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Bakteerien ja bakteriofagien eli faagien vélilld vallitsee evolutiivinen kilpavarustelu. Faageja
vastaan bakteereille on kehittynyt lukuisia erilaisia puolustusjérjestelmid. Useat jarjestelmit
sallivat faagien padsyn bakteerin sisdén, jossa ne tunnistetaan tunkeilijoiksi.
Puolustusjirjestelmét tuhoavat faagit bakteerisolussa esimerkiksi katkaisemalla niiden
DNA:n. BREX-puolustusjérjestelmai erottelee tunkeutuvan faagin bakteerista metyloituneiden
emésten avulla. BREX:n metyylitransferaasi liittda isdntdbakteerin genomin spesifisiin
emdksiin metyyliryhmié. Faageilla ei ole kyseisid metyylimerkkeja vastaavissa DNA-
jaksoissaan. Kun faagi tunkeutuu bakteeriin, BREX-jirjestelmé tunnistaa metyloimattomat
tunnistusjaksot ja restriktoi faagin DNA:n toistaiseksi tuntemattomalla mekanismilla. Eri
BREX-tyypit jaotellaan geenikoostumuksen ja toimintojen mukaan kuuteen eri luokkaan.

Yleisin on tyypin 1 BREX, joka siséltda kuusi geenia.

Faageille on vastaavasti kehittynyt keinoja, joilla ne pystyvét ohittamaan bakteerien
puolustusjarjestelmét. Faagien koodaama Ocr-proteiini on tyypillinen useiden bakteerien
puolustusjarjestelmien, kuten BREX:n, inhiboija. Muita anti-BREX-proteiineja ovat OrbA ja
SAMaasi, jotka ovat erikoistuneet BREX-jarjestelmén inhibointiin. Anti-BREX-proteiinit
toimivat joko inhiboimalla BREX-komponentteja tai BREX-puolustuksessa vilttaméttomia

kofaktoreita.
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1 JOHDANTO

Lois-iséntd-suhde on yksi tunnetuimmista elididen vilisistd vuorovaikutussuhteista.
Esimerkiksi loispistidinen munii munansa eldvén perhosentoukan sisdén ja kayttad isantdnsa
kudoksia ravintona toukilleen, kunnes isidntitoukka lopulta kuolee. My6s mikroskooppisen
pienilld yksisoluisilla elidilld, kuten bakteereilla, havaitaan samankaltaisia
vuorovaikutussuhteita. Prokaryooteille uhkaavia tekijoitd voivat olla esimerkiksi toiset
bakteerit, virukset tai jopa thminen. Tdssé tutkielmassa keskitytdén viruksiin, jotka infektoivat

bakteereita — eli bakteriofageihin, seka niitd vastaan kehittyneisiin puolustusmekanismeihin.

Bakteriofagit eli faagit eivit nykykasityksen mukaan kuulu eli6ihin, sillé niillé ei ole
solurakennetta, eivitkd ne pysty lisddntyméén itsendisesti ilman isdntdsolua. Siten niille on
evoluution mydtd kehittynyt lukuisia keinoja, joilla ne pystyvét valjastamaan bakteerisolun
tuottamaan omia viruspartikkeleitaan. Bakteerit puolestaan vastaavat tdhin alituiseen uhkaan
toinen toistaan kekselidimmilld puolustusmekanismeilla, joihin faagien tdytyy taas kehittda
uusia ohitusmekanismeja. Faagien ja niiden iséntdsolujen vélilld vallitseekin paattyméaton
evolutiivinen kilpavarustelu. Kun toiselle osapuolelle kehittyy uusi puolustuskeino, toisen on
sopeuduttava siihen kehittimalld vastamekanismeja. Tdmé vuorovaikutteinen

sopeutumisprosessi johtaa molempien osapuolten yhteiseen evoluutioon eli koevoluutioon.

Bakteereille on kehittynyt erilaisia keinoja torjua bakteriofageja. Osa puolustusmekanismeista
estdd kokonaan faagien tunkeutumisen solun sisédn, kun taas toiset estavét niiden
lisddntymisen isidntésolun sisdlld. Keinoja torjua virusten lisddntyminen ovat muun muassa
niiden replikaation hédiritseminen, virusproteiinien synteesin estiminen ja erilaiset viruksen
perimén katkaisuun perustuvat jarjestelmait. Sekd virusten ettd bakteerien periméa koostuu
nukleiinihaposta. Tdmén vuoksi keskeinen haaste bakteereilla onkin erottaa viruksen
nukleiinihappo omastaan. Ratkaisuna ongelmaan bakteereille on kehittynyt
puolustusjirjestelmid, jotka erottavat tunkeilijan sen DN A-sekvenssin — tai sithen tehtyjen
modifikaatioiden — perusteella. Tutkielmassani keskityn mekanismeihin, jotka erottelevat

tunkeilijan DNA:n isdnnéstd metyloituneiden emésten avulla.



2 DNA-METYLAATIO

DNA-metylaatio tarkoittaa metyyliryhméan (-CH3) liittdmistd DNA-emékseen. Eukaryooteilla
DNA-metylaatio tarkoittaa sytosiinin viidennen hiilen (C5) metylaatiota. Prokaryooteilla C5-
metylaation lisdksi tunnetaan my0s sytosiinin neljannen aseman typen (4N) sekd adeniinin
kuudennen aseman typen (6N) metylaatiot. Metyyliryhmaén liittdmistd emékseen katalysoi
DNA-metyylitransferaasi, joka kayttda padosin S-adenosyyli-L-metioniinia (SAM, AdoMet)
kofaktorinaan. SAM luovuttaa reaktiossa metyyliryhménséd emékselle ja vapautuu S-
adenosyyli L-homokysteiinind (AdoHcy). DNA-metylaation tirkeydesté kertoo se, ettd SAM
on toiseksi yleisin kofaktori soluissa heti adenosiinitrifosfaatin (ATP) jélkeen (Perlinska ym.,
2020). DNA-metylaatiosta tekee erityisen tirkeén se, ettd se tuottaa DNA-juosteeseen
lisdinformaatiota, jota ei pystytd tarjoamaan itse DNA-sekvenssissd. Metylaatio on
merkittdvissd osassa muun muassa geenien sddtelyssd, genomisessa leimautumisessa ja —

etenkin prokaryooteilla — genomin eheyden puolustamisessa viruksia vastaan.

2.1 Metyylitransferaasit

DNA-metyylitransferaasit ovat joukko entsyymejé, jotka katalysoivat metyyliryhmén
siirtdimisen SAM:sta DNA:n emédkseen. Metyylitransferaasit voidaan karkeasti jaotella
kahteen eri kategoriaan: eksosyklisiin aminometyylitransferaaseihin ja endosyklisiin
hiilimetyylitransferaasethin. Aminometyylitransferaasit vastaavat typpiatomien metylaatiosta,
kun taas hiilimetyylitransferaasit metyloivat eméksen viidennen aseman hiilen.
Metyylitransferaasit voidaan myds jaotella niiden toiminnan mukaan eri luokkiin. Toiset
tunnistavat vain hemimetyloitunutta DNA:ta ylldpitden genomin metyloitumisastetta
replikaation jdlkeen. Toiset puolestaan tunnistavat taysin metyloimattomia sekvenssejd ja
tekevit de novo -metylaatioita. Téllaiset de novo -entsyymit voivat metyloida joko yhden tai
kummatkin komplementaarisista DNA-juosteista. Suurin osa bakteerien
metyylitransferaaseista kuitenkin pystyy metyloimaan sekd hemimetyloitunutta etta ei-

metyloitua DNA:ta. (Sankpal & Rao, 2002.)



Ennen itse metyyliryhmin siirtoreaktiota entsyymin pitdé tunnistaa spesifinen DNA-jakso
sekd sitoutua siithen ja SAM-molekyyliin. Vaikka metyylitransferaaseja on erilaisia, niiden
DNA:ta tunnistavissa ja sitovissa rakenteissa (engl. motif) on yhteisié piirteitd. Reaktion
olennaisimmat entsyymialueet ovat tdysin konservoituneita kaikissa metyylitransferaaseissa.
Esimerkiksi entsyymin aktiivisen keskuksen kysteiini on hyvin konservoitunut, silld se on
valttimaton metyylinsiirtoreaktion katalysoinnissa. Etenkin C5-sytosiinimetyylitransferaasit
ovat rakenteeltaan, toiminnaltaan ja sekvenssispesifisyydeltddan hyvin samankaltaisia.

(Sankpal & Rao, 2002.)

Metyylitransferaasit ovat globulaarisia proteiineja, jotka koostuvat kahdesta alayksikosta:
suuremmasta ja pienemmastd. Suuremmassa on kofaktori SAM:n tunnistava rakenne seké
metylaatioreaktiosta vastaava katalyyttinen keskus. Pienempi alayksikko koostuu padosin
alueesta, joka tunnistaa spesifisen DNA-sekvenssin — yleisimmin palindromisen sekvenssin.
Alayksikoiden véliin jadvéaan rakoon puolestaan sitoutuu metyloitava DNA-jakso. DNA
sitoutuu rakoon siten, ettid sen suurempi uurre (engl. major groove) on kohti entsyymin
pienempéd tunnistusalayksikkod ja pienempi uurre (engl. minor groove) kohti suurempaa

katalyysidomeenia.

M.Hhal on yksi tutkituimmista metyylitransferaaseista. Se on Haemophilus haemolyticus —
bakteerin R-M-puolustusjérjestelméén (engl. restriction modification) liittyvé entsyymi, joka
metyloi sytosiinin viidennen aseman hiilen. Se tunnistaa kaksijuosteisessa DNA:ssa jakson
5’-GCGC-3’ ja metyloi kummastakin juosteesta sisimmadisen sytosiinin. Cheng ym. (1993)
onnistuivat selvittdmaddn ensimmaéiisen metyylitransferaasikompleksin rakenteen, kun he
kiteyttivit M.Hhal-SAM-kompleksin. Sen avulla selvitettiin hiilimetyylitransferaasien
konservoitunut ydinrakenne, joka sisdltdd kaikki yleiset motiivit, jotka ovat vastuussa SAM:n
sitoutumisesta ja metyylitransferaasin toiminnoista. Esimerkkini erddsti toisesta
hiilimetyylitransferaasista on M.Haelll, joka tunnistaa sekvenssin 5’-GGCC-3" metyloiden
sen sisimmadisen sytosiinin (Sankpal & Rao, 2002). M.Haelll on rakenteeltaan hyvin
samankaltainen kuin M.Hhal-entsyymi, ja ne siséltévit useita konservoituneita

tunnistuskohtia.



2.2 Metyylinsiirtoreaktio

Metylaatioreaktio voidaan karkeasti jakaa kolmeen eri vaiheeseen: metyylitransferaasin
kiinnittyminen substraatteihinsa, itse metyyliryhmain siirtoreaktio ja tuotteiden vapauttaminen.
Kiinnittymisvaiheessa metyylitransferaasi sitoutuu sekd SAM:iin ettd DNA:han. Gromovan ja
Khoroshaevin (2003) katsausartikkelin mukaan se kiinnittyy aluksi epaspesifiseen DNA-
sekvenssiin ja vasta sen jilkeen etsii oman tunnistussekvenssinsid. Heiddn mukaansa
metyylitransferaasi liukuu pitkin DNA:ta, kunnes se 16ytdd oman kohdekvenssinsa.
Loydettyddn kohdesekvenssinsd metyylitransferaasi muodostaa yhdessé DNA:n ja SAM:n
kanssa kompleksin, jossa metyyliryhmén siirtoreaktio voi tapahtua. Sekd SAM ettd AdoHcy
vuorovaikuttavat paljon voimakkaammin entsyymi-DNA-kompleksin kanssa kuin entsyymin
ja metyloituneen DNA:n muodostaman kompleksin kanssa. Tdméan vuoksi SAM sitoutuu
kompleksiin vasta sen jdlkeen, kun entsyymi on ensin kiinnittynyt DNA:han. (Wu & Santi,

1987.)

Sytosiinin viides hiili on normaalisti inertti atomi eli se ei reagoi muiden kemiallisten ryhmien
kanssa. Tdémén vuoksi ennen sen reaktiota, siitd tdytyy tehdd reaktiivisempi. Wu ja Santi
(1987) esittiviat M.Hhal metyylitransferaasin katalysoiman reaktion, joka on jakautunut
kahteen osareaktioon. Ensimmaéisessa vaiheessa C5 aktivoidaan, ja toisessa vaiheessa sithen
liitetddn metyyliryhma. Sytosiinin viidennen hiilen aktivaatio tapahtuu nukleofiilisella
hyokkéyksella siten, ettd entsyymin aktiivisen keskuksen kysteiinitdhteen tioliryhmé (-SH)
hyokkaa sytosiinin kuudenteen hiileen. Vilituotteena syntyy kompleksi, jossa entsyymi on
tioeetterisidoksella kiinni sytosiinin kuudennessa hiilessd muodostaen resonanssin
stabiloiman karbanionin. Toisessa vaiheessa aktivoitu korkeaenerginen C5 hyokkada SAM:n
metyyliryhméén, mink4 seurauksena metyyliryhma liittyy sytosiinin C5-asemaan. Tamén
jalkeen entsyymi irtoaa sytosiinista. Tuotteina reaktiosta vapautuvat ensin AdoHcy ja sen

jilkeen DNA-juoste, jossa on uusi metyloitu sytosiini. (Wu & Santi, 1987.)

Metyylinsiirtoreaktio vaatii, ettd kohde-emés sytosiinin tiytyy olla vapaana. Normaalisti
sytosiini lokalisoituu kaksijuosteisessa DNA:ssa juosteiden viliin, jolloin steerisyys estdé
metyylitransferaasin tioliryhmén nukleofiilisen hyokkayksen. Klimasauskas ym. (1994)
esittivat, ettd M.Hhal-metyylitransferaasi pystyy kuitenkin kdéntdméén (engl. flip)
kohdesytosiininsa DNA-juosteiden viélistd ulos aktiiviseen keskukseensa siten, etti

nukleofiilinen hyokkéys pystyy tapahtumaan. Heidén tutkimuksensa mukaan nukleotidin



kddntdminen DNA-juosteiden vilistd osoittamaan pédinvastaiseen suuntaan luo
vadntdmomenttia ja huomattavia rakenneviéristymié juosteeseen — erityisesti viereisiin
fosfaatteihin, jotka vadnnon vaikutuksesta liikkuvat pois tavallisilta paikoiltaan. Ndma
muutokset kasvattavat eri juosteiden fosfaattiryhmien vélimatkaa toisistaan siten, ettd
kohdesytosiini pystyy kdintyméain DNA:n pienemmén uurteen ldpi ilman kovalenttisten
sidosten katkaisemista. Kun aktiivinen entsyymi-substraatti-kompleksi muodostuu, sytosiini
siis kddnnetddn poispdin emésparistaan eli guaniinista. Taten my0s vetysidokset
kohdesytosiinin ja sen vastinpari guaniinin vélilld katkeavat. Kdannettyé sytosiinia kuitenkin
stabiloidaan vetysidoksilla, jotka muodostuvat sytosiinin ja metyylitransferaasin
aminohappojen Glu-119, Arg-165 ja Phe-79 vilille sekd kovalenttisella sidoksella, jonka
kohdesytosiini muodostaa entsyymin Cys-81 kanssa. My0s hetkellisesti pariton guaniiniemis
muodostaa kolme vetysidosta metyylitransferaasin Gln-237 kanssa, joka korvaa reaktion

aikana sytosiinin paikan. (Klimasauskas ym., 1994.)

3 BAKTEERIEN PUOLUSTUSJARJESTELMAT

Bakteerien ja niiden virusten eli bakteriofagien (faagien) vélilld vallitsee alituinen
kilpavarustelu. Miljardien vuosien koevoluutio on johtanut virusten ja niiden iséntédbakteerien
lukuisten eri hyokkays- ja puolustusstrategioiden kehittymiseen. Kun toiselle kehittyy uusi
mekanismi, toisen pitdd pystyd vastaamaan siithen. Néin ollen bakteereille on kehittynyt
lukuisia erilaisia keinoja torjua bakteriofageja, esimerkiksi estdmélld niiden tunkeutuminen tai
hairitsemaélld niiden lisdédntymistd. Samalla faageille on kehittynyt vastakeinoja kiertda niita
bakteerien puolustusjirjestelmii. Faageilla ei ole omaa aineenvaihduntaa, eivitka ne pysty
lisadntymadin itsendisesti, vaan ne hyddyntévit iséntdnsé proteiinisynteesikoneistoa uusien
faagipartikkeleiden tuottamiseen. Sen vuoksi bakteerien haasteena onkin estda

faagipartikkelien syntetisointi ilman, ettd niiden oma proteiinisynteesi hdiriintyy

Bakteerien genomista jopa 10 % voi koostua geeneisti, jotka liittyvit jollain tavalla
faagipuolustukseen (Koonin ym., 2017). Toiminnaltaan kytkeytyneet faagiresistenssiin
liittyvét geenit ovat jdrjestaytyneet yleensd puolustussaarekkeiksi (engl. defense islands)
bakteeri- ja arkeonigenomeihin (Makarova ym., 2011). Puolustussaarekkeiden geenit ovat
klusteroituneet eli ovat lokuksiltaan ldhelld toisiaan. Yhdessd genomissa voi olla useita

puolustussaarekkeita, miké tarkoittaa sitd, ettd useampi puolustusjérjestelma voi toimia



samanaikaisesti. Bakteereiden yksinkertaisin keino puolustautua on estdd faagia tunnistamasta
niitd — esimerkiksi vaihtelemalla omia pintaproteiinejaan. Useat puolustusjdrjestelmat
kuitenkin sallivat faagien tunkeutumisen ja tunnistavat ne tunkeilijoiksi vasta niiden
emdsjérjestyksen perusteella. Bakteereille haasteen luo se, ettd niiden tdytyy erottaa vieras

DNA jollain keinolla omastaan, jotta ne eivét tuhoa itsednsé.

Bakteerien puolustusstrategiat voidaankin jakaa karkeasti kahteen kategoriaan: synnynnéiseen
ja adaptiiviseen (A. B. Isaev ym., 2021). Esimerkiksi CRISPR-Cas-jarjestelma on
adaptiivinen, silld se tallettaa isdnndn genomiin aikaisemmista tunkeilijoista DNA-
fragmentteja, joiden avulla seuraavat samanlaiset faagit saadaan tuhottua. Puolestaan Abi-
mekanismi (engl. abortive infection) on esimerkki synnynniisestd jirjestelmaésti. Siind faagi-
infektio saa aikaan bakteerisolun ohjelmoidun kuoleman ennen kuin faagi ehtii lisddntya
(Lopatina ym., 2020). Téssd kandidaatintutkielmassani keskityn ainoastaan synnynnisiin
puolustusjérjestelmiin ja niistd tarkemmin sellaisiin, joissa erot isdnnén ja faagi-DNA:n vililla

perustuvat metylaatioon.

3.1 Metylaatioon perustuvat puolustusjdrjestelmdit

Metylaatioon perustuvat puolustusjdrjestelmét sallivat faagin tunkeutumisen bakteerin sisdén,
mutta estdvit sen lisddntymisen. Téllaiset jarjestelmit erottavat tunkeutuvan faagin perimén
isdnndn periméstd metyloituneiden emisten avulla. Bakteerien puolustusjdrjestelmat
metyloivat joko faagin DNA:ta tai isdinnédn DNA:ta. Tédssd luvussa esittelen erilaisia
metylaatioon pohjautuvia puolustusjdrjestelmid, minka jialkeen luvussa neljd syvennyn

tarkemmin erddseen niistd, BREX:iin.

3.1.1 R-M-systeemit

R-M-systeemit (engl. restriction-modification systems) ovat keskeisimpid bakteerien
puolustusjdrjestelmid, ja niitd on 16ydetty noin 90 %:lta kaikista sekvensoiduista bakteeri- ja
arkeonigenomeista. Ne koostuvat kahdesta paétyypin entsyymistd: metyylitransferaasista ja
restriktioendonukleaasi-entsyymistd. Kuten muutkin tissd luvussa esitteleméni jarjestelmat,
R-M-systeemit erottelevat vieraan DNA:n ja isdntdbakteerin DNA:n metyloitujen emésten

avulla. Jarjestelma tunnistaa ja metyloi isdntdbakteerin genomin R-M-spesifisid sekvenssejé.



Faagin perimdsséd on samoja sekvenssejd, mutta metyloimattomia, minké vuoksi
puolustusjarjestelma tunnistaa ne vieraiksi. Uusia metyloimattomia R-M-sekvensseja syntyy
bakteerin replikaatiossa, joten metyylitransferaasiaktiivisuus on ensiarvoisen tarkedi
bakteerin koko eldménkierron aikana. Restriktioentsyymi puolestaan tunnistaa samasta
sekvenssistd metyloimattoman version faagin genomista ja katkaisee sen.
Restriktioendonukleaasi katkaisee vain metyloimatonta DNA:ta, koska silld on alhainen
affiniteetti metyloituneisiin ja hemimetyloituneisiin kohtiin (Kang ym., 2025). Toisin sanoen
metyylitransferaasi metyloi isdntdbakteerin genomia peittddkseen restriktioentsyymin

tunnistuskohdat ja siten estddkseen isdnndn DNA:n katkaisun.

R-M-systeemit liittdvdt metyyliryhmén joko kumpaankin DNA-juosteeseen tai vain toiseen.
Yleisin modifikaatio on N6-metyyliadeniini, jonka lisdksi muita modifikaatioita ovat N4-
metyylisytosiini ja C5-metyylisytosiini (Kang ym., 2025). R-M-systeemit jaetaan viiteen eri
tyyppiin niiden alayksikdiden koostumuksen, tarvittujen kofaktorien ja toimintatavan
mukaan: tyypin I, 11, III, IV ja fosforotioaatti (PT) R-M-systeemeihin. Niistd PT R-M-
systeemin toimintatapa ei perustu metylaatioon, vaan fosforotioaatioon (rikin substituutio
sokeri-fosfaattirungossa), minka vuoksi sité ei késitelld tutkielmassani enempié. Tyypeissd I,
IT ja IIT restriktioentsyymi katkaisee sellaista DNA:ta, jossa ei ole vastaavan
metyylitransferaasin tekemiéd metylaatiomerkkid. Tyyppi IV puolestaan toimii pdinvastaisesti
ja katkaisee modifioitua DNA:ta. Seuraavaksi kdyn lapi tarkemmin R-M-systeemien tyypit I-
IV. (Isaev ym., 2021.)

Tyypin I R-M-systeemi on pentameerinen proteiinikompleksi, joka koostuu kolmesta
erillisestd alayksikostd: HsdS (S), HsdM (M) ja HsdR (R). Aktiivinen tyypin |
metyylitransferaasi koostuu kahdesta M- ja yhdestd S-alayksikostd sekd kofaktori SAM:sta.
Alayksikko S siséltdd kaksi DNA-jaksoa tunnistavaa domeenia. Restriktioaktiivisuus syntyy,
kun M>S-kompleksi liittyy kahteen R alayksikk6on muodostaen R2M»Si-kompleksin.
Kompleksin restriktioaktiivisuus vaatii toimiakseen SAM-molekyylin lisdksi myos Mg?'-
kationin sekd ATP-molekyylin, jonka hydrolyysistd reaktio saa tarvitsemansa energian.
Tyypin I R-M-systeemi tunnistaa spesifisesti epdsymmetrisen (ei-palindromisen) DNA-
jakson, mink3 jélkeen se metyloi kohteen kummatkin juosteet. Tyypin [ R-M-systeemin
katalysoima DNA:n katkaisu vaatii kahden restriktiokompleksin samanaikaisen sitoutumisen
metyloimattomiin kohtiin. On huomattavaa, ettd tyypin I DNA:n restriktio tapahtuu vihintién

tuhannen nukleotidin padssé tunnistussekvenssistddn. (Kang ym., 2025.)



Tyypin II R-M-systeemit ovat yksinkertaisimpia ja yleisimpié kaikista R-M-jdrjestelmisté,
silld ne koostuvat vain kahdesta eri komponentista: restriktioentsyymista ja
metyylitransferaasista. Myos tyyppi III on yksinkertainen, ja koostuu vain kahdesta
proteiinista: Mod ja Res, jotka vastaavat toiminnaltaan tyypin II komponentteja. Tyypissi 11
R-M-komponentit toimivat itsendisesti, mutta tunnistavat saman DNA-jakson. Puolestaan
tyypissé III metylaatiosta vastaa Mod, mutta restriktioaktiivisuuteen tarvitaan kumpaakin
proteiinia. Tyypin II R-M-systeemit tunnistavat yleensd 4—8 emdisparia pitkén palindromisen
DNA-sekvenssin, kun taas tyyppi III tunnistaa 5—6 emésparia pitkén ei-palindromisen
sekvenssin, josta se metyloi vain toisen juosteista. Kummankin tyypin katkaisutapahtumat
ovat riippuvaisia niin ikddn aktiivisen keskuksen kofaktorina toimivasta kationista —
useimmiten Mg**-ionista. Tyyppi I tarvitsee restriktioon SAM:ia (Pingoud ym., 2014), mutta
ei ATP:ta. Tyypin III restriktiokompleksi puolestaan tarvitsee ATP:ta, mutta pystyy
toimimaan myds ilman erillistd SAM:ia, silld sen restriktioentsyymi on luonnostaan

sitoutuneena SAM:iin (Bist ym., 2001). (Kang ym., 2025.)

Bakteerien ja faagien vililld vallitsee loppumaton kilpavarustelu, missd kumpikin osapuoli
pyrkii kehittdiméddn vastakeinon, jolla ohittaa toisen puolustus. Tdstd osoituksena faagit ovat
muun muassa kehitténeet keinon ohittaa R-M-puolustus muokkaamalla tai lisidmalla
modifioituja eméksid genomiinsa (Weigele & Raleigh, 2016). Téhén vastauksena bakteereille
on kehittynyt tyypin IV R-M-systeemi, joka perustuu muokattujen emésten tunnistamiseen.
Niistd siis puuttuu kokonaan modifikaatiomoduuli (metyylitransferaasi). Tunnistettuaan
modifioidun eméksen tai modifioidun DNA-jakson ne katkaisevat sen. Jarjestelméin
endonukleaasi tunnistaa metyloituneita, hydroksimetyloituneita ja
glukosyylihydroksimetyloituneita eméksid (Kang ym., 2025). Erona muihin R-M-
jarjestelmiin on myds se, ettd tyypin [V toiminta on GTP-riippuvaista, ei ATP-riippuvaista

(Kang ym., 2025). (Isaev ym., 2021.)

R-M-puolustuksessa ongelmallista on, jos restriktioentsyymin ja metyylitransferaasin
ekspressiotasot ovat epétasapainossa. Jos restriktioendonukleaasia on enemman, isinndn
DNA saatetaan replikaation jdlkeen katkaista ennen kuin metyylitransferaasi ehtii metyloida
sen. Puolestaan jos metyylitransferaasia syntetisoidaan suhteessa enemmén, faagi-DNA:ta

aletaan mahdollisesti metyloimaan virheellisesti. Tdma johtaa sithen, ettd puolustusjarjestelmé
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el endd pysty tunnistamaan faagia tunkeilijaksi, miké puolestaan johtaa faagin lisdéntymiseen.
Molemmat tilanteista ovat iséntdbakteerille fataaleja, minkéd vuoksi R-M-systeemien rinnalla

toimii samanaikaisesti muita puolustusjérjestelmii. (Isaev ym., 2021.)

3.1.2 Pgl-systeemi

Pgl-systeemi (engl. phage growth limitation system) toimii kédnteiselld tavalla kuin R-M-
systeemit. Pgl-jarjestelma perustuu siihen, ettd se ensin muokkaa tunkeutuvan faagin genomia
metyloimalla ja sitten katkaisee sen (Chinenova ym., 1982). Systeemin restriktoima DNA on
siis metyloitua, kuten tyypin IV R-M-systeemeidenkin. Pgl-systeemin toimintaperiaate on se,
ettd ensimmaiselld infektiokerralla faagijilkeldisten perimiin tuotetaan metylaatio, ja vasta
toisella infektiokerralla ne restriktoidaan metylaatiokohdistaan (Chinenova ym., 1982). Téten
modifioidut faagijilkeldiset pystyvit infektoimaan sellaisia bakteereja, joilla ei ole Pgl-
jarjestelmai. Jos R-M-systeemeissi faagi-DNA metyloidaan oikeista kohdista, se johtaa R-M-
systeemeiti vastaan immuuneihin faagijélkelaisiin, joilla kaikilla on modifioitu perima.
Tallaista ongelmaa ei ole Pgl-systeemissa, silld vaikka faagijélkeldisten modifiointi
epdonnistuisi ensimmadiselld kerralla, ei siitd synny Pgl-systeemille resistentteja faageja. Pgl:n
toimintaperiaate on mahdollisesti kehittynyt, koska se on edullinen kilpailussa toisia
bakteereita vastaan — sellaisia, joilla ei ole Pgl-jarjestelmééd. Tama perustuu siihen, ettd Pgl+
bakteerit (bakteerit, joilla on Pgl-jdrjestelmi) tuottavat modifioituja faageja, jotka pystyvét
infektoimaan kaikkia muita bakteereja paitsi sellaisia, joissa on toimiva Pgl-jarjestelma (A. B.
Isaev ym., 2021). Pgl-systeemi koodaa neljaa komponenttia: kohdespesifistd PglX
adeniinimetyylitransferaasia ja PglW proteiinikinaasia (Sumby & Smith, 2002) sekd PglY
ATPaasia ja PglZ fosfataasia (Bedford ym., 1995).

3.1.3 BREX

Pgl-systeemid on 16ydetty vain Actinomyces-bakteereista (A. B. Isaev ym., 2021). Kuitenkin
Makarovan ym. (2011) tutkimuksessa havaittiin, ettd Pgl-systeemin alkalista fosfataasia
koodaava geeni pglZ oli usein klusteroitunut osaksi Pgl-systeemisté erillistd konservoitunutta
geenirypastd. Neljd vuotta myohemmin Goldfarb ym. (2015) osoittivat geeniryppéddn
muodostavan uuden, kuusi geenid siséltivin puolustusjirjestelmén. He nimesivét jarjestelmén
BREX:ksi (engl. Bacteriophage Exclusion). Samassa tutkimuksessa selvitettiin my0s, etti
noin kymmenelld prosentilla bakteeri- ja arkeonigenomeista on homologeja kyseisestd pg/Z-

geenistd. BREX-systeemien tavallinen toimintaperiaate on samankaltainen kuin R-M-



systeemeilld. Jarjestelmd metyloi isdnndn omaa DNA:ta ja siten erottaa sen tunkeilijan
metyloimattomasta DNA:sta. R-M-systeemeiden tavoin myds BREX-spesifiset modifikaatiot
faagin genomissa mahdollistavat BREX-puolustukselle immuunin faagikannan kehittymisen.

Luvussa 4 syvennytddn tdhén puolustusjérjestelmain tarkemmin.

3.1.4 DISARM

BREX:n 16ytymisen jilkeen puolustussaarekkeiden konservoituneiden geeniklusterien
tutkiminen jatkui kiivaasti. Sen seurauksena 16ydettiin jélleen uusi metylaatioon perustuva
bakteerien puolustussysteemi DISARM (engl. defence island system associated with
restriction-modification), joka vastaa monella tapaa BREX-jérjestelméd. Kumpikaan
jarjestelmistd ei vaikuta faagin kiinnittymiseen iséntdsoluun, vaan ne estévit faagin
lisddntymistd infektion alkuvaiheessa katkaisemalla faagin perimii. Erona BREX- ja R-M-
systeemeihin on kuitenkin se, ettd faagit, joilla on genomissaan metyloidut DISARM-
sekvenssit eivit pysty infektoimaan bakteereja, joilla on kyseinen puolustusjérjestelma. Toisin
sanoen bakteeri, jolla on DISARM-jérjestelma, pystyy restriktoimaan faagi-DNA:ta, vaikka
faagin DISARM-sekvenssit olisivatkin metyloituneita. Timai viittaa siithen, ettd DISARM-
jarjestelmdssd metylaatio on vilttdiméatontd mutta ei yksinddn riittdvai restriktion

valttdmiseksi. (Ofir ym., 2017.)

3.1.5 MADS

MADS (engl. methylation-associated defence system) koostuu yhdesté yli 17 kb operonista,
joka siséltdd kahdeksan geenid. My0s tdma puolustusjirjestelma perustuu oman perimén
erottamiseen vieraasta merkkaamalla N6-metyyliadenosiini metyyliryhmélld, samalla tavalla
kuin muutkin luvussa kolme esitteleméni systeemit. Nykytiedon mukaan se eroaa muista
systeemeistd siind, ettd sen toiminta ja sddtely perustuu lisdproteiineihin, kuten MAD1:een ja
MADG:een. Proteiinianalyysin perusteella ainakin kaksi MADS:n komponenteista voivat olla
ATPaasi-kytkettyjd nukleaaseja, jotka pystyvit tunnistamaan muokkaamattoman faagi-
DNA:n. MADS esiintyy usein yhdessd CRISPR-Cas puolustuksen kanssa. Téllainen
puolustussysteemien yhteisvaikutus on yleistd, silld se tuottaa kestivimmén suojan nopeasti
kehittyvid faageja vastaan. On paljon epitodennikdisempdd, ettd samalle faagipopulaatiolle
kehittyy vastamekanismi kahta erillistd puolustusjirjestelmaa vastaan kuin vain yhté vastaan.

(Maestri ym., 2024.)
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4 BREX

Vuonna 2015 Goldfarb ym. 16ysivét tutkimuksissaan Bacillus cereus -bakteerin genomista
kuusigeenisen kasetin (engl. gene cassette), BREX:in (engl. Bacteriophage Exclusion). Se
antoi resistenssin suurta madrad seké virulentteja etti temperaattisia faageja vastaan, kun se
siirrettiin Bacillus subtilis -bakteerin genomiin. BREX-geenikasetti 10ydettiin, kun
genomisista puolustussaarekkeista etsittiin geenejd, joissa on pg/Z-domeeni. Aikaisemmin oli
havaittu, ettd pg/Z geeni liittyy olennaisesti Pgl-puolustukseen Streptomyces coelicolor -
bakteerissa (Chinenova ym., 1982). Yli puolessa tapauksista, jossa pg/Z-geeni 16ydettiin, se
oli osana kuusigeenistd BREX:id. Goldfarbin ym. (2015) tutkimuksen mukaan timé BREX-
geenikasetti piti sisdllddn geenit pglZ, pglX, brxC, brxL, brxA ja brxB. BREX-jdrjestelmasti
puhuttaessa kéytetddn pglZ ja pglX geeneistd usein myos nimityksid brxZ ja brxX, joita kiytin

selvyyden vuoksi tutkielmassani tastd eteenpdin. (Goldfarb ym., 2015.)

Genomisen analyysin tuloksena BREX-puolustusjarjestelmi on arvioitu olevan noin
seitsemadlld prosentilla kaikista prokaryooteista (Drobiazko ym., 2025). Esimerkiksi GenBank
tietokannassa kaikista tdysin sekvensoiduista E. coli -kannoista 6,5 prosentilla on
genomissaan BREX (Jiang ym., 2024). Puolustusjdrjestelmén kyky erottaa faagin DNA
perustuu pddosin DNA-metylaatioon. BREX-komponentti BrxX (metyylitransferaasi) metyloi
iséntdbakteerin genomin BREX-spesifiset kohdat (engl. BREX sites). Tunkeutuvilla faageilla
el puolestaan ole kyseisid metylaatiomerkkeja BREX-sekvensseissddn, minkd vuoksi BREX
tunnistaa ne tunkeilijoiksi. Jotta puolustus olisi tehokasta, BREX-spesifiset kohdat ovat
faagien perimdssé toistuvia emésjéirjestyksid. Esimerkiksi E. colissa BREX tunnistaa
sekvenssin 5’-GGTAAG-3', josta se metyloi toiseksi viimeisen adeniinin (Gordeeva ym.,
2019). BREX-systeemin tekemét metylaatiot siis suojaavat isdntddnsi sen omalta
puolustukselta. BREX-sekvenssien maard faagigenomissa ei kuitenkaan korreloi BREX-

puolustuksen onnistumisen kanssa (Kelly ym., 2023).

BREX-metylaatio on juostespesifistd, miké tarkoittaa, ettd vain toinen juosteista metyloidaan.
Tadmaén lisdksi puolustusjérjestelmén tunnistama BREX-kohta on epasymmetrinen (ei-
palindrominen) sekvenssi. Jos faagin periméén — syysta tai toisesta — tulee metylaatio BREX-
spesifiseen sekvenssiin, ei puolustusjérjestelmé pysty tunnistamaan sitd vieraaksi DNA:ksi.
Tama johtaa epdonnistuneeseen BREX-puolustukseen ja faagin lisddntymiseen
bakteerisolussa. Jotta BREX-puolustus olisi tehokkaampaa, on se joskus linkitetty toisen
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puolustusjirjestelmén kanssa. Picton ym. (2021) 16ysivét plasmidin, joka koodaa samassa
puolustussaarekkeessa tyypin 1 BREX:n lisdksi myos tyypin IV R-M-systeemié. Ne faagit,
joilla on BREX-spesifinen metylaatio, ohittavat BREX-puolustuksen, mutta tulevat R-M-

systeemin tunnistamiksi (Picton ym., 2021).

BREX toimii faagi-infektion alkuvaiheessa, minkd vuoksi BREX+ soluissa ei havaita
faagijilkeldisten akkumulaatiota (A. B. Isaev ym., 2021). BREX siis sallii faagin
tunkeutumisen bakteerin sisdin, mutta estdd faagin DNA:n replikaation, kuten useat muutkin
puolustusjérjestelmit. Vaikka BREX-systeemi metyloi R-M-systeemien lailla spesifisia
sekvenssejd, siltd puuttuu kuitenkin selked restriktiokomponentti. BREX-systeemi ei siis itse
katkaise tai hajota tunkeilijan DNA:ta (Drobiazko ym., 2025). On vield epdselvia, miten
faagin DNA katkaistaan ja tuhotaan BREX-sekvenssin kohdalta. On kuitenkin havaittu, ettd
kaikkien kuuden tavallisen BREX-geenin poistaminen vihentéd merkittivasti bakteerien
restriktiotehokkuutta faageja vastaan (Luyten ym., 2022). Tdma viittaa siihen, etté restriktion

tehokkuuteen vaikuttaa useampi eri BREX-komponentti.

Isinndn DNA:n replikoituessa uusia metyloimattomia BREX-tunnistuskohtia syntyy koko
ajan lisdé. Jotta puolustussysteemit eivdt hyokkéisi isinndn DNA:ta vastaan, niiden tdytyy
olla tiukasti sdddeltyjd. Miten BREX ei kuitenkaan tunnista omaa vastareplikoitunutta
DNA:taan vieraaksi, vaikka sen toisesta juosteesta puuttuu BREX-metylaatio? Vastaus
oletettavasti piilee siind, ettd replikaation jilkeen DNA on hemimetyloitunutta siten, etti
templaattijuoste on metyloitunut. Tédten bakteerin omasta DNA:sta vihintdén toinen juoste on
aina metyloitu BREX-sekvensseistd, kun taas faagi-DNA on tdysin metyloimatonta
kummastakin juosteesta. Ndin ollen on oletettu, ettd tunnistukseen tarvitaan myds toinen
BrxX-metyylitransferaasi, joka sitoutuu BREX-tunnistuskohdan vastakkaiseen, ei-
metyloituneeseen juosteeseen (Wozniak ym., 2023). Tdman lisdksi on oletettu, ettd BREX-
kohdan tunnistus vaatii metyylitransferaasin lisdksi useamman BREX-komponentin
liittymisen aktiivisen kompleksin osaksi. Drobiazko ym. (2025) esittivit, ettd tunnistus vaatisi
BrxBCXZ-kompleksin tai useamman tillaisen kompleksin samanaikaisen vuorovaikutuksen
ja sitoutumisen kumpaankin juosteeseen. Myos Wentin ym. (2024) tutkimuksessa paadytidin
samaan lopputulokseen, ettd suurempi BREX-kompleksien muodostama kokonaisuus
todennikoisesti vaaditaan, jotta BrxX voi siirtdd metyyliryhmén kohde-emikseensi. Ei
kuitenkaan viel4 tiedetd varmasti, miten BREX-systeemi varmistaa, ettei tunnista

isidntédbakteerinsa vastareplikoitunutta DNA:ta vieraaksi. (Drobiazko ym., 2025.)
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4.1 BREX-superperhe

BREX-superperhe kattaa kaikki bakteerin puolustusjirjestelmat, jotka sisdltdvit geenit brxZ ja
brxC. Koodaamiensa proteiinien perusteella BREX-systeemit jaetaan kuuteen eri alaluokkaan:
tyyppeihin 1-6. Erilaisia BREX-geeniperheitd on puolestaan 16ydetty yhteenséd kolmetoista
kappaletta (Goldfarb ym., 2015). Eri BREX-tyypit koodaavat 4-8 geenid (Taulukko 1).
Kaikille BREX-systeemeille yhteisid komponentteja ovat BrxZ ja BrxC (Readshaw ym.,
2025). Néiden liséksi kaikille muille paitsi tyypille 4 on yhteisté se, ettd ne koodaavat BrxX
No6-adeniinimetyylitransferaasia (Drobiazko ym., 2025). Seuraavissa kappaleissa esittelen eri
BREX-tyypit tarkemmin. Taulukossa 1 on esitetty eri BREX-tyyppien geenikoostumukset.

Vertailun vuoksi taulukossa on my6s Pgl-systeemin geenikoostumus.

Pgl BREX 1 |[BREX?2 | BREX3 BREX 4 | BREX 5 BREX 6
brxZ/

X X X X X X X
pglZ
brxC/

X X X X X X X
PglYy
brxX/

X X X X X X
pglX
brxA X X X X
brxB korvattu

X X X
brxF:lld
brxL korvattu | korvattu korvattu korvattu
X X
brxHI:lla | brxHII:lla brxHII:lla | brxHI:lla

pglw | x X
brxD X X
brxE X
brxP <

Taulukko 1. Pgl- ja BREX-systeemien geenikoostumukset (muokattu Goldfarb ym., 2015).

BREX-jdrjestelmistd yleisin on tyyppi 1, ja sitd tavataan noin 55 prosentilla kaikista BREX-
positiivisista genomeista (Luyten ym., 2022). Tyypin 1 BREX toimii R-M-systeemien
kaltaisesti: se muokkaa iséntidbakteerinsa DNA:ta BREX-spesifisistd kohdista, jotta se pystyy
erottamaan metyloimattoman tunkeilijan DNA:n. BREX-systeemin avulla bakteeri pystyy
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puolustautumaan faagien lisdksi myos sellaisia plasmideja vastaan, joilla on
antibiootteresistenssigeeni (Jiang ym., 2024). Tyypin 1 BREX siséltidd kuusi geenid: brxA4,
brxB, brxC, brxX, brxZ ja brxL (Taulukko 1). BrxA on DNA:ta sitova proteiini, jonka
tarkoitusta BREX:ssd ei vield tarkemmin tunneta. Mydskédn pienen proteiinin BrxB funktiota
ei vield tunneta. Sen on arveltu siséltdvin nukleotidejé sitovia domeeneja ja/tai toimivan
tukirakenneproteiinina (engl. scaffold protein) yhdistden useita BREX-komponentteja
(Readshaw ym., 2025). Goldfarb ym. (2015) esittivdt BrxC:n olevan ATPaasi ja BrxL:n
olevan Lon-tyyppinen proteaasi, jonka myohemmin Shen ym. (2023) tarkensivat olevan myds
ATPaasi. BrxX on metyylitransferaasi ja BrxZ:n Goldfarb ym. (2015) olettivat fosfataasiksi.
Sekd BrxX ettd BrxZ jakavat rakenteellista homologisuutta Pgl-systeemeisti 10ytyvien
vastaavien proteiinien kanssa. Geenit brxA, brxB, brxC ja brxX transkriptoidaan yhteni

operonina, kun taas brxZ ja brxL ekspressoidaan erillisend transkriptina (Goldfarb ym., 2015).

Akinetobakteereilta (engl. Acinetobacteria) on 10ydetty tavallisen tyypin 1 BREX:n kuuden
geenin lisdksi seitsemds geeni, brxR, joka sijaitsee yldvirtaan ldhelld BREX-lokusta. Sen on
arvioitu koodaavan DNA:han sitoutuvaa BREX-repressoriproteiinia. Kyseisilla bakteereilla se
on vilttimaton faagiperimén restriktiossa, mutta tarpeeton isdntigenomin metylaatiossa.
Luytenin ym. (2022) tutkimuksen mukaan brxR geenin poistaminen heikentda
restriktiotehokkuutta. Sen sijaan, jos brxR geeniin tuotetaan sellainen mutaatio, joka estdd sen
kyvyn sitoutua DNA:han, silld on paljon vihdisempi vaikutus restriktiotehokkuuteen.
Tutkimuksen tulokset viittaavat siithen, ettd brxR:n koodaava sekvenssi sisdltda sddtelyalueita,
kuten vaihtoehtoisen promoottorin. Kun geeni mutatoidaan, se ei tuota oikeanlaista proteiinia,
mutta sekvenssin sditelevid vaikutus séilyy. Kun taas koko geeni poistetaan, myds sen
sadtelyominaisuudet havidvit. Téten brxR:n koodaava sekvenssi ja siitd transloitu proteiini
toimivat itsendisesti omissa toiminnallisissa tehtivissddn. Kyseistd geenid ei ole esitetty

taulukossa 1, silld se ei ole tyypin 1 BREX:n tavallinen komponentti. (Luyten ym., 2022.)

Tyypin 2 BREX-systeemit tunnettiin aikaisemmin Streptomyces-bakteerien Pgl-systeemeini.
Kuten taulukossa 1 esitetdén, tyypin 2 BREX-systeemeihin kuuluu Pgl-systeemistd 16ytyvien
neljdn geenin lisdksi myos kaksi lisdgeenid, brxD ja brxHI. BrxD on pieni proteiini, joka
oletettavasti sitoo ATP:ta, kun taas BrxHI on oletettavasti helikaasientsyymi. Taten BrxHI
mahdollisesti korvaa tyypin 1 koodaaman helikaasimaisen BrxL:n. Tyypin 3 BREX:ssd BrxL
on puolestaan korvattu toisella oletetulla helikaasilla, BrxHII:lla. Tyypin 3 BREX on monilta

osin samankaltainen kuin tyyppi 1; molemmat esimerkiksi koodaavat lyhyttd BrxA-proteiinia.
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Niiden lisdksi tyypissd 3 tuntemattoman toiminnon geeni brxB on korvattu toisella geenilld
brxF, jonka funktio ei mydskdin ole tiedossa. Tyypin 4 BREX puolestaan koostuu neljésti
geenistd: brxC, brxZ, brxL seka tyypille 4 spesifisestd brxP geenistd, jonka koodaamassa
proteiinissa on fosfoadenylyylisulfaattireduktaasi-domeeni. Kyseinen domeeni liittyy myds
DND-faagiresistenssisysteemiin, joka tekee rikkisubstituutioita DNA:n tukirankaan. Tyypin 4
BREX ei siis sisélld lainkaan metyylitransferaasia, minkd vuoksi se eroaa merkittavasti muista

BREX-jdrjestelmistd. (Goldfarb ym., 2015.)

Tyypit 5 ja 6 ovat harvinaisimpia BREX-jérjestelmid. Tyypin 5 BREX:ssd brxL geeni on
korvattu my0s tyypistd 3 10ytyvalla brxHII helikaasidomeenigeenilld, kun taas Tyypin 6
BREX:ssé se on korvattu tyypin 2 geeniparilla brxD ja brxHI. Tyypin 5 omaispiirre on
duplikaatio brxC geenissd. Puolestaan ominaista tyypille 6 on ylimi4rdinen geeni brxE, jonka

merkitystd ei vield tunneta. (Goldfarb ym., 2015.)

BREX-systeemien evoluutiossa keskeisend tekijédnd on horisontaalinen geeninsiirto. BREX-
geenikasetti pystyy siirtyméén bakteerilajista toiseen, kuten Goldfarbin ym. (2015)
tutkimuksessa todettiin. Horisontaalisesta geenisiirrosta huolimatta osa BREX-
puolustustyypeistd on keskittynyt vain tiettyihin fylogeneettisiin kehityslinjoihin. Esimerkiksi
tyypin 2 BREX:id havaitaan ldhes pelkastddan Aktinobakteereilla, kun taas tyypin 5 BREX on
yksinomainen arkeoniluokka Halobakteereille (Goldfarb ym., 2015).

4.2 BrxX metyylitransferaasi

BrxX on metyylitransferaasi, joka metyloi ei-palindromisen kuuden nukleotidin mittaisen
BREX-sekvenssin viidennen adeniinin N6-asemasta (Kuva 1A). BrxX:n ja DNA:n vélinen
vuorovaikutus on riippuvainen SAM-molekyylistd (Kuva 1D). Kuten luvussa 2 todettiin,
SAM on myd6s metyyliryhmén luovuttaja BrxX:n katalysoimassa metyylinsiirtoreaktiossa.
Entsyymin aktiiviseen keskukseen kédnnetty (engl. flipped) adeniini asettuu ldhelle SAM-
molekyylid, mikd mahdollistaa metyyliryhmaén siirron. Drobiazkon ym. (2025) tutkimuksen
mukaan SAM seké stabiloi metyylitransferaasin domeeneja ettd parantaa ulospéin kddnnetyn
adeniinin sijoittamista entsyymin aktiiviseen keskukseen. BrxX:n N-terminaalinen domeeni

vastaa metyylitransferaasiaktiivisuudesta ja C-terminaalinen domeeni DNA:n tunnistuksesta
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(Kuva 1B). BrxX on positiivisesti varautunut seké pinnaltaan ettd N- ja C-terminaalisen

domeenin saranakohdasta (Kuva 1F). (Went ym., 2024.)

A Recognition Site

43bp 5'-AGTCAGTGGTAAG|IGTCAGGAATGAGTCAGTIGGTAAGITTCAGGA-3
H2T 3'-TCAGTCA|ICCATTCICAGTCCTTACTCAGTCAICCATTCIAAGTCCT-5

Resolved Bases (25bp)

BrxX —
Methyltransferase Target Recognition
130 koa y . BT TR—

511 650 1205

Kuva 1. A: BREX:in tunnistama DNA-jakso on kuvattu vihredlld ja harmaalla
suorakulmiolla. BrxX metyloi tunnistussekvenssin (kuvassa ylemmén juosteen) 3’-pédasti
toiseksi viimeisen adeniinin B: BrxX monomeerin domeenien jirjestdytyminen: N-
terminaalinen domeeni (NTD) punaisella, metyylitransferaasidomeeni (MTD)
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vaaleanpunaisella, kohteen tunnistusdomeeni (engl. target recognition domain, TRD)
keltaisella ja C-terminaalinen domeeni (CTD) oranssilla. Ndma viérit toistuvat muissakin
kuvissa. C: CryoEM-kartta BrxX-DNA-kompleksista. D: Piirretty esitys BrxX-DNA-
kompleksista SAM-molekyylin lisni ollessa. Myds metalli-ioni Mg>* on piirretty kuvaan
violetilld. E: CryoEM-kuva BrxX:n sisélld olevasta DNA:sta (vaaleanharmaalla) verrattuna
ideaaliin B-DNA:han (mustalla) F: BrxX-DNA-kompleksi, jonka pinta on virjatty
elektrostaattisen potentiaalin mukaisesti. Punainen kuvastaa negatiivista, ja sininen
positiivista potentiaalia. (Drobiazko ym., 2025.)

Drobiazkon ym. (2025) tutkimuksen mukaan BrxX metyylitransferaasi on ainut BREX-
komponentti, joka voi tunnistaa BREX-sekvenssin in vitro. Tastd huolimatta
metyylitransferaasiaktiivisuuteen tarvitaan itse metyylitransferaasin liséksi suurempia BREX-
komplekseja (Went ym., 2024). Goldfarb ym. tutkimuksessaan (2015) totesivat, ettei brxX
geenin poistaminen aiheuta isdntébakteerin kuolemaa. Tuloksesta he paittelivit, ettei BREX-
sekvenssin metyloimattomuus suoraan johda DNA:n restriktioon. My6hemmin havaittiin, ettd
BrxX sitoutuu myds faagi-DNA:ssa ei-metyloituneeseen BREX-kohtaan in vivo (Drobiazko
ym., 2025). Niin ollen BrxX liittyy myds vieraan DNA:n tunnistamiseen ja BREX-
puolustuksen aktivoitumiseen sen lisdksi, ettd se vastaa isdntdénsa suojelevasta metylaatiosta.
Tadmid metyylitransferaasin kaksiosainen tehtidvd vahvistuu, kun tehdédan mutaatio sen
aktiiviseen keskukseen. Téllainen mutaatio inaktivoi metylaation lisdksi myos koko BREX-
puolustuksen. Mutaatio ei myOskiin aiheuta toksisuutta, miké olisi oletettavaa systeemille,
jolla on erillinen modifikaatio- ja restriktiomoduuli. Lisdksi sellaiset mutaatiot, jotka estdvét
BrxX:n sitoutumisen DNA:han lakkauttavat BREX-puolustuksen, kun taas mutaatiot, jotka
laajentavat BREX-sekvenssin spesifisyyttd kasvattavat puolustuksen tasoa. (Drobiazko ym.,

2025.)

4.3 BrxZ

Goldfarb ym. (2015) olettivat BrxZ olevan fosfataasi. Myohemmin Readshaw ym. (2025)
julkaisivat artikkelissaan, ettd BrxZ olisikin metalli-ionista riippuvainen nukleaasi, joka voi
katkaista kaksijuosteista DNA:ta. BrxZ nimittéin pystyy katkaisemaan syklisid
oligonukleotidejd, lineaarisia oligonukleotidejd, plasmidi-DNA:ta ja seké ei-modifioitua ettd
modifioitua lineaarista faagigenomia. BrxZ:n nukleaasiaktiivisuudella ei kuitenkaan ole vield
havaittu olevan osuutta BREX:ssi. BrxZ muodostaa myds vakaan alakompleksin toisen

BREX-komponentin, BrxB:n kanssa. Readshawin ym. (2025) mukaan vuorovaikutus BrxB:n
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kanssa ei saa aikaan BrxZ:n nukleaasiaktiivisuutta. Todennékoisesti alakompleksi on
oleellisena osana jotain suurempaa BREX-kompleksia, jota ei ole vield 10ydetty. (Readshaw

ym., 2025.)

4.4 BrxA

BrxA on BREX-geenikasetin koodaama kaksijuosteista DNA:ta sitova proteiini. Se on
liuoksessa monomeerinen ja koostuu padosin alfa-kierteistd. BrxA sisdltdad kaksi helix-turn-
helix -motiivia, jotka sijaitsevat rinnakkain ja ovat 180 asteen kulmassa toisiinsa néhden siten,
ettd ne sitovat DNA:n suuremman uurteen eri puolilta. Toinen puoli BrxA:sta on suhteellisen
elektronegatiivinen ja ei-konservoitunut, kun taas toinen siséltdd hyvin konservoituneen
elektropositiivisen loven. Gordeevan ym. (2019) tutkimuksessa brx4 geeni ei ollut

valttdmaton faagipuolustuksen toiminnalle. (Beck ym., 2022.)

4.5 BrxL

Goldfarb ym. artikkelissaan (2015) olettivat BrxL:n olevan Lon-proteaasin homologi.
Myohemmin Shen ym. artikkelissaan (2023) selvensivit, ettei se sisdlld selkeésti
konservoitunutta Lon-proteaasin motiivia, vaan se on DNA:ta sitova ATP-riippuvainen
multimeerinen proteiini. Silld on ATPaasi-aktiivisuutta ja ATP:n sitoutuminen siihen edistia
sen kiinnittymistd DNA:han. Se on rakenteellisesti homologinen eukaryoottien replikatiivisen
helikaasin, MCM:n kanssa. Tdma viittaa sithen, ettd BrxL on merkittdvissi osassa faagi-
DNA:n replikaation estimisessd. BrxL geenin poistaminen ei vdhennd isdnnidn genomin
metylaatiota, mikd viittaa siihen, ettd silld on merkitystd nimenomaan faagin perimén
restriktiossa tai sen tunnistuksessa (Luyten ym., 2022). On my&s mahdollista, ettd BrxL on
BREX:n séitelijd (Zaworski ym., 2022). BrxL geenid 16ydetdédn vain tyypin 1 ja 4
BREX:eistd, kun muissa neljdssi BREX-tyypissid se on korvattu muilla oletetuilla DNA-
helikaaseilla. (Shen ym., 2023.)

18



4.6 BrxC

BrxC:n N-terminaalisessa pddsséd on toiminnallinen ATPaasi-domeeni. BrxC vuorovaikuttaa
itsensd kanssa muodostaen multimeerin. ATP:n sitoutuminen siihen tuo kahden BrxC:n
ATPaasi-domeenit yhteen. Tdmé johtaa konformaation muutokseen, minka seurauksena sen
N- ja C-terminaaliset pdét tuodaan yhteen. Tdmin jalken ATP:n hydrolysoituminen muuttaa
BrxC-multimeerin takaisin avonaiseen konformaatioon. Jos ATPaasi-domeeni mutatoituu, sen
toiminta estyy ja BrxC:n multimerisoituminen muuttuu. Tdmén lisdksi anti-BREX-proteiini
OrbA pystyy sitoutumaan BrxC:hen siten, ettd ATPaasi-domeenit eivét pysty
vuorovaikuttamaan keskenddn. OrbA:sta ja muista anti-BREX-strategioista kerron tarkemmin

seuraavassa luvussa. (Oshiro ym., 2024.)

5 FAAGIEN ANTI-BREX-STRATEGIAT

Bakteerien ja faagien vilinen kilpavarustelu johtaa siihen, etti virusten tdytyy kehittda
puolustussysteemeitd vastaan strategioita, joilla ne pystytidin kiertdmiin. Faageille on
edullista, jos niiden genomissa olevat BREX-sekvenssit ovat metyloituja, sillé tdlloin
bakteerin BREX-puolustus ei pysty tunnistamaan faagia tunkeilijaksi. Nédin voi mahdollisesti
tapahtua esimerkiksi silloin, jos metyylitransferaasigeenid yliekspressoidaan, miké johtaa
faagigenomien metyloimiseen iséntdbakteerin genomin liséksi. Vastaavanlaista tilannetta
késittelin luvussa 3.1.1 R-M-systeemien yhteydessé. Faagit pystyvit myos kiertdimadin BREX-
puolustuksen, jos niiden DNA on glykosyloitua BREX-sekvensseistddn (Gordeeva ym.,
2019). Tassa luvussa keskityn kuitenkin sellaisiin faagien anti-BREX-strategioihin, joilla ne
pystyvit ohittamaan bakteerien BREX-puolustustuksen. Téllaisia strategioita ovat Ocr, OrbA
ja SAMaasi. BREX on yleinen puolustusjérjestelmi, minkd vuoksi on todennékoistd, etti
myos erilaisia anti-BREX-strategioita on olemassa runsaasti lisdd — niitd vain ei ole vield

16ydetty.
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5.1 Ocr

Ocr (engl. overcome classical restriction) on faagien erds inhibiittorimolekyyli, joka suojaa
faagia useilta restriktioon perustuvilta puolustusjirjestelmilti, kuten BREX:1td. Aikaisemmin
Ocr tunnettiin tyypin I R-M-systeemin inhiboijana, jossa se vaikuttaa seké restriktio- ettd
modifikaatioaktiivisuuteen. Ocr on T7-bakteriofagista l0ydetty proteiini, joka matkii DNA:ta.
Sen BREX-puolustusta inhiboiva vaikutus perustuu siithen, ettd se pystyy sitoutumaan BrxX-
metyylitransferaasiin DNA:n sijasta ja lukitsemaan BrxX:n inaktiiviseen dimeerimuotoon.
Kun Ocr on sitoutuneena BrxX:iin, ei metyylitransferaasi pysty tarttumaan DNA:han; se siis
kilpailee DNA:n kanssa sitoutumisesta BrxX:4dn. Kuten aikaisemmin luvussa 4.2. totesin,
BrxX liittyy olennaisesti my0s vieraan DNA:n tunnistamiseen. Tdten Ocr-molekyylin
sitoutuminen metyylitransferaasiin estdd BREX-puolustuksen, kun faagin kohde-DNA:ta ei
pystytd tunnistamaan. Ocr ja BrxX vuorovaikuttavat siten, ettd Ocr on negatiivisesti
varautunut — aivan kuten DNA:kin — ja se hakeutuu BrxX monomeerin alapuoliskon
positiivisesti varautuneeseen uurteeseen. Drobiazkon ym. (2025) mukaan Ocr:n kaksi paria
tyrosiini- ja glutamiinihappotéhteitd muodostavat vetysidoksia metyylitransferaasin
aminohappojen Thr821, Asn823, Thr768 ja Gly721 kanssa. Kun Ocr ei ole 1dsnd, nima
aminohapot osallistuvat DNA:n tunnistukseen ja kiinnittymiseen metyylitransferaasiin.

(Drobiazko ym., 2025.)

Ocr on 117 aminohapon mittainen proteiini. Se koostuu kahdesta monomeeristi, jotka
yhdessd muodostavat dimeerin. Kummatkin monomeerit matkivat kaksijuosteisen B-DNA:n
yhté helikaalista kierrosta (engl. helical turn) niin muodoltaan kuin pinnan varauksiltaankin.
BrxX muodostaa heterotetrameerisen kompleksin inhibiittori Ocr:n kanssa (Went ym., 2024).
Wentin ym. (2024) artikkelissa my3s osoitetaan, ettd kompleksia stabiloivat Ocr:n ja BrxX:n
C-terminaalisen domeenin vélissd olevat vetysidokset. Ocr:n pinnan negatiivisten varausten
jakautuminen vastaa DNA:n sokeri-fosfaattirunkoa (Walkinshaw ym., 2002). Ocr-dimeerin
rakenteessa on mutka, jonka avulla se matkii taivutettua B-DNA:ta, ja siten vastaa tyypin I R-
M-systeemien indusoimaa mutkaa DNA:ssa (Walkinshaw ym., 2002). Dimeeri

vuorovaikuttaa noin 20 emésparin verran DNA:n kanssa. (Isaev ym., 2020.)
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5.2 OrbA

Ocr:n kanssa vastaavanlaisesti toimiva OrbA (overcome restriction by BREX) on Vibrio
cholerae —bakteerin lyyttisen faagin (ICP1) koodaama BREX-inhibiittori. Ocr on tunnettu
inhibiittori BREX:n lisdksi myds muissa puolustusjarjestelmissé, kun taas OrbA on havaittu
inhiboivan nimenomaan BREX:id. OrbA estdd BREX:n toimintaa sitoutumalla BREX-
komponentti BrxC:hen. Normaalisti BrxC vuorovaikuttaa itsensd kanssa muodosten
suurempia multimeerejd. OrbA:n sitoutuminen muuttaa BrxC:n interaktiota itsend kanssa ja
estdd BrxC-BrxC-kompleksin muodostumisen. OrbA estdd multimerisoitumisen inhiboimalla
BrxC:n vuorovaikutusta ATP:n kanssa. Kun ATP:n hydrolysoitumista ei tapahdu, BrxC
lukkiutuu epdaktiiviseen muotoonsa, miké estdé faagipuolustuksen toiminnan. (Oshiro ym.,

2024.)

5.3 SAMaasi

Kuten luvussa 2 totesin, SAM on keskeinen kofaktori BREX-puolustuksessa. Jos
solunsisdisen SAM:n pitoisuus ehtyy, samalla estyy myos BREX:n toiminta. Tata
toimintatapaa kayttda T3-faagi, joka koodaa SAM-lyaasia (SAMaasi). SAMaasi on entsyymi,
joka pystyy katkaisemaan SAM-molekyylin ja siten estimédn SAM-riippuvaisen
puolustusjdrjestelmén toiminnan. SAM-molekyylin ehtyminen vaikuttaa vain vahin BREX-
metylaation médardén, mutta se kuitenkin estdd kokonaan BREX:n puolustustoiminnon. Tdma
viittaa sithen, ettd SAM toimii metyyliryhmien luovuttamisen lisdksi my0s jollain tavalla
restriktiossa, esimerkiksi kofaktorina tai sddtelijand. Esimerkiksi tyypin I R-M-systeemit ovat
riippuvaisia SAM:sta myos restriktiokompleksiensa kokoonpanossa ja/tai aktiivisuudessa.
Andriianovin ym. (2023) tutkimuksen mukaan T3-faagin SAMaasi on yksindén riittdva
alasajamaan BREX-puolustuksen. SAMaasin anti-BREX-aktiivisuus perustuu SAM-
molekyylien entsymaattisen hajotuksen lisdksi myds suoraan isinndn SAM-syntaasin (MetK)
inhibitioon. SAMaasi sitoutuu SAM-syntaasiin muodostaen kompleksin, joka on vélttimiton
anti-BREX-strategian toiminnalle. Sitoutuminen SAM-syntaasiin, estid SAM-molekyylien

tuotannon, mikd romahduttaa SAM-molekyylin tason solussa. (Andriianov ym., 2023.)
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