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Fytokromit ovat punaista ja kaukopunaista valoa absorboivia valoreseptoreita, joita 
esiintyy kasveissa, bakteereissa ja sienissä. Fytokromiin sitoutunut molekyyli, 
kromofori, absorboi fotonin ja saa aikaan muutoksia fytokromin kolmiulotteisessa 
rakenteessa: punaista valoa absorboiva Pr-tila virittyy Pfr-tilaksi, joka palaa takaisin 
Pr-tilaan absorboimalla kaukopunaista valoa tai ilman valotusta 
pimeäpalautumalla. Fytokromin valovaihtuvuudessa tärkeän rakenteen on 
havaittu olevan fytokromi-spesifisessä domeenissa (PHY-domeenissa) sijaitseva 
PHY-lisäke. Tässä tutkielmassa pyrkimyksenä oli tuottaa ja puhdistaa Deinococcus 
radiodurans -bakteerifytokromia ilman PHY-lisäkettä ja verrata mutantin UV-Vis-
spektriä villityypin spektriin. Lisäksi selvitettiin, saadaanko mutantti valotettua Pfr-
tilaan. Mutanttia saatiin tuotettua ja puhdistettua pieni määrä, 0,51 mg. Mutantin 
valotus Pfr-tilaan onnistui. Mutantin ja villityypin UV-Vis-spektrit erosivat 
toisistaan, sillä mutantti absorboi villityyppiä vähemmän punaista ja 
kaukopunaista valoa. Pimeäpalautumisessa, jossa tarkasteltiin mutantin 
palautumista Pfr-tilasta takaisin Pr-tilaan ilman valotusta, havaittiin mutantin 
palautuvan huomattavasti nopeammin kuin villityypin. Tutkielman keskeinen 
päätelmä on, että PHY-lisäke voidaan poistaa fytokromista säilyttäen sen 
valovaihtuvuus. Mutantin UV-Vis-spektrin ja pimeäpalautumisen perusteella 
voidaan päätellä, että PHY-lisäke stabiloi Pfr-tilaa. 
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Phytochromes are photoreceptors, that absorb red and far-red light and are found 
in plants, bacteria and fungi. Chromophore, a molecule bound to phytochrome, 
absorbs a photon and causes changes in the three-dimensional structure of the 
phytochrome: the red light absorbing Pr state can be excited to the far-red light 
absorbing Pfr state. The phytochrome returns to the Pr state by the absorption of 
far-red light or thermally in dark. An important structure in photoactivation has 
been located to the phytochrome specific domain (PHY-domain) and the hairpin 
structure in the phytochrome specific domain. The aim of this thesis was to express 
and purify bacteriophytochrome of Deinococcus radiodurans without the hairpin 
structure and to compare the UV-Vis spectra of the mutant with the wild type. In 
addition, the aim was to find out if the mutant can be excited to the Pfr state. The 
expression of the mutant was successful and a small amount of phytochrome was 
purified, 0.51 mg. The mutant could be excited to the Pfr state. The UV-Vis spectra 
of the mutant and wild type phytochrome were different from one another: the 
mutant absorbed less red and far-red light than the wild type. In dark reversion 
experiment, where the kinetics of returning to Pr state from Pfr state was studied, it 
was observed that the mutant reversed faster than the wild type. The main 
conclusion is that the hairpin structure in the phytochrome specific domain can be 
removed while maintaining the ability of the phytochrome to be activated by light. 
Based on the UV-Vis spectra and the dark reversion, it is apparent that the Pfr state 
is stabilised by the hairpin structure of the phytochrome specific domain. 
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SANASTO JA LYHENTEET 

 

SANASTO 

Domeeni  proteiiniketju, joka on itsenäisesti stabiili tai kykenee 

läpikäymään muutoksia itsenäisesti 

PHY-lisäke  osa fytokromi-spesifistä (PHY) -domeenia 

Pfr-tila           kaukopunaista valoa absorboiva tila 

Pr-tila  punaista valoa absorboiva tila 

signaalinvälitys absorption aiheuttamat muutokset, jotka johtavat 

fytokromin entsymaattisen yksikön aktivoitumiseen 

valoaktivaatio  fytokromin valottaminen punaisella tai kaukopunaisella 

valolla valovaihtuvuuden aikaansaamiseksi  

valovaihtuvuus fytokromin kyky siirtyä Pr-tilan ja Pfr-tilan välillä 

 

 

LYHENTEET 

GAF cGMP fosfodiesteraasi / adenyylisyklaasi / FhlA  

LB Luria Bertani -kasvatusliuos 

PAS Per / Arndt / Sim 

PHY  fytokromi-spesifinen 

SDS-PAGE natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidi- 

geelielektroforeesi 

TCEP tris-(2-karboksietyyli)fosfiini 

UV-Vis  ultravioletti-näkyvä valo

https://fi.wikipedia.org/wiki/Elektroforeesi


 

   

 

1 JOHDANTO  

Valoreseptorit ovat proteiineja, jotka absorboivat sähkömagneettista säteilyä eri aal-

lonpituuksilla (Van Der Horst & Hellinwerf 2004, Fraikin ym. 2015). Absorption 

kautta eliöt saavat tietoa ympäristöstä, minkä avulla ne voivat kontrolloida esimer-

kiksi kasvua ja käyttäytymistä ja sopeutua vallitseviin valo-olosuhteisiin (Heintzen 

2012). Valoreseptoreja ovat esimerkiksi eläimien näköpigmentit (Fuortes 1971) ja 

fotosynteettisillä eliöillä valoreseptorit kontrolloivat fotosynteesiä (Bauer ym. 2003). 

Valoreseptoreille tyypillistä on valovaihtuvuus, joka tarkoittaa proteiinin kolmi-

ulotteisen rakenteen muuttumista sen absorboidessa valoa (Fraikin ym. 2015). Tämä 

tutkielma käsittelee valoreseptoreista fytokromia. 

Fytokromit ovat homodimeerisiä punaista ja kaukopunaista valoa absorboivia 

valoreseptoreja kasveissa, bakteereissa ja sienissä (Fankhauser 2001, Rockwell ym. 

2006, Takala ym. 2020). Fytokromi löydettiin ensimmäisen kerran vuonna 1959 

(Butler ym. 1959). Aiemmin oli havaittu, että jaksottaisella punaisen valon aallonpi-

tuuksille altistumisella on vaikutusta kasvien siementen itämiseen (Borthwick ym. 

1952). Fytokromit osallistuvat esimerkiksi fotosynteesiin säätelemällä fotosynteet-

tisten proteiinien ilmentymistä (Kreslavski ym. 2018).  

Fytokromeilla on lähi-infrapunasäteilyn alueella fluoresenssia (Anders & Essen 

2015). Mutaatioilla on saatu parannettua fluoresenssiominaisuuksia ja fytokromien 

valovaihtuvuus vähentymään (Auldridge ym. 2012). Tällöin on mahdollista käyttää 

fytokromia biomarkkerina esimerkiksi optogenetiikassa eli biologian sovellusalalla, 

jossa valoreseptoreita hyödynnetään muokkaamaan solun toimintoja valolla (Losi 

ym. 2010). Fytokromeilla on sovelluskäyttöä valovaihtuvien entsyymien 

suunnittelussa sekä valoriippuvaisessa geeniekspressiossa (Fraikin 2015). Kaikille 

sovelluksille oleellista on, että fytokromien toiminta atomitasolla tunnetaan (Takala 

ym. 2020).
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Fytokromeihin, kuten muihinkin valoreseptoreihin, on kiinnittynyt molekyyli, 

kromofori, joka absorboi valon (Heintzen 2012), mikä muuttaa valoreseptorin 

domeenien rakennetta (Fraikin ym. 2015). Domeeni on itsenäisesti stabiili peptidi-

ketju tai peptidiketju, joka pystyy käymään läpi muutoksia proteiinissa itsenäisesti 

(Nelson & Cox 2017 s. 137). Rakennemuutokset aiheuttavat lopulta biologisen 

vasteen solussa (Fraikin ym. 2015). 

Fytokromi koostuu PAS- ja GAF-domeeneista, fytokromi-spesifisestä domeenista 

(PHY-domeeni), entsymaattisesta yksiköstä sekä kromoforista (Kuva 1) (Takala ym. 

2020). PAS- ja GAF-domeeneja sekä PHY-domeenia yhdessä kutsutaan valo-

sensorimoduuliksi, joka vastaa signaalin välitykseen vaadittavista rakennemuutok-

sista, jotka aktivoivat entsymaattista yksikköä (Takala ym. 2020). 

Aktivoitumisessa tärkeäksi on havaittu PHY-domeenin osana toimiva spesifinen 

rakenne, niin kutsuttu PHY-lisäke (Takala ym. 2014a). Kuvassa (Kuva 1) on esitelty 

valosensorimoduulin domeenien rakenne ja niiden kytkeytyminen toisiinsa 

bakteerifytokromilla. Kuvaan (Kuva 1) on merkitty kromoforin vuorovaikutukset 

GAF-domeeniin sekä spesifiin PHY-lisäkkeen rakenteeseen. Kemialliselta 

rakenteeltaan kromofori on biliini tetrapyrroli (Bhoo ym. 2001, Fraikin ym. 2015). 
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Kuva 1. Fytokromin monomeeri Pr-tilassa sekä GAF-domeenin ja PHY-lisäkkeen 
vuorovaikutukset kromoforiin. GAF-, PAS- ja PHY-domeenit, PHY-lisäke, selkä-
rankaheliksi sekä kromofori merkitty.  Entsymaattinen yksikkö ei ole kuvassa. (PDB 
id: 4O01 (Takala ym. 2014a))  

 

Fytokromin rakenne vaihtelee punaista valoa absorboivan (Pr) rakenteen ja kauko-

punaista valoa absorboivan (Pfr) rakenteen välillä (Kuva 2). Pfr-tilaan siirtymisen 

jälkeen fytokromi pystyy muokkaamaan eliön toimintaa toimimalla kinaasina. 

Bakteerifytokromeilla entsymaattinen yksikkö on usein histidiinikinaasi (Möglich 

2019, Shin ym. 2016). Histidiinikinaasit fosforyloivat kohdeproteiineja histidiinin 

kohdalla (Stock ym. 2000). 
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Kuva 2. (A) Fytokromin valovaihtuvuuden rakennemuutokset punaista valoa 
absorboivasta Pr-tilasta kaukopunaista valoa absorboivaan Pfr-tilaan. Pr-tilassa 
valovaihtuvuudessa tärkeäksi havaittu PHY-lisäke on betakonformaatiossa ja 
selkärankaheliksi on taipunut. Pfr-tilassa PHY-lisäke on alfaheliksinä ja selkäranka-
heliksit erkanevat (PDB id: 4O0P (Pr) ja 4O01 (Pfr) (Takala ym. 2014a)).  
(B) Fytokromin valovaihtuvuus kaavakuvana. Pr-tilaan palautuminen voi tapahtua 
myös pimeäpalautumisen kautta ilman valotusta. 

 

Rakennemuutoksessa Pr-tilasta Pfr-tilaan tapahtuu kromoforin D-renkaan C15–

C16 -kaksoissidoksen E–Z -isomerisaatio (Kuva 1) (Rüdiger ym. 1983). 

Isomerisaatio aiheuttaa muutoksia kromoforin ja ympäröivien aminohappojen 

vuorovaikutuksissa, minkä on havaittu vaikuttavan PHY-lisäkkeen 

konformaatioon (Takala ym. 2014a). PHY-lisäke lyhenee 2,5 Ångströmin verran ja 

laskostuu alfakierteeksi. Lisäkkeen uudelleen laskostumisella on yhteys 

monomeerien erkaantumiseen toisistaan useiden nanometrien verran (Kuva 2A). 

Tämän hetken tiedon mukaan muutokset kromoforissa vaikuttavat lisäkkeeseen 

aiheuttaen uudelleenlaskostumisen. 

Kokonaiskuvassa valosensorisessa moduulissa tapahtuu kromoforin 

isomerisaation johdosta paikallisia muutoksia, jotka muokkaavat pitkiä domeenien 

välisiä yhteyksiä, kuten PHY-lisäkkeen laskostumista, ja nämä muutokset ohjaavat 
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entsymaattisen yksikön toimintaa (Yang ym. 2008, Burgie ym. 2014a, Burgie ym. 

2016). 

Pimeäpalautuminen tarkoittaa fytokromin palautumista Pfr-tilasta Pr-tilaan ilman 

valotusta (Rockwell & Lagarias 2010). Fytokromin pimeäpalautumisen kesto on 

lajista riippuen tunneista muutamiin päiviin (Rockwell ym. 2006). 

Pimeäpalautumisen kestoon voivat vaikuttaa muun muassa ympäristön pH, 

ionivahvuus, erilaiset pelkistävät tekijät sekä metalli-ionikonsentraatio.  

Fytokromien siirtymistä Pr-ja Pfr-tilojen välillä voidaan tarkastella tasapainoreak-

tiona. Punaisessa valossa osa fytokromipopulaatiosta on Pr-tilassa ja osa Pfr-tilassa. 

Pimeäpalautumisessa fytokromipopulaatio hakeutuu uuteen tasapainotilaan 

tietyllä nopeudella. Ensimmäisen kertaluvun tasapainoreaktioissa lähtöaineen 

reaktionopeus reaktiotuotteeksi on riippuvainen lähtöaineen konsentraatiosta 

(Creighton 2010). Tämä tarkoittaa, että reaktio hidastuu edetessään, sillä lähtöai-

neen konsentraatio vähenee reaktiotuotteiden konsentraation kasvaessa.  

Toisen kertaluvun reaktiossa kaksi lähtöainetta tai kaksi saman lähtöaineen mole-

kyyliä saavat aikaan reaktion ja niiden konsentraatiot vaikuttavat reaktionopeuteen 

(Creighton 2010). Mikäli lähtöaineiden konsentraatiot ovat samat, reaktio etenee 

ensimmäisen kertaluvun reaktion mukaisesti. Mikäli toisen lähtöaineen 

konsentraatio on reaktion alussa huomattavasti toisen konsentraatiota suurempi ja 

säilyy niin läpi reaktion, reaktio tapahtuu ensimmäisen kertaluvun reaktion kal-

taisesti (Creighton 2010).  

Absorbanssi kuvaa, kuinka iso osa säteilevästä valosta jää näytteeseen valon koh-

datessa sen (Nelson & Cox 2017 s. 80). Aine pystyy absorboimaan vain 

energiatilaansa vastaavaa energiaa. Aineen energiatila muuttuu, kun se absorboi 

valoa. UV-Vis-spektroskopia perustuu aineen kykyyn reagoida 

sähkömagneettiseen säteilyyn. UV-Vis-spektroskopialla mitataan absorboituneen 

valon määrää. Lamber-Beerin laki on yhtälö, joka kuvaa absorbanssin 
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muodostuvan väliaineen paksuuden (l), molaarisen absorptiokertoimen (ε) ja 

näytteen konsentraation (c) tulona 

𝐴 = 𝜀𝑙𝑐 . 

Tutkielmassa tuotettiin ja puhdistettiin E. colin BL21(DE3) -kannan soluissa 

Deinococcus radiodurans –bakteerifytokromimutanttia. Mutantista oli poistettu PHY-

lisäke ja lisätty poistokohtaan kysteiini (L445-C-A480) sekä korvattu kaksi 

pintakysteiiniä seriinillä (C93S, C437S). D. radioduransin fytokromilla on C24-sidos 

kromoforiin (Wagner ym. 2005), joten sitä ei ole mutatoitu pois, jotta ei muutettaisi 

muita kromoforin yhteyksiä aminohappoihin, jotka voisivat vaikuttaa valovaihtu-

vuuteen. Mutantilla ei ole entsymaattista yksikköä. Tämän tutkielman jälkeen PHY-

lisäkkeen poistokohdan mutatoituun kysteiiniin pyritään uudelleenkytkemään 

PHY-lisäke, minkä takia pintakysteiinit korvattiin seriinillä, jotta lisäkettä ei 

kytkettäisi väärään kohtaan. 

Tämän tutkielman tavoitteena on tuottaa ja puhdistaa mutanttifytokromia ja 

verrata mutantin ja villityypin fytokromin UV-Vis-spektrejä toisiinsa. Selvitetään, 

miten spektrit eroavat toisistaan ja saadaanko mutantti valotettua Pfr-tilaan. 

Hypoteesimme on, että tuotto ja puhdistus onnistuvat, mutantin spektri eroaa villi-

tyypistä ja mutantti saadaan valotettua Pfr-tilaan. Oletamme näin, koska tärkeäksi 

havaitun rakenteen poisto mitä ilmeisemmin vaikuttaa fytokromin toimintaan eli 

valovaihtuvuuteen. Kromofori on läheisessä vuorovaikutuksessa PHY-lisäkkeen 

kanssa (Kuva 1). 

Parhaan tietomme mukaan PHY-lisäkettä ei ole aiemmin poistettu kuin yhdessä 

tutkimuksessa (Gourinchas 2018). On tärkeää saada tietää mitä vaikutuksia 

poistamisella tulee olemaan proteiiniin tai voidaanko PHY-lisäkettä edes poistaa 

vahingoittamatta proteiinia muutoin. Tämän tutkielman tuloksia hyödynnetään 

mahdollisesti projekteissa, jossa tutkitaan tarkemmin PHY-lisäkkeen roolia. 
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2 AINEISTO JA MENETELMÄT 

2.1 Proteiinin tuotto 

Tässä tutkielmassa tuotettiin, puhdistettiin ja tutkittiin mutatoitua 

bakteerifytokromia. FM Moona Kurttila oli tehnyt mutaatiot pET21b-plasmidiin. 

Aloitettiin 5 ml tuotto (5 ml LB-liuos, 404 mM ampisilliini) lisäämällä LB-kasvatus-

liuokseen glyserolissa säilöttyjä BL21DE3-kannan soluja, joihin oli transformoitu 

Deinococcus radiodurans –bakteerifytokromin mutanttia sisältävä plasmidi. 

Inkuboitiin aloituskasvatusta +37 °C, 230 rpm, 19 tuntia (New Brunswick Scientific, 

Excella E24 Inkubator Shaker Series). 

Siirretiin 1 ml aloituskasvatusta tuottokasvatukseen (500 ml LB, 404 mM 

ampisilliini). Inkuboitiin +37 °C, 230 rpm (New Brunswick Excella E25, Incubator 

Shaker Series) (2 h 15 min). Seurattiin bakteerikulttuurin OD600-arvoa. Kun OD600-

arvo oli 0,61, aloitettiin tuotto lisäämällä IPTG (1 mM, Thermo Scientific). 

Inkuboitiin +28 °C, 230 rpm, yön yli.  

Otettiin SDS-PAGE-näytteet ennen tuoton aloitusta (näyte 1) ja yön yli tuoton 

jälkeen (näyte 2). SDS-PAGE-näytteitä sentrifugoitiin 5 min, 5000 rpm (Thermo 

Scientific). Supernatantti poistettiin ja lisättiin 1:1 Nanopure-vettä ja 2x SDS-näyte-

puskuria (35,5 V% H2O, 2 V% SDS, 25 V% glyseroli, 0,06 M Tris pH 6,8, 10-3 V% 

Promophenol Blue 10%:ssa etanolissa, 5 V% b-merkaptoetanoli).  

Tuottokasvatuksesta kerättiin bakteerit sentrifugoimalla 15 minuuttia, 6000 rpm,  

+4 °C (Thermo Scientific, Sorval RC6+ ja F9S-4x1000y rotor), jonka jälkeen bakteeri-

pellettiin lisättiin 20 ml lyysispuskuria (20mM Tris, 50 mM NaCl, 0,3 mM TCEP, pH 

8). Liuotettiin pelletti puskuriin ja lisättiin vielä noin 30 ml puskuria. Suspensiot 

säilöttiin jäillä.  
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2.2 Bakteerien lyysaus 

Bakteerit lyysattiin Avestin Emulsiflex-C3 –homogenisaattorilla, jotta fytokromi 

saatiin vapautettua bakteerien sisältä. Sylinteri pestiin vedellä ja jäähdytettiin jäillä 

15 min ennen lyysausta. Näyte kiersi kahdesti laitteen läpi 1000–1500 bar paineessa. 

Lysaatti säilöttiin jäillä. 

Sentrifugoitiin lyysattua näytettä 30 min, 20000 rpm, +4 °C (Thermo Scientific, 

Sorval RC6+ ja F21S-8x50 rotor) erottamaan bakteerimassa proteiinipitoisesta 

supernatantista. Lysaatista otettiin SDS-PAGE-näyte, joka sentrifugoitiin kuten 

aikaisemmat SDS-PAGE-näytteet, mutta 13300 rpm. Otettiin SDS-PAGE-näyte 

(näyte 3) pelletistä ja käsiteltiin kuten aiemmat SDS-PAGE-näytteet. Otettiin 

supernatantista SDS-PAGE-näyte (näyte 4), johon lisättiin 30 µl näytepuskuria.  

Liuotettiin 2,3 mg biliverdiiniä (Frontier Scientific, biliverdin hydrochloride) 100 µl 

0,6 M NaOH ja 900 µl lyysispuskuria. Biliverdiiniä lisättiin liuokseen, jotta 

fytokromi saataisiin valovaihtuvaksi ja mittaukset tehtyä. Lisättiin liuotettu 

biliverdiini sentrifugoidun lysaatin supernatanttiin ja inkuboitiin +4 ºC ja pimeässä 

yön yli.  

2.3 Kromatografia 

Biliverdiinin, mahdollisten aggregaattien tai saostumien liukeneminen ja 

poistuminen varmistettiin sentrifugoimalla näytettä 6000 rpm, +4 °C, 15 min 

(Heraeus Megafuge 1,0R). His6-leimattu fytokromi (Liite 1) puhdistettiin muista 

näytteen sisältämistä proteiineista affiniteettikromatografialla sitouttamalla 

fytokromi HisTrap FF Crude 5 ml pylvään (GE Healthcare) sisältämään nikkeliin. 

Ajo suoritettiin BioRad NGC Chromatography -laitteella ohjeen mukaisesti. 

Pesupuskurilla (20 mM Tris pH 8, 50 mM NaCl, 5 mM imidatsoli, 0,6 mM TCEP) 

huuhdeltiin pylväästä muut proteiinit fytokromin ollessa sitoutuneena nikkeliin. 

Eluutiopuskurin (20 mM Tris pH 8, 50 mM NaCl, 500 mM imidatsoli, 0,6 M TCEP) 
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sisältämä imidatsoli korvasi fytokromin sitoutumisen nikkeliin, jolloin fytokromi 

eluoitui pois ja se pystyttiin keräämään. Koko ajon ajan mitattiin absorbanssia 280, 

405, 700 ja 750 nm aallonpituuksilla. Kerätyt näytteet absorboivat eluution aikana 

700 nm, mistä tiedettiin niiden sisältävän fytokromia. TCEP:tä käytettiin puskurissa 

pelkistämään mutaatiokohtaan lisätty kysteiini. 

Otettiin SDS-PAGE-näyte (näyte 5) eniten 700 nm aallonpituutta absorboivista 

fraktioista. Suoritettiin osalle hieman 700 nm aallonpituutta absorboiville 

pesuvaiheen fraktioille vastaava affiniteettikromatografia uudestaan samalla 

tavalla, jotta varmistuttaisiin, että kaikki mahdollinen fytokromi kerätään. Otettiin 

SDS-PAGE-näyte (näyte 6) toisen ajon 700 nm aallonpituutta eniten absorboivasta 

fraktiosta, joka kerättiin. 

Laimennettiin fraktiot 50 ml SEC-puskurilla (30 mM Tris, pH 8, 0,6 mM TCEP). 

Mitattiin ensimmäisen ja toisen ajon näytteiden proteiinikonsentraatio spektrofoto-

metrillä (Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer). Konsentroitiin näytteet noin 10 

ml tilavuuteen konsentrointiputkilla (Millipore Amicon Ultra-15 10 kDa) 4800 rpm, 

10 min, +4 °C (Heraeus Megafuge 1,0R) lisäämään fytokromin pitoisuutta 

näytteessä. Yhdistettiin konsentroitu näyte ja toisesta affiniteettikromatografiasta 

kerätty fytokromia sisältävä näyte yhdeksi näytteeksi. 

Liuotettiin 3,8 mg biliverdiiniä 100 µl 0,6 M NaOH ja 900 µl lyysispuskuria ja lisättiin 

yhdistettyyn näytteeseen, jotta varmasti kaikkiin fytokromipopulaation 

fytokromeihin sitoutuisi biliverdiini. Inkuboitiin jäillä pimeässä yön yli. 

Konsentroitiin näyte kaksi kertaa kuten aiemmin noin 1 ml tilavuuteen. 

Ruiskusuodatettiin näyteliuos ruiskusuodattimella (VWR Syringe filter 0,2 µm 

cellulose acelate membrane). Suoritettiin kokoerottelukromatografia erottamaan 

mahdolliset proteiiniaggregaatit näytteestä sekä selvittämään biliverdiinin 

kiinnittymistä fytokromiin. Ajo suoritettiin samalla laitteella kuin 

affinitettikromatografia ohjeen mukaisesti. Käytetty pylväs oli HiLoad 26/600 
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Superdex 20 pg (GE Healthcare). Havainnoitiin samoja aallonpituuksia kuin 

affiniteettikromatografiassa ja 700 nm absorboivat fytokromifraktiot kerättiin.  

Otettiin SDS-PAGE-näyte (näyte 7) eniten fytokromia sisältävästä fraktiosta ja SDS-

PAGE-näyte (näyte 8) kaikista kerätyistä fytokromia sisältävistä fraktioista. 

Mitattiin näytteiden proteiinikonsentaatio spektrofotometrillä (Nanodrop ND-1000 

Spectrophotometer). Jatkettiin konsentrointia kuten aiemmin ja otettiin SDS-PAGE-

näyte (näyte 9), josta mitattiin proteiinikonsentraatio uudelleen kuten aiemmin. 

Jäädytettiin näyte nestemäisellä typellä ja säilytettiin - 80 °C. 

Näytteitä kuumennettiin 5 min +95 °C ennen SDS-PAGE-ajoa. Ajettiin näytteet 

(näytteet 1–9) 12 % SDS-PAGE-geelissä (Biorad Mini-Protean TGX Gels) SDS-ajo-

puskurissa (250 mM Tris, 1,9 M glysiini, 5,4 m-% SDS), 200 V, 15 minuuttia. 

Molekyylipainostandardina käytettiin Thermo Scientific Page Ruler Plus Prestained 

Protein Ladder. SDS-PAGE-geeli inkuboitiin väriaineessa (0,04 % Serva Blue, 25 % 

isopropanoli, 10 % etikkahappo) 15 minuuttia. Väriaineen poiston jälkeen 

inkuboitiin geeliä hetki 10 % etikkahapossa. Liuos vaihdettiin kerran ja geeli jätettiin 

noin kolmeksi vuorokaudeksi inkuboitumaan, jotta väriaine poistuu geelistä. Geeli 

kuvattiin Biorad ChemiDoc MP Imaging Systemillä. 

2.4 UV-Vis-spektroskopia 

Mutantin ja villityypin fytokromin (PAS-GAF-PHY 31.07.19. JR) UV-Vis-spektrit 

mitattiin Agilent Technologiesin Cary 8454 UV-Vis-spektrofotometrillä. Kauko-

punavalotuksessa käytettiin 780–1060 nm valoa, punaisen valon valotuksessa 

käytettiin 661 nm LED-valoa. Käytetyt kyvetit olivat 10 mm Quartz Suprasil -

kyvettejä (Helma Analytics). Mutantti laimennettiin 10x ja villityyppi 230x SEC-

puskurilla. 

Mitattiin taustavalon ja puskurin spektrit ennen ensimmäistä mittausta erikseen 

villityypille ja mutantille. Spektrit mitattiin ensin ilman valotusta. Mutanttia 



11 

 

   

 

valotettiin yhteensä 30 sekuntia 661 nm valolla, jonka jälkeen yhteensä 3,5 minuuttia 

kaukopunavalolla ja vielä 37 sekuntia 661 nm. Villityyppi valotettiin yhteensä 40 

sekuntia 661 nm, jonka jälkeen yhteensä 75 sekuntia kaukopunavalolla ja tämän 

jälkeen vielä minuutti 661 nm. Valottaminen punaisella valolla tehtiin useassa 

osassa, minkä jälkeen aina mitattiin spektri, jotta varmistuttaisiin, että maksimi Pfr-

tila saavutetaan, kunnes valotetut spektrit olivat samat. Myös kaukopunaisella 

valolla valotettiin useassa osassa. 

Pimeäpalautumisen mittaus tehtiin mutantille ja villityypille samalla tavalla. 

Valotettiin yhteensä 200 sekuntia fytokromia valottamalla vuorotellen 20 sekuntia 

661 nm ja 20 s kaukopunavaloa aloittaen valottamalla 661 nm. Fytokromin spektri 

mitattiin seuraavissa aikapisteissä: 0 s, 15 s, 30 s, 60 s, 120 s, 4 min, 8 min, 15 min, 30 

min, 1 h 45 min ja 2 h 45 min. Ennen 0 sekunnin aikapistettä fytokromi valotettiin 

661 nm, jonka jälkeen spektri mitattiin. Alle 8 minuutin aikapisteet mitattiin näyt-

teestä, joka palautettiin mittausten välissä Pfr-tilaan valottamalla. Yli 8 minuutin 

aikapisteiden jälkeen fytokromia ei enää palautettu Pfr-tilaan mittausten välissä 

vaan spektrit mitattiin aikapisteissä.  

2.5 Tulosten käsittely 

Tulokset käsiteltiin Office 365 Excel -ohjelmalla (Microsoft). 

Affiniteettikromatografiassa ja kokoerottelukromatografiassa saaduista tuloksista 

tehtiin kuvaajat eikä dataa käsitelty muutoin. 

UV-Vis-spektrit käsiteltiin villityypin ja mutantin osalta samalla tavalla. Ensin pus-

kurin absorbanssi vähennettiin kaikista absorbanssiarvoista. Tämän jälkeen 

spektrien perustaso korjattiin vähentäen 850 nm absorbanssi kaikista arvoista. Näin 

ollen kaikki absorbanssit nousivat tasossa 850 nm absorbanssin verran. Tällä 

varmistettiin, että spektrissä ei ole negatiivisia absorbansseja, sillä 850 nm 

absorbanssin pitäisi olla nolla. 
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Mutantin spektreille tehtiin sironnankorjaus, sillä niiden havaittiin nousseen 

tasossa erityisesti pienempien aallonpituuksien kohdalla. Sironnankorjauksessa 

mutantin raakaspektristä vähennettiin sironnankorjausfunktion arvot. Mutantin ja 

villityypin spektrit normitettiin itsenäisesti jakamalla mutantin ja villityypin 

spektrin 280 nm absorbanssi kaikilla spektrin absorbansseilla. Kuvista jätettiin pois 

ne aallonpituudet, jotka eivät olleet merkityksellisiä tutkimuksen kannalta eli 

aallonpituudet alle 250 nm sekä yli 850 nm. 

Pfr:n suhteellinen osuus eri aikapisteissä laskettiin jakamalla aikapisteiden 750 nm 

absorbanssi 700 nm absorbanssilla erikseen jokaiselle spektrille. Spektri normitettiin 

jakamalla kaikki Pfr:n suhteellisen osuuden arvot Pfr:n suhteellisen osuuden 

maksimiarvolla eli ensimmäisen aikapisteen (0 min) arvolla. Näin ollen 

ensimmäisessä aikapisteessä (0 min) Pfr:n suhteellisen osuuden maksimiarvo saa 

arvon yksi. Pfr:n suhteellisen osuuden muutosta mallinnettiin kahden 

komponentin sovituksella ja yhden komponentin sovituksella MatLAB R2018c -

ohjelmistolla (The Mathworks, Inc.).  

3 TULOKSET 

Tutkielmassa tuotettiin ja puhdistettiin mutatoitua bakteerifytokromia, jota verrat-

tiin villityypin bakteerifytokromiin UV-Vis-spektroskopisesti. Tutkielman tulokset 

koostuvat SDS-PAGE-geelielektroforeesista, jolla pyrittiin seuraamaan tuoton ja 

puhdistuksen onnistumista, affiniteetti- ja kokoerottelukromatografiasta, joilla puh-

distettiin tuotettu fytokromi sekä UV-Vis-mittauksista, joissa verrattiin mutantti-

fytokromia villityypin fytokromiin.  

Mutantin sekvenssin (Liite 1) perusteella molekyylipainoksi tiedetään 51,35 kDa. 

Molekyylipaino on haettu mutantin sekvenssillä ProtParam-verkkosivulta. 
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Mutantin saanto oli 0,51 mg / 500 ml tuotto. Tuoton onnistuminen havaittiin 

lisääntyvästä proteiinin määrästä 51 kDa kohdalla tuoton aloituksen jälkeen (Kuva 

3, näytteet 1–2). Bakteerien hajotuksen jälkeen niiden sisältä saatiin kerättyä 

fytokromia, joka liukeni sentrifuugauksen jälkeen supernatanttiin (Kuva 3, näyte 4). 

Suurempi osa fytokromista jäi hajonneita bakteerisoluja sisältävään pellettiin (Kuva 

3, näyte 3). 

 

 

Kuva 3. SDS-PAGE–geeli. Näytteet on otettu tuoton ja puhdistuksen eri vaiheissa.  
Tuotetun fytokromin molekyylipaino on 51 kDa.  

 

Affiniteettikromatografialla onnistuttiin eristämään fytokromia (Kuva 3). 

Affiniteettikromatografialla ei saatu eristettyä puhdasta fytokromia, sillä 

affiniteettikromatografian jälkeinen näyte sisältää muitakin proteiineja kuin fyto-

kromia (Kuva 3, näytteet 5–6). Konsentrointi tuo esille, että 

kokoerottelukromatografialla ei myöskään saatu eroteltua pelkkää fytokromia, sillä 

lopullinen konsentroitu näyte ei ole puhdas (Kuva 3, näyte 9). Fytokromia on 

kuitenkin kaikista proteiineista eniten puhdistuksien jälkeisissä näytteissä (Kuva 3).  
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Affiniteettikromatografia ajettiin toisen kerran ensimmäisestä ajosta kerätyillä 

fraktioilla (Kuva 4B), koska 700 nm absorbanssi oli hieman kohonnut ja haluttiin 

varmistaa, että saadaan puhdistettua kaikki mahdollinen fytokromi. Toisella ajolla 

fytokromia ei juurikaan saatu eristettyä (Kuva 4D). Eluoidut näytteet absorboivat 

enemmän 400 nm kuin 700 nm (Kuva 4C ja 4D). Eluoidut näyteet absorboivat myös 

280 nm huomattavasti enemmän kuin 700 nm (Kuva 4C ja 4D). Ensimmäisen ajon 

jälkeen fytokromi eluoitui 107,4 mM ja toisella ajolla 106,1 mM 

imidatsolikonsentraatiossa. 

 

 

 

Kuva 4. Affiniteettikromatografia. (A) Ensimmäisen ajon kromatogrammi, johon 
keltaisella palkilla merkityistä tarkennukset kuvissa (B), jossa ensimmäisen ajon 
pesuvaiheen kromatogrammi fraktioista, jotka ajettiin toisen kerran sekä (C), jossa 
ensimmäisen ajon kromatogrammi eluution aikana. (D) Toisen ajon 
kromatogrammi eluution aikana. Sinisellä palkilla on merkitty kerätyt fraktiot, jotka 
absorboivat 700 nm. 
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Kokoerottelukromatografialla saatiin eristettyä fytokromia (Kuva 5). Ennen 

fraktioiden keräystä näyte on absorboinut 280 ja 405 nm (Kuva 5). Kokoerottelu-

kromatografiassa 405 nm ja 700 nm absorbanssin suhde on kääntynyt verrattuna 

affiniteettikromatografiaan (Kuva 5). Kokoerottelukromatografiassa myös 280 nm 

absorbanssin suhde 700 nm absorbanssiin on lähes 1 (Kuva 5). 

 

 

Kuva 5. Kokoerottelukromatografia. 700 nm absorboivat fraktiot kerättiin (sinisellä 
palkilla).  

 

Absorbanssia ei saatu mitattua affiniteettikromatografia-ajojen jälkeisistä 

näytteistä. Yhdistettyjen kokoerottelukromatografianäytteiden absorbanssi 

mitattiin, absorbanssiksi (A280) saatiin 0,03. Konsentroidun näytteen absorbanssia 

yritettiin mitata lukuisia kertoja, mutta tulokset vaihtelivat paljon. Absorbanssiksi 

saatiin kahdessa mittauksessa 0,178 sekä 0,189 aallonpituudella 280 nm. 

Absorbanssin keskiarvoksi määritettiin 0,1835. Nämä tulokset säästettiin. Laskettiin 

näytteen konsentraatio 

𝑐 =
𝐴280𝑘𝑒𝑠𝑘𝑖𝑎𝑟𝑣𝑜

𝐴𝑏𝑠 0,1 %
=

1,835

1,277
 𝑔/𝑙 = 1,437 𝑔/𝑙 , 
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jossa Abs 0,1 % on mutantin suhdeluku 1,277 ja A280-arvona käytettiin 1,835, joka on 

aallonpituudella 280 nm mitattujen absorbanssien keskiarvo 1 cm matkalla.  

Koska lopullisen konsentroidun näytteen konsentraation mittauksissa oli 

vaikeuksia, laskettiin UV-Vis-mittausten perusteella näytteen konsentraatio 

𝑐 =
𝐴280

𝐴𝑏𝑠 0,1 %
=

0,259510517120361

1,277  
= 2,032188858 ∙ 10−4 𝑚𝑔 / µ𝑙 .  

Kun laimennoskerroin (10) huomioitiin, saatiin konsentraatioksi 

𝑐 = 10 ∙  2,032188858 ∙  10−4 𝑚𝑔 / µ𝑙 =  2,0321 … ∙ 10−3 𝑚𝑔 / µ𝑙 . 

Laskettiin saanto 

𝑆𝑎𝑎𝑛𝑡𝑜 = 𝑐 ∙ 𝑉 =  2,0321 … ∙  10−3 𝑚𝑔 / µ𝑙 ∙  250 µ𝑙 =  0,50804 … 𝑚𝑔 

≈ 0,51 𝑚𝑔 . 

Villityypin fytokromi absorboi enemmän kuin mutantti sekä Pr- että Pfr-tilassa 600–

750 nm alueella (Kuva 6). Mutantti saatiin valotettua Pfr-tilaan (Kuva 6B). Mutantti 

absorboi enemmän 400 nm sekä Pr- että Pfr-tilassa (Kuva 6).  

Sironnankorjauksessa (Kuva 6D) pyrittiin vähentämään sironnan aiheuttama, 

erityisesti pienillä aallonpituuksilla havaittava spektrin liiallinen nousu tasosta. 

Sironnan korjaus tehtiin vain mutantin spektreille vähentämällä mutantin 

raakaspektrin absorbanssista sironnankorjausfunktion arvo 

𝐴𝑠𝑖𝑟𝑜𝑛𝑡𝑎𝑘𝑜𝑟𝑗𝑎𝑡𝑡𝑢 = 𝐴𝑚𝑢𝑡𝑎𝑛𝑡𝑡𝑖 𝑟𝑎𝑎𝑘𝑎𝑠𝑝𝑒𝑘𝑡𝑟𝑖 −
1

𝜆4
∙ 𝑥 , 

jossa A on absorbanssi, λ on aallonpituus ja x on vakio, tässä tapauksessa 0,30. 
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Kuva 6. (A) Mutantin UV-Vis-spektri Pr-tilassa verrattuna villityyppiin, molemmat 
valotettu kaukopunaisella valolla. (B) Mutantin UV-Vis-spektri Pfr-tilassa 
verrattuna villityyppiin, molemmat on valotettu punaisella valolla (661 nm).  
(C) Villityypin ja mutantin erotusspektrit, joissa Pr:n absorbanssi on vähennetty 
Pfr:n absorbanssista. (D) Mutantin Pr- ja Pfr-tilojen spektrit korjattiin sironnan 
osalta, esimerkkinä mutantin raakaspektri sekä korjattu spektri Pr-tilassa. 

 

Pimeäpalautumisessa mitattiin Pfr:n suhteellisen osuuden muutosta. Mutanttia ja 

villityyppiä valotettiin aluksi punaisella valolla 661 nm, jonka jälkeen spektri 

mitattiin eri aikapisteissä ilman valotusta (Kuva 7). Villityypin Pfr:n suhteellinen 

osuus ei juuri muuttunut mittausaikana, kun taas mutantti palautui nopeasti (Kuva 

7). Villityypin palautumisen aikavakio oli 39 min ensimmäisellä komponentilla 

(Taulukko 1). Mutantin kohdalla vastaava arvo oli 10 min (Taulukko 1).  
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Kuva 7. Pfr:n suhteellisen osuuden muutos ajan funktiona ilman valotusta kahden 
komponentin sovituksella (A) ja yhden komponentin sovituksella (B). Sekä 
mutanttia että villityyppiä valotettiin aluksi 661 nm, jotta fytokromi saatiin Pfr-
tilaan. Tämän jälkeen mitattiin spektri ilman valotusta eri aikapisteissä. Pfr:n 
suhteellisen osuuden muutos laskettiin jokaisessa aikapisteessä jakamalla 750 nm 
absorbanssi 700 nm absorbanssilla. Kuvat on normitettu niin, että nollassa 
minuutissa Pfr:n suhteellisen osuuden muutos saa arvon yksi Pfr:n 
maksimikonsentraatiossa näytteessä. Aikapisteissä mitattu data on merkitty 
pisteinä, yhden ja kahden komponentin sovitukset viivoina. 
 

Eri komponenttien sovitukset tehtiin mallintamaan palautumisreaktion 

kinetiikkaa. Yhden komponentin sovitus tehtiin oletuksella, että reaktio etenisi 

ensimmäisen kertaluvun kinetiikan mukaan (Kuva 7B). Yhden komponentin 

sovitus ei sopinut mitattuihin aikapisteisiin (Kuva 7B). Palautumista mallintaa 

paremmin toisen kertaluvun kinetiikkaan perustuva kahden komponentin 

mallinnus (Kuva 7A). Mallinnuksessa käytettyjen funktioiden vakiot taulukoitiin 

(Taulukko 1). Kun nopeusvakio (k) kasvaa ja aikavakio (τ) pienenee, palautuminen 

etenee nopeammin. 
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Taulukko 1. Pfr:n suhteellista muutosta kuvaavien kahden ja yhden komponentin 
funktioiden vakiot. Vakio A kuvaa amplitudia, k nopeusvakiota ja τ aikavakiota. τ 
on nopeusvakion käänteisluku. 
 

 Kahden komponentin sovitus Yhden komponentin sovitus 

vakio villityyppi mutantti villityyppi mutantti 

A1 0,0513 0,7822 0,9938 0,9804 

A2 0,9475 0,222   

k1 0,0258 0,09565 0,00059 0,05748 

k2 0,000231 0,007561   

τ1 39 min 10 min 28 h 17 min 

τ2 82 h 132 min   

4 TULOSTEN TARKASTELU 

Tässä tutkielmassa tuotettiin ja puhdistettiin bakteerifytokromia ilman PHY-

lisäkettä ja verrattiin sen UV-Vis-spektrejä villityypin fytokromiin. Tutkielman 

keskeinen löydös on, että PHY-lisäke voidaan poistaa fytokromista säilyttäen sen 

valovaihtuvuus, mutta mutantin UV-Vis-spektri eroaa villityypistä. 

4.1 Mutantin vähäinen saanto  

Fytokromia saatiin tuotettua ja puhdistettua varsin pieni määrä (0,51 mg / 500 ml 

tuotto). Erilaisten mutanttien saanto on ollut vaihtelevaa. Mutantteja on saatu 

tuotettua 1,1 mg / 500 ml ja 40,6 mg / 500 ml välillä (Kurttila 2019) sekä esimerkiksi 

jopa 79,5 mg/500 ml (Goncharenko 2018). Pienimmätkin määrät ovat suurempia 

kuin tässä tutkimuksessa saatu. Pientä saantoa selittää erityisesti fytokromin 

jääminen pellettiin (Kuva 3). Syy tähän voisi olla se, että mutantti ei ole niin stabiili 

kuin villityyppi. Stabiilisuudella tarkoitetaan tässä yhteydessä proteiinin kykyä 

säilyttää laskostunut rakenteensa, jolloin sillä on potentiaali toimia, joka fytokromin 

kohdalla tarkoittaa valoaktivaatiota kaukopunavalolla. Epästabiilimpi fytokromi 
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voisi liueta heikommin supernatanttiin tai mahdollisesti aggregoitua ja kasaantua 

pellettiin.  

Aikaisemmin tutkielmissa joillain mutanteilla pellettiin ei ole jäänyt suurta määrää 

fytokromia vaan suurin osa on ollut supernatantissa (Kurkinen 2017, Goncharenko 

2018). Toisaalta on tuotettu mutantteja, joista on jäänyt fytokromia pellettiin kuten 

tässä tutkimuksessa (Kurttila 2019). 

4.2 Puhdistus 

Aikaisempien tutkielmien osalta myös fytokromin puhtaus on vaihdellut eri 

mutanteilla. Joillain mutanteilla on saatu lähes täysin puhdasta fytokromia 

(Kurkinen 2017, Goncharenko 2018). Toisilla mutanteilla ei olla saatu täysin 

puhdasta fytokromia affiniteetti- ja kokoerottelukromatografian jälkeen (Kurttila 

2019). Puhtaus voi riippua myös menetelmästä eikä vain mutantista. Ainakin 

Kurkinen käytti tutkielmassaan korkean resoluution kokoerottelukromatografiaa. 

Tässä on verrattu vain muutamaan tutkielmaan, joten menetelmän ja mutantin 

vaikutuksesta puhtauteen on vaikea sanoa tarkemmin. 

Kuten aiemmin todettiin, mutantti on voinut aggregoitua tuoton jälkeisen 

sentrifugoinnin aikana ja kasaantua pellettiin (Kuva 3). Taipumus aggregoitua 

näkyy todennäköisesti myös puhdistuksen aikana. Mutantti on aggregoitunut mitä 

ilmeisemmin ennen affinitettikromatografian eluutiota tai sen aikana. Tämä 

aiheuttaa näytteessä sirontaa. Näytteeseen liukenemattomat aineet sirottavat valoa 

ja koska pienimmillä aallonpituuksilla sirontaa tapahtuu enemmän, vaikuttaa 

sironta 280 nm, 400 nm ja 700 nm välisiin suhteisiin. Näin ollen absorbanssi on 

suurempaa 400 nm kuin 700 nm affiniteettikromatografian eluution aikana (Kuva 

4A ja 4C).  
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Edellistä havaintoa vahvistaa kokoerottelukromatografian tulokset (Kuva 5). 

Tutkielmassa suoritettiin kokoerottelukromatografia, jotta mahdolliset aggregaatit 

saadaan poistettua. Kokoerottelukromatografian jälkeen 700 nm ja 400 nm suhde 

on kääntynyt ja on normaalin fytokromin absorptiospektrin mukainen (Kuva 5). 

Tämän selittää se, että aggregaattien poisto vähentää 400 nm absorbanssia, koska 

sirontaa tällä aallonpituudella ei tapahdu niin paljon, mikä muuttaa 400 nm 700 nm 

suhdetta. Kokoerottelukromatografiassa 700 nm ja 400 nm suhde on kääntynyt, 

joten se on sisältänyt aggregaatteja, jotka ovat aiheuttaneet sirontaa. 

Kromatogrammilta nähdään myös, että ennen kerättyjä fraktioita näytettä on 

eluoitunut pois (Kuva 5). Kaikkia aggregaatteja ei välttämättä ole saatu poistettua, 

koska UV-Vis-mittauksissa havaitaan sirontaa (Kuva 4D) tai mutantti aggregoituu 

puhdistuksen jälkeen. 

On mahdollista, että affinitettikromatografian aikana biliverdiiniä ei ole ollut 

tarpeeksi, jotta kaikkiin fytokromeihin olisi sitoutunut biliverdiini. Biliverdiiniä 

lisättiin affiniteettikromatografian jälkeen, jotta kaikki mahdollinen holoproteiini 

(biliverdiini sitoutuneena fytokromiin) saataisiin kerättyä. Biliverdiinin lisäys ei 

todennäköisesti ole vaikuttanut suuresti holoproteiinin määrään, koska vähentynyt 

280 nm absorbanssi kokoerottelukromatografiassa verrattuna affiniteetti-

kromatografiaan (Kuva 4 ja 5) selittyy todennäköisesti sironnan vähentymisellä 

kokoerottelukromatografian jälkeen. Aggregaattien poisto on vähentänyt sirontaa 

millä on ollut vaikutus sekä 280 nm ja 700 nm suhteeseen, että 700 nm ja 400 nm 

suhteeseen. Affiniteetti- ja kokoerottelukromatografia (Kuva 4 ja 5) sekä SDS-

PAGE-geeli (Kuva 3) kaikki viittaavat vahvasti mutantin aggregoituneen. 

Puhdistukset on tehty automaattisesti, joten työn suoritus tuskin on vaikuttanut 

puhdistuksen tarkkuuteen. Vaikka näyte ei ollut täysin puhdasta fytokromia, se ei 

näytä haitanneen UV-Vis-mittauksia mitatulla aallonpituusalueella (Kuva 6). Epä-

puhtaudet eivät sido biliverdiiniä ja niiden mahdollinen 280 nm absorbanssi ei näy 
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tuloksissa, koska spektrit on normitettu 280 nm mukaan. Epäpuhtaudet voivat 

kuitenkin vaikuttaa sirontaan. Affiniteetti-ja kokoerottelukromatografia ovat tälle 

tutkimukselle riittävän tarkkoja menetelmiä. 

4.3 Spektrien erot 

4.3.1 Mutantti on valovaihtuva 

Mutantti ei absorboinut kaukopunaista valoa niin paljon kuin villityyppi (Kuva 6). 

Tälle voi olla kaksi eri selitystä. Mutantti ei siirry Pfr-tilaan niin paljon ja tämä 

havaittaisiin pienempänä absorptiona. Voi olla, että mutantti siirtyy Pfr-tilaan yhtä 

paljon, mutta sen Pfr-tila on erilainen kuin villityypillä ja siten erilaisen kemiallisen 

ympäristön vuoksi sen absorptio-ominaisuudet olisivat erilaiset. Tällöin herää 

kysymys, voidaanko puhua Pfr-tilasta, mikäli se on selkeästi erilainen kuin 

villityypin Pfr-tila. Tutkimuksessa, jossa koko PHY-domeeni oli poistettu, 

absorbanssi oli vähentynyt kaukopuna-alueella verrattuna PHY-domeenilliseen 

fytokromiin (Takala ym. 2018). Tämä on yhteneväistä tutkimuksemme kanssa. 

 Samanlaisia havaintoja PHY-domeenin roolista on tehty aikaisemmin. Kun PHY-

domeeni on poistettu, absorbanssi ei saavuttanut samaa maksimiabsorbanssia kuin 

villityyppi (Takala ym. 2014b). Takalan ym. tutkimuksissa oli käytetty samaa villi-

tyyppiä kuin tässä tutkimuksessa. Vaikka tutkimuksessamme kaukopunavalon 

absorbanssi on vähäisempää mutantilla, tärkeä havainto on se, että mutantti 

saadaan valoaktivoitua Pfr-tilaan. 

4.3.2 PHY-lisäke on keskeinen signaalinvälityksessä 

Mutantin absorptio-ominaisuudet ovat erilaisia kuin villityypin. Mutantti absorboi 

enemmän 400 nm, mutta vähemmän punaista ja kaukopunaista valoa kuin 

villityyppi sekä Pr- että Pfr-tilassa (Kuva 6). Erilaiset absorptio-ominaisuudet 

viittaavat erilaiseen signaalinvälitykseen, koska erilainen kemiallinen rakenne 
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biliverdiinin ympärillä vaikuttaa sen absorptiokykyyn. Signaalinvälityksellä 

tarkoitetaan absorption aiheuttamien muutosten ketjua, joka lopulta johtaa 

entsymaattisen yksikön aktivoitumiseen. Tällä ei tarkoiteta signaalinvälitystä 

solussa, joka muokkaa eliön biologista toimintaa. Tutkimuksessa ei ollut mukana 

entsymaattista yksikköä. Jatkossa olisi tärkeää tutkia, saadaanko fytokromi 

biologisesti aktiiviseksi ilman PHY-lisäkettä. 

Koska mutantti on valovaihtuva ilman PHY-lisäkettä, on ilmeistä, että fytokromilla 

on oltava signaalinvälitysreittejä, joihin PHY-lisäke ei liity. On ehdotettu, että 

kromoforin muutokset eivät olisi täysin kytkeytyneitä fytokromin valovaihtumisen 

aikana tapahtuviin muutoksiin (Takala ym. 2018). Mutatoinnilla on saatu kromofori 

Pr-tilaan, mutta samaan aikaan domeenien tasapaino on ollut Pfr-tilassa. 

Tämän tutkimuksen perusteella emme voi sanoa, miten signaalinvälitysreitti 

muuttuu. UV-Vis-spektroskopialla mitataan kromoforin absorboiman valon 

määrää, mutta ei saada rakenteellista tietoa fytokromista. Emme esimerkiksi tiedä 

biliverdiinin konformaatiota tai yhteyksiä aminohappoihin. Rakenteellista tietoa 

fytokromeista on mitattu esimerkiksi röntgenkristallografialla (Ulijasz ym. 2011, 

Edlund ym. 2016, Claesson ym. 2020), NMR-spektroskopialla (Gustavsson ym. 

2020) ja kryoelektronimikroskoopilla (Ulijasz ym. 2011). Tutkimuksestamme 

ilmenee, että signaalinvälitysreitti todennäköisesti muuttuu, sillä mutantti ei siirry 

Pfr-tilaan niin paljoa kuin villityyppi (Kuva 6), vaikka on mahdollista, että mutantin 

Pfr-tila on erilainen kuin villityypin. Rakennemuutoksia ilman PHY-lisäkettä tulisi 

jatkossa tutkia. 

4.3.3 PHY-lisäke stabiloi Pfr-tilaa 

PHY-lisäkkeen on havaittu olevan keskeinen valovaihtumisessa (Takala ym. 2014a). 

PHY-lisäkkeen on havaittu estävän biliverdiinin liikkumista GAF-domeenin 

lähettyviltä (Ulijasz ym. 2011) ja yhden aminohapon muutokset PHY-lisäkkeeseen 
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ovat nopeuttaneet pimeäpalautumista tuhatkertaisesti (Burgie ym. 2014b). PHY-

lisäkkeen voidaan ajatella toimivan ikään kuin kytkimenä, joka säätelee PHY-

domeenin paikkaa. On havaittu, että Pfr-tilassa PHY-lisäke vetää PHY-domeenia 

lähemmäs GAF-domeenia (Takala ym. 2014a). 

Tarkastelemalla Pfr:n suhteellista osuutta eri aikapisteissä havaittiin mutantin 

palautuvan Pfr-tilasta Pr-tilaan huomattavasti nopeammin kuin villityypin (kuva 

7A). Tutkimuksessa, jossa koko PHY-domeeni oli poistettu, palautuminen oli 

nopeampaa verrattuna villityyppiin (Takala ym. 2014b). Tämä antaa tietoa siitä, että 

PHY-domeenilla on tärkeä rooli Pfr-tilan stabiloinnissa. On ehdotettu, että Pfr-tila 

omaa stabiilimman eli vakaamman rakenteen, Pr-tilan ollessa dynaamisempi 

(Gustavsson ym. 2020). Tämä tieto sekä aiemmat havainnot PHY-lisäkkeen 

merkityksestä yhdistettynä tutkimukseemme antaa viitteitä siitä, että PHY-lisäke 

stabiloi “jäykempää” Pfr-tilaa. 

Tutkimuksemme osoittaa, että PHY-lisäkkeen poisto saa aikaan muutoksia 

palautumisnopeudessa. Tämän lisäksi entsymaattinen yksikkö näyttää lisäävän 

palautumista (Takala ym. 2014b), joskin vähemmän kuin PHY-domeeni. Mielen-

kiintoista olisi tutkia seuraavaksi, kuinka palautuminen tapahtuu ilman PHY-

lisäkettä entsymaattisen yksikön kanssa. Vastaavia tuloksia PAS-GAF-domeenien 

nopeasta pimeäpalautumisesta ovat tehneet myös muut (Burgie ym. 2014b). 

Samassa tutkimuksessa kokopitkä fytokromi ei kuitenkaan palautunut nopeammin 

kuin ilman entsymaattista yksikköä oleva mutantti. Pimeäpalautuminen in vitro 

voisi mahdollisesti erota solun sisällä tehtävästä pimeäpalautumisesta (Klose ym. 

2020), mitä olisi myös tärkeä tutkia. 

Pfr:n suhteellisen osuuden muutosta tutkittiin sovittamalla mitatut aikapisteet 

kahdella komponentilla (Kuva 7A) ja yhdellä komponentilla (Kuva 7B). 

Aikapisteiden sovitukseen päädyttiin, sillä yhden komponentin sovitus ei 

kuvannut tarpeeksi tarkasti muutosta Pfr:n suhteellisessa osuudessa, vaan jätti osan 
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aikapisteistä kuvaajan ulkopuolelle. Kahden komponentin sovitus kuvasi Pfr:n 

suhteellisen osuuden muutosta tarkemmin ja aikapisteet asettuivat kuvaajalle. Pfr:n 

suhteellisen osuuden muutoksesta voidaan päätellä, että mutantti palaa Pr-tilaan 

huomattavasti villityyppiä nopeammin. 

Tärkeä huomio tutkielmassamme on se, että fytokromia voidaan tuottaa ja 

puhdistaa ilman PHY-lisäkettä. Mutatoitu fytokromi vaikuttaa olevan vähemmän 

stabiili kuin villityyppi. UV-Vis-spektroskopisesti mutantti eroaa villityypistä, 

mutta tärkeä huomio on, että mutantti on valovaihtuva. Tutkielma tukee 

aikaisempia havaintoja PHY-lisäkkeen merkityksestä fytokromin toiminnalle. 

PHY-lisäkkeen rooli valovaihtuvuudessa on keskeinen, mutta ei välttämätön. 
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LIITE 1. MUTANTIN (PAS-GAF-PHY ARMLESS CYS) SEKVENSSI 

MSRDPLPFFPPLYLGGPEITTENCEREPIHIPGSIQPHGALLTADGHSGEVLQMSL

NAATFLGQEPTVLRGQTLAALLPEQWPALQAALPPGSPDALQYRATLDWPAA

GHLSLTVHRVGELLILEFEPTEAWDSTGPHALRNAMFALESAPNLRALAEVAT

QTVRELTGFDRVMLYKFAPDATGEVIAEARREGLHAFLGHRFPASDIPAQARA

LYTRHLLRLTADTRAAAVPLDPVLNPQTNAPTPLGGAVLRATSPMHMQYLRN

MGVGSSLSVSVVVGGQLWGLIACHHQTPYVLPPDLRTTLEYLGRLLSLQVQVK

EAADVAAFRQSLREHHARVALAAAHSLSPHDTLSDPALDLLGLMRAGGLILRF

EGRWQTLGEVPPAPAVDALLAWLETQPGALVQTDALGQLWPAGADLAPSAA

GLLAISVGEGWSESLVWLRPELCAEPWHPGEIEEAQDLRDTLTGALEHHHHH
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