontaktialad, mida nimetatakse hemidesmosoomideks. Hemidesmosoomid moodustuvad epiteeli basaalkihi rakkude kontaktialadele basaalmembraaniga, kus rakus on nähtav pool desmosoomist (siit ka nimetus hemidesmosoom). Samamoodi nagu desmosoom ankurduvad rakusisestesse kinnituskilbikestesse intermediaarsed filamendid, kuid erinevalt desmosoomist kuulub enamik basaalmembraaniga seostuvatest transmembraansetest valkudest integriinide perekonda (joonis 15.10).
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    Joonis 15.10. Hemidesmosoom.


    Mulkliidused (lihasrakkudes kasutatakse ka terminit „neksus“) kuuluvad kommunikatiivsete rakukontaktide hulka, mis võimaldavad signaalmolekulidel mõlemas suunas kahe naaberraku vahel kiiresti liikuda. Mulkliidused on eriti olulised selliste rakkude vahel, kus naaberrakkude tegevus peab olema täpselt koordineeritud (näiteks epiteelirakkude vahel tagamaks elektrolüütide transporti, südamelihasrakkude vahel kindlustamaks impulsi kiiret levikut jne). Mulkliidused koosnevad transmembraansetest kanalitest ehk pooridest, kusjuures ühest rakust teise ulatuv kompleks jaguneb kaheks alaosaks e konneksiooniks. Üks konneksioon n-ö läbindab rakumembraani ja seostub täpselt naaberrakust lähtuva konneksiooniga (joonis 15.12), mille tulemusena moodustub rakkudevaheline umbes 10 nm pikkune ja mõne nanomeetrise läbimõõduga kanal. Iga konneksioon koosneb kuuest sümmeetrilisest integraalsete valkude alaühikust, mida nimetatakse konneksiinideks. Konformatsioonilised muutused konneksiinides viivad kas kanalite avamisele või sulgumisele (joonis 15.11).
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    Joonis 15.11. Mulkliidused naaberrakude vahel.
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    Joonis 15.12. Mulkliiduse ehitus.


    Epiteeli vaba pinna katted. Paljude epiteelirakkude apikaalsetel pindadel esinevad erilised struktuurid, mis on vajalikud rakkude spetsiifiliste funktsioonide täitmiseks. Sellised pinnamodifikatsioonid on mikrohatud, stereotsiiliad ja ripsmed. Mikrohatud (ingl microvilli) on rakkude apikaalselt pinnalt väljaulatuvad 1–3 µm pikkused tsütoplasma väljasopistised, millele annavad toestuse aktiinifilamendid. Mikrohatud suurendavad oluliselt rakkude vaba pinda ja tavaliselt mikrohattude tihedus korreleerub rakkude absorptsioonivõimega – suure imendusmisvõimega rakkudel on palju tihedalt paiknevaid kõrgeid mikrohatte ja rakkudel, kus transepiteliaalne transport ei ole nii oluline, on ka mikrohatud lühemad ja paiknevad hõredamalt. Rakkude apikaalsel pinnal võivad tihedalt paiknevad arvukad mikrohatud olla nähtavad ka valgusmikroskoobis erilise epiteelipinda katva äärisena. Sellised äärised on hästi nähtavad suure imendumispinnaga rakkudel, nagu näiteks harjasäärised neerude vääntuubulite epiteelirakkudel või vöötäärised peensoole enterotsüütidel (äärisrakkudel) (joonis 15.13). Mikrohatud koosnevad paarikümnest aktiinifilamendist, mille seostavad ristisuunaliselt mitmed valgud (nt fimbriin) ning mis ankurduvad hatutipul olevatesse valkudesse (formiin jt). Aktiinifilamentide kimbud ulatuvad raku apikaalsesse tsütoplasmasse, kus nad seostuvad rakupinnaga paralleelse aktiinifilamentide võrgustikuga (terminaalvõrgustik) (joonis 15.13). Kuigi mikrohatud on suhteliselt stabiilised ja mitteliikuvad, siis terminaalvõrgustikus paiknev müosiin II võimaldab mikrohattude teatud kontraktiilset aktiivsust tagamaks optimaalsemaid tingimusi absorptsiooniks.
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    Joonis 15.13. A. Mikrohatu molekulaarse struktuuri skeem. B. Harjasääris neerude vääntuubulite epiteelirakkudel. Mikrofoto (hematoksüliin-eosiin värving). C. Vöötääris peensoole enterotsüütidel (äärisrakkudel). Mikrofoto (hematoksüliin-eosiin värving). Fotod: A. Arend.


    Stereotsiiliad (stereocilia) on ebaharilikult pikad (kuni 120 µm) liikumatud mikrohatud. Neid esineb ainult munandimanuse- ja seemnejuha proksimaalse osa epiteelirakkudel ning sisekõrva sensoorsetel rakkudel (karvarakud). Munandimanuse- ja seemnejuha epiteelirakkudel esinevad stereotsiiliad tagavad väga suure imendumispinna ja nende ultrastruktuursel ehitusel on sarnaseid jooni mikrohattudega. Nagu mikrohattudes nii ka stereotsiiliates on toestav süsteem moodustunud aktiinifilamentidest. Rõhutamaks sarnasust mikrohattudega ja liikumisvõime puudumist on hakatud soosima stereotsiiliate asemel termini „stereohatud“ (stereovilli) kasutamist. Erinevalt mikrohattudest on pikkade stereotsiiliate vahel ristisuunalisi toestavaid tsütoplasmaatilisi sillakesi (joonis 15.14). Sisekõrva sensoorsetel rakkudel (karvarakkudel) paiknevad stereotsiiliad talitlevad eeskätt mehhanoretseptoritena, nad on ühetaolise läbimõõduga ja paigutunud korrapärastesse järjest kõrgenevatesse ridadesse.
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    Joonis 15.14. Stereotsiiliate molekulaarne ehitus.


    Ripsmed (ingl kinocilia, lad kinocilium) on aktiivselt liikuvad rakupinna moodustised, kus rakumembraani väljasopistis sisaldab mikrotuubulitest koosnevat aksoneemi. Aksoneem ulatub välja basaalkehakesest, mis on tsentrioolist kujunenud struktuur ripsrakkude apikaalses osas. Aktiivselt liikuvates ripsmetes koosneb aksoneem üheksast perifeersest mikrotuubulite paarist ja ühest tsentraalsest mikrotuubulite paarist (9+2-struktuur), kus mikrotuubulitega seotud mootorvalk düneiin tagab ripsmete liikuvuse (joonis 15.15). Basaalkehakesed ja nendega seotud struktuurid ankurdavad ripsmed kindlalt rakkude apikaalsesse tsütoplasmasse. Basaalkehakesed on modifitseerunud tsentrioolid ja on ehitunud üheksast mikrotuubulite tripletist. Ripsmed on võimelised liigutama epiteeli pinnal olevat vedelikukihti koos sinna kleepunud osakestega. Nii näiteks suunatakse hingamisteedes valendikku vooderdava mitmerealise ripsepiteeli rakkude arvukate ripsmete koordineeritud löökide tulemusel epiteeli kattev limakiht koos sinna sulundunud võõrosakestega neelupiirkonda, kust see neelatakse koos süljega alla. Munajuhas, kus valendikku vooderdav ühekihiline prismaatiline epiteel sisaldab ka ripsrakke, aitavad nende rakkude ripsmete löögid suunata vedelikku ja munarakke emaka poole.
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    Joonis 15.15. Ripsme molekulaarne struktuur. Ripse koosneb kahest tsentraalsest mikrotuubulist, mida ümbritseb üheksa perifeerset mikrotuubulite dubletti, ning katvast rakumembraanist. Dublettides on mikrotuubuli A sein täielik, koosnedes 13 protofilamendist, kuid mikrortuubul B n-ö kasutab mõningaid mikrotuubuli A protofilamente. Mikrotuubulite struktuuri kindlustavad mitmed erinevad valgud. Valk neksiin seostab naaberdublette omavahel, valkude kompleksid moodustavad radiaalseid kodaraid, mis suunduvad tsentraalseid mikrotuubuleid ümbritsevasse sisetuppe. Mikrotuubulitega A on seotud mootorvalk düneiini paarilised „õlad”. Raku apikaalses tsütoplasmas paiknevad basaalkehakesed, mis koosnevad mikrotuubulite triplettidest.


    Peale liikuvate ripsmete on paljude rakkude pinnal kirjeldatud liikumatuid primaarseid ripsmeid e monotsiiliaid. Termin „monotsiilia“ rõhutab asjaolu, et selliseid ripsmeid on reeglina ainult üks raku kohta. Erinevalt liikuvatest ripsmetest puudub neil tsentraalne mikrotuubulite paar (9+0-struktuur) ja puuduvad ka mikrotuubulitega seotud mootorvalgud. Selliseid primaarseid ripsmeid peetakse mehhanoretseptoriteks ja neid leidub pea kõikidel imetajate rakkudel (näiteks neerutuubulite epiteelirakkudel).


    15.2.1. Katteepiteel


    Katteepiteeli jaotus alatüüpidesse sõltub epiteelirakkude kujust ja rakukihtide arvust (tabel 15.1). Rakukuju alusel eristatakse kolme varianti: lameepiteel, kuupepiteel ja prismaatiline epiteel. Sõltuvalt rakukihtide arvust jaotatakse katteepiteel omakorda ühekihilisteks ja mitmekihilisteks epiteelideks. Ühekihiliste epiteelide täpsem klassifikatsioon põhineb eespool nimetatud rakukuju variantidel: ühekihiline lameepiteel, ühekihiline kuupepiteel, ühekihiline prismaatiline epiteel ja ka veel mitmerealine epiteel. Viimase epiteeli korral paiknevad küll kõik epiteelirakud basaalmembraanil, kuid mitte kõik rakud ei ulatu välja epiteeli vabale pinnale. Seetõttu paigutuvad mitmerealises epiteelis erineva kõrgusega rakkude tuumad mitmesse ritta, tekitades petliku mulje mitmekihilisest epiteelist. Kui ühekihilise epiteeli korral kontakteeruvad kõik rakud basaalmembraaniga, siis mitmekihilise epiteeli korral teevad seda ainult basaalkihi rakud ja järgnevad rakukihid asetsevad juba basaalkihi rakkude peal. Ka mitmekihiliste epiteelide alatüüpide jaotuse põhialus on rakkude kujuvariandid, kuid sel juhul lähtutakse epiteelide klassifitseerimisel pindmise kihi rakkude kujust. Sellise jaotuse alusel eristatakse mitmekihilist lame-, kuup- ja prismaatilist epiteeli. Seejuures eristatakse mitmekihilise lameepiteeli korral veel kahte alavarianti sõltuvalt sellest, kas pindmise kihi rakud on sarvestunud või mitte: mitmekihiline sarvestumata lameepiteel ja mitmekihiline sarvestunud lameepiteel. Ühtlasi kuulub mitmekihiliste epiteelide hulka ka kuseteedes esinev omapärane siirde- e transitoorne epiteel, kus rakukihtide arv ja rakkude kuju võib varieeruda sõltuvalt kuseorganite seina väljavenitatuse astmest.


    Tabel 15.1. Ühe- ja mitmekihiliste epiteelide alajaotused.
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    15.2.1.1. Ühekihiline lameepiteel


    Ühekihilise lameepiteeli moodustab üks kiht väga lamedaid rakke (joonis 15.16), mida hoiavad koos interdigitatsioonid (naaberrakkude sõrmetaoliselt põimuvad väljasopistised, mille tulemusel rakkudevahelised piirid muutuvas sakilisteks) ja rakuliiduste kompleksid. Tegemist on sagedase epiteelitüübiga, mille laialt levinud alavariantidel on spetsiifilised nimetused: veresoonte sisepinda katvat ühekihilist lameepiteeli nimetatakse endoteeliks, rinna- ja kõhuõõnt vooderdavat ning neis õõntes paiknevate organite välispinda katvat ühekihilist lameepiteeli aga mesoteeliks.


    Endoteel vooderdab kõikide veresoonte, aga ka südamekodade ja -vatsakeste sisepinda. Endoteelirakud moodustavad veresoonte sisebarjääri, mis reguleerib ainete transporti, takistab trombide moodustumist ja osaleb leukotsüütide diapedeesis (leukotsüütide seostumine endoteeliretseptoritega järgneva väljumisega veresoontest).


    Mesoteel on väga õhuke epiteel, mille ülesanne on tagada sile välispind rinna- ja kõhuõõnes olevatele organitele vältimaks hõõrdumist. Mesoteelirakud toodavad vähesel hulgal perikardiaal-, pleuraal- ja abdominaalõõnde suunatud vedelikku, samas on mesoteelirakud võimelised ka vedelikku resorbeerima.


    Ühekihilist lameepiteeli esineb ka mujal: näiteks kopsualveoolides, silma sarvkesta e kornea tagaepiteelis, neerukehakeste kapsli parietaalses lestmes.
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    Joonis 15.16. Ühekihilise lameepiteeli skemaatiline joonis.


    15.2.1.2. Ühekihiline kuupepiteel


    Ühekihilise kuupepiteeli moodustab üks kiht kuubilisi rakke (joonis 15.17), kus rakkude kõrguse, sügavuse ja laiuse mõõdud on ühesugused. Tuumad on ümarad ja paiknevad raku keskel. Rakkude apikaalsel pinnal võib esineda mikrohatte või ripsmeid.


    Ühekihiline kuupepiteel vooderdab näärmete väiksemaid viimajuhasid ja osaliselt neerutuubuleid (nefronite proksimaal- ja distaalosad), katab munasarjade pinda, moodustab reetina pigmentepiteeli jne.
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    Joonis 15.17. Ühekihilise kuupepiteeli skemaatiline joonis.


    15.2.1.3. Ühekihiline prismaatiline epiteel


    Ühekihilise prismaatilise epiteeli moodustab üks kiht sihvakaid hulknurkseid rakke (joonis 15.18), kus rakkude kõrgusmõõde on selgelt suurem rakkude laiusest. Tuumad on ovaalsed, rakkude apikaalsel pinnal võivad esineda mikrohatud või ripsmed. Ühekihiline prismaatiline epiteel võib koosneda erinevatest rakkudest, näiteks võib epiteelis esineda mikrohattudega kaetud äärisrakkude vahel lima tootvaid karikrakke või ripsmetega varustatud rakud vahelduvad ripsmeteta rakkudega. Ühekihiline prismaatiline epiteel vooderdab suuremat osa seedetrakti (maost anaalkanalini), katab munajuhade sisepinda jne.
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    Joonis 15.18. Ühekihilise prismaatilise epiteeli skemaatiline joonis.


    15.2.1.4. Mitmerealine epiteel


    Mitmerealine epiteel kuulub ühekihiliste epiteelide alla, sest kõik rakud toetuvad basaalmembraanile (joonis 15.19). Samas ei ulatu mitte kõikide rakkude apikaalne osa epiteeli vabale pinnale, mistõttu rakutuumad jäävad erinevatele kõrgustele ja põhjustavad mitmerealisuse fenomeni. Selline erineva kõrgusega rakkude esinemine võib anda petliku mulje mitmekihilisest epiteelist, millele vihjab ka näiteks selle epiteeli ingliskeelne nimetus (ingl pseudostratified epithelium). Mitmerealine epiteel esineb hingamisteedes (ninaõõs, trahhea, bronhid), kus epiteel koosneb erinevatest rakutüüpidest. Kõige arvukamad on sihvakad aktiivselt liikuvate ripsmetega varustatud ripsrakud, samuti ulatuvad epiteeli vabale pinnale välja ka lima tootvad karikrakud. Osa rakke on aga madalamad ega ulatu epiteeli pinnale: basaalrakud ja diferentseerumisprotsessis olevad kiilrakud (vaherakud), mis on surutud ripsrakkude vahele. Hingamisteede mitmerealises ripsepiteelis esineb veel ka madalaid endokriinrakke ja bronhioolides kuplitaolise apikaalse osaga valendikku ulatuvaid ja pindaktiivseid aineid tootvaid Clara rakke.


    Omalaadne mitmerealine epiteel vooderdab munandimanuse- ja seemnejuha, kus sihvakate ülipikkade mikrohattudega (stereotsiiliad) varustatud põhirakkude vahel paiknevad madalad basaalrakud.
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    Joonis 15.19. Mitmerealise epiteeli skemaatiline joonis.


    15.2.1.5. Mitmekihiline sarvestumata lameepiteel


    Mitmekihiline sarvestumata lameepiteel koosneb mitmest rakukihist, kus ainult basaalkihi rakud kontakteeruvad basaalmembraaniga ja järgnevad rakukihid paiknevad ülestikku üksteise peal (joonis 15.20). Mitmekihilises sarvestumata lameepiteelis eristatakse kolme kihti: basaalkiht, ogakiht ja pindmine kiht. Basaalkiht koosneb ühest kihist basaalmembraanile toetuvatest prismaatilistest rakkudest. Ogakihi polügonaalsed rakud paiknevad mitme reana basaalkihi peal ja rakkude vahel ilmnevad valgusmikroskoobis omapärased nn ogakesed (siit ka selle kihi nimi), mille ultrastruktuursete uuringute alusel moodustavad desmosoomid. Pindmise kihi moodustavad mitu rida lamedaid rakke, kus on nähtavad rakutuumad ja tsütoplasmas on vähe keratiini (siit epiteeli nimetus – mitmekihiline sarvestumata lameepiteel).


    Mitmekihiline sarvestumata lameepiteel katab silma sarvkesta e kornea eespinda, vooderdab seedetrakti algus- (suuõõs, söögitoru) ja lõpuosa (anaalkanal) ning tuppe.
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    Joonis 15.20. Mitmekihilise sarvestumata lameepiteeli skemaatiline joonis.


    15.2.1.6. Mitmekihiline sarvestunud lameepiteel e epidermis


    Mitmekihiline sarvestunud lameepiteel on keha pinda kattev epidermis e marrasknahk (joonis 15.21). Epidermise alumised kihid on samamoodi nagu mitmekihiline sarvestumata lameepiteelgi basaal- ja ogakiht, kuid selle epiteeli erinevus on see, et basaalkihist kõrgemal hakkavad rakud sarvestuma ja muutuvad lõpuks sarvliistakuteks. Epidermises eristatakse kuni viit kihti. Neli tavapäraselt esinevat kihti on basaalkiht, ogakiht, sõmerkiht ja sarvkiht. Maksimaalsed viis kihti esinevad inimesel nn paksu naha epidermises (peopesad ja jalatallad), kus sõmer- ja sarvkihi vahel eristatakse veel läikekihti. Epidermise sõmerkihis esinevad keratohüaliini sõmerad, mis sisaldavad tsüsteiini- ja histidiinirikkaid valke, mis on olulised keratiinifilamentide agregatsioonis sarvkihi rakkudes. Sarvkihis on lamestunud rakud kaotanud tuuma ja organellid ning sisaldavad ainult keratiinifilamente. Läikekiht esineb inimestel peopesade ja jalataldade epidermises, valgusmikroskoobis on see kiht tugevalt valgust murdev ja võib histoloogilistes preparaatides halvasti värvuda. Selle kihi rakkudes on sarvestumisprotsess kaugele arenenud, tuum ja organellid on hävimas tsütoplasma täitumisel keratiiniga.


    Peale tavaliste epiteelirakkude (keratinotsüütide) on epidermises leida melaniini tootvaid melanotsüüte, immuunsüsteemi kuuluvaid Langerhansi rakke ja Merkeli kompimiskehakesi.
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    Joonis 15.21. Mitmekihilise sarvestunud lameepiteeli (epidermise) skemaatiline joonis.


    15.2.1.7. Mitmekihiline kuup- ja prismaatiline epiteel


    See mitmekihilise epiteeli tüüp on suhteliselt harva esinev. Kõnesoleva epiteeli pindmise kihi rakud on kõrgprismaatilised (joonis 15.22), mõnel juhul ka madalprismaatilised või kuubilised, kuid ikkagi selgelt kõrgemad kui mitmekihiliste lameepiteelide pindmise kihi rakud. Mitmekihiline prismaatiline epiteel on konjunktivaalvõlvi epiteel, higinäärmete viimajuhade epiteel, suurte näärmejuhade (nt piimanäärmed) epiteel ning osalt isasureetra epiteel.
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    Joonis 15.22. Mitmekihilise prismaatilise epiteeli skemaatiline joonis.


    15.2.1.8. Siirde- e transitoorne epiteel


    Transitoorne epiteel on mitmekihiline epiteel, mis tüüpiliselt esineb kuseteedes: vooderdab neeruvaagnat, ureetrit, kusepõit ja isas- ning emasureetra algusosa. Epiteeli iseärasuseks on rakukihtide ja rakkude kuju varieeruvus sõltuvalt organi seina väljavenitatusest (siit ka nimetus: transitoorne e siirdeepiteel). Transitoorses epiteelis eristatakse basaal-, vahe- ja pinnakihti (joonis 15.23). Basaalkiht, mis koosneb suhteliselt väikestest kuubilistest rakkudest toetub basaalmembraanile. Vahekiht koosneb suurematest rakkudest, nende apikaalne pind on kumer, basaalne osa tungib aga kiiluna all asetsevate rakkude vahele. Pinnakihi rakud on veelgi suuremad ja nende tuumad on orienteeritud paralleelselt epiteeli vaba pinnaga, rakkude pinda katab histoloogilistes preparaatides intensiivsemalt värvuv tsütoplasma riba. Pindmise kihi rakkude kuju sõltub sellest, kas organi sein on välja venitatud või mitte – esimesel juhul on rakud suhteliselt lamedad, teisel juhul võlvuvad kuplitaoliselt valendikku. Väljavenitatuse korral muutub epiteel tervikuna õhemaks, rakukihid lamestuvad, kuid epiteel jääb ikkagi mitmekihiliseks (tavapärase nelja kuni kuue rakukihi asemel võib eristada kolme rakukihti). Ultrastruktuursete uuringutega on näidatud, et pinnakihi rakkude valendikupoolses rakumembraanis esinevad paksenenud alad kilbikestena, kuhu raku tsütoplasma poolt kinnituvad aktiinifilamendid. Kilbikeste vahele jäävad kitsad tavalise rakumembraani alad, mis talitlevad kui liigendid, võimaldades membraanilõikude lõõtsalaadset sissevoltumist (joonis 15.24). Selline omapärane ehitus võimaldab rakkudel näiteks kusepõie täitumisel kiiresti välispinda suurendada.
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    Joonis 15.23. Transitoorse epiteeli skemaatiline joonis.
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    Joonis 15.24. Transitoorse epiteeli pindmise kihi rakkude membraanilõikude sissesopistumine.


    15.2.2. Näärmeepiteel


    Näärmeepiteel koosneb sekretsioonile spetsialiseerunud rakkudest, mis moodustavad näärmete talitlust kandva osa (näärmete parenhüümi). Enamik näärmeid on arenenud epiteeli sissetungimise teel katteepiteeli alusesse sidekoesse (joonis 15.25). Juhul kui moodustuvad näärmed säilitavad seose katteepiteeliga, siis klassifitseeritakse neid välissekretoorseteks e eksokriinseteks näärmeteks, ja juhul kui arengu käigus seos katteepiteeliga kaob, siis liigitatakse neid sisesekretoorseteks e endokriinseteks näärmeteks. Kui eksokriinsed näärmed väljutavad sekreedi viimajuhade kaudu, siis viimajuhadeta endokriinsed näärmed suunavad sekreetsiooniproduktid (hormoonid) näärmete lõpposasid arvukalt ümbritsevatesse verekapillaaridesse. Endokriinsetes näärmetes moodustavad sekretoorsed rakud tavaliselt kapillaaride vahele ebakorrapäraseid vääte (nt adenohüpofüüs, pankrease e Langerhansi saarekesed jt), kuid mõnel juhul ka ümaraid folliikuleid (nt kilpnääre), mille sees ajutiselt sekreediprodukte säilitatakse (joonis 15.25).
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    Joonis 15.25. Eksokriinsete ja endokriinsete näärmete kujunemine.


    Kui endokriinsetes näärmetes mõjutavad vereringesse suunatud hormoonid kehas kaugel asuvatel sihtmärkrakkudel vastavaid retseptoreid (joonis 15.26 A), siis mõnede epiteelirakkude sekretsiooniproduktid ei satu vereringesse, vaid difundeeruvad läbi ekstratsellulaarse ruumi lähedal asuvate rakkudeni, osaledes parakriinses regulatsioonis (joonis 15.26 B). Ühtlasi kannavad mõned rakud ka retseptoreid hormoonidele, mida nad ise sekreteerivad (joonis 15.26 C). Sellise autokriinse regulatsiooniga kontrollib rakk omaenda aktiivsust.
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    Joonis 15.26. Endo-, para- ja autokrinne regulatsioon. A. Endokriinne regulatsioon. B. Parakriinne regulatsioon. C. Autokriinne regulatsioon.


    Eksokriinsetes näärmetes moodustavad sekretoorsed rakud lõpposasid, kus sekreet suunatakse edasi katteepiteeliga vooderdatud viimajuhadesse. Nii endokriinsetes kui ka eksokriinsetes näärmetes moodustavad sekretoorsed lõpposad parenhüümi, mida toetab ja liigendab sidekoeline strooma. Viimase all mõeldakse sidekoelisi vaheseinu e septe koos nääret katva kapsli e kihnuga (joonis 15.27). Tihtipeale liigendavad sidekoelised vaheseinad näärme sagarateks ja sagarikeks.
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    Joonis 15.27. Eksokriinse näärme skemaatiline ehitus.


    Eksokriinseid näärmeid saab jaotada väga mitmete printsiipide alusel erinevateks tüüpideks.


    Näärmeid saab jaotada sõltuvalt sellest, kas tegemist on üksiku sekretoorse rakuga või sekretoorsed rakud on koondunud mitmerakulisteks näärmete lõpposadeks. Üherakulised näärmed on kõige lihtsam variant, kus üksikud sekretoorsed rakud paigutuvad teiste, mittesekretoorsete rakkude vahele. Tüüpiline näide on limatootev karikrakk, mis asetseb mittesekretoorsete rakkude vahel näiteks hingamisteede või peen- ja jämesoole epiteelis. Samas on enamik näärmeid ehitunud sekretoorsetest lõpposadest, mis koosnevad rohkem kui ühest sekretoorsest rakust.


    Näärmerakkude paiknemise alusel katteepiteelis või sellest väljaspool on võimalik näärmeid jaotada endoepiteliaalseteks (ühe või mitmerakulised) või eksoepiteliaalseteks. Enamik näärmeid on eksoepiteliaalsed, kus näärmete lõpposad on katteepiteelist väljaspool ja seostuvad viimasega ainult viimajuhade kaudu. Endoepiteliaalsete näärmete korral paiknevad näärmerakud mittesekretoorsete katteepiteeli rakkude vahel kas üksikult (näiteks eespool kirjeldatud karikrakud) või moodustades epiteelisiseseid mitmerakulisi sekretoorsed lõpposasid (näiteks limatootvatest rakkudest moodustunud epiteelisisesed sekretoorsed lõpposad ninaõõnes).


    Sekretoorsete lõpposade kihistumise alusel jaotatakse näärmeid kas ühekihilise või mitmekihilise lõpposaga näärmeteks. Enamik näärmeid on ühekihilise lõpposaga, st sekretoorsed rakud paiknevad lõpposas ühe reana ja sekreet rakkude apikaalselt pinnalt pääseb kergelt lõpposa valendikku. Mitmekihilise lõpposaga näärmed on rasunäärmed, kus on eriline sekretsiooniviis (holokriinne sekretsioon, vt allpool punkt 6): programmeeritud rakusurma e apoptoosi tagajärjel irduvad pindmise kihi rakud ja muutuvad näärmesekreediks (rasuks).


    Sekretoorsete lõpposade kuju alusel jaotatakse näärmed tubuloosseteks, atsinoosseteks ja alveolaarseteks (joonis 15.28).


    A. Tubuloossed näärmete lõpposad on toruja kujuga, näiteks mao- ja soolenäärmed ning higinäärmed (viimasel juhul on lõpposad veel ka tugevalt keerdunud).


    B. Atsinoossetel näärmetel on lõpposade väliskuju põisjas, kuid iseloomulikult on neil väga kitsas valendik. Tüüpiline näide on pankrease eksokriinse osa sekretoorsed lõpposad, mida ka aatsinusteks nimetatakse.


    C. Alveolaarsetel näärmetel on lõpposade väliskuju samuti põisjas, kuid valendik on väga avar. Tüüpiline näide on piimanääre, kus avara valendiku tõttu nimetatakse lõpposasid alveoolideks.


    D. Mõnede näärmete juures võivad omavahel kombineeruda erineva kujuga lõpposad. Toruja kujuga lõpposade kombineerumisel atsinoossete lõpposadega nimetatakse sellist nääret tubuloatsinoosseks ja torujate lõpposade kombineerumisel alveolaarsete lõpposadega kasutatakse terminit „tubuloalveolaarne nääre“.
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    Joonis 15.28. Näärmete jaotus lõpposade kuju alusel.


    Sõltuvalt viimajuhade hargnemisest jaotatakse näärmed lihtnäärmeteks ja liitnäärmeteks (joonis 15.29).


    A. Kui viimasüsteem ei hargne, siis nimetatakse selliseid näärmeid lihtnäärmeteks (näiteks higinäärmed).


    B. Kui viimasüsteem hargneb, siis kasutatakse terminit liitnääre (näiteks piimanääre).
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    Joonis 15.29. Näärmete jaotus viimajuhade hargnemise alusel. Näärmete klassifikatsioon viimajuhade hargnemise alusel (mittehargnev = lihtnääre, hargnev = liitnääre).


    Näärmerakkude sekretsiooni viisi (sekreedi väljutamise mehhanismi) järgi jaotatakse näärmed merokriinseteks, apokriinseteks ja holokriinseteks (joonis 15.30).


    A. Merokriinsetel e ekkriinsetel näärmetel ei muutu raku maht sekreedi väljutamisel oluliselt. Sekreediprodukte transporditakse membraaniga piiratud põiekestes raku apikaalsesse osasse, kus põiekeste membraan liitub rakumembraaniga ja sekreet väljutatakse eksotsütoosi teel. Selline sekretsioonimehhanism on kõige tavalisem sekreedi väljutusviisidest, nii näiteks esineb see pankrease aatsinuserakkudel.


    B. Apokriinsetel näärmetel väheneb sekretsioonil näärmerakkude maht. Sekreediproduktid suunatakse rakkude apikaalsesse osasse, kus need väljutatakse rakust, ümbritsetuna õhukesest tsütoplasmakihist ja rakumembraanist. Selline sekretsioonimehhanism esineb näiteks lakteerivas piimanäärmes, kus apokriinse sekretsiooni teel eritatakse piima suuri lipiiditilgakesi.


    C. Holokriinsetes näärmetes koguneb sekreet küpsevatesse rakkudesse, mis mitmekihilistes sekretoorsetes lõpposades on liikunud valendiku lähedale. Seejärel lähevad pindmise kihi näärmerakud tervikuna sekreedi koostisesse. Selline sekretsiooniviis esineb mitmekihilise lõpposaga rasunäärmetes ja silmalau tarsaalnäärmetes.


    
      [image: ]

    


    Joonis 15.30. Näärmete jaotus sekretsiooniviisi alusel.


    Näärmeid jaotatakse veel sekreedi keemilise iseloomu (viskoossuse) alusel seroosseteks ja mukoosseteks näärmeteks (joonis 15.31). Seroossed näärmed toodavad vedelat valgurikast sekreeti ja mukoossed näärmed viskoosset limarohket sekreeti. Seroossetele näärmetele on iseloomulik kitsas lõpposa valendik, näärmerakud on histoloogilistes preparaatides hästi värvuvad ja rakutuum on tüüpiliselt ümar või kergelt ovaalne. Seevastu mukoossetes näärmetes on lõpposade valendik avar ja tüüpiliselt on rakutuumad tingituna lipiidide kogunemisest tsütoplasmasse lamestunud, muutunud nurgelisteks ja surutud rakkude basaalosasse. Tavameetoditel valmistatud histoloogilistes preparaatides on lipiidid tsütoplasmas välja lahustunud, mistõttu rakud värvuvad halvasti.


    Nii mõneski näärmes võib leida samal ajal nii seroosseid kui mukoosseid lõpposasid. Selliseid seganäärmeid nimetatakse sõltuvalt sellest, milline komponent domineerib, kas seromukoosseks või mukoseroosseks näärmeks.
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    Joonis 15.31. Seroossete ja mukoossete lõpposade skemaatiline joonis (lüli- ja juttjuhad on näärmete viimajuhade osad, kus valendikku vooderdavad katteepiteeli erineva kõrgusega rakud).

  


  
    15.3. Sidekude


    Sidekoed, nagu juba tuleneb nimest, on koed, mis seostavad organismis erinevaid struktuure. Samas on sidekudedel mitmed alatüübid eeskätt toestusfunktsiooniga, mistõttu sidekudede paralleelnimetus on tugikoed.


    Hoolimata sidekoe alatüüpide ehituslikust ja funktsionaalsest mitmekesisusest on nad kõik mesenhümaalset päritolu. Seetõttu nimetatakse sidekudesid ka mesenhümaalseteks kudedeks, kuigi siinkohal tuleb arvestada asjaoluga, et mesenhüümist arenevad veel näiteks silelihasrakud, mis ehituslike ja funktsionaalsete iseärasuste tõttu klassifitseeritakse lihaskoe alla, ning endoteeli ja mesoteeli rakud, mis liigitatakse epiteelkudede alla. Sidekudede ühtsele arengule viitavad ka sageli esinevad olukorrad, kus puuduvad selged piirid sidekudede alaliikide vahel ja üks sidekoe alaliik läheb sujuvalt üle teiseks, näiteks kohev sidekude võib üle minna tihedaks sidekoeks ja viimane omakorda fibroosseks kõhrkoeks. Samamoodi esineb sageli olukordi, kus üks sidekoe alaliik muutub teiseks. Sellise metaplaasia käigus võib näiteks kohev sidekude muutuda tihedaks sidekoeks.


    Sidekudedele on iseloomulik rakkudevahelise aine e ekstratsellulaarse maatriksi domineerimine. Kui teised kudede põhitüüpid (epiteel-, lihas- ja närvikude) koosnevad peamiselt rakkudest, siis sidekudedes on rakud hajali mahukas ekstratsellulaarses maatriksis. Ekstratsellulaarne maatriks koosneb spetsiifilistest kiududest, täpsemalt kollageensetest, elastsetest ja retikulaarsetest kiududest, ning amorfsest põhiainest, mis sisaldab proteoglükaane, glükoosaminoglükaane ja multiadhesiivseid glükoproteiine (fibronektiin, laminiinid jt). Glükoproteiinid aitavad stabiliseerida ekstratsellulaarset maatriksit, seostudes teiste maatriksi komponentidega ja rakumembraanide integriinidega. Sidekudede kõrgelt hüdreeritud põhiaine, mille omadusi määravad paljuski gigantsed proteoglükaanide agregaadid, soodustab toitainete liikumist veresoontest rakkudeni ja rakkude ainevahetuse jääkproduktide vastassuunalist transporti.


    Sidekudede klassifikatsioon põhineb peamiselt ekstratsellulaarse maatriksi ehitusel ja funktsioonil. Sidekoed jaotuvad esmalt kolmeks suureks alarühmaks: veri ja lümf, pärissidekoed ja skeletikoed (joonis 15.32). Veri koosneb rakkudest (vormelementidest), mis on suspendeeritud vedelasse valgurikkasse vereplasmasse, mistõttu veri on vaadeldav vedela sidekoe erivormina, kus ekstratsellulaarses maatriksis puuduvad teistele sidekoe alavormidele iseloomulikud kiud. Pärissidekoed e sidekoed kitsamas mõttes koosnevad kiulisest sidekoest ja eriomadustega sidekudedest. Kiuline sidekude omakorda jaguneb rakurohkeks, kuid hõredalt paiknevate kiududega kohevaks sidekoeks, ja rakuvaesemaks, kuid kiududerikkamaks tihedaks sidekoeks. Viimane omakorda jaotub tihedaks vormunud või vormituks sidekoeks sõltuvalt kiudude paigutuse korrapärasuse astmest. Eriomadustega sidekudede alla liigitatakse embrüonaalsete sidekoevormide mesenhüümi ja sültja sidekoe kõrval veel eeskätt vereloomeorganite stroomat moodustav retikulaarne sidekude ja rasvarakke koondav rasvkude (joonis 15.32). Skeletikudede alla kuuluvad olulise tugifunktsiooniga kõhr- ja luukoed, kus ekstratsellulaarne maatriks on oluliselt tihenenud. Kõhrkoed, kus ekstratsellulaarne maatriks on tihedast konsistentsist hoolimata väga veerikas, jagunevad omakorda hüaliinseks, elastseks ja fibroosseks kõhrkoeks. Luukoed, milles ekstratsellulaarne maatriks on mineraliseerunud, jaotatakse kaheks alaliigiks sõltuvalt sellest, kas ehitus baseerub korrapärastel lamellidel e õhikutel (lamellaarne luukude) või kollageensete kiudude korrapäratul läbipõimumisel (põimikluukude; joonis 15.32).
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    Joonis 15.32. Sidekudede jaotumine alaliikideks.


    15.3.1. Veri ja lümf


    Veri on sidekoe erivorm, kus rakud hõljuvad vereplasmaks nimetatavas vedelas rakkudevahelises aines. Pumbana talitlev süda paneb vere veresoontes ringlema, mistõttu veri on ülioluline erinevate ainete, nagu näiteks hapniku, süsihappegaasi, toitainete, jääkproduktide, hormoonide, aga ka rakkude transpordikeskkond.


    Veres leiduvaid rakke nimetatakse vormelementideks: punalibled e erütrotsüüdid, valgelibled e leukotsüüdid ja vereliistakud e trombotsüüdid. Vormelemendid hõlmavad ligikaudu 45% ja plasma 55% vere mahust. Vere vormelementide (peamiselt erütrotsüüdid kui kõige arvukamad) osamahtu vere üldmahust nimetatakse hematokritiks, mida määratakse väikese hüübimatuks muudetud verekoguse tsentrifuugimisel (joonis 15.33). Leukotsüüdid ja vereliistakud hõlmavad vere mahust ainult 1% ja moodustavad õhukese peaaegu värvitu kihi (ingl buffy coat) vere tsentrifuugimisel alla sadenenud erütrotsüütide peale (joonis 15.33). Kergelt kollakas poolläbipaistev vereplasma jääb omakorda vereliistakute-leukotsüütide kihi peale, hõivates suurima mahuosa (55%; joonis 15.33).
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    Joonis 15.33. Vere koostisosad. Skeemi keskel on kujutatud katsutis olev tsentrifuugitud täisveri. Katsuti põhja sadenenud erütrotsüütide ja katsuti ülemisse poolde jääva heledavärvilise plasma vahele jääb kitsas leukotsüütide-vereliistakute kiht. Erütrotsüütide hõivatud osa vere üldmahust (täiskasvanud inimesel ligikaudu 45%) nimetatakse hematokritiks. Skeemil on näidatud ka erütrotsüütide, leukotsüütide ja vereliistakute arvukuse normaalsed piirväärtused inimesel, samuti ka leukotsüütide alavormide omavahelised normaalsed protsentuaalsed vahekorrad. (Toodud on Tartu Ülikooli kliinikumi ühendlabori referentsväärtused; referentsväärtused võivad laborite vahel varieeruda. Andmeid mõnede teiste imetajate vere vormelementide kohta vt tabelist 15.2).


    15.3.1.1. Vereplasma


    Vereplasma on õrnalt kollakas viskoosne vedelik, mis sisaldab 92% vett, 7% valke ja 1% teisi lahustunud aineid (joonis 15.33). Peamised plasma valgud on albumiinid, α-, β- ja γ-globuliinid, fibrinogeen ning komplemendi valgud. Albumiinid on põhilised vereplasma valgud, mille ülesanne on reguleerida vere osmootset rõhku, siduda transpordiks erinevaid aineid, nagu hormoonid, metaboliidid jt. Globuliinide suurima fraktsiooni moodustavad γ-globuliinid – immunoglobuliinid e antikehad (vt peatükk 14.2.5. Immunoglobuliinide ehitus), mida toodavad plasmarakud. α- ja β-globuliinid osalevad mitmete ainete transportvalkudena (nt ferritiin raua transportimisel). Fibrinogeen on vajalik vere koaguleerimisel tekkiva fibriini moodustumiseks. Nii albumiinid, α- ja β-globuliinid kui fibrinogeen sünteesitakse maksas. Komplemendi valgud moodustavad kaskaadsüsteemi faktoritest, mis on olulised põletikuprotsessis ja mikroorganismide kahjutustamisel. Ka komplemendi süsteemi valgud sünteesitakse valdavalt maksas.


    Kui vereplasmast on fibriin eemaldatud, siis nimetatakse seda vereseerumiks.


    15.3.1.2. Erütrotsüüdid


    Erütrotsüüdid on kettakujulised kõrgelt diferentseerunud rakud, mis on imetajatel arengu käigus kaotanud tuuma ja organellid ning mille tsütoplasma sisaldab ainult suure O2-sidumisvõimega hemoglobiini. Erütrotsüütide kaksiknõgus e bikonkaavne kuju tagab neile suure välispinna, mis soodustab gaasivahetust. Samas ei ole kõikide imetajate erütrotsüüdid tugevalt kaksiknõgusad. Nii on näiteks mäletsejalistel ja seal erütrotsüütide nõgusus nõrgalt väljendunud ja erinevalt teistest imetajatest on kaamellastel hoopis ellipsoidsed erütrotsüüdid ilma tsentraalse nõgususeta. Vere äigepreparaatides värvub rakkude perifeerne osa tumedamalt, tsentraalne veidi sissevajunud piirkond, kus algul paiknes arengu käigus väljatõugatud tuum, värvub heledamalt (joonis 15.34). 4,3-5,7 x 1012/l 3,9-5,0 x 1012/L 145-390 x 109/L


    3,5-8,8 x 109/L
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    Joonis 15.34. Vere äigepreparaat. Peatüki 15 fotod: A. Arend.


    Värvuvuse erinevus on tingitud nende osade erinevast paksusest – kui tsentraalse osa paksus on ligikaudu 1 µm, siis perifeerne osa on umbes kaks korda paksem. Erütrotsüütide keskmine diameeter on loomaliigiti väga erinev (4–7 µm, tabel 15.2; inimese erütrotsüütide keskmine läbimõõt on 7,5 µm). Erütrotsüüdid on suure elastsusega, mis võimaldab neil painduda läbimaks väikeste veresoonte hargnemiskohti või kohaneda väikesemõõduliste kapillaaride kujuga (väikeste kapillaaride läbimõõt võib olla võrdne erütrotsüütide läbimõõduga või sellest isegi väiksem). Natuke suuremates veresoontes võivad erütrotsüüdid omavahel kokku kleepuda, moodustades pikki ahelaid, nn „raharulle” (pr rouleaux, joonis 15.35).
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    Joonis 15.35. Erütrotsüütide agregeerumine nn „raharullideks“ väikeses veresoones (diameetriga ligikaudu 15 µm).


    Tabel 15.2. Inimese ja mõnede teiste täiskasvanud imetajate vere vormelementide võrdlusandmed.
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            Erütrotsüüdid

          

          	
            Leukotsüüdid

          

          	
            Vere-liistakute hulk
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            Keskmin läbimõõt (µm)

          

          	
            hulk
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            Baso-fiilid
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            tsüüdid

          

          	
            Mono-tsüüdid

          
        


        
          	
            Inimene1

          

          	
            ♂ 4,3–5,7


            ♀ 3,9–5,0

          

          	
            7,5

          

          	
            3,5–8,8

          

          	
            40–80

          

          	
            1–6

          

          	
            0–1

          

          	
            20–40

          

          	
            2–10

          

          	
            145–390

          
        


        
          	
            Koer2

          

          	
            5,0–8,7

          

          	
            7,0

          

          	
            5,0–14,1

          

          	
            58–85
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            5,8
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            5,7
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            52–70
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            0–6

          

          	
            117–256
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            8,0–16,0

          

          	
            5,5

          

          	
            4,0–8,0

          

          	
            10–50
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            0–6
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            5,5

          

          	
            4,0–12,0

          

          	
            15–33

          

          	
            0–20

          

          	
            0–2

          

          	
            62–63

          

          	
            0–8

          

          	
            100–800
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            8–18
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            8,2–9,8
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            0,1–0,6

          

          	
            0–0,6

          

          	
            57,6–83,2

          

          	
            0–0,7

          

          	
            150–450

          
        


        
          	
            Hiir3 ♂

          

          	
            6,9–11,7

          

          	
            5–7

          

          	
            12,5–15,9
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            0,2–0,8

          

          	
            62,4–82,8

          

          	
            2,2–2,5

          

          	
            157–412

          
        


        
          	
            Küülik4 ♂

          

          	
            5,5–8,0

          

          	
            6,7–6,9

          

          	
            5,5–12,5

          

          	
            38–54

          

          	
            0,5–3,5

          

          	
            2,5–7,5

          

          	
            28–50

          

          	
            4–12

          

          	
            304–656

          
        

      
    


    1 Tartu Ülikooli kliinikumi ühendlabori referentsväärtused täiskasvanud inimese (vanus ≥ 21 a) kohta; referentsväärtused võivad erinevate laborite vahel varieeruda.


    2 Andmed mitmete erinevate allikate alusel (referentsväärtused võivad varieeruda erinevate laborite vahel).


    3 Lindstrom, N. M., Moore, D. M., Zimmerman, K., Smith, S.A. Hematologic Assessment in Pet Rats, Mice, Hamsters, and Gerbils: Blood Sample Collection and Blood Cell Identification. Clin Lab Med. 2015, 35(3): 629–40.


    4 Moore, D. M., Zimmerman, K., Smith, S. A. Hematological assessment in pet rabbits: blood sample collection and blood cell identification. Vet Clin North Am Exot Anim Pract. 2015, 18(1): 9–19.


    * Kaamellaste sugukonna esindajatele on iseloomulik, et neil on ellipsoidsed ilma kaksiknõgususeta erütrotsüüdid, mistõttu siin on esitatud erütrotsüütide laius- ja pikkusmõõdud.


    Erütrotsüütide plasmamembraan on tänu kergele kättesaadavusele uurimisobjektina kõige enam uuritud rakumembraan. Erütrotsüütide rakumembraani koostises on 40% lipiide, 10% süsivesikuid ja 50% valke. Viimastest enamik on integraalsed membraanivalgud, mis moodustavad kaks peamist perekonda: glükoforiinid ja bänd-3 valgud (e vööt-3 valgud). Nende valkude ekstratsellulaarsed domeenid on glükosüülitud; glükoforiinid ekspresseerivad spetsiifilisi veregruppide antigeene, millel baseerub AB0-süsteem. Glükoforiinide perekonna esindajal glükoforiin C-l on oluline osa tsütoskeleti valkude seostumisel plasmamembraaniga (joonis 15.36). Bänd-3 valgud on kõige arvukamad transmembraansed valgud erütrotsüütide rakumembraanis, mis toimivad Cl-/HCO3- antiporterina ja seovad rakumembraani tsütoskeleti valkudega (joonis 15.36). Perifeersed membraanivalgud paiknevad rakumembraani sisepinnal, moodustades membraaniga paralleelse kahemõõtmelise võrestiku. Viimane koosneb põhiliselt tsütoskeleti valkudest, nende seas α- ja β-spektriini molekulid (joonis 15.36). Spektriinifilamendid ankurduvad lipiidide kaksikkihti kahe suure valgukompleksi abil. Esimene on bänd-4.1 valgukompleks, mis koosneb bänd-4.1 valgust, aktiinist, tropomüosiinist, tropomoduliinist, addutsiinist ja dematiinist. See kompleks seostub glükoforiin C ja teiste transmembraansete valkudega (joonis 15.36). Teine kompleks on anküriini valgukompleks, mis koosneb anküriinist ja bänd-4.2 valgust. See kompleks seostub bänd-3 ja teiste integraalsete membraanivalkudega (joonis 15.36). Selline unikaalne membraanialune tsütoskeleti võrgustik stabiliseerib rakumembraani, mis aitab säilitada rakkude kuju ja tagab rakkudele vajaliku elastsuse läbimaks peenikesi kapillaare.
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    Joonis 15.36. Erütrotsüüdi rakumembraani ehitus. Skeem iseloomustab membraani perifeersete ja integraalsete valkude paigutust. Integraalne membraanivalk glükoforiin C seostub perifeerse membraanivalgu bänd-4.1 valgukompleksiga. Samamoodi seostub integraalne valk bänd-3 anküriini valgukompleksiga. Toimides koos spektriiniga, moodustavad need perifeersed kompleksid vahetult rakumembraani alla jäävasse tsütoplasmasse tsütoskeleti heksagonaalse võrestiku. Spektriini võrestik koos perifeersete membraanivalkude kompleksidega on ankurdatud rakumembraani glükoforiin C ja bänd-3 valkudega, mille ekstratsellulaarsed domeenid on glükolüüsitud, määrates ära enamiku süsivesikutena ilmnevate veregruppide antigeene.


    Erütrotsüüdid on peaagu täielikult täidetud hemoglobiiniga, mis määrab ära rakkude ühtlase atsidofiilia. Hemoglobiin koosneb valgust (α-, β-, δ- ja γ-globiin) ja neljast rauda sisaldavast heemist (joonis 15.37). Hemoglobiini seostumisel O2-ga moodustub oksühemoglobiin ja seostumisel CO2-ga karbaminohemoglobiin. Nendel pöörduvatel seostumistel baseerub hemoglobiini võime transportida gaase kopsude ja kudede vahel, kuigi suurem osa kudedes moodustunud süsihappegaasist transporditakse lahustunult vereplasmas kopsukapillaaridesse ning ainult ligikaudu 15% CO2 transporditakse kopsudesse karbaminohemoglobiinis. Samas on hemoglobiini seostumine süsinikmonooksiidi e vingugaasiga (CO) paraku pöördumatu ja moodustuv karboksühemoglobiin on väga stabiilne ühend. Seejuures on hemoglobiini afiinsus CO suhtes sadu kordi suurem võrreldes O2-ga, mis põhjustab selle, et sissehingatavas õhus blokeerib CO juba vägagi madala kontsentratsiooni juures olulise osa vere hapnikukandevõimest.
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    Joonis 15.37. Iga hemoglobiini molekul koosneb neljast alaühikust. Iga alaühik sisaldab heemi ja rauda sisaldavat hemoglobiini osa, mis on pesastunud globiini ahela hüdrofoobsesse lõhesse. Inimesel peale sündi esinevatest globiini ahela tüüpidest α, β, δ ja γ moodustuvad kaks paari, misläbi kujunevad eri tüüpi hemoglobiini variandid. Sellel skeemil on kujutatud täiskasvanuil esinev levinuim hemoglobiini vorm HbA (umbes 96% hemoglobiini üldhulgast), mis koosneb kahest α-ahelast ja kahest β-ahelast (α2β2). Hemoglobiin HbF (α2γ2) on põhiline vorm looteeas (60–90%), mis jääb täiskasvanuil alla 1%. Hemoglobiin HbA2 (α2δ2) esineb täiskasvanuil 1,5–3%.


    15.3.1.3. Leukotsüüdid


    Leukotsüüdid on vere vormelemendid, mis verest kudedesse väljudes muutuvad aktiivseteks erinevaid kaitseülesandeid täitvateks rakkudeks. Leukotsüüdid on veres keraja kujuga, kuid kudedes muutuvad nad amöboidseteks ja liikuvateks. Sõltuvalt tsütoplasmas sisalduvatest sõmeratest ja tuuma kujust jagatakse leukotsüüdid kaheks rühmaks: granulotsüüdid ja agranulotsüüdid.


    Granulotsüüdid sisaldavad spetsiifilisi sõmeraid, mis seovad neutraalseid, happelisi ja aluselisi värvaaineid. Sellise värvuvusomaduse alusel jagatakse granulotsüüdid vastavalt neutrofiilseteks granulotsüütideks e neutrofiilideks, eosinofiilseteks granulotsüütideks e eosinofiilideks (kuivõrd eosiin on enim levinud happeline värvaine, siis atsidofiilseid granulotsüüte nimetatakse tavaliselt eosinofiilideks) ja basofiilseteks granulotsüütideks e basofiilideks. Samuti sisaldavad granulotsüüdid mittespetsiifilisi, nn asurofiilseid sõmeraid, mis on aluselise värvaine asuuriga värvuvad lüsosoomid. Granulotsüütidel on polümorfne tuum, mis koosneb kahest või enamast üksteisest peaaegu täiesti eraldunud tuumasegmendist. Granulotsüütide Golgi kompleks ja kare endoplasmaretiikulum on tagasihoidlikult arenenud, ka mitokondreid on vähe, mistõttu energeetiliselt sõltuvad nad suuresti glükolüüsil vabanevast energiast. Granulotsüüdid on lõplikult diferentseerunud rakud, mille eluiga on vaid mõned päevad. Granulotsüüdid surevad apoptoosi teel sidekudedes, kusjuures iga päev kõrvaldatakse programmeeritud rakusurma teel miljoneid rakke ning makrofaagid eemaldavad rakurusud põletikureaktsiooni käivitamata. Erinevalt granulotsüütidest ei sisalda agranulotsüüdid spetsiifilisi sõmeraid, kuid neil on asurofiilsed sõmerad (lüsosoomid). Samuti ei ole agranulotsüütide tuum erinevalt granulotsüütidest segmenteerunud, vaid on korrapäraselt kerajas või on muidu ümar tuum ühelt küljelt sisserõhutud (neerja kujuga). Agranulotsüütide hulka kuuluvad lümfotsüüdid ja monotsüüdid.


    15.3.1.3.1. Granulotsüüdid


    16.3.1.3.1.1. Neutrofiilid


    Neutrofiilid moodustavad vereringes tsirkluleerivatest leukotsüütidest kõige suurema osa – täiskasvanud inimesel 40–80%. Ka enamikul teistel imetajatel on neutrofiilid kõige arvukamad leukotsüüdid, kuid näiteks seal, mäletsejalistel ja närilistel on lümfotsüüte neutrofiilidest rohkem (tabel 15.2). Küpsetele neutrofiilidele on iseloomulik väga tugevalt segmenteerunud tuum, mis koosneb kahest kuni neljast omavahel peenikeste väätidega ühendatud tuumasegmendist. Paralleelselt rakkude küpsemisega tuumade segmenteeritus suureneb. Väga varieeruva tuumakuju tõttu nimetatakse neutrofiile ka polümorfonukleaarseteks leukotsüütideks e polümorfonukleaarideks. Samas leidub tsirkuleerivas veres vähesel hulgal (täiskasvanud inimesel 3–5% leukotsüütidest) neutrofiilide noorvorme, kus tuum ei ole veel segmenteerunud. Kuivõrd nende tuumade kuju meenutab ebaühtlase laiusega painutatud keppe, siis nimetataksegi neid kepptuumseteks neutrofiilideks.


    Kromatiin on neutrofiilide tuumas iseloomulikult paigutunud. Laiad heterokromatiini alad asetsevad peamiselt tuuma perifeerias, olles ulatuslikult kontaktis tuumaümbrisega. Eukromatiini alad jäävad valdavalt tuuma keskele ja ainult vähesed eukromatiini piirkonnad kontakteeruvad tuumaümbrisega.


    Neutrofiilide tsütoplasma sisaldab kolme tüüpi membraaniga piiratud sõmeraid: primaarsed, sekundaarsed ja tertsiaarsed graanulid. Primaarsed e asurofiilsed sõmerad on olemuselt lüsosoomid ja sisaldavad happelisi hüdrolaase, aga ka antibakteriaalseid aineid, nagu defensiinid ja müeloperoksüdaas. Viimast peetakse heaks valgusmikroskoopiliseks markeriks primaarsete sõmerate erivärvingutega detekteerimisel. Sekundaarsed graanulid on neutrofiilide spetsiifilised sõmerad, mis on kaks korda arvukamad kui primaarsed sõmerad. Sekundaarsete sõmerate diameeter on 0,2–0,8 µm, nad on primaarsetest sõmeratest väiksemad ja valgusmikroskoobis raskelt jälgitavad (joonis 15.34). Sekundaarsed sõmerad sisaldavad erinevaid ekstratsellulaarset maatriksit lammutavaid ensüüme, aga ka komplemendi aktivaatoreid ja teisi antimikroobseid peptiide, nagu lüsotsüümid ja laktoferriinid. Tertsiaarsed sõmerad sisaldavad ensüüme – näiteks želatinaasid või kollagenaasid –, mis aitavad neutrofiilidel sidekoes liikuda; teine osa tertsiaarseid sõmeraid sisaldab fosfataase.


    Neutrofiilid fagotsüteerivad aktiivselt baktereid ja teisi väkeseid partikleid ning nad on tavaliselt esimesed leukotsüüdid, mis jõuavad koekahjustuse kohta või infektsioonikoldesse (joonis 15.38). Aktiveeritud neutrofiilidel on infektsiooni- või vigastuskohal oluline roll põletikureaktsiooni kujunemisel. Neutrofiilid vabastavad nii kemokiine, mis meelitavad koldesse teisi leukotsüüte, kui ka tsütokiine, mis mõjutavad koldesse migreeruvate, aga ka paiksete rakkude aktiivsust. Neutrofiilidest vabaneb ka rida olulisi lipiidseid põletikumediaatoreid.
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    Joonis 15.38. Skemaatiline joonis, mis illustreerib neutrofiili rändamist postkapillaarsest veenulist sidekoesse. (1) Kahjustuskohas koekahjustuse või põletikukoldes bakterite aktiveeritud makrofaagid vabastavad proinflamatoorseid tsütokiine – näiteks interleukin-1 (IL-1) ja tuumori nekroosifaktor α (TNF-α) –, mis signaliseerivad läheduses olevaid postkapillaarseid veenuleid ekspresseerima selektiine endoteelirakkude valendikupoolsel pinnal. (2) Mööduvad sobivate glükoproteiinidega neutrofiilid seostuvad nõrgalt selektiinidega, mis tingib neutrofiilide aeglase nn rullumise endoteeli pinnal. (3) Tsütokiinide toimel rulluvad neutrofiilid ekspresseerivad integriine ja endoteeli rakud integriini ligandi ICAM-1 (intratsellulaarne adhesioonimolekul-1). Endoteelirakkudevahelised rakuliiduste kompleksid lammutatakse selektiivselt, mille tulemusel nõrgenevad endoteelirakkude omavahelised seosed. (4) Integriinid ja nende ligandid tagavad neutrofiilide tugeva seostumise endoteeliga, mis võimaldab lokaalsetel tsütokiinidel neutrofiile täiendavalt stimuleerida. (5) Neutrofiilid muutuvad liikuvateks, saadavad välja pseudopoode endoteelirakkude vahele ja kuna kemokiinid on neid stimuleerinud, siis liiguvad neutrofiilide seejärel endoteelirakkude vahelt sidekoesse (seda protsessi nimetatakse diapedeesiks).


    Neutrofiilide eluiga on lühike, rakud väljuvad perifeersest verest umbes 8–12 tunni jooksul ja sidekudedes on nende eluiga üks kuni neli päeva, misjärel nad kõrvaldatakse apoptoosi teel.


    15.3.1.3.1.2. Eosinofiilid


    Eosinofiile esineb neutrofiilidega võrreldes oluliselt vähem, täiskasvanud inimesel on neid 1–6% leukotsüütidest (mõnede imetajate eosinofiilide osakaal leukotsüütidest on näidatud tabelis 15.2). Tavaliselt koosneb eosinofiilide tuum kahest segmendist, kus heterokromatiin paikneb perifeerselt kontaktis tuumaümbrisega ja eukromatiin asetseb tuumasegmendi keskel. Eosinofiilidele on iseloomulik suurte tugevalt valgust murdvate atsidofiilsete (eosinofiilsete) sõmerate esinemine. Ultrastruktuursete uuringute alusel ilmneb, et eosinofiilide spetsiifilised (sekundaarsed) sõmerad on kujult ovaalsed ja sisaldavad tsentraalselt paiknevat lamedat kristalloidi, mis tingib valgusmikroskoopiliselt ilmneva sõmerate valgusmurduvuse. Kristalloid sisaldab peamist aluselist valku (ingl major basic protein, MBP). MBP on arginiinirikas valk, mis moodustab 50% sõmerate valkudest ja määrab sõmerate atsidofiilia. Veel sisaldavad sõmerad eosinofiilset peroksüdaasi ja katioonset valku ning neurotoksiini. Kui MBP koos katioonse valgu ja peroksüdaasiga mõjub parasiitidele tsütotoksiliselt, siis neurotoksiin halvab parasiitsete organismide närvisüsteemi. Spetsiifilised sõmerad sisaldavad veel histaminaasi, mis neutraliseerib histamiini aktiivsust, ja arüülsulfataasi, mis neutraliseerib basofiilide ja nuumrakkude sekreteeritud leukotrieene. Eosinofiilid vabastavad arüülsulfataasi ja histaminaasi allergiliste reaktsioonide kohtades, millega vähendatakse potentsiaalselt ohtlike vasoaktiivsete põletikumediaatorite toimet. Eelnevalt kirjeldatud eosinofiilide rollidest tulenevalt suureneb veres tsirkuleerivate eosinofiilide hulk just parasiitsete infektsioonide ja allergiliste reaktsioonide korral.


    Eosinofiilide primaarsed (asurofiilsed) sõmerad on lüsosoomid, mis sisaldavad lüsosomaalseid happelisi hüdrolaase, mis osalevad parasiitide hävitamisel ja rakku haaratud antigeen-antikeha komplekside lammutamisel.


    15.3.1.3.1.3. Basofiilid


    Basofiile on leukotsüütide seas kõige vähem, inimesel on neid ainult kuni 1% leukotsüütidest. Ka teistel imetajatel on basofiilid kõige harvemateks leukotsüütideks, ainult küülikutel on nad mõnevõrra arvukamad (tabel 15.2). Tuum on basofiilidel moodustunud tavaliselt kahest ebakorrapärasest segmendist, meenutades tihti S-tähte. Samas maskeerivad suured basofiilsed sõmerad enamasti rakutuuma, muutes selle vere äigepreparaatides raskesti jälgitavaks. Spetsiifilised sõmerad, mis värvuvad aluseliste värvainetega, on suuremad (diameetriga 0,5 µm), ebakorrapärase kujuga ja vähemarvukad võrreldes teiste granulotsüütide sõmeratega. Sõmerate tugev basofiilia on tingitud hepariini ja teiste sulfateeritud glükoosaminoglükaanide sisaldusest. Sõmerad sisaldavad veel histamiini ja mitmeid teisi põletikumediaatoreid (eosinofiilide kemotaktiline faktor, vereliistakuid aktiveeriv faktor ja fosfolipaas A, mis katalüüsib esmaseid samme fosfolipiididest pärinevate proinflammatoorsete leukotrieenide moodustamises). Rännates kudedesse, toetavad basofiilid nuumrakkude funktsioone. Nii basofiilid kui ka nuumrakud sisaldavad metakromaatiliselt värvuvaid hepariini ja histamiini sisaldavaid sõmeraid ning neil on pinnaretseptorid immunoglobuliin E (IgE) ja väljutavad graanulite komponendid (degranuleeruvad) vastuseks kindlate antigeenide ja allergeenide toimele. Kuigi basofiilid ja nuumrakud on mõneti sarnased rakud, mis lähtuvad ühest ja samast basofiili/nuumraku eellasrakust, siis nende edasine areng on erinev (vt ka peatükk 15.3.2.3.3. Sidekoe rakud, nuumrakud).


    15.3.1.3.2. Lümfotsüüdid


    Lümfotsüüdid on agranulotsüütide seas kõige arvukamad ja moodustavad täiskasvanud inimesel umbes kolmandiku kõikidest leukotsüütidest. Enamikul imetajatel on nad neutrofiilide järel arvukuselt teine leukotsüütide tüüp, kuid näiteks mäletsejalistel, seal ja närilistel on lümfotsüüdid peamine leukotsüütide vorm (tabel 15.2). Veres ja lümfis leiduvad lümfotsüüdid on retsirkuleerivad immunokompetentsed rakud, mis on omandanud võime antigeene ära tunda ja neile reageerida ning liiguvad ühest lümfaatilisest koest teise. Seetõttu erinevad lümfotsüüdid mitme aspekti poolest teistest leukotsüütidest: a) lümfotsüüdid ei ole terminaalselt diferentseerunud rakud; aktiveerimisel omandavad lümfotsüüdid jagunemisvõime ja diferentseeruvad teisteks efektorrakkudeks; b) lümfotsüüdid võivad väljuda veresoontest ja liikuda kudedesse ning retsirkuleeruda kudedest tagasi veresoontesse; c) kuigi lümfotsüütide ühised eellasrakud moodustuvad luuüdis, on lümfotsüütidel võime areneda väljapool luuüdi immuunsüsteemiga seotud kudedes.


    Suuruse alusel eristatakse kolme lümfotsüütide rühma: väiksed, keskmised ja suured lümfotsüüdid. Suured lümfotsüüdid (diameetriga 10–15 µm) on kas aktiveeritud lümfotsüüdid, millel on spetsiifilised antigeenidega reageerivad pinnaretseptorid või NK-rakud (loomulikud tapjarakud e naturaalsed killerid, ingl natural killer lymphocytes). Vereringes on enamik lümfotsüüte väikese või keskmise suurusega (6–9 µm), seejuures valdav enamik, üle 90% on väikesed lümfotsüüdid. Seetõttu vere äigepreparaatides on küpsed lümfotsüüdid umbes sama suured kui erütrotsüüdid, mille keskmine läbimõõt on inimesel 7,5 µm (joonis 15.34). Väikestele lümfotsüütidele on iseloomulik tugevalt värvuv ümmargune tuum, mis on ühelt küljelt kergelt sisserõhutud. Tuuma ümber paikneb kitsas riba kahvatult värvuvat tsütoplasmat, kus võib leida üksikuid asurofiilseid sõmeraid. Ultrastuktuursetel uuringutel ilmneb, et tsütoplasma sisaldab peamiselt vabu ribosoome ja üksikuid mitokondreid. Väikesed tiheda sisuga lüsosoomid vastavad valgusmikroskoobis nähtavatele üksikutele asurofiilsetele sõmeratele. Tsentrioolide paar ja Golgi kompleks lokaliseeruvad raku keskele, piirkonda, kus tuum on kergelt nõgus. Keskmistel ja suurtel lümfotsüütidel on rohkem tsütoplasmat, tuum on suurem, ühelt küljelt tugevalt nõgus ja sisaldab vähem heterokromatiini. Tsütoplasmas on näha rohkem asurofiilset sõmersust.


    Funktsionaalselt jagunevad lümfotsüüdid kolmeks tüübiks: T-lümfotsüüdid e T-rakud, B-lümfotsüüdid e B-rakud ja NK-rakud. Morfoloogiliselt on kõik need rakutüübid sarnased, mistõttu nende identifitseerimiseks kasutatakse spetsiifiliste CD-valkude (ingl Cluster of Differentiation) määramist raku pinnal (nt T-lümfotsüütide alatüübid, helper-T-rakud kannavad CD4 ja tsütotoksilised T-rakud CD8 antigeeni).


    T-lümfotsüüdid on oma nime saanud sellest, et nad diferentseeruvad tüümuses. B-lümfotsüütide nimi on tulenenud sellest, et neid rakke kirjeldati omaette rakuliinina lindude kloakaalpaunas (ld Bursa Fabricii) ja imetajatel kloakaalpauna analoogides (luuüdis). NK-rakud arenevad samadest eellasrakkudest nagu B- ja T-lümfotsüüdid, kuid nende nimi tuleneb sellest, et nad on programmeeritud tapma teatud tüüpi transformeerunud rakke.


    T-lümfotsüüdid on pika elueaga ja nad osalevad rakulises immuunsuses. T-lümfotsüütidele on iseloomulik spetsiifiliste pinnavalkude – T-raku retseptorite (ingl T-cell receptor, TCR) olemasolu (joonis 15.39). T-lümfotsüütide seas on identifitseeritud rida alatüüpe: tsütotoksilised T-rakud, helper-T-rakud ja regulatoorsed T-rakud.


    B-lümfotsüüdid ekspresseerivad oma pinnal immunoglobuliine, mis funktsioneerivad antigeenide retseptoritena (joonis 15.39). B-lümfotsüüdid osalevad humoraalses immuunsuses.
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    Joonis 15.39. Helper-T-lümfotsüüt CD-4 markervalgu ja T-raku retseptoriga (TCR), tsütotoksiline T-lümfotsüüt CD-8 markervalguga ja T-raku retseptoriga (TCR), B-lümfotsüüt immunoglobuliinide e B-raku retseptoritega (BCR).


    15.3.1.3.3. Monotsüüdid


    Monotsüüdid on leukotsüütidest kõige suuremad (12–20 µm diameetriga), eriti tugevasti lamestuvad nad vere äigepreparaatides, kus nende keskmine diameeter on 18 µm (joonis 15.40).
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    Joonis 15.40. Inimese vere äigepreparaat (Pappenheim). Arvukate erütrotsüütide seas on näha monotsüüti. Nool osutab vereliistakule.


    Inimesel moodustavad monotsüüdid 2–10% leukotsüütidest, ka teistel imetajatel on monotsüütide osakaal enamasti sama (tabel 15.2).


    Monotsüüdid on agranulotsüüdid, millest kujunevad makrofaagid ja teised mononukleaarsete fagotsüütide süsteemi kuuluvad rakud (osteoklastid, Kupfferi rakud, alveolaarmakrofaagid, mikrogliia jne). Kõik monotsüütidest pärit makrofaagid on organismis immuunsüsteemi jaoks olulised antigeeni esitavad rakud. Vereringes püsivad monotsüüdid ainult umbes kolm päeva, misjärel nad väljuvad veresoontest ja diferentseeruvad kudedes makrofaagideks.


    Monotsüütide basofiilne tsütoplasma ümbritseb ulatusliku vööndina ekstsentriliselt paiknevat tuuma. Tsütoplasma sisaldab lüsosoome (asurofiilseid sõmeraid), mitokondreid ja väikseid kareda endoplasmaretiikulumi alasid koos Golgi kompleksiga.


    Monotsüütide suur tuum on ühelt küljelt sügavalt nõgus, nii et tuumal on iseloomulik neerjas kuju. Tuuma sisserõhutuse koht on rakutsentri ala, kus paiknevad tsentrioolid ja hästi arenenud Golgi kompleks.


    15.3.1.4. Vereliistakud


    Vereliistakud e trombotsüüdid on tuumata väikesed 2–4 µm diameetriga rakufragmendid, mis on ära nöördunud luuüdis paiknevate polüploidsete megakarüotsüütideks nimetatavatest hiidrakkude jätketest (joonis 15.43). Vereliistakute arv varieerub suurtes piirides (tabel 15.2), täiskasvanud inimese normväärtusteks loetakse 145–390 x 109/L. Vereliistakute eluiga tsirkuleerivas veres on suhteliselt lühike, umbes kümme päeva.


    Valgusmikroskoopiliselt eristatakse vereliistakutes tsentraalselt paiknevat kergelt basofiilset, graanuleid sisaldavat granulomeeri e kromomeeri ja perifeerselt paiknevat homogeenset, heledamalt värvuvat hüalomeeri (joonis 15.41).
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    Joonis 15.41. Inimese vere äigepreparaat (Pappenheim). Arvukate erütrotsüütide seas on näha eosinofiilset granulotsüüti e eosinofiili. Vereliistakutes (nooled) eristub tsentraalne, tumedamalt värvuv granulomeer ja seda ümbritsev heledam hüalomeer.


    Ultrastruktuurselt eristatakse vereliistakutes nelja tsooni (joonis 15.42).


    Perifeerse tsooni moodustab glükokaalüksiga kaetud rakumembraan. Glükokaalüks koosneb glükoproteiinidest, glükoosaminoglükaanidest ja mitmetest plasmast absorbeerunud koagulatsioonifaktoritest. Integraalsed glükoproteiinid talitlevad vereliistakute retseptoritena.


    Strukturaaltsooni moodustavad mikrotuubulid, aktiinifilamendid ning aktiini ja müosiini siduvad valgud, mis moodustavad rakumembraani toestava võrgustiku.


    Organellide tsoon hõlmab vereliistakute keskosa. Selles tsoonis paiknevad mitokondrid, peroksüsoomid, glükogeeni sõmerad ja kolme tüüpi graanulid. α-graanulid diameetriga 0,12–0,3 µm on kõige arvukamad ning sisaldavad fibrinogeeni, koagulatsioonifaktoreid, plasminogeeni ja vereliistaku kasvufaktorit. δ-graanulid on tihedad membraaniga ümbritsetud kehakesed diameetriga 50–150 nm, mis sisaldavad ADP, ATP, serotoniini ja histamiini. λ-graanulid on sarnased lüsosoomidega teistes rakkudes ja sisaldavad mitmeid hüdrolüütilisi ensüüme.


    Membraanide tsoon sisaldab kahte tüüpi membraanikanaleid. Avatud kanalikeste süsteem kujutab endast arengulisi jäänukeid demarkatsioonikanalitest ehk tegemist on kanalikestega, mis ei osalenud megakarüotsüütide tsütoplasma jagunemisel vereliistakute äranöördumisel (tabel 16.2). Tihe tuubulite süsteem on kujunenud endoplasmaretiikulumist ja talitleb kaltsiumioonide deponeerimiskohana.
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    Joonis 15.42. Vereliistaku ultrastruktuurse ehituse skeem, mis illustreerib vereliistaku nelja tsooni iseärasusi.


    Vereliistakud on olulised hemostaasi tagamisel. Vereliistakud jälgivad pidevalt veresoonte endoteeli terviklikkust ja kui ilmnevad veresooneseina kahjustused, siis vigastuskohas paljastuv sidekude (kollageen) kutsub esile vereliistakute kokkukleepumise. Viimane protsess käivitab vereliistakute degranuleerumise, mille tulemusel vabastatakse serotoniini, ADP jt signaalmolekule. Serotoniin on tugev vasokonstriktor, mis põhjustab kahjustuskohas veresoonte silelihaste kontraktsiooni ja vähendab seeläbi verejooksu. ADP ja teised signaalmolekulid soodustavad vereliistakute edasist kokkukleepumist peatamaks verejooksu. Samal ajal aktiveeritud vereliistakud vabastavad α- ja δ-graanulite sisaldisi, mille käigus vabanevad teiste ainete kõrval koagulatsioonifaktorid ja veel täiendavalt serotoniini. Vereplasmas lahustuvas olekus muutub fibrinogeen fibriiniks, kusjuures vereliistakute glükokaalüks tagab selleks muundumiseks vajaliku reaktsioonipinna. Kujunevasse kolmemõõtmelisse fibriininiitide võrgustikku jäävad kinni erütrotsüüdid ja veel täiendavalt vereliistakuid ning moodustub verehüüve.


    15.3.1.5. Lümf


    Lümf on lümfisoontes ringlev läbipaistev ja õrnalt kollakas vedelik. Lümf moodustub interstitsiaalse vedeliku valgumisel kudedest lümfikapillaaridesse, mille põhjustab osmootse rõhu diferents (joonis 15.43). Samamoodi nagu veri koosneb lümf plasmast ja rakkudest. Võrreldes vereplasmaga sisaldub lümfiplasmas vähem valke; viimaste seas on ülekaalus albumiinid. Lümfi rakkudest moodustavad suurema osa (rinnajuha lümfis kuni 98%) lümfotsüüdid, oluliselt vähem on teisi leukotsüüte, aga lümfis võib leida ka kudedest sinna sattunud üksikuid erütrotsüüte. Lümfi puhastamine, kontsentreerimine ja rikastumine lümfotsüütidega toimub lümfisoonte teel paiknevates lümfisõlmedes. Viimaste parakorteksis paiknevad erilised kõrge endoteeliga veenulid (ingl high endothelial venules, HEV) on koht, kust siseneb lümfisõlme suurem osa lümfotsüütidest (90%) ja kust voolab ära otse vereringesse ligikaudu 35% lümfiplasma vedelikust ja elektrolüütidest.


    Lümfisooned liituvad kokku kaheks suureks lümfijuhaks – rinnajuhaks ja paremaks lümfijuhaks –, mis suunavad lümfi suurtesse südamelähedastesse veenidesse.


    Seedekanalist pärit lümf, mis toitainete imendusmisperioodil sisaldab hulgaliselt väikseid lipiiditilgakesi, on iseloomuliku valkja värvusega, mistõttu seda nimetatakse küüluseks e piimandiks.
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    Joonis 15.43. Lümf moodustub interstitsiaalse koevedeliku valgumisel umbselt algavatesse õhukeseseinalistesse lümfikapillaaridesse. Sidekudedes vesi ja madalmolekulaarsed ühendid tungivad kapillaaride arterioolidepoolsest osast kõrgema hüdrostaatilise rõhu tõttu rakkudevahelisse (interstitsiaalsesse) ruumi. Nagu skeemil näidatud, langeb kapillaaride veenulitepoolses osas hüdrostaatiline rõhk, millega paralleelselt suureneb vere osmootne rõhk tingituna plasmavalkude kontsentratsiooni tõusust. Kõrge osmootse rõhu tõttu tõmmatakse vesi kapillaaride veenulitepoolses osas tagasi kapillaaride valendikku. Sellisel moel toimub vereplasma ja interstitsiaalse vedeliku pidev osaline vahetus. See võimaldab ühelt poolt tuua toitaineid rakkudeni ja teiselt poolt viia kudedest välja rakkude elutegevuse jääkaineid. Seejuures ei suundu mitte kogu interstitsiaalne vedelik tagasi verekapillaari, vaid väike ülejääv vedelikuosa (umbes 10%) valgub lümfikapillaaride valendikku, kus vedelikku juba lümfiks nimetatakse.


    


    15.3.1.6. Vereloome ja vererakkude diferentseerumine


    Vereloome e hematopoees (hemopoees) kätkeb endas nii erütrotsüütide loomet e erütropoeesi, leukotsüütide loomet e leukopoeesi kui ka vereliistakute (trombotsüütide) loomet e trombopoeesi. Vererakkude eluiga on piiratud. Kui erütrotsüüdid (eluiga inimesel umbes 120 päeva) ja vereliistakud (eluiga umbes 10 päeva) püsivad normaalselt alati ainult vereringes, siis leukotsüüdid seevastu lahkuvad tsirkulatsioonist varsti peale luuüdist veresoonestikku jõudmist ja veedavad enamiku oma väga erineva pikkusega elueast kudedes, täites seal spetsiifilisi ülesandeid. Kindlustamaks piiratud elueaga rakkude ühtlaselt püsivat arvukust veres on vaja tagada rakupopulatsioonide pidev uuenemine vereloome kaudu.


    Täiskasvanul moodustuvad erütrotsüüdid, granulotsüüdid, monotsüüdid ja vereliistakud punases luuüdis; lümfotsüüdid moodustuvad punases luuüdis ja lümfoidses koes. Embrüonaaleas, enne luuüdi diferentseerumist moodustuvad erütrotsüüdid ja leukotsüüdid mitmes organis. Esimeses vereloome perioodis tekivad vereloome saarekesed rebukoti seinas, mis algab inimesel embrüonaalarengu kolmandal nädalal (joonis 15.44). Selles mesenhümaalses vereloome perioodis moodustuvad vererakud intravasaalselt e kujunevate veresoonte sees. Selles perioodis moodustuvad algselt tuuma sisaldavad erütrotsüüdid, hiljem tuumata erütrotsüüdid ja vähemal määral moodustub ka leukotsüüte. Teises, hepatolienaalses vereloome perioodis tekivad vereloome kolded algul maksas ja siis põrnas (joonis 15.44). Nendes vereloome kolletes toimub peamiselt erütrotsütaarse rea rakkude moodustumine, kuigi maksas leiab aset ka mõningane leukotsüütide loome. Maks ongi raseduse teise trimestri jooksul peamine vereloome organ. Kolmas vereloome periood, müelolümfaatiline periood, algab raseduse teisel trimestril, mil vereloome kandub üle definitiivsetele vereloomeorganitele – luuüdile ja lümfoidkoele (joonis 15.44). Peale sündi toimub vereloome ainult punases luuüdis ja lümfoidkoes.
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    Joonis 15.44. Vereloome dünaamika inimesel läbi embrüonaalperioodi ja täiskasvanuea. Embrüo kõige varasemas arenguperioodis toimub vereloome rebukotis. Raseduse teise trimestri jooksul on peamine vereloomeorgan maks ja vähemal määral põrn ning raseduse kolmanda trimestri jooksul luuüdi. Sünnimomendil toimub enamik vereloomest punases luuüdis. Lastel ja noortel täiskasvanutel toimub vereloome kõikide luude punases luuüdis, sealhulgas pikkades toruluudes, näiteks sääre- ja reieluus. Täiskasvanutel toimub vereloome peamiselt lamedates luudes (nt roided, rinnak, koljulae luud, puusaluu jt), aga ka selgroolülides.


    Luuüdi täidab pikkade toruluude üdikanaleid ja käsnluu luupõrkade vaheruume. Hematopoeetiliselt aktiivne on punane luuüdi, mille värvus on tingitud vere- ja vereloomerakkude rohkusest. Kui vastsündinul on kogu luuüdi hematopoeetiliselt aktiivne punane luuüdi, siis edaspidi koos organismi kasvamisega asendub punane luuüdi järk-järgult kollase luuüdiga (joonis 15.44). Kollases luuüdis on rasvarakud asendanud peaaegu kõik hematopoeetilised rakud ja just rasvarakkude rohkus annab luuüdi sellele vormile iseloomuliku värvi. Teatud tingimustel (hüpoksia jt) võib siiski kollane luuüdi muutuda punaseks luuüdiks. Punane luuüdi koosneb retikulaarsest sidekoest moodustunud mikrostroomast, hematopoeetilistest väätidest e saarekestest ja sinusoidaalsetest kapillaaridest. Luuüdi stroomat moodustav retikulaarne sidekude koosneb haralistest retikulaarrakkudest, õrnast retikulaarkiudude võrgustikust ja makrofaagidest. Luuüdi maatriks sisaldab veel ka I tüüpi kollageenseid kiude, proteoglükaane, fibronektiini ja laminiine. Fibronektiin ja laminiinid koos integriinidega aitavad siduda rakke maatriksile. Hematopoeetiliste väätide vahele jäävate sinusoidide endoteel on katkendlik. Läbi endoteeli avauste liiguvad värskelt diferentseerunud vererakud ja vereliistakud üldisesse vereringesse (joonis 15.45).
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    Joonis 15.45. Luuüdis värskelt moodustunud erütrotsüüdid, leukotsüüdid ja vereliistakud satuvad vereringesse läbi sinusoidide katkendliku endoteeli. Leukotsüüdid läbivad sinusoidide seina tänu nende endi aktiivsele liikumisvõimele. Liikumisvõimetud erütrotsüüdid seevastu surutakse läbi endoteeliavauste rõhugradiendi survel. Megakarüotsüüdid suunavad oma kitsad jätked endoteelirakkude vahelt läbi sinusoidide valendikku. Jätkete tipult äranöörduvad vereliistakud vabanevad vereringesse.


    Kõik vere vormelemendid arenevad luuüdis hematopoeetilisest tüvirakust (ingl hematopoietic stem cell, HSC) (vt ka peatükk 11.2 ja 11.8.1).


    Vereloome tüvirakud säilitavad ühelt poolt oma populatsiooni ja teiselt poolt diferentseeruvad kaheks multipotentseks eellasrakuks: ühiseks müeloidseks multipotentseks eellasrakuks ja lümfoidrea multipotentseks eellasrakuks, mis on võimeline diferentseeruma B-lümfotsüüdiks (B-rakuks), T-lümfotsüüdiks (T-rakuks) ja NK-rakuks (joonis 15.46). Ühine müeloidne multipotentne eellasrakk diferentseerub omakorda kaheks eellasrakuks: granulotsüüdi/monotsüüdi eellasrakuks, millest lähtub granulotsütopoees ja monotsütopoees ning megakarüotsüüdi/erütrotsüüdi eellasrakuks, millest lähtub trombotsütopoees ja erütrotsütopoees (joonis 15.46). Tüvirakud ja kõik eellasrakud näevad luuüdi äigepreparaatides ühtemoodi välja (sarnanevad lümfotsüütidega). Seega ei ole morfoloogiliselt neid rakuvorme võimalik eristada ja rakutüüpide identifitseerimiseks peab kasutama spetsiaalseid meetodeid. Üks meetoditest on olnud jälgida, millised rakukolooniad moodustuvad teatud eellasrakkude kultiveerimisel. Selliselt identifitseeritud eellasrakke hakati nimetama kolooniaid moodustavateks ühikuteks (ingl colony forming unit, CFU). Nii nimetati ühist müeloidset eellasrakku CFU-GEMM (ingl colony forming unit – granulocyte, erythrocyte, monocyte, megakaryocyte), ühist lümfoidset eellasrakku CFU-L (ingl colony forming unit – lymphoid) ja granulotsüüdi/monotsüüdi eellasrakku CFU-GM (ingl colony forming unit – granulocyte, monocyte). Joonisel 15.46 on näidatud vereloome eellasrakkude nimetuste lühendite järel ka rakkude CFU-süsteemi tähistused. Eespool toodud terminoloogia järgi hakati ka hematopoeetilisi tsütokiine nimetama kolooniaid stimuleerivateks faktoriteks (ingl colony stimulating factors, CSF).


    15.3.1.6.1. Erütrotsütopoees e erütropoees


    Erütrotsüütide arenemine algab ühisest müeloidsest eellasrakust, mis erütropoetiini, granulotsüüdi-makrofaagi kolooniat stimuleeriva faktori (GM-CSF), IL-3 jt tsütokiinide toimel diferentseerub megakarüotsüütide/erütrotsüütide eellasrakuks (joonis 15.46). Viimased peavad hakkama sünteesima transkriptsioonifaktorit GATA-1, et lõplikult diferentseeruda erütrotsütaarse rea rakkudeks. GATA-1 toimel transformeeruvad megakarüotsüütide/erütrotsüütide eellasrakud erütropoetiinitundlikeks erütrotsüüdi eellasrakkudeks, millest moodustuvad proerütroblastid (joonis 15.46).
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    Joonis 15.46. Skeemil on kujutatud erinevad vereloome rakuread. Näidatud on vererakkude areng vereloome tüvirakust nende küpsemiseni luuüdis ja suundumiseni verre ning sidekudedesse. Katkendlikud jooned näitavad võimalikke arenguridasid: prodendriitrakk võib tekkida ka ühisest lümfoidsest eellasrakust ja megakarüotsüüdi eellasrakk võib kujuneda ka otse ühisest müeloidsest eellasrakust.


    Proerütroblastid on esimesed morfoloogiliselt eristatavad erütropoeesi eellassrakud. Proerütroblastid on suhteliselt suured rakud diameetriga 12–20 µm. Nende ümmargune tuum sisaldab ühte või kahte selgelt eristatavat tuumakest. Tsütoplasma on kergelt basofiilne vabade ribosoomide sisalduse tõttu. Proerütroblastide mitootilisel jagunemisel kujunevad väiksemad basofiilsed erütroblastid (diameter 10–16 µm). Rakkude tsütoplasma on tugevalt basofiilne tänu suurele hulgale polüribosoomidele, mis sünteesivad hemoglobiini. Hemoglobiini kogunemine rakkudesse muudab tsütoplasma värvumise järk-järgult atsidofiilsemaks (eosinofiilsemaks). Staadiumis, kus tsütoplasmat iseloomustab nii atsidofiilia, mida põhjustab hemoglobiini värvumine, kui ka basofiilia ribosoomide värvumisest, nimetatakse rakke polükromatofiilseteks erütroblastideks. Viimased on basofiilsetest erütroblastidest väiksemad, ka tuum on väiksem, kus jämedad heterokromatiini graanulid moodustavad iseloomuliku malelauataolise mustri (joonis 15.47). Järgmise staadiumi rakke nimetatakse ortokromatofiilseteks erütroblastideks (normoblastideks). Nendel rakkudel on väike, tihe ja ühtlaselt värvuv tuum ning eosinofiilne tsütoplasma tänu hemoglobiini kõrgele sisaldusele. Normoblastid, mis on ainult natuke suuremad kui küpsed erütrotsüüdid, ei ole enam jagunemisvõimelised. Järgnevalt tõugatakse normoblastidest tuum välja (joonis 15.47). Olles kaotanud tuuma, muutuvad nad rakkudeks, mis on valmis sisenema punase luuüdi sinusoidide valendikku. Sellised rakud sisaldavad veel polüribosoome, mis jätkuvalt sünteesivad hemoglobiini. Ribosoomid tingivad muidu eosinofiilsete rakkude kerge basofiilia, mistõttu nimetatakse neid rakke polükromatofiilseteks erütrotsüütideks. Polüribosoome saab demonstreerida ka spetsiaalvärvingutega, mis põhjustavad polüribosoomide liitumise võrgustikuks e retiikulumiks. Seetõttu nimetatakse polükromatofiilseid erütrotsüüte ka retikulotsüütideks, mis ongi selle rakuvormi kohta enim kasutatav termin. Normaalselt on veres umbes 1–2% retikulotsüüte, kuid nende hulk võib tõusta koos erütrotsüütide suurenenud sisenemisega vereringesse, mis võib olla põhjustatud verekaotusele järgneva vereloome kiirenemisest. Vereringes kaotavad retikulotsüüdid kiiresti oma polüribosoomid ja muutuvad küpseteks erütrotsüütideks.
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    Joonis 15.47. Erütrotsüütide ja granulotsüütide diferentseerumise staadiumid. Skeemil on kujutatud erütrotsütopoeesi ja granuolotsütopoeesi rakuridade luuüdi äigepreparaatides morfoloogiliselt eristatavad staadiumid.


    15.3.1.6.2. Trombotsütopoees e trombopoees


    Nagu erütrotsüütide nii lähtub ka vereliistakute moodustumine ühisest müeloidsest eellasrakust. Erinevate tsütokiinide toimel diferentseerub müeloidne eellasrakk megakarüotsüütide/erütrotsüütide eellasrakuks. Järgnevalt kujuneb unipotentne megakarüotsüütide eellasrakk, millest areneb megakarüoblast (joonis 15.46). Viimane on suur, enam-vähem ümara tuumaga rakk (diameetriga 30 µm). Megakarüoblastis toimuvad järjestikused endomitoosid, mille käigus kromosoomide replikatsioonile ei järgne karüokineesi ega tsütokineesi. Trombopoetiini stimulatsioonil suureneb ploidsus 8n kuni 64n enne kui kromosoomide replikatsioon katkeb. Seejärel muutuvad rakud vereliistakuid moodustavateks megakarüotsüütideks, mille diameeter on 50–70 µm ja tuum on tugevalt sagarastunud (joonis 15.46 ja 15.48). Nii raku kui ka tuuma suurus kasvab proportsionaalselt ploidsuse tõusuga. Valgusmikroskoopilistes uuringutes ilmneb, et vereliistakute alad täidavad suures osas megakarüotsüütide perifeerse tsütoplasma. Ultrastruktuursetel uuringutel on näidatud, et megakarüotsüütide tsütoplasma on rakumembraani sissesopistumisel jaotunud alaosadeks. Need sissesopistused on demarkatsioonikanalid, mida mööda vereliistakud megakarüotsüütidest ära nöörduvad. Demarkatsioonikanalite jäänukid võivad vereliistakutes säilida avatud kanalikeste süsteemina.
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    Joonis 15.48. Merisea luuüdi äigepreparaat (Pappenheim). Joonise keskel näha suurt, tugevalt sagarastunud tuumaga megakarüotsüüti.


    15.3.1.6.3. Granulotsütopoees e granulopoees


    Granulotsüüdid moodustuvad ühisest müeloidsest eellasrakust, mis diferentseerub granulotsüüdi/monotsüüdi eellasrakuks selliste tsütokiinide toimel nagu granulotsüüdi-makrofaagi kolooniat stimuleeriv faktor (GM-CSF) ja granulotsüüdi kolooniat stimuleeriv faktor (G-CSF) ning IL-3.


    Granulopoeesi rakurea esimene morfoloogiliselt eristatav liige on müeloblast. Müeloblastide diameeter on 14–20 µm ja neil on suur ümar kolme kuni viie tuumakesega eukromaatiline tuum. Tuum hõlmab suurema osa raku mahust, mistõttu tuuma ümber on suhteliselt vähe basofiilselt värvuvat tsütoplasmat (joonis 15.47). Müeloblastidest moodustuvad ümara tuuma ja asurofiilseid sõmeraid sisaldava tsütoplasmaga promüelotsüüdid. Asurofiilsed (primaarsed) sõmerad moodustuvad ainult promüelotsüütides, hilisemates granulopoeesi rakujärkudes asurofiilseid sõmeraid ei moodustu, mistõttu asurofiilsete sõmerate hulk järglasrakkudes väheneb järjestikuste jagunemiste teel. Promüelotsüütide seas alatüüpe ei eristata, jagunemine neutrofiilseteks, eosniofiilseteks ja basofiilseteks rakuridadeks kujuneb järgmises, müelotsüütide staadiumis. Müelotsüütidel on alguses suhteliselt ümar tuum, mis muutub järgnevate jagunemiste käigus järjest heterokromaatilisemaks ja ühelt küljelt tugevalt sisserõhutuks. Spetsiifilised graanulid ilmuvad Golgi kompleksi konveksselt pinnalt, samas jäävad asurofiilsed sõmerad kompleksi konkaavsele pinnale. Jätkuvate jagunemiste teel moodustuvad müelotsüütidest metamüelotsüüdid. Viimaste tsütoplasma sisaldab mitusada graanulit, kusjuures erinevad spetsiifilised (neutrofiilsed, eosniofiilsed ja basofiilsed) graanulid ületavad arvukuselt asurofiilseid sõmeraid (joonis 15.47). Neutrofiilsetes metamüelotsüütides on spetsiilisi sõmeraid umbes kaks korda rohkem kui asurofiilseid sõmeraid. Metamüelotsüütide tuum muutub järjest heterokromaatilisemaks ja sügavamalt nõgusaks, kuni omandab iseloomulikult neerja kuju (joonis 15.47). Järgnev staadium neutrofiilide kujunemisel on kepptuumsed neutrofiilid, kus esimeste kujunevate tuumasagarate tõttu omandab tuum painutatud kepi kuju. Kepptuumsetel neutrofiilidel (ingl band [stab] cells) on tuum välja venitatud, veidi ebaühtlase laiusega ja iseloomulikult hobuserauakujuline (joonis 15.46). Tuuma süvenevad ahenemised viivad kepptuumses neutrofiilis kahe kuni nelja eristatava tuumasagara kujunemisele. Sellist rakku loetakse küpseks segmenttuumseks neutrofiiliks, mida tuuma polümorfse ehituse tõttu ka polümorfonukleaarseks neutrofiiliks ehk lihtsalt polünukleaariks nimetatakse. Eosinofiilide ja basofiilide arengu korral kepptuumseid vorme praktiliselt ei esine ning eosinofiilsetele ja basofiilsetele metamüelotsüütidele järgnevad segmenttuumsed eosinofiilid ja basofiilid (joonis 15.47).


    Granulopoeesi mitootiline (proliferatiivne) faas luuüdis kestab umbes nädala ja peatub hilises müelotsüüdi staadiumis. Postmitootiline faas, mida iseloomustab raku diferentseerumine metamüelotsüüdist küpse granulotsüüdini, kestab samuti umbes nädala. Valdav osa moodustuvatest granulotsüütidest on neutrofiilid ja nagu näidatud joonisel 15.48, paiknevad arenevad ja küpsevad neutrofiilid luuüdis ja veres neljas anatoomiliselt ja funktsionaalselt erinevas alaosas. Luuüdis on kaks alaosa: granulopoeetiline alaosa, kus toimub neutrofiilide loome, ja neutrofiilide reservi alaosa, kus säilitatakse küpseid neutrofiile enne nende suundumist vereringesse (joonis 15.49). Veres on neutrofiilid kas vabalt ringlemas (tsirkuleerivate rakkude alaosa) või on nad väikestes veenides ja veenulites ajutiselt koondunud sooneseina lähedale tingituna neutrofiilide kergest adhesioonist endoteelirakkudele (joonis 15.45). Neutrofiilide ääreseis võib mõnedes veenulites kesta tunde, kuid rakkude adhesioon endoteelirakkudele ei vii mitte alati selleni, et neutrofiilid väljuksid veresoontest, vaid ääreseisus rakud võivad endoteeliga seostumiset vabaneda ja muutuda tsirkuleerivateks rakkudeks. Samas aga väljuvad neutrofiilid regulaarselt väikestest veresoontest sidekudedesse, eriti aktiivne diapedees toimub koekahjustuskolletes (joonis 15.37).
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    Joonis 15.49. Neutrofiilid paiknevad organismis neljas anatoomiliselt ja funktsionaalselt erinevas alaosas. Nende alaosade suurus skeemil vastab ligilähedaselt neis sisalduvate rakkude hulgale. (1) Granulopoeetiline alaosa luuüdis sisaldab neutrofiilide eellasrakke, diferentseeruvaid rakke ja küpsevaid rakke. (2) Luuüdis paiknev neutrofiilide reservi alaosa talitleb puhversüsteemina, mis on vajadusel võimeline välja paiskama suurel hulgal küpseid neutrofiile. (3) Veres tsirkuleerivate neutrofiilide alaosa. (4) Veenulites ja väikestes veresoontes ääreseisus neutrofiilide alaosa. Neutrofiilid ei tsirkuleeri, vaid on ajutiselt koondunud väikeste veresoonte endoteelirakkude pinnale. Tsirkuleerivate (3) ja ääreseisus (4) neutrofiilide alaosad on ligilähedaselt sama suured ning nende kahe alaosa vahel toimub pidev rakkude vahetus. Koos võetuna on luuüdis olevate granulopoeetilise (1) ja neutrofiilide reservi (2) alaosad umbes kümme korda suuremad kui tsirkuleerivate rakkude (3) ja ääreseisus rakkude (4) alaosad.


    15.3.1.6.4. Monotsütopoees e monopoees


    Monotsüüdid moodustuvad luuüdis granulotsüüdi/monotsüüdi eellasrakust, millest kujunevad kas monotsüüdid või kolm granulotsüütide rakuliini. Samuti moodustuvad granulotsüüdi/monotsüüdi eellasrakust veel dendriitrakud (joonis 15.46). Ühise müeloidse eellasraku diferentseerumist granulotsüüdi/monotsüüdi eellasrakuks kontrollib IL-3. Järgnevaks monotsüüdi eellasraku kujunemiseks on vajalikud transkriptsioonifaktorid PU.1 ja Egr-1 ning IL-3 ja GM-CSF stimulatsioon. Monotsüüdi eellasrakust moodustuv monoblast on morfoloogiliselt väga sarnane müeloblastiga. Järgneval diferentseerumisel moodustuv promonotsüüt on suur (diameeter kuni 18 µm) basofiilse tsütoplasma ja ühelt küljelt kergelt sisserõhutud tuumaga rakk. Promonotsüüdid diferentseeruvad monotsüütideks, mis sisaldavad tugevalt arenenud karedat endoplasmaretiikulumi ja lüsosoome moodustavaid Golgi komplekse. Monotsüütide küpsedes muutuvad lüsosoomid nähtavaks peene asurofiilse sõmersusena. Veres tsirkuleerivad monotsüüdid mitu tundi, kuni nad sisenevad kudedesse, kus nad küpsevad makrofaagideks (või muudeks fagotsüütideks).


    15.3.1.6.5. Lümfotsütopoees e lümfopoees


    Kõik lümfotsüüdid moodustuvad luuüdis olevatest eellasrakkudest. Ikarose perekonna transkriptsioonifaktorid kannavad peamist rolli vereloome tüviraku diferentseerumisel ühiseks lümfoidseks eellasrakuks (joonis 15.46). Ühise lümfoidse eellasraku järglasrakud, mis moodustavad GATA-3 transkriptsioonifaktori, arenevad T-lümfotsüütideks. Need rakud lahkuvad luuüdist pre-T-lümfotsüütidena ja rändavad tüümusesse, kus nad lõpetavad oma diferentseerumise. Läbinud selektsiooniprotsessi tüümuses, sisenevad T-lümfotsüüdid vereringesse. Teine transkriptsioonifaktor, PAX5, aktiveerib B-lümfotsüüdile spetsiifilisi geene nendes ühisest lümfoidsest eellasrakust arenevates rakkudes, mis muutuvad B-lümfotsüütideks. Imetajatel esinevad sellised rakud luuüdis, sooletrakti limaskestaga seotud lümfoidkoes ja põrnas. NK-rakkude arengus suunavad arvatavasti IL-2 ja IL-15 eellasrakkude muundumist pre-NK-rakkudeks. Viimased, olles omandanud NK-rakkude spetsiifilisi funktsioone, muutuvad küpseteks NK-rakkudeks. NK-rakkude peamine loomekoht on luuüdi.


    Esimene morfoloogiliselt eristatav lümfoidrea eellasrakk on lümfoblast. Viimane on suhteliselt suur rakk, kus mahuka tuuma ümber on vähe tsütoplasmat. Osa lümfoblaste, nagu eespool mainitud, diferentseerub luuüdis B-lümfotsüütideks, osa diferentseerub tüümuses T-lümfotsüütideks ja veel üks osa diferentseerub luuüdis NK-rakkudeks. Lümfotsüütide arenedes muutub nende tuum väiksemaks, tuumakesed redutseeruvad ja rakk tervikuna jääb väiksemaks. Luuüdis ja tüümuses sünteesivad rakud spetsiifilisi pinnavalke, mis iseloomustavad vastavalt B- ja T-lümfotsüüte ning NK-rakke (lümfotsüütide alatüüpide ja nende funktsioonide kohta vt peatükk 14.2.1. T- ja B-lümfotsüüdid, ning peatükk 14.2.5. B-rakud ja humoraalne immuunsus). Siinkohal peab rõhutama, et lümfotsütopoeesi eripära on see, et diferentseerunud lümfotsüüdid võivad dediferentseeruda: aktiveerimisel omandavad küpsed lümfotsüüdid jagunemisvõime ja diferentseeruvad teisteks efektorrakkudeks (nt immunoblastideks).


    15.3.1.7. Vereloome faktorid


    Vereloomet kontrollivad väga tugevalt erinevad kasvufaktorid ja vereloomeorganite mikrokeskkond. Pea kõik kasvufaktorid on multifunktsionaalsed, mõjutades mitmete rakuliinide erinevate rakuvormide proliferatsiooni ja/või diferentseerumist, küpsemist, väljumist luuüdist ja elulemust kudedes. Iga üksiku kasvufaktori toime sõltub sellest, millises arenguastmes mõjutatav rakk sel hetkel on, milline on raku diferentseeritus, milliseid retseptoreid ta kannab ja millised teised signaalid parasjagu oma mõju avaldavad.


    Vereloome tüvirakku (HSC) mõjutavad oluliselt luuüdi stroomarakkude sekreteeritud tüviraku faktor (ingl stem cell factor, SCF), aga ka interleukiin-1 (IL-1) jt faktorid. Tüvirakkude lokaliseerumine ei piirdu ainult vereloomeorganitega, vaid nad tsirkuleerivad vähearvuliselt ka vereringes. Granulotsüüdi kolooniat stimuleeriv faktor (G-CSF) põhjustab tüvirakkude rohket vabanemist vereringesse. Veres tsirkuleerivad tüvirakud on võimelised neile sobivas mikrokeskkonnas uuesti luuüdis pesastuma.


    Olulised, üldise toimega käivitavad faktorid vereloomes on interleukiin-3 (IL-3), granulotsüüdi-monotsüüdi kolooniat stimuleeriv faktor (GM-CSF) ja eespool mainitud tüviraku faktor (SFC). Need faktorid mõjutavad enamikku rakuliine pea kõikides arengustaadiumites. Trombopoetiinil – hormoon, mida toodetakse neerudes ja maksas – on oluline roll megakarüotsüütide arengus ja vereliistakute moodustumises, aga see mõjutab oluliselt ka erütrotsüütide arengu varaseid etappe. Erütropoetiin, s.o hormoon, mida toodetakse peamiselt neerudes, suunab oluliselt erütrotsüütide arengu hilisemaid etappe, kuid mõjutab vähe erütropoeesi varaseid staadiume. Granulotsüüdi kolooniat stimuleeriv faktor (G-CSF) ja monotsüüdi kolooniat stimuleeriv faktor (M-CSF) mõjutavad vastavalt granulotsüütide ja monotsüütide arenemist ning interleukiin-5 (IL-5) aitab suunata eosinofiilide moodustumist. Tabelis 15.3 on välja toodud peamised nii süsteemselt kui ka lokaalselt sekreteeritavad hematopoeetilised kasvufaktorid koos nende toimeefektidega. Kui hematopoeetiliste tsütokiinide toime on suhteliselt hästi mõistetud, siis vähem on teada lokaalsest vereloome regulatsioonist, mis hõlmab rakkudevahelisi (rakk-rakk) kontakte. Luuüdi stroomarakud on ilmselt olulised sedalaadi vererakkude diferentseerumise ja küpsemise kontrollis, kuid selles osalevad signaalid ei ole selged.


    Tabel 15.3. Peamised hematopoeetilised tsütokiinid ja nende mõju vereloomele.


    
      
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Tsütokiinid

          

          	
            Lühend

          

          	
            Allikas

          

          	
            Sihtmärk*

          
        


        
          	
            Tüviraku faktor

          

          	
            SCF

          

          	
            Luuüdi stroomarakud, endoteelirakud, fibroblastid

          

          	
            Kõik hematopoeetilised eellasrakud

          
        


        
          	
            Granulotsüüdi-makrofaagi kolooniat stimuleeriv faktor

          

          	
            GM-CSF

          

          	
            T-rakud, luuüdi endoteelirakud, fibroblastid

          

          	
            CMP, ErP, GMP, EoP, BaP, MKP, kõik granulotsüüdid, erütrotsüüdid

          
        


        
          	
            Granulotsüüdi kolooniat stimuleeriv faktor

          

          	
            G-CSF

          

          	
            Luuüdi endoteelirakud, monotsüüdid

          

          	
            ErP, GMP, EoP, BaP, MKP

          
        


        
          	
            Monotsüüdi kolooniat stimuleeriv faktor

          

          	
            M-CSF

          

          	
            Monotsüüdid, makrofaagid, luuüdi endoteelirakud

          

          	
            GMP, MoP, monotsüüdid, makrofaagid, osteoklastid

          
        


        
          	
            Erütropoetiin

          

          	
            EPO

          

          	
            Neer, maks

          

          	
            CMP, MEP, ErP

          
        


        
          	
            Trombopoetiin

          

          	
            TPO

          

          	
            Neer, maks, luuüdi stoomarakud

          

          	
            MKP, megakarüotsüüdid

          
        


        
          	
            Interferoon-γ

          

          	
            IFN-γ

          

          	
            CD4+ T-rakud, NK-rakud

          

          	
            B-rakud, T-rakud, NK-rakud, neutrofiilid, monotsüüdid

          
        


        
          	
            Interleukiin-1

          

          	
            IL-1

          

          	
            Neutrofiilid, monotsüüdid, makrofaagid, luuüdi endoteelirakud

          

          	
            Vereloome tüvirakk, CD4+ T-rakud, B-rakud

          
        


        
          	
            Interleukiin-2

          

          	
            IL-2

          

          	
            CD4+ T-rakud

          

          	
            T-rakud, B-rakud, NK-rakud

          
        


        
          	
            Interleukiin-3

          

          	
            IL-3

          

          	
            CD4+ T-rakud

          

          	
            CMP, ErP, GMP, B-rakud, T-rakud, makrofaagid, hepatotsüüdid, osteotsüüdid, osteoklastid, adipotsüüdid

          
        


        
          	
            Interleukiin-4

          

          	
            IL-4

          

          	
            CD4+ T-rakud, nuumrakud

          

          	
            B-rakud, T-rakud, nuumrakud

          
        


        
          	
            Interleukiin-5

          

          	
            IL-5

          

          	
            CD4+ T-rakud

          

          	
            EoP, eosinofiilid, B-rakud

          
        


        
          	
            Interleukiin-6

          

          	
            IL-6

          

          	
            Luuüdi endoteelirakud, neutrofiilid, makrofaagid, T-rakud, adipotsüüdid, osteoklastid

          

          	
            CMP, ErP, GMP, B-rakud, T-rakud, makrofaagid, hepatotsüüdid, osteotsüüdid, osteoklastid, adipotsüüdid

          
        


        
          	
            Interleukiin-7

          

          	
            IL-7

          

          	
            Luuüdi stroomarakud

          

          	
            Varased pre-B- ja pre-T-rakud

          
        


        
          	
            Interleukiin-8

          

          	
            IL-8

          

          	
            Makrofaagid, luuüdi endoteelirakud

          

          	
            T-rakud, neutrofiilid

          
        


        
          	
            Interleukiin-9

          

          	
            IL-9

          

          	
            CD4+ T-rakud

          

          	
            CD4+ T-rakud, CMP, ErP

          
        


        
          	
            Interleukiin-10

          

          	
            IL-10

          

          	
            Makrofaagid, T-rakud

          

          	
            T-rakud, B-rakud, NK-rakud

          
        


        
          	
            Interleukiin-11

          

          	
            IL-11

          

          	
            Makrofaagid

          

          	
            CMP, ErP, GMP, T-rakud, B-rakud, makrofaagid, megakarüotsüüdid

          
        


        
          	
            Interleukiin-12

          

          	
            IL-12

          

          	
            Makrofaagid, dendriitrakud, B-rakud

          

          	
            T-rakud

          
        


        
          	
            Interleukiin-13

          

          	
            IL-13

          

          	
            T-rakud

          

          	
            B-rakud

          
        

      
    


    * Enamik siin tabelis nimetatud tsütokiine mõjutavad kõiki konkreetse rakurea rakke, nii eellasrakke, küpsevaid kui küpseid rakke. Seetõttu on nimetatud sihtmärkrakud eeskätt sihtmärkrakuread.


    BaP – basofiili eellasrakk, CMP – ühine müeloidne eellasrakk, EoP – eosinofiili eellasrakk, ErP – erütrotsüüdi eellasrakk, GMP – granulotsüüdi/monotsüüdi eellasrakk, MEP – megakarüotsüüdi/erütrotsüüdi eellasrakk, MKP – megakarüotsüüdi eellasrakk, MoP – monotsüüdi eellasrakk.


    15.3.2. Pärissidekude


    Sidekude kitsamas mõttes e pärissidekude jaguneb kiudsidekoeks ja eriomadustega sidekoeks.


    Kiudsidekudede hulka kuuluvad omakorda kohev sidekude ja tihe sidekude, viimane jaguneb vormunud e paralleelkiuliseks tihedaks sidekoeks ja vormituks tihedaks sidekoeks. Eriomadustega sidekoed on retikulaarne sidekude ja rasvkude ning embrüonaalperioodil esinevad mesenhüüm ja sültjas sidekude (joonis 15.3).


    


    15.3.2.1. Kiudsidekoed


    15.3.2.1.1. Kohev sidekude


    Kohev sidekude on väga levinud sidekoe vorm, mis ümbritseb veresooni ja närve, paikneb katteepiteelide all, moodustab limaskestade päriskihi, enamiku kompaktorganite interstitsiaalse sidekoe (strooma) ja õõnesorganite adventitsiaalkestasid, seob naaberorganeid omavahel ning asetseb lihaskimpude vahel.


    Kohev sidekude koosneb rakkudest, kiududest ja põhiainest (joonis 15.50). Need kolm komponenti haaravad enda alla jämedalt üldistades võrdsed osad. Kõige arvukamad rakud on fibroblastid, mis toodavad suurema osa ekstratsellulaarse maatriksi komponentidest, ja makrofaagid (histiotsüüdid), kuid kohevas sidekoes võib leida palju teisigi rakutüüpe, nagu nuumrakud, plasmarakud, rasvarakud, pigmendirakud jt. Kiududest esineb kollageensete kiudude kõrval ka elastseid ja retikulaarseid kiude.
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    Joonis 15.50. Sidekoe rakud ja ekstratsellulaarse maatriksi komponendid.


    Nagu nimi rõhutab, on kohev sidekude õrna konsistentsiga ja kergelt nihutatav, kuid madala vastupanuvõimega mehaanilistele jõududele.


    Kohev sidekude on hästi vaskulariseeritud, mistõttu koes võib leida veresoontest pärinevaid rändrakke. Epiteelialused koheva sidekoe alad on tihti kohad, kus vastusena siia tungivatele patogeenidele (nt bakterid) kujuneb välja põletikuline reaktsioon.


    15.3.2.1.2. Tihe sidekude


    Tihe sidekude on olulise toestus- ja kaitsefunktsiooniga koeliik, kus selgelt domineerivad tõmbetugevad kollageensed kiud ja rakke, peamiselt fibroblaste, on suhteliselt vähe. Seetõttu võrreldes koheva sidekoega on tihe sidekude jäigem ja oluliselt vastupidavam mehaanilistele jõududele. Sõltuvalt kollageensete kiudude orientatsioonist jaotatakse tihe sidekude kaheks alavormiks: tihe sassiskiuline e vormitu sidekude ja tihe paralleelkiuline e vormunud sidekude.


    15.3.2.1.3. Tihe sassiskiuline e vormitu sidekude


    Tihedas sassiskiulises e vormitus sidekoes kulgevad kollageensete kiudude kimbud korrapäratult ilma selge orientatsioonita (joonis 15.51).
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    Joonis 15.51. Tihe sassiskiuline sidekude pärisnaha e dermise retikulaarkihis (must nool). Vahetult epidermise alla jääb õhuke kohevamast sidekoest papillaarkiht. Inimese sõrmenahk. Mikroto (hematoksüliin-eosiin).


    Tänu kollageensete kiudude moodustatud tihedale kolmemõõtmelisele võrgustikule on see koeliik võimaline vastu panema mehaanilistele mõjutustele kõikvõimalikest suundadest.


    Tihe sassiskiuline sidekude esineb pärisnaha e dermise retikulaarkihis, organite kapslites e kihnudes ja õõnesorganite submukoosas. Tihti paikneb tihe sassiskiuline sidekude kõrvuti koheva sidekoega, kusjuures üleminek ühelt tüübilt teisele on sujuv ja piir tiheda ja koheva sidekoe vahel võib olla mõnevõrra tinglik (joonis 15.51).


    15.3.2.1.4. Tihe paralleelkiuline e vormunud sidekude


    Tihe paralleelkiuline e vormunud sidekude esineb kõõlustes, ligamentides ja aponeuroosides. Domineeriv komponent on kollageensed kiud, mis on orienteeritud paralleelselt tingituna kestvatest samasuunalistest tõmbejõududest, mis koele mõjuvad. Selline ehitus tagab koele väga suure tõmbetugevuse. Väljavenitatud tuumadega fibrotsüüdid (kõõluste korral nimetatakse ka kõõlusrakkudeks) on joondatud kollageensete kiudude kimpude vahele (joonis 15.52).
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    Joonis 15.52. Tihe paralleelkiuline sidekude kõõlusest. Fibrotsüüdid paiknevad korrapäraselt, kergelt lainjalt kulgevate kollageensete kiudude vahel. Mikrofoto (hematoksüliin-eosiin).


    15.3.2.2. Eriomadustega sidekoed


    15.3.2.2.1. Mesenhüüm


    Mesenhüüm on embrüonaalse arengu käigus moodustuv loote sidekude, millest omakorda tekivad kõik sidekudede alaliigid, st mesenhüümirakud on vähespetsialiseerunud rakud, mis on võimelised diferentseeruma kõikideks sidekudede rakutüüpideks. Sellise arengulise aspekti tõttu nimetatakse sidekudesid teinekord ka mesenhümaalseteks kudedeks (mesenhüümist arenevad peale sidekudede ka mõned teised kudede alatüübid, nagu endoteel, mesoteel, silelihasrakud jt). Teatud osa mesenhüümirakke säilib küpsetes sidekudedes tüvirakkudena.


    Mesenhüümirakud on ebakorrapärase, tähtja või käävja kujuga rakud, mille hargnevad tsütoplasmajätked moodustavad läbipõimuva võrgustiku. Mesenhüümirakkude suhteliselt suurtele tuumadele on iseloomulik kromatiini hajus paigutus ja hästi nähtavad tuumakesed. Ekstratsellulaarne maatriks koosneb praktiliselt ainult hüaluroonhapperikkast põhiainest, sest kollageenseid kiude on minimaalselt.


    15.3.2.2.2. Sültjas sidekude


    Sültjas sidekude on embrüonaalperioodi sidekude, mis esineb nabaväädis ja loote organites. Mahuliselt domineeriv põhiaine koosneb peamiselt hüaluroonhappest, mis annab sellele koetüübile sültja konsistentsi (siit ka koetüübi nimetus). Vähearvukad fibroblastid paiknevad laiali põhiaines, samuti on rakkudevahelises aines vähe kollageenseid kiude (peened kollageensed kiud ilmnevad alles koe hilises arengufaasis). Nabaväädis, kus sültjas sidekude on peamine ehituskomponent, nimetatakse seda iseloomulikult pehme konsistentsiga sidekoeliiki Whartoni süldiks (joonis 15.53).
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    Joonis 15.53. Sültjas sidekude inimese nabaväädist. Mikrofoto (hematoksüliin-eosiin).


    15.3.2.2.3. Retikulaarne sidekude


    Retikulaarne sidekude moodustab võrkja e retikulaarse (siit ka koetüübi nimetus) strooma vereloomeorganites (v.a tüümus). Retikulaarset sidekude leidub ka soolte limaskesta päriskihis, hambapulbis jm. Retikulaarne sidekude koosneb haralistest rakkudest, mis kontakteeruvad omavahel jätkete abil. Retikulaarrakkude kõrval esinevad kollageen III-st ehitunud retikulaarkiud (argürofiilsed kiud), mis moodustavad õrna kolmemõõtmelise toestava võrgustiku (joonis 15.54).


    
      [image: ]

    


    Joonis 15.54. Retikulaarkiud (argürofiilsed kiud) inimese lümfisõlmest. Mikrofoto (hõbetatud).


    Retikulaarkiud ilmestuvad hästi hõbedaga impregneerimisel (selle omaduse tõttu nimetatakse neid kiude ka argürofiilseteks kiududeks; täpsemalt vt allpool ptk 15.3.2.4.2.). Kuigi retikulaariud koosnevad kollageenist (täpsemalt kollageen III), ei loeta neid kollageensete kiudude hulka ja neid käsitletakse eraldi sidekoe kiudude ühe eriliigina (kollageensete ja elastsete kiudude kõrval). Retikulaarrakud ja -kiud jäävad omavahel seostatuks, sest rakud ümbritsevad osaliselt kiude, isoleerides neid ülejäänud koest (joonis 15.55) ning kujundades erilise mikrokeskkonna vereloomeorganitele (luuüdi, lümfisõlmed, põrn).
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    Joonis 15.55. Retikulaarse sidekoe skemaatiline joonis, kus on kujutatud ainult retikulaarrakke ja retikulaarkiude. Retikulaarrakud toodavad III tüüpi kollageenist ehitunud retikulaarkiude (argürofiilseid kiude), mida rakkude jätked ümbritsevad, moodustades keeruka toestava võrgustiku.


    Retikulaarrakkude ja -kiudude moodustatud võrkjas süsteem soodustab lümfotsüütide läbiminekut ja võimaldab lümfi läbivalgumist. Retikulaarses sidekoes on ka makrofaage ja teisi mononukleaarsete fagotsüütide süsteemi rakke seiramaks nii kohapeal moodustunud rakke kui ka rändrakke, et vajadusel rakurususid eemaldada.


    15.3.2.2.4. Rasvkude


    Rasvkude on sidekudede alaliik, kus domineerivad rasvarakud e adipotsüüdid. Rasvarakke leidub üksikult või väiksemate gruppidena kohevas või tihedas vormitus sidekoes, kuid rasvkoes on rasvarakud koondunud suurteks agregaatideks. Paiknedes alusnahas ja mitmetes teistes kehapiirkondades, annab rasvkude normaalsest kehakaalust umbes ühe viiendiku.


    Peale selle, et rasvkude on neutraalsete rasvade (triglütseriidid jt) depooks, on rasvarakkudel oluline roll organismi energiavajaduse reguleerimises. Rasvarakud on metaboolselt väga aktiivsed rakud, mis reageerivad nii neuraalsetele kui ka hormonaalsetele mõjutustele, vabastades hormoone (leptiin, adiponektiin, angiotensinogeen jt) ja mitmeid teisi bioaktiivseid aineid (prostaglandiinid, TNF-α, TGF-β, IGF-I, IL-6 jt). Seetõttu loetakse rasvkudet oluliseks endokriinseks koeks. Rasvkude juhib tänu unikaalsetele füüskalistele omadustele halvasti soojust, mistõttu ulatuslikud rasvkoe kihid talitlevad isolaatoritena, takistades kehasoojuse äraandmist. Rasvkude täidab ka ruume teiste kudede vahel ja aitab mõningaid organeid nende asukohas hoida, näiteks on rasvkoel selline roll neerude ümbruses. Peale retroperitoneaalruumi on rasvkudet rohkelt suures rasvikus ja mesenteeriumis. Kui alusnahas olev rasvkude aitab kujundada kehakontuure, siis mõnedes asupaikades, nagu peopesad, jalatallad ja silmakoopad, on rasvapadjanditel amortisaatori roll.


    Rasvkude esineb kahe vormina: valge ja pruuni rasvkoena. Valge rasvkude on tavapärane rasvkoe tüüp, kus lõplikult formeenud suured (diameetriga 50–150 μm) rasvarakud sisaldavad reeglina üht suurt rasvatilka. Rasvatilk surub tsütoplasmakihi raku perifeeriasse koos lamestunud tuumaga (joonis 15.56).
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    Joonis 15.56. Inimese valge rasvkude. Rasvarakke täitev suur rasvatilk on surunud tsütoplasma koos tuumaga (nool) raku perifeeriasse. Mikrofoto (hematoksüliin-eosiin).


    Pruun rasvkude seevastu sisaldab valge rasvkoega võrreldes väiksemaid hulknurkseid rasvarakke, kus tsütoplasmas on rohkelt väikesi rasvatilku. Rakutuum on kergelt ekstsentrilise paigutusega ja ümara kujuga (joonis 15.57); rutiinselt valmistatud histoloogilistes preparaatides on töötluse käigus lipiidid lahustunud, mistõttu rasvatilkasid sisaldavad rakualad ei värvu ja näivad tühjade õõntena. Rõhutamaks kõige silmatorkavamat erinevust valge ja pruuni rasvkoe rakkude ehituses nimetatakse valge rasvkoe rakke üheõõnelisteks (ingl unilocular adipose cell) ja pruuni rasvkoe rakke hulgiõõnelisteks rasvarakkudeks (ingl multilocular adipose cells). Pruuni rasvkoe värvus on tingitud suurest hulgast mitokondritest (sisaldavad tsütokroome, mis annavad spetsiifilise värvi), aga ka arvukatest kapillaaridest, mis selles rasvkoe tüübis esinevad. Pruunil rasvkoel on oluline roll termoregulatsioonis, mistõttu on seda rasvkoe tüüpi palju vastsündinutel (ligikaudu 5% kehamassist) aitamaks kehatemperatuuri säilitada. Hiljem, kui võimekus kehatemperatuuri reguleerida paraneb, asendub pruun rasvkude järk-järgult valge rasvkoega, kuid säilib siiski mõnedes kehapiirkondades, nagu näiteks neerude ja neerupealiste piirkond ning aordi ümbrus. Olulisuse tõttu termoregulatsioonis on pruuni rasvkude palju ka talveunne jäävatel loomadel.
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    Joonis 15.57. Mikrofoto roti aorti ümbritsevast pruunist rasvkoest. Hematoksüliin-eosiin värving.


    15.3.2.2.4.1. Adipotsüütide diferentseerumine


    Valge rasvkoe adipotsüüdid diferentseeruvad mesenhümaalsetest tüvirakkudest, mis on seotud väikeste veresoonte adventitsiaalkestaga (perivaskulaarsed tüvirakud). Protsessis peetakse oluliseks kasvufaktorit PPARγ kompleksis RXR-ga (joonis 15.56), mis viib varaste lipotsüütide (preadipotsüütide) küpsemisele valge rasvkoe adipotsüütideks. Varased lipoblastid on sarnased fibroblastidega, kuid sisaldavad väikseid rasvatilkasid ja on ümbritsetud õhukese basaalkihiga. Järgnevas vahestaadiumis muutuvad lipotsüüdid ovaalsemateks ja koos tuuma ümbritsevate lipiidisisaldiste suurenemisega kasvavad ka rakkude mõõtmed. Diferentseerumise hilises staadiumis suurenevad rakud veelgi ja muutuvad kerakujulisteks. Väiksed lipiiditilgakesed laatuvad kokku ja moodustavad ühe suure lipiiditilga, mis hõlmab raku tsentraalse osa. Rakutuum omandab seeläbi perifeerse asendi ja lamestub (joonis 15.58). Pruuni rasvkoe adipotsüüdid pärinevad samuti mesenhümaalsetest tüvirakkudest, kuid nad arenevad dermatomüotoomide müogeensetest eellasrakkudest ja diferentseerumist kontrollivad PRDDM16/PGC-1 transkriptsioonifaktorid (joonis 15.58). Vastavalt kehatemperatuuri regulatsioonivajadustele võivad valge ja pruuni rasvkoe adipotsüüdid vastastikku transdiferentseeruda, näiteks kestev külm keskkond võib põhjustada valge rasvkoe adipotsüütide transdiferentseerumise pruuni rasvkoe adipotsüütideks ja soojades oludes, kus organismi energabilanss on positiivne ja vajatakse täiendavat triglütseriidide ladestamisvõimalusi, transformeeruvad pruuni rasvkoe adipotsüüdid valge rasvkoe adipotsüütideks (joonis 15.58).
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    Joonis 15.58. Valge ja pruuni rasvkoe adipotsüütide arenemine ja võimalik transdiferentseerumine.


    15.3.2.3. Sidekoerakud


    Sidekoerakke saab jagada paikseteks ja rändrakkudeks. Paiksed rakud moodustavad sidekoerakkude püsiva populatsiooni. Nende suhteliselt stabiilsete ja väheliikuvate rakkude hulka kuuluvad fibroblastid, makrofaagid, adipotsüüdid, nuumrakud ja mesenhümaalsed tüvirakud. Rändrakud moodustavad peamiselt verest väljarännanud rakkude populatsiooni, mille hulka kuuluvad lümfotsüüdid, plasmarakud, neutrofiilid, eosinofiilid, basofiilid ja monotsüüdid.


    15.3.2.3.1. Fibroblastid


    Fibroblastid on sidekudede peamised ja kõige arvukamad rakud, mis moodustavad kollageenseid, elastseid ja retikulaarseid kiude, aga ka põhiaine glükoosaminoglükaane, proteoglükaane ja multiadhesiivseid glükoproteiine. Aktiivselt erinevaid sidekoe ekstratsellulaarse maatriksi komponente sünteesivad fibroblastid on ebakorrapäraselt hargnevad rakud, kus mahukas tsütoplasmas leidub palju laiade tsisternidega karedat endoplasmaretiikulumi ja hästiarenenud Golgi kompleksi. Fibroblastidel on suur ovoidne tuum, kus domineerib eukromatiin ja tuumake on selgelt eristatav. Fibroblastid transformeeruvad inaktiivseteks fibrotsüütideks, mis on harilikult käävja kujuga ja väheste jätketega. Fibrotsüüdid on võrreldes fibroblastidega tsütoplasmavaesemad, sisaldavad vähem karedat endoplasmaretiikulumi ja tuumas domineerib heterokromatiin (joonis 15.59).
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    Joonis 15.59. Fibroblasti ja fibrotsüüdi ultrastruktuuri võrdlus.


    Täiskasvanud organismis ei jagune fibroblastid kuigi tihti, kuid näiteks haavade paranemisel, kui on vaja suurendada fibroblastide arvu, võivad rakud erinevate kasvufaktorite toimel hakata mitootiliselt jagunema. Haavade paranemisel osalevaid mõningaid fibroblaste nimetatakse müofibroblastideks, sest neil rakkudel on nii fibroblastide kui silelihasrakkude tunnusjooni. Müofibroblastidel on peale hästiarenenud kareda endoplasmaretiikulumi ja Golgi kompleksi ka mootorvalkudest ehitunud filamente nagu silelihasrakkudel. Müofibroblastid erinevad silelihasrakkudest selle poolest, et neid ei ümbritse lihasrakkudele tüüpiline ekstratsellulaarsest maatriksist väliskiht (olemuselt analoogne basaalmembraani basaalkihiga).


    15.3.2.3.2. Makrofaagid


    Makrofaage iseloomustab tugevalt arenenud fagotsütoosivõime, nad on võimelised kõrvaldama hävinud rakke, koerususid ja muid mikroosakesi. Sidekoe makrofaagid, mida kutsutakse ka histiotsüütideks, on pärit vere monotsüütidest. Rännates välja väikestest veresoontest, eeskätt veenulitest, diferentseeruvad monotsüüdid sidekudedes makrofaagideks. Makrofaagid jäävad tavaliselt läbimõõdult 10 ja 30 µm vahele, tuum on ekstsentriline ja kujult ovaalne või neerjas (joonis 15.60).
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    Joonis 15.60. Metakromaatiliselt värvunud nuumrakud (nool) sidekoes. Mikrofoto (toluidiinsinine).


    Makrofaagide kuju on tugevalt liigendunud rohkete kurdude ja sissesopistustega, mis peegeldab nende aktiivsust pinotsütoosis ja fagotsütoosis. Reeglina on neil hästi arenenud Golgi kompleks ja rohkesti lüsosoome.


    Makrofaagidel on oluline roll koekahjustuste paranemise esmastel etappidel, kus põletikulise reaktsiooni käigus toimub makrofaagide arvukuse kasv nii paiksete rakkude proliferatsiooni kui ka verest väljarändvate monotsüütide diferentseerumise tulemusel.


    Makrofaagid paiknevad laiali üle organismi ja neid esineb pea kõigis organeis. Koos teiste monotsüütidest pärit rakkudega moodustavad nad rakuperekonna, mida kutsutakse mononukleaarsete fagotsüütide süsteemiks. Sellesse süsteemi kuuluvad histiotsüütide kõrval Kupfferi rakud maksas, mikrogliia rakud kesknärvisüsteemis, Langerhansi rakud nahas, osteoklastid luukoes, dendriitrakud lümfisõlmedes ja põrnas, võõrkeha hiidrakud (makrofaagide laatumisel tekkinud hulgituumsed fagotsüüdid) jt. Peale selle, et need rakud kõrvaldavad koerususid, on nad ka väga olulised immuunsüsteemi aktiveerimisel, olles antigeeni esitlevateks rakkudeks, mis aitavad aktiveerida lümfotsüüte (vt peatükk 15, 15.2.1 ja 15.2.3).


    15.3.2.3.3. Nuumrakud


    Nuumrakud on ovaalse või ebakorrapärase kujuga rakud, mille mõõtmed jäävad 7 ja 20 µm vahele. Nuumrakkudele on iseloomulik arvukate basofiilsete sõmerate esinemine, mis võivad histoloogilistes preparaatides maskeerida rakus tsentraalselt paiknevat tuuma. Sõmerad on suhteliselt suured, kuid võivad mõõtmetelt siiski oluliselt varieeruda (0,3–2 µm). Kuivõrd sõmerate sulfateeritud glükoosaminoglükaanid sisaldavad rohkelt happelisi radikaale, siis nuumrakkude sõmerad värvuvad metakromaatiliselt (metakromaasia all mõeldakse mõnede aluseliste värvainete, näiteks toluidiinsinise värvi muutumist sinisest lillakaspunaseks; joonis 15.60).


    Nuumrakkude sõmerad sisaldavad mitmeid bioaktiivseid aineid, mida vabastatakse rakkude vahetusse ümbrusse lokaalse põletikulise reaktsiooni või koevigastuse korral. Nuumrakkude degranuleerumisel vabastatavad põletikumediaatorid on histamiin, hepariin, seriinproteaasid, eosinofiilide ja neutrofiilide kemotaktilised faktorid. Samuti sünteesitakse nuumrakkude aktiveerimisel de novo erinevaid põletikuprotsessi mediaatoritena talitlevaid eikosanoide (prostaglandiinid, tromboksaanid ja leukotrieenid), interleukiine (IL-3, -4, -6, -8 ja -16) ning tsütokiine (TNF-α).


    Nuumrakke esineb paljude organite sidekoes, kuid eriti palju on neid veresoonte ümber nahas ja mesenteeriumis ning seedetrakti ja hingamisteede limaskestas, mis näitab nende olulisust kaitserakkudena mikroorganismide võimaliku sissetungi avastamisel. Samas ei leidu nuumrakke kesknärvisüsteemis. Nuumrakke esineb küll ajukestades, kuid mitte väikeste veresoonte ümber pea- ja seljaajus. Nuumrakkude puudumine pea- ja seljaajus väldib olukorda, kus võimalikule allergilisele reaktsioonile kaasuv turse saaks kahjustada kesknärvisüsteemi.


    Nuumrakud sarnanevad samuti arvukalt suuri basofiilseid sõmeraid sisaldavate basofiilsete granulotsüütidega ja kuigi mõlemad rakuvormid arenevad vereloome tüvirakust, siis hilisemas arengus lähtuvad basofiilsed granulotsüüdid ja nuumrakud erinevatest eellasrakkudest. Nuumrakud pärinevad luuüdist vereringesse suunduvatest sõmeraid mittesisaldavatest eellasrakkudest, mis läbivad veenulite ja kapillaaride seina ning diferentseeruvad sidekudedes küpseteks basofiilseid sõmeraid sisaldavateks nuumrakkudeks. Vere basofiilsed granulotsüüdid seevastu diferentseeruvad vereringesüsteemis, kuhu nad jäävad ka ringlema (joonis 15.47).


    15.3.2.3.4. Plasmarakud


    Plasmarakud on B-lümfotsüütidest arenenud antikehi tootvad suured ovaalsed rakud, mille ümar, suhteliselt väike rakutuum paikneb ekstsentriliselt. Tuumas vahelduvad heterokromatiini ja eukromatiini alad tekitavad iseloomuliku radiaalse mustri, mida traditsiooniliselt võrreldakse vankriratta või kella numbrilauaga (heterokromatiini känkude paigutus meenutab mõnevõrra ratta kodaraid või numbreid kellaplaadil). Arvestades plasmarakkude rolli suuremahulises valkude sünteesis, on heterokromatiini rohkus tuumas mõneti üllatav, kuid põhjendatav sellega, et rakud toodavad peamiselt üht tüüpi valku, spetsiifilist antikeha, mistõttu ainult väikene osa genoomist on avatud transkriptsiooniks.


    Plasmarakkude tsütoplasma värvub histoloogilistes preparaatides basofiilselt tänu ribosoomide rohkusele tugevalt arenenud endoplasmaretiikulumil. Golgi kompleks hõlmab tavaliselt ulatusliku ala tuuma läheduses, mis histoloogilistes preparaatides ei värvu ja ilmestub heleda alana ülejäänud basofiilselt värvuva tsütoplasma foonil (joonis 15.61).
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    Joonis 15.61. Plasmarakk (nool) inimese lümfisõlmes. Mikrofoto (hematoksüliin-eosiin).


    Plasmarakkude eluiga on suhteliselt lühike, jäädes 10 ja 30 päeva vahele.


    15.3.2.3.5. Rasvarakud


    Rasvarakud e adipotsüüdid paiknevad kohevas sidekoes üksikult või moodustavad väikesi gruppe. Kui rasvarakud muutuvad domineerivaks rakuvormiks, siis nimetatakse seda sidekoeliiki rasvkoeks (vt peatükk 15.3.2.2.4).


    15.3.2.3.6. Täiskasvanu tüvirakud ja peritsüüdid


    Täiskasvanud organismi mitmetes kudedes leidub spetsiaalseid alasid (nn nišše), kus paiknevad tüvirakud moodustavad täiskasvanu tüvirakkude (ingl adult stem cells) reserve (vt peatükk 11.8). Võrreldes pluripotentsete embrüonaalsete tüvirakkudega suudavad täiskasvanu tüvirakud diferentseeruda ainult kindlateks spetsiifilisteks rakutüüpideks. Täiskasvanu tüvirakke leidub näiteks seedetraktis (mao pärisnäärmete kitsuse osas, peen- ja jämesoole krüptide põhja osas) ja mitmel pool mujal (vt peatükk 11). Oluline tüvirakkude asukoht on luuüdi, kus peale vereloome tüvirakkude leidub veel teisi tüvirakkude populatsioone. Luuüdi multipotentsed täiskasvanu eellasrakud (ingl multipotent adult progenitor cells, MAPC) on suure arengupotentsiaaliga tüvirakud, luuüdi stroomarakud (ingl bone marrow stromal cells, BMSC) võivad tekitada kondroblaste, osteoblaste, adipotsüüte, lihasrakke ja endoteelirakke. Mesenhümaalseid tüvirakke leidub kohevas sidekoes täiskasvanu tüvirakkude niššidena, mille rakud osalevad vajadusel haavade paranemisel või uute veresoonte moodustumisel (neovaskularisatsioonil).


    Peritsüüdid on perivaskulaarsed rakud, mis ümbritsevad kapillaare ja veenuleid, olles paigutunud veresoonte endoteelirakke ümbritseva basaalmembraani sopistusse (joonis 15.62). Peritsüüte loetakse mesenhümaalseteks tüvirakkudeks, millest võivad näiteks areneda silelihasrakud uute veresoonte moodustumisel. Kapillaaride peritsüütide in vitro kultiveerimisel on näidatud nende võimet diferentseeruda väga erinevateks rakkudeks, nagu fibroblastid, kondrotsüüdid, osteoblastid ja adipotsüüdid.
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    Joonis 15.62. Peritsüüdi paiknemine väikese veresoone endoteelirakke ümbritseva basaalmembraani sopistuses.


    15.3.2.3.7. Leukotsüüdid


    Peale makrofaagide ja plasmarakkude sisaldavad sidekoed tavaliselt teisi väikestest veresoontest väljarännanud leukotsüüte (hematogeensed rändrakud). Leukotsüütide migratsioon veenulite endoteelirakkude vahelt sidekudedesse (diapedees) on oluliselt suurenenud põletikulise reaktsiooni korral, mida põhjustavad näiteks koevigastused või patogeenide sissetung.


    15.3.2.4. Sidekoe ekstratsellulaarne maatriks


    Sidekoe ekstratsellulaarne maatriks e rakuvaheaine koosneb sidekoe kiududest ja amorfsest põhiainest.


    15.3.2.4.1. Sidekoe kiud


    Fibroblastide toodetavate sidekoe kiudude hulka kuuluvad kollageensed, retikulaarsed ja elastsed kiud. Kui kollageensed ja retikulaarsed kiud on ehitunud kollageenide perekonda kuuluvatest valkudest, siis elastsete kiudude põhivalk on elastiin. Kollageenseid, retikulaarseid ja elastseid kiude esineb sidekudede alatüüpides erineval hulgal, kuid seejuures just valdavalt esinev kiutüüp määrab ära kudede spetsiifilised omadused.


    Kollageensed kiud e kollageenikiud on kõige levinum sidekoe kiudude tüüp, mis on ehitunud erinevat tüüpi kollageenidest. Keetmisel liimistuvad kollageensed kiud (želatineeruvad), sellest tulenebki kollageensete kiudude nimetus (lad colla ’liim’; kollageensed kiud – liimi moodustavad kiud).


    Kollageenide perekonda kuuluvatest valkudest ehituvad väga erinevad ekstratsellulaarse maatriksi struktuurid, peale erinevate kiudude moodustub kollageenidest ka võrkjaid struktuure, mida kõiki iseloomustab väga suur vastupanuvõime tõmbejõududele ja mittevenitatavus. Nii näiteks suudavad 1 mm läbimõõduga kollageensed kiud vastu panna 10–40 kg raskusele, enne kui nad katkevad.


    Kollageenid on kõikide sidekudede keskseks elemendiks, aga ka oluline komponent epiteelide alla jäävatele basaalmembraanidele ja lihaseid ümbritsevatele väliskihtidele (basaalkihtidele).


    Kollageenid on organismis levinuim valk, moodustades ligikaudu kolmandiku kõikidest täiskasvanud organismi valkudest. Kollageene toodavad peamiselt fibroblastid, kuid rida teisigi rakke (kondroblastid, osteoblastid, epiteelirakud, silelihasrakud, Schwanni rakud) on võimelised kollageene sünteesima. Siiani on identifitseeritud 29 erinevat tüüpi kollageene sõltuvalt neid moodustavate kolme polüpeptiidahela, α-ahela kombineerumisest. Kollageeni tripletne heeliks koosneb kas kolmest identsest α-ahelast (homotrimeerid) või erinevatest α-ahelatest (heterotrimeerid), seejuures on identifitseeritud 42 tüüpi erinevate geenide kodeeritud α-ahelat. Erinevad kollageenide tüübid on tähistatud rooma numbritega vastavalt nende avastamise järjekorrale. Tüüp I kollageen on heterotrimeerne, koosnedes kahest identsest α1-ahelast ja neist erinevast α2-ahelast, ja seda tähistatakse valemiga [α1(I)]2α2(I). Tüüp II kollageen on homotrimeerne, koosnedes kolmest identsest α-ahelast, ning seda tähistatakse kui [α1(II)]3. Levinumate kollageenide tüübid I–XIV on iseloomustatud tabelis 16.4. Kui üks osa kollageenidest osaleb fibrillide moodustamisel, siis teine osa kollageenidest kuulub võrgustikke moodustavate, seostavate ja ankurdavate kollageenide (mittefibrillaarsete kollageenide) hulka (tabel 15.4).


    Tabel 15.4. Levinumate kollageenide I–XIV iseloomustus.


    
      
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Tüüp

          

          	
            Molekulaarvalem

          

          	
            Peamised asukohad

          

          	
            Iseärasused ja põhifunktsioon

          
        


        
          	
            Fibrille moodustavad kollageenid

          
        


        
          	
            I

          

          	
            [α1(I)]2α2(I)

          

          	
            Pärisnahk, kõõlused, ligamendid, fastsiad, luukude, dentiin, silma skleera, organite kihnud (90% organismi kollageenidest)

          

          	
            Jämedad kiud, suure vastupanuvõimega tõmbejõududele

          
        


        
          	
            II

          

          	
            [α1(II)]3

          

          	
            Kõhrkude, silma klaaskeha

          

          	
            Hea vastupanuvõime survejõududele

          
        


        
          	
            III

          

          	
            [α1(III)]3

          

          	
            Esineb oluliselt kohevas sidekoes ja paljudes organites (emakas, maks, põrn, neerud, kopsud jt), silelihaskoes, veresoontes, endoneuriumis, loote pärisnahas

          

          	
            Retikulaarsed kiud, peentest kiududest toetav võrgustik rakkudele mitmetes organites ja veresoontes

          
        


        
          	
            V

          

          	
            [α1(V)]2 α2(V) või


            α1(V)α2(V)α3(V)

          

          	
            Enamike organite sidekoelises stroomas

          

          	
            Moodustavad kiude koos I tüüpi kollageenidega; moduleerivad I tüüpi kollageenifibrillide biomehaanilisi omadusi

          
        


        
          	
            XI

          

          	
            [α1(XI)]2α2(XI) või


            α1(XI)]α2(XI)α3(XI)

          

          	
            Kõhrkude; kondrotsüütide toodetud; seotud II tüüpi kollageensete kiududega

          

          	
            Reguleerib II tüüpi kollageenikiudude suurust

          
        


        
          	
            Mittefibrillaarsed kollageenid (võrgustikke moodustavad, seostavad ja ankurdavad kollageenid)

          
        


        
          	
            IV

          

          	
            [α1(IV)]2α2(IV) või


            α3(IV)α4(IV)α5(IV) või


            [α5(IV)]2α6(IV)

          

          	
            Basaalmembraanide basaalkihid, neerude glomeerulid, silmaläätse kihn

          

          	
            Peamine basaalmembraane moodustav kollageen; toetab epiteele ja osaleb neerude filtratsioonibarjääris

          
        


        
          	
            VI

          

          	
            [α1(VI)]2α2(VI) või


            α1(VI)]α2(VI)α3(VI)

          

          	
            Kõhrkude, osaleb kondrotsüüti vahetult ümbritseva rakuvälise maatriksi moodustamisel

          

          	
            Seob kondrotsüüte rakuvälise maatriksiga; seostub kovalentselt I tüüpi kollageenifibrillidega

          
        


        
          	
            VII

          

          	
            [α1(VII)]3

          

          	
            Ankurdavates fibrillides nahas, silmas, emakas ja söögitorus

          

          	
            Kindlustab basaalkihi kinnitumist sidekoe kiududele

          
        


        
          	
            VIII

          

          	
            [α1(VIII)]2α2(VIII)

          

          	
            Toodavad endoteelirakud

          

          	
            Soodustavad endoteelirakkude liikumist angiogeneesi käigus

          
        


        
          	
            IX

          

          	
            α1(IX)α2(IX) α3(IX)

          

          	
            Kõhrkudedes seostatuna tüüp II kollageensete fibrillidega

          

          	
            Ebatüüpiline katkendlik tripletne heeliks. Seostub erinevate proteoglükaanidega; stabiliseerib tüüp II kollageenifibrillide võrgustikku

          
        


        
          	
            X

          

          	
            [α1(X)]3

          

          	
            Kondrotsüüdid toodavad epifüüsiplaadi hüpertroofiatsoonis

          

          	
            Osaleb luu mineraliseerumisel, moodustades võrgustikke, mis aitavad korrastada tüüp II, IX ja X kollageene kõhrkoes

          
        


        
          	
            XII

          

          	
            [α1(XII)]3

          

          	
            Platsenta, nahk, kõõlused (rohkelt kudedes, millele toimivad tugevad tõmbejõud)

          

          	
            Ebatüüpiline katkendlik tripletne heeliks. Paiknevad I tüüpi kollageenifibrillide pinnal, moduleerides nende biomehaanilisi omadusi

          
        


        
          	
            XIII

          

          	
            [α1(XIII)]3

          

          	
            Leitud kõhr- ja luukoes, nahas, soolestikus, platsentas ja vöötlihaskoes

          

          	
            Ebatavaline transmembraanne kollageen. Seostub basaalkihiga koos tüüp VII kollageeniga
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    15.3.2.4.1.1. Kollageenikiudude moodustumine


    Kollageenide süntees toimub rakus, kuid lõplikult moodustuvad kollageensed kiud (fibrillaarsed kollageenid I, II, III, V ja XI) rakuvälises keskkonnas. Algsed α-ahelad moodustuvad fibroblastide hästi arenenud kareda endoplasmaretiikulumi ribosoomidel. Preprokollageeni ahelate N-otsa signaaljärjestus suunab nad retiikulumi tsisternidesse, kus signaalpeptidaas eemaldab signaaljärjestuse ja moodustub prokollageeni ahel, mille otstes on globulaarsed propeptiidid (joonis 15.63). Seejärel toimub rida posttranslatsioonilisi muutusi. Olukorras, kus polüpeptiidid ei ole veel helikaalse konfiguratsiooniga, toimub proliini- ja lüsiinijääkide hüdrolüüsimine, mille toimumiseks on vajalik vitamiin C kui kofaktor. Osa hüdroksülüsiinijääke glükosüülitakse/galaktosüülitakse (joonis 15.63). Disulfiidsidemete teke N- ja C-propeptiidis käivitab kolme ahela kokkukäändumise tripletseks heeliksiks (prokollageeni molekuliks). Õigesti kokkukäändunud prokollageeni molekulid suunatakse Golgi kompleksi, kus nad pakitakse sekretoorsetesse põiekestesse ja väljutatakse rakust. Viimased etapid kollageenifibrillide moodustumisel leiavad aset rakuvälises keskkonnas, täpsemalt rakkude moodustatud võlvjates sopistes. Amino- ja karboksüpeptidaasid eemaldavad prokollageeni molekulide signaaljärjestuse, moodustuvad kollageeni molekulid, mille otstesse jäävad lühikesed mittehelikaalsed telopeptiidid (joonis 16.53). Kollageeni molekulid reastuvad ridadesse ja seostuvad iseenesest ots otsaga kokku pikisuunas ning veerandsammuse nihkega ka külgsuunas (joonis 15.63). Kollageeni molekulid stabiliseeruvad seejärel kovalentsete ristsidemetega, mis moodustuvad lüsiini ja hüdroksülüsiini aldehüüdgruppide vahel, kusjuures protsessi käivitab lüsiinioksüdaas. Tulemuseks on väga korrapärase ehitusega fibrillid, mida iseloomustab korrapärane 68 nm sammuga ristvöödilisus (joonis 15.63 ja 15.64). I tüüpi kollageenifibrillid moodustavad seostavate kollageenide ja proteoglükaanide abil suuri, väga tugevaid kollageenikiude läbimõõduga 1–20 µm.
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    Joonis 15.63. Kollageenifibrillide moodustumine. Prokollageeni α-ahela hüdroksüülimine, glükosüülimine/galaktosüülimine ja tripletsete heeliksite moodustumine toimub endoplasmaretiikulumi tsisternides. Viimased etapid toimuvad juba rakuvälises keskkonnas, kus rakust väljutatud prokollageeni molekulid peale mittehelikaalsete terminaalsete signaalpeptiidide äralõikamist agregeeruvad kollageenifibrillideks.
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    Joonis 15.64. Tüüp I kollageenifibrilli molekulaarse ehituse skeem. A. Kollageenifibrillil on iseloomulik korrapärane ristvöödilisus sammuga 68 nm. B. Fibrillid kujunevad kollageeni molekulide iseenesliku kokkupakkimise tulemusel, kus kõrvuti olevad kollageenimolekulid on üksteise suhtes nihkes ning lüsiini- ja hüdroksülüsiinijääkide vahel kujunevad kovalentsed ristsidemed (joonisel violetsed). C. Kollageeni molekuli pikkus on umbes 300 nm ja diameeter 1,5 nm. D. Kollageeni molekul on tripletne heeliks, mis koosneb kolmest α-ahelast (tüüp I kollageen koosneb kahest identsest α1-ahelast ja ühest α2-ahelast). E. α-ahela iga kolmas aminohape on glütsiin. Sageli järgneb glütsiinile proliin ja eelneb hüdroksüproliin. Mõned aminohapped (näiteks glutamiinhape, leutsiin ja fenüülalaniin) eelistavad skeemil kujutatud positsiooni X ja teised (näiteks arginiin, glutamiin ja lüsiin) positsiooni Y.


    15.3.2.4.1.2. Kollageenikiudude lammutamine


    Kollageene nagu kõiki teisigi valke organismis lammutatakse pidevalt ja taassünteesitakse. Kollageenikiudude eluiga on organismis oluliselt varieeruv, näiteks naha sidekoes uuenevad need kiud suhteliselt kiiresti (eluiga mõõdetakse päevades), samas kõhrkudedes on uuenemiskiirus aeglasem (eluiga mõõdetakse aastates). Kollageenide esmane fragmenteerimine johtub näiteks järeleandmisest mehaanilistele jõududele või hapniku vabade radikaalide toimest. Edasi lammutavad kollageenikiude juba spetsiifilised ensüümid, proteinaasid. Tekkivad kollageenide osakesed seejärel fagotsüteeritakse ja rakkude lüsosomaalsed ensüümid lammutavad need lõplikult. Proteolüütiline lammutamine toimub rakkudest väljaspool tänu ensüümidele, mida nimetatakse maatriksi metalloproteinaasideks (ingl matrix metalloproteinases, MMP). Neid ensüüme sünteesivad ja sekreteerivad rakkudevälisesse maatriksisse paljud erinevad sidekoerakud (fibroblastid, kondroblastid, monotsüüdid, neutrofiilid, makrofaagid) ja mõned epiteelirakud (epidermise keratinotsüüdid). MMP hulka kuuluvad kollagenaasid (MMP-1, MMP-13; lammutavad tüüp I, II, III ja X kollageene), želatinaasid (MMP-2, MMP-9; lammutavad pea kõiki denatureerunud kollageenide tüüpe, laminiine, fibronektiini ja elastiini), stromelüsiinid (MMP-3, MMP-10, MMP-11; lammutavad proteoglükaane, fibronektiini ja denatureerunud kollageene), matrilüsiinid (MMP-7; lammutavad tüüp IV kollageene ja proteoglükaane) ja makrofaagide metalloelastaasid (MMP-12; lammutavad elastiini ja tüüp IV kollageene ning laminiine). Üldjuhul on kollageenid suure vastupidamisvõimega MMP lammutavale toimele, kuid vigased või denatureerunud (želatineerunud) kollageenid alluvad paljude MMP-de toimele, kuid želatinaasid mängivad seejuures kõige olulisemat rolli. MMP aktiivsust pärsivad omakorda koe metalloproteinaaside inhibiitorid (ingl tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMP-1, -2, -3 ja -4).


    15.3.2.4.2. Retikulaarsed kiud


    Retikulaarsed kiud koosnevad tüüp III kollageenist ja esinevad retikulaarses sidekoes, aga ka mitmetes teistes kudedes ja organites toestava võrgustikuna e retiikulumina (siit ka kiudude nimetus). Olles ehitunud kollageenist, esineb retikulaarsete kiudude fibrillidel samuti 68 nm ristvöödilisus (samamoodi nagu I tüüpi kollageenist ehitunud kollageenifibrillidel). Samas on retikulaarsed kiud kollageeni kiududest oluliselt peenemad, diameetriga 0,5–2 µm, ja suurema vastupanuvõimega hapete, aluste ja seedeensüümide suhtes. Retikulaarsed kiud on kollageenikiududega võrreldes tugevalt glükosüülitud, mis annab nendele kiududele mitmeid eriomadusi nagu argürofiilia – iseloomulik värvumine hõbedasooladega (kr argyros ’hõbe’). Hõbedaga impregneeritud histoloogilistes preparaatides ilmestuvad argürofiilsed kiud mustaks värvunud võrgustikuna (joonis 15.54).


    Kohevas sidekoes esineb retikulaarsetest kiududest võrgustik sidekoe ja epiteeli piirialal (basaalmembraani retikulaarkiht, vt peatükk 15.2. Epiteelkude). Samuti ümbritsevad retikulaarsed kiud rasvarakke e adipotsüüte, väikseid veresooni, närve ja lihasrakke. Retikulaarseid kiude leidub oluliselt ka embrüonaalsetes kudedes. Retikulaarsete kiudude rohkus on koe küpsusastme indikaator. Nii leidub retikulaarseid kiude palju haavaparanemise ja armkoe moodustumise algstaadiumis, kus nad pakuvad esmast mehaanilist toestust värskelt moodustunud rakuvälisele maatriksile. Embrüonaalsete kudede arenedes või haavaparanemise edenedes asenduvad retikulaarsed kiud järk-järgult oluliselt tugevamate I tüüpi kollageenikiududega.


    Retikulaarsed kiud esinevad toestava stroomana vereloomeorganite – nagu luuüdi, lümfisõlmed ja põrn (aga mitte tüümus) – retikulaarses sidekoes, kus retikulaarrakud toodavad kiude, mida rakud jäävad ümbritsema, isoleerides neid ülejäänud koekomponentidest (joonis 15.55). Enamikus muudes asukohtades toodavad retikulaarkiude fibroblastid. Sellel põhireeglil on mõned erandid. Üks erand on perifeersete närvide endoneurium, kus Schwanni rakud sünteesivad retikulaarkiude. Samuti toodavad retikulaarseid ja kollageenseid kiude silelihasrakud veresoonte keskkestas e meedias ja seedekanali lihaskestas.


    15.3.2.4.3. Elastsed kiud


    Hästi väljavenitatavad elastsed kiud on kollageenikiududest peenemad, moodustades hargneva kolmemõõtmelise võrgustiku. Sidekudedes paiknevad elastsed kiud läbipõimunult kollageenikiududega, mis kaitsevad kudesid liigse väljavenitamise ja rebenemise eest.


    Elastseid kiude toodavad paljuski samad rakud, mis sünteesivad kollageenseid ja retikulaarseid kiude, eeskätt fibroblastid, aga ka silelihasrakud. Erinevalt kollageensetest kiududest koosnevad elastsed kiud kahest struktuursest komponendist: elastiinist ja seda ümbritsevast fibrilliini mikrofibrillidest. Elastiin on valk, mis samamoodi nagu kollageengi sisaldab palju proliini ja glütsiini, kuid erinevalt kollageenist leidub elastiinis väga vähe hüdroksüproliini ja hüdroksülüsiini pole üldse. Glütsiini juhuslik paiknemine muudab elastiini molekuli hüdrofoobseks, võimaldades kiududel juhuslikult keerduda. See võimaldab elastsetel kiududel väljavenitavate jõudude toimimise lõppedes taaskeerduda ja kokku tõmbuda algsesse seisu (joonis 15.65). Elastiin sisaldab kahte unikaalset aminohappe derivaati – desmosiini ja isodesmosiini –, mis tekivad lüsiini ensümaatilisel modifitseerimisel ja on olulised kovalentsete sidemete kujunemisel elastiini molekulide vahel. Kovalentsed sidemed seovad elastiini molekule omavahel kas desmosiini või isodesmosiini ristsidemetega (joonis 15.65). Teine struktuurne komponent, 10 nm fibrilliini mikrofibrillid, on moodustunud fibrilliinist ja mitmetest teistest glükoproteiinidest. Elastsete kiudude moodustumise (elastogeneesi) algetapis kujunevad esmalt mikrofibrillid ja elastiin ladestub seejärel mikrofibrillide pinnale. Elastiin koondub järk-järgult mikrofibrillide vahele ja lõpuks moodustab suurema osa elastsetest kiududest.


    Peale elastsete kiudude moodustub elastiinist veel elastseid lamelle. Elastsetes arterites on elastne materjal koondunud arterite keskkesta e meediasse, moodustades seal akendunud lamelle. Lamellid jäävad kontsentriliste kihtidena silelihasrakkude kihtide vahele. Nagu kollageenseid kiude nii ka elastseid membraane moodustavad arterite meedias silelihasrakud, mitte fibroblastid. Erinevalt elastsetest kiududest on elastsetes lamellides ainult elastiini amorfne komponent ja puuduvad fibrilliini mikrofibrillid.


    Histoloogilistes preparaatides tavapärase hematoksüliin-eosiin värvingu korral eristuvad elastsed kiud sidekoes halvasti, mistõttu kasutatakse mitmeid spetsiaalselt elastsetele kiududele sobivaid värvimismeetodeid, nagu näiteks resortsiin-fuksiin (joonis 15.65 ja 15.66).
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    Joonis 15.65. Elastiini molekulide omavaheline seostumine ja käitumine väljavenitamisel.
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    Joonis 15.66. Elastsed lamellid (nooled) roti aordi seinas. Mikrofoto (resortsiin-fuksiin).


    15.3.2.4.4. Põhiaine


    Ekstratsellulaarse maatriksi e rakkudevahelise aine moodustavad sidekoe kiud (eespool kirjeldatud kollageensed, retikulaarsed ja elastsed kiud) ja amorfne põhiaine. Viimane täidab viskoosse ainena ruume rakkude ja kiudude vahel. Tugevalt hüdraaditud põhiaine koosneb põhiliselt kolmest makromolekulide klassist: proteoglükaanid, glükoosaminoglükaanid, mis on kovalentselt seotud proteoglükaanidega, ja multiadhesiivsed glükoproteiinid. Glükoosaminoglükaanid määravad paljuski põhiaine biofüüsikalisi omadusi. Glükoosaminoglükaanid on tugevalt negatiivselt laetud tänu rohketele sulfaatrühmadele, mis muudab nad vee suhtes afiinseks. Kõrgelt hüdraaditud geeljas põhiaine võimaldab vesilahustuvate molekulide kiiret difusiooni. Samas tekitab glükoosaminoglükaanide teatud regiidsus struktuurse karkassi rakkudele. Glükoosaminoglükaanide seas on hüaluroonhappel eriline roll, sest see on väga pikk lineaarne molekul, mis erinevalt teistest glükoosaminoglükaanidest (kondroitiinsulfaat, dermataansulfaat, kerataansulfaat, heparaansulfaat ja hepariin) ei ole sulfateeritud. Seostusvalkude abil kinnituvad hüaluroonhappele proteoglükaanid, moodustades seeläbi gigantseid proteoglükaanide agregaate (joonis 15.67). Proteoglükaanide monomeerides kinnituvad glükoosaminoglükaanid tüvivalgule ristisuunas, mistõttu tekib pudeliharja meenutav struktuur (joonis 15.67). Proteoglükaanidele on iseloomulik väga suur varieeruvus (joonis 15.68). Glükoosaminoglükaanide arv, mis kinnitub tüvivalgule, varieerub ühest (nt dekoriin) kuni üle 200 (nt agrekaan). Tüvivalgule võivad kinnituda ühesugused glükoosaminoglükaanid (nt fibroglükaan või versikaan) või erinevad glükoosaminoglükaanid (nt agrekaan või sündekaan). Proteoglükaane leidub kõikide sidekudede põhiaines ja membraaniga seostuvate molekulidena paljude rakkude pinnal. Transmembraansed proteoglükaanid nagu sündekaan seostavad rakke ekstratsellulaarse maatriksi molekulidega (joonis 15.68).


    Multiadhesiivsed glükoproteiinid mängivad olulist rolli ekstratsellulaarse maatriksi stabiliseerimisel ja selle seostamisel raku pinnaga. Paremini iseloomustatud multiadhesiivsete glükoproteiinide hulka kuuluvad fibronektiin, laminiinid, tenastsiin ja osteopontiin. Fibronektiin on sidekoes kõige levinum glükoproteiin, mis seostub erinevate ekstratsellulaarse maatriksi molekulidega (nt heparaansulfaat, kollageenid tüüp I, II ja III, hüaluroonhape, fibronektiin) ja integriinidega (vt peatükk 5.3.3. Fibronektiin). Laminiinid esinevad basaalmembraani basaalkihis, omades seostuskohti IV tüüpi kollageeniga, aga ka mitmete teiste molekulidega (vt peatükk 5.5. Laminiinid). Tenastsiin, mis osaleb rakkude seostumisel ekstratsellulaarse maatriksiga, ilmneb embrüogeneesis, kaob küpsetes kudedes, kuid ilmub taas näiteks haavade paranemisel.
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    Joonis 15.67. Gigantsete proteoglükaani agregaatide moodustumise skeem. GAG – sulfateeritud glükoosaminoglükaanid kondroitiinsulfaat ja kerataansulfaat.
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    Joonis 15.68. Sidekoe ekstratsellulaarse maatriksi erinevad proteoglükaanide monomeerid.


    15.3.3. Kõhrkude


    Kõhrkude on tiheda konsistentsiga veresoontevaba sidekoe alaliik, millel on organismis põhiliselt tugifunktsioon. Ekstratsellulaarse maatriksi eriline ehitus, kus kollageensete ja elastsete kiudude kõrval esineb rohkelt glükoosamiine ja proteoglükaane, annab kõhrkoele nii jäikuse kui teatud elastsuse. Ekstratsellulaarne maatriks hõlmab üle 95% kõhrkoe mahust ja, nagu allpool täpsemalt kirjeldatud, jaotatakse kõhrkude eeskätt ekstratsellulaarse maatriksi ehituse erinevuste alusel kolmeks alatüübiks: hüaliinseks, elastseks ja fibroosseks kõhrkoeks.


    Kõhrkoe rakud, kondrotsüüdid, paiknevad ekstratsellulaarses maatriksis erilistes süvendites, mida nimetatakse kõhreõõnteks e lakuunideks. Kondrotsüüdid toodavad kõiki ekstratsellulaarse maatriksi komponente, nii kollageenseid kui elastseid kiude ja teisi kõhrkoele iseloomulikke makromolekule, nagu hüaluroonhape, proteoglükaanid ja erinevad glükoproteiinid. Kuivõrd kõhrkoes puuduvad kapillaarid, siis ekstratsellulaarse maatriksi eriline ehitus tagab kondrotsüütide eluvõime. Glükoosaminoglükaanide rohkus võrreldes kollageensete kiududega võimaldab ainete difusiooni kõhrkudet ümbritseva sidekoe veresoontest kondrotsüütideni. Seejuures on kahel erineval struktuursete molekulide klassil vastandlikud biofüüsikalised erisused: kui kollageensed kiud on tõmbetugevad, siis rohkelt hüdreeritud proteoglükaanid on väga nõrgad. Samas tagavad ekstratsellulaarse maatriksi proteoglükaanide agregaadid kõhrede hea võime taluda kestvat koormust, seda eriti sünoviaalliigestes. Kuivõrd see omadus säilib ka organismi kasvades, siis kõhrkude on kriitiliselt oluline skeleti arenemisel, eriti arvestades, et suurem osa luudest moodustub kõhrkoe asendumisel luukoega (vt endokondraalne ossifikatsioon, peatükk 15.3.4.4). Kolm kõhrkudede tüüpi erinevad üksteisest ekstratsellulaarse maatriksi ehituslike iseärasuste poolest. Kui hüaliinset kõhrkude iseloomustab II tüüpi kollageenikiudude, glükoosaminoglükaanide, proteoglükaanide ja multiadhesiivsete glükoproteiinide esinemine, siis elastses kõhrkoes leidub peale eelnimetatud komponentide veel elastseid kiude ja fibroosses kõhrkoes I tüüpi kollageenikiude (tabel 15.4).


    15.3.3.1. Hüaliinne kõhrkude


    Hüaliinne kõhrkude on kolmest kõhrkoe alatüübist kõige levinum. Hüaliinsest kõhrkoest moodustub embrüo esmane kõhreline skelett (primordiaalne skelett), mis hilisema arengu käigus asendub luukoega. Samuti moodustuvad sellest kõhrkoe tüübist roidekõhred, nina, kõri, trahhea ja bronhide kõhred. Samuti katab hüaliinne kõhrkude sünoviaalliigeste pindasid.


    Makroskoopiliselt on hüaliinne kõhrkude sinaka tooniga ja klaasjalt poolläbipaistev, millest tuleneb ka selle kõhrkoe alatüübi nimetus (kr hyalos ’klaasjas’). Kõhreõõntes paiknevad kondrotsüüdid hõlmavad kõhre massist ainult 3–5% (joonis 15.69). Kuigi ekstratsellulaarne maatriks domineerib selgelt rakkude üle, ei ole hüaliinne kõhrkude kaugeltki inertne substants, vaid kompleksne elusstruktuur, mis moodustab madala hõõrdumisega kõhrepindasid ning kannavad kõhrele toimivaid jõude edasi allasetsevatele luudele. Kuigi toitainete difundeerumine rakkudeni on komplitseeritud ja hüaliinse kõhrkoe regeneratsioonivõime piiratud, siis hoolimata kestavate survejõudude toimimisest ei ilmne selles vananedes olulisi muutusi. Seejuures toimub kõhrkoes degradatsioonil kaotatud maatriksimolekulide pidev uuendamine, mis põhineb kondrotsüüde võimel taastoota ekstratsellulaarse maatriksi komponente. Protsessi aluseks on kondrotsüütide võime reageerida muutustele ekstratsellulaarses maatriksis. Erandiks on siin liigeskõhred, mis suure kasutuskoormuse tõttu vananemisel kahjustuvad. Liigeste degeneratiivne haigus, osteoartriit, haarab eeskätt keharaskust kandvaid suuri liigeseid, nagu puusa- ja põlveliigesed. Samuti võib vananemisprotsessis täheldada hüaliinse kõhrkoe kaltsifitseerumist, mille käigus kaltsiumfosfaadi kristallid ladestuvad ekstratsellulaarsesse maatriksisse. Kaltsifitseerumine algab suuremate kõhreplaatide keskosas, näiteks kilp-, trahhea- ja roidekõhredes, kus kondrotsüütide toitumistingimused on raskendatud. Kui kõhr on juba kaltsifitseerunud, siis järgneb sellele teatud aja möödudes ossifikatsioon e kaltsifitseerunud kõhrkoe asendub luukoega samamoodi nagu endokondraalsel luustumisel.


    Makromolekulideks, mis moodustavad hüaliinse kõhrkoe ekstratsellulaarse maatriksi, on kollageenid (peamiselt II tüüpi kollageen ja teised kõhrespetsiifilised kollageenid), proteoglükaan agrekaan, mis sisaldab glükoosaminoglükaane ja multiadhesiivsed glükoproteiinid (mittekollageensed valgud). Hüaliinse kõhrkoe erinevate komponentide omavahelised proportsioonid on kujutatud joonisel 15.69.
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    Joonis 15.69. Hüaliinse kõhrkoe komponentide omavahelised proportsioonid (protsentuaalne osakaal kõhre massist).


    Ekstratsellulaarse maatriksi põhiline valk on kollageen, mis moodustab kolmemõõtmelise võrgustiku suhteliselt peentest (diameetriga 20 nm) ja lühikestest fibrillidest. Kui põhiline fibrillide komponent on II tüüpi kollageen (joonis 16.69), siis teistel vähemesinevatel, nn kõhrespetsiifilistel kollageenidel on kindlad funktsionaalsed ülesanded. IX tüüpi kollageen aitab fibrillidel seostuda maatriksi proteoglükaanidega, XI tüüpi kollageen reguleerib fibrillide suurust ja X tüüpi kollageen aitab moodustada fibrillide kolmemõõtmelist võrgustikku, mis on otsustava tähtsusega mehaanilise vastupidavuse tagamiseks. Ühtlasi leidub ekstratsellulaarses maatriksis veel VI tüüpi kollageeni, seda eeskätt kondrotsüütide ümber, kus see aitab seostada rakke maatriksi võrgustikuga.


    Glükoosaminoglükaanidest sisaldab hüaliinse kõhrkoe põhiaine peamiselt hüaluroonhapet, kondroitiinsulfaati ja kerataansulfaati. Kondroitiin- ja kerataansulfaat kinnituvad tüvivalgule, moodustades proteoglükaanide monomeeri. Hüaliinses kõhrkoes on põhiline proteoglükaani monomeer agrekaan, mille iga molekul sisaldab umbes 100 kondroitiinsulfaadi ja 60 kerataansulfaadi ahelat. Sulfaatrühmade olemasolu annab agrekaani molekulidele tugeva negatiivse laengu, mis omakorda põhjustab afiinsuse veemolekulidele. Sellest tuleneb hüaliinsele kõhrkoele iseloomulik kõrge veesisaldus – 60–80% (joonis 15.69). Igale lineaarsele hüaluroonhappe molekulile kinnitub sidevalgu abil üle 300 agrekaani molekuli, moodustades hiiglaslikke proteoglükaanide agregaate (joonis 15.70). Tugevalt laetud proteoglükaanide agregaadid seostuvad kollageenikiududega elektrostaatiliselt ja multiadhesiivsete glükoproteiinide abil. Just seos proteoglükaanide agregaatide ja kollageenikiudude võrgustiku vahel annab aluse hüaliinse kõhre unikaalsetele biomehaanilistele omadustele. Hüaliinse kõhrkoe põhiaine sisaldab veel ka teisi proteoglükaane – dekoriin, biglükaan jt –, kuid need ei moodusta agregaate, vaid seostuvad teiste molekulidega stabiliseerimaks ekstratsellulaarset maatriksit.


    Multiadhesiivsed glükoproteiinid (mittekollageensed ja proteoglükaanidega mitteseotud glükoproteiinid) osalevad kondrotsüütide seostumisel intertsellulaarse maatriksi molekulidega. Näiteks ankoriin CII talitleb kollageeni retseptorina kondrotsüütidel, tenastsiin ja fibronektiin aitavad kondrotsüütidel ankurduda maatriksile.
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    Joonis 15.70. Hüaliinse kõhrkoe ekstratsellulaarse maatriksi molekulaarse ehituse skeem. Kondrotsüütide isogeensete rühmade paigutus on kõhres ebaühtlane, mõnes kohas on rakke tihedamelt, samas on alasid, kus esineb väga palju ekstratsellulaarset maatriksit.


    Kondrotsüüdid paiknevad ekstratsellulaarses maatriksis kas üksikult või gruppidena, moodustades isogeenseid rühmi. Viimasel juhul on tegemist rakkudega, mis on hiljuti jagunenud, st kondrotsüütide isogeenses rühmas on rakud, mis on moodustunud üheainsa kondrotsüüdi korduva jagunemise tulemusel. Kondrotsüüdid produtseerivad enda ümber ekstratsellulaarse maatriksi komponente, aga ka metalloproteinaase, maatriksit lammutavaid ensüüme, mis võimaldavad kasvavate isogeensete rühmade rakkudel laieneda ja positsiooni muuta. Kuivõrd kondrotsüüdid toodavad kollageene ja teisi ekstratsellulaarse maatriksi komponente, siis rakurühmad jäävad üksteisest järjest kaugemale. Võrreldes teiste kõhrkoe alavormidega on hüaliinses kõhrkoes isogeensed rühmad arvukamad ja koosnevad tihti neljast, harvem ka enamast rakust. Kõhreplaatides paiknevad isogeensed rühmad kõhre keskosas; kõhre ääreosades kõhreümbrise e perikondri all on aga noored kondrotsüüdid või kondroblastid (joonis 15.71).


    Kuivõrd hüaliinses kõhrkoes sisaldavad proteoglükaanid arvukalt sulfaatrühmi, siis tingib see põhiaine värvumuse histoloogilistes preparaatides aluseliste värvainetega. Basofiilia annab informatsiooni sulfateeritud proteoglükaanide paigutusest põhiaines, mis ei ole sugugi homogeenne. Värvumuse alusel eristatakse kolme tsooni: kõhrekihn (peritsellulaarne substants), rakuterritoorium ja interterritoriaalne substants (joonis 16.71). Kõhrekihn on tumedamalt värvunud ala kondrotsüütide ümber, mis sisaldab rohkelt sulfateeritud proteoglükaane, biglükaane ja mitmeid multiadhesiivseid glükoproteiine (nt fibronektiin ja dekoriin) ning VI tüüpi kollageenist fibrille, mis seostuvad rakkude integriiniretseptoritega ja ankurdavad kondrotsüüte maatriksile. Samuti esineb kõhrekihnus rohkelt IX tüüpi kollageeni. Rakuterritoorium on ala, mis ümbritseb isogeense rühma rakke ning sisaldab juhuslikult orienteeritud II tüüpi kollageenist fibrille ja väiksemal hulgal IX tüüpi kollageeni. Võrreldes kõhrekihnuga sisaldab ala vähem sulfateeritud proteoglükaane. Interterritoriaalne substants, mis värvub nõrgalt basofiilselt, ümbritseb rakuterritooriumi ja on seega ala, mis täidab ruumi kondrotsüütide isogeensete rühmade vahel (joonis 15.71 ja 15.72).
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    A. B.


    Joonis 15.71. Mikrofoto (A) ja sellele korrespondeeruv skeem (B) hüaliinsest kõhrest ja seda katvast perikondrist e kõhreümbrisest. Nii mikrofotol kui skeemi ülemises osas on näha tihedast sidekoest perikondrit. Eosinofiilselt värvuv perikonder katab basofiilsemalt värvuvat kõhre, kus võib jälgida kõhre keskosa suunas toimuvat rakkude järkjärgulist muutumist. Kui perikondri vahetus läheduses esinevad piklikud väljavenitatud kujuga noored kondroblastid, siis kõhre sügavamas osas on näha ümarama kujuga kondrotsüütide moodustumist. Kondrotsüüdid asetsevad kõhreõõntes kas üksikuna või isogeensete rühmadena. Vahetult kondrotsüütide ümber olev rakuterritoorium värvub tugevalt basofiilselt, ülejäänud ekstratsellulaarne maatriks, mida nimetatakse interterritoriaalseks substantsiks, värvub nõrgalt basofiilselt ja sisaldab arvukalt kollageenikiude.


    
      [image: ]

    


    Joonis 15.72. Neljast kondrotsüüdist koosnev isogeenne grupp. Kondrotsüüti ümbritseb tugevalt värvuv kõhrekihn, mis sisaldab rohkelt sulfateeritud proteoglükaane ja VI tüüpi kollageeni. Tervet isogeenset kondrotsüütide rühma ümbritseb basofiilne rakuterritoorium. Isogeensete rühmade vahele jääb nõrgalt basofiilne interterritoriaalne substants.


    15.3.3.1.1. Perikonder e kõhreümbris


    Hüaliinsest kõhrkoest kõhri ümbritseb perikonder e kõhreümbris; ainsa erandina ei ole kõhreümbrist liigeskõhredel. Tihedast vormitust sidekoest ehitunud perikonder sisaldab fibroblaste (joonis 15.71). Perikondris eristatavad sisemised rakurohked ja välimised kiududerikkad alakihid ilmnevad eriti selgelt kõhrede aktiivse kasvu perioodil.


    15.3.3.2. Elastne kõhrkude


    Elastses kõhrkoes on peale tavapäraselt hüaliinses kõhrkoes esinevate ekstratsellulaarse maatriksi komponentide veel elastseid kiude, mis moodustavad hargneva ja anastomoseeruva võrgustiku. Elastsete kiudude rohkus annab natiivsetele kõhredele kollaka tooni. Elastsed kiud täiendavad hüaliinsele kõhrkoele tüüpilisi omadusi – suur koormustaluvus ja painduvus –, muutes kõhred oluliselt elastsemaks. Seepärast esineb elastset kõhrkudet seal, kus on vaja elastset toetust pehmetele kudedele. Elastne kõhrkude esineb järgmistes kõhredes: kõrvalestakõhr, väliskuulmekäigu kõhr, kõrvatõrvekõhr ja kõripealise e epiglottise kõhr. Samuti on elastsest kõhrkoest ehitunud veel kõri kõhredest sarvik- ja talbkõhr ning osalt ka pilkkõhr.


    Samamoodi nagu hüaliinsed kõhred on kõik elastsed kõhred ümbritsetud perikondriga. Võrreldes hüaliinse kõhrkoega on elastses kõhrkoes isogeensed rühmad väiksemad, koosnedes enamasti kahest kondrotsüüdist (joonis 15.73). Kui hüaliinne kõhrkude vananedes kaltsifitseerub, siis elastses kõhrkoes seda ei toimu.
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    Joonis 15.73. Elastne kõhrkude. Elastsed kiud on enamasti kahest kondrotsüüdist moodustunud isogeensete rühmade vahel. Mikrofoto (resortsiin-fuksiin).


    15.3.3.3 Fibroosne kõhrkude


    Fibroosne kõhrkude on oma olemuselt vahevorm hüaliinse kõhrkoe ja tiheda vormunud sidekoe vahel. Kondrotsüüdid paiknevad tavaliselt üksikult, ridade kaupa kollageensete kiudude vahel ja vaid üksikutel juhtudel võib leida kondrotsüütide isogeenseid rühmi. Paralleelselt ümaratuumaliste kondrotsüütidega esineb fibroosse kõhrkoe alades lamedate väljavenitatud tuumadega fibroblaste (joonis 15.74). Erinevalt hüaliinsest ja elastsest kõhrkoest ei ole fibroossest kõhrkoest kõhred ümbritsetud perikondriga.
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    Joonis 15.74. Fibroosne kõhrkude. Ümaratuumalised kondrotsüüdid paiknevad üksikuna kollageensete kiudude vahel. Samas on näha lamedate väljavenitatud tuumadega fibroblastide alasid. Mikrofoto (hematoksüliin-eosiin).


    Fibroosne kõhrkude esineb lülivaheketastes, vaagnaliiduses, rinnaku-rangluu ja oimuluu-ülalõualuu liigeste ketastes, põlveliigese meniskites ja kohtades, kus kõõlused kinnituvad luudele. Kõikides neis kohtades peab fibroosne kõhrkude vastu panema deformeerivatele jõududele, talitledes amortisaatorina.


    Fibroosse kõhrkoe ekstratsellulaarne maatriks sisaldab nii I kui II tüüpi kollageenseid kiude, mis on tunnusjoon nii hüaliinsele kõhrkoele kui ka tihedale sidekoele. Kui II tüüpi kollageen on tüüpiline hüaliinsele kõhrkoele, siis I tüüpi kollageen on iseloomulik sidekoele. Samas varieeruvad proportsioonid I ja II tüüpi kollageenide vahel fibroosse kõhrkoe erinevates paiknemiskohtades oluliselt. Näiteks põlveliigese meniskites on ainult vähesel hulgal II tüüpi kollageenseid kiude, kuid lülivaheketastes esineb mõlemat tüüpi kollageenseid kiude enam-vähem võrdselt. Vananedes tõuseb fibroosses kõhrkoes II tüüpi kollageensete kiudude osakaal kondrotsüütide säiliva aktiivsuse tõttu. Peale agrekaani sisaldab ekstratsellulaarne maatriks versikaani, fibroblastide toodetavat proteoglükaani monomeeri. Võrreldas agrekaaniga on versikaani osakaal suurem. Nagu agrekaan nii seostub versikaangi samuti hüaluroonhappega, moodustades tugevalt hüdreeritud proteoglükaanide agregaate (tabel 15.5).


    Tabel 15.5. Kõhrkoe erinevate alatüüpide võrdlus.


    
      
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Tunnused

          

          	
            Hüaliinne kõhrkude

          

          	
            Elastne kõhrkude

          

          	
            Fibroosne kõhrkude

          
        


        
          	
            Esinemiskohad

          

          	
            Primordiaalne skelett, epifüüsiplaadid, sünoviaalliigeste liigespinnad, roidekõhred, ninakõhred, kõrikõhredest kilp-, sõrmuskõhr ning osaliselt pilkkõhr, trahhea ja suuremate bronhide kõhred.

          

          	
            Kõrvalestakõhr, väliskuulmekäigu kõhr, osaliselt kõrvatõrvekõhres, kõri kõhredest kõripealise-, sarvik- ja talbkõhres ning pilkkõhre vokaaljätkes, väikeste bronhide kõhred.

          

          	
            Lülivahekettad, liigeskettad ja meniskid, vaagnaliidus, kõõluste luudele kinnitumise alades.

          
        


        
          	
            Funktsiooni iseärasused

          

          	
            Kõrge survetaluvus. Liigeskõhredes moodustab madala hõõrdumisega liigespindasid. Hingamisteedes (kõri, trahhea, bronhid) toestab seina takistamaks valendiku kokkulangemist. Tagab lootelise skeleti arengu, võimaldab endokondraalset luustumist ja luude kasvamist.

          

          	
            Tagab elastselt painduva toese pehmetele kudedele.

          

          	
            Kõrge deformatsioonitaluvus. Liigesketastes põrutuste amortiseerimisvõime.

          
        


        
          	
            Perikondri esinemine

          

          	
            Kõhre ümbritseb perikonder (välja arvatud liigeskõhred).

          

          	
            Kõhre ümbritseb perikonder.

          

          	
            Perikonder puudub.

          
        


        
          	
            Kaltsifitseerumise toimumine

          

          	
            Kaltsifitseerumine toimub endokondraalsel luustumisel ja suuremates kõhredes vananemisprotsessis.

          

          	
            Kaltsifitseerumist ei toimu.

          

          	
            Kaltsifitseerumine toimub luumurdude paranemisel moodustuvas fibroosset kõhrkudet sisaldavas kalluses.

          
        


        
          	
            Põhilised rakutüübid

          

          	
            Kondroblastid ja kondrotsüüdid.

          

          	
            Kondroblastid ja kondrotsüüdid.

          

          	
            Kondrotsüüdid ja fibroblastid.

          
        


        
          	
            Ekstratsellulaarse maatriksi iseloomulikud tunnusjooned

          

          	
            II tüüpi kollageenist fibrillid. Proteoglükaani monomeer: agrekaan.

          

          	
            II tüüpi kollageenist fibrillid ja elastsed kiud. Proteoglükaani monomeer: agrekaan.

          

          	
            I ja II tüüpi kollageenist fibrillid. Proteoglükaani monomeerid: agrekaan (kondrotsüütide sekreteeritud) ja versikaan (fibroblastide sekreteeritud).

          
        


        
          	
            Kondrotsüütide isogeensed rühmad

          

          	
            Isogeensed rühmad koosnevad enamasti neljast rakust.

          

          	
            Isogeensed rühmad koosnevad enamasti kahest rakust.

          

          	
            Kondrotsüüdid paiknevad tavaliselt üksikuna, isogeenseid rühmi esineb harva.

          
        

      
    


    15.3.3.4. Kondrogenees ja kõhrede kasv


    Kõik kõhred arenevad mesenhüümist kondrogeneesiks nimetatava protsessi käigus. Rakkude diferentseerumise esimene tunnusjoon on mesenhüümirakkude kuju ümardumine ja jätkete lühenemine. Transkriptsioonifaktori SOX-9 ekspressioon käivitab nende rakkude muutumise kondroblastideks (SOX-9 ekspressioon langeb kokku II tüüpi kollageeni sünteesi algusega). Samal ajal toimub kondroblastide kiire jagunemine ja tütarrakud asetuvad tihedalt üksteise kõrvale (joonis 15.75 A ja B). Pidevalt ekstratsellulaarset maatriksit tootes nihkuvad kondroblastid üksteisest eemale. Kui rakud on enda toodetud maatriksi materjaliga täielikult ümbritsetud, nimetatakse neid kondrotsüütideks. Kõhreõõntesse e lakuunidesse sissemüüritud kondrotsüütide edasisel jagunemisel moodustuvad kondrotsüütide isogeensed rühmad (joonis 15.75 C ja D). Embrüonaalse arengu perioodil toimub kõhredes kasvamine peamiselt suunaga keskosast väljaspoole, mistõttu arenevate kõhrede keskosas paiknevad kondrotsüüdid ja perifeerses osas kondroblastid. Perikonder moodustub kujunevat kõhre ümbritsevast mesenhüümist.
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    Joonis 15.75. Kondrogeneesi põhietapid embrüonaalperioodil. A. Mesenhüüm, millest kõik kõhrkoe tüübid arenevad. B. Mitootiline jagunemine ja rakkude diferentseerumine viib ümarakujuliste kondroblastide kujunemisele, kusjuures rakud paigutuvad tihedalt kokkupakituna üksteise kõrval. C. Kondroblastid eemalduvad üksteisest ekstratsellulaarse maatriksi ulatusliku moodustumise tõttu. D. Kondroblastide jagunemise tulemusel moodustuvad ekstratsellulaarses maatriksis kondrotsüütide isogeensed grupid, mida ümbritsevad tihenenud rakuterritooriumid.


    Kui kõhr on juba moodustunud, siis edasi suureneb kõhr nii interstitsiaalse kui ka apositsioonilise kasvu teel. Interstitsiaalne kasv põhineb olemasolevate kondroblastide jagunemisel, apositsiooniline kasv aga uute kondroblastide diferentseerumisel perikondrist. Mõlemal juhul tingib kõhrede suurenemise põhiliselt ekstratsellulaarse maatriksi ulatuslik moodustumine. Sünnijärgses perioodis on kõhrede apositsiooniline kasv olulisem, kuigi interstitsiaalne kasv on määrav liigeskõhredes, kus puudub kondrogeensete rakkudega perikonder, ja samuti pikkade toruluude epifüüsiplaatides tagamaks luude pikkuskasvu (vt peatükk 15.3.4.4. Luude arenemine, endokondraalne ossifikatsioon).


    15.3.3.5. Kõhrkoe regeneratsioon


    Kõhrkude talub hästi nii kauakestvate kui vahelduvalt toimivate survejõudude toimet. Kui kõhr siiski vigastub, siis ilmneb kõhre väga halb taastumisvõime: isegi väikesed kõhrevigastused paranevad visalt. Kõhrede halva regeneratsioonivõime taga on veresoonte puudumine kõhrkoes ja küpsete kondrotsüütide piiratud proliferatsioonivõime. Kõhrevigastuste paranemine lähtub perikondri kondrogeensetest rakkudest, mis võivad hakata tootma uut kõhrkude. Paraku moodustub vähegi suuremate vigastuste korral hoopiski tihe sidekude, mis täidab defekti.


    15.3.4. Luukude


    Luukude on tugi- ja kaitsefunktsiooniga sidekoe alaliik, mis moodustab täiskasvanud organismis põhiosa skeletist. Luukudet iseloomustab ekstratsellulaarse maatriksi mineraliseeritus, kusjuures peamine mineraalaine on kaltsiumfosfaat hüdroksüapatiidi kristallidena [Ca10(PO4)6(OH)2]. Anorgaaniline komponent moodustab umbes 50% luumaatriksi kuivkaalust. Tänu kõrgele mineraalainete sisaldusele täidab luukude organismis kaltsiumi ja fosfaatide depoo rolli. Vajadusel vabastatakse nii kaltsiumi kui ka fosfaate luumaatriksist, millega tagatakse nende ainete vajalik tase veres.


    Mineraliseerunud luumaatriks sisaldab kolme tüüpi rakke: osteoblastid, osteotsüüdid ja osteoklastid.


    1) Osteoblastid on ekstratsellulaarse maatriksi komponente tootvad rakud. Kui osteoblastid ümbritsevad end sekreteeritud maatriksiga, muutuvad nad osteotsüütideks. Teatud osa osteoblastidest jäävad peale aktiivse luukasvu perioodi luukatterakkudena (ingl bone-lining cells) katma moodustunud luude pindasid (joonis 15.76).


    2) Osteotsüüdid on põhilised luukoe rakud (ligikaudu 95% kõikidest luukoe rakkudest), mis paiknevad ekstratsellulaarses maatriksis olevates luulakuunides ja mille jätked ulatuvad luukanalikestesse (joonis 15.79). Luukanalikesed kulgevad läbi mineraliseerunud luumaatriksi, võimaldades naaberrakkude jätketel omavahel kontakteeruda. Kuivõrd metaboliidid ei suuda difundeeruda läbi kaltsifitseerunud luumaatriksi, siis ainete liikumine osteotsüütide ja kapillaaride vahel sõltub täielikult väga kitsastest silinderjatest liikumisteedest luukanalikestes.


    3) Osteoklastid on hulgituumsed hiidrakud, mis arenevad erinevalt osteoblastidest ja osteotsüütidest granulotsüütide/monotsüütide eellasrakkudest (joonis 15.76). Makrofaagidena osalevad osteoklastid luukoe resorbeerimisel ja remodelleerimisel.


    Nimetatud rakud leiavad täpsemat käsitlust allpool.
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    Joonis 15.76. Skemaatiline joonis luukoe eri tüüpi rakkude kujunemisest.


    Luukoe ekstratsellulaarse maatriksi põhikomponent on I tüüpi kollageenist ehitunud kiud. Vähemal määral esineb V tüüpi kollageeni ja veelgi tagasihoidlikumalt III, XI ja XIII tüüpi kollageeni. Seejuures moodustavad kõik kollageenid kokku umbes 90% luumaatriksi valkude massist. Peale kollageenide sisaldab luukoe põhiaine veel teisi, mittekollageenseid valke. Kuigi hõlmates ainult 10% luumaatriksi valkude massist, on nad eluliselt olulised luude arenemise, kasvu, paranemise ja ümberehituse jaoks.


    Eristatakse nelja tüüpi mittekollageenseid valke.


    1) Proteoglükaanid.

    Proteoglükaanid sisaldavad tüvivalguga kovalentselt seotud glükoosaminoglükaanide külgahelaid. Proteoglükaanid annavad luudele survejõutaluvuse ja on seostuskohtadeks kasvufaktoritele.


    2) Multiadhesiivsed glükoproteiinid.

    Multiadhesiivsed glükoproteiinid on olulised luurakkude ja kollageenikiudude seostumisel mineraliseerunud põhiainega. Näiteks on selline glükoproteiin osteonektiin, mis n-ö liimib kollageene ja hüdroksüapatiidi kristalle.


    3) Luuspetsiifilised K-vitamiinist sõltuvad valgud.

    Siia rühma kuulub näiteks osteokaltsiin, mis haarab kaltsiumit vereringest ja stimuleerib osteoklaste luu ümberehitamisel.


    4) Kasvufaktorid ja tsütokiinid.


    Kasvufaktorid ja tsütokiinid on väikesed regulatoorsed valgud, nagu insuliinisarnane kasvufaktor (IGF), tuumori nekroosifaktor alfa (TNF-α), luu morfogeneetilised valgud (BMP), interleukiinid (IL-1 ja IL-6) jt. Neist kõige unikaalsemad on luu morfogeneetilised valgud, mis indutseerivad mesenhümaalsete rakkude diferentseerumist osteoblastideks.


    Kõikide luude välis- ja sisepindasid katavad osteogeenseid rakke sisaldavad sidekoelised kihid. Luude välispinda katab periost ja sisepindasid (luuüdikanaleid) endost. Periost e luuümbris katab kõiki luid, välja arvatud luude liigespindade osad. Tihedast sidekoest periosti sisemine osteogeenne kiht on rakurohke, välimine e fibroosne kiht seevastu koosneb peamiselt pikisuunalistest kollageenikiududest. Fibroossest kihist tungivad jämedad ristisuunalised kiud perforeerivate e Sharpey kiududena luusubstantsi (joonis 15.77 ja 15.79). Võrreldes periostiga moodustab oluliselt õhem endost sidekoelise katte luuüdiõõntele. Endosti õrn kiudsidekude sisaldab osteoblaste, aga ka osteoklaste (joonis 15.79).
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    Joonis 15.77. Periosti ehituse skemaatiline joonis


    Luukude esineb kahe vormina: lamellaarne luukude ja põimikluukude. Lamellaarne e õhikuline luukude esineb lõplikult formeerunud luudes, põimikluukude peamiselt üleminekuvormina osteogeneesi ajal, aga ka luumurdude paranemisel, mille käigus põimikluukude kujuneb ümber lamellaarseks luukoeks


    15.3.4.1. Lamellaarne luukude


    Lamellaarne luukude on äärmiselt korrapärase ehitusega, mille alusühik on lamellid e õhikud. Lamellaarses luukoes eristatakse plink- ja käsnollust. Plinkollus (kompaktaine) esineb pikkade luude diafüüsis ja lamedate luude väliskihis ning koosneb osteonide e Haversi süsteemist. Käsnollus (käsnaine, spongioossubstants) paikneb pikkade luude mõlemas otsas, lühikestes luudes (käsnluud) ja lamedate luude keskosas. Käsnollus koosneb luupõrkadest ja erinevalt plinkollusest ei moodusta osteonide süsteemi (joonis 15.78 ja 15.79).
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    Joonis 15.78. Toruluu skemaatiline ehitus.


    15.3.4.1.1. Osteonid e Haversi süsteemid


    Osteonid on silindrilised struktuurid, mille pikitelg on paralleelne luu pikiteljega. Osteoni keskel paikneb tsentraal- e Haversi kanal, kus kulgevad veresooned ja närvid. Tsentraalkanalit ümbritsevad kontsentrilised luulamellid (osteoni lamellid). Lamellide vahel olevates luulakuunides paiknevad osteotsüüdid, nende jätked paiknevad luukanalikestes (joonis 15.78). Ühe osteoni piires on osteotsüüdid omavahel luukanalikestes kulgevate jätkete varal ühenduses. Naaberrakkude omavahelise kommunikatsiooni toimumist kinnitava rakujätkete vahel esinevad mulkliidused. Üldjuhul paiknevad luukanalikesed tsentraalkanali suhtes radiaalselt, kusjuures tsentraalkanaliga kontaktis olevad luukanalikesed on ainete liikumisteeks tsentraalkanalis paiknevatest veresoontest osteotsüütideni. Osteonite välistsoonis pöörduvad luukanalikesed osteoni keskosa poole tagasi, mistõttu naaberosteonid ei ole omavahel ühenduses. Luu pikiteljega paralleelselt kulgevaid tsentraalkanaleid ühendavad ristisuunaliselt perforeerivad e Volkmanni kanalid, mille ümber ei ole kontsentriliste lamellide süsteemi. Perforeerivates kanalites kulgevad veresooned seovad omavahel nii osteonite tsentraalkanalites kulgevaid veresooni kui ka periostist ja endostist lähtuvaid veresooni (joonis 15.79).
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    Joonis 15.79. A. Lamellaarse luukoe skemaatiline ehitus. B. Mikrofoto luukoe osteonist.


    Peale osteonites esinevate lamellide leidub lamelle ka osteonite vahel. Need interstitsiaalsed lamellid on jäänukid varem eksisteerinud osteonite kontsentrilistest lamellidest. Samuti kulgevad lamellide kihid luude kompaktaine välis- ja sisepiiridel. Selliseid lamelle nimetatakse vastavalt välimisteks ja sisemisteks üldlamellideks (joonis 15.79 A). Sisemised üldlamellid on hästi väljendunud ainult neis piirkondades, kus luu kompaktaine (plinkollus) on vahetus ühenduses luuüdi õõnega. Nendes luude piirkondades, kus kompaktaine läheb üle spongioossubstantsiks, muutuvad sisemised üldlamellid käsnolluse põrkade lamellideks.


    Lamellides on I tüüpi kollageenikiud orienteerunud paralleelselt, samas on kõrvallamellis samuti paralleelselt kulgevad kiud naaberlamelli kiudude suhtes täisnurga all (joonis 15.80). Selline ülimalt korrapäraselt vahelduv ehitus annab lamellaarsele luukoele erilise tugevuse.


    15.3.4.1.2. Luude ümberehitumine


    Luukoes toimub pidev dünaamiline ümberehitumine, mis võimaldab luudel kohaneda muutuvate tingimustega. Hinnanguliselt 5–10% luukoest ehitub täiskasvanul aasta jooksul ümber. Ümberehitumisprotsess haarab ühelt poolt luukoe resorptsiooni ja teiselt poolt uue luukoe moodustumist. Osteoklastid, tihti mitmerakulise grupina, lammutavad vana luukudet, tekitades sinna tunnelilaadseid käike. Viimastesse tungivad periostist või endostist osteogeensed rakud ja kapillaaride lingud. Arenevad osteoblastid vooderdavad tunneleid ja hakkavad ladestama luusubstantsi. Ümber veresoonte moodustuvad kontsentrilised lamellid ja end lakuunidesse sisse müürinud osteotsüüdid (joonis 15.80). Pideva ümberehituse tulemusena on luude kompaktaines osteonite vahel alati leida interstitsiaalseid lamelle jäänukitena varem eksisteerinud osteonitest (joonis 15.81).
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    Joonis 15.80. Luu remodelleerumise diagramm.
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    Joonis 15.81. Kompaktaines lamellaarse luukoe ümberehitumine ja uute osteonite generatsioonide kujunemine.


    15.3.4.2. Põimikluukude


    Erinevalt lamellaarsest luukoest põimikluukoes lamelle ei esine ja seetõttu on I tüüpi kollageenikiud juhuslikult orienteeritud. Põimikluukude on esimene luukude, mis kujuneb embrüonaalsel arengul, aga ka luuvigastuste paranemisel. Tavaliselt on põimikluukude ajutise iseloomuga ja asendub arengu käigus lamellaarse luukoega. Täiskasvanul säilib põimikluukudet ainult üksikutes kohtades, nagu kolju lamedate luude vahelistes õmblustes, hambasompudes ja mõnede kõõluste kinnituskohtades luudele. Peale ebakorrapärase kollageenikiudude paigutuse iseloomustab põimikluukudet lamellaarse luukoega võrreldes madalam mineraalainete sisaldus ja suurem osteotsüütide osakaal. Kõik need tunnused viitavad sellele, et võrreldes lamellaarse luukoega on põimikluukude kiiremini moodustunud ja on mehaaniliselt nõrgem.


    15.3.4.3. Luukoe rakud


    15.3.4.3.1. Osteoblastid


    Osteoblastid sünteesivad ja sekreteerivad luumaatriksi orgaanilist komponenti, nii I tüüpi kollageenikiude kui ka proteoglükaane ja mitmeid glükoproteiine, näiteks osteokaltsiini. Luumaatriksi mineraalse komponendi deponeerimine sõltub samuti osteoblastidest. Küpsed osteoblastid paiknevad alati luumaatriksi pinnal, tihti üksteise kõrval, meenutades mõnevõrra ühekihilist epiteeli. Aktiivselt luumaatriksi komponente tootvad osteoblastid on kuubilise või prismaatilise kujuga ning basofiilselt värvuva tsütoplasmaga. Kui osteoblastide sünteesiaktiivsus langeb, siis rakud lamestuvad ja tsütoplasma basofiilsus langeb. Sellised inaktiivsed osteoblastid on enamik luukatterakkudest periostis ja endostis.


    Osteoblastid on polariseerunud rakud: maatriksi komponente sekreteeritakse raku sellelt pinnalt, mis on kontaktis olemasoleva luumaatriksiga. Moodustunud ja veel mineraliseerumata substants, mida nimetatakse osteoidiks, jääb selle tulemusel osteoblastide kihi ja olemasoleva luupinna vahele (joonis 15.82). Luu apositsiooniline kasv viiakse lõpule järgneva kaltsiumisoolade ladestumisega värskelt moodustunud maatriksisse. Kaltsifitseerumisel mängib olulist rolli osteoblastide sünteesitav K-vitamiinist sõltuv polüpeptiid osteokaltsiin, mis koos mitmete teiste erinevate glükoproteiinidega seostub Ca+-ioonidega, tõstes nende lokaalset kontsentratsiooni. Samuti sekreteeritavad osteoblastid membraaniga ümbritsetud maatriksi sisaldistega põiekesi (transportvesiikuleid), kus esineb rohkelt aluselist fosfataasi ja teisi ensüüme. Nende ensüümide aktiivsuse tulemusel tõuseb lokaalselt PO4--ioonide kontsentratsioon. Lokaalselt kõrge kaltsiumi- ja fosfaatioonide kontsentratsiooni tingimustes muutuvad põiekesed hüdroksüapatiidi kristallide moodustumise kolleteks. Järgnevalt kasvavad kristallid kiiresti tänu mineraalainete lisandumisele, mille tulemusena moodustub ühtlaselt kaltsifitseerunud kollageenikiude ja proteoglükaane sisaldav substants (joonis 15.82).
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    Joonis 15.82. Luumaatriksi mineraliseerumise skemaatiline joonis.


    16.3.4.3.2. Osteotsüüdid


    Kui osteoid või luumaatriks ümbritseb täielikult osteoblaste, nimetatakse neid rakke osteotsüütideks. Seejuures ei kujune kaugeltki mitte kõik osteoblastid osteotsüütideks: ainult 10–20% osteoblastidest arvatakse diferentseeruvat osteotsüütideks. Ülejäänud rakud kas muutuvad inaktiivseteks periostaalseteks ja endostaalseteks luukatterakkudeks või hoopiski kõrvaldatakse apoptoosi teel. Viimane protsess haarab suuremat osa rakkudest.


    Osteoblasti transformatsiooniprotsess osteotsüüdiks kestab umbes kolm päeva. Selle aja jooksul toodab osteoblast suurel hulgal ekstratsellulaarset maatriksit (koguses, mis ületab kolm korda raku algse mahu). Samas väheneb raku enda maht umbes 70% võrreldes algse osteoblasti mahuga. Väheneb ka organellide arvukus ja nende suurus ning kujunevad välja pikad rakukehast radiaalselt väljaulatuvad rakujätked. Igal osteotsüüdil areneb keskmiselt 50 rakujätket. Peale luumaatriksi mineraliseerumist paikneb osteotsüüdi rakukeha kujule vastavas õõnsuses – luulakuunis –, rakujätked aga asetsevad luukanalikestes. Metaboliidid liiguvad osteotsüütide ja veresoonte vahel tänu luumatriksi ja osteotsüütide kehade ning nende jätkete vahele jäävale interstitsiaalsele vedelikule.


    Osteotsüüdid reageerivad luule toimivatele mehaanilistele jõududele, kusjuures mõjutuste nõrgenemisel (nt immobilisatsioon) väheneb luumass, intensiivistumisel aga luumoodustumine suureneb. Tingituna luude mõningasest painduvusest toimub kompresseerivate jõudude mõju alla jäänud luuosas interstitsiaalse vedeliku vool lakuunidest ja luukanalikesest välja. Interstitsiaalse vedeliku vool tekitab elektrilise potentsiaali, mis avab osteotsüütide pingereguleeritud kaltsiumikanaleid. Kaltsiumi sissevool rakkudesse käivitab mitmeid regulatsioonimehhanisme, mis osalevad luu moodustamisel. Struktuurid, mis ilmselt samuti reageerivad interstitsiaalse vedeliku voolu muutustele, on osteotsüütidel olevad primaarsed ripsmed. Need on liikumatud ripsmed, millel puudub tsentraalne mikrotuubulite paar (9+0 ripsmevalem). Luukoes arvatakse primaarseid ripsmeid talitlevat mehhanoretseptoritena, käivitades vastavalt interstitsiaalse vedeliku voolumuutustele molekulaarseid signaliseerimisradu.


    16.3.4.3.3. Osteoklastid


    Osteoklastid on hulgituumsed hiidrakud, mille läbimõõt võib ulatuda kuni 100 µm-ni. Hulgituumsus on tingitud arengu käigus toimunud makrofaagide-monotsüütide liini eellasrakkude liitumisest, mida reguleerivad mitmed tsütokiinid. Täpsemalt moodustuvad osteoklastid granulotsüütide/makrofaagide eellasrakkude liitumise tulemusel (joonis 15.82). Osteoklastide moodustumist mõjutavad oluliselt luuüdi stroomarakud, mis sekreteerivad mitmeid olulisi tsütokiine. Sellised tsütokiinid, mis on olulised nii osteoklastide kui ka makrofaagide diferentseerumisel eellasrakkudest, on monotsüütide kolooniaid moodustav faktor (M-CSF), TNF ja mitmed interleukiinid. Algul sünteesivad osteoklastide eellasrakud kaht olulist transkriptsioonifaktorit: c-fos ja NF-kB. Hiljem hakkavad need rakud oma pinnal avaldama retseptormolekuli, mida nimetatakse tuumafaktor-kB retseptori aktivaatoriks (RANK). RANK-retseptor seostub RANK-ligandi molekuliga (RANKL), mida ekspresseerivad oma pinnal stroomarakud (joonis 15.83). RANK-RANKL signaliseerimismehhanism on määrava tähtsusega osteoklastide diferentseerumisel ja küpsemisel. Samas võivad põletiku korral aktiveeritud T-lümfotsüüdid toota nii membraaniga seotud kui ka lahustuvaid RANKL-molekule (joonis 15.83) ehk teisisõnu – põletikuline protsess võib stimuleerida osteoklaste ja seeläbi intensiivistada luukoe lagundamist. Seda signalisatsioonirada suudab blokeerida osteoprotegeriin (OPG), mis talitleb RANKL-i nn peibutisretseptorina. Ligandi puudumine mõjutab RANK-RANKL-i signaliseerimisradasid, pärssides osteoklastide moodustumist. OPG-d toodavad peamiselt osteoblastid ja seda protsessi mõjutavad mitmesugused regulaatorained nagu IL-1, TNF, TGF-β ja D-vitamiin. Seejuures piirkondades, kus toimub aktiivne luu moodustamine, toodavad osteoblastid OPG-d, mis inaktiveerib RANKL-i ja seetõttu nendes alades olulist osteoklastide tegevust ei toimu.
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    Joonis 15.83. Osteoklastid moodustuvad granulotsüüdi/monotsüüdi eellasrakkude (GMP, CFU-GM) liitumise tulemusel. Pärinedes ühisest müeloidsest eellasrakust (CMP, CFU-GEMM), annab granulotsüüdi/monotsüüdi eellasrakk aluse ka neutrofiilide (NoP, CFU-G) ja monotsüütide (MoP, CFU-M) eellasrakkudele.


    Osteoklastide moodustumine toimub tihedas koostöös luuüdi stroomarakkudega, mis sekreteerivad monotsüütide kolooniat stimuleerivat faktorit (M-CSF), tuumori nekroosifaktorit (TNF) ja mitmeid interleukiine (IL). Osteoklastide eelvormid ekspresseerivad c-fos, NF-kB ja retseptormolekule, mida tähistatakse RANK (tuumafaktor-kB retseptori aktivaator). Signaal, mida tekitatakse RANK retseptori koostoimes RANK ligandi molekuliga (RANKL), on määrava tähtsusega osteoklastide diferentseerumisel ja küpsemisel. Põletiku korral toodavad T-lümfotsüüdid nii lahustuvaid kui membraaniga seotud RANKL molekule, mis osteoklaste aktiveerides soodustab luukoe resorptsiooni. RANK/RANKL signalisatsiooniraja blokeerib osteoblastide toodetav osteoprotegeriin (OPG).


    Makrofaagidena osalevad osteoklastid luu kasvamise ja ümberehitumise protsessis, resorbeerides luumaatriksit. Piirkondades, kus toimub luu resorptsioon, paiknevad osteoklastid sekreteeritud ensüümide tekitatud maatriksi õõnsustes, mida nimetatakse resorptsiooniõõnteks e Howshipi lakuunideks. Üks sekreteeritav ensüüm on tartraatresistentne happeline fosfataas (TRAP), mida kasutatakse osteoklastide aktiivsuse ja diferentseerumise markerina.


    Aktiveeritud osteoklastidel moodustab luumaatriksi poole suunatud pind ebakorrapäraseid kurdusid. Kurrustunud äärist ümbritsevas tsütoplasmatsoonis (sulgetsoonis) on rohkelt aktiinifilamente, mis osalevad adhesioonil maatriksile. See ümbritsev tsoon loob isoleeritud mikrokeskkonna osteoklastide ja maatriksi vahele, kus toimub lüsosomaalsete hüdrolaaside toimel luu resorptsioon (joonis 15.84). Veel enne kui maatriksi metalloproteinaasid ja teised ensüümid saavad hakata luukudet lagundama, tuleb luumaatriks demineraliseerida. Osteoklastide tsütoplasma sisaldab süsihappe anhüdraas II, mille toimel veest ja süsinikdioksiidist moodustub süsihape, mis lagunedes annab vesinikiooni (prootoni). ATP-sõltuvate prootonipumpade abil transporditakse prootonid läbi kurrustunud äärise, muutes resorptsioonilakuuni mikrokeskkonna pH madalaks (4–5), mis käivitab luu mineraalse komponendi (peamiselt hüdroksüapatiidi) lagunemisprotsessi (joonis 15.84).
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    Joonis 15.84. Osteoklasti skemaatiline joonis. Resorptsioonilakuuni ümbritseb ringjalt sulgetsoon, kus rakumembraan seostub tihedalt mineraliseerunud luumaatriksiga. Kurrustunud äärises on arvukalt rakumembraani hattudelaadseid väljasopistusi, mis suurendab pinda hüdrolüütiliste ensüümide eksotsütoosiks, prootonite sekretsiooniks ATP-sõltuvate prootonipumpade poolt, aga ka luu lammutusproduktide endotsütoosiks.


    15.3.4.4. Luude arenemine


    Luude arenemine e osteogenees toimub kahel viisil: intramembranoosne ja endokondraalne ossifikatsioon.


    Intramembranoosse ossifikatsiooni korral tekivad vahetult mesenhüümist nn katteluud (koljulaeluud, enamik näoluid ja rangluu). Mesenhüüm tiheneb tulevaste luude formeerumise kohal, väikesed käävjad rakud hakkavad tootma kollageenikiude ja kogu piirkond meenutab kiulist membraani. Luustumisprotsessi alguspunkt on luustumistuumade teke, kus mesenhüümirakkude diferentseerumise tulemusel moodustuvad luueellasrakud (joonis 15.85 A). Viimased hakkavad moodustama CBFA1 transkriptsioonifaktorit, mis on oluline osteoblastide diferentseerumisel ja osteogeneesis vajalike geenide avaldumiseks. Osteoblastid sekreteerivad kollageene (peamiselt I tüüpi kollageeni), luu sialoproteiine, osteokaltsiini ja teisi luumaatriksi (osteoidi) komponente. Osteoblastid koonduvad luustumistuumade perifeerias, jätkates osteoidi tootmist luustumistuumade keskosasse. Protsessi jätkudes osteoid mineraliseerub ja luumaatriksisse sulandunud osteoblastid muutuvad osteotsüütideks (joonis 15.85 B). Üha suurenev luumaatriksi hulk surub osteotsüüte üksteisest rohkem eemale, kuid rakud jäävad omavahel seostatuks jätkete varal. Luumaatriksi mineraliseerumise järel jäävad rakke omavahel seostavad jätked luukanalikestesse. Kujunevad välja põimikluu põrgad, mille vaheruume täidavad sidekude ja veresooned (joonis 15.85 C). Seejuures jätkavad luupõrgad kasvamist apositsiooniliselt, mille käigus luueellasrakud liituvad juba moodustunud luupõrkadega, diferentseeruvad osteoblastideks ja sekreteerivad täiendavat luumaatriksit. Järgneva kasvu ja ümberehitumise tulemusel asendub põimikluu moodustuvate luude perifeerias kompaktollusega ja keskosas käsnollusega, kus põrkadevaheline ruum on täidetud luuüdi ja veresoontega (joonis 15.85 D).
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    Joonis 15.85. Intramembranoosse ossifikatsiooni skemaatiline joonis.


    Endokondraalse ossifikatsiooni korral toimub samuti tulevaste luude moodustumiskohal mesenhüümirakkude proliferatsioon ja koondumine. Erinevate fibroblasti kasvufaktorite (FGF) ja luu morfogeneetiliste valkude (BMP) toimel hakkavad mesenhüümirakud sekreteerima II tüüpi kollegeeni ja diferentseeruvad kõhremaatriksit tootvateks kondroblastideks. Hüaliinsest kõhrkoest kujunevad tulevaste luude miniatuursed mudelid (joonis 15.86 (1)). Kui kõhred pikenevad interstitsiaalse kasvu arvelt, siis kõhrede laienemine põhineb peamiselt apositsioonilisel kasvul, mille käigus perikondri kondrogeensest kihist kujunenud kondrotsüüdid ladestavad uut kõhremaatriksit. Kõhrelised mudelid (primordiaalne skelett) asendatakse järkjärgulise protsessi, endokondraalse ossifikatsiooni teel luukoega, mille tulemusena tekivad nn asendusluud. Sellisel moel kujuneb välja suurem osa skeleti luudest, väiksem osa luudest moodustub eespool kirjeldatud intramembranoossel ossifikatsioonil, kus luukude areneb otse mesenhüümist ilma kõhrelise vaheastmeta. Endokondraalsel ossifikatsioonil on luustumisprotsessi alguspunktiks muutused kõhre ümbritseva perikondri ehituses. Selles staadiumis ei moodusta perikondri rakud kõhremudeli keskosa ümber enam kondrotsüüte, vaid tekitavad osteoblaste. Seega ei ole sidekoeline kõhreümbris sellest hetkest edasi funktsionaalselt enam perikonder, vaid hoopis periost. Osteoblastid tekitavad periostaalset luud ja pikkadel luudel kujuneb areneva diafüüsi ümber luuline mansett (joonis 15.86 (2)). Ümbritseva luumanseti kujunemisel kõhre keskosas halvenevad kondrotsüütide toitumistingimused, mille tulemusena muutuvad rakud hüpertroofilisteks. Kondrotsüüdid suurenevad ja neid ümbritsev kõhremaatriks resorbeerub. Hüpertrofeerunud kondrotsüüdid hakkavad sünteesima aluselist fosfataasi, selle protsessiga paralleelselt kaltsifitseerub kõhremaatriks (joonis 15.86 (3)). Kaltsifitseerunud maatriks pärsib toitainete difundeerumist, mille tulemusel kondrotsüüdid hukkuvad. Kondrotsüütide hävimise tulemusel laguneb kõhremaatriks, naaberlakuunid liituvad omavahel, kujundades progresseeruvalt suurenevaid õõnsusi. Samal ajal tungib üks või mitu veresoont läbi õhukese diafüsaarse luumanseti vaskulariseerimaks neid õõnsusi (joonis 15.86 (4)). Koos veresoontega tungivad õõnsustesse arenevas periostis resideeruvad mesenhümaalsed tüvirakud, mis diferentseeruvad luu eellasrakkudeks. Samuti koos sissetungivate veresoontega liiguvad kujunevasse luuüdiõõnde vereloome tüvirakud, andes aluse luuüdi moodustumisele. Kuigi kaltsifitseerunud kõhrkude eemaldatakse osaliselt, siis osa säilib ebakorrapäraste põrkadena. Neile põrkadele kinnituvad luu eellasrakud, mis seejärel osteoblastideks muutudes hakkavad tootma luumaatriksit (osteoidi). Sellist luukoe moodustumise protsessi, kus luukude tekib kõhre sees senise kõhrkoe hävimise tulemusel, nimetatakse endokondraalseks ossifikatsiooniks. Esmast luukoe moodustumise kohta pikkade luude diafüüsis nimetatakse primaarseks luustumistuumaks e ossifikatsioonitsentriks (joonis 15.86 (5)). Diafüüsi luuüdiõõne laienemisel (joonis 15.86 (6)) võib mõlema epifüüsi poole suunatud õõneservas jälgida kõhres erinevate tsoonide kujunemist. Säilivat kindlate tsoonidega kõhreala nimetatakse epifüüsiplaadiks. Endokondraalsel ossifikatsioonil asendub veresoontevaba kõhrkude järk-järgult veresooni sisaldava luukoega. Selle asenduse käivitab vaskulaarne endoteliaalne kasvufaktor (VEGF) koos geenide ekspressiooniga, mis vastutavad X tüüpi kollageeni ja maatriksi metalloproteinaaside (kõhremaatriksi lammutamises osalevad ensüümid) produktsiooni eest. Arenguliselt hiljem, kuid analoogselt diafüüside luustumisega, toimub sekundaarsete luustumistuumade teke esmalt distaalses ja siis proksimaalses epifüüsis (joonis 15.86 (6), (7), (8)). Sekundaarsete luustumistuumade tekke järel säilivad algsest kõhrelisest mudelist ainult liigeskõhred luuotste liigespindadel ja epifüüsiplaat, mis eraldab epifüüsi- ja diafüüsiõõnt. Epifüüsiplaadid tagavad luude pikikasvu, sest plaatide keskosas jagunevad rakud intensiivselt, samas kui nii epi- kui diafüüsi poolt lisandub luukude (endokondraalne ossifikatsioon). Luude paksenevad pealistumise e apositsiooni teel periostaalse ossifikatsiooni käigus. Epifüüsiplaadid säilivad kogu organismi kasvuperioodi vältel, nende läbimurdumisega lõppeb kõhrerakkude paljunemine ja sellega lakkab luude pikikasv, mis omakorda lõpetab organismi kasvuperioodi. Epifüüsiplaatide läbimurdumise järel (nn epifüüsi sulgumine) liituvad epifüüsi ja diafüüsi luuüdiõõned (joonis 15.86 (9), (10)). Jäljena epifüüsiplaadist on moodustunud luukoes jälgitav epifüüsijoon (joonis 15.86).
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    Joonis 15.86. Toruluu moodustumise skemaatiline joonis.


    15.3.4.4.1. Epifüüsiplaat


    Epifüüsiplaadi tsoonid (joonis 15.87) on järgmised. 1. Kõhre reservtsoon, diafüüsi luustumistuumadest kõige distaalsem tsoon, kus ei toimu rakkude proliferatsiooni ega maatriksi produktsiooni. 2. Proliferatsioonitsoon, mis jääb reservtsoonist diafüüsi poole ja kus kõhrerakud jagunevad ning grupeeruvad sammasteks. Selle tsooni rakud, mis on suuremad reservtsooni rakkudest, toodavad aktiivselt kollageeni (peamiselt II ja XI tüüpi kollageeni) ja teisi kõhremaatriksi valke. 3) Hüpertroofiatsoon, mis sisaldab suurenenud (hüpertrofeerunud) rakke. Rakud on jätkuvalt metaboolselt aktiivsed, tootes II ja eriti X tüüpi kollageeni. Hüpertrofeerunud kondrotsüüdid toodavad veresoonte sissekasvu käivitavat kasvufaktorit VEGF. Kõhremaatriks on sirgete väätidena kokku surutud hüpertrofeerunud kõhrerakkude sammaste vahel. 4. Kaltsifitseerunud kõhre tsoon, kus hüpertrofeerunud rakud hakkavad degenereeruma ja kõhremaatriks kaltsifitseerub. 5. Resorptsioonitsoon, mis jääb diafüüsile kõige lähemale. Kaltsifitseerunud kõhr on siin otseses kontaktis luuüdiõõne sidekoega. Selles tsoonis väikesed veresooned koos luu eellasrakkudega tungivad sisse alasse, kus eelnevalt paiknesid hävivad kondrotsüüdid. Säilinud kaltsifitseerunud põrkadele kinnituvad luu eellasrakkudest diferentseeruvad osteoblastid, mis hakkavad luusubstantsi ladestama. Moodustunud luukude ehitatakse osteoklastide ja osteoblastide ühistegevuses järk-järgult ümber reageerimaks muutustele, mis toimuvad luude kasvamisel.
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    Joonis 15.87. Epifüüsiplaadi erinevad tsoonid. Parempoolsel mikrofotol on näha aktiivne luumoodustumine epifüüsiplaadi diafüüsipoolsel küljel. Hematoksüliini ja eosiiniga värvitud preparaadis on näha tsoonide kujunemine epifüüsiplaadis tingituna kondrotsüütide jagunemisest, hüpertroofiast ja järgnevast hävimisest, mille käigus kõhr kaltsifitseerub. Kaltsifitseerunud kõhre resorbeerimise tagajärel kujunevad õõnsused, kuhu tungivad sisse luud moodustavad rakud. Vasakpoolsel korrespondeeruval skemaatilisel joonisel on luuüdirakud eemaldatud.


    15.3.4.5. Luukoe regeneratsioon


    Erinevalt kõhrkoest on luukude hea regeneratsioonivõimega, mille tagab peale osteogeensete rakkude olemasolu periostis, endostis ja luuüdis ka koe hea vaskulariseeritus. Luumurdude ja muude vigastuste korral rakendatakse regeneratsiooniks signaalmolekule ja teisi mehhanisme, mis on kasutusel luukoe ümberehitumisel. Luumurru paranemisel esinevad põhietapid on kirjeldatud joonisel 15.88.
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    Joonis 15.88. A. Normaalne terve luu enne luumurdu. B. Luumurru korral katkevad vigastuskohal veresooned, mis viib luufragmente ümbritseva hematoomi moodustumisele. Luufragmentide otsad nekrotiseeruvad. Käivitub äge põletikureaktsioon neutrofiilide ja makrofaagide kaasatusega. Hematoom asendub järk-järgult granulatsioonkoega. C. Koos granulatsioonkoe moodustumisega tekib fibroosne kõhrkude, mis täidab defekti luufragmentide vahel. Sidekoest ja fibroossest kõhrkoest moodustunud kallus (nn pehme kallus) stabiliseerib luufragmendid omavahel. D. Osteogeensed rakud periostist diferentseeruvad osteoblastideks, mis hakkavad ladestama uut luusubstantsi kalluse välispinnale, kuni luuline kiht ümbritseb fibrooskõhrelist kallust. Seejärel kaltsifitseerub kõhrkude pehmes kalluses ja asendub järk-järgult luukoega samamoodi nagu endokondraalsel ossifikatsioonil toimuvate protsesside korral. Äsjamoodustunud põimikluukude moodustab nn kõva kalluse. E. Järgneva ümberehitumise käigus asendub tekkinud põimikluukude lamellaarse luukoega, luumurru kohale moodustub kompaktaine (plinkollus) ja kujuneb välja tsentraalne luuüdikanal.

  


  
    15.4. Lihaskoed


    Lihaskoed on kontraktiilsed koed, kus kokkutõmbumise kandjad on müosiinist ja aktiinist müofilamendid. Lihaskoed jagunevad kolmeks iseloomuliku mikroskoopilise ehitusega alatüübiks: silelihaskude, skeletilihaskude (vöötlihaskude) ja südamelihaskude (joonis 15.89).


    
      [image: ]

    


    Joonis 15.89. Skeleti-, südame- ja silelihaskoe mikroskoopilise ehituse võrdlus. (a) Skeletilihaskude on ehitunud pikkadest hulktuumsetest kiududest. (b) Südamelihaskude koosneb hargnevatest kardiomüotsüütidest, mis on pikisuunaliselt omavahel vaheketaste e seostusdiskide abil liitunud lihaskiududeks. (c) Silelihaskude koosneb käävja kujuga silelihasrakkudest, mis paiknevad kompaktselt üksteise kõrval. Kui skeleti- ja südamelihaskiududel esineb ristivöödilisus, siis silelihasrakkudel seda ei ole.


    Erinevad lihaskoe liigid tekivad mesodermi erinevatest osadest, ainsate eranditena pärinevad ektodermist osade näärmete lõpposades asuvad müoepiteliaalsed rakud ja silma vikerkesta lihased.


    Skeletilihaskude esineb peamiselt skeletilihastes, kuid ka silmamuna liigutavates lihastes, keeles, neelus ja osaliselt söögitoru lihaskestas. Südamelihaskude esineb ainult südame müokardis, silelihaskude peamiselt seedetrakti lihaskestas, hingamis- ja kuseteedes, veresoonte seinas, aga ka mõnel pool mujal (karvapüstitaja, silmasisesed lihased jt). Kui skeletilihaskude on tahtele alluv, siis südamelihaskude ja silelihaskude seda ei ole.


    Lihasrakkudele on iseloomulik väljavenitatud kuju, kus raku pikitelg paikneb kokkutõmbumise suunas. Kui südame- ja silelihaskude koosneb üksikutest rakkudest, siis skeletilihaskoe korral on tegemist lihaskiududega. Viimased on moodustunud embrüonaaleas müoblastide liitumise tulemusel, mille käigus rakupiirid kaovad (joonis 15.90). Selle tulemusel moodustuvad hulktuumsed lihaskiud, kus rakutuumad paiknevad kiududes perifeerselt. Osa müoblastidest ei liitu ja säilivad mesenhümaalsete rakkudena, mida nimetatakse satelliitrakkudeks. Lihaste vigastuse korral võivad satelliitrakud prolifereeruda ja moodustada uusi lihaskiude.
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    Joonis 15.90. Skeletilihaskiudude arenemine. Skeletilihaskiud kujunevad müoblastide omavahelisel liitumisel, mille tulemusel moodustuvad alguses pikad hulktuumsed lihastorukesed. Lihastorukesed e müotuubulid sünteesivad müofibrillide ehitamiseks vajalikke valke ja torukestes hakkab järk-järgult ilmnema valgusmikroskoopiliselt nähtav ristivöödilisus. Kui alguses paiknevad müofibrillid torukeste perifeerias ja tuumad ridamisi torukese keskel, siis hiljem tekivad müofibrillid ka tuubuli keskele, surudes tuumad perifeeriasse sarkolemmi lähedusse. Üks osa müoblaste ei liitu omavahel, vaid säilivad satelliitrakkudena moodustuvate lihaskiudude peal. Satelliitrakud jäävad lihaskiudusid ümbritseva basaalkihi alla. Lihaste vigastusel võivad satelliitrakud prolifereeruda ja moodustada uusi lihaskiude.


    Lihaskoe kohta tarvitatakse spetsiifilisi paralleeltermineid: rakumembraani nimetatakse sarkolemmiks, tsütoplasmat sarkoplasmaks ja siledat endoplasmavõrgustikku sarkoplasmavõrgustikuks.


    15.4.1. Skeletilihaskude


    Skeletilihaskude koosneb lihaskiududest, mis on pikad silindrilised hulktuumsed struktuurid. Kiudude pikkus varieerub oluliselt (inimesel peaaegu meetri pikkused rätsepalihases ja vaid mõned millimeetrid keskkõrva jaluselihases), samas on diameeter vaid 10–100 mikromeetrit. Lihaskiu pikitelje suunas välja venitatud ovaalsed tuumad paiknevad kiududes perifeerselt sarkolemmi all. Erinevaid lihaseid moodustavad lihaskiud on sidekoe abil jaotatud kimpudeks. Tihedast sidekoest epimüüsium ümbritseb kogu lihast, epimüüsiumist omakorda lähtuvad lihasesse sidekoelised vaheseinad, mis jagavad lihase kimpudeks. Lihaskimpu ümbritsevat sidekudet nimetatakse perimüüsiumiks. Iga üksik lihaskiud on ümbritsetud retikulaarkiude sisaldava õhukese endomüüsiumiga (joonis 15.91).
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    Joonis 15.91. Skeletilihaste ehituse skeem. Skeletilihast ümbritsev tihedast sidekoest epimüüsium jätkub kõõlusena, mis omakorda kinnitub luule. Epimüüseumist lihastesse sisse ulatuvad sidekoelised vaheseinad ümbritsevad lihaskiudude kimpe. Sellist sidekoelist lihaskimpude vaheseina nimetatakse perimüüseumiks. Iga üksikut lihaskiudu ümbritseb väga õrn kate, mida nimetatakse endomüüsiumiks. Endomüüsium koosneb lihaskiudu koos satelliitrakkudega ümbritsevast basaalkihist ja fibroblastide toodetud ekstratsellulaarsest maatriksist.


    Skeletilihaskiududele on iseloomulik ristivöödilisus (siit ka skeletilihaskoe paralleelnimetus – vöötlihaskude), mida võib jälgida valgusmikroskoobis pikisuunas tabatud kiudude korral (joonis 15.92). Ristivöödilisus ilmneb korrapärase tumedate A-vöötide ja heledate I-vöötide vaheldumises.
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    Joonis 15.92. Skeletilihaskoele iseloomulik rakutuumade paiknemine lihaskiu perifeerias. Ristivöödilisus on tingitud korrapärasest tumedate A-vöötide ja heledate I-vöötide vaheldumisest. Mikrofoto (Heidenhaini raudhematoksüliin).


    A-vööt (anisotroopne vööt, mis muudab tugevasti valguse polarisatsioonitasandit) sisaldab jämedaid müosiinist moodustunud filamente, I-vööt (isotroopne vööt, ei muuda polariseeritud valguse tasandit) sisaldab peeneid peamiselt aktiinist moodustunud filamente. Iga I-vöödi keskel paikneb Z-membraan e Z-ketas (sisaldab aktiini siduvat alfa-aktiniini), kuhu kinnituvad peened aktiinifilamendid. Vöötlihaskiu osa ühest Z-membraanist teiseni nimetatakse müomeeriks e sarkomeeriks (joonis 15.93).
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    Joonis 15.93. Sarkomeeri ehitus. Sarkomeer on vöötlihaskiu osa ühest Z-membraanist teiseni. Aktiini sisaldavad peened filamendid kinnituvad ühe otsaga α-aktiniinile, Z-membraani peamisele valgule. Jämedad müosiini sisaldavad filamendid asetsevad peente filamentide vahel ja kinnituvad nii M-joone valkudele kui ka nn molekulaarse vedruna talitleva titiini vahendusel Z-membraanile. Peened ja jämedad müofilamendid paigutuvad lihaskius teatud ülekattega. I-vöödi moodustavad peened aktiinifilamendid ulatuvad osaliselt ka A-vöötidesse jämedate müosiinifilamentide vahele. A-vöödis katavad peened aktiinifilamendid teatud osas jämedaid müosiinifilamente. Tsentraalset heledamat osa A-vöödist, kus filamentide ülekatet ei ole, nimetatakse H-vöödiks. H-vööti läbib keskelt omakorda M-joon, mis sisaldab müosiini siduvat müomesiini.


    Müosiinist ja aktiinist filamendid täidavad põhiosa lihaskiudude sarkoplasmast, kusjuures müofilamendid on orienteeritud paralleelselt lihaskiu pikiteljega. Kui jämedad (diameeter 15 nanomeetrit, pikkus 1,5 mikromeetrit) müosiinist filamendid moodustuvad müosiini kahest raskest ja neljast kergest ahelast, siis peened (diameeter 6–8 nanomeetrit, pikkus 1 mikromeeter) filamendid on moodustunud peale aktiini ka troponiinist ja tropomüosiinist (joonis 15.94). Peened ja jämedad müofilamendid paigutuvad lihaskius teatud ülekattega. I-vöödi moodustavad peened aktiinifilamendid ulatuvad osaliselt ka A-vöötidesse jämedate müosiinfilamentide vahele. Seega A-vöödis teatud osas katavad peened aktiinifilamendid jämedaid müosiinifilamente. Tsentraalset heledamat osa A-vöödist, kus filamentide ülekatet ei ole, nimetatakse H-vöödiks (joonis 15.93). H-vööti läbib keskelt omakorda M-joon (sisaldab müosiini siduvat müomesiini), mis lateraalselt seostab jämedaid müosiinifilamente. Jämedaid müosiinifilamente aitab stabiliseerida ja seostada Z-membraaniga omapärast elastset võrgustikku moodustav valk titiin (nn molekulaarne vedru, joonis 15.93).
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    Joonis 15.94. Peente ja jämedate filamentide molekulaarne ehitus. (a) Peenike filament koosneb F-aktiinist, tropomüosiinist ja troponiini kompleksidest. (b) Jäme filament koosneb köielaadselt keerdunud müosiini rasketest ahelatest moodustunud sabadest ja peadest, mis on suunatud naabruses olevate peente filamentide poole. (c) Jämedaid filamente aitavad oma kohal hoida M-joone müosiinisiduvad valgud. Modifitseeritud Junqueira’s Basic Histology, 12th ed., 2009 järgi.


    Peened filamendid koosnevad F-aktiinist, tropomüosiinist ja troponiinist. F-aktiinist filamendid on moodustunud globulaarse G-aktiini monomeeride polümeriseerumisel kahekihilise heeliksina. Tropomüosiini topeltheeliks on samuti moodustunud kahest polüpeptiidahelast, kusjuures tropomüosiini filamendid kulgevad F-aktiini vagudes. Troponiin on kompleks, mis koosneb kolmest alaosast: TnT, mis seostub tropomüosiiniga; TnC, mis seob kaltsiumioone; TnI, mis inhibeerib aktiini-müosiini seostumist (joonis 15.95). Jämedad filamendid sisaldavad peamiselt müosiin II, müosiinide superperekonda kuuluvat mootorvalku. Müosiin II koosneb kahest ühesugusest raskest ahelast ja kahest kerge ahela paarist. Rasked ahelad moodustavad köielaadselt kokku keerdudes müosiini sabad, väikesed globulaarsed alaosad iga raske ahela ühes otsas moodustavad pead, millega on seotud neli kerget ahelat (joonis 15.94 ja 15.95; vt ka peatükk 4.9.1.6.1. Müosiinide superperekond). Müosiini peadel on võime siduda aktiini, samuti sisaldavad nad ATP siduvat ala.
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    Joonis 15.95. Lihase kokkutõmbumise käivitab kaltsiumioonide seostumine troponiini C alaosadega, mille tulemusel avanevad aktiinil müosiini sidumiskohad (skeemil viirutatud alad). Järgmise sammuna seostuvad müosiini pead aktiiniga ja ATP laguneb ADP-ks. Protsessil vabanev energia võimaldab müosiini peadel liikuda ja peentel filamentidel libiseda üle jämedate filamentide.


    Kaltsiumioonide seostumisel troponiiniga toimuvad konformatsiooni muutused ja tropomüosiin nihkub aktiinil, eksponeerides aktiivseid sidumiskohti, millele kinnituvad müosiini pead. ATP seostub müosiini peadega, lagunedes ADP-ks ja P-ks (joonis 15.95). Müosiini pead suunavad peened aktiinifilamendid sarkomeeri keskosa poole, st müofilamentide ülekattumine suureneb ja sarkomeer lüheneb (joonis 15.96).
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    Joonis 15.96. Lihaskontraktsiooni skeem. Lihase kokkutõmbumisel libisevad peened filamendid üle jämedate filamentide, mille tulemusel sarkomeerid lühenevad.


    Skeletilihaskoes on sarkoplasmavõrgustik spetsialiseerunud kaltsiumioonide deponeerimisele. Sarkoplasmavõrgustiku membraani depolariseerumine, mille käivitavad lihaskiu pinnal olevad spetsiaalsed neuromuskulaarsed kontaktid, põhjustab kaltsiumioonide vabanemise ja viib lihaskontraktsioonile. Et lihaskiu pinnalt lähtuv depolarisatsioonilaine jõuaks võimalikult kiiresti ka sügavamal paiknevate müofilamentideni, sisaldavad lihaskiud spetsiaalseid pinna suhtes ristisuunalisi T-tuubuleid (transversaaltuubuleid). Need sõrmetaolised sarkolemmi ristisuunalised sissesopistused moodustavad iga sarkomeeri A- ja I-vöödi piiriala lähedal müofibrille ümbritseva tuubulite võrgustiku. T-tuubulite mõlema külje lähedale jäävad sarkoplasmavõrgustiku laienenud terminaaltsisternid. T-tuubulist ja teda mõlemalt küljelt ümbritsevatest terminaaltsisternidest koosnevat kolmikstruktuuri nimetatakse lihastriaadiks (joonis 15.97).
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    Joonis 15.97. Skeletilihaskiu ehituse skeem. Lihaskiudu ümbritsevast sarkolemmist sopistuvad ristisuunaliselt sarkoplasmasse transversaaltuubulid (T-tuubulid), mis kulgevad A- ja I-vöödi liitekoha tasandil. T-tuubulite mõlemale küljele jäävad müofilamente ümbritseva sarkoplasmavõrgustiku terminaaltsisternid. T-tuubulid ja nende mõlemal küljel paiknevad terminaaltsisternid moodustavad kolmikstruktuuri, mida nimetatakse lihastriaadiks.


    Kaltsiumioonide vabanemisel sarkoplasmasse seostuvad nad troponiiniga, misjärel on võimalik aktiini ja müosiini molekulide sidumine ning lihaskontraktsioon. Kontraktsioonil libisevad müofilamendid teineteise suhtes, st jämedate ja peente filamentide ülekattumine suureneb, sarkomeerid, I- ja H-vöödid muutuvad lühemaks, samas müofilamentide endi pikkus jääb samaks, mistõttu ei muutu ka A-vöötide laius (joonis 15.98). Kui kaltsiumioonid eemaldatakse sarkoplasmast nende doponeerimisega sarkoplasmavõrgustiku tsisternidesse, siis lakkab kontraktsioon ja troponiini-tropomüosiini kompleks katab taas müosiini sidumiskohad.
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    Joonis 15.98. Sarkomeeride erinevate funktsionaalsete staadiumite skeemid. Lihaste lõõgastumisel (keskmine skeem) ei ole peente ja jämedate filamentide ülekattumine täielik, mistõttu on I- ja H-vöödid suhteliselt laiad. Lihaste kokkutõmbumisel (alumine skeem) suureneb peente ja jämedate filamentide ülekattumine sõltuvalt kontraktsiooni tugevusest. Väljavenitatud lihastes (ülemine skeem) ei ole sarkomeerides peente ja jämedate filamentide ülekattumist, mistõttu on I- ja H-vöödid väga laiad. Sõltumata sarkomeeride funktsionaalsest staadiumist jääb A-vöödi laius alati samaks. A-vöödi laius vastab jämedate filamentide pikkusele. H- ja I-vöötide laius varieerub ning sõltub peente ja jämedate filamentide ülekattumise astmest. Modifitseeritud Ross, M. H., Pawlina W., 2011 järgi.


    Enamik skeletilihaskiude on kohastunud lühiajaliseks tugevaks kokkutõmbumiseks. Energia kontraktsiooniks tagab mitokondrite ATP ja teised fosforüülitud ühendid, mis tekivad rasvhapete aeroobse metabolismi tulemusel. Keemiline energia talletub samuti glükogeenina, mida sisaldub sarkoplasmas rohkelt. Glükogeeni hulgaks hinnatakse 0,5–1% lihasmassist. Eristatakse mitmeid skeletilihaskiudude alatüüpe, mis kombineeruvad lihastes omavahel, aga seda lihaseti erinevates proportsioonides. Lihastel, mis on kohastunud kestvaks ja suhteliselt aeglaseks kontraktsiooniks, on iseloomulikult palju mitokondreid oksüdatiivseks fosforüülimiseks (ATP sünteesiks) ning neid lihaseid ümbritseb tihe kapillaaride võrgustik. Sellised lihased sisaldavad rohkelt hapnikku talletavat müoglobiini, mis annab seda tüüpi lihastele natiivsel kujul punaka värvuse. Lihased, mis on kohastunud lühiajaliseks kiireks kontraktsiooniks, on tavaliselt läbimõõdult suuremad ja sõltuvad rohkem glükogeenist saadava glükoosi anaeroobsest (glükolüütilisest) metabolismist, mille käigus vabaneva piimhappe kuhjudes lihased väsivad.


    Makroskoopiliste, füsioloogiliste, biokeemiliste ja histokeemiliste tunnuste alusel on võimalik skeletilihaskiude jaotada mitmeks alatüübiks, kuid seejuures esineb märkimisväärseid liikidevahelisi erinevusi.


    15.4.2. Südamelihaskude


    Südamelihaskude esineb ainult südame müokardis. Erinevalt hulktuumsetest skeletilihaskiududest on südamelihaskiud ehitunud üksikutest rakkudest. Südamelihasrakud e kardiomüotsüüdid on 85–100 mikromeetrit pikad ja umbes 15-mikromeetrise diameetriga harunevad rakud, mis otsakuti kokku liitudes moodustavad südamelihaskiudusid.


    Südamelihaskiudude iseloomulik tunnus on tumedalt värvuvate ristisuunaliste, veidi trepiastmeid meenutavate rakkudevaheliste vaheketaste (vahe- e seostusdiskide) olemasolu. Vaheketastes esinevad nii rakke kooshoidvad desmosoomid kui ka kommunikatiivsed mulkliidused (joonised 15.99 ja 15.100).
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    Joonis 15.99. Südamelihases on lihaskiud moodustunud haruliste kardiomüotsüütide omavahelisel liitumisel. Rakkudevahelised liitumisalad on näha seostusdiskidena. Iseloomulikult südamelihaskoele paiknevad rakutuumad kiudude keskel. Näha on ka tumedate A-vöötide ja heledate I-vöötide vaheldumisest tingitud ristivöödilisus. Mikrofoto (Heidenhaini raudhematoksüliin). Foto: A. Arend.


    Teine oluline erinevus skeletilihaskiust on rakutuumade asetsemine lihaskiu keskel, sest iga kardiomüotsüüt sisaldab ühte (harvem ka kahte) tsentraalselt paiknevat heledamalt värvuvat tuuma.


    Tingituna liituvate kardiomüotsüütide harulisest ehitusest moodustuvad südamelihaskiudude vahele nn anastomooskiud, mida skeletilihaskoes ei esine (joonis 15.99 ja 15.100).


    Erinevalt skeletilihaskoest ei ole südamelihaskiududel satelliitrakke.
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    Joonis 15.100. Kardiomüotsüüdi skemaatiline joonis. Moodustamaks lihaskiude liituvad kardiomüotsüüdid omavahel otsakuti. Kardiomüotsüütidevahelistes seostusdiskides suurendavad rakkudevahelisi kontaktalasid interdigitatsioonid, kus sopistuvad omavahel naaberrakkude sõrmjad jätkekesed. Seostusdiskides esineb arvukalt ankurliiduseid, eeskätt desmosoome, aga ka mulkliiduseid, mis võimaldavad impulsi kiiret levikut mööda lihaskiude. Kardiomüotsüütidel paikneb tuum raku keskel, rakud on harulised, mistõttu rakkude liitumisel moodustub keeruline ja haruline lihaskiudude struktuur.


    Südamelihaskiududes on jälgitav ristivöödilisus, mille aluseks on täpselt samasugune müofilamentide korrapärane paigutus nagu ka skeletilihaskiududes. Kui kontraktiilsete valkude struktuur ja funktsioon südamelihaskiududes on sama mis skeletilihaskiududes, siis T-tuubulite ja sarkoplasmavõrgustiku paigutus ei ole nii korrapärane. T-tuubulid on südamelihaskiududes arvukamad ja laiemad, samas sarkoplasmavõrgustik, eriti terminaaltsisternid ei ole selgelt välja kujunenud, mistõttu lihastriaadist südamelihaskoes rääkida ei saa (sarkoplasmavõrgustiku terminaaltsistern ja T-tuubul moodustavad kaksikstruktuuri, mida võib nimetada diaadiks; joonis 15.101). Mitokondrid on südamelihaskius väga arvukad, hõlmates 40% sarkoplasma mahust, mis rõhutab kestva aeroobse metabolismi olulisust südamelihaskoes (skeletilihaskiududes täidavad mitokondrid umbes 20% sarkoplasma mahust).
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    Joonis 15.101. Südamelihaskiu ehituse skeem. Sarkolemmist sissesopistuvad T-tuubulid on võrreldes skeletilihaskiudude analoogsete struktuuridega oluliselt laiemad. Samuti erinevalt skeletilihaskiududest paigutuvad T-tuubulid südame lihaskiududes Z-membraani tasandile. Sarkoplasmavõrgustik on südamelihaskiududes vähem välja arenenud, mistõttu ei kujune laiu terminaaltsisterne ja skeletilihaskiududes esinevate triaadide asemel moodustuvad „diaadid”.


    Südame juhtesüsteemi (atrioventrikulaarsõlm, Purkinje kiud) moodustavad modifitseerunud südamelihasrakud, mis tekitavad ja juhivad kiirelt impulsse müokardi erinevatesse osadesse. Purkinje kiud erinevad tavalistest südamelihasrakkudest selle poolest, et nad on suuremad ja nende müofibrillid paiknevad põhiliselt rakus perifeerselt. Sarkoplasma, mis jääb perifeerselt paiknevate müofibrillide ja tuuma vahele, värvub halvasti glükogeenisõmerate rohkuse tõttu selles rakuosas. T-tuubulid Purkinje kiududes praktiliselt puuduvad.


    15.4.3. Silelihaskude


    Silelihaskude moodustub üksikutest piklikest käävjatest rakkudest, kus ristivöödilisus puudub. Silelihasrakkude pikkus varieerub oluliselt: 20 mikromeetrist väikestes veresoontes kuni 500 mikromeetrini rasedusaegses emakas. Igal rakul on üks tsentraalselt paiknev tuum. Tuuma sisaldav raku osa on kõige laiem ja selleks et silelihasrakkudest moodustunud lihaskestad oleksid enam-vähem ühtlase paksusega, paigutuvad naaberrakud üksteise suhtes väikese nihkega: tuuma sisaldava laia rakuosa kõrvale jäävad naaberrakkude peenemad osad. Pikilõikes tabatud rakutuumad on näha väljavenitatud kooniliste otstega struktuuridena, ristilõikes tabatud tuumad ümaratena (joonis 15.102).
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    Joonis 15.102. A. Käävja kujuga silelihasrakud sisaldavad väljavenitatud kujuga rakutuuma, mis paikneb rakus tsentraalselt, raku kõige laiemas osas. Pikilõikes tabatud silelihasrakkudes on näha ovaalset, raku pikiteljega paralleelselt orienteeritud tuuma. Ristilõikes tabatud silelihasrakkude puhul näeb ümarana tunduvat tuuma ainult nendes rakkudes, kus lõiketasand on läbinud tuuma sisaldavat raku tsentraalset osa. B. Sama kujutatuna joonisel. Foto: A. Arend.


    Kokku tõmbudes muutuvad silelihasrakkude piirjooned laineliseks ja rakutuumad väändunuteks. Kontraksiooni aluseks on silelihasrakkudes samuti aktiini- ja müosiinifilamentide libisemine teineteise suhtes, kuid filamentide paigutus ei ole korrapärane, mistõttu ei kujune ristivöödilisust. Peened aktiini sisaldavad filamendid kinnituvad sarkoplasma tihedatesse aladesse (tihekehandid, ingl dense bodies), mis sisaldavad alfa-aktiniini. Tihekehanditesse kinnituvad ka desmiini sisaldavad intermediaarsed filamendid (veresoonte silelihasrakud sisaldavad ka vimentiinist intermediaarseid filamente). Tihekehandid on vöötlihaskiududes Z-membraanide analoogid ja nad seostavad nendesse kinnitunud peened aktiinifilamendid ja intermediaarsed filamendid otseselt või kaudselt sarkolemmiga. Kuivõrd kontraktiilsed filamendid asetsevad raku pikitelje suhtes põiki, siis kontraktsioon viib raku lühenemisele ja tuum väändub korgitserilaadselt (joonis 15.103).


    
      [image: ]

    


    Joonis 15.103. Silelihasraku kontraktsiooni skeem. Peentest aktiinifilamentidest ja jämedatest müosiinifilamentidest moodustunud müofilamendid kinnituvad tihekehanditesse, mis on aktiini siduvat valku alfa-aktiniini sisaldavad tihedad tsütoplasma alad. Tihekehanditesse kinnituvad ka intermediaarsed filamendid. Kuivõrd müofilamendid paigutuvad põiki raku pikitelje suhtes, siis kontraktsioonil silelihasrakk lüheneb ja tuum omandab iseloomuliku spiraalse „korgitseri” kuju.


    Silelihasrakkudes puudub T-süsteem ja impulsid levivad kaveoolide abil, mis on rakusisesed põiekesed. Kaveoolid on ühenduses sarkolemmiga, aga ka sarkoplasmavõrgustikuga. Arvatakse, et selline süsteem talitleb analoogselt T-süsteemiga vöötlihaskudedes tagamaks kaltsiumioonide liikumist sarkoplasmasse.

  


  
    15.5. Närvikude


    Närvikude koosneb närvirakkudest e neuronitest ja neurogliia rakkudest. Neuronid on spetsialiseerunud rakud, mis tänu võimele närviimpulsse tekitada ja erutuslainet edasi kanda seovad organismi eri osasid omavahel. Neurogliia rakkudel seevastu erutusvõime puudub ja väga erinevatest alaliikidest koosnev neurogliia on põhiliselt kaitse ja troofilise funktsiooniga. Neuronid koos gliiarakkudega moodustavad närvisüsteemi, mis anatoomiliselt jaotub kaheks: kesknärvisüsteemiks (pea- ja seljaaju) ja perifeerseks närvisüsteemiks (kraniaalsed, spinaalsed ja perifeersed närvid ning ganglionid – väiksed neuronite koondised väljaspool kesknärvisüsteemi). Funktsionaalselt jaotub närvisüsteem tahtele alluvaks somaatiliseks närvisüsteemiks ja tahtele mittealluvaks autonoomseks e vegetatiivseks närvisüsteemiks. Viimast omakorda saab jagada sümpaatiliseks ja parasümpaatiliseks süsteemiks.


    Närvisüsteemi talitluslikud alusüksused on neuronid, mille kuju ja suurus võib oluliselt varieeruda. Neuronid koosnevad rakukehast e perikaarüonist ja jätketest, kusjuures nende arv võib rakutüübiti olla varieeruv. Oma iseloomult on neuronite jätked kas dendriidid või aksonid. Kui dendriidid toovad impulsi rakukehasse, siis aksonid viivad impulsi rakukehast eemale efektororganitele. Seejuures on neuroni jätketest alati ainult üks akson, aga dendriite võib olla üks või mitu. Dendriidid on reeglina suhteliselt lühikesed ja tugevalt puuvõrataoliselt (kr dendron ’puu’) hargnevad, samas neuroni ainus akson (kr axis ’telg’) on tavaliselt pikk ja mittehargnev (hargnemisi esineb alles aksoni terminaalosas). Sõltuvalt jätkete arvust jaotatakse neuronid multipolaarseteks, bipolaarseteks ja pseudounipolaarseteks. Multipolaarsed neuronid on närvisüsteemis kõige levinum vorm, kus rakkudel on üks akson ja palju dendriite (joonis 15.104 ja 15.105). Bipolaarsetel neuronitel on üks akson ja üks dendriit (joonis 15.105). Sellised neuronid on suhteliselt haruldased, olles enamasti seotud meeleorganitega (paiknedes näiteks silma võrkkestas e reetinas ja sisekõrva spiraalganglionis). Pseudounipolaarsetel neuronitel algavad jätked ühe tüvena, aksonina, mis perikaarüonist eemaldudes lahkneb kaheks haruks. Üks haru suundub perifeersesse ja teine kesknärvisüsteemi (joonis 15.105). Pseudounipolaarsete neuronite korral on tegemist varjatud bipolaarsete neuronitega, kus arengu käigus aksoni ja dendriidi algusosad on liitunud. Enamik pseudounipolaarseid neuroneid on sensoorsed neuronid, mis paiknevad kesknärvisüsteemi läheduses (nt spinaalganglionis). Eristatakse veel ka aksoniteta neuroneid, millel on küll dendriite, aga puudub tõeline akson. Sellised neuronid aktsioonipotentsiaali ei tekita, vaid avaldavad naaberneuronitele moduleerivat mõju. Niisugused aksonita neuronid on näiteks silma võrkkestas paiknevad amakriinrakud.
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    Joonis 15.104. Multipolaarne neuron paljude dendriitide ja ühe aksoniga. Neuroni rakukeha, dendriidid ja aksoni proksimaalne osa on kesknärvisüsteemis (KNS). Akson väljub kesknärvisüsteemist ja perifeerses närvisüsteemis (PNS) moodustab osa närvist (ei ole skeemil kujutatud). Kui kesknärvisüsteemis moodustavad aksonit katva müeliintupe oligondedrotsüüdid, siis perifeerses närvisüsteemis tekitavad müeliintupe Schwanni rakud.


    Funktsionaalselt jagatakse neuroneid sensoorseteks, motoorseteks ja integratiivseteks neuroniteks. Sensoorsed neuronid kannavad impulsi retseptoritelt kesknärvisüsteemi. Selliste neuronite jätked paiknevad somaatilistes ja vistseraalsetes aferentsetes närvikiududes. Somaatilised aferentsed kiud kannavad edasi impulsse kehapinna retseptoritelt, mis reageerivad valule, kõrgele ja madalale temperatuurile, puutele ning survele. Samuti kannavad need kiud valu ja süvatundlikkuse e propriotseptsiooni impulsse organismi erinevatest organitest (nt lihased, kõõlused ja liigesed) kindlustamaks kesknärvisüsteemi vajaliku informatsiooniga keha ja jäsemete asendi kohta. Vistseraalsed aferentsed kiud edastavad impulsse (valu jt) siseorganitest, limaskestadest, näärmetest ja veresoontest. Motoorsed neuronid viivad impulsi kesknärvisüsteemist või ganglionitest efektorrakule. Motoorsetel neuronitel on suur perikaarüon, mis tagab pikkade aksonite talitlusvõime. Motoorsete neuronite jätked paiknevad somaatilistes ja vistseraalsetes eferentsetes närvikiududes. Somaatilised eferentsed neuronid saadavad impulsse (tahtle alluvalt) skeletilihastele. Vistseraalsed eferentsed neuronid viivad impulsse (tahtele mittealluvalt) silelihasrakkudele, südame juhtsüsteemi osadele (Purkinje kiududele) ja näärmetele. Suurem osa neuronitest (hinnanguliselt 99,9% kõikidest neuronitest) moodustavad integratiivse süsteemi sensoorsete ja motoorsete neuronite vahel (joonis 16.105), seejuures on vaheneuronid reeglina väikesed lühikeste jätketega rakud, mis tagavad neuronitevahelise seostumise kesknärvisüsteemis. Nn ülemised motoneuronid (nt suuraju koore püramidaalrakud) on olemuselt kortikospinaalsed vaheneuronid, mis kannavad impulsi seljaaju hallaine eessarvedes paiknevatele motoneuronitele (nn alumised motoneuronid). Kitsamas tähenduses mõeldaksegi motoneuronite all just nn alumisi motoneuroneid, mis otseselt innerveerivad skeletilihaskiude.
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    Joonis 15.105. Skemaatiliselt kujutatud erinevat tüüpi neuronid.


    Kesknärvisüsteemi neuroneid klassifitseeritakse veel aksonite pikkuse alusel (joonis 15.106) pikaaksonilisteks neuroniteks (Golgi tüüp I) ja lühiaksonilisteks neuroniteks (Golgi tüüp II).
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    Joonis 15.106. Skemaatiliselt kujutatud pika aksoniga seljaaju eessarve motoorsed neuronid, suuraju koore püramidaalrakud ja väikeaju koore Purkinje rakud kuuluvad Golgi I tüüpi neuronite hulka, väga lühikesed aksoniga väikeaju koore täht- ja sõmerrakud kuuluvad Golgi II tüüpi neuronite hulka.


    15.5.1. Neuron


    Neuroni rakukeha e perikaarüon sisaldab ühte suhteliselt suurt ümarat eukromaatilist tuuma, milles tuumake on selgelt jälgitav. Perikaarüoni täitev tsütoplasma (neuroplasma) sisaldab tavaliselt hästi väljakujunenud kareda endoplasmavõrgustiku alasid, kus tsisternid paigutuvad paralleelselt. Histoloogilistes preparaatides ilmnevad sellised alad tänu kõrgele ribosoomide hulgale basofiilselt värvuvate känkudena, mida nimetatakse kromatofiilseks e Nissli substantsiks (ka tigroidsubstantsiks tiigrinahka meenutava värvimustri tõttu). Nissli substantsi hulk varieerub neuronite vahel ja sõltub ka neuronite funktsionaalsest seisundist e valgusünteesi aktiivsusest, aga reeglina on Nissli substantsi ohtralt sellistes suurtes neuronites nagu seljaaju motoorsed neuronid (joonis 15.107).
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    Joonis 15.107. Nissli substants (nool) seljaaju motoorsetes neuronites. Mikrofoto (tioniin).


    Iseloomulikult leidub Nissli substantsi perikaarüonis ja dendriitide algusosas, aga mitte aksonites (aksoplasmas). Golgi kompleks paikneb ainult perikaarüonis, mitokondreid leidub aga ka jätketes ja seda eriti aksoni terminaalosas. Neuroni intermediaarsed filamendid on arvukad nii perikaarüonis kui ka jätketes. Histoloogilised fiksaatorained põhjustavad filamentide agregeerumist ja järgneval hõbedasooladega impregneerimisel muutuvad valgusmikroskoobis nähtavaks neurofibrillidena. Nii dendriitides kui ka aksonites paigutuvad neurofibrillid enam-vähem paralleelselt, perikaarüonis aga läbipõimunult (joonis 15.108).
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    Joonis 15.108. Neurofibrillid seljaaju motoorse neuroni perikaarüonis ja jätketes. Mikrofoto (osmiumtetroksiid).


    15.5.2. Dendriidid


    Dendriitide ülesanne on vastu võtta informatsiooni teistelt neuronitelt või väliskeskkonnast ja kanda seda neuroni perikaarüonisse. Reeglina on dendriidid lühikesed, hargnedes tugevalt perikaarüoni vahetus läheduses. Võrreldes aksonitega on dendriidid diameetrilt jämedamad ja müeliniseerimata.


    Dendriitide tsütoplasma on sarnane perikaarüoni neuroplasmaga, kuid selle erinevusega, et dendriitides ei esine Golgi kompleksi. Küll leidub seal ribosoome ja karedat endoplasmavõrgustikku, seda eriti dendriitide algusosades. Dendriitidel võib esineda väljasopistuvaid ogasid, mis on spetsiaalsed struktuurid sünapsite moodustamisel (vt allpool).


    15.5.3. Aksonid


    Aksonite ülesanne on viia informatsiooni perikaarüonist eemale teistele neuronitele või efektorrakkudele (nt lihasrakud). Igal neuronil on ainult üks akson, mis võib mõnel juhul olla vägagi pikk. Aksonid, mis lähtuvad kesknärvisüsteemi motoorsetes tuumades paiknevatest neuronitest (Golgi I tüüpi neuronid), võivad läbida väga pikki vahemaid, enne kui jõuavad kindlate skeletilihaskiududeni. Vastupidi eespool kirjeldatule on kesknärvisüsteemi interneuronitel (Golgi II tüüpi neuronid) väga lühikesed aksonid. Aksonid harunevad üldjuhul alles terminaalosas, kuid mõnede neuronite aksonid võivad anda siiski kollateraalharusid.


    Akson lähtub perikaarüonist kitsa koonusja alana, mida nimetatakse aksoni künkaks ja kus erinevalt ülejäänud perikaarüonist ei esine Nissli substantsi. Kui aksonid on läbi kogu oma pikkuse suhteliselt ühesuguse läbimõõduga, siis nende distaalne lõpposa on tavaliselt pungataoliselt laienenud, mida seetõttu nimetatakse terminaalpungaks (ingl terminal bouton). Just terminaalpungad osalevad sünaptilistes kontaktides kas teiste neuronitega või efektorrakkudega (lihaskiud, näärmerakud jt). Rõhutamaks asjaolu, et aksonid erinevad oluliselt nii perikaarüonist kui ka dendriitidest, nimetatakse aksoni plasmamembraani aksolemmiks ja aksoni tsütoplasmat aksoplasmaks. Aksoplasma sisaldab mitokondreid, mikrotuubuleid, neurofilamente ja mõningal määral sileda endoplasmavõrgustiku tsisterne, kuid iseloomulikult ei sisalda polüribosoome ega karedat endoplasmavõrgustikku. Seega peaaegu kõik ehituslikult ja talitluslikult vajalikud valgud sünteesitakse perikaarüonis, mistõttu akson sõltub valgusünteesis täielikult perikaarüonist. Seepärast degenereerub aksoni vigastumisel kahjutuskohast distaalsem aksoni osa kiiresti (vt peatükk 15.5.4. Närvikoe plastilisus ja regeneratsioon). Anterograadse transpordi abil viiakse perikaarüonis sünteesitud organellid ja makromolekulid aksoni terminaalosasse. Retrograadse transpordi korral toimub vastupidise suunaga liikumine, näiteks endotsütoosi teel rakku sattunud makromolekulid, sealhulgas viirused ja toksiinid, transporditakse aksoni terminaalosast perikaarüoni. Nii anterograadne kui ka retrograadne transpordisüsteem põhineb mikrotuubulitega seotud mootorvalkudel; esimesel juhul on mootorvalguks kinesiin ja teisel juhul düneiin. Nii anterograadne kui ka retrograadne transport toimub suhteliselt kiiresti, umbes 50–400 mm päevas. Kiire transpordi kõrval toimub veel oluliselt aeglasem anterograadne liikumine – ainult mõned millimeetrid päevas –, mis haarab aksoni tsütoskeleti liikumist (vastab ligilähedaselt aksoni kasvukiirusele).


    15.5.4. Sünapsid


    Sünapsid on koht, kus närviimpulss kandub üle ühelt neuronilt teisele või neuronilt mõnele efektorrakule. Sünapse jaotatakse keemilisteks ja elektrilisteks. Elektriliste sünapsitena talitlevad aukliidused (vt peatükk 5 ja 6). Elektrilised sünapsid on sarnased südame- ja silelihasrakkude vahel esinevate aukliidustega, mida ka neksusteks nimetatakse. Elektrilistes sünapsites on sünaptilised osad sümmeetrilise ehitusega, mis viitab impulsi kahesuunalisele liikumisele. Keemilise sünapsi ehitus tagab impulsi ühesuunalise ülekande, kusjuures presünaptilise raku elektriline signaal (närviimpulss) muudetakse keemiliseks signaaliks, mis mõjutab postsünaptilist rakku (vt peatükk 6). Sünaps toimib neurotransmitterite e mediaatorainete vabanemisel presünaptilisest osast. Mediaatoriks on tavaliselt väikesed molekulid, mis seostuvad spetsiaalsete retseptorvalkudega postsünaptilisel membraanil, kas avades või sulgedes ioonkanaleid või käivitades G-valguga seotud signaalikaskaadi (joonis 15.109).
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    Joonis 15.109. Keemilise aksodendriitilise sünapsi skemaatiline joonis. Aksoni presünaptilises osas on arvukalt mediaatoreid sisaldavaid sünaptilisi põiekesi (A.), mis presünaptilise osa rakumembraaniga liitudes vabastavad mediaatorained sünaptilisse pilusse (A’.). Põiekestega seotud rakumembraan taaskasutatakse, selleks moodustatakse klatriinvalguga kaetud endotsütootilisi põiekesi. Dendriidi postsünaptilise osa rakumembraan on iseloomulikult paksenenud ja sisaldab retseptoreid mediaatoritele. Kujutatud on kahte tüüpi retseptoreid: mediaatori reguleeritud kanalid ja G-valguga seotud retseptorid, mis mediaatoriga seostudes võivad mõjutada G-valgu reguleeritud ioonkanaleid või toimida ensüümidele, mis tekitavad teisese signaalmolekuli. Skeemil on kujutatud (B.) ka alternatiivset, porotsütoosiks nimetatavat mediaatorite vabanemise varianti, kus sünaptilised põiekesed ankurdatakse presünaptilises membraanis kaltsiumselektiivsete kanalite kõrvale. Ca2+ juuresolekul moodustavad põiekeste ja presünaptilise membraani lipiidsed kaksikkihid 1 nm ajutisi poore, mis seostavad sünaptiliste põiekeste valendikku ja sünaptilist pilu, võimaldades viimasesse mediaatori vabanemist. Sünaptiliste põiekeste ankurdamisel presünaptilise membraani aktiivtsooni osalevad transmembraansete valkude perekond SNARE (ingl soluble NSF attachment receptors) ja põiekestega seotud valk sünaptotagmiin.


    Neuronite omavahelistes sünaptilistes ühendustes (joonis 15.110) eristatakse


    a) aksodendriitilisi sünapse, kus akson kontakteerub dendriidiga;


    b) aksosomaatilisi sünapse, kus akson kontakteerub perikaarüoniga;


    c) aksoaksonaalseid sünapse, kus akson kontakteerub teise aksoniga.
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    Joonis 15.110. Erinevad neuronitevaheliste sünapsite variandid.


    Keemilises sünapsis eristatakse presünaptilist ja postsünaptilist osa ning nende vahele jäävat sünaptilist pilu. Presünaptiline osa on aksoni terminaalpung, kus iseloomulikult esinevad sünaptilised põiekesed, membraaniga piiratud 30–100 nm läbimõõduga mediaatoreid sisaldavad ümarad või ovaalsed moodustised. Närviimpulsi jõudmisel presünaptilisse ossa avanevad lühikeseks ajaks kaltsiumikanalid, Ca2+ sissevool käivitab mediaatorite vabanemise presünaptilisse pilusse (joonis 15.109), mis on 20–30 nm laiusega vahemik presünaptilise ja postsünaptilise osa vahel. Sünaptilisse pilusse vabanenud mediaatorid difundeeruvad postsünaptilises osas paiknevate retseptoriteni, põhjustades postsünaptilises membraanis kas depolarisatsiooni või hüperpolarisatsiooni. Erutuvates sünapsites põhjustavad mediaatorid Na+-kanalite avanemise ja järgnev ioonide sissetung käivitab depolarisatsioonilaine leviku postsünaptilises neuronis või efektorrakus. Pidurdavates sünapsites põhjustavad mediaatorid Cl- ja teiste anioonide kanalite avamise ning järgnev anioonide sissetung tekitab postsünaptilise raku hüperpolarisatsiooni, postsünaptilise raku membraanipotentsiaal muutub negatiivsemaks ja resistentsemaks depolarisatsioonile. Erutatavate ja pidurdavate neuronite koostöös on võimalik efektorraku vastust n-ö peenhäälestada, kusjuures presünaptiliselt neuronilt postsünaptilisele neuronile tulevat impulssi on võimalik mõjutada teiste neuronitega (joonis 15.111). Postsünaptilise neuroni aktiivsus võib seejuures olla mõjutatud mitmesaja teistelt neuronitelt lähtuvate sünapsite summaarse toime kaudu.
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    Joonis 15.111. Erutavad ja pärssivad neuronid mõjutavad motoorset neuronit.


    Sünaptilisse pilusse vabanenud mediaator kõrvaldatakse kiiresti kas ensümaatilise lammutamise või tagasivõtu teel kas mediaatori transportervalgu vahendusel või endotsütoosi kaudu. Endotsütoosi vahendavad spetsiaalsed presünaptilise plasmamembraani retseptorvalgud, mis võimaldavad põiekeste taaskasutust (joonis 15.109). Kiire mediaatori kõrvaldamine sünaptilisest pilust väldib olukorda, kus postsünaptiline rakk oleks kestvalt stimuleeritud.


    Neurotransmitterid e mediaatorid on keemiliselt iseloomult väga erinevad ained. Üks levinum mediaator on atsetüülkoliin, mis esineb neuromuskulaarsetes sünapsites ja autonoomses närvisüsteemis. Neuroneid, mis kasutavad atsetüülkoliini mediaatorina, nimetatakse koliinergilisteks. Samamoodi nimetatakse katehhoolamiinergilisteks neuroneid, mis kasutavad mediaatoritena katehhoolamiine (täpsemalt adrenaliini ja dopamiini kasutavaid neuroneid nimetatakse vastavalt adrenergilisteks ja dopamiinergilisteks); serotoniinergiliseks neuroneid, mis kasutavad mediaatorina serotoniini jne. Peale monoamiinide võivad mediaatoriteks olla aminohapped (glutamaat, gamma-aminovõihape, glütsiin jt), väiksed peptiidid (substants P, koletsüstokiniin, beeta-endorfiin jt), aga näiteks ka lämmastikoksiid (NO) (vt ka peatükk 6).


    15.5.5. Neurogliia


    Neurogliia rakkude olulised ülesanded on neuronite toestamine, kaitsmine ja troofika tagamine, mistõttu neuronid on funktsionaalselt sõltuvad gliiarakkudest. Kesknärvisüsteemis ümbritsevad gliiarakud neuronite perikaarüone, mis on enamasti gliiarakkudest oluliselt suuremad. Seetõttu on kesknärvisüsteemis gliiarakke umbes kümme korda rohkem kui neuroneid, kuigi mahult hõlmavad gliiarakud ja neuronid peaaegu võrdse ruumala. Gliiarakud ümbritsevad samuti neuronite aksoneid ja dendriite, moodustades seega interstitsiaalse koe, mis loob spetsiaalse neuroneid ümbritseva mikrokeskkonna.


    Kesknärvisüsteemis eristatakse nelja liiki gliiarakke: oligodendrotsüüdid, astrotsüüdid, mikrogliotsüüdid ja ependüümirakud. Perifeerses närvisüsteemis on gliiarakkudeks Schwanni rakud e lemmotsüüdid ja satelliit- e mantelrakud.


    Oligodendrotsüüdid on rakud, mis moodustavad kesknärvisüsteemis aksonite ümber elektrilise isolatsioonikihina talitleva müeliinkatte. Oligodendrotsüütide õhukesed lamedad jätked keerduvad korduvalt mitmete aksonite erinevate segmentide ümber, tekitades paljudest membraanikihtidest moodustava müeliinkatte (joonis 15.112 ja 15.113). Oligodendrotsüüdid on peamised gliiarakud kesknärvisüsteemi valgeaines, kusjuures valge värvus tuleneb kõrgest lipiidide sisaldusest arvukates rakumembraanide keerdudes müeliinkattes. Tavapärastes histoloogilistes preparaatides ei ole oligodendrotsüütide jätked jälgitavad (siit ka rakkude nimetus, kr oligos ’vähe’ ja dendron ’puu’ – „väheste harudega rakud”) ja oligodendrotsüüdid on nähtavad väikeste rakkudena ümara kondenseerunud tuuma ja mittevärvunud tsütoplasmaga (joonis 15.113).
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    Joonis 15.112. Oligodendrotsüüt moodustamas müeliintuppe mitmete aksonite erinevate segmentide ümber.


    
      [image: ]

    


    Joonis 15.113. Oligiodendrotsüüdid (valged nooled) ümbritsemas neuroni perikaarüoni (must nool). Mikrofoto suurajukoorest (hematoksüliin-eosiin).


    Astrotsüüdid on kesknärvisüsteemis esinevatest gliiarakkudest kõige arvukamad. Astrotsüütide rakukehast lahknevad radiaalselt arvukad jätked, mistõttu raku kuju meenutab teatud määral tähte. Viimasest asjaolust on tulnud ka astrotsüütide nimetus (kr astron ’täht’). Astrotsüüdid jaotatakse fibroosseteks ja protoplasmalisteks. Fibroossed astrotsüüdid esinevad põhiliselt valgeaines ja neid iseloomustab väheste pikkade jätkete olemasolu. Protoplasmalised astrotsüüdid paiknevad peamiselt hallaines ja neil on arvukalt lühikesi harunevaid jätkeid (vt joonis 15.114). Astrotsüütide suuremad jätked on toestatud intermediaarsete filamentidega, mis on moodustunud gliia fibrillaarsest happelisest valgust (ingl glial fibrillary acid protein, GFAP). Viimast kasutatakse unikaalse markerina astrotsüütide identifitseerimisel. Astrotsüütide peenemad jätked hargnevad tugevasti, võimaldades näiteks ühel astrotsüüdil seostuda rohkema kui miljoni neuronitevahelise sünaptilise kontaktalaga. Sellisel moel mõjutavad astrotsüüdid sünapsite moodustamist, talitlust ja plastilisust. Astrotsüütide jätkete laienenud lõppjalad ümbritsevad tiheda kihina kapillaaride endoteelirakke, osaledes sel moel hematoentsefaalse barjääri moodustamisel (joonis 15.115) ning reguleerides toitainete, metaboliitide ja jääkainete liikumist neuronite ja kapillaaride vahel. Astrotsüütide lõppjalad moodustavad ka kesknärvisüsteemi välispiiridele jäävaid ajukestasid vooderdavaid gliaalseid piirimembraane (joonis 15.119).
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    Joonis 15.114. Protoplasmaline astrotsüüt kontakteerumas veresoonega ja müeliinkiuga.


    
      [image: ]

    


    Joonis 15.115. Hematoentsefaalse barjääri skeem. Barjääri aluseks on tiheliiduste varal seostuvad endoteelirakud, pideva ehitusega basaalmembraan ja väljastpoolt katvad astrotsüütide lõppjalad.


    Ependüümirakud on prismaatilised või kuubilised rakud, mis vooderdavad üherakulise kihina ajuvatsakesi ja seljaaju tsentraalkanalit (joonis 15.116 ja 15.119). Rakud paiknevad tihedalt üksteise kõrval ja on samamoodi nagu epiteelkude apikaalosas seostunud rakukontaktide abil. Erinevalt epiteelkoest ei esine ependüümirakkude all basaalmembraani ja rakkude basaalosast tungivad välja ajusubstantsi ulatuvad jätked. Ependüümirakkude apikaalsel pinnal võivad esineda ripsmed, mis aitavad kaasa tserebrospinaalvedeliku liikumisele, ja pikad mikrohatud, mis ilmselt osalevad absorptsioonil.
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    Joonis 15.116. Ependüümirakud ühe rakukihina vooderdamas seljaaju tsentraalkanalit.


    Väikesed ebakorrapäraste jätketega mikrogliia rakud (joonis 15.117 ja 15.118) esinevad ühtmoodi nii valge- kui hallaines. Võrreldes oligodendrotsüütide või astrotsüütidega leidub mikrogliia rakke vähem, nad on ka väiksemad ja neil on suhteliselt väike piklik tuum. Erinevatelt kõikidest teistest neurogliia rakkudest ja neuronitest ei pärine mikrogliia neuroektodermist, vaid on mesenhümaalset päritolu, täpsemalt granulotsüütide/monotsüütide eellasrakust luuüdis. Mikrogliia rakud koos vere monotsüütide, organismi teiste makrofaagide ja antigeeni esitlevate rakkudega kuuluvad mononukleaarsete fagotsüütide süsteemi. Mikrogliia rakud sekreteerivad mitmeid immunoregulatoorseid tsütokiine, mistõttu on need rakud kesknärvisüsteemis olulisne immunoloogilise kaitsesüsteemi osa. Erinevalt teistest neurogliia rakkudest on mikrogliia rakud liikumisvõimelised ja see võimaldab neil läbi närvikoe rännates leida kahjustunud rakke või sissetunginud mikroorganisme.
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    Joonis 15.117. Mikrogliia rakk iseloomulikult pikliku tuumaga ja väheste jätketega.
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    Joonis 15.118. Mikrogliia rakk, mida iseloomustab piklik tuum (valge nool) ja vähesed jätked; must nool osutab neuroni perikaarüonile. Mikrofoto suurajukoorest (hematoksüliin-eosiin).
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    Joonis 15.119. Summaarne skeem näitamaks neurogliia rakkude (astrotsüüdid, oligodendrotsüüdid, mikrogliia ja ependüümi rakud) paiknemist peaajus ja nende seost neuronite ning teiste struktuuridega. Astrotsüütide lõppjalad seostuvad veresoonte ja neuronitega, aga moodustavad ka basaalmembraaniga kontakteeruvaid gliaalseid piirimembraane. Oligodendrotsüüdid moodustavad müeliintuppesid ja ependüümi rakud vooderdavad ajuvatsakesi. Mikrogliia rakke iseloomustab fagotsütoosivõime.


    Schwanni rakud e neurolemmotsüüdid esinevad ainult perifeerses närvisüsteemis. Samamoodi nagu oligodendrotsüüdid moodustavad Schwanni rakud müeliini, kuid erinevalt oligodendrotsüüdist moodustab Schwanni rakk müeliini ainult ümber ühe aksoni segmendi (joonis 15.120).
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    Joonis 15.120. Schwanni rakud moodustavad perifeerses närvisüsteemis aksoni ümber müeliintupe, kusjuures iga Schwanni rakk müeliniseerib ainult ühe aksoni segmendi. Kontaktalasid kahe kõrvuti oleva Schwanni raku vahel nimetatakse Ranvier’ sooniseks.


    Satelliitrakud on väikesed kuubilised neurogliia rakud, mis ümbritsevad ganglionites suurte neuronite rakukehasid (joonis 15.121). Satelliitrakud kaitsevad ja isoleerivad neuroneid, osalevad neuronite troofikas ning tervikuna aitavad luua neuronitele vajalikku mikrokeskkonda.
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    Joonis 15.121. Satelliitrakud ümbritsemas suurte neuronite perikaarüone spinaalganglionis.


    15.5.6. Närvikiud


    Närvikiud koosnevad neuronite aksonitest ja on ümbritsetud aksoni talitlust toetavate gliiarakkudega, milleks on perifeerses närvisüsteemis Schwanni rakud. Kui Schwanni rakud moodustavad aksoni ümber müeliintupe, nimetatakse selliseid kiude müeliinkiududeks e müeliniseeritud kiududeks, ja kui müeliintuppe ei moodustu, siis nimetatakse neid kiude müeliinita e müeliniseerimata kiududeks.


    Müeliinkiududes katab vahetult aksonit lipiididerohke müeliintupp, millest väljapoole jääb Schwanni tupp e Schwanni raku tsütoplasma koos tuumaga. Perifeerse närvisüsteemi arengu käigus ümbritsetakse aksonid nende kogu ulatuses Schwanni rakkudega. Aksoni ümbritsemisel tekib Schwanni raku tsütoplasmast esmalt kraavi meenutav struktuur, mille servad omavahel liituvad ja mille järel on aksoni vastav segment juba täielikult Schwanni rakuga kaetud (joonis 15.122). Aksoni ümberhaaramisel puutuvad Schwanni raku plasmamembraani osad vastaspooltelt omavahel kokku ja selliseid kontakteeruvaid plasmamembraani alasid nimetatakse mesaksoniks (joonis 15.122). Järgneval müeliniseerumisel hakkab Schwanni raku tsütoplasma keerduma ümber aksoni, mille käigus mesakson pikeneb ja keerdub kontsentriliselt ümber aksoni. Kui algul jääb mesaksoni keerdude vahele õhuke tsütoplasma riba, siis järgneva müeliini küpsemise käigus liituvad keerud omavahel tihedalt, moodustades müeliintupe. Müeliintupest väljapoole jääb Schwanni raku tsütoplasma koos tuumaga (joonis 15.122). Kui kesknärvisüsteemis tekitab oligodendrotsüüt müeliintupe mitmete aksonite erinevate segmentide ümber, siis Schwanni rakk moodustab müeliini ainult ühe aksoni segmendi ümber (joonis 15.122).
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    Joonis 15.122. Müeliniseerumise etapid. A. Schwanni rakk alustab keerdumist ümber aksoni. B. Schwanni raku tsütoplasma ja plasmamembraan hakkavad moodustama ümber aksoni järjestikuseid keerdkihte. C. Mitmekordselt ülekattuvad Schwanni raku plasmamembraani kihid moodustavad müeliintupe. D. Schwanni raku tsütoplasma ja tuum jäävad moodustunud müeliintupe pinnale.


    Müeliintupp, mis koosneb korduvatest plasmamembraani keerdudest, on seetõttu ehitunud lipiidide kaksikkihtidest ja membraanivalkudest. Schwanni raku plasmamembraan sisaldab võrreldes muude rakumembraanidega rohkem lipiide, mistõttu müeliin toimib edukalt aksonite isolaatorina ja sälitab aktsioonipotentsiaali leviku suhtes soodsat püsivat ioonide mikrokeskkonda. Ultrastruktuursel tasandil ilmneb, et müeliintupp on väga korrapärase ehitusega. Eristatakse elektrontihedaid jooni, mida nimetatakse tihedateks peajoonteks ja mis kujutavad endast omavahel liitunud plasmamembraanide tsütoplasmapoolseid pindasid (joonis 15.123). Peajoonte vahele jäävad elektronhõredamad vahejooned, mis kujunevad membraanide välispindade liitumisel (joonis 15.123).
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    Joonis 15.123. Müeliini ultrastruktuurse ehituse skeem. Müeliintupe moodustudes, kui Schwanni raku plasmamembraani keerud seostuvad omavahel, kujunevad tihedad peajooned ja vahejooned. Skeemil on näidatud membraanikeerdude liitumisel osalevad peamised müeliinispetsiifilised valgud. MBP – peamine müeliinivalk (ingl myelin basic protein), P0 – müeliini 0 valk (ingl myelin protein zero), PM22 – 22 kDa perifeerne müeliinivalk (ingl peripherial myelin protein of 22 kDa).


    Aksonit ümbritsevat müeliinkatet moodustavad mitmed Schwanni rakud, seejuures esineb naaberrakkude vahel kontaktala, Ranvier’ soonis e sõlm, kus akson on ainult osaliselt kaetud omavahel kattuvate naaberrakkude jätketega (joonis 15.124). Nendes soonistes on aksolemm eksponeeritud ioonidele interstitsiaalses vedelikus ja sisaldades arvukalt pingereguleeritud Na+-kanaleid, võimaldab närviimpulsil kiiresti kanduda ühelt Ranvier’ sooniselt teisele (saltatoorne e hüppeline impulsi levik).
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    Joonis 15.124. Müeliinkiu skemaatiline joonis, kus on näha müeliinkattes põiki kulgevad Schmidt-Lantermani sälgud ja kahe Schwanni raku (SC) kontaktalale jääv Ranvier’ sõlm.


    Aksoni lõiku, mis on ümbritsetud ühe Schwanni rakuga, nimetatakse internodaalsegmendiks. Teisisõnu on internodaalsegment e internoodium müeliinkiu lõik kahe Ranvier’ sõlme vahel. Internodaalsegmendis on näha põiki kulgevaid Schmidt-Lantermani sälke e intsisuure (joonis 15.124). Viimased on tekkinud sellest, et müeliinikihtide vahel on säilinud väikesed tsütoplasma saarekesed ja kuivõrd tsütoplasma alad asetsevad kindla edasiastuva sammuga järjestikuste müeliinikihtide vahel, tekivadki müeliinkiu pikilõikes jälgitavad iseloomulikud viltused lõhed (joonis 15.124). Sellised omavahel ühenduses olevate intsisuuride tsütoplasmaalad on seotud ühelt poolt Schwanni raku tsütoplasmaga kiu perifeerias (Schwanni tupp) ja teiselt poolt kitsa tsütoplasma alaga ümber aksoni. Sellega luuakse kommunikatsioonikanalid müeliinkiu välisest tsütoplasmakihist aksonilähedase tsütoplasmakihini (joonis 15.125).
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    Joonis 15.125. Hüpoteetiline olukord, kus Schwanni rakk on lahti rullitud ja selle tulemusel ilmneb Schwanni raku tuumalähedase tsütoplasma pidevus läbi Schmidt-Lantermani sälkude aksonit ümbritseva tsütoplasmani.


    Müeliinita kiududes on aksonid sopistatud Schwanni raku tsütoplasmasse (joonis 15.126). Perifeerses närvisüsteemis on isegi peeneimad aksonid pesastatud Schwanni raku tsütoplasmasse, samas kulgevad kesknärvisüsteemis paljud väikesed aksonid oligodendrotsüütidest katmata neuronite ja gliiarakkude jätkete vahel. Müeliinita kiududes ei moodusta Schwanni rakud müeliintuppe, vaid lihtsalt haaravad oma sopisesse mitmeid väikese läbimõõduga aksoneid. Müeliinita kiududes puuduvad ka Ranvier’ sõlmed ja nende aksonites paiknevad pingereguleeritud ioonkanalid ühtlaselt jaotatult. Seega impulsi ülekanne erinevalt müeliinkiududest ei ole saltatoorne ja on müeliinkiududega võrreldes oluliselt aeglasem.
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    Joonis 15.126. Müeliinita kiudude moodustumise etapid. A. Schwanni rakk haarab ümber aksonite. B. Schwanni rakk on haaranud ümber iga üksiku aksoni, aga aksonite ümber ei moodustu müeliintuppe.


    15.5.7. Närvikoe plastilisus ja regeneratsioon


    Närvikoel on väga piiratud regeneratsioonivõime. Lõplikult diferentseerunud neuronid, millel on tohutult palju ühendusi teiste neuronitega, ei saa ajutiselt nendest kontaktidest lahti ühenduda, et jagunedes asendada kahjustuse tõttu hävinud rakke. Ka tüvirakkude hulk täiskasvanud organismi kesknärvisüsteemis on piiratud: tüvirakke leidub vaid subventrikulaartsoonis ja hipokampuse hammaskääru subgranulaartsoonis.


    Samas võivad täiskasvanud organismis närvikoe kahjustuse järel närviahelad ümber ehituda ning see baseerub neuronite uute jätkete kasvamisel ja uute sünapsite moodustumisel. Seega on vigastuse järel võimalik uute neuronitevaheliste ühenduste teke ja seeläbi ka teatud funktsioonide taastumine. Sellist närvikoe plastilisust kontrollivad mitmed neuronite ja gliiarakkude toodetavad neurotrofiinide hulka kuuluvad kasvufaktorid. Seejuures on vigastunud aksonite regenereerumine kesknärvisüsteemis oluliselt keerulisem kui perifeerses närvisüsteemis.


    Perifeerses närvisüsteemis järgnevad närvikiu vigastusele tüüpilised ümberehitusprotsessid, mida nimetatakse Walleri degeneratsiooniks. Degenereerub kogu vigastuskohast distaalsem närvikiu osa ja degeneratsioon ulatub ka proksimaalsuunas kuni esimese Ranvier’ sõlmeni. Iseloomulikud muutused toimuvad ka neuroni perikaarüonis (joonis 15.127). Olles ära lõigatud perikaarüonist tulevatest valkudest ja organellidest degenereerub aksoni vigastuskohast distaalsem osa: akson ja müeliintupp fragmenteeruvad esmalt, misjärel makrofaagid fagotsüteerivad fragmendid. Makrofaagid sekreteerivad ka neurotrofiine, mis mõjutavad aksoni regeneratsiooni. Schwanni rakud dediferentseeruvad ja prolifereeruvad ümbritsevasse sidekoesse. Perikaarüonis on jälgitav samal ajal Nissli känkude kadumine e kromatolüüs ja tuuma nihkumine perifeersele positsioonile (aksoni künka suhtes vastaspoolusele). Regenereerumise käigus hakkavad aksoni köndist välja kasvama uued kiud, mille kulgemist suunavad Schwanni rakkudest moodustunud Büngneri väädid. Jõudnud lihaskiuni, taastatakse sünaptilised kontaktid ja lihase funktsioon taastub (joonis 15.127).


    Kesknärvisüsteemis on paraku vigastunud aksonite regeneratsioon ebaefektiivne, selle tingib ilmselt müeliini fragmentide ebapiisav kõrvaldamine. Põhjuseks on monotsüütidest pärit makrofaagide raskendatud juurdepääs, mikrogliia vähene fagotsütaarne aktiivsus ja astrotsüütide moodustunud armkoe teke, mis takistab regeneratsiooni.
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    Joonis 15.127. Närvikiu regeneratsioon. (A.) Normaalne neuron ja närvikiud kahjustumise hetkel. (B.) Kahjustuse järel liigub rakutuum perifeeriasse ja Nissli substants väheneb (kromatolüüs). Närvikiud degenereerub vigastusest distaalsemalt, selle käigus fragmenteeruvad nii akson kui ka müeliintupp ning selle järel fagotsüteerivad makrofaagid fragmendid. (C.) Prolifereeruvad Schwanni rakud moodustavad rakulisi vääte (Büngneri vääte), millesse tungivad väljakasvud aksoni köndist. Akson kasvab kiirusega 0,5–3 mm päevas. Innervatsiooni kaotanud lihaskiud näitavad atrofeerumise tunnusmärke. (D.) Kui aksoni väljakasv jõuab lihaskiuni, siis on närvikiu regeneratsioon edukalt lõppenud ja luuakse uus neuromuskulaarne lõpp-plaat. Sellega koos taastub lihaskiu funktsioon.

  


  
    16. Taimerakk


    EVI PADU

  


  
    16.1. Taimeraku ehitus ja selle eripära võrreldes loomse rakuga


    Taimeraku olulisemad struktuursed iseärasused on plastiidid, rakukest ja vakuool. Erinevat tüüpi plastiidide ehitust ja funktsioone on käsitletud peatükis 4.7.


    16.1.1. Rakukest


    Iga taimerakk on ümbritsetud polüsahhariididest ja valkudest koosneva rakukestaga, mida nimetatakse ka rakuseinaks (ingl cell wall). Rakukestal peavad olema teatud vastandlikud omadused. Ta peab olema tugev, et võimaldada turgorrõhku (rakusisaldise rõhku rakukestale) ja veepotentsiaali muutumist vajaduse järgi. Samal ajal peab rakukest olema elastne võimaldamaks venivuskasvu. Ühtlasi peab rakukest olema läbitav keskkonnast lähtuvatele signaalmolekulidele ja toitainetele. Erinevate kudede rakkudel on väga erinev rakukesta koostis ja struktuur, mis võimaldab sageli juba rakukesta alusel identifitseerida, millise koe koosseisu rakk kuulub. Ksüleemi rakkude puitunud rakukest tagab vee tõusu juurtest lehtedesse ja väldib rakkude kokkuvajumist alarõhu tingimustes. Epidermi ja peridermi rakkude pinnale toodetud kutiin ja suberiin vähendavad taime veekaotust, õhulõhede sulgrakkude ebaühtlaselt paksenenud rakuseinad võimaldavad õhupilul avaneda ja sulguda jne (joonis 16.1).
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    Joonis 16.1. Erinevat tüüpi rakkude rakukestad on erinevad. A. Vett juhtivatel trahheedel esinevad rakukesta paksendused, mis takistavad rakkude kokkulangemist alarõhu tingimustes. B. Müürlooga Arabidopsis thaliana epidermirakkudel võivad esineda väljakasvud, trihhoomid, mis vähendavad vee aurustumist lehtedelt. C. Zinnia lehe kobekoe rakud on tähekujulise struktuuriga ja paiknevad üksteisest kaugel ning see tekitab suured gaasivahetust soodustavad rakuvaheruumid. Foto: Buchanan, B. B. et al., 4th ed., 2000.


    Rakukestad liimivad taimerakud üksteisega kokku. Erinevalt loomadest ei saa seetõttu tüvirakkudest diferentseeruvad rakud organismis liikuda. Rakukestad ei ole surnud moodustised, nende koostis ja ehitus muutuvad taime arengu jooksul. Ligikaudu 10% hästi uuritud genoomiga müürlooga (Arabidopsis thaliana) geenidest on seotud rakukestade ainevahetusega.


    Taimedes esineb kaks rakukesta tüüpi: esi- ehk primaarkest ja teis- ehk sekundaarkest. Kõiki kasvavaid rakke ümbritsev esikest on elastne ja õhuke, paksusega 0,1–0,3 µm. Kahe raku vahel on vähemalt kolme kihti sisaldav rakukest. Kõigepealt moodustub raku jagunemisel tütarrakkude vahele vahelamell. Vahelamellile sünteesivad mõlemad rakud esikesta kihi (joonis 16.2 A). Mõnede kudede rakkudes ladestub diferentseerumise käigus esikesta peale seestpoolt tugevam ja paksem teiskest, mille läbimõõt on suurem kui 10 µm (joonis 16.2 C ja D). Rakukesta läbivad peened membraaniga vooderdatud kanalid – plasmodesmid, mis võimaldavad väikeste molekulide passiivset transporti ja valkude ning nukleiinhapete aktiivset transporti kõrvuti paiknevate rakkude vahel.
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    Joonis 16.2. Raku esi- ja teiskesta struktuur. A. Raku jagunemisel ladestub kahe moodustuva raku vahele pektiinaineterikas vahelamell ja selle alla mõlema tütarraku poolt esikest. B. Ilma rakukestata rakud, protoplastid, omandavad ümara kuju. C. Teiskesta kolm kihti S1, S2 ja S3 ladestuvad seestpoolt esikesta peale. D. Tavaliselt on kõige paksem teiskesta kiht S2. Modifitseeritud Buchanan, B. B. et al., 4th ed., 2000 järgi.


    Rakukesta moodustavad mitmesugused keerulise ehitusega, omavahel tihedalt seotud polümeersed ühendid. Seetõttu on rakuseinte komponentide struktuuri ja koostise väljaselgitamine toimunud aeglaselt ja nõudnud materjali puhastamise, kromatograafia ja mass-spektromeetria spetsiifiliste meetodite väljatöötamist. Põhilised rakuseina koostisained on tselluloos, ligniin, pektiinained, ristseoselised glükaanid ja valgud. Erinevate taimerühmade rakuseinte koostis on väga erinev. Kaheiduleheliste primaarkest sisaldab tselluloosi, pektiinaineid ja ristseoselisi glükaane ligikaudu võrdsetes kogustes. Kõrreliste esikestas on pektiinaineid vähe ja rohkesti ristseoselisi glükaane ning fenüülpropanoide (joonis 16.3). Feerulahape annab kõrreliste rakuseintele UV-s sinise fluorestsentsi. Selline rakukesta komponentide erinevus on põhjustanud I ja II tüüpi (vastavalt kaheiduleheliste ja kõrreliste) rakukesta eristamise.
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    Joonis 16.3. Komponentide hulk on avaldatud protsentides rakuseina kuivmassist. A. Kaheiduleheliste esikesta koostis. B. Üheiduleheliste (kõrreliste) esikesta koostis. I tüüpi rakuseinaga kaheidulehelistes on palju pektiinaineid ja vähe ristseoselisi glükaane ning fenoolseid ühendeid. II tüüpi rakuseinaga kõrrelistes on palju ristseoselisi glükaane ja fenoolseid ühendeid, aga vähe pektiinaineid.


    Esikest sisaldab kolme koostiselt ja ehituselt erinevat võrgustikku. Põhilise tugiraamistiku moodustavad ristseoseliste glükaanidega ühendatud tselluloosi mikrofibrillid. See karkass paikneb erinevaid pektiinaineid sisaldavas maatriksis. Kolmanda võrgustiku moodustavad struktuursed valgud. Rakuseina võrreldakse raudbetooniga, milles raua osa täidavad tselluloosi fibrillid ja betooni osa pektiinained koos ristseoseliste glükaanide ja valkudega. Tähelepanu võib juhtida asjaolule, et seente rakukestas tselluloos tavaliselt puudub ja seal on kitiin, mis annab seente rakukestale taimede rakukestast oluliselt erinevad omadused.


    Tselluloos on levinuim orgaaniline aine maakeral. Primaarse rakukesta massist moodustab tselluloos keskmiselt 15–30%. Tselluloosi molekulid on mõne mikromeetri pikkused kuni 25000 glükoosijääki sisaldavad polüsahhariidahelad, milles glükoosi molekulid on omavahel seotud (1→4)-β-D-glükosiidsidemetega. Korduv ühik on disahhariid tsellobioos. Rakuseinas esinevad tselluloosi mikrofibrillid on erineva paksusega (2–10 nm) sõltuvalt ahelate arvust fibrillis, mis on määratud tselluloosi sünteesiva valgulise kompleksi katalüütiliste iseärasustega. Mikrofibrillis on glükoosijääkide ahelad omavahel seotud vesiniksidemetega. Mikrofibrillis olevad individuaalsed ahelad on paralleelsed, kuid algavad ja lõppevad mikrofibrilli otsast erinevatel kaugustel. Seetõttu on mikrofibrillide pikkus suurem kui üksikute molekulide pikkus. Kirjeldatud mikrofibrillide struktuurist lähtuvalt on tselluloos stabiilne, vees lahustumatu ja ensüümide toimele erakordselt vastupidav ühend.


    Ristseoselised glükaanid (ingl cross linking glycans), endise nimetusega hemitselluloosid, on rakuseinte heteropolüsahhariidid, mis seostuvad ahelate otstega erinevatele tselluloosi mikrofibrillidele vesiniksidemetega ning moodustavad rakukestas tselluloosi ja ristseoseliste glükaanide võrgustiku. Nad võivad paikneda ka mikrofibrillide glükoosiahelate vahel. Rakuseinte muust materjalist on võimalik ristseoselisi glükaane eraldada tugevate (1–4 M) alustega. Ristseoselised glükaanid jagatakse struktuuri ja koostise alusel erinevateks rühmadeks. Ksüloglükaanid (XyG) sisaldavad põhiahelas (1→4)-β-D-glükosiidsidemega seotud glükoosijääke ja külgahelas α-D-ksüloosi ning α-L-arabinoosi jääke. Glükuronoarabino-ksülaanid (GAX) sisaldavad põhiahelas (1→4)-β-D sidemetega seotud ksüloosijääke ja külgahelates α-L-arabinoosi ja α-D-glükuroonhappe jääke (joonis 16.4).
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    Joonis 16.4. Katteseemnetaimede rakuseina ristseoselised glükaanid. Katkendliku joonega on eraldatud (1→4)-β-D-glükosiidsidemega seotud glükoosijäägid (XyG molekulides) ja ksüloosi disahhariidsed ühikud (GAX molekulides). A. Kaheidulehelistes ja enamikus üheidulehelistes on ksüloglükaanid (XyG). Põhiahelas esinevad β-D-glükoosi jäägid (roosa), külgahelates α-D-ksüloosi jäägid (helesinine), samuti α-L-fukoosi- (lilla) ja β-D-galaktoosi jäägid (helepruun). B. Kõrreliste rakuseinas esinevad glükuronoarabinoksülaanid (GAX). Põhiahelas esinevad β-D-ksüloosi jäägid (helesinine), külgahelates α-L-arabinoosi jäägid (hallikasroheline) ja α-D-glükuroonhappe (punane) jäägid. Esinevad ka feerulahappe jäägid (kollane) ja teised kaneelhappe derivaadid. Modifitseeritud Buchanan, B. B. et al., 4th ed., 2000 järgi.


    Katteseemnetaimede primaarkest jaotatakse kahte rühma ristseoseliste glükaanide struktuuri alusel. Suure ksüloglükaanide sisaldusega tüüp I rakukest esineb kõikidel kaheidulehelistel ja umbes poolel üheidulehelistest. Tselluloos ja ksüloglükaanid paiknevad peamiselt homogalakturonaanidest ja ramnogalakturonaanidest koosnevas pektiinainetest maatriksis. Sageli esineb struktuune valk ekstensiin. Suure glükuronoarabinoksülaanide sisaldusega tüüp II rakukest esineb kommeliniidide klaadi üheidulehelistes (seltsid Poales, Zingiberales, Arecales jt). Seda tüüpi rakukestad on väikese pektiinainete sisaldusega, samuti on vähe struktuurseid valke, kuid rohkesti kaneelhappe derivaate, mis seostuvad külgahela arabinoosijääkidega estersidemetega ja seovad polüsahhariide valkudega või üksteisega, osaledes rakuseintele tugevuse andmises. Kõrrelistes esineb ka unikaalne segaseoseline (1→3),(1→4)-β-D-glükaan (joonised 16.3 ja 16.6). Rakukestad on seega evolutsiooni jooksul erinevates taimerühmades tekkinud sõltumatult.


    Pektiinained on happelised α-D galakturoonhapet (D-GalA) sisaldavad heterogeense koostisega polüsahhariidid. Vahelamelli koosseisu ladestub kõigepealt homogalakturonaan (HGA), galakturoonhappe jääkide lineaarne ahel, mis sisaldab kuni 200 omavahel (1→4)-glükosiidsidemega seotud GalA ühikut. Pektiinained vahelamellis kleebivad taimerakud omavahel kokku. Hiljem ladestuvad vahelamelli ja esikesta tugevalt hargneva ahelaga ramnogalakturonaanid, mis sisaldavad põhiahelas (1→4)-glükosiidsidemega seotud α-D-ramnoosi ja α-D-GalA jääke ja külgahelates mitmesuguseid erinevaid suhkruid (arabinoos, galaktoos) (joonis 16.5).
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    Joonis 16.5. Rakuseina pektiinained. Vahelamelli koosseisu ladestuvad kõigepealt galakturoonhappe (tumepruun) omavahel Ca2+-ioonidega (helerohelised ringid) seotud polümeerid. Galakturoonhappejäägid on metüleeritud (punased ringid). Hiljem ladestuvad vahelamelli ja primaarkesta ramnogalakturonaanid (vaheldumisi tumepruunid galakturoonhappe ja helepruunid ramnoosi jäägid), külgahelates arabinoos (hallikasroheline) ja galaktoos (pruun).


    Esikesta hiljem ladestuvate kihtide pektiinained on seetõttu vähem happelised võrreldes vahelamelli pektiinainetega. Pektiinainete struktuuri tekitamisel on olulised Ca2+-ioonid, mis moodustavad ahelaid kooshoidvad sillad, seostudes kõrvuti paiknevate ahelate GalA negatiivselt laetud karboksüülrühmade vahele. Pektiinainete maatriks määrab rakuseinte pooride suuruse ja seega rakukesta läbivad ained. Pooride suurus sõltub arbinoosi ja galaktoosi sisaldavate külgahelate pikkusest, samuti HGA metüleerimise astmest. Bakterite hüdrolaaside toimel tekkinud juure pektiinainete fragmendid tagavad taime ja bakterirakkude äratundmise sümbioosi väljakujunemisel, samuti vastusreaktsioonid patogeenidele. Pektiinained seovad rakuseintes tegutsevad ensüümid, määrates nende kättesaadavuse. Pektiinaineid on võimalik eraldada kaltsiumiga kelaate moodustavate ühenditega, nagu EDTA (etüleendiamiintetraäädikhape), ja kuuma veega. Punase sõstra marjades esinevaid pektiinaineid kasutatakse sageli geelistavate vahenditena želeede ja mooside valmistamisel. Laboratooriumites kasvatatakse mikroobe toitaineid sisaldaval agarsöötmel. Agar on galaktoosi polümeer, mida saadakse puna- ja pruunvetikatest.


    Struktuursed valgud moodustavad rakuseina kolmanda võrgustiku. I tüüpi rakuseinas on tuntud pulgakujulise struktuuriga hüdroksüproliini sisaldav glükoproteiin ekstensiin (ingl hydroxyproline-rich glycoprotein, HRGP), mis seostub mittekovalentsete sidemetega teiste rakuseina komponentidega ja osaleb rakukesta struktuuri säilitamisel. Esinevad ka suures koguses proliini sisaldavad (ingl proline rich proteins, PRP) ja glütsiini sisaldavad (ingl glycine rich proteins, GRP) valgud ning arabinogalaktaansed valgud (AGP). Rakkude diferentseerumisel signaaliradades osalevate arabinogalaktaansete valkude massi moodustavad peamiselt valguga seotud sahhariidijäägid. II tüüpi rakuseintes on valkude sisaldus väiksem. Ekstensiini asemel esineb struktuurilt sarnane, kuid rohkelt treoniinijääke sisaldav valk (joonis 16.6).
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    Joonis 16.6. I ja II tüüpi rakukesta kolmemõõtmelised mudelid. I tüüpi rakukest esineb kaheidulehelistel ja poolel üheidulehelistest, II tüüpi rakukest esineb üheiduleheliste kommeliniidide klaadis. Kõrreliste II tüüpi rakukest sisaldab ristseoselisi glükuronoarabinoksülaane ja β-D-glükaane ning feerulahappe jääke, mis on joonisel tähistatud fenüülpropanoididena. Modifitseeritud Jones, R. et al., 2013 järgi.


    Rakukestad sisaldavad peale struktuursete valkude ka mitmesuguseid ensüüme (hüdrolaasid, esteraasid, peroksüdaasid, glükosüülitransferaasid jt). Ensüümid võimaldavad rakukestade struktuuri muutusi taime ontogeneesis, kohada väliskeskkonna muutustega ja mitmete füsioloogiliste funktsioonide (venimiskasv) toimumist, lagundades ja uuesti tekitades polümeeride mitmesuguseid kovalentseid sidemeid.


    Rakukesta moodustumine algab rakkude jagunemisel. Telofaasis tekib fragmoplast, mille moodustavad raku ekvatoriaaltasapinnal paiknevad pektiinaineid, ristseoselisi glükaane ning glükoproteiine sisaldavad ER-i ja Golgi kompleksi vesiikulid ning nende transpordis osalevad mikrotorukesed. Loomarakkudes fragmoplasti ei moodustu. Vesiikulid ühinevad omavahel ja hiljem vanemraku primaarkestaga, moodustades uue rakukesta (joonis 16.7).
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    Joonis 16.7. Fragmoplasti ja rakukesta moodustumine rakkude jagunemisel. A. Telofaasi alguses moodustuval rakukestal (kollane) on vähe seoseid endoplasmaretiikulumiga (sinine). Piki fragmoplasti mikrotorukesi (lilla) liigub vähe Golgi kompleksi vesiikuleid. B. Tsütokineesi protsessis on näha palju mikrotorukestega ja moodustuva rakukestaga seotud ER torukesi. Valged täpid on karedal ER-il paiknevad ribosoomid. Modifitseeritud Teiz, L. et al., 2015 järgi.


    Kõik rakuseina polüsahhariidid (välja arvatud tselluloos) sünteesitakse Golgi kompleksis ja väljutatakse rakuseina sekretoorsete vesiikulitega. Glükosüülitransferaasid kannavad suhkrujäägid Golgi kompleksis UDP ja GDP suhkrutelt kasvava polüsahhariidiahela mitteredutseerivale otsale ja need seotakse spetsiifilise glükosiidsidemega. Valgud sekreteeritakse rakuseina samuti ER ja Golgi kompleksi vesiikulitega (joonis 16.8). Tselluloosi mikrofibrillid sünteesib rakumembraanis paiknev ensüümikompleks tselluloosi süntaas (TS), süstemaatilise nimetusega UDP-glükoos:1,4-β-D-glükaan 4-β-D-glükosüülitransferaas (EK.2.4.1.12).


    UDP-glükoos + [(1→4)-β-D-glükosüül]n = UDP + [(1→4)-β-D-glükosüül]n+1


    Tselluloosi süntaasi (EC 2.4.1.29) glükoosijääkide doonor tselluloosi sünteesil on GDP-glükoos.
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    Joonis 16.8. Raku esikesta komponentide süntees. Rakukesta biosünteesil toimub tselluloosi mikrofibrillide, rakukesta mittetselluloossete polüsahhariidide ja valkude koordineeritud süntees vastavalt rakumembraanis, Golgi kompleksis ja karedapinnalisel ER-il. Rakuseina materjal pakitakse Golgi kompleksi vesiikulitesse, transporditakse raku pinnale, kus see seostub rakumembraanil sünteesitud tselluloosi mikrofibrillidega.


    UDP-seoseline tselluloosi süntaas molekulmassiga 110 kDa moodustab katteseemnetaimedes ja vetikates kuuest alaühikust koosnevaid rosette. Rosettide läbimõõt erinevates taimedes on erinev, keskmiselt 50 nm. Selliste rosettide esinemine avastati 1972. aastal vetikas Cladophora. Iga alaühik rosetis koosneb omakorda mitmest tselluloosi süntaasi molekulist. Sõltuvalt tselluloosi süntaasi molekulide arvust rosetis saab ühes mikrofibrillis moodustuda 12–36 glükaani ahelat (joonis 16.9). Tselluloosi süntaasi molekulid teatud vetikaliikides (Oocystis) paiknevad lineaarselt. Tselluloosi süntaase kodeerib CesA (ingl cellulose synthase A) geenide perekond. Müürlooga Arabidopsis thaliana esikestas ekspresseeruvad tselluloosi süntaasi geenid A1, A2, A3, A5, A6, A9. Ensüümi substraat on UDP-glükoos, millest glükoosijäägid liituvad kasvavale tselluloosiahelale. UDP-glükoosi doonor võib olla näiteks TS-ga seotud sahharoosi süntaas. A1 ja A3 geenide mutantsus (mittefunktsioneerimine) põhjustab rakkude surma juba gameetide tasemel. Väiksemad geneetilised defektid tselluloosi süntaasi (Ts) geenides kutsuvad esile kääbuskasvu, rakkude paisumise ja ektoopse ligniini ladestumise primaarkesta. Tselluloosi süntaasi kompleksi (TSK) kuuluvad mitmesugused täiendavad valgud. Mikrofibrillide rakuseina ladestumise suuna määravad tselluloosi süntaasi kompleksiga seotud rakumembraani all paiknevad mikrotorukesed. Mikrofibrillid asetsevad paralleelselt mikrotorukestega (joonis 16.9).
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    Joonis 16.9. A. Tselluloosi süntaasi (TS) molekulid asetsevad kompleksidena (TSK) rakumembraani kindla lipiidse koostisega piirkonnas (kollane). TS komplekside asetus ja moodustuvate tselluloosi mikrofibrillide paiknemise suund sõltub mikrotorukeste asetusest. TSK koosseisu kuuluvad täiendvad valgud (oranž), mis seovad kompleksi üksikud komponendid omavahel, mikrotorukestega ja spetsiifiliste rakumembraanilipiididega. B. Bakteri Rhodobacter sphaeroides TS koosneb alaühikutest A (BTSA) ja B (BTSB). A alaühiku glükosüültransferaasne domeen (pruun) paikneb tsütosoolis. Membraanis paiknevad heeliksid (rohelised) osalevad tselluloosiahelat (sinipunane) juhtiva kanali moodustamises. Lillakassinisega on tähistatud väljaspool membraani paiknev BTSB molekul. C. Tselluloosi süntaasi A (TSA) ahelas on kaheksa membraani läbivat piirkonda. Ahela C- ja N-otsad paiknevad tsütosoolis. N-otsas on Zn siduv domeen, mis võib osaleda kompleksi alaühikute seostumises. Aspartüüljääki (D) sisaldavad konserveerunud piirkonnad ja ensüümile liigispetsiifilisuse andva piirkonna paiknemine valguahela tsütosooli ulatuvas lingus on tähistatud. Katalüütilise tsentri moodustavad pruunides kastides paiknevad ahela piirkonnad. D. Membraanis paiknevad TSK-d moodustavad tavaliselt kuuest alaühikust koosnevaid rosette, mis koosnevad 12–36 TSA molekulist ja võivad moodustada 12–36 glükaani ahelat sisaldava tselluloosi mikrofibrilli. Modifitseeritud Lei, L., 2014 ja McFarlane, H. E., 2014 järgi.


    Mikrotorukeste tekkimise pärssimisel sügislillest Colchicum autumnale pärit alkaloidi kolhitsiiniga tselluloosi mikrofibrillide suunistus muutub raku kasvusuunaga risti paiknevast juhuslikuks risti-rästi asetuseks. CesA kompleksid liiguvad piki mikrotorukestest moodustunud rada. Rakuseintes esinevad ensüümid ja struktuursed valgud sünteesitakse karedapinnalises ER-is ja glükosüülitakse peamiselt Golgi kompleksi vesiikulites (joonis 16.8).


    Teis- ehk sekundaarkest moodustub esikesta siseküljele teatud rakutüüpides pärast raku venimiskasvu lõppemist. Sekundaarkest annab taime tugikudedele võime hoida keharaskust ülal. Keskmiselt on teiskesta paksus 3–4 μm, aga võib olla ka rohkem kui 10 µm ja raku mass koosnebki peamiselt rakuseinast. Teiskest jaotatakse kolmeks kihiks – S1, S2, S3 – ja neist S3 on kõige hiljem ladestuv seesmine kiht. Tavaliselt on keskmine kiht e S2 kõige paksem. Teiskest erineb koostise ja struktuuri poolest esikestast. Sekundaarkestas ekspresseeruvad teistsugused Ts geenid võrreldes esikestaga. Müürloogas on need näiteks CeSA4, CeSA7 ja CeSA8. Enamasti sisaldab teiskest sekundaarkest ligniini. Ligniini ladestumisega teiskesta, algab see ka esikestas ja vahelamellis. Ligniin on koostiselt teistest taimes esinevatest polümeeridest väga erinev aine, mis tekib p-kumaar-, feerula- ja sinaaphappe redutseerumisel moodustunud p-kumarüül-, koniferüül- ja sinapüülalkoholide polümeriseerumisel rakuseinas paiknevate oksüdaaside ja peroksüdaaside toimel (joonis 16.10). Erinevate taimerühmade ja -kudede ligniinis on monomeeride omavahelised proportsioonid väga erinevad. Okaspuude ligniinis on palju koniferüülalkoholi jääke, lehtpuude ligniin sisaldab ka sinapüülalkoholi jääke. Peale suure hulga benseenituumade kuuluvad ligniini koosseisu metoksüül (-OCH3)- ja hüdroksüülrühmad, vähesel määral esineb ka karbonüül- ja aldehüüdrühmi. Peale selle, et ligniin annab rakukestale tugevuse, muudab see rakuseina veele läbitungimatuks ja kindlustab vee ning toitainete ja mineraalelementide transpordi juhtkudede ksüleemis läbi taime. Arvatakse, et võime sünteesida ligniini andis taimede eellastele võimaluse liikuda veest maismaale.
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    Joonis 16.10. Ligniin on koostiselt teistest taimes esinevatest polümeeridest väga erinev aine, mis tekib p-kumarüül-, koniferüül- ja sinapüülalkoholide polümeriseerumisel rakuseinas paiknevate oksüdaaside ja peroksüdaaside toimel.


    Ligniini monomeeride süntees toimub tsütosoolis fenüülpropanoidide rajas aromaatsetest aminohapetest fenüülalaniinist ja türosiinist, mis omakorda tekivad šikimaatses biosünteesirajas. Monomeeride glükosiidid difundeervad rakumembraani või transporditakse väljapoole rakku Golgi kompleksi vesiikulitega. Glükosiidid sisenevad vesiikulitesse ABC-pumpadega. Glükoosijäägid eemaldatakse hiljem rakuseina glükosidaaside toimel. Kaneelhappe derivaadid, näiteks feerulahape, peavad liikuma Golgi kompleksi ka seostumiseks rakuseinas esinevate arabinoksülaanidega. Ligniin on tselluloosi kõrval maakeral üks levinumaid biomolekule. Puudes võib ligniin moodustada kuni 35% puidu kuivmassist ja ladestuda esikestale spiraalselt, rõngakujuliselt või võrkja mustriga (joonis 16.11).
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    Joonis 16.11. Ligniini struktuur ja Arabidopsis thaliana ksüleemisoonte sekundaarkesta erinevad mustrid. A. Ligniin koosneb koniferüül-, sinapüül- ja p-kumarüülalkoholide monomeeridest, mis on omavahel ja rakukesta polüsahhariididega seotud kümne erinevat tüüpi sidemega. B. Juhtsoonte seina ei ladestu ligniin ühtlase kihina, vaid kindla mustri alusel. Vasakult alates: spiraal-, võrk-, astriktrahhee ja kaks poortrahheed. Skaala pikkus on 10 µm. Modifitseeritud Oda, Y., Fukuda, H., 2012 järgi.


    Taime katterakkude sekundaarkesta koostisesse võivad kuuluda kutiin ja suberiin, mis moodustavad taime pinnale vee aurustumist takistava kihi. Kutiin ja vahad on epidermist katva kutiikula peamised komponendid (taimsed vahad erinevad loomsetest). Suberiini tuntuim vorm on peridermi rakkude seintes esinev kork. Suberiin esineb samuti juurte endodermis Caspary triipude koostises. Suberiini on leitud C4-taimedes juhtkoe ümbrisrakkude seintes, mis tagab läbimatuse CO2-le ja võimaluse tõsta CO2 kontsentratsiooni fotosünteesivates rakkudes. Kutiin ja suberiin on polümeerid, mis koosnevad peamiselt omavahel esterifitseerunud C16–C18 rasvhapetest. Rasvhapped on mono- või polühüdroksüleerunud või epoksüdeerunud. Suberiini peamine erinevus kutiinist on väga pika ahelaga rasvhapete (C20–C24), rasvalkoholide, kahe karboksüülrühmaga rasvhapete ja fenoolsete ühendite esinemine. On teada, et kutiini ja suberiini biosünteesis osalevad atsüülitransferaasid, rasvhapete oksüdaasid ja hüdroksülaasid, atsüül-CoA süntaasid ja ABC-pumbad.


    Sekundaarkesta sünteesile üleminekut kontrollivad NAC-rühma transkriptsioonifaktorid, mis moodustavad ühe suurima (rohkem kui 130 esindajat) taimespetsiifiliste transkriptsioonifaktorite rühma. Nimetus NAC on tuletatud kolme geeni Nam (ingl No apical meristem), Ataf (ingl Arabidopsis transcription activation factor), ja Cuc (ingl cup-shaped cotyledon) esitähtedest. Seda tüüpi transkriptsioonifaktoritel on N-otsas ~150 aminohappest koosnev konserveerunud NAC-domeen, mis tagab seostumise DNA-ga. C-otsas paikneb transkriptsiooni aktiveerumist või represseerumist ja valkudega seostumist reguleeriv domeen. Müürloogas kontrollivad NST1 (ingl NAC Secondary Wall Thickening Promoting Factor 1) ja SND1 (ingl Secondary Wall-Associated NAC Domain Protein 1) kogu sekundaarkesta biosünteesi protsessi puidu- ja niinekiududes, NAC transkriptsioonifaktorid VND6 ja VND7 (ingl Vascular-Related NAC-Domain) aga juhtsoontes. VND6 ja VND7 põhjustavad LBO (ingl Late Organ Boundery Domain) transkriptsioonifaktori aktiveerimise abil ka trahheede moodustumisega kaasnevat programmeeritud rakusurma. Nende geenide üleekspresseerumine põhjustab sekundaarkesta teket parenhüümsetes rakkudes, mis normaaltingimustes sekundaarkesta ei moodusta. Peale NAC-valkude on teada ka mitmed sekundaarkesta sünteesi mõjutavad MYB transkriptsioonifaktorid.


    Taimede rakuseinte materjalil on suur tähtsus paberi-, tekstiili- (puuvill, lina) ja toiduainetetööstuses, samuti puiduna ehitusmaterjaliks, mööbli tootmiseks ja küttematerjaliks. Rakuseina komponente kasutatakse kütuse (bioetanool) tootmiseks. Taimede rakuseinad on olulised ökosüsteemide süsinikuringes. Enamik fotosünteesis assimileeritud süsinikust kasutatakse rakuseinte polüsahhariidide sünteesiks. Rakuseinte polümeerid tselluloos ja ligniin on vastupidavad taime enda ensüümide toimele. Nendes ladestunud süsiniku ja energia vabastamises osalevad spetsialiseerunud ensüümidega varustatud seened ja bakterid. Ka mulla huumuses esinevad orgaanilised ained on enamasti pärit rakuseinte materjalist.


    16.1.2. Vakuool


    Vakuoolid on ühekordse membraani, tonoplastiga, ümbritsetud ruumid tsütoplasmas, mis võivad hõivata 30–90% raku ruumalast. Need mitmesuguste madal- ja kõrgmolekulaarsete ainete vesilahust sisaldavad, lihtsa ehitusega organellid on eriti iseloomulikud taime- ja seenerakkudele, aga esinevad ka teatud loomade, protistide ja bakterite rakkudes. Arvatakse, et vakuoolid on tekkinud evolutsiooni vältel korduvalt. Vakuoolide sisaldis on tavaliselt suure prootonite ja orgaaniliste hapete kontsentratsiooni tõttu happeline (pH 5,0–5,5). Teatud taimekudedes, näiteks sidruni Citrus limonia viljades, võib vakuoolide pH olla ka palju happelisem (pH 2,5). Esinevad ka neutraalse pH-ga vakuoolid. Organismi arengus tekivad vakuoolid siledalt endoplasmaretiikulumilt punguvatest vesiikulitest. Taimede meristeemirakkudes on tavaliselt mitmeid väikesi vakuoole, mis vanemates rakkudes ühinevad ja moodustavad ühe suure tsentraalse vakuooli, jättes rakumembraani all paikneva tsütoplasma seotuks rakutuuma ümbritseva piirkonnaga transvakuolaarsete tsütoplasmaniitidega. Need niidid, nn Hechti jooned, muutuvad hästi märgatavaks tugevalt väljendunud plasmolüüsi korral, kui rakk on kaotanud palju vett. Plasmolüüsiks nimetatakse rakusisaldise eemaldumist rakukestast. Plasmolüüsi saab tekitada rakkude asetamisega hüpertoonilisse, suure lahustunud ainete kontsentratsiooniga keskkonda. Kitsa ribana rakumembraani all paiknemine suurendab tsütoplasma pindala ja võimaldab kiiremat gaasi- ja ainevahetust keskkonnaga.


    Vakuoolid võivad rakus täita väga erinevaid ülesandeid. Neid kasutatakse paljude ühendite ja ioonide panipaigana. Vakuooli ladustatakse toksilised ühendid (raskmetallide ioonid, herbitsiidid, liigne Ca2+ ja oblikhape), aga ka säilitamiseks mõeldud ühendid, nagu kõrrelistes polüsahhariidid fruktaanid, mitmesugused mono- ja disahhariidid. Eri liiki taimede viljade ja muude taimeosade vakuoolides kogunevad erinevad suhkrud erinevates proportsioonides. Viinamarjades on palju glükoosi, pirnides fruktoosi, suhkruroos ja suhkrupeedis sahharoosi. Suur lahustunud ainete – nagu suhkrud, aminohapped, orgaanilised happed ja ioonid K+, Na+, Mg2+, Cl-, SO42-, NO3- – kontsentratsioon vakuoolis tagab vee osmootse neelamise rakku ja kasvamiseks vajaliku turgorrõhu ka mulla madala veesisalduse tingimustes. Taimedele on iseloomulik venimiskasv, mille puhul raku ruumala kuni sajakordne suurenemine on tingitud peamiselt vee sisenemisest vakuooli, mitte valke sisaldava tsütosooli mahu suurenemisest. Vesi liigub vakuooli TIP (ingl tonoplast intrinsic proteins) akvaporiinide abil. C4 ainevahetusega turdtaimedes kasutatakse öösel vakuooli talletatud malaati päeval pärast dekarboksüleerimist CO2 allikana Rubisko jaoks.


    Väikese molekulmassiga orgaanilised ühendid ja ioonid sisenevad vakuooli tonoplastis paiknevate transpordivalkude abil. Transpordiks vajaliku energia prootonite liikumapaneva jõu Δp kujul annavad tonoplastis paiknevad pumbad: V-tüüpi H+-ATPaas ja H+-pürofosfataas (joonis 16.12), mis pumpavad prootoneid vakuooli. Tonoplastis paiknevad kandjavalgud kasutavad suhkrute, katioonide ja anioonide transportimiseks antiporti prootonitega. Ioonide liikumist läbi tonoplasti võivad kompleksselt reguleerida mitmed ühel ajal toimivad faktorid. Õhulõhede sulgumisel väljutavad vakuoolid õhulõhede sulgrakkudes suurtes kogustes K+-ioone vakuooli kanalite abil. Müürloogas aktiveeruvad (avanevad) aeglased vakuooli (ingl slow vacuolar) kanalid TPC1 tsütosooli [Ca2+] suurenedes ja inhibeeruvad (sulguvad) pH suurenemisel. Ioonide väljumisel väljub rakust ka vesi, turgorrõhk väheneb ja õhupilu sulgub.
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    Joonis 16.12. Tonoplastis paiknevad prootonipumbad (V-tüüpi H+-ATPaas ja H+-pürofosfataas) suurendavad [H+] vakuoolis ja tekitavad tonoplasti negatiivse membraanipotentsiaali. Suhkrud, katioonid ja anioonid liiguvad antipordis prootonitega vakuooli transpordivalkude-kandjate vahendusel. Tonoplastis on ka palju kanalivalke. Kaaliumioonid liiguvad näiteks vakuooli kanalite (VK), kiirete (FV) ja aeglaste (SV/TPC1) kanalite abil. Modifitseeritud Etxeberria, E. et al., 2012 järgi.


    Taimede idulehtedes ja seemnete endospermis esinevad valkude säilitusvakuoolid (ingl protein storage vacuoles, PSV) ja valgukehakesed (ingl protein bodies, PB), mis varustavad taime idanemisel lämmastiku ja aminohapetega. Liblikõieliste ja kõrreliste seemned on inimese toidulaua ühed olulisemad komponendid just valku sisaldavate vakuoolide ja valgukehakeste suure sisalduse tõttu. Kõrrelistes on säilitusvalkudeks globuliinide kõrval unikaalsed alkoholis lahustuvad prolamiinid, kaheidulehelistes peamiselt soolades lahustuvad globuliinid. Säilitusvalgud liiguvad vakuoolidesse endomembraanide süsteemi abil pärast sünteesi karedal ER-il. Kõikidel säilitusvalkudel on N-otsas ER lokaliseerumise signaal, mis eemaldatakse ER luumenis paikneva peptidaasi toimel. Samuti on säilitusvalkudel N- ja ka C-otsas signaaljärjestused (ingl vacuolar sorting signal, VSS), mille tunnevad ära Golgi kompleksi membraanides paiknevad retseptorid. VSS-retseptorkompleksi sisaldavatest piirkondadest punguvad väikesed 0,1 µm läbimõõduga elektrontihedad valke sisaldavad vesiikulid, mis ühinevad hiliste endosoomidega, mida nimetatakse ka multivesikulaarseteks endosoomideks, ja moodustavad valkude säilitusvakuoolid. Valgukehakesed moodustuvad karedal ER-il vahetult ilma Golgi kompleksi vesiikulite osalemiseta (joonis 16.13). Kõrreliste valgukehakestele on iseloomulik eriti suur prolamiinide sisaldus.
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    Joonis 16.13. Säilitus- ja lagundavate (lüütiliste) vakuoolide tekkimise skeem ja seosed taime endomembraanide süsteemiga. Fotol on fluorestseeruva värviga värvitud nisu aleuroonkihi raku protoplast suurte säilitusvakuoolidega (V1) ja väiksemate lüütiliste vakuoolidega (V2). Modifitseeritud Buchanan, B. B. et al., 4th ed., 2000 järgi.


    Lagundavad lüütilised vakuoolid on loomsete rakkude lüsosoomidega analoogilised organellid. Nad sisaldavad mitmesuguseid hüdrolaase (nukleaasid, lipaasid, glükosidaasid, proteaasid), mis on olulised säilitusainete lagundamiseks ja võimaldavad ainete ringlust rakus. Müürloogas on tuntud vakuoolis paiknev proteaas VPE (ingl vacuolar processing enzyme). VPE sünteesitakse karedal ER-il inaktiivse eellasena, mis aktiveerub vakuooli happelises keskkonnas ja lülitab sisse proteolüütilise kaskaadi, aktiveerides astmeliselt teised proteaasid. Lüütilised vakuoolid on olulised taimede programmeeritud rakusurma (ingl programmed cell death, PCD) sisselülitumisel. Taimede PCD on erinev loomsetes rakkudes toimuvast apoptoosist. Toimub rakkude autolüüs – rakud seedivad ennast ise. Autolüüs võib toimuda vakuoolis paiknevate hüdrolaaside väljumisel tsütosooli tonoplasti lagunemise tagajärjel. See toimub näiteks surnud, ilma rakusisaldiseta trahheede ja trahheiidide moodustumisel juhtkudede diferentseerumisel. Taimedes võib toimuda ka autofaagia, kui autofagosoomid ümbritsevad osa tsütoplasmast koos organellidega ja sulavad seejärel kokku lüütiliste vakuoolidega. Taimede rakusurma toimumisel on eriti olulised tsüsteiinsed peptidaasid, mida nimetatakse metakaspaasideks, aga selles osalevad ka seriinsed- ja metalloproteaasid.


    Kroonlehtede ja lihakate viljade epidermi ja epidermialuste rakkude vakuoolid sisaldavad paljudes taimedes antotsüaniine, mis annavad õitele ja viljadele roosa, punase või sinise värvuse (joonis 16.14). Vakuoolides sisalduvad taimespetsiifilised fenoolsed ühendid, alkaloidid ja saponiinid on olulised kaitses patogeenide vastu. Kontraktiilsed vakuoolid vetikates ja teistes protistides võimaldavad osmoregulatsiooni, väljutades vakuoolides esinevaid lahustunud aineid.
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    Joonis 16.14. Roio-tradeskantsia (Tradescantia spathacea) lilla värvusega antotsüaniine sisaldavad vakuoolid. Vakuoolid täidavad kogu raku, tsütoplasma on õhukese kihina rakukesta all. Õhulõhede sulgrakkude vakuoolides antotsüaniine ei ole. Foto: E. Padu.

  


  
    16.2. Taimeraku diferentseerumine


    16.2.1.Taimede kasvu ja arengu iseärasused


    Kõrgemate taimede ontogeneesis võib eristada seemnes toimuvat embrüogeneesi ning sellele järgnevaid vegetatiivse ja generatiivse arengu staadiume. Samuti võib taimede elutsüklis eristada diploidset sporofüüdi ning haploidset isas- ja emasgametofüüdi elujärku (joonis 16.15).
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    Joonis 16.15. Õistaime arengu etapid. Taime elutsüklis võib eristada embrüogeneesi-, vegetatiivset- ja paljunemisstaadiumi. Toimub haploidse gametofüüdi ja diploidse sporofüüdi põlvkondade vaheldumine. Tolmutera on isasgametofüüt, lootekott on emasgametofüüt. Modifitseeritud Buchanan, B. B. et al., 4th ed., 2000 järgi.


    Soontaimede arengutsüklis domineerib sporofaas, sporofüüdi mass moodustab alati valdava osa taime massist. Sammaltaimedel on valdav gametofaas. Põhjuseks, miks diploidne arengufaas muutus taimede evolutsioonilises arengus domineerivaks, on tõenäoliselt asjaolu, et diploidsus võimaldab kahjulike mutatsioonide maskeerimist. Taimede arengu regulatsiooni molekulaarne tasand on kõige paremini uuritud katteseemnetaimedel. Õpiku käesolevas osas peatutaksegi peamiselt katteseemnetaimede, eriti taimemolekulaarbioloogide ja -geneetikute põhjalikult uuritud hariliku müürlooga (Arabidopsis thaliana) diferentseerumisel ja selle regulatsioonil. Hariliku müürlooga on muutnud molekulaarbioloogide lemmiktaimeks väike kromosoomide arv (5), väike genoom (135 Mbp), mille nukleotiidne järjestus määrati juba 2000. aastal, lühike viie-kuuenädalane elutsükkel ja palju mutante (joonis 16.16).
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    Joonis 16.16. Õitsev Arabidopsis thaliana. Foto: S. Kuuse.


    Pidevalt täienev informatsioon hariliku müürlooga genoomi kohta on kättesaadav TAIR-i (ingl The Arabidopsis Information Resource) veebilehel (www.arabidopsis.org). 2010. aasta andmetel on harilikus müürloogas 27416 valku kodeerivat geeni, neist kloroplasti DNA-s 88 ja mitokondri DNA-s 122. Samuti on genoomis veel 4827 pseudogeeni või transponeeruvat elementi ja 1359 erinevaid RNA vorme kodeerivaid geene, kokku 33602 geeni. Kokkuvõtlikult on müürlooga rakus diploidne kromosoomistik tuumas, fotosünteesivates rakkudes võib peale rakutuuma geenide esineda rohkem kui 500 plastiidi genoomikoopiat, sest ühes plastiidis võib sisalduda mitmeid DNA molekule. Mitokondriaalse DNA molekulide arv sõltub raku energiavajadusest ja on tavaliselt väiksem võrreldes plastiidide DNA molekulide arvuga.


    Seemnetaime elutsükli alguseks võib lugeda seemnealgmes paikneva munaraku ühinemist tolmuterast vabanenud seemnerakuga. Viljastatud munaraku korduval jagunemisel toimub embrüogenees (loote areng) ja moodustub seeme, mis sisaldab uue väikese taime algme. Katteseemnetaimedes moodustub ka toitekude, sekundaarne endosperm, seda embrüo ja idandi heterotroofseks toitumiseks seemne idanemisel. Taime ehituse põhiplaan, peamised kudede tüübid ja tulevaste organite asukoht määratakse juba embrüos. Ontogeneesi jooksul toimub arengus üherakulisest sügoodist komplekssete rakutüüpide ja kudedega hulkrakseks organismiks pidev diferentseerumine, tekivad erinevat tüüpi spetsialiseerunud rakud võrsete ja juurte embrüonaalseid rakke säilitavatest piirkondadest – algkudedest ehk meristeemidest. Arengus moodustuvate uute rakkude diferentseerumine sõltub neis avalduvate geenide valikust, mis on määratud spetsiifiliste transkriptsioonifaktoritega. Organid moodustuvad ja koed diferentseeruvad vastavalt embrüogeneesis määratud teljestikule. Eriti suured muutused rakkude ja kudede diferentseerumisel ning morfogeneesis toimuvad üleminekul vegetatiivsest generatiivsesse arengufaasi õite moodustumisel. Taimede arengu üks iseärasus on see, et diferentseeruvad rakud ei liigu organismi piirides rakukesta esinemise tõttu. Loomadel on selline rakkude migratsioon tavapärane. Rakukest ja vahelamell kinnitavad kõrvuti asetsevad rakud üksteise külge. Organite morfogenees sõltub uue rakukesta moodustumise kohast rakkude pooldumisel. Vahesein võib paikneda antiklinaalselt (risti välispinnaga või kõrval paikneva rakkudekihi suhtes), periklinaalselt (paralleelselt välispinnaga või kõrval paikneva rakkudekihiga) ja transversaalselt (risti taime/organi pikiteljega) (joonis 16.17).
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    Joonis 16.17. Vaheseina tekkimise võimalused raku jagunemisel. Periklinaalsed jagunemised tekitavad taime välispinnaga või kõrval paikneva rakukihiga paralleelsed uued rakuseinad ja uue rakkudekihi. Antiklinaalsel jagunemisel tekib uus vahesein risti taime välispinnaga või kõrval paikneva rakukihiga ja suureneb rakkude arv ühes rakukihis. Transversaalsel jagunemisel tekib uus vahesein risti taime pikiteljega ja toimub taime pikkuskasv. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 2015 järgi.


    Diferentseerumist reguleerivat informatsiooni edastavad väikese molekulmassiga taimehormoonid, samuti valgud ja nukleiinhapped, mis võivad olla pärit naaberrakkudest või liiguvad kohale kaugtranspordi teel ksüleemis ja floeemis. Harilikus müürloogas liigub enam kui 15% transkriptsioonifaktoritest rakkude vahel, tõenäoliselt läbi plasmodesmide (naaberrakke ühendavad endoplasmaretiikulumi sisaldavad kanalid rakukestas ja -membraanis). Viimase aastakümne uurimustes on selgunud erinevate mikroRNA-de (miRNA) oluline osa diferentseerumise regulatsioonis. miRNA-d on keskmiselt 21–24 nukleotiidi sisaldavad RNA lõigud, mis takistavad märklaudgeenide mRNA translatsiooni, seostudes mRNA komplementaarsete piirkondadega. Harilikus müürloogas on leitud enam kui 300 miRNA geeni.


    Taimede individuaalsele arengule on iseloomulik uute kudede ja organite moodustumine meristeemidest ühetaoliste moodulitena (fütomeeridena) kogu elu vältel, mis muudab arengu regulatsiooni lihtsamaks (joonis 16.18).
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    Joonis 16.18. Kaheidulehelise taime organid ja koed. Modifitseeritud plantphys.info/plant_physiology/plantbasics1.shtml järgi.


    Uued vegetatiivsed maapealsed organid tekivad näiteks võsu fütomeeride (sõlm koos sellele kinnitunud lehe ja külgpungaga ning sõlmest allpool paikneva sõlmevahega) järjestikusel vertikaalsel moodustumisel kasvamise jooksul. Ka on taimede arengu omapäraks diferentseerunud rakkude võime teatud tingimustes kergesti ümberdiferentseeruda teisteks rakutüüpideks (näiteks fotosünteesivatest leherakkudest vett juhtivateks trahheedeks) ja ka dediferentseeruda (joonis 16.18). Dediferentseerumine on diferentseerunud koe rakkude muutumine vähemdiferentseerunud meristemaatilisteks rakkudeks, mis võivad uuesti siseneda rakutsüklisse ja areneda teist tüüpi rakkudeks. Oletatakse, et selline paindlik diferentseerumise strateegia on kasulik paiksest eluviisist tingitud sagedaste stresside (kuivus, külm, patogeenid, herbivoorid, maastikupõlengud, vähene või liiga intensiivne valgus jne) kahjustuste kõrvaldamiseks.


    16.2.2. Taimede meristeemid, tüvirakud ja nende paiknemine


    Võsu tipumeristeemi avastajaks peetakse Caspar Wolffi, kes tegi 1759. aastal kindlaks, et võsu tipp on uute maapealsete organite moodustumise koht. Kreekakeelsest sõnast „jagunema“ tuletatud termini „meristeem“ võttis esimest korda kasutusele Carl Wilhelm von Nägeli 1858. aastal võsu tipu jagunemisvõimeliste rakkude rühma tähistamiseks. Esimeste meristeemide arengut kontrollivate geenide (Knotted1 maisis, Zea mays) avastamisest on möödunud rohkem kui 20 aastat. Teadmised taimede arengu molekulaarbioloogiast on käesolevaks ajaks oluliselt kasvanud.


    Taimede meristeemide pidevalt jagunevaid rakke nimetatakse initsiaalrakkudeks ja neid võrreldakse sarnaste omaduse ja funktsioonide tõttu loomade tüvirakkudega. Klassikalise definitsiooni järgi iseloomustab tüvirakku ebavõrdne rakujagunemine: üks moodustunud tütarrakk säilitab diferentseerumata emaraku omadused ja teine tütarrakk omandab seesmiste või välistegurite toimel kindla arengusuuna. Initsiaalrakkudest tekkinud determineeritud arengusuunaga rakke nimetatakse initsiaalrakkude derivaatideks. Meristeemirakud on tiheda tsütoplasmaga, suure tuum/tsütoplasma ruumalade suhtega, tavaliselt ilma suure tsentraalvakuoolita, ümbritsetud esikestaga ja sisaldavad ainult proplastiide. Meristeemirakud esinevad tavaliselt rakkude rühmana, mis moodustabki algkoe ehk meristeemi. Meristeemide rakud võivad jaguneda lõpmatult. Nagu loomades, on ka taimedes vajalik telomeeride ja telomeraasi olemasolu rakkude jagunemise alalhoidmiseks. Telomeeride pikkus on kriitiline tegur meristeemi aktiivsuse säilitamisel. Juure tipumeristeemi tüvirakkude kromosoomidel on pikem telomeer kui diferentseerumise lõpetanud juurerakkude kromosoomidel. Telomeeri lühenemisel tekivad rakutsükli inhibiitorid ja mitoos aeglustub.


    Juure tipumeristeemis esinevad aeglaselt jagunevad rakud, mis moodustavad puhkava keskuse (ingl quiescent centre, quiet zone). Puhkava keskuse maisi juurtes avastas Frederick Albert Lionel Clowes 1957. aastal, uurides mitoosi sagedust erinevates rakkudes. Puhkava keskuse ülesanne on tagada meristeemirakkude kindel arv meristeemi vigastuse või ka normaalse arengu korral. Meristeemi säilumiseks peab rakkude jagunemine ja diferentseerumine olema täpselt reguleeritud ja tasakaalustatud.


    Paiknemise alusel taimes eristatakse erinevaid meristeemitüüpe. Taime varre ja juure tippudes ning pungades esineb tipu- ehk apikaalne meristeem. Varres ja juures esineb ka külg- ehk lateraalne meristeem. Üheidulehelistel esineb iga varrelüli alusel paiknev lehetupega ümbritsetud vahe- ehk interkalaarne meristeem. Osjadel esineb vahemeristeem varrelülide ja ka lehelabade alusel. Meristemoidideks nimetatakse juhusliku paiknemisega jagunemisvõimelisi üksikrakke või rakkude rühmi, mis teatud ajamomendil diferentseeruvad püsikudedeks. Meristemoidid on näiteks õhulõhede kompleksiks arenevad lehtede epidermirakud. Juurte tippudes paikneb juure tipumeristeem ehk JTM (ingl root apical meristem, RAM) ja võrsete tippudes võrse tipumeristeem ehk VTM (ingl shoot apical meristem, SAM). Tipumeristeeme nimetatakse ka primaarseteks meristeemideks, sest nad esinevad juba seemnes. VTM ja JTM on vajalikud taimede kogu eluaja kestvaks (determineerimata) kasvuks, mis võib toimuda näiteks igimännil (Pinus longaeva) rohkem kui 5000 aasta jooksul. VTM ja JTM võivad tekitada kolme tüüpi derivaate: protodermi, põhimeristeemi ja prokambiumi rakke, mis annavad alguse vastavalt kattekudedele (epiderm, epibleem), põhikudedele (esikoor, säsi, endoderm) ja juhtkudedele (esipuit, esiniin) (joonis 16.17). Erinevat tüüpi kudedeks diferentseeruvatel derivaatidel on tipumeristeemides kindel asukoht, spetsiifiline transkriptsioonifaktorite valik, transkriptoom ja proteoom. Tipumeristeemidest tekkinud koed (esikoed) moodustavad taime primaarehituse.


    Taimedes esineb ka mitut tüüpi külgmeristeeme, mis tagavad juurte ja varte jämeduskasvu. Harilikus müürloogas moodustub prokambium embrüos peritsüklist (joonis 16.23), kuid prokambiumi tütarrakkude diferentseerumine juhtkudedeks (esiniineks ja esipuiduks) algab alles seemne idanemisel. Vanemates taimeosades areneb prokambium kambiumiks. Kimbukambiumi jagunemisel tekkinud tütarrakkudest moodustuvad teispuit ja -niin (joonis 16.19).
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    Joonis 16.19. Hariliku pärna (Tilia cordata) kolmeaastase oksa primaar- ja sekundaarehitus. Kaheiduleheliste varre primaarehitust iseloomustab prokambiumi sisaldavate juhtkimpude eraldi paiknemine (joonis 16.18). Sekundaarehituse tekkides diferentseerub prokambium kimbukambiumiks ja juhtkimpude vahel paiknevaks kimbuvaheliseks kambiumiks, mis puittaimedes koos moodustavad teisksüleemist ja teisfloeemist koosneva kambiumirõnga. Esifloeem paikneb kimbukambiumist kaugemal (korgikambiumile lähemal) võrreldes teisfloeemiga. Esikoore rakkudest tekkinud korgikambiumist moodustub väljapoole kork ja sissepoole felloderm, mis vanemates okstes pole hästi eristatav. Korgikambium, kork ja felloderm moodustavad sekundaarse kattekoe, peridermi. Modifitseeritud Vikipeedia järgi.


    Teispuit moodustab puittaimedes valdava osa tüvede ja okste massist ning leiab laialdast kasutamist ehituses ning mööblitööstuses. Kambiumi moodustumine taimeriigi evolutsioonis langeb kokku soontaimede (ingl vascular plants) tekkimise ja arenguga devonis ja karbonis 290–380 miljonit aastat tagasi. Taimedes esineb ka esikoore rakkudest tekkinud korgikambium ehk fellogeen, millest vanemates taimedes moodustub epidermi asendav sekundaarne kattekude ehk periderm. Fellogeeni jagunemisel tekkinud seesmised tütarrakud diferentseeruvad parenhüümseteks fellodermi rakkudeks, väljapoole jäävatest tütarrakkudest moodustuvad veele läbimatu korgistunud (suberiini sisaldava) kestaga felleemi (kork) rakud. Kõik fellogeenist tekkinud rakud kokku moodustavad peridermi (korkkoe) (joonis 16.19).


    Ka korki kasutatakse majanduslikel eesmärkidel. Korgitamme (Quercus suber) korkkoest moodustunud paksust korbast valmistatakse pudelikorke ja paljusid teisi tarbeesemeid. Kork on taime seesmistest osadest kergesti eemaldatav, sest korgikambiumi rakud on õhukeseseinalised ja haprad. Korgi eemaldamine ei kahjusta oluliselt korgitamme ja mõne aasta möödudes moodustub tüvele uus korkkoe kiht. Hariliku tamme (Quercus robur) koort kasutatakse fenoolsete ühendite (tanniinide) sisalduse tõttu naha parkimiseks. Kaheiduleheliste juurtes on peritsükli (steeli esimene rakkude kiht) rakud lateraalseks meristeemiks ja osalevad külgjuurte tekkes. Peritsükli rakud hakkavad jagunema ja moodustuv külgjuur tungib läbi esikoore ja epibleemi välja. Kambiumist tekkinud koed (teiskoed) moodustavad taime sekundaarehituse. Esikoed ja teiskoed moodustuvad ühes taimes ühel ajal. Varte ja juurte tippudes moodustuvad tipumeristeemidest esikoed, vanemates piirkondades kimbu- ja korgikambiumist teiskoed (joonis 16.17 ja 16.18). Üheidulehelistel puuduvad enamasti kambium ja teiskoed.


    16.2.3. Embrüogenees


    Embrüogeneesis tekib ühest rakust – viljastatud munarakust – kindla struktuuriga hulkrakne moodustis, s.o loode ehk embrüo. Taimede embrüogeneesis kinnistub varakult võrse-juure pikitelje asukoht ja toimub histogenees – määratakse esikudede (katte-, põhi- ja juhtkoe) paiknemine. Samuti determineeritakse tulevaste organite (idu- ja pärislehed, idujuur, hüpokotüül) asukoht. Organid tekivad spetsialiseerunud kindla asukohaga rakkude kogumikest, mida nimetatakse asutajarakkudeks. Asutajarakud erinevad tüvirakkudest, sest nende arengusuund on määratletud. Embrüogeneesi jooksul kinnistub ka uute organite ja kudede tekkimist võimaldavate tipumeristeemide asukoht. Küpses seemnes on paljudel taimeliikidel juba olemas väike taim peamiste kudede ja organite algmetega. Taimeriigi evolutsioonis on embrüo tekkimine ürgsem kui seemne teke. Arvatakse, et paljunemise jaoks oluline embrüote moodustumine oli üks esimesi maismaataimedel tekkinud omadusi. Esimesed embrüot moodustavad taimed (embrüofüüdid) tekkisid peaaegu 500 miljonit aastat tagasi ordoviitsiumis. Vetikad Streptophyta harust olid suutelised asuma veest maale ja moodustama embrüote abil paljunevad maismaataimed. Noor hulkrakne diploidne embrüo saab toitu emataime kudedest ja on kaitstud ebasoodsate välistingimuste eest. Sügootne embrüogenees algab, kui seemnerakk viljastab munaraku. Embrüo võib moodustuda ka diploidsest vegetatiivsest rakust (somaatiline embrüogenees). Sõltumata tekkimisviisist on embrüo arengu varajased staadiumid kõigil kõrgematel taimedel üldjoontes sarnased.


    Katteseemnetaimedes toimub unikaalne kaheliviljastumine, mille Sergei Navašin ja Leon Guignard üksteisest sõltumatult 19. sajandi lõpus avastasid. Üks tolmuterast tekkinud sperm ehk spermium (ilma viburita isassugurakk) viljastab nii haploidse munaraku kui ka diploidse lootekoti tsentraalraku. Kaks spermi tekivad tolmutera generatiivse raku mitootilisel jagunemisel, mis tavaliselt toimub läbi emakakaela kasvavas tolmutorus. Spermi ühinemist lootekoti tsentraalrakuga nimetatakse ka vegetatiivseks viljastumiseks (joonis 16.20).
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    Joonis 16.20. Kahekordne viljastumine maisis (Zea mays). Tolmuterast kasvanud tolmutoru sisaldab kaks spermi (n) ja vegetatiivse tuuma (n). Tolmutoru siseneb sünergiidi ja vabastab spermid. Spermide tuumad liiguvad lootekotti ja ühinevad munaraku tuumaga (n) ja tsentraalraku tuumaga (2n). Viljastatud munarakust areneb embrüo (2n), viljastatud tsentraalrakust endosperm (3n). Modifitseeritud Buchanan, B. B. et al., 5th ed., 2015 järgi.


    Erinevalt katteseemnetaimedest ei toimu teistes taimerühmades kaheliviljastumist. Kahekordse viljastumise tagajärjena tekivad seemne peamised koostisosad, diploidne embrüo, arenevale lootele toitainete allikaks olev triploidne endosperm ja kaitset pakkuv seemnekest. Embrüogeneesi jooksul toimuvad protsessid sõltuvad peamiselt transkriptsiooni regulatsioonist sügoodis ja embrüos. Uued transkriptsioonifaktorid võivad tekkida iga järjekordse raku jagunemisega, aga geenid, mida nad sisse- või välja lülitavad, on paljudel juhtudel tundmatud. Embrüo histo- ja organogeneesis on olulised positsioneerivad signaalid ja nende tajumismehhanismid. Embrüonaalses arengus raku asukoha tunnetamisel on eriti oluline taimehormoon auksiini (indolüül-3-äädikhape, IAA) kontsentratsiooni gradient.


    Kaheidulehelise hariliku müürlooga (Arabidopsis thaliana) embrüo arengus eristatakse mitmeid staadiume (joonis 16.21 ja 16.22).
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    Joonis 16.21. Hariliku müürlooga Arabidopsis thaliana embrüogeneesi staadiumid fotodel. A. Embrüo pärast sügoodi esimest jagunemist apikaalse ja basaalse raku tekkimisega. B. Kaherakuline embrüo. C. Kaheksarakuline embrüo. D. Kerakujulises staadiumis moodustub protoderm (pindmine rakkudekiht). E. Varajane südamekujuline staadium. F. Hiline südamekujuline staadium. G. Torpeedo staadium. H. Valminud embrüo. Foto modifitseeritud Taiz, L. et al., 2015 järgi.
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    Joonis 16.22. Embrüogeneesi staadiumid harilikus müürloogas Arabidopsis thaliana. Sügoodi ebasümmeetrilisel jagunemisel tekkinud väiksem apikaalne rakk moodustab pärast kolmekordset jagunemist kaheksarakulise embrüo. Embrüo neljast ülemisest rakust koosnev kiht idanemisel annab idulehed ja võrse tipumeristeemi. Alumine neljast rakust koosnev kiht annab hüpokotüüli, juurealgme ja juure tipumeristeemi ülemised rakud. Sügoodi esimesel jagunemisel tekkinud suurem basaalne rakk moodustab suspensori rakurea. Suspensori ülemisest rakust tekib hüpofüüs. Hüpofüüsi jagunemisel tekkinud läätsekujulisest rakust moodustub juure puhkav keskus ja juurekübara keskmine sambakujuline osa. Ühest ühisest eellasrakust pärinevad tütarrakud on ühevärvilised. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 2004 järgi.


    1. Sügoodi staadium. Viljastatud munarakk jaguneb asümmeetriliselt väikese tipu- ehk loote- ehk apikaalraku ja suurema alus- ehk suspensor- ehk basaalraku moodustumisega. Edasises arengus moodustub tipurakust rakujagunemiste tulemusena valdav osa embrüost, basaalrakust moodustub embrüo ja emataime juhtkudede sidumiseks vajalik kuue kuni üheksa rakuline niitjas suspensor. Üldlevinud arvamuse järgi varustab suspensor arenevat loodet emataimest pärit toitainete ja kasvuregulaatoritega ning kinnitab embrüo seemnealgme mikropüüli (seemnealgme integumentides olev ava tolmutoru sisenemiseks) süvendisse.


    2. Kerakujuline ehk globulaarne staadium. Kolme jagunemise tulemusena moodustub sügoodist tekkinud apikaalrakust ümara kujuga radiaalse sümmeetriaga kaheksarakuline proembrüo – oktant. Oktandi ülemisest neljast rakust koosnevast kihist tekivad embrüogeneesi järgnevatel etappidel võsu tipumeristeem ja idulehtede algmed, alumisest neljast rakust koosnevast kihist moodustuvad hüpokotüül (varre osa idulehtede ja juure vahel) ning juuremeristeem, välja arvatud meristeemi puhkav keskus ja juurekübar, mis tekivad suspensori ülemisest rakust, hüpofüüsist. Kerakujulise staadiumi lõpus jaguneb hüpofüüs tipmiseks läätsekujuliseks rakuks, millest kujuneb juuremeristeemi puhkav keskus, ja alumiseks rakuks, millest tekib juurekübara keskmine sambakujuline osa (ingl columella). Kerakujulises embrüos toimub ka histogenees ja kujuneb embrüo radiaalne sümmeetria. Periklinaalsed rakujagunemised annavad embrüot katva rakukihi, protodermi. Protodermist tekib kattekude, protodermiga ümbritsetud seesmisest rakkude kogumikust kujuneb põhikude ja determineeritakse juhtkudesid moodustava prokambiumi eellasrakud.


    3. Südamekujuline ehk südajas staadium. Selles staadiumis kinnistub taime maapealsete osade jaoks rakke andva võsu tipumeristeemi asukoht. Tipumeristeemi külgedel toimub rakkude intensiivne jagunemine idulehtede algmete tekkega ja kujuneb embrüo bilateraalne sümmeetria. Hüpofüüsist tekkinud juure puhkav tsentrum ja tema ümber paiknevad tüvirakud moodustavad juuremeristeemi organiseeriva keskuse, juure tipumeristeemi, mis paikneb võrse tipumeristeemi vastaspoolusel.


    4. Torpeedo staadium. Selles staadiumis idulehtede algmed pikenevad ja hüpokotüüli moodustav piirkond muutub eristatavaks. Suspensori rakud, välja arvatud hüpofüüs, hävivad.


    5. Küpsusstaadiumis kogunevad embrüo puhkeseisundit esilekutsuvad ühendid ja säilitusained, embrüo ja seeme tervikuna kaotavad vett.


    Üheidulehelised läbivad embrüogeneesi jooksul täiendavad kilbikese (ingl scutellum) ja koleoptüüli moodustumise staadiumid. Ühest idulehest tekkinud kilbike on surutud endospermi vastu ja võimaldab toitainete liikumist endospermist idusse. Kõrrelistele iseloomulik singas ehk koleoptüül moodustab kaitsva toru ümber kasvava idu maapealse osa. Paljasseemnetaimede embrüogeneesis eristatakse kolme staadiumi. Proembrüogenees sisaldab kõiki enne suspensori pikenemist toimuvaid protsesse. Varajane embrüogenees haarab kõiki protsesse suspensori pikenemise ja juuremeristeemi tekkkimise vahel. Hilises embrüogeneesis tekib võsu tipumeristeemi ja juure tipumeristeemi lõplik struktuur.


    Embrüogeneesi protsessid on ajaliselt ja ruumiliselt täpselt reguleeritud. Rakkude diferentseerumissuuna määramisel võib raku asukoht arenevas embrüos või organis olla olulisem kui endogeenselt fikseeritud arengusuunaga rakuliin. Peale endogeense arenguprogrammi funktsioneerib ka nn sotsiaalne kontroll naaberrakkude poolt. On selgunud, et raku asukoha tajumises on olulise tähtsusega sünteesi, transpordi ja lagunemise kiirustest sõltuvad taimehormooni auksiini (indool-3-äädikhape) kontsentratsiooni erinevused. Auksiini ebaühtlast jaotust embrüos põhjustab enamasti auksiini transpordisüsteemi pidev muutumine. Auksiini transpordi inhibiitorite (näiteks auksiiniga struktuurilt sarnase 2,3,5-trijoodbensoehappe, TIBA) kasutamisel tekivad moondunud väliskujuga embrüod. Auksiini pK on 4,8 ning tsütosooli aluselises keskkonnas (pH ligikaudu 7,2) on enamik auksiini molekulide karboksüülrühmadest dissotsieerunud ning auksiini negatiivse laenguga anioon ei läbi difusiooni teel membraanide lipiidset kaksikkihti. Rakuvaheruumide happelistes (pH 5–5,5) tingimustes on paljud auksiini molekulid laenguta ja võivad rakkudesse siseneda, difundeerudes läbi membraani (joonis 16.23).
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    Joonis 16.23. Juurtele iseloomulike kudede tekkimine hariliku müürlooga Arabidopsis thaliana embrüogeneesis. 16-rakulises embrüos moodustub protoderm. Põhikoe ja juhtkoe tüvirakud moodustuvad juba embrüo varajases kerakujulises staadiumis. Kerakujulise staadiumi lõpuks on tekkinud hüpofüüsist puhkava keskuse ja juurekübara rakud ning moodustunud peritsükli rakud. Südamekujulise staadiumi lõpuks on tekkinud kõik juurele omased koed. Paremal toodud südamekujulise embrüo ristlõike koht on näidatud katkendjoonega. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 2015 järgi.


    Auksiini liikumises osalevad ka transportvalgud. IAA on ainuke taimehormoon, mis liigub kindlasuunaliselt aktiivse või sekundaaraktiivse transpordi vahendusel mitte ainult kõrgemates taimedes, vaid ka sammal- ja sõnajalgtaimedes, ning on osalenud arengu regulatsioonis juba varajastes maismaataimede rühmades. Tuntud on kolm olulisemat auksiini transportvalkude rühma: PIN-valgud (ingl pin-formed), fosfoglükoproteiinsed ABC-tüüpi transporterid (ingl PGP/ABCB) ja AUX- (ingl auxin) valgud (joonis 16.24).
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    Joonis 16.24. Auksiini transportvalgud rakumembraanis. H+-ATPaas (helesinine) tekitab väljaspool rakku happelise keskkonna (1), mis hoiab auksiini karboksüülrühma dissotsieerumata ja võimaldab auksiini difusiooni rakku. Auksiin võib rakku liikuda ka sümpordis prootonitega sekundaaraktiivset transporti teostavate AUX1-valkude (sinine) vahendusel (2). Tsütosooli aluselises keskkonnas on auksiin anioonina ja saab rakust välja liikuda ainult transportvalkudega. ABCB pumbad (pruun) teostavad auksiini aniooni aktiivset transporti rakkust välja (3). Auksiini anioonset vormi ekspordivad ka PIN-valgud (heleroheline) (4). Apoplasti hapelisse keskkonda sattunud auksiini molekulid seovad prootonid, kaotavad laengu ja saavad siseneda allpool paiknevatesse väiksema auksiini kontsentratsiooniga rakkudesse. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 2015 järgi.


    PIN- ja ABCB-valgud korraldavad auksiini eksporti rakkudest ja AUX-valgud importi rakuvaheruumidest rakkudesse. Käesolevaks ajaks on teada üle kümne erinevate omadustega PIN-valkude klassi. PIN-valkude nimetus pärineb hariliku müürlooga pin1-mutantidelt, mis moodustavad tavalise vegetatiivse või generatiivse tipumeristeemi asemel nõelakujulise väljakasvu võrse tippu. AUX-valgud korraldavad sekundaaraktiivset auksiini sümporti, kasutades H+-ATPaasi tekitatud prootonite liikumapanevat jõudu (kahe prootoni sisenemine koos auksiini molekuliga). Arvatakse, et eelkõige PIN-valkude asukoht konkreetse raku apikaalses, basaalses või lateraalses membraaniosas määrab auksiini liikumise suuna ja suurema või väiksema auksiini kontsentratsiooniga piirkonnad embrüos. Näiteks vertikaalses rakkudereas tagab PIN-valkude paiknemine rakkude alumises basaalmembraanis auksiini ülalt alla liikumise (joonis 16.24). PIN-valkude asetus membraanis on reguleeritud fosforüülimisega PID (PINOID) seriin-treoniin tüüpi proteiinikinaaside poolt. pid-mutantide fenotüüp on sarnane auksiini transpordi inhibiitorite kasutamisel tekkiva fenotüübiga. Embrüogeneesis toodetakse PID-valke idulehtede algmetes, kus rakkude jagunemiseks on vajalikud suured auksiini kontsentratsioonid, sest auksiin on taimede rakutsükli regulaator. PIN-valkude paiknemine sõltub ka rakukesta omadustest ja transtsütoosi toimumisest.


    Auksiin reguleerib paljude geenide aktiivsust, mille kontrollis osalevad täiendavalt üle 50 erineva transkriptsiooni aktivaatori ja repressori. Auksiini tajumist võimaldavad ARF (ingl auxin response factors) transkriptsioonifaktorid, mis auksiinitundlike geenide promootori AuxRE (ingl auxin responsive elements) piirkondadega seostudes aktiveerivad nende geenide transkriptsiooni. Auksiini puudumisel moodustavad ARF transkriptsioonifaktorid heterodimeere IAA repressorvalkudega (Aux/IAA), mis takistab ARF-valkude seostumist märklaudgeenide promootoriga. Auksiini toimel lagundatakse IAA repressorvalgud proteosoomides ja ARF vabaneb inhibeerivast kompleksist. Diferentseerumine embrüos, samuti VTM-is ja JTM-is sõltub seega peale auksiini kontsentratsiooni ka ARF ja IAA repressorvalkude võrgustiku omadustest konkreetses piirkonnas.


    Auksiini paiknemist kudedes ja üksikutes rakkudes on võimalik muuta fluorestsentsmikroskoobis nähtavaks kergesti jälgitava reportergeeni produktiga DR5::GFP (ingl green fluorescent protein). GFP geeni kodeeriv piirkond on ühendatud AuxRE-d DR5 sisaldava promootoriga. Erakordselt tundlik sünteetiline auksiinivastuse element DR5 koosneb üheksast järjestikku paiknevast 11 bp pikkusega järjestusest 5’-CCTTTTGTCTC-3’. Meetod võimaldab ligikaudu hinnata ka auksiini hulka rakkudes. Mida suurem auksiini kontsentratsioon, seda rohkem GFP-d toodetakse ja seda intensiivsem on fluorestsents (joonis 16.30 A).


    16.2.3.1. Embrüo vertikaalse ebasümmeetria tekkimine


    Auksiini liikumisest põhjustatud muutused hariliku müürlooga embrüos on põhjalikult uuritud. PIN-valkude paiknemine kaherakulise embrüo suspensorraku apikaalses membraanis tagab auksiini akropetaalse (alt üles) liikumise apikaalsesse rakku ja suure IAA kontsentratsiooni selles rakus. Auksiin soodustab rakutsükli G1 tsükliinide akumuleerumisest põhjustatud sisenemist uude jagunemistsüklisse ja apikaalse raku jagunemist. Embrüo kerakujulises staadiumis PIN1 paiknemine rakkude basaalmembraanis soodustab auksiini basipetaalset (ülalt alla) liikumist hüpofüüsi ja selle jagunemist südamekujulise embrüo varajases staadiumis. PIN1 paiknemine protodermi rakkude embrüo pinnaga risti asetsevates membraanides südamekujulises embrüos soodustab kahe idulehe teket (joonis 16.25).
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    Joonis 16.25. Auksiini liikumine ja maksimaalse kontsentratsiooni kohad embrüos. Auksiini liikumise suunad embrüogeneesi erinevatel etappidel on näidatud nooltega. Suurima auksiini kontsentratsiooniga piirkonnad on sinised. Kaherakulises embrüos soodustab apikaalse raku jagunemist auksiini transport apikaalsesse rakku. Hüpofüüsi jagunemist kerakujulises embrüos soodustab auksiini liikumine hüpofüüsi. Varajases südamekujulises staadiumis soodustab auksiini liikumine protodermis lehealgmete tekkimist. PIN1 on peamine rakkudest auksiini eksportiv valk, JM – juuremeristeemi moodustumise piirkond, WOX5 – puhkava tsentrumi marker, MP (MONOPTEROS) ja PLT (PLETHORA) on embrüogeneesis olulised transkriptsioonifaktorid. Modifitseeritud Aichinger, E. et al., 2012 ja Taiz, L. et al., 2014 järgi.


    Auksiini toimel aktiveeritakse transkriptsioonifaktori MP/ARF5 (MONOPTEROS ja ARF5 on sünonüümid) süntees. MP soodustab PIN1 sünteesi. Kirjeldatud molekulaarsel alusel saavutatakse auksiini transpordi positiivne tagasiside, mis on vajalik auksiini suure kontsentratsiooni tekkimiseks juurte ja idulehtede moodustumise piirkondades.


    Auksiini kontsentratsiooni gradiendi ja transportvalkude tähtsust embrüogeneesis näitavad hariliku müürlooga ilma võsu ja/või juure tipumeristeemita mutandid, mis tekivad, kui auksiini transportvalkude paigutus või auksiini signaalirajad on rikutud. Mutant gnom (kääbus) on pallikujuline ilma vertikaaltelje, juure ja idulehtedeta moodustis. Gnom (GN) kodeerib guaniin-nukleotiidi vahetusfaktori GEF (ingl guanine nucleotide exchange factor), mis reguleerib vesiikulite liikumist endomembraanide ja rakumembraani vahel ja PIN1 polariseeritud paiknemist membraanis, mis on oluline pikisuunalise auksiini kontsentratsiooni erinevuse tekkeks ja pikitelje kujunemiseks. Mutandile monopteros on iseloomulik ilma juureta idand, võsud on normaalsed (joonis 16.26).
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    Joonis 16.26. Hariliku müürlooga embrüogeneesi mõjutavad geenid on avastatud mutantse fenotüübiga idanditest. Fotodel ja skeemidel on vasakul normaalsed taimed, paremal homosügootsed mutandid. A. GNOM-i geen on vajalik pikitelje kinnistumiseks, mutandil puuduvad pealmaaosad ja juurealge. B. MONOPTEROS-e geen on vajalik juure moodustumiseks, mutandil on normaalne pealmaaosade ja hüpokotüüli areng, aga puudub juur. Joonise C ja D osas on mutantide gnom ja monopteros skemaatiline kujutis. Mutantides puuduvad idandi osad on metsiktaimes ümbritsetud katkendjoontega kastidega. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 2015, Mayer, U. et al., 1993 ja Berleth, B., 1993 järgi.


    MP/ARF5 toimel aktiveeritakse bHLH (ingl basic helix-loop-helix) tüüpi transkriptsioonifaktori TMO7 (ingl target of MP7) süntees. TMO7 liigub kerakujulise embrüo rakkudest suspensori ülemisse rakku ja indutseerib hüpofüüsi tekke, millest edasises arengus moodustub juuremeristeemi puhkav keskus ja juurekübara keskmine osa. Hüpofüüsi moodustumisega lokaliseeritakse juure tipumeristeemi paiknemine. Seetõttu ei moodustu monopterose mutandis juur. Harilikus müürloogas on tuntud ka ilma võsudeta mutant gurke.


    Hariliku müürlooga embrüogeneesi reguleerivad peale auksiini toimega seotud transkriptsioonifaktorite ka mitmesugused teised transkriptsioonifaktorid. Enne üherakulise sügoodi pikenemist ja esimest ebasümmeetrilist jagunemist toimuvad olulised ümberkorraldused sügoodi struktuuris. Munarakult päritud vakuool jaguneb paljudeks väikesteks vakuoolideks, mis hiljem ühinevad uuesti sügoodi alumises osas paiknevaks vakuooliks (joonis 16.24). Rakutuum liigub sügoodi apikaalsesse otsa ja raku pikkus kasvab mitmekordseks. Sügoodi pikenemist ja esimest jagunemist vahendab spermist pärinev signaal. Spermi SSP (ingl short suspensor) mRNA transleeritakse alles pärast viljastumist sügoodis. SSP aktiveerib MAPK (ingl mitogen-activated protein kinases) kodeerivat geeni Yda. Yda põhjustab sügoodi pikenemist soodustava GRD (ingl grounded) transkriptsioonifaktori sünteesi. Yda inaktiveerimisel sügoot ei pikene ja esimesel jagunemisel moodustub ebanormaalselt väike basaalne rakk, millest suspensor ei arene. Yda üleaktiveerimisel tekib, vastupidi, ebanormaalselt suur suspensorrakk ja proembrüo kasv peatub. Sügoodi polariseerumise ja ebavõrdse jagunemise mehhanismi kohta WRKY2 ja WOX transkriptsioonifaktorite vahendusel on andmed saadud alles hiljuti. WOX (ingl wuschel related homebox) transkriptsioonifaktorid, mis sisaldavad HTH (ingl helix-turn-helix) nukleotiidset järjestust DNA-ga seostumiseks, aktiveeruvad sügoodi pikiteljel ebasümmeetriliselt. WOX1 ja WOX2 avalduvad sügoodi apikaalses osas ja reguleerivad kerakujulisest embrüost võrse tipumeristeemi arengut, hüpofüüsi ja suspensori tekkeks vajalikud WOX8 ja WOX9 ekspresseeruvad sügoodi basaalses osas. Zn-sõrme tüüpi transkriptsioonifaktor WRKY2 aktiveerib WOX8 ja WOX9 transkriptsiooni, tekitades sügoodi polariseerumise. Geeni Wrky2-mutandis puudub sügoodi ebasümmeetriline jagunemine, mistõttu tekivad kaks võrdse suurusega tütarrakku.


    16.2.3.2. Embrüo radiaalse sümmeetria ja kudede tekkimine


    Peale vertikaalse polariseerumise toimub ka radiaalne embrüo polariseerumine ja sellega seotud erinevate kudede eellasrakkude kindlaksmääramine (joonis 16.22 ja 16.23). Hariliku müürlooga oktandi alumisest rakkudekihist tekivad epidermi ja juurekübara külgmise osa tüvirakud (EKT). Kerakujulist embrüot katvates rakkudes toodetakse protodermi identifitseerivad homeodomeensed transkriptsioonifaktorid ATML1 (ingl Arabidopsis thaliana meristem layer 1) ja PDF2 (ingl protodermal factor 2). Nende valkude geenide inaktiveerumisel moodustub idandis mesofülli rakkude tunnustega moondunud epiderm. Protodermi all eristuvad põhikoe tüvirakud (KET), mis embrüo südamekujulises staadiumis jagunedes annavad esikoore ja endodermi rakud. Peale põhikoe eellasrakkude on varajases kerakujulises staadiumis embrüo keskel eristatavad ka steeli tüvirakud (ST). Nende rakkude periklinaalsel jagunemisel moodustuvad peritsükkel ja prokambiumi rakud (joonis 16.23). On teada kaks embrüo kerakujulises staadiumis toodetavat prokambiumi paiknemist reguleerivat LRR-i (ingl leucine rich repeat) sisaldavat retseptortüüpi kinaasi e RLK-d (ingl receptor-like kinase): RPK1 (ingl receptor-like protein kinase 1) ja TOAD2 (ingl toadstool 2). Geenide Rpk1 ja Toad2 topeltmutandis aktiveeruvad auksiini ja MONOPTEROS-e transkriptsioonifaktori toimel prokambiumi markergeenid (ATHB8) kõikjal embrüos, ka põhikudede initsiaalrakkudes (KET) ja protodermis. Küpses embrüos esineb prokambium läbi idulehehtede algmete, varre ja juurealgme kulgeva rakkude reana. Esifloeemi ja esiksüleemi tekkimist prokambiumi rakkude jagunemisel moodustunud tütarrakkudest embrüogeneesis ei toimu.


    Idulehtede algmete tekkimiseks embrüogeneesis on samuti vajalik kindlasuunaline auksiini transport algmete moodustumise piirkonda. Kerakujulise embrüo mõjutamisel auksiini transpordi inhibiitoritega ei moodustu idulehted bilateraalse sümmeetria tekkimisega nagu normaalses embrüos, vaid rõngana embrüo tipuosas, tekitades omapärase tassikujulise fenotüübi. PIN-valkude fluorestsentsiga märgistamisel on näha, et südamekujulises staadiumis liigub auksiin moodustuvatesse idulehtedesse piki protodermi (joonis 16.25).


    Auksiini olulisust idulehtede moodustamisel näitab idulehtede puudumine auksiini signaalahelate häirumisel geenide Mp/Arf5 ja Nph4 (nonphototrophic hypocotyl 4) / Arf7 topeltmutantides. Idulehtede kujunemisel on olulised transkriptsioonifaktorid CUC1, CUC2 ja CUC3 (ingl cup-shaped cotyledon), mille koostoime reguleerib VTM ja idulehtesid ümbritsevate alade tekkimist. Nende geenide inaktiveerumisel moodustuvad tassikujulised kokkukasvanud idulehtedega idandid, sest idulehtedevahelised piirdealad ei teki (joonis 16.27).
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    Joonis 16.27. Arabidopsis thaliana idandite fenotüübid cuc-mutantides. A. Geeni Cuc3 mutant südamekujuliste idulehtedega. B. Kokkukasvanud idulehtedega tassikujuline geenide Cuc1 ja Cuc3 topeltmutant. Samasugune tassikujuline idand tekib geenide Cuc1, Cuc 2 ja Cuc3 kolmekordses mutandis. Foto: Hibara, K. et al., 2006.


    16.2.3.3. Somaatiline embrüogenees


    Peale sügoodi moodustumisega algava embrüogeneesi on taimedes olemas mitmeid alternatiivseid võimalusi embrüo tekkeks. Taimedele on väga iseloomulik somaatiline embrüogenees. Somaatilise embrüogeneesi käigus tekib loode tavaliselt embrüogeneesiks võimetust vegetatiivsest keharakust teatud keemiliste ühendite (taimehormoonid) või välistingimuste (näiteks kõrged temperatuurid ja teised stressitegurid) toimel. Somaatilise embrüogeneesi võib esile kutsuda teatud transkriptsioonifaktoreid kodeerivate geenide ektoopse (ingl ectopic) avaldumisega. Laboritingimustes on võimalik ka loomade keharakud (näiteks hiire fibroblastid) ümber programmeerida pluripotentseteks tüvirakkudeks. Taimede somaatilise embrüogeneesi käigus võib embrüo tekkida peaaegu kõikidest diferentseerunud kudedest lehtedes, juurtes, pungades, õieosades. Somaatiliselt tekkinud embrüod läbivad samad arengustaadiumid nagu sügoodist tekkinud embrüod, kuid laboritingimustes moodustunud embrüo on ilma endospermita ja seemnekestadeta. Somaatilise embrüogeneesi tegid esimest korda teoks eelmise sajandi viiekümnendate aastate lõpus Frederick Campion Steward ja Jakob Reinert porgandi (Daucus carota) säilitusjuurte floeemirakkude kultuuris. Somaatilise embrüogeneesi käigus toimub ekstreemne arengusuuna ümberlülitus, diferentseerunud rakust moodustub totipotentne rakk, mis on suuteline tootma kõiki terviktaimele omaseid raku- ja koetüüpe. Somaatilise embrüogeneesi põhjustajaks ja esilekutsujaks loetakse stressi, mis tekib rakkudes, kui katkestatakse nende kontakt teiste rakkudega ja nad viiakse muutunud taime kasvuhormoonide tasakaaluga keskkonda. Tavaliselt kasutatakse somaatilise embrüogeneesi esilekutsumiseks suure auksiini ja väikese tsütokiniinide kontsentratsiooniga toitesegu. Ka teisi kasvuhormoonide tasakaalu muutvaid tingimusi – lahustunud ainete ja raskete metallide suur kontsentratsioon (hüpertoonilised lahused), kõrge/madal temperatuur, hüpoksia, UV-kiirgus – on kasutatud somaatilise embrüogeneesi esilekutsumiseks. Embrüo võib tekkida taime suvaliste organite ja kudede (näiteks lehe mesofüllirakkude) protoplastidest (ilma rakukestata taimerakud), kui neid kasvatada kindlates tingimustes. Somaatiline embrüogenees võib toimuda ka haploidsetes rakkudes. Mikrospoori embrüogeneesis (androgenees) arenevad tolmuterad või mikrospoorid haploidseteks embrüoteks. Haploidsed embrüod võivad tekkida ka munarakkudest (günogenees). Mikrospoori kultuurist saadud haploidse raku kromosoomistiku indutseeritud kahekordistamisel on võimalik nn kahekordsete haploidide (diploidide) teke, mida on palju kasutatud näiteks tubaka, odra, banaanide ja teiste taimede sordiaretuses. Embrüod võivad tekkida ka kalluse rakkudest. Kalluseks ehk haavakoeks nimetatakse vähediferentseerunud rakkude kogumikku, mis moodustub vigastatud või lõigatud taime pinnal või koekultuuris (joonis 16.28).
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    Joonis 16.28. Kalluse moodustumine taimedes. A. Hariliku müürlooga in vitro auksiini ja tsütokiniine sisaldavas kultuuris moodustunud kallus. Joone pikkus 1 mm. B. Lehe lõiketeraga vigastuse kohal moodustunud kallus. Joone pikkus 500 m. C. Kalluse moodustumine auksiini toimel. ARF transkriptsioonifaktorite ARF7 ja ARF19 tajutud auksiini signaali alusel aktiveerub külgjuurte teket mõjutavate LBD transkriptsioonifaktorite ekspresseerumine, mis omakorda indutseerivad rakutsüklisse sisenemist tagava E2Fa transkriptsioonifaktori. PRZ1/AtADA2 valk pärsib tsükliinidest sõltuvate kinaaside (CDK) inhibiitorid (KRP2, KRP3, KRP7), mis võimaldab kiiremat rakkude jagunemist. PRZ1/AtADA2 valk on vajalik ka üleminekuks rakujagunemiselt diferentseerumisele. D. Kalluse moodustumine embrüonaalse või meristemaatilise seisundi taastudes. Munaraku markerid on RKD1 ja RKD2, embrüo markerid RKD4, LEC1, LEC2, AGL15, BBM, meristeemi markeriks on WUS. Kõigi markerite üleekspresseerumine indutseerib kalluse moodustumise. Modifitseeritud Ikeuchi, K. 2013 järgi.


    Tegelikult on kallus heterogeenne ja koosneb rohkem või vähem diferentseerunud rakkudest. Pikka aega arvati, et kallus moodustub somaatiliste rakkude dediferentseerumisel pluripotentseteks tüvirakkudeks. Käesolevaks ajaks on aga teada, et sageli (näiteks juurtes) moodustub kallus tüvirakkude omadustega peritsükli ja peritsükli rakkudega sarnastest rakkudest. Samuti on selgunud, et teatud tingimustes võib suspensori rakkudest tekkida embrüo. Somaatilist embrüogeneesi kasutatakse taimede in vitro paljundamisel ja sordiaretuses, samuti embrüogeneesi molekulaarsete aluste väljaselgitamisel.


    Sugutu embrüogenees esineb taimedes ka looduslikes tingimustes. Toataimel nimega Daigremonti pungleht (Bryophyllum daigremontianum) tekivad embrüod ja nendest moodustuvad terviktaimed lehtede servas paiknevast meristeemist. Embrüo teket looduslikes tingimustes ilma viljastamise ja sügoodi moodustumiseta nimetatakse apomiksiseks. Embrüo võib areneda näiteks viljastamata munarakust, lootekoti tsentraalrakust või seemnealgme nutsellist. Apomiksis on paljudes taimerühmades (Asteraceae, Rutaceae, Rosaceae sugukonnad) loote moodustumise sagedane viis. Apomiksise jooksul meioosi enamasti ei toimu ja moodustuvad embrüod on geneetiliselt identsed emataimega.


    Somaatiline embrüogenees nõuab põhjalikku ja koordineeritud arenguprogrammi muutust molekulaarsel tasandil, kaasa arvatud kromatiini struktuuri muutus. Vegetatiivsete taimede rakkudes on embrüogenees epigeneetiliselt tugevalt represseeritud. Somaatilise embrüogeneesi toimumiseks peab aset leidma arenguprogrammi ümberlülitus, et keharakud tajuksid, et nad on viljastatud munarakud. Samuti peab toimuma rakutsükli aktivaatorite süntees või rakutsükli inhibiitorite inaktiveerimine. Keharakkude muutumine embrüoks võib toimuda otsese ümberdiferentseerumise vahendusel või dediferentseerumise teel, millele järgneb embrüo identsuse spetsifitseerimine.


    Viimaste aastakümnete jooksul on leitud mitmeid, enamasti transkriptsioonifaktoreid kodeerivaid geene, mis võivad kutsuda esile somaatiliste rakkude embrüogeneesi. Embrüo identsus on nii positiivselt kui ka negatiivselt reguleeritav. Hariliku müürlooga sügoodist moodustunud ja somaatilise embrüogeneesi teel saadud embrüote transkriptoomi võrreldes on leitud, et transkriptsioonifaktorid LEC1 ja LEC2 (ingl leafy cotyledon), FUS3 (ingl fusca 3), WUS (ingl wuschel), AGL15 (ingl agamous-like 15) indutseeritakse mõlemis transkriptoomis. Neid transkriptsioonifaktoreid loetakse meristemaatilist seisundit ja embrüot identifitseerivateks (joonis 16.28). Nimetatud geenide aktiveerimisel toimub ektoopne embrüogenees. Vegetatiivsetes rakkudes on need geenid represseeritud kromatiini struktuuri vahendusel, mis sõltub näiteks histoonide metüülumise, atsetüülumise ja ubikvitiiniga seostumise tasemest. Nende geenide repressiooni väljalülitumisel lülitub sisse somaatiline embrüogenees. Somaatilist embrüogeneesi kontrollivatest, kromatiini struktuuri mõjutavatest geenidest on tuntud Pkl (ingl pickle), Hda6 ja Hda19.


    16.2.4. Juure tipumeristeem


    Erinevatele meristeemidele pole iseloomulik mitte ainult erinev paigutus taimes, vaid ka erinevad diferentseerumismustrid kasvu ja arengu jooksul. Juure tipumeristeemi (JTM) iseärasusks on juurekübara olemasolu, samuti moodustuvate organite teistsugune (torujas) ehitus võrreldes võsu tipumeristeemiga. Juurtele on iseloomulik juurekarvade moodustumine epibleemi rakkudest, kaheidulehelistes tekivad peritsüklist külgjuured. Juurekübar kaitseb õhukesekestalisi meristeemi rakke vigastuste eest juure kasvamisel läbi mulla, külgjuured ja juurekarvad suurendavad juurestiku neelavat pinda. Juurte moodustumisele on iseloomulik kudede paiknemine rakuridadest tekkinud kontsentriliste silindritena, mis juure pinnalt lähtudes moodustavad kattekoe (epibleem), põhikoed (esikoore ja selle seesmise rakukihi endodermi) ning keskel paikneva, juhtkudesid sisaldava steeli (joonis 16.30). Kõik need silindrid tekivad juba embrüogeneesi jooksul määratletud tüvirakkudest (joonis 16.29).
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    Joonis 16.29. Arabidopsis thaliana juure tipumeristeemi ehitus. A. Pikilõik JTM-ist. Puhkavat tsentrumit ja tüvirakke sisaldav piirkond on ümbritsetud rohelise joonega. B. Fotol A esitatud juuremeristeem on detailsemalt esitatud. Näha on kaks neljast puhkava tsentrumi rakust ning juurekübara keskosa, epidermi/juurekübara külgmise osa (EKT), koore/endodermi (KET) ja steeli tüvirakud. Tumedad jooned tähistavad tüvirakkude jagunemise kohti, heledad jooned jagunemist endodermi ja kooreosa tüvirakkude ning epidermi ja juurekübara külgosa tüvirakkude tekkimisega. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 2015 järgi.
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    Joonis 16.30. Auksiini liikumine ja transportvalgud juures. Konfokaal-laserskaneeriva mikroskoopia kasutamisel saadud fotod hariliku müürlooga juurtest, kus ekspresseeruvad auksiinitundlik reporter DR5::GFP (A) ja erinevad GFP-ga seotud auksiini PIN tüüpi transportvalgud (C–E). Auksiini kontsentratsioon on suur JTM-is ja juurekübara keskosas (A). PIN1 tagab auksiini liikumise steelis pealmaaosadest juuresse (C), PIN2 auksiini tõusva liikumise epidermis (D), PIN7 auksiini liikumise juurekübara keskosast epidermi ja juurekübara külgmisesse piirkonda (E). Skaala pikkus fotodel on 50 µm. Skeemil B on näidatud auksiini liikumise suunad erinevate PIN-valkudega. Juurekübara keskosa on samblaroheline, külgosa helepruun. Epibleem on lillakaspruun, kooreosa sinine, peritsükkel hallikas ja steeli keskosa kollane. Modifitseeritud Sena, G. et al., 2009 järgi.


    Hariliku müürlooga juures eristatakse nelja erinevat tüüpi tüvirakke (initsiaalrakke), mis ümbritsevad harva jagunevaid, meristeemi säilitamises osalevaid puhkava keskuse rakke. Puhkava keskuse rakkudest distaalselt juure tipu pool paiknevad juurekübara keskmise sambakujulise osa (ingl columella) tüvirakud (JKT), puhkava keskuse külgedel epibleemi ja juurekübara külgmise osa tüvirakud (EKT) ning esikoore põhiosa ja endodermi tüvirakud (KET), puhkava keskuse kohal moodustavad peritsükli ja juhtkoed steeli tüvirakud (ST) (joonis 16.29). Tüvirakud ja puhkava keskuse rakud koos moodustavad kogumi, mille asukohta, kus on sobiv keskkond tüvirakkude säilitamiseks, nimetatakse ka tüvirakkude nišiks (ingl stem cell niche). Tüvirakkude niši mõiste võeti kasutusele imetajate vereloomeelundite jaoks ja see laienes hiljem ka teistele tüvirakkudele. Kudede silindrite moodustumisel jagunevad epibleemi ja juurekübara külgmise osa tüvirakud alguses antiklinaalselt rakkude hulga suurenemisega, seejärel periklinaalselt kahe rakkude kihi, epibleemi ja juurekübara lateraalse osa tekkimisega. Esikoore ja endodermi tüvirakud jagunevad algul ebasümmeetriliselt uue KET rakkude kihi tekkimisega, mis tagab tüvirakkude püsimise. Jagunemisel moodustunud teine tütarrakk jaguneb periklinaalselt kaheks, sisemine rakk on endodermi ja väline esikoore põhiosa initsiaalrakk. Müürloogas on puhkava keskuse rakke neli kuni seitse, maisi juurtes mitusada, ja nende hulk võib muutuda taime eluea jooksul. Juure meristemaatiline tsoon harilikus müürloogas on ligikaudu 250 μm pikk.


    Juurtes võib peale radiaalse erinevaid kudesid sisaldava struktuuri eristada ka pikistruktuuri, mille moodustavad üksteiseks sujuvalt üleminevad meristemaatiline rakkude jagunemise tsoon (kasvukuhik), sellele järgnev rakkude venimiskasvu tsoon (pikenemis- ehk kasvuvööde) ja lõpuks tipumeristeemist kaugemaid vanemaid rakke sisaldav diferentseerumistsoon (diferentseerumis- ehk imavvööde). Hariliku müürlooga juurtes on nende kolme piirkonna pikkus kokku vaid mõned millimeetrid.


    Juure lihtne ehitus võimaldab iga täiskasvanud rakku tuletada kindlast meristeemirakust ning jälgida erinevate kudede tekkimise ja diferentseerumise seaduspärasusi. Rakkude eemaldamise ja laserkiirtega hävitamise katsed on näidanud raku paiknemise tähtsust diferentseerumisel. Esikoore tüviraku (KET) eemaldamisel võib peritsükli rakk asuda tühjaks jäänud kohale ning anda aluse koore ja endodermi rakkudele. Raku positsiooni muutumisega kaasneb raku ümberdiferentseerumine. Samuti on teada, et juba diferentseerunud rakud võivad mõjutada tüvirakkude jagunemise tasapinda ja diferentseerumise suunda, näiteks esikoore tüvirakkude periklinaalset jagunemist endodermi ja koore põhiosa rakkude tekkega. Kui esikoore tüvirakul puudub kontakt vanemate diferentseerunud rakkudega, siis endodermi ja koore põhiosa rakud ei moodustu. Puhkava keskuse rakkude eemaldamisel teda ümbritsevad tüvirakud diferentseeruvad varem ja nende jagunemine on tavalisest erinev, mis näitab meristeemi arengut kontrollivate signaalide lähtumist puhkava tsentrumi rakkudest ning informatsiooni vahetust diferentseerunud ja meristemaatiliste rakkude vahel mõlemis suunas. Kokkuvõtlikult on juure arenguks vajalik puhkava keskuse säilimine, juurekübara moodustumine (kalüptrogenees), tasakaal juure kasvuks vajaliku tüvirakkude tütarrakkude jagunemise ja diferentseerumise vahel.


    Juure tüvirakkude populatsiooni regulatsioonis osalevad kaks programmi, mida vahendavad vastavalt transkriptsioonifaktorid PLT (plethora) ja WUS (wuschel) ning SHR (ingl short-root) ja SCR (ingl scarecrow). Juure tipumeristeemi toimimises nagu embrüogeneesis tervikuna on oluline ka auksiini kontsentratsioon ja transport. Tüvirakud ja puhkava keskuse rakud sisaldavad palju auksiini (joonis 16.30 A). Auksiini kontsentratsiooni vähenemist põhjustavad töötlused viivad puhkava keskuse puudumisele. Auksiini liikumist steelis sünteesikohast võsu meristeemis juuremeristeemi puhkavasse tsentrisse ja juurekübarasse võimaldab PIN1 transportvalkude paiknemine steeli rakkude basaalmembraanis (joonis 16.30 B ja C). PIN3- ja PIN7-valgud transpordivad auksiini juurekübarast välja ning võimaldavad auksiinil tsirkuleerivalt liikuda (joonis 16.30 B ja E). PIN2 tagab auksiini liikumise epibleemis akropetaalselt üles juure venimiskasvu tsooni, kus auksiin on vajalik rakkude pikenemiseks (joonis 16.30 B).


    Viimase aastakümne uurimused on selgitanud auksiini toime juure puhkava keskuse säilimisele ja tüvirakkude diferentseerumisele. Auksiinist algavas signaalirajas osalevad ARF10, ARF16 ja auksiini repressorvalk AUX/IAA17. Puhkava keskuse rakkudele iseloomuliku suure IAA kontsentratsiooni korral vabanevad ARF10 ja ARF16 kompleksist AUX/IAA17 repressorvalguga, mis lagundatakse proteosooomides. ARF10 ja ARF16 on transkriptsioonifaktori WOX5 (ingl wuschel-related homeobox 5) geeni transkriptsiooni negatiivsed regulaatorid ja lokaliseerivad puhkava tsentrumi markeri WOX5 puhkava tsentrumi rakkudes (joonis 16.31).
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    Joonis 16.31. Puhkav keskus, tüvirakud ja telomeerid kuuepäevase hariliku müürlooga juuremeristeemis. A. Konfokaal-laserskaneeriva mikroskoopia fotol on näha rakuseintesse sisenenud propiidiumjodiidi punane fluorestsents, mis võimaldab näha juurerakkude kontuure. Roheliselt fluorestseerub pWOX5::GFP. WOX5 ekspresseerub puhkavas keskuses ja on puhkava keskuse märgis. B. Telomeerid on nähtavaks muudetud Q-FISH (ingl Quantitative Fluorescent in situ hybridization) meetodil, mis on enamlevinud telomeeride pikkuse määramise meetod. Telomeeride üheahelalise DNA-ga hübridiseerub tsüaniinvärviga Cy3 värvitud sünteetiline valkudega seotud nukleiinhappe fragment (ingl peptide nucleic acid, PNA), mis sisaldab telomeeri (TTAGGG)n järjestusele komplementaarseid piirkondi. Modifitseeritud Gonzales-Garcia, M.-P. et al., 2015 järgi.


    WOX5 soodustab puhkavat keskust ümbritsevate tüvirakkude jagunemist ja pärsib moodustunud uute rakkude diferentseerumist. WOX5 inaktiveerimisel kiireneb tüvirakkude diferentseerumine. WOX5 aktiveerib PLT1 ja PLT2 transkriptsiooni, mis kodeerivad taimedes levinud AP2/ERF (ingl apetala2/ethylene responsive factors) tüüpi transkriptsioonifaktoreid, mis on vajalikud puhkava tsentrumi ja tüvirakkude säilitamiseks. Plt1- ja Plt2-mutantides diferentseeruvad tüvirakkude tütarrakud kiiresti ja puhkav tsentrum hävib. PLT1 ja PLT2 valkude aktiveerumine korreleerub auksiini maksimaalse kontsentratsiooni piirkonnaga ja on seotud PIN transportvalkude tootmisega. PLT ja WOX5 aktiivsus ilmuvad juba südamekujulise embrüo basaalses osas, mis hilisemas arengus moodustab hüpokotüüli ja idujuure algme. Plt geenide aktiveerimisel väljaspool juuremeristeemi moodustub ektoopne (vale asukohaga) puhkav keskus. Juure diferentseerumise regulatsioonis on olulised ka juurekübara rakkudest sekreteeritav valk CLE40 (VTM suurust reguleeriva dodekapeptiidi CLV3 homoloog) ja tema retseptorkinaas ACR4 (ingl Arabidopsis crinkly 4). CLE40 toimib väljaspool teda sünteesivaid juurekübara rakke ja piirab juurekübara keskosa tüvirakkude populatsiooni suurust, vähendades WOX5 ekspressiooni puhkavas keskuses. CLE40 ületootmine kutsub esile juuremeristeemi vähenemise ja rakkude diferentseerumise kiirenemise juurekübaras (joonis 16.35 B).


    Juure kasvu aluseks on steeli, juhtkudede ja esikoore ning endodermi tüvirakkudedest moodustunud tütarrakkude jagunemine, mitte juurekübara tüvirakkudest moodustunud tütarrakkude jagunemine. Transkriptsioonifaktoritel SHR ja SCR on oluline koht juure kasvu ja kudede diferentseerumise regulatsioonis esikoore ja endodermi tüvirakkudest (KET) kahe rakkudekihi, esikoore ja endodermi tekkes (joonis 16.30 ja 16.32).
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    Joonis 16.32. SHR ja SCR paiknemine Arabidopsis thaliana juure pikilõigul. Konfokaallaserskaneeriva mikroskoopia fotod juurtest. A. SHR::GFP näitab SHR ekspresseerumist steelis (st). B. SCR::GFP ekspresseerub endodermis (en), puhkavas keskuses (PK) ja koore/endodermi tüvirakkudes (KET). Skaala pikkus 50 µm. ko – koorerakk, ep – epidermirakk. Modifitseeritud Helariutta, Y., et al., 2000 järgi.


    SCR avaldub KET tüvirakus enne selle ebasümmeetrilist jagunemist esikoore ja endodermi eellasrakuks ning seda toodetakse endodermi rakukihis ka pärast tüviraku jagunemist. scr-mutantides on vaid üks rakkude kiht nii endodermi kui ka koorerakkude tunnustega. See näitab, et mutandis ilmnevad koore- ja endodermi rakkudele iseloomulikud tunnused, kuid tunnused ei lahkne kahe rakkudekihi vahel. shr-mutandis on samuti vaid üks rakkude kiht, kuid ilma endodermi rakkude tunnusteta. Ainult koorerakkude tunnuste ilmnemine näitab, et SHR on vajalik endodermispetsiifiliste (nt Caspary triipude suberiini sünteesiks vajalike) geenide avaldumiseks. SHR sünteesitakse steeliks diferentseeruvates rakkudes, seal paikneb Shr mRNA. SHR-valk liigub steeli rakkudest plasmodesmide kaudu ühe rakurea kaugusel paiknevasse esikoore/endodermi tüvirakku ja kutsub esile tüviraku ebasümmeetrilise jagunemise, aktiveerides tsükliini D6 (CYCD6) sünteesi ja rakutsükli ning tagades moodustunud kahe raku diferentseerumise esikoore põhiosa ja endodermi rakkudeks. KET rakkudes on tõestatud SCR ja SHR heterodimeeride moodustumine, mis aktiveerivad endodermi eristumist tagavaid geene (joonis 16.32).


    Auksiin ei ole ainuke juure arengut mõjutav taimehormoon. Tuntud on tsütokiniinide ja auksiini antagonistlik toime juuremeristeemi regulatsioonis. Ka tsütokiniinide jaoks on konstrueeritud sünteetiline vastusreaktsioonide reporter TCS::GFP (ingl Two Component Signaling Sensor/Green Fluorescent Protein), mis võimaldab hinnata tsütokiniinide kontsentratsiooni ja lokalisatsiooni kudedes. TCS sisaldab mitmeid DNA motiivi 5’-(A/G)GAT(C/T)-3’-kordusi, millega seostuvad tsütokiniinide signaaliraja viimase etapi, B tüüpi ARR (ingl Arabidopsis response regulator) valgud ja aktiveerivad markervalgu GFP tootmise. Transgeensetes TCS::GFP-d sisaldavates taimedes suureneb tsütokiniinide toimel fluorestsentsi intensiivsus (joonis 16.33).
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    Joonis 16.33. Tsütokiniinide paiknemine Arabidopsis thaliana juure ja võrse tipumeristeemides. A. Viiepäevase idandi JTM-s tsütokiniinide signaal (roheline) esineb juurekübaras (JK) ja juhtkudedeks diferentseeruvates rakkudes steelis (St). B. Võrses on tsütokiniinide signaal lokaliseerunud VTM-s. Lõigu pikkus 20 µm. Kasutatud on tsütokiniinide sensori TCS::GFP (ingl Two Component Signaling Sensor/Green Fluorescent Protein) modifitseeritud varianti TCSn::GFP (ingl n – new). Modifitseeritud Zürcher, E., et al., 2013 järgi.


    Harilikus müürloogas ilmub tsütokiniinide signaal juba embrüogeneesis hüpofüüsi ja suspensori moodustumisel. Südamekujulise embrüo juure tipumeristeemis puudub tsütokiniinide signaal, kuid see esineb steelis ja võsu tipumeristeemis. Tsütokiniinide signaali vähenemist südamekujulises embrüos põhjustab tsütokiniinide vastusreaktsioone pärssivate ja promootoris peale tsütokiniine siduva piirkonna ka auksiini siduvat piirkonda (AuxRE) sisaldavate geenide Arr7 ja Arr15 avaldumine auksiini mõjul. Auksiini kontsentratsiooni kasvades vastusreaktsioonid tsütokiniinidele nõrgenevad. Tsütokiniinide kontsentratsiooni kasvades aktiveeritakse kogusest sõltuvalt valkude ARR1 ja ARR12 (ingl Arabidopsis response regulaator) vahendusel auksiini signaaliraja inhibiitori SHY2 (ingl short-hypocotyl 2) tootmine. Vahetult pärast idanemist on SHY2 tase juuremeristeemis väike. Juuremeristeemi säilumist ja juurte kasvu kindlustab ka väike tsütokiniinide sünteesis osalevate HD-ZIP (ingl homeodomain-leucine zipper proteins) III klassi transkriptsioonifaktorite PHB (phabulosa) ja PHV (phavoluta) sisaldus. PHB aktiveerib tsütokiniinide biosünteesiraja ensüümi IPT (isopentenüülitransferaasi) tootmist rakus. PHB mRNA puudub kerakujulise embrüo alumises juuremeristeemi determineerivas osas, kus miRNA 165/166 lagundab tema. PHB tootmise piirkonnas juuremeristeem ei teki. SHR ja SCR pärsivad PHB sünteesi, suurendades miRNA 166/165 teket. Tsütokiniinid on vajalikud juure kudede diferentseerumiseks, nagu näitavad juure diferentseerumise häired tsütokiniinide signaaliahela arr transkriptsioonifaktorite ja tsütokiniinide retseptorite Akh2, Akh3 ja Akh4 geenide mutantides. Kõrged tsütokiniinide kontsentratsioonid soodustavad tütarrakkude üleminekut jagunemiselt diferentseerumisele, vähendavad meristeemi suurust ja juurte kasvu.


    Kokkuvõtlikult võime öelda, et juuremeristeemi arengu regulatsioonis osalevad nii auksiinid kui ka tsütokiniinid. Suur auksiini ja väike tsütokiniinide sisaldus ning spetsiifiliste transkriptsioonifaktorite (WOX, PLE, SCR, SHR) aktiivsus on olulised juuremeristeemi säilimiseks ja juurte kasvuks, sest võimaldavad juure meristemaatilises ja pikenemiskasvu tsoonis rakkude jagunemisel domineerida diferentseerumise üle. Tsütokiniinide kontsentratsiooni kasvades toimub arenguprogrammi ümberlülitus diferentseerumisele.


    16.2.5. Võsu tipumeristeem


    Võsu tipumeristeemi (VTM) moodustavad tüvirakud ja neid ümbritsevad tüvirakkude jagunemisel tekkinud diferentseerumata tütarrakud. Kaugema piirkonna rakud, mille diferentseerumine leherakkudeks on juba määratud, tipumeristeemi koosseisu ei kuulu (joonis 16.34).
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    Joonis 16.34. Võrse tipumeristeem. A. Skaneeriva elektronmikroskoobiga saadud Arabidopsis thaliana VTM foto. VTM on ümbritsetud lehealgmetega. B. VTM tsentraalne tsoon sisaldab organiseeriva keskuse (punane) ja selle kohal paiknevad tüvirakud (sinine). Tüvirakud annavad jagunemisel tütarrakke, mis täiendavalt jagunedes läbivad külgsuunas liikudes perifeerse tsooni (roheline) enne diferentseerumist ja jõudmist organeid moodustavasse tsooni. Rib-tsoon paikneb tsentraalse ja perifeerse tsooni all. Rib-tsooni rakkude jagunemisel moodustub vars. Jooned näitavad erineva päritoluga rakkude paiknemist tuunika L1, L2 ja L3 kihis. Rakud jagunevad L1 ja L2 kihis antiklinaalselt (katkendjooned). L3 kihi rakud jagunevad kõikides suundades ja tekkinud tütarrakud osalevad samuti varre kasvus. Modifitseeritud Heidstra, R. ja, Sabatini, S., 2014 järgi.


    VTM-s paiknevad tüvirakud kahes või rohkemas meristeemi katvas rakukihis ning seemnetaimedes ei erine need suuruse ja kuju poolest teistest meristeemi rakkudest. VTM suurust iseloomustavad keskmine kõrgus (40 – 200 µm) ja läbimõõt alusel (60 – 200 µm). Mõnedel taimeliikidel on VTM läbimõõt mitu millimeetrit. Hariliku müürlooga tipumeristeem sisaldab kuni 100 rakku. Võsu tipumeristeemi paiknemine analoogiliselt juure tipumeristeemiga on määratud juba embrüo arengu südamekujulises staadiumis. VTM tekkimine ja areng on reguleeritud WUS, CUC1, CUC2 ja STM (ingl shoot meristemless) transkriptsioonifaktorite sünteesiga idulehtede algmete vahel (joonis 16.35).
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    Joonis 16.35. Võrse tipumeristeemi struktuur harilikus müürloogas moodustub embrüogeneesi südamekujulises staadiumis. WUS ekspresseerub 16-rakulises embrüos ja põhjustab CLV3 ekspresseerumise moodustuvate lehealgmete vahel paiknevates rakkudes. Joonise alumises osas on ristlõiked embrüote katkendliku joonega tähistatud piirkondadest. CUC2 võimaldab STM-l ekspresseeruda idulehtede väljakasvude vahelises osas. STM ja WUS on VTM markerid ja olulised VTM säilimises. ANT on idulehtede tekkimise marker. Modifitseeritud Taiz, L., 6th ed., 2015 järgi.


    CUC transkriptsioonifaktorid soodustavad KNOX tüüpi transkriptsioonifaktori STM ekspresseerumist. STM pärsib tagasisidestuse alusel Cuc geenid ja lehealgmeid spetsifitseerivad Ant (aintegumenta) geenid. Sellisel viisil tekitab CUC-STM koostoime kahte idulehe alget eraldava piirkonna, kus VTM paikneb. VTM annab rakke kõikide taime maapealsete organite (lehed, vars, õied) tekkeks. Meristeemi kompaktne struktuur ja suhteliselt väike ruumala lihtsustavad diferentseerumise regulatsiooni paljudeks erinevateks kudedeks.


    Võsu tipumeristeemi katab ühes-kahest või ka rohkematest rakukihtidest koosnev tuunika. Harilikul müürloogal on tuunika rakukihte kolm: L1, L2 ja L3 (ingl layer). L1-rakkudest moodustub epiderm, tuunika teistest rakukihtidest põhikude ja juhtkoed. Võsu tipumeristeemi pikilõigul on võimalik eristada neli piirkonda (joonis 16.33). Tsentraalses tsoonis (ingl central zone) paiknevad tüvirakud, nende all tüvirakkudele meristemaatilise seisundi säilitamise juhiseid andvad organiseeriva keskuse (ingl organizing centre) rakud. Tsentraalse tsooni rakud on pluripotentsed tüvirakud ja võivad areneda praktiliselt kõikideks võsu rakutüüpideks, nagu näiteks sulgrakud, epidermirakud, trihhoomid, tolmuterad jne. Tsentraalse tsooni tüvirakud ja organiseeriva keskuse rakud moodustavad võsu tüvirakkude niši. Tsentraalset ja organiseerivat piirkonda ümbritseb ringina teatud määral diferentseerunud ja sagedamini jagunevaid rakke sisaldav piirdetsoon (ingl peripheral zone), mis koosneb tüvirakkude tütarrakkudest. Piirdetsoonis moodustuvad lehealgmed. Organiseeriva keskuse all paikneb varre seesmiseid kudesid moodustav tsoon (ingl rib zone). Rakkude jagunemine selles tsoonis toimub peamiselt transversaalselt risti taime pikiteljega ja toodab vertikaalseid rakuridasid. Kuigi VTM-i ehitus säilib taime vegetatiivse arengu jooksul muutumatuna, muutuvad üksikute rakkude positsioon ja diferentseerumise aste ajas pidevalt. Kõige nooremad rakud on meristeemi tipus. Mida kaugemale tipust üks konkreetne rakk tüvirakkude paljunemisega nihkub, seda vanem ta on ja seda erinevam on tema transkriptoomi profiil esialgsest.


    16.2.5.1. Tüvirakkude populatsiooni säilitamine


    Tüvirakkude säilimine VTM-s eeldab koordinatsiooni tüvirakkude jagunemise ning moodustunud tütarrakkude tüvirakkudena säilumise ja diferentseerumise vahel, et VTM ei suureneks ega väheneks ebaproportsionaalselt. Selline koordineeritus toimib pika elueaga taimedes tuhandeid aastaid.


    Tüvirakkude populatsiooni säilitatakse harilikus müürloogas peamiselt transkriptsioonifaktori WUS ja glükosüleeritud dodekapeptiidi CLV3 (CLAVATA3) omavahelise tagasiside kaudu. WUS sünteesitakse organiseeriva keskuse rakkudes, sünteesitud valk liigub läbi plasmodesmide tsentraalse piirkonna rakkudesse ja tagab tüvirakkude jagunemise ning meristeemi säilimise. Inaktiivse wus geeniga mutantides tüvirakud ja tsentraalne tsoon puuduvad, rakkude diferentseerumine algab juba tsentraalses tsoonis. Müürloogas esineb kolm CLV valku (CLV1, CLV2, CLV3). Clv geenide aktiivsus on vajalik rakkude diferentseerumiseks ja organite algmete tekkimiseks. WUS valk soodustab CLV3 avaldumist tsentraalses tsoonis. CLV3 sünteesitakse rakust sekreteerimist tagava signaaljärjestusega. CLV1 on retseptorkinaas, mis tuunika rakumembraanis moodustab dimeeri kinaasse aktiivsuseta CLV2-ga. CLV3 on ligand moodustunud CLV1-CLV2 dimeerile. Kolmikkompleksi moodustumise tulemusena rakkude jagunemine tsentraalses tsoonis inhibeeritakse, sest CLV3 pärsib Wus geeni avaldumist. Reguleerimata WUS-i aktiivsus Clv3 geeni suhtes mutantsetes taimedes tekitab suurenenud tüvirakkude hulga ja suurenenud meristeemi. CLV3 ületootmisel meristeem puudub. Kokkuvõtlikult, CLV3-st lähtuv signaal liigub CLV1 ja CLV2 abil tuunikas paiknevatesse tüvirakkudesse ja vähendab WUS-i sünteesi, mis omakorda vähendab CLV3 hulka. Vähenenud CLV3 kontsentratsiooni tulemuseks on WUS-i aktiveerumine. Wus geeni aktiivsust reguleerib ta ise CLV1-3 vahendatud tagasisidestusinhibitsiooni vahendusel. Sellise tagasisidestuse abil tagatakse tüvirakkude stabiilne hulk võsu tipumeristeemis (joonis 16.36 A).
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    Joonis 16.36. Meristeemi säilitamise viis võrse ja juure tipumeristeemis on sarnane. A. VTM regulatsioonis osalevad transkriptsioonifaktor WUS ja väike sekreteeritav valk CLE3. B. JTM regulatsioonis osalevad WOX5 ja väike sekreteeritav valk CLE40. Taiz, L., Zeiger, E., Moller, I. M., Murphy, A. 2015. Modifitseeritud Miyashima, S., et al., 2013 järgi.


    Üldjoontes toimib samasugune regulatsioonimehhanism WOX5 ja CLE40 vahendusel ka JTM säilitamisel (joonis 16.36 B). Meristeemi säilitavate transkriptsioonifaktorite WUS ja WOX5 toime ei ilmne nendes rakkudes, kus neid sünteesitakse, vaid nad on sünteesikoha rakust sõltumatu toimega valgud (ingl non cell autonomous proteins, NCAP).


    WUS pärsib ka rakkude diferentseerumist sisselülitavate transkriptsioonifaktorite KAN (kanadi), AS2 (ingl asymmetric leaves2) ja HEC1 (hecate1) tootmist võsu tipumeristeemi tsentraalses tsoonis. HEC1 aktiveerib Arr7 ja Arr15 geenide avaldumist, mis vähendab rakkude tundlikkust tsütokiniinidele ja võimaldab võsu diferentseerumisprogrammi sisselülitamist. VTM-is on auksiinidel ja tsütokiniinidel võrreldes JTM-ga vastupidine toime – auksiinid soodustavad diferentseerumist.


    Võsu tipumeristeemi arengu regulatsioonis osalevad hormoonide kontsentratsiooni ja signaliseerimise mõjutamisega KNOX (ingl knotted-like homeobox) tüüpi homeodomeensed transkriptsioonifaktorid. Homeodomeenseid valke kodeerib iseloomulikku 180 bp pikkust DNA lõiku sisaldavate geenide perekond. Homeodomeensete transkriptsioonifaktorite seostumine DNA-ga toimub heeliks-pööre-heeliks motiivi (ingl helix-turn-helix, HTH) vahendusel. Homeodomeensete valkude geenide muteerumine tekitab olulisi muutusi arengus. Esimene, 1989. aastal avastatud homeodomeenne geen taimedes oli maisi Knotted1, mis avaldub VTM-s. KNOTTED1 ektoopsel avaldumisel lehtedes moodustuvad lehtede pinnal miniatuursed meristeemisarnaste rakkude kogumikud (joonis 16.37).
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    Joonis 16.37. Knotted1 geeni ektoopne ekspresseerumine maisi lehtedes. Homeodomeenset transkriptsioonifaktorit kodeeriv Knotted1 geen ekspresseerub maisi (Zea mays) VTM-s ja osaleb meristeemi säilitamises. Geeni ekspresseerumisel vales piirkonnas, näiteks lehtedes, toimub lehe diferentseerunud rakkude jagunemine ja moodustuvad vormilt tipumeristeemi sarnased rakkude kogumikud. Foto: Jones, J.T., et al., 2013.


    KNOTTED1 valgu vaste harilikus müürloogas on KNAT1 (ingl knotted1-like1). Arengut reguleerivad Knox geenid on taimeriigi evolutsioonis moodustunud varakult ja lahknenud suure geenide perekonna moodustumisega peale katteseemnetaimede ka sõnajalgtaimedes, sammaldes, paljasseemnetaimedes ja vetikates. Knox geenide hulka kuuluva Stm (ingl shoot meristemless) avaldumine on peale WUS valgu aktiivsuse esinemise samuti VTM markeriks. STM avaldub südamekujulise embrüo lehealgmete vahel paiknevas osas, mis moodustab VTM-i (joonis 16.35). STM sünteesi ei toimu lehealgmeteks diferentseeruvates rakkudes. stm- ja knat1-mutantides VTM ei moodustu, kuid tipumeristeemi moodustumine on võimalik taastada tsütokiniine lisades. Võsu tipumeristeemile on iseloomulik suurem tsütokiniinide ja väiksem auksiini kontsentratsioon võrreldes piirde- ja organeid moodustava tsooniga (joonis 16.33). Tsütokiniinid osalevad VTM säilitamises mitmel erineval viisil. Tsütokiniinid soodustavad rakkude jagunemist, indutseerides rakutsükli regulaatorite D3 tüüpi tsükliinide sünteesi. Tekkiv mitootiline aktiivsus tagab piisava koguse diferentseerumata rakke. Tsütokiniinid soodustavad tsütokiniinide retseptori AHK4/WOL (ingl wooden leg) ja WUS-i sünteesi. WUS omakorda muudab rakke tsütokiniinidele tundlikumaks, pärssides tsütokiniinide signaali negatiivsete regulaatorite, ARR7 ja ARR15 sünteesi, mis suurendab tsütokiniinidest mõjutatud rakkude jagunemist. Samuti inaktiveerivad tsütokiniinid CLV1 avaldumist, mis võimaldab samuti VTM säilimist. KNOX tüüpi transkriptsioonifaktorid inaktiveerivad giberelliinide biosünteesiraja, pärssides geeni GA20 (giberelliin 20) -oksüdaasi transkriptsiooni. Tsütokiniinid soodustavad ka giberelliinide füsioloogiliselt toimivate vormide lagunemist, aktiveerides GA20-oksüdaasi tootmist. Tulemusena on takistatatud giberelliinide liikumine võrse apikaalsesse meristeemi ja nende diferentseerumist soodustav toime. KNOX transkriptsioonifaktorid, vähendades tsinnamoüül-CoA ligaasi aktiivsust, pärsivad ligniini biosünteesi ja takistavad seega juhtkudede ksüleemi teket.


    16.2.5.2. Lehealgmete moodustumine ja lehtede diferentseerumine


    Idulehtede algmete tekkele järgneb embrüogeneesi jooksul lehtede reguleeritud moodustumine võsu tipumeristeemi külgedel piirdetsoonis (joonis 16.34 ja 16.38).
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    Joonis 16.38. Lehealgmete teket reguleerivad kindlad geeniproduktid. Skeemil on esitatud VTM ja lehealge ning lehe proksimaalsete (lehevars) ja distaalsete (lehelaba) osade diferentseerumises osalevad transkriptsioonifaktorid. Adaksiaalse (VTM-poolse) lehepinna determineerimises on olulised HD-ZIP III transkriptsioonifaktorid, mille kontsentratsiooni reguleerivad AS1 ja miRNA 166. Abaksiaalse lehepinna determineerimises osalevad YABBY ja KANADI transkriptsioonifaktorid. Perifeerse tsooni VTM ja lehealgme vahel determineerivad CUC (CUP-SHAPED COTYLEDON) transkriptsioonifaktorid. KNOX1 on oluline meristeemi säilitamises ja pärsib organite moodustumist reguleeriva BOP (BLADE-ON-PETIOLE) sünteesi. Paljud organeid moodustuvas tsoonis sünteesitavad transkriptsioonifaktorid (AS2, PRS) pärsivad meristeemi säilitavate Knox geenide ekspresseerumist selles piirkonnas. PRS (PRESSED FLOWER) determineerib asutajarakud vegetatiivsete ja generatiivsete organite moodustamiseks. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 2015 järgi.


    Moodustumise esimeses staadiumis moodustab asutajarakkude (ingl founder cells) rühm lehealgme. Teises staadiumis kujunevad lehealgmes peamised lehe funktsionaalsed piirkonnad: ülemine (adaksiaalne) ja alumine (abaksiaalne) külg ja nende vahel fotosünteesiv mesofüll koos juhtkudedega. Kolmandas staadiumis tekib koordineeritud rakkude jagunemise, pikenemise ja diferentseerumise tulemusena lehele iseloomulik anatoomiline ja morfoloogiline ehitus. Esimeses staadiumis toimub uute lehealgmete teke kindla mustri (leheseis ehk füllotaksis) järgi määratletud ajalises ja ruumilises järjestuses, mis on erinevates taimeliikides väga erinev ja peab tagama, et kõik lehed saaksid päikesevalgust. Lehed võivad varrel paikneda spiraalselt, vahelduvalt, vastastikku paaridena või mitmekaupa männastes. Suures teelehes Plantago major on lehtede asetus formaliseeritud kujul 3/8, igal spiraali keerul on kolm lehte ja iga järgnev kaheksas leht on kohakuti. Lehealgmete moodustumise piirkonnale on iseloomulik auksiini suur kontsentratsioon. Juba 20. sajandi algusaastate katsed näitasid, et auksiinilahuse tilgutamisel võsu tipumeristeemile tekkisid lehealgmed auksiini kontsentratsiooni suurenemise piirkondades. Lokaalsete [IAA] maksimumide teke in vivo on seletatav PIN-valkude asümmeetrilise paiknemisega. Lehealgmete moodustumine pole siiski seletatav ainult lokaalse auksiini kontsentratsiooni suurenemisega. Auksiini lisamine tsentraalse tsooni pinnale ei tekita väljakasve, ainult piirdetsoon on kompetentne moodustama lehealgmeid vastuseks auksiini toimele. Kompetentsuse tekkimist võib põhjustada meristemaatilist seisundit fikseerivate geenide Knat1 ja Stm pärssimine ning Ant avaldumine lehealgmete tekke piirkonnas. Kompetentsuse tekkimist põhjendatakse ka tsütokiniinide ja auksiinide vastastikuse mõjuga. Meristeemis on suur tsütokiniinide kontsentratsioon, lehealgmetes suur auksiini kontsentratsioon. Oluline on ka rakukestas tselluloosi mikrofibrillide ja ristseoseliste glükaanide vahelisi vesiniksidemeid lagundava ekspansiini mõju (vt peatükk 16.1.1). In vitro tingimustes tekivad lehealgmed kohtades, kuhu torgatakse ekspansiinidega immutatud nõelad.


    Moodustuva lehealgme meristeemipoolsest (adaksiaalsest) ja meristeemist kaugemal paiknevast abaksiaalsest osast moodustuvad dorsiventraalse lehe arengus struktuurilt ja omadustelt väga erinevad lehe ülemine ja alumine pind. Arabidopsis thaliana mutantide analüüs on tuvastanud mitmeid adaksiaal-abaksiaal mustri teket mõjutavaid geene (joonis 16.38), mis avalduvad juba embrüo südamekujulises staadiumis. Homeodomeensed leutsiini tõmblukk HD-ZIP (ingl homeodomain leucine zipper) III klassi transkriptsioonifaktorid PHB (phabulosa) ja PHV (phavoluta), mis sünteesitakse MYB tüüpi AS1 (ingl asymmetric leaves 1) transkriptsioonifaktori toimel, on iseloomulikud adaksiaalsele pinnale. AS1 ja AS2 pärsivad meristemaatilist seisundit kinnistavate Knox geenide avaldumist ja vähendavad tsütokiniinide kontsentratsiooni lehealgmetes. AS transkriptsioonifaktorid osalevad ka mesofülli tekkes. as-mutantides tekib radiaalsümmeetriline nõelasarnane leht, sest keskrood esineb, aga puudub mesofüll. phb- ja phv-mutantide lehtedel puuduvad adaksiaalse poole tunnused.


    Moodustuva lehe abaksiaalses osas toodetakse KAN (KANADI) ja YAB (YABBY) transkriptsioonifaktoreid. YAB-valgud pärsivad meristemaatilist seisundit säilitavate geenide avaldumist. HD-ZIP III transkriptsioonifaktorid pärsivad Kan geeni aktiivsust adaksiaalsel pinnal. KAN transkriptsioonifaktorid reguleerivad lehe abaksiaalse pinna kujunemist, pärssides Hd-Zip III geene lehe selles osas. Hd-Zip III mutantide adaksiaalne pind transformeerub abaksiaalseks. Ka võsu tipumeristeemi arengut reguleerivad miRNA-d on tuntud. miRNA165/166 sidumist kontrollivad domeenid on säilunud HDZIP III klassi valke kodeerivates geenides praktiliselt kõigis maismaataimedes, seega sadade miljonite aastate jooksul. miRNA166 pärsib PHV ja PHB ekspressiooni (joonis 16.38).


    16.2.5.3. Kudede moodustumine lehtedes


    Lehtedes võib esineda kuni tosin erinevat rakkude tüüpi. Epiderm moodustub VTM L1 kihi rakkudest. Epidermi peamine rakutüüp on tihedalt üksteise kõrval paiknevad kutiikulaga kaetud rakud. Epidermirakkude jagunemisel moodustuvad lehe pinnale väljakasvud (trihhoomid) ja õhulõhede sulgrakud. Trihhoomid ehk lehekarvad on tavaliselt ühest rakust koosnevad nõelakujulised või mitmeti harunevad struktuurid. Trihhoomid takistavad õhu liikumist lehe pinnal ja vähendavad vee aurustumist lehtedelt ja taimede närbumist. Õhulõhede avatusest sõltub gaasivahetuse (H2O, CO2, O2) intensiivsus. Õhulõhede tekkimist reguleerivad põhilised heeliks-ling-heeliks (ingl basic helix-loop-helix, bHLH) tüüpi transkriptsioonifaktorid. Embrüogeneesis moodustunud protodermist tekkinud epidermi rakkudest tekivad SPCH (ingl speechless) transkriptsioonifaktorite toimel meristemoidi emarakud, mis jagunevad suuremaks ja väiksemaks tütarrakuks. Suuremast rakust võib tekkida epidermirakk või taastuda meristemoidi emarakk. Väiksemast rakust tekib MUTE transkriptsioonifaktori toimel, mis lõpetab tüviraku seisundi, ümara kujuga sulgrakkude emarakk. mute-mutandid on ilma õhulõhedeta kääbustaimed. Sulgrakkude emarakk jaguneb transkriptsioonifaktor FAMA-st sõltuvate reaktsioonide toimel sümmeetriliselt kahe õhulõhe sulgraku moodustumisega (joonis 16.39).
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    Joonis 16.39. Õhulõhede diferentseerumine. Hariliku müürlooga õhulõhede tekkimine epidermirakkudest toimub astmeliselt erinevate bHLH transkriptsioonifaktorite toimel. Modifitseeritud Jones, J.T., et al., 2013 järgi.


    Kaheiduleheliste sulgrakkude kompleksi tüüpiline struktuur on esitatud joonisel 4.351. Õhulõhede arvu lehe pinnaühiku kohta reguleerivad EPF1 ja EPF2 (ingl epidermal patterning factors), mida sekreteerivad meristemoidi emarakud. EPF seostumisel ümbritsevate rakkude membraanis paiknevate ERECTA retseptoritega algab MAP kinaaside kaskaadi komponente sisaldav signaalirada. Fosforüülumine inaktiveerib õhulõhe kompleksi moodustumises osalevad SPEECHLESS, MUTE ja FAMA transkriptsioonifaktorid ning õhulõhede moodustumine pärsitakse. Süsihappegaasi kontsentratsiooni suurenemisel õhus väheneb õhulõhede arv. Hic (ingl high carbon dioxide) geeni inaktiveerumisel suureneb õhulõhede arv ka siis, kui CO2 kontsentratsioon suureneb.


    Lehe sisestruktuuri moodustumisel tekib fotosünteesiv ja juhtkudesid sisaldav kude tuunika L2 ja L3 kihtidest. C4 taimedes (vt peatükk 4.7.5.3) esinevad kahte tüüpi fotosünteesivad rakud (vt peatükk 4.7.4). Mesofülli rakkudes seotakse CO2 Hatch-Slacki tsüklis, juhtkimpude ümbrisrakkudes seotakse CO2 Calvini tsüklis. Maisis on leitud transkriptsioonifaktorid, mis reguleerivad mesofülli ja kimbuümbrise rakkude diferentseerumist. g2 (ingl golden2) -mutandis ei moodustu juhtkimpude ümbrisrakud, kloroplastide areng peatub proplastiidi staadiumis. Mesofülli kujunemine toimub normaalselt. Mesofülli rakkudes ekspresseerub GLK2 (ingl golden2-like). Geenide paar g2 ja Glk2 määrab mesofülli ja kimbuümbrise rakkude arengu maisis.


    16.2.6. Juhtkudede moodustumine taimedes


    Juhtkoed on vajalikud kaugtranspordi toimumiseks. Ksüleemis liigub juurte kaudu sisenev vesi koos mineraalainetega taime pealmaaosadesse, floeemis liiguvad fotosünteesis moodustunud suhkrud (peamiselt sahharoos) lehtedest juurtesse. Samuti võib floeemis toimuda sahhariidide transport juurtest, mugulatest ning risoomidest maapealsetesse organitesse, näiteks noortesse kasvavatesse lehtedesse ja viljadesse. Juhtkudede moodustumiseks on vajalik jämenemiskasvu võimaldavate külgmeristeemide, prokambiumi ja kambiumi, rakkude jagunemine ja diferentseerumine. Harilikus müürloogas moodustuvad prokambiumi tüvirakud juba embrüogeneesi kerakujulises staadiumis (joonis 16.22). Prokambiumi tekkimiseks on vajalik suur auksiini kontsentratsioon. Auksiini toimel aktiveeritakse transkriptsioonifaktori MP/ARF5 süntees, mis omakorda suurendab Athb8 (ingl Arabidopsis thaliana homeobox 8) geeni aktiivsust. ATHB8 on leutsiini tõmbluku tüüpi transkriptsioonifaktor, mis sünteesitakse embrüo prokambiumi rakkudes ja on juhtkudede tekkimise varajane marker (joonis 16.41). Monopteros’e knock-out-mutantides prokambium ei moodustu.


    Küpse embrüo hüpokotüülis (varre osa juure ja idulehtede vahel) on näha esipuit ja -niin, mis ei ole veel lõpuni diferentseerunud ja muutuvad funktsioneerivateks alles seemne idanemisel. Kaheiduleheliste taimede varte vanemas osas diferentseerub juhtkimpude prokambium kimbu- ehk fastsikulaarseks kambiumiks, mis toodab sissepoole teisksüleemi ja väljapoole teisfloeemi rakke (joonis 16.17 ja 16.18). Juhtkimpude vahel moodustavad põhikoe rakud kimbuvahe- ehk interfastsikulaarse kambiumi, mis toodab nii sisse- kui ka väljapoole parenhüümirakke. Kimbu- ja kimbuvaheline kambium koos moodustavad ühtlase kambiumi silindri, mis tagab varre ühtlase paksenemise kõikides suundades.


    Haavas (Populus tremula) moodustub esipuit ja esiniin prokambiumi jagunemisel tekkinud rakkudest varre tipu keskmiselt 15 cm pikkuses esimesel kasvuaastal moodustunud osas. Allpool varre vanemas piirkonnas moodustuvad teisel kasvuperioodil kambiumist teispuit ja teisniin ning tekivad aastarõngad. Hariliku müürlooga juurtes tekib kambiumi silinder prokambiumist ja peritsüklist rakkude periklinaalsel jagunemisel. Peritsükli rakkude jagunemisel moodustub steelist väljapoole ka korgikambiumi kiht.


    Esi- ja teispuidu ning -niine tekkimist juhtkudede tüvirakkude tütarrakkude diferentseerumisel on põhjalikult uuritud hariliku müürlooga juurtes. Samamoodi nagu tipumeristeemide puhul diferentseeruvad ka külgmeristeemidest moodustunud rakud kiiresti mõne raku kaugusel meristeemist struktuurilt ja funktsioonilt väga erinevateks floeemi- ja ksüleemirakkudeks. Ksüleemi trahheiidid ja trahhee-elemendid on puitunud rakukestaga täiskasvanult surnud rakud. Floeemi sõeltorude rakud on n-ö poolelusad taandarenenud kloroplastide, mitokondrite ja vakuoolidega, mis kasutavad elutegevuseks sõeltorude saaterakkudes toodetud energiat ja ühendeid. Juba idanemise alguses eristuvad steelis neli-viis ksüleemirakkude vertikaalset rida juure keskteljel ja ksüleemirakkudest mõlemale poolele moodustuvad floeemirakkude kogumikud (joonis 16.40 ja 16.41).
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    Joonis 16.40. Ksüleemi tekkimine Arabidopsis thaliana juurtes. Ksüleemi moodustumises osalevad rakkude vahel liikuvad SHR ja miRNA 165/166. Steelis tekkinud SHR liigub endodermi ja aktiveerib miRNA165/166 moodustumise. miRNA liigub steeli ja vähendab kontsentratsioonist sõltuvalt HD-ZIP III hulka. HD-ZIP III transkriptsioonifaktorite suur kontsentratsioon tagab metaksüleemi ja madal kontsentratsioon protoksüleemi moodustumise. Modifitseeritud Miyashima, S., et al., 2013 järgi.
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    Joonis 16.41. Floeemi tekkimine Arabidopsis thaliana juurtes ja hüpokotüülis. A. Juure pikilõigu skeem. B, D. Propiidiumjodiidiga värvitud juure piki- ja ristlõige konfokaalmikroskoobis. Markeri pAPL::GFP esinemise tõttu fluorestseeruvad floeemi rakud roheliselt. Ristlõigul D on näha kaks floeemi sisaldavat juhtkudede kimpu, mis suunduvad kahte idulehte. C. Juhtkoed hüpokotüülis. Peritsükkel on pruun, esifloeem roheline, teisfloeem kollane, ksüleem sinine, saaterakud punased.


    Protoksüleemi sekundaarse rakukestaga spiraaltrahheed paiknevad steeli ääreosas ja ligniini võrkja mustriga metaksüleemi rakud steeli keskel. Ksüleemi ja floeemi vahel säiluvad juhtkudede tüvirakud esialgu prokambiumina ja hiljem diferentseeruvad kambiumiks, mis moodustab sekundaarseid kudesid.


    Ksüleemi moodustavates rakkudes toodetakse osaliselt kattuvate funktsioonidega HD-ZIP III transkriptsioonifaktorid PHB, PHV, REV (revoluta) ja CNA (corona). Kõigi nelja HD-ZIP III transkriptsioonifaktori aktiivsuse kadumisel mutantsetes idandites ksüleemikimbud puuduvad. Trahheede moodustumisele järgnevat puidukiudude tekkimist reguleerib REV. Kui HD-ZIP III transkriptsioonifaktorite summaarne kontsentratsioon on kõrge, tekib metaksüleem, kui madal, siis protoksüleem. Ksüleemi moodustumisel tekib peamiselt ring- ja spiraaltrahheedest koosnev protoksüleem esimesena, poor- ja astriktraheedest koosnev metaksüleem tekib hiljem (joonis 16.10). HD-ZIP III kontsentratsiooni kontrollib transkriptsiooni järel miRNA165/166 SHR- ja SCR-valkude vahendusel. SHR sünteesitakse steelis, liigub sealt endodermi ning aktiveerib Scr geeni. Endodermis aktiveerivad SCR ja SHR miRNA moodustumiseks vajalikud geenid. Kui puudub kasvõi üks neist valkudest, tekib ainult metaksüleem. Endodermis tekkinud miRNA-d liiguvad läbi plasmodesmide steeli ja takistavad Hd-Zip III geenide avaldumist endodermis ja steeli perifeerias, tekitades proto- ja metaksüleemi tekkeks vajaliku HD-ZIP III valkude kontsentratsiooni gradiendi (joonis 16.40 ja 16.42).
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    Joonis 16.42. Juhtkudede moodustumise skeem müürloogas Arabidopsis thaliana. Joonise ülemises osas on esitatud juhtkudede prokambiumi ja kambiumi moodustumises ja säilitamises osalevate transkriptsioonifaktorite, auksiini ja tsütokiniinide toime kohad. Joonise alumises osas on esitatud tegurid, mis mõjutavad juhtkoe tüvirakkude diferentseerumist ksüleemiks ja floeemiks. Modifitseeritud Miyashima, S., et al., 2013 järgi.


    Harilikus müürloogas on floeemi moodustumiseks vajalik myb-tüüpi transkriptsioonifaktori APL (ingl altered phloem development) süntees. Apl knock-out-mutantides floeem ei teki (joonis 16.42). Transkriptsioonifaktor HCA2 (ingl high cambial activity 2) soodustab interfastsikulaarse kambiumi teket, kambiumirakkude jagunemist ja floeemi moodustumist ning pärsib ksüleemi teket. On kindlaks tehtud, et prokambiumi ja kambiumi diferentseerumise regulatsioon juhtkudedeks on üldjoontes sarnane, sest mõlemat tüüpi tüvirakkudest moodustuvad floeemi ja ksüleemi rakud. Prokambiumit ja kambiumit võib seetõttu käsitleda kui kahel erineval arengustaadiumil olevaid juhtkudede tüvirakke. Täiskasvanud taimes on nii esipuitu ja -niint moodustavas prokambiumis kui ka teispuitu ja -niint moodustavas kambiumis sobiv keskkond pluripotentsete tüvirakkude säilimiseks.


    Prokambiumi markergeenide kindlaks tegemiseks on tehtud transkriptsiooniprofiili kõrge lahutusvõimega analüüs, kasutades tangentsiaalseid paari rakukihi paksusega lõike alates taime välispinnalt kuni kambiumirakkude silindrini. Harilikus müürloogas on külgmeristeemide püsimise tagamine juhtkudede moodustumiseks sarnane VTM ja JTM regulatsioonimehhanismiga (joonis 16.36). Prokambiumi ja kambiumi diferentseerumine ksüleemi- ja floeemirakkude moodustumisega on vahendatud ligand-retseptori paariga. Ligandiks on TDIF (ingl tracheary element differentiation inhibitory factor) valk ja retseptoriks TDR/PXY (ingl TDIF receptor/phloem intercalated with xylem), prokambiumirakkude membraanis lokaliseerunud proteiini kinaas. Ligand-retseptori kompleksi moodustumisel jagunevad prokambiumi ja kambiumi rakud ning on pärsitud moodustunud tütarrakkude diferentseerumine ksüleemirakkudeks. TDIF-TDR kompleksilt lähtuv signaalirada põhjustab transkriptsioonifaktor Wox4 geeni üleekspresseerumist ning rakkude kiiremat jagunemist ja tüvirakkude meristemaatilise seisundi säilumist. Wox4 aktiivsust reguleerivad floeemirakkudes moodustuvad ja sekreteeritavad CLE41 ja CLE44 (ingl clavata3/ESR-related 41/44) valgud. Nendel valkudel on oluline funktsioon: seostumisel kambiumirakkude membraani TDR retseptoriga pärssida juhtkudede teket ja soodustada tüvirakkude säilumist (joonis 16.42).


    Taimehormoonid tsütokiniin ja auksiin on olulised juhtkudede diferentseerumise regulatsioonis. Wol (wooden leg) geeni mutandis moodustub ainult protoksüleem. WOL on kahekomponendiline histidiini kinaas ja tsütokiniinide retseptor. WOL puudumisel ei toimi tsütokiniinidest lähtuv signaalirada. Juhuslikult asetseva protoksüleemi moodustumine on iseloomulik ka tsütokiniinide signaali negatiivse regulaatori AHP6 (ingl Arabidopsis histidine fosfotransfer protein 6) mutandile. Arabidopsis thaliana juurtes on tsütokiniinide signaali maksimum prokambiumis (joonis 16.40), IAA signaali maksimum langeb kokku AHP6 kontsentratsiooni maksimumiga diferentseeruvates ksüleemirakkudes. IAA aktiveerib ARF-valkude sünteesi, mis Ahp6 geeni promootoris oleva ARF-i siduva piirkonnaga seostudes aktiveerivad Ahp6 geeni. Tsütokiniinid soodustavad tüvirakkude säilumist, auksiin soodustab tüvirakkude tütarrakkude diferentseerumist ksüleemirakkudeks. Ksülogeneesi soodustavateks taimehormoonideks on ka toimelt auksiiniga sarnanevad brassinosteroidid (BR). BR signaalirada algab membraanis paiknevast retseptori tüüpi kinaasist BRL1. Brassinosteroidide sünteesi inhibiitorite toimel väheneb teispuidu hulk vartes märgatavalt. Juhtkudede tüvirakkude säilitamises ja diferentseerumises osalevate transkriptsioonifaktorite ja kasvuainete vastastikune toime on esitatud joonisel 16.42. Taimehormoonide mõju sõltub oluliselt ka keskkonnafaktoritest. Parasvöötme puudes (Populus tremula, Pinus sylvestris) kiireneb kambiumi rakkude jagunemine kevadel päeva pikkuse suurenedes ja temperatuuri tõustes, samuti suureneb PIN1- ja PIN2-valkude tootmine. Sügisel päeva lühenedes ning temperatuuri vähenedes toimuvad vastupidised protsessid ja saabub kambiumi puhkeseisund.


    Kokkuvõtteks, Wox/Wus geenide ja CLV-valkude kombinatsioon on evolutsioonis kujunenud sobivaks mehhanismiks, et säilitada tüvirakkude nišši võrse ja juure tipumeristeemis pikkuskasvu tagamiseks, samuti kambiumi säilitamiseks külgmeristeemidel põhineva teiskasvu jaoks (joonis 16.36 ja 16.42). Taimehormoonid tsütokiniin ja auksiin ning nendest lähtuvad signaalirajad on olulised mitte ainult tipumeristeemide, vaid ka külgmeristeemide diferentseerumise regulatsioonis.


    16.2.7. Õiemeristeemi moodustumine võrse vegetatiivsest tipumeristeemist


    Teatud arengumomendil väljub taim vegetatiivsest seisundist ja siseneb generatiivsesse arengufaasi. Paljude taimeliikide õitsemise aeg on kindel: parasvöötme tuultolmlejad puud õitsevad varakevadel, paljud niidutaimed südasuvel, aialilled astrid sügisel. Kaheaastastel taimedel on üleminek õitsemisele samuti endogeenselt määratud: esimesel aastal areneb vegetatiivne taim, teisel aastal toimub õitsemine. Pikaealised puud peavad sageli olema üle kümne aasta vanad, selleks et õitseda. Paljudel taimeliikidel sõltub õitsemine eelkõige keskkonnatingimustest. Kui valguse intensiivsus, spektraalne koostis, keskmine temperatuur või päeva pikkus pole sobivad, siis õisi ei moodustu ja taim võib terve elu veeta vegetatiivses olekus. Võib öelda, et õitsemisel toimuvad suured muutused taime elustiilis. Moodustuvad uued organid, meristeemi determineerimata lõputult toimuv kasv (fütomeeride lisandumine) muutub determineerituks, lülitatakse sisse uued ainevahetusrajad (antotsüanidiinide, nektari koostisosade, tolmuterade sporopolleniini süntees jne). Õitsemise regulatsioonis osalevad paljud geenid, mis tagavad õitsemist indutseerivate signaalide vastuvõtu, modifitseerimise ja vastusreaktsioonide toimumise. Enamik neist geenidest on kindlaks tehtud Arabidopsis thaliana mutantide abil. Näiteks mutandid, mis õitsevad varem kui normaalsed taimed (mutatsioonid on toimunud õitsemist pärssivates geenides), või mutandid, mis õitsevad hiljem (mutatsioonid õitsemist soodustavates geenides).


    Mida on teada õitsemise esilekutsumise molekulaarsetest alustest? Mihhail Tšailahjan oletas juba 1930. aastal õitsemishormooni florigeeni olemasolu, mida näitasid pookimiskatsed. Õitsemiseks sobivas päevapikkuses kasvanud taime lehe pookimisel ebasobiva päeva pikkuse juures kasvanud taimele moodustus õiemeristeem. Induktsioon leiti toimivat isegi erinevate taimeliikide vahel, mis näitab, et õitsemist esilekutsuv tegur võib olla universaalne vähemalt teatud taimerühmade piirides. Taimebioloogide üks viimase aastakümne huvitavamaid avastusi pärast tagajärjetuid katseid florigeeni koostist kindlaks teha oligi õite tekkimises osalevate valkude ning lehtede ja võsu tipumeristeemi informatsioonivahetuse kindlaks tegemine. Sellistest valkudest on paremini tuntud Arabidopsis thaliana valk FT (ingl flowering locus T). Harilik müürlook, nagu paljud parasvöötme taimed, moodustab õisi pika päeva tingimustes. Leht registreerib päeva pikkuse, valguse retseptoriks on kromofoorina porfüriini või flaviini sisaldavad valgud fütokroomid (PHY) ja krüptokroomid (CRY). Geen Co (constans) kodeerib floeemis avalduva Zn-sõrme tüüpi transkriptsioonifaktori. Pika päeva tingimustes suurenevad CO-valgu ja fütokroom A (PHYA) kontsentratsioonid ja aktiveerub FT-valgu tootmine lehtedes sõeltorude saaterakkudes. FT-valk (või FT mRNA) liigub endoplasmaretiikulumi kaudu floeemi sõeltorudesse ja transporditakse kaugtranspordi teel võsu tipumeristeemi, kus ta siseneb meristeemirakkudesse. Kui floeemi sisaldav esikoor eemaldatakse vartelt, siis õitsemist ei toimu, sest FT ei jõua VTM-i. FT koos bZIP valguga FD (ingl flowering locus D) aktiveerib õiemeristeemi tekkimist soodustavate geenide transkriptsiooni. SOC1 (ingl supressor of overexpression of constans) avaldub õisiku meristeemis ja AP1 (apetala1) koos LFY-ga (leafy) õiemeristeemis. MADS-box geeni Flc (flowering locus C) produkt pärsib Soc1 geeni (joonis 16.43).
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    Joonis 16.43. Müürlooga õitsemist mõjutavad tegurid. 1. FT mRNA ekspresseerub sõeltoru saaterakkudes õitsemiseks sobivates välistingimustes. 2. FTIP1 transpordib FT plasmodesmide kaudu sõeltorudesse. 3. FT liigub floeemi sõeltorudes tõusva vooluga lehtedest võrse tipus paiknevasse õisiku meristeemi. 4. FT transporditakse sõeltorudest meristeemi ja seostub FD-valguga. 5. Kompleks FT-FD aktiveerib SOC1 õisiku meristeemis ja AP1 õiemeristeemis, mis põhjustab Lfy geeni ekspressiooni. 6. LFY ja AP1 põhjustavad õie homeootiliste õieosasid määravate geenide ekspressiooni. Madalad temperatuurid pärsivad FLC (SOC1 negatiivne regulaator) ekspressiooni ja soodustavad sellega Soc1 ekspresseerumist ning õitsemist. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 2015 järgi.


    LFY ja AP1 aktiveerivad omakorda õie homeootiliste (õieosasid determineerivate) geenide aktiivsust (joonis 16.44).
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    Joonis 16.44. Õite homeootiliste mutantide selgitus ABC mudeli alusel.


    A. Metsiktüübis on aktiivsed kõik erinevaid õieosasid determineerivad transkriptsioonifaktorid A, B ja C.


    B. C aktiivsuse puudumisel ekspresseerub A kogu õiemeristeemis ning tolmukaid ja viljalehti ei teki.


    C. A aktiivsuse puudumisel ekspresseerub C kogu õiemeristeemis ning tupp- ja kroonlehti ei moodustu.


    D. B aktiivsuse puudumisel ekspresseeruvad ainult A ja C ning puuduvad kroon- ja viljalehed. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 2015 järgi.


    Lühipäevataimes riisis on leitud FT-ga sarnane õitsemist soodustav floeemis liikuv valk HD3 (ingl heading-date 3), mis näitab õitsemise induktsioonimehhanismide sarnasust pika- ja lühipäevataimedes. Paljudel taimedel, näiteks taliteraviljadel, on õitsemise toimumiseks vajalik vernalisatsioon – madalad positiivsed temperatuurid võrsumisfaasis mitme nädala jooksul. Vernalisatsiooni jooksul pärsitakse FLC tootmist. Taimehormoonidel on oluline osa õitsemisele üleminekul. Giberelliinid (GA) soodustavad õitsemist mitteinduktiivse päeva tingimustes, aktiveerides GA-MYB transkriptsioonifaktori, mis aktiveerib LFY sünteesi. Õiemeristeemi tekkimiseks on oluline IAA gradient. Kui puuduvad PIN-valgud, siis õisiku meristeem ei ole võimeline õiemeristeemi tekitama.


    Õitsemisele üleminekul toimuvad olulised muutused võrse tipumeristeemis. Vegetatiivsest meristeemist tekib õisikumeristeem, mis omakorda moodustab õiemeristeemid. Õiemeristeem kaotab võime säilitada pluripotentsete tüvirakkude kogumikku. Selle tõttu lõppeb varre kasv ja fütomeere ei lisandu. Lehtede asemel moodustuvad õie tupplehed, kroonlehed, tolmukad ja viljalehed. Õieosad ei paikne sageli mitte spiraalselt või vastakuti nagu lehed tavaliselt, vaid ringidena. Geenid, mis kontrollivad otseselt varre vegetatiivse tipumeristeemi üleminekut õiemeristeemiks, võib jagada kahte rühma. Esiteks, õiemeristeemi identifitseerivateks geenideks, mis ühtlasi indutseerivad ka teise rühma (õie osi määravate) geenide toime ja pärsivad tüvirakkude moodustumise; teiseks, õie organeid ja nende paiknemist määravateks geenideks. Harilikus müürloogas on õiemeristeemi identifitseerivaks geeniks, mis avalduvad enne õieosade algmete moodustumist, LFY ja AP1. Lfy-mutantide n-ö õied koosnevad tupplehtede ja viljalehtede sarnastest rohelistest moodustistest. LFY ja AP1 indutseerivad õieosasid määravate transkriptsioonifaktorite geenide Ap2 (apetala 2), Ap3 (apetala 3), Ag (agamous), Pi (pistillata) aktiivsuse, seostudes nende geenide regulaatorpiirkonnaga.


    16.2.7.1. Õieosade moodustumist ja asetust reguleerivad geenid. ABC mudel


    Õieosade paiknemist kontrollivad geenid tehti kindlaks hariliku müürlooga mutantide abiga. Harilikus müürloogas on tuntud ebatavalist õieosade asetust põhjustavad mutatsioonid, mis tekitavad kroonlehtede asendumise tupplehtedega, tolmukate asendumise viljalehtedega jne. Muutunud on tavaliselt kahe kõrvuti asetseva õieosade ringi elementide paiknemine (joonis 16.45).
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    Joonis 16.45. Joonise ülemises reas on metsiktüüpi ja mutantsete õite diagrammid, alumises reas vastavad fotod. A. Müürlooga metsiktüübi õiel on neli tupplehte, neli kroonlehte, kuus tolmukat ja kaks viljalehte. B. apetala 2-2 mutandis puuduvad kroon- ja tupplehed. C. pistillata 2 mutandis puuduvad kroonlehed ja tolmukad. D. agamous1 mutandis puuduvad tolmukad ja viljalehed. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 2015 järgi.


    Müürlooga normaalse metsiktüüpi õie diagrammilt on näha esimeses õieosade ringis neli tupplehte, teises õieosade ringis neli kroonlehte, kolmandas õieosade ringis kuus tolmukat ja neljandas õieosade ringis kaks viljalehte. Transkriptsioonifaktor AGAMOUS (AG) ekspresseerub õie kolmandas ja neljandas õieosade ringis. AG puudumisel ei moodustu tolmukaid (neid asendavad kroonlehed) ega viljalehti (neid asendavad tupplehed) ning õis koosneb ainult tupp- ja kroonlehtedest. Transkriptsioonifaktorid APETALA2 ja APETALA1 ekspresseeruvad esimeses ja teises õieosade ringis. Nende puudumisel ei moodustu tupplehti (neid asendavad viljalehed) ega kroonlehti (neid asendavad tolmukad) ning õis koosneb ainult tolmukatest ja viljalehtedest. Transkriptsioonifaktorid PISTILLATA ja APETALA3 ekspresseeruvad teises ja kolmandas õieosade ringis. Nende puudumisel ei moodustu kroonlehti (neid asendavad tupplehed) ega tolmukaid (neid asendavad viljalehed) ning õis koosneb ainult tupp- ja viljalehtedest. Kirjeldatud homeootiliste mutatsioonide struktuuri alusel formuleerisid Enrico Coen ja Elliot M. Meyerowitz 1991. aastal õie arengu ABC mudeli. ABC hüpoteesi järgi määrab õieosade tüübi ja nende paigutuse kolm homeootiliste Mads-box geenide klassi A, B, C. ABC geenid kontrollivad moodustuva õie kõiki nelja õieringi, sest nende avaldumise alad kattuvad osaliselt. Mads geenid sisaldavad konserveerunud nukleotiidse järjestuse, mis moodustab valkudes kindla aminohappelise järjestusega MADS domeeni (joonis 16.46).
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    Joonis 16.46. MADS domeeniga transkriptsioonifaktorite struktuur. MADS-valgud moodustavad tetrameerid, seostudes omavahel V, K ja C piirkondade vahendusel. Tetrameeri kaks MADS domeeni seostuvad märklaudgeeni ühe CArG regulaatorpiirkonnaga, kaks MADS domeeni sama geeni teise CArG regulaatorpiirkonnaga. Seostumine põhjustab DNA paindumist, mis võimaldab märklaudgeenide ekspresseerumise aktiveerimist/inhibeerimist. Keerdunud α-heeliksiga (ingl coiled coil) domeen on tähistatud kui K-domeen. Modifitseeritud Taiz, L. et al., 6th ed., 2015 järgi.


    Mads geenide kodeeritud transkriptsioonifaktorid moodustavad homo- ja heterodimeere ning -tetrameere, mille MADS domeenid seostuvad märklaudgeenide promootorpiirkonnas kahe või nelja CC(A/T)6GG nukleotiidse järjestusega CArG elemendiga. MADS transkriptsioonifaktorite seostumise tulemusena muutub DNA ruumiline struktuur ja geen kas avaldub või tema avaldumist pärsitakse. ABC mudel eeldab, et Mads geenide produktide kombinatsioon igas neljas õieosade ringis määrab selles piirkonnas moodustuva õieosa iseloomu ning et A ja C toimivad antagonistlikult (joonis 16.44 ja 16.47).
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    Joonis 16.47. Õieosade ABCE mudel. Õite tekkimiseks peavad ekspresseeruma õiemeristeemi identifitseerivad geenid. Sepallata 1–4 mutantides sarnanevad kõik õieosad lehtedega (A). Õite moodustumise ABC mudelit on seetõttu täiendatud E geenidega (Sepallata 1–4), mille ekspresseerumine on eelduseks kõigi õieosade moodustumisele (B). Tupplehtede tekkeks on lisaks Sep geenidele vajalikud Ap1 ja Ap2. Kroonlehtede moodustumiseks on vajalikud Ap1, Ap2, Ap3 ja Pi, tolmukate tekkeks Ag, Ap3, Pi geeniaktivatsioon. Viljalehtede tekkimiseks peab ekspresseeruma Ag geen. ABC mudeli A geeniaktiivsus (Ap1 ja Ap2) pärsib C geeniaktiivsuse (Ag) õieringides 1 ja 2. C geeniaktiivsus pärsib aga A geeniaktiivsuse õieringides 3 ja 4.


    Tupplehtede tekke määrab geen Ap2 (A), kroonlehed geen Ap2 koos Pi2-ga (A+B), tolmukad geen Ag koos Pi2-ga (B+C), viljalehed geen Ag (C). Mutatsioonid neis geenides tekitavad muudatuse õieosade asetuses. Ap2, Pi, Ag mRNA in situ hübridisatsiooni tehnika võimaldab jälgida vastavate geenide aktiivsust generatiivses meristeemis. On selgunud, et geenide aktiivsus on reguleeritud paiknemise alusel, mis tagab õieosade moodustumise õiges piirkonnas. Nende geenide kodeeritud transkriptsioonifaktorid mõjutavad ka paljude teiste moodustuvate õieosade spetsiifikat määravate geenide aktiivsust. Näiteks kroonlehtede tekkel peab toimuma antotsüanidiinide ja teiste flavonoidide süntees, tolmukate moodustumisel sporopolleniini süntees jne.


    Et ABC mudel ei kehti mitte ainult müürlooga jaoks, vaid on üldisema tähendusega, näitab analoogiliste geenide olemasolu väga erineva õie ehitusega lõvilõuas (Antirrhinum). Lõvilõuas transkriptsioonifaktorile LFY vastab FLORICAULA, AP1 on analoogne SQUAMOSA-ga, AP3 on DEFICIENS, PI-le vastab GLOBOSA ja AG on PLENA.


    Esialgsesse ABC mudelisse on käesolevaks ajaks liidetud E klassi homeootilised geenid ja on tekkinud õieosade moodustumise ABCE kvarteti hüpotees. E klassi geenide esindajaks harilikus müürloogas on Sepallata 1–4. Nende aktiivsus on vajalik kõikide õieosade moodustumiseks. E klassi geenide mutantides moodustuvad ainult (tupp)lehtede sarnased struktuurid. SEP-valgud on kofaktoriks erinevate õieosade determineerimises osalevatele MADS-valkudele, andes aktiivsuse teatud ABC geenide produktide kombinatsioonidele nendega seostudes (joonis 16.47). Hiljuti selgus, et seemnealgmete tekkeks on vajalikud D geenide produktid, järelikult on õite moodustumist reguleerivate geenide hulk kindlasti suurem.

  


  
    17. Valik rakubioloogia meetodeid

  


  
    17.1. Valgusmikroskoopia


    DMITRI LUBENETS


    17.1.1. Mikroskoopia ajalugu


    Tänapäevase valgusmikroskoopia ajastu algas siis, kui saksa matemaatik Johannes Kepler tuli välja esimese kombineeritud mikroskoobi ideega ning pakkus kasutada kahte kumerat läätse ühes instrumendis. Hoolimata sellest et Kepler kirjeldas oma ideed 1611. aastal, pani esimese kombineeritud mikroskoobi 17 aastat hiljem kokku Christopher Scheiner. Pärast seda kulus veel 27 aastat, mille jooksul läätse kvaliteeti oluliselt parandati, enne kui inglise teadlane Robert Hooke kasutas korgi lõike vaadates esimesena väikeste pooride kirjeldamisel sõna „rakud“ (ingl cells).


    Kasutades mikroskoopiat, said 17. sajandi teadlased palju teada mikromaailma organismidest, kuid siiski olid esimesed mikroskoobid kehva kvaliteediga ja nende lahutusvõime oli madal. Nendega sai vaadata peamiselt vaid putukaid, taimerakke ning mõningaid Protozoa rakke. Märkimisväärne läbimurre mikroskoopias toimus 200 aastat hiljem – 1876. Aastal –, kui saksa füüsik Ernst Karl Abbe leidis, et mikroskoobiga saadava kujutise kvaliteet sõltub valguse refraktsioonist, ning tuli välja mõttega, kuidas saab mikroskoobi konstruktsiooni paremaks muuta. Koostöös Carl Zeissi ja Friedrich Otto Schottiga suutsid nad välja arendada erilise klaasi ning teha kõrgema kvaliteediga apokromaadilise läätse. Sellest hetkest jõudis mikroskoopide areng uuele tasemele ning 1886. aastal ehitasid Abbe, Zeiss ja Schott esimese kombineeritud mikroskoobi, mille lahutusvõime lähenes nähtava valguse teoreetilisele piirile. Nende seadmest sai prototüüp kõigile tulevastele valgusmikroskoopidele ning see koosnes enamasti samadest elementidest, mis on ka tänapäevastele mikroskoopidele omased: valgusallikast, kondensorist, preparaadilauast, objektiivist ja okulaarist (joonis 17.1).
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    Joonis 17.1. Tänapäevase labori uurimismikroskoobi (paremal) ja 19. sajandi lõpukümnendi mikroskoopide võrdlus. Mõlemad on Zeissi valgusmikroskoobid. Modifitseeritud http://zeisshistoricasociety.org/microscopes/ järgi.


    Vaadates Zeissi mikroskoobi ehitust, võib lugeja kergesti ära arvata mikroskoobi tööpõhimõtte. Kõigepealt sattub valgusallikast pärit valgus kondensorisse, mille abil suunatakse see preparaadilaual olevale preparaadile. Seejärel siseneb preparaadi läbinud valgus objektiivi, kust edasi pääseb see okulaari ja sealt vaataja silma. Läbides objektiivi ja okulaari läätsi, moodustavad valguse kiired uuritava objekti suurendatud kujutise. Sellisena näeb välja kõige lihtsama mikroskoobi tööprintsiip, kuid nagu laialt teada, peitub saladus pisiasjades ning nendest aru saamiseks peab kõigepealt selgeks tegema valguse füüsikalised omadused.


    17.1.1.1. Valguse füüsikalised omadused


    Pole kahtlust, et valgus mängib kõige olulisemat rolli valgusmikroskoopia puhul. Aga mis on valgus? Tavainimene annaks kohe kõige lihtsama seletuse: valgus on see, mida inimene oma silmadega näeb. Kahjuks ei ole selline seletus täiesti õige, sest on teada, et looduses leidub ka ultravioletset või infrapunast valgust, mida inimsilm ei ole võimeline nägema. Küsides sedasama küsimust füüsiku käest, saaks lugeja kõige lühema ja korrektsema, kuid mitte kõige lihtsama seletuse. Füüsik ütleks, et valgus on elektromagnetkiirgus. Selline seletus on väga õige, kuid siiski ei ole kõige parem, kuna kõik inimesed ei ole füüsikud ega saa aru, mida elektromagnetkiirgus tähendab. Seega, käesolevas raamatus määratletakse mõistet valgus järgmiselt: valgus on elektriliste ja magnetiliste omadustega energia, mida kantakse edasi elementaarsete kvantosakeste ehk footonite abil (joonis 17.2).
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    Joonis 17.2. Elektromagnetkiirguse graafik.


    Valguse omaduste kirjeldamisel püsib füüsikas pikaajaline paradoks, milles footonit käsitletakse osakesena, mis levib keskkonnas laineliselt. Valguse lained on nagu virvendus, mis tekkib veepinnal, kuid selle allikas pole kivi (või mistahes vette visatud keha), vaid midagi muud. 100 aastat tagasi oli kunstliku valguse allikaks mikroskoobis põlev küünal ja hiljem hõõglamp. Nüüd võetakse laialt kasutusele valgusdioode. Kui jätta peensused ära, siis võib öelda, et valguse tekkemehhanism on kõikidel allikatel sama. Soojusenergia või elektrivoolu toimel hakkavad valgusallika filamendi elektronid „vibreerima“ ja eraldama footoneid. Igale footonile on omased elektri- ja magnetväli, mis asuvad üksteise suhtes täisnurga all ja võnguvad kogu aeg perioodiliselt valguse levimise poole. See ongi põhjus, miks valgust nimetatakse ka elektromagnetkiirguseks. Mõlemad väljad on tihedalt seotud, toimetavad alati koos, kuid ainetega puutub kokku enamasti elektriväli.


    Kuna valgus levib laineliselt, siis see tähendab, et erinevaid valgusekiiri võib eristada nende lainepikkuse ja –sageduse järgi. Tegelikult on olemas kindel seos elektromagnetkiirguse lainepikkuse, sageduse ja energia vahel. Mida lühem on lainepikkus, seda suurem on sagedus ja seda suurem energia on footonitel (joonis 17.3).
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    Joonis 17.3. Elektromagnetkiirguse spekter.


    Elektromagnetkiirguste lainepikkused varieeruvad mitmest tuhandest kilomeetrist kuni päris lühikeste femtomeetriteni (distants võrdeline heeliumi aatomi tuuma läbimõõduga), kuid valgusmikroskoopia jaoks pakub huvi spektri lühike piirkond, kuhu kuuluvad ultraviolettvalgus lainepikkusega 350–400 nanomeetrit (nm), nähtav valgus lainepikkusega 400–700 nanomeetrit ja infrapunane valgus lainepikkusega 700–800 nm. Kõigile footonitele lainepikkustega vahemikus 350–800 nm on iseloomulikud nii ühised kui ka erilised omadused. Näiteks ühtlases keskkonnas levivad kõik footonid ühesuguse kiirusega. Sattudes läbipaistvale pinnale täisnurga all, jätkavad kõik valgusekiired oma sirgjoonelist liikumist ning murduvad või peegelduvad, kui nad langevad pinnale teravnurga all. Tegelikult just tänu valguse murdumisele, mis on samuti tuntud kui refraktsioon, tekibki mikroskoobis preparaadi suurendatud kujutis. Selleks aga, et kogu protsessist aru saada, peab vaatama neid nähtusi lähemalt.


    Nagu juba teada levivad kõik valgusekiired keskkonnas konstantse kiirusega, kuid kiirus ise sõltub keskkonnast, milles valgus levib. Kõige paremini levib valgus vaakuumis, kus footonid saavad läbida 299792458 meetrit sekundis. Kui eeldada, et lähima tähe ja Maa keskmine vahekaugus on 150 miljonit kilomeetrit, siis üks konkreetne footon jõuab Päikeselt meie planeedini umbes 8 minuti ja 20 sekundiga. Valguse kiirust vaakuumis tähistatakse c-tähega ja sageli ümardatakse 300000000 meetrini sekundis, nii et c ≈ 3 x 108 m/s. Teistes keskkondades, näiteks õhus, vees või klaasis, on footonid vastastikmõjus keskkonna aatomite ja molekulidega ning tänu sellele levivad tavaliselt väiksema kiirusega. Peale selle muutub tihedamas meediumis ka valguse lainepikkus, kuid sagedus jääb samaks. Valguse kiirust keskkonnas tähistatakse tähega v. c ja v kiiruste suhe on väga tähtis optiline tegur. Seda nimetatakse refraktsiooniindeksiks ja tähistatakse tähega n.


    n = c/v


    (17.1)


    Tabel 17.1. Erinevate keskkondade refraktsiooniindeksid.
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            Refraktsiooniindeks, n

          
        


        
          	
            vaakum

          

          	
            1

          
        


        
          	
            õhk

          

          	
            1,0003

          
        


        
          	
            vesi

          

          	
            1,333

          
        


        
          	
            glütserool

          

          	
            1,475

          
        


        
          	
            immersioonõli

          

          	
            1,515

          
        


        
          	
            klaas

          

          	
            1,5

          
        


        
          	
            teemant

          

          	
            2,417

          
        

      
    


    Erinevates keskkondades on refraktsiooniindeksid erinevad (vt tabel 17.1) ja näiteks teades, et vee refraktsiooniindeks on 1,333, võib kergesti välja arvutada, et valguse kiirus vees võrdub c/n, ehk 300000000 / 1,333 = 225056264 meetrit sekundis. See on tervelt 75000 kilomeetri võrra sekundis aeglasem kui vaakumis! Valguse kiirus ei ole ainukene asi, mis muutub, kui footonid lähevad ühest mateeriast teisesse. Tegelikult võib kahe keskkonna piiri peal juhtuda kolm erinevat protsessi: valguse neeldumine, peegeldumine ja murdumine.


    Valguse neeldumine juhtub siis, kui kogu footoni energia läheb üle elektronile ja saab hajutatud soojuse kujul. Tänu neeldumisele näevad asjad mustana välja, sest musta pinna peale sattuvad footonid kaovad ära. Samas, me kõik teame, et mõnikord muidu must, kuid läikiv pind näeb välja hele. Isegi selle teksti autor vaatab praegu oma musta arvutikasti peale ja näeb, et teatud alad selle peal on hoopis valged. Fenomeni põhjuseks on valguse peegeldumine. Minu arvutikasti juures vedeleb valgete paberite hunnik ja osa laelambist tulevast valgusest peegeldub paberitelt kõigepealt arvutikastile ning sellest edasi minu silmadesse. Seega, korrektne oleks öelda, et need valged alad, mida ma näen oma arvutikasti peal, ei ole arvutikast, vaid hoopis kasti juures paiknevad paberid. Nüüdsest on selge, et peegeldumisel materjali peale langevad footonid saadakse objekti pinna pealt tagasi. Kõige paremini peegelduvad footonid sileda pinna pealt ning just siis allub peegeldamine peamisele peegeldamisseadusele, mis ütleb, et pinnale langeva valguse nurk võrdub peegeldatava valguse nurgaga. Mõlemat nurka tähistatakse kreeka tähega θ (theta) ja väikse ladina tähestiku tähega i või r (ingliskeelsetest sõnadest incident ja reflected vastavalt langeva ja peegeldunud valguse puhul) ning arvutatakse normaali (kujuteldava joone, mis on valgustatava pinnaga risti) ja langeva ning peegeldatud valguse vahel (joonis 17.4).
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    Joonis 17.4. Pinnale langeva ja pinnalt peegelduva valguse ideaalvariant.


    Paljud materjalid, näiteks paber või kangas, peegeldavad footoneid kõikides suundades. Sellist peegeldust nimetatakse hajuspeegelduseks. Valguse lainepikkusest suuremad mikroskoopilised struktuurid (näiteks tselluloosi fiiber) peegeldavad valgust peegeldamisseaduse järgi ainult mikroskoopilisel tasemel. Suuremal tasemel erinevatest molekuliosadest peegelduvad footonid eri suundades ja just sellepärast nimetatakse sellist peegeldust hajusaks.


    Lugeja teab oma lapsepõlvekogemusest, et veeklaasis olev lusikas näib õhu ja vee piiril. Sellist optilist fenomeni nimetatakse valguse murdumiseks ehk refraktsiooniks ning selle põhjuseks on see, et valguse kiired kahe erineva meediumi vahejoonel muudavad oma levimisnurka. Refraktsiooni puhul langeva ja edastatud valguse nurgad on seotud kahe keskkonna refraktsiooniindeksitega ja on kirjeldatud Snelli seadusega:


    n1 sinθ1 = n2 sinθ2


    (17.2)


    või kui


    sinθ1 / sinθ2 = n2 / n1 = v2 / v1


    (17.3)


    kus θ1 ja θ2 on langeva ja edastatud valguse nurgad arvutatud normaali suhtes, n1 ja n2 ning v1 ja v2 on vastavalt keskkondade 1 ja 2 refraktsiooniindeksid ja valguse kiirused (joonis 17.5).
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    Joonis 17.5. Valguse refraktsiooni e murdumise skeem.


    Kui valguse kiired lähevad ühest ümbrusest teise ning teise meediumi refraktsiooniindeks on suurem, siis murdumine toimub normaali suunas, ehk θi on suurem kui θr. Selline olukord on väga tüüpiline mikroskoopia jaoks, kuna läätsed on tehtud klaasist ja seega on neil õhust suurem refraktsiooniindeks. Kehtib ka vastupidine sõltuvus ning valguskiirtel, mis lähevad klaasist välja õhku, muutub levimisnurk normaalist kaugemale. Tänu sellele võib ette tulla olukord, mille puhul langev valgus sattub vahejoonele sellise nurgaga, et edastatud valguse nurk saab võrdseks 90o-ga. Sellist langeva valguse nurka nimetatakse kriitiliseks nurgaks (θc) ja kõik valguskiired, mis sattuvad kahe meediumi piiri peale kriitilisest nurgast suurema nurgaga, ei lähe esimesest meediumist välja, vaid peegelduvad tagasi. Sellist protsessi nimetatakse täielikuks sisepeegelduseks (joonis 17.6) ja niisugusel fenomenil põhineb spetsiifiline mikroskoopia ala (TIRF mikroskoopia), millest tuleb juttu peatükis 17.2.2.4.
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    Joonis 17.6. Valguse täielik sisepeegeldus.


    Nüüd, kui põhilised valguse omadused on lahti seletatud, võib rääkida, kuidas mikroskoobis tekkib objekti suurendatud kujutis. Samamoodi nagu esimestel mikroskoopidel on iga tänapäevase instrumendi põhikomponendiks läätsed. Rääkides läätsedest, mõeldakse väga sageli ainult suurendatavaid ehk positiivseid läätsi, kuid tegelikult on mikroskoopides ka vähendatavaid ehk negatiivseid läätsi. Positiivseks läätseks peetakse sellist klaasi, millel on vähemalt üks pool kumer ja mis on keskel paksem kui perifeerias. Sellised läätsed koondavad valgust ühte punkti ja kui hoida sellist läätse silmade ees, siis saab näha suurendatud pilti. Neid nimetatakse ka kumerläätsedeks. Negatiivsed läätsed on aga need, millel on ka vähemalt üks pool kumer, kuid keskelt on lääts õhem kui servadest. Neid nimetatakse nõgusläätsedeks ja nad hajutavad valgust. Sellistes läätsedes lahknevad paralleelselt langevad valguskiired ja pilt väheneb (joonis 17.7).
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    Joonis 17.7. Erinevate läätsede klassifikatsioon.


    Peale selle jaotatakse kõiki läätsi omakorda kaheks: õhukesteks ja paksudeks. Õhukesed läätsed koosnevad ainult klaasist ja nendest on tavaliselt tehtud odavamad objektiivid. Kallimad seadmed sisaldavad pakse läätsesid, mille üks pool on kaetud läbipaistva kilega. Paksude läätsedega süsteem aitab vähendada kromaatilist kõrvalekallet – fenomeni, millest tuleb juttu peatüki edasises osas.


    Sõltumata kujust on kõikidel läätsedel sarnased põhiomadused ja neid on kõige lihtsam seletada ideaalse positiivse läätse näitel. Ideaalsel läätsel pole paksust ning on kaks valgusemurdumise tasandit: pea- ja fokaaltasand. Peatasand paikneb läätse sees, kus valguskiired või nende pikendused lõikuvad (joonis 17.8).
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    Joonis 17.8. Ideaalse kaksikkumerläätse ja valguskiirte, tulipunkti (fookuse) ning pea- ja fokaaltasandi skeem.


    Igal tavalisel kaksikkumeral läätsel on kaks peatasapinda, üks kuulub läätse ees- ja teine tagaküljele, kuid ideaalsel läätsel peatasapinnad kattuvad ja paiknevad ühel joonel. Fokaaltasand paikneb läätsest väljaspool, on optilise teljega risti ning läbib läätse tulipunkti (fookust). Pea- ja fokaaltasandi vahelist kaugust nimetatakse fookuskauguseks. Sellel kaugusel asub ka läätse tulipunkt: koht, kuhu koonduvad kõik paralleelsed valguskiired, mis langevad läätse peale peatasapinnaga risti. Tulipunktiga on seotud veel üks ideaalse läätse omadus. Nimelt, need valguskiired, mis ristuvad tulipunktis enne läätse, levivad läätse taga paralleelselt. Viimasena peab ütlema, et kõik kiired, mis lähevad ideaalse läätse keskpunktist läbi, jäävad muutumatuks (joonis 17.9).
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    Joonis 17.9. Läätsede peatasand, tulipunkt ja fookuskaugus – f.


    Ma arvan, et paljudel lugejatel oli võimalus mängida lapsepõlves tavalise luubiga. Vaadates läbi selle paberi, mündi või mingi muu asja peale, sai jälgida, kuidas luupi objektist kaugemale tõstes tavaline kujutis kõigepealt suurenes ja siis muutus täiesti ähmaseks (ebateravaks). Need nutikad noored, kes tõstsid luubi veel kaugemale, võisid näha objektist pööratud, kuid endiselt suurendatud pilti, mis aga muutus väiksemaks, kui distants luubi ja objekti vahel lähenes vaatleja käe pikkusele. Kõik need kujutise tekke etapid vastavad konkreetsetele kohtadele luubi optilise telje peal. Vaatame need kohad ükshaaval üle, liikudes läätse peatasandist kaugemale.


    Kui objekt paikneb otse läätse ees, siis näeb kujutis välja praktiliselt samasugune nagu objekt ise. Liikudes peatasandist kaugemale, hakkab kujutis suurenema ja suureneb nii kaua, kuni ese jõuab läätse fookuskauguseni. Fokaaltasandis paikneva objekti kujutise teke ei ole võimalik, sest valguskiired levivad pärast läätse (luup, objektiiv) paralleelselt ja see ongi põhjus, miks läätse tõstmisega muutub kujutis täiesti ebateravaks. Kui minna edasi, siis hakkab objekt paiknema ühekordse (f) ja kahekordse (2f) fookuskauguse vahel ning just selles alas paistab kujutis suurendatult, kuid ümberpööratult. Kahekordses fookuskauguses olev ese näeb välja lihtsalt pööratuna ning jääb selliseks, kuid samaks ka väheneb, kui objekti ja peatasandi vaheline kaugus on kahekordsest fookuskaugusest pikem (joonis 17.10).
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    Joonis 17.10. Objektist kujutise tekkimine kui objekt on läätsest kas ühekordse (f) või kahekordse (2f) fokaaltasandi kaugusel.


    Selleks et kirjeldada läätsega saadud suurendust matemaatiliselt, peab arvestama objekti- ja kujutisetasanditega ehk nende kohtadega, kus paiknevad vaadeldav ese ja selle kujutis. Kui oletada, et distants pea- ja objektitasandi vahel on a ning distants pea- ja kujutisetasandi vahel on b, siis suurenduse määr M (ingl magnification) võrdub


    M = b / a


    (17.4)


    Seega, kui a < f, siis vaatleja näeb ainult virtuaalset pilti, mis tekkib valguskiirte pikenduste lõikepunktis ja paikneb läätsest tagapool. Kui a = f, siis valguskiired ei lõiku, distants b on lõpmatu ja pilti ei tekki. Juhul kui 2f > a > f, tekkib tõeline suurendatud pilt, sest b tuleb alati suurem kui a ning M > 1. Sellist seadistust kasutas Abbe oma mikroskoobis esimese tõelise pildi loomiseks. Kui a = 2f, siis tekkib samuti tõeline pilt, kuid tänu sellele, et a = b, M = a / b = 1, on tekkinud kujutis sama suur kui vaadeldav objekt. Viimasel juhul, kui a > 2f, tekkib tõeline ja vähendatud kujutis, M < 1 (vt joonis 17.10). Oma esimeses mikroskoobis kasutas Abbe seadistust, kus uuritav objekt paiknes objektiivi ees ühe- ja kahekordse fokaalkauguse vahel, nii et tõeline kujutis tekkis okulaari fokaaltasandi taha (okulaari a < f, koht „t“) (joonis 17.11).
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    Joonis 17.11. Ernst Karl Abbe selgitus, millega näidati, et tõeline kujutis objektist tekib okulari fokaaltasandi taha.


    Tänu sellele paikneb virtuaalse kujutise kujutistasand okulaari peatasandist mitme sentimeetri kaugusel. Seega, vaadates mikroskoobi sisse, moodustavad sarvkest ja silmalääts võrkkesta peal tõelise kujutise, mida tänu suurele b/a suhtele tajutakse kui objekti suurendatud virtuaalset pilti. Samasugust optilist skeemi rakendatakse ka tänapäeval lihtsamate mikroskoopide puhul ning kasutades erineva suurendusega objektiive, saab tegelikult muuta vahekujutise fokaaltasandi tekkekohta, mis omakorda võimaldab suurenduse varieeruvust tavaliselt neljast korrast kuni saja korrani.


    Tänapäevastes teadusmikroskoopides (näiteks fluorestsentsmikroskoop) kasutatakse samasuguseid optilisi põhimõtteid nagu vanades seadmetes, kuid nende optiline kujustus on natuke teistsugune. Keerulisemad seadmed on varustatud n-ö „lõpmatusse parandatud“ objektiividega. Lõpmatusse parandatud objektiivid töötavad nii, et preparaat paikneb täpselt fokaaltasandil ning murdunud valguskiired saavad suunatud paralleelselt lõpmatusse. Selliste mikroskoopide sees paiknevad lisaläätsed, mida nimetatakse tuubiläätsedeks ning objekti vahekujutise moodustavad mitte objektiivi läätsed, vaid just mainitud tuubiläätsed (joonis 17.12).
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    Joonis 17.12. Vahekujutise teke objektist tavalise objektiivi (A.) ja lõpmatusse parandatud objektiivi (B.) abil.


    Lõpmatusse parandatud objektiivi eelis on see, et mikroskoobis tekkib mittekriitiline ala, kuhu saab paigaldada peegleid, DIC-prismasid, fluorestsentsifiltreid ja palju muud. Niikaua kui kõik need lisaelemendid paiknevad läätsede peatasanditega paralleelselt, ei muuda nad lõpp-pildi kontrastsust ja lahendust. Peale selle, üliüldine mikroskoobi disain muutub ergonoomiliseks ja paindlikumaks. Tegelikult, kui kujutada objektiivi ja tuubiläätsi ühe suure objektiivina, siis selgub, et süsteem allub samadele optiliste reeglitele ning suhe 2f > a > f kehtib endiselt.


    


    Sõltumata mikroskoobi optilisest kujustusest jääb okulaari funktsiooniks alati vahepildi suurendamine. Vanasti koosnesid okulaarid kahest läätsest ning neid nimetati ka kahekomponentseteks okulaarideks. Tänapäeval võivad kallimad okulaarid sisaldada kuni kaheksat erinevat läätse ja annavad terava, suure vaateväljaga pildi. Tegelikult on okulaari vaatevälja suurus üks oluline omadus ning see sõltub otseselt okulaari suurendusest. Mida suurem on suurendus, seda väiksem vaateväli. Väga võimalik, et just selle sõltuvuse pärast on kõige levinumad kümnekordse suurendusega okulaarid, kuna lõppsuurenduse ja vaatevälja suuruse suhe on neil kõige parem. Samas peab mainima, et vajadusel saab mikroskoopi paigaldada ka 8-, 15- või 20-kordseid okulaare. Kombineerides 20-kordse okulaari sajakordse objektiiviga, on võimalik saada kahe tuhande kordset lõppsuurendust, kuid tegelikult ei tähenda suurem pilt automaatselt paremat pilti, kuna, nagu me varsti näeme, mikroskoobi lahutusvõime on piiratud ning teoreetiliselt ei saa olla parem kui 200 nanomeetrit.


    


    Kõikidest mikroskoobi komponentidest on kahtlemata kõige keerulisema ehitusega objektiiv. Tänapäeval kinnitatakse mikroskoobi külge korraga mitu objektiivi (tavaliselt kolm kuni kuus) ja selline süsteem, mida nimetatakse ka revolvriks, võimaldab kiiret objektiivide vahetamist. Me juba teame, et objektiiv vastutab preparaadi suurendamise eest, kuid see ei ole ainukene objektiivi ülesanne. Tänapäevased objektiivid tagavad ka võimalikult suure lahutusvõime ning erinevate aberratsioonide ehk kõrvalekallete parandamise. Mitmed kõrvalekalded on omased kõikidele sfäärilistele läätsedele. Kõige tuntumad neist on kromaatilised aberratsioonid, sfäärilised koma-kujulised aberratsioonid (ingl coma aberations, comatic aberations) ja astigmaatilised aberratsioonid ning moonutused (joonis 17.13). Nende optiliste vigade parandamine on väga tähtis, selleks et saada kvaliteetset pilti. Kallimad objektiivid on varustatud spetsiaalsete elementidega ning parandavad võimalikult palju kõrvalekaldeid, kuid täielikult neist kõigist lahti ei saa. Peale selle teeb ühe aberratsiooni parandamine sageli teise suuremaks ja mikroskoopide tootjad peavad valima, millist viga kõigepealt parandada, ning töötama samas ka teiste vigade vähendamise nimel.
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    Joonis 17.13. Tänapäeva mikroskoopias on kvaliteetse kujutise saamise eelduseks ka optiliste vigade kõrvaldamine (A.–E.).


    Optiliste aberratsioonide parandamisastme järgi saab objektiive jaotada nelja rühma. Kõige lihtsamad ja odavamad on akromaatobjektiivid, mis parandavad kromaatilist kõrvalekallet punases ja sinises spektriosas. Sfääriline aberratsioon on nendel samuti parandatud, kuid ainult kollase-rohelise värvi jaoks. Akromaatobjektiivid annavad hea pildi, kui preparaat on valgustatud valge valgusega, ning suurepärase pildi ühevärvilise valguse puhul. Veelgi parema kromaatilise aberratsiooni parandusega objektiivid sisaldavad läätsi, mis on tehtud fluoriidist, fluospaarist või sünteetilisest lantaanfluoriidist. Nendele elementidele on omane väike värvide dispersioon ning neid on väga lihtne ühitada moonutuse parandamise meetmetega. Selliseid objektiive nimetatakse fluoriitideks või semiapokromaatideks. Hea värviparanduse, UV-valguse jaoks kõrge läbipaistvuse ning suurepärase kontrastsuse tõttu on nende kasutamine eelistatud immunofluorestsentsi, polarisatsiooni, eristava interferentskontrasti (ingl differential interference kontrast, DIC) ning teistes analoogsetes mikroskoopia tehnikates.


    Kõige parema kromaatilise kõrvalekalde parandusega on apokromaatilised objektiivid. Tänu sellele, et värvi korrigeerimine kehtib kogu spektri puhul (tumesinisest punaseni) ning sfääriline kõrvalekalle on eemaldatud rohelise ja sinise värvi alalt, kasutatakse neid objektiive laialt valge valgusega valgustatud preparaatidest värviliste piltide tegemiseks. Päris keerulisest ehitusest hoolimata kannatavad apokromaatilised objektiivid siiski vähesel määral moonutuse tõttu, mis on aga kõrvaldatud planapokromaatilistes objektiivides. Planapokromaate kasutatakse mitmevärvilises fluorestsentsmikroskoopias ning tänu sellele, et neid tehakse UV-valgusele läbipaistvatest elementidest, ei ole nende objektiivide kasutamine piiratud nähtava valgusega, vaid laieneb ka ultraviolettvalgusega ergastatavaile värvidele (joonis 17.14).
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    Joonis 17.14. Erinevat tüüpi objektiivide läbilõiked.


    Maksimaalne mikroskoobi lahutusvõime ehk võimalus eristada kaht lähestikku paiknevat punkti omavahel muutub kriitiliseks tavaliselt siis, kui kasutatakse suurema suurendusega objektiive. Lahutusvõime sõltub valguse lainepikkusest ja objektiivi spetsiifilisest omadusest, mida nimetatakse numbriliseks apertuuriks või numbriliseks avaks (NA):


    R = λ / 2NA


    (17.5)


    kus R on objektiivi lahutusvõime ja λ on preparaadile langeva valguse lainepikkus. Kuna tavalises valgusmikroskoopias ei ole valguse lainepikkus kergesti muudetav, siis ainukene võimalus lahutusvõimet tõsta on suurendada objektiivi numbrilist apertuuri. Objektiivi NA sõltub kahest asjaolust. Kõigepealt sõltub see objektiivi fookuskaugusest ehk kui suure nurga all objektiivi esiläätsele langevad valguskiired on võimelised sisenema objektiivi. Teiseks, numbrilise apertuuri määrab ka (joonis 17.15) preparaadi ja objektiivi vahelise keskkonna refraktsiooniindeks (n):


    NA = n sin(α)


    (17.6)
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    Joonis 17.15. Erinevate objektiivide korral sõltub objektiivi NA (numbriline apertuur) objektiivi fookuskaugusest ja keskkonna refraktsiooniindeksist.


    Objektiivi fookuskaugus ei saa olla väga väike, sest preparaat on alati kaetud katteklaasiga (tavaliselt paksusega 0,17 mm). Liiga lühikese fookuskaugusega objektiivi saab vigastatud preparaadiga kokkupõrkumise tõttu lihtsasti vigastada. Seega, üks toimiv võimalus NA tõstmiseks on suurendada preparaadi ja objektiivi vahelise keskkonna refraktsiooniindeksit, mida saab teha, pannes katteklaasi peale vett või spetsiaalset immersioonõli. Kui õhk, mille n = 1, asendatakse materjaliga, mille n = 1,515, siis sattub rohkem preparaadist tulevat valgust objektiivi sisse ning sellega paraneb ka pildi kvaliteet (joonis 17.16).
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    Joonis 17.16. Preparaadi ja objektiivi vahelise keskkonna (kas õhk või immersioonõli) refraktsiooniindeksist sõltub objektiivi numbriline apertuur (NA).


    Veel üks võimalus mikroskoobi lahutusvõimet suurendada on preparaadist tuleva valguse lainepikkuse vähendamine. Selline mõte leidis rakendust elektronmikroskoopias, milles kasutatakse kiirelt levivaid elektrone. Samamoodi nagu footonidki levivad elektronid keskkonnas laineliselt, kuid nende lainepikkus on nähtavast valgusest umbes 1000 korda lühem. Tänu sellele on tänapäevases elektronmikroskoobis võimalik eristada isegi aatomeid, mille vahekaugus on niivõrd lühike nagu 50 pikomeetrit (10–12 m).


    Mikroskoopias sõltub hea ja kvaliteetse pildi saamine mitte ainult objektiivi läätsedest, vaid ka valguseallikast ja kondensorist. Samamoodi nagu kallimad objektiivid koosnevad kõige paremad kondensorid mitmest läätsest ja on võimelised vähendama mitmeid kõrvalekaldeid (tavaliselt kromaatilist ja sfäärilist aberratsiooni ning moonutust). Kõrge aberratsiooniparandusega kondensorid on võimelised valgustama preparaati suurema numbrilise apertuuriga – kuni 0,9 – ja on seega täiesti hädavajalikud immersioonõliga objektiivide kasutamisel. Hoolimata sellest et väga sageli kasutatakse akromaatilisi kondensoreid kuivana, tuleb hea lahutusvõime saamiseks panna immersioonõli preparaadi – nii objektiivi kui ka kondensori – vahele. Õliga kondensori NA tõuseb 1,4-ni; selle tõttu sattub objektiivi rohkem valgust ja pildi kvaliteet muutub paremaks. Väiksema suurendusvõimega objektiividega kasutatakse lihtsamat, Abbe kondensorit. See koosneb kahest akromaatilisest läätsest ja annab väga hea preparaadi valgustuse kuivade objektiividega töötamisel (joonis 17.17). Tänapäevased mikroskoobid on tihti varustatud kahe kondensoriga ning kasutajal on võimalus valida endale sobilik vajaduse järgi.
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    Joonis 17.17. Erinevate mikroskoopide kondensorid.


    Igas mikroskoobis on valgusallika peamine ülesanne preparaadi ere ja ühtlane valgustus. See on hädavajalik tingimus selleks, et vaatleja saaks kindel olla, et pildi peal on kõik valguse intensiivsuse ja kontrastsuse variatsioonid pärit vaid preparaadist ja mitte puudulikust valgustusest. Ideaalis peaks valgusallikas olema ümar, kuid tavaliselt täidab seda rolli piklik küünla või hõõglambi filament. Esimestes mikroskoopides fookustati filamendist tulevat valgust kondensori abil otse preparaadile, mille tulemusena oli valgustus ebaühtlane ja hämar. Olukord muutus 1893. aastal, kui August Köehler pani lambi ja kondensori vahealasse lisaläätse, mille ta nimetas kollektoriks. Kollektori abil lambist tulevat valgust fookustatakse kondensori fokaaltasandile nii, et see täidab kondensoriava täielikult. Tänu sellele töötab lambi iga filamendipunkt nagu iseseisev valgusallikas ning preparaadi valgustus tuleb ühtlane ja ere. Köehleri välja mõeldud valgustamispõhimõte on tänapäeval laialt kasutusel. Pealegi, raamatu järgmistes peatükkides lahti seletatud tehnikate nagu faaskontrast-, fluorestsents- ja konfokaalmikroskoopia jaoks on preparaadi valgustamine Köehleri järgi absoluutselt hädavajalik.


    17.1.2. Faaskontrastmikroskoopia


    Evolutsiooni käigus arenesid inimese silmad nii, et kõige paremini suudame eristada värve ja valguse intensiivsust. See on peamine põhjus, miks tavalises valgusmikroskoopias kasutatakse laialt preparaadi värvimist. Tänapäeval lubavad molekulaarbioloogilised meetodid spetsiifiliselt ära märgistada erinevaid rakusiseseid organelle, kuid selleks peab enamasti rakud eelnevalt surmama. Elusat materjali värvida on oluliselt keerulisem ega ole tihti üldse võimalik, kuna terve rakumembraan ja mittespetsiifilised väljapumpavad pumbad (ingl efflux pump) takistavad efektiivselt värvi pääsemist rakku. Selle tõttu oli isegi 20. sajandi alguses elusate rakkude vaatlemine mikroskoobis väga keeruline, aeglane ja töömahukas protsess. Teadlastel oli hädasti vaja leiutada meetod, mis lubaks korralikult visualiseerida läbipaistvaid preparaate. Sellise meetodi teoreetilist põhimõtet kirjeldas 1930. aastatel hollandi füüsik Fritz Zernike ja juba 1942. aastal töötas Zeiss välja esimese faasikontrastmikroskoobi, mille abil teadus bioloogia ja meditsiini aladel oluliselt muutus. Fritz Zernike panus mikroskoopide arengusse oli väga kõrgelt hinnatud ning 1953. aastal sai temast Nobeli preemia laureaat.


    Oletame, et inimene vaatab mikroskoobiga preparaati, mille erinevad rakud paiknevad üksteise suhtes mingil kaugusel. Eelmisest peatükist me juba teame, et kui valguskiir läbib värvitud preparaati, siis värvitud kohtades valgust neelatakse ning tekivad väiksema valgusintensiivsusega alad. Inimese silmad näevad neid alasid tumedatena heledal taustal. Kui vaadeldav preparaat on läbipaistev, siis valguse neelamist ei toimu. Erinevad rakud ning rakusisesed struktuurid näevad välja praktiliselt samasuguse intensiivsusega kui taust ning erinevate detailide eristamine on oluliselt raskendatud. Samas on teada, et valguse levimise kiirus mingis keskkonnas muutub aeglasemaks. See tähendab, et footonid, mis lähevad rakkudest mööda, jõuavad inimese silmadeni natuke kiiremini kui footonid, mis lähevad rakkudest läbi (joonis 17.18).
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    Joonis 17.18. Skeem valguse levimise kiiruse keskkonnast sõltuvuse kohta.


    Sellist fenomeni nimetatakse valguse faasinihkeks (joonis 17.19) ja objekte, mis muudavad valguse faasi, nimetatakse faasobjektideks.
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    Joonis 17.19. Faasobjekt (sinine oval) muudab valguse levimise kiirust tänu valguse faasinihke esinemisele.


    Faasinihke korral on oluline see, et valguse lainepikkus ega intensiivsus ei muutu; ning Fritz Zernike geniaalsus seisneski selles, et ta mõtles välja selle, kuidas konverteerida nähtamatu faasinihe valguse intensiivsuse muutuseks.


    Ette rutates võib öelda, et igal faasikontrastmikroskoobil on kaks eriosa: kondensorirõngas ja faasiplaat (joonis 17.20).
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    Joonis 17.20. Faasiplaat (ülal) ja kondensorirõngas (all), mis tagab valguse kustutatud interferentsi ja võimaldab rakkudest saada näivalt ruumilise kujutise.


    Kõik algab valgusallikast, mis peab eraldama koherentset ehk samas faasis olevat valgust. Enne sattumist preparaadile läbib valgus spetsiaalse kondensorirõnga ja preparaati valgustatakse sisuliselt mitte hajusa, vaid pigem valguskoonusega, mille keskel on must ala. Sattudes läbipaistvate rakkude peale, jätkab enamik footoneid oma liikumist täiesti muutumatuna (joonis 17.20, punane footonite rada), kuid nende väike osa siiski satub vastastikmõjusse, näiteks rakumembraanidega või rakusiseste struktuuridega, ning tänu selle nende faas nihkub. Faasinihe juhtub täiesti juhuslikult, kuid eksperimentaalselt on tõestatud, et keskmiselt jäävad footonid hiljemaks veerandi lainepikkuse võrra. Näiteks, kui valguse lainepikkus on 600 nm, siis keskmine faasinihe on 150 nm. Peale selle hajutatakse hiljaks jäävad footonid suvalistes suundades ning need sisenevad objektiivi teise nurga all kui muutumata jäänud footonid (vt joonis 17.20, roheline footonite rada). Edasi, kõik footonid satuvad teisele faasikontrastmikroskoobi eriosale – faasiplaadile. See on spetsiaalselt töödeldud plaat, millel on kaks funktsiooni. Esiteks, see nihutab need footonid, mida preparaat ei ole muutnud, faasis ette (veerand lainepikkuse võrra), ja teiseks, vähendab selle valguse intensiivsust 70–75%. Väga tähtis on aru saada, et pärast faasiplaati erinevad hajutatud ja mittehajutatud valguse kiired faasis keskmiselt poole lainepikkuse võrra ning muutumata valguse intensiivsus on algsest oluliselt väiksem.


    Kondensorirõngas ja faasiplaat on tegelikult vajalikud selleks, et suurendatud kujutise tekkimiskohas saaks toimuda veel üks optiline fenomen – kustutav interferents (ingl destructive interference). Interferents on valguskiirte omadus vastastikku toimida omavahel nii, et selle tulemusena valguse intensiivsus suureneb (võimendav interferents) või väheneb (kustutav interferents). Kõige lihtsamini saab seda seletada graafiliselt (joonis 17.21).
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    Joonis 17.21. A. Kui valguslained on samas faasis (sinine ja roheline joon), siis nende summaarne intensiivsus on suurenenud (punane joon). B. Erinevates e vastaasfaasides toimivate valguslainete (sinine ja roheline joon) korral on liitlaine intensiivsus väikesem (punane joon).


    Kui kahel valguslainel (joonis 17.21, roheline ja sinine joon) on sama faas, siis interferentsi tulemusena tekkib suurema intensiivsusega valguskiir (joonis 17.21 A, punane joon). Kui aga vastastikku toimivad erinevates faasides olevad lained (joonis 17.21 B, st vastasfaasis on sinine ja roheline joon), siis liitlaine valguskiire intensiivsus on väiksem (joonis 17.21 B, punane joon). Erijuhul, kui interferents toimub kahe võrdse intensiivsusega laine vahel ja nende faasid on nihkunud täpselt poole lainepikkuse võrra, siis nad kustutavad vastastikku ja liitlaine kiirt ei tekki üldse. Hoolimata sellest et manipulatsioonid faaside nihutamistega on faasikontrastmikroskoopia puhul hädavajalikud, ei saa ainult nendega piisavalt kontrastset pilti, kuna valgusallikast lähtuva valguse intensiivsus on liiga kõrge. Just selle pärast on faasiplaat pimendatud poolläbipaistva kattega, mis laseb läbi ainult 25–30% peale langevast valgusest. Nüüd, kui analüüsida faasikontrastmikroskoobi kondensorirõnga, faasiplaadi ja kustutava interferentsi summaarset mõju valgusele, siis saab aru, et preparaadi stimuleeritud faasinihked said konverteeritud valguse intensiivsuse muutuseks ning enne nähtamatud struktuurid hakkavad välja nägema kui tumedad alad mõõdukalt heleda tausta peal.


    17.1.3. Lahutatud interferentskontrasti mikroskoopia (DIC)


    Veel üks mikroskoopia meetod, millega saab teha nähtavaks läbipaistvaid preparaate, leiutati 1950. aastatel ning nimetati lahutatud interferentskontrasti mikroskoopiaks (ingl Differential Interference Contrast mircoscopy, DIC). Samamoodi nagu faaskontrastmikroskoopia põhineb DIC-meetod interferentsi fenomenil, kuid lõpptulemus ja tehnilised meetmed, millega saavutatakse vajaliku valguse faasinihet on DIC-i puhul väga omapärased. Üksikasjalikult meenutab lahutatud interferentskontrasti mikroskoop tavalist valgusmikroskoopi, kuid peale tavakomponentide on see varustatud kahe valgust polariseeriva seadmega ja kahe erilise prismaga (joonis 17.22).
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    Joonis 17.22. Eristava interferentskontrasti mikroskoobi skemaatiline diagramm.


    Esimene, nn Wollastoni prisma asub enne kondensorit ja teine objektiivi järel. Esimene prisma jaotab langeva valguskiire kaheks ruumiliselt lahutatud kiireks. Need kaks valguskiirt lähevad läbi preparaadi kumbki oma raja kaudu ja satuvad teise Wollastoni prismasse, mis paneb need tagasi kokku. Selleks et DIC-meetod töötaks, peab esimesesse prismasse sattuma üksnes kindla polarisatsiooniga valgus, mille tagab eriline seade – polarisaator. Järgmine polariseeriv seade – analüsaator – asub teise prisma taga. Tänu analüsaatorile muutub valguse polarisatsioon nii, et kokku pandud valguskiirte vahel toimub kustutav või võimendav interferents. Tulemusena tekkib unikaalse kolmemõõtmelise mustriga pilt, mida vaadates on tunne, et preparaati valgustati vaid ühelt küljelt.


    Kahtlemata on Wollastoni prisma lahutatud interferentskontrastmikroskoobi kõige tähtsam ja huvitavam osa (joonis 17.23).
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    Joonis 17.23. Valguslainete käitumine Wollastoni prismas. Parema selguse mõttes on kiirte kõrvalekalde nurgad liialdatud.


    See koosneb kahest kokkuliimitud kristallist, mis on tehtud kaksikmurdvast materjalist (tavaliselt kvartsist või kaltsiidist). Kusjuures kristallid on fikseeritud nii, et materjali optilised teljed asuvad üksteise suhtes täisnurga all. Wollastoni prisma alumine komponent jaotab peale langeva polariseeritud valguse kaheks, omakorda veel tasapinnaliselt polariseeritud valguskiireks: korraliseks (∑k) ja erakorraliseks (∑ek). Kristalli sees on nende kiirte refraktsiooniindeksid erinevad. Näiteks kollase valguse (lainepikkusega 589,3 nm) korralise kiire refraktsiooniindeks on 1,5442 ja erakorralise oma on 1,5534. Kuna valguse kiirus kristallis sõltub refraktsiooniindeksist pöördvõrdeliselt, siis Wollastoni prisma alumises kristallis levib üks valguskiir teisest kiiremini. Kui kiired jõuavad kahe kristalli liitumiskohani, siis üks nendest kaldub paremale ja teine vasakule. Parema selguse mõttes on joonisel 17.23 kiirte kõrvalekalded liialdatud, kuid tegelikkuses on see väga väike – vähem kui pool nurgaminutit. Peale selle, alumises kristallis olev korraline kiir muutub ülemises kristallis erakorraliseks. Sama kehtib ka alumises kristallis oleva erakorralise kiire kohta, mis muutub ülemises kristallis korraliseks. Selle järgi muutuvad ka kiirte refraktsiooniindeksid ning levimiskiirused. Seega, kui prisma alumises kristallis levib ∑ek suurema kiirusega kui ∑k, siis ülemises kristallis on kõik vastupidi. Joonisel 17.23 B on kujutatud erijuhtum, kus esimeses kristallis mahajääv korraline kiir jõuab ülemises kristallis järele ning mõlemad, ∑k ja ∑ek, väljuvad prismast samal ajal. Juhul kui Wollastoni prisma on nihutatud keskjoonest paremale (Joonis 17.23 A), siis korraline kiir jõuab järele vaid osaliselt ja tulemusena jääb see erakorralisest kiirest maha. Prisma teisel poolel on olukord teistpidine ning mahajäävaks kiireks on seekord ∑ek (joonis 17.23 C). Järelikult, liigutades Wollastoni prismat paremale või vasakule, on võimalik aeglustada või kiirendada üht valguskiirt, tekitades sellega täiendavat faasinihet.


    Võttes kõik eespool kirjutatu arvesse, võib lõplikult seletada, kuidas töötab eristava interferentskontrasti mikroskoop (joonis 17.24).
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    Joonis 17.24. Lahutatud interferentskontrasti mikroskoobi tööpõhimõtte skemaatiline diagramm. Polariseeritud valguskiire liikumisel läbi Wollastoni prismade, analüsaatori toimub valguse interferents.


    Kõigepealt, koherentne, kuid mittepolariseeritud valgus läheb polarisaatorist läbi ning saavutab Wollastoni prisma töötamiseks õige polarisatsiooni. Järgmiseks, prisma toimel jaotub valguskiir kaheks komponendiks, mille vahemaa on mõnikümmend nanomeetrit – vähem kui mikroskoobi lahutusvõime. Mõlemad valguskiired lähevad preparaadist läbi ning selle mõjul jäävad faasis maha. Seejärel satub valgus objektiivi ja teise Wollastoni prismasse, mis paneb kaks kiirt kokku ning sõltuvalt joondumisest aeglustab või kiirendab nendest ühte. Eristava interferentskontrasti mikroskoopilise pildi saamiseks ei ole oluline, kumb kahest Wollastoni prismadest on keskjoonelt ära nihutatud. Nii kondensori- kui ka objektiivipoolse prisma nihutamine mõjutab lõpp-pilti samamoodi. Väljudes teisest prismast, moodustavad kaks valguskomponenti jälle ühe kiire, kuid nende polarisatsioonitasapinnad on endiselt risti ning sellepärast interferentsi nende vahel ei toimu. Selleks et tekkiks soovitud interferentsiefekt, peavad kiirte vibratsioonitasapinnad kokku langema. Seda saavutataksegi analüsaatori abil. Pärast analüsaatorit toimub interferents ja tekkib teatud mustriga vahepilt, mida saab vaadelda okulaari kaudu tavapärasel viisil. Kuna teine prisma muudab faasi vaid ühel valguskomponendil, siis preparaadi ühele äärele jäävad kiired on samas faasis ja teisel äärel on nad nihutatud poole lainepikkuse võrra. Tänu sellele toimub esimesel äärel võimendav interferents ja teisel äärel kustutav interferents. Üks äär näeb välja hele ja teine must, mille tõttu näib, nagu oleks preparaat valgustatud ühelt küljelt. Samuti tekkib vaatlejal tunne, et vaadeldav objekt on kolmemõõtmeline, kuid peab alati meeles pidama, et see on optiline illusioon ning reaalsusega sellel mingit seost ei ole (joonis 17.25).
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    Joonis 17.25. Pagaripärm Saccharomyces cerevisiae. A. Fotografeeritud tavalise valgusmikroskoobiga, suurendus 100x. B. DIC-mikroskoobis nähtav preparaat, suurendus 100x. Fotot vaadates tundub, et rakud on valgustatud ühelt küljelt (valge nool). Foto: D. Lubenets.

  


  
    17.2. Fluorestsentsmikroskoopia


    Tänapäeval saab tavalise valgusmikroskoobi abil väga edukalt jälgida rakkude morfoloogiat ja kõiki teisi põhikujutisi, mis neelavad, hajutavad või muudavad valguse faasi. Väiksemad rakusisesed struktuurid, nagu spetsiifilised valgud, nukleiinhapped või ioonid, jäävad tavaliselt täiesti nähtamatuks. Nende visualiseerimiseks on tarvis mikroskoopi, mille optika on kohandatud spetsiaalsel viisil, nii et sellega saaks avastada fluorestsentsi. Kõik fluorestsentsmikroskoopia tehnikad põhinevad eriliste molekulide kasutamisel, mis ergastava valguse toimel kiirgavad fluorestseerivat valgust. Tänu erakordsele tundlikkusele võimaldab see metoodika makromolekule, metaboliite ja isegi väikeseid ioone rakusiseselt lokaliseerida, kogust ning liikumist jälgida. Mõnikord võib uuritav objekt (rakk või rakusisene valk) kiirata valgust iseenesest ja sellise objekti kohta öeldakse, et see on kõrge autofluorestsentsiga. Kuid palju sagedamini huvi pakkuvad molekulid ei fluorestseeri ja neid tuleb märgistada eriliste fluorestseerivate värvidega – fluorokroomidega. Näiteks DAPI- või Hoechst-värve kasutatakse DNA värvimiseks. Rakusiseste aktiinfilamentide vaatlemiseks kasutatakse FITC-ga märgistatud falloidiini. Alternatiivse metoodika puhul märgistatakse fluorokroomidega antikehasid, millel on kõrge spetsiifilisus teatud epitoobi vastu. Teatud tingimuste puhul pääsevad sellised antikehad rakkude sisse, seostuvad oma sihtmärgiga ning võimaldavad sellega kaudset vaatlemist.


    Tänapäeval on fluorestsentsmikroskoopia üks enim kasutatavaid tehnikaid ning selle populaarsus hakkas suurenema aastast 1941, kui Ameerika immunoloog Albert Hewett Coons leiutas meetodi, millega fluorokroome võis liita valkudele. Samuti mängis olulist rolli ka optika ja optoelektroonika areng, mille tõttu oli võimalik avastada fluorestsentsi suurema spetsiifilisusega ning tundlikkusega. Tänapäevane fluorestsentsmikroskoop sisaldab spetsiaalseid optilisi filtreid ja võimsamat valgusallikat. Seda on suhteliselt lihtne kasutada, kuid siiski peab teadlane oskama mikroskoopi korrektselt seadistada ning valima katse tegemiseks õiged fluorokroomid. Selles peatükis me räägime fluorestsentsi füüsikalisest alusest ning saame tuttavaks mõnede fluorokroomidega ja nende omadustega. Peale selle vaatame lähemalt fluorestsentsmikroskoobi tööpõhimõtet ja tutvustame lugejat erinevate fluorestsentsmikroskoopia tehnikatega.


    17.2.1. Fluorestsentsi füüsikaline alus


    Fluorestsents on aine eriline omadus, mille korral aatomi või molekuli elektron neelab ühe energiaga footoni ja kiirgab selle asemel välja teise, tavaliselt väiksema energiaga footoni. Kui fluorokroomi valgustatakse teatud lainepikkusega valgusega, siis selle elektron – neelates footoni – saab lisaenergiat ja läheb üle kõrgemale ergastusseisundile. Ergastatud olekus viibib elektron väga vähe aega – sõltuvalt ainest 10-9–10-12 sekundit – ja seejärel taastab elektron oma algseisundi. Algseisundit taastades kulutab elektron oma energiat fluorestsentsfootoni kiirgamiseks (joonis 17.26).
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    Joonis 17.26. Fluorokroomi valgustamisel kindla lainepikkusega valgusega muutub elektroni ergastusseisund. Algse seisundi taastumisel kiirgab elektron flourestsentsfootoni.


    Kuna osa energiast kaob alati soojuse kujul, siis välja kiiratava footoni energia on neelatud footoni energiast väiksem ja selle lainepikkus on pikem. Võib juhtuda ka nii, et elektron taastab oma algseisundi ilma footonit kiirgamata. Sellist protsessi nimetatakse sisemiseks konversiooniks ja sellisel juhul kulutatakse kogu neelatud energia aine soojendamiseks. Väga tähtis on teada, et fluorestsents toimub äärmiselt kiiresti ja lõpeb kohe, kui ergastav valgus saab välja lülitatud.


    17.2.2. Fluorestsentsmikroskoobi tööpõhimõte


    Selleks et tavalise valgusmikroskoobiga saaks vaadata fluorestsentsi, peavad sellele olema paigaldatud võimas valgusallikas ja optiliste filtrite komplekt. Objektiivid peavad olema ka kõrge kvaliteediga, sest objektiivi läätsi kasutatakse nii preparaadi valgustamiseks kui ka fluorestsentsisignaali vastu võtmiseks. Teiste sõnadega, peale oma peamise funktsiooni täidab objektiiv ka kondensori rolli. Tüüpiline fluorestsentsmikroskoobi optiline rada on kujutatud joonisel 17.27 ja lühidalt võib seda kirjeldada järgmiselt. Kõigepealt jõuab eraldatud valgusallikast valgus filterkuubikusse, mille abil õige lainepikkusega valgus suunatakse objektiivi kaudu preparaadi peale. Proovis olevad fluorokroomid ergastuvad ja tekkib fluorestsentsvalgus, mis omakorda siseneb objektiivi, läheb filterkuubikust läbi ja lõpuks sattub vaatleja silmadesse. Sellist mikroskoobi seadistust nimetatakse epivalgustuseks ja peatüki edasises osas vaatame kõiki peamisi komponente lähemalt.
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    Joonis 17.27. Tänapäevane flourestsentsmikroskoop. Näidatud on nähtava valguse teekond (alumine valgusallikas) ja fluorestsentsvalguse teekond (ülemine valgusallikas) läbi objektiivi objektini ning registreeriva okularini.


    Fluorestsentsmikroskoobi vagusallikas võib olla laser või spetsiaalne lamp. Laserid annavad välja väga tugevat monokromaatilist ja koherentset valgust ning sageli kasutatakse neid eriliste tehnikate puhul nagu konfokaalmikroskoopia või FRET. Tavalise fluorestsentsmikroskoobi puhul on kõige levinumad 100 W elavhõbe- või 75 W ksenoonlambid. Mõlemad lambid annavad eredat valgust kogu nähtavas spektris (400–700 nm), kuid elavhõbelambi spektris on olemas teravad maksimumid 365, 405, 436, 546 ja 579 nm korral (vt joonis 17.28). See on hea praktika, kui mikroskoobi kasutaja teab, millist tüüpi valgusallikaga tegemist on, sest näiteks elavhõbelambi valguse intensiivsus 530 nm korral võib olla fluorokroomide adekvaatseks ergastamiseks liiga nõrk.
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    Joonis 17.28. Elavhõbelambi (A) ja ksenoonlambi (B) lainepikkuste spektraaljaotus.


    Valgusallikast tulev valgus sattub kõigepealt filterkuubikusse. Filterkuubik koosneb kolmest põhikomponendist: ergastusfiltrist, dikromaatpeeglist ja emissioonfiltrist (joonis 17.29).
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    Joonis 17.29. Fluorestsentsmikroskoobi filterkuubiku kolm põhikomponenti: eksitatsioonfilter, dikromaatiline peegel ja emissioonfilter.


    Ergastus- ja emissioonfiltreid võib nimetada ka optilisteks filtriteks. Nad on mõlemad kaetud erilise materjaliga, millest saab läbi ainult teatud lainepikkusega valgus (vt joonis 17.30).
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    Joonis 17.30. Optilised filtrid võimaldavad läbi lasta vaid soovitud lainepikkusega valgust. Kasutatakse nn Long Pass (suur vahemik e lainepikkusega > 500 nm) ja Band Pass (nn intervallvahemik e lainepikkusega 530 +/–15 nm) filtreid, mis lasevad läbi kas laiemas või kitsamas vahemikus valgust. Samuti on olemas ka optilised filtrid, mis lasevad läbi valgust lainepikkusega < 500 nm – n-ö Short Pass filtrid).


    Tänu ergastusfiltrile kitsendatakse lambist tulevat laia spektriga kiirgust teatud regioonini, mis võimaldab ergastada ainult üht konkreetset fluorokroomi. See on tähtis, kui uuritav preparaat on värvitud mitme fluorokroomidega, sest nende samaaegne ergastamine raskendaks oluliselt pildi analüüsi. Ergastusfiltrist läbi läinud valgus sattub dikromaatpeeglile, mille funktsioon on peegeldada lambist tulevat kiirgust preparaadi suunas ja lasta läbi preparaadist tulevat fluorestsentskiirgust. Kuna erinevate fluorokroomide emissioonispektrid võivad osaliselt kattuda, siis korrektse pildi saamiseks on neid vaja eristada. Selleks on filterkuubikusse sisse ehitatud emissioonfilter. Tänapäeva fluorestsentsmikroskoobid on varustatud filterkuubikute komplektiga, milles iga kuubik võimaldab spetsiifiliselt vaadata üht fluorokroomi. Sõltuvalt mikroskoobist võivad filterkuubikute optilised parameetrid oluliselt varieeruda ja just sellepärast on nende tundmine absoluutselt hädavajalik. Tark teadlane uurib eksperimenti kavandades, milliseid värve ta saab mikroskoobiga vaadata, ja valib selle järgi õigeid fluorokroome.


    Õige objektiivi valik on samuti ilmtingimatu, eriti hämarate värvide vaatlemiseks. Fluorestsentsmikroskoobile kõige paremini sobivad planapokromaatilised kõrge numbrilise apertuuriga (1,3 või 1,4) objektiivid. Sellised läätsed annavad kõige parema kromaatilise kõrvalekalde paranduse, mis tähendab, et erineva värvi fluorestsentsisignaalid tekkivad samal fokaaltasandil. Samuti on nad läbipaistvad UV-valguse jaoks ja seega sobivad väga hästi populaarsete DAPI- ja Hoechst-värvide vaatamiseks. Tänu sellele, et planapokromaatilised objektiivid on tehtud madala autofluorestsentsiga klaasist, jääb taust mustaks ning mikroskoobiga saab teha korraliku kontrastiga pilte.


    17.2.3. Fluorokroomid ja nende omadused


    Tänapäeval on fluorokroomide valik väga lai: ligikaudu 300 erinevat värvi on maailmaturul kätte saadavad. Hoolimata sellest et spektraalsete omaduste poolest võivad fluorokroomid olla sarnased, võivad nad fotostabiilsuse või heleduse (ereduse) poolest oluliselt erineda. Peale selle käituvad sarnaste füüsikaliste omadustega värvid bioloogilistes katsetes erinevalt. Kõige lihtsamad näited on DAPI- ja Hoechst-fluorokroomid. Mõlemad on eredad DNA värvid, mõlemad ergastuvad 350 nm juures ja emiteerivad 465 nm juures, kuid erinevalt DAPI-st pääseb Hoechst elusa rakku sisse palju madalama kontsentratsiooni korral, mis muudab täiesti tema kasutamisstrateegiat. Üldjuhul peab inimene, kes planeerib kasutada fluorestsentsmikroskoopiat, kindlasti tundma fluorokroome ja nende omadusi. Selles peatükis vaatame fluorestseerivate värvide üldisi omadusi ja anname ülevaate laialt kasutatavatest fluorokroomidest.


    Kahtlemata on fluorokroomi kõige tähtsamateks omadusteks selle ergastus- ja emissioonispektrid (vt joonis 17.31).
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    Joonis 17.31. Fluorokroomi ergastus- ja emissioonspektrid.


    Üsna sageli kattuvad erinevate fluorestseerivate värvide ergastus- ja emissioonispektrid suuresti (näiteks PerCP, FITC, Alexa 488, Rhodamine 123). Kuid siiski, reeglina on igal fluorokroomil üks kindel lainepikkus: ergastusmaksimum, mille korral selle ergastamine on kõige efektiivsem. Õnneks ei pea korraliku fluorestsentsi saamiseks fluorokroomi ergastama tingimata maksimumi juures. Tugeva valgusallika puhul annavad väiksed kõrvalekalded samuti hea tulemuse. Seda omadust kasutatakse, kui valgusallikaks on kindla lainepikkusega laser. Näiteks hoolimata sellest et PerCP, FITC, Alexa 488 ja Rhodamine 123 värvide ergastusmaksimumid on vastavalt 475, 495, 499 ja 507 nm, saab neid kõiki edukalt ergastada 488 nm laseriga. Kui sarnased ergastusspektrid on pigem kasulikud, siis kattuvad väljakiirgamise spektrid on mikroskoopias suureks takistuseks. Sarnase emissiooniga fluorokroome ei ole võimalik üksteisest eristada ja sellepärast on FITC-i ja Alexa 488 samaaegne kasutamine absoluutselt välistatud. Erinevate värvide ergastus- ja emissioonispektreid saab alati leida internetist (tabel 17.2).


    Kõige mugavam on seda teha Beckton Dickinson’i või LifeTechnologies weebileheküljel:


    http://www.bdbiosciences.com/ca/s/spectrumviewer?cc=CA; http://www.lifetechnologies.com/ee/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.html.


    Veel kaks olulist fluorokroomi valimise kriteeriumit on emissiooni kvantefektiivsus (KE) ja ekstinktsioonikoefitsient (EK). EK kirjeldab fluorokroomi võimet neelata teatud lainepikkusega footoneid kindlate tingimuste korral ja seda väljendatakse neeldumise ühikutes ehk optilise tihedusena. Kvantefektiivsus on emiteeritud ja neelatud footonite arvu jagatis. KE erineb kõvasti fluorokroomide vahel ja ka ühe värvi puhul sõltuvalt keskkonnatingimustest. Näiteks fluorestseiini puhul leeliselise pH korral võib KE olla 0,9 – väga kõrge number –, kuid neutraalse pH korral varieerub sellesama molekuli kvantefektiivsus tüüpiliselt 0,6–0,3 vahel. KE ja EK korrutis jagatud 1000-ga (KE · EK : 1000) annab fluorokroomi heleduse (ereduse) – samuti väga olulise värviomaduse kõikide fluorestsentsmikroskoopiliste tehnikate jaoks.


    Kuna fokusseerimine preparaadile ja õige koha otsimine võtavad mikroskoopias palju aega, siis fluorokroomi fotostabiilsus on üks tähtsamaid tegureid. Ergastatava valgusega eksponeerimise tagajärjel oksüdeeruvad kõik fluorokroomid ja kaotavad seega pöördumatult fluorestseerimise võimet. Väga tähtis on aru saada sellest, et absoluutselt kõik fluorokroomid pleegivad, kuid protsessi kiirus sõltub fluorokroomist endast ja ergastamisvalguse tugevusest.


    Tabel 17.2. Tabelis on toodud kõige levinumad mittevalgulised fluorokroomid ja nende optilised omadused ning kasutamisalad. Tänu suurele kvantefektiivsusele ja kõrgele fotostabiilsusele pakuvad eriti suurt huvi suhteliselt uued Alexa-värvid (Molecular Probes, Inc) ja kvanttäpid (QDot, Thermo Fisher Scientific, Inc).
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    17.2.4. Konfokaalmikroskoopia


    Fluorestsentsmikroskoopia tähtsust maailma eluteaduses ei saa alahinnata. See lubab väga üksikasjalikku preparaadi uurimist, kuid siiski, teatud ülesannete täitmine võib olla raskendatud. Täpselt nagu tavaline valgusmikroskoop annab fluorestsentsmikroskoop terava pildi ainult fokaaltasandist. Kõik ergud fluorestsentssignaalid, mis tulevad fokaaltasandist väljastpoolt, näivad lõpp-pildil fookusest väljas olevat. See tähendab, et suuremad kumerad rakud või jämedad koe lõigud näevad välja ebamäärastena. Selle tõttu on tulemus sageli raskesti tõlgendatav. Peale selle näeb tavalise mikroskoobiga seda, kus fluorestseeriv objekt horisontaaltasapinnal ehk x ja y-teljel paikneb. Paiknemisest vertikaalsel tasapinnal ehk z-teljel pole praktiliselt võimalik midagi järeldada (joonis 17.32).
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    Joonis 17.32. Fluorestsentsmikroskoobi kujutised kummeli õie ristlõikest. A. Preparaadi autofluorestsents rohelises spektris. B. Preparaadi autofluorestsents punases spektris. C. Piltide A ja B kokkulangemise tulemus. Fookuses olevad objektid on märgistatud punaste nooltega, fookusest väljas olevad objektid märgistatud valgete nooltega. D. Samast kohast on pilt võetud värvilise kaamera abil läbiva valge valguse käes. E. Pildil C oleva kujutist keerati terava nurga all. On näha, et fluorestsentsmikroskoobiga tehtud pilt on tegelikult lapik. Olympus BX81, objektiiv 60x. Piltide töötlemiseks kasutati Imaris tarkvara (Bitplane AG, Zürich, Šveits). Foto: D. Lubenets.


    Harilik fluorestsentsmikroskoopia ei anna vastuseid ka teistele korduma kippuvatele küsimustele: kas erinevad fluorestsentssignaalid lokaliseeruvad koos ühe struktuuri piires või milline on preparaadi kolmemõõtmeline struktuur? Tänapäeval saab nendest piirangutest üle ja küsimustele saab vastused konfokaalmikroskoopia abil, millest tuleb juttu selles peatükis.


    Konfokaalmikroskoopia põhimõtte patenteeris Harvardi Ülikooli töötaja Marvin Minsky 1957. aastal, kuid töötav instrument ilmus mitu aastat hiljem. Sisuliselt skaneerib see aparaat objekti punkt punkti järel ning ainult teatud sügavuses korraga.


    Tehniliselt baseerub konfokaalmikroskoop traditsioonilisel fluorestsentsmikroskoobil, kuid lambi asemel valgustatakse preparaati laseriga (joonis 17.33).
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    Joonis 17.33. Konfokaalmikroskoobi skeem.


    Enne preparaadini jõudmist läheb ergastav valgus eriseadmest – skannerist - läbi. Skanneris olevad kaks peeglit kallutavad kiirt väga kiiresti ning täpselt x-i ja y-i poole, võimaldades proovi ergastamist teatud mustriga. Seejärel läheb kiir objektiivist läbi ja fookustub preparaadi kitsa ala peale. Toimub värvide ergastamine ja osa tekkinud fluorestsentssignaalist siseneb objektiivi. Edasi läbib valgus dikromaatpeegli signaali tabamissüsteemi poole. Signaali tabamissüsteemi esimeseks seadmeks on punktava (ingl pinhole), mis on spetsiaalselt paigaldatud nii, et lasta läbi üksnes valgusvoo väikest keskmist osa. Tänu sellele jõuab detektorini ainult ideaalses fookuses olev valgus ja kõiki ebateravaid signaale blokeeritakse (joonis 17.34 A). Tegelikult ongi punktava see, mis määrab optilise lõigu paksuse, mis tänapäevastes mikroskoopides võib varieeruda 0,5–1,5 mikromeetrini.


    Konfokaalmikroskoobis valgustatakse igal ajahetkel ainult proovi väikest ala. Seetõttu võib väljuv signaal olla väga nõrk ja just selle pärast kasutatakse signaali tabamiseks spetsiaalset optilist detektorit – fotokordistit (ingl photomultiplier tube, PMT). Fotokordisti abil saab signaali võimendada umbes miljon korda ilma taustamüra tekkimiseta. PMT-st väljuvad elektroonilised impulsid, mille tugevus on proportsionaalne sissetuleva valguse intensiivsusega. Elektrooniline signaal tuleb arvutisse, kus seda tõlgendatakse ja tuuakse esile pikslina. Sellisel viisil, kui laserikiir liigub mööda preparaati, püüab signaali tabamissüsteem pidevalt tulevaid footoneid kinni, muudab neid elektronideks ja reastab piksleid õiges järjekorras, tekitades sellega arvuti kuvari peal lõpp-pildi. Kõik need etapid toimuvad nii kiiresti, et tundub, nagu pilt tekib arvuti ekraanil reaalajas.


    Selleks et oleks võimalik saada pilti erinevatest tasapindadest, on konfokaalmikroskoobi preparaadilaud tavaliselt motoriseeritud ja on võimeline liikuma üles-alla 10 nm täpsusega. Skaneerides proovi erinevatel tasanditel, on võimalik saada pildiseeria, kus igal pildil on kujutatud preparaadi õhuke ristlõige. Kasutades spetsiaalseid programme, võib kogu seeria ühendada üheks ruumiliseks kujundiks – kolmemõõtmeliseks struktuuriks, mis võimaldab proovi väga üksikasjalikku analüüsi (joonis 17.34).


    A.


    
      [image: ]

    


    Joonis 17.34. A. Kummeliõie seeriavõte konfokaalmikroskoobiga. Iga foto on pildistatud erineval fokaaltasandil. Autofluorestsentsi signaalid rohelises ja punases spektris on toodud eraldi ja ka liidetuna ühele fotole. Pildistatud konfokaalmikroskoobiga Olympus FV1000, objektiiv 60x, mõõtjoone pikkus 20 µm. Piltide töötlemiseks kasutati Imaris tarkvara (Bitplane AG, Zürich, Šveits). Foto: D. Lubenets.


    B.
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    Joonis 17.34. B. Kummeliõie erinevatest fokaaltasanditest pärit pildid pandi kokku üksteise peale. Joonisel on näidatud tulemuse pealt- ja külgvaates. On näha, et konfokaalmikroskoobiga võetud pildiseeria moodustavad kolmemõõtmelise struktuuri. Piltide töötlemiseks kasutati Imaris tarkvara (Bitplane AG, Zürich, Šveits). Konfokaalmikroskoop Olympus FV1000, objektiiv 60x. Foto: D. Lubenets.


    C.
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    Joonis 17.34. C. Kolmemõõtmelise struktuuri detailanalüüs. Tõeline signaal asendati kunstliku kujutisega, kus värv vastab fluorestsentsi värvile. Taoline originaalpildi modifitseerimine teeb analüüsi mugavamaks, sest võimaldab paremini kontrollida kunstlike kujutiste kuju ning läbipaistvust. Fotodel kujutatud jooniste 18.34 B ja 18.34 C piirkonnad on kummeliõie samast kohast, kuid joonisel 18.34 C on näha paremini, et õietolm on tegelikult sfäärilise kujuga (valge nool). Piltide töötlemiseks kasutati Imaris tarkvara (Bitplane AG, Zürich, Šveits). Konfokaalmikroskoop Olympus FV1000, objektiiv 60x. Fotod: D. Lubenets.


    17.2.4.1. FRET-meetod


    Konfokaalmikroskoobiga on võimalik teha väga täpseid ning heas fookuses pilte. Kuid selle kõige parem (teoreetiline) lahutusvõime on sama mis tavalisel fluorestsentsmikroskoobil – 200 nm. Praktiliselt on see number umbes kaks-kolm korda suurem. See tähendab, et konfokaalmikroskoobiga saab eristada märgiseid, mis on üksteisest umbes 400–600 nanomeetri kaugusel. Tavamõistes ei paista need numbrid väga suured, kuid mikroskoopilisel tasemel nad siiski on. Hea analoogia oleks klassituba, kus istub kaks õpilast. Konfokaalmikroskoobiga saab näha, et need kaks õpilast on kindlasti toas, aga väiksemad detailid, nagu laud, mille taga nad istuvad, jäävad ähmaseks; rääkimata sellest, kas nad istuvad ühe pingi peal või mitte. Väike lahutusvõime on fluorestsentsmikroskoopia suurim piirang, mis takistab väikeste rakuosade, näiteks valgumolekulide koostoimimise uurimist. Elusas rakus toimuvad väga dünaamilised protsessid, kus eri molekulid toimivad üksteisega koos ning paiknevad väga lähestikku. Selle kõige parem näide on signaali ülekanderajad, kus mitmesuguste rakusiseste valkude vahel võib olla vähem kui 10 nm. Selge, et tavalised mikroskoopia meetodid ei sobi valkude omavaheliste interaktsioonide uurimiseks ning selleks on vaja teistsugust tehnikat. Meetodit, mille lahutusvõime oleks parem kui 10 nm või mis baseeruks hoopis teistel põhimõtetel ning ei sõltuks optilistest piirangutest, kirjeldas esimesena saksa teadlane Theodor Förester 1948. aastal.


    Tänapäevased fluorestsentsmikroskoopia tehnikad baseeruvad eriliste värvide või valkude omadusel fluorestseeruda ehk neelata ühe lainepikkusega valgust ja kiirata selle asemel teise lainepikkusega valgust. See tähendab, et fluorokroom võtab vastu energiat, mis tuleb footoniga, ning vabaneb üleliigsest energiast samuti footoni vahendusel. Kuid teatud tingimuste korral võib see protsess toimuda ka veidi teisiti. Oma uuringutes avastas Förester, et kui kaks erinevat, kuid sobivate spektraalsete omadustega fluorokroomi või fluorestseeruvat valku asuvad väga lähestikku, siis üks neist saab liigsest energiast vabaks ilma footonit kiirgamata. Sel juhul läheb ühe molekuli üleliigne energia otse üle teisele molekulile, mis nüüd omakorda vabaneb sellest footoni kiirgamisega (joonis 17.35).
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    Joonis 17.35. Föresteri resonantse energiaülekande esinemine ja selle mitte esinemine sõltub fluorokroomide kaugusest.


    Selline protsess, mis sai nime avastaja järgi – Föresteri resonantne energiaülekanne (ingl Förester Resonance Energy Transfer, FRET) –, toimub ainult siis, kui fluorokroomide vahemaa ei ületa 10 nanomeetrit. Seega reaalses elus, kui on vaja teada saada, kas kaks erinevat valku rakus on koostoimes või mitte, liidavad teadlased uuritavate valkude külge vastavad fluorokroomid. Need fluorokroomid käituvad kui energia doonor ja energia vastuvõtja. Kui rakke valgustatakse valgusega, mis ergastab esimest fluorokroomi, s.o energia doonorit, ning uuritavad valgud asuvad teineteisest kaugel, siis tekkib vaid esimese fluorokroomi fluorestsents. Teise fluorokroomi, ehk energia vastuvõtja fluorestsentsi ei tekki, sest toimiva valguse lainepikkus ei sobi selle ergastamiseks. Olles lähestikku, toimub energia doonori ja vastuvõtja vahel Föresteri resonantne energiaülekanne ning tekkib teise fluorokroomi fluorestsents, mis on selle erilise lainepikkuse järgi kergesti eristatav (vt joonis 18.35). Seega saab FRET-meetodi abil tuvastada, kas kaks rakusisest komponenti, näiteks valgumolekuli, asuvad füüsiliselt kontaktis või mitte, ning kuna selle meetodiga tuvastatakse ühe või teise lainepikkusega fluorestsentsi olemasolu, siis mikroskoobi lahutusvõime ei mängi enam olulist rolli.


    17.2.4.2. Fluorestseerivad valgud


    Rakubioloogias on sageli vaja vaadata, kuidas toimuvad protsessid just elusa raku sees. Näiteks, kuhu lokaliseerub üks või teine valk, kui kiiresti seda sünteesitakse ja transporditakse või mis asi võiks stimuleerida teatud mRNA translatsiooni. On ka teised küsimused, mille vastuste saamiseks oleks tarvis märgistada kindlat valku raku sees nii, et rakk ise jääks ellu. Selge, et tavaliste fluorokroomidega sellist eesmärki saavutada ei ole võimalik. Erinevaid valke on rakus palju ja mingit spetsiifilisust nende vastu madalmolekulaarsetel värvidel ei ole. Märgistatud antikehade kasutamine ei ole samuti rakendatav, kuna elusa raku sisse on praktiliselt võimatu antikeha viia. Selle probleemi lahendamiseks oleks vaja mingit molekuli, mis käituks kui fluorokroom ja mida oleks võimalik sünteesida raku sees, kasutades raku enda mehhanisme. Ideaalis peaks see olema fluorestseeriv peptiid või valk, sest molekulaarse kloonimise meetodeid kasutades saaks selle järjestuse liita uuritava valguga kokku ning jälgida tekkinud liitvalgu metabolismi fluorestsentsmikroskoobi abil. Nagu teinekord teaduses ikka sai õigete omadustega valk kogemata eraldatud meduusilt Aequorea victoria. Aastal 1961 töötasid tulevased Nobeli preemia laureaadid Osamu Shimomura ja Frank Johnson Washingtoni Ülikoolis (Friday Harbor Laborites) ja püüdsid eraldada bioluminestseerivat peptiidi nimega aequorin. Neil see õnnestus, kuid nad märkasid, et koos aequorin’iga eraldub ka teine valk, mis säras UV-valguses rohelisena. Avastajad ei mõelnud kaua ja nimetasid selle teise valgu omaduse järgi rohefluorestsentsi valguks (green fluorescent protein, GFP). Hiljem selgus, et GFP töötab aequorin’iga koos ja põhjustabki rohelist helendust, mis on omane Aequorea victoria liikidele.


    17.2.4.2.1. GFP struktuur ja omadused


    Hoolimata sellest et GFP avastati 1960-ndate alguses, sai selle järjestus esimest korda kloonitud alles 1992. aastal ning pärast seda läks veel kaks aastat, enne kui maailma teadlased mõistsid fluorestseeriva valgu potentsiaali ja hakkasid kasutama seda geeniekspressiooni uuringutes bakterites ja varbussides. Andmed, mille avaldasid praktiliselt samal ajal DC Prasher jt ja F Tsuji jt ajakirjades Science ning FEBS Letters, näitasid, et natiivse konformatsiooni moodustamiseks ei vaja GFP mingeid lisafaktoreid ning seda valku saab ekspresseerida paljude mudelorganismide rakkudes. Võib öelda, et nendest artiklitest algaski fluorestseerivate valkude kasutamise kiire areng, sest juba XX sajandi lõpuks oli teadlastel terve valik GFP-mutante, mis erinesid kiiratava valguse värvi poolest. Ühe aminohappe muutmisega tekkisid sinise (blue – BFP), helesinise (cyan – CFP) ja kollase (yellow – YFP) fluorestsentsi valgud. Kui lisada sellesse nimekirja koralliliikidest eraldatud punafluorestsentsi valk (RFP) nimega DsRed, siis saab selgeks, et aastaks 2000 oli teadlaste teenistuses terve palett rekombinantseid proteiine, mille abil oli võimalik ühel ajal märgistada mitu huvipakkuvat valku erinevates organismides. Siiski käib sellest hoolimata uute fluorestseerivate valkude tegemine ka tänapäeval ning praegu saab valida juba enam kui 50 erineva proteiini vahel (tabel 17.3).


    Tabel 17.3. Fluorestseeruvad valgud.


    
      
        
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Valgu nimi

          

          	
            Ergastuse maksimum

          

          	
            Välja-

            kiirgamise maksimum

          

          	
            Kvant-

            efektiivsus

          

          	
            In vivo struktuur

          
        


        
          	
            GFP (wt)

          

          	
            395/475

          

          	
            509

          

          	
            0,77

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            EGFP

          

          	
            488

          

          	
            507

          

          	
            0,60

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            Emerald

          

          	
            487

          

          	
            509

          

          	
            0,68

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            Superfolder GFP

          

          	
            485

          

          	
            510

          

          	
            0,65

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            Azami Green

          

          	
            492

          

          	
            505

          

          	
            0,74

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mWasabi

          

          	
            493

          

          	
            509

          

          	
            0,80

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            TagGFP

          

          	
            482

          

          	
            505

          

          	
            0,59

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            TurboGFP

          

          	
            482

          

          	
            502

          

          	
            0,53

          

          	
            Dimeer

          
        


        
          	
            AcGFP

          

          	
            480

          

          	
            505

          

          	
            0,55

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            ZsGreen

          

          	
            493

          

          	
            505

          

          	
            0,91

          

          	
            Tetrameer

          
        


        
          	
            T-Sapphire

          

          	
            399

          

          	
            511

          

          	
            0,60

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            EBFP

          

          	
            383

          

          	
            445

          

          	
            0,31

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            EBFP2

          

          	
            383

          

          	
            448

          

          	
            0,56

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            Azurite

          

          	
            384

          

          	
            450

          

          	
            0,55

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mTagBFP

          

          	
            399

          

          	
            456

          

          	
            0,63

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            ECFP

          

          	
            439

          

          	
            476

          

          	
            0,40

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mECFP

          

          	
            433

          

          	
            475

          

          	
            0,40

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            Cerulean

          

          	
            433

          

          	
            475

          

          	
            0,62

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mTurquoise

          

          	
            434

          

          	
            474

          

          	
            0,84

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            CyPet

          

          	
            435

          

          	
            477

          

          	
            0,51

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            AmCyan1

          

          	
            458

          

          	
            489

          

          	
            0,24

          

          	
            Tetrameer

          
        


        
          	
            Midori-Ishi Cyan

          

          	
            472

          

          	
            495

          

          	
            0,90

          

          	
            Dimeer

          
        


        
          	
            TagCFP

          

          	
            458

          

          	
            480

          

          	
            0,57

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mTFP1 (Teal)

          

          	
            462

          

          	
            492

          

          	
            0,85

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            EYFP

          

          	
            514

          

          	
            527

          

          	
            0,61

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            Topaz

          

          	
            514

          

          	
            527

          

          	
            0,60

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            Venus

          

          	
            515

          

          	
            528

          

          	
            0,57

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mCitrine

          

          	
            516

          

          	
            529

          

          	
            0,76

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            YPet

          

          	
            517

          

          	
            530

          

          	
            0,77

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            TagYFP

          

          	
            508

          

          	
            524

          

          	
            0,60

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            PhiYFP

          

          	
            525

          

          	
            537

          

          	
            0,39

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            ZsYellow1

          

          	
            529

          

          	
            539

          

          	
            0,42

          

          	
            Tetrameer

          
        


        
          	
            mBanana

          

          	
            540

          

          	
            553

          

          	
            0,7

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            Kusabira Orange

          

          	
            548

          

          	
            559

          

          	
            0,60

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mOrange

          

          	
            548

          

          	
            562

          

          	
            0,69

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mOrange2

          

          	
            549

          

          	
            565

          

          	
            0,60

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            dTomato

          

          	
            554

          

          	
            581

          

          	
            0,69

          

          	
            Dimeer

          
        


        
          	
            dTomato-Tandem

          

          	
            554

          

          	
            581

          

          	
            0,69

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            TagRFP

          

          	
            555

          

          	
            584

          

          	
            0,48

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            TagRFP-T

          

          	
            555

          

          	
            584

          

          	
            0,41

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            DsRed

          

          	
            558

          

          	
            583

          

          	
            0,79

          

          	
            Tetrameer

          
        


        
          	
            DsRed2

          

          	
            563

          

          	
            582

          

          	
            0,55

          

          	
            Tetrameer

          
        


        
          	
            DsRed-Express (T1)

          

          	
            555

          

          	
            584

          

          	
            0,51

          

          	
            Tetrameer

          
        


        
          	
            DsRed-Monomer

          

          	
            556

          

          	
            586

          

          	
            0,10

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mTangerine

          

          	
            568

          

          	
            585

          

          	
            0,30

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mRuby

          

          	
            558

          

          	
            605

          

          	
            0,35

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mApple

          

          	
            568

          

          	
            592

          

          	
            0,49

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mStrawberry

          

          	
            574

          

          	
            596

          

          	
            0,29

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            AsRed2

          

          	
            576

          

          	
            592

          

          	
            0,05

          

          	
            Tetrameer

          
        


        
          	
            mRFP1

          

          	
            584

          

          	
            607

          

          	
            0,25

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            JRed

          

          	
            584

          

          	
            610

          

          	
            0,20

          

          	
            Dimeer

          
        


        
          	
            mCherry

          

          	
            587

          

          	
            610

          

          	
            0,22

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            HcRed1

          

          	
            588

          

          	
            618

          

          	
            0,015

          

          	
            Dimeer

          
        


        
          	
            mRaspberry

          

          	
            598

          

          	
            625

          

          	
            0,15

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            dKeima-Tandem

          

          	
            440

          

          	
            620

          

          	
            0,24

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            HcRed-Tandem

          

          	
            590

          

          	
            637

          

          	
            0,04

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            mPlum

          

          	
            590

          

          	
            649

          

          	
            0,10

          

          	
            Monomeer

          
        


        
          	
            AQ143

          

          	
            595

          

          	
            655

          

          	
            0,04

          

          	
            Tetrameer

          
        

      
    


    Rohefluorestsentsi valk koosneb 238 aminohappest ning kaalub 27 kilodaltonit. Valgu kolmemõõtmeline kuju meenutab silindrit pikkusega 4,2 ja läbimõõduga 2,4 nm, mis koosneb 11 lehest ja mida nimetatakse β-silindriks (ingl barrel) (joonis 17.36 A ja B).
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    Joonis 17.36. Rohefluorestsentsi valgu (GFP) ruumiline struktuur.


    Silindri keskel paikneb valgu fluorofoor, mis koosneb vaid kolmest aminohappest: seriinist, türosiinist ja glütsiinist järjekorranumbritega vastavalt 65, 66 ja 67 (Ser65, Tyr66 ja Gly67). Hoolimata sellest et Ser-Tyr-Gly kolmikmotiiv on looduses väga levinud, ei anna iga selline järjestus fluorestsentsi. Pigem vastupidi, GFP-l on unikaalne omadus stimuleerida selle tripeptiidi erilist modifikatsiooni ning stabiliseerida tekkinud fluorofoori õigel moel ja tagada fluorestsentsi. Seega, kogu valgu struktuur on fluorestsentsi tekkimiseks hädavajalik ning isegi ühe aminohappelise modifikatsiooni sisse viimisega saab valgu funktsionaalsus oluliselt muudetud.


    Soodsate väliskeskkonna faktorite puhul toimub pärast valgu sünteesi GFP β-silindris fluorofoori küpsemise protsess (joonis 17.37).
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    Joonis 17.37. GFP valgu modifikatsioonid. Vt tekst.


    Selle käigus toimub peamine reaktsioon Ser65 karboksüülsüsiniku ja Gly67 aminolämmastiku vahel (vt joonis 17.37, aatomite numbrid on vastavalt 3 ja 7). Selleks et need reaktsioonikeskused saaksid üksteisele ligi, soodustab valgu konformatsioon fluorofoori pöörlemist türosiini süsiniku ümber (vt joonis 17.37, süsinik number 5). Edasi, täiesti autokatalüütilise reaktsiooni käigus eraldub vesi ja tekkib imidasoliiniring, mis muutub oluliselt stabiilsemaks järgneva oksüdatsioonireaktsiooni käigus. Protsessi viimane reaktsioon nõuab molekulaarse hapniku olemasolu ja on absoluutselt hädavajalik aktiivse fluorofoori tekkimiseks, sest on näidatud, et anaeroobsetes tingimustes kasvatatud E. coli liikides fluorestseerivat GFP-d ei eksisteeri. Valmis fluorofoor võib esineda kahes olekus. Kõige tõenäolisemas, protoneeritud olekus asub GFP ergastusmaksimum 395 nm juures, mis vastab violetsele valgusele. Ühe prootoni äravõtmisega saavutatakse vähem tõenäoline, deprotoneeritud olek, milles ergastusmaksimum nihkub oluliselt sinise valguse poole ja asub 475 nm juures. Kusjuures sõltumata olekust, metsiktüüpi GFP fluorestsentsispekter on alati sama: päris lai, ebamäärase maksimumiga 507 nm juures.


    GFP-le on omane kõrge stabiilsus ja kvantefektiivsus (kuni 0,8). Tänu sellele, et β-tünni sisekeskkond on hüdrofoobne, on valgu fluorestsents suuresti sõltumatu keskkonna pH ja temperatuuri kõikumistest. Siiski, kui mingil põhjusel valk denatureerub, siis tema fluorestsentsivõime kaob täielikult. Sellega peab alati arvestama, kui katse käigus planeeritakse rakke fikseerida. Tugevad fiksaatorid, nagu metanool või etanool, hävitavad valgu tertsiaarstruktuuri ja seega ei ühildu üldse GFP fluorestsentsiga. Pehmema mõjuga paraformaldehüüd ei ole madalatel kontsentratsioonidel GFP-le ohtlik, kuid kontsentratsiooni tõstmisega toimuvad valgu pöördumatud muutused ja fluorestsents kaob.


    Kunstlikult tekitatud üksikaminohappelised mutatsioonid alandavad samuti valgu stabiilsust. Nii BFP, CFP kui ka YFP ja teiste mutantvalkude fluorestsentsiintensiivsus ja keskkonnakindlus on metsiktüüpi valgust väiksemad ning seda peab alati meeles pidama, kui katsekavand eeldab nende kasutamist.


    17.2.4.2.2. Rohefluorestsentsi valgu kõige levinumad teisendid ja analoogid


    Selleks, et GFP kasutamine imetajate süsteemides oleks efektiivsem, viidi selle järjestuse sisse päris palju põhimutatsioone, mida tänapäeval leiab praktiliselt kõikides üldkasutatavates valguvariantides. Esimesena optimeeriti fluorofoori küpsemise protsess nii, et see oleks efektiivne ka 37 oC juures. Metsiktüübi GFP fluorofoor valmib väga edukalt 28 oC juures, kuid kõrgematel temperatuuridel on selle süntees oluliselt häiritud. See probleem lahendati fenüülalaniini asendamisel leutsiiniga positsioonis 64. Kõrgemal temperatuuril töötab mutantvalk vähemalt sama hästi kui originaalvalk madalamal temperatuuril. See mutatsioon esineb kõikides fluorestseerivates valkudes, mis on eraldatud meduusist Aequorea victoria, kuid see ei ole ainuke muudatus, mis mõjutab GFP küpsemisprotsessi 37 oC juures.


    Samuti optimeeriti koodonikasutust nii, et imetaja valguekspressiooni süsteemis oleks see maksimaalselt efektiivne. Viidi sisse ligi 190 punktmutatsiooni, et tõsta GFP sünteesi efektiivsust inimese rakkudes. Näiteks üks selliseid oli Kozaki fragmendi translatsiooni alguskoha (A/GCCAT) tekitamine. Kõigi nende muudatuste tulemusena tekkis väga kasulik molekul elusate rakkude mikroskoopiliste uuringute tarvis; järjestust muteeriti veel täiendavalt, et saada erinevaid fluorestsentsi ergastamise ja kiirguse spektreid.


    Hoolimata sellest et metsiktüüpi rohefluorestsentsi valk on väga stabiilne ja ergas, ei sobi ehtne GFP siiski hästi elusorganismide mikroskoopiliste uuringute jaoks. Põhjuseks on valgu fluorofoor, mis eksisteerib enamasti protoneeritud kujul ja seega ergastub ultravioletse valgusega. Nagu teada, kahjustab ultraviolettkiirgus DNA-d ja on elusrakkudele ohtlik. Bioloogiliste süsteemide jaoks oleks palju parem, kui proovide ergastamiseks saaks kasutada spektri nähtava valguse osa, ja sellepärast sai kõige populaarsemaks GFP variandiks nn täiustatud GFP (enhanced GFP, EGFP). Täiustatud rohefluorestsentsi valgu fluorofoor erineb tavalisest ainult ühe aminohappe võrra: positsioonis 65 olev seriin on asendatud treoniiniga (S65T). Tänu vaid ühele punktmutatsioonile nihkus EGFP ergastusmaksimum ultravioleti regioonist (395 nm) 488 nanomeetrile, mis on rakkudele täiesti ohutu. Peale selle ei olnud täiustatud EGFP vaatlemiseks enam vaja erilist, seadistatud UV-filtritega fluorestsentsmikroskoopi. Seda saab vaadelda, kasutades tavalist optiliste filtrite komplekti, mis sobib ka fluorestseiini (FITC) tuvastamiseks. Kõik need erijooned tegid EGFP molekuli väga populaarseks ning tänapäeval on see fluorestseerivate valkudega tehtavates katsetes peamine valik. Isegi teatud täiustatud GFP puudused, nagu fluorestsentsi sõltuvus lahuse pH-st ja kerge tendents moodustada valgulisi dimeere, ei muuda seda suundumust.


    Peale EGFP on ka teisi spektraalselt sarnaseid valke. Nende seas on kõige kuulsamad Emerald, GFP2 ja ZsGreen1. Emerald on väga fotostabiilne ja ergas fluorokroom, kuid kommertsiaalselt ei ole see kättesaadav ja sellepärast on tema kasutamine piiratud. GFP2 kasutatakse enamasti FRET (ingl fluorescence resonance energy transfer) katsetes. Mitmest allikast saab kätte selle valgu kaks erinevat modifikatsiooni. Esimene on F64L, milles fenüülalaniin positsioonis 64 on asendatud leutsiiniga. F64L-valgu ergastusmaksimum on 400 nm ja seda võib efektiivselt paaristada kollasfluorestsentsi valguga. Teine modifikatsioon sisaldab punktmutatsiooni positsioonis 65. Sel juhul on seriin asendatud tsüsteiiniga, mille tõttu ergastusmaksimum on nihkunud 474 nm-ni, mis teeb S65C-st parema FRET-partneri sinifluorestsentsi valgu jaoks kui EGFP. Korallidest eraldatud ZsGreen1 valk on imetajate süsteemides EGFP-st tunduvalt eredam, kuid selle liitvalkude tegemine ja ekspressioon on raskendatud, sest ZsGreen1-l on tendents moodustada tetrameere.


    Kollasfluorestsentsi valkude perekond sai alguse, kui treoniin 203 muteeriti türosiiniks. Selle asendusega muutus GFP fluorofoori ergastatud olek veidi stabiilsemaks, mille tõttu nii ergastuse kui ka kiirguse maksimumid nihkusid 20 nm võrra spektri punase otsa poole. Täiustatud EYFP valk on väga ere ja tema spektraalsed omadused sobivad väga hästi mitmevärvilisele fluorestsentsmikroskoopiale. Kombineerides helesinise fluorestsentsi valkudega CFP ja GFP2, saab EYFP-d kasutada ka FRET-katsetes. Kahjuks esinevad sellel valgul ka mitmed puudused. Kõige olulisemad nendest on suur tundlikkus kloriiniioonide ja happelise pH vastu. On teada, et juba pH 6,5 korral kaotab EYFP umbes 50% oma kiirguse intensiivsusest. Peale selle on kollasfluorestsentsi valgu fotostabiilsus väiksem kui EGFP-l. Puuduste parandamiseks muteeriti valku mitmel viisil ning tulemusena saadi proteiin nimega Citrine, mis on eellasest stabiilsem ja vähem nõudlik keskkonnatingimuste suhtes. Teise modifikatsiooni, mille nimi on Venus, eripära on analoogidest kõige lühem küpsemisaeg ja väga ere fluorestsents. Koralliliikidest Zoanthus saadud ZsYellow1 valgu kiirgus on samuti kollast värvi, kuid samamoodi nagu ZsGreen1-l esineb sellel tendents tetrameeride moodustamiseks, mis raskendab valgu kasutamist imetajarakkude süsteemides.


    GFP sinine ja helesinine (BFP ja CFP) variant tulenes ehtsa fluorofoori muteerimisest positsioonis 66. Kui selles positsioonis olev türosiin asendada histidiiniga, siis fluorestsentsivärvus muutub siniseks (450 nm). Kui türosiini asemele panna trüptamiin, siis kiirguse maksimum nihkub 480 nm peale, mis vastab helesinisele värvusele. Mõlemad valgud olid üsna hämarad ja vajasid täiendavaid mutatsioone, kuid isegi täiustatud valkude (EBFP ja ECFP) eredus moodustab ainult 25–40% EGFP intensiivsusest. Peale selle helendavad mõlemad valgud vähe kasutatavates spektri regioonides ja nende vaatlemiseks peab fluorestsentsmikroskoobi varustama eriliste optiliste filtrite komplektidega. Siiski, hoolimata nendest puudustest kasutatakse mõlemaid valke mitmevärvilise mikroskoopia ja FRET-katsetes. Kusjuures, oma spektraalsete omaduste tõttu pakkus helesinine tuletis kõige rohkem huvi ja sellepärast püüdsid teadlased seda veelgi parandada, tekitades Cerulean-valgu. Cerulean on vähemalt kaks korda eredam kui ECFP ja seega on ta parem partner kollasfluorestsentsiga valkudele FRET-uuringutes. Samamoodi nagu rohe- ja kollasfluorestsentsi valgud eraldasid teadlased helesinise fluorestsentsiga valku ka teisest organismist. AmCyan1 saadi koralliliigist Anemonia majano ja selle järjestust modifitseeriti oluliselt, et kohandada koodonikasutust imetajarakkude jaoks. Sellele valgule on omane hea eredus ja fotostabiilsus, kuid samamoodi nagu teised korallidest eraldatud valgud moodustab AmCyan1 tetrameere, mille tõttu tema kasutamine on piiratud.


    17.2.4.2.3. Punafluorestsentsi valgud


    Hoolimata sellest et metsiktüüpi GFP-ga tehti väga palju katseid, õnnestus valgu muteerimisega fluorestsentsivärvust muuta ainult sinisest kollaseni. Kusjuures vajadus punase ja infrapunase fluorestsentsiga valkude järele oli samuti suur, sest nendega on võimalik võtta proove otse kogu elavast loomast. Elusad koed lasevad punast valgust läbi oluliselt paremini kui muu lainepikkusega footoneid. Samuti on rakkude autofluorestsents kõige väiksem just spektri punases regioonis. Kuna pikema lainepikkusega fluorestseerivate valkude tegemine meduusiliikidest ei õnnestunud, pöörasid teadlased oma tähelepanu koralliliikide poole.


    Esimene punafluorestsentsi valk eraldati koralliliigist Discosoma striata ja nimetati selle järgi – DsRed. Selle proteiini kiirgusmaksimum on 558 nanomeetrit ja spektraalselt sobib see katsete tegemiseks väga hästi, kuid selle kasutamisel peab arvestama ka teatud puudustega. DsRed-i küpsemine võtab väga palju aega ja selle aja jooksul kiirgab valk roheliselt. See omadus, tuntud kui „roheline olek“ (ingl green state), on äärmiselt ebameeldiv teiste roheliste fluorokroomidega mitmevärviliste eksperimentide tegemisel. Toimuva spektraalse ülekande tõttu on väga raske eristada tõelist rohelist fluorokroomi mitteküpsenud DsRed-valgust. Peale selle on DsRed paratamatu (obligatoorne) tetrameer ja moodustab rakus suuri valgulisi agregaate, mis on sageli rakkudele toksilised. Samamoodi nagu GFP puhul viisid teadlased nende probleemide lahendamiseks valgu järjestusse erinevaid muudatusi. Tulemusena tekkis teise põlvkonna punafluorestsentsi valk nimega DsRed2. Selle valgu aminootsas on mitu punktmutatsiooni, mille tõttu valgu agregeerimise võime on oluliselt vähenenud ja küpsemisprotsess toimub kiiremini. Kui metsiktüüpi DsRed valmib umbes 11 tunni jooksul pärast sünteesi, siis valgu teisel versioonil kulub selleks vaid 6 tundi. Edasise modifitseerimise käigus saadi punafluorestsentsi valgu kolmas põlvkond nimega DsRed-Express, mis küpseb ühe tunni jooksul. Teine punafluorestsentsiga valk eraldati koralliliigist Heteractis crispa. HcRed1 valgu järjestust kohandati samuti imetajarakkude ekspressioonisüsteemiga ja see on isegi kommertsiaalselt kättesaadav, kuid väga nõrga fluorestsentsi tõttu ei ole seda soovitav kasutada tavalistes fluorestsentsmikroskoopia katsetes.


    17.2.4.2.4. Monomeersete valkude saamine


    Kõik fluorestseerivad valgud moodustavad oma loomulikus olekus di- või tetrameere. Isegi Aequorea victoria valkudel esineb nõrk dimeriseerumise tendents, mis tavalistel tingimustel ei sega, kuid valgu suunamisel raku kindlasse kohasse hakkab juba tulemusi mõjutama. Punafluorestsentsi valkude jaoks on see üldse üleüldine probleem, mis sageli teeb nende valkude kasutamise võimatuks. Sellepärast on teadlased rakendanud väga palju jõudu monomeersete valkude tekitamiseks. Isegi hoolimata sellest et esimene monomeerne punaselt fluorestseeriv valk, RFP1, oli erakordselt nõrga fluorestsentsiga ja fotostabiilsusega, manipuleeriti valgujärjestusega visalt edasi. Ja mitte ilmaasjata. Väga suur samm edasi astuti siis, kui õnnestus muteerida RFP1 glutamiini ja türosiini positsioonides 66 ja 67. Nende aminohapete asendamisega tekkis terve palett monomeerseid valke, mis kannavad nime vastavalt fluorestsentsivärvusele „puuviljade“ järgi (joonis 17.38). Nende valkude kiirgamisspektrid varieeruvad 560-st 650 nanomeetrini ja katavad peaaegu terve nähtava spektri. Tänapäeval, isegi hoolimata nõrgast fluorestsentsist, kasutatakse neid väga laialt ja, mis on kõige tähtsam, nende olemasolu annab lootust, et tulevikus suudavad teadlased nende baasil teha veelgi eredamaid ja stabiilsemaid valke.
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    Joonis 17.38. Punaselt fluorestseeruva valgu RFP1 geeni mutatsioonid aitasid luua monomeersete fluorestseeruvate valkude plejaadi.


    17.2.4.3. Multifootonmikroskoopia


    Nii tavalise fluorestsentsmikroskoopia kui ka konfokaalmikroskoopia efektiivsus on oluliselt piiratud valguse neelamise ja sellest tuleneva üldise fototoksilisusega. See piirang on eriti kriitiline paksude koelõikude, elusa embrüo ning suure organi või isegi terve organismi uuringute puhul. Nendega võrreldes pakuvad multifootonmikroskoopia tehnikad suure eelise kolmemõõtmeliste piltide tegemisel. Multifootonmikroskoopia ehk (nagu seda veel nimetatakse) mittelineaarne ehk kahe- ja kolmefootonilise ergastusega mikroskoopia toimib infrapunastel lainepikkustel, mida rakud peaaegu ei neela. Tänu sellele väheneb oluliselt fototoksilisus ning tõuseb valguse pääs kudedesse, mis iseenesest teeb selle meetodi väga ahvatlevaks just elusate organismide uurimisel.


    Fluorokroomi kahefootoniline ergastamine põhineb fenomenil, mille puhul üks elektron neelab kaks footonit ühe kvantsündmuse käigus (joonis 17.39).
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    Joonis 17.39. Fluorokroomi mitmefootonilise ergastamise skeem.


    Kuna footoni energia on otseselt seotud tema lainepikkusega, siis iga neelatud footon peab kandma umbes poolt energiast, mis oleks vajalik fluorokroomi ergastamiseks ühe footoniga. Näiteks fluorokroomi, mis tavaliselt neelab sinist valgust lainepikkusega 480 nm, saab ergastada nii ühe footoniga lainepikkusega 480 nm kui ka kahe footoniga lainepikkusel 960 nm. Kusjuures välja kiirgava fluorestsentsvalguse lainepikkus on mõlemal juhul sama. Oluline peensus siinjuures on see, et kahe footoniga ergastamine juhtub ainult siis, kui kahe footoni neelamise vahele jääb vähem kui 10-18 sekundit. Praktiliselt tähendab see, et fluorokroomi ergastamiskohas peab pikema lainepikkusega footonite tihedus olema umbes miljon korda suurem kui tihedus, mida on vaja elektroni ergastamiseks ühe footoniga. Kindlasti raskendab selline tingimus meetodi elluviimist tehnilisest küljest, sest eeldab erilise laseri kasutamist, kuid samal ajal tagab suure eelise, millest tuleb juttu peatüki hilisemas osas.


    Teine mittelineaarne optiline protsess – kolmefootoniline ergastamine – on samuti rakendatav bioloogiliste protsesside uuringutes. See meetod töötab täpselt samamoodi nagu eelnevalt kirjeldatud kahefootonilise ergastusega mikroskoopia, kuid nüüd peab värvi ergastamiseks üks elektron neelama kolm footonit (vt joonis 18.38). Tänu kvantmehaanilistele omadustele on vajalik footonite tihedus fluorokroomi kolmefootoniliseks ergastamiseks ainult kümme korda suurem kui kahefootonilises süsteemis. Kahe- ja kolmefootoniline ergastamine võib toimuda ka ühel ajal, mis laiendab oluliselt meetodi võimalusi. Näiteks, kasutades erilist 1050-nanomeetrilise lainepikkusega laserit, saab ergastada kolme footoniga 350 nm juures töötavaid fluorokroome ning samal ajal kahe footoniga rohelises spektris (525 nm) töötavaid fluorokroome. Peale selle laiendab kolmefootonilise ergastusega mikroskoopia kasutamiskõlblikku spektrit, sest lubab ergastada värve ka sügavas ultravioletses regioonis 240 nm juures.


    Samamoodi nagu konfokaalmikroskoopia võimaldab mittelineaarne ergastusmikroskoopia teha pilte vaid preparaadi kitsast tasapinnast, kuid liites mitmest erinevast tasapinnast võetud pilte kokku, saab tekitada uuritava objekti kolmemõõtmelise struktuuri. Konfokaalmikroskoobiga ergastatakse värve objekti kogu paksuses ning fluorestsents tekkib fokaaltasandist nii üleval- kui ka allpool. Tekkinud mittefookuses olevat fluorestsentsi blokeeritakse punktava abil ning saadakse uuritavast objektist terav ristlõikepilt (vt peatükk 17.1.5). Fluorokroomi ergastamine kahe- ja kolmefootonilise ergastusmikroskoopia puhul tehakse teistel põhimõtetel ning toimub vaid kohas, kus footonite tihedus on piisavalt suur. Kui sobilik laserikiir väljub objektiivist, siis fookustatakse see fokaaltasandile. Fookustamise käigus liginevad footonid järjest rohkem üksteisele, kuid praktiliselt on objektiivi fokaaltasapind ainuke koht, kus footonite tihedus on piisavalt suur, et elektroni ergastamine kahe või kolme footoniga saaks toimuda märkimisväärse efektiivsusega (vt joonis 17.40).
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    Joonis 17.40. Ühe või mitme footoniga ergastamisel on suurim erinevus multifootonmikroskoopia suurem lahtusvõime, sest struktuurid, mis pole fokaaltasapinnas, ei ole üldse nähtavad, kuna seal puudub fluorestsents.


    Seega, erinevalt konfokaalmikroskoobist ei tekki multifootonmikroskoopia puhul fookusevälistes kohtades fluorestsentsi üldse ning mikroskoobi lahutusvõime on niisiis oluliselt parem. Tänu sellele, et fookusevälistel tasanditel ergastavat valgust ei neelata, jõuab ka rohkem footoneid fokaaltasandile ning võrreldes konfokaalmikroskoobiga tungib valgus preparaadis kuni kolm korda sügavamale. Kuigi fototoksilisust on vähe uuritud ja selle täpseid põhjusi pole veel teada, on selge, et mida väiksem see on, seda parem. Praktika näitab, et punane ja infrapunane valgus ei vähenda rakkude eluvõimet ning multifootonmikroskoopiaga uuritavad bioloogilised preparaadid elavad kauem.


    17.2.4.4. TIRFM – täieliku sisepeegelduse fluorestsentsmikroskoopia


    Fluorestsentsmikroskoopia tehnikat, mida nimetatakse täieliku sisepeegelduse fluorestsentsmikroskoopiaks (ingl total internal reflection fluorescence microscopy, TIRFM), kasutatakse siis, kui on vaja detailselt vaadelda rakumembraanis või rakupinnal toimuvaid protsesse. TIRFM-i füüsikaline alus on valguse eriline omadus – tekitada kahe erineva keskkonna piiril nn haihtuvat lainet (ingl evanescent wave), millega saab ergastada vaid neid fluorokroome, mis asuvad umbes 100 nm kaugusel rakke sisaldava mahuti põhjast. Teiste sõnadega, TIRF-mikroskoop lubab spetsiifiliselt ning suure lahutusega vaadelda mikroskoobi katteklaasi või rakukultuuritassi põhja ja uuritava proovi vahelisi kontaktalasid.


    Tehniliselt tugineb TIRFM-meetod täieliku sisepeegelduse fenomenile (vt peatükk 17.1.1.1), mille korral valguskiired, mis sattuvad kahe erineva refraktsiooniindeksiga keskkonna piiri peale kriitilisest nurgast suurema nurga all, ei lähe ühest keskkonnast teise, vaid peegelduvad esimesse keskkonda tagasi (vt joonis 17.16). Kusjuures kriitilise nurga korral ei tekki täielik sisepeegeldus äkiliselt – vastupidi, see on pideva ülemineku protsess, mille korral valdav refraktsioon muutub kriitilist nurka ületades peegelduseks. Kui langeva valguse nurk on kriitilisest nurgast suurem, siis valguskiired ei lähe otseselt teise keskkonda, kuid väike osa valgusest siiski ületab kahe keskkonna piiri ning levib edaspidi pinnaga paralleelselt (vt joonis 17.41).
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    Joonis 17.41. TIRFM-meetodi skemaatiline selgitus.


    See energia, mida nimetatakse haihtuvaks laineks, kannab sama sagedust kui peale langev valgus ning on võimeline ergastama fluorokroome. Sealjuures sõltub haihtuva laine tugevus kaugusest ning mida kaugemal kahe keskkonna piirilt see levib, seda nõrgemaks see saab. Praktiliselt saab TIRFM-meetodiga ergastada fluorokroome vaid umbes 100 nanomeetri laiuses regioonis, jättes ülejäänud fluorokroomid täiesti ergastamata. Tänu sellele on täieliku sisepeegelduse fluorestsentsmikroskoobil väga hea signaali ja müra suhe ning see lubab vaadelda isegi ühe molekuli fluorestsentsi.


    17.2.4.5. Superlahutusmikroskoopia


    Viimase 25 aasta jooksul on teadlaste keemilised, tehnilised ja arvutuslikud võimalused arenenud nii palju, et lubasid ületada teoreetilist valgus- ja fluorestsentsmikroskoopia 200 nm lahutuse piiri. Tekkis terve rida erilisi mikroskoopia tehnikaid, millega sai vaadelda ultrastruktuure suurusjärgus 10 nm nii raku pinnal kui ka raku sees. Nende hulka kuuluvad paljud tehnikad, kuid käesolevas õpikus tuleb juttu vaid kolmest: lähivälja skaneerivast optilisest mikroskoopiast (ingl near-field scanning optical microscopy, NSOM), kahaneva stimuleeritud kiirguse mikroskoopiast (ingl stimulated emission depletion microscopy, STED) ja tõenäosusliku optilise rekonstrueerimise mikroskoopiast (ingl stochastic optical reconstruction microscopy, STORM), mis tehniliselt toetuvad erinevatele põhimõtetele.


    Üks võimalus suurendada fluorestsentsmikroskoobi lahutusvõimet on leida tehniline lahendus ning valgustada preparaadi väiksemat regiooni, kui seda saab teha tavalise objektiiviga. Tõepoolest, kui ergastatava ala läbimõõt oleks vaid 10 nm, siis saaks öelda, et selle mikroskoobi lahutus on teoreetilisest vähemalt 20 korda suurem. Sellist põhimõtet kasutataksegi lähivälja skaneeriva optilise mikroskoopia puhul, kus uuritavat objekti valgustatakse peenikese sondiga (joonis 17.42 ja 17.43).
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    Joonis 17.42. Lähivälja skaneeriva optilise mikroskoopia e superlahtusmikroskoopia korral valgustatakse preparaadil võrreldes tavalises fluorestsentsmikroskoopias kasutatava objektiiviga hoopis väiksemat piirkonda. Selleks kasutatakse spetsiifilist sondi (vt A ja B erinevate suurendustega pildistatud valgusallikat e sondi). Foto: E. Betzig, J. K. Trautman, 1992.
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    Joonis 17.43. Valgusallika liikumisel jälgib sond uuritava pinna struktuure.


    Sond on koonilise kujuga ning selle tipust eraldub valgus. Kasutades erilist mehhanismi, võib sondi liigutada uuritavast pinnast vähem kui viienanomeetrilises kauguses, korrates objekti pinnastruktuure (vt joonis 17.43). Mida lähemal uuritavale pinnale sond asub, seda parema lahutusega tuleb pilt (joonis 17.44).
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    Joonis 17.44. NSOM mikroskoopia lahutusvõime sõltub uuritava pinna ja sondi omavahelisest kaugusest. A – vahekaugus alla 5 nm; B – 5 nm; C – 10 nm; D – 25 nm; E – 100 nm; F – 400 nm. Foto: E. Betzig, J. K. Trautman, 1992.


    Reeglina NSOM tehnika lahutusvõime varieerub 5 ja 20 nm vahel ning seda kasutatakse erinevate optiliste kontrastmeetodite puhul (neeldumine, peegeldumine, fluorestsents, polarisatsioon ja isegi spektroskoopia), kuid alati vaadeldakse pinnapealseid struktuure, sest õrna sondiga ei ole preparaadi sisse lubatud minna.


    Elusate rakkude siseultrastruktuuride vaatlemiseks kasutatakse kahaneva stimuleeritud kiirguse mikroskoopiat. See meetod on tehniliselt keeruline, vajab töötamiseks mitut tugevat laserit, erilist valguse moduleerimisfiltrit ning väga fotostabiilseid fluorokroome. Kuid hoolimata kõikidest neist nõuetest leidis STED-mikroskoopia rakendust bioloogias ning muutus viimasel ajal väga populaarseks. Teoreetiliselt baseerub STED-meetod stimuleeritud kiirguse fenomenil, mille korral ergastatud olekus olev elektron toimib koos teise sisse tuleva footoniga ning kukub väiksemale energiatasemele, kiirates sealjuures sissetuleva (teise) footoniga identse footoni. Teiste sõnadega, kui ergastatud olekus olevat elektroni valgustada väiksema energiaga (punase) valgusega, siis tavapärast fluorestsentsi ei tekki üldse ning selle asemel kiirgab elektron niisugusel juhul punase footoni (vt joonis 17.38). STED mikroskoop on seadistatud nii, et ühe objektiivi kaudu valgustatakse preparaati samal ajal kahe spektraalselt ja kujult erineva valguskiirega. Esimene valguskiir on fluorokroomi ergastava lainepikkusega ja punktkujuga. Teine valguskiir on punast värvi ning meenutab kujult sõõrikut. Mõlemad kiired on joondatud üksteise peale nii, et „sõõriku“ keskmine osa langeb ergastava valguse keskpunktiga kokku (joonis 17.45).
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    Joonis 17.45. STED-mikroskoobi ergastava valguse ja stimuleeritud kiirguse joondamine.


    Fokaaltasandil tekib fluorestsents vaid ergastava kiire keskmises osas ning selle ümber kustutab oodatava fluorestsentsi stimuleeriv kiirgus. Kusjuures, keskmise osa läbimõõtu saab täpselt reguleerida ning saavutada väga väikseid numbreid. Üldiselt, STED-süsteemi külgmine lahutusvõime varieerub 30 ja 80 nm vahel (joonis 17.46), kuid erijuhtudel on isegi 2,4-nanomeetriline lahutus saavutatav. Vertikaalse z-telje suunaline lahutus jääb 30 ja 100 nm vahemikku, mis peale kõige võimaldab teha optilisi läbilõike ning uuritava objekti kolmemõõtmelist struktuuri.
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    Joonis 17.46. Elusa raku endoplasmaretiikulumi (ER) võrdlevad fotod konfokaal- ja STED-mikroskoobiga. ER on märgistatud fluorestseeruva valguga Citirne. Nooltega on tähistatud ER-i torujad struktuurid, mis on korrektselt nähtavad üksnes STED-mikroskoobi preparaadil. Mõõtjoon 1 μm. Foto: Hein, B. et al., 2008.


    Viimane superlahutusmikroskoopia tehnika, millest tuleb juttu, on tõenäosusliku optilise rekonstrueerimise mikroskoopia, mis tugineb fotolülituvate fluorokroomide olemasolule. Täpsemalt tähendab see seda, et on olemas terve rida fluorokroome, mille võimet fluorestseerida saab lülitada sisse või välja lihtsalt kiiritades neid ühe või teise lainepikkusega valgusega. Sisselülitatud olekus käituvad sellised värvid nagu tavaliselt, st nad neelavad ergastavat valgust ning kiirgavad fluorestsentsi. Väljalülitatud ehk pimeseisundis on olukord vastupidine ja ergastava valguse olemasolul värvid kas kiirgavad footoneid kordades vähem või ei fluorestseeri üldse. Seega, superlahutusega pildi saamise protsess näeb välja järgmine. Kõigepealt märgistatakse uuritav proov fotolülituvate fluorokroomidega. Seejärel valgustatakse proovi välja lülitava valgusega nii, et kõik vaateväljas olevad värvimolekulid lähevad pimeseisundisse. Saavutatakse olukord, mille korral jääb värve ergastava valguse käes taust mustaks. Järgmisena valgustatakse proovi sisselülitava valguse impulsiga. Impulss on piisavalt lühike, et selle aja jooksul aktiveeruksid mitte kõik, vaid väike osa fluorokroome, mis juhuslikult asuvad üksteisest kaugemal kui mikroskoobi lahutuspiir. Edasi ergastatakse aktiivseid fluorokroome ja erilise kaamera abil tabatakse ning loendatakse nende kiiritatud fotoneid. Kusjuures, ergastamine toimub piisavalt kaua, nii et kõik aktiivsed fluorokroomid saaksid valgusest pöördumatult kahjustatud. Niisiis, esimese aktiveerimis-/ergastamistsükli lõpus on vaateväljas enamik fluorokroome endiselt välja lülitatud seisundis ning on mingi osa fluorokroome, mille signaal sai salvestatud ja nad ise said pleegitatud. Seejärel valgustatakse proovi jälle sisselülitava valguse impulsiga, ergastatakse jälle juhuslikult aktiveeritud fluorokroome, tabatakse ning loendatakse uuesti välja kiirgavaid footoneid – ja nii edasi, kuni kõik vaateväljas olevad fluorokroomid muutuvad aktiivseks ning kustuvad ergastava valguse mõju all (joonis 17.47).
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    Joonis 17.47. Preparaadi korduv märgistamine fotolülituvate fluorokroomidega.


    Selle protsessi tulemusena saadakse rida pilte, kus iga aktiivne värvimolekul näeb välja nagu suur (läbimõõduga rohkem kui 200 nm) täpp. Liites kõik need pildid kokku, näeks summaarne pilt välja samasugune nagu tavalise fluorestsentsmikroskoobiga tehtud pilt, mille puhul lähestikku asuvaid punkte ei ole võimalik eristada. Selleks et saavutada superlahutust, töödeldakse pilte erilise arvutiprogrammiga nii, et iga saadud täpp kujutatakse välja kui kolmemõõtmeline tulpdiagramm, kus x- ja y-telgedel on kaugus nanomeetrites ja z-teljel on kaameraga loendatud footonite arv (vt joonis 17.48).
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    Joonis 17.48. Preparaadi multifootonmärgistamise tulemustele baseerudes (vt joonis 18.46) on tekitatud tulpdiagamm STORM mikroskoopia (ingl stochatic optical reconstruction microscopy) meetodil.


    Seejärel, kasutades Gaussi jaotuse ning matemaatilise statistika reegleid, arvutatakse välja kõige tõenäolisem, kuid siiski eeldatav fluorestseeriva värvi paiknemiskoht. Kusjuures, mida rohkem footoneid värv kiirgas, seda täpsem tuleb fluorokroomi lokaliseerimine, kuid praktika näitab, et STORM-i lahutus varieerub 20–30 nm vahel. Viimasena liidetakse töödeldud pildid kokku (vt joonis 17.49) ning saadakse superlahutusega lõpp-pilt (vt joonis 17.50).
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    Joonis 17.49. Eraldi töödeldud STORM mikroskoopia tulpdiagrammid liidetakse kokku, mille tulemusel saadakse summaarne tulemus. Joonised 18.46 kuni 18.48 on modifitseeeritud Rust, M. J. et al., 2006 järgi.
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    Joonis 17.50. Imetajaraku mikrotuubulite foto. A. Fluorestsentsmikroskoobi foto. B. Sama piirkonna STORM-mikroskoobi foto. Fotol A oleva kastikese C suurendatud foto C. ja kastikese E suurendatud foto E. D. Foto C STORM-mikroskoobi foto. F. Foto E STORM-mikroskoobi foto. Suurendused antud mõõtjoontega. Foto: Bates, M. et al., 2007.


    17.2.4.6. Valguskihi fluorestsentsmikroskoopia


    Tänapäevaseid mikroskoopia tehnikaid kasutatakse bioloogiliste struktuuride vaatamiseks, kuid nende abil bioloogilisi protsesse uurida ei ole alati lihtne. Selleks on rida põhjusi. Kõigepealt, paljud tehnikad on aeglased ja vajavad objekti punkthaaval skaneerimist, mis ilmselgelt ei sobi väga kiiresti toimuvate bioloogiliste protsesside tabamiseks. Teiseks, fookustatud laseri kiir kannab nii palju energiat, et fluorestsentsvärvid ning ka preparaat ise saavad pikaajalise skaneerimise jooksul kahjustatud. Seega, need mikroskoopiatehnikad ei sobi samuti elusorganismis toimuvate või kauakestvate protsesside uurimiseks. Kõigi nende piirangute ületamiseks on vaja meetodit, millega preparaati saaks lühikest aega valgustada kitsa valguskiirega. Selline tehnika leiutati juba 1902. aastal ning see sai nime ergastava valguskiire profiili järgi – valguskihi fluorestsentsmikroskoopia, VKFM (ingl light-sheet microscopy või single-plane illumination microscopy).


    Hoolimata sellest et sakslased Richard Zsigmondy ja Henry Siedentopf kasutasid seda ideed enam kui sada aastat tagasi ultramikroskoopia loomisel, et vaadata kolloidseid osakesi lahustes, rakendas seda bioloogias esimest korda Francis Spelman alles 1993. aastal. Pärast seda läks veel 11 aastat, seni kuni Ernst Stelzer rakendas 2004. aastal VKFM-i riisikala elusembrüo vaatlemiseks. Sellest peale hakkas valguskihi fluorestsentsmikroskoopia kiiresti arenema.


    VKFM-i peamine erinevus teistest mikroskoopiatehnikatest seisneb selles, et preparaati valgustatakse valguskihiga vaatlemissuunaga risti (vt joonis 17.51).
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    Joonis 17.51. Preparaadi valgustamine toimub risti preparaadi vaatlemissuunaga.


    Valguslehe õige kuju saavutamiseks kasutatakse erilisi silindrilisi läätsi ning preparaadiga kokku põrkumise kohas on valguskiire jämedus tavaliselt 2–6 µm.


    Selline seadistamine lubab vältida kogu preparaadi üheaegset valgustamist. Korraga valgustatakse vaid preparaadi kitsas regioon, saavutades sellega konfokaalmikroskoopiaga sarnase efekti (vt joonis 17.52).
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    Joonis 17.52. Konfokaalmikroskoobi ja valguskihi fluorestsentsmikroskoobi tööpõhimõtte võrdlus.


    Tänu sellele, et VKFM-i puhul kasutatakse laia vaateväljaga objektiive ning fluorestsentsi tabatakse kiire sCMOS (CMOS tehnoloogia edasiarendus – ingl scientific CMOS) kaameraga, on preparaadi valgustamise aeg väga lühike. Tegelikkuses kulub ühe pildi saamiseks vaid mõni millisekund aega. Samamoodi nagu konfokaalmikroskoobiga, kui preparaati liigutatakse üles-alla või paremale-vasakule, on võimalik VKFM-i abil tekitada rida pilte, millest tekib kokkupandult suur ja ruumiline objekti kujutis. Seega, võrreldes teiste mikroskoopiatehnikatega on fototoksilisus valguslehega ergastusmikroskoopia puhul oluliselt väiksem ning tänapäeval on see üks parimaid tehnikaid, millega saab vaadelda kiiresti toimuvaid protsesse elusorganismis.

  


  
    17.3. Läbivoolu tsütofluorimeetria


    


    Tänapäevase mikroskoopiaga saab väga detailselt uurida rakustruktuure, kuid mõnikord tahavad teadlased teada mitte rakusisest organisatsiooni, vaid seda, kui suure osa (protsentides) moodustab kindel rakutüüp rakkude segapopulatsioonis. Näiteks arstid tahavad teada, mitu protsenti moodustavad valged vererakud patsiendi vereproovis või kui palju vähirakke on luuüdis. Teadlasi võib huvitada transfektsiooni efektiivsus ehk kui palju on rakukultuuris transfekteerinud rakke. Kindlasti on võimalik rakke loendada ka mikroskoobi all, kuid see võtab tavaliselt palju aega ja haruldaste rakkude puhul ei ole piisavalt täpne. Eriline immuunsüsteemi rakk võib tulla ette sagedusega 1 : 1000000 ehk tõenäosusega 0,0001%. Arvestades, et mikroskoobi vaatevälja mahub keskmiselt 200–400 rakku, siis ühe haruldase raku leidmiseks tuleb sellisel juhul läbi vaadata 2500 erinevat kohta! Kui ühe koha vaatamine võtaks ainult 10 sekundit, siis üks õige rakk leitaks 25000 sekundiga, s.o umbes 7 tunniga. Usaldusväärse statistika jaoks on vaja lugeda vähemalt 100 rakku, mis tähendab, et inimene peab tegelema sellega 700 tundi ehk 29 päeva ja iga päev 24 tundi! Selge, et selline ülesanne ei ole käsitsi tehtav ja vajab tehnilist lahendust. Selline lahendus leiti läbivoolu tsütofluorimeetri kujul eelmise sajandi 70. aastatel. Käesolevast peatükist saame teada, et läbivoolu tsütofluorimeetri abil saab isegi kõige haruldasemaid rakke loendada vaid mõne minutiga. Peale selle saab vajalikke rakke kõrvale sortida hämmastava kiirusega, tagades sealjuures bioloogilise materjali kõrge elulisuse protsendi.


    Esimene läbivoolu tsütomeeter (seda ei saa nimetada tsütofluorimeetriks, kuna fluorestsentsi sellega mõõta ei olnud võimalik) tehti Teise maailmasõja ajal, kui Ameerika sõjaväel tekkis vajadus kiiresti avastada bioloogilise relva olemasolu õhuproovidest. Õhu analüüs eeldas suuremahuliste proovide käsitlemist ning pakutud instrument töötas järgmiselt: analüüsitavat õhku puhuti välja peenikesest august ning tekkinud õhujuga suunati suurema/laiema puhta õhu ümbrisjoa sisse. Tänu sellele suleti prooviõhk koos võimaliku saastusega ümbrisjoa keskele. Seejärel suunati juga valgusmikroskoobi fokaaltasandile ning mikroskoobiga ühendatud elektrooniline süsteem tabas osakeste hajutatud valgust. Esimese instrumendiga sai tuvastada mõnede batsillide spoore ja teisi osakesi, mille läbimõõt oli suurusjärgus 0,5 µm. 1950. aastate alguses rakendati samasugust juga-ümbrisjoa-sees põhimõtet punaseid vererakke lugedes, kuid õhu asemel analüüsiti proove juba füsioloogilises lahuses. Mõlemad instrumendid, nii bakterite kui ka erütrotsüütide loendajad, olid varustatud tavalise lambiga ja seega ei olnud nad erinevate rakkude eristamiseks piisavalt tundlikud.


    Täpsuse ja tundlikkuse tõstmiseks otsustati läbivoolu tsütomeeter ühendada fluorestsentsmikroskoobiga. 1960. aastate lõpus tekkis esimene läbivoolu tsütofluorimeeter, kuid valgusallikana töötav lamp ei andnud piisavalt võimsat valgust ning see asendati argoonlaseriga. Tekkinud instrument andis väga adekvaatseid tulemusi ja selle võttis kommertskasutusse Bectoni-Dickinsoni äriühing 1974. aastal FACS-I nime all. Nimi FACS tähendab fluorestsentsi aktiveeritud rakusortimist (ingl fluorescence activated cell sorting). Tõepoolest, juba esimesel tsütofluorimeetril oli rakkude sortimise võimalus, mis baseerus tindiprinteri tehnoloogial. Sellest ajast algaski tänapäevaste läbivoolu tsütofluorimeetrite ajastu. Kui alguses võimaldasid need masinad tuvastada ainult ühe fluorokroomi, siis tänapäeval eeldab rutiinne laboritöö 10–12 erineva värvuse kasutamist. Spetsiifiliste antikehadega saab märgistada vajalikud rakud. Niimoodi saab teada, mitu protsenti nad moodustavad kõikidest rakkudest, ning seejärel saab neid kiiresti eraldada mittevajalikest rakkudest.


    Tehniliselt koosneb iga läbivoolu tsütofluorimeeter kolmest põhikomponendist: vedelikuosast (ingl fluidics) ning optilisest ja elektroonilisest osast. Vedelikuossa kuuluvad tavaliselt kompressor või peristaltiline pump ja erinevate klappide võrgustik ning selle peamine funktsioon on toimetada proov laseritega kinnipidamise punkti. Optiline osa koosneb laseritest ja optilistest filtritest. Sellega ergastatakse proovis olevad fluorokroomid ja eristatakse emiteeritavat fluorestsentsi. Fotokordistitest, analoog-digitaalsetest muunduritest ja arvutist koosnev elektrooniline osa mõõdab fluorestsentsi intensiivsust, paneb sellele numbrilise väärtuse ning esitab tulemuse graafiliselt.


    Tänapäeval töötavad kõik läbivoolu tsütofluorimeetrid vedelikega ja selleks et masin väljastaks õige tulemuse, peab analüüsitavat materjali (näiteks rakke) uurima ükshaaval. Teiste sõnadega, igal ajahetkel peab laseriga olema valgustatud ainult üks rakk korraga. Selleks et aru saada, kuidas masin saab niisuguse ülesandega hakkama, vaatame näidet loodusest. Kujutage ette, et mägede vahel voolab lai jõgi. Vee peal ujub mitukümmend palli. Pallid on erinevat värvi: mõned on sinised, mõned rohelised ja mõned punased. Nad ujuvad ühe grupina, kuid kõik läbisegi. Nüüd kujutage ette, et tekkib kitsas koht, kus mäed asuvad üksteisele väga lähedal. Selles kohas muutub lai jõgi kitsaks ojaks. Oja laius on nii piiratud, et selle peale mahub ainult üks pall korraga. Kui pallide grupp jõuab selle kohani, siis alguses tekkib ummik, kuid ühel hetkel saab üks pall ummikust välja ja sattub ojja. Seejärel tuleb teine, kolmas, neljas ja nii edasi. Lõpuks saavad kõik pallid ükshaaval kitsast kohast läbi. Läbivoolu tsütofluorimeeter töötab väga sarnase põhimõttega. Masina sees on olemas lehtrikujuline küvett (vt joonis 17.53). Küveti sisse pumbatakse ümbrisvedelik ja selle keskele suunatakse analüüsitav proov, kusjuures proovi pumbatakse natuke suurema rõhuga kui ümbrisvedelikku; seetõttu tekib ümbrisvedeliku sees peenike kanal (vt joonis 17.53). Mida suurem on proovi rõhk, seda laiemaks muutub kanal, kuid reeglina eeldab kanali laius, et proovis olevad rakud saavad sellest läbi vaid ükshaaval.
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    Joonis 18.53. Läbivoolu tsütofluorimeetria tööpõhimõtte skeem.


    Täpselt nagu esimesed masinad, detekteerivad moodsamad läbivoolu tsütofluorimeetrid hajutatud valgust. Becktoni-Dickinsoni masinates eristatakse läbiva valguse hajumist (ingl forward scatter, FSC) ja külghajuvust (ingl side scatter, SSC). Eespidise hajuvuse moodustavad footonid, mis vastastikmõjus rakkudega muudavad oma levimissuunda 5o–10o. Arvatakse, et mida suurem on rakk, seda rohkem footoneid hajutab see eespool ning sellepärast käsitletakse FSC parameetrit raku suhtelise suuruse indikaatorina. Külghajuvuse detektorisse satuvad footonid, mis muudavad oma levitamissuunda 80o–100o (vt joonis 17.54).
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    Joonis 17.54. Tsütofluorimeetriga on võimalik registreerida valguse külghajumist ja objekti läbiva valguse hajumist. Kumbki parameeter on rakkude iseloomustamisel olulise tähtsusega.


    Arvatakse, et mida rohkem on rakus keerulisi struktuure, seda rohkem footoneid saab hajutatud suurema nurga all. Sellepärast käsitletakse SSC parameetrit ka raku suhtelise granulaarsuse indikaatorina. Beckmani-Coulteri toodetud tsütofluorimeetritel puudub läbiva valguse hajuvuse parameeter. Selle asemel mõõdab masin elektrilist takistust kahe kambri vahel, mis on täidetud soolalahusega. Ühe kambri küljes on avaus, mis on piisavalt suur, et sellest saaksid läbi lahuses olevad rakud. Lipiidse membraaniga ümbritsetud rakud on halva elektrijuhtivusega ning sel hetkel, kui mingi rakk täidab auku, suureneb elektriline takistus. Mida suurem on rakk, seda rohkem muutub takistus (vt joonis 17.55). Hoolimata täiesti erinevast põhimõttest näitavad nii läbiva valguse hajuvus kui ka elektriline takistus sama asja – raku suhtelist suurust.
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    Joonis 17.55. Beckmani-Coulteri tsütofluorimeetritel mõõdab aparaat läbiva valguse hajuvuse asemel üksikute rakkude põhjustatud takistust, mis väljendab samuti rakkude suhtelist suurust.


    Kasutades ainult suhtelist suurust ja granulaarsust, ei ole võimalik eristada palju erinevaid rakke. Seepärast on analüüsitav materjal reeglina märgistatud fluorestsentsvärvidega. Kasutusel on nii „vabad“ värvid (nagu DAPI) kui ka antikehadega ühendatud värvid, millega saab märgistada kindlaid epitoope raku pinnal või sees. Igal juhul peab fluorestsentsisignaali saamiseks fluorokroome ergastama ja seda funktsiooni täidavad masinasse sisse ehitatud laserid. Kuna värvide valik on väga lai ja nende ergastamisspektrid on üsna erinevad, on tsütofluorimeetrid üldiselt varustatud mitme laseriga. Laserite hulk võib varieeruda ühest kolmeni, kuid kõige võimsamad analüsaatorid sisaldavad kuni seitset erinevat laserit ja võimaldavad tuvastada iga raku pealt kuni 27 erinevat fluorokroomi. Laserite kiirgus on fookustatud küveti keskele nii, et igat rakku valgustatakse vaid ühe laseriga korraga (vt joonis 17.54). Selline joondamine võimaldab tuvastada kõiki raku peal olevaid fluorokroome ning täpselt analüüsida igat proovis olevat rakku. Värvidest tulevad fluorestsentsisignaalid suunatatakse optiliste fiibritega fotokordistitesse ning selleks et neid saaks üksteisest eristada, paikneb iga detektori ees kindel optiline filter. Teiste sõnadega, ühes konkreetses eksperimendis vastab igale fluorokroomile vaid üks detektor. Näiteks, kui analüüsitavad rakud on värvitud kümne fluorokroomiga, siis läbivoolu tsütofluorimeeter peab olema varustatud vähemalt kümne fotokordistiga (vt joonis 17.56).
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    Joonis 17.56. Erinevate fluorokroomide tuvastamiseks peavad tsütofluorimeetris olema vastavad filtrid, mis paiknevad detektori ees. Kõik andmed töödeldakse vastava tarkvara abil. Modifitseeritud www.selectscience.net järgi.


    Kui fotokordistisse sattuvad footonid, siis selle teisest otsast tulevad välja elektronid. Mida rohkem footoneid tuleb sisse, seda rohkem elektrone väljub. See tähendab, et sõltuvalt fluorestsentsiintensiivsusest tekkib detektori peal suurem või väiksem pinge. Pinge muutusi loendab analoog-digitaalne muundur ja annab nendele vastavad numbrilised väärtused. Sellisel viisil saavad erinevate värvide fluorestsentsiintensiivsused erinevad digitaalsed numbrid. Signaal tabatakseväga kiiresti ja tänapäevased vahendid võimaldavad analüüsida kuni 70 000 rakku sekundis. Kui nüüd tulla tagasi peatüki alguses toodud näite juurde ja arvutada, kui palju aega kuulub 100 haruldase raku lugemiseks (sagedus 1 : 1000000), siis tuleb välja, et tsütofluorimeeter saab sellega hakkama vaid 24 minutiga!


    Nagu enne sai mainitud, annab läbivoolu tsütofluorimeeter fluorestsentsiintensiivsustele numbrilisi väärtusi ja paneb need erinevatesse graafikutesse. Andmete visualiseerimiseks kasutatakse kahte tüüpi graafikuid: tulpdiagramme (ingl histogram) ja punktdiagramme (ingl dot-plot). Tulpdiagrammi x-teljel on ühe kindla fluorokroomi fluorestsentsiintensiivsuse numbrid ja y-teljel on sündmuste arv (vt joonis 17.57).
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    Joonis 17.57. FACS-i diagrammid. A – tulpdiagramm. B- sama proovi punktdiagramm. Y-telg näitab sündmuste arvu. X-teljel on antud fluorokroomi intensiivsuse numbrid. Mida enam on diagrammil B ühes punktis sündmusi e punkte (ingl dot), seda kõrgem on diagrammil A graafik e seda enam on vaadeldavas punktis olnud sündmusi e seda tugevam on sellise intensiivsusega fluorestsents.


    Kui uuritavaid rakke värviti ainult ühe värviga, siis tulemuste visualiseerimiseks kasutaksegi tulpdiagramme. Selle kõige parem näide on rakutsükli analüüs, mille korral lisatakse rakkudele vaid DNA-ga seonduvat värvi. Kasvades lähevad rakud G1-faasist DNA sünteesimise ehk S-faasi ja pärast seda jõuavad G2-faasi. Selle aja jooksul muutub rakusisene DNA hulk 2n-st 4n-ni või teisiti öeldes – kahekordistub. Loogiline on eeldada, et mida rohkem DNA-d on rakus, seda rohkem värvimolekule sellega seondub. See tähendab, et G2-faasis olevate rakkudega seondub täpselt kaks korda rohkem värvimolekule kui G1-faasis olevate rakkudega ning fluorestsentsiintensiivsuse erinevus nende faaside vahel tuleb kahekordne. Seda vahet saabki tabada läbivoolu tsütofluorimeetriga ning visualiseerida tulpdiagrammi peal (joonis 17.58).
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    Joonis 17.58. Rakutsükli mõõtmine FACS-i abil. DNA hulga järgi saab näidata rakutsükli erinevates faasides olevate rakkude arvu.


    Kuna peale fluorestsentsiintensiivsuse loeb masin ka sündmuste arvu (üks rakk = üks sündmus), siis näeb tulpdiagrammist ka seda, mitu teatud fluorestsentsiintensiivsusega rakku masinast läbi läks. Näiteks pildil 6 on näha, et masin luges umbes 576 sündmust fluorestsentsiintensiivsusega 200 ja umbes 45 sündmust intensiivsusega 400. Juhul kui analüüsitavad rakud on värvitud kahe või enama fluorokroomiga, siis tulemuste analüüsimiseks on mugavam kasutada punktdiagramme. Punktdiagrammi telgedel on erinevate värvide fluorestsentsiintensiivsused, mis tähendab, et ühe graafiku peal näeb kahe värvi tulemusi korraga. Kui tulpdiagrammi peal moodustavad sarnased sündmused „küürud“, siis punktdiagrammil näevad sarnaste rakkude populatsioonid välja „pilvedena“. Statistiliste andmete saamiseks joonistatakse analüüsiprogrammides „pilvede“ ümber „väravad“ (vt joonis 17.58, mustad jooned ja väravad Q1–Q4) ja tulemus saadakse iga populatsiooni kohta eraldi. Kuigi punktdiagrammi on mugav kasutada , võib mitmevärvilise eksperimendi analüüs olla väga keeruline. Kui katses kasutatakse kahte värvi, siis piisab ainult ühest punktdiagrammist. Kolme värvi puhul läheb vaja kolme punktdiagrammi. Kolme värvi puhul – juba kuue ja kümne erineva värviga märgistatud rakkude analüüsimiseks tuleb joonistada tervelt 45 punktdiagrammi! Selline töö eeldab, et teadlane tunneb väga hästi uuritavaid rakke ja oskab täpselt öelda, millisele rakutüübile vastab üks või teine fluorokroom.


    On veel üks oluline läbivoolu tsütofluorimeetri funktsioon – rakkude sortimine. Selleks peab seade olema varustatud eriliste lisaseadmetega, mis võimaldavad muuta küvetisest väljuva pideva joa üksikuteks „tilkadeks“, rakendada tilkadele elektrilisi laenguid ja suunata neid tugeva elektrivälja abil kõrvale (joonis 17.59).
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    Joonis 17.59. Tänu tugevale elektriväljale on võimalik üksikute „tilkade” e sündmuste e üksikrakkude fluorestsentsi mõõta ning sellest tulenevalt eristada positiivse laenguga fluorestseeruvad „rakud” e sündmused mitteflourestseeruvatest „rakkudest” e sündmustest.


    Rakusorterites (ingl cell sorter) paigaldatakse küveti alla eriline otsik (ingl nozzle), mille kuju soodustab tilkade tekkimist (joonis 17.60).
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    Joonis 17.60. Rakkude eraldamiseks mõeldud kapillaari otsik, mis soodustab rakkude ükshaaval reastumist peenikeses voolutusvedeliku joas. Foto: http://www.smallprecisiontools.com.


    Ühekaupa reastatud rakud sattuvad tilkadesse ning kui rakkude ja tilkade suhe on optimaalne, siis tekkib olukord, mille korral viibib igas üksikus tilgas ainult üks rakk. Väga tähtis on aru saada, et kõigepealt toimub fluorestsentsisignaalide tabamine ning alles pärast seda muutub juga tilgaliseks. Selline joondamine võimaldab häälestada rakusorterit nii, et masin „teaks“ täpselt, milline rakk on sattunud iga kindla tilga sisse. Kasutaja valib sortimiseks vajalikke rakke tulp- või punktdiagrammi peal, asetades vastava populatsiooni ümber värava ja kui tilgasse satub õige rakk, annab masin sellele laengu. Laetud tilk satub kahe kallutusplaadi vahele. Mõlemad plaadid on püsivalt laetud, kuid ühe peal on positiivne ja teisel on negatiivne elektriline laeng. Positiivselt laetud tilgad kallutatakse negatiivselt laetud plaadi poole ja vastupidi, ning mida suurem on tilga laeng, seda rohkem kallutatakse tilka vastava plaadi suunas. Muutes tilkade laengu polaarsust (positiivne või negatiivne) ja tugevust, saab operaator samal ajal sortida kuni kuus erinevat rakupopulatsiooni kuues erinevas suunas. Laengu andmise protsess toimub väga kiiresti ning tänapäevased instrumendid lubavad sortida isegi 40000 rakku sekundis, kuid praktiliselt piiravad korraliku täpsuse saamiseks operaatorid sortimise kiirust 5000 sündmusega sekundis.

  


  
    17.4. Masstsütomeetria


    Pole kahtlust, et nüüdisaegses teadusmaailmas mängib läbivoolu tsütofluorimeetria väga olulist rolli. See on võimas ja hästi tuntud rakkude uurimismeetod. Kuid isegi sellel on teatud piirangud. Käesoleva õpiku kirjutamise ajal teatas USA immunoloog Mario Roederer, et tal õnnestus koos kolleegidega korraldada eksperiment, milles märgistati rake 27 erineva fluorokroomiga, ning nad püüavad suurendada seda numbrit 30-ni. Kindlasti on see tõeline läbimurre tsütofluorimeetria maailmas, kuid samal ajal võib see olla ka meetodi limiit. Võimalik, et veelgi suuremat arvu fluorokroome ei õnnestu kasutada, sest nad lihtsalt ei mahu spektraalse regiooni sisse. Masstsütomeetria on kõige uuem tehnoloogia, millega on võimalik laiendada läbivoolu tsütofluorimeetria võimalusi ja avastada ühe raku pealt kuni 120 erinevat valku.


    Masstsütomeetrias kasutatakse fluorokroomide asemel raskmetalle – elemente, mis asuvad perioodilises tabelis numbrite 44–83, 90, 92 all – ja nende isotoope. Elusas rakus neid niisama ei esine ja see võimaldab neid kasutada erinevaid valke märgistades. Metalle saab lihtsa keemilise reaktsiooniga siduda spetsiifiliste antikehadega ja hiljem tuvastada neid atomaarse massi kaudu. Sisuliselt töötab masstsütomeeter sama skeemi järgi nagu tavaline läbivoolu tsütofluorimeeter ja kogu protsess koosneb neljast etapist ning on summeeritud joonisel 17.61.
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    Joonis 17.61. Masstsütomeetrias kasutatakse raskemetalle ja nende isotoope. Protsess algab valguse ergastamisega, mis annab preparaati läbides fluorestseeruva signaali. Signaal jäädvustatakse vastava detektoriga.


    Kõigepealt satub märgistatud rakkudega lahus pihustisse (ingl nebulizer) ja analüüsitav materjal muutub tilkadeks. Tilgad suunatakse induktsiooniga seotud plasmakambrisse (ingl IPC, inductively coupled plasma), kus argooni ioniseerimisega saavutatakse äärmiselt kõrge temperatuur 6000 – 10000 K (joonis 17.62).
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    Joonis 17.62. Märgistatud rakkudega pihustisse suunatud analüüsitav lahus muutub tilkadeks, mis suunatakse plasmakambrisse, kus tekib ioonide pilv.


    Sattudes kambrisse, aurustavad tilgad kohe, kõik molekulaarsed sidemed katkevad ja tekib ioonide pilv. Kuna rakud satuvad IPC-sse ükshaaval, siis ioonide pilved tekivad samuti ükshaaval ning üks pilv vastab ühele rakule. Tänu sellele, et rakud koosnevad peamiselt orgaanilisest materjalist, moodustavad valdava osa ioonidest süsinik, hapnik ja lämmastik. Nende eraldamiseks suunatakse pilv neljakordistaja (ingl quadrupole) sisse (joonis 17.63).
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    Joonis 17.63. Märgistatud rakkude liikumine läbi kordistaja, et võimendada olemasolevat signaali. Selleks suunatakse detektorini vaid kindla massi/laengu suhtega ioonid.


    See seade töötab kui ioonfilter ja sellest saavad läbi ainult kindla massi-laengu suhtega ioonid. Järgmisena satub puhastatud ioonide pilv lennuaja (ingl time-of-flight) mass-spektromeetrisse, kus tuvastatakse erinevaid metalle suure täpsusega nende massi järgi. Analüüsitulemused esitatakse täpselt samamoodi nagu läbivoolu tsütofluorimeetrias tulp- ja punkdiagrammide abil.


    Hetkel on maailmaturul olemas vaid üks masstsütomeetrite tootja: Fluidigm Corporation, mis pakub juba teise põlvkonna masinat CyTOF 2 (joonis 17.64).
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    Joonis 17.64. Teise põlvkonna masstsütomeeter CyTOF2.


    See seade on võimeline analüüsima 1000 rakku sekundis – kiirus, mis ei ole võrreldav läbivoolu tsütofluorimeetriga, kuid arvestades seda, kui palju erinevaid valke saab korraga tuvastada ühe raku pealt, on nimetatud tehnoloogial kindlasti suur potentsiaal. Peale selle on tsütofluorimeetriat ja masstsütomeetriat võimalik kasutada ühel ajal. Näiteks kasutades rakusorterit, võib eraldada huvipakkuvaid rakke, märgistada neid metallidega ja teha lisaanalüüsi masstsütomeetriga. Selline kahe süsteemi kokkusulatamine täiendaks mõlema aparaadi võimalusi ja lubaks erakordselt detailset analüüsi üksikraku tasemel.

  


  
    17.5. Polü- ja monokloonsete antikehade saamine ning kasutamine teaduslikes uuringutes ja ravieesmärgil


    SULEV INGERPUU


    Aastakümneid on nii teaduslikul eesmärgil kui ka praktilise vajaduse tõttu kasutatud antikehi kui märgiseid erisuguste makromolekulide tuvastamiseks bioloogilist päritolu materjalidest. Imetajate organismis toodavad antikehi B-lümfotsüütide diferentseerumisel tekkivad plasmarakud (vt peatükk 14.2.5). Imetajate iga B-lümfotsüüt toodab ainult üht tüüpi antikeha, mis tunneb eranditult ära ainult temale vastava antigeeni molekuli kindla piirkonna, mida nimetatakse epitoobiks. Tihti on epitoobiks ainult mõnest aminohappest koosnev antigeeni piirkond. Kui katselooma verre viiakse mingi antigeen, siis hakkab organismi igast B-lümfotsüüdist pärit järglaste kloon tootma ainult ühele epitoobile vastavaid antikehi. Kuivõrd organismis on palju erinevaid B-lümfotsüüte, siis immuunvastusena tekivad antikehad, mis tunnevad ära antigeeni erinevaid piirkondi ja ka erinevaid antigeene, mille tõttu sellist antikehade segu nimetatakse polükloonseteks antikehadeks (joonis 17.65).
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    Joonis 17.65. Skeem, mis näitab polükloonsete (A) ja monokloonsete (B) antikehade seostumist antigeeniga. Polükloonsete antikehade segus olevad erisugused antikehad seostuvad paljude erinevate antigeeni epitoopidega. Kuivõrd hübridoomirakud on kõik ühe ja sama B-lümfotsüüdi järglased, siis kuuluvad monokloonsed antikehad, mida nad toodavad, samasse idiotüüpi ning tunnevad ära antigeeni sama epitoobi.


    Kuigi polükloonsed antikehad tunnevad korraga ära palju antigeeni epitoope, kasutatakse neid tänase päevani, sest tihti ei ole üksiku epitoobi kindlakstegemine üldsegi vajalik. Kui siiski püüda katselooma veres olevast polükloonsete antikehade segust eraldada antikeha, mis tunneb ära ainult ühe antigeeni epitoobi, siis tuleb arvestada, et see on väga vaevanõudev. Esiteks, sellise antikeha kontsentratsioon vereseerumis on väga madal ning teiseks, antikehade molekulide üldine ülesehitus on peaaegu ühesugune.


    Selleks et saada antikehi, mis tunnevad ära üksnes ühe epitoobi, tuleb peale immuunvastuse teket muuta B-lümfotsüüdid surematuks ning nende heterogeensest populatsioonist eraldada rakud, mis toodavad immuniseerimiseks kasutatud antigeeni vastaseid antikehi. Kui sellistest B-lümfotsüütidest kasvatada üles kloon, milles kõik rakud on pärit ühest esivanemast, siis nende toodetud antikehad tunnevad ära ainult ühe antigeeni epitoobi. Selliseid antikehi, mida toodavad ühest ja samast B-lümfotsüüdist pärit jäglasrakud, nimetatakse monokloonseteks antikehadeks (vt joonis 17.65). Need antikehad tunnevad antigeeni molekulis ära ühe ja sama epitoobi ning neil on sama isotüüp ja idiotüüp (joonis 17.66).
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    Joonis 17.66. Antikeha struktuur. Varieeruvad piirkonnad määravad antikeha spetsiifilisuse antigeeni suhtes. Epitoop on antigeeni piirkond, mille antikeha spetsiifiliselt ära tunneb. Paratoop on antikeha piirkond, mis spetsiifiliselt seostub antigeeniga.


    Monokloonsete antikehade saamise hübridoomimeetodi (joonis 17.67) töötasid 1975. aastal välja César Milstein ja Georges J. F. Köhler, kellele anti selle eest 1984. aastal koos Niels Kaj Jerne’ga Nobeli auhind.
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    Joonis 17.67. Hübridoomide, mis toodavad mingi antigeeni kindla epitoobi vastaseid monokloonseid antikehi, saamiseks kasutatakse rakkude kokkuliitmist ja selektsiooni. Etapp 1: surematud (st piiramatult jagunevad) müeloomirakud, mis ei tooda antikehi ja millel puudub DNA sünteesi varutee, liidetakse normaalsete antikehi tootvate B-lümfotsüütidega, mis on eraldatud antigeeniga X immuniseeritud looma põrnast. Etapp 2: spetsiaalses selektiivses söötmes ei kasva üksikud ega omavahel liitunud normaalsed põrnarakud, sest nende jagunemine koekultuuris on piiratud. Seal ei kasva ka üksikud ega omavahel liitunud müeloomirakud, sest kasvukeskkonda lisatud aminopteriin blokeerib DNA sünteesi peatee ning neil puudub varutee. Selektiivses söötmes jäävad ellu ja jagunevad üksnes müeloomi- ja põrnarakkude ühinemisel tekkinud hübriidrakud. Iga hübridoomirakk toodab ainult üht ja sama idiotüüpi antikehi, mis tunnevad ära antigeeni sama epitoobi. Etapp 3: analüüsides iga hübridoomiklooni kasvukeskkonda, tuvastatakse, milline hübridoom sünteesib antikehi, mis tunnevad ära antigeeni X mingi kindla epitoobi.


    Kuivõrd B-lümfotsüüdid on primaarsed rakud, siis pärast põrnast eraldamist ei ole neid võimalik in vitro tingimustes pikemat aega kasvatada. Seega tuli meetodi autoritel kõigepealt muuta antigeeniga immuniseeritud katselooma põrnast eraldatud antikehi tootvad B-lümfotsüüdid surematuks. Selleks mõjutati immuniseeritud looma põrnast eraldatud normaalsete B-lümfotsüütide ja antikehi mittetootvate kasvajaliste (surematute) plasmarakkude (nn müeloomirakud) segu polüetüleenglükooliga. See aine destabiliseerib rakumembraani niivõrd, et kõrvutiasetsevad rakud ühinevad ning tekivad hübriidrakud e hübridoomid. Mõnedes kokkuliitunud rakkudes ühinevad ka tuumad, mille tulemusena tekkinud hübridoomides on üks tuum, mis sisaldab mõlema vanemraku kromosoome. Sellise töötluse tulemusena saadakse rakkude segu, milles on 1) normaalsed antikehi tootvad B-lümfotsüüdid, millel on piiratud jagunemisvõime; 2) kasvajalised, lõpmatult jagunevad antikehi mittetootvad müeloomirakud ja 3) hübridoomid, mis pärivad ühelt vanemalt piiramatu jagunemisvõime ning teiselt võime toota antikeha. Iga hübridoomirakk sünteesib täpselt sellist antikeha, mida sünteesis hübriidrakuks liitunud B-lümfotsüüdist vanemrakk. Edasise töö käigus on rakkude segust vaja eraldada antikehi tootvad hübridoomirakud. Selleks kasutasid Milstein ja Köhler erilist selektiivset kasvukeskkonda. Meetodi autorid valisid hübridoomide saamiseks teadlikult sellise mutantse müeloomi rakuliini, millel puudub DNA sünteesi varutee. Nad lisasid selektiivsesse kasvukeskkonda aminopteriini, mis blokeerib DNA sünteesi peatee ja seetõttu surevad müeloomirakud ära, kuid jäävad alles hübridoomirakud, mis kasutavad normaalsetelt B-lümfotsüütidelt pärinevat DNA sünteesi varuteed. Segus olevatel B-lümfotsüütidel on samuti olemas DNA sünteesi varutee, kuid kuna tegemist on normaalsete rakkudega, siis nende jagunemine on piiratud ning nad surevad peagi. Lõpptulemusena jäävad ellu ainult hübridoomid, mille hulgast selekteeritakse välja need rakud, mis toodavad immuniseerimiseks kasutatud antigeenile vastavaid antikehi. Ellu jäänud hübridoomirakud külvatakse kasvukeskkonda väga hõredalt, selleks et saada rakkude kloon, milles kõik rakud pärinevad ühest ja samast eellasrakust ning toodavad vaid antigeeni ühe epitoobi suhtes spetsiifilisi monokloonseid antikehi. Hübridoomirakke, mis toodavad monokloonseid antikehi, on võimalik pikka aega säilitada vedelas lämmastikus ning kasvatada suures koguses.


    Monokloonseid antikehi kasutatakse väga laialdaselt teaduslikus uurimistöös, kuivõrd nad on osutunud väga heaks töövahendiks paljude valkude, aga ka teiste makromolekulide tuvastamiseks kudedes, rakkudes ning bioloogilist materjali sisaldavates vedelikes. Praktilises meditsiinis kasutatakse monokloonseid antikehi nii diagnostiliste vahenditena kui ka ravieesmärgil. Neid kasutatakse näiteks kasvajarakkude olemasolu tuvastamiseks kudedes ning paljude valkude määramiseks kehavedelikes.


    Monokloonseid antikehi kasutatakse näiteks erinevat tüüpi kasvajate (vt joonis 17.68), reumatoidartriidi, mitmikskleroosi, Alzheimeri ja paljude teiste haiguse raviks. Esialgu kasutati ravimina monokloonseid antikehi, mis olid pärit hiirest ning nende nimetuse lõppu lisati liide -omab (nt tositumomab – imetaja CD20 antigeeni vastane hiire IgG2a monoklonaalne antikeha – kasutatakse teatud juhtudel inimese mitte-Hodkini lümfoomi raviskeemis).
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    Joonis 17.68. Monokloonsete antikehade (MKA) seostumine vähiraku kindla tee pinnamolekulidega vallandab organismi immuunsüsteemi reaktsiooni, mille tulemusel vähirakk hävitatakse. Teised monokloonsed antikehad, mis seostuvad immuunrakkude (nt T-lümfotsüüdid) pinnaretseptoritega, kutsuvad esile nende rakkude aktiveerumise, toetades sel viisil vähirakkude hävitamist.


    Raviotstarbeliste monokloonsete antikehade nimetuste loomisel on selline liidete lisamine kasutusel tänaseni, kuigi kõik antikehad ei ole enam hiire päritolu. Peagi selgus, et hiirest pärit monokloonsed antikehad osutusid inimesele immunogeenseks (inimese immuunsüsteem hakkas nende vastu võitlema), mistõttu oli nende efektiivsus madal ning peale selle oli neil ka palju kõrvaltoimeid. Kasutades mitmesuguseid molekulaarbioloogilisi tehnikaid, sünteesiti kimäärsed antikehad, mis koosnevad umbes 35% hiire ja 65% inimese immunoglobuliinide piirkondadest (nt basiliximab). Monokloonseid antikehi, mille molekuli struktuur on üle 95% inimese immunoglobuliinide päritolu, nimetatakse inimesestatud antikehadeks (ingl humanised antibodies; nt trastuzumab) (vt joonis 17.69).
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    Joonis 17.69. Terapeutiliste monokloonsete antikehade inimesestamise tulemusel väheneb nende immunogeensus.


    Tänapäeval on välja töötatud tehnikad, mis võimaldavad toota ja ravi eesmärgil kasutada monokloonseid antikehi (-umab), mis vastavad täielikult inimese antikehadele. Üks võimalus selliseid antikehasid saada on tehnika, mille abil viiakse hiire idurakkudesse inimese immunoglobuliinide sünteesi määravad geenid. Selliste transgeensete hiirte genoomimuutuste tagajärjel tekivad nendes loomades B-lümfotsüüdid, milles hakkavad ekspresseeruma inimese immunoglobuliinide sünteesi määravad geenid. Selleks et hoida ära hiire immunoglobuliinide raskete ja kergete ahelate sünteesi määravate geenide ekspressioon, lülitatakse vastavad geenilookused selektiivselt välja. Edasi järgneb selliste loomade immuniseerimine antigeeniga ning monokloonsete antikehade saamine eespool kirjeldatud viisil. Teine võimalus saada inimese monokloonseid antikehasid on nn faagiesitlusraamatukogu (ingl phage display library) kasutamine. Selleks ühendatakse meid huvitavate antikehade varieeruva piirkonna, mis tunneb ära antigeeni, sünteesi määravate geenide segmendid bakteriofaagi mõne kattevalgu sünteesi määrava geeniga. Järgnevalt nakatatakse baktereid muudetud genoomi sisaldava bakteriofaagiga. Sellise töötluse tulemusena hakkab bakteriofaagide kattes ekspresseeruma antikehasarnane valk, mille antigeeni äratundev osa on suunatud kattest väljapoole. Edasise töö käigus selekteeritakse välja need faagid, mille kattes asuvad antikehadesarnased valgud tunnevad ära meid huvitava antigeeni. Igal sellisel viisil eraldatud faagil on pinnal monokloonse antikeha sarnane valk. Lõpuks võib kindla faagi genoomist eraldada need geenid, mis määravad antikehaga sarnase valgu antigeeni äratundva osa sünteesi, ning viia need näiteks antikeha mittetootva müeloomiraku genoomi, mille tulemusena hakkavad need rakud sünteesima just meile vajalikku monokloonset antikeha.

  


  
    17.6. Kromosoomide uurimiseks preparaatide valmistamine


    AAVO-VALDUR MIKELSAAR


    Millised rakud sobivad kromosoomide uuringuks? Iga jagunevate rakkude populatsioon sobib metafaasi kromosoomipreparaatide valmistamiseks. Kõige sagedamini kasutatakse perifeerset verd, mille in vitro kultuuris stimuleeritakse lektiinide abil jagunema lümfotsüüdid ja monotsüüdid. Samuti sobivad kromosoomide uurimiseks naha fibroblastide kultuuri rakud ja luuüdi rakud. Üsasiseses kromosoomhaiguste diagnostikas kasutatakse platsenta ja/või lootevees olevate amnionirakkude kultuure.


    17.6.1. Kromosoomipreparaatide valmistamine perifeerse vere lümfotsüütide kultuurist


    See on kõige tavalisem viis preparaatide valmistamiseks ja koosneb järgmistest etappidest. 1. Patsiendilt võetakse hepariini sisaldavasse katsutisse mõned milliliitrid veeniverd. 2. Võetud verest lisatakse viis kuni kuus tilka steriilses koekultuuri katsutis olevasse söötmesse (5–10 ml), milles on mononukleaarseid rakke (lümfotsüüdid ja monotsüüdid) jagunema stimuleeriv mitogeen (türgioast Phaseolus vulgaris pärinev lektiin – fütohemaglutiniin – PHA). 3. Rakke kultiveeritakse kolm kuni viis päeva 37 oC soojuses, et saada küllaldane hulk jagunevaid rakke. 4. Rakkude jagunemine peatatakse metafaasis, kasutades mitoosikäävi teket takistavat kolhitsiini (või koltsemiidi). 4. Rakud kogutakse tsentrifuugimise teel ja sademele lisatakse hüpotooniline soolalahus (näiteks KCl baasil), milles rakud punsuvad rakkudesse koguneva vee tõttu. 5. Piisavalt kaua hüpotoonilises lahuses hoitud rakud fikseeritakse metanooli ja äädikhappe lahuses suhtes 3 : 1. 6. Fikseeritud rakud tilgutatakse puhastele rasvavabadele alusklaasidele ja kuivatatakse. Klaaside peal puruneb rakumembraan ja kromosoomid jaotuvad ringi- või ovaalikujulisele alale ühtlaselt laiali. Uurimiseks parimad kromosoomiplaadid on sellised, kus kromosoomid ei ole liiga pikad ega liiga lühikesed ja paiknevad üksteisest eemal. 7. Preparaate töödeldakse ja värvitakse selle järgi, milliseid vööte tahetakse uurida. 8. Tänapäeval kasutatakse vöötide analüüsimisel arvutiga ühendatud mikroskoopi ja spetsiaalseid arvutiprogramme; analüüsi tulemuseks on süstematiseeritud kromosoomikomplekt, mida nimetatakse karüotüübiks. Varem fotografeeriti sobivad kromosoomiplaadid, kromosoomid lõigati fotodelt välja ja koostati karüotüüp. Karüotüüp võib olla iseloomulik kas ühele rakule, indiviidile või ka liigile. Diagrammina esitatud liigiomast haploidset kromosoomistikku nimetatakse idiogrammiks. Kromosoomide analüüsil määratakse kromosoomide arvu ja struktuuri vastavus rahvusvahelisele nomenklatuurile. Enamasti ei piirduta ainult ühe metafaasi analüüsiga, sest kromsoomide arvus võivad tekkida kõrvalekalded (enamasti kromosoomide kaotsimineku tõttu) kas preparaadi valmistamise või rakkude in vitro kasvatamise käigus. Tavaliselt uuritakse vähemalt 20 metafaasi, mis võimaldab välistada või avastada kliiniliselt olulist mosaiiksust (vähemalt 5% rakkudest). Kahtluse korral mosaiigi esinemisele suurendatakse uuritavate rakkude hulka. Tulemused esitatakse karüotüübi valemina, mis on kirjutatud rahvusvaheliselt tunnustatud kromosoomide tsütogeneetilise klassifikatsiooni järgi (International System for Cytogenetic Nomenclature, ISCN 2013 või 2016; vt ka joonised 4.29, 4.48).


    17.6.2. Kromosoomide rutiinne värvimine


    Klassikaliselt (rutiinselt, konventsionaalselt) uuriti kromosoome atseetortseiiniga, hiljem Giemsa värviga värvitud fikseeritud preparaatides. Mingit kromosoomide spetsiifilist eeltöötlust ei kasutatud. Sobiv metafaasiplaat (kromosoomid üksteisest eraldi) fotografeeriti ning fotodelt lõigati individuaalsed kromosoomid välja ja koostati karüotüüp, leides homoloogsete kromosoomide paarid rahvusvahelise nomenklatuuri järgi (Denver, 1960; Chicago, 1966; joonis 17.70).


    


    
      [image: ]

    


    Joonis 17.70. Rutiinselt värvitud metafaasikromosoomid normaalse mehe leukotsüütide kultuurist. Foto: A-V. Mikelsaar.


    Sageli leiti normaalsete inimeste rutiinselt värvitud kromosoomidel ka homoloogidevahelisi erinevusi ehk heteromorfisme, mis väljenduvad kahe homoloogse kromosoomi vahelises pikkuse erinevuses ja on (nagu hiljem selgus) tingitud C-kromatiini hulga variatsioonist (vt joonised 17.72, 17.78). Samuti on täheldatud üsna suurt varieeruvust ka akrotsentriliste kromosoomid lühikeste õlgade struktuuris ja suuruses (vt joonis 17.71), mis on tingitud kas C-kromatiini ja/või NOR-alade suuruse variatsioonist (vt joonised 17.72, 17.73).
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    Joonis 17.71. Variantne 1. kromosoom 1qh+ (pikenenud heterokromaatiline ala ühe homoloogi pikal õlal) rutiinselt värvitud kromosoomide preparaadis. Foto: A-V. Mikelsaar.
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    Joonis 17.72. Kromosoomide 9. ja 16. homoloogidevahelised erinevused (heteromorfism). Vasakul rutiinselt värvitud homoloogid, paremal C-vöötidega. Foto: A-V. Mikelsaar.
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    Joonis 17.73. D (13-15) ja G (21-22) grupi kromosoomide polümorfismid ( Dps+, Dp+, Dp-, Gps+, Gp+, Gpss ja Gp-). Foto: A.-V.Mikelsaar.


    Klassikalise tsütogeneetika meetodite abil saadud informatsioon inimese haiguste kromosomaalsetest põhjustest on väga suur. Selgitatud on paljude kaasasündinud väärarendite, vaimse mahajäämuse, infertiilsuse, kasvajate ja paljude teiste haiguste ja väärarendite tekkepõhjuseid. Klassikaline kromosoomiuuring ei ole kallis, annab ülevaate kõigist kromosoomidest, võimaldab leida aneuploidiat, avastada translokatsioone ja inversioone, mosaiiksust, polüploidiat. Klassikalisel kromosoomide uurimisel on siiski ka oma puudused: koekultuuri kasvatamiseks on vajalikud steriilselt võetud elusad rakud, analüüsiks kulub 3–21 päeva, raske on teha ühe raku analüüsi, ei saa uurida interfaasikromosoome ega avastada ka uniparentaalset disoomiat.


    17.6.3. Kromosoomide vöödid


    Juba kaks aastat pärast Chicago (1966) konverentsi toimus oluline murrang inimese kromosoomide värvimise meetodites. Aastal 1968 avaldas Rootsi teadlane Torbjörn Caspersson kaastöölistega taime vöödistatud kromosoomide pildid, mis olid saadud kromosoome akrihhiindihüdrokloriidi või akrihhiinipriidiga värvides. Kohe seejärel, 1970. aastal, avaldati juba ka esimesed pildid inimese kromosoomide vöötmustrist (Caspersson et al., 1971). Seejärel leiutati üsna kiiresti terve rida teisi vöödistamismeetodeid, millest enamik ei vajanud vaatamiseks fluorestsentsmikroskoopi (G-, R-, C-vöödid ja NOR-värving).


    17.6.3.1. Vöödistuse molekulaarne alus


    Kromosoomide vöödistus peegeldab genoomi struktuurset ja funktsionaalset alust, mis reguleerib DNA replikatsiooni, reparatsiooni, transkriptsiooni ja geneetilist rekombinatsiooni. Ühes vöödis oleva DNA lõigu pikkus on 5...10 miljonit aluspaari, mis võib sisaldada sadu geene. Kromosoomide vöötmuster sõltub kromosoomide nukleotiidsest koostisest, assotsioneerunud valkudest ja genoomi funktsionaalsest organiseeritusest. Eredalt helendavad Q-vöödid ja Giemsa-positiivsed vöödid (tumedad G-vöödid ja heledad R-vöödid) on AT-paaride rikkad, replitseeruvad hilja ja on geenidest vaesed. Giemsa-negatiivsed vöödid (heledad G-vöödid ja tumedad R-vöödid) on GC-paaride rikkad, replitseeruvad vara ja on suhteliselt geenirikkad. Tsentromeerne ja tsentromeeri ümbritsev peritsentromeerne heterokromatiin koosneb ɑ-satelliit-DNA korduste erinevatest perekondadest. Värvides tulevad need alad kromosoomides selgesti esile C-vöötidel (joonis 4.60). Telomeerid koosnevad tandemis paiknevatest heksanukleotiidsetest TTAGGG kordusühikutest, mida saab T-vöödistamismeetodiga tumedalt värvuvate aladena esile tuua. 18S ja 28S ribosomaalsed geenid paiknevad 40 koopiast koosnevate klastritena akrotsentriliste kromosoomide (13–15 ja 21–22) lühikestes õlgades ja on aluseks interfaasituumas tuumakeste moodustumisele (tuumakest organiseerivad regioonid, ingl nucleolus organizer regions, NOR).


    Mõnedel organismidel on kudesid – näiteks puuviljakärbse Drosophila melanogasteri vastsete süljenäärmed –, mille rakkude kromosoomides võib DNA korduvalt replitseeruda, ilma et rakk jaguneks (endoreduplikatsioon) ja nii moodustada hiid- e polüteenseid (kr poly + tainia, ingl band, ribbon ’vööt, pael, riba’) kromosoome, milles DNA hulk on tuhandeid kordi suurem kui tavalistes kromosoomides. Polüteensetes kromosoomides on selgesti näha tumedatest ja heledatest vöötidest koosnev muster, milles tumedad vöödid on tihedama kondensatsiooniga domeenid ja heledad vöödid vähem kondenseerunud DNA-ga, milles on identifitseeritud aktiivsed geenid. Geenid muutuvad aktiivseks, kui domeen hargneb lahti, võimaldades mRNA transkriptsiooni. Mikroskoobis on sellised aktiivsete geenide alad, mida nimetatakse „puffideks”, selgesti identifitseeritavad. Kui selline ala kondenseerub uuesti, siis muutub geen inaktiivseks. Inimesel pole polüteenseid kromsoome. Ainuke inimese kromosoomide värvimismeetod, mis näitab geenide (18S ja 28S RNA-geenid) aktiivsust, on hõbenitraati kasutav NOR-värving, mille korral akrotsentriliste kromosoomide lühikestes õlgades värvub eelnevas interfaasis tuumakestes sünteesitud ribonukleoproteiidne produkt.


    17.6.3.2. Q-vöödid


    Q-vöödid (Q-Banding) olid esimesed fluorestsentsmikroskoobis nähtavad kromosoomivöödid, mis saadi preparaadi otsesel töötlemisel alküüliva aine akrihhiinhüdrokloriidiga (malaaria ravimina tuntud kui Atebrin). Hiljem asendati see tunduvalt tugevamat ja püsivamat fluorestsentsi andva akrihhiinipriidiga (quinacrine mustard). Akrihhiini toimel tekib kromosoomides vöötjas muster erineva intensiivsusega fluorestseeruvatest aladest, mida nimetatakse Q-vöötideks, lähtudes akrihhiini ingliskeelse nimetuse (Quinacrine) algustähest. Tugevamalt helenduvad AT-rikkad alad, kahvatumad alad on GC-rikkamad. Mõnedes kromosoomides (3, 4, 13–15, 21–22, Y) on vaadeldavad eriti tugevalt fluorestseeruvad indiviididevahelisi erinevusi näitavad polümorfsed regioonid (vt joonised 17.74 ja 17.75).
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    Joonis 17.74. Normaalse mehe lümfotsüütide kultuuri Q-vöötide ja Ag-NOR-idega (nooled) metafaasi kromosoomid. Foto: A-V. Mikelsaar.
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    Joonis 17.75. Eredalt helendava Q-vöödi polümorfism 3. kromosoomi pika õla tsentromeeri piirkonnas. Vasakul on Q-vöödi peritsentriline inversioon (inv), mida näitab ka C-vööt parempoolsel homoloogil (N). Foto: A-V. Mikelsaar, T. Ilus ja S. Kivi, 1978.


    17.6.3.3.G-vöödid


    G-vöödid (G-banding) saadakse kromosoomide värvimisel Giemsa värviga. Preparaati tuleb aga eelnevalt töödelda kas soolalahusega või proteolüütiliste ensüümidega (nt trüpsiiniga tekkivaid vööte nimetatakse GTG-vöötideks). Kuna Giemsa värv seostub eelistatult AT-rikaste aladega, siis on G-vöötide muster üsna sarnane Q-vöötidega, erandiks on eriti heledalt fluorestseerivad polümorfsed alad. G-vöödistus on kliinilises tsütogeneetikas kõige kasutatavam värvimismeetod (vt joonised 4.29, 4.48, 17.76 ja 17.77). Analüüsiks kasutatakse metafaasiplaate, kus on näha 400–600 vööti karüotüübi kohta. Kõrglahutava (high-resolution) G-vöödistuse korral on inimese prometafaasi kromosoomidel suudetud identifitseerida kuni tuhat vööti kromosoomistiku kohta.


    


    
      [image: ]

    


    Joonis 17.76. Normaalse mehe G-vöödistusega karüotüüp 46,XY-loote amnionirakkude kultuuris. Kromsoomide preparaat pildistati mikroskoobi vaateväljas, seejärel tehti filminegatiivilt fotod, kust lõigati individuaalsed kromoomid välja ning kleebiti paberile. Seejärel tehti analüüs. Foto: A-V. Mikelsaar, u 1970.
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    Joonis 17.77. Downi sündroomiga meespatsiendi 46,XY,t(14;21)(q10;q10)+21 kromosoomide värving G-meetodil. 14. kromosoomi lühikese õla otsa on translokeerunud lisa 21. kromosoom (tähistatud noolega). Tänapäeval vaadatakse mitoosi kromosoome mikroskoobiga ja vaateväljast tehakse digitaalne foto. Sealt on vastava programmi olemasolul lihtne kromosoomid välja võtta ning suuruse ja mustri järgi ka paaridesse sortida. Lihtsamatel normjuhtudel suudab programm (käesoleval juhul Ikaros) kromosoomid ka identifitseerida. Karüogramm: K. Kuuse, 2010.


    17.6.3.4. R-vöödid


    R-vöödid (R-banding) saame siis, kui inkumeerime preparaate kuumas fosfaatpuhvris ja värvime neid seejärel Giemsa värviga. Tekivad vöödid, mis on suuresti vastupidised G-vöötidele (R – reverse). R-vöödid on GC-paaride rikkad (vt joonis 17.78) ja seovad värvi suhteliselt tugevamini kui AT-paaride rikkad alad, mis selektiivselt denatureeruvad kuuma toimel. R-vööte saab ka värvilisena esile tuua, kasutades GC-spetsiifilisi fluorokroome, nagu seda on näiteks akridiinoranž. R-vöödistust kasutatakse siis, kui on vaja täpsemalt uurida kromosoomide otsi, mis G-vöötidega värvuvad kahvatult.
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    Joonis 17.78. Mehe normaalne R-vöödistusega karüotüüp 46,XY. Foto: B. Dutrillaux, ISCN, 1995.


    17.6.3.5.C-vöödid


    C-vöötide (C-banding) saamiseks tuleb kromosoome samuti enne Giemsa värviga värvimist spetsiifiliselt eeltöödelda. Selle meetodiga värvuvad kromosoomides ainult konstitutiivse heterokromatiini alad, mis on tihedalt pakitud ja sisaldavad kordus-DNA-d. Inimesel paikneb C-kromatiin kõikide kromosoomide tsentromeersetes alades ja 1, 9, 16 kromosoomide sekundaarsetes soonistes ning Y-kromosoomi pika õla distaalses alas. Kuna heterokromatiini hulk võib olla väga varieeruv, siis on C-vöödistusel tihti vaadeldav indiviididevaheline polümorfism värvunud alades (vt joonised 17.72, 17.79).
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    Joonis 17.79. C-vöödistus mehe normaalses karüotüübis. Foto: N. Mandal, ISCN, 1995.


    17.6.3.6.Ag-NOR-vöödid


    NOR-vöödid (NOR-banding) tulevad esile preparaatide spetsiifilisel töötlemisel hõbenitraadiga (hõbetamine). Sel meetodil värvuvad kromosoomides need alad (NOR – nucleolus organizer region), mis sisaldavad 18S ja 28S ribosomaalse RNA (rRNA) geene (inimesel akrotsentriliste kromosoomide 13–15 ja 21–22 lühikesed õlad). Värvub eelkõige nendele aladele seostunud eelnevas interfaasis tuumakeses sünteesitud nukleoproteiidne produkt. NOR-vöödite suurus on polümorfne ja variandid päritavad (vt joonised 17.80, 17.81, 17.82). Kui teiste kromosoomivariantide päritavus põhineb DNA struktuursetel erinevustel, siis Ag-NOR variantide puhul on tegemist variatsiooniga rRNA lookuste aktiivses seisundis, mida näitab sünteesitud nukleoproteiidse produkti hulga variatsioon.
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    Joonis 17.80. Ag-vöötidega akrotsentriliste metafaasikromosoomide kujutised elektronmikroskoobis. Reprodutseeritud 9000x suurendusel. a–e. Erineva suurusega Ag deposiidid tuumakese organisaatorite regioonides (NOR). a–d. Sama preparaadi sama metafaasi Ag-NOR-kromosoomid. e. Erineva suurusega Ag-NOR-id D grupi kromosoomidel samast metafaasist. Nooled osutavad väga väikestele Ag deposiitidele. f ja g. Akrotsentrikute assotsiatsioonid metafaasikromosoomide preparaadis. Foto: H. G. Schwarzacher, A-V. Mikelsaar ja W. Schnedl, 1978.
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    Joonis 17.81. Hõbetamismeetodiga esile toodud Ag-NOR-id inimese leukotsüütide kultuuris metafaasikromosoomidel (A) ja interfaasituumades ning profaasikromosoomidel (B). Foto: A-V. Mikelsaar.
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    Joonis 17.82. Akrotsentrilised kromosoomid lümfotsüütide (ülal) ja naha fibroblastide (all) kultuurist. Mõlemal juhul on kromosoomid esialgu värvitud Q-meetodil kromosoomide identifitseerimiseks ja seejärel hõbetatud Ag-NOR-ide esiletoomiseks. Nool näitab mõlemas koes Ag-NOR-i puudumist ühel 21. ja ühel 22. kromosoomil. Foto: A-V. Mikelsaar ja H. G. Schwarzacher, 1978.


    17.6.3.7. T-vöödid


    Täpselt kontrollitud temperatuuril ja Giemsa või akridiinoranžiga värvides saab kromosoomide otstes üsna selgelt esile tuua telomeersed alad e T-vöödid (T-banding).


    17.6.3.8.DAPI/distamütsiin A-vöödid


    DAPI ja distamütsiin A kombineeritud fluorestsentsvärvimise meetodiga (DAPI, Distamycin A Staining) saab esile tuua C-vöötide spetsiifilisi variante, mille identifitseerimine on kasulik kromosoomide peritsentromeerste alade murdude ja kromosomaalsete ümberkorralduste analüüsil.


    17.6.4. ISCN-numeratsioon


    Erinevate vöödistusmeetodite abil kogunes kiiresti suur hulk uusi teadmisi, mis viisid veendumusele, et iga kromosoomi saab iseloomuliku vöötmustri järgi alati täpselt identifitseerida ja seega paremini kirjeldada niihästi kromosoomide arvu kui ka struktuuri muutusi karüotüübis. Kromosoomide nomenklatuuri oli vaja oluliselt täiendada.


    1971. aastal Pariisis neljandal rahvusvahelisel inimgeneetika kongressil lepiti kokku inimese kromosoomide identifitseerimise ühtse süsteemi loomises ja pandi selle arendamiseks kokku rahvusvaheline püsikomitee (Standing Committee). Pärast Edinburghis (1972) toimunud koosolekut avaldati selle komitee dokument inimese kromosoomide identifikatsiooni põhialuste kohta (Paris Conference, 1971). See dokument pani aluse mitte ainult individuaalsete kromosoomide, vaid ka kromosoomi regioonide ja vöötide tähistamisele ja identifitseerimisele ning andis juhised, kuidas kirjeldada struktuurseid ümberkorraldusi ja variante kromosoomide vöötmustri alusel. Pariisi konverentsi dokumenti täiendati lisadokumendiga, mis käsitles muuhulgas ka kõrgemate primaatide kromosoome (Paris Conference, 1971; „Supplement“, 1975).


    Inimese tsütogeneetika nomenklatuuri rahvusvahelist süsteemi (An International System for Human Cytogenetic Nomenclature, ISCN) on korduvalt täiendatud uute meetodite abil saadud andmete järgi. Aastal 1978 avaldatud süsteem võttis kõik eelnevalt avaldatud seisukohad ja lepped kokku ühtsesse dokumenti ilma suuremate muudatusteta. Suurem täiendus süsteemi tuli aga nn kõrglahutusvöödistuse meetodi kasutamise andmetest, mis võeti aluseks 1981. aasta dokumendile. Nomenklatuuri redigeeritud variant publitseeriti 1984. aastal. Kasvajate tsütogeneetika arendamise tõttu täiendati süsteemi veelgi 1991. aastal (ISCN,1991: „Guidelines for Cancer Cytogenetics“). Seejärel publitseeriti 1995. aastal uus nomenklatuuri variant, milles olid arvesse võetud ka FISH-meetodi kasutuselevõtuga saadud uued andmed ning samuti ka uued soovitused ja juhtnöörid kasvajate kromosoomide kirjeldamiseks. 2016. aastal avaldati nomenklatuuri viimane variant, kus on juhtnöörid ka interfaasi rakutuumadel tehtava FISH-analüüsi ning kromosomaalse mikrokiibi tulemuste vormistamise kohta.


    17.6.4.1. ISCN-numereerimise süsteemi reeglid


    1. Kromosoomi numereerimine algab tema tsentromeerist.


    2. Kromosoom koosneb pikast ja lühikesest õlast sõltuvalt tema tsentromeeri asetsusest. Lühemat õlga tähistatakse tähega p ja pikemat õlga tähega q.


    3. Kokkuleppeliselt paigutatakse karüotüübis kromosoomid lühikese õlaga ülespoole.


    4. Kromosoomi kumbki õlg on jaotatud regioonidesse. Regioonide numbrid algavad mõlemal õlal tsentromeerist ja suurenevad telomeeride poole liikudes. Regioonid identifitseeritakse spetsiifiliste morfoloogiliste tunnuste järgi, mis on sellele kromosoomile püsivalt omased. Regioonid tähistatakse lühikesel õlal p1, p2 ja p3 ning pikal õlal q1, q2, q3 jne.


    5. Suurema lahutusvõimega värvimismeetodi abil võib esile tuua alavööte, mida tähistatakse, lisades regiooni numbrile täiendava numbri, mille väärtus suureneb tsentromeerist distaalsemale liikudes (vt joonis 17.83).
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    Joonis 17.83. Kromosoomi G-vöötide idiogrammid kolmes erinevas lahutustasemes (ISCN, 1995). Vasakus tulbas on 9. kromosoomi idiogramm, kui haploidses kromosoomistikus on kokku umbes 400 vööti, keskmise tulba puhul 550 ja parempoolse tulba puhul 850 vööti.


    ISCN annab selged instruktsioonid, kuidas neid regiooninumbreid kasutades karüotüübi valemit kirjutada, nii et kõik asetleidnud muutused oleksid üheselt tõlgendatavad. Igal numbril, kirjavahemärgil, lühendil ja tühikul on oma roll. Karüotüübi valemis kirjutatakse esikohale kromosoomide koguarv, millele järgnevad komaga eraldatult sugukromosoomide tähistustähed. Nii näitavad tähistused 46,XX ja 46,XY vastavalt normaalset naise ja normaalset mehe karüotüüpi. Kui on tegemist terve kromosoomikomplekti kordistumisega, siis kirjutatakse kromosoomide arv 69 (triploidsus) või ka 92 (tetraploidsus), sellele järgneb koma ja sugukromosoomid (nt XXX või XXY, XXXX või XXYY). Kõik ülejäänud muutused pannakse kirja sugukromosoomide järele. Näiteks üksikute kromosoomide lisandudes või kaotsiminnes kirjutatakse nende numbrid (komaga eraldades) sugukromosoomide järele, pannes lisandunud kromosoominumbri ette +-märgi ja –-märgi kromosoomi kaotsimineku korral.


    Karüotüübi valemis 47,XX,+21 näitab +21, et lisandunud on 21. kromosoom (21. kromsoomi trisoomia). Karüotüüp 45,X näitab aga, et patsiendil on kokku 45 kromosoomi ja puudub üks sugukromosoom (X või Y). 45,XY,-21 näitab ühe 21. kromsoomi puudumist. Struktuursete muutuste kirjeldamiseks on terve rida rahvusvaheliselt kokku lepitud lühendeid. Translokatsiooni tähistatakse tähega t, inversiooni tähisega inv. Näiteks valemi 46,XX,t(9;22)(q34;q11) puhul näitab esimene sulg, et 9. ja 22. kromosoomide vahel on toimunud translokatsioon e osade vahetus, teises sulus on näidatud, kus kohal kummaski kromosoomis murd paikneb, kusjuures esimese sulu esimese kromosoomi murrukoht näidatakse esimesena. Ülalkirjeldatud juhul näidatakse, et 9. kromosoomis leidis murd aset regioonis 9q34 ja 22. kromosoomil regioonis 22q11. Sulgudes eraldatakse kromosoomid ja murrukohad semikooloniga (;). Inversioonide puhul, mis toimuvad samas kromosoomis, murrukohti semikooloniga ei eraldata. Näiteks valem 46,XX,inv(3)(q21q26) näitab inversiooni 3. kromosoomis murrukohtadega vöötides q21 ja q26, mille vahel asuv ala pöördus 180°. Aga valem 46,XX,del(5)(q13q31) näitab murdude esinemist 5. kromosoomi pikas õlas vöötides q13 ja q31 koos nende vahele jääva ala kaotsiminekuga, mille tähistuseks on del(5).


    


    17.6.5. In situ fluorestsentshübriidimine (FISH)


    FISH (ingl fluorescents in situ hybridisation) on molekulaartsütogeneetiline meetod avastamaks ja lokaliseerimaks DNA spetsiifiliste järjestuste olemasolu või puudumist kromosoomides ja/või interfaasituumas. Kasutatakse fluorokroomidega märgistatud nukleotiidide järjestusi (DNA proove), mis seostuvad ainult nendele DNA osadele, mis on homoloogsed kasutatava prooviga. Fluorokroomide FITC, TRITC, Cy3, Cy5, Alexa jt seostumist sihtjärjestusega saab visuaalselt pärast hübridiseerimisreaktsiooni lõppu fluorestsentsmikroskoobis vaadelda ja fotografeerida.


    Proove on mitmesuguseid, nende pikkus varieerub sõltuvalt valmistamisest ja eesmärgist viiest-kuuest aluspaarist (telomeersed/subtelomeersed järjestused) kuni 100 – 500000 aluspaarini (unikaalsed järjestused) või isegi pikemad. FISH toob otsitava järjestuse kromosoomis nähtavale, sõltumata kromosoomide morfoloogiast, ja võimaldab analüüsi individuaalsete rakkude ja geenide tasemel, mis annab võimaluse avastada ka mosaiiksust ja rakkudevahelist heterogeensust. FISH-meetodil on palju erinevaid rakendusi. Kõiki kromosoome on võimalik uurida korraga samal metafaasiplaadil nn spektraalse karüotüpeerimise teel multipleks-FISH abil (kasutatakse kasvajate diagnostikas hulgiaberratsioonide identifitseerimiseks), mis nõuab aga spetsiaalse töötlusprogrammi olemasolu. FISH-meetod on andnud võimaluse arendada prenataalset diagnostikat, implantatsioonieelset diagnostikat, identifitseerida mikrodeletsiooni/mikroduplikatsiooni sündroome, arendada vähidiagnostikat (vt joonis 17.84).
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    Joonis 17.84. FISH-diagnostika abil on võimalik tuvastada mikrodeletsioone kromosoomides. Spetsiifilise prooviga (TUPLE1-) on tuvastatud mikrodeletsioon 22. kromosoomi regioonis 11.2 (punane fluorestsents), mis esineb ühel, aga puudub teisel 22. kromosoomil. 22. kromosoomi tuvastamiseks kasutatakse kromosoomspetsiifilist FITC-markersignaali. See mikrodeletsioon on tuntud kui DiGeorge’i sündroom kromosoomvalemiga ish del(22)(q11.2q11.2)(TUPLE1-). Seda markerit on FISH-meetodiga võimalik tuvastada nii interfaasi rakutuumas (vasakul) kui ka metafaasi kondenseerunud kromosoomidel. Foto: TÜ Kliinikum, meditsiinigeneetika keskus, karüogramm K. Kuuse.


    FISH-i abil saab vastuse tihti juba ainult ööpäeva jooksul, mis on oluliselt kiirem kui klassikaline kromosoomianalüüs. Põhiline kasutusala on trisoomiate kiirdiagnostika sünnieelsetel juhtudel, G-vöödistusel leitud muutuste täpsustamine, mikrodeletsioonide tuvastamine ning hematoloogiliste kasvajate diagnostikas spetsiifiliste muutuste tuvastamine.


    Joonistel 17.85 ja 17.86 on toodud näited FISH-meetodi kasutamisest translokatsiooni täpsemal iseloomustamisel (joonis 17.85 A ja B) ning lisandunud markerkromosoomi identifitseerimisel (karüotüüp 47,XY,+mar) (vt joonis 17.86).
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    Joonis 17.85. A. GTG-vöötidega kromosoomid 7 ja 16, mille vahel on retsiprookne translokatsioon t(7;16)(q21.2;p13.3). B. In situ fluorestsentshübriidimine, kasutades kromosoomi 7 spetsiifilist (WCP7 roheline) ja kromosoomi 16 spetsiifilist (WCP16 oranž) DNA proovi (Vysis), identifitseeris retsiprookse translokatsiooni t(7;16). Foto: R. Mikelsaar et al., 2006.
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    Joonis 17.86. Lisamarkerkromosoom (nooled) infertiilsel mehel. A. G-vöötidega metafaasikromosoomid probandi perifeerse vere koekultuuri rakkudest. Karüotüüp 47,XY,+mar. B. 22. kromosoomi regioonis 22pter-22q11.1. spetsiifilist alfoidset satelliit-DNA-d (D22Z2) identifitseeriv FISH-proov nr 1690612 (Boehringer) näitab markerkromosoomi päritolu 22. kromosoomist – 47,XY,+mar22. Foto: R. Mikelsaar et al., 2006.


    17.6.6. Praimervahendatud FISH


    Praimervahendatud FISH (ingl Praimer-FISH) on klassikalisele FISH-meetodile sekundeeriv alternatiivne praimer-FISH e PRINS-meetod (ingl primed in situ labeling/synthesis), mis ühendab FISH- ja PCR-meetodid ning on FISH-meetodist kiirem ja odavam. Selle meetodi puhul kasutatakse DNA-s sihtmärgi avastamiseks spetsiifilist oligonukleotiidset praimerit, mis kinnitub sihtjärjestusele. Praimerit pikendatakse DNA Taq-polümeraasi abil, kasutades fluoretsentsmärgisega (FITC, Cy3, jt) nukleotiide. Seega tekitatakse fluorestsentsproov kohapeal in situ PCR-meetodi abil. PRINS-i peetakse kiireks, lihtsaks ja odavaks meetodiks, mis võib mõnel juhul klassikalist FISH-i asendada.


    17.6.7. Kvantitatiivne fluorestsents-PCR


    Samamoodi nagu praimer-FISH põhineb ka kvantitatiivne fluorestsents-PCR (ingl QF-PCR) igas kromosoomipaaris olevate spetsiifiliste DNA järjestuste amplifikatsioonil. Meetod kasutab testina inimese genoomis olevaid kahest kuni viiest aluspaarist koosnevaid DNA järjestuste gruppe, mis võivad olla mitmes tuhandes korduses, andes erineva pikkusega DNA lõike. Need järjestused on tuntud kui lühikesed tandemkordused (ingl short tandem repeats, STR) ehk mikrosatelliidid. Inimese kromosoomid on väga polümorfsed spetsiifiliste STR-de korral. Enamasti on normaalsed indiviidid nende järjestuste korral heterosügootsed. QF-PCR meetodi puhul amplifitseeritakse uuritavatele kromosoomidele spetsiifilised STR-d fluorokroomidega seotud STR praimeritega. Sobival ajal amplifikatsioon katkestatakse ja amplifitseeritud DNA-d analüüsitakse fluorestsentsi parameetrite suhtes. Meetod võimaldab perekonda analüüsides eristada lapsel konkreetses kromosoomilookuses olevaid isa- ja emapoolseid alleele, määrata aneuploidiaid, deletsioone, insertsioone, uniparentaalset disoomiat, kimäärsust jpm. Kõige rohkem kasutatakse QF-PCR-meetodit kromosoomide arvu muutuste (aneuploidiate) kiireks määramiseks prenataalses diagnostikas (Zeinali jt, 2012).


    17.6.8. Võrdlev genoomhübridisatsioon


    Võrdlev genoomhübridisatsioon e VGH (ingl comparative genomic hybridization, CGH) on FISH-meetod, mis võimaldab analüüsida kromosoomides lookuste arvu muutusi (koopiate arvu suurenemist ja vähenemist) terves genoomis ühe uuringuga. Selleks ei ole meil vaja uuritavat materjali kultiveerida ega valmistada temast metafaasiplaate. VGH puhul hübridiseeritakse kromosoome korraga võrdses suhtes kontroll-DNA ja kogu genoomi haaravate erinevalt märgistatud DNA proovidega. Hübridisatsiooni järel määratakse fluorestsentsi intensiivsus piki iga karüotüpeeritud kromosoomi ja töödeldakse arvuti abil. Kui mingis lookuses on värvi intensiivsus üle keskmise väärtuse, siis hinnatakse seda kui tõendit koopiate arvu lisandumisest, kui aga värvi intensiivsus on alla keskmise, siis hinnatakse seda kui tõendit koopiate arvu vähenemisest. Selle meetodiga ei saa aga diagnoosida mosaiiksust, mis jääb alla 50% rakkudest, samuti ei saa diagnoosida tasakaalustatud translokatsioone ega ploidsuse astme suurenemist. Meetodi lahutusvõime jääb tavalise karüotüpeerimise tasandile (~5 Mb). Eelis tavalise karüotüpeerimise ees on see, et rakke ei ole vaja kultiveerida, mistõttu saab seda meetodit kasutada ka näiteks kõvakoe kasvajate analüüsil. Meetod on aga töömahukas, aeganõudev ja tulemused ei ole ka alati selgelt interpreteeritavad.


    Meetodi edasiarendus on võrdlev kiipgenoomhübridisatsioon.


    17.6.9. Võrdlev kiipgenoomhübridisatsioon


    Võrdlev kiipgenoomhübridisatsioon e VkGH (ingl array comparative genomic hybridization, aCGH) DNA mikrokiipidel on VGH edasiarendus, mis võimaldab samuti analüüsida kromosoomides lookuste arvu muutusi terves genoomis ühe uuringuga. VkGH kasutab aga metafaasikromosoomide asemel DNA-kiipe, millele on kinnitatud tuntud nukleotiidse koostisega DNA sihtmärkjärjestused. DNA-kiipidele kantakse võrdses vahekorras segatud erinevate fluorokroomidega märgistatud normaalne (referents-)DNA ja uuritav DNA ning sellise kohübridisatsiooni järel kiip skaneeritakse ja saadud kujutist töödeldakse arvutis, määrates kiibil oleva iga sihtmärkjärjestuse fluorestsentsi intensiivsuse. Uuritava ja referents-DNA fluorestsentsi suhe normaliseeritakse ja väärtused kantakse kromosoomilookustele uuritud sihtjärjestuste paiknemise järgi piki kromosoome. Kui fluorestsentsi intensiivsus on suurem normaalsuhtest 1 : 1, siis on tegemist DNA järjestuse koopiate arvu suurenemisega, kui aga vähem kui 1 : 1 , siis vähenemisega. Meetodi lahutusvõime sõltub sihtjärjestuste pikkusest, arvust ja kohast genoomis. Molekulaarse karüotüpeerimise tulemusi kirjeldatakse ja interpreteeritakse ning esitatakse rahvusvaheliselt tunnustatud kromosoomide tsütogeneetilise klassifikatsiooni (ISCN) järgi. Meetod on kiire ja väga kõrge lahutusvõimega (SNP-kiibi puhul 100–200 Kb) ning tulemused saadakse mõne päevaga. Meetod ei vaja elusaid rakke. Selle meetodi abil on võimalik avastada enamik suuri ja samuti ka submikroskoopilisi kromosoomimuutusi ükskõik millisest allikast pärit DNA-proovis, ilma et me eelnevalt teaksime aberratsioonidest. Kasutusele on võetud haigusspetsiifilised, kromosoomispetsiifilised jm DNA-kiibid (vt joonis 17.87). Kuid nagu ka VGH puhul, ei ole ka siin võimalik avastada polüploidiat, madala taseme mosaiiksust (alla 10%) ega ka tasakaalustatud kromosoomimuutusi. Duplikatsiooni korral ei ole võimalik öelda, kus lokaliseerub lisamaterjal.


    Meetod on osutunud väga tõhusaks üsasiseses diagnostikas, samuti kaasasündinud väärarendite, vaimse mahajäämuse, infertiilsuse, kasvajate, autismi, skisofreenia jpt haiguste diagnostikas. Mikrokiipide meetodiga on leitud, et inimese genoomi ehituse eripäraga seostub tema tundlikkus rekombinatsioonimehhanismidest tulenevatele ümberkorraldustele. Mittealleelne rekombinatsioon madala koopiaarvuga korduste (ingl low-copy repeats, LCR) puhul viib vahel genoomisegmentide hulga vähenemisele või suurenemisele. See tekib sellest, et LCR-s olev DNA võib suuruse poolest varieeruda 10–400 aluspaari vahel ja kuna järjestuste homoloogia on üle 95%, siis rekombinatsiooni võimalus nende vahel on väga suur. Arvatakse, et normaalses populatsioonis varieerub ligi 5% inimese valku kodeerivatest geenidest struktuurselt. Genoomsed ümberkorraldused, nagu insertsioonid, deletsioonid, duplikatsioonid, inversioonid ja pikad tandemkordused, esinevad sageli paljudes kohtades genoomis. Tekkinud muutused võivad olla aluseks ulatuslikule nn normaalsele polümorfismile, mis põhjustab (multifaktoriaalsete) tunnuste suuremat mitmekesisust, aga nad võivad olla ka aluseks haiguste tekkele (kaasasündinud väärarengud, mikrodeletsiooni ja -duplikatsiooni sündroomid, kasvajad, skisofreenia, autism jm haigused). Samas on genoomsed ümberkorraldused olnud ja on evolutsiooniliste muutuste alusmaterjal, võimaldades valida erinevate eluks sobivate fenotüüpide vahel.
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    Joonis 17.87. Joonisel on näidatud retsiprookne translokatsioon 5. ja 13. kromosoomi vahel, mis diagnoositi G-vöötidega kromosoomidel (a) ja täiendavalt klassikalise FISH-meetodiga (b). c. Illustratiivne kujutis Illumina DNA mikrokiibi (Human OmniExpress version 1.0 BeadChip) kasutamise tulemusest, mis näitab patsiendil peale translokatsiooni t(5;13) koopiate arvu suurenemist (mikroduplikatsiooni) lookuses 9q31.1 (681-kb mikroduplikatsioon; positsioonid 102,352,111-103,033,172), mille esinemist eelnevate meetoditega ei avastatud ega ka kahtlustatud. Samuti osutus selline mikroduplikatsioon ka esmaavastuseks. Foto: R. Mikelsaar et al., 2011.


    17.6.10. Järgmise põlvkonna sekveneerimine/mass-sekveneerimine


    Järgmise põlvkonna sekveneerimine (ingl Next-Generation Sequencing, NGS) ja massiivne paralleelne sekveneerimine (ingl Massively Parallel Sequencing, MPS) e NGS/MPS-tehnoloogia kasutab amplifitseeritud või üksikmolekulide matriitse sekveneerimiseks massiivsel paralleelsel viisil. See suurendab kordades meetodi võimsust, nii et terve genoomi saab sekveneerida vähem kui 24 tunni jooksul (kusjuures inimese esimese genoomiprojekti puhul võttis sekveneerimine aega rohkem kui kümme aastat). Sekveneerimisel on kolm taset: geeni, eksoomi ja genoomi tasemed. Selle meetodi abil on võimalik avastada genoomi muutusi peaaegu kõikidel tasanditel, kaasa arvatud nukleotiidide asendused, väikesed insertsioonid ja deletsioonid, koopiaarvu muutused, mosaiiksus, muutuste vanemlik päritolu, kromosoomide ümberkorraldused. See meetod võimaldab tuvastada ka tasakaalustatud translokatsioone ja võõra päritoluga (viiruslikui) DNA integratsioone. See meetod on tugev väljakutse konventsionaalsele tsütogeneetikale, kuna ta ei nõua rakkude kasvatamist, vähendab andmete võimalikku subjektiivset tõlgendust ja annab kiiresti suurema hulga informatsiooni, kui saadakse konventsionaalsete meetoditega.


    


    Üha suurenev hulk andmeid, mida saadakse järjest suurema hulga inimeste, niihästi tervete kui ka haigete, DNA sekveneerimisel, kiipanalüüsil jne, tõstab esiplaanile vajaduse suuri andmemassiive säilitada ja töödelda. Kliiniliselt on väga oluline, et tihti leitakse uurimise käigus kõrvuti otseselt haigusega seostatavate muutustega ka selliseid DNA muutusi, mille kliinilise tähtsuse kohta andmed veel puuduvad (vt joonis 17.87; lisaks haigusega seostatavale translokatsioonile t(5;13) leiti ka mikroduplikatsioon 9q31.1, mille kliiniline (fenotüübiline) tähtsus on veel ebaselge). Nende andmete tõlgendamine nõuab peale väga heade molekulaarbioloogiliste teadmistega klinitsistide ka järjest uusi teadmisi genoomi ehituse ja funktsioneerimise kohta.

  


  
    18. Mudelorganismid, mutatsioonid ja geneetiliselt modifitseeritud organismid


    SULEV KUUSE, HANNES KOLLIST, KRISTIINA LAANEMETS


    See, mida me oleme saavutanud, on vaid esimene etapp. Meie teel on mõistatused, ja meil on lootus neid lahendada. Mida muud saaks üks inimene veel soovida?


    


    Hans Spemann, Crooniani loeng „Organisaatorid loomade arengus”, 1927

  


  
    18.1. Mudelorganismide tähtsus uurimistöös


    Bioloogiliste protsesside uurimisel on oluline jäljendada võimalikult täpselt loomulikke tingimusi ehk töötada in vivo tingimustes. Koekultuuris in vitro saadud tulemused ei pruugi anda adekvaatset teavet organismis toimuva kohta. Seetõttu on paljude probleemide lahendused saadud, tehes katseid looduses leiduvate liikide või nende erivormidega ning jälgides protsesside toimumist organismidele omastes tingimustes. Nii formuleeris Gregor Mendel (1822–1884) oma pärilikkuse seadused, ristates Brno kloostri aias herneid. Kui Murray Llewellyn Barr (1908–1995) poleks koos Ewart George Bertramiga avastanud 1948. aastal imetaja rakkude tuumas tähtsat struktuuri Barr’i keha ja poleks tekkinud vajadust selgitada kasside karvastiku värvuse eripärasid, ei oleks Mary Frances Lyon (1925–2014) 1961. aastal mitte kuidagi saanud jõuda imetajate emasloomadel esineva nähtuse, ühe X-kromosoomi inaktivatsiooni avastamiseni. Nende protsesside uurimisel selgus, et emasloomadel on somaatiliste rakkude väga varases arengus paika pandud isa- või emapoolse X-kromosoomide inaktivatsiooni muster, mis püsib kogu organismi elu jooksul muutumatuna (Lyoni hüpotees, ingl lyonization).


    On vajalik, et in vitro tingimustes tehtud uuringud oleksid ülekantavad elusasse organismi ega põhjustaks kahjulikke kõrvaltoimeid. See on ühtviisi oluline põllumajanduslikus sordiaretuses, kudede transplantatsioonil ja ravimite toime uurimisel. Seetõttu on tarvilik enne uute teadmiste praktikasse juurutamist katseid korrata, kasutades mitmeid mudelorganisme.


    Mudelorganismid on bioloogiliste protsesside selgitamisel süviti uuritud elusorganismid, mille abil saab selgitada fundamentaalseid bioloogilisi protsesse, mis esinevad erinevate organismirühmade arengus ja funktsioneerimises. Mudelorganismidele on omane, et neid on võimalik lihtsalt ja suhteliselt odavalt kasutada laboratoorsetes tingimustes. Teadusuuringutes kasutatavaid taime- ja loomaliike on väga palju. Taimebioloogia levinuim mudelorganism on müürlook (Arabidopsis thaliana), palju kasutatakse ka tubaka liike (Nicotiana sp.). Selgrootutest on laialdaselt kasutusel mulla nematoodide hulka kuuluv varbuss (Chaenorhabditis elegans), puuviljakärbes (Drosophila sp.), puuvillakoi (Gossypium sp.) ja malaariasääsk (Anopheles sp.). Selgroogsetest loomadest on levinud kahepaiksed (kannuskonn – Xenopus sp., mitmed sabakonlaste liigid: konlased – Ranidae, salamanderlased – Salamandridae jt), kaladest riisikala e medaka (Oryzias latipes) ja sebrakala (Danio rerio). Linnuriigist on katsetes kasutust leidnud vutt (Coturnix sp.) ja kana (Gallus gallus domesticus), imetajatest hiir (Mus musculus), rott (Rattus rattus), merisiga (Cavia procellus), harilik hamster (Cricetus cricetus), küülik (Lepus lepus), reesusmakaak (Macaca mulatta) jt. Reeglina on nimetatud mudelorganismide jaoks olemas mahukad andmebaasid, kus on informatsioon vastava organismi genoomi, geenide ja valkude funktsiooni ning saadaolevate mutantsete vormide kohta. Mudelorganismide genoomide suurused on samuti väga varieeruvad (tabel 18.1).


    Tabel 18.1. Peamiste mudelorganismide ja inimese genoomide suurus, geenide arv ja genoomi sekveneerimise aeg ning viited esmaartiklitele.
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            Escherichia coli

          

          	
            Kolibakter

          

          	
            4,6 Mb

          

          	
            4300

          

          	
            19971

          
        


        
          	
            Saccharomyces cerevisiae

          

          	
            Pärm

          

          	
            12 Mb

          

          	
            6 300

          

          	
            19962

          
        


        
          	
            Caenorhabditis elegans
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            97 Mb

          

          	
            19 000

          

          	
            19983

          
        


        
          	
            Drosophila melanogaster

          

          	
            Äädikakärbes

          

          	
            165 Mb

          

          	
            13 600
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            Arabidopsis thaliana
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            119 Mb

          

          	
            25 500

          

          	
            20005

          
        


        
          	
            Oryza sativa

          

          	
            Riis

          

          	
            420 Mb

          

          	
            32–50 000

          

          	
            20026

          
        


        
          	
            Mus musculus

          

          	
            Hiir

          

          	
            2,5 Gb

          

          	
            30–40 000

          

          	
            20027

          
        


        
          	
            Rattus norvegicus

          

          	
            Rott

          

          	
            2,8 Gb

          

          	
            4 500

          

          	
            20048

          
        


        
          	
            Homo sapiens

          

          	
            Inimene

          

          	
            3 Gb

          

          	
            20 500

          

          	
            20019
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    Mudelorganismidel on organismide arengu modelleerimisel üha suurem tähtsus. Õigemini, oluline on informatsioon, mida saame mudelorganisme uurides, ja oskus kasutada seda infot teaduses, põllumjanduses ning meditsiinis. Looduses tekib geneetiliselt muundunud organisme kogu aeg. Mutatsioonid, mis ei ole fataalsed organismi elulemusele, võivad jääda püsima ja kanduda edasi vastava isendi järglastele. Sordi- ja tõuaretuse eesmärk on saada paremate omadustega taimi ning loomi. Geneetilises plaanis on tegu paremaid tunnuseid evivate mutatsioonide üle- või edasikandumisega. Üldjuhul pole siin tegu mitte erinevate liikide vahelise ristamisega, vaid aretus toimub ühe liigi sees ehk alamliikide vahel. Tuleb pidada meeles, et muutused geneetilises informatsioonis on looduslikku valikusse sisse kirjutatud ad hoc, mutatsioonid ongi evolutsiooni edasiviiv jõud. Nii toimub eluslooduses tihti bakteriaalne transformatsioon või konjugatsioon (seksduktsioon), DNA transpositsioon või agrobakterite (Agrobacterium tumfaciens) vahendatud geneetilise informatsiooni ülekanne, aga ka faagi või retroviiruslik transduktsioon. Samad meetodid on kasutusel ka transgeneesi esilekutsumiseks in vitro tingimustes.

  


  
    18.2. Mutatsioonid, rakkude diferentseerumine ja areng


    Elusloodus püsib tänu suguta ja sugulisele sigimisele. Niikaua kui taime- ja loomariigis on eksisteerinud erinevad sugupooled, on sugurakkude meioos ja nende ühinemine viljastumise käigus võimaldanud liikidel muutuda ja evolutsioneeruda. Peale meiootilise muutlikkuse esinemise on suur tähtsus kasulikeks osutuvate mutatsioonide juhuslikul tekkel. Looduslik valik võimaldab elusorganismidel kohaneda keskkonnatingimustega, edukamateks osutuvad organismid, kelle DNA on läbi teinud n-ö soodsama modifikatsiooni ehk mutatsiooni. Nii on looduslik valik diferentseerumise kaudu väga pika aja jooksul selekteerinud välja organismidele kasulikumad tunnused (vt peatükk 10).


    Inimese suunatud looduslik valik on selektsioon, tänu millele on inimkond läbi ajaloo valinud välja ilusamad ja paremad koera- ning kassitõud. Sellisel kombel on selekteeritud metsikute esivanemate hulgast parima saagikusega toidutaimed ning ilusaimad lillesordid, kuid sellega koos on sageli kadunud tunnused, mis tagavad taime ellujäämise pidevalt muutuvates keskkonnatingimustes ja suurendavad vastuvõtlikust erinevatele taimehaigustele. Tavaline ehk konventsionaalne ristamine uute ja kasulike tunnuste püsivaks kinnistumiseks sordiaretuses võib võtta väga kaua aega (10–15 aastat) või ei õnnestu üldse. Samuti on väga aeganõudev näiteks parimate tõuomadustega kariloomade aretamine. Tänapäevaste molekulaarbioloogiliste meetoditega on võimalik neid protsesse oluliselt kiirendada. Transgeneesi tehnoloogiad võimaldavad konkreetset tunnust evivat geenivormi üle kanda, kusjuures muu osa vastava organismi genoomist jääb puutumata ja seetõttu on protsess oluliselt kiirem ja odavam. Sellised tehnoloogiad võimaldavad oluliselt kiiremini ja efektiivsemalt leida mõjusaid lahendusi taimekasvatuses, suurendada taimede saagikust, haiguskindlust ja vastupanuvõimet erinevate keskkonnastressidega (vesi, soolsus, temperatuur) toimetulemiseks.


    Geneetiliselt modifitseeritud organismide (GMO) abil on võimalik toota suures mahus farmaatsia-, lõhna- ja toiduainetetööstuses vajaminevaid komponente, kuigi siin on suurem roll kandunud geneetiliselt muudetud bakteritele ja pärmidele. Paljude haiguste puhul võimaldavad GMO loomad luua mudeleid erinevate haiguste uurimiseks, mida senini on olnud keeruline või võimatu teha (neurodegeneratiivsed tõved, diabeet, kasvajate areng). Samuti on võimalik selgitada mitmeid organismide varase arengu võtmeküsimusi.


    18.2.1. Mutatsioonide tüübid


    Mutatsioonid jagunevad punktmutatsioonideks, deletsioonideks ja insertsioonideks.


    • Punktmutatsioonid – asendub, lisandub või kaob üks nukleotiid. Nukleotiide loetakse rakus kolmest nukleotiidist koosneva koodoni kaupa. Kuna enamikule aminohapetest vastab rohkem kui üks koodon, ei pruugi punktmutatsioon valgu tasandil mõju avaldada. Näiteks AAA ja AAG n.ö tõlgitakse mõlemad asparagiiniks ja viimase adeniini muteerumine guaniiniks ei muuda valgu järjestust. Kui nukleotiidi asendumisel valgu järjestus muutub, sõltub selle mõju konkreetsest mutatsioonist. Punktmutatsioon ei pruugi valgu toimimist muuta, võib muuta valgu täielikult mittefunktsionaalseks või hoopis muudab vastava valgu reguleeritavust teise valguga. Punktmutatsioon, mis asendab geeni alguses aminohapet kodeeriva koodoni stoppkoodoniga, välistab vastava geeniprodukti tootmise. Samamoodi mõjub üksiku nukleotiidi lisandumine või kadumine, mis põhjustab nihke geeni lugemisraamis.


    • Deletsioonid – kaob DNA lõik. Sõltuvalt deleteerunud lõigu pikkusest ja asukohast võib selle tulemusel kaduda valgu funktsionaalsus (näiteks ensüümi aktiivus) või regulatsioon.


    • Insertsioonid – lisandub DNA lõik. Võib lisanduda terve geen, mille tulemusel on juurde tekkinud uus valk. Tulemus on vastupidine, juhul kui DNA inserteerub mingi geeni lugemisraami sisse ja takistab vastava geeniprodukti tootmist. RNAi on insertsioon, mis vaigistab geeni (vt peatükk 4.2.9).


    Kõigi erinevate mutatsioonide tagajärg võib organismile olla kasulik, olematu või halval juhul letaalne. Isegi deletsioon võib suurendada kasuliku valgu aktiivsust, kui see deletsioon on huvipakkuva valgu repressori geenis (joonis 18.1).
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    Joonis 18.1. Koodoniratas näitab RNA transleerimist aminohapeteks. Loe koodoni järjestust koodoniratta keskelt väljapoole, et välja selgitada, mis aminohappeks koodon transleeritakse.


    18.2.2. Rakkude diferentseerumine


    Fundamentaalne erinevus bakterite ja pärmi ning taimede ja loomade vahel on nende võime kasvatada üksikust rakust uut organismi. Bakterite ja pärmi puhul võib korduva pooldumise järel igast rakust saada uus koloonia. Taime- ja loomarakkude puhul saab uus organism kasvada vaid totipotentsetest rakkudest, mis on võimelised diferentseeruma kõigiks muudeks rakutüüpideks. Taimedel on igas elustaadiumis totipotentseid rakke ja uue taime saab õiges keskkonnas kasvatada ka lehest, juurest või varrest (vt joonis 18.2). Loomarakud diferentseeruvad varakult: moorula staadiumis sisaldavad loomsed organismid totipotentseid rakke, aga peale seda on rakud juba osaliselt diferentseerunud ning nende arengusuund determineeritud (vt peatükk 9.3 ja peatükk 10). Blastotsüsti staadiumis on rakud muutunud pluripotentseteks ja on võimelised diferentseeruma endotermi, mesodermi või ektodermi (kolme lootelehe) rakkudeks. Peale seda diferentseeruvad rakud edasi multipotentseteks (on võimelised muutuma mitmeteks erinevateks rakkudeks) ja unipotentseteks (on võimelised arenema ühes suunas e muutuma üheks rakutüübiks).
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    Joonis 18.2. Loomsed rakud kaotavad peale moorula staadiumit võime diferentseeruda erinevateks rakutüüpideks, aga taimerakud on kogu arengu vältel totipotentsed.


    Rakkude pöördumatu diferentseerumise tõttu on transgeense looma saamise protsess erinev võrreldes transgeensete taimede või ainuraksetega. Transgeensete loomade tegemise eripärad on kirjeldatud eraldi alapeatükis.


    18.2.3. Embrüonaalsed tüvirakud ja indutseeritud pluripotentsed tüvirakud


    1981. aastal avaldasid nii Sir Martin J. Evans, Matthew H. Kaufman kui ka Gail R. Martin peaaegu ühel ajal ning sõltumatult tööd, kus näidati, et hiire varase embrüo (blastotsüsti) rakkudel on potentsiaal ja võime diferentseeruda täiskasvanud organismi kõikideks rakutüüpideks. Neid blastotsüsti sisemuses, enne epiblastiks ja hüpoblastiks eristumist, arenevaid rakke hakati nimetama embrüonaalseteks tüvirakkudeks (Evans, M., Kaufman, M., 1981; Martin, G., 1981). Mõlemas töös näidati, et hilise blastula sisemise rakkude massi (ingl inner cell mass, ICM) rakud on võimelised koekultuuris diferentseeruma või siis inokuleerituna hiirde in vivo tingimustes arenema hoopis vähediferentseerunud kasvajateks ehk teratokartsinoomideks. Martin leidis meetodi embrüonaalsete kartsinoomi rakkude (ingl embryonic carcinoma cells, ECC) eraldamiseks enneimplantatsioonilisest embrüost (hiline blastotsüst, hiirel 3,5 päeva peale viljastumist, dpc (ingl day post coitum)) ning nende diferentseeruma suunamiseks (vt peatükk 13.2). 1998. aastal suudeti inimese blastotsüsti sisemisest rakkude massist e ICM-ist eraldada ka inimse embrüonaalsed tüvirakud (vt peatükk 11.6 ja 11.7).


    Rakkude omadus sõltuvalt keskkonnast ja mõjuainetest, kas diferentseeruda ja dediferentseeruda, avas võimalused embrüonaalsete rakkude massist pluripotentsete tüvirakkude (ingl pluripotent stem cells, PSC) eraldamiseks ja uurimiseks mitmetel liikidel, k.a inimene. Leiti, et embrüonaalse koe kasvaja teratokartsinoomi rakkudel (ingl teratocarcinoma cells, TCC), mille populatsioon on segu embrüonaalsetest kartsinoomi rakkudest ja teratoomi rakkudest ning mis samuti arenevad embrüonaalsetes vähediferentseerunud kudedes, on endi hulgas pluripotentseid tüvirakke. 2006. aastal suudeti laboritingimustes luua kõik vajalikuid tingimused, et lõpuni diferentseerunud ja spetsialiseerunud somaatilisi täiskasvanud organismi (hiire) rakke oleks võimalik reprogrammeerida käituma tüvirakusarnaste rakkudena. Kazutoshi Takahashi ja Shinya Yamanaka näitasid 2006. aastal, et täiskasvanud hiire fibroblastid on võimelised mõjutuse tulemusel muutuma indutseeritud pluripotentseteks tüvirakkudeks, iPS või iPSC (ingl induced pluripotent stem cells). 2007. aastal kirjeldati ka inimeses iPSC-sid, mis indutseeriti inimese diferentseerunud fibroblastide kultuurist (Takahashi, K. et al., 2007). Alul prooviti rakkude induktsiooniks kasutada 24 erinevat transkriptsioonifaktorit, kuid edasise edu tõid siiski neli faktorit (Myc, Oct3/4, Sox2 ja Klf4). Võib öelda, et nende töödega algas ajastu, mis viis arengubioloogia huviorbiiti just varase embrüonaalse arengu, kasvajate tüvirakud, embrüonaalsed tüvirakud ja siit edasi indutseeeritud pluripotentsed tüvirakud. 2012. aastal said Nobeli füsioloogia- ja meditsiinipreemia esimese looma (kannuskonn) kloonimise ning tüvirakkude uurimise eest John B. Gurdon (snd 1953) ja indutseeritud pluripotentsete rakkude eraldamise eest täiskasvanud hiire fibroblastidest e rakkkude ümberprogrammeerimise võimaluste rakendamise eest tänu kindlate valkude (transkriptsioonifaktorite) tuvastamisele Shinya Yamanaka (snd 1962). Hiire iPS-e kirjeldati esimest korda 2006. aastal ning inimese omi 2007. aastal. Avastatud iPS-id võivad diferentseeruda peale mõjutust erinevates suundades nagu ka ICM-rakud – kõigiks tulevase organismi kudedeks. Täna osatakse reprogrammerida/mõjutada täiskasvanud organismi somaatilisi rakke niivõrd, et nad on võimelised taasaktiveerima embrüonaalse arengu ajal neid geene, mis on aktiivsed olnud, ning seetõttu omandavad need rakud embrüo tüvirakkudele sarnaseid tunnuseid. Sõltub teaduse edasistest arengutest, kas selliseid indutseeritud tüvirakke on võimalik edaspidi kasutada reproduktiivses või terapeutilises ravis (joonis 18.3).
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    Joonis 18.3. Hiire embrüonaalsete tüvirakkude (ingl embryonic stem cells, ESC) suunatud diferentseerumine (Winslow, T., 2008). Juba täna suudetakse embrüonaalseid rakke mõjutades suunata neid diferentseeruma vajalikes suundades (terapeutiline kloonimine) või panna hoopis dediferentseeruma (reproduktiivne kloonimine). Terapeutiline kloonimine on suur väljakutse kahjustunud kudede või mittefunktsionaalsete rakkude asendamiseks (näiteks Duchenne’i lihasdüstroofia, südamehaigused, diabeet, seljaaju traumaatilised kahjustused, kuulmise ja nägemise kadu). Rakkude dediferentseeruma suunamine on mõeldav vaid teatud kindlate sordi- või tõuomadustega põllumajanduse jaoks tähtsate loomade saamisel.

  


  
    18.3. DNA modifitseerimine


    18.3.1. Mutagenees


    Igas põlvkonnas on peale isas- ja emasorganismilt pärandunud geenidel ka palju uusi juhuslikke mutatsioone. Looduses esineb suur geneetiline varieeruvus. Juhul kui on teada vajalikku tunnust andev geen või mutatsioon, siis saab konventsionaalse ristamise abil viia selle geneetilise informatsiooni olemasolevatesse sortidesse. Alternatiiv on töödelda olemasolevat sorti või liini mutatsioone tekitavate kemikaalide (nt etüülmetaansulfaat, EMS) või tugeva kiirgusega (nt röntgenkiirgus) (vt joonis 18.4). Mutageneesi käigus suurendatakse geneetilist varieeruvust eesmärgia leida uusi tunnuseid/omadusi uurimisalustele sortidele või liinidele. Sobivate mutatsioonide ja neist lähtuvate tunnustega organismid valitakse välja ja paljundatakse. Sellele järgneb enamasti metsiktüüpi organismiga nn tagasi ristamine, mille eesmärk on vabaneda mutageneesi teel tekkinud mittevajalikest mutatsioonidest. Kasuliku mutatsiooniga taimeliinist võib saada uus sort või liin, mille abil saab teha kindlaks mingi geeni funktsiooni. Kuna mutageneesi käigus tekkivad mutatsioonid võivad esineda ka normaalse elutegevuse käigus, siis ei rakendu sel teel saadud organismidele geneetiliselt muundatud organismidega seotud juriidilised regulatsioonid. Mutageneesi on sordiaretuses ulatuslikult kasutatud alates möödunud sajandi 30. aastatest. Eestis on sel viisil aretatud näiteks ploom ’Radiolus’, mis saadi sordi ’Liivi kollane munaploom’ luuseemnete kiiritamisel röntgenkiirgusega. Seda meetodit kasutatakse Eestis siiski väga vähe – enamik sorte on aretatud ristamise teel.
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    Joonis 18.4. Geneetilist varieeruvust saab suurendada mutageneesi teel.


    18.3.2. Transgenees


    Transgenees kui termin võeti kasutusele võimaluse tõttu modifitseerida suguliselt paljunevate organismide geneetilist informatsiooni. Transgeen e mingile organismile ülekantav eksogeenne DNA-järjestus viiakse erinevaid meetodeid kasutades organismi genoomi koosseisu. Kui see transgeen on viidud sugurakkudesse, on integreerunud kromosoomi(de) koosseisu ja kandub edasi järglastele, saame rääkida geneetiliselt muudetud ehk modifitseeritud organismist ehk transgeensest organismist. Transgeneesi meetodeid on mitmeid ja nende klassifikatsioon täieneb pidevalt uute võimaluste rakendamise tõttu teaduses (vt Heinaru, A. Geneetika, 2012, lk 852).


    Geneetilise modifitseerimise meetodi valikul tuleb lähtuda sellest, kas tegemist on bakterite, loomade või taimedega (tabel 18.2). Kõiki tehnoloogiad pole võimalik kõigis organismides kasutada, näiteks homoloogiline rekombinatsioon ei toimi taimede puhul hõlpsasti. On ka meetodeid, mis töötavadki vaid ühes organismide grupis, näiteks agrobakteri vahendatud DNA ülekanne toimib vaid teatud taimeliikides. Osad kasutatavad meetodid ei ole kõigi organismide puhul praktilised: näiteks süstimist või biolistikat bakterite transformeerimiseks reeglina ei kasutata, kuna elektroporatsioon on efektiivne.


    Tabel 18.2. DNA modifitseerimise meetod sõltub organismist.


    
      
        
        
        
      

      
        
          	
            Organism

          

          	
            DNA viimine rakku

          

          	
            DNA modifitseerimine

          
        


        
          	
            Bakterid/pärm

          

          	
            Elektroporatsioon

          

          	
            Homoloogiline rekombinatsioon, Crispr/Cas, Talen

          
        


        
          	
            Loomad

          

          	
            Süstimine, retroviirus

          

          	
            Homoloogiline rekombinatsioon, Crispr/Cas, Talen

          
        


        
          	
            Taimed


            Agrobacterium

          

          	
            Biolistika

          

          	
            Crispr/Cas, Talen, T-DNA

          
        

      
    


    Transgeensete tehnoloogiate kasutamise määravad muuhulgas raku suurus ja anatoomia (vt joonis 18.5). Biolistikas kasutakse DNA-ga kaetud kulla või volframi osakesi, mis on võimelised läbistama taimset rakukesta ja on suuruselt kümneid kordi taimerakkudest väiksemad. Sama meetod bakterite puhul ei tööta, kuna E. coli rakud on suuruselt kulla nanoosakestega lähedased.
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    Joonis 18.5. Transformeerimise meetodi valimisel tuleb arvestada ka füüsiliste piirangutega.


    Trangeneesi kui DNA ülekande esilekutsumiseks erinevate liikide vahel kasutatakse meetodeid, mida saab laias laastus jagada kolmeks: füüsikalised, keemilised ning bioloogilised meetodid.


    Füüsikalised meetodid on mikroinjektsioon, blastotsüstide injektsioon, agregatsioon või taimerakkudel protoplastide ühinemine, geenipüssi kasutamine võõr-DNA rakkudesse viimiseks e bioballistiline e lühendatult biolistiline transformatsioon – meetod, mille võttis 1987. aastal kasutusele John C. Sanford (snd 1950) koos kolleegidega (ingl gene gun, bioballistic, biolistic particle delivery system).


    Keemilised meetodid keskenduvad transgeeni viimisele peremeesraku kromosoomide koosseisu tänu keemilisele reaktsioonile. Need on näiteks plasmiidse DNA transfektsioon rakkudesse kaltsiumfosfaadi vahendusel, liposoomide abil DNA liikumine rakku ja edasi rakutuuma, DNA ülekanne endotsütoosi soodustava polüetüleenglükooliga, mis on üks vanemaid mitteviraalseid meetodeid RNA või DNA ülekandeks imetaja rakkudesse, või DEAE-dekstraan (dietüülamiinoetüül-dekstraan) ülekande meetod jpt. Tihti kasutatakse eelnevate meetodite efektiivsuse tõstmiseks elektroporatsiooni, mis põhjustab kas rakumembraanide ajutist mulgustumist või soodustab hoopis rakkude ühinemist ning võimalikku DNA liikumist ühest rakust teise tänu membraanide suuremale kleepumisele.


    Eraldiseisva meetodite grupi transgeensete organismide saamiseks moodustavad bioloogilised „tööriistad”, mille abil muudetakse organismide geneetilist infot. Need on viirustransfektsioon, transposoonide meetod, agrobakteri vahendatud T-DNA ülekanne, RNAi, TALEN, CRISPR jt meetodid. Samuti on võimalik rääkida RNA toimetamisest e editeerimisest (ingl editing), mille tagajärjel on tänu muutustele RNA struktuuris võimalik RNA lämmastikaluseid muuta ka pärast transkriptsiooni (vt peatükk 4.2.8.4.7).


    18.3.3. Transgeenne versus tsisgeenne organism


    Terminit „tsisgeenne” kasutatakse eelkõige taimebioloogias. Tsisgeenne taim erineb traditsioonilise sordiaretuse teel saadavast taimest vaid tegemise meetodi poolest. Tsisgeensesse taime on viidud geen lähedasest sugulasest, näiteks sama liigi esindajast, või lähedasest sugulasliigist, kellega taim on võimeline ristuma. Tsisgeenne organism ei erine geneetiliselt nendest organismidest, mis saaksid tekkida ka vabas looduses. Kui kasutada kohtspetsiifilist meetodit tsisgeeni viimiseks ühest taimest teise, on võimalik saada taim, mis on geneetiliselt täielikult identne traditsioonilise sordiaretuse käigus saadud analoogse taimega. Transgeense organismi puhul viiakse sisse võõrgeen, mis võib olla tehislik või pärit muust organismist, k.a bakterist või loomast (vt joonis 18.6).
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    Joonis 18.6. Konventsionaalne ristamine on palju aastaid kestev protsess, kuna tagasiristamist tuleb korrata palju kordi. Kui omadust andev geen on teada, kasutatakse markerassisteeritud ristamist tagamaks seda, et huvipakkuv geen ei kaoks.


    Nii tsisgeenseid kui ka transgeenseid organisme käsitletakse kui geneetiliselt modifitseeritud organisme. Hoolimata sellest et tsisgeensetele organismidele vastavad muutused võivad tekkida ka vabas looduses, rakendatakse neile üldjuhul sama range regulatsioon nagu transgeensetele organismidele. Ristamise ja mutageneesi teel saadud organismide kasutamist ei piirata, mistõttu võimalusel on neid metoodikaid siiani kasutatud uute tunnustega organismide loomiseks. Üksikuid nimetatud meetoditest (CRISPR/Cas9) saab kasutada selleks, et tekitada genoomi suunatud punktmutatsioon, mispuhul ei ole uus organism tehniliselt ei tsis- ega transgeenne.


    Transgeneetikaga võib kaasneda vajadus muuta geneetilist järjestust eesmärgiga koodoneid optimeerida. Valkude sünteesil vastab igale koodonile erinev tRNA. Koodonite ja neile sobivate tRNA-de esinemissagedus aga varieerub sõltuvalt liigist. Kui transgeen viiakse temast väga erinevasse organismi, võib olla kasulik muuta üksikuid nukleotiide viisil, mille tulemusel valgu aminohapete järjestus jääb samaks, aga aminohappeid kodeeritakse sobivamate koodonitega ja valku sünteesitakse rohkem.


    18.3.4. Vektorid transgeneesis


    18.3.4.1. Sperm kui vektor


    Spermi vahendatud geeni ülekanne (ingl sperm mediated gene transfer, SMGT) oli esimene teaduskirjanduses toodud transgeensete loomade saamise meetod. Klassikalisel kujul võime spermist kui vektorist kõneleda ka in vitro viljastumise kontekstis. Väljaspool keha, koekultuuri tingimustes toimuv kunstlik viljastumine ongi ju spermi kui infokandja liikumine munarakku. IVF (ingl in vitro fertilization) meetodi töötasid välja günekoloog ning laparoskoopia rajaja Patrick Christopher Steptoe (1913–1988) ja bioloog sir Robert Geoffrey Edwards (1925–2013). 25. juulil 1978. aastal sündis maailma esimene katseklaasilaps Louise Brown. 2010. aastal anti Nobeli füsioloogia- ja meditsiinipreemia sir Edwardsile just IVF-meetodi arendamise eest. Kui sperm pole teatud põhjustel võimeline ise tungima munarakku (ei toimu seondumist munaraku pinnale, akrosoomaalne reaktsioon on defektne või sperm pole üldse võimeline liikuma), siis rakendatakse tänapäeva meditsiinis intratsütoplasmaatilist spermi süstimist munarakku (ingl intracytoplasmatic sperm injection, ICSI). Selle meetodi väljatöötamise au kuulub Edwardsi õpilasele Simon Brian Fishelile (snd 1953).


    Taolisel viisil GMO-de saamise võimalusi vähendab oht, et sageli degradeeritakse injekteeritud DNA enne viimase lülitumist peremeesraku genomi. ICSI-meetodit on võimalik kasutada väga paljude liikide transgeneesi eksperimentides. Kuna võõr-DNA viiakse viljastatud munarakku, siis on tõenäosus transgeense organismi arenguks suur, välistades kimääride tekke võimaluse. Samuti võimaldab meetod viia sügooti suuremaid DNA-fragmente (≥ 10 kB) võrreldes näiteks viirusinjektsiooniga. Tänu ICSI-meetodile saame täna rääkida näiteks ka spermi ja DNA üheaegsest viimisest munarakku. Taoline sperm-DNA koinjektsioon on edukam, kui peale kunstlikku viljastamist aktiveerida munarakku kas elektrilöögiga või keemiliselt. Võimalik on modifitseerida ka spermiogeneesi algusjärgus olevaid sugurakke, transplanteerides need seejärel testistesse, kus toimub normaalne muudetud genoomiga isassugurakkude edasine küpsemine.


    18.3.4.2. Viirused kui transgeneesi vektorid


    Juba 1971. aastal tõestati, et koos spermiga kandub munarakku viljastumisel üle ka viiruse DNA. SV40 (Simian vacuolating Virus 40, Simian Virus 40) on DNA viirus, mis kuulub polüoomaviiruste perekonda ning avastati makaakidel. SV40 DNA sisenes koekultuuris küüliku spermi (akrosoomi piirkonda) ning viirusega nakatunud sugurakud viidi retsipientküüliku emakasarve. Pärast 26 tunni möödumist oli SV40 tuvastatav üheksas viljastatud munarakus 23-st (Brackett, B. G. et al., 1971). Selle eksperimendiga tõestati, et spermi tuuma DNA-ga ühinenud heteroloogne genoomne materjal on võimeline kanduma viljastumisel samuti munarakku ja sealt edasi kõigisse jagunevatesse rakkudesse.


    Loomarakkude genoomi modifitseerimiseks on tänapäeval viiruste kasutamine laialt levinud. Paljud uuringud on tehtud retroviirustega (näiteks hiirte leukeemiaviirus, ingl murine leukemia virus, MLV), kuid tänapäeval on enamlevinud retroviiruste ühe perekonna, lentiviiruste kasutamine. Lentiviiruseid on kasutatud nii spermatogoonide kui ka mitmete kudede transformatsiooniks, sest lentiviirusvekotri abil on võimalik viia erinevatesse rakkudesse ja kudedesse (samuti mittejagunevatesse rakkudesse ning erinevatesse tüvirakkudesse) efektiivselt võõrgeene. Üks teedrajavaid töid viiruste kasutamise võimalikkuse kohta imetajatel on Rudolf Jaenischilt (snd 1942) ja Beatrice Minzilt (s. 1921) 1974. aastast; nad mikrosüstisid hiire blastotsüste, viies blastotsööli retroviiruse SV40. Selle viiruse DNA võib põhjustada kasvajaid. Jaenisch ja Mintz näitasid, et hiire blastotsüstidesse viidud viiruse DNA on hiljem tuvastatav 40%-l täiskasvanud loomadest. Seega võib nimetada tollal sündinud hiiri maailma esimesteks transgeenseteks imetajateks. Tänapäeval kasutatakse transgeeni ülekandeks lentiviiruseid, eeskätt seetõttu, et nad on võimelised peale süstimist (injektsiooni) kõrge efektiivsusega inkorporeeruma peremeesraku genoomi koosseisu. Viiruste kui võõrgeeni kandja injektsioon toimub kas munaraku või embrüonaalsete rakkude (esimesed jagunemised läbinud), membraani ja zona pellucida vahelisse alasse. See on embrüole tehniliselt ohutum kui intratsütoplasmaatiline injektsioon. Viirusinjektsioon on väga edukas mitmete loomarühmade (hiired, rotid, veised, linnud) sugurakkude ja embrüonaalsete totipotentsete rakkude kromosoomistiku modifitseerimisel, mistõttu on sel meetodil suur potentsiaal edasistes transgeneesi puudutavates uuringutes. Viirus koos transgeeniga on peremeesraku suhtes kui episomaalne vektor (ingl episome). Episoom on raku DNA fragment (bakterirakkudes näiteks plasmiid e kromosoomiväline geneetiline element, mis on võimeline jagunema sõltumatult peremeesrakust), mis võib rakus eksisteerida autonoomselt kas tsütoplasmas rõngaskromosoomina või tuumas raku enda kromosoomide koosseisus.


    18.3.4.3. Transposoonid kui vektorid


    Transposoonid e transposoonsed elemendid (ingl transposon or transposable element) on lühikesed DNA järjestused, mis võivad genoomi piires (kas ühe DNA molekuli ulatuses või erinevate DNA molekulide vahel) liikuda (asukohta vahetada, n-ö hüpata – ingl jumping genes) ja seonduda juhuslikesse märklaudsaitidesse, võimaldades sellega mutatsioonide teket ja genoomi suuruse muutusi (vt Heinaru, A. Geneetika, 2012, lk 410, 588–615). Transposoonide avastamise au kuulub Barbara McClintockile, kes 1940-ndatel ja 50-ndatel uuris maisi (Zea mays) kromosoome. Tema töö maisitaimes asukohta muutvatest geenidest ilmus juba 1953. aastal, kuid alles 1983. aastal anti McClintockile selle avastuse eest Nobeli füsioloogia- ja meditsiinipreemia. Kõnesoleva metoodika lihtsus seisneb selles, et võõr-DNA (≤ 10 kB) viiakse transposooni koosseisu in vitro tingimustes. Seejärel sisestatakse rekombinantne transposoon (eelistatult mikrosüstimise tehnika abil) ühe päeva vanusesse sügooti. Taoline transposoonide kui vektori kasutamine annab positiivse tulemuse vaid ca 1%-l juhtudest. Enamasti on transposoonide kasutamine õigustatud taimede, putukate, kalade, lindude ja imetajate geneetiliseks modifitseerimiseks.


    18.3.4.4. Kunstlikud kromosoomid kui vektorid


    Üks võimalus kutsuda esile ESC-de vahendatud transgeneesi on kasutada koekultuuris kasvatatavaid rakke ning modifitseerida suunatult nende geene, kasutades selleks kunstlikke koromosoome (ingl artificial chromsomes) kui vektoreid. Kunstlikke kromosoome kasutatakse juhul, kui raku enda DNA koosseisu on tarvis sisestada suuri DNA lõike, et vahetada välja defektne geen (nt mutantne düstrofiini geen), või on vaja kasvajarakkudesse selektiivselt viia n-ö suitsiidi geen (nt herpes simplex viiruse tümidiinkinaasi kodeeriv geen). Kasutust on leidnud bakteri kunstlikud kromosoomid – BAC (ingl bacterial artificial chromsomes). BAC on DNA konstrukt, mis baseerub F-plasmiidi (funktsionaalne fertiilsusplasmiid) transformatsioonil ja mis kloonitakse bakterirakku (tavaliselt on selleks E. coli). BAC-idega saab üle kanda 150–350 kB suuruseid DNA fragmente, kusjuures transformatsiooniga kaasnevate DNA-siseste ümberkorralduste oht on väike. Vektorina kasutatakse ka bakteri sõltumatut DNA-d – bakteri rõngaskromosoomi e plasmiidi, millega saab rakku viia kuni 15 kB suuruseid fragmente. Suuremate geenide transformatsiooniks on siiski eelistatud kunstlikud kromosoomid. Veel on kasutatud P1-bakteriofaagi kunstlikku kromosoomi – PAC (ingl P1-derived artificial chromsome) –, millega saab üle kanda 100–300 kB suuruseid DNA fragmente. Pärmi kunstlikud kormsoomid – YAC (ingl yeast artificial chromsome) –, mis on insenergeneetiliselt saadud pärmi (Saccaromyces cerevisiae) ja plasmiidi ligeerimisel, sobivad 0,1–3 MB suuruste DNA fragmentide kloonimiseks. Suuremate DNA osade (nt mitu geeni) ülekandmiseks on leitud veelgi parem võimalus. Selleks kasutatakse inimese kunstlikke kromosoome – HAC (ingl human artificial chromosome) –, mis peale lülitumist inimese rakutuuma kromosoomide koosseisu käituvad kui minikromosoomid. Võrreldes transfektsiooniks kasutatavate BAC-ide, YAC-ide ja viirusvektoriga on HAC-ide eelis selles, et nende sisenemine rakutuuma (nad jäävad rakutuuma eraldiseisvate minikromosoomidena) ei põhjusta genoomis insertsioonilisi mutatsioone, nad ei muuda teiste geenide aktiivust rakus, mistõttu ei põhjusta nad kliinilisi kõrvalnähtusid ja nendega on võimalik rakkudesse viia küllalt suuri (6–10 MB) DNA lõike. Esimesed HAC-id konstrueeriti 1997. aastal (Harrington, J. J. et al., 1997).


    18.3.5. Agrobacterium tumefaciens vahendatud T-DNA insertsioonid taimerakkudes


    Taimede transformeerimiseks kasutatakse väga tihti agrobakterit ehk gramnegatiivset mullabakterit Agrobacterium tumefaciens. Tegemist on taimepatogeeniga, mis looduslikult tekitab taimede juurtele ja vartele kasvajalaadseid moodustisi e kalluskasvajaid ja mõjutab saagikust näiteks viinamarjal, luuviljalistel, suhkrupeedil, aed-mädarõikal ja rabarberil. Ilmselt on kõik molekulaarbioloogid mingis eluetapis puutunud kokku E. coli bakteriga. Samuti võib väita, et kõik taimemolekulaarbioloogid on mingis etapis puutunud kokku agrobakteri vahendatud taimede transformeerimisega. Oluline samm agrobakteri kujunemisel taimemolekulaarbioloogia tööriistaks olid Armin Brauni ja teiste 1958. aastal Rockefelleri meditsiiniinstituudis tehtud katsed, mis näitasid, et juba teisel päeval peale taime nakatamist muutub agrobakterite käivitatud kasvajarakkude kasv taimest ja bakterist sõltumatuks ning selle põhjuseks on kasvajarakkudes toimuv pidev kasvuhormoonide biosüntees. Hiljem selgus, et agrobakterid põhjustavad kasvajarakkudes ka opiinide biosünteesi, mille spetsiifika määrab agrobakter, mitte nakatatud taim. Johtuvalt sellest järeldas Braun, et agrobakteri mõjul toimub info ülekanne bakterirakust taimerakku, ja ta püstitas hüpoteesi, et info ülekandjaks võib olla DNA. Konkreetse tõestuse pakkus sellele Eugen Nesteri töörühma 1977. aastal ilmunud töö, kus demonstreeriti, et agrobakter viib taimerakku plasmiidse DNA lõigu, mis integreerub püsivalt taime genoomi. Taimerakku ülekanduvat plasmiidi nimetatakse Ti-plasmiidiks (Tumor-inducing plasmid) ja taimegenoomi ülekantavat DNA lõiku T-DNA-ks (ingl Transfer-DNA). Loodusliku agrobakteri Ti-plasmiid on võrdlemisi suur, üle 200 kB ja sisaldab ligi 200 geeni. Taimegenoomi ülekanduv T-DNA on väiksem (suurus 2,4 kB) ja sisaldab geene, mis kodeerivad taime kasvuhormoonide – auksiini ja tsütokiniini – ja opiinide sünteesiga seotud valke. Kasvajarakkudest eralduvaid opiine kasutavad agrobakterid süsiniku- ja energiaallikatena. T-DNA ülekandumiseks taimegenoomi on vajalik ka Ti-plasmiidi regioon, mis sisaldab bakteri virulentsusega seotud vir-valke.


    Peale agrobakteri toimemehhanismi selgitamist käivitus intensiivne uurimistöö, mille eesmärk oli töötada välja tehnoloogia, mis võimaldab kasutada agrobakterit soovitud geeni viimiseks taimegenoomi. 1983. aastal jõudsid soovitud eesmärgini kolm uurimisrühma, mida juhtisid Ameerika Ühendriikide teadlane Mary-Dell Chilton ja Belgia teadlased Josef S. Schell ning Marc van Montagu. Nimetatud kolm uurijat on tänapäevase taimemolekulaarbioloogia kujunemisel olulised isikud ning seejuures õnnestus neil kõigil luua oma teadustulemuste baasil ka edukad biotehnoloogiaettevõtted.


    Agrobakteri kujundamisel taimede insenergeneetika peamiseks tööriistaks oli vaja lahendada järgmised küsimused: (1) muuta agrobakter mittepatogeenseks; (2) luua metoodikad, mis võimaldavad viia soovitud geene ja selektsioonimarkereid T-DNA koosseisu; (3) lahendada Ti-plasmiidi suurusest tulenevad takistused ja (4) luua metoodikad, mis võimaldavad regenereerida transformeeritud taimerakkudest terved taimed. Esimesele kahele küsimusele leiti lahendused võrdlemisi kiirelt, sest peagi selgus, et patogeensust põhjustavate onkogeenide eemaldamine ei mõjuta agrobakteri võimet kanda üle T-DNA-d, ja varsti leiti ka sobivad antibiootikumide resistentsusega seotud geenid, mida saab kasutada markeritena T-DNA-ga transformeerunud rakkude ja taimeliinide identifitseerimiseks. Selleks et vabaneda komplikatsioonidest, mis on seotud Ti-plasmiidi suurusega, töötati välja kaheplasmiidiline vektorsüsteem (vt joonis 18.7). See tähendab seda, et taimegenoomi ülekantav T-DNA lõik, mis enamasti sisaldab ülekantavat geeni ja antibiootikumiresistentsust tagavat geeni, klooniti eraldi väiksemasse plasmiidi, mida nimetatakse binaarseks vektoriks. Ülejäänud Ti-plasmiidi ülekandumisega seotud geenid on eraldi plasmiidis, mida nimetatakse abistavaks (helper-)plasmiidiks.
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    Joonis 18.7. Transgeensete taimede tegemiseks kasutatakse modifitseeritud agrobakterit, mille Ti-plasmiidist on eemaldatud kalluskasvajaid tekitavad geenid ja plasmiid ise on jagatud abistavaks vektoriks ja binaarseks vektoriks. Ülekantav geen paikneb binaarsel vektoril.


    Agrobakterist kujunes kiirelt nüüdisaegse taimebioloogia üks olulisemaid tööriistu, mille abil on selgitatud tuhandete geenide bioloogilist funktsioon. Alates möödunud sajandi 90-ndate lõpust on T-DNA insertsioone sisaldavaid liine ka edukalt kasutatud kui T-DNA knock-out mutante. Nimelt, T-DNA seondub taimegenoomi juhuslikult ja selle geeni avaldumine, kuhu on seondunud T-DNA, on suure tõenäosusega takistatud. Samas võimaldab T-DNA järjestus võrdlemisi lihtsalt teha kindlaks, millisesse geeni T-DNA seondus. Seega, infekteerides sadu tuhandeid taimeliine agrobakteritega, loodi taimeliinide raamatukogud, kus on olemas praktiliselt kõigi geenide jaoks T-DNA-d sisaldav knock-out liin. Nimetatud T-DNA liine on edukalt kasutatud erinevate geeniproduktide funktsioonide kindlakstegemiseks. Agrobakterit on edukalt kasutatud ka selleks, et kanda põllukultuuridele üle uusi ja kasulikke tunnuseid. Näiteks looduslikku insektitsiidi tootva taime loomiseks on kasutatud agrobakterit, mille T-DNA järjestusse on viidud mullabakterist Bacillus thuringiensis pärit Bt-toksiini biosünteesi kodeeriv geen.


    Võrreldes biolistikaga on agrobakteri vahedatud transformatsioonil mitu eelist. Esiteks on see odav, kuna puudub vajadus eriseadmete järele. Transformatsiooniks võib inkubeerida vegetatiivset taimset kudet koos bakteriga või kasta taime õisi baktereid sisaldavasse lahusesse, et taimel kasvaksid transformeeritud seemned. Teiseks, see on efektiivne. Ühe insertsiooniga transformantide sagedus on kõrge ja seetõttu on geeni vaigistamise oht väiksem. Kolmandaks, genoomi integreeruva järjestuse pikkus võib olla väga suur – isegi 150 kB (Frary ja Hamilton, 2001). Neljandaks integreerub genoomi selgelt piiritletud DNA lõik, mille alguse ja lõpu järjestus on teada.


    Agrobakteri peamine puudus on see, et bakter ei suuda nakatada kõiki liike. Agrobakter ei tööta näiteks väga efektiivselt peamiste teraviljade puhul. Agrobakteri vahendusel saadud taimi peetakse geneetiliselt modifitseeritud (GM) taimedeks ja nende turuletoomisega on seotud ranged nõudmised, kusjuures paljudes EL riikides on GM-taimede kasvatamisele seatud moratooriume. Äramärkimist väärib 2015. aastal ilmunud töö, kus demonstreeriti, et enamik põllumajanduslikult kultiveeritavatest bataadi e maguskartuli liikidest sisaldavad vähemalt ühte agrobakteri ülekantud DNA järjestust, kusjuures üks neist järjestustest ilmnes kõigil kultiveeritavatel sortidel, puudus aga metsikult elavatel bataadi eellasliikidel. Järelikult on looduses iseenesest toimunud agrobakteripoolne T-DNA ülekanne mänginud olulist rolli bataadist kultuurtaime kujundamisel juba mitmeid sajandeid tagasi.


    18.3.6. RNA interferents, RNAi


    RNA interferents e RNAi on protsess, mille käigus RNA molekulid inhibeerivad geenide avaldumist selle kaudu, et toimub vastava geeni mRNA degradatsioon (vt ka peatükk 4.2.8.4.7, peatükk 4.2.9 ja peatükk 4.3.2.4). Viiruse integreerumisel genoomi on oluline, et raku genoomi integreeruks vaid uuritav DNA, mitte kogu viiruse genoom. Selleks kasutatakse näiteks modifitseeritud viiruse genoomi, mis ise ei replitseeru rakkudes, või vaigistatakse geenid geenide interferentsi e RNA interferentsi (RNAi) meetodil dsRNA (ingl double-stranded DNA – kaheahelaline DNA) abil (vt joonis 18.8). Esmatähtis on geenide vaigistamine RNAi meetodil, juhul kui vastava(te) geeni(de) täielik väljalülitamine genoomist (ingl knock-out) ei õnnestu või on organismi toimimisele letaalne. RNA interferents võimaldab alla suruda geeniekspressiooni kas terves organismis või valikulistes kudedes. Tänu sellisele võimalusele geenide aktivatsiooni kontrollida ja transkriptsiooni osaliselt ehk valikuliselt maha suruda on RNAi meetod leidnud väga laialdast kasutust nn vaigistatud geenidega (ingl knock-down) geneetiliselt modifitseeritud organismide uurimisel.
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    Joonis 18.8. Geenide vaigistamine RNA interferentsi (RNAi) teel. Vt ka ptk 4.2.9.


    Esimesed tõendid, et geeniaktiivsust on võimalik alla suruda, saadi katsetes varbussiga (Caenorhabditis elegans). Näidati, et antisense RNA vähendas rakkudesse sisseviidult geeniekspressiooni taset (Guo, S., Kemphues, K. J., 1995). RNAi avastamise eest varbussil (Fire, A. et al., 1998) anti 2006. aastal Nobeli füsiolooiga- je meditsiinipreemia Andrew Z. Fire’ile (snd 1959) ja Craig C. Mellole (snd 1960). RNAi geeniregulatsiooni mehhanismid on tänaseks päevaks teada enamikul eukarüootidel. RNAi põhineb geenide n-ö toimetamisel e nende töö reguleerimisel (ingl DNA editing), millega supresseeritakse sihtmärkgeeni funktsioon ilma, et seda geeni oleks vaja genoomist kõrvaldada. Embrüonaalsetes tüvirakkudes toimuvaks geenide spetsiifiliseks vaigistamiseks või postranskriptsiooniliseks geenide vaigistamiseks (ingl gene specific silencing, posttranscriptional gene silencing, PTGS) on mitmeid võimalusi. Oluline roll on regulatoorsetel RNA-del (vt peatükk 4.3.2.4). Üks enim kasutatavatest geenide inaktiveerimise meetoditest on siRNA (≤ 25 bp) kasutamine, mida võib nimetada väikeseks interfereeruvaks RNA-ks (ingl small or shortor silencing interfering RNA). Kaheahelalised siRNA-d avastati esmalt taimedes (Hamilton, A. J., Baulcombe, D. C., 1999). Taoline geenide vaigistamine e allareguleerimine (ingl gene knock-down) tõestati peagi ka imetajarakkudes: koekultuuri tingimustes näidati taolist protsessi mitmetel inimese rakuliinidel (Elbashir, S. M. et al., 2001). Geenvaigistav roll on ka Victor Ambrose rühma avastatud (Lee, R. C. et al., 1993) nn väikesed RNA üheahelalised (20–25 nukleotiidi) valke mittekodeerivad molekulid ehk mikroRNA-d, miRNA-d (ingl microRNA). Sama funktsiooni täidavad kunstlikud shRNA (ingl small or short hairpin RNA – väike juuksenõela RNA) molekulid ja klass kaheahelalisi RNA molekule – siRNA (ingl short interference RNA e silencing RNA e small interfering RNA) molekulid. Need väikesed (20–25 nukleotiidi) RNA molekulid viiakse rakku, kasutades plasmiide, aga samuti bakteri ja viirusvektoreid. On näidatud, et geeniekspressiooni vaigistamine tänu shRNA paardumisele märklaud-mRNA-ga toimub nii äädikakärbse kui ka imetajate rakkudes.


    2015. aasta tõi teadusmaailma RNA-sõltuva epigeneetilise vaigistamise mõiste – RNAe (ingl RNA-induced epigenetic silencing). Sugurakkude diferentseerumises on teada 26–31 nukleotiidi pikkused Piwi valguga interakteeruvad RNA molekulid – piRNA e piwiRNA (ingl Piwi-interacting RNA) –, mis põhjustavad eeskätt epigeneetilist transposoonide geenide vaigistamist (näiteks spermatogeneesis). Meioosi toimumises on viiteid samuti epigeneetilisele geenide vaigistamisele (Leopold, L. E. et al., 2015). Seetõttu nimetataksegi neid protsesse RNA-indutseeritud epigeneetiliseks vaigistamiseks.


    18.3.7. CRISPR/Cas9 süsteem


    Alates DNA kaksikheeliksi kui bioloogilist informatsiooni talletava molekuli avastamisest on teadlased otsinud metoodikaid, mis võimaldaksid tekitada täpseid asendusi organismi genoomi mistahes asukohas. CRISPR/Cas9 süsteem võimaldab seda ja seetõttu võib sellel süsteemil baseeruva tehnoloogia juurutamist pidada viimase kümnendi üheks kõige märgilisema tähtsusega avastuseks. Meetodi mehhanismi kirjeldamist puudutav uurimistöö ulatub tagasi möödunud sajandi 80-ndate lõppu. Nimelt, 1987. aastal kirjeldati esimest korda E. coli bakteris teatud konserveerunud järjestusi, mille funktsioon jäi toona selgusetuks (Ishino, Y. et al., 1987). 2000. aastal leiti taolisi klasterdunud kordusi teistelgi bakteritel ja arhedel ning neid hakati nimetama lühikesteks regulaarselt vahelduvateks järjestusteks (ingl short regularly spaced repeats, SRSR). 2002. aastal nimetati nad ümber CRISPR-järjestusteks (ingl clustered regularly interspaced short palindromic repeats – kogumik lühikesi regulaarselt vahelduvaid palindroomseid järjestusi) ning vastavate palindroomsete järjestustega seotud geenid kannavad nimetust Cas e CRISPR-seotud geenid (ingl CRISPR-associated genes). CRISPR järjestuste vahel on unikaalsed, vahejärjestusteks (ingl spacers) nimetatavad DNA järjestused, mis vastavad bakterisse kunagi sisenenud viiruste järjestustele. Juhul kui bakterisse sisenenud viiruse järjestus on komplementaarne mõne CRISPR vahejärjestusega, siis produtseeritakse kaks RNA molekuli: juht-RNA (ingl guide RNA), mis sobitub viiruse järjestusega, ja kandur-RNA (ingl tracer RNA), mis vahendab juht-RNA seondumist Cas-nukleaasidega. Tekkinud kompleks harutab viiruse DNA juht-RNA-ga komplementaarsest kohast lahti ja katkestab PAM-motiivi (ingl Protospacer Adjacent Motif) juures võõr-DNA mõlemad ahelad. PAM-motiiv on viirusele omane järjestus – juhul kui juht-RNA-ga komplementaarsele järjestusele ei järgne PAM-motiivi, siis Cas-nukleaas ahelat ei katkesta. Bakteri enda genoom PAM-järjestusi ei sisalda ja seetõttu on välistatud, et Cas lõikaks lahti bakteri enda genoomi. Bakterid kasutavad CRISPR/Cas süsteemi kui vahendit, millega saab monitoorida ja hiljem hävitada organismi sisenenud võõr-DNA järjestusi. Sisuliselt on CRISPR vahejärjestuste näol tegemist raamatukoguga, mis talletab informatsiooni bakterisse sisenenud viiruste kohta, ja kombinatsioonis Cas-nukleaasidega toimib see kui prokarüootne immuunsüsteem. CRIPR/Cas lõikab genoomist välja eksogeensed geneetilised elemendid samamoodi nagu eukarüootidel toimiv RNAi süsteem (vt joonis 18.9).


    Jennifer Doudna (snd 1964) ja Emmanuelle Charpentieri (snd 1968) laborid kirjeldasid 2012. aastal CRISPR/Cas9 mehhanismi ja näitasid, et juht-RNA ja kandur-RNA saab ligeerida ühtseks juht-RNA molekuliks, mis on võimeline seonduma nii märklaud-DNA-ga kui ka Cas9 nukleaasiga (Jinek, M. et al., 2012). Samuti demonstreerisid nad, et programmeerides juht-RNA järjestusi, on võimalik korrigeerida bakteri genoomi soovitud kohas. Tänaseks (2016. aastaks) on selge, et CRISPR/Cas9 süsteemi abil saab geene soovitud viisil korrigeerida ehk toimetada (ingl gene editing) kõigis peamistes mudelorganismides. On demonstreeritud, et CRISPR/Cas9 toimetamist saab kasutada ka selleks, et kõrvaldada geenidefekte embrüonaalsetes tüvirakkudes või sugurakkudes. Äramärkimist väärib seegi, et sisestades ühel ajal erinevaid juht-RNA fragmente, on põhimõtteliselt CRISPR/Cas9 tehnoloogia abil võimalik korrigeerida korraga mitmeid erinevaid geene. Juba on demonstreeritud, et ka inimese rakukultuurides on võimalik genoomi muuta (geenide lisamine, spetsiifiliste geenide modifitseerimine) CRISPR/Cas9 toimemehhanismi alusel.
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    Joonis 18.9. CRISPR-Cas süsteemi abil on võimalik tekitada valitud kohta insertsioon või deletsioon. Sõltuvalt katkestuse kohaga osaliselt komplementaarse DNA järjestusest võib muudatus olla ka punktmutatsioon.


    18.3.8. ZFN ja TALEN tehnoloogiad


    Genoomide toimetamist võimaldavate tehnoloogiate peamine tuum seisneb selles, et kombineerides teatud kindlat DNA piirkonda äratundvaid domeene DNA kakskikheeliksit lõikvate nukleaasidega, saavutatakse süsteem, mis lõikab DNA soovitud kohast katki. Seejärel käivitub rakkudele omane DNA taastamise mehhanism, mille käigus tekib katkilõigatud kohta erinevaid mutatsioone (vt joonis 18.7). Ülalkirjeldatud CRISPR/Cas tehnoloogia rakendab DNA äratundmiseks juht-RNA-d ja DNA katkilõikamiseks Cas-nukleaasi. Nii tsinksõrme nukleaasi ZFN (ingl zinc-finger nuclease) kui ka TALEN (ingl Transcription Activator–Like Effector Nuclease – transkriptsiooni aktivaatorilaadsed nukleaasid) tehnoloogiate puhul rakendatakse DNA katkilõikamiseks FokI-nukleaasi, mis toimib dimeerina (vt joonis 18.10). FokI on aktiivne vaid olukorras, kus mõlema DNA ahela külge on seondunud omavahel dimeriseerunud FokI-valgud.


    
      [image: ]

    


    Joonis 18.10. Tsinksõrme nukleaaside (ZFN) ja TALEN tehnoloogiate rakendamine geenide toimetamiseks on samuti levinud laboripraktikad.


    ZFN süsteemi puhul vahendab DNA-ga seondumist kolmest kuni kuuest tsinksõrmest koosnev domeen, millest iga nn sõrm tunneb ära kolme nukleotiidi pikkuse DNA lõigu. Erinevate tsinksõrme domeenide kombineerimisel on võimalik saada spetsiifilise DNA lõiguga seonduv valk. Mõlema DNA ahelaga seondunud tsinksõrme nukleaasi vahele jääb viie kuni seitsme aluspaari pikkune lõik. ZFN süsteemi puudus on see, et mõningate kolmenukleotiidiliste kombinatsioonide jaoks ei ole sobivat tsinksõrme ja kõik tsinksõrme domeenid ei toimi hästi koos.


    TALEN süsteemi ajalugu on seotud Xanthomonas’e perekonda kuuluvate bakterite uurimisega. Selle perekonna bakterid on mitmete oluliste toidutaimede (riis, pipar ja tomat) suhtes patogeensed ja põhjustavad ulatuslikku majanduslikku kahju. Seetõttu on vastavate infektsioonimehhanismide selgitamine püsinud uuringute fookuses aastakümneid. Selgus, et bakterid sekreteerivad taimerakku transkriptsiooni mõjutavaid aktivaatorilaadseid valke – TALE-valke (ingl Transcription Activator-Like Effector proteins) –, mis seonduvad järjestusspetsiifiliselt DNA külge ja suurendavad taimerakkude vastuvõtlikkust bakterite suhtes. TALE-valkudel on kaks domeeni: DNA-d siduv domeen ja transkriptsiooni aktiveeriv efektordomeen. DNA-d siduva domeeni aminohappelise järjestuse muutmisega saab mõjutada seda, millise järjestusega DNA külge TALE-valk seondub. TALE-valgus on efektordomeen asendadatud FokI-nukleaasiga, mis DNA-ga seondudes lõikab katki mõlemad DNA ahelad. ZFN ja TALEN tehnoloogiaid on edukalt kasutatud bakterite, pärmi, taimede, putukate, sebrakala ja imetajate geneetiliseks modifitseerimiseks. Nii ZFN kui ka TALEN nõuavad valgu modifitseerimist ja on seetõttu võrreldes CRISPR/Cas9 süsteemiga kulukamad ja aeganõudvamad. Ühtlasi on TALEN tundlik tsütosiini metülatsioonidele – see vähendab TALEN-i efektiivsust –,mida esineb palju geenide promootori piirkonnas. Samas on näidatud, et võrreldes CRISPR/Cas9 süsteemiga on ZFN ja TALEN süsteemi puhul mittesoovitud mutatsioonide tekkimise tõenäosus väiksem.

  


  
    18.4. Transgeensed loomad


    Loomsete rakkude pöördumatu diferentseerumise tõttu on loomade transgeneesil mõningad eripärad võrreldes muude organismidega. Transgeneesiks nimetatakse protsessi, mille käigus organismile mitteomased ehk eksogeensed geenid viiakse organismi idutee rakkudesse, kasutades rekombinantset DNA tehnoloogiat, mistõttu n-ö võõra geeni kodeeritud info kandub püsivalt edasi järglaspõlvkondadesse. Uute geenide käivitamiseks on võimalik peremeesorganismi koosseisu viia sama või lähedase liigi doonororganismi muudetud geenidega rakke. Samuti on võimalik peremehe rakkudesse üle kanda uut geneetilist informatsiooni (vt joonis 18.11). Selleks võivad olla sugurakud, viljastatud munarakk e sügoot, embrüo sisemine rakkude mass e ICM (ingl inner cell mass), millest saab alguse epiblast ja sealt edasi kolm lootelehte, või embrüonaalsed tüvirakud e ESC (ingl embryonic stem cells). Kuna geneetiline kood on kõigil organismidel sarnane, siis võimaldab see transgeensetel organismidel toota neile mitteomaseid produkte. Samamoodi nagu taimede puhul saame ka loomade transgeneesis rääkida transgeensetest ja tsisgeensetest organismidest (vt joonis 18.6). Me ei saa unustada fakti, et looduses on pidev geneetilise informatsiooni muutumine toimunud kogu evolutsiooni vältel (suguta/suguline paljunemine, mutatsioonid jne). Muutuste tekkimise kiirus tavalisel paljunemisel on mõõtmatult aeglasem võrreldes tänaste transgeneetika meetoditega.
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    Joonis 18.11. Trangeensete loomade saamise erinevate võimaluste spekter on teaduse arenguga üha laienenud. DNA-d on võimalik mikorsüstimise meetodil viia pronukleuste staadiumis olevasse munarakku (1). Munarakku saab mikrosüstimisega viia transposoone, mis sisaldavad transgeeni (2). Viljastatud munaraku zona pellucida ja rakumembraani vahele süstitakse viirus (vektorina kasutatakse tavaliselt lentiviirust), mille genoomi on viidud transgeen (3), küpse munaraku tsütoplasmasse viiakse ICSI-meetodil (ingl intracytoplasmic sperm injection) modifitseeritud sperm (4). Rakkude geneetiline modifitseerimine on võimalik, muutes insenergeneetiliselt embrüonaalseid sugurakke – EGC (ingl embryonic germ cells) – või embrüonaalseid tüvirakke, ESC (ingl embryonic stem cells) (5). Selle raja juures on võimalik raku genoomi uute geenide lisamine (knock-in), geenide eemaldamine (knock-out) ja geenide allasurumine (knock-down). Kasutades täiskasvanud organismi pluripotentseid tüvirakke, on võimalik viia neid otse sügoodi ehk embrüo koosseisu või indutseerida eelnevalt dediferentseeruma, mille järel saab neid muudetud genoomiga rakke kasutada kloonimisel, aga ka näiteks blastotsüsti injektsioonil (6). L-M. Houdebine, 2009 järgi modifitseerinud S. Kuuse.


    18.4.1. Hilde Mangoldi ja Hans Spemanni teedrajav töö


    Tänasel päeval kasutatakse geneetiliselt muudetud rakuliinide ja/või -organismide saamiseks mitmeid meetodeid. Üks viis on saada embrüod, kellel on sama organismi piires erineva geneetilise aktiivsusega või erinevat geneetilist päritolu rakud. Molekulaarbioloogia arenguga on saanud võimalikuks luua embrüod, kelle rakkude genoomis esineb mitte liigiomane geneetiline materjal (kimäärsed organismid) või on kõigi rakude genoomis uut pärilikkusinformatsiooni kandev DNA (transgeensed organismid). XX sajandi algkümnenditel tegid Hans Spemann (1869–1941) ja Hilde Mangold (snd Proescholdt, 1898–1924) ühe elegantseima eksperimendi embrüoloogia ajaloos (vt joonis 18.12). Nimelt transplanteerisid nad varase arengu järgus oleva tähnikvesiliku (Triton taeniatus e Triturus vulgaris e Lissotriton vulgaris) blastula ürgsuu (blastopoori) selgmise (dorsaalse) ülahuule piirkonnast teatud kindla rakkude kogumiku vesiliku teise embrüo blastula kõhtmisele (ventraalsele) küljele – seega vastaspoolusele võrreldes normaalses arengus sissesopistumise (invaginatsiooni) protsessi käigus moodustuva ürgsuu tekkekohaga. Eksperimendi tulemusena tekkis peremees- ja doonorrakkude diferentseerumisel kahe sümmeetriatelje ja vastavate organalgetega vesilik. Oluline oli transplantatsiooni toimumise õige ajamoment, mil rakud on võimelised vastama mõjutustele ja diferentseeruma erinevates suundades (nad on toti- ja pluripotentsed) ning andma alguse uuele terviklikule organismile. Edasine areng viis kokkukasvanud kaksikvesilike väljaarenemisele.
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    Joonis 18.12. Hans Spemanni ja Hilde Mangoldi katseskeem. Transplantatsioonikatse tähnikvesiliku blastotsüüdil. A. Ühelt embrüolt võeti selgmise (dorsaalse) ürgsuu (blastopoori) ülahuule piirkonnast mõne millimeetri suurune koetükk (neuraalektodermi alge) ning transplanteeriti see rakkude kogum teise embrüo ürgsuu (primaarse invaginatsiooni, sissesopistumise, toimumiskoht) vastaspoolusele. Katse tulemusena arenes kahe invaginatsioonipiirkonnaga hiline blastotsüst. See võimaldas edaspidi areneda embrüol, kellel oli kaks arengutsentrit (organisatsioonikeskust), st ühe embrüo piires toimus kahe embrüo areng, mis viis elujõulise siiami kaksikkullese arenemisele. Modifitseeritud Spemann, H., Mangold, H., 1924 järgi.


    Spemann nimetas sellist rakkude piirkonda (praegusel juhul vesiliku blastula ürgsuu selgmine ala, mis struktureerib ja suunab edasist teiste rakkude diferentseerumist ja uue tervikliku organismi arengut) organiseerivaks keskuseks ehk organisaatoriks ehk embrüonaalse induktori piirkonnaks. Koos Mangoldiga 1924. aastal (postuumselt) avaldatud töö tulemuste põhjal anti Hans Spemannile 1935. aastal Nobeli meditsiini- ja füsioloogiapreemia. 1928. aastal näitas Spemann esimesena, et kui eemaldada amfiibi (tähnikvesilik) varasest embrüost üks rakk, siis on see võimeline andma alguse uuele vesilikule. Spemann pakkus välja tol ajal n-ö fantastilise eksperimendi, mille käigus eraldatakse viljastamata munaraku tuum ning asendatakse see diferentseeruva embrüonaalse raku tuumaga. Spemann leidis, et niimoodi on võimalik aru saada, kuidas üksiku diferentseeruva raku tuum võib anda alguse tervele organismile. Saame öelda, et Spemanni tööd olid teedrajavad ka kloonimise vallas, rääkimata sellest, et tema tööd andsid pea 100 aastat tagasi suuna tänaste geneetiliselt modifitseeritud taimede ja loomade saamiseks.


    18.4.2. Meetodid loomade transgeneesis


    18.4.2.1. Agregatsioonimeetod


    1950–1960-ndatel suutsid Beatrice Mintz (snd 1924) ja Andrzej K. Tarkowski (snd 1933) teineteisest sõltumatult luua hiire kimäärid, kasutades selleks kaheksarakulises arengustaadiumis olevaid erinevat värvi hiirte (mustad, valged, pruunid) embrüote blastomeere. 1959. aastal näitas Tarkowski, et kui eemaldada kaheksarakulise hiire embrüost kaks blastomeeri, siis on need võimelised andma alguse uuele normaalsele ja viljakale hiirele. Esimese transgeense hiireembrüo sai Tarkowski eksperimentaalselt 1961. aastal, kui ühe geneetilise taustaga hiire blastomeere süstiti teise geneetiliselt erineva hiire varasesse embrüosse. Järgnevates töödes näitasid uurijad, et kui embrüotelt ensümaatiliselt eemaldada valkjaskest (ld zona pellucida), sai tänu sellele võimalikuks erinevate hiirte, aga samuti hiireliinide embrüote rakkude dissotsieerimine ja nende pärastine juhuslik segamine ja agregeerumine in vitro tingimustes. Koekultuuris ühinesid eri embrüote rakud ja neist tekkis normaalne blastotsüst, mis õnnestus edukalt viia kirurgilisi meetodeid kasutades võõrasema suguteedesse, kus kimäärne embrüo kinnitus (implantatsioon) emakaseina ja arenes edasi (vt joonised 18.13 ja 18.14).


    Seega õnnestus Minzil peale 1950-ndaid fookustada oma tööd kahepaiksetelt imetajatele (hiir) ja olla seega teerajaja imetajate transgeneesi uurimisel. Kasutades agregatsiooni tehnikat, suudeti agregeerida ka normaalse embrüo ja embrüonaalsete rakkude kasvaja (teratokartsinoomi) rakud ning tagada embrüo normaalne areng. Need tööd avasid võimaluse uurida pluripotsentseid tüvirakke koekultuuri tingimustes.
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    Joonis 18.13. Esimesed hiirte kimäärid saadi embrüote agregatsiooni meetodil 1960-ndatel. Erineva geneetilise taustaga hiirte varased embrüod (ca 1,5 dpc – 1,5 päeva peale viljastumist, ingl day post coitum) dissotsieeritakse ensümaatiliselt. Koekultuuris segunesid embrüo rakud tänu juhuslikule rakkude taasühinemisele (agregatsioonile). Seejärel transplanteeriti de novo arenema hakanud embrüod pseudotiine emaslooma suguteedesse (kas 2,5 või 3,5 dpc). Kui tiinus kanti ajaliselt lõpuni, sündisid kimäärsed järglased.
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    Joonis 18.14. Kahe erineva hiireliini (C57Bl/6I ja Balb/C) embrüonaalsed rakud on peale hüalouridinaasiga töötlemist dissotsieeritud ning in vitro tingimustes taasühinenud


    A. Vasakpoolne embrüo, kus on tekkimas blastotsööl, on n-ö küps reimplantatsiooniks võõrasema emakasarve. Parempoolne embrüo on lamendunud koekultuuri plastikul ja see rakkude kogumik pole sobiv siirdamiseks. Fotol B on näha erinevad agregeerunud embrüod 24 tundi pärast agregatsiooni toimumist. Fotod: S. Kuuse.


    Kuigi agregatsiooni meetod on tänapäeval enam ajaloolise tähtsusega, said 2012. aastal esimesed kimäärsed reesusmakaagid (esimesed kimäärsed pärdiklased ja seega ka primaadid) Shoukhrat Mitalipov (snd 1961) ja tema uurimisrühm just agregatsiooni teel. Embrüonaalseid tüvirakke (ESC) või sisemist rakkude massi (ICM) blastotsüsti viies on proovitud saada makaakide kimääre, kuid need katsed pole olnud edukad. Arenevad embrüod ei sisalda oma koosseisus süstitud embrüonaalseid tüvirakke, kuna nad ei suuda ühineda retsipiendi ICM-rakkudega. Agregeerides aga kolm kuni kuus erineva neljarakulises staadiumis oleva embrüo totipotentseid rakke, õnnestus tekitada 29 agregeerunud embrüot ja kõiki neid kasvatada koekultuuris kuni blastotsüsti staadiumini (vt joonis 18.15). Viie võõrasema suguteedesse siirdati 14 agregeerumise teel saadud blastotsüüti ja kõik viis tiinust jäid kestma. Katse tulemusena sündisid ühel makaagil kaksikud isased pojad (Roku ja Hex) ning teisel emal üksik isane (Chimero) järglane, kes kõik olid kimäärsed isendid (Tachibana, M. et al., 2012).
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    Joonis 18.15. Mitalipovi töörühma edukas katse reesusmakaakide erinevate embrüote agregatsioonil. Ei ESC (ülemine joonis) ega ka ICM (keskmine joonis) viimine blastotsüsti õõnsusesse ei andnud eluvõimelist kimäärset organismi. Küll saavutati tulemus aga mitme (kolme kuni kuue) embrüo lõigustumisperioodi rakkude agregatsioonil (alumine joonis). Modifitseeritud Tachibana, M. et al., 2012 järgi.


    Agregatsiooniks võib kasutada nii esimeste lõigustumiste blastomeere kui embrüonaalseid tüvirakke ning tetraploidseid embrüonaalseid rakke, aga ka teratokartsinoomi rakke, sest nad pärinevad embrüonaalsetest vähediferentseerunud rakkudest. Agregatsioonikatsed tehakse tavaliselt C57Bl/6I ja Balb/C liini hiirtega. Et saada ühelt emasloomalt enam viljastamiseks sobivaid munarakke, rakendatakse superovulatsiooni meetodit, kasutades selleks folliikuleid stimuleerivat hormooni ja koorioni gonadotropiini. Viljastumine võib toimuda kas in vivo või in vitro tingimustes. Enne agregeeritud embrüote viimist (retransfeeri) pseudotiine võõrasema suguteedesse on vaja kontrollida rakkude agregeerumise käigus tekkinud embrüote kvaliteeti (vt joonis 18.14). Hiirel ja rotil siiratakse (retransfeer) embrüod, mille vanus on ca 3,5 dpc, pseudotiine võõrasema emakasarve ja edasi kinnituvad need emakaseina. Eduka eksperimendi korral sünnivad kimäärsed loomad umbes 18 päeva pärast embrüote tagasiviimise (reimplantatsiooni) operatsiooni.


    18.4.2.2. Munaraku injektsioon


    Munaraku injektsioon (süstimine) tähendab raku süstimist mingi ühendiga. Kui selleks ühendiks on DNA, räägitakse DNA mikroinjektsioonist. Teatud juhtudel tähendab munaraku injektsioon tüviraku viimist varase embrüo (blastomeeride või blastotsüsti staadium) õõnsusesse (blastotsööl), aga ka spermi süstimist munarakku, kasutades selleks tänapäval spetsiaalset aparatuuri. XX sajandi esimeses pooles ja 1950-ndatel aastatel, mil töötati välja munaraku injektsiooni meetod, kasutati suuri amfiibi munarakke (kas kannuskonn Xenopus või Rana perekonna esindajad), sest nendega oli kergem manipuleerida. Selle metoodikaga tegi esimese amfiibi munaraku injektsiooni John B. Gurdon (snd 1933, Nobeli füsioloogia- ja meditsiinipreemia koos Shinya Yamanakaga 2012. aastal), keda võib nimetada tuumatransplantatsiooni ja kloonimise pioneeriks. Ta näitas, kuidas on võimalik täiskasvanud küpset lõpuni diferentseerunud rakku pluripotentseks tüvirakuks ümber programmeerida. Gurdon kloonis kannuskonna (Xenopus laevis) edukalt 1958. aastal, kasutades munarakku, kust tuum oli eemaldatud, ja viies sinna kannuskonna embrüonaalse raku tuuma (vt joonis 18.16). Arenesid eluvõimelised kannuskonnad. 1962. aastal suutis Gurdon teostada munaraku tuumaasenduse, kasutades tuuma doonorina kullese soolestiku endoteeli rakkude tuumasid.
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    Joonis 18.16. Kannuskonna (Xenopus laevis) kloonimise eksperiment näitas, et munarakku viidava diploidse raku tuuma doonor võib olla ka kullese soolestiku endoteeli raku tuum (Gurdoni 1962. aasta katseskeem). Gurdoni kloonkonna blastotsüsti pluripotentsed rakud on võimelised andma alguse uuele täisväärtuslikule konnale ka peale korduvaid tuuma transplantatsioone. Samuti näidati, et blastotsüsti staadiumis saab edukalt kasutada doonorembrüo rakukogumeid siirdamiskatseteks. Modifitseeritud J. B. Gurdon, 2009 järgi.


    1966. aastal olid Gurdoni ja Verena Uehlingeri töös tuuma doonoriks aga juba täiskasvanud konna naha basaalkihi lõpuni diferentseerunud rakud. 726 transfekteeritud sügoodist arenes kullese staadiumini 10 (1,4%) ja neist 7 täiskasvanud konnaks. Juba 1952. aastal tegid Thomas Joseph King (1921–2000) ja Robert Briggs (1911–1983) sama metoodikat kasutades esimese eduka embrüonaalse raku tuuma transplantatsiooni (vaid selle vahega, et tuuma doonoriks olid leopardkonna, Rana pipiens, blastula rakud). Saadi esimene loomsetest rakkudest pärinev organism e kloon. Kahjuks arenes kloonkonn vaid kullese staadiumini (vt joonis 18.17).
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    Joonis 18.17. King ja Briggs näitasid 1952. aastal, et leopardkonna (Rana pipiens) embrüonaalse raku tuum põhjustab tema viimisel teise ilma tuumata munarakku (tuum on eemaldatud) embrüonaalse arengu kuni kullese staadiumini.


    Taimede kloonimiskatseid oli edu saatnud juba XX sajandi keskel, sest tegelikult on ju taimede vegetatiivne paljunemine/paljundamine mittesugulise paljunemise üks vormidest. 1963. aastal võttis Briti bioloog John B. S. Haldane Gurdoni katsete edukusele tuginedes esimesena kasutusele termini „kloon” (kr κλών – klōn ’võrse’).


    18.4.2.3. Pronukleaarne injektsioon ehk DNA mikroinjektsioon


    Pronukleaarse injektsiooni meetod on üks levinumaid transgeensete organismide saamise võimalusi (vt joonis 18.18).
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    Joonis 18.18. Pronukleaarse injektsiooni skeem hiire näitel.


    Mikromanipulatsiooni süsteemi (invertmikorsokoop, DNA rakkudesse süstimise aparatuur, munaraku fikseerimise ja DNA injektsiooni vahendid) abil viiakse süstitavatele rakkudele mitteomane DNA või muudetud pärilikkusaine pronukleuste staadiumis oleva munaraku (emas- ja isaspronukleused pole peale viljastumise toimumist veel ühinenud) ühe pronukleuse lähedusse tsütoplasmasse (vt joonis 18.19).
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    Joonis 18.19. Viljastatud munaraku injektsioon. Pronukleused e haploidsed munaraku ja spermi tuumad (P) on peale viljastumist veel ühinemata. Heledam ala parempoolse pronukleuse juures näitab, et sinna piirkonda on viidud võõr-DNA lahus. Foto: S. Kuuse.


    Kui on toimunud esimesed lõigustumised (joonis 18.20), on võimalik arenema hakanud sügoot/sügoodid kirurgiliselt transplanteerida pseudotiine võõrasema suguteedesse (munaraku injektsiooni korral munajuhasse). DNA mikroinjektsioonil on viljastatud munaraku doonor kas FVB/N, C57Bl/6I, CB20, Balb/c või C3H liini hiired. Enamasti kasutatakse superovulatsiooni metoodikat, et saada süstimiseks rohkem viljastatud munarakke. Eksperimendi edukus on 1–5%.
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    Joonis 18.20. Hiire (Mus musculus) munarakud 36 tundi peale viljastumist (A). Kõiki munarakke on süstitud 12–16 tundi peale eeldatavat viljastumist võõr-DNA-ga. Osa munarakke pole hakanud jagunema või nende areng on hoopis peatunud, palju munarakke on kaherakulises või neljarakulises arengustaadiumis, mõni embrüo on jõudnud juba ka kaheksarakulise staadiumini. B – Peale munarakkude hoidmist koekultuuris 72 tundi on enamik munarakkudest arenenud blastotsüsti staadiumini, kus on näha sisemise rakkude massi e epiblasti rakud, mis on pluripotentsed embrüonaalsed tüvirakud. Siiski on kolme munaraku areng peatunud ja nendest kahe areng on seiskunud neljarakulises staadiumis (mustad nooled), üks on aga niivõrd resorbeerunud, et on võimatu määrata tema arengustaadiumit. Fotod: S. Kuuse.


    18.4.2.4. Blastotsüsti injektsioon


    Blastotsüstiks ehk lootepõieks (lad blastocystis) nimetatakse imetajate muundunud põisloodet. 1968. aastal näitas Richard Gardner (koos Ralph L. Brinsteriga), et blastotsüsti sisemine rakkude mass, ICM (ingl inner cell mass), koosneb embrüonaalsetest pluripotentsetest rakkudest (embrüonaalsed tüvirakud) (ingl ESC, embryonic stem cells). Need rakud on suure jagunemisvõime ja diferentseerumispotentsiaaliga, esinedes arengus kuni moorula/blastotsüsti staadiumini. Neist areneb tulevane organism. Just neid rakke kasutatakse kimäärsete organismide saamiseks. Meetodit, mille käigus viiakse ühe blastotsüsti osa ICM-rakke mikrosüstimise teel teise blastotsüsti (ammblastotsüst) õõnsusesse (blastotsööl), hakati nimetama blastotsüsti injektsiooniks. Martin J. Evans (snd 1941) ja Matthew H. Kaufman (1942–2013) eraldasid 1981. aastal hiire embrüost pluripotentsed tüvirakud. Esialgu said need nimeks EK- ehk Evans-Kaufmani rakud. Evansi Londoni-aegse kolleegi Gail R. Martini (snd Zuckman, 1944) eestkõnelemisel hakati EK-rakke nimetama embrüonaalseteks tüvirakkudeks (ESC) (vt joonis 18.21).
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    Joonis 18.21. Hiireliini 129 embrüonaalsete tüvirakkude (ESC) 13. passaaž (külv) feeder-rakkudel (ammrakud, mis soodustavad ESC kinnitumist ja kolooniate moodustumist), milleks kasutatakse hiire fibroblaste. Foto: S. Kuuse.


    Blastotsüsti süstimise protseduuri ja geneetiliselt muudetud järglaste saamisel on enimkasutatav laboriloom hiir (Mus musculus). Injektsiooni meetodid erinevad mitmeti. Koekultuuris kasvatatud ETR-e võib süstida nii blastotsüsti õõnsusesse (3,5 dpc) kui moorulasse (2,5 dpc) või ka tetraploidsesse embrüosse (1,5 dpc). Süstimisel võib varieerida süstitavate ESC-de hulka (5–15 rakku), embrüot võib mõjutada elektrišokiga või UV-kiirgusega. Võimalikke meetodeid on mitmeid.


    Blastotsüstide saamiseks kasutatakse doonoritena peamiselt hiiri liinidest C57Bl/6I, CB20, Balb/C. Et saada korraga töösse enam embrüoid, mõjutatakse noori emasloomi folliikuleid stimuleeriva hormooniga PMSG (ingl pregnant mare’s seerum gonadotropin – tiine mära koorioni gonatrotropiin) ja munasarjades ovulatsiooni indutseeriva hormooniga hCG (ingl human chorionic gonadotropin – inimese koorini gonadotropiin), põhjustades sellega kordades suurema hulga munarakkude ovuleerumise (superovulatsioon).


    3,5 päeva peale viljastumist kogutakse tiinetelt hiirtelt kokku doonorblastotsüüdid ja edasine töö kulgeb in vitro tingimustes kuni embrüo tagasiviimiseni (retransfer) võõrasema suguteedesse, kus toimub süstitud blastotsüstide sissekinnitumine (implantatsioon) pseudotiine võõrasema emakasarve (vt joonis 18.22).
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    Joonis 18.22. Blastotsüsti injektsiooni skeem hiire näitel. Täiskasvanud loomad ristatakse ning arenema hakanud blastotsüstidest (3,5 dpc e 3,5 päeva peale viljastumist) eraldatakse ICM-rakud (ingl inner cell mass – sisemine rakkude mass), mis koekultuuris annavad alguse ESC-populatsioonile. Nendesse viiakse välise vektori abil rakkudele mitteomane geen ja selektsioonimarker, mille abil hiljem valitakse välja rakkudesse integreerunud geeniga ESC-d. Saadud ESC-d süstitakse 3,5 päeva vanustesse blastotsüstidesse. Järgneb injekteeritud blastotsüstide kirurgiline retransfeer (üleviimine) pseudotiinesse (hormonaalselt embrüote kinnitumiseks valmisolev) võõrasemasse. 18 päeva pärast sünnivad noorloomad, kelledest osade rakkude genoom erineb metsiktüüpi (wt, ingl wild type) hiirte genoomist. Selliste geneetiliselt muudetud juveniilide karvastik on valge-pruunikirju. Peale viimaste suguküpsuse saabumist (kahe kuu möödumisel sünnist) ristatakse kimäärsed isendid wt-loomadega. Kui uuritava tunnuse eest vastutav geen on kandunud ka sugurakkkudesse ja sealt edasi järgnevasse põlvkonda, sünnivad heterosügootsed isendid (helepruunid). Kahe kuu möödumisel on heterosügootseid isendeid ristates võimalik saada hiirepopulatsioon, kes on kõnesoleva uuritava tunnuse suhtes homosügootne (pruunid hiired).


    In vitro viiakse ESC-desse embrüotele mitteomane DNA järjestus. Näiteks kasutatakse selleks transgeense DNA ja genoomse DNA homoloogilise rekombinatsiooni meetodit, mille eest said Martin J. Evans (snd 1941), Mario Capecchi (snd 1937) ja Oliver Smithies (snd 1925) 2007. aastal Nobeli füsioloogia- ja meditsiinipreemia. Nad selgitasid spetsiifiliste geenide modifikatsiooni põhimõtteid, kasutades hiire embrüonaalseid tüvirakke, põhjustades sihtmärkorganismi rakkudes (praegusel juhul hiire embrüonaalsed tüvirakud) spetsiifilistes kohtades kindlaid geneetilisi ümberkorraldusi, kuna rakkude genoomi oli juurde viidud üksnes konkreetne uuritav geen (ingl gene targeting – geenide märgistamine). Sellisel moel on võimalik genoomis uusi geene sisse lülitada, geene välja lülitada või ka vaigistada. Selle järgi nimetatakse neid loomi, kes kannavad kindlat muutust, kas knock-in (geen-sisestatud), knock-out (geen-kaotatud) või knock-down (geen-allasurutud, geen-vaigistatud) organismideks ehk geneetiliselt modifitseeriud e geenmuundatud organismideks (ingl genetically modified organism, GMO).


    Järgnevalt selekteeritakse välja (kasutades kindlaid markereid) raku genoomis uue geneetilise infoga ESC-d ja kasvatatakse neid koekultuuris kindlatel tingimustel.


    Nagu ütleb nimigi (blastotsüsti injektsioon), viiakse mikrosüstimise teel muudetud genoomiga tüvirakud blastotsüsti õõnsusesse (vt joonised 18.23 ja 18.24).
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    Joonis 18.23. Embrüonaalsed tüvirakud (ESC) kogutuna embrüonaalsete tüvirakkude süstimiseks mõeldud mikrokapillaari (klaaskapillaari avause siseläbimõõt 15 µm). Foto: S. Kuuse.
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    Joonis 18.24. Blastotsüsti injektsiooni etapid. Geneetiliselt muudetud embrüonaalsed tüvirakud süstitakse eelnevalt doonorlooma emakasarvest välja pestud blastotsüstide blastotsööli (blastotsüsti valendik), kasutades invertmikroskoopi koos injektsioonisüsteemiga. A. Blastotsüsti kinnihoidmiseks kasutatakse klaaskapillaari (siseläbimõõt 100 µm), süstimisnõel koos ESC-dega (siseläbimõõt 15 µm). Nõela sisseviimiseks otsitakse blastotsüstil trofoblasti kahe raku vaheline liitekoht, et embrüot võimalikult vähe vigastada. B. ESC-d viiakse blastotsööli nii, et ei vigastata ICM-rakke. C. Rakkude sisseviimise injektsiooninõel eemaldatakse blastotsüstist kiire, aga n-ö ettevaatlikult õrna liigutusega. Fotod: S. Kuuse.


    Kui süstimise järel on blastotsüstid visuaalselt omandanud endise kuju ja vormi, viiakse nad tavalise operatsiooni teel pseudotiine võõrasema emakasarve, kus katse õnnestumise korral toimub injekteeritud embrüote kinnitumine hiire emakaseina ja edasine areng. Võõrasemad, kes pole tiined, kuid kelle organism on hormonaalset ette valmistatud omaks võtma kunstlikult muudetud embrüoid (pseudotiined emasloomad), on tavaliselt esimese põlvkonna ristandid liinidest C57Bl/6I x Balb/C või C57Bl/6I x CBA, aga ka hiired liinidest CD1, FVB/N. Kogemuslikult on leitud, et need hiired on võimelised võtma n-ö mitteomasid embrüoid paremini omaks ja kandma tiinuse edukalt lõpuni.


    Kui embrüotesse viidud ESC-d on integreerunud ammblastotsüsti ICM-i koossesisu, jätkub nüüd juba kimäärsete embrüote normaalne areng nende kinnitumisega võõrasema emakasarve endomeetriumisse (implantatsioon). Hiire tiinus kestab keskmiselt 21 päeva, aga kuna blastotsüstide injektsioon võib nende arengut mõnevõrra pidurdada, siis sünnivad pojad võõrasemal ca 17–19 päeva peale embrüote tagasiviimist emakasarve. Katse edukust saab hinnata pärast loomade sündi juveniilide e noorloomade karvastiku värvuse põhjal (vt joonis 18.25). Kindlasti võetakse kimääridelt kontrolliks ka koeproov (tüüpiliselt 1–2 mm saba tipmist kudet, mis eraldatakse kindlal ajal ja kindla metoodikaga) ning PCR-meetodil kontrollitakse vastava geeni puudumist või olemasolu.
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    Joonis 18.25. Kõrvuti on ühe pesakonna musta karvastikuga metsiktüüpi ehk wt-isend (foto A, vasakpoolne hiir) ja kirju kimäärne järglane (foto A, parempoolne hiir). Kuigi hiired on ühe pesakonna ühevanused järglased (21 päeva), on näha, et kimäärne hiir on kirju (nagu nimigi ütleb, sest temas on praegusel juhul nii metsiktüüpi siseristamise (ingl inbreeding) teel aretatud musta hiire C57Bl/6I (Dunn, 1928) kui ka muudetud genoomiga helepruuni ehk aguutivärvi inbreed hiireliini 129 (Jackson Laboratory, 1974) embrüonaalsed tüvirakud – ESC-d). Wt-pesakonnakaaslane on musta karvastikuga. Võib juhtuda, et kimäärid kasvavad mõnevõrra kiiremini kui nende pesakonnakaaslased, kuid see suuruse erinevus kaob üldjuhul suguküpsuse saabudes (kahe kuu vanuses). Kui metsiktüüpi vanem pärineb liinist CBA (Strong, 1920; foto B, vasakpoolne hiir), on karvastiku värvuse erinevus kimääriga, kes on arenenud samuti inbreed CBA hiireliini blastotsüstist, kuhu on sisestatud 129 inbreed-liini (aguuti) ESC-d (foto B, parempoolne hiir), samuti silmatorkav. Fotod: S. Kuuse.


    Kimäärid ristatakse tagasi nende metsiktüüpi vanema liiniga. Kui järglaspõlvkond on saanud oma vanematelt uuritava geeni (st et ka kimääri sugurakkudes on see geen esindatud), siis on sündinud pojad juba seda värvi, mis on iseloomulik hiireliinile, kellest pärinesid ESC-d (praegusel juhul helepruun värvus). Kui ristamise tulemusena sündisid aga vastavalt kas musta või pruuni karvavärviga pojad, siis ei kandunud meid huvitav tunnus järglaspõlvkonnale edasi (vt joonis 18.25 A ja B). Selekteerides kimääride paljundamisel F1-põlvkonnast välja geenmuutusega loomad (PCR-meetodil), saame rääkida transgeensetest hiirtest, kelle karvavärvus on sama mis loomadel, kelle embrüonaalseid rakke kasutati geenide modifitseerimiseks – seega helepruunid ehk aguutivärvi hiired.


    18.4.2.5. Kloonimine ehk rakutuuma ülekanne


    Kloonimse peamine eesmärk on olnud saada paremate tõuomadustega kariloomi, sest tavaline paljundamine ja selektsioon on aeganõudvam ja tulemuski pole ette teada. Samuti avanevad kloonimisega uued võimalused meditsiinis ja farmaatsiatööstuses.


    Juba 1885. aastal näitas Hans Adolf Edward Driesch (1867–1941), et merisiiliku embrüo kaherakulises staadiumis on võimalik blastomeerid teineteisest eraldada ja mõlemad annavad alguse täiskasvanud merisiilikule (joonis 18.26). Need olid tänapäeva mõistes esimesed sammud loomade kloonimise teel.
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    Joonis 18.26. Esimene kunstlik ühest embrüost kahe tekitamine merisiiliku näitel. Modifitseeritud Driesch, H. A. E. järgi.


    Hans A. E. Drieschi tööd 1890-ndatel koos Wilhelm Roux’ga (1850–1924) Ernst H. P. A. Haeckeli (1834–1919) juhendamisel viisid Hans Spemanni ja Hilde Mangoldi tõelisele kloonimise ideele. 1928. aastal tegid nad amfiibi embrüol väga elegantse katse. Nimelt ligeerisid (nöörisid) nad lapse juuksekarva kasutades sügoodi nii, et viljastatud munaraku tuum jäi ühele poole silmust (teises pooles oli tsütoplasma). Viljastatud munarakk jagunes (see pool, kuhu oli jäänud tuum). Peale nelja jagunemist (oli tekkinud 16 rakku) vabastati ling, mis eraldas ühte jagunevat rakku ilma tuumata tsütoplasma osast. Uue silmusega eraldati embrüo jagunevatest rakkudest see nn uus rakk, mis oli tuuma ja osa tsütoplasmat saanud ühest seni jagunevast rakust. Hakkas arenema uus embrüo, nii nagu arenes edasi ka juba lõigustunud rakkude kogumik (vt joonis 18.27).
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    Joonis 18.27. Tähnikvesiliku (Lissotriton vulgaris) viljastatud munaraku ligatsioonil lapse juuksekarvaga arenes embrüo, kus sügoodi tuumata pool peatus arengus, aga tuumaga poolest arenes normaalne embrüo. Kui ligatuur eraldati ning nüüdne tuumaga munarakk eemaldati embrüo teistest rakkudest, andis ka see nn uus rakk alguse normaalsele tähnikvesilikule. Modifitseeritud Spemann, H. järgi.


    Niimoodi tehtud eksperiment näitas, et ka teatud aja diferentseerunud rakud on võimelised andma alguse uuele embrüole. Seda kõike võimaldas somaatilise raku tuuma ülekande (ingl somatic-cell nuclear transfer, SCNT) kui meetodi täiustumine. Tänu taolistele võimalustele saame rääkida kloonimisest ka tänase teaduse mõistes. Rakutuuma transplantatsioon tähendab otsüüdi e munaraku tuuma geneetilise materjali asendamist eksogeense diploidse raku tuumaga. Selle tulemusena on võimalik saada geneetiliselt identseid DNA fragmente, rakke ja ka organisme. Kui somaatilise raku tuuma ülekande tulemusena hakkab arenema embrüo, saame rääkida kloonembrüost e kloonist. Taolised katsed said hoo sisse juba enne 1950. aastaid. Kloonimise võimalikkust näitasid 1958. aastal esmalt Robert Briggs ja Thomas King ning 1962. aastal John Gurdon. 1975. aastal klooniti esimest korda imetaja. Derek Bromhall suutis küüliku embrüo raku tuuma viia ilma tuumata munarakku ning seda mõned päevad kasvatada. Kuigi Bromhall ei viinud arenevat embrüot võõrasemaküüliku emakasse, näitas tema töö siiski, et ka imetajat on võimalik kloonida. Kuni 1981. aastani oli teadlaskond tegutsenud enamasti amfiibi rakutuuma üleviimisega munarakku (kloonimisega). Samal aastal teatas Šveitsi teadlane Karl Ilmensee (snd 1939), et oli klooninud tuuma ülekande meetodil maailma esimesed kolm hiirt. Hoolimata teatud kahtlustest Ilmensee töö korrektsuses andis see tõuke edasiseks imetajate kloonimiseks. 1984. aastal kloonis Steen Wiladseni lamba, kasutades kaheksarakulises staadiumis oleva embrüo ühe raku tuuma, millega n-ö viljastas tuumata munaraku. Sündisid esimesed kolm lambatalle. 1987. aastal sündisid kaks esimest kloonvasikat (Fusion ja Copy). Metoodika oli lähedane Wiladseni omaga (Randall S. Prather, W. Eyestone et al.). 1995. aastal sündisid Edinburghis lambatalled Megan ja Morag. Selleks toimus 244 tuuma ülekannet, arenema hakkas 34 embrüot, neist sündisid 5, aga suguküpsuse saavutasid vaid Megan ja Morag. Tuuma doonorina kasutati esimest korda koekultuuris in vitro kasvatatud blastotsüsti rakke e embrüonaalseid rakke (Ian Wilmut, Keith Campell). Tänaseks on kloonitud väga palju erinevaid organisme (hiired, sead, veised, küülikud, kassid, koerad, rotid, sebrakalad jt) (vt Heinaru, A. Geneetika, 2012, lk 837). Enim kõmu tekitas kindlasti 1996. aastal Šotimaal Edinburghis Rosslini Instituudis Wilmuti jtkloonitud lammas Dolly, sest tema kloonimiseks tuuma ülekande meetodil kasutati esimest korda lõpuni diferentseerunud täiskasvanud looma (piimanäärme kude) raku tuuma, millega asendati munaraku tuum. Kloonitud 277 munarakust hakkas arenema 29 embrüot, kuid neist saadi vaid üks elussünd – Dolly. 1997. aastal klooniti esimest korda reesusmakaak (Don P. Wolfi töörühm), esimene nn pärdik, kellel suudeti elektrišoki abil panna diferentseeruma tuumata munarakk, kuhu oli viidud varase embrüonaalse raku tuum. 29 kloonist sündisid reesusmakaagi pojad Neti ja Ditto. Seega oli tegemist esimeste kloonitud kõrgemate imetajate (makaak kuulub pärdiklaste sugukonda ja makaakide perekonda) sünniga. 2000. aastal teatas Gerald P. Schatteni töörühm, et neil õnnestus kloonida reesusmakaak, kasutades selleks kaheksarakulise in vitro viljastumisel saadud embrüo mehaanilist dissotsieerimist üksikuteks blastomeerideks. Üksikud blastomeerid alustasid arengut kahe kaupa koos kui kaherakulised embrüod. Selle katse tarvis dissotsieeriti 107 kaheksarakulist embrüot ning saadi 368 jagunemisvõimelist topeltrakku. Peale 13 blastotsüsti staadiumis embrüo siirdamist võõrasemasse jäi püsima neli tiinust. Sündis üks emane makaak Tetra. Sellega suudeti kunstlikult tekitada mitmikuid.


    1997. aastal teatati, et edukalt on sündinud transgeensed lambatalled Polly ja Molly, kes pärinesid munarakust, kuhu oli viidud lamba fibroblasti raku tuum, mis sisaldas võõrast, inimese verehüübimisfaktori IX, geeni (Angelika Schnieke et al., 1997). Seega, kloonimise meetodit kasutades saadi esimest korda transgeenne järglane (lammas), kelle rakud olid võimelised tootma talle mitteomast valku (inimene). Järgnevalt n-ö toodeti reesusmakaakidel (Macaca mulatta) embrüonaalse raku, aga ka fibroblasti tuuma üleviimisel munarakku sellised embrüonaalsed rakud, mis olid võimelised kasvama koekultuuri tingimustes (Byrne, J. A. et al., 2007; Sparmann, M. et al., 2009). Näidati, et somaatilist rakku on võimalik ümber programmeerida pluripotentseks rakuks, kusjuures arenevate blastotsüstide tekke sagedus oli senise 1% asemel 16%. Selliseid rakke on võimalik kasutada kloonimise eesmärgil. Shoukhart Mitalipovi töörühma tulemusi kordasid 2007. aastal ka David S. Cram jt Austraaliast. 2009. aastal näitas Mitalipovi uurimisrühm, et tuuma käävikromosoomide kompleksi (ingl SCCT, spindle-chromosomal complex transfer) korrektse ülekandmisega doonorilt retsipiendile on võimalik vältida mitokondriaalsete muutuste (haiguste) edasikandumist, juhul kui retsipiendi munaraku (tuum on eemaldatud) mitokondriaalne genoom on normaalne (Tachibana, M. et al., 2009). SCCT-meetodil saadud sügootidest arenesid normaalsed blastotsüstid, mis siirati võõrasema emakasse, kus toimus normaalne implantatsioon ja sündisid reesusmakaagid Mito ja Tracker. 2011. aastal näitas Dieter Egli töörühm, et inimese viljastamata munarakk on võimeline peale induktsiooni ühinema fibroblasti normaalse (diploidse) raku tuumaga ning arenema triploidsena kuni blastotsüsti staadiumini (Noggle, S. et al., 2013). Loomulikult pole triploidsed rakud võimelised jätkama normaalset arengut, kuid teetähiseks tuleb seda ikka pidada. 2013. aastal näidati, et fibroblasti tuuma ühinemisel tuumata muarakuga on võimalik ka inimese munarakku suunata jagunema, kusjuures munaraku jagunemise alustamiseks kasutati mitmeid kemikaale ning elektroporatsiooni meetodit. Kuna kloonimise edukus on tihti väike (tavaliselt 1% piirimail), siis on oluline leida moodused, kuidas diferentseerunud rakke edukalt reprogrammeerida. Siit oli vaid väike samm indutseeritud pluripotentsete tüvirakkude saamiseni.


    Kloonimisest võime rääkida vajaduse tõttu parandada tõuloomade, ja -lindude saagikust (nt suurem lihaproduktsioon või piima kvaliteet ja linnumunade toiteväärtus). Selline meetod, mis viib paremate tõuomadustega organismide paljundamiseni, on reproduktiivne kloonimine. Reproduktiivset kloonimist on mõistlik kasutada ka ohustatud liikide väljasuremise vältimiseks. Samadel alustel on ka tehnoloogia, mis võimaldab tänu embrüonaalsete tüvirakkude geneetilisele modifitseerimisele neid tulevikus kasutada defektsete rakkude, kudede, organite meditsiiniliseks asendamiseks. Kindlasti on taoline terapeutiline kloonimine suur väljakutse teadusele, meditsiinile ning eetikale.


    Organismide kloonimine pole midagi ulmelist. See on sama mis mittesuguline paljunemine taimedel. Taimed võivad paljuneda ju vegetatiivselt, kasutades näiteks risoomi. Taim võib areneda teistest lootekoti rakkudest kui viljastamata munarakk (apogaamia esineb, kui loode areneb kas sünergiidist, antipoodist, tsentraalrakust või sporofüüdi koest, aga kanutsellist, seemnealgme teatud rakkudest, või ka integmendist, seemnealgme kestast). Loote rakud on nii apogaamia kui partenogeneesi puhul haploidsed, mistõttu järgnevat põlvkonda ilma viljastumiseta tekkida ei saa. Apomiksisest saame rääkida siis, kui näiteks taime megaspoori emarakk ei läbi meioosi ja areneb diploidne taim; see on vegetatiivse paljunemise erijuht – paljunemine viljastumiseta, millega tekib võimalus meioosiks ja siit ka evolutsiooniliseks liikide tekkeks. Aseksuaalne paljunemine on iseloomulik paljudele liikidele.


    18.4.2.6. Neitsisigimine e partenogenees


    Eraldi tuleb vaadelda neitsisigimise e partenogeneesi (kr pαρθένος, parthenos ’neitsi’ + γένεσις, genesis ’loomine’) esinemist loomariigis. See protsess tähendab embrüo arengut viljastamata munarakust, ilma et toimuks klassikalist viljastumist, kus osaleks ka isassugurakk (joonis 18.28). On teada, et mõned loomaliigid paljunevad ilma paaritumiseta, see on aseksuaalne võimlaus paljunemiseks, mis esineb vaid emastel loomadel, ja viljastumine toimub ilma suguühte e kopulatsioonita (mõned roomajate, kahepaiksete, haide, nematoodide, putukate jt liigid). Eestis on partenogeneetilist paljunemist uuritud näiteks lehetäidel, keriloomadel, hõbekogrel. Teada on mitmeid siidiliblika partenogeneetilise paljundamise võimalusi, mida on edukalt kasutatud siiditööstuses (siidiliblika kloonimine, kunstlik viljastamine, hübridisatsioon, kimääride tekitamine koos DNA rekombinatsiooniga jne). Erinevatel organismidel on leitud ka androgeneesi e isaspartenogeneesi esinemist, st et kaks spermi viljastavad tuumata munaraku, mille tulemusena tekib nn isaspartenoot. Kui tuumata munaraku viljastavad kahe erineva isendi spermid, räägitakse isashübriidist. Esineb ka variant, kus munarakku tungib viljastumisel munaraku meiootilise jagunemise käigus tekkinud polaarkeha (reduktsioonkeha), mille tulemusena tekib emaspartenoot.


    


    
      [image: ]

    


    Joonis 18.28. Partenogeneetiliste organismide arenemise variandid on generatiivne e haploidne (A) ja somaatiline või diploidne partenogenees, mis jaguneb omakorda apomiktiliseks e ameiootiliseks (B) ning automiktiliseks e meiootiliseks partenogeneesiks. Modifitseeritud Gangopadhyay, D. et al., 2005 järgi.

  


  
    18.5. Transgeensete tehnoloogiate kasutusalad


    1977. aastal näitas Herbert W. Boyer (snd 1936) kaastöölistega, et E. coli bakterid kuhu transformeeriti keemiliselt sünteesitud imetajate hormooni, somatostatiinile vastav DNA järjestus koos β-galaktosidaasi järjestusega pBR32 plasmiidis, hakkasid sünteesima bakterile mitteomast somatostatiini polüpeptiidi (Itakura, K. et al., 1977). See oli esimene kord, kui funktsionaalne polüpeptiid suudeti sünteesida keemiliselt sünteesitud DNA järjestuse alusel. 1978. aastal teatas Boyer sünteetilise inimese insuliini tootmisest geneetiliselt modifitseeritud E. coli bakterite abil. Edasine insenergeneetika ja molekulaarbioloogia areng on olnud muljetavaldav. Erinevad meetodid (vt joonis 18.11) geneetiliselt muundatud organismide (GMO) saamiseks on juurutatud igapäevasesse laboripraktikasse, aga ka meditsiini, toidutehnoloogia ja põllumajanduse teenistusse. Kuigi GMO-de konstrueerimise efektiivsus pole alati kõrge (seda just loomade puhul, jäädes tihti alla 5%), on tänapäeva teaduse võimalused juba sellised, et eksperimenti adekvaatselt ning täpselt planeerides saadakse korratavad ja autentsed tulemused. Geneetiliselt modifitseeritud bakterite, taimede ja loomade saamine ning uurimine annab teadlastele võimaluse uurida erinevate geenide funktsiooni alates rakubioloogilistest alusmehhanismidest kuni terve organismi toimimiseni. Niiviisi on võimalik välja selgitada geeniaktivatsiooni võtmepunktid. Siit on avatud tee (tänu teadmiste suurenemisele geenide toimimise aja ja koha suhtes) personaalmeditsiini ja sünteetilise bioloogiani – veel hiljuti võimatuna tundunud aladele.


    GMO-de abil on õnnestunud tõsta põlluviljade saagikust (mais, riis, papaia, bataat jt); luua vajalike omadustega vilju, nagu kordades suurema β-karoteeni sisaldusega nn kuldne riis; tõsta taimede haiguskindlust (ingl PRSV, papaya ringspot virus) – resistentsed papaia sordid, hahkhallituse- (Botrytis cinerea) kindlad viinamarjasordid ja maasikad, puuvillakoi suhtes resistentne puuvill; luua taimemürkide suhtes resistentseid taimi, nagu näiteks sordid, kuhu on viidud glüfosaadi suhtes resistentne 5-enoolpüruvüülshikimaat-3-fosfaadi süntetaasi vorm (see tagab, et taimemürke kasutades hävivad umbrohud ja sellega ei kaasne vastava GMO-kultuurtaimede kahjustusi). Samuti on loodud paremate tõuomadustega ja piimas kindlat valku n-ö lüpsvaid kariloomi (nt Argentina insuliinitootvad veised). Viies kuninglõhe e tšavõtša (Oncorhynchus tshawytscha) kasvuhormooni sisaldust reguleeriva geeni koos Ameerika emakala (Zoarces americanus) antifriisvalgu geeni promootoriga Atlandi lõhe (Salmo salar) genoomi, saadi kalad, kes saavutasid maksimaalse kasvu vähemalt kaks korda kiiremini kui metsiktüüpi Atlandi lõhe. Väga väärtuslikku informatsiooni on saadud geneetiliselt modifitseeritud hiirte kasutamisel meditsiinilistes uuringutes; näiteks onkohiired kasvajatekke ja -ravi paremaks uurimiseks, mitmed geenväljalülitatud või geenallasurutud hiired rasvumise, diabeedi, hepatiidi, südamehaiguste, parkinsonismi, Alzheimeri ja vananemise protsesside selgitamiseks. Bioreaktoritena kasutatakse väga tihti baktereid, aga ka pärmi ja seeni. Levinud on GM-bakterid, mis toodavad kümosiini, insuliini, somatotropiini, mitmeid kasvufaktoreid jt organismile vajalikke valke, aga ka juustu kalgendamiseks vajaminevat laapi. Akvaristidele (aga loomulikult ka teadusele) on mõeldud GMO-kalad, värvilised ja fluorestseeruvad (GloFish) sebrakalad (Danio rerio) ja jaapani riisikala e medaka (Oryzias latipes).


    18.5.1. Transgeensed tehnoloogiad ja põllumajanduslik aretustöö


    Inimkond on toiduks tarvitatavate taimede ja loomade genoomide ümberkujundamisega tegelenud tuhandeid aastaid. Aretustöös saagikamaid või maitseomadustelt paremaid taimi valides valime vastavaid tunnuseid evivaid geenikombinatsioone. Nüüd, kui meil on aina enam informatsiooni geeniproduktide rollist organismi funktsioneerimisel, saab põllumajanduslikku aretustööd transgeensete tehnoloogiate abil oluliselt täpsemaks ja kiiremaks muuta. Ristamise teel mingit tunnust eviva geeni ühelt sordilt teisele ülekandmiseks kulub ligi kümme aastat. Et peale ülekantava geeni säiliksid ka kõik olulised sorditunnused – nagu kohastumus vastava kasvukoha kliimaga, viljade maitse, tekstuur ja saagikus –, tuleb ristata kaheksa kuni kümme korda. Juhul kui soovitud tunnust eviv geen on teada, siis transgeensete tehnoloogiate abil saab sama töö tehtud ca ühe aastaga – seega aja- ja ressursikulu on kuni kümme korda väiksem. Samuti, juhul kui mingit tunnust, näiteks haiguskindlust eviv geen on tehtud kindlaks mõnes teises taimeliigis, millega seda kultuuri ristata ei saa, siis on transgeenne meetod ainus võimalus vastava tunnuse ülekandmiseks. Nii transformeerisid Uganda teadlased kaks pipra (Capsicum annum) geeni banaani ja said sel teel Xanthomonas’e bakterite suhtes haiguskindlad banaanisordid. Sel teel suudeti pakkuda lahendus Aafrikas miljonite dollarite suurust majanduslikku kahju põhjustavale probleemile. Banaane paljundatakse enamasti vegetatiivselt ja pipraga neid ristata ei saa, seetõttu oli transgeenne meetod ainus võimalus. Mahepõllumajanduses kasutatakse putukatõrjeks taimede pritsimist Bt-toksiini tootvate bakteritega. Bt-toksiin on kristalliline valk, mida kodeeriv geen on pärit mullabakterist Bacillus thuringiensis. Alternatiivne lahendus on viia Bt-toksiini kodeeriv geen taime genoomi ja saadud transgeenne taim sünteesib ise Bt-valku, mis toimib sisseehitatud putukatõrjevahendina. Sel teel saadud Bt-taimed on praegu kasutusel olevatest GM-taimedest ühed levinumad, sest nende kasutamine on aidanud märkimisväärselt suurendada saagikust ja samal ajal vähendada putukatõrjevahendite kasutamist. Potentsiaalne probleem on Bt suhtes resistentsete putukapopulatsioonide teke. Selle vältimiseks soovitatakse alati hoida teatud osa põllust refuugiumina, kus kasvavad Bt-toksiini mittetootvad taimed ja saab areneda toksiinile tundlik putukapopulatsioon. Teine võimalus on luua taimeliine, mis on võimelised tootma mitut erinevat Bt-toksiini. Ka viirushaiguste suhtes resistentsete taimede loomisega on transgeense tehnoloogia abil saavutatud märkimisväärset edu. Oluline on siinjuures see, et viirushaiguste puhul ei ole leitud toimivaid kemikaale, mis tähendab seda, et resistentsusgeeni sisseviimine on sisuliselt ainus taimekaitse viis. Möödunud sajandi 90-ndatel hävitas PRSV viirus (Papaya ringspot virus) ligi poole Hawaii papaiasaagist. Viiruse suhtes resistentsed papaiad saadi PRSV kattevalku kodeeriva geeni sisseviimisel papaia genoomi ja hetkel moodustavad vastavad GM-papaiad 77% kogu Hawaii papaiakasvatusest.


    Transgeenset tehnoloogiat saab edukalt kasutada ka taimede toiteväärtuse parandamiseks. Selle arengusuuna kuulsaim näide on kuldne riis, milles on suurendatud A-vitamiini eellase β-karoteeni sisaldust. A-vitamiini vaegus põhjustab aastas kuni 500000 lapse pimedaksjäämist ja kuni kaks miljonit surmajuhtumit aastas. Kuldse riisi prototüüp, kuhu viidi maisi ja bakteri β-karoteeni tootmisega seotud geenid, valmis juba 1999. aastal. Edasiarendatud kuldne riis võib toota kuni 37 μg/g karotenoide, millest 31 μg/g on β-karoteen. On näidatud, et 100 g kuldset riisi võib katta poole täiskasvanud inimese päevasest A-vitamiini vajadusest.


    Peale teraviljade toiteväärtuse suurendamise on geneetiliselt modifitseeritud näiteks kasvatustes paljundatav Atlandi lõhe (Salmo salar), mistõttu tema kasvukiirus võrreldes metsiktüüpi kaladega on mitmekordne. Nimelt on Atlandi lõhe genoomi viidud emakala (Zoarces americanus) antifriisvalgu (OP5a AFP) geeni promootorpiirkonnaga liidetud Vaikse ookeani suurima lõhilase tšavõtša e kuninglõhe (Onchorhynchus tshawytscha) kasvuhormooni cDNA. Sellega saavutati geneetiliselt muudetud kalade kasvamine kevad-suvise sooja perioodi asemel kogu aasta vältel (AquaBounty Technologies Inc.). GMO Atlandi lõhe on ka esimene tarbija toidulauale mõeldud FDA (ingl Food and Drug Administration, USA) lubatud liik.


    Ülaltoodud on vaid üksikud näited olukordadest, kus transgeensete tehnoloogiate kasutamine on osutunud edukaks. Põllumajanduslikus kasutuses ja arendamisel on veel palju teisi suurema stressitaluvuse või parandatud toiteväärtustega GM-taimi. Viimase kümne aasta (2006–2016) jooksul on DNA sekveneerimishinnad langenud ligi 10000 korda. See on võimaldanud kaardistada praktiliselt kõigi toiduks tarvitatavate taimede genoomide primaarjärjestused. Saadud informatsioon koos genoomide editeerimist võimaldavate TALEN ja CRISPR/Cas tehnoloogiatega tähendab seda, et erinevate füsioloogiliste protsesside regulatsioonis osalevate geenide/valkude ja nendevaheliste funktsionaalsete interaktsioonide kindlakstegemine on muutunud oluliselt kiiremaks. Sellest tulenevalt on ootuspärane, et tänapäevase biotehnoloogia metoodikate rakendamine muutub tulevikus sordiaretuse loomulikuks, ühiskonnas aktsepteeritud osaks.
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