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Kasutatud lUhendid
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TFA - trifluoroaadikhape



Sissejuhatus

Tsukliin-séltuvad kinaasid (CDK-d) on eukartoots&utsikli kesksed regulaatorid. CDK-d
on proteiinkinaasid, mis rakutsiikliga seotud vakkudsforuleerimise kaudu kontrollivad
rakutsukli kulgemist. ParmiSaccharomyces cerevisigehib rakutsuklit vaid tks CDK -
Cdkl1. Cdkl seondub erinevates faasides mitmetdiitsd&ga, mis aktiveerivad kinaasi ja
modjutavad  substraatide aratundmist enstimi  poolt.akuBUkli  normaalseks
funktsioneerimiseks peab paljude Cdkl1 substradtigforileerimine toimuma digeaegselt ja
kindlas jarjekorras. Kuna Cdkl substraatvalkudefofddeerimise ajastamine mdojutab
rakutsukli protsesside kulgemist, on oluline mdistallise dinaamikaga toimub erinevate
Cdk1 substraatvalkude fosforileerimine. Sellekgkuliurida Cdkl kompleksi substraatide
aratundmise mehhanisme. Tsukliin-Cdk1-Cks1l komilleks ndidatud kolm substraatidega
seonduvat komponenti: kinaasi aktiivtsenter, tstiklhidrofoobne tasku ja fosfaatrihma
siduv Cksl. Cdkl aktiivtsentri spetsiifikat on uud suhteliselt pdhjalikult ning on teada,
millised faktorid seda mdjutavad. Tsukliinide hiidmbne tasku interakteerub substraatide
seondumismotiividega ning soodustab vastavate dalKasforuleerimist, kuid ei ole teada,
kuidas vastav fosforuleerimise stimuleerimine dbBaondumismotiivi ja fosforileerimissaidi
omavahelisest paiknemisest. Lisaks tsukliinidelendeb Cdkl-ga ka fosfoadaptormolekul
Cksl, mis fosforlleeritud aminohappega interakidesu toetab  substraatide
multifosforleerimist. Cksl olulisust on naidatudtiBipi tstkliinide inhibiitori Sicl Kiirel
multifosforileerimisel, kuid ei ole teada, kui lki@mn Cdkl substraatvalkude Cksl-sdltuv

multifosforileerimine levinud ning millised tegursgéda modjutavad.

Kéesoleva t00 kirjanduse osa annab Ulev&ateerevisiagakutsukli kontrollsiisteemist ning
Cdkl substraatide aratundmise mehhanismidest. ERsp®aalosa eesmargiks on uurida,
kuidas tsukliin-substraat seondumine ja Cksl-solasforileerimine vdivad mojutada saidi
fosforlileerimise dunaamikat lahtuvalt saidi paikissst. Selleks moddetakse, kuidas
tsukliini seondumismotiivi kaugus fosforuleerimiggstusest mojutab selle fosforileerimist
erinevate tsukliin-Cdkl komplekside poolt, ning itakse erinevaid parameetreid, mis
mdjutavad Cdkl kompleksi poolt labiviidavat mulsforileerimist ja selle protsessiivsust.
Lisaks uuritakse, kui laialt on Cksl-s6ltuv mulsforileerimine levinud Cdkl
substraatvalkude hulgas. Kéaesolev  bakalaureusetogostati  Tartu  Ulikooli

Tehnoloogiainstituudis.



1 Kirjanduse Ulevaade

1.1 Eukartootse rakutsukli kontrollstisteem Saccharomyces cerevisiae
naitel
Eukartootse rakutsikli kontrollsiisteemi eesmargikstagada, et rakud saaksid lahtuvalt

keskkonnatingimustest kontrollitult, sobiva kiirgsgja vigu tegemata jaguneda. Regulatsioon

peab vBimaldama eri rakutsikli faaside piisavatwes ja digeaegseid tleminekuid.

Eukarliootse rakutstkli kesksed regulaatorid on liiseddltuvad kinaasid (i.kCyclin-
Dependent Kinaseehk CDK), mis on nii struktuurilt kui funktsioonilolulisel maaral
konserveerunud (Lee ja Nurse, 1987). CDK-d on prid@aasid, mis fosforuleerivad
rakutsuikliga seotud valke, mdjutades nende konftsimani, seondumist teiste valkudega,
lokalisatsiooni rakus vdi suunates neid lagundalmi@eriscoll jt, 1999; Kato jt, 1993; Kim ja
Rose, 2012; Verma jt, 1997). CDK-d on ensumaalileddiivsed vaid kompleksis tstkliiniga.
Tsukliin-CDK seondumine mdjutab oluliselt CDK sttulgri, voimaldades ATP fosfaatide
sobivat orientatsiooni ja substraatide ligipaastinagentrisse (Jeffrey jt, 1995). CDK-de tase
pisib labi rakutstukli stabiilsena, tsikliinide tames toimuvad eri faasides olulised muutused.
CDK-de aktiivsuse regulatsioon toimub peamiseltjaneinehhanismi kaudu: tsukliini
seondumine, aktiveeriv fosforuleerimine, inhibeerfosforileerimine ja seondumine
inhibiitoritega (Morgan, 1997). Erinevates rakutsid&asides on aktiivsed eri tsiikliin-CDK
kompleksid, mis fosfortileerimise kaudu tagavad eewmdlkude aktiivsuse, mida on tarvis
vastava rakutsukli etapi protsesside labiviimis@agariparmist on leitud tle 75 valgu, mida
Cdk1 fosforuleeriin vivo ning mis osalevad fundamentaalsetes rakutsikisessides nagu
raku morfogenees, spetsiifiline transkriptsioon, MNeplikatsioon ja kromosoomide

lahknemine (Enserink ja Kolodner, 2010).

Kuigi péarmis Saccharomyces cerevisiaen rakutsiikliga seotud umbes 800 geeni
transkriptsioon (Spellman jt, 1998), suudab kogutg@ssi kontrollida vaike hulk faktoreid (Li
jt, 2004). Rakutsiuklit mojutavad pdhilised faktorsdab lihtsustatult jagada nelja klassi:
tsdkliinid ja CDK-d, inhibiitorid ja lagundajad,anskriptsioonifaktorid ja kontrollpunktid.

S. cerevisiaerakutsuklit juhib vaid ks CDK, Cdkl1l, mis eri s#iaamites moodustab

kompleksi erinevate tsiukliinidega (Joonis 1). Gasia seondub Cdkl tsukliinidega CInl,
CIn2 ja CIn3, algatades G1 klastri geenide trapssiooni, mikrotuubuleid organiseeriva
tsentri duplikatsiooni ja punga morfogeneesi (Eimkeja Kolodner, 2010). G1/S uleminekul
aktiveeritavad tsukliinid CIb5 ja CIb6 initsieertvaDNA replikatsiooni. GeenidCLB3 ja



CLB4 ekspresseeruvad S-faasist anafaasini ning vastsirkliinid osalevad replikatsioonis ja
mitoosikaavi moodustamisel.  Mitootilisi protsess@vad labi Clb2- ja Clbl-Cdkl
kompleksid (Morgan, 1997). Clb-tsukliinid on jatfese alusel lahedased inimese tsukliin B-
ga, seetbttu nimetatakse neid B-tltpi tsukliinideks tsikliinide funktsioonid kattuvad
osaliselt ning erinevad tsukliinid on vahemalt @t voimelised Uksteist asendama. Naiteks
on parm, mille genoomist on deleteeritud ko&igi Bl tsukliinide geenid, vbimeline
jagunema, kui galaktoosi promooterilt indutseerndaootilise tsukliini Clbl ekspressioon
(Haase ja Reed, 1999).

Clb1,2
Clb3,4 ’
4 Cdki
cint2 098 Cok1 -
Cdlk1
G1 | S M —

Joonis 1.S.cerevisiae Cdk1l seondub rakutsikli jooksul erinevate tsukliiidega Selgitused tekstigJoonis
Morgan, 1997 baasil)

Tsukliinide kontsentratsioonid, mis muutuvad rakits valtel oluliselt, on reguleeritud
pohiliselt transkriptsiooni ja valgu degradatsiodgmaisemel (Morgan, 1997). Tsukliinide
ostsilleerumise teeb vbimalikuks rakutsikli faaetspfiliste transkriptsioonifaktorite
olemasolu. Cdkl algatab ja peatab rakutsuklistugait transkriptsiooniprogramme nii
positiivse kui negatiivse tagasiside kaudu, tagamakutstkli Ghesuunalisuse (Enserink ja
Kolodner, 2010). Vabastades transkriptsioonifakt®@BF (i.k SCB Binding Factgr
kompleksist inhibiitoriga Whi5, aktiveerivad G1-fas kogunevad CIn3-Cdkl kompleksid
geenideCLN1 ja CLN2 transkriptsiooni (Costanzo jt, 2004; de Bruing004). G2- ja M-
faasis blokeerivad tsukliinid Clbl, Clb2, CIb3 j#b& SBF kompleksi DNA-ga seondumise
vOime, inhibeerides G1-faasi tsukliinide transkgiponi (Koch jt, 1996). Sarnane jarjestikune
transkriptsiooni aktivatsioon ja inhibitsioon on Kafaasi ja mitootilistel tsukliinidel ning
M/G1 geenidel (Enserink ja Kolodner, 2010).

Lisaks muutustele tsukliinide geenide transkribeesel on tsikliinide taseme kdikumiseks
tarvis valke, mis lagundavad tsikliine. Tsukliini@1, CIn2, CIn3 ja Clb6 degradatsiooni
aktiveerib fosfodegroni fosfortileerimine Cdkl po@kackson jt, 2006; Skowyra jt, 1999;
Tyers jt, 1992). Fosfodegron on aminohappeline imatiille fosfortleerimine suunab valgu
lagundamisele. Fosfodegroni tunneb &ara ubikvigediskompleks SCF (i.8kp, Cullin, F-

boX), mis ubikvitinileerib vastavad tsukliinid. Ka mdtilised tsikliinid algatavad ise raja,
mis viib nende lagundamiseni. Tsukliinide Clbl, ZIiCIb3, Clb4 ja Clb5 N-terminaalses
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osas on jarjestus konsensusmotiiviga RxxLxxzxN,Xos suvaline aminohape ja z valiin voi
proliin, mistdttu on need tsukliinid substraadik®ikvitinligaaskompleksile APC  (i.k
Anaphase Promoting ComplexMendenhall ja Hodge, 1998). Metafaasis fosfatilead
Cdk1 kompleksid APC kompleksi kuuluvad valgud CdcC@lc23 ja Cdc27, stimuleerides
APC aktiveeriva sublihiku Cdc20-ne seondumist, masjaAPC-Cdc20 kompleks
ubikvitintleerib B-titpi tsukliinid (Rudner ja Muay, 2000). Valgu Cdc20 tase langeb
autoubikvitinileerimise tottu (Foe jt, 2011), kukPC aktiivsus sailib, sest kompleksiga
seondub teine aktiveeriv sublihik — Cdhl @C#c20 Homolog XL (Zachariae jt, 1998). Cdhl
seondub APC-ga vaid fosforuleerimata olekus, kau@pi tsukliinide aktiivsus on madal ja
fosfataaside aktiivsus kdrge, ning hoiab G1-faasiadalat hiliste B-tldpi tsdkliinide
kontsentratsiooni (Zachariae jt, 1998). Sinteeada\Cln- ja CIb5-Cdkl kompleksid
fosforuleerivad Cdhl, pdhjustades APC aktiivsusdukaise ja vOimaldades kdigi B-tudpi

tsukliinide kogunemisé€Zachariae jt, 1998).

CDK-de inhibiitorid voimaldavad rakutsukli faasidaireid tleminekuid ning rakutsikli
peatamist vigade tekkimisel vdi keskkonnatingimustautumisel.S. cerevisiaeB-tuupi
tsdkliinide inhibiitor Sicl (i.kSubunit Inhibitor of Cyclin-dependent protein kiea§ on
vajalik digeaegseks Uleminekuks S-faasi (Nash(ggl2. G1l-faasis seob Sicl kogunevad S-
faasi tsukliin-Cdkl kompleksid inhibitoorsesse koekgi, millest vabanemiseks on vaja
inhibiitori multifosforuleerimist (Nash jt, 20015ee véimaldab inhibiitoril S-faasi tsukliine
niilkaua ensumaatiliselt inaktives kompleksis hoi¢tani Cdkl aktiivsus Uletab vajatava
taseme. Vabanevad CIb5-Cdk1l kompleksid fosforiladrivalku Sicl, p6hjustades positiivse
tagasiside kaudu Sicl degradatsiooni ja kiire Uhedu S-faasi (K6ivomagi jt, 2011a). Sicl
puudumisel rakutsikli S-faas pikeneb, sest DNA e#mt algab vaiksemalt arvult
replikatsiooni alguspunktidelt, pikendades Uhe ikapsioonikahvli poolt sinteesitud DNA

I6iku, mis viib genoomse ebastabiilsuseni (LengmjaSchwob, 2002).

Ehkki rakutsiuklit v6ib juhtida ka autonoomne os$tsituv ststeem, mis kulgeb séltumata
teistest teguritest (Hara jt, 1980), on enamikukudes susteemid, mis vajadusel peatavad
kontrollpunktides rakutsukli. Pohilised kontrollgkiid parmis on DNA kahjustuste ja
I6petamata replikatsiooni valtimiseks ning kaawdisiiku moodustamise ja 6ige paiknemise
tagamiseks. Parmis. cerevisiaepeatatakse G2-faasi ja mitootilistes kontrollpichds
rakutstikkel, inaktiveerides Cdk1 inhibitoorse tosieerimise kaudu (Mendenhall ja Hodge,
1998).



1.1.1 Erinevatel protsessidel on erinevad CDK aktiivsus&innised

Lisaks sellele, et erinevad tsiukliin-Cdkl kompleksndutseerivad rakutsikli kindlatel
etappidel spetsiifilisi protsesse, toimuvad ka i@agiires jarjestikku ajastatud sindmused.
Pagariparmi mitoosis esmalt kasv depolariseerud,nsoodustub kaaviniidistik, mis hiljem
pikeneb (Richardson jt, 1992). Kasutades parmitim#ies oli mitootilistest tsukliinidest
alles vaid CIb2, mille ekspressiooni sai regulegeridesoksukortikosterooni lisamisega,
naidati, et erinevate mitootiliste protsesside tomseks on tarvis erinevat Clb2 aktiivsust
(Oikonomou ja Cross, 2011). Kasvu depolariseeriksisgiisab 12% maksimaalsest Clb2
aktiivsusest, kaaviniidistiku moodustamiseks 27%idkselle pikenemiseks on tarvis 90%
aktiivsust. Sarnast erinevate CDK aktiivsuse kitegia regulatsioonimehhanismi on naidatud
ka inimese rakkudes, kus varajased siindmused vhjairaumiseks madalamat tsukliin B1-
Cdk1 aktiivsust kui hilisemad (Gavet ja Pines, 2010isades rakuekstraktile erinevas
kontsentratsioonis tsukliini B on ndidatud, et eviate mitootiliste substraatide
fosforlileerimiseks on vaja erinevat Cdkl aktiivs(Beibler ja Kirschner, 2010). Sellisel
mehhanismil toimuvate stndmuste kirjeldamiseks siatid kvantitativne mudel, mille
kohaselt rakutsikli hilisemad sindmused vajavadyé&®iat CDK aktiivsuse taset (Stern ja
Nurse, 1996). Samas ei ole teada, millised faktlmovad erineva CDK aktiivsuse kiinnise
nende protsesside labiviimiseks. Voimalikeks lahesteks on pakutud substraatide erinevat
afiinsust CDK suhtes, multifosforileerimist vdi me valgu samaaegsel fosforileerimisel
tekkivat tdenaosusfaktorit (Oikonomou ja Cross, D01Selgitamaks, mille poolest CDK
substraadid Uksteisest erinevad, tuleb uurida Ciléétsaatide aratundmise mehhanisme ning

CDK poolt labiviidavat multifosforileerimist.

1.2 Cdk1 substraatide aratundmise mehhanismid

S. cerevisiaerakkudes on hinnanguliselt vahemalt 500 erinevaklC substraati, mis
moodustavad Ule 8% selle organismi koigist valkud@gdbersax jt, 2003). Rakutstkli
sundmuste normaalseks kulgemiseks peavad erinewsigkliin-CDK kompleksid
fosforuleerima digel ajal kindlaid valke. Lisaks ka substraate, mida peavad fosforileerima
mitmed tsukliin-CDK kompleksid, naiteks fosforulead kdik B-taupi tsukliin-Cdkl
kompleksid rereplikatsiooni valtimiseks ORC (idrigin Recognition Complg¢xja MCM
komplekside (i.k Minichromosome Maintenange valke (lkui jt, 2007). Cdkl1
substraadispetsiifilisus soltub kinaasiga seotudkliigist (Cross jt, 1999), mis mojutab
ensuumkompleksi susbstraatide aratundmist kahel hameémil, CDK aktiivtsentri

mojutamise ja tsukliin-substraat seondumise ka#divomagi jt, 2011b).



1.2.1 CDK aktiivtsenter fosforiileerib peptiide konsensusnatiiviga S/T-P-x-K/R

Tsukliin-s6ltuvad kinaasid fosforlleerivad jarjestikkonsensusmotiiviga S/T-P-x-K/R, kus
S/T on fosforlleeritav seriin vdi treoniin ja x sUwme aminohape (Songyang jt, 1994).
Fosforuleeritavaid aminohappeid koos nende naaBrupaiknevate aminohapetega
nimetatakse fosforileerimissaitideks. Optimaalsstdrileerimisjarjestust sisaldava peptiidi
Km (Michaelise konstant) Clb2-Cdkl kompleksi suhtes smurusjargus 50 uM (Loog ja
Morgan, 2005). Optimaalsetest fosforileerimissagtdoluliselt madalama efektiivsusega
fosfortleerivad CDK-d ka fosforileeritavast aminppest +3 positsioonis lUsiini voi

arginiinita suboptimaalseid motiive S/T-P (Holmes& jSolomon, 1996). Uurides
kristallograafiliselt fosforuleeritava peptiidigeectud kinaasi Cdk2 leiti, et S/T-P-x-K/R
motiivis muudab proliin peptiidahela konformatsigondimaldades anda vesiniksideme
Cdk2-ga ja paigutades peptiidi fosforlleerimisebigasse orientatsiooni (Brown jt, 1999).
Lusiin vGi arginiin positsioonis +3 annab vesindaine Cdk2 taielikuks aktivatsiooniks
vajaliku fosforileeritud treoniiniga T160 ning ksiikliin A3 isoleutsiini 1270 peptiidahela

hapnikuga (Brown jt, 1999). Interaktsioon tsukliA3 1270-ga on ainus kontakt

substraatpeptiidi ja tsiUkliini vahel. Varieeridesrinevate aminohapete paiknemist
fosforlleeritava aminohappe laheduses on naida@tderinevate S/T-P-x-K/R motiivi

sisaldavate fosforuleerimisjarjestuste afiind(enopus Cdc2 vaiS. cerevisiagCdkl suhtes

vOib erineda kuni 10 korda (Holmes ja Solomon, 19d&ivomagi jt, 2011b).

Rakutstklis jarjestikused tsukliinid tdstavad j§gkgult Cdkl aktiivtsentri afiinsust CDK
konsensusliku fosforuleerimismotiivi S/T-P-x-R/K rgas (K&ivomagi jt, 2011b). Lisaks
modjutavad CInl ja CIn2 Cdkl aktiivtsentrit, voimattes CIn-Cdkl kompleksidel vérdse
efektiivsusega fosforileerida nii S/T-P-x-K/R metikui ka S/T-P-K/R-A motiivi. Seega
tdstab lUsiini voi arginiini paiknemine fosforll&earvast aminohappest +2 positsioonis ja
lUsiini vOi arginiini puudumine +3 positsioonis Gdasi kompleksi CIn2-Cdk1 spetsiifilisust
vorreldes B-tUupi tsdkliinidega. Kuigi ka CIb5, Glga Clb2 mdéjutavad Cdkl aktiivtsentri
afiinsust, ei ole B-thdpi tsukliinide Cdkl kompledks  optimaalsetes
fosfortleerimismotiivides erinevusi leitud. Clb24ddkompleksil on umbes 10 korda suurem
afinsus CDK konsensusmotiivi sisaldava histoon éptiidi suhtes kui Clb5-Cdkl
kompleksil (Loog ja Morgan, 2005). Samas ei oleXlekspresseerituna CIb5 promooterilt
ning saavutades CIb5-Cdkl-ga sarnase aktiivsugeohisH1 suhtes, vbimeline asendama
tsukliini Clb5 DNA replikatsiooni alustamisel (Ciog, 1999; Donaldson, 2000). S-faasis on
Clb2-Cdk1, kuid mitte Clb5-Cdk1, inhibeeritud tliiokinaasi Swel (i.kSaccharomyces
WEe) poolt, seetdttu ei saavuta Clb2-Cdkl maksimaalkeivsust (Hu ja Aparicio, 2005).
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Parmitives, milles on deleteeritud geBWE1ning CLB5 lookusesse on viidud taiendav
koopia geeniCLB2 algatab Clb2 replikatsiooni metsiktitpi parmibrrease efektiivsusega
(Hu ja Aparicio, 2005).G1- ja S-faasi tsukliinide bioloogiliste substrdati kiireks
fosforlleerimiseks madalal kinaasi aktiivsusel oajav tsukliin-spetsiifilist substraatide
sidumist (Bhaduri ja Pryciak, 2011; Kéivoméagi j§12b; Loog ja Morgan, 2005).

1.2.2 Tsikliin-substraat seondumine

Tsukliin E-Cdk2 ja tsukliin A-Cdk2 substraatide widist ja fosforuleerimist tugevdavad
substraatide lUhikesed jarjestused konsensusnuatiilK/R-x-L, kus X tahistab suvalist
aminohapet (Adams jt, 1996; Chen jt, 1996; Schuljhal®98). RxL motiivi sisaldav peptiid
inhibeerib tsukliin A-Cdk2 vdimet fosfortleerida Ika pRB, kuid ei vahenda mitootilise
tsukliin B-Cdk2 kinaasset aktiivsust (Adams jt, 629Seega vOimaldavad hidrofoobsed
seondumisinteraktsioonid tstkliinspetsiifilist straatide aratundmist. S/T-P-x-K/R jarjestust
sisaldava peptiidi K vaheneb peptiidile RxL motiivi lisamisel tsuklilk-Cdk2 ja tsukliin E-
Cdk2 jaoks 75-120 korda (Takeda jt, 2001).

RxL motiivi sisaldavate substraatide sidumisel arige tstkliinide pinnal asuv hidrofoobne
tasku (.k hp — hydrophobic patghmis sisaldab mitmete tsikliinide hulgas konseruaud
aminohappelist jarjestust MRAIL (Schulman jt, 1998pmpleksis CDK-ga asub tsukliini
hiidrofoobne ala umbes 35-40A kaugusel CDK aktiiiggt. Inimese tsiikliin A3-Cdk2 ning
RxL motiivi sisaldava peptiidi kompleksi struktuecs uuringud néitasid, et lisaks MRAIL
motiivile osalevad peptiidi sidumisel mitmed tsili aminohapped, mis ei paikne
primaarstruktuuris jarjestikku (Brown jt, 1999). [Bx motiiviga peptiidi puhul moodustab
arginiin kaks vesiniksidet ning ioonpaari tstklgai A3 (Brown jt, 1999; Lowe jt, 2002).
Leutsiini peptiidahela lammastik annab vesiniksidenglutamiiniga Q254 ning korvalahel
seondub hudrofoobsesse taskusse laialdaste vaadsi interaktsioonide kaudu (Brown jt,
1999; Lowe jt, 2002). RxL motiivi seondumist tsimii hidrofoobse alaga tugevdab
leutsiinist jargmises voi Ulejargmises positsiooBiderminuse suunas paiknev hidrofoobne
aminohape, néaiteks fendulalaniin vastavas positssoseondub van der Waalsi jdududega
tsukliini aminohapetega M210, 1213 ja L253ga (Loye2002). RxL motiiviga peptiidi
seondumisel hidrofoobsesse taskusse ei muutu itstktinformatsioon (Brown jt, 1999;
Cheng jt, 2006). Muteerides tsukliin A MRAIL motisvosa aminohappeid alaniinideks, kaob
ensiimkompleksi véime seonduda RxL motiiviga nifgktavselt fosforlleerida vastava
motiiviga substraate (Schulman jt, 1998). Niisugdisesukliinide mutante nimetatakse

hidrofoobse ala mutantideks (hkm — hydrophobic patch mutqnt
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S. cerevisiad-tuupi tsukliinidel on homoloogiline jarjestusinmese tsukliini A hidrofoobse
alaga. Mutantne CIb5, millel on hidrofoobse ala remhapped M197, L201 ja W204
asendatud alaniinidega (Clb5hpm), ei vahenda Cdbkinpkeksi kinaasset aktiivsust
mittespetsiifilise substraadi histoon H1 suhtegeldes metsikttdpi Clb5-ga (Cross jt, 1999).
Samas asendad€s B5 lookuses metsiktutpi tsukliin hiidrofoobse ala mdiga (Clb5hpm),
suureneb S-faasis olevate rakkude osakaal, mist&intsukliini hiidrofoobse ala olulisust S-

faasi-spetsiifiliste valkude fosfortleerimiselvivo (Cross jt, 1999).

RxL motiivi ja tsukliini hiidrofoobse tasku vahelisteraktsiooni on vaja rakutsiklis varajaste
substraatide  OGigeaegseks fosforlleerimiseks (Loog Morgan, 2005). CDK
fosforuleerimissaitide kontsentratsioon tuumas éhemalt 1 mM ja Clb2-Cdkl madalK
S/T-P-x-K/R motiivi suhtes vdib takistada komplékSifaasi-spetsiifiliste valkude piisavalt
kiiret fosfortleerimist, sest Clb2-Cdkl jaoks opdiafsete substraatide hulk on liiga suur.
Rakutsukli varajasi marklaudu fosforileerib efeldélt Clb5-Cdkl, mille afiinsust nende
suhtes tdstab RxL motiivi ja tsukliini interaktsimoSelline valkude &ratundmine voimaldab
madalat Ky-i vaid S-faasi-spetsiifiliste valkude suhtes, sarkai kdrge K, teiste substraatide
suhtes kindlustab, et rakutsiklis hilisemate méardalkude fosforiileerimine ei toimuks liiga

vara (Loog ja Morgan, 2005).

G1/S-faasi ensuumkompleksi CIn2-Cdkl substraadl ®sforileerimist suurendavad RxL
motiivid vaid 3-4 korda (KOivomagi jt, 2011b). Sasnaon mitmeid valke, mida
fosforileerivad vaid G1/S kompleksid CIn1-Cdkl jmZCdk1l, naiteks feromooni raja valk
Ste20 (i.kSTErile (Oehlen ja Cross, 1998; Wu jt, 1998) ning BopR Bypass Of Pam)l
(Kéivomagi jt, 2011b). Kasutades valkude trunkeésinteiti, et feromooni raja MAP (i.k
Mitogen-acitvated protelnkinaaside kaskaadis osaleva Ste5 ja Sicl foderiihist Cln2-
Cdk1 poolt tugevdab leutsiini- ja proliinirikas mwtaminohappelise jarjestusega LLPP, mis
nimetati LP motiiviks (Bhaduri ja Pryciak, 2011; kbémagi jt, 2011b). Otsides sarnaseid
motiive teistest CIn-Cdkl substraatidest ja liitesstava motiivi Ste5-ga leiti, et Cln2-
spetsiifilist fosfortleerimist tugevdavad lisaks RR jarjestusele ka jarjestused LDDPIQF
(Ste20) ning vahemal méaéaral LPPL (Tusl) (BhadurPrgciak, 2011). Fosfortleerimist ei
stimuleerinud sarnased hiudrofoobsed jarjestusedPPBem3) ja LIPPPP (Srl3) (Bhaduri ja
Pryciak, 2011). Motiivi pohjal tehtud 10-aminohajppe peptiid (LP peptiid) inhibeerib nii
CIn1- kui CIn2-komplekside Sicl mitte-inhibitoorsH-terminaalse fragmendi SiaC
fosforuleerimist (K6ivomagi jt, 2011b). LP peptaégglustab LP motiivist vastavalt 130, 102
ja 59 aminohappe kaugusel N-terminuse suunas paka&icl aminohapete T5, T33 ja S76

fosforlleerimist vordselt. Sellest jareldati, et LRotiiviga seondumine tugevdab
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fosforleerimist, sdltumata seondumismotiivi ja féy§leerimisjarjestuse kaugusest. RxL
motiivi aminohapetest soodustab CIn2-Cdk1 fosfagiifaist vaid leutsiin, sest AXL motiivi
sisaldav peptiid inhibeerib SIAT fosfortleerimist RxL motiivi sisaldava peptiidigardselt.

G1 tsukliinidest ei ole LP motiiviga seonduvat tais&iiani identifitseeritud.

RxL motiiv on vajalik ka mitmete CDK-de inhibiitad, nagu p23°“"'* (CDK inhibiitor 1)
(Chen jt, 1996), funktsioneerimiseks. Kuna RxL nwosfeondub spetsiifiliselt tsikliinidega,
vOivad slnteetilised RxL motiiviga peptiidid olla D& inhibiitoritena kasutatavad
vahivastaste Uhenditena. RXL motiivi ja membraéhbivat jarjestust sisaldav peptiid takistab
valgu E2F fosforileerimist tsuklin A-Cdk2 poolt ng lisades sama inhibiitorit
rakukultuurile, pdhjustab U20S rakuliini osteosamkorakkude surma (Mendoza jt, 2003).
Transformeerimata rakkude surma sellise inhibiitisamine ei p&hjustanud. pZ7MN'®
(CDK inhibiitor 1B) inhibitoorse jarjestuse alugehtud RxL motiiviga peptiidi mimikeeriv
thend, mis oli konjugeeritud rakku siseneva peijgidid takistas vahirakkude jagunemist,
tdstes rakus CDK inhibiitorite p21 ja p27 tasetgnwéhendades rakutsukli transkriptsiooni
inhibiitori pRB (i.k Retinoblastoma prote)lagundamisele suunavat fosfortuleerimist (Dai jt,

2013).

RxL motiiviga peptiid ja fosforlleerimisjarjestusisaldav peptiid peavad olema kovalentselt
seotud, et hidrofoobne seondumine soodustaks fbsérimist (Cheng jt, 2006; Takeda ijt,
2001). Kasutades peptiide, millel on nii S/T-P-XRKkui ka RxL motiiv, ning varieerides
nende kahe motiivi vahelist kaugust, on naidattdsigkliin A-Cdk2 kompleksi poolt vastava
peptiidi kiireks fosforuleerimiseks peab kahe mtiahe olema vahemalt 15-16 aminohapet
(Cheng jt, 2006). Kuigi kinaasireaktsiooni toimugks peavad ensiim ja substraat
seonduma, ei vii CDK ja substraadi tugevam intesiakih alati efektiivsema
fosforileerimiseni (Guida ja Zhu, 1999). See anradbst arvata, et tsukliin-substraat
seondumine vOib otseselt suunata substraati kinaadiiivisentrisse ja et
fosforuleerimisjarjestus ja RxL motiiv peavad oles@maaegselt seotud enstiimkompleksiga.
S. cerevisiaeB-tulpi tsukliinide inhibiitori Sicl N-terminaalngma inhibitsioonidomé&anita
trunkeering SicAC sisaldab nelja RxL motiivi. Kasutades Si€1 mutante, milles oli alles
vaid Uks RxL motiiv (teistes arginiin ja leutsiisendatud alaniinidega), naitasid Kéivomagi jt
2011. aastal, et erinevad RxL motiivid toetavacherate saitide fosforuleerimist. Sicl
aminohapete T5 ja T33 fosfortleerimist Clb5-Cdklolpdoetasid nii seondumismotiivid
BRTL™ kui vdhemal maaral kd*RILM™® Positsioonide S76 ja S80 puhul tugevdas
fosforiileerimist motiiv**“RIL*® kuid mitte **RTL®?, mis on kooskdlas inimese tsiikliin A-

Cdk2 kompleksi vahemalt 16-aminohappelise kaugaselega.
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1.3 Multifosfortleerimine rakutsukli regulatsioonis

Fosforuleerimise kaudu reguleeritavad valgud sead tihti mitut fosfortleerimisjarjestust,
mis vOivad olla substraadiks (hele vdi mitmele kisile (Salazar jt, 2010). Cdkl
fosforlleerimisjarjestustest lle 90% asuvad kasestituktuursetes alades vdi lingudes ning
paiknevad substraatides sagedasemalt lahestikkonkennustatav juhuslikkuse alusel (Holt
jt, 2009). On leitud mitmeid CDK-de poolt multifastileeritavaid valke, naiteks Sicl (Verma
jt, 1997) ja Cdh1l (Zachariae jt, 1998). Multifosit@erimine lisab vdimalusi, kuidas kinaasid
protsesse reguleerida saavad. Kui Uhel substraadih fosforlleerimisjarjestust ja kinaas
fosforlileerib neist m, siis on 'merinevat vdimalust, missugune kombinatsioon
fosforlleeritakse ning erinevatel kombinatsioonidéib olla erinev bioloogiline véljund

(Thomson ja Gunawardena, 2009).

Multifosforlileerimine v@ib toimuda kas protsesséits kooperatiivselt voi distributiivselt
(Kapuy jt, 2009). Protsessiivse mehhanismi koreafdrileerib kinaas Uhe seondumisega
substraadil mitu aminohapet. Distributivse mehbkami korral aga dissotsieerub ensiim
substraadi kuljest lahti parast Uhe fosfaatrihneadiinet ja multifosforileerimiseks seondub
uuesti juba fosforileeritud substraadiga. Naiteksl Sosfortleerimine Cdk1l poolt toimub
osaliselt nii protsessiivsel, distributiivsel kua Kkooperatiivsel mehhanismil, mille puhul
ensium kull dissotsieerub substraadilt lahti, adea jfosfortleeritud aminohapped soosivad

jargmiste fosforileerimist (K6ivomagi jt, 2011a).

Protsessiivse fosforileerimise korral tekivad kdrfgsfortleeritud vormid juba vdga madalal
labi reageerinud substraadi hulgal. Kui kinaassgivakse signaal liigub edasi kdrgelt
fosforileeritud substraadi kaudu, siis voimaldabtgessiivne multifosforileerimine signaali
kiiret edasiliikumist (Joonis 2) (Salazar ja Hofe009). Distributiivselt toimuv
multifosforileerimine vOib luua erinevate protsdssi algatamiseks erineva ensuumi
aktiivsuse kunnise, sest n korda fosforuleeritudmide tekkimiskiirus soéltub kinaasi
aktiivsusest astmes n (Thomson ja Gunawardena,) 2B08foriileerimise protsessiivsust on
uuritud erinevatel enstimi voi substraadi kontsgsiwonidel multifosforileerimise kiirust
moodtes (Salazar ja Hofer, 2009). Distributiivsel him@nismil modjub fosforileerimata
substraat konkureeriva inhibiitorina (Joonis 2)etédu tdstes substraadi voi langetades
ensuumi kontsentratsiooni, tekib vahem koérgeltdadeeritud produkte. Kuna protsessiivsel
fosforlleerimisel ei dissotsieeru ensuim substr&éidlest lahti, ei mdju fosforlleerimata
substraat inhibiitorina ja korgelt fosforuleeritvbrmide teke on séltumatu enstimi voi
substraadi kontsentratsioonist.
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Joonis 2. Protsessiivselt ja distributiivselt fosfaileeritavate substraatide olemasolu v&imaldab

substraatide fosforiileerimist ajaliselt jarjestada(Salazar ja Hofer, 2009). Selgitused tekstis.

CDK-de fosforuleerimismotiivi S/T-P fosforileerivakh MAP kinaasid ja mitmed teised
proliini poolt suunatavad kinaasid (Holt, 2012). MAkinaaside ja Cdkl aktiivuse
valjundsignaalid on aga erinevad: Cdkl suunab ratakditstiklisse, kuid MAP kinaasid
peatavad feromooni vdi osmootse stressi olemasalklitsikli Gl-faasis (Holt, 2012).

Multifosforlileerimise puhul vaheneb teiste prolinunatud kinaaside aktiivsusest
pbhjustatud mira moju Cdkl valjundile, sest MAP akiside poolt I|abiviidav

multifosforileerimine toimub eeldatavasti distribtgel mehhanismil ja seetdttu on nende

puhul multifosfortileerimine ebatden&oline (Holt12).

1.3.1 Cksl

S. pombetemperatuuritundliku Cdc2-ga mutante uurides |di886. aastal, et korge
koopiaarvuga plasmiid, mis sisaldab geBhiC1, paastab rakud, milles on mutantne CDK-d
kodeeriv geel€DC2 (Hayles jt, 1986)SUC1kodeerib valku, mis seondub Cdc2 kompleksiga
(Brizuela jt, 1987) ning mille ekspressioon on Vigjaakkude elumuseks (Hindley jt, 1987).
S. cerevisiaggeenCKS1 (i.k Cdc28 Kinase Subunit) kodeerib valku molekulmassiga 18
kDa, mille jarjestus on 67% identi® pombesalguga Sucl ning mis seondubvivo Cdk1-

ga (Hadwiger jt, 1989). Inimesel on parmi geenf@jaS1 homoloogilised geeni€CKS1 ja
CKS2 mis on vbimelised asendama ge€@KS1S. cerevisiaerakkudes, mis naitab Cks
valkude funktsiooni ja struktuuri konserveeritustdetta jt, 1987; Richardson jt, 1990).

1.3.1.1Tsukliin-CDK-Cks kompleks

SILAC (i.k Stable Isotope Labeling by Amino acids in Celluna@t meetodil on naidatud, et
vahemalt 50%S. cerevisiaerakkudest puhastatud kinaasist Cdkl on seotudilstsdse
kompleksi Cksl-ga (Kito jt, 2008). Cks valgu seomikt CDK-ga stimuleerib tsukliini
seondumine kinaasiga ja CDK-d aktiveeriv fosforiilmene (Egan ja Solomon, 1998).
Inimese Cksl koosneb neljast antiparalleelde&thest ja kahesti-heeliksist ning on
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struktuurilt sarnane CDK N-terminaalse osaga (Arjail995). Cksl seondub CDK C-
terminaalse osaga laialdaste hiidrofoobsete ja nsef@ainteraktsioonide kaudu, péhjustamata
olulisi muutusi CDK ruumilises struktuuris (Bournjg 1996). Cks1-Cdk2 kompleksis
interakteeruvad 17 Cksl aminohapet, millest 15demtsed kdigis Cks perekonna valkudes,
ja 13 Cdk2 aminohapet, mis inimese ja parmi CDK-hemitumatud (Bourne jt, 1996). Cks
valgud sisaldavad konserveerunud katioonset tagkutai jt, 1995), mis on Cksl1l-CDK
kompleksis avatud CDK aktiivtsentriga samas suurseega vOib Cksl fosfaatrihma
sidumise kaudu abistada fosforuleeritud substraasigunamist aktiivtsentrisse (Bourne |t,
1996). Cksl katioonne tasku seondub vaid fosforiflek treoniiniga, kuid mitte
fosforileeritud seriiniga (Manuskript lisas 2). @aiinteraktsiooni Cksl-ga tugevdab
fosfortleeritud treoniinist 2 aminohapet N-termiausuunas paiknev suur htdrofoobne
aminohape, milleks vdib olla fenddlalaniin, isokirt, leutsiin, proliin, valiin, triiptofaan voi
tirosiin (Seth Rubin, California Ulikool, Santa @ruavaldamata andmed). Fosforiileeritud
aminohapetega seondumise kaudu osalevad ka Cksdv@lPK substraatide aratundmises
(Joonis 3).

1.3.1.2Cks1 funktsioon

Parm, milles ei ekspresseeru geelS] ei ole vbimeline jagunema vOi teeb seda véga
aeglaselt (Hadwiger jt, 1989; Yu ja Reed, 2004)su€ades temperatuuritundlikku Cksl-te,
on naidatud, et Cksl on vajalik nii punga moodusteks kui ka G1/S-faasi ja G2/M-faasi
tleminekutes (Tang ja Reed, 1993). Cksl puudunémendab oluliselt CIn-Cdk1, kuid mitte
B-tiupi Cdkl komplekside, kinaasset aktiivsust (kg jt, 2000). Cksl-ta rakkudest
eraldatud CIn2-Cdk1 komplekse saalvitro aktiveerida Cks1l lisamisega (Reynard jt, 2000).
Cks1 aniooni siduv tasku koosneb aminohapetest R32, S82, W85 ja R102 (Bourne |t,
2000). Cksl mutant mutatsioonidega R33E, S82E ja02R1 seondub parmi
kaksikhibriidstusteemis Cdkl-ga, kuid ei pé&asta tdeteéud metsiktilipiCKS1 geeniga
rakkude fenotuupi (Bourne jt, 2000). Lisaks ei sujgbuneda rakud, milles metsiktidpi Cks1
on asendatud Cdkl-ga mitteseonduva Cksl-ga (Boyine2000). Seega on Cksl
funktsioneerimiselin vivo oluline nii katioonne tasku kui Cdkl-ga seondumig@éme.
KinaasikatsecKenopus tsikliin-séltuva kinaasiga Cdc2 on naidanud, ktlChomoloog Xe-
p9 on vajalik mitmete CDK substraatide, nagu Wedlytl, Cdc25, Cdc27, kiireks
multifosforileerimiseks, kuid samas ei mojuta Ckslgu olemasolu histoon H1
fosfortleerimise kiirust ehk kinaasi Uldist akting (Patra ja Dunphy, 1998; Patra jt, 1999).
Multifosforileerimine inaktiveerib CDK-d inhibeead kinaasid Weel ja Mytl, kuid tdstab
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fosfataasi Cdc25 aktiivsust ning vastav Cks-soltasforileerimine on vajalik mitoosi
alustamiseks (Patra jt, 1999).

Joonis 3. Tsukliin-CDK-Cks
kompleks. CDK kompleksil on kolm
pdhilist  substraatide  &ratundmise
mehhanismi: CDK aktiivtsenter
interakteerub seriinide ja treoniinidega,
millele jargneb proliin; Cksl katioonne
tasku seondub fosfortileeritud
treoniiniga, millele jargneb proliin;
tsukliinil  asuv  hudrofoobne ala
interakteerub  substraatide  tsukliini
seondumismotiividega. Joonis on
tehtud Dr. Seth Rubini poolt, kasutades
PDB andmebaasi faile 1BUH ja 2CCI.

Parmis S. cerevisiaeon Cksl olulisust naidatud rakutsukli G1/S faasidleminekul
(K&ivomagi jt, 2011a). Sicl degradatsioon toimubFS®* kompleksi osalusel (Feldman ijt,
1997) ning vabanedes inhibitoorsest kompleksist-8a, viivad Clb5-Cdk1l kompleksid raku
S-faasi (Schneider jt, 1996). Valgul Cdc4 on kaksfdruleeritud aminohappeid siduvat taskut
(Hao jt, 2007). Sicl ja Cdc4 vaheliseks tugevaksraktsiooniks peab Sicl molekulis olema
vahemalt kaks l&hestikku asuvat fosforileeritudirgerdi treoniini, milleks voivad olla Sicl
aminohapped T5/S9, T45/T48 ja S76/S80 (Hao jt, 208ic1 mutandis, milles on alles vaid
Uks Cdk1 fosforuleerimissait, fosfortleerib Clb5kTdiiresti vaid optimaalseid jarjestusi T5,
T33, S76 ja S80 (Kb6ivomagi jt, 2011a). T45, T4&R0O fosforlleerimist stimuleerib oluliselt
Cksl, mis seondub eelnevalt fosforileeritud saidiga tugevdab enstlm-substraat
interaktsiooni, vBimaldades nérgemate saitide fagéerimist (Kéivomagi jt, 2011a). Sicl
fosforlileerimise véljundsaitide paarid sisaldavadhamalt Uhte suboptimaalset CDK
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fosforuleerimismotiivi, seetdttu on nende paaridsférileerimine Cksl1-soltuv. Rakkudes,
milles on vaid fosfaatrihma seondumisvéimetu CK&#p endogeenne Sicl rakutsuklist

sbltumata stabiilseks, seega on Ckstivovajalik Sicl lagundamiseks.

Lisaks Cks valkude osalusele substraatide mulbfogéerimises on leitud, et Cks1 omab ka
funktsioone, mis on CDK kinaassest aktiivsusestus@tud. Inimese Cksl seondub nii
ubikvitiinligaasiga SCF kui ka fosforlleeritud vatkega ja on vajalik CDK inhibiitori p27
ubikvitinuleerimiseks (Ganoth jt, 2001; Spruckgg01). G1-faasis inhibeerib p27 tsukliin E
ja tsukliin D aktiivsuse, takistades rakutsuklklimist S-faasi. Valgu p27 lagundamise kaudu
toetab Cksl G1/S Uleminekut ja rakkude jagunen@stnpth jt, 2001; Spruck jt, 2001). Cks
valkude Uleekspressiooni on taheldatud mitmetesdates ja Cksl kdrge tase korreleerub
patsientide madala elumusega (Lan jt, 2008). Ligak8 degradeerimise soodustamisele
vOivad Cks valgud kasvajates apoptoosi inhibeg(lida jt, 2008) ja stimlueerida rakutsuklit
p27-soltumatul moel (Westbrook jt, 2009). Cksl ebaka transkriptsiooni regulatsioonis,
seondudes APC aktivaatori Cdc20 geeni promootdMerris jt, 2003; Yu jt, 2005).
Promooterile seotuna vdib Cksl kaituda transkigotsi aktivaatorina ning Cks1 puudumisel
iimnevad lisaks rakutsikli defektidele mitmed fandiid, mis ei ole rakutsiikliga seotud,
nagu inositooli auksotroofia ja kérgem tundlikkusok kontsentratsiooni suhtes (Holic jt,
2010; Yu ja Reed, 2004). Seega voib Cksl osalusskrgptsiooni regulatsioonis olla laiem
kui vaid CDC20ekspressiooni stimuleerimine.
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2 Eksperimentaalosa

2.1 ToOO6 eesmargid

Kéesoleva to0 eesmaéarkideks on:

1. Sicl alusel loodud mudelstisteemi abil uurida, kaiitaikliini seondumismotiivi ja

fosfortleerimissaidi paiknemine moéjutab vastavaftdadileerimisreaktsiooni;

2. hinnata 14 Cdk1 substraatvalgu pdhjal, kui laialiCks1-s6ltuv multifosforileerimine

levinud ja kuidas vastav protsess varieerub sudnstieavahel;

3. uurida, kasutades mudelsisteemina  Sicl-te, kuidasksl-Zahendatud
multifosforileerimine sdltub fosforileerimisjarjaste omavahelisest kaugusest,
millised tegurid seda mdéjutavad ning kuidas saipdgutus mdjutab parmi elumust

Vivo;

4. vaadelda, milliste Ndd1 ja Stb1 saitide fosforiil@éne in vitro kinaasireaktsioonis on

Cks1-sdltuv, kasutades mass-spektromeetrilist fakferimissaitide analtisi;

5. uurida erinevate S. cerevisiae tsukliin-Cdkl komplekside protsessiivse

fosforuleerimise vdimet.
2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Sicl-l baseeruv mudelsiisteem

Fosforuleerimissaitide Uksteise ja tsukliinide shomismotiivide suhtes paiknemise moju
uurimiseks kasutati Sicl baasil valmistatud mudstsimi. Sicl on kérgema struktuurita valk
(Brocca jt, 2009). Seet6ttu sobib valk Sicl hakiseks, kus varieerida ja uurida erinevate
protsesside sdltuvust aminohappelistest distargside vivo Cdkl poolt fosforileeritavatest
aminohapetest Ule 90% asuvad kas lingudes voi &isdkundaarse struktuurita alades (Holt
jt;, 2009), seega peaksid moddetud kaugused mojummaselt enamike Cdkl
fosforuleerimissaitide puhul. Koéikides kinaasika¢se kasutati Sicl trunkeeritud varianti,
milles puudus C-terminaalse inhibitoorse osa anmapplkd positsioonides 216-284 (Si€])
(Hodge ja Mendenhall, 1999). Cksl-sdltuva multiéoéfeerimise fosforuleerimissaitide
vahelise kauguse mdju uurimise katsetes kasutlju\&icIAC variante, kus olid kdik Cdkl
fosforileerimissaidid S/TP peale vastava praimdrgaid3, -2P-T33 vdi T5) ja aktseptorsaidi
(sekundaarse saidi) muteeritud alaniinideks. Lisalik mittekonsensuslikud potentsiaalsed
sekundaarsed fosforiileerimissaidid S47, T48, T4&%jh asendatud jarjestuség@AAKA %,
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Aktseptorina kasutati jarjestust QATPQAAAQ, misdviBicl valgus positsioonidesse 8, 13,
23, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 65, 75, 85ja0305 (number naitab vastava treoniini
positsiooni). Konstruktide, mis sisaldasid distant80, -60 ja -40, valmistamiseks liigutati
praimersaiti T33 sisaldav jarjestus QKTPQKPSQ pasitnidesse 47, 67 ja 87 ning aktseptor
positsiooni 8. Tsukliin-substraat seondumise m@jurmiseks valmistati mutandid, milles olid
kdik S/TP-d asendatud alaniinideddSTTKS™ asendatud jarjestused@QAAKA>! ning
kdikide RxL-motiivide, peal@RTL-i, arginiin ja leutsiin asendatud alaniinided2AYA *°,
HAIA TS MTAQAMY). Sicl fosforiileerimissaidil TS5 baseeruv jarjesRSTPPRSRG viidi
positsioonidesse 25, 45, 67, 69, 73, 77, 81, 103, 135, 155, 175 ja 195.

2.2.2 Tluved ja s66tmed

Sicl-l baseeruvate konstruktide kloneerimisel kats&scherichia colitive DH% (SupE44,
AlacU169(blacZAM15), recAl, endAl, hsdR17, thi-1, gyrA96, relAl)n\trogen).
Erinevate valkude ekspresseerimiseks kasiatcoli tive BL21-CodonPlus(DE3)-RP (E.
coli B, F-, ompT, hsdS(rB-,mB-), dcm+, Tetr, ga(DE3), endA, Hte, [argU proLCamr])
(Stratagene). Parmi elulemuse katsetes kasutated tiaseerusi&. cerevisiagivel W303-
1A (MATa {leu2-3,112 trp1-1 canl-100 ura3-1 adeBid3-11,15}), millesse olid eelnevalt
transfomeeritud joonisel 12 naidatud Sicl variaaga pRS413 plasmiidid.

Bakterirakke kasvatati LB (Luria Bertani) s66tmé8d/I baktotriiptooni (BD Biosciences), 5
g/l parmiekstrakti (BD Biosciences), 10 g/l Na@jrmirakke kasvatati SC—His (isknthetic
complete media lacking histidineddtmes (70 g/l parmi lammastiku alust (BD Biescies),
1,9 g/l CSM-His pulbrit (MP Biomedicals), 2% rafws) ning plaaditi SC—His gliikoos
plaatidele, milles oli 2% glukoosi, vdi SC—His radbs/galaktoos plaatidele, milles oli 2%

galaktoosi ja 2% rafinoosi.

2.2.3 Algplasmiid ja ssDNA-d

Valgul Sicl baseeruvate konstruktide valmistamisedutati eelnevalt valmistatud ssDNA-
sid, milles oli pET28a vektorisse (Invitrogen) Nhel BamHI restriktsioonisaitide vahele
sisestatud SidiC. Praimersaidi ja aktseptori vahelise kauguseeeamise aluseks olid
eelnevalt valmistatud ssDNA-d Sicl variantidest]lesi oli Cdkl fosfortleerimissaitidest
alles vaid T33 vdi -2P-T33. Distantside -80, -60-48 jaoks kasutati sSSDNA-d, milles olid
kdik S/TP-d muteeritud alaniinideks ja millesse eisse viidud aktseptorsaiti kodeeriv
jarjestus 8-ndas positsioonis. Hudrofoobse seorslawtiivi ja fosforiileerimissaidi kauguste

varieermiseks kasutati ssDNA-d, milles olid kdik Bfd asendatud alaniinidega ja kdik RxL-
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motiivid peale ®*RTL*-i AxA-dega. Mutandid, mis valmistati kasutades (jpoeraasi

ahelreaktsiooni, sisestati restriktaasidega Nh8lgjaHI 16igatud pET28a vektorisse.

2.2.4 Oligonukleotiid-suunatud mutagenees

Erinevate Sicl konstruktide valmistamiseks kasutftjonukleotiide, mis sisaldasid keskel
komplementaarsel ahelal muudetavat jarjestust gge®tvahemalt 15 nukleotiidi pikkust
komplementaarset ala vastava ssDNA kindlate positsiiega. Cks1-sdltuva fosforileerimise
uurimiseks varieeriti aktseptorjarjestuse (QATPQARA positsiooni (Joonis 4A).
Mutageneesi oligonukleotiidides oli keskel jarjestu 5
TTGCGCTGCAGCTTGGGGGGTAGCTTG 3, mille vastasaheldkeriks aktseptorsaiti,
ning otsad olid komplementaarsed ssDNA vastavattgoonidega, et mutatsioon laheks
soovitud kohta. Selleks, et valmistada tsukliin-CBEmpleksi ja substraadi hudrofoobse
seondumise katsete mutante, muudeti fosforlleesaids jarjestusega PSTPPRSRG
positsiooni  (Joonis 4B). Oligonukleotiidides kaduta selleks jarjetustust 5’
ACCACGGCTACGCGGCGGAGTGCTCGG 3.

A . 16 AH .
; 33.
QAT"TPQAAAQ TPQK
I 74
B 12AH 34 AH "
8RTLF Ps'03TPPRSRG 137 Lpp
A— I —— - - +

Joonis 4. Skeemid, mis selgitavad valmistatud konsikte. (A) Cksl-s6ltuva multifosforileerimise uurimisel
kasutatud konstruktid T33 -16 naitel. Saamaks edteeypraimer- ja aktseptorsaidiga substraatvalkejdeii
jarjestuse QATPQAAAQ asukohta valgu primaarjarjsstu (B) Tsikliinide seondumismotiivide kauguseundj
uurimisel kasutatud konstruktid RxL +12 naitel. Eviags konstruktides varieeriti jarjestuse PSTPPRSRG

asukohta.

Oligonukleotiid-suunatud mutageneesiga valmistatignevad konstruktid: Cks1-sdltuva
multifosforileerimise analtiisimise jaoks T33 -183T-14, -2P-T33 +6, -2P-T33 +12, -2P-
T33 +22, -2P-T33 +62 ning hudrofoobse seondumisenigeks RxL -20, RxL -16, RxL -12,
RxL -8, RxL +12, RxL +64 ja RxL +104. Lisaks valr@s antud t66 kadigus polimeraasi
ahelreaktsiooni kasutades konstruktid T33 -40, 783 ja T33 -80. Ulejaanudh vitro
kinaasikatsetes kasutatud konstruktid olid valnistateiste laborikaaslaste poolt (Mardo
Koivomagi, llona Faustova, Sander Pihelgas, Rait,inna lofik).

Oligonukleotiide kineerimisreaktsioon toimus 45 otih 37 °C juures segus, mille koostises
oli 100 mM Tris, pH 7,5, 10 mM Mg@l5 mM DTT, 425 uM ATP, 6,5 uM oligonukleotiid
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ja 0,15 U/ul T4 polunukleotiidi kinaasi (Thermo &atfific). Enstimi inaktiveerimiseks
kuumutati segu 10 minutit 65 °C juures. Oligonukiidade seondumiseks Uheahelalisele
DNA-le segati kokku 50 ng ssDNA-d, 0,5 ul 6,5 uMéderitud oligonukleotiidi, 1 pl 10x
seondumispuhvrit (500 mM NacCl, 200 mM Tris, pH 720, mM MgC}) ja vett Idppmahuni
10 pl. Reaktsioonisegusid kuumutati 10 minutit @jdures termostaadis, mille jarel tdsteti
blokk masinast valja ja lasti aeglaselt jahtudaeiogeratuurile, et oligonukleotiidid seonduks
ssDNA-le. ssDNA-le komplementaarse ahela siintessksija otste ligeerimiseks lisati 10 pl
seondumissegule 1,35 pl 10x stinteesi puhvrit (180Tis, pH 7,5, 50 mM MgGl 20 mM
DTT, 10 mM ATP, 5 mM dNTP), 1,5 ul T4 DNA ligaasttavsusega 5 Weiss u/ul (Thermo
Scientific) ja 0,83 pl 5 u/ul T4 DNA polimeraasih@mo Scientific). Saadud segu hoiti
esmalt 5 minutit jaal, seejarel 5 minutit toatenapeuril ja 90 minutit 37 °C juures.
Enstumide inaktiveerimiseks lisati 5 pl 1xTE (10 mMis, pH 8, 1 mM EDTA).
Reaktsioonisegud transformeedtticoli tivesse DH&.

2.2.5 Konstruktide tegemine, kasutades polimeraasi ahelektsiooni

PCR (i.kpolymerase chain reactipmmeetodit kasutati multifosforileerimise T33-4@3¥60
ja T33-80 distantsidega konstruktide valmistamiseRER-i jaoks kasutatPhusiod™
(Finnzymes) polumeraasi ja oligonukleotiide, miflittefirmalt Microsynth. Reaktsioonid

viidi |&bi vastavalt polimeraasi tootja juhistele.

Praimerid T7F ja T7R olid komplementaarsed vastgMall28a vektori (Invitrogen) Ules- ja
allavoolu paiknevate jarjestustega, mille vahele ioserteeritud Sicl geeni trunkeeritud
versioon SicAC, milles oli fikseeritud positsioonis suboptimaalrfosforileerimissait
QATPQAAAQ. Erinevad T33-F ja T33-R oligonukleotiitsisaldasid algse Sicl matriitsiga
mittepaarduvat T33 fosforileerimissaiti kodeerivat sellega komplementaarset jarjestust ja
matriitsiga komplementaarset jarjestust. Reaktsa®oni ja 2 matriitsiks oli pET28a vektoris
olev geen, mis kodeeris Sicl varianti, millel okdik metsiktiipi S/TP saidid asendatud
topeltalaniinidega ja positsiooni 8 viidud subopaine sait QATPQAAAQ. Esimese kahe
PCR-iga viidi soovitud positsiooni produkti otsaigoinukleotiididega sisse saidil T33
baseeruvat fosforuleerimissaiti QKTPQKPSQ kodegnijestus (Joonis 5). Reaktsioonis nr. 4
paardusid omavahel komplementaarse T33 jarjestagdukesimese kahe PCR-i produktid
ning Uheahelalistele osadele siinteesiti teine &edjarel lisati PCR nr.3 segule praimerid
T7F ja T7R, mille abil amplifitseeriti saadud Sikdnstrukt. Kasutades kolme erinevat T33F
ja T33R praimerite paari, viidi selle skeemi alu§8B Sicl valgus positsioonidesse 47, 67 ja
87.
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Joonis 5. Skeem, mille alusel valmistati poliimeraasahelreaktsioonidega Sicl konstruktid Praimerid T33-
F ja T33-R koosnesid matriitsiga komplementaarsesast ja T33 jarjestust kodeerivast matriitsiga
mittepaarduvast osast. Konstruktide valmistamiséikis Iabi neli poliimeraasi ahelreaktsiooni. Esiméshega
viidi praimeritega soovitud positsiooni T33 saitide®riv jarjestus, kolmanda reaktsiooniga slintedsitie

esimese PCR-i produktide seondumisel &{¢ kodeeriv I6ik, mida paljundati PCR-ga nr. 4.

PCR-i produktide lahutamiseks kasutati geelelektessi. Selleks lisati PCR-i reaktsioonile
6x Orange DNA Loading Dyél'hermo Scientific), segu laaditi 1% agaroosgeglihillesse
oli lisatud 0,3 pg/ml etiidiumbromiidi. Elektrofoes agaroosgeelis teostati Amersham
Bioservices foreesiaparaadiga. Produktid puhagéatiist, kasutadellAquick Gel Extraction

Kit-i (Qiagen) tootjafirma protokolli jargi.

PCR-i produkti sisestamiseks pET28a vektorissealdifCR-i produkti Nhel ja BamHI-ga,
kasutadeg-astDigestensuiume (Thermo Scientific). Restriktsiooniks peeeti kokku 27 ul

geelist puhastatud PCR-i produkti, 3 pl 1BastDigestpuhvrit ja 1 pl kumbagi ensuimi.
Proove inkubeeriti 60 minutit 37 °C, seejarel latuidigud geelelektroforeesil. Geelist

Idigati sobiva pikkusega DNA [6ik valja ja kilmuta20 °C.

pET28a vektorisse ligeerimiseks sulatati temperdtt20 °C hoitud restriktaasidega I6igatud
DNA ja valmistati segu, mis sisaldas 3 pl geeligasud DNA-d, 1 ul eelnevalt Nhel ja
BamHI-ga ldigatud pET28a vektorit, 1 pl T4 ligagaihvrit, 1 pl T4 ligaasi (Thermo
Scientific) ja vett I6ppmahuni 10 pl. Enre coli tiivesse DH& transformeerimist hoiti

ligatsioonisegu 4 tundi temperatuuril 16 °C.

Nii oligonukleotiididega kui PCR-iga tehtud kondttide nukleotiidset jarjestust kontrolliti
sekveneerimisega (EBK DNA sekveneerimise tuumikishpoE. coli tivest DHo eraldati
plasmiidne DNAGeneJET Plasmid Miniprep Kiga (Thermo Scientific) vastavalt tootja
protokollile.
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2.2.6 E. coli tiivede DH5x ja BL21 transformatsioon

Kompetentsed rakud (valmistatud Jevgen Mihhejewltpsailitatud -80 °C juures) sulatati ja
pandi jaavannile. Transformeerimiseks pipeteeuitibi 15 pul 5x KCM lahust (0,5 M KClI,
0,15 M CadC}, 0,25 M MgCy}), millele lisati BL21 puhul 30-50 ng DNA-d ning Hba puhul
2-10 ul mutageneesi sunteesi reaktsioonisegu \gatdioonisegu, misjarel lisati vett
I6ppmahuni 75 pl; saadud segule lisati 75 pl koewpiseid rakke. Transformatsioonisegu
hoiti jaal BL21 puhul 10 minutit ja DHB puhul 30 minutit. Seejarel tekitati rakkudele
kuumasSokk, pannes BL21 rakud 1 minutiks ja BH&kud 1,5 minutiks 42 °C termostaati.
Jargnevalt tosteti rakud kiiresti jadle vahemaleies minutiks. Lisati 600 pl LB sdddet ja
inkubeeriti 30-60 minutit 37 °C loksutil. Rakud nsefuugiti lauatsentrifuugis 1 minut 6000
rpm. Enamik supernatandist valati &ra, jattes allees 100 pl, milles rakkude sade
suspendeeriti, ning suspensioon plaaditi. RHakud kilvati LB plaatidele, mis sisaldasid
100 pg/ml kanamitsiini (Applichem), ning BL21 rakud3 plaatidele, mis sisaldasid
kanamutsiini 100 pg/ml ja klooramfenikooli 50 pg/fAbplichem).

2.2.7 6xHis-Sicl variantide puhastamine

6xHis-Sicl valkude puhastamiseks transformeeritiskaktid E.coli BL21 rakkudesse, mida
kasvatati 50 ml-s LB s66tmes (mis sisaldas 100 pganamutsiini) temperatuuril 37 °C.
Tihedusel OD600=0,6 indutseeriti valgu ekspressidmades IPTG (Biosolve Chemicals)
|6ppkontsentratsiooniga 1 mM. Kolm tundi parast@Ilisamist tsentrifuugiti rakud 5 minutit
5000 rpm Sigma 4K15 tsentrifuugi Sigma 12169-H oogh ja rakkude sade kilmutati -80
°C. Rakkude sade sulatati jaal ja suspendeeris ihliliitris [GUsipuhvris (25 mM Hepes pH
7,4, 300 mM NaCl, 10% glutserool, 1 mg/ml lusotsiiidyi U/ul DNaas | ning proteaaside
inhibiitorid: 1 mM PMSF, 1 pg/ml pepstatiin A, 1 fing) aprotiniin, 1 pg/ml leupeptiin. Rakke
[Gasiti 20 minutit 4 °Cend-over-endsegajal (Rotator-Mixer, Biosan). Lisaati tsentrgili
rakusademe eemaldamiseks 4 °C lauatsentrifuugimifaGtit 14000 rpm. Supernatant kanti
100 pl Chelating Sepharos¢GE Healthcare) kolonnile, mis oli eelnevalt edmadstud
kiimne kolonni ruumala #D-ga, seejarel killastatud Uhe kolonni ruumala 200 CoCh-ga
ning pestud kiimne kolonni ruumala puhvri A-ga (29 tdepes pH 7,4, 300 mM NaCl, 10%
glutserool). Kui lisaadi supernatant oli l1abi katofjooksnud, pesti kolonni esmalt kiimne
kolonni ruumala puhvri A-ga ja seejarel sama koguslevri A-ga, milles oli lisaks 50 mM
imidasool. Elueerimiseks kasutati puhvrit A, miel oli lisatud imidasool
Idppkontsentratsiooniga 200 mM. Elueerimine teoskamimes etapis, kandes iga kord
kolonnile Uhe kolonni ruumala puhvrit. Kinaasikaesekasutati tldjuhul valke, mis vabanesid

kolonnist teise eluatsiooniga. Sicl moodustas testluaatides vahemalt 90% kogu valgust.
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Multifosforiileerimise uurimiseks puhastati T33 pnarsaidiga -80, -60, -40, -16, -14 ja +42
ning -2P-T33 praimersaidiga +12 ja +62 distantsideglgud. Tsukliini seondumismotiivi ja
fosfortleerimissaidi vahelise kauguse moju vaatseks puhastati T5 fosfortileerimissaidiga
valgud, milles antud kauguseks oli -20, -16, -B,+12, +24, +44, +64, +84, +104. Lisaks
puhastati SicAC-T5/T33 ja SicAC-T5/T33+3A. Ulejaanud kinaasikatsetes kasutaturd Si
mutandid puhastasid Mardo Kdivomagi, Jevgeni Miataga Anna lofik.

2.2.8 Teiste His-margisega substraatvalkude puhastamine

Hcml, Ace2, Bop3, Ashl ja Gic2 puhastati 0,5 Bi2xYT s66tmes Jevgeni Mihhejevi poolt
kasvatatud BL21 rakkude sademest. Sade sulatdtijgdduspendeeriti tles 15 ml ilma
l[UsotstUmita lGusipuhvris (25 mM Hepes pH 7,4, 3@ NaCl, 10% glatserool, 0,1 U/ul
DNaas | ning proteaaside inhibiitorid: 1 mM PMSHi1d/ml pepstatiin A, 1 pg/ml aprotiniin,
1 pug/ml leupeptiin). Seejarel lisati 5 ml 4 mg/asbtstiiimiga luusipuhvrit ning rakke lausiti
15 minutit 4 °Cend-over-endsegajal (Rotator-Mixer, Biosan). LiUsaati sonikeebi0%
vOoimsusel 3 korda 30 sekundi, kasutades Bandelimo@os HD 2070 masinat,
sonikeerimiste vahel hoiti lisaati 1 minut jaal.kRade sadestamiseks tsentrifuugiti lisaati
Sorvalli SS-34 rootoriga 10 minutit 4 °C 14000 rp8amal ajal valmistati ette 200 pl
Chelating Sepharos@GE Healthcare) kolonnid, mida pesti kimne kolonnimala HO-ga,
kolonni laadimiseks lisati 1 kolonni ruumala 200 n@&Ck ja pesti kiimne kolonni ruumala
puhvri A-ga (25 mM Hepes pH 7,4, 300 mM NacCl ja 1g#tserool). Tsentrifuugitud lisaadi
supernatant kanti kolonnile, misjarel kolonni pdgimne kolonni ruumala puhvri A-ga (25
mM Hepes pH 7,4, 300 mM NacCl ja 10% glutseroolkiianne kolonni ruumala puhvri A-ga,
milles oli lisaks 15 mM imidasool. Valke elueerktolmes etapis, kasutades iga kord Uhe
kolonni ruumala puhvrit A, milles oli lisaks 200 mivhidasool. Kinaasikatsetes kasutati
puhastatud valkude teist v6i kolmandat eluatsioarnille kogu valgu sisaldusest vahemalt
25% moodustas vastav 6xHis-margisega valk. Baktelissmargisega valkude puhastamisel
kaasa tulevad valgud ei mdjuta kinaasireaktsioonigémist (meie labori avaldamata
andmed).

Antud bakalaureuset66 kaigus puhastati sel meetddihl, Ace2, Bop3, Ashl ja Gic2.
Ulejaanud joonisel 8 naidatud valgud puhastasiddd#Givomagi, Jevgeni Mihhejev, Rainis

Venta ja Ervin Valk.

2.2.9 Invitro kinaasikatse

In vitro kinaasikatseteks kasutati tsukliin-Cdkl komplekses olid puhastatud eelnevalt

kirjeldatud meetoditel (Kdivomagi t, 2011b), ja Hiis-margisega

25



koobaltafiinsuskromatograafiaga puhastatud sulisttke. Substraatvalkude
kontsentratsioonide maaramisel vorreldi valkudeaidide intensiivsusCoomassie brilliant
blue G-2506ga (Applichem) varvitud akridlamiidgeelidel teata@te valgukogustega BSA
(.kk  bovine serum albiujn (Thermo Scientific) signaalide baasil tehtud
kalibreerimiskdvergaga. Valkude fikseerimiseks laksi geele 15 minutit fikseerimispuhvris,
mis koosnes 30% etanoolist ja 30% &aadikhappesteG@eviti vahemalt kolm tundi ja pesti
veega. Geelid skaneeriti ja valgu signaalide intesiss kvantiseeriti programmiga
ImageQuant TL (Amersham). Sicl mutantide kontsésitran kinaasikatsetes oli 1,5 puM
(vahemalt 5 korda madalam kui hinnatug-& Enstidmi kontsentratsioon oli Gldjuhul 2-3
nM. Joonisel 6 esitatud katsetes oli kdikide endd@rkontsentratsioon 1 nM ning reaktsioon
toimus algkiiruse tingimustel (katse jooksul fosfieeriti alla 10% kdigist Cdkl saitidest
substraadis). Protsessiivsuse katsetes kasutatlamaaid enstumi kontsentrasioone (~0,1-
0,4 nM), et vahendada kooperatiivsel mehhanismiimiawat multifosforileerimist.
Kinaasikatsed viidi l&bi reaktsioonisegudes, nil®stis oli jargmine: 50 mM Hepes pH 7,4,
180 mM NaCl, 5 mM MgGl 20 mM imidasool, 0,1 mg/ml 2HA peptiid, 2% glutsel, 2
mM EGTA, 0,2 mg/ml BSA, 500 nM Cks1, 50 ATP, 0,1 uCi/uly->*P]JATP, ensuiim,
substraatvalk. Kinaasikatsed toimusid uldjuhul ralas 20 pl, valja arvatud joonisel 13
SicIAC-T5/T33 protsessiivsuse uurimise katsed, mis &0220 pl segudes, ning joonistel 9,
10 ja 14, kus reaktsioonimahuks oli 30 ul. Reakitsid viidi 1&abi toatemperatuuril, koguti
vahemalt kaks ajapunkti (Gldjuhul 8 ja 16 minutiBeaktsioonid peatati Laemmli SDS
puhvris (60 mM Tris-Cl pH 6,8, 2% SDS, 10% glutse#ydb% B-merkaptoetanool, 0,01%
bromofenoolsinine) ja reaktsioonisegud lahutati S\  geelelektroforeesil.
Multifosforlleerimise Cksl1-soltuvuse uurimiseks Wasi fosfaatrihma mittesiduvat Cksl-te
(Cks1mut), milles oli aniooni siduva tasku olulisatiinohapped asendatud jargnevalt: R33E,
S82E, R102A. Tsukliin-Cdkl komplekside puhastamisatsiimiga seotud Cksl-e
asendamiseks Ckslmut-ga, inkubeeriti ensiiime kastawa Cksl variandiga 45 minutit
enne reaktsioonide alustamist toatemperatuuril Segnile koostises oli 50 mM Hepes pH
7,4, 150 mM NaCl, 5 mM MgGJ 2% glutserool, 0,2 mg/ml HA peptiid, 0,4 mg/ml 8500
MM ATP, 1250 nM Cksl, 0,25-10 nM ensuum. Joonise gi@afikutel naidatud
multifosforileerimise efektiivsus on topeltfosfaealitud vormi (2P) osa totaalsest
fosforileeritud substraadist (1P+2P), mis on lalgiafud enstiimi kontsentratsiooniga. Kaik

kinaasikatsed teostati vahemalt kahes korduses.

Enstumi ja substraatvalgu vahelise hidrofoobsedignise uurimiseks kasutati Clb5-Cdk1

ja Clb2-Cdkl puhul mutantseid tsukliine, millel alastav hudrofoobne tasku muudetud

seondumisvdimetuks (Clb5hpm ja Clb2hpm) (Loog jargém, 2005). CIn2 puhul lisati
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reaktsioonidele hidrofoobsel seondumisel konkuweediP peptiidi (VLLPPSRPTS), mille

kontsentratsioon katsetes oli 4 mM.

Protsessiivse fosfortleerimise uurimisel norkadmaalide voimendamiseks sadestatiyb0
kinaasireaktsiooni 5ul triklorodadikhappega (TCA). Kinaasireaktsioon fagia TCA
lisamisega, saadud segu hoiti jdal vahemalt tunda aeing seejarel tsentrifuugiti
lauatsentrifuugis 15 minutit p6éretel 13400 rpmp&matant eemaldati ja sadet pesti 1 ml
kilma atsetooniga ning tsentrifuugiti lauatsentogis 5 minutit poéretel 13400 rpm.
Atsetooniga pesemist teostati 2 korda, misjareésgtant eemaldati ja sademel lasti kuivada

10 minutit toatemperatuuril. Sade resuspendesdsifill3x SDS Laemmli puhvris.

Multifosforlleerimise uurimise kinaasikatsete arisgiiniseks lahutati fosfortleeritud vormid
Phos-Tag (Wako Chemicals) SDS-PAAG meetodil, mileskem fosforileeritud vormid
liguvad aeglasemalt. Kuna suured ja korgelt fadferitud valgud ei pruugi standardses
Phos-Tag geelis piisava kiirusega liikuda, kasutati valkude lahutamiseks erineva
akruulamiidi ja Phos-Tag ligandi kontsentratsioanigeele. MnGlkontsentratsiooni langetati
vordselt Phos-Tag ligandiga. Yhpl jooksutati 0,08% 10% poltakrttlamiid geelil. Phos-
Tag SDS-PAA geele foreesiti konstantsel voolutugevd5 mA. Joonise 6 katsetes lahutati
SicIAC 10% SDS-poluakridlamiidgeelidel. Geelid foreepihvris, mis sisaldas 25 mM
Tris-i, 192 mM glitsiini ning 0,1% SDS-i. Geelid rvici Coomassie Brilliant Blue R-250
(Applichem)lahusega (40% metanooli, 7% &aadikhapet, 0,0Zs%massie Brilliant Blue R-
250 ja pesti esmaltdigh Methanol Destaitahusega (40% metanooli, 7% &&adikhapet) ja siis
veega. Reaktsioone anallusiti autoradiograafilidglphoon TRIQ Amersham) ja signaalid

kvantiseeriti programmiga ImageQuant TL (Amersham).

Tabel 1. Kinaasikatsetes valkude fosfovormide lahaimiseks kasutatud Phos-Tag SDS-PAA geelid.

Akruulamiid Phos-Tag Foreesitud valgud Elektrofereseg
10% 100 uM SIicAC, Stbl, Yprl74c, Finl 3 tundi

10% 20 uM Hcml, Ace2, Bop3, Gic2 2,5 tundi

8% 100 uM Yox1 3 tundi

7% 70 uM N-Swel 3 tundi

7% 100puM Tos4, Ashl, Swi5 3 tundi
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2.2.10In vitro kinaasikatsete mass-spektromeetriline analtitis

Kinaasikatsed teostati nagu kirjeldatud peatiikes92 kuid reaktsioonis ei olnud’P-ATP-d.
Uurimaks, milliste saitide fosforileerimine on Clksdltuv, teostati voOrdse koguse
substraadiga reaktsioonid metsiktidpi Cksl-ga niogfaatrihma mittesiduva Cksl-ga,
kusjuures iihes reaktsioonis oft°@)-ATP ning teises f0)-ATP (Cambridge Isotope
Laboratories, Inc.). Katsed teostati kahes kordughes katses oli Ckslwt-ga reaktsioonis
(*°0)-ATP ja Cksimut-ga'f0)-ATP ning teises katses vastupidi. Reaktsioomidtati SDS-
Laemmli puhvriga ning vordsed kogused Ckslwt jal@kst-ga reaktsioonidest tdsteti thte
tuubi. Valgud lahutati SDS-PAAG meetodil ning gdekidrviti Coomassie brilliant blue G-
250-ga nagu kirjeldatud peatukis 2.2.9. Geelist ldigatja uuritava valgu voot, mis ttkeldati
umbes 1 mrhsuurusteks tiikkideks ning tdsteti 1,5 ml Eppendoind tuubidesse. Varvi
eemaldamiseks lisati geelitikkidele 200 ul vantdusse lahust (1 osa atseetonitriili ning 1
osa 100 mM ammooniumbikarbonaati), segu segatextr80 minutit, misjarel supernatant
eemaldati. Geelitukkidele lisati 200 pl atseetahitming inkubeeriti 5 minutit enne
supernatandi eemaldamist. Tsusteiinide redutsesrkai inkubeeriti geelitikke 30 minutit
temperatuuril 56 °C 10 mM DTT 100 mM ammooniumbil@aadi lahuses, peale mida
lisati geelitikkidele 500 ul atseetonitriili, seigavortexil ning hoiti 10 minutit
toatemperatuuril. Supernatant eemaldati ning tsiigte alkileerimiseks lisati 30 pl 50 mM
jodoatseetamiidi 100 mM ammooniumbikarbonaadis imkgbeeriti valguse eest kaitstult 20
minutit toatemperatuuril. Jargnevalt lisati 500agdeetonitriiliga ning kaituti proovidega nagu
eelneval korral. Geelisiseseks valkude proteoligatk to6tluseks lisati tuubidesse 20 ng/ul
tripsiini lahust 100 mM ammooniumbikarbonaadis lssg) et geelitikid oleks kaetud
lahusega. Segu hoiti jaal 2 tundi, misjarel vajatludisati 15 pl 100 mM
ammooniumbikarbonaati. Tripsineerimiseks inkubesagu 18 tundi 37 °C juures, peale
mida proove sonikeeriti 5 minutit vesivannil (BahdeSonorex Digitec) ning supernatant
tOsteti uude 1,5 ml Eppendorf Lobind tuubi. Pepdigderaldamiseks geelittikkidest lisati 200
ul ekstraheerimispuhvrit (1 osa 5% trifluorodadia TFA), 2 osa atseetonitriili), segati
vortexil 15 minutit ning eemaldatud supernatantasegelmises etapis saaduga. Peptiide
ekstraheeriti veel esmalt 50 ul atseetonitriilis &0 ul 0,5% TFA, 100 ul atseetonitriili ning
viimaks 100 pl ekstraheerimispuhvriga, lisades mugtandid eelnevalt kogutud
supernatantidele. Lahus konsentreeriti vaakumisemgides (Heto vacuum centrifuge)
ruumalani 20 pl ning lisati 200 pl 0,5% TFA, segatirtexil ja sonikeeriti vesivannil 5
minutit. Peptiidid puhastati StageTip meetodil (Bsifber jt, 2007). Peptiidid seoti
kolmekihilisele C18 filtrile (Empore). Parast pegidle sidumist pesti StageTip-e 200 pl 0,5%
TFA-ga. C18 filtrile seondunud peptiidid elueekisihes jargus, lisades mdlemal korral 20 pl
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0,5% TFA ja 80% atseetonitriili lahust ning surudesdeliku sistlaga labi filtrite.
Atseetonitriili eemaldamiseks vaakumtsentrifuugitiaate, kuni alles jai moni pl vedelikku.
Proovidele lisati 10 pul 0,5% TFA, sonikeeriti 5 miih vesivannil, segati vortexil ning
tsentrifuugiti lauatsentrifuugis 10 minutit 13206m. Proovid saadeti LC-MS/MS meetodil
analiitisimisele Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituystioteoomika tuumiklaborisse. Peptiidid
identifitseeriti Mascot otsinguga (www.matrixsciemmom) S. cerevisiaevalgujarjestuste
andmebaasi vastu. Peptiidide otsingus lubati kéfitemata tripsiin/P |6ikesaiti, peptiidi
masstolerants oli 7 ppm ja fragmendi iooni massiolis 0,6 Da. Kindel modifikatsioon ol
karbamidometuul-tsusteiin. Varieeruvad modifikatsiim olid metioniini okslidatsioon ning
seriini ja treoniini fosfortleerimine. Peptiidideildelised intensiivsused leiti programmiga

Xcalibur (Thermo Scientific).

2.2.11Parmi elumuse uurimine lahjenduste ridadega

Parmirakke kasvatati Gledd 30 °C juures 5 ml SCdéistmes, kus susiniku- ja energiallikaks
oli rafinoos, kuni tiheduseni, kus kultuuri optéirtihedus lainepikkusel 600 nm oli 0,2 kuni
0,8. Lahjendusrea esimeseks punktiks véetiraRku/ml. Sellest tehti edasi lahjenduste rida,
kus IBpplahjendused algsest olid vastavalt 1/2,0,1/1/100 ja 1/500. Eri tlvede
lahjendusridadest kilvati 5 pl kas SC-His gluko@s SC-His galaktoos/rafinoos plaadile.
Parmirakke kasvatati 30 °C juures 48-64h. Katsedtéi Uks kord.
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Tulemused ja arutelu

2.2.12Tsukliin-substraat seondumise moju fosforileerimiske séltub

fosforuleerimissaidi paiknemisest seondumismotiivsuhtes

Erinevate substraatide fosforileerimist tugevdabkli®-substraat seondumine erineval
maéral (Koéivomagi jt, 2011b). Seondumise efekti bvdndjutada seondumismotiivi ja
fosforileeritava aminohappe vaheline kaugus ja @dukiisimuse uurimiseks moddeti vitro
optimaalse Cdk1 fosforlleerimissaidi fosfortileestril3 erinevas substraadis, milles vastav
jarjestus paiknes erinevatel kaugustel tsukliinggondumismotiividest. Selleks kasutati
SicIAC alusel loodud sisteemi, milles oli vaid tks CHpetsiifine RxL motiiv ja LP motiiv
CIn2 seondumiseks ning Uks optimaalne Cdkl foséemimissait jarjestusega PSTPPRSRG,
mis konstrueeritud Si&IC variantides oli viidud erinevasse positsioonpflise 6A). Tsukliini

ja substraadi vahelise seondumise mdju fosforiiteésele uuriti kolmel kinaasikompleksil:
ClIb5-, CIb2- ja CIn2-Cdk1l. Tsukliin-sdltuva seondaenefekti tugevuse leidmiseks vorreldi
CIb5 ja Clb2 puhul metsiktttpi ja mutantsete t3ik@dk komplekside, millel oli muteeritud
seondumisel osalev  tsukliini  hudrofoobne tasku ®@pgm ja  Clb2hpm),
fosfortleerimiskiirust (Joonis 6B,C). CIn2 puhul skigati tsikliin-substraat interaktsiooni
inhibeerimiseks seondumisel konkureerivat LP mosisaldavat peptiidi (LP peptiid) (Joonis
6D).

Hudrofoobse seondumise efekt on suurim Clb5-Cdkfikeksil, tugevdades fosfortleerimist
kuni 60 korda (Joonis 6B). CIb5 kompleksil on saamésmotiivi ja saidi vahelisel kaugusel
ka suurim moju: saidi paiknedes RxL motiivi lahedeugustel -12 kuni +24 aminohapet
stimuleerib hidrofoobne seondumine fosforileerimetd 1,5 kuni 3 korda, kaugustel -20
kuni -44 aga 40 kuni 60 korda. Liikudes RxL mosivN-terminuse suunas, tduseb tsukliin-
sbltuva seondumise vOimendav mdoju fosfortleermiddleesti vahemikus 16 kuni 20
aminohapet. Clb5-Cdk1 puhul 16 aminohapet minineafdsfortleerimist toetava kaugusena
on sarnane eelnevalt publitseeritud tulemusteddiitsi\-Cdk2 kompleksi kohta, mille puhul
RxL motiivi minimaalseks fosforileerimist tugevd&gakauguseks on 15-16 aminohapet
(Cheng jt, 2006). Distantsi suurenedes 20-aminotlegggst optimumist edasi N-terminuse
suunas vaheneb seondumise efekt stabiilselt. Gras® suunas paiknevate saitide
fosforleerimist toetab seondumismotiiv umbes 5dkonérgemini ja suurematel kaugustel
kui N-terminuse suunas, seetbttu vOib oletada, ¢#sviolu paiknevate saitide
fosforlleerimisel peab substraadi valguahel moaooat lingu. Seega voib RxL motiiv

suunata Clb5-Cdkl kompleksi fosforiileerima saités paiknevad motiivist N-terminuse
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suunas. Clb2-Cdkl puhul stimuleerib RxL motiiv fagfleerimist ainult N-terminuse suunas
ja kuni 3 korda (Joonis 6C), mis on kooskéflas kmeaalt publitseeritud andmetega, et
substraatide dratundmine RxL motiivi kaudu on skitn Clb5 kompleksil (Loog ja Morgan,
2005). CIn2-Cdk1 puhul varieerub tsukliin-LP motseondumise efekt fosforileerimisele
vahemikus 2 kuni 12 korda (Joonis 6D). LP motiimréndab CIn2-Cdk1l fosforuleermist
suhteliselt sarnaselt nii N- kui C-terminuse suunakjates, et CIn2 hidrofoobse motiivi
sidumise tasku on orienteeritud teisiti kui kintlauunaval tsikliinil Clb5. LP-CIn2

seondumise efekt on oluliselt nérgem vaid saidkipades motiivile [ahemal kui umbes 30
aminohapet. Minimaalse kauguse olemasolu alusdébvad nii RxL kui ka LP motiiv

fosfortleerimist mehhanismil, mis néuab fosforliegssaidi ja tstkliini seondumismotiivi

samaaegset sidumist Cdk1l kompleksi poolt.
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Joonis 6. Tsikliini seondumismotiivi kaugus mdjutabsaidi fosforiileerimise kiirust. (A) Selgitav skeem,
mis néitab kasutatud ststeemi ja uuritavat kaugdt ja LP seondumismotiivi suhtes. Erineva kauguse
saavutamiseks muudeti optimaalse fosforileerindssigirjestusega PSTPPRSRG positsiooni  valgus, mis
pohines Cdkl substraadil Sicl. (B, C, D) Tsukliiai $ubstraadi vahelise seondumise mdju substraadi
fosforlileerimiselein vitro kinaasireaktsioonis. CIb5 (B) ja Clb2 (C) puhul seondumise mdju arvutatud
metsiktidpi ja hidrofoobse interaktsiooni v8imehsiEimkompleksi fosfortleerimiskiiruste suhtena. @2
seondumise efekti leidmiseks on ilma peptiiditaktsi@oni kiirus jagatud reaktsiooni, millesse akattud
seondumisel konkureerivat LP peptiidi, kiiruseda. €, D) Graafikutel on esitatud kahe katse keskmwi@artus,

veapiirideks on +/- standardhélve.
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Uurimaks, kas tsukliin-s6ltuv substraatide seonchemidimaldab kiiresti fosfortleerida ka
suboptimaalseid saite, kasutati i€l baasil tehtud konstrukti, milles oli vaid (ks
suboptimaalne  fosforlleerimissait, mis  paiknes liglik seondumismotiividest
fosforlleerimiseks optimaalsel kaugusel (Joonis Afhult hiudrofoobse seondumise abill
fosforileeriti kasutatud kinaasikatsete tingimustdssikut suboptimaalset saiti (TPQA)
vorreldes optimaalse saidiga (TPPR) minimaalselin& on naidatud, et Cdk1 fosforuleerib
ka suboptimaalseid saite (Harvey jt, 2005) ningesta vBimaldab fosfoadaptormolekul Cks1l
(Kdivomagi jt, 2011a)

Kaugus RxLF motiivist -44 AH/
LLPP motiivist -92 AH

TPPR TPQA TPPR TPQA TPPR TPQA

CIb5-Cdk1 Clb2-Cdk1 CiIn2-Cdk1

Joonis 7. Tsukliinide seondumismotiividest sobivadtaugusel paiknevat suboptimaalset fosforileerimissa
fosforileerib Cdkl1l vorreldes optimaalse fosforlileemissaidiga vaga aeglaseltJoonisel on néaidatud
autoradiograafid SDS-PAA geelidel elektroforeesiitudiitro kinaasireaktsioonidest, milles oli Clb5-, Clb2- ja
CIn2-Cdkl substraadiks kas Uhe optimaalse (PSTPBRSRI Uhe suboptimaalse (QATPQAAAQ) RxL
motiivist 44 ja LP motiivist 92 aminohappe kaugudéterminuse suunas paikneva fosforileerimissaidiga
SicIAC konstrukt.

2.2.13Erinevate Cdk1 substraatvalkude multifosfortleerimise Cks1-sdltuvus on

erinev

Enamik Cdkl substraate sisaldavad mitut fosforiit@ssaiti ja on naidatud, en vivo on
Cdk1 substraadid sageli multifosforileeritud (Hplt2009). Samas on Cdkl substraatide
multifosforlleerimise mehhanism sageli teadmatajlares parmisS. cerevisiaeon Cksl
rolli naidatud vaid Sicl multifosforuleerimisel (K@magi jt, 2011a). Uurimaks, kui laialt on
levinud ja kuidas Cks1-s6ltuv multifosforileeriminarieerub erinevate Cdkl substraatide
puhul, viidi labi kinaasikatsed 13 valguga (JooB)s Protsessi Cksl-sdltuvuse hindamiseks
lisati Cdk1l kompleksidele kas metsiktilpi Cksl (Gk§ voi fosfaatrihma mittesiduv Cksl
(Cks1lmut). Erinevate valkude fosforileerimisel om@ksl erinevat moju. Kui naiteks
SicIAC, Stbl, N- Swel ja Yhpl puhul kogunevad korgedifddileeritud vormid oluliselt
kiiremini  metsiktiipi Cksl-ga reaktsioonides, sii8op3, Yprl74 ja Swib
multifosforileerimist Cks1l ei m@juta. On tahelepaidrne, et uuritud substraadid erinevad
fosforlleeritavate seriinide ja treoniinide jaotsisang Bop3, Yprl74 ega Swi5 ei sisalda

Uhtegi optimaalset treoniini.
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A Sic1AC  Stb1 Hecm1 Ace2 Gic2 Bop3 Ypri174c
+ + +

Cks1wt + - + - + - + _
Ckstmut - + = + = + - + - + - ¥ - +

PxK/IR:TP 2:3 2:7 :5 4:2 0:3 0:0 0:0
SPxK/IR:SP 1:3 5:4 3= 3:12 0:6 4: 4 1:4
») \ y 0 - . =
D Ash1 Tos4 (O N-Swe1l  Yhp1 Yox1 Swid
Cksiwt + - + = Cksiwt  + = + = = - + -
Cks1mut - + - + Ckstimut - = = + = + = +

Joonis 8. Cdkl substraatide multifosforileerimise ®s1-sdltuvus. Multifosforileerimise Cks1-s6ltuvuse
uurimiseks teostatn vitro kinnasireaktsioonid tstkliin-Cdk1l kompleksidega Ziadk1 (A), Clb3-Cdkl (B) ja
Clb2-Cdkl (C), millele lisati kas metsikttipi Ck¢Ckslwt) voi fosfaatrihma mittesiduv Cksl (Ckslmut)
Valkude erinevalt fosforileeritud vormide lahutaekis elektroforeesiti reaktsioonisegud Phos-Tag SBA-P
geelidel. Autoradiograafide all on naidatud optiteate (T/SPxK/R) ja suboptimaalsete (T/SP) seriinale

treoniinide jaotus vastavas valgus.

Nende valkude fosforuleerimist Cksl ei mfjuta, S8kl on vdimeline siduma uksnes
fosforuleeritud treoniini (Manuskript lisas 2). \al3-valgulisest valimist on kdigil uuritud

Cdk1 kompleksidel mitu substraati, mille multifogiteerimist Cks1 stimuleerib, seega voib
Cks1-soltuv fosforuleerimine olla Cdkl substraatidgulatsioonil laialt levinud mehhanism.
Lisaks neile valkudele, mille fosforlleerimist Ck&ldse ei mdjuta, varieerub Cksl moju
tugevus ka Ulejddnud substraatide hulgas. NaiteksiioStbl, Hcml, Yhpl kui ka Yox1

multifosforileerimine Cks1-s6ltuv, kuid Stbl ja Yhposforileerimisel on Cksl vBimendav

madju suurem kui Hcm1 ja Yox1 puhul.

2.2.14Cks1-s0ltuva multifosforileerimise efektiivsust majitab praimer- ja
aktseptorsaidi vaheline kaugus

Selgitamaks, mis pdhjusel vdiks joonisel 8 naidatadkude seas korgelt fosforileeritud

vormide kogunemine varieeruda, uuriti edasi, kuidahe fosforlleerimissaidi vaheline
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kaugus mojutab Cksl-sdltuvat multifosforiuleerimiSelleks kasutati Si&lC baasil loodud
Uhe optimaalse ja Uhe suboptimaalse fosforlleesardgga substraatide stisteemi, milles igas
konstruktis oli muudetud suboptimaalse saidi astikkobaamaks erineva kahe saidi vahelise
distantsiga substraatide kogu (Joonis 9A). Kunauteisd kinaasikatsete tingimustes
fosforuleeriti Uksikut suboptimaalset saiti minirts&dt (andmed naitamata), fosfortleeritakse
enamikul juhtudel esmalt optimaalne praimersaitsjénel saab toimuda sekundaarse saidi

Cks1-sdltuv fosfortileerimine (Joonis 9A).

Substraatide, milles suboptimaalne sait paiknebr@atisest saidist N-terminaalses voi kuni
10 aminohappe kaugusel C-terminaalses suunas,riitefoimisel tekib kahe fosfaadiga
saadusi minimaalselt (Joonis 9B, C). Multifosfogiienise efektiivsus tduseb huppeliselt
alates suboptimaalse saidi paiknemisest 12 amimpehd@ugusel optimaalsest. Samas
aktseptorjarjestuse paiknemisel kaugemal +12 kub# -aminohappelisest optimumist,
ndrgeneb kinaasi vBime substraati multifosforigeriKasutatud sisteemis on suhteliselt
kitsas saitidevahelise kauguse vahemik (+12 kunR)+3nilles toimub detekteeritav
multifosforileerimine. Cksl1-st sOltuv kahe saidi vaheline multifosforiiledse vahemik
suureneb, kui praimersaidiks on T33, millel fosfediitavast treoniinist 2 aminohapet N-
terminuse suunas paiknev glutamiin on asendatudlimga (-2P-T33). On naidatud, et
prolin ja mitmed teised suured hidrofoobsed ammpped vastavas positsioonis
interakteeruvad valgu Cksl arginiiniga R75 (SethbiRu California wlikool, Santa Cruz,
publitseerimata andmed). Seega moodustub -2P-T@ersaidi puhul stabiilsem kompleks
Cksl ja fosforuleeritud substraadi vahel, voima@tadosforileerida kaugemal paiknevaid
sekundaarseid saite. Protsessi Cksl-soltuvusediiamiseks teostati samade substraatidega
reaktsioonid, kasutades anioone mittesiduvat C&gGks1mut) (Joonis 9D). Mutantse Cks1-
ga reaktsioonides tekib kahe fosfaadiga vorme naaiselt ka optimaalsete positsioonidega
substraatides, jarelikult on funktsionaalne Cksl jallka nende substraatide
multifosforileerimiseks ning Cksl-séltuva fosfoetienise efektiivsust mdjutab oluliselt
kahe saidi vaheline kaugus. Kontrollimaks, et kaggsuurenedes multifosfortleerimise
vahenemine ei ole podhjustatud struktuursetest nstegti saidist T33 C-terminuse poole
jadadvas alas, uuriti samade kauguste ja aktseptigaasisteemi, milles oli optimaalseks
saidiks valgu Sicl fosforileerimissait T5 (Jooni€).9 Aminohappest T5 (jarjestus
PSTPPRSRG) 2 aminohapet N-terminuse suunas aslilm piog seega peaks T5-saidiga
substraadid olema vorreldavad -2P-T33 praimersagialdavate konstruktidega. Ka T5
konstruktide puhul langes multifosforileerimine régti kauguse suurenedes, kinnitades

Cksl-vahendatud fosforiileerimise efektiivsuse saktisaitide paiknemisest.
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Joonis 9. Cksl vahendusel toimuva multifosforileemise efektiivsus s6ltub praimer- ja aktseptorsaidi
vahelisest kaugusest(A) Skeem Cks1-sdltuva multifosforiileerimise mehharggnmnille korral tsukliin-Cdk1-
Cks1 kompleks fosforlleerib esmalt optimaalse sadejarel seondub Cksl fosforileeritud saidigetattes
sekundaarse saidi fosfortleerimist. (B) Autoradéadid Phos-Tag SDS-PAA geelidest, millel on Clb5<Cd
kompleksiga tehtud kinaasireaktsioonid Sicl allsetiud substraatidega, milles on kaks fosforilemssaiti:
optimaalne sait T33 ning suboptimaalne sait erir@vedugustel praimersaidist (T33) (C) Kvantifitaael
signaalide alusel arvutati CIb5-Cdk1l multifosfoeiienise efektiivsus, mis naitab kahekordselt fasifeeritud
vormide osa kogu fosforileeritud substraadist, §83-2P-T33 (glutamiin positsioonis 31 oli asendatud
proliiniga) praimersaitide puhul. Multifosforiileerise efektiivsus arvutati umbes 15% substraatvalgu
labireageerimise tasemel. Saadud vaartus ei oéeliime konstant, sest selle tpne vaértus kedaiith kindlates
tingimustes (D) Samasugused reaktsioonid naguagjel B teostati ensiiiimkompleksiga Clb5-Cdk1, efll
lisati fosfaatrihma mittesiduv Cksl (Ckslmut). (BEbSE ja CIn2-Cdkl multifosforileerimise efektiivsd$
praimersaidi puhul. (F, G) Multifosforiileerimiseekfiivsus Clb2-Cdkl (F) ja CIn2-Cdkl (G) puhul. EKed
teostati vahemalt kahes korduses, graafikutel atanid esindusliku katse tulemused.

Vaatamata sellele, et tugevamalt Cksl-ga seondavmpr ja optimaalne aktseptorsait
vOimaldavad efektiivset multifosforiileerimist summ@ kaugusel (Joonis 9C, joonis 13A, B),
jai lahimaks piiriks koigi katsetatud susteemidéhgul2 aminohapet. Range minimaalse
kauguse olemasolust vOib jareldada, et sarnad#édtitssubstraat seondumisega toetab ka
Cks1 fosfortleerimist mehhanismil, mille puhul Cdkdmpleks seob samaaegselt nii Cksl
kaudu praimersaidi kui ka aktiivtsentriga aktsepamdi. KSigi kolme katsetatud tsukliin-Cdk1

kompleksi puhul on Cksl-vahendatud mehhanismi wdtusaitidevahelisest kaugusest
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sarnane (Joonis 9C, F, G), mis vihjab, et tsukliiei mdjuta kompleksi Cks1-Cdkl osa

struktuuri ja Cksl funktsioneerimist.

Leitud tulemuste alusel peaks Cksl-soltuvalt modfibrileeritavas substraadis erinevatel
saitidel olema erinev fosfoadaptormolekulist Ckslenev mdju. Hipoteesi kinnitamiseks

analuasiti  mass-spektromeetriliselt Cdkl fusioltstg substraatide Stbl ja Nddl

fosforuleerimissaitide Cksl-sdltuvat fosfortleestniKooskdlas joonise 9 tulemusega, et
Cks1-soltuv fosforiileerimine toimub praimersaidi€tterminuse suunas, ei ole Stbl
aminohapete S72, S89, T99 ning T125 fosforileeen@ks1-sbltuv (Joonis 10A). Esimene
potentsiaalne praimersait on T125, millest +27 amappe kaugusel paikneva jargmise
optimaalse saidi T152 fosforiileerimine on 1,7 kofdles1-sdltuvalt vbimendatud (Joonis

10A, B). T152 suhtes positsioonis -2 asub fenuilala mis on Cksl sidumist soodustav
faktor. T152 vdiks joonise 9 alusel toetada S19§fdidileerimist, mis on samuti tugevam

metsiktlilpi Cksl-ga reaktsioonis. Optimaalsestisaiil52 57 aminohappe kaugusel asuva
T209 fosforuleerimine ei ole mojutatud valgust Cks$dosforlleeritavast treoniinist +2

positsioonis oleva arginiini tdttu on T218 Cln2-Adkoks optimaalne sait, millel on ka Cksl
sidumist toetav proliin treoniinist 2 aminohapetéMminuse suunas, seetdttu voib T218 olla
praimersaidiks saitidele S253 ja S274. S253 on k#ksda enam Cksl-séltuvalt

fosforileeritud kui S274, mis kinnitab eelnevaid lemusi, et Cksl-vahendatud

fosforlleerimise efektiivsus vaheneb aktseptorsgudiiknedes optimaalsest distantsist
kaugemal. Cksl tugevdab ka T327, S341 ja S343 ridskrimist, millest potentsiaalne

praimersait T312 paikneb vastavalt +15, +29 ja #@8iinohappe kaugusel. CIn2 puhul on
Cksl-soltuva fosfortleerimise efektid vaiksemad jaanisel 9 naidatud Clb5 kompleksil,

sest CIn2-Cdk1 kompleksil ei toimu Cks1 vahetuslitéult ning ka Ckslmut-ga reaktsioonis

jaéb osa CIn2-Cdk1-Ckslwt komplekse (Kdivomage@t]1la).
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Joonis 10. Cksl mgju Stbh1l fosforlleerimissaitideleKinaasireaktsioonid teostati CIn2-Cdk1l komplekgile
millele lisati kas metsiktlUpi v6i mutantne Cksinganallilsiti mass-spektromeetriliselt. (A) Spiektmis
naitavad fosforlleeritud potentsiaalset praimerddtl8 sisaldava ning aktseptorsaiti S253 sisaldaasfatiidi
intensiivsusi. Naidatud spektritel 0f0-ATP-ga metsiktiitipi Cks1-ga CIn2-Cdk kompleksi pdosforiileeritud
peptiid ja'®0-ATP-ga katioonse tasku mutantse Cks1-ga kompjeait fosforiileeritud peptiid. (B) Kahe katse
keskmised Ckslwt-ga ja Ckslmut-ga komplekside praiforiileeritud peptiidide intensiivsuste suhteiigk
Stbl fosforlleerimissaitide puhul. Optimaalsed doseerimissaidid on tahistatud rasvase kirjaga.
Vahendamaks enslimi ja substraadi pipeteerimisdshevat viga fosforlleerimissaitide Cksl-sdltuvuse
analttsimisel, normaliseeriti peptiidide intensiised pS72 jargi, mis on esimene optimaalne sag niille
intensiivsus vdeti Ckslwt ja Cksimut puhul vdrdseksapiirideks on 95% usalduspiirid. Fosforileetitd7,
T122 ning T131 aminohappeid sisaldavaid peptiide ledtud. (C) Skeem, mis nditab Stbl Cdkl
fosforlleerimissaitide paiknemist valgu primaagétjises. Stbl valgu jarjestus vdeti veebilehelt
http://www.yeastgenome.org/. Nooltega on kujutatiséjoonise A tulemustest lahtuvad hupoteetilised1€k

soltuvad fosforiileerimise kaskaadid.

Nddl esimene optimaalne sait, mis vOiks funktsiodeepraimersaidina, on T179, millest
efektiivseks multifosforuleerimiseks suhteliselugel paikneva saite T224 ja T236 sisaldava
peptiidi fosforlleerimine on 2 korda tugevam méigiipi Cksl sisaldavas reaktsioonis
(Joonis 11A). Eelnevate tulemuste alusel on vastgegptiidis fosfortleeritud pigem T236,

millest +4 positsioonis asub lusiin, mis soodudtaorileerimist Cdkl poolt (K6ivomagi jt,
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2011a). Kuigi pT224 voiks olla praimersaidiks skdi236, ei ole neid kahte sisaldavas
peptiidis suurt Cksl efekti tbenaoliselt selle praet T224 on ise praimersaidist suure
kauguse tottu minimaalselt fosforuleeritud (Jodki#\, B). T236 on suboptimaalne sait, mis
paikneb 53 aminohappe kaugusel praimersaidist.08eebn T236 fosforileerituse tase
eelduste kohaselt madal ning ei tugevda Cksl valsshdoptimaalse saidi S254
fosforileerimist, mis vdib toimuda Kkiiresti ka Cks@ltumatult. Ka vahesel maaral
fosforileeritud T236 voiks toetada teise suboptiseaaidi T265 fosforuleerimist, mis on 1,5
korda tugevamalt fosforileeritud funktsionaalsesCke sisaldavas reaktsioonis. pT265 voib
omakorda soosida sobival 12-aminohappelisel kaligpsékneva T277 Cksl-soltuvat

fosforlileerimist.
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Joonis 11. Ndd1 saitide fosforlleerimise Cks1-sokus. Ndd1 saitide fosfortleerimise Cks1-s8ltuvimstitro
kinaasireaktsioonis Clb2-Cdkl1-ga uuriti mass-speheetriliselt. (A) Ckslwt-ga ja Ckslmut-ga kompldks
poolt fosfortleeritud peptiidide intensiivsuste wd kdigi detekteeritud Nddl fosforiileerimissaitigehul.
Optimaalsed saidid on tahistatud rasvase kirjagdevidamaks ensutimi ja substraadi pipeteerimisesietat
viga fosforileerimissaitide Cks1-soltuvuse analiinisel, normaliseeriti peptiidide intensiivsusedféogleeritud
T179 ja T183 sisaldava peptiidi jargi, mis on esimeptmaalset saiti sisaldav peptiid ning mille img@vsus
voeti Ckslwt ja Ckslmut puhul vordseks. Tulbad ohek&atse keskmised vaartused ning veapiiridena on
esitatud 95% usalduspiirid. Ndd1 aminohappeid 347, S157, S168, S409, T411 sisaldavaid fosforiflekr
peptiide ei leitud. (B) Skeem, mis naitab Nddlifsimonides 170 kuni 370 olevate CDK fosforiileessdiitide
paiknemist valgu primaarjarjestuses. Nddl valgyegins voeti veebilehelt http://www.yeastgenomé.org
Nooltega on kujutatud osajoonise A tulemustest uldd hipoteetilised Cksl-sdltuvad fosforlleerimise
kaskaadid.

Enim (72 korda) vOimendas Cksl suboptimaalse SBEBH2 fosforuleerimist, millest 13
aminohapet N-terminuse suunas asub optimaalne e@rsah Kooskdlas joonise 9

tulemustega vaheneb Cksl-vahendatud fosforlleerimisktiivsus saitidevahelise kauguse
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suurenedes. Praimersaidist 38 aminohappe kauguskhegva S357 fosforlleerimine on
samuti Cks1-s6ltuv, kuid Cksl vdimendav efekt ork@rda nérgem, kui T332 puhul, mis on

13 aminohappe kaugusel samast praimersaidist.

Multifosforiileerimise s6ltuvus saitidevahelisestuggasest lisab vdimalusi, mille tdttu
erinevate valkude erinevate saitide fosforuleetamss vOib varieeruda. Sellest [&htuvalt on
fosforuleerimissaitide vorgustikes peale optimaalga suboptimaalsete saitide arvu oluline
ka saitide omavaheline paiknemine. Néaiteks kui msupstraadi lagundamiseks peab valk
olema fosforileeritud kindlast suboptimaalsest Cgiéitist ja valgu lagundamiskiirus sdltub
fosforuleerimiskiirusest, siis kui vastav suboptaime sait paikneb 12 kuni 20 aminohappe
kaugusel optimaalsest saidist, fosforileeritaksiagandatakse valk kiiresti. Sama protsess
vOiks toimuda oluliselt aeglasemalt, kui suboptimaavaljundsait paikneks naiteks 50
aminohappe kaugusel praimersaidist. Saitide omdigake paiknemisest soltuv
multifosforileerimise mehhanism aitab selgitada, ksmijoonisel 8 olevate valkude

multifosforileerimine sdltub fosfoadaptorist Cksdgea erineval maaral.

Seni on naidatud vaid vaike arv Cksl-séltuvalt rfagforileeritavaid substraate (Joonis 8,
manuskript lisas 2), seet6ttu kasutati saadud tesadDks1-sOltuvast fosforuleerimisest, et
hinnata, kui suure osa Cdkl substraatide multifoséerimist voiks Cksl mdojutada.
KasutadesSaccharomyces Genome Databaseebilehel olevatYeast Genome Pattern
Matching tooriista (http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/PARVICH/nph-patmatch), otsiti
S. cerevisiaeproteoomist valke, milles optimaalne Cdkl fosfegiimissait T-P-x-K/R
paikneb 12 kuni 32 aminohappe kaugusel vOi Ckslkwaugevamalt siduv motiiv
F//LIPIVIW/IY-x-T-P-x-K/R (Seth Rubin, California lkool, Santa Cruz, avaldamata
andmed) 12 kuni 52 aminohappe kaugusel N-terminugeinas potentsiaalsest
aktseptorsaidist. Otsinguga leiti 218 valku, millé8 on suuremahulises Cdk1l substraatide
uuringus, milles leiti 185 Cdk1 substraati, naidakwi Cdkl substraadid (Ubersax jt, 2003).
Selle ennustuse kohaselt vBiks Cks1l mdjutada 31%d Gdbstraatide multifosforileerimist.
Lisaks seondumisele Cdkl poolt fosforileeritud nreadega vOib Cksl interakteeruda ka

teiste proliin-suunatud kinaaside poolt fosforlileer saitidega.

2.2.15 Fosforileerimissaitide paiknemine mojutab Cdk1 valundsignaaliin
Vivo
Selgitamaks, kas leitud Cks1-soltuvat fosfortleesirmdjutavad kaugused on olulised Cdkl

valjundsignaalisin vivo, uuriti parmitiivede elumuse vaatlemise kaudu pargamet Sicl
mutante fosforlleerida (Joonis 12). Kui Cdkl eidauuB-tttpi tstkliinide inhibiitorit Sicl
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piisavalt fosfortleerida, et tUleekspresseeritudl $agundataks, jaavad rakud G1-faasi, kuna
B-tltpi tsdkliinid ei saa funktsioneerida ja algaS-faasi spetsiifilisi protsesse (Verma jt,
1997). Sicl kiireks degradatsiooniks peab Cdkloiigéerima valjundsaitide paarid T45-T48
ja S76-S80 (Hao jt, 2007; Kdivomagi jt, 2011a).tfelai omavahelise paiknemise olulisuse
uurimiseks ekspresseeriti parnss cerevisiae galaktoosi promooterilt Sicl mutante, milles
oli 5 Cdkl saitii T33, T45, T48, S76 ja S80. Eriams konstruktides oli T33
fosfortleerimissaidi positsiooni nihutatud kahe momiappe kaupa N- vdi C-terminuse suunas
(Joonis 12A). T45 ja T48 ei ole optimaalsed Cdk&fdalleerimissaidid, seetdttu toimub
nende fosforuleerimine pohiliselt Cks1-soltuval imahismil (Kéivomagi jt, 2011a).
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Joonis 12. T33 paiknemine optimaalsel kaugusel samiest T45 ja T48 on vajalik Sicl kiireks
degradatsiooniksin vivo. Parmi elumuse katse erinevates tivedega, millegataktoosi promooteri kontrolli
all erinevad Sicl versioonid, mis sisaldavad fasfegrimissaite T33, T45, T48, S76 ja S80. (A) Erinevate
konstruktides oli muudetud T33 asukohta 2 aminohakgepa C- ja N-terminuse suunas. (B) Erinevate

parmittivede lahjendusridade valjakilvid kas glikeds galaktoosi sisaldavatele séétmetassidele.

Metsiktidpi Sicl valgus paikneb T45 praimersaidiB33 12 aminohappe kaugusel,
vOimaldades Cksl vahendusel kiiret multifosforiimest. Nihutades konstruktides
praimersaiti vaid kahe aminohappe vorra kummaskinas, ei suuda vastavat Sicl
Uleekspresseerivad rakud jaguneda (Joonis 12A,LBjutades T33 positsiooni, muutub
praimer- ja aktseptorsaidi vaheline kaugus. T33fm@)andis on T33 ja T45 vaheline kaugus
10 aminohapet, mis vahem kui Cksl-s6ltuvaks foséerimiseks vajalik vaikseim distants
(Joonis 9B). Kui praimersaiti ligutada N-terminugeole, suureneb kaugus saidist T48 17
aminohappeni. T48 ei ole tavaparane CDK sait, Kos#orlleeritavale treoniinile ei jargne
T48 puhul proliini. Seetbttu voib tema fosforlleeime soOltuda praimersaidi kaugusest
tugevamalt kui suboptimaalse TP saidi puhul, migst®aab efektiivne fosfortleerimine
toimuda vaid vaga kitsas vahemikus. Rakutsukli &oigeks lagundatakse Uleekspresseeritud

Sicl piisava kiirusega vaid T45-T48 paari paiknedgsmaalsel 12-16 aminohappelisel
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kaugusel praimersaidist (Joonis 12B). Seega mojutaaitide paiknemine
multifosforileerimisvorgustikes Cdk1 valjundsignaal vivo ning praimer- ja aktseptorsaidi

vahelisest kaugusest sdltub Cdk1 aktiivsuse kinmispon vajalik Sicl degradatsiooniks.

2.2.16Multifosfortileerimise efektiivsust suurendavad optmaalne aktseptorsait ja

tsukliin-substraat seondumine

Cksl vahendusel toimuva multifosfortileerimise tugdltuvus praimer- ja aktseptorsaidi
vahelisest kaugusest vihjab, et multifosforileesgks peab ensiim samaaegselt seonduma
nii Cks1 kui aktiivtsentri kaudu. Kuna tsikliini gubstraadi vaheline tdiendav interaktsioon
stabiliseerib CDK-substraat kompleksi, vbib vastssondumine toetada Cksl-s6ltuvat
multifosforileerimist. Hipoteesi uurimiseks voriefdetsiktitpi CIb5-Cdkl ja muteeritud
hidrofoobse taskuga Clb5hpm-Cdk1l multifosforuleearvdimet (Joonis 13A, C)In vitro
kinaasireaktsioonis oli substraadiks kahe fosfanriheissaidiga SicAC konstrukt, milles oli
praimersaidiks T5 ja aktseptorsaidiks kas metsgtlil33 vOi suboptimaalseks saidiks
muudetud T33+3A.

Multifosforileeritud produkti osakaal on olulissliurem, kui aktseptoriks on optimaalne sait
(Joonis 13A, B). Aktseptorsaidist T33 +3 positsigoaleva lisiini muteerimine alaniiniks
vahendab multifosforileerimise efektiivsust Ule Drrk. Kuigi optimaalseid saite
fosforuleeritakse kiiresti ka ilma Cksl abita (Jsor6), toimus joonisel 12 esitatud
kinaasikatse tingimustes T5 ja T33 sisaldava saadir kahekordne fosforileerimine
pohiliselt Cks1-séltuval mehhanismil (joonis 13Adahe optimaalse saidi suhteliselt kiire
multifosforleerimine saitidevahelisel kaugusel 28ninohapet néaitab, et optimaalse
aktseptorsaidi puhul vbib Cksl-s6ltuv multifosf@@timine toimida laiemas kauguste
vahemikus kui joonisel 9 ndaidatud suboptimaalsesegkbri puhul. Kui optimaalse
aktseptorsaidi  puhul ei erine metsiktiipi ja Rxbisgumisvéimetu  CIb5
multifosforileerimise vGime oluliselt, siis suboptalse aktseptori korral suurendab tsukliin-
vahendatud seondumine kahekordset fosforuleerinmdgies 3 korda (joonis 13C). SikC-
T5/T33+3K multifosfortileerimist ei mojuta tsuklisubstraat seondumine ilmselt seet6ttu, et
Cksl seondumisel vdib praimersaidist sobival disthmpaikneva optimaalse sekundaarse
saidi fosforlleerimine toimuda vaga Kkiiresti. Cdkdoks madalama afiinsusega saidi
fosforlleerimine toimub aeglasemalt ja seetdttubvBxL-tstkliin interaktsiooni téttu
moodustuv stabiilsem kompleks vOimaldada suurematabtrihma ulekande t6enaosust
suboptimaalsele saidile. Seega mdjutab lisaks jidse ja praimersaidile ning nende
paiknemisele Cksl-soltuvat mulfifosforileerimist kaikliini ja substraadi vaheline

seondumine.
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A B C

Sic1AC- Sic1AC- 0.6

-T5/T33+3K  T5/T33+3A
T33+3K  T33+3A T33+3K T33+3A

Clb5 wt hpm wt wt  hpm
Joonis 13. Optimaalne aktseptorsait ning tsukliini ja substraadi vaheline seondumine toetavad

0,4

Cks1 wt wt mut wt wt

2P-~N\

T5 |- —
T33-~r‘\

0,2

N

0

Multifosfortleerimise efektiivsus
Clb5/Clb5hpm
multifosfortleerimise efektiivsus
N

multifosforileerimist. (A) Kahe CDK fosfortleerimissaidiga SiC konstrukti fosfortileerimist uuritn vitro
ning fosforuleeritud vormid lahutati Phos-Tag SDSA®A meetodil. (B) Clb5-Cdkl kompleksi vdime
multifosforileerida aktseptorsaidina metsiktliipi3Tja +3 alaniiniga T33 saiti sisaldavat Skl konstrukti.
Kvantifitseeritud fosfovormide pdhjal arvutati midisforileerimise efektiivsus, jagades multifosfieeritud
vormi (2P) fosforlleeritud T5 ja 2P summaga. (C) detilpi ja hidrofoobse tasku mutantse CIb5
multifosforileerimise efektiivsuste suhe alajooges® samade substraatide puhul.

2.2.17Cks1 ja tsukliin-substraat seondumine vGimaldavad ptsessiivset

fosfortleerimist

Lisaks eelmistes peaktikkides uuritud faktoritel®dimaldaks Cdkl substraatide
multifosforileerimist ajaliselt eristada protsessdlt ja distributiivselt fosforiuleeritavate
substraatide olemasolu. Uurimaks, mil maaral jalistel mehhanismide vahendusel vdib
Cdkl substraatide multifosfortileerimine toimuda tpessiivselt, vaadeldi kinaasikatsetes
kahte fosfortleerimissaiti sisaldava konstrukti13i€-T5/T33 topeltfosforileeritud saaduse
teket erinevatel enstiimi kontsentratsioonidel rajggpunktidel (Joonis 14A). Kinaasikatsed
teostati madalal (alla 3% totaalsest) labireagedrisubstraadi hulgal, et minimaliseerida
multifosforileeritud vormide teket distributiivseVdi fosfokooperatiivsel mehhanismil.
Erinevalt distributiivsest vOi kooperatiivsest mahfsmist ei soltu protsessiivsel
fosforileerimisel ~ multifosforileeritud saaduste l@sd fosforuleeritud substraadi
kontsentratsioonist, kuna multifosfortleeritud vaintekivad seondumisel fosforileerimata

substraadiga.

CIb5 ja CIn2 puhul on multifosforileeritud vormiddeke erinevatel ensuumi
kontsentratsioonidel ja ajahetkedel vaga sarnaneetddu peab valdav osa
multifosforileeritud produktist olema tekkinud messiivsel mehhanismil (Joonis 14A, B,

C). CIb2-Cdkl kompleksiga labi viidud reaktsioorsden multifosforileeritud saadust
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varajastes ajapunktides minimaalselt ja selle sfktub |abi reageerinud substraadi hulgast,
seega ei fosforileeri Clb2-Cdk1 substraati €1 T5/T33 protsessiivselt (Joonis 14D).

A Clb5-
Clb5 CIn2 Clb2 Cks1mut Clb5hpm
Aeg(min):2 4 8 16 2 4 8 16 2 4 816 2 4 8 16 2 4 8 16
-~ - ~’
— -
pT5/pT33- o o Ve s G -
TS . — — -
p$33-«--= ~-! o Q..“‘“ y
B 05 C 05
- CIb5 _ ° CIn2
$ 803 o £ 0s o
23 01e' 8 016
g @ 0,1 g @ 0,1
0 0
1X(E] 2x[E] 4x(E] 8x[E] 1X[E] 2x(E] 4x(E] 8X[E]
05 05 06
3 .. Clb2 SR Clb5- 3 ,, ClbShpm _
38 . 88  Cksimut ., 882 o .
29 03 o4 28 03 o4 29 o4
$3 me £ 3 oy 235 03 o
é 8 0,2 o1e é’ & 0,2 e § 8 02 016
= ' = ' }
o ml] o —=] wmfd ] .
1x(E] 4x[E] 1X(E] 2X(E] 1x(E] 4X[E]

Joonis 14. CIb5-Cdkl ja CIn2-Cdkl, kuid mitte Clb2€dkl, fosforileerivad kahe optimaalse
fosforlileerimissaidiga substraati SicAC-T5/T33 semiprotsessiivselt(A) Kinaasireaktsioonid lahutati Phos-
Tag SDS-PAA geelelektroforeesil. Autoradiograafidielkahe optimaalse fosfortileerimissaidiga Sicl okt
SicIAC-T5/T33 fosforlleerimise ajaread erinevate enstimpteksidega. (B-F) Protsessiivsuse hindamiseks
arvutati multifosfortleeritud saaduse osa, misatBpT5/pT33 produkti osa pT5 ja pT5/pT33 summasind
kasutatud substraadi multifosforileerimine toimussTsdltuvalt, tekivad topeltfosfortileeritud sasstlisvaid
reaktsioonides, kus esmalt fosforiileeritakse T5. Kastav osa on ajapunktides ja erinevatel enstimi
kontsentratsioonidel mdétmisvea piires sama, siikah see, kui suur osa T5 fosforiileerimisreaktsamst laks
protsessiivselt edasi T33 fosforlleerimiseni.

Selgitamaks, mis mehhanism vdimaldab CIb5 ja Cln@mpeksidel protsessiivset
fosforileerimist, uuriti Cksl ja tsukliin-substraseondumise mdju vastavale protsessile.
Kuna mittefunktsionaalse Cksl korral kaob Clb5-Cdka@mpleksil vdime substraati
efektiivselt multifosfortileerida, on Cksl vajalikgbsessiivseks fosforileerimiseks (Joonis 14
A, E). Ka Clb5hpm puhul on topeltfosforileeritudadase osakaalul tugev sbéltuvus aja ja
enstumi kontsentratsiooniga ning vaatamata kimalétifosfortleeritud vormi kogunemisele
Cks1-soltuva fosfokooperatiivsuse tottu, fosforiite&se vahem kui 10% fosforuleeritud T5
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saitide puhul protsessiivselt edasi ka sait T32rf#0 14 A, F).Kuna CIb5 hiudrofoobse
seondumistasku muteerimise ainus teadaolev efekt Ry motiiviga seondumise
ndrgenemine, vOib jareldada, et antud Sicl konstpriotsessiivseks fosfortleerimiseks on
vaja nii Cksl kui ka tsukliin-substraat hidrofoabsegeraktsiooni. Vorreldes tsukliinidega
Cln2 ja CIb5 omab CIb2 vaid ndrka vdimet seondudaclS hudrofoobsete
seondumismotiividega (Joonis 6). Sekundaarse fokgferimise Cksl-séltuvus vihjab, et
parast esimese saidi fosforuleerimist peab foséeritud sait seonduma Cksl katioonsesse
taskusse. CIb5 ja CIn2 puhul vdib substraat saidirhisel aktiivtsentri ja Cks1 vahel olla
seotud tsikliini hidrofoobse taskuga, vdimaldadembes 25-40% substraatidest
fosforileerida protsessiivselt. Clb5hpm ja Clb2 yuki ole aga Umberhlppe toetamiseks
Uhtegi taiendavat komponenti ja fosforuleeritudstrdmat dissotsieerub suurema téenédosusega

ensuumkompleksi kiljest lahti.

Lisaks Sicl konstruktile vorreldi CIb5- ja Clb2-Cldkprotsessiivse multifosforileerimise
vOimet ka fusioloogilise substraadi Finl puhul. Fink Filaments In between Nucle) bn
kaaviniidistikku stabiliseeriv valk, mis seondubdakiniidistikuga anafaasis, kui Cdkl on
inaktiveeritud ja Finl defosforlleeritakse (Woodbya Morgan, 2007). Fosforuleerimise
puudumisel toimub seondumine enne anafaasi, katjestkromosoomide lahknemist. Clb5-
Cdk1 fosforuleerib Finl-te osalise protsessiivsas@gonis 15 A, B), tagades rakkudes Finl
kdrge fosforileerituse ka madala ensiumi aktiivsyseres vOi kdrge substraatide
kontsentratsiooni puhul. Sarnaselt Sicl konstrektidfosfortleerib Clb2-Cdkl ka Finl-te
oluliselt vaiksema protsessiivsusega kui Clb5-Cglidbnis 15A, C).

Clb5 Clb2 Clbs Clb2
[E]: 1x 0,4x0,1x 1x 0,4x 0,1x o 12 51 o 12 31
6P¢ IS 00,4 nM = 00,4 nM
E 08 ooinM o 08 00,1nM
F ——— GC)OS ' )
£o £ 06
T[ i o Qo4 © 04
So2 < 02
@ I]] I]] 0 i @ o b o o ae
1P[ - ! Wt 1P 2P 3P 4P 5P 6P 1P 2P 3P 4P 5P 6P

Joonis 15. Clb5-Cdk1 ja Clb2-Cdk1 substraatvalgu Fith fosfortleerimise protsessiivsuse vordlugA) Finl
fosforlileerimisreaktsioonid teostati kolmel enstikontsentratsioonil, fosfovormid lahutati Phos-T89S-
PAAG meetodil. (B, C) Autoradiograafidelt kvantisiéiesignaalid, mis on margitud autoradiograafi \ie,
ning arvutati erinevate signaalide suhteline os#®@dk1 (B) ja Clb2-Cdk1 (C) jaoks. Graafikutel deitud 1P-
6P on oletatavad fosfaatide arvud, mis pdhinevédlieel, et rohkem fosforileeritud vormid liiguvatdd®-Tag
SDS-PAA geelis aeglasemalt.
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Kokkuvote

Kaesoleva to0 pdhiliseks eesmargiks oli uuridag&siCdk1 fosforlleerimissaidi paiknemine
teiste fosforlleerimissaitide voi tsukliini seondamotiivide suhtes voib mojutada vastavat
fosforlleerimisreaktsiooni. Selleks analtusiti lkahsikliin-Cdk1-Cksl ensuimkompleksi
substraatide aratundmismehhansimi: tsukliin-substiateraktsiooni ja fosfoadaptorvalgu

Cks1 vahendatud seondumist.

In vitro Kkinaasireaktsioonidega naidati, et tsukliini seandumotiivide mdoju

fosforlleerimisele sdltub fosforileerimisjarjestuge seondumismotiivi paiknemisest. G1
tsukliini CIn2 spetsiifiline motiiv (LP motiiv) sthuleerib CIn2-Cdkl kompleksi sarnasel
maaral fosforlleerima saite seondumismotiivist NHi kui ka C-terminuse suunas, kuid ei
toeta fosforuleerimist saidi paiknedes seondumismatahetus |lAheduses. RxL motiiv aga
suunab S-faasi-spetsiifilise ClIb5-Cdkl kompleksféolleerima saite, mis asuvad motiivist
N-terminuse suunas. Suboptimaalse saidi fosforiahéee tstkliin-substraat seondumise

vahendusel toimus ka saidi optimaalsel paiknenviggh aeglaselt.

Suboptimaalsete saitide fosforlleerimisel on edtienédidatud fosfoadaptorvalgu Cksl
olulisust, kuid vaid tihe Cdk1 substraadi puhul. C&sondub fosfortleeritud treoniiniga, mis
sel juhul vdib toimida praimersaidina jargmistetisiai fosfortleerimisel. Kasutades 14 Cdkl
substraati leiti, et kdik uuritud kompleksid, niin2-, Clb3- kui ka mitootiline Clb2-Cdkl
omavad fusioloogilisi substraate, mille multifoditeerimist vastava enstimkompleksi poolt
tugevdab Cksl. Seega vOib Cksl-soltuv multifostetimine ollaS. cerevisiaeCdkl
substraatide regulatsioonil levinud mehhanism, ksl moju tugevus on erinevate
substraatide  puhul  varieeruv. Tulemuse  selgitamsisekuuriti ~ Cksl1-sdltuvat
multifosforileerimist kahe saidiga siUsteemis ningeitil et Cksl-vahendatud
multifosforleerimise efektiivsusel on tugev seawmimer- ja aktseptorsaidi omavahelise
paiknemisega. Cksl toetab multifosforileerimistuselaarse saidi paiknedes vahemalt 12
aminohappe kaugusel C-terminuse suunas. Cksl-sawntifosforileerimine toimub
efektiivselt vaid suhteliselt kitsas kahe saidi eligte kauguste vahemikus, kusjuures vastav
kaugus sOltub nii praimersaidi Cksl sidumise afigest, aktseptorsaidist kui ka tsukliin-
substraat seondumisest. Cksl-vahendatud fosfoniliser soltuvus saitide omavahelisest
paiknemisest leidis kinnitust ka kahe metsiktutpikC substraadi fosforileerimise mass-
spektromeetrilisel analtisimisel. Lisaks leititgikliin-substraat ja Cks1-s6ltuv seondumine
vOimaldavad CIn2- ja CIb5-Cdkl kompleksidel Siclng&wukti fosforlleerida osalise

protsessiivsusega.
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Cksl-vahendatud fosforileerimist ja tsiukliin-suéatr seondumist arvestades mojutavad
Cdkl substraatide fosforileerimise dinaamikat $isaptimaalsete ja suboptimaalsete
fosforlleerimissaitide arvule ka nende paikneminé tksteise kui ka tsukliini

seondumismotiivide suhtes.
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The positioning of phosphorylation sites affects

multiphosphorylation of Cdkl1 substrates
Mihkel Ord

Summary

Cyclin-dependent kinases (CDK-s) are the centigliletors of the eukaryotic cell cycle. For
the cell cycle to function properly, CDK-s must gpborylate specific proteins with precise
timing. To understand the dynamics of CDK-dependambsphorylation, CDK substrate
recognition mechanisms have to be studied. In thegmt study we investigated two different
Cdk1l complex substrate recognition mechanismscyfedin-dependent docking and Cks1-
mediated docking. It was shown that the strengtphafsphorylation stimulation by cyclin-
dependent docking depends on the positioning ofptiesphorylation site relative to cyclin
docking motifs. S-phase complex CIb5-Cdkl phosplateg the sites that are N-terminal
from the docking site containing the RxL motif. @me other hand, the G1l-cyclin CIn2-
specific LP motif enchances CIn2-Cdkl-dependentsphorylation in both N- and C-
terminal direction. In order to evaluate the impade of Cksl in phosphorylation of Cdkl
targets, the multisite phosphorylation patternsl4fCdkl substrates were analyzed. Cksl-
dependent multiphosphorylation is potentially a egidread mechanism, because all tested
complexes, CIn2-, CIb3- and Clb2-Cdkl had targetickv were multiphosphorylated more
efficiently in the precence of Cksl. To investigdtee mechanism of Cksl-dependent
phosphorylation, a set of constructs with two plhasplation sites was used. The efficiency
of Cksl-mediated phosphorylation was shown to destrongly on the relative positioning
of phosphorylation sites. For efficient Cks1-departdohosphorylation the secondary site had
to be positioned at least 12 amino acids C-termioflthe primary site. However
phosphorylation rate of the secondary site dectees@dly, when the site was positioned C-
terminally further from the primary site. The diste of effective Cksl-dependent
phosphorylation depends on the affinity of the @iynsite towards Cksl, on the specificity of
secondary site towards Cdk1 acitive site and orptstion of the cyclin docking sites. The
CIn2- and CIb5-Cdk1 complexes, but not Clb2-Cdké&revable to multiphosphorylate a Sicl
construct in a semiprocessive manner, which wasidoio depend on Cksl and cyclin-
dependent docking. Taking together, in case of bbttne two studied substrate recognition
mechanisms, the relative positioning of phosphadigtasites affects the kinetics of Cdk1-

dependent multisite phosphorylation.
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Lisad

Lisa 1. Substraadid, mille multifosfortleerimist vGks ennustuse jargi mojutada
Cksl

S. cerevisiae valgud, mis sisaldavad motiivi TPX[KR]X{8,28}[ST]Pvdi maotiivi
[FILPVWY]XTPX[KR]X{8,48}[{ST]P, kus X tahistab suvast aminohapet, [ ] Ghte sulgudes
loetletud aminohapetest, {n,m}n kuni m vastavat rashapet, ning mis on kirjeldatud kui
Cdk1 substraadid Ubersax jt poolt (Ubersax jt, 3003

Valgu nimi

ACE2 DNA2 | KIP3 PLM2 | SPO11 YORO66W
ACF4 ELM1 | LRE1 RAD9 | SRC1 YOR315W
ASE1l EXO84 | LTE1l RGAl1| SRL3 YOX1

ASH1 FAR1 LUV1 | RLF2 | STB1

BEM1 FIR1 MCM3 | RTS1 | SWE1

BUD4 FMT1 | MOB1 | SAC7 | WHI5

CAF120 | FUS1 NDD1 | SFI1 YBR138C

CDC5 HCM1 | NET1 | SIC1 YGL235W

CDH1 KAR3 | ORC2 | SIR4 YHR149C

CNN1 KEL1 ORC6 | SLD2 | YHR159W

DAL81 | KEL2 PHD1 | SLK19| YJLO84C
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Lisa 2. Koostatud kasikiri, mis sisaldab kdesoleva®os saadud tulemusi

Multisite phosphorylation networks

as signal processors for Cdk1

Mardo Kdivomégt, Anna lofik', Mihkel Ord", Ervin Valk!, Rainis Vent} llona Faustova
Rait Kivi', Eva Rose M. Baldy Seth M. Rubif, and Mart Loog

Ynstitute of Technology, University of Tartu, Estan
Department of Molecular, Cell, and Developmentall&jy,
University of California, Santa Cruz

®Department of Chemistry and Biochemistdpijversity of California, Santa Cruz

Abstract

The quantitative model for cyclin-dependent kingGBK) control of the cell cycle states that
different CDK activity thresholds control the ordard timing of cell cycle events. However,
it is not understood how a single protein kinase t@gger hundreds of switches in a
sufficiently time-resolved fashion. We show thae thutput signal of cyclin-Cdk1-Cks1-

dependent phosphorylation of multisite targets emtlled by key set of parameters
including distances between phosphorylation sites,distribution of serines and threonines
as phospho-acceptors, the positioning of cyclinkdar motifs, processivity factors, and the
number of sites in the network. We propose thatatian of these parameters within the
networks of multiple phosphorylation sites in diffat targets provides a wide range of
possibilities for the differential amplification af Cdk1 input signal, providing a mechanism
to generate a wide range of well-defined threshimldke cell cycle.
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Introduction

Cyclin-dependent kinases (CDKs) are the masterlagms of the eukaryotic cell division
cycle. Together with a set of periodically exprekssgclin subunits they form a central control
unit responsible for the cell cycle clock CDKs catalyze an ordered phosphorylation of
hundreds of targets that trigger a sequence ofdawatied molecular events that drive the cell
through the stages of cell divisidi. Several individual CDK-driven switches have been
identified ®, but our understanding of CDK function as a geneoardinator of the entire
process of cell division is not clear.

The existing model states that as levels of CDHKvagtrise during the cell cycle,
specific molecular events are executed at each sérs of activity threshold$™. This
model requires that substrates are phosphorylaittdamvide range of efficiencies, such that
very good substrates are phosphorylated early,lavaCDK activity threshold, while poor
substrates are phosphorylated only when much hiGbd¢ activity is achieved, later in the
cell cycle. CDK targets contain both optimal corsenphosphorylation motifs (S/T-P-x-K/R)
12,13 and suboptimal consensus sites (S/T-P) that asepplorylated much less efficientl§y
4" Therefore, a mechanism in which optimal motife ased for the ‘early’ switches and
suboptimal motifs for the ‘later’ switches is con@ble, but it would require a very wide
range of CDK activity, providing both a low and hidghreshold. However, total cyclin
accumulation is not more than 2-3 times higher itosis compared with S phase in budding
yeast'®. Furthermore, cells can be arrested before miteiisa CDK inhibitor concentration
that is only a fraction of the estimated peak eytdivels in mitosi§' *° In budding yeast, the
estimated peak nuclear concentration of mitoticliogcis about 2-3 pM™ " while the
inhibitor concentration required for G2/M arres680 nM*®. Similarly, in fission yeast, the
CDK inhibitor concentration required for arrest@® was 300 nM. Thus, only a relatively
small increase in CDK levels must be able to tnigdjecrete temporally resolved events. In
addition, if the system relied entirely on the idistion between optimal and suboptimal
consensus motifs, there could be, in principle,yotwo robustly resolved thresholds.
However, several studies have shown that evenmitt@ narrow window of time at the onset
of mitosis there is a finely resolved order of dite events that are triggered in response to
different levels of accumulating mitotic cyclif§?>. How do relatively small changes in total
CDK levels provide temporally resolved triggeringlrese events?

Cyclin specificity in substrate recognition has \pded some insight into the
mechanism by which CDKs coordinate cell cycle eséhf>. In budding yeast, the intrinsic
activities of different cyclin-Cdkl complexes inase during the cycle, and the low activity
of early complexes is compensated by cyclin-dependecking sites* ?° This setup helps
to enhance the abrupt phosphorylation of selechely eargets in late G1 and early S phases
without interference from later targets (due toirttimegher Ky values with the early cyclin-
Cdk1 complexes). Although this specificity allowarlg cyclins to efficiently target early
targets, they cannot drive the later stages otéfiecycle in budding yea$f. This difference
in cyclin specificities provides a coarse mechartigrseparate early and late events but it still
fails to explain how relatively small changes inkKCBctivity can trigger the ordered sequence
of discrete events observed on a finer time scale.

The complexity of CDK function is further increadeyglthe multisite nature of most of
its targets. The input CDK signal is often proceds$eough several phosphorylation steps to
yield a multi-phosphorylated output state of theyea®®>2 Recently, we demonstrated that a
network of phosphorylation sites in a budding ye2gkl target, Sicl, is phosphorylated in
semi-processive cascades. This processivity isrdated by a phospho-adaptor subunit of
the cyclin-Cdk1 complex, Cks1, together with cydimbstrate docking sitéa The output of
the cascade is the phosphorylation of two diphodpbmns that direct Sicl to degradation
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via the SCF-proteasome pathwdy ** The degron phosphorylation sites are not specific
enough to be efficiently phosphorylated by Cdkledily, because they contain suboptimal
sets of recognition elements. Instead, the subapiilegron sites become phosphorylated due
to docking-dependent amplification of Cdkl spedificvia sequential steps of priming
phosphorylations. Once the Sicl molecule has aclaietu several phosphates, the CDK
complex binds to these phosphates via Cksl, armklg at high local concentration with
respect to the suboptimal sites, allowing subogtsitas to be efficiently phosphorylated.

These semi-processive cascades, whose net phokgitooryoutput does not depend
solely on the consensus motifs of the criticalssitaut also on other parameters, lead us to a
hypothesis that may provide a solution to the mersia problems of the threshold model
described above. According to our hypothesis, fusitions and the distances of
phosphorylation sites and cyclin-dependent dockites within these clusters encode signal
processors that govern the net phosphorylationthataigh the cascades and allow a large
dynamic range in the possible input-output relaiop — thereby generating thresholds for
phosphorylation of functional sites at any CDK vwit§i level. Variation of these parameters
provides a wide range of possibilities for the elifintial amplification of outputs in response
to moderate changes of CDK input strengths.

The central element defining the output signalrgitie of these multisite processor
systems is the phospho-adaptor Cksl. Cksl wasdissbvered irS. pombeas a high-copy
suppressor of a defective Cdk1 mutiht In budding yeast, Cks1 is essential for bothS51/
and G2/M transitions® 3" and associates with cyclin-Cdkl complexes at close
stoichiometric ratiosin vivo *%. An in vitro study with the Xenopusversion of Cksl
demonstrated its possible role in promoting the tisité phosphorylation of the CDK
regulators Weel, Myt1, and Cdc25, as well as th€ AP*® while in budding yeast the G1-
specific complex CIn1,2-Cdk1 requires the Cks1 sittfor activity **. However, the function
of Cksl as a phospho-adaptor protein in the meshawif CDK-driven switches has been
largely overlooked. Also, recent large-scale protigoscreens have identified hundreds of
CDK targets® * but these studies have not touched on the levelooiplexity that the
multisite nature of these targets may presenti®miechanism of CDK signal processing.

In the present study we analyzed the biochemicameters that control Cdkl signal
flux through multisite phosphorylation networks. \@eplored how different combinations of
these parameters influence the net output of tipeaki and we analyzed the mechanism of
Cksl-dependent multiphosphorylation cascades and pocessivity can be used for
differential amplification of output signals. Basemh these data, we propose a new
mechanism that provides a solution to the questibrhow accumulating CDK activity
triggers the correct timing and sequence of callegvents.

Results

Phosphorylation of multisite targets by Cdkl showdlifferent levels of Cksl-dependent
processivity. Because nearly all known Cdk1 targets containipialphosphorylation sites, it
was of interest to obtain an overview of the rgmtimportance of Cksl in promoting
processive phosphorylation cascades in differemgeta. We analyzed the multisite
phosphorylation dynamics of a set of Cdkl target€dk1l phosphorylation assays involving
either the wild type Cksl or a version of Cksl wahmutated phosphate-binding pocket
(CksImui) % *2 The autoradiographs of the phosphorylation pastepresented in Figure 1a,
reveal that there are wide variations in Cks1l ddpaoe among the targets. In some cases, the
abrupt appearance of multi-phosphorylated pattesrisighly dependent on Cksl. In other
cases, phosphorylation is not affected by Cksl.oAldhere are targets that display
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intermediate effects, suggesting that only a sub$edites is enhanced by Cksl. We also
found that different cyclin-Cdkl complexes exhildifferent rates of Cksl-dependent
hyperphosphorylation: for example, compare phosphton of the G1 transcriptional
regulator Whi5 by G1-specific CIn2-Cdkl and M-phasgecific Clb2-Cdkl complexes.
However, Cksl dependence seems to be a generaam&chthroughout the cell cycle. Note
that in control experiments, Cksl had little effext the phosphorylation of a substrate
containing a single Cdk1 site (T5-Si(Q; Fig. 1b).

The differences among the targets indicate thatnthitisite networks may have
functionally different patterns. What are the pastars that determine Cdkl processivity
through the networks? We aimed to study these peteamusing the Cdk1l target Sicl as a
model system. The specificity of cyclin-Cdk1 conxas is controlled at three different levels:
first, by the active site specificity of Cdkl, sado by cyclin-specific docking interactions,
and third, by the specificity of Cksl (Fig. 1c).ikt a non-inhibitory form of Sicl (Si&KC)
we designed several sets of combinatorial mutanssudy how these three factors control the
Cdk1-dependent phosphorylation of multisite network

The phospho-binding pocket of Cks1 binds phospho-teonines but not phospho-serines.
One source of variation among the targets of Cdiglsgnted in Figure 1 is the ratio of
threonines to serines as phospho-acceptor resithiegestingly, we noticed that three of the
targets that do not display Cksl dependence (B&iX?, and Yprl74) had only serine
residues within optimal consensus motifs (S-P-x)K/Fherefore, we questioned if Cksl is
able to dock via both pSer and pThr residues, athdr it prefers one over the other. Of the
nine CDK consensus motifs in Sicl, five are Thr &t are Ser residues (Fig. 2a). The N-
terminal residues T2, T5, and T33 were shown preshoto serve as phospho-docking sites
for Cks1, thereby promoting fast phosphorylatiorthef C-terminal phospho-degrofts To
test if Ser residues are equally able to mediat€l&lependent phosphorylation, we replaced
the threonine residues in the CDK consensus sit8gct with serine residues. Strikingly, the
abrupt accumulation of multiply phosphorylated seeavas severely suppressed (Fig. 2b).
The effect was as strong as that of the @ks#tlpresented in Figure 1a, indicating that the
entire phospho-binding capacity of Cksl was loste effect was entirely due to Cksl
specificity because the Cksl-independent phospaiioyl sites in the all-serine mutant was
not affected (Supplementary Fig. 1a,b).

To directly confirm the inability of a serine toime a single Cksl-dependent
phosphorylation step we constructed a version ofiSf containing only two sites: the
optimal Cdk1l target T33 (or S33) served as a pnsite and a suboptimal site T48, with
very weak direct specificity towards Cdk served as a secondary site. Indeed, the threonine
was required for the accumulation of the doublygpimrylated species (Fig. 2c¢).

Cells overexpressing the all-Ser form of Sicl asgable, unlike cells overexpressing
wild-type Sicl (Fig. 2d). This result indicatestti@kl is not able to phosphorylate Sicl-Ser
to a sufficient level to cause its proper degramhatlt is most likely that inviability is caused
by weak binding of pSer sites to Cksl because rar p8rsus pThr specificity has been
observed for SCF-Cdc4 phospho-degréhsdditionally, a single serine substitution in the
crucial priming site at position 33 caused a phittas of viability (Fig. 2d). Thus, it is
possible to disrupt the docking connections of @lksl-dependent cascade by replacing
threonine residues in CDK sites with serine ressduEhe resulting construct follows a
distributive phosphorylation mode (Fig. 2b) in whiphosphorylation of one site is not
dependent on previous phosphorylation of the oflneflact, such a distributive mode was the
basis of an earlier model of Sicl phosphorylafigrand these results provide an additional
argument supporting the processive Cks1-dependsotde modéP.
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To measure the direct binding affinity between pi@sphorylated sites of Sicl and
Cksl we used an isothermal calorimetry (ITC) assdl purified proteins. We produced
stoichiometrically phosphorylated versions of 3i€lcontaining single phosphorylation sites.
The data obtained further confirmed the exclusivefgvence of pThr over pSer in Cksl
binding (Fig. 2e, Supplementary Table 1).

Finally, we demonstrated the requirement for thre®rmas the crucial priming residue
by directly following the appearance of multi-phbepylated forms of Sicin vivo. The
replacement of the threonine at the crucial N-taahpriming site T5 resulted in a severe
reduction in the multi-phosphorylated forms of artifigial Sicl substrate construct
containing five evenly-paced serine consensus mdiwnstream of the priming site (Fig.
2f).

We also performed a set of positional variationsritgoducing basic and hydrophobic
residues around the T33 site. We found that anaiesidue at position -2 relative to pThr
enhanced the interaction of the phospho-epitople Gkis1 (Table 1, Supplementary Fig. 1c,d;
see also cosubmitted pafr

Cksl1-dependent phosphorylation depends on a wellfieed distance between the
priming site and a C-terminal secondary site

The second parameter that is likely to control aigtux through multisite cascades is the
distance and relative positioning between the prgnphosphorylation site and the secondary
phosphorylation site. To analyze the impact of fasameter on the rate of Cksl-dependent
phosphorylation steps, we created a series ofASlddased substrate constructs containing
two phosphorylation sites at different distancesmfreach other. Due to its intrinsically
disordered naturé’ *° the Sicl polypeptide is an excellent system talystsuch distance
requirements. By varying the distance between W@ phosphorylation sites in the Sicl
constructs we aimed to measure the optimal disgahetween the sites in terms of the

number of amino acids in the polypeptide chain.

We constructed a series of Sicl proteins carryivg dite T33, which contains the
optimal CDK consensus motif (TJK), as the primary phosphorylation site. The seconda
site was a short sequence bearing a suboptimal @D#f (TPQA), which was placed at
various distances from T33 (see Supplementary Misthior details). The priming site T33
was efficiently phosphorylated by cyclin-Cdk1l coew#s, while the suboptimal motif used in
the secondary site was not phosphorylated in thask assay conditions used (data not
shown). Therefore, when doubly-phosphorylated gseuwiere detected, the sequence of the
two-step cascade was always primary phosphorylabbnT33 first, followed by the
phosphorylation of the secondary site (Fig. 3a).

A striking distance dependence in the rates of &legiendent secondary steps was
observed (Fig. 3b). Furthermore, a surprisinglysitiange in rates was observed in the step
from 10 to 12 amino acids from the T33 priming sétalistance of 10 amino acids yielded no
secondary phosphorylation, while a distance of Ifina acids showed very rapid
accumulation of the doubly phosphorylated form.sTdhiastic distance cut-off was similar for
all three cyclin-Cdk1l complexes tested (Fig. 3chajicating that the Cks1-Cdkl module has
a similar architecture and functional capabilitattiloes not depend on cyclin specificity. In
all three enzyme complexes tested, a sharp peak @l12-16 amino acids in the secondary
rates was followed by rapid decline around theadis¢é of 20-30 amino acids downstream
from the priming site.
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A surprising feature of the Cksl-dependent secgngtep was that the docking-
dependent cascade operates exclusively in the @l-tlirection (Fig. 3c-e). We did not
observe any docking-enhanced secondary phosphorylaven when the priming site T33
was moved further downstream, yielding distancestof -60 and -80 amino acids (Fig. 3c-
e).

Interestingly, the relatively sharp distance optimwas broadened when the Cksl
specificity was improved by introducing a proliresidue at position -2 from the T33 priming
site. This suggests that the negative effect of/edmptimal distances can be compensated by
stabilizing the enzyme substrate complex via imptbhinding of the phosphorylated site to
Cksl. The improved Cksl specificity, however, dmt improve activity with a distance
shorter than the 10 amino acid minimal cut-off. Aideally, it is possible to increase the
effective distance window for secondary phosphaigfaby introducing the optimal CDK
consensus site in the secondary site (Supplemehktgry2b-d). Also, we confirmed that the
distance relationship was not specific for the ipalar sequence context downstream from
the site T33. For this we created a control setimilar constructs with the priming site T5
bearing an optimal motif FTFPR (Supplementary Fig. 2a).

To test if the distances between sites are alsoritapt for multisite phosphorylation
in vivo, we varied the positions of phosphorylation sitesa non-destructible version of
SicIAC and analyzed phosphorylation by western blottaggin the experiment presented in
Figure 2f. We made one artificial substrate wittplosphorylation sites in their original
positions, but lacking the intermediate sites TB8 @45 to remove the possibility for Cks1-
dependent docking. This substrate was compareattmstruct that was identical, except that
three serine Cdkl sites were repositioned to baarhéo acids apart, as indicated in the
scheme in Figure 3f (d16-SiaC). These constructs contain a single optimal prgsite T5,
while the other sites were serine-based suboptsies. The first construct, which has sites
either amino-terminal of T5 or greater than 64 amacids downstream, showed almost no
change in phosphorylation profiles after entry iStphase. In contrast, the construct with the
sites repositioned at accessible distances froni 3hgriming site displayed mobility shifts of
singly- and doubly-phosphorylated species. Thesphorylation pattern of the construct with
repositioned sites fits well within the distanctat®nship observed in the case of the optimal
priming site containing a proline in position -AgF3c-e, Supplementary Fig. 2a). The sites at
distances of +16 and +32 are within the range tdtively fast rates while the longer
distances apparently fail to gain any enhancement Cks1-dependent docking.

These experiments reveal a strikingly sharp minidisiance cut-off and strict N-to-
C-directionality bothin vitro andin vivo. From this we can conclude that the underlying
mechanism involves simultaneous binding of the phosylated priming site to the Cksl
pocket and the secondary site to the active sitkgimf Cdkl (Fig. 39).

Distances between phosphorylation sites are crititdor Cdk1 biological function. To
further confirm that the distances between sitesoéa biological information in multisite
phosphorylation networks, we performed a seriegatfility assays as described in Figure 2d.
To increase the sensitivity of the critical distan@ariations we used a version of Sicl with a
minimally viable set of 5 phosphorylation sitesg(H). Surprisingly, moving the priming site
T33 in these constructs by only 2 amino acids epstr or downstream caused inviability.
Apparently, in these constructs a docking distatheg perfectly fits the optimum of 12-16
amino acids (Fig. 3c-e) is required for efficienhogphorylation of both sites of the
diphosphodegron (T45 and T48). One of the accegites of the diphosphodegron is a ‘non-
CDK’ consensus site (T48) whose phosphorylationldcdae even more sensitive to the
docking distance compared with the consensus sftés.also moved the position of the
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diphosphodegron T45/T48 by 10 amino acids in ai@ersf Sicl containing all physiological
sites. Similarly, this moderate shift of the pasiticaused a severe reduction of viability.
These data indicate that site positioning in mibitisetworks in Cdk1 targets is not random,
but involves critical distances between primer aecdeptor sites that must fit the distance
between Cks1 phosphate binding pockets and theeagite of Cdk1.

Docking to B-type cyclin positions phosphorylationat a specific C-to-N distance Next
we studied the effect of altering the distance lobgphorylation sites from cyclin-specific
docking sites. In the model substrate Sicl theeehao Clb5-specific docking sites (RX)
23, 4752 and a single CIn2-specific docking motif (LLEP)*® We analyzed constructs
containing only one of the RXL motifs and the LLR#®tif (Fig. 5a). The position of an
optimal CDK consensus motif based on site T5 waedaver a wide range in both C- and
N-terminal directions. We tested phosphorylationttedse constructs with wild-type Clb5-
Cdk1 or CIb2-Cdk1, as well as with kinase compleixeshich the cyclin carried a mutation
in the hydrophobic patch docking site (hpth¥? In Figure 5b and c the distance profiles are
plotted as ratios of the phosphorylation rates iobth with wild-type and hpm kinase
complexes. For CIb5, a striking increase of doclenpanced phosphorylation rate was
observed when the phosphoacceptor site was 16-2@aids N-terminal from the RXL
motif. No strong potentiation was observed whenpthespho-acceptor site was C-terminal to
the RXL (Fig. 5b, e). For Clb2, only a small incsean activity was observed at the same
distance. These data are consistent with our pusviesults that Clb2 has much weaker
hydrophobic patch specificity towards its subssatempared with CIb%’,

ClIn2-dependent docking can potentiate phosphoryladin of sites both N- and C-terminal
from the docking site.In Figure 5d the specificity profile is plottedrfthe Cln2-Cdk1-Cksl
complex in the absence and in the presence of geimor peptide containing the Cln2-
specific LLPP docking site. A gradual increase otking-dependent enhancement of the
phosphorylation of N-terminally located sites wédrserved, as well as, quite surprisingly, a
large potentiation towards a distant C-terminad.slthese data suggest that the LLPP binding
site, whose location in CIn2 is not known, is lesectionally constrained than the Cksl
phospho-docking or hydrophobic patch/RXL dockinggiactions (Fig. 3e, Fig. 5d,e).

Suboptimal sites are not phosphorylated in the absee of priming phosphorylation and
Cksl-dependent docking. We also tested the ability of cyclin docking magisms to
promote phosphorylation of a suboptimal Cdk sitdnew/ the optimal CDK consensus motif
was replaced with a suboptimal motif, the potemratof phosphorylation due to cyclin
docking was lost, as illustrated for a construdthwi4 amino acid distance from the RXL
motif, chosen from the set of constructs used ipeexnents presented in Figure 5b-d (Fig.
5f). Since suboptimal sites were efficiently phasptated in the experiments addressing
Cksl-dependent docking (in which the cyclin dockigtifs were not mutated, Fig. 3), we
also analyzed cyclin docking effects for three afigint optimal Cksl1-distance mutants from
the set of constructs analysed in Figure 3b-ehéncase of Clb5-Cdk1, the hydrophobic patch
stimulated Cksl1-dependent phosphorylation (Fig. Bg¥lightly lesser effect was observed
with CIn2-Cdk1l and the competitor peptide. Howevuer,the case of Clb2-Cdkl, cyclin
docking had almost no effect. These data suggestbbth Cksl-dependent docking via a
priming phosphorylation site and cyclin-dependemtking are required for phosphorylation
of suboptimal CDK sites by earlier cyclin-Cdkl cdexes (Fig. 5h, see also Supplementary
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Fig. 2b and 3). The mitotic complex Clb2-Cdk1l cdmogphorylate suboptimal sites with the
help of Cks1 alone, presumably due to its highginisic activity.

The net output rate of the multi-phosphorylation cacade depends on its degree of
processivity. Our observations suggest that abrupt multisite phoylation of many Cdk1
substrates depends on multiple interactions betwleeisubstrate and kinase. It is likely that
these interactions enable the processive or semgepsive attachment of multiple phosphates
during a single substrate-binding event (Fig. 6a).

In the case of Cksl-dependent multisite cascalders &re two mechanisms by which
the processive step could take place. The firstham@iem allows that the phosphorylated
priming site withdraws from the active site of Cdkiid subsequently reassociates with the
phosphate-binding pocket of Cksl without dissocratirom the enzyme (Fig. 6b). Support
from cyclin docking sites would be required to ntain the complex during such a
displacement. To explore the existence of such ehamsm we used two SiaC-based
constructs, containing pairs of physiological phasplation sites (T5/T33 or T33/T45) (Fig.
6c, d). We performed kinase assays in which we aredsthe accumulation of singly and
doubly phosphorylated forms, which were resolveBhos-Tag gels. The enzyme was used at
two-fold different concentrations at subnanomolange. We did not see any significant
change in the ratios of doubly and singly phospladegl species, arguing that the reactions
were independent of enzyme concentration and thacepsive (see Fig. 6a). Interestingly, we
observed a considerable degree of processivitigdtr substrate constructs when either Clb5-
or CIn2-Cdk1 was used. The processivity factorgesgthat after the phosphorylation of the
first site there is about a 30-40 % chance to hddsecondary phosphate without dissociation.
Intriguingly, in the case of the hpm version of Elthe secondary phosphate was almost
undetectable. Thus, support from the cyclin docksitg is necessary for processivity, as
depicted in Figure 6b. Furthermore, while Cin2-Cdkibwed only a slightly lower level of
processivity compared with CIb5-Cdk1, the mitotitbZZCdk1l complex showed almost no
processivity. This finding correlates with the fétat the hydrophobic patch of Clb2 is unable
to strongly potentiate phosphorylation (Fig. 5bhu$, the earlier cyclin complexes show
higher processivity because they can use cyclikidgcsites.

The second possible mechanism for Cksl-dependecesgsivity is the sequential
addition of phosphates without dissociation of pinened phosphate from Cksl1 pocket (Fig.
6e). To analyze this mechanism we used a subsiwatdruct containing T33 as a priming site
and a triple-serine cluster S69/S76/S80 as secpisitas. These experiments showed that this
type of processivity exists as well. The procesgifactors at subsequent steps showed a 20-
30% probability to continue with the next phosphatipn step without dissociation (Fig. 6f).

Thus, the degree of processivity may be an addititactor that can differentiate the
output signals of networks in different Cdkl suatds. We tested this possibility on two
additional physiological targets: Whi5 and Finl.r@esults (Supplementary Fig. 4) suggest
that various multisite phosphorylation networks gaovide different degrees of processivity
for each cyclin-Cdk complex, illustrating the pdiah for broad dynamic range in the
processing of Cdkl signals by different substrates.

Discussion

In this study we analyzed parameters that contmlphosphorylation of multisite targets of
Cdkl. We propose that the overall spatial patterrthe multisite cluster, the distances
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between the sites, the direction of docking corioest the composition of the network with
respect to serine versus threonine residues, Chs&phoepitope specificity, and the
processivity at each step determine the abilityCdkl to produce the multiphosphorylated
output form of its targets. This model changesptevailing understanding that the strength
of a response to a Cdkl signal is defined simplythy specificity of phosphorylation
consensus motifs (and cyclin-specific docking cossse motifs).

The network parameters together form a pattern @vde that is read by the cyclin-
Cdk1-Cks1 complex. The fixed architecture of thelicyCdk1-Cks1 complex defines the rate
and processivity of each step. The model in Figlaeconstructed from crystal structures of
domains in complex with substrate peptides, shdwspbsitioning of the three key substrate
pockets in the complex. In addition, the directidgaequirements observed for the Cks and
hydrophobic path-docking enhancement are consistghtthe directionality of the peptides
in the crystal structures. As shown, one can madintinuous polypeptide chain that has an
N-terminal Cks-docking phosphate, a middle phosyatoaeptor site, and a C-terminal RXLxF
cyclin-docking sequence. Assuming a substraniextended conformation, the minimum
sequence lengths between these elements roughfgspond to the minimum distance
requirements found in our kinetics experiments.

One way these phosphorylation cascades can psogseslong an intrinsically
disordered peptide stretch. The cascade startpeatifis N-terminal priming site(s) and
proceeds, in a Cksl-dependent manner and withfh@ip cyclin docking sites, towards C-
terminal output sites (e.g. diphosphodegrons) (Fig.top). Interestingly, we have observed
that in several cases (Sicl, Farl, and Cdc6; datashown), one of the sites in the
diphosphodegrons is a suboptimal CDK site. Thisisgirevents short-circuiting of the
cascade and ensures that the signal flux is ddetttough the network. This enables the
overall signal flux and the timing of the switchtesbe controlled because different networks
present different resistance to the signal curfesing an electronic circuit analogy). On the
other hand, when the distances are too short otaiog, or alternatively, if there are only
serines in the phosphorylation sites, then the ot\was no connections (Fig. 7b, bottom). In
this case, the multisite output state is achieviadindependent phosphorylation eventge
note that such networks of sites could also existgiobular protein, with analogous
connections drawn between the disordered loopsacong the phosphorylation sites. In
multidimensional space, it is conceivable that etbsircles, in which docking sites become
docking-dependent sites, and sites with branchamgections could exist.

In a simplified cell cycle model with rising CDK tadty, the window on the
specificity scale that could provide thresholds femporal resolution of switches falls
between the specificity for optimal and suboptimsiéés. Within this window the specificity
can be varied by changing the distances, Cks1fspscor other network parameters. While
the bulk phosphorylation of optimal sites in théwagks, and substrates having only optimal
sites, takes place roughly at the same time earlghe cell cycle, the substrates with
connected networks containing the steps with Imgitirates (e.g. steps between sites
connected by longer than optimal distance, butrsiving a docking-potentiated effect) must
have a delayed accumulation rate of the multi-phospated output forms. The limiting
steps in these targets link the timing of the @sitle switch to a certain Cdkl activity
threshold. As demonstrated by us recently, thelmaiing Cks1-dependent phosphorylation
gsteps in Sicl determine the timing and the cyclitkCactivity threshold of the G1/S switch

Finally, there is also a possibility that depHuomylation specificity contributes to the
timing of CDK-dependent phosphorylation, with earlitargets being more resistant to
phosphatases. Gradually changing phosphatase isfigdifas been shown to play role in
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ordered dephosphorylation of Cdkl targets in natetit by Cdc14>. However, it is not
clear if the same is true for phosphatases coutirgathe rising Cdk1 activity before mitotic
exit. Instead, a phosphatase was shown to havédytsghcific interaction with a mammalian
early CDK target, the pRb protefi. Indeed, different phosphatase specificity at estefp
would further increase the possible complexityhaf hetworks.

Similar principles of stepwise modulation of themut signal of Cdkl targets can be
extended to other kinases that use phosphorylatkdsifes as priming sites (e.g. GSK, Cdc7
and Cdc5), as demonstrated recerfly®’ Future studies of the mechanisms of Cdk1-
dependent multisite processor systems will hopgfulhcover the intricate complexity of
Cdk1 switches and will finally provide a full undéanding of the general mechanism of the
Cdk-controlled cell cycle clock.
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Figure 1. Cksl-dependent multisite phosphorylation of Cdkbedts. (a) Demonstration of
Cksl-dependent accumulation of multi-phosphorylébechs in selected targets of Cdkl. The
kinase assays were performed using purified Cl@b5-, and Clb2-Cdkl complexes, which
were preincubated with either wild-type Cksl or ©kat The radioactively labeled multi-
phosphorylated forms were separated using PhosSeg) PAGE. The number of optimal
and suboptimal consensus motifs, together withracation if the sites have Ser or Thr
residue as the phospho-acceptor, are provided bt#lewpanels; (b) Phosphorylation of a
substrate construct containing a single CDK conseqhosphorylation site (T5-SC) is
not influenced by Cks1-dependent phospho-dockimglifonally, the phosphorylation assays
using a standard substrate histone H1 are showmA &hematic diagram indicating three
pockets in cyclin-Cdk1-Cksl complex whose locaé-sipecificity and positioning geometry
could potentially control the phosphorylation dynesrof multisite targets.
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Figure 2. Exclusive preference of threonine over serine re=sdas the priming sites for
Cksl-dependent docking and phosphorylation stef)sA (diagram indicating the Thr-to-Ser
substitutions made in Sicl for the experimentsangbs ‘b’ and ‘d’; (b) The kinase assay
demonstrating the loss of abrupt multisite phospllation caused by Thr-to-Ser substitution
of the Cdkl1 phosphorylation sites in Sk, (c) The kinase assays demonstrating the Thr-to-
Ser substitution effect at position T33 of T33/TAB1AC on the accumulation rate of doubly
phosphorylated forms; (d) Full-length Sicl versioveye overexpressed under the galactose
promoter to assay the ability of cells to degradd ;Se) Representative ITC experiment to
analyze the binding of pT33-SitC and pS33-SicAC to Cksl. No binding signal was
detected in the case of pS33-3i€, (f) Thein vivo demonstration of the requirement of Thr
as a priming site of multiphosphorylation using tees blotting of Phos-Tag SDS-PAA gels.
Schematic diagrams (above) showing different cartstely expressed and non-destructible
SiclIAC -derived substrate constructs that were used didow the dynamics of
phosphorylation shifts after the release of cehlsmf a-factor arrest. These constructs
contained a single N-terminal threonine-based mgrsite at position 5 surrounded by an
optimal CDK consensus motif 83§FPR). The serine-based secondary sites were introduced
C-terminally from the priming site at 16 aa intdsvay replacing the original sequence at
these sites with a short sequence fragment contpmisuboptimal CDK consensus site (see
Supplementary Methods section). Additionally, iedé constructs lacked the cyclin specific
docking sites. *Partial phosphorylation of sitesdmyunknown kinase activity in G1.
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Figure 3. Analysis of the influence of distance between thenimg phosphorylation site and
the secondary phosphorylation site. (a) A schenpaexng the positional variation of the
secondary site along the Sicl polypeptide chaip;Tfie autoradiograph of Phos-Tag gels
showing the phosphorylation of constructs with edrdistances between the priming site
(T33) and the secondary site using Clb5-Cdkl. THesl€@lependence of the abrupt
appearance of doubly phosphorylated forms in tressay conditions was confirmed by
assaying the constructs with the most efficientkdag distances in the presence of Ckslmut
(right panel). Within the whole set of tested comstis some variations in the mobility were

detected, which is likely caused by the

specificnpry structure surroundings of particular

phosphorylation sites in these constructs. Thebaadindicates where the abrupt increase of
the rate of the secondary step was observed. Bhdalae on the right side of the left panel
shows the construct containing only the priming §iB3; (c-e) The quantified profiles that
show the relative accumulation rate of doubly plhasplated forms at different distances
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between the priming sites and the secondary sgeg) ([CIb5-Cdkl (c), Clb2- Cdk1l (d), and
CIn2-Cdk1 (e). For quantification details see the@ementary Methods section; (f) The
demonstration of the requirement of optimal diseanbetween the phosphorylation sites for
efficient multi-phosphorylationn vivo using western blotting of Phos-Tag SDS-PAA gels.
Schematic diagrams above the blots show theASiederived substrate constructs used to
follow the dynamics of phosphorylation shifts aftbe release of cells from-factor arrest.
The construct with either too long or too shortalises between the sites was comprised of a
selection of 5 sites at their original positionsSitl (see also the scheme in Fig. 2a). The
second construct was designed by removing 3 05 thites as indicated. The only optimal site
in this constructs was the T5. The R in the pasiti8 of S76 consensus motif was changed to
A in both constructs; (g) A scheme explaining tiptiroal distance requirements and the N-
to-C-directionality in the Cks1-dependent phosplaiign step.
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T4 T4R T33 T45T48 SZf’j“
T33(-6) 18 21 } ++ / T33(-6)
T33(-4) 16 19 } + { T33(-4)
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45 / T33(+2)
B v T33(+4)
T33(+6)

T33(+2) 10 13 }
T33(+4) 8 M } i
T33(+6) 6 9 —ab

Galactose

T2I5 T33T45T48  S69S76 S80 T173 $191 Glucose
ab G4 sictwt k4 C X R
sictmut [ 3 K Y =

Figure 4. The optimal distances between the sites of Sielcatical for its degradation in
vivo. (a) The viability assay overexpressing Sietsions containing a set of phosphorylation
sites T33/T45/T48/S76/S80. The position of the prgrsite T33 was shifted by 2 amino acid
steps upstream and downstream of its original joositBecause the strain expressing
T33/T45/T48/S76/S80-Sicl grows slightly slower camgal with the strain expressing wild
type Sicl, the colonies were grown for a longeretioompared with the assay presented
below in panel ‘b’ involving the wild type versiai Sicl; (b) Similar viability assay as in ‘&’
showing the effect of shifting the position of atical di-phosphodegron T45/T48 in context
of wild type Sic1.

Siclwt

Sicimut H
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Figure 5. Analysis of the influence of distance between thegphorylation site and the
cyclin-specific docking sites. (a) The scheme afadiphosphorylation site position along the
polypeptide chain of constructs based on &€1ith all CDK sites mutated to alanines and
containing a single RXL motif and a Cln2-specifitRP motif. In these constructs a single
CDK consensus motif based on T5 was placed atwsdastances from the Clb5 docking site
RTL and CIn2 docking site LLPP; (b) The specificfiyofiles obtained by using substrate
constructs with different distances from the RXLFotih are plotted as a ratio of
phosphorylation rates of wild type and hpm versiérClb5-Cdk1l complex; (c) Analogous
specificity profile as in ‘b’ plotted for Clb2; (dhnalogous specificity profile as in ‘b’ plotted
for CIn2-Cdkl when assayed in the absence andempthsence of the competitor peptide
containing the cyclin docking motif ‘LLPP’; (e) Semmatic representation of the cyclin-
dependent docking modes; (f) The effect of theaegrinent of optimal CDK consensus motif
with a suboptimal motif on the phosphorylation ofcanstruct (constructs of the type
described in panel ‘a’), in which there are 44 &2dresidues between the phosphorylation
site and the RXL and LLPP motifs, respectively; T same constructs, with three different
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distances, as used in experiments presented ime~8ate were used to determine the effect
of cyclin docking interactions on Cksl-dependentgghorylation (as in Fig. 3c-e), using

wild-type cyclin complexes or the hpm versions &I&81b2), or when the competitor peptide

(+LP) was included (CIn2); (h) Schematic depictadrihe triple docking mechanism used by

the cyclin-Cdk1-Cks1 complex.
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Figure 6. Analysis of the processivity of Cdk1-catalysed tinphosphorylation. (a) A general
kinetic scheme of a sequential multiphosphorylatiwacess. For the sake of clarity, each
form of substrate containing a certain number afgpihates is considered as kinetically equal;
(b) A depiction of the mechanism of a processivap sh which the phosphorylation of a
priming site is followed by the phosphorylation thife secondary site directly, without
dissociation of the substrate intermediate from émeyme; (c) Different phosphorylated
forms of substrate construct T5/T33-SM1 were used to test Mechanism | (separated in
Phos-Tag SDS-PAGE). The bar graph on the right shihw& patterns of processivity for
different cyclin-Cdk1l complexes. The y-axis shows tatio of 2P/(1P+2P), where 2P is the
quantified amount of the doubly phosphorylated msand 1P is the singly phosphorylated
form pT5/T33-SicAC. Because this ratio does not change at early piongs upon lowering
the enzyme concentration, the observed ratio reptes processivity factor that indicates the
probability for the reaction to proceed without sdisiation relative to the probability of
dissociation of the singly phosphorylated speciesnfthe enzyme; (d) An analogous
experiment as in ‘b’ for the analysis of Mechanismsing a substrate construct with a
different pair of sites, T33/T45; (e) A schematiepittion of a second major processive
mechanism. The phosphorylated priming site whenkeldcto the Cksl pocket can
processively phosphorylate several secondary sitiéisout dissociation; (f) Analysis of
Mechanism |l using a substrate construct T33/S69&30-SicAC, in which T33 is a
priming site. The bar graph shows the processfaityors at each step.
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Figure 7. The three interaction sites in the cyclin-Cdk1l-Cksomplex are the key for

processing of Cdkl signal through different mukisphosphorylation networks; (a) A

structural model showing the arrangement of thedghtey pockets in the complex. The

model was created by superimposing domains frorstakstructures (PDB codes: 1BUH,

2CCl, in submission) each solved in the presendhefelevant substrate peptide bound to

the pocket 44, 48, 58; (b) The upper scheme shomexample of a network on a stretch of

disordered peptide chain. The cascade starts atifisp®&l-terminal priming site(s) and

proceeds, in a Cksl-dependent manner with assesfamm cyclin docking sites, towards C-

terminal output sites. The lower panel shows atefusf sites with disconnected sites with

either too short or too long distances, or alteveat, with only serines in the phosphorylation

sites.
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