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Geenien ilmenemisen ensimmaisessa vaiheessa, transkriptiossa, RNA-
polymeraasi syntetisoi RNA:ta DNA:n emasjarjestyksen mukaisesti.
Transkription aikana RNA-polymeraasi satunnaisesti peruuttaa eli liikkuu
taaksepain DNA-juostetta pitkin tyontaen RNA:n 3’-paan pois aktiivisesta
keskuksesta. Peruutustilassa RNA:n pidentyminen estyy ja transkriptio
pysahtyy. Poistuakseen peruutustilasta RNA-polymeraasin on (i) liikuttava
eteenpain tai (ii) leikattava nukleotideja RNA:n 3’-paasta, jotta aktiivinen keskus
vapautuu. RNA-polymeraasin peruuttaminen on tarked osa geenien
iimenemisen saatelya ja RNA-polymeraasin tekemien virheiden korjaamista
kaikilla eligilla. Peruutustilan muodostumisen ja RNA:n leikkautumisen
mekanismia ei kuitenkaan viela taysin tunneta.

Tutkimuksessani selvitin peruutustilasta palautumisen ja RNA:n leikkautumisen
mekanismia lyhyissa peruutustiloissa. Tata varten kehitimme koeasetelmia,
jotka mahdollistavat peruutustilan maaran ja stabiilisuuden tarkastelun.
Hyddynsin entsyymikineettisia menetelmia ja RNA-polymeraasin aktiiviseen
keskukseen kohdistettuja mutaatioita selvittadkseni, miten RNA-polymeraasin
rakennemuutokset vaikuttavat peruutustiaan ja RNA:n leikkautumiseen.
Tuloksemme osoittavat, etta aktiivisen keskuksen liikkuvan domeenin,
lipaisinsilmukan, laskostunut muoto stabiloi peruutustilaa ja ohjaa RNA:n
leikkautumista peruutustilassa. Lisaksi havaitsimme, ettd sekundaarikanavan
juuressa oleva E-kohta suojaa peruutustilassa olevaa RNA:ta leikkautumiselta.

Selvitin edelleen, miten eri transkriptiotekijat vaikuttavat peruutustilaan. Tutkin
transkription leikkaamistekijoiden GreA ja GreB indusoiman leikkautumisen
mekanismia kohdennetulla mutageneesilla. Mutaatiot Gre-tekijan karjessa
vaikuttivat siihen, mistd kohdasta se ohjaa RNA:ta leikkautumaan. Lisaksi
havaitsin, ettd o’° tehostaa RNA-polymeraasin siirtymista peruutustilaan, milla
voi olla merkitysta transkription aloitusvaiheen saatelyssa.
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1. Johdanto

Kaikki eliét ovat riippuvaisia geenien ilmenemisen oikeasta ajoituksesta,
tehokkuudesta ja tarkkuudesta. Elididen on ilmennettava oikeita geeneja
oikeaan aikaan voidakseen muuttaa toimintaansa olosuhteiden vaatimalla
tavalla. Transkriptio on geenien ilmenemisen ensimmainen vaihe, jossa RNA-
polymeraasi syntetisoi DNA:n emasjarjestyksen mukaisesti RNA:ta. RNA-
molekyyleilla on solussa monia tehtavia: lahetti-RNA maaraa proteiinin
aminohappojarjestyksen translaatiossa, ribosomaalinen RNA toimii ribosomin
rakenneosana, ja siirtaja-RNA:t kuljettavat aminohappoja ribosomille. RNA-
polymeraasilla on hyvin keskeinen rooli geenien ilmenemisessa, mista johtuen
geenien saatelya tapahtuu RNA-polymeraasin kautta. Transkriptiotekijoiksi
kutsutut proteiinit vuorovaikuttavat RNA-polymeraasin kanssa ohjaten sen
toimintaa ja siten geenien ilmenemista koko transkription ajan. Evoluution
aikana RNA-polymeraasin rakenne on muuttunut ja sen alayksikoiden
lukumaara on kasvanut merkittavasti, mika kuvastaa geenien saatelyn
kehittymistd korkeammissa organismeissa. Huolimatta rakenteellisista eroista
RNA-polymeraasin ulommissa osissa sen aktiivisen keskuksen rakenne, ja
siten my6s RNA-synteesin mekanismi, on sailynyt samankaltaisena koko
eliokunnan kehityksen ajan (kuva 1)(Lane & Darst, 2010a; Lane & Darst,
2010b; Werner & Grohmann, 2011).

RNA-polymeraasi liikkuu kaksijuosteista DNA:ta pitkin erottaen DNA-juosteet
toisistaan. Toinen DNA-juoste, templaatti-DNA (tDNA) maaraa, mita
nukleotideja RNA-polymeraasi liittda yksitellen kasvavan RNA:n 3’-paahan.
RNA-polymeraasi liikkuu DNA:ta pitkin lampdliikkeen avulla, mista johtuen se
voi liikkua seka eteen etta taaksepain. Transkription aikana RNA-polymeraasi
satunnaisesti liikkuu taaksepain kaksijuosteista DNA:ta pitkin paatyen RNA:n
synteesista poikkeavaan peruutustilaan (Komissarova & Kashlev, 1997; Nudler
ym. 1997). Liikkuessaan taaksepain DNA:a pitkin RNA-polymeraasi tyontaa
samalla syntetisoimaansa RNA-juostetta kohti kanavaa, jota pitkin nukleotidit
saapuvat aktiiviseen keskukseen. Peruutustiiassa RNA:n 3’-paa siirtyy ohi
katalyyttisesta kohdasta aktiivisessa keskuksessa, jolloin nukleotidin liittyminen
RNA:han estyy eli transkriptio pysahtyy. RNA-polymeraasi voi vapautua



peruutustilasta (i) liikkumalla eteenpain spontaanisti tai muiden proteiinien
avustamana, tai (ii) katkaisemalla nukleotideja RNA:n 3’-paasta, kunnes
katalyyttinen kohta vapautuu (Ephstein & Nudler, 2003; Orlova ym. 1995;
Borukhov ym. 1993).

Vaikka RNA-polymeraasin peruuttaminen valiaikaisesti pysayttaa RNA:n
synteesin, peruutustila on tarkea osa transkriptiota. Liittdessaan vaaran
nukleotidin RNA:han RNA-polymeraasi siirtyy helpommin peruutustilaan, jossa
se voi leikata vaaran nukleotidin pois RNA:sta ja yrittda uudestaan liittaa oikean
nukleotidin RNA:han nain parantaen transkription tarkkuutta (Zenkin ym. 2006;
Sydow ym. 2009). RNA-polymeraasin peruuttaminen toimii myds tapana
saadella transkription nopeutta. Taukosekvensseiksi kutsutut osat DNA:ssa
hidastavat transkriptiota ohjaamalla RNA-polymeraasin syntetisoimaan RNA:n,
joka helpottaa peruutustilaan siirtymista tai pysayttaa sen muulla tavalla
(Artsimovitch & Landick, 2000; Larson ym. 2014). Promoottorin laheinen
pysahtyminen on yksi esimerkki RNA-polymeraasin peruuttamiseen
perustuvasta transkription saatelysta, jota on havaittu bakteereilla (Ring ym.
1996) ja monilla selkdjanteisilla (Kwak & Lis, 2013). RNA-polymeraasin
peruuttaminen on yhdistetty myOds DNA-vaurioiden syntymiseen RNA-
polymeraasin ja replisomin valisissa yhteentormayksissa (Dutta ym. 2011).
RNA-polymeraasin peruuttaminen on siis keskeinen osa transkriptiota ja
geenien saatelya niin bakteereilla kuin eukaryooteillakin. Luvussa 1
perehdytdan yksityiskohtaisesti transkription mekanismiin, peruutustilan

muodostumiseen ja geenien ilmenemisen saatelyyn peruutustilan kautta.

1.1 RNA-polymeraasin rakenne

RNA-polymeraasin rakenne ja toiminta on sailynyt samankaltaisena elididen
kehityksen ajan. RNA-polymeraasin aktiivisen keskuksen rakenne on
konservoitunut, mista johtuen myos RNA-synteesin mekanismin oletetaan
olevan sama Kkaikilla elidilla. Sitd vastoin RNA-polymeraasin ulompien osien
rakenne vaihtelee eliokunnan eri paadhaaroissa (kuva 1). Bakteerit iimentavat
yhta viidesta alayksikosta koostuvaa RNA-polymeraasia, joka syntetisoi kaikkia
bakteerisolun RNA-molekyyleja (Zhang ym. 1999). Evoluution aikana



eukaryooteille on kehittynyt kolme rakenteellisesti samankaltaista RNA-
polymeraasia: Pol | valmistaa ribosomaalista RNA:ta, Pol Il valmistaa lahetti-
RNA:ta ja Pol Ill pienia RNA molekyyleja, kuten siirtdja-RNA:ta (Cramer, 2002).
Arkkien  RNA-polymeraasi on rakenteellisesti hyvin  samankaltainen
eukaryoottien Pol Il:n kanssa (Jun ym. 2011). Eraillda viruksilla seka
mitokondrioilla on my6s omat RNA-polymeraasinsa, jotka koostuvat vain
yhdesta  yksikostd, eivatkd ole evolutiivisesti samaa  alkuperaa
monialayksikkoisten RNA-polymeraasien kanssa (Hengrung ym. 2015;
Schwinghammer ym. 2013).

Virus Bakteeri Arkki Eukaryootti
(T7 faagi) (E. coli) (S. solfataricus) (S. cerevisiae)

Kuva 1. RNA-polymeraasin rakenne eli6kunnan eri tasoilla. Kuvassa on
esitetty yksi RNA-polymeraasin kiderakenne kustakin elibkunnan p&&haarasta
sekd eritelty kunkin RNA-polymeraasin alayksikét kaaviona. Kesken&én
samankaltaiset  alayksik6t  eri  RNA-polymeraaseissa on  esitetty
samankaltaisella vérilla seké& kiderakenteissa ettd kaaviossa. Kaaviossa
vaakasuoran viivan ylépuolella olevat alayksik6t muodostavat polymeraasin
ytimen, joka on rakenteellisesti samankaltainen kaikissa elibkunnissa
(poislukien yhden alayksikbn RNA-polymeraasit). Jérjestys vasemmalta
oikealle: T7 faagin RNA-polymeraasi ("Protein Data Bank”, PDB: 3E3J),
Escherichia coli RNA-polymeraasi (PDB: 4YGZ2), Sulfolobus solfataricus RNA-
polymeraasi (PDB: 3HKZ), ja Saccharomyces cerevisiae Pol Il (PDB: 1Y1W).
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Transkription tutkimuksessa paljon kaytetty malli on Escherichia coli RNA-
polymeraasi, jonka kaksi a-alayksikkda, 3, B’ ja w muodostavat toiminnallisen
polymeraasin. Kaksi a-alayksikkda (al ja all) muodostavat ensin keskenaan
dimeerin, jossa al sitoutuu (-alayksikkdoon ja all B’-alayksikkdon tuoden ne
yhteen (Ishihama ym. 1987; Zhang ym. 1999). B- ja B’-alayksikot (Rbp1 ja Rbp2
eukaryooteilla) muodostavat yhdessa aktiivisen keskuksen ja ne ovat
rakenteellisesti hyvin konservoituneita kaikissa elidissa, vaikka niiden
aminohapposekvensseissa onkin merkittavia eroja (Lane & Darst, 2010a; Lane
& Darst, 2010b). B- ja B’-alayksikdot muodostavat ravun kouraa muistuttavan
rakenteen, jonka valiin muodostuvia kanavia pitkin kaksijuosteinen DNA ja
yksijuosteinen RNA ohjautuvat eri suuntiin RNA-polymeraasin liikkuessa
eteenpain (Zhang ym. 1999, Cramer ym. 2001). RNA-polymeraasin ytimeen
kuuluu vielda w-alayksikkd, joka sitoutuu [’-alayksikkoon ja allosteerisesti
vaikuttaa RNA-polymeraasin toimintaan (Vrentas ym. 2005).

Arkeilla ja eukaryooteilla RNA-polymeraasin ytimen ymparilla on lukuisia muita
alayksikoita, jotka tuovat lisdd domeeneja ja vuorovaikutuspinta-alaa RNA-
polymeraasiin (Cramer, 2002; Werner ja Grohmann, 2011). Useimmat
nukleiinihappoja ymparoivistd rakenteista ja domeeneista ovat yhtenevaisia
bakteerien ja eukaryoottien valilla (Vassylyev ym. 2007a; Land & Darst, 2010b),
joten tutkielmassa esitetyt kasitteet noudattavat selkeyden vuoksi bakteeri-

RNA-polymeraasille vakiintunutta kasitteistoa, ellei toisin mainita.

1.2 Transkription vaiheet

Transkriptio jaetaan yleisesti kolmeen vaiheeseen: aloitukseen (initiaatio),
pidentymiseen (elongaatio) ja paattymiseen (terminaatio). Kaikkia naita vaiheita
kontrolloi joukko transkriptiotekijoiksi kutsuttuja proteiineja osana geenien
iimenemisen saatelya. Selkeyden vuoksi kasittelen transkription vaiheita

ainoastaan bakteerisolujen nakokulmasta.



1.2.1 Transkription aloitus

Bakteereilla transkription aloituksessa RNA-polymeraasin ja aloitustekijan (o-
tekijan) muodostama kompleksi, holoentsyymi, sitoutuu kaksijuosteiseen
DNA:han muodostaen suljetun kompleksin (engl. "closed complex”)(Cook &
deHaseth, 2007), joka ei viela kykene syntetisoimaan RNA:ta. Ensin RNA-
polymeraasin taytyy avata kaksijuosteista DNA:ta ja ohjata seka tDNA etta
ntDNA oikeisiin kanaviin aktiivisessa keskuksessa. RNA-polymeraasin
aktiivisen keskuksen domeenit avaavat kaksijuosteista DNA:ta alavirrassa
samalla kun o-tekija avaa DNA:ta ylavirrassa nain erottaen tDNA.n ja ntDNA:n
toisistaan (Saecker ym. 2002). Kahden valivaiheen (l1 ja I2) kautta muodostuu
avoin kompleksi (engl. "open complex”)(Kontur ym. 2008; Gries ym. 2010).
Puristimeksi kutsuttu domeeni (engl. clamp”) nimensa mukaisesti puristaa 3- ja
B’-alayksikdiden muodostamaa ravun kouraa kiinni RNA-polymeraasin
sitouduttua DNA:han. Kouran sulkeutuminen estdd DNA:ita ja RNA:ta

irtoamasta RNA-polymeraasista transkription aikana (Landick, 2001).

RNA-polymeraasi ei tarvitse aluketta, vaan se voi aloittaa RNA:n synteesin de
novo. Aloittaakseen RNA:n synteesin RNA-polymeraasin on ohjattava kaksi
ensimmaista nukleotiditrifosfaattia (NTP) seka tDNA oikeisiin asemiin toisiinsa
nahden, jotta nukleotidit liittyisivat toisiinsa (Basu ym. 2014). RNA-polymeraasi
jatkaa muodostuvan RNA:n synteesia ohjaten seuraavien nukleotidien liittymista
kahden ensimmaisen nukleotidin peraan. RNA-polymeraasin, o-tekijan ja
promoottori-DNA:n muodostamaa kompleksia, joka alkaa syntetisoida RNA:ta,
kutsutaan vyleisesti transkription initiaatiokompleksiksi (engl. "transcription
initiation complex”, TIC). TIC syntetisoi ja vapauttaa useita lyhyita RNA-
transkripteja (engl. "abortive initiation”)(Carpousis & Gralla, 1980). Tehdessaan
nain RNA-polymeraasi pysyy paikallaan promoottorialueella ja vetaa DNA:ta
itseensa (engl. “schrunching”)(Revyakin ym. 2006), jolloin transkriptiokupla
laajenee (Tchernaenko ym. 2008). Syntetisoidessaan vahintaan 10 nukleotidia
pitkdn RNA-juosteen RNA-polymeraasi lopettaa DNA:n vetamisen ja alkaa sen
sijaan liikkkua eteenpain DNA:ta pitkin nukleotidi kerrallaan (Grachev &
Zaychikov, 1980). Talloin RNA-polymeraasi "pakenee” promoottorin luota (engl.

"promoter escape”) ja transkriptio siirtyy pidennysvaiheeseen.



1.2.2 Transkription pidennysvaihe

Transkription  pidennysvaiheessa RNA-polymeraasi alkaa tehokkaasti
syntetisoida RNA:ta. RNA-polymeraasin ja nukleiinihappojen muodostamaa
kokonaisuutta, joka on paennut promoottorialueelta ja voi itsenaisesti liittda
nukleotideja RNA:han, kutsutaan yleisesti transkription elongaatiokompleksiksi
(tasta eteenpain TEC, engl. "transcription elongation complex”)(kuva 2). TEC
on hyvin stabiili rakenne, jossa RNA-polymeraasi ei dissosioidu DNA:sta
korkeissa lampotiloissa (60 °C) eikd korkeissa suolapitoisuuksissa (1.0 M
NaCl)(Landick, 2001). TEC:n korkean stabiilisuuden saavat aikaan lukuisat

RNA-polymeraasin ja nukleiinihappojen valiset vuorovaikutukset.

Paakanava, RNA-tDNA-hybridia sitova tasku ja RNA:n poistumiskanava ovat
positiivisesti varautuneita, minka johdosta ne sitovat negatiivisesti varautuneita
nukleiinihappoja DNA-sekvenssista riippumattomalla tavalla (Cramer ym. 2001,
Gnatt ym. 2001, Wilson ym. 1999). Lukuisat domeenit ohjaavat RNA-
polymeraasin ja nukleiinihappojen valisia vuorovaikutuksia transkription aikana.
Kytkimiksi kutsutut domeenit (engl. “switches”) stabiloivat seka kouran
sulkeutumista ettd = RNA-polymeraasin ja  nukleiinihappojen  valisia
vuorovaikutuksia (Lane & Darst, 2010b). Alavirran kaksijuosteinen DNA
kulkeutuu RNA-polymeraasin sisaan paakanavan kautta. RNA-polymeraasin
sisdlla tDNA ohjautuu kohti polymeraasin aktiivista keskusta samalla kun
nontemplaatti-DNA (ntDNA) ohjautuu poispain aktiivisesta keskuksesta.

Aluetta, jossa tDNA ja ntDNA ovat eronneet toisistaan, kutsutaan
transkriptiokuplaksi (engl. "transcription bubble”). Transkriptiokuplan rakennetta
yllapitéaa kolme domeenia: kansi- (engl. "lid loop”), perasin- (engl. "rudder loop”)
ja vetoketjusiimukka (engl. “zipper loop”)(Cramer ym. 2001, Gnatt ym.
2001)(kuva 3). Lisaksi haarukkasilmukka 2 (engl. “fork loop 2") estaa
kaksijuosteista DNA:ta tyontymasta aktiiviseen keskukseen samalla estaen
avautuneen DNA-juosteen uudelleenpariutumista alavirrassa (Gnatt ym. 2001).
Kaksijuosteinen DNA avautuu kymmenen nukleotidin verran ja pariutuu
uudelleen ylavirrassa (Vassylyev ym. 2007a). RNA:han liitettavat nukleotidit
kulkeutuvat aktiiviseen keskukseen kapeaa sekundaarikanavaa pitkin. RNA-
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polymeraasin liikkuessa eteenpain syntetisoitu RNA-juoste tyontyy ulos
aktiivisesta keskuksesta RNA:n poistumiskanavaan ja lopulta ulos RNA-
polymeraasista (Vassylyev ym. 2007a).

ntDNA Alavirta

{DNA | IQ/b‘s‘:
RNA-tDNA®
RNA hybridi .

°o'NTP

RNAP:n
kulkusuunta

Ylavirta {t -

Kuva 2. Transkription elongaatiokompleksin rakenne. (Vasemmalla) RNA-
polymeraasi liikkuu DNA:ta pitkin alavirtaan samalla tyéntéden syntetisoimaansa
RNA:ta poistumiskanavan kautta ulos aktiivisesta keskuksesta. Kuvassa on
esitetty Thermus thermophiluksen TEC:n rakenne, joka siséltéé kaikki viisi
alayksikk6éd (a1 syaani, a2 vaaleansininen, [ vaaleanharmaa, p’
tummanharmaa ja w vihred), kaksijuosteisen DNA:n (tDNA purppura, ntDNA
violetti) sekd RNA:n (tummansininen). B’ on esitetty lapindkyvéné selkeyden
vuoksi. Kuvan rakennemalli on muokattu artikkelissa Turtola & Belogurov 2016
esitetystéd rakennemallista. (Oikealla) Poikkileikkauskaavio - ja B’-alayksikbiden
muodostamasta  aktiivisesta keskuksesta. DNA  kulkeutuu aktiiviseen
keskukseen paékanavaa pitkin, nukleotiditrifosfaatti (NTP, punainen) kulkeutuu
aktiiviseen keskukseen sekundéérikanavaa pitkin. RNA (tummansininen)
kulkeutuu ulos aktiivisesta keskuksesta RNA:n poistumiskanavaa pitkin.
Aktiivisen keskuksen liikkkuva domeeni, lijpaisinsiimukka (LS, syaani) ja
siltakierre (SK, vihred) on korostettu.

Aktiivisen keskuksen keskeinen osa on [’-alayksikon liikkuva domeeni,
liipaisinsilmukka (engl. "trigger loop”), joka RNA-synteesin aikana kay lapi useita
konformaatiomuutoksia avaten ja sulkien aktiivista keskusta. Liipaisinsilmukka
laskostuu nukleotidin sitoutuessa aktiiviseen keskukseen, jolloin se muodostaa
siltakierteen kanssa kolmoiskierteisen rakenteen sulkien aktiivisen keskuksen
(Westover ym. 2004). Kierteen avautuessa liipaisinsilmukka vetaytyy pois
aktiivisesta keskuksesta. Siltakierteeseen kohdennettujen mutaatioiden on
havaittu vaikuttavan suoraan myos liipaisinsilmukan konformaatioiden valiseen
tasapainoon (Tan ym. 2008; Malinen ym. 2014). Liipaisinsilmukka tehostaa
nukleotidin liittymisreaktiota ja ohjaa myos oikeiden substraattien valikoimista
RNA:n synteesissa (Wang ym. 2006; Vassylyev ym. 2007b; Kaplan ym. 2008).
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Nukleotidin liittmiseen vaaditaan my6s kaksi magnesiumionia, joista yksi (I)
sitoutuu aktiivisen keskuksen aspartaattitahteisiin ’'D460, ’'D462 ja 'D464
(Zaychikov ym. 1996), kun taas toinen magnesiumioni (ll) saapuu aktiiviseen
keskukseen nukleotidiin tai pyrofosfaattiin sitoutuneena (Sosunov ym. 2003,
Westover ym. 2004).

|

Kuva 3. RNA-polymeraasin aktiivisen keskuksen domeenit. Kuvassa
rakennemalli T. thermophiluksen RNA-polymeraasin aktiivisesta keskuksesta.
B- ja B-alayksikét on esitetty lapindkyvind selkeyden vuoksi. TEC on post-
translokaatiotilassa, jossa NTP on sitoutunut aktiiviseen keskukseen ja
liipaisinsilmukka (syaani) on laskostunut muodostaen siltakierteen (vihred)
kanssa kolmoiskierteisen rakenteen. Kaksi magnesiumia (mustat pallot)
osallistuvat katalyysin ohjaamiseen. Kuvan rakennemalli on muokattu
artikkelissa Turtola & Belogurov 2016 esitetystd rakennemallista.

1.2.3 Transkription terminaatio

Transkriptio paattyy, kun RNA:n synteesi pysahtyy antaen TEC:lle
mahdollisuuden siirtya terminaatioon johtavaan reaktiotiehen (von Hippel &
Yager, 1992; Gusarov & Nudler, 1999). Terminaatiossa TEC:n rakenne
destabiloituu ja RNA-polymeraasi dissosioituu DNA:sta vapauttaen valmiin
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RNA:n. Bakteereilla terminaatio tapahtuu kahdella eri mekanismilla: Rho-
tekijasta riippuvainen terminaatio ja Rho-tekijasta riippumaton terminaatio. Rho-
riippuvaisessa terminaatiossa kuudesta monomeeristd muodostuva Rho-tekija
sitoutuu C-rikkaaseen osaan RNA:sta (rut-kohta, engl. "Rho utilization
site”)(Chen & Richardson, 1987; Hart & Roberts, 1991) ja ATP:n hydrolyysiin
kytketyn energian avulla tyontaa RNA-polymeraasia eteenpain (Thomsen &
Berger, 2009; Koslover ym. 2012). On esitetty, ettd Rho-tekija tyontad RNA-
polymeraasia eteenpain ilman etta RNA:han liittyy lisda nukleotideja, jolloin
RNA kulkeutuu ulos RNA-polymeraasista ja transkriptiokuplan rakenne hajoaa
(Park & Roberts, 2006).

Rho-tekijasta riippumattomassa terminaatiossa (engl. “intrinsic termination”)
RNA-polymeraasi liittaa useita G- ja C-emaksia sisadltavia nukleotideja
RNA:han, joiden peraan se liittdd 7-8 nukleotidid, joista suurin osa on U-
emaksia sisaltavia nukleotideja (engl. "U-tract”)(d’Aubenton Carafa ym. 1990).
Kun viimeinen U-emaksen sisaltava nukleotidi liittyy RNA:han, RNA-
polymeraasi pysahtyy (Gusarov & Nudler, 1999). Pysahtyminen antaa
syntetisoidulle RNA:n 3’-paalle aikaa muodostaa terminaatiohiuspinnin, joka
allosteerisesti muokkaa TEC:n rakennetta destabiloimalla RNA-tDNA-hybridia
(Gusarov & Nudler, 1999), avaamalla puristindomeenia (Tagami ym. 2010;
Chakraborty ym. 2012) ja taittamalla siltakierretta (Sekine ym. 2015). Naiden
muutosten oletetaan yhdessa destabiloivan TEC:n rakennetta johtaen RNA-
polymeraasin dissosioitumiseen DNA:sta. Koska hiuspinni muodostuu RNA-
sekvenssin ohjaamana, tamankaltainen transkription lopetus ei vaadi Rho-
tekijaa.

1.3 RNA:n synteesi tapahtuu nukleotidin liittymissykleina

RNA-polymeraasi liittdd nukleotideja RNA:n 3’-paahan yksi kerrallaan
likkuessaan eteenpain DNA:ta pitkin. Nukleotidin liittymissykli on reaktiosarja,
jonka aikana yksi nukleotidi liittyy RNA:han ja RNA-polymeraasi liikkuu yhden
emasparin verran eteenpain (Abbondanzieri ym. 2005). Nukleotidin
liittymissyklin alussa TEC on translokaation jalkeisessa tilassa (engl. "post-
translocation state”, tasta eteenpain “post-translokaatiotila”), jossa RNA:n ja
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tDNA:n muodostama hybridi on 9 emasparin mittainen. Post-translokaatiotilassa
lipaisinsilmukka on siirtynyt pois aktiivisesta keskuksesta ja RNA:n 3’-paan
viereinen kohta (i+7-kohta) on tyhja seuraavan nukleotidin sitoutumista varten.
RNA-polymeraasi valikoi substraatiksi oikean NTP:n seka sen emaksen etta
sokeriosan rakenteen perusteella (kuva 4). DNA:n emasjarjestys maaraa
syntetisoitavan RNA:n emasjarjestyksen: Watson-Crick-emaspariutuminen
tDNA-emaksen ja liitettdvan NTP:n emaksen valilla ohjaa oikean emaksen
sisaltavaa NTP:ia sitoutumaan aktiiviseen keskukseen oikeassa asennossa
(Westover ym. 2004; Kellinger ym. 2012).

RNA-polymeraasi valikoi solussa ilmenevista nukleotideista ainoastaan
ribonukleotideja (rNTP) liitettavaksi RNA:han samalla heikentden DNA-
polymeraasin substraattien eli deoksiribonukleotidien (dNTP) sitoutumista.
Aktiivisen keskuksen aminohapot (3’'R704 ja B’'N737 Thermus thermofilus RNA-
polymeraasissa) muodostavat vetysidoksia liitettavan rNTP:n 2’-OH-ryhman
happiatomin kanssa ohjaten rNTP:n sitoutumista aktiiviseen keskukseen
(Svetlov ym. 2004, Vassylyev ym. 2007a). Koska dNTP:ssa ei ole 2’-OH
ryhmaa, sen vetysitoutuminen B’R704:n ja B'N737:n kanssa estyy samalla
heikentden sen sitoutumista aktiiviseen keskukseen. Taman lisaksi
lipaisinsilmukka muodostaa useita vuorovaikutuksia rNTP:n seka aktiivisen
keskuksen aminohappojen kanssa osallistuen oikean NTP:n valikoimiseen
(Wang ym. 2006). Kun NTP on sitoutunut j+7-kohtaan, liipaisinsilmukka
laskostuu muodostaen siltakierteen kanssa kolmoiskierteisen rakenteen, joka
sulkee aktiivisen keskuksen. Laskostuessaan liipaisinsilmukan konservoitunut
histidiini (B'H936 E. coli RNA-polymeraasissa) ohjaa liitettavan nukleotidin
oikeaan asentoon RNA:n 3’-paan hydroksyyliryhmaan nahden katalyysissa
(Westover ym. 2004; Vassylyev ym. 2007b).
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Kuva 4. Substraatin sitoutuminen RNA-polymeraasin aktiiviseen
keskukseen. (Ylld) Kiderakenne, jossa nukleotidianalogi CMPCPP on
sifoutuneena T. thermophilus RNA-polymeraasin aktiiviseen keskukseen
initiaatiokompleksissa (PDB: 5X22). E. coli RNA-polymeraasia vastaavat
aminohappojen numeroinnit on ilmoitettu sulkeissa. Vetysidokset on esitetty
vihreilld katkoviivoilla. CMPCPP keltainen, tDNA emé&s (guaniini) violetti,
magnesium musta pallo, ’-alayksikbn aminohappotéhteet tummanharmaa, -
alayksikbn aminohappotéhteet vaaleanharmaa. (Alla) Kaaviokuva nukleotidi-
analogin CMPCPP sitoutumisesta T. thermophilus RNA-polymeraasin
aktiiviseen keskukseen. Aminohappojen numerointi vastaa ylla esitettyd mallia.
Vetysidokset on esitetty vihreillda katkoviivoilla, “Van der Waals”
-vuorovaikutukset on esitetty sinisilléa kaarilla. Kaavio on muokattu artikkelista
Maffioli ym. 2017.
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Aktiiviseen keskukseen sitoutuvat magnesiumionit (I ja |l) sekéd vesimolekyylit
koordinoivat RNA:n 3’-paan hydroksyyliryhmaa ja trifosfaatin happiatomeja
katalyysissa (Sosunov ym. 2003; Westover ym. 2004; Vassylyev ym. 2007b).
RNA:n 3’-paan hydroksyylirynma (-OH) aktivoituu happo-emaskatalyysin kautta
ja hyokkaa liitettavan NTP:n a-fosfaattiin (sokeriosaa Iahinna oleva fosfaatti)
Sn2-nukleofiilisessa hyokkayksessa (Steitz 1998)(kuva 5). Reaktiossa
muodostuu fosfodiesterisidos RNA:n 3’-paan OH-ryhman ja nukleotidin ao-
fosfaattiin  valille. - ja y-fosfaatit irtoavat nukleotidista muodostaen
sivutuotteena pyrofosfaattia (PPi), joka poistuu sekundaarikanavan kautta (Da
ym. 2012). Nukleotidin liittymisen kaanteinen reaktio on pyrofosforolyysi, jossa
pyrofosfaatti hyokkaa nukleotidien valisen fosfodiesterisidokseen. Talldin liitetty
nukleotidi irtoaa RNA:sta ja samalla muodostuu uudelleen NTP.

Emas (i+1) Emas (i+17)
Emas (i) 0 H Emas (i )ig
OH Nukleotidin
9 i H/A littyminen O
o0F TE,‘,,,///O/\) H katalyy3| E,
RNA - N\JLOo &
H © ) O’P@O Pyrofosforolyysi o 0
0" 1% \
0 P,
Pyrofosféatti
(PPi)

Kuva 5. Katalyysi eli nukleotidin liittyminen RNA:n 3’-pddhan Sn2-
nukleofiilisessa hyokkayksessda. Kuvassa on esitetty katalyysin reaktiokaavio.
Liitettdvan nukleotidin osat on vérjétty punaisella. Katalyysiin osallistuvat happo
(A) ja emés (B) on korostettu. Mustat nuolet esittdvét nukleotidin liittymisessé
tapahtuvaa elektronin siirtoa, harmaat nuolet esittdvéat kééanteisen reaktion eli
pyrofosforolyysin elektronin siirtoa. Kuva muokattu artikkelista Mishanina ym.
2017.

Liittyneesta nukleotidista tulee uusi RNA:n 3’-paan nukleotidi, joka peittaa i+17-
kohdan aktiivisessa keskuksessa. Tassa tilassa RNA ja tDNA muodostavat
yhdessa 10 emasparia pitkdn hybridin, jolloin TEC on translokaatiota
edeltavassa tilassa (engl. "pre-state”, tasta eteenpain “pre-tila”). Katalyysissa
muodostunut pyrofosfaatti irtoaa aktiivisesta keskuksesta (Da ym. 2012;
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Malinen ym. 2012). Samalla liipaisinsilimukka siirtyy pois aktiivisesta
keskuksesta, minka jalkeen RNA-polymeraasi on valmis translokaatioon eli

likkumaan eteenpain.

Ennen kuin seuraava nukleotidi voi liittyda RNA:han, RNA-polymeraasin on
likuttava yhden nukleotidin verran eteenpain, jotta i+7-kohta vapautuisi.
Translokaatiossa RNA-polymeraasi likkuu yhden emasparin verran eteenpain
kaksijuosteista DNA:ta pitkin. Translokaatio tapahtuu niin kutsutun "Brownin
raikka” -mekanismin (engl. "Brownian ratchet”) avulla, jossa lampé tuottaa liike-
energian ja aktiivisen keskuksen domeenit ohjaavat RNA-polymeraasin liiketta
(Bar-Nahum ym. 2005). RNA-polymeraasin liikkuessa eteenpain kaksi-
juosteinen DNA avautuu yhden emasparin verran alavirrassa siltakierteen
kohdalla ja sulkeutuu yhden emasparin verran ylavirrassa samalla kun RNA ja
tDNA erkanevat toisistaan ja RNA:n tyontyy poistumiskanavaan (Vassylyev ym.
2007a). Kun RNA-polymeraasi on liikkkunut eteenpain, RNA:n 3’-paan nukleotidi
on ji-kohdassa, jolloin j+7-kohta on jalleen vapaa seuraavaa NTP:a varten (kuva
6). RNA-polymeraasi voi liikkua post- ja pre-translokaatiotilan valilla ennen
seuraavan nukleotidin liittdmista, mutta post-translokaatiotila on pre-
translokaatiotilaa huomattavasti stabiilimpi (Nedialkov ym. 2012, Malinen ym.
2012). Eraiden RNA-polymeraasi-inhibiittorien toiminta perustuu TEC:n eri
translokaatiotilojen stabiloimiseen, mika estaa nukleotidin liittymissyklin
etenemista. Esimerkiksi Pseudomonas syringae pv. tagetis -bakteerin tuottama
tagetitoksiini (Mitchell and Durbin 1981) on RNA-polymeraasi-inhibiittori, joka
stabiloi voimakkaasti pre-translokaatiotilaa E. coli RNA-polymeraasissa nain
estaen TEC:n siirtymista muihin konformaatioihin (Malinen ym. 2012).

RNA-tDNA-hybridin emasjarjestys vaikuttaa transkription pidennysvaiheen
nopeuteen wuseilla eri tavoilla. RNA:n ja tDNA:n valiset GC-emasparit
kasvattavat hybridin stabiilisuutta (Palangat & Landick, 2001), silla guaniinin ja
sytosiinin valille muodostuu kolme vetysidosta siind missa adeniinin ja tymiinin
valille muodostuu vain kaksi. Liitettdvan nukleotidin emasosa vaikuttaa myds
merkittavasti siihen, miten nopeasti se liitetdan kasvavaan RNA-juosteeseen
(Kireeva & Kashlev, 2009; Malinen ym. 2012) ja miten nopeasti RNA-
polymeraasi translokoi pidennettyaan RNA:ta (Hein ym. 2011).
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Kuva 6. Yhteenveto nukleotidin liittymissyklista. (Ylld) Kaikki nukleotidin
liittymissyklin vaiheet ja niiden selitykset. Kuvassa esitetty yhden nukleotidin
liittymistéa vastaavat reaktiot. RNA:n pituus on ilmoitettu suluissa. (Keskellé)
Kaavio RNA-polymeraasin aktiivisesta keskuksesta syklin alussa, katalyysin
Jélkeen, ja syklin lopussa. Siltakierre (SK, vihred) ja lijpaisinsiimukka (LS,
Syaani) on korostettu, lipaisinsiimukan konformaatio on ilmoitettu. Keltaisella
merKkitty ribonukleotidi osoittaa RNA:n 3’-pd&n aseman ennen seuraavan
nukleotidin (NTP, punainen) liittymista. (Alla) Rakennemalli RNA-polymeraasin
aktiivisesta keskuksesta post-tilassa ja pre-tilassa. Vasemmalla NTP (ampcpp,
punainen) on sitoutunut aktiiviseen keskukseen TEC:n ollessa post-tilassa.
Oikealla TEC on katalyysin jélkeen pre-tilassa. Kuvan rakennemallit on
muokattu artikkelissa Turtola & Belogurov 2016 esitetystd rakennemallista.

1.4 Peruutustilassa RNA:n synteesi estyy

Kuten edella on esitetty, RNA-polymeraasin liikkuminen DNA:ta pitkin perustuu
lampoenergiaan eikad siten vaadi kytkeytymista korkeaenergisiin reaktioihin.
RNA-polymeraasi voi siis liikkua edestakaisin DNA-juostetta pitkin yhden tai

useamman nukleotidin verran ja liikkuessaan takaperin useamman kuin yhden
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nukleotidin verran se paatyy nukleotidin liittymissyklistda poikkeavaan
konformaatioon: peruutustilaan (Komissarova & Kashlev, 1997; Nudler ym.,
1997).

1.4.1 Peruutustilan muodostuminen

Peruuttaessaan RNA-polymeraasi liikkkuu kaksijuosteista DNA:ta pitkin
taaksepain, jolloin myos syntetisoitavan RNA:n 3’-paa liikkkuu Kkohti
sekundaarikanavaa, jonka kautta nukleotidit normaalisti kulkeutuvat aktiiviseen
keskukseen (Komissarova & Kashlev, 1997; Nudler ym. 1997). Kuten pre-
tilassa, peruutustilassa RNA ja tDNA ovat hybridisoituneet 10 emasparin verran,
mutta RNA:n 3’-paassa yksi tai useampi nukleotidi on tyontynyt ohi i+7-
kohdasta (kuva 7). Peruutustilassa RNA peittdd i+7-kohdan, minka takia
seuraava NTP ei paase sitoutumaan aktiiviseen keskukseen. Peruutustilassa
RNA:n synteesi siis pysahtyy.

Peruutustilan ja kaikkien muiden RNA-polymeraasin pysahdysten oletetaan
tapahtuvan niin kutsutun "perustauon” (engl. "elemental pause” tai "ubiquitous
pause”) kautta, jossa pre-translokaatiotilassa olevan TEC:n RNA:n 3’-paa on
taipunut poispain tDNA:sta (engl. "frayed state”)(Herbert ym. 2006; Toulokhnov
ym. 2007; Kireeva & Kashlev, 2009; Weixlbaumer ym. 2013). Perustauon kesto
on lyhyt (Neuman ym. 2003), mutta 3’-paan nukleotidin taipuminen estaa
seuraavan nukleotidin liittamista kasvattaen siten peruutustilaan ja muihin

pitkakestoisiin pysahdyksiin paatymisen todennakoisyytta.

Peruutustilan muodostumiseen vaikuttaa RNA-DNA-hybridin stabiilisuus: mita
heikompia RNA:n ja DNA:n valiset vuorovaikutukset ovat, sita
todennakdisemmin RNA-polymeraasi ohjautuu peruutustilaan (Nudler ym.
1997). Esimerkiksi pariutumaton nukleotidi RNA:n 3’-paassa (Sydow ym. 2009;
Imashimizu ym. 2013; Imashimizu ym. 2015) ja RNA-polymeraasin
pysahtymista indusoivat RNA-juosteet (Larson ym. 2014) voivat heikentaa
hybridin  rakennetta, mika kasvattaa peruuttamisen todennakoisyytta.
Peruutustilaan paatyminen jokaisen liitettavan nukleotidin kohdalla on
epatodennakoista, mutta sita tapahtuu satunnaisesti transkription aikana.
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Kuva 7. Peruutustilassa RNA-polymeraasi poistuu nukleotidin
liittymissyklista. Kuvassa on esitetty reaktiokaavio ja poikkileikkauskaavio
peruuttamisesta seké rakennemalli pre-tilasta ja peruutustilasta, jossa RNA-
polymeraasi on peruuttanut yhden nukleotidin verran. RNA:n 3’-p&én nukleotidi
on vérjatty punaisella ja toiseksi viimeinen nukleotidi keltaisella. Siltakierre (SK,
vihred) ja lijpaisinsiimukka (LS, syaani) on korostettu, liipaisinsiimukan
konformaatio on ilmoitettu. Pre-tilassa viimeinen nukleotidi on i+1-kohdassa,
kun taas peruutustilassa nukleotidi on tybéntynyt ohi i+1-kohdasta. Kuvan
rakennemallit on muokattu artikkelissa Turtola & Belogurov 2016 esitetysta
rakennemallista.

RNA-polymeraasi voi peruuttaa yhden tai useamman nukleotidin verran (kuva
8). Lyhyissa peruutustiloissa RNA-polymeraasi viipyy 1-7 sekuntia (Shaevitz
ym. 2003). Pidempia peruutustiloja muodostuu harvemmin (noin 5 % kaikista
havaituista pysahtymisistd) ja niiden kesto voi olla jopa 20 sekuntia tai
enemman (Shaevitz ym. 2003, Abbodanzieri ym. 2005). Hiivan Pol Il:n on
havaittu peruuttavan jopa 9 nukleotidin verran, jolloin pitkdlle sekundaari-
kanavaan paatynyt RNA voi vuorovaikuttaa sellaisten aminohappojen kanssa,
joiden kanssa se ei normaalisti olisi kontaktissa (Cheung & Cramer, 2011).
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T. thermophilus RNAP S. cerevisiae Pol |l
1 nukleotidin peruutustila 9 nukleotidin peruutustila

Kuva 8. Kiderakenteita eripituisista peruutustiloista. Molemmissa
rakenteissa nukleiinihapot sekd domeenit on vérjatty samalla vérilld (RNA
tummansininen, tDNA violetti, siltakierre vihred, lijpaisinsiimukka syaani).
Peruutustilassa olevat RNA:n nukleotidit on vérjétty punaisella, i+1-kohdassa
oleva nukleotidi on vérjétty keltaisella. Liipaisinsiimukan konservoitunut histidiini
(T. thermophilus B’H1242 ja S. cerevisiae Rbp1 H1085) ja RNA:n 3’-pdé& on
korostettu. (Vasen) T. thermophilus RNA-polymeraasi yhden nukleotidin
pituisessa peruutustilassa (PDB: 4WQS). (Oikea) Hiivan Pol Il 9 nukleotidin
pituisessa peruutustilassa (PDB: 3PO2).

Transkriptiossa nukleotidin littaminen ja TEC:n pysahtely kilpailevat keskenaan,
jolloin kaikki nukleotidin liittamista hidastavat tekijat lisaavat myos pysahtelya ja
peruutustilaa. Esimerkiksi nukleotidien puute solussa (Dangkulwanich ym.
2013), kromatiiniin sitoutuvat proteiinit (Kotlajich ym. 2015), ja vauriot DNA:ssa
(Charlet-Berguerand ym. 2006) kasvattavat RNA-polymeraasin peruuttamisen
todennakoisyytta hidastamalla transkriptiota.

1.4.2 Peruutustilasta palautuminen takaisin nukleotidin liittymissykliin

Jotta RNA:n synteesi voisi jatkua, RNA-polymeraasin on ohjattava RNA:n 3’-
paa takaisin katalyyttiseen kohtaan. Lyhyista peruutustiloista (yksi tai muutama
nukleotidid) RNA-polymeraasi voi paeta likkumalla eteenpain useita kertoja,
kunnes RNA:n 3’-paa siirtyy oikeaan asemaan. RNA-polymeraasi voi paeta niin
lyhyistd  kuin  pitkistakin  peruutustiloista  leikkaamalla  nukleotideja
sekundaarikanavassa olevan RNA:sta, kunnes katalyyttinen kohta vapautuu.
RNA-polymeraasin aktiivinen keskus omaa RNaasiaktiivisuuden, jonka avulla
se voi leikata RNA:ta (Orlova ym. 1995; Zenkin ym. 2006; Sydow ym. 2009).
RNA:n leikkautumismekanismiksi on esitetty pyrofosforolyysin kaltaista
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reaktiota, jossa happo-emaskatalyysin kautta aktivoitu vesimolekyyli hyokkaa
nukleofiilisesti i+7- ja i-kohtien valissa olevaan fosfodiesterisidokseen, joka
katkeaa irrottaen yhden tai useamman nukleotidin RNA:n 3’-paasta (kuva
9)(Sosunov ym. 2003). RNA leikkautuu i+7- ja i-kohdassa olevien nukleotidien
valista eli samasta kohdasta, jossa fosfodiesterisidos muodostuu katalyysissa.
Happo-emaskatalyysiin osallistuvia aminohappoja ei ole toistaiseksi paikannettu
aktiivisesta keskuksesta, mutta liipaisinsilmukan on osoitettu osallistuvan
leikkautumisreaktion ohjaamiseen (Yuzenkova & Zenkin, 2010; Mishanina ym.
2017). Magnesiumionit katalysoivat RNA:n leikkautumista ohjaten nukleofiilin ja

katkeavan fosfodiesterisidoksen oikeaan asemaan (Sosunov ym. 2003).

Emés (i+1)

Kuva 9. Peruutustilassa olevan RNA:n leikkautumisen mekanismi. Kaavio
esittaa tilaa, jossa nukleofiili (kuvassa hydroksidi-ioni, sininen) hybkkdéa kahden
ribonukleotidin véliseen fosfodiesterisidokseen katkaisten yhden tai useamman
ribonukleotidin irti RNA:sta rijppuen RNA-polymeraasin translokaatiotilasta.
Magnesiumionit katalysoivat leikkautumisreaktiota koordinoimalla fosfodiesteri-
sidoksen ja nukelofiilin asemaa. Aktiivisen keskuksen aspartaattitriadi sitoo
magnesium-ioneja ja Gre-tekijjGn aminohappotéhteet koordinoivat toisen
magnesiumionin asemaa tehostaen leikkautumista. Kuva on muokattu
artikkelista Sosunova ym. 2003.

RNA-polymeraasin omaa RNaasiaktiivisuuden liséksi leikkaamistekijoiksi
kutsutut proteiinit tehostavat RNA:n leikkautumista nain auttaen RNA-
polymeraasia pakenemaan peruutustilasta. Bakteerit ilmentavat
leikkaamistekijoita GreA ja GreB (Borukhov ym. 1993), arkit ilmentavat tekijaa
TFS (Hausner ym. 2000), ja eukaryootit iimentavat tekijaa TFIIS (Izban & Luse
1992)(kuva 10). Leikkaamistekijat sitoutuvat RNA-polymeraasiin ja tyontavat
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karkiosansa aktiiviseen keskukseen sekundaarikanavan kautta (kuva 10B ja
10D)(Kettenberger ym. 2004; Sekine ym. 2015; Ehara ym. 2017). Talla tavoin
leikkaamistekijat tuovat aktiiviseen keskukseen aminohappoja, jotka stabiloivat
leikkautumista katalysoivaa magnesiumionia tehostaen leikkautumista (katso
kuva 9)(Sosunova ym. 2003).

N ‘:"ﬁﬁ

{‘t“i

Klmeerlnen GreA sitoutuneena TFIIS sitoutuneena
T. thermophilus RNAP:iin K. phaffii Pol Il:een

Kuva 10. Bakteerien ja eukaryoottien transkription leikkaamistekijéiden
rakenne. (A) Bakteerin (E. coli) leikkaamistekijoiden GreA (keltainen, PDB:
1GRJ) ja GreB (purppura, PDB: 2P4V) rakenne. (B) Malli, jossa kimeerinen
GreA on sitoutuneena T. thermophilus RNA-polymeraasiin (PDB: 4WQT).
Aktiivisen keskukseen sitoutunut magnesiumioni (musta pallo) on korostettu.
(C) Eukaryootin (Komagataella phaffii) leikkaamistekijgn TFIIS rakenne (vihred,
PDB: 5XON). (D) Rakennemalli, jossa TFIIS on sitoutuneena Pol Il:n
elongaatiokompleksiin (PDB: 5XON).

Bakteerien leikkaamistekijat GreA ja GreB ovat rakenteellisesti hyvin
samankaltaisia, mutta ne ohjaavat RNA:n leikkautumista eri tavoin. GreA
indusoi RNA:n leikkautumista muutaman nukleotidin verran, kun taas GreB
kykenee indusoimaan jopa yhdeksan nukleotidin leikkautumista kerrallaan
vapauttaen RNA-polymeraasin hyvinkin stabiileista peruutustiloista (Borukhov
ym. 1993; Marr & Roberts, 2000). Tehostamalla leikkautumisen katalyysia
leikkaamistekijat nopeuttavat siis koko transkriptiota (Yuzenkova ym. 2014).
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1.5 Peruutustilan merkitys transkriptiossa

Peruutustila estaa RNA:ta pidentymasta pysayttaen transkription valiaikaisesti.
Peruutustila on kuitenkin olennainen osa transkription saatelya ja
oikolukumekanismia. Lisaksi peruutustilalla voi olla haittavaikutuksia esimerkiksi
DNA:n replikaation aikana. Seuraavaksi perehdyn tutkielmassani erilaisiin

transkription aikaisiin tapahtumiin, joissa peruutustilalla on keskeinen rooli.

1.5.1 Transkription oikoluku parantaa RNA:n synteesin tarkkuutta

RNA-polymeraasi on kehittynyt rakenteellisesti siten, ettd se voi tarkkaan
valikoida RNA:han liittyvat substraatit (katso luku 1.3). Tasta huolimatta RNA-
polymeraasi voi satunnaisesti liittaa vaaran nukleotidin RNA:n 3’-paahan.
Vaarin syntetisoidut lahetti-RNA:t voivat johtaa virheellisten proteiinien
tuottamiseen ja siten aiheuttaa vahinkoa solulle. Parantaakseen transkription
tarkkuutta entisestdan RNA-polymeraasi voi oikolukea syntetisoimaansa RNA-
juostetta (Zenkin ym. 2006; Sydow 2009; Imashimizu ym. 2013). Transkription
oikoluvussa (engl. "transcriptional proofreading”) RNA-polymeraasi peruuttaa ja
leikkaa vaaran nukleotidin irti RNA:sta (katso luku 1.4.2). RNA-polymeraasi
peruuttaa herkasti liitettyaan vaaran nukleotidin RNA:han, koska vaara
emaspari RNA:n 3’-paassa destabiloi RNA-tDNA-hybridia. Peruutustilassa
RNA-polymeraasi leikkaa vaaran nukleotidin irti RNA:sta, minka jalkeen se voi
yrittdd uudelleen liittdd oikean nukleotidin RNA:n 3’-paahan. Substraatin
selektiosta ja transkription oikoluvusta johtuen RNA-polymeraasi liittaa vaaran
nukleotidin RNA-juosteeseen arviolta vain joka 105-10° nukleotidin valein (Gou
ym. 2013; Imashimizu ym. 2013). Oikolukua on tutkittu E. coli -kannoissa, joissa
Gre-tekijat on poistettu. Naissa kannoissa lopulliset RNA-transkriptit sisaltavat
enemman virheita (Imashimizu ym. 2015; Bubunenko ym. 2017), mika osoittaa
RNA:n leikkautumisen olevan keskeisessa asemassa RNA:n synteesin
tarkkuudessa ja siten koko solun toiminnan vyllapidossa. Bakteereilla
transkription oikoluku voi myos toimia mahdollisena resistenssimekanismina
RNA:n synteesia inhiboiville nukleosidianalogeille, joita kehitetaan antibiooteiksi
patogeenisia bakteereja vastaan.
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1.5.2 RNA-polymeraasin pysahtely saatelee transkription nopeutta

Transkriptiota tutkittaessa on havaittu lukuisia erilaisia RNA-sekvensseja, jotka
hidastavat RNA:n synteesia huomattavasti. RNA-polymeraasin pysahtelysta
johtuen RNA:n synteesin nopeus ei ole vakio vaan vaihtelee geenista riippuen.
RNA-polymeraasin pysahtelya tapahtuu arviolta 100 emasparin valein
transkription aikana (Neuman ym. 2003), joten sen on katsottu olevan yksi tapa
saadella geenien ilmenemisen nopeutta. Tahan mennessa on havaittu
rakenteeltaan ja vaikutuksiltaan erilaisia RNA-polymeraasin pysahtymista
indusoivia taukosekvensseja, joista osassa RNA-polymeraasi ohjautuu
peruutustilaan ja osassa se pysahtyy muulla tavalla (kuva 11).

Promoottorin laheisessa pysahtymisessa (engl. "promoter proximal pausing”)
RNA-polymeraasi siirtyy peruutustilaan 1ahes valittomasti transkription
aloitusvaiheen jalkeen. Tatd on havaittu erailla bakteereilla (o”°-riippuvainen
pysahtyminen E. coli bakteerissa)(Ring ym. 1996; Perdue & Roberts, 2011) ja
eukaryooteilla, kuten banaanikarpasella ja monilla nisakkaillda (Rasmussen &
Lis, 1993; Min ym. 2011). Peruutustilan stabiilisuutta promoottorin laheisessa
pysahtymisessa lisaa se, etta aikaisin pysahtyvat RNA-polymeraasit estavat
muita polymeraaseja sitoutumasta promoottoriin, jolloin eteenpain tyontavia
tekijoita, kuten muita RNA-polymeraaseja ja ribosomeja, ei ole pakottamassa
RNA-polymeraasia pois tauosta. Lisaksi RNA-polymeraasin vuorovaikutukset
aloitustekijoiden ja promoottorin kanssa ikaan kuin vetavat RNA-polymeraasia
taaksepain. Tietyissa promoottoreissa E. coli RNA-polymeraasi syntetisoi 15-25
emasparia pitkdn RNA-juosteen ja pysahtyy, kun transkription aloitustekija o’°
sitoutuu promoottorin "-10” ja "-35" konsensuselementteja muistuttaviin DNA:n
emasjaksoihin (Ring ym. 1996; Perdue & Roberts, 2011). Naissa tauoissa RNA-
polymeraasin on osoitettu stabiloituvan peruutustiaan RNA-sekvenssin
ohjaamana. Leikkaamistekijat GreA ja GreB helpottavat E. coli RNA-
polymeraasin vapautumista promoottorin laheisesta tauosta stimuloimalla
RNA:n leikkautumista (Stepanova ym. 2009).
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Banaanikarpasen ja nisakkaiden Pol Il voi syntetisoida 20-60 emasparia pitkan
RNA-juosteen ja sitten pysahtya siirtyessaan peruutustilaan transkriptio-
tekijoiden ohjaamana. Taman pysahdyksen mekanismi ja saately kuitenkin
poikkeavat bakteereilla havaitusta promoottorin laheisesta pysahtymisesta.
Transkriptiotekijat DSIF ja NELF yhdessa lisaavat promoottorin laheista
pysahtymista (Wu ym. 2003; Lee ym. 2008; Core ym. 2012) ja
transkriptiotekijan PAF1:n on havaittu yllapitavan pysahtymista ollessaan
sitoutuneena Pol ll:een (Chen ym. 2015). Kinaasi P-TEFb puolestaan auttaa
Pol ll:ta vapautumaan promoottorin |aheisesta pysahdyksesta (Ni ym. 2008).
Promoottorin laheistd pysahtymistd on havaittu jopa tuhansien geenien
yhteydessa selkajanteisilla (Core ym. 2008; Min ym. 2011), mika tekee siita

merkittavan geeninsaatelymekanismin.

Kuten edellda on kuvattu, kaikkien RNA-polymeraasin pysahtymisten oletetaan
tapahtuvan lyhytaikaisen perustauoksi kutsutun tilan kautta, joka voi
isomerisoitua pitkakestoiseksi tauoksi, kuten peruutustilaksi tai his-tauoksi,
riippuen syntetisoidun RNA:n sekvenssista (katso luku 1.4.1, sivu 19). RNA-
polymeraasi ajautuu peruutustilaan syntetisoidessaan RNA-tDNA-hybridin
stabiilisuutta heikentavan RNA-transkriptin (Nudler ym. 2017).
Konsensustauossa eri elididen RNA-polymeraasit pysahtyvat eri tavoin. Naudan
Pol Il ohjautuu konsensustauossa peruutustilaan, kun taas erisukuisten
bakteerien RNA-polymeraasit pysahtyvat tavallista stabiilimpaan pre-tilaan
(Larson ym. 2014).

Peruutustilasta riippumattomassa his-tauossa RNA-polymeraasi syntetisoi
kaanteisen sekvenssin sisaltavan RNA-transkriptin, joka voi hybridisoitua
itsensa kanssa RNA:n poistumiskanavassa (ei tule sekoittaa luvussa 1.2.3
esitettyyn terminaatiohiuspinniin). Viimeaikaisissa kiderakenteissa on havaittu,
ettd his-tauossa olevan TEC:n RNA on siirtynyt post-translokaatiotilaan, mutta
tDNA pysyy pre-translokaatiotilassa tai translokoi vain osittain (Kang ym. 2018,
Guo ym. 2018). Pysahtyminen his-tauossa johtuu siis tDNA:n ja RNA:n

kallistumisesta toisiinsa nahden, mika estaa seuraavan nukleotidin liittymisen.
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Syntetisoitu RNA-juoste heikent&da e
RNA-tDNA-hybridin stabiilisuutta A-U
=> RNAP ohjautuu peruutustilaan RNAS—G

Kuva 11. Taukosekvenssit sédédtelevat transkription nopeutta. Kuvissa on
esitetty kaavioita E. coli RNA-polymeraasista eri tauoissa sekéd esimerkkeja
RNA-polymeraasin pyséhtymistd indusoivista DNA- ja RNA-sekvensseista.
Tauon muodostumista edistavéat nukleotidit sekvensseisséd on korostettu
punaisella.

Kuten edella on kuvattu, peruutustilaan ajautuminen hidastaa koko
transkriptiota. Aktiivisen transkription aikana lukuisat tekijat voivat kuitenkin
estdd RNA-polymeraasin satunnaista peruuttamista (kuva 12). Soluissa
tehokkaasti ilmenevaa geenia voi kerrallaan Iukea monta RNA-
polymeraasimolekyylia. Yksi RNA-polymeraasi voi liikkuessaan eteenpain
tuottaa 20-30 pN eteenpain tyontavaa voimaa (Wang ym. 1998), mika riittaa
auttamaan esteen kohdanneen RNA-polymeraasin pois peruutustilasta
(Epshtein & Nudler, 2003; Jin ym. 2010). Koska geenia lukevien RNA-
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polymeraasien lukumaara riippuu transkription aloitusvaiheen tehokkuudesta,
tehokas promoottori nopeuttaa koko transkriptiota vahentamalla peruutustilaan
siirtymista koko geenin matkalta (Epshtein & Nudler, 2003).

H-NS H-NS

Kuva 12. RNA-polymeraasin peruutustilaan vaikuttavat tekijat.
Transkription aikana monet tekijat vaikuttavat peruutustilan maéardédn néin
séédellen koko transkription nopeutta. (Ylld) E. coli RNA-polymeraasin
peruutustilaa véhentévét tekijat (korostettu vihreélld). Toiset RNA-polymeraasit
(RNAP) ja ribosomit voivat tyéntdd RNA-polymeraasia eteenpédin estden
peruuttamista (Epshtein ym. 2003; Proshkin ym. 2010). E. coli NusG estaéa
peruutustilaan siirtymistd pidennysvaiheessa (Turtola & Belogurov, 2016).
Indusoimalla RNA:n leikkaamista Gre-tekijét vapauttavat RNA-polymeraasin
peruutustilasta nopeuttaen transkriptiota (Yuzenkova ym. 2014). Translokaasi
Mfd voi pakottaa pyséhtyneen RNA-polymeraasin eteenpéin (Adebali ym.
2017). (Alla) E. coli RNA-polymeraasin peruutustilaa lisdévét tekijat (korostettu
punaisella). Aloitustekija o’° voi ohjata RNA-polymeraasin peruuttamaan
promoottorin Idheisyydessé (Perdue & Roberts, 2011). Vééarat emésparit (kuten
rA-dC-pari  kuvassa) destabiloivat RNA-tDNA-hybridi& ohjaten RNA-
polymeraasin peruutustilaan (Zenkin ym. 2006). Vauriot DNA:ssa (Tornaletti &
Hanawalt, 1999) tai DNA:han sitoutuvat proteiinit (H-NS kuvassa)(Kotlajich ym.
2015) voivat toimia esteend RNA-polymeraasille kasvattaen peruuttamisen
todenn&koisyytta.
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Bakteereilla on my0s toinen RNA-polymeraasia eteenpain tyontava tekija:
ribosomit. Bakteereilla seka transkriptio etta translaatio tapahtuvat samaan
aikaan sytoplasmassa, jolloin lahetti-RNA:ta pitkin kulkevat ribosomi voi tyontaa
RNA-polymeraasia eteenpain pakottaen sen pois peruutustilasta, mika tehostaa
transkriptiota entisestaan (Proshkin ym. 2010). Transkriptiotekijat, kuten E. coli
NusG (Turtola & Belogurov, 2016), voivat myds estda peruutustilaan
ajautumista. NusG on transkription pidennysvaiheessa toimiva transkriptiotekija,
joka muun muassa toimii linkkina RNA-polymeraasin ja lahetti-RNA:ta lukevan
ribosomin valilla (Burmann ym. 2010). E. coli NusG estdd myos satunnaista
peruuttamista stabiloimalla RNA-polymeraasin ylavirran DNA:ta, mika tehostaa
transkription pidennysvaihetta (Turtola & Belogurov, 2016; Herbert ym. 2010).

1.5.3 Peruutustila osana transkriptioon kytkettya DNA-vaurioiden
korjausta

Solut kayttavat runsaasti energiaa DNA-vaurioita korjaavien entsyymien
tuottamiseen yllapitadkseen genomin integriteettia ja varmistaakseen, etta
genomi kahdentuu oikein ennen solunjakautumista. RNA-polymeraasit kayvat
lapi tuhansien geenien edesta kaksijuosteista DNA:ta syntetisoidessaan
RNA:ta, minka takia transkriptio on eliokunnan kehityksen aikana kytkeytynyt
myos DNA-vaurioiden havaitsemiseen ja korjaamiseen. Kohdatessaan vaurion
prokaryoottien ja eukaryoottien RNA-polymeraasit kykenevat rekrytoimaan
transkriptiotekijoiden valityksella DNA-vaurioita korjaavia NER-tekijoita (engl.
"nucleotide excision repair factors”).

Kohdatessaan DNA-vaurion RNA-polymeraasi pysahtyy ja peruuttaa peittden
vaurioalueen. RNA-polymeraasi on siirrettava pois NER-tekijoiden tielta, jotta ne
paasevat korjaamaan vaurion. Parhaiten tunnetussa reaktiotiessa transkriptio-
tekija Mfd sitoutuu ylavirran DNA:han ja tyontaa ATP:n hydrolyysistd saamansa
energian avulla RNA-polymeraasia eteenpain lopulta tyontden sen kokonaan
pois DNA-templaatista (Adebali ym. 2017). RNA-polymeraasin poistuttua Mfd
rekrytoi korjaustekijan UvrA kaynnistamaan DNA-vaurion korjaukseen
vaadittavan reaktiotien. Vaihtoehtoiseksi reaktiotieksi on esitetty, etta NusA
auttaisi NER-tekijaa UvrD sitoutumaan pysahtyneeseen RNA-polymeraasiin,
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minka jalkeen tama pakottaisi RNA-polymeraasia peruuttamaan useiden
nukleotidien verran pois vaurioalueelta (Ephstein ym. 2014). Molemmissa
reaktioteissa RNA-polymeraasi siirretdan pois vauriota korjaavien tekijoiden
tielta. Merkittava ero reaktioteiden valilla on se, ettda toisessa transkriptio
keskeytyy RNA-polymeraasin irrotessa DNA:sta, kun taas toisessa RNA-
polymeraasi pakotetaan peruuttamaan pois vaurion luota. Peruutustilaan
paatyminen pysayttaa transkription valiaikaisesti, mutta RNA-polymeraasi voi
edelleen jatkaa RNA:n synteesia vaurion korjaamisen jalkeen.

1.5.4 Peruutustila aiheuttaa DNA-vaurioita RNA-polymeraasin ja

replisomin valisissa yhteentormayksissa

Replisomi kahdentaa DNA:ta solun valmistautuessa jakautumiseen. Replisomi
kay lapi kaiken DNA.n, jolloin se vaistamatta kahdentaa myOs geeneja, joita
RNA-polymeraasit samaan aikaan transkriptoivat. Tasta syysta replisomi ja
RNA-polymeraasi aika ajoin tormaavat toisiinsa. Replisomi ja RNA-polymeraasi
voivat kulkea toistensa suhteen joko vastakkaisiin suuntiin tai samaan
suuntaan. Solu priorisoi DNA:n kahdentamista, joten kohdatessaan
pysahtyneen TEC:n replisomi pyrkii dissosioimaan RNA-polymeraasin pois
DNA:sta voidakseen jatkaa DNA:n kahdentamista. Yhdensuuntaisissa yhteen-
tormayksissa replisomi tyontaa RNA-polymeraasin vaivattomasti pois tieltaan,
kun taas vastakkaissuuntaisissa yhteentormayksissa replisomi usein joutuu

pysahtymaan (Pomerantz & O'Donnell, 2008; Pomerantz & O'Donnell 2010).

RNA-polymeraasin ja replisomin valisia yhteentdrmayksia tutkittaessa on
havaittu, ettd samansuuntaiset yhteentormaykset, joissa replisomi toérmaa
edessaan liikkkuvaan RNA-polymeraasiin, voivat aiheuttaa DNA-vaurioita. Syyna
talle on oletettu olevan se, ettd DNA:ta kahdentava DNA-polymeraasi voi
kayttaa pysahtyneen RNA-polymeraasin syntetisoimaa RNA:ta alukkeena,
jonka perusteella se jatkaa DNA-juosteen synteesia. Jos pysahtynyt TEC
peruuttaa monen nukleotidin verran ennen dissosiaatiota, alukkeena toimiva
RNA-juoste voi sitoutua DNA:han pidemmalta matkalta muodostaen R-silmukan
(engl. "R-loop”), RNA-DNA-hybridin, jota DNA-polymeraasi voi kayttaa
alukkeena. Tasta johtuen alue, jossa RNA oli sitoutuneena DNA:han, jaa ilman
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uutta DNA-juostetta aiheuttaen katkoksen DNA-juosteessa (engl. "single strand
brake”, SSB). Mita pidemmaltd matkalta DNA:ta jaa kahdentamatta, sita
vaikeampi vauriota on korjata. Nain ollen peruutustilassa oleviin TEC:hin
tormatessaan replisomi voi aiheuttaa pysyvampia vaurioita DNA:han.
Korjaamatta jaanyt vaurio yhdessd DNA-juosteessa aiheuttaa seuraavalla
DNA:n kahdentamiskierroksella vaurion molempiin juosteisiin (engl. "double
strand brake”, DSB). (Nudler 2012).

Peruutustilaa vahentavien tekijoiden, kuten Gre-tekijoiden ja Mfd-tekijan,
poistaminen solusta lisdd DNA-vaurioiden maaraa. Vastaavasti peruutustilaa
aiheuttavien tekijoiden poistaminen tai peruutustilaa estavat mutaatiot RNA-
polymeraasissa vahentavat DNA-vaurioiden maaraa. Lisaksi avoimet
lukukehykset, jotka mahdollistavat ribosomien sitoutumisen syntetiosoitavaan
RNA:han, vahentavat DNA-vaurioiden maaraa merkittavasti. Nama tulokset
osoittavat, ettd juuri peruutustila aiheuttaa RNA-polymeraasin ja replisomin
yhteentormayksista johtuvia DNA-vaurioita. (Dutta ym. 2011).
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2. Tyon tavoitteet

Geenien ilmenemisen ensimmaisessa vaiheessa, transkriptiossa, RNA-
polymeraasi syntetisoi RNA:n DNA:n emasjarjestyksen mukaisesti. RNA:n
synteesin mekanismi on sailynyt samankaltaisena eliokunnan kehityksen ajan ja
on siten kaikkia eliditda yhdistava tekija. RNA-polymeraasin satunnainen
peruuttaminen pysayttaa transkription valiaikaisesti vaikuttaen merkittavasti
koko transkription nopeuteen (Shaevitz ym. 2003; Dangkulwanich ym. 2013).
Peruutustilan tiedetdan olevan tarkea osa geenien ilmenemisen saatelya ja
transkription oikolukua, mika tekee siita fysiologisesti merkittavan ilmion. Vaikka
peruutustila havaittiin jo 20 vuotta sitten (Komissarova & Kashlev 1997; Nudler

ym. 1997), sen mekanismia ei viela taysin tunneta.

Tyoni tavoitteena oli tutkia RNA-polymeraasin peruuttamisen mekanismia
selvittamalla, miten aktiiviseen keskukseen kohdennetut mutaatiot vaikuttavat
yhden nukleotidin pituisen peruutustilan stabiilisuuteen. Toinen tutkimukseni
keskeinen tavoite oli yksityiskohtaisesti selvittaa, miten RNA-polymeraasin
aktiivisen keskuksen aminohapot ohjaavat RNA:n leikkautumisreaktiota, jonka
avulla RNA-polymeraasi korjaa tekemansa virheet parantaen RNA-synteesin
tarkkuutta. Mutaatioiden avulla yritin myods selvittda, missa konformaatiossa

RNA:n 3’-paa on yhden nukleotidin pituisessa peruutustilassa.

Lisaksi tavoitteenani oli selvittdaa, miten eri transkriptiotekijat saatelevat
transkriptiota peruutustilan kautta. Leikkaamistekijat nopeuttavat transkriptiota
vapauttamalla RNA-polymeraasin peruutustilasta ja ne myds tehostavat
transkription oikolukua (Yuzenkova ym. 2014; Imashimizu ym. 2015;
Bubunenko ym. 2017). Tasta syysta tutkin Gre-tekijoiden indusoiman RNA:n
leikkautumisen mekanismia kohdennetun mutageneesin avulla. Tutkin myo0s,
miten transkription aloitustekija o7, jonka tiedetdan osallistuvan promoottorin
laheiseen pysahtymiseen bakteereilla (Ring ym. 1996; Perdue & Roberts 2011),

vaikuttaa peruutustilaan siirtymisessa promoottorialueen ulkopuolella.
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3. Materiaalit ja menetelmat
3.1 Reagenssit

Leimaamattomat DNA- ja RNA-oligot valmisti "MWG” (Eurofins Scientific,
Luxemburg). 6-metyyli-isoxanthopteriinilla (6MI) leimatut DNA-oligot valmisti
"Fidelity Systems” (Gaithersburg, MD, Yhdysvallat). 2-aminopuriinilla (2AP)
leimatut ja Atto680-leimatut RNA-oligot valmisti "IBA GmbH” (Gottingen,
Saksa). Nukleotidit ja nukleotidianalogit valmisti "Jena Bioscience GmbH”
(Thuringen, Saksa).

3.2 Proteiinien kohdennettu mutageneesi

Mutaatiot RNA-polymeraasin [3’-alayksikkoon tehtiin kloonaamalla mutaatiot
sisaltava DNA-fragmentti tuottoplasmideihin plA981 tai pMT002, jotka sisalsivat
kaikki E. coli RNA-polymeraasin alayksikot T7 RNA-polymeraasipromoottorin
saateleman polykistronisen operonin sisalla seka C-terminaalisen His1o-hannan
[’-alayksikossa (taulukko 1). Leikkaamistekijan GreA  variantti
R37A/E38S/H39Q/L42R/K43S kloonattiin tuottoplasmidiin pGB043, joka sisalsi
T7 RNA-polymeraasipromoottorin saateleman GreA geenin. Tuotettu GreA
variantti sisalsi N-terminaalisen Hise-hannan. Kohdennettua mutageneesia
varten syntetisoidut DNA-fragmentit valmisti "Thermo Fisher Scientific
GENEART GmbH” (Regensburg, Saksa). Mutaatiot sisaltavat DNA-fragmentit
kloonattiin tuottoplasmideihin restriktioentsyymeilla ja DNA ligaasilla, tai "Gibson
Assembly” -menetelmalla kayttaen kaupallista "NEBuilder® HiFi DNA Assembly
Master Mix” -kittia (New England Biolabs, Massachusetts, Yhdysvallat).
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Taulukko 1. Proteiinien tuottoplasmidien tiedot. Kaikki taulukon proteiinit,
paitsi D. radiodurans villityyppi, ovat E. coli proteiineja tai niiden variantteja.

Proteiini Tuotto- Plasmidin tiedot Alkuperé
plasmidi
E. coli . Belogurov
villtyyppi pVS10 | T7p-a-B-B’_His6-T7p-w ym. 2007
D. radiodurans . Esyunina ym.
villityyppi pET28 | T7p-a-p’_His6-B-w 2016
BM681Y pMT24 | T7p-a-B[M681Y]_His6-B’-T7p-w Tama tyo
B'Q504R pJM14 | T7p-a-p-B[Q504R]_TEV_His10-T7p-w | Téma tyd
B'K598W pJM16 | T7p-a-B-R'[K598W] TEV_His10-T7p-w | Tamé tyd
B'P750L pTG12 | T7p-a-B-B[P750L] TEV_His10-T7p-w 2/';1':‘6” ym.
BF773V pVS48 | T7p-a-B-B[F773V]_His6-T7p-w gggt?'ov ym.
B'Q929A pMV18 | T7p-a-B-p[Q929A] TEV_His10-T7p-w | Tama tyd
B'HI36A pGB130 | T7p-a-B-BTHI36A]_TEV_His10-T7p-w 2";1";3” ym.
B'HI936Q pdJM3 | T7p-a-B-p’[H936Q]_TEV_His10-T7p-w | Tama tyo
8G11365 SIM1 L?p-cx-B-B [G11368] _TEV_His10-T7p- |, 4o
: pVS10- Y ) A T Esyunina ym.
B'ASI3 ASI3(b) T7p-a-B-p[A945-1132] His6-T7p-w 2016
. Perederina
GreA plA578 | T7p-GreA His6 ym. 2006
. Perederina
GreB plAS77 | T7p-GreB_His6 ym. 2006
T7p-GreA .
GreAB PIME | |R37A E38S,H39Q,L42R KA3S] Hise | 1oma YO
o7° pET28 | T7p- His6_o™ Tama tyd
Turtola &
NusG pGB43 | T7p-His6 TEV_NusG Belogurov
2016
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3.3 Proteiinien tuotto ja puhdistus

RNA-polymeraasit ja transkriptiotekijat tuotettiin rekombinantisti E. coli T7
express ja Xjb(DE3)-solukannoissa, jotka transformoitiin tuottoplasmideilla.
Bakteerisoluja kasvatettin LB-mediumissa, johon oli lisatty selektiivinen
antibiootti (100 pg/ml karbenisilliini tai 30 pg/ml kanamysiini), kunnes ODeoo >
0.7. Proteiinin tuotto indusoitiin lisaamalla 1 mM IPTG:ta. Solut kerattiin 5-9
tuntia indusoinnin jalkeen sentrifugoimalla (7000 x g, 10 min, 4 °C) ja
pakastettiin (-80 °C).

Solut hajotettiin sonikoimalla niita hajotuspuskurissa (50 mM Tris-HCI, pH 6.9,
0.5 M NaCl, 1 mM B-merkaptoetanoli, 5 % v:v glyseroli, 0.2 % v:v Tween, 0.1
mM Na-EDTA), johon lisattiin 1 proteaasi-inhibiittoritabletti (Pierce™ Protease
Inhibitor Mini Tablet, ThermoFisher Scientific) ja 0.1 mg/ml lysotsyymia (Sigma-
Aldrich). Gre-tekijoita puhdistettaessa hajotuspuskurin NaCl-pitoisuus oli 1 M.
Solulysaatti sentrifugoitin (42 000 x g, 45 min, 4 °C), minka jalkeen
supernatantissa olevat Hise- tai Hisio-hannan sisaltavat tuotetut proteiinit
sidottiin’Ni-Sepharose” -matriisiin (Ge Healthcare). Supernatanttiin lisattiin 20
mM imidatsolia epaspesifisen sitoutumisen vahentamiseksi. Nikkelimatriisiin
sitoutuneet proteiinit pestiin kahdesti hajotuspuskurilla, johon oli lisatty 20 mM
imidatsolia, ja eluoitin pylvaasta hajotuspuskurilla, jossa oli 300 mM
imidatsolilla.

RNA-polymeraasit ja 07° puhdistettiin edelleen seka hepariini- (HiTrap Heparin
HP 5 ml, Ge Healthcare) ettd anioninvaihtokromatografialla (ResourceQ 6 ml,
Ge Healthcare) kayttaen AktaPrime- ja AktaPurifier-laitteistoja (Ge Healthcare).
"Ni-Sepharose” -matriisista eluoitujen proteiinifraktioiden ionivahvuutta laskettiin
liuottamalla ne ajopuskuriin (50 mM Tris-HCI, pH 6.9, 1 mM B-merkaptoetanoli,
5 % viv glyseroli, 0.1 mM Na-EDTA), minka jalkeen ne sidottiin
hepariinimatriisiin. Proteiinit eluoitiin kasvattamalla ajopuskurin NaCl-pitoisuutta.
Proteiineja eroteltiin edelleen anionin-vaihtomatriisissa, kuten edella. Muista
proteiineista poiketen Deinococcus radiodurans RNA-polymeraasia puhdistettiin
edelleen korkean erotuskyvyn anioninvaihtomatriisilla (MonoQ 1 ml, GE
Healthcare), kuten edella. Gre-tekijat puhdistettiin geelisuodatuksella.
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"Ni-Sepharose” -matriisista eluoidut fraktiot laimennettiin geelisuodatuspuskuriin
(50 mM Tris-HCI, pH 6.9, 1.0 M NaCl, 1 mM B-merkaptoetanoli, 5 % v:v
glyseroli, 0.1 mM Na-EDTA) ja erotettiin geelisuodatuspylvaassa (HiPrep™
16/60 Sephacryl™ S-200 HR, Ge Healthcare). Gre-tekijoita sisaltavat fraktiot
kasiteltin yon yli TEV-proteaasilla (30 pg/ml) Hise-hantien poistamiseksi.
Irronneet His-hannat ja His-hantaiset TEV-proteaasit erotettiin Gre-tekijoista

sitomalla ne "Ni-Sepharose” -matriisiin.

Puhdistetut proteiinit konsentroitiin sentrifugoimalla niita konsentraattoreissa
(Amicon® Ultra Centrifugal Filters, 4 ml 3K cutoff/15 ml 10K cutoff, Millipore) ja
dialysoitiin varastopuskurissa (20 mM Tris-HCI, pH 7.9, 150 mM NaCl, 50 % v:v
glyseroli, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM DTT) 1-2 vuorokautta. Gre-tekijoiden
varastopuskurin NaCl-pitoisuus oli 1 M proteiinin saostumisen valttamiseksi.

Dialysoidut proteiinit varastoitiin pakastimeen (-20 °C).

3.4 Transkription elongaatiokompleksin kokoaminen

Elongaatiokompleksit koottiin artikkelissa Komissarova ym., 2003 esitetyn
menetelman mukaisesti. RNA-tDNA-hybridit hybridisoitiin kuumentamalla DNA-
ja RNA-oligoja kokoamispuskurissa (10 mM HEPES-KOH, 0.1 mM Na-EDTA) 5
minuuttia 70 °C lampdotilassa, minka jalkeen lampotila laskettiin vaiheittain
huoneenlampdon. Atto680-leimatun RNA:n pitoisuus TEC:n kokoamisessa oli
1.0 uM ja tDNA:n pitoisuus oli 1.4 uM, ellei toisin mainita. RNA:tDNA hybridia (1
MM)  inkuboitin  RNA-polymeraasin (1.5 pM) kanssa 10 minuuttia
huoneenlammossa transkriptiopuskurissa (TB-puskuri; 0-10 mM MgCl2, 40 mM
HEPES-KOH, pH 7.5, 80 mM KCI, 5 % glyseroli, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM DTT).
Reaktioseokseen lisattin ntDNA (2 pM), minka jalkeen TEC:ia inkubaitiin
edelleen 20 minuuttia. TEC:n pitoisuus oli kokoamisen aikana 1 uyM, mista TEC

laimennettiin kokeissa kaytettyyn 100-200 nM pitoisuuteen TB-puskurilla.
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3.5 Kineettiset menetelmat
3.5.1 Nukleotidin liittyminen

Peruutustilasta palautumista seurattiin nukleotidin liittamisreaktioiden avulla.
TEC:t koottiin TB-puskurissa, joka sisalsi 1 mM MgCl. (kontrollireaktiossa 0
mM). Tutkittaessa peruutustilasta palautumista RNA:ta pidennettiin joko 2AP:lla
tai ATP:lla (5 pM) ennen reaktioiden kaynnistysta. Reaktiot kaynnistettiin
sekoittamalla keskenaan 14 pyl 200 nM TEC:ia ja 14 yl 400 uM CTP:ta RQF 3
quench-flow-laitteella (KinTek Corporation, Austin, TX, USA). Reaktio
pysaytettiin 0.004-1000 sekunnin jalkeen lisaamalla naytteeseen 86 ul 0.5 M
HCl-liuosta. Nayte neutraloitiin lisdamalla 171 pl neutralisointipuskuria (290 mM
Tris-emasta, 13 mM EDTA, 0.2 % v:v Orange G, 94% v:v formamidi).
Transkriptiotekijan o’%n lasnéd ollessa (reaktiossa 2 yM) TEC koottiin TB-
puskurissa, jonka MgCl>-pitoisuus oli 10 mM. Nukleotidin liittymisreaktioissa
07%n lasna ollessa sekoitettiin keskenaan 14 pyl 200 nM TEC:ia ja 14 ul 400 uM
GTP:ta RQF 3 quench-flow-laitteella.

3.5.2 RNA:n leikkautumisen seuraaminen aikaerotteisesti

RNA:n leikkautumista peruutustilassa tutkittiin seka Gre-tekijoiden lasna ollessa
etta ilman  Gre-tekijoita, jolloin tutkittin RNA-polymeraasin omaa
RNaasiaktiivisuutta. Kaikissa leikkautumiskokeissa TEC koottiin TB-puskurissa
ilman magnesiumia ennenaikaisen RNA:n leikkautumisen estamiseksi.
Leikkautumisreaktiot pysaytettin maaratyn ajan kuluttua lisdamalla 20 pl
naytteeseen 30 pl pysaytyspuskuria (94 % v:v formamidi, 13 mM Liz-EDTA, 0.2
% v:v Orange G). Gre-tekijoiden indusoimissa leikkautumisreaktiossa 100 nM
TEC:n kanssa sekoitettin 2 yM Gre-tekijaa (GreA, GreB tai GreA-varianttia
R37A/E38S/H39Q/L42R/K43S) ja 1 mM MgClz:a, joka kaynnisti reaktion. RNA-
polymeraasin RNaasiaktiivisuutta seurattaessa 100 nM TEC:n kanssa
sekoitettin 2 mM MgClz:a, joka kaynnisti reaktion. Seurattaessa RNA:n
leikkautumista transkriptiotekijoiden (4 uM o’° tai 4 yM NusG) lasna ollessa
TEC:ia inkuboitin 10 minuuttia ennen reaktioiden kaynnistamista. Naissa
leikkautumisreaktioissa 100 nM TEC:n kanssa sekoitettin 8 yM GreA:ta ja 1
mM MgClz:a, joka kaynnisti reaktion.
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3.3.3 RNA:n leikkautumisen seuraaminen 2AP:n fluoresenssin avulla

TEC koottiin  TB-puskurissa ilman magnesiumia ennenaikaisen RNA:n
leikkautumisen estamiseksi. Transkriptiotekijan (4 uM ¢’° tai 4 uM NusG) lasna
ollessa TEC:ia inkuboitiin 10 minuuttia ennen reaktioiden kaynnistamista. 2AP:n
tuottamaa fluoresenssia seurattiin sekoittamalla keskenaan 60 uyl 200 nM
TEC:ia ja 60 pl 16 pM GreA:ta SX.18MV stopped-flow-laitteella (Applied
Photophysics, Leatherhead, Iso-Britannia). MgCl>-pitoisuus oli reaktiossa 1 mM.
2AP:n leikkautuminen havaittin fluoresenssin muutoksena, jota mitattiin

reaaliajassa (eksikaatio 320 nm, emissiofiltteri 375 nm "long pass”).

3.5.4 RNA-polymeraasin translokaation seuraaminen 6MI-leiman avulla

Translokaatiota seurattiin tDNA:han liitetyn 6MI-leiman tuottaman fluoresenssin
avulla (eksikaatio 340 nm, emissiofiltteri 400 nm “long pass”).
Transkriptiotekijan (4 uM o7%) lasna ollessa TEC:ia inkuboitin 10 minuuttia
ennen reaktioiden kaynnistamista. TEC koottiin TB-puskurissa, jonka MgCl2-
pitoisuus oli 10 mM. 6Ml-leiman sisaltavan tDNA:n pitoisuus TEC:n
kokoamisessa oli 1.0 yM ja leimaamattoman RNA:n pitoisuus oli 1.4 yM.
Reaktioissa sekoitettiin keskenaan 60 ul 200 nM TEC:ia ja 60 pl 400 uM GTP:ta
SX.18MV stopped-flow-laitteella TB-puskurissa, jonka MgCl2 pitoisuus oli 10
mM.

3.5.5 RNA-geelien kuvantaminen ja analyysi

Atto680-leimatut  RNA-tuotteet eroteltin 16 % (viv) denaturoivalla
polyakryyliamidigeelillda ja kuvattin Odyssey-laitteistolla (Li-Cor Biosciences,
Lincoln, NE, USA). Kuvat analysoitin ImagedJ-ohjelmistolla (Abramoff ym.
2004).

3.5.6 Kineettisten tulosten analysointi

Reaktiotuotteiden maara ja fluoresenssin muutokset ajan funktiona sovitettiin
alla kuvattuihin differentiaaliyhtaloihin kayttaen Origin-ohjelmistoa (OriginLab
Corp., Northampton, Massachusetts, USA). Sovitetuista kayrista maaritettiin

reaktioiden puoliintumisajat ja reaktionopeudet.
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Translokaation ja nukleotidin  liittymisen  reaktionopeudet sovitettiin
eksponenttiyhtaloon:

F(t) = A+ B x (1 —e™*)
, Jossa A on havaittu tausta, B on signaalin amplitudi, k on reaktion nopeusvakio

ja t on aika.

Nukleotidin liittamisen ja peruutustilasta palautumisen reaktiot (taulukot 3 ja 4,
luvut 4.1 ja 4.2) sovitettiin kahden eksponentin yhtaloon:

F(t) = (4; + By x (1 — e f1*t1)) + (4, + B, x (1 — e *2Xt2))

jossa A1 ja Az ovat havaittuja taustoja, B1 ja B2 ovat signaalien amplitudeja, k+ ja
kzreaktioiden nopeusvakioita, ja t1 ja t2 ovat aikoja.

RNA:n leikkautumisreaktiot (taulukko 6, luku 4.3) mallinnettin  Weibullin
venytetyn eksponenttiyhtalon avulla (laskeva signaali):

F(t) = A+ B x (eChax0*2)

, jossa A on havaittu tausta, B on signaalin amplitudi, k1 on reaktion
nopeusvakio, f on aika ja k2 on "venytysparametri”, jonka arvo vaihtelee valilla 0

ja 1. Reaktion mediaaniaika laskettiin seuraavasti:

(1n(2))%

Mediaaniaika (s) = -
1

Weibullin venytetyn eksponenttiyhtalon kaytto RNA-polymeraasin

leikkautumisreaktioiden mallintamisessa on kuvattu artikkelissa Turtola &
Belogurov 2016.
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4. Tulokset

4.1 Peruutustilan tuottaminen

RNA-

valista

Tutkimme peruutustilaa ja siella tapahtuvia reaktioita E. coli
tDNA:n RNA:n
komplementaarisuutta kykenimme ohjaamaan TEC:n eri translokaatiotiloihin
(kuva 13, taulukko 2).

peruutustilaan

polymeraasissa in vitro. Muuttamalla ja
Helpottaaksemme RNA-polymeraasin siirtymista
litimme RNA:n 3’-paahan puriiniemasanalogin 2AP, joka
muodostaa tymiiniemaksen kanssa "huojuvan” emasparin (engl. "wobble base
pair”),

todennakoisyytta.

mika destabiloi pre-translokaatiotiiaa kasvattaen peruuttamisen

Tutkimuksia varten kehitimme koeasetelman, joka

mahdollistaa yhden nukleotidin pituisen peruutustilan maaran ja stabiilisuuden
tarkastelun (kuva 14).

Tymiini o Tymiini
O (T) N M
Ho H N NN
\N/ H/N\\[( H T
N (0] N: O
(NIBN (N]\A\/i :
Adeniini |7 N 2-aminopuriini | N7 N/
(A) (2AP) M

9 pariutuvaa emasta

10 pariutuvaa emasta

11 pariutuvaa emasta

~AGAGGAGA ~AGAGGAGA ~ AGAGGAGA Post-tila
ntDNA AGGTTC” Cgrc|ntDNA AGGTTC” ‘GTC|ntDNA AGGTTC GTc 9 emasparin
tDNA TCCAAGETCTCCTCTECAG|tDNA TCCAAGGTCTCCTCTECAG| tDNA TCCAAGggggCCngGCAG hybrid
GGA CAGAGGAGA GGA
RNA CUCACAAACAGA A RNA CUCACAAC ]L RNA CUCACAUC
CCAGAGGAGZ ) CAGAGGAG4 Pre-tila
ntDNA AGGTT CGTC|ntDNA AGGTT CGTC 10 emasparin
tDNA TCCAAGGTCTCCTCEGCAG|tDNA TCCAAGGTCTCCTCEGCAG hvbrid
CCAGAGGAGA CAGAGGAGA Yy

RNA CUCACAA

C
RNA CUCACAU

|

CCAGAGGA G
ntDNA AGGT ACGTC
tDNA TCCABGGTCTCCTETGCAG

UCCAGAGGAG
RNA CUCACA <

Peruutustila
10 emasparin
hybridi, jossa
RNA:n 3'-paa
ohi i+71 kohdasta

Kuva 13. Peruutustilan tuottaminen 2AP:n sekd RNA:n ja tDNA:n vélisen
komplementaarisuuden avulla. (Ylld) 2AP muodostaa tymiinieméksen kanssa
huojuvan emésparin, miké& helpottaa peruutustilaan siirtymista. Vetysidokset
emdsten Vélillg on esitetty vihreilléd katkoviivoilla. (Alla) Tutkimuksessa TEC:n eri
tiloja stabiloitin muuttamalla RNA:n ja tDNA:n vélistd komplementaarisuutta.
Mitd useampia emdéspareja RNA:n ja tDNA:n Vélille voi muodostua, sitéa
useampaan tilaan TEC voi siirtyd RNA-polymeraasin translokoidessa eteen tai
taaksepédin. RNA:n nukleotidit, jotka voivat pariutua tDNA:n kanssa, on
korostettu siniselld. RNA-tDNA-hybridin kattava alue on korostettu vihreélla, i+1-
kohta hybridisté vaaleansinisellé.
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Taulukko 2. Peruutustilasta palautumisen tutkimisessa kaytetyt DNA-RNA-kehikot. Muista kokeista poiketen peruutustilasta
palautumisessa RNA:ta pidennettiin 2AP:lla (kehikot A1-A3) tai ATP:llé (kehikko A4) ennen koetta. Selkeyden vuoksi kehikkojen
rakenne on esitetty esipidennyksen jélkeen.

DNA-RNA- Kehikon rakenne RNA-tDNA- Emés-
kehikko hybridin rakenne | analogit
Kehikko A1 CAGAGGAGAC 9 pariutuvaa 2AP ()
IDNA: 5076 S057 5’ -ACTTGTAGCGATCTAAGGTTC GTCATTGCAGTAGAGTAGC-3" emasta RNA:n -
RNA: RO79 S076 3’ -TGAACATCGCTAGATTCCAAGGTCTCCTCTGCAGTAACGTCATCTCATCG-5' 3-paassa
ntDNA: S057 CAGAGGAGH

RO79 5’Atto680-CAACACAA
Kehikko A2 CCAGAGGAGE 10 pariutuvaa 2AP ()
IDNA: 5076 S057 5’ -ACTTGTAGCGATCTAAGGTT CGTCATTGCAGTAGAGTAGC-3" emasta RNAN
RNA: R024 S076 3’ -TGAACATCGCTAGATTCCAAGGTCTCCTCTGCAGTAACGTCATCTCATCG-5' 3-paassa
ntDNA: S057 CCAGAGGAGH

RO24 5’Atto680-CUCACAA
Kehikko A3 TCCAGAGGAG 11 pariutuvaa 2AP ()
IDNA: 5076 S057 5’ -ACTTGTAGCGATCTAAGGT ACGTCATTGCAGTAGAGTAGC-3" emastd, vol RNAn
RNA: R047 S076 3’ -TGAACATCGCTAGATTCCAAGGTCTCCTCTGCAGTAACGTCATCTCATCG-5' siirtya 1 3-paassa
ntDNA: S057 UCCAGAGGAG nukleotidin

R047 5"Atto680-CUCACA peruutustilaan
Kehikko A4 TCCAGAGGAG 11 pariutuvaa Ei
tDNA: S076 S057 5’ -ACTTGTAGCGATCTAAGGT ACGTCATTGCAGTAGAGTAGC-3’ emasta, vo
RNA: R047 S076 3’ -TGAACATCGCTAGATTCCAAGGTCTCCTCTGCAGTAACGTCATCTCATCG-5’ siirtya 1
ntDNA: S057 UCCAGAGGAG nukleotidin

R047 5"Atto680- CUCACA A peruutust”aan
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Kuten luvussa 1.3 on kuvattu, post-translokaatiotiiassa RNA-tDNA-hybridi on 9
emasparia pitkd ja pre-translokaatiotilassa hybridi on 10 emasparia pitka.
Peruutustilassa hybridin pituus on edelleen 10 emasparia, mutta RNA:n 3’-
paassa yksi tai useampi nukleotidi on siirtynyt ohi j+7-kohdasta kohti
sekundaarikanavaa. TEC voi liikkua post-, pre- ja peruutustilojen valilla milloin
tahansa, mutta pariutuvien RNA- ja tDNA-emasten maaraa vaikuttaa siihen,
miten stabiileja eri translokaatiotilat ovat. Vertasimme nukleotidin liittymista
RNA:han eri translokaatiotiloja stabiloivissa DNA-RNA-kehikoissa
selvittaadksemme miten RNA-tDNA-hybridin rakenne vaikuttaa peruutustilasta
palautumiseen (kuva 15).

-
Pre-tila Post-tila AN Q« S o
CCAGAGGAG‘] Teralkaalo QAGAGGAGAO \?'S‘"D o oS Q’L QQJ Q@ NoPn g WD oD ,\Qb ,-:QQ\QQ
AAGGTT CGTC —‘-‘_
TTCCARGGTCTCCTCTGCAG %%%IEEEGTCTCCTCTG(C;EE
QCCAGAGGAGA ¢ CAGAGGAGA &iiaia Al8
) RNAT i i, T, o e s s s s ot i 2 Eﬂﬂ]s
@ Y@i‘ RNA16
S &
L) UA
RNA 5 RiA 5= 2 "%itaan fassin
3 0.9q0suus: 42.2 %
Palautuminen||Peruuttaminen CTP—~ | Nukleotidin T 0.8+
sitoutuminen, E 07 Hitaan faasin
katalyysi g - nopeus k,= 0.43 (s") £ 0.01
;0.6
1 nukleotidin peruutustila 2o 5_Nopean faasin
QCCAGAGGAQ ( AGRGGAGA 20 fsws 58 %
AAGG ehile AAGGTTC GIC £ 0.4 opedriaasiil, ..
TTCCAAGGTCTCCTCTGCAG TTCCAAGGTCTCCTCTGCAG % nopeus k, = 20.2 (s”) + 0.62
GAG«J (JCAGHGQALAC ‘5 0.31
& & ™~ 0.2]
RNA 5'-& < < Nopea | Hid
A 0.1 opea: Hidas
17 nukleotidia RNA 5‘~(9 % faasi ! faasi
18 nukleotidia

O0001 001 o1 T M0 180 1000
Aika (s)

Kuva 14. Peruutustilasta palautumisen tutkiminen. (Vasemmalla) Ne TEC!,
Jotka ovat post-translokaatiotilassa tai siirtyvat sinne pre-translokaatiotilasta
(vihred alue), pidentdvdt RNA:n ennen 0.2 sekuntia (nopea faasi).
Peruutustilassa olevissa TEC:issa (punainen alue) RNA:n pidentymistéa rajoittaa
palautuminen takaisin nukleotidin liittymissykliin, jolloin RNA:n pidentyminen
kestdd kauemmin kuin 0.2 sekuntia (hidas faasi). (Oikealla) RNA:n pidentymista
tarkasteltiin aikaerotteisesti denaturoivalla polyakryyliamidigeelilld. Kuvan geeli
on reaktiosta, jossa TEC on koottu kehikon A3 ja villityypin RNA-polymeraasin
kanssa 1 mM Mg?-pitoisuudessa. Tulokset sovitettiin kahden eksponentin
yhtéléén. Sovitetuista kdyristd maéritettin nopean faasin (katalyysi, <0.2 s) ja
hitaan faasin (peruutustilasta palautuminen, >0.2 s) reaktionopeudet seké
faasien osuudet kokonaisreaktiossa (taulukot 3 ja 4).

Koeasetelman lahtotilanteessa RNA on 17 nukleotidia pitka ja sen 3’-paassa on
puriinianalogi 2AP (sininen A). TEC voi siirtya post-, pre- ja peruutustilojen
valilla, mutta ainoastaan post-translokaatiotiiassa CTP voi sitoutua RNA-
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polymeraasin aktiiviseen keskukseen, mistd seuraa RNA:n pidentyminen 18
nukleotidin pituiseksi. Taman koeasetelman avulla havaitsimme, ettda RNA:n ja
tDNA:n komplementaarisuuden ollessa 11 emasparia peruutustila on stabiilimpi
kuin lyhyemmissa hybrideissa (kuva 15). Kun 2AP:n liittymisen jalkeen RNA-
tDNA-hybridin pituus on 9 emasparia (taulukko 2, kehikko A1), pre- ja
peruutustilat eivat ole stabiileja, joten TEC on p&aasiassa post-
translokaatiotilassa, jolloin RNA pidentyi nopeasti. Hybridisoituvan alueen
ollessa 10 emasparia pitka (taulukko 2, kehikko A2) TEC:n pre- etta post-
translokaatiotilat ovat muita tiloja stabiilimpia, jolloin toisen faasin osuus
kaksinkertaistui. Hybridisoituvan alueen ollessa 11 emasparia pitka (taulukko
2, kehikko A3) TEC voi stabiloitua post-, pre- ja peruutustilaan, jolloin toisen
faasin osuuden havaittiin olevan kaksi kertaa suurempi kuin kehikoissa A2 ja
nelja kertaa suurempi kuin kehikossa A1. Hybridin pituus ei vaikuttanut
ensimmaisen tai toisen faasin reaktionopeuteen, ainoastaan niiden
maarasuhteisiin (taulukko 3).
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Kuva 15. Hybridin pituuden vaikutus peruutustilan maaraan. Tarkastelimme
RNA:n pidentymistéd aikaerotteisesti denaturoivalla polyakryyliamidigeelilléd ja
sovitimme tulokset kahden eksponentin yhtdl6én. Sovitetuista kéyrista
mé&aritettiin nopean faasin (katalyysi, <0.2 s) ja hitaan faasin (peruutustilasta
palautuminen, >0.2 s) reaktionopeudet seké& faasien osuudet kokonais-
reaktiossa (taulukko 3).

Kaikissa kolmessa kokeessa ensimmainen, nopea faasi paattyi ennen 0.2
sekuntia. Taman faasin nopeus vastasi aiemmin havaittuja nukleotidin

littmisnopeuksia (Malinen ym. 2012). Toinen, hidas faasi alkoi vasta 0.2
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sekunnin jalkeen ja sen nopeus oli huomattavasti edeltavaa faasia hitaampi.
Paattelimme taman faasin edustavan sita fraktiota TEC:sta, jotka ovat reaktion
alussa peruutustilassa. Taman fraktion on ensin siirryttava pois peruutustilasta
voidakseen liittad CTP:n RNA-juosteeseen, minka takia havaittu RNA:n

pidentyminen viivastyy.

Kaytimme edellda kuvattua koeasetelmaa selvittamaan, miten kehikon A3
kanssa koottu TEC pidentaa RNA:ta, kun TEC:ia on inkuboitu eri MgCl2-
pitoisuuksissa. Fluoresenssiin perustuvissa mittauksissa peruutustilan havaittiin
stabiloituvan korkeammissa Mg?*-pitoisuuksissa (Turtola ym. 2018), joten
testasimme miten magnesiumpitoisuuden vaihtelu vaikuttaa nopean ja hitaan
faasin osuuksiin tassa koeasetelmassa. TEC:n inkubaatio ilman magnesiumia
ennen CTP:n lisaysta kaytannossa havitti hitaan faasin kokonaan, kun taas
inkubaatio 10 mM Mg?*-pitoisuudessa kasvatti merkittavasti hitaan faasin
osuutta (kuva 16). Lisaksi hitaan faasin nopeus laski Iahes neljannekseen 10
mM Mg?*-pitoisuudessa eli peruutustilasta palautuminen hidastui korkeassa

magnesiumpitoisuudessa.
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Kuva 16. MgCl;-pitoisuuden vaikutus peruutustilaan. TEC:t koottiin kdyttéden
kehikkoa A3. Peruutustilasta palautumista verrattiin eri MgClz-pitoisuuksissa.
RNA:n pidentymisté tarkasteltiin aikaerotteisesti denaturoivalla polyakryyliamidi-
geelilléa ja tulokset sovitettiin kahden eksponentin yhtéaléén. Sovitetuista kayrista
mé&aritettiin nopean faasin (katalyysi, <0.2 s) ja hitaan faasin (peruutustilasta
palautuminen, >0.2 s) reaktionopeudet seké& faasien osuudet kokonais-
reaktiossa (taulukko 3).
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Kokeissa kaytetty 2AP ei ole luonnollinen emas, joten tutkimme peruutustilan
stabiilisuutta kayttamalla 2AP:n sijaan adeniinia (taulukko 2, kehikko A4).
Adeniini muodostaa tymiinin kanssa Watson-Crick-emasparin tosiin kuin 2AP
(katso kuva 13, sivu 40). Kaytimme naissa kokeissa seka villityypin RNA-
polymeraasia etta peruutustilaa eniten stabiloivaa varianttia f'P750L (katso luku
4.2). Vertasimme kehikkoa A4 kehikkoon A3 ja havaitsimme, ettd adeniinin
ollessa RNA:n 3’-paassa peruutustilaa on edelleen seka Vvillityypin RNA-
polymeraasissa etta variantissa B'P750L, mutta vahemman kuin 2AP:n lasna
ollessa (kuva 17). Adeniinin |asna ollessa variantilla B'P750L hitaan faasin
osuus oli suurempi kuin villityypilla ja peruutustilasta palautumisen nopeus oli
myaos pienempi kuin villityyppilla, aivan kuten 2AP:n 1asna ollessa (taulukko 3).
Nain ollen kokeissa havaittu peruutustila ei ole 2AP riippuvainen ilmid, vaan

havaitaan myos luonnollisen nukleotidiemaksen lasna ollessa.
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Kuva 17. Peruutustilasta palautuminen, kun RNA:n 3’-pdassd on
luonnollinen emdéds. RNA:n pidentymistd seurattiin villityypin ~ RNA-
polymeraasissa ja eniten peruutustilassa olevassa RNA-polymeraasivariantissa
B’P750L (katso luku 4.2). Kokeissa verrattiin kahta DNA-RNA-kehikkoa, A3 ja
A4, joissa molemmissa oli 11 emésparia pitkd hybridisoituva alue, mutta eri
eméas RNA:n 3-pédéssé: puriiniemédsanalogi 2AP (kehikko A3) ja luonnollinen
emd&s adeniini (kehikko A4). Tulokset sovitettiin kahden eksponentin yht&l66n ja
tuloksista médéritettiin nopean faasin (katalyysi, <0.2 s) ja hitaan faasin
(peruutustilasta palautuminen, >0.2 s) reaktionopeudet sekéd faasien osuudet
kokonaisreaktiossa (taulukko 3).
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Taulukko 3. Peruutustilan maard seka katalyysin ja peruutustilasta
palautumisen reaktionopeudet eri kokeissa. Taulukon reaktionopeudet on
mallinnettu kahden eksponentin yhtéléstd (luku 3.5.6). Virherajat ovat
keskihajontoja parhaista sovituksista. Peruutustilan suhteellinen maééaré eri
kokeissa saatiin vertaamalla sovitettujen ké&yrien hitaan faasin (> 0.2 s)
amplitudia koko kéyrdn amplitudiin. n=2.

Katalyysi (s) Peruutu§tilasta_1 Perl.l.L.{tl.{Si;iIan
palautuminen (s) méaéré (%)
:’;":gy::;gg:gnt_”’ Mg | 202£062 0.43 + 0.01 422+6.8
Ygitﬂz%ifn?m., tmmMmger | 1712070 pas=002 S
Xitlalgi)t)l,(zfni:k(:ni?t., 1 mM Mg?” 19-1%0.23 p4z+019 D2
Yillétgykz;ip(é?n?nt., ommmgz | 212%0.26 0-300.07 10009
Yz":ﬂg;‘;fefn?m” omMugs | 222%094 0.14 0.01 61.1+4.6
Y;":gykz;‘;la;ne:r:_'jiz nMMge | 266%271 0.25 +0.02 31.9+11.4
‘13125?&?55222;) Mg | 108%242 0.10 +0.02 48.8 £2.2
E;Ptzsokl;rfpglo‘e?ent., 1 mM Mg?* 17.8£0.55 005001 0103

*ep = emaspari
**Komplement. = komplementaarisuus eli RNA-tDNA hybridin pariutuvien emas-
parien maara.

4.2 Aktiivisen keskuksen konformaation vaikutus peruutustilaan

Tutkiaksemme RNA-polymeraasin peruuttamisen mekanismia muokkasimme
sen aktiivisen keskuksen rakennetta kohdennetulla mutageneesilla ja
selvitimme, miten rakennemuutokset vaikuttavat peruutustilan maaraan ja
stabiilisuuteen. Kayttamalla kehikkoa A3 (taulukko 2) ja 1 mM Mg?*-pitoisuutta
tutkimme, miten eri RNA-polymeraasivariantit palautuvat peruutustilasta.
Tutkimme miten laskostunutta liipaisinsilimukkaa stabiloivat variantit ’P750L,
B'F773V (Malinen ym. 2014), ja B’'G1136S (Mejia ym. 2015) vaikuttavat
peruutustilaan. Tutkimme liipaisinsilmukan konservoituneeseen histidiiniin
kohdistettua mutaatiota ’H936Q, jonka on havaittu vahentavan peruutustilan ja
RNA:n leikkautumisen maaraa (Mishanina ym. 2017). Tutkimme sekundaari-

kanavan juuressa olevan taskun, E-kohdan (engl. "E-site” eli "entry site”),
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aminohappoihin  kohdistettuja mutaatioita B'Q504R ja R’K598W, silla
peruutustilassa olevan RNA:n 3’-paan on havaittu sitoutuvan tahan kohtaan
(Sosunov ym. 2003, Wang ym. 2006). Mutaatioilla pyrittiin heikentamaan RNA:n
3’-paan sitoutumista E-kohtaan ja selvittamaan, vaikuttaako tdma peruutustilan
maaraan tai stabiilisuuteen. Lisaksi testasimme P-kohdassa (engl. "P-site” eli
"proofreading site”) sijaitsevaan aminohappoon BM681 kohdistettua mutaatiota
BM681Y. RNA:n 3’-paan on havaittu sitoutuvan P-kohtaan 1 nukleotidin
peruutustilassa (Sekine ym. 2015), joten tutkimme Kkyseiseen kohtaan
kohdistetun mutaation vaikutusta peruutustilan stabiilisuuteen. Havaitsimme eri
varianttien valilla merkittavia eroja seka peruutustilan maarassa etta

peruutustilasta palautumisessa (kuva 18, taulukko 4).
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Kuva 18. RNA-polymeraasi varianttien palautuminen peruutustilasta.
Seurasimme 1 mM Mg?* -pitoisuudessa RNA:n pidentymistéd eri RNA-
polymeraasi varianteissa kéyttéméllda DNA-RNA-kehikkoa, jossa on 11
emd&sparia pitk& hybridisoituva alue (kehikko A3). (Vasemmalla) Geelikuvat
RNA:n pidentymisesté, kun kokeissa kéytettiin villityypin RNA-polymeraasia,
vahiten peruutustilassa olevaa RNA-polymeraasivarianttia ’H936Q ja eniten
peruutustilassa olevaa RNA-polymeraasivarianttia B’P750L. (Oikealla) Tulokset
sovitettiin kahden eksponentin yhtéldéén ja tuloksista mé&éritettiin nopean faasin
(katalyysi, <0.2 s) ja hitaan faasin (peruutustilasta palautuminen, >0.2 s)
reaktionopeudet seké faasien osuudet kokonaisreaktiossa (taulukko 4).
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Varianttien BM681Y, B'Q504R ja B'HI936Q havaittin olevan vahemman
peruutustilassa kuin Vvillityypin havaittin olevan. Edellda kuvatut variantit
palautuivat peruutustilasta myos kaksi kertaa villityyppia nopeammin. Erityisesti
B'H936Q:n havaittiin olevan voimakkaasti peruutustilaresistentti, silla kyseisesta
variantista ainoastaan 17 % oli peruutustilassa siina missa villityypin RNA-
polymeraasista 42 % oli peruutustilassa. Variantti B'K598W ei poikennut
villityypista peruutustilan maaran suhteen eika merkittavasti peruutustilasta
palautumisen suhteen.
varianttien B'P750L, B'F773V ja B'G1136S havaittin olevan muista poiketen

21.2-38.5 prosenttiyksikkbd enemman peruutustilassa kuin Vvillityyppi ja ne

Liipaisinsilmukan laskostunutta muotoa stabiloivien

palautuvat peruutustilasta 2.9-8.6 kertaa hitaammin kuin villityyppi samoissa
olosuhteissa. Varianteista B'P750L oli eniten peruutustilassa ja palautui sielta

selvasti muita variantteja hitaammin.

Taulukko 4. Peruutustilan maéaara, katalyysin nopeus ja peruutustilasta
palautumisen nopeus eri RNA-polymeraasivarianteissa. Taulukon
reaktionopeudet on mallinnettu kahden eksponentin yhtéléstd (luku 3.5.6).
Virherajat ovat keskihajontoja parhaista sovituksista. Peruutustilan suhteellinen
mé&éard eri kokeissa saatiin vertaamalla sovitettujen ké&yrien hitaan faasin
(> 0.2 s) amplitudia koko k&yrdn amplitudiin. n=2.

Katalyysi (s) Peruutu§tilasta_1 Perl.l.l:l.tl.{si;ilan

palautuminen (s™) mdéra (%)
Yilltiatgy::rinplement_**, 1 mM Mg?* 20.2 £ 0.62 0.43 £0.01 42.21+6.8
E:\n:s1k<Y)mplement_, 1 mM Mg?* 23.2+5.80 0.81£0.50 33.5+0.2
E;Qesp?:gmplement., 1 mM Mg?* 8.63 £ 0.07 0.87 £0.07 37.0+3.8
E;K:p?i‘évmplement_, 1 mM Mg?* 16.7 £ 1.01 0.29 £0.04 419+4.1
E;ng?i:;mplement., 1 mM Mg?* 17.8 £ 0.55 0.05+0.01 80.1+0.3
E;Fzgi\émplement_, 1 mM Mg2* 149+ 4.44 0.15+0.01 73.0+1.8
E;H::i?mplement_, 1 mM Mg?* 13.0+1.27 1.07 £ 0.69 17.0+0.1
E;G;;:Izgriplement., 1 mM Mg2* 223 +1.95 0.08 £0.01 62.8 4.7

*ep = emaspari

**Komplement. = komplementaarisuus eli RNA-tDNA hybridin pariutuvien emas-

parien maara.
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4.3 Aktiivisen keskuksen aminohapot RNA:n leikkautumisessa

Vapautuakseen peruutustilasta RNA-polymeraasi voi itsenaisesti leikata
nukleotideja RNA:n 3’-paasta (Orlova ym. 1995)(katso luku 1.4.2, sivu 21).
RNA:n leikkautumisessa nukleofiilind toimiva vesimolekyyli tai hydroksidi-ioni
hyokkaa i- ja i+7-kohdissa olevien nukleotidien valiseen fosfodiesterisidokseen
magnesiumionien katalysoimassa reaktiossa. Reaktiossa RNA-juoste katkeaa
ja yksi tai useampi nukelotidi irtoaa RNA:n 3’-paasta riippuen translokaatio-
tilasta (Sosunov ym. 2003).

RNA-polymeraasin RNaasiaktiivisuus on monilla bakteerilajeilla, kuten E. coli
RNA-polymeraasissa, hyvin heikko fysiologisissa olosuhteissa. Tasta poiketen
esimerkiksi Deinococcus radiodurans ja Thermus aquaticus RNA-polymeraasit
kykenevat leikkaamaan RNA:ta tehokkaasti (Esyunina ym. 2016; Miropolskaya
ym. 2017). Koska E. coli RNA-polymeraasin leikkautumisaktiivisuus on
alhainen, on koeasetelmissa paadytty usein kayttdmaan korkeaa magnesium-
pitoisuutta (10 mM tai enemman) ja korkeaa pH:ta (8.0 tai enemman)
leikkautumisreaktioiden nopeuttamiseksi (Esyunina ym. 2016; Mishanina ym.
2017). Nama olosuhteet poikkeavat kuitenkin huomattavasti fysiologisista
olosuhteista. Tutkiaksemme RNA-polymeraasin RNaasiaktiivisuutta lahempana
fysiologisia olosuhteita (2 mM Mg?*, pH 7.5) kaytimme DNA-RNA-kehikoita,
joissa 11 emasparia pitka hybridisoituva alue mahdollistaa peruutustilaan
siirtymisen (taulukko 5). TEC:it koottiin ilman magnesiumia ennenaikaisen
leikkautumisen estamiseksi ja leikkautumisreaktio indusoitiin lisaamalla TEC:n
joukkoon magnesiumia. Vertasimme kokeissa kahta erilaista kehikkoa (kuva
19). Kehikossa B1 RNA:n 3’-paan adeniini pariutui tDNA:n tymidiinin kanssa,
mika mahdollisti siirtymisen post-, pre- ja peruutustilan valilla. Kehikossa B2
RNA:n 3’-paan adeniiniemasta vasten oli guaniini, jonka kanssa adeniini ei
Watson-Crick-emaspariudu, mikad destabiloi RNA-tDNA-hybridia edesauttaen
RNA-polymeraasin siirtymistd yhden nukleotidin pituiseen peruutustilaan.
Kehikko B2 vastaa tilaa, jossa RNA-polymeraasi on liittanyt vaaran nukleotidin
RNA:han.
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Kehikko B1 Kehikko B2
RNA:n 3'-pééssé rA-dT pari RNA:n 3'-paéssa rA-dG pari
Pre =Post

Palautuminen lPeruuﬂaminen

1 nukleotidin peruutustila

k

1 nukleotidin peruutustila

?)GTGTAGTGG ?&GTGTAGTGG
AAGGT ACGTTA AAGGT CCGTTA
TTCCATCACATCACCTGCAAT TTCCATCACATCACCGGCAAT
oCAGUGUAGUGG <CAGUGUAGUGG
RNA 57 -CBGP 4 RNA 57 -CBGP ) 4
18 nukleotidia +Mg” GA 18 nukleotidia +Mg ot |
Post-tila Post-tila
«P,GTGTAGTGG ?’GTGTAGTGG
AAGGT ACGTTA AAGGT CCGTTA
TTCCATCACATCACCTGCAAT TTCCATCACATCACCGGCAAT
CAGUGUAGUG GCAGUGUAGUG
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Kuva 19. RNA-polymeraasin RNaasiaktiivisuuden tutkimiseen kéaytetty
koeasetelma. Kaaviossa on esitetty molemmat leikkautumiskokeisiin k&ytetyt
DNA-RNA-kehikot. Kehikossa B1 RNA:n 3’-p&éa voi pariutua tDNA:n kanssa,
jJolloin  RNA-polymeraasi voi siirtyd post-, pre- ja peruutustilojen Valilla.
Kehikossa B2 RNA:n 3’-pé&é ei voi pariutua tDNA:n kanssa (rA-dG-pari), misté
Johtuen RNA-polymeraasi on kokonaan peruutustilassa. RNA:n leikkautuminen
kdynnistettiin liséédmélla reaktioseokseen magnesiumia, jolloin kaksi nukleotidia
leikkautuu RNA:n 3-péésté. Alla on esitetty geelikuvat RNA:n leikkautumisesta
E. coli villityypin RNA-polymeraasissa yllé kuvatuissa DNA-RNA-kehikoissa.

E. coli RNA-polymeraasin villityypin havaittiin leikkaavan RNA:ta kaksi kertaa
nopeammin RNA:N 3’-paan ollessa pariutunut (kehikko B1) kuin sen ollessa
pariutumaton (kehikko B2), vaikka molemmissa kehikoissa kaytetty RNA oli
sama (kuvat 20 ja 21, taulukko 6). D. radiodurans RNA-polymeraasilla RNA:n
leikkautuminen oli molemmissa kehikoissa 20 kertaa nopeampaa kuin E. coli
villityypin RNA-polymeraasissa (kuva 21, taulukko 6). Tutkimme edelleen,
miten peruutustilan stabiilisuus vaikuttaa RNA:n leikkautumiseen. Etsimme
samalla mahdollisia leikkautumisreaktion katalyysiin osallistuvia aminohappoja

RNA-polymeraasin aktiivisesta keskuksesta.
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Taulukko 5. RNA-polymeraasin RNaasiaktiivisuuden tutkimisessa kaytetyt DNA-RNA-kehikot. Taulukossa on esitetty DNA-
RNA-kehikkojen rakenteet ennen RNA:n leikkautumista. Emékset, joiden vélissé on tahti (*), eivdt muodosta keskenddn Watson-

Crick-eméaspareja.

DNA-RNA- Kehikon rakenne RNA-tDNA- Emés-
kehikko hybridin rakenne | analogit
Kehikko B1 AGTGTAGTCE 11 pariutuvaa E
tDNA: $252° | 5553 5/ _GACTGTAGCGATCTAAGGT ACGTTATGACTGACTGAGAGC-3" emasta, vo
RNA:R130 | 5252 3/ -CTGACATCGCTAGATTCCATCACATCACCTGCAATACTGACTGACTCTCG-5' sirtya 1
ntDNA: S253 AGUGUAGUGG nukleotidin

R130 5’"Atto680-CAGAGC A peruutustilaan
Kehikko B2 AGTGTAGTGS 10 pariutuvaa Ei
tDNA: S270 | 5597 57 _GACTGTAGCGATCTAAGGT CCGTTATGACTGACTGAGAGC-3’ emasta +1
RNA: R130 S270 3’ -CTGACATCGCTAGATTCCATCACATCACCGGCAATACTGACTGACTCTCG-5' vaara emaspari
ntDNA: S271 AGUGUAGUGG* RNA:n

R130 5"Atto680-CAGAGC

A

3’-paassa
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Escherichia coli RNAP

3'-paassa rA-dT

3'-paassa rA-dG

Deinococcus radiodurans RNAP
3'-paassa rA-dT | 3'-paassa rA-dG

RNA18 \ No RNA18
0 e s 0 0 0 O e e e .~RNA16
RNA16 ’
BM681Y B’Q504R
3'-péassa rA-dT | 3'-paassa rA-dG  3'-pazssa rA-dT | 3'-passsa rA-dG
RNATON S i i i L N RNA18
RNA16 = - e S _~RNA16
B'KS98W B’P750L
3-paassa rA-dT | 3'-paassa rA-dG  3'.paassa rA-dT | 3-paassa rA-dG
RNA18\\ NS RNA18
RNA16  ~~ - - RNA16
BF773V B'Q929A
3-pagssarA-dT | 3-paassa rA-dG  3-paassa rA-dT | 3-paassa rA-dG
RNA18\\~ N _~RNA18
RNA16 e e ——— ~~ RNA16
B’H936A B’'HI936Q
3'-paassa rA-dT | 3'-paassa rA-dG 3'-paassa rA-dT | 3'-paassa rA-dG
RNA18- _ IR " RNA18
RNA16 T e e e i e e . o i RNA16
ASI3 B'G1136S
3'-paassa rA-dT | 3'-paassa rA-dG  3'-paassa rA-dT | 3'-paassa rA-dG
RNA18\___“' Ty RNA18
RNA16 T R RNA16

Kuva 20. RNA-geelit RNA:n leikkautumisesta eri RNA-polymeraasi-
varianteissa. RNA:n leikkautumista seurattiin aikaerotteisesti (0, 15, 30, 60,
240, 480, 900, 3600 ja 14 400 sekuntia). Kuvassa esitetyt variantit ovat E. coli
RNA-polymeraasivariantteja. Geelikuvissa on esitetty rinnakkain kokeet, joissa
RNA:n 3-pé&é on pariutunut (rA-dT-pari, kehikko B1) ja pariutumaton (rA-dG-
pari, kehikko B2).

Vertasimme RNA:n leikkautumista varianteissa B'P750L, B'F773V ja 'G1136S,
joiden havaitsimme olevan villityyppia enemman peruutustilassa. Ne leikkasivat
RNA:ta 1.5 — 3 kertaa nopeammin kuin villityyppi RNA:n 3’-paan ollessa

pariutunut. RNA:n 3’-paan ollessa pariutumaton RNA:n leikkautuminen oli
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keskimaarin 3.4 — 5.3 kertaa nopeampaa kuin villityypilla (kuva 21, taulukko 6).
Vahan peruutustilassa olevat variantit BM681Y ja B'H936Q leikkasivat RNA:ta
huomattavasti heikommin kuin Vvillityyppi taysin pariutuneessa hybridissa
(keskimaarin 3.6 kertaa hitaammin), kun taas pariutumattomassa hybridissa
leikkautuminen ei poikennut merkittavasti villityypista. Edella kuvatuista
varianteista poiketen B’Q504R ja B'K598W, joiden havaittiin olevan yhta paljon
tai vdhemman peruutustilassa kuin villityyppi, leikkasivat RNA:ta molemmissa
kehikoissa huomattavasti tehokkaammin kuin villityyppi (5.4 — 6.3 kertaa
nopeammin RNA:n 3’-paan ollessa pariutunut ja 5.7 — 7.8 kertaa nopeammin

RNA:n 3’-paan ollessa pariutumaton).

9 1 1 1 1 |5 1 1 1 1 110 1 1 1 1 1|5| 1 1 1 210 - 65_
B'K598W =, 604
B'Q504R x 551
BF773V o, 207
BP750L 2 :g".
B'G1136S g -

S 35

(D -

ASI3 2 0]

VT S J

E. coli = 25-

B'HI36Q 8 20-

x -

BM681Y © 157

B'Q929A &l 14

Z oA

B'HI36A r -
rrr T r v prF 0- o a0°

0 5 10 15 - 20 ¢.¢ 6\06\)(

RNA:n leikkautumisnopeus (s) x 10° 0.

Kuva 21. RNA:n leikkautumisnopeudet eri RNA-polymeraasi varianteissa.
Kokeissa kéytettiin TEC:ia, jossa oli 11 emésparia pitkd RNA-tDNA-hybridi, ja
RNA:n 3’ pdédssé oli joko rA-dT-pari (pariutunut, kehikko B2, harmaa) tai rA-dC-
pari (pariutumaton, kehikko B3, punainen). Molemmissa kehikoissa kéytettiin
samaa RNA:ta. (Vasemmalla) E. coli RNA-polymeraasivarianttien
leikkautumisnopeus. (Oikealla) RNA:n leikkautumisnopeus E. coli ja D.
radiodurans RNA-polymeraaseissa. n = 2.
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Tutkimme leikkautumiskokeissa myos muita RNA-polymeraasivariantteja, joissa
mutaatiot kohdistuivat aktiivisen keskuksen eri osiin. Liipaisinsilimukan
aminohapot B'Q929 ja B'H936 voivat suoraan vuorovaikuttaa RNA:n kanssa
(luku 1.3) ja siten mahdollisesti osallistua my6s RNA:n leikkautumisreaktioon.
Tutkituista aminohapoista ainoastaan $'H936 voisi ominaisuuksiensa puolesta
toimia happo-emaskatalystina RNA:n leikkautumisessa. Kuten edella on
kuvattu, mutaatio histidiinista glutamiiniksi, joka ei voi toimia happo-
emaskatalystina, ei kuitenkaan vahentanyt RNA:n leikkautumista RNA:n 3’-
paan ollessa pariutumaton. Toisin kuin variantti B'H936Q, B'H936A on
kaytannossa inaktiivinen (kuvat 20 ja 21, taulukko 6). Myos B'Q929A leikkaa
RNA:ta hyvin heikosti, mutta tehokkaammin kuin B'H936A. E. coli RNA-
polymeraasin [’-alayksikon 190 aminohappoa pitka Sl3-domeeni on
lajispesifinen jatkos liipaisinsilimukassa bakteerien RNA-polymeraasissa, jolla
oletetaan olevan vaikutusta liipaisinsiimukan konformaatiotasapainoon
(Windgassen ym. 2014). Kyseisen domeenin osittainen deletoiminen heikentaa
sekd RNA-polymeraasin itsensa ettd GreB:n indusoimaa RNA:n leikkautumista
E. coli RNA-polymeraasissa (Zakharova ym. 1998). Testasimme RNA:n
leikkautumista RNA-polymeraasivariantilla, jossa SI3-domeeni on poistettu
(ASI3). RNA:n 3’-paan ollessa pariutunut ASI3-variantti leikkasi RNA:ta samalla
nopeudella kuin villityyppi, mutta 3’-paan ollessa pariutumaton se leikkasi
RNA:ta 3.7 kertaa nopeammin kuin villityyppi. Tama tulos tukee aikaisempia
havaintoja, joiden mukaan SlI3-deleetio E. coli RNA-polymeraasissa tehostaa
spesifisesti vaaran emasparin leikkautumista (Esyunina ym. 2016).
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Taulukko 6. Peruutustilassa tapahtuvan RNA:n leikkautuminen
reaktionopeudet eri RNA-polymeraasi varianteilla. Taulukkoon on eritelty
RNA:n leikkautumisen reaktionopeudet E. coli (Eco) ja D. radiodurans (Dra)
RNA-polymeraasin Vvillityypeille (VT) sekd eri E. coli RNA-polymeraasi-
varianteille. Nopeudet on mallinnettu Weibullin venytetyn eksponenttiyhtéldn
avulla sovitetuista kayristé (luku 3.5.5). n = 2.

Reaktion n’::;g;:’;_ Reaktion n’::;g;:’;_
puoliintumisaika (s), aika puoliintumisaika (s), aika

-pdédssd rA-dT-pari (s")x 107 -pddsséa rA-dG-pari (s") x 107

EcoVT 1660 + 1200 0.82 £ 0.59 590 + 211 1.81 £ 0.65
DravT 59 + 31 19.7+104 39 £ 29 35.8+27.0
BM681Y 2710+£129 0.37 £0.02 728 + 573 1.99 £1.57
B'Q504R 254 + 118 441 +£2.05 104 + 42 10.4 +4.16
B'K598W 195+ 20 5.16 £0.52 75+28 14.2 £ 5.21
B'P750L 449 + 183 243 +£0.99 122 £12 8.23+0.84
B'F773V 409 + 256 3.04 £1.91 116 £ 55 9.72 +4.61
B'Q929A 40 720 + 47 500 0.08 £0.09 16 300 + 21 200 0.42 +0.54
B'HI36A R 0 s | 297000347000 | 0.010.01
B'H936Q 2487 £ 333 0.41 +£0.05 611 + 297 1.86 £0.90
B'G1136S 948 + 529 1.25+0.70 221 £ 163 6.20 £4.57
ASI3 1280 + 529 0.85+0.35 162 £ 69 6.77 £2.89
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4.4 Gre-tekijoiden karkiosan aminohapot RNA:n leikkautumisessa

Gre-tekijat auttavat E. colin RNA-polymeraasia vapautumaan peruutustilasta
tehostamalla RNA:n leikkautumista (katso luvut 1.4.2 ja 1.5.1). Rakenteellisesta
samankaltaisuudestaan huolimatta ne ohjaavat RNA:n leikkautumista eri
tavalla. GreA ohjaa RNA:n leikkautumista joko kahden tai kolmen nukleotidin
verran, kun taas GreB ohjaa RNA:n leikkautumista spesifisesti kolmen
nukleotidin verran ja voi leikata jopa 9 nukleotidia kerrallaan irti RNA:sta
riippuen RNA-polymeraasin translokaatiotilasta (Borukhov ym. 1993). Gre-tekija
sitoutuu RNA-polymeraasiin ja sen a-kierteinen karkiosa tyontyy
sekundaarikanavan kautta aktiiviseen keskukseen (katso kuva 10, sivu 23).
Tutkiaksemme Gre-tekijoiden valisia eroja RNA:n leikkautumisessa tuotimme
kimeerisen GreA-variantin R37A/E38S/H39Q/L42R/K43S (tasta eteenpain
"GreAB”), jossa GreA:n karjen aminohapot vaihdettiin vastaamaan GreB:n
karjen aminohappoja (kuva 22). Tutkimme leikkautumista GreA:n, GreB:n ja
GreAB:n lasna ollessa erilaisilla peruutustilaan stabiloiduilla DNA-RNA-
kehikoilla, joiden rakennetta muutimme vaihe vaiheelta nahdaksemme, mitka
tekijat hybridin rakenteessa vaikuttavat Gre-tekijoiden indusoimaan
leikkautumiseen (taulukko 7).

/ Mutatoitu alue
\ ‘ 20 0
\ R37A‘ 4R GreA :LIAA Eﬁ QQ
GreAB:IIAAIAXR QQ
£385 435 GreB :VTREVTWAZ »YOY i

H39Q

Kuva 22. Kimeerisen transkription leikkaamistekijan GreAB rakenne.
GreAB on E. coli ftranskription leikkaamistekijgn GreA variantti
R37A/E38S/H39Q/L42R/K43S, jossa kérkiosan aminohapot on vaihdettu
vastaamaan leikkaamistekijgd GreB. (Vasemmalla) Rakennemalli, jossa GreA:n
mallia (PDB: 1GRJ) on muokattu vastaamaan GreAB:t4. GreA:n osat on vérjétty
keltaisella, GreB:téd vastaavat aminohapot on vérjétty purppuralla. Mutaatio
H39Q ei vastaa E. colin GreA:ta tai GreB:t4, joten se on vérjatty harmaaksi.
(Oikealla) GreA:n, GreB:n ja GreAB:n aminohapposekvenssien rinnastus
kérkiosan alueesta. Aminohapot on Vvérjétty ominaisuuksiensa mukaan:
hydrofobiset (vihred), polaariset ja varauksettomat (syaani), positiivisesti
varautuneet (punainen), sekd negatiivisesti varautuneet (sininen).
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Taulukko 7. Gre-tekijéiden indusoiman leikkautumisen tutkimisessa kaytetyt DNA-RNA-kehikot. Taulukossa on esitetty DNA-
RNA-kehikkojen rakenteet ennen RNA:n leikkautumista. Emékset, joiden vélissé on tahti (*), eivdt muodosta keskenddn Watson-
Crick-eméspareja. Muista poiketen kehikossa C4 kéytettiin kahta ntDNA-juostetta (ntDNA+1 ja ntDNA:2), joiden avulla saatiin aikaan

katkennut ntDNA-juoste.
DNA-RNA- Kehikon rakenne RNA-tDNA- Emdés-
kehikko hybridin rakenne | analogit
Kehikko C1 9 pariutuvaa Ei
; CCAGAGGAGC TR
tONA: S117° | 5049 57 -ACTTGTAGCGATCTAAGGTT GGTCATGTCAGTAGAGTAGC-3’ | ©Mdsta, 2 vaaraa
RNA: R124 S117 3’ -TGAACATCGCTAGATTCCAAGGTCTCCTCGCCAGTACAGTCATCTCATCG-5' emasparia RNA:n
ntDNA: S049 CCAGAGGAG* * 3’-paassa
R124 5’Atto680-CACACAA AC
Kehikko C2 9 pariutuvaa 2AP E
{DNA: S117 CCAGAGGAGC omasth, 2 vEAra4 RNA'(ss)a
- S049 5’ -ACTTGTAGCGATCTAAGGTT GGTCATGTCAGTAGAGTAGC-3' asla, - RINA.
RNA: R052 S117 3’ -TGAACATCGCTAGATTCCAAGGTCTCCTCGCCAGTACAGTCATCTCATCG-5' emasparia RNA:n | j+2
ntDNA: S049 CCAGAGGAG* * 3’-paassa asema
R052 5’Atto680-CUCACAA C
Kehikko C3 9 pariutuvaa 2AP E
{DNA: S117 CCAGAGGACC omasth, 2 vEAra RNA'(ss)a
: S232 5’/ -ACTTGTAGCGATCTAAGGTT * GGTCATGTCAGTAGAGTAGC-3’ asta, - NINA.
RNA: R052 S117 3’ -TGAACATCGCTAGATTCCAAGGTCTCCTCGCCAGTACAGTCATCTCATCG-5' emasparia RNA:n | i+2
ntDNA: S232 CCAGAGGAG* * 3’-paassa asema
R052 5’Atto680-CUCACAA X®
Kehikko C4 5235 9 pariutuvaa 2AP ()
tDNA: S117 | 5150 5/ -ACTTGTAGCGATCTAAGGTT GGTCATGTCAGTAGAGTAGC-3’ emasta, 2 vaaraa | RNA:ssa
RNA: R052 S117 3’ -TGAACATCGCTAGATTCCAAGGTCTCCTCGCCAGTACAGTCATCTCATCG-5' emasparia RNA:n | i+2
ntDNA+: S120 CCAGAGGAG** 3’-paassa asema

ntDNA,: S235

RO52 5"Atto680-CUCACAA

X

57



Leikkautumiskokeissa TEC koottiin ilman magnesiumia ennenaikaisen
leikkautumisen estamiseksi. Reaktiot kaynnistettiin sekoittamalla TEC:n (200
nM) kanssa samanaikaisesti MgClz:a (1 mM) sekd GreA:ta, GreB:ta tai
GreAB:ta (2 uM). Kontrollireaktiossa TEC:ia inkuboitiin ilman Gre-tekijoita 1 mM
MgCl>-pitoisuudessa, jotta saataisiin selville, kuinka suuri osuus havaitusta
leikkautumisesta johtui RNA-polymeraasin omasta RNaasiaktiivisuudesta.
TEC:ia inkuboitin magnesiumin ja Gre-tekijoiden kanssa 10 minuuttia.
Leikkautumistuotteet kvantitoitin RNA-geeliltda ja eripituisten leikkautumis-
tuotteiden osuuksia verrattiin Gre-tekijoiden valilla (kuvat 23 ja 24).

Pre =——Post

Palautuminen1 Peruuttaminen

CAGAGGAG &
AGGTT GGTCAT
TCCAAGGTCTCCTCGCCAGTA

C%C%?,CCAGAGGAG@O

RNA 5'-Ch

18 nukleotidia ~ Cre-tekija

+ Mg

RNA leikkautuu

Kuva 23. Gre-tekijéiden indusoiman leikkautumisen tutkimisessa kéaytetty
koeasetelma. Koeasetelmassa koottiin erilaisia TEC:ja, joissa kaikissa RNA:n
3’-pdén kaksi emésta (adeniini/2AP ja sytosiini) eivat pariudu tDNA:n emésten
kanssa. Tédmé stabiloi TEC:t kahden nukleotidin pituista peruutustilaa. Kuvan
kehikossa (C1) RNA:N 3’-pé&én toiseksi viimeinen nukleotidieméds on adeniini,
muissa kehikoissa (C2-C4) kéaytettin adeniinieméksen sijaan puriinieméas-
analogia 2AP. RNA:n leikkautuminen ké&ynnistettiin lisdédmélld TEC:n joukkoon
leikkaamistekijgé (GreA, GreB tai GreAB) ja magnesiumia. Eripituiset RNA:n
leikkautumistuotteet eroteltiin geelilléd ja niiden méaéardsuhteita verrattiin toisiinsa
eri Gre-tekijbiden valilla.

Kaikissa kehikoissa RNA ja tDNA pariutuivat 9 emasparin verran siten, etta
RNA:n 3’-paassa oli kaksi pariutumatonta nukleotidia. Kehikossa C1 kaytettiin
RNA:ta, jonka toiseksi viimeinen emas RNA:n 3’-paassa oli adeniini. Muissa
kehikoissa toiseksi viimeinen emas oli adeniinin sijaan 2AP. Kehikossa C3
tDNA:n ja ntDNA:n valilla oli vaara emaspari (dC-dC-pari) kohdassa i-2 (ennen
leikkautumista). Kehikossa C4 kaytettin kahta Iyhytta ntDNA:ta, jotka
hybridisoituivat eri paihin tDNA:ta tuottaen 10 nukleotidia pitkan katkoksen
ntDNA:han.
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Kehikko C1 Kehikko C2

RNATS | gy s s oums RNA18| s s = E—
RNA17 RNA17
RNA16 . RNA16
RNA15 — G - RNA15
RNA14 RNA14
RNA13 RNA13
GreA| - =+ - - GreA| = + - -
GreB| - - + - GreB| - = o -
GreAB| - - - -+ GreAB| - - - +
S 1.0 = 1.04
T 0.8 $ 0.8
S 0.6 S 0.6
I 2
€ 0.4 £ 0.4
2 ] = I
3 0.2] 3 0.2
P . =2 J
T 0.07976% 69.8% 609% 451% 8 0.07T78% 248% 49.1% 22.7 %
+109 +151 +148 +283 +39 +123 +107 186
RNA:ta leikkautunut yhteensa RNA:ta leikkautunut yhteensé
Kehikko C3 Kehikko C4
RNA1S| S S s S— RNA1S | s -
RNA17 RNA17
RNA16 RNA16 - -
RNA15 — RNA15 —
RNA14 RNA14
RNA13 RNA13
GreA| - o - - GreA| - o 2 - =
GreB| - - + - GreB| - - + =
GreAB| = - - + GreAB| - - - =
= 1.01 £ 1.0
$ 08 T 0.8
S 0.6 S 0.6
g 0.4 £ 0.4]
5 0.2] 5 0.2
E 4 s A 2
= 001559 52.3% 58.3% 34.3% = 00T %5% 80.6% 893% 347 %
- 0.1 +4.2 +33 +14.8 — +01 *51 +05 +9.2
RNA:ta leikkautunut yhteensa RNA:ta leikkautunut yhteensa

Kuva 24. Gre-tekijoiden indusoiman leikkautumisen spesifisyys.
Leikkaamistekijoiden GreA, GreB ja GreAB indusoimaa leikkautumista
tarkasteltiin neljéllé erilaisella DNA-RNA-kehikolla (taulukko 7). RNA:n annettiin
leikkautua Gre-tekijén lasnd ollessa 10 minuuttia 1 mM Mg?*-pitoisuudessa.
Eripituiset RNA-tuotteet kvantitoitin RNA-geeliltéd. Pylvdédn vérit kuvaavat
eripituisten RNA-tuotteiden osuutta kaikesta havaitusta RNA:sta: RNA17 (-1
NMP) keltainen, RNA16 (-2 NMP) kirkkaanpunainen, RNA15 (-3 NMP)
tummanpunainen, RNA14 ja RNA13 (-4 NMP ja -5 NMP) sininen.
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Havaitsimme GreA:n, GreB:n ja GreAB:n valilla selkeita eroja sekd RNA:n
leikkautumisen tehokkuudessa etta spesifisyydessa eri hybrideissa (kuva 24).
GreA:n havaittiin leikkaavan RNA:ta sekad kahden ettda kolmen nukleotidin
verran, kun taas GreB:n havaittiin leikkaavan paaasiassa kolmen nukleotidin
verran. Kehikoissa C1 ja C2 seka GreA:n etta GreB:n havaittiin tuottavan myos
viidellda nukleotidilla leikkautunutta RNA:ta (RNA13). Kyseista tuotetta ei
havaittu kehikoissa C3 ja C4. Merkittavin havainto on, etta GreAB indusoi
leikkautumista spesifisesti kolmen nukleotidin verran kuten GreB samalla kun
GreA leikkaa RNA:ta seka kahden etta kolmen nukleotidin verran (kuva 25).
Nain ollen Gre-tekijan karkeen kohdistetut mutaatiot todella muuttivat GreA:n
leikkaamisen spesifisyytta GreB:n kaltaiseksi.

Kehikossa C1 oli havaittavissa vahaista RNA-polymeraasin RNaasiaktiivisuutta
(keskimaarin 11.6 % kolmen nukleotidin verran leikkautunutta RNA:ta). Muissa
kehikoissa ei havaittu merkittavia maaria leikkautumista ilman Gre-tekijoita eli
leikkautuminen on paaasiassa Gre-tekijoiden indusoimaa kehikoissa C2-C4.
Kehikoissa C1 ja C2 leikkautumistuotteiden maarasuhteet ovat hyvin
samanlaisia, mutta kehikossa C2 on havaittavissa 20 % vahemman
leikkautumista kuin kehikossa C1. Kehikossa C1 RNA:n 3’-paan toiseksi
viimeinen nukleotidiemas oli adeniini, kun taas kehikoissa C2-C4 sen tilalla oli
2AP. 2AP vahensi siis Gre-tekijoiden indusoimaa RNA:n leikkautumista
ollessaan toiseksi viimeinen nukleotidi RNA:n 3’-paassa. Kehikossa C3 ainoa
ero kehikkoon C2 on vaara emaspari tDNA:n ja ntDNA:n valilla. Tassa
kehikossa RNA ei enaa leikkautunut viiden nukleotidin pituudelta, vaikka
leikkautumista havaittiin yhteensa noin 10 % enemman kuin kehikossa C2.
Samalla havaittiin kasvua kolmella nukleotidilla leikkautuneen RNA:n maarassa
kaikilla Gre-tekijoilla. Kehikossa C4 ntDNA:ssa oli 10 nukleotidin pituinen
katkos, jolloin RNA:n leikkautumista havaittiin GreA:n ja GreB:n Iasna ollessa yli
80 %. GreA:n lasna ollessa kahdella nukleotidilla leikkautuneen RNA:n osuus
kasvoi huomattavasti suhteessa kolmella leikkautuneeseen RNA:han. GreB:lla
havaittin edelleen paaasiassa kolmella nukleotidilla leikkautunutta RNA:ta.
GreA:sta ja GreB:std poiketen GreAB:lla ei havaittu merkittavaa muutosta
RNA:n leikkautumisessa verrattuna muihin kehikkoihin, mika voi johtua
mutaatioiden aiheuttamasta heikentyneesta affiniteetista RNA-polymeraasiin.
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 CAGAGGAG
AGGTT GGTCAT
TCCAAGGTCTCCTCGCCAGTA
pPCCAGAGGAGg

P
RNA 5'—cPC
18 nukleotidia

GreB/GreAB
GreA, Mg*
Mg* GAC
AC
GAC <CAGAGGAG
¢ CAGAGGAG AGGTT CETEAR
AGGTT GGTCAT TCCAACCTCTECTCECCCACTA
TCCAAGETCTCCTCECCAGTA pPCCAGAGGA
~PCCAGAGGAG e
o RNA 5'-C
RNA 5'-Ch 15 nukleotidia

16 nukleotidia

Kuva 25. Gre-tekijat indusoivat RNA:n leikkautumista eri kohdista. Kuvan
kehikossa (C1) RNA:N 3’-pé&én toiseksi viimeinen nukleotidieméds on adeniini,
muissa kehikoissa (C2-C4) kéytettiin adeniiniemédksen sijaan 2AP:ia. RNA:n
leikkautuminen ké&ynnistettiin lisGdmélld TEC:n joukkoon leikkaamistekijéaa
(GreA, GreB tai GreAB) ja magnesiumia. GreA:n l4sné ollessa RNA leikkautui
Joko kahden tai kolmen nukleotidin verran, GreB:n ja GreAB:n ldsné&ollessa vain
kolmen nukleotidin verran.

0

4.5 Transkription aloitustekijan o’ vaikutus peruutustilan

muodostumiseen

Transkription aloitusvaiheessa erilaiset o-tekijat sitoutuvat RNA-polymeraasiin
ja ohjaavat sen sitoutumista promoottorialueelle. ¢’ vastaa bakteerisolujen
yllapitogeenien transkriptiosta saadellen yli tuhannen eri geenin lukua (Paget &
Helmann, 2003). Transkriptiotekija NusG korvaa o-tekijan RNA-polymeraasin
siirtyessa transkription aloitusvaiheesta pidennysvaiheeseen. Sekad o’ etta
NusG sitoutuvat E. coli RNA-polymeraasissa [3’-alayksikdiden muodostaman
"puristinkierteisiin® (engl. "clamp helices”), missa ne vuorovaikuttavat ylavirran
DNA:n kanssa (Zuo & Steitz, 2015; Liu & Steitz, 2017). NusG:n on havaittu
tehostavan RNA:n synteesia estamalla RNA-polymeraasia siirtymasta
peruutustilaan stabiloimalla ylavirran DNA:ta (Turtola & Belogurov, 2016).
Tutkimme myods samaan kohtaan sitoutuvan o’%:n vaikutusta peruutustilaan
siirtymisessé, koska myos 6’° vuorovaikuttaa ylavirran DNA:n kanssa ja sen on
osoitettu tuottavan RNA polymeraasin pysahtelya promoottorin Iahella (Perdue
& Roberts, 2011).
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Tutkimme peruutustilaan siirtymistd seuraamalla RNA:n leikkautumisen
nopeutta transkriptiotekijoiden lasna ollessa. Kokeissa koottiin TEC kayttaen
kehikkoa D1, jossa hybridisoituvan alueen pituus oli 11 emasparia (taulukko 8).
Tama mahdollisti RNA-polymeraasin siirtymisen post-, pre- ja peruutustilojen
valilla. Leikkautuminen indusoitiin sekoittamalla TEC:ia GreA:n (8 uM) ja
MgCl2:n (1 mM) kanssa. Gre-indusoitu RNA:n leikkautuminen on nopea reaktio,
jolloin leikkautumisreaktiota rajoittava vaihe on peruutustilaan siirtyminen, joten
seurasimme peruutustilan muodostumista GreA:n indusoiman leikkautumisen
avulla (kuva 26). RNA-polymeraasin siirtymista peruutustilaan havaittiin
kahdella eri menetelmalla: mittaamalla leikkautumisesta johtuvaa fluoresenssin-
muutosta stopped-flow-laitteella ja seuraamalla RNA:n leikkautumistuotteita
denaturoivalla polyakryyliamidigeelilla erillisessa kokeessa (kuva 27). TEC
koottiin ilman magnesiumia ennenaikaisen leikkautumisen estamiseksi.
Kehikossa D1 RNA:n 3’-paan toiseksi viimeinen nukleotidiemas oli 2AP, joka
fluoresoi irrotessaan RNA:n 3-paasta (eksitaatiomaksimi 320 nm,
emissiomaksimi 375 nm). Mittasimme RNA:n 3’-paasta irtoavan 2AP:n
tuottaman fluoresenssisignaalin muutosta aikayksikdssa. RNA:n 5’-paan
Atto680-leima mahdollisti leikkautumistuotteiden havaitsemisen denaturoivalla
polyakryyliamidigeelilla. Molempien kokeiden havainnot sovitettin Weibullin
venytettyyn eksponenttiyhtaloon ja sovitetuista kayrista maaritettiin reaktioiden

puoliintumisajat.
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Palautuminen || Peruuttaminen

1 nukleotidin peruutustila

CAGAGGAG
AGGTTC’ ‘qCGTCATT Matala

TCCAAGGTCTCCTCTGCAGTAA fluoresenssi
_«pACCAGAGGAGA
RNA 5'-cUCHR

18 nukleotidia GreA,
Mg*’
AC
CAGAGGAG
AGGTTC’ 4CGTCATT Korkea

TCCAAGGTCTCCTCTGCAGTAA fluoresenssi
APCCAGAGGAG

RNA 5'-cU
16 nukleotidia

Kuva 26. Peruutustilan muodostumisen mittaaminen Gre-tekijan
indusoiman leikkautumisen avulla. TEC koottiin kéyttden kehikkoa D1
(taulukko 8), joka voi siirtyd post-, pre- ja peruutustilan vélill4. TEC:n joukkoon
liséttiin GreA:ta ja magnesiumia, mikd sai aikaan RNA:n leikkautumisen
peruutustilassa. RNA:n 3-paén toiseksi viimeinen nukleotidi oli analogi 2AP,
Jonka fluoresenssi kasvaa sen erkaantuessa hiljentdjastdan (RNA:n 3’-pé&én
kolmanneksi viimeinen emé&s, guaniini). 2AP:n (sininen A) avulla RNA:n
leikkautuminen voitiin havaita mittaamalla fluoresenssinmuutosta. RNA:n 5’-
paéhén liitetty Atto680-leima mahdollisti myés RNA:n leikkautumistuotteiden
havaitsemisen geeliltd. RNA:n leikkautumista rajoittaa  peruutustilaan
siirtyminen, joten koeasetelmaa kéytettiin vertaamaan miten nopeasti TEC
siirtyy peruutustilaan leikkaamaan RNA:ta transkriptiotekijan o’ lasnéollessa.

Kuten aiemmin on havaittu (Turtola & Belogurov, 2016), NusG estaa
peruutustilaan  siirtymista, sillda sen lasnaollessa leikkautumisreaktion
puoliintumisaika kaksinkertaistui (kuva 27). Sitd vastoin ¢’%n lasnaollessa
havaitsimme RNA-polymeraasin siirtyvan peruutustilaan noin 1.5 kertaa

nopeammin kuin ilman transkriptiotekijoita.
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Taulukko 8. Transkriptiotekijan o’° vaikutuksien tutkimisessa kidytetyt DNA-RNA-kehikot. Taulukossa on esitetty DNA-RNA-
kehikkojen rakenteet ennen reaktioita.

DNA-RNA- Kehikon rakenne TEC:n Emaés-
kehikko konformaatiot analogit
Kehikko D1 CCAGAGGAGE 11 pariutuvaa 2AP ()
tDNA: S076 | 5457 5/ ACTTGTAGCGATCTAAGGTT CGTCATTGCAGTAGAGTAGC-3' emasta, voi RNA:ssa,
RNA: R052 S076 3’ -TGAACATCGCTAGATTCCAAGGTCTCCTCTGCAGTAACGTCATCTCATCG-5' siirtya 1 i+2 asema
ntDNA: S057 CCAGAGGAGK nukleotidin

R052 5’"Atto680-CUCACAA C peruutust”aan
Kehikko D2 CCAGAGGAGG 9 pariutuvaa 6MI (X)
tDNA: SO4IM | 5045 57 _ACTTGTAGCGATCTAAGGTT CATCATGTCAGTAGAGTAGC-3/ | émasta tDNAssa,
RNA: R024 S041M 3’ -TGAACATCGCTAGATTCCAAGKTCTCCTCCGTAGTACAGTCATCTCATCG-5' i-8
ntDNA: S042 CCAGAGGAG asema

R024 5’Atto680-CUCACAA

Kehikko D3 CCAGAGGAGG 9 pariutuvaa 6MI (X)
tDNA: S041M | 5045 57 —ACTTGTAGCGATCTAAGGTT CATCATGTCAGTAGAGTAGC-3’ | emasta tDNA:ssa,
RNA: RO30 S041M 3’ -TGAACATCGCTAGATTCCAAGXTCTCCTCCGTAGTACAGTCATCTCATCG-5' i-8
ntDNA: S042 CCAGAGGAG asema

RO30 5’ -CUCACAA
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Kuva 27. Transkriptiotekijoiden vaikutus GreA:n indusoimaan RNA:n
leikkautumiseen. RNA-polymeraasin siirtymista peruutustilaan tutkittiin GreA:n
indusoiman RNA:n leikkautumisen avulla joko transkriptiotekijén o’° tai NusG
ldsnéollessa. Kontrollireaktiossa TEC:i& inkuboitiin ilman transkriptiotekijoita.
GreA:n indusoimaa RNA:n leikkautumista seurattiin kahdella menetelmélla:
alikaerotteisesti denaturoivalla polyakryyliamidigeelilléd (yll& kvantitointi sekéa
geelikuvat) ja 2AP:n leikkautumisesta havaittavan fluoresenssinmuutoksen
perusteella (alhaalla vasemmalla). Leikkautumistuotteiden mééré ja 2AP:n
leikkautumisesta aiheutuva fluoresenssin muutos aikayksikéssé sovitettiin
Weibullin venytettyyn eksponenttiyhtalédn ja sovitetuista kéyristd médéritettiin
reaktioiden puoliintumisajat. (Alhaalla oikealla) Fluoresenssin muutoksesta
mééritetyt puoliintumisajat (violetti) ja geelilld analysoitujen leikkautumis-
reaktioiden puoliintumisajat (harmaa). n = 2.
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Mahdollinen mekanismi, jolla ¢’° voisi tehostaa peruutustilaan siirtymista, on
translokaation hidastaminen, mika lisaisi pre-tilan maaraa ja siten RNA-
polymeraasin todennakdisyytta siirtya peruutustilaan. Tasta syysta tutkimme
0’%n vaikutusta nukleotidin liittymisen ja translokaation nopeuksiin. Kokeissa
kaytettiin kehikkoja D2 ja D3, joissa 9 emasparia pitka hybridisoituva alue
stabiloi TEC:n post-tilaan (taulukko 8). Kehikkoa D2 kaytettiin GTP:n liittymisen
(katalyysin) reaktionopeuden selvittamiseen quench-flow-laitteella. Kehikkoa
D3, jossa RNA oli leimaamaton (ei Atto680-leimaa RNA:n 5’-paassa), kaytettiin
translokaation seuraamisen reaaliajassa stopped-flow-laitteella. Tama oli
mahdollista tDNA:han liitetyn fluoresoivan 6MI-leiman avulla. Havaitut
fluoresenssin muutokset perustuvat viereisten nukleotidien emasten "stacking”-
vuorovaikutuksiin, joissa analogin viereinen emas estaa fluoresenssia. RNA-
polymeraasin liikkuessa myos fluoresoiva 6MI-leima liikkuu ja erkanee
hiljentajastd kasvattaen fluoresenssisignaalia (kuva 28)(Hawkins, 2008;
Malinen ym. 2015).

Sytosiini H, Sytosiini
H,
N \SC (C)
ag WY
ou T
f : ﬁ
4
4] /g W }/ R
Guanunl 6-metyyli- |Soxantopter||n|
(G) (6MI)
R
RNA ENA ONA
q g S
= Nukleotidin 2 Nukleotidin >
] liittyminen, o liittyminen, &
EZ translokaatio (D%‘ translokaatio (:1%
CCAGAGGAG CAGAGGAGG )
7% 7% AGAGGAGGC
?G TCTCCTCCQ o TCTCCTCCGH ¢ TCTCCTCCGT
s 2 G : 5 C 8
S Matala % & Korkeampi 3 =
E fluoresenssi E O fluoresenssi (D% Q
{DNAT & {DNA & A Q

Kuva 28. Fluoresoivan 6MI-leiman kdytt6é translokaation havaitsemisessa.
(Ylh&élld) 6MI muodostaa sytosiinin  kanssa Watson-Crick-emé&sparin
guaniinieméksen tavoin. Vetysidokset on esitetty vihreillé katkoviivoilla. (Alla)
Translokaatiota seurattiin stopped-flow-laitteistolla tDNA:n i-8 asemaan liitetyn
fluoresoivan 6Ml-leiman avulla. Kun RNA pidentyy yhdelld nukleotidilld ja RNA-
polymeraasi translokoi, 6Ml-leima (X) siirtyy i-9 asemaan ja sen hiljentéja
(guaniiniemds, lihavoitu) erkanee leimasta, jolloin fluoresenssi kasvaa (Malinen
ym. 2015). Kun RNA-polymeraasi translokoi uudelleen, 6MI-leiman tuottama
fluoresenssi kasvaa entisestéén (Turtola & Belogurov, 2016).

66



Nukleotidin liittdmista ja translokaatiota seurattiin millisekunnin aikaskaalalla
ilman o’%nta (kontrolli) ja o’%n (2 uM) lasna ollessa (kuva 29). Havaitsimme
07%n lasna ollessa nukleotidin liittymisen puoliintumisajan olevan keskimaarin 6
millisekuntia pidempi. Sitd vastoin translokaation puoliintumisaika laski 7
millisekuntia suhteessa villityyppiin (12 millisekunnista 5 millisekuntiin). Tama

viittaa translokaation nopeutuneen ¢’%:n |asna ollessa.
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Kuva 29. Transkriptiotekijagn o’® vaikutus nukleotidin liittymiseen ja
translokaatioon. (Vasemmalla) RNA:n pidentymistd (nukleotidin liittymista)
seurattiin quench-flow-laitteistolla aikaerotteisesti. Translokaatiota seurattiin
stopped-flow-laitteistolla tDNA:n i-8 asemaan liitetyn fluoresoivan 6MI-leiman
avulla (kuva 28). Havainnot sovitettiin yhden eksponentin yhtélé6én (luku 3.5.6)
Jja sovitetuista kéyristd médéritettiin reaktioiden puoliintumisajat. (Oikealla)
Nukleotidin liittymisen (alempi pylvéds, tumma) ja translokaation (ylempi pylvés,
vaalea) puoliintumisajat. n = 2.
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5. Tulosten tarkastelu

Selvittddksemme  peruutustiian mekanismia tutkimme erilaisia RNA-
polymeraasivariantteja kayttamalla erilaisia DNA-RNA-kehikkoja, joissa RNA-
polymeraasi on stabiloitu yhden tai kahden nukleotidin pituisiin peruutustiloihin.
Kayttamamme koeasetelmat mahdollistavat lyhyiden peruutustilojen maaran
tarkan kvantitoinnin, peruutustilaan siirtymisen ja sielta palautumisen
nopeuksien selvittamisen sekd RNA:n leikkautumisen tarkastelun. Nailla
koeasetelmilla on mahdollista tutkia yhden nukleotidin pituista peruutustilaa,

jonka havaitsemiseen ei ole aiemmin ollut sopivia menetelmia.

5.1 Liipaisinsilmukan laskostuminen ja magnesium stabiloivat

peruutustilaa

Havaitsimme liipaisinsilmukkaa stabiloivien RNA-polymeraasi varianttien
B'P750L, B'F773V (Malinen ym. 2014) ja B'G1136S (Meija ym. 2015) olevan
villityyppia enemman peruutustilassa ja poistuvan sielta huomattavasti
hitaammin. Vastaavasti f'H936Q, joka destabiloi RNA:n ja liipaisinsilmukan
valisia vuorovaikutuksia (Mishanina ym. 2017), oli hyvin vahan peruutustilassa.
Nama tulokset osoittavat liipaisinsimukan laskostuneen konformaation
stabiloivan peruutustilaa. Tama on ristiriidassa peruutustilassa olevan
T. thermophilus RNA-polymeraasin kiderakenteen kanssa (Sekine ym. 2015,
PDB: 4WQS). Tassa kiderakenteessa liipaisinsilimukka on taipunut poispain
aktiivisesta keskuksesta osittain laskostumattomaan muotoon (kuva 8, sivu 21).
Tama malli on saatu kiteytetyista elongaatiokomplekseista, jotka muodostettiin
ilman magnesiumia. Tuloksemme osoittavat magnesiumin stabiloivan
peruutustilaa, joten magnesiumin puuttuminen kristallisoiduista TEC:eista voi
selittda havaittuja eroja mallien ja kokeellisen datan valilla. Lisaksi
viimeaikaisissa julkaisuissa on havaittu, etta liipaisinsiimukan aminohappojen
mutaatiot vaikuttavat eripituisten peruutustilojen stabiilisuuteen (Mishanina ym.

2017), mita havaintomme tukevat.
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5.2 RNA:n leikkautuminen riippuu liipaisinsilmukan laskostumisesta seka
vuorovaikutuksista P-kohdan ja E-kohdan kanssa

Saamamme tulokset osoittavat liipaisinsiimukan olevan keskeinen tekija myos
RNA:n leikkautumisessa. Variantit B'P750L, B'F773V ja B'G1136S leikkasivat
tehokkaasti RNA:ta, vaikka ne eivat voi sijaintinsa vuoksi suoraan
vuorovaikuttaa RNA:n kanssa (kuva 30). Muutokset RNA:n leikkautumisessa
johtuvat siis niiden vaikutuksista liipaisinsilmukan laskostuneen muodon
stabiilisuuteen. RNA:n leikkautumista tarkasteltin RNA:n 3’-paan ollessa
pariutunut (rA-dT-pari, kehikko B1, taulukko 5) ja RNA:n ollessa pariutumaton
(rA-dG-pari, kehikko B2, taulukko 5). Laskostunutta liipaisinsiimukkaa
stabiloivat variantit leikkasivat RNA:ta molemmissa tapauksissa huomattavasti
villityyppia tehokkaammin, mika on selitettavissa peruutustilan stabiloitumisella
silloin, kun RNA:n 3’-paa on pariutunut. Vaara emaspari (rA-dG-pari) RNA:n 3’-
paassa stabiloi RNA-polymeraasin peruutustilaa destabiloimalla pre- ja post-
tiloja, jolloin laskostuneen liipaisinsilmukan vaikutus peruutustilan stabiilisuuteen
ei yksinaan selita yli 3 kertaa nopeampaa RNA:n leikkautumista suhteessa
villityyppiin varianteissa B'P750L, B'F773V ja B'G1136S. Jos liipaisinsiimukka
tehostaisi RNA:n leikkautumista ainoastaan stabiloimalla peruutustilaa, variantit
B'P750L, B'F773V ja B'G1136S leikkaisivat RNA:ta yhtad nopeasti kuin villityyppi
peruutustilaan stabiloidussa elongaatiokompleksissa, kuten peruutustilaa
destabiloivien varianttien BM681Y ja B’H936Q havaittiin tekevan.

Tulokset antavat viitteita siita, etta liipaisinsilmukan laskostuminen ei pelkastaan
stabiloi peruutustilaa vaan tehostaa myds RNA:n leikkautumista. Tata
paatelmaa tukee edelleen se, ettd mutaatiot liipaisinsiimukassa itsessaan
(B'Q929A, PB'H936A ja B'H936Q) vaikuttivat voimakkaasti RNA:n
leikkautumiseen. Inaktivoivat alaniinimutaatiot kaytannossa havittivat RNA-
polymeraasin sisaisen RNaasiaktiivisuuden ja konservoituneen histidiinin
vaihdos glutamiiniksi (B'H936Q) heikensi leikkautumista RNA:n 3’-paan ollessa
pariutunut todennakoisesti estamalla peruutustilan muodostumista. Nama
tulokset tukevat artikkelissa Mishanina ym. 2017 esitettyja johtopaatoksia,
joiden mukaan liipaisinsimukka ohjaa RNA:n 3’-paan orientaatiota

leikkautumisessa. Tulosten varmentamiseksi tulisi kuitenkin selvittaa voivatko
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liipaisinsilmukan laskostunutta muotoa stabiloivat variantit 'P750L, B'F773V ja
B'G1136S stabiloida peruutustilaa edelleen silloin, kun RNA:n 3’-paa ei ole

pariutunut.

RNA:n 3'-p&a lahellda P-kohtaa RNA:n 3'-paa lahelld E-kohtaa

Kuva 30. Malli peruutustilassa olevasta RNA:sta. (Ylld) Aminohapot, joihin
tutkimuksessa kohdistettiin mutaatioita, on esitetty palloina niiden sijainnin
osoittamiseksi. Esitetyssd mallissa liipaisinsiimukka (syaani) on laskostuneessa
muodossa. Siltakierre on vérjétty vihredksi. RNA (keltainen) on yhden
nukleotidin pituisessa peruutustilassa. (Alla) Kaksi mallia, joissa RNA:n 3-péaéa
on eri orientaatioissa. Kuvan rakennemallit on muokattu artikkelissa Turtola &
Belogurov 2016 esitetystd rakennemallista.

Fysiologisesti on taysin ymmarrettavaa, etta liipaisinsiimukka itsessaan ei
leikkaa RNA:ta, silla muuten RNA:n leikkautuminen Kkilpailisi nukleotidin
littymisen kanssa, mika hidastaisi transkriptiota. Nain ollen leikkautuminen
tapahtuu tehokkaasti vain RNA-polymeraasin ollessa peruutustilassa, jossa
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RNA:n 3'-paa ei ole katalyyttisessd kohdassa vaan ohjautunut poispain
aktiivisesta keskuksesta. Peruutustilassa liipaisinsiimukka ohjaa RNA:n
leikkautumisen kannalta suotuisaan asemaan, muttei osallistu leikkautumis-
reaktion katalyysiin. Riippumatta RNA:n leikkautumismekanismista on selvaa,

etta liipaisinsilmukalla on oltava siina keskeinen rooli.

Tutkimme myos, miten P-kohtaan kohdistettu mutaatio BM681Y ja E-kohtaan
kohdistetut mutaatiot B'Q504R ja PR’K598W vaikuttavat peruutustilan
stabiilisuuteen ja RNA:n leikkautumiseen. Naiden muutosten avulla pyrimme
selvittamaan missa konformaatiossa RNA:N 3’-paa on yhden nukleotidin
peruutustilassa. Variantti BM681Y, jonka havaittiin olevan villityyppia vahemman
peruutustilassa, leikkasi RNA:ta villityyppia hitaammin RNA:n 3’-paan ollessa
pariutunut eli hidas leikkautuminen on selitettavissa peruutustilan vahaisella
maaralla. Vastaavasti RNA-polymeraasin ollessa stabiloituna peruutustilaan
variantti BM681Y leikkasi RNA:ta yhta nopeasti kuin villityyppi eli mutaatio
todennakoisesti  vaikutti  leikkautumiseen  ainoastaan  destabiloimalla
peruutustilaa. Yllattden E-kohdan varianteissa B'Q504R ja B’K598W RNA:n
leikkautuminen  oli  tehokkaampaa kuin muissa E. coli RNA-
polymeraasivarianteissa. Nailla mutaatioilla pyrittin heikentamaan yhden
nukleotidin peruutustilassa olevan RNA:n 3’-paan sitoutumista E-kohtaan.
Variantilla ’Q504R havaittiin vahemman peruutustilaa kuin villityypilla, kun taas
B'K598W ei vaikuttanut peruutustilan maaraan. Tasta huolimatta molemmat
variantit leikkasivat RNA:ta huomattavasti nopeammin kuin muut variantit
silloinkin, kun RNA-polymeraasi kykeni poistumaan peruutustilasta. E-kohtaan
kohdistettujen mutaatioiden vaikutukset peruutustilan stabiilisuuteen eivat siis
selita RNA:n leikkautumisen nopeutumista nailla varianteilla. Yksi mahdollinen
selitys leikkautumisen nopeutumiselle on, RNA:n sitoutuminen E-kohtaan
suojaa RNA:ta leikkautumiselta E. coli RNA-polymeraasissa, jolloin E-kohdan ja
RNA:n 3’-paan vuorovaikutusten heikentaminen mutaatioilla tehostaa RNA:n
leikkautumista. P- ja E-kohta ovat aktiivisessa keskuksessa erillaan toisistaan,
mutta molempiin kohtiin kohdistetut mutaatiot vaikuttivat merkittavasti
peruutustilan stabiilisuuteen ja leikkautumiseen. Tasta on mahdollista paatella,
etta peruutustilassa oleva RNA:n 3’-paa voi esiintya eri orientaatioissa ja siten
vuorovaikuttaa eri aminohappotahteiden kanssa (kuva 30).
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Leikkautumiskokeiden toistojen valilla havaittiin merkittavasti hajontaa erityisesti
niissa kokeissa, joissa RNA-polymeraasi leikkasi RNA:ta nopeasti. Koska
RNA:n leikkautumisreaktiot ovat hyvin hitaita, pienimmatkin muutokset
olosuhteissa, kuten Mg?*-pitoisuudessa, pH:ssa, lampdétilassa ja RNA-
polymeraasin aktiivisuudessa voivat muuttaa reaktionopeuksia merkittavasti
kasvattaen hajontaa kokeiden valilla. Tulosten luotettavuuden kannalta on siis
tarkeaa lisata toistojen maaraa ja muokata koeasetelmassa kaytettyja
olosuhteita niin, etta hajonta kokeiden valilla pienenee.

5.3 Gre-tekijan karkiosan aminohapot ohjaavat RNA:n leikkautumista

Tutkimuksessa tuotimme GreA-variantin GreAB, jossa osa GreA:n karkiosan
aminohapoista on vaihdettu vastaamaan GreB:ta. Taman variantin avulla
yritimme selvittaa, mitka aminohapot GreB:n karkiosassa ohjaavat RNA:ta
leikkautumaan eri kohdasta kuin GreA:n indusoimassa leikkautumisessa.
Mutaatiot R37A, E38S, H39Q, L42R ja K43S GreA:n karjessa yhdessa
aikaansaivat muutoksen leikkautumisen spesifisyydessa: GreAB indusoi RNA:n
leikkautumista ainoastaan samasta kohdasta kuin GreB. Kaikissa kokeissa
GreAB:n lasnd ollessa RNA:ta leikkautui vahemman kuin GreA:n ja GreB:n
lasnd ollessa, mikad johtuu joko heikentyneesta sitoutumisesta RNA-
polymeraasiin, leikkautumis-reaktion vaaranlaisesta koordinoimisesta tai

molemmista.

Tulosten avulla ei voi suoraan paatella mitkd mutaatioista saivat aikaan
muutoksen leikkautumisen spesifisyydessa. Tarkasteltaessa julkaistua
kiderakennetta, jossa T. thermophilus RNA-polymeraasi on kompleksoitunut
kimeerisen GreA-Gfh1-proteiinin kanssa (PDB: 4WQT), havaitaan, etta GreA:n
karjen aminohapot D41, L42, K43 ja E44 tyontyvat sekundaarikanavan kautta
aktiiviseen keskukseen (Sekine ym. 2015). Aspartaatti D41 ja glutamaatti E44
sitovat aktiivisen keskuksen magnesiumia, jonka oletetaan osallistuvan
leikkautumisreaktion katalyysiin  (Sosunova ym. 2003), joten naiden
aminohappojen valissa olevat aminohappotahteet (leusiini L42 ja lysiini K43
GreA:ssa, arginiini R42 ja seriini S43 GreB:ssa) saattaisivat vaikuttaa siihen
miten D41 ja E44 koordinoivat magnesiumia ja siten leikkautumista.
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Jatkotutkimuksia varten tulisi tuottaa GreA-variantteja, joissa mutaatioita on
kohdennettu vain aminohappotahteisiin L42 ja K43, tai GreB-variantteja, joissa
painvastoin mutatoidaan aminohappotahteet R42 ja S43 vastaamaan GreA:ta.

Lisaksi havaitsimme tDNA:n ja ntDNA:n valilla olevien muutosten vaikuttavan
merkittavasti Gre-tekijoiden kykyyn indusoida leikkautumista. Kun RNA:n 3’-
paan emas vaihdettiin adeniinista analogiksi 2AP, Gre-tekijoiden indusoima
RNA:n leikkautuminen vaheni 20—prosenttiyksikkoa. 2AP siis hairitsi RNA:n
leikkautumista eli leikkautuvan nukleotidin emasosan rakenne mahdollisesti
vaikuttaa leikkautumiseen, kuten aiemmin on esitetty (Zenkin ym. 2006). Kun
tDNA:n ja ntDNA:n valille tuotettiin dC-dC-pari, RNA:n leikkautumisen maara ei
laskenut, mutta viiden nukleotidin verran leikkautunutta RNA:ta ei enaa havaittu.
Samalla havaittin enemman kolmen nukleotidin verran leikkautunutta RNA:ta.
Tama viittaa siihen, etta dC-dC-pari esti RNA:ta leikkautumasta enempaa kuin
kolmen nukleotidin verran. Kun kaytimme epajatkuvaa ntDNA, jossa oli 10
nukleotidia pitka katkos RNA-tDNA-hybridin kohdalla, GreA:n ja GreB:n lasna
ollessa RNA:sta leikkautui 80—90 % eli leikkautuminen tehostui huomattavasti.
Katkonainen ntDNA-juoste myos muutti GreA:n indusoimaa leikkautumista
siten, etta suurin osa leikkautumistuotteista on leikkautunut kahdella, kun
muissa kehikoissa GreA leikkasi RNA:ta kahden ja kolmen nukleotidin verran
lahes yhta paljon. Nama tulokset antavat ymmartaa, etta Gre-tekijan indusoima
leikkautumiseen vaikuttaa koko RNA-tDNA-hybridin rakenne, ei pelkastaan
peruutustilassa oleva RNA. Nama tulokset vaativat lisaselvityksia tarkemman
hypoteesin muodostamiseksi.

5.4 RNA leikkautuu tehokkaasti ja spesifisesti kahden guaniiniemaksen

valista

Tutkiessamme RNA:n sisaistd Rnaasiaktiivisuutta havaitsimme RNA:ssa olevan
sekvenssin "GGA” ohjaavan RNA:n leikkautumista spesifisesti kahden
guaniiniemaksen valista. Tutkimuksissamme havaitsimme, ettd E. coli RNA-
polymeraasi villityyppi ja sen variantit sekd D. radiodurans RNA-polymeraasi
leikkasivat RNA:ta peruutustilassa spesifisesti kahden guaniiniemaksen valista.
Havaitsimme samankaltaista spesifisyyttda RNA:n leikkautumisessa, kun
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tutkimme Gre-tekijoiden indusoimaa leikkautumista. Gre-tekijoiden Iasna ollessa
RNA leikkautui my0Os tarkasti kahden guaniiniemaksen valista silloin, kun Gre-
tekija kykeni leikkaamaan RNA:ta enemman kuin kolmen nukleotidin verran.
GGA-sekvenssi todennakodisesti lukitsee RNA:n 3’-paan leikkautumiselle
suotuisaan asemaan ja voi sitd kautta mahdollisesti tehostaa RNA-

polymeraasin palautumista pysahtyneista komplekseista transkription aikana.

5.5 Tehostamalla peruutustilaan siirtymistd o’® voi saidelld siirtymisté
transkription aloituksen ja pidennysvaiheen valilla

Transkriptiossa RNA-polymeraasi ei yksinaan liiku DNA:ta pitkin, vaan siihen on
sitoutuneena eri aikoina vahintaan yksi transkriptiotekija, joka vaikuttaa RNA-
polymeraasin toimintaan. Tasta syysta havaitsemamme erot transkription
aloitustekijan o’° ja pidennystekijan NusG valilla kuvastavat eroja transkription
séatelysséd sen eri vaiheissa. Havaitsimme, ettd tekijaga o’® sitova RNA-
polymeraasi siirtyy peruutustilaan noin 3 kertaa nopeammin kuin NusG:ta sitova
RNA-polymeraasi. Ohjaamalla RNA-polymeraasin siirtymista peruutustilaan o”®
hidastaa RNA:n pidentymista transkription alussa antaen pidennystekija
NusG:lle aikaa sitoutua. Taman jalkeen NusG estaa peruutustilaan siirtymista
nain tehostaen RNA:n synteesid pidennysvaiheessa. Siita, miten kauan o°
pysyy sitoutuneena RNA-polymeraasiin, on vaihtelevia tutkimustuloksia
(Reppas ym. 2006; Mooney ym. 2009; Harden ym. 2016). On kuitenkin
huomioitava, ettd hidastamalla transkriptiota sen alkuvaiheissa ¢’° saatelee
koko transkription nopeutta: mitd kauemmin o’° on sitoutuneena RNA-
polymeraasiin, sita kauemmin koko transkriptio kestda. RNA-polymeraasin
hidas eteneminen rajoittaa myos muiden RNA-polymeraasien sitoutumista
promoottorialueelle, mika vahentaa geenin luennan maaraa (Epshtein & Nudler,
2003). Jatkotutkimuksia varten tulisi yksityiskohtaisesti selvittaa, milla
mekanismilla 0’° tehostaa peruutustilaan siirtymista. Myés eri o-tekijoiden valilla
voi olla eroja niin peruutustilaan ohjaamisessa kuin RNA-polymeraasiin
sitoutumisessa, joten niidenkin vaikutuksia peruutustiiaan ja sitd kautta

transkription saatelyyn tulisi tutkia.
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6. Yhteenveto

Vaikka RNA-polymeraasin peruuttaminen pysayttaakin RNA:n synteesin, se on
keskeinen osa transkriptiota ja geenien ilmenemisen saatelya niin bakteereilla
kuin eukaryooteillakin. Esimerkiksi selkajanteisilla peruutustilasta riippuvainen
RNA-polymeraasin pysahtyminen promoottorialueen Iahella saatelee jopa
tuhansien geenien ilmenemista. Peruutustilan muodostumisen ja peruutustilasta
palautumisen tutkiminen auttaa ymmartamaan geenien ilmenemisen saatelya.
Transkriptiossa tapahtuvien virheiden korjaaminen eli transkription oikoluku
vaatii myos peruutustilaan siirtymisen, jotta RNA-polymeraasi voi leikata
littdmansa vaaran nukleotidin pois RNA:sta. Transkription oikoluvun
mekanismin selvittaminen on tarkeaa, silla bakteereilla RNA:n leikkaaminen voi
toimia resistenssimekanismina antibiooteiksi kehitettyja nukleosidianalogeja
vastaan. Kehittamamme koeasetelmat mahdollistavat lyhyiden peruutustilojen
ja RNA:n leikkautumisen yksityiskohtaisen tarkastelun. Lisaksi niiden avulla on
mahdollista seurata, miten eri transkriptiotekijat ohjaavat RNA-polymeraasin

toimintaa peruutustilan kautta.
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