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Infoleht

Cl1bS valgu mutagenees ja selle moju substraatvalkude fosforiileerimisele

Kaur Piabo

Saccharomyces cerevisiae tsentraalne kinaas Cdkl reguleerib rakutsiikli progressiooni ldbi
erinevate substraatvalkude fosforiileerimise. Erinevatel faasi etappidel seondub Cdkl erinevate
tsiikliinidega, mille pinnal asetsevad seondumismotiivid mojutavad substraatvalkude seondumist
ja fosfortileerimist. Kdesolevas t60s tehti B-tiiiipi tsiikliini Clb5S mutageneesi analiiiis, mille kdigus
loodi mutantsed valgud, millel esinesid erinevad seondumisvdimekused valitud substraatvalkude
suhtes. Leiti nii mutant, millel vdhenes koigi substraatvalkude suhtes aktiivsus, kui ka mutandid,

mille puhul tekkis iihe substraadispetsiifline seondumis- ja fosforiileerimisvoime efekt.

Mairksonad: Rakutsiikkel, fosforiileerimine, mutagenees, seondumismotiivid

Mutagenesis of protein CIb5 and its effects on the phosphorylation of substrate

proteins

Kaur Paabo

The central kinase Cdk1 in Saccharomyces cerevisiae regulates the progression of the cell cycle
by phosphorylation of different substrate proteins. At different phases of the cell cycle Cdk1 binds
with different cyclins, which modulate the binding and phosphorylation of substrates through
binding motifs on their surfaces. This work a mutagenesis analysis of the B-type cyclin CIb5 was
carried out and mutated versions of the protein were created, which had different effects on binding
our chosen substrates. A mutant was found that had a significantly lower level of binding and
phosphorylation to all substrates as well as several mutants, that had substrate-specific binding and

phosphorylation effects.
Key words: Cell cycle, phosphorylation, mutagenesis, binding motifs
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KASUTATUD LUHENDID

32-P — Raske radioaktiivne fosfor

ATP — Adenosiin trifosfaat (i.k Adeonsine triphosphate)

CAK - Tsiikliinsoltuvat kinaasi aktiveeriv kinaas (i.k Cyclin depedent kinase activating kinase)
CDK - Tsiikliinsoltuv kinaas (i.k Cyclin dependant kinase)

CSM - Tiissiinteetiline s66de (i.k Complete synthetic media)

DTT — ditiotreitool (i.k ditiotreitol)

HP — Hiidrofoobne tasku (i.k Hydrophobic patch)

IDP — Loomupdéraselt struktuuritu valk (i.k intrinsically disordered protein)

LLPP — Leutsiini ja proliinirikas motiiv, seotud G1 faasi tsiikliinidega seondumisel
MBF — Mbp1 ja Swi6 kompleks

OD600 — Optiline tihedus lainepikkusel 600 nm (i.k Optical density at 600 hm)

PCR — Poliimeraas ahelreaktsioon (i.k Polymerase chain reaction)

PMSF — Feniitilmetiitilsulfontiiil fluoriid (i.k Phenylmethylsolfonyl fluoride)

RXL — Seondumismotiiv positiivsest, suvalisest ja hiidrofoobsest aminohappest

SBF — Swi4 ja Swi6 kompleks

TAP-tag — Tandemafiinsuspuhastamise-margis (i.k Tandem affinity purification tag)

YPD — Parmiekstrakt, peptoon ja gliikkoos (i.k. Yeast extract, peptone, glucose)



SISSEJUHATUS

Rakutsiikli kdigus rakud kasvavad ja kahekordistavad oma geneetilise informatsiooni, peale mida
toimub tsiitokinees ehk raku jagunemine. Kodige suuremal mééral juhivad tsiikli kulgemist
tsiikliinsdltuvad kinaasid (CDK-d), mida aktiveerivad perioodiliselt akumuleeruvad tsiikliinid
moodustades CDK-dega komplekse. Rakutsiikli kédigus ja selle faaside labimiseks fosforiileerib
kinaas subtraatvalke, mida on vaja vastava faasi lidbimiseks aktiveerida, inaktiveerida voi
lagundada. Substraatvalkude fosforiileerimine sdltub fosfaati aktsepteeriva saidi aminohappelisest
iilesehitusest, CDK aktiivsaidist ning tsiikliinil paiknevatest seondumismotiividest. Lisaks midngib

multifosforiileerimisel olulist rolli CDK-tsiikliin kompleksiga seonduv ja substraadil fosfaati siduv
valk Cksl.

Pagariparmis Saccharomyces cerevisiae osaleb rakutsiiklis iiks peamine kinaas, Cdk1, ning sellega
seonduvad kolm Gl tsiikliini Cln1-3 ning kuus B-tiilipi tsiikliini CIb1-6. Ajaliselt rakutsiikli
edenedes tostavad seonduvad tsiikliinid Cdk1 aktiivsust, kus kodige védiksema aktiivsusega on G1
tsiikliin-Cdk1-kompleksid ning kdige suuremad mitootiliste tsiikliinide CIb1,2-Cdk1 aktiivused.
Varasemate tsiikliinidega kompleksid kompenseerivad oma viiksemat Cdk1 aktiivsust tugevama
substraat-spetsiifilise seondumisega, mis soltub kindlatest aminohappelistest jarjestustest tstikliini

pinnal.

Tsiikliinidel paiknevate substraate siduvate aminohapete uurimise teel oleks vdimalik kindlaks teha
kindlad seadusparasused substraatidel ja CDK-kompleksil interakteeruvatest aminohapetest. Sellel
informatsioonil pdhinevad kunstlikud Cdk1-tsiikliin kompleksid voimaldavad elusorganismides
luua tehislikke fosforiileerimisradasid. Rakutsiiklist eraldiseisvad ning seda mitte mdjutavad
tehiskinaasid suudaksid meid huvitavate valkudega seonduda ning neid postranlatsionaalselt

modifitseerides kunstlikult muuta rakus toimuvaid protsesse.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Rakutsiikli iilevaade

Rakutsiikkel on protsess, kus rakud kasvavad, replitseerivad oma DNA ning jagavad selle vordselt
kahe tiitarraku vahel. Raku jagunemistsiikli ldbimise eest kannavad hoolt tsiikliinsdltuvad
proteiinkinaasid (cyclin dependent protein kinase — cdk) ja neid reguleerivad valgud - tsiikliinid.
(Hartwell, 1973), mis on perioodiliselt ekspresseeritavad valgud, mida kontrollitakse lisaks

transkriptsioonile ka ldbi lokalisatsiooni ning degradatsiooni (Murray, 2004).

Uldiselt jagatakse protsess neljaks faasiks — G1 ehk kasvufaas, mille kiigus rakk kasvab kuni vilis-
ning sisekeskkonnast pirit signaalid lubavad liikuda S-faasi, ehk DNA siinteesi juurde. Jargnevalt
lilguvad rakud G2-faasi, millel kindlaid piire S. cerevisiae-s erinevalt Schizosaccharomyces
pombe-st ehk poolduva parmi rakkudest ei ole. Rakutsiikli Idpetab M-faas, ehk mitoos, mille kdigus
jagatakse duplitseeritud kromosoomid vordselt kahe tiitarraku vahel ning protsessi edukal
16petamisel liiguvad mdlemad jdlle G1-faasi (Mendenhall ja Hodge, 1998). Edaspidi késitlengi

rakutsiikli regulatsiooni pagaripdrmi nditel.

Pagariparmis Saccharomyces cerevisiae toimub rakutsiikli jooksul tsiikliin-Cdk1l komplekside
tekkimisel jark-jarguline Cdk1 aktiivsuse kasvamine. G1-faasi CIn-Cdk1 kompleksidel on kdige
véiksem kinaasne aktiivsus ning mitootilistel tsiikliin-CDK kompleksidel suurim aktiivsus. Selline
aktiivuse kasv tagab tsiikli suunatud kulgemise ning digetes faasides kindlate substraatide

fosforiileerimise (Morgan, 2007).

Kuute parmis leiduvat B-tiilipi tsiikliini jagatakse iildiselt kolme paari — CIb5 ja Clb6 kui G1/S
faasi tsiikliinid, C1b3 ning Clb4 kui G2/M faasis osalejad ning Clbl ja Clb2 M faasi algatajatena.
Deletsiooniuuringud néitavad, et B-tiiiipi tsiikliinid kattuvad oma vdimes rakutstiklit 14dbi selle
faaside edasi viia. Néiteks voib viie B-tiiiipi tsiikliini deletsiooniga parmitiivi olla eluvdimeline,
kui CIb1 ekspresseeritakse konstitutiivselt 14bi tsiikli (Haase, Reed, 1999), viidates justkui B-tiiiipi
tsiikliinide erinemisele ainult nende ekspressiooniprofiilides. Biokeemiliste uuringute kéigus on
aga ndidatud, kuidas Clb-Cdk1 kompleksid seovad substraate erineva afiinsusega ning neid erineva
spetsiifikaga. fosforiileerivad, viidates tstikliinide spetsialiseerumisele kui protsessile, Kkus
rakutsiiklit optimeeritakse 1dbi nende valkude lokalisatsiooni, aktiivsuse ja substraadiafiinsuste

(Loog, Morgan, 2005).



1.2 Rakutsiikli kulgemise liilitid

Rakutsiikli suunatud kulgemiseks on vaja biokeemilisi liiliteid (Joonises 1. alumises o0sas punaselt

ndidatud), mille aktiveerumisel liigub rakk podrdumatult tsiiklis edasi.

Esimeseks liilitiks on Start, mis toimub G1-faasis, kui rakk otsustab tsiikli replikatsiooni ja mitoosi
etappe lidbida. Start liilituse aktiveerib transkriptsionaalse repressori Whi5 fosforiileerimine ja
tuumaeksport CIn3-Cdk1 poolt ,.Selle tottu algab G1/S faasi spetsiifiline transkriptsioon ning
transkriptsioonifaktorid SBF ja MBF pohjustavad vastavalt CLN1,2 ja CLBS5,6 geenide
transkriptsiooni (de Bruin et al., 2004). S-faas kédivitub, kui B-tiilipi tsiikliinide inhibiitor Sicl
lagundatakse ja akumuleeritud ClIb5,6-Cdk1 aktiivsus vabastatakse (Mendenhall, 1998). S-faasi
kéigus seonduvad Mcm1 koos Fkhl v&i Fkh2-ga transkriptsioonifaktoriga Ndd1 ning algatavad
G2/M faasi geenide CIb2 ja Cdc20 ekspressiooni- See stimuleerib vastavalt kas mitootilist faasi
voi méngib votmerolli anafaasi-viivas kompleksis (APC) mis lisaks kromatiidide eraldamisele
metafaasi ja anafaasi piiril ka degradeerib tsiikliine (Visintin et al., 1997). Lébi tsiikliinide
degradeerimise APCC%? yihenenud Cdk1 aktiivsuse tottu kogunevad tuuma transkriptsionaalsed

regulaatorid Ace2 ning Swi5, mis tostavad Cln3 ekspressiooni (Di Talia et al., 2009).

] CIn3-Cdk1

W (61-Cdk)
SBF, MBF ¢====p NMcm-Fkh Swis, Ace2
N 1
IR ' ¥ %,
»7  G1/Sgeenid Yo N 1 G2/M geenid M/G1 geenid %
B (2 1 1
1
: CLN1.2  CLB56 : \s\ 1 B2 €0c20 sict :
L ¥ ¢ | . | 1 } |
§ GUSCdk  SCdk g So 1 MGk APCOI20 APCOT :
Le {j:. = L *~ Sict 1
5 P i e —— @& = d =1 d - -
‘ ‘ ‘1:. ...... ‘J. ........... [ —
G1 I S G2 I I Gi
Start G2/M metafaas — anafaas
M

Joonis 1. Rakutsiikli faaside ja liilituste skeem. Ndidatud on Start, G1/S, G2/M ja metafaas-
anafaas liilitus ning tsiikliin-CDK komplekside ning neid aktiveerivate transkriptsioonifaktorite
skemaatiline roll . Rakkude kasvufaasi (G1) jooksul toimub rakutsiikliks valmistumine Cln3-Cdk1
aktiivsuse abil (vasakpoolne joonega piiratud ala). Peale START liilitust valmistub rakk G1/S
tileminekuks ehk DNA siinteesiks (S) CInl,2 ja CIb5,6 tsiikliinide abiga. Jérgnev tsiitokinees
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(G2/M, keskmine joonega piiratud ala) on reguleeritud Clb2 tsiikliini poolt. Mitoosi (M) jérel
siirduvad tiitar ja emarakk uue rakutsiikli algusesse (G1, parempoolne joonega piiratud ala) (Joonis
Morgan, 2007 baasil).

1.3 CDK aktiivsuse ja lokalisatsiooni regulatsioon

Lisaks tsiikliinile vajab Cdk1 aktiveerimiseks oma pinnal ka teatud aminohapete fosforiileerimist.
Selleks modifitseeritakse pagaripdrmis kataliiiitilise tsentri korval T-lingul asuvat Thr169-t, mida
fosforiileerib CDK-d aktiveeriv kinaas (CAK) (Morgan, 1997). Analoogse inimese tsiikliin A-
Cdk2 fosforiileeritud ja fosforiileerimata treoniiniga kompleksi kristallstruktuurist on néha, kuidas
modifitseeritud T-ling paljastab kinaasil substraati siduva tasku ning muudab ATP sidumise eest
vastutavate aminohapete konformatsiooni (Russo, Jeffrey et al., 1996).

Cdkl reguleeritakse ka negatiivselt. Selleks fosforiileerib tiirosiinkinaas Swel Tyrl9 ning
inaktiveerib seeldbi CDK. Sama aminohapet defosforiileerib fosfataas Mih1 (Booher, Deshaies et
al., 1993). Mdlemad regulatoorsed valgud méangvad rolli mitoosi ajastamisel ja raku suuruse
médramisel — Swel deletsioon pdhjustab enneaegset mitoosi ja suurenenud rakke (Kellogg, 2003)
ning Mih kaotamine kiirendab mitoosi saabumist ja vdhendab rakkude suurust (Pal, Paraz, et al.,
2008). Swel poolne inhibitoorne fosforiileerimine mdjutab rakutsiiklis tekkivaid tsiikliin-Cdk1
komplekse erinevalt — G1 ja S-faasi tsiikliinid on oluliselt ndrgemad substraadid Swel-le, kui M-
faasi tsiikliinid (Hu ja Aparico, 2005). Swel on ise ClIbl,2-Cdkl substraat ning vajab
aktivatsiooniks fosforiileerimist. See pohjustab M-faasi tsiikliinide koguse suurenedes CDK

negatiivset regulatsiooni ldbi Swel aktiivsuse kasvu (Asano, Park et al., 2005).

Kristallstruktuuranaliiiisid inimese tsiikliin A-Cdk2 struktuurist néditavad, et kompleksiks
tthinemisel ei muutu tsiikliini konformatsioon, kiill aga tekivad muutused CDK aktiivsaidis 1dbi
PSTAIRE motiivi ja T-lingu omavaheliste interaktsioonide , mis aitavad kinaasi aktiveerida
(Jeffrey, Russo et al., 1995). Tsiikliinide voime nii muuta CDK aktiivsust, kui ka voimendada
substraatvalkudega seondumist annab talle kaks erinevat reguleerivat rolli, mida tsiiklis mdlemat
faktorit kompenseerides dra kasutatakse. Naiteks seob Clb5-Cdkl, mis on vidiksema kinaasse
aktiivsusega, oma substraatvalke viga tugevalt, samal ajal kui Clbl- ja Clb2-Cdk1 nii tugevalt
substraatvalke ei seo. Clbl- ja Clb2-Cdkl hoopis suurendavad kinaasi aktiivsust substraatide

suhtes, kompenseerides iiletildise kompleksi aktiivsuse efekti. See annab rakutsiikli 16pufaasides



CDK-tsiikliin kompleksidele madalama spetsiifilisuse ja laiema substraatide valiku (K&ivomagi et
al., 2011).

Cdkl1 lokalisatsioon soltub temaga seondunud tsiikliinidest. Pagaripdrmis toimub nditeks CIn2 ja
CIn3-e paigutamine erinevatesse raku osadesse (Miller ja Cross, 2000) — CIn2 on peamiselt
tsiitoplasmaatiline, kuid osaliselt leidub seda ka tuumas. Tépne paiknemine sdltub valgu enda
fosforiileeritusest. Naiteks CIn2 mutant, kus koik seitse fosfosaiti olid alaniinideks muudetud,
suurendas selle kohalolu tuumas. Erinevat CIn2-st, on CIn3 C-terminaalses o0sas
tuumalokalisatsioonijirjestus (NLS), mille tottu asetseb see valk eksklusiivselt tuumas. NLS-

jérjestuse eemaldamisel jadb Cln3 peale translatsiooni tsiitoplasmasse (Miller ja Cross, 2001).

Mitootilistel tsiikliinidel on kdigil sarnane lokalisatsioon — nad asuvad suuremal mééral tuumas,
kuid viike tsiitoplasmaatiline kohalolu jaéb neil alles, mis viitab nende tsiikliin-CDK komplekside
rollile ja sihtmaérkidele ka tsiitoplasmas, nditeks pungumise protsessi regulatsioonis (Bailly,
Cabantous et al., 2003). Tsiikliin-CDK kompleksi lokalisatsioon voib sdltuda ka keskkonnast ja
seondunud inhibiitoritest, néditeks suudab Sicl mojutada tsiikliin-CDK paigutumist rakus: Clb-
Cdk1-Sicl kompleksid akumuleeruvad oluliselt rohkem tsiitoplasmas kui neid gliikoosi asemel

etanoolis kasvatada (Rossi, Zinzalla et al., 2005).

1.4 Tsiikliin-Cdk1-Cksl komplekside substraadispetsiifilisus

CDK-d on proliini poolt suunatud seriini/treoniini kinaasid, mille konformatsioon muutub ja kinaas
aktiveerub tsiikliiniga seondumisel (De Bondt, Rosenblatt et al., 1993) ning vdimaldab sellel
fosforiileerida substraatides optimaalseid saite aminohappelise jarjestusega S/T-P-X-K/R (joonis 2)
vO1 suboptimaalseid saite S/T-P, kus x on suvaline aminohape ning S/T on fosforiileeritav
hiidroksiililrihmaga aminohape seriin voi treoniin (Songyang, Blechner et al. 1994). Kuigi CDK
aktiivsus soltub tema kompleksist tsiikliiniga, siis hoitakse niiteks S. cerevisiae-s Cdkl enda
ekspressiooni konstantsena ja tsiikliinidest suuremas molaarses kontsentratsioonis (Mendenhall,
Jones et al., 1987). Seetottu ei peeta vdaga oluliseks Cdk1 transkriptsiooni ja translatsiooni, sest
selle peamine kontroll toimub tsiikliini sidumise ja posttranslatsionaalsete modifikatsioonide

tasemel (Mendenhall ja Hodge, 1998).
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Tsiikliin /
Cdk

Aktiivsap \

Cks Fosfaati P
siduv tasku

jeea)sqng

Joonis 2. Tsiikliin-CDK-Cks kompleks substraadiga. Naitatud skemaatiliselt (A) ning heeliks-
ling struktuurmudelit (B) kasutades. Substraadid seonduvad kompleksiga peamiselt kolmest kohast
— tslikliini seondumismotiividega 1abi RxL-i, kinaasi aktiivsaidiga 1abi S/T P(x K/L)-i ning Cks
katioonse taskuga lébi fosforiileeritud treoniini. (Joonis Morgan, 2007 baasil (A) ning Dr. Seth
Rubini poolt tehtud (B).

Tsiikliin-CDK komplekside sihtmairgivalik on sdltuv mitmest faktorist. Esiteks on seondumiseks
oluline konsensusjarjestus: Cdk1 fosforiileerib substraadis seriini voi treoniini ning on suunatud
nendest aminohapetest +1 positsioonis oleva proliini poolt. Konsensusjirjestuse muudab
suboptimaalsest optimaalseks +3 positsioonis asetsev positiivne aminohape — kas liisiin voi arginiin
(Nigg, 1993). Kuigi enamasti loetakse valkudes olulisemaks just struktureeritud osasid, mis
erinevaid funktsioone omavad ning millest on vdimalik kristallstruktuure moodustada, asuvad
kinaasi sihtmargid just valkude struktureerimata ning enamasti vdhe konserveerunud alades

(Moses, Heriche et al., 2007).

Teine voimalik seondumine substraadi ja kompleksi vahel toimub tsiikliini pinnal, kus néiteks B-
tiliipi  tstikliinides asuv konserveerunud Met-Arg-Ala-lle-Leu (MRAIL) jarjestus seondub
substraatides Arg-x-Leu-® (RxL) jérjestustega (joonis 2), kus x on suvaline ning @ suur

hiidrofoobne aminohape. Sellise RxL motiivi olemasolu suurendab oluliselt kompleksi ja
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substraatide vahelist fosforiileerimist afiinsuse kasvu tottu (Schulman, Lindstrom et al., 1998).
Analoogselt B-tiilipi tsiikliinidega on ka G1-tsiikliinide pinnalt leitud hiidrofoobseid alasid, mis
seonduvad substraatides Leu-Leu-Pro-Pro (LLPP) jérjestustega, suurendades nende komplekside
ja faasispetsiifiliste substraatide vahelist seondumist. Osadel juhtudel asuvad substraatides tsiikliin-
spetsiifilised seondumismotiivid mitme erineva kompleksi jaoks. Naiteks Clb5-Cdk1 inhibiitoris,
mida fosforiileerivad nii CIn2- ja CIb5-Cdkl, on neli RxL jérjestust ning iiks LLPP
seondumismotiiv. Mutatsioonid nii tsiikliini HP- kui ka substraadi RxL/LLPP alades md&jutavad
tsiikliini-Cdk1 ja Sicl vahelisi interaktsioone ning nendest tulevalt Sic1 fosforiileerimist ja viimase

voimet inhibeerida Clb5-Cdk1 aktiivsust (Koivomagi, Valk et al., 2011).

Parmi fosfo-adaptor subithik Cksl mdjutab substraatidega seondumist ja nende
multifosforiileerimist 14bi tema fosfaati-siduva tasku, mis koosneb konserveerunud aminohapetest
Arg33, Arg42, Ser82, Trp85 ning Argl02. Kuigi iihe aminohappeline mutatsioon alaniiniks selle
tasku positsioonis 102 voimaldab rakkudel veel elada, siis kolmikmutant R33E, S82E, R102A
puhul rakud eluvdimet ei sdilita. Mutantne Cksl on aga endiselt voimeline Cdk1-ga seonduma,
kuid héiritud fosfaati siduv tasku viitab rakkudes Cksl olulisele rollile nii Cdkl-ga kui ka
fosforiileeritud substraatidega seodumisel (Bourne, Watson et al, 2000). Cks1 roll s6ltub tsiikliin-
CDK-Cks1 kompleksiga seondunud substraatidest ja nende spetsiifilisusest Cdk1 suhtes, niiteks
mojutab mutantne Cksl oluliselt Clb5-Cdkl-ga kompleksis olles SiclAC ning Farl
multifosforiileerimist, kuid ei mdjuta néiteks Orc6 ja SId2AC multifosforiileerimist. Cks1 voime
substraatides multifosforiileerimist indutseerida sdltub ka kompleksis tsiikliinist. Nditeks on Swi5
multifosforiileerimine Clb5-Cdk1-Cks1 kompleksi poolt oluliselt rohkem funktsionaalsest Cks1-st
soltuv kui kui Cln2-Cdk1-Cks1 poolt. Katsed substraatidega, milles puuduvad fosforiileeritavad
treoniinid vOi substraatidega,, milles treoniinid on muudetud seriinideks, ei ole
multifosforiileeritavad kinaasi poolt. See viitab Cks1 vdimele siduda ainult fosfo-treoniine, kuid

mitte fosforiileeritud seriine (Koivomagi et al., 2013).
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1.5 B-tiiiipi tsiikliinide struktuur ja CIb5

CIb5 on pagariparmis (Saccharomyces cerevisiae) siinteesitav 50,4 kDa molekulmassiga S-faasi
B-tiitipi tsiikliin mis koosneb 435st aminohappest. B-tiilipi tsiikliinide perekonnast erinevad parmis
koige rohkem S-faasi valla padstvad valgud CIb5 ja Clb6, olles sarnased peamiselt C-terminaalses
alas. Omavahel on need kaks valku 50% ulatuses sarnased, kuid erinevad niiteks mitootilise
destruction box lagundamisjarjestuse olemasolus, mis puudub Clb6-s, kuid aitab kaasa Clb5

lagundamisele anafaasis (Epstein, Cross et al., 1992).

CIb5 ja 6 ekspresseeritakse koos ClInl ja 2-ga, kuid neid hoitakse inhibeeritult kompleksis Sicl’ga
kuni rakk on joudnud piisavalt kasvada. CIb5 tileekspressioon kompenseerib letaalse CIn1A CIn2A
CIn3A fenotiiiibi, olles ainus taolise omadusega pagariparmi B-tiiiipi tsiikliin (Schwob ja Nasmyth,

1993). See viitab ka osalisele G1 ning B-tiiiipi tsiikliinide funktsionaalsele kattuvusele.

Clb5-Cdk1 osaleb DNA replikatsiooni reguleerimisel mitmel viisil. Esiteks algatab Clb5-Cdk1
replikatsiooni alustamiseks vajaliku signaleerimiskaskaadi, fosforiileerides Sld2, mis vabastab
valgu konformatsiooni muutes selle 84. positsioonis asuva treoniini. Selle fosforiileerimise tottu
moodustub  SId2-Sld3-Dbp1ll kompleks, mis aitab kaasa prereplikatiivse kompleksi
moodustumisele (Tanaka, Umemori, et al., 2007). Lisaks toimub peale DNA replikatsiooni
alguspunktide iihekordset aktiveerimist rereplikatsiooni véltimiseks Clb5-Cdkl poolne Cdc6
fosforiileerimine ning selle eemaldamine replikatsioonialguspunktidest ja sellele jargnev valgu

ubkivitiniileerimine ning degradatsioon (Piatti, Lengauer et al., 1995).

CIb5 valgujérjestuses asub sarnaselt teiste B-tiilipi umbes 100 aminohappeline konserveerunud
kahest motiivist koosnev tsiiliini volt (i.k. (i.k cyclin fold) Mdlemad domeenid sisaldavad viite
heeliksit, millest esimesed 5 moodustavad tsiikliini motiivi (i.k. cyclin box), mida on vaja CDK-ga
seondumiseks ja selle aktivatsiooniks. Véljaspool tsiikliini volti kattuvad tsiikliinide jarjestused
oluliselt vahem ning kdige varieeruvam on N-terminaalne osa ning selle pikkus, sisaldades mitmeid

regulatoorseid osasid — niiteks lagundamise- voi tuumalokalisatsioonisignaale (Noble et al., 1997).

Erinevalt CIb6-st, mis degradeeritakse peale G1/S-faasi selle N-terminaalses jarjestuses asuvate
jarjestuste tottu SCFU4 poolt, jadb Clb5 stabiilseks kuni mitoosini, kus see APCC%?° anafaasi-

promoveeriva kompleksi poolt degradeeritakse. Degradeerimisjarjestuse erinevus RXXL-ist Clb5-
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s KXXL jarjestuseks Clb6-ks midrab vastavalt kas APC voi SCF poolse kompleksi poolse
degradatsiooni (Jackson, Reed et al., 2006).

1.6 Clb-Cdk1 inhibiitor Sicl
Sicl on Clb-Cdk1 komplekside inhibiitor, mis reguleerib rakutsiikli kulgemist G1/S ning ka M/G1

iileminekutel. SIC1 lugemisraam kodeerib 284 aminohappelist 32,2 kDa hiidrofoobset valku, mida
liigitatakse olemuslikult struktuuritute (IDP — i.k. intrinsically disordered protein) hulka, kuigi
tema C-terminaalne osa on veidi rohkem struktuurne, kui valgu N-terminus (Brocca, Samalikova
et al., 2009). Sicl jérjestuses asub 9 Cdk1 konsensus fosforiilatsiooni saiti, millest 7 asuvad valgu

N-terminaalses osas esimese 81 aminohappe sees (Joonis 3).

T589 T33 T45 S69_ S80 RXL2 RXL3 VLLPP

= —t | HE—

T2 RXLT T48 §76 RXL4 mi3 19 INHIBITSIOONI DOMEEN

Joonis 3. Sicl valgu primaarstruktuuri jarjestus. Sicl aminohappelise jirjestuse diagramm
koos Cdk1 S/T fosforiileerimissaitidega, nelja RxL ja ithe VLLPP seondumismotiiviga ning Cdk1-
tsiikliin-kompleksi inhibeeriva domeeniga. Violetsete ringidega on nididatud Sicl-s leiduvad
difosfodegronid.

Sicl transkriptsioon algab mitoosi I6pus ning valgu hulk kasvab kuni G1 faasi 16puni, kus tsiikliin-
Cdkl kompleksid seda kiiresti fosforiileerivad ning kiiresti  ubivitiin-sdltuvatesse
lagundamisradadesse suunavad. SIC1 transkriptsioon sdltub peamiselt Swi5-st ning ka Ace2-st.
Swi5 fosforiileerimine ja inaktiveerimine CIb2-Cdkl poolt mitoosis pohjustab selle jadmist
tsiitoplasmasse ning peale mitootiliste tsiikliinide aktiivsuse langemist M-faasi 16pus liigub Swi5
uuesti tuuma, kus lisaks Sicl transkriptsiooni aktiveerimisele toimub tekkinud Sicl sidumine veel
alles jaanud Clb2-Cdkl-ga vihendades Swi5 fosforiileerimist ja tuumast vélja viimist veelgi ja
pohjustades nii positiivse tagasiside tottu lisandunud Sicl transkriptsiooni. (Visintin, Craig et al.,
1998).

Uks peamiseid Sicl rolle rakutsiiklis on inhibeerida CIb5 ning Clb6 piisavalt kaua, et G1 faasis
oleks periood ilma Clb aktiivsuseta, kus oleks voimalik kasvada ja DNA replikatsiooniks

valmistuda. SiclA rakkudes S-faas pikeneb ning genoomne ebastabiilsus suureneb, sest DNA
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siintees hakkab pihta enneaegselt ning viiksemalt arvult replikatsiooni alguspunktidelt.
Replikatsioonikahvlid peavad siinteesima oluliselt pikemaid DNA-loike ja tdendosus
replikatsioonimasinavérgi dissotsieerumiseks DNA kiiljest enne protsessi 10petamist suureneb, mis

pohjustab kromosoomide katkiminekut v3i sootuks nende kadu. (Legronne ja Schwob, 2002).

Sicl spetsiifiline molekulaarne mehhanism, millega see Clb-Cdk1 komplekse inhibeerib, on suures
osas kaardistamata. Peamiseks arvatavaks viisiks on Cdkl aktiivsaidis juurdepdisu takistamine
teistele substraatidele. Sicl funktsionaalseks homoloogiks pectakse imetajate tsiikliinsoltuva
kinaasi inhibiitorit p21%**, millel on omakorda sarnasus p27°"*-ga. Imetajates rakutsiiklis S-faasi
kiivitumine on soltuv tsiikliin A-Cdk2 kompleksist, millest on tehtud koos p27K! inhibitoorse
osaga ka kristallstruktuuranaliiiis. Sealt ilmneb, et inhibiitori N-terminaalne osa seondub tsiikliin
A-Cdk2 pinnaga 1dbi hiidrofoobsete kontaktide nii tsiikliinil kui ka kinaasil. Esmalt toimub
seondumine substraate siduva osaga tsiikliinil ning jargnevalt Cdk2 N-terminaalse osaga, kus
inhibiitor siseneb ka ATP-d siduvasse aktiivsaiti (Russo, Jeffrey, et al., 1996). Kuna parmi Sicl
seondub sarnaselt ka imetaja tsiikliin A-Cdk2 kompleksiga (joonis 4.) (Barberis, De Gioia et al.,
2005) annab see alust eeldada, et ka parmis toimub Clb5-Cdk1 kinaasi inhibeerimine Sicl poolt

sarnastel mehhanismidel.

cyclin A

Joonis 4. Homoloogilise modelleerimisega saadud tsiikliin A-Cdk2-p27KPY/Sic1 vérdlus. Kahe
struktuuri analiiiis nditab, et Tsiikliin A-Cdk2 kompleksile seondunud p27 XiP* (A) ning Sicl (B)
inhibitoorsed alad seovad tsiikliin-CDK-s sarnaseid piirkondi. (Joonis Barberis, De Gioia et al.,
2005 pdhjal).
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1.7 Tsiikliin-Cdk1 inhibiitor Farl

Pagariparmis asuv Cdkl inhibiitor Farl vastutab rakus toimuva rakutsiikli seiskamise eest peale
ristamisferomooni seondumist transmembraansele G valguga seondunud retseptorile. Peale
signaleerimiskaskaadi seondub Farl CIn-Cdkl kompleksidega (Valtz, Peter et al., 1995). Farl
funktsioneerib peamiselt ainult G1 faasis, peale mida kontrollitakse selle ekspressiooni nii
transkriptsionaalselt kui ka posttranslatsionaalsete modifikatsioonide teel (Elion, Sattenberg et al.,
1993).

1 587 T306 830
- i
f ‘-‘-“"""--..
72 82
KRGNIPKPLS

Joonis 5. Farl1 valgu jérjestus. Farl kahe fosfosaidi T306 ja S87 ning Fus3 seondumissaidiga.
Labi T306 fosforiileerimise aktiveerib Fus3 valku, kinnitudes enne selle R/Kxxxx(xx)LxL MAPK
seondumismotiiviga. Ladbi S87 fosforiileerimise Tsiikliin-CDK-Cks komplekside poolt toimub
Farl suunamine degradatsiooniradadesse.

Enamus Farl valgust asub tuumas, kus seda rakutsiikli arrestiks vaja on, kuid pidevalt toimub ka
selle transport tsiitoplasmasse, kus Farl aitab kaasa polariseeritud kasvule sdltuvalt alfa-faktori
kontsentratsioonist (Blondel, Alepuz et al., 1999). Peale feromooni tundmist, kasvab Farl
transkriptsioon maérgatavalt ning toimub Farl Thr306 fosforiileerimine Fus3 poolt, mis on peale
rakumembraaniretseptorile seondunud alfa-faktori tottu alanud singnaleerimiskaskaadi MAPK
viimane kinaas (Gartner, Jovanovic et al., 1998). Farl fosforiileerimine 306. positsioonis Fus3
poolt toimub mitogeeni poolt aktiveeritava proteiinkinaasi (MAPK) seondumismotiivi
R/Kxxxx(xx)LxL tottu Farl-s (Joonis 5.). Fosforiileeritud Farl on voimeline inhibeerima nii Cln2-
Cdk1 komplekse tavalistes tingimustes, kui ka Clb-Cdkl komplekse situatsioonides, kus Farl
ekspressiooni indutseeritakse kunstlikult koos feromooni kontsentratsiooni tdstmisega peale G1

faasi (McKinney ja Cross, 1995).

Isegi peale Farl poolset seondumist ja CIn-Cdk1 komplekside inhibitsiooni, jaéb neil alles voime
fosforiileerida Far1-te, mille degradeerimine toimub CIn-Cdk1 poolse Ser87 fosforiileerimise tottu,
mille tottu valk ubikvitiniileeritakse ja degradeerimisradadesse suunatakse. Farl ja CIn-Cdk1 vahel

toimib seetottu topelt-negatiivne tagasiside, kus rakk valib kas mitoosi vdi ristumise vahel teise
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parmirakuga ning puudub mingisuguse vahepealse seisundi voimalus (Doncic, Falleur-Fetting et

al., 2011).

Uheks potentsiaalseks mehhanismiks, kuidas MAPK poolne fosforiileermine vdib mdjutada
tsiikliin-CDK-Cks substraatide degradeerivatesse radadesse suunavat fosforiileerimist eemale
toimib ldbi diversiooni pohimdtte. Sellistel juhtudel fosforiileerib nditeks Fus3 Farl-te ning
tsiikliin-Cdk1 kompleksides asuv Cks1 seondub fosforiileeritud T306aminohappega, juhtides seda
eemale degradeerimist pohjustava S87 fosforiileermisest (Valk et al., 2014).

1.8 Tsiikliin-Cdk1 substraat Kar9

Kar9 on mitte-essentsiaalne 74-kDa valk, mis osaleb tuumamigratsioonis ning tsiitoplasmaatiliste
mikrotuubulite orientatsiooni médramisel, mis on olulised asiimmeetrilise rakujagunemise
korrektseks toimumiseks. Kar9 liidab iihe kédvikehaga seondunud tsiitoplasmaatilised
mikrotuubulid punga polariseeritud aktiinivorgustikuga ning suunab iihe kddvikeha moodustuva

titarraku poole (Moore et al., 2007).

Kar9 fosforiileeritakse lisaks Dbf2/Dbf20-le ka Cdkl poolt, mis takistab selle laadimist vana
kdavipooluse tsiitoplasmaatilistele mikrotuubulitele, et vOimaldada samaaegset kadvide
joondumist ema- ja tiitarrakkude teljega (Hotz et al., 2012). Kar9 sisaldab kahte fosfosaiti — seriin
496 fosforiileerimine voimaldab valgu laadimist iihele kéddvikehale ning fosfomimeetiline
mutatsioon selles saidis vdimaldab kar9 seondumist ka ilma CIb5 ning Bik1 kohaloluta. CIb4-Cdk1
fosforiileerib Kar9 pinnal seriini positsioonis 197, mis vdimaldab sellel tsiitoplasmaatilised
mikrotuubulid punga juurde suunata (Moore et al., 2007). Clb4 ja CIb5 deleteerimised méngivad
rolli korrektses Kar9 seondumises iihe kddvikehaga, molema geeni puudumisel on mirgata Kar9

seondumist mdlema kadvikehaga (Liakopoulos et al., 2003).

Kar9 laadimist tsiitoplasmaatilistele mikrotuubulitele medieerivad kaks mikrotuubulitega
seondunud valku — Bim1 ning Bikl. Endogeense Kar9 ekspressioonitaseme juures ning Biml
puudumisel ei ole kddvikehade juures Kar9 valk tuvastatav, sest Biml on vajalik selle
seondamiseks kadvikehadega (Liakopoulos et al., 2003). Kuigi Bik1 ei ole vaja Kar9 seondumiseks
mikrotuubulitega, mangib see olulist rolli Kar9 asiimmeetrias, piirates selle seondumist ainult iihe
kdavikehaga (Moore et al., 2006).

17



1.9 Siinteetilised vorgustikud elusrakkudes

Stinteetilise bioloogia iiheks eesmargiks on muuta ja manipuleerida rakus toimuvaid protsesse
vastavalt sellele, mis on soovitavad viljundid. Enamasti tehakse seda ldbi
geeniregulatsioonivorgustike manipuleerimise, kus kindlate geneetiliste fragmentide voi moodulite
lisamisel on vdimalik panna rakke tditma uudseid funktsioone. Rakkude manipuleerimise aluseks
on suure koguse hasti kirjeldatud ja héélestatavate moodulite loomine, mida saab elusrakkudes
iiksteisega koos siinteetiliste vorgustike liles seadmiseks kasutada, mis vdimaldavad omakorda
modifitseerida raku metabolismi, tekitada vastuseid erinevatele keskkonnatingimustele voi
mojutada raku arengut. Taoliste moodulite kasutamine vdimaldab elusorganismide kasutamist
bioloogiliste masinatena, mis oleks vdimelised tditma suurt hulka kasulikke funktsioone
(Kobayashi et al., 2004).

Erinevalt DNA jirjestusel baseeruvatest geeniregulatsioonivorgustikest, ei ole rakkude
manipuleerimiseks siinteetilisi fosforiileerimisvorgustikke nii palju kasutatud, kuigi suurt osa
valkusid fosforiileeritakse nii parmi- kui ka inimese rakkudes, mis niitab elus silisteemid
fosforiileerimise tdhtsust reguleerijana. Uheks potentsiaalseks moodul-kompleksiks siinteetilise
fosforiileerimisvorgustiku loomisel oleks tsiikliin-CDK-Cks kompleks, milles on histi &ra
kirjeldatud Cks ning CDK seondmismotiivid ning tsiikliini ja CDK ning Cks-i vahelised kaugused
(Valk et al., 2014). Usna vihe on teada tsiikliinil paikevatest seondumismotiividest ja sellest, kui
palju neis teatud aminohapete muteerimine substraatide seondumist ning nende fosforiileerimist
mdjutab. Tsiikliini baasil stabiilse valgu loomine, mis kompleksis CDK ja Cks-iga ei seonduks oma
tillipiliste substraatidega olles eraldiseisev rakutsiiklist, kuid séilitaks voime kinaasi aktiveerida
annaks to0riista siinteetiliste fosforiileerimisvorgustike loomiseks, kus uute sihtméark-substraatide
suhtes spetsiifiliste seondumismotiivide lisamisel oleks voimalik neid valke omal soovil

modifitseerida.
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2. Eksperimentaalosa

2.1. Too eesmirgid

To6 eesmérgiks on 1dbi B-tiitipi tsiikliini CIb5 pinnal olevate aminohapete muteerimise hinnata:

1. Millised aminohapped mdjutavad seondumist:
a. Sicl ja SiclAC-ga
b. FarlAC-ga
c. Kar9-ga
2. Vastavate tulemuste pohjal hinnata, millised seondumismotiivid méngivad suuremat rolli
erinevate substraatidega seondumisel ning milliseid neist oleks tulevikus vdimalik kasutada
kunstlikes fosforiileerimisradades, kus subtraadi ja ensiilimi vahelise seondumise eripdrade
baasil oleks vOimalik luua modifitseeritud tsiikliinid, mis kinaasiga seondumisel

voimaldaks fosforiileerida suunatult ja spetsiifliselt substraatvalkusid.
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2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Tiived, sootmed ja plaadid

Antud t66s loodud CIb5 mutantide kloneerimisel kasutati Escherichia coli tive DHS5a
(supE44,AlacU169(®lacZAM15), recAl, endAl, hsdR17, thi-1, gyrA96, relAl). CIb5 plasmiidide
tegemiseks insertide ja vektorite rekombinatsiooni abil kasutati parmitiive DOM90 (MATa {leu2-
3,112 trpl-1 canl-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 barl::hisG}[phi+]). Valkude puhastamiseks
kasutati parmitiivesid DOM68 (MATa {leu2-3,112 trpl-1 canl-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15
barl::hisG, sicl1A::LEU2}[phi+]) ning DOM69 (MATa {leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-
1 his3-11,15 barl::hisG, siclA::LEU2, cdc28-asl}[phi+]), kuhu enne olid transformeeritud
erinevate CIb5 variantidega pRSAB1234 plasmiidid. DOM tiived olid kingitused David Owen
Morgani laborist. Substraatide Sicl ja SiclAC transformatsiooniks ja puhastamiseks kasutati
BL21-CodonPlus(DE3)-RP (E. coli B, F-, ompT, hsdS(rB-,mB-), dem+, Tetr, gal, A(DE3), endA,
Hte, [argU proLCamr]) rakke.

E. coli DH5a ning BL-21 bakterirakke kasvatati Luria Bertani (LB) s66tmes (5 g/l parmiekstrakti
ja 10g/1 baktotriiptooni ning 10 g/l NaCl), kuhu lisati selektsiooniks DH5a rakkudele 100 pg/ml
ampillitsiini  (LB+Amp) voi BL-21 rakkudele 100 pg/ml kanamiitsiini ja 50 pg/ml
klooramfenikooli (LB+Km+Cam). Parmitive DOM90 kasvatati parmiekstrakti peptooni gliikoosi
(YPD) (i.k. yeast extract peptone dextrose) sootmel (20 g/l peptoon, 10 g/l parmiekstrakti, 20 g/l
gliikoosi ning valkude puhastamiseks kasvatati DOM68 ning DOMG69 tiivesid CSM-Ura (i.k.
complete synthetic media without uracil) so6tmes (1,9 g/l CSM-Ura pulbrit, 70g/l parmi
lammastiku alust, 2% rafinoosi). Transformeeritud DOM90 tiivesid kasvatati CSM-Ura s66tmel

koos 2% gliikoosiga. Plaatide kasutamisel lisati dra mainitud s66tmetele 1% agaroosi.

2.2.2. Konstruktide tegemine PCR-iga

Clb5 mutantide valmistamiseks kasutati pRSAB1234 vektorit, kuhu oli galaktoosi poolt
indutseeritava promootori kontrolli alla koos N-terminaalse tandem-afiinsus puhastamise (TAP)
margisega kloneeritud Clb5wt, millelt amplifitseeriti esimeses poliimeraas ahelreaktsiooni (PCR)
etapis ithe mutantse CIb5 tegemiseks kaks fragmenti - iiks CIb5 N-terminaalsest osast kuni

mutatsioonini ning teine CIb5 C-terminaalsest osast mutatsioonini, mis andis kaks fragmenti, millel
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oli nii homoloogne osa omavahel, kui ka homoloogne osa vektori galaktoosi promootori ja TAP-
margisega. Teises PCR etapis liideti kaks fragmenti, mille tulemuseks oli tdispikk mutantne CIlb5
homoloogsete aladega vektori suhtes.

PCR reaktsioonid viidi 1ibi 40l mahus, mis sisaldas 1x Phusion™ High Fidelity puhvrit, 250 pM
NNTP-sid, 1 u Phusion™ poliimeraasi, 250 pM praimereid ning 20 ng matriits DNA-d, milleks
esimeses PCR etapis oli pPRSAB1234 plasmiid Clb5wt inserdiga ning teises etapis eelnevast saadud
fragmendid. Reaktsioon viidi ldbi Aeris™ Esco PCR masinas sulamistemperatuuril (Tm) vastavalt
praimerite seondumistemperatuuridele ning 30 tsiikli juures elongatsiooniaega 72°C juures
vastavalt eeldatava fragmendi pikkusele. Teises PCR etapis lisati oligonukleotiidid segusse peale

kolme PCR tsiikli toimumist.

Esimese ja teise PCR reaktsiooni produktididele lisati 6x Orange DNA Loading Dye, laeti 1%
agaroosgeelile, millele oli lisatud 0,3 ug/ml etiidiumbromiidi ning jooksutati geelelektroforeesil
BioRad Sub-Cell GT vannis Amersham Biosciences elektroforeesi EPS 601 toiteallikaga. Geelist
15igati vélja 1. PCR reaktsioonis ithe CIb5 inserdi kohta 2 fragmenti — selle N- ja C-terminaalne
osa ning 2. PCR reaktsioonis ithendatud fragmentidest tekkinud tdispikk mutatsiooniga tstikliini
fragment. Kokku valmistati sellel meetodil 13 erinevat Clb5 fragmenti — 10 mutantset CIb5 ning
iiks Clb5Swt. Fragmendid puhastati geelist Favorgen geelipuhastuskomplektiga. Geelitiikke
inkubeeriti 54°C juures FADH lahuses 15min ning vortex-iti selle aja jooksul 2 korda. Jargnevalt
pipeteeriti proovid FADF kolonni, mis asetati 2 ml kogumistuubi ja Eppendorf 5215D tsentifuugiti
13000 rpm 1 min. Kolonne pesti kaks korda 700 pl pesemispuhvriga, tsentrifuugides molemal
korral 30 sekundit 13000 rpm-il ning kolonnid kuivatati samadel pooretel 3 minutit. Kolonnid viidi
uuesti 1,5ml Eppendorf tuubidesse ning DNA elueeriti 40 pl elueerimispuhvris 13000 rpm-il 2

minutiga.

2.2.3. PCR produkti ja vektori transformatsioon parmi

Sobivate restriktsioonisaitide puudumise tdttu transformeeriti ClbS PCR produktid koos
lineariseeritud pRSAB1234 vektoritega parmi, kus parmirakk need fragmendid homoloogsete
alade ja rekombinatsiooni abil plasmiidiks kokku pani. Transformatsiooniks kasvatati w303-I
baseeruvat tiive DOM90 YPD vedels66tmel 50 ml-is kuni OD600 = 0,8 ning rakusade tsentrifuugiti
50 ml Falcon tuubis 4000 rpm 1 min jooksul pohja. S66de eemaldati ning sellele lisati 1 ml 10 mM
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Tris, 1 mM EDTA, 100 mM LiOAc (TE/LiOAc) ning peale nende suspendeerimist viidi 1,5 ml
Eppendorf tuubi. Suspensioonid tsentrifuugiti Eppendorf 5415D tsentrifuugis 4200 rpm 1 min,
peale mida eemaldati TE/LIOAc ning lisati kahekordne rakusademe kogus TE/LiOAc lahust ning
rakususpensioonil hoiti toatemperatuuril 10 min. Samaaegselt kuumutati iiheahelalist DNA-d 10
min 100 °C juures ning viidi jadvannile. Uutesse 1,5 ml Eppendorf tuubidesse pipeteeriti kokku 2
ul (50 ng/ pl lineariseeritud pPRSAB1234 vektorit ning 10 pl (40 ng/ul) PCR protsessist saadud
CIb5 inserti, millele lisati 100 ul TE/LiOAc-s rakususpensiooni, 700 ul PEG/TE/LiOAc (40%
PEG, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM LiOAc) ning 48 pul DMSO-d. Suspensioon viidi 42 °C
juurde inkubeerima 30-ks minutiks, peale mida rakusade pohja fuugiti 6000 rpm juures Imin,
eemaldati supernatant ning lisati 1 ml TE lahust, suspendeeriti ning rakusade fuugiti uuesti pdhja
4200 rpm juures 1 min, peale mida eemaldati uuesti supernatant, lisati 200 pul TE lahust ning
plaaditi -URA gliikoosiga agaroosplaatidele ning asetati 30 °C inkubaatorisse umbes kaheks

paevaks, kuni tekkisid kolooniad.

2.2.4. Parmist plasmiidide eraldamine ja transformatsioon bakterirakkudesse

Transformatsioonist saadud péarmikolooniad inokuleeriti CSM-Ura vedels6otmesse koos 2%
gliikoosiga ning kasvatati OD600=1,0-ni. Kultuurid pipeteeriti 2 ml Eppendorf tuubidesse ning
tsentrifuugiti 5415D masinal pdhja 4200 rpm juures 5 min. Rakkusadet pesti 0,5 ml ddH>O-ga ning
tsentrifuugiti uuesti samadel parameetritel pohja ning resuspendeeriti 200 pl TSENT puhvris (2%
Triton X-100, 1% SDS, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0), millele lisati 200
ul silikaatkuulikesi ning tdmbekapi all 100 pl fenooli, 96 ul kloroformi ning 4 pl isoamdiiilalkoholi,
mida vortexiti Fastprep®-24 homogenisaatoris 20 sekundit 5 m/s. Segu tsentrifuugiti Eppendorf
5415D-s 13000 rpm juures 5 min ning ililemine vesifaas tosteti uutesse 1,5 ml tuubidesse, kuhu
lisati Iml -20 °C 96% etanooli, vortexiti ning tsentrifuugiti 13000 pdoérde ja 4 °C juures Thermo

Scientific MicroCL 21R masinas 5 min. Supernatant eemaldati ning sade voeti iiles 50 ul TE-s.

E. coli DH5a rakkudesse transformeeriti saadud 12 mutantset ning tiks Clb5Swt pRSAB1234
plasmiidi. BL21 rakkudesse transformeeriti plasmiidid substraatide Sicl tdispika versiooniga ning
Sicl selle C-terminaalse Clb-Cdk1l inhibeeriva alata (Sic1AC) (Sicl plasmiidid saadud Rainis
Ventalt).
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Kompetentsed E. coli rakud asetati jadvannile ning lasti neil sulada 10 min. Transformeerimiseks
pipeteeriti 1,5 ml tuubi 50 pl rakke ning 2 pl plasmiidilahust, mida hoiti jail 30min ning tehti
kuumasokk DH5a puhul 2 min ning BL-21 puhul 45 s 42 °C termostaadil. Rakud tdsteti 2 minutiks
jadle, lisati 700 pul LB s66det ning kasvatati ~60min 37 °C juures loksutil. Rakud tsentrifuugiti
pohja 5415D masinas 4200 rpm-il, eemaldati 600 pl s66det ning plaaditi ~150 pl rakususpensiooni
LB+Amp (DH5a) voi LB+Km+Cam (BL-21) selektsiooniplaatidele ning asetati 37 °C
inkubaatorisse kuni kolooniate tekkimiseni.

2.2.5. Plasmiidide eraldamine DH5a rakkudest ja transformatsioon pérmi Sicl

deletsioonitiivedesse
Bakterirakkudes paljundati plasmiide, sest parmirakkudest eraldatud plasmiidide kontsentratsioon

oli véike ning sisaldas puhastusprotsessist tulenevaid ebapuhtuseid.

Transformeeritud E. coli rakud pandi iile66 3 ml LB+Amp vedelso6tmesse kasvama. Rakud fuugiti
1,5 ml Eppendorfi tuubides 5415D masinas pdhja ning eemaldati supernatant. Eralduseks kasutati
Favorgen plasmiidse DNA eraldamise komplekti. Rakusademele lisati 200 ul FAPDI1
suspensioonipuhvrit, 200 ul FAPD2 liiiisipuhvrit ning keerati 5 korda ja lasti 2 min laual istuda.
Seejérel lisati 300 pl FAPD3 neutralisatsioonipuhvrit, keerati 5 korda ning tsentrifuugiti 13000
rpm 5 min. Supernatant viidi FAPD kolonni, mis asetati 2 ml kogumistuubi, mida tsentrifuugiti
13000 rpm 1min. FAPD kolonnile lisati 400 pul W1 puhvrit, tsentrifuugiti 30 s 13000 rpm, lisati
700 ul pesemispuhvrit, tsentrifuugiti 30 s ning kuivatati kolonn 13000 rpm juures 3min. FAPD
kolonnid asetati 1,5 ml Eppendorf tuubidesse ning elueeriti kolonni kinni jiinud DNA 50 pl
elueerimispuhvriga fuugides 2 min 13000 rpm. DNA kontsentratsiooni ja puhtust kontrolliti
nanodropil, viidi 1dbi restriktsioonikontroll Nhel/Sacl ensiitimidega (5 U mdlemat enstitimi), mille
kédigus veenduti inserdi olemasolus ning plasmiidid saadeti biokeskusesse sekveneerimisse, et

veenduda tekitatud mutatsioonide olemasolus.

Sicl deletsioonitiivedesse DOM68 10 mutantse Clb5- ning Clb5wt- ja DOMG69-sse Clb5wt-
pRS1234 plasmiidide transformeerimiseks kasvatati neid tiivesid 50 ml-is CSM-Ura 2% gliikoosis
kuni OD600=0,8. Ulejiinud transformatsioon toimus vastavalt punktis 2.2.3 kirjeldatule, kuid
transformeeriti 1 ul (~500 ng) plasmiidi.
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2.2.6. Western blot analiiiis vektorite ekspressioonikontrolliks

CIb5 plasmiididega transformeeritud Sic deletsioonitiivede Western blot analiiiisiks kasvatati 4-8
kolooniat igast mutantse CIb5 plasmiidiga transformeeritud tiivest 5 ml-is CSM-Ura koos 2%
rafinoosiga kuni OD600=0,8. Seejdrel indutseeriti ekspressioon lisades 2% galaktoosi.
Rakukultuurid fuugiti pohja 15 ml Falcon tuubides Eppendorf 5810R tsentrifuugis A-4-81
rootoriga 4000 rpm 2 min. S66de eemaldati ning rakusademed kiilmutati vedelas ldmmastikus ning
sdilitati -80 juures voi jatkati koheselt nendest valkude eraldamisega. Selleks lisati sademele jail
200 pl 7 M uurea-lisipuhvrit (20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 7 M uurea, 2 M tiouurea, 65 mM 3-[(3-
kolamidopropiiiil)Jdimethiiiilammonio]-1-propaansulfonaat (CHAPS), 65 mM DTT, 1 mM PMSF,
180 pug/ml Na3VO4, 2,1 mg/ml NaF, 17,3 mg/ml B-gliitserofostaat) ning tosteti 1,5 tuubi. Segule
lisati 200 pl Silibead klaaskuule labimodduga 0,4-0,6 mm ja asetati Fastprep®-24
homogenisaatorisse 5 m/s 40 sekundiks. Tuube torgati pdhjast kuumsteriliseeritud ndelaga ning
asetati need uute 1,5 ml tuubide peale. Tuube tsentrifuugiti ~10-ks sekundiks ~2000 rpm juures,
mille jooksul liisaat alumistesse 1,5 ml tuubidesse valgus. Liisaadiga tuube tsentrifuugiti 13000
rpm juures 10 min ning pealmine 100 pl lisaati viidi uutesse 1,5 ml tuubidesse. Bradford
kontsentratsiooni jargi valkude koguse kalibreerimise etapp jdeti vahele, sest antud katses oli
oluline iihe rakukultuuri valguekspressiooni olemasolu ja mitte ekspressioonitasemete vordlemine.
12 pl lisaadile lisati 6 pul 3x SDS ning pipeteeriti akriiilamiidgeelile, kus jooksutati Amersham
Biosciences elektroforeesi EPS 601 toiteallikal 300 V ja 15 mA geeli kohta poolteist tundi 25 mM
Tris, 192 mM gliitsiin ning 0,1% SDS sisaldavas puhvris. Geeli loksutati 10 min semi-dry puhvris
(5,8 g/l Tris, 2,9 g/l gliitsiin, 0,37 g/l SDS, 20% metanool) ning valkude iilekandeks geelilt
nitrotselluloosmembraanile kasutati Thermo Scientific PierceG2 fast blotterit, kuhu see mdlemalt
poolelt kolme filterpaberi vahele koos nitrotselluloosmembraaniga pandi ning jooksutati 25 V ja
1 A 60 min. Membraan tosteti blokeerimislahusesse (5% 10ssipulber TBS-Tw puhvris (50 mM
Tris-HCI (pH 7,6), 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20)) ja loksutati aeglaselt 30 min. Korraks pesti
membraani TBS-Tw lahuses ning membraanile valati primaarse antikeha lahus (C-myc (A-14) sc-
789 kiiiliku poliiklonaalne IgG antikeha) (1:500) TBS-Tw puhvris koos 0,03% NasN-iga.
Membraani pesti kolm korda TBS-Tw puhvris 15-5-5 min kiirelt loksutades. Membraanile valati
TBS-Tw lahuses 3% 16ssis koos kiiiiliku 1gG vastaste kitse antikehadega (1:7500) ning loksutati

aeglaselt 30 min. Membraani pesti TBS-Tw puhvris kolm korda 15-5-5 min kiirelt loksutades.
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[Imutamiseks kasutati Supersignal West Pico detektsioonikomplekti, millest valati 800 pl kahe
lahuse 1:1 segu kaante vahele kleebitud membraanile ning ilmutati see pimeruumis 45 sekundilise

sdriajaga.

2.2.7. TAP-mirgisega Clb5-Cksl komplekside puhastamine

Tap-mirgisega puhastati antud t66s 12 Clb5 valku, nende seas Sicl deletsioonitiives (DOM68) 10
mutantset CIbS ja ClbSwt ning Sicl deletsioonitiives koos CDK inhibiitori NP-PP-1 suhtes
tundliku Cdklasl-ga (tiives DOM69) Clb5wt. TAP-CIb5 valkude puhastamiseks kasvatati need
tived koos transformeeritud konstruktidega esmaselt 50ml —URA so6tmel 2%
rafinoosikontsentratsiooni juures iile6d temperatuuril 30 °C OD600=2,0 ning lahjendati 1 liitrisse
—URA 2% rafinoos s66tmesse OD600=0,1. Kultuurid kasvatati OD600=0,8 ning indutseeriti 2%
galaktoosiga 3h. Kultuurid tsentrifuugiti esmaselt 400 ml Sorvalli tuubides Sorvall RC5B masinas
Herolab A6.9 rootoriga 5000 rpm 10 min ning seejérel Eppendorf 5810R tsentrifuugis A-4-81
rootoriga 50 ml Falcon tuubides 4000 rpm 2 min. Sademed segati vordses koguses TAP
latisipuhvriga (Tabel x), mis sisaldas proteaasi inhibiitoreid (1ug/ml Leupeptiin, 1 ug/ml
Pepstatiin, 1 pug/ml Aprotiniin ning ImM PMSF) ning 5 ml pipetiga pipeteeriti vedelasse
lammastiku keradena, mis seejérel -80 °C juures séilitati.

Tabel 1. Valgu puhastamise protsessis kasutatud TAP liiisipuhvris ja TEV 16ikamise puhvris

kasutatud reagendid ning nende kontsentratsioonid. Proteaaside inhibiitorid TAP Liilisipuhvrisse
ning DTT TEV loikamise puhvrisse lisati vahetult enne puhvrite kasutamist.

TAP Liiiisipuhver TEYV loikamise puhver
25 mM Hepes, pH 8,0 10 mM TRIS-HCI, pH 8,0
1 M NaCl 150mM NacCl

0,1% NP-40 0.1% NP-40

1 mM EDTA 0,5mM EDTA

30mM EGTA ImM DTT

80 mM B-gliitserool fosfaat

50 mM NaF

1 mM Na3VvO4

Rakusademed liiiisipuhvri ja inhibiitoritega valati eelnevalt vedelas lammastikus kiilmutatud

Retsch MM400 veski metalltopsidesse, kus need veskis 4 korda 2 min 30 Hz juures purustati,
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asetades metalltopsid vaheacgadel tagasi vedelasse lammastikku. Edasine puhastamine toimus
vastavalt publitseeritud TAP-mérgisega puhatsamise protokollile (Puig et al., 2001). Purustatud
rakusademele lisati 25 ml liitisipuhvrit koos inhibiitoritega ning viidi 4 °C juurde 1 h keerlema.
Ulejasnud tsentrifuugimised ja valgu puhastamine viidi libi 4 °C juures. Liisaat valati 30 ml
sorvalli tuubidesse ning tsentrifuugiti RC5B masinas Sorvall SS-34 rootoriga 10 min 10000 rpm
juures. Supernatant valati uutesse Sorvall 30 ml tuubidesse ning tsentrifuugiti sama masina ja
3 ml Pasteuri pipetti kasutades ~25 ml 50 ml-sse falcon tuubi. Samal ajal valmistati ette
valgupuhastamise kolonnid, kuhu pipeteeriti 250 ul IgG Sepharose Fast Flow kerasid, mida pesti
10 ml litisipuhvriga. Kolonnide ldbivool korgiti kinni ja suspendeeriti liisaati kasutades IgG kerad
ning pipeteeriti see liisaati sisaldanud 50 ml-sse Falcon tuubi, mis seejdrel tunniks ajaks keerlema
viidi. Liisaat koos IgG keradega pipeteeriti kolonni ning lasti elueeruda, peale mida pesti kolonne
3 korda 10 ml liiisipuhviga ning 10 ml TEV-15ikamise puhviga, millesse DTT lisati vahetult enne
pesemist. Kolonnid korgiti kinni ning suspendeeriti kolonnis olevaid 19G Sepharose kerasid 400
ul TEV-16ikamise puhvriga ning pipeteeriti 2 ml tuubi, millele lisati 10 ul TEV-proteaasi (100
tthikut). 2 ml tuubid viidi 18 °C juurde keerlema 1,5 tunniks, peale mida need tagasi kolonnidessse
pipeteeriti ning elueeriti 16igatud valk 2 ml tuubidesse, millele lisati 20% 15ppkontsentratsioonis
gliitserooli, pipeteeriti 10 pl kaupa 0,5 ml tuubidesse ning kiirkiilmutati vedelas ldmmastikus ja

sdilitati -80 juures.

2.2.8 6xHis mirgisega Sicl variantide puhastamine

Téispika Sicl ning SiclAC (aa 1-215) puhastamiseks kasvatati punktis 2.2.5 transformeeritud
BL21 rakke alguses 37°C loksutil 5 ml LB+Km+Cam sd6tmes kuni OD600=2,0 ning seejérel 50
ml-is LB+KM so6tmel. OD600=0,6 juures indutseeriti geeniekspressioon Isoprooiiiil -D-1-
tiogalakto-piiranosiidiga (IPTG) kolmeks tunniks. Rakusade koguti kokku Eppendorf 5810R
tsentrifuugis A-4-81 rootoriga 50 ml Falcon tuubides pooreldes 4000 rpm-il 2 minutit. Rakkude
sade kiilmutati vedelas lammastikus ning jargevalt siilitati -80 juures. Rakkude sade sulatati ning
suspendeeriti 10 ml liiisipuhvris (25 mM Hepes, pH 7,4, 300 mM NacCl, 10% gliitserool), millele
lisati 0,1 U/ul Dnaas | ning proteaaside inhibiitorid (1 mM PMSF, 1 ug/ml pepstatiin A, 1 ug/ml

aprotiniin, 1 pg/ml leupeptiin). Liisipuhvris rakusademe suspepensioonile lisati liisotsiitimi
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1oppkontsentratsioonis 1 mg/ml ning viidi 4 °C juurde liiisuma end-over-end segajale. Rakke
sonikeeriti Bandelin Sonoplus HD 2070 sonikaatoril 50% vodimsuse juures 3 korda 30 sekundit
pauside kestvusega 1 min, mil suspensiooni hoiti jaal. Sonikeeritud rakususpensioon valati Sorvall
30 ml tuubidesse ning tsentrifuugiti RC5B masinas 4 °C juures 15000 rpm 10 minutit SS-34
rootoriga. Valgu puhastamise kolonnide ettevalmistamiseks pipeteeriti sinna 250 pl Chelating
Sepharose kerasid (GE Healthcare) ning pesti 10 kolonni ruumalaga ddH20O-ga, laeti iiks kolonni
ruumala 200 mM CoCl; ning pesti 10 kolonni ruumala liiisipuhviga, milles puudusid proteaasi
inhibiitorid ning DNaas I. Liisaat pipeteeriti kolonnile 4 °C juures ning pesti kolm korda 10 ml
liitisipuhvriga. 6xSicl variandid elueeriti toatemperatuuril kolonnilt kasutades liiiisipuhvrit, milles
oli 200 mM imidasool. Elueeriti ihekordse kolonni ruumalaga kolm korda ning eluaadid koguti

eraldi tuubidesse, kiirkiilmutati vedelas ldammastikus ning siilitati -80 °C juures.

2.2.9 Katsed puhastatud valkudega

2.2.9.1 Clb5-Cdk1 kompleksi fosforiileerimisvoime ja spetsiifika hindamine

Puhastatud Clb5-Cdk1 komplekside ja substraadi histoon H1-ga tehti kinaasikatse, et veenduda
puhastatud kinaas-kompleksi voimes fosforiileerida spetsiifilist substraati ning veenduda kdrvaliste
potentsiaalsete substraatide mittefosforiileerimises. Kinaasikatse koosnes 20 pul reaktsioonisegust,
mis sisaldas 50 mM Hepes, pH 7,4, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl, 0,5 mM ATP, 0,2 mg/ml vesise
seerumi albumiin (BSA), 500 nM Cks1wt, 0,04 mg/ml histoon H1, 0,1 uCi/ul [y->2"] ATP ja umbes
2 nM CIb5-Cdkl ensiitimi. Ensiiimi kontsentratsioon oli katses oluliselt madalam substraadi
kontsentratsioonist ning fosforiileerimisel ei kasutatud dra rohkem kui 10-30% substraadist
(Koivomagi et al., 2013). Analoog-sensitiivse Cdkl1-ga tiives puhastatud Clb5wt kontrollkatsele
lisati ka Img/ml 1-NM-PP-1 kinaasi inhibiitorit. Katse viidi 1dbi kolmes ajapunktis 7, 14, 21 min,
kus iga ajapuntki kohta pipeteeriti 6 ul kinaasikatse segu reaktsiooni peatamiseks 3x SDS-i, laeti
10% poliiakriiiilamiidgeelile ning jooksutati 25 mM Tris, 192 mM gliitsiin ning 0,1% SDS
sisaldavas puhvris 15 mA voolutugevusel. Geel varviti Coomassie Brilliant Blue R-250-ga 1h, pesti
40% metanooli ja 7% &dddikhapet sisaldava lahusega 20min ja ddH>0-ga 30 min geele vahepeal
kuumutades ~60 °C-ni. Geelid kuivatati ning asetati Storage Phosphor Screen kassettidesse 24 h-
ks ning skanneeriti sisse Typhoon TRIO visualiseerijas ning signaalid kvantiseeriti ImageQuant

TL tarkvaras.
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2.2.9.2 Cdk1 ensiiiimikoguste kalibreerimine

Valgupuhastusest saadud CIb5-Cdk1 komplekside kontsentratsioonide vordustamiseks kasutati
kahte meetodit — valkude varvimist Coomassie Brilliant Blue G-250-ga ning Cdk1 fosforiileerimist
selle inhibiitori Swel poolt, mille tulemusi vorreldes hilisemates Kinaasikatsetes ensiiiimikogused

vOrdsustati.

Valgukoguse kvantiseerimiseks Coomassie Brilliant Blue G-250 abil laeti 10% poliiakriiiilamiid
geelile 30 ul valgupreparaati koos 6 ul 6x SDS-iga ning foreesiti 15 mA geeli kohta 1,5 h. Valgud
fikseriti geelile 30% etanooli ja 30% &ddikhapet sisaldavas lahuses 15 min, pesti H2O-ga ning
varviti Coomassie Brilliant blue G-250-ga iile66. Geelid pesti ddH>O-ga ning skanneeriti sisse ja

kvantiseeriti ImageQuant TL tarkvaraga.

Swel poolse fosforiileerimise abil Cdkl koguse hindamise kinaasikatses kasutati 2.2.9.1.
kirjeldatud reaktsioonisegu, kuid kasutati 200 nM Swel ensiiiimi ning substraatidena umbes 20
nM Clb5-Cdk1 variante. Katses kasutati iihte ajapunkti, ensiitimidel lasti té6tada 1h, mille jooksul
teoreetiliselt peaaegu koik katses sisalduv substraat tdis fosforiileeriti. Valgud laeti 10%

poliiakriiiilamiidgeelile, foreesiti, varviti, skanneeriti ja kvantiseeriti eelnevalt kirjeldatud viisil.

2.2.9.3 Clb5-Cdk1 kompleksi substraatvalkude fosforiileerimine

Katses vaadeldi puhastatud Clb5-Cdk1 komplekside poolset voimet fosforiileerida substraatvalke
Sicl, Sic1AC, FarlAC ja Kar9. Substraatvalkudest Far1AC puhastajaks oli Ervin Valk ning Kar9
puhastati Mihkel Ordi poolt. Lisaks vaadeldi kinaasi poolset histoon H1 pdhjal disainitud
substraatpeptiidi PKTPKKAKKL (TPKK) fosforiileerimist. Katsetes kasutati punktis 2.2.9.2
rakendatud meetodite abil vordustatud (~1nM) Clb5-Cdk1 koguseid. Katsete peatamiseks sobivad
ajapunktid valitis ellised, et substraadi kulu ei iiletaks 10-20% kogusubstraadi hulgast.
Reaktsioonisegud sisaldasid substraatidena 1 uM TPKK, 1 uM Sicl, 1 uM SiclAC, 1 uM FarlAC
ning 0,5 uM Kar9. Substraatvalgud foreesiti, skanneeriti ja kvantiseeriti. TPKK kinaasikatse
reaktsioon peatati Whatman filterpaberile, mis asetati 100 mM fosforhappe lahusesse ning pesti

samas lahuses 3 korda 10 min loksutades, paberid kuivatati ning sarnaselt foreesitud valkudele
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visualiseerijas Typhoon TRIO skanneeriti ja Imagequant TL-iga kvantiseeriti. Katses

akriiilamiidgeelis foreesitud valgud skanneeriti ja kvantiseeriti vastavalt 2.2.9.1 kirjeldatule.

2.2.9.4 Clb5-Cdk1 kompleksi substraatide Michaelis Menteni konstandi mé6tmine

Punktis 2.2.9.3 kirjeldatud mutantide ja substraatide katse tulemuste baasil mdddeti osade efekti
ndidanud mutantidega substraadi suhtes Km-i, ehk m&ddeti varieeruva substraadi kontsentratsiooni
juures, millal jouab ensiiiimi aktiivsus 50%-ni oma maksimumkiirusest ehk 50% Vmax-ist.
Kinaasikatse reaktsioonisegu koosnes vastavalt punktis 2.2.9.1 kirjeldatud komponentidele ning
punktis 2.2.9.2 {ihtlustatud ensiitimide kogusele, kuid substraadisegusse pipeteeriti pool katses
kasutatud BSA-st. Substraadi kontsentratsioonid Sicl katses olid 10ppmahus 10000 nM, 3333 nM,
1000 nM, 100 nM, 10 nM, 1 nM ja 0,33 nM. SiclAC kontsentratsioonid olid 16ppmahus 22750
nM, 6825 nM, 2275 nM, 683 nM, 228 nM, 68 nM, 23 nM ja 7 nM. Farl ja Kar9 substraatide
katsetes kasutati 8 substraadikontsentratsiooni asemel nelja kontsentratsiooni. Farl — 2450 nM, 735
nM, 245 nM ja 74 nM. Kar9 katses — 5950 nM, 1785 nM, 595 nM, ja 178,5 nM.

Kinaasireaktsioonid tehti Sicl suhtes M1- ja Clb5wt-Cdkl kompleksidega, Sic1AC suhtes M1-,
M3- ja Clb5wt-Cdk1-ga, FarlAC suhtes M1-, M3-, M7- ja Clbwt-Cdk1 kompleksidega ning Kar9
suhtes moddeti Km-i lisaks Clb5wt-Cdkl-le M1-, M3-, M6- ja M10-tsiikliin-Kinaas
kompleksidega. Kinaasireaktsioonid foreesiti, skanneeriti ja kvantiseeriti vastavalt punktis 2.2.9.1
kirjeldatule. Km joonised vormistati Graphpad Prism 7 tarkvaras.
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Clb5-Cdkl kompleksi fosforiileerimisvoime ja spetsiifika

Peale Clb5-Cdkl komplekside puhastamist veenduti kdigepealt nende valkude puhastusprotsessi
efektiivsuses ning puhtuses. Selle jaoks sooritati punktis 2.2.9.1 Kkirjeldatud kinaasikatse
mutantidega (lisa 3) ja nii Sicl deletsioonitiives puhastatud Clb5wt-Cdklwt-ga kui ka Sicl
deletsioonitiives koos inhibiitorile tundliku analoog-sensitiivse Cdkl1-asl-ga Clb5wt valkudega
(joonis 7). Katse eesmirgiks oli ndidata CIb5 variantide puhastamisel rakkudest kaasa tulnud Cdk1
olemasolus ning kinaas-komplekside voimet fosforiileerida progresseeruvalt substraati erinevatel
ajapunktidel ning veenduda potentsiaalsete mitte-spetsiifiliste, valgupuhastamise protsessist
potentsiaalselt kopretsipiteeruvate valkude mitte-fosforiileerimises. Joonisel 7 on &ra ndidatud
Clb5wt-Cdklwt ning Clb5wt-Cdklasl komplekside voimet fosforiileerida katsesse lisatud
substraati histoon H1 ja tsiikliiniga aktiveeritud kinaaside autofosforiileerumist. Inhibiitori 1-NM-
PP-1 lisamisel Clb5wt-Cdk1asl reaktsioonisegusse koos radioaktiivse ATP-ga niitab, et inhibiitor
peatab igasuguse substraadi ja autofosforiileerimise voimekuse. Substraadita ja inhibiitorita
katsetes toimub ainult kinaaside omavaheline autofosforiileerimine. Peale fosforiileerimisvdime ja
spetsiifika niitamist kasutati edaspidi mutantsete Clb5 valkude vordluseks DOMG6S tiivest
puhastatud Clb5wt-Cdk1wt-i (alates punktist 2.3.2 joonistel viidatud kui WT).

Clb5wt-Cdk1wt Clb5wt-Cdklasl  Clb5wt-Cdklasl

[ 10 11 1

Substraat histoon H1 + + + - + + + - + + +

Cdk1 inhibiitor 1-NM-PP1 - - - - - - - - + o+ o+ o+
7 14 217 21 714 210 210 7 14 217 21

CIb5 fosforiileerimine —>

Cdk1 poolt

Histoon H1 fosforiileerimine ——, S

Joonis 7. Substraadi histoon H1 progresseeruv fosforiilleerimine Cdkl poolt. Cdklwt ja
inhibiitor 1-NM-PP-1 suhtes tundliku Cdklasl poolne CIb5 autofosforiileerimine ja substraadi
histoon H1 progresseeruv fosforiileerimine ajapunktide kaupa. Analoog-sensitiivse Cdklasl koos
inhibiitori 1-NM-PP-1-ga puudub nii histooni- kui ka autofosforiileerimise voimekus.
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2.3.2 CdKk1 ensiiiimikoguste méidramine ja vordsustamine

ClIb5-Cdkl komplekside puhastamisel saadi variceruvad ensiiiimikontsentratsioonid, mida
jargnevatel meetoditel detekteeriti, kvantiseeriti ja kalibreeriti voimalikult sarnasele
kontsentratsioonile hilisemate Kkatsete jaoks punktides 2.3.3 ja 2.3.4. Ensiiiimikoguse
vordustamiseks kasutati CIb5 signaalide asemel Cdkl-te, sest Kkinaas on tegelik
fosforiileerimisreaktsiooni pdhjustaja ning puhastamisel vois kas tugeva galaktoosi promootori
poolse induktsiooni v&i Kkopretsipiteerumise osalise vOimetuse tottu Clb5S valku rohkem
ensiiiimipreparaati sattuda, kui kinaasi. Ensiiiimikoguste kalibreerimiseks kasutati punktis 2.2.9.2
kirjeldatud kahte meetodit — esimeseks meetodiks oli akriiilamiidgeelis foreesitud valkude
varvimine Coomassie Brilliant Blue G-250-ga (joonis 8A) ning geelil 34 kDa Cdk1 signaalide
kvantiseerimine (joonis 8C). Teiseks Cdkl kvantiseerimise meetodiks oli Kinaasireaktsioon, kus
iilemahus katsesse voetud Cdk1 inhibiitor ja tiirosiinkinaas Swel fosforiileeris iseennast, Cdk1-te
ning CIb5. Kuigi Swel spetsiifika varieerub metsiktiitipi tsiiliin-Cdkl komplekside
fosforiileerimisel ning ka t60s loodud mutatsioonid CIb5 pinnal vdivad seda spetsiifikat muuta,
suutis suure tdendosusega ililemahus voetud Swel koik katsesse vOetud kinaasid fosfortileerida.
Peale reaktsioonisegu akriitilamiidgeelil foreesimist detekteeriti radioaktiivse fosfaadi 32-P
signaalid (joonis 8B) ning kvantiseeriti nendest Cdkl1l-d (Joonis 8D). (Mdlemad Cdkl
kvantiseeritud signaalide pildid joonisel 8A ja 8B tadhistatud punaste kastidega). Foreesitud ja
Coomassie Brilliant Blue G-250-ga varvitud valkude geelilt on ndha lisaks Cdkl-le ka Clb5
valkusid ning puhastusprotsessis CIb5 kiiljest 16igatud TAP-maérgist (~29 kDa). Lisaks on néha ka
muid kopretsipiteerunud valke, mis suure tdendosusega on tsiikliin-Cdk1-ga seondunud tsaperonid.
Kinaasikatses on nédha lisaks Swel poolt fosforiileeritud Cdkl signaalile ka Swel

autofosforiileerumist ning CIb5 fosforiileerimist.

Coomassie Brilliant Blue G-250-ga virvitud ning kinaasikatses fosforiileeritud Cdk1 signaalid
varieerusid kiillaltki palju, kuid suuremas osas olid molemast meetodist saadud tulemused
omavabhel korrelatsioonis, nagu on néha jooniselt 9A, kus vdeti nii Comassie-ga varvitud kui Swel
poolt fosforiileeritud Clb5wt-ga seondunud Cdk1 signaalid vordseks vaértusega 1. Molema Cdk1
kvantiseerimise meetodi puhul arvutati erinevused joonisel 9A Clb5wt-Cdk1 jérgi tehtud x=y
sirgest (Joonised 9B ja 9C). Swel poolse Cdkl1 fosforiileerimissignaali puhul (Joonis 9C) oli
kumulatiivne protsentuaalne erinevus sirgest saadud Clb5wt-le taandatud vaartustest vdiksem kui

Coomassie Brilliant Blue G-250-ga virvitud Cdk1 signaalide puhul (Joonis 9B), mille tottu valiti
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jargnevates katsetes mutantsete Clb5-Cdk1 ensiiiimide vordsustamiseks Clb5wt-Cdk1-ga Swel

Comassie Cdk1 signaalid wt

poolse Cdk1 fosforiileerimisest saadud signaalide suhted Clb5wt-Cdk1 preparaadist kvantiseeritud
Cdk1-ga.

(A) (B)

Puhastatud CIb5-Cdk1 vérvimine Comassie G250-ga Cdk1, CIb5 ja Swel fosforiileerimine Swel poolt
kDa M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 WT M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI0OWT
170( e Swel P
96 == ‘ ' '

T2 i ; ; Clb5
56 |5 o s 4 e «— 2 el o Ty
431 _
34 4 — ; = Cdk1
ey R —— i s | f————— P

(®) (D)

1

O P N W b 01 O N O ©
I

suhtes (WT=1)
o |l N w SN (62} (2] ~ [o0]
Cdk1 fosforiileerimine Swel
poolt wt suhtes WT

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 WT M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10OWT

Joonis 8. Puhastatud preparaatides Cdkl kontsentratsiooni hindamine. Puhastatud Clb5-
Cdk1 variantide foreesitud ja Coomassie Brilliant Blue G-250-ga vérvitud kompleksid koos geelil
ndha oleva valkude suurusmarkeriga ning kvantiseeritud Cdkl valgud (margitud punase
kastiga)(A). Comassie meetodil kvantiseeritud Cdkl koguste suhtelised vaartused Clb5wt-iga
puhastunud Cdk1-ga vordlusel (B). Swel poolt fosforiileeritud Cdk1, CIb5 ja Swel 32-P signaalid
(Cdkl margitud punase kastiga) (C). Kvantiseeritud mutantsete tsiikliinidega koos puhastunud
Cdkl 32-P signaalide suhteliste vaartustega Clb5wt-iga puhastunud Cdkl valku (D).
Modifitseerimata joonisel 8A ja 8B kasutatud joonised lisa 2 lisa joonistel 2 ja 3.
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Comassie G-250 jérgi saadud Cdkl

(A) Cdk1 signaalid Comassie-ga virvimisest ja
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Swel fosforiileerimise jéargi saadud Cdk1

-80% L -80% A
80% MI M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MIO 80% M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10

mMutant 30% -18% -11% 6% 17% 33% -31% 77% 28% 8% B Mutant -23% 22% 12% -6% -15% -25% 46% -43% -22% -8%

Joonis 9. Cdkl1 signaalide vordlus valgu vérvimisel ning fosforiileerimisel. Cdk1 signaali
tugevuste vordlus regressioonanaliilisil Comassie Brilliant Blue R250-ga vérvimisel ning Swel
poolsel fosforiileerimisel, kus vérvimisel ja fosforiileerimisel ClbSwt-ga puhastunud Cdkl
normaliseeritud véirtusele 1 (A). Mutantsete tsiikliinidega puhastunud Comassie G-250-ga
véarvitud ja kvantiseeritud Cdkl signaalide suhteline erinevus ClbSwt-Cdkl pdhjal saadud
regressioonsirgest x=y (B). Mutantsete tsiikliinidega puhastunud Swel poolt fosforiileeritud ja
kvantiseeritud Cdk1 signaalide suhteline erinevus Clb5wt-Cdk1 pohjal saadud regressioonsirgest
x=y (C). Joonised 9a ja 9c niitavad, kui palju erinevad mdlema meetodi juures kvantiseeritud Cdk1
signaalid joonise 9a lineaarsele x=y sirgele taandatud véartustest.
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2.3.3 Mutantsete Clb-Cdkl1 komplekside substraatide fosforiileerimine

Muteeritud
amino-

Joonis 7. CIb5-Cdk1-Cksl struktuurimudel koos muteeritud aminohapetega. Joonisel 7A
toodud CIb5-Cdk1-Cksl struktuurmudel (Cdkl ja Cksl vérvitud siniseks ning Clb5 punaseks.
Tstikliini pinnal tehtud mutatsioonide ldhivaade (B). Joonised 7A ja 7B néitavad valgu
pinnakujutist. Joonisel 7C CIb5 heeliks-ling struktuurmudelil nididatud sama ala, mis joonisel 7B.
Kolmel alamjoonisel nédidatud vérvitud aminohapped vastavad joonise tabelis vérvkodeeritult
toodud mutantidele, kus vastavad aminohapped on alaniiniks muteeritud. Joonisel 7C on néidatud
muteeritud aminohapped ling-heeliks struktuurmudelil aatomstruktuuridena.
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Peale ensiitimikoguste vordsustamist tehti kinaasikatsed viie substraadi ja kiimne mutantse Clb5-
Cdkl kompeksiga ning vorreldi neid Clb5wt-Cdk1 suhtes (Tabel 2). Substraatideks olid 1 uM
TPKK peptiid, 1 uM Sicl, 1 uM SiclAC, 1 uM FarlAC ning 0,5 uM Kar9. Katses voeti iga
mutandiga koikide substraatide fosforiileerimisel kaks ajapunkti 7 ja 14 min. Edaspidi mutantse

Clb5 aminohappelised muutused mainiti tiks kord 16igus kui mutanti mainiti eraldiseisvalt.

Kinaasikatse substraatpeptiidi TPKK-ga sooritati Clb5-Cdk1 komplekside aktiivsaidi aktiivsuse
modtmiseks.  Peptiidi  fosforiileerimine ei  sOltu  erinevalt  teistest  substraatidest
seondumismotiividest tsiikliinil ning katse annab lisainformatsiooni kinaasi spetsiifilisest
aktiivsusest jargnevates katsetes. Kuigi eelnevas punktis lihtlustati Swel fosforiileerimise jargi
kinaasi Cdkl kogused, siis on ndha jooniselt 10, kuidas peptiidi fosforiileerimine varieerus
erinevate mutantide vahel. Erinevatel parmirakus olevatel metsiktiiiipi tsiikliinidel on erinev voime
seondunud kinaasi aktiivsust moduleerida, mistottu vOib varieeruv aktiivsus t00s uuritud
mutantides tuleneda ka aminohappelistest muutustest ning selles tulenevalt kergelt erinevas

tsiikliini struktuuris, mis Cdk1 aktiivsaidi konformatsiooni ja seeldbi aktiivsust muuta suudab.

Kuigi TPKK fosforiileerimine varieerus mutantide vahel, siis toimus ensiitimikoguste iihlustamisel
kindel vordustav efekt, nditeks M9(F284A) puhul, mille kontsentratsioon esialgu Clb5wt oma pea
9 kordselt iiletas, andis TPKK katses sellest veidi véiksema fosforiileerimissignaali. Mutantidest
M6(M237A N238A) ning M7(L240A) olid Clb5wt-Cdk1 suhtes TPKK suuremad fosforiileerijad
ning kdige suurem fosforiileerimisaktiivsuse kadu esines mutantides M2(L201A) ning M3(T269A
D270A). Viimase aktiivsuses on tdheldatav ka selle kadu 7. ja 14. ajapunkti vahel, mis voib viidata

selle ensiiimkompleksi ebastabiilsusele.

Tabel 2. To6s kasutatud ClIb5 variandid koos muteeritud aminohapetega ning nende uurimiseks
kasutatud substraadid.

Clb5 ML M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M0 | WT
V208A L201A T269A E207A V235A M237A L240A S274A F284A KA408A
Muteeritud | £o190 D270A T236A N238A K409A | DOM6S
amino- WT
happed Y267A M237A RA11A
1268A
Substraadid H1 peptiid Sicl Sicl1AC FarlAC Kar9
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1 pM substraat TPKK peptiid

Clb5 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 WT
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Joonis 10. TPKK peptiidi fosforiileerimine mutantsete Clb5-Cdk1 valkude poolt. Whatman
filterpaberile immobiliseeritud substraatpeptiidi radioaktiivse 32P-mérgisega fosfaadi signaal.
Toodud erinevate CIb5-Cdk1 komplekside poolt fosfortileeritud 1 pM peptiidi 32-P signaali pildid
kahel ajapuntkil ning nende signaalide vordlused Clb5wt-Cdk1 poolt fosforiileeritud TPKK 7.
minuti ajapunkti signaali. Eelnevalt iihtlustatud Cdkl kontsentratsioonidega ilmesid endiselt
variatsioonid substraadi TPKK fosforiileerimisvoimes, mis voisid tuleneda tsiikliini
aminohappeliste mutatsioonide mojust Cdkl aktiivsaidi konformatsioonile ja seeldbi selle
aktiivsusele. Modifitseerimata 32-P signaalide pildid lisas 3.

Kinaasikatses Clb5 mutantidega inhibiitori Sicl suhtes, millel oli erinevalt Sic1AC-st alles selle C-
terminaalne Clb-Cdk1 kompleksi inhibeeriv ala on jooniselt 11 niha, kuidas nii Clb5wt-Cdk1 kui
ka mutantsete CIb5-Cdk1 kompleksides toimub peaaegu tdielik kinaasi inhibeerimine Sicl poolt.
Mutantidest on fosforiileerimisaktiivsus sédilinud kompleksidel M1(V208A F212A Y267A 1268A)
ning vahemal méaral ka M2(L201A), mis viitab eriti M1-s muudetud aminohapete olulisusele Sicl
inhibitoorse ala seondumises kompleksile ja selle aktiivuse vaigistamisele. M1 puhul on selle
aktiivsus tdispika Sicl ning Sic1AC (joonis 12) suhtes sarnane, mis annab alust arvata selle tsiikliin-
CDK kompleksi pea tdielikus voimes Sicl inhibitsioonist vabaneda. Kuna M1 aktiivsus on

vorreldes teiste mutantidega vdiksema aktiivsusega ka iilejadnud substraatide Sic1 AC, Far1AC ning
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Kar9 suhtes, ei saa ka vélistada nende mutatsioonide sisse viimisel tsiikliini struktuuri suuremaid
muutuseid, mis 1dbi seondumismotiivide kao neid vajavate substraatide fosforiileerimist oluliselt
vidhendab. Suure tdendosusega on aga selle mutandi substraadispetsiifilised effektid tingitud
muteeritud  aminohapete  tdhtsusest  substraatidega  seondumisel, sest  suuremad
konformatsioonimuutused tsiikliinis tiihistaks ka selle vdime Cdk1-te aktiveerida, mis on aga M1

TPKK Katses selgelt olemas.

1 uM substraat Sicl

ClIb5 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 WT

~

06 T

04 T

02 + I

0.0 - = Il . — e — o — — — — — e — — — — — s
M1 M2

M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 WT
714 714 714 714 714 714 714 714 714 714 714

WT TPKK 7' signaali

Suhteline fosforiileerimissignaal

Joonis 11. Sicl fosforiileerimine mutantsete Clb5-Cdkl komplekside poolt. Akriiiilamiid
geelelektroforeesil lahutatud substraatvalgu Sicl 32-P radioaktiivne signaal. Akriiiilamiidgeelil
lahutatud ja sisse skanneeritud 1 uM Sicl radioaktiivsed signaalid katse 7. ja 14. ajapuntkidel ning
nende véirtuste suhted TPKK 32-P 7. min ajapuntki signaali. Téispikk Sicl inhibeerib tdielikult
M3-M10 ja Clb5wt-Cdk1 aktiivsust ning osaliselt M2(L201) aktiivsust. M1(V208A F212A Y267A
I268A) suhtes inhibiitor suures osas kaotab oma inhibitsioonivdime ning see fosforiileeritakse.
Modifitseerimata 32-P signaalide pildid lisas 3.

Substraadi Sic1AC fosforiileerimine M4-M10 ja WT CIb5 poolt oli suhteliselt sarnane. Vihemal
maédral toimus substraadi suhtes aktiivsuse kadu M3(T269 D270), keskmist kadu tdheldati
M2(L201) puhul ning suuremat voimetust SiclAC-d fosforiileerida oli ndha M1(V208A F212A
Y267A 1268A) CIb5 mutandis (Joonis 12).
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Joonis 12. Mutantsete Clb5-Cdkl komplekside SiclAC fosforiileerimine. Akriiiilamiid
geelelektroforeesil lahutatud Sic1AC valgu radioaktiivse 32P-ga margitud fosfaadi signaal.
Geelelektroforeesil lahutatud 1 pM substraatvalgu sisse skanneeritud radioaktiivsete 32-P
signaalide pildid ning nende signaalide suhted Clb5wt-Cdkl poolt fosforiileeritud TPKK 7’
signaali. M4-M10 fosforiileerivad SiclAC-d sarnaselt. Vahenev aktiivsus M3, M2 ja Ml-I
substraadi Sic1AC suhtes. Modifitseerimata 32-P signaalide pildid lisas 3.

Substraat Far1AC-d (Joonis 13) fosforiileeriti M4,5,6 ja M8,9,10 poolt sarnaselt Clb5wt-Cdk1-le.
Mutandid, milles esinesid suuremad aktiivsuse erinevused, olid M7(L240A) ning M1-M3. Nendest
mutantidest on M1(V208A F212A Y267A 1268A) madal aktiivsus eeldatav selle mutandi
tsiikliinispetsiifiliste seondumiste kao tottu, mis on néhtav ka teiste substraatide juures. M2 (L201)
jaM3 (T269 D270) aktiivsused osutusid oluliselt madalamaks WT-st ka TPKK peptiidi suhtes, mis
viitab nende mutantide kinaasi aktiivsuse vdhenemisele vo1 vdiksema koguse tegeliku aktiivse
ensiiiim-kompleksi olemasolule. Saadud efektid nende kahe mutandiga Far1AC suhtes voivad olla
seetottu tingitud nii toodud pohjustest voi Farl AC pinnal asuvate seondumismotiivide vdimetusele
CIb5 mutatsioonide tdttu kinaas-kompleksiga seonduda ja fosforiileerimise tdendosust suurendada.
Mutant M7 poolne substraadi TPKK fosforiileerimine oli korgem kui samas katses Clb5wt-Cdk1
puhul, kuid FarlAC suhtes vois tdheldada olulist M7 ensiiiim-kompleksi aktiivsuse vdhenemist,
mis vOib viidata potentsiaalse tsiikliini pinnal asetseva FarlAC-ga seondumiseks vajaliku

aminohappe v4i motiivi leidmisele.
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Joonis 13. Mutantsete Clb5-Cdkl komplekside FarlAC fosforiileerimine. Akriiiilamiid
geelelektroforeesil lahutatud FarlAC valgu radioaktiivse 32P-ga mairgitud fosfaadi signaal.
Naidatud geelelektroforeesil lahutatud 1 uM FarlAC sisse skanneeritud radioaktiivsete signaalide
pildid katse 7. ja 14. min ajapunktidel ning nende suhe Clb5wt-Cdk1 poolt fosforiileeritud TPKK
7’ signaali. M4,5,6,8,9,10 aktiivsused Far1AC suhtes on Clb5wt-Cdk1-ga sarnased. M1,2,3,7 Clb5-
Cdk1 komplekside puhul on niha substraadispetsiifilist kinaasse aktiivsuse kadu, mis voib olla
tingitud nii tstikliini voimest Cdk1 aktiivsust vdhendada, vdiksemast kogusest aktiivsest Clb5-Cdk1
kompleksist vdi FarlAC seondumist vahendavate seondumismotiivide muteerimisega tsiikliini
pinnal. Modifitseerimata 32-P signaalide pildid lisas 3.

Substraat Kar9 fosforiileerimisel t66s kasutatud mutantsete tsiikliin-Cdk1 kompleksidega (Joonis
14) oli ndha kiillaltki ulatuslikku fosforiileerimisvoime kodikumist erinevate mutantide vahel.
M4(E207A), M7(L240A) ning MB8(S274A) niitasid Clb5wt-Cdkl-le sarnast substraadi
modifitseerimist. Oluliselt vdiksem fosforiileerimine toimus M1, M2, M3, M5, M6, M9 puhul.
M10(K408A K409A R411A) Clb5 mutant suutis kompleksis Cdk1-ga substraati oluliselt rohkem
fosforiileerida. Vorreldes sellega Sic1AC fosforiileerimist (Joonis 12), kdituvad M1-M3 sarnaselt
molemas katses, ndidates vihest, kuid vastavalt suurenevat vdimet substraati fosforiileerida. Kar9
spetsiifilised negatiivsed efektid paistavad Clb5 mutantide M5(V235A T236A M237A),
M6(M237A N238A) ja M9(F284A) puhul. Nendest kahe esimese mutandi alaniiniks muudetud
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aminohapped positsioonis M237A kattuvad, mis viitavad selle voi seda tiitipi aminohappe
olulisusele Kar9-ga seondamisel. Ei saa ka vilistada mutantides M5 ja M6 teiste, mittekattuvate
aminohapete sarnast moju substraatvalgu Kar9-ga seondumisele, nditeks M5-s T236 ning M6-s
N238, mis on mdlemad polaarsed laenguta aminohapped, voivad substraadile seondumisele kaasa
aidata ning nende kadu viahendab fosforiileerimist. Sarnaselt tugev efekt on ka suure hiidrofoobse
aminohappe feniiiilalaniini muteerimisel alaniiniks CIb5 valgu positsioonis 284 (muteeritud M9-
s), mis sarnaselt M5 ja M6-ga Kar9 spetsiifilist fosforiileerimist vdhendas. Substraadi
fosforilileerimise suurenemine tekkis positiivsete aminohapete muteerimisel alaniiniks mutandis
M10 (K408A K409A R411A), mis viitab selle positiivselt lactud piirkonna inhibitoorses mdjus
Kar9-ga seondumisele Clb5wt valgus. Nagu on niha jooniselt 15, siis vorreldes TPKK signaaliga,
kasvavad ka M3(T269A D270A) ning M4 (E207A) fosforiileerimisvdoimekused substraadi Kar9
vastu. Mdlema mutandi puhul on sarnaselt M10-ga tegemist laenguga aminohapete kaotamisel
suurenenud substraadi fosforiileerimisvoimekusega. Substraatide ja tsiikliinide hiidrofoobsed alad
seonduvad omavahel ning laenguga aminohapped rikuvad voi ndrgendavad neid kontakte, mistottu

on ka loogiline positiivsete vOi negatiivsete laengute kaotamisel suurenenud afiinsus nende vahel.
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Joonis 14. Mutantsete Clb5-Cdkl komplekside Kar9 fosforiileerimine. Akriiiilamiid
geelelektroforeesil lahutatud substraadi Kar9 radioaktiivse 32P-ga mirgitud fosfaadi signaal.
Nadidatud geelelektroforeesil lahutatud 0,5 uM substraatvalgu sisse skanneeritud radioaktiivsete
signaalide pildid katse 7. ja 14. min ajapunktidel ning nende suhe Clb5wt-Cdkl poolt
fosforiileeritud TPKK 7’ signaali. Mutandid M7 ja 8 fosforiileerisid substraati Kar9 sarnaselt
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Clb5wt-le. Kar9-le spetsiifilised fosforiileerimise vdhenemise erinevused esinesid M5(V235A
T236A M237A), 6(M237A N238A) ja 9(F284A) mutantsete komplekside juures. Spetsiifiline
fosforiileerimise suurenemine esines M10 positiivselt laetud aminohapete K408, K409 ja R411
asendamisel alaniinidega ning samuti toimus TPKK signaalile normaliseerides M3 (T269A D270A
ja M4 (E207A) fosforiileerimisaktiivsuse tous Kar9 suhtes, mis tulenes molemas mutandis
negatiivsete aminhapete asendamisel alaniiniga. Modifitseerimata 32-P signaalide pildid lisas 3.

T66s puhastatud ClbS mutantide substraadispetsiifiliste seondumismotiivide hindamiseks koostati
joonis 15, kus koikide substraatide fosforiileerimisest Clb5wt-Cdk-ga saadud signaal normaliseeriti
védrtusele 1 ning koikide substraatide fosforiileerimisel mutantsete Clb5-Cdk1 valkudega tekkinud

signaal jagati vastava substraadi Clb5wt-Cdkl poolse fosforiileerimissignaali tugevusega.

Substraatide fosforiileerimine Clb5-Cdk1 poolt
CIb5WT-d normaliseeritud véartusele 1 ja mutantide
signaalid jagatud Clb5Swt véirtustega

2.40 -
1.90 -

1.40 +

0.90 -
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 WT

ENSUUMI AKTIIVSUS
WT SUHTES

-0.10 -

mSiclAC 0.18 0.47 0.74 1.00 0.93 1.21 1.04 1.08 0.98 1.05 1.00
EFarlAC 0.07 0.17 0.11 0.69 0.79 1.30 0.33 0.93 1.08 1.19 1.00
mKar9 0.06 0.22 0.39 1.30 0.15 0.23 1.16 0.85 0.29 2.32 1.00
mTPKK  0.95 0.52 0.25 0.60 0.74 1.37 1.52 0.85 0.71 0.93 1.00

Joonis 15. Mutantsete Clb5-Cdkl komplekside fosforiileerimisvoimekus Sic1AC, FarlAC,
Kar9 ja TPKK suhtes. Substraatide fosforiileerimine ClbSwt poolt normaliseeritud véartusele 1
ning mutantide fosforiileerimissignaalid jagatud vastava substraadi CIb5wt-Cdk1 signaalidega.
Jooniselt puudub substraadi Sicl kinaasikatse mutantidega, kus ainult M1 néitas aktiivsust.

M1 puhul toimub substraatide Sic1AC, FarlAC ning Kar9 fosforiileerimise vihenemine TPKK
suhtes. Sama mutant sdilitas fosforiileerimisvoimekuse Sicl suhtes. Mutandi M2
fosforiileerimisvoimekus jddb Sicl1 AC suhtes samaks ning langeb FarlAC ja Kar9 suhtes umbes
kaks korda. CIb5 M3 poolt toimub TPKK suhtes Far1AC fosforiileerimise vihenemine, Kar9 suhtes
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osaline ja Sic1AC suhtes mastaapsem aktiivsuse tous. TPKK suhtes fosforiileerib M4 Farl AC-d
sarnaselt, Kar9 ning Sic1AC-d rohkem. M5 ja M6 mutantidel on sarnane voimekus TPKK-le
fosforiileerida Sic1 AC-d ja Farl-te, osaliselt kattuvatel mutantidel on aga sarnane langus substraat
Kar9 fosforiileerimises. Mutant M7 fosforiileerib Sic1AC ja Kar9 veidi madalamalt, kui TPKK-d.
Umbes viiekordne vahe tekib Far1AC fosforiileerimises. M8 mutant ei oma tihegi substraadi suhtes
erilist efekti. Substraadi Kar9 suhtes on diametraalselt erinevas suunas spetsiifilised muutused ka

mutantides M9 ja M 10, vastavalt fosforiileemist vihendavalt ja seda suurendavalt.

2.3.4 Valitud mutantidega substraatide Km konstandi mo6tmine

Punktis 2.3.3 toodud tulemuste pohjal valiti iga substraadi kohta vélja {iks voi mitu mutanti, mille
fosforiileerimisvoimekust substraadi suhtes selle varieeruva kontsentratsiooni juures maodddeti
tapsemalt ning madrati Km ja Vmax/K. Katse nditab ensiilim-substraadi diinaamikas kinaas-
kompleksi kiirust substraadi viiksel kontsentratsioonil kuni selle fosforiileerimisvdime
kiillastumiseni substraadi suurematel kontsentratsioonidel. Lisaks Km viirtustele toodi jooniste
16B-19B sektsioonides Vmax/Km véairtused, mis néitavad substraadi fosforiileerimise kiirust.
Mutantide puhul, mis ei sobitunud Michaelis Menteni Km koverale, arvutati need vaartused

lineaarse regressiooni abil, kus Vmax/Km-iks oli sirge tous.

Sicl Km modtmiseks valiti mutant M1- ja Clb5wt-kinaas, millest M1(V208A F212A Y267A
I268A) niitas 2.3.3 katses voimet Sicl fosforiileerida oluliselt rohkem kui Clb5wt-Cdk1. Kuna
Clb5wt-Cdk1 ei oma tiiiipilist fosforiileerimisvdimekust Sicl suhtes ning see inhibeeritakse Sicl
poolt, ei ole tegemist tavalise ensiilim-substraat kineetikaga ning selle Km koverat joonisele 16A
ja Km ning Vmax/Km viirtuseid joonisele 16B ei méargitud. M1 poolsel fosforiileerimisel on Sicl
Vmax/Km suurem (joonis 16B) kui SiclIAC Vmax/Km (joonis 17B), mis voib tuleneda tdispikka
Sicl puhul valgu C-terminaalses osas asuvatest lisa seondumismotiividest, mille effekti ei ole

metsiktiiiipi tsiikliin-Cdk1 fosforiileerimisel néha, sest kinaas inhibeeritakse.
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Joonis 16. M1- ja Clb5wt-kinaasi Km katse Sicl suhtes. Km graafik varieeruva Sicl
kontsentratsiooni juures Clb5wt- ja M1(V208A F212A Y267A 1268A)-kinaasi voimekusest
substraati  fosforiileerida (A). CIb5S M1 ja Clb5Swt-kinaasi poolt fosforiileeritud
poliiakriitilamiidgeelil foreesitud Sicl valgu 32-P signaal koos tabelis substraadi véirtustega, mil
mutandi tsiikliin-Cdk1 aktiivses on 50% maksimaalsest ensiimaatilisest aktiivsusest (Km) ning
védrtuse determinatsioonikoefitsent (R?). Lisaks on dra toodud mutantse Clb5-ga kinaasi
Vmax/Km véértus, mis nditab substraadi fosforiileerimise kiirust. * Clb5Swt-kinaasi puhul Km ja
Vmax/Km véartused puuduvad, sest Sicl inhibeerib tsiikliin-Cdk1 kompleksi.

SiclAC Km modtmiseks valiti Clb5Swt-, M1(V208A F212A Y267A 1268A)- ja M3(T269A
D270A)-Cdk1 kompleksid. M1 néitas 2.3.3 katses Sicl AC fosforiileerimise olulist kadu wt suhtes.
M1 Km kdver ei joua Vmax-ini ning selle Km selle tottu ei arvutatud. Mutandi Vmax/Km véértus
saadi lineaarse regressiooni tdusust. M3 nditas kiill Sic1AC suhtes sarnast kadu, kuid ka selle TPKK
fosforiileerimine oli madalam ning suhtes sellega nditas M3 kiillaltki suurt Sicl AC spetsiifilist
efekti (joonis 15), kus suhtena TPKK-sse oli mutandi Sic1AC fosforiileerimine koige suurem. Km-
1 mootmisel ilmnes, et M3 Km on endiselt vaiksem, kui ClbSwt-Cdk1 sama véartus, kuid ei erine

mastaapselt. M3 substraadi fosforiileerimiskiirus (Vmax/Km) on umbes 50% Clb5wt-Cdk1 omast.
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M3 spetsiifika Sic1AC suhtes voib olla tingitud substraadi RxL motiivide suuremast scondumisest,
kuid iildine aktiivsus voib peegeldada kinaasi kataliiiitilise voime langust, mida on ndha TPKK
katses (Joonis 10). M3 puhul oli tegemist kiillaltki problemaatilise ensiilimiga ning sellega ei saa
teha kaugeleulatuvaid jéreldusi, sest lisaks kdige madalamale aktiivsusele mutantide seas oli selle
kineetikas niha ka langust TPKK fosforiileerimises 7. ja 14. ajapunkti vahel, mis viitab ensiitimis

probleemidele selle stabiilsuses ja moju Vmax véértustele.
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Joonis 17. M1-, M3- ja Clb5wt-kinaasi Km katse Sic1AC suhtes. Km graafik varieeruva Sic1AC
kontsentratsiooni juures Clb5wt-, M1(V208A F212A Y267A 1268A)- ja M3(T269A D270A)-
kinaasi vOimekusest substraati fosforiileerida (A). CIb5S MIl-, M3-ja Clb5wt-kinaasi poolt
fosforiileeritud poliiakriiilamiidgeelil foreesitud SiclAC valgu 32-P signaal koos substraadi
vadrtustega, mil mutantsete ja metsiktiitipi tstikliin-Cdk1 aktiivsused on 50% maksimaalsest
ensiimaatilisest aktiivsusest (Km) ning véirtuste determinatsioonikoefitsendid (R?) ja substraadi
fosforiileerimiskiirust nditav Vmax/Km (B).
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FarlAC Km Kkatses uuriti Clb5wt-Cdkl suhtes mutante M1(V208A F212A Y267A 1268A),
M3(T269A D270) ja M7(L240A), mis kdik néditasid fosforiileerimisvoimekuse vihenemist (Joonis
15). Kuna mutantide kdverad olid katses pigem lineaarsed (Joonis 18A), siis ei saanud nendega
Km-i modta ning Vmax/Km véértuste jaoks kasutati lineaarse regressiooni tdusu. Mutantide
Vmax/Km  véidrtused ldhevad  kiillaltki  hésti  kokku  joonisel 15  niidatud
fosforiileerimisvoimekusega. Mutantidel voivad tekkida FarlAC-ga seondumise vidhenemisest

tingitud effektid, kus substraat ei seo enam tsiikliini sama tugevalt kui ClbSwt valgus.
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Joonis 18. M1-, M3-, M7- ja Clb5wt-kinaasi Km katse Farl1AC suhtes. Km graafik varieeruva
FarlAC kontsentratsiooni juures Clb5wt-, M1(V208A F212A Y267A 1268A)-, M3(T269A
D270A)- ja M7(L240A)-kinaasi voimekusest substraati fosfortileerida (A). ClbSwt-, M1-, M3- ja
M?7-kinaasi poolt fosforiileeritud poliiakriiiilamiidgeelil foreesitud Far1AC valgu 32-P signaal koos
substraadi vidirtustega, mil mutantsete ja metsiktiilipi tsiikliin-Cdk1 aktiivsused on 50%
maksimaalsest ensiimaatilisest aktiivsusest (Km) ning véirtuste determinatsioonikoefitsendid (R?)
ning ensiitimi kiirus substraadi kohta (Vmax/Km). M1, 3 ja 7 ei sobitu Michaelis Menteni Km
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kdverale ja seega Km viartus ning determinatsioonikoefitsenti ei arvutatud. M1, 3 ja 7 Vmax/Km
vaartus tuleneb andmepunktide lineaarse regressiooni tdusust. (B)

Kar9 suhtes olid mutantidest effektid M1-6 ja 9. (Joonis 15). Nendest valiti kaks mutanti, millel
olid fosforiileerimises kaod - M1(V208A F212A Y267A 1268A) ja M6 (M237A N238A) ning 2
mille puhul fosforiileerimine kasvas — M3(T269A D270A) ja M10 (K408A K409A R411A). M6
valiti M5 asemel, sest selle puhul on vordvéirne efekt vihemate muteeritud aminohapetega. Km
modtmisel valitud mutantidega on niha, kuidas joonise 15 andmed ldhevad kiillaltki hésti kokku
nii Km kui ka Vmax/Km véartustega. Mutandid M 10 ja M3 on huvitavad, sest nende voime Kar9-
ga seonduda on suuremad, kui Clb5wt-Cdk1-1, mis on suure tdendosusega tingitud positiivselt
laetud aminohapete mutatsioonist hiidrofoobsete vastu. Uldiselt on valgulised interaktsioonid
medieeritud hiidrofoobsete aminohapete poolt molema valgu pinnal. Hiidrofoobsed aminohapped
asetsevad pigem reeglina valgustruktuuride sees ja aitavad kaasa hiidrofiilses keskkonnas valkude
pakkimisele ning on valgu pinnal pigem energeetiliselt mittesobivaid. Antud katsed niitavad, et
Kar9-ga seondumist suurendasid molemad mutandid, kus laenguga aminohapped asendati vdikeste
hiidrofoobsete valkudega. See tekitab kiisimuse, kas igasuguste laengute vdhendamine tsiikliini
pinnal aitab kaasa Kar9 fosforiileerimisele voi saadi antud katsetes pihta spetsiifilistele
seondumismotiividele. M3 sarnane Km kover Clb5Swt-Cdk1 suhtes nii Sic1AC kui ka Kar9 suhtes
viitab nende substraatide sarnastele seondumismotiividele. Mutantide M6 ja M1 puhul oli ndha nii
Km kui ka Vmax/Km langust ning kuigi M1 puhul on juba tegemist hiidrofoobsete aminohapete
vahetamisega sama tiilipi, kuid vidiksemate aminohapete vastu, nditab fosforiileerimisvoime
vihenemine, kuidas igasugune hiidrofoobne motiiv ei ole sobiv Kar9-ga seondumiseks ning
oluliseks vaib ka olla selle motiivi ruumiline struktuur, kus suured aminohapped tekitavad rohkem
pinda, millega substraat saab seonduda. Huvitavaks vdib lugeda M6 sarnasust M5(V235 T236
M237)-ga, sest ei ole teada, milline aminohape Kar9 suhtelist spetsiifilisust omab. Uksikmutant

M237A abil saaks nende seondumisspetsiiflisust paremini uurida.
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Joonis 19. M1-, M3-, M6-, M10- ja Clb5wt-kinaasi Km katse Kar9 suhtes. Km graafik
varieeruva Kar9 kontsentratsiooni juures M1-, M3-, M6-, M10- ja Clb5wt-kinaasi voimekusest
substraati fosforiileerida (A). M1-, M3-, M6-, M10- ja Clb5wt-kinaasi poolt fosforiileeritud
poliiakriiiilamiidgeelil foreesitud Kar9 valgu 32-P signaal koos substraadi véértustega, mil
mutantsete ja metsiktiilipi tsiikliin-Cdk1 aktiivsused on 50% maksimaalsest ensiimaatilisest
aktiivsusest (Km) ning viirtuste determinatsioonikoefitsendid (R?) koos substraadi
fosforiileerimiskiirust nditava Vmax/Km védrtustega (B). Mutandid M10(K408A K409A R411A)
ja M3(T269A D270A) niitavad madalamat Km-i ning suuremat Vmax/Km Clb5wt-Cdk1 suhtes.
Mutandid M1(V208A F212A Y267A 1268A) ja M6(M237A N238A) niditavad viiksemat
Vmax/Km védrtust ja suuremat Km vaértust Clb5-Cdk1 suhtes.
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Uheks kdige suuremaks probleemiks antud t66 juures on selle kompiv iseloom, kus tehti kiillaltki
suurel hulgal katseid mutantidega, kuid ei joutud teha kontrollkatseid nende kinnitamiseks.
Eesmargiks oligi teha esialgne uuring, mille pdhjal saaks edasi uurida erinevate

seondumismotiivide osalust CIb5-Cdk]1 fosforiileerimise rollis substraatide suhtes.

Meie edasine uurimistod suund seondubki peamiselt siinteetiliste fosforiileerimisvorgustike
disainimisega, kus oleks voOimalik kasutada siinseid muteeritud ensiiime ja esialgseid
indikatsiivseid tulemusi erinevate seondumismotiivide mdjust erinevatele substraatidele ja nende

kineetilise iseloomu kohta.
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Kokkuvote

Saccharomyces cerevisiae rakutsiikli kulgemisel mangib kdige suuremat rolli kinaas Cdk1, mida
aktiveerivad perioodiliselt akumuleeruvad tsiikliinid moodustades sellega komplekse. Rakutsiikli
kéigus ja selle faaside ldbimiseks fosforiileerib kinaas substraatvalke, mida on vaja vastava faasi
labimiseks aktiveerida, inaktiveerida voi lagundada. Substraatvalkude fosforiileerimine soltub
fosfaati aktsepteeriva saidi aminohappelisest iilesehitusest, Cdkl aktiivsaidist ning tsiikliinil

paiknevatest seondumismotiividest.

Kéesoleva magistritdd peamiseks eesmairgiks oli uurida B-tiiiipi tsiikliini ja S-faasis votmerolli
méngiva CIb5 seondumismotiive. Selle jaoks loodi mutantsed CIb5 valgud ning moddeti neid in
vitro kinaasikatsetes erinevate substraatvalkude suhtes. Katsed viitasid nii mutatsioonidele, mille
puhul tsiikliin-Cdk1 kompleks kaotas igasuguse substraadi seondamise vOime, kui ka
mutatsioonidele, kus toimus lihe substraadi suhtes spetsiifiline seondumise tous voi kadu. Vastavalt
nditas seondamise voime kadu oluliste aminohapete tiilipi ja asukohta tsiikliini pinnal substraadiga
seondamiseks ning mutantides seondumise tousud viitasid tsiikliini pinnal uute ja potentsiaalselt

kasutamiskolblike secondumismotiivide tekitamisele.

Tsiikliinil Clb5 paiknevate substraate siduvate aminohapete uurimine voimaldaks kindlaks teha
seaduspérasused substraatidel ja Cdk1-tsiikliin-kompleksil interakteeruvatest aminohapetest, mis
voimaldaks luua tehislike tsiikliinidega Cdk1-komplekse, mis suudaksid vabalt valitud substraate
fosforiileerida. Selliseid kinaas-komplekse oleks voimalik kasutada siinteetilises bioloogias
kunstlikutes fosforiileerimisradades, kus taoliste moodulite abil oleks vdimalik panna rakk tditma

suurt hulka kasulikke funktsioone.
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Summary

During the cell cycle of Saccharomyces cerevisiae, the biggest role is played by the kinase Cdk1,
which are activated by and form complexes with periodically accumulating cyclins. During the
progression of different phases of the cell cycle Cdk1 phosphorylates different substrate proteins,
which are needed to be activated, inactivated or degraded to complete the phases. Phosphorylation
of substrate proteins depends on the phosphate-accepting sites on the substrate, Cdk1 active site

structure and on the binding sites for substrates on the cyclin protein.

The main goal of this thesis was to study the binding motifs on the B-type cyclin that plays a key
role in S-phase, CIb5. To study these proteins, mutated versions of CIb5 were created and measured
against substrate proteins in in vitro kinase assays. The results showed mutations, where Clb5-
Cdk1 complex lost binding and activity towards all substrate proteins as well as mutations that lost
or gained binding and activity toward a single substrate. Respectively, the loss of binding showed
important amino acid types and positions for substrate binding in the cyclin and the gain of binding
and phosphorylation in certain mutants showed new and potentially usable binding motifs on the

cyclin surface.

The study of binding motifs on the cyclin CIb5 could show us the regularities of different amino
acids that bind between cyclins and substrates, which could potentially lead us to create artificial
cyclin-Cdk1 complexes, which phosphorylate new target proteins. Such kinase-complexes could
be used in artificial phosphorylation networks in synthetic biology. Modules like that can help us

program cells to preform a wide variety of different functions.
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Lisad

Lisa 1 Clb5-Cdk1 fosforiileerimisvéoime ja spetsiifika
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Lisa joonis 1. Clb5-komplekside fosforiileerimisvoime ja spetsiifika histoon H1 vastu.
Akriitilamiidgeelil foreesitud substraatvalgu ja autofosforiileerimise 32-P signaal kolmel ajapunktil
(ajapunktid vasakult paremale koos substraadi puudumisega 4. rajalt, mitte viidatud). T66 joonisel
7 kasutatud lisa joonis 1-st Clb5wt-Cdklwt (68WT) ja Clb5wt-Cdklasl (69WT) ning Clb5wt-
Cdklasl koos inhibiitori 1-NM-PP-1-ga katsetulemuste pilti. Pildilt puudub M2 aktiivsuse
mootmise katse, millega samas paneelis katset ei sooritatud.
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Lisa 2 Valgupreparaatide iihtlustamine Comassie ja Swel jirgi
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Lisa joonis 2. Comassie Brilliant Blue G250 poolt virvitud puhastatud valgud. Numbritega
mitte tdhistatud rajad geelis on t66s edasi mitte uuritud valgupreparaadid, mis néitasid proteaasi
sisaldumist valgupreparaadis (rada M3 ja M4 vahel) ning viga vdikest valgukoguse sisaldumist
(rada M9 ja M10 vahel).

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 68wt 69wt

Lisa joonis 3. Tiirosiinkinaasi ja Cdk1 inhibiitori Swel poolt fosforiileeritud valgud CIbS,
Cdk1 ning Swel enda autofosforiileerimine. Numbritega mitte tihistatud rajad geelis on t66s
edasi mitte uuritud valgupreparaadid, mis néitasid proteaasi sisaldumist valgupreparaadis (rada
M3 ja M4 vahel) ning viga viikest valgukoguse sisaldumist (rada M9 ja M 10 vahel)
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Lisa 3 Mutantsete CIlb5-Cdkl komplekside ja substraatidega
tehtud kinaasikatsete paneel
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Lisa joonis 4. Koikide substraatide ja kéikide Clb5-Cdk1 variantidega kinaasikatse. Suures
paneelis vastavalt Sicl, Sic1AC, FarlAC ja Kar9 akriitilamiidgeelil foreesitud 32-P signaalid. All
paneelis substraatpeptiidi TPKK Whatman filterpaberile pipeteeritud reaktsiooni 32-P signaal. .
Numbritega mitte tdhistatud rajad geelis on t60s edasi mitte uuritud valgupreparaadid, mis nditasid
proteaasi sisaldumist valgupreparaadis (rada M3 ja M4 vahel) ning vdga viikest valgukoguse
sisaldumist (rada M9 ja M10 vahel). Alumise paneeli viimased kaks signaali mérgitud ,,-,, viitavad
substraadi puudumisele sellest katsest (taust).
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