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INFOLEHT

Rakutsiiklist soOltuvate ostsillaatorite ekspressiooni reguleerimine siinteetilise

transkriptsioonifaktori abil Saccharomyces cerevisiae’s

Rakutsiikli faaside vaheldumine on kontrollitud 1dbi tsiikliin-Cdk1-Cksl ning APC/C
komplekside. Kompleksis olevatel valkudel on erinevad funktsioonid: Cdk1 fosforiiiilib oma
substraatidel spetsiifilisi aminohappelisi jirjestusi — fosfodegroneid, Cksl seob fosforiiiilitud
treoniine ning erinevate faaside tsiikliinid ning APC/C kompleks tunnevad &ra erinevaid

seondumismotiive.

Substraatidel komplekside poolt dratuntavaid spetsiifilisi aminohappelisi motiive on vdimalik
kasutada siinteetilises bioloogias moodulitena. Taoliste moodulite kasutamine véimaldab luua
ortogonaalsed rakutsiiklist soltuvad ostsilleeruvad siinteetilised transkriptsioonifaktorid, mida

on voimalik kasutada néieteks rakuvabrikutes erinevate geenide regulatsioonis.
Mairksonad: degron, fosfortiiilimine, kinaas, rakutsiikkel, transkriptsioonifaktor
CERCS kood: P310 (Proteiinid, ensiitimid)

Regulation of expression in cell cycle dependent oscillators via synthetic transcription

factor in Saccharomyces cerevisiae’s

Cell cycle phase alternation is controlled through cyclin-Cdk1-Cksl and APC/C complexes.
The proteins in the complex have diferent functions: Cdk1 phosphorylates specific amino acid
sequences on its substrates - phosphodegrons, Cks1 binds phosphorylated threonines. Cyclins

of different phases, and the APC/C complex recognize different binding motifs on substrates.

Specific amino acid motifs recognized by the complexes on substrates can be used as modules
in synthetic biology. The use of such modules makes it possible to create orthogonal cell cycle-
depent oscillating synthetic transcription factors that can be used, for example in the regulation

of various genees in cell factories.
Key words: degron, phosphorylation, kinase, cell cycle, transcription factor

CERCS research code: P310 (Proteins, enzymology)
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KASUTATUD LUHENDID

APC/C — anafaasi viiv kompleks/tsiiklosoom (i.k anaphase promoting complex/cyclosome)
CDK - tsiikliinsoltuv kinaas (i.k cyclin-dependent kinase)

CKI - tsiikliinsdltuva kinaasi inhibiitor (i.k cyclin-dependent kinase inhibitor)

Cks1 — tsiikliinsotluva kinaasi subiihik 1 (i.k cyclin-dependent kinase subunit 1)

ClIb — B-tiiiipi tsiikliin

Cln — G1-faasi tsiikliin

D-box — (i.k destruction box), APC/C aktivaatorit siduv motiiv

FACS - fluorestsents-signaali detekteeriv ldbivoolutsiitomeeter (i.k fluorescence activated cell

sorter)

Farl — (i.k Factor ARrest 1), Cdk1 inhibiitor

eGFP - eukartliootne roheliselt fluorestseeruv valk (i.k eukaryotic green fluorescent protein)
MBF - transkriptsiooni kompleks, mis reguleerib transkriptsiooni G1/S tileminekul

SBF — transkriptsiooni kompleks, mis alustab G1/S iileminekul transkriptsiooni

SCF — Skp1-Cullin-1-F-box valk kompleks (i.k Skp1-Cullin-1-F-box complex)

Sicl — Cdk1 substraadi inhibiitor 1 (i.k Substrate Inhibitor of Cdk 1)

ssDNA — iiheahelaline 16he sperma DNA (i.k salmon sperm DNA)



SISSEJUHATUS

Rakutsiikkel on protsess, mille kdigus rakk lébib tiitarrakkudeks jagunemise kdigus hulga
tapselt reguleeritud etappe. Pagaripdrmis on peamiseks rakutsiikli regulaatoriks tsiikliinsdltuv
kinaas Cdkl, mis moodustab koos Cksl fosfoadapteri ning erinevates rakufaasides
ekspresseeritavate tsiikliinidega aktiivse kompleksi. Kokku on pagariparmis 9 tsiikliini, mis
mojutavad tsiikliin-Cdk1-Cks1 kompleksi substraatspetsiifilisust. Need ekspresseeruvad

ostsilleeruvate lainetena 14bi kogu rakutstikli.

Tsiikliin-Cdk1-Cks1 kompleksi mdju substraatidele on reguleeritud Iébi spetsiifiliste motiivide,
mille abil on vodimalik kompleksil seonduda ning substraatvalk fosforiiiilida. Osasid
fosfortiiilitud substraatide motiive — degroneid - tunnevad dra SCF kompleksid, mis saadavad

valgu proteosoomi lagundamiseks.

Kombineerides tsiikliin-Cdk1-Cksl ning APC/C omaseid erinevaid seondumismotiive, on
vOimalik luua uudsete degradatsiooniprofiilidega siinteetilisi ostsillaatoreid. Kiesoleva
magistritoo eesmirgiks oli disainida ning testida erinevate ostsillatsioonimustritega siinteetilisi
transkriptsioonifaktoreid, lisades siinteetilisele transkriptsioonifaktor LexA-le tsiikliin-Cdk1-
Cksl ning APC/C kompleksidele poolt dratuntavaid degronimotiive. T66s on kasutatud kahe
Cdkl inhibiitori - Sicl ning Farl - fosfodegroneid, milles muteeriti erinevaid
seondumismotiive rakutsiiklist soltuva valkude ekspressiooniprofiili muutmiseks. Hilises M- ja
Gl-faasides degradatsiooni moduleerimiseks lisati Farl konstruktidele APC/C spetsiifiline
degron CIb5 N-terminusest. Muutusi ekspressioonis jdlgiti in vivo fluorestsentmikroskoopia

abil.

Uue degradatsiooniprofiiliga siinteetilisi ostsillaatoreid on vodimalik tulevikus kasutada
rakuvabrikute loomisel, et reguleerida valkude ekspressiooni, véltimaks toksiliste

vaheproduktide akumuleerumist rakkudes.
Kiesolev magistritdd on valminud Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudi molekulaarse

siisteemibioloogia laboris.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1.  Pagaripirmi rakutsiikkel

Pagaripidrm ehk Saccharomyces cerevisiae on liks enim uuritud mudelorganismidest. Laboris
mudelorganismidena kasutatavad parmitiivede abil on voimalik uurida mitmeid rakus toimivaid
mehhanisme, sealhulgas rakutsiiklit ning selle regulatsiooni. Rakutsiikli pohiliseks eesméargiks

on luua kaks identse parilikkusinfoga tiitarrakku (Morgan, 2007).

Rakutsiikkel jaguneb kaheks pohifaasiks, mida eraldavad kaks vahepealset faasi. POhifaasideks
on siinteesifaas ehk S-faas, kus toimub DNA replikatsioon, ning jagunemisfaas ehk M-faas, kus
kromosoomid lahknevad ning need jaotatakse kahe tekkiva tiitarraku vahel. Vahefaasid on
vastavalt G1 ja G2, millest esimene eelneb S-faasile, ning teine eraldab S- ja M-faasi (joonis

1). Alternatiivselt voib seda nimetada G2/M-faasiks, kuna nende iileminekut on keeruline paika

panna.
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Joonis 1. Rakutsiikkel jaguneb kahte pohifaasi, milleks on siinteesifaas S ning mitoosifaas M,
ning neid eraldavasse kahte vahefaasi G1 ning G2. M-faas jaguneb veel kaheks: mitoos ning

tstitokinees (Kdivomagi ja Loog, 2018).

M-faas jaguneb kaheks suuremaks protsessiks, millest esimene on mitoos. Mitoos jaguneb
viieks etapiks, mille jooksul toimub tuuma jagunemine: profaas, prometafaas, metafaas, anafaas
ning telofaas. Profaasis toimub sdsarkromatiidide kondenseerumine ning mitoosikéévi
formeerumine, prometafaasis kinnituvad mitoosikddvi  kinetohoori = mikrotuubulid
kromosoomide kiilge, metafaasis segregeeritakse kromosoomid ning toimub ka kromosoomide
joondamine ekvaatorile, anafaasis toimub kinetohoorsete mikrotorukeste liihenemine ning

tsentrosoomide litkumine poolustele, telofaasis tuumamembraani fragmentide koondumine
8



kromosoomide imber ja kontraktilise ronga formeerumine. Mitoosile jargneb tsiitokinees, kus
toimub tsiitoplasma jagunemine ning tekkinud kahe raku eraldamine (Kdivomégi ja Loog,

2018).

Rakutsiikli kontrollpunktides kontrollitakse 14dbi erinevate signaalide raku valmisolekut
jargmisesse faasi edenemiseks. Kolm olulisemat kontrollpunkti on Start-punkt ehk G1/S-faasi
kontrollpunkt, mitoosi alustamine ning metafaasi-anafaasi iileminek. Start punktis alustab rakk
jagunemiseks sobilikel tingimustel DNA replikatsiooni. G2/M {ileminekul kontrollitakse DNA
kahjustusi ning replikatsiooni Idpetamist, et liikuda edasi mitoosi. Metafaasist anafaasi

minekuks kontrollitakse kd4dvi moodustumist sdsarkromatiidide eraldamiseks (Morgan, 2007).
1.2.  Tsiikliin-Cdk1-Cks1 kompleksid

Tsiikliinid on koikides eukariiootsetes rakkudes esinevad valgud, mis omavad tédhtsat
funktsiooni rakutsiikli regulatsioonis (Heldt ja Piechulla, 2011). Rakutsiikli jooksul vdib
erinevate tsiikliinide tasemeid kujutada ostsilleeruvate ning osaliselt kattuvate lainetena
(Kdivomigi et al., 2011a; Morgan, 2007). Pagaripdrmis on leitud kahte tiilipi rakutsiiklit
reguleerivaid tsiikliine: G1 tstikliinid ehk Cln-id ning B-tiiiipi tsiikliinid ehk Clb-id. G1 tsiikliine
on kolm, Clnl, CIn2 ja CIn3 (joonis 2). G1-faasi tsiikliiniks on Cln3, ning Cln1 ja Cln2 loetakse
G1/S-faasi tsiikliinideks. B-tiiiipi tsiikliine on kuus: Clbl, Clb2, Clb3, Clb4, CIb5 ja Clb6. S-
faasi tsiikliinid on CIb5 ja CIb6, G2/M-faasi tsiikliinid on CIb3 ja Clb4 ning M-faasi
tstikliinideks on Clb1 ja CIb2 (joonis 2) (Bloom ja Cross, 2007; Nasmyth, 1996).



G1-faas S-faas M-faas

Joonis 2. Pdrmis leidub kaht tiitipi tsiikliine: Cln ja Clb. Cln tsiikliinid on ekspresseeritud G1
ning G1/S-faasis. Clb tsiikliinid on ekspresseeritud S-faasist M-faasini, kus S-faasi tstikliinid
on CIb5,6, G2/M-faasi tsiikliinid on CIb3,4 ning M-faasi tsiikliinid on Clbl,2 (kohandatud
Bloom ja Cross, 2007).

Tsiikliinsdltuvad kinaasid (Cdk) kuuluvad proteiinkinaaside hulka, mis kataliiiisivad ATP
fosfaatriihmade kovalentset sidumist substraatvalkude seriini voi treoniini korvalahelatele.
Fosforiililides voib muutuda substraadi ensiimaatiline aktiivsus, konformatsioon voi selle
interaktsioon teiste valkudega, samuti ka asukoht rakus (Harashima et al., 2013; Morgan, 2007).
Kuna Cdk-d fosforiiiilivad substraatides leiduvaid seriine ja treoniine, nimetatakse neid seriin-
treoniinkinaasideks (Bloom ja Cross, 2007). Pagaripdrmi Cdc28 ehk Cdkl1 on tsiikliinsdltuv
kinaas, mida nimetatakse ka rakutsiikli keskseks regulaatoriks (Mendenhall ja Hodge, 1998).
Cdk1 tase on rakus konstantne ning liias vorreldes tsiikliinidega (joonis 3) (Mathiasen ja Lisby,

2014).
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= G1-CDK = S-CDK = G2-CDK = M-CDK
CDK tase

Tsikliinide tase

G1 S M G1

Joonis 3. Tsiikliinide tase ostsilleerub rakutsiiklist soltuvalt, ent Cdkl tase on nendega

vorreldes alati liias (kohandatud Ord et al., 2019a).

Tstikliinsotluva kinaasi subiihik 1 (Cksl) on fosfoadaptorvalk, mis on kompleksis Cdk1-ga.
Cksl-s leiduv katioonne tasku seob osaliselt fosfortiiilitud valke paremini Cdkl kompleksi

kiilge (McGrath et al., 2013).

Tsiikliin-Cdk1-Cks1 kompleksi tekkimiseks ning kinaasi aktiveerimiseks on vajalik Cdkl
seondumine tstikliiniga (Egan ja Solomon, 1998; Mendenhall ja Hodge, 1998). Aktiveerimisel
muutub Cdk1 aktiivsaidi konformatsioon substraatide fosfortiiilimiseks sobilikuks (Holt, 2012).
Tsiikliin-Cdk1-Cks1 sdltuv substraatide multifosforiitilimine ehk mitme saidi fosforiililimine
on kontrollitud fosforiililitavate saitide kaugustest, seriinide ja treoniinide vaheldumisest

fosfoakseptoritena ning tsiikliinide seondumismotiivide paigutusest (Kdivomaégi et al., 2013).

Rakutsiikli alustamiseks Start-punktis on vajalik G1/S- ja S-faasi tsiikliinidega seotud tsiikliin-
Cdk1-Cks1 komplekside tekkimine (joonis 6). Selle tulemusena fosforiililitakse valke, mis
lilkkavad kdima nditeks DNA replikatsiooni ja k&dvi polaarkeha duplikatsiooni. M-faasi
tstikliin-Cdk1-Cks1 komplekside aktiveerimine viib raku mitoosi. Spindli moodustamiseks
vajalike valkude fosforiiiilimise tulemina siseneb rakk metafaasi. M-faasi tsiikliin-Cdk1-Cks1
kompleksid aktiveerivad APC/C-d, mis pdhjustab l&bi negatiivse tagasiside tsiikliinide
proteoliiiitilise lagundamise ja mille tottu saavad sosarkromatiidid eralduda. Tsiikliinide
lagundamine pohjustab Cdk inaktiveerimise ning fosfataasid defosforiiiilivad Cdk substraadid.
Spindleid eraldavate valkude defosfortiiilimisel eraldatakse spindlid, mis 1dpetab mitoosi ning

algatab tsiitokineesi (Morgan, 2007).
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APC ja CDK inhibiitorite
G1/5-tsiikliin S-tsiikliin M-tsiikliin aktiivsus

S -

-

G1/S-CDK  S-CDK M-CDK APC
_ghage il
tsiikliin u
¥y 4 ¥ ¥
et | == G2 [N G

start G2/M metafaas-anafaas
L M 1

Joonis 4. Rakutsiikli Start-punktis aktiveeritakse G1/S-faasi tsiikliin-Cdk1 kompleksid ning S-
faasi minekuks S-faasi tsiikliin-Cdk1 kompleksid. S-faasi tsiikliin-Cdk1 komplekside aktiivsus
plsib korge ldbi S- ja G2-faaside ning viib M-faasi tsiikliin-Cdk1 komplekside aktiveerimiseni.
M-faasi tsiikliin-Cdk1 komplekside aktiveerimine aktiveerib ka APC/C kompleksi, mis viib
omakorda S-faasi tsiikliin-Cdkl ning M-faasi tsiikliin-Cdkl komplekside lagundamiseni
(Kdivomaigi ja Loog, 2018).

G1-faasis soltub CIn3-Cdk1-Cks1 komplekside tase soodsatest keskkonnatingimustest. Headel
tingimustel tduseb kompleksi tase piisavalt korgeks ja fosforiililib Whi5. Whi5 on rakutstikli
initsiatsioonil transkriptsiooniks vajaliku SBF(Swi4/Swi6) kompleksi inhibiitor, mis
dissotseerub fosforiiiilimise tagajarjel SBF kompleksilt ning kompleks muutub aktiivseks. SBF
seondub CLN1 ja CLN2 promooteritele, aktiveerides nende geenide transkriptsiooni (joonis 5).
SBF vabastamisel aktiveeritakse ka MBF transkriptsioonifaktor, mis loob positiivse
tagasisideahela Clnl ja ClIn2 transkriptsiooniks, mis on vajalikud G1/S-faasi iileminekuks.
CIn2-Cdk1-Cks1 kompleks fosforiiiilib dissotseerunud Whi5 ning Whi5 viiakse tuumast vilja
(Bertoli et al., 2013; Bhaduri et al., 2015; Doncic et al., 2011). MBF aktiveerib ka CIb5/6
transkriptsiooni (Atay et al., 2016).

12



Joonis 5. CIn3-Cdkl kompleksi aktiveerimine soodsatel tingimustel pdhjustab Whi5
fosfortiilimise. Whi5 on SBF transkriptsioonifaktori inhibiitor ning Whi5 fosforiiiilimise
tulemusena aktiveeritakse SBF. SBF seondub CLN1 ja CLN2 promootoritele, aktiveerides
CLNI1 ja CLN2 transkriptsiooni. SBF aktiveerimine aktiveerib ka MBF transkriptsioonifaktori
ning sellega CLB5 ja CLB6 geenide transkriptsiooni. Samuti loob MBF aktiveerimine
positiivse tagasiside CLN1 ja CLN2 transkriptsiooniks (kohandatud Bertoli et al., 2013).

1.3.  Cdkl inhibiitorid

Geeniekspressiooni uuringud on ndidanud, et rakutsiikli jooksul on ligi 800-1200 geeni, mille
transkriptsioon muutub rakutsiikli viltel ehk vdivad olla rakutsiiklist soltuvad vdoi seda
reguleerivad. Tsiikliinide ja tsiikliin-Cdk1-Cks1 kompleksi transkriptsiooniliste regulaatorite
pohilistes vorgustikes on édra toodud 27 geeni, millest 10 kodeerivad transkriptsioonifaktori
valke ning 17, mis kodeerivad tsiikliine ja tsiikliin-Cdk1-Cks1 regulaatoreid (Cosentino et al.,

2011).

Tsiikliin-Cdk1-Cks1 regulaatorite alla kuuluvad niditeks CKI-d ehk tsiikliinsdltuva kinaasi
inhibiitorid. CKI-de funktsiooniks on tsiikliin-Cdk1-Cksl kompleksidega seondumine ning
nende inaktiveerimine. CKI seondumisel kompleksiga muutub Cdk aktiivsaidi struktuur, mis

blokeerib substraadi seondumist aktiivsaiti. Rakkudes on enim levinud G1/S- ja S-faasi

tstikliin-Cdk1 komplekside inhibiitorid (Alberts, 2015).

Cdk substraadi inhibiitor 1 (Sicl) on B-tiilipi CKI, kuna mdjutab eelkdige B-tiiiipi tsiikliine,
olles ekspresseeritud hilisest M-faasist hilise Gl-faasini. Mitoosifaasis inaktiveerib Sicl
mitootilisi tsiikliin-Cdk1-Cks1 komplekse ning G1-faasis hoiab dra varajase S-faasi tstikliin-
CDK-de aktiveerimise, voimaldades digeaegset S-faasi sisenemist (Barberis, 2012; Lengronne
ja Schwob, 2002; Schwob et al., 1994). Sicl aktiivsus sdltub Cln-ide aktiivsusest ning Cdc34

13



ubikvitiini-konjugeerivast ensiitimist ning Sicl fosforiiiilimine ja lagundamine viib raku Start

punktis replikatsioonini (Schneider et al., 1996).

Sicl transkribeerimiseks on vajalik Swi5 transkriptsioonifaktori scondumine Sicl promooterile
(Knapp et al., 1996). Swi5 tuumaimporti inhibeerivad Clb-Cdk1-Cksl kompleksid, olles
negatiivseks regulaatoriks SwiS5-le. Cdcl4 on fosfataas, mis defosforiiiilib nii Swi5 kui Sicl,
aktiveerides Swi5 tuumaimpordi ning sellega sihtmarkgeenide transkriptsiooni. Fosforiiiilimine
saadab Sicl degradeerimisse ning aktiveerib S-faasi tsiikliin-Cdk1 kompleksid (joonis 6).
G1/S- ning S-faasi tsiikliin-Cdk1 kompleksid inhibeerivad G1- ja S-faasis Swi5 ning Sicl

akumulatsiooni rakus (Barberis, 2012; Visintin et al., 1998).

aktiivne
Cdk1 cin1,2-Cdk1 kompleks

Cin1,2 ‘

(G1/8 tsikliinid)

Start i
Cak1 goid!
Clb5,6 4 . S-faas
(S tsiikliinid) . "
X inaktiivne aktiivne
Sic1 Clb5,6—-Cdk1 kompleks CIb5,6-Cdk1 kompleks

-
-l

SCF Cde4 gyunab Sic1
lagundamisele

Joonis 6. Start-punktis aktiveeritakse G1/S- ja S-tsiikliinide tootmine, mis moodustavad
kompleksi Cdkl-ga. Sicl seondumine inaktiveerib S-faasi tsiikliin-Cdk1l komplekside
aktiivsust. SCF®4* tunneb #ra fosforiiiilitud Sicl ning suunab inhibiitori lagundamisesse.
Aktiivsed G1/S- ja S-faasi tsiikliin-Cdk1 kompleksid inhibeerivad Sicl kogunemist rakus
(kohandatud Morgan, 2007).

Farl valk on Cdk1 inhibiitor, mis arestib paardumisferomoonide juuresolekul rakutsiikli G1-
faasis ning soodustab paardumisgeenide transkriptsiooni. Rakutsiikli arestimine toimub 1dbi
G1-tsiikliin Cln2 inhibeerimise (Chang ja Herskowitz, 1990). B-tiiiipi tsiikliinid reguleerivad
Farl taset rakus (Doncic ja Skotheim, 2013). CIn-Cdk1-Cks1 kompleks fosforiiiilib Farl ning
see lagundatakse 1dbi ubikvitiin-sdltuva proteoliiiisi (Peter ja Herskowitz, 1994; Peter et al.,
1993). Valku lagundatakse aktiivselt Start-punktist mitoosist véljumiseni ning on rakus

lagundamata kujul vaid G1-faasis (Henchoz et al., 1997).
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1.4. Tsiikliin-CDK-Cks komplekside substraatspetsiifilisus

Valkude globulaarseid domeene on peetud pdhiliseks valk-valk interaktsioonide vahendajaks
(Davey et al., 2011). Viimasel paarikiimnel aastal on valkudes leitud mitteglobulaarseid alasid,
milles asuvad funktsionaalsed liihikesed 3-10 aminohapet pikad motiivid. Need on enamasti
paigutunud viljaulatuvatesse lingudesse, et interakteeruda teiste valkudega ning on erinevate
liikkide seas tugevalt konserveerunud. Selliste lithikeste motiivide alla kuuluvad néiteks
fosfortiiilimissaidid, lokalisatsioonisignaalid ja seondumisalad. Oma madala afiinsuse tottu on
need voimelised kiiresti kohanema ning vaid iiks mutatsioon motiivis vdib seondumist takistada

(Davey et al., 2015; Neduva ja Russell, 2005; Puntervoll et al., 2003).

Cdk1 fosforiitilimissaidi optimaalne konsensusmotiiv substraadil on [S/T]Px[K/R], kus S/T on
fosfortiilitav seriin voi treoniin, P on proliin, x on suvaline aminohape ja K/R positsioonil
positiivselt laetud aminohapetest kas liisiin vO0i arginiin (joonis 7). Fosforiiiilitavale
aminohappele jargnev proliin muudab peptiidahela konformatsiooni fosforiiiilimiseks
sobivasse asendisse ning on vdimeline moodustama vesiniksideme kinaasiga. Proliinist +2
positsioonis aminohape ei seondu kinaasiga, ent pikk alifaatne aminohape positiivselt lactud
korvalahelaga tdstab oluliselt substraadi fosfortiiilimise tdhusust, luues samuti vesiniksideme
(Brown et al., 1999; Kdivomégi ja Loog, 2011; Kdivoméagi et al., 2011a). Minimaalseks
motiiviks loetakse [S/T]P motiivi, kus seriinile vdi treoniinile jargneb proliin. Sicl jérjestuses
paikneb kokku 10 fosforiiiilimissaiti, millest 3 moodustuvad konsensusmotiivid ning 7
minimaalmotiivid. T48 positsiooni fosforiiiilimissait pole klassikalise motiiviga sait, ent on

osaks disfosfodegronist (Kdivomaégi et al., 2011a).
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CDK aktiivsait

| /| Tsukiiin/  S/TPXKIR ja SITP motiivid
- . E*;-——-Cks1 fosfaadi seondumistasku
\Cks 1. substraadi fosforuiilitud treoniinijaggid

Joonis 7. Tsiikliin-Cdk1-Cksl kompleks tunneb substraadil dra erinevaid motiive, millega
lagundamise spetsiifilisust reguleerida. Erinevad tsiikliinid tunnevad é&ra erinevaid
seondumismotiive substraadil, nditeks RxL, LxF ning LP-motiivid. CDK konsensusmotiiviks
substraatidel on S/TPxK/R, minimaalmotiiviks sellest S/TP. Fosfoadapter Cksl seondub

substraadil fosfortiiilitud treoniinijddgiga (kohandatud Kdivomaégi et al., 2013)

Cdkl1-tsiikliin - komplekside substraatspetsiifilisus toimib 14bi spetsiifiliste valk-valk
interaktsioonide. S-faasi tsiikliinidel nagu CIb5 on hiidrofoobne tasku, millega on vdimalik
substraatidel dra tunda RxL jarjestust ehk Cy motiivi, kus R on arginiin, x suvaline aminohape
ning L on lisiin (Wilmes et al., 2004). G1-tiiiipi tsiikliinide substraatidel on avastatud LLPP
motiiv — LxxP®Ox®, kus L on leutsiin, x suvaline aminohape, P on proliin ning ® on
hiidrofoobne aminohape (Bhaduri ja Pryciak, 2011; Kodivomigi et al., 2011b). M-faasi
tstikliinide Clb1,2 substraatidel on leitud LxF motiiv, kus L on leutsiin, x suvaline aminohape

ning F on feniiiilalaniin, mis on leitud niiteks Cdc6-1 (Ord et al., 2019b).

Fosfoadapter Cksl seondub substraadil kindlates positsioonides eelnevalt fosforiiiilitud
treoniinidega, aga mitte seriinidega (Koivomagi et al., 2013; McGrath et al., 2013; Tyanova et
al., 2013). Sicl wvalgus on leitud kolm saiti, mis kéituvad multifosforiiiilimisel
praimimissaitidena, seondudes Cksl-ga: TS5, T33 ning T45, Farl valgu puhul seondub
Cks1 306. positsioonis oleva treoniiniga (Kdivomagi et al., 2011b; Valk et al., 2013).

1.5. Valkude degradatsioon pirmis

Rakutsiiklit reguleeritakse 14bi valkude selektiivse ja digeaegse lagundamise (Teixeira ja Reed,

2013). Ubikvitiin-proteasoom-vahendatud proteoliiiisil on vdimalik valke lagundada mitte-
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liisosomaalselt (Pagano, 1997). Ubikvitineerimine aitab 1dbi spetsiifilise valkude dratundmise

kontrollida substraatide funktsiooni, paiknemist ning stabiilsust (Teixeira ja Reed, 2013).

Proteosoome leidub eukariiootsete rakkude tuumas ning tsiitoplasmas, jagunedes rakus laiali
rakutsiiklist sdltuvalt (Baumeister et al., 1998). Ubikvitineeritud substraate tunneb dra 26S
proteasoom, kus toimub proteoliiiis (Teixeira ja Reed, 2013). 26S proteasoom koosneb kesksest
20S kompleksist, millest iithel voi mdlemal pool paiknevad 19S kompleksid. 19S kompleksid
vastutavad ubikvitineeritud valkude dratundmise eest ning muudavad valgu 20S kompleksile

lagundamiseks sobivaks (Baumeister et al., 1998).

Ubikvitiin on viéike (6 kDa) ning korgelt konserveerunud valk, mis liidetakse Iédbi
ensiimaatiliste reaktsioonide kaskaadi kovalentse sidemega substraadi kiilge (Teixeira ja Reed,
2013). Ubikvitineerimise esimeses etapis liidetakse ubikvitiin ATP-st soltuvalt tioester
sidemega ubikvitiini-aktiveeriva ensiiimi (E1) kiilge. Aktiveeritud ubkivitiin liidetakse
ubikvitiini-konjugeeriva ensiiimi  (E2) tsiisteiini  jddgi kiilge, ning kas Kkoostdos
ubikvitiinligaasiga (E3) voi ilma liidetakse ubikvitiin sihtmérk wvalgu lisiini jddgiga.
Ubikvitiinligaasid vdimaldavad tdpsemat substraatide dratundmist 14bi spetsiifiliste motiivide

(Pagano, 1997; Page ja Hieter, 1999; Teixeira ja Reed, 2013).

SCF (i.k Skpi-Cullin-1-F-box) ja APC/C (i. k anaphase promoting complex/cyclosome)
kompleksid on rakutsiikli regulatsioonis tdhtsad ubikvitiinligaasid (E3), mis koosnevad mitmest
subiihikust ning on evolutsiooniliselt konserveerunud (Toda et al., 1999). SCF ja APC/C
kompleksid tunnevad &ra rakutsiiklis olulisi valke, muuhulgas ka tsiikliine. SCF kompleks
tunneb dra Clnl-3 ning CIb6 tsiikliine, APC/C Clbl-5 tsiikliine, saates nad proteosoomi

lagundamisesse (joonis 8) (Bloom ja Cross, 2007).
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Joonis 8. SCF™ suunab lagundamisesse CInl ja CIn2 tsiikliinid, SCF“** Clb6 tsiikliini ning
mdlemad kompleksid suudavad lagundamisesse saata ClIn3 tsiikliini. Ulejdsnud Clbl1-5

tsiikliine tunneb dra APC/C kompleks (kohandatud Bloom ja Cross, 2007).

SCF kompleks koosneb kolmest osast: Skp1, Cullin-1 ja F-boxi valgust. Skp1 seondub Cdc4-s
oleva F-boxi motiiviga. F-boxi valgud jagunevad kahte peamisesse klassi: WD-40 kordusi
sisaldavad valgud nagu Cdc4 ning leutsiini-rikkad kordusjérjestused nagu Skp2 ja Grrl. Sicl
valgu lagundamisel koosneb tipsem kompleks Skpl, Cdc53 ja Cdc4 valkudest ehk SCFCdc4
ning E2 ensiilimina osaleb Cdc34. On nédidatud, et S-faasi sisenemiseks on oluline SKP1,
CDC53 ja CDC4 geenide ekspressioon ning kompleksi poolt toimuv Sicl valgu lagundamine
(joonis 9) (Skowyra et al., 1997). SCF®* tunneb #ra Clb6 tsiikliine, SCFS™ Cln1 ja Cln2
tsiikliine ning CIn3 tunnevad dra mdlemad kompleksid (Landry et al., 2012).
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Joonis 9. CKI-sid, nagu nditeks Sicl ja Farl fosforiiiilib Cdkl kinaas. Fosforiiiilitud valku
tunneb dra SCF kompleksis olev F-boxi valk, mis koosto6s E1 ning E2 ubikvitineerivate

ensiiimidega ubikvitineerib CKI ning valk saadetakse lagundamisesse proteosoomi

(kohandatud Alberts, 2015).

APC/C on samuti mitmest subiihikust koosnev ubikviktiinligaas, mille eesmérgiks rakutsiiklis
on mitootiliste tsiikliinide lagundamine ning sdsarkromatiidide eraldamine (Ciosk et al., 1998).
Pagaripirmi APC/C kompleksis arvatakse olevat vihemalt 12 subiihikut. Kompleks vajab
aktiveerivat subiihikut, nditeks Cdc20 v6i Cdhl. Ka need subiihikud sisaldavad WD-40 kordusi
nagu SCF kompleksi Cdc4 valk. Cdc20 on oluline sdsarkromatiidide lahknemist takistava
sekuriini lagundamiseks. Mitootiliste Cdk1 komplekside tase stimuleerib kompleksi aktiivsust
ning sdsarkromatiidide lahknemisel lagundatakse tsiikliinid ning Cdk1 inaktiveeritakse (joonis

10) (Alberts, 2015; Irniger ja Nasmyth, 1997; Morgan, 2007, 1999).
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Joonis 10. APC/C kompleksi aktiveerib aktiveeriv subiihik, Cdc20 voi Cdhl. M-tsiikliinide
lagundamise puhul aktiveerib Cdc20 APC/C kompleksi, mis tunneb dra M-faasi tsiikliin-Cdk1
komplekse. Koos E1 ning E2 ensiiimidega ubikvitineeritakse tsiikliin ning saadetakse

lagundamisesse (kohandatud Alberts, 2015).

APC/C! on aktiivsus tduseb anafaasi alguses ning kompleksi aktiveerimiseks on vajalik
APC/CC420  substraatide lagundamine. Kompleksi aktiivsus langeb S-faasi alguseks.
APC/CC%20 on aktiivne G2-faasi 10pust G1-faasi alguseni (joonis 11). Cdc20 tunneb &ra D-boxi
ja ABBA motiive, Cdhl nii D-boxi motiive kui KEN-boxi motiive. Spindli moodustumise
kontrollpunkt kontrollib APC/C®%? aktiivsust, spindli paiknemise kontrollpunktis reguleerib
Cdc14 fosfataas APC/C® kompleksi moodustumist 1dbi Cdh1 defosforiiiilimise (Castro et al.,
2005; Irniger, 2002; Lu et al., 2015).
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Joonis 11. Mitoosifaasi olulisteks kompleksideks on M-faasi tsiikliin-Cdk 1 kompleks ning kaks
APC/C kompleksi, mis erinevad teineteisest aktiveeriva subiihiku poolest. M-faasi tsiikliin-
Cdkl komplekside eesmérgiks on raku metafaasi sisenemine ning kompleksid on aktiivsed
alates G2-faasi 10pust. APC/C aktiveerivateks subiihikuteks on Cdc20 ning Cdhl. Cdc20 on

kompleksis aktiivne kogu mitoosi viltel, Cdh1 hilisest mitoosist S-faasi alguseni. APC/C4?0

kompleksi t66 on lagundada sekuriin ning mitooti tsiikliinid ja inaktiveerida Cdk1. APC/C“40!
lagundab APC/C®2° komplekse ning S-faasi tsiikliine ja aitab rakul piisida G1-faasis

(kohandatud Morgan, 2007).

APC/C tunneb t66s kasutatava Clb5 N-terminuses dra erinevaid motiive, nditeks D-boxi, KEN
boxi ning ABBA motiivi. D-boxi minimaalne konsensusmotiiv on RxxL, téielik
konsensusmotiivi jirjestus on RxxLxxxx[N/D/E], on APC/C¢%?° ja APC/C®%! substraadiks,
kus R on arginiin, x suvaline aminohape, N on asparagiin, D aspartaat ning E glutamaat (King
et al., 1996). KEN box koosneb liisiinist, glutamaadist ning asparagiinist ning on APC/C¢"!
substraat (Pfleger ja Kirschner, 2000). ABBA motiiv CIb5-s on APC/CC4% substraat, mille
konsensusmotiiv on FX[I/L/V][F/H/Y]X[D/E], kus F on feniiiilalaniin, X suvaline aminohape,
I on isoleutsiin, L on leutsiin, V on valiin, H on histidiin, Y on tiirosiin, D on aspartaat ning E

on glutamaat (D1 Fiore et al., 2015; Lu et al., 2015). Cdc20 sisaldab ka ise KEN-boxi, mis teeb
ta Cdhl-le substraadiks (Pfleger ja Kirschner, 2000).

1.6. Valkude degradatsioon fosfodegronite abil

Degronid ehk degradatsiooni signaalid on lithikesed jarjestusmotiivid valkudes, mida tunnevad
dra ubikvitiinligaasid. Degronite abil on vdimalik valkude eluiga in vivo liilhemaks teha

(Varshavsky, 1991, 2019). Degroneid sisaldavad siinteetilised siisteemid aitavad kontrollida
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valguekspressiooni, reguleerides erineva tasemega valkude lagundamise profiile (Chassin et al.,

2019).

Fosfodegron on lithike lineaarne motiiv, mida aktiveeritakse tihe vdi enama fosfaatrithma
lisamisega ning mida tunneb 4ra SCF““* kompleks (Holt, 2012). Difosfodegronid koosnevad
kahest 2-3 aminohappe kaugusel olevast fosforiiiilitud saidist (Valk et al., 2014).

Sicl valgus on avastatud kaks difosfodegronit, mis asuvad positsioonides Thr45 ja Thr48 ning
Ser76 ja Ser80, mida fosforiitilivad S-faasi tsiikliin-Cdk1 kompleksid (joonis 12). Sicl puhul
algab multifosforiiiilimine G1-faasi tsiikliin-Cdk1 kompleksidega N-terminaalsetest Thr2, Thr5
ning Thr33 saitidest (joonis 13) (Kdivomagi et al., 2013).

f Fosforuiilitav sait ?f Difosfodegron

Cks1-sdltuv

fosforiitilimise rada
=
O
- * q— Kinaasi dokkimismotiiv
afls a3 45 B4 76 | Beo 89 nifll 135 | [ 101
MTPSTPPR TPQK  TPSTTK  SPQRSPFPRTLF RILFVLLPP  TFSD SPKN h
Fosfo-praimimise  Difosfodegroni Tstikliini Inhibitoorne moodul - Kinaasi inhibitoorne motiiv
moodul moodul dokkimismoodul

Joonis 12. Joonisel on toodud Sicl regulatsiooni olulisemad aminohappejérjestused ning
protsessid. Sicl lagundamisesse suunamine toimub multifosforiitilimise teel, kus osalevad G1-
faasi ning S-faasi tsiikliinid. Cdkl tunneb &ra Sicl valgul 10 Cdkl-siduvat motiivi, mille
minimaalmotiiviks on S/TP. Protsessi vahendab Cks1, mis seob fosforiiiilitud treoniine. Samuti
on olulised tsiikliinspetsiifilised dokkimismotiivid, mida tunnevad &4ra erinevate faaside
tsiikliinid, nagu RxL ning LP motiiv. C-terminaalselt paiknev inhibitoorne moodul inhibeerib

S-faasi tsiikliin-Cdk1 komplekside aktiivsust (kohandatud Venta et al., 2020)
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Joonis 13. Sicl multifosforiitilimine toimub lébi tsiikliin-Cdk1-Cks1 komplekside. Joonisel on
toodud Sicl N-terminaalne osa ehk 215 esimest aminohapet, kust on eemaldatud C-terminaalne
inhibitoorne domeen. Skeemil on toodud teadaolevad spetsiifilised seondumismotiivid selles
regioonis, mida tsiikliin-Cdk1-Cks1 kompleksid &ra tunnevad ning fosforiitilivad (kohandatud

Venta et al., 2020)

Farl valgus on samuti leitud difosfodegron, mille seriinid asuvad positsioonides 87 ning 91,
mida eraldavad proliinid (Henchoz et al., 1997; Valk et al., 2013). Kuigi Ser91 pole klassikaline
konsensusmotiiv, kuna seriinile ei jargne proliini, aitab CIb5-1 olev seondumismotiiv saiti

fosfortiilida (Valk et al., 2013).
1.7. Siinteetilised ostsilaatorid

Ostsillatsioon on levinud erinevates bioloogilistes siisteemides. Tuntumate ostsillatsiooni
protsesside alla kuuluvad néiteks kaltsiumilained, parmi gliikoliiiis, 66pdevane riitm taimede
puhul ning rakutsiikkel. Metaboliitsete ostsillaatorite puhul sdltub ostsillatsioon néiteks

erinevatest siisinikuallikatest (Patnaik, 2003).

Ostsillaatorid on alati millestki sdltuvad, mistottu on vdoimalik neid reguleerida. Muutes rakus
juba eksisteerivaid omavahelisi suhteid, on voimalik kontrollida ka neist sdltuvat
ostsillatsiooni. Rakutsiikli puhul on seega eesmirgiks muuta rakutsiikli kontrollelemente. Kuna
rakutsiikli regulatsioonil on suur roll ka fosfortiiilimisel ning erinevatel seondumismotiividel,

annab neid kasutada ka ostsilleerumise esilekutsumisel (Yang ja Ferrell, 2013).

Ostsilleerumise reguleerimisel on oluline roll positiivsel ja negatiivsel tagasisidel,
reaktsioonide kineetika, ajalise komponendi ning valkude ekspressiooni mojutamisel.
Siinteetilise bioloogia abil on vodimalik luua uue funktsionaalsusega kontrollitavaid
transkriptsiooni ning translatsiooni reguleerivaid mooduleid, mille abil on vdimalik reguleerida
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valkude ekspressiooni rakus, samuti kontrollida ajaliselt ekspresseerumist 1dbi faasispetsiifiliste

seondumismotiivide lisamise (Novak ja Tyson, 2008).

Tsiikliinide, Cdk1, Cks1 ning substraatide spetsiifilised seondumismotiivid loovad voimaluse
fosforiiiilimise abil luua soovitud liiliteid, mida kasutada rakutsiikli ostsillatsiooni robustsuse
tostmiseks (Kdivomaégi ja Loog, 2011). Muutes seondumismotiive, on voimalik kontrollida ka
erinevaid tasemeid valkude lagundamisel. Norgalt seonduvaid voi mitte-seonduvaid valke on
kehvem SCF ning APC/C kompleksidel lagundada, kuna dratundmismehhanismid ei to6ta ning
substraate ei saadeta lagundamisesse tédisefektiivsusega (Yang ja Ferrell, 2013). Ubikvitiini
lisamine sensorina sihtmérkvalgu kiilge voimaldab jdlgida valgu taset rakus (Chassin et al.,

2019).
1.8.  Siinteetilised transkriptsioonifaktorid

Transkriptsiooni kontrollimine on samuti {iks voimalusi ostsillaatorite loomisel. Siinteetilised
transkriptsioonifaktorid on raku transkriptsioonisiisteemiga ortogonaalsed ehk ei hiiri teiste
transkriptsioonifaktorite t66d. Samuti on voimalik tagada siinteetiliste transkriptsioonifaktorite
disainimisel suurem spetsiifilisus sihtmérkvalgu ekspressiooniks, reguleerides seondumist
DNA ahelaga. Siinteetiliste siisteemide loomine annab vdimaluse kasutada seondumisafiinsust,
promooteri disaini ning valk-valk interaktsioone soovitud geenide ekspressiooni
reguleerimiseks iilejaénud raku mehhanismidest sOltumatult. Siinteetiliste
transkriptsioonisiisteemide kasutamine aitab potentsiaalselt luua rakkudes uusi ning soltumatu
regulatsiooniga tootmisradu ning reguleerida olemasolevaid valke, mida kasutada niiteks

biosensorite voi rakuvabrikute loomisel (Khalil et al., 2012).

Transkriptsiooni kontrollimiseks pagaripdrmis on loodud ka Ostradiooliga indutseeritav
stinteetiline  transkriptsioonifaktor.  B-Ostradiooli  induktorina  kasutav  siinteetiline
transkriptsioonifaktor LexA-ER-AD ehk LexA-TF koosneb bakteriaalsest LexA DNA-d
siduvast valgust, inimese Ostrogeeni retseptorist ning aktiveerivast domeenist (joonis 14).
Promooterina kasutatakse lexA boxidest koosnevaid silisteeme, mille tugevust on vdimalik
reguleerida boxide lisamise ning eemaldamisega. Erinevalt varasemalt loodud B-6stradiooliga
indutseeritavatest siisteemidest pole antud siisteem rakkudele toksiline, kuna seondumisel

kasutatakse inimese Ostrogeeni retseptorit (Ottoz et al., 2014).

24



AD

ER
LexA

2
— 5
Ptarget ORF

OFF ON

Joonis 14. B-6stradiooli lisamine keskkonda pohjustab seondumise ER ehk inimese dstrogeeni
retseptoriga transkriptsioonifaktoris. See aktiveerib transkriptsioonifaktori, mis seondub

promooterile, aktiveerides geeniekspressiooni (Ottoz et al., 2014).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too praktilise osa eesmérgid

Kéesoleva magistritod eesmérgiks on luua erinevate ostsillatsioonimustritega siinteetilisi
transkriptsioonifaktoreid, mis kasutavad rakutsiiklist soltuvaid degroneid ning tstlikliin-
spetsiifilisi  ning APC/C  spetsiifilisi  seondumismotiive, mis liidetakse LexA
transkriptsioonifaktori N-terminusse. Samuti on vaja luua testsiisteem degradatsiooniprofiilide
jalgimiseks rakkudes in vivo. Transkriptsioonifaktorite kaudse taseme mdotmiseks jélgitakse
transkriptsioonifaktorite kontrollitava ubikvitiin-eGFP (i.k eukaryotic green fluorescent

protein) kompleksi ekspressioonitaset fluorestsentsmikroskoopia abil.
2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Degronite disain

Degronite disainimisel ldhtuti laboris varasemalt konstrueeritud ning avaldatud motiividest
ning rakutsiikli erinevatele faasidele spetsiifiliste mutantide loomisest. T60s kasutati erinevaid

kombinatsioone Sicl ning Far1+CIb5 valkude mutantidest.
2.2.1.1. Sicl

Sicl tiivede puhul kasutati kahte erineva pikkusega fragmenti: 1-215 aminohapet ning 1-117

aminohapet.
2.2.1.1.1. Sic1[1-215]

Sic1[1-215] tiivede disainimisel ldhtuti Mihkel Ordi teadustdos (Ord et al., 2019a) avaldatud
loodud mutantidest. Sic1[1-215] mutandil puudub inhibitoorne C-terminaalne domeen, ent
sisaldab nelja tsiikliini-siduvat motiivi (Hodge ja Mendenhall, 1999). Disainimiseks valiti neli
erinevat fragmenti: metsiktiilipi degron (wt), alaniinimutatsioonidega degron (AP), T5S T33S
Cks1 dokkimismotiivide fragment, mille tsiikliini seondumismotiivid RxL olid muudetud AxA-
deks (T5S T33S) ning T33 positsiooni jirele neli aminohapet lisatud ning LxF
seondumismotiive sisaldav fragment (T33(+4) + LxF). Jarjestused on toodud LISAS 2.

2.2.1.1.2. Sic1[1-117]

Sic1[1-117] tiivede loomiseks eemaldati lisaks inhibitoorsele C-terminaalsele domeenile lisaks
aminohapped alates kolmandast tsiikliini-siduvast motiivist. Fragmendid loodi Sicl[1-215]
fragmentide pohjal: metsiktiilipi degroni (wt), alaniinimutatsioonidega degroni (AP), TSS T33S
koos AxA motiividega (T5S T33S) ning T33(+4) mutant, kus teine seondumismotiiv on LxF,

ent kolmas RxL (T33(+4) + LxF2 RxL3). Jarjestused on toodud LISAS 2.
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2.2.1.1.3. Far1+Clb5

Farl+CIb5 mutantide puhul kasutati erinevaid kombinatsioone metsiktiiiibi ja alaniini
mutantidest. Muteeritavateks piirkondadeks olid Farl degron positsioonis 87-91 aminohape,
milles muteeruti alaniini mutandi saamiseks S87 ning S91 positsioonis aminohapped
alaniinideks. ClbS puhul asuvad D-box ja ABBA motiiv positsioonides 56-62 ning 99-105. D-
boxis muteeriti alaniini mutandi saamiseks positsioonid R56 ning L59 alaniinideks ning ABBA

motiivis K99, R100 ning Y103 alaniinideks (LISA 2).
2.2.1.14. Far1[1-393] + CIb5[1-133] kombinatsioonid

Farl[1-393]+CIb5[1-133] kombinatsioone loodi t60s neli: topelt-metsiktiiiipi konstrukt
(wt+wt), Farl degroni alaniinimutandi konstrukt, kus CIb5 ei muteeritud (AP+wt), Clb5 D-boxi
ning ABBA motiivi konstrukt, kus Farl ei muteeritud (wt+Ala) ning topelt-alaniinimutandi

konstrukt, kus muteeriti Farl degron ning Clb5 D-box ja ABBA motiiv (AP+Ala).
2.2.1.1.5. Far1[1-150] + Clb5[1-133] kombinatsioonid

Farl[1-150]+CIb5[1-133] kombinatsioone loodi t66s samuti neli: topelt-metsiktiiiipi konstrukt
(wt+wt), Farl degroni alaniinimutandi konstrukt, kus CIb5 ei muteeritud (AP+wt), Clb5 D-boxi
ning ABBA motiivi konstrukt, kus Farl ei muteeritud (wt+Ala) ning topelt-alaniinimutandi

konstrukt, kus muteeriti Farl degron ning CIb5 D-box ja ABBA motiiv (AP+Ala).
2.2.2. Kasutatud plasmiidid, tiived, s66tmed, lahused

Ostradiooliga indutseeritav LexA transkriptsioonifaktor saadi plasmiidist FRP880 PACTI(-1-
520)-LexA-ER-haB112-TCYCI1 (plasmiidikaart LISA 3 all)

Kloneerimiseks kasutati Escherichia coli (E.coli) tive DHS5a [supE44 AlacU169
(p80lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl] (Invitrogen), mille kompetentsed
rakud olid valmistatud Kait Kaarel Pussi ja Ervin Valgu poolt.

Bakterikultuure kasvatati LB (Luria Bertani) vedel- voi tards66tmel [10 g/l triiptooni
(Formedium), 10 g/l NaCl, 5 g/l parmiekstrakti (Formedium), tards66tme korral lisaks 2% agar

(Formedium)].

Péarmi transformatsioonis kasutatud lahuste koostised:
Lahus I [5 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,5 mM EDTA, 100 mM liitiumatsetaat], lahus I [10 mM
Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA, 40% PEG (molaarmass 3350 g/mol), 100 mM liitiumatsetaat],
1x TE lahus [10 mM Tris-HCI (pH 8,0), | mM EDTA]
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Metsiktiitipi parmitiivena kasutati Saccharomyces cerevisiae tive DOMO0090 [MATa
barl:HISG (leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15) (phi+ ), David O.Morgan’i
labor, California Ulikool].

Parmikultuure kasvatati YPD (i.k yeast extract-peptone-dextrose) vedelsdotmes [10 g/l
parmiekstrakti (Formedium), 20 g/l peptooni (Formedium), 20 g/1 gliikoosi (Fischer Scientific)]
ning defineeritud koostisega siinteetilisi CSM (i.k complete supplement mixture) ning

selektiivs6otmeid, mis olid parit firmast Formedium.
2.2.3. Fluorestsentsmarkeritega pirmitiive konstrueerimine

2.2.3.1. PCR

PCR segu koostis: 10 ng DNA template’i pNC1124 (UBI-Y-dK-GFP*) (Houser et al., 2012),
0,3 uM périsuuna praimer, 0,3 uM vastassuuna praimer, 1x HF puhver, 250 uM dNTP segu, 1
tthik Phusion DNA poliimeraasi, ddH>O kuni 50 pl. Kasutati Aeris Esco Thermal Cycler

termotsiiklerit jairgneva programmiga.

Tabel 1. Termotsiikkleri programm pLexA—ubikvitiin-eGFP fragmendi amplifitseerimiseks

Temperatuur | Aeg

98°C 20 sek

98°C 10 sek

50°C 10 sek Tsiiklit korratakse 35 korda
72°C 30 sek

72°C 5 min

15°C 0

Périsuuna praimerina kasutati fragmendi puhul UBI4-Bcul-F praimerit, mille jarjestus on LISA
1 all. Vastassuuna praimerina kasutati fragmendi puhul GFP-Xhol-R praimerit, mis on samuti

LISAS 1.

Saadud fragmendi kontrollimiseks lisati PCR segule 6x DNA laadimisvérvi (Thermo Fischer)
foreesivirvina, viies foreesivdrvi ldppkontsentratsioon 1x-ni ning produktide lahutamiseks

kasutati geelelektroforeesil Atlas ClearSight DNA Staini (Bioatlas) sisaldavat (0,5 mg/ml) 1%
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geeli 1x TAE puhvris. Produktide sobivust kontrolliti UV valgusega 254 nm lainepikkusel ning
oige suurusega fragment 1digati vélja ning puhastati FavorPrep GEL/PCR Purification Kit abil

vastavalt tootjapoolsetele juhistele.

2.2.3.2. Restriktsioon

Restriktsioonides on  kasutatud Thermo  Scientific Fast Digest restriktaase.
Restriktsioonisegusse voeti 40 pl geelist puhastatud PCR produkti, 0,5 pl Beul FastDigest
restriktaasi, 0,5 ul Xhol FastDigest restriktaasi, 4,6 pul 10x FastDigest Green puhvrit ja ddH,O
mahuni 46 pl.

Vektori saamiseks 1digati LexA promooterit(koosneb neljast lexA boxist), ubikvitiini, N-
degronit ning ebastabiilset GFP fluorofoori sisaldavat plasmiidi FRP793 (Ottoz et al., 2014)
samuti Beul ja Xhol restriktaasidega, segusse voeti 2 ul plasmiidi, 0,5 pl kumbagi restriktaasi,

2 pl 10x FastDigest Green puhvrit ja ddH20O mahuni 20 pl.

Reaktsioonisegusid inkubeeriti 30 min temperatuuril 37 °C. Restriktsioonis saadud produktid

lahutati geelelektroforeesiga ja puhastati eespool kirjeldatud viisil.

2.2.3.3. Ligatsioon

Loigatud PCR produktid ligeeriti LexA promooterit sisaldava plasmiidiga 1:1 molaarses suhtes.
20 pl mahuga ligatsioonisegu koosnes 1 pl vektorist, 2 ul plasmiidist, 2 pl 10x T4
ligaasipuhvrist, 1 ul T4 DNA ligaasist ja 14 ul ddH»O. Ligatsioonireaktsioone inkubeeriti

toatemperatuuril 1 tund.
2.2.34. Transformatsioon E. coli DH5a rakkudesse

Transformatsiooniks voeti reaktsiooni kohta 2 ul eelpool saadud ligatsioonisegu ning 50 pl E.
Coli DH5a kompetentseid rakke. Segu inkubeeriti 30 minutit jaal, mille jarel tehti rakkudele
kuumaSokk 42°C juures 45 sekundit. Seejérel inkubeeriti segu taas 2 minutit jddl. Segule lisati
500 pl LB (Luria Bertani) s6ddet ning saadud segu inkubeeriti 50 minutit 37°C loksutil.
Inkubatsioonijérgselt tsentrifuugiti rakukultuur alla 2 minuti jooksul 6000 pddret minuti juures.
Eemaldati 400 pl supernatanti, allesjdénud segu suspendeeriti iihtlustamiseks ning kiilvati
karbenitsilliin (Fisher Scientific, sisaldus 100 pg/ml) selektiivsusega LB agariga Petri tassile.

Tasse inkubeeriti ile66 37°C juures.
2.2.3.5. Plasmiidide eraldamine E. coli DH50 rakkudest

Plasmiidide eraldamiseks DH5a rakkudest pandi kolooniatest voetud rakud kasvama 5 ml LB

vedelsdotmesse, kuhu on lisatud 100 pg/ml kohta karbenitsilliini (Fisher Scientific). Segu hoiti
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12h 37°C loksutil ning plasmiidne DNA puhastati segust vélja FavorPrep Plasmid Extraction
Mini Kit abil vastavalt tootjapoolsetete juhistele. Proovide kontsentratsiooni moddeti Thermo
Scientific NanoDrop spektrofotomeetriga ning plasmiidide digsust kontrolliti sekveneerimisel

Sangeri meetodiga(Genoomika instituudi sekveneerimise tuumiklaboris).
2.2.3.6. Selektiivsusmarkeri vilja vahetamine

FRP793-s sisalduva URA3 selektiivsusmarkeri vélja vahetamiseks oli vajalik kloneerimine
pRS304 vektorisse (TRPI1). Promooter ubikvitiini, N-degroni ning ebastabiilse GFP
fluorofooriga 1digati eelnevalt saadud plasmiidist(2.2.3.5.) vilja Notl ja Kpnl restriktaaside
abil. Samu restriktaase kasutati ka pRS304 plasmiidi puhul eelpool toodud protokolli jargides,
mahuga 20 pl.

Saadud produktid eraldati geelelektroforeesil, puhastati ning ligeeriti 1:1 molaarses suhtes

eelnevalt toodud protokolli alusel.

Transformatsioon E. coli DH5a rakkudesse ning plasmiidi puhastamine toimusid eelpool

kirjeldatud wviisil.
2.2.3.7. Restriktsioon pirmi transformeerimiseks

Péarmi transformeerimiseks ldigati plasmiidi(2.2.3.6) lineariseerimiseks HindIII(Thermo
Scientific Fast Digest) restriktaasiga, et neid homoloogilise rekombinatsiooni abil parmi
genoomi integreerida. Reaktsioonisegusse voeti 1 pg plasmiidi, 0,5 pl HindIII restriktaasi, 2 pl

10x FastDigest puhvrit ning ddH>O mahuni 20 pl.
2.2.3.8. Parmi transformeerimine

Péarmitiive DOMO0090 kasvatati iile66 YPD vedelséotmes kuni optiline tihedus oli ODeoo (i.k
optical density) =0,6. Parmirakkude kogumiseks tsentrifuugiti segu 3500 pddret/minutis juures
1 minut ning voeti liles 1 ml ddH20. Vesilahuses rakud tsentrifuugiti uuesti samade
parameetrite juures ning eemaldati tekkinud supernatant. Rakke pesti 1abi kaks korda lahusega
I (koostis toodud iileval), vahepeal rakke tsentrifuugides vastavalt varasemalt kirjeldatud
parameetritele ning supernatanti eraldades. Saadud rakusademele lisati kahekordses sademe
mahus I PL lahust ning inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril. Samal ajal kuumutati 10 minutit
100°C juures Salmon Sperm DNAd (ssDNA, Sigma) ning peale kuumutamist hoiti jail.
Transformatsiooniks segati kokku 10 pl restriktsioonisegu (2.2.3.7.), 10 ul ssDNAd ja 100 pl
parmirakke. Lisati ka 700ul lahust II ning 48 ul DMSO (dimetiiiilsulfoksiid) lahust. Saadud
transformatsioonisegu inkubeeriti 40 minutit 42°C termoblokis. Peale inkubatsiooni hoiti segu

kaks minutit jadl ning tsentrifuugiti 6000 pdoret/minutis 30 sekundit. Tsentrifuugimise jérgselt
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eemaldati supernatant ning rakke suspendeeriti 1 ml 1x TE lahuses. Segu tsentrifuugiti 3500
pooret/minutis 1 minuti védltel. Supernatant eemaldati ning rakke suspendeeriti 200 pl 1x TE
lahuses ning kiilvati 2% gliikoosiga histidiini selektiivsusega tardsootmega plaadile

klaaskuulide abil. Plaate inkubeeriti 30°C juures kolooniate tekkimiseni 2-3 pdeva.

2.2.3.9. Cdk1 sensori transformatsioon

Cdk1 sensorit sisaldava plasmiidi pMO363(saadud Mihkel Ordi kiest) ja pRS306 1dikamiseks

kasutati Kpnl ja Sacl restriktaase eelnevat protokolli jargides, mahuga 20 pl.

Saadud produktid eraldati geelelektroforeesil, puhastati ning ligeeriti 1:1 molaarses suhtes

eelnevalt toodud protokolli alusel.

Transformatsioon E. coli DH5a rakkudesse ning plasmiidi puhastamine toimusid eelpool

kirjeldatud viisil.
2.2.3.10. Parmi transformeerimine

Transformeerimiseks lineariseeriti punktis 2.2.3.9. valmistatud Cdk1 sensorit ning mCherry

fluorofoori sisaldavat plasmiidi Apal restriktaasiga eelnevat protokolli jargides, mahuga 20 pl.

Lineariseeritud plasmiid transformeeriti punktis 2.2.3.8. valmistatud parmitiivesse, mis sisaldas

LexA promooterit, ubikvitiini, N-degronit ning ebastabiilset GFP fluorofoori.
2.2.4. PCR Sicl degroni amplifitseerimiseks

PCR-ide alusmaterjal pirines Mihkel Ordi kiiest saadud plasmiidsest DNA-st, mis on avaldatud
varasemalt teadusartiklina (Ord et al., 2019a) ning aminohappe jirjestused motiivide puhul on

toodud LISA 2 all.

PCR segu koostis: 10 ng plasmiidset DNA-d, 0,3 pM périsuuna praimer, 0,3 pM vastassuuna
praimer, 1x HF puhver, 250 uM dNTP segu, 1 {ihik Phusion DNA poliimeraasi, ddH>O kuni 50

ul. Kasutati Aeris Esco Thermal Cycler termotsiiklerit jirgneva programmiga.
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Tabel 2. Termotsiikkleri programm Sicl fragmentide amplifitseerimiseks

Fragment 1-215 | 1-117

Temperatuur Aeg
98°C 20 sek
98°C 10 sek
60°C 10 sek

Tsuklit korratakse 35 korda

72°C 20 sek | 11 sek

72°C 5 min

15°C 0

Périsuuna praimerina kasutati fragmentide puhul link-SicI TP-F voi link-Sic1SP-F praimerit,
soltuvalt Sicl viiendas positsioonis olevast aminohappest, mille jérjestus on LISA 1 all.
Vastassuuna praimerina kasutati pikema 1-215 fragmendi puhul Sic1dC-Xhol-R praimerit ning

lithema 1-117 fragmendi puhul Sic1-RxL3-Xhol-R praimerit, mis on samuti LISAS 1.
PCR-i produkte kontrolliti ning puhastati eelpool kirjeldatud viisil.
2.2.5. PCR Farl1 degroni amplifitseerimiseks

PCR-ide alusmaterjal tdispika metsiktiilipi ning fosfodegroni alaniinimutandi Farl ja 1-150
metsiktiitipi fragmendi amplifitseerimiseks périnesid Ervin Valgu loodud plasmiidsest DNA-
st, mille pohjal loodi kolme erineva pikkusega Farl fragmendid, koigist nii fosfodegroni

metsiktiiiipi fragment kui fosfodegroni alaniini mutatsioonidega fragment.

PCR-i segus olid suhted samad eelpool mainitud koostisega.
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Tabel 3. Termotsiikkleri programm Farl fragmentide amplifitseerimiseks

Fragment 1-393 | 1-150
Temperatuur Aeg
98°C 20 sek
98°C 10 sek
60°C 10 sek
Tsuklit korratakse 35 korda

72°C 36 sek | 12 sek
72°C 5 min
15°C o

Périsuuna praimerina kasutati fragmentide puhul Farl-Smal-F praimerit, mille jérjestus on
LISA 1 all. Vastassuuna praimerina kasutati pikema 1-393 fragmendi puhul Far1[1-393]-R
praimerit ning liithema 1-150 fragmendi puhul Farl 150 GA-EcoRI-R praimerit, mis on samuti

LISAS 1.
PCR-i produkte kontrolliti ning puhastati eelpool kirjeldatud viisil.
2.2.6. PCR CIbS tsiikliini amplifitseerimiseks

PCR-ide alusmaterjal CIb5 tsiikliini metsiktiiiipi fragmendi amplifitseerimiseks parines Ervin
Valgu loodud plasmiidsest DNA-st ning alusmaterjal fosfodegroni alaniinimutandi loomiseks

Nele Kuusma loodud plasmiidsest DNA-st.

PCR-i segus olid suhted samad eelpool mainitud koostisega.
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Tabel 4. Termotsiikleri programm CIb5 fragmentide amplifitseerimiseks

Temperatuur | Aeg

98°C 20 sek

98°C 10 sek

50°C 10 sek Tsiiklit korratakse 35 korda
72°C 12 sek

72°C 5 min

15°C 0

Périsuuna praimerina kasutati mutantide puhul Farl[1-393]+CIb5[1-133]overlap F praimerit

ning vastassuuna praimerina Clb5-Sall-GA-R praimerit, mille jérjestused on LISAS 1.
PCR-i produkte kontrolliti ning puhastati eelpool kirjeldatud viisil.
2.2.7. PCR Far1+ClbS kokkuliitmiseks

Kokkuliitmise PCR-i algmaterjal pdrines punktides 2.2.5 ning 2.2.6 valmistatud puhastatud
PCR-i produktidest.

PCR segu koostis: 10 ng DNA-d Farl fragmendiga, 10 ng DNA-d CIb5 fragmendiga, 0,3 uM
parisuuna praimer, 0,3 uM vastassuuna praimer, 1x HF puhver, 250 uM dNTP segu, 1 iihik
Phusion DNA poliimeraasi, ddH>O kuni 50 pl.

Périsuuna praimerina kasutati mutantide puhul Farl-Smal-F praimerit ning vastassuuna

praimerina Clb5-Sall-GA-R praimerit, mille jérjestused on LISAS 1.

PCR-i produkte kontrolliti ning puhastati eelpool kirjeldatud viisil.
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Tabel 5. Termotsiikleri programm Farl ning CIb5 fragmentide kokkuliitmiseks

Fragmendid Farl[1- Farl[1-
393]+ClIb5 150]+ClIb5
Temperatuur Aeg
98°C 30 sek
50°C 30 sek
72°C 5 min

Oligonukleotiidide lisamine

98°C 10 sek

60°C 10 sek Tsiiklit korratakse 35 korda
720C 48 sek 30 sek

72°C 5 min

15°C x

2.2.8. Insertide kloneerimine transkriptsioonifaktoriga plasmiidi

Puhastatud PCR produkte ning transkriptsioonifaktoriga plasmiidi FRP880 (Ottoz et al., 2014)
16igati Smal ning EcoRI restriktaasidega eelnevat protokolli jdrgides, mahuga vastavalt 46 ul

ja 20 pl.

Saadud produktid eraldati geelelektroforeesil, puhastati ning ligeeriti transkriptsioonifaktoriga

plasmiidi 1:1 molaarses suhtes eelnevalt toodud protokolli alusel.

Transformatsioon E. coli DH5a rakkudesse ning plasmiidi puhastamine toimusid eelpool

kirjeldatud viisil.
2.2.9. Transformatsioon pirmi

Transformeerimiseks lineariseeriti punktis 2.2.8. valmistatud inserti ning LexA
transkriptsioonifaktorit sisaldavat plasmiidi Nhel restriktaasiga eelnevat protokolli jérgides,

mahuga 20 pl.

Lineariseeritud plasmiid transformeeriti punktis 2.2.3.10. valmistatud parmitiivesse, mis
sisaldas LexA promooterit, ubikvitiini, N-degronit ja ebastabiilset GFP fluorofoori ning Cdk1

sensorit ja mCherry fluorofoori.
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2.2.10. FACS

Rakud kasvasid 12 h 200 pl mahus 2% gliitkoosiga CSM s66tmes 30°C juures plaadivéristajal
(850 RPM) 96 kambriga plaadil, kuni ODeoo=0,5. Koik kultuurid jagati kaheks uuele 96
kambriga plaadile mahus 100 pl kontroll ning 90 pl indutseeritavad kultuurid.
Indutseeritavatele rakkudele lisati 100 nM 0Ostradiooli lahus, mahuga 10 pl, viies [6ppmahu 100

ul-ni. MoGtmist alustati 2 h peale indutsiooni.

Katses kasutati Attune NxT Flow Cytometer Invitrogen Thermo Fisher Scientific FACS (i.k
fluorescence activated cell sorter) lugejat, plaadilugemisreziimil (96 kambriga plaat), vastavalt
tootjapoolsetele juhistele. Kultuure mdddeti kuni 10 000 rakuni 100 pl mahus, lugedes
kiirusega 25 pl/min. Kasutati lasereid eGFP Bl1 530/30 nm ja mCherry kollane (yellow) 620/15

nm. Ala suuruse taust (area scaling background)=1,29.

FACS analiiiisil oli vdimalik kontrollida transformatsioonil saadud kolooniaid. Positiivsete
kolooniate puhul tdusis Ostradiooli lisamisel eGFP tase rakkudes vdrreldes sama tiive
indutseerimata kontrolliga. Rakkudes olev mCherry fluorestsentsi olemasolu oli vajalik sensori

olemasolu jilgimiseks.
2.2.11. Mikroskoopia

Katses kasutatud rakud kasvasid 12h 3 ml 2% gliikoosiga CSM sd6tmes 30°C juures loksutil
(160 RPM), kuni ODe0o=0,3. Kultuure sonikeeriti 8 sek 10% vdimsuse juures Bandelin
Sonoplus HD 2070 ultraheligeneraatoriga. Katseklaasile pipeteeriti 0,5 pl rakukultuurist ning
asetati peale eelnevalt valmistatud 1,5% agaroosgeel, mis oli kontrolliks. Katses kasutati
ubikvitiin-eGFP kompleksi indutseerimiseks 10 nM 0Ostradiooliga (Sigma) 1,5% agaroosgeeli,
mis asetati katseklaasile samadest rakukultuuridest teise 0,5 pl kultuuri peale. Proovid suleti

ohukindlatesse kambritesse.

Katses kasutati Zeiss Axio Observer ZI mikroskoopi vastavalt tootjapoolsetele juhistele.
Faaskontrasti ning eGFP (i.k green fluorescent protein) kanalis mdddeti rakke 15 ms jooksul,

mCherry kanalis 750 ms jooksul. Rakke pildistati iga kolme minuti tagant 8h viltel.

Eksperimendi jooksul salvestatud pilte analiiiisiti programmiga MatLab (MathWorks) ja

sellisele analiiiisile spetsiaalse alamprogrammi (Doncic et al., 2013) abil.
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2.3. TULEMUSED JA ARUTELU

2.3.1. Siinteetilisi transkriptsioonifaktoreid sisaldavate péarmitiivede disainimine ja
testimine

Kéesoleva magistritod eesméirgiks oli luua erinevate ostsillatsioonimustritega siinteetilisi
transkriptsioonifaktoreid, kasutades selleks rakutsiiklist soltuvaid degroneid, mis olid lisatud
Ostradiooli poolt aktiveeritava LexA transkriptsioonifaktori (TF) N-terminusse (joonis 17).
Transkriptsioonifaktorite taset mdoddeti kaudselt nende poolt kontrollitava ubikvitiin-eGFP

kompleksi ekspressioonitaseme abil fluorestsentsmikroskoopiaga.

Stisteemi algsel testimisel selgus, et eGFP wvalgu stabiilsuse tottu ei ole voimalik
transkriptsioonifaktorite ostsilleerumist modta, kuna eGFP signaal ei muutunud rakutsiiklist
soltuvalt. Erinevatel andmetel varieerub eGFP poolestusaeg paarikiimnest tunnist mone
pédevani. Lahendusena vahetati eGFP vilja ebastabiilse ubikvitiin-eGFP kompleksi vastu, mille

poolestusaeg on ligikaudu 7 minutit (Houser et al., 2012).

Tsukliin

Joonis 17. LexA transkripsioonifaktori (TF) kiiljes olev degron fosforiiiilitakse (tdhistatud

punaste ringidega) tsiikliin-Cdk1-Cksl kompleksi poolt, mille tagajdrjel degron-
transkriptsioonifaktor ~kompleks lagundatakse. Kui tsiikliin-Cdk1-Cksl  kompleks
transkriptsioonifaktori kiiljes olevaid fosforiitilitavaid degronisaite ega seondumismotiive dra
el tunne, seondub transkriptsioonifaktor Gstradiooli promooteriga (pLexA), mis aktiveerib

ebastabiilse eGFP ekspressiooni.
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Mikroskoopia andmete analiilisimiseks oli vajalik rakkude siinkroniseerimine, milleks kasutati
mCherryga mérgistatud Cdk1 sensorit (joonis 18). Cdk1 sensor kujutab endast Whi5-mCherry
kompleksi, mis soltuvalt rakutsiikli faasist liigub tuuma ja tsilitoplasma vahel. Rakke
stinkroniseeriti Cdk1 sensori tuuma sisenemise ning tuumast valjumise jargi, mis mikroskoopia

andmetes véljendus vastavalt tuumas mCherry fluorestsentsi tekkimises ning kadumises.

1 I
4 ; | —— Whi5-mCherry
"l 1 3
| I ¥ . . .
o ! ' : - - = = transkriptsioonifaktor
I 1
! i : ubikvitiin-eGFP
5 1 50% mCherry intansiivsusest |
- i \ ;
-+ I '
: ’
> :
§ : 1 ' I g
. 1 ) |
1 . 1
1
I r
' | |
2 1 ' 1 '
| 1 ]
| I .
3 1 I
I -
1 SR >
G1 4 s M 4 G1 8
hiline G1/ varajane S-faas 12 min peale anafaasi

Joonis 18. T60 seisukohast olulised ostsillatsioonid rakus. Punasega on tdhistatud Cdk1 sensori
Whi5-mCherry signaali tase tuumas. Mustad punktiirjooned on rakutsiiklifaasides, kus
mCherry tase tuumas on 50% oma maksimaalsest aktiivsusest ehk hilise G1-faasi voi varajase
S-faasi alguses (mCherry taseme langedes) voi umbes 12 minutit peale raku anafaasi sisenemist
(mCherry taseme kasvades). Sinise punktiirjoonega on toodud eeldatav rakutsiiklist sdltuva
transkriptsioonifaktori ostsilleerumine. Rohelise joonega on téhistatud transkriptsioonifaktori

poolt reguleeritava ebastabiilse eGFP tase rakus.

2.3.2. Ostsillaatorite disainimine

Fosfodegronite disainimisel l&htuti S. cerevisiae rakutsiiklit kontrollivate Cdkl

inhibiitorvalkudest Sicl ning Farl.

Sicl puhul pirinevad algsed degronid Mihkel Ordi artiklist (Ord et al., 2019a). Antud
magistritdds on loodud kaks erineva pikkusega Sicl baasil fragmenti, 215 ning 117 aminohapet,
mis sisaldavad samu funktsionaalseid motiive. Jarjestusest on eemaldatud Sicl inhibitoorne

domeen (Hodge ja Mendenhall, 1999). 1-117 fragmendi puhul on sisse jdetud neljast
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dokkimismotiivist kolm, et luua vOimalikult liihike valk siisteemi jaoks, mis sisaldaks

sealjuures tdhtsaid seondumismotiive.

Sicl fragmentide puhul loodi neli erinevat mutanti: metsiktiiiipi (WT) fragment, mille jérjestus
sdilus muteerumata kujul, sisaldades kdoiki Cdkl-d siduvaid S/TP saite, nelja S-faasi
tsiikliinidele spetsiifilist RxL motiivi ning G1-tsiikliinide spetsiifilist LLPP motiivi (joonis 19).
Alaniinimutandi (AP) fragmendi puhul muteeriti molemad difosfodegroni (T45-T48 ning S76-
S80) treoniinid ning seriinid alaniinideks, mida pole vdimalik fosforiiiilida. Samuti muteeriti
koik neli RxL motiivi AxA motiivideks ning LLPP motiiv alaniinideks, raskendades tsiikliinide
seondumist. Cksl seondumismutandi (T5S T33S) fragmendil muteeriti 5. ning 33.
positsioonides olevad treoniinid seriinideks, mida fosfoadapter Cks1 siduda ei suuda. Samuti
muteeriti RxL motiivid AXA motiivideks ning LLPP motiiv alaniinideks. Neljanda mutandi
(T33(+4)+LxF2,3) fragmendil pikendati T33 ning T45 positsioonide vahelist suboptimaalset
distantsi nelja aminohappe vorra 12-It aminohappelt 16-le aminohappele. Samuti muteeriti
teises ning kolmandas positsioonis olevad S-faasi spetsiifilised RxL seondumismotiivid Clb2

spetsiifilise LxF seondumismotiiviga.
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Joonis 19. Sicl mutantide fragmendid koos LexA transkriptsioonifaktoriga (LexA-TF).
Joonisel on vilja toodud fosfosaidid, mida tunnevad é&ra tsiikliin-Cdk1-Cksl kompleksid.
Samuti on nédidatud tsiikliinspetsiifilised motiivid positsioonides 2 ja 3 ning LLPP motiiv.
Neljanda d) mutandi puhul on vorreldes eelmiste fragmentidega pikendatud T33 ning T45
vahelist suboptimaalset distantsi 12-It 16-le aminohappele ning muteeritud 2. ning 3. RxL

motiiv LxF-ideks (kohandatud Ord et al., 2019a).

Farl algsed metsiktliiipi ning alaniinimutant (Farl[1-393]AP) ning metsiktiitipi (Farl[1-
150]wt) fragmendiga plasmiidid ning metsiktiiiipi Clb5 (CIlb5[1-133]wt) fragmendiga plasmiid
parinevad Ervin Valgu kdest (avaldamata andmed) ning Clb5 alaniinimutandi (CIb5[1-133]Ala)
fragmendiga plasmiid Nele Kuusma kéest (avaldamata andmed). Tdispika 1-393 Farl mutandi

pohjal loodi 1-150 mutandid, millelt puudus C-terminaalne struktureeritud domeen.
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Farl alaniinimutantides on muteeritud difosfodegronis sisalduvad S87 ning S91 alaniinideks
(joonis 20). Clb5 alaniinimutandi fragmendi puhul muteeriti D-box (i.k destruction box) motiivi
ning ABBA motiivi. D-box motiivis muteeriti R56 ning L59 alaniinideks, ABBA motiivis K99,
R100 ning Y103 alaniinideks (jarjestused LISAS 2), mida APC/C &ra ei tunne.

?TP ?SP TAP

a) Far1[1-393] WT + CIb5[1-133]WT

TITI5826T43 T3 S67591S114 S174 5193 Tiz4 T306 53415346

b) Far1[1-393] AP + CIb5[1-133]WT

: —— — — o LOXATE
TITI5826T43 Te3 S67S91 SHM4 8174 S183 TI24 T3I06 53415346

c) Far1[1-393] WT + Clb5[1-133]Ala
_ , - - CDK .

T3TI5826T43 T63 SB? 5915114 8174 8193 T324 T306 S3415346

d) Far1[1-393] AP + Clb5[1-133]Ala

; e e = LAXATF
T3TI5S26T43 T63 SB7S81S114  S174 5193 T324 TI06 8341 S346 .

p

Joonis 20. Far1+Clb5 mutantide fragmendid koos LexA transkriptsioonifaktoriga (LexA-TF).
Far1[1-393] fragment on toodud sinisega, kus on niha muteeritud SP saite difosfodegronis ning
Cdk1 seondumissaite fragmendis. Clb5[1-133] fragment on toodud rohelisega, mis sisaldab D-

box ning ABBA motiive, mille alaniinimutantide d&ratundmine APC/C poolt on raskendatud.

2.3.3. Ostsillaatorite analiiiis in vivo mikroskoopias

Kéesoleva magistritod eesmirgiks oli disainida ning testida erinevate ostsillatsiooniprofiilidega
stinteetilisi transkriptsioonifaktoreid, kasutades Cdk1 inhibiitorvalke Sicl ning Farl, kus Farl
konstruktile oli liidetud APC/C spetsiifiline CIb5 tsiikliin. T66 tulemusena valmis 16

stinteetilist transkriptsioonifaktorit, mida testiti fluorestsentsmikroskoopias.
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Mikroskoopia katsete tulemuste analiiiisi jaoks on rakud siinkroniseeritud nii Cdkl sensori
tuuma sisenemise kui tuumast viljumise jirgi. Graafikul on toodud ajapunktid alates -45
minutist ehk 45 minutit enne tuuma sisenemist voi viljumist, mis on 0 ajapunktiks. Jirgnevad
0-90 minuti ajapunktid, mis annab kokku pagariparmi lihe rakutsiikli. Kodikidest tulemustest on

maha lahutatud taustana indutseerimata mutantide fluorestsents kontrollina.
2.3.3.1. Sic1[1-215]+transkriptsioonifaktor

Sicl C-terminaalse inhibiitorita konstrukti mutantide puhul oli erinevusi nidha kdigi nelja
mutandi eGFP signaali vordluses (joonis 21, 22). Ootuspéraselt oli fosfodegroni
alaniinimutandiga (AP) tiivi kdige korgema eGFP signaaliga, mis viitab eGFP ekspressiooni
kontrolliva transkriptsioonifaktori kdrgele tasemele. Kuna fosfodegronite fosforiitilimine on
alaniinimutandi puhul vdimatu, on transkriptsioonifaktori lagundamine parsitud, mis pohjustab
valgu akumuleerumise rakus. Akumulatsiooni puhul on niha, et valgu tase ostsilleerub veidi,
mis vOib olla pShjustatud teistest teguritest, nditeks mdni senitundmata motiiv voi rakutsiikli
kdigus tekkivad raku suuruses tulenev eGFP lahjendusefekt. Vorreldes metsiktiiiipi (wt)
mutandiga oli eGFP tase kaks korda korgem ka Cks1 dokkimissaitide T5S T33S mutandis, kus
lisaks Cksl seondumist takistavatele TSS ja T33S mutatsioonidele olid koik neli tsiikliin-
spetsiifilist scondumismotiivi asendatud alaniinidega. Cksl on kompleksis Cdkl1-ga ning see
soodustab fosforiiiilitud treoniinidega seondumise substraadi multifosforiiiilimist. Seega
seriinimutandi puhul neis positsioonides on raskendatud konstruktis sisalduva degroni
fosfortiiilimine ja seega ka lagundamine. LxF mutandis, kus 33. positsioonis asuva treoniini
jarele oli lisatud neli aminohapet ehk suboptimaalset distantsi pikendatud 12 aminohappe pealt
16-le aminohappele ning 2. ja 3. positsioonis olevate S-faasi spetsiifiliste RxL
seondumismotiivide asendamine Clb2 spetsiifiliste LxF motiividega (T33(+4) + LxF2,3)
pOhjustas valgu ligikaudu 50 minutit hilisema lagundamise. Tulemus oli pdhjustatud
tdendoliselt LxF dokkimismotiivist, mis on spetsiifiline Clb2 tsiikliinile, mis on rakus

ekspresseeritud peamiselt M-faasis.
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Joonis 21. EGFP signaali tugevus Sic1[1-215]+transkriptsioonifaktori ostsillaatorites

stinkroniseerituna Cdk1 sensori tuumast viljumise jargi.
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Joonis 22. EGFP signaali tugevus Sicl[1-215]+transkriptsioonifaktori ostsillaatorites

stinkroniseerituna Cdk1 sensori tuuma sisenemise jargi.

2.3.3.2. Sic1[1-117]+transkriptsioonifaktor

Lithemate Sic1[1-117] pdhinevate mutantide vordluses polnud erinevused sama profiiliga, nagu
pikemate Sicl[1-215] mutantide puhul, ent sellegipoolest oli ndha erinevusi valgu
lagundamises (joonis 23, 24). Ka lithemate Sicl-1 pohinevate konstruktide puhul oli kdige
kdrgem eGFP signaal ootuspéraselt alaniinimutandi (AP) tlives, kus transkriptsioonifaktoriga
seotud fosfodegron on muudetud mitte-fosforiiiilitavaks. Vorreldes pikema mutandiga oli ndha
ligi 20 iihikut korgemat eGFP taset, mille pohjus voib olla selles, et lithema konstrukti kiiljes
oleva transkriptsioonifaktori ekspressioon on efektiivsem, samuti on vdimalus, et
transkriptsioonifaktori kiilge pandud konstrukti pikkus mojutab transkriptsioonifaktori
seondumist LexA promooterile. Samuti on néha lithema Sicl alaniinimutandi puhul, et eGFP

tase touseb olenemata rakutsiikli faasist, mis tottu toimub valgu akumuleerumine. Selle
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jareldusena voib 6elda, et Sicl valgu pikkuse optimeerimine voimaldab samuti lagundamise

efektiivsust kontrollida.

T33(+4) mutandil (T33(+4) + LxF2 RxL3) oli lithema Sic1[1-117] puhul kolmandaks tsiikliin-
spetsiifiliseks dokkimismotiiviks LxF asemel RxL, kuid teine motiiv jéi siiski LxF-iks ning
esimene RxL-iks. See on pohjustanud muutuse ka lagundamise profiilis, kus
transkriptsioonifaktori lagundamine vorreldes metsiktiitipi (wt) degroniga hilises G1 faasis on
efektiivsem, ent anafaasis kehvem. Samuti on voimalik, et tasemed ostsilleerivad mutantide
puhul veidi erinevalt, ent tasemete on vahed ligikaudu 5 {ihikut v3i vihem, seega on profiilid
siiski suhteliselt sarnased. Seevastu erinevus pikema Sicl sarnase valguga on ligi kahekordne,
mis tdhendab, et nii pikkus kui kolmandas positsioonis asuv dokkimismotiiv on olulised
lagundamise efektiivsuse kontrollimiseks. Cks1 fosfosaitide mdju profiilile on sarnane pikema
Sicl vastava mutandi profiilile, ent ka T5S T33S mutandi puhul on nidha eGFP signaali

madalamat taset kuni 20 tthikut.

Lihema metsiktiitipi (wt) mutandi puhul on samuti ndha erinevust vorreldes pikema
metsiktiilipi mutandiga, kus on samuti ligi kahekordne eGFP signaali tase, olles tdendoliselt
pohjustatud samuti positsioonides 118-215 leiduvatest aminohapetest. Kuna liihema mutandi
puhul on lagundamine tunduvalt efektiivsem ning alaniinimutandi puhul tunduvalt kehvem,
tundub 1-117 aminohapete jérjestus olema lagundamiseks olulisem kui 118-215 aminohapete
moju. Antud fragmentide puhul on positsioonides 118-215 aminohapete moju mutandile vaid
pikkust arvestades ligi 20 iihikut, kuigi maksimaalsed fluorestsentsi signaalid kiitindivad 160

tthikuni, ehk vaid 1/8 lagundamise efektiivsusest.
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Joonis 23. EGFP signaali tugevus Sicl[1-117]+transkriptsioonifaktori ostsillaatorites

stinkroniseerituna Cdk1 sensori tuumast viljumise jérgi.

Mutatsioonid ~ Sicl  valgu  Cksl  dratundmissaitides ning  tsiikliin-spetsiifiliste
seondumismotiivide vélja vahetamisel tekkinud ostsillatsiooniprofiilid olid nii Sic1[1-117] kui
Sicl[1-215] transkriptsioonifaktori puhul metsiktiilipi fragmendiga vdrreldes kiill veidi
korgema taseme voi ajaliselt nihkunud profiiliga, ent alaniinimutandiga vorreldes madalamad,

seda just Sic1[1-117] ostsillaatorite puhul.
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Joonis 24. EGFP signaali tugevus Sicl1[1-117]+transkriptsioonifaktori ostsillaatorites

stinkroniseerituna Cdk1 sensori tuuma sisenemise jargi.

2.3.3.3. Far1[1-393]+ClIb5[1-133]+transkriptsioonifaktor

Sicl baasil loodud fosfodegronitega transkriptsioonifaktorite testimine nditas, et rakutsiiklil
baseeruvaid ostsillaatoreid on vdimalik luua. Sellest tulenevalt tekkis soov disainida ka
ostsillaatoreid, mis kasutavad lisaks fosfodegronitele APC/C soltuvaid degroneid. Selleks loodi
degroni, mis sisaldas Far1 fosfodegronit koos Clb5 N-terminaalse APC/C-st soltuva degroniga.
Taolise degroni liitmine transkriptsioonifaktori kiilge andis Sicl mutantidest erinevaid
ekspressiooni profiile ning kutsus esile eGFP tasemete suuremaid erinevusi (joonis 25, 26).
Huvitava tulemusena Farl degroni alaniinimutant koos CIb5 tsiikliini seondumismotiivide
alaniinimutandiga (AP+Ala) oli kiill koige korgema tasemega, ent andis siiski norgalt
ostsilleeruva profiili. Farl valgu metsiktliiipi konstrukt koos tsiikliini alaniinimutandiga
(wt+Ala) andis kiill parema lagundamise vodrreldes topeltmutandiga, ent ei andnud

ostsilleeruvat profiili.

47



Topelt metsiktiiiipi (wt+wt) mutant oli ndrgalt ostsilleeruv ning andis koige tugevama
lagundamise, mis oli ootuspirane tulemus, kuna degronimotiivid olid muteerimata. Farl
degroni muteerimine pohjustas metsiktiilibiga {ile kahe korra ndrgemat lagundamist ning kdige

suuremat ostsilleerumist.

Ostsilleerumist mojutas tdispika Farl valgu ja tdispika CIb5 tsiikliini mikroskoopia tulemuste
pohjal tugevamini Farl degroni muteerumine alaniinideks ning valgu lagundamise efektiivsus

on sOltuv Clb5 tsukliinist.
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Joonis 25. EGFP signaali tugevus Far1[1-393]+Clb5[1-133]+transkriptsioonifaktori

ostsillaatorites siinkroniseerituna Cdk1 sensori tuumast véljumise jargi.
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Joonis 26. EGFP signaali tugevus Far1[1-393]+Clb5[1-133]+transkriptsioonifaktori

ostsillaatorites stinkroniseerituna Cdk1 sensori tuuma sisenemise jargi.

2.3.34. Far1[1-150]+Clb5[1-133]+transkriptsioonifaktor

Far1+CIb5 mutantide puhul katsetati ka Farl valgu lithemat fragmenti, mis koosnes Farl 150
esimesest N-terminaalsest aminohappest (Far1[1-150]+Clb5[1-133]), jéttes vélja C-terminaalse
struktureeritud domeeni. Analiiiisil selgus, et struktuurne domeen takistab osaliselt lagundamist
ning C-terminuse vélja jatmine pohjustab efektiivsemat lagundamist vorreldes tdispika Farl-ga
Farl degroni alaniinimutantide puhul (joonis 27, 28). Metsiktiiiipi topeltmutandi (wt+wt) ning
tsiikliini alaniinideks muteeritud seondumismutantide (wt+Ala) puhul oli mérgata lagundamise
viahenenud aktiivsust vorreldes tdispikkade Farl insertidega mutandiga ning vahe oli ligi

kahekordne.

Koikide Farl[1-150]+CIb5[1-133] mutantide puhul oli nidha tugevamat ostsilleerumist
vorreldes Farl[1-393]+CIb5[1-133] konstruktidega. Fosfodegroni muteerimine alaniinideks
(AP+wt) tekitas lagundamisprofiilis vorreldes metsiktiilipi degroniga ajalise nihke ligi 1 tunni
vorra. CIbS5 tsiikliini seondumismotiivide muteerumine (wt+Ala) andis sarnase profiili topelt

metsiktliiipi (wt+wt) mutandile, ent lagundamine oli ligi 2 korda vihem efektiivne. Koige
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stabiilsem oli ootuspiraselt topelt alaniinimutant (AP+Ala), mille puhul oli ndha koige

kehvemat lagundamist.
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Joonis 27. EGFP signaali tugevus Far1[1-150]+Clb5[1-133]+transkriptsioonifaktori

ostsillaatorites siinkroniseerituna Cdk1 sensori tuumast véljumise jargi.
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Joonis 28. EGFP signaali tugevus Far1[1-150]+Clb5[1-133]+transkriptsioonifaktori

ostsillaatorites siinkroniseerituna Cdk1 sensori tuuma sisenemise jargi.

Far1+Clb5 konstruktide vordluses andsid Farl[1-393]+CIb5[1-133] konstruktid varieeruvamad

profiilid vorreldes Farl[1-150]+Clb5 konstruktidega. EGFP ekspressiooni tase oli madalam
Far1[1-150]AP+CIb5[1-133]wt ning Farl[1-150]wt+Clb5[1-133]Ala konstrukti puhul,

mojutades vahem topelt-metsiktiilipi mutandi konstrukte (wt+wt) ning topelt-alaniinimutandi

(AP+Ala) konstrukte.
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2.4 TULEVIKU PERSPEKTIIVID

Mikroskoopia tulemuste analiiiis néitas erinevate loodud ostsillaatorite puhul erinevaid
degradatsiooniprofiile, mida on vdimalik kasutada tulevikus niiteks rakuvabrikute loomisel.
Sellised siinteetilised ostsillaatorid aitavad reguleerida rakuvabrikutes sihtmérkvalkude
tootmist, olles samaaegselt ortogonaalsed. Selles t66s kasutatud indutseeritav
transkriptsioonifaktor andis voimaluse jdlgida valkude ekspressioonitaset dstradiooli induktori

lisamisel.

Siinteetilisi transkriptsioonifaktoreid on voimalik tulevikus kasutada ka biosensorina
biotehnoloogias. Nende abil on vdimalik reguleerida néiteks toksiliste vaheiihendite taset rakus
valkude voi kemikaalide tootmisel, ithendades seonsorid tagasiside regulatiivsete radadega.
Rakuvabrikute loomisel tuleb arvestada bioreaktoris rakule mojuvat stressi, mis on pohjustatud

vaheproduktide kuhjumisest ning vilistest keskkonna signaalidest.

Vaheproduktide pdhjustatud proteoomis esinevaid diinaamilisi muutusi on voimalik jélgida
nditeks siinteetiliste kinaasisisenditega Selliste  kinaasisisenditega oleks vOimalik
allareguleerida stressist pohjustatud sihtmérkvalkude kuhjumist rakkudes, leevendades
kahjulikku mdju rakule. Samuti on plaan tulevikus luua siisteem, mis suudab kasutada
samaaegselt mitmeid siinteetilisi transkriptsioonifaktoreid ning kinaasisisendeid samaaegselt

erinevate sihtmérkvalkude puhul.

52



KOKKUVOTE

Pagariparmi rakutsiikli keskne regulaator on tsiikliinsoltuv kinaas 1 ehk Cdk1. Cdk1 moodustab
kompleksi tsiikliini ning fosfoadapter Cks1-ga, mis tunnevad substraadil dra seondumiseks ning
substraadi fofortiiilimiseks vajalikke spetsiifilisi aminohappelisi jérjestusi. Fosfortiilitud
substraadi tunneb dra SCF kompleks, saates substraadi proteoliiiitilisse lagundamisesse. Teine
oluline rakutsiikli regulaator on anafaasi viiv kompleks/tsiiklosoom ehk APC/C, mis tunneb éra

samuti kindlaid jarjestusi substraadil ning saadab substraadi lagundamiseks proteasoomi.

Selliseid spetsiifilisi aminohappelisi jarjestusi on voimalik kasutada siinteetilises bioloogias
moodulitena. Selles magistritoos kasutati éra tsiikliin-spetsiifilisi ning APC/C-spetsiifilisi
seondumismotiive, Cdk1 fosforiiiilimissaite ja Cks1 seondumissaite substraadil. Konstruktid
disainiti Cdk1 inhibiitorite Sicl ning Farl baasil, sealjuures Farl jérjestusele lisati C-

terminaalselt Clb5 tsiikliin, mis sisaldab APC/C poolt éra tuntavaid motiive.

Magistritdo eesmaérgiks oli luua erinevate ostsillatsiooniprofiilidega siinteetilised
transkriptsioonifaktorid. Selle saavutamiseks lisati LexA transkriptsioonifaktori (TF) N-
terminusse Sicl ning Far1+CIb5 konstruktid. TF-ide ostsillatsioone jélgiti selle kontrolli all

oleva ubikvitiin-eGFP taseme kdikumise jérgi rakus.

To66 kidigus loodi testsiisteem stinteetiliste ostsillaatorite jdlgimiseks ning disainiti ja testiti 16
erinevat siinteetilist ostsillaatorit, milles kombineeriti omavahel erinevaid Cdk1
fosfortiiilimissaite, Cksl seondumismotiive ning tsiikliin- ja APC/C spetsiifilisi

aminohappelisi jérjestusi.

Fluorestsentsmikroskoopia andmete analiiiis andis ostsillatsiooniprofiilides varieeruvuse nii
sarnase pikkusega konstruktide seas kui ka erinevate konstruktide vahel iiletildiselt. Kdige
enam mojutas ostsillatsiooni metsiktiilipi aminohappeliste jérjestuste muutmine degronis
seondumisvoimetute alaniinidega. Cdk1 fosforiiiilitavateks saitideks on seriinid ning
treoniinid, alaniine fosforiiiilida ei saa. Tsiikliin- ja APC/C spetsiifilistes seondumismotiivide

muteerimine alaniinideks tdi kaasa kehvema seondumise ning sellega kehvema lagundamise.

Tulevikus on vdimalik magistritoos loodud siinteetilisi ostsillaatoreid kasutada rakuvabrikute

loomisel ning biosensoritena bioloogilistes siisteemides.
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SUMMARY
Rakutsiiklist soltuvate ostsillaatorite ekspressiooni reguleerimine siinteetilise
transkriptsioonifaktori abil Saccharomyces cerevisiae’s

Kristel Alman
The main regulator in baker's yeast cell cycle is cyclin-dependent kinase 1 or Cdk1. Cdk1 forms
a complex with cyclin and a phosphoadapter Cks1, all of which recognize specific amino acid
motifs for binding and phosphorylation of the substrate. The phosphorylated substrate is
recognized by the SCF complex, leading to proteolytic degradation of the substrate. Another
important cell cycle regulator is the anaphase-leading complex/cyclosome, or APC/C, which
also recognizes specific sequences on the substrate and sends the substrate to proteolytic

degradation.

Specific amino acid motifs described above can be used as modules in synthetic biology. In this
master's thesis, cyclin-specific and APC/C specific binding motifs, Cdk1 phosphorylation sites
and Cks1 binding sites on the substrate were exploited. The selected constructs were non-
inhibitory parts of Cdkl1 inhibitors Sicl and Farl, with the C-terminal CIb5 cyclin containing
APC/C binding motifs added to the Farl sequence.

The aim of the master's thesis was to create synthetic transcription factors with different
oscillation profiles. For that, LexA transcription factor was added to the Sicl and Farl+CIb5
constructs. LexA is an inducible transcription factor that is activated by the addition of -
estradiol to the environment. A ubiquitin-eGFP complex under LexA promoter to which the

transcription factor binds was added to monitor the expression pattern of TF.

In this study, a test system for controlling synthetic oscillators was developed and 16 different
synthetic oscillators were designed and tested, containing different Cdk1 phosphorylation sites,

Cks1 binding motifs, and cyclin- and APC/C specific amino acid sequences combined.

Analysis of fluorescence microscopy data revealed variability in oscillation profiles both within
constructs of similar length and between different constructs in general. Oscillation was most
affected by alteration of wild-type amino acid sequences to alanines with lower binding
capacity. Cdkl phosphorylated sites are serines and threonines, and alanines cannot be
phosphorylated. Mutation of cyclin and APC/C specific binding motifs to alanines resulted in

poorer binding and degradation.

In the future, it will be possible to use the synthetic oscillators created in this master's thesis in

the creation of cell factories and as biosensors in biological systems.
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LISAD

LISA 1: Toos kasutatud praimerid

UBI4-Bcul-F

TTC TAT ACT AGT ATG CAG ATT TTC GTC AAGACT TTG

GFP-Xhol-R

ATATAT CTC GAG CTATTT GTATAG TTC ATC CAT GCC ATG

Link-Sic1TP-F

GTG TTT CAAGCT TGC AGG TGC TGG TGC TGG TGC TGG AGC AAT
GAC TCC TTC CAC CCC ACC

Link-Sic1SP-F

GCA GGT GCT GGT GCT GGT GCT GGA GCAATG TCT CCTTCC TCC
CCA CCA AGG TCC AGA GGG

Sic1dC-Xhol-R

CCT GTC TCG AGT TAA CCC ACC CGC ACT GG

Sic1-RxL3-Xhol-R

CCT GTC TCG AGT TAC AAT ATC CTATTT ACACGA CCC AAT G

Farl-Smal-F ATC CCC CGG GAT GAA GAC ACC AAC AAG AGT TTC G
Farl 150 GA- TTC ATG AAT TCT GCT CCA GCA CCA GCA CCA GCA CCT GCC AAA
EcoRLR GTA TCA CAC ATA GTT GTA GAA TCA GAA ATC

Farl[1-393] R

CAC ACT GAC CAT AAC ATG TTC ACC

Farl1[1-393]+CIb5[1-
113]overlap F

GGT GAA CAT GTT ATG GTC AGT GTG ATG GGA GAG AAC CAC GAC
C

Clb5-Sall-GA-R

AGC ACC AGC ACC AGC ACCTGC GTCGAC TCT GCGTTTTTT GTT
CAC TAT CG
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LISA 2: Aminohappejirjestused degroni kaupa
Sic1[1-215]
wt:

MTPSTPPRSRGTRMEBAQPSGNTSSSALMQGQKIPQKPSQNLVP VBB TK SFKNAPLL
APPNSNMGM TEBENGESEORE - PK SSVKREFQFESHDNGTVREEQEPLGRVNRIF
PTQQNVDIDAAEEEEEGEVLLPPSRPTSAR@EHLSLERDEFDQTHRKKIIKDVPGTPSD
KVITFELAKNWNNNSPKNDARSQESEDEEDIIINPVRVG

T5S T33S:

MSPSSPPRSRGTIENIMA QPSGNTSSSALMQGQKSPQKPSQNLVP VBB TK SFKNAPLL
APPNSNMGM TEERNGEISEERErRrK ssVKEIAFQFESHDNGTVREEQEPLGR VN AIA
FPTQQNVDIDAAEEEEEGEAAAAASRPTSAB@AHLSLERDEFDQTHRKKIIKDVPGTP
SDKVITFELAKNWNNNSPKNDARSQESEDEEDIIINPVRVGPGLQEFGAGAGAGAGA

T33(+4) LxF2,3:

MTPSTPPRSRGTREIA QPSGNTSSSALMQGQKIPQKPPQKPSQNLVP VIS TK SFKN
APLLAPPNSNMGM TEERNGEISBORE rRrK ssvEERBORY ESHDNGTVREEQEPLGRE
BERBORY TQQONVDIDAAKEEEEGEAAAAASRPTSARGEHLSLERDEFDQTHRKKIIKD
VPGTPSDKVITFELAKNWNNNSPKNDARSQESEDEEDIIINPVRVGPGLQEFGAGAGA
GAGA

AP:

MSPSSPPRSRG TN A QPSGNTSSSALMQGQKSPQKPSQNLVPVABSATK SFKNAPLL
APPNSNMGM TEERNGERABORAPRrK sSVKEBAFQFESHDNGTVREEQEPLGRVNEI

AFPTQQNVDIDAAEEEEEGEAAAAASRPTSAB@AHLSLERDEFDQTHRKKIIKDVPGT
PSDKVITFELAKNWNNNSPKNDARSQESEDEEDIIINPVRVGPGLQEFGAGAGAGAGA
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Sic1[1-117]
wt:

MTPSTPPRSRGTREIA QPSGNTSSSALMQGQKIPQKPSQNLVPVIIBSETK SFKNAPLL
APPNSNMGM TEEENGEISBORE K sSVKRIBEFQFESHDNGTVREEQEPLGR VNRIE

T5S T33S:

MSPSSPPRSRGTIENIMA QPSGNTSSSALMQGQKSPQKPSQNLVP VBB TK SFKNAPLL
APPNSNMGM TEBRNGEISEORErRrK ssVKEIAFQFESHDNGTVREEQEPLGR VN EIA

T33(+4) LxF2 RxL3:

MTPSTPPRSRGTENMA QPSGNTSSSALMQGQKIPQKPPQKPSQNLVP VBB TK SFKN

APLLAPPNSNMGM TEERNGEISBORSrRrKk ssvVEEREORY ESHDNGTVREEQEPLGRR

AP:

MTPSTPPRSRGTIRNIMA QPSGNTSSSALMQGQKTPQKPSQNLVPVABSATK SFKNAPL

LAPPNSNMGMTEEREGEIABBRA PRrK ssVKEAF QFESHDNGTVREEQEPLGRVNE
1A

Far1[1-393]+Cl1b5[1-133] kombinatsioonid

wtt+wt:

MKTPTRVSFEKKIHTPPSGDRDAERSPPKKFLRGLSGKVFRKTPEFKKQQMPTFGYIE
ESQFTPNLGLMMSKRGNIPKPLNLSK PISBBBSL KK TAGSVASGFSKTGQLSALQSPVN
ITSSNKYNIKATNLTTSLLRESISDSTTMCDTLSDINLTVMDEDYRIDGDSY YEEDSPTF
MISLERNIKKCNSQFSPKRYIGEKCLICEESISSTFTGEKVVESTCSHTSHYNCYLMLFE
TLYFQGKFPECKICGEVSKPKDKDIVPEMVSKLLTGAGAHDDGPSSNMQQQWIDLKT
ARSFTGEFPQFTPQEQLIRTADISCDGFRTPRLSNSNQFEAVSYLDSPFLNSPFVNKMA
TTDPFDLSDDEKLDCDDEIDESAAEVWFSKTGGEHVMVSVMGENHDHEQSIKRNSMI
YNENERQLCNSNLKILQNKRALSKNDSSSKQQVQDSKPRRABFDY P VNNNPLSQNKR
IVAGSKAAKVRREENIRPIVSAVQKRQIYNDRTAAEQEEEEEEEGEDDDAASIVNKKR
R
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AP+wt:

MKTPTRVSFEKKIHTPPSGDRDAERSPPKKFLRGLSGKVFRKTPEFKKQQMPTFGYIE

ESQFTPNLGLMMSKRGNIPKPLNLSKPIABBBALKKTAGSVASGFSKTGQLSALQSPV

NITSSNKYNIKATNLTTSLLRESISDSTTMCDTLSDINLTVMDEDYRIDGDSYYEEDSP

TFMISLERNIKKCNSQFSPKRYIGEKCLICEESISSTFTGEKVVESTCSHTSHYNCYLML
FETLYFQGKFPECKICGEVSKPKDKDIVPEMVSKLLTGAGAHDDGPSSNMQQQWIDL
KTARSFTGEFPQFTPQEQLIRTADISCDGFRTPRLSNSNQFEAVSYLDSPFLNSPFVNK

MATTDPFDLSDDEKLDCDDEIDESAAEVWFSKTGGEHVMVSVMGENHDHEQSIKRN
SMIYNENERQLCNSNLKILQNKRALSKNDSSSKQQVQDSK PREAEEBNPVNNNPLSQ
NKRIVAGSKAAKVRREENIRPIVSAVQKRQIYNDRTAAEQEEEEEEEGEDDDAASIVN
KKRR

AP+ala:

MKTPTRVSFEKKIHTPPSGDRDAERSPPKKFLRGLSGK VFRKTPEFKKQQMPTFGYIE
ESQFTPNLGLMMSKRGNIPKPLNLSKPISBBBELKK TAGSVASGFSKTGQLSALQSPVN
ITSSNKYNIKATNLTTSLLRESISDSTTMCDTLSDINLTVMDEDYRIDGDSY YEEDSPTF
MISLERNIKKCNSQFSPKRYIGEKCLICEESISSTFTGEKVVESTCSHTSHYNCYLMLFE
TLYFQGKFPECKICGEVSKPKDKDIVPEMVSKLLTGAGAHDDGPSSNMQQQWIDLKT
ARSFTGEFPQFTPQEQLIRTADISCDGFRTPRLSNSNQFEAVSYLDSPFLNSPFVNKMA
TTDPFDLSDDEKLDCDDEIDESAAEVWFSKTGGEHVMVSVMGENHDHEQSIKRNSMI
YNENERQLCNSNLKILQNKRALSKNDSSSKQQVQDSKPARAAFDYPVNNNPLSQNK
RIVAGSKAAKVRREENIRPIVSAVQAAQIANDR TAAEQEEEEEEEGEDDDAASIVNKK
RR

wt+ala:

MKTPTRVSFEKKIHTPPSGDRDAERSPPKKFLRGLSGKVFRKTPEFKKQQMPTFGYIE
ESQFTPNLGLMMSKRGNIPKPLNLSK PIABBBAIL KK TAGSVASGFSKTGQLSALQSPV
NITSSNKYNIKATNLTTSLLRESISDSTTMCDTLSDINLTVMDEDYRIDGDSYYEEDSP
TFMISLERNIKKCNSQFSPKRYIGEKCLICEESISSTFTGEKVVESTCSHTSHYNCYLML
FETLYFQGKFPECKICGEVSKPKDKDIVPEMVSKLLTGAGAHDDGPSSNMQQQWIDL
KTARSFTGEFPQFTPQEQLIRTADISCDGFRTPRLSNSNQFEAVSYLDSPFLNSPFVNK

MATTDPFDLSDDEKLDCDDEIDESAAEVWFSKTGGEHVMVSVMGENHDHEQSIKRN
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SMIYNENERQLCNSNLKILQNKRALSKNDSSSKQQVQDSKPARMAFBVIPVNNNPLSQ
NKRIVAGSKAAKVRREENIRPIVSAVQAAQIANDRTAAEQEEEEEEEGEDDDAASIVN
KKRR

ABBA motif

SA

CIb5

Far1[1-150]+Cl1b5[1-133] kombinatsioonid

Wt+wt

MKTPTRVSFEKKIHTPPSGDRDAERSPPKKFLRGLSGKVFRKTPEFKKQQMPTFGYIE

ESQFTPNLGLMMSKRGNIPKPLNLSKPISBBBSI KK TAGSVASGFSKTGQLSALQSPVN
ITSSNKYNIKATNLTTSLLRESISDSTTMCDTLMGENHDHEQSIKRNSMIYNENERQLC
NSNLKILQNKRALSKNDSSSKQQVQDSKPRREAEEDVPVNNNPLSQNKRIVAGSKAAK
VRREENIRPIVSAVQKRQIYNDRTAAEQEEEEEEEGEDDDAASIVNKKRR

AP+wt

MKTPTRVSFEKKIHTPPSGDRDAERSPPKKFLRGLSGKVFRKTPEFKKQQMPTFGYIE
ESQFTPNLGLMMSKRGNIPKPLNLSKPIABBBAL KK TAGSVASGFSKTGQLSALQSPV
NITSSNKYNIKATNLTTSLLRESISDSTTMCDTLMGENHDHEQSIKRNSMIYNENERQL
CNSNLKILQNKRALSKNDSSSKQQVQDSKPRRABTFDVPVNNNPLSQNKRIVAGSKAA
KVRREENIRPIVSAVQKRQIYNDRTAAEQEEEEEEEGEDDDAASIVNKKRR

AP+ala

MKTPTRVSFEKKIHTPPSGDRDAERSPPKKFLRGLSGKVFRKTPEFKKQQMPTFGYIE
ESQFTPNLGLMMSKRGNIPKPLNLSK PIABBBAL KK TAGSVASGFSKTGQLSALQSPV
NITSSNKYNIKATNLTTSLLRESISDSTTMCDTLMGENHDHEQSIKRNSMIYNENERQL
CNSNLKILQNKRALSKNDSSSKQQVQDSKPARAAFDY P VNNNPLSQNKRIVAGSKAA
KVRREENIRPIVSAVQAAQIANDRTAAEQEEEEEEEGEDDDAASIVNKKRR
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Wittala

MKTPTRVSFEKKIHTPPSGDRDAERSPPKKFLRGLSGKVFRKTPEFKKQQMPTFGYIE
ESQFTPNLGLMMSKRGNIPKPLNLSKPISBBBSI KK TAGSVASGFSKTGQLSALQSPVN
ITSSNKYNIKATNLTTSLLRESISDSTTMCDTLMGENHDHEQSIKRNSMIYNENERQLC
NSNLKILQNKRALSKNDSSSKQQVQDSKPARAATBVPVNNNPLSQNKRIVAGSKAA
KVRREENIRPIVSAVQAAQIANDRTAAEQEEEEEEEGEDDDAASIVNKKRR

ABBA motif
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LISA 3: Transkriptsioonifaktorit sisaldav plasmiid

AmpR, Zral,AatII Pfol
Scal Afel,Pacl

Pvul BsaBI
BsrDI

Fspl
Ecil,NmeAIII
AhdI,Bsal,BsrDI

BbsI
BstXI,Psrl
BsiWI
Nhel,BmtI,CspCI
Alel

Pcil, Accl,+3
Nsil

BssHII
Psil
Alol
Ecil +1
- §
+1
+1 Nael
Peil FRP880_PACT1(-1-520)-LexA-ER-haB112-TCYC1
Sapl 7346 bp +3
+1 +1
PvuIl +1
+2 +3
+1 +5
+4 BamHI
T3,+3
+1 BmgBI
+1
PpuMI
BsoBI,+3 — Barl
Aval Spel,BamHI
BsaBI Aval
BsoBI
Bael TspMI
Sacll Xmal, Smal, EcoRI, +2
EcoRY SnaBI
BfuAI, BspMI BstEIL, Pmel, Mfel, Xcml
Dralll,Pfol,Styl,Stul EcoRY

BlpI,Xbal,Bsal,Ncol,Styl
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LISA 4: Fluorestsentsmarkereid sisaldavad plasmiidid

AmpR_promoter, Sspl, Zral, AatIl

pGEX_3_primer, Pfol,Ndel
XmnI HindIII
Scal,Bcgl Bsgl
Pvul PstI,Sbfl,BfuAl,BspMI
Xeml
FspI

NmeAIII
Bgll

Pcil,EcoRVY,Ncol
AhdI

BstBI
Scal

BsmL
PspOMI, Apal
HincII
BspQl
Sapl
HincII
Bpul@l
NsiI
Aval
+4
+1 +1
PacI
Ndel
6336 bp Sspl
+1 - Alol
Pcil BsaXI
Sapl BsaAl
BspQI +1
BsaXI ~ NgoMIV
Nael
Bgll
+1 FspI, Pvul
T3_promoter lacZ_a, +1
Acc65I,Kpnl,+1 e b T7_promoter
Mlul 5019 mﬂ"f;d,y? o Eagl
BsrGI gsv® NotI,Eco53kI,+2
+2 4489 © LexA promoter seq
CYC1_primer Xbal
Aval,BsoBI,PaeR71,T1il,+1 Spel,Agel,BstXI
Mfel,BstBI ubiquitin
Barl,BsrGI,BsaAl,PmlI,Bael Bpulel
BamHI, BspEI,KasI,Narl, Sfol,P1uTI,Ncol,MscI
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Pfol Eco01091,Zral,AatII,BciVl
/ XmnI

BfUAL, BspML, SbfI,Ndel , . ’
XemI \ N / Begl, Scal
NcoI,EcoRV,Eco01@91,+1 { Pvul
BstBI ) /
Apal,Bsml,Scal Fspl
PspOMI |
sapl _Bgll

BspQl
Ny

Bpulel
Psil
NsiI, \ \

g
@
5
= pRS306 pAdh1 NLS NES Cdk1 sensor mCherry
E 6373 bp o +1
-
7Y
Fspl —
Pvul —
XbaL,+7 -
Spel ~n
BamHI — =~ .~ BspQL
Sgral,+2 -~ SaplI
Alel —

BbvCI,+5 ——

KasI,NarL,+2 — ¥ ~—
 Acc651,Kpnl

Neol,PFIMI — %
SbfI,Alol ~ £ Pacl
BStEII ~ " EcoRV
BsaAl e " BsrGI
BsStEIT - —
< BsaBI

Msel =
AvrlL, XmnI,Bsu36l,Agel,+5 o Ei— g —
ot ~ BfuAl

Eagl, Spel,Sall,BmgBI,BspEI, +7 -
BspMI, EcoRT,BstXI
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