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DNA :sta tuotetaan RNA:ta transkriptiossa ja tuotetusta RNA:sta tuotetaan muun muassa
proteiineja. RNA:n tuottamisesta ovat vastuussa RNA-polymeraaseiksi kutsutut
entsyymit. Eukaryooteilla on kolme RNA-polymeraasia, joista ribosomaalista RNA:ta
tuottaa RNA-polymeraasi I. RNA-polymeraasi I:n yksityiskohtainen toimintamekanismi
on vield puutteellisesti tunnettua. Erityisesti RNA-polymeraasi I:n transkription
aloituskompleksin muodostumisen dynamiikka on vield pitkdlti selvittiméttd. RNA-
polymeraasi I vaatii avustavia proteiineja, jotta se voi sitoutua promoottoriinsa ja aloittaa
transkription. RRN3:n ja CF:n avulla RNA-polymeraasi I muodostaa minimaalisen
transkription aloituskompleksin. TBP ja UAF tdydentdvit minimaalisen transkription
aloituskompleksin ja lisddvit sen transkriptioaktiivisuutta kymmenkertaisesti. Vield ei
tiedetd, missd jdrjestyksessd ndmid proteiinit sitoutuvat promoottorille ja onko
sitoutuminen dynaamista vai vakautuuko syntynyt kompleksi promoottorin ympdrille.

RNA-polymeraasin L:n aloituskompleksin sitoutumista DNA:han tutkittiin aluksi
elektroforeettisella siirtymikokeella sekd anisotropiakokeella. Niitd tuloksia pidettiin
kuitenkin kvalitatiivisina ja erittdin paljon vaikeasti puhdistettavia proteiineja
kuluttavana. Ndma kokeet eivdt mydskddn ole reaaliaikaisia, minkd takia dynaaminen
informaatio oli hyvin rajallista. Néin ollen siirryttiin kdyttimaan yksittdisten molekyylien
fluoresenssimikroskopiaan perustuvaa tutkimusmenetelmid, mikd mahdollisti DNA-
proteiinikompleksin muodostumisen seuraamisen reaaliajassa. Tdmé kuitenkin vaatii
kokeissa kidytettyjen proteiinien leimaamista ja huomattavan méérdn data-
analyysimenetelmien kehittdmista.

Tulosten mukaan RRN3 ei yksindén sitoudu DNA:han, CF ja RNA-polymeraasi I
yksindén sitoutuvat promoottoriin dynaamisesti kahdella tavalla muodostaen joko lyhyt-
tai pitkdikdisen kompleksin DNA:n kanssa. RNA-polymeraasi I:n, RRN3:n ja CF:n
yhdessd muodostaman minimaalisen transkription aloituskompleksin sitoutuminen on
myo0s olevan kaksivaiheista. Alustavien tulosten mukaan UAF ja TBP vakauttavat CF:n
sitoutumista promoottoriin tdydellisessd transkription aloituskompleksissa.

Luotujen menetelmien ja saatujen tulosten avulla on RNA-polymeraasi I:n
aloituskompleksin  sitoutumisjdrjestys  promoottorille = mahdollista  selvittda
jatkotutkimuksissa.
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Lyhenteet

22-pep = 22 aminohappoa pitké polypeptidi, jolla inhiboidaan Pol I transkriptiota

RP. = Suljettu kompleksi (engl. closed complex), jossa RNA-polymeraasi on sitoutuneena DNA:han,
muttei vield avannut DNA:ta

CF = (engl. Core Factor) Pol I:n vélttimaton aloitustekijé, joka koostuu proteiinialayksikdistd RRN6, RRN7
jaRRNI11.

DSIF = DRB molekyylin herkkyytta kasvattava tekija (engl. DRB sensitivity inducing factor), joka edistda
Pol IL:n pysdhtymistd promoottorin ldheisyyteen.

ELL = Pol II:n yleinen transkription pidennysvaiheen transkriptiotekija

EMSA = elektroforeettisen siirtyman muutoskoe (engl. electrophoretic mobility shift assay), jossa tutkitaan
leimatun komponentin liikkumista natiivilla (ei-denaturoivalla) geelilla.

hRRN3 = ihmisen RRN3 (engl. human RRN3)
Kryo-EM = kryoelektronimikroskopia (engl. cryo electron microscopy)
LB = bakteerien kasvatukseen kéytetty elatusaine (engl. lysogey broth)

NELF = negatiivinen pidennystekija (engl. negative elongation factor), joka edistdd Pol II:n pyséhtymista
promoottorin ldheisyyteen

Nsil = ei-transloitavaa sekvenssid hiljentdva proteiini (engl. non-translated sequence (NTS) silencing
protein), Pol I:n transkription lopetustekija

NTP = nukleosiditrifosfaatti (engl. nucleoside triphosphate)

RP, = Avoin kompleksi (engl. open complex), jossa RNA-polymeraasi on sitoutunut ja avannut DNA:n
OD = Optinen tiheys (engl. optical density)

pAzF = p-Azido-L-fenyylialaniini (engl. p-Azido-L-phenylalanine), luonnoton aminohappo

PEG = Polyetyleeniglykoli

Pol I = RNA-polymeraasi [

Pol IT = RNA-polymeraasi 11

Pol III = RNA-polymeraasi II1

PPi = Pyrofosfaatti

P-TEFb = transkription pidennysvaihetta edistiva tekija b (engl. positive transcription-elongation factor b),
joka fosforyloi DSIF ja NELF proteiineja ja edistdéd Pol II:n transkription etenemisessa

PTRF = Pol I transkription vapauttava tekijd (engl. Pol I transcript release factor), nisédkkédiden Pol I:n
transkription lopetustekiji

rDNA = ribosomaalinen DNA
rRNA = ribosomaalinen RNA

SL1 = valikoiva tekijé 1 (engl. selective factor 1), thmisen RNA-polymeraasi I:n aloitusta avustava proteiini
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TAF = TBP:hen liittyva tekijé (engl. TBP associated factor)

TBP =TATA-alueeseen sitoutuva proteiini (engl. TATA binding protein), joka on osa RNA-polymeraasien
I, I ja III initiaatiokomplekseja.

TFIIA = Transkriptiotekija II A (engl. transcription initiation factor II A), Pol II:n aloitustekija

TFIIB = Transkriptiotekijé II B, Pol II:n aloitustekija

TFIID = Transkriptiotekija II D, Pol II:n aloitustekija

TFIE = Transkriptiotekija II E, Pol II:n aloitustekija.

TFIIF = Transkriptiotekijé II F, Pol II:n aloitustekijé.

TFIIH = Transkriptiotekijé I H, Pol II:n aloitustekijé.

TFIIA = Transkriptiotekija III A, Pol III:n aloitustekija

TFIIB = Transkriptiotekijé III B, Pol IIl:n aloitustekiji

TFIIC = Transkriptiotekija III C, Pol I1L:n aloitustekija

TIRF = totaalisen sisdisen heijastuman fluoresenssi (engl. Total internal reflection fluorescence);
tutkimismenetelma, jossa mikroskooppilasin pintaan sitoutuneet fluoroforin sitoutuvat kompleksit nakyvit,

mutta vapaat kompleksit eivit.

TTF-1 = transkription lopetustekijd I (engl. transcription termination factor I), nisdkkédiden Pol I:n
transkription lopetustekja

tWH = tandemsiivekidsheliksi (engl. tandem winged helix), proteiinidomeeni, joka muistuttaa heliksi-
kaantd-heliksi proteiinidomeenia.

UAF = ylavirran aktivoiva tekijé-proteiini (engl. Upstream activating factor), joka koostuu viidesti
alayksikosti ja aktivoi Pol I:n vélttdmétonta aloituskompleksia.

UBF = ylévirtaan sitoutuva tekija (engl. upstream binding factor), ihmisen Pol I:n aloitustekija



1. Johdanto

Eldvien organismien perimi koostuu DNA:sta. DNA:n ohjeen mukaan valmistetaan sen
RNA:ta, joka siirtdd DNA:n tiedon ribosomeille, jossa tistd RNA:sta luodaan proteiingja.
RNA-polymeraasit ovat entsyymejd, jotka tuottavat DNA:sta RNA:ta ja valittdvét timén
tiedon ribosomeille. Ribosomeille siirtyvdd RNA:ta kutsutaan l&hetti-RNA:ksi. Osaa
RNA-polymeraasien luomasta RNA:sta ei kuitenkaan kuljeteta ribosomeille, vaan niilla
on solun saitelyyn liittyvid tehtévid. Téllaisia ovat esimerkiksi lyhyet hdiritsevit RNA:t
(engl. short interfering RNA) tai ribosomaalinen RNA (rRNA), joka toimii osana
ribosomeja. RNA-polymeraasin toimintaa, eli RNA:n tuottamista DNA:n geneettisen
koodin mukaan, kutsutaan transkriptioksi. Transkriptiossa RNA-polymeraasi pidentda
RNA:ta yksi emés kerrallaan RNA-polymeraasin sisélle kehittyvin DNA/RNA-hybridin
avulla ja syntyvdd yksinauhaista RNA:ta tyonnetdin ulos RNA-polymeraasissa
sijaitsevassa RNA:n ulosmenokanavassa. Kun RNA-ketju on pidentynyt ja transkriptio
lopetettu, ldhetti-RNA siirtyy ribosomeille ja siitd tuotetaan proteiineja translaatioksi

kutsutussa prosessissa.

RNA-polymeraaseja on jokaisessa eldvdssd organismissa, mutta niiden koostumus
vaihtelee jonkin verran. Arkeilla ja bakteereilla on vain yksi RNA-polymeraasi, joka on
vastuussa kaikesta RNA:n tuotosta. Eukaryooteilla on sen sijaan kolme eri tehtiviin
erikoistunutta RNA-polymeraasia: RNA-polymeraasi I (Pol I) tuottaa suurimman osan
rRNA:sta, RNA-polymeraasi II (Pol II) tuottaa ldhetti-RNA:ta ja RNA-polymeraasi III
(Pol III) tuottaa padosin siirtdji-RNA:ta. Eukaryoottien RNA-polymeraasit ovat monista
alayksikoistd koostuvia proteiinikomplekseja, ja ne jakavat keskenddn osan
alayksikoistddn. Kasveilla on muista eukaryooteista erottuen viisi RNA-polymeraasia,
edelld mainittujen kolmen RNA-polymeraasin lisiksi RNA-polymeraasit IV ja V. Ne
tuottavat lyhyitd héiritsevid RNA:ita. (Drouin ja Carter, 2010; Steitz, 1998; Werner ja
Grohmann, 2011; Woychik, 2005; Woychik ja Reinberg, 2001) RNA-polymeraasit ovat
kehittyneet divergenttiselld evoluutiolla, eli niilld on kaikilla yksi yhteinen esimuoto, joka
todenndkoisesti koostui nykyisten bakteerien RNA-polymeraasien tapaan viidestd

alayksikostd (Drouin ja Carter, 2010).

Kaikki eukaryoottien RNA-polymeraasit muistuttavat rakenteellisesti toisiaan ja niilld on
samoja toimintoja eri elidlajeissa. Vaikka RNA-polymeraasien yleisrakenne on

samankaltainen, niissd on myos toisistaan eroavia alayksikoitd ja ne kéyttavit erilaisia



avustavia proteiineja. Ndmé erot mahdollistavat RNA-polymeraasien toiminnallisen
erilaistumisen. Eukaryoottien RNA-polymeraaseista kaksi on ollut laajimman
tutkimuksen alla; ihmisen (Homo sapiens) seké leivinhiivan (Saccharomyces cerevisiae).
Molempien organismien eniten ja pisimpéén tutkittu RNA-polymeraasi on Pol II. Ihmisen
Pol II toiminta on monimuotoisempaa ja monimutkaisempaa kuin leivinhiivan, mutta
myo0skin ihmisen genomi on paljon suurempi ja monimuotoisempi verrattuna leivinhiivan
genomiin. (Botstein ja muut, 1997; Cramer ja muut, 2008) Jotta leivinhiivan ja ihmisen
RNA-polymeraasien toimintaa ja rakennetta voidaan ymmartdd paremmin, on syyta
tarkastella ensin yksinkertaisempaa RNA-polymeraasimallia. Bakteerien RNA-
polymeraasi on paljon tutkittu ja Pol Il:n toiminta muistuttaa sen toimintaa, jolloin sen
toiminnan tarkastelu yhdessé Pol II kanssa on mielekésti. Puhuttaessa Pol Il:sta viitataan

silld leivinhiivan Pol II kompleksiin, ellei toisin mainita.



2. Kirjallisuuskatsaus

2.1 RNA-polymeraasien rakenne ja avustavat proteiinit
Monialayksikkoisten RNA-polymeraasien rakenne on hyvin samankaltainen.
Yksinkertaisin RNA-polymeraasi 16ytyy bakteereilta, joilla on vain viisialayksikkdinen
RNA-polymeraasi. Sen alayksikot, B, B°, o sekd ® muodostavat toiminnallisen RNA-
polymeraasin, jossa a-alayksikkod on kaksi kappaletta. Eukaryooteilla, joilla on kolme
RNA-polymeraasia, eniten bakteeria muistuttava RNA-polymeraasi on Pol II. Pol II
koostuu 12 alayksikdsté ja toimii niin sanottuna yleispolymeraasina, joka tuottaa lahetti-
RNA:ta. Vaikka Pol II siséltdd seitsemin alayksikkod enemman, on se silti hyvin saman
ndkoinen kuin bakteerien RNA-polymeraasi (kuva 1). Oikeastaan kaikki RNA-
polymeraasit muistuttavat toisiaan, niiden eroavaisuudet johtuvat erilaisista avustavista

proteiineista, joita eukaryoottiset RNA-polymeraasit vaativat toimiakseen.

Bakteeri Arkki Eukaryootti

5t RPB4-RPB7

Kuva 1. RNA-polymeraasien vertailua eri organismien vdlilli. Vasemmalla on bakteerien RNA-
polymeraasi, keskelld arkkien RNA-polymeraasi ja oikealla Eukaryoottinen RNA-polymeraasi I1I. RNA-
polymeraasien yleisarkkitehtuuri on hyvin samanlainen ja suurimmat erot johtuvat monimutkaisempien
organismien RNA-polymeraasien suuremmasta alayksikkomddrdstd. Kuva muokattu lihteestid Werner ja
Grohmann (2011).

RNA-polymeraasien yleisarkkitehtuuri muistuttaa ravun saksia ja koostuu seitsemistd
domeenista (kuva 2). Ndmd domeenit sijaitsevat eri alayksikoissd RNA-polymeraasista
riippuen. Ulommainen domeeni on kaksijakoinen leuka (engl. jaw), joka sitoo alavirran
DNA:ta. Leukojen vilissé sijaitsee DNA:ta sitova halkio (engl. DNA binding cleft), joka
nimensd mukaisesti sitoo DNA:ta. DNA kulkee halkion kautta aktiiviseen keskukseen
(engl. catalytic center), jossa itse transkriptio tapahtuu. Katalyyttisen keskuksen ja leuan

valissd, halkion yldpuolella, on puristin (engl. clamp). Sauva (engl. stalk), joka sijaitsee



Kokoamisalusta

DNA:n sitoutumiskanava

Leuka

Seind  Aktiivinen keskus

Kuva 2. RNA-polymeraasien yleisrakenne. Kyseessd eukaryoottien RNA-polymeraasi II. Leuat, DNA:n
sitoutumiskanava, koura, sauva sekd aktiivinen keskus eritelty kuvassa. Myds kokoamisalusta ja seind
eritelty kuvassa, muttei tekstissd. Kuva muokattu lihteestd Werner ja Grohmann (2011).

puristimen yldpuolella, ohjaa pidentyvdda RNA:ta ulos RNA-polymeraasista. (Cramer ja
muut, 2001; Vannini ja Cramer, 2012; Werner ja Grohmann, 2011)

Kaikki RNA-polymeraasit my0s toimivat samankaltaisesti. Niiden toiminnassa on kolme
vaihetta: transkription aloitus (engl. transcription initiation), transkription pidennysvaihe
(engl. transcription elongation) ja viimeisend transkription lopetusvaihe (engl.
transcription termination). Transkription aloitusvaiheessa avustavat proteiinit sitoutuvat
DNA:han tai itse polymeraasiin ja néin sitovat polymeraasin promoottori. Aloitusvaiheen
avustavia proteiineja on bakteerien polymeraaseillakin useita, ja ne tunnetaan c-tekijoina.
Pol I koneistossa toimii neljd avustavaa proteiinikompleksia: ylavirran aktivoiva proteiini
(engl. upstream activating factor, UAF), TATA-alueeseen sitoutuva proteiini (engl.
TATA-binding protein, TBP), ydintekijaproteiini (engl. core factor, CF) sekd RRN3
(Vannini ja Cramer, 2012). Pol II taas tarvitsee vidhintddn transkriptiotekija II B -
proteiinin (engl. transcription initiation factor II B, TFIIB), TFIIE:n, TFIIF:n, TFIIH:n
sekd TBP:n ja TBP:hen sitoutuvat avustavat proteiinit- TFIIA ja TFIID (Roeder, 1996).
Pol III tarvitsee transkription aloitukseen proteiinit TFIIIA, TFIIIB ja TFIIC (Abascal-
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Palacios ja muut, 2018; Kassavetis ja muut, 1999; Kassavetis ja muut, 2001).
Eroavaisuudet RNA-polymeraasien transkription aloituksen avustavien proteiinien
mairissd on osin selitettidvissi silld, ettd Pol I ja Pol III sisdltdviat enemmén alayksikoitad
rakenteessaan kuin Pol II: Pol I siséltda 14 alayksikkdod ja Pol 111 17 alayksikkda (taulukko
1). Transkription aloitukseen ndmé kaikki avustavat proteiinit eivét ole valttdmattomia,
silld esimerkiksi Pol II pystyy toimimaan ilman TBP:hen sitoutuvia avustavia proteiineja
(TFIIA ja TFIID) (Roeder, 1996). Pol I puolestaan pystyy toimimaan ilman UAF ja TBP
-proteiineja, mutta Pol I aktiivisuus on silloin vain 2 — 10 % verrattuna tiydelliseen
kompleksiin (Keener ja muut, 1998). Tama viittaisi sithen, ettd solu pystyy rajoittamaan

RNA-polymeraasien toimintaa rajoittamalla aktivoivien proteiinien tuottoa.

Taulukko 1. Leivinhiivan RNA-polymeraasien alayksikot. Toisiaan vastaavat alayksikét ovat vierekkdin.
Jokainen RNA-polymeraasi koostuu kymmenen alayksikon ytimestd. Pol I ja Pol Il sisdltdvdt Pol Il:n
RPB7/RPB4 alakompleksin kaltaisen kompleksin. Pol I ja Pol Il sisdltivid myds TFIIF kaltaisen
alakompleksin, jota ei ole Pol Il:ssa, mutta TFIIF on Pol II:n transkription aloitusta avustava proteiini.
Tédmdin liscksi Pol I11:1la on vield oma, kolmesta alayksikostd koostuva alakompleksi.

Sachharomyces Cerevisiaen RNA-polymeraasien alayksikot
Pol 1 Pol 11 Pol 111

Kymmenen alayksikon ydin

RPB7/RPB4 alakompleksi

TFIIF kaltainen alakompleksi

Pol III alakompleksi

2.2 Transkriptiosykli
Transkriptiosyklin mekanistinen kuvailu keskittyy bakteerien RNA-polymeraasin
tutkimuksiin, mutta eukaryoottien RNA-polymeraaseissa transkription aloitusvaihe alkaa
avustavien proteiinien sitoutumisesta promoottori-DNA:han sekd itse RNA-

polymeraasiin. Tdmin jilkeen avustavat proteiinit vuorovaikuttavat keskendén, ohjaten



RNA-polymeraasin promoottorille. Tatd kompleksia, jossa RNA-polymeraasi avustavine
proteiineineen on sitoutunut promoottoriin, kutsutaan suljetuksi kompleksiksi (engl.
closed complex, RP.) (kuva 3). Bakteerit muodostavat saman kompleksin, mutta ilman
erillisii DNA:han sitoutuvia avustavia proteiineja. Tdmén jdlkeen RNA-polymeraasi
yhdessé avustavien proteiinien kanssa sulattaa DNA:ta, jolloin sen kaksi juostetta irtoavat
toisistaan transkriptiokuplan alueelta. Toinen juosteista ohjataan RNA-polymeraasin
sisdén aktiiviseen keskukseen. Tétd juostetta kutsutaan mallijuosteeksi (engl. template
strand). Mallijuosteen emadsjirjestyksen avulla RNA-polymeraasi tuottaa RNA:ta. Kun
DNA:n mallijuoste on RNA-polymeraasin sisélld, toinen DNA-juosteista kulkee RNA-

Aloitus Suljettu kompleksi Avoin kompleksi
@ — —
LT

Lyhyitd RNA-pitkii

g( %
o @ — <-

Transkription lopetus ~ Transkription pidennysvaihe  Keskeytyvé aloitus

Kuva 3. Transkriptiosyklin vaiheet bakteerien RNA-polymeraasilla havainnoituna. Transkriptio alkaa, kun
RNA-polymeraasi (RNAP-kuvassa) ohjataan promoottorille, jolloin se muodostaa avustavien proteiinien,
bakteerien tapauksessa o-tekijin, kanssa suljetun kompleksin. RNA-polymeraasi sulattaa promoottorin,
avaten sen ja muodostaen avoimen kompleksin. Avoimen kompleksin muodostuttua RNA-polymeraasi kdy
keskeytyvin aloituksen ldpi niin moneen kertaan, kunnes se pddsee etenemddn pidennysvaiheeseen.
Pidennysvaiheessa RNA-polymeraasi tuottaa mallijuosteen mukaista RNA:ta ja etenee DNA:ta pitkin.
Lopetusvaiheessa RNA-polymeraasi irtoaa DNA:sta ja tdysimittainen RNA irtoaa RNA-polymeraasista.
Bakteereilla erds lopetusvaiheen proteiini on Rho, joka esitelty kuvassa. Tdamdn jilkeen RNA-polymeraasi
kykenee aloittamaan uuden transkriptiosyklin.

polymeraasin pinnalla. Téssd vaiheessa olevaa RNA-polymeraasin ja DNA:n
muodostamaa kompleksia kutsutaan avoimeksi kompleksiksi (engl. open complex, RP,),
joka on kiytdnndssd valmis aloittamaan transkription (kuva 3). Avoimen kompleksin
muodostumisen jilkeen siirrytddn transkription aloitusvaiheeseen, jolloin RNA-

polymeraasi on alustavasti transkriptoiva kompleksi (engl. initially transcribing complex,
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RPirc). Téssd vaiheessa RNA-polymeraasilla on kaksi kilpailevaa reaktiota ennen
siirtymistd pidennysvaiheeseen: keskeytyvd aloitus (engl. abortive initiation) ja
promoottorilta karkaaminen (engl. promoter escape). Keskeytyvéssi aloituksessa RNA-
polymeraasi tuottaa lyhyitd, 2-12 nukleotidid pitkid RNA-pdtkid, jotka se sitten
peruuttamattomasti vapauttaa ennen uuden RNA-molekyylin synteesin aloittamista.
Promoottorilta karkaaminen vaatii RNA-polymeraasin irtautumisen promoottorin
ydinalueesta. Kun RNA-polymeraasi onnistuu karkaamaan promoottorilta, RPirc
muuttuu transkription pidennyskompleksiksi, joka lopulta tuottaa tdysimittaisen RNA:n.
(Hsu, 2002) Transkription aloitusvaiheessa, ennen promoottorilta karkaamista, DNA:han
sitoutunut RNA-polymeraasi pysyy paikallaan (Li ja McClure, 1998). RNA-polymeraasi
vetdd kuitenkin RNA:n syntetisoimisen yhteydessd alavirran DNA:ta sisdénsa
mekanismissa, jota kutsutaan rytistimiseksi (engl. scrunching). Rytistiminen purkautuu,
kun RNA-polymeraasi vapauttaa RNA:n keskeytyvéssd aloituksessa tai kun RNA-
polymeraasi karkaa promoottorilta transkription pidennysvaiheeseen. (Kapanidis ja muut,
2006; Revyakin ja muut, 2006) Vaikka RNA-polymeraasi aloittaisi transkription
tehokkaasti, siirtyen suoraan promoottorilta karkaamiseen, on transkription aloituksessa
havaittavissa sama rytistiminen (Revyakin ja muut, 2006). Transkription
pidennysvaiheessa rytistamistd ei ole havaittu (Abbondanzieri ja muut, 2005) siitd
huolimatta, etti RNA-polymeraasi saattaa pysdhtyd kymmeniksi sekunneiksi
(Artsimovitch ja Landick, 2000). Keskeytettyd aloitusta tapahtuu sekd in vitro ettid
soluissa. Keskeytetyn aloituksen todenndkdisyyteen vaikuttaa se, kuinka hyvin
promoottori vakauttaa aloituskompleksia. Mikili promoottorin ja RNA-polymeraasin
vuorovaikutukset ovat vahvoja, tapahtuu keskeytettyéd aloitusta enemmén. (Goldman ja
muut, 2009) Promoottorin ja RNA-polymeraasin véliseen vuorovaikutuksen vahvuuteen
vaikuttaa promoottorin sekvenssi: esimerkiksi bakteerien RNA-polymeraasilla
vuorovaikutuksen vahvuuteen vaikuttaa kohdan -10 ja transkription aloituskohdan (+1)
vilinen erottaja-alue (engl. discriminator region) ¢'° riippuvaisilla promoottoreilla (Ruff
ja muut, 2015), mutta myos -10 ja -35 alueet sekd niiden vilinen erottaja (engl. spacer)
promoottorilla vaikuttavat vuorovaikutuksen vahvuuteen (Heyduk ja Heyduk, 2018).
Vuorovaikutuksen voimakkuudesta riippumatta promoottorilta karkaamiseen on esitetty
hypoteesi: rytistimisestd johtuva stressi, jolloin RNA-polymeraasi vetdd alavirran
DNA:ta sisddnsd kolmessa vaiheessa, nostaen stressid polymeraasin sisdlld, mika
epdvakauttaa vuorovaikutukset promoottorin kanssa ja mahdollistaa RNA-polymeraasin

karkaamisen promoottorilta. (Henderson ja muut, 2019).
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Eukaryoottien keskeytetty aloitus ja promoottorilta karkaaminen ovat monimutkaisempia
tapahtumia, silld aloituskompleksit siséltdavit DNA:han itsendisesti sitoutuvia, RNA-
polymeraasin sitoutumista avustavia proteiineja. Pol II:n tapauksessa keskeytetty aloitus
tapahtuu lyhyemmill4, 4-5 nukleotidié pitkillda RNA-patkilld, minké jélkeen Pol II RPitc
on paljon vakaampi. Promoottorilta karkaaminen tapahtuu, kun Pol II on tuottanut yli 5
nukleotidid pitkdin RNA:n, eli RPirc muuttuu RNA:n tuottokompleksiksi (engl.
elongation complex). (Dvir, 2002) Pol IL:n tdytyy kuitenkin sitoutua promoottorilta
karkaamiseen (engl. escape commitment), ennen kuin se voi muodostaa EC:n.
Sitoutuminen promoottorilta karkaamiseen vaatii vahintddn 4 nukleoitidid pitkin RNA:n
ja Pol IL:n on siirryttdva transkription aloituspaikasta kohti geenin alavirtaa. T&lldin
suurin osa Pol II molekyyleisté karkaa promoottorilta transkription pidennysvaiheeseen.

(Kugel ja Goodrich, 2002)

Transkription pidennysvaihe alkaa, kun RNA-polymeraasi on onnistunut karkaamaan
promoottorilta. Bakteerien RNA-polymeraasit seké eukaryoottien Pol I ja Pol III alkavat
tuottaa tehokkaasti RNA:ta, mutta Pol II ei vield tdhin kykene, vaan sen tiytyy péésta
vield yhden esteen yli. Tatd estettd kutsutaan promoottorin ldheisyyteen pysdhtymiseksi
(engl. promoter proximal arrest tai promoter proximal pausing). (Core ja Adelman, 2019)
Promoottorin ldheisyyteen pysdhtymistd havaitaan useimmiten Pol II:lla, mutta

3% avulla

esimerkiksi kolibakteerin (Escherichia coli) RNA-polymeraasi pysdhtyy o
promoottorin ldaheisyyteen (Petushkov ja muut, 2017). Kolibakteerilla on havaittu myos
promoottorin ldheisyyteen pysédhtymisti o'-sisiltdvissi RNA-
polymeraasikomplekseissa, jolloin ’’-aloitustekijid on kiinni RNA-polymeraasissa sen
aloitettua transkription ja RNA-polymeraasi pysdhtyy kohtaan +17 lacUVS5-
promoottorilla (Brodolin ja muut, 2004). Pol Il:lle promoottorin ldheisyyteen
pysdhtyminen on tidrked toiminnan sditelyvaihe, jossa solu pdittdd Pol II transkription
pidennysvaiheeseen etenemisestd ja edelleen geenin ilmenemisen aktivoimisesta.
Pysdhtyminen toimii my0s yhtend tarkastuspisteend transkription laadunvalvonnassa.
Pysdhtyminen voi my0s vaikuttaa alavirran RNA:n prosessointiin, kuten RNA:n 5’-pdén
lakittamiseen (engl. 5 -end capping) tai RNA:n silmukointiin (engl. splicing) (Akhtar ja
muut, 2019). Pol II:n pysdyttdmisestd promoottorin ldheisyyteen on vastuussa usea
proteiini: DRB molekyylin herkkyyttd kasvattava tekija (engl. DRB sensitivity inducing
factor, DSIF) ja negatiivinen pidennystekija (engl. negative elongation factor, NELF)

(kuva 4). DSIF on konservoitunut hiivoista ihmisiin, mutta NELF on konservoitunut vain
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nisdkkididen ja banaanikérpisen vélilld. (Saunders ja muut, 2006) DSIF ja NELF eivit

itsessddn aiheuta promoottorin ldheisyyteen pyséhtymisti, vaan siitd on vastuussa Pol II

P-TEFb:n sitoutuminen Transkription pidennysvaiheeseen
pysihtyneeseen Pol 1T kompleksiin siirtyminen

Pysdhtynyt Pol 11

Kuva 4. Yleiskuva Pol Il:n promoottorin liheisyyteen pysdhtymisestd. Pol II pysdhtyy promoottorin
ldheisyyteen DSIF ja NELF-proteiinien avustamana. Tdmdn jilkeen P-TEFb fosforyloi NELF-proteiinin,
jolloin NELF irtoaa kompleksista ja Pol Il pédsee jatkamaan transkriptiota. Kuva muokattu lihteestid Kwak
ja Lis (2013).

aloitustekijd TFIID, ainakin in vitro promoottorilla, jossa ei ole nukleosomeja. DSIF ja
NELF edesauttavat promoottorin ldheisyyteen pysdhtymistd TFIID:n ldsnédollessa. (Fant
ja muut, 2020) DSIF ja NELF vilitteisessd promoottoriin 1dheisyyteen pyséhtymisesta
Pol II padsee karkaamaan, kun TFIIH fosforyloi Pol II C-terminaalista paétd DSIF:n ja
NELF:n sitouduttua. Tdmén jédlkeen transkription pidennysvaihetta edistiva tekija b
(engl. positive transcription-elongation factor-b, P-TEFb) fosforyloi DSIF:n seka
NELF:n. P-TEFb sitoutuu DSIF:n kanssa, jolloin NELF irtoaa kompleksista ja
pidennysvaihe on valmis alkamaan. (Adelman ja Lis, 2012; Fant ja muut, 2020; Kwak ja
Lis, 2013; Saunders ja muut, 2006) Edelld mainitun promoottorin ohjaaman pysdhdyksen
liséksi on olemassa toisenlaista promoottorin ldheisyyteen pysdhtymistd, joka on
nukleosomien aiheuttamaa. Téll6in Pol II pysdhtyy 1dhimmén nukleosomin eteen, mutta
Pol II:lla on lukuisia keinoja pédstd sen ohi. (Kwak ja Lis, 2013) Promoottoriin
ldheisyyteen pysdhtymistd tapahtuu transkription ensimmadisen 50 nukleotidin aikana.
Promoottorin ldheisyyteen pysdhtymiseen johtaa jokin kolmesta mekanismista:
promoottoriin sitoutuneet aloitustekijdt “vetdvat” RNA-polymeraasia takaisin péin,
syntyvd RNA ei ole tarpeeksi pitkd muodostaakseen liukumista estdvid rakenteita tai
taaempaa saapuvalla RNA:n tuottokompleksilla ei ole tarpeeksi tilaa “puskea”

peruuttanutta (engl. backtracked) RNA:n tuottokompleksia eteenpéin. (Nudler, 2012)

Transkription pidennysvaihe nimensd mukaisesti tuottaa pitenevdd RNA:ta DNA-mallin
mukaisesti. Transkription pidennysvaiheeseen péédstessi on RNA jo pidentynyt usean

emidksen verran. Osa tdsti RNA:sta on yksittdisend ketjuna RNA-polymeraasin
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ulosmenokanavassa (7-11 emaéstd) tai polymeraasin ulkopuolella, osa vield DNA/RNA-
hybridind RNA-polymeraasin sisilld aktiivisessa keskuksessa (9-10 emistd). RNA-
polymeraasi pidentdd RNA:ta sen 3’-pddstd katalyysissd kidyttden apuna
magnesiumioneja (Steitz, 1998). Laukaisinsilmukka (engl. trigger loop) on vastuussa
uuden nukleotidin liittdmisestd kasvavan RNA:n 3’-pddhin. Laukaisinsilmukka myds
tarkistaa, onko liitetty nukleotidi mallijuosteeseen sopiva. (Wang ja muut, 2006) Tehokas
nukleotidin liittdmissykli koostuu neljastd vaiheesta (kuva 5): nukleosiditrifosfaatin
(engl. nucleoside triphosphate, NTP) sitoutumisesta, katalyysistd, pyrofosfaatin (PP;)

vapautumisesta ja translokaatiosta. RNA-polymeraasi valitsee mallijuostetta vastaavan

.FﬂlkeEH\_'_r_r Iranslokaatio | F"“CEX"FF

W —
kil
»* \
TP Nukleotidin PPim i
”“"‘“““““ 0 Lisdyssykli mpmlmmmen

NTP \ 3 | P \
sitoutuu - sitoutun
Katalyysi e

Kuva 5. Nukleotidin lisiyssykli. Pidentyvi RNA saa uuden nukleotidin neljissi vaiheessa. Ensin
translokaation jiilkeisessé tilassa olevaan RNA-polymeraasiin sitoutuu uusi NTP, jolloin tapahtuu
katalyysi, nukleotidi liityy pidentyviiin RNA-ketjuun. Pyrofosfataasi irtoaa ja RNA-polymeraasi suorittaa
translokaation. Kuva muokattu lihteesti Zuo ja Steitz (2017).

NTP:n, joka sitoutuu polymeraasiin. RNA-polymeraasin tdytyy olla translokaation
jalkeisessi -tilassa (engl. post-translocational) NTP:n sitomiseksi, jolloin sen aktiivinen
keskus on avoin sitoutumiselle. (Zuo ja Steitz, 2017) Tédmén jélkeen laukaisinsilmukka
laskostuu ja yhdessd magnesiumin kanssa katalysoi NTP:n RNA-ketjun 3’-pddhin (Wang
ja muut, 2006). Taman jilkeen NTP:std irtoaa PP;ja translokaatio on valmis alkamaan
(Malinen ja muut, 2012). Translokaatiossa DNA/RNA-hybridi siirtyy eteenpdin yhden
nukleotidin verran, jolloin kehittyvd RNA (engl. nascent RNA) irtoaa DNA -templaatista
DNA/RNA hybridin yldvirrassa. Yldvirrassa yksi DNA-emadspari liittyy yhteen, kun
alavirrassa yksi pari eroaa toisistaan, jolloin transkriptiokupla pysyy saman mittaisena.
Pidentyvi RNA ohjataan erilliseen ulosmenokanavaan. DNA/RNA-hybridin
erottamisesta on vastuussa kansisilmukka-domeeni (engl. /id loop), joka muodostaa
steerisen esteen DNA/RNA-hybridille. My6s yldvirran transkriptiokuplan sulkeutuminen
on tirkedd DNA/RNA-hybridin irtoamiselle. (Vassylyev ja muut, 2007) Translokaation

jalkeen RNA-polymeraasi on valmis sitomaan seuraavan NTP:n.
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Ideaalitilanteessa RNA-polymeraasi etenee pidennysvaiheen alusta loppuun vailla
hiiridtekijoitd, mutta yleensd RNA-polymeraasi pysdhtyy kesken transkription.
Pysédhtymistd on joko viliaikaista, jolloin kyseessd on tauko (engl. pause) ja RNA-
polymeraasi kykenee vield jatkamaan tuon tauon jélkeen transkriptiota. Mikdli RNA-
polymeraasi ei kykene jatkamaan transkriptiota, on kyseessd keskeytys (engl. arrest).
(Artsimovitch ja Landick, 2000) RNA-polymeraasin pyséhtyessad pidentyvin RNA:n 3°-
pad ei endd ole aktiivisessa keskuksessa, jolloin pidennyskompleksi ei ole endd aktiivinen.
Pysdhtynyt RNA-polymeraasi pysyy kuitenkin paikallaan DNA:ssa. (Nudler, 2012)
Pysédhtyminen on yksi transkription pidennysvaiheen laadunvarmistusmekanismeista,
joilla RNA-polymeraasi varmistaa syntyvin RNA:n emisjirjestyksen oikeellisuuden.
Peruspysédhtyminen (engl. elemental pause) on lyhytaikainen pysdhtyminen, johon RNA-
polymeraasilla on aina mahdollisuus joutua (kuva 6). Pysdhtyminen aiheuttaa myos
rakenteellisia muutoksia RNA-polymeraasissa. (Artsimovitch ja Belogurov, 2018) RNA-
polymeraasi voi padstd jatkamaan transkriptiota samasta kohdasta johon se pysdhtyi,
mutta joskus se joutuu vetidytyneeseen tilaan (engl. backtracking). Vetiytyessdan RNA-

polymeraasi siirtyy takaisinpdin yhden tai useamman eméksen verran. Mikéli RNA-

Transkriptio

Peruspysidhtyminen

RNA RNA

v

Vetdytyminen

Hiuspinni-RNA

Transkription lopetus (keskeytys)

Kuva 6. Havainnekuva bakteerien RNA-polymeraasin pysdhtymisestd. Pysdhtynyt RNA-polymeraasi
(RNAP) voi joko jatkaa transkriptiota peruspysihtymisen jilkeen tai se voi esimerkiksi siirtyd
vetdytymiseen, jossa RNA-polymeraasi siirtyy taaksepdin pddstiden RNA:ta ulos. RNA-polymeraasilla on
muutamia tapoja selvitd vetdytyneestd tilasta, se voi esimerkiksi leikata ulos puskemansa RNA:n ja jatkaa
tdstd transkriptiota. Tdmd on todenndkoistd, mikdili RNA-polymeraasi on tehnyt virheen transkriptiossa.
RNA-polymeraasi voi myds peruspysédhtymisensd kautta joutua keskeytettyyn tilaan, jolloin transkriptio
lopetetaan.
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polymeraasi vetdytyy useamman emidksen, purkautuu DNA/RNA-hybridi osin ja jo
syntynyttd RNA:ta pusketaan ulos nukleotidien sitoutumispaikasta. Mikéli RNA-
ketjussa on védrd emds, RNA-polymeraasi katkaisee sen endonukleolyysilld, jonka
jilkeen RNA-polymeraasi jatkaa transkriptiota normaalisti. Mikéli korjattavaa ei ole, on
RNA-polymeraasin padstiva siirtymddn vetdytyneesta tilasta, jolloin RNA-polymeraasi
voi kiyttda ulos tyontdmiinsd RNA-ketjua ja timén jilkeen jatkaa RNA:n pidentdmista.

(Shaevitz ja muut, 2003)

RNA-polymeraaseilla on useita pidennystekijoitéd, jotka joko edesauttavat transkriptiota
tai hidastavat sitd. Kolibakteerilla on ainakin kaksi téllaista tekijad; NusG ja NusA. NusG
edesauttaa transkriptiota vihentdmalld RNA-polymeraasin pysdhtymisaikaa, kun taas
NusA hidastaa transkriptiota lisddmadlldi RNA-polymeraasin pysdhtymistiheyttd ja
yksittdisen pysdhtymisen kestoa. (Artsimovitch ja Landick, 2000) NusG:n ei havaittu
vaikuttavan yksittdiseen RNA:n pidentdmisreaktioon eli katalyyttiseen sykliin, joten sen
transkriptiota edistivd vaikutus perustuu pelkdstdin RNA-polymeraasin pysdhtelyn ja
vetdytymisen viahentdmiseen (Turtola ja Belogurov, 2016). NusG on myds ainoa kaikissa
elidissd konservoitunut transkriptiotekijd, leivinhiivalla NusG:td vastaava proteiini on
Spt5. Kolibakteerilla on monia muitakin transkription pidennystekijoitd, kuten Gre-
proteiiniperheen proteiinit (Roberts ja muut, 2008). Pol II yleisinéd pidennystekijoitd ovat
P-TEFb, TFIIS, jotka estdvit Pol 1I:n keskeytystd, sekd TFIIF, elongiini ja ELL, jotka

vihentdvit polymeraasin taukoja (Reines ja muut, 1996).

Transkription lopetusvaithe voi alkaa monesta syystd, joista toivottavin on
transkriptoitavan geenin paattyminen. Transkription lopetus on siis tdrked sdatelyvaihe
transkriptiossa, jolloin vddrin muodostuneet RNA-ketjut voidaan hévittad tai oikein
muodostuneet RNA-ketjut siirretddn translaatioon. Siirtyminen transkription lopetukseen
voi tapahtua bakteereilla kahdella tavalla. Luontaisessa lopetuksessa (engl. intrinsic
termination) ei vaadita RNA-polymeraasin, DNA:n ja RNA:n lisdksi mitddn muuta.
Toinen tapa on erillisistd lopetustekijoistd (engl. termination factor) riippuva tapa.
Bakteerien RNA-polymeraasien tunnetuin lopetustekija on Rho, joka hajottaa RNA:n
pidennyskompleksin. (Ray-Soni ja muut, 2016) Luontaisessa lopetuksessa RNA-
polymeraasi tunnistaa lopetussekvenssin, joka koostuu yldvirran G-C-alueesta ja sitd
seuraavasta T-rikkaasta alueesta. Téastd alueesta RNA-polymeraasin luoma RNA-
sekvenssi johtaa lopetushiuspinninrakenteen (engl. terminator hairpin) muodostumiseen.
(Carafa ja muut, 1990) RNA-polymeraasi lopettaa transkription kolmessa vaiheessa.
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Ensimmadiseksi RNA:n pidennyskompleksi pysdhtyy mallijuosteen T-rikkaan alueen
padhdn. T-rikas sekvenssi johtaa heikkoon DNA/RNA-hybridiin, jolloin RNA-
polymeraasin kansi ja koura-domeenit 10ystyvdt. RNA:lla on tilaa muodostaa
ulosmenokanavaan lopetushiuspinnirakenne ja ndin pakottaa RNA-polymeraasin
konformaatiomuutokseen. Tdlloin RNA-polymeraasi on avoimempi ja RNA péadsee
irtoamaan DNA/RNA-hybridista. (Gusarov ja Nudler, 1999; Ray-Soni ja muut, 2016)
Luontaisen lopetuksen lisdksi on Rho-rippuuvaista lopetusta (kuva 7 A). Molemmat tavat
ovat sekvenssistd riippuvaisia, ja noin puolet lopetuksista on Rho-riippuvaisia. Rho
tunnistaa sekvenssin syntyvdssd RNA:ssa. Rho sitoutuu RNA-polymeraasin
transkriptoimaan Rho-alueeseen, joka sijaitsee ennen varsinaista lopetussekvenssii, ja
litkkuu sité pitkin kohti RNA-polymeraasia. Rho liikkuu RNA:ta pitkin nopeammin kuin
RNA-polymeraasi transkriptoi RNA:ta, joten se saavuttaa RNA-polymeraasin. Kun Rho
saavuttaa RNA-polymeraasin, se avaa helikaasi-aktiivisuutensa avulla DNA/RNA
hybridin. Tdmain jélkeen Rho poistaa syntyneen RNA:n, jolloin transkriptiokupla luhistuu
ja RNA-polymeraasi irtoaa DNA:sta. (Ray-Soni ja muut, 2016) Pol II systeemissi
transkription lopetus tapahtuu joko poly(A)-riippuvaisesta lopetuksesta (engl. Poly(A)-
dependent termination) tai Senl proteiinista riippuvaisesta lopetuksesta (kuva 7 B ja C).
Poly(A)-riippuvaisessa lopetuksessa Pol II padtyy transkriptoimaan geenin loppua, jossa
sijaitsee poly(A)-alue. Pol II transkriptoi poly(A)-alueen, jonka jidlkeen se pysédhtyy ja
endonukleolyyttisesti katkaisee syntyneen RNA:n. RNA:n katkaisusta on vastuussa
erillinen proteiini, RNA-trafiikki proteiini (engl. RNA trafficking protein, Ratl). Ratl on
5’-3” eksoribonukleaasi, joka vaatii transkription lopetukseen my0ds avustavia proteiineja
(kuva 7 B). Ratl sy tietddn RNA:ta pitkin kohti Pol Il:ta, jolloin Ratl:n ja Pol II:n
vélinen tormdys aiheuttaa transkription lopetuksen. RNA vapautuu, kun Ratl alkaa
katkaisemaan RNA:ta 5°-3” suunnassa. Toinen tapa transkription lopetukseen Senl

proteiini aiheuttama transkription lopetus, jossa Senl avaa helikaasi-aktiivisuutensa
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avulla DNA/RNA-hybridin Pol II sisédlli. Molemmat Pol II transkription lopetustavat

vaativat kuitenkin useita avustavia proteiineja. (Kuehner ja muut, 2011)

Bakteerien ja eukaryoottien RNA-polymeraasien toiminta transkription aloituksesta sen
lopettamiseen on hyvin samankaltaista, mutta suurin ero ndiden transkriptiosysteemien
vililld on avustavissa proteiineissa. Myos leivinhiivan RNA-polymeraasien I, II ja III
vélilld suurin ero on avustavissa proteiineissa, silld itse polymeraasit ovat hyvin
samankaltaisia. Kun ymméirrdmme transkription perusmekanismin, on myos jonkin
yksittdisen RNA-polymeraasityypin toiminnan ymmaértdminen helpompaa. Toistaiseksi
vihiten tutkittu kolmesta eukaryoottisesta polymeraasista on Pol I, jonka tutkimus on
tosin viimeisen kymmenen vuoden aikana elpynyt. Koska kokeellinen pro gradu -

tutkimukseni keskittyi Pol I:een, esittelen seuraavaksi tarkemmin sen toiminnan

A)

——
RNA

RNA

A-rikas U-rikas
RNA RNA

Kuva 7. Transkription lopetusvaihe bakteereilla ja leivinhiivalla. A) Rho-proteiinista johtuva bakteerien
RNA-polymeraasin lopetusvaihe. Rho-tunnistaa RNA:ssa tietyn sekvenssin, johon se tarttuu ja jota pitkin
se etenee kohti RNA-polymeraasia. Saavuttaessaan RNA-polymeraasin se on kietonut RNA:ta ympdrilleen.
Rho avaa helikaasi-aktiivisuutensa avulla RNA-polymeraasin sisdlld olevan DNA/RNA-hybridin ja poistaa
syntyneen RNA:n jolloin transkriptiokupla luhistuu ja RNA-polymeraasi irtoaa DNA:sta. B) Poly(A)-
riippuvainen transkription lopetusvaihe leivinhiivalla. Lopetusvaiheen avustavat proteiinit fosforyloivat
Pol II:n C-terminaalista pddtd (Pol II CTD), jolloin avustavat proteiinit pddsevt sitoutumaan. Avustavat
proteiinit tunnistavat A-rikkaan sekvenssin eli Poly(A4) sekvenssin, jonka jilkeen Ratl katkaisee RNA:n 5 -
3’ suunnassa, silld se on eksoribonukleaasi. C) Senl riippuvainen transkription lopetusvaihe. Erilaisen
lopetussekvenssin tunnistettuaan Senl ohjautuu transkriptiokuplan reunalle, jossa se helikaasi-
aktiivisuutensa avulla avaa DNA/RNA-hybridin, mikd lopulta johtaa RNA:n vapautumiseen.
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ymmaértdmisen nykytilan, kdyttden esimerkkind erityisesti eniten tutkittua leivinhiivan

Pol I:t4.

2.3 RNA-polymeraasi I:n transkription aloitus
Leivinhiivassa Pol I tuottaa pelkéstdan ribosomaalista 35 S RNA:ta, jonka solu pilkkoo
edelleen 18 S, 5,8 S ja 25 S rRNA:ksi. Tdma 35S rDNA sijaitsee kromosomissa XII noin
100-140 toistona (Petes, 1979). Nopeasti kasvavissa soluissa rRNA:n méérd on 80 %
kaikesta RNA:sta ja Pol I:n aktiivisuus 60 % kaikesta transkriptiosta (Warner, 1999).
rRNA:n suuren tuottotason selittdd useiden geenikopioiden lisdksi se, ettd yksittdistd
rDNA-geenid transkriptoi yhtd aikaa monta perdkkdin etenevdd Pol I:a (Hontz ja muut,
2008; Miller ja Beatty, 1969). Pol I -transkriptiokoneisto aloittaa transkription aina
samalta promoottorilta. Tdméin promoottorin vélttdméton alue alkaa 155 emaésté
yldvirtaan transkription aloituskohdasta ja jatkuu 27 emésti alavirtaan, eli promoottorin
sijainti on tilloin lyhennetysti -155/427, jossa transkription aloituskohta on +1 (Choe ja
muut, 1992; Keener ja muut, 1998; Musters ja muut, 1989; Petes, 1979). Tdma
promoottori on jaettavissa kahteen elementtiin: ylavirran elementtiin ja ydinelementtiin.
Ylavirran elementti sijoittuu promoottorissa kohtaan -155/-60 ja ydinelementti sijoittuu
kohtaan -38/+5 (Keener ja muut, 1998) (kuva 8). Koska Pol I tuottaa vain rRNA:ta, on

sen promoottori helppo selvittda.

Pol I
-

ylavirran elementti ydinpromoottor: jr——
-155 -60 -38 +1 +5

Kuva 8. Malli Pol I aloituskompleksin sitoutumiselle. UAF sitoutuu yldvirran elementtiin, joka sijaitsee
vililld -155/-60. CF sitoutuu ydinpromoottoriin, joka sijaitsee vilild -38/+5. TBP:n arvellaan sitoutuvan
CF:n ja UAF:n vdliin, mutta varmaa tietoa TBP:n sitoutumisesta ja osallisuudesta ei vield ole. UAF, TBP
ja CF muodostavat pohjan, jolla Pol I - RRN3-kompleksi sitoutuu promoottoriin ja aloittaa RNA:n tuoton
kohdasta +1.

2.3.1 Vilttimdton aloituskompleksi
Transkription aloitus in vitro vaatii Pol I:n liséksi vain kaksi proteiinia, RRN3:n ja CF:n.
Tatd kutsutaan valttdmittomaksi aloituskompleksiksi, joka toimii vain 2—-10 % teholla
verrattuna tdydelliseen aloituskompleksiin. Aloitustekijoistd lahimméksi transkription

aloituskohtaa (+1) sitoutuu alayksikoistd RRN6, RRN7 ja RRNI11 koostuva
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proteiinikompleksi CF (Lalo ja muut, 1996) (kuva 8). CF sitoutuu promoottorin
ydinpromoottorin yldosaan, mutta sen tarkasta sitoutumiskohdasta on ollut paljon
erimielisyyksid. Taménhetkisen tiedon mukaan se sitoutuu vilille -32/-13 (Kulkens ja
muut, 1991; Sadian ja muut, 2017; Sadian ja muut, 2019). Koska Pol I promoottoreilla
lajien valilld ei ole homologiaa, on myds mahdollista, ettei CF tunnista mitdédn tiettya
emdsjdrjestystd, vaan DNA:n paikallisen rakenteen. Yhdeksi téllaiseksi rakenteeksi on
ehdotettu DNA:n GC-rikasta pientd uurretta (engl. minor groove). DNA:n rakenteen
tunnistamista tukee my0s se, ettd hiivan CF sitoutuu emdsjérjestykseltddn erilaiseen
thmisen rDNA-promoottoriin. CF:n on siis ehdotettu tunnistavan Pol I -promoottorin GC-
rikas alue. (Jackobel ja muut, 2019) Kvantitatiiviset parametrit, jotka maarittdvat CF:n
sitoutumisen tiettyyn kohtaan rDNA-promoottoria ovat edelleen huonosti ymmaérrettyja.
Muilla DNA:han sitoutuvilla aloitustekijoilld on CF:std poiketen sekvenssispesifisyytté
(Chasman ja muut, 1993; Jackobel ja muut, 2019; Keys ja muut, 1996). CF on kuitenkin
valttdméaton aloitustekijd. (Peyroche ja muut, 2000). Tami nikyy myds Pol I-RRN3-CF-
rakenteissa (Engel ja muut, 2017; Sadian ja muut, 2019). Itsendiseni proteiinina CF
koostuu kahdesta moduulista (kuva 9 A). Moduuli 1 koostuu RRN6 C-terminaalisesta
paistd sekd RRN11 proteiinista ja moduuli 2 puolestaan koostuu RRN6 N-terminaalisesta
padstd sekd RRN7 proteiinista. Moduulien vélissd on ohut sarana-alue (engl. hinge
region), joka liittdd moduulit toisiinsa. RRN6 kéytdnnossd sulkee RRN7:n ja RRN11:ta
sisdénsd CF:n vapaassa muodossa. (Engel ja muut, 2017) CF sitoutuu DNA:han
alayksikoilld RRNI1 ja RRN7, mikd johtuu todenndkéisimmin CF:n rakenteen
muuttumisesta sen sitoutuessa DNA:han (Pilsl ja Engel, 2020). Alayksikk6 RRN7
muistuttaa Pol II aloituskompleksin transkriptiotekijda TFIIB (Blattner ja muut, 2011;
Engel ja muut, 2017), mutta niiden samankaltaiset rakenteet omaksuvat erilaiset asennot

komplekseissa (Pilsl ja Engel, 2020). CF sitoutuu TBP:hen todennékodisimmin RRN6
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alayksikon kautta, mutta asia ei ole tdysin selvi, silldi TBP:n on puolestaan osoitettu

vuorovaikuttavan sekd RRN7:n ettd RRN11:n kanssa (Steffan ja muut, 1996).

A) B)

0

Sertini-

pinta

S | Dimerisaatiopinta
I
|

Kuva 9. CF:n ja RRN3:n rakennekuvat. A) CF koostuu kolmesta alayksikostd: RRNG:sta, RRN7:std ja
RRNI11:sta (PDB id: 507X). Kasautuakseen CF tarvitsee myds magnesiumioneja, joista tyypillisesti yksi
erotetaan ratkaistuissa kide- ja kryo-EM-rakenteissa. Vasemmalla on moduuli 1, joka koostuu RRN6:n N-
terminaalisesta osasta ja RRN1 1 :sta, oikealla on moduuli 2, joka koostuu RRN6:n C-terminaalisesta osasta
ja RRN7:std. Moduuleja yhdistdd sarana-alue. B) RRN3-rakenteen seriinipinta on merkitty vihredlld,
dimerisaatiopinta vaaleansiniselld ja heliksit o21- a23 vaaleanpunaisella (PDB id: 3T1J). HEAT
toistojaksot H1-H4 on ympyrdity keltaisella ja H6-H10 oranssilla.

Aloitustekijoisti RRN3 sitoutuu suoraan Pol I proteiiniin muodostaen holoentsyymin.
RRN3 sitoutuu Pol I proteiiniin myds ilman promoottorin ldsndoloa. (Yamamoto ja muut,
1996) RRN3:1la ja DNA:lla ei ole osoitettu olevan vuorovaikutusta keskendédn. RRN3
sitoutuu Pol I alayksikkdon A43 (Peyroche ja muut, 2000), tarkemmin sanottuna Pol I
sauvan N-terminaaliseen paddhin (Engel ja muut, 2013). RRN3 ylettyy my0s alayksikon
A190 ja AC40-AC19 heterodimeerin pintaan, vakauttaen Pol I monomeeristi,
transkriptioon kykenevdd muotoa (Engel ja muut, 2016; Pilsl ja muut, 2016). [Iman
RRN3:a Pol I ei pysty tehokkaaseen transkriptioon (Milkereit ja Tschochner, 1998).
Kuten Pol I, myés RRN3 esiintyy vapaassa muodossa inaktiivisena homodimeerina
(Blattner ja muut, 2011; Engel ja muut, 2013). Rakenteellisesti RRN3 koostuu yhteensa
kymmenestd HEAT-toistojaksosta, HI-H10 (Andandre ja Bork, 1995). Niistd H6-H10
osallistuvat RRN3 dimerisoitumiseen kolmen yksittéisten a-heliksin a21- 023 avulla. H1-
H4 siséltavit seriinipinnan (engl. serine patch), joka viittaa RRN3:n toiminnan
muokkaamiseen fosforylaation avulla. RRN3:n rakenne on konservoitunut, joten ne ovat

melko samanlaiset niin leivinhiivalla kuin ithmiselldkin (kuva 9). (Blattner ja muut, 2011)

RRN3 siis muuttaa dimerisaatiomoduulin rakennetta sitoutuessaan, miké viittaa RRN3:n
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toimintaan Pol  monomeerii stabiloivana proteiinina. (Engel ja muut, 2016; Pilsl ja muut,

2016)

Vilttdmaton aloituskompleksi sitoutuu promoottoriin todennékdisesti CF:n ohjaamana.
CF:n moduuli 1 suuntautuu holoentsyymin Pol I halkioon pdin, moduuli 2 sen sijaan
osoittaa poispéin holoentsyymistid. CF:n alayksikkdé RRN7, joka sijaitsee moduulissa 2,
on kuitenkin vuorovaikutuksessa RRN3:n kanssa (kuva 10). Tdmé vuorovaikutus
vaikuttaisi olevan ainoa sitoutumiskohta vélttimattomén aloituskompleksin avustavien
proteiinien vililla. (Engel ja muut, 2017) Pol I sitoutuu DNA:han halkionsa avulla. Pol I:
halkio on DNA:han sitoutumattomassa muodossaan leveimpi, noin 42 A, kuin muilla
RNA-polymeraaseilla (Tafur ja muut, 2016). Pidentynyt muoto halkion ldpéisevistd
siltaheliksistd on vastuussa halkion auki pitimisestd, mutta laajaa halkiota vakauttaa
myds erillinen levittdja-domeeni (engl. expander). DNA:n sitoutuessa levittdja kuitenkin
siirtyy, jolloin aiemmin epéjérjestiaytynyt siltaheliksin keskiosa laskostuu alfa-kierteeksi,
minka seurauksena siltaheliksin kokonaispituus lyhenee ja Pol I:n halkio supistuu. (Engel
ja muut, 2013; Engel ja muut, 2017; Ferndndez-Tornero ja muut, 2013; Pilsl ja muut,
2016) Levittdja vakauttaa myos Pol I alayksikon A12.2 sinkkinauhamotiivia (Fernandez-
Tornero ja muut, 2013; Kuhn ja muut, 2007). Pol I alayksikon A12.2 C-terminaalinen pai
yltdd Pol I:n aktiiviseen keskukseen asti ja sen poistuminen aktiivisesta keskuksesta on
yksi edellytys Pol I:n transkription aloitukselle. A12.2 C-terminaalisen pdin rooli on
todenndkoisesti keskeytetyssd aloituksessa, jossa se pilkkoo syntyvit lyhyet RNA:t.
(Engel ja muut, 2017; Sadian ja muut, 2017) Vilttimattomédn aloituskompleksin
sitouduttua DNA:han on kyseesséd suljettu kompleksi (RP.), joka on havaittu Pol I:n
tapauksessa kahdessa erilaisessa tilassa (kuva 10 A ja B). On mahdollista, ettd ndma tilat
edustavat perdkkiisid vilivaiheita avoimen kompleksin muodostusmekanismissa.
Molemmille RPc-tiloille on yhteista, ettd CF sitoutuu yldvirran DNA:han ja aiheuttaa noin
60° taivutuksen poispdin Pol I:n DNA:ta sitovasta halkiosta (kuva 10 B). Ero ndiden
kahden tilan vililli on yldvirran DNA:n kulman sijainti verrattuna holoentsyymiin.
Aloituskompleksin esiintyessd RPc:nd levittdjd ei ole vield siirtynyt halkiosta. RPc:n
rakenteissa, jotka Sadian ja muut (2019) hiljattain selvittivit, nikyy myos toinen
mielenkiintoinen seikka, josta ennen titd ei ollut tiyttd varmuutta: RRN3:n hapan
aminohapposilmukka (engl. acidic loop), jota ei ennen ole rakenteissa selkeésti ndhty, on
kontaktissa RRN7:n sinkkinauhadomeeniin ja téti kautta ankkuroi CF:n Pol I:een (kuva

11 A). Tami vaikuttaisi olevan myds ainoa sitoutumiskohta RRN3:n ja CF:n vililla.
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RRN3:n ja RRN7:n vélinen kontakti vakauttaa CF:n Pol I pintaan, mutta alustavan
transkription edetessd RRN7 rakenne torméd RRN3:n happamaan silmukkaan, jolloin sen
rakenne hivida ja CF irtoaa kompleksista. (Sadian ja muut, 2019) Tama malli on esitetty

kryoelektronimikroskopialla, mutta titd mallia ei ole testattu toiminnallisesti.

A) A43-A14

Kuva 10. Pol I suljettu ja avoin kompleksi kahdesta eri kulmasta. A) Suljettu kompleksi, jossa Pol I on
sitoutunut DNA:n ympdrille, muttei vield avannut sitd. RRN3 sijaitsee A43-A14 domeenin Ildhelld, kaukana
DNA:sta. RRN3:n ja CF:n vilinen kontakti ei ole ndhtdvissd tdstd kuvakulmasta. Suljetun kompleksin
rakennekuvista myos puuttuu A49 tWH. B) Suljettu kompleksi, mutta kddnnettynd. Tdssd kuvassa myds
suljetun kompleksin kaksi vaihetta, RPc I ja RPc 2 (CCl ja CC2 kuvassa) ovat néhtivilld. RPc 1:n ja RPc
2:n ero on siind, ettd ne taivuttavat DNA:ta hivenen eri verran, RPc 2 tilassa DNA on taivutetumpaa. C)
Avoin kompleksi, jossa DNA on avattu. Avoimessa kompleksissa A49 tWH on ndhtdvissd, ja se sitoutuu
RRN3:n ja CF:n viliin DNA:n ympdrille. Suurta rakenteellista eroa suljettuun kompleksiin ei ole
ndhtavissd. D) Avoin kompleksi, mutta kddnnettynd. Tdssd kuvassa nédkyy juuri ja juuri RRN3:n ja RRN7:n
vdlinen kontakti, mutta se on esitelty tarkemmin kuvassa 11. Kuva muokattu lihteestd Sadian ja muut
(2019).
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QC1 koura
0C2 Ad9linkkeri

OC2 Yiavirran DNA OC2 Ylaviman DNA

Kuva 11. Yksityiskohtia Pol I:n vilttimdttomdstd aloituskompleksista. A) RRN3:n ja RRN7:n vilinen
kontaktipinta. RRN3:n hapan aminohapposilmukka ja RRN7:n sinkkinauha ovat kontaktissa toisiinsa, ollen
toistaiseksi ainoa kontaktipinta RRN3:n ja CF:n vililld. B) A49 tWH:n sijainti avoimessa kompleksissa.
A49 tWH sitoutuu yldvirran promoottoriin, mutta se vaatii puristin-domeenin supistumisen ennen
sitoutumistaan DNA:han. C) A49 tWH:n asennot avoimessa kompleksissa ja transkriptoivassa
pidennyskompleksissa. A49 tWH:n on liikuttava paljon, silld se on pidennyskompleksin rakennekuvissa
verrattuna ylavirran DNA:n tielld. Kuva muokattu lihteestd Sadian ja muut (2019).

Vilttamattomastd aloituskompleksista alavirran DNA:han sitoutuu kaksi domeenia, CF:n
RRN7 ja RRN11 ja Pol I alayksikon A49 kaksoissiivekis heliksi-domeeni (engl. tandem
winged helix, tWH), joka sijaitsee alayksikon C-terminaalisessa paédssa (Sadian ja muut,
2019) (kuva 11 B). Vaikka A49 tWH:n rooli onkin ollut epdselvd aikaisemmissa
rakennekuvissa (Ferndndez-Tornero ja muut, 2013; Neyer ja muut, 2016; Pilsl ja muut,
2016), ei sen rooli DNA:ta sitovana domeenina ole yllatys, silli A49 tWH muistuttaa
hyvin paljon Pol Il aloitustekijédn TFIIE:n alayksikkod . A49 on osa heterodimeerid A49-
A34.5, joka muodostuu kahdesta osasta, joista toinen on edelld mainittu A49 tWH ja
toinen on A49-A34.5 dimerisaatiomoduuli. Tdm& dimerisaatiomoduuli muistuttaa Pol 11
aloitustekijdd TFIIF. (Fernandez-Tornero ja muut, 2013; Geiger ja muut, 2010; Kuhn ja
muut, 2007) Vaikka A49 tWH sitoutuu DNA:han, ei silld ole DNA:n avaamiseen

soveltuvia elementtejd kuten TFIIE:ssd, jolloin silld ei todenndkdisesti ole mydskéddn

roolia DNA:n avaamisessa. DNA on kuitenkin avattava, jotta Pol I voi muuttua RP:td
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RP,:ksi. Pol T kompleksissa titd roolia todenndkdisesti hoitaa perdsin (engl. rudder),
mutta DNA:n avaamisen tarkempi mekanismi on yhé selvittiméttd. Kuitenkin Pol I:n
ollessa RP, -tilassa, A49:n ja RRN7:n linkkerialueet ovat hyvin ldhell4 transkriptiokuplan
reunaa, jolloin ne todenndkdisesti vakauttavat yldvirran DNA:ta transkriptiokuplan
avautumisen alussa (kuva 10 C ja D). (Sadian ja muut, 2019) RP,:n muodostumisen
jilkeen Pol I puristin alkaa sulkeutua, jolloin halkio yhad pienenee, Pol I muuttuu
alustavasti transkriptoivaksi kompleksiksi (RPirc) ja aloittaa tdlloin RNA:n tuoton (Tafur
ja muut, 2016). RPrrc:n muodostuttua rakennekuvista puuttuu yleensd A49 tWH (Engel
ja muut, 2017; Ferndndez-Tornero ja muut, 2013; Pilsl ja muut, 2016). Kun A49 tWH:n
rakenteen selvittiminen onnistui RPirc:ssd, RRN3:n katosi rakenteesta todennikoisesti
siksi, ettd A49 siirtyy paikaltaan RNA:n pidentyessé tarpeeksi (kuva 11 C). Tama johtaa
tormdykseen RRN3:n kanssa, jolloin se irtoaa kompleksista. (Han ja muut, 2017). Tdma
viittaa A49 tWH:n rooliin myds RRN3:n irrottajana, jolloin Pol I pédsisi karkaamaan

promoottorilla.

2.3.2  Taydellinen aloituskompleksi
Taydellinen aloituskompleksi koostuu  vilttdmittoman aloituskompleksin, eli
promoottorin, Pol I:n, RRN3:n ja CF:n lisdksi UAF ja TBP-proteiineista (kuva 8).
Téaydellinen aloituskompleksi on véhintddan 10-kertaa aktiivisempi kuin valttimaton
aloituskompleksi. (Keener ja muut, 1998) Aloituskompleksin avustavista proteiineista
UAF sitoutuu kauimmas transkription aloituspaikasta, yldvirran elementtiin (-155/-60)
(Keys ja muut, 1996). UAF koostuu kuudesta alayksikostd: RRNS, RRN9, RRNI10,
UAF30 seki histoneista H3 ja H4 (Keener ja muut, 1997; Keys ja muut, 1996; Nogi ja
muut, 1991; Siddiqi ja muut, 2001). UAF:n rooli Pol I viélitteisen rDNA:n transkription
aktivoimisen lisdksi on estdd Pol II vilitteinen rDNAn transkriptio, minkd UAF tekee
kromatiinirakenteeseen vaikuttamalla (Siddiqi ja muut, 2001). UAF muodostaa vakaan
kompleksin promoottorin kanssa, muodostaen pohjan transkription aloitukselle ja néin
auttaa CF:n ja Pol I:n sitoutumista (Keys ja muut, 1996). RRN5, RRN9 ja RRN10 ovat
tarkeitd UAF:n toiminnalle, silld mutaatiot nidissd tai ndiden alayksikdiden puuttuminen
hidastaa merkittidvésti hiivan kasvunopeutta (Keys ja muut, 1996; Nogi ja muut, 1991).
UAF30 ei ole valttiméaton alayksikké UAF:n toiminnalle, joskin se vaaditaan tdyteen
transkriptioaktiivisuuteen (Siddiqi ja muut, 2001). /n vivo UAF30:n puuttuminen hidastaa
rDNA:n transkriptiota jopa 70 %, vaikka rDNA on yliladattuna polymeraaseilla. (Hontz
jamuut, 2008; Siddiqi ja muut, 2001) Yksittdisissd deleetio-solukannoissa testattuna UAF
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kasaantuu myods ilman yksittdisid alayksikoitd. Poistettacssa RRNS alayksikké UAF
kompleksista, histoneita H3 ja H4 havaitaan vdhemmdn. RRNS:1ld on siten
todenndkoisesti rooli kyseisten histonien sitouttamisessa tai vakauttamisessa. (Smith ja
muut, 2018) Histonien rooli UAF-proteiinikompleksissa on vield osin selvittimaétta, silla
histonien pédasiallinen tehtdvd on toimia nukleosomeissa ja kromatiineissa, jossa ne
pakkaavat DNA:n tiiviiksi. Histonit koostuvat kahdesta domeenista: rungosta ja hinnésta
(engl. core ja tail). (Zhou ja Bai, 2019) Histonin H3 hintid-domeenilla on UAF:n
kasaantumista edistidva vaikutus, mutta myos pelkkd runko riittdid UAF:n kasaamiseen.
Toisaalta histonin H3 tai H4 puuttuessa UAF kykenee muodostamaan kompleksin, jolloin
histonien toiminta UAF-kompleksissa on vield selvittiméttd. Tavallisessa UAF-
kompleksissa on kuitenkin vain yksi kappale kutakin alayksikkod, pois lukien H3, jota on
kaksi kappaletta. (Smith ja muut, 2018) Histonien puuttumista UAF-kompleksista in vivo
on vaikea tutkia, silld histonien poisto on todennékoisesti letaali mutaatio, toisin kuin
UAF:n RRN- tai UAF30-alayksikdiden poisto. Vaikka UAF:n kaikki alayksikot
tunnetaan ja se on jopa onnistuttu tuottamaan rekombinanttiproteiinina (Smith ja muut,
2018), ei1 UAF:n kolmiulotteista rakennetta ole vield selvitetty. Todennédkdisesti UAF
sitoo DNA:ta nukleosomien tapaan kiertimélldi DNA:ta ympérilleen, silld sen sitoma
DNA-alue on melko pitkd. Tdma selittiisi myos histonien H3 ja H4 olemassaolon UAF-

kompleksissa. (Keener ja muut, 1998)

TBP on osa jokaisen eukaryootti-RNA-polymeraasin toimintaa, myds Pol I:n. TBP on
pieni 27 kDa yksialayksikkodinen proteiini, joka sitoutuu DNA:han nimensd mukaisesti
alueelle, jossa on TATA-emistoisto tai jokin sen variaatio (Chasman ja muut, 1993).
TBP:n toiminta tunnetaan hyvin Pol II ja Pol III transkription aloitustekijénd, mikéli
promoottorissa on TATA-alue, mutta TATA-alueettoman promoottorin tapauksessa
TBP:n toiminta tunnetaan huonosti. Huonoiten TBP:n toiminta tunnetaan kuitenkin Pol I
aloituskoneistossa. Pol I promoottorissa ei ole TATA-aluetta, johon TBP voi spesifisesti
sitoutua (Choe ja muut, 1992; Keener ja muut, 1998). Kuitenkin TBP vaaditaan
tdydelliseen Pol I transkription aloituskoneistoon ja TBP stimuloi rRNA:n tuottoa
soluissa (Aprikian ja muut, 2000). Néistd havainnoista huolimatta ei ole varmaa, miten
TBP stimuloi soluissa Pol I aloituskompleksin muodostumista. On ehdotettu, etti TBP
muodostaisi sillan CF:n ja UAF:n vilille. (Aprikian ja muut, 2001) TBP sitoutuu
kuitenkin paremmin UAF:&4n kuin CF:ddn, mutta stimuloi Pol I transkriptiota myos

ilman UAF:d4a. TBP:n rooli aloituskompleksissa voi liittyd myds vahvasti CF:dén, silld
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TBP:n on osoitettu vakauttavan CF:n ja promoottorin vélistd vuorovaikutusta. (Steffan ja
muut, 1996) TBP on vuorovaikutuksessa UAF:n RRN9-alayksikon kanssa,
todennékoisesti useastakin eri kohdasta (Steffan ja muut, 1996; Steffan ja muut, 1998).
TBP:n ylituotto korvaa UAF:n poistamisen vaikutuksen Pol I:n aktiivisuuteen mutta ei
CF:n poistamisen vaikutusta (Aprikian ja muut, 2000). Vaikka TBP:n on osoitettu
sitoutuvan sekd UAF:ddn ettd CF:ddn, sitoutumisen varsinainen mekanismi ja rooli on
vield selvittdméttd. Samoin on yha selvittdmatti, sitoutuuko TBP Pol I -promoottoriin vai

toimiiko se vain siltana UAF:n ja CF:n vililla.

2.4 RNA-polymeraasi I:n transkription pidennysvaihe
Pol I:n siirtyminen aloituskompleksista RNA:ta pidentdvddan kompleksiin, eli RNA:n
pidennysvaiheeseen, vaatii aloitustekijoiden irtoamisen Pol I:std. Siirtymévaiheessa
aloituksesta RNA:n pidentdmiseen CF poistuu kompleksista todennikdisesti sen takia,
ettd CF:n alayksikk6 RRN7 on pidentyvdn RNA:n tielld. CF:n poistuessa myds RRN3:n
hapan aminohapposilmukka, joka on RRN3:n ja RRN7:n vuorovaikutukseen vaadittava
motiivi, siirtyy. RRN3 irtoaa siirtymévaiheessa, kun A49 tWH liikkuu aiheuttaen ndiden
kahden osan vilille steerisen esteen. (Han ja muut, 2017; Sadian ja muut, 2019) Kuten
ailemmin on mainittu, on pidennysvaiheen Pol I rakenne erilainen kuin aloitusvaiheen
kompleksin. Transkriptoivassa Pol I:ssd ei tdimadnhetkisen késityksen mukaan ole kiinni
avustavia proteiineja (Neyer ja muut, 2016; Sadian ja muut, 2019), toisin kuin esimerkiksi
Pol II:ssa (Shilatifard ja muut, 2003). Pol I:n karatessa promoottorilta todennédkdisesti
irtoavat aloitustekijat, lukuun ottamatta UAF:&4, joka pysyy promoottorilla ohjaten uusia

Pol I aloituskomplekseja DNA:lle (Aprikian ja muut, 2001).

Pol 1 transkription pidennysvaihetta on tutkittu vdhdn verrattuna Pol Il:een.
Laukaisinsilmukka, joka on kaikkien monialayksikkoisten RNA-polymeraasien vililla
sdilynyt rakenne, vaikuttaa suoraan RNA:n pidennysnopeuteen (Cramer ja muut, 2008).
Laukaisinsilmukan toiminta késiteltiin kappaleessa 2.2. Laukaisinsilmukoiden
toiminnoissa on silti eroavaisuuksia Pol I ja Pol II vililld. Esimerkiksi mutaatio Rpb1-
E1103G Pol II systeemissa kasvattaa transkriptionopeutta, kun taas vastaava mutaatio Pol
I systeemissd (A190-E1124G) hidastaa transkriptionopeutta. Pol I laukaisinsilmukka ei
siedd mutaatioita niin paljon kuin muut polymeraasit, silli mutaatiot yleensi johtavat
hitaampaan transkriptioon soluissa (Viktorovskaya ja muut, 2013). Villityypin Pol I:n

maksimaalinen transkriptionopeus (kmax) on 67 emadstd sekunnissa ja vaadittava

27



emdspitoisuus puolessa transkriptionopeudessa Ki» = 142 uM. A190-E1124G mutaation
siséltdmén Pol I transkriptionopeus on vain 19 emista sekunnissa ja Ki2= 64 uM (Scull
jamuut, 2019). Toisessa tutkimuksessa RNA:n pidentdmisnopeus villityypin Pol I:11d on
32 emdstd/s ja Pol Il:lla 18 emdstd/s. Pol I myds pysdhtyy harvemmin kesken
transkription, kun taas pysdhdystilan kesto on sama molemmilla polymeraaseilla. Vaikka
Pol I joutuisi peruuttamaan useita eméksid taaksepdin, kykenee se palauttamaan
transkriptioaktiivisuutensa. Pol II kykenee myds peruuttamaan ja palauttamaan
transkriptioaktiivisuutensa, mutta Pol II:lla suurin mahdollinen peruutusmatka, josta
transkriptioaktiivisuus voi vield palata on noin puolet lyhyempi kuin Pol :114. (Lisica ja
muut, 2016) Tdmai johtuu todennékdisesti siitd, ettd Pol I siséltdd rakenteessaan RNA:ta
pilkkovan alayksikon, A12.2:n, kun Pol II:ssa RNA:ta pilkkovana proteiinina toimii
erillinen transkriptiotekija TFIIS (Tafur ja muut, 2019). Myds palautumisaika
peruutustilasta aktiiviseen transkriptioon oli Pol I:114 noin kolmanneksen lyhyempi kuin
Pol II:lla. (Lisica ja muut, 2016) Pol I:n nopeampi transkriptionopeus johtuu
todennékoisesti siitd, ettd se sisdltdd heterodimeerin A49-A34.5. Tamé heterodimeeri
stimuloi transkriptiota ja vastaa osin Pol II transkriptiotekijaa TFIIF. Tdmén tarkempaa
teoriaa ei toistaiseksi ole. (Geiger ja muut, 2010; Kuhn ja muut, 2007; Sadian ja muut,

2019)

2.5 RNA-polymeraasi I:n transkription lopetusvaihe
Kaikkien RNA-polymeraasien transkriptio geenin lopussa pééttyy kontrolloidusti.
Varhaisin malli Pol I:n transkription lopetusvaiheelle on pysdytystekija Rebl:n
sitoutuminen geenin pdéssd olevaan pysdytyssekvenssiin (Lang ja Reeder, 1995). Pol I:n
transkriptoiman geenin péddssd on T-rikas alue, joka wvaikuttaisi toimivan
irrotuselementtind. Rebl sitoutuu tistd T-rikkaasta alueesta 15-emistid alavirtaan ja
aiheuttaa transkription lopetuksen tilld alueella (kuva 12 A). Pol I alayksikkd A12
vaaditaan Rebl vilitteiseen transkription lopetukseen, joten kyseiset proteiinit
todennékoisesti vuorovaikuttavat keskenddn. (Prescott ja muut, 2004) Transkription
lopetusvaihe on Pol I:114 ja bakteerien RNA-polymeraasilla hyvin samankaltainen, silld
molemmilla transkriptio paéttyy T-rikkaaseen alueeseen (kuva 7 A ja kuva 12 A). Rebl
vilitteinen transkription lopetus on yksinkertaisin mahdollinen malli, joka toimii in vitro.

Soluissa transkription lopetusvaihe on todennékéisesti paljon monimutkaisempi, eiki
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Kuva 12. Hiivan Pol I:n transkription lopetus in vitro ja in vivo. A) In vitro Rebl sitoutuu Rebl-
sitoutumispaikkaan, joka on 15-emdstd alavirtaan T-rikkaasta alueesta. Transkriptio loppuu, Pol I irtoaa
DNA:sta ja RNA irtoaa Pol I:std. B) In vivo lopetusvaihe on paljon monimutkaisempi, eikd sen
toimintamekanismista ole tdyttd varmuutta. Todenndkéisesti ainakin Nsil edesauttaa Pol I:n transkription
lopetusvaiheessa. Esitetty malli on yksi vaihtoehto transkription lopetukselle solussa.

Rebl:n toiminnasta Pol I transkription lopetusvaiheessa ole vield tiyttd varmuutta, silla
se toimii myds useissa Pol II geeneissé transkription lopetustekijand. (Németh ja muut,
2013) Hiljattain on 16ydetty lisdd Pol I lopetustekijoitd, kuten ei-transloitavaa sekvenssid
hiljentava proteiini (engl. non-translated sequence (NTS) silencing protein, Nsil). Nsil
on Rebl-homologi, joka vuorovaikuttaa rDNA:n tuottoa hiljentdvien proteiinien kanssa.
Se sitoutuu myds DNA:han samanlaisella Myb-rakenteella kuin Rebl. rDNA:ta
siséltdvassd kromosomi XII:ssd on noin 150 35S-DNA-toistoja, joiden vélissd on kaksi
ei-transloitavaa sekvenssid: NTS1 ja NTS2: Nsil sitoutuu ndistd NTS1-alueelle ja on
télloin NTS1-spesifinen hiljentdjd. Se, milld mekanismilla Nsil aiheuttaa transkription
lopetuksen, on vield osin tuntematon. On kuitenkin osoitettu, ettd Nsil vaatii Fobl-
proteiinin, jotta se voi tehokkaasti sitoutua DNA:han soluissa. (Ha ja muut, 2012; Reiter
ja muut, 2012) Fobl on replikaationestoproteiini, joka ohjaa rDNA:n transkription vain
yhteen suuntaan (Defossez ja muut, 1999). Nsil kykenee my0s yksinddn transkription
lopetukseen in vitro (Merkl ja muut, 2014). Soluissa Nsil ja Rebl eivit yksindédn aiheuta
transkription lopetusta Pol I koneistolla, mutta molempia todenndkdisesti tarvitaan.
Rebl:n ja Nsil:n lisdksi todenndkdisesti tarvitaan muitakin avustavia proteiineja, kuten
mainittu Fobl. Tunnetuin mekanismi Pol L:n transkription lopetukseen on kuitenkin Reb1

-vilitteinen transkription lopetus. Mahdollisesti my0s syntyvdd RNA:ta transkription
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kanssa samanaikaisesti muokkaavat proteiinit vaikuttavat Pol I:n transkription

lopetukseen (kuva 12 B). (Németh ja muut, 2013)

2.6 Leivinhiivan RNA-polymeraasi I:n ja ihmisen RNA-polymeraasi I:n vertailu
Ihminen ja leivinhiiva ovat molemmat eukaryootteja, mutta ihmisen genomi on suurempi
ja monimutkaisempi. Siitd huolimatta myos ihmiselld on samanlaiset RNA-polymeraasit
kuin leivinhiivalla ja niiden toimintatapa on samankaltainen. Ihmisen ja leivinhiivan Pol
I koostuvat hyvin samanlaisista alayksikoistd ja ihmisen Pol I alayksikdt on nimetty
padosin leivinhiivan Pol I:n alayksikéiden mukaan. Leivinhiivan Pol I alayksikdistd vain
Al4:ta vastaava proteiini puuttuu ihmisen Pol I:std. Thmisen Pol I transkriptoimaa esi-
RNA:ta kutsutaan 47S-RNA:ksi ja leivinhiivan 35S-RNA:ksi. (Russell ja Zomerdijk,
2006) Aloitustekijoistd vain RRN3 on séilynyt leivinhiivasta ihmiseen (kuva 13). Ihmisen
RRN3:n (engl. Auman RRN3, hRRN3) toiminta Pol L:n transkription aloituksessa vaatii
leivinhiivasta poiketen useita fosforylaatioita, joilla sdddellddn Pol I:n toimintaa
(Cavanaugh ja muut, 2002). hRRN3:n liséksi leivinhiivan ja ihmisen aloitustekijoilld ei
ole homologiaa. Valikoiva tekiji 1 (engl. selective factor 1, SL1) vastaa ihmisen Pol I:n
aloitustekijand hiivan CF:a ja CF voi ainakin jossain miérin sitoutua SL1:n
sitoutumispaikkaan ihmisen Pol I promoottorilla (Jackobel ja muut, 2019; Schneider,
2012) (kuva 13). SL1 koostuu TBP:std seki useista TBP:hen liittyvisté tekijoistd (engl.
TBP associated factors, TAF) (Comai ja muut, 1994) (kuva 13 B). SL1 sitoutuu
promoottorin ydinelementtiin, jonka avulla se ohjaa hRRN3:n yhdessd Pol L:n kanssa

promoottorille (Miller ja muut, 2001). SL1-hRRN3-vilitteinen Pol I:n sitoutuminen

RNA-polymeraasi |

Yldvuran elementts dinpromoottort

Kuva 13. Pol [ aloituskompleksien vertailua. A) Leivinhiivan Pol 1, joka koostuu viidestd
proteiinikompleksista: UAF:std, TBP:sti, CF:std, RRN3:sta ja itse Pol I:sti. B) Ihmisen Pol I
aloituskompleksi. Se koostuu ainakin TTF-1:std, UBF:std, SLI:std, hRRN3:sta ja Pol I:std. Molemmat
aloituskompleksit ovat toistensa kaltaisia, mutta CF ja SL1 eivit ole homologeja, eikd UAF ja UBF. Kuva
muokattu ldhteestd Schneider (2012).
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promoottorille vastaa hyvin paljon CF-RRN3-vilitteisté leivinhiivan Pol I:n sitoutumista
promoottorille, vaikka proteiinikomplekseina CF ja SL1 ovat hyvin erilaisia eikd niiden
kesken ole rakennehomologiaa. Leivinhiivan UAF:n sukulaisproteiinia ei ole 10ytynyt
ithmisestd. UAF:n sijaan ihmisen ja muiden nisdkkdiden Pol I -koneistot kayttdvit
rakenteellisesti yksinkertaisempaa promoottorin yldvirtaan sitoutuvaa tekijia UBF (engl.
upstream binding factor). UBF stimuloi ihmisen Pol L:n transkriptiota, mutta se ei ole
transkriptiolle valttdiméton (Steffan ja muut, 1996). UBF sitoutuu yldvirran
kontrollielementtiin, joka sijaitsee vililldi -156/-107 (Learned ja muut, 1986).
Homodimeerinen UBF kykenee taivuttamaan DNA:ta ympdrilleen: UBF:n sitoutuessa
DNA:han DNA kiertyy yhden kierroksen verran UBF:n ympdérille noin 140 emiksen
matkalta. Alayksikdiden sisdlldi on paljon sisdistd toistoa, jotka todenndkdisesti
osallistuvat DNA:n kiertimiseen UBF:n ympéri. (Russell ja Zomerdijk, 2006)
Leivinhiivan ja ihmisen Pol 1 aloituskompleksien toiminta vaikuttaa hyvin
samankaltaisilta, vaikka aloitustekijoistd vain yksi on yhteinen molemmilla. Loput
aloitustekijoistd muistuttavat toisiaan enemmén toiminnaltaan kuin rakenteeltaan.
Keskeisimpien aloitustekijoiden SL1:n, hRRN3:n ja UBF:n lisdksi ihmisen Pol I
aloituskompleksin toiminnan sditelyyn osallistuu myds muita transkriptiotekijoita.

(Drygin ja muut, 2010; Schneider, 2012)

Korkeammilla eukaryooteilla on konservoitunut Reb1:n kaltainen proteiini, transkription

lopetustekija 1 (engl. transcription termination factor I, TTF-I) (kuva 14). TTF-I on

RNA

PTRF
TTF-1 TTF-I // TTEF-I
T1 2’7 T10

Pol |

@® R-proteiini

@ Biogeneesitekija
Kuva 14. Nisdikkdiden Pol I transkription lopetusvaihe Mus Musculus:n lopetusvaiheella néytettynd.
Mus musculus:en Pol I:n lopetusvaihetta on tutkittu nisdkkdistd eniten, mutta sen toimintamekanismi on
samanlainen muun muassa ihmiselld. TTF-I sitoutuu DNA:han alavirtaan Pol I:n lopetusalueesta, ja

PTRF sitoutuu Pol I:n ja TTF-I:n vdiliin. PTRF ei ole vdilttimdton Pol I:n transkription lopetukselle,
mutta se edesauttaa transkription lopetusta
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16ydetty ainakin ihmisestd, rotasta, sammakosta ja hiirestd, joista viimeisimmassd sen
toimintaa on tutkittu eniten. (Németh ja muut, 2013) TTF-I:n on osoitettu toimivan
kromatiinirakenteen uudelleenjérjestamisessd, jolloin sen rooli ei ole pelkéstiddn
transkription pysdyttidjd geenin lopussa vaan myds geenin transkription méaraa lisddva
(kuva 13 B) (Léangst ja muut, 1997; Németh ja muut, 2008). Yhdessd TTF-I:n kanssa
transkriptiota pysdyttdiméssd on myos Pol I transkriptin vapauttava tekija (engl. Pol [
transcript release factor, PTRF), joka toimii in vitro yhteistyossd my0s hiivan Rebl
proteiinin kanssa (kuva 14). PTRF sitoutuu sekd TTF-I:een ettd Pol I:een, pysdyttden Pol
I:n ja RNA:n tuoton. (Jansa ja Grummt, 1999) PTRF on konservoitunut selkérankaisissa,
mutta se puuttuu leivinhiivasta. Hiiren (Mus musculus) Pol 1 transkription lopetuksessa
primdirisen pysdhdyskohdan (T1) liséksi useita TTF-I proteiineja on sitoutunut DNA:n
alavirtaan (kohdat T2-T10) muodostaen transkription pysdyttdmisen vikaturvan. PTRF
toimii siltana Pol I ja TTF-I vilissd, jolloin Pol I pyséhtyy ja transkriptio loppuu. (Németh
ja muut, 2013) Thmiselld on samat transkription lopetustekijét, mutta sen mekanismia ei

ole tutkittu tarkasti.

2.7 Ihmisen RNA-polymeraasi I lddkekehityksen kohteena
Pol I:n tuottaman rRNA:n tehokas transkriptointi on yksi solujen nopean kasvun
vaatimus. Ndin on myos hallitsemattomasti jakautuvilla sydpésoluilla. Pol I:n toiminnan
estiminen johtaa solusyklin pysdhtymiseen ja lopulta apoptoosiin eli ohjattuun
solukuolemaan. Apoptoosista on vastuussa kasvaimia hiljentdvd proteiini p53, jota
ylituotetaan Pol I:n pysdhdyttyd. Kéytdnnossd Pol I:n pysdhdyksestd syntyvd
nukleolaarinen stressi aloittaa p53:n, jonka médéird solussa suurenee Pol I:n toiminnan
pysdhdyttya. (Drygin ja muut, 2011) Pol I:n toiminnan estiminen aiheuttaa syépasolujen
spesifistd kasvun estdmistd ja kuolemaa myds ilman p53:a, mikd on mahdollisten
terapeuttisten sovellusten kannalta tirkead, silld yli 50 %:ssa kasvaimia mutatoituneen
p53:n toiminta on estynyt (Peltonen ja muut, 2014; Perri ja muut, 2016). Néin ollen Pol
I:'n toiminnan tunteminen luo mahdollisuuden kehittdd wuusia syOpélddkkeitd.
Syopilddkkeille on kova tarve. Vuonna 2018 uusia syOpéddiagnooseja todettiin 18
miljoonaa, ja syopidkuolemia 9,6 miljoonaa (Bray ja muut, 2018). Pol I transkriptioon
vaikuttavia lddkeaineita on kehitetty useita, joskin mikéén kdytossd olevista ei vaikuta
suoraan Pol I:een (Ferreira ja muut, 2020). Ensimmainen kliinisiin kokeisiin pédéssyt Pol
I inhibiittori, jonka toimintaa ei tosin tdysin tunneta, on CX-3543. CX-3543, toiselta

nimeltddn quarfloksiini (engl. quarfloxin) on pienimolekyyli, joka estdd nukleoliinin
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vuorovaikutuksen rDNA:n kanssa, jolloin se inhiboi Pol I:n transkriptioaktiivisuutta.
Tdmé johtaa ohjattuun solukuolemaan. (Drygin ja muut, 2009) Sen biologinen
hyotyosuus (engl. bioavailability) oli kuitenkin niin huono, ettei kliinisid kokeita jatkettu
(Ferreira ja muut, 2020). Hyvin pian CX-3543:n jéilkeen kehitettiin Pol I spesifinen
inhibiittori, CX-5461, joka on CX-3543 analogi. CX-5461 estdd Pol I transkriptiota
hiiriten SL1:n ja promoottorin vélistd vuorovaikutusta. (Drygin ja muut, 2011) SL1 on
vastuussa hRRN3-Pol I:n ohjaamisesta rDNA:1le (Miller ja muut, 2001). SL1:118 voi olla
useitakin toimintamekanismeja, silli CX-5461:n on raportoitu vaikuttavan myds
guaniini-emastoistoja sisdltdviin DNA:han muodostuviin G-quadrupleksi-rakenteisiin.
Néamai rakenteet estivit monia DNA:lla tapahtuvia prosesseja, mukaan lukien ithmisen
rDNA:n transkriptiota. (Xu ja muut, 2017). CX-5461:n on osoitettu olevan myos
topoisomeraasi-2 myrkky (Bruno ja muut, 2020). Joka tapauksessa CX-5461:n on
osoitettu tappavan syopésoluja, ja se on nyt kliinisissé kokeissa (Drygin ja muut, 2011).
Ensimmdisen vaiheen kliininen koe on suoritettu potilaille, joilla oli pahanlaatuisia
hematologisia kasvaimia. CX-5461:n osoitettiin inhiboivan rDNA:n transkriptiota
potilaiden kasvaimissa. Transkription viheneminen vaihteli 4 — 68,5 %:n vililla, mutta
annostellun CX-5461:n miaralld ei ndyttinyt olevan tdhén vaikutusta valilla 25 — 250 mg
/ ml. (Khot ja muut, 2019) Pienmolekyylien lisdksi on kehitetty uusi menetelmai estda Pol
I transkriptio 22-amiohappoa pitkén peptidin (22-pep) avulla. Tamai strategia perustuu
Pol I — hRRN3 vuorovaikutuksen estdmiseen, jossa 22-pep muistuttaa sitd osaa Pol I:n
alayksikostd A43, johon hRRN3 sitoutuu. Peptidin ldasndollessa hRRN3 ei sitoudu Pol
I:een eiké transkription aloituskompleksi muodostu promoottorille, mikd estdd rDNA:n
transkription. (Rothblum ja muut, 2014) 22-pep:n kliiniset kokeet ovat suunnitteilla
(Ferreira ja muut, 2020).

2.8 Tyon tarkoitus
Pol L:n transkription aloitusta on tutkittu sekd biokemiallisesti ettd rakenteellisesti, ja
ndiden havaintojen avulla on kyetty luomaan malli transkription aloitusmekanismille.
Nykyinen malli on kuitenkin staattinen ja siitd puuttuvat erityisesti transkription
aloituskompleksin kasaantumista kuvaavat kvantitatiiviset parametrit, esimerkiksi eri
transkriptiotekijoiden sitoutumis- ja irtoamisnopeudet. On my6s mahdollista, ettd
mallissa on perustavanlaatuisia puutteista, jotka voivat paljastua vain tekemdilld
tarkempia, reaaliaikaisia mittauksia transkriptiokompleksin muodostumisesta ja

alkuvaiheen transkriptiosta. Ndmi kuitenkin mahdollistavat muun muassa biofysikaaliset
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tutkimukset. Pro gradu —tutkielmani yleisend tavoitteena oli kehittdd biofysikaalisten
mittausmenetelmien kokonaisuus Pol L:n transkription aloitusvaiheen tutkimiseksi,
erityisesti hyodyntden yksittdisten molekyylien havainnointia fluoresenssimikroskopian
avulla. Ensimmadisend osatavoitteenani on luoda toimivat Pol I aloituskompleksin
proteiinien tuotto- ja puhdistusprotokollat. Toisena osatavoitteena on ndiden
puhdistettujen proteiinien toimivuuden osoittaminen biokemiallisin mittauksin.
Kolmantena osatavoitteena on proteiinien hallittu leimaaminen fluoresenssileimoilla.
Neljantend osatavoitteena on kehittdd yksittdismolekyylifluoresenssimikroskoopin
kayttdo- ja data-analyysiprotokollat. Viidentend tavoitteena on selvittdd ainakin osa

transkription aloituskompleksin kasaantumisen kvantitatiivisista parametreista.
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3. Materiaalit ja menetelmiit

3.1 Proteiinien leimapaikkojen suunnittelu
Kaytettyjen rekombinanttiproteiinien kohdennetut leimapaikat suunniteltiin kdyttden
Pymol -ohjelmistoa (DeLano, 2002) proteiinien visualisointiin sekd FPS-ohjelmaa
(Kalinin ja muut, 2012) fluoresoivien leimamolekyylien liikeratojen ja mahdollisten

steeristen esteiden visualisoimiseksi. Proteiinien rakennekuvat saatiin

proteiinidatapankista (https://www.rcsb.org/), ja niiden proteiinidatapankkitunnisteet
(PDB id) ovat 5n5z, 5n60, 5n61, 4c3h, S5oal ja 5Sm64. Toisena leimausstrategiana
kaytettiin SNAP-proteiiniin kovalenttisesti kiinnittyvid fluoresoivia leimoja, ja tdtad
SNAP-proteiinia pédtettiin tuottaa CF:n alayksikké RRN11:sta C-terminaalisessa paassa.
TBP:n leimaamiseen kiytettiin aiemmin kiytettyjd leimapaikkoja ja strategioita (Banik

ja muut, 2001; Treutlein ja muut, 2012).

3.2 Proteiinien tuotto ja puhdistus E. coli:ssa
3.2.1 RRN3 ja sen variantit

S. cerevisiaen RRN3 (YKL125W) geeni PCR-kloonattiin pET15-tuottoplasmidiin
(Novogen), johon oli lisitty C-terminaalinen TEV-10xHis -motiivi. Saadun RRN3-
tuottoplasmidin nimi oli pAMO37. Proteiinia tuotettiin joko Escherichia coli T7-express
LysY/lq -kannassa (New England Biolabs) tai B95.AA -kannassa (Mukai ja muut, 2015).
Solut kasvatettiin LB-elatusaineessa (10 g/l tryptoni, 5 g/l hiivauute, 5 g/l NaCl)
ravistelussa 37°C:ssa kunnes ODgoo = 0,8, minka jdlkeen proteiinien ylituotto aloitettiin
lisddmalla 0,2 mM IPTG ja soluja kasvatettiin huoneen 1ammdssa yon yli. Solut keréttiin
sentrifugioimalla (6750 x g, 15 min, 4°C) ja pakastettiin -80°C. Kerétyt solut
suspensoitiin puskuri A:han [50 mM HEPES-KOH (pH 7,8), 10 % glyseroli, 500 mM
NaCl, 5 mM MgClz, 1 mM B-merkaptoetanoli], johon oli lisatty 0,2 % Tween-20, 20 mM
imidatsolia, 0,12 mg/ml lysotsyymid, 0,1 mM EDTA ja yksi proteaasi-inhibiittoritabletti
(Roche, EDTA-vapaa). Solut hajotettiin sonikoimalla ja solujéte sentrifugioitiin 53000 x
g, 1 h, 4°C. Supernatantti kaadettiin nikkelimatriisilla (matriisin tilavuus noin 1 ml, Ni
Sepharose 6 Fast Flow, GE Healthcare) pakattuun PD-10 kolonniin (Bio-Rad), annettiin
valua kolonnin ldpi painovoimaisesti, pestiin 50 mM imidatsolia sisdltdvalla puskuri A:lla
ja eluoitiin 400 mM imidatsolia sisdltdavilld puskuri A:lla. Eluantti laimennettiin 1:3
puskuri B:1ld [20 mM HEPES-KOH (pH 7,8), 5 % glyseroli, 5 mM MgCl,, 0,1 mM
EDTA, 1 mM B-merkaptoetanoli] ja ladattiin kationinvaihtokolonniin (Resource Q 6 ml,

GE Healthcare) 0,22 uM ruiskusuodattimen lépi sylinteripumpulla (virtausnopeus 1,5 ml
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/ min). Resource Q-kolonni kiinnitettiin Akta prime nestekromatografiin (GE Healthcare)
ja kiinnittyneet proteiinit eluoitin 0,1 — 1,5 M / 100 ml NaCl-gradientilla
virtausnopeudella 1 ml / min. RRN3 irtosi kolonnista 450 mM NaCl - pitoisuudessa.
RRN3 konsentroitiin konsentraattorilla (Millipore, 3K MWCO) ja dialysoitiin puskuri
C:ssd [20 mM HEPES pH (7,8), 50 % glyseroli, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 0,1 mM
EDTA, 0,1 mM DTT] ja séil6ttiin -20°C.

Kohdennettua leimausta varten luotiin RRN3-mutantit, jotka sisdltdvét epdluonnollisen
aminohapon p-azido-L-fenyylialaniinin (pAzF). RRN3 N201pAzF variantin geeni
rakennettiin kayttiméalld megaprimer-strategiaa (Tyagi ja muut, 2004), missd AAT-
kodoni (N201) korvattiin TAG-kodonilla. RRN3 N66pAzF tuotettiin synteettiselld
fragmentilla (Eurofins Genomics). Molemmat mutaatiot rakennettiin samaan
tuottoplasmidiin kuin villityypin RRN3. Ndmd RRN3 variantit tuotettiin B95.AA
soluissa, joihin oli transformoitu pEVOL-pAzF plasmidi (Addgene # 31186; tuottaa
tRNA/tRNA-syntetaasiparin, joka tunnistaa TAG-kodonin) (Chin ja muut, 2002). Kun
ODgoo = 0,8, aloitettiin mutantti RRN3:n tuotto lisddmailld LB-elatusaineeseen 1 mM
pAzF luonnoton aminohappo, 0,2 % arabinoosia ja 1 mM IPTG ja soluja kasvatettiin
pimedssd ja huoneen lammossid yli yon. Solut keréttiin kuten edelld. pAzF -aminohapon
sisdltdmd RRN3 putsattiin kuten natiivi-RRN3, mutta ilman pelkistivid reagensseja (-

merkaptoetanolia ja DTT:t4) ja suojattuna valolta.

3.2.2 CF ja sen variantit
S. cerevisiae:n CF-proteiinin alayksikt RRN7 (YJL0O25W) ja RRN11 (YML043C) PCR-
kloonattin muokattuun pET36b -tuottoplasmidiin (Novogen), RRN7 kloonattiin
restriktioentsyymeilld Ncol ja Sacl, RRN11 kloonattiin restrkitioentsyymeilld Ndel ja
Notl. CF:n alayksikké RRN6 (YBL014C) PCR-kloonattiin pET15b -tuottoplasmidiin
(Novogen) restriktioentsyymeilld Ncol ja Sacl. Plasmidit transformoitiin E. coli T7-
express LysY/lq -kantaan ja molemmat plasmidit sisdltavét solut valikoitiin yhtdaikaisesti
ampisilliini (100 pg/ml) ja kanamysiini (30 pg/ml) selektiossa LB-maljoilla. CF tuotettiin
japutsattiin kuten RRN3, mutta kdyttden kationinvaihtokolonnin sijaan hepariinikolonnia
(HiTrap Heparin HP 5 ml, GE Healthcare). CF eluoitui 700 mM NacCl pitoisuudessa. CF

dialysoitiin puskuri C:hen, jossa oli 1 M NaCl saostumisen estdmiseksi.

Luonnottoman aminohapon sisdltdvin CF (RRN6 Y768pAzF) geeni rakennettin

kaytamalla synteettistd fragmenttia (Eurofins Genomics), jolla korvatiin Adel ja Sacl
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restriktioentsyymien vélinen alue villityypin RRN6-geenistd. Tuotto suoritettiin kuten
RRN3:n luonnottoman aminohappojen sisdltdmien proteiinien kanssa, mutta kéyttéden 0,5

mM pAzF. Putsaus suoritettiin kuten natiivin CF:n putsaus, mutta suojattuna valolta.

SNAP-fuusioproteiinin sisédltivd CF (RRN11-SNAP) tuotettiin kloonaamalla pSNAPT -
plasmidista (New England Biolabs) SNAP-alue, joka yhdistettin RRNI1 C-
terminaalisesta péddstd linearisoituun plasmidiin NEBuilder HiFi DNA Assembly -kittid
kiyttden (New England Biolabs). SNAP-tagin sisdltimi CF tuotettiin ja puhdistettiin

kuten villityypin rekombinantti CF.

3.2.3 TBP ja sen variantit

S.cerevisiae:n natiivi TBP (SPT15/ YER148W) kloonattiin PCR:lld pET28b -
tuottoplasmidiin kéyttéen restriktioentsyymeind Ncol ja Xhol luoden plasmidin pAMO027.
TBP tuotettiin T7 express lysY/lq -soluissa kuten edelld. TBP putsattiin kuten RRN3,
kayttden puskuri A:n sijaan puskuri D:td [S0 mM Tris-HCI (pH 6,9), 5 % glyseroli, 500
mM NaCl, 1 mM B-merkaptoetanoli], puskuri B:n sijaan puskuri C:td [50 mM Tris-HCI
(pH 6,9), 5 % glyseroli, 0,1 mM EDTA, 1 mM B-merkaptoetanoli], nikkelimatriisin
jilkeen kiytettiin hepariinikolonnia (HiTrap Heparin HP 5 ml, GE Healthcare) ja
hepariinikolonnin jilkeen anioninvaihtokolonnia (Resource S 6 ml, GE Healthcare). TBP
eluoitui hepariinikolonnista 700 mM NaCl pitoisuudessa ja anioninvaihtokolonnista 350
mM NaCl pitoisuudessa. TBP konsentroitiin kuten edelld ja dialysoitiin puskuri F:ssa [20
mM Tris-HCI (pH 6,9), 50 % glyseroli, 150 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM TCEP]
ja sdilottiin -20°C.

TBP variantit (C78A S128C C164A; S61C C78A C164A; N-terminaalinen pAzF; C-
terminaalinen pAzF) luotiin kaikki kdyttden synteettisid fragmentteja (Invitrogen ja
Eurofins Genomics) sekd NEBuilder HiFi DNA-assembly -kittid (New England Biolabs).
Villityypin TBP tuottoplasmidi pAMO027 katkaistiin restriktioentsyymeilld Ndel ja
Hindlll, ja tami pala korvattiin suunnitellut mutaatiot siséltdvilld kodonioptimoidulla
synteettiselld geenipalalla. Yksittdisten kysteiinitdhteiden sisdltdimdt TBP-proteiinit
tuotettiin ja putsattiin kuten villityypin TBP. pAzF:n sisédltdmét TBP-variantit tuotettiin
kuten pAzF:n sisdltimd CF ja putsattiin kuten villityypin TBP ilman pelkistdvid

reagensseja ja valolta suojattuna.
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3.3 Proteiinien tuotto ja puhdistus S. cerevisiae:ssa
3.3.1 Poll

Natiivi Pol I puhdistettiin joko valmiista S.cerevisiae. hiivakannasta SC1613 (MATa
ura3-52 leu2-3,112 YPR110c::TAP-KIURA3, Euroscarf) tai itse luodusta hiivakannasta
AMy008 (MATa ura3-52 trpl leu2-Al his3-A200 pep4::HIS3 prbl-Al1.6R canl
RPA190-TEV-proteinA::kanMX6), jossa RPA190 -alayksikon C-terminaaliseen padhin
on liitetty TEV-proteiini-A -puhdistuskahva. TEV-proteiini-A -puhdistuskahva eristettiin
TAP-puhdistuskahvasta (Puig ja muut, 2001). AMy008 hiivakanta luotiin kayttden
homologista  rekombinaatiota,  vakiintuneita  transformaatiomenetelmid  sekéa
antibiottimarkkerigeenid kanM X6 (Gietz ja Schiestl, 2007; Goldstein ja McCusker, 1999;
Wach ja muut, 1994). Solut fermentoitiin mukautetussa YPD-elatusaineessa (10 g/l
peptoni, 5 g/l hiivauute, 2 % glukoosi), esikasvatukset tehtiin joko selektiivisessa
minimielatusaineessa (1,7 g/l  hiivatyppipohja  ilman  aminohappoja ja
ammoniumsulfaattia (yeast nitrogen base without amino acids without ammonium
sulfate, Alfa Aesar) 5 g/l ammoniumsulfaatti, 2 g/l hiiva-aminohappolisdd (yeast
synthetic drop-out medium supplement without tryptophan, histidine, leucine, uracil,
Sigma Aldrich), 20 mg/l L-tryptofaani, 20 mg/1 L-histidiini, 30 mg/1 L-leusiini; SC-URA)
tai selektiivisessd YPD-elatusaineessa (20 g/l peptoni, 10 g/ hiivauute, 2% glukoosi, 200
pg/ml G418 (Sigma-Aldrich)). Hiivakantoja fermentoitiin (NLF22, Bioengineering) ja
solut keréttiin logaritmisessa kasvuvaiheessa, jolloin Pol [ on aktiivisin.
Fermentointitilavuus oli yhteensé 60 litraa, josta soluja saatiin noin 150 g ja ne séil6ttiin
-80°C. Puhdistus aloitettiin vasaroimalla jddtynyt hiivakimpale pienemmiksi paloiksi,
jotka sulatettiin 150 ml:ssé puskuri G:td (250 mM Tris-HCI pH 7,9, 20 % glyseroli, 250
mM ammoniumsulfaatti, | mM EDTA, 10 mM MgClz, 10 uM ZnCl,, 3 proteaasi-
inhibiittoritablettia  (Roche), 1 mM  B-merkaptoetanoli). Solut hajotettiin
helmivatkaimessa (engl. bead beater), jota viilennettiin jéilld. Toimintakierto oli 30 s
padll4, 90 s tauolla, 3x10 min ajan ja véleissd 5 min tauot estiméén vatkaimen ja solujen
litallista ldmpenemistd. Solulysaatti erotettiin helmistd suodattamalla suodatinkankaan
lapi (Miracloth, huokoskoko 22-25 pm Millipore) Supernatantti kerittiin talteen ja
sentrifugioitin 30 min ajan 10 000 rpm (Beckman-Coulter JA-10 roottori), 4 °C.
Supernatantti keréttiin ja sitoutettiin hepariinimatriisiin (10 ml Heparin Sepharose 6 Fast
Flow, GE Healthcare) kevyesti pyorittdmilld 1 h ajan 4°C l[dammossd. Hepariinimatriisi
sentrifugioitiin 1 min 500 g 4°C ja supernatantti kaadettiin pois. Hepariinimatriisi pestiin

puskuri H:lla [S0 mM Tris-HCI (pH 7,9), 20 % glyseroli, | mM EDTA, 10 mM MgCl,
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10 uM ZnClp, 250 mM ammonium sulfaatti, 1 mM B-merkaptoetanoli] kahdesti. Pol I (ja
Pol III SC1613 kannasta puhdistettuna) eluoitiin puskuri H:ll4, jossa oli 1 M
ammoniumsulfaatti. Eluoitu Pol I laimennettiin suhteessa 1:2 puskuri I:114 [S0 mM Tris-
HCI (pH 7.,9), 20 % glyseroli, 1 mM EDTA, 10 mM MgCl,, 10 uM ZnCl», 0,1 % Tween-
20, 1 mM B-merkaptoetanoli] ja sidottiin IgG-matriisiin (1,5 ml IgG Sepharose 6 Fast
Flow, GE Healthcare) kevyesti pyorittdmilld 5 h 4°C 1lammossd. Matriisi kaadettiin
tyhjadn Poly-Prep-kolonniin (BioRad) ja supernatantin annettiin valua kolonnin lépi
painovoimaisesti. Matriisi pestiin 10 ml puskuri J:td (50 mM Tris-HCI, 20 % glyseroli, 1
mM EDTA, 10 mM MgCh, 10 puM ZnCl, 0,05 % Tween-20, 250 mM
ammoniumsulfaatti, 1 mM B-merkaptoetanoli) ja annettiin valua tyhjdksi. Kolonnin pohja
suljettiin ja kolonniin liséttiin puskuri J:td, jossa oli 200 pug / ml TEV-proteaasia ja
ravisteltiin kevyesti yon yli 4°C lammossé. Resiini valutettiin painovoimaisesti kuivaksi
ja kerittiin talteen, jonka jélkeen sitd pestiin vield puskuri J:114. Eluoitu proteiini
laimennettiin puskuri K:lla (50 mM Tris-HCI pH 7,9, 0,5 mM EDTA, 1 mM MgCl,, 10
uM ZnClz, 1 mM B-merkaptoetanoli) suhteessa 1:1 ja ladattiin kationinvaihtokolonniin
(Resource Q 6 ml, GE Healthcare) 0,22 um ruiskusuodattimen lépi sylineripumpulla
(virtausnopeus 1,5 ml / min). Resource Q -kolonni kiinnitettiin Akta prime -
nestekromatografiin ja kiinnittyneet proteiinit eluoitiin 125 - 1000 mM
ammoniumsulfaattigradientilla virtausnopeudella 1 ml / min. Pol I eluoitui 250 mM
ammoniumsulfaatipitoisuudessa. Kationinvaihdon jilkeen proteiini konsentroitiin,

jaettiin eriin ja pikajaadytettiin nestetypessd, minké jalkeen proteiinit sdilottiin -80°C.

3.3.2 UAF
S. cerevisiae:n natiivin UAF-proteiinikompleksin tuottotaso on pieni (Ghaemmaghami ja
muut, 2003), joten muodostettiin strategia UAF:n alayksikdiden ylituottamiseksi. Koska
histoneita on solussa paljon enemmén kuin muita UAF:n komponentteja, kloonattiin
UAF:n alayksikoistd vain RRNS5, RRN9, RRNIO ja UAF30, kahteen hiivan
tuottoplasmidiin. RRN9 ja RRN10 PCR-kloonattiin BYP7586 hiivatuottoplasmidiin
(Ishii ja muut, 2014) ja UAF30 sekd synteettinen fragmentti RRNS5-TEV-Proteiini-A
(InVitrogen) BYP7588 hiivatuottoplasmidiin. Proteiini-A on TAP-puhdistuskahvan
ulommainen osa. Tuottoplasmidit transformoitiin BY5625 (MATa ura3-52 trpl leu2-Al
his3-A200 pep4::HIS3 prbl-A1.6R canl) hiivakantaan yhdessi RRNSALEU2
poistofragmentin kanssa. Muodostuneessa AMy010 pitéisi histoneita lukuun ottamatta

ylituottua kaikki UAF:n alayksikot ja puhdistuskahvallisen RRNS-proteiinin villityypin
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version geeni on poistettu. UAF tuotettiin  esikasvattamalla AMy010-hiivoja
selektiivisessd minimielatusaineessa (SC-LEU/TRP/URA; kuten Pol I SC-URA, mutta
ilman tryptofaania ja leusiinia), jonka jélkeen sitéd tuotettiin fermentoimalla kuten Pol I.
UAF puhdistettiin kuten Pol I, mutta IgG sitouttamisvaiheessa puskurin suola vaihdettiin
ammoniumsulfaatista KCl:iin, ja IgG:n jdlkeinen puhdistusvaihe suoritettiin SP-

kationinvaihtomatriisilla (SP Sepharose 6 Fast Flow, GE Healthcare).

3.4 Proteiinien leimaus
Luonnottoman aminohapon  sisdltdimit proteiinit leimattiin ~ DyLight 650
fosfiinifluoroforilla (ThermoFisher Scientific, kataloginumero 88911) valmistajan ohjeen
mukaan Staudingerin ligaatiolla. Ylimédrdinen véri poistettiin Zeba Desalting Spin -
kolonneilla (7K MWCO, 0,5 ml, ThermoFisher Scientific). SNAP-proteiinit leimattiin
TMR-star -fluoroforilla (New England Biolabs, kataloginumero S9105) valmistajan
ohjeen mukaan, mutta puskurina kéytettiin PBS:n sijaan leimauspuskuria [20 mM
HEPES-KOH (pH 7,8), 1 M NaCl, 1 mM MgCl,, 1 mM DTT], silld CF-SNAP leimaus
ei onnistunut ilman Mg?" lisnioloa ja CF sakkaantui alhaisemmissa suolapitoisuuksissa.
Ylimairdinen viri poistettiin kuten edelld. Proteiinit leimattiin kysteiinitdhteistd DyLight
550-maleimidifluoroforilla  (ThermoFisher  Scientific, kataloginumero 62290)
valmistajan ohjeen mukaan, ja ylimddrdinen véri poistettiin kuten edelld. Leimattujen

proteiinien konsentraatio laskettiin seuraavalla kaavalla 1:
¢ = (A280 - (Amax - KK)) / &proteiini (Kaava 1)

Kaavassa Azgo on absorbanssin arvo aallonpituudella 280nm, Amax absorbanssin arvo
leiman maksimiemissioaallonpituudella, KK on korjauskerroin, jolla korjataan leiman
atheuttama absorbanssi 280nm aallonpituudelle (jokaiselle leimalle ominainen) ja €proteiini
on kyseisen leimatun proteiinin ekstinktiovakio. Leimaustehokkuus laskettiin seuraavalla

kaavalla 2:
Tehokkuus = Amax / (Sff : Cproteiini) (Kaava 2)

Kaavassa Cproteiini On leimatun proteiinin konsentraatio effon fluoroforin ekstinktiovakio.
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3.5 Sitoutumiskokeet
3.5.1 EMSA

Sitoutumiskokeita varten tuotettiin DY 782-leimattuja (Eurofins) promoottoreita PCR-
reaktiolla. Toinen PCR-aluke sisdlsi DY782-leiman ja toinen oli leimaamaton.
Promoottorien pituus oli keskiméérin 550 emisparia. Sitoutumiskokeissa TBP-, CF-, tai
Pol I -proteiini sitoutettiin leimattuun DNA:han 20 min ajan huoneen ldmmdssd ennen
geelille ajamista. Sitoutumisen jélkeisessd kilpailussa alkuperdisen promoottoriin
sitouttamisen jdlkeen lisdttiin kilpaileva yhdiste (DNA tai hepariini) ja inkuboitiin vield
20 min huoneen ldmmossd ennen geelille lataamista. EMSA-néytteet ajettiin natiivi-
PAGE geelilld [3 tai 4,5 % akryyliamidi/bis-akryyliamidi (19:1), 0,5x TBE (Invitrogen),
1 % glyseroli, 0,075 % APS, 0,086 % TEMED (ThermoFisher Scientific)] Kaikissa
kokeissa kéytettiin reaktiopuskuri A:ta [100mM HEPES-KOH (pH 7,8), 100 mM
kaliumglutamaatti, 25uM ZnClz, 5 % glyseroli, 2 mM magnesiumasetaatti, 0,1 mM
EDTA] seké latausvdrind bromofenolin sinistd. Geelit esiajettiin 10 mA 2 h, ja ndytteitd
ajettiin 10 mA kunnes sininen bromofenoli rintama oli geelin alaosassa. Geelit skannattiin
Odyssey infrapunaskannerilla (LiCOR) ja analysoitiin Fiji -ohjelmalla (Schindelin ja
muut, 2012).

3.5.2 Anisotropia
Anisotropiamittauksia varten vaihteleva pitoisuus CF-proteiinia sitoutettiin 5 nM Pol [
promoottoriin, jossa oli Atto425 leima (Eurofins). Promoottori tuotettiin PCR:114, jossa
toinen aluke siséltda fluoroforin ja toinen ei. Sitoutuminen tapahtui reaktiopuskurissa 30
min ajan 30°C minka jdlkeen ansiotropiaa mitattiin LS1-fluorometrilld (Perkin Elmer) 2

min ajan. Anisotropia laskettiin kaavalla 3:
A=Iv—-In)/Av+2-1In) (Kaava 3)

Kaavassa Iv on fluoresenssin intensiteettiarvo, kun valomonistinputki-detektorin edessa
on pystysuoraan polarisoidun valon ldpdisevd suodatin ja Iy on fluoresenssin
intensiteettiarvo, kun detektorin edessd on vaakasuoraan polarisoidun valon ldpdiseva

suodatin. Viritysvalo polarisoitiin koko ajan pystysuoraan tasoon.
CF:n sitoutuminen Pol I promoottoriin laskettiin kaavalla 4:

Anavaitts = A1 + (A2 - X"/ K2) + ((Ao - K1) / [CF]) / (1 + K1/ [CF] + [CF]"/ K2)
(Kaava 4)
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Kaava 2 perustuu oletukseen, ettd kdytetyssid promoottori-DNA:ssa on yksi spesifinen ja
useita (parametrin n mukainen maérd) identtisid epéspesifisid sitoutumispaikkoja CF:lle.
Ao on vapaan promoottorin anisotropia, A; on promoottorin anisotropia silloin, kun siithen
on sitoutunut spesifiseen sitoutumispaikkaan yksi CF-molekyyli, A2 on promoottorin
anisotropia silloin, kun sithen on sitoutunut suurin mahdollinen miard CF-molekyylejé.
K on spesifisen sitoutumispaikan dissosiaatiovakio. K> on verrannollinen epispesifisten
sitoutumispaikkojen dissosiaatiovakio. Termi [CF]" / K tuo sitoutumiskdyrdn muotoon
positiivista ko-operatiivisuutta. Kéytettdvissd oleva datan rajoissa ei ole mahdollista
erottaa, johtuuko havaittu ko-operatiivisuus CF-molekyylien vilisestd sitoutumisen
edistimisestd vai promoottorin  anisotropian epélineaarisesta muuttumisesta

sitoutuneiden CF-molekyylien lukuméérian muuttujana.

3.6 Yksittdisten molekyylien fluoresenssimikroskopia
Mikroskooppilasit (Thorlabs CG15XH]1, paksuus 170 = 5 pm) pestiin 10 min 68 %
typpihapossa, jonka jélkeen ne huuhdeltiin runsaalla vedelld ja pestiin vield metanolilla
ja kolmesti 100 % etanolilla. Puhtaat mikroskooppilasit silanoitiin kuten aiemmin on
raportoitu (Chandradoss ja muut, 2014) kdyttden metanolin ja etikkahapon sijaan asetonia
(3 % APTES asetonissa). Lasit pestiin asetonilla ja vedelld, jonka jilkeen ne kuivattiin
typpikaasussa ja pééllystettiin PEG-liuoksilla (Laysan Biotech) (Dulin ja muut, 2018).
PEGyloidut lasit paéllystettiin 0,5 mg/ml neutravidinilla, jonka jidlkeen neutravidiniin
linkitettiin 10 pM biotinyloitua Atto488-leimattua (Eurofins) tai CyS5-leimattua (Sigma
Aldrich) promoottoria reaktiopuskuri B:ssd [100mM HEPES-KOH (pH 7,8), 100 mM
kaliumglutamaatti, 25uM ZnCl, 5 % glyseroli, 2 mM magnesiumasetaatti, 0,1 mM
EDTA, 1 mM kysteamiinihydrokloridi, 0,2 mg/ml BSA].

Mikroskooppikokeet suoritettin DeltaVision OMX v4 (GE Healthcare Life Sciences) -
mikroskoopilla kédyttien Olympus APO N 60x Oil TIRF -objektiivia (immersiodljyn
heijastusindeksi 1,516) ja etuvalaistua sCMOS-kameraa (resoluutio 2560 x 2160
pikselid). Mikroskooppi tarkennettiin mikroskooppilasin pintaan, minkd jilkeen
reaktiopuskuri B korvattiin kuvauspuskurilla (100mM HEPES-KOH, 100 mM
kaliumglutamaatti, 25uM ZnCl, 5 % glyseroli, 2 mM magnesiumasetaatti, 0,1 mM
EDTA, 1 mM kysteamiinihydrokloridi, 0,2 mg/ml BSA, 0,5 mM TROLOX, 1 %
glukoosi, 1 mM COT, 0,4 pug/ml katalaasi, 1 mg/ml glukoosioksidaasi), jossa 0,5-5 nM

kuvattavaa leimattua proteiinia.
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Mikroskoopilla nauhoitetut filmit kédsiteltiin Fiji-ohjelmalla (Schindelin ja muut, 2012)
muotoon, joka oli yhteensopiva iSMS ohjelman kanssa (Preus ja muut, 2015). iSMS:n
avulla etsittiin ne promoottorimolekyylit, joihin tapahtui filmin aikana proteiinien
sitoutumista. Molekyylien signaali-intensiteetit laskettiin kéyttden aukkokuvamaskia
(engl. aperture photomask). Kriteerit tayttivit molekyylit valittiin manuaalisesti iISMS-
ohjelmassa. Hyvéaksymiskriteerit olivat: (a) fluoroforin signaali pystyttiin luotettavasti
erottamaan naapurimolekyylien signaalista, (b) fluoroforin signaalitaso oli
mittausolosuhderiippuvaisen alarajan ja ylérajan vilillad ja (c) fluoroforin signaalitaso
pysyi vakaana. iISMS:std saadut tiedostot muokattiin kayttokelpoiseen muotoon kahdella
excel-makrolla, jotka kirjoitin (liite 2) Sitoutumistapahtumat, eli sitoutumisen alkaminen,
loppuminen ja kesto, erotettiin signaaliradasta (engl. trajectory) yhteistydkumppanimme
Subhas Chandra Beran (Interdisziplinires Zentrum fiir Klinische Forschung, David Dulin
laboratorio, Erlangen, Saksa) tekemilld Python-perusteisella ohjelmalla (BPF), joka
hyodyntdd signaaliprosessointikoodia (Truong ja muut, 2020). Sitoutumistapahtumat
haettiin alhaalta ylospdin segmentoinnilla (engl. bottom-up segmentation) kiayttden
maksufunktiona (engl. cost function) Gaussianista prosessinmuutosta (engl. Gaussian
process change). Sakkoarvoksi (engl. penalty value) asetettiin 150 ja hypyksi (engl. jump)
1. Saadut sitoutumistapahtumien kestoajat analysoitiin kineettisesti sekd Origin-
ohjelmistolla (OriginLab Corporation) ettd yhteistydkumppanimme Subhas Chandra
Beran (Interdisziplindres Zentrum fiir Klinische Forschung, David Dulin laboratorio,
Erlangen, Saksa) tekemélld Python-perusteisella ohjelmalla, joka hyodyntda

signaaliprosessointikoodia (Truong ja muut, 2020).
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4. Tulokset

4.1 RNA-polymeraasi I:n transkription aloituskompleksin proteiinien puhdistaminen

4.1.1 Proteiinien puhdistaminen
Pol I aloituskompleksin tutkiminen in vitro vaatii, ettd avustavat proteiinit ja itse Pol I on
puhdistettava. Yksialayksikkoisille RRN3:lle ja TBP:lle sekd kolmealayksikkdiselle
CF:lle tuotto- ja puhdistusstrategiaksi valittiin kolibakteerissa (E.coli) tuottaminen
rekombinanttiproteiineina. Télldin proteiineja voidaan ylituottaa, jolloin niitd saadaan
mahdollisimman paljon mahdollisimman pienelld vaivalla. Yksialayksikkoiset RRN3 ja
TBP tuotettiin yhden plasmidin avustuksella, mutta kolmealayksikkdinen CF tuotettiin
kahden plasmidin avustuksella. Kaikkien proteiinien puhdistusstrategia alkoi samoilla
vaiheilla, solujen hajottamisella ja proteiinin kiinnittdmiselld nikkelipylvddseen. Tdma
onnistuu siksi, ettd jokainen proteiini sisdltdd histidiinihdnnén, joka sitoutuu nikkeliin.
Tamidn jalkeen RRN3 puhdistettiin yksivaiheisella kationinvaihtopuhdistuksella, CF
yksivaiheisella  hepariinipylvdspuhdistuksella ja TBP  kaksivaiheisesti ensin
hepariinipylvéélld ja sitten anioninvaihtopylvdilld. Kaikkien proteiinien puhdistusta
arvioitiin Coomassie-virjatyilli SDS-PAGE geeleilld. RRN3, TBP ja CF onnistuttiin
puhdistamaan hyvin (kuva 15), mutta RRN3 ja CF tapauksessa proteiinimdirét olivat
paljon pienemmaét. RRN3 saatiin 540 pg (7,5 nmol), CF 330 ug (1,5 nmol) ja TBP 10,3
mg (380 nmol). Koska RRN3:n ja CF:n tuottoskaalan kasvattaminen on kohtuullisen

TBP RRN3 CF Pol I
kDa @ RPA190 (186 kDa)
ﬁuﬁ)—- ® RPA135 (135 kDa)
- e RRNG (102 kDa)
-
gg w| ™ 72 kDa g RPA49 (47 kDa)
! » RRN7 (60 kDa) / RPC40 (38 kDa)
S0 ““RRNI1 (59 kDa)| £=“_RPA43 (36 kDa)
g RPA43 (C
40 : - A <RPA34 (26,8 kDa)
30 - %% <_RPBS5 (25 kDa)
oo | & 27KDa ___RPB6 (18 kDa)
L < RPBS (16,5 kDa)
15 - RPC19 (16 kDa)
"SRPAl4 (15 kDa)
om - SRPA12 (14 kDa)
: " RPBI0 (8 kDa)
- .. “RPBS (8 kDa)

Kuva 15. Coomassie-virjdityt SDS-PAGE-kuvat Pol I aloituskompleksin puhdistuksista. TBP-kuva on
hepariinipuhdistusvaiheesta, ja TBP puhdistettiin vield kerran anioninvaihtokromatogradialla, jolloin
siitd saatiin vield puhtaampaa. TBP on melko puhdasta jo hepariinipuhdistuksen jilkeen. CF kuva on
myds hepariinipuhdistuksesta, ja kaikki kolme alayksikkéd on ndhtivissd. Jonkin verran epdpuhtauksia
loytyy. RRN3 puhdistui melko puhtaaksi katioinivaihtokromatografialla, pienid epdpuhtauksia on
néhtivissd. Pol I puhdistui, vaikka kaikkia alayksikoitd ei ole ndhtdvissd selvisti tdssd geelikuvassa. Kuvat
eivit ole keskendidn vertailukelpoisia, silld niiden havainnointiin on kdytetty skannausvaiheessa eri laserin
intensiteettejd sekd kuvankdsittelyvaiheessa kirkkautta ja kontrastia on muutettu eri tavoin proteiinien
havainnoimiseksi
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yksinkertaista, niitdkin voidaan kayttdd suhteellisen paljon proteiinia vaativissa

biokemiallisissa kokeissa, esimerkiksi EMSA- ja anisotropiakokeissa.

Koska Pol I siséltd 14 alayksikkod ja UAF, ndiden proteiinien tuotto ja puhdistus tehtiin
leivinhiivassa. UAF:n puhdistukseen kiytettiin itse luotuja hiivakantoja AMy007 ja
AMy010 (BY 5625 johdannaisia), joissa molemmissa UAF:n alayksikot histoneita lukuun
ottamatta ylituotetaan tuottoplasmideista. AMy010 eroaa AMy007:td vain silld, ettd
AMy010-kannassa hiivan oma RRNS5-geeni on poistettu. Plasmidin koodaamassa RRNS5-
proteiinissa oli proteiini A-puhdistuskahva, jolloin RRNS5:n poistaminen hiivan
genomista johtaa vain tdmén puhdistuskahvan sisdltdvin UAF-proteiinin tuottoon.
Jostain syystd en onnistunut puhdistamaan UAF:44; kummastakaan ylituottokannasta ei
ollut havaittavissa UAF:44 useiden tehtyjen puhdistuksien jilkeen. Proteiinin tuottotaso
saattoi olla hyvin alhainen tai ylituotettu proteiini ei ollut liukoinen. Koska proteiini A:lle
tai UAF:n alayksikoille ei ole kehitetty spesifii kaupallista vasta-ainetta, UAF:n
tuottumista ei voitu varmistaa Western-analyysilli. UAF hiivakantoja tuotettiin ja
proteiinia puhdistettiin yhteensé kuusi kertaa, mutta mikaén puhdistus ei tuottanut tulosta.
Koska UAF:n tuottaminen ja puhdistaminen hiivasoluista ei toiminut, RET-laboratorion
Olena Parilova sovelsi rekombinanttiproteiinin tuottomenetelmai kolibakteerissa (Smith

ja muut, 2018) ja kdytin lopulta tidta puhdasta proteiinia tdssa tydssa.

Pol I puhdistusstrategiana kéytettiin TAP-puhdistusta, jossa Pol I / Pol III alayksikossd
RPC40 on TAP-puhdistuskahva (Puig ja muut, 2001). Pol I puhdistukseen kehitettiin
my0Os oma hiivakanta AMy008, jossa TAP-puhdistuskahvan proteiini A-osa on liitetty
RPA190-alayksikon C-terminaaliseen pddhédn, mutta titd hiivakantaa ei ehditty kayttaa
Pol I puhdistukseen. Pol I osoittautui haastavaksi puhdistaa, mutta siindkin onnistuttiin
(kuva 15). Yhteen puhdistuskertaan yhdistettiin 150 g fermentoitua hiivaa, joka oli
kerédtty eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa. Tami tarkoitti kolmea 20 litran
fermentointia. Puhdistetun Pol I:n pitoisuus oli kuitenkin niin pieni (70 pg; 120 pmol),

ettd sen kaytto kvalitatiivissa biokemiallisissa kokeissa pédtettiin jattdd hyvin véhille.

4.1.2  Proteiinien karakterisointi
Elektroforeettisella litkkuvuussiirtymékokeella (engl. electrophoretic mobility shift
assay, EMSA) pyrittiin osoittamaan puhdistettujen proteiinien toimivuus, tissd
tapauksessa niiden sitoutuminen DNA:han. EMSA:ssa ei-denaturoivalla geelilld eteneva

vapaa leimattu DNA etenee nopeammin kuin DNA, johon on sitoutunut proteiini. Talloin
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geelilld ndhdédan siirtymi. EMSA valittiin sen yksinkertaisuuden ja suhteellisen pienen
proteiininkulutuksen vuoksi. EMSA:a hyodyntiden tarkistettiin kvalitatiivisesti,
sitoutuuko Pol I, RRN3 ja CF itsendisind proteiineina Pol I promoottoriin. Tdmain lisdksi
tutkittiin, sitoutuuko Pol I[-RRN3 kompleksi Pol 1 -promoottoriin. Myds TBP
perustoiminta karakterisoitiin kdyttdmalla Pol I -promoottoria, vaikka TBP:n rooli Pol I
aloituskompleksissa on vield epéselvé. CF sitoo kaiken promoottorin, kun sitd on 30—40
kertainen ylimddrd promoottoriin (5 nM) verrattuna (kuva 16). RRN3 ei sitoudu
promoottoriin. Pol I sitoo kaiken promoottorin, kun sitd on 12-kertainen ylimééra (data ei
ndkyvissd). TBP sitoo kaiken Pol I promoottorin, kun sitd on 40-kertainen ylimaéra.
Sitoutumisen jéilkeisesséd kilpailussa CF ja TBP irtosivat Pol I promoottorilta, mika
viittaisi siihen, ettei niilld ole spesifisyyttd Pol I promoottoriin (data ei nikyvissd).
Valitettavasti missddn tapauksessa ei néhty geelilld tapahtuvaa siirtymiéd, vaan DNA:n

sitonut proteiini jdi jumiin geelikaivoon. Tdm4 voi viitata sithen, ettd yhteen promoottori-

TBP RRN3
O0nM 100nM 150nM 200 nM OnM 30nM 60nM 100 nM

Pol I - RRN3 CF
OnM 10nM 20nM 30nM O0nM 50nM  75aM 200 nM

Kuva 16. Kokoelma EMSA-kuvia. TBP, CF ja Pol I - RRN3 sitoutuvat Pol I promoottoriin, mutta RRN3
yksinddn ei. Ndiden tulosten avulla pystyttiin jatkamaan seuraaviin kokeisiin. Pol I yksindcdn sitoutuu myos
promoottoriin (data ei néikyvissd).
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DNA-molekyyliin sitoutuu enemmaén kuin yksi proteiinimolekyyli ja ettd muodostunut

kompleksi on liian iso kulkeutuakseen geeliin.

Koska CF sitoutui Pol I promoottoriin ja sen tuottotaso oli kohtuullinen, suoritettiin
CF:lle viela muutama kvalitatiivinen koe, joissa tarkasteltiin CF:n yleistd taipumusta
sitoutua DNA:han. CF:n sitoutumiskykyéd Pol II -promoottorin sisdltdvdin DNA:han ja
satunnaiseen ei-promoottori DNA:han tutkittiin sekd EMSA:1la ettd anisotropia-kokeilla
(kuva 17). Anisotropiassa mitataan fluoresenssileimatun molekyylin, tidssd tapauksessa
DNA:n, pyorimisnopeutta hyodyntden polarisoitua viritys- ja emissiovaloa (kaava 3,
materiaalit ja menetelmit -osa). Jos leimattu molekyyli on pieni, se pydrii nopeasti ja
mitattu anisotropia on pieni. Jos leimattuun molekyyliin sitoutuu iso proteiinimolekyyli,
muodostuneen kompleksin pyorimisnopeus hidastuu ja havaittu anisotropia nousee.
EMSA-kokeiden perusteella CF ei erottele DNA:ta, johon se sitoutuu (dataa ei ndytetty).
Talloin myos kahden eri epédspesifisen DNA:n eli Pol II promoottorin ja satunnaisen
DNA:n kéyttdiminen turhaa, jolloin péaddyttiin kéyttdmdidn satunnaista DNA:ta.
Anisotropiatulosten mukaan CF ei erottele DNA:ta, mutta pienesséd pitoisuudessa (<50

nM, kun DNA:n pitoisuus 5 nM) CF sitoutuu sekd promoottoriin ettd satunnaiseen
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Kuva 17. Anisotropiakokeiden tulokset. A) Promoottorin anisotropia kasvavassa CF:n pitoisuudessa.
Pienelld CF:n pitoisuudella (<50 nM) CF vaikuttaisi sitoutuvan spesifisti. B) Satunnaisen DNA:n
anisotropia kasvavassa CF:n pitoisuudessa. Kuten promoottorilla, myos satunnaisella DNA:lla CF
vaikuttaisi sitoutuvan tiukasti pienilld CF:n pitoisuuksilla (<50 nM). C) Kdyrdn sovituksen parametrit
promoottorin anisotropialle kasvavassa CF:n pitoisuudessa. Vihennetyn Chi-nelion arvo (Reduced Chi-
Sqr) kertoo, ettd kdyrd on alisovitettu, eli dataa vaaditaan enemmdn kdyrdn parempaan sovitukseen.
Téydellinen sovitus on vihennetyn Chi-nelion arvolla 1. D) Kdéyrdn sovituksen parametrit satunnaiselle
DNA:lle kasvavassa CF':n pitoisuudessa.
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DNA:han tiukemmin. Suuremmilla pitoisuuksilla useita CF-molekyylejd sitoutuu
epéspesifisesti sekd promoottori-DNA:han ettd satunnaiseen DNA:han (kuva 17).
Vaadittavat méérit proteiinia ja leimattua DNA:ta ovat hyvin suuria anisotropiakokeiden
suorittamiseen tarvittavalla toistomé&érélld, joten tdstd strategiasta péétettiin luopua.

Kuvan 17 dataa ja tehtyja paatelmié on siten pidettéva kvalitatiivisina ja alustavina.

4.2 Proteiinien kdyton suunnittelu reaaliaikaisiin sitoutumiskokeisiin
EMSA:n ja anisotropian sekd muiden harkittujen menetelmien, kuten stopped flown,
heikkous on suuret ndytemaarat. Hiivassa tuotettua Pol I:td tdytyisi tuottaa massiivisesti,
jotta sen saisi riittdmadn kvantitatiivisiin  EMSA, anisotropia tai stopped flow -
mittauksiin. Toisaalta EMSA- (kuva 16) ja anisotropiatulokset (kuva 17) viittaisivat
sithen, ettd ainakin yksittdisten Pol I -koneiston proteiinien kohdalla ero spesifisessi ja
epaspesifisessd DNA:han sitoutumisessa ei ole kovin suuri. Tutkittava sitoutumisreaktio
on siten aina hyvin todenndkdisesti heterogeeninen koostuen rinnakkain tapahtuvasta
spesifisestd ja epdspesifisesti DNA:han sitoutumisesta. Jotta olisi mahdollista erottaa
aloituskompleksin proteiinien sitoutumisjérjestys promoottoriin, on sitoutumista
tutkittava reaaliajassa ja erityyppiset sitoutumistyypit on pystyttdvé erottamaan toisistaan.
Téastd syystd pddtin siirtyd kdyttdmddn yksittdismolekyylifluoresenssi-tekniikkaa. Se
minimoi ndytteiden kulutuksen ja mahdollistaa erilaisten reaktiotyyppien havaitsemisen
samassa ndytteessd. Yksittdisten molekyylien kuvaaminen reaaliajassa vaatii
molekyylien leimaamisen fluoroforeilla. Niinpd tutkin mahdollisia leimausstrategioita,
aluksi keskittyen mahdollisuuteen hyddyntda FRETi4. Fluoroforien etdisyys toisistaan
tehokkaan FRET reaktion saavuttamiseen voidaan méérittdd (Vogel ja muut, 2014), mutta
yleensi 50 % FRET-tehokkuus saavutetaan, kun fluoroforit ovat toisistaan 42-68 A (4,2
— 6,8 nm) etdisyydelld (Lam ja muut, 2012). Proteiinien leimapaikat on siis suunniteltava
siten, ettd ne ovat noin 50 A toisistaan, kun Pol I aloituskompleksi on kasautunut.
Leimapaikkojen suunnittelu ndin tarkasti vaatii proteiinien rakennekuvien selvittdmisti,
jotta voidaan arvioida leimojen sijaintia ja tdten niiden vélistd mahdollista
vuorovaikutusta. Pol I:n, CF:n, RRN3:n sekd niiden kaikkien muodostaman
valttimattomaén aloituskompleksin rakenteet on selvitetty (Engel ja muut, 2013; Engel ja
muut, 2017; Fernandez-Tornero ja muut, 2013; Sadian ja muut, 2019). Naiitd
rakennekuvia tarkasteltiin Pymol-ohjelmalla, ja pdddyttiin proteiinien kohdennettuun

leimaukseen tietyisti aminohapoista. Proteiineiksi valittiin CF ja RRN3, silld niiden
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tuottaminen kolibakteerissa on mahdollista. Mutatoidessa proteiineja niiden tuottotaso

yleensd heikkenee eikd Pol :n heikkoa tuottotasoa haluttu enié pienentda.

CF:n ja RRN3:n rakenteista etsittiin alueita, joissa ei ollut laskostunutta rakennetta, kuten
B-levyjd tai a-heliksid. Kun sopivat alueet 10ytyivit, tarkastettiin niiden mahdolliset
kontaktit muihin rakenteen aminohappoihin. Kun sopivat alueet 16ytyivét, simuloitiin
leimojen paikkoja hyddyntiden yhdessid Pymol-ohjelmiston kanssa FPS-ohjelmistoa. FPS-
ohjelmisto simuloi leima-aineen liikettd, ndyttden kaikki mahdolliset konformaatiot jossa
leima voi olla mind tahansa ajan hetkend. Leimojen simulaatiot toteutettiin
vilttdméttoman aloituskompleksin kanssa, jotta mahdolliset konformaatiomuutokset

sitoutumisesta johtuen olisi ndkyvissd. Niaiden tulosten perusteella wvalittiin kaksi

Kuva 18. Kohdennettujen leimapaikkojen suunnittelun visualisointi. Visualisointiin kdytettiin Pymol
ohjelmaa ja leimojen liikkeen simuloimiseksi FPS-ohjelmaa (Kalinin ja muut, 2007). Pol I on vihredlld,
CF siniselld ja RRN3 punaisella. Valkoiset pallot edustavat leimojen mahdollista liikettd mind tahansa
ajan hetkend. Leimapaikoiksi valittiim RRN3:n N201 ja RRN6:n Y768, ja ne ovat noin 50 A pddssd
toisistaan. Suunnitteluun ja visualisointiin kdytettiin pohjarakenteena rakennetta, jonka Engel ja muut
(2007) julkaisivat (PDB id 5N61).

leimapaikkaa, joilla on mahdollisuus FRET-reaktioon niiden sitoutuessa

aloituskompleksiksi: CF:n alayksikon RRN6 Y768 sekd RRN3:n N201 (kuva 18).
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Valittujen aminohappojen jidlkeen piti vield valita leimausstrategia, joista ensin
tarkasteltiin maleimidi-tekniikkaa, jossa maleimidiin liitetty fluorofori kiinnittyy
kovalenttisesti kysteiinitdhteeseen. Tdma tekniikka vaatisi kaikkien proteiinin muiden
kysteiinien poistamista mutaatioilla. RRN3 siséltdd 10 kysteiinid ja CF 21, joista osa
sijaitsee laskostuneissa rakenteissa. Ndin ollen maleimidi-tekniikan kdytt6 RRN3:n ja
CF:n kohdalla ei ole kaytdnnollistd. Sen sijaan TBP sisdltdd vain kaksi kysteiinid, joten
maleimidi-tekniikkaa kéytettiin TBP:n leimaamisen kanssa kanssa, kuten aiemminkin on
tehty (Banik ja muut, 2001; Treutlein ja muut, 2012). RRN3:n ja CF:n kohdalla paadyin
lopulta kayttdimiddn laajennettua geneettistd koodia leimausstrategiana. Laajennetun
geneettisen koodin kéyttd perustuu pysdytyskodonien (TAG, TAA ja TGA) uudelleen
ohjelmoimiseen niin, ettd niiden avulla ribosomilla syntyvéén proteiiniketjuun voidaan
liittdd luonnoton aminohappo (engl. unnatural amino acid). Laajennetun geneettisen
koodin hyddyntdmiseen on monia strategioita (Kim ja muut, 2013). Valitsin proteiiniin
liitettdvaksi luonnottomaksi aminohapoksi 4-azido-L-fenyylialaniinin (pAzF), joka
reagoi Staudingerin ligaatiolla proteiiniystdvillisissd olosuhteissa fosfiiniryhméan
siséltdvien fluoroforien kanssa (Chakraborty ja muut, 2015). Téssé strategiassa korvataan
halutun leimapaikan kodoni TAG pysdytyskodonilla. Tuotettavan proteiinin DNA-
sekvenssin on siis paityttivd joko TAA tai TGA pysdytyskodoneihin, jotta
proteiinisynteesi loppuu oikeaan kohtaan. Tdmén lisdksi tuotto-organismiin, téssa
tapauksessa kolibakteeriin, on lisdttivdi TAG-kodonin tunnistava tRNA/tRNA-
syntetaasipari, joka liittdd kasvavaan proteiiniketjuun luonnottoman aminohapon.
Tallainen plasmidi on kaupallisesti saatavana (Addgene #31186; (Chin ja muut, 2002)),
jolloin sen on oltava yhdessa proteiinia tuottavan plasmidin kanssa saman solun sisélla.
Naiden lisdksi on solujen elatusaineeseen lisdttivd kohdeproteiinin tuottovaiheessa
pAzF:da. Tehokkaan proteiinituoton esteeksi voi vield muodostua kolibakteerin oma
TAG-kodonin tunnistava vapautustekijd 1-proteiini (engl. release factor 1, RF-1), joka
lopettaa proteiinisynteesin. Vuonna 2013 Lajoie ja muut kehittivét kolibakteerikannan C-
321, josta kaikki genomin 321 TAG-kodonia ja RF-1:n geeni oli poistettu. C-321 on siité
lahtien ollut suuressa kéytossd luonnottomien aminohappojen hyddyntdmisessd, silld
luonnottomat aminohapot liitetdédn tarkasti proteiiniketjun TAG:td vastaavaan sijaintiin.
Valitettavasti C-321 kannan mutaatiot my6s heikensivdt sen kasvunopeutta 60 %:a
(Lajoie ja muut, 2013). Mukai ja muut onnistuivat vuonna 2015 tuottamaan
kolibakteerikannan B-95.AA:n, joka ei tunnista TAG-kodoneja mutta jonka kasvunopeus

ei heikentynyt (Mukai ja muut, 2015). Valitsin tdmidn kannan pAzF:n liittdmiseksi
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proteiineihin. Tuotin myds villityypin RRN3:a ja CF:44 B95.AA soluissa mahdollisten

tuottotasoerojen havaitsemiseksi.

4.3 Mutatoitujen proteiinien tuotto ja karakterisointi
Yksittdisen kysteeinitdhteen sisdltdmat TBP-variantit tuotettiin kuten villityypin TBP,
mutta saanto oli paljon heikompi. S128C -yksittiiskysteiinimuotoa saatiin 500 pg (17
nmol) ja S61C-yksittdiskysteiinimuotoa 150 pg (5,1 nmol). pAzF:n sisdltdmid RRN3:a ja
CF:44 tuotettiin vain Y4 villityypin proteiinin tuottokasvatusten tilavuudesta materiaalien
riittivyyden takaamiseksi. pAzF:n sisdltiméda CF tuottui melko huonosti ja sitd saatiin
vain 38 pg (170 pmol). pAzF:n sisdltdimda RRN3a saatiin enemmin, 470 pg (6,5 nmol).
pAzF:n sisdltimien proteiinien toimintaa ei vield téssd vaiheessa testattu, silld niiden

leimausreaktiot paitettiin suorittaa ensin.

Koska pAzF:n sisdltdimidn CF:n tuottotaso oli todella heikko, pédtettiin sen
leimausstrategiaa vaihtaa SNAP-proteiinileimaukseen. Tdssd strategiassa proteiinin
pddhdn, yleensd sen C-terminaaliseen pddhdn, liitetdin muutaman linkkeriaminohapon
avulla SNAP-proteiini, jonka koko on 19,4 kDa. SNAP on entsyymi, joka liittdd
luonnollista substraattia muistuttavan fluoroforin kovalenttisesti aktiivisen keskuksen
aminohappoonsa. Tdmén strategian hyoty on se, ettd yliméérdistd plasmidia tai pAzF:44
el tarvita. Haittana on se, ettd leimaus ei ole endé samalla tavalla tiettyyn pistemiiseen
paikkaan kohdennettua. Yksittdismolekyylimikroskopiassa voidaan kayttid myos
yhteislokalisaatiota (engl. co-localization), jossa pyritddn esimerkiksi havaitsemaan
leimatut proteiinit leimatulla DNA:lla vailla leimojen keskindistd vuorovaikutusta.
Yhteislokalisaatiolla ei kuitenkaan voida havaita proteiinien asemaa toisiinsa ndhden.

Paitin keskittyd tdhin strategiaan FRET-kokeiden sijaan.

CF-SNAP fuusioproteiini tuotettiin kuten villityypin CF. CF-SNAP tuottui hivenen
paremmin kuin villityypin CF ja sitd saatiin 500 pg (2,3 nmol). CF-SNAP:in
puhdistumisen onnistuminen pystyttiln myds varmistamaan western-analyyseilld.
Coomassie-vérjdtty geeli osoitti kaikkien alayksikoiden ldsndolon (data ei ndkyvissd).
Western-analyysi osoitti erikseen histidiinihdnnéllisen RRN6-alayksikon ja SNAP:n
sisdltimdan RRN11-alayksikon. (kuva 19).

Tadmidn lisdksi halusin selvittdd, huonontaako pAzF:n lisddminen hyvin tuottuvan

proteiinin tuottoa. Proteiiniksi valittiin parhaiten tuottuva TBP, jonka N- ja C-

51



terminaalisiin pdihin TAG-kodoni, jolloin itse proteiinista ei korvattu mitdén. TBP
tuotettiin pAzF:n ldsndollessa ja puhdistettiin kuten villityypin TBP. TBP, jonka N-
terminaalisessa padssd oli pAzF, tuottui todella hyvin ja sitd saatiin 6,9 mg (250 nmol)
(kuva 19). C-terminaalisen pAzF:n sisdltdma TBP tuottui huonommin ja sité saatiin 950
png (33 nmol). Tdten pAzF:n kéyttd proteiinien tuotossa ei vélttiméttd heikennd
proteiinien tuottotasoa. Luonnottoman aminohapon sijainti keskelld proteiinia saattaa

vaikuttaa esimerkiksi sen laskostumiseen ja siten tuottotasoihin.
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Kuva 19. CF-SNAP western-analyysi ja UAA-TBP:n coomassie-analyysi. CF-SNAP solulysaatissa
on ndhtivissd histidiinihdnndllinen RRNG ja tdmd havaittu viiva vahvistuu puhdistusvaiheiden
edetessd. Viimeisestd vaiheesta ajetussa SNAP-proteiinin tunnistavassa western-analyysissd
havaittiin myés SNAP-proteiinin sisdltimd RRNI11. pAzF:n sisdltimien TBP-proteiinien puhdistus
onnistui hyvin, havainnollistettuna ensimmdinen ja toinen puhdistusvaihe. C-terminaalisen pAzF:n
sisdltdmdd TBP:td hdvisi jonkin verran nikkelieluution ja hepariinieluution vilissd, mutta N-
terminaalisen pAzF:n sisdltdmdd TBP:td ei juurikaan hdvinnyt.
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4.4 Proteiinien leimaus
Yhteensd kolmea eri menetelmiéd kiytettiin eri proteiinien leimaamiseen: maleimidi-
tekniikkaa, SNAP-tekniikkaa sekd pAzF:n fosfiinileimaus. Naiistd maleimidi- ja
fosfiinileimaustekniikka ovat kohdennettuja leimauksia, kun SNAP taas on
proteiinileima. Leimoiksi valittiin uuden sukupolven DyLight -fluoresoivat leimat, joista
kayttoon wvalittiin  DyLight550-maleimidi ja DyLight650-fosfiini. Maleimidileima
kiinnittyy kysteiinitédhteen tioliryhméén, jolloin leima on kohdennetusti kiinni tietyssi
kohtaa proteiinia. Fosfiinileima reagoi pAzF:n atsidiryhmidn kanssa Staudingerin
ligaatioksi kutsutussa reaktiossa, jolloin myds se on kohdennetusti kiinni tietyssd kohtaa
proteiinia. Maleimidireaktio on nopea, mutta Staudingerin ligaatio on hidas. Atsidit ovat
herkkid muutoksille, silld atsidiryhmé on melko epidvakaa. TBP:n maleimidileimauksessa
saavutettiin 57 % leimaustehokkuus, RRN3:n leimaustehokkuus oli 21 %. CF leimautui
Staudingerin ligaatiolla niin heikosti, ettd leimaustehokkuutta ei pystytty luotettavasti
madrittdimaan. Maleimidilld on mahdollisuus optimoida leimaustehokkuutta, mutta se
jétettiin ajan puutteen vuoksi pois. Atsidin fosfiinileimauksen optimointi ei myoskdan
ehtinyt tdhdn tutkielmaan, silld tdméinkin leimaustehokkuuden saavuttaminen vei jo
paljon aikaa. Atsidin sisédltdmien proteiinien leimauksessa on todennédkoisesti useampia
virheldhteitd. Ensinédkin, proteiineja ei aluksi puhdistettu suojattuna kaikelta valolta koko
puhdistusprosessin ajan, mikéd ainakin nikkelipylvédésséd saattaa pelkistdd ja inaktivoida
pAzF-aminohapon atsidin. Toiseksi suuri osa fosfiineista oli todennékoisesti ehtinyt
hapettumaan ennen leimausreaktiossa onnistumista. Téstéd syystd CF péitettiinkin leimata
SNAP-vilitteisesti. Kéytetty SNAP-proteiiniin sitoutuva leima oli TMR-star. Témén
avulla suoritetun leimauksen tehokkuus pienissd pitoisuuksissa osoittautui vaikeaksi.
Kiytetyn TMR-starin ekstinktiovakioksi miériteltiin arvo 57 000 M cm™, jolloin
pienillda CF- sekd TMR-star-pitoisuuksilla ei TMR-staria ole havaittavissa
spektrofotometrilld. DyLight leimat havaitaan pienemmilld pitoisuuksilla, silld niiden
ekstinktiovakiot ovat suurempia. DyLight550:n ekstinktiovakio on 150 000 M! cm! ja
DyLight650:n ekstinktiovakio on 250 000 M cm™. Kun CF-SNAP-proteiinia oli
leimausreaktiossa 28 pg (130 pmol) ja TMR-star fluoroforia 170 pg (250 pmol),
saavutettiin 78 % leimaustehokkuus. Niin kaikki tarvittavat proteiinit saatiin lopulta

leimattua mikroskopiaan riittavélld tehokkuudella.

53



4.5 Mikroskooppiprotokollan luominen
Turun Yliopistolla on kaksi TIRF-superresoluutiomikroskooppia, joista DeltaVision
OMX (GE-Healthcare) wvalittiin  sen neljan eri kanavan samanaikaisen
kuvaamismahdollisuuden  takia. TIRF-mikroskopia  wvalittiin siksi, ettd
mikroskooppilasille voidaan laittaa leiman sisdltdmid proteiineja eivitkd ne hiiritse
varsinaisia mikroskooppilasin pinnassa havaittuja sitoutumisia, koska viritysvalokenttd ei
ulotu kuin muutamia satoja nanometrejd lasin  pinnasta ndyteliuokseen.
Mikroskooppilaseille on suoritettava muutamia kéisittelyvaiheita, ennen kuin niitd
voidaan kayttdd kuvaamiseen. Ensin mikroskooppilasit on pestdvid, silanoitava ja
passivoitava spesifin linkkerin siséltimilld polyetyleeniglygolisekoituksella (engl.
polyethyleneglycol, PEG) (kuva 20 A). Tamén jilkeen PEGyloidut mikroskooppilasit
voidaan padllystda halutulla proteiinilla tai DNA:1la. Superresoluutiomikroskopiaa varten
on mikroskooppilasien oltava hyvin puhtaita. Yleisimmin kdytettyjd puhdistusprotokollia
on mikroskooppilasien polttaminen korkeassa ldmmossd (400°C) tai niiden
puhdistaminen plasmalla, kuten Dulin ja muut (2018) tekivit. Koska kumpaakaan ei ollut
helposti saatavilla, pédéddyttiin mikroskooppilasien happopesuun. Néiin kaikesta
yliméérdisestd materiaalista pdéstddn eroon, eikd mikroskooppilaseilla pitdisi olla
havaittavissa taustafluoresenssia mikroskoopilla. Seuraavaksi mikroskooppilasien pinnat
silanoidaan, eli padllystetiin negatiivisesti varautuneilla amiineilla. Tdémén jilkeen
mikroskooppilaseihin kiinnitetiin PEG. Kaéytettdvdi PEG on sekoitus kahta tyyppié:

metoksi-PEG-sukinimidyylivaleraatti joka passivoi mikroskooppilasin pinnan sekd
A)

‘Happopesty PEG-passivoitu Neutravidinilld paillystetty
mikroskooppilasi  +metoksi-PEG  mikroskooppilasi * | Neutravidiis mikroskooppilasi

tbiotiini-PEG )
} | — N : e
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Kuva 20. Mikroskooppilasien valmistelu ja havainnekuva promoottorikanavasta sekd tyhjéstd kanavasta.
A) Mikroskooppilasien valmistelun havainnekuva. Happopesty mikroskooppilasi on silanoitava ennen
PEG-passivointia. Neutravidiinilld pddllystettyyn mikroskooppilasiin liitettyyn joko biotinyloitu ja leimattu
DNA tai histidiinihdnndn tunnistava vasta-aine (Anti-HIS-vasta-aine) sekd histidiinihdnndllinen proteiini,
joka sisdlsi usein leiman. B) Havainnekuva leimatulla promoottorilla kuvatusta mikroskooppilasin
pinnasta vasemmalla ja kuva kanavasta, jossa el ollut promoottoria.
*PEG-passivoidut mikroskooppilasit voitiin tdssd vaiheessa sdilod 4°C:ssd noin kahden viikon ajan ennen
kayttod.
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biotiini-PEG-sukkinimidyylikarbonaatti, joka passivoi mikroskooppilasin pinnan ja
siséltdd pinnasta ulospéin olevan biotiiniryhmin, johon voidaan liittdd biotiinin kanssa
reagoivia ryhmié (kuva 20 A). Kun mikroskooppilasit ovat paillystetty, voidaan niitd
sdilyttdd noin kahden viikon ajan 4°C:ssa. Viimeisessd vaiheessa passivoidut, biotiinin
sisdltavit mikroskooppilasit pdéllystetddn halutulla proteiinilla tai DNA:Ila. Tdmé vaatii
vélikappaleekseen neutravidinin, joka kiinnittyy pinnan biotiiniin antaen mahdollisuuden
liittdd itseensd vield biotiinin sisdltima ryhma. Télloin syntyy (PEG)-biotiini-neutravidin-
biotiini-(DNA) kerros. Proteiinit eivit sisdltdneet DNA:ta, jolloin suoraan neutravidiniin
pystytddn kiinnittimain vain biotinyloitu DNA. Mikili tietty proteiini haluttiin liittd4
mikroskooppilasin pintaan, lisdttiin ensin neutravidiniin konjugoituvana substraattina
biotinyloitu vasta-aine, joka sitoutui kohdeproteiinin histidiinihdntdsin. Kun
mikroskooppilasien valmistelun protokolla oli valmis, pystyy sitoutumiskokeita

tekemddn mikroskoopilla.

4.6 Reaaliaikaiset sitoutumiskokeet
Mikroskooppikokeen alkaessa tdytyy ensimmaéiseksi etsid mikroskooppilasin pinta.
DeltaVision OMX:1l4 on tdhdn oma automatisointinsa, mutta se ei 10ytdnyt luotettavasti
tyhjdd mikroskooppilasin pintaa. Mikroskooppilasin pinnan 16ytymiseksi manuaalisesti
oli lasin pinnalla oltava joko vasta-aineeseen kiinnitetty leiman sisdltimé proteiini tai
neutravidiniin kiinnitetty, biotinyloitu ja leimattu kohde-DNA (kuva 20). Reaaliaikaisissa
sitoutumiskokeissa kiinnitettyna oli leimattu DNA, fluoroforin elinaikakokeissa leimattu
proteiini. Kun leimattu DNA 16ytyi, vaihdettiin puskuri ja joukkoon liséttiin leiman
sisdltdimd proteiini joko yksin (CF ja RRN3) tai yhdessd muiden proteiinien kanssa;
leimatun proteiinin pitoisuus oli 0,5 — 5 nM. DeltaVision OMX:n kameroiden rajoitusten
takia kahta kanavaa ei kyetty kuvaamaan samanaikaisesti, joten ensin kuvattiin
promoottorikanavaa 400 — 600 ms valotusajalla ja 100 % laserin intensiteetilld
promoottorien paikantamiseksi. Promoottorikanavan pitkd valotusaika pituus johtuu
kaytettyjen Atto488- ja Cy5-leimojen himmeydestd. Promoottorien paikallistamisen
jalkeen mikroskooppi tarkennettiin proteiinikanavalle ja proteiini-DNA kompleksien
muodostumista seurattiin 3001:n kuvan ajan. TMR-star:illa leimattua CF:44 kuvattiin 561
nm:n kanavalla, 100 % laserin intensiteetilld. Ennen lopullisen valotusajan valitsemista,
tutkittiin proteiinikanavan signaalin ja taustan suhdetta valotusajoilla 20 — 150 ms.
Tarkoituksena oli 16ytdd lyhin mahdollinen valotusaika, jolla signaali on erotettavissa.

Lopulta paadyttiin 50 ms:n valotusaikaan. TMR-star:in ollessa leimana, DNA-kanavana
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oli joko 488 nm tai 642 nm. DyLight650:114 leimattu RRN3 kuvattiin 642 nm:n kanavalla,
5-50 ms valotusajalla. RRN3-DyLight650:n kanssa DNA-kanavana oli 488 nm. Kun
filmi oli otettu, siirryttiin mikroskooppilasilla toiseen kohtaan, jossa kuvattiin uusi filmi.
Yhtd mikroskooppilasia kéytettiin alle 20 minuuttia, silld kuvauspuskurissa oleva
hapensitojaentsyymi alkaa laskemaan pH:ta tdiméan ajan ulkopuolella, eikd data télloin ole

luotettavaa.

4.7 Mikroskooppidatan analysointivaiheen kehittdminen
Kun mikroskooppikokeet oli suoritettu, linjattiin eri kanavilla kaikki tallennetut
kuvasarjat kéyttdmadlld DeltaVision OMX:n mukana tullutta SoftWorX -ohjelmaa.
Kuvasarjojen linjaamisen jidlkeen piti selvittdd (1) miten promoottorikanavan kuva
saadaan monistettua proteiinikanavan mittaiseksi, (2) miten promoottorikanavan ja
proteiinikanavan kuvasarjat saadaan yhdistettyd toisiinsa ja mitd vaatimuksia kohdan 3
ohjelmilla on tdhin, (3) miten ja mitd ohjelmaa kéyttdd molekyylien havainnointiin ja
ndiden intensiteettien seuraamiseen, (4) miten intensiteettien seuraamista ja mahdollista
muuttumista voidaan kisitelld ja (5) miten nédiden intensiteettien muutokset saadaan
analysoitua. Kohdat 1 ja 2 pédadyttiin tekemién Fiji-ohjelmistolla (Schindelin ja muut,
2012). Ennen kohdan 2 ratkaisua oli péitettivd, milld ohjelmalla molekyylien
havainnointi suoritetaan. Koska kyseessd on yhteissijaintikokeet ja kdytdssd vain kaksi
kanavaa, paadyttiin iISMS-ohjelmistoon (Preus ja muut, 2015). iSMS on suunniteltu
yksittdismolekyyli-FRET-datan analysointiin, joten tulosten analyysid ei voitu suorittaa
télld ohjelmistolla. Silld voidaan kuitenkin seurata yksittdisid molekyylejd ja ndiden
antamaa signaalia (kuva 21 A ja B). Ndm4 signaalit saadaan numeerisina arvoina ulos,
jolloin tdmén datana analysointi voidaan suorittaa muilla ohjelmilla. iISMS vaatii
kuvasarjojen olemista vierekkdin, joten kuvat kédsiteltiin kohdassa 2 sen mukaan. Tdmén
jalkeen intensiteettien muutosten aika, eli aika jonka proteiini viettdd promoottorilla, on
madritettdvd jollain muulla ohjelmistolla. Téhén kaytettiin Python-koodikielipohjaista
signaaliprosessointikoodia (Truong ja muut, 2020). Signaaliprosessointikoodi etsi
fluoresenssisignaalin muutospisteet (engl. change point finder, CPF) (kuva 21 C). Kun
CPF havaitsi signaalin intensiteetin nousun ja laskun, se my0s laski ndiden tapahtuman
vilisen ajan, joka on kyseisen muodostuneen DNA-proteiinikompleksin elinaika.
Kokosin kaikki havaitut yksittdisten kompleksien elinajat yhteen ja naalysoin saadun
jakauman kéyttden joko Origin ohjelmistoa tai signaaliprosessointikoodiin (Truong ja

muut, 2020) pohjautuvaa sovitusmenetelméa (engl. exponental fit program, EFP). Origin
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Kuva 21. Data-analyysin vaiheet. A) Promoottorikanavasta etsitidn hyvin erottuvat promoottorit
(ympyréity vihredlld), joiden signaaliradan muutosta tutkitaan proteiinikanavalla. Kun signaaliradassa
havaitaan muutos (ympyréity punaisella) eli proteiini sitoutuu promoottoriin, voidaan timdn sitoutumisen
kesto mddrittdd. B) Signaaliradan havainnekuva. Signaaliradan intensiteetin muutokset voivat olla
dkkindisid tai pidempiaikaisia. C) CPF-ohjelman havaitsemat signaaliradan muutokset.
luokittelee kompleksien elinajat ryhmiin, esimerkiksi 1-50 ms, 51-100 ms ja niin
edelleen, ja sovittaa saatuun histogrammikuvaajaan prosessia kuvaavan yhtilon,
yksieksponenttisen tai kaksieksponenttisen yhtdlon avulla (kuva 22 A ja B) sovittaa
ndiden pylvdiden antaman datan joko yksieksponenttisen yhtdlon tai kaksieksponenttisen
yhtdlon avulla. Sen sijaan EFP ei luokittele yhtdloon sovittamisvaiheessa DNA—
proteiinikompleksien elinaikoja ryhmiin, vaan sovittaa yhtdlon hyddyntiden kaikkia
mittaustuloksia. Yhtdloon sovituksen visualisoimiseksi EFP kylld tekee my6s Origin-
tyylisen histogrammikuvaajan, mutta tdmd histogrammi ei suoraan vaikuta yhtilon
sovitukseen (kuva 22 C ja D). EFP:n histogrammikuvassa jokaisen dataluokan

histogrammipylvdén luotettavuusrajaa my0s arvioidaan bootstrap-menetelmalld (engl.

bootstrapping) jokaiselle pylvéille, jolloin EFP soveltuu paremmin hajanaisemman tai

57



vihemman aikapisteitd sisdltdvin datan analyysille. Molemmissa ohjelmissa kéytettiin
ratkaistujen kineettisten parametrien virheen arvioimiseksi 95 %:n luottamusviélid. Mikali
dataa oli kdytossé vihian (N < 400 tapahtumaa), antaa EFP luotettavamman tuloksen kuin

Origin.

4.8 Kdytettyjen fluoroforien elinajat
Ennen komponenttien sitoutumisen tutkimista on syyté selvittdd kdytettdvien fluoroforien
elinaika (kuva 22). Fluoroforin sisdltimédt proteiinit kiinnitettiin mikroskooppilasiin
histidiinihdnnén sisédltimén vasta-aineen avulla (kuva 20 A). Témaén jidlkeen fluoroforeja
kuvattiin 3001:n kuvan ajan, jolloin seurattiin yksittdisten fluoroforien sammumista.
Mikaili proteiinien sitoutumisaika on merkittdvisti lyhyempi kuin fluoroforin elinaika
samoilla mikroskoopin asetuksilla, voidaan mitattua proteiinin sitoutumisaikaa DNA:lla
pitdd luotettavana. Kineettiselld analyysilld ratkaistu fluoroforin keskiméérdinen elinaika
on se aika, minkd kuluttua puolet fluorofori-molekyyleistdi on sammunut. Médritin
elinajat DyLight650- sekd TMR-star -fluoroforeille, jotka ovat proteiineissa kiinni
(RRN3-DyLight650 ja CF-TMR-star). TMR-star elinaika oli Originanalyysissd 50,7 s, 95
% luottamusvili 46,0 — 55,4 s (N =419) (kuva 22 A), DyLight650 elinaika oli 39,9 s, 95
% luottamusvéli 35,9 — 43,9 s (N = 363) (kuva 22 B). CF-TMR-starin sitoutumista
voidaan luotettavasti mitata, mikéli sitoutumisen aika on lyhyempi kuin 20 s, RRN3-
DyLight650 sitoutuminen on luotettavaa, kun sitoutuminen on lyhyempi kuin 15 s. Jos
sitoutumisajat ovat yhtd pitkid kuin fluoroforien elinajat, puolet fluoroforeista on
sammunut eivitkad vilttimittad irronneet promoottorilta. EFP analyysin mukaan TMR-
star:in elinaika oli 66,8 s, 95 % luottamusvili 60,5 — 73,6 s (N = 416) ja DyLight650
elinaika oli 45,3 s, 95 % luottamusvililld 40,6 — 50,1 s (N = 359). Analyysien antamien
tulosten erot johtuvat muutamastakin asiasta, mutta yksi suurimmista syistd on ohjelmien
datan késittely. Origin ryhmittelee dataa, jolloin osa datapisteistd menee hukkaan. EFP ei
ryhmittele dataa, jolloin se kéyttdd sovitukseen kaikkia saatuja datapisteitd. Suurella
madrdlld dataa Origin on luotettavampi, mutta pienemmalld méadrdlld dataa EFP on
luotettavampi. Yhdenvertaisuuden vuoksi tulokset ilmoitetaan péddosin Origin-

analyyseind. Tapauksissa, joissa dataa ei ole tarpeeksi luotettavan Origin-analyysin
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suorittamiseksi, kéytetdédn pédasiallisena analyysikeinona EFP-sovitusta, mutta

molemmat sovitukset esitetdin.
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Kuva 22. Kdytettyjen fluoroforien elinajan mddritys. A) Origin-analyysi TMR-star:in elinajasta. Kuvaajan
lopussa kdyrdn sovitus ei ihan sovi kdytettyihin lokeroihin. B) Origin-analyysi DyLight650:n elinajasta. C)
EFP-analyysi TMR-star:in elinajasta. Toisin kuin Origin, EFP kéyttid kaikkia saatuja arvoja kéyrdin
sovittamiseen. D) EFP-analyysi DyLight650:n elinajasta. Elinajat on kaikissa mddritetty yksittdiselld
eksponentilla, eli fluoroforit sammuvat yhdessd vaiheessa.

4.9 Vilttamdttomdn aloituskompleksin komponenttien sitoutuminen promoottoriin
RRN3 elinaika promoottorilla oli Origin-analyysissd kaksivaiheinen (kuva 23 A), joissa
lyhyen sitoutumisen elinaika t; = 28,6 ms (95 % luottamusvéli 22,0 — 35,2 ms) ja toisen
vakaamman sitoutumisen elinaika t; = 92,2 ms (95 % luottamusvaili 48,8 — 136 ms; N =
1414). EFP-analyysissd RRN3:n elinaikaa ei pystytty kaksivaiheisesti sovittamaan, joten
yksivaiheisen sovituksen mukaan RRN3:n elinaika promoottorilla oli 61,2 ms (95 %
luottamusvéli 58,2 — 64,7 ms) (kuva 23 B). Todenndkoisesi RRN3:n elinaika
promoottorilla oli vield lyhyempi, silld suurin osa sitoutumisista oli alle 5 kuvan mittaisia.
Kuvaus suoritettiin nopeimmilla mahdollisilla asetuksilla. Kyseessd on todennikdisesti
satunnainen havainto eikd DNA:han sitoutuminen, sillda RRN3:n mééri oli suhteellisen
suuri (5 nM) verrattuna promoottoriin (10 pM). Tétd tukee my0s se, ettd Origin-analyysin
mukainen t; on pienempi kuin sen ensimmdinen ryhmittymi, jolloin luotettavaa

sitoutumisaikaa ei pystytd madrittdmaan (kuva 23 A).
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Kuva 23. RRN3:n sitoutuminen promoottoriin. A) Origin-analyysi RRN3:n sitoutumisesta promoottoriin.
Originanalyysin mukaan tapahtuma on kaksivaiheinen. B) EFP-analyysi RRN3:n sitoutumisesta. EFP:n
kdyrdn sovitus ei onnistunut luotettavasti kahdella eksponentilla, joten yksieksponenttinen kéyrdn sovitus
oli ainoa mahdollisuus. Kdyrd ei sovi kuvaajaan yhtd hyvin kuin Origin-analyysissd.

CF sitoutuminen promoottoriin on kaksivaiheista (N = 884) (kuva 24). Ensimmaéisen eli
lyhyen sitoutumisen elinaika Origin-analyysilld t; = 514 ms (95 % luottamusvali 484 —
544 ms) ja toisen eli vakaamman sitoutumisen elinaika t = 3,60 s (95 % luottamusvili
2,82 — 4,38 s) (kuva 24 A). EFP-analyysilld vastaavat elinajat olivat t; = 730 ms (95 %
luottamusvili 640 — 840 ms) ja t2 = 5,27 s (95 % luottamusvili 4,34 — 6,59 s) (kuva 24
B). Origin-analyysilld noin 8 %:a ja EFP-analyysilld 27,5 %:a sitoutumistapahtumista
kuului vakaampaan kategoriaan. CF:n sitoutumista satunnaiseen DNA:han ei havaittu
tarpeeksi. Analysoiduista 1063 promoottorista saatiin 55 signaalirataa, joita ei pystytty
luotettavasti kdyttdmddn. CF ei siten ndyttdisi sitoutuvan ainakaan kdytetyssd pienessd

pitoisuudessa (500 pM) DNA:han, jossa ei ole Pol I -promoottoria.
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Kuva 24. CF:n sitoutuminen promoottoriin. A) Origin-analyysi CF:n sitoutumisesta promoottoriin. CF
sitoutuu promoottoriin kaksivaiheisesti. B) EFP-analyysi CF:n sitoutumisesta promoottoriin. Myos EFP-
analyysissd CF:n sitoutuminen oli kaksivaiheista, vaikka alku- ja loppupdidn sovitukset eivdt tdysin sovi.
Satunnaisesti kysteiineistddn leimatun Pol I:n sitoutuminen promoottoriin vaikutti myos

kaksivaiheiselta (kuva 25). Origin-analyysilld ensimmaisen lyhyen sitoutumisen elinaika
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t1 =2,10 s (95 % luottamusvili 1,61 — 2,59 s) ja toisen vakaamman sitoutumisen t> = 19,0
(95 % luottamusvéli 15,0 — 23,1 s) (kuva 25 A). EFP-analyysilld ensimmaéisen lyhyen
sitoutumisen elinaika t; = 1,68 s (95 % luottamusvili 0,93 — 2,73 s) ja toisen vakaamman
sitoutumisen elinaika t; = 13,2 s (95 % luottamusvéli 10,5 — 16,0 s) (kuva 25 B).
Todenndkdsyys sitoutua vakaammin oli Origin-analyysilli noin 11 %:a ja EFP-
analyysilld noin 61 %:a. Suuri hajonta johtuu pienesti otannasta (N = 126). Tarkoituksena
oli katsoa, sitoutuuko Pol I itsestddn DNA:han. Pol I:11d vaikuttaisi olevan monenlaisia,
ainakin kahdenlaista, epéspesifejd sitoutumismuotoja. Koska kysteiiniin liitetyn
DyLight550:n elinaikaa ei ehditty maarittiméaén, tuloksiin on suhtauduttava alustavina.
Varsinkin vakaamman sitoutumisen arvioituun kestoon voi vaikuttaa lyhentdvésti
fluoroforin sammuminen. Liséksi osa Pol I -molekyyleisté saattoi sisdltdd useamman kuin
yhden leiman, mikd my0s sotkee analyysialgoritmeja.
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Kuva 25. Satunnaisleimatun Pol I:n sitoutuminen DNA:han. A) Origin-analyysi Pol I:n sitoutumisesta
promoottoriin. Sitoutuminen vaikuttaa olevan kaksivaiheista. B) EFP-analyysi Pol I:n sitoutumisesta
promoottoriin. Myds EFP:lli tehdyssd analyysissd parhaiten sopiva yhtilo oli kaksivaiheinen, mutta
EFP:lld kdyrdn sovitus ei sovi kuvaan.

Elinaika (s)

Vilttdimattoman aloituskompleksin eli CF:n, RRN3:n ja Pol I:'n muodostaman
kompleksin sitoutumista promoottoriin tutkittiin yksivérikokeilla, jolloin mitattavana
tekijdnd oli joko leimattu CF tai leimattu RRN3 (kuva 26). Leimattujen proteiinien
pitoisuus oli kymmenesosa muiden proteiinien pitoisuudesta. Leimatun RRN3:n
sisdltimédn vilttdimattoméan aloituskompleksin sitoutuminen promoottoriin riippui
kiytetystd analyysimenetelméstd (N = 130) (kuva 26 A ja B). Origin-analyysilld
sitoutuminen oli yksivaiheista, ja sen kesto oli 255 ms (95 % luottamusvéli 203 —307 ms)
(kuva 26 A). EFP-analyysilld sitoutuminen oli kaksivaiheista ja ensimmdiisen lyhyen
sitoutumisen elinaika t; = 270 ms (95 % luottamusvili 230 — 320 ms) ja toisen
sitoutumisen elinaika t; = 23,2 s (95 % luottamusvili 15,7 — 31,5 s) (kuva 24 B).

Vakaamman sitoutumisen todenndkdisyys on 23,5 %:a Koska molemmat sitoutumiset
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ovat nopeampia kuin DyLight650:n elinaika (EFP-analyysilli < 45,3 s) ja koska
sitoutumisten kesto eroaa selvisti pelkin RRN3:n sitoutumisdatasta (EFP-analyysilla
yksivaiheinen sitoutuminen, jonka elinaika oli 61,2 ms), voidaan tulosta pitdd varsin
luotettavana. Leimatun CF:n sisdltdima vélttiméton aloituskompleksi sitoutuu kahdessa
vaiheessa promoottoriin (kuva 27 C ja D). Origin-analyysillé ei saatu luotettavia arvoja,
silld ensimmadisen vaiheen amplitudin arvon a; = 280 95 % luottamusvili oli -1600 — 2200
ja ensimmadisen vaiheen sitoutumisen elinajan t = 480 ms 95 % luottamusvili oli -1,17 —
2,13 s (kuva 27 C). EFP-analyysilld sitoutuminen oli kaksivaiheista, joista ensimmadisen
nopean sitoutumisen elinaika t; = 2,97 s (95 % luottamusvéli 2,04 — 3,65 s) ja toisen
pidemmain sitoutumisen elinaika to = 13,2 s (95 % luottamusvili 6,58 — 17,8 s). Tdssa

tapauksessa molemmat sitoutumiset ovat pidempid kuin pelkén CF:n sitoutumisajat (730
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Kuva 26. Pol I vilttimdttomdn aloituskompleksin sitoutuminen promoottoriin. Kaikissa reaktiossa on
mukana Pol I, RRN3 ja CF, mutta leimattu proteiini vaihtelee. A) Sitoutuminen promoottoriin, jossa
leimattuna proteiinina oli RRN3. Origin-analyysi. Sovitus on yksivaiheinen, todenndkéisesti lyhyiden
sitoutumisten takia. B) Sitoutuminen promoottoriin, jossa leimattuna proteiinina oli RRN3. EFP-analyysi.
EFP-analyysin sovitus oli kaksivaiheinen, vaikka esitettyjen ryhmittymdpisteiden hajonta onkin melko
suurta. C) Sitoutuminen promoottoriin, jossa leimattuna proteiinina oli CF. Origin-analyysi. Sitoutuminen
on kaksivaiheista, mutta pidempid sitoutumisia ei juuri oteta huomioon. Sovitus ei ole luotettava, silld
virheet ovat liian suuret 95 % luottamusvdlilld. D) Sitoutuminen promoottoriin, jossa leimattuna
proteiinina oli CF. EFP-analyysi. Sitoutuminen on kaksivaiheista ja pidemmdit sitoutumiset otetaan
paremmin huomioon kuin Origin-analyysissd.
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ms ja 5,27 s), joten niitd voidaan pitdd luotettavina, vaikka otanta oli melko pieni (N =

183).

Edelld mainittujen liséksi ehdittiin vield kokeilemaan UAF:n ja TBP:n vaikutus CF:n
sitoutumiseen (kuva 28). Valitettavasti nditi ei ehditty tekeméén erikseen, vaan UAF:n ja
TBP:n vaikutus mitattiin yhdessd. Yhdessd UAF:n ja TBP:n kanssa, CF:n sitoutuminen
vaikutti tapahtuvan vain yhdelld tavalla, jonka elinaika Origin-analyysilld oli 6,77 s (95
% luottamusvili 6,09 — 7,44 s) ja EFP-analyysilld 7,91 s (95 % luottamusvéli 7,55 — 8,29
s; N = 126). Tamid elinaika on pidempi kuin CF:n oma pidempi sitoutumisaika
promoottoriin (Origin-analyysilld 3,60 s ja EFP-analyysilld 5,27 s) ja toisin kuin CF:n

sitoutuminen yksindén, tima reaktio nayttiisi tapahtuvan yhdessi vaiheessa.
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Kuva 27. UAF:n, TBP:n ja leimatun CF:n sisdltdmdn kompleksin sitoutuminen promoottoriin. A) Origin-
analyysi kompleksin sitoutumisesta. Sovitus on yksieksponenttinen ja reaktio tilloin yksivaiheinen. Kdyrdn
sovitus ei ole tdydellinen pienen otannan takia. B) EFP-analyysi kompleksin sitoutumisesta. EFP-sovitus
on yksieksponenttinen kuten Origin-sovitus, vaikka alkupddn ryhmittymdt eivit kdyrddn sovi hyvin.
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5. Tulosten tarkastelu

5.1 Puhdistetun Pol [ —transkriptiokoneiston valmistaminen biofysikaalisia
tutkimuksia varten

Tutkiakseni Pol I:n aloituskompleksia, oli minun luotava protokollat proteiinien tuotolle
ja puhdistukselle. Kaikki proteiinit saatiin puhdistettua UAF:44 lukuun ottamatta, mutta
sitd saatiin kayttoon Olena Parilovan puhdistamana. Proteiinien saannot olivat melko
hyvid Pol I:td lukuun ottamatta. Pol I:n puhdistaminen vei paljon aikaa ja oli todella
tyolastd ottaen huomioon saadun proteiinin. Hiivaa piti ensin tuottaa yhteensa 60 litraa,
jotta sitd saatiin solumassana 150 g. Se on riittivd madrd yhteen puhdistukseen. Tasta
mairastd saatiin vain 70 pg proteiinia, joka ei mitenkién riitd esimerkiksi kvantitatiivisiin
EMSA- tai anisotropia kokeisiin. Kaytin Pol I:td kuitenkin muutamiin EMSA-kokeisiin,
joissa se sitoutui promoottoriin yhdessi RRN3:n kanssa melko pienissd pitoisuuksissa
(kuva 16). Sen sijaan RRN3:n, CF:n ja TBP:n tuottotasot olivat melko hyvii, eikd niiden
tuottaminen ja puhdistaminen ollut erityisen tyoldstd, ainakaan verrattuna Pol I
puhdistukseen. Yksittdismolekyylifluoresenssikokeiden tekeminen oli viisasta, silld se ei
vaadi suuria méadrid proteiineja. Yksittdismolekyylifluoresenssikokeilla havaitaan
tarkemmin myds spesifiset ja epéspesifiset sitoutumiset, silld Pol I —koneiston proteiinit
sitoutuvat todennidkoisesti heterogeenisesti, eli proteiineilla tapahtuu spesifistd ja
epdspesifistd sitoutumista DNA:han rinnakkain. Hyotynd yksittdisten molekyylien

tutkimisessa on myds sen reaaliaikaisuus.

RRN3:n ja CF:n leimapaikkojen suunnittelu rakennekuvien avulla oli aluksi haastavaa,
mutta hyvit rakennekuvat tarjosivat mahdollisuuden suunnitella tarkat leimapaikat.
pAzF:n siséltimidn RRN3:n tuottotasot olivat hyvit, silld N201pAzF mutanttia saatiin 470
png ja villityypin proteiinia 540 pg. RRN3 onnistuttiin myods leimaamaan, vaikka
leimaustehokkuus oli huono, vain 21 %. CF, jossa oli Y768:n tilalla pAzF ei onnistuttu
tuottamaan tarpeeksi sen leimaamiseksi, joten aika- ja materiaalirajoitteiden myota
siirryttiin CF:n leimaamiseen SNAP-proteiinilla, joka onnistui 78 % tehokkuudella ja itse
proteiinin tuotto onnistui hivenen paremmin kuin villityypin CF:n tuotto. SNAP-

proteiinin sisdltimén CF:n saanto oli 500 ug, kun villityypin CF:n tuotto oli 330 pg.

TBP tuottui proteiineista parhaiten, mutta sen kdyttd jdi véhille tdssd pro gradu

tutkielmassa. Tamé oli tietoinen valinta, silld vélttdméttomén aloituskompleksin

64



tutkiminen oli etusijalla. Luoduilla TBP-mutanteilla pystytddn kuitenkin leimaamaan

TBP, kiyttden joko maleimidi-strategiaa tai Staudingerin ligaatiota.

5.2 Superresoluutiomikroskopian haasteet ja niiden ylitse pddseminen
Reaaliaikaisten sitoutumisten tutkiminen yksittdismolekyylitasolla vaatii hyvin
optimoidut  ndytteiden valmistus-, kuvantamis- ja  data-analyysiprotokollat.
Promoottorien tai mikroskooppilasin pintaan kiinnitettyjen fluoroforien on oltava
riittdvdn harvassa, jotta niihin tapahtuvia sitoutumisia voidaan seurata luotettavasti.
Promoottorien pitoisuudessa pdddyttiln 10 pM pitoisuuteen, silli korkeammilla
pitoisuuksilla ei promoottoreja juuri erottanut toisistaan. Timé johtaa myds mahdollisesti
sithen, ettd joissain kohtaa mikroskooppilasia promoottorit ovat hyvin harvassa, mutta
saatu data on kdyttokelpoista ja laadukasta. Aikaa ei kuitenkaan ole hukattavaksi, silla
hapensitojaentsyymin lisdttyd on yhdelldi mikroskooppilasilla vain 20 minuuttia
kiyttdaikaa. Tdmin jalkeen kuvauspuskurin pH laskee, eiké tulokset ole endd luotettavia.
Kuvauspuskurista ei voi luopua, silld ilman sité fluoroforit sammuvat ennenaikaisesti. On
liki sattumaa, mikéli mikroskooppilasi on tiysin puhdas ja siithen kiinnitetyt fluoroforit
ovat tarpeeksi tihedssd mutta tarpeeksi kaukana toisistaan. Seuraamalla ohjeita ja
olemalla tarpeeksi huolellinen onnistuin vilttdmdédn kontaminaatiot ja saamaan

kéayttokelpoista, laadukasta dataa.

Tamén jdlkeen oli madritettivd parhaat mahdolliset laserien parametrit kaikille
fluoroforeille, jotta tulokset ovat luotettavia. Tdmé oli kdytdnndssd kokeilun ja erheen
avulla tehtdva, silld ennen péddsyd analyysiohjelmalle ei voi tietdd, onko signaalin ja
taustan ero tarpeeksi hyvé signaalin erottamiseksi. Silmédmaéraisesti sitd voi toki arvioida,
mutta lilan pitkd valotusaika johtaa fluoroforien ennenaikaiseen sammumiseen. Télloin
pidempid sitoutumisia ei valttdméttd havaita lainkaan. Sekd TMR-starin ettd
DyLight650:n tapauksessa paadyin 50 ms valotusaikaan, joka on nopein mahdollinen
valotusaika sitoutumisten havaitsemiseen. Yksin RRN3:n tapauksessa kiytin paljon
lyhyempédd valotusaikaa. Tamia johtui siitd, ettei useamman kuvan ajan pysyvid
sitoutumisia havaittu pidemmilld valotusajoilla ja lyhyemmilld valotusajoilla ei havaittu

mitaan.

Suurimmaksi haasteeksi muodostui tdmidn massiivisen datan analysointi. Koska
samanlaista analyysid ei ole tehty tyoryhmissdmme saatavilla olevilla ohjelmistoilla,

tdytyl sithen 10ytdd oikeat tyOkalut, jotka lopulta 16ysinkin. Valitettavasti vapaasti
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saatavista avoimen ldhdekoodin (engl. open source) ohjelmista joita kokeilin ei tdysin
vastannut sithen miti halusin tehdi. Kaikissa oli myds omat rajoitteensa, silld suuri osa
yksittdismolekyylifluoresenssiohjelmistoista on  kirjoitettu = MATLAB-ohjelmalla
(MathWorks) ja niiden yksittdisiksi ohjelmiksi kasatut versiot ovat usein kompeloita,
eivit kykene kdyttdimain tietokoneen tarjoamaa kapasiteettia tai kaatuvat ilman mitian
erikoista syytd. Nama toki ovat kaikilla avoimen 1&dhdekoodin ohjelmissa ongelmana, silléa
kukaan ei alituiseen valvo ndiden toimintaa, vaan ne perustuvat yhteison panokseen.
Toisin kuin muissa vapaan ldhdekoodin ohjelmissa, MATLAB-pohjaisissa yksittéisiksi
kasatuissa ohjelmissa ei nde mahdollista virheen syytd. Kaikesta tdstd huolimatta 16ysin
tarkoituksiini parhaiten sopivan ohjelman, iSMS:n. iSMS tarjosi kaiken sen mitd
tarvittiinkin eli yksittdisten promoottorien kohdalla kyettiin seuraamaan proteiinin
sitoutumista ja valikoimaan hyvét signaalit. Hyvien signaalien kerdédmisen jélkeen tulee
eteen vaikein vaihe: varsinaisten analyysien tekeminen. Kerddmieni signaalien
analysointiin ei soveltunut mikdén 16ytdmistdni avoimen ldhdekoodin ohjelmista.
Onneksi yhteistyokumppanimme David Dulinin laboratoriossa oli kehitetty tarpeisiini
sopiva ohjelma, jonka kirjoitti Python-koodikielelld Subhas Chandra Bera. Sen
kiyttdminen vaati kuitenkin jokaisen signaalin muokkaamisen ohjelmalle sopivaan
muotoon. Tavoitteena oli saada monta signaalia vierekkdin samasta mittauksesta, jotta
késittely olisi nopeampaa. Tatd varten opettelin ja kirjoitin kaksi Excel-makroa, silld
tdmin tekeminen kdsin oli ja on liian aikaa vievdd. Niilld makroilla (liite 2) tdmén
késittelyvaiheen kesto lyheni noin 6-8 tunnista alle tuntiin. Témén jélkeen pystyttiin
kayttdimidn tdtd signaaliratojen erottamiseen kirjoitettua ohjelmaa, joka siis tunnisti
signaaliradan muutoksen alun ja lopun ja keston. Tétd kestoa kyettiin kdyttdmaan
itsessdén olemassa olevalla Origin-ohjelmistolla, mutta haasteeksi osoittautui vahéisten,
alle 400 sitoutumistapahtumaa siséltdvien datojen kisittely. Yhteistydkumppanimme
David Dulinin laboratoriossa oli kehitetty tdhdn sopiva ohjelma, tekijind Subhas Chandra
Bera. EFP ei ryhmité dataa, vaan kayttia jokaista datapistettd luodessaan sovitusta. EFP
luo samanlaisen histogrammikuvaajan kuin Origin, mutta tuo kuvaaja ei vaikuta datan
analyysiin. EFP kuitenkin arvioi jokaisen visualisoimansa dataluokan luotettavuusrajaa
bootstrap-menetelmad. Néistd syistd pditin kadyttdd EFP ohjelmaa sitoutumisaikojen

arviointiin Origin-ohjelman kanssa silloin, kun sitoutumistapahtumia oli vidhén.
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5.3 Pol I \vilttdmdttomdn  aloituskompleksin  osatekijéiden  sitoutuminen
promoottoriin on dynaamista

Saadut sitoutumisten arvot ovat niitd aikoja, joita yksittdiset proteiinit viettdvét
yksittdisilldi promoottoreilla. Koska mikdidn proteiinikomplekseista ei ylittanyt
kaytettyjen leimojen elinaikoja, on turvallista sanoa sitoutumisten olevan dynaamisia.
Mikali proteiinikompleksien sitoutumisajat olisivat olleet pidempid tai yhtd pitkid kuin
leimojen elinajat, ei sitoutumisen pysyvyyttd pystyttdisi luotettavasti arvioimaan.
Suurimmalla osalla seuratuista signaaleista tapahtui vain yksi sitoutumistapahtuma koko
filmin aikana, minké takia sitoutumisvaiheen nopeutta ei kyetty selvittdmdan. Jatkossa
sitoutumisvaiheen kinetiikkaa voidaan pyrkid selvittimdin kéyttdmalld suurempaa
proteiinipitoisuutta, mikd lisdd perdkkiisten sitoutumisten todennikoisyyttd samaan
promoottorimolekyyliin. Tdmi saattaa myos lisiti epédspesifisten sitoutumisten mairaa.

Sitoutumisten kestot pystyin jo téssd tyOssd selvittdméién.

Tulosteni mukaan RRN3 yksistddn ei sitoudu DNA:han (kuva 23). Tdmé tukee myos
rakennekuvista huomattavaa RRN3:n kaukaista asemaa promoottoriin ndghden (kuva 10).
CF:11a vaikuttaisi olevan lyhyt ja pitkd sitoutumistapa promoottoriin (kuva 24), mutta
pienelld CF:n pitoisuudella ei muuhun DNA:han. Tdmai osin tukee hiljattain havaittua
CF:n sitoutumista Pol I promoottorin muotoon (Jackobiel ja muut, 2019). Pol L:11d
itsellddnkin vaikuttaa sitoutuvan itsestddn promoottoriin ja se sitoutuu kahdessa
vaiheessa, kuten CF (kuva 25). Tamid sitoutuminen saattaa olla yleisti DNA:han
sitoutumista, silld timi tulos on mitattu vain promoottorilla. Pol I sitoutuu promoottoriin
pidemmaiksi aikaa kuin CF; CF:n sitoutumisajat ovat 514 ms ja 3,60 s (Originin antamat
arvot), kun taas Pol L:n sitoutumisajat ovat 2,10 s ja 19,0 s. Tama tulos voi kuitenkin olla
harhaan johtava, silld Pol I oli satunnaisesti leimattu kysteiinitihteistdédn, jolloin timé voi
vaikuttaa Pol I:n toimintaan ja tulosten analysointiin. TBP:n tai UAF:n sitoutumista yksin

Pol I promoottoriin ei timén tyon puitteissa ehditty tehda.

Vilttimiton aloituskompleksi, eli Pol Iistdi, RRN3:sta ja CF:std koostuva
proteiinikompleksi, sitoutuu erilaisilla ajoilla riippuen leiman siséltimaéstd proteiinista
(kuva 26). Valitettavasti kaksivdrikokeita ei ehditty tekemién, ja varsinkin nopeimpien
sitoutumisaikojen osalta se saattaisi olla mahdotonta tehd tarkasti DeltaVision OMX:114.
Kun Pol Ln vilttimittoméssd aloituskompleksissa oli leimaproteiinina RRN3, sen
sitoutumisajat ovat 270 ms ja 28,8 s. Tdsséd analyysissd on muista poiketen kiytetty EFP-

analyysid, silld Origin-analyysin datapisteiden ryhmittyminen vééristdd tulosta (kuva 26
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A ja B). Tdmi voi my0s olla pelkdn Pol I — RRN3-kompleksin sitoutumista eikd
valttdimattoman aloituskompleksin sitoutumista, silld Pol I ja RRN3 muodostavat yhdessi
holoentsyymin (Pilsl ja muut, 2016). RRN3:n maédritetty sitoutumisaika on 61,6 ms
(EFP:n antama arvo), mutta todenndkdisesti kyseessd on vain satunnaisesti pintaan
sitoutuvia molekyylejd. Téasséd tapauksessa Pol I aloituskompleksin sitoutumisajat ovat
luotettavia, mutta on mahdollista, ettd nopeat (alle viisi kuvaa kestivit sitoutumiset) ovat
yliedustettuina datassa (kuva 26 A). On my06s mahdollista, ettd RRN3 hakeutuu nopeasti
DNA:n ldheisyyteen, mutta ei jdd sinne muiden proteiinien puuttuessa. Madritettdessa
valttimattoman aloituskompleksin  sitoutumisaika leimatun CF:n avulla, olivat
sitoutumisajat EFP-analyysilld 3,19 s ja 22,4 s (kuva 26 D). Tédssd ensimméiinen
sitoutuminen on paljon pidempi kuin RRN3:n osoittamassa valttdmattoman
aloituskompleksin sitoutumisessa, mutta se on myds pidempi kuin CF:n itsensd
sitoutuminen promoottoriin. Mahdollisesti Pol I tai RRN3 tai molemmat vakauttavat
CF:n sitoutumista promoottoriin. Toinen sitoutuminen on leimatun CF:n tapauksessa
hivenen pidempi kuin leimatun RRN3:n tapauksessa. Pidempi sitoutuminen voi teoriassa
olla Pol I:n avoimen kompleksin muodostaminen tai promoottorin sitoutuminen, kun taas
lyhyempi sitoutuminen voi olla Pol L:n suljetun kompleksin muodostaminen tai
promoottorin ulkopuolelle sitoutumista tapauksessa, jossa jokin proteiini puuttuu. Origin-
analyysi antoi hyvin poikkeavat arvot verrattuna EFP-analyysiin, silld Origin-analyysin
mukaan vilttdméttomén aloituskompleksin sitoutumisaikojen kestot olivat 482 ms ja 4,65
s (kuva 26 C). Ndistd ensimmdiinen on nopeampi kuin yksittdisen CF:n sitoutuminen
promoottoriin (514 ms), mutta ero on todella pieni. Toinen vaihe on vélttdmattomalla
aloituskompleksilla pidempi kuin yksittdisen CF:n sitoutuminen (3,60 s), mutta ero on
vain yhden sekunnin. Tdma kaikki osoittaa sen, ettd kaksivéritutkimukset ovat tarpeellisia
varsinaisen sitoutumisajan maérittdmiseksi, mahdollisesti myds kolmiviritutkimukset.
Tama vaatisi myos Pol I:n leimamisen, joko kohdennetusti tai avustavan proteiinin, kuten
SNAP-proteiinin, avulla. Téstdkin huolimatta, vélttiméaton aloituskompleksi tukee

RRN3:n ja CF:n sitoutumista promoottorille.

Téaydellistd aloituskompleksia ei pédsty tutkimaan, silli ongelmat UAF:n tuotossa
kestivét pitkddn. Kuitenkin Olena Parilova onnistui tuottamaan UAF:44 kolibakteerissa
tyoni loppupuolella, joten ehdin tutkia, miten UAF ja TBP yhdessd vaikuttavat CF:n
sitoutumiseen promoottoriin (kuva 27). UAF:n ja TBP:n ldsnédollessa CF sitoutui

promoottoriin yksivaiheisesti ja timén sitoutumisen kesto oli 6,77 s (Origin-analyysilld).
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Yksinddn CF:n pidempi sitoutumisaika on 3,60 s, joten UAF ja TBP tai toinen niisté
vakauttaa CF:n sitoutumista promoottoriin. Vaikuttaako UAF tai TBP yksistddn CF:n
sitoutumiseen vai onko kyseessd ndiden yhteistyd? Tadma on yksi kysymyksisti, jota ei

téssd tyossd ehditty selvitta.

5.4 Luotujen menetelmien avulla Pol I aloituskompleksin sitoutumisjdrjestyksen
selvittdminen on mahdollista

Téssé pro gradu-tydssd luotiin pohja Pol I aloituskompleksin sitoutumisen tutkimiseen.
Kaikki 14hti ideasta selvittdd Pol L:n aloituskompleksin proteiinien sitoutumisjérjestys,
silld sitd ei ole aiemmin tehty. Ennen tétd on selvitettdvd olemissa olevilla proteiineilla ja
leimoilla, miten TBP sitoutuu promoottoriin, vakauttaako UAF TBP:n sitoutumista
promoottoriin ja onko Pol I tdydellisen aloituskompleksin sitoutuminen promoottoriin
dynaamista vai vakautuuko aloituskompleksi paikalleen, kunnes se aloittaa RNA-
synteesin NTP:n ldsnéollessa. Néiden lisdksi on vield mééritettdva kontrollit jokaiselle
proteiinille RRN3:a ja CF:44 lukuun ottamatta. RRN3 ei itsestdédn sitoudu DNA:han ja
CF ei pienessd pitoisuudessa sitoudu satunnaiseen DNA:han, mutta sitoutuu
promoottoriin. Tdmén tyon pohjalta on mahdollista selvittdd Pol I aloituskompleksin
sitoutumisjérjestys promoottoriin ja tutkia aloituskompleksin proteiinien vélisid

etdisyyksid ja rakenteellista dynamiikkaa hyodyntden FRET-tekniikkaa.
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6. Yhteenveto

Téassd tyossd kehitettiin pohja Pol L:n aloituskompleksin tutkimukselle. Se aloitettiin
proteiinien tuotosta ja puhdistuksesta ja ndiden karakterisoinnista. Tdmédn jdlkeen
suunniteltiin  proteiinien kohdennettu leimaus, jotta niitd voidaan tutkia
yksittdismolekyylifluoresenssilla reaaliaikaisesti. Kaikissa kohdennetuissa leimauksissa
ei onnistuttu, jolloin siirryttiin FRET:in tutkimisen sijaan yhteislokalisaation tutkimiseen
ja osa proteiinien leimauksista muutettiin siithen sopivaksi. Nédiden leimausstrategioiden
ansiosta pédsin tutkimaan proteiinien sitoutumista promoottoriin reaaliaikaisesti
superresoluutiomikroskopialla. Suureksi esteeksi muodostui timén datan késittely ja
analyysi, joiden selvittimiseen meni kauan. Lopulta kaikki tima selvitettiin ja ndin luotiin
pohja Pol L:n aloituksen tutkimiselle. Tulevaisuudessa tiytyy selvittdd, miten tdydellisen
aloituskompleksin proteiinit sitoutuvat promoottorille ja mikd vaikutus UAF:1ld ja
TBP:114 on reaaliaikaiseen sitoutumiseen. Tdmén jdlkeen pystytdédn selvittdmiin Pol I:n

aloituskompleksin sitoutumisjirjestys promoottoriin.
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Liite 1 — Plasmidikartat

pAMO027 (TBP-plasmidi) pAMO031 (RRNB-plasmidi)

Xbal -1-T'CTAG_A
Neol -40 - C'CATG_G >T7- [-18-1] - Tm=52°C
Ndel -94 - CA'TA TG Neol - 67 - C'CATG_G

>T7 - [5965-5984] - Tm=52°C

Xbal - 608 - T'CTAG_A
Hind1Il - 769 - A'AGCT_T

Xhol -819 - C'TCGA_G

PAMO27 (his6-TEV-scTBP pET28b kan)
6010 bp

pAM033 (RRN7/RRN11-plasmidi)

>T7- [-18-1] - Tm=52°C
Neol - 67 - C'CATG_G

PAMO33 (axpress sce RRN7 and RRN11, modif pET36b;
8257 bp

=

Noil - 3165 - GC'GGCC_GC
<AM44 - [3199-3218] - Tm=57.8°C

pAMO44 (UAF plasmidi 2)
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Liite 2 — Kirjoitetut Excel-makrot

Mabkro 1: useiden tekstitiedostojen tuonti yhteen Excel-tyokirjaan eri vililehdille.

Sub CombineTextFiles ()
Dim FilesToOpen
Dim x As Integer
Dim wkbAll As Workbook
Dim wkbTemp As Workbook
Dim sDelimiter As String

On Error GoTo ErrHjaler
Application.ScreenUpdating = False

sDelimiter = "|"

FilesToOpen = Application.GetOpenFilename _
(FileFilter:="Text files (*.txt), *.txt", _
MultiSelect:=True, Title:="ASCII Files to Open")

If TypeName (FilesToOpen) = "Boolean" Then
MsgBox "No Files were selected"
GoTo ExitHjaler

End If

x =1
Set wkbTemp = Workbooks.Open (Filename:=FilesToOpen (x))
wkbTemp.Sheets (1) .Copy
Set wkbAll = ActiveWorkbook
wkbTemp.Close (False)
wkbAll.Worksheets (x) .Columns ("A:A") .TextToColumns
Destination:=Range ("Al"), DataType:=xlDelimited,
TextQualifier:=x1DoubleQuote,
ConsecutiveDelimiter:=False,
Tab:=True, Semicolon:=False,
Comma:=False, Space:=False, _
Other:=True, OtherChar:="|"
x = x + 1

While x <= UBound (FilesToOpen)
Set wkbTemp = Workbooks.Open (Filename:=FilesToOpen (x))
With wkbAll
wkbTemp.Sheets (1) .Move After:=.Sheets(.Sheets.Count)
.Worksheets (x) .Columns ("A:A") .TextToColumns
Destination:=Range ("Al"), DataType:=xlDelimited,
TextQualifier:=x1DoubleQuote,
ConsecutiveDelimiter:=False,
Tab:=True, Semicolon:=False,
Comma:=False, Space:=False,
Other:=True, OtherChar:=sDelimiter

End With
X =x + 1
Wend
ExitHjaler:

Application.ScreenUpdating = True
Set wkbAll = Nothing

Set wkbTemp = Nothing

Exit Sub
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ErrHjaler:
MsgBox Err.Description
Resume ExitHjaler

End Sub

Makro 2: vililehtien sisdltdmdn numeerisen informaation koonti yhdelle vililehdelle,
jossa ensimmdiseen sarakkeeseen luodaan kuvanumerot

Sub CopyA6A3005toSummary ()

Dim sh As Worksheet

Dim DestSh As Worksheet
Dim CopyRng As Range
Dim x As Integer

With Application
.ScreenUpdating = False
.EnableEvents = False

End With

X = 2

Set DestSh = ActiveWorkbook.Worksheets.Add
DestSh.Name = "Summary"

'Tf different cells need to be selected, change the range
'A6:A3006 to whatever you need

For Each sh In ActiveWorkbook.Worksheets
If sh.Name <> "Summary" Then
Set CopyRng = sh.Range ("A6:A3006")
CopyRng.Copy
With DestSh.Cells (1, x)
.PasteSpecial xlPasteValues
Application.CutCopyMode = False
x=x+1
End With
End If
Next

Dim y As Integer

y = 2

Worksheets ("Summary") .Cells (1, 1).Value =1

While y <= 3001 'Enter here the amount of frames
Worksheets ("Summary") .Cells(y, 1) .Value =y
y=y+t1

Wend

ExitTheSub:
Application.Goto DestSh.Cells (1)
With Application
.ScreenUpdating = True
.EnableEvents = True
End With
End Sub
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