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INFOLEHT

Sicl ja CDK kompleksi vaheliste inhibitoorsete seondumismotiivide

kaardistamine

Reelika Schilf

Pagaripdrmi  Saccharomyces  cerevisiae rakutsiiklit reguleeritakse 1dbi  erinevate
substraatvalkude fosforiileerimise. Erinevates rakutsiikli faasides seondub Cdkl erinevate
tsiikliinidega, mis suunavad tsiikliin-Cdkl komplekse fosforiileerima erinevaid substraate.
Kéesolevas t60s uuriti Sicl C-terminaalses domeenis olevaid interaktsioone ning nende
voimalikku kasutamist substraatide fosforiileerimisel. Leiti lithike lineaarne motiiv NPF
inhibitoorsest domeenist, mis stimuleerib substraadi fosforiileerimist Clb5-Cdk1l kompleksi
poolt. Leitud motiivi abil on vdimalik fosforiileerimise kaudu spetsiifiliselt kontrollida valgu

taset in vivo.

Mairksonad: Seondumismotiivid, rakutsiikkel, fosforiileerimine, CERCS: P310 (Proteiinid,

ensiimoloogia)

Mapping of CDK inhibitory docking motifs on Sicl

Reelika Schilf

Saccharomyces cerevisiae cell cycle is regulated by Cdkl, which phosphorylates different
substrates. At different stages in the cell cycle, Cdk1 binds to cyclins, that are specific for that
phase and which recognize many different substrates. In this thesis the aim was to study
interactions in Sicl C-terminal domain and to potentially use them for substrate
phosphorylation. A short linear motif was found from the inhibitory domain of Sicl, that
stimulates its phosphorylation by Clb5-Cdkl complex. With this NPF motif it is possible to

control protein levels in vivo.
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KASUTATUD LUHENDID

APC/C —i.k Anaphase-promoting complex (Anafaasi viiv kompleks)

BSA - i.k Bovine Serum Albumine (Veise seerumalbumiin)

CDK - i.k Cyclin-dependent kinase (Tsiikliin-sdltuv kinaas)

CKI - 1.k Cyclin-dependent kinase inhibitor (Tsiikliin-sdltuva kinaasi inhibiitor)
DMSO - i.k Dimethyl sulfoxide (Dimetiitil sulfoksiid)

GFP - 1.k green fluorescent protein (Roheliselt fluorestseeruv valk)

hpm — 1.k hydrophobic patch mutant (hiidrofoobse tasku mutant)

MBF - i.k Mlul binding factor (Mlul-d siduv faktor)

SBF — 1.k SCB binding factor (SCB-d siduv faktor)

SCF —i.k Skp1-Cul-F box

SC-Ura — i.k synthetic complete media lacking uracil (Siinteetiline miinimumsoddde ilma

uratsiilita)
ssDNA — i.k single stranded DNA (iiheahelaline DNA)

YPD - i.k Yeast extract, Peptone, Dextrose (Parmi ekstrakt, Peptoon, Dekstroos)



SISSEJUHATUS

Rakutsiikli peamised regulaatorid on tsiikliinist sdltuvad kinaasid (CDK-d), mis sdltuvad oma
aktiveerivast subiihikust tsiikliinist. Igas rakutsiikli faasis aktiveeritakse erinevad tsiikliin-CDK
kompleksid, mis viivad rakku edasi 1dbi faaside, mille tulemusena tekib kaks identset rakku.
Pagariparmi Saccharomyces cerevisiae rakutsiiklis osaleb iiks peamine CDK - Cdkl.
Pagariparmis seob Cdkl kolme Gl-faasi tsiikliini ning kuut B-tiiiipi tstikliini. Rakutsiikli
edenedes ning erinevate tsiikliinidega seondudes, tduseb jirk-jargult Cdk1 aktiivsus. Kusjuures
koige madalama aktiivsusega on Gl-faasi tsiikliin-Cdkl kompleksid ning koige korgema
aktiivsusega M-faasi tsiikliin-Cdk1 kompleksid. Selleks, et rakutsiikli faasid ning nendes
faasides toimuvad protsessid toimuksid digeaegselt, peab CDK tédpselt fosforiileerima kindlaid
substraatvalke. Substraatvalkude dratundmine toimub ldbi CDK-ga seotud tsiikliinide.
Substraatvalgud sisaldavad erinevate tsiikliinide jaoks erinevaid seondumismotiive, mille

kaudu toimub interaktsioon substraadi ning tsiikliin-Cdk1 kompleksi vahel.

Ténapdeval liigub teadus selle suunas, et todtada vilja erinevaid siinteetilisi vorgustikke
elusrakkudes, mille abil oleks voimalik efektiivsemalt toota erinevaid komponente. Pagaripdrm
on selleks sobilik mudel, kuna on kiillaltki lihtne organism mis on vaga pohjalikult uuritud ning
millega toGtamiseks on vélja tootatud palju erinevaid metoodikaid. Luues erinevaid siinteetilisi
radasid, tekib vajadus reguleerida selles olevate ensiiiimide tasemeid, lokalisatsiooni ja
aktiivsust. Uheks selliseks vdimaluseks on fosforiileerimine, mille jaoks tuleks vilja todtada

vastavad regulatsioonimoodulid ning kinaasid, mis neid spetsiifiliselt fosforiileeriks.

Kaéesoleva to0 kirjanduse osa annab iilevaate pagariparmi rakutsiiklist ning selle regulatsioonist.
Eksperimentaalosa eesmérgiks oli uurida, kas rakutsiikli S-faasi inhibiitor Sicl sisaldab C-
terminaalses inhibitoorses domeenis ka motiivi, mis voiks fosforiileerimisele hoopis positiivselt
mojuda. Samuti disainida Sicl minimaalne variant, mille lagundamine oleks Cdk1-sdltuv, kuid
mida teised rakutsiiklis osalevad kinaasid fosforiileeriksid minimaalselt. Lisaks uuriti voimalusi
teha CIb5 variant, mis oleks rakutsiiklist sdltumatu ning mojutaks rakutsiiklit minimaalselt,
samas aga fosforiileeriks spetsiifiliselt leitud seondumismotiiviga substraate. Kdesolev t60

teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Rakutsiikli liihiiilevaade

Elu aluseks on rakkude jagunemine, mille kdigus toimub olemasoleva DNA ja rakuorganellide
kahekordistumine ning nende vordne jaotamine kahe tekkiva tiitarraku vahel. Genoom peab
olema tépselt replitseeritud ja jagatud tekkivate tiitarrakkude vahel. Eukariiootses rakutsiiklis
eristatakse iildiselt nelja faasi — G1-faasis rakk kasvab ja valmistub replikatsiooniks, S-faasis
toimub DNA replikatsioon, G2-faasis rakk valmistub mitoosiks ning M-faasis toimub
replitseeritud DNA vdrdne jaotamine tiitarrakkude vahel (Morgan, 2007). Terviklikult ja
vigadeta replitseerunud genoomi aluseks on normaalselt kulgenud rakutsiikkel. Rakutsiikli
toimimiseks on vajalikud tsiikliinist soltuvad proteiini kinaasid (i.k cyclin-dependent protein
kinase — ehk CDK). CDK-d on ensiimaatiliselt aktiivsed vaid siis, kui nad on moodustanud
kompleksi oma aktiveeriva subiihiku tsiikliiniga (Morgan, 2007). Erinevate tsiikliinide tase
touseb ja langeb vaheldumisi ldbi rakutsiikli ning nad moodustavad CDK-ga aktiivse
kompleksi, mis viib rakutsiikli jirgnevatesse faasidesse (Bloom ja Cross, 2007). Parast M-faasi
koik alles olevad tsiikliinid lagundatakse, et saaks alata uus rakutsiikkel (Hopkins et al., 2017).

Selles to0s kisitletakse rakutsiiklit pagaripirmi Saccharomyces cerevisiae niitel.

S. cerevisiae rakutsiikkel jaotub peamiselt kolme faasi vahel — G1, S ja M, kuna G2-faas ei ole
kindlalt piiritletud. Igasse faasi iileminekut kontrollib erinevate tsiikliinide aktiivsuse tdus ja
langus (Morgan, 2007). S. cerevisiae rakutsiikli 1abiviimiseks on hiddavajalik ainult iiks CDK -
(Cdk1 (Cdc28)).

Pagaripdrmis on 9 tsiikliini, mis erinevates rakutsiikli etappides aktiveerivad kinaasi Cdkl1.
Neist kuus on B-tiiiipi tstikliinid, mida saab jagada kolme paari — S-faasi tsiikliinid CIb5 ja Clb6,
G2/M-faasi tsiikliinid CIb3 ja Clb4 ning M-faasi tsiikliinid Clb1 ja Clb2. Lisaks nendele on veel
G1-faasi tsiikliinid Clnl, CIn2 ja CIln3 (Joonis 1) (Bloom ja Cross, 2007).
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Joonis 1. S. cerevisiae rakutsiiklis osalevad tsiikliinid. Pagaripdrmi rakutsiikli keskne
regulaator Cdk1 ehk Cdc28 on erinevates rakutsiikli etappides aktiveeritud erinevate tsiikliinide
poolt (Bloom ja Cross, 2007 baasil).

1.2. Tsiikliin-Cdk1 kompleksi substraadispetsiifilisus

Cdk1 on seriini/treoniini proteiini kinaas, mis soltub oma aktiveerivast subiihikust tsiikliinist
(Bloom ja Cross, 2007) ja fosfoadaptervalgust Cksl (Joonis 2). Lisaks kinaasi aktiivtsentri
spetsiifikale, mojutavad ka tsiikliin ja Cksl substraatide fosforiileerimist. Cksl seob
fosfaatrithmi ning on oluline CDK funktsioneerimiseks nii G1-S kui ka G2-M-faasi tileminekul
(Reynard et al., 2000; Tang ja Reed, 1993). CDK-d fosforiileerivad sadu substraate, mis
lillitavad rakutsiikli protsessid digeaegselt ning diges jirjekorras toole. CDK kéivitab rakutsiikli
protsesse kataliiiisides fosfaatriihma tilekannet ATP-It spetsiifilistele valkudele (Nigg, 2001).
CDK sihtmaérgid sisaldavad optimaalseid konsensuslikke fosforiileerimise motiive (S/T-P-x-
K/R), kus S/T on fosforiileeritav seriin vdi treoniin ning X on suvaline aminohape ja
suboptimaalseid motiive (S/T-P), mida fosforiileeritakse viiksema efektiivsusega (Holmes ja

Solomon, 1996).

Aktiivne tsiikliin-CDK  kompleks sisaldab kolme taskut, millega toimub seondumine
substraatvalkudega (Joonis 2). B-tiiiipi tsiikliinide pinnal on spetsiifiline hiidrofoobne tasku (i.k
hydrophobic patch), mis sisaldab konserveerunud Met-Arg-Ala-lle-Leu (MRAIL) jarjestust

(Schulman et al., 1998). S-faasi tstikliinide hiidrofoobse taskuga seonduvad substraadi motiivid
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jarjestusega Lys/Arg-x-Leu (K/RxL), kus x on suvaline aminohape (Schulman et al., 1998).
Tsiikliini hiidrofoobsesse taskusse seondunud RxL motiiviga substraat ei muuda tsiikliini
konformatsiooni (Brown et al., 1999). Kui muteerida MRAIL jérjestuses tsiikliini pinnal olevad
aminohapped alaniinideks, kaob tsiikliin-CDK kompleksi voime efektiivselt RxL motiiviga
substraate fosforiileerida. Selliseid mutante nimetatakse hiidrofoobse taskuga mutantideks (i.k
hydrophobic patch mutants) (Schulman et al., 1998). Asendades CIlb5 hiidrofoobses alas
alaniinidega aminohapped M197, L201 ja W204, tekib CIb5 hiidrofoobse tasku mutant (hpm).
Asendades pagaripdrmis CLBJS metsiktiilipi variant hpm mutandiga, suureneb S-faasis olevate
rakkude hulk. Tsiikliin-Cdk1 kompleks ei suuda fosforiileerida ja lagundamisele viia S-faasi
inhibiitoreid, ndidates tsiikliini hiidrofoobse ala interaktsioonide olulisust S-faasi spetsiifiliste
sihtmérkide fosforiileerimisel in vivo (Cross et al., 1999). Gl-faasi tsiikliinid tunnevad
substraadi pinnal dra motiive jirjestusega Leu-Leu-Pro-Pro (LLPP) (Bhaduri ja Pryciak, 2011;
Koivomaégi et al., 2011a). Selliste motiivide olemasolu tdstab substraadi fosforiileerimise

efektiivsust G1-Cdk1 poolt (Kdivomaigi et al., 2011a).

Cks1 pinnal on positiivselt laetud aminohapetest konserveerunud katioonne tasku (Arg33,
Argd2, Argl02 koos Trp85 ja Ser82), mis seob fosfaate (Bourne et al., 2000). Cksl on
vOimeline siduma vaid fosfo-treoniine, millele jargneb proliin, kuid mitte fosfo-seriine
(Koivomaégi et al., 2013; Mcgrath et al., 2013). Cksl-vahendatud fosforiileerimisel seondub
fosfortileeritud TP motiiv Cksl katioonsesse taskusse ning suurendades afiinsust
kinaaskompleksi ja substraatvalgu vahel stimuleerib jiargmiste fosforiileerimismotiivide
fosforiileerimist (Kdivomégi et al., 2011b). Kuna Cksl valk seondub juba fosforiileeritud
valkudega, aitab Cksl Cdkl substraatide multifosforiileerimist. Cksl-vahendatud
fosforiileerimise efektiivsus soltub fosforiileerimissaitide omavahelisest paiknemisest
(Kdivomagi et al., 2013). Fosforiileeritud saiti, mis seondub Cksl-ga, nimetatakse
praimersaidiks, ning see stimuleerib praimersaidi suhtes C-terminaalselt paiknevate
akseptorsaitide fosforiileerimist, kusjuures optimaalseks kauguseks praimer-ja akseptorsaidi

vahel on 12-20 aminohappejdédki (Koivomagi et al., 2013).
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Joonis 2. Skeem tsiikliin-CDK kompleksi spetsiifilisuse tagavatest taskutest. Tsiikliini-
spetsiifiline substraati siduv tasku, mis seob RxL ja LLPP motiive substraatidel. CDK
aktiivtsenter mis tunneb dra S/TPxR ja S/TP motiive substraatidel ning Cks1 tasku, mis seob
fosfortileeritud treoniinijddke substraatidel (Koivomaégi et al., 2013).

Tsiikliinid suunavad Cdk1 kompleksi fosforiileerima erinevaid substraatvalke. Tsiikliin-CDK
kompleksi iildine aktiivsus suureneb rakutsiikli jooksul, kuid varajaste tsiikliin-Cdkl
komplekside madalat aktiivsust kompenseeritakse tsiikliin-sdltuvate seondumismotiividega,
mis suurendavad rakutsiikli varajaste sihtmaérkide fosforiileerimist, ilma et hilisemad sihtmargid
neid takistaksid (Kdivomaégi et al., 2011; Loog ja Morgan, 2005). Tanu sellisele spetsiifilisusele
saavad varajase rakutsiikli tsiikliinid fosforiileerida oma sihtmirke kiill efektiivselt, kuid ei
suuda edasi viia hiliseid rakutsiikli faase (Loog ja Morgan, 2005; Mendenhall, 1998).
Niisuguselt muutuv Cdk1 spetsiifika tagab, et ei toimu enneaegset hiliste sihtmérkvalkude

fosfortileerimist (Koivomaégi ja Skotheim, 2014).

1.3. Rakutsiikli liilitide regulatsioon

Selleks, et tagada rakutsiikli vigadeta toimumine, on rakutsiiklis kontrollpunktid, mis
kontrollivad erinevaid kriitilisi protsesse rakutsiiklis, nditeks DNA replikatsiooni (Enserink ja

Kolodner, 2010).

Gl-faasis rakk otsustab toitainete kittesaadavuse, raku suuruse ja inhibitoorsete signaalide
jargi, kas tingimused raku jagunemiseks on sobivad. Gl-faasi tsiikliin CIn3 koordineerib
rakkude kasvu, suunab nad uude rakutsiiklisse, algatades Cln1 ja 2 ekspressiooni, mis omakorda
suurendavad iseenda ekspressiooni ldbi positiivse tagasiside tsiikli (Joonis 3). See tagab
tstikliinide Clnl ja Cln2 aktiivsuse jarsu tousu, suunates raku otsustavalt uude rakutsiiklisse

(Hartwell et al., 1973).
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Joonis 3. G1/S-faasi iileminek libi positiivse tagasiside tsiikli. Joonisel toodud Whi5, mis
represseerib SBF ning MBF komplekse. CIn3-Cdk1l kompleks fosforiileerib Whi5, mis viib
Whi5 tuumast véljumiseni, misjédrel saavad SBF ja MBF aktiveerida Cln1/2-Cdk1 ning CIb5/6-
Cdkl kompleksiks vajalike geenide transkriptsiooni. Clnl/2-Cdk1l kompleksi ekspressiooni
jérel suunavad need iseenda ekspressiooni, 1dbi positiivse tagasiside tsiikli (punane nool).
Cln1/2-Cdkl taseme toustes fosforiilleerib see S-faasi inhibiitori Sicl, mis viib Sicl
lagundamiseni ning vabastab inhibitsioonist Clb5/6-Cdkl kompleksid, mis lébi topelt-
negatiivse tagasiside tsiikli suurendavad iseenda transkriptsiooni ning fosfortileerivad Sicl, mis
viib selle tdieliku lagundamiseni ning G1/S-faasi iileminekuni.

Gl-faasis on haploidsel parmirakul mitu valikut: jidda Gl-faasi, paarduda teise parmiga,
moodustades diploidi vdi jaguneda rakutsiikli kaudu. Hetke Gl-faasis, kui rakk on
poordumatult 1dinud rakutsiiklisse, nimetatakse START punktiks. START punkti, mis on
iihtlasi ka iiheks rakutsiikli kontrollpunktiks, ajastus soltub Gl-spetsiifilistest tsiikliinidest
CInl, CIn2 ja CIn3. Rakutsiikli transkriptsiooniprogrammi alustamiseks on vajalikud kaks
transkriptsioonifaktorite kompleksi - SBF (i.k SCB binding factor) ja MBF (i.k Mlul binding
factor). Whi5 on G1-faasi spetsiifiline transkriptsiooni repressor, mis takistab rakutsiiklit kuni
on inaktiveeritud G1-CDK poolt (De Bruin et al., 2004). Whi5 seondub SBF kompleksiga G1-
faasi spetsiifilistele promooteritele represseerides transkriptsiooni. Hilises G1-faasis Cln3-
Cdk1 kompleks fosforiileerib Whi5 valku, mis viib Whi5 eemaldumiseni promooteritelt ning
Whi5 transporditakse tuumast vilja. Selle tulemusena SBF ja MBF transkriptsioonifaktorite
kompleksid vabanevad ning alustavad G1/S-faasi geenide transkribeerimist (De Bruin et al.,
2004; Koch et al., 1993). On nididatud, et kui umbes 50% Whi5 valgust on tuumast eksporditud,
siis ldheb rakk kindlasti rakutsiiklisse ehk rakk on ldbinud START punkti (Doncic et al., 2011).

SBF ja MBF kompleksid on vajalikud umbes 200 geeni transkribeerimiseks, kusjuures MBF
11



sihtmédrgid (nditeks CLBS5, CLB6) on DNA replikatsiooni ning sellest tekkivate vigade
parandusega seotud, samas SBF kompleksi sihtmédrgid (CLNI, CLN2) vastutavad kéévi
polaarkeha duplikatsiooni ja raku morfoloogia eest (Ferrezuelo ef al., 2010). Whi5 deletsioon
viib viikeste rakkude tekkeni ja kiire transkriptsiooni aktivatsioonini, samas aga Whi5
ileekspressioonil on G1-faas pikem ja rakud on suuremad (De Bruin et al., 2004; Wittenberg

ja Reed, 2005).

G1/S-faasi iileminekut kontrollivad tsiikliinid Cln1 ja Cln2, mille tase tduseb hilises G1-faasis
ning langeb S-faasi jooksul (Morgan, 2007). S-faasi signaal tekib tdnu S-faasi CDK inhibiitorite
(CKI, i.k cyclin-dependent kinase inhibitor) allasurumisele (Hao et al., 2007). Cln2 taseme
toustes hakkab CIn2-Cdk1 fosforiileerima S-faasi tsiikliin-Cdk1 kompleksi (CIb5 ja Clb6)
inhibiitorvalku Sicl, algatades Sicl valgu lagundamise (Verma et al., 1997). See pdhjustab S-
faasi tsiikliin-Cdk1 komplekside vabanemise inhibitsioonist, vdimaldades ka neil Sicl valku
fosforiileerida, mistdttu toimub jérsk S-faasi CDK aktiivsuse tdus positiivse tagasiside kaudu

(Koivomagi et al., 2011b).

M-faasi tsiikliin-Cdk 1 komplekside aktivatsiooni ja mitoosi sisenemist inhibeerib kinaas Swel,
mis viib l1dbi Cdkl inhibitoorset fosforiileerimist. M-Cdk1 aktivatsioon viibib ka juhul, kui
esineb korvalekaldeid rakupunga morfoloogias, sel juhul jadb Swel aktiivseks ning mitoosi
sisenemist ei toimu. Seega on kinaasil Swel oluline roll ka raku morfoloogia kontrollis ning
tuuma jagunemisel (Lew, 2003). M-faasi tsiikliinide CIb1, 2, 3 ja 4 tase tduseb mitoosi alustades
ning see viib mitootilise kddvi moodustumiseni ja tiitarkromatiidide joondumiseni kiévile.
Nende tsiikliinide lagundamisega anafaasis viiakse mitoos ja tsiitokinees lopule (Raspelli et al.,

2015).

Mitoosist véljumiseks on vajalik ubikvitiinligaaskompleksi APC (i.k Anaphase-promoting
complex) aktivatsioon kahe kofaktori poolt - Cdc20 ja Cdhl, mdlemad annavad APC-le
substraadispetsiifilisuse (Visintin et al., 1998). APC suunab kromosoomide eraldumist
tiksteisest, ubikvitineerides sekuriini Pds1 (Yamamoto ef al., 1996a, 1996b) ning S-ja M-faasi
tsiikliinid, vihendades nii Cdk1 aktiivsust (Shirayama et al., 1999). Pds1 lagundamine vabastab
temaga seotud separaasi Esp1, mis 10ikab kohesiini subiihikut Scc1, lastes nii tiitarkromatiididel
eralduda (Michaelis et al., 1997; Uhlmann et al., 1999). APC4?° aktiveerib fosfataasi Cdc14,
mis defosforiileerib mitmeid Cdk1 substraate, liheks neist on alternatiivne APC aktivaator
Cdhl, mis kompleksis APC-ga viib degradeerimisele mitootilised substraadid (iiheks neist
CIb2) (Glotzer et al., 1991; Holloway et al., 1993). Fosfataas Cdc14 defosforiileerib ka

transkriptsioonifaktori Swi5, mis siis liigub tuuma ning aktiveerib Sicl transkriptsiooni
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(Béahler, 2005). Tsiikliinide lagundamine ja CDK substraatide defosforiileerimine on vajalik

mitoosi 1dpetamiseks ja tsiitokineesiks.

Olulisemad pagariparmis olevad tsiikliini geenid on kiill asendatavad, kuid nende deletsioon
vOi asendamine vOib viia mitmete rakutsiikli vigadeni — S-faasi tsiikliini CIb5 asendamine
mitootilise tsiikliini Clb2-ga viib replikatsiooni vigadeni (Cross et al., 1999). CIb5 ja Clb6
samaaegne deletsioon viib S-faasi viibimiseni, samas aga mitootiliste tsiikliinide (CIb2 ja CIb3)

deletsioon on rakule letaalne (Mendenhall, 1998).

1.4. S-faasi tsiikliin-Cdk1 inhibiitor Sicl

Pagaripdrmis G1/S-faasi iileminekut inhibeeriv CKI on Sicl, mis on nii inhibiitor kui substraat
kinaasile Cdk1 (Schwob et al., 1994). SIC1 lugemisraam kodeerib 284 aminohappe pikkust
korgema struktuurita valku. Esmalt tuvastati Sicl kui Cdk1 substraat, kuid hiljem ndidati teda
kui G1/S-faasi iileminekuks vajalike B-tiiiipi tsiikliin-Cdk1l komplekside inhibiitorina
(Mendenhall, 1993). Valgu Sicl C-terminaalses osas paiknevad aminohapped positsioonides
215-284 on piisavad inhibeerimaks B-tiitipi tsiikliin-Cdk1 komplekse (Mendenhall, 1999). Sicl
blokeerib Clb5/6-Cdk1 kompleksi aktiivsust, et ei toimuks enneaegset DNA replikatsiooni ning
inhibeerib Clb1/2-Cdk1 komplekside aktiivsuse anafaasijargselt, kindlustades varajases G1-
faasis Cdk1 aktiivsuse puudumise (Barberis et al., 2005).

SIC1 transkriptsioon algab hilises mitoosis ning valgu tase touseb kuni G1-faas viiakse 1opule.
DNA replikatsiooni kdivitamiseks on vajalik B-tiiiipi tsiikliin-Cdk1 komplekside aktiivsus,
mille saavutamiseks on vaja Sicl lagundada. Verma et al., (1997) on ndidanud Sicl N-
terminaalses osas paikneva 159 aminohappe vajalikkust Sicl lagundamiseks. Sicl N-
terminaalses osas on kaheksa CDK fosforiileerimismotiivi -T2, T5, T33, T45, T48, S69, S76 ja
S80 (Joonis 4). Nendest TS, T33 ja T45 moodustavad Cks1-sdltuva seondumismotiivi S69, S76
ja S80 fosforiileerimiseks (Kodivomagi et al., 2011b). Nendest fosforiileerimissaitidest
moodustub kaks fosforiileerimisest sdltuvat degradatsioonimotiivi ehk degronit — T45/T48 ja
S76/S80 (Joonis 4) (Koivomégi et al., 2011b). Vaid iihest degroni paarist ei piisa Sicl
lagundamiseks — nii T45/T48 kui ka S76/80 peavad olema fosforiileeritud, et jargneks
ubikvitiin-soltuv ~ degradatsioon.  Degradatsioonimotiivide  fosforiileerimissaidid  on
suboptimaalsed, mistdttu Cdkl neid otse efektiivselt ei fosforiileeri ning nende

fosforiileerimiseks on vajalikud praimersaidid T5 ja T33. Kaskaadi 1dpuks suunavad kaks
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fosfortileeritud difosfodegronit Sicl lagundamisele 1abi SCF ubikvitiinligaaskompleksi ning
proteasoomi raja (Hao et al., 2007; Verma et al., 1997).

|

¥ T45 S50 SBO LP Inhibitoorne domeen
TS RXL1 T33 T4E 576 RXL2 RXL3 RXL4 TiT3 S19

W

Joonis 4. Skeemil on toodud seondumissaitide interaktsioonid Sicl ning tsiikliinide CIbS5 ja
CIn2 vahel. Punaste nooltega on toodud substraadi pinnal olevate tsiikliini CIb5
seondumissaitide ja fosfosaitide omavaheline seos. Siniste nooltega ndidatud substraadi pinnal
olev tsiikliini Cln2 seondumissaidi ning fosfosaitide omavaheline seos. Joonisel on toodud
punaste ovaalidena kaks fosfodegronit (Kdivomigi et al., 2011a).

Stabiilse Sicl valgu, millel puuduvad Sicl degradatsiooniks vajalikud fosforiileerimissaidid,
tileekspressioonil jddvad rakud Gl-faasis arresti, kuid SIC/ deletsioon viib enneaegse DNA
replikatsioonini ja genoomi ebastabiilsuseni (Lengronne et al., 2002; Nugroho ja Mendenhall,
1994). Sicl on funktsionaalselt ja struktuurilt sarnane imetaja CDK inhibiitoriga p27%P!.
Imetajate rakutsiiklis lidbitakse S-faas tdnu tsiikliin A-Cdk2 kompleksile, mille aktiivsus G1-
faasis on inhibeeritud p27%P! valgu poolt. Barberis et al., 2005 on niidanud Sicl ja p27%iP!
inhibitoorse domeeni konserveeritust, hoolimata nende jérjestuse véhesest sarnasusest.
Pagaripdarmi Sicl interakteerub inimese tsilikliin A-Cdk2 kompleksi seondumissaidi ja
aktiivtsentriga, inhibeerides seda sarnaselt Kip/Cip perekonna valkudega (Barberis et al.,

2005).

Sic1 fosforiileerimist hilises G1-faasis on uuritud védga pohjalikult, kuid interaktsioonidest, mis
toimuvad Sic1-CDK inhibitoorses kompleksis, on viga vihe teada. On vaid teada, et Clb-Cdk1
komplekside inhibeerimiseks piisab Sicl 70 C-terminaalsest aminohappejéégist (positsioonides
215-284) ning et fosforiileeritud T173 seondub CDK kompleksis Cks1 valguga (Moreno-Torres
etal.,2017).

1.2.1. Tsiikliinide CIn2 ja CIb5 vahendatud Sicl fosforiileerimine

Sicl sisaldab nelja CIb5 spetsiifilist RxL seondumissaiti, kus x on suvaline aminohape (RxL)

ning iihte Cln2-spetsiifilist seondumismotiivi Leu-Leu-Pro-Pro (LLPP). S-faasi sisenemist
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vahendab rakutsiiklis Clb5-Cdkl kompleks, mis kompenseerib oma madala aktiivsuse
kasutades tstikliini pinnal olevat hiidrofoobset taskut, mis seondub substraadil oleva RxL
motiiviga (Loog ja Morgan, 2005). Cln2-sdltuv Sicl fosforiileerimine on mdjutatud
hiidrofoobsetest jddkidest koosnevast (LLPP) motiivist Sicl pinnal, mille muteerimisel
alaniinideks vidhenes CIn2-soltuv fosforiileerimine (Kdivomigi et al, 2011a). Cln-Cdkl
kompleksid iiksinda ei suuda Sicl in vivo degradeerimisele suunata, Clb-Cdkl kompleksi
aktiivsus on vajalik G1/S-faasi lileminekul Sicl degradatsiooniks (Kdivomagi et al., 2011b).
CIn2-Cdk1 kompleks ajastab Sicl lagundamist (Yang et al., 2013) ning kédivitab positiivse
tagasiside tsiikli vabanevale Clb5-Cdk1 kompleksile.

Sicl N-terminaalne osa, olles ise inhibitoorses kompleksis, on vabalt kéttesaadav
fosforiileerimiseks ning tdnu Sicl lagunemisele vabaneb Clb5-Cdkl, mis kiirendab Sicl
fosforiileerimist ja lagundamist ning tekitades nii positiivse tagasiside kui ka topelt-negatiivse
tagasiside tsiikli (Venta et al., 2012). Hilises G1-faasis inhibeerib Sicl CIb5-Cdk1 kompleksi
ning Sicl fosforiileerimise jada algab T5 saidi fosforiileerimisest Cln2-Cdk1 poolt. Sellele
jargneb saitide T5/T33/T45/S76 jérjestikune fosforiileerimine. Siiski ei vii see lihegi degroni
paari tidielikule fosforiileerimisele, kuna CIn2-Cdk1 fosforiileerib suboptimaalseid saite
degronites (T48, S69 vdi S80) aeglasemalt. Cks1-sdltuva multifosforiileerimise tottu on Cln2-
Cdk1 poolt osaliselt fosforiileeritud Sicl véga heaks substraadiks Clb5-Cdk1 kompleksidele
(Kodivomaigi et al., 2011b). Muteerides iihte Sicl seondumismotiividest (VLLPP v6i1 RXL),
viibib Sicl degradatsioon, nédidates sellega nii CIn2 kui ka Clb5 vajalikkust Sicl lagundamise
ajastamisse. Oluliseim osa Sicl lagundamisse suunamisel ning G1/S-faasi tileminekul on siiski
vabaneval Clb5-Cdk1 kompleksil ning see toimub, kui tema tase iiletab Sicl valgu taseme

(Kodivomagi et al., 2011b).

Selline inhibitoorses kompleksis Sic1 fosforiileerimine vdib olla vdimalik, kuna Cdk1 aktiivsait
voib inhibitoorses kompleksis olla osaliselt ligipdédsetav (Barberis et al., 2012). CKI/CDK
siisteemi negatiivse tagasiside tsiikkel voib olla konserveerunud lébi liikide ning Sicl pohjal
tehtud uurimustega saaks paremini aimu G1/S-faasi kontrollpunktist teistes organismides,

niiteks inimeses, kus oluline CKI G1/S-faasi iileminekul on p27%P! (Barberis et al., 2005).

Muteerides hiidrofoobse tasku B-tiilipi tsiikliinidel vdi ilma C-terminaalse inhibitoorse alata
oleval Sicl valgul (SiclAC) neli RxL motiivi (positsioonides 13-15, 89-91, 114-116 ja 147-
149), langes  mairkimisvddrselt ~ Clb5-vahendatud  fosforiileerimine. Erinevate
fosfortileerimissaitide fosforiileerimist toetavad erinevad RxL motiivid — RxL2 (positsioonides
89-97) ja RxL3 (positsioonides 114-116) tdstavad TS ja T33 fosforiileerimist samas kui S76

fosforiileerimine on seotud vaid RxL3 motiiviga (Joonis 4). RxL motiiv peab paiknema
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fosfosaidist C-terminaalses suunas vihemalt 16 aminohappe kaugusel, kusjuures seondumise

moju fosforiileerimisele sdltub kaugusest (Kdivomaégi et al., 2013).

1.5. Siinteetiliste vorgustike véljatootamine mikroorganismides

Geenide regulatoorsete vorgustike ja metaboolsete radade limberkujundamine on siinteetilise
bioloogia alustala. Siinteetilisel bioloogial on kiill hetkel liihike ajalugu, kuid juba on sellega
saavutatud palju just kemikaalide ning ravimite tootmisel. Siinteetilise bioloogia kaudu
tootatakse vilja biosiinteesi radu, et toota mikroobides molekule, mis siiani on olnud saadaval
kas loodusliku produktina, poolsiinteetilise loodusliku produkti analoogina voi looduslikust
produktist périt ainena. Bioaktiivsete molekulide silintees ldbi mikroorganismide vdib olla
korgema saagikusega, madalamate kuludega ning keskkonnasobralikum (Yadav ja

Stephanopoulos, 2010).

Mikroorganismid on saanud oluliseks osaks taastuvatest ressurssidest kemikaalide, kiituste ja
materjalide tootmiseks. Libi slinteetilise bioloogia on juba vilja tootatud rakkudele uusi
metaboolseid voi fiisioloogilisi vorgutikke, kujundades tdielikult imber raku metaboolsed rajad

ning todtades vilja tiivesid rakule mitte omaste produktide siinteesimiseks (Na et al., 2010).

Pagaripdrm, olles nii geneetiliselt, flisioloogiliselt kui ka biokeemiliselt pdhjalikult
kaardistatud, on iiks enim uuritud organisme ning on sobilik kandidaat siinteetiliste vorgustike
kasutuselevotuks. Pagaripdrmi on kerge geneetiliselt manipuleerida ning on ka loodud mitmeid
tooriistu selle saavutamiseks. Valgud sisaldavad funktsionaalseid mooduleid, mis kontrollivad
regulatoorseid radasid rakkudes ning kasutades éra selliseid juba teadaolevaid mooduleid, on

voimalik luua uusi radu spetsiifiliste komponentide tootmiseks (Krivoruchko et al., 2011).

Fosforiileerimisel on oluline osa rakus toimuvate protsesside kontrollimisel. Siinteetilistes
biosiinteesi radades on tekkinud vajadus tipselt reguleerida valkude tasemeid. Hiljuti tootati
vélja pruulimiseks sobilik parmitiivi, mis annaks tootele vajaliku humala meki, ilma humalat
kasutamata, kuna antud tooraine kasvatamine ja tootmine on kallis. Selleks iihendati omavahel
rekombinantne DNA, mis pédrines parmist, piparmiindist ja basiilikutaimest. Kui muidu
metaboolseid biosiinteesiradu kasutatakse produktsiooni suurendamiseks, siis erinevate
biosiinteesiradades osalevate ensiiiimide ekspressioonitaseme hidlestamine on olulisem, et
mitte liialt palju metaboolseid kahjustusi pagaripdrmi sisse viia ning 0ige humala maitse

saamiseks ei ole vaja koike palju, vaid tipselt diges koguses (Denby et al., 2018).
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Uheks vdimaluseks siinteetilise vorgustiku loomiseks elusrakkudes oleks vilja todtada tsiikliin-
CDK kompleks, mis todtaks rakutsiiklist sdltumatuna, kuid oleks voimeline fosforiileerima oma
sihtmérke. CDK-1 on mitmeid erinevaid substraatide dratundmise mehhanisme, mis on hésti
uuritud ja kirjeldatud (Valk et al., 2014). See annaks voimaluse luua tdiesti uut tiiiipi siinteetilise
vorgustiku rakkudes, lisades substraatidele spetsiifilisi motiive, mille kaudu saaks mojutada

nende stabiilsust, lokalisatsiooni rakus ning interaktsioone teiste valkudega.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. T66 eesmargid

Kéesoleva magistritdo eesmérgiks on:

1. analiiiisida Sicl inhibitoorse domeeni ja B-tiiiipi tsiikliin-Cdk1 kompleksi vahelisi
interaktsioone inhibitsiooni seisukohast,

2. leida Sicl inhibitoorsest domeenist valgulisi jérjestusi, mis voivad stimuleerida
substraatvalgu fosforiileerimist Cdk1 komplekside poolt

3. disainida Sicl baasil kompaktne valk, mille degradatsioon oleks CdklI-vahendatud
fosforiileerimisest sdltuv ning tdotada vilja variant sellest, mida rakulised kinaasid
fosforiileeriksid voimalikult vihe

4. leida tsiikliini Clb5 mutant, mis oleks vOimeline seonduma inhibitoorsest domeenist leitud

seondumismotiividega, kuid mitte RxL motiiviga.

S-faasi Clb5-Cdkl kompleks on madala aktiivtsentri aktiivsusega, kuid RxL motiivi abil
fosfortileerib kindlaid substraate korge spetsiifilisusega (Loog ja Morgan, 2005). Nende
omaduste tottu oleks Clb5-Cdk1 sobilik kasutamiseks siinteetilistes radades, kus saaks kasutada
CIb5 suunamiseks kindlate substraatide juurde mingit muud motiivi, mida CIb5 substraadid
rakutsiiklis ei oma. Selleks tuleb uurida, millised interaktsioonid vdivad toimuda tsiikliiniga

CIb5 ning iiks potentsiaalne allikas selleks on Clb5-Cdk1 inhibiitor Sicl.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Tiived ja sootmed

Sicl pohjal loodud konstruktide kloneerimisel kasutati Escherichia coli tiive DHS5a [supE44,
AlacU169 (®lacZAM15), recAl, endAl, hsdR17, thi-1, gyrA96, relA1] (Invitrogen). Erinevate
valkude ekspresseerimiseks kasutati E. coli tiive BL21-CodonPlus(De3)-RP [E. coli B, F-,
ompT, hsdS(rB-, mB-), dem+, Tetr, gal, A(DE3),endA, Hte, (argU proLCamr)] (Stratagene).
Koik kasutatud parmitiived baseerusid w303 [MATa/MATa {leu2-3,112 trpl-1 canl-100 ura3-
I ade2-1 his3-11,15} [phi'] tiivel ning olid MATa paardumistiiiibiga haploidid.

AB6 ABS5 pérmitiive tegemiseks koos barl::HISG deletsiooniga kasutati PCR-il ja
homoloogilisel rekombinatsioonil pdhinevat metoodikat. Homoloogiliste alade pikkus oli 150

aluspaari, markerid voeti pRS304 vektorist.
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Nii E. coli DH5a kui ka BL-21 bakterirakke kasvatati Luria Bertani (LB) sdotmes (5 g/l
parmiekstrakti (BD Biosciences), 10 g/l NaCl, 10 g/l baktotriiptooni (BD Biosciences), kuhu
lisati selektsiooniks vastavalt resistentsusgeenile DHSa puhul 100 pg/ml ampitsilliini
(AppliChem) voi 100 pg/ml kanamiitsiini (AppliChem) ning BL-21 puhul 100 pg/ml
kanamiitsiini (AppliChem) ja 50 pg/ml klooramfenikooli (AppliChem).

Péarmirakke kasvatati mikroskoopia jaoks SC-Ura (i. k synthetic complete media lacking uracil)
[7 g/l parmi ldmmastiku alust ilma aminohapeteta (BD Biosciences), 0,77 g/l CSM-URA (i.k
complete supplement mixture) (Formedium), 0,005% ADE/TRP] so6tmes koos 2% gliikoosiga
ja plaaditi SC-Ura plaatidele, milles oli 2% gliikoosi ja parmi transformatsiooniks kasvatati
rakke YPD (i.k Yeast extract, Peptone, Dextrose) s6o6tmes [10 g/l parmiekstrakti (Formedium),
20 g/l peptoon (Formedium), 20 g/ gliikoos (Oriola)].

2.2.2 Sicl-1 baseeruvate konstruktide loomine PCR-iga

Sicl C-terminuse inhibeeriva domééni uurimiseks valmistati Sicl mutandid, kus Sic1 viidi sisse
10 aminohappe kaupa asendusi alaniin-seriin linkeriga voi deleteeriti 10 aminohapet (Tabel 1)

(Valmistanud Angela Parn).

Tabel 1. Erinevad Sicl mutant variandid

M1 274-284 deleteeritud

M2 264-275 asendatud linkeriga
M3 255-264 asendatud linkeriga
M4 245-254 asendatud linkeriga
M35 234-245 asendatud linkeriga
M6 224-234 asendatud linkeriga
M7 214-225 asendatud linkeriga

Samuti kasutati SiclAC konstrukti PCR matriitsina, mille CDK fosfosaidid olid muteeritud
alaniinideks (va T173 ja S191), et véltida N-terminaalsete fosfosaitide fosforiileerimist ning
kindlustada eeldatava tsiikliini seondumismotiivi kasutamist. Valmistati sellest konstruktid,
millele lisati C-terminusele 10, 20 ja 30 aminohapet otsa (Valmistanud Angela Pirn) voi lisati

C-terminusele juurde Sicl aminohapped positsioonides 264-284 (Tabel 2).
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Tabel 2. Sicl1 AC variandid ning selle pikendused 10 aminohappe kaupa C-terminuse suunas.

Sicl AC AP 173 191 [Ima inhibitoorse domeenita Sicl

Sicl -224 AP 173 191 AC-le lisati C-terminusest 10 aminohapet

Sicl -234 AP 173 191 AC-le lisati C-terminusest 20 aminohapet

Sicl -244 AP 173 191 AC-le lisati C-terminusest 30 aminohapet

Sicl AC +264-284 AP 173 191 AC-le lisati C-terminusest aminohapped
positsioonides 264-284

Sicl AC + 264-284 konstrukt loodi kaheetapilise PCR meetodil. Esmalt pikendati esimese PCR
reaktsioonikdigus Sicl AC praimeri abil ning saadi Sicl AC + 264-274. Seejirel teise PCR
reaktsioonikdigus saadud konstrukti pikendati teise praimeri abil ning saadi 10plik konstrukt

Sicl AC +264-284.

Sicl pohjal loodi Sicl(min) mutandid (Joonis 5), kus fosfosaitide T5 ja T33 ning T45 ja S69
omavahelised kaugused vihendati 12 aminohappeni ja RxL motiivid on muteeritud alaniinideks
(Valmistanud Mihkel Ord). Vihendatud kaugustega toimib CDK fosfosaitide fosforiileerimine

efektiivsemalt (Koivomagi et al., 2013).

A
T5 T45 580
12 12 I (I+1041+20 ¢ 1430
T33 569 T90
B
T2 T33 T48 ST76 T173 Inhibitoorne domeen
H—H———H - —
1 i —11 i i
TS T45  S69  S80 S191

Joonis 5. Sic1(min) mutandid vordluses metsiktiiiipi Sicl variandiga. A) Sicl pdhjal loodud
neli erineva pikkusega Sicl(min) varianti. Fosfosaitide T5 ja T33 ning T45 ja S69 omavahelisi
kaugusi on vdhendatud 12 aminohappeni. Aminohappele positsioonis 90 on otsa lisatud Sicl
aminohapped positsioonides 200-215 (1), 200-224 (1+10), 200-234 (I+20) ning 200-244 (I+30).
B) Vordluseks on toodud Sicl metsiktiilipi variandi fosfosaitide paiknemised.

Sicl(min) mutantidele lisati PCR reaktsiooni kdigus N-terminaalse praimeriga tuuma
lokalisatsiooni signaal SV40. Lisaks loodi Sicl lithikesed (min) mutandid, mille T33 fosfosait
oli PCR meetodil muteeritud S33-ks.
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PCR meetodit kasutati kdikide Sicl mutantide valmistamiseks ning PCR-i jaoks kasutati
Phusion™ (Finnzymes) poliimeraasi ja praimereid, mis telliti Microsynth-ist. PCR reaktsioonid
viidi ldbi Aeris™ Esco PCR masinas, kasutades praimeritele vastavat sulamistemperatuuri ning

elongatsiooniaega vastavalt iga erineva saadud fragmendi pikkusele, seda koike 30 tstiklit.

PCR produktid lahutati geelelektroforeesil. PCR reaktsioonisegudele lisati 6x Orange Loading
DNA Dye (Thermo Scientific) ning laeti 1% TAE-agaroosgeelile, kuhu oli lisatud 0,3 pg/ml
etiiddiumbromiidi. Elektroforees viidi 1abi Amersham Bioservices foreesiaparaadiga. Produktid
puhastati geelist, kasutades Gel/PCR Purification Kit-i (Favorgen) vastavalt tootja poolsele
juhendile.

Sicl mutantide puhastamiseks ligeeriti mutandid pET28a vektorisse, saades lugemisraamid,
milles N-terminaalsele 6x His-margisele jargnes mutantne Sicl lugemisraam. Sicl mutantide
vaatlemiseks in vivo viidi konstruktid pRS306 vektorisse, kuhu oli eelnevalt sisestatud Sicl

promootor ja C-terminaalne GFP (i.k green fluorescent protein).

PCR produktide sisestamiseks pRS306 vdi pET28a vektorisse 18igati produkte BamHI ning
Smal vdi BamHI ja Nhel FastDigest restriktaasidega (Thermo Scientific). Restriktsiooniks
segati kokku 5 pl geelist puhastatud PCR produkti, 2 pl FastDigest puhvrit ning 1 ul kumbagi
ensiitimi ja vett 1dppmahuni 20 pl. Proove inkubeeriti 30 minutit 37°C juures ning inaktiveeriti

5 minutit 80°C termostaadis.

pRS306 voi pET28a vektorisse produktide ligeerimiseks valmistati segu, mis sisaldas 3 pl
restrikteeritud PCR produkti, 50 ng eelnevalt vastavate restriktaasidega 16igatud vektorit, 1 ul
T4 ligaasi puhvrit, pRS306 puhul 1 pl PEG4000 (Thermo Scientific) ning 1 pl T4 ligaasi
(Thermo Scientific) ning vett Idppmahuni 10 pl. Segusid inkubeeriti 16 °C juures {iledd ning

seejarel transformeeriti DHSa rakkudesse.

2.2.3. Oligonukleotiid-suunatud mutagenees

Erinevate Sicl konstruktide loomiseks kasutati oligonukleotiide, mis sisaldasid keskel
muudetavat jdrjestust komplementaarsel ahelal ja otstes 15 nukleotiidi pikkust
komplementaarset ala vastava ssDNA-ga (i. k single stranded DNA). Sicl rakutstiklist
sOltumatu seondumismotiivi uurimiseks asendati kandidaatsaidis iikshaaval iiksikud
konserveerunud aminohapped ('’ KNPFAS??!) alaniinidega (Lisa 1). Matriitsina kasutati 234
aminohappe pikkust Sicl, mille fosfosaidid olid muteeritud alaniinideks (AP), vdlja arvatud

T173 ning S191. Saadud mutandid on toodud tabelis 3.
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Tabel 3. Sicl iiksikmutantide konstruktid. Matriitsina kasutati tiksikmutantide tegemisel 234
aminohappe pikkust Sicl, kuhu vahemikku peaks jdédma vdimalik seondumismotiiv ning mille
fosfosaidid olid muteeritud alaniinideks, et kindlustada seondumismotiivi kasutamine (va T173
ja S191).

Sicl —234 K216A AP 173 191 216 Liisiin asendatud alaniiniga

Sicl - 234 N217A AP 173 191 217 Asparagiin asendatud alaniiniga
Sicl —234 P218A AP 173 191 218 Proliin asendatud alaniiniga

Sicl —234 F219A AP 173 191 219 Feniiiilalaniin asendatud alaniiniga
Sicl - 234 S221A AP 173 191 221 Seriin asendatud alaniiniga

Oligonukleotiidide kineerimisreaktsioon viidi 1dbi 37 °C juures 45 minutit segus, mis sisaldas
100 mM Tris-HCI1 pH 7,5, 10 mM MgClz, 5 mM DTT, 425 uM ATP, 6,5 uM oligonukleotiid
ning 0,15 U/ pl T4 poliinukleotiidi kinaasi (Thermo Scientific). Ensiitimi inaktiveerimiseks
kuumutati segu 65 °C juures 10 minutit. Oligonukleotiidi seondumiseks ssDNA-le segati kokku
0,5 ul 6,5 uM kineeritud oligonukleotiidi, 50 ng ssDNA-d, 1 ul 10x seondumispuhvrit (200 mM
Tris-HCI pH 7,4, 20mM MgClz, 500mM NaCl) ning 1d6ppmahuni 10 pl vett. Segusid kuumutati
70 °C termostaadis 10 minutit, pdrast mida tdsteti blokk masinast vélja ning lasti
oligonukleotiidi seondumiseks ssDNA-le jahtuda toatemperatuurile. Komplementaarse ahela
stinteesiks ja otste ligeerimiseks lisati 10 pl seondumissegule 1,35 pl siinteesipuhvrit (50 mM
MgCl, 100 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM ATP, 5 mM dNTP), 0,83 ul 5 U/ul T4 DNA
poliimeraasi (Thermo Scientific) ning 1,5 pul T4 DNA ligaasi, aktiivsusega 5 Weiss U/ul
(Thermo Scientific). Segu hoiti 5 minutit jdél, misjdrel hoiti segu 5 minutit toatemperatuuril
ning viimasena 37°C juures 90 minutit. Ensiiiimide inaktivatsiooniks lisati segule 5 ul 1x TE
puhvrit (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8). Segust 2 pul transformeeriti DHS5a

bakterirakkudesse.

2.2.4. E.coli tiivede BL21 ning DHSa transformatsioon

E.coli tiive DH5a vo1 BL21-CodonPlus(DE3)-RP kompetentsed rakud (Valmistanud Rait Kivi)
sulatati jdal. 2 pl ligatsioonisegule lisati 50 ul DH5a rakke ning BL21 rakkudele lisati 200-300
ng DNA-d. Transformatsioonisegu hoiti jdél 30 minutit, seejérel tekitati rakkudele 42°C juures
2 minuti jooksul kuumasokk, parast mida tdsteti rakud 1 minutiks jédéle. Lisati 500 pl LB sod6det
ning inkubeeriti rakke 60 minutit 37°C loksutil. Rakud tsentrifuugiti lauatsentrifuugis 6000
rpm-i 1 minut ning supernatant valati pealt dra nii, et jdéks alles umbes 100 pl s6odet. Rakud
suspendeeriti ning plaaditi LB plaatidele, millesse oli lisatud antibiootikume vastavalt vektori

ja bakteri tiive resistentsusgeenidele.
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2.2.5. 8. cerevisiae transformatsioon

pRS306 vektoris olevad Sicl lithikesed variandid transformeeriti pdrmi Ncol FastDigest
(Thermo Scientific) restriktaasiga lineariseeritud kujul. Homoloogilise rekombinatsiooniga

integreeriti vektor parmitiivesse ura3 lookusesse.

Parmirakke kasvatati 50 ml YPD s66tmes loksutil 30°C juures iile6o. Kui kultuur oli
saavutanud optilise tiheduse lainepikkusel 600 nm (OD600) 0,6-0,8, tsentrifuugiti rakud 1
minut 2500 g ning eemaldati vedelik sademe pealt. Sade suspendeeriti 1 ml PL1 lahusega (5
mM Tris-HCI (pH 8), 0,5 mM EDTA, 100 mM LiOAc) ning tsentrifuugiti lauatsentrifuugis 1
minut 2000 g. Sademelt eemaldati vedelik ning sade suspendeeriti rakkude ruumalast
kahekordse ruumala PL1 lahusega iiles ning inkubeeriti toatemperatuuril 10 minutit. Segati
kokku transformatsioonisegu, mis sisaldas 600 ng transformeeritavat lineariseeritud vektorit,
10 Wl Salmon sperm DNA-d (Sigma) (kontsentratsiooniga 10 mg/ml, eelnevalt hoitud 10
minutit 100°C termoblokis), 100 pl toatemperatuuril inkubeerinud parmirakke, 48 ul DMSO
(i.k Dimethyl sulfoxide) ning 700 pl PL2 lahust (10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA, 40%
poliietiileengliikool (PEG 3350), 100 mM LiOAc) ja inkubeeriti 42°C termostaadis 40 minutit,
pérast mida veel 2 minutit jddl. Seejérel rakud tsentrifuugiti 30 sekundit 3000 g ning sademelt
eemaldati vedelik ning pesti 1 ml 1x TE lahusega (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8) ning
tsentrifuugiti 1 minut 2000 g. Taaskord eemaldati sademelt supernatant ning sade suspendeeriti

200 pl 1x TE lahuses ning plaaditi selektiivsetele SC-URA plaatidele.

2.2.6. 6xHis-mirgisega Sicl mutantide puhastamine

His maérgistusega Sicl konstrukte, mis eelnevalt olid transformeeritud BL21 rakkudesse,
kasvatati {ile66 37°C 5 ml LB so6tmes, kuhu lisati 100 pg/ml kanamiitsiini ning 50 pg/ml
klooramfenikooli. Kultuuri lahjendati 250 korda 50 ml LB s66tmesse. Kultuuri indutseeriti
ImM IPTG-ga OD600=0,6 juures 37°C juures. 3 tundi pérast indutseerimist tsentrifuugiti rakud

alla 5 minutit 5000 g, sade kiilmutati vedelas ldmmastikus ning séilitati -80°C juures.

Sademed voeti sulama jiile ning suspendeeriti 1,7 ml liiiisipuhvris (25 mM Hepes-KOH pH
7,4, 300 mM NaCl, 10% gliitserool), millele lisati 0,1 U/ul Dnaas I, proteaasi inhibiitorid (1
mM PMSF, 1 pg/ml aprotiniin, 1 pg/ml pepstatiin A, 1 pg/ml leupeptiin) ning liisotstitimi
1dppkontsentratsiooniga 1 mg/ml. Selle puhvriga resuspendeeriti sademed ning liitisiti 15-20

minuti jooksul 4°C juures, mone minuti tagant loksutades ning fuugiti 15 minutit 14800 g 4°C
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juures. Valgu puhastamiseks valmistati ette kolonnid, milleks pipeteeriti sinna 100 pl Chelating
Sepharose kerasid (GE Healthcare) ja pesti kolonni kiimne kolonni ruumala ddH>O-ga, kolonni
laadimiseks lisati kolonni iihe kolonni ruumala 200 mM CoCl; lahust ning pesti kiimne kolonni
ruumala llitisipuhvriga. Tsentrifuugitud supernatant lisati kolonnile, misjérel kolonni pesti kaks
korda kiimne kolonni ruumala litisipuhvriga ning seejdrel kiimne kolonni ruumala
liiisipuhvriga, kuhu oli lisatud 50 mM imidasool. Valk elueeriti kolmes etapis, kasutades iga
kord tihe kolonni ruumala elueerimispuhvrit (300 mM NaCl, 10% gliitserool, 25 mM Hepes-
KOH pH 7,4) ning eluaadid kiilmutati vedelas lammastikus ja hoiustati -80°C peal.

2.2.7. In vitro Kkinaasikatsed

In vitro kinaasikatseteks kasutati tsiikliin-Cdk1 komplekse, mis olid puhastatud vastavalt juba
kirjeldatud meetoditel (Kdivomagi et al., 2013) voi mutant Clb5-Cdk1 komplekse (F284A ja
M1), mis olid eelnevalt puhastatud (Kaur Paibo., 2017) ning 6x His-mirgisega puhastatud
substraatvalke. Substraatvalkude kontsentratsioone maarati Coomassie Brilliant Blue G-250-ga
(Applichem) vérvitud akriitilamiidgeelidel, vorreldes valkude signaalide intensiivsust
akriiilamiidgeelil teada olevate BSA (i.k bovine serum albumin) (Thermo Scientific)
valgukoguste  pohjal tehtud kalibreerimiskoveral. Valgud fikseeriti  loksutades
akriitilamiidgeele fikseerimispuhvris (30% etanool, 30% &adikhape) 15 minutit, parast mida
vérviti geele vihemalt kolm tundi ning pesti veega. Geelid skaneeriti ning valkude signaalide
intensiivsus kvantiseeriti ImageQuant TL-iga (Amersham). Sicl mutantide kontsentratsioon
katsetes oli 1 uM voi 50nM. Kinaasikatsete jaoks valmistati 20ul reaktsioonisegud: 50mM
Hepes-KOH pH 7.4, 200mM NaCl, 5 mM MgCl, 0,2 mg/ml BSA, 500 nM Cks1, 500 uM ATP,
0,1 pCi/ul [y-*P]ATP, ensiiiim ja substraatvalk ning inhibitsioonikatsete jaoks 0,04 mg/ml
histoon HI. Reaktsioonid viidi 14bi toatemperatuuril ning koguti kaks ajapunkti — 8 ja 16
minutil. Reaktsioonid peatati Laemmli SDS puhvriga (60 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% gliitserool,
5% B-merkaptoetanool, 2% SDS, 0,01% bromofenoolsinine), Sicl mutantide
multifosforiileerimise uurimiseks voeti vaid liks 16 minutiline ajapunkt ning reaktsioonisegud
lahutati 10% Phos-Tag (Wako Chemicals) SDS-poliiakriiiilamiidgeelis (10% akriitilamiid, 25
uM phos-tag, 50 uM MnCl,), iilejddnud proovid lahutati 10% voi 15% SDS-PAA geelil
geelelektroforeesil. Geele foreesiti foreesipuhvris (25 mM Tris-HCL, 192 mM gliitsiin, 0,1%
SDS) 15 mA juures ning seejérel vérviti Coomassie Brilliant Blue R-250-ga (Applichem) (40%
metanool, 7% &didikhape, 0,025% Coomassie Brilliant Blue R-250) ja pesti High Methanol

Destain lahusega (7% &dadikhape, 40% metanool) ja seejérel veega. Reaktsioone analiiiisiti
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autoradiograafiliselt kasutades Typhoon 5 (Amersham) ning signaale analiiiisiti ImageQuant

TL (Amersham) programmiga.

2.2.8. In vivo katsed

Sic1(min) mutantide ning Sicl(min) muteeritud fosfosaidiga mutandid transformeeriti in vivo
katse jaoks Clb6 deletsiooniga parmitiivesse ning kus on lisaks Clb5(wt) voi CIb5(F284A)
mutant (Kaur Pddbo., 2017). Lisaks on tiives olemas ka Whi5-mCherry, mis on rakutsiikli
markeriks. /n vivo mikroskoopia katsete jaoks kasvatati parmirakke SC-Ura 2% gliikoosi
s06tmes OD=0,2-0,6-n1 ning rakud pipeteeriti 18mm alusklaasile ja kaeti 1 mm paksuse 2%
agaroosiga (SC-Ura so6tmesse lisatud Lonza Nusieve GTG agaroos ning 2% gliikoos) ning

sellele peale veel omakorda katteklaas.

Rakkude visualiseerimiseks kasutati Zeizz Observer Z1 mikroskoobi 63x/1.4NA
oliitmmersioon objektiivi ning Orca-r2 C10600-10B kaamerat (Hamatsu Photonics). Rakkude
hoidmiseks 30°C juures kasutati Tempcontrol 37-2 digital-i (PeCon) ning pilte tehti rakkudest

8 tunni viéltel iga 3 minuti tagant.

Rakke ergastati WhiS-mCherry jaoks 750 ms Colibri 540-80 LED mooduliga ning Sic1-GFP
jaoks 15 ms Colibri 470 LED mooduliga, mida kasutati 25% vodimsusel. Rakkude
segmenteerimiseks ja fluorestsentssignaalide kvantiseerimiseks kasutati MATLAB-i (The

Mathworks, Inc) (Doncic ef al., 2013).
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3. Tulemused ja arutelu

3.1.Sicl inhibitoorse domeeni interaktsioonide positiivne moju Sicl

fosforiileerimisele

Sicl on korge afiinsusega CIb5-Cdkl kompleksi inhibiitor (Venta et al., 2012), kuid
inhibitsiooniks vajalikke interaktsioone ei ole seni l&hemalt uuritud. Kiesolevas magistritoos
uuriti, kas Sicl inhibitoorses alas voib leiduda motiive, mis toimiksid seondumismotiividena
tstikliin-Cdk1 kompleksidele ning mis mdjuksid Sicl fosforiileerimisele positiivselt. Selle
uurimiseks mdddeti in vitro tsiikliin-Cdk1 komplekside voimet fosforiileerida erinevaid Sicl
mutante, milles mitteinhibitoorsele Sicl variandile (Sicl(1-215) ehk SiclAC) oli lisatud
jarjestusi inhibitoorsest alast (aminohapped positsioonidest 215-224, 215-234, 215-244 voi
264-284) (Tabel 2). Sicl N-terminaalsed fosforiileerimismotiivid olid muteeritud alaniinideks,
alles olid C-terminaalsed T173 ning S191. Fosfosaitide muteerimine tegi slisteemi lihtsamaks

ning N-terminuses asuvad optimaalsed fosfosaidid hiiriksid oletatava seondumissaidi uurimist.

Sicl mutantide ning tsiikliinide omavahelise seondumise moju fosforiileerimisele uuriti kolme

metsiktiiiipi kinaaskompleksiga — Clb5-, CIb3- ja Clb2-Cdk1 (Joonis 6).

Sicl inhibitoorne domeen paikneb 70 C-terminaalse aminohappe sees (Mendenhall, 1999),
eemaldades inhibitoorse ala, jddb alles Sicl1 AC, millel puudub voime inhibeerida tsiikliin-Cdk1
komplekse. Joonisel 6 on néha ka tsiikliin-Cdk1 komplekside vdimetust fosforiileerida Sic1AC
mutanti, millel on N-terminaalsed fosfosaidid muteeritud. Lisades aga SiclAC mutandile C-
terminuse aminohapetest 10 aminohapet otsa, mdjub see positiivselt fosforiileerimisele Clb5-
Cdk1 puhul (Joonis 6A) ning ka Clb2-Cdk1 kompleksi puhul (Joonis 6C), viidates nende 10
aminohappe sees olevale seondumissaidile, tdnu millele saaks toimuda Sicl mutandi
fosfosaitide fosforiileerimine. Veidi ndrgemat fosforiileerimist on ndha 20 ja 30 aminohappe
kaupa pikendatud Sic1 AC puhul Clb5-Cdk1 kompleksi (Joonis 6A) ning Clb2-Cdk1 kompleksi
juuresolekul (Joonis 6C), mis voib tuleneda inhibitsioonist. Clb3-Cdk1 puhul need jérjestused
el aita fosfortiileerimist (Joonis 6B), seega voiks interaktsioon olla tsiikliinidega Clb5 ja Clb2.
Kuna selle regiooni moju fosforiileerimisele on tsiikliin-spetsiifiline, v3ib see tihendada, et
Sicl aminohapped positsioonides 214-234 seonduvad ka inhibitoorses Cdk1 kompleksis just

tstikliiniga.
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Joonis 6. Erinevate tsiikliin-Cdk1 komplekside moju Sicl variantide fosforiileerimisele.
Joonisel on ndidatud autoradiograafid SDS-poliiakriitilamiid geelidel elektroforeesitud in vitro
kinaasireaktsioonidest, milles uuriti metsiktiiiipi tsiikliin-Cdkl komplekside erinevate Sicl
mutantide fosforiileerimise vdimet. Tsiikliinidest kasutati Clb5 (A), CIb3 (B) ja CIb2 (C).
Katses kasutati SiclAC mutante, mida oli pikendatud 10 aminohappe kaupa ning samuti
mutanti, kus oli Sic1 AC-le lisatud Sicl aminohapped positsioonidest 264-284. Iga Sicl mutandi
all on toodud suhteline fosforiileeritus, mis nditab fosforiileerimiskiirust Sicl1AC suhtes iga
ensiilimkompleksi piires.

Nii CIb5-, CIb3- kui ka CIb2-Cdkl kompleksid fosforiileerivad kiirelt SiclAC+264-284
mutanti (Joonis 6). Sicl C-terminaalses otsas asub vdimalik RxL motiiv — 2’*KALF?77,
kusjuures eelnevalt on ka ndidatud, et RxL motiivil on tugev mdju Clb5- ja Clb3-Cdkl1-
vahendatud fosforiileerimisele ning ndrgem mdju CIb2-Cdk1 kompleksile (Kdivomégi et al.,
2013). CIb3 kompleksi puhul on Sicl-Cdkl inhibitsioon sdltuv Clb3 hiidrofoobsest alast
(Rainis Venta, avaldamata andmed). Aminohapped 215-244 CIb3 puhul ei mojuta
fosforiileerimist, seega voib oletada, et kuna tsiikliinil CIb3 see interaktsioon puudub, on Clb3
kompleksi puhul hiidrofoobse tasku ja C-terminuse RxL motiivi vaheline interaktsioon
inhibitsiooniks hiddavajalik. Tsiikliinid CIb5 ja CIb2 seonduvad aga Sicl aminohapete 215-224
regiooni ehk C-terminuse algusesse, mis voib aidata kaasa fosfosaidi T173 fosforiileerimisele.
On néidatud, et stressi korral fosforiileeritakse Sicl fosfosait T173 ning fosforiileeritud T173
moodustab seondumissaidi CDK fosfoadapterile Cksl-le (Moreno-Torres et al., 2017).
Kinaasikatsetest joonisel 6 selgus, et Sicl inhibitoorses domeenis voib olla seondumismotiiv,

mis suunab Clb5-Cdk1 kompleksi fosforiileerima saiti T173.

3.2. Sicl inhibitoorse domeeni analiiiis

Kirjeldamaks Sicl inhibitsiooni mehhanisme, asendati metsiktiitipi Sicl C-terminuses olevad

70 aminohapet 10 kaupa alaniin-seriin linkeriga (Joonis 7A).
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Nende mutantidega viidi 1dbi in vitro inhibitsioonikatse, kuhu korvale voeti vordluseks
metsiktiilipi Sicl (wt). Inhibitsiooni katsetesse lisati histoon H1, mille fosforiileerimise jérgi
saab hinnata inhibitsioonist vaba Cdk1 hulka ning selle alusel uurida erinevate Sicl mutantide
tstikliin-Cdk 1 komplekside inhibeerimise voimet. Katses kasutati metsiktiiiipi tsiikliinide CIb5,
Clb3 ning CIb2 kinaaskomplekse ning Clb5 ja Clb2 hiidrofoobse tasku mutantidega komplekse,

et ndha kas Sicl mutantide puhul hiidrofoobne tasku muutub inhibitsiooniks vajalikuks.

Clb5-Cdk1 kompleks ei ole voimeline fosforiileerima substraati H1 metsiktiiiipi (wt) Sicl
juuresolekul (Joonis 7B) ning sama ka M6 ja M7 puhul, viidates sellele, et M6 ja M7 kéituvad
kui Sicl wt ning nende mutantide asendatud 10 aminohappes ei ole midagi inhibitsioonile
hiadavajalikku. Sicl aminohappejddkide muteerimine positsioonides 215-224 (M7) ei mdjuta
tugevalt inhibitsiooni, toetades hiipoteesi, et nendes positsioonides asub Sicl fosforiileerimisele
positiivselt mdjuv seondumismotiiv, mis suunab T173 fosforiileerimist. Ka Moreno-Torres et
al., 2017 néitasid, et T173 ei ole vajalik tugevaks Clb-Cdkl komplekside inhibitsiooniks in
vitro. M1-5 on kaotanud oma tugeva inhibitsiooni vdime metsiktiiiipi Clb5 kinaaskompleksiga

(Joonis 7B).
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Joonis 7. Sicl inhibitoorse domeeni mutatsioonanaliiiis. (A) Skeem selgitamaks kasutatud
Sicl mutante. Inhibitoorses domeenis asendati 10 aminohappejdédgi pikkused 16igud alaniin-
seriin linkeriga. (B) Kinaasikatses kasutati metsiktiilipi Sicl ning seitset erinevat Sicl mutanti
(A) ja substraadina histooni H1, et vdrrelda erinevate Sicl mutantide inhibitsiooni vOimet.
Katse viidi 1dbi viie erineva tsiikliin-Cdk1 kompleksiga — CIb5, Clb3, CIb2, Clb5(hpm) ning
CIb2(hpm). Sicl kontsentratsioon katses oli 50nM. Joonisel on ndidatud poliiakriiiilamiid geelil
lahutatud substraatvalgu H1 32-P radioaktiivne signaal.

Tugev inhibeerimine toimub ka Sicl wt ning M7 puhul Clb3 kinaasi juuresolekul (Joonis 7B).
Vorreldes Clb5- ja Clb2-Cdk1 kompleksidega, on Sicl C-terminaalsel otsal, mis on muteeritud
mutantides M1 ja M2, suurem olulisus Clb3-Cdk1 kompleksi inhibitsiooniks. Koos joonisel 6
toodud andmetega toetab see hiipoteesi, et inhibitoorses kompleksis on Sicl C-terminaalne RxL

motiiv 2*KALF?"” seotud Clb3 hiidrofoobse taskuga.

Mitootilise Clb2-Cdk1 kompleksi puhul toimub tugev inhibitsiooni ndrgenemine vaid siis, kui
muteerida Sicl positsioonid 244-264 (M3 ja M4, Joonis 7B). Sicl inhibitoorse domeeni otstes
paiknevatel jirjestustel (positsioonides 215-234 ja 264-284) on tsiikliin-spetsiifilised mdjud kas
inhibitsioonile voi Sicl fosforiileerimisele (Joonis 6, 7B), mis voib tdhendada, et inhibitoorses
kompleksis on need aminohappejddgid seotud tsiikliiniga. Seevastu aminohappejiikide
muteerimisel positsioonides 244-264 (M3 ja M4), on sarnane inhibitsiooni ndorgendav moju

koikidele kasutatud tsiikliin-Cdk1 kompleksidele, mis vdib tdhendada, et selle regiooniga
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toimub Sicl seondumine Cdk1 subiihikuga. Nii Clb5 kui ka CIb2 korral ndorgendab tsiikliini
hiidrofoobse tasku muteerimine Sicl inhibitsiooni, kusjuures tsiikliini muteerimisel on suurem
mdju potentsiaalse RxL motiivi 2*KALF?’” asendamisel (M1) (Joonis 7B). Seega seondub
tstikliinide CIb5 ja CIb2 hiidrofoobne tasku tdiendavalt mingi Sicl regiooniga, milleks voivad

olla N-terminaalsed RxL motiivid.

3.3. Sicl positsioonides 215-224 paikneva seondumismotiivi kaardistamine

Eelnevast in vitro kinaasikatsest, peatiikis 3.1, oli nidha nii Sicl -224, -234 kui ka -244 mutandi
tugevat fosforiileerimist Clb5-Cdk1 poolt, kuigi SiclAC-le lisatud aminohapped périnesid
inhibitoorsest domeenist, aitasid lisatud 10-30 aminohapet siiski fosforiileerimisele kaasa.
Sellest tulenevalt otsustati kaardistada nende 10 aminohappe hulgast need, mis voiksid toimida
CIb5 seondumismotiivina. Selleks valiti konserveerunud aminohapped (*'°KNPFAS?!) (Lisa
1) ning need asendati iihe kaupa alaniiniga. Mutantide tegemisel kasutati matriitsina 234
aminohappe pikkust Sicl, millel muteeriti N-terminaalsed fosfosaidid alaniinideks, et
vihendada N-terminuses olevate fosfosaitide fosforiileerimisest tulenevat tausta. Kuna
fosfosaidid T173 ning S191 ei ole optimaalsed CDK fosforiileerimismotiivid, siis N-
terminaalsete optimaalsete fosforiileerimissaitide olemasolu korral varjestaks nende

fosfortileerimise signaal C-terminaalsete saitide signaali.

Saadud Sicl -234 iiksikmutantide (Tabel 3) fosforiileerimist vaadeldi metsiktiiiipi Clb5-Cdk1
kompleksiga (Joonis 8).
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Joonis 8. Sicl iiksikmutantide fosforiilleerimise vordlus metsiktiiiipi CIbS
kinaaskompleksiga.  Joonisel = toodud  kinaasireaktsioonid  lahutati =~ SDS-PAA
geelelektroforeesil. Autoradiograafidel on toodud Sicl iiksikmutantidega kinaasikatse, mis
viidi 1dbi Clb5-Cdk1 kompleksiga. Mutandid on tehtud 234 aminohappe pikkuse Sic1, mille N-
terminaalsed fosfosaidid olid muteeritud alaniinideks (AP), baasil. Joonisel on toodud suhteline
fosfortileeritus, milles mutantide fosforiileerimissignaalid on jagatud wt substraatvalgu
fosforiileerimissignaaliga.

Kinaasikatsele vordluseks toodi iiksikmutantide korvale ka metsiktiitipi Sicl(wt), millel olid
kiill N-terminaalsed fosfosaidid muteeritud ning on 234 aminohappe pikkune, kuid antud

motiiv (2' KNPFAS??!) on jisinud muteerimata.

Néha on ndrka Sicl(wt) fosforiileerimist Clb5 kinaaskompleksi poolt (Joonis 8). Samasugust
ndrka fosfosignaali on ndha ka Sicl mutantide K216A ning S221A puhul, viidates justkui nende
aminohapete ebaolulisusele antud interaktsioonis. Pea 3 kordne fosforiileerimise kadu,
vorreldes wt-ga, on aga kolme tliksikmutandi puhul: N217A, P218A ning F219A. Nagu ka
jooniselt 6 oli ndha, et SiclAC ning Sicl -234 fosforiileerimiste vahel on 3 kordne efekt, seega
tiksikud mutatsioonid kaotavad pea kogu seondumise efekti dra. Seetdottu voib ClbS
kinaaskompleksi seondumismotiiviks olla lithike lineaarne motiiv 2!"NPF?!. Need kolm

aminohappejédéki on ka vastavas Sicl regioonis enim konserveerunud (Lisa 1).

3.4.NPF motiivi moju minimaalse Sicl variandi fosforiileerimisele erinevate

Clb5-Cdk1 mutantide poolt

Selleks, et siinteetilistes vorgustikes fosforiileerimise kaudu erinevaid valke reguleerida, tuleks
vilja tootada erinevad moodulid, mille kaudu vastav fosforegulatsioon toimuks ning mida saab

siis huvipakkuvate valkude kiilge liita. Kuna Sicl valgu puhul viib fosforiileerimine valgu
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lagundamisele, oleks Sicl baasil voimalik teha valgu stabiilsust mojutavad moodulid. Selleks,
et lisatavad moodulid modjutaksid vdhem huvipakkuva valgu toimimist, voiksid nad olla
voimalikud vidikesed. Sellest lahtudes disainiti Sicl valgust minimaalne variant, milles voeti
Sicl 90 N-terminaalset aminohappejédéki, mille hulgas on kdik vajalikud fosforiileerimissaidid
ning fosforiileerimissaitide omavahelisi kaugusi vdhendati sedasi, et potentsiaalsete Cksl-
vahendatud fosforiileerimise praimer- ja akseptorsaitide omavaheliseks kauguseks jéeti 12
aminohappejddki, mis on minimaalne vajalik distants selle mehhanismi jaoks (Kdivomégi et
al., 2013) ning lisati otsa C-terminaalsed aminohappejddgid positsioonidest 200-215, 200-224,
200-234 ja 200-244 (Joonis 9). Lisaks jdeti alles koik liisiinid, mis on vajalikud

ubikvitineerimiseks. Niisugune minimaalne Sicl variant nimetati Sicl(min).

A
Sicl Cipo

T5 T332 T45 568 2157224 234 244

|I£I||I£II 1 1 1
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Joonis 9. Sicl(min) variantide kirjeldav skeem. Joonisel ndidatud CIb5 seondumissait
Sicl(min) mutandis, mille fosfosaitide omavahelised kaugused on vidhendatud 12
aminohappeni ning mis aitavad C-terminaalsete saitide fosforiileerimist.

Teine aspekt fosforegulatsioonis on, et rakus olevad kinaasid voivad fosforiileerida disainitud
mooduleid voi et lisatav kinaas voib fosforiileerida igasuguseid valke, mojutades rakulisi
protsesse.  S-faasi  tsiikliin-CDK  kompleksid vajavad oma substraatide kiireks
fosforiileerimiseks tsiikliin-substraat seondumist. Selleks, et lisatav kinaas ei fosforiileeriks
Cdk1 rakutsiikli substraate, peaks tsiikliini hiidrofoobne tasku olema muteeritud ning substraadi
puhul selleks, et vihendada Sicl(min) fosforiileerimist rakutsiikli Cdkl komplekside poolt,

muteeriti Sicl(min) valgus ka kdik RxL motiivid.

Selleks, et uurida, kuidas Sicl inhibitoorse domeeni interaktsioonid mojutavad Sicl N-
terminaalste fosforiileerimissaitide fosforiileerimist minimaalses Sicl variandis, lisati
Sicl(min) valgule Sicl aminohappejiédgid positsioonidest 200-215, 200-224, 200-234 ja 200-
244 (Joonis 9). Neid valke fosforiileeriti kolme Cdkl kompleksiga, kus tsiikliiniks oli kas
metsiktiitipi ClbS, CIb5(F284A) voi Clb5(M1). ClbS(M1) tsiikliinis on muteeritud hiidrofoobse
tasku ligidal olevad aminohapped V208, F212, Y267, 1268 alaniinideks (Lisa 2) ning need

mutatsioonid podhjustavad Sicl-vahendatud inhibitsiooni kadumise (Kaur Paibo, 2017).
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Fosforiileerimise tasemete uurimiseks eraldati in vitro katse kdigus saadud reaktsioonisegud

15% poliiakriiiilamiid geelil (Joonis 10).

ClbS(wt)  Clb5(F284A)  Clb5(M1)

T L e——
Sicl(min): WY 3 ™ i ' li's VD A

[ Sy - AR =

suhteline fosfortleerimiskiirus: 1 28 9 2 14 3 2 1 25 34 15

Joonis 10. Sicl(min) mutantide fosforiileerimise vordlus erinevate Clb5
kinaaskompleksidega. Katses kasutati Sicl(min) mutante (Joonis 9), mida on pikendatud 10
aminohappe kaupa. Kinaasireaktsioonid viidi 1dbi erinevate CIbS kinaaskompleksidega —
Clb5(wt), CIb5(F284A) ning CIlb5(M1). Kinaasireaktsioonid lahutati SDS-PAA
geelelektroforeesil, joonisel on ndidatud autoradiograafid. Iga reaktsiooni all on toodud
suhteline fosforiileerimiskiirus, mis on jagatud Sicl(min) -215 suhtes.

Vorreldes Sicl(min) -215 ja Sicl(min) -224 fosforiileerimist, selgus et Clb5-Cdk1 kompleks
fosfortileerib -224 valku 28 korda kiiremini (Joonis 10). See tdhendab, et minimaalsetes Sicl
variantides stimuleerib NPF motiiv ka N-terminaalsete fosforiileerimissaitide fosforiileerimist.
Sarnaselt T173-S191 fosforiileerimisega joonisel 6, vdheneb ka Sicl(min) puhul

fosforiileerimise kiirus, kui lisada pikem 16ik inhibitoorsest domeenist.

CIb5(F284A)-Cdk1 puhul kiirendab NPF motiivi lisamine substraadi fosforiileerimist 7 korda
vihem vorreldes metsiktiitipi Clb5-Cdk1 kompleksiga (Joonis 10). See voib tdhendada, et
F284A mutandi puhul Sicl aminohapete 215-224 vahelises alas oleva motiivi secondumine on

suures osas kaduma ldinud.

CIb5(M1) mutandi puhul aga fosforiileeritakse koiki Sicl(min) mutante, mis sisaldavad NPF
motiivi, puudub aga Sicl(min) -215 fosforiileerimine, mis on ka oodatav, kuna antud mutant ei
sisalda seondumismotiivi. Ei ole teada, kuhu Clb5 mutandi M1 regioonid seonduvad, kuid
Sicl(min) -224 seondumist mutatsioonid dra ei riku. Seega on NPF motiiv esimene kirjeldatud

B-tiiiipi tsiikliinide seondumismotiiv, mis ei seondu tsiikliini hiidrofoobsesse taskusse.

Sicl(min) mutantidest -224 tekitas metsiktiilipi ClbS kinaaskompleksiga kdige tugevama
fosfosignaali ning néitas kuidas leitud seondumismotiiv stimuleerib fosforiileerimist. Sic1(min)
mutandi puhul on seondumissaidi efekt suurem kui eelnevate Sicl mutantide puhul, millel

fosfortileeriti fosfosaiti T173. PShjuseks voib olla Sicl(min) kompaktsem jérjestus, kus
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fosfortileeritakse optimaalseid N-terminaalseid fosfosaite ning fosfosaitide kaugused on

vihendatud, mis teeb fosforiileerimise efektiivsemaks.

3.5. Sic1(min) valgu multifosforiileerimise diinaamika

Uurimaks, kuidas leitud seondumismotiiv mdjutab substraadi multifosforiileerimise
diinaamikat, viidi 14bi in vitro kinaasikatse metsiktiitipi CIb5-Cdk1 kompleksiga ja mutantsete
Clb5-Cdk1 kompleksidega (F284A ja M1) neljal ajapunktil — 2, 4, 6 ning 8 minutil ja eraldati
10% Phos-Tag poliiakriiiilamiidgeelil (Joonis 11)

Sicl1AC (Joonis 11A) fosforiileeritakse kiirelt Clb5-Cdk1 metsiktiiiipi kinaasi poolt. Kdikides
ajapunktides on reaktsioonis tekkinud enim korgelt fosforiileeritud Sicl vormi. Kuna erinevalt
fosforiileeritud vormide osakaalud muutuvad ajas vihe, on tegemist suures osas protsessiivse

multifosforiileerimisega.

CIb5(M1) kinaaskompleks fosforiileerib SiclAC valku vdhesel médral (Joonis 11A) nng on
vihem protsessiivsem, mis vO0ib olla mojutatud puudulikust substraatseondumisest. M1
mutandi spetsiifika on sarnane CIb5 hpm mutandiga ning vastavad mutatsioonid on tehtud
hiidrofoobse tasku ldheduses. Kdivomégi et al., 2013 on nédidanud, et SiclAC protsessiivne
multifosforiileerimine vajab tsiikliin-substraat scondumist. Seega M1 mutatsioonid voivad dra
rikkuda hiidrofoobse tasku ja RxL motiivi vahelise seondumise, mistdttu voib arvata, et
interaktsioonis substraadi RxL motiiviga osaleb rohkem aminohappejiike kui need kolm, mis

on muteeritud hudrofoobse tasku mutantides.
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Joonis 11. Sic1AC ning Sicl(min) -224 mutandi fosforiileerimise protsessiivsuse vordlus
ajas. Kinaasireaktsiooni fosfovormid lahutati Phos-Tag poliiakriiiilamiid geelelektroforeesil.
Phos-Tag poliakriiiilamiidgeel eraldab valgud nende fosforiileerituse astme jargi, geeli
iilemisse otsa jadvad kdrgelt fosforiileeritud vormid (6P) ning kdige alumised on iihe fosfaadiga
variandid. Joonisel A ning B viidi 1dbi kinaasikatse erinevate Clb5 kinaaskompleksidega, et
vorrelda nende poolset kahe erineva Sicl mutandi fosforiileeritust.

Clb5(F284A) kinaaskompleks fosforiileerib Sicl AC ning on protsessiivne, kuna tekivad kohe
korgelt fosforiileeritud vormid (Joonis 11A). Selle mutandi muster on sarnane metsiktiitipi Clb5
kinaaskompleksiga, mis viitab sellele, et RxL motiividega seondumine toimib Clb5(F284A)

mutandi puhul.

Sicl(min) -224 mutandi puhul on niha, et metsiktiiiipi Clb5 kinaaskompleksiga on antud Sicl
mutant protsessiivsem, kuna reaktsioonis tekib valdavalt maksimaalselt fosforiileeritud vormi
(Joonis 11B). Sellel voib olla kaks pohjust: kas fosforiileerimissaitide vahelise distantsi
vihendamine muudab Cksl-vahendatud fosforiileerimise nii palju efektiivsemaks vo1 NPF
motiiv tagab kdrgema seondumisafiinsuse kui RxL motiivid, vdimaldades seega suuremat

protsessiivsust.

Clb5(M1) mutant on sarnane metsiktiilipi kinaaskompleksiga, mis néitab, et Sicl(min) -224
mutandi seondumissait stimuleerib fosforiileerimist. Clb5(F284A) kinaaskompleksiga ei ole
ndha mitte mingisugust fosforiileerimist (Joonis 11B), mis on ka oodatav tulemus, kuna
Sic1(min) mutandid ei sisalda RxL motiive ja seetdttu ei toimu ka Sic1(min) -224 mutandi ning

Clb5(F284A) mutandi omavahelist interaktsiooni.

CIb5(M1) mutant on seega sobilik alus siinteetilise tsiikliin-Cdk1 kompleksi loomiseks, sest on
voimeline NPF motiivi vahendusel kiirelt spetsiifilisi substraate fosforiileerima, samas kuna
Clb5(M1)-Cdkl RxL motiiviga substraate ei fosforiileeri, ei tohiks see kinaas teisi Cdkl

rakutsiikli substraate suurel méadral fosforiileerida. CIb5(F284A) seevastu suudab fosforiileerida
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RxL motiiviga substraate, kuid mitte NPF motiiviga substraate. Kuna teadaolevalt iihegi
rakutsiiklis olulise substraadi fosforiileerimine ei s6ltu NPF motiivist, siis selleks, et vihendada
rakutsiikli Cdk1 mdju NPF motiiviga siinteetiliste moodulite fosforiileerimisele, oleks voimalik
kasutada parmitiive, mis ekspresseerib metsiktiiiipi ClbS asemel CIb5(F284A) mutanti. Kuna
tstikliin CIb5 on lokaliseerunud rakutuuma (Rossi et al., 2005), siis ekspresseerides NPF
motiiviga fosfomooduleid tsiitoplasmas, kus toimuvad ka valdav osa metaboolsetest radadest,

ei fosforiileeri metsiktiitipi Clb5S-Cdk1 neid substraate.

3.6.Sicl(min) mutantide lagundamine in vivo

Sicl fosforiileerimine pohjustab valgu degradatsiooni, seega 1dbi Sicl taseme saab vaadata Sicl
fosfortileerimist. Kontrollimaks, kas loodud Sicl(min) mutandid degradeeritakse rakutsiiklist
soltuvalt ning uurimaks kas leitud seondumismotiiv vdiks stimuleerida fosforiileerimist ka in
vivo, viidi Sicl(min) mutandid pRS306 vektorisse, kuhu oli eelnevalt viidud Sicl promootor,
ning C-terminaalne GFP. Sicl(min) mutante vaadeldi c/b64 tiives, et oleks voimalik jdlgida
Sicl ja CIbS vahelist interaktsiooni ning et ei toimuks Clb5 mutantide korral Clb6-poolset
kompenseerimist rakutsiiklis. Sicl(min) mutante vaadeldi kahes c/b64 tiives: iihes oli alles

metsiktiilipi CIbS5, teises aga CIb5(F284A) mutant.

In vivo katse viidi ldbi 8 tunni jooksul, kus rakke pildistati iga 3 minuti tagant. Katses
ekspresseeriti ka Whi5-mCherry liitvalku, mille litkumisega tuumast vilja saab maédrata
START punkti. G1/S-faasi iileminek toimub umbes 12 minutit parast Whi5 viljumist tuumast.

Eesmargiks oli vaadelda Sicl(min) mutantide taset parast Whi5 tuumast valjumist.

Sicl(min) mutantide GFP liitvalkude tase hakkab langema umbes 12 minutit parast Whi5
valjumist tuumast. Umbes samal ajal vabanevad ka Clb5-Cdk1 kompleksid Sicl-vahendatud
inhibitsioonist, mistottu vOib jireldada, et Sicl(min) valkude degradatsioon on
fosforiileerimisest soltuv. Metsiktiiiipi CIb5 olemasolul tiives (Joonis 12A) langeb Sicl(min)
tase koige kiiremini -224 mutandi puhul. Sellele jargneb -234 ning -244 mutant. Nendest kdige
aeglasem on -215 mutant ning kuna tal puudub ka vdimalik seondumissait, siis on see ka

oodatav tulemus.
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Joonis 12. Sicl1(min) mutantide tasemed péirast WhiS tuumast viljumist. Alajoonisel A
toodud fluorestsentsmikroskoopia pildid in vivo katsest, kus on nidha niit Whi5-mCherry kui ka
Sicl(min) mutandi GFP signaal. Whi5 tase 50% on toodud 0 ajapunktina. Alajoonisel B ja C
toodud rakkude keskmine fluorestsentsi intensiivsus, mis on iga Sicl(min) mutandi piires
normaliseeritud. Erinevad rakud silinkroniseeriti Whi5 tuumast viljumise alusel. Katses uuriti
Sicl(min) mutantide taset parast Whi5 tuumast véljumist. Rakke pildistati iga 3 minuti tagant.
(A) Sicl(min) mutante vorreldi metsiktiitipi CIb5 c/b64 tiives. (B) Sicl(min) mutante vorreldi
CIb5(F284A) clboA tiives.

CIb5(F284A) mutandi olemasolul tiives (Joonis 12B) muutuvad aga Sicl(min) mutandid
aeglasemaks ning iildiselt pikemad mutandid lagundatakse kiiremini kui lithemad. Sicl(min) -
224 mutant, mis metsiktiilipi CIb5 juuresolekul langes oma tasemelt poole vorra kdige
kiiremini, on F284A mutandi olemasolul hoopis aeglasem, kinnitades seondumismotiivi

toimimist.

Sellest in vivo katsest v3ib jdreldada, et Sicl(min) mutant to6tab ning voib votta Sicl-st
tagumise osa dra ja nii saab kompaktsema variandi, mis antud juhul ka rakutsiiklis t66tab.
Nendest mutantidest kdige optimaalsem ja kiiremini lagundatav on aga Sic1(min) -224 ning see
nditab, et kui lisada veel inhibitoorsest domeenist aminohappeid juurde, muutub

degradeerimine aeglasemaks, justkui muutes mutanti inhibiitoriks.
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3.8.T33S mutatsioon muudab Sicl(min) degradatsiooni NPF motiivist

soltuvaks

Fosfosaidi T33 muteerimisel seriiniks kaob  Cksl-poolne seondumine selle
fosforiileerimissaidiga. Eelnevalt on néidatud, et T45-T48 degroni fosforiileerimine toimub

Cks1-vahendatud mehhanismil 1dbi T33 praimersaidi (Kdivomaégi et al., 2013).

Peatiikis 3.7 nihti, et isegi koos seondumismotiiviga, lagundatakse koik Sicl(min) mutandid
peaaegu sama kiirusega. Seega Sicl(min) puhul on fosforiileerimine piisavalt efektiivne, et
tsiikliin-substraat seondumine ei ole in vivo jaoks liialt oluline. Sellest tulenevalt aga muteeriti
fosfosait T33 seriiniks (S33), mis muudab degroni saitide fosforiileerimise aeglasemaks ning
muudab Sicl(min) mutandid kehvemateks substraatideks. Selleks, et ndha, kuidas T33S
mutatsioon mojutab Sicl degradatsiooni in vivo, ning kas see muutub NPF motiivist sdltuvaks,
vaadeldi c/b64 tiives metsiktiitipi ClbS olemasolul antud substraatide lagundamise kiirust

(Joonis 13).

Sicl(min) mutant -215, millel puudub uuritav seondumismotiiv, jidb peaaegu stabiilselt kogu
rakutsiikli véltel rakkudesse (Joonis 13). Samas aga teiste mutantide tase ei jdd rakkudesse
stabiilselt, kui lisada Sicl(min) mutandile seondumismotiiv, siis need siiski viiakse
lagundamisele, kiill aga mitte nii jdrsult kui ilma fosfosaidi mutatsioonita variantide puhul
(Joonis 12A). Kui teha Sicl(min) -224 mutanti pikemaks 10 aminohappe kaupa, ei ldhe
degradeerimine kiiremaks ning samuti oli eelnevalt ndha, et fosforiileerimise kiirus viheneb ka
in vitro. Seega, kuigi pikem 1381k inhibitoorsest domeenist voiks tagada korgema
seondumisafiinsuse, mis voiks aidata degroni saitide fosforiileerimist, kui Cksl-vahendatud
mehhanism on ndrgendatud, on siiski kdige efektiivsemalt fosforiileeritud ainult NPF motiiviga

substraat.
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Joonis 13. Sicl(min) mutandid muteeritud fosfosaidiga in vivo katses. Joonisel toodud
fluorestsentsi intensiivsus, mis on iga Sicl(min) fosfosait mutandi piires normaliseeritud.
Sicl(min) mutantidel muteeriti optimaalne fosfosait T33 seriiniks, et uurida kas seetdttu
muutuvad nad kehvemateks substraatideks. Sicl(min) fosfosait mutante vaadeldi metsiktiitipi
CIb5 clb64 tiives.

Kui teha rakutsiikli Cdk1-st soltumatut Sicl mutanti, siis on antud in vivo katsetest ndha, et kui
teha Cksl-vahendatud fosforiileerimine aeglasemaks, on vdimalik teha substraate, mille

fosfortileerimine soltub spetsiifilise seondumismotiivi olemasolust.

CIb5(M1) on hea alguspunkt rakutsiiklist sdltumatu tsiikliin-Cdk1 kompleksi tegemisel, kuna
see kompleks ei fosforiileeri RxL motiiviga substraate, mistottu ei tohiks Clb5(M1)-Cdkl
kompleks suurel miiral mojutada rakulisi protsesse. Teiseks, Sicl ei inhibeeri ClbS(M1)-Cdk1
kompleksi, voimaldades selle kinaasi aktiivsuse toimimist ka Gl-faasis. CIb5 tsiikliin
degradeeritakse enne anafaasi APC ubikvitiinligaaskompleksist sdltuvalt, kusjuures
jarjestused, mille abil APC CIb5 tsiikliiniga seondub, on teada (Shirayama et al., 1999). Kui
need CIb5(M1) puhul dra muteerida, oleks voimalik saada tsiikliin-Cdkl kompleks, mille

aktiivsus ei sOltu rakutsiklist.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t00 pohiliseks eesmdrgiks oli uurida, kas Sicl C-terminaalses inhibitoorses
domeenis on olemas motiiv vOi osa, mis toimiks kui tsiikliinide seondumissait, mille kaudu
oleks vdimalik suunata substraatide fosforiileerimist. Selleks kasutati reaktsioonides erinevaid
tstikliin-Cdk1 komplekse, et vilja selgitada voimalik seondumismotiiv monele tsiikliin-Cdk1

kompleksile.

Sicl inhibitoorne domeen paikneb valgu viimase 70 aminohappe sees. Eemaldades need 70
aminohapet, saadakse Sicl1AC, millel puudub inhibeeriv moju. In vitro kinaasireaktsioonidega
ndidati, et Sicl C-terminaalsest domeenist voetud jarjestused vdivad stimuleerida substraadi
fosforiileerimist. Pikendades Sic1AC 10 aminohappejadgi kaupa, mdjutab see fosforiileerimist

positiivselt, viidates Sicl aminohapete 215-224 sees olevale voimalikule seondumismotiivile.

Vodimaliku seondumismotiivi kaardistamiseks muteeriti leitud alas paiknevad konserveerunud
aminohapped (*'°KNPFAS?*!) alaniinideks. Kinaasireaktsioonidega niidati madalat
fosforiileerituse taset, kui muteeritud olid aminohapped 2!"NPF?'°, seega NPF vodiks olla

vOimalik lihike seondumismotiiv.

Analiiiisides Sicl inhibitoorset domeeni, selgus, et inhibitsioonis on tsiikliin-spetsiifilised
erinevused. Lisaks selgus, et inhibitoorse domeeni N- ning C-terminaalsed otsad seonduvad

tstikliiniga ning keskmine osa seondub Cdk1-ga.

Selleks, et siinteetilistes radades fosforiileerimisest sdltuvaid liiliteid kasutada, toGtati vélja Sicl
baasil kompaktne variant (Sicl(min)), mille degradatsioon toimub Cdkl1 fosforiileerimise
kaudu. Analiiiisides Sic1(min) fosforiileerimist, leiti et efektiivne fosforiileerimine Clb5-Cdk1
poolt sdltub NPF motiivist. Kui lisada pikem 16ik Sicl inhibitoorsest domeenist Sicl(min)
kiilge, mis voiks tagada korgema seondumisafiinsuse, siis huvitaval kombel fosforiileerimine

aeglustub.

Selgus, et Sicl(min) valku, millele oli lisatud NPF motiiv, fosforiileeritakse protsessiivsemalt
kui Sic1AC valku. Kasutades fluorestsentsmikroskoopiat, ndidati, et Sicl(min) degradeeritakse
fosfortileerimisest soltuvalt. Metsiktiitipi Sicl(min) puhul toimus degradatsioon kiiresti,
soltudes vihesel miiral seondumismotiividest. Kui aga muteerida T33 fosfosait seriiniks ning
1abi selle teha Cksl-vahendatud fosforiileerimine aeglasemaks, on vdimalik teha substraate,

mille fosforiileerimine sdltub olemasolevast spetsiifilisest seondumismotiivist.

Muteerides tsiikliini CIb5 on voimalik luua Clb5-Cdkl mutante, mis fosforiileerivad

spetsiifiliselt kas RxL vdi NPF motiiviga substraate.
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Mapping of CDK inhibitory docking motifs on Sicl

Reelika Schilf
Summary

In this thesis the aim was to study Sicl C-terminal inhibitory domain and its possible linear
motif, that would stimulate phosphorylation and that could be used to direct substrate
phosphorylation. Different cyclin-Cdkl complexes were used for identifying the possible
docking motif.

Sicl inhibitory domain consists of 70 amino acids from the C-terminal inhibitory domain. By
removing those amino acids, we have a noninhibitory Sic1AC. During in vitro kinase assays, it
was seen that Sicl has a part in its inhibitory domain, that stimulates phoshorylation. Extending
the Sic AC mutant by 10 amino acids, we get a higher phoshorylation rate, indicating that there

could be a docking motif.

To map the possible docking motif, the conserved amino acids found in the area
(*'SKNPFAS??!) were mutated into alanines. When amino acids >'’NPF?!° were mutated, there
was low phosphorylation signal, meaning that NPF could be a possible short binding motif for

cyclin docking.

Analysing the inhibitory domain of Sicl, it was seen that there are differences in inhibition with
different cyclin-CDK complexes. It turned out that the inhibitory domains N- and C-terminal

parts bind to cyclin, but the middle part binds to Cdk1.

A short Sicl mutant was made (Sicl(min)), that is degrades by phosphorylation by Cdkl1. By
analysing the Sicl(min) phosphorylation, it was seen that effective Clb5-Cdk1 phosphorylation
depends on the NPF motif. If you extend the Sicl(min) mutant with amino acids from the

inhibitory domain, it slows down the phosphorylation rate.

It was seen that Sicl(min) mutant with NPF motif is phosphorylated more effeciently than
Sic1AC. With fluorescense microcopy it was seen that Sicl(min) degradation depends from its
phosphorylation. Sic(min) wildtype was degraded fast, meaning that it doesn’t depend on its
docking motif. When phoshositie T33 was mutated into S33, the Cksl mediated
phosphorylation is slower and with that it is possible to make substrates that depend on the

specific docking motif NPF.
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LISAD

Lisa 1.

S. cerevisiae ASDEL
C. glabrata ASDDY
T. delbrueckit Q8EEV
V. polyspora FEDS I
Z. rouxi Q8SSP
K. lactis LENN I
E. cymbalariae LSDEF
L. meyersii EGGST
K. africana ESTKY
N. castelli MDSKV
A. aceri LOE LACGA
C. jadinii  AELH Bsss

Lisa Joonis 1. Konserveerunud NPF motiiv erinevates parmi liikides. Joonisel toodud Sicl
homoloogide konserveerunud motiiv eri parmi liikides, mis viks toimida kui seondumismotiiv
ning stimuleerida fosforiileerimist.
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Lisa 2

Lisa Joonis 2. Clb5-Cdk1-Cksl kompleksi struktuurmudel koos ClbS muteeritud
aminohapetega. Joonisel Cksl virvitud kollaseks, Cdkl siniseks. ning CIb5 lillaks. CIb5
pinnal on kollasega mérgitud F284A, punasega M1 mutandi mutatsioonid (V208A, F212A,
Y267A ja 1268 A) ning rohelisega hpm mutandi mutatsioonid (M197, L201 ja W204).
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