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Mis on geenid ja kuidas

nad avastati?
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Mis on geenid? Tavaliselt inimesed el tea, mis geenid
on. Peetakse ohtlikeks ja samastatakse tihti viirustega

Geenl teaduslik definitsioon: |0ik/osa DNAst, mis sisaldab
iInformatsiooni the valgumolekuli siinteesiks.

Inimese rakud (iga rakk) sisaldavad identset geneetilist infot DNA
molekulides; igas rakus umbes 18-20,000 geeni: info 18-20,000 eri

valgu sunteesiks.

Paljude viiruste geenide kandjaks on RNA.



DNA avastamine

Johannes Friedrich Miescher ol
Sveitsi arst ja bioloog. Ta oli
esimene teadlane, kes eraldas
1869. aastal nukleiinhappe.

Ta eraldas raku tuumadest
"nukleiini,, — DNA koos sellega
seotud valkudega.

Ta leidis ka protamiini ja tegi
mitmeid muid avastusi.

Kuni 1944. aastani peeti pariliku info kandjateks valke.



DNA on pariliku info kandja

Oswald Avery, Colin MacLeod ja Maclyn
McCarty naitasid 1944. aastal, et DNA
(mitte valgud) voib muuta rakkude
omadusi, selgitades geenide keemilist
olemust.

Avery, MaclLeod ja McCarty tuvastasid
Streptococcus pneumoniae,
kopsupoletikku pohjustavate bakterite
uurimisel DNA kui "transformeeriva
agendi”.




Watsoni ja Cricki ajalooline artikkel

No, 4356 April 25, 1953

equipment, and to Dr, G, E. R. Deacon and the
captain and officers of R.R.8. Discovery IT for their
part in making the observations,

"_‘i’m{q}gi l'-}' L., Gerrard, H., and Jevons, W., Phil. May., 40, 140
Lhh, :

¥ Longuet-Higgins, M, 5., M. Nof. Hoy. dztvo, Jor., Geophys. Supp.,
5, 285 (1948, “ S o

*Von Arx, W. 5., Woods Hole Papers in Thys. Ocenrog. Meteor,, 11
{33 {1850),
Ekman, V. W., Arkiv. Mal. Astron. Fysik, (Stockholm), 8 (11) (1005},

MOLECULAR STRUCTURE OF
NUCLEIC ACIDS

A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid

wish to suggest a structure for the salt

of deoxyribose nucleic seid (D.N.A.). This

structure has novel features which are of considerable
binlogical interest,

A structure for nuecleic acid has already been

plmpmaed by Pauling and Corey'. They ki:}dly m&dt‘i
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is & residue on each chain every 3.4 A, in the z-diree-
tion. We have assumed an angle of 36° between
adjacent residues in the same chain, so that the
structure repeats after 10 residues on each chain, that
18, after 34 A, The distance of a phosphorus atom
from the fibre axis is 10 A, As the phosphates are on
the outside, cations have easy access to them.

The structure is an open one, and its water content
i8 rather high. At lower water contents we would
expect the bases to tilt so that the structure could
become more compact.

The novel feature of the structure is the manner
in which the two chains are held together by the
purine and pyrimidine bases. The planes of the bases
are perpendicular to the fibre axis, They are joined
together in pairs, a single base from one chain being
hydrogen-bonded to a single base from the other
chain, so that the two lie side by side with identical
z-co-ordinates. One of the pair must be a purine and
the other a pyrimidine for bonding to oecur. The
hydrogen bonds are made as follows : purine position
1 to pyrimidine position 1; purine position 6 to
pyrimidine position 6.

TE 4 i avemsrand dlhadt +he Thares celos cmacee Zen dlo



DNA struktuuri selgitamine ja geneetilise
koodi postuleerimine

. The Nobel Prize in Physiology or
Y Medicine 1962

"far their discoveries concerning the molecular structure of
nucleic acids and its significance for information transfer in
living material"

Francis Harry James Dewey Maurice Hugh

Compton Crick Watson Frederick
Wilkins
') @ @
Great Britain USA Great Britain
Institute of Harvard University University of
Molecular Biology Cambridge, MA, London
Cambridge, Great  USA London, Great . . . . . . .
Britain Britain J.D. Watson ja F.H.C. Crick Cavendishi laboris Cambridge’is 1953. aastal

1916 - 1928 - 1916 -



Mis on geenetiline kood?

DNA (geenid) on kirjutatud 4 tahega - A, T, C, G
RNA geneetiline info on ka kirjutatud 4 tahega — A, U, C, G

KOIk elusolendid kasutavad sama geneetilist tdhestikku — seda
suudetakse tolkida elava looduse eri tasanditel.

Geneetiline kood on kolmetaheline ja universaalne — see on
vaga oluline kontseptsioon ka geenitehnoloogia aspekitist.

Tanaseni universaalseim teooria bioloogias.



First letter

Geneetiline kood on kolmetaheline

Second letter

u c A G

UuU UCU UAU UGU u
e lnee o A |oeelers [e
UUAY, o, | UCA UAA Stop/UGA Stop| A
UUG ifee) UAG Stop UGG Trp |G
CUU el CAUY ;i |CGU U
cielli=slliCect oadlicac CGC |a | €
CUA CCA CAAY G, |CGA A
euel EGe) CAG e G
AUU ) ACUY  |AAUT AGU u
AUC tlle |ACC | |AAC) Asn AGC}Ser e
AUA | ACA AAAY ys |AGAYarg | A
AUG” Met [ACG| |AAG AGG G
GUU CRnk GAU 5q, | GGU u
GuC [\, |6cc . |6ACS™P leae aly | €
GUA GCA GAAY g, | GGA A
GUG Fee GAG e G

Third letter

Kolmetéhelise koodi postuleeris F. H. C. Crick

Photo from the Nobel
Foundation archive.

Marshall W.
Nirenberg

Prize share: 1/3

Photo from the Nobel
Foundation archive.

Har Gobind Khorana

Prize share: 1/3

Photo from the Nobel
Foundation archive.

Robert W. Holley

Prize share: 1/3

Nobeli preemia flisioloogias voi meditsiinis1968. aastal



L Ossenkism

+ g
Trofim DenissovitS Lossenko oli Ukraina péaritolu ndukogude pollumajandusteadlane ja bioloog,
|0ssenkismi rajaja. LOossenko sai 1934 Ukraina NSV Teaduste Akadeemia ja 1939 NSV Liidu Teaduste

Akadeemia akadeemikuks. Aastal 1935 sai ta Uleliidulise Pdllumajandusteaduste Akadeemia
akadeemikuks. Aastatel 1938-1956 ja 1961-1962 oli ta selle akadeemia president.

Olles ideoloogiline liider bioloogias ja pollumajandusteaduses, vastandas ta enese toetatava lvan
Mitsurini vaadetele toetuva mitSuurinliku bioloogia "reaktsioonilisele idealistlikule" "veismannismile-

mendelismile-morganismile", mida esindasid August Weismann, Gregor Mendel ja Thomas Hunt
Morgan.

Sisuliselt oli aastatel 1948-1965 teaduslik geneetika ja geenide uurimine keelatud.



Mida head geenitehnoloogia on teinud?




Mis on geenitehnoloogia?

Geenitehnoloogia tahendab geenide ulekannet rakust rakku, Uhelt organismilt
teisele vaoi Uhelt liigilt teisele uurimise vai siis tehnoloogilise eesmargiga.

Eesmargiks on tavaliselt inimese heaolu, ravi, loodushoid aga rakendusliku
biotehnoloogia eesmark on ka luua uusi tooteid ning raha teenida.

Sarnane protsess — geenide Ulekanne ja “geenide randamine “ toimub ka
looduses — rohkem kui arvasime.



Rekombinantne DNA — kolm kriitilist vastus- restriktaasid, DNA

sekveneerimine ja plasmiidide kasutamine

The Nobel Prize in Chemistry 1980

"far his fundamental "for their contributions concerning the
studies of the determination of hase sequences in
hiochemistry of nhucleic acids"

hucleic acids, with

patticular regard to

recomhinant-DNA"

Paul Berg Walter Gilbert Frederick

Sanger
© o ()
USA USA USA and Great
Britain
Stanford University Biological MRC Laboratory of
Stanford, CA, USA Laboratories Molecular Biology
Cambridge, MA, Cambridge, Great
USA Britain

1926 - 1932 - 1918 -

Foreign DNA

region of interest

gene for ‘ X
ihiotic Plasmid § EcoRI
resistance EcoRI N\,
EcoRI
EcoRI lEcoRI
m P Sticky ends \
Hybridization
+ DNA ligase
Recombinant
DNA
DNA insertion
|_... S =i — |
Bauctcna B hi;mnal Bactenia platted on medium
ce chromosome bioti
'@J + antibiotic
Only bacteria containing
recombinant DNA grow
Culture ‘
DNA
urification
=" 080

Cloning into a plasmid



Geenitehnoloogia ajaloost

1972 — Paul Berg naitab DNA kloneerimise voimalikkust.
1973 — Cohen ja Boyer viivad labi esimese DNA kloneerimise.
1974 — esimene inimese geen kloneeritakse.

1975 — kloneerimine muutub dldiseks meetodiks.

1976-1977 — kloneeritakse esimesed terapeutilised valgud.

1975 — Uurijate kokku kutsutud Asilomari konverents annab
esimesed ohutustehnilised soovitused — alates sellest ajast pole
olnud Uhtki surmajuhtumit.

Eestis kloneeriti esimesed geenid Artur Linnu laboris Tartus
aastatel 1976-1977.

Photo courtesy of Herbert Boyer

Photo courtesy of Stanford University



Mida head geenitehnoloogia on teinud?

Viinud bioloogia ja meditsiini taiesti uuele tasemele.
Voimaldanud uurida geene, valke ja nende omavahelisi suhteid.

Avanud vOimaluse looduse kirjeldamiseks geenide struktuuri
tasemel.

Loonud taiesti uue todstusharu — geenitehnoloogia — ning
radikaalselt muutnud ravimi- ja diagnostikatoostust.



Mida head geenitehnoloogia on teinud?

On loonud terapeutilisi valke

Hormoonid — suguhormoonid, insulin jne.
Kasvufaktorid — EPO, hGH jne.

Enstdmid — vere hudbimine, trombi lagundamine

Uued ravimid — geenitehnoloogia abil toodetud valkudele on leitud inhibiitorid ja aktivaatorid —
GLEEVEC™ naide; VEGF- A antikeha, eri vahivormide vastased antikehad jne.

Loonud ensuume toiduainetetodstusele (suhkrute slintees, kiimosiin, rasvade muutmine jne.)
Loonud uute omadustega kultuurtaimi.

Loonud diagnostilisi vahendeid ja vaktsiine.

Ulemaailmse biotehnoloogia turu vaartuseks hinnati 2020. aastal 753 miljardit dollarit ja see
peaks aastatel 2021-2028 kasvama 15,8% aastase kasvutempoga.



Mida head geenitehnoloogia on teinud?

1980 — Inimese rekombinante insuliin tuleb turule.

1987 — Novo-Nordiski rekombinantne inimese insuliin tuleb esimest korda
kasutusele ka Eestis.

1996 — Uus geenitehnoloogiline lisproinsulin on vaga kiire toimega.

Inimese insuliin on saadav vajalikes kogustes — alati korge kvaliteediga ja ilma
kOrvaltoimeta.



Transgeensete loomade tehnoloogia loomine

The Nobel Prize in Physiology or
Medicine 2007
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. - | Selleks, et uurida geenide t66d
"for their discoveries of principles for introducing specific gene . . L. .
modifications in mice by the use of embryonic stem cells" Ja reg u | atsioonit In vVvivo

17 , . Luua haiguste loomamudeleid

-klassikalised transgeensed loomad: huvipakkuva DNA
juhuslik integreerimine loomade genoomi

T e S s eeesemecszes - KNOCK-OUL: geeni deletsioon selle natiivsest lookusest
Mario R. Capecchi Sir Martin J. Evans Oliver Smithies
SR of the e Dt crene prse SR of the e - knock-in: geeni jarjestus on muutunud, st muteerunud
USA United Kingdom USA H

jne

University of Utah; Cardiff University University of North
Howard Hughes Medical Cardiff, United Kingdom Carolina at Chapel Hill
Institute Chapel Hill, NC, USA . . . - . . ..
e ke T e - tingimuslik knock-out voi knock-in: geeni aktiivsust

(n 22ty e e saab ajas ja/vdi ruumis sisse voi valja lilitada



CRISPR-Cas tehnoloogia geenide redigeerimiseks

CRISPR-Cas on paljude bakterite
mehhanism, mis kaitseb rakke
bakteriofaagide ja konjugatiivsete
plasmiidide (st bakteriaalse
Immuunsisteemi) eest.

Esimest CRISPR-lookust kirjeldati 1987.

aastal E. coli-s, kuid CRISPR-Cas
suisteemi funktsiooni naidati 20 aastat
hiljem.

Eukariiootse genoomi redigeerimise
buum viimase paari aasta jooksul.

Emmanuelle Charpentier ja Jennifer Doudna
said 2020. aasta Nobeli keemiaauhinna nende t60
eest CRISPR-Cas9 siisteemiga — DNA
redigeerimise meetodi avastamine.



SARS-COV2 diagnostika, vaktsiinide ja ravi kiire
arendamine geenitehnoloogia abil

Spike (S1 & S2)

Nucleocapsid (N)

Membrane (M)

ssRNA (+)

Diagnostika
PCR ja kiip tehnoloogial pShinev viiruse
RNA testimine

Monoklonaalsetel antikehadel ja rekombinantsetel
valkudel p6hinev viiruse diagnostika

Vaktsiinid

Rekombinantsel valgul p6hinevad vaktsiinid,
adenoviirusvektoril pohinevad vaktsiinid,
RNA vaktsiinid

S °"T°Fu Ravimite arendus p6hines rekombinantsete

" ORF1b '_wg_nfr-i [l
- i owrsdu| | v
nspi2 1 nsp1l [wﬂ[nﬂ*«.ﬂt ‘y,'o".

- S1  Sus2s2  s2 3
o] o o o i
] 5 !

Furin TMPRSS2

valkude struktuuri tundmisel



Miks Frankensteini toit ei maitse?




Kas geenitehnoloogia on ohtlik?

Teoreetiline oht on olemas, aga ohu tdoendosus on vaike.

VOime vaita, et on sama ohtlik, kui looduslik geenide ulekanne (NB! 1972-st aastast pole teada Uhteqi
onnetust).

Tegeliku ohu kvantitativne maaramine on tahtis.
On olemas teoreetilised ohud:
1. Konstrueeritakse sihiparaselt geenitehnoloogia v0i siis mikrobioloogia meetoditega bioloogilist relva.

2. Uurjad voi tootjad on lohakad ja nakkusekandja voib sattuda loodusesse (juhuseid olnud Venemaal
ja USA-s; pole geenitehnoloogiast johtuv).

3. Saadakse produktid, mis osutuvad pika aja jooksul tervisele kahjulikeks (allergeenid jne).

4. Geenid hakkavad “halbu” omadusi looduses taimede-loomade kaudu edasi kandma
(antibiootikumide resistentsus).



Kas taimede geenitehnoloogia on ohtlik?

PROBLEEMID:

1. Suur osa maisist, sojaoast ja puuvillast USA poldudel on juba transgeenne,
samuti Louna-Ameerikas.

India laiendab transgeensete kultuuride kasvatamist.
Hiina RV-s kasvatatakse paljusid GMO kultuure.
Arengumaad teevad suurt t60d mitmete transgeensete kultuuridega.

Pidev info puudus versus poliitiline vaitlus.

o bk w D

GMO taimed on olnud po6ldudel juba 30 aastat.

Miks Euroopa on ignoreerinud seda uut tehnoloogiat?



1801 —@- Total Hectares
160 — & Industrial

& Developing

GLOBAL AREA OF BIOTECH CROPS
Million Hectares (1996-2012)

. 28 Biotech Crop Countries

140 — = '

120 =

100

80 —
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20 —

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

A record 17.3 million farmers, in 28 countries, planted 170.3 million hectares (420 million acres) in
2012, a sustained increase of 6% or 10.3 million hectares (25 million acres) over 201 1.

Source: Clive James, 2012,




Klassikaline sordiaretus on samuti geenide ja genoomide
muutmine ning geenide siire = geenide pookimine st.
geenitehnoloogia

L Geenid juhivad valkude

Zwei Abhandlungen. Val m iStu St
(1865 und 1869.)
GREGOR ;ENDEL. DNA Geen A} ﬂDCﬂcattg
: ! %W
l S
S
. &
Mendel, 1901 Qg’
Beadle ja Tatum 1941 obq'
Avery jt. 1944 Q:DQ?\
Watson ja Crick 1953 Qgg Proteiin A Q@Q
Crick jt. 1961 ™

Eeeojen 106966



Taimede geenitehnoloogia —
Kriitika naiteld
Terviseriskid — allergia voimalus (maapahkli allergeen sojaoas (NB! Probleem

tuvastati juba laborikatsetes!).

Geenid voivad kombineeruda ja anda uusi murgiseid valke — Sotimaa murgine
kartul — kogu info osutus valeks.

Antibiootikumide resistentsuse geenid voivad kanduda taimedelt inimesele ja
tekitada “super-resistentseid” mikroobe (EU vastav direktiiv maarab
resistentsuse geenide eemaldamise!!!).



Moodne geenitehnoloogia k00gis

Soovitan kasutada uut nime — tappisaretus ehk molekulaarne
ristamine:

Tappisaretuses kasutatakse vaid thte, harvemini mitut geeni.

Teatakse tapselt, millist geeni ristamisel kasutatakse ja suudetakse tapselt
maarata selle geeni asukoht genoomis.

Kogu tehnoloogia on kiire ja vaga efektiivne.

Voimaldab saasta energiat, vaetisi, kemikaale.



Head ja halvad geenid
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Neuronid votavad vastu, sdilitavad ja saadavad edasi infot slinapsi
kaudu - elektrilise ja keemilise signaali kujul

he
tsynaptisc
PosMeymbra\'\e

Postsynaptisches Neuron

Inimese ajus on 10! neuronit ja vahemalt 10,000 eri
tuupi neuronit

UNIVERSITY OF HELSINKI c
% INSTITUTE OF BIOTECHNOLOGY Mart Saarma 1 Aprill, 2022
u



Inimese aju on keeruline ja kogu aeg muutuv

m Uksik neuron vdib maksimaalselt moodustada 500,000 kontakti
(stinapsit); tavaliselt umbes 1000 kontakti

= Inimese ajus on vahemalt 104 neuronaalset kontakti (vaid 20,000
geeni)

m Linnuteel on 2x10!1 tahte

m 1mm? inimese ajus on mitu kilomeetrit aksoneid ja dendriite

L
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Parkinsoni tobi

m Progressiivne neurodegeneratiivne

A. Normal B. Parkinson’s
kesknarvisiisteemi haigus Disease
O Dopamiini neuronid mustolluses surevad Ealoas
o F-’OhI|I-S€"d sum_pt(.)_omld on jasemete var_|.n, "
lihasrigiidsus ja liigutuste aeglus koos liigutuse
alustamise raskusega; samuti mitte-motoorsed {

simptoomid

|
.. . .. . i Nigrostriatal——*i
m Motoorsed simptoomid algavad siis, kui ~40- pathway \

50 % dopamiini (DA) neuronitest mustolluses
(SNpc) ja ~60-70 % nende neuronite aksonitest
on havinud

m  Mitte-motoorsed simptoomid: depressioon,
k6hukinnisus, hyposmia, motivatsiooni langus,
unehaired jne, mis madaldavad elu kvaliteeti

Dauer and Przedborski, 2003

.
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Neurodegeneratsioon Parkinsoni toves ja praegune ravi

m Praeguneravi (e.g. L- _
m Neuronite stinapsid kaovad dopa+carbidopa+entacapone vOi

dopamiini agonistid) on
sumptomaatiline ja ei pidurda

m Neuronite aksonid kanguvad haiguse kulgu ja neuronite
k&angumist

= Neuronid ei suuda toota O\ n n m Tuleviku ravi peaks pidurdama

dopamiini haiguse kulu ja neuronite
kangumist
- O Kaitsma neuroneid
m Neuronid |6puks surevad kangumise ja surma eest

O Regenereerima DA neuroneid

O Parandama DA neuronite
talitlust

]
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Parkinsoni tovest 5-10% on pohjustatud mutatsioonidest geenides

Locus  Chromosome Gene Inheritance
PARKI 4q SNCA (point mutation) AD
PARK2 6q PARK2 (parkin) AR
PARK3 2p ¢ AD
PARK4 4q SNCA (multiplication) AD
PARKS 4p UCHLI 4
PARK6 Ip PINK1 AR
PARK7 Ip DJ-1 AR
PARKS 12p-q LRRK2 AD
PARKY Ip ATP13A2 AR
PARK10 Ip ? ?
PARK11 2q GIGYF2 ?
PARK12 Xq ? X-linked
PARK13 2p HTRA2 7
PARK14 22 PLA2G6 ?
PARK15 22q FBXO7 AR
PARK16 Iq ? ?

.
UNIVERSITY OF HELSINKI c
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Vaatamata geneetika edusammudele on meil suuri probleeme

m Mell puudub Parkinsoni tove varajane diagnoosimine ja spetsiifilised
biomarkerid

m Me el moista PD patogeneetilisi mehhanisme

m A-stnukleiini (moodustab Lewy kehakesi) roll dopamiini neuronite
degeneratsioonis jaab ebaselgeks

m Mell ei ole ravimeid, mis vOiksid PD-s haiguse progresseerumist aeglustada
vOI peatada

]
UNIVERSITY OF HELSINKI )
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Dopamiini neuronid surevad aeglaselt, aga 5-6 aastat peale
diagnoosi on neuroneid alles vaid 20-30%

Parkinson’s disease R W A y moes 48
The spreading of Synuclein aggregates in the brain X 0 A ? aastat peale
Ly P AN A Y {f/ diagnOOSi on
@ aksonid
— suures osas
oo me® e kadunud

Rakukehi on
alles 20-30%

Diagnosing Parkinson 1 18 years PD J 19 years PD K 22 years PD L 27 years PD
& g ‘ e
20-40 years . y . .
a t f = p

S » o)

F" E
.
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Voimalikke ravi strateegiaid?

m  Tuvirakkudest tehtud uute DA neuronite siirdamine patsiendi ajju
m Inimese ajus gliilarakkude "Umberprogrammeerimine” narvirakkudeks

m Stimuleerida endogeensete kasvufaktorite stinteesi
Rasagiline on juba kliinikus kasutusel

m  Sdstida ajju narvikasvufaktoreid (valk, geeniteraapia, rakuteraapia)

m Geenitehnoloogiaga valmistada uuste omadustega narvikasvufaktoreid, mis
Ise siirduvad ajju

]
UNIVERSITY OF HELSINKI B
% INSTITUTE OF BIOTECHNOLOGY Mart Saarma 1 Aprill, 2022
u



Narvikasvufaktorid

m Hoiavad neuroneid elus ja kaitsevad neid
vigastuste ja murkide eest

m Stimuleerivad neuronite neuriitide ja aksonite
kasvu ja regeneratsiooni

m Reguleerivad sunaptilist plastilisust, malu ja
motlemist

m Nerve growth factor (NGF, narvikasvufaktor) oli
esimesena avastatud kasvufaktor

NGFmGoju tibu sensoorsetele neuronitele

.
UNIVERSITY OF HELSINKI c
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Nobeli preemia flisioloogias voi meditsiinis anti
Levi-Montalcinile ja Cohenile 1986. aastal

“kasvufaktorite avastamise eest"

Stanley Cohen Rita Levi-Montalcini  Victor Hamburger
1922- 2020 1909-2012 1900-2001

]
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GDNF-i perekonna faktorid GDNF ja NRTN aktiveerivad GFRat-
RET retseptoreid ja hoiavad dopamiini neuroneid elus

Trupp et al. Nature,
1996; Durbec et al.
Nature, 1996

Li Z. etal. Zhou J J: J.
Neuroschem, 2005

Emmerson PJ et al. Wu X,
Nature Medicine, 2017
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Haiguse pidurdamine GDNF-i toimel
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Enne GDNF-i...

Dopamiini neuronite
Innervatsioon
kadumas.
Norgenenud
motoorika

Peale GDNF-i...

Dopamiini neuronite
Innervatsioon on
taastunud.
Paranenud motoorne
funktsioon
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