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Forkhead 1 transkriptsioonifaktori iseloomustamine DNA replikatsiooni initsiatsioonil
pagariparmis Saccharomyces cerevisiae
Ké&esoleva to6 eesmérk oli uurida seitsme deletsioonimutandi pdhjal, millised Forkhead 1
transkriptsioonifaktori jérjestuse piirkonnad on olulised replitseerumise ajastuse tagamisel
Fkh1 poolt reguleeritavatel replikatsiooni alguspunktidel. Genoomi stabiilsuse seisukohast on
replikatsiooni Gige ajalise kontrolli tagamine védga oluline ning seega on vaja mdista
mehhanisme, mis selle tagavad ning faktoreid, mis seda mojutavad. T60 tulemustest selgus,
et 484 aminohappe pikkusest Fkh1l kodeerivast alast pole replikatsiooni reguleerimiseks
vajalikud vaid esimesed 22 aminohapet. Aminohapete 23 kuni 484 deleteerimine parssis
varajaste replikatsiooni alguspunktide aktiveerumist. Sellega koosk6las olid ka kromatiini
immunosadestamise tulemused tuves, milles deleteeriti aminohapped 410-484. Antud
jarjestuse deleteerimise tagajarjel polnud Fkhl ja Cdc45 seondumine replikatsiooni
alguspunktidele enam téheldatav.

DNA replikatsioon, DNA replikatsiooni initsiatsioon, Forkhead transkriptsiooni-

faktorid1/2. P320, nukleiinhappesiintees, proteiinisuntees.

Characterization of Forkhead transcription factor 1 in DNA replication initiation in
Saccharomyces cerevisiae
The aim of the current thesis was to investigate which parts of Fkhl transcription factor are
necessary for its ability to support early replication of origins controlled by it. Previously
conducted studies show, that origins controlled by Fkhl often coincide with early replicating
loci, which by unknown mechanisms have an advantage in firing. Even more, deleting both
Fkhl and Fkh2 results in an extensive deregulation in replication timing on origins controlled
by Fkhl and Fkh2 transcription factors. Genomic stability depends largely on correct
replication timing. Therefore, understanding the mechanism behind it and its different levels
of regulation is crucial for understanding the negative outcomes caused by genomic
instability, for example cancer. Results presented here, show that Fkhl coding sequence (484
amino acids) can tolerate only the loss of first 22 amino acids without causing any
deregulation in observed origins activity. Further deletions strongly perturbed origin
activation on Fkh1/2 controlled origins. These results are supported by chromatin
immunoprecipitation analysis in strain, where amino acids 410-484 were deleted. Deletion of
particular sequence abolished Fkh1 and Cdc45 ability to recruit onto replication origins.
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nucleic acids, protein synthesis
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KASUTATUD LUHENDID

AAA+ — ATPases Associated with diverse cellular activities (erinevate rakuliste protsessidega
seotud ATP-aasid)

ADbfl — ARS binding factor (ARS-iga seonduv faktor)

ACS — ARS consensus sequence (autonoomselt replitseeruva kompleksi konsensusjarjestus)
APC/C — Anaphase- promoting complex/cyclosome (Anafaasi soodustav kompleks)

ARS — Autonomously replicating sequence (autonoomselt replitseeruv jérjestus)

Cdc6 — Cell Division Cycle 6

Dbf4 — DumbBell Forming 4

Cdc45 — Cell division cycle

Cdk — Cyclin-dependent kinase (tstkliin-sdltuv kinaas)

Cdtl — Chromatin licensing and DNA replication factor 1 (kromatiini litsentseerimise ja DNA
replikatsioonifaktor 1)

CMG — Cdc45-MCM-GINS kompleks

CK I- Cyclin dependent kinase inhibitors (tsukliin sdltuvate kinaaside inhibiitor)

Clb2/5/6 — B-type cyclins (B-tulpi tsikliinid)

DBD — DNA binding domain (DNA-d seondav domé&éan)

DDK — Dbf4-dependent kinase (Dfb4-s6ltuv kinaas)

Dpb11 — DNA Polymerase B (1) (DNA poltimeraas B (11))

DUE — Double strand DNA unwinding element (kaksikahela lahti keeramise element)

FHA — Forkhead associated domain (Forkheadiga seondumise doméan)

Fhl1 — Forkhead-like 1 (Forkheadi sarnane 1)

Fkh1/2 — Forkhead homolog 1/2 (Forkhead homoloog 1/2)

FOX — Forkhead box proteins (Forkehad perekonna valgud)

GINS — Go-Ichi-Ni-San kompleks (Jaapani keeles 5,1,2,3)

Hcml — High copy supressor of calmodulin (kdrge koopia-arvuline kalmoduliini supressor)
HU — hidrokstuurea

MCM2 — 7 - Minichromosome maintenance 2 — 7 (minikromosoomi hooldaja 2-7)

ORC — Origin Recognition Complex (origin’i dratundev kompleks)

Pre-RC — Pre-replication complex (pre-replikatiivne kompleks)

SCF — Skp1, Cullins, F-box proteins (Skpl, Cullini, F valgud)

S1d2/3/5/7 — Synthetically Lethal with Dpb11-1/2/3/5/7 (sunteetiliselt letaalne koos Dpb11)



SISSEJUHATUS

Korrektne rakutsukli kulgemine on aluseks, et rakujagunemise k&igus saavad mdlemad
titarrakud vordse koopia genoomist. DNA replikatsioon, mis leiab aset S-faasis, on tugevalt
konserveerunud alates prokariiootidest kuni kdrgemate eukartiootideni. Peamine erinevus
seisneb replikatsiooni alguspunktide arvus, millelt replikatsiooni alustatakse. Tulenevalt
suurest genoomist kasutavad kdrgemad eukartioodid kuni kiimneid tuhandeid alguspunkte.
See vdimaldab rakul l&bida S-faasi optimaalse ajaga, et kindlustada kogu genoomi
duplitseerimine Uhe rakutsukli jooksul. Véiksema genoomiga prokariioodid kasutavad vaid

uht DNA replikatsiooni alguspunkti.

DNA replikatsioon algab jarjestustelt, mida nimetatakse replikatsiooni alguspunktideks (ingl.
replication origin). Pagariparmis on need defineeritud kui autonoomselt replitseeruvad
jarjestused ehk ARS-id (Autonomously Replicating Sequence). Ettevalmistused genoomi
replitseerumiseks algavad juba enne S-faasi, kui G2/M/Gl-faasis hakkavad DNA-ga
seonduma replikatsiooniks vajalikud valgud. Sel viisil méargistatakse ehk litsentseeritakse

replikatsiooniks koik potentsiaalsed replikatsiooni alguspunktid ile genoomi.

Paljud replikatsiooniks vajalikud valgud on ekspresseeritud limiteeritud hulgas. See tahendab,
et kaiki litsentseeritud replikatsiooni alguspunkte ei ole vBimalik (heaegselt aktiveerida ning
erinevad alguspunktid peavad nende faktorite Ule konkureerima. See, kuidas madratakse,
millised alguspunktid saavad ligipaasu limiteerivatele faktoritele, on reguleeritud mitmeti—
naiteks kromatiini modifikatsioonidega, alguspunktide paiknemisega tuumas voi labi teiste
valkude, mis soodustavad replikatsiooni alguspunktide ligipaasu limiteerivatele faktoritele.
Regulatsiooni tulemusena kujuneb vélja replikatsiooni alguspunktide ajaline programm, kus
alamhulk jérjestusi replitseeritakse S-faasi alguses, samas kui teiste replitseerimine j&ab

hilisemasse S-faasi.

Aastal 2012 néidati, et olulist rolli replikatsiooni alguspunktide ajastusele omavad
transkriptsioonifaktorid Forkhead homologue 1/2 (Fkhl ja Fkh2). Katsetega ndidati, et
mdlema valgu, peamiselt just Fkhl puudumine mdjutas suure hulga replikatsiooni
alguspunktide ajastust. Forkheadid1/2 on nii mdnegi uurimisrihma huviorbiidis ning
vahepealsed aastad on toonud uusi teadmisi Fkh1/2 valgu seondumise ja funktsiooni kohta,

kuid valkude todmehhanisme pole veel detailselt kirjeldatud.



Kéesoleva t60 teoreetilises osas antakse Ulevaade DNA replikatsiooni initsiatsioonist ning
erinevatest ~ mehhanismidest, mis  seda  kontrollivad,  sealhulgas  Forkhead
transkriptsioonifaktoritest. Samuti antakse detailne Ulevaade t66s kasutatud meetoditest.
Eksperimentaalse osa eesmark oli luua Fkh1l mutantsed péarmitiived, mille kasv ei oleks
mutatsioonide tottu parsitud ning vOimaldaksid seeldbi uurida erinevate Fkhl valgu
piirkondade olulisust DNA replikatsiooni regulatsioonil. Mudelorganismina kasutati
pagariparmi (Saccharomyces cerevisiae), kuna Fkhl replikatsiooni rolli on iseloomustatud

enim just selles eukartioodis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Rakutsukkel

Rakutsiikkel on jagatud nelja faasi — G1-faas, mille kéigus toimub raku kasv ja valmistumine
rakujagunemiseks; S-faas, mille kéigus toimub DNA replikatisoon; G2-faas, kus rakk
valmistub M-faasiks ja M-faas, kus toimub kromosoomide segregatsioon titarrakkudesse ja
rakujagunemine. Pagariparmi (Saccharomyces cerevisiae) iseloomustab killaltki pikk G2-
faas ja luhike G1-faas (Diffley, 2004). Rakutsikli progresseerumise aluseks on tagasiside
regulatsiooni ststeemid, voimaldades kahjustuste ilmnemisel peatada rakutsikli jargmisesse
faasi sisenemine (Golloshi et al., 2017). Oluline on, et kromosoomide segregatsioon ei
toimuks enne, kui DNA replikatsioon on I6puni viidud. Selleks on segregatsioon ja
replikatsioon Uksteisest ajaliselt eraldatud, vastavalt M-faasi ja S-faasi (Murray ja Kirschner,
1989)

DNA replikatsiooni toimumiseks on vajalik tapselt reguleeritud replisoomide kokkupanek ja
aktiveerimine, mis allub ajaliselt eraldatud litsentseerimisele ja aktiveerimisele. Komplekside
kokkupanek algab juba G2-faasis, kus alamhulgale replikatsiooni alguspunktidele laetakse
neid alguspunkte dra tundev kompleks ORC (Origin recognition complex). Jargnevalt
laetakse G1-faasis kdikidele potentsiaalsetele alguspunktidele replikatiivne helikaas, mis jaab
ootama aktiveerimist S-faasis (Remus ja Diffley, 2009). Mitmed replikatsioonil osalevad
valgud on kasutatavad replikatsiooniks vaid Kkindlas rakutsikli faasis. G2- ja M-faasis
transkribeeritakse geenid, mis osalevad replikatsiooni varajastel etappidel nii, et nende tase on
kdrgeim G1-faasis, nagu naiteks Mcm2—7 (Minichromosome maintenance). Hilisemad geenid
transkribeeritakse nii, et nende tase oleks kérgeim S-faasis, DNA replikatsiooni ajal, nagu
néiteks tslkliin-sdltuvad kinaasid CDK-d (cyclin dependent kinases). Need on mdned néited
regulatsioonimehhanismidest, millega kindlustatakse replikatsiooni toimumine S-faasis
(Enserink ja Kolodner, 2010).

1.2. CDK ja DDK kinaasid

Kinaaside mehhaaniline roll on enamasti sihtmérkvalkude fosforiileerimisega kutsuda neis
esile konformatsiooniline muutus. CDK on oluline rakutsiiklis, DNA replikatsiooni
initsiatsioonil ning re-replikatsiooni takistamisel. Pagaripdrmi rakutsikli reguleerimiseks on
kinaasidest vajalik ainult CDK1, kdrgemates eukartootides lisaks ka CDK 2, 4 ja 6 osalus
(Malumbres ja Barbacid, 2009). CDK-d aktiveeriva dimerisatsiooni partneri Clb5, Clb6 (B-
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type cyclins) kontsentratsiooni tdustes G1/S-faasi uleminekul suureneb CDK kataltitiline
aktiivsus (joonis 1). Kuna kinaas tohib aktiivne olla ainult véikeses ajavahemikus, on CDK
aktiivsus inhibeeritud erinevate mehhanismidega. Naiteks on nende hulk reguleeritud
tsukliinide kontsentratsiooni ja (Pines, 1994) tsikliinsdltuvate kinaaside inhibiitorite CKI-de

(Cyclin dependent kinase inhibitors) poolt (Pavletich, 1999)

Pre-RC Replikatsioonikahvel
' : e O e TR
@t - T - "a

G1-CDK

S-, M-CDK

Pre-RC kokkupanek Pre-RC aktivatsioon

Inaktiveeritud | Pre-RC kokkupaneku
originid inhibeerimine

CDK aktilvsus

Joonis 1. CDK aktiivsus labi rakutsikli. G1-faasis on CDK-d inaktiivsed ja replikatsiooni
alguspunktide aktiveerimist ei toimu. G1-faasi I6pus hakkab aga CDK tase tdusma, ning S-
faasis CDK-d aktiveeritakse, mis vdimaldab alguspunktidele moodustunud pre-replikatiivse
kompleksi  aktiveerimist. Selle tulemusena moodustub 2 vastassuunda liikuvat
replikatsioonikahvlit (Tdlgitud Araki, 2010 jargi).

Sarnaselt CDK-le osaleb ka Dbf4 soltuv kinaas DDK (Dbf4-dependent kinase) replikatsiooni
initsiatsioonil. DDK on aktiivne ainult S-faasis, kuna Dbf4 (DumbBell Forming 4) on
ekspresseeritud ainult hilises G1-faasis (Tanaka ja Araki, 2010). G1/S-faasi Uleminekul
stabiliseeritakse Dbf4 CDK1 poolt, mis inaktiveerib Dbf4-ja degradeeriva APC/C kompleksi

(Anaphase- promoting complex/cyclosome) seda fosforileerides (Jaspersen et al., 1999).

1.3. Replikatsiooni alguspunktid ehk ARS-id

1.3.1. ARS konsensuselement — ACS

DNA replikatsioon algab pagariparmis (Saccharomyces cerevisiae) kindlatelt jérjestustelt,
mida nimetatakse ARS-ideks ning defineeritakse kui Ithikesi, 100-150 bp pikkuseid
jarjestusi. Need leiti kui jarjestused, mis voimaldavad plasmiididel ja mini-kromosoomidel
autonoomselt replitseeruda. Selleks inaktiveeriti selektiivsusmarkerit kandva plasmiidi
replikatsiooni tagav piirkond ning asendati erinevate parmi genoomset péritolu DNA

jarjestustega. Transformeerides selle parmi ja selekteerides vastava markeriga plasmiidi
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kandva parmi, tehti kindlaks jérjestus, mis suutis tagada plasmiidi replitseerumise. (Chan ja
Tye, 1980; Stinchcomb et al., 1979; Struhl et al., 1979)

ARS-id sisaldavad ARS konsensusjérjestust ACS (ARS Consensus Sequence) ehk A elementi,
mis on 11 aluspaari pikkune DNA 16ik (T/A)TTTAT(A/G)TTT(T/A) (Broach et al., 1983).
Selle muteerimine viib ARS-i funktsiooni kadumisele, kuid mitte ilmtingimata, kuna ACS
suudab taluda konsensusest ka monenukleotiidilisi erinevusi (Theis ja Newlon, 1997).
Pagariparmis leidub ACS motiive ~12 000, kuid ainult ~500 on neist aktiivsed replikatsiooni
alguspunktid (Siow et al., 2012). Seega on A element hé&davajalik replikatsiooni
alguspunktide funktsioneerimiseks, kuid ei garanteeri replikatsiooni alustamist antud
lookuselt. Replikatsiooni uurimine pagariparmis on olnud tulemusrikas, kuna replikatsiooni

alguspunktid on véga tapselt defineeritud (Stinchcomb et al., 1979)

1.3.2. B sekundaarelemendid

ARS sisaldab lisaks A elemendile veel mitmeid B sekundaarelemente — B1, B2 ja B3 (joonis
2), mille muteerimine vahendab replikatsiooni alguspunktide aktiivsust olulisel méaaral voi
inaktiveerib selle, kui muteerida k&iki kolme korraga (Lin ja Kowalski, 1997; Marahrens ja
Stillman, 1992).

B1 element funktsioneerib sarnaselt A elemendiga seondades replikatsiooni alguspunkti
aratundvat kompleksi ORC (Rao ja Stillman, 1995; Rowley et al., 1995). B2 element sisaldab
endas kaheahelalise DNA lahti sulatamise elementi DUE (Double strand DNA unwinding
element), mis on eeskatt vajalik replikatsiooniks oluliste valkude seondumiseks. Naiteks
soodustab see Mcm2-7 laadimist replikatsiooni alguspunktidele peale seda, kui jérjestustele
on toodud ORC (Wilmes ja Bell, 2002). B3 on 22 aluspaari pikkune lisaelement ning ARS1-I
seondub sellega Abfl (Autonomously replicating sequence binding factor 1)
transkriptsioonifaktor, mis aitab hoida replikatsiooni alguspunktil nukleosoomide vaba ala
(Lipford ja Bell, 2001; Marahrens ja Stillman, 1992).
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B3 B2 B1 A

20bp ACS

Joonis 2. Autonoomselt replitseeruv jarjestus (ARS). ARS sisaldab endas ARS
konsensusjarjestust ACS ehk A elementi, millega seondub replikatsiooni alguspunkti &dra
tundev kompleks ORC (origin recognition complex). Lisaks kuuluvad funktsionaalse ARS
ehitusse ka B sekundaarelemendid - B1, mis osaleb lisaks A elemendile ORC sidumises, B2,
millelt algab DNA lahti sulatamine ning B3 element, mis seob erinevaid ARS-i aktiivsust
reguleerivad faktoreid.

1.4.  Replikatsiooni alguspunktide litsentseerimine

1.4.1.  Pre-replikatsioonikompleks

DNA replikatsioon on mitmeastmeline protsess, mis algab potentsiaalsetele replikatsiooni
alguspunktidele pre-replikatsiooni komplekside ehk pre-RC (Pre-replication complex)
moodustumisega (joonis 3). Esmalt seondub hilises G2/M-faasis ACS A/T rikastele
jarjestustele ORC valgukompleks, mille peamiseks tlesandeks on mérgistada genoomil kdik
lookused, millelt on vbéimalik replikatsiooni alustada (Diffley et al., 1994). Jargnevalt
seonduvad G1-faasis ORC kompleksiga Cdc6 (Cell division cycle 6), millega omakorda
seondub Cdtl (Chromatin licensing and DNA replication factor 1), mis toob endaga kaasa
replikatiivse helikaasi MCM2-7 (Evrin et al., 2009). Sellega 16peb replikatsiooni
alguspunktide litsentseerimine ehk pre-replikatiivse kompleksi moodustamine ning

lisentseeritud alguspunkt jaab ootama S-faasis replikatsiooni aktivatsiooni.

R~ pre-RC
Gl ORC |MC |W

Joonis 3. Pre-replikatiivse kompleksi kokkupanek algab ORC kompleksi seondumisega
potentsiaalsetele replikatsiooni alguspunktidele. ORC kompleksiga seondub Cdc6, millega
omakorda seondub Cdtl- MCM2-7 dimeer. Nendest valkudest moodustub replikatsiooni
alguspunktidele pre-replikatiivne kompleks. (Diffley, 2011)
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1.41.1. ORC kompleks

ORC identifitseeriti kui kuuest subuhikust (Orc1-6) koosnev kompleks, mis seondub ACS
jarjestusele. Viis esimest subihikut sisaldavad ATP-aasi domaani AAA+ (ATPases
Associated with diverse cellular Activities) ja vajavad oma tooks ATP olemasolu (Bell ja
Stillman, 1992). Rakus moodustab ORC kuuest sublhikust koosneva heteroheksameeri, mis
seondub replikatsiooni alguspunktidega. DNA-ga seondumist vahendab peamiselt Orcl
(Klemm et al., 1997). Orc3 otseselt DNA-ga ei seondu, vaid pigem thendab see teisi DNA-ga
seonduvaid subuhikuid (Clarey et al., 2006). Orc6 on ainuke subihik, mis ei sisalda AAA+
domaéni ega seondu ka DNA-le. Selle tlesandeks on kompleksile Cdt1-MCM2-7 dimeeride
varbamine. Peale ORC kompleksi seondumist thinebki sellega jargnevalt Cdc6, mis toob
replikatsiooni alguspunktidele Cdtl-st ja Mcm2-7-st koosneva kompleksi. (Takara ja Bell,
2011)

1.4.1.2. Mcm2-7
Replisoomi (ks olulisemaid komponente on replikatiivne helikaas Mcm2—-7, mis koosneb
kuuest tugevalt konserveerunud subuhikust, mille iga valgu C-terminuses asub ATPaasi
doméén. See omakorda sisaldab Mcm-spetsiifilist jarjestust, mis osaleb juuksendelastruktuuri
moodustamisel ja arvatavasti interakteerub stinteesi ajal Uheahelalise DNA-ga. N-terminuse
piirkonna saab aga jagada kolmeks osaks, mis osalevad subuhikute ja heksameeride
omavahelistes interaktsioonides. (Li et al., 2015)

Tdendid selle kohta, et Mcm2-7 on replikatiivne helikaas parinevad katsetest, kus naidati, et
Mcm2—7 liigub in vivo replisoomiga kaasa, viidates selle rollile nii initsiatsioonil kui
elongatsioonil. Puhastatud Mcm2-7 valgud koos seda aktiveerivate faktoritega suudavad
tagada replisoomi helikaasse aktiivsuse ka in vitro ning mutatsioonid selles kompleksis
peatavad replikatsioonikahvli edasi litkumise (Aparicio et al., 1997; Bochman ja Schwacha,
2008; Labib et al., 2000). Replikatsiooni alguspunktidel sulgub Mcm2—7 heksameer mber
DNA, kindlustades selle, et heksameer ei dissotsieeruks DNA-It ilma vastava signaalita,
seejuures replikatsiooni alguspunktidel on N-terminuste kaudu seotud kaks heksameeri
(Coster et al., 2014)
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1.4.2.  Pre-replikatsioonikompleksi aktiveerimine

Gl-faasis replikatsiooni alguspunktidele toodud Mcm2-7 komplekside aktiveerimine on
replikatsiooni initsiatsiooni seisukohalt maéarav hetk. Kui esialgu margistati Kkdik
potentsiaalsed replikatsiooni alguspunktid, siis S-faasi alguses aktiveeritakse neist vaid
alamhulk. Replisoomi moodustamise (ks olulisi vaheetappe pre-replikatsioonikompleksi
kokkupaneku jarel, on CMG (Cdc45 — Mcm2-7 — GINS) kompleksi moodustumine G1/S-
faasi Gleminekul. CMG kompleksil on suurem helikaasne aktiivsus kui Mcm2-7 kompleksil
eraldiseisvana ning see kéitub kui DNA replikatiivne helikaas (Bochman ja Schwacha, 2008;
llves et al., 2010). Selle moodustumiseks peavad replikatsiooni alguspunktidele seonduma
veel mitmed replikatsioonifaktorid, mille kohale toomine on reguleeritud peamiselt labi
kinaaside DDK ja CDK.

1.42.1. DDK roll pre-replikatsioonikompleksi aktivatsioonil
DDK heks peamiseks (Ulesandeks replikatsiooni initsiatsioonil on mitmete Mcm2-7
sublhikute fosforuleerimine. In vitro on néidatud subuhikute 2, 3, 4, 6 ja 7 fosforleerimist
ning see soodustab Mcm?2-7 kompleksi seondumist teiste replikatsioonil osalevate valkudega,
naiteks Cdc45-ga (cell division cycle) (Masai et al., 2006; Sheu ja Stillman, 2010). Lisaks,
kuna lahuses esineb MCM2-7 pooleldi avatud réngakujulises konformatsioonis, on vaja
indutseerida selles konformatsiooniline muutus, et vOimaldada selle seondumist Umber
kaheahelalise DNA. Selleks fosforiileerib DDK Mcm2 subihiku, mille tulemusena
ndrgenevad Mcm2 ja Mcmb5 subliihikute vahelised interaktsioonid ning Uhtlasi eemaldatakse

mahajddv DNA ahel heksameeri sisemusest. (Bruck ja Kaplan, 2015; Zhai et al., 2017)

Mcm2 fosfriileerimine on oluline CMG kompleksi moodustamise seisukohast, kuna
uheahelalise DNA (ssDNA) tekitamine soodustab GINS (Go-Ichi-Ni-San, jaapani keeles 5,1
2, 3) ja Mcm2-7 vahelise interaktsiooni teket. Mcm2-7-ga seotud Sld3 seondub tekkiva
ssSDNA-ga, vabastades sellega koha GINS-i seondumiseks. (Bruck ja Kaplan, 2015; Fu et al.,
2011). Heksameer suletakse peale seda, kui Mcm3 ja Mcm5 subiihikud fosforileeritakse ja

Ctd1 selle tulemusena kompleksist eemaldub (Ticau et al., 2017).

1.42.2. CDK roll pre-replikatsioonikompleksi aktivatsioonil
CDK fosfortleerb kaks replisoomi aktivatsiooniks vajaliku valku Sld2 (Synthetic lethal with
dpb11-2) ja SIld3 (Synthetic lethal with dpbl1-3). Kdigepealt fosforileerib CDK pre-
replikatsioonikompleksile seondunud SId3, mis on kompleksis Cdc45 ja Sld7-ga.
Fosfortleerimise tulemusena suureneb selle afiinsus Dpb11 (DNA polymerase B 11) ja Sld2
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kompleksi suhtes, mis on omakorda seotud GINS kompleksi ja Pole-iga (DNA polymeras
epsilon). Viimaste seondumisega I0petatakse ka CMG helikaasi kokkupanek. Lisaks osaleb
replisoomide aktivatsioonil ka Mcm10, mille funktsiooniks on stimuleerida DNA lahti
harutamist, mis omakorda voimaldab poliimeraas a seondumist. Kui poliimeraas € on pre-
replikatsioonikompleksile toodud, moodustub kaks vastassuunda liikuvat
replikatsioonikahvlit, millele jargneb DNA sintees (joonis 4). Kuna Sld2, Sld3 ja Dpb11 pole
elongatsiooniks enam vajalikud, dissotsieeruvad nad kompleksist. (Muramatsu et al., 2010;
Zegerman ja Diffley, 2007)

Hiline M Gl S

DDK ) G
@ 45 (1 45
SId3-Cdeds > HS
Mcm . ey ”/GS 0 ) Mo \\
3 Il @E» ¢ 45 “%) /
¢! il & [ ] 1
Orc. A—» /
Cdc6, Cdt1
dependent § 11 € / |
3 2
T CDK1 45 ‘/%" S
N 11 ¢ @D u*"
Pre.RC Dpb11 Sid2
moodustumine CDK

Joonis 4. Pre-replikatsioonikompleksi aktiveerumine. Moodustunud pre-replikatiivse
kompleksi aktiveerimine algab Mcm2-7 subihikute fosforiileerimisega DDK poolt, mis
vbimaldab sellega jarjestiku seonduda Sld3, Sld7 ja Cdc45-1. Kdigepealt seondub Sld3-Sld7,
mis toob endaga kaasa Cdc45. Seejarel fosforlleerib CDK seondunud Sld3, mille tulemusena
tduseb selle afiinsus SlId2-Dpb11 kompleksi suhtes. Nendega koos seonduvad veel replisoomi
komponendid GINS ja Pole. Selle tulemusena moodustub CMG (Cdc45/MCM2-7/GINS)
kompleks, mis vBimaldab DNA lahti keeramist, et DNA poliimeraas saaks DNA-le seonduda.
(Télgitud Araki, 2010 pdhjal)

1.5. Re-replikatsiooni valtimine

Genoomi stabiilsuse seisukohast on oluline, et DNA replikatsiooni initsiatsioon toimuks
ainult kord rakutstiklis. Kogu genoomi kdik lookused peavad S-faasis replitseeruma ning seda
mitte vahem ega rohkem kui tapselt tiks kord. Koérvalekalded eeltoodust véivad viia genoomi
ebastabiilsuse ja vahini (Gondor ja Ohlsson, 2009). Et seda ei juhtuks, on rakkudel vélja

kujunenud mitmeid kaitsemehhanisme.

Enamus nendest mehhanismidest toimivad samal eesmérgil — takistades pre-replikatiivsete
komplekside kokkupanekut v6i nende aktiveerimist. Nditeks CDK-d suudavad fosforiileerida

paljusid pre-RC komponente selleks, et takistada replikatsiooni alguspunktide litsentseerimist,
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parssides sellega re-replikatsiooni toimumist. CDK-d aktiveeritakse G1/S-faasi tleminekul ja
sellepérast on S-faasis juba replitseeritud alguspunkti re-litsentseerimine parsitud. CDK1
fosforileerib ORC kompleksi ja Cdtl, mille tulemusel ei moodustu nendevahelist kompleksi.
(Nguyen et al., 2001)

Cdtl on oluline Mcm2-7 DNA-le laadimisel. Selle seondumise parssimine katkestab
replikatsiooni alguspunktide litsentseerimise ja edasine replikatsioonikompleksi kokkupanek
on takistatud (Chen ja Bell, 2011). Kuni S-faasi sisenemiseni hoitakse Mcm2-7 kompleks
inaktiivsena. Vaba Mcm2-7 on rakus seotud Cdtl-ga ning Cdtl puudumisel ei liigu Mcm2-7
Gl-faasis tuuma (Tanaka ja Diffley, 2002). Mcm2—7 kompleks ja Cdtl viiakse ka CDK1
vahendusel tuumast valja, véltimaks nende ligipddsu kromosomaalsele DNA-le (Nguyen et
al., 2000)

Cdc6 on inhibeeritud kolmel erineval tasemel. Esiteks on Cdc6 transkriptsioon limiteeritud
G1/S-faasi (Moll et al., 1991). Lisaks muudab CDK1 poolne Cdc6 fosforuleerimine selle SCF
(Skpl, Cullins, F-box proteins) poolse degradeerimise sihtméargiks (Drury et al., 2000) ning
uhtlasi indutseerib selle seondumist Clb2-CDK1 kompleksiga, takistades seeldbi Cdc6
seondumist ORC kompleksiga ja sellepoolset replikatsiooni alguspunktide litsentseerimist
(Mimura et al., 2004). Mitoosi 16pus degradeeritakse Clb2 (Cyclin B) APC/C poolt ning Cdc6
funktsioon taastub (Wésch ja Cross, 2002). Seega on CDK-l oluline roll limiteerida
replikatsiooni toimumine ks kord rakutsiikli kohta. Ebakorrektne CDK1 regulatsioon vdib

pdhjustada DNA replikatsiooni haireid ja genoomi ebastabiilsust.

15.1. Replikatsioonipunktide aktiveerumise ajastus

Tulenevalt eukartiootide suurest genoomist s6ltub DNA vigadeta replitseerimine sadade kuni
tuhandete replikatsiooni alguspunktide aktiveerimise tapsest koordineerimisest. Kuigi
siindmuste jada, mis viib nende aktivatsioonini, on erinevate alguspunktide puhul sama,
pannakse nende aktiveerumise aeg paika erinevate mehhanismidega. Korrektse regulatsiooni
puudumist on eukartootides seostatud mutatsioonide ja genoomi ebastabiilsusega, mis

omakorda voib viia vahi tekkeni.

Kaks parameetrit, mida replikatsiooni alguspunktide kirjeldamiseks kasutatakse, on nende
ajastus ja efektiivsus. Replikatsioonipunkti ajastus kirjeldab, millal alustatakse lookuselt
replikatsiooni, kas varajases vOi hilises S-faasis, ning efektiivsus kirjeldab, kui sageli nendelt

jarjestustelt replikatsioon algab, ehk kui suure tdendosusega antud replikatsiooni alguspunkt
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kaesolevas rakutsuklis aktiveeritakse. Ajastus ja efektiivsus on omavahel seotud selliselt, et
varajased vOi efektiivsemad alguspunktid replitseerivad sageli passiivselt ka nende l&heduses
asuvaid hiliseid vOi vahem efektiivseid alguspunkte ning nendelt algab replikatsioon (htlasi

suurema tdendosusega. (Yamashita et al., 1997; Yang et al., 2010)

Eukarlootides on replikatsiooni alguspunkte tlehulgas, millest thes rakutstklis on aktiivsed
vaid monisada. Neid alguspunkte, millelt alustatakse replikatsiooni enamikes rakutsiklites,
peetakse efektiivseteks, samas vaigistatud olekus hoitavad alguspunktid on vahemaktiivsed
(Raghuraman et al., 2001). Mida suurem on genoom, seda suuremad on $ansid, et moni
arvukatest replikatsioonikahvlitest seiskub, néiteks DNA katkete, tugevalt DNA-ga
seondunud valkude voi aktiivselt transkribeeritavate geenide t6ttu (Azvolinsky et al., 2009;
Tourriére ja Pasero, 2007). Kui replikatsioonikahvel peaks mingil pdhjusel seiskuma, siis on
vlBimalik DNA replikatsioon selles piirkonnas taastada, aktiveerides moni laheduses asuv

vahem efektiivne vaigistatud replikatsiooni alguspunkt (Ibarra et al., 2008).

1.5.1.1.  Varajased ja hilised replikatsiooni alguspunktid

Erinevaid faktoreid, mis maaravad replikatsiooni ajastuse on mitmeid. Esiteks ligipadsetavus
valkudele, mis reguleerivad replikatsioonikahvli t66d, kromosoomikontekst, asukoht tuumas,
epigeneetilised modifikatsioonid jpt. Leidub viiteid sellele, et replikatsiooni alguspunktide
ajastus pannakse paika juba siis, kui ORC kompleks seondub DNA-le (Raghuraman et al.,
1997). Naiteks on leitud, et replikatsiooni alguspunktid, mis seovad ORC kompleksi juba G2-
faasis, on keskmiselt varasemad kui grupp alguspunkte, mis seovad ORC-i ainult G1-faasis
(Belsky et al., 2015).

Uldiselt on varajastele replikatsiooni alguspunktidele iseloomulik paiknemine eukromatiinis
ja tsentromeeride l&hedal, lisaks on nad ka efektiivsemad kui hilised replikatsioonipunktid.
Naiteks ARS605 ja ARS305, mis asuvad tsentromeeridele véga léhedal, on (ihed esimesi
alguspunkte, mis aktiveeritakse (Pohl et al., 2012). Hilised replikatsiooni alguspunktid
paiknevad aga reeglina heterokromatiinis ja telomeeride Umbruses. Kui vorreldi
subtelomeerset ARS501 teise tsentromeeri ldheduses asuva replikatsioonipunktiga ARS1,
nahti, et telomeerses piirkonnas asuv jarjestus replitseerus hiljem. Md&lemal juhul on tegu
efektiivse ARS-iga ja mdlemad on kompetentsed, alustamaks DNA replikatsiooni (Ferguson
ja Fangman, 1992). Samas meie t66grupis on varasemalt ndidatud, et leidub ka replikatsiooni
alguspunkte, mis sdilitavad uues lookuses oma alguparase ajastuse — ARS607 jadb varajaseks,
kui see tdsta hilise ARS609 asemele (Ldoke et al., 2013). Identifitseeritud on ka hiliseid
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replikatsiooni alguspunkte, mis ei asu telomeeride laheduses. Tdstes need jérjestused
plasmiidi, muutuvad varajaseks tanu plasmiidis esinevale tsentromeerile. Samas, tostes nad
koos Umbritsevate jarjestustega, séilitasid nad oma hilise replikatsiooni (Friedman et al.,
1996). Need tulemused viitavad sellele, et kromatiini kontekst on oluline tegur, mis maarab

replikatiooni ajastuse.

Levinud kromatiini modifikatsioonid, mis panustavad replikatsiooni alguspunktide ajastusse,
on histoonide atsetlileerimine. Atsetiileerimise tulemusena lisatakse histoonisaba N-
terminaalsete lUsiinide kilge atsetiitlrihm, mis muudab histoonide laengut negatiivsemaks ja
seeldbi interaktsioone negatiivselt laetud DNA-ga ndrgemaks. See omakorda loob soodsamad
tingimused erinevatele DNA-ga interakteeruvatele valkudele, mis seeldbi DNA-le kergemini
ligi padsevad (Unnikrishnan et al., 2010). Sageli paiknevadki hilised replikatsiooni
alguspunktid deatsetuleeritud piirkondades, kus kromatiin on tihedamalt pakitud. On
naidatud, et histooni deatsetiilaasi Rpd3 deleteerimine muutis hiliste, mittetelomeersete
replikatsioonipunktide aktivatsiooni varasemaks, kuna atsettleeritus hiliste alguspunktide

umber suurenes (Knott et al., 2009; VVogelauer et al., 2002).

1.5.1.2. Teised replikatsiooni ajastusse panustavad faktorid

Replikatsioon imetaja rakkudes on reguleeritud 100-200 kbp pikkuste jarjestuste tasandil
(Berezney et al., 2000). Nende jarjestuste ulatuses koonduvad jarjestikku asetsevad varaselt ja
hiliselt replitseeruvad alguspunktid klastrisse, moodustades mitmeid replisoome sisaldava
replikatsioonitehase (joonis 5). Sarnane mehhanism leiab aset ka parmirakkudes, kus mitmed
replisoomid koondatakse tuumas ruumiliselt kokku. Nendes piirkondades on usutavasti
suurenenud kontsentratsioon limiteerivaid faktoreid, mis annavad nendele replikatsiooni
alguspunktidele eelise varem replitseerumiseks. Varasemalt arvati, et Saccharomyces
cerevisiae repikatsioonitehased sisaldavad kuni 20 replisoomi (Kitamura et al., 2006), kuid
2013. aastal avaldatud t006 (Saner et al., 2013) tGi sellesse arusaama palju detailsema pildi.
Autorid kasutasid ihe raku reaalajas pildistamise (live-cell imaging) meetodit ning uurisid,
kui tihti saavad lahestikku paiknevad replisoomid replikatsioonitehasteks kokku. Oma
tulemustes tdid nad vélja, et replikatsioonitehaste suurus varieerub rakkudes suuresti, ning
39% neist sisaldab vaid Uhte replisoomi ning suuremad replikatsioonitehased on vahem
levinud. Samuti ei koondu replikatsioonitehasteks alati samad ARS-id, vaid eraldiseisvates

rakkudes paiknevad nad sageli erinevates replikatsioonitehastes. (Saner et al., 2013)
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Joonis 5. Replikatsioonitehaste moodustumine. Individuaalsesse replikatsioonitehasesse
koondatakse léhedal asetsevad varased voi hilised replikatsiooni alguspunktid, millega
vBimaldatakse suurte DNA doméaénide replitseerumist ning ligipaasu replikatsioonifaktoritele.
(Tolgitud Gondor ja Ohlsson, 2009 jargi)

Kuigi varasemalt on arvatud, et telomeersetes piirkondades asuvate replikatsiooni
alguspunktide hilisem aktivatsioon tuleneb peamiselt neid tmbritsevast heterokromatiinist, on
praeguseks leitud, et poolduvas péarmis (Schizosaccharomyces pombe) osalevad hiliste
replikatsiooni  alguspunktide regulatsioonil valgud Tazl (Telomere-associated in
Schizosaccharomyces pombe) ja Rifl (RAP1-interacting factor 1) [S. cerevisiae Tazl
homoloog on Rapl (Marcand et al., 1997)]. Katsetega kus RIF1 deleteeriti, muutusid 134
tavaliselt varajast replikatsiooni alguspunkti hilisemaks ja 189 alguspunkti aktiveerusid
varasemalt. Kdige rohkem Rifl seondumispiirkondi leiti ARS-ide kd&rvalt, mis muutusid
hilisest varasemaks, viidates sellele, et Rifl pohjustab otseselt nende subtelomeersete
replikatsioonipunktide hilist aktivatsiooni (Hayano et al., 2012).

2017. aastal avaldatud t60 t6i selgema pildi, kuidas Rifl replikatsiooni alguspunktide ajastust
mdojutab. Seal néidati, et Rifl negatiivne mdju DNA replikatsioonile on pdhjustatud sellest, et
Rifl takistab Mcm2-7 kompleksi fosforiileerimist DDK poolt, mille tulemusena Mcm
kompleksi aktiveerimist ei toimu. Teisalt aga avastati, et Rifl kaitseb Orcl valku enneaegse
fosforiileerimise eest, omades seeldbi positiivset moju replikatsiooni alguspunktide
litsentseerimisele G1-faasis. Mudeli kohaselt stabiliseerib Rifl kdigepealt Orcl, soodustades
selle seondumist alguspunktidega. Seondunud Orcl stimuleerib seejarel G1-faasis Mcm2-7
kompleksi laadimist ning S-faasis limiteerib Rifl jallegi Mcm2-7 komplekside
fosforileerimist, seelé&bi piirates aktiveeritavate replikatsiooni alguspunktide arvu. (Hiraga et
al., 2017)
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15.2. Replikatsiooni limiteerivad faktorid

Mitmeid replikatsioonil osalevaid valke ekspresseeritakse védga vahesel maaral ning vaid
kindlal rakutsiikli etapil. See teeb neist replikatsiooni toimumise jaoks limiteerivad faktorid,
kuna hilisemate replikatsiooni alguspunktide k&ivitumine soltub sellest, millal need faktorid
varasemalt replitseeruvatelt jarjestustelt vabanevad ning liiguvad edasi hilisematele
replikatsiooni alguspunktidele. Nende valkude olemasolu rakus on Uks peamisi pdhjuseid,
miks erinevad replikatsiooni alguspunktid aktiveeritakse S-faasi erinevatel etappidel. See,
milliste alguspunktidega limiteerivad faktorid seonduvad, on suuresti madratud eelpool
mainitud replikatsiooni alguspunktide kromosoomi kontekstiga ning tuumasisese paigutusega.
Sellest tulenevalt seonduvad limiteerivad faktorid suurema tdendosusega nendele
alguspunktidele, mis asuvad avatud kromatiinis ning transkriptsiooniliselt aktiivsetes
rakutuuma piirkondades. Alles peale seda, kui nende t66 koige varasematel
replikatsioonipunktidel on tehtud, saavad nad vabaneda ja seonduda jargmiste pre-

replikatsiooni kompleksidega, et moodustada funktsionaalseid replisoome.

Uheks selliseks faktoriks on Cdc45 koos teda pre-RC-le siduva Sld3-ga. Aeg, mil Cdc45
kompleksidega seondub, korreleerub replikatsiooni alguspunktide erineva ajastusega, viidates
sellele, et DDK poolt vahendatud Cdc45-Sld3 varbamine on ajaliselt kontrollitud. Varajastel
replikatsiooni alguspunktidel on nad kohal juba G1-faasis, kui pannakse paika replikatsiooni
alguspunktide ajastus (Aparicio et al., 1999; Dimitrova ja Gilbert, 1999). Soltumatute
katsetega on néidatud, et Cdc45 ja tema seondumispartneri Sld3, SId2, Sld7, Dpbl1l ja DDK
sublhikute Cdc7 ja Dbf4 uleekspresseerimine suudab muuta tavaparasest hiljem
replitseeritavate alguspunktide ajastust varasemaks. Samuti tduseb uledldine replikatsiooni
alguspunktide aktivatsioon, mis on kooskdlas sellega, et Cdc45 on Uks faktoritest, mis piirab
aktiivsete replisoomide uldarvu rakutsukli S-faasis (Mantiero et al., 2011; Tanaka et al.,
2011). Vastupidiselt, Cdc45 hulga piiramine rakkudes aga vahendab replikatsiooni toimumise
aktiivsust (Edwards et al., 2002).
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1.6. Forkhead transkriptsioonifaktorid

Forkhead (FOX) perekonna transkriptsioonifaktorid on evolutsiooniliselt konserveerunud
parmist kuni inimeseni, osaledes rakkudes mitmetes fisioloogilistes protsessides. Selle
perekonna valgud seonduvad nukleiinhapetele neile omase DNA-d seondava domaani DBD
(DNA-Binding Domain) kaudu. Pagaripdrmis seondub see domain konserveerunud
genoomsele DNA jérjestusele RYMAAYA (R=A/G, Y=C/T, M=A/C) (Tuteja jt., 2007), mida
esineb ule genoomi umbes 46 000, kuid ainult vaga vahene osa neist seob tegelikkuses Fkh1/2
(Ostrow et al., 2014; Tuteja ja Kaestner, 2007). Imetajates on FOX perekonna
transkriptsioonifaktoreid kirjeldatud kui valke, mis osalevad rakutstkli regulatsioonis,
organismi arengus ja vananemises, apoptoosis ning suudavad modifitseerida kromatiini,
muutes seda avatumaks ning maéjutades sel viisil geenide aktiivsust ja transkriptsioonifaktorite
seondumist (Lalmansingh et al., 2012). Lisaks méngivad paljud FKH perekonna faktorid rolli
haiguste ja vahi tekkel (Myatt ja Lam, 2007).

Pagariparmis Saccharomyces cerevisiae on esindatud kaks FOX alamperekonda FOX O ja M,
millesse kuulub neli Fkh-DBD (Fkh-DNA binding domain) domaddni sisaldavat faktorit -
Fkhl (Forkhead homolog 1), Fkh2 (Forkhead homolog 2), Hcml (High copy suppressor of
calmodulin) ja Fhll (Forkhead-like 1). Fkh1 ja Fkh2 on neist enim sarnased ning tunnevad
ara samu DNA jarjestusi. Fkhl, Fkh2 ja Fhll omavad kdik ka FHA domaani (Forkhead
associated domain, FHAD), mille kaudu toimub seondumine teiste valkudega (joonis 6)
(Murakami jt, 2010)

Fkht [ ] I I I | 4s4aa.
FOX O 4 Fkh2 | | | = [ | 862a.a.
Fhi1 | | | ] | | 936a.a.
FOXM {Hemt [ | | | s64aa.

[:] FKH domaan [:I FHA dom&an

Joonis 6. S. cerevisiae Forkhead perekonna transkriptsioonifaktorite domaanide
paigutus ja valkude suurus. FKH- Forkheadide DNA-ga seonduv domdan ning FHA
domadn, millega Forkheadid seonduvad teiste valkudega. Pagariparmis Saccharomyces
cerevisiae on esindatud kaks FOX alamperekonda FOX O ja M, millesse kuulub neli faktorit:
Fkhl, Fkh2, Hcm1 ja Fhll. (Tdlgitud Murakami jt, 2010 p&hjal)

Fkh1/2 omavad olulist funktsiooni CLB2 klastri geenide transkriptsiooni regulatsioonis
(Murakami et al., 2010). Need geenid reguleerivad rakutsiukli G2/M-faasi leminekut ning
uheks selle klastri valguks on mitootiline tsiikliin Clb2, mille digeaegse aktivatsiooni eest
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vastutab peamiselt Fkh2 (Breeden, 2000). Fkh2 represseerib selle transkriptsiooni G1-faasis ja
stimuleerib hilises S- ja G2/M-faasis, seondudes ko-aktivaatoriga Nddl (Koranda et al.,
2000). Fkhl suudab Fkh2 selles asendada, kuid seondub CLB2 promootorile nérgema
afiinsusega ning lisaks on tema peamine roll represseerida CLB2 transkriptsiooni (Hollenhorst
et al.,, 2000, 2001). Fkh1/2 vastastikune mdju reguleerib seega Clb2 taset rakus, mis on
omakorda vajalik indutseerimaks rakkude jagunemist. Haired CLB2 Kklastri geenide
transkriptsioonis pohjustavad pikale veninud tsiitokineesi, mille tulemusena moodustuvad

ebaloomulikult pikad rakud, mis kasvavad agregeerunult (Linke et al., 2013; Shi, 2016).

Viimaste aastatega on selgelt ndidatud Forkhead transkriptsioonifaktorite osalust
replikatsiooni alguspunktide aktivatsiooni ajastuse reguleerimisel. Fkhl ja Fkh2 mdjutavad
pagaripdrmis nende alguspunktide aktiveerimise ajastust ligi pooltel replikatsiooni
alguspunktidel, nii varajastel kui hilistel. Kui mélemad geenid deleteeriti, nihkus valdav osa
nende valkude poolt kontrollitud varajasi replikatsiooni alguspunkte hilisemaks (30%), samal
ajal kui tavaliselt hilisemalt replitseeruvad alguspunktid alustasid replikatsiooni varem (23%).
Uhtlasi tuli vélja, et just FKH1 deleteerimine mdjutab kindlate alguspunktide ajastust, samal
ajal kui FKH2 deleteerimine Uksi ei omanud replikatsiooni ajastusele mérgatavat moju.
Nendest katsetest selgus, et Fkh1/2 omavad rakkudes replikatsiooni regulatsioonil sarnast
rolli, kuid teevad seda erineva ulatusega — Fkhl suudab (ksinda tagada normaalse
replikatsioonimustri, samas kui Fkh2 suudab Fkhl ainult osaliselt asendada. (Knott et al.,
2012)

Fkh1/2 poolt kontrollitavaid replikatsiooni alguspunkte lahemalt uurides leiti, et Fkhl/2
vOivad tekitada kontakti kahe eri kromosoomi peal asetseva replikatsiooni alguspunkti vahel.
Kasutades 4C (chromosome conformation capture-on-chip) meetodit, ndidati, et ARS305 ja
ARS607 asetsevad metsiktulpi rakkudes lahestikku, kuid interaktsioon ei olnud tdheldatav
kui Uhel neist eemaldati Fkh1/2 konsensusjarjestus. Vélja kaidud mudeli kohaselt vastutab
Fkh1/2 replikatsiooni alguspunktide klasterdumise eest ning seni teadmata mehhanismidega
soodustatakse nendes klastrites ligipaas replikatsioonifaktoritele (joonis 7). (Knott et al.,
2012)
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Initsiatsioonifaktorile kontsentratsioon

Joonis 7. Forkheadide poolne replikatsiooni alguspunktide klasterdamine. G1-faasis aset
leidvate Forkhead valkude omavaheliste interaktsioonide tulemusena moodustatakse tuumas
Klastrid, mis oletatavalt kattuvad limiteerivate replikatsioonifaktoritega. Teisalt seob Rifl
alamhulga replikatsioonipunkte  tuuma perifeeriasse, eemale korgemast Cdc45
kontentratsioonist. (TOlgitud Aparicio, 2013 jérgi)

Kaugel asetsevate lookuste interaktsioon oli paljulubav teooria ning seda uuriti edasi.
Lahtudes sellest, et inimese Forkhead FoxP valgud FoxP3 ja FoxP2 suudavad dimeriseeruda,
otsustasid Ostrow jt. kontrollida, kas S. cerevisiae Fkhl ja Fkh2 voiksid potentsiaalselt
kasutada replikatsiooni alguspunktide klastrisse koondamiseks homodimeriseerumist (Ostrow
et al., 2017). Selleks vordlesid nad pagariparmi Fkh1/2 aminohappelist jarjestust imetajate
FoxP alamperekonna valkude aminohappelise jérjestusega. Sellest vordlusest tuli valja, et
Fkh1/2 jagavad inimese Forkhead alamperekonnaga P tGepoolest peaaegu identset jarjestust
piirkonnas, mis on just vajalik dimeriseerumiseks (domééni vahetuse piirkond, domain-swap),
kusjuures teised Fkhl1/2 homoloogid parmis ei omanud vastavate valkudega nii suurt
sarnasust. Fkh1/2 ja FoxP eristuvad teistest Forkhead valkudest selle poolest, et need omavad
dimeriseerumiseks kdige olulisemas positsioonis alaniini jaaki, samas kui teistel Forkheadidel
on seal proliin. Just alaniin vfimaldab moodustuda véljaulatuval a-heeliksil, mis on
dimeriseerumiseks vajalik. Lisaks asuvad l&heduses veel aminohappejdédgid, mille vahel
formeerub soolasild, mis omakorda stabiliseerib tekkivat dimeeri (Bandukwala et al., 2011;
Stroud et al., 2006).
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Kll aga tuli ko-immunosadestamise katsetest vélja asjaolu, et ainult Fkh1l-d moodustavad
homodimeere I&bi oma forkhead-doméani vahetuse piirkonna, samas kui kdnealune piirkond
on konserveerunud ka Fkh2 valgul. Vdimalus jaab, et ka Fkh2 dimeriseerub, kuid katsetes ei
olnud Fkh2 stabiilne. Kuna FoxP2/P3 kohta on teada, et eelpool mainitud oluliste
aminohapete muteerimine elimineerib nende vdime moodustada dimeere, siis viidi ka
pagaripdrmi FKH1/2 sisse samad mutatsioonid. Domaani suhtes mutantsed Forkheadid
suutsid tagada normaalse transkriptsioonilise kontrolli ja seonduda replikatsiooni
alguspunktidega, kuid replikatsiooni ajastuse kontroll oli hdiritud madral, mis sarnanes
FKH1/2 null-mutantide replikatsiooniprofiilile. Seega replikatsiooni alguspunktide klastrisse
koondamine ja Fkhl dimeriseerumine vdib olla iks mehhanismidest, 1&abi mille Forkheadid

reguleerivad replikatsiooni alguspunktide ajastust. (Ostrow et al., 2017)

Kuna Fkhl ja 2 valgu ekspressioon rakus on madal, pustitasid Peace jt. hlpoteesi, mille
kohaselt nende transkriptsioonifaktorite k&ttesaadavus replikatsiooni alguspunktidel maarab,
millal toimub konsensussaidiga replikatsioonipunkti aktiveerimine. Tulemustest selgus, et
Fkh-de (leekspresseerimine vdimaldas hiliste replikatsiooni alguspunktide replitseerumist
varajases S-faasis. Nendest tulemustest selgub, et Fkh1/2 ei seondu ja ei reguleeri kbiki oma

konsensusjarjestusi, kuna rakus ei ole piisavalt Fkh1l valku. (Peace et al., 2016)

Meie todgrupp demonstreeris hiljuti, et Forhkeadid vajavad seondumiseks ja varajaste
replikatsioonipunktide aktiveerumiseks kindlas orientatsioonis asetsevaid seondumissaite
(Joonis 8). Naiteks varajased replikatsiooni alguspunktid ARS305, ARS607 ja ARS737
sisaldavad kahte Fkh1/2 seondumisjérjestust, mis asetsevad Uksteise suhtes divergentselt ning
on eraldatud 72 aluspaariga. Manipuleerides Fkh-de seondumissaitide asetusega selgus, et
ainult metsik-titpi konsensussaitide asetusega ARS607 suudab tagada efektiivse Fkhl/2
seondumise ja replikatsioonipunkti varajase replitseerimise. Forkheadide seondumissaitide
paigutus osutub mééravaks just seetdttu, et Fkh1/2 esinevad rakkudes limiteeritud hulgal ning

seonduvad ainult parima paigutusega konsensusjarjestustele. (Reinapae et al., 2017)
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Joonis 8. Fkh1/2 konsensussaitide paiknemine tksteise suhtes ning kattumine varajaste
ja hiliste replikatsiooni alguspunktidega. Ulegenoomsest analiilisist nahtub, et koige
varasemalt aktiveeritavate replikatsiooni alguspunktide puhul (A) paiknevad Fkh1/2
konsensussaidid Uksteise suhtes divergentselt ning on eraldatud 72 aluspaariga- sagedamini,
kui seda juhuslikkuse alusel oodata vdib. Hilise replikatsiooni alguspuntiga (B) 72bp
lahknevalt orienteeritud Fkh1/2 konsensussaidid ei kolokaliseeru. (Reinapae et al., 2017)
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. TO60 eesmargid

Mdned aastad tagasi avaldatud t66s demonstreeris Knott jt, et transkriptsioonifaktorid Fkh1 ja
Fkh2 omavad olulist rolli replikatsiooni alguspunktide ajastuse méaramisel (Knott et al.,
2012). Senini on jad&nud aga usna arusaamatuks, mis mehhanismi kaudu selline ulatuslik
regulatsioon toimub. Erinevate valja pakutud mudelite jargi vOib regulatsioon toimuda néiteks
labi alguspunktide klastrisse koondamise, arvatavasti tdnu Fkhl dimeriseerumise v6i Cdc45
seondumise hdlbustamise. Siiski pole teada, millised piirkonnad Fkh1 jarjestusest on olulised

replikatsiooni ajastuse maaramisel. Sellest tulenevalt olid kdesoleva t66 eesmérgid jargmised:

e Luua pagariparmi tuved, milles oleks v@imalik uurida erinevate FKH1 jarjestuse
piirkondade deleteerimisel saadud mutantide mdju DNA replikatsiooni initsiatsioonile.

e Tootada valja protokoll, mis vBimaldab uurida fkhl mutantide mdju replikatsiooni
alguspunktide replikatsioonile anchor-away slsteemis.

e Naidata FKH1 piirkonnad, mis mdjutavad replikatsiooni initsiatsiooni regulatsiooni.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud s6otmed

T60s kasutatud S.cerevisiae tlivesid kasvatati YPD (yeast extract, peptone, dextrose) tard-
[glukoos 20 g/l (Medipharma), agar 20 g/l, mukoloogiline peptoon 20 g/l, parmiekstrakt 10
g/l (LAB M™)] ja vedelssétmes [miikoloogiline peptoon 20 g/l, parmiekstrakt 10 g/l, gliikoos
20 g/I]. Tardsootmel kasvatamine toimus 30°C inkubaatoris (MIR-162, Sanyo), vedelsddtmes
30°C juures loksutil (Excella E25, New Brunswik Scientific), 180 rpm.

Markergeenidega selekteeritavate tlvede konstrueerimiseks kasutati vastavat antibiootikumi
sisaldavat miinimumsdodet, mille resistentsusgeen péarmi sisestati [[agar 2%, YNB (yeast
nitrogen base, Applichem) 6,7 g/l, glikoos 2% (Medipharma), aminohapped ja nukleotiidid
(Serva) — adeniin 40 pg/ml, uratsiil 40 pg/ml, leutsiin 80 pg/mi, triptofaan 40 pg/ml, llsiin
80 pg/ml, histidiin 80 pg/ml, antibiootikumid Nourseothricin [NAT (Sigma),
I6ppkontsentratsioon 100 pg/ml] ja Geneticin [G418 (Sigma), ldppkontsentratsioon 200
pg/ml]]. Kui selektiivsusmarkeriks oli mone olulise aminohappe vdi nukleotiidi sunteesiraja

geen, siis vastavalt geenilt kodeeritavat 16pp-produkti miinimumsootmesse ei lisatud.
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Parmitlived ristati YPD tardsootmel ning ristamisele jargneval pdeval kanti rakud diploidide
selekteerimiseks tempelkilvi meetodil selektiivsodtmele. Edasi kilvati tks diploidi koloonia
sporulatsioonisdotmele [parmiekstrakt 1 g/l, kaaliumatsetaat 10 g/l (Applichem), gliikoos 0,5
g/l, agar 20 g/l, tuvele vajalikud aminohapped ja nukleotiidid ¥4 normaalsest kogusest
(toodud selektsioonitasside juhendis)]. Tasse inkubeeriti 3-4 pédeva toatemperatuuril.
Tetraadianaltiisi jaoks kasutati spooride eraldamiseks tetraadide eraldamise mikroskoopi
(Singer instruments MSM). Soovitud selektsioonimarkereid sisaldavad parmikolooniad valiti
valja selektiivtasside anallisil tembeldades YPD tassil kasvanud kolooniad selektiivtassidele

ning seejarel analtiisides spooride kasvu.

Paardumistuiibi maaramiseks ristati huvi pakkuvad parmitived testtiivedega DC14 ja DC17
ning kilvati miinimumsdotmele, kus puudusid aminohapped ja nukleotiidid (-AA) (agar 2%,
YNB 6,7 g/l, glukoos 2% ). Selleks segati Uihest kolooniast parit rakud (hes tassi servas DC14
tivega (a paardumistliip) ja teises tassi servas DC17 tiivega (a paardumisiiiip). Kahe pideva
parast vaadeldi, kumma tiivega ristatud rakud kasvades kolooniaid moodustasid. Kuna meie
katsetes on vajalik, et kasutatavad parmitiived oleksid a-paardumistiiiibiga ning arvestades, et
parm paardub ainult vastaspaardumistiitipi parmiga, valiti uuritav parmikoloonia edasisteks
katseteks vaid juhul, kui see moodustas kolooniaid DC17 tiivega, mis Kinnitab ma&ratava

koloonia a paardumistidipi.

2.2.2. Kasutatud parmitived

T60s kasutati parmitivesid DC14, DC17, AKY1145, AKY 1442, AKY1436 ja AKY 14309,
mis on varasemalt konstrueeritud Arnold Kristjuhani téogrupi poolt ja tlvesid AKY 1356,
1357, 1358, 1359, 1360, 1361, 1362, 1363, 1477, 1478, 1479, 1480, 1481, 1482, 1483, 1484,
1573, 1574, 1575, 1576, 1577, mis saadi antud t60 raames. Tivede genotilbid ja
tegijad/péritolu on toodud lisas 1. Koik kasutatud tived on bariA, mis vastasel juhul
lagundab a-faktori. a-faktor on a paardumistiiibiga pagaripirmi poolt toodetav
paardumisferomoon, mida saab kasutada A paardumistliibiga tivede G1-faasi arresti esile

kutsumiseks. Sellest tulenevalt on ka kbik t66s kasutatud tiived A paardumistiitibiga.
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2.2.3. DNA eraldamine ja sadestamine

2.2.3.1. gDNA eraldamine parmist LiIOAc-SDS meetodil

Tuvede tegemisel kasutati peamise kontrollmeetodina PCR reaktsiooni ning sekveneerimist.
Selleks on vajalik kdigepealt uuritavate parmikolooniate genoomse DNA eraldamine.
Kdigepealt suspendeeriti iks parmikoloonia 100 pl 200 mM LiOAc ja 1% SDS lahuses ning
inkubeeriti 10 minutit 70 °C termostaadis (Eppendorf Thermomixer compact), peale mida
lisati rakkudele 300 pl 96% etanooli. Jargnevalt sadestati rakupuru ja DNA tsentrifuugimisega
(Eppendorf Centrifuge R-5415) 1 minut maksimumpdoretel (16 100 G) ning supernatant
aspireeriti. Sadet pesti 70% etanooliga ning lahustati 50 pl Milli-Q vees (L6oke et al., 2011).

2.2.3.2.  DNA puhastamine fenool-kloroform meetodil

Rakkudest DNA eraldamiseks fenool-kloroform meetodil purustati alustuseks rakud
klaaskerakestega. Selleks lahustati rakud 500 pl ludsipuhvris (10 mM TRIS pH 8, 1 mM
EDTA, 100 mM NacCl, 1% SDS, 2% TritonX-100) ja lisati 300 pl klaaskerakesi [labimd6duga
0,5 mm, kui kasutati véristajat (Disruptor GenieTM, Scientific industries) voi 0,25-0,5 mm,
kui kasutati Precellys®24 homogeniseerijat (Bertin)]. Rakkude purustamine toimus 15 min

varistajal voi programmiga 6000 RPM 3x60 sek, kui kasutati homogeniseerijat.

Peale rakkude purustamist lisati proovidele samas mahus fenool-kloroformi (1:1), segati
vorteksiga ning tsentrifuugiti toatemperatuuril 5 minutit maksimumekiirusel. Saadud vesifaas,
mis sisaldab DNA-d, tdsteti uude 2 ml tuubi ja lisati uuesti proovidega samas mahus fenooli,
tehti vorteks ja tsentrifuugiti proove 5 minutit maksimumpdoretel. Vesifaas tdsteti edasi uude
2 ml eppendorfi tuubi ja lisati samas mahus veega killastatud kloroformi. Peale vorteksit
tsentrifuugiti proove toatemperatuuril 5 minutit, maksimumpdoretel. Saadud vesifaas tOsteti

jallegi uude 2 ml tuubi ja DNA sadestati etanoolmeetodil (ptk 2.2.3.3).

2.2.3.3.  Etanoolsadestus

DNA puhastamiseks ja sadestamiseks lisati sadestatavale DNA-le glukogeeni
(Ibppkontsentratsioon 0,8 pg/ul) , %2 mahust 7,5 M ammooniumatsetaati NhsAc, 3X mahtu
96% etanooli ning asetati 10 minutiks -80°C juurde. Kui DNA-d puhastati eelnevalt
fenool:kloroform  meetodil, siis lisati rakkudele 1/10 mahust naatriumatsetaati
(Ibppkontsentratsioon 0,3M) ja asetati samuti 10 minutiks -80 °C. Jargnevalt jatkati
tsentrifuugimisega 15 minutit maksimumpdoretel +4°C juures, aspireeriti supernatant ning

soolade eemaldamiseks pesti sadenenud DNA-d 1 ml 70% etanooliga. Supernatandi
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eemaldamiseks tsentrifuugiti DNA-d 10 minutit maksimumpdoretel, aspireeriti supernatant ja
kuivatati proove termostaadis 37°C juures. DNA lahustati vees ja kasutati edaspidistes
reaktsioonides. qPCR reaktsioonides kasutatav DNA lahustati tles Tris-EDTA lahuses (1M
Tris, 0,1 M EDTA).

2.2.4.  Parmi transformeerimine

Transformeeritav tivi kasvatati loksutil 50 ml YP vedels6étmes, 30°C juures tledd, 180 rpm
loksutil tiheduseni 2*10’ rakku/ml. Rakud koguti tsentrifuugides 3 minutit 2000 G (Sigma
4K15, rootori tudp 11150), eemaldati s6dde, pesti 10 ml 30°C autoklaavitud milli-Q veega
ning korrati tsentrifuugimist ja aspireerimist. Rakkude tdstmiseks 1,5 ml eppendorfi tuubi
suspendeeriti rakud uuesti 1 ml Milli-Q vees, tsentrifuugiti, eemaldati supernatant ja lahustati
ules 1 ml TE/LiOAc lahuses (1 mM EDTA; 10 mM Tris-HCL pH 7,5; 100 mM LiOAc).
Samal ajal valmistati ette transformeeritav. DNA. Selleks kuumutati 5 pl DNA-
kandjat/carrier-DNA-d 100°C-ni, jahutati kiirelt j&él ja segati kokku 40 ul (~2,4 pg) PCR
produktiga. Eelnevalt TE/LIOAc lahuses suspendeeritud rakud tsentrifuugiti, supernatant
aspireeriti ja rakusade lahustati uuesti 250 pl TE/LiOAc lahuses (eeldatav rakutihedus 4* 10°
rakku/ml).

80 pl rakususpensiooni tdsteti uude tuubi ning segati transformeeritava DNA-ga, lisati 300 pl
PEG4000 (I6ppkontsentratsioon 40%) ja inkubeeriti 30°C termostaadil 1 h , aeg-ajalt segades.
Peale inkubeerimist lisati rakkudele 70 pl 100% DMSO-t (dimetiulsulfoksiid, Sigma®) ning
inkubeeriti rakke 15 min, 42°C. Seejérel koguti rakud tsentrifuugides, aspireeriti supernatant
ja resuspendeeriti rakud 100 pl Milli-Q vees. Resuspendeeritud rakud plaaditi YPD
tardsootmele, inkubeeriti 66pdev 30 °C juures, kanti tempelkilvi meetodil vastavale

selektsioonitassile ja inkubeeriti 3-4 pdeva 30 °C.

2.25.  Tivede valmistamine

2.251. Fkhl:A1-7+ fkh2:4C

Selleks, et uurida fkhl deletsioonimutantide mdju DNA replikatsiooni initsiatsioonile, tuli
alustuseks konstrueerida tived, kus metsiktiipi Fkhl oli asendatud muteeritud fkhl-ga.
Selleks oli kaesoleva to60 autor konstrueerinud oma bakalaureusetod raames vastavad
plasmiidid, kus FKH1 oli muteeritud ning sisaldas C-terminaalset kolmekordset 3F12
epitoopi ja FKH1 enda promootor ja terminaator jarjestust (joonised 9 ja 10).

Amplifitseerides nendelt plasmiididelt fkh1l koos integreerumiseks vajaliku homoloogiaga
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ning transformeerides parmitive saadud PCR produktidega, inserteerus muteeritud fkhl
jarjestus homoloogilise rekombinatsiooni teel parmi genoomi. Praimerid ja PCR programm

jarjestuse amplifitseerimiseks on toodud lisas 2.

WT FHA ORF DBD

DEL 4

1 |gu 1
§
:

7

Joonis 9. Konstrueeritavad Fkhl deletsioonimutandid. Forkheadiga seondumise doméén
FHA (roheline), DNA-d seondav jarjestus DBD (kollane), 3x3F12 epitoop (lilla), FKH1
kodeeriv jarjestus ORF (hall), terminaatorjarjestus TERM (tumesinine) ning teadmata
funktsiooniga alad on helesinised. Kokku tehti 7 erinevat deletsiooni. Deleteeritavad
aminohapped Al: 1-22; A2: 23-92; A3:93-171; A4: 172-292; AS5: 293-344; A6: 345-409; AT:
410-484.
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Joonis 10. Deletsioonimutantide konstrueerimiseks kasutatud plasmiid Fkh1WT 3xF12-
NAT, mis sisaldab ampicillin (AMP) selektiivsusmarkerit, et paljundada ja selekteerida
plasmiidi E. colis ja Nourseothricin (NAT), et selekteerida insertsiooniga parmikolooniaid.
Deletsioonid viidi sisse autori poolt optimeeritud owerlap PCR meetodiga (Kairi Koppel,
bakalaureusetd)

Kuna Fkhl ja Fkh2 on omavahel ldhedased homoloogid ning Fkh2 suudab Fkhl-te tema
funktsioonides asendada, siis oli oluline, et transformeeritav tivi ei sisaldaks funktsionaalset
Fkh2-te, kuna vastasel juhul pole FKH1 deletsioonimutantide mdju eristatav metsiktudpi
Fkhl-st. Varasema kirjanduse baasil sai valitud tuvi, kus Fkh2 C-terminusest oli eemaldatud
ah 624-862, mille kohta on teada, et fkh2:4624-862 (edaspidi fkh2:4C) t66tab endiselt
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transkriptsioonis, kuid replikatsiooni roll on kadunud (Reynolds et al., 2003). Sobivaks tliveks
osutus varasemalt meie t06grupis konstrueeritud tivi AKY 1145, mille genotliup on toodud
lisas 1. Transformeeritud parm kilvati selektsioonitassile NAT . Selektiivtassil ules kasvanud
kolooniatest eraldati DNA (ptk 2.2.3.1) ning inserteerumist kontrolliti PCR-i ja

sekveneerimisega. Praimerid ja PCR programm on toodud lisas 3.

2.25.2. Fkh1l:A1-7+ fkh2A

Fkh2 deleteerimiseks parmi genoomist amplifitseeriti plasmiidilt LEU2 markergeen, ning
saadud produktiga transformeeriti eelnevalt konstrueeritud tvesid (fkh1:A1-7+ tkh2:4C642-
862). Tranformatsiooni tulemusena asendatakse genoomis Fkh2 markergeeniga. Saadud
transformandid kilvati YPD sO6tmele ning sealt edasi LEU selektsioonitassile, millel
kasvama lainud kolooniatest eraldati DNA (ptk 2.2.3.1) ning inserteerumist kontrolliti PCR-

iga. Praimerid ja PCR programm on toodud lisas 3.

2.25.3.  Fkhl:A1-7+ Fkh2 anchor-away

Kuna fkhl deletsioonimutandid 2-6 (fkh1:A1-7+ fkh2A) moodustasid kasvamisel kokku

kleepunud raku-agregaate, siis nende tlvedega tehtud katsete tulemuste télgendmine on
raskendatud. Agregeerumise véltimiseks tehti tived, milles kasutatav anchor-away slisteem
vBimaldab huvipakkuva valgu tuumast eemaldada selleks sobival ajahetkel. Meetod seisneb
kahe rapamuitsiini siduva domeeni interaktsiooni indutseerimisega, kui rakkude
kasvukeskkonda lisatakse rapamiitsiini. Uks selline domeen on inimese mTOR rapamditsiini
siduv domeen — FRB, mis lisatakse uuritava valgu C-terminusse ning teine, milleks on
inimese Fkbpl12, mis lisatakse ribosoomi suure sublhiku valgule Rpll3a. Interaktsioonile

jargnevalt transporditakse soovitud valk tuumast valja.

Eesmérgiks oli luua tived, mis voimaldaksid hoida Fkh2 tuumas seni, kuni see on oma rolli
Clb2 promootoril taitnud ning seejérel tuumast vélja transportida. Antud tiives on Fkh2 valgu
C-terminus liidetud FRB valguga ning rapamtsiini lisamisega indutseeritakse Fkh2 transport
tuumast vélja. See vdimaldab uurida FKH1 deletsioonide mdju replikatsiooni ajastusele,
samas séilitades Forkheadide poolse transkriptsioonilise kontrolli. Soovitud omadustega tlive
konstrueerimiseks kasutati eelnevalt loodud tlvesid fkh1:A1-7+ fkh2A, mis ristati to0grupis
varem konstrueeritud anchor-away siisteemi sisaldava tiilvega AKY1442 (lisa 1). Uhtlasi on
sellest tiivest deleteeritud Fkbp12 parmi homoloog FPR1 (fprlA) ja rapamditsiini resistentsuse
tagamiseks on muteeritud TOR1 (torl-1). Ristamise tulemusena asendati fk22A Fkh2-FRB’ga,
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viidi sisse torl mutatsioon, samas séilitades FKH1 deletsioonimutandid ning

epitoopmérgisega Cdc45.

2.2.6. Rakkude ettevalmistamine ja ajapunktide kogumine replikatsiooni

uurimiseks

Rakutsiikli analiiiisimiseks kasvatati rakud (ledd ette tiheduseni 5*10° rakku/ml. Rakud
arrestiti G1-faasis inkubeerides neid 3h a-faktoriga (Idppkontsentratsioon 100 nM). Arrestitud
rakkudest koguti esimene ajapunkt (0), mille jaoks tésteti 1,2 ml soodet (~1,2*10" rakku/ml)
10 ml 70% jaakilma etanooli. Jargnevalt pesti arrestunud rakke 40 ml 30°C Milli-Q veega ja
lahustati varskes YPD vedels66tmes, mis sisaldas pronaasi (I6ppkontsentratsioon 50 pg/mi,
Applichem) ja huadroksuuureat HU  (I6ppkontsentratsioon 200 mM, Hydroxyurea,
Carbosynth). Pronaas on proteaas, mis lagundab a-faktorit, mille mdju alt vabanemine
vOimaldab rakkudel jatkata rakutsuklit. HU arrestib rakud varajases S-faasis takistades
deoksuribonukleotiidide slnteesi. Aeg arrestumiseni on aga piisav, et jouaksid kaivituda
meile huvi pakkuvad koige varajasemad alguspunktid, mille replikatsioonidiinaamikat
soovime uurida (ARS305 ja ARS607). Katsega jatkates koguti jargmised ajapunktid 60 ja 120
minutil ning katse I6pus jaotati kogutud proovid kaheks: 1. uuriti l&bivoolutsiitomeetriaga
kinnitamaks rakkude arrestumist G1-faasis, 2. kasutati koopia arvu analisil tuvastamaks

muutusi replikatsiooni alguspunktide replikatsioonil.

2.2.6.1. Labivoolutsiitomeetria

Kogutud proovid (ptk 2.2.6) tsentrifuugiti 10 min, 1700 g, eemaldati etanool, rakusade
suspendeeriti 1 ml 50mM naatriumtsitraadis ning pooled rakud tdsteti edasi uude 1,5 ml
eppendorfi tuubi. Seejérel tsentrifuugiti rakke 15 minutit maksimumpdoretel ning supernatant
aspireeriti. Kuna labivoolutsiitomeetria analliusil suhtelise DNA hulga m&dtmiseks kasutatav
CYBR® green seondub nii DNA kui RNA-ga, siis tdddeldi proove RNA-siga, et vahendada
ebaspetsiifilist signaali. Selleks suspendeeriti rakud 1 ml 50 mM naatriumtsitraadis, millele
oli eelnevalt lisatud RNAseA (lI6ppkontsentratsioon 10 pg/ml), sonikeeriti proove 5x30 sek

[30 sek sonikeerimist, 30 sek pausi, Bioruptor &, (Diagenode)] ja inkubeeriti tile66 37°C.

Jargmisel péeval tsentrifuugiti rakke 10 minutit maksimumpddretel ja aspireeriti supernatant
nii, et alles jadks 100 pl. Seejarel resuspendeeriti proovid alles jéetud supernatandis, lisati
CYBR® green [I6ppkontsentratsioon 5X(Applichem)], segati vorteksil ja asetati 30 minutiks
toatemperatuuril pimedasse inkubeerima. Enne l&bivoolutsutomeetriat lisati rakkudele 300-
500 pul 50 mM naatriumtsitraati ja sonikeeriti proove 20 sekundit. Labivoolutsitomeetria viis
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labi Dimitri Lubenets masinal BD FACSAria™ (BD Biosciences). Rakutstikli analtits viidi
labi 1&abi programmiga Flowing software 2.5.1 (Perttu Terho, Turku Biotehnoloogia keskus).
Koopia-arvu analtiiside ja ChlP katsete FACS graafikud on toodud lisas 4.

2.2.6.2.  Koopia arvu analtis

DNA eraldamiseks ajapunktidel kogutud rakkudest (2.2.3.6), sadestati naatriumtsitraadis
suspendeeritud rakud uuesti pdhja tsentrifuugides proove 15 minutit maksimumpdoretel ning
supernatant aspireeriti. Seejérel lisati rakkudele 500 pl lGusipuhvrit [10 mM TRIS pH 8,0; 1
mM EDTA; 100 mM NacCl; 1% SDS; 2% TritonX-100 (Applichem)], tdsteti uude keeratava
korgiga 1,5 ml tuubi (VWR®) ja lisati 300-500 pl klaaskerakesi (0,25-0,5 mm). Rakkude
purustamiseks kasutati Precellys®24 homogeniseerijat ja programmi 6000 rpm, 3x60
sekundit 4 °C juures. Saadud rakuliisaadi DNA-d puhastati fenool:kloroform meetodil (ptk
2.2.3.2) ja DNA sadestati standard etanoolsadestamisega (ptk 2.2.3.3). Saadud DNA-d
analliusiti kvantitatiivse PCR-iga (ptk 2.2.8).

2.2.7. Kromatiini immunosadestamine

2.2.7.1. Parmi rakulisaadi valmistamine

Rakud kasvatati ette sarnaselt l&bivoolutsiitomeetriale (ptk 2.2.6) ja fikseeriti peale 3h a-
faktoriga arrestimist formaldehildiga 12 minutit toatemperatuuril  inkubeerides
[16ppkontsentratsioon 1% (AppliChem)]. Formaldehutdi neutraliseerimiseks lisati glitsiini
[18ppkontsentratsioon 200 mM (AppliChem)] ning hoiti veel lisaks 5 minutit toatemperatuuril.
Rakud koguti tsentrifuugimisega 1 min 1700 G (4 °C) juures, pesti 2 korda 10 ml jaakilma
PBS-iga ning suspendeeriti 1 ml FA ludsilahuses (4 °C). Rakususpensioon tdsteti edasi uude
1,5 ml tuubi ning tsentrifuugiti 30 sek 5000 g. Alates PBS-iga pesemisest jatkati t66d hoides
rakud pidevalt j&al. Koik kromatiini immunosadestamisel kasutatud lahuste koostised on
toodud lisas 5.

Lisaadi valmistamiseks resuspendeeriti rakud 500 ul FA llusilahuses, rakususpensioonile
lisati 300 pl klaaskerakesi 0,5mm (BioSpec Products Inc.) ja rakud purustati hoides neid 15
min varistajal (Disruptor Genie™, Scientific industries). Liisaadi eraldamiseks tehti tuubi
pbhja auk ning asetati uue 2 ml tuubi kohale (4 °C). Jargnes tsentrifuugimine 1 min 1000 G,
peale mida lisati proovidele veel 1000 pl FA liusilahust, tehti tugev vorteks ja sonikeeriti
proove 15 min jaavannis sonikaatoril Bioruptor &), (Diagenode) (30 sek sonikeerimist, 30 sek

pausi). Peale tugevat vorteksit tsentrifuugiti proove 15 minutit maksimumpooretel ja tdsteti
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kogu-raku-ltsaat (whole cell lysate, WCL) uude 1,5 ml tuubi ja kasutati edaspidi kromatiini

immunosadestamise katsetes.

2.2.7.2.  Immunopretsipitatsioon (IP)

Immunosadestamise katsete tarbeks on Fkhl valkude C-terminusse liidetud kolmekordne
3F12 epitoop, mida tunneb &ra 5E11 antikeha (Icosagen). Cdc45 C-terminus sisaldab 3x1E2
epitoopi, mida tunneb dra 1E2 antikeha (lcosagen). Enne antikeha lisamist tsentrifuugiti
proove 5 minutit maksimumpooretel ja 300ul supernatanti tdsteti uude 1,5 tuubi, kuhu lisati 1
pl antikeha (I6ppkontsentratsioon 1pg/ml) Proove inkubeeriti Uletd rotaatoril 4°C juures.
Jargmisel hommikul tsentrifuugiti proove 15 minutit 4°C maksimumpdoretel ja supernatant
tosteti edasi uude 1,5 ml tuubi. Samal ajal valmistati ette proteiinA-sefaroosi kerakesed
[ProteinA Sepharose™ Fast Flow (GE Healthcare Bio-sciences AB)]. Selleks pesti kerakesi
(15ul the proovi kohta) 2 korda 800 pl FA-BSA-ga [BSA, l18ppkontsentratsioon 1 mg/mi
(Bovine serum albumine, BioTop,) + FA llusipuhver], 4°C juures rotaatoril segades. Peale
supernatandi eemaldamist lisati kerakestele FA-BSA lahust 100 pl proovi kohta, jaotati 90 pl

kaupa antikehaga seotud proovidele ja inkubeeriti rootoril 1 h 4°C juures.

Proteiin A kerakesed sadestati tsentrifuugides 1 minut 0,1 G ja supernatant eemaldati
ettevaatlikult. Kerakesi pesti jarjestikku 1,3 ml FA ludsipuhvri, FA500, LiCl ning TES
pesupuhvriga, iga lahusega 5 minutit rotaatoril 4 °C juures. Antikehi elueeriti 2x lisades
proovidele 200 pl elueerimispuhvrit ja inkubeerides 8 minutit 30 °C juures, l8petades 5 sek
1400 rpm vorteksiga. Formaldehiidi tekitatud ristseoste I6hkumiseks inkubeeriti proove
uledd 65°C juures. Peale inkubeerimist tdsteti proovid toatemperatuurile jahtuma ja jatkati
DNA eraldamisega fenool-kloroform meetodil (ptk. 2.2.3.2), millele jargnes etanoolsadestus
uledd, -20 °C (ptk. 2.2.3.3).

2.2.8. Kvantitatiivne PCR (gPCR)

Nii kromatiini immunosadestamisel kui koopia-arvu analliisil saadud DNA-d analusiti
kvantitatiivse PCR-iga (LightCycler @ 480 Real-Time PCR system, Roche). Reaktsioonid
viidi 1abi mahus 10 pl [5 pl DNA, 5 pl qPCR segu (2x SYBRGreen® gPCR ROX Mix,
Thermo Scientific), praimerid 0,3 uM ]. gPCR programm ja praimerid on toodud lisas 6. Igat
proovi analliusiti vastava praimeriga kolmes korduses. Reaktsioonide lavitsuklid (crossing
point) arvutati kasutades Lightcycler® tarkvara. Tulemuste analiilisimiseks kasutati
relatiivset kvantifitseerimist. Koopia arvu katsete puhul kasutati tulemuste normaliseerimiseks
ARS501 véértusi ning kromatiini immunosadestamise puhul PAU2 véartusi, seega on
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tulemused esitatud sihtmark lookuse ja normaliseerimise lookuse suhtena, kusjuures koopia
arvu katsetes G1-faasi suhe vordsustati Uhega. Andmete analtitisimiseks kasutati Microsoft
Excel’it.

2.2.9.  Anchor-away

Rakud kasvatati iledd loksutil, 30°C juures, 180 rpm, tiheduseni 5*10° rakku/ml. G2-faasi
arresti indutseerimiseks lisati s66tmesse DMSO-s lahustatud nokodosooli (ACROS orcanics)
(Idppkontsentratsioonid 15 pg/ml nokodosooli ja 1% DMSO) ning inkubeeriti rakke 165
minutit loksutil, 30°C juures, 180 rpm. Seejarel indutseeriti Fkh2 transport tuumast vélja
lisades s66tmesse rapamiitsiini (Idppkontsntratsioon 1 pg/ml, Cayman) ja inkubeeriti rakke

veel 15 minutit.

Peale rakkude arrestimist G2-faasis, pesti nokodosool 2x 40 ml autoklaavitud Milli-Q veega
maha ning rakkudele lisati uus YPD sd0de, mis sisaldas lisaks DMSO-le ja rapamdtsiinle ka
a-faktorit [rapamditsiin 1 pg/ml, DMSO 1%, a-faktor 100 nM]. Rakke inkubeeriti 3 tundi
peale mida koguti esimene ajapunkt (0 min). Rakutsikli arrestist vabastamiseks pesti a-faktor
40 ml Milli-Q veega maha ja rakkudele lisati uus s6dde koos rapamutsiini ja DMSO-ga
kindlustamaks, et Fkh2 ei liiguks tagasi tuuma. Replikatsioonipunktide aktiveerumise
hindamiseks koguti jargmised ajapunktid 60 ja 120 minutil. Rakke tdddeldi DNA
eraldamiseks fenool-koloroform meetodil (ptk 2.2.3.2) ja DNA puhastati standard
etanoolsadestamise teel. Tulemusi analtisiti gPCR-iga (ptk 2.2.8).
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2.3.  Tulemused ja arutelu

Kahe identse genoomi koopia edasi parandamine on keerulise rakutsikli tulemus. Kui alamad
organismid kasutavad oma genoomi replitseerimiseks ainult thte replikatsiooni alguspunkti,
siis tulenevalt eukarliootide suurest genoomist, algab DNA replikatsioon sadadelt kuni
tuhandetelt replikatsiooni alguspunktidelt. Ko&ik replikatsiooni alguspunktid ei saa aga
alustada replitseerumist korraga, ning sellest tulenevalt jaotatakse replikatsiooni
alguspunktide aktiveerimine Ule kogu S-faasi kestuse. Mitmeid replikatsiooniks vajalikke
valke on limiteerivas hulgas. Esimeste alguspunktide termineerumisel vabanevad limiteerivad
faktorid Cdc45 jt ning need vérvatakse hilistele replikatsiooni alguspunktidele, mis saavad
seejarel aktiveeruda. Selliselt tagatakse replitseeruvate jérjestuste aktiveerumise ajaline kord.

Millised valgud ja kuidas seda korda tagavad ei ole siiani paris selge.

Hiljuti  demonstreeriti  pagariparmis kahe transkriptsioonifaktori  ulatuslikku rolli
replikatsiooni koordineerimisel. Forkheadl ja 2 on valgud, mille deleteerimisel nihkub nende
poolt kontrollitavate replikatsiooni alguspunktide ajastus hilisemaks, samal ajal nende poolt
represseeritavad replikatsiooni alguspunktid aktiveeruvad varasemalt kui tavaliselt. Seda,
kuidas Fkh1/2 oma rolli replikatsiooni ajastusel tadidavad, on plutud seletada mudeliga, mille
kohaselt koondab Fkhl1/2 replikatsiooni alguspunkte tuumas Klastritesse ehk
replikatsioonitehastesse, kus hlpoteesi kohaselt on k&rgem kontsentratsioon limiteerivaid
faktoreid.

Meie kromatiini t60grupi theks suunaks on iseloomustada Fkh1 transkriptsioonifaktorit, mis
omab mdju varaselt ja hiliselt replitseeruvate replikatsiooni alguspunktide regulatsioonis.
Tanaseks péevaks ei ole teada millised Fkhl piirkonnad on replikatsioonis avalduvaks rolliks
vajalikud ning selleks konstrueeriti k&esoleva t66 raames erinevaid FKH1 deletsioonimutante
kandvad parmitiived. Saadud mutantidega viidi I&bi koopia-arvu analiiis ning Fkhl ja Cdc45

kromatiini immunosadestamine.

34



2.3.1. Fkh2 deleteerimine Fkh1:A2-6 tlvedes pdhjustab rakkude

agregeerunud kasvu

Ké&esoleva t00 eesmargiks oli uurida, kuidas mojutavad erinevad fkhl deletsioonimutandid
replikatsiooni initsiatsiooni ajastust. Selleks konstrueeriti tlved, mis kandsid endas kas
metsiktipi (wt) voi mutantset fkhl valku (joonis 9) ning fkh2:4C. Fkh2 muteerimine oli
vajalik, kuna varasemalt on teada, et fk42:4C suudab endiselt reguleerida CLB2 geeniklastri
transkriptsiooni, kuid replikatsiooni roll on takistatud (Reynolds et al., 2003). Tehtud
tivedega viisime l&bi meie labori poolt valja tootatud lookuse koopia-arvu analliusi, kus
jalgitakse replikatsiooni alguspunkti sisaldava lookuse kordsuse muutust vdrrelduna
replitseerumata G1-faasi lookuse DNA kordsusega. Kuna pagaripdrmi genoom replitseerub
keskmiselt 10 minutiga, tuli varajaste replikatsiooni alguspunktide analtlsimiseks S-faasi
progresseerumine peatada varajases S-faasis, kasutades selleks hudrokstuureat. Tehtud
tivedega l&bi viidud koopia-arvu analliis néitas, justkui ei omaks FKH1 muteerimine
replikatsioonile mingit efekti. See viitab, et fkh2AC suudab replikatsioonil fkh1-te asendada
vOi suudavad muteeritud fkh1/2 koos tagada normaalse replikatsiooni ajastuse varajastel
replikatsiooni alguspunktidel. Seetfttu otsustati Fkh2 rakkudest deleteerida, et véltida

igasugust Fkh2 poolset komplementeerimist.

Koopia arvu analulsi katseid ei olnud vOimalik sooritada koikide fkhl:A1-7+ fkh2A
mutantsete tuvedega, kuna deletsioonid 2—6 ei kasvanud metsikttpi tuvele omase kiirusega
ja moodustasid agregaate, mida polnud vdimalik Uksteisest eraldada (joonis 11A). Kuna
rakuagregaatide rakutsukli faasi ei ole vdimalik selgelt mééaratleda, ei tea me rakutsukli
arrestumise ja sellest tulenevalt S-faasi sisenemise efektiivsust ning saadud koopia-arvu
analliusi tulemused poleks agregaate moodustavates tiivedes usaldusvaarsed. Tiived Al ja A7

agregaate ei moodustanud ning nendes tuvedes jatkati koopia arvu analiiisiga.

Joonisel 11B on toodud vordlusena tiivi, mis ei moodusta kasvades agregaate. Paneelilt B on
naha, et rakukobarate eemaldamiseks piisab juba kahest sekundist sonikeerimisest, seega kui
mutantsed tiived polnud 30 sekundiga (ksteiest eraldatavad, kinnitab see veelgi, et need rakud

polnud katsetes kasutatavad.
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Sonikeerimata 2 sek. sonikeeritud 10 sek. sonikeeritud 30 sek. sonikeeritud

Joons 11. Paneelilt A on naha, et Fkh2 deleteerimine pdhjustas FKH1 mutantsetes tlvedes
fkh1:42-6 rakkude agregeerunud kasvu, mida polnud vGimalik elimineerida ka tugeva
sonikeerimisega. Paneelilt B on néha, et juba 2 sekundit sonikeerimist on piisav, et normaalse
fenotulibiga rakud Uksteisest eraldada. See kinnitab, et paneel A deletsioonitived 2-6, mida
sonikeeriti 30 sekundit, polnud Uksteisest eraldatavad ja katsetes kasutatavad. VVaadeldud 40X

suurendusega.

2.3.2. Fkhl valgu aminohapped 410-484 on vajalikud Fkhl poolse

replikatsiooni regulatsiooni tagamiseks

Koopia-arvu katsetes uuriti kahe Fkh1/2 poolt kontrollitavate replikatsiooni alguspunktide
ARS305 ja ARS607 kaivitumist vorrelduna Fkh1/2 sBltumatu varajase replikatsiooni
alguspunktiga (ARS605). Kogu DNA hulga normaliseerimiseks valiti hiliselt replitseeritav
jarjestus ARS501, mis antud katse tingimustes ei kaivitu, kuna rakud arrestitakse varajases S-
faasis. Koopia arvu analulsil saadud tulemused on toodud joonisel 12. Kuna ARS605
replikatsioon toimub Fkh1/2 sdltumatult, siis erinevate FKH1 piirkondade deleteerimine ei

tohiks selle replitseerumist inhibeerida.
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Toepoolest, nit WT, fkhi:A1 kui fkhi:47 korral saavutab ARS605 talle omase aktiivsuse,
seejuures tives fkhl:47 on margata koguni ARS605 marignaalset aktiveerumist (joonis 12
A). See ldheb kokku tulemustega, kus Knott (2012) demonstreeris: FKH1/2 deleteerimisel
muutusid kdik tsentromeersed replikatsioonipunktid veelgi varasemateks. Fkh1/2 poolt
kontrollitavate replikatsiooni alguspunktide ARS305 (joonis 12 B) ja ARS607 (joonis 12 C)
puhul on aga ndha, et seitsmenda piirkonna deleteerimine (aminohapped 410-484) omab
nende jarjestuste replikatsioonile vorreldes wt tlivega inhibeerivat mdju. Deleteerides Fkhl
valgust aga esimesed 22 aminohapet, séilib selle funktsioon replitseeritavatel jarjestustel ning

ARS305 ja ARS607 saavutavad oma tavaparase aktiivsuse.
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2.3.3. Fkh1:A7 ei suuda seonduda replikatsiooni alguspunktidega ja

pdhjustab replikatsiooni deregulatsiooni

Kuna deletsioon 7 pBhjustas mérgatava muutuse replikatsiooni alguspunktide ARS305 ja
ARS607 replitseerumisel, siis huvitas meid edasi, kas muutus on tingitud sellest, et
muteeritud fkhl ei suuda seonduda oma konsensusjarjetusele voi on hairitud mone fkhl

vahendatud replikatsioonifaktori varbamine replikatsiooni alguspunktidele.

ChIP katsetest, kus kasutati Fkhl vastast antikeha on néha, et fkh1:A7 ei seondu enam
ARS305 ja ARS607-ga (joonis 13) ning see on ka arvatavasti pohjus, miks on nendelt
alguspunktidelt ka replikatsiooni toimumine védhenenud. Need tulemused lahevad kokku
varasemate andmetega, kus ndidati, et FKH1/2 deleteerimisel hilines ARS607 ja ARS305
replikatsioon (Knott et al., 2012). Sellest tulenevalt vdib jareldada, et fkh1l aminohapete 410-
484 deleteerimine vOib pdhjustada parmis nullmutandile omast replikatsiooniprofiili ning
viitab selgelt sellele, et need aminohapped on Fkh1l jaoks maérava téhtsusega, et séiliks selle

funktsioon replikatsiooni alguspunktidel.

Fkh1 seondumine

2 ‘|'
=
=
V,_\.:
=T 4
Z
© z I *
£ * % I
Eh * I
@ _ I . I . -
WT Al AT

Seondumine tiivedes replikatsiooni alguspunktide ldikes

ARS 607 ARS 305 ARS 501 CLB2

Joonis 13. Fkhl kromatiini immunosadestamine. Fkhi1:47 on vajalik tagamaks Fkhl
seondumise replikatsiooni alguspunktidega. Eksponentsiaalse kasvu faasi rakkude G1
arrest saavutati inkubeerides rakke a-faktoriga 3h. Puhastatud DNA anallusiti qPCR-iga,
kasutades replikatsiooni alguspunktide spetsiifilisi praimereid ARS607 (sinine), ARS305
(punane) ja negatiivseks kontrolliks ARS501 (roheline). Lisaks kontrolliti, kas fkhl suudab
seonduda ka CLB2 promootorile (lilla). Uhega on vordsustatud rikastumine ilma antikehata
CHIP’is. Veapiirid nditavad kolme iseseisva katse standardviga. * p< 0.05 wt sama ajapunkti
suhtes.
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Mdningal méral on fkhl seondumine véhenenud ka fkhl:41 tives (joonis 13), kuid
replikatsiooni alguspunktid aktiveeruvad nagu wt Fkhl puhul. Seega osaline fkh1 seondumise
vahenemine ei pohjusta veel replikatsiooni deregulatsiooni (joonis 12), ning fkh1:41 fenotliup
demonstreerib jallegi Fkh1/2 keerukat toimemehhanismi replikatsioonis. Eelnevalt on
naidatud, et Fkhl vajab replikatsiooni alguspunktidega interakteerumiseks kahte konsensus
saiti ning juba neist the muteerimine vahendab Fkhl seondumist ning kaotab regulatsiooni
(Reinapae 2017).

Lisaks varajaste replikatsiooni alguspunktide regulatsioonile omavad Fkh1/2 rolli ka CLB2
Klastri geenide transkriptsiooni regulatsioonil. See geeniklaster kodeerib Uhtlasi Clb2 valku,
mille roll on reguleerida rakkude G2/M-faasi tleminekut. Clb2 regulatsiooni puudumise
tagajarjel kasvavad rakud pikaks ja moodustavad suuri agregaate (Hollenhorst et al., 2000).
Sellist fenotltpi pdhjustas ka Fkh1l aminohapete 23-409 deleteerimine (Al: 1-22; A2: 23-92;
A3:93-171; Ad: 172-292; A5: 293-344; A6: 345-409; A7: 410-484 ) tivedes fkhl:A2—6+fkh24,
mille tulemusena ei saanud neid Kkatsetes kasutada. Fkhl:Al+fkh2A ja fkhl:A7+fkh24
suudavad kasvada probleemideta ja seonduda CLB2 promootorile (joonis 13), seega
aminohapped 2-22 (Al) ja 410-484 (A7) ei ole olulised Fkhl vahendatud CLB2 Klastri
ekspressiooniks, samas aga aminohapped 23-409 on selleks h&davajalikud.

Saadud tulemused ldhevad kokku ka hiljuti avaldatud t606ga, kus uuriti erinevate Fkhl/2
piirkondade mdju CLB2 klastri geenide transkribeerimisele (Shi, 2016). Nii Fkh1 kui Fkh2
sisaldavad FHAD ja DBD domaéni. Varasemalt on teada, et Fkh2 moodustab CLB2 klastri
geenide promootoril Mcml-ga ternaarse kompleksi ning selleks on vajalik Fkh2 valgu
piirkond, mis jadb FHAD-i ja DBD vahele, kattudes osaliselt DBD jarjestusega (FHAD-
DBD). Fkhl ternaarset kompleksi ei moodusta, kuid seda on vdimalik indutseerida, Kui
asendada Fkhl FHAD-DBD piirkond Fkh2 vastava jarjestusega. Ainult DBD asendamine
kompleksi moodustamist ei toetanud, seega ternaarse kompleksi moodustumiseks on vajalik
kindlasti DBD koos sellest tilesvoolu jaéva jarjestusega, mis Fkhl valgul puudub ning sellest
tulenevalt funktsioneerib Fkh1l CLB2 promootoril teise mehhanismi alusel kui Fkh2 (Shi,
2016). Samades katsetes ei mdjutanud FHAD domaéani deleteerimine Forkheadide seondumist
promootorile, kuigi oli ménevdrra nérgem. See voib viidata sellele, et FHAD stabiliseerib
Fkh1/2 transkriptsioonifaktoreid in vivo. V6imalik, et deletsioonimutantide 2 ja 3 korral oli
replikatsiooni aktivatsioon samuti héiritud, kuna FHAD piirkond oli mdlemas osaliselt
deleteeritud ning fkh1l oli ebastabiilne.(Shi, 2016)
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Nendest katsetest tuli Ghtlasi valja, et Fkh1l vdib Clb2 promootorile seonduda hoopis labi
kolmanda valgu. Kui Fkh2 ja Clb2 vahel leiab FHAD piirkonna vahendusel aset otsene
interaktsioon, siis Fkh1-Clb2 vahel otsest interaktsiooni ei esine, kuigi immunosadestamise
analliusis on nende oletatav interaktsioon téheldatav (Shi, 2016). Need tulemused vdivad
seletada, miks ei suuda fkhl deletsioonimutandid Fkh2 puudumisel CLB2 transkriptsiooni
kaivitada. FHAD piirkonna puudumisel ei suuda fkhl seonduda arvatava lisavalguga, FHAD
ja DBD vahelise ala erinevus Fkh2 jarjestusest ei vdimalda ka wt valgul funktsioneerida ning

I6puks DBD piirkonna puudumisel ei suuda mutandid seonduda.

2.3.4. Fkhl valgu aminohapped 410-484 on vajalikud Cdc45 varbamiseks

Cdc45 on replikatsiooni toimumise seisukohalt oluline valk, mille deleteerimine mdjub
rakkudele letaalselt (Zou et al., 1997). Cdc45 on hddavajalik nii replikatsiooni initsiatsioonil
kui ka elongatsioonil. Koos GINS ja Mcm2-7 kompleksiga moodustab ta replikatsiooni
alguspunktidele CMG kompleksi (Cdc45/Mcm2—7/GINS), mille tulemusena toimub helikaasi
aktiveerimine. Kuna Cdc45 on rakkudes ekspresseeritud limiteerival hulgal ning seondub
replikatsiooni alguspunktidega kllaltki ndrgalt, tekib kiisimus, kas alamhulgale replikatsiooni
alguspunktidele v@imaldatakse teadmata mehhanismi labi soodsam olukord Cdc45

varbamiseks?

Knott’i 1dbi viidud ChIP analiiiis nditas, et Cdc45 seondub Gl-faasis paljude varajaste
replikatsiooni alguspunktidega ning see seondumine kattub Fkh1/2 poolt reguleeritavate
alguspunktidega nagu ARS607 ja ARS305. Kuna FKH1/2 A rakkudes on Cdc45 seondumine
oluliselt langenud, annab see alust arvata, et Fkh1/2 vdivad olla vastutavad Cdc45
eelisjarjekorras seondumise eest varajastel replikatsiooni alguspunktidel. Sellest tulenevalt
tekkis kisimus, kas deletsiooni 7 poolt péhjustatud muutus ARS305 ja ARS607 replikatsiooni
aktiivsuses (joonis 12), vOib olla pdhjustatud hairitud Cdc45 varbamisest replikatsiooni
alguspunktidele. Hiipoteesi kontrollimiseks viisime Cdc45 ChIP katse labi wt ning fkhl:41 ja
fkhi:47 tivedes. Puhastades Fkhl ja Cdc45 kilge seotud DNA ja analliusides seda
kvantitatiivse PCR-iga, vOimaldas see hinnata, mil maaral on selle valgu seondumine

muutunud.
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Joonis 14. Cdc45 kromatiini immunosadestamine. Fkh1:A7 ei suuda toetada Cdc45
varbamist replikatsiooni alguspunktile. Eksponentsiaalse kasvu faasi rakkude G1 arrest
saavutati inkubeerides rakke a-faktoriga 3h. Puhastatud DNA analiiusiti g°PCR-iga kasutades
replikatsiooni alguspunktide spetsiifilisi praimereid ARS607(sinine), ARS305(punane).
Negatiivseks kontrolliks on ARS605 (roheline) ja ARS501 (lilla). Uhega on vdrdsustatud
rikastumine ilma antikehata CHIP’is. Veapiirid nditavad kolme iseseisva katse standardviga. *
p< 0.05 wt sama ajapunkti suhtes.

Cdc45 ChlP katsed nditavad, et fkh1:Al seondub replikatsiooni alguspunktidele ARS305 ja
ARS607-1 wt-ga sarnasel tasemel, samas kui fkhi:47 tives Cdc45 seondumine nendele
replikatsioonisaitidele puudub (joonis 14) See tdhendab, et fkh1:A7 ei suuda G1-faasis CMG
koosseisu kuuluvat Cdc45-d pre-replikatsioonikompleksidele tuua ning selle tagajérjel ei
suuda need alguspunktid enam varajases S-faasis replikatsiooni alustada (joonis 12). Tehtud
katsed nditavad selgelt, et aminohapped 410-484 on hé&davajalikud Fkh1l toimimiseks
replikatsiooni masinavérgis, kuid mitte transkriptsioonis, kuna fkh1:A7 ei moodustanud
kasvades agregaate. Lisaks seondub fkh1:A7 Clb2 promootorjarjestusele samal tasemel kui wt

tuves.
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2.35. FKH1 esimesest 22-st aminohappest allavoolu jarjestuste

deleteerimine pdhjustab haireid replikatsiooni toimumises

Paljud tuumas lokaliseeruvad valgud omavad olulisi rolle replikatsioonis, transkriptsioonis ja
DNA reparatsioonis. SeetOttu vOib osutuda nende valkude uurimine keeruliseks, kuna
vastavad mutandid pole eluvdimelised. Selliste mutantide uurimiseks on aga vélja t66tatud
anchor-away meetod, mis vdimaldab valgu konditsionaalset tuumast valja transportimist.
Susteem pdhineb rapamditsiini siduvate valkude Fkbpl2 ja mTOR-i FRB domé&ani vdimel

rapamdtsiini vahendusel dimeriseeruda (joonis 15).
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Joonis 15. Anchor-away skeem. Rapamutsiiniga indutseeritav valkude tuumast valja
transportimine (A) Kui keskkonnast puudub rapamutsiin, siis ribosomaalse ankurvalgu
Rpl13A-Fkbpl2 ja FRB-sihtmérkvalgu vahel interaktsiooni tekkida ei saa ning sihtmérkvalk
jadb tuuma. (B) Kui rakkude kasvukeskkonda lisatakse rapamdatsiini, vGimaldab see
rapamitsiini vahendusel ankurvalgu Rpl13A-Fkbpl2 ja FRB-sihtmérkvalgu vahelise
kompleksi teket ning sihtmarkvalk transporditakse ribosoomide kokkupaneku kaigus
ankurvalkudega tsutoplasmasse. (Fan et al., 2011)

Katses seotakse Fkbp12 ankurvalguga, milleks on ribosomaalne Rpl13A ning FRB liidetakse
sintmérkvalgu kodeeriva osaga. Ribosoomide kokkupaneku kaigus Uhinevad ribosoomi
valgud, sealhulgas RIp13A ning Fkbpl2, mis seejarel tuumast valja transporditakse. Kui
rapamutsiini rakkude kasvukeskkonda ei lisata, siis sintmark-FRB kompleks ei interakteeru
Fkbpl2-ankurvalgu kompleksiga ning soovitud valku tuumast valja ei transpordita. Juhul kui
rakkudele aga lisatakse rapamdtsiini, seondub FRB-sihtmarkvalgu kompleks rapamuditsiini
vahendusel Fkbpl2-ankurvalk Rpl13 kompleksiga ning moodustunud ternaarne kompleks

transporditakse tuumast vélja. (Haruki et al., 2008)
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Tuvedes fkhil:A2—-6+fkh24, moodustasid rakud agregaate, kuna CLB2 Klastri geenide
regulaatorid puudusid (Fkh2) voi olid kaotanud oma to6véime (Fkhl) (Hollenhorst et al.,
2000). Kuna varasema kirjanduse pdhjal on teada, et Fkh2 reguleerib CLB2 klastri geenide
transkriptsiooni G2-faasis, vdimaldas see luua meil katseslisteemi, kus laseme Fkh2-1 oma
transkriptsioonifaktori rolli G2-faasis téita ning arrestime rakud M-faasis nokodasooliga.
Seejarel eemaldame funktsionaalse FKH2-FRB (FRB on liidetud Fkh2 C-terminusega)
tuumast anchor-away meetodil, laseme rakkudel liikuda G1-faasi, kus arrestime nad
stinkroniseerimiseks uuesti ning kogume koopia arvu analliisiks esimese ajapunkti.
Replikatsiooni toimumise hindamiseks v8imaldame seejarel rakkudel siseneda S-faasi ning

kogume jargmised ajapunktid 60 ja 120 minutil.

Tuves fkh24+ FKH1-FRB tootati vélja protokoll, mis véimaldab Fkh transporti tuumast vélja
viisil, mis ei tekita agregeerunud rakke ja voimaldab rakkudel alustada replikatsiooni. Selleks,
et teha kindlaks kuna on dige aeg Fkh2 tuumast vélja transportimiseks, arrestiti rakud M-
faasis nokodasooliga. Viimane takistab mikrotuubulite poliimeriseerumist ning seelabi
mitoosikadvi moodustumist M-faasis ning rakutsikkel jaab selle tulemusena pidama.
Kolmetunnise arrestimise jooksul lisati rakkudele erineval ajahetkel (45, 90, 135, 150 ja 165
minutil) rapamdatsiini, mis indutseeris Fkh2 transpordi tuumast vélja. Seejarel eemaldati
nokadasool rakkudelt, sdilitades Fkh2 véljutamine tuumast rapamiitsiiniga, ning indutseeriti
a-faktoriga G1 faasi arrest. 3 tunni mooddudes lubati rakud stinkroonselt S faasi ning koguti

ajapunkte, mida iseloomusati FACS-i ja lookuste kordsuse jalgimisega (koopia-arvu analliis).

Rakutsukli analtiisil 1&bivoolutsitomeetriaga on oluline eristada tksikuid ja kokku kleepunud
rakke, kuna viimased annavad rakutstikli kohta valeinformatsiooni. Naiteks G1-faasis
arrestunud rakkude DNA hulk peaks olema 1n, siis vastavalt kaks kokku kleepunud G1 rakku
loetakse FACS analutsil G2/M faasi rakkudeks, kuna fluorestsentsi intensiivsus, mille jargi
DNA hulka hinnatakse, on kahekordne (2n). Et selliseid eksitavaid tulemusi véltida, on vélja
tootatud analtus, mille jargi eristatakse Uksikuid ja kokku kleepunud rakke hinnates
fluorestsentsi tugevust ja kestust vastavalt rakkude suurusele. Eeldatavast tulemusest kdrvale
kalduvad rakud langevad fluorestsentsi tugevuse ning rakkude suuruse lineaarsest suhtest
kdrvale ning on selle tulemusena lihtsalt eristatavad (Wersto et al., 2001). Jooniselt 16 on
kujutatud FACS graafikud, kus on margitud kaks populatsiooni rakke. Rohelisega on
margitud Uksikrakud ning sinisega on margitud agregeerunud rakud.
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Joonis 16. Agregeerunud rakkude populatsioon on vaikseim kui rapamutsiin lisatakse
rakkudele 165 minutit peale nokodasooli lisamist. Agregeerunud rakkude tekkimise
valtimiseks kasutati Fkh2 tuumast valja transportimiseks G2 faasis anchor-away siisteemi.
Eksponentsiaalse kasvu-faasi rakkude G2 arrest saavutati inkubeerides rakke 3h
nokodasooliga. Fkh2 eksport tuumast tsutoplasmasse indutseeriti rapamditsiini lisamisega 45
(A), 90 (B), 135 (C), 150 (D) ja 165 (E) minutit peale nokodasooli lisamist. Peale G2 arresti
pesti nokodasool rakkudelt maha ning rakud suspendeeriti varskes YPD (30°C) s66tmes, kuhu
oli lisatud G1 faasi arrestimise indutseerimiseks a-faktorit. Peale 3h inkubeerimist fikseeriti 1
ml rakke etanoolis, DNA vérviti SYBR-Greeniga (Thermo Fisher) ning analtdsiti
labivoolutsiitomeetriaga. Uksik-rakud on toodud roheliselt, agregeerunud rakud on niidatud
siniselt.

Koige vahem agregaate tekkis, kui rakkudele lisati rapamitsiini 165 minutit peale
nokodosooli lisamist (joonis 16 E), viidates sellele, et Fkh2 eemaldati tuumast peale Clb2
transkriptsiooni aktiveerimist. 165-ndal minutil on néha, et valdav osa rakkudest on G1-faasis
ning agregeerunud rakkude populatsioon on tihine vorreldes G1 populatsiooniga. Selline
rakususpensioon on sobilik kasutamiseks meie lookuse kordsuse analiitsil, kuna saame olla
kindlad rakkude slinkroniseerimises. Jargmiseks oli vaja méérata, kas rakud on vbimelised

peale sellist stressi liikuma ka stinkroonselt S-faasi.

Selleks et hinnata rakkude vdimet liikuda peale rakutsiikli arrestimisi edasi S-faasi kasutati

tive, millest Fkh2 oli deleteeritud ning Fkhl transport tsitoplasmasse indutseeriti
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rapamdatsiini lisamisega. Tuve genotulbi jargi ei tohiks Fkh1/2 poolt reguleeritavad
replikatsiooni alguspunktid meie katses replitseeruda ja Fkh1/2 sOltumatu replitseeruva
jarjestuse ARS605 replikatsioon ei tohiks olla hdiritud. Koopia-arvu analtisi jargi kaivitub
165-ndal minutil ainult ARS605 (joonis 17), mis kinnitab, et rakud elavad arrestimised le

ning suudavad edukalt siseneda S-faasi.

Rapamiitsiint protokolli optimeerimine

Suhteline DNA hulk

135 150 165
Aeg (minutites)

607 305 605

Joonis 17. Koopia-arvu analliis. Anchor-away nokadasooliga ja alfa faktoriga arrestitud
rakud suudavad edukalt siseneda S-faasi. Eksponentsiaalse kasvu-faasi rakkude G2 arrest
induseeriti 3h nokodasooli inkubeerimisega. Fkh1 eksport tuumast tstitoplasmasse indutseeriti
rapamdtsiini lisamisega 135, 150 ja 165-ndal minutil (ajapunktid 45 ja 90 pole toodud). Peale
G2 arresti pesti nokodosool rakkudelt maha ning rakud suspendeeriti véirskes YPD (30°C)
sootmes, kuhu oli lisatud G1 faasi arrestimise indutseerimiseks a-faktorit. Peale 3h
inkubeerimist voeti 0 ajaproov ja rakutsiikli jatkamiseks pesti rakkudelt a-faktor maha.
Jargnevalt suspendeeriti rakud virskes YPD (30°C) so6tmes, kuhu oli lisatud Pronaas ning
HU. S-faasi jooksul koguti 60 ja 120 minuti ajapunktid ning kogutud ajaproove anallisiti
gPCR-iga kasutades replikatsiooni alguspunkti spetsiifilisi praimereid ARS605 (hall),
ARS305 (oranz) ja ARS607 (sinine) ning normaliseerides sisend-DNA kogus ARS501 suhtes.
Veapiirid nditavad kolme iseseisva katse standardviga.

Sobiva protokolli olemasolul sai edasi liikuda eesmérgi suunas ja iseloomustada Fkhl
deletsioonimutante fkhiA: 2, 3, 4, 7+Fkh2-FRB. Kuna deletsioon 7 pakub meile koéige
rohkem huvi, tehti ka sellest anchor-away tiivi ning vaadeldi replikatsiooni alguspunktide
replitseerumist. Katseks kasutati vélja to6tatud protokolli (joonis 16 ja 17) ning 0, 60 ja 120

minuti ajapunkte anallisiti tavapérase koopia-arvu anallusi meetodil (joonis 18).
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Tulemustest (joonis 18) selgub, et FKH1 piirkondade 2, 3, 4, deleteerimine véhendab
replikatsiooni alguspunkti aktiivsuse A7 tasemeni, milles replikatsiooni alguspunktide
aktivatsiooni pOhimdtteliselt enam ei toimu (joonis 12). See langeb dhtlasi kokku
kontrolltiivega, kust FKH1 puudub ning Fkh2 on anchor-away meetodil rakutuumast vélja

transporditav ning mille tulemusena moodustub nullmutant. Antud katsest jareldub, et
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fragmendid 2, 3, 4 ja 7 on olulised nii Fkhl seoselise replikatsiooni regulatsiooniks kui ka
Clb2 transkriptsiooni aktiveerimisel, kuna vastavad mutandid ei suutnud Clb2 peamise

aktivaatori Fkh2 puudumisel seda asendada ning regulatsiooni sailitada.

Ké&esoleva t66 tulemused on andnud suuna FKH1 erinevate jarjestuspiirkondade detailsemaks
uurimiseks. Seitsme deletsioonimutandi pdhjal saab teha esimesed jareldused, millised
piirkonnad FKH1-s on vajalikud, et tagada Fkhl poolne replikatsiooni alguspunktide
regulatsioon. Kuigi kdigi mutantidega ei dnnestunud kahjuks Fkhl ja Cdc45 kromatiini
immunosadestamist teha, siis koopia-arvu analiiisi ja ChIP tulemused seitsmenda mutandiga
(A410-484 ah) annavad alust arvata, et deletsioonide korral véheneb Fkh1l vdime seonduda
replikatsiooni alguspunktidega ning seet6ttu toimub ka olulise replikatiivse helikaasi
komponendi Cdc45 varbamine puudulikult. See aga omakorda mdjutab oluliselt replikatsiooni
toimumist ning saadud koopia-arvu anallilisi tulemused naitavadki, et replikatsioon on
tugevalt parsitud. Replikatsiooni toimumise tase langeb sarnaselt nii deletsioon seitsme kui
deletsioonide 2, 3 ja 4 korral, mis annab alust arvata, et ka nende mutantide korral on Fkhl ja
Cdc45 seondumine replikatsiooni alguspunktidele héiritud. Kuna Cdc45 véarbamine oli
tugevalt seotud Fkhl seondumisega, on see oluline tulemus Kinnitamaks varasemalt vilja
pakutud hipoteesi, et Fkh1/2 poolne varajaste replikatsioonipunktide aktiveerimine vdib
tuleneda sellest, et Fkh1/2 seovad v6i soodustavad Cdc45 vérbamist replikatsioonipunktidele.

Jargmise sammuna tulebki antud kisimusele vastus leida, kuna pole vilistatud, et Fkh1 v6ib

funktsioneerida ka mdne teise valgu- voi valgukompleksiga ning Fkh1l puudulik seondumine

vOi mdne konkreetse piirkonna deleteerimine, voib seda interaktsiooni hairida.
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KOKKUVOTE

Ké&esoleva t66 eesmark oli kirjeldada Forkhead 1 transkriptsioonifaktori erinevate piirkondade
olulisust replikatsiooni ajastuse tagamisel labi seitsme erineva Fkh1l deletsioonimutandi.
Muutuste hindamiseks, mis leidsid aset uuritavate replikatsiooni alguspunktide
replitseerumise tasemes, kasutati kromatiini immunosadestamist ja meie laboris vélja tootatud
koopia arvu analliisi. Replikatsiooni toimumist hinnati kahe Fkh1/2 poolt kontrollitava
replikatsiooni alguspunkt pdhjal — ARS607 ja ARS305 ning kontrollina kasutati Fkh1/2 poolt
mitte aktiveeritavat replikatsioonipunkti ARS605 ning hilist replikatsioonipunkti ARS501.
Erinevate FKH1 deletsioonimutantide iseloomustamiseks konstrueeriti kdigepealt tiuved, kus
FKH1 oli muteeritud ja FKH2 C-terminus oli osaliselt deleteeritud, valtimaks fkhl
kompenseerimist replikatsioonil. Esimesed tulemused aga néitasid, et fkh2:AC suudab siiski

fkh1-te replikatsioonil asendada ning seetdttu otsustati Fkh2 tlive genoomist deleteerida.

Alustades jargmiste tuvedega katseid selgus, et Fkh2 deleteerimine p@hjustab rakkudele
kasvudefekte. Kuna Fkh2 on siiski oluline valk rakutsiikliks vajalike geenide transkriptsiooni
aktivatsioonil, pdhjustas FKH2 deleteerimine rakkude agregeerunud kasvu. Samuti ei suutnud
ka muteeritud fkhl deleteeritud Fkh2-te selles asendada. Nendest tuvedest kasvasid wt
tasemel vaid deletsioonimutant 1 ja 7, mis viitab, et nende piirkondade puudumine ei pérsi
Fkhl rolli rakutsuklil oluliste geenide transkriptsiooni aktivatsioonil. Nende kahe
deletsioonimutandiga l&bi viidud koopia-arvu katsed ja kromatiini immunosadestamise
tulemused néitasid, et deleteerides fkhl valgust viimased 74 aminohapet (A7), pdhjustab see
tugevat replikatsiooni deregulatsiooni nendel replikatsiooni alguspunktidel, mis on Fkh1 poolt
reguleeritavad. Samas esimesed 22 aminohapet (A1) ei néi olevat olulised ka replikatsiooni
ajastuse tagamisel, kuna replikatsioon toimus sarnaselt wt rakkudele. Ka Cdc45 ja fkhl
kromatiini immunosadestamise tulemused olid koopia-arvu tulemustega kooskdélas ning
naitasid, et viimaste aminohapete deleteerimine pérsib olulisel tasemel fkhl ja Cdc45
varbamist replikatsiooni alguspunktidele. Esimese 22 aminohappe deleteerimine kull
pdhjustas osalise languse fkh1l seondumises, kuid Cdc45 seondumine oli piisavalt tugev, et

tagada replikatsiooni alguspunktide normaalsel tasemel aktiveerimine.

Agregeeruvate mutantide uurimiseks loodi ka kolmandad tlved, kus kasutati anchor-away
meetodit, et Fkh2 tuumast eemaldada peale seda, kui rakutsikliks oluliste geenide
transkriptsioon on aktiveeritud. Nende tivedega labi viidud koopia-arvu analliis néitas, et

kdik need deleteeritavad piirkonnad on vajalikud Fkhl funktsiooni tagamiseks replikatsiooni
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alguspunktidel, kuna vastavate deletsioonimutantide puhul oli kdigi uuritud Fkhl poolt

kontrollitavate replikatsiooni alguspunktide aktiveerumine parsitud.

Edasiste katsetega on eesmérk vaadelda erinevates fkh1l mutantide tivedes Cdc45 seondumise
dinaamikat labi S-faasi. Selle eesmdrk on teada saada, kas mdne mutandi korral on Cdc45
replikatsiooni alguspunktidele seondumise aeg muutunud, mis vdib omakorda seletada véikest
kuid olulist langust replikatsiooni ajastuses vaadeldud replikatsioonipunktidel. Pole ka

valistatud, et mdni neist piirkondadest vahendab interaktsioone, mida pole veel kirjeldatud.

Kokkuvottes néitavad tulemused aga selgelt, et FKH1 ei talu jérjestuses mutatsioone ning
tulemuseks on replikatsiooni aktivatsiooni deregulatsioon Fkhl poolt kontrollitavatel
jarjestustel ning koos fkhl seondumise vahenemisega, varvatakse replikatsiooni
alguspunktidele ka héadavajalik Cdc45 oluliselt halvema efektiivsusega. See omakorda

tugevdab arusaama, et Cdc45 seondumine replikatsiooni alguspunkidega on Fkh1 soltuv.
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Characterization of Forkhead transcription factor 1 in DNA replication initiation in
Saccharomyces cerevisiae
Kairi Koppel

SUMMARY

Chromatin structure and organization influence most every genomic process and
modifications in one area inevitably alters other processes. To function concurrently,
fundamental processes such as DNA replication and transcription must be coordinated to
preserve genome stability and integrity. Chromosomal DNA replication is governed primarily
through regulation of replication initiation at origins. Not all replisomes initiate replication
synchronously at the onset of S-phase. Instead, a subset of pre-replication complexes initiate
replication early while clustering into foci, each containing multiple replisomes, that
constitute replication factories. Recently, a group of researchers identified the Saccharomyces
cerevisiae transcription factors Forkhead 1(Fkhl) and Forkhead 2 (Fkh2) as being required
for the clustering of a subset of replication origins in G1 phase and for the early initiation of
these origins in the ensuing S phase. How Fkh1 and Fkh2 promote clustering is partly unclear

but is is shown that one possible way is through dimerisation of Fkh1.

One aim of this work was to determine parts of FKH1 that contribute to its function ensuring
early replication of subset origins. To accomplish this, we made seven different deletions in
Fkh1l ORF and observed changes in replication timing focusing on Fkh1/2 controlled origins
that replicate most early on S phase. By synchronizing cells in G1 phase and then allowing
them enter into S phase in the presence of hydroxyurea, we determined changes in DNA copy
number compared to wild type strain by using quantitative polymerase chain reaction (QPCR).
This enabled us to determine which part of Fkhl plays most important role on replication
timing, thus which parts are responsible in ensuring early replication. Also we conducted
chromatin immunoprecipitation analyses to determine changes in the ability of Fkhl to bind
origins in the presence of deletions and also its ability to recruit Cdc45 onto origins. From this
we found that except from first 22 amino acids, further deletions from FKH1 sequence
strongly reduced fkhl ability to support early replication on origins controlled by it. This
implies, that FKH1 can’t tolerate mutations in its sequence due to the loss of its ability to
maintain replication activity on origins. It needs further inspection whether this deregulation
is caused because fkhl can’t recruit onto origins or is there any possible interactions that are

disturbed as a result of deletions
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LISAD

LISA 1. TO6s kasutatud parmitlivede genotuibid ja tivede valmistaja

Tuvi

Genotuup

Valmistaja/Pari
tolu

W303

ura3 leu2-3, 112 his3-11,15 trpl-1 ade2-1, can1-100

Thomas/Rothstein

1145

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2, Cdc45-3x1E2, fkh1D, Fkh2-deltaC642-3xMyc, barlD

Allan Reinapae

1442

W303; MAT alpha;ade 2-1 trp1-1 can1-100 leu2-3,112 his3-11,15
ura3 GAL psi+; Anchor-away strain (torl-1, fpriD, RPL13A-
2xFKBP12), Fkh2-FRB, barlD

Kersti Kristjuhan

1356

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, Fkh2-deltaC642-3xMyec, barlD, Fkh1-3x3F12
(wt)

Kairi Koppel

1357

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, Fkh2-deltaC642-3xMyec, barlD, Fkh1-3x3F12
(delta 2-22; D1)

Kairi Koppel

1358

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, Fkh2-deltaC642-3xMyc, barlD, Fkh1-3x3F12
(delta 23-92; D2)

Kairi Koppel

1359

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, Fkh2-deltaC642-3xMyc, barlD, Fkh1-3x3F12
(delta 93-171; D3)

Kairi Koppel

1360

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, Fkh2-deltaC642-3xMyc, barlD, Fkh1-3x3F12
(delta 172-292; D4)

Kairi Koppel

1361

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, Fkh2-deltaC642-3xMyc, barlD, Fkh1-3x3F12
(delta 293-344; D5)

Kairi Koppel

1362

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, Fkh2-deltaC642-3xMyc, barlD, Fkh1-3x3F12
(delta 345-409; D6)

Kairi Koppel

1363

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, Fkh2-deltaC642-3xMyc, barlD, Fkh1-3x3F12
(delta 410-484; D7)

Kairi Koppel

1477

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, fkh2D, barlD, Fkh1-3x3F12 (wt)

Allan Reinapae

1478

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, fkh2D, barlD, Fkh1-3x3F12 (delta 2-22; D1)

Allan Reinapae
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1479

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, fkh2D, barlD, Fkh1-3x3F12 (delta 23-92; D2)

Allan Reinapae

1480

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, fkh2D, barlD, Fkh1-3x3F12 (delta 93-171; D3)

Allan Reinapae

1481

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trpl1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, fkh2D, barlD, Fkh1-3x3F12 (delta 172-292; D4)

Allan Reinapae

1482

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, fkh2D, barlD, Fkh1-3x3F12 (delta 293-344; D5)

Allan Reinapae

1483

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, fkh2D, barlD, Fkh1-3x3F12 (delta 345-409; D6)

Allan Reinapae

1484

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Cdc45-3x1E2, fkh2D, barlD, Fkh1-3x3F12 (delta 410-484; D7)

Allan Reinapae

1573

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Fkh2-FRB (anchor-away), Cdc45-3x1E2, barlD, Fkh1-3x3F12
(wt)

Kairi Koppel

1574

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Fkh2-FRB (anchor-away), Cdc45-3x1E2, barlD, Fkh1-3x3F12
(delta 23-92; D2)

Kairi Koppel

1575

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Fkh2-FRB (anchor-away), Cdc45-3x1E2, barlD, Fkh1-3x3F12
(delta 93-171; D3)

Kairi Koppel

1576

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Fkh2-FRB (anchor-away), Cdc45-3x1E2, bar1D, Fkh1-3x3F12
(delta 172-292; D4)

Kairi Koppel

1577

W303; MAT a; ura3 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-100,
lys2; Fkh2-FRB (anchor-away), Cdc45-3x1E2, bar1D, Fkh1-3x3F12
(delta 410-484; D7)

Kairi Koppel

1444

W303; MAT a ;ade 2-1 trp1-1 can1-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3
GAL psi+ Anchor-away strain (torl-1, fpriD, RPL13A-2xFKBP12),
Cdc45-3x1E2, barlD, Fkh2-FRB

Kersti Kristjuhan

1436

W303; MAT a; ade 2-1 trpl1-1 can1-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3
GAL psi+; Anchor-away strain (torl-1, fpriD, RPL13A-2xFKBP12),
Fkh1-FRB, fkh2D, Cdc45-3x1E2, barlD

Kersti Kristjuhan

1439

W303; MAT a; ade 2-1 trpl1-1 can1-100 leu2-3,112 his3-11,15 ura3
GAL psi+;Anchor-away strain (torl-1, fprlD, RPL13A-2xFKBP12),
Cdc45-3x1E2, barlD, fkh1D, Fkh2-FRB

Kersti Kristjuhan

DC14

matA, hisl

Brad Cairns/Fred
Winston

DC17

mat alpha, hisl

Brad Cairns/Fred
Winston
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LISA 2. PCR programm ja praimerid deletsiooniga ala amplifitseerimiseks plasmiidilt

Maht: 50 pl LOpp- _ Tsulklid: 30 0C Aeg
kontsentratsioon

Plasmiid ~4 ng Denaturatsioon 99 1 min

Praimer Fkhl TR_F 0,3 umol Denaturatsioon 2 95 25 sek

Praimer Fkhl Term R 0,3 umol Praimerite seondumine |58 40 sek

dNTP 0,2 mM DNA slintees 68 12 min

MqCl, 0,5 mM Loplik slintees 68 15 min

DMSO 6%

Phusion HF puhver 5X | 1X

Phusion polimeraas 1U

H.O I6ppmahuni

Fkh1 TR_F ATAGAGAGAACAGGATGGTAAGAG

Fkhl Term R TTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATT

AAGTTCTGTCACAGCGTCTTC
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LISA 3. PCR programm ja praimerid parmikolooniate kontrollimiseks

Maht: 10 pl LOpp- _ Tsuklid: 30 0C Aeg
kontsentratsioon

DNA ~30 ng Denaturatsioon 95 3 min

Praimer F 0,3 umol Denaturatsioon 2 95 30 sek

Praimer R 0,3 umol Praimerite seondumine | 54 54 sek

Firepol 5x 1X DNA siintees 72 5 min

H,0 I6ppmahuni Loplik slintees 72 8 min

Del nr Praimerid deletsioonide insertsiooni kontrollimiseks

1 Fkhl prom+ ORF F GTTGGGTAACGCCAGGG TTTTCCCAGTCAC
GACGTTGTAAAACGACAAGGTCATGTCCAGGTAGAC
Fkh1A3 R TTTCTTGTTCACCGGGCACAGCATTC

2 Fkhl prom+ ORF F GTTGGGTAACGCCAGGG TTTTCCCAGTCAC
GACGTTGTAAAACGACAAGGTCATGTCCAGGTAGAC
Fkh1A 4 R GCGACAAGTCCGGCAATATAAAGATCATTTG

3 Fkhl prom+ ORF F GTTGGGTAACGCCAGGG TTTTCCCAGTCAC
GACGTTGTAAAACGACAAGGTCATGTCCAGGTAGAC
Fkh1A 5 R GCCACGCCATTGATGGATTTTCTATATGGGGT

4 Fkhl prom+ ORF F GTTGGGTAACGCCAGGG TTTTCCCAGTCAC
GACGTTGTAAAACGACAAGGTCATGTCCAGGTAGAC
Fkh1A 6 R TGTGCAATTGTTGAGAAAACCTGTAAAATGCG

5 Fkh1A 3 F TGTGCCCGGTGAACAAGAAACTATTATATCGGATTAT
FBA kntrp ATGACAAAAGATGAGCTAGGCT

6 Fkh1A 4 F TATATTGCCGGACTTGTCGCTGGATGAAAA
FBA kntrp ATGACAAAAGATGAGCTAGGCT

7 Fkh1A 5 F AAATCCATCAATGGCGTGGCAGAACTC
FBA kntrp ATGACAAAAGATGAGCTAGGCT




LISA 4. FACS graafikud

1. WT, fkhl:A1+fkh24 ja fkh1:47+fkh24 tivede G1 arresti hindamine koopia-arvu

analtusil (KA) ja ChIP katsetes

WT KA ja ChlIP A1 KA
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G2 ja G1 faasi arresti kontrollimine anchor-away tiivede koopia arvu analtdsil
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LISA 5. Kromatiini immunosadestamisel kasutatud puhvrid:

PBS (10x, pH 7,4) 1000 ml
2 g KCl

80 g NaCl

17,8 g Na2HPO4.-2H20
2,4 g KH2PO4

FA-lGdsipuhver

50 mM Hepes-KOH pH 7,5
140 mM NaCl

1 mMEDTA

1% Triton X-100

0,1% Na deoksiihoolhape

FA500

50 mM Hepes-KOH pH 7,5
500 mM NaCl

1 mM EDTA

1% Triton X-100

0,1% Na deoksiihoolhape

LiCl pesulahus

10 mM Tris-HCI pH 8
250 mM LiCl (Mw 42,39)
0,5% NP-40

0,5% Na deokslihoolhape
1 mM EDTA

TES

10 mM Tris-HCI pH 7,5
1 mM EDTA

100 mM NaCl

Elueerimispuhver
100 mM tris pH 7,8
10 mM EDTA

1% SDS

200 mM NaCl
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LISA 6: qPCR-il kasutatud praimerid ja PCR programm

Praimer Jarjestus
ARS305_F GCAGTGCTTGTAACTGGTGC
ARS305_R TAGTTATTACGGCGTCGGGC
ARS501_F ATTGAGCATTACCTAACGCCATA
ARS501_R TGGATCTGAAACCGAGCAGTT
ARS605_F CTGCCCCTATCAGTTAATGGCT
ARS605_R ACCGTCAGAGGTTTAGAACTTGTAGA
ARS737_F TGCTTATTAAGGGTCTAGGACATTT
ARS737_R ACTTTTGCTTAAGCGGCAGAAT
ARS607 F ACCCAGCGTAAGGTAAATATTATG
ARS607 R TGCTTTCTAGTACCTACTGTGCC
PAU Il F TCAACTTGGTTAAATTGGGTGT
PAU Il R GTAGTTGAAAACGGCTTCAGCA
CLB2F CCGCCAAAAGACAGATTTTATTC
CLB2R ATATCGCGAACTTCGTTGTTGA
Programm Temperatuur °C | Kestus Tsuklite arv
Enstumi aktivatsioon 95 15 min
Denaturatsioon 95 15 sek
Praimerite seondumine ja 60 1 min 45
elongatsioon 72
Dissotsiatsiooni médtmine 95 15 sek

60 15 sek

95 15 sek
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