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LUHENDID

AURKB — Aurora Kinase B

Cdk — tsiikliin-soltuv kinaas (Cyclin-dependent kinase)

CDKNZ1A - cyclin-dependent kinase inhibitor 1A

CGGBP1 — CGG triplet repeat binding protein 1

ChIP — kromatiini immuunosadestamine (chromatin immunoprecipitation)
EDTA —ectiileen-diamiin-tetra atsetaat

EGTA - etiileengliikooltetraectaanhape

FMR1 — fragil X mental retardation 1

GAS1 — growth arrest-specific 1

HEK293 — inimese embriionaalsed neerurakud (Human Embryonal Kidney)
HMGNL1 — high mobility group nucleosome binding domain 1

NFIX — nuclear factor I/X (CCAAT-binding transcription factor)

POT1 — protection of telomeres 1

SIRNA — lithike interferentsi RN A (short/small interfering RNA)

Tet — tetratsiikliin

UTR — mittetransleeriv ala (untranslated region)



SISSEJUHATUS

CGGBPI1 on korgelt konserveerunud 167 aminohappest koosnev valk, mille tdpne struktuur ja
funktsioon tdnaseni teadmata. Seni on leitud, et CGGBP1 seondub 5'-(CGG),-3’
kordusjérjestustele ning esmalt avastati CGGBP1 seondumine FMR1 geeni promootoralale.
Nimetatud valgul on leitud voime reguleerida FMRI1 promootori aktiivsust pannes aluse
hiipoteesile, et ta voiks osaleda fragiilse X-1i stindroomi kujunemisel, mis on kdige sagedasem
X-liitelise intellektipuude pohjus. Samuti on tuvastatud CGGBPI1 roll rakutsiiklis ning
abtsissioonis, véhirakkudes GO/G1 rakutsiikli blokeerimises ning hiljuti avastati antud valgu
tahtsus telomeere Kaitsva signaalina. Ometi on CGGBP1 tédpsete funktsioonide kohta
vordlemisi vdhe informatsiooni ning antud valgu toimemehhanismid on veel suuresti
teadmata. On leitud, et CGGBP1 voib seonduda nii 5-(CGG),-3" rikastele aladele kui ka
CGG kordusjirjestusest soltumata. Kuna CGGBP1-1 on leitud voime reguleerida FMR1
promootori aktiivsust, voib nimetatud valgu nédol tegemist olla transkriptsioonifaktoriga, mis

reguleerib inimeste vaimse voimekuse kujunemist.

Kéesoleva magistritoé eesmairgiks oli anda kirjandusel pdhinev iilevaade CGGBPI
lokalisatsioonist rakus ja seni teadaolevatest rollidest rakutsiiklis ning erinevate haiguste
korral. Eksperimentaalse osa eesmérgiks oli vorrelda inimese genoomis in silico ja ChIP-seq
andmete pohjal tuvastatud CGGBP1 seondumissaite. Samuti uurida CGGBP1 mdju
rakutsiikliga seotud geenide ckspressioonile CGGBP1 knock down’i korral ja muutusi
CGGBP1 seondumises CGG alasid sisaldavate geenide promootoraladele erinevates

rakutsiiklifaasides.

Mairksonad: CGGBP1, rakutsiikkel, Fragiilse X-i siindroom.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Inimese CGGBP1 kromosomaalne lokalisatsioon ning struktuur

Fluorestsents in situ hiibridisatsiooni meetodi abil on tuvastatud, et CGGBP1 geen asub
inimesel 3. kromosoomi lithikeses 0Olas, tsentromeeri laheduses. CGGBP1 nukleotiidne
jarjestus koosneb 19839 aluspaarist. Antud geeni nii transleeritavate kui mittetransleeritavate
alade nukleotiidne jarjestus on kdrgelt konserveerunud inimese ja hiire vahel. Molemal liigil
on CGGBP1 avatud lugemisraamid intronite vabad ning enamik nukleotiidseid muutusi hiire
cggbpl kodeerivas alas on vaikivad mutatsioonid. 167 aminohappest erinesid hiire valgu
jarjestuses vaid 3 vorreldes inimese jirjestusega. Lisaks hiirele on kdrge konserveerumus
tuvastatud ka lehma, roti ja sea aminohappelise jarjestusega. Inimese CGGBP1 geenis olev
umbes 450 aluspaari pikkune 5"'UTR (untranslated region, mittetransleeriv ala) sisaldab
kolme eksonit. Kusjuures kolmas ekson on alternatiivselt splaissitud (joonis 1). (Naumann et
al., 2004)

A Inimese CGGBP1 geeni lookus 3p(tsentromeeris)

Start :Stnp PolyA,
. F‘"U|‘;’ﬂ F'Dl'yl'ﬁ Sacl

isaﬂ'l |55‘"

splaiss-variandid

5-UTR ORF 3-UTR 1kb
B Hiire cggbpi geeni lookus PolyA
Sacl © PolyA PolyA

81 86 9378,,82 % jarjestuse identsus inimese 3'UTR-iga

Joonis 1. Inimese ja hiire CGGBP1 geeni struktuur. Avatud lugemisraamid (ORF) on
mérgitud mustalt ning on mdlemal geenil intronivabad. Eksonid on mérgitud suurte kastidena.
Térniga on tahistatud alternatiivselt splaissitud ekson inimese geenil. Hall ala viitab vdhemalt
78% jérjestuse identsusele transleerimata alades inimese ja hiire jarjestuses. Ekspressiooni
anallitisid ja jdrjestuse vOrdlus paljude EST kloonidega viitab kolme alternatiivse
poliiadeniilatsiooni signaali kasutusele (PolyA). Viirutatud ala piiritleb promootori regioone.
(Naumann et al., 2004 jirgi)

Inimese 5'UTR-is on leitud viis potentsiaalset startkoodonit. Ukski tdiendav startkoodon ei

vastanud aga rahuldavalt Kozak'i reeglile. Kui translatsioon algab {iihel tdiendavatest
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startkoodonitest, siis ei toimunud translatsiooni ega splaissingut CGGBP1 ORF raamis.
Oletatavatele ORF-idele jargnesid kas stoppkoodonid, mis andsid 3-25 aminohappelise
peptiidi voi olid véljaspool raami koos CGGBPL1 initsiatsiooni koodoniga. (Naumann et al.,
2004)

CGGBP1 geeni promootorala alguses olev 5’-(CGG)s-3" kordus on konserveerunud ning
veidi laienenud hiire ja roti jérjestuses. Naumann ja kolleegid uurisid promootori
metiilatsiooni taset inimese rakkudes. Leiti, et CGGBP1 promootoril ja | eksonil olid taielikult
metiileerimata 101 CpG dinukleotiidi 141-st. Lisaks uuriti CGGBP1 ekspressiooni taset
inimese erinevates kudedes. llmnes, et CGGBP1 tase oli korge tdiskasvanud organismi
skeletilihastes, tiiimuses ja pankreases. Tuvastati kaks erinevat mRNA-d, mis on arvatavasti
alternatiivselt poliiadeniileeritud. Leitud 4,5-kb mRNA tase oli kdrgem véikeajus ning 1,2-kb
MRNA testises ja platsentas. Ajus oli iildiselt 1,2-kb mRNA tase madal. Pankreases, siidames,
skeletilihastes ja neerupealise sésis olid mélemad mRNA-d tugevalt transkribeeritud. Inimese
loote mRNA analiiiisil selgus, et CGGBPL1 transkriptsioon oli kdrge ajus ja neerus ning

madalam maksas ja kopsus. (Naumann et al., 2004)

On alust arvata, CGGBP1 geeni transkriptsionaalne aktiivsus méngib olulist rolli
transkriptsiooni reguleerimisel. CGGBP1 seondub ka lithikestele ja katkestatud kordustele,
seega on voimalik, et ka teised geenid, mis on seotud 5'-(CGG)-3" kordusega on mdjutatud
CGGBP1 poolt. CGGBP1 efekt promootori aktiivsusele voib olla moduleeritud 5°-(CGG)-3’
korduse pikkuse poolt. On niidatud, et kompleks, mis moodustub CGGBP1 ja 5'-(CGG)s-3"
vahel on méirgatavalt ndrgem kui kompleksis 5'-(CGG)12-3"-ga. (Naumann, 2004)

1.2 Rakutsiikkel

Rakutsiikli pdhiline {iilesanne on DNA kahekordistamine kromosoomides ning kahe
geneetiliselt identse tiitarraku tekke tagamine. Rakutsiikli voib jagada nelja faasi: M, G1, S ja
G2. Geneetilise materjali duplitseerumine toimub S ehk DNA siinteesi faasis. Pérast S faasi
leiab aset kromosoomide segregatsioon ja raku jagunemine M ehk mitoosi faasis. Mitoosi
kéigus jaotuvad kromosoomid tiitarrakkude tuumadesse, moodustades kaks vordset identse
kromosoomistikuga rakutuuma (Schafer, 1998). Mitoosile jargneb tsiitokinees, kus toimub
raku jagunemine kaheks, l0petades seega rakutsiikli. Mitoosi vdib jagada alafaasideks:
profaas, prometafaas, metafaas, anafaas ja telofaas. Profaasis toimub DNA molekulide jérk-
jarguline lahti harutamine ning kondenseerumine tiitarkromatiidideks. Prometafaasis toimub
tuumaiimbrise lagunemine ning kromosoomide kinnitumine kinetohooride kaudu kiiviniidile.

Metafaasis joonduvad kromosoomid ekvaatorile ning ké&dvi mikrotuubulid seovad
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tiitarkromatiidid vastaspoolustega. Anafaasis eralduvad tiitarkromatiidid iiksteisest pooluste
suunas, kinetohoori mikrotuubulid lithenevad ning poolused liiguvad vastassuundades.
Jargneb telofaas, kus tiitarkromatiidid jouavad poolustele, dekondenseeruvad ning nende
timber moodustub 2 eraldi tuumaiimbrist. Seejdrel toimub tsiitokinees, mille tagajarjel rakk

jaguneb kaheks identseks tiitarrakuks. (Alberts et al., 2008)

Laimalt voib rakutsiiklit veel jagada kaheks osaks: mitoosiks ja interfaasiks. Nagu {ilal
mainitud, toimub mitoosi ajal tiitarkromosoomide lahknemine ning sellele jargneb raku
jagunemine ehk tsiitokinees. Enamuse ajast on rakud aga interfaasis, mille viltel on
kromosoomid dekondenseerunud ning tuumas laiali jaotunud nii, et tuum ndib
morfoloogiliselt {ihlasena. Molekulaarsel tasemel on interfaas aeg, mille jooksul leiavad aset
raku kasvamine ja DNA replikatsioon, et rakku ette valmistada jagunemiseks. Interfaasi voib
jagada kolmeks faasiks: G1, S ja G2. G1 (gapl) faas vastab mitoosi ja DNA replikatsiooni
initsiatsiooni vahelisele ajale. Selles faasis on rakud metaboolselt aktiivsed ja jitkavad
kasvamist, kuid ei toimu DNA replitseerumist. G1-le jargneb S faas. DNA siinteesi 1opule
jargneb omakorda G2 (gap2) faas, mille jooksul jatkub raku kasv ja siinteesitakse valgud
mitoosi ettevalmistuseks. (Cooper ja Hausman, 2009)

1.2.1 Rakutsiikli regulatsioon

Rakutsiikkel on modjutatud keskkonnast tulevate ekstratsellulaarsete signaalidega nagu
kasvufaktorid ning mitogeenid, aga ka sisemiste signaalide poolt, mis monitoorivad ja
koordineerivad rakutsiikli erinevates etappides toimuvaid protsesse. (Obaya ja Sedivy, 2001)
Et rakutsiiklis oleks kontroll erinevate protsesside toimumise iile, leidub mitmeid rakutsiikli
kontrollpunkte. Nende kontrollpunktide tilesandeks on peatada rakutsiikkel ning tagada aeg, et
kahjustatud DNA-d saaks parandatud enne rakutsiikli jatkumist. (Houtgraaf et al., 2006)
Rakutsiikli kontrollpunktid on defineeritud faaside kaudu, kus toimub DNA kahjustuste
parandamine. Imetajarakkudes leiduvad G1/S, S ja G2/M kontrollpunktid (vt joonis 2). G1/S
kontrollpunkt on vajalik DNA reparatsiooni toimumiseks enne rakkude sisenemist S faasi, et
viltida kahjustunud DNA replitseerimist. S faasi kontrollpunkt aktiveeritakse, kui kahjustus
leiab aset S faasis v3i on parandamata kahjustus padsenud 1dbi G1/S kontrollpunkti ning
blokeerib seeldbi replikatsiooni. G2/M kontrollpunkt véldib mitoosi initsiatsiooni, kui rakud
sisaldavad ebakorrektselt replitseeritud DNA-d vdi paardumata alasid. Rakk piisib G2 faasis
seni, kuni genoom on téielikult replitseeritud ning kahjustused parandatud. (Sancar et al.,

2004) Veel iiheks kontrollpunktiks on kéavi (spindle assembly) kontrollpunkt, mis leiab aset



M faasis. Antud punktis seiratakse kromosoomide joondumist mitoosikddvil, kindlustades

vordse arvu kromosoomide jagamist tiitarrakkude vahel. (Musacchio ja Salmon, 2007)

‘ kaavi kontrollpunkt

G2/M
kontrollpunkt ‘

M

G2
G1

GO
S i

\J

S kontrollpunkt ’ i

‘ G1/S kontrollpunkt

Joonis 2. Rakutsiikli regulatsioon. Joonisel on toodud rakutsiikli kontrollpunktid. G1 faasi
10pus leiab aset G1/S kontrollpunkt. Antud punktis kontrollitakse, kas rakk on piisavalt suur
ning siinteesi faasiks vajalikud valgud on olemas. Kui need tingimused pole tdidetud, siseneb
rakk GO faasi seniks kuni on valmis jagunema. S faasi kontrollpunktis kontrollitakse, kas
DNA on korrektselt replitseeritud ning vajadusel parandatakse vead. G2/M kontrollpunktis
veendutakse, et genoom on téielikult replitseeritud ning kahjustused parandatud. Mitoosi
kddvi kontrollpunkt leiab aset M faasis ning seal kontrollitakse, kas mitoos on tdielik.
Kontrollpunkti ldbimisele jargneb raku jagunemine. (http://cimgl.ck12.org/datastreams/f-
d%3Ad203ba77bclde277476fa98792a24986752ee5269586040ca4f01479%2BIMAGE%2BI
MAGE.1, jargi)

Votmekomponentideks rakutsiikli kontrollis on tsiikliinsdltuvad kinaasid (Cdk-d), mis
kuuluvad proteiinkinaaside perekonda. Tsiikliinsdltuvate kinaaside aktiivsuse muutused
viivad tsiikliliste muutusteni intratsellulaarsete valkude fosfortiiilimisel, mis initsieerib voi
reguleerib rakutsiikli peamisi siindmusi. Cdk-de kinaassne aktiivsus nduab seondumist
tsiikliiniga. Igat rakutsiikli faasi iseloomustab erinevat tiiiipi tsiikliini ekspressioon. Cdk-de
aktiivsus soltub tstikliinidest- kui Cdk ei moodusta tihedat kompleksi tsiikliiniga, siis on Cdk

inaktiivses vormis. (Obaya ja Sedivy, 2001)

Selgroogsetel esineb nelja klassi tsiikliine, mis seonduvad Cdk-le erinevates rakutsiikli
faasides (tabel 1). Iga erinev tsiikliin-Cdk kompleks fosfortiiilib erinevaid substraat valke. G1
faasis seonduvad Cdk4 ja Cdk6 D tiiiipi tsiikliinidega. Cdk4 ja Cdk6 kompleksid tsiikliin D-ga
fosforiitilivad retinoblastooma (Rb) perekonna valke. Antud kompleksid on vajalikud G1 faasi

tileminekuks S faasi. S faasi 16pus A tiiiipi tsiikliinid seonduvad Cdk1-ga. Cdk2-tstikliinA ja
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Cdk1-tsiikliinA komplekside puhul pole teada, kas nende rollid on mingil méaéral erinevad S
faasi ileminekul G2 faasi. G2 faasis seondub Cdk1 A tiiiipi tsiikliiniga, antud interaktsioon on
vajalik mitoosi kéivitamiseks. Cdk1-tsiikliinB méngib olulist rolli profaasis tsentrosoomide
lahknemises. Nimelt Cdk-tsiikliinB kompleks fosforiiiilib tsentrosoom-seotud mootorvalgu
Eg5 (kinesin family member 11), mis viib tsentrosoomide lahknemiseni. E tiiiipi tsiikiiniga
seondub Cdk2 ning moodustunud kompleks on vajalik DNA repikatsiooni initsiatsiooniks.
(Malumbres ja Barbacid, 2005)

Tabel 1. Peamised tsiikliinid ja Cdk-d selgroogsetel. (Sanches ja Dynlacht jargi)

Tsiikliin Cdk partner Rakutsiikli faas
Tstikliin D Cdk4, Cdké G1/S

Tsiikliin E Cdk2 S

Tsiikliin A Cdk2, Cdkl SjaM

Tsiikliin B Cdk1 G2/M

1.2.2 CGGBP1 lokalisatsioon rakus erinevates rakutsiikli faasides

HelLa rakkudes, mis on oma olemuselt emakakaela vihi rakud, on CGGBP1 tuntud kui
kromatiin-seotud tuuma valk. Kui vahi korral on teada, et CGGBP1 omab rolli rakkude aresti
GO0/G1 faasis (Singh et al., 2011), siis Singh ja Westermark uurisid CGGBP1 ekspressiooni ka
inimese eesnaha fibroblastides (1064Sk rakud). Nad niitasid, et CGGBP1 osaleb mitoosis
ning selle kulminatsioonis 14bi abstsissiooni. Enamuses interfaasi rakkudes esines CGGBP1
tuumas, norgalt ndhtav ka tsiitoplasmas. Mones rakus oli tsiitoplasmaatiline CGGBPI
ekspresseeritud ka perinukleaarsetes graanulites. Tuuma véarvimise katses selgus, et CGGBP1
esineb homogeenselt tuumas ilma rakk-raku heterogeensuseta. Antud tulemus viitab, et
interfaasi ajal omab CGGBP1 pan-nukleaarset (iile-tuumset) ekspressiooni. Metafaasis
olevate rakkude korral esines CGGBP1 kromatiinil, tugevama lokalisatsiooniga metafaasi
ronga sisemuses ja perifeerias. Anafaasis, leidus enamus CGGBP1 kddvi kesktsoonis ja
kromatiin-seotud CGGBP1 osakaal oli vdhenenud. Telofaasis lokaliseerus CGGBP1
vahekeha (midbody) sarnastes struktuurides, samas kui kromatiin-seotud CGGBP1 tase oli
korgem kui anafaasis. Kuna selline ekspressiooni muster on teada ka vahekeha markeril
AURKB (Aurora Kinase B), siis tehti iiheagne varvimine CGGBP1 ja AURKB jaoks. Leiti
markimisvadrne kattuvus nende kahe valgu ekspressiooni vahel. Interfaasi tuumades oli
samuti AURKB nukleaarne ning vdhesel mééral ndhti virvumist ka tsilitoplasmas.

Perinukleaarsetes graanulites CGGBP1 ja AURKB ekspressioonid ei kattunud. Samas
10



metafaasist kuni telofaasini nditasid need kaks valku mérkimisvaérselt sarnast ekspressiooni
mustrit, kaasa arvatud vahekehas. AURKB ja CGGBP1 sarnane ruumiline ja ajaline
ekspressioonimuster viitab, et need kaks valku vdivad koopereeruda abstsissiooni
kontrollpunkti labiviimisel. Lahtuvalt pan-nukleaarsest CGGBP1 ekspressioonist, v3ib arvata,
et kuigi CGGBP1 seondub CGG rikastele aladele, on CGGBP1 kormatiinile seotud ka
sOltumatult CGG korduste olemasolust. Pole tdendoline, et selline laiaulatuslik seondumine
toimub vaid 14bi otsese DNA seondumise, voib arvata, et CGGBP1 esineb ka suurtes nukleo-

proteiinkompleksides. (Singh ja Westermark, 2011)

1.2.3 CGGBP1 roll telomeeride kaitses

Nagu eelnevast ilmneb, on CGGBP1 Kkirjeldatud kui transkriptsiooni regulaator ning on
ndidatud CGGBP1 vdimet seonduda nii lihikestele CGG jirjestustele ja ka CGG kordusteta
regioonidele. Lisaks on ndidatud CGGBP1 lokalisatsiooni mitoosikaédvis ja vahekehas ning
toestatud tema vajalikkus abstsissiooniks normaalsetes fibroblastides. Need leiud viitavad
CGGBP1 laialdastele funktsioonidele. Kuna on teada, et telomeerid sisaldavad CGG
kordusjdrjestusi, siis otsustasid Singh ning kolleegid uurida, kas CGGBP1 méngib rolli ka
telomeeride funktsioonis normaalsetes fibroblastides. Nad leidsid, et inimese fibroblasti
rakkudes on telomeeride otsad kaitstud CGG tripletile seonduva valgu CGGBP1
fosforiitilimisega 164 positsioonis oleva seriini kaudu. Néidati, et seriin 164 on peamine tihtsa
funktsiooniga fosforiiiilimise sait CGGBP1-l. Samas, vastava fosforiiilimisdefektse S164
CGGBP1 mutantse valgu iileckspressioon pohjustas telomeeride talitlushéire, kiirendas
telomeeride lilhenemist ja vGimendas telomeeride fusiooni. Saadud tulemused viitavad, et
CGGBP1 fosforiililimine positsioonis S164 on telomeeri kaitsev signaal, mis voib mojutada
telomeeride otstes asuva ja telomeere stabiliseeriva T-loop struktuuri erinevatest valkudest
koosneva shelterin kompleksi telomeeri kaitse funktsiooni. Shelterin kompleksi valk POT1
(protection of telomeres 1) ja p-S164 ning CGGBP1 voivad seonduda telomeersele DNA-le
kui kompleks, samas kui fosforiiiilimata S164 vihendab CGGBP1-POT1 kompleksi voimet
seonduda ja kaitsta {iheahelalist telomeerset DNAJ. (Singh et al., 2014)

1.3 CGGBP1 roll erinevate haiguste korral

1.3.1 CGGBP1 seos fragiilse X-i siindroomiga

Fragiilse X-i siindroom on X-liiteline dominantne haigus ning on {ihtlasi tiheks peamiseks

pariliku intellektipuude pohjuseks. Kognitiivne, kditumuslik ja fiilisiline fenotiiiip varieeruvad
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sugude vahel, pohjustades meestel tdsisemat haiguse kulgu. Haigust pdhjustav mutatsioon on
trinukleotiidse CGG korduse pikenemine FMRL1 (fragil X mental retardation 1) geeni 5"UTR

regioonis, mis asub positsioonis Xp27.3. (Crawford et al., 2001)

Uldiselt vdib ldhtuvalt CGG trinukleotiidide korduse arvust FMR1 geeni promootoril jagada
kolmeks: normaalsed, premutatsiooni ning tdismutatsiooniga indviidid. Vastavalt esineb CGG
kordusi normaalsetel indiviididel alla 55, premutatsiooni korral vahemikus 55-200 ning

tdismutatsiooni korral iile 200 (joonis 3). (Basell ja Warren, 2008)

metilatsioon mREMNA FMREP IP
&-50

Mormaalne | | ] - + 4 =

50-200
Premutatsioon | [l - 4+ =
> 200

Taismutatsioon _ - . _ _ .

Joonis 3. CGG kordused FMR1 geenis. FMR1 geeni alleelide skeem normaalse,
premutatsiooniga ning tdismutatsiooniga alleelide korral. +-ga on mairgitud metiilatsiooni,
MRNA, valgu ja intellektipuude (IP) esinemine vastavate CGG korduste korral. (Oostra ja
Stoyanova, 2004 jargi)

Seni pole veel tuvastatud kindlat mehhanismi, mis seletaks CGG trinukleotiidide korduste
pikenemist. Téiskasvanud rakkudes on CGG korduste arv iisna stabiilne, varieerudes vihesel
maédral erinevate kudede vahel. Seega voiks arvata, et CGG trinukleotiidide arvu kasv toimub
juba sugurakkudes. Kuna identsed monostigootsed kaksikud on arenenud {ihest ja samast
munarakust ning spermist, voiks eeldada, et nende CGG kordusjérjestused on samuti identsed.
Ometi on leitud, et ka identsete kaksikute CGG kordusjérjestuste pikkuses esineb erinevusi.
Uuringud monosiigootsetel kaksikutel on viidanud, et CGG korduste arvu kasv leiab aset
oogeneesis ja varajases embriiogeneesis. (Kruyer et al., 1994) CGG korduste arvu kasvu on
piititud seletada DNA poliimeraasi libisemise mehhanismiga. DNA poliimeraas libiseb DNA
ahelal liikudes tagasi ning replitseerib korduvalt trinukleotiide uude ahelasse juurde.

Moodustuvad juuksendela struktuurid, mis pédrast DNA reparatsiooni saavad DNA ahela
osaks. (Mirkin 2006)
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Hiljutises artiklis on Gerhardt ning kolleegid vélja toonud uue voimaliku CGG kordute arvu
kasvu mudeli - ori-switch mudeli. Leiti, et normaalsetes indiviidides replitseeritakse (CGG);-
sisaldavat FMR1 lookust vordse tdendosusega nii vasakust kui paremast suunast (joonis 4).
Sellisel juhul CGG kordused, mis asuvad lohiseval (lagging) ahelal ldbivad kontrakstiooni
samas kui paremalt replitseerides tekib kordusjéarjestuse laienemine. Fragiilse X-i korral on
aga FMR1-st vasakul asuv replikatsiooni origin inaktiveertud ning replikatsioonikahvel liigub
paremalt, tekitades CGG korduste kasvu. (Gerhardt et al., 2014)

/

kontraktsioon

\.on )

ori-switch

|
/%K\\\

J}g
l

™S

~

ekspansioon

Joonis 4. Ori-switch mudel. Vasakult replitseerides tekivad kontraktsioonid. Kui
replikatsioon algab paremal asuvast originist, toimub kordusjdrjestuste laienemine. Fragiilse
X-i stindroomi korral on FMR1 geenist vasakul asuv origin inaktiveeritud. (Mirkin ja Mirkin,
2014 jargi)

Fragiilse X-i siindroomi sagedus iildpopulatsioonis on meestel 1:4000 ning naiste hulgas
1:8000. Fenotiiiibilt on antud slindroomiga patsientidele omased piklik ning kitsas ndokuju,
suured korvad, esilekerkiv 1dug ning otsmik, iilipainduvad sdrmed, lampjalgsus ning meessoo
esindajatel makroorhidism. Umbes kolmandikul patsientidest esineb ka autistlikke
kaitumismustreid, mis mojutavad sotsiaalset suhtlemist, esineb ka krambihooge. Fragiilse X-i
stindroomiga lastel on tdheldatud keskendumishdireid, &drevust ning hiiperaktiivsust.

(http://ghr.nIm.nih.gov/condition/fragile-x-syndrome)

Ténaseks on histi teada, et CGGBP1 seondub spetsiifiliselt mittemetiitilitud 5’-(CGG)n-3°
kordustele FMR1 geeni promootoril. Miiller-Hartmann ning kolleegid leidsid, et CGGBP1
valk lokaliseerub tuumas ning omab tuuma lokalisatsiooni signaali aminohapete 80-84 vahel.
Antud regiooni deleteerumine viib CGGBP1 {ihtlase jaotumiseni iile kogu raku. Sama

uurimisgrupp tegi kindlaks ka CGGBP1 ala (amniohapped 95-167), mis vastutab 5'-(CGG);-
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3’-le seondumise eest. Kui CGGBP1 on iileekspresseerunud ning seondub FMR1 promootoril
olevatele CGG kordusjdrjestusele, siis vihendab antud interaktsioon promootori aktiivsust,
eriti olukorras, kus kordusjdrjestuste arv on tousnud. Samuti tehti kindlaks, et CGGBP1 on
voimeline seonduma eelistatult inimese kromosoomide 13, 14, 15, 21, 22 lithikese dla
telomeeridega. Nendel telomeeridel on 28S rRNA geenid, mis sisaldavad 5'-(CGG),-3’
kordusi. (Miiller-Hartmann et al., 2000)

1.3.2 CGGBP1 roll vihi korral

Vorreldes normaalsete rakkudega, esineb vihirakkudes tihti korvalekaldeid rakutstiklis. Singh
ning kolleegid uurisid CGGBP1 rolli vdhi rakuliinide (U-2987 MG) rakutsiiklis. Nad néditasid,
et CGGBP1 ekspressioon mingib rolli rakutsiikli rajas libi mitmete mehhanimide, nagu
CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) ja GAS1 (growth arrest-specific 1) tasemete
regulatsioon. llmnes, et RNA interferentsi abil saavutatud CGGBP1 ammendumine tuumori
rakkudes pohjustas rakupopulatsiooni kasvu GO/G1 faasis ja vihendas rakkude arvu S-faasis.
Lisaks tdstis CGGBP1 ammendumine ka rakutsiikli regulaatorgeenide CDKN1A ja GAS1
ekspressiooni, mis on seotud histooni H3 liisiini 9 trimetiilatsiooni (transkriptsiooni
represseeriv histooni modifikatsioon) vihenemisega nendes promootorites. Singh ning
kolleegid kontrollisid ka hiipoteesi, mille kohaselt CGGBP1 vdib reguleerida ekspressiooni
geenidel, mis kodeerivad GO/G1 faasis rakutsiikli kontrollis osalevaid valke. (Singh et al.,
2011) Uldiselt on CGGBP1 tuntud kui transkriptsiooni reguleerija, otseselt CGG
kordusjdrjestustele seondudes voi 14bi tema seondumise teiste transkriptsiooni reguleerivate
valkudega nagu NFIX (nuclear factor I/X (CCAAT-binding transcription factor)) ja HMGN1
(high mobility group nucleosome binding domain 1). (Naumann et al., 2004) Koikidest Singh
ja kolleegide poolt uuritud mérklaudgeenidest, omas CDKNZ1A suurimat ekspressiooni kasvu.
Kuigi CDKN1A promootor on CpG rikas, ei esine seal CGG korduseid. Ometi omab see NFI-
seondumissaiti ja on reguleeritud NFI valkude kaudu. Leiti, et CGGBP1 seondub kromatiinile
ja mojutab selle profiili CDKN1A ja GAS1 promootoritel. Edasi uuriti, kas CDKN1A tousnud
tase voib olla votmesiindmuseks CGGBP1 siRNA-indutseeritud GO/G1 arestis. Vorreldi
CGGBP1 siRNA efekti HCT116 inimese soolevihi rakuliinis kas WT (wild type) voi
CDKNI1A puudulike rakkudega. Leiti, et CGGBP1 siRNA pohjustas GO/G1 aresti rakkudes
sOltumata CDKNI1A genotiiiibist, viidates sellele, e¢ CDKN1A ei ole vajalik CGGBP1
ammendumist indutseerivas rakutsiikli arestis. Sarnane katse WT voi TP53 (tumor protein
p53) puudulikes HCT116 rakkudes nditas, et isegi TP53 defitsiit iiksi ei suuda pédsta
CGGBP1 siRNA indutseeritud rakutsiikli aresti. Need tulemused viitavad, et TP53 ja
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CDKNI1A ei ole iiksikud determinandid rakutsiikli reguleerimises CGGBP1 poolt. (Singh et
al., 2011)

Viimasena testiti, kas GAS1 taseme knock down CGGBP1 ammendatud rakkudes voiks
padsta CGGBP1 siRNA indutseeritud rakutsiikli aresti. Vorreldes kontroll sSiRNAga, tekitas
CGGBP1 siRNA GO/G1 aresti nii nagu varemgi, samas kui GAS1 siRNA iiksi tekitas
modduka rakkude populatsiooni suurenemise S-faasis ja alanemise GO/G1 populatsioonis.
Samas, GAS1 ja CGGBP1 siRNA kombinatsioon ei suutnud péista GO/G1 aresti. Ullatavalt
nédhti tdiendavat suurenemist GO/G1 popultsioonis ja tugevamat reduktsiooni S ja G2/M
faasis. Need tulemused viitavad, et GASI ei ole votmeregulaator CGGBP1 siRNA-
indutseeritud rakutsiikli arestis. (Singh et al., 2011)
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Eesmargid
Kiesoleva t06 eesmirgiks oli:

1. Vorrelda CGGBPI1 seondumissaite inimese genoomis in silico ning ChIP-seq andmete

pohjal.

2. Uurida CGGBP1 moju rakutsiikliga seotud geenide ekspressioonile CGGBP1 knock down’i
korral

3. Uurida muutusi CGGBP1 seondumises CGG alasid sisaldavate geenide promootoraladele

erinevates rakutsukli faasides.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Rakuliinid

Toos kasutati inimese embriionaalse neeru rakke HEK293 ning T-REx-293 CGGBP1
iileekspresseeritud rakuliine T-REX 5 ja T-REx 7. T-REXx rakuliini eripiraks on vdimalus
tetratsiikliini (Tet) abil reguleerida genoomi sisestatud geeni ekspressiooni. Tegu on Tet-On
slisteemiga ja tetratsiikliini olemasolul seondub Tet tetratsiikliini transaktivaatorile ning nende
kompleks seecjdarel operonile. Selle tulemusena aktiveeritakse geeni transkriptsioon.
Kidesolevas t60s  kasutatud T-REX rakuliinid périnevad Liisi Vosalt TU
Tehnoloogiainstituudist. Rakke kasvatati IMDM s66tmes (Iscove's Modified Dulbecco's
Media, Naxo OU, Tartu, Eesti), millele lisati 10% veise loote seerumit FBS (Fetal Bovine
Serum, Naxo OU, Tartu, Eesti) ning antibiootikume penitsiliin (100 U/ml) ja streptomiitsiin
(100 ng/ml) (Naxo OU, Tartu, Eesti). Rakke kasvatati temperatuuril 37 °C ning 5% CO;
sisalduse juures MCO-19AIC inkubaatoris (Sanyo Electric Co, Jaapan).

2.2.2 Rakkude transfekteerimine siRNA-ga

Transfekteerimisele eelnevalt kasvatati HEK293 rakke IMDM s66tmes, mis sisaldas 10%
FBS ning oli antibiootikumide vaba. Rakkude traksfekteerimine viidi 1dbi 6-wellisel plaadil
ning rakkude tihedus oli enne transfekteerimist 30-50% konfluentsusest (ligikaudu 250000
rakku). HEK293 rakkude transfekteerimiseks kasutati lipofektamiini (Lipofectamine™
RNAIMAX, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Rakkude transfekteerimine siRNA-ga (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) lipofektamiini RNAIMAX abil viidi ldbi vastavalt
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valmistajatehase instruktsioonile, kasutades siRNA 16ppkontsentratsiooni 10 nM welli kohta .
Pérast transfekteerimist asetati plaadid 37°C inkubaatorisse (5,0% CO,) 72 tunniks. Kasutatud
siRNA jérjestused on toodud tabelis 2.

Tabel 2. Kasutatud siRNA jirjestused

SiRNA

Sense (5°-3")

Antisense (5°-3")

CGGBP1 siRNA1

AAGUCAGACCAGCUACGGAGG

CCUCCGUAGCUGGUCUGACUU

CGGBP1 siRNA2

AACCGUUCUAAGACUGCUUUG

CAAAGCAGUCUUAGAACGGUU

CGGBP1 siRNA3

GGAGCGAUUUGUAGUAACA

UGUUACUACAAAUCGCUCC

CGGBP1 siRNA4

GCAAUGUGGUUCUGAAUCA

UGAUUCAGAACCACAUUGC

Random siRNA

CCCUGUCAGUAUUGAUAGAAA

UUUCUAUCAAUACUGACAGGG

2.2.3 RNA eraldamine

RNA eraldamiseks kasutati Tri-reagenti (Molecular Research Center, Inc. Cincinnati, OH,

USA) vastavalt valmistajatehase instruktsioonile.

RNA kontsentratsiooni ja puhtuse médramiseks kasutati NanoDrop 2000 spektofotomeetrit
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Pérast kontsentratsioonide mootmist siilitati
RNA-d —20°C juures.

2.2.4 Nukleaasi tootlus

Turbo DNA-free Kit (Ambion). 1,5 ml tuubidesse lisati 25 ul RNA, 19 ul nukleaasi-vaba vett,
5 ul 10x Turbo RNase puhvrit ning 1 ul TURBO DNase. Lahust segati kergelt, tsentrifuugiti
pohja, ning asetati 37°C termoblokki 20-30 minutiks. Seejdrel lisati 5 ul resuspendeeritud
DNase inactivation reagent (Ambion). Inkubeeriti toatemperatuuril 5 min, aeg-ajalt segades.
Tsentrifuugiti 9300 g juures 1,5 min (Eppendorf 5415R, Hamburg, Saksamaa). Supernatant,
mis sisaldas RNA-d pipeteeriti uude 1,5 ml tuubi. Saadud RNA puhtust ning kontsentratsiooni
hinnati NanoDropi 2000 spektofotomeetri (Thermo Scientific) abil.

2.2.5 cDNA siintees

RNA-le komplementaarne DNA (cDNA) siinteesiti poordtranskriptaasi reaktsiooni teel 200

ng RNA-st. Poordtranskriptsiooni reaktsioonis kasutati oligo dT1g praimerit.
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cDNA siintees viidi l1dbi vastavalt First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo Fischer Scientific,
Vilnius, Leedu) instruktsioonile. Poordtranskriptsiooni tingimused olid jargmised:
inkubeerimine 65°C termoblokis 5 min, millele jargnes jahutamine jdil, seejdrel siintees 60
min 37 °C ning siintees juhuslike heksameersete praimerite seguga 5 min 25°C. Jargnes
reaktsiooni peatamine 5 min 70°C. cDNAd kasutati kohe pérast siinteesi voi séilitati —20°C

juures kuni 5 péeva.

2.2.6 PCR cDNA kontrolliks

cDNA kontrolliti PCR abil. PCR lahus sisaldas 1x HotFirePol puhvrit, 1,5 mM MgCl,, 0,3
mM dNTPd, Taq FirePol, cDNA, F+R HTRP1 (5+5 pmol) ning mQ vett.
PCR reaktsioon viidi 1dbi MJ Research PTC-200 Thermal Cycler (MA, USA) masinas. PCR

programma on toodud alljargnevas tabelis 3.

Tabel 3. PCR programm

Etapp Temperatuur Aeg Tsiiklite arv
DNA algdenaturatsioon 95°C 15 min 1

DNA denaturatsioon 95°C 30s 40
Praimerite seondumine 58 °C 30s 40

DNA ahela siintees 72 °C 30s 40
16ppsiintees 72 °C 10 min 10 min 1

2.2.7 Geelelektroforees

PCR produkte kontrolliti geeleletroforeesi abil, 2,5% agaroosgeelis. Geeli valmistamisel
kasutati 0,5x TBE puhvrit ning agaroosi (Naxo OU). DNA visualiseerimiseks lisati geelile
etiidiumbromiidi (0,5 pg/ml). Markerina kasutati 50bp GeneRuler DNA Ladder (Thermo

Fischer Scientific).

2.2.8 Kasutatud praimerid

Rakutsiikliga seotud geenide leidmiseks ChIP-seq andmetest kasutati Panther classification

system-i (Mi et al., 2013). Marksonadena kasutati mitosis, cell cycle, cytocinesis.

Valituks osutunud geenidele disainiti geeniekspressiooni tasemete méaramiseks praimerid,
kasutades NCBI Primer Blast-i ning PCR produktide elektroonilseks kontrolliks NCBI e-PCR
programmi. Praimerite disainimisel seati tingimusteks PCR product suurus: min 70bp, max

200 bp, praimeri sulamistemperatuur: min 59°C; opt 60°C; max 61°C; max Tm erinevus 2°C,
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GC sisaldus 40,0-60,0%. Praimerid disainiti nii, et mdlema praimeri jarjestus hdlmaks kahe
eksoni piiri.
ChIP-gPCR meetodil uuritud geenide praimerid disainiti nii, et kahe praimeri vaheline

amplifitseeritav ala sisaldaks CGG kordusjdrjestusi. Disainitud praimerite jirjestused on

toodud lisas 1.

2.2.9 Kvantitatiivne reaal-aja PCR (qPCR)

Kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (QPCR) viidi 1dabi 7900 HT Fast Real Time PCR
system (Applied Biosystems, Singapur) masinaga kasutades 5x Hot firePol gPCR MasterMixi
(Solis Biodyne, Tartu, Eesti).

qPCR reaktsioon viidi 1dbi 10 pl reaktsioonisegus, mis sisaldas 0,6-1 ng/ml cDNA-d, 1x
gPCR mix, 0,4 ul praimerit, mQ vett. Proovid pipeteeriti 384-wellise plaadi aukudesse kolmes
korduses. Erinevate geenide espressiooni tasemeid arvutati soltuvuses koduhoidjageeni
GAPDH-ga. gPCR reaktsiooni ldbiviimisel kasutatav programm on esitatud tabelis 4. Saadud
tulemusi analiitisiti vordleva Ct meetodi abil. ChIP-qPCR-il saadud tulemusi analiiiisiti Fold

enrichment ning Percent input meetodiga.

Tabel 4. gPCR programm

Etapp Temperatuur Aeg Tsiiklite arv
poliimeraasi aktivatsioon 95°C 15 min 1
denaturatsioon 95°C 15s 40
praimerite seondumine ja elongatsioon 60°C 1 min 40
dissotsiatsiooni etapp 95°C; 60°C; 95°C | 15s; 15s;15s |1

2.2.10 Western blot

Kontrollimaks, kas siRNA reguleerib maha CGGBP1 taseme, ning kas T-REXx rakuliinis
parast tetratsiikliiniga tootlemist CGGBP1 tase on kdrgem, tehti Western blot analiilis.
Rakkude liiiisimiseks eemaldati Petri tassidelt s66de, rakke pesti 2 korda PBS-iga. Seejérel
rakud suspendeeriti PBS/3mM EDTA-s ning rakud koguti 1,5 ml tuubidesse. Rakud fuugiti
pdhja lauatsentrifuugis (Eppendorf 5415R) tingimustel 4°C, 1500 g, 5 minutit. Saadud sade
suspendeeriti 50 pl PBS-s, millele lisati litisimiseks 50 ul 2x Laemmli puhvrit (4% SDS, 20%
gliitserool, 120mM Tris pH6,8, 0,01% broomfenoolsinine).
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Valgud lahutati SDS poliiakriitilamiid geelelektroforeesil (SDS-phage), kasutades 12%
poliiakriitilamiidgeeli ning 1xSDS jooksupuhvrit (125 mM Tris, 960 mM gliitsiin, 0,5% SDS).
Valkude iilekandelt geelilt poliiviniilideenfluoriid (PVDF) membraanile (Immobilon-P
Millipore 0,45um, Billerica, MA, USA) kasutati semy-dry blotting meetodit. Selleks niisutati
semi-dry (24mM Tris base, 192mM gliitsiin, 20% metanool) puhvris 3 filterpaberit, nendele
asetati eelnevalt metanoolis niisutatud membraan, geel ning veel 3 filterpaberit. Ulekandeks
voolutati 12 V juures 30 minutit (Bio-Rad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, CA, USA).
Pédrast membraani eemaldamist vooluplokist tehti blokeerimine 30 minutit loksutil
blokeerimislahusega (1xTBS, 0,5% 10ssipulber; 0,05% Tween 20). CGGBP1
detekteerimiseks kasutati spetsiifilist antikeha anti-CGGBP1 (C-17) (Santa Cruz
Biotechnology, TX, USA) kontsentratsioonis 0,5 pg/ml. Antud primaarse antikehaga
inkubeeriti membraani 1 tund. Jargnes pesu 3x 10 minutit Westerni pesulahusega (100mM
Tris pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,1% Tween 20). Seejérel inkubeeriti membraani sekundaarse
antikehaga 1 tunni viltel toatemperatuuril loksutil. Sekundaarse antikehana kasutati kiitiliku
IgG vastast kitse antikeha (goat anti-rabbit HRP, lahjendus 1:1000) (Sigma-Aldrich).

Inkubeerimisele jargnes 3x 10 minutit loksutil Westerni pesulahusega.

Signaali visualiseerimiseks kasutati ECL Westernbloting detection Reagents kit'i (GE
Healthcare, Buckinghamshire, Inglismaa) vastavalt tootja protokollile ning membraanil olev

signaal ilmutati rontgenfilmile.

2.2.11 Rakkude blokeerimine erinevates rakutsiikli faasides

Rakkude blokeerimiseks erinevates rakutsiiklifaasides kasutati erinevaid reagente. S faasi
arestiks kasutati 1 mM hiidrokstiuureat (Sigma-Aldrich) ning 2,5 mM tiimidiini (Sigma-
Aldrich) 24 tunni jooksul 10% FBS manulusel. G2/M blokiks kasutati rakkude t66tlemist 10
uM RO-3306 (Sigma-Aldrich), samuti 10% FBS manulusel. G1 faasi arestiks kasutati

rakkude ndljutamist 24 tunni viltel seerumivaba s6dtmega.

Uleekspresseeritud liinide T-REx 5 ja T-REx 7 korral lisati esmalt 1pg/ml tetratsiikliini.
Indutseeriti 2 voi 4 tundi, seejérel pesti rakke Petri tassil 1xPBS-iga, ning pandi uus s6dde,

millele lisati rakutsiikli blokeerimse reagendid, vastavalt iilalkirjutatule.

2.2.12 Rakutsiiklianaliiiis ja libivoolutsiitomeetria

Rakud pesti 1xPBS-iga ning koguti 15 ml tuubi ning fikseeriti vastavalt protokollile, mis on

kirjeldatud Patzke ja kolleegide poolt (Patzke et al., 2005). Parast rakkude kogumist tuubi
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teostati fuugimine 100 g 5 minutit (Sigma Laboratory 4K15C, UK). Sadestatud rakkudele
lisati 1,5 ml Larseni puhvrit (6,5 mM NasHPO4, 1,5 mM KH3;PO,4, 2,7 mM KCI, 137 mM
NaCl, 0,5 mM EDTA, 0,1% NP-40 pH 7,2) ning inkubeeriti Liiisimiseks 5 minutit jaal.
Seejérel lisati fikseerimiseks juurde 0,5 ml 4% formaldehiiiidi/PBS lahust ning inkubeeriti 10
minutit toatemperatuuril. Jargmiseks lisati 220 ul 1,25 mM gliitsiini, segati kergelt ning
fuugiti 3000 g 5 minutit 4°C. Supernatant eemaldati ning sade lahustati 1 ml PBS-sis ning
lahus tdsteti 1,5 ml tuubi. Jargnevalt pesti sadet 1 ml 1xPBS-iga 2000 g 5 minutit 4°C. Pesu
teostati 3 korda, seejirel suspendeeriti sade 200 pl PBS-is ning lisati 200 pul DAPI (Cystain
DNA 1 Step, Partec GmbH, Miinster, Saksamaa). Varvitud rakkude analiitisi FACSAria | Cell
Sorter (BD Biosciences, NJ, USA) aparatuuri ja FACSDiva version 6.1.3 tarkvara abil teostas
Dmitri Lubenets (TU MRI).

2.2.13 Kromatiini immuunosadestamine (ChlIP)

Petri tassidelt koguti rakud 15 ml tuubidesse, lisati 1XxPBS-i 10 ml mahuni. Kovalentse sideme
moodustumiseks valkude ja DNA vahel lisati 1 ml ristsidumissegu (11 % formaldehiiiid, 100
mM NaCl, 0,5 mM EGTA, 50 mM Hepes pH=8,0) ning asetati 10 minutiks loksutile (MR-1
Mini Rocker Shaker, Biosan, Lati). Ristsidumise reaktsiooni 10petamiseks lisati 1/10 mahust
125 mM gliitsiini. Rakke pesti kaks korda 10 ml 1xPBS-ga ning fuugiti 100 g 5 minutit 4°C
(Sigma Laboratory centrifuge 4K15C). Saadud sade voeti iiles 1 ml NCP I-s (10 mM EDTA,
0,5 mM EGTA, 0,25% TX-100) ning lahus tosteti 1,5 ml tuubi ja tsentrifuugiti 2000 g 5
minutit 4°C (Eppendorf 5415R). Jargmisena voeti sade iiles 1 ml NCP II (1 mM EDTA, 0,5
mM EGTA, 10 mM Hepes pH=6,5, 200 mM NaCl) lahuses ning tsentrifuugit samadel
parameetritel. Tuumade liiilisimiseks resuspendeeriti sade 150 pl lidisipuhvris (10 mM EDTA,
20 mM Tris pH=8,0, 0,5% NP-40, 1% SDS) ja inkubeeriti toatemperatuuril 10 minutit.
Genoomse DNA fragmenteerimiseks sonikeeriti (Bioruptor UCD-200, Diagenode, Licge
Belgia) rakud 15 minutit sitetel ,,High “. Parast sonikeerimst lisati lahusele 150 ul IP puhvrit
(2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 20 mM Tris pH=8,0, 1% TX-100), segati vortexil ning
tsentrifuugiti 10 minutit 1100 g 4°C juures. Tsentrifuugitud lahusest voeti 10 pl supernatanti
sonikeerimise efektiivsuse kontrolliks, sellele lisati 20 pl IP puhvrit ning siilitati 4°C juures
kiilmikus. Ulejéinud 250 ul supernatanti tdsteti uude 1,5 ml tuubi ning lisati 1 ml IP puhvrit.
Ebaspetsiifilise tausta eemaldamiseks eelpuhastati sonikeeritud ja lahustatud raku lisaat,
lisades 60 ul eelnevalt BSA-ga (1 mg/ml) blokeeritud G-valk sefarooskerasid (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA). Jargnes 1,5 tundi rotaatoril 4°C juures. Parast roteerimist tsentrifuugiti
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proove 1 minut 100 g (Eppendorf 5415R ) ning supernatandi fraktsioon koguti uutesse 1,5 ml
tuubidesse. Supernatandile lisati CGGBP1 (C-17) antikeha (1:100) ning kontrollina kasutati
IgG (Sigma-Aldrich) (1:1000). Proovid asetati rotaatorile 4°C juurde iiled6.

Jargmisel pdeval koguti antikeha/valk kompleksid. Selleks kanti lisaadid uutesse 1,5 ml
tuubidesse, millesse oli varem lisatud vordses koguses (100 pul) G-valk sefarooskerakeste segu
ning lahused asetati tagasi roteeruma kaheks tunniks 4°C juurde. Seejérel tesentrifuugiti 1
minut 2300 g juures ning 1% supernatanti siilitati input fraktsioonide jaoks. Ulejidanud
supernatant eemaldati, kuna see sisaldas seondumata ning ebaspetsiifilist DNA-d. Jargnevalt
teostati pesu nelja erineva puhvriga. G-valk sefaroos/antikeha/valk komplekse pesti esmalt
madala soolasisaldusega komplekspuhvriga (0,1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20
mM Tris-HCI pH=8,1, 150 mM NaCl) kolm korda, lisades 1 ml vastavat puhvrit ning
tsentrifuugides 1 minut 2300 g 4°C (Eppendorf 5415R) (samad tsentrifuugimise parameetrid
kehtisid koikide pesuetappide kohta). 1 ml korge soolasisalduse kompleks puhvriga (0,1%
SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20 mM Tris-HCI pH=8,1, 500 mM NacCl) pesti sadet 2
korda. Uhe korra pesti sadet 1 ml LiCl immuunkompleks pesupuhvriga (0,25 M LiCl, 1% NP-
40, 1% deoxycholic acid, 1 mM EDTA, 10 mM Tris pH=8,1) ning 16puks 2 korda 1 ml TE
puhvris (10 mM Tris-HCI pH=8,0, 1 mM EDTA). Puhastatud valkkomplekside elueerimiseks
kerakestelt lisati 150 ul eluatsiooni puhvrit (0,1 M NaHCOsz; 1% SDS) G-valk
sefarooskerakestele. Tuubid asetati segajale keskmistel sitetel 15 minutit. Seejirel
tsentrifuugiti 1 minut 2300 g juures. 125 ul supernatandi fraktsiooni tdsteti uude 1,5 ml tuubi
ning korrati elueerimisprotsessi 15 minutit vortexil. Vastavad eluaadid tosteti kokku, inputide
(proov valgu totaalliisaadist enne immuunosadestamist) maht viidi eluatsioonipuhvriga 250
ul-ni. Proovid ja inputid asetati 65°C termoplokki 1iile66, et eemaldada ristsidemed valgu ja
DNA vahel. Sonikeerimise kontrolliks voetud proovid asetati samuti 65°C juurde ning

jargneval pdeval kontrolliti sonikeerimise efektiivsust 1% agaroosgeelil geeleelektroforeesi

abil.

Kolmandal pdeval voeti eluaadid ning inputid 65°C juurest, tsentrifuugiti kergelt ning alustati
DNA puhastamise protokolliga. Selleks lisati proovidele ning inputidele 5 pl 5 M NaCl
(Ioppkontsentratsioon 0,25M) ja 2,5 mahus 96% etanooli. Tuubid asetati -20°C juurde
sadenema 30 minutiks. Pérast sadestamist tdsteti proovid jddle ning tsentrifuugiti 15 min
13000 g 4°C juures. Supernatant eemaldati ning sademele lisati 180 pl TE puhvrit, 20 pl 10x
Prot K puhvrit (50 mM Tris pH=8,0, 25 mM EDTA, 250 mM NaCl) ning 2,5 ul 10 mg/ml
prot K. Inkubeeriti 2 tundi 45°C juures. Seejérel lisati 200 pl fenool:kloroformi (1:1), segati

vortexil ning tsentrifuugiti lauatsentrifuugis 13000 g 10 minutit 4°C juures. Saadud vesifaas
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tosteti uude 1,5 ml tuubi ning lisati NaCl Idppkontsentratsiooniga 0,25 M ning 2,5 mahus
96% etanooli. Sadestati 30 minutit -20°C juures. Pérast sadestamist hoiti proove jdil ning
seejarel tsentrifuugiti 13000 g 15 minutit 4°C. Sade kuivatati termoblokil 45°C juures ning
voeti iiles 50 pl-s TE puhvris, hoiti 45°C juures 15 minutit, tsentrifuugiti maha ning séilitati

—20°C juures.
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2.3. Tulemused

2.3.1 CGGBP1 seondumissaidid

Inimese genoomis CGGBP1 valgule potentsiaalsete seondumiskohtade leidmiseks, teostati
bioinformaatiline analiiiis koostods TU MRI Bioinformaatika dppetooli todtajatega. Analiiiisi
kdigus tuvastati CGG rikkad alad erinevates kromosoomides, potentsiaalne seondumissait
tuvastati alates viiest CGG jérjestusest, milles ei esinenud iihtki katkestatud kordust. Kokku
leiti 3462 potentsiaalset seondumissaiti. In silico andmete pdhjal ei leidunud iihtegi
seondumissati Y-kromosoomis ja enim piike tuvastati 2. kromosoomis (12,3%).

Vordluseks bioinformaatilise analiiiisi korvale otsiti seondumissaite ka ChIP-seq andmete
pohjal. ChIP-seq andmete analiiiisi Galaxy ning MACS programmide abil teostas Liisi Vosa
(TU Tehnoloogiainstituut). ChIP andmete pdhjal leiti 519 potentsiaalset CGGBPI
seondumisaiti. Kusjuures enim piike leidus 1. kromosoomis (24%) ning sarnaselt in silico
andmetele ei olnud Y-kromosoomis iihtki CGGBP1 seondumise ala. 10 leitud CGGBP1
seondumissaidis ei leidunud tihtki CGG/CGG trinukleotiidi. Joonisel 5 on vilja toodud CGG
kordusjdrjestuse regioonide esinemine erinevates kromosoomides ChIP-seq ning in silico

andmete pohjal.
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Joonis 5. CGG alade protsentuaalne esinemine erinevates kromosoomides. ChlP-seq
andmed on toodud siniselt ja in silico andmed punaselt.
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Vaadates ChlIP-seq ning in silico andmete omavahelist kattumist, ilmnes, et 519-st 401 juhul
ei kattunud ChlP-seq piigid iihegi in silico tuvastatud piigiga (joonis 6). ChlP-seq piikide alast

vilja jai omakorda 3089 in silico piiki (joonis 7).

W kattuvad

M mitekattuvad

Joonis 6. ChIP-seq andmete pdhjal leitud piikide kattuvus bioinformaatilise analiilisi
tulemusel leitud piikidega.

373;11%

W kattuvad

W mittekattuvad

Joonis 7. Bioinformaatiliselt tuvastatud piikide kattuvus ChiP-seq abil leitud saitidega.

Et uurida, kas leitud seondumiskohtade taga esineb kindla funktsiooniga geenide iilekaal,
vaadati, millistele geenidele CGGBP1 seonduda voiks. Panther programmi abil leiti, milliste
bioloogiliste protsessidga on seotud CGGBP1 seondumiskohti sisaldavad geenid. Saadud

tulemused on niidatud joonistel 8 ja 9.
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Joonis 8. Bioloogiliste protsesside esinemine ChlP-seq andmete korral. Joonisel on
toodud ChIP-seq andmetel saadud geenide, mille 1aheduses asusid CGGBP1 seondumissaidid,

iildiste bioloogilisete funktsioonide jaotus.

ChIP-seq andmete pdhjal on suur osakaal rakutsiikli geenidel (22%) ning rakulistel
protsessidel (22%). In silico andmete pdhjal tehtud analiiisi korral domineerivad

metaboolsete protsessidega seotud geenid (27%) ning rakutsiikliga seotud geene ei tuvastatud.
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Joonis 9. In silico analiiiisil leitud CGGBP1 seondumissaite omavate geenide osakaal
erinevates bioloogilistes protsessides.

2.3.2 CGGBP1 ekspressiooni alla reguleerimine

CGGBP1 ekspressiooni maha surumiseks HEK293 rakkudes kasutati RNAI meetodit.
Viikesed RNA-d (SIRNA-d) disainiti nii, et mRNA-le seondumise tagajirjel toimub
komplementaarse mMRNA lagundamine. HEK293 rakke transfekteeriti nelja erineva siRNA-ga
ning 72 tunni moddudes rakud liilisiti. Jargnevalt tehti Western blot analiilis, et hinnata
erinevate siRNA-de efektiivsust CGGBPL1 ekpressioonile, saadud tulemused on ndidatud
joonisel 10. Kontrollina kasutati sSiRNA-ga mdjutamata ning random SsiRNA-ga toddeldud
rakke. Jooniselt 10 on néha, et CGGBP1 siRNA-de kombinatsioonid 1, 2, 3 ja4; 2,3 ja4; 2 ja
3 ning 3 ja 4 surusid maha CGGBPL1 taseme, samas negatiivse kontrolli ja random siRNAga
transfekteerides CGGBP1 ekspressiooni tase ei langenud. Edaspidistes katsetes kasutati
CGGBP1 siRNA-de 3 ja 4 kombinatsiooni.
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Joonis 10. Western blot analiiiis SIRNA-de efektiivsuse hindamiseks. Erinevad CGGBP1
SiRNA-de 1-4 kombinatsioonid on maha surunud CGGBP1 ekspressiooni. Samas random
SIRNA-ga tootlemise ning transfekteerimata HEK293 rakkude rajal (—) on niha CGGBP1
biand umbes 20 kDa korgusel.

2.3.3 CGGBP1 mdju rakutsiikli geenide ekspressioonile

CGGBP1 mdju uurimiseks rakutsiikliga seotud geenidele, reguleeriti CGGBP1 ekspressioon
alla siRNA-ga ning geenide ekspressiooni muutusi vaadeldi gPCR meetodi abil. HEK293
rakke kasvatati 6-wellides, kus 4 wellile lisati CGGBP1 siRNA-d 3 ja 4 72 tunniks, iihele
wellile random siRNA ning tihes wellis olid t66tlemata HEK293 rakud. Rakkudest eraldati
RNA ning see konverteeriti cDNA-ks. Saadud cDNA amplifitseeriti PRKACB, SDCCAGS,
SOS1, TLK1, UBE2B, PRKAB2, SMG6, PPP3CA, BIRC6, CDK®6, CIT, CSNK1G3, E2F3,
FMN2, HOXA13, KIF14, LATS1, PDE4DIP spetsiifiliste praimeritega gPCR abil. Antud
rakutstikli geenid olid valitud ChIP-seq abil tuvastatud seondumissaitide hulgast.
Referentsgeenidena kasutati GAPDH, ACTB ja YWHAZ_1 spetsiifilisi praimereid. Uhe geeni
puhul 18-st on tidheldatav selge eckspressiooni taseme tdus (joonis 11. A). PPP3CA
ekpressioon on referentsgeeniga vdorreldes tousnud viis korda. Teiste geenide puhul

markimisvéarseid geeniekspressiooni muutusi ei esinenud.
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Joonis 11. Rakutsiikliga seotud geenide ekspressiooni andmete analiiiis qPCR-i abil
parast siRNA tootlust. Tulemused on esitatud kahe katse keskmisena koos katsetevahelise
varieeruvuse piiridega. Siniselt on random siRNA-ga (joonisel siRNA+), ning punaselt
CGGBP1 siRNA 3 ja 4 transfekteeritud rakud. Referentsgeenidena kasutati GAPDH, ACTB ja
YWHAZ_1.

2.3.4 CGGBP1 seondumine erinevates rakutsiiklifaasides

CGGBPI1 on iseloomustatud kui rakutsiiklit mdjutavat geeni (Singh et al, 2011), seega
otsustati edasi vaadata CGGBP1 seondumist geenide promootorile erinevates rakutsiikli
faasides. Et rikastada erinevates faasides olevate rakkude hulka, teostati rakutsiikli
slinkroniseerimine. Rakutsiikli arestimiseks to6deldi HEK293 rakke 24 tunni viltel jargmiste
reagentidega: tiimidiin ning hiidroksiiuurea — S faas, RO-3306 — G2/M faas, seerumivaba
s60de — G1 faas. Rakutsiikli aresti kontrolliti FACS (fluorescence-activated cell sorting)

meetodil (rakutsiikli pildid on toodud lisas 2) ning juba arestitud rakkudega tehti kromatiini
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immuunosadestamise analiiiis, kasutades CGGBP1 (C-17) ning IgG antikeha. ChIP analiiiisi
kéigus erinevatest rakutsiikli faasides arestitud rakkudest eraldatud DNA-d kasutati gPCR-il.
gPCR labi viimisel kasutati geenide FMR1, CDKN1B, POU4F2, EXOC3 ja PRKACB
spetsiifilisi praimereid, mis olid disainitud amplifitseerima antud geenide CGG rikkaid
jarjestusi. Geenide valik ChIP-gPCR Kkatseks erinevates rakutsiiklifaasides pdhines CGG
rikaste alade esinemisel. Kontrollina kasutati tootlemata HEK293 rakke. Tulemuste
analiiisiks kasutati Fold enrichment meetodit. Jooniselt 12 on néha, et FMR1 signaal on
kontrollprooviga vorreldes G2/M faasis tousnud 2,5 korda ning PRKACB korral langenud 2,3
korda. Kuna antud katse on tehtud iihes korduses, oleks tulemuste kinnitamiseks vajalik 1dbi

viia korduskatsed.
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Joonis 12. ChIP-qPCR andmete analiiiis. Hiidrokstiuureaga to6deldud rakud (punane) on
rikastatud S faasis ning RO-3306 too6tluse (sinine) korral G2/M faasis. Kontroll tdhistab
tootlemata HEK293 rakke (roheline). Signaali tdus on leitud IgG suhtes. Tulpadel on ira
toodud + SEM vairtused.

2.3.5 CGGBP iileekspressioon T-REXx rakuliinides

Kuna HEK293 rakkudes jdi ChIP signaal ndrgaks, otsustati edaspidi kasutada T-REX
rakuliine, milles oli CGGBP1 iileekspresseeritud. Esmalt teostati Western blot, et kinnitada T-
REx 5 ja 7 rakuliinides CGGBP1 ekspressiooni tousu tetratsiikliini lisamisel. Westerni jaoks
voeti vOordne arv rakke iga proovi kohta, et tulemused oleksid vdrreldavad erinevate
ajapunktide vahel. Joonisel 13 on toodud Western bloti pilt, millel on niha CGGBPI
ekspressiooni tousu tetratstikliini (1pg/ml) lisamisel T-REx 5 rakuliinis. Tetratsiikliini lisati

rakkudele 4 voi 2 tunniks. Rakud fikseeriti kas kohe pérast tetratsiikliiniga indutseerimise
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16ppu voi lasti veel 24 tundi tetratsiikliinivabas so6tmes kasvada. Kdigi tetratsiikliiniga
toodeldud rakkude korral esines CGGBPI1 {ileekspressioon, samas kontrollproovis

ekspressiooni tase ei tousnud.

T-REx 5 CGGBP1

kontroll

25 — €—CGGBP1 eksogenne
"‘ “~~* €—(CGGBP1 endogeenne

Joonis 13. Western blot T-REx 5 CGGBP1 iilekspressiooni korral. T-REx rakkudele
tetratsiikliini  lisamine viilb CGGBP1 ekspressiooni tdusuni, samas kontrollproovis
(indutseerimata T-REXx rakud) on CGGBP1 ekspressiooni tous pole tdheldatav.

2.3.6 CGGBP1 seondumine geenidele CGGBP1 iileekspressiooni korral

T-REx 5 ja 7 rakuliinides geeniekspressiooni uurimiseks tehti kromatiini immuuno-
sadestamine kasutades CGGBP1 (C-17) ning kontrollina IgG antikeha. Eelnevalt indutseeriti
T-REX rakuliine tetratsiikliiniga 0, 2 voi 4 tundi. ChIP-i tulemusel saadud DNA-d kasutati
qPCR-i labiviimiseks praimeritega CDKN1B, FMR1, PRKACB, EXOC3 ning POU4F2.
Tulemusi analiiiisiti Percent Input meetodil (joonised 14 ja 15). Uldiselt esineb tendents, et
mida kauem tetratsiikliiniga indutseerida, seda korgem on CGGBP1 tase rakus ning vastavalt
ka seondumissignaal. Kahte rakuliini vorreldes annab T-REX 5 tetratsiikliiniga indutseerides

tugevama CGGBP1 taseme tousu.
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Joonis 14. ChIP-gPCR andmete analiiiis T-REx 5 rakuliinis. Joonisel on toodud qPCR
analiilisi tulemused kromatiini immuunosadestamisel saadud DNA fragmentidest CDKN1A,
EXOC3, FMR1, POU4F2 ja PRKACB geenidel. Seondumissignaal esines koikidel geenidel.
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Joonis 15. ChIP-gPCR andmete analiiiis T-REx 7 rakuliinis. Joonisel on toodud qPCR
analiitis ChIP tulemusel saadud DNA fragmentidest geenidel CDKN1A, EXOC3, FMR1,
POU4F2 ja PRKACB. Seondumissignaal tuvastati kdikide geenide korral.
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2.4 Arutelu

In silico ja ChlP-seq andmeid vorreldes esines CGGBP1 seondumissaite in silico analiiiisil
tunduvalt rohkem.Uheks vdimalikuks pdhjuseks vdib pidada in silico analiiiisil seatud
tingimusi. Nimelt pidi jarjestikku esinema vdhemalt viis CGG trinukleotiidi ilma {ihegi
katkestuseta. ChIP andmete pohjal aga loeti kokku iiheks piigiks olukorrad, kus esinesid
jarjestikku CGG kordused ning nende vahel asus mdni iiksik nukleotiid, mis rikkus CGG
korrektse jarjestuse. Seega voib liks ChIP piik sisaldada mitut bioinformaatilise lahendusega
leitud potentsiaalset seondumissaiti. Kuna on ndidatud, et CGGBP1 ei seondu metiiiilitud
aladele (Naumann et al., 2004), siis vdib kromatiini kokkupakkimine olla iiheks pdhjuseks,
miks ChIP-seq analiiiisil esines vihem seondumiskohti vorreldes in silico analiiisiga. Lisaks
voivad erinevused leitud seondumissaitide vahel tuleneda asjaolust, et CGGBP1 seondub ka
aladele, mis ei sisalda CGG trinukleotiide vaid lihtsalt CG rikkaid jarjestusi (Singh et al.,
2011). ChlP-seq andmete hulgas esines CGG trinukleotiide mittesisaldavaid regioone, kuhu
CGGBP1 seonduda voiks, samas in silico analiiiisis antud alasid ei tuvastanud. Need asjaolud

seletavad osaliselt kahe katse tulemuste erinevusi ning viikest omavahelist kattuvust.

Erinevate meetoditega leitud seondumissaitide vihene kattuvus annab mdtlemisainet selle iile,
kui suur on in silico andmete usaldusvédarsus. Nagu tulemustest selgus, siis sama katse
bioinformaatilise lahenduse ja ChlP-seq andmete vordlus ei anna iihtset tulemust. Seega

toetudes vaid in silico tulemustele, ei pruugi need vastata reaalsele olukorrale rakkudes.

Uurides tuvastatud CGGBP1 seondumissaitidel olevate geenide funktsioone, ei leitud kindlat
trendi, pigem voib 6elda, et CGGBP1 scondub viga erinevate bioloogiliste protsessidega
seotud geenidele. Kiill aga asus tiipris suur osa ChlP-seq abil leitud piikidest rakutsiikli (22%)
ning rakuliste protsessidega (22%) seotud geenidel. In silico andmete pohjal tehtud analiiiisi
korral domineerivad metaboolsete protsessidega seotud geenid ning rakutsiikliga seotud geene
ei tuvastatud. Kuna varasemalt on nididatud CGGBP1 seost rakutsiikliga (Singh ja
Westermark, 2011) ning ChlP-seq erinavalt in silico andmetest nditab reaalseid
seondumiskohti, uuriti edasi rakutsiikliga seotud geene CGGBP1 knock downi korral. 18-st
uuritud geenist ndhti CGGBP1 knock down-i mdju iihele geenile - PPP3CA (protein
phosphatase 3, catalytic subunit, alpha isozym) ekspressiooni tase oli viiekordistunud. Teiste
geenide korral markimisvddrseid muutusi ei leitud. PPP3CA on seotud rakutsiikli
tileminekuga G1 faasist S faasi ja (Afroze et al., 2003) PPP3CA kuulub seriin/treoniin
fosfataaside/ proteiin fosfataaside, kataliiiitilise subiihiku perekonda. Seni pole nédidatud seost

CGGBP1 ja PPP3CA vahel, mistottu tuleks antud seost edaspidi kinnitada ning edasi uurida.
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Kéesoleva uurimistdd raames piiiiti rakke arestida erinevates rakutsiikli faasides. Kasutatud
reagendid erinevate faaside arestiks kiill tootasid, kuid erinevates rakutsiikli faasides tehtud
ChIP-gPCR andmete pohjal mairkimisvadarset erinevust siinkroniseerimata rakkudega
vorreldes ei esinenud. HEK293 rakutsiikli arestis G2/M faasis on tdheldatav FMR1
seondumissignaali tdus 2,5 korda ning PRKACB korral langus 2,3 korda. Kuna antud katse on
tehtud iihes korduses, on vajalik tulemuste toesust kinnitada korduskatsete abil. Lisaks tuleks
edasistel katsetel rakutsiikli blokeerimise protokolli parandada, et saavutada suurem rakkude
rikastatus erinevates faasides. Samuti on plaanis rakutsiikli faase blokeerida T-REx 5 ja 7
rakuliinides. Senistel katsetel (neid andmeid pole ndidatud) on tidheldatud rakutsiikliks kuluva

aja pikenemist tileekspresseeritud rakuliinides vorreldes HEK293 rakkudega.

CGGBP1 iileekspresseeritud rakuliinide korral ilmnes oodatavalt, et tetratsiikliiniga kauem
indutseerides CGGBP1 tase rakus tdusis ning seondumissignaal geenidele suureneb. On
huvitav mérkida, et kuigi T-REx rakuliin pdhineb HEK?293 liinil, siis tundub antud liin
oluliselt erinevat HEK?293 liinist rakutsiikli pikkuse osas. Vorreldes omavahel t66s kasutatud
CGGBP1 iileekspresseeritud rakuliine oli T-REx 5 puhul CGGBPI1 tase kdorgem kui T-REx 7
liinis sama tetratsiikliini to6tluse korral. Rakuliinide erinev tundlikkus tetratsiikliini suhtes
voib tuleneda rakuliinide konstrueerimise kédigus tekkinud erinevustest, kuna ei ole voimalik
jélgida, mis juhtub vektoriga pédrast tema sisestamist, sealhulgas integratsioonikohta,

koopiaarvu voi koguni sisestatud konstrukti vaigistamist sihtmérkrakkudes.

Antud t66s tehtud katsed ning erinevate meetodite kohandamine on aluseks edasistele

eksperimentidele CGGBP1 rolli tuvastamises rakutsiiklis ning rakutsiikliga seotud geenidele.
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KOKKUVOTE

CGGBP1 on 167 aminohappest koosnev valk, mille tdpne funktsioon on tidnaseni teadmata.
Seni on pakutud, et CGGBP1 seondub 5'-CGG-3" rikastele aladele ning on seotud fragiilse X-
I siindroomi esinemisega. Fragiilse X-i siindroomi pohjustavaks mutatsiooniks on
trinukleotiidse CGG korduse pikenemine FMR1 geeni 5'UTR regioonis. Lisaks selgus
hiljutistel katsetel inimese fibroblasti rakkudaga, et CGGBP1 fosforiiiilimine positsioonis
S164 on telomeeri kaitsev signaal. Antud modifikatsioon voib mojutada telomeeride otstes
asuva telomeere stabiliseerivat T-loop struktuuri, mida hoiab koos erinevatest valkudest
koosnev shelterin kompleks. On ndidatud ka CGGBP1 mdju rakutsiiklile vdhirakkude korral.
Tervetes inimese fibroblasti rakkudes on uuritud GGBP1 lokalisatsiooni erinevates
rakutsiiklifaasides, CGGBP1 ndol on tegu tuumavalguga, mis rakkude 16pliku jagunemise ajal
asub vahekehas. CGGBP1 defitsiidi korral on tdheldatud G2 faasi aresti, mistottu rakud pole
voimelised sisenema mitoosi. CGGBP1 tédpsete funktsioonide kohta on siiski vihe

publikatsioone ning antud valgu toimemehhanismid on veel suuresti teadmata.

Kéesoleva magistrit66 eksperimentaalses osas vorreldi inimese genoomis in silico ja ChlP-seq
andmete analiitisil tuvastatud CGGBP1 seondumissaite. Samuti uuriti CGGBP1 moju
rakutsiikliga seotud geenide ekspressioonile CGGBP1 knock down’i korral. Kuna in silico
andmed ei arvestanud kromatiini struktuuri ning antud meetodil leiti erinevalt ChIP-seq
andmetest teoreetilised seondumissaidid, siis uuriti geeni ekspressiooni muutusi ChIP-seq
analiiiisil leitud seondumissaite sisaldavatel geenidel. Uuritud rakutsiikli geenidest vajab
edasist tdahelepanu PPP3CA, mis teiste geenidega vorreldes andis CGGBP1 knock downi
korral ekspressiooni tousu. Vaadeldi ka CGGBP1 seondumist CGG alasid sisaldavate geenide
promootoraladele erinevates rakutsiikli faasides. Kuna rakkude rikastamise optmieerimine
erinevates faasides osutus vdga aegandudvaks, siis oleks siin vaja teostada rohkem
eksperimente tdiendades rakutsiikli blokeerimise protokolli ning uurida erinevate geenide

ekspressiooni muutusi CGGBP1 iileekspresseeritud rakuliinides.

35



CGGBP1 binding sites in human genome and its role to cell cycle

Kristine Kreitsman
SUMMARY

CGGBP1 is a highly conserved 167 amino acids long protein. Its precise function and
structure is still unknown. First it was discovered that CGGBP1 binds to FMR1 promoter,
which is an important gene in human intellectual disability and is related to Fragile X
syndrome. CGGBP1 could bind to CGG-rich sequences and its binding is sensitive to DNA
methylation status. Some works have shown that CGGBP1 blocks cell cycle in GO/G1 phase
in cancer cells and has important role in abscission. Depletion of CGGBP1 results in G2
phase blocking in normal human fibroblast cells. One recent article showed a new role of
CGGBP1 as telomere protecting signal. Despite the above mentioned the precise function of
CGGBP1 is still unknown.

The aim of present work was to compare CGGBP1 binding sites detected by in silico analysis
and ChlP-seq method. These two methods did not give highly overlapping results due to the
different approaches. The biological processes of genes, which located near to CGGBP1
binding sites were very different and did not give a specific trend. Although, 22% of ChIP-seq
detected genes were associated with cell cycle. To further investigate the role of CGGBPL1 in
cell cycle related genes, their expression was studied in CGGBP1 knock down cells. PPP3CA
showed an increase in CGGBP1 depleted cells. Further investigation is needed here. Also the
binding of possible CGGBP1 targets were studied in different cell cycle phases. No
remarkable changes were observed. In future there is plan to investigate the influence of

CGGBP1 overexpression to gene expression and also in different cell cycle phases.
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LISAD

LISA 1. Kasutatud praimerid

Geen Forward (5-3°) Reverse (5-3") Kasutus
BIRC6 TGATGGCAAGGTTTGTT GTCTGAGGATTCCACTTC gPCR
CDK6 TGCACAGTGTCACGAACAGA ACCTCGGAGAAGCTGAAACA gPCR
CIT GCTTCCCTGTCTCAATC ATTCGTGGAAACACAGC gPCR
CSNK1G3 | TGGAGATACAAAACGGGCTACA |GCAACTGTTTACCAATCCAGTCA |gPCR
E2F3 AAAGCCCCTCCAGAAACAAGA CCTTGGGTACTTGCCAAATGT gPCR
FMN2 CCTTTCAAGGAAAACATGG CTCTGTCAGTGAATTTTCC gPCR
HOXA13 |CAAATGTACTGCCCCAA ATGGGAGACCACGTC gPCR
KIF14 ATAGCAAGACTTGAGGATG AGCATCCCTGCAAAAAT gPCR
LATS1 CGATGTCTAGCACATTCTT TGTATCCTGTTCGTAGCA gPCR
PDE4DIP |GGAAGCCTGCTCTGACATGG GCAGAATGACTCGAATGATGGA |gPCR
PPP3CA GTACTTTCTGGAGGGAAG TTGATAGCTTCATCAGCC gPCR
PRKAB2 |ATGCGTTTCGATCTGAGGAAAG GGTTCAGCATAACATGGTTGGG | gPCR
PRKACB |CTAATCTATGAAATGGCAGC GACCTTTCCAGAAACAATC gPCR
SDCCAGS8 | AGCTATTAATCAACTGGAGG ACACACCTTTGTGACAT gPCR
SMG6 GAGGATGACATCAGGGA CAGCCTGGATCTTTTCC gPCR
SOS1 CATGGAGAAGGAATTTACAG TTTGGAAATCTTGGGAGAG gPCR
TLK1 CTGTCCAAGATTATGGATGA AAATACCAGTAAGTGCCTG gPCR
UBE2B TGTGGGTGTCAGTGG CCTTCTGGTCCAAATATAAC gPCR
ACTB CTGGAACGGTGAAGGTGACA CGGCCACATTGTGAACTTTG gPCR
YWHAZ_1 | ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA | CCGCCAGGACAAACCAGTAT gPCR
GAPDH_1 | TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG gPCR
GAPDH AAACCCATCACCATCTTCCA TACTCAGCACCAGCATCACC ChlIP-
gPCR
CDKN1B |CCGCAACCAATGGATCTC GGAGGCTGACGAAGAAGAAA ChlIP-
gPCR
EXOC3 TAGCCGTAGAGGGTGAGTCG CAGAGACAGGGAGAGCAAGG ChlIP-
gPCR
FMR1 GTTGTTGGGAGGGAAGGACT TCCTCGCTGGTCTCTCATTT ChlIP-
gPCR
POU4F2 TGATGTCCGTGAACAGCAAG CCGAGTACTTGGGCTCCAC ChlIP-
gPCR
PRKACB |GTGCTAAGGAGTTCGCTGGA CACTCCACAGTCTGGGACAA ChlIP-
gPCR
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Lisa 2. FACS pildid rakutsiikli arestis. HEK293, T-REx 5 ja 7 rakuliinide arest S-
faasis (to6tlus hiidroksiiuureaga voi tiimidiiniga), G2/M faasis (t66tlus RO-3306-ga) ja G1
faasis (seerumivabas soOtmes), vOrdluseks on toodud siinkroniseerimata rakud (joonisel
mérgitud IMDM). Esmalt indutseeriti rakke tetratsiikliiniga 2 v3i 4 tundi, seejdrel rakutsiiklit

blokeeriva reagendiga 24 tunni véltel.
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TREX CGGEP1 7-2+24 OH uurea
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