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Infoleht

Clb3-Cdk1-spetsiifilise seondumismotiivi kirjeldamine ja olulisus substraatvalgul Yprl74c

Tsukliin-s6ltuvad kinaasid reguleerivad eukartiootse rakutsukli progressiooni. Tsukliinid
vahendavad interaktsioone tsukliin-CDK kompleksi ja substraatvalkude vahel, kuid on
spekuleeritud, et tsukliinid on (ksteise suhtes reduntantsed. Siiski on ndidatud, et varajased
tsukliin-CDK kompleksid kasutavad spetsiifilisi seondumismotiive, et kompenseerida oma
madalat aktiivsust. Lisaks on tuvastatud mitmed substraadid, mis fosforuleeritakse spetsiifiliselt
individuaalsete tsukliin-CDK komplekside poolt. K&esolev t66 néitab, et paraloogid Clb3 ja Clb4
on funktsionaalselt erinevad. Lisaks naidatakse, et Clb3-Cdk1l fosforuleerib kdavi polaarkehale
lokaliseeruvat valku Yprl74c in vivo ning vastav fosforlleerimine on séltuv lihikesest lineaarsest
konsensusjarjestusesest PxxPxF. Ypr174c fosforuleerimise tdpsem funktsioon ei ole teada, kuid on
voimalik, et Yprl74c fosforileerimine reguleerib interaktsiooni Polo kinaasiga Cdc5.

Marksonad : Cdk1, ClIb3, Clb4, rakutstkkel, Yprl74c, Cdc5

CERCS kood : P310 (Proteiinid, enstiimid)

Mapping of Clb3-Cdk1 specific docking motif on substrate protein Yprl74c and analysis of
Ypril74c phosphorylation

Cyclin-dependent kinases (CDKSs) regulate progression through the eukaryotic cell cycle. Cyclins
activate CDK and participate in substrate proteins recognition. It is proposed that most cyclins are
redundant, however, it’s been shown that early cyclin-CDK complexes use specific docking motifs
to overcome their low activity and regulate specific processes. In addition, a variety of cyclin
specific substrates have been found. Current thesis proposes that paralogues Clb3 and Clb4 are
functionally different. Additionally, it was shown that spindle pole body associated protein
Yprl74c is phosphorylated by Clb3-Cdkl complex in vivo and the phosphorylation is dependent
on a short linear motif with consensus sequence PxxPxF.The exact role of Yprl74c is unknown,

but it is proposed that Yprl74c phosphorylation regulates its binding to Polo kinase Cdc5.
Keywords : Cdk1, Clb3, Clb4, cell cycle, Yprl74c, Cdc5
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Kasutatud luhendid

APC - i.k anaphase promoting complex (Anafaasi viiv kompleks)

BSA — i.k bovine serum albumin (Veise seerumi albumin)

CAK - i.k CDK-activating kinase (CDK-d aktiveeriv kinaas)

CDK - i.k cyclin-dependent kinase (Tsukliin-s6ltuv kinaas)

CSM - i.k complete supplement mixture (Taiss66de)

FEAR - i.k Cdc14 Early Anaphase Release (Varase anafaasi Cdcl14 rada)
HPM - i.k hydrophobic patch mutant (Hidrofoobse tasku mutant)

LB — Luria-Bertani

MEN - i.k Mitotic Exit Network (Mitoosist valjumise rada)

NLS —i.k Nuclear Localization Sequence (Tuuma lokalisatsiooni signaal)
SC - i.k synthetic complete (Sinteetiline ehk miinimumsddde)

SPB - i.k spindle pole body (Kaavi polaarkeha)

YPD - i.k yeast extract peptone dextrose (Parmiekstrakt peptoon dekstroos)



Sissejuhatus

Tsukliin-s6ltuvad kinaasid (CDK, i.k cyclin-dependent kinase) reguleerivad eukartiootse rakutsukli
progressiooni. Pagaripdrmis Saccharomyces cerevisiae on peamine rakutsiklit reguleeriv tstkliin-
sOltuv kinaas Cdk1, mis seob iheksat erinevat tstkliini rakutsiikli erinevates etappides. Arvatakse,
et tsikliinide varieeruv ekspressioon tagab faasispetsiifiliste substraatide fosforiileerimise ja
rakutsiikli Uhesuunalise kulgemise. Kuid tsukliinide deletsioonitiivede analliisimise tagajarjel on
leitud, et enamus tsukliine on ksteise suhtes reduntantsed. Poolduva parmi Schizosaccharomyces
pombe puhul on ndidatud, et CDK Cdc2 funktsioonide taitmiseks on piisav ainult tiks tstikliin ning,
et CDK aktiivsuse kvantitatiivsed muutused, mitte tstkliin-spetsiifilised interaktsioonid
substraatidega on kesksed rakutsukli regulatsioonis. Kuid on leitud, et varajased tsukliin-CDK
kompleksid kasutavad tsiikliini-spetsiifilisi seondumismotiive substraatidel, et kompenseerida oma
madalat aktiivsust. Lisaks on kirjeldatud tstkliini-spetsiifilised substraadid, naidates, et tsukliinide

vahel on toimunud funktsionaalne eristumine.

G1- ja S-faasi tstkliin-CDK komplekside puhul on kirjeldatud nende substraatide &ratundmiseks
vajalikud motiivid ning on teada substraadid, mille fosforlleerimine on oluline nende komplekside
funktsioonide taitmisel. G2-faasis ekspresseeruvate mitootiliste tsukliinide CIb3 ja Clb4 kohta on

teada Uksikuid detaile, kuid seni ei ole kirjeldatud nende substraatide &ratundmise mehhanisme.

Ké&esoleva magistritod kirjanduse osas antakse tlevaade kinaasist Cdkl ning tsukliin-CDK
komplekside funktsioonidest rakutstkli regulatsioonil. Lisaks kirjeldatakse tsukliinide

transkriptsiooni ning tsiikliin-CDK komplekside substraadi spetsiifilisust.

Eksperimentaalse osa eesmarkideks on analtlsida Clb3-Cdkl ja Clb4-Cdkl substraatide
fosforlleerimise tsukliin-spetsiifilisust ning ndidata, et ka hilised tsikliin-CDK kompleksid on
sOltuvad tsukliin-spetsiifilistest seondumismotiividest. Lisaks kirjeldada Clb3-spetsiifilist
fosforiileerimist vahendav seondumismotiiv valgus Yprl74c ning analliisida Yprl74c

fosforlileerimise olulisust S. cerevisiae rakkudes.

Kéaesolev magistrit6o on teostatud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.



1. Kirjanduse tlevaade

1.1 Saccharomyces cerevisiae rakutsikkel

Saccharomyces cerevisiae rakutsiikli puhul eristatakse nelja erinevat faasi — G1-, S-, G2- ja M-
faas. Rakutsukli kaigus toimub geneetilise informatsiooni Glekandmine Ghest pdlvkonnast teise,
milleks on vajalik S-faasis toimuv tdpne DNA replikatsioon ja tlitarkromatiidide segregatsioon M-
faasis ehk mitoosis. Neid eraldavates kasvufaasides G1 (i.k Gap 1) ja G2 (i.k Gap 2) toimub
ettevalmistus vastavalt replikatsiooniks v6i segregatsiooniks, samuti on nendes faasides olulised
kontrollpunktid, mis koordineerivad raku suurust rakutsikli progressiooniga (Cooper, 2000).

Uhest faasist teise tileminek on reguleeritud erinevate tsiikliin-CDK (i.k cyclin-dependent kinase)

komplekside jarjestikuse aktivatsiooni ja inaktivatsiooni kaudu.

1.2 Tsukliin-sdltuvad kinaasid

CDK-d ehk tsikliin-soltuvad kinaasid on valgukinaasid, mis on aktiivsed vaid kompleksis
tsukliiniga. CDK moodustab antud kompleksi kataltiutilise subihiku, millel Uksi puudub taielikult

vOi on vaike kinaasne aktiivsus (Mendenhall ja Hodge, 1998).

CDK-d on proliin-suunatud seriini-treoniini kinaasid ehk nad fosfortleerivad substraadil seriini-
vOi treoniinijaaki S/T-P (Ser/Thr-Pro) motiivides. Sageli on eelistatud S/T-P-X-K/R (Ser/Thr-Pro-
suvaline aminohape-Lys/Arg) jarjestus, kuid see ei kehti kdikide CDK-de puhul (Moreno ja Nurse,
1990; Suzuki et al., 2015).

CDK-de peamiseks funktsiooniks on tagada rakutsukli Gihesuunaline kulgemine. Lisaks on CDK-
de osalust kirjeldatud protsessides nagu transkriptsioon, DNA kahjustuste reparatsioon, valkude

proteolils, epigeneetiline regulatsioon, metabolism, spermatogenees jne (Lim ja Kaldis, 2013).

CDK struktuur kirjeldati esmalt inimese Cdk2 kristallstruktuuri baasil. Leiti, et Cdk2 struktuur on
kahesagaraline, mille N-terminaalse sagara moodustavad peamiselt 3-leht- ja C-terminaalse sagara
a-heeliks-struktuurid (Joonis 1). ATP seondub nende sagarate vahele. N-terminuses on ka CDK-
dele unikaalne C-heeliks, mis sisaldab konserveerunud PSTAIRE (Pro-Ser-Thr-Ala-lle-Arg-Glu)
jarjestust, ja C-terminuses paikneb fosforileerimisele tundlik kinaasi aktivatsioonijérjestus ehk T-
ling (De Bondt et al., 1993). T-ling on paljudes kinaasides autofosforileeritud, kuid CDK-des
fosforiileeritakse see CAK ehk CDK-d aktiveeriva kinaasi poolt (i.k CDK-activating kinase)
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(Kaldis et al., 1998). T-lingul paikneva treoniini fosforiileerimine on vajalik tsikliin-CDK
kompleksi stabiliseerimiseks (Echalier et al., 2010; Pavletich, 1999).

Arvatakse, et CDK enslimaatilise aktiivsuse puudumine ilma tstkliinita tuleneb sellest, et CDK N-
terminaalne sagar paikneb C-terminaalse suhtes ebatépselt ja olulised kataltutilised ja&gid, mis on
vajalikud fosfaadi tlekandmiseks, ei ole digesti joondatud. Lisaks on substraadi seondumissait

varjatud T-lingu poolt. (Mendenhall ja Hodge, 1998)

Tsukliine defineeritakse nende vOime jérgi siduda ja aktiveerida CDK-d, kuid lisaks sellele on nad
aratuntavad konserveerunud tsiikliini doméani (i.k cyclin box) jargi (Kobayashi et al., 1992). See
koosneb struktuursest motiivist (i.k cyclin fold), mille moodustavad viis a-heeliksit (Noble et al.,
1997).

Tsukliin-CDK komplekside struktuuri on analuisitud inimese CDK1 ja CDK2 kristallstruktuuride
abil (Brown et al., 2015; Connell-Crowley et al., 1993; Jeffrey et al., 1995). Inimese tsukliin A-
CDK2 kompleksi kristallstruktuuri baasil leiti, et CDK2 interaktsioon tsiikliin A-ga p8hjustab
CDK2-s konformatsioonilised muutused, mis on eeldatavati vastutavad kinaasi aktiivsuse tousu
eest (Connell-Crowley et al., 1993; Jeffrey et al., 1995). Nimelt seob tstkliini domaan CDK2 C-
heeliksit, pdhjustades selle rotatsiooni ning ATP fosfaate siduvate aminohappejaéakide
reorientatsiooni, et tekiks aktiivne ATP-seondumissait. Lisaks eemaldab interaktsioon
tsukliinidega CDK kataltititilisest saidist T-lingu, et T-lingul paiknev treoniin oleks fosforuleeritav
CAK poolt. (Malumbres, 2014).

Rakutsuklit reguleerivate tsiikliin-CDK kompleksi kuulub ka valk Cks (i.k Cdc28 Kinase Subunit).
Pagariparmi Cksl puhul on néidatud, et Cksl stabiliseerib tsiikliin-CDK komplekse, mis on
olulised G1-faasis (Reynard et al., 2000). Lisaks on ndidatud, et Cksl interakteerub spetsiifiliste
fosforileeritud treoniinidega CDK substraatidel, et vahendada substraadi edasist fosfortleerimist
CDK poolt (McGrath et al. 2013, K&ivomégi et al. 2013). (Joonis 1)



Joonis 1. Cdkl struktuur. Cdk1-tsiikliin B-Cksl kompleksi mudel. Pildil on naidatud CDK1 N-
terminaalne sagar ( valge), C-terminaalne sagar (oranz), CDK1 aktivatsioonijarjestus ehk T-ling
(tstaansinine) ja tsikliin (roheline)- CDK interaktsiooniks vajalik C-heeliks (punane). Lisaks
tsukliin-CDK kompleksi stabiliseeriv valk Cks1 (jaasinine). Kohandatud (Brown et al., 2015).

S. cerevisiae peamine rakutsiklit koordineeriv kinaas on Cdc28 (i.k cell division cycle) enk Cdk1.
Cdk1 osaleb nii transkriptsiooni regulatsioonis, DNA ja k&avi polaarkeha ehk SPB (i.k spindle pole
body) duplikatsioonil, pungumises, raku morfogeneesis, mitootilise kadvi moodustamises ja

paljudes teistes protsessides (Kellog 2003, Bloom 2007).

Lisaks kinaasile Cdk1 on S.cerevisiae’s tuvastatud veel viis CDK-d, millest ks — Pho85 — osaleb
samuti osaliselt rakutsukli regulatsioonis, olles vajalik G1-S faasi Gleminekul, juhul kui Cdk1 ei
ole aktiivne (Huang et al., 2009; Kung et al., 2005). Cdk1 ja Pho85 kinaase aktiveerivad vastavalt
Uheksa ja kimme erinevat tsukliini, mis on reguleeritud rakutsuklist sdltuval viisil. Neli tlejaanud
CDK-d (Kin28, Srb10, Burl ja Ctk1) reguleerivad mRNA siinteesi ning igathte neist aktiveerib

ainult ks spetsiifiline tsukliin (Malumbres, 2014).

Vaatamata CDK-de paljususele nii pagariparmis kui ka inimeses, kust on leitud tervenisti 22 CDK-
d (Liu ja Kipreos, 2000), on mdlemas organismis rakutstkli l&biviimiseks hédavajalik ainult tiks

CDK, milleks pagariparmis on Cdk1 ning inimeses CDK1 (Santamaria et al., 2007).



1.3 S. cerevisiae tsukliinid

Cdk1-l on tuvastatud ule 300 substraadi in vivo (Holt et al., 2009). Cdkl kinaasi aktiveerivad
tsukliinid jaotatakse G1-tstkliinideks (CIn1-CiIn3) ja B-tutpi tsukliinideks (Clb1l-Clb6). G1-
tsukliinid reguleerivad sundmusi, mis toimuvad mitoosist S-faasini (kaasa arvatud). B-tidipi
tsukliinid on oma nime saanud tdnu homoloogiale, mida nad omavad kdrgemate eukariiootide B-
tsukliinidega. Neid ekspresseeritakse kolme jarjestikuse lainena G1-faasi I6pust mitoosini. CIb5 ja
Clb6 ekspressioon on kdrgeim G1- ja S-faasi ajal, CIb3 ja Clb4 tase tipneb vahetult parast DNA
replikatsiooni ning Clbl ja Clb2 ekspressioon on kdrgeim mitoosi ajal. (Bloom ja Cross, 2007;
Malumbres, 2014) (Joonis 2)

G1-faas 7 S-faas M-faas

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Joonis 2. S. cerevisiae tsukliinid rakutsiklis. CIn1-CIn3 reguleerivad protsesse G1-faasist S-
faasini (kaasa arvatud). S-faasis reguleerivad rakutsuklit peamiselt Clb5 ja CIb6. Neile jargnevad
ekspressioonilt ja funktsionaalselt Clb3 ja Clb4 ning seejarel Clb1 ja Clb2. Kohandatud (Bloom ja

Cross, 2007).

Kdik Cdk1 tsikliinid peale CIn3 omavad paraloogi, mis sarnaneb neile nii transkriptsiooni-mustrilt
kui ka Uldiselt aminohappeliselt jarjestuselt. CInl ja CIn2 on 57% ulatuses identsed, kusjuures
homoloogia tsiikliini dom&éni tmbruses on tervenisti 72%. CIb5 ja ClIb6 on 50% ulatuses identsed,
Clb3 ja Clb4 ning Clb1 ja Clb2 on liksteisega 62% ulatuses sarnased. (Mendenhall ja Hodge, 1998)

Need sarnasused véljenduvad ka erinevate tsikliinide funktsioonide ja substraatide kattuvuses.
Kusjuures on leitud, et kuigi Clb3 sarnaneb jarjestuselt ronkem Clb4-ga, kattuvad Clb3 mitootilised
funktsioonid ja substraadid pigem Clb2 omadega. (Fitch et al., 1992; Richardson et al., 1992)
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CIn3 omab ainult 20-25% homoloogiat CInl ja CIn2 jarjestusega, sarnanedes pigem S-faasi
tsukliinidega CIb5 ja Clb6. CIn3 tase rakus on 5 kuni 100 korda vdiksem kui teiste G1-faasi
tsukliinide tase (Levine et al., 1996; Mendenhall ja Hodge, 1998) ning erinevalt teistest
tsukliinidest, mis on tugevalt rakutsiikli poolt reguleeritud, on CIn3 transkriptsioon detekteeritav

terve rakutsukli jooksul (Mclnerny et al., 1997; Tyers et al., 1993).

1.3.1 G1-tsukliinid

G1-faasi tsukliinid CLN1, CLN2 ja CLN3 on funktsionaalselt redundantsed. Kdigi kolme G1-faasi
tsukliini deletsiooni (dcinlAcin24cin3) puhul jadb rakk G1-faasi arresti ja rakk ei ole vBimeline
initsieerima uut rakutsiklit (Richardson et al., 1989). Kuid (he v8i kahe G1-tstkliini deletsiooniga
tivi on eluvéimeline ehk rakutsukli progressiooniks piisab ainult Uhe G1-tstkliini olemasolust
(Miller ja Cross, 2000).

G1-tstkliinid on vajalikud uue rakutsukli alustamiseks, lisaks osalevad nad DNA replikatsioonil,
kaavi polaarkeha duplikatsioonil ja pungumises. Vaatamata reduntantsusele ei ole erinevad
tsukliinid vOimelised neid protsesse labi viima sama efektiivselt (Tyers et al., 1993), mis viitab

sellele, et tsiikliinide vahel on siiski toimunud funktsionaalne eristumine. (Joonis 3)

Enne S-faasi tleminekut on vajalik, et raku suurus ja valkude stintees G1-faasis saavutaks kindla
lave ja seda reguleeriv kontrollpunkt on s6ltuv CIn3-st (Talia et al., 2007). Kérge CIn3 tasemega
rakkude G1-faas on lihem ning rakud on vaiksemad ja CIn3 deletsiooniga rakud on normaalsest
suuremad ning G1-faas on tavalisest pikem (Tyers et al., 1992). Lisaks on CIn3 oluline hilisemate
G1-faasi geenide transkriptsiooni aktivatsioonil (sealhulgas CLN1, CLN2, CLB5 ja CLB6),
mdojutades sedasi kaudselt DNA replikatsiooni, kuid sellest pikemalt hiljem (Dirick et al., 1995g;
Tyers et al., 1993).

Sarnaselt CIn3-le, osalevad CiInl ja CIn2 transkriptsiooni regulatsioonis, reguleerides positiivselt
nii enda, kui ka CIb5 ja Clb6 ekspressiooni (Ogas et al., 1991). Lisaks on kirjeldatud, et CIn2-Cdk1
vahendab CIb5 aktivatsiooni, fosforlleerides B-tulpi tstkliin-Cdk1 inhibiitori Sicl, et aidata kaasa

selle degradatsiooni suunamisele (Kdivomégi et al., 2011a).

CLN1 ja CLN2 deletsiooni puhul on rakkude kasv aeglane ja punga teke ning DNA siinteesi
initsiatsioon toimub viivitusega (Dirick et al., 1995b; Hadwiger et al., 1989; Stuart ja Wittenberg,
1995). CInl ja CIn2 on olulised punga tekkel, indutseerides kortikaalsete aktiinifilamentide

polarisatsiooni, kuid tdpsem mehhanism ei ole teada (Cvrvkovci ja Nasmyth, 1993). Lisaks on
11



naidatud, et G1-faasi tstikliinid osalevad parmi tsentrosoomi ehk kaavi polaarkeha (SPB, i.k spindle

pole body) duplikatsiooni initiatsioonis (Haase et al., 2001).

CLB5
CLB6 —_— DNA REPLIKATSIOON
p» CLN1 >
CLN3 CLN2 PUNGA MOODUSTUMINE

SPB DUPLIKATSIOON

Joonis 3. Gl-faasi tsukliinide funktsioonid. Kuigi nii CIn3, kui ka CIn1-CIn2 osalevad
transkriptsiooni aktivatsioonis, on G1-faasi tstkliinide funktsioonide puhul on selge eristumine.
CIn3 on oluline valdavalt transkriptsiooniliste protsesside jaoks, CInl ja CIn2 osalevad lisaks
punga tekkes ja SPB duplikatsioonis. (Cvrvkovci ja Nasmyth, 1993). Kohandatud.

Vaadeldes G1-tstikliinide lokalisatsiooni, leiti, et CIn3 on peamiselt tuumas, Cinl ja CIn2 leidub

nii tuumas kui ka tsttoplasmas, kuid CInl valku on rohkem tuumas ning CIn2 on valdavalt

tsutoplasmaatiline (Miller ja Cross, 2000).

1.3.2 B-tUupi tsukliinid

B-tlupi tsukliinid vaib tulenevalt nende ekspressioonist ja funktsioonist jaotada omakorda S-faasi
(Clb5-6) ja M-faasi (Clb1-Clb4) tstkliinideks.

1.3.3 S-faasi tstkliinid

S-faasi tsukliinid CIb5 ja Clb6 koekspresseeruvad CInl ja CIn2-ga ning CIb5 ja Clb6
uleekspressioon pééstab G1-tsikliinide kolmikmutandi Acinidcin2A4cin3 letaalsuse (Epstein ja
Cross, 1992; Kuhne ja Linder, 1993; Schwob ja Nasmyth, 1993). Tavaliselt on aga CIb5 ja Clb6
G1-faasis inhibeeritud B-tutpi tsukliin-Cdkl inhibiitori Sicl poolt ja nende funktsiooniks
rakutsiikli algatamine, vaid DNA replikatsiooni initsiatsioon ja jargnevalt reinitsiatsiooni
blokeerimine. Lisaks reguleerivad nad negatiivselt CIn1-CIn3 aktiivsust (Basco et al., 1995;
Dahmann et al., 1995; Locke ja Nekich, 2000).

CIb5 puudumisel on S-faas tavaparasest pikem ja Aclb5Aclb6 topeltmutandil on replikatsooni
initsiatsioon viivitatud, kuigi S-faas terviklikult on normaalse pikkusega (Epstein ja Cross, 1992;
Kihne ja Linder, 1993; Schwob ja Nasmyth, 1993). CIb6 deletsiooni puhul on erinevalt Clb5-st
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hoopis G1-faas normaalsest lihem ja tulenevalt sellest on ka rakud véiksemad. On leitud, et Clb6
uleekspressioon represseerib CIn2 ja ClIb2 transkriptsiooni, kuid Clb5 ei oma sellist mdju
transkriptsioonile (Basco et al., 1995; Schwob ja Nasmyth, 1993), viidates sellele, et sarnaselt

paraloogidele CInl ja CIn2 on ka ClIb5 ja Clb6 puhul toimunud funktsioonide jaotumine.

1.3.4 M-faasi tstkliinid

Clb3, Clb4 transkriptsioon on taheldatav S-faasi alguses ja see pusib hilise anafaasini (Epstein ja
Cross, 1992; Fitch et al., 1992; Richardson et al., 1992). Clb1-Clb4 lokaliseeruvad peamiselt tuuma
ning nende lokalisatsiooni on tédheldatud SPB-del ja mitootilisel ké&avil (Bailly, 2003). Nii 4clb3,
Aclb4, ega Aclb3Aclb4d ei oma silmmargatavat mitootilist fenotilpi, kuid kombineerides
Aclb3Aclb4 kaksikmutandi Ac¢lb5 mutandiga, ei ole rakk vdimeline moodustama kadve ning ei ole
eluvdimeline (Fitch et al., 1992; Richardson et al., 1992; Schwob ja Nasmyth, 1993). Seega on

tsukliinidel CIb3 ja Clb4 téenéoline roll kddvi moodustumises.

Ké&avi moodustumise tsikkel algab kaavi polaarkehade duplikatsiooniga hilises G1-faasis (vOi
varajases S-faasis). Peale duplikatsiooni toimub SPB-de separatsioon ja mitootilise kaavi
moodustumine, mis on vajalik kinetohooride bipolaarseks orientatsiooniks. Eelnimetatud protsess
tagab tltarkromatiitide lahknemise eri rakkudesse. Spetsiifilised tsukliin-CDK kompleksid
reguleerivad SPB duplikatsiooni ja tagavad selle, et sama rakutsiikli jooksul ei toimuks SPB-de
reduplikatsiooni. (Joonis 4).

On ndidatud, et SPB-de duplikatsiooni initsiatsioonil osaleb CIn2-Cdkl ning reduplikatsiooni
takistavad B-tupi tsukliinid (Clb1-Clb4) (Haase et al., 2001). Arvatakse, et Clb5-Cdk1 ning Clb6-
Cdk1 aktiivus on vajalik etappides parast SPB duplikatsiooni (Haase et al., 2001; Segal et al., 1998,
2000). (Joonis 4) SPB-de lahknemiseks titarrakkudesse toimub mitootilise kdavi elongatsioon,
mille jaoks on oluline Clb2-Cdk1 aktiivsus (Amon et al., 1993).
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Joonis 4. Erinevate tsukliin-CDK komplekside olulisus kaavi moodustumise tsuklis a) Kaavi
moodustumise tslikkel algab SPB-de duplikatsiooniga hilises G1-faasis ( v0i varajases S-faasis),
milleks on vaja CInl1-CIn3-Cdkl aktiivsus. b) SPB-de separatsiooniks ja mitootilise kadvi
moodustumiseks on vajalikud B-thdpi tsukliin-Cdk1 kompleksid. ¢) Clb1-Clb4-Cdk1 kompleksid
takistavad reduplikatsiooni toimumist. Kohandatud (Haase et al., 2001).

ClIb3-Clb5 on osaliselt reduntantsed, kui vaadelda nende olulisust kadvi moodustamises ja
orienteerimises (Fitch et al., 1992; Richardson et al., 1992; Schwob ja Nasmyth, 1993). Kuid siiski
on tuvastatd potentsiaalsed substraadid, mis omavad kdrgemat spetsiifilisust tihe voi teise tsukliin-
Cdk1 kompleksi suhtes. Naiteks, on ndidatud, et kaavi moodustamises osalev valk Tub4 on Cdk1-
Clb3 substraat in vivo ja in vitro, kuid Tub4 fosforuleerimise olulisus ei ole kirjeldatud (Ear et al.,
2013). Lisaks néitasid KOivomégi et al., 2011, et kddvi polaarkehadele lokaliseeruv valk Yprl74c
on fosforileeritud Clb3-Cdk1 poolt in vitro oluliselt kdrgema aktiivsusega, kui teiste tsiikliin-Cdk1
komplekside puhul (K&ivomagi et al., 2011). Yprl74c funktsioon rakus on kirjeldamata. Samuti
ei ole teada kas CIb3-Cdk1 fosfortleerib Yprl74c in vivo vBi mdjutab SPB-dega seotuid protsesse
labi Ypri74c.

Ké&avi orienteerimine on oluline, et toimuks SPB-de ja tltarkromatiidide vdrdne jaotumine
tutarrakkudesse. Uks moodus, kuidas Cdkl osaleb kaavi orienteerimises on ldbi kaavi
polaarkehade astimmeetria mé&aramise. Leiti, et mikrotuubulitega interakteeruv valk Kar9
lokaliseerub ainult punga ehk tulevasse tiitarrakku liikuva k&avi polaarkehale (Liakopoulos et al.,
2003). Kui muteerida Kar9 jarjestuses Cdk1 fosfortleerimissaidid, on Kar9 detekteeritav mdlemal
SPB-I ning mblemad SPB-d liiguvad punga. Kar9 on nii Clb3, Clb4 kui ka CIb5 substraat

(Liakopoulos et al., 2003; Maekawa et al., 2003). Kuid leid, et Clb4 lokaliseerub in vivo vanemraku
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SPB-le, kus Kar9 on vahem, viitab sellele et, Kar9 fosforileerimine just Clb4-Cdk1 poolt takistab

seondumist vanemraku SPB-ga, séilitades nii SPB-de asimmeetria (Liakopoulos et al., 2003).

Clbl ja Clb2 transkriptsioon saavutab kdrgpunkti 10 minutit enne anafaasi (Fitch et al., 1992).
Sarnaselt eelnevatele tsukliinidele on ka Clb1 ja Clb2 osaliselt funktsionaalselt reduntantsed, kuid
vorreldes CIb2-ga on Clb1-Cdkl kinaasne aktiivsus mitootilistes rakkudes madal ja CLB1
deletsiooni puhul ei ole tédheldatud mitoosis mérgatavat fenottdpi (Grandin ja Reed, 1993a).
Vastupidiselt Clb1-le on ClIb2 fenotulpiselt olulisim B-tlupi tstkliin, CLB2 deletsiooni puhul on
rakud ebatavaliselt suured ja kultuuris on kdrge G2-rakkude osakaal. Kombineerides CLB2
deletsiooni CLB1 v0i CLB3 deletsiooniga, ei ole rakud eluvéimelised, kuid CLB4 ega CLB5
deletsioon koos CLB2 deletsiooniga ei ole letaalne (Amon et al., 1993; Epstein ja Cross, 1992;
Fitch et al., 1992; Ghiara et al., 1991; Richardson et al., 1992; Surana et al., 1991)

Clb2 osaleb kaavi elongatsioonil ja on vajalik raku anafaasi Uleminekul. Lisaks reguleerib Clb2
negatiivselt SBF-sdltuvat transkriptsiooni ja punga teket (Amon et al., 1993; Lew ja Reed, 1993).

Clb1-spetsiifiliste funktsioonide kohta mitoosis on védhe teada ning arvatakse, et Clb1l on hoopis
peamine meioosi reguleeriv tsukliin. Meiootiliste protsesside labiviimisel osalevad ka Clb3 ja
Clb4, kuid Clb2 ekspressiooni ja tdhtsust meioosis ei ole tdheldatud (Grandin ja Reed, 1993b).

1.4 Tsukliinide transkriptsiooniline regulatsioon

On leitud, et normaalsest kdrgem Clb2 tase (umbes kahekordne (leekspressioon) kiirendab
mitootilisi sindmusi, kuid véga kdrge Uleekspressioon (kaheksa vBi enam koopiat GAL1::CLB2)
on letaalne (Surana, 1993, Cross, 2011, Wasch ja Cross 2002). Tsukliinid siinteesitakse ja
lagundatakse rakutsiikli jooksul perioodiliselt (King et al., 1996; Sherr, 1994) ja tsukliinide slintees
on reguleeritud peamiselt transkriptsiooni tasemel (Koch ja Nasmyth, 1994). Tavapéraselt on

tsukliinide transkriptsioon ja seega CDK aktiivsus reguleeritud 1abi tsiikliin-CDK enda aktiivsuse.

S. cerevisiae’s on varajaselt ekspresseeritud ehk G1- ja S-faasi tsiikliinide transkriptsioon valdavalt
sOltuv transkriptsioonifaktoritest SBF (kompleks valkudest Swi4 ja Swi6) ja MBF (kompleks
valkudest Mbp1 ja Swi6). CLN1 ning CLN2 ekspressioon on SBF-sdltuv ning CLB5 ja CLB6 MBF-
sOltuv. (Koch ja Nasmyth, 1994)

G1- ja S-faasi geenide (sealhulgas G1-tsukliinid) aktiveerimiseks fosforileeritakse CDK poolt

transkriptsioonilised inhibiitorid, et eemaldada need transkriptsioonifaktoritelt. See tekitab
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positiivse tagasiside tsukli, millele jargneb negatiivse tagasiside tsiikkel, et jargnevalt

transkriptsioon inaktiveerida.

SBF-vahendatud transkriptsiooni aktivatsiooniks on vajalik CIn3-Cdk1 aktiivsus (Wijnen et al.,
2002). CIn3-Cdk1 fosfortleerib valgu Whi5, mis on SBF kompleksi transkriptsiooniline repressor,
et indutseerida selle eksport tuumast ja seelébi aktiveerida CLN1 ja CLN2 transkriptsioon (De
Bruin et al., 2004). CIn1-Cdk1l ja CIn2-Cdk1 taseme tbustes fosforiileerivad need samuti Whi5
valku (Skotheim et al., 2008), et seda inaktiveerida ja enda ekspressiooni edendada. Selline
positiivne tagasiside on vajalik, et rakud saaksid alustada uut rakutstkli (Skotheim et al., 2008).
(Joonis 5)

Joonis 5. SBF-vahendatud transkriptsiooni aktivatsioon Cdk1 aktiivsuse mdjul. Whi5 seob
SBF-kompleksi, takistades G1-faasi geenide transkriptsooni aktivatsiooni. CIn3-Cdkl
fosforuleerib valku Whi5, misjérel see dissotsiatseerub SBF-kompleksist ja SBF-kompleks on
vOimeline aktiveerima spetsiifiliste geenide transkriptsiooni, sealhulgas CiInl ja CIn2, mis
omakorda fosforuleerivad Whib, tekitades positiivse tagasiside tsukli. (Bloom ja Cross, 2007)

SBF-vahendatud geeniekspressioon inaktiveeritakse hiljem labi SBF-kompleksi kuuluva valgu
Swi4 fosforuleerimise, mis viiakse labi mitootiliste tstkliin-Cdkl komplekside poolt, millest

olulisim on téendoliselt Clb2-Cdk1 (Amon et al., 1993; Baetz ja Andrews, 1999; Koch et al., 1996).
(Joonis 6)

MBF-vahendatud transkriptsiooni aktivatsiooni ja repressiooni on vahem uuritud, kuid on
naidatud, et Clb6-Cdkl fosforileerib MBF-kompleksi moodustava valgu Swi6, et indutseerida
selle eksporti tuumast ja inhibeerida transkriptsiooni (Geymonat et al., 2004).

Mitootiliste tsukliinide ekspressiooni vahendavad transkriptsioonifaktorid Fkhl ja Fkh2 (i.k
forkhead) (Kumar et al., 2000; Linke et al., 2017a). Kuigi Fkh1 ja Fkh2 funktsioonid kattuvad, on
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naidatud, et CLB2, CLB3 ja CLB4 transkriptsiooni aktivatsiooni m&jutab peamiselt Fkh2 (Kumar
et al., 2000; Linke et al., 2017a).

Fkh2 aktiivsuseks on vajalik kompleksi moodustamine valkudega Mcm1 ning Ndd1 (Koranda et
al., 2000). Nii Fkh2 kui ka Ndd1 fosforuleeritakse Cdk1 poolt, mis tugevdab nende omavahelist
interaktsiooni (Pic-Taylor ja Sharrocks, 2004).

On néidatud, et CIb5-Cdk1 fosfortleerib Fkh2 ja Nddl, kuid CLB5 deletsioon ei oma olulist
negatiivset moju Fkh2 fosforuleerimisele in vivo, ehk teised B-tliupi tsukliin-Cdk1l kompleksid
vOivad samuti aktiveerida Fkh2. Naiteks on kirjeldatud, et Clb2-Cdkl reguleerib G2-faasis
positiivselt enda ekspressiooni labi Ndd1 ja Fkh2 fosforileerimise, et vahendada Mcml-Fkh2-
Ndd1 interaktsiooni ja tekkinud kompleksi sidumist CLB2 promooterile (Darieva et al., 2007,
Reynolds et al., 2003). (Joonis 6)
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Joonis 6. Clb2 osaleb transkriptsiooni regulatsioonis. Ndd1 ja Fkh2 fosforuileerimine tsukliin-
Cdkl kompleksi poolt vahendab Fkh2-Ndd1-Mcml interaktsiooni ning vastava kompleksi
seondumist CLB2 promooterile ja selle aktivatsiooni. Clb2 fosforileerib omakorda Ndd1 ja Fkh2,
et vOimendada enda transkriptsiooni. Lisaks enda transkriptsiooni edendavale positiivsele
tagasisidele osaleb Clb2 ka SBF-kompleksi inhibitsioonil, et redutseerida CLN1 ja CLN2
transkriptsiooni. (Bloom ja Cross, 2007)

Kuid vaadeldes CLB2 transkriptsiooni ClIb3, Clb4 ja CIb5 puudumisel ei ole CLB2 promooter
taielikult aktiivne, seega osalevad Nddl ja Fkh2 fosforuleerimises t6enédoliselt lisaks mitmed
erinevad Clb-Cdk1 kompleksid, et tekitada CLB2 ekspressiooni basaalne tase, millele jargneks

Clb2-Cdk1 vahendatud positiivse tagasiside tsiikkel ja Clb2 oluline taseme tdus (Linke et al.,
2017Db; Yeong et al., 2001)
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CLB2 geeniklastrisse kuulub ka valgukinaas Cdc5, mis m&jutab samuti positiivselt CLB2, CDC5
ja teiste CLB2 geeniklastrisse kuuluvate geenide transkriptsiooni labi Nddl fosforuleerimise
(Darieva et al., 2006).

Peale mainitud transkriptsioonifaktorite on tuvastatud veel mitmeid transkriptsioonifaktoreid mille
ekspressioon on rakutsikli spetsiifiline ning mis on Cdk1 sihtmérgid in vitro (Ubersax et al., 2003).

Clb3-Cdk1 funktsioonidest in vivo teatakse véahe, kuid on néidatud, et CIb3-Cdk1 aktiivsus in vitro
on kaorge transkriptsioonifaktorite Ndd1, Ashl, Tos4, PIm2, Yox1 suhtes (Kdivomagi et al., 2011).
On vodimalik, et Clb3-Cdkl on oluline transkriptsiooni regulaator, vahendades rakutsikli

regulatsiooni peamiselt labi transkriptsioonifaktorite fosfortleerimise.

Tos4 seob ja aktiveerib FKH2 promooterit (Horak et al., 2002), m6jutades sel viisil kaudselt Fkh2-
sOltuvate geenide transkriptsiooni.

1.5 Tsukliin-CDK substraatide spetsiifiline fosfortleerimine

Kuigi on levinud arusaam, et S-faasi ning mitoosi tdpne ajastamine saavutatakse peamiselt tdnu
tsukliinide varieeruvale ekspressioonile, ei toeta seda mudelit asjaolu, et erinevate tstkliinide

eemaldamine ei mdjuta oluliselt rakutsikli véltel toimuvate protsesside jarjekorda.

1.5.1 Kvantitatiivne mudel

Poolduvas parmis S. pombe’s on néidatud, et Uksik geneetiliselt modifitseeritud tstkliin-CDK
kimaar (mitootiline tsukliin Cdcl13 koos CDK Cdc2-ga) vdib asendada koiki S. pombe nelja
tsukliin-CDK kompleksi mitootilise tsukli ajal ja kuut tsiikliin-CDK kompleksi meiootilise tstkli
ajal (Swaffer et al., 2016; Uhlmann et al., 2011).

Seletamaks, kuidas rakk on v@imeline viima labi rakutsuklit s6ltudes ainult Ghest tsukliin-CDK
kompleksist pakuti juba 1990ndatel vélja kvantitatiivne mudel. Stern ja Nurse leidsid, et
kvantitatiivsed muutused CDK aktiivsus tasemes, mitte tsiikliin-CDK komplekside spetsiifilisuses,
on Kkriitilised, et suunata korraparast S-faasi initsiatsiooni ja mitoosi (Stern ja Nurse, 1996).
Kvantitatiivse mudeli jargi on vajalik S-faasi initsiatsiooniks valgukinaasi aktiivsuse tdus véga
madalalt tasemelt keskmise tasemeni ning saavutatud taseme hoidmine takistab S-faasi

reinitsiatsiooni. Jargnev aktiivsuse tdus kdrge tasemeni initsieerib mitoosi. (Joonis 7).
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Joonis 7. Kvantitatiivne mudel. Mudeli selgitus on tekstis. Kohandatud (Stern ja Nurse, 1996).

Selle mudeli jargi peaks Cdk1 madal aktiivsus olema piisav, et fosforuleerida varajaste rakutsikli
sindmuste jaoks vajalikud substraadid, aga mitte piisav, et fosforileerida hiliste slindmuste
aktiveerimiseks vajalikud substraadid. Hilised rakutsiikli substraadid fosforuleeritakse ainult siis,
kui Cdkl aktiivsus on véaga korge. Kui Cdk1-sbltuv rakutsukli regulatsioon toetuks valdavalt
kvantitatiivsele mudelile, peaks S- ja M-faasi vaheline Cdk1 aktiivsuse erinevus olema véga suur
ja sel juhul S-faas, mille indutseerimiseks on vajalik madal Cdk1 aktiivsus, oleks Glitundlik isegi
vaiksele aktiivsuse kdikumisele, mis vOib ennatlikult indutseerida jargnevad siindmused
(Kdivomégi et al., 2011b).

1.5.2 Tsukliinide seondumismotiivid

Cdk1 poolt aratuntav S/T-P-X-K/R konssensussait esineb paljudel CDK substraatidel, aga koik
tsukliin-CDK kompleksid ei fosforlleeri neid substraate Ghtemoodi (Bloom ja Cross, 2007,
Kdivomégi et al., 2011b; Loog ja Morgan, 2005). Lisaks varieerub tsiikliinide vdime aktiveerida
kinaasi Cdk1. Néiteks on néidatud, et CIb5 aktiveerib Cdk1 nérgemini kui CIb2 (Loog ja Morgan,
2005), aga vaatamata sellele, ei ole Clb2 v6imeline Clb5 promooteri all 1abi viima DNA
replikatsiooni initsiatsiooni sama efektiivselt, kui seda teeb Clb5 (Cross et al., 1999). Samuti ei ole
Clb5 vdimeline isegi vaga korge Uleekspressiooni korral inhibeerima mitoosist véaljumist, mida on

téheldatud Clb2 tlekspressiooni puhul (Jacobson et al., 2000).

Peale selle on affiinsus-puhastamise ning mass-spektromeetria abil tuvastatud valgud, mis

interakteeruvad spetsiifiliselt CIn2, CIb3 v6i Clb5-ga (Archambault et al., 2004) ja hiljemalt ka
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spetsiifilised jarjestused, mis kéituvad kui tstkliini seondumismotiivid (i.k docking site)

substraatidel.

Esimene selline jérjestus avastati B-tulipi tsikliinide puhul, kui inimese tsukliin A puhul tuvastati
hidrofoobne jarjestus, mis vahendab interaktsioone RXL (Arg-suvaline aminohape-Leu) motiiviga
substraatidel. See jarjestus asub Cdk?2 aktiivsaidist umbes 35 ongstromi kaugusel ning sisaldab
MRAIL (Met-Arg-Ala-lle-Leu) jarjestust, mis on konserveerunud paljudes imetajate tstkliinides.
(Adams et al., 1996; Schulman et al., 1998)

Selle hidrofoobse tasku mutatsioon ehk hpm (i.k hydrophobic patch mutant) eemaldab RXL
motiivi sisaldavate substraatide interaktsiooni tstkliiniga, aga ei mdjuta tstikliin-CDK omavahelist
interaktsiooni. Samuti ei mdjuta hidrofoobne tasku Cdk1 kinaasi aktiivsust mittespetsiifiliste ehk
RXL jérjestust mitteomavate substraatide suhtes. Seega on hidrofoobne tasku vajalik
interaktsiooniks spetsiifilise sihtmérgiga. RXL ja teised spetsiifilised seondumissaidid on
vajalikud, et kompenseerida varajaste tsiikliin-CDK komplekside madalat Uldist aktiivsust
(Kdivomagi et al., 2011b; Loog ja Morgan, 2005).

Parmi tstkliinidest leiti sarnane jarjestus esimesena Clb5 puhul, mis sisaldab kolme hilidrofoobset
jaaki (M197, L201, W204). Nende kolme konserveerunud hidrofoobse aminohappejaagi
asendamine alaniinidega (M197A, L201A, W204A) vahendab oluliselt Clb5-Cdk1 aktiivsust RXL
motiivi omavate substraatide suhtes. Vastav leutsiin ja triiptofaan on konserveerunud koéikide parmi

B-tliupi tsukliinide vahel (Cross ja Jacobson, 2000).

Nii ClIb5, Clb3 kui ka Clb2 hpm mutandid omavad RXL motiiviga substraatide suhtes efekti, kuid
see varieerub. Nditeks tuvastati substraadid, mis on Clb3-spetsiifilised (tundmatu funktsiooniga
valk Yprl74c ja transkriptsioonifaktorid Ashl, Tos4), omades ka negatiivset moju

fosforileerimisele Clb3 hp puhul, aga ei ole head ClIb5 substraadid (Kdivomagi et al., 2011b).

G1 tsikliinidel CIn1-CIn2 on leitud samuti hidrofoobne jarjestus, mis aitab kaasa substraadi
aratundmisele. Kuid erinevalt B-tutpi tsiikliinidest tunnevad CiInl ja CIn2 &ra LLPP (Leu-Leu-Pro-
Pro) jarjestuse ning CIn3 v6i Clb1-Clb6 ei oma spetsiifilisust LLPP suhtes (Bhaduri ja Pryciak,
2011; Bhaduri et al., 2015; Kéivomagi et al., 2011Db).
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2. Eksperimentaalne osa

2.1 T66 eesmérgid

Ké&esoleva magistritdo eesméarkideks on:

1. uurida potentsiaalsete Clb3-Cdkl ja Clb4-Cdkl substraatide fosforuleerimise tsikliin-
spetsiifilisust;

2. kirjeldada Clb3-spetsiifilist fosfortleerimist vahendav seondumismotiiv valgus Yprl74c;

3. uurida, kas Yprl74c on fosforileeritud Cdk1 poolt in vivo;

4. analliusida, millised fosforlleerimissaidid fosforlleeritakse Yprl74c valgus in vitro ja in

vivo ning kirjeldada Clb3 olulisust Ypri174c fosforileerimisel in vivo;

o

selgitada Clb3 hudrofoobse tasku interaktsioonide olulisust ning Yprl74c valgu ja selle

fosforlileerimise funktsiooni in vivo.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatud tived ja s66tmed.

Kdik kasutatud S. cerevisiae tlived pohinesid tivel W303 MATa barl::hisG.

Parmikultuuride kasvatamiseks kasutati CSM (i.k complete supplement mixture) séodet (7 g/l
parmi lammastiku alus (BD Biosciences), 0.79 g/l CSM pulber (Formedium), 20 g/l gliikoos
(Oriola)) voi YPD (i.k Yeast extract, Peptone, Dextrose) soddet (10 g/l parmiekstrakt (Formedium),
20 g/l peptoon (Formedium), 20 g/l glikoos (Oriola).

Parmirakkude selektsioonil kasuti SC-HIS (i.k synthetic complete) (7 g/l parmi l[ammastiku alust
ilma aminohapeteta (BD Biosciences), 1,9 g/l CSM-HIS (Formedium), 20 g/l glikoos (Oriola)) ja
SC-TRP (7 g/l parmi lammastiku alust ilma aminohapeteta (BD Biosciences), 1.9 g/l CSM-TRP
(Formedium), 20 g/l glikoos (Oriola)). URA3 geeni vastuselektsiooniks plaaditi rakud 5-
fluorooroothapet (5-FOA) sisaldava s66tmega plaatidele (7 g/l parmi lammastiku alus (BD
Biosciences), 1.9 g/ CSM-URA (Formedium), 50 pg/ml uratsiil, 1 g/l 5-fluorooroothape
(Carbosynth), 20 g/l gliikoos (Oriola)).

Bakterikultuurid kasvatati LB (Luria-Bertani) sé6tmes (10 g/l triptoon (BD Biosciences), 5 g/l
parmiekstrakt (Formedium), 10 g/l NaCl) voi 2xYT (i.k Yeast Extract Tryptone) sé6tmes (16 ¢/l
triptoon (BD Biosciences), 10 g/l parmiekstrakt (Formedium), 5 g/l NaCl).
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Erinevate Kkonstruktide kloneerimiseks kasutati E.coli tlive DH5a rakke (Invitrogen) ning

rekombinantsete valkude ekspresseerimiseks BL21-CodonPlus(DE3)-RP rakke (Stratagene).

2.2.2 Oligonukleotiid-suunatud mutagenees

Oligonukleotiid-suunatud mutageneesi abil tehti konstruktid, mis sisaldasid Yprl74c uksikuid
aminohappe asendusi (S158A, S170A, S175A, P190A). Ulejaanud kasutatud Ypr174c aminohappe
asendustega konstruktid olid valmistatud teiste laborikaaslaste poolt (Rait Kivi, Mardo
Kdivomégi).

Mutageneesiks disainiti umbes 40 aluspaari pikkused oligonukleotiidid, mis sisaldasid lisaks

huvipakkuva geeni komplementaarsele alale ka soovitud asendust.

Oligonukleotiidide kineerimiseks inkubeeriti kineerimissegu (100 mM Tris-HCI (pH 7,4), 10 mM
MgClz, 5 mM DTT, 425 uM ATP, 6,5 uM oligonukleotiid ja 0,15 U/ul T4 poliinukleotiidi kinaas
(Thermo Scientific)) 45 minutit 37 °C juures, misjarel kuumutati sequ ensttimi inaktiveerimiseks
10 minutit 65 °C juures. Oligonukleotiidide seondumiseks tiheahelalisele DNA-le (ssSDNA) segati
0,5 ul 6,5 uM kineeritud oligonukleotiidi, 50 ng sSSDNA-d, 1 pl 10-kordset seondumispuhvrit (500
mM NaCl, 200 mM Tris-HCI (pH 7,4), 20 mM MgCl,) ja ddH20 I6ppmahuni 10 pl. Segu
inkubeeriti 8 minutit 75 °C termostaadis, misjarel lasti segul jahtuda toatemperatuurile umbes 30

minutit.

SSDNA-le komplementaarse ahela siinteesimiseks ning DNA otste ligeerimiseks lisati 10 pl
seondumissegule 10x siinteesi puhver (100 mM Tris-HCI (pH 7,4), 50 mM MgCl2, 20 mM DTT,
10 mM ATP, 5 mM dNTP), 0,83 ul (5 U/ul) T4 DNA poliimeraas (Thermo Scientific) ja 1,5 ul (5
U/ul) T4 ligaas (Thermo Scientific) ning inkubeeriti 5 minutit jail, seejdrel 5 minutit
toatemperatuuril ja 30 minutit 37 °C kapis. Segule lisati 5 ul 1xTE puhvrit (10 mM Tris-HCI (pH
8,0), 1 mM EDTA) ning seejérel transformeeriti 2,5 ul segust bakteritiive DH5a rakkudesse

2.2.3 Kloneerimine PCR meetodil ja restriktsioonienstiimide abil

Erinevate Yprl74c mutantsete valkude puhastamiseks kloneeriti need pGEX-4T1 vektorisse.
Selleks amplifitseeriti huvipakkuv jarjestus koos BamHI ja Xhol restriktaaside 16ikejarjestustega,
kasutades Phusion High Fidelity polimeraasi (Thermo Scientific) vastavalt tootja juhistele. PCR
produktide kontrollimiseks elektroforeesiti saadud produkte 1% agaroosgeelis (kuhu oli lisatud 0,3
pg/ml etiidiumbromiid) 1x TAE puhvris (40mM Tris-atsetaat (pH 8,3), 1 mM EDTA). PCR
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produktide puhastamiseks kasutati Gel/PCR Purification Kit-i (Favorgen), jéargides tootja
protokolli.

Puhastatud PCR produkte 16igati BamHI ja Xhol FastDigest restriktaasidega (Thermo Scientific)
vastavalt tootja juhistele ning ligeeriti pGEX-4T1 (to6deldud samuti BamH]I, Xhol ja fosfataasiga
FastAP (Thermo Scientific)) vektoriga, kasutades T4 DNA ligaasi (Thermo Scientific), jargides

samuti tootja protokolli. Ligatsioonisegust ruumalaga 10 pl transformeeriti 2 ul DH5a rakkudesse.

2.2.4 E. coli transformatsioon

50 ul kompetentsetele rakkudele (valmistanud Rait Kivi) lisati 50-100 pg DNA-d, segu inkubeeriti
30 minutit jaal, misjdrel tehti rakkudele kuumaSokk, inkubeerides segu kaks minutit 42 °C
termostaadis ja seejirel liks minut jail. Transformatsioonisegule lisati 500 ul LB séodet ja segu
inkubeeriti 37 °C loksutil 30 minutit. Rakud tsentrifuugiti lauatsentrifuugis 3000 g 2 minutit ja
plaaditi LB plaatidele.

pET28a transformatsiooni puhul (oligonukleotiid-suunatud mutageneesil) kasutati selektsiooniks
LB plaate, kuhu oli lisatud 100 pg/ml kanamiitsiini (Applichem). pGEX-4T1 konstruktide
transformatsiooni puhul plaaditi rakud LB plaatidele, kuhu oli lisatud 100 pg /ml ampitsilliini
(Sigma).

Yprl74c-GST puhastamiseks transformeeriti pGEX-4T1 konstruktid BL21-CodonPlus(DE3)-RP
rakkudesse, kasutades eelnevalt kirjeldatud protokolli. Rakkude selektsiooniks plaaditi need LB

plaatidele, kuhu oli lisaks ampillitsiinile lisatud ka 100 pg/ml klooramfenikooli (Applichem).

2.2.5 S. cerevisiae transformatsioon

Endogeense CLB2-yeCitrine, CDC5-Venus tlvede tegemiseks ning Yprl74c C-terminaalseks
margistamiseks 6HA-maérgisega kasutati PCR meetodil ja homoloogilisel rekombinatsioonil
baseeruvat susteemi (Janke et al., 2004). Matriitsina kasutati Yprl74c-6HA puhul pYM17
plasmiidi (Janke et al 2004) ning Cdc5-Venus ja Clb2-yeCitrine puhul pYM31 plasmiidi, kuhu oli
sisse viidud vastavalt VVenus vdi yeCitrine fluorestseeruvat valku kodeeriv jérjestus. PCR viidi labi
kasutades Taq DNA poliimeraasi vastavalt tootja juhistele (Solis BioDyne). Puhastatud PCR

produkt transformeeriti pArmirakkudesse.

Metsikttlpi Yprl74c asendamiseks ksikute fosforlileerimismotiivide mutantidega amplifitseeriti

oligonukleotiid-suunatud mutageneesi kdigus saadud konstruktid praimeritega, mis lisaks geeniga
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kattuvale alale sisaldasid ka Ules- ja allavoolu jarjestustega kattuvat ala. Selleks kasutati samuti

Tag DNA pollimeraasi vastavalt tootja juhistele.

Cdkl aktiivusse sensorina kasutatava NLS-mooduli (i.k Nuclear Localization Sequence)
integreerimiseks erinevatesse tuvedesse lineariseeriti (NLS-moodul)-mCherry liitvalku kodeeriv
pRS304 plasmiid (valmistanud Mihkel Ord) restriktaasiga Pacl (Thermo Scientific) ning

integreeriti ADH1 promooteri lookusesse.

Erinevate parmitlivede tegemiseks transformeeriti eelnevalt kirjeldatud PCR meetodil saadud
produktid voi lineariseeritud plasmiidid parmirakkudesse. Selleks kasvatati parmirakud 20-50 ml
YPD soé6tmes 30 °C loksutil kuni kultuuri optilise tiheduseni ODeg00=0,6-0,8. Seejarel kultuur
tsentrifuugiti 1 minut 2500 g ning sademelt eemaldati vedelik. Rakud resuspendeeriti 1 ml ddH20
jatsentrifuugimist korrati. Pesu korrati 1 ml PLI lahuses (5 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,5 mM EDTA,
100 mM liitiumatsetaat) ja seejérel resuspendeeriti rakud rakkude ruumalast kahekordses PLI
ruumalas. Rakke inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril ning seejérel lisati segule 2-5 pg
puhastatud PCR-i produkti, 10 ul Salmon Sperm DNA-d (10 mg/ml) (Sigma) ning vett Idppmahuni
100 pl. Saadud segule lisati veel 100 pl toatemperatuuril inkubeeritud parmirakke, 48 ul DMSO ja
700 ul PLIT (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA, 40% polietuleenglikool (PEG 3350), 100
mM liitiumatsetaat). Segu suspendeeriti korralikult ning seejéarel inkubeeriti 40 minutit 42 °C
termostaadis. Parast inkubeerimist hoiti segu 2 minutit jaal, misjarel tsentrifuugiti segu
lauatsentrifuugis 30 sekundit 3000 g. Rakud pesti 1 ml ddH20-ga ning tsentrifuugimist korrati.

Sademe pealt eemaldati vedelik, rakud resuspendeeriti ddH20-s ning plaaditi.

Yprl74c-6HA tuvede tegemisel plaaditi rakud YPD sd6tmega plaadile, millelt jargmine péev tehti
tempelkilv YPD plaadile, kuhu oli lisatud norseotritsiin Idppkontsentratsiooniga 100 mg/l (Werner
BioaAgents). Cdc5-Venus ning Clb2-yeCitrine transformatsioonisegu plaaditi SC-HIS s66tmega

plaatidele.

Yprl74c S158A, S170A ja 175A asenduste tegemiseks plaaditi vastava konstruktiga
transformeeritud rakud YPD plaadile, millelt tehti jargmine paev tempelkilv 5-fluorooroothappega
(5-FOA) plaatidele.

NLS-moodulit sisaldavad tiived plaaditi SC-TRP s66tmega plaatidele.
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2.2.6  Western Blot analls.

Western Blot analiitisiks kasvatati parmirakud 30 °C loksutil 5 ml YPD s66tmes kuni ODgoo=0,6-
08 ning tsentrifuugiti 1 minut 3500 g. Sademelt eemaldati vedelik ning proovid kilmutati vedelas
lammastikus ja séilitati -80 °C kapis. Liitisimiseks suspendeeriti rakud 200 pl uurea liiiisipuhvris
(20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 7 M uurea, 2 M tiouurea, 65 mM CHAPS, 65 mM DTT, 1 mM PMSF,
180 pg/ml NazVOs, 2,1 mg/ml NaF, 17,3 mg/ml B-glutserofosfaat).Segule lisati Uks-uhele suhtes
Silibead kerasid 1abim6dduga 0,4-06 mm (Biotop). Rakud ltdsiti 40 sekundit 4 m/s FastPrep-24

homogenisaatoriga (MB Biomedicals).

Sademe eemaldamiseks tsentrifuugiti lusaati 10 minutit 13400 rpm lauatsentrifuugis, misjérel
pipeteeriti supernatant uude tuubi. Kontsentratsioonide vordsustamiseks kasutati Bio-Rad Protein

Assay lahust (Bio-Rad) vastavalt tootja juhistele.
Valkude analtitisimiseks kasutati standardset SDS-poliakriilamiidgeeli (SDS-PAA).

Parast elektroforeesi inkubeeriti poltakrilamiidgeeli 15 minutit semi-dry puhvris (5,8 g/l Tris, 2,9
o/l gliitsiin, 0,37 g/l SDS, 20% metanool) ning lahutatud valgud kanti nitrotselluloosmembraanile
Pierce G2 Fast Blotter (Thermo Scientific) aparaadiga, kasutades Standard Semi-Dry

ulekandeprogrammi.

Nitrotselluloosmembraani blokeerimiseks inkubeeriti seda tund aega toatemperatuuril TBS-T
puhvris (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,05% Tween 20, 150 mM NaCl), millele oli lisatud 5%
rasvavaba lossipulbrit. Seejarel inkubeeriti membraani 1 h primaarse hiire anti-HA 11 kloon 16B12
monoklonaalse 1gG antikehaga (Biolegend), mida lahjendati 1/500 3% lossipulbriga TBS-T
puhvrisse. Membraani pesti TBS-T puhvris 15 minutit ja kolm korda 5 minutit. Pdrast pesu
inkubeeriti membraani 30 minutit sekundaarse kitses toodetud hiire 1gG vastase antikeha
madardika peroksidaasi konjugaadiga (LabAs), mida lahjendati 1/7500 3% ldssipulbriga TBS-T
puhvrisse Membraani pesu korrati nagu eelnevalt Kkirjeldatud. Seondunud antikehade
detekteerimiseks kanti membraanile iiks-tihele suhtes Supersignal™ West Pico Chemiluminescent

Substrate reagente (Thermo Scientific) ja membraan eksponeeriti rontgenfilmile.
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2.2.7 GST-margisega valkude puhastamine

Rekombinantsed valgud ekspresseeriti BL21-CodonPlus(DE3)-RP rakkudes, mida kasvatati 250
ml 2x YT so6tmes 37 °C juures kuni kultuuri optilise tiheduseni OD600=0,6-0,8, misjarel
indutseeriti valgu ekspressioon 0,3 mM IPTG (isopropiiiil B-D-1-tiogalaktopiiranosiid) lisamisega.
Valke ekspresseeriti loksutil Gle66 16 °C juures. Jargneval hommikul tsentrifuugiti kultuuri 10
minutit 5000 g, misjarel pesti sadet 30 ml-s 1x PBS lahuses ja proovid tsentrifuugiti uuesti. Parast
sademelt vedeliku eemaldamist, kiilmutati proovid vedellammastikus ja séilitati -80°C juures.

Rakkude lutsimiseks resuspendeeriti sade 7 ml ladsipuhvris (50 mM Hepes-KOH (pH 7,0), 100
mM NaCl, 1 mM MgCl, 0,1% NP-40, 1 mg/ml liisotsiitim, 1 pg/ml aprotiniin, 1 pg/ml pepstatiin
A, 1 mM PMSF, 0,1 U/ul DNaasl) ning inkubeeriti 20 minutit 4 °C juures seda aeg-ajalt segades.
Rakkude 18plikuks ltusimiseks sonikeeriti neid ultraheligeneraatoriga (Bandelin Sonoplus HD
2070) 3 x 30 sekundit, misjarel tsentrifuugiti sade lauatsentrifuugis 20 minutit 15 000 rpm 4 °C
juures. Samal ajal valmistati ette kolonn, kuhu pipeteeriti 100-150 ul GST-kerasid (Glutathione
Sepharose 4 Fast Flow GST (GE Healthcare)) ja kolonni pesti 10-kordse kolonniruumala
pesupuhvriga (50 mM Hepes-KOH (pH 7,0), 100 mM NaCl, 1 mM MgCl_, 0,1% NP-40).

Valgu sidumiseks keradele resuspendeeriti kerad 200 pl-s lisaadis Ules, kerad segati lisaadiga ja
lisaati keradega inkubeeriti 1 h 4 °C juures end-over-end segajal (Rotator-Mixer, Biosan) 15 ml

tsentrifuugituubis.

Parast inkubatsiooni kanti lusaat keradega uuesti kolonnile ning kolonni pesti neli korda

kiimnekordse kolonni ruumala pesupuhvriga.

Valgu elueerimiseks keradelt kanti kolonnile elueerimispuhvrit (50 mM Hepes-KOH (pH 7,0), 100
mM NaCl, 1 mM MgCl., 0,1% NP-40, 7,6 mg/ml L-glutatioon) vordselt ihekordse kolonni
ruumalaga. Enne eluaadi kogumist inkubeeriti kolonni elueerimispuhvris 5 minutit

toatemperatuuril. Elueerimist korrati kokku kolm korda, katsetes kasutati Il eluaati.

Valkude puhtuse ja kontsentratsiooni analulsiks laaditi 1-2 ul eluaatidest SDS-
poltakrulamiidgeelile koos BSA (i.k Bovine Serum Albumin, veise seerumi albumiin) (Thermo
Scientific) lahjenduste reaga, et luua puhastatud valkude kontsentratsiooni arvutamiseks vajalik
kalibreerimiskdver. Péarast elektroforeesi fikseeriti geelid 15 minutit fikseerimispuhvris (30%
etanool, 30% aadikhape) ning seejarel vérviti geelid Coomassie Brilliant-Blue G-250 (Applichem)

varvilahusega 1-2 tundi. Uleliigse varvi mahapesemiseks inkubeeriti geele (iledo vees.
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Valgu kontsentratsioonide analliiisiks skanneeriti geelid Epson Scan skanneri abil (Epson) ning

tulemused kvantiseeriti Imagequant™ TL programmiga (GE Healthcare).

2.2.8 Invitro kinaasikatse

Tsukliin-CDK komplekside spetsiifilisuse anallilisimiseks in vitro kasutati TAP-meetodil
puhastatud tsukliin-Cdkl komplekse (Clb2-, Clb3-, Clb4-, CIb5-, clb2(hpm)-, clb3(hpm)- ning
clb5(hpm)-Cdk1), mis olid puhastatud parmirakkudest eelnevalt kirjeldatud meetodil (K8ivomégi
et al., 2013) (puhastanud Ervin Valk, Kaur P&abo, Rait Kivi). Substraatidena kasutati 6xHis-
margisega koobaltafiinsuskromatograafiaga puhastatud Ashl, Ndd1, PIm2, Tos4, Kar9 ja Sicl1AC
liitvalke ning GST-maérgisega puhastatud Yprl74c liitvalku (valgud on puhastanud Mardo
Kdivomagi, Rait Kivi, Mihkel Ord).

Yprl74c in vitro fosforlleerimise analtlsil kasutati eelnevalt mainitud parmist puhastatud Clb3-
Cdk1 ja CIn2-Cdk1 komplekse. Koik kasutatud Yprl74c valgud olid puhastatud GST-margisega.

Kinaasikatse reaktsioonisegu sisaldas 0,5- 2 uM substraatvalku, 50 mM Hepes-KOH (pH 7,4), 150
mM NaCl, 5 mM MgCly, 0,2 mg/ml BSA, 500 nM Cks1, 500 uM ATP, 0,1 uCi/ul [y-*2P]ATP, 0,1
mg/ml 2HA peptiid, 2-3 nM puhastatud tsiikliin-Cdk1 ja ddH2O.

Reaktsiooni alustati ensuiimisegu lisamisega substraadile ning reaktsioon peatati 2x Laemmli SDS

puhvri lisamisel 12-ndal minutil.

Proovide elektroforeesiks kasutati standardset 10% SDS-PAA geeli vOi Phos-Tag (SDS-PAA geeli
(8% akriiiilamiid, 50 uM Phos-Tag (Wako Chemicals), 50 uM MnCl2) ning varviti Coomassie
Brilliant-Blue R-250 lahusega. Parast varvimist pesti geeli High Methanol Destain lahuses (40%
metanooli, 7% &adikhapet) ja seejarel veega. Substraatvalku inkorporeeritud 32P signaalide
detekteerimiseks kasutati Typhoon 5 skannerit (Amersham) ja signaalid kvantiseeriti
ImageQuant™ TL programmi (GE Healthcare).abil.

2.2.9 Mikroskoopia

Parmikultuurid kasvatati CSM so6tmes, kuni ODeoo=0,2-0,6. Seejérel pipeteeriti 0,3-0,6 pl
rakukultuuri 0,18 mm katteklaasile ning kaeti 1 mm paksuse CSM s66tmega, millele oli lisatud 2%
agaroosi (Lonza Nusieve GTG).

Rakkude visualiseerimiseks kasutati Zeiss Observer Z1 mikroskoopi 63x/1.4NA dliimmersiooni

objektiiviga ja Orca-r2 C10600-10B kaamerat (Hamatsu Photonics). Agaroosiga kaetud rakkude
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temperatuuri hoidmiseks 30°C juures kasutati Tempcontrol 37-2 digital (PeCon) ning pilte tehti

nelja kuni kaheksa tunni jooksul iga kolme minuti tagant.

Tuvesid, mis ekspresseerisid NLS-mCherry liitvalku, ergastati 750 ms Colibri 540-80 LED
mooduli abil, Clb2-yeCitrine ja Cdc5-Venus tivesid ergastati 500 ms, kasutades Colibri 505 Led
moodulit. Spc42-GFP ergastati 15 ms, kasutades Colibri 470 LED moodulit. Koéiki Colibri

mooduleid kasutati 25% vdimsusel.

Andmeanaltiisiks, mis hdlmas nii rakkude detekteerimist kui ka fluorestsentssignaalide
kvantiseerimist, kasutati MATLAB-i (The Mathworks, Inc) (Doncic et al., 2013).

Yprl74c-GFP konfokaalmikroskoopia piltide tegemiseks kasutati mikroskoopi LSM 710 (Zeiss),
AlphaPInAPO 63x/1.46 dliimmersiooni objektiivi ning kaamerat Orca-R2 C10600-10B. Yprl74c-
GFP ergastati kasutades RMC 7812 Z2 moodulit.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Tsukliinid CIb3 ja Clb4 on erineva substraadispetsiifilisusega

Esmalt kusiti, kas paraloogid Clb3-Cdk1 ja Clb4-Cdk1 omavad sarnast spetsiifilisust substraatide
fosforileerimisel. Selleks tehti in vitro kinaasikatse puhastatud valkudega, mille abil vaadati
valitud substraatide fosfortleerimist erinevate metsiktidpi tstkliin-Cdk1l komplekside ja B-tidipi

tsukliinide hpm mutantide Cdk1 komplekside poolt.

Tuginedes Kdivomagi et al., 2011 artiklile, valiti valja substraadid, mis on tugevalt Clb3-
spetsiifilised. Nendeks on transkriptsiooniga seotud valgud Ashl, Nddl, PIm2 ja Tos4 ning
teadmata funktsiooniga valk Yprl74c, kusjuures Ashl, Tos4 ja Yprl74c kiire fosforlleerimine
Clb3-Cdk1l poolt soltub Clb3 hidrofoobsest taskust (KGivomagi et al., 2011). Lisaks anallusiti
Kar9 fosforuleerimist Cdk1 poolt, mille puhul on in vivo naidatud, et tegemist on Clb4-spetsiifilise
substraadiga (Liakopoulos et al., 2003). Paneelis on ka B-tulpi tsikliinide inhibiitor Sicl, millelt
on eemaldatud C-terminaalne CDK-tslikliin kompleksi inhibeeriv jarjestus (Hodge ja Mendenhall,
1999), ning CDK-de mudelsubstraat histoon H1.

Signaalid kvantiseeriti ning pipeteerimisvea parandamiseks korrigeeriti tulemusi H1 suhtes, vottes
arvesse moddetud tsukliin-CDK komplekside Keat/Km vaartusi (Koivomégi et al., 2011b). Kuna
Clb4-Cdk1 kea/Km histooni H1 puhul ei ole teada, voeti see vrdseks Clb3-Cdk1-ga. (Joonis 8)

Selgus, et lisaks eelnevalt Kirjeldatud Clb3-spetsiifilistele substraatidele Ashl, Tos4 ja Yprl74c,
on ka Nddl, PIm2 ja SiclAC ClIb3-Cdkl-vahendatud fosforileerimine soltuv tsukliini
hidrofoobsest taskust (Joonis 8). Lisaks ilmnes, et Clb4-Cdk1 kompleks fosforileerib neid valke
suhteliselt aeglaselt. Kar9 puhul aga on naha, et Clb4-Cdkl aktiivsus Kar9 suhtes on kdrgem
vorreldes Clb3-Cdkl kompleksiga. Need tulemused nditavad, et paraloogsed tsikliinid Clb3 ja
Clb4 suunavad Cdkl1 kompleksi fosforiileerima erinevaid substraate ning seega on neil toimunud

funktsionaalne eristumine lahtuvalt tsikliin-substraat seondumisest.
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Joonis 8. Invitro Cdk1 substraatide fosfortleerimise tstukliinide spetsiifilisuse paneel. Paneelis
on substraatidest teadmata funktsiooniga valk Yprl74c, transkriptsioonifaktorid Ndd1, Ashl, Tos4
ja selle paraloog PIm2, lisaks SBP-le lokaliseeruv valk Kar9 ning B-tudpi tsukliinide inhiibitor
Sicl. Y-teljel on CIb2 jargi normaliseeritud fosfortleerimisk iirus ning x-teljel erinevad tsikliin-
Cdk1 kompleksid, kus tsiikliiniks on kas G1-faasi tsiikliin CIn2 (N2), S-faasi tsukliin Clb5 (B5)
ning mitoosi-spetsiifilised tstkliinid Clb3 (B3) ja Clb2 (B2) ning Clb2, Clb3, Clb5 hpm mutandid
(B5H, B3H, B2H). Veapiirideks on 95% usaldusvahemikud.
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2.3.2 ClIb3-Cdk1 aktiivsus Yprl74c suhtes on soltuv PxF motiivist

Kuigi Yprl74c fosforuleeritakse kdigi katses olnud tsiikliin-Cdk1 komplekside poolt, on Clb3-
Cdkl aktiivsus Yprl74c suhtes vorreldes teiste tsukliin-Cdkl kompleksidega 50-100 korda
kdrgem. Kuna eelnevalt on néidatud, et tsukliin-substraat seondumismotiivid vdivad oluliselt
kiirendada spetsiifiliste substraatide fosforileerimist G1- ja S-faasi CDK komplekside poolt
(Kdivomagi et al., 2011, Bhaduri ja Pryciak 2011), kisiti, kas ka Yprl174c valgu Clb3-spetsiifilisus
tuleneb véimalikust seondumismotiivist, mis vahendab Yprl174c interaktsiooni Clb3-ga.

Yprl74c N- ja C-terminaalsed deletsioonid piiritlesid Clb3 seondumisala valgu C-terminaalsesse
alasse (Mardo Kodivomégi, avaldamata). Selleks, et tuvastada spetsiiflised aminohapped, mis
osalevad Yprl74c-Clb3 interaktsioonis, asendati Yprl74c jarjestuses tksikud aminohapped
positsioonides 189-198 alaniinidega ning analudsiti nende asenduste moéju Yprl74c

fosforileerimisele Clb3-Cdk1 poolt.

In vitro kinaasikatse puhastatud valkudega nditas, et P190, P193 ning F195 asendamine
alaniinidega vahendas oluliselt Clb3-Cdkl aktiivsust Yprl74c suhtes (Joonis 9). Nende
aminohapete kolmikmutandi puhul vahenes fosforiileerimise efektiivsus 40-kordselt. Selle alusel
vOiks Clb3 seondumismotiiv valgul Yprl74c olla konsensusega PxxPxF, mis on jargnevalt tekstis
lihendatud PxF motiiviks. Ulejaanud asendused ei mdjutanud Ypri74c fosforiileerimist Clb3-
Cdkl poolt. Seega vdib Clb3-spetsiifilist fosforiileerimist vahendada luhike lineaarne motiiv
konsensusliku jarjestusega PxxPxF, ning kuna selle muteerimisel Yprl74c valgus on sarnane moju
Yprl74c fosforileerimisele kui muteerides tstkliini Clb3 hiidrofoobse tasku (Joonis 8), vdib

jareldada, et leitud motiiv seondub ilmselt tstikliini hiidrofoobsesse taskusse.
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Joonis 9. Uksikute aminohapete asenduste mdju Ypri74c fosforiileerimisele Clb3-Cdkl
poolt. A) In vitro kinaasikatses fosforuleeriti CIb3-Cdk1 poolt erinevaid Yprl74c-GST mutantseid
valke. PxFmut on P190A, P193A, F195A kolmikmutant. Joonisel on nédidatud autoradiograaf. B)
Graafik 8.A kinaasikatse kvantiseeritud fosforileerimiskiiruste vaartustega. Y-teljel on Yprl74c-
WT suhtes normaliseeritud fosforlleerimiskiirus. Veapiirideks on 95% usaldusvahemikud.

2.3.3 Cdk1 fosforuleerib Ypril74c positsioonidel S158, S170 ja S175

Yprl74c jérjestuses on ks optimaalne (S158) ning neli suboptimaalset (S69, S170, S175 ning
S211) vdimalikku Cdk1 fosforiileerimismotiivi. S211 paikneb leitud Clb3 sidumissaidi suhtes C-

terminaalselt, Glejdénud neli N-terminaalselt (Joonis 10).

S69 S158 S170 S175 S211 Cdk1 fosf. motiivid

! ] 1 Hl—— o7

CIb3 sidumissait
PxxPxF
P190, P193, F195

Joonis 10. Yprl74c skeem. Yprl74c jérjestuses on viis potentsiaalset Cdk1 fosforuleerimismotiivi
jarjestusega SP (S69, S158, S170, S175, S211).
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Kaks ulatuslikku S.cerevisiae valkude fosforileerimissaitide tuvastamist puudutavat t66d
(Albuquerque et al., 2008; Holt et al., 2009), naitasid, et Yprl74c on fosfortleeritud seriinidel
positsioonides S158, S170 ning S175. Kdivomégi et al.néitasid, et CIbS puhul on tstkliini
hidrofoobsest taskust sdltuv fosforuileerimine efektiivsem fosfortleerimissaitide puhul, mis asuvad
seondumismotiivist N-terminaalses suunas 16-20 aminohappe kaugusel (Kdivomagi et al. 2013).
Lahtudes nendest teadmistest asendati S158, S170 ja S175 alaniinidega ning vaadeldi nende
asenduste moju Yprl74c fosforileerimisele Clb3-Cdkl (Joonis 11.A) kui ka CIn2-Cdk1 (Joonis
11.B) poolt Phos-Tag SDS-PAA geelis.

Esmalt selgus, et metsiktutpi Yprl74c valgu fosforileerimisel nii CIn2- kui ka Clb3-Cdkl
komplekside poolt tekivad nii Uhe, kahe kui kolme fosfaadiga produktid (Joonis 11).
Fosforileerimise profiil muutus tksikute fosfosaitide mutantide puhul nii Clb3-Cdk1 kui ka CIn2-
Cdk1 puhul ehk mdlemad fosfortleerivad in vitro S158, S170 ning S175.

Tuvastatud CIb3 seondumismotiiv ei oma spetsiifilisust CIn2 suhtes ehk yprl74c-PxFmut
fosforileerimine CIn2-Cdk1 poolt ei muutunud. S158, S170, S175 asendused mdjusid Clb3-Cdk1
poolt fosforuleerimisele sarnaselt, kuid CIn2-Cdk1 puhul on fosforileerimise profiil optimaalsesse
konsensusmotiivi kuuluva S158 muteerimise puhul erinev, mis vdib tdhendanda, et CIn2-Cdk1l

kompleksi puhul S158 fosfortleerimine soodustab jargnevate saitide fosfortileerimist.

A B
Clb3-Cdk1 Cln2-Cdk1
Ypr174c-GST Ypr174c-GST

WT  PxFmut S158A S170A S175A WT PxFmut S158A S170A S175A

cminge,  STmmems
“ - 4
ﬁ - . . G S

1P w . s

.- -

Joonis 11. Yprl74c-GST fosforileerimine Clb3-Cdkl (A) ja CIn2-Cdkl (B) poolt in vitro.
Valgu erinevalt fosfortleeritud vormid on lahutatud Phos-Tag (50 uM) SDS-PAA (8%) geelil.
Joonisel on néitud kinaasikatse autoradiograaf. 1P, 2P, 3P viitavad valgu erinevalt fosforlleeritud
vormidele.
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2.3.4 Yprl74c fosforileerimine in vivo ja selle mdju valgu tasemele

Jargnevalt uuriti, kas Yprl74c on fosforileeritud in vivo ja kas see on séltuv Clb3 hiidrofoobsest
taskust.

Selleks, et uurida, kas Yprl74c on fosfortleeritud Clb3-Cdkl poolt in vivo, tehti Western Blot
anallius astinkroonsetest parmikultuuridest, mis ekspresseerisid 6HA-epitoopmargisega Yprl74c
liitvalku ning milles oli kas metsiktttpi tsukliin CIb3, hudrofoobse tasku mutatsiooniga Clb3
(clb3(hpm)) vdi CLB3 deletsioon (Aclb3). Metsikttlpi tstkliiniga Clb3 tive puhul on ndha, et SDS-
PAA geelis on Yprl74c-6HA liitvalk lahutunud kolmeks erinevaks vormiks (Joonis 11), kusjuures
niisugune jaotumine eri vormideks on sageli pdhjustatud erinevalt fosforuleeritud vormide
olemasolust. Nii clb3(hpm) kui ka Aclb3 tiivede puhul ei ole SDS-PAA geelis Yprl74c-6HA valgu
kdrgemal jooksvaid vorme, mis Kinnitab, et tegu on fosforileeritud vormidega ning et Yprl74c
fosforileerimine in vivo vajab funktsionaalse hiidrofoobse taskuga CIb3-Cdk1 kompleksi (Joonis
12).

Vorreldes Yprl74c valgu taset, leiti, et clb3(hpm) puhul oli tase vorreldes metsiktiilpi tivega

madalam, kuid CIb3 deletsioonitlves oli Yprl74c tase kdrgem.

Lisaks vaadati Yprl74c taset ja fosforlleerimist CLB4 deletsioonituves (Joonis 12). Kuigi tase oli
madalam, siis sarnaselt in vitro tulemusele ei oma ClIb4 olulist mdju Yprl74c fosforlleerimisele.

See kinnitab tstkliinide Clb3 ja Clb4 funktsionaalset diferentseerumist ka in vivo.

WT clb3(hpm)  Aclb3 Aclb4

=
—— — - Yprl174c-6HA

Ponceau S

Joonis 12. Clb3-Cdk1 fosforuleerib Yprl74c valku in vivo. Joonisel on nédidatud Western Blot
analliis asunkroonsetest kultuuridest, mis ekspresseerivad Yprl74c-6HA liitvalku. Valgud
lisaadis lahutati 10% SDS-PAA geelil. Alumisel pildil on laadimiskontroll, milleks on pérast
valkude  Ulekandmist  Ponceau S  lahusega  varvitud nitrotselluloosmembraan
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Clb3 seondumismotiivi ning tuvastatud fosfortleerimissaitide olulisuse leidmiseks parmirakkudes
vaadeldi samuti nende moju Yprl74c tasemele Western Blot meetodil. Selleks kasutati
asinkroonseid kultuure, mis ekspresseerisid Yprl74c variante, milles oli kas CIb3
seondumismotiivi mutatsioon (PxFmut), kdigi Cdkl konsensusmotiivide mutatsioon (AP) vdi
uksikute fosforileerimissaitide asendus alaniiniga (S158A, S170A, S175A).

Sarnaselt in vitro Phos-Tag SDS-PAA geelile muutus Yprl74 fosfortleerimise profiil in vivo nii
yprl174c-PxF mutandi kui ka S158A, S170A ja S175 puhul (Joonis 13). Yprl74c tase alaneb Clb3
sidumissaidi mutandi puhul, sarnaselt joonisel 12 niidatud clb3(hpm) tiivele. Uksikute
fosforileerimismotiivide mutatsioone sisaldavad tlivede puhul kinnitati Yprl74c fosfortleerimist
positsioonidel 158, 170 ja 175. Kuid Yprl74c taseme puhul ei ole olulist kdikumist vdrreldes

metsiktilpi tlvega.

Kdikide Cdk1 fosforuleerimismotiivide eemaldamine mdjus vastupidiselt ypr174c-PxF mutandile

ning Yprl74c tase in vivo oli vorreldes metsiktiupi tivega kGrgem.

Western Blot abil naidati, et Yprl74c tase in vivo on mdjutatud fosforileerimisest Cdk1 poolt ja

uksikud fosforuleerimismotiivide mutatsioonid ei mgju valgu stabiilsusele.
WT PxFmut AP S158A S170A  S175A

’ - D R amm— — Yprl74c-6HA

Ponceau S

Joonis 13. Yprl74c fosforileerimine ja tase in vivo. Valgud llsaadis on lahutatud 10% SDS-
PAA geelis. AP mutandi puhul on kik viis Cdk1 konsensusmotiivi (SP) kuuluvat seriini asendatud
alaniiniga (AP). Alumisel pildil on laadimiskontroll, milleks on Ponceau S varvilahusega vérvitud
nitrotselluloosmembraan.
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2.3.5 Ypril74c-GFP lokalisatsioon rakkudes

Jargnevalt vaadeldi Yprl74c fosforlleerimise moju valgu lokalisatsioonile in vivo. Yprl74c
lokaliseerub nii tuuma perifeeriasse kui ka kaavi polaarkehadele (Sundin et al., 2004) (Joonis
14.A). Uurimaks, kas Yprl74c fosforiileerimine Cdkl poolt mdjutab Yprl74c lokalisatsiooni
rakus, vaadeldi valgu lokalisatsiooni fluorestsentsmikroskoopia abil rakkudes, mis sisaldasid GFP-

margisega Yprl74c valku.

Asendades Yprl74c jarjestuses kdik Cdkl konsensusjérjestustes olevad seriinid alaniinidega, ei
tdheldanud me enam Yprl74c lokalisatsiooni tuuma perifeeriasse ega k&évi polaarkehadele (Joonis
14.B). Seega Yprl74c fosforuleerimine SP-motiividel on oluline Yprl74c-GFP lokalisatsiooniks.
Jargnevalt vaadati, kas Uksikute fosfortleerimissaitide asendused (S158A, S170A, S175A) ning
Clb3 seondumismotiivi mutatsioon (yprl74c-PxFmut) mdjutavad Yprl74c lokalisatsiooni, kuid
ukski neist ei omanud olulist mdju Yprl74c lokalisatsioonile, vaid kdik sarnanesid metsiktudpi
Yprl74c lokalisatsioonile.

Seega Uksikute Yprl74c fosforlleerimismotiivide fosforlleerimine positsioonides S158, S170 ja
S175 ei ole kriitiline Yprl74c lokalisatsiooniks. Lisaks ei mdjuta Yprl74c Clb3 hpm-sdltuva
fosforileerimise puudumine Yprl74c lokalisatsiooni tuuma perifeeriasse ega SPB-dele.

Sellest tulenevalt vdib Yprl74c lokalisatsiooniks vajalik fosfortleerimine SP motiividel toimuda

mone teise tsukliin-Cdk1 kompleksi poolt voi ka mdne teise proliin-suunatud kinaasi poolt.

Joonis 14. Ypr174c-GFP valgu lokalisatsioon rakkudes. Joonisel on pildid, millel on thildatud
helevalja pilt ja GFP fluorestsentsi pilt. A) Yprl74c-GFP lokaliseerub tuuma perifeeriasse ja SPB-
dele (*). B) ypr174c-AP-GFP puhul taheldati viga ndrka tsttoplasmaatilist GFP signaali.
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2.3.6 Ypril74c mdju Cdc5 tasemele in vivo

Yprl74c valgu jarjestuses positsioonides 165-171 olevad aminohapped P-L-V-T-S-S-P (Pro-Val-
Leu-Thr-Ser-Ser-Pro), kattuvad Polo kinaasidele omase domeeni Polo Box poolt &ra tuntava
konsensusjarjestusega [Pro/Phe]-[®/Pro]-[®]-[Thr/GIn/His/Met]-Ser-[pThr/pSer]-[Pro/X] (@ on
hidrofoobne aminohape, p viitab sellele, et treoniin voi seriin peab olema fosforileeritud) (Elia et
al., 2003; Lee et al., 2014). Samuti on parmi kaksikhibriidi meetodi abil naidatud, et Yprl74c
interakteerub Polo kinaasiga Cdc5 (Yu et al., 2008). Kuna Yprl74 S170 on osa Polo kinaaside

seondumismotiivist, voib selle fosforiileerimine mdjutada Cdc5 seondumist Yprl74c valguga.

Cdc5 lokaliseerub punga kaela ja kaavi polaarkehadele (Song et al., 2000), kus Cdc5 signaal ilmub
vahetult peale k&avi polaarkehade lahknemist. (Joonis 15.A, 15.B) On Kirjeldatud, et Cdc5
lokalisatsioon kéévi polaarkehadel on mitoosi jooksul muutuv, kusjuures on teada anafaasi ajal
polaarkehadel Cdc5 valguga interakteeruv valk, aga ei ole teada, mis interaktsioon tagab Cdcb

lokalisatsiooni polaarkehadele varajases mitoosis (Botchkarev et al., 2017).

Vaatamaks, kas Yprl74c voib osaleda Cdc5 lokalisatsioonil kadvi polaarkehadele ning kas selleks
on vajalik Yprl74c fosfortleerimine Clb3 poolt, vaadeldi ning kvantiseeriti endogeense Cdc5-
Venus lokalisatsiooni ja taset eelnevalt kirjeldatud tlvedes (yprl74c-AP, yprl74c-PxFmut)
aegvotte fluorestsentsmikroskoopia abil.

ypr174c-PxFmut puhul ei tdheldatud olulist m&ju Cdc5 lokalisatsioonile (Joonis 15.A), samuti oli
tase sarnane metsiktlipi tivega. Kuid erinev oli see, et Cdc5 tase pusis vorreldes metsiktitpi
tlivega kauem kdorge (Joonis 15.C).

Cdc5 taseme tdus yprl74c-AP tuves tousis ja langes sarnaneselt metsiktidipi tiive Cdc5 tasemega,
kuid ypr174c-AP tlves oli Cdc5 tase oluliselt madalam. (Joonis 15.C) Cdc5-Venus signaalitugevus
SPB-del oli vorreldes metsiktupi tiivega madalam, samuti tekkis signaal SPB-dele hiljem, umbes

anafaasi ajal.
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Cdc5-Venus tase in vivo

Signaali intensiivsus
= = N N w w
o (6] o (6] o w o (6]

0 15 30 45 60 75 90
Aeg (min)

m \WT yprl74c-AP ypril74-PxFmut

Joonis 15. Cdc5-Venus liitvalgu lokalisatsioon ja tase rakkudes soltub valgust Ypril74c.
A) Naidispildid Cdc5-Venus lokalisatsioonist WT, ypr174c-PxFmut ja ypr174c-AP tivedes. Valge
nool tahistab Cdc5 signaali SPB-del. B) Néidispildid Cdc5-lokalisatsiooni ja taseme muutumisest
(ajas) parmirakkudes. Cdc5 signaal ilmub vahetult pé&rast SPB-de separatsiooni (30’°) ja
degradeeritakse anafaasi 16pus (75°-90”). C) Cdc5-Venus fluorestsentssignaal ajas kvantiseeritult.
Tulemuste stinkroonimiseks kvantiseeriti Cdc5 signaal rakkudes punga tekkimise hetkest. Y-teljel
on aeg (minutites) ning x-teljel on fluorestsentssignaali intensiivsus.
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2.3.7 Yprl74c mdju rakutsukli ajastusele

Yprl74c on paraloog valguga Nbpl, mis samuti lokaliseerub k&&vi polaarkehadele. Nbpl osaleb
SPB-de sisestamises tuumamembraani, olles hadavajalik SPB-de duplikatsiooni 16puleviimiseks
(Araki et al., 2006). Kuigi Cdc5 tapsem funktsioon SPB-del mitoosis enne anafaasi on teadmata,
on leitud, et Cdc5 mdjutab kaavi polaarkehade separatsiooni, mis on vajalik kddvi moodustumiseks
(Park et al., 2004), ja ka&avi positsioneerimist SPB-de vahel (Snead et al., 2007).

Jargnevalt kisiti, kas Yprl74c mojutab kéévi polaarkehadega seotuid protsesse. Selleks vaadati in
vivo aegvotte mikroskoopia abil, kas erinevates tivedes (yprl74c-AP, yprl74c-PxFmut,
clb3(hpm)), clb3/clb4(hpm) on toimunud muutusi kahe kaavi polaarkehadega seotud protsesside
ajastuses rakutstklis. Esimesena vaadati aega, mis kulus SPB-de separatsiooni toimumiseks alates
G1/S uleminekust. Teiseks vaadati aega, mis kulus ké&avi polaarkehade lahknemisest metafaas-

anafaas uleminekuni, kui toimub k&&vi elongatsioon (Joonis 16.A)

Kéavi polaarkehade visualiseerimiseks kasutati GFP-margisega SPB-le lokaliseeruvat valku Spc42
ning rakutsukli staadiumi markerina mCherry-margisega NLS-moodulit (Liku, 2005), mille
lokalisatsioon tuuma ja tsttoplasma vahel s6ltub Cdkl aktiivsusest. G1-faasis on mCherry-
margisega NLS-moodul tuumas, Cdk1 aktiivsuse tdustes G1/S tleminekul eksporditakse tuumast
ning pérast anafaasi, kui tstkliinid on degradeeritud, NLS-moodul defosforileeritakse ning
koguneb jalle tuuma (Liku et al., 2005).

Keskmine aeg, mis kulus metsiktulpi tive puhul G1/S uleminekust SPB-de separatsiooni
toimumiseks oli umbes 45 minutit (Joonis 16.B) ja jargnevalt metafaas-anafaas leminekuni

kulutatud aeg oli keskmiselt 55 minutit (Joonis 16.C).

clb3(hpm) tive puhul on véike (umbes 5 minutiline) viivitus SPB-de separatsiooni toimumisel
(Joonis 16.B), kuid see kompenseeritakse jargnevas etapis ehk SPB-de separatsioonist kaavi
elongatsioonini kuluv aeg on vorreldes metsiktiitpi tlvega keskmiselt viis minutit lihem (Joonis
16.C).

clb3/clb4(hpm) tive puhul oli G1/S lGleminekust SPB-de separatsioonile kulunud aeg keskmiselt
15 minutit pikem (Joonis 16.B), kuid sarnaselt clb3(hpm) tiivele kompenseeriti viivitus jargnevas
etapis ja aeg SPB-de separatsioonist metafaas-anafaasini oli keskmiselt 15 minutit lihem (Joonis
16.C)
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yprl174c-AP tiive puhul oli SPB-de separatsioonile kulunud aeg keskmiselt 5 minutit Iihem (Joonis

16.B) ning samuti toimus SPB-de lahknemine keskmiselt 10 minutit kiiremini (Joonis 16.C).

ypr174c-PxFmut tiive puhul oli sarnaselt clb3(hpm) tiivele SPB-de separatsiioonile kulunud aeg

keskmiselt umbes 5 minutit pikem (Joonis 16.B), kuid metafaas-anafaas tleminekuni kulunud aeg

oli sarnaselt clb3/clb4(hpm) tuvele (keskmiselt 20 minutit) lthem (Joonis 16.C).
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Joonis 16. Yprl74c, CLB3 ja CLB4 mutantide mdju rakutsukli ajastamisele.
A) Fluorestsentsmikroskoopia aegvotte naidispildid WT tilvest. Piltidelt on ndha SPB-de
separatsioon (ii), metafaas-anafaas Gleminek (iii). NLS-mooduli akumuleerumine tuuma (iv) ja
NLS-mooduli eksport (i,v) B, C) Hajuvusdiagrammid, mille x-teljel on analtisitud tivi ning y-
teljel aeg (minutites), mis kulus NLS-lahkumisest G1/S tleminekul SPB-de separatsioonini (B) voi
SPB-de separatsioonist metafaas-anafaas tleminekuni (C).
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2.3.8  Ypril74c mdju Clb2 tasemele

Kirjanduses kirjeldati Cd5 osalust Clb2 ekspressiooni reguleerimises. Samuti on teada, et Clb2
md0ddukas wleekspressioon kiirendab mitoosi (Oikonomou ja Cross, 2011). Vaatamaks, kas
ypr174c-AP voi yprl74c-PxFmut tlves tdheldatud rakutsikli kiirenemine vdis tulla Clb2 taseme
téusust Cdc5 vahendusel, ekspresseeriti endogeenselt Clb2-yeCitrine liitvalku ning vaadeldi in vivo
aegvotte fluorestsentsmikroskoopia abil Clb2 taseme muutumist ajas (Joonis 17.A) clb3(hpm) ning
ypril74c-AP ja yprl74c -PxFmut tlvedes.

ypr174c-AP ja PxFmut tiivede puhul oli Cdc5 tase vorreldes metsiktltpi tivega kdrgem, sealjuures
AP puhul oli taseme erinevus suurem. clb3(hpm) tive puhul oli alguses Clb2 tase vorreldes

metsiktilpi tivega madalam, kuid viivitusega saavutas I6puks normaalse taseme. (Joonis 17.B)
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Joonis 17. Clb2-yeCitrine fluorestsentssignaal ajas. A) Naidispildid Clb2-yeCitrine
fluorestsentsmikroskoopia aegvotte katsest (WT tlves) illustreerimaks graafikut B. B)
Kvantiseeritud Clb2-yeCitrine tase in vivo. X-teljel on fluorestsentssignaali intensiivsus, y-teljel
on aeg (minutites). Rakkude stinkroniseerimiseks kvantiseeriti fluorestsentsignaalid 30 ajapunkti
ehk 90 minuti jooksul alates punga tekkest.
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2.4 Arutelu
2.4.1 Tsukliin-substraat seondumismotiivid on olulised ka mitootilistel tsikliinidel

Senised CDK aktiivsust ja rakutsiikli regulatsiooni késitlenud artiklid (Bhaduri ja Pryciak, 2011;
Kdivomégi et al., 2011b; Swaffer et al., 2016), on olnud arvamusel, et CDK aktiivsuse muutlikkus,
naiteks tstkliinide varieeruva ekspressiooni tulemusena, on piisav rakutsiikli normaalseks
progressiooniks ning et substraatide spetsiifilised seondumismotiivid on vajalikud, et

kompenseerida varajaste ja madala aktiivsusega G1- ja S-faasi CDK-komplekside aktiivsust.

Antud t66s néidati, et ka mitootiline tsukliin Clb3 vajab oma funktsioonide téitmiseks
hidrofoobsest taskust sltuvaid interaktsioone. Teiseks leiti, et tsiikliinid Clb3 ja Clb4 suunavad
Cdkl kompleksi fosforuleerima erinevaid substraate, mis vOib tdhendada, et ka Clb4-Cdkl
kompleksil on rakus spetsiifilised substraatvalgud (Joonis 8). Isegi Clb2, mis on vorreldes teiste
tsukliinidega in vivo kdrgema aktiivsusega, vajab spetsiifilist tsukliin-substraat seondumist
kindlate substraatide fosforiileerimiseks (Mihkel Ord, avaldamata). Seega ei ole
seondumismotiivid vajalikud ainult, et kompenseerida varajaste CDK-kompleksi aktiivsust, vaid
enamus (kui mitte kdik) tsukliin-CDK komplekse kasutavad spetsiifilisi seondumismotiive.

Kui rakutsiikli kvantitatiivsest mudelist lahtudes toimub rakutsikli jooksul CDK aktiivsuse tdus ja
see tagab protsesside kulgemise 0Oige jarjekorra, siis tsukliin-spetsiifiline fosforileerimine
voimaldab palju mitmekesisemat Cdkl aktiivsuse muutumist kindlate substraatvalkude suhtes
rakutsikli jooksul (Joonis 18). Naiteks kui hilises G1-faasis on tldine Cdk1 aktiivsus vaga madal,
siis aktiivsus LLPP-motiiviga substraatide suhtes v@ib olla vdga kdrge, sest G1l-faasi Cdkl
kompleksid fosforlleerivad spetsiifiliselt just neid valke. Seega tsikliin-spetsiifiline
fosforuleerimine omakorda suurendab Cdk1 aktiivsuse vahemikku erinevate substraatide suhtes
rakutsiikli jooksul. Suurem aktiivsuste vahemik v6imaldab tdpsemalt madrata, mis hetkedel Cdk1
mingeid protsesse kaivitab, ning véhendab juhuslikkusest ja Cdkl aktiivsuse koikumistest

tulenevaid korvalekaldeid rakutsiklis.
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Joonis 18. Cdk1 aktiivsuse muutumine rakutsikli jooksul. Cdkl seondub rakutstkli jooksul

uheksa erineva tsikliiniga, mis mdojutavad Cdkl aktiivsust spetsiifiliste substraatide suhtes.
Rakutstikli jooksul Cdk1 ldine aktiivsus tduseb, olles madalaim G1-faasis ja kdrgeim M-faasis
(sinine katkendlik joon). Erinevad tsukliin-substraat seondumismotiivid suurendavad Cdk1l
kompleksi aktiivsust kindlate substraatide suhtes: G1-tsiikliinide puhul LLPP motiiv, S-faasi
tsukliinidel RxL motiiv, Clb3 puhul PxF motiiv ning on kirjeldatud ka Clb2-spetsiifiline
seondumismotiiv.

Antud t60s vaadeldi otseselt ainult the Clb3-Cdkl hp-sbltuva fosfortleerimise olulisust in vivo,
kuid huvitav oleks ka vaadata kas ja kuidas mdjutab Clb3-Cdk1 hiidrofoobsest taskust sdltuv
fosforlleerimine transkriptsioonifaktoreid Tos4, Ashl ning Ndd1 in vivo. Ndd1 jarjestuses ei ole
PxF motiivi, seega on vdimalik, et selle substraadi puhul kasutab Clb3 hiidrofoobsest taskuvast

sOltuvalt mdnda RxL-sarnast jarjestust.
2.4.2 Ypril74c fosforileerimine on vajalik valgu lokalisatsiooniks

Asendades Yprl74c jarjestuses kdik viis Cdkl konsensusmotiivi kuuluvad seriinid alaniinidega,
kadus Yprl74c valgule iseloomulik lokalisatsioon tuuma perifeerias ja k&avi polaarkehadel ning
rakus oli detekteeritav ainult ndrk tsutoplasmaatiline GFP-signaal (Joonis 14.B). Western Blot
analulis néitas, et in vivo oli sellise Yprl74c valgu tase vorreldes metsiktlipi valguga kdrgem
(Joonis 13), seega ei tulene ndrk fluorestsentsignaal valgu ebastabiilsusest, vaid Yprl74c
fosforiileerimise puudumine SP motiivides mdjutab Yprl74c valgu lokaliseerumist tuuma

membraani ja SPB-dele.

On vdimalik, et ypr174c-AP on tslitoplasmaatiline ja Yprl74c fosforiileerimine SP motiividel on

vajalik Yprl74c pusivaks lokalisatsiooniks tuuma ja seejarel vastavatele struktuuridele.
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Kuigi CIn2-Cdk1 aktiivsus Yprl74c suhtes in vitro oli kordades madalam (Joonis 8) vdrreldes
Clb3-Cdk1 aktiivsusega, on voimalik, et Yprl74c fosforileeritakse in vivo tsutoplasmaatilise Cln2-
Cdk1 poolt.

Uksikute fosforiileerimismotiivide mutatsioonid ei mdjutanud Ypr174c lokalisatsiooni, seega ei
ole teada, millised SP-motiivid on vajalikud Yprl74c lokalisatsiooniks. Voimalik, et
lokalisatsiooniks on olulised hoopis S69 ja S211, vdi hoopis mitte tkski konkreetne SP-motiiv ja

piisab kui Ukskdik milline neist on fosforileeritud.

Samuti ei mojutanud lokalisatsiooni Clb3 sidumissaidi mutatsioon, seega Clb3 hiidrofoobsest

taskust s6ltuv Yprl74c fosforuleerimine ei ole hadavajalik Yprl74c lokalisatsiooniks.

Kuigi ClIb3-Cdkl fosforileerimise aktiivsus Yprl74c suhtes in vitro oli kordades korgem,
vorreldes teiste kasutatud tsikliin-Cdkl kompleksidega, ei saa vélistada nende komplekside
vBimekust fosforileerida Yprl74c in vivo (Joonis 8). Western Blot analtilsidest joonisel 12 on
naha, et moningane Yprl74c fosforlleerimine sdilib ka tuvedes, milles ei ekspresseeru

funktsionaalse hiidrofoobse taskuga tsukliin Clb3.
2.4.3 Ypril74c mdjutab Cdc5 lokalisatsiooni kéavi polaarkehale

Cdc5 lokaliseerub kéavi polaarkehadele. Yprl74c lokalisatsiooni puudumine SPB-del ypri74c-AP
tive puhul vahendas Cdc5-yeVenus fluorestsentssignaali SPB-del, seega Yprl74c mdjutab Cdc5
lokalisatsiooni (Joonis 15.C). Cdc5-Venus signaal SPB-del ei puudunud téielikult (joonis 15.C),
jarelikult on Yprl74c ainult ks valkudest, mille kaudu toimub Cdc5 lokalisatsioon SPB-dele.
Hetkel on teadmata, kas Yprl74c on vajalik Cdc5 esmaseks interaktsiooniks ja lokalisatsiooniks

kaavi polaarkehale v3i hoopiski Cdc5 valgu lokalisatsiooni stabiliseerimiseks SPB-del.

Clb3 PxF motiivist sdltuv Yprl74c fosforileerimine ei omanud méju Cdc5 lokalisatsioonile ega
tasemele (Joonis 15.C). Kuna Cdc5 interaktsiooniks vajaliku Polo Box domé&éniga seonduv S170
peab olema fosforileeritud, viiakse see in vivo labi ilmselt mdne teise tsukliin-Cdk1 kompleksi
poolt (néiteks Clb2-Cdk1) voi hoopiski mdne teise proliin-suunatud kinaasi poolt. Kuigi ei saa
vélistada, et Yprl74c S170 fosforuleerimine Cdc5 interaktsiooniks ei ole tavapéraselt CIb3-Cdk1

funktsioon.
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Kinnitamaks, et Yprl74c interaktsioon valguga Cdc5 on otsene ning S170 fosforlleerimine

mdjutab interaktsiooni, oleks vaja ndidata puhastatud valkudega interaktsiooni in vitro.

Metsiktulpi tuve puhul hakkas Cdc5 signaal tdusma rakus 30 minutit parast punga teket ning
langema umbes 60 minutit pérast punga teket. ypr174c-PxFmut tlives tbusis Cdc5 signaal sarnaselt
metsiktudpi tuvele, kuid Cdc5 taseme langus toimus aeglasemalt ja G1-faasi omase taseme

saavutamine toimus viivitusega (Joonis 15.C).

Cdc5 degradeeritakse anafaasis APC/C-Cdh1 kompleksi poolt (Simpson-Lavy ja Brandeis, 2011).
Cdh1 on varajases mitoosis ja anafaasis inhibeeritud Cdc5 ja B-tulpi tsikliin-Cdk aktiivsuse poolt
ja Cdhl aktiveerimiseks on vaja see defosforlleerida, mis viiakse labi fosfataasi Cdcl4 poolt
(Simpson-Lavy, Zenvirth ja Brandeis 2015). Enne anafaasi on Cdc14 kompleksis inhibiitorvalguga
Netl, mis limiteerib Cdcl4 lokalisatsiooni tuumakesse. Varajases anafaasis vabastatakse osa
Cdc14 tuuma ja tsitoplasmasse FEAR (i.k Cdcl14 early anaphase release) signaaliraja abil, hilises
anafaasis vabastab Cdcl4 tuuma MEN (i.k mitotic exit network) signaalirada (Dumitrescu ja
Saunders, 2002). Cdc5 on nii FEAR kui ka MEN radade komponent. Arvatakse, et Cdc5
fosforileerib valgu Netl, mis alandab Netl afiinsust Cdcl14 suhtes ja seega osaleb Cdc5 Cdcl4
vabastamises (Yoshida ja Toh-e, 2002). FEAR vdrgustiku mutantide puhul on mitoosist valjumine
10-20 minutit viivitatud (Tomson et al., 2009). Kas ypr174c-PxFmut tive puhul taheldatud Cdc5
viivitatud degradatsioon on seotud FEAR vdrgustiku hilise aktiveerimisega v6i puudumisega,

vajab uurimist.

Huvitav on see, et yprl74c-AP tives sarnast viivitust ei taheldatud (Joonis 15.C) ehk Yprl74c
fosforileerimine ei mdjuta Cdc5 potentsiaalset funktsiooni FEAR vargustikus. Alternatiivselt on
voimalik, et Yprl74c PxF motiiv on vajalik CIb3-Cdkl sidumiseks, kuid mitte Ypri74c
fosforuleerimiseks, vaid vahendamaks interaktsiooni Clb3-Cdk1 ja kolmanda valgu vahel, milleks
vOib olla Cdc5 ise. Rodriquez-Rodriquez et al., néitasid 2016. aastal, et Netl fosfortleerimine Cdc5
poolt toimub tdnu Cdc5 fosforiileerimisele Clb2-Cdk1 poolt (Rodriguez-Rodriguez et al., 2016),
mis on téendoline, kuna CIb2 lokaliseerub SPB-dele (Bailly, 2003) ning on vorreldes teiste B-tilpi
tsukliinidega aktiivsem. Siiski ei saa nende tulemuste pdhjal valistada, et Clb3 ei oma olulisust
Cdc5 aktivatsioonil ning et Yprl74c voib pdhjustada Clb3-Cdkl ja Cdc5 kolokalisatsiooni, mis
voib vbimaldada Cdc5 fosforileerimist Clb3-Cdk1 poolt.
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2.4.4 Clb3-Cdkl ja Ypril74c osalevad CLB2 transkriptsiooni regulatsioonis

ypri74c-AP tuve puhul oli Cdc5 tase vorreldes metsiktudpi tivega madalam ning Cdc5 signaal
SPB-del nérgem (Joonis 15.A, 15.C). Lisaks oli ypr174c-AP tive vorreldes metsiktiipi tlvega
kiirem mitoos, kuna SPB-de lahknemisest metafaas-anafaas tileminekuni kulus vahem aega (Joonis
16.B). yprl74c-AP tives oli Clb2 tase kGrgem ja nagu eelnevalt mainitud, on ndidatud, et Clb2

mddduka tleekspressiooni korral on mitoos normaalsest kiirem,

Cdc5 mdjutab positiivselt CLB2 transkriptsiooni, fosforiileerides CLB2 geeniklastrit aktiveerivat
valku Ndd1. Ndd1 on tuumas laiali ning ei lokaliseeru kindlatele struktuuridele (Yelamanchi et al.,
2014). Lahtudes koigele eelmainitule, on voimalik, et ypr174c-AP puhul ei ole Cdc5 tase tuumas
madalam, vaid Cdc5 on tuumas laiali ja mitte piiratud SPB-dele, mist&ttu on kvantiseeritav signaal

madalam.

Kas Yprl74c osaleb CLB2 geeniklastri transkriptsiooni regulatsioonis Cdc5 vahendusel, sidudes
Cdc5 kaavi polaarkehale, mis vahendab Cdc5 hajusat lokalisatsiooni tuumas ning seejérel takistab
varajast CLB2 geeniklastri transkriptsiooni voi kaitub Yprl74c hoopis negatiivse regulaatorina

transkriptsiooni ajal, et hoida mingisugust kindlat transkriptsiooni baastaset.

Tuves, mis ekspresseeris CIb3 hudrofoobse tasku mutanti, toimus Clb2-yeCitrine valgu taseme
akumuleerumine hiljem kui metsiktldpi tives (Joonis 16). Joonisel 7 esitatud kinaasikatsetest
selgus, et transkriptsioonifaktorid Ndd1, PIm2, Tos4 on Clb3-spetsiifilised Cdk1 substraadid, mille
kiireks fosfortileerimiseks oli vajalik tsukliini funktsionaalne hidrofoobne tasku. Sellest Idhtudes
vOib oletada, et CLB2 geeniklastri transkriptsiooni aktivatsioon toimub osaliselt ka labi nende

valkude Clb3-soltuva fosfortileerimise.
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Kokkuvote

Kéesoleva t66 eesmarkideks oli analulisida Clb3-Cdk1 ja Clb4-Cdk1 substraatide fosforuileerimise
tsukliin-spetsiifilisust ~ ning  kirjeldada  Clb3-spetsiifilist ~ fosforiileerimist  vahendav
seondumismotiiv valgus Yprl74c. Lisaks uuriti, kas Ypr174c on fosforuleeritud Cdk1 poolt in vivo

ning anallisiti Yprl74c fosforiileerimise olulisust S. cerevisiae rakkudes.

In vitro kinaasikatsetega ndidati, et lisaks eelnevalt kirjeldatud Clb3-spetsiifilistele substraatidele
on ka valkude Nddl, PIm2 ja SiclAC fosfortleerimine soltuv tsukliini hudrofoobsest taskust.
Lisaks néaidati, et Clb3 ja Clb4 suunavad tsukliin-Cdkl kompleksi fosforiileerima erinevaid
substraate ja Clb3-spetsiifilised substraadid fosforileeritakse Clb4-Cdkl kompleksi poolt

suhteliselt aeglaselt.

Lisaks kirjeldati Clb3-spetsiifiline seondumismotiiv konsensusliku jarjestusega PxxPxF kaavi
polaarkehaga kolokaliseeruval valgul Yprl74c ning néidati, et Yprl74c on fosforuleeritud Clb3-
Cdk1 poolt in vivo. Yprl74c fosforlleerimine in vivo on s6ltuv leitud seondumismotiivist ning
Clb3 hidrofoobsest taskust, millest v@ib jéareldada, et leitud motiiv seondub tsukliini
hidrofoobsesse taskusse. See nditab, et ka hilised tsukliinid vajavad spetsiifilised

seondumismotiivid.

Fluorestsentsmikroskoopia abil ndidati, et Yprl74c fosforiileerimine SP-saitidel on oluline
Ypri74c lokalisatsiooniks tuuma perifeeriasse ja k&avi polaarkehadele.  Uksikute
fosforuleerimissaitide fosforuleerimine positsioonides S158, S170, S175 ei ole kriitiliselt vajalik
Yprl74c lokalisatsiooniks ning lisaks ei mdjuta Clb3-hpm s6ltuva fosforlleerimise puuudumine
oluliselt Yprl74c lokalisatsiooni, seega vajavad Yprl74c lokalisatsiooniks vajalikud mehhanismid

veel selgitamist.

Fluorestsentsmikroskoopia abil ndidati ka, et Yprl74c fosforileerimine mdjutab Polo kinaasi Cdc5
lokalisatsiooni ja taset rakus, olles Cdc5 potentsiaalne interaktsioonipartner kdavi polaarkehadel
varajases mitoosis. Lisaks oli erinevate Yprl74c mutantsete tiivede puhul mitoos kiirem ning Clb2
tase kdrgem. On ndidatud, et Cdc5 aktiveerib CLB2 geeniklastrit ning CIb2 kdrgem ekspressioon
kiirendab mitootilisi protsesse, mistttu on vdimalik, et Yprl74c osaleb kaudselt CLB2 geeniklastri

transkriptsiooni regulatsioonis Cdc5 vahendusel.
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Mapping of Clb3-Cdk1 specific docking motif on substrate protein Yprl74c and analysis of
Ypril74c phosphorylation

Tuuliki Ojala
Summary

Cell cycle regulation is driven by cyclin-dependent kinases (CDKs). CDK activation itself is
regulated by cyclins and together they promote distinct cell cycle events. It is suggested that cyclins
are redundant and periodic activation of the cell cycle is dependent on quantitative changes in CDK
activity and not on specific interactions between substrates and cyclin-CDK complexes. However,
multiple papers have defined specific docking motifs that enhance the substrate phosphorylation
of individual cyclin-CDK complexes, suggesting that early cyclin-CDK complexes compensate for
their low activity by using specific docking motifs on substrates. In addition, multiple cyclin
specific substrates have been discovered and even though there’s an overlap in the ability of
different cyclin-CDK to phosphorylate certain substrates, clear functional differences have been

found.

The aim of this thesis was to show that cyclin paralogues CIb3 and Clb4 are functionally different
and that reliance on using docking motifs is not confined to only early (G1-phase) cyclin-CDK
complexes. In addition, this paper describes a novel docking motif used by CIb3, to facilitate Clb3-
Cdk1 phosphorylation of a spindle pole body localized protein Yprl74c, both in vitro and in vivo.
Importance of Yprl74c in Saccharomyces cerevisiae is unknown, but current data proposes that
Yprl74c might be involved in tethering Polo kinase Cdc5 to spindle pole bodies and that binding
is dependent on Yprl74c phosphorylation by cyclin-CDK. More research is needed to uncover

specific mechanisms and importance regarding this interaction.
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