TARTU ULIKOOL

LOODUS- JA TEHNOLOOGIATEADUSKOND

Keemia instituut

Tsukliin-CDK kompleksi inhibiitorvalgu Sicl tasemall

rakutsukli G/S lulituses

Sander Pihelgas

Juhendajad:
Mart Loog,PhD

Ervin Valk, MSc

TARTU 2013



SISUKORD

Y S0 1S 1 2
KASUTATUD LUHENDID ..ot ittt e e e e e e e e e e et eeeaaeeeeeeeennnaeeeseeeaeenaees 4
S RIS N 10 L VAN O 1 PR 5
1 KIRJANDUSE ULEVAADE ...ttt ettt e e e e e e e e ettt e e e e e aaaaaaeaeaeens 6
1.1 EUKARUOOTNE RAKUTSUKKEL 4 .tutrutssensssensenessensensssenssssnsessseesesesssnssssnsesssrenssnmsnssnres 6
1.2  PARM KUI MUDELORGANISM ...eueutetnteee sttt e et e eeaea s e eessasaass e e seaensenee e sesneenreaeneeneens 7
1.3 RAKUTSUKLI REGULATSIOONI MEHHANISM ..uetttrnieneeneentesseseesesensessesnessssssenessnsensensens 8
1.4 TSUKLIN—SOLTUVATE KINAASIDE AKTIVATSIOON JA SPETSHFIKA. ...cueee e eeeeeeeeaeeeneens 11
1.5 TSUKLIN-SOLTUVA KINAASI INHIBITORID (CKI) cooeeiiiiiiiiiieee e 12
1.6 RAKUTSUKLI G3/SULEMINEK PARMIS (SACCHAROMYCES CEREVISIAE ......cuvuvveveninnnnnnnns 13
1.7 SICL-E DEGRADATSIOON. tu it ttuttutttttttrntensensessestestee st ssantesss et ettt 14
1.8  TULEVIKU SUUNAD VAHI RAVIMITES ...ueuietnteeeeteeeeeeaeetenteeeaense s iarmaseaensensenensensneenaens 15
2 EKSPERIMENT AALNE O S A ot eaa e 16
2.1 BAKTERI- JA PARMITUVED, SOOTMED NING KASVUTINGIMUSED. . .. ceuteneeneenrensenneenrensenes 16
2.2 PLASMIIDID JA VEKTORID . eueteteee et eee ettt a e e e ee e en s me s e s e seeesenseee s e renenreneerenaens 16
2.3 KLONEERIMINE ..tttttttetnttnttstnststessssenssnessssnsenssessestesseesenrenren e ssnsensen e saseneenss 17
2.4  OLIGONUKLEOTIID-=SUUNATUD MUTAGENEES......cutentuteeeeenteeeeeeeseaensenseassasneneeneens 18

2.5 BAKTERI- JA PARMIRAKKUDESSE TRANSFORMATSIOONID PLASMIIDIDE ERALDAMINE

BAK T E RIRAKKUDE ST . +ututtttutututstsenentnssssseenens e eneaaaeas s taes s e e taenrs et sntsre et ensanensaens 18
2.6 B6XHIS-TAG IGA VALKUDE EKSPRESSEERIMINE JA PUHASTAMINE. ...vuiriinieiieeenieeeneneenas 20
2.7 NAATRIUMDODETSUUL-POLUAKRUULAMIID GEELELEKTROFOREES VALKUDE
VISUALISEERIMINE JA KONTSENTRATSIOONI MAARAMINE .. .eueeeeee e e e e ee e e eeaennanenn 21
2.8  INVITROINHIBITSIOONIKATSED ..ucteuieesteneeenteenteasetesseneeen e asa s seaes e seaenrensnrenreaenrens 23
2.9 PARMI RAKKUDE ELUMUSE UURIMINE LAHIJENDUSRIDADEGA ... .uiuiieteeeaeeeeeeaeneeeeneneens 23
3 TULEMUSED JA ARUTELU ..ot ettt ettt e e raneenes 24
KOKKUVOTE ..ottt ettt ettt e e e et e et e et e e et e e e te e e e e eeee et e e e eee e e e e eneaeeens 30



SUMMARY e 31
TANUAVALDUSED ......oitiiiiteiieiiesiesie et emae e esee e teeeseeseeseesaaseaseaseasessesaaneesessessessessesensees 32
KASUTATUD KIRJANDUS ... . 34



KASUTATUD LUHENDID

ATP —Adenosiintrifosfaat (i kAdenosinariphosphatg
BSA — Veise seerumi albumiin (f.Bovine serumalbumin)

CAK — Tsukliin-sdltuvat kinaasi aktiveeriv kinaaskt Cyclin dependent kinasactivating

kinasg

CDK — Tsiikliin-séltuv kinaas (iCyclin dependenkinase

CKI — Tstuikliin-séltuva kinaasi inhibiitor (i’kCyclin-dependenkinaseinhibitor)
ddH,O — Destilleeritud vesi

DNA — Desoksiiribonukleiinhape (f-Beoxyribaucleicacid)

dNTP — DNA nukleotiidide segu (IDeoxyribaucleotidetri phosphates
DTT - Ditiotreitool ((2S,3S)-1,4-bis(sulontdl)butaan-2,3-diool)
EDTA - Etuleerdiamiintetraatsetaat

HEPES - 4-(2-hudroksuetuil)piperasiin-1-etaansufape

IPTG -Isgoropuil$3-D-1-tiogalaktopiranosiid

PCR — Poliimeraasi ahelreaktsioon'(Pklymerasehain reaction

PEG -Poluettleerglikool

PMSF — Feniitilmetiiilsulfontilfloriid (:lhenymethykulfonyl fluoride)
ssDNA — Uheahelaline DNA (i'iSingle-strandeddna)

TRIS — 2-amino-2-hudrokstumetuul-propaan-1,3-diool

! Inglise keeles



SISSEJUHATUS

Eukartiootsetes rakkudes on rakutsukkel Uldjuhultajad nelja faasi. Faasidevahelisi
tleminekuid kontrollivad tsikliin-s6ltuvad kinaasidCDK), mis aktiveeruvad ning
inaktiveeruvad periooditi rakutsikli jooksul kinttlaeguleeritud mehhanismide jargi. CDK
aktivatsiooniks on vajalik selle seondumine tsinkhlathikuga, mille tulemusel muutub kinaasi
konformatsioon ja aktiivsait on vdimeline substeaatduma. Erinevate tsikliinide seondumine
CDK valgule teeb voimalikuks erinevate substraatidsforileerimise, kuna kompleksi
spetsiifilisus s6ltub seondunud tsikliinist. Eul@ise rakutsukli uurimisel on levinuimaks
mudelorganismiks ainurakne pagaripari@accharomyces cerevisiad&una selle rakkude
paljunemine on kudllaltki kiire, manipulatsioonid olihtsasti teostatavad ning rakutsukli
regulatsiooni mehhanismis on leitud valke, mis k&t analoogselt arenenumate organismide
rakkudes leiduvatega. Kéesolevas t66s on lahem#usaaall eukarlootse rakutsikli,/S
faaside Uleminek. Eelnevalt on naidatud,Seterevisiagakkudes on oluliseks faktoriksi(S
faaside uleminekul CDK-i inhibiitorvalgu Sicl-e dadeerumine. Sicl-e lagundamisele
suunamisel mangib olulist rolli valgu N-terminaasalas asuvate fosforlilimis-saitide
fosfortleerimine tsukliin-s@ltuva kinaasi Cdkl poaling inhibitsiooniks on vajalikud C-

terminaalsed aminohappe jaagid.

Projekti eesmargiks on tapsemalt kirjeldada Siaklgu C-terminaalses alas regioonid, mis on
olulised B-tupi tsukliin Clb5-Cdkl kompleksi infiikioonil ning disainida variandid, mis
omaksid erinevat vBimet ensuimkompleksi inhibeentay seeldbi muudaks & tlemineku
dinaamikat. TGO teoreetiline osa annab Ulevaatargoktse rakutsukli toimimismehhanismidest
ning CIb5-Cdk1 kompleksi rollist selles. Lisaks altge tlevaade rakutsukli inhibiitorvalkudest,
keskendudes pdhiliselt B-tilpi tsukliinide inhibiile Sicl-le. T60 eksperimentaalses osas
kloneeriti erinevaid Sicl-e mutante ekspresseerpladmiidid, puhastati vastavad valgud ning

vorreldi nende inhibitsiooni Sicl metsiktiipi vadgu

K&esolev bakalaureusetdo on valminud Tartu Ulikdekhnoloogiainstituudis.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Eukartootne rakutstkkel

Rakutstikkel on kindlasuunaline sindmuste jada, emililemusena eukariootsed rakud
kahekordistavad oma koostise ning jagavad selle kidarraku vahel. Tsukkel on jaotatud nelja
erifaasi: G, S, G, M (joonis 1). Faasidevahelised Uleminekud ondtipgguleeritud. Gfaasis

on rakul vbimalus hakata uuesti valmistuma pooldaks voi loobuda paljunemisest, sel juhul
jdades tegevuseta faasp. Glakates uuesti jagunema, laheb rakk jalleféasi ja sealt edasi
jargmistesse rakutsukli etappidesse. Eukartoodglvigd Uldplaanis sellist tsiklit, kuid liigiti
varieeruvad faaside pikkused (Lehninger, Nelsoal.e2008). Pohilisemad faasid rakutsiklis on
S (DNA siintees) ja M (mitoos) faasid. S-faasis atakise DNA replikatsiooni kaigus rakku
teine koopia DNA-d, mis M faasis jaotatakse kaltartéku vahel. @on vaheetapp S ja M faasi
vahel, selle jooksul siinteesitakse uued valgudlegal kaasneb ka raku mahu suurenemine
ligikaudu kahekordseks. Sellele jargneb M-faas, kakekordistunud kromosoomid liiguvad
raku eri pooltele, mélemad kromosoomide kogumi@tsikise uuteks tuumadeks ja rakk jaguneb
kaheks tutarrakuks. Uued rakud paljunevad jalled keale G vaheetappi, mille jooksul rakud
valmistuvad jargmiseks tsukliks (Hartwell, Culatial. 1974; Pardee 1974; Nurse 1975).




Joonis 1. Eukartiootne rakutsiikkel.Rakutsiikkel on kontrollitud siindmuste jada, mildegkis
rakud paljunevad. Tsukkel on jaotatud nelja fa&si: S, G, M. Lisaks vdivad moéned rakud
siseneda @ faasi, kus nad ei valmistu otseselt paljunema. féasis valmistutakse DNA
stinteesiks. S faasis stinteesitakse teine koopia-®N2& on vahefaas, kus kontrollitakse S faasi
[6pule viimist. M faasis jaotatakse raku koostifiddes (Brewer, Chlebowicz-Sledziewska et al.
1984).

1.2 Parm kui mudelorganism

Eukartiootse rakutsukli uurimisel on Uheks levindksanudelorganismiks ainurakne punguv
parm, Saccharomyces cerevisjaguntud ka pagari parmings.cerevisiaegenoomis on 16
kromosoomi, mille kogu pikkus on ligikaudu 12 miljb aluspaari, sisaldades peaaegu 6000
geeni. Nagu vdib nimestki jareldada, paljunevaddneskud pungudes - keskmiselt 2-4 tunni
jooksul rikkas stotmes (Forsburg 2005). Uheks paretiseks hulkraksete organismide ees on
vOimalus lihtsate meetodite abil eraldada mutantetsik tldpi parmidest ja tanu Kkiirele
paljunemisele saab kiiresti Uksikust mutantsestisakoloonia kasvatada nende edaspidiseks
uurimiseks. Mitmed parmis esinevad geenid on fuoktslt sarnased keerukamates
organismides leiduvatega, seega saab parmis tddatsdtest tbmmata paralleele arenenumate
organsmide rakkude funktsioneerimisele (Joshua €hdell 2002). Naiteks rakutsukli jooksul
esinevad kontrollpunktid, kus veendutakse eelndeaailde taitmises, avastati esialgu parmis
ning nende t60 printsiip on iseloomulik ka teistelekartootidele. Teatud defektid nendes
funktsioonides, mis kutsuvad esile rakkude kiirdjymeemise, on téheldatud ka inimeste vahi
rakkudes (Forsburg 2005).

Laboris kasutatav parm on tavaliselt haploidne, paiguneb pungumise teel (joonis 2). Kuna
S.cerevisiaeesineb kahe sugurakuna (acop siis on paljunemine vdimalik ka paardumisel.
Feromoon signaali kaudu mdjutavad erinevat paarshiidipi parmid teineteist, jaades faasi
ning algab rakude thinemine. Moodustub diploidne rakk, mis diploidina rohkem paarduma
pole vdimeline, kuid on vdimeline minema meioosijllest tekib 2 jarglast mdlemast
paardumistitbist. Toitainete defitsiidi korral ageodustuvad kull 4 uut rakku, kuid need
jadédvad spooridena uksteise lahestikku ning on dgelitaks veel the membraaniga moodustades
askuse (Herskowitz 1988). Parmi rakud, nagu kaesmemate organismide rakud, vananevad

ning on vBimelised andma teatud arv tutarrakkehida<hang Mell 2002).
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Joonis 2. Parmi rakkude elutsikkel. Vasakpoolne joonis kujutab pé&rmi rakkude
paljunemisviise ning etappe. Haploidses olekus akkapungub, et toota geneetiliselt identne
tutarrakk, selleks eraldatakse mitoosi kéigus kst sOsar-kromatiidid. Kahe erinevat
paardumistitpi haploidi liitumisel tekib diploid,illas on igat kromosoomi kaks koopiat.

Diploid vGib paljuneda pungumise teel v8i sporulekr, moodustades neljast koos pusivast
haploidist askuse ehk tetraadi (Joshua Chang NJéR2P

Parempoolne joonis kirjeldab erineva paardumistipgoimi liitumisel diploidide ja spooride
moodustumist ning paljunemist. Kahe erinevat paaidtillipi parmi kohtumisel areteeruvad
nad teise paardumistiiiibiga raku poolt esilekutsdardmoonsignaali kaudu ;Gfaasi ning
rakkude Uhinemisel tekib @diploidne rakk. Diploidid a/ moodustavad askuse, milles on neli
haploidset rakku (spoori). Spoorid on vdimelisedjem askusest valjuma ning rakutsuklit
jatkama. Tavaliselt tekivad spoorid ebasoodsatdieimuste tottu. Diploidid on ruumalalt ligi
2 korda suuremad kui haploidid (Herskowitz 1988).

1.3 Rakutsikli regulatsiooni mehhanism

Euakrtiootne rakutsiikkel on reguleeritud suure hblgaeemiliste protsesside ehk llilitite sisse
ja valja lulitamise kaudu (Morgan 2007), need lidéd peavad kindlustama raku kindlasuunalise

likumise l&bi rakutsikli: G faasist S faasi ning sealt |aby Gasi M faasi, mis tipneb rakkude



jagunemise ja uuesti;(Faasi jbudmisega (Elledge 1996; Morgan 2007). Emateadaolevast
informatsioonist rakutsikli regulatsiooni kohta samdud geneetiliste ja biokeemiliste uurimuste
kaudu algelisemates organismides, nagu sellek$S.oerevisiae Eukariootsetes rakkudes on
rakutsukli jarjestikused protsessid kontrollitudkkin-séltuvate kinaaside (CDK-de) poolt, kuid
mitte kdik CDK-d ei osale rakutstikli reguleerimisPgale rakutsukli reguleerimise, on leitud, et
osad CDK-id osalevad naiteks DNA parandamisesradiskriptsioonil (Rickert, Seghezzi et al.
1996; Peng, Zhu et al. 1998). CDK-ide kontsentoatsion rakutsukli jooksul konstantne, kuid
nende aktiivsus ja spetsiifilisus muutub perioseili. Uks esimesi tapsemalt kirjeldatud
rakutsukli regulaatoreid on Cdkl, mis avastati €aic28 pagariparmis (Hartwell 1978; Nurse
and Bissett 1981). Parmi rakkudes on véimeline 3K, Cdkl, kontrollima rakutsukli
erinevate faaside lulitusi. Cdkl1 kinaasi, nagu éiaté CDK-de, aktivatsiooniks on vajalik selle
assotsiatsioon regulatiivse alathikuga, mida twegakui tsukliini (joonis 3). Kuna tsukliinid
ekspresseeruvad rakutsikli erifaasides kindlatésesside |abi viimiseks, siis kutsutakse neid
vastavalt G-, G//S-, S-, M-tstikliinideks (Morgan 1997).

—
Suntees Degradatsioon &?Q&?

Joonis 3. CDK-i aktiivsuse regulatsioonCDK-i molekul Gksinda ei oma kinaasi aktiivsust.
Taielikuks aktiveerimiseks on vajalik fosforuleema CAK-i poolt ning CDK-i seondumine
tsukliiniga kompleksi. Tsukliinide kontsentratsiooon reguleeritud nende sinteesi ning
lagundamise kaudu. Tsukliin — CDK-i kompleksi ina&erib nii inhibitoorne fosfortleerimine
(joonisel punane P) kui CKl-iga seondumine (Mord887).
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Tsukliinid olid esmalt iseloomustatud kui mere setgutes esinevad valgud, mille
akumuleerumine ja degradeerumine ostsilleerub sékiitkaigus, voimaldades neil esile tulla
tsikli eri faasides (Rosenthal, Hunt et al. 1989¢nde perekond on markimisvaarselt laia
suuruse varieeruvusega, vaiksemad neist on ligikk&®sl kDa ning suuremad kuni 90 kDa.
Tsukliinidele iseloomulikuks omaduseks on selleineg ligikaudu 100 aminohappe jaagi
pikkune ala - ,tsukliini tasku”, mis on vajalik CBlga seondumiseks ja aktiveerimiseks
(Morgan 1997). Rakutsukli ihesuunaline ning Uhes@ktetav progress soltub distsiplineeritud
tsukliinide jarjestikust ekspressioonist, viidatedlele, et erinevad tsukliin-CDK kompleksid on
vajalikud digete valkude fosforuleerimiseks sobivahl (Enserink and Kolodner 2010).
Vorreldes algelisemate organismidega on imetaj@B¥K-ide arv suurem, ulatudes naiteks
inimese puhul Gheksani. Lisaks on identifitseeriti@l tsukliini (Johnson and Walker 1999).
Imetajate rakkudes Cdkl analoogina to6tav valk Csd@ndub Gfaasi I6pus tsukliin D-ga, S
faasi alguses tsukliin E-ga, et algatada DNA sigiteseejarel seondub tsukliin A-ga, jdades
sellega kompleksi S faasi valtel ning M faasi kémiseks liitub tstkliin B-ga. Parmis on
rakutsiklis esimeseks Cdk1-e aktivaatoriks CInd(&ltinid hilises G faasis, seejarel seob Cdk1l
CIb5,6 tsikliinidega @S faasi uUleminekul (joonis 4). S faasi keskel riakéeerub Clb3,4
tsukliinidega jdddes kompleksi M faasi algusenignM faasi I16puni viimiseks moodustub
ClIb1,2-Cdkl1 kompleks (Morgan 1997).

10



H.Sapiens

i l - ! G, I M I I
CYCD%I -— ..........
Cdk4/6 Cch ,;;;/ ,,; CyCA -
cakz () v =
Cdk1 %
Clb1,2 %
cint 2[0S g
Cdk1 Cdk1
...... »

G, ! S : M I
S.Cerevisiae

Joonis 4. Inimese ja punguva parmi tsukliin-Cdk konplekside vordlus.Péarmis on vdéimeline
vaid Uks CDK, Cdk1, reguleerima rakutsiukli valtehevaid lulitusi, §.cerevisiaga S.pombe
puhul Cdkl) kui inimese rakkudes on regulaatoritekimed CDK-d. Jooned kujutavad
ligikaudseid komplekside aktivatsiooni aegasid.nBvus enamarenenud organismide ja parmi
rakutsiklis on parmi korral Sfaasi puudumine ning S ja M faasi osaline kattamiiorgan
1997).

14 Tsukliin—sdltuvate kinaaside aktivatsioon ja setsiifika

Lisaks tsukliiniga seondumisele reguleerivad CDHktiivsust ka selle alatihiku aktiivse ala
lAheduses esineva kindla treoniini jaagi fosforntiteme CDK-i aktiveeriva kinaasi poolt (CAK),
mis on iseloomulik enamusele CDK-dele (joonis 3lliBe fosforlleerimine muudab CDK-i
tuuma komformatsiooni lisaks tsukliini interaktsmst tulenevale muutusele (Arellano and
Moreno 1997; Morgan 1997). Kuna kinaaside N-termima ots ja C-terminaalne ots on
struktuuris suhteliselt |&hestikku, siis moodusthvead piirkonna, kus ATP istub hasti nende
I6ikude vahele nii, et fosfaadid on suunatud akaidist véaljapoole. Fosforileeritava valgu
seondudes aktiivsaiti asetseb see just fosfaditgedlsse ning substraatide selline orientatsioon
vOimaldaby-fosfaadi tUlekannet valgu fosforlleeritava amingdeaj@agi hudroksuulrihma kilge
(Morgan 2007). Aktiivset tsukliin-CDK kompleksi iktiveerivad peamiselt tsikliin-sdltuva
kinaasi inhibiitorid (CKI), kuid ka N-terminaalsegegioonis paikneva inhibitoorse
fosforuleerimis-saidi fosfortleerimine (joonis 3j¢rgan 1997).
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Peamine CDK-i kompleksi substraadi spetsiifilisugeneb seondunud tsikliinist. B-tadpi

tsukliinidel on jarjestuses hiudrofoobne ala, mi®bsesubstraadi RxL (x t&histab mistahes
aminohappe jaaki) motiiviga (Adams, Sellers etl8B6). Selline hudrofoobne ala on mdningate
tsukliinide korral oluline substraadi selektsiopmifiteks ClIb5-Cdk1l kompleksil, mis on aktiivne

S faasi alguses pagariparmi rakkudes. Muteeridédgiits htidrofoobse ala vdi substraadi RxL

motiivi, véhendab see drastiliselt nende vaheligeraktsiooni (Archambault, Buchler et al.

2005). CDK-id on valkude perekond, mis on prolinseatud kinaasid. Nende eelistatuim
fosforlleerimisala on jarjestusega S/T-P-x-K/R, kugib olla mistahes aminohappe jaék, kuid
piisavaks jarjestuseks on ka S/T-P. Nendel jargstdisatakse fosfaat, kas seriini voi treoniini
jaagi kilge (Morgan 1997).

1.5  Tsukliin-s6ltuva kinaasi inhibiitorid (CKI)

CDK-i aktiivsus tbuseb hilises Jaasis, kui G tsukliinide kontsentratsioon rakus suureneb ja
tsukliin-sOltuvate kinaaside inhibiitorid lagundieéa. CDK-i aktiivsus langeb jallegi rakutsukli
[6pus. CKI-id interakteeruvad CDK-idega, et nenddiiasust vahendada, kontrollides nii
Oigeaegset substraatidele fosforlleerimist ningg@dea korrapérast faaside ajastust (Schwob,
Bohm et al. 1994). Imetajate rakkudes on leitudtéatitipi CKI-d, Cip/Kip ja Ink4 perekonda
kuuluvad inhibiitorid, mille kaudu rakutsikli kulgaeglustatakse vastavalt rakusisestele ning —
vélistele signaalidele. Cip/Kip rihm inhibeerib Qdlja Cdk4/6-tsukliini komplekse, mis on
seotud G ja G/S faasidega. Ink4 grupp on spetsiifiline vaid Cékeiklin D kompleksile.
S.cerevisiagakkudes on identifitseeritud 3 CKI-it: Farl, mithibeerib CIn-Cdkl komplekse
aidates kaasaj@restile feromooni signaali olemasolul (Peter Biedskowitz 1994), Sicl, mis
mangib olulist rolli S faasi ajastamises, inhibdes CIb5,6-Cdkl kompleksi, Pho81, mis
inaktiveerib Pho85-Pho80 kompleksi fosfaadi dafiiskorral. Sicl-e korral on eriomaseks
inhibitoorseks alaks 70 C terminaalset aminohapgikij (Joonis 5) (Morgan 1997). N-
terminaalne fragment on vajalik Sicl-e seondumis€dc4-ga, mille tulemusena hiljem

inhibiitor lagundatakse (Verma, Feldman et al. 997
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90-N-terminaalset aminohappejaaki Inhibitoorne ala

Joonis 5. Sicl-e fosforuleeritavad aminohappejadgidRxL motiivid ning N-terminaalne ja
C-terminalne ala. Sinisega on margitud N-terminaalne ala, mis on likajegradatsiooniks,
inhibitoorne ala on margitud kollaselt. RxL motdvion vajalikud Clb-Cdkl kompleksi
sidumiseks ning véalja on ka toodud fosforileerithvaminohappejaagid, T vO6i S tahistab
vastavalt treoniini voi seriini, millele jargnelrj@gnumber (Hodge and Mendenhall 1999).

1.6 Rakutsikli Gi/S Gleminek parmis Saccharomyces cerevisiae)

Faasidevahelised tleminekud on rakkudes reguleeviiga rangete signaalidega. Farl on valk,
mida parmi rakkudes ekspresseeritakse vaid feromooresolekul. Sellisel juhul jaavad rakud
G; faasi aresti, kuna Farl inhibeerib CIn-Cdk1 korkpée Kuid olenemata feromooni signaalist,
on rakkudes rakutsikli alguses ekspresseeritud @hHiitorvalk Sicl (Cross, Schroeder et al.
2007). Sicl on tsukliin-séltuva kinaasi inhibiitonis reguleerib punguva parmi rakkude/&
faasi Uleminekut, seondudes B-tuupi tstkliin ClkCdkompleksidega hilises Jaasis. Sicl
sisaldab Cdkl jaoks uheksat, Ser/Thr-Pro, fosferiikevat jarjestust (joonis 5) (Hodge and
Mendenhall 1999). Nendest osade fosforuleeriminelegradeerimise initsiatsiooniks olulisem
(Koivomagi, Valk et al. 2011). ( faasi I06pus tOuseb margatavalt Cin tsukliinide
kontsentratsioon, mis viib kdrgemale CIn-Cdkl koaksi aktiivsusele (joonis 6). Aktiveeritud
kompleks fosforlleerib sellele omased, méned, 8Bigéfjestuses esinevad fosfortleerimis-
saidid, mis jaavad Clb-Cdkl kompleksile seondunsisbdustavateks motiivideks. Seejarel
kasvab S tsiklinide (CIb5) kontsentratsioon S fadgiises (joonis 6) ning Clb-Cdk1l kompleks
fosfortleerib Sicl-e jargnevad fosforuleerimisjatjesed, kasutades siis juba paremaks
seondumiseks eelnevalt CIn-Cdkl kompleksi poolfoidgeetitud saite. Seejuures on Clb-Cdkl
kompleks vBimeline substraadiga seotuks jaama peslleeva fosfaadi lisamist, tehes sellega
jargmise fosfaadi lisamise kiiremaks. Clb-Cdkl késkp vabaneb peale Sicl-e degradatsiooni
ning selle aktiivsus on vajalik S faasis DNA repkkimiseks ning arvatakse, et see voib olla
G4/S lulituse initsiatsiooniks (Nash, Tang et al. 2DKa CIn-Cdk1 kompleksi Uheks eesmargiks
on Sicl-e fosforileerimine, kuid erinevalt B-tudpukliinidest Cln tsukliinid lagundatakse S-
faasi alguses (Enserink and Kolodner 2010). Rakkudeus Sicl-te ekspresseeritakse

normaalsest vahem, algab DNA replikatsioon varamg & faas on tavaparasest pikem (Nugroho
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and Mendenhall 1994). Samas on ka leitud, et radkullus Sicl-te ei lagundata, on kauem
esinev G faas vorreldes tavalist tulpi rakkudega (Vermananet al. 1997). Sicl valgul on
taheldatud sarnast inhibitoorse ala struktuuri @jaee p2#'*! valguga, kuigi aminohappeline
jarjestus ei ole sarnane (Schwob, Bohm et al. 1994)

—CIn 1,2 —ClIb 5,6 —Clb 3,4 —CIb 1,2

Tsukliinide tasemed

—

G, | S | M |G|

Joonis 6. Tsikliinide tasemed.cerevisiae rakutsukli valtel. CIn1,2 on G/S tsikliinid, Clb5,6

on ekspresseeritud S faasis ning lagundatakse Mltiessis, Clb 3,4 tase kasvab S faasi keskel
ning need jaavad kuni hilise M faasini, Clb1,2 lgamtratsiooni kasvab M faasi alguses ning
langeb faasi I6pus (Morgan 2007).

1.7 Sicl-e degradatsioon

Sicl degradeerumiseks on vajalik selle multifodeiimine, kuna juhul kui piisaks Uhest
fosforuleerimisest selle lagundamiseks, siis vjiks vaike CDK-i aktiivsuse kdikumine viia
DNA replikatsioonile voi selle pooleli jatmiseleelise juhu tekiks ka vaga kiiresti CDK-i
aktiivsuse kasvust sdltuvuse ndrgenemine, kunaffokeritavat Sicl-te jadks jarjest kohe peale
esimese fosfaadi liitmist vAhemaks. Kuna Sicl-tdtifoaforuleeritakse, siis on ka vajalik
margatav CDK-i aktiivsus, sest madala aktiivsuserdtoei suudeta piisavalt fosfaate Sicl-e
killge siduda ning fosfataas votab ka sama aegssftidte vAhemaks. Alles kinaasi aktiivsuse
tugeval suurenemisel suudab see lisada Sicl-e Wdiilgsti mitu fosfaati ning siis tunneb ka
lagundav kompleks Sicl-e ara. Vaga korgel kinadsiivausel tekib olukord, kus kinaasi
aktiivsuse muutus ei oma olulist rolli. See on itind stisteemi bistabiilsusest, mis tdhendab, et
vaga madalatel ega koérgetel kinaasi aktiivsustaleitugevat fosforilerimise soltuvust kinasi

vaiksest aktiivsuse muutusest. Selleks, et Sicdi-tagundataks eksikombel ja esineks mitme
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fosfaadi lisamine on Sicl-e jarjestuses mitu valadBmsusega fosfosaiti SCF kompleksi (Sicl-
e lagundaja) jaoks. Multifosforileerumine on ledmahtus mitmete valgu kinaside substraatide
seas (Morgan 2007). Arvatavasti kdige olulisem ifadforileerimise funktsioon on Uheselt
moistetav ning tugev signaal. Kuna kinaasid nirgfdtaasid mojuvad substraatidele Gheaegselt
moodustades dunaamilise tasakaalu, siis teatuiligest kinaasi kompleksi kontsentratsioonist
tduseb Sicl-e lagundamine drastiliselt (Nash, Tetraj. 2001).

1.8 Tuleviku suunad vahi ravimites

Mitmed Cdkl valgu funktsioonid on véga olulised utskikli kontrollis. Kdrvalekalle Cdkl
aktiivsuses nii tdusuna kui ka langusena pdhjugioomset ebastabiilsust kaasates hairitust
organismi talitluses. Praeguseks on pdhjalikulitudrCdk1 aktiivsust ning selle aktivaatoreid
nagu tsukliinid nign tsukliin-sdltuvate kinaasiddigaatorkinaasid, kuid palju vdhem on uuritud
selle substraate. Tahtis aspekt CDK-ide puhul oe, s need on vajalikud rakutsukli
regulatsioonil koikide eukartootide puhul ning killekalded nende aktiivsuses on seotud
kasvajate tekkega. Peamine héairitus on seotudiitsisdltuvate kinaaside inhibiitorite talitiuses
viies ebakorrektse CDK-ide aktiivsusele (Enserinkl &olodner 2010). Ideaalne ravim oleks
spetsiifiline vaid hairitud talitlusega rakkudeleng jataks terved rakud puutumata, samas on
oluline eemaldada kdik vigased rakud. Hetkel k&fektiivsemaks raviks on haigete rakkude
fuusiline eemaldamine, kuid see eeldab nende aitéddast levikut. Kasutatakse ka ravimeid,
mis inhibeerivad DNA slnteesi, kuid praegustel matel on tihti tdsiseid korvalmdjusid
(Morgan 2007). Vaéimalik on, et Cdkl-e geneetilisérgustku tapsem tundma Oppimine
vOimaldab arendada ravimi, mis CDK-i inhibiitori ddu kutsub esile vahi rakkude surma.
Selliselt oleksid ravimid personaalsemad, vahensiliskd ning efektivsemad (Enserink and
Kolodner 2010). Uheks ravi véimaluseks on ka geeaitpia, kus defektne geen vahetatakse
valja normaalse talitlusega geeni vastu, kuid sigole geeni asendamiseks leitud efektiivset
meetodit (Morgan 2007).
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Bakteri- ja parmittived, s66tmed ning kasvutingmused

Eksperimentides kasutatEscherichia coli (E.coli) tivesid DHb [supE44 AlacU169
(p80lacAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 rélAnvitrogen] ning BL21(DE3)-RP [B,
F,ompT hsdS(g,mg), dcmi’, Tef, gal, A(DE3), endA, Hte, (argU proLCamni), Stratagene].

Bakterikultuure kasvatatiuria Bertani (LB) vedel- voi tardséotmel [10 g/l triptooni (BD
Biosciences), 10 g/l NaCl (Naxo), 5 g/l parmiekstrgBD Biosciences), tardso6tme korral
lisaks 2% agar (BD Biosciences)] 37°C juures. Bélsuse tagamiseks lisati so6tmetesse
vastavalt vajadusele antibiootikume [ampitsiliirgnlamutsiin, klooramfenikool (AppliChem)]

I6ppkontsentratsiooniga 0,1 mg/ml.

Metsiktulpi parmitivena kasutati eksperimenti@sccharomyces cerevisiadve DOMO0090
[MATa (eu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-1)(p&i*), David O.Morgan’i labor].

Parmikultuure kasvatati YPD vedel- voi tardsootpi@ g/l parmiekstrakti (BD Biosciences), 20
g/l peptooni (BD Biosciences), 20 g/l glikoosi (Aghem), tards66tme korral lisaks 2% agar
(BD Biosciences)] 30°C juures. Galaktoosi promaioimdukstsiooniks kasutati YPR vedel- voi
tardsoodet [10 g/l parmiekstrakti, 20 g/l pepto@dl,g/l rafinoosi (Naxo), tardsédtmes lisaks 2%
agarit], millesse oli lisatud 2% I6ppkontsentratgima galaktoosi. Transformatsiooni jargselt
kasutati parmirakkude selektiivseks kasvuks utagsitardsdodet [7g/l parmi lammastikalust
(YNB) ilma aminohapeteta (BD Biosciences), 0,77 @M-URA (MP Biomedicals), 20 g/l

glukoosi, 50 mg/l adeniini (AppliChem), 50 mg/l ptdfaani (AppliChem) ja 2% agarit (BD

Biosciences)].

2.2 Plasmiidid ja vektorid

Kaesolevas t00s kasutati bakteriaalse ekspressieektiorina pET28a(+) (Invitrogen), mis

vdimaldas 6xHIS tag'ga valkude ekspressiooni T frrotori alt.

Parmitiivede tegemisel kasutati genoomi integreérugktorit Yiplac211, millesse kloneeriti

Sicl-e variandid galaktoosi poolt indutseeritayatamootorite kontrolli alla.
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2.3 Kloneerimine

PCR reaktsioonil kasutatPhusion™ polimeraasi (Finnzymes). Termotsiklerina kasutati
Eppendorf Mastercylér personal masinat. Vajalikud oligonukleotiidid telliti  firnst

Microsynth
PCR-i reaktsioonid viidi 1abi 25 ul mahus.

Reaktsioonisegu (Idppkontsentratsioonidena): 1ktsg@onipuhver HF (Finnzymes), 0,25 mM
nukleotiide [dATP, dCTP, dTTP, dGTP (Thermo Scicii, 500 nM forward ja 500 nM
reversepraimerit, 1 Ghik Phusion polimeraasi, 1-10 ngpigdset DNA-d ja |6ppmahuni lisati
ddH20-d.

DNA fragmentide amplifitseerimiseks kasutati 35kigist programmi:

Esmane denaturatsioon: 98°C 5 minutit

Denaturatsioon: 98°C 30 sekundit

Praimerite seondumine: 48°C 30 sekundit 35x
Praimerite ekstensioon: 72°C 30 sekundit/1 kkga
Ldpp-ekstensioon: 72°C 5 minutit

Amplifikatsioonil saadud produktide puhastamiselestatiPCR Purification Kit'i (Thermo
Scientific) vastavalt tootja juhistele. Produktahutati 1% agaroosgeelis elektroforeesil 1x TAE
puhvris [40mM Tris (AppliChem), 0,12% &adikhape xdp 1mM EDTA (Sigma), pH 8,3)].
DNA visualiseerimiseks geelist kasutati etiidiumii@i (AppliChem) I6ppkontsentratsioonis
0,6 ug/ml ning pikkusmarkerina kasutaipRuler Express DNA Ladder (Zhermo Scientific).
PCR-i produktide geelist puhastamiseks kasutatig€dia QIAquick® gel extraction Kit'i

vastavalt tootja juhistele.

DNA restrikteerimisel, defosforlleerimisel, ligamisel ja katkete tdisslnteesimiesel kasutati
Thermo Scientific enstiime ja puhvreid l&htudes tootja paolodud instruktsioonidele.
Reaktsioonid toimusid 37°C juures 1 tundi sobivadpis. Kasutatavad enstiiimide kogused

valiti vastavalt DNA kogusele ja tootaja instrukisnidele. Lineariseeritud vektorite
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defosforileerimiseks kasutati 0,2 tUhikut CIARGE]f Intestine Alkaline Phosphata@®oche)] 1
ug DNA kohta. Restriktsioonil saadud fragmentide ligégpuhastamiseks kasutati Qiagen’i
QIAquick® gel extraction Kit'i.

Ligatsioonireaktsioonides kasutati 3 tUhikut T4 DMN@aasi ning ligeerimise reaktsioonid viidi
l&bi 1-e kordses T4 DNA ligaasi puhvris, kuhu itisgbeti kaks korda rohkem kui vektorit.
Ligatsioonid toimusid 16°C juures Uledo, peale midaktsioone kuumutati 65°C juures 15

minutit, et ligaasi inaktiveerida.

2.4  Oligonukleotiid-suunatud mutagenees

Sicl-e mutantsete vormide tegemiseks kasutati mligieotiid-suunatud mutageneesi. Esimese
etapina oligonukleotiidid kineeriti, mis toimus #Afinutit 37 °C juures. Segu koostis oli 100 mM
Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM MgGl 5 mM DTT, 425uM ATP, 6,5uM oligonukleotiid ja 0,15 Ull

T4 polunikleotiidi kinaasi (Thermo Scientific). Tgolunukleotiidi kinaasi inaktiveerimiseks
kuumutati segu 10 minutit 65°C juures. Oligonukiigide seondumiseks Uiheahelalisele DNA-le
segati kokku 50 ng uUheahelalist DNA-d (ssDNA), Ql%eelnevalt kineeritud oligonukleotiidi
segu, 1ul 10x seondumispuhvrit (500 mM NaCl, 200 mM Tris-HiH 7,4, 20 mM MgQ)) ja
ruumala viidi 10ul-ni ddH,O-ga. Reaktsiooni segu kuumutati 10 minutit 70°Qrg¢s, mille jarel
tOsteti plokk termostaadist vélja ja lasti aeglagdtuda toatemperatuurile, et oligonukleotiidid
seonduksid ssDNA-le. SSDNA-le komplemetaarse akétdeesimiseks ja otste ligeerimiseks
lisati 10ul-le seondumissegule 1,3% 10x sinteesi puhvrit (100 mM Tris-HCI, pH 7,5, B0M
MgCl,, 20 mM DTT, 10 mM ATP, 5 mM dNTP segu), 1ybT4 DNA ligaasi aktiivsusega 5
U/ul (Thermo Scientific). Segu inkubeeriti 5 minut#gj, seejarel 5 minutit toatemperatuuril ja
90 minutit 37°C juures, peale seda lisati sequié BXTE lahust (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM

EDTA) ning mutageneesi segu transformedé&itoli tivesse DH&.
2.5  Bakteri- ja parmirakkudesse transformatsioonid.Plasmiidide eraldamine
bakterirakkudest.

Plasmiidese DNA bakterirakkudesse viimiseks kas@alium-kaltsium-magneesium (KCM)
meetodit, milleks segati jaal kokku jargnev lahii& ng plasmiidi, 20l 5x KCM lahust (0,5 M
KCI, 0,15 M CaCl}, 0,25 M MgC}), 100 ul DH5a vdi BL21(DE)-RP rakke 1x KCM lahuses.
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Segu inkubeeriti 20 minutit jaal, seejarel tehtkkwadele 42°Cjuures termoplokis (Biosan)
kuumashokk: DH& rakkude puhul 90 sekundit, BL21(DE)-RP rakkuder&b45 sekundit. Peale
kuumashokki viidi transformatsioonisegu 2-ks miksijaale, peale seda lisati 50I0LB s6ddet.

Sé6tmega segu inkubeeriti 60 minutit 37°C loksusigntrifuugiti lauatsentrifuugiga 6000 p/min
2 minuti jooksul, seejarel supernatant eemaldatiajaud suspendeeriti 10d-s LB s66tmes.

Rakususpensioon plaaditi LB tardesdotmega [10 ghtdiriptooni (BD Biosciences), 10 g/l
NaCl (Naxo), 5 g/l parmiekstrakti (BD Bioscience3)0 mg/l antibiootikumi, 2% agarit (BD
Biosciences)] petri tassidele selektiivsust voiragkte antibiootikumide juuresolekul.

Kolooniaid kasvatati tile6d 37°C juures.

Plasmiidide plajundamiseks ja eraldamiseks kasvate¢lnevalt DHB5 rakkudesse
transformeeritud plasmiidiga bakterirakkude kol@orgobiva antibiootikumiga LB sddtmes
ule6d 37°C juures loksutil ning plasmiidide eraldseks bakterirakkudest kasutdiiniprep

Kit'i (Thermo Scientific) vastavalt tootja instruktsioidele.

Parmi rakkudesse transformatsioon viidi labi LiOAweetodil. Parmitivega, millesse
transformeeriti, inokuleeriti 5 ml YPD vedels6ddeng inkubeeriti 30°C juures loksutil Gledo,
jargmisel paeval tehti kultuurist lahjendus 50 mPLY s66tmesse nii, et rakud poolduksid
vahemalt 5 korda. Kultuuri kasvatati optilise tibedni 0,6-0,8 OBy juures, seejarel
tsentrifuugiti rakud alla 3500 p/min 1 minuti joakshing s66de eemaldati. Rakud suspendeeriti
1 ml-s ddHO-s ja kanti 1,5 ml tuubi. Suspensiooni tsentriftiu500 p/min 1 minuti jooksul,
supernatant eemaldati ja rakke pesti veel 2 komaw [ahusega | [0,1 mM liitiumatsetaat (Sigma
- Aldrich), 5 mM Tris-HCI pH 7,5 (AppliChem), 0,5 Mh EDTA (Sigma - Aldrich)] ning
tsentrifuugiti 3500 p/min 1 minut. Seejarel voeaide Ules 2 kordses rakkude mahus lahuses | ja
inkubeeriti toatemperatuuril 10 minutit, samaaegg&eumutati 10 mg/ml kontsentratsiooniga
Salmon sperm DNAahust (ssDNA) (Sigma - Aldrich) 10 minutit 100°fDures. Peale
kuumutamist pandi ssDNA jaale. Transformatsioomsikgati 1,5 ml tuubis kokku jargnev segu:
100l parmi rakkude lahust, 1@ ssDNA, 0,1-1ug plasmiidi. Saadud segule lisati 7@dahust

II [0,1 mM liitiumatsetaat, 10 mM Tris-HCI pH 7,%,mM EDTA, 40% PEG (Sigma — Aldrich)]
ja 48 ul DMSO-d (AppliChem) ning suspendeeriti. Jargnevalkubeeriti transformatsioonisegu
42°C juures 40 minutit ja tsentrifuugiti 6000 p/njinures 30 sekundit. Supernatant eemaldati ja
rakke pesti 1 ml 1XTE puhvriga (10 mM Tris-HCI pkby/1mM EDTA), tsentrifuugiti 3500
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p/min 1 minut. Supernatant eemaldati ja rakud sudperiti 200 ul 1x TE puhvris ning pladiti
vélja sobiva tardsd6tmega petri tassidele. Raklsedtati plaatidel 30°C juures kuni kolooniate

ilmumiseni.

2.6 6xHis-tag’iga valkude ekspresseerimine ja puh&asmine

Valgu ekspresseerimiseks kasutati BL21(DE)-RP rgkkpET28a bakteriaalset ekspressiooni
vektorsisteemi. Selleks transformeeriti neisse pgakkuvat valku kodeeriva jarjestusega
plasmiidi ning selektiivselt tassilt killvati Gkslkonia 5 ml-sse antibiootikumiga LB sddtmesse.
Kultuuri kasvatati Gle6d 37°C loksutil ning jargreigpdeval tehti 250 kordne lahjendus 50 mi-
sse antibiootikumiga LB sodtmesse, kasvatati kuyptilise tiheduseni 0,6 - 0,8 QR juures.
Kultuurile lisati IPTG (Biosolve) lahust IGppkontgeatsiooniga 1 mM, indutseeri 3 tundi 37°C
loksutil, peale seda kultuure tsentrifuugiti 5100mm 10 minuti jooksul 4°C ning s66de
eemaldati. Tuubid kuivatati ja rakusade kilmutatielas lammastikus ning sailitati -80°C juures

kuni edasise kasutamiseni.

Bakterist valkude puhastamiseks lisati 50 ml kuifstisaadud rakusademetele 1 ml [GUsipuhvrit
[300 mM NaCl(Naxo), 25 mM HEPESAppliChem) pH 7,4, 10% glutsero@\ppliChem) 500
Uhikut Dnase | (Calbiochem)udy/ml pepstatiin ASigma — Aldrich), Jug/ml leupeptiin(Sigma

— Aldrich), 1 ug/ml a protiniin (Sigma — Aldrich), 1 mM PMSF (Signm+ Aldrich), 1 mg
lUsotsuimi (Sigma — Aldrich)]. Luusipuhvris suspeeadtud bakterirakud tdsteti uude 2 ml tuubi
ning lausimine toimus 4°C juures rotaatoril 20 ntinwoksul. Peale seda lisaat sonikeeriti
Bandelin Electronic Sonoplus UW 2036nikaatoriga 3 korda 30 sekundit 50 % vdimsuseeg!

(1 minutilise vahega, milllal lUsaati jahutati jaal Jargnevalt llsaate tsentrifuugit
lauatsentrifuugis 4°C juures 14 000 p/min 10 minjotksul ning saadud supernatant kanti

eelnevalt ettevalmistatud kolonni, millest [isaabhatati 1abi gravitatsiooni toimel.

6xHIS tag'iga valkude sidumiseks kasutati kolonnidelisenaChelating Fast flow Sepharose
(GE Healthcare). 2 ml kolonnidesse kanti 200 ul S¥¥faroosi lahust 20% etanoolis, mis andis
maatriksi (kolonni) ruumalaks 100 ul. Esmalt péstionnis olevat sefaroosi 500 ul dgibtga
(5-e kordne kolonni ruumala), kui vesi oli labi j@mud, kanti kolonni 100 ul (1-e kordne
ruumala) 200 mM CoGlahust. Kolonni pesti veel kord 500 ul dglbtga ning 1 ml (10-e kordne

ruumala) lidsipuhvriga. Peale lusaadi labi jooksfaivalkude seondumist pesti kolonni 5x 1 ml
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pesupuhvriga [25 mM HEPES (AppliChem) pH 7,4, 30M mdaCl (Naxo), 10% glutserool
(AppliChem)] ning seondunud 6xHIS tag’iga valguduesriti 4 x 100 ul mahus
elueerimispuhvriga [25 mM HEPES (AppliChem) pH 7300 mM NaCl (Naxo), 10%
glutserool (AppliChem), 200 mM imidasool (AppliChgm

Puhastamise edukust ja valkude puhtust kontrolhgatriumdodetsuil-poliakridlamiid
geelelektroforeesi (SDS-PAGE) meetodil.

2.7 Naatriumdodetsutl-poltakriilamiid geelelektrofaees, valkude visualiseerimine ja
kontsentratsiooni maaramine.

Valkude lahutamiseks ja visualiseerimiseks kas8B5-PAGE meetodit, milleks valgulahused
viidi esmalt 1-e kordsesse SDS-puhvrisseulib Tris-HCI pH 6,8 (AppliChem), 17 mg/ml SDS
(naatriumdodetsuilsulfaat, Bio-Rad), 5% glutsef@gpliChem), 0,1 M DTT (AppliChem), 20
ug/ml broomfenool sinine (Bio-Rad)]. ja proove ketdl00°C juures 5 minutit. Valguproovid
kanti 10%-lisele vertikaalsetele 10x8 cm suurusisddiiakritlamiidi geelidele ning valkude
lahutamine geelis toimus voolutugevusel 15 mA gdalhta. Elektroforees peatati kui
bromofenoolsinise front oli judnud 1 cm kaugusgdelide alumisest servast. Suurusmarkerina
kasutatiBlue Protein Ladder Prestaineteady-to-use10-245 kDa (Naxo).

Valkude visualiseerimiseks viidi poluakrtutlamiidetid peale elektorforee§loomassie Brilliant
Blue R-250varvilahusesse [2,5 g/l CBBR (AppliChem), 454 miétanool (Lachner), 92 ml/l
aadikhape (Lachner)]. Lahus kuumutati mikrolainaahjigikaudu 70°C-ni ning varvimine
toimus 20 minuti jooksul orbitaalsel loksutil. Peadeda tdsteti geelid vérvist varvitustamise
(destain) lahusesse (454 ml/l metanool, 75 ml/ikkégbe) mida kuumutati 70°C-ni ning geelid
jaeti sinna kuni esimeste valguvdotide ilmumiseBeejarel tdsteti geelid ddB-sse ning

loksutati kuni varvitustamise lIdpetamiseni.

Valgu kontsentratsiooni maaramiseks moeldud poliidkmiid geelid varvit Coomassie
Brilliant Blue G-250véarvilahusega [1,2 g/l CBBG (AppliChem), 200 miietanool (Lachner),
117,6 ml/l fosforhape (Naxo), 100 g/l (NSO, (AppliChem)]. Peale elektroforeesi tosteti

geelid esmalt 20 minutiks fikseerimislahusesse [3%mool, 10% &aadikhape (Lachner)] ning
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jargnevalt kanti geelidCoomassie Brilliant Blue G-25@&vilahusesse, kuhu need jaid 60

minutiks. Geelide varvitustamiseks kasutati ddH20-d

Valgu kontsentratsioonide maaramiseks vorreldi Smitantide hulka kindla BSA kogusega
10%-lises poluakridlamiidi geelides (joonis 7). |8 tehti kindla kontsentratsiooniga (20
mg/ml) BSA lahusest (Thermo Scientific) lahjenduss&ay nendest kanti geelidele koos Sicl-e
variantidega kindel kogus valk@oomassie Brilliant Blue G-25@4rvilahusega varvitud geelid
digitaliseeriti kasutade&€PSON Expression 1680 Professiomabsinat ning saadud piltidel
madrati valgu kogused BSA ja Sicl valgu vootideasutades sellek$mageQuant TL
(Amersham Biosciences) tarkvara.

—— we 245kDa
— we 180kDa
W— wes 135 kDa
— wew 100 kDa
. — Wl 75 kDa
BSAJ>| — q— —— - — — '
p— WS 63 kDa
Sic1 g —— anmpy S — ey —
P w35 kDa
» |
- S 05 kDa
r W 20KkDa

- 17 kDa
| Il | | ] | ] | | | ] | ] 1 |

valgu- Sic1 del Sic1 del Sictwt Sic1 del Sic1 del Sictwt valgu-

marker 216-221  216-224 216-221  216-224 marker

Joonis 7. Sicl mutantide kontsentratsioonigeelGeeli Ulaosas jooksevad BSA valgud
lahjenduste reas 200 ng, 300 ng, 400 ng, 200 riyn80P400 ng alustades vasakult. Geeli keskel
olevad valgurajad on Sicl-e mutandid, valkude t&fpsuon toodud geelipildi all.
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2.8 In vitro inhibitsioonikatsed

Uldine inhibitsioonikatse (2QI mahus) segu oli jargneva koostisega: [50 mM HEPBS .4, 5
mM MgCl,, 150 mM NaCl, 0,1% NP-40, 20 mM imidasool, 2% géibol, 2 mM EGTA, 0,2
mg/ml BSA, 500 nM Cksl ja 50uM ATP (lisatud y-*>-P ATP (Perkin Elmer)].
Inhibitsioonikatse jaoks kasutati Sicl valku kontsatsiooni vahemikus 0,03 nM kuni 1000 nM.
Samuti tehti kaks kontrollreaktsiooni ilma Sicl gatla. ClIb5-Cdkl kompleksi jaoks kasutati
substraadina histoon H1 (Upstate) I6ppkontsentatés 2.5 puM. Kinaasikompleksi
kontsentratsioon oli katsetes 5 nM. Reakstioonusgg lasti moodustuda inhibitoorse Sicl-e ja
ClIb5-Cdk1 kompleksil 2 minuti jooksul ning reaktsiod alustati H1 lisamisega. Katsest voeti
7-ndal ja 14-ndal minutil 8 ul segu ja reaktsioopeitati SDS-laadimispuhvriga. Valgud lahutati
10% SDS-poluakriulamiidgeelil, peale seda geeliditidkuivatati ja signaalid detekteeriti ning
visualiseeriti kasutade$yphoon Trioskannerit (GE Healtcare). Andmete anallusiks ledisut
GraphPad Prisn®.0 tarkvara.

2.9 Parmi rakkude elumuse uurimine lahjendusridadeg

Parmitiived kilvati YPR vedelsdotmesse (10 g/l pékstrakti, 20 g/l peptooni, 20 g/l rafinoosi
(Naxo)) ning kasvatati tle6o tuheduseni ~0,3¢63[uures, seejarel tehti kasvavast kultuurist
lahjendusread alustades rakutiheduseSralku/ml kohta. Edasi tehti esialgsest rakukultsturi
lahjendusread, milles oli 16plik rakutihedus vastaex1G, 1¢°, 10" ja 2000 rakku/ml kohta.
Saadud lahjendusridadest pipeteeriti paralleelsglitY PD voi YPG tahkes66tmega petri tassile.

Rakke kasvatati 48 tunni jooksul 30°C juures.
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3 TULEMUSED JAARUTELU

Kaesoleva t06 praktilises osas alustati vivo mudelsisteemi loomist, mis voimaldaks
detailsemalt uurida ja Kkirjeldada pagariparmi raisukartiootse rakutsiukli 5 faasi
Uleminekut. Kuna eelnevatest t6odest (Mendenh&@B1%chwob, Bohm et al. 1994; Feldman,
Correll et al. 1997; Koivomagi, Valk et al. 2011y ¢teda, et G faasist S faasi Uleminek on
reguleeritudS.cerevisiagakkudes proteinkinaasi Cdkl ja selle inhibiitogralSicl-e vahelise

tasakaaluga, siis otsustati kdigepelat varieerida ontsentratsiooni parmi rakkudes.

Kirjandusest on teada, et Cdkl inhibitsiooni eesstutavad Sicl-e valgus viimased 70 C-
terminaalset aminohappe jaéki (Hodge and MendeiB8®). Lisaks on varem avaldatud t6ddes
(Verma, Feldman et al. 1997; Nash, Tang et al. p@@idatud, et valgu Sicl degradatsiooni eest
vastutab selle N-terminaalne Cdkl fosforiileerinaites sisaldav regioon. Kdnealune regioon
hdlmab esimesi 90 amininohape jadki Sicl-e jargestuNendest tulemustest lahtudes otsustati
luua stabiilne (degradeerumatu), kuid samas irdidonivoimeline variant Sicl valgust ning
kontrollides ja varieerides sellise inhibiitori @kessiooni rakkudes loodeti mdjutada $faasi
Ulemineku pikkust ning jalgida Cdkl kinasi markdkuale fosforlleeritust ja DNA
kahekordisutmist (kui S-faasile iseloomulikku tundeki) parmi rakkudes. Selleks kloneeriti
SicJAN9O valku kodeeriv DNA jarjestus parmi genoomi greeruvasse Ylplac sarja vektorisse
erineva tugevusega indutseeritavate promotoritetr@tinalla. Promootoriteks valiti péarmis
galaktoosi toimel indutseeritavad pGAL promootorenevad variandid. Reastatud vastavalt
ekspressiooni tugevusele: pGAL1, pGAL-L ja pGAL-80rngenevas jarjekorras alustades
vasakult) (Janke, Magiera et al. 2004). 890 mittedegradeeruva vormiga loodeti luua
olukord, kus indutseeritud ekspressiooniga intobiibleks nihutanud normaalselt rakus oleva
Cdk1 ja Sicl-e poolse tasakaalu inhibiitori kasykdkendades sedasiifS faasi tleminekut ja
rakutsiklit. Kirjandusest on nditeid, (Hodge andrnidienhall 1999; Nash, Tang et al. 2001) et
tugev mittedegradeeruva Sicl-e Uleekspressioon kigalsiga pGAL1 promootori alt
S.cerevisiagakkudes pohjustab,3aasis areteerumise ja rakkude hukku. Testimakgendate
promootorite toimet rakutsiklile ja rakkude elulsgle viidi l1abi eksperiment, kus vorreldi
parmitivede kasvu glikoosiga st6tme tassidel (GAbmpotorid on inhibeeritud) ning
galaktoosiga sO6tme tassidel (GAL promootorid adntud) (joonis 8). Rakud, mis
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ekspresseerisid Si6BN90 vormi GAL1 promootori alt ei suutnud ootusp@tasG, faasist
valjuda ning surid. Sarnaselt mgjus AP0 ekspresioon parmi rakkudele, kui selle tase oli

allutatud GAL-L v6i GAL-S promootori kontrollile.

pGAL1-Sic1AN90-Ylplac
. pGAL1-Ylplac
PGAL-L-Sic1AN9O-YIplac
RDGAL-L-YIplac
pGAL-S-Sic1AN90-Ylplac

Joonis 8. Erinevate promootoritega Sicl-te ekspressrivate pamitivede vordlus.
Vasakpoolsel joonisel on parmi rakud glikoosigatre@d Tuved paiknevad jargnevalt: pGAL1
promootoriga vektor ilma Sicl-ta; pGAL1 Sie90; pGAL-L promootoriga vektor ilma Sicl-
ta; pGAL-L SicIAN90; pGAL-S promootoriga vektor ilma Sicl-ta; pGAL.-SicJAN90
(alustades Uulevalt). Parempoolsel joonisel on péarakud galaktoosiga so66tmel (pGAL
promootor on aktiveeritud). Tuvede jarjestus omaae gliikoosiga s66tme joonisel olevale.

Saadud tulemustest vOib jareldada, et katseksudaétineva tugevusega promootorid on liialt
tugeva ekspressiooni tasemega voimaldamaks regidepérmirakkude @S faasi tUlemineku

pikkust proteinkinaasi Cdkl ja selle inhibiitorvalgSicl-e tasemetevahelise tasakaalu
nihutamisega inhibiitori kasuks. Valgu Sid490 tase oli piisavalt kdrge, et peatada rakutsiikke

G1 faasis ja takistada S-faasi alustamist.

Jargnevalt otsustati leida voimalus, kuidas muutalAN90 valgu inhibitsiooni tugevust ja
nihutada sellega tasakaalu Cdk1 aktiivsuse suungsviimaldada rakkudel valjuda; @rrestist

ja siirduda S-faasi. Uurides sellel teemal avaldattikleid, leiti Hodge ja Mendenhall’i poolt
tehtud t66, milles nad puudsid mé&éarata Sicl valiginbitsiooniks minimaalselt vajalikku
jarjestust. Selleks tegid nad katseid erinevateerwinaalsete ja C-terminaalsete aladega Sicl
valgust (joonis 9) ning ekspresseerisid neid pidkdGALL promootori alt ning jalgisid rakkude
fenotltpi. Kui ekspresseeriti GAL1 promotori alinvased 70 C-terminaalset aminohappe jaaki
tédheldati parmirakkude aresti Gfaasis ning jareldati, et esimesed 214 N-termseial
aminohappe jaéki ei oma inhibitsiooni seisukohdlht¢at rolli. Kui eemaldati veel 6 N-
terminaalset aminohappejaaki sellest 70 aminohaapgéisest inhibitoorsest C-terminaalsest

jarjestusest, saadi vahenenud inhibitsiooni voim8gd valk. Selle kinnituseks olid vahesel
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hulgal punguvad rakud parmikultuuris ja pikenenadutstikkel (kuid mitte arest) vorreldes

normaalse Sicl-e ekspressiooniga rakkudega. Needuded viitavad osaliselt rohkem

inhibeeritud Cdk1-le vorreldes metsiktiipi rakkuaelgui karbiti seda osalist inhibiitorit veel 5

aminohappe jaagi vorra N-terminaalsest jarjestuysgs saadi tulemuseks mitteinhibitoorne
Sicl. Sellise Sicl-e variandi Uleekspressioon é¢itadeud rakkudes aresti ega pikenenud
rakutsuklit. Rakud kaitusid sarnaselt metsiktiUgkkudele. Lisaks vaadeldi selles artiklis,

kuidas m@jutavad inhibitsiooni viimased C-termirsgal aminohappe jaagid Sicl-e jarjestuses.
Katsete tulemustena jareldati, et viimased 11 ah@ppe jd&ki on olulised inhbitsiooni

seisukohalt ja nende puudumine ei vdimalda Sicgulalleekspressiooni tingimustes kaituda
inhibiitorina Cdk1-le.

Pikenenud % WT Sic1

rakud pooldumisajast
erzy 00000000 | + Arest
1-225 | | - 104
1-147 | - 115
1-84 | - 95
85-284 + Arest
148-284 + Arest
167-284 + Arest
192-284 + Arest
210-284 - Arest
215-284 + Arest
221-284 +/- 129
226-284 — 97
210-273 - 77
192-273 - 98
1-273 | | - 108

Joonis 9. Punguva péarmi rakkude kuju ning pooldumigja sdltuvus Sicl valgu stabiilse
vormi ekspressioonist rakkudes.Skemaatilised Sicl-e valgu kujutised jaljendavakkudes
ekspresseeritud Sicl-e fragmente. Varvitud tulbadg + margid osutavad fragmentidele, mis
pdhjustasid GAL1 promootori alt ekspresseeritucgwaidttu pikenenud kujuga rakke. Valged
tulbad tahistavad metsik tudpi parmile sarnaseiukdid variante ning varjutatud tulp viitab
vahepealsele, segatltpi tunnustele. Rakutsikliugikdn valjendatud, kui protsent metsik tttpi
parmi rakutsukli ajast (Hodge and Mendenhall 1999).

Analluisides eelnevalt kirjeldatud tulemusi voibtadiet Cdkl inhibitsiooni eest vastutav ala

Sicl-e valgus jaab 215-226 aminohappe jaagi vatate lisaks sellele mangivad inhibitsioonis
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rolli ka valgu viimased C-terminaalsed aminohap@ggjd. Tuginedes nendele faktidele
otsustasime tapsemalt edasi uurida inhibitsioorst eestutavaid piirkondi Sicl valgus.

Lootsime, et tdpsemad andmed vdimaldavad meil rddzierineva tugevusega inhibiitorite

variandid rakutsikli S-faasile iseloomulikule CIB%k1 kompleksile. Selleks disainisime Sicl-e
variandid (joonis 10), milles olid vastavalt deksieud jargnevad aminohappe jaagid: 216-218,
216-221, 216-224 ning viimase variandina C-ternisehaminhappe jaagid 278-284.

Inhibitoorne ala

Inhibitoorne ala

Inhibitoorne ala

Inhibitoorne ala

Inhibitoorne ala

Joonis 10. Skemaatiline kujutis erinevatest Sicl tmkeeritud variantidest. Joonisel on
toodud Sicl metsiktutpi valgu skeem (Ulemine) nimgkeeringutega mutandid. Numbrid
tahistavad aminohappe jaakide jarjenumbreid, valgegtoodud trunkeeritud ala ning kollaselt
on margitud inhibitoorne ala.

Iseloomustamaks mutantsete valkude inhibitsioom5€Tdkl kompleksile, puhastasime need
mutantsed valgudE.coli BL21(DE3)-RP rakkudest ning vordlesime nende inhibitsiooni
metsiktldpi valgu inhibitsiooniga Clb5-Cdk1l kompelsuhtes (joonis 11). Inhibitsioonikatsete
tulemusena selgus, et vimase 6 C-terminaalse adrappe jaagi eemaldamine suurendas
vastupidiselt ootustele Sicl-e inhibitsiooni Clb8KI kompleksi suhtes, samas kui deletsioonid
inhibitoorse ala alguses vahendasid vastavalt te&usSicl-e inhibitsiooni Clb5-Cdkl
kompleksi suhtes.
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[Sic1] nM

Joonis 11. CIb5-Cdkl inhibeerimine erinevate Sicl rankeeritud versioonide poolt.
Ulemisel joonisel on toodud geelilt saadud radiiese fosfaadi signaalid. Tugevamad signaalid
on iseloomulikud nérgemale inhibitsioonile, seegarsmale Clb5-Cdk1 aktiivsusele.

Alumisel joonisel on erineva vérviga toodud Sicfneteeritud valgud: Must - Sicl metsikttupi
[Ki=0,06 (+/-0,01) nM]; roheline - Sicl trunkeerituthiaohappejaagid 216-218 0,08 (+/-
0,01) nM]; oranz — Sicl trunkeeritud aminohappe@&d 6-221 [K=0,13 (+/-0,02) nM]; sinine
— Sicl trunkeeritud aminohappejaagid 216-224(34 (+/-0,08) nM]; lilla — Sicl trunkeeritud
aminohappejaagid 278-284§0,04 (+/-0,01) nM].

Nuud kui meil on olemas muutunud inhibitsiooni tuggega Sicl-e variandid, alustasime nende
viimist parmirakkudesse erineva ekspressiooni tugega galaktoosi promootorite kontrolli alla.
Jargmise etapina tuleks korrata eelnevalt kirjeldatkkude elulemuse katseid, et veenduda kas

in vitro tingimustes saavutatud inhibitsiooni tugevuse wé&h@ne on piisav kan vivo
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Uleekspressiooni tingimustes, et pohjustada rakku@¢S faasi tlemineku pikenemist, aga
samas ei tohi Sicl-e poolne inhibitsioon olla ngev, et péhjustab rakkude arestif@asis ning
hukkumist. Selline inhibitsiooni tugevuse kontroline vGimaldab tulevikus muuta;& faasis
inhibiitori ja CIb5-Cdk1 vahelisi kontsentratsioonag annab meile viimaluse detailselt uurida
S faasi tleminekul CIb5-Cdkl poolt vahendatud vaédosforuleerimist ja selle kaudu/S

faasis aset leidvate erinevate protsesside kaiigtam
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Tsukliin-CDK kompleksi inhibiitorvalgu Sicl tasemeroll rakutstkli G 1/S lllituses

Sander Pihelgas

KOKKUVOTE

Kéesolevas bakalaureusetdd teoreetilises osas d&ldvaade eukartootse rakutsikli
regulatsioonist pagariparnsiaccharomyces cerevisipéhjal. Peamiselt keskend@®Bicerevisiae

rakkudes esinevale tsukliin-s@ltuvale kinaasile Tdhking seda periooditi aktiveerivatele
tsukliinidele. Samuti kirjeldati kompleksi inhibéeat valku Sicl-te ja selle olulisust rakutsikli

regulatsioonis.

S.cerevisiagakkudes on rakutsukli Jaasis Clb-Cdkl kompleks inhibeeritud Sicl valgwlp,
mis takistab tleminekut S faasi. S faasi inits@iniks on rakkudes vajalik Clb-Cdk1 kompleksi
aktiivsuse tous, mille eelduseks on Sicl-e lagund@mis omakorda sdltub inhibiitorvalgu
fosforlleeritusest. Sicl-e tavaparasest kdérgem ftddpihul peatab rakutstkli ning rakud
surevad, kuid selle C-terminaalse ala modifitsesahon vdimalik muuta @S faasi tleminekut

aeglasemaks nii, et see ei oleks letaalseks faktpérmi rakkudele.

Toos tehtud katsetes varieeriti Sicl-e tasentgicerevisiaerakkudes, veendumaks, kas ka
vaiksel promootori ekspressiooni taseme muutmisskkutsikkel peatub. Lisaks tehti
inhibiitorist modifitseeritud variandid ning vordel in vitro katsetes inhibitsiooni tugevust
metsiktlUpi valguga. Valitud variantidest tehti pétived, mida on vdimalik edaspith vivo

katsetes kasutada inhibitsiooni testimiseks.

Tulevikus on plaanis uurida pdhjalikumalt Sicl wedg esinevaid Clb-Cdkl kompleksi
inhibitsiooniks vajalikke motiive ja kaardistadatéminaalses alas olevad piirkonnad, mis on
vastutavad tsukliin-séltuva kinaasi kompleksile reamiseks. Lisaks on laboris uurimisel C-

terminaalse ala lahistel paiknevate fosforlleersaigide (T173, S191) mdju inhibitsioonile.
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The role of cyclin-CDK complex inhibitor protein Sicl levels in the cell cycle @S switch

Sander Pihelgas

SUMMARY

This Bachelor’'s thesis describes eukaryotic celtleyregulation on a well-studied model
organismSaccharomyces cerevisiaéhe main focus is on cyclin-dependent kinase Cahd. its

activating partners, cyclins, which are presen§icerevisiaeells. Also Sicl protein has been
described as an inhibitor of the cyclin-Cdkl compbnd its importance in the cell cycle

regulation has been pointed out.

In case of G phase arrest i.cerevisiaecells, the Clb-Cdkl complexes are inhibited bylSic
protein and this prevents the start of S phase.athieation of Clb-Cdkl complexes depends on
the degradation of protein Sicl, after which S phissinitiated. Overexpression of the non-
degradable cell cycle inhibitor Sicl stops the cglle, but with modifications in its C-terminal

region it is possible to extend, @hase without completely stopping the cell cycle.

Different levels of Sicl has been used in experisieto question if a small change in gene
expression levels can slow down the cell cycledifonally Sicl has been modified to create
different truncated versions to compare the inlghiof these with wild type protein im vitro

experiments. Yeast strains with those inhibitorgjclv had lower inhibition level, have been

made forin vivo experiments to study the importance of Sicl lewels;/S transition.

In the future it is planned to further study Sictifs in inhibition of Clb-Cdkl complexes and
to map C-terminal regions that are responsiblebfoding to cyclin-dependent kinase. Also the
effect of phosphorylation sites near C-terminusnely T173 and S191, to the inhibition is being

investigated.
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