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Infoleht

Vihk on kogum ebanormaalsetest paljunevatest rakkudest. Véhkkasvajad kurnavad
peremeesorganismi ja haigus vOib viia surmani. Erinevad kantserogeensed {iihendid
suurendavad véhiriski ja soodustavad selle haiguse tekkimist. Ka kaladel esineb
vihkkasvajaid. Lisaks tavapidrastele mudelorganismide uurimisele oleks véartuslik uurida ka
vabalt elavaid kalu, kuna neis voib leida véhikaitse mehhanisme, mis on teadusele seni
tundmatud. Véhitekke tdendosust saab hinnata mitmesuguste molekulaarsete meetoditega.
Erinevad meetodid aitavad mdista, kuidas erinevad mutageenid mojutavad véhi teket ja
arengut. Meetodite valik soltub uuringu eesmairgist, organismist ja ressursside saadavusest.
Lihtsamalt sooritatavad testid sobivad suuremamahulistele uuringutele, keerukamad aga
tdpsemateks mehhanismide tuvastamiseks.

Vihk, mutageenid, viahk kaladel, molekulaarsed meetodid véhi tuvastamiseks.

B280, Loomadkoloogia

Cancer is a mass of abnormally proliferating cells. Cancers debilitate host organisms and the
disease can lead to death. Various carcinogenic compounds increase the likelihood of getting
cancer and promote the development of this disease. Cancers also occur in fishes. In addition
to studying conventional model organisms, feral fish species could also have valuable input
for research e.g for discovering new cancer defence mechanisms that are not yet known to
science. A variety of molecular methods can be used to study the probability of getting cancer.
Theese methods help to understand how changes in different parts of the genome influence
cancer development and progression. The choice of methods depends on the purpose of the
study, the organism and the availability of resources. Simpler tests are more suitable for larger
studies, while more complex tests are more appropriate for precisely pinpointing the
responsible targets.

Cancer, mutagens, cancer in fishes, molecular methods to detect cancer.

B280, Animal ecology



Sissejuhatus

Vihk on haigus, kus iihe koe rakud hakkavad kontrollimatult jagunema ning tungivad
naaberkudedesse, hdirides sellega organismi tavapérast talitlust. Rasketel juhtudel voib see
16ppeda surmaga (Weinberg, 1996). Vahktdbe esineb mitte ainult inimestel, vaid ka
metsikutel loomadel, sealhulgas kaladel. Veekeskkonnas elades puutuvad kalad pidevalt
kokku vette lahustunud mutageenidega, mis vdivad neis soodustada kasvajate teket. Kaladel
on oluline roll toiduahelas ja veekeskkonna 6koloogilises tasakaalus. Seetdttu on nende

tervislik seisund votmetéhtsusega kogu 0kosiisteemi funktsioneerimisel.

Vihk kujuneb tavaliselt vélja mitmete omavahel pdimuvate ja komplekssete tegurite
koostoimel, mis soodustavad rakkude ebanormaalset ja kontrollimatut proliferatsiooni.
Kéesolevas to0s antakse lilevaade vihi olemusest ning késitletakse peamisi tegureid, mis

voivad soodustada selle haiguse arengut.

Vihi uurimine kaladel on vajalik, et seda haigust paremini mdista (Schartl, 2014). Kalad on
head mudelorganismid. Eriti palju on uuritud sebrakala (Danio rerio), mis on hea
mudelorganism ka inimhaiguste uurimiseks (Schartl, 2014). Paljud teadust6dd piirduvad kala
kasvajate uurimisel inimese neoplaasia mudelitega, keskendudes peamiselt melanoomi
seirele. Nendes uuringutes on mudelorganismideks tihtipeale safiir-modksaba (Xiphophorus
xiphidium) hiibriidid ja sebrakala (Ferraro et al., 2024). Vihi uurimisel on téhtis kaalutletud ja
labimdeldud mudelorganismi valik. Valides uurimisobjektiks metsikult elavad loomad ja
kalad, avaneb vdimalus uurida véhi arengut looduslikes tingimustes ning avastada haiguse
senitundmatuid aspekte. Eriti aktuaalne on see keskkondades, kus saastetase on korge, sest
sellistes tingimustes elavad organismid voivad olla véhi suhtes suuremas ohus (Madhuri ef al.,
2012). Seetdttu on oluline analiilisida, kuidas vihkkasvajad mojutavad metsikute looma- ja

kalapopulatsioonide tervist ning 6koloogilist tasakaalu.

Selleks, et aru saada, kuidas viahk organismis tekib, on vaja mdista, mis vois seda haigust
pohjustada. DNA, RNA ja valguliste muudatuste tuvastamine ning nende mutatsioonide
madistmine on selle haiguse moistmisel votmetdhtsusega. Lisaks, kui kasvajad on juba olemas
ja tuvastatud, on vaja kindlaks teha, kuidas need rakud erinevad tervetest rakkudest. Selle

lahknevuse eristamiseks on vOimalik kasutada erinevaid molekulaarseid meetodeid.



Kéesoleva t00 eesmérk on vilja selgitada, milliste molekulaarsete meetoditega oleks voimalik
tuvastada vihkkasvajaid ja vihkkasvajaid soodustavaid aspekte vabalt elavatel kaladel.
Tapsemalt on t66 uurimiskiisimuseks leida millised neist meetoditest sobivad paremini
suuremahulistesse 0koloogilistesse uuringutesse, vottes arvesse meetodite praktilisust,
kuluefektiivsust ja vajamineva proovi hulka. Molekulaarsed meetodid, mis kulutavad vihem
materjali ja vimaldavad seda koguda ilma metslooma laborisse toomata vdi vigastamata,
voiksid olla eelistatavad, kuna need on otstarbekamad ja kuluefektiivsemad. Samas selleks, et
teadustoo oleks reaalselt véartuslik ja pakuks diget informatsioon, on vajalik piisavalt suur
valim (Andrade, 2020). See voib tdhendada sadu kuni tuhandeid katse kordusi. Selle t66
eesmérk ongi vorrelda erinevate analiiiitiliste ldhenemisviiside tugevusi ja piiranguid, et teha
kindlaks kdige sobivamad ja paremini rakendatavad meetodid metsikute organismide

vahiuuringuteks suuremahuliste valimite puhul.



Kasvajad ja nende tekitajad

Kasvajaks saab pidada ebanormaalseks muutunud rakkude kogumikke, mis paljunevad
kontrollimatult ja levivad teistesse keha kudedesse (Sharma et al., 2025). Vihi korral on
rakuline tasakaal proliferatsiooni ja programmeeritud rakusurma vahel hdiritud. Defektid
apoptootilistel radadel voimaldavad geneetiliste korvalekalletega rakkudel ellu jddda
(Sjostrom ja Bergh, 2001) Mutatsioonide jarjestikune kuhjumine soodustab vdhktdbe. Osa
neist mutatsioonidest, nagu kasvaja supressorgeeni esimese koopia inaktiveerimine, vdib-olla
esmalt neutraalse mojuga. Moned mutatsioonid, mille tulemuseks on onkogeenide
aktiveerimine, voivad rakkudele anda selektiivse kasvueelise (Poulsgaard ef al., 2023).
Vihkkasvaja tekkimiseks peavad mutatsioonid enamasti esinema vihemalt kuues v3i enamas
rakku jagunemist kontrollivas geenis. Muutused geneetilise materjali terviklikuses voivad
esile kutsuda protoonkogeenide muundumise onkogeenideks, pdhjustades rakkude piiramatut
jagunemist. Kasvajate supressorgeenide mahasurumine voi nende funktsiooni kaotus aitab
kaasa neoplaasia tekkele (Weinberg, 1996). Kemikaalid vdivad pdhjustad védhi avaldumist
organismis. Eelkdige mojutades tiivirakkude jagunemiste arvu, suurendades mutatsioonide
tekkimise toendosust ja kiirendades aega millega ebanormaalsed rakud arenevad
tuvastatavateks kasvajateks (Harrison ja Doe, 2021). Halvaloomuliseks kasvajaks peetakse
organismi erinevatest rakutiitipidest I&htunud, oma vélimuselt ebaloomulikke, kiiresti
paljunevaid rakke, mis ei allu enam organismi kontrollile. Erinevalt healoomulistest
kasvajatest on vahkkasvajatele omane kiire kasv, tungimine teistesse kudedesse ja levimine
organismis siirete ehk metastaaside kaudu (Labotkin, 2004). Lisaks inimestele esineb
neoplaasia ehk rakkude kontrollimatut vohamist ka metsikutel loomadel. Vabalt elavate
loomade haiguste seire on oluline ka inimeste tervise seisukohalt, sest sageli asustatakse samu
elupaiku (Pesavento et al., 2018). Neoplaasia vdib avaldada monele liigile mérkimisvéarset
moju. Vihk voib vihendada looduslikele populatsioonidele sigimisedukust ja
ellujdamisvoimet. Inimtekkelised otsesed mdjud, nagu reostus ja populatsiooni killustamise
kaudu vihenenud geneetiline mitmekesisus, vdivad suurendada vihktdve levimust
eluslooduses (McAloose ja Newton, 2009). Metsikutel loomadel on véhki keeruline varajases
staadiumis tuvastada, kuna puuduvad head mitteinvasiivsed meetodid. Lisaks varieerub
liikide vastuvotlikkus haigusele, mis teeb keerulisemaks mudelliigi valiku (Giraudeau ef al.,
2024). Samutivdib vihk luua soodsaid tingimusi muude probleemide jaoks, nagu
sekundaarsed parasiidid ja patogeensed infektsioonid. Seetdttu voivad vihki pddevad loomad

surra enne, kui ilmnevad ilmselged kliinilised stimptomid (Hendricks et al., 2020). Paljud



uuringud niitavad, et keskkonnasaasteainetel on loomade vidhkkasvajate arengule mirgatav

moju (Brown et al., 1973, Browning et al., 2015 Martineau et al., 2002).

Saasteained suurendavad neoplaasia esinemissagedust mitmete mehhanismide kaudu.
Peamisteks hiiritud protsessideks voivad olla DNA parandusmehhanismid, immuunsiisteemi
ja hormoonsiisteemi talitlus (Rogers ef al., 2013). Lisaks vdivad saasteained aidata kaasa
infektsioonist pohjustatud onkogeneesile (Giraudeau et al., 2018). Vahktove tekkimise
tdendosust mojutavad individuaalselt paljud tegurid, mida saab pidada, kas vélisteks (nt

keskkonnatingimused) voi isendile omasteks (nt geneetilised tegurid) (Hendricks et al. 2020).

Viimastel aastakiimnetel on kalad kui mudelorganismid pélvinud iiha suuremat tdhelepanu
keskkonnatingimustest vélja arenenud vahiuuringutes. Paljusid erinevaid liike on uuritud
mitteimetajatest selgroogsete mudelitena kantserogeensete ainete testimisel. Vorreldes
imetajatega tekivad kaladel kasvajad kergemini, kuna reostatud veekeskkonnas on kalad
pidevalt kontaktis kantserogeenidega (Sharma, 2012). Paljusid kalaliike on kasutatud
surrogaatidena vahi mehhanismide paremaks mdistmiseks. Lisaks on kalad head 6koloogilise
saastatuse indikaatorid vees ja toiduahelas. Pohjalise eluviisiga kalad vdivad olla eriti
haavatavad. Eelkdige seetottu, et neil liikidel on suurem krooniline kokkupuude vette
sattunud saasteainetega ja need liigid vdivad toiduks tarbida saastunud selgroogseid

(McAloose ja Newton, 2009).

Saasteained

Veeokosiisteemid on omavahel viga tihedalt seotud. Vees ja atmosfééris kulgevate
transporditeed muudavad veedkosiisteemid haavatavaks potentsiaalse reostuse suhtes. Suurte
saasteainete koguste eraldumine v3ib pdhjustada veeorganismide ulatusliku dkksurma.
Madalamat saastetaset ja mitmete saasteainete segunemist on keerulisem seirata ning see voib
pohjustada patoloogiaid organismides peale pikaajalist kuhjumist. Looduskaitselisest
seisukohast voimaldab vahijuhtumite peamiste pohjuste moistmine paremini ennustada

looduslike populatsioonide haavatavust onkogeensete saasteainete suhtes (Baines et al.,

2021).



Mikroplast

Mikroplastid on alla 5 mm pikkused plasttiikid, mis tekivad keskkonnas kui see on reostatud
plastikmaterjalidega (Padervand et al., 2020). Mikroplastid on valmistatud mitmesugustest
poliimeeridest, mida on tdiendatud erinevate lisanditega. Neid materjale kasutatakse paljude
toodete valmistamiseks. Mikroplasti leidub erinevates varvides. Keskkonnas voib mikroplast
absorbeerida suurel hulgal keemilisi saasteaineid, sealhulgas raskmetalle ja piisivaid
orgaanilisi saasteaineid (Rochman ef al., 2019). Keskkonna saastumine mikroplastiga on
kasvav probleem, mis kujutab ohtu loomade ja inimeste tervisele. Mikroplastid vdivad oma
olemasoluga mojutada geeniekspressiooni ja epigeneetilist kontrolli. Mikroplastid vdivad
pohjustada kehas pdletikulisi reaktsioone, héirida redoks-tasakaalu ja mdjutada negatiivselt
rakutsiikli regulatsiooni. Lisaks vdivad need matkida hormoone, nagu dstrogeen ja androgeen
soodustades sellega véhirakkude teket ja arengut (Goswami ef al., 2024). Mikroplasti
kogunemine on probleem nii maismaa- kui ka veekeskkondades. Uldiselt peetakse plaste
biokeemiliselt inertseteks materjalideks, mis ei interakteeru endokriinsiisteemiga molekuli
suure suuruse tottu. Nende suur suurus takistab plasti tungimist 14bi rakumembraani.
Merekeskkonnas leiduvad plastjddtmed kannavad enda kiiljes vdiksema molekulmassiga
kemikaale (MW < 1000). Neil kemikaalidel on vdime tungida rakkudesse, hdirida
bioloogiliselt oluliste molekulide funktsioone ja kahjustada endokriinsiisteemi t66d (Teuten et

al., 2009).

Mikroplasti osakesed satuvad loomade organismi erinevatel viisidel. Paljud linnud, kalad,
kilpkonnad ja mereimetajad peavad ekslikult plastikut toiduks. Mingil médral v3ib plastik
sattuda loomade seedesiisteemidesse ka plastikust toitunud saakloomade s66misel (Teuten et
al., 2009). Mikroplastist pohjustatud kahjustused vdivad varieeruda. Fiisioloogiliselt voib
mikroplasti kogunemine seedestisteemis rikkuda kalade metabolismi, kuna see pole kaladele
seeditav toiduallikas. Mikroplastist toitumine pohjustab alakaalulisust ja see voib kalade
organismis ladestuda olulistes organistes nagu 10pused, soolestik, magu ja lihased. Sddrane
mikroplasti kogunemine voib pohjustada kasvupeetust, hormonaalseid ja metaboolseid
héireid, okstlidatiivset stressi, immunoloogilisi ja neuroloogilisi hdireid. Lisaks vdib
mikroplastide kogunemine seedetraktis pdhjustada fiiiisilisi kahjustusi ja ummistusi (Bhuyan,
2022). Eriti haavatavateks mikroplasti suhtes peetakse filter toidulisi kalu, nende

mitteselektiivse toitumiskditumise tottu (Bhuyan, 2022).


https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rstb.2008.0284#
https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rstb.2008.0284#

Raskemetallid

Raskemetallide sattumine veekeskkonda on tdsine saasteprobleem (Aziz et al., 2023). Mdned
raskemetallid, sealhulgas vask, koobalt, kroom, mangaan, tsink, nikkel ja raud, on
elusorganismide jaoks olulised ja mingivad tdhtsat rolli erinevates protsessides. Samas on
teised elusorganismide jaoks ebavajalikud. Arseen, kaadmium, plii ja elavhobe on toksilise
toimega (Bibi et al., 2023). Organismi jaoks vajalike metallide puudus pohjustab haigusi ja
organismi ndrgenemist. Raskemetallidel puudub bioloogiline otstarve ja need on
ksenobiootikumid ehk kehavodrad tihendid. Suuremates kontsentratsioonides on neil
genotoksilised ja mutageensed omadused (Taee et al., 2020). Raskemetallidel on omadus
akumuleeruda toiduahelas. Seetdttu, mida korgemal asetseb elusolend toiduahelas, seda
toendolisemalt on organismil kokkupuude nende kahjulike metallidega. Erinevatel kalaliikidel
on erinevad elupaigad ja seetdttu on nende kehasse sattuvate raskemetallide kogus erinev.
Eriti haavatavad on pohjalise eluviisi ja toitumisega kalad, kuna setetesse sadeneb kogu

veesambas sisalduvad ained (Li ef al., 2015)

Orgaanilised saasteained

Eksisteerivad ka orgaanilistest ainetest koosnevad saasteained. Uheks oluliseimaks neist on
poliitsiiklilised aromaatsed stisivesinikud ehk PAH-id. Neid iihendeid esineb looduslikult
kivisdes, toornaftas ja mujal ning need vabanevad sée, nafta, gaasi ja puidu pdletamisel.
PAH-id voivad seonduda dhus olevate osakestega ja kanduda mujale (CDC, 2024). Oma
keemilise koostise tottu suudavad PAH-iihendid kergesti ldbida bioloogilisi membraane ja
akumuleeruda organismis. PAH-id on olulised keskkonnareostajad, kuna need on laialdaselt
levinud ja neil on kantserogeensed omadused (Feng et al., 2025). Kdik PAH-id on vees tahked
ja keemiliselt mitteaktiivsed oma suure molekulaarstruktuuri tottu ning paikese
ultraviolettkiirguse olemasolul on paljud neist molekulidest tugevalt miirgised. Veekeskkonda
sattudes seonduvad need iihendid kiiresti orgaaniliste ja anorgaaniliste tahkete osakestega, mis
omakorda sadenevad veekogu pohja (Tuvikene, 1995). PAH-id satuvad veekeskkonda
peamiselt naftareostuse, jogede dravoolu ning linna- ja tddstusreovee kaudu. Madala
molekulmassiga (LMW) PAH-d piisivad pérast vabanemist tdendolisemalt vees, kus
veeorganismid vdivad need alla neelata vai sisse hingata. Korge molekulmassiga (HMW)
PAH-id vajuvad setetesse ja plisivad seal kaua, kuna need {ihendid ei oksilideeru

fotokeemiliselt ega lagune bioloogiliselt (Singh ef al., 2023). Hapnikvaestes tingimustesse



sattudes vdivad PAH-iihendid seal pikk aega piisida. Saastunud toitu ja vett tarbides ning
reostunud setetega kokku puutudes voivad kalad ja teised veeloomad kergesti PAH-iihendeid
omastada. Mida rohkem leidub vees orgaanilisi iihendeid, seda paremini saavad PAH-id seal
levida. PAH-id on toksilised biotransformatsiooni tdttu. See muudab {ihendid toksilisteks
metaboliitideks, mis suudavad kovalentselt seonduda erinevate makromolekulidega nagu
shDNA, RNA ja valgud. Valdav osa PAH-1 metaboliitidest on vees lahustuvad ja neid saab
eritada sapipdie voi uriini kaudu. Krooniline kokkupuude PAH-idega pérsib immuunsiisteemi
t60d, sealhulgas melano-makrofaagide keskuste arvu vihenemist maksas ja T-liimfotsiiiitide
proliferatiivsete reaktsioonide parssimist. Lisaks on PAH-idel potentsiaalne negatiivne mdju

kalade paljunemisele (Tuvikene, 1995).
Pestitsiidid

Pestitsiide kasutatakse laialdaselt pollumajandussektoris, et tosta pollukultuuride saagikust
véiksema t69joukuluga (Ullah ja Zorriehzahra, 2015). Pestitsiidide fiiiisikalised ja keemilised
omadused varieeruvad soltuvalt ainetest (Amenyogbe et al., 2021). Tahtmatu kokkupuude
pestitsiididega pohjustab toksilisust paljudes elusolendites. Suurematel kontsentratsioonidel
voivad pestitsiidid suurendada suremust, samas kui subletaalsetes kogustes voivad need ained
pohjustada erinevaid rakulisi muutusi (Ullah ja Zorriehzahra, 2015). Veesiisteemides settivad
pestitsiidid enamasti pohjasetetesse ja mojutavad oma toksiliste omadustega sealset elustikku.
Pestitsiidide kuhjumine veekogudesse pohjustab mitmesuguseid tagajirgi. Bioakumulatsiooni
tottu on toiduahela tipus olevad liigid haavatavamad. Kalades mojutavad need iihendid esmalt
maksa, neerusid, aju ja 10puste tegevust. Pidev ja iileliigne fungitsiidide, herbatsiidide ja
insektitsiidide kasutamine on seostatud kalade populatsioonide vihenemisega. Lisaks
mojuvad pestitsiidid negatiivselt endokriinsiisteemile, pdhjustades kasvuhéireid, véahki,

hingamisteede haigusi ja negatiivseid neuroloogilisi mojusid (Amenyogbe et al., 2021).

DNA kahjustuste tekkemehhanismid

Vee okosiisteemis voivad kalad kokku puutuda erinevate saasteainetega, mis voivad
pohjustada reaktiivsete hapniku osakeste (ROS) iilemédrast hulka. Oksiidatiivne stress on
olukord, kus ROS kontsentratsioon on krooniliselt suurenenud, héirides seeldbi rakkude
metabolismi ja regulatsiooni ning kahjustades raku koostisosi (Lushchak, 2011). Oksiidatiivne

stress avaldab kahjulikku moju rakkude makromolekulidele (Hamed ef al., 2020). Pikaajaline

10



okstidatiivne stress vOib pohjustada enneaegset rakulist vananemist, pdletikku, viahki voi muid
haigusi (National Cancer Institute, 2024). Paljud eelpool nimetatud saateained on muuhulgas
ka oksiidatiivse stressi esilekutsujad (Lushchak, 2011). Siiski, lisaks kemikaalide ja
raskemetallide toksilistele omadustele mdjutavad kalade redokstasakaalu ka teised neid
timbritsevad tegurid, sealhulgas hapniku hulk vees, pH ja temperatuur (Chowdhury ja Saikia,
2020).

Reaktiivsed hapnikuiihendeid peetakse normaalseks osaks elusolendite metabolismis, aga on
oluline, et neid iihendeid ei oleks organismis liiga palju. Loomadel on evolutsiooni kdigus
vilja arenenud erinevad kaitsesiisteemid oksiidatiivse stressi kahjulike mdjude
neutraliseerimiseks. Liiga paljude reaktiivsete hapnikuiihendite olemasolu voib kahjustada
teisi rakuliselt hidavajalike biomolekule valke, lipiide ja DNA-d ning pdhjustada raku tildiste
funktsioonide kahjustusi. Oksiidatiivne stress voib DNA kahjustuste kaudu pohjustada
apoptoosi ning iilemairane programmeeritud rakusurm ndrgestab organismi, muutes
elusolendi haavatavamaks teistele teguritele (Cheng et al., 2018).Kahjustatud DNA-ga
rakkudel on suurem risk muutuda vihirakkudeks. DNA kahjustuseks v3ib pidada muutusi
DNA pohistruktuuris, mida ei replitseerita, kuid millelt toimub DNA replikatsioon (Bernstein
et al., 2013). DNA kahjustustel on erinevaid vorme, néiteks: iihe ahela katkestused,
kaheahelalised katkestused, kovalentselt seotud keemilised DNA aduktid, oksiidatiivsest
stressist indutseeritud kahjustused ja DNA-DNA voi DNA-valgu ristsidemed (Barnes ef al.,
2018). Kahjustunud alusega DNA ahelal v4ib replikatsiooni kdigus komplementaar ahelasse
vea lilekanda ja sealt omakorda viga edasi toota. Lisaks vdib DNA kaheahelaliste katkestuste
parandamisel esineda ebatiapsused. Mutatsioone saab viltida, kui DNA parandussiisteem
tunnevad dra ebanormaalsused ja parandavad need enne replikatsiooni (Bernstein et al.,
2013). DNA replikatsioon on olemuselt kolmeosaline protsess, mis koosneb DNA
lahtipakkimisest, komplementaarse ahela loomisest ja mittevastavuste parandamisest. Parast
seda protsessi parandatakse koik allesjdédnud ebakdlad ning keskkonnatingimustest
pohjustatud kahjustused.Vigade ilmnemisel on DNA parandamine iilioluline kaitseprotsess.
DNA kahjustuste parandamine supresseerib kasvajate teket ning takistab mutatsioonidega
rakkude vohamist (Brumer ja Shakhnovich, 2004). DNA kahjustused esinevad nii
paljunevates proliferatiivsetes rakkudes kui ka diferentseerunud, mittejagunevates rakkudes
(Iyama ja Wilson, 2013). Somaatilistes rakkudes on vead DNA parandamisel mutatsioonide
peamine allikas. Vahirakkude kiire proliferatsioon kiirendab DNA mutatsioonide kuhjumist

(Wang-Michelitsch ja Michelitsch, 2015). Lisaks vdivad mutatsioonid aktiveerida onkogeene
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vOi inaktiveerida kasvaja supressorgeene (Bernstein ef al., 2013). Moned DNA kahjustused
on peamiselt mutageensed, teised aga tsiitotoksilised voi tsiitostaatilised. Paljud DNA
kahjustused voivad olla mdlemat, olenevalt kahjustuste asukohast ja arvust, rakutiiiibist ning
rakutsiikli ja diferentseerumise staadiumist (Hoeijmakers, 2009). Mutatsioonide
akumuleerumine rakus vdib pdhjustada genoomset ebastabiilsust, mis omakorda v3ib viia
vihitekkeni(Feitsma ja Cuppen, 2008). Vihkkasvajad tekivad iildjuhul mutatsioonide kogumi
tottu, mis annab sellistele rakkudele paljunemisel eelise. Kui mutatsioonidel on geenis
normaalne DNA struktuur, siis ei saa neid DNA parandamise protsessidega dra tunda ega

eemaldada (Bernstein et al., 2013).

Lisaks otsestele mutatsioonidele DNA ahelas esineb ka epigeneetilisi muutusi, mis kohati
sarnanevad mutatsioonidega (Zhao ja Shilatifard, 2019). Kasvaja supressorgeenide
epigeneetiline vaigistamine on funktsionaalselt samavairne mutatsioonide ja deletsioonidega
ning méngib olulist rolli vdhi arengus (Grenbaek ef al., 2007). Epigeneetiliste
modifikatsioonide kuhjumine aja jooksul voib suurendada vastuvotlikkust haigustele ja
héiretele. Vahi puhul on epigeneetilised muutused, DNA metiilatsioonimustrite muutused,
justkui eelnev mark DNA mutatsioonilistele muutustele. See néitab epigeneetiliste ja
geneetiliste muutuste vastastikmdju vihi progresseerumisel (Granada ef al., 2018).
Epigeneetilised muutused kanduvad tavaliselt rakujagunemisel edasi tiitarkromosoomidesse.
Enamikul epigeneetilistest muutustest on oluline osa raku diferentseerumisrajas, mis
voimaldab eri tiiiipi rakkudel téita erinevaid rolle, kuna enamus geene ei ole korraga aktiivsed
epigeneetiliste modifikatsioonide tottu. Sellegipoolest leidub ka ebanormaalseid,
programmeerimata epigeneetilisi muutuseid, mis mojutavad rakkude toimimist; selliseid

muutusi nimetatakse epimutatsioonideks (Bernstein et al., 2013).

Keskkonnasaastest pohjustatud DNA kahjustuste teket on ndidatud Goteborgi sadamast périt
emakatel (Zoarces viviparus, Frenzilli et al., 2004). Kolm nédalat pérast dlireostust oli
reostunud piirkonnast périt kaladel rohkem DNA kahjustusi ja suurem PAH-1 metaboliitide
sisaldus sapis kui saastumata piirkonnas piititud kaladel. Markimisvairset taastumist
Olireostusest tdheldati alles 5 kuud pérast intsidenti ja, sedagi vaid otse lekkekohast périt
isendite puhul. Goteborgi sadama keskosas piiiitud kalade néitajad olid jatkuvalt korged ka
parast 5 kuud (Frenzilli ef al., 2004).

Pohja-Ameerika korgelt linnastunud ja todstuslikult arenenud piirkondade metsikute kalade

populatsioonides on tuvastatud erakordselt korge maksakasvajate, preneoplastiliste ja
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mitteneoplastiliste maksakahjustuste esinemissagedus. Maksakasvajaid esines Atlandi
pisitursal (Microgadus tomcod) saastunud Hudsoni joe suudmes, Atlandi ookeani rannikul,
rohkem kui Connecticutist suhteliselt saastamata joesuudmest parit kaladelt. Hudsoni joe
suudmes esines maksakasvajaid 44% iiheaastastel kaladel ja 93% kaheaastastel kaladel.
Connecticutis Pawcatucki joes oli iiheaastastel kaladel maksakasvajaid 3% ja kaheaastastel
kaladel 10%. Kahjustused kalade maksades olid levinumad suurematel isenditel, mis viitab
seosele kasvukiiruse ja kasvaja arenemise toendosuse vahel. Maksarakkude keemiline analiiiis
paljastas korge pestitsiidide hulga ning suurtes kogustes raskemetalle. Hudsoni joe
suudmealade kudemispiirkondade keemiline saastumine koos suviste korgete

temperatuuridega voib pohjustada tdheldatud maksakahjustuste korget taset (Dey et al.,1993).

Toostuste poolt saastatud Black Riveril Pohja-Ameerikas on maksakasvajate sagedus tousnud
harilikul kasssédgal (Ameiurus nebulosus). Maksakasvajad, peamiselt kolangiokartsinoomid,
suurenesid Black Riveri harilikel kassiségadel vanusega oluliselt, esinedes 28—44%
4-aastastel kaladel. Orgaaniliste saasteainete tase oli Black Riveri harilikes kassisdgades
korgem kui Buckeye jdrve omades. Poliinukleaarsete aromaatsete siisivesinike tase oli eriti
korge, sealhulgas leidus kantserogeene nagu bens[a]antratseen ja bensopiireen (Baumann et

al., 1987).

Pohjalise eluviisiga kaladel nagu Norra tursik (7risopterus esmarkii), ameerika ebalest
(Pseudopleuronectes americanus) ja Pleuronectes vetulus on ndidatudhepatotsellulaarete
kartsinoomide, kolangiokartsinoomide, s ja epidermaalseid kasvajate esinemisageduse
korreleerumist saasteainete hulgaga pohjasetes. (Wirgin ja Waldman, 1998). Seejuures
demonstreeriti laborikatsetes erinevaid molekulaarseid meetodeid kombineerides saasteainete

moju niit DNA terviklikusele kui ka geeniekspressioonile.

Molekulaarsed meetodid

Komeedi test

Uherakuline geelelektroforees ehk komeedi analiiiis on vilja kujunenud standardseks
DNA kahjustuste hindamise meetodiks, kuna see on vordlemisi lihtne ja soodne meetod
erinevate ainete genotoksilisuse hindamiseks (Dhawan et al., 2009). Komeedi analiilisiga

uuritakse enamasti loomset péritolu rakke. Neid rakke kasvatatakse, kas kultuuris voi
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isoleeritakse soovitud organismist. Vdimalik on uurida ka taimerakke, kuid enne testi
sooritamist tuleb eemaldada tselluloosist rakusein, sest see takistab DNA vabanemist ja
komeedi saba moodustumist (Santos ef al., 2015). Analiiiisi saab sooritada eri péritolu
rakkudega, sealhulgas vere-, maksa-, neeru-, aju-, pdrna-, luuiidi- ja spermarakkudega (Gajski
et al.,2019). Komeedi testi sooritamiseks on vaja elusrakke, mis liitisitakse (Cift¢i et al.,
2016). Liitisiga eemaldatakse rakkudelt membraanid, tsiitoplasma ja nukleoplasma (Tice et
al., 2000). Seda tehakse, et vabastada rakus olev DNA ja voimaldada edasine
parilikusmaterjali analiiiis geelelektroforeesiga (Cift¢i ez al., 2016). Komeedi testil on kaks
varianti — aluseline ja neutraalne. Mdlemad on piisavalt tundlikud, et tuvastada ka alla 1 grey
kiirguse poolt pdhjustatud DNA katkestusi (Afanasieva ja Sivolob, 2018). Leeliselises
keskkonnas toimub DNA ahelate lahtikeerdumine ning komeedi sabas olev DNA muutub
granulaarsemaks. Aluseline keskkond muudab sabad paremini ndhtavaks ja aitab kahjustusi
paremini tuvastada, kuid see ei suurenda testi tundlikkust, vaid parandab loetavust (Collins,
2004). DNA kahjustused mdjutavad, kas DNA liigub komeedi saba suunas vdi jaib
peapiirkonda — see toimub sdltumatult pH-st. Mdlema testi abil on véimalik tuvastada nii iihe-
kui kaheahelalisi katkestusi. Kahjustuste tdsiduse suurenedes suureneb sabas DNA virvumise
intensiivsus, kuid mitte saba pikkus, mis s6ltub DNA silmuste 1ddvendamisest (Collins ef al.,
2008). Komeedi testi eeliseks on see, et tooks piisab véikesest kogusest rakkudest, lisaks ei
ole vaja eelnevat mitootilist stimulatsiooni. Testida saab erinevat tiiiipi rakke ja mdota tapselt
eri tlilipi DNA kahjustusi (Afanasieva ja Sivolob, 2018). Siiski ei ole meetod kuigi
standardiseeritud — eri laborid kasutavad erineva koostise ja kestusega liilisilahuseid ning
elektroforeesi kestus voib varieeruda 20—60 minuti vahel (Collins, 2004). Sellised erinevused
voivad mojutada mutageenide toimet, DNA parandamise hinnangut ja teatud haigustega
seotud kahjustuste tolgendust (Afanasieva ja Sivolob, 2018). Tavapirase komeedi analiiiisi
piiranguks on elektroforeesiplatvormi suurusest tingitud vihene proovide arv. Labilaskevoime
suurendamiseks on vilja tootatud suurendatud voimekusega versioonid, néiteks geelide
suuruse vahendamine (Azqueta ef al., 2013). Lisaks on arendatud korge lébilaskevoimega
versioon — mitmekambriline plaat (MCP), millel on 96 siivendit. See voimaldab t66delda kuni
400 proovi pdevas, viies neis samaaegselt 1abi kogu protsessi: liilis, DNA lahtikerimine,

elektroforees, neutraliseerimine ja viarvimine (Stang ja Witte, 2009).
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Fluorestsents in situ hubridisatsioon ehk FISH

Fluorestsents in situ hiibridisatsioon ehk FISH on laialdaselt kasutatav meetod spetsiifilise
geneetiliste jarjestuse leidmiseks. Seda kasutatakse geneetiliste haiguste diagnoosimisel ja
geenide kaardistamisel (Bishop, 2010). Lisaks on voimalik selle meetodiga tuvastada
geneetilisi korvalekaldeid, mis soodustavad erinevate vihitiitipide teket. FISH-testi pdhiidee
seisneb interfaasiliste rakkude vdi metafaasis olevate kromosoomide tuuma DNA
hiibridiseerumises nukleiinhappesondiga. Sonde ehk mirgistatud ahela kohti saab luua ja
markeerida erinevatel viisidel, kas kaudselt hapteeniga voi otseselt fluorofoori lisamisega
(Shakoori, 2017). Mérgistatud sond ja sihtmark-DNA pannakse kokku péarast DNA
denatureerimist, see voimaldab sondil paremini seostuda komplementaarse DNA jérjestusega.
Kaudselt mérgistatud, see tdhendab mitte fluorestseeruva hapteeniga visualiseerimisel, on
hapteeni visualiseerimiseks vaja enstimaatilist voi immunoloogilist lisaetappi. FISH-testi
10puks hinnatakse fluorestseeruvaid signaale fluorestsentsmikroskoobi abil (Shakoori, 2017).
FISH-testi genoomsel DNA analiiiisil vdivad sondid kasutada mérklauana unikaalseid DNA
jarjestusi, korduvaid DNA jérjestusi, terveid kromosoomi harusid voi terveid kromosoome.
Ainulaadsete jérjestuste sondid on kasulikud spetsiifiliste geenide voi genoomsete
piirkondade muutuste jdlgimiseks (Tsuchiya, 2011). Lisaks saab neid kasutada ka genoomsete
timberkorralduste, nditeks translokatsioonide tuvastamiseks. Korduva jérjestusega sonde
kasutatakse pohiliselt tsentromeersete voi peritsentromeersete piirkondade uurimiseks. Sonde,
mis on suutelised hiibridiseeruma osa kromosoomi haruga voi lausa terve kromosoomiga,
saab kasutada kromosomaalsete timberkorralduste iseloomustamiseks (Tsuchiya, 2011).
FISH-testi sooritamiseks on vaja vaadelda vdhemalt 200 rakku (Wolff ez al., 2007). FISH-testi
saab kasutada paljude tahkete, pehmete kudede, vereloome-, liimfoidsete- ja
kesknérvisiisteemi kasvajate puhul. Alkoholiga fikseeritud voi Shu kdes kuivatatud
tsiitoloogilised proovid sobivad eriti hésti, kuna neis rakkudes on véiksem tuumade kattuvus
(Savic ja Bubendorf, 2016). FISH-test kombineerib molekulaarseid ja tsiitoloogilisi
meetodeid. Sellega on vdimalik sooritada nii DNA analiitisi kui ka kromosoomiuuringuid
itherakulisel tasandil. FISH on laialdaselt kasutusel erinevates uurimisvaldkondades nagu
kliiniline geneetika, neuroteadus, reproduktiivmeditsiin, toksikoloogia, mikrodkobioloogia,
evolutsioonibioloogia, vordlev genoomika, rakugenoomika ja kromosoomibioloogia (Volpi ja
Bridger, 2018). Algse FISH protokolli muutmine ja tdnapidevasemate protseduuride lisamine
on loonud palju spetsiifilisemaid FISH-i rakendusi (Volpi ja Bridger, 2018). FISH-testi

negatiivseks aspektiks voib pidada keerukaid protokolle, mis sisaldavad mitmeid fikseerimis-,
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inkubeerimise- ja pesemisetappe. Kdik need sammud hdlmavad erinevaid lahuseid ja tooks
vajalikke temperatuure ning on seetdttu iildiselt aja- ja tdomahukad (Rodriguez-Mateos et al.,
2020). Meetodi keerukus, suhteliselt korge hind, fluorestseeruvad sondid ja lugemiseks
vajalik korgekvaliteediline mikroskoopia muudavad kogu protsessi kulukaks ja piiravad selle
laialdast kasutust. Testi kiibipdhiseks muutmine pole seni veel korralikult dnnestunud

(Rodriguez-Mateos et al., 2020).

Komeet-FISH

Molekulaarne meetod, millega saab mdota DNA kahjustusi ja samaaegselt tuvastada kindlaid
geneetilisi jarjestusi, on komeet-FISH meetod. See test on kasutatav {ildiste ja
piirkonnaspetsiifiliste DNA kahjustuste tuvastamiseks ja hindamiseks iiksikutes rakkudes
(Rapp et al., 2005). Komeet-FISH test {ihendab kaks meetodit: komeedi-testi ja FISH tehnika.
Kui komeedi test voimaldab eraldada DNA fragmente fragmenteerimata DNA-st, siis FISH
test aitab tuvastada nii huvipakkuvaid spetsiifilisi mérgistatud DNA regioone kui ka terveid
kromosoome. Kahe tehnika kombinatsiooni kasutatakse eelkdige kohaspetsiifiliste katkestuste
tuvastamisel DNA piirkondades, kus on teada jirjestused erinevate haiguste avaldumiseks
(Glei et al., 2009). Komeet-FISH-1 abil uuritava piirkonna suurus voib varieeruda iihest
geenist kuni terve kromosoomini. Komeet testiga analiiiisitakse 10 kuni 800 kb suuruseid
fragmente, vdiksemad 16igud vdivad aga kaduda agaroosgeeli sisse. Lisaks ei saa rutiinses
FISH-is kasutada alla 10 kb suuruseid DNA sonde. Komeet-FISH-i tulemuste hindamine
holmab fluorestseeruvate signaalide arvu rohkuse tuvastamist ja nende lokaliseerimist
komeedil. Testiga saab uurida ka DNA parandusmehhanismide t66d. Fluorestseeruvate
signaalide timberpaigutumine pérast inkubatsiooniperioodi komeedi sabast peasse, nditab
DNA kahjustuste parandusmehanismide t66d. Lisaks on fluorestseeruvad signaalid
moddetavad ja nende taset saab véljastada protsendina, seeldbi on DNA kahjustuste ja
paranduse tase konkreetselt moddetav. Komeet-FISH-i tulemusi on keerulisem lugeda kui
standardset FISH testi. Komeet-FISH test paikneb agaroosgeelil ja see on
kolmedimensionaalne; tavaline FISH testi on kultuur kinnitunud lamedale klaasile. Seetottu
on komeet-FISH tulemuste lugemist keerulisem automatiseerida. Enne komeet-FISH-i
laialdasemat kasutust arvati, et iiherakulise geelelektroforeesi korral on kahjustamata DNA
jadnused komeedi peas ja kahjustunud osad liiguvad komeedi sabasse. FISH-iga sooritatud
katsed aga osutasid, et komeedi saba suunalise litkumise korral on olulised ka muud tegurid

lisaks DNA katkestustele (Hovhannisyan, 2010). Olulisteks teguriteks on veel kromatiini
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kahjustuste olemus ja struktuur. Lisaks ei liigu leeliselistes tingimustes replitseeruv DNA
tavaliselt komeedi sabasse. See tdhendab, et FISH-testi lisamine aitas vilja selgitada, et DNA
piirkonnad, millel on suur geneetiline tihedus on vihem liikuvad ja mitte lihtsalt DNA
kahjustustele vastupidavamad (Hovhannisyan, 2010). FISH-1 ja komeedi testi
kombineerimine pakub vdimaluse hinnata geenide ja kromosoomide kahjustusi ning nende
kahjustuste paranemist iildises genoomis. Lisaks voimaldab komeet-FISH test modta

transkriptsiooniga seotud DNA parandusi (Hovhannisyan, 2010).

Planeerimata DNA kahjustuste parandus suntees

Planeerimata DNA siinteesi test (unscheduled DNA synthesis, UDS) moddab raku voimet
parandada nukleotiide DNA jarjestuses (Kelly ja Latimer, 2005). Analiiiis toimub, kui elusate
rakkude DNA-sse viiakse sisse mérgistatud alus ning rakke toodeldakse ultraviolettkiirguse
(UV) voi kemikaalidega. Testis kasutatavad UV-kiirguse doosid jddvad vahemikku 5-50 J/m>.
UV-kiirgus (254 nm) kutsub esile DNA kahjustusi ja UV-indutseeritud DNA 6-4
fotoprodukte, mida rakk peab parandama. See analiiiis on rakkude endi parandusvoimel
pohinev test (Kelly ja Latimer, 2005). Keemiliselt indutseeritud DNA parandamise UDS-test
on keemiliste ainete genotoksilisuse indikaatortest (Diekmann ez al., 2004). UDS testis peab
rakk peab dra tundma DNA spiraalis oleva kahjustuse. Mdlemal pool kahjustatud DNA 16iku
tehakse sisseldiked ja vigane piirkond eemaldatakse. Replikatsioon ja ligatsioon toimuvad
ahela struktuuri taastamiseks. Eemaldatud ahela uue juppi siintees toimub radioaktiivse
tiimidiini juuresolekul. Seeldbi on radioaktiivse tlimidiini hulk DNAs otseses korrelatsioonis
DNA paranduste arvuga (Kelly ja Latimer, 2005). In vitro UDS analiiiisi on laialdaselt
kasutatud ka potentsiaalsete genotoksiliste kantserogeenide tuvastamiseks. Testiga saab uurida
kantserogeenseid aineid, mis ei pdhjusta koheselt DNA kahjustusi, vaid stimuleerivad
rakkude proliferatsiooni. Normaalsetes rakkudes on vdimalik tuvastada replikatiivse DNA
slinteesi tausttase, mis kaasneb normaalse rakku jagunemisega. Kantserogeensete ainetega
indutseeritud rakkude kiiremat jagunemist saab moodta samade autoradiograafiliste
meetoditega, mida kasutatakse UDS-i puhul (Sherman et al., 1998). UDS testi kasutatakse
peamiselt roti hepatotstiiitide rakkudes. Testimine teiste loomarakkude kultuuridega on olnud
keeruline (Madle et al., 1994). UDS testi tuleks kasutada siis kui soovitakse tuvastada ja
uurida ainult maksarakkude DNA parandamise voimet, sest teistest kudedest pole dnnestunud
saada sobivaid rakuliine (EFSA Scientific Committee et al., 2017). Kuigi UDS testi saab teha

ka viljakujunenud transformeeritud rakkude liinil, on nende kultuuride genereerimine

17


http://et.al

tdiskasvanud normaalsest koest keeruline. Lisaks v3ib pikaldane t66 rakkukultuuridega muuta
paljusid rakkude algseid omadusi. Sealhulgas rakkude vdimet DNA kahjustustusi parandada,
muutes need vihirakkudele sarnasemaks (Kelly ja Latimer, 2005). Analiiiisi tulemuste
tolgendamiseks on kaks meetodit: autoradiograafia voi stsintillatsiooniloendus.
Autoradiograafia on eelistatum, sest see on vihem tdomahukas, kuna selle jaoks on
spetsiaalselt loodud tarkvarapaket. Lisaks eemaldab tarkvara kasutamine inimliku
subjektiivsuse. Samas on vOimalik ka rakkude késitsi lugemine. Kohati voib inimsilm olla
parem tumedalt varvunud tuumade ja muude objektide erinevuste médramisel, kuid see voib
raskendada haruldaste rakkude leidmist (Kelly ja Latimer, 2005). Stsintillatsiooniloendamine
on autoradiograafilise analiiiisi lihtsustatud vorm. See loodi hindamaks mutageensete
kemikaalide moju hepatotsiititidele (Kelly ja Latimer, 2005). UDS-testi tdpsuse tagamiseks
tuleb eemaldada koik S-faasis olevad rakud. S-faasis olevad raku tuumad sisaldavad sadu
kordi rohkem radioaktiivseid mirgiseid kui mitte-S-faasis olevatel rakkudel, sest selles faasis
toimub DNA siintees. Selle faasi korvaldamiseks kultuurist lisatakse hiidrokstiuureat. Siiski
ka hiidrokstiuurea juuresolekul, voib kuni 40% rakkudest olla S-faasis, mis mdjutab oluliselt

tulemusi ja muudab need ebatédpseks (Kelly ja Latimer, 2005).

32P-jarelmargistamise meetod

32P-jérelmérgistamise meetod (32P-postlabeling technique) loodi, et paremini analiiiisida
DNA ldike, mis on kovalentselt seondunud véhki pohjustavate kemikaalidega (Klaene ef al.,
2013). 32P-jarelmargistamise meetod on hea valik DNA aduktide uurimiseks, kuna see
voimaldab tuvastada iihe probleemse aluspaari 1 kb DNA kohta, kasutades selleks alla 10 ug
DNA-d. Meetodit on laialdaselt kasutatud nii inimeste kui ka loomadega seotud teadustoddes
(Klaene et al., 2013). Testiga on vdimalik analiiiisida erinevatest kudedest périt proove.
Sobivad nii valgevere-, kopsu-, siidame- kui ka maksarakud (Binkova ef al., 1994).
32P-jarelmérgistamise testi kasutatakse kantserogeenide, DNA aduktide ja muud tiiiipi
modifitseeritud nukleotiidide tuvastamiseks (Phillips, 1997). Selline seondumine vdib
soodustada vihi teket ning seondumiste avastamine voib aidata kaasa haiguse varajasele
diagnoosimisele ja ravile (Klaene et al., 2013). 32P-jarelmérgistamine toimib nii, et DNA
16hustatakse enstimaatiliselt nukleotiidideks. Seejirel margistatakse nukleotiidide 5’ ots
isotoopmargistatud fosfaatriihmaga (Phillips, 1997). Peale seda mérgistatakse DNA
kahjustused ehk aduktid radioaktiivse fosfaadiriihmaga. Protsessi viib lébi ensiiiim T4

poliinukleotiidkinaas, mis kannab radioaktiivse 32P-ortofosfaadi [y-32P]ATP-st aduktidele.
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Mirgistatud aduktid eraldatakse seejérel, kas kromatograafia vai elektroforeesi abil, et
voimaldada nende radioaktiivsuse modtmist (Funk et al., 2013). Meetodi kasutamist
suuremahulistes uuringutes piirab asjaolu, et analiilisida saab korraga ainult iihte
32P-maérgistatud proovi. See tdhendaks, et suurema hulga DNA proovide analiiiisimiseks
kuluks palju aega ja see oleks viga toomahukas (Terashima et al., 2002).
32P-jarelmérgistamise meetodi piirav asjaolu on see, et kdik 3'-nukleosiidmonofosfaadid, nii
DNA kui ka RNA, on sobilikud substraadid T4 poliinukleotiidkinaasile. Seetottu soltub testi
edukas ja korrektne ldbiviimine voimest eemaldada reaktsioonisegust aduktidest vabad
nukleotiidid. Eelnev puhastus enne mirgistamisreaktsiooni ldbiviimist vdhendab
modifitseerimata nukleotiidide esinemist 1dpptulemuses. Lisaks kasutatakse
32P-jarelmérgistamise meetodis radioaktiivset isotoopi, mis vOib ebakorrektse késitlemise
korral olla ohtlik tervisele ja keskkonnale, ning radioaktiivsete jadtmete nduetekohane
kdrvaldamine voib osutuda kulukaks. Test ei paku ka informatsiooni DNA struktuuri kohta,
mis enne struktuuripdhiste meetodite loomist vdis pohjustada ebaselgusi DNA aduktide
tdpsema identifitseerimise kohta. Seetdttu ei sobi see meetod suurte valimimahtude

analtiiisimiseks (Klaene ef al., 2013).

Polumeraasi ahelreaktsioon ehk PCR

Poliimeraasi ahelreaktsioon ehk PCR vdimaldab spetsiifiliselt tuvastada ja toota suuri
koguseid DNA-d (Garibyan ja Avashia, 2013). PCR-meetod on viga tundlik viikese arvu
vihirakkude tuvastamisel. PCR-meetoditega saab uurida geenide fiitisilisi muutusi nagu
mutatsioone, deletsioone, translokatsioone ja amplifikatsioone. Lisaks saab tuvastada ka
onkogeensete viiruste olemasolu ning véhi ja metastaaside spetsiifilist geeniekspressiooni.
PCR-analiilisiga on vdimalik tuvastada tliksik rakk 10-100 miljoni limfotsiilidi hulgast, kui see
ekspresseerib huvipakkuvat kasvajamarkerit (Raj ef al., 1998). PCR-pohiseid analiilise on
kasutatud vahirakkude avastamiseks tahketes kudedes. Peamised uuritavad koed on olnud
liimfisdlmed, luuiidi, perifeerne veri ja muud kehavedelikud (Raj et al., 1998).
PCR-meetodiga on vdimalik kiirelt ja viga tundlikult 14bi viia kvantitatiivseid ja genoomseid
uuringuid. PCR-i test on olemuselt ensiimaatiline test, mis voimaldab amplifitseerida
spetsiifilist DNA fragmenti DNA kogumikust. Testi sooritamiseks piisab DNA
mikrokogustest, et luua piisavalt palju koopiaid, mida saab edasi uurida teiste meetoditega.
Kuna meetod on viga tundlik, vdib proovi igasugune saastumine, isegi mikrokogustes

DNA-ga anda tulemustes eksitavaid tulemusi. Lisaks eeldab PCR genoteegi olemasolu.
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Seetdttu saab PCR-i rakendada ainult teadaoleva jirjestuse amplifitseerimiseks. Téiendavalt
PCR-i jaoks kasutatavad praimerid vdivad mittespetsiifiliselt liituda jirjestustega, mis on
sihtmirk-DNA-ga sarnased, kuid mitte tdielikult identsed, ning seeldbi toota valesid jirjestusi.
Lisaks voib DNA poliimeraas lisada valesid nukleotiide PCR-jérjestusse (Garibyan ja
Avashia, 2013) PCR-teste on kasutatud dkoloogilistes uuringutes keskkonna DNA (eDNA)
analiilisimiseks. EDNA on geneetiline materjal, mis on saadud otse keskkonnaproovidest
(muld, sete, vesi jne), millel puuduvad ilmsed bioloogilise ldhtematerjali tunnused
analiiiisimiseks. Jargmise pdlvkonna sekveneerimistehnoloogiate lisamine PCR-ile on
mirkimisvaarselt holbustanud suuremahuliste bioloogilise mitmekesisuse uuringute
labiviimist (Thomsen ja Willerslev, 2015). Vilja on tootatud PCR-i edasiarendusi, mis
voimaldavad ka véhi tuvastamist. Poordtranskriptsioon-PCR (RT-PCR) pohineb mRNA
analiiiisil, et hinnata muutusi, mis on toimunud rakkude geeniekspressioonis. RT-PCR-1
kasutatakse sageli erinevate vihivormide tuvastamiseks ja tsirkuleerivate kasvajarakkude
(CTC) avastamiseks. Alleelispetsiifiline PCR (ARMS-PCR) analiiiisib tihenukleotiidseid
poliimorfisme. See voimaldab kindlaks teha, kas DNA-s esineb konkreetseid
ithenukleotiidseid mutatsioone, mis pdhjustavad vahki. Meetodis kasutatakse
alleelispetsiifilisi praimereid, mis vdimaldavad amplifitseeritud produktide otsest tuvastamist.
Droplet Digital PCR (ddPCR) on meetod, mis on vilja tootatud erinevate viahkkasvajate
muteerunud DNA jérjestuste tdpseks kvantifitseerimiseks, pakkudes kdrget tundlikkust ja
spetsiifilisust. DAPCR kasutab kvantifitseerimise saavutamiseks traditsioonilise 10pp-punkti
PCR-i ja kvantitatiivse reaalaja PCR funktsioone kombineeritult. Meetod ei vaja standardset
kalibreerimist, mistdttu on protseduur kiirem, tdpsem ja korratavam. DdPCRI testiga saab
madrata viikestes kogustes rakuvabade kasvajate DNA-d (ctDNA) voimaldades nende
rakkude sekveneerimist. Tehnikat kasutatakse peamiselt spetsiifiliste mutatsioonide,
heterogeensuse kao, koopiate arvu varieerumise ja tihe nukleotiidi variatsioonide
tuvastamiseks. Jarjestustevaheline kordus- (ISSR) PCR meetod pdhineb ideel, et praimerid
valitakse korduva DNA jérjestuse (mikrosatelliitide) spetsiifilistest piirkondadest, mis on
levinud kogu genoomis, et luua kindel sormejélg. ISSR-PCR on iihe primeriga
PCR-reaktsioon. See on suunatud mitmele genoomsele lookusele. Praimeritena on kasutusel
16-25 aluspaari pikkused mikrosatelliidid, et toota erinevate suurustega SSR-idevahelisi
jarjestusi. ISSR-PCR-i kasutatakse genoomse ebastabiilsuse mdotmiseks. ISSR-PCR on
védrtuslik tehnika vdhi varaseks avastamiseks. Genoomilise ebastabiilsuse analiiiis on oluline
kasvajatest arusaamiseks, kuna selle protsessi mdistmine aitab selgitada tuumorigeneesi

protsessi (Ahmad et al., 2022). Reaalaja poliimeraasi ahelreaktsioon ehk qPCR vdimaldab
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lisaks DNA jérjestuse tuvastamisele ja tootmisele tuvastada ka spetsiifiliste geenide hulka.
QPCR-i abil on voimalik kindlaks teha kui ka kvantifitseerida PCR-i toodetud DNA ahelaid
reaalajas. Selle saavutamiseks kasutatakse fluorestseeruvaid vérve, mis seonduvad
mittespetsiifiliselt kaheahelalise DNA-ga. Lisaks kasutatakse jirjestusspetsiifilisi DNA sonde,
mis on molekulid, mis annavad fluorestsentsi abil mirku sihtmérgi olemasolust. Sihtmérkide
tuvastamine on voimalik ainult péarast sondide hiibridiseerumist komplementaarse DNA

jarjestusega (Garibyan ja Avashia, 2013).

Eksoomi sekveneerimine

Eksoomide sekveneerimine (WES) on DNA sekveneerimise vorm, milles sekveneeritakse
vaid valke kodeerivad genoomi piirkonnad (Bao ef al., 2014). Selle meetodiga on vdimalik
saada informatsiooni koopiaarvu muutuste, biomarkerite tipse madramise, kasvaja
mutatsioonikoormuse, homoloogse rekombinatsiooni parandamise puudulikkuse ja
mikrosatelliidi ebastabiilsuse kohta (Menzel et al., 2023). Eksoomide kaardistamisel on WES
keskendunud hésti uuritud mudelliikidele. WES vdimaldab kiiret jdrjestuse variantide
tuvastamist genoomi kodeerivates piirkondades (Jackson et al., 2021). Jargmise pdlvkonna
sekveneerimistehnoloogiad on muutnud eksoomi sekveneerimise protsessi kiiremaks,
suurendanud sekveneerimise siigavust ja muutnud selle testi tundlikumaks. Kulude
vihenemine testi sooritamiseks on muutnud WES-i ja kogu genoomi sekveneerimise kliinilise

rakendamise teostatavamaks (Schwarze et al., 2018).

Esimene samm WES-i testi sooritamiseks on kvaliteetse genoomse DNA hankimine
bioloogilistest proovidest. Levinumad ekstraheerimismeetodid on traditsiooniline DNA
véljasoolamine ja spin-kolonni pohised meetodid (Seaby et al., 2016). Seejérel 10igatakse
ekstraheeritud DNA fragmentideks (Klein ef al., 2014). Soovitatav fragmentide pikkus on
250-350 bp (Xiao et al., 2021). Need fragmendid isoleeritakse ja amplifitseeritakse
individuaalselt, mille tulemusel luuakse genoteek. Paljud tliksikud amplifitseeritud fragmendid
sekveneeritakse samaaegselt. Pirast iga jarjestatud fragmendi sekveneerimist tuleb need DNA
jupid uuesti kokku panna ja jarjestused tuvastada (Klein et al., 2014). Paljud somaatiliste
kasvajate eriparasused on seotud spetsiifiliste bioloogiliste mehhanismidega, mis voisid need
poOhjustada, nditeks puudulik DNA aluste parandamine ja keskkonnamdjud, nagu
kantserogeensed ained ja ultraviolettvalgus. Kogu genoomi voi kogu eksoomi sekveneerides
on vdimalik paremini mdista somaatiliste kasvajate variatsioonide tagamaid (Guan et al.,

2023). WES testi on otstarbekas 14bi viia siis, kui populatsioonist voetakse proove viiksemalt
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arvult isenditelt. Eriti juhtudel, kus populatsioonis on levinud suur heterogeensus ja kui
vordlusgenoom sarnaselt liigilt on olemas. See teeb WES-ist hea meetodi adaptiivse
variatsiooni uurimiseks (Lorenzana et al., 2024). WES-i saab kasutada vihem uuritud liikidel,
kui mone selle liigi eksoom on juba sekveneeritud. See muudab todprotsessi lihtsamaks ja
odavamaks ka nende liikide puhul, mille kohta puuduvad laialdased eelteadmised. Sebrakala
on hésti uuritud mudelliik; tema genoomi on pdhjalikult uuritud. Sealt saadud genoomsed
andmeid saab kasutada abivahendina sarnastele véhe uuritud liikide eksoomi koostamisel
(Jackson et al., 2021). Tdisgenoomi sekveneerimisega vorreldes on WES kuluefektiivsem.
WES-il on kdrgem lugemite kordusarv, iile saja korra, Tdisgenoomi sekveneerimisel on see
alla 100 kuna seda meetodit on kallim 14bi viia (Xiao et al., 2021). Eksoomi on vdimalik
uurida ka iiherakulise proovi pohjal. Puhastatud eukariiootse DNA-ga to6tamisel on testi
sooritamiseks tarvis >1 ng DNA-d. WES testi ldbiviimiseks voib kasutada ka kehas
ringlevatest kasvajarakkudest saadud puhastatud DNA-d. Viikeste koguste kasutamisel oleks
kindlasti vaja proove amplifitseerida, et saada piisavalt geneetilist materjali edasiseks

analiiiisiks (Andreou ef al., 2024).

Taisgenoomi sekveneerimine (WGS)

Vihki pohjustavate genoomsete muutuste pohjalikuks uurimiseks saab kasutada tdisgenoomi
sekveneerimist (WGS). WGS aitab paremini mdista haigust esile kutsuvaid mutatsioone.
Meetodit kasutades saab vilja selgitada uurimata genoomsete piirkondade ja mutatsioonide
vahelisi seoseid. Kogu genoomi jarjestades on voimalik kindlaks teha mittekodeerivad
mutatsioonid, struktuurseid variandid, kaasa arvatud koopiate arvu muutused,
mitokondriaalseid mutatsioonid, patogeenide tuvastamine ning ka valke kodeerivaid
mutatsioone (Nakagawa ja Fujita, 2018). Suure ndudluse, arvutusressursside ja
salvestusruumi tottu on meetodi rakendamine olnud piiratud, eriti vdheste genoomsete
ressurssidega mittemudelliikide puhul (Fuentes-Pardo ja Ruzzante, 2017). WGS-i
kuluefektiivsus on aastate jooksul paranenud. Jérjestuse ja andmeanaliiiisi kulude vihenemine
koos haiguste varajase avastamise ja ennetamise potentsiaaliga muudab WGS-i vairtuslikuks
investeeringuks tervishoiusektoris. WGS-il on oluline roll onkoloogias, farmakogenoomikas
ja personaalmeditsiinis. See voimaldab onkoloogidel tuvastada vahipatsientidel spetsiifilisi
geneetilisi mutatsioone, voimaldades seelébi sihipéraste ravimeetodite valikut parimate
ravitulemuste saavutamiseks (Brlek et al., 2024). Terve genoomi jérjestamine on ndidanud

potentsiaali sebrakala mutatsioonide tuvastamise kiirendamisel (Bowen et al., 2012).
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Veebisaidid Annovar ja Ensembl sisaldavad paljusid erinevate liikide genoomseid jérjestusi.
Mutatsioonide uurimine ja neist arusaamine kalades aitab neid muutusi paremini mdista ka
inimestes. Kaladel pohinevad mudelid on osutunud eriti otstarbekaks nahavahi uurimisel
(Sarasamma et al., 2018). Uks moodus, kuidas saada rohkem informatsiooni vihiga seotud
geenide kohta, on sekveneerida terve genoom nii vihiga haigestunud loomal kui ka terve
looma genoom vordluseks. Kalade kasvajaid alla suruvad mehhanismid peaksid hdlmama
enamikku imetajate mehhanismidest, kuid sisaldama ka kaladele ainuomaseid, varem
avastamata mehhanisme (Baines et al., 2022). Ensemble'i andmebaaside andmeid kasutades
on voimalik luua vastavusi tuumorsupressor- ja onkogeenide omavaheliste seoste kohta.
Téieliku genoomi jarjestustega kalaliikide arv on veel viike ning seos geenikoopiate arvu ja
vihi vahel pohineb sageli inimestelt kogutud andmetel (Baines ef al., 2022). WGS-i genoteegi
valmistamiseks piisab 5 ng DNAst. Uuemad sekveneerimise genoteegi ettevalmistamise
komplektid nduavad véikestes koguses sisend-DNA-d (Bassaganyas ef al., 2018).
Suuremahulised WGS-projektid voivad iiksikute genotiitipide tdpseks midramiseks vajalikel
lugemissiigavustel olla iilemééra kallid, kuid kulutdhusama variandina saab alternatiivselt
kasutada madalama katvusega kogu genoomi sekveneerimist (IcWGS). Madalam kattuvus
vOib siiski olla piisav informatsiooni hankimiseks genoomsete analiiiiside jaoks (DeSaix et
al., 2024). LcWGS-i kasutatakse iiha enam looduskaitse programmides genoomi uurimiseks.
Meetodi eeliseks on see, et IcWGS suurendab kogu genoomi skaneerimisega informatiivsete
SNP-de tuvastamise toendosust. (Beemelmanns et al., 2025). Lisaks suudab IcWGS avastada

kasvajate geneetilisi muutuseid ilma eelnevate teadmisteta (Puranachot, 2024).

Uksiku nukleotiidi polimorfism ehk SNP

Genoomsel skaalal on iiksiku nukleotiidi poliimorfismid ehk SNP-d kasulikud vahendid
geneetilise lilessehituse uurimiseks. SNP analiiiis voimaldab tuvastada proovis spetsiifilisi
alleele. See meetod hiibridiseerib fragmenteeritud DNA, et tuvastada SNP positsioone (Rasal
et al., 2024). Tiiipilised SNP protokollid koosnevad kolmest komponendist. Esmalt
suurendatakse valitud DNA 16igu koopiate arvu. Selleks voib kasutada néiteks PCR-i. Teine
etapp on kindlate alleelide tuvastamine proovis. Alleelide eristamiseks kasutatakse DNA
poliimeraase ja DNA ligaase. Alleelide eristamise mehhanism méérab suuresti meetodi
tdpsuse ja spetsiifilisuse. Viimasena on vaja tuvastada hiibridiseeritud DNA. Selleks saab
kasutada erinevaid meetodeid. Massispektromeetria tuvastab ja identifitseerib

alleelispetsiifilised produktid molekulmassi jargi, DNA sekveneerimine aga eraldab tooted
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suuruse ja fluorestsentsmargiste jargi. Hiibridiseeritud DNA tuvastamiseks on vdimalik
kasutada ka selliseid meetodeid nagu fluorestsentsresonantsenergia iilekanne (FRET),
fluorestsentsi polarisatsioon (FP), luminestsents, neeldumine ja sulamistemperatuur (Chen ja
Sullivan, 2003). Ulegenoomsel SNP analiiiisil on suur potentsiaal looduslike populatsioonide
okoloogia ja sdilimise uuringutes, kuna see vdimaldab tuvastada genoomi variatsioone
(Seddon et al., 2005). Kaladest on genotiipiseerimis platvormidel saadaval néiteks siga
(Ictalurus punctatus) ja atlandi 16he (Salmo salar) (Rasal et al., 2017). SNPd annavad hea
iilevaate kalade genoomsetele mustritele, kalapopulatsiooni fiilogeneesile ja aitavad seostada
omavahel markereid ja tunnuseid (Rasal et al., 2017). Unikaalseid &ratuntavaid jérjestusi
leidub rohkesti enamikus uuritud genoomides ning genotiipiseerimise veamiirad on madalad.
Need omadused suurendavad testi 1dbilaskevdimet ning selle kasutamine on suhteliselt odav.
Lisaks on SNP genotiipiseerimine laborites kergesti standardiseeritav (Anderson ja Garza,

2006).

Vordlev genoomne hibridisatsioon

Vordlev genoomne hiibridisatsioon (CGH, Comparative genomic hybridization) td6tati vilja
molekulaarse tslitogeneetilise tehnikana, et kompenseerida tavapérase tsiitogeneetika ja FISH
analiiiisiga kaasnevaid kitsaskohti. See metoodika voimaldab vaadelda kogu genoomi korraga,
et tuvastada kromosomaalse materjali koopiaarvu muutusi. Traditsioonilise CGH
protseduuride korral mérgistatakse test- ja vordlus proovidest eraldatud genoomne DNA
vastavalt punase ja rohelise fluorestseeruva virvainega. Punaste ja roheliste fluorestseeruvate
signaalide suhteid paarisproovides mdodetakse mooda kromosoomi pikitelge. Testitava DNA
deletsiooni voi amplifikatsiooniga seotud kromosomaalsed piirkonnad on vastavalt punased
vOi rohelised, kuid kromosoomipiirkonnad, mis on testitavas ja vordlus-DNA-s vordselt
esindatud, on kollased (Inazawa et al., 2004). Test- ja vordlusrakkude signaalide erinevused
on ideaalis proportsioonis nende jirjestuste suhtelise koopiaarvuga. Normaalse
vordlusgenoomi korral intensiivsuse suhte suurenemine voi vihenemine néitab otseselt DNA
koopiate arvu varieerumist. Kui rakkudele lisada eristvaid mégiseid, on vdimalik samaaegselt

vorrelda ka rohkem kui kahte genoomi (Pinkel ja Albertson, 2005).
CGH oli esimene efektiivne meetod DNA koopiate arvu variatsiooni digitaliseerimiseks kogu

genoomis (Pinkel ja Albertson, 2005). Kasvajad on geneetiliselt ebastabiilsed ja neil vdib

esineda mitmeid tiilipi muutusi, milleks vdivad olla punktmutatsioonid, kromosoomide
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timberkorraldused ja epigeneetilised muutused nagu metiiiilimine. Selliseid korvalekalded
voivad avalduda tiksi voi koos ning need voivad muuta rakukomponente ja
ekspressioonitasemeid. Kdrvalekaldeid, mis olid olulised kasvaja tekkes selle arengu
varajases staadiumis, voivad pidevate muutuste korral kaduda v6i muutuda
ebafunktsionaalseks. CGH analiiiisil, kus analiiiisitakse korraga DNA-d paljudest erinevatest
proovidest, v3ib paljastada vahki tekitanud algsed mutatsioonid ning aidata mdista haiguse
tekke pohjust (Pinkel ja Albertson, 2005). Selektiivses keskkonnas, in vivo, voivad osad
kasvajate genoomid jddda suhteliselt stabiilseks (Pinkel ja Albertson, 2005). Testi
labiviimiseks sobivad mitmesugused vihirakud. Kasutatud on liimfoblastoidrakke, fibroblaste
ja blastomeere (Johnson et al., 2006). CGH meetod on vihem rakendatav katsetes
mittemudelorganismidega. Peamiselt seetottu, et mittemudelorganismide genoomid on sageli
jarjestamata. Sellest tulenevalt on sondide sihtmérkide jarjestused teadmata (Jonker et al.,
2014). CGH testi on vdimalik 14bi viia ka véikese algmaterjali kogustega, kasutades alla 1 pg
amplifitseerimata proove. Spectral Chip 2600 platvorm kasutab 1 pg DNA-d. Kdrge
eraldusvoimega testide labiviimine on aga mirkimisvéérselt kallim kui madala
eraldusvoimega platvormidega (Coe et al., 2007). CGH peamiseks eeliseks on selle voime
analiiiisida kogu genoomi samaaegselt ja objektiivselt. Traditsioonilise CGH praktilisus on
piiratud eraldusvdime tdttu 3—10 Mb. Eraldusvoime soltub sondide arvust proovis, mida
rohkem sonde, seda detailsem on lilevaade. Puudust saab véiltida kui kasutada
hiibridiseerimiseks tervet genoomi katvate DNA sihtmérkide

massiivi (CGH massiiv voi CGH maatriks) (Nagarajan et al., 2017). Massiiv CGH, vai ka
maatriks-CGH, oli algselt kasutatuses, et tuvastada koromosoomide segmentide muutusi.
Mikrokiibi tehnoloogia kaasamine meetodisse tostis CGH eraldusvoime 10 Mb-It kuni 75-130
kb-dini (Davies et al., 2005). Massiivi vordlev genoomne hiibridisatsioon (aCGH) on
molekulaarne analiilisimeetod, millega on voimalik kogu genoomi ulatuses tuvastada
kromosoomi segmentide koopiate arvu variatsioone. ACGH rakendamine on kliinilises
diagnostikas muutunud iiha levinumaks ning sellest on kujunemas standardne tooriist
geneetiliste kdrvalekallete avastamisel. Uha enam kasutatakse aCGH-d traditsiooniliste
tsiitogeneetiliste meetodite asemel, kuna aCGH pakkub oluliselt tdpsemat ja detailsemat
teavet genoomsete muutuste kohta (Shinawi ja Cheung, 2008). ACGH testiga on meditsiinis
voimalik tuvastada submikroskoopilisi kromosomaalseid korvalekaldeid. ACGH peamine
eelis on selle voime tuvastada, mis tahes kvantitatiivseid muutusi DNA-s. Soltuvalt sihtmérgi
suurusest ning sondide katvusest ja tihedusest on aCGH test 10—10 000 korda detailsem kui

tavaline kartiotiilip (Syrmou et al., 2013).
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Koopianumbrite arv (CNV)

DNA koopiate arvu variatsioonid ehk CN'V-d on geneetilise variatsiooni oluline komponent.
CNV-d on struktuursete variatsioonidega DNA piirkonnad, kus on kindlaks tehtud koopiate
arvu erinevusi kahe voi enama genoomi vahel. Kui duplitseerunud piirkonnad on suuremad
kui 1 kilobait (kb), vdivad need pdhjustada genoomse DNA pikkuse suurenemist voi kadu
(Shlien ja Malkin, 2009). CNV-d vdivad olla healoomulised poliimorfseid variandid vai olla
seotud haigusega, sealhulgas vihi eelsoodumusega. Haruldased mitte poliimorfsed CNV-d
ehk DNA kahjustused, mis pdhjustavad geenide deletsioone, inversioone ja/voi fusioone,
voivad suurendada viahiriski. Vahk voib olla pohjustatud erinevatest teguritest ning haigust
soodustavatest périlikest teguritest, nditeks kasvaja supressorgeenide kadumine (Kuiper et al.,
2010). Esimene CNV tuvastamise tehnika oli tsiitogeneetiline meetod, mis pohines
kromosoomide visuaalsel kontrollil. Niitid voimaldab molekulaarbioloogiliste meetodite,
sealhulgas DNA mikrokiipidel pohinevate meetodite ja massiivse paralleelse sekveneerimise
kasutuselevott analiiiisida CN'V-sid kogu genoomi ulatuses (Pos et al., 2021). Uuematel
molekulaarbioloogilistel meetoditel, nagu Southern blot hiibridisatsioonil ja sekveneerimisel,
on suurem eraldusvoime kui tsiitogeneetikal. Southern blot analiiiisi pohimote seiseb DNA
fragmenteerimisel restriktsiooniendonukleaasidega ja fragmentide eraldamiseks kasutatakse
geelelektroforeesi. Koopiate arvu muutused on ndhtavad hiibridisatsiooni intensiivsuse
erinevuste voi fragmentide muutunud litkuvuse tulemusel. Southern blotting on pikka aega
olnud standardmeetod deletsioonide ja amplifikatsioonide tuvastamiseks vahemikus 5-500
kb. Meetod on todmahukas ja aegandudev ning selleks on vaja suures koguses kvaliteetset
DNA-d (P6s et al., 2021). Nende pohjuste tottu on selle meetodi kasutamine piiratud
suuremahuliste kliiniliste laboritega (Tang et al., 2006).

RNA sekveneerimine

RNA sekveneerimine on iiha enam kasutust leidev meetod jargmise pdlvkonna sekveneerimis
tehnoloogiate tottu. RNA sekveneerimisega on vdoimalik uurida, kuidas keskkonnamuutused,
nagu soolsuse muutused, pH, vee temperatuuri kdikumine, stressorite olemasolu ja hapniku
kontsentratsioon vees, mdjutavad kudede geeniekspressiooni mustreid (Oomen ja Hutchings,
2017). RNA sekveneerimisega on voimalik méérata konkreetses keskkonnas ekspresseeritud
geene. Lisaks on RNA sekveneerimisega voimalik eristada nii kvantitatiivseid

diferentsiaalseid ekspressioonitasemeid kui ka kvalitatiivseid ehk jédrjestuse variatsioone.
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Nende vdimaluste tottu on uuringutes voimalik eristada transkriptsioonide hulga, alleelsete
variatsioonide ja alternatiivse splaissingu suhtelist panust fenotiilibi muutusesse.
Transkriptsiooni jarjestusi saab kasutada ka SNP-ide tuvastamiseks kodeeritavates
piirkondades nii de novo, kui ka vordlusgenoomi korral, kui on olemas piisav kattuvus
(Oomen ja Hutchings, 2017). Kui RNA sekveneerimine sooritatakse referentsgenoomiga, on
analiilisi lihtsam l&bi viia, aga see vOib piirata uute transkriptide avastamist. [lma
referentsgenoomita RNA-d sekveneerides tuleb esmalt ise luua transkriptoom de novo
koostamise teel. Molemal juhul saab hinnata geeniekspressiooni taset kuid metoodika ja
tdpsus varieeruvad (Conesa et al., 2016). Lisaks voib mRNA jérjestus paljastada olulist teavet
valkude struktuuride ja funktsioonide osas (Oomen ja Hutchings, 2017). RNA
sekveneerimine, eriti iihe raku RNA sekveneerimine vdib anda informatsiooni liksiku kasvaja
raku kohta. Selle abil on voimalik tuvastada erinevaid mutatsioone, mis pohjustasid kasvaja
tekke (Hong et al., 2020). RNA sekveneerimise kulud on aastate jooksul jarsult langenud
(Hou et al., 2015). Uks levinumaid RNA sekveneerimise kasutusvaldkondi on diferentsiaalse
geeniekspressiooni analiiiis. Erineva paritoluga kudesid voi litke saab sekveneerida ning
nendes ekspresseeritud geenid voivad paljastada nende rakkude funktsioone. Seelébi
holbustab diferentsiaalne geeniekspressiooni analiiilis potentsiaalsete vahi biomarkerite
tuvastamist. Lisaks saab RNA sekveneerimist koos immunohistokeemia ja Western blot
analiiiisiga kasutada, teatud valkude tuvastamiseks vihi biomarkeritena (Hong et al., 2020).
RNA sekveneerimisega on voimalik tuvastada nii varaseid mutatsioone kui ka korge
mutatsiooni riskiga jirjestusi (Hong et al., 2020). RNA sekveneerimine hdlmab kolme etappi:
genoteegi koostamine, sekveneerimine jargmise pdlvkonna platvormil ja bioinformaatiline
analiilis (Qian et al., 2014). RNA sekveneerimist saab suuremahulistes uuringutes kasutades
MARS-sekveneerimist (automaatne massiliselt paralleelne RNA sekveneerimisraamistik).
Selle tehnikaga on vdimalik analiiiisida tuhandeid in vivo rakku proove.
MARS-sekveneerimisel saab kasutada erinevaid organeid ja kudesid. Selle meetodiga saab
uurida iiksikute rakkude geeniekspressiooni. Seda testi on kasutatud uurimaks hiire pdrna, kus
4000 tiksikuraku RNA sekveneeriti, et tuvastada pornarakude ja duktaalse kartsinoomi

rakkude mitmekesisust (Ahmed et al., 2022).

SSH meetod

Supressiivne subtraktiivne hiibridisatsioon (SSH) on suure libilaskevdimega

geeniekspressiooni analiilisimeetod. See meetod ei eelda eelnevaid teadmisi uuritavate

27


http://et.al

geenide kohta. SSH on erinevalt ekspresseeritud jérjestuste selektiivse voimendamise meetod
(Mottaghi-Dastjerdi et al., 2014). SSH-meetodi eeliseks on viike kogus algmaterjali.
Meetodiga pole vaja fiiisiliselt eraldada iihe- ja kaheahelalisi molekule; see iihtlustab mRNA
jérjestuste kogused katses ning meetod sobib haruldaste transkriptide tuvastamiseks
(Mottaghi-Dastjerdi et al., 2014). Testi sooritamine voib alata PCR-ga amplifitseeritud
cDNA-dest. Seega sobib see eriti hésti bioloogilistesse uuringutesse, kus ekspresseeritakse
spetsiifilisi geene ja to0ks saadaval on viike kogus RNA-d (Bui, ef al., 2005). SSH on
kasutusel leidmaks erinevusi kahe DNA v6i RNA 16igu vahel. Sellega saab analiiiisida nii
cDNAdJ kui ka genoomset DNA-d, et luua genoteek. Metoodika td6tab pohimottel, kus esmalt
proov normaliseeritakse, see tdhendab, et DNA fragmentide arv vordsustatakse. Teises etapis
jaetakse korvale jarjestused, mis on identsed molemas proovis. Selle tulemusena jadvad alles
vaid haruldasemad ja spetsiifilisemad jérjestused. Selline tegevus muudab geneetilise
materjali analiiiisi tdhusamaks, eriti juhtudel, kus huvipakkuvad haruldased geenid voi

viiksemad erinevused (Rebrikov et al., 2004).

SSH-metood on rakendatav paljudele vordlevatele ja funktsionaalsetele geneetika uuringutele.
Sellega on voimalik tuvastada haigusi ning koe spetsiifiliselt ekspresseeritud geene.
(Lukyanov et al., 2007). SSH-meetodit on laialdaselt kasutatud erinevates loommudelites, et
tuvastada koe spetsiifilisi v0i erinevalt ekspresseeritud geene huvipakkuvate populatsioonide
vahel. Néiteks on SSH-meetodit kasutatud kuld- merikogre (Sparus aurata) mikrokiibi
koostamiseks, aidates sellega kaasa Vahemere korgelt hinnatud merekala genoomsete
ressursside sdilitamisele (Calduch-Giner et al., 2010). SSH on sobiv meetod erinevalt
ekspresseeritud geenide amplifitseerimiseks. Voimendatakse sihtjérjestusi, geene, mis on
teatud tingimustes rohkem voi vdhem aktiivsed ja surutakse alla mittesihtjirjestused, geene,
mille ekspressioon ei muutu, voi mida ei soovita uurida. Vaatamata jairgmise pdlvkonna
sekveneerimise meetodite olemasolule on SSH endiselt populaarne tehnika. Meetod paistab
silma suhteliselt madala hinna, vdikese 1dhtematerjali koguse ja valepositiivsete tulemuste
suhteliselt madala méira tottu. Kiill aga on SSH meetodi kasutamine raskendatud uuringutes,
kus on vaja testi 1dbi viia tuhandeid kordi, kuna meetod muutub kiirelt iisna toomahukaks ja

kulukaks (Bisaga et al., 2017).
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Epigeneetika ja DNA metulatsioon

Epigeneetilised muutused, kaasa arvatud muutused DNA-s, mis toimusid metiileerimise
kaudu, on iihed kasvajate algstaadiumi indikaatorid. Suureulatuslik DNA metiilatsioon ja
hiipometiileerimine mojutab negatiivselt ka rakkude 16pliku diferentseerumist (Granada et al.,
2018). See loob omakorda tingimused, mis voivad viia genoomi ebastabiilsuseni,
kromosoomide timberkorraldusteni ja transposoonide aktiveerimiseni. Sellised muutused
soodustavad mutatsioonide teket tuumorsupressor geenides, suurendades seelibi ka vihiriski
(Mirbahai et al., 2011). Keskkonnamuutujad, mis voivad pohjustada epigeneetilisi muutusi,
on koige sagedamini pH, hapnik, temperatuur, toit voi toitained ja raskmetallid. Viimased
parinevad sageli agrotddstuse, olme- ja kaevandusjidtmetest (Welengane ef al., 2025). Kogu
genoomi bisulfaat sekveneerimine (WGBS) on muutumas iiha laialdasemalt kasutatavaks
meetodiks epigeneetiliste muutuste tuvastamiseks. WGBS-1 rakendatakse uurimaks, kuidas
epigeneetilised protsessid toimivad erinevates organismides v0i arenguprotsessides ning
kuidas metiilatsioon mojutab véhki, neuroloogilisi haigusi v3i autoimmuunseid seisundeid.
DNA vesiniksulfiidi (BS) sekveneerimine on DNA metiiiilimise analiiiisi kuldstandard. Kuna
jargmise polvkonna sekveneerimise kulud pidevalt vihenevad, muutub WGBS metoodika iiha
kittesaadavamaks (Olova et al., 2018). Kuigi WGBS on suurte proovide arvuga katsete jaoks
liiga kallis meetod, saab madala katvusega WGBS tipselt kindlaks médrata globaalse
metiiiilimise ja kustutamise sama hinnaga kui kdrge joudlusega vedelikkromatograafia
(HPLC) vo1i ensiitimiga seotud immunosorbentanaliiiis (ELISA). Lisaks saab madala
katvusega WGBS-iga tootada védiksema arvu rakkudega (<100 rakku) (Ortega-Recalde et al.,
2021). Eksisteerib ka RRBS (reduced representation bisulfite sequencing) meetod. See
voimaldab sekveneerida vihendatud fraktsiooni genoomist, mis eeldatavasti on rikastatud
CpG-dega (Kamouh ef al., 2024). RRBSi1 on kasutatud kulutdhusa meetodina DNA
metiililimismustrite uurimiseks, peamiselt geenipromootorites ja CpG saartel. Meetodi
protokollid eeldavad tavaliselt iheksat PCR amplifikatsioonitsiiklit, et saada piisav kogus
DNAJ sekveneerimiseks. Vajaliku algmaterjali jaoks piisab 100 ng genoomsest DNA-st
(Nakabayashi et al., 2023).

Proteoomika

Funktsionaalse proteoomika eesmérk on tuvastada valkude roll rakuliste protsesside
labiviimisel molekulaarsel ja mehaanilisel tasandil (Mohanty ef al., 2019). Valgu

ekspressiooni tasandil ilmnevad kindlapiirilised muutused terve raku muutumisel
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neoplastiliseks rakuks. Need muutused hdlmavad muutunud valkude funktsiooni, erinevaid
valkude modifikatsioone, valkude tootmise muutustest kuni ebanormaalse avaldumis kohani.
Nende muutuste tuvastamine ja mdistmine on vdhi proteoomika algpunktiks. Selliste
muutunud biomarkerite tuvastamine on kasulik nii vdhi varajaseks avastamiseks kui ka ravi

midramiseks (Srinivas et al., 2001).

Western blotting (WB), tuntud kui immunoblotanaliiiis, on molekulaarbioloogia meetod, mida
kasutatakse valkude mitmete omaduste uurimiseks. WB idee seisneb valkude eraldamises
molekulmassi ja laengu alusel (Begum et al., 2022). WB arenes vilja DNA (Southern)
blotimisest ja RNA (Northern) blotimisest. WB t66tab 14bi valkude iilekande
naatriumdodetsiiiilsulfaadi poliiakriiiilamiidgeelilt adsorbeerivale membraanile. Meetod on
tohus paljude valkude tuvastamiseks ja iseloomustamiseks, eriti selliste valkude jaoks, mida
leidub proovis vihe (Kurien ja Scofield, 2006). Teatud koele omased vdi denatureeritud
valgud eraldatakse geelfroteesiga. Seejérel kantakse need iile valku siduvale membraanile,
kus sihtvalk tuvastatakse spetsiifilise antikeha abil. Sihtvalk tuvastatakse kolorimeetriliste,
fluorestsents- voi luminestsentsmeetodite abil. Antikehad on WB-s tihtsal kohal, tagades
meetodi tdpsuse, korratavuse ja spetsiifilisuse. WB levinuim rakendus viis on proovis olevate
valkude suuruse ja koguse tuvastamine, kuigi meetodit on voimalik kasutada ka muude
aspektide uurimiseks. WB on vdimalik diagnoosida autoimmuunhaigusi, vihki ja
prioonhaiguseid. WB peamine piirang on see, et kdik antikehad ei suuda tuvastada
denatureeritud ja immobiliseeritud antigeene, mis on esitatud immunoblotidel (Meftahi ef al.,
2021). WB ldbiviimiseks on tavaliselt vaja mirkimisvéérset kogust algmaterjali, ligikaudu
miljon rakku (Li ef al., 2023). Lisaks on meetodi ldbiviimine aegandudev ja raskesti korratav.
Siiski voiks WB automatiseerimine sédsta aega ja suurendada tundlikkust (Sormunen et al.,

2023).

Metaboloomika

Metaboloomika on uurimisvaldkond, mis keskendub kdigi rakkude, kudede, siisteemis voi
organismis leiduvatele metaboliitidele ehk ainevahetussaadustele, millel on lai valik
funktsioone. Metaboloomika voib anda teavet vihi arengu ja progresseerumise ajal toimuvate
muutuste kohta (Subramani et al., 2022). Vahi metaboloomi hulka kuuluvad ka metaboliidid,
mis on otseselt onkoloogiliste protsesside produktid, sealhulgas organismi reaktsioon

kasvajatele (Subramani et al., 2022). Metaboloomilised uuringud vodivad anda hea iilevaate
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loomade fiisioloogiast ning pakkuda uusi teadmisi organismi biokeemiast. Metaboloomilisi
teste on kasutatud imetajate 6kotoksikoloogias ja kalade tervise hindamiseks. Muutusi
metaboliitide profiilides on kasutatud ka laboratoorsetes katsetes kaladega, et uurida
pollumajandusreostuse mdju merekaladele (Long et al., 2020). Iga muutus geenis muudab
16puks organismi metaboolset profiili. Metaboliitide hulga muutusi saab kasutada
diagnostiliste markeritena, prognostiliste markeritena ja ka terapeutiliste sihtmérkidena vahi
ravis (Subramani, 2022). Metaboliitide kontsentratsioone on keeruline modta nende suure
keemilise mitmekesisuse tottu. Praktilised metaboolikas kasutatavad meetodid on MS ja
tuumamagnetresonants (NMR). NMR abil on vdimalik saada nii kvantitatiivset kui ka
struktuurset teavet mitmesugustest metaboliitidest. Uheks NMR-i kitsaskohaks vdib pidada
selle meetodi madalat tundlikkust, mis tdhendab, et testi tootamiseks on vaja korget
metaboliitide kontsentratsiooni. Lisaks v3ib raskendavaks asjaoluks pidada kompleksete
lahuste korral NMR-spektrite tdlgendamist ja nende spektrite seostamist spetsiifiliste
metaboliitidega. Bioloogilist paritolu vedelike ja koeproovide saab analiiiisida kdrge
eraldusvoimega NMR-i ja korglahutusega maagilise nurgaga poorleva NMR-iga
(HR-MAS-NMR) meetoditega, mis ei hivita proove ja voimaldavad sooritada
paralleelanaliiiise teiste meetoditega. Hiiperpolariseeritud NMR-iga on vdimalik jilgida
metaboliitide taset in vivo ning seda meetodit on kasutatud viahi kliinilisel diagnoosimisel
(Vermeersch ja Styczynski, 2013). Metaboloomsete uuringute sooritamiseks saab kasutada ka
teist tehnoloogiat - massispektromeetriat (MS). MS méérab massi ja laengu suhte (m/z).
Massispektromeetrist kogutud teave saadakse gaasifaasi ioonide analiiiisist.
Massispektromeetril on kolm pohikomponenti: ionisatsiooniallikas, massianaliisaator ja
detektor. Massianaliisaatoreid saab rakendada ka molekulide struktuurse teabe kogumiseks
(Glish ja Vachet, 2003). MS vdimaldab vahetult analiiiisida kdiki bioloogilisi molekule, mis
on vastuvotlikud ionisatsioonile. MS on rutiinselt kasutuses kliinilistes laborites peamiselt
toksikoloogiliseks testimiseks ja terapeutiliste ravimite seireks. Kliinilistes laborites
kasutatakse kvantitatiivseks analiitisiks kdige sagedamini kolmekordsed kvadrupoolsed
massispektromeetrid (TQMS) (Crutchfield et al., 2016).

MS-i saab kasutada, et identifitseerida eri péritolu molekule plasmast, uriinist ja siiljest. MS-1
iildine tdovoog on todmahukas ja nduab palju kisitsitood. Meetodiga toStamine eeldab
korgelt koolitatud tehnilisi tootajaid igapdevaste toimingute tegemiseks, korraparaseks

torkeotsinguks, analiiliside arendamiseks ja kinnitamiseks (Zhang ja Rockwood 2015).
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Jareldused

Vihkkasvajate tekkepohjused kaladel on mitmetahulised. Mutageenid iseenesest ei tekita
otseselt véihki, vaid need pohjustavad DNA kahjustusi, mis vdivad vallandada kasvajalise
protsessi. Kaladel ja metsikutel loomadel tuvastatud korgenenud kasvajate esinemissagedus
vOib olla oluline mirk keskkonnasaastatusest voi muust keskkonnastressist. Molekulaarsed
meetodid voimaldavad varakult avastada rakkudes véhiriskiga seotud muutusi, mis viitavad
suurenenud véhitekke tdendosusele. Kuna erinevad molekulaarsed meetodid keskenduvad
erinevate rakuliste aspektide uurimisele, siis mitmete meetodite kombineerimisel need
tdiendavad tiksteist. T60s kisitletud meetodid, olgu need seotud genoomi, geeniekspressiooni,
DNA kahjustuste voi metiilatsiooniga, voimaldavad vaadelda vihiga seotud protsesse eri
nurkade alt. Paljud neist meetoditest voivad olla kasulikud metsikute kalapopulatsioonide
seirel, kuna haiguse pdhjuseid tuleb otsida komplekssest ja muutlikust keskkonnast.
Molekulaarsetest meetoditest, millega saab uurida geneetilist materjali ja genoomi struktuuri,
voiks 6koloogias sobivaimaks pidada SNP-analiiiisi, kuna selle 1abiviimine on vordlemisi
odav ja lihtne (Pruvost et al., 2012). Meetodi kasutamine on aga piiratud teadaolevate
jérjestustega. PCR-test sobib kontrollima teatud kindlaid jérjestusi. PCR- ja SNP-testid on
laialdaselt kasutusel 6koloogilistes ja evolutsioonibioloogilistes uuringutes (Natesh et al.,
2019). CGH- ja FISH-testid leiavad rohkem kasutust pigem meditsiinidiagnostikas (Wan ja
Ma, 2012). WGS pakub koige laiaulatuslikumat informatsiooni. Southern blot on tdomahukas
ja aegandudev meetod, mistdttu on see kasutusel peamiselt kliinilistes laborites (Podzorski
et al., 2006).

Kaudselt on genoomis toimunud muutusi vdimalik hinnata ka transkriptoomiliste

vOi epigeneetiliste muutuste kvantifitseerimise kaudu. Nii RNA sekveneerimisega kui ka SSH
meetodiga on vdimalik uvurida, millised geenid on rakkudes aktiivsed. Seejuures ei soltu
nende meetodite 1dbiviimine varasema genoomse informatsiooni kéttesaadavusest. Samas
vajavad molemad suurt sekveneerimisvoimekust. Lisaks genoomse informatsiooni muutusele
saab kalade vihi uurimiseks kasutada ka meetodeid, mis hindavad DNA kahjustusi nagu
komeet ja komeet-FISH ja UDS. Kuigi need testid ei vaja referentsgenoomi, vajavad need
siiski elusaid rakke ning nende ldbiviimine on tihtipeale aeglane ja tdomahukas.
Komeet-FISH ja UDS ei ole praktilised sadade voi tuhandete proovide analiiiisiks, seetdttu
sobivad need testid pigem vdiksema mahuga uuringutesse. Komeedi testil saab sooritada sadu

katseid pdevas, mis teeb selle paremaks DNA kahjustuste hindamise meetodiks rohkete
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proovi koguste korral. Metiilatsioonimustrite analiiiisiks sobib odavama hinna tdttu paremini
RRBS kui WGBS. Metaboliitide tuvastamiseks ja kvantifitseerimiseks on voimalik kasutada
nii NMR-i kui ka MS-i. NMR on mittedestruktiivne ja sellega on véimalik sooritada
struktuurset ja kvantitatiivset metaboliitide analiitisi. Kiill aga on NMR meetodi tundlikus
piiratud ning spektrite tdlgendamine voib olla keeruline. MS on tundlikum ja sellel meetodil
on laiem analiiiitiline ulatust. Samas on MS-analiiiisi teostamine tehniliselt keeruline ja
igasuguste metaboloomimustrite sidumine véhitekke tdoendosusega eeldab keeruliste
statistiliste ja bioinformaatiliste meetodite rakendamist ning ranget valideerimisprotokolli

(Kumar ja Misra, 2019)

Kokkuvote

Vihk on rakkude kontrollimatu jagunemine. Vidhkkasvajad vdivad areneda erinevatest
kudedest mitmesuguste mutatsioonide tulemusel. Geneetilised korvalekalded, mis voivad
haigust esile kutsuda, voivad tekkida erinevatel pohjustel. Neoplasia esineb lisaks inimestele
ka loomadel. Ka kaladel arenevad mutatsioonide tulemusel viahkkasvajad, mis takistavad
nende normaalset elukdiku ning voivad osutuda hukatuslikuks. Kalade sagedaseimad
mutageenid on erinevad saasteained, DNA oksiidatiivne stress, raskemetallid, orgaanilised
saasteained ja pestitsiidid. Mutageenid ei tekita vihki, kuid neil on potentsiaal kahjustada

DNA-d ja seelédbi suurendada véhi véljakujunemise tdeniosust.

Molekulaarsete meetodite abil on voimalik tuvastada korvalekaldeid rakkudes, mis
suurendavad véhiriski. Erinevate molekulaarsete meetoditega saab uurida erinevaid rakulisi ja
molekulaarseid aspekte. Vahki uurivates teadustéddes on genoomipdhised 1dhenemisviisid
olulised, kuna need aitavad leida konkreetseid muutusi DNA jirjestustes, mutatsioone voi
koopiaarvude muutusi, mis koik vdivad olla haiguse vallandumise pohjuseks. Neid erisusi
tuvastades voib leida vastused kiisimustele, kuidas ja miks védhk tekib. Genoomi jarjestustel
pohinevad meetodid on WGS, WES, SNP, PCR, CGH, Southern blot ja FISH testid.
SNP-analiiiis ja PCR on {isna lihtsad soortatavad ja soodsad ning seetdttu sobivad need hésti
suuremateks 6koloogilisteks uuringuteks. WGS ja WES pakuvad kdige pohjalikumat
iilevaadet DNA-st, kuid need testid nduavad labiviimiseks rohkelt ressursse ja eelteadmisi
DNA jérjestusest. Southern blot ja FISH on kiill informatiivsed, kuid aegandudvad ja

keerukad, mistdttu neid kasutatakse pigem spetsiifilistes laboritingimustes.
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Lisaks genoomile on voimalik analiilisida ka geeniekspressiooni. Nii RNA sekveneerimine
kui ka SSH-abil on vdimalik uurida, millised geenid on rakkudes aktiivsed ja kui tugevalt
neid ekspresseeritakse. RNA sekveneerimine annab pohjaliku ja kvantitatiivse iilevaate raku
transkriptoomist. SSH toimib pigem sdelumismeetodina, keskendudes ainult nende geenide
leidmisele, mis on kahes proovis erinevalt ekspresseeritud. Meetodid ei eelda
referentsgenoomi ja seetdttu sobivad need hésti ka mittemudelorganismide uurimiseks.
Proteoomika seevastu annab veel tipsemat teavet selle kohta, millised valke toodetakse ja kui
palju neid leidub. WB on tépne ja suunatud meetod, mille abil saab kindlaks méérata, kas
teatud konkreetne valk esineb proovis ning kui seda on siis palju. WB kasutab antikehi ja

sobib histi viiksemamahulisteks analiitisideks.

Lisaks geneetilistele muutustele voivad DNA kahjustused méngida olulist rolli vdhkkasvajate
arengus, ohustades genoomi stabiilsust. DNA kahjustuste uurimiseks saab kasutada mitmeid
molekulaarseid meetodeid, nagu komeet test ja komeet-FISH. UDS testis uuritakse raku
aktiivset voimet parandada kahjustusi. 32P jarelmérgistamise testis, kui palju leidub DNA-s
modifitseeritud nukleotiide. Need meetodid ei otsi otseselt DNA jirjestusi ega mutatsioone,
vaid keskenduvad DNA kahjustuste olulisusele. Need meetodite ldbiviimine sageli

aegandudev ja toomahukas protsess.

Metabloomika voimaldab mdista kuidas organismi biokeemia reageerib erinevatele
muutustele. Metabloomikat saab kasutada véahi puhul, kuna kasvajate tekkega kaasnevad
muutused raku ainevahetuses. Niit NMR kui ka MS on otstarbekad todriistad metaboliitide
modtmiseks. Molemad meetodid vajavad spetsiifilisi tingimusi ja teadmisi nende edukaks
sooritamiseks. Meetodid on tehniliselt keerukad, kuid nende potentsiaal haiguse varajaseks

avastamiseks ja raviks on suur.

Kdik iilaltoodud meetodid aitavad paremini aru saada, millised tegurid vdivad vahki
pOhjustada. Seda teades on vdimalik véihki paremini avastada ja ravida. Sobiva meetodi valik
soltub alati sellest, millist organismi uuritakse ja mis on uurimist66 eesmark. Siiski kui votta
arvesse meetodite praktilisust, kuluefektiivsust ja vajamineva proovi hulka voiks
suuremahulistesse 6koloogislistesse uuringutesse kdige paremini sobida PCR pdhine

SNP-analiiis.
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Summary

Molecular methods for assessing the probability of cancer development and cancer
prevalence in fish populations in polluted and clean environments.

Laura Atspol

Cancer is a complex disease of uncontrollably proliferating cells; it can result from a variety
of causes such as DNA mutations or DNA damage. While mutagens themselves do not
directly cause cancer, they can increase its likelihood. Environmental pollutants, oxidative
stress, heavy metals, organic contaminants, and pesticides have been found to be carcinogenic

to living organisms in aquatic environments.

Molecular methods are useful tools for early detection of cellular changes that signal an
increased cancer risk. Different molecular methods detect different cellular functions ranging
from DNA sequence alterations to changes in gene expression and epigenetic regulation.
Combining methods could be optimal for understanding cancer. Monitoring cancer in feral
fishes could be complicated, especially because cancer in wild fishes is often brought on by a

variety of environmental factors.

The molecular methods that are used for determining genetic code, SNP analysis could be
considered a practical choice for large scale studies due to its cost effectiveness and simple
procedures. However, the use of this test is limited to known sequences. The PCR method is
also well-suited for targeted gene validation. This test has been widely used in ecological and
environmental studies. Methods such as CGH and FISH are more commonly applied in
medical diagnostics because of their complexity and large amount of resources needed to
perform the tests. Whole-genome sequencing (WGS) and Whole-exome sequencing (WES) is
capable of providing the most extensive data on DNA. But it also needs the most resources to

perform and it only works with a known reference.

Using gene expression analysis like RNA sequencing and suppression subtractive
hybridization (SSH) makes it possible to detect active genes and assess the differences in their
expression levels. RNA sequencing and SSH methods do not require a reference genome,
which makes these methods suitable for studying non-model organisms. Studying proteomic
aspects can provide further insights into the functional state of cells. Western blotting (WB) is

suitable for small-scale analysis of specific proteins in samples.
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Changes in gene expression can also be affected by epigenetic modifications, such as DNA
methylation. Reduced Representation Bisulfite Sequencing (RRBS) could be considered a
cost-effective method for determining DNA methylation in CpG-rich regions. On account of
these points the RRBS method is better suited for large-scale research. Whole-Genome
Bisulfite Sequencing (WGBS) gives a more complete view of the genome, but it is more

expensive and technically challenging to perform.

In addition to sequence and expression changes, it is possible to measure DNA damage.
Methods that can assess this are the comet assay, Comet-FISH. UDS test focuses on cells
ability to repair DNA. 32P-postlabeling test assesses how many modified nucleotides DNA
sample has. These approaches do not require prior knowledge of the DNA sequence but they
are and are generally quite labor-intensive. Comet assay, Comet-FISH and UDS tests also
depend on live cells. These reasons limit the usage of those tests in large-scale studies or in

field studies.

Metabolomics enables understanding of how an organism biochemically responds to various
changes Metabolomics can be applied to cancer research, as tumor development is
accompanied by alterations in cellular metabolism.. Studying these changes could be useful in
early detection of the disease. Nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectrometry
(MS) could be used to study metabolomics. NMR can offer structural information while being
non-destructive to the sample, however it lacks sensitivity. MS offers high precision and

resolution but it requires more complex sample preparation.

Overall, these molecular methods could improve scientific understanding of the reasons
behind cancer. Choosing the most appropriate method depends on the organism under study,
the nature of data required and the amount of available resources. When applied, these
methods could detect the early beginnings of cancer. However, when considering factors such
as practicality, cost-effectiveness, and sample throughput, PCR-based single nucleotide
polymorphism (SNP) analysis emerges as particularly suitable for large-scale ecological

investigations.
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