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SISSEJUHATUS

Kdikide rakkude jaoks on oluline, et geneetiline materjal jaotuks péarast rakkude
jagunemist tutarrakkudesse vdordselt. Eukaruootsete rakkude kromosoomidel on
geneetilise materjali korrektse jaotumise tagamiseks tsentromeerid, millele
rakkude jagunemise ajal kinnituvad kaaviniidid. Imetajatel vlivad tsentromeerid
olla isegi rohkem kui miljoni aluspaari pikkused piirkonnad. Kuna suur osa
imatajate genoomist ei kodeeri valke, siis pole suure hulga DNA kasutamine

kromosoomide jaotumismehhanismi tagamiseks organismile probleemiks.

Ka eukarliootsete Vviiruste jaoks on oluline, et péarast peremeesrakkude
jagunemist sdiliks nende geneetiline materjal vdimalikult paljudes jagunenud
rakkudes. Samas on viiruste puhul oluline kompaktsus ning seeparast on
eukaruootsetele kromosoomidele sarnane sailimismehhanism valistatud. Viirustel
on aga samuti mitu erinevat strateegiat geneetilise materjali séailitamiseks
jagunevates rakkudes. Esiteks vOivad viirused integreeruda kromosoomidesse
(nt. retroviirused) ning kasutada seelédbi ara tsentromeeride poolt tagatud DNA
segregatsioonimehhanismi; teiseks vdimaluseks on sailitada viiruse genoom
episoomina, mis rakkude jagunemisel assotsieerub mitootiliste kromosoomidega
(nt. tup 1 veise papilloomiviirus — BPV1 ja Epstein-Barr’ i viirus - EBV) ning
kasutab seega samuti ara tsentromeeride poolt tagatud DNA

segregatsioonimehhanismi.

Kaesoleva to0 teoreetiline osa annab ulevaate BPV1, hiire polioomiviiruse (PyV)
ja EBV replikatsiooniks vajalikest viiruselistest faktoritest ning BPV1l ja EBV
sadilimismehhanismidest jagunevates rakkudes. T66 eksperimentaalne osa seisneb
BPV1 E1 ja E2 valku, PyV LT valku ja EBV EBNA1 valku ekspresseeriva rakuliini
konstrueerimises ning BPV1 ja PyV replikatsiooni origin' i ja EBV stabiilset
sailimist tagava FR-elemendi ning BPV1 sdilituselement MME (Minichromosome
Maintenance Element) poolt tagatud replikatsiooni- ja

segregatsioonimehhanismide v8rdlemises.

Too on teostatud Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi viroloogia
ja mikrobioloogia 6ppetooli juures. Olen vaga tanulik juhendamise eest prof. Mart
Ustavile. Samuti tahaksin tanada Aare Abroid ning kd&iki teisi, kes mind selle t66

valmimisel abistasid.



KASUTATUD LUHENDID

AD — transaktivatsioonidomeen (activation domain)

aux — abijarjestus (auxilary sequence)

BPV1 — tuup 1 veise papilloomiviirus (Bovine Papilloma Virus type 1)
CMV — tstutomegaloviirus

d1EGFP — destabiliseeritud roheliselt fluorestseeruv valk (destabilized Enhanced
Green Fluorescent Protein)

DBD — DNAga seostumise domeen (DNA binding domain)

DS — poordkordusjérjestuste piirkond (dyad symmetry region)

DTT — ditiotreitool

EBNA — Epstein-Barri viirusega assotsieerunud tuuma antigeen (Epstein-Barr
Nuclear Antigen)

EBV — Epstein-Barri viirus

E1BS — E1 valgu seostumiskoht (E1 binding site)

E2BS — E2 valgu seostumiskoht (E2 binding site)

FISH — fluorestsents in situ hubridisatsioon

FR — tandemkorduste pere (family of repeats)

G418 — antibiootikum genetitsiin

HcRed — punaselt fluorestseeruv valk

LCR — pikk kontrollpiirkond (long control region)

LMP — latentne membraanivalk (latent membrane protein)

LT — suur T-antigeen (large T-antigen)

LTR — pikk terminaalne kordus (long terminal repeat)

MME — minikromosoomi sdilituselement (Minichromosome Maintenance Element)
MO — minimaalne replikatsiooni alguspunkt (origin)

NLS — tuuma lokalisatsiooni signaal (nuclear localisation signal)

PyV — hiire polioomiviirus

RPA — replikatsioonivalk A

RSV — Rous sarkoomi viirus

SDS — naatrium dodetstulsulfaat (sodium dodecyl sulfate)

SV-40 — tuup 40 reesusmakaagi viirus (Simian Virus-40)

URR — tlemine regulaatorpiirkond (upstream regulatory region)

wt — metsiktuup (wild type)

WTO — metsiktutpi replikatsiooni alguspunkt (wild type origin)



TEOREETILINE OSA

Viiruste DNA replikatsioon
Tadp 1 veise papilloomiviirus (BPV1)

Tuup 1 veise papilloomiviiruse (BPV1) genoom on 7946 aluspaari pikkune
kaheahelaline tsirkulaarne DNA, mida katab lipiidimbriseta 55 nanomeetrise
diameetriga kapsiid. Genoom jaotatakse varajaseks, hiliseks ja mittekodeerivaks
piirkonnaks (nimetatud ka URR — upstream regulatory region vdi LCR — long
control region). Sarnaselt koikide papilloomiviirustega asuvad BPV1 genoomis
valke kodeerivad avatud lugemisraamid Uhel DNA ahelal. Varajases genoomi
piirkonnas paiknevad kaheksa lugemisraami (E1-E8), millelt ekspresseeruvad
valgud on vajalikud viiruse DNA replikatsiooniks, transkriptsiooniks ning rakkude
transformatsiooniks (Bream and Phelps 1994). Genoomi hiline piirkond sisaldab
kahte avatud lugemisraami kapsiidi valkude L1 ja L2 jaoks. Mittekodeeriv piirkond
ehk URR on umbes 1000 aluspaari pikkune DNA jarjestus, mis sisaldab
mitmesuguseid transkriptsiooni ja replikatsiooni reguleerivaid alasid ning

replikatsiooni origin' i (Bream and Phelps 1994).

Papilloomiviiruste elutstikkel jagatakse kolmeks vastavalt kolme tuupi viiruse DNA
replikatsioonile (Howley 1996):

» Algne amplifikatsiooniline replikatsioon — vahetult parast peremeesraku
nakatamist paljundatakse viiruse DNA 50-100 koopiani raku kohta;

= Stabiilne replikatsioon — viiruse DNA koopiaarv rakus ei muutu;

» Vegetatiivne replikatsioon — 16plikult diferentseerunud epiteelirakkudes toimub

uus amplifikatsiooniline replikatsioon vahetult enne virionide moodustumist .

Amplifikatsioonilises replikatsioonis vajalikud viiruselised faktorid

Algseks amplifikatsiooniliseks replikatsiooniks vajalikeks trans-faktoriteks on
BPV1 puhul viirusevalgud E1 ja E2 (Ustav and Stenlund 1991) ning cis-faktoriks
URR piirkonnas asuv minimaalne replikatsiooni origin (MO ehk minimal
origin)(Ustav et al. 1991).

MO koosneb valkude E1 ja E2 seostumiskohtadest ning origin' i lahti keerdumist
hélbustavast A/T nukleotiidide rikkast alast (Ustav et al., 1991; Ustav et al.,
1993) (joonis 1).
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A/T E1BS E2 BS3S12

Joonisl. BPV1 minimaalne replikatsiooni origin, mis koosneb BPV1 valkude E1 ja E2
seostumiskohtadest (vastavalt E1BS ja E2BS) ning A/T nukleotiidide rikkast alast. Nr.12
E2 valgu seostumiskoha jarel viitab sellele, et see on BPV1 genoomis 12. E2 valgu
seostumiskoht.

BPV1 E1 valk on 605 aminohappe pikkune polupeptiid, mis kuulub samasse
initsiaatorvalkude gruppi SV40 (Simian Virus-40) ja polUoomiviiruse suure T-
antigeeniga (large T-antigen) (Clertant and Seif, 1984; Mansky et al., 1997). E1
valgul eristatakse kolme domeeni: N-terminaalne tuumalokalisatsiooni signaali ja
fosfortleerimiskohtade domeen, DNAga seostumise domeen ning C-terminaalne
ATPaasne/helikaasne domeen (Wilson et al., 2002). E1 valk on vajalik nii viiruse
DNA slnteesi initsiatsiooniks kui ka elongatsiooniks ning ta omab ATPaasset ja
DNA helikaasset aktiivsust (Seo et al., 1993 a; Yang et al., 1993). Kuigi E1 valk
vBib spetsiifiliselt seostuda DNAga (replikatsiooni origin' iga), pole selline
seostumine piisav, et tagada replikatsioon in vivo tingimustes (Wilson et al, 1991;
Ustav et al., 1991). Selleks, et tagada E1 valgu piisavalt tugev spetsiifiline
seostumine replikatsiooni origin' iga on vajalik E1 valgu interaktsioon E2 valguga.
Seejuures on E2 valguga kompleksis oleva E1 valgu jarjestusspetsiifiline
seostumine replikatsiooni origin' iga vO@imendunud sadu kordi (Sedman and
Stenlund, 1995). Lisaks E2 valgule seostub E1 valk veel mitmete replikatsiooniks
vajalike rakuliste valkudega, naiteks DNA polumeraas a-primaasi kompleksiga
(Bonne-Andrea et al., 1995; Park et al., 1994) ja RPA valguga (Han et al., 1999).

BPV1 E2 valk on 410 aminohappe pikkune ning koosneb kahest funktsionaalsest
domeenist: C-terminaalne DNAga seostumise domeen on vaheregiooni (hinge)
kaudu Uhendatud N-terminaalse trans-aktivatsiooni domeeniga. DNAga seostub
valk dimeerina. Seostumiseks on spetsiifilised kohad, mida BPV1 genoomis on
kokku 17, ning mis seovad E2 valku erineva afiinsusega (Li et al., 1989). BPV1 E2
valgul on teada kolm erinevat vormi — taispikk valk E2TA ning kaks lihemat
vormi — E2TR ja E8/E2, kus DNAga seostumise domeen on sdilinud. Koos E1
valguga on E2TA vajalik trans-faktor nii viiruse DNA amplifikatsioonilises kui
stabiilses replikatsioonis ning ilmselt ka vegetatiivses replikatsioonis.
Replikatsiooniks on vajalik nii trans-aktivatsiooni kui ka DNAga seostumise

domeen. Vaheregioonis v8ib aminohappeid kull Uksteisega asendada, kuid
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replikatsiooni toimumiseks on oluline, et mingi pikkusega jarjestus kahe domeeni
vahel sailuks (McBride and Myers, 1997). Luhema E2TR valgu puhul on naidatud
nii in vivo kui ka in vitro katsetes, et selle valgu homodimeerid suruvad BPV1
DNA replikatsiooni maha, kuid E2TR ja E2TA valkudest koosnevad heterodimeerid
aktiveerivad in vitro replikatsiooni (Lim et al., 1998). Lisaks E1 valgule seostub
E2 valk ka rakuliste replikatsioonivalkudega, naiteks RPA valguga (Li and
Botchan, 1993).

Kuna taispika E1 valgu uksinda spetsiifiline seostumine DNAga toimub madala
efektiivsusega, on E2 valgu funktsiooniks tagada E1 valgu ja DNA tugev
spetsiifiline seostumine. Kuni viimase ajani peeti E2 valgu rolliks peamiselt E1
valgu spetsiifilist ,,sidumist” replikatsiooni origin' ile, kuid uurides E1 spetsiifilist ja
mittespetsiifilist DNAga seostumist selgus E2 valgu teistsugune funktsioon.
Esmalt tehti kindlaks, et kuigi tdispika E1 valgu spetsiifiline DNAga seostumise
tase on madal, seostub ainult E1 valgu DNAga seostumise domeen (DBD) DNAga
kdrge selektiivsusega (DBD seostumine DNAga on kuni 1000 korda selektiivsem
kui taispikal E1 valgul). Seega sarnaneb E1 DBD DNAga seostumine pigem E1 ja
E2 valgu kompleksi seostumisele kui ainult taispika E1 valgu seostumisele. Kuna
on teada, et taispikk E1 valk seostub DNAga labi DBD (Sedman et al., 1997;
Chen and Stenlund, 2001), peab taispika E1 valgu madal DNAga seostumise
selektiivsus tulenema helikaassest domeenist. Seega maskeerib taispika E1 valgu
mittespetsiifililine seostumine DNAga ilmselt DBD selektiivsuse. On ndaidatud, et
E1l ja E2 kompleksi seostumine DNAga on samasugune kui E1 DBD puhul ning
seega on E2 valgu funktsiooniks erinevalt varasemalt pakutud replikatsiooni
origin' ile ,sidumise“ mudelist pigem E1 valgu DBD tugevalt selektiivse aktiivsuse
»paljastamine* (unmasking)(Stenlund, 2003). Selle uue mudeli puhul tagab E1 ja
E2 valgukompleksi spetsiifilise seostumise DNAga taispika E2 valgu vdime
seostuda E1 valgu helikaasse domeeniga ning takistada E1 valgu mittespetsiifilist
DNAga seostumist (Stenlund, 2003).

Selleks, et BPV1 replikatsiooni origin' ilt toimuks in vivo DNA replikatsioon, on
esmalt vajalik E1 dimeeri ja E2 dimeeri kompleksi (E1,E2,) moodustumine, mis
seejarel seostub kooperatiivselt replikatsiooni origin' il kdrvuti paiknevate
seostumiskohtadega (Sedman and Stenlund 1995; Sedman et al., 1997; Seo et
al., 1993 b; Yang et al., 1991). Kuna E1 valgu helikaasne domeen on seostunud
E2 valgu transaktivatsioonidomeeniga (AD), toimub E1 valgu kontakt DNA-ga
ainult 1abi DBD ning selline seostumine on véga spetsiifiline. E1,E2,-kompleksil
puudub aga edasiseks DNA replikatsiooni initsiatsiooniks vajalik aktiivsus ning

funktsionaalse initsiatsioonikompleksi tekkimiseks on vajalik taiendavate E1 valgu
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molekulide lisandumine kompleksi (helikaasne aktiivsus on E1 valgu
heksameersel vormil). E1 molekulide lisandumine saab v8imalikuks péarast seda,
kui E1 valk on hudrolutsinud ATP ning E2 valk vabanenud kompleksist (Sanders
and Stenlund, 1998; Sanders and Stenlund, 2000). Kuna replikatsiooni origin' is
paiknev E2 valgu seostumiskoht on madala afiinsusega, siis dissotsieerub E1
valguga mitteseotud E2 valk DNAIt. Seejarel lisandub E1-origin kompleksi veel E1
valgu molekule ning I8pp-tulemusena moodustub replikatsiooni alguspunktile
kaks aktiivset helikaasse ja ATPaasse aktiivsusega E1 valgu heksameeri (Elg), ja
saab alata DNA siintees (Sedman and Stenlund, 1998; Sanders and Stenlund,
2001).

Stabiilses replikatsioonis vajalikud viiruselised faktorid

BPV1 stabiilseks replikatsiooniks vajalikeks trans-faktoriteks on samuti viiruse
valgud E1 ja E2 ning cis-faktoriks minimaalne replikatsiooni origin ja
minichromosome maintenance element (MME), mis koosneb vahemalt kuuest E2
valgu seostumiskohtast (Piirsoo et al.,, 1996). BPV1l genoomi stabiilne
replikatsioon ei toimu sunkroonselt peremeesraku DNA slUnteesiga hing
jagunemine ei pruugi toimuda rangelt Uks kord rakutstkli jooksul, vaid pigem

statistiliselt juhusliku valiku mehhanismil (Piirsoo et al., 1996).

BPV1 vegetatiivse replikatsiooni kohta on teadmisi darmiselt vahe, kuna selleks
on vajalikud 16plikult diferentseerunud keratinotsuudid ning selliseid tingimusi on

raske koekultuuri tingimustes reprodutseerida.

Hiire poltioomiviirus (PyV)

Hiire polioomiviiruse (PyV) genoom on 5297 aluspaari pikkune kaheahelaline
tsirkulaarne DNA, mida katab Umbriseta 45 nanomeetrise diameetriga kapsiid.
Genoom jaotatakse varajaseks, hiliseks ja mittekodeerivaks piirkonnaks. Erinevalt
papilloomiviirustest asuvad PyV genoomis varaseid ja hiliseid valke kodeerivad
avatud lugemisraamid erinevatel DNA ahelatel (Cole and Conzen, 2001).
Varajases genoomi piirkonnas paiknevad kolm Ilugemisraami, millelt
ekspresseeruvaid valke nimetatakse tuumorantigeenideks (T-antigens) ning mis
on vajalikud viiruse DNA replikatsiooni ning peremeesrakkude rakutsukli
regulatsiooniks. Genoomi hiliselt piirkonnalt ekspresseeruvad kapsiidivalgud VP1,
VP2 ja VP3. Mittekodeeriv piirkond ehk regulatoorne ala on umbes 400 aluspaari

pikkune ning sisaldab promootoreid varajaste ja hiliste valkude transkriptsiooniks,

8



replikatsiooni origin' i ning liigispetsiifilist vbimenduselementi (enhancer)(Pipas,
1994).

Permissiivsete rakkude nakatumisel siseneb viirus rakutuuma, kus viiruse
genoom vabaneb kapsiidist ning algab varajaste geenide ekspressioon. Varajaselt
piirkonnalt toodetud valgud aktiveerivad rakulise DNA silnteesi, seejarel
initsieerib suur T-antigeen (LT) viiruse DNA siunteesi ning hilise piirkonna
kapsiidivalkude ekspressiooni. Sellega kaasneb pidev virioonide pakkimine, mis
kutsub esile peremeesrakkude surma ja viiruspartiklite vabanemise (Cole and
Conzen, 2001).

PyV replikatsioonis vajalikud viiruselised faktorid

PyV DNA replikatsiooni jaoks on ainuke vajalik viiruseline valk LT-antigeen, mis
seostub replikatsiooni origin® ile. PyV replikatsiooni origin koosneb nn.
»SUudamikust” (origin core) ja selle kdrval asuvatest abijarjestustest (auxl ja
aux2)(joonis 2). 72 aluspaari pikkune replikatsiooni origin' i ,sudamik* koosneb
kolmest domeenist. PyV genoomi hilise piirkonna poole jadb A/T-rikas ala,
keskele G/C-rikkas alas olevad neli LT-antigeeni seosumiskohta (ORE ehk origin
recognition element) ning varase piirkonna poole puriin/purimidiin-rikas ala
(Katinka and Yaniv, 1983; Triezenberg and Folk, 1984). Abijarjestusteks on LT-
antigeeni seostumiskohti sisaldav jarjestus ning rakuliste transkriptsioonifaktorite
seostumiskohad, mis moodustavad vdimenduselemendi (Guo and DePamphilis,
1992). Voimenduselemendis olev aux2 abijarjestus jaguneb kaheks
alapiirkonnaks — a ja B (Herbomel et al., 1984). LT-antigeeni seostumine auxl
jarjestusele  vdimendab  replikatsiooni initsiatsiooni 5-10 korda ning
transkriptsioonifaktorite  seostumine v6imenduselemendis olevatele aux2
jarjestustele véimendab replikatsiooni veelgi kiimneid kordi (Veldman et al.,
1985; Muller et al, 1988). Aux2  vBimenduselemendis olevad
transkriptsioonifaktorite seostumiskohad vdib vahetada ainult Uhte tuaupi
transkriptsioonifaktori seostumiskohtade vastu ilma, et kaoks v8imenduselemendi
funktsionaalsus. Vahetades aux2 vdimenduselemendi BPV1 E2 valgu
seostumiskohtade vastu, indutseerib BPV1 E2 valk PyV replikatsiooni, seejuures
piisab replikatsiooni indutseerimiseks juba kahe E2 valgu seostumiskoha
lisamisest (Nilsson et al., 1991). Lisades PyV aux2 elemendi asemele vihemalt
viis BPV1 E2 wvalgu seostumiskohta, tagab E2 valk plasmiididele
segregatsioonifunktsiooni ning sellised plasmiidid séilivad jagunevates PyV LT ja
BPV1 E2 valku ekspresseerivates peremeesrakkudes stabiilselt episoomidena
(Silla, 2001).
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Joonis 2. PyV replikatsiooni origin, mis koosneb nn. ,stidamikust* (origin core) ja selle
kdrval asuvatest abijarjestustest (auxl ja aux2). 72 aluspaari pikkune replikatsiooni
origin' i ,,sidamik” koosneb kolmest domeenist. PyV genoomi hilise piirkonna poole jaab
A/T-rikas ala, keskele G/C-rikkas alas olevad neli LT-antigeeni seosumiskohta (ORE ehk
origin recognition element) ning varase piirkonna poole puriin/purimidiin-rikas ala
(Pu/Py). Abijarjestusteks on LT-antigeeni seostumiskohti sisaldav jarjestus ning rakuliste
transkriptsioonifaktorite = seostumiskohad, mis moodustavad vdimenduselemendi.
Vdimenduselemendis olev aux2 abijarjestus jaguneb kaheks alapiirkonnaks — a ja . LT-
antigeeni seostumiskohad DNAga jaotuvad PyV genoomis nelja piirkonda — 1/2 piirkond,
mis sisaldab nelja LT-antigeeni seostumiskohta ning A, B ja C alad, mis sisaldavad
vastavalt kolme, kahte ja nelja LT-antigeeni seostumiskohta (Cole and Conzen, 2001).

LT-antigeen on 785 aminohappe pikkune polupeptiid, mis kuulub samasse
initsiaatorvalkude gruppi SV40 (Simian Virus-40) LT-antigeeni ja BPV1 E1
valguga (Clertant and Seif, 1984; Mansky et al., 1997). Geneetilised ja
biokeemilised uuringud on néidanud, et PyV LT-antigeen on multifunktsionaalne
valk, mis koosneb mitmetest erinevatest domeenidest. N-terminaalses osas
paikneb fosforuleerimise ja rakulise Rb valguga seostumise domeen, millele
jargneb tuumalokalisatsiooni signaal ja DNAga seostumise domeen. N-
terminaalses osas on ka DnaJ perekonna chaperon valkude konserveerunud alaga
homoloogne piirkond (Brodsky and Pipas, 1998). Valgu C-teminaalsesse ossasse
jadb ATPaasne domeen (Pipas, 1992). LT-antigeen on vajalik nii viiruse DNA
sunteesi initsiatsiooniks kui ka elongatsiooniks ning ta seostub spetsiifiliselt
DNAga, omab ATPaasset ja DNA helikaasset aktiivsust (Guizani et al., 1988; Seki
et al., 1990). LT-antigeeni seostumiskohad DNAga jaotuvad PyV genoomis nelja
piirkonda — replikatsiooni origin' i ,,sidamikus* paiknev 1/2 piirkond, mis sisaldab
nelja LT-antigeeni seostumiskohta ning ,,sidamikust” varajase genoomi piirkonna
poole jadvad A, B ja C alad, mis sisaldavad vastavalt kolme, kahte ja nelja LT-
antigeeni seostumiskohta (joonis 2)(Cowie and Camen, 1984; Dilworth et al.,
1984; Pomerantz et al., 1983). In vitro katsetes on naidatud, et ATP puudumisel
keskonnas seostub LT-antigeen tugevamini piirkondadele A, B ja C, kuid ATP

lisamisel suureneb LT-antigeeni afiinsus ,stdamikus” paikneva 1/2 piirkonna
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suhtes kuni kimme korda. Selline erinevus tuleneb ilmselt sellest, et ATP
soodustab replikatsiooni origin' il LT-antigeeni heksameeri moodustumist (Lorimer
et al., 1991). Lisaks interakteerub PyV LT-antigeen mitmete rakuliste
replikatsiooniks vajalike valkudega, naiteks sarnaselt BPV1 E1 valgule DNA

poliumeraas a-primaasiga (Schneider et al., 1994).

LT-antigeen initsieerib DNA replikatsiooni PyV replikatsiooni origin' ilt seostudes
kooperatiivselt mitmekordsetele seostumiskohtadele origin' is ja selle korval
olevas alas. LT-antigeeni seostumine A, B, ja C piirkondades olevatele
seostumiskohtadele hélbustab valgu seostumist origin' i ,,sudamikus® paiknevale
1/2 piirkonnale (Peng and Acheson, 1998). ,,Sudamikus* paikneval 1/2 piirkonnal
moodustuvad seejarel LT-antigeeni heksameerid, mis initsieerivad DNA
lahtikeerdumist ning replikatsiooni. Kuna LT heksameeride moodustumine on
soodustatud kui LT-antigeeni molekulid on uUksteise ladheduses ning saavad
Uksteisega seostuda, on véljapakutud nn. ,handover* mudel, mille kohaselt
.,antakse* A, B ja C piirkondadega seostunud LT valgu molekulid ule 1/2
piirkonda, kus moodustub heksameer. Teise heksameeri moodustumine toimub
ilmselt parast esimese heksameeri poolt initsieeritud DNA lahtikeerdumist ja
replikatsiooni alustamist varajase genoomi piirkonna suunas (Peng and Acheson,
1998). In vitro katsetes on leitud, et LT-antigeeni seostumine DNAga so6ltub
keskkonna pH-st, olles tugevaim seitsmest madalamatel pH vaartustel ning
ndérgem pH vaéartustel Ule 7.4. Seega on vdimalik, et PyV DNA replikatsioon on
tundlik rakulise pH muutustele. Madalam rakuline pH v&ib soodustada LT-
antigeeni seostumist DNAga ja seega piisava koguse suure T-antigeeni
molekulide kuhjumist replikatsiooni replikatsiooni origin' i lAhedusse ning kérgem
pH omakorda soodustab nendest DNAga seostunud molekulidest heksameeride

moodustumist (Peng and Acheson, 1998).

Epstein-Barri viirus (EBV)

Epstein-Barri viiruse (EBV) genoom on 172 000 aluspaari pikkune kaheahelaline
lineaarne DNA, mis on 110 nanomeetrise diameetriga kapsiidi sees, pakitud
Umber toruja valgulise stidamiku. Kapsiidi Umbritseb valguline tegument, mille
peal on lipiidne Umbris. Rakke nakatades liituvad genoomi terminaalsed
otsekordusjarjestused, moodustub episoom ning DNA pusib tsirkulaarsel kujul
raku tuumas. Genoom jaotub luhikeseks ja pikaks unikaalseks regiooniks (Us ja

U, mida eraldab kaheksa koopiat otsekordusjarjestust IR1. Pikk unikaalne

11



piirkond jaotub véaiksemateks domeenideks (U2, U3, U4, US5) luhikeste
korduselementide poolt (IR2, IR3, IR4) (Sample, 1994). EBV genoom sisaldab
umbes 90 geeni. Latentse infektsiooni ajal B-lumfotstltides ekspresseeritakse
Uheksat valku. Ulejaanud geenid on vajalikud viiruse amplifikatsioonilise

replikatsiooni ajal v&i luttilises faasis.

EBV genoom sisaldab kahte funktsionaalselt erinevat DNA replikatsiooni algusala.
Latentses faasis toimub viiruse DNA paljundamine kord rakutsuklis sinkroonselt
peremehe raku jagunemisega ning replikatsioon algab origin' ilt oriP (joonis 3).
Ludtilises faasis algab replikatsioon origin' ilt oriLyt ning seejuures suureneb
viiruse koopia arv 100-1000 korda. Replikatsiooni origin' i oriLyt on genoomis
tavaliselt kaks koopiat, kuigi luttiliseks replikatsiooniks piisab ka tUhest (Sample,
1994).

EBV elutsiklis saab sarnaselt BPV1-ga eristada viiruse DNA replikatsioonituubi
alusel kolme faasi (Kieff, 1996):

- Eeldatavasti nakatuvad kdigepealt neelu, sitljendarmete ja keele-epiteeli rakud,
kus toimub viiruse efektiivne paljunemine ehk produktiivne faas.

= Sealt levib viirus edasi verre, kus nakatab puhkavaid B-lumfotsilte. Latentset
séilimist tagavad uUheksa viiruse valku jaotatakse kahte rihma — Epstein-Barri
viirusega assotsieerunud tuuma antigeenid (EBNA-1, 2, 3A, 3B, 3C, LP) ning kolm
latentset membraani valku (LMP-1, 2A ja 2B). Lisaks nendele transkribeeritakse
veel kahte RNA geeni (EBER-1 ja 2). Latentses faasis on viiruse replikatsioon
range kontrolli all, toimudes ainult korra rakutsuklis. Viiruse koopiaarv rakus on
10-400.

= Viiruse reaktivatsiooniks on oluline BZLF-1 geeniprodukt, mis reguleerib
mitmete nii viiruse kui rakuliste geenide transkriptsiooni ning aktiveerib EBV
replikatsiooni, seondudes lultilise replikatsiooni origin' ile (oriLyt). Tekkinud
konkatemeerne DNA Ibigatakse 0Oige suurusega fragmentideks ning pakitakse
kapsiidi (Kieff, 1996).
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Joonis 3. EBV latentse faasi replikatsiooni origin oriP. OriP koosneb kahest erinevast
piirkonnast — tandemkorduste pere (family of repeats — FR) moodustavad kakskimmend
30 aluspaari pikkust EBNA-1 valgu seostumiskohta ning sellest 960 aluspaari kaugusel
asuva poordkordusjarjestuse (dyad symmetry region — DS) moodustavad neli EBNA-1
valgu seostumiskohta (Kivimée, 1998).

Latentse faasi replikatsioonis vajalikud viiruselised faktorid

Latentses faasis toimuva DNA replikatsiooni jaoks on ainuke vajalik viiruseline
valk EBNA-1, mis seostub replikatsiooni origin' ile oriP. Ulejaanud viiruseliste
valkude roll on tagada viirusele sobiv keskkond rakus, B-lumfotsuutide
immortalisatsioon ning suruda alla viiruse enneaegne aktivatsioon. Erinevalt BPV1
stabiilsest replikatsioonist toimub EBV genoomi replikatsioon latentses faasis

rangelt kontrollitult ainult korra rakutsuklis (Yates and Guan, 1991).

EBNA-1 valk on 641 aminohappe pikkune valk, mille Uheks funktsiooniks on
osalemine EBV replikatsioonis. EBNA-1 ei oma helikaasset, ATPaasset ega muid
ensumaatilisi aktiivsusi. Tdenaoliselt seostuvad EBNA-1 valguga rakulised
replikatsiooniks vajalikud valgud (Frappier and O'Donnell, 1991 a). DNAga
seostub EBNA-1 dimeerina. EBNA-1 seostub latentse replikatsiooni origin' i
oriPga, mis koosneb kahest erinevast piirkonnast (Yates et al., 1984)(joonis 3).
Tandemkorduste pere (family of repeats — FR) moodustavad kakskimmend 30
aluspaari pikkust EBNA-1 seostumiskohta. Sellest 960 aluspaari kaugusel asuvad
neli EBNA-1 seostumiskohta, mis moodustuvad podrdkordusjérjestuse (dyad
symmetry region — DS). FRi ja DSi vahele jdava ala deleteerimine ei riku oriP
funktsioone (Reisman et al., 1985). Replikatsiooni initsiatsiooni puhul seondub
EBNA-1 valk kdigepelt FRile ning seejarel DSile, painutades sellega nende
elementide vahelise ala silmuseks (Frappier and O'Donnell, 1991 b). EBNA-1
valgu seondudes DSile initsieeritakse sellelt replikatsioon (Reisman et al., 1985).
Hilisemates uuringutes on kindlaks tehtud, et EBV replikatsiooniks piisaks ka
ainult DS elemendist. Kui DSist deleteerida kaks EBNA-1 seostumiskohta, siis

replikatsioon kull toimub, kuid vdga madala efektiivsusega (Yates et al., 2000).
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Erinevate episoomina pusivate viiruste stabiilset sailimist tagavad
faktorid

Tuup 1 veise papilloomiviirus (BPV1)

BPV1 stabiilset sailimist jagunevates rakkudes vahendab E2 valk assotsieerudes
samaagselt viiruse genoomi ning peremeesraku mitootiliste kromosoomidega.
See tagab \viiruse stabiilseks sailimiseks vajaliku plsimise tuumas ja
segregatsioonimehhanismi. Mitootilistes rakkudes seostub E2 valk oma N-
terminaalse transaktivatsioonidomeeni kaudu mitootiliste kromosoomidega. E2-
TR ja E8/E2 vormid, millel puudub trans-aktivatsioni domeen, kromatiiniga ei
seostu, tdestades et just N-terminaalne domeen on selleks vajalik (Skiadopoulos
and McBride, 1998). E2 valgu mutatsiooniline analtiis néitas, et N-terminaalsest
domeenist on kromatiiniga seostumiseks olulised mdningad spetsiifilised
alampiirkonnad nt. dimeriseerumises osalev ala (Abroi et al., 2004). E2 valgu
assotsieerumine mitootiliste kromosoomidega maarati kindlaks kasutades
immunofluorestsentsi meetodit, mille puhul on sekundaarse antikeha kulge
seotud immunofluorestsentsmargis (Skiadopoulos and McBride, 1998). E2 valgu
assotsiatsioon kromosoomidega ei vaja BPV1 genoomi juuresolekut, samuti pole
mitootilistele kromosoomidele Kkinnitumiseks maarav E2-TA valgu DNAga
seostumise domeen, sest vastavad E2 mutandid seostusid kromosoomidega
samasuguse efektiivsusega nagu metsiktuipi valk (Skiadopoulos and McBride,
1998). Samas on E2 valgu DNAga seostumise domeen aga Vvajalik E2
seostumiskohti sisaldavate plasmiidide kinnitumiseks mitootilistele
kromosoomidele. E2 valgu seostumist mitootiliste kromosoomidega vahendavaks
rakuliseks partneriks v6ib olla Brd4 valk, mis seostub spetsiifiliselt ning
kolokaliseerub E2 valguga mitootilistel kromosoomidel (You et al., 2004). BPV1
genoomi seostumine mitootiliste kromosoomidega on vahendatud E2 valgu ja
selle seostumiskohtade poolt. Kasutades fluorestsents in situ hubridisatsiooni
(FISH) analuusi, andis viiruse DNA signaal mitootilistele kromosoomidele
juhusliku tapilise mustri ega olnud spetsiifiine Uhelegi kromosoomile ega
kromosoomi domeenile (Skiadopoulos and McBride, 1998; Lehman and Botchan,
1998).

Edasistes uuringutes kasutati BPV1 genoomi asemel plasmiidi, mis sisaldas BPV1
URR jarjestust ning pusis stabiilsena rakuliinis, milles ekspresseeruvad BPV1 E1 ja
E2 valgud (CHOBgI40 rakuliin). Kasutades FISH analuusi, tehti kindlaks, et ka see
plasmiid lokaliseerub juhusliku mustriga metafaasi kromosoomidel (llves et al.,

1999). Sarnane tulemus saadi ka transientses replikatsiooni katses, kus BPV1 E1
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ja E2 valku ekspresseerivat rakuliini (CHO 4.15.5) transfekteeriti plasmiidiga, mis
sisaldas BPV1 URR piirkonda. Sellest jareldub, et BPV1l URR plasmiidide
seostumine kromatiiniga ei soltu sellest, kas plasmiid on rakkudes transientselt
vOi stabiilselt (llves et al., 1999). Edasistes katsetes kasutatud plasmiid, milles E1
seostumiskoht oli defektne, ei olnhud wv&imeline replitseeruma CHO 4.15.5
rakkudes, kuid lokaliseerus samuti mitootilistel kromosoomidel. Seega on
replikatsioon ja kromosoomidele seostumine BPV1 replikoni erinevad funktsioonid
(llves et al., 1999). Plasmiidid, mis ei sisaldanud URR jarjestust vdi sisaldasid
ainult minimaalset replikatsiooni origini (MO) koos kahe E2 seostumiskohaga, ei
seostunud mitootiliste kromosoomidega CHO 4.15.5 rakuliinis. Kui minimaalset
replikatsiooni origini sisaldavale plasmiidile lisati 10 E2 seostumiskohta, siis
plasmiidi v6ime kromosoomdega seostuda taastus. Ka plasmiidid, mis sisaldasid
BPV1 URRIst ainult E2 seostumiskohti (ilma MO-ta) ja plasmiidid, mis sisaldasid
kimmet slnteetilist E2 valgu seostumiskohta, assotsieerusid mitootiliste
kromosoomidega. Kdigest sellest tehti jareldus, et BPV1 taispikk E2 valk in trans
ning selle mitmekordsed seostumiskohad in cis on mélemad vajalikud ja piisavad

plasmiidide seostumiseks mitootiliste kromosoomidega (llves et al., 1999).

Epstein-Barri Viirus (EBV)

EBV stabiilses sailimises osaleb EBNA-1 valk, mis vahendab viiruse genoomi
assotsiatsiooni kromosoomidele. See vdimaldab viirusel séilida latentses faasis,
kus viiruse koopiaarv rakkudes on madal. EBNA-1 valgu lokalisatsioon
mitootilistel kromosoomidel tehti kindlaks kasutades immunofluorestsents
meetodit (Petti et al., 1990). EBV genoomi assotsiatsioon mitootiliste
kromosoomidega tehti kindlaks kasutades FISH meetodit. Seejuures oli EBV
genoomide mitootiliste kromosoomidega seondumise muster juhuslik (Delecluse
et al., 1992). EBNA-1 seostumiskohti sisaldavate mittereplitseeruvate plasmiidide
sailimine EBNA-1 valku ekspresseerivas rakuliinis (143 rakuliin) on oluliselt
efektiivsem kui EBNA-1 seostumiskohti mittesisaldavate konstruktide séailimine
(Middleton and Sugden, 1994). Sailimiseks vajalike EBNA-1 seostumiskohtade arv
selles rakuliinis tehti kindlaks kasutades konstrukte, mis sisaldasid erinevat arvu
FRist parit 30 aluspaari pikkusi kordusi. Plasmiidid, mis sisaldasid seitset sellist
kordust, sailisid juba sama efektiivselt kui taispikka FRi sisaldavad. Uhte vdi kahte
DSist péarit tandemkordust sisaldavad konstruktid aga ei suutnud EBNA-1
juuresolekul sailida (Wysokenski and Yates, 1989). Selleks, et teha kindlaks, kas
EBNA-1 seostumiskohti sisaldava plasmiidi sailimine toimub ainult tanu EBNA-1

tuumalokalisatsiooni signaalile (NLS) ning EBNA-1 vdimele seostuda plasmiidse
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DNAga, kasutati kontrolli, mis sisaldas EBNA-1 seostumiskohti ning ekspresseeris
mutantset EBNA-1 valku. Mutantsel valgul oli alles NLS ning C-terminaalne
DNAga seostumise domeen, kuid puudus suur osa N-teminaalsest otsast. Selline
mutantne valk ei suutnud plasmiidide sailimist tagada, mis t8estab veelkord, et
plasmiidide sailimiseks on oluline peale DNAga seostumise veel mingi EBNA-1
funktsioon (Middelton and Sugden, 1994). Need andmed naitavad, et ka viiruse
DNA sadilimisel jagunevates rakkudes on ainukesteks viiruselisteks faktoriteks
EBNA-1 valk ning selle seostumiskohad, ning viitavad, et EBNA-1 vahendab
episomaalset segregatsiooni, seostudes oriP FR elemendiga ja t8end&oliselt labi
mingi rakulise komponendi ka mitootiliste kromosoomidega. Jagunevates
rakkudes on EBNA-1 seostumist mitootiliste kromosoomidega vdimelised
vahendama kolm domeeni (CBS-1, -2 ja -3). CBS-1 on piirkond EBNA-1
aminohapete 72 ja 84 vahel, CBS-2 piirkond 328 ja 365 aminohappe vahel ja
CBS-3 piirkond aminohapete 8 ja 54 vahel. CBS-1 ja CBS-3 deletsioon téispikast
EBNA-1 valgust ei hairinud EBNA-1 seostumist (Marechal et al., 1999). Edasistes
uuringutes leiti, et EBNA-1 seostub rakulise valguga, mida nimetatakse EBP2
(EBNA-1 binding protein) ning see toimub just EBNA-1 325 ja 376 aminohappe
vahelise piirkonna kaudu (CBS-2) (Shire et al., 1999). EBP2 valk kolokaliseerub
EBNA-1 valguga mitootilistel kromosoomidel. Samas pole EBP2 seondumine
kromosoomidele sOltuv EBNA-1 valgust (Wu et al., 2000).
Immunofluorestsentsanaluiisiga tehti kindlaks, et taispikk EBNA-1 lokaliseerub
mitootilistel kromosoomidel, kuid EBNA-1 valk, millel puudus CBS-2 domaan
paiknes hajusalt kromosoomide laheduses (Wu et al., 2000). Need tulemused
naitavad, et see EBNA-1 piirkond, mis vahendab interaktsiooni EBP2ga on
vastutav ka kromosoomidega seostumise eest. See omakorda toetab arvamust,
et EBV genoomide assotsiatsioon mitootiliste kromosoomidega on EBV
segregatsioonimehhanismiks (Wu et al., 2000). Saccharomyces cerevisiae’ ga
tehtud katsetes polnud EBNA-1 valk piisav, et vdimaldada FR jarjestust
sisaldavate plasmiidide stabiilset sailimist jagunevates rakkudes. Efektiivseks
sailimiseks oli lisaks EBNA-1 valgule vaja ka EBP2 valku, mis kinnitab eelnevaid
tulemusi (Kapoor et al., 2001). Erinevalt EBV EBNA-1 valgust puuduvad BPV1 E2
valgul lineaarsed alamjérjestused, mis vastutavad kromatiiniga seostumise eest.
Pigem vastutab BPV1 E2 valgu kromatiiniga seostumise eest kogu valgu N-
terminaalse osa struktuurne terviklikkus (Abroi et al., 2004). Seega on BPV1 E2
valguga seostuvad rakulise kromatiini komponendid ilmselt erinevad kui EBV
EBNAL1 valgu puhul.
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Plasmiidide Uhtesobivus bakterites

Mitmed loodusest isoleeritud bakterid sisaldavad samaaegselt stabiilselt sailivaid
erinevat tuupi plasmiide. Samas on bakterite puhul kirjeldatud ka plasmiide, mis
ei jaa stabiilselt koos pusima. Sellist nahtust, mille puhul plasmiidid segavad
Uksteise replikatsiooni vOi jaotumist tutarrakkudesse ning mille kaigus uUks
plasmiididest kaob rakkudest tavalisest kiiremini, nimetatakse plasmiidide
Uhtesobimatuseks (incompatibility). Selle jargi jaotatakse bakterites esinevad
plasmiidid Uhtesobimatuse gruppidesse (Inc group) ning samasse gruppi
kuuluvad plasmiidid ei saa bakterikultuuris stabiilselt koos sailida, kuna neil on
sama replikatsiooni kontrollmehhanism ja/v6i kuna nad jagavad samu
jaotumisfunktsioone (llevaade Snyder and Champers, 1997). Sama replikatsiooni
kontrollmehhanismi puhul ei ole Uksteisest erisatavad kaks sama replikatsiooni
origin' iga plasmiidi ning seega voib replitseeruma hakata juhuslikult Ukskdik
kumb plasmiid. Kuigi rakkudes v8ib algselt olla m&lemat plasmiidi Uhe palju, ei
pruugi rakkude jagunemisel enam vdrdne arv plasmiide tutarrakkudesse sattuda.
Seega jadb osadesse rakkudesse Uhte plasmiidi vahem Kkui teist. Parast rakkude
jagunemist replitseeruvad tutarrakkudesse sattunud plasmiidid seni, kuni lubatud
koopianumber on saavutatud. Arvuliselt vahemuses olev plasmiid ei pruugi
rohkem replitseeruda kui teine plasmiid ning seega vdib plasmiidide suhe veelgi
rohkem tasakaalust valja minna. Jargmise rakkude jagunemise ajal on
vahemaarvulisel plasmiidil vaiksem vbimalus sattuda mélemasse tutarrakku ning
seega voib see plasmiid rakkudest kaduda. Samuti v8ib Uks plasmiididest minna
rakkudest kaduma juhul, kui mdlemad rakus olevad plasmiidid kasutavad sama

jaotumisfunktsiooni (Snyder and Champers, 1997).

17



EKSPERIMENTAALNE OSA

TOO EESMARGID

Varasemalt on meie laboris kirjeldatud viiruseliste elementidega plasmiide, mis
pusivad eukariiootsetes rakkudes episoomidena (Piirsoo et al., 1996; Silla, 2001).
Tuup 1 veise papilloomiviiruse (BPV1) puhul on sellist episoomina sailimist
tagavateks elementideks viiruselised replikatsioonivalgud E1 ja E2 ning
replikatsiooni origin ja multimeersed E2 valgu seondumiskohad (MME ehk
Minichromosome Maintenance Element)(Piirsoo et al., 1996). Algseks luhiajaliseks
replikatsiooniks piisab E1 ja E2 valgust ning replikatsiooni origin' ist; stabiilse
sdilimise tagamiseks vajaliku segregatsioonimehhanismi tagavad just E2 valk
ning MME. Samuti on kirjeldatud hubriidne stabiilselt episoomina sailiv plasmiid,
mille puhul replikatsiooni tagab hiire polioomiviiruse (PyV) minimaalne
replikatsiooni origin ning PyV suur T-antigeen (LT). Kuna PyV on lutiline viirus,
siis selline stabiilset sailimist tagav segregatsioonimehhanism nagu E2 valk ja
MME BPV1 puhul, polioomiviirusel puudub. Hubriidse plasmiidi puhul on
segregatsioonimehhanismi tagavateks elementideks BPV1 E2 valk ning MME
(Silla, 2001). Nendest andmetest tulenevalt sooviti uurida erinevate
episomaalselt  sailivate DNA  viiruste replikatsiooni origin' ide ja
segregatsioonimehhanismide struktuursete komponentide rolli ja vdimalikku

koostood plasmiidide stabiilsel episomaalsel sailimisel jagunevates rakkudes.

Selleks pustitati t66 eesmargid:

1. Konstrueerida rakuliin, mis ekspresseeriks PyV LT valku ning Epstein-Barri
viiruse (EBV) EBNAL1 valku.

2. Uurida, kas PyV replikatsiooni origin' i ja EBV stabiilset sailimist tagavat FR-
elementi sisaldavad plasmiidid on v8imelised LT ja EBNA1l valku
ekspresseerivas rakuliinis stabiilselt sailima (EBV segregatsioonimehhanism on

analoogne BPV1 segregatsioonimehhamismiga).
Jargnevalt sooviti vOrrelda omavahel erinevate Vviiruseliste replikatsiooni ja

segregatsiooni tagavate cis-elementidega plasmiidide sailimist koekultuuri

tingimustes. Selleks pustitati t66 eesmargiks:
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3. Konstrueerida rakuliin, mis ekspresseeriks konstitutiivselt erinevate viiruseliste
cis-elementide funktsionaalsuseks vajalikke viiruselisi valke (BPV1 E1 ja E2
valku, PyV LT valku ning EBV EBNA1 valku)

4. Uurida jargnevate replikonide transientset ja stabiilset replikatsiooni
konstrueeritud rakuliinis:
BPV1 replikatsiooni origin + BPV1 sailituselement MME
PyV minimaalne replikatsiooni origin + BPV1 sailituselement MME
PyV minimaalne replikatsiooni origin + EBV stabiilseks séilimiseks vajalik FR-
element

PyV wt origin + EBV FR-element

5. Uurida erinevate replikonide koreplikatsiooni ja -segregatsiooni konstrueeritud

rakuliinis.

19



MATERJAL JA METOODIKA

Bakteritlived ja s66tmed

Kasutati Escherichia coli tive DH5a (supE44 DlacU169 (f80 lacZzDM15) hsdR17
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl). Plasmiidide paljundamiseks kasvatati rakke LB
s66tmes (10 g/l truptooni, 5 g/l parmiekstrakti, 10 g/l NaCl), kuhu oli lisatud kas
ampitsilliini v6i kanamutsiini 18ppkontsentratsioonini vastavalt 100 pg/ml v6i 25

pg/mi.

Rakuliinid ja s66tmed

Konstrueeritud plasmiidide replikatsiooni ja stabiilse sailimise analUusiks kasutati
CHO (Chinese Hamster Ovary cell line) liinil pdhinevat CHO 4.15.5 (ekspresseerib
BPV1 E1 ja E2 valke) rakuliini; CHO 4.15.5 rakuliini baasil tehtud 4P11 rakuliini;
C127 (mouse mammary tumor cell line) rakuliini; Cop5 rakuliini (PyV-ga
transformeerunud C127 rakuliini, mis ekspresseerib konstitutiivselt PyV T-
antigeene) ja Cop5 baasil tehtud Cop5EBNAL rakuliini ning valkude ekspressiooni
kontrolliks Cos7 (SV40-ga transformeerunud African Green monkey kidney cell
line) rakuliini. Rakke kasvatati kas Ham’s F12 (CHO-pd&hised rakuliinid) v6i IMDM
(Iscove modifitseeritud Dulbecco s6dde, GibcoBRL, Cat. No 42200-030) (kdigi
ulejadnud liinide puhul) s66tmes, millele oli lisatud 10 % veise loote seerumit
(FCS)(Sebac) ning penitsilliini 100 1U/ml ja streptomutsiini 2100 ng/ml.

Katsetes kasutatud rakke inkubeeriti 37 °C ja 5 % CO, sisalduse juures.

Plasmiidse DNA eraldamine aluselise ladsiga (mini- ja

midipreparatsioon)

Plasmiidide eraldamiseks kasutati aluse IlGUsi meetodit (Janikson, 2002).
Plasmiidse DNA paljundamiseks suuremas koguses kasutati Perfectprep Plasmid
Midi Kit'i (Eppendorf) vastavalt tootja protokollile.

DNA agaroosgeelist puhastamise meetod

DNA puhastamiseks agaroosgeelist kasutati Ultra Clean DNA Purification Kit'i (MO

BIO) vastavalt tootja protokollile.
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Eukaruootsete rakukolooniate subkloneerimine

Selektsiooni all kasvavatest rakkudest tehti 100 mm diameetriga tassile selline
lahjendus, et Uhe raku Umber moodustuv koloonia ei puutuks kokku
naaberkolooniatega. Kui kasvavad rakud olid moodustanud umbes
monekimnerakulise koloonia, eemaldatati plaadilt s66de ning rakukolooniatele
asetati trupsiinis immutatud filterpaberi tikid. Seejarel tadideti 10 mm diameetriga
kannud 1 ml s66tmega, filterpaber suruti pintsettidega &6rnalt vastu kolooniat,
loputati kannus olevas s66tmes ning asetati kannu pdhja. Sama korratati kdikide
valitud kolooniatega. Sellise meetodiga on vdimalik rakuliini tehes kasvatada
Ulesse Uhe raku jarglased st. saada samasuguse geneetilise infoga kloonid.
Jargmisel paeval parast pikkimist eemaldati kannudest filterpaberid ja rakkudel
lasti kasvada kuni kannud olid umbes 75 % konfluentsed ning rakud kilvati edasi
40 mm diameetirga kannudesse. Seejérel kasvatati rakke jalle samasuguse
tiheduseni ning kulvati edasi 60 mm tassidele. Osa kasvatatud rakkudest
analuusiti kas Western vdi Southern blot meetodiga ning osa kilmutati

sailitamiseks vedelas lammastikus.

Eukaruootsete rakkude kilmutamine

75 % konfluentsetelt tassidelt eemaldati s66de, lisati 2 ml trupsiini, oodati kuni
rakud hakkasid plastiku kuljest lahti tulema. Seejarel eemaldati trupsiin, tass
asetati jadle ning rakkudele lisati tilkhaaval kuilmutussegu (FCS, millele on lisatud
5 % DMSO-d), millega pesti rakud plastiku kuljest lahti. Rakud pipeteeriti tassilt
kilmutusviaali ning viaal asetati tagasi jaale. Edasi asetati rakud temperatuurile —
20 °C, sealt kolme tunni péarast temperatuurile —70 °C ning jargmisel péaeval

vedelasse lammastikku.

Transfektsioon

Uhe transfektsiooni jaoks vdeti 75 % konfluentsed 100 millimeetrise diameetriga
koekultuuri tassid. Rakkudelt eemaldati s60de, lisati 2 ml trupsiini ning oodati
kuni rakud tulid plastiku kuljest lahti. Seejarel pipeteeriti tripsiini ja rakkude segu
50 ml tuubi, kuhu oli eelnevalt lisatud vdrreldes trupsiiniga kolmekordne kogus
varsket s6ddet. Rakud tsentrifuugiti pdhja (1000 rpm 5 min. 20 °C Eppendorf
centrifuge 5810 R), aspireeriti s66de ja resuspendeeriti s6otmes, mis sisaldas
5mM Na-BES puhvrit (pH 7.5). Klvetis segati 250 pl rakususpensiooni 50 ug

kandja DNA (I6he vOi heeringa spermi DNA — carrier) ja erineva koguse
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plasmiidse DNA-ga (sdltuvalt katsest 200 ng — 2 pg) ning elektroporeeriti
kasutades BioRad Gene Pulser Il. Kasutatud pinge oli 220 V ja mahtuvus 975 pF
C127, Cop5, Cop5EBNAL ja CHO-pbhiste rakkude puhul; 180V ning 975 uF Cos7
puhul. Peale elektroporatsiooni pipeteeriti rakud ktvetist 15 ml koekultuuri tuubi,
kuhu oli eelnevalt lisatud 2 ml seerumiga s6ddet. Rakud koguti tsentrifuugides
(1000 rpm 5 min. 20 °C-l Eppendorf centrifuge 5810 R) ja resuspendeeriti 1 ml
sbdtmes. Valguekspressiooni kontrolliks pipeteeriti rakud 60 millimeetrise
diameetriga koekultuuri tassile, kuhu oli eelnevalt lisatud 4 ml sbddet.
Transientse replikatsiooni analliUsi jaoks jagati rakud vordselt kahele 60
millimeetrise diameetriga tassile (kaks ajapunkti). Kui lisaks transientsele
replikatsioonile sooviti analliiisida ka stabiilset replikatsiooni, jagati rakud péarast
transfektsiooni kolmele 60 millimeetrise diameetriga tassile, millest kahte tassi
kasutati transientse replikatsiooni anallilsiks ning kolmandale tassile pandi 24
tundi parast transfektsiooni peale selektivne s6dde (sisaldas sellist
antibiootikumi, mille resistentsusmarkeriga plasmiidiga oli rakke
transfekteeritud). Cop5-pdhiste liinide puhul oli antibiootikumi 18pp-
kontsentratsioonid jargnevad — puromdutsiin 2,5 pg/ml ning G418 500 pg/ml,
CHO-pdhistel liinidel puromutsiin 8 pg/ml, G418 510 pg/ml ning higromutsiin B
300 pg/ml.

Plasmiidide kloneerimine

Kdikide algplasmiidide ning kloneeritud plasmiidide joonised on toodud lisas.

Plasmiidi pBPEBNA1 kloneerimine

pBabepuro ja FREBNA1l plasmiide I8igati ensiiimidega EcoRIl ja Sall. FREBNA1
plasmiidist oli edasiseks kloneerimiseks vajalik 2550 aluspaari pikkune fragment,
pBabepurost 5150 aluspaari pikkune fragment. Koik kloneerimistes tehtud
restriktsioonid viidi 1&bi temperatuuril 37 °C kahe tunni jooksul. pBabepuro
restriktsioonisegule lisati pool tundi enne reaktsiooni 16ppu 1 Uhik (U) aluselist
fosfataasi (Calf Intestine Alkaline Phosphatase e CIAP Fermentas), mis eemaldab
DNA 5’ otsast fosfaadijaagi. Ldigatud DNA fragmendid lahutati geel-elektroforeesil
0.8 %-lises agaroosgeelis ning puhastati, ligeeriti ja transformeeriti kasutades
varasemalt kirjeldatud protokolle (Janikson, 2002) E. coli tivesse DH5a. Saadud
plasmiide kontrolliti suuruse jargi ko&igepealt agaroos-geelelektroforeesil ja
seejarel restriktsioonanaltiusiga (ensuiimiga Pvul l8igates pidid tekkima 5664 ja

2036 aluspaari pikkused fragmendid).
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Plasmiidi RSVLTRpuro kloneerimine

Plasmiidi pUCRSVLTR Ib8igati ensuumiga BamHI (lineariseeriv ensium) ja
plasmiidi pUCPSIN ensuimiga Hindlll (tekkis edasiseks kloneerimiseks vajalik
1033 bp pikkune fragment). Seejarel tehti mdlemale restriktsioonisegule Klenowi
tootlus Uhe Uhiku (U) Klenowi fragmendiga, taitmaks DNA 5' uUleulatuvaid
kleepuvaid otsi. pUCRSVLTR restriktsioonisegule lisati pool tundi enne reaktsiooni
I6ppu 1 U aluselist fosfataasi. LOigatud DNA fragmendid lahutati geel-
elektroforeesil 0.8 9%-lises agaroosgeelis ning puhastati, ligeeriti ja
transformeeriti E. coli tivesse DH5a. Saadud plasmiide kontrolliti suuruse jargi
kdigepealt agaroos-geelelektroforeesil ja seejérel restriktsioonanallisiga
(ensuumiga Xbal I6igates pidid Gige orientatsiooni puhul tekkima 3565 ja 753

aluspaari pikkused fragmendid).

Plasmiidi WTOFRneo kloneerimine

Plasmiidi BskWTOFR Idigati enstumidega Notl ja Sspl ning plasmiidi pBabeneo
Idigati ensuimiga Sall. Seejarel tehti pBabeneo restriktsioonisegule Klenowi
tootlus ning Idigati ensuimiga Notl. BskWTOFR plasmiidist oli edasiseks
kloneerimiseks vajalik 1696 aluspaari pikkune fragment, pBabeneost 2725
aluspaari pikkune fragment. Loigatud DNA fragmendid lahutati geel-
elektroforeesil 0.8 9%-lises agaroosgeelis ning puhastati, ligeeriti ja
transformeeriti E. coli tivesse DH5a. Saadud plasmiide kontrolliti suuruse jargi
kdigepealt agaroos-geelelektroforeesil ja seejérel restriktsioonanallisiga
(enstiimiga Hindlll I8igates pidi tekkima 1362 ja 3059 aluspaari pikkune

fragment).

Plasmiidi MOFRneo kloneerimine

Plasmiide pUCMOFR ja WTOFRneo lIBigati ensuiimidega Notl ja Pvul. pUCMOFR
plasmiidist oli edasiseks kloneerimiseks vajalik 1074 aluspaari pikkune fragment,
WTOFRneo-st 3320 aluspaari pikkune fragment. Loéigatud DNA fragmendid
lahutati geel-elektroforeesil 0.8 %-lises agaroosgeelis ning puhastati, ligeeriti ja
transformeeriti E. coli tivesse DH5a. Saadud plasmiid kontrolliti suuruse jargi
kdigepealt agaroos-geelelektroforeesil ja seejérel restriktsioonanallusiga
(enstiimiga Hindlll Idigates pidid tekkima 275, 956 ja 3169 aluspaari pikkused
fragmendid).
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Plasmiidi WTOFRpuro kloneerimine

Plasmiidi WTOFRneo I8igati enstiumidega Asp718 ja Asel (tekkis edasiseks
kloneerimiseks vajalik 1112 bp pikkune fragment) ning plasmiidi RSVLTRpuro
ensiumiga Asp718 (lineariseeriv. ensuum). Seejarel tehti mdlemale
restriktsioonisegule Klenowi t66tlus ning RSVLTRpuro restriktsioonisegule lisati
pool tundi enne reaktsiooni I6ppu 1 U aluselist fosfataasi. L&igatud DNA
fragmendid lahutati geel-elektroforeesil 0.8 %-lises agaroosgeelis ning puhastati,
ligeeriti ja transformeeriti E. coli tivesse DH5a. Saadud plasmiid kontrolliti
suuruse jargi kdigepealt agaroos-geelelektroforeesil ja seejarel
restriktsioonanaltusiga (enstiimiga Hindlll 18igates pidi tekkima sdltuvalt WTOFR
fragmendi orientatsioonist kas 3033 ja 2528 aluspaari vdi 3504 ja 2057 bp

pikkune fragment). Edasi kasutusel saadud plasmiididest esimene variant.

Plasmiidi MOMMEpuro kloneerimine

Plasmiidi MOMMEneo Idigati enstiimidega Hindlll ja BamHI (tekkis edasiseks
kloneerimiseks vajalik 457 bp pikkune fragment) ning plasmiidi RSVLTRpuro
ensiumiga Asp718 (lineariseeriv. enstum). Seejarel tehti mdlemale
restriktsioonisegule Klenowi todtlus ning RSVLTRpuro reaktsioonisegusse lisati
pool tundi enne reaktsiooni I6ppu 1 U aluselist fosfataasi. L&igatud DNA
fragmendid lahutati geel-elektroforeesil 0.8 %-lises agaroosgeelis ning puhastati,
ligeeriti ja transformeeriti E. coli tivesse DH5a. Saadud plasmiid kontrolliti
restriktsioonanalliisiga (ensuimiga EcoRIl I8igates pidid tekkima 1647 ja 3136

aluspaari pikkused fragmendid).

Plasmiidi pCGMLT konstrueerimine

Selleks, et deleteerida PyV suure T-antigeeni (LT) valgu retinoblastoomi valguga
(Rb) seondumise domeen, kasutati PCR meetodit. pCGLT plasmiidilt amplifitseeriti
moélemalt poolt RB valguga seondumise domeeni LT jarjestus. RB valguga
seondumise domeeni poolses osas kasutati praimereid, mille otstesse oli
disainitud Spel enstumi I6ikamiskoht (RBUP 5" GTT ACT AGT GGG TTG CTC AGA
AGA CTC 3'; RBDOWN 5' CCA CTA GTA ACC CGA GTT CTC CAA CAG 3', milles
Spel Idikamiskoht on tdhistatud allajoonitult). LT valku kodeeriva jarjestuse 5'
osa amplifitseerimiseks kasutati praimerit pCGseq2 (5' GGG ACC GAT CCA GCC
TCC 3") ning 3' osa jaoks kasutati praimerit LTsaba (5" TGA GTG ATG CAA ACT
GGT CAC GAA CCT CCT TCA C 3Y). Praimerite sidumiseks kasutati 30 sekundit
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temperatuuri 53 °C, elongatsiooniaeg oli 3 minutit temperatuuril 72 °C ning
tsukleid korrati 25 korda. PCR reaktsiooni tegemisel kasutati Pfu polimeraasi
(Fermentas). Puhastatud PCR-i produkte Idigati Spel enstumiga 16 tundi
temperatuuril 37 °C, lahutati geel-elektroforeesil 1 %-lises agaroosgeelis,
puhastati ja ligeeriti 20 pul-is 16 tundi temperatuuril 18 °C. Seejarel lisati
ligatsiooni segusse 4 ul 10x O" puhvrit, 10 U Bst11071 ensiimi ning
reaktsioonisegu ruumala viidi ddH,O-ga 40 pl-ni. Restriktsioon toimus 2 tundi
temperatuuril 37 °C ning seejarel lahutati DNA geel-elektroforeesil 1 %b-lises
agaroosgeelis. Lisaks Idigati plasmiidi pCGLT ensuumiga Bst11071, reaktsiooni
segusse lisati pool tundi enne reaktsiooni I6ppu 1 U aluselist fosfataasi. Geelist
puhastati mLT puhul 717 bp ja pCGLT puhul 6045 bp pikkune fragment, mis
ligeeriti ja transformeeriti E. coli tivesse DH5a. Saadud plasmiid kontrolliti
restriktsioonanalliUsiga (enstitim Spel 18igab ainult pCGMLT plasmiidi, enstiimiga
Ecl13611 Idigates pidi tekkima d&ige orientatsiooni puhul 6190 ja 953 aluspaari
pikkune fragment). Kloneerimise kaigus eemaldati LT valgust 12 aminohappe
koodonid, lisaks tekkis kahe aminohappe koodon (Spel enstuumi Idikamiskoha

nukleotiididest)

Plasmiidi MOFRneoHcredl kloneerimine

Plasmiidi MOFRneo 1digati enstitmiga Vspl ning plasmiidi RSVLTRhcred1 IBigati
ensuumidega Vspl ja Ndel. RSVLTRhcredl restriktsioonisegule lisati pool tundi
enne reaktsiooni I8ppu 1 U aluselist fosfataasi. MOFRneo plasmiidist oli edasiseks
kloneerimiseks vajalik 4400 aluspaari pikkune fragment, RSVLTRhcred1-st 1939
aluspaari pikkune fragment. Loigatud DNA fragmendid lahutati geel-
elektroforeesil 0.8 9%-lises agaroosgeelis ning puhastati, ligeeriti ja
transformeeriti E. coli tivesse DH5a. Saadud plasmiid kontrolliti suuruse jargi
kdigepealt agaroos-geelelektroforeesil ja seejérel restriktsioonanallisiga
(enstiimiga Hindlll I8igates pidid tekkima kas 605, 1357, 1831 ja 4260 aluspaari
vdi 945, 1357, 1831 ja 3920 aluspaari pikkused fragmendid).

Plasmiidi MOFRpurodl1lEGFP kloneerimine

Plasmiidi pUCMOFR I6igati ensuumidega Ecl136l1 ja Ehel ning plasmiidi
RSVLTRpurod1EGFP IBigati enstiuimiga Ndel. Seejarel tehti RSVLTRpurodl1EGFP
restriktsioonisegule Klenowi t66tlus ning pool tundi enne reaktsiooni I16ppu lisati 1
U aluselist fosfataasi. pUCMOFR plasmiidist oli edasiseks kloneerimiseks vajalik

1135 aluspaari pikkune fragment, RSVLTRpurod1EGFP-st 6937 aluspaari pikkune
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fragment. LOigatud DNA fragmendid lahutati geel-elektroforeesil 0.8 %b-lises
agaroosgeelis ning puhastati, ligeeriti ja transformeeriti E. coli tivesse DH5a.
Saadud plasmiid kontrolliti suuruse jargi kdigepealt agaroos-geelelektroforeesil ja
seejarel restriktsioonanalliisiga (ensutimiga Hindlll 18igates pidid tekkima kas
275, 913, 1357, 1831 ja 3696 aluspaari vdi 275, 381, 1357, 1831 ja 4228

aluspaari pikkused fragmendid).

Plasmiidi WTOFRneoHcredl kloneerimine

Plasmiidi RSVLTRhcred1 Idigati enstiimiga Pvull ning plasmiidi WTOFRneo I8igati
ensuumiga Vspl. Seejarel tehti WTOFRneo restriktsioonisegule Klenowi td6tlus
ning pool tundi enne reaktsiooni 18ppu lisati 1 U aluselist fosfataasi.
RSVLTRhcred1l plasmiidist oli edasiseks kloneerimiseks vajalik 1868 aluspaari
pikkune fragment, WTOFRneost 3914 aluspaari pikkune fragment. L8igatud DNA
fragmendid lahutati geel-elektroforeesil 0.8 %-lises agaroosgeelis ning puhastati,
ligeeriti ja transformeeriti E. coli tivesse DH5a. Saadud plasmiid kontrolliti
suuruse jargi kdigepealt agaroos-geelelektroforeesil ja seejarel
restriktsioonanalliisiga (enstumiga Hindlll Idigates pidid tekkima sdltuvalt
Hcredl valgu ekspressioonikasseti orientatsioonist kas 741, 2536 ja 2503 voi
741, 821 ja 4218 aluspaari pikkused fragmendid). Edasistes katsetes kasutati

esimest varianti.

Plasmiidi WTOFRpurod1EGFP kloneerimine

Plasmiidi WTOFRpuro IBigati ensuumiga Ecl136l1 ning plasmiidi
RSVLTRpurod1EGFP IBigati enstiimiga Ndel. Seejarel tehti RSVLTRpurodl1EGFP
restriktsioonisegule Klenowi t66tlus ning pool tundi enne reaktsiooni I16ppu lisati 1
U aluselist fosfataasi. WTOFRpuro plasmiidist oli edasiseks kloneerimiseks vajalik
1485 aluspaari pikkune fragment, RSVLTRpurod1EGFP-st 6937 aluspaari pikkune
fragment. LOigatud DNA fragmendid lahutati geel-elektroforeesil 0.8 %b-lises
agaroosgeelis ning puhastati, ligeeriti ja transformeeriti E. coli tivesse DH5a.
Saadud plasmiid kontrolliti suuruse jargi kdigepealt agaroos-geelelektroforeesil ja
seejarel restriktsioonanallitisiga (ensutmiga Hindlll 18igates pidid tekkima kas
609, 1357, 1831 ja 4625 aluspaari vOi 1310, 1357, 1831 ja 3924 aluspaari
pikkused fragmendid).
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Plasmiidi MOMMEpurod1EGFP kloneerimine

Plasmiidi pUCMOMME I&igati enstuumidega Ndel ja Vspl ning plasmiidi
RSVLTRpurod1EGFP I6igati ensuumiga Ndel. RSVLTRpurod1EGFP
restriktsioonisegule lisati pool tundi enne reaktsiooni [6ppu 1 U aluselist
fosfataasi. pUCMOMME plasmiidist oli edasiseks kloneerimiseks vajalik 803
aluspaari pikkune fragment, RSVLTRpurodlEGFP plasmiidist 6935 aluspaari
pikkune fragment. L6igatud DNA fragmendid lahutati geel-elektroforeesil 0.8 %-
lises agaroosgeelis ning puhastati, ligeeriti ja transformeeriti E. coli tluvesse
DH5a. Saadud plasmiid kontrolliti suuruse jargi koOigepealt agaroos-
geelelektroforeesil ja seejarel restriktsioonanalliusiga (ensutmiga Hindlll 18igates
pidid tekkima kas 803, 1357, 1831 ja 3747 aluspaari vdi 432, 1357, 1831 ja 4118

aluspaari pikkused fragmendid).

Plasmiidi URRHcredl1 kloneerimine

Plasmiidi RSVLTRhcredl I8igati ensuiimiga Pvull ning plasmiidi pNeoBgl40 18igati
ensuiumiga Sspl. pNeoBgl40 restriktsioonisegule lisati pool tundi enne reaktsiooni
IBppu 1 U aluselist fosfataasi. RSVLTRhcredl plasmiidist oli edasiseks
kloneerimiseks vajalik 1868 aluspaari pikkune fragment, pNeoBgl40-st 6430
aluspaari pikkune fragment. Loigatud DNA fragmendid lahutati geel-
elektroforeesil 0.8 9%-lises agaroosgeelis ning puhastati, ligeeriti ja
transformeeriti E. coli tivesse DH5a. Saadud plasmiid kontrolliti suuruse jargi
kdigepealt agaroos-geelelektroforeesil ja seejérel restriktsioonanallisiga
(enstiimiga  Hindlll Idigates pidid tekkima soltuvalt Hcredl valgu
ekspressioonikasseti orientatsioonist kas 2502 ja 5796 vdi 4184 ja 4114 aluspaari

pikkused fragmendid). Edasistes katsetes kasutati teist varianti.

Rakuliinide tegemine

Cop5EBNAL1 liini tegemine

Plasmiid pBPEBNA1l (1,2 ug) lineariseeriti ensuimiga Notl ning restrikteeritud
DNA puhastati fenool-t6dtlusega. Selleks viidi restriktsioonisegu ruumala ddH,O-
ga 100 pl-ni, millele lisati 100 ul fenool:kloroformi (1:1). Lahust segati vortexiga
ning tsentrifuugiti lauatsentrifuugiga 13 000 rpm 2 minutit. Vesifaas t8steti uude
tuubi, kus DNA sadestati 3 pl 5M NaCl ja 250 ul 96%-lise etanooliga (30 minutit —
20 °C). Seejarel tsentrifuugiti lahust 15 minutit 13 000 rpm (4 °C), vedelik
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aspireeriti ning DNA sadet pesti 200 pl 70%-lise etanooliga. Tsentrifuugimist
korrati 7 minutit 13 000 rpm-i (4 °C), etanool aspireeriti ning DNA sadet kuivatati
temperatuuril 37 °C 5 minutit. Seejarel lahustati DNA 10 pl ddH,O-s ning lahust
inkubeeriti 5 minutit temperatuuril 37 °C. Saadud DNA lahusega transfekteeriti
Cop5 rakke nagu kirjeldatud transfektsiooni protokollis. Negatiivseks kontolliks
kasutati ainult kandja-DNAga (carrier) transfekteeritud rakke. 24 tundi parast
transfektsiooni pandi rakkudele peale selektiivne sodde (puromdutsiini 18pp-
kontsentratsioon oli s66tmes 2,5 pg/ml). Puromutsiini juuresolekul said kasvada
ainult sellised rakud, mille kromosoomi oli integreerunud puromutsiini
resistentsusmarkeri ekspressioonikassett ning mis sisaldas EBNA1l valgu
ekspressioonikassetti. Kimme paeva parast selektsiooniga s66tme lisamist pikiti
pPBPEBNAL1 plasmiidiga transfekteeritud rakkude plaadilt 10 kolooniat. Saadud

kloonid kontrolliti Western blot meetodi abil.

4P11 rakuliini tegemine

Plasmiid pCGmMLT linearireeriti enstiimiga Xhol, plasmiid pBabehligro enstimiga
Sall ning FREBNAL1 Idigati enstiimidega Xhol ja Bst11071 (geelist puhastati 4177
aluspaari pikkune fragment, mis sisaldas EBNAL1l valgu ekspressioonikassetti).
Restriktsioonisegudele (v.a. FREBNAL plasmiidi puhul, mis puhastati geelist) tehti
fenooltdotlus ja lineariseeritud DNA-d sadestati nagu eelnevalt kirjeldatud. DNA-d
lahustati 10 pl ddH,O-s ning segati kokku ligatsioonisegu, millesse vdeti
lineariseeritud plasmiide ning puhastatud ekspressioonikassetti
(pCGMLT:pBabeHugro:EBNA1) molaarses suhtes 10:1:10 (DNA 16pp-
kontsentratsioon ligatsiooni segus oli 0,5 pg/ul). Ligatsioon toimus kahe Uhiku T4
DNA ligaasiga (Fermentas) 20 pl 16 tundi temperatuuril 18 °C. Ligatsioonisegule
tehti fenooltddtlus ja DNA sadestamine nagu eelnevalt kirjeldatud ning DNA
lahustati 10 pl-is ddH,O-s. Saadud DNA lahusega transfekteeriti CHO 4.15.5
rakke nagu Kkirjeldatud transfektsiooni protokollis ning 24 tundi péarast
transfektsiooni pandi rakkudele peale selektiivne s6dde, mis sisaldas
higromutsiin B I6pp-kontsentratsiooniga 300 pg/ml. Higromautsiin B juuresolekul
said kasvada ainult sellised rakud, mille kromosoomi oli integreerunud
higromutsiini resistentsusmarkeri ekspressioonikassett ning mis eeldatavalt
sisaldas ka mLT ja EBNAL valgu ekspressioonikassetti. 17 péeva péarast pikiti 33
kolooniat, milles hiljem analtusiti Southern blot meetodil mLT, EBNA1 ning E1 ja

E2 valkude funktsionaalsust.
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Denatureeritud PyV LT, PyV mLT ja EBV EBNA-1 valkude detekteerimine
Western blot meedodil

Cos7 rakud tranfekteeriti nagu eelpool kirjeldatud ning luusiti 48 tundi parast
transfektsiooni 100 pl Laemmli puhvris (50 mM Tris-HCI pH 6.8, 100 mM DTT, 2
% SDS, 0.1 % broomfenool sinine, 10 % glutserool), konstitutiivselt uuritavaid
valke ekspresseerivate rakuliinide puhul ltusiti 75 % konfluentsed tassid. Lusaati
kuumutati temperatuuril 96 °C 10 minutit, valgud lahutati 8 % SDS-
polUakruulamiid geelis (Sambrook, J. and Russell, D. W., 2001) ning kanti ule
PVDF filtrile (Millipore ImmobilonO -P 0.45um). Ulekanne toimus pingel 15 V 45
min jooksul poolkuiva uUlekandeaparaadiga (Bio-Rad Instruments) SD puhvris (39
mM glatsiin, 48 mM Tris alus, 0.037 % SDS, 20 % etanool). Jargnevalt teostati
Western blot eelnevalt Kkirjeldatud meetodil (Janikson, 2002). Primaarsete
antikehadena, kasutati PyV LT valgu detekteerimiseks F4 ja F5 antikehasid (Pallas
et al., 1986) ning EBV EBNA-1 valgu jaoks BM3167 ja BM1083 antikehasid (DPC
Biermann). Primaarse antikeha I6pp-kontsentratsioon inkubatsioonilahuses oli 1
pg/ml. Sekundaarse antikehana kasutati perokstidaasiga konjugeeritud hiire 1gG
vastast antikeha (LabAS Ltd., Tartu, Estonia, lahjendusega 1:8000) ning signaal
detekteeriti kasutades ECLO Western Blotting Detection Kit'i reagente (Amersham

Pharmacia Biotech).

Transientse replikatsiooni analuus

Transfekteeritud rakkudest eraldati 48 ja 72 tundi péarast transfektsiooni
episomaalne DNA kasutades aluselise ltuUsi meetodit, DNA lahustati 20 pl ddH,0-s
(Janikson, 2002). lgast proovist vfeti edasisele analtusile 10 pl, mida Idigati
uuritavat plasmiidi lineariseeriva ensuumiga (v6i analttsi jaoks sobilikeks
fragmentideks ISikava enstiiumiga) ja Dpnl enstlmiga, mis I8ikab ainult
bakteriaalse paritoluga DNAd. Restriktsioon kestis 16 tundi temperatuuril 37 C.
DNA Ilahutati geel-elektroforeesil 0.8 %-lises agaroosgeelis ning seejarel
denatureeriti loksutades geeli denatureerivas lahuses (0.5 M NaOH, 1.5 M NacCl)
45 minutit ja neutraliseerivas lahuses (1 M Tris pH 7.4, 1.5 M NaCl) 10 minutit.
DNA Ulekanne filtrile toimus 10xSSC puhvriga (1.5 M NaCl, 0.15 M Na-atsetaat)
uled6 toatemperatuuril, kasutades kapillaarset tGlekannet. DNA ristsidumine filtrile
toimus kasutades UV-d. Filter asetati hubridisatsioonitorusse ning pandi koos pre-
hubridisatsiooni lahusega (10 ml-is lahuses: 20x SSC 3 ml, 50x Denhardt (1%
Ficoll 400, 1% poluvintulpirrolidoon, 1% veise seerumi albumiin (FractionV,
Sigma) 1 ml, 10% SDS 0.5 ml, H,O 5.3 ml ja 2000 pg denatureeritud kandja-

DNA) pooleks tunniks 65 °C juurde. Hubridiseerimisel kasutatud spetsiifiline
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kaheahelaline DNA proov sunteesiti kasutades templina 150 ng lineariseeritud
plasmiidi, mille replikatsiooni sooviti jalgida; markimiseks kasutati Fermentas
DecalLabel DNA Labeling Kit'i ja a*P-dCTP (Du Pont NEN). Vahetult enne
hiubridiseerimist denatureeriti proov 6 min jooksul temperatuuril 100 °C.
Hubridisatsioon kestis 16 tundi temperatuuril 65 °C, seejarel pesti filtrit samuti 65
°C 3x20 minutit esimese pesulahusega (2x SSC, 0.1 % SDS) ning 3x20 min teise
pesulahusega (0.2xSSC, 0.1 % SDS). Filter kuivatati toatemperatuuril ning
hubridiseerunud DNA detekteeriti eksponeerides filtrit rontgenfilmile. Markeriks
kasutati 50-300 pg sellist restrikteeritud DNAd, mille replikatsiooni sooviti uurida
(restrikteeriti sama enstiumiga, millega Idigati ka episomaalset anallUsitavat
DNAd).

Stabiilse replikatsiooni analuus

Selekteeritud rakkudest eraldati episomaalne DNA, mille anallius teostati nagu

eelnevalt kirjeldatud (vt. Transientse replikatsiooni anallus).

Fluorestseeruvate markerite ekspressiooni analtils erinevate

replikonidega transfekteeritud 4P11 rakkudes

Kdikidele konstrueeritud plasmiididele on lisatud kas, d1EGFP v&i Hcredl
ekspressioonikassett ning vastavate valkude ekspresseerumist rakkudes jalgiti
kasutades labivoolu tsutomeetria meetodit (Becton-Dickinson FACSCalibur
susteemiga). Rakkudelt eemaldati s66de, lisati 700 pl tripsiini ning oodati kuni
rakud tulid plastiku kuljest lahti. Seejarel pipeteeriti trupsiini ja rakkude segu
eppendorf tuubi, kuhu oli eelnevalt lisatud 100 pl seerumit (FCS) ning proovid
asetati kuni médtmiseni jadle. Erinevate replikonidega transfekteeritud ning kaks
nadalat selektsiooni all kasvatatud 4P11 rakke vOrreldi transfekteerimata 4P11
rakuliiniga, et teha kindlaks, kui suur osa transfekteeritud rakkudest
ekspresseerib fluorestseeruvat markerit. Anallusil loeti igast proovist 50 000
rakku. Seejarel eemaldati osadelt rakkudelt selektsioon (kahe replikoniga
transfekteeritud rakkude puhul ka selliselt, et kahest antibiootikumist eemaldati
Uks, teine jai so6tmesse alles) ning vaadeldi, kuidas muutub ajas

fluorestseeruvate markerite ekspressioon.
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TULEMUSED

PyV LT ja EBV EBNAL valku ekspresseeriva rakuliini tegemine

Uurimaks hiire poluoomiviiruse (PyV) replikatsiooni origin' i ja Epstein-Barr viiruse
(EBV) stabiilset sailimist tagava FR-elemendiga plasmiidide replikatsiooni ja
episomaalset sdailimist koekultuuri tingimustes, konstrueeriti rakuliin, mis
ekspresseeriks PyV origin' i ja FR-elemendi funktsionaalsuseks vajalikke viiruselisi
valke — PyV LT ja EBV EBNA1 valku (vt. Materjal ja metoodika). N&aitamaks, et
konstrueeritud rakuliin ekspresseerib nii PyV LT valku kui ka EBV EBNA1l valku
kasutati Western blot meetodit (vt. Materjal ja metoodika). EBNA1l valgu
ekspressiooni kontrolliks Cop5EBNAL liinis kasutati positiivse kontrollina 1 pg
EBNA1 valku ekspresseeriva plasmiidiga (FREBNAL) transfekteeritud Cop5 rakke
ning negatiivse kontrollina 50 pg carrier DNAga transfekteeritud Cop5 liini rakke.
EBV EBNA1l valgu (70 kDa) ekspressioon detekteeriti nii FREBNAL1 plasmiidiga
transfekteeritud rakkudes kui ka Cop5EBNAL liini rakkudes (joonis 4). LT valgu
ekspressiooni  positiivse kontrollina kasutati algset Cop5 (ekspresseerib
konstitutiivselt vaid PyV LT valku) rakke. Negatiivse kontrollina kasutati
CHO4.15.5 rakke. PyV LT valgu (97kDa) ekspressiooni detekteeriti nii
konstrueeritud Cop5EBNAL liinis kui ka algse Copb5 liini rakkudes (joonis 5).

PyV replikatsiooni origin' i ja FR-elementi sisaldava plasmiidi
(WTOFRnNeo) sailimine konstitutiivselt EBV EBNAL ja PyV LT valku

ekspresseerivas Cop5EBNAL rakuliinis

Uurimaks PyV replikatsiooni origin' i ja FR-elementi sisaldavate plasmiidide
replikatsiooni ja episomaalset sailimist transfekteeriti Cop5EBNAL rakuliini 500 ng
PyV wt replikatsiooni origin' i ja EBV FR-elementi sisaldava WTOFRneo
plasmiidiga. Negatiivse kontrollina kasutati ainult carrier DNAga transfekteeritud
ning pBabeNeo (sisaldab antibiootikum G418 resistentsusmarkerit) plasmiidiga
transfekteeritud rakke. Transfekteeritud rakud jagati kolmele 60 mm koekultuuri
tassile, milledest kaks kasutati transientse replikatsiooni analtusiks ning kolmas
jai stabiilse replikatsiooni anallitsiks (vt. Materjal ja metoodika). Transfekteeritud
rakkudest eraldati 48 ja 72 tundi parast transfektsiooni episomaalne DNA (I ja Il
ajapunkt joonisel 6) kasutades aluselise lUudsi meetodit (vt. Materjal ja
metoodika). Igast proovist vbeti edasisele analtusile pool eraldatud

episomaalsest DNAst.
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Joonis 4. EBNA1l valgu ekspressiooni | Joonis 5. Mutantse LT valgu ja Cop5EBNA1
analius Western blot meetodil, kasutades | liini LT valgu ekspressiooni analiiis Western
BM3167 ja BM1083 antikehasid (vt. | blot meetodil, kasutades F4 ja F5
Materjal ja metoodika). EBNA1 valgu | antikehasid (vt. Materjal ja metoodika).
ekspressioonikassetti sisaldava FREBNA1l | pCGLT, pCGmMLT plasmiidiga vOi ainult
plasmiidiga v&6i ainult carrier DNAga | carrier DNAga transfekteeritud Cos7 Voi
transfekteeritud Cop5 rakud on luusitud 48 | CHO4.15.5 rakud on luuUsitud 48 h parast
h pérast transfektsiooni Laemmli puhvris | transfektsiooni Laemmli puhvris ning valgud
ning valgud lahutatud 8% SDS- | lahutatud 8% SDS-poluakrutlamiid geelis.
poluakritlamiid geelis. EBNAl1 valgu | Lisaks on analudsitud LT valgu
ekspressioon on naha nii  FREBNAL1 | ekspressiooni konstrueeritud Cop5EBNA1
plasmiidiga transfekteeritud rakkudes kui | liinis. LT valgu ekspressioon on néha nii PyV
ka konstrueeritud Cop5EBNAL1 liinis. LT, mLT valku ekspresseerivate
plasmiididega transfekteeritud rakkudes kui
ka  konstrueeritud  Cop5EBNA1l liinis.
Positiivse kontrollina on kasutatud PyV LT
valku konstitutiivselt ekspresseeriva Cop5
rakuliini lUsaati.
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Joonis 6. Plasmiidi WTOFRneo transientse ja stabiilse replikatsiooni analtiis Southern blot
meetodil Cop5EBNA1L rakuliinis.

Episomaalne DNA on eraldatud transientse katse puhul 48 ja 72 tundi parast
transfektsiooni (joonisel vastavalt tahistatud | ja Il), stabiilse katse puhul kolm nadalat
parast transfektsiooni. Eraldatud DNA on I6igatud ensutimidega Dpnl ja Hindlll, lahutatud
geel-elektroforeesil, kantud filtrile ning hdbridiseeritud radioaktiivselt maéargitud
WTOFRneo prooviga. WTOFRneo plasmiid replitseerub Cop5EBNAL liinis transientselt
(rajad 9 ja 10) ning episomaalne replikatsioonisignaal on detekteeritav ka kolm né&dalat
parast transfektsiooni (rajad 7 ja 8). Negatiivse kontrollina on kasutatud carrier DNA ja
pBabeneo plasmiidiga (sisaldab G418 resistentsusmarkerit) transfekteeritud rakke, milles
mingisugust replikatsioonisignaali ei esine (rajad 1-6). Markeriteks on 300 pg ja 600 pg
WTOFRnNeo plasmiidi, mis on lineariseeritud ensttiimiga Hindlll (rajad 11 ja 12).
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Kolmandale tassile pandi 48 tundi péarast transfektsiooni peale selektiivhe s66de,
mis sisaldas G418 antibiootikumi. Jargnevalt kasvatati selektsiooni all olevaid
rakke kuni saavutati 80 % konfluentsed tassid (umbes kolm nadalat), seejérel
eemaldati rakkudelt selektiivne so6dde, rakud kulvati 100 mm koekultuuritassile
ning kasvatati 24 tundi tavalises IMDM s60tmes. Selektsiooni all kasvanud
rakkudest eraldati episomaalne DNA, mida analtusiti Southern blot meetodil (vt.
Materjal ja metoodika). Episomaalne DNA Ibigati ensuiimidega Dpnl ja Hindlll
(lineariseeriv ensuiim) ning teostati Southern blot analtus (vt. Materjal ja
metoodika). Markeritena kasutati foreesil 300 pg ja 600 pg enstumiga Hindlll
lineariseeritud WTOFRneo plasmiidi. Replikatsioonikatse tulemus on toodud
joonisel 6 ning sellel on n&ha, et PyV origini ja FR-elementi sisaldav plasmiid
WTOFRnNeo replitseerub konstrueeritud Cop5EBNAL liinis nii transientselt kui ka

stabiilselt.

BPV1 El ja E2, PyV LT ja EBV EBNAL valke ekspresseeriva rakuliini

tegemine

Uurimaks erinevatel viiruselistel elementidel pShinevate plasmiidide
replikatsiooni- ja segregatsioonifunktsiooni, konstrueeriti rakuliin, mis
ekspresseeriks:

1. BPV1 replikatsiooni origin' i ja MME sailituselemendi funktsionaalsuseks
vajalikke E1 ja E2 valke,

2. PyV replikatsiooni origin' i funktsionaalsuseks vajalikku LT valku ning

3. EBV stabiilset sailimist tagava FR-elemendi funktsionaalsuse tagamiseks
vajalikku EBNA1 valku.

Vastava rakuliini tegemisel vOeti aluseks CHO4.15.5 rakuliin, mis ekspresseerib
konstitutiivselt BPV1 E1 ja E2 valku. Esmalt prooviti LT valku ekspresseerivat
rakuliini teha pCGLT konstruktiga, millelt transkribeeritakse LT valgu sunteesiks
vajalik RNA tugeva CMV (tsutomegaloviirus) promootori alt (vt. Materjal ja
metoodika). K&iki saadud kloone transfekteeriti 500 ng pUCPYyVWTO plasmiidiga
(sisaldab PyV origin' i) ning juhul kui LT valk ekspresseerub rakkudes, oleks
pidanud selline plasmiid replitseeruma. Analtusi tulemusel ei 6nnestunud
detekteerida LT valgu ekspressiooni Uheski kloonis (analuusiti 20 klooni). Seejarel
vahetati pCGLT konstruktis tugev CMV promootor ndrgema RSV (Rous sarkoomi
viirus) LTR promootori vastu, kuid ka selliselt ei dnnestunud saada Uhtegi LT
valku ekspresseerivat klooni (anallusiti sarnaselt eelnevalt kirjeldatud katsega 20
klooni). Varasemast on kirjanduse pdhjal teada, et PyV LT valgu interakteerumine

rakulise Rb valguga v0ib pdhjustada rakkude apoptoosi (Sheng et al., 2000) ning
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et Rb valguga seostumise domeeni deleteerimine LT valgust ei riku LT valgu
vdimet toetada PyV origin' i replikatsiooni (Soderbarg and Magnhusson, 1993).
Sellest lahtuvalt konstrueeriti selline mutantne LT valk, milles Rb valguga

seostumise domeen on deleteeritud (vt. Materjal ja metoodika).

Mutantse LT valgu ekspressiooni kontroll Western blot meetodiga

Mutantse LT valgu (mLT) ekspressiooni analuisiks kasutati Western blot meetodit
(vt. Materjal ja metoodika). Cos7 rakke transfekteeriti nii 500 ng pCGmMLT kui ka
500 ng pCGLT plasmiidiga, negatiivse kontrollina kasutati 50 pg carrier DNAga
transfekteeritud Cos7 ja CHO4.15.5 rakke ning positiivse kontrollina Cop5 liini
(ekspresseerib konstitutiivselt PyV LT valku) rakke. PyV LT valgu (97kDa)
ekspressiooni detekteeriti nii pCGLT plasmiidiga transfekteeritud rakkudes kui ka
Copb5 liini rakkudes, samuti detekteeriti 10 aminohappe vdrra lUhema mLT valgu
ekspressioon pCGmMLT plasmiidiga transfekteeritud rakkudes (joonis 5). Samal
kérgusel LT ja mLT valguga on Cos7 rakkudes ka tundmatu mittespetsiifilise
valgu signaal, kuid sellele vaatamata on ndha LT ja mLT valkude ekspressioon
(madalamal olevad mittespetsiifilised signaalid on koéikidel radadel enam-vahem
vordsed, LT ja mLT valgu korgusel olevav signaal on aga carrier' iga

transfekteeritud Cos7 rakkudes hoopis ndrgem) (joonis 5).

Mutantse LT valgu funktsionaalsus replikatsioonikatses

Selleks, et teha kindlaks, kas sellise Rb-domeeni deletsiooniga mLT valk toetab
PyV origin' iga plasmiidi replikatsiooni, tehti transientse replikatsiooni katse C127
rakuliinis (vt. Materjal ja metoodika). Selleks kotransfekteeriti C127 rakuliini 100
ng pUCPYVWTO plasmiidi (sisaldab PyV replikatsiooni origin' i) ja 500 ng pCGmMLT
plasmiidi (sisaldab mLT valgu ekspressioonikassetti). Positiivse kontrollina
kasutati 100 ng pUCPYVWTO plasmiidi ja 500 ng pCGLT plasmiidi (sisaldab wt LT
valgu ekspressioonikassetti) kotransfektsiooni ja negatiivse kontrollina ainult 100
ng pUCPyVWTO plasmiidi ning ainult carrier DNAd. Transfekteeritud rakkudest
eraldati 48 ja 72 tundi parast transfektsiooni episomaalne DNA, mis Idigati
enstiumidega Dpnl ja Hindlll (lineariseeriv ensiim) ning teostati Southern blot
analuus (vt. Materjal ja metoodika). Markeritena kasutati foreesil 200 pg ja 400
pg plasmiidi pUCPYyVWTO, mis oli lineariseeritud ensuimiga HindlIll.
Replikatsioonikatse tulemus on toodud joonisel 7 ning kinnitab, et mLT valk

tootab replikatsioonis samavaarselt wt LT valguga.
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Joonis 7. Transientse replikatsiooni analliis Southern blot meetodil C127 rakuliinis.
Episomaalne DNA on eraldatud 48 ja 72 tundi parast transfektsiooni (joonisel vastavalt
tahistatud ajapunktid | ja Il), 1digatud enstiimidega Dpnl ja Hindlll ning hubridiseeritud
radioaktiivselt margitud pUCPYVWTO prooviga. PyVWTO replikatsiooni origin' i sisaldav
plasmiid (pUCPYVWTO) replitseerub samavéarselt nii pCGLT kui ka pCGmMLT plasmiidi
lisamisel, mis tdestab, et mutantse LT valgu funktsionaalsus replikatsiooni toetamisel pole
hairitud. Negatiivse kontrollina on ainult pUCPYVWTO plasmiidiga transfekteeritud rakud,
milles mingisugust replikatsioonisignaali ei esine. Markeriteks on 200 pg ja 400 pg
pUCPYVWTO plasmiidi, mis on lineariseeritud enstumiga HindlIlI.

BPV1 E1 ja E2 valke, EBV EBNAL1 valku ja PyV mLT valku ekspresseeriva
rakuliini konstrueerimine ja anallis

Rakuliini tegemiseks kasutati mLT ja EBNA1l ekspressioonikassette sisaldavaid
plasmiide ning hiugromautsiini resistentsusmarkerit sisaldavat plasmiidi (vt.
Materjal ja metoodika). Rakuliini tegemisel vdeti aluseks BPV1 E1l ja E2 valke
konstitutiivselt ekspresseeriv. CHO4.15.5 rakuliin. Hugromutsiini juuresolekul
kasvavad ainult need rakud, mille kromosoomi on integreerunud
resistentsusmarkeri ekspressioonikassett ning eeldatavalt sisaldavad sellised
rakud ka mLT ja EBNA1l valgu ekspressioonikassetti. Tekkinud rakukolooniatest
kasvatati uUlesse 33 klooni, milledes anallisiti Southern blot meetodil mLT,

EBNAL ning E1 ja E2 valkude funktsionaalsust.

MLT valgu funktsionaalsuse kontroll konstrueeritud rakuliinis

Selleks, et kontrollida, kas konstrueeritud rakuliin ekspresseerib replikatsioonis
funktsionaalset mLT valku, transfekteeriti kdiki selekteeritud kloone 500 ng
pUCPYVWTO plasmiidiga (sisaldab PyV wt origin' i). Positiivse kontrollina kasutati
500 ng pUCPYyVWTO ja 500 ng pCGmLT plasmiidi kotransfektsiooni ning
negatiivse kontrollina 500 ng pUC18 plasmiidi. Transfekteeritud rakkudest
eraldati 48 tundi péarast transfektsiooni episomaalne DNA kasutades aluselise

lGUsi meetodit. lIgast proovist vbeti edasisele analitsile pool eraldatud DNAst.
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Katse tulemusena ilmnes, et pUCPYyWTO plasmiid replitseerus neljas kloonis,
milledest kaks on toodud joonisel 8. Neljast kloonist Uhes (joonisel 8. kloon
nr.11) jai mLT valk stabiilselt funktsionaalseks. Seda klooni hakati nimetama

4P11 liiniks ning edasised katsed on tehtud kdik selle rakuliiniga (joonisel rada 8).

4.15.5L.TEBNA1L
kloom# 3 6 7 8 9 101211141516 20
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Joonis 8. Transientse replikatsiooni analliiis konstrueeritud 4.15.5LTEBNAL rakuliinis
Southern blot meetodil.

Episomaalne DNA on eraldatud 48 tundi parast transfektsiooni (joonisel raja kohal
tahistatud klooni number) ning I8igatud enstitimidega Dpnl ja Hindlll. Hubridisatsiooniks
on kasutatud radioaktiivselt margitud pUCPYVWTO proovi. Kaiki rakuliini kloone
transfekteeriti 500 ng pUCPYVWTO plasmiidiga (sisaldab PyV origin' i), mis replitseerub
ainult PyV replikatsioonivalgu LT juuresolekul. Positiivhe replikatsioonisignaal detekteeriti
kahes kloonis (kloonid 5 ja 11), positiivse kontrollina kasutati 4.15.5LTEBNAL liini rakke,
millesse  kotransfekteeriti pUCPYVWTO ja pCGmMLT (sisaldab mLT valgu
ekspressioonikassetti) (rada 14). Markeriteks on 300 ja 500 pg pUCPYyVWTO plasmiidi,
mis on lineariseeritud Hindlll enstiimiga (rajad 15 ja 16).

EBNAL1 valgu funktsionaalsuse kontroll 4P11 liinis

EBNA1 valgu funktsionaalsust 4P11 liinis kontrolliti samuti replikatsioonikatsega.
Selleks transfekteeriti 4P11 liini 2 pg p994 plasmiidiga (sisaldab EBV latentse
faasi replikatsiooni origin' i oriP), positiivse kontrollina kasutati 2 pg p994
plasmiidi ja 2 pg Ss6EBNAL1l plasmiidi (sellelt ekspresseerub lisaks oriP
replikatsiooniks vajalik EBNA1 valk) kotransfektsiooni ning negatiivse kontrollina
700 ng pUC18 plasmiidi. Veendumaks, et oriP replikatsioonisignaal 4P11 liinis on
EBNAL valgust s6ltuv, transfekteeriti lisaks 4P11 liinile samade konstruktidega ka
CHO 4.15.5 liini (mdnedes inimese rakuliinides on kirjeldatud oriP replikatsiooni
ilma EBNA1 valgu osaluseta). Tulemused on toodud joonisel 9. Plasmiid (p994
sisaldab EBV replikatsiooni origin' i oriP-d) replitseerub 4P11 liinis samavéaarselt
nii EBV replikatsioonivalgu EBNA1 lisamisel ekspressiooniplasmiidilt S6EBNA1 kui

ka ilma EBNA1 ekspressiooniplasmiidi lisamiseta. See tdestab, et replikatsiooniks
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vajalikku EBNA1l valku ekspresseeritakse ka 4P11 rakuliini poolt. Negatiivse
kontrollina on kasutatud ainult pUC18 plasmiidiga transfekteeritud rakke, milles
mingisugust replikatsioonisignaali ei esine. Paralleelselt testitud p994 plasmiidi
replikatsioon CHO4.15.5 rakuliinis mingisugust replikatsioonisignaali ei anna
(joonis 9). Seega tagab oriP replikatsiooni 4P11 liinis just EBNA1l valgu
funktsionaalsus. Markeriteks on kasutatud 200 pg pUC18 ja p994 plasmiide, mis

on lineariseeritud BamHI enstimiga.
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Joonis 9. Transientse replikatsiooni analiitis Southern blot meetodil CHO4.15.5 ja 4P11
rakuliinis.

EBV replikatsiooni origin' i oriP-d sisaldav plasmiid p994 replitseerub 4P11 liinis
samavéérselt nii EBV replikatsioonivalgu EBNA1 juuresolekul kui ka ilma EBNA1
ekspressiooniplasmiidi lisamiseta (rajad 11-14). See tdestab, et replikatsiooniks vajalikku
EBNA1 valku ekspresseeritakse ka 4P11 rakuliini poolt. Negatiivse kontrollina on ainult
pUC18 plasmiidiga transfekteeritud rakud, milles mingisugust replikatsioonisignaali ei
esine (rajad 9, 10). Paralleelselt on testitud p994 plasmiidi replikatsiooni ka CHO4.15.5
rakuliinis (rajad 1-8), kuna oriP v6ib mdnedes rakuliinides replitseeruda ka soltumatult
EBNA1 valgust. See, et CHO4.15.5 rakuliinis mingisugust replikatsioonisignaali ei teki,
tdestab, et oriP replikatsioon 4P11 liinis on tagatud tdnu EBNA1 valgu funktsionaalsusele
selles rakuliinis. Markeriteks on 200 pg pUC18 ja p994 plasmiidi, mis on lineariseeritud
enstumiga BamHI (rajad 15, 16). Hubridisatsiooniks kasutati radioaktiivselt méargitud
p994 ja pUC18 plasmiide.

E1l ja E2 valgu funktsionaalsuse kontroll 4P11 liinis

Selleks, et kontrollida, kas 4P11 liinis on sailinud E1 ja E2 valgu funktsionaalsus,
transfekteeriti 4P11 liini 500 ng pUCAIu plasmiidiga (sisaldab BPV1 replikatsiooni
origin' i). Positiivse kontrollina kasutati 500 ng pUCAIu plasmiidi ning 1 ug
pCGEag ja 1 upg pCGE2 plasmiidi (nendelt ekspresseeruvad lisaks BPV1
replikatsiooniks vajalikud valgud E1 ja E2) kotransfektsiooni ning negatiivse
kontrollina 500 ng pUC18 plasmiidi. Tulemuseks on see, et pUCAIu plasmiid
replitseerub 4P11 rakuliinis vdrreldavalt positiivse kontrolliga ning seega on
konstrueeritud rakuliinis funktsionaalsed nii BPV1 E1 kui ka E2 valk (joonis 10).
Markeritena on kasutatud 300 ja 500 pg pUCAIlu plasmiidi, mis on lineariseeritud

ensuumiga Hindlll .
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Joonis 10. Transientse replikatsiooni analtiis Southern blot meetodil CHO4.15.5 ja 4P11
rakuliinis.

BPV1 replikatsiooni origin' i sisaldav plasmiid pUCAIlu replitseerub 4P11 liinis (rajad 3, 4)
samavéaarselt BPV1 replikatsioonivalke E1 ja E2 ekspresseeriva CHO4.15.5 rakuliiniga
(rajad 5, 6). See tdestab, et replikatsiooniks vajalikke E1 ja E2 valku ekspresseeritakse
ka 4P11 rakuliini poolt. Negatiivse kontrollina on ainult pUC18 plasmiidiga
transfekteeritud rakud, milles mingisugust replikatsioonisignaali ei esine (rajad 1, 2).
Markeriteks on 300 ja 500 pg pUCAIu plasmiidi, mis on lineariseeritud Hindlll enstimiga
(rajad 7, 8). Hubridisatsiooniks kasutati radioaktiivselt margitud pUCAIlu plasmiidi.

Kdikide 4P11 rakuliinis olevate viiruseliste valkude funktsionaalsust kontrolliti
sarnaselt eelnevalt kirjeldatud katsetele ka parast seda, kui rakuliini oli
kasvatatud kolm kuud mitteselektiivsetes tingimustes (ilma hiigromutsiin B
antibiootikumita). Kdik viiruselised valgud olid endiselt funktsionaalsed, kuna liinis
replitseerusid nii PyV, BPV1 kui ka EBV origin' i sisaldavad plasmiidid (andmed

esitamata).

Erinevate replikatsiooni- ja segregatsioonifunktiooniks vajalike viiruseliste
elementidega plasmiidide konstrueerimine

Uurimaks erinevate episomaalselt sailivate DNA viiruste replikatsiooni- ja
segregatsioonifunktsiooni  v@imalikku kokkusobivust jagunevates rakkudes
konstrueeriti erinevate Vviiruseliste replikatsiooni- ja segregatsioonifunktsiooni
tagavate cis-elementidega plasmiidid (vt. Materjal ja metoodika). Plasmiidide
konstrueerimisel lahtuti eelnevalt teadaolevatest episomaalselt sailivatest
plasmiididest. Varasemalt on taheldatud, et naiteks liiga tugeva promootori
paigutamine vahetult replikatsiooni origin' i lahedusse héirib tugevalt
replikatsioonifunktsiooni (E. Ustav avaldamata andmed). See v0ib omakorda
hairida plasmiidide stabiilset sailimist ning sellest tulenevalt vahetati nii
resistentsusmarkerite kui ka fluorestseeruvate valkude ekspressioonikassettides
tugevad CMV ja SV40 promootorid ndrgema RSV LTR promootori vastu. BPV1
URR piirkonda ja antibiootikumi G418 resistentsusmarkerit sisaldava plasmiidi

konstrueerimisel voeti aluseks pNeoBgl40 plasmiid, mille stabiilset episomaalset
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séilimist BPV1 E1 ja E2 valku ekspresseerivas rakuliinis on varasemalt naidatud
(Piirsoo et al.,, 1996). Sellele plasmiidile lisati wveel HcRedl valgu
ekspressioonikassett, mis v@imaldaks jalgida vastava plasmiidi segregatsiooni ja
stabiilset sailimist ka voolutsiitomeetria meetodit kasutades (plasmiid nimetati
URRHcRed1).

PyV minimaalset replikatsiooni origin' i ning BPV1 segregatsioonifunktsiooni
tagava MME-ga plasmiidi konstrueerimisel vdeti samuti aluseks neid elemente
sisaldav plasmiid (p1OPym), mille stabiilset episomaalset sailimist oli juba
varasemalt PyV LT ja BPV1 E2 valku ekspresseerivas rakuliinis naidatud (Silla,
2001). Taiendavalt lisati sellele plasmiidile veel puromutsiini resistentsusmarker
ning d1EGFP valgu ekspressioonikassett (plasmiid MOMMEpurodlEGFP). PyV
repikatsiooni origin' il on kirjeldatud nii minimaalne origin (MO) kui ka sellele
eelnev vbimenduselement (enhancer), mille olemasolul on replikatsioon kuni 100
korda efektiivsem (MO-+enhancer = WTO ehk wt origin). Hubriidses plasmiidis,
milles on kasutatud PyV MO-+MME, taidab enhancerelemendi osa MME ning
replikatsioon on vdérreldav PyV WTO replikatsiooniga (Silla, 2001). Samas ei
séilinud PyV wt origin' i ja MMEd sisaldavad plasmiidid stabiilselt ning ilmselt
pbhjustas esmane tugeva ulereplikatsioon rakkude apoptoosi (Silla, 2001). Kuna
FR elemendi ja EBNA1 valgu rolli PyV MO vdimendamisel polnhud teada,
konstrueeriti edasisteks katseteks hubriidsed plasmiidid nii minimaalse PyV
replikatsiooni origin' iga (MO) kui ka wt PyV replikatsiooni origin' iga (WTO). Neid
elemente sisaldavatele plasmiididele lisati veel kas puromutsiini
resistentsusmarker ja d1EGFP valgu ekspressioonikassett vdi antibiootikumi G418
resistentsusmarker ja HcRedl valgu ekspressioonikassett. Olenevalt
kotransfektsiooniks valitud plasmiididest on v8imalik kasutada sellist
kombinatsiooni, et nii selektsiooni- kui fluorestseeruv marker oleksid erinevad
(plasmiidid MOFRpurod1EGFP, WTOFRpurod1EGFP, MOFRneoHcRed1l ja
WTOFRneoHcRed1).

Transientse replikatsiooni analtiiis 4P11 liinis

Selleks, et vdrrelda omavahel erinevate viiruseliste elementidega plasmiidide
replikatsiooni transfekteeriti 4P11 liini jargmiste konstruktidega (plasmiidide
kaardid toodud lisas):

1. URRHcRed1 0,66 pg (BPV1 replikatsiooni origin + MME)

2. MOMMEpurod1EGFP 0,61 pg (PyV minimaalne replikatsiooni origin + MME)

3. MOFRneoHcRed1 0,5 pg (PyV minimaalne replikatsiooni origin + FR 1)

39



. MOFRpurod1EGFP 0,64 pg (PyV minimaalne replikatsiooni origin + FR 11)
. WTOFRneoHcRed1 0,46 pg (PyV wt replikatsiooni origin + FR 1)

. WTOFRpurod1EGFP 0,64 ug (PyV wt replikatsiooni origin + FR I1)

. URRHcRed1 0,66 pg + MOMMEpurod1EGFP 0,61 ug

. MOFRneoHcRed1 0,5 ng + MOMMEpurod1EGFP 0,61 ug

. MOFRpurod1EGFP 0,64 pg + URRHcRed1 0,66 ug

10. MOFRneoHcRed1 0,5 ug + MOFRpurod1EGFP 0,64 g

11. WTOFRpurod1EGFP 0,64 g + URRHcRed1 0,66 pg

12. WTOFRneoHcRed1 0,46 pg + MOMMEpurod1EGFP 0,61 ug

13. carrier DNA 50 ug

© 00 N O 0o b

Kdiki plasmiide vOeti transfektsiooni vOrdses molaarses koguses, lisaks kasutati
igas transfektsioonis ka 50 ug carrier DNAd. Negatiivse kontrollina kasutati ainult

carrier DNAga transfekteeritud rakke.
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Joonis 11. Erinevatel viiruselistel elementidel po&hinevate plasmiidide transientse
replikatsiooni analtiis Southern blot meetodil 4P11 rakuliinis.

Joonise uUlemises osas on &ra toodud erinevate plasmiidide replikatsiooni origin' id ning
séilituselemendid ning radade kohal on tahistatud plussmargiga vastavate elementidega
plasmiidide olemasolu transfektsioonis. Antud katses kasutati URRHcRed1 (BPVori+MME),
MOMMEpurod1lEGFP (PyVMO+MME), MOFRneoHcRedl (PyVMO+FR 1), MOFRpurod1EGFP
(PyVMO+FR I1), WTOFRneoHcRed1 (PyVMO+FR 1) ja WTOFRpurod1EGFP (PyVWTO+FR
I1) plasmiide. Kdikide plasmiidide puhul v.a URRHcRedl (rajad 1, 2) on detekteeritav
replikatsioonisignaal. limselt on BPV1 URR replikatsioon siiski rakuliinis olemas, kuid
vorreldes PyV replikatsioonisignaaliga detekteerimiseks liiga ndrk. Markeriteks on 50 pg
katses kasutatud plasmiide (rajad 13-18), mis on I8igatud sobiva ensttumiga nii, et ka
kahe plasmiidiga transfekteeritud rakkudes oleks mdlema plasmiidi replikatsioonisignaalid
eristatavad (kasutatud ensiim on toodud vélja joonisel markerite taga).
Hubridisatsiooniks kasutati radioaktiivselt margitud URRHcRed1l, MOMMEpurod1lEGFP ja
MOFRneoHcRed1 plasmiide.

Transfekteeritud rakud jagati kolmele 60 mm koekultuuri tassile, millest kaks
kasutati transientse replikatsiooni anallutsiks ning kolmas jai stabiilse
replikatsiooni analtusiks. Transfekteeritud rakkudest eraldati 48 ja 72 tundi
parast transfektsiooni episomaalne DNA (joonisel 11 ja 12 vastavalt | ja Il

ajapunkt) kasutades aluselise lulsi meetodit (vt. Materjal ja metoodika). lgast
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proovist vOeti edasisele analiitsile pool eraldatud episomaalsest DNAst. Joonisel
11 on toodud Uhe plasmiidiga transfekteeritud rakkude replikatsioonianaltiis ning
joonisel 12 on sama katse erinevad kotransfektsioonid. Markeriteks on 50 pg
katses kasutatud replikone, mis on Idigatud sama ensulmiga nagu Kkatses

uuritavaid plasmiide (toodud valja joonisel markerite taga).

Kdikide plasmiidide puhul v.a URRHcRed1 detekteeriti replikatsioonisignaal. Kuna
BPV1 E1 ja E2 valk on antud rakuliinis funktsionaalsed, eeldati, et ilmselt on
replikatsioonisignaal detekteerimiseks liiga ndrk, ning BPV1 URR-i sisaldavaid
transfektsioone korrati 1 ng URRHcRed1 plasmiidiga (kotransfektsioonis voeti teisi
plasmiide vastavalt v6rdses molaarses suhtes). Tulemused on toodud joonisel 13
ning suurema koguse URRHcRedl plasmiidiga transfekteeritud rakkudes
detekteeriti replikatsioonisignaal ka BPV1 URR piirkonda sisaldavate plasmiidide

puhul.
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Joonis 12. Erinevatel viiruselistel elementidel po&hinevate plasmiidide transientse
replikatsiooni analtiis Southern blot meetodil 4P11 rakuliinis.

Joonise Ulemises osas on ara toodud erinevate plasmiidide replikatsiooni origin' id ning
sailituselemendid ning radade kohal on tahistatud plussmargiga vastavate elementidega
plasmiidide olemasolu transfektsioonis. Antud katses kasutati URRHcRed1 (BPVori+MME),
MOMMEpurod1EGFP (PyVMO+MME), MOFRneoHcRed1 (PyVMO-+FR 1), MOFRpurod1EGFP
(PyV MO+FR 11), WTOFRneoHcRedl (PyV WTO+FR 1) ja WTOFRpurodlEGFP (PyV
WTO+FR Il) plasmiide. Sarnaselt joonisega 11, pole ka siin detekteeritav URRHcRed1
plasmiidi replikatsioon. Jooniselt on n&ha, et MOFRneoHcRedl plasmiidi ja
MOMMEpurod1EGFP plasmiidi kotransfektsioon surub viimase replikatsiooni maha (rajad
3, 4). Negatiivse kontrollina on kasutatud ainult carrier DNAga transfekteeritud rakke
(rajad 13, 14). Markeriteks on 50 pg katses kasutatud plasmiide (rajad 15-23), mis on
Idigatud sobiva enstiimiga nii, et ka kahe plasmiidiga transfekteeritud rakkudes oleks
mdlema plasmiidi replikatsioonisignaalid eristatavad (kasutatud ensuim on toodud valja
joonisel markerite taga). Hubridisatsiooniks kasutati radioaktiivselt margitud URRHcRed1,
MOMMEpurod1EGFP ja MOFRneoHcRed1 plasmiide.

41



Py WTOFR 1T = T = +
= Tl I T i 1~
Py WTOHFR 1 - - E B = - = =
E G 5 &
Py MO+ FR 1T i @@+ - £ =
Pt MO FR, T = F U o e Y
| x [re
Py arl+MME = + S E - - i Ep o
B ari+MME + _': _C' + - :‘ ._T _Q
ajspunkt 1 I T II m & I II I II & & &
= -——
' Ty '
- - ' - =
-
- “ '

Joonis 13. Erinevatel viiruselistel elementidel pdhinevate plasmiidide transientse
replikatsiooni analtiis Southern blot meetodil 4P11 rakuliinis.

Kuna varasemas katses ei detekteeritud BPV1l URR piirkonda sisaldava plasmiidi
replikatsiooni, transfekteeriti 4P11 rakuliini suurema koguse plasmiidse DNAga (1 ug
URRHcRed1 plasmiidi, kotransfektsioonil teisi vastavalt vOrdses molaarses koguses).
Joonise Ulemises osas on ara toodud erinevate plasmiidide replikatsiooni origin' id ning
sailituselemendid ning radade kohal on téhistatud plussmargiga vastavate elementidega
plasmiidide olemasolu transfektsioonis. Antud katses kasutati URRHcRed1 (BPVori+MME),
MOMMEpurod1lEGFP  (PyVMO+MME), MOFRpurodlEGFP (PyV MO+FR II) ja
WTOFRpurod1EGFP (PyV WTO+FR Il) plasmiide. Seejuures on koikide transfektsioonide
puhul detekteeritav ka BPV1 URR piirkonnaga plasmiidi replikatsioon. Markeriteks on 50
pg katses kasutatud plasmiide, mis on Idigatud sobiva enstumiga nii, et ka kahe
plasmiidiga transfekteeritud rakkudes oleks mdlema plasmiidi replikatsioonisignaalid
eristatavad (kasutatud ensiim on toodud valja joonisel markerite taga).
Hubridisatsiooniks kasutati radioaktiivselt margitud URRHcRedl, MOMMEpurodl1lEGFP ja
MOFRneoHcRed1 plasmiide.

Episomaalse DNA analiius selektsiooni all kasvanud rakkudest

Transfekteeritud rakkudest kolmandale tassile pandi 48 tundi péarast
transfektsiooni peale selektiivhe sd6de, mis sisaldas vastavalt transfekteeritud
plasmiididele kas puromdutsiini v6i antibiootikumi G418 ning kotransfektsioonide
puhul molemat antibiootikumi. Negatiivse kontrollina kasutati ainult carrier
DNAga transfekteeritud rakke, mis surid antibiootikumiga s66tmes paari paeva
jooksul. Jargnevalt kasvatati selektsiooni all olevaid erinevate plasmiididega
transfekteeritud rakke kuni saavutati 80 % konfluentsed tassid (umbes kaks
nadalat), seejarel eemaldati rakkudelt selektiivhe sd6de, rakud kilvati 2100 mm
koekultuuritassile ning kasvatati 24 tundi mitteselektiivses F12 s60tmes. Seejérel
eraldati rakkudest episomaalne DNA, millest ¥4 materjali analttsiti Southern blot
meetodil (vt. Materjal ja metoodika). Tulemused on toodud joonisel 14. Mitte
Uhegi transfektsiooni puhul pole detekteeritav episomaalne replitseerunud

plasmiidi signhaal. Korduskatsetes on tulemus sama (andmed esitamata).
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Joonis 14. Erinevatel Vviiruselistel elementidel pohinevate plasmiidide stabiilse
replikatsiooni analtiis Southern blot meetodil 4P11 rakuliinis.

Joonise Ulemises osas on ara toodud erinevate plasmiidide replikatsiooni origin' id ning
sailituselemendid ning radade kohal on téhistatud plussmérgiga vastavate elementidega
plasmiidide olemasolu transfektsioonis. Antud katses kasutati URRHcRed1 (BPVori+MME),
MOMMEpurod1EGFP (PyVMO+MME), MOFRneoHcRed1l (PyVMO+FR 1), MOFRpurod1EGFP
(PyV MO+FR II), WTOFRneoHcRedl (PyV WTO+FR 1) ja WTOFRpurod1lEGFP (PyV
WTO+FR Il) plasmiide. Uhegi replikoni episomaalne signaal pole antud katses
detekteeritav (rajad 1-12). Markeriteks on 50 pg katses kasutatud replikone (rajad 13-
21), mis on I|digatud sobiva enstumiga nii, et ka kahe plasmiidiga transfekteeritud
rakkudes oleks mdlema replikoni signaalid eristatavad (toodud vélja joonisel markerite
taga). Kahel viimasel rajal on markeriks 10 ja 1 pg URRHcredl plasmiidi (vastavalt rajad
22 ja 23), mis on Idigatud BamHI enstiimiga.

Selektsiooni all kasvanud transfekteeritud rakkude analliiis voolutsiitomeetria
meetodiga.

Selekteeritud rakke anallusiti lisaks plasmiidse DNA eraldamisele ka
voolutsutomeetria meetodiga. Selleks, et jalgida d1EGFP vOi Hcredl valgu
ekspresseerumist rakkudes, kasvatati selektsiooni all olevaid rakke kuni saavutati
80 % konfluentsed tassid. Seejéarel loeti kasutades FACSCalibur sisteemi igast
transfektsioonist 50 000 rakku ning analliUsiti kui suur osa rakkudest
ekspresseerib fluorestseeruvat markerit (vt. Materjal ja metoodika). Osadelt
rakkudelt eemaldati selektiivhe s6dde, kahe replikoniga transfekteeritud rakkude
puhul ka selliselt, et eemaldati kahest antibiootikumist Uks, teine jai s60tmesse
alles ning vaadeldi ajas toimuvaid fluorestseeruvate markerite ekspressiooni
muutusi. Tulemused on esitatud HcRedl valgu ekspressiooni kohta kahe
plasmiidiga transfekteeritud rakkudes joonisel 15. Kuu aja jooksul ei
detekteeritud olulisi muutusi HcRed1 valgu ekspressioonis (joonis 15). Sarnane
tulemus saadi ka Uhe plasmiidiga transfekteeritud puhul ning d1EGFP valgu
ekspressiooni analuusil. Juhul kui replikonid on séilinud episomaalsena, peaks
antibiootikumi eemaldamisel hakkama fluorestseeruvat markerit sisaldavate
plasmiidide osa rakkudes vahenema, samas kui antibiootikumi selektsiooni all
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olevates rakkudes ei tohiks erilisi muutusi tekkida. Kuna péarast nelja nadalat ei
olnud tekkinud mingisuguseid olulisi erinevusi rakkude fluorestsentsis, mis olid
kasvanud antibiootikumi juuresolekul vdi ilma, viitab see tulemus sellele, et tegu

on markerite integratsiooniga.
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Joonis 15. Joonisel on kujutatud erinevate replikonidega kotransfekteeritud ning algselt
selektsiooni all kasvatatud 4P11 rakuliini HcRedl markeri ekspressioonis toimuvaid
muutusi.

lga tulpade grupi all on kirjeldatud milliste plasmiidide kotransfektsiooniga on tegu. Y-
teljel on ndha HcRedl valku ekspresseerivate rakkude osakaal kogupopulatsioonis.
Esimesel tulbal on kujutatud HcRedl valku ekspresseerivate rakkude osakaal algselt
selektsiooni all kasvatatud rakkude puhul (HcRedl algne). Seejarel eemaldati s66tmest
kas Uks vbi mdlemad antibiootikumid ning jargmised neli tulpa kujutavad HcRedl valgu
ekspressiooni muutusi nelja nadala méddudes kas mdlema antibiootikumi juuresolekul
(HcRed1lpuro+G418), ilma puromdutsiinita (HcRed1G418), ilma G418 (HcRedlpuro) voi
ilma selektsioonita (HcRed1-ab) kasvanud rakkude puhul.
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ARUTELU

Kaesolevas t60s naidati, et hiire polioomiviiruse (PyV) wt replikatsiooni origin' i
(PyV WTO) ja Epstein-Barri viiruse (EBV) FR-elementi sisaldavad plasmiidid
replitseerusid ning sailisid episomaalsena kolme né&dala jooksul PyV LT ja EBV
EBNA1 valku konstitutiivselt ekspresseerivas rakuliinis (Cop5EBNAL). Sellisel
juhul tagab plasmiidide replikatsioonifunktsiooni PyV WTO ja LT valk ning
segregatsioonifunktsiooni EBV multimeerseid EBNAl valgu seostumiskohti
sisaldav FR-element ja EBNA1 valk. Varasemast on teada, et BPV1 replikatsiooni
origin' i (BPV1 MO) ja multimeerseid E2 valgu seostumiskohti (MME) sisaldavad
plasmiidid sailivad BPV1l E1 ja E2 valgu juuresolekul jagunevates rakkudes
episoomidena (Piirsoo et al., 1996). Seejuures tagavad E1 ja E2 ning BPV1 MO
plasmiidide replikatsioonifunktsiooni ning MME ja E2 valk
segregatsioonifunktsiooni. Samuti on teada, et hubriidsed plasmiidid, mis
sisaldavad PyV minimaalset replikatsiooni origin® i (PyV MO) ja BPV1
multimeerseid E2 valgu seostumiskohti (MME), séilivad PyV LT ja BPV1 E2 valgu
juuresolekul jagunevates rakkudes episoomidena (Silla, 2001). Sellisel juhul
tagavad PyV MO ja LT valk plasmiididele replikatsioonifunktsiooni ning BPV1 MME
ja E2 valk segregatsioonifunktsiooni. Samas on ka teada, et PyV WTO ja BPV1
MME elementidega plasmiidid replitseeruvad kull PyV LT ja BPV1 E2 valgu
juuresolekul, kuid stabiilselt episoomina pusima ei jaa (Silla, 2001). limselt on
selliste plasmiidide replikatsioon esmaselt Ulevéimendatud ning see pdhjustab
transfekteerunud rakkude apoptoosi. Ka antud t6ds tehtud katses on stabiilselt
episoomina pusiva PyV WTO ja EBV segregatsioonielementi FR sisaldava plasmiidi
replikatsioonisignaal vorreldes algse transientse replikatsioonisignaaliga vaga
ndrk. Seega vOib ka PyV WTO ja EBV FR-elementi sisaldava plasmiidi puhul
pikemaajaline episomaalne sailimine olla héiritud ning efektiivsem oleks kasutada

PyV MO ja EBV FR-elemendiga plasmiide.

Selleks, et teada saada, kas ka eukariUootsed plasmiidid vdivad olla sarnaselt
bakteriaalsete plasmiididega teatud juhtudel uUhtesobimatud, sooviti uurida
erinevate viiruseliste elementidega plasmiidide koreplikatsiooni ja -
segregatsiooni. Katsesse otsustati votta vordlevalt BPV1 MO ja PyV MO ning PyV
WTO kui replikatsioonifunktsiooni tagamiseks vajalikud cis-elemendid ning MME
ja FR-element kui segregatsioonifunktsiooni tagavad cis-elemendid. Kasutades
erinevaid kombinatsioone on vdimalik uurida sama replikatsiooni origin' i kuid
erineva segregatsioonimehhanismiga ning erineva replikatsiooni origin' i kuid

sama segregatsioonimehhanismiga plasmiidide ko-replikatsiooni ja stabiilset
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sdilimist jagunevates rakkudes. Selleks, et tagada vastavate cis-elementide
funktsionaalsus, tuli konstrueerida rakuliin, mis ekspresseeriks konstitutiivselt
kéiki nende elementide funktsionaalsuseks vajalikke viiruselisi trans-faktoreid.
Rakuliini baasiks valiti CHO4.15.5 rakuliin, mis ekspresseerib konstitutiivselt BPV1
E1l ja E2 valku ning milles on varasemalt naidatud BPV1 URR piirkonda
sisaldavate plasmiidide stabiilne episomaalne sailimine (Piirsoo et al., 1996).
Lisaks on vajalikeks trans-faktoriteks veel PyV LT ja EBV EBNA1 valk. Rakuliini
tegemine wt LT valguga ebadnnestus, UUheski selekteeritud kloonis ei
ekspresseerunud LT valk (analuusiti 40 klooni), samas olid olemas
funktsionaalsed E1, E2 ja EBNAl valk (andmed esitamata). Ka ei aidanud LT
valgu ekspressioonikassetis tugeva CMV promootori vahetus nérgema RSV LTR
promootori vastu. limselt on wt LT valgu ekspressioon rakkudele toksiline ning
selektsiooni all kasvasid Ulesse ainult need rakud, milles LT valgu tootmine oli
mahasurutud. Varasemast oli teada, et LT valgu toksilisus v0ib teatud tingimustel
olla seotud LT valgu seostumisega rakulise Rb valguga (Sheng et al., 2000) ning
et Rb valguga seostumise domeeni deleteerimine LT valgust ei riku LT valgu
vdimet toetada PyV origin' i replikatsiooni (Soderbarg and Magnusson, 1993).
Seega otsustati deleteerida LT valgust Rb valguga seostumise domeen ning
proovida sellise mutantse LT (mLT) valguga rakuliini teha. Mutantse LT valgu
funktsionaalsust testiti replikatsioonikatses ning see oli vOrreldav wt LT valgu
funktsionaalsusega. See, et replikatsioonisignaal ajas ndrgenes (vOrreldi 48 ja 72
tunni ajapunkte) tuleneb ilmselt sellest, et mLT valgu funktsionaalsuse
testimiseks kasutati PyV wt origin' i sisaldavat plasmiidi. Selline plasmiid
replitseerub aga LT wvalgu juuresolekul vaga efektiivselt ning selline
Ulereplikatsioon pd&hjustab rakkude apoptoosi. Seega kahaneb plasmiidi
replitseerivate rakkude arv aja jooksul. Kuna mLT ja LT valgu funktsionaalsus PyV
origin' i sisaldava plasmiidi replikatsiooni toetamisel oli vérreldav, sai rakuliini
tegemisel kasutada PyV mLT valku. Selektsiooni all kasvanud rakukolooniatest
kasvatati Ulesse 33 klooni, milles analtusiti mLT valgu funktsionaalsust.
Analtusitud kloonidest neli toetas PyV WTO replikatsiooni, seega pidi neis neljas
kloonis ekspresseeruma PyV mLT valk. Hilisemates katsetes jai mLT valk
stabiilselt ekspresseeruma uUhes kloonis, mida hakati nimetama 4P11 rakuliiniks.
Teistest algselt mLT valku ekspresseerivatest kloonidest Uhes oli hilisemates
katsetes mLT valk kull funktsionaalne, kuid selles liinis kadus ara E1 valgu
funktsionaalsus ning BPV1 MO replikatsiooni selles rakuliinis enam ei toimunud.
Ulejaanud kaks algselt mLT valku ekspresseerivat klooni hiljem PyV WTO
replikatsiooni enam ei toetanud. Illmselt on ka sellise mutantse LT valgu

ekspressioon rakkudele mingil moel kahjulik ning ainult Rb valguga seostumise
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domeeni deleteerimisest ei piisa, et rakkudele kahjulikkus kaoks. Vastasel juhul
oleks pidanud enamus kloone ekspresseerima mLT valku, stabiilselt jai seda
ekspresseerima aga ainult Uks kloon kolmekimne kolmest. Samas ei saa ka
valistada teiste viiruseliste valkude mdju LT valgu ekspressioonile. Kuna
varasemalt on &nnestunud edukalt teha rakuliine PyV LT ja BPV1 E2 valguga
(konstrueeritud 1. Haéle poolt) ning PyV LT ja EBNA1 valguga (Cop5EBNA1), saab
ainsaks LT valguga mittesobivaks valguks olla BPV1 E1 valk. Mittesobivuse
pbhjused vobivad peituda selles, et tegemist on funktsionaalselt vaga sarnaste
valkudega ning mingil p6hjusel vBivad need viiruselised helikaasid omavahel
konkureerida. Seda hupoteesi toetab ka fakt, et Uhes kloonis, kus mLT valk j&i
stabiilselt ekspresseeruma, kadus dara varasemalt Kkonstitutiivselt rakuliinis

ekspreseeritud BPV1 E1 valgu ekspressioon.

Jargnevalt konstrueeriti erinevatel viiruselistel elementidel pdhinevad plasmiidid,
millele lisati lisaks replikatsiooni origin' ile ja segregatsioonifunktsiooni tagavale
elemendile ka antibiootikumi resistentsusmarker ning fluorestseeruva valgu
marker. Selliste plasmiidide replikatsioonifunktsioone vdorreldi kd&igepealt
transientses replikatsioonikatses ning osale transfekteeritud rakkudest pandi
peale selektiivne sddde, mis sisaldas vastavalt transfekteeritud plasmiididele
valitud antibiootikume. Transientses katses replitseerusid k&ik transfekteeritud
plasmiidid. BPV1 origin' i replikatsioon oli kull tunduvalt nérgem vdrreldes nii PyV
MO kui ka PyV WTO elemente sisaldavate plasmiididega, kuid siiski detekteeritav,
kui algsesse transfektsiooni vdeti suurem kogus DNAd. Samas vOttes arvesse
seda, et PyV on ludtiline viirus ning Ulereplikatsioonist tulenev rakkude apoptoos
pole sellisel juhul viirusele probleemiks, on mdistetav, miks PyV replikatsiooni
origin' i sisaldavate plasmiidide replikatsioon on oluliselt efektiivsem kui BPV1
origin' iga plasmiidide replikatsioon. Transfekteerides korraga PyV MO ja BPV1
MME ning PyV MO ja FR-elemendiga plasmiide on mingil pShjusel PyV MO+BPV1
MME plasmiidi replikatsioon maha surutud. Veelgi rohkem surub PyV MO+BPV1
MME plasmiidi replikatsiooni maha aga PyV WTO-+EBV FR-elemendiga plasmiid.

Iimselt on sellise plasmiidi replikatsiooni initsiatsioon efektiivsem.

Edasi kasvatati osa transfekteeritud rakke selekteerivates tingimustes nii, et ellu
said jaadda ainult selektsioonimarkerit sisaldavad plasmiidid (eeldatavasti
episomaalset plasmiidi sisaldavad). Seejarel anallusiti selekteeritud rakkudes
episomaalsete plasmiidide olemasolu, et vdrrelda erinevate replikatsiooni
origin'ide ja segregatsioonimehhanismide sobivust koosfunktsioneerimiseks.

Ullataval kombel ei olnud mitte tkski transfekteeritud plasmiididest sailinud kolm
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nadalat peale transfektsiooni episomaalsena. Seejuures arvutati valja ka
ligikaudne replikatsioonisignaali tugevus juhul, kui igas analuisitud rakus oleks
vadhemalt Uks koopia transfekteeritud plasmiidi (vastasel juhul poleks
antibiootikumi resistentsus vdimalik). Vottes arvesse anallusil kasutatud rakkude
hulka ning plasmiidide suurust peaks replikatsioonisignaali tugevus sellisel juhul
olema ligikaudu 2 pg. Kuna analuusil oli detekteeritav markerina kasutatud 1 pg
URRHcRedl1 plasmiidi signaal, ei ole saadud negatiivhe tulemus pd&hjustatud
kasutatud katseslsteemi sobimatusest. Episomaalsena ei olnud sailinud isegi
Uksikult transfekteeritud plasmiidid, mis naitab, et mittesailimine pole tingitud
erinevate segregatsioonifunktsioonide konkureerimisest. Kuna paralleelselt
analuusiti ka konstrueeritud rakuliinis ekspresseeritavate viiruseliste valkude
funktsionaalsust ning kolme kuu jooksul ekspresseerusid kdik viiruselised valgud
antud rakuliinis stabiilselt, ei ole pdhjust arvata, et plasmiidide mittesailimise
pb6hjuseks on vajalike Vviiruseliste trans-faktorite kadumine suUsteemist.
Paralleelselt jalgiti ka transfekteeritud rakkudes fluorestseeruvate markerite
ekspressioonis kuu aja jooksul toimuvaid muutusi. Selektiivse sO6tme
eemaldamisel oleks pidanud fluorestseeruva markeri signaal rakkudest
kahanema, eeldusel, et markeri ekspressioonikassett on rakkudes episoomina.
Kuna mingisuguseid olulisi muutusi fluorestseeruvate markerite ekspressioonis
rakkudes ei taheldatud, vOib véita, et ilmselt on marker integreerunud rakkude
genoomi ning seega ei kao markegeeni ekspressioon selektiivse surve
eemaldamisel rakkudelt. Osa rakupopulatsioonist ei ekspresseeri aga uldse
fluorestseeruvat markerit ning sellisel juhul v6ib olla plasmiid integreerunud
peremeesraku genoomi selliselt, et fluorestseeruva markeri ekspressioonikassett
on rikutud. Kuigi varasemalt on kasutatud fluorestseeruvat markerit plasmiide
episomaalse sailimise anallusis, vOivad nii d1EGFP kui ka HcRedl valk olla
rakkudele suures koguses toksilised. Seega vdib p&hjus, et plasmiidid ei séilinud
episomaalselt, peituda nende markerite mittesobivuses. Illmselt toimub
fluorestseeruvate markerite puhul negatiivne vastuselektsioon ning eelistatud on
plasmiidide integreerumine peremeesraku kromosoomidesse. Sellise
vastuselektsiooni pdhjuseks vOib olla see, et multikoopialistelt plasmiididelt
ekspresseeritakse liiga suures koguses rakkudele kahjulikku fluorestseeruvat
valku, samas kui antibiootikumi resistentsuse tagamiseks rakkudele v8ib olla
piisav juba Uhe plasmiidi integreerumine rakkude genoomi. Seega pole rakkudel
vajadust sdilitada Ulejadnud plasmiidikoopiaid. Integratsioon on rakkudele ka
selletdttu kasulik, et sellisel juhul vbib fluorestseeruva valgu ekspressioonikassett
uldse rikutud saada, sest piisab vaid resistentsusmarkeri integratsioonist. Seega

tuleks 4P11 rakuliinis testida ka selliste viiruseliste replikatsiooni- ja
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segregatsioonifunktsiooni elementidega plasmiidide replikatsiooni ja stabiilset

sailimist, mis ei sisaldaks fluorestseeruva markeri ekspressioonikassetti.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t66 eesmargiks oli wuurida erinevatel viiruselistel elementidel

p6hinevate plasmiidide ko-replikatsiooni ja -segregatsiooni.

Kéesoleva t66 kirjanduslik osa annab Ulevaate tuup 1 veise papilloomiviiruse
(BPV1), hiire poluoomiviiruse (PyV) ja Epstein-Barri viiruse (EBV) replikatsiooniks
vajalikest viiruselistest faktoritest ning BPV1 ja EBV sailimismehhanismidest

jagunevates rakkudes.

Varasemalt on Kkirjeldatud viiruseliste elementidega plasmiide, mis pusivad
eukaruootsetes rakkudes episoomidena. Tuup 1 veise papilloomiviiruse (BPV1)
puhul on sellist episoomina sailimist tagavateks elementideks viiruselised
replikatsioonivalgud E1 ja E2 ning replikatsiooni origin ja multimeersed E2 valgu
seostumiskohad (MME ehk Minichromosome Maintenance Element). Samuti on
kirjeldatud hubriidset stabiilselt episoomina sdailivat plasmiidi, mille puhul
replikatsiooni tagab poluoomiviiruse (PyV) minimaalne replikatsiooni origin ning
PyV LT valk. Kuna PyV on luutiline viirus, siis selline stabiilset sailimist tagav
mehhanism nagu E2 valk ja MME BPV1 puhul, polioomiviirusel puudub. Hubriidse
plasmiidi puhul on stabiilset sailimist tagavateks elementideks BPV1 E2 valk ning
MME. Ké&esoleva t60 praktilise osa eesmérgiks oli konstrueerida rakuliin, mis
ekspresseeriks PyV LT ja EBV EBNA1l valku ning uurida, kas PyV replikatsiooni
origin' i ja EBV stabiilset séilimist tagavat FR-elementi sisaldavad plasmiidid on

voOimelised selles rakuliinis stabiilselt sailima.

Eesmaérgiks oli ka konstrueerida rakuliin, mis ekspresseeriks BPV1 E1 ja E2 valku,
PyV LT valku ja EBV EBNA1l valku ning vdrrelda selles rakuliinis BPV1 ja PyV
replikatsiooni origin' i ning EBV stabiilset séilimist tagava FR-elemendi ja BPV1
sailituselement MME poolt tagatud replikatsiooni ja segregatsioonimehhanismide

Uhtesobivust jagunevates rakkudes.
Eksperimentaalse t66 tulemused :
1. PyV LT ja EBV EBNA1 valku ekspresseeriv rakuliin (Cop5EBNA1) toetab PyV

replikatsiooni origin' i ja FR-elemendiga plasmiidi replikatsiooni ja stabiilset

episoomina sailimist jagunevates rakkudes.
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2. Konstrueeriti rakuliin, mis ekspresseerib konstitutiivselt nelja erinevat
viiruselisist valku — BPV1 E1 ja E2 valku, PyV mLT valku ning EBV EBNA1 valku
(4P11 liin). Viiruseliste valkude funktsionaalsus konstrueeritud rakuliinis pusis

stabiilsena vahemalt kolme kuu jooksul

3. Konstrueeritud rakuliinis vorreldi omavahel jargnevate Vviiruseliste
elementidega plasmiidide replikatsiooni ja segregatsiooni:
BPV1 replikatsiooni origin + BPV1 sailituselement MME
PyV minimaalne replikatsiooni origin + BPV1 sailituselement MME
PyV minimaalne replikatsiooni origin + EBV stabiilseks séilimiseks vajalik FR-
element

PyV wt origin + EBV FR-element

Transientses katses replitseerusid kdik transfekteeritud plasmiidid.
Transfekteerides korraga sama replikatsiooni origin® iga kuid erineva
sailituselemendiga plasmiide (PyV MO + BPV1 MME ning PyV MO + FR-element)
on PyV MO+BPV1l MME plasmiidi replikatsioon maha surutud. Veelgi rohkem
surub PyV MO+BPV1 MME plasmiidi replikatsioon maha aga PyV WTO+EBV FR-
elemendiga plasmiid. limselt on PyV WTO replikatsiooni initsiatsioon efektiivsem
ning plasmiid saab seetdttu replikatsioonil eelise.

Kuigi kdik plasmiidid replitseerusid konstrueeritud 4P11 rakuliinis transientselt, ei
jaadnud mitte Ukski plasmiididest pusima stabiilse episoomina ning ilmselt
integreerusid vastavad selektsioonimarkerid rakkude genoomi. Seega ei saa

antud slsteemis vOrrelda plasmiidide Uhtesobivust.
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SUMMARY

The main goal of this work was to analyze the replication and segregation

function of different DNA viruses.

It has been shown previously that different virus-based plasmids are maintaimed
as episomes in the proliferating cell culture. The elements for assuring this
function for bovine papillomavirus type 1 are viral replication proteins E1 and E2 ,
replication origin and multimeric E2 binding sites (MME or Minichromosome
Maintenance Element). It has been also shown that hybrid plasmid containing
murine polyomavirus replication origin and MME is maintained as a stable
episome in the cell line expressing PyV LT protein and BPV1 E2 protein — the viral
trans-factors necessary for the functioning of the latter cis-elements. The goal of
this work was to construct a cell line expressing PyV LT and EBV EBNAL protein
and analyze if plasmids containing PyV replication origin and EBV FR-element are

capable for stable episomal maintenance in this cell line.

Another goal was to construct a cell line expressing BPV1 E1 and E2 protein, PyV
LT protein and EBV EBNA1 protein. This cell line allows to analyze the replication
and maintenance of plasmids containing BPV1 or PyV replication origin and EBV

or BPV1 segregation-element (FR-elementi and MME respectively).

Main results:

1. Cell line expressing PyV LT and EBV EBNAL protein (Cop5EBNA1) supports
replication and stable maintenance of plasmids containing PyV replication origin
and EBV FR-element.

2. Cell line expressing four different viral proteins — BPV1 E1 and E2 protein, PyV
mLT protein and EBV EBNA1l protein (4P11 cell line) was constructed. The

functionality of viral proteins was stable for at least three month.

3. Replication and segregation of different virus-based plasmids were analyzed in
the constructed cell line. The analyzed plasmids contained following viral
elements:

BPV1 replication origin + BPV1 segregation mechanism MME

PyV minimal replication origin + BPV1 segregation mechanism MME

PyV minimal replication origin + EBV segregation mechanism FR-element
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PyV wt replication origin + EBV segregation mechanism FR-element

All the analyzed plasmids replicated transiently in the constructed 4P11 cell line
while none of the plasmids were maintained as a stable episome. In case of co-
transfection of plasmids with the same replication origin but different segregation
element (PyV MO and BPV1 MME; PyV MO and FR-element), the replication of PyV
MO+BPV1l MME plasmid is supressed. Similar but even stronger effect is
detectable in the case of co-transfection of plasmid containing PyV MO-+BPV1
MME and plasmid containing PyV WTO+EBV FR-element. Altough all the analyzed
plasmids replicated transiently in the constructed 4P11 cell line, none of the
plasmids were maintained as a stable episome. Based on the these results the
constructed system can not be used for analysis of incompatibility of different

virus-based plasmids in cell culture.
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Katsetes kasutatud fluorestseeruva valgu markeri ja antibiootikumi
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