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BAKTERID LEIUTAVAD UUSI VALKE
Valgud on elusrakkude koéige tdhtsamad
toomolekulid. Valkudest koosnevad pea
koik ensliimid, mis viivad 1abi elutdhtsaid
biokeemilisi reaktsioone. Valkudest koos-
nevad antikehad, mis on immuunsiisteemi
kesksed molekulid, ja valkudest koosnevad
ka mitmesugused katte- ja kaitsestruk-
tuurid. Raku signalisatsiooni- ja transpordi-
tegevusteski on keskne koht ikka valkudel.

Valgud on poliimeersed molekulid, mis
koosnevad aminohapetest. Erinevaid amino-
happeid on 20 ja nad seotakse valgusiinteesi
kédigus tiksteisega kokku peptiidsideme
abil. Aminohappeline jdrjestus valgus
on geneetilise koodi kaudu seotud tema
geenis - DNAs - sisalduva infoga nii, et igale
aminohappele vastab DNAs kindel kolmest
nukleotiidist koosnev jarjestus (triplett).
Erinevaid nukleotiide on 4 (tdhistatakse A, T,
G ja C) ning néiteks jarjestusele TTT vastab
aminohape fentitilalaniin, aga jarjestusele
GAA hoopis glutamiinhape.

Pédrast seda kui Marshall Nirenberg,
Heinrich ]. Matthaei ja Har Gobind Khorana
1960. aastatel geneetilise koodi avastasid,
usuti tosimeeli, et kui me saame teada valgu
geeni nukleotiidse jarjestuse, siis suudame
selle alusel ka dra arvata kodeeritava valgu
omadused. Inimese genoomi jdrjestuse
teadasaamine umbes 40 aastat hiljem néitas,
et asjad ei ole nii lihtsad, nagu nad esma-
pilgul paistavad. Kui valke kodeerivaid DNA
jarjestusi on umbes 20 000, siis erinevate
valkude hulk on umbes pool miljonit. DNA
jarjestus on vaid tiks, ehkki oluline info-
tase, mis on vajalik funktsioneeriva valgu
loomiseks rakus. Lisaks sellele tootavad
erinevad mehhanismid valguahela 6igeks
kokkupakkimiseks, erinevate keemiliste
modifikatsioonide lisamiseks ning 16puks
ka digesse kohta transportimiseks. Samuti
rekombineeritakse geneetilist infot enne
valgujdrjestuseks kujunemist tihti koige
fantaasiarikkamatel viisidel. Seega, DNA

jarjestus titleb meile kull, millised on
vbimalikud aminohapped valgumolekulis,
aga kas ja kuidas need véimalused ka tege-
likult realiseeruvad ning milliseks kujuneb
valgu 16plik funktsioon, on paljude teiste
regulatsioonitasemete korraldada.

1980. aastatel oli moeviljendiks ,adres-
seeritud mutagenees”, mille eesmark oli
suunatult muuta geenijarjestusi, et saada
néiteks aktiivsem enstiim voi tugevamalt
seonduv antikeha. Péhiline lootus oli koos-
tada arvutiprogrammid, mis pelgalt valgu
geenijarjestusest tuletaksid tema struktuuri
ja funktsiooni ning nditaksid, milliseid
aminohappeid oleks vaja vahetada uute voi
paremate funktsioonide loomiseks. Paraku
ei joutud nende katsetega eriti kaugele.
DNA jarjestuse muutmine oli lihtne, aga
selle alusel valminud valgumolekul oli
madratult keerulisem kui aluseks olev DNA
jarjestus ning tegureid, mis méirasid dra
valgu ruumilise struktuuri ja tema spetsii-
filised omadused, kaugelt liiga palju, et neid
mone arvutiprogrammiga piisava tdpsusega
ennustada.

Kuidas siis ikkagi muuta looduslikke
valke niiviisi, et neil tekiksid meid huvitavad
omadused, millel looduslikku vastet ei ole?
Niiteks luua ensiitime, mis suudavad oma
tood teha korgel temperatuuril voi veest
erinevates keskkondades. Voi tootaksid
lihtsalt oluliselt efektiivsemalt.

Neile kiisimustele alustas 1990. aastate
alguses vastuse otsimist Frances H. Arnold,
kelle to6d pérjati 2018. aastal poole Nobeli-
preemiaga keemia alal. Idee oli lihtne:
kui me ise ei suuda ennustada, milliseid
aminohappeid tuleb vahetada, selleks et
valgul tekiksid meie soovitud omadused, siis
laseme seda teha loodusel endal. Tekitades
valgu geenis erinevaid juhuslikke muuda-
tusi ning lastes rakkude kasvukeskkonnal
valida vilja enda jaoks sobivad (ellujaavad)
rakud. Teatud (aga ainult teatud) ldhenduses
on protsess sarnane sellega, mida kasutab
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evolutsioon, luues mingile keskkonnale
kohandunud organismitiiiipe.

Arnold vottis aluseks bakteri Bacillus
subtilis enstiimi subtilisiin E, mis on
proteaas (lagundab valke, néditeks kaseiini),
ja proovis sellest saada enstiimi, mis tootaks
vdga denatureerivates tingimustes (orgaani-
lises lahustis dimettiilformamiidis, DMF).
Selleks vottis ta subtilisiini geeni, viis sinna
sisse juhuslikud mutatsioonid ning sisestas
selle bakterisse, mida kasvatas DMF kesk-
konnas. Ellujddjatest eraldati geen uuesti,
muteeriti ning kasvatati jalle DMFis iiles.
Pirast nelja seeriat juhuslikku mutageneesi
ja valikut DMF-keskkonnas dnnestuski eral-
dada enstitim, mis oli orgaanilises lahustis
256 korda aktiivsem kui algne looduslik
variant. Tuli vilja, et uus enstiim sisaldas
algsega vorreldes 10 mutatsiooni, mille
asukohta ei oleks saanud arvutiprogrammid
ennustada.

See t00, mis ilmus 25 aastat tagasi, pani
aluse hulgale uutele biotehnoloogilistele
lahendustele. Niitidseks on loodud enstitimid,
mis suudavad luua uudseid materjale, mis
pdhinevad nditeks siisiniku-rdni voi siisi-
niku-boori sidemel. Tédnu taolisele suunatud
muutmisele on loodud ka mitmeid ravimeid,
sealhulgas vere lipiidide sisalduse alan-
dajaid, diabeediravimeid ja verenaastude
vidhendajaid. Sel moel stinteesitud ensttimid
toodavad ka biokiituseid ja biolagunevaid
plaste, konverteerides lihtsamaid suhkruid
isobutanooliks.

BAKTERIOFAAGID LOOVAD
RAVIMEID

Nagu 06eldud, on inimesel umbes 20 000
erinevat geeni, mis sisaldavad infot valkude
tegemiseks. Kuidas aga teada saada, milline
geen konkreetsele valgule vastab? Appi
tuleb meetod phage display, mille voiks
eesti keelde tdlkida kui faagide kuvamise.

Faagid (ehk bakteriofaagid) on viirused,
mis riindavad bakterirakke. Nad on iilesehi-
tuselt tisna lihtsalt, sisaldades nukleiinhapet
(genoomi) ning seda katvaid valke. Kui nad
tungivad rakku, siis kasutatakse dra raku
stinteesimehhanisme nii uue genoomi kui
ka faagivalkude slinteesiks.

George P. Smith, kes koos Gregory P.
Winteriga jagas tilejadnud poolt tédnavusest
Nobeli preemiast, tuli mottele, et kui n-6
sokutada faagi suhteliselt lihtsa genoomi
sisse mingeid vodraid DNA 16ike, siis voiksid
ka need saada bakteris transleeritud vasta-

vateks peptiidideks ehk valguldikudeks, mis
uute faagiosakeste pinnal eksponeeritud
(ehk kuvatud) oleksid. Kui taolisi DNA 16ike
on palju erinevaid (nn raamatukogu), siis
oleks tulemuseks faagiosakeste segu, mis
oma pinnal sisaldab koéige erinevamaid
peptiide, mis vastavad erinevatele DNA
jarjestustele.

Kui meil on niitid olemas antikeha, mis
tunneb dra just meid huvitava peptiidi/
valgu, siis saame sellega faagide segust
ykinni ptitida” just seda peptiidi kandva
faagi, mis sisaldab ka meid huvitavat DNA
16iku ehk valgu geeni. Geeni vdljapuhas-
tamine iilejddnud faagi DNAst ei ole enam
eriti keeruline iilesanne.

1985. aastal tdestas Smith eksperimen-
taalselt, et see mottekiik klapib. Peptiid,
mida ta kasutas, oli 57 aminohappe pikkune
16ik enstilimist restriktaas (see 16ikab DNA
ahelaid spetsiifiliste jarjestuste juurest).
Oigete faagiosakeste n-6 viljapliidmiseks
erinevate DNA-16ikudega faagisegust kasutas
ta restriktaasi dratundvat antiseerumit
ning sellega oli voimalik tdepoolest otsitav
restriktaasi geen tiles leida. Sama meetodiga
eraldas ta veel mitmete valkude geene,
sealhulgas malaariaparasiidi omi, mida sai
kasutada vaktsiinide arenduses.

Faagide kuvamise meetodi suurim
labimurre aga toimus uute biomolekulide
tootmises, mille teerajajaks sai Gregory
P. Winter. Winter hakkas selle meetodiga
looma antikehi, mis hiljem said ravimiteks
hulga haiguste vastu.

Inimese immuunsiisteem on vdimeline
tootma sadu tuhandeid erinevaid antike-
hasid - valke, mis tunnevad dra spetsiifilisi
peptiidjarjestusi marklaudvalkudel (anti-
geenidel). Tdpsete kontrollimehhanismi-
dega on tagatud see, et organismi loodud
antikehad ei seondu tema enda rakkudega.
Mingi viiruse vdi bakteri sissetungi jarel
tekib aga antikeha, mis nendega seondub
ning sellega vallandatakse signaal agressiiv-
setele immuunrakkudele, kes sissetungija
hévitavad.

Kuna antikehad on dédretult spetsiifilised
ja leiavad oma mairklaua iiles kiimnete
tuhandete teiste hulgast, oli juba ammu
otsitud selliseid antikehasid, mis tunneksid
dra haiguslikes protsessides osalevaid valke.
Nende abil loodeti parandada haiguste
varajast diagnoosimist ja ravi.

Tavaliselt immuniseeriti katseloomi
(néiteks hiiri) vastavate valkude voi haigus-
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like kudede liisaatidega ning mingi aja
jooksul arenesidki neis vilja spetsiifilised
antikehad. Kuna kasutada tuli katseloomi,
olid praktilised tulemused noérgavéitu - tihti
ei toimunud loomades antikehade tootmist
voi kutsusid need antikehad inimeses
hoopistiikkis ise immuunreaktsioone esile.

1990. aastal nditas G. Winter, et on
voimalik panna faage kuvama miljoneid
erinevaid antikehasid (nende peptiide) ning
puitida sellisest segust sobiliku n-6 konksu
abil vilja just dige faag. Sel moel saab kesken-
duda just inimese DNA jdrjestusele, mis
vilistab mitmed probleemid, mis kaasnevad
antikehade tootmisega katseloomades.
Seejarel on vbimalik aga sellist antikeha
toota suures koguses. Esimeseks katseks
oli vaike molekul phOx, mille vastased
antikehad ta meetodi kontrollimiseks 1991.
aastal eraldas.

Edaspidi aga tihendas ta faagide kuva-
mise meetodi Frances Arnoldi ideega
valkude suunatud evolutsioonist. Kdigepealt
tegi ta faagide nn raamatukogu, mis sisaldas

eri faagide pinnal tohutut hulka erinevaid
inimese antikehaldike. Seejédrel valis ta
erinevate marklaudvalkude sidumise jargi
vilja sobilikud faagid, viis neisse sisse hulga
juhuslikke mutatsioone ning n-6 puidis
nende hulgast taas vilja faagid, mis koige
paremini marklaudadega seondusid. Nii
onnestus tal nditeks luua antikehad, mis
tunnevad dra teatud vdhirakke.

Greg Winteri ja tema kolleegide loodud
firma asus ka vélja todtama inimesele
omaseid raviotstarbelisi antikehasid.
Esimene neist oli adalimumab (Humira),
mis seondub pdletikes ja mitmetes autoim-
muunhaigustes osaleva valguga TNF-alfa.
Praegu ravitakse sellega reumatoidartriiti,
erinevaid psoriaasi ja soolepdletiku vorme.
Eelmise aastal oli see maailma miiiduim
ravim, tuues sisse 18,4 miljardit dollarit.

Viimased aastad on kaasa toonud inime-
sele omastel antikehadel pohinevate ravi-
mite plahvatusliku arengu, mis on suunatud
nditeks Alzheimeri tdve, luupuse ja erinevate
vidhivormide vastu.
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