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INFOLEHT

POU transkriptsioonifaktor Oct6 méju uurimine erinevate HPV-18 URR-i sisaldavate

plasmiidide replikatsioonile

Papilloomiviirused on vidikesed DNA viirused, mis nakatavad koe-ja liigispetsiifiliselt
epiteelkihi keratinotsiiiite. Inimese papilloomiviirused (HPV-d) on populatsioonis laialt
levinud ning neid seostatakse nii vdhi kui ka healoomuliste vohandite tekkega nahal. Viiruse
elutsilkkel koosneb  kolmest staadiumist ning sOltub otseselt epiteelrakkude
diferentseerumisest, mistottu on sobivaid tingimusi koekultuuris {isna raske imiteerida. Tartu
Ulikooli Tehnoloogiainstituudi papilloomiviiruse toériihm on leidnud viisi, kuidas uurida
inimese papilloomiviiruste replikatsiooni U20S rakuliinis. See vdimaldab uurida ka
peremeesraku ja viiruse vastasmoju, sest seni on vdhe teada, kuidas rakulised
transkriptsioonifaktorid mojutavad viiruse elutsiiklit. Antud mudelsiisteemi rakendades uuriti,
millised rakusisesed POU homeodomaéén transkriptsioonifaktorid avalduvad U20S rakuliinis
ning milline on nende moju viiruse replikatsioonile.

Mirksonad: HPV, HPV replikatsioon, POU homeodomeen transkriptsioonifaktor

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Influence of POU transcription factor Oct6 on the replication of HPV-18 URR

containing plasmids

Papillomaviruses are an ancient group of viruses with small double-stranded DNA genomes.
They are very species-specific and infect only mucosal and cutaneous squamous epithelial
surfaces of the host cell. They are far-spread and associated with disorders, ranging from
warts to cancers. Viral life-cycle consists of three stages that are directly related to epithelial
cells differentation. Papillomavirus workgroup in the Institute of Technology of Tartu
University has discovered that it is possible to study papillomavirus replication in U20S cell
line. Virus-host cell interactions can be also studied in these cells, which are not very well
understood, and their impact to viral life-cycle

This bachelor’s thesis focuses on POU homeodomain transcription factors that are expressed
in U20S cell line, and their impact on papillomavirus replication.
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KASUTATUD LUHENDID

1D — {ihedimensionaalne geelelektroforees

2D - kahedimensionaalne geelelektroforees

bp — aluspaar

BPV-1 - veise papilloomiviirus tiilip 1 (Bovine Papillomavirus type 1)

CMYV - tsiitomegaloviirus (cytomegalovirus)

DBD — DNA-d siduv domeen (DNA binding domain)

DDR — DNA kahjustuse vastus (DNA damage response)

EV — nahahaigus (Epidermodyslapsia verruciformis)

E valgud — varjased valgud (early)

FBS — veise loote seerum (fetal bovine serum)

HPYV - inimese papilloomiviirus (Human papillomayvirus)

IMDM - eukariiootsete rakkude s66de koekultuuris (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium)
LB - liisogeenne séode (lysogeny broth)

L valgud — hilised valgud (/ate)

mc — pisirdngas (minicircle)

ND - tuuma domeenid (nuclear domain)

NFI — tuuma faktor I (nuclear factor I)

origin — nukleotiidijarjestus, millelt alustatakse DNA replikatsiooni

PAE - varajaste geenide poliiadeniileerimissignaal (polyadenylation early)

PAL - hiliste geenide poliiadentileerimissignaal (polyadenylation late)

PBS - fosfaadiga puhverdatud soolalahus (phosphate buffered saline)

PRB — retinoblastoomi valk

pS3 — tuumorsupressorvalk

RDR - rekombinatsioonist sdltuv DNA replikatsioon (recombinant-dependent replication)
RPA - replikatsiooni valk A, seob ja stabiliseerib iiheahelalist DNA-d (replication protein A)
SV40 — ahviviirus (Simian virus 40)

URR - papilloomiviiruse mittekodeeriv regulatoorne jarjestus (upstream regulatory region)



SISSEJUHATUS

Inimese papilloomiviirused (HPV-d) on kaheahelalise DNA-ga viirused, mis nakatavad
imetajaid véga liigi- ja koespetsiifiliselt. Nende ikosaeedriline kapsiid ei ole vdimeline
nakatama retseptori puudumise tottu epiteeli pindmist kihti, mistdttu on vajalik mikrovigastus
nahal. Viiruse elutsiikkel koosneb kolmest erinevast faasist, mille kdigus muutub muuhulgas

viirusgenoomide koopiate arv rakus.

POU homeodomeen transkriptsioonifaktorid on rakusisesed valgud, millel on véga
mitmekiilgne DNA-ga seondumise vdimalus. Uksikud neist on avaldunud koikides
rakutiitipides, enamik on viga koespetsiifilised ning omavad olulist funktsiooni nii organismi
arenguetappides kui ka homeostaasi sdilimisel. Lisaks vdivad POU valgud remodelleerida
epigeneetiliselt kromatiini vOi reguleerida embriionaalsete tiivirakkude pluripotentsust.
Paljudel viirustel on vdga vdhe vOimalikke transkriptsioonifaktoreid, mistdttu on viiruse
transkriptsiooni regulatsioon vidga peremeesrakust sOltuv. Seda, millised rakulised

transkriptsioonifaktorid mdjutavad viiruse elutsiiklit, on siiani iisna vdhe teada.

Kéesolev bakalaureusetod kirjanduse iilevaade keskendub papilloomiviiruste genoomi
iilesehitusele  ning  elutsiiklile. Samuti  kirjeldatakse =~ POU  homeodomeen

transkriptsioonifaktorite iilesehitust ning nende seost viirustega.

Uurimist60 eesmiark on konstrueerida HPV-18 pisironga suurune plasmiid, mis sisaldaks
replikatsiooniks vajalikku URR piirkonda. Samuti leida, millised valitud POU valkudest
avalduvad papilloomiviiruse replikatsiooni toetavas U20S rakuliinis ning milline on Oct6

moju nii konstrueeritud plasmiidi kui ka HPV-18 pisirdnga replikatsioonile.

Bakalaureusetdd koostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.



1. KIRJANDUSLIK ULEVAADE

1.1 Inimese papilloomiviirused

Papilloomiviirused (PV) on Papillomaviridae sugukonda kuuluvad véikese kaheahelalise
tsirkulaarse DNA-ga viirused, mille ligikaudu 8000 aluspaari pikkune genoom replitseerub
rakutuumas (Orth ef al., 1977). Nad on korge koespetsiifilisusega onkogeensed viirused.
Praeguseks on identifitseeritud 376 erinevat PV tiive, millest 193 on suutelised inimest
nakatama, kuid on leitud ka moningaid viirustiivesid, mille peremeesorganismideks voivad
olla peale imetajate kalad ja linnud, aga ka mdoningad roomajad (Li et al., 2009; Mavian et al.,
2016).

Fiilogeneetiliselt jaotatakse inimest nakatavad papilloomiviirused (HPV-d) 5 eri perekonda
kapsiidivalku L1 kodeeriva lugemisraami DNA jérjestuste erinevuste jdrgi: alfa, beeta,

gamma, mu ja nu (joonis 1).

Alfa
papilloomiviirused

Mu
papilloomi-
viirused

Nu
. — Papilloomi-
viirused

Beeta papilloomiviirused T A Gamma
papilloomiviirused

Joonis 1. Inimese papilloomiviiruste fiilogeneetiline puu. Joonisel on sugukonna
Papillomaviridae kuuluvate inimest nakatavate papilloomiviiruste fiilogeneetiline puu, mis on
konstrueeritud kapsiidivalku L1 kodeeriva lugemisraami DNA jérjestuste erinevuste pohjal.
Limaskesti ja/voi nahaepiteeli nakatavaid alfa papilloomiviiruseid on nii madala véhiriskiga
(joonisel oranz) kui ka korge riskiga (joonisel heleroosa). Ainult epiteeli nakatavad alfa
(joonisel hall), beeta (joonise roheline) ja gamma (joonisel sinine) inimese
papilloomiviiruseid ei seostata enamasti vahiga, kuid osad beeta papilloomiviirused voivad
olla korge riskiga viirused immuunpuudulikkuse all kannatavatel inimestel. Mu
papilloomiviiruseid (joonisel lilla) ei seostata védhi tekkega, nemad tekitavad healoomulisi
vohandeid kétel voi jalgadel. Nu papilloomiviiruseid seostatakse samuti healoomuliste

vohandite tekkega nahal. (Muudetud joonis Doorbar et al., 2012)



Bioloogilise vihiriski alusel jaotatakse papilloomiviirused korge ja madala riskiga viirusteks.
Suurem osa papilloomiviiruseid beeta, gamma, mu ja nu perekonnast pdhjustavad véga harva
halvaloomulisi kasvajaid, nakatades ainult nahaepiteeli ja tekitades pigem healoomulisi
muutusi nahal, milleks voivad olla soolatiiiikad. On niidatud, et beeta papilloomiviirused,
nditeks HPV-5 ja HPV-8, voivad tekitada vdga haruldase geneetilise eelsoodumusega
Epidermodyslapsia verruciformis (EV) nahahaigust pddevatel inimestel vidhki, sest
immuunsiisteem ei suuda viirust organismist korvaldada. Nahale tekivad tiiiikalaadsed
moodustised, mis voivad muutuda pahaloomuliseks kasvajaks, eriti nendes nahapiirkondades,

mis pole péikese eest kaitstud (Ramoz et al., 2002; de Jong et al., 2018).

Osad alfa perekonda kuuluvad viirused loetakse korge riskiga viirusteks, nakatades nii naha-
kui ka limaskestaepiteeli. Korge riskiga viirused, nagu niiteks HPV tiiiibid 16, 18, 31, 33, 45
ja 52, voivad pohjustada pahaloomuliste kasvajate teket genitaalpiirkonnas (nt emakakaela-,

péraku- ja peenisevihk) voi ka pea- ja suupiirkonnas (Hartwig ef al., 2017).

1.1.1 Inimese papilloomiviiruste genoomne iilesehitus ja viirusvalkude
funktsioonid

Papillomiviiruste genoom on kaheahelaline tsirkulaarne DNA molekul. Genoom on jaotunud
funktsionaalselt kolmeks osaks (joonis 2). Varane (E-early) osa kodeerib valke, mis on
vajalikud viirusgenoomi replikatsiooniks, transkriptsiooniks ja muutuste esilekutsumiseks
peremeesrakus. Hiline (L-late) osa kodeerib viiruse kapsiidivalke. Varajasi valke
ekspresseerib viirus kogu elutsiikli jooksul, kuid hilised ekspresseeruvad ainult produktiivses
infektsioonis. Kolmandaks genoomi osaks on kuni 1000 aluspaari pikkune mitekodeeriv ala
(URR- upstream regulatory region), milles asuvad viirusgenoomi replikatsiooniks ja
transkriptsiooniks vajalikud cis elemendid. Papilloomiviiruste genoomi transkriptsioon on
unipolaarne ning koik lugemisraamid asuvad iihes DNA ahelas. Sarnaselt paljudele teistele
viirustele on papilloomiviiruste transkriptid poliitsistroonsed ja iga transkript kodeerib mitut

erinevat viirusvalku.

Varajane regioon hdlmab ~50% kogu genoomist ning kodeerib enamasti kuute lugemisraami:

El, E2, E4, E5, E6 ja E7 (McBride, 2017).
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Joonis 2. Inimese alfa papilloomiviiruse HPV-18 genoomikaart. Inimest nakatava alfa
papiloomiviiruse varajased lugemisraamid on mérgitud rohelise (E1, E2) ja beeZiga (E4, ES,
E6, E7, E8E2). Hilised lugemisraamid, mis kodeerivad kapsiidivalke L1 ja L2, on mérgitud
oranziga. Varajase ja hilise regiooni vahele jddb mittekodeeriv regioon (URR), mis sisaldab
replikatsiooni alguspunkti (origin), varajast Pg ja hilist Pr promootorit ning mitmete
transkriptsioonifaktorite seondumisjérjestusi. Kolm regiooni on omavahel eraldatud kahe

poliiadentileerimise signaaliga p(A): pAk ja pAL. (McBride, 2017)

Papilloomiviiruste E1 valk on modulaarse struktuuriga multifunktsionaalne fosfovalk, mis on
koos E2 wvalguga vajalik viirusgenoomi replikatsiooniks. E1 wvalk koosneb kolmest
funktsionaalsest domeenist. Karboksiiterminaalne domeen omab ATP-st soltuvat helikaasset
aktiivsust ning on oluline oligomeriseerumisel (Sun et al., 1998). Karboksiiterminaalsest
domeenist iilesvoolu jddv ~160 aminohappeline osa omab DNA-d siduvat domeeni (tuntud ka
kui DBD- DNA binding domain) (Sarafi ja McBride, 1995). Lisaks on EIl wvalgu
aminoterminuses ~50 aminohappeline 161k, millel on tuumast viljumise- ja
lokalisatsioonisignaal (Deng et al., 2004). E1 valk interakteerub E2 valguga ning rakulise
DNA poliimeraas a p70 subiihikuga. E2 valk aitab moodustada E1-1 kahte heksameerset
kompleksi, mille tulemusel tekib helikaasne aktiivsus, mis algatab DNA ahelate

kahesuunalise lahtihargnemise replikatsiooni initsiatsioonil (Bergvall ef al., 2013).

Koikide papilloomiviiruste tdispikal E2 valgul on kaks konserveerunud domeeni: N-
terminuses transaktivatsiooni domeen ning karboksiiterminaalne DNA-ga seondumise
domeen (McBride ef al., 1989). Nende vahele jddb varieeruva aminohappelise jirjestuse ja

pikkusega hinge regioon (joonis 3) (Giri ja Yaniv, 1988). E2 geenilt kodeeritud valgud on
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olulised viiruse transkriptsiooni regulatsioonil, DNA replikatsiooni algatamisel tugevdades E1
seondumist replkatsiooni alguspunktile ning viiruse genoomide seondamisel peremeesraku
kromosoomidele (Bernard et al., 1989; llves et al., 1999; Phelps ja Howley, 1987). E2
lugemisraamilt on voOimalik saada alternatiivse splaissinguga erineva funktsiooniga
geeniprodukte (joonis 3). Koik E2 valgu lithemad produktid, nditeks E8"E2, on tugevad

viiruse transkriptsiooni ja replikatsiooni repressorid.

DNA seondamine;

transaktivatsioon . . R . .
hinge regioon dimeriseerumine

| [ § | E2
162
I e = T
BPVT . 206
S e 1 11 e 2
-------------------- 202
—— e 11 e <2

Joonis 3. Papilloomiviiruse tiaispika E2 valgu domeenid ja liihemad transkriptid.
Taispika E2 valgu 3 fuktsionaalset domeeni (joonisel roheline). Veise papilloomiviirus (BPV-
bovine papillomavirus) kodeerib lisaks tdispikale E2 valgule kahte repressorvalku E2-TR ja
E8"E2 (joonisel tumesinine). Alfa papilloomiviirused kodeerivad repressorvalku E8E2C

(joonisel lilla). (Muudetud joonis McBride, 2013)

E4 on liitvalk, mis transleeritakse spalissitud mRNA-It (E1°E4) ning selle kontsentratsioon
on koige korgem viiruse elutsiikli hilistes etappides. Tema koige olulisemaks funktsiooniks
on seondumine raku keratiini filamentidega. Nii soodustab ta nakatunud raku epiteeli
iilemistes kihtides keratiini vorgustiku timberkorraldumise, mis omakorda soodustab valmis
virionide vabanemist. Samuti on nididatud, et E4 valk on voimeline esile kutsuma rakutsiikli

peatumist G2/M faasis ning peremeesraku suunamist apoptoosi (Davy ja Doorbar, 2007).

ES on paljude, kuid mitte koikide, papilloomiviiruste poolt kodeeritud lithike
transmembraanne onkovalk. Selle valgu olulisust on kirjeldatud nii rakkude
transformeerimises, rakutsiikli ja kasvufaktorite signaalitugevuse mojutamises, apoptoosi

esilekutsumises kui ka immuunsiisteemi eest korvale poiklemises (DiMaio ja Petti, 2013).

E6 on viiruse onkovalk, mille peamine sihtmérk rakus on tuumorsupressorvalk p53. Nii korge
kui ka madala riskiga viirused seonduvad p53-ga, kuid korge riskiga viirustel on interaktsioon

tugevam (Vande Pol ja Klingelhutz, 2013). E6 valgu seondumisel p53-ga suunatakse



tuumorsupressorvalk ubikvitiin-sdltuvasse proteosoomsesse degradatsiooniratta.
Ubikvitiinsdltuv proteoliiiitiline tuumorsupressorvalgu lagundamine voi selle funktsiooni
blokeerimine pérsib rakus apoptootilisi signaale, mis kdrvaldaks nakatunud raku (Scheffner et

al., 1993).

E7 on samuti viiruse onkovalk, mille sihtmérgiks on peremeesrakus pRB perekonna
tuumorsupressor valgud, millel on védga oluline roll nii DNA replikatsioonil, DNA
reparatsioonil kui ka apoptoosi ja rakkude differentseerumise dra hoidmisel (Miinger et al.,
1989). Kui korge riskiga HPV E7 valk seondub pRB valkudega, laguneb pRB ja E2F
kompleks, mille tottu vabanevad E2F transkriptsioonifaktorid, mis indutseerivad rakutsiikli S-
faasi toimumuseks vajalike geenide ekspressiooni. Lisaks suudab E7 segada interferoonide

signaaliilekannet organismis (Songock et al., 2017).

Molema onkovalgu, nii E6 kui ka E7, peamine iilesanne inimese papilloomiviiruse elutsiiklis
on suunata llemistes epiteelikihtides olevaid differentseerunud rakke uuesti rakutsiikli S-

faasi, et paljundada viiruse genoomi (Bodily ja Laimins, 2011).

Papilloomiviiruse virionid on ikosaeedrilised ja koosnevad kahest kattevalgust: peamine
kapsiidivalk L1 ja minoorne L2. L1 siinteesitakse viiruse produktiivse infektsiooni viimases
etapis, iilemistes epiteelikihtides ning moodustab viiruse sarnaseid partikleid (Buck et al.,
2013). L2 valk seondub viiruse tsirkulaarse DNA-ga, et hdlbustada selle pakkimist kapsiidi.
Samuti on L2 oluline rakku sisenemisel, suurendades nakatumisvdimet (Wang ja Roden,
2013). L1 kapsiidivalk on vdga immunogeenne, mille tottu kasutatakse sellel baseeruvaid
pseudovirione inimese papilloomiviiruse vaktsiinis, mis pohjustab neutraliseerivate

antikehade teket organismis (Pouyanfard ja Miiller, 2017).

1.1.2 Inimese papilloomiviiruse elutsiikkel peremeesrakus

HPV-de elutsiikkel, v01 teisisonu infektsioonitsiikkel, on védga tihedalt seotud
peremeesrakkude naha ja limaskestade mitmekihilise lameepiteeli epiteelkoe keratinotsiititide

diferentseerumisega. Viiruse elutsiikkel on illustratiivselt kujutatud joonisel 4.
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Viiruse sisenemine

Viiruse vabanemine

Viiruspartikli
assambleerimine

Genoomi
amplifikatsioon

Genoomi sailimine;
rakkude proliferatsioon

Genoomi séilimine | ¥

Joonis 4. Papilloomiviiruste elutsiikkel mitmekihilises epiteelis. Mitmekihilises
lameepiteelis on HPV nakkuseks oluline mikrovigastuse olemasolu, et viirus pééseks
basaalmembraanini. Juba nakatatud basaalrakkudes sdilib viiruse genoom episoomina, mida
on 50-100 koopiat raku kohta. Madalamates ja keskmistes epiteelikihtides olevad nakatunud
rakud sunnitakse jagunema viiruse onkovalkude E6 ja E7 tottu (joonisel punase tuumaga
rakud). Keskmistes kihtides toimuv genoomi amplifikatsioon nduab E4 valku ning rakud on
enamasti S vOi G2 rakutstlikli faasis (joonisel rohelised rakud ning vérvitud punane tuum
nditab viiruse replikatsiooni toimumist). Ulemistes epiteeli kihtides lahkuvad rakud
rakutsiiklist ning E4 olemasolul siinteesitakse kapsiidivalgud L1 ja L2, et toimuks viiruse
genoomi pakkimine viiruspartiklisse (joonisel oranzid rakud). (Muudetud joonis Doorbar et

al., 2012)

©
R
Q.
o]
L2
Produktiivne faas;

<Z[ Stabiilne faas; genoomi samaaegne genoomi teine
) replikatsioon rakuga; voimalik amplifikatsioon
o integreerumine
0
-] Nakatamise faas
—
= genoomi esialgne
> amplifikatsioon

Basaalkihirakud/jagunevad rakud Diferentseerunud rakud

Joonis 5. Papilloomiviiruste genoomi koopiaarv elutskiikli erinevates etappides. Viiruse
infektsioonis eristatakse kolme etappi: nakatamise faas ja genoomi esialgne amplifikatsioon,
latentsel infektsioonil toimuv genoomi stabiilne replikatsioon ning nakkuse 10ppfaasis

produktiivne faas ja genoomi teine amplifikatsioon. (Muudetud joonis McBride, 2017)
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Viiruse peremeesorganismi sisenemist ja elutsiiklit on kiill kdige rohkem uuritud alfa
papilloomiviiruste néitel, kuid pohilised aspektid on sarnased ka teiste inimest nakatavate
papilloomiviirustega. Saab eristada kolme elutsiikli etappi, mille kdigus muutub muuhulgas

viirusgenoomide koopiate arv rakus (joonis 5):

1. Nakatamise faas — rakku sisenemine, kapsiidi lagunemine, genoomi litkumine tuuma,

esialgne amplifiaktsioon, varajaste geenide ekspressioon

Inimese papilloomiviiruse virionid ei suuda retseptori puudumise tottu otse epidermise
lameepiteelile seostuda ja seda nakatada. Peremeesrakku sisenemiseks on esmalt vaja
mikrovigastusi nahas, mille kaudu on vdimalik viirusel nakatada jagunemisvoimelisi
basaalkihi keratinotsiilite. Rakkude jagunemine, mida pdhjustab haava voi mikrovigastuse

parandamine, on vajalik viirusele tuuma sisenemiseks.

Esmane L1 kapsiidivalgu seondumine basaalsete rakkude pinnal oleva hepariinsulfaat
proteiingliikaaniga (HSPGQG) kutsub esile kapsiidi konformatsioonilised muutused, mille tottu
vidheneb retseptori afiinsus ning viirus kantakse iile sekundaarsele retseptorile. On vilja
pakutud, et konformatsioonilisi muutusi voib pohjustada tsiiklofiliin B (Harden ja Munger,
2017). Viiruspartiklis toimuvate konformatsiooniliste muutuste tagajérjel saab L2
kapsiidivalgu aminoterminus kéttesaadavaks furiini proteaasidele, mis on vajalikud HPV

infektsiooniks (Richards et al., 2006).

Viiruspartikkel siseneb rakku klaritiin-kalveoliin sGltuva endotsiitoosiga. Seejdrel 1dbib virion
endosoomis konformatsioonilised muutused, mistottu kapsiidivalk L1 dissotseerub genoomi
ja L2 kompleksist, ning suunatakse liisosoomidesse (Bienkowska-Haba et al., 2012). L2 valk
seondub diineiiniga ning transpordib viiruse genoomi mddda mikrotuubuleid rakutuuma.
Viiruse genoomi sisenemiseks rakutuuma on vajalik mitoos ning tuumatimbrise lagunemine.

(Pyeon et al., 2009).

Esialgne amplifikatsioon

Sarnaselt teiste DNA viirustega hoitakse ka inimese papilloomiviiruse L2-genoomi kompleksi
tuuma domeenide 10 (ND10) ldheduses (McBride, 2017). Need on viikesed tuumaplasmas
laiali jaotunud sfadrilised kehakesed, kuhu on kogunenud mitmed tuumavalgud (nt Daxx ja
Sp100), mis on olulised transkriptsiooni regulatsioonil, kasvu pidurdusel ja apoptoosis (Florin
et al., 2002). L2 valk on vOimeline paigutama {imber tuumas olevaid valke, et hdlbustada

varajast transkriptsiooni viiruse genoomilt (Florin et al., 2002). Esmane transkriptsioon
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viiruse genoomilt on kontrollitud rakuliste faktorite poolt, mille olemus on jddnud
salapdraseks. Samas on andmeid, et sfddrilised ND10 kehakesed on olulised viirusevastases
kaitses ja limiteerivad PV infektsiooni efektiivsust. (Becker et al., 2003; Everett, 2006; Stepp
etal., 2013).

Varajased transkriptid kodeerivad muuhulgas E1 ja E2 valke, mis on vajalikud initsieerimaks
viiruse genoomi replikatsiooni (joonis 6). Viiruse esialgne amplifikatsioon indutseerib
peremeesrakus DNA kahjustuse vastuse (DDR-DNA damage response), mis arvatakse olevat

vajalik viiruse elutsiikli latentse faasi tekitamiseks (McBride, 2017).

E2

El

e Tm E1 valgu toomine originile
5 Ori DNA : tﬂbr \“m 3y E2 poolt;
3 o 5* E1-E2-origin kompleksi

+E1 moodustumine
‘L + ATP seondumine

E1 topelt trimeerse vormi
moodustumine

+E1
Origini lahti hargnemine i + ATP hiidroliiiis

E1 topelt heksameerse vormi
moodustumine

(/‘/;A_/ Rakuliste replikatsioonifakorite

liitumine kompleksiga;
DNA siintees

Joonis 6. Papilloomiviiruse replikatsiooni initsieerimine BPV-1 minimaalse origin-i
néitel. Replikatsiooni initsieerib E2 valk (joonisel helesinine), mis toob E1 valgu (joonisel
lilla) replikatsiooni origin-ile. Tekkiv E1-E2-DNA kolmikkompleks on oluline jérgmiste E1
valgumolekulide liitumiseks, et moodustuks vahepealne E1 topelt trimeerne kompleks, mis
muudetakse ATP hiidroliilisiga topelt heksameerseks kompleksiks. Toimub DNA ahelate lahti
harutamine ning rakuliste replikatsiooni faktorite (poliimeraasi o primaas, topoisomeraas I,

replikatsiooni valk A jt.) lisandumine DNA-le. (Muudetud joonis Bergvall et al., 2013)

2. Stabiilne faas ehk latentne infektsioon

Peale esialgset amplifikatsiooni piisib viiruse DNA episoomina, hoides genoomi stabiilset
koopiaarvu epiteeli basaalkihi rakkudes. Siindmused, mis reguleerivad viirusinfektsiooni

iileminekut latentsesse faasi on teadmata. On vélja pakutud kaks voimalikku varianti stabiilse
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infektsiooni faasis toimuva viirusgenoomi replikatsiooni toimumiseks. Esimese voimalus on,
et viiruse DNA replitseerub kord rakutsiikli jooksul nagu raku DNA. Seega on viiruse
replikatsiooni initsiatsioon tdielikult kontrollitud peremeesraku replikatsiooni faktorite poolt
(Hoffmann et al, 2006). Mdned autorid aga véidavad, et papilloomiviirus replitseerub
juhuslikult, s.t initsiatsioon viiruse replikatsiooni originilt ei ole rangelt kontrollitud, mille
tottu osa molekule replitseerub rohkem kui tihel korral rakutsiikli S-faasis, osad iihe korra ja
moned ei replitseeru iildse (Piirsoo et al., 1996; Ravnan ef al., 1992). Erinevate replikatsiooni
mehhanismide vahetamine voib olla seotud E1 kontsentratsiooniga. On néidatud, et korgemal
E1 kontsentratsioonil ei ole HPV-16 replikatsiooni initsiatsioon keratinotsiiiitide W12

rakuliinis rangelt iiks kord rakutstiklis (Hoffmann et al., 2006).

On leitud, et moned onkogeensed papilloomiviirused integreeruvad sagedasti
peremeesorganismi genoomi (Schwarz ef al., 1985). See pole viiruse elutsiikli osa, vaid selle
16pp, sest puudub voimalus moodustada viirusgenoome, et need viiruspartiklisse pakkida ja

uut peremeest nakatada (McBride ja Warburton, 2017).

3. Produktiivne infektsioon ja virionide vabanemine

Vegetatiivse amplifikatsiooni alustamiseks on vaja E1 ja E2 valkude kdrget kontsentratsiooni
ning hiliste promootorite aktivatsiooni. Kui viirusega nakatunud keratinotsiiiidid jouavad
diferentseeruva epiteeli lilemistesse kihtidesse, siis HPV El ja E2 geenide ekspressioon E2-
reguleeritud varaselt promootorilt inhibeeritakse ja indutseeritakse E2-soltumatu hiline

promootor, mistottu tekib rakus korge E1 ja E2 valgu tase (Klumpp ja Laimins, 1999).

Hiline promootor on aktiivne ainult diferentseerunud epiteeli rakkudes ning selle
aktiveerimisel osaleb E7 (Roman ja Munger, 2013). Lisaks on produktiivse infektsioonifaasi
toimumiseks vaja rakulise DNA kahjustuse vastust (DDR), mis toob rakutuuma suures hulgas
faktoreid, et alustada teist amplifikatsiooni (Moody ja Laimins, 2009). Arvatakse, et viirus
replitseerub diferentseerunud rakkudes rekombinatsioonist soltuva mehhanismi abil (RDR-
recombination dependent replication), mille tulemusel aktiveeritakse homoloogiline

rekombinatsioon (Gautam ja Moody, 2016; Sakakibara ef al., 2013).

Inimese papilloomiviiruse infektsioon 10ppeb terminaalselt diferentseerunud keratinotsiiiitides
ning hdlmab L2 ja L1 kattevalgu siinteesi, viirusgenoomide pakkimist kapsiidi ja uute

viiruspartiklite vdljumist rakust.
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Kuna papilloomiviirused ei ole liiiitilised viirused, vabanevad virionid viliskeskkonda koos
surnud rakkudega epiteeli kdige pindmistest kihtidest. Surnud keratinotsiiiitides kaob
mitokondriaalne oksiidatiivne fosforiileerimine ning vahetult enne viiruse véljumist muutub
redutseeriv keskkond oksiideerivaks. See on viirusele kasulik, sest tekib palju disulfiidsildu
L1 kapsiidivalkude vahel, mille tulemusel on tekkinud viiruspartiklid stabiilsemad (Buck et
al., 2005; Finnen et al., 2003). On niidatud, et HPV-16 viiruspartiklite moodustumisel on
rohke E4 valgu hulk abiks virionide véljumisel, moodustades amiiloidkiude, mis l6hub
keratiini struktuuri ning laseb viiruskapsiidil paremini assambleeruda (MclIntosh et al., 2008;

Q. Wang et al., 2003).

1.2 POU homeodomeen transkriptsioonifaktorid

POU homeodomeen valgud on eukariiootide transkriptsioonifaktorid, mille DNA-d siduv
domeen koosneb kahest erinevast osast: POU-spetsiifiline domeen (POUs) ning POU-
homeodomeenist (POUn). Selline struktuurselt kaheosaline domeen annab POU perekonna

transkriptsioonifaktoritele voime siduda DNA-d véga erineval viisil.

POU spetsiifiline domeen POU homeodomeen

Aktivatsiooni domeen Linker

Joonis 7. Lineaarne presentatsioon POU valkudest. Joonisel on ndidatud POU perekonna
valkudele omane N-terminaalne transaktivatsiooni domeen (joonisel sinine), C-terminaalne
POU spetsiifiline domeen (joonisel roheline) ja homeodomeen (joonisel kollane). Neid

ithendab hiipervariaabel segment ehk linker (joonisel roosa).

POU domeen avastati 1988. aastal ning sai oma nime kolme imetaja Pitl, Octl ja Oct2 ning
iimarussi UNCS86 transkriptsioonifaktori nimetustest. POU spetsiifiline domeen koosneb ~75
aminohappest ning homeodomeen ~ 60 aminohappest (Sturm ja Herr, 1988). POUs domeenil
on 4 alfa heeliksit, millest 2. ja 3. moodustavad heeliks-poore-heeliks seondumismotiivi,
samas kui POUn domeenil on kolm alfa heeliksit (joonis 7) (Malik et al., 2018). Neid kahte
korgelt konserveerunud POU domeeni iihendab hiipervariaabel segment, mille pikkus voib
varieeruda 15-56 aminohappeni (Herr et al., 1988). Octl ja Pitl kristallstruktuuride pohjal on
ndidatud, et struktuuritu linker regiooni iilesanne on seondada omavahel POU domeenid,

tdstmaks lokaalset kontsentratsiooni DNA-ga seondumisel ning mairata DNA-ga seondumise
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mitmekiilgsus. POU homeodomeen valkude DNA-ga sidumise mitmekesisust suurendab
veelgi nende vOime moodustada homo- ja heterodimeerseid komplekse nii teiste POU

homeodomeen valkude kui ka muude transkriptsioonifaktoritega.

POUy,

POUS

PIT-1
POU,, POU,, POU,,
5 -A(‘cr%m-l?‘c -3 5 —cc’rrccf%u'ﬂ@hmmcucc- 3t
3'~ GGANT éﬂm’r- 5 3 ‘ccuccxm%'rngrccncc— 5
POU, POU,, POU,,

Joonis 8. Oct-1 ja Pit-1 kristallstruktuur DNA-ga seotult. (A) Oct-1 seondub DNA-]
oktameersele elemendile (ATGCAAAT) monomeerina. POUs ja POUy domeenid seonduvad
DNA eri kiilgedele, mille tottu hiipervariaabel segment iiletab DNA viikese vao. (B) Pitl
seondub DNA-I inverteeritud palindroomsele jérjestusele (ATGTATATACAT) dimeerina

pea-saba orientatsioonis ja hiipervariaabel segment ei iileta DNA véikest vagu. (Ryan ja

Rosenfeld, 1997)

POU wvalgud omavad erinevaid seondumismotiive DNA jarjestusest ja valgu
oligomeriseerumisest sdltuvalt. Ndéiteks seondub Oct-1 monomeerina oktameersele
elemendile, kuid seondudes herpesviiruse (HSV- herpes simplex virus) varajaste geenide
ICP4 voi ICPO promootoritele, muutub POUy ja POUs domeenide orientatsioon teineteise
suhtes. Pit-1 seob DNA-d hoopis homodimeerina ning olenevalt jérjestusest, voivad molemad
domeenid siduda DNA-d kas samalt vOi erinevalt poolt. Octl ja Pitl erinevaid

seondumisvoimalusi DNA-I on kujutatud joonisel 8.

POU domeen valgud on rithmitatud valgu jérjestuse homoloogia pohjal 6 eraldiseisvasse
klassi (joonis 9). Traditsiooniliselt kasutatakse ka biokeemilise aktiivsuse ehk oktameerse
elemendi sidumise jaotust. POU transkriptsioonifaktor Octl avaldub kdikides rakutiiiipides.
Ulejasnud transkriptsioonifaktorid on viga koespetsiifilised ning arvatakse olevat olulised
regulaatorid kudede ja organite morfogeneesis. Niiteks Oct4 reguleerib embriionaalsete

tiivirakkude pluripotentsust, samas Pitl on varajastes arengustaadiumides ekspresseeritud
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kesknérvisiisteemis, kuid hiljem vaid ajuripatsis (Phillips ja Luisi, 2000). Lisaks on ndidatud,
et Oct6 ekspresseerub normaalsetes, viiruse poolt nakatamata, basaalsetes kui ka

diferentseerunud keratinotsiiiitides (Faus et al., 1994).

Klass

1 r~~Brn5 Pou6f1
~ —RPF-1  Pou6f2
~_r—Brn3a Pou4f1
_[—Bm3b  Pousf2|V
Brn3c Pou4f3
__r—Oct1 Pou2f1
ol =—0Oct2 Pou2f2| Il
—— QOct11 Pou2f3

Oct6 Pou3f1
— ™ Brn2/Oct7 Pou3f2
b =—Brn1/Oct8 Pou3f3
= Brn4/0Oct9 Pou3f4

~ Oct4 Pou5f1

— Sprm-1  Pou5f2

VI

Mitte oktameeri
siduv

—

Oktameeri siduv

Joonis 9. POU homeodomeen valkude klassifikatsioon. Joonisel on kuus eri varvidega
POU homeodomeen valkude klassi. Traditsiooniliselt on valgud jaotatud oktameerse elementi
ATGCAAAT sidumise jargi: seda siduvaks (klass II, III ja V) ja mitte siduvateks (klass I, IV,
VI). Tanapédeval, peale valkude jaotust klassidesse, kasutatakse rohkem parempoolses tulbas

olevaid valkude nimesid (Poulfl, Pou6fl jt). (Joonis muudetud Malik et al., 2018)

1.2.1 POU homeodomeen transkriptsioonifaktorid ja DNA viirused

Paljudel viirustel on vdga vdhe vOimalikke transkriptsioonifaktoreid, mistdttu on viiruse
transkriptsiooni regulatsioon védga peremeesrakust soltuv. Nii on ndidatud, et Octl seondub
herpesviiruse (HSV) oktameersele jérjestusele, mille tottu 1dbib konformatsioonilised
muutused. Selle tunneb dra viiruse tugev transaktivaator valk VP16, mis seondub Octl-ga
ning algab varajaste geenide transkriptsioon, mis on iseloomulik viiruse liiiitilisele
infektsioonile (Coding ja O’Hare, 1989). Samuti on nédidatud, et adenoviiruse replikatsiooniks
on oluline nii NFI (Nuclear Factor 1) kui ka Octl transkriptsioonifaktori olemasolu. Octl
seondub viiruse pTP-pol kompleksiga (pTP - precursor terminal protein), mis on
replikatsiooniks oluline kompleks, ning stabiliseerib ja tugevdab selle interaktsiooni origin
piirkonnaga (Van Leeuwen ja Van Der Vliet, 1997).

Samuti on ndidatud, et erinevad POU homeodomeen valgud on vdimelised mojutama HPV
elutsiiklit. Naiteks on leitud, et Octl inhibeerib transkriptsiooni HPV-16 URR-ilt, mille

tagajarjel viheneb viirusvalkude E1 ja E2 tase, mistottu viirusgenoom replitseerub kehvemini
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(Sibbet ef al., 1995). Erinevalt eelmisest néitest suudavad Sknla ning Oct6 aktiveerida HPV-
1A transkriptsiooni, samas kui Brn5-1 ja Octl-1 selline moju puudub (Andersen et al., 1997).
Korge riskiga HPV-del on vdga tugevalt ekspresseeritud E6 ja E7 onkovalgud, mis
pohjustavad rakkude transformatsiooni. POU faktor Brn3a on HPV-16 ja HPV-18 URR
piirkonnale seondudes transkriptsiooni aktiveeriv, samas kui Brn-3b toimib repressorina
(Morris et al., 1994; Ndisang et al., 2006). Veel on huvitav, et eelnevalt mainitud Sknla, mis
muuhulgas indutseerib keratinotsiiiitide terminaalset diferentseerumist, suudab aktiveerida ka

HPV-16 replikatsiooni (Kukimoto et al., 2008).

18



2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Bakalaureusetoo eesmérgid

Kéesoleva bakalaureusetdd pohieesmirk on konstrueerida HPV18 replikatsiooni origini
sisaldav plasmiid, mille suurus on sarnane HPV genoomiga ning vorrelda selle replikatsiooni
HPV-18 pisirongaga U20S rakuliinis. Teiseks eesmérgiks on wuurida, kas  POU
homeodomeen faktor Oct6 inhibeerib konstrueeritud HPV-18 origin sisaldava plasmiidi

replikatsiooni U20S rakkudes.

To606 tegemiseks piistitati jargmised tilesanded:
1. HPV-18 pisirdonga URR piirkonda sisaldava plasmiidi pGEXURR18 konstrueerimine
2. HPV-18 genoomi ja pPGEXURRI8 replikatsioonivoime vordlus U20S rakkudes
3. U20S rakkudes ekspresseeruvate POU homeodomeen faktorite analiiiis
4

HPV-18 genoomi ja pGEXURRI18 replikatsiooni mdjutamine Oct6 valgu poolt

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1 Toos kasutatud plasmiidid

pGEXFarl on 7504 aluspaarist koosnev plasmiid, mida kasutati vektorina pGEXURR18
konstrueerimisel. Sisaldab bla geeni, mis annab vektorile ampitsilliini resistentsuse ning lacl
promootorit. Lisaks GST jérjestust, mis kodeerib glutatioon-S-transferaasi, et kaitsta rakku
reaktiivsete lihendite eest, mis tekivad endogeensete vOi eksogeensete iihendite lagunemise
eest. Vektori kaart on vélja toodud lisas 2.

HPV-18 minicircle on inimese papilloomiviiruse tiilip 18 tdisgenoomi sisaldav plasmiid.
Plasmiid toodeti pMC.BESPXHPV18 algplasmiidist E.coli tives ZYCY1003S2T in vivo
rekombinatsiooni teel. T60s kasutati plasmiidi, et vorrelda selle replikatsiooni pGEXURR18
ja pUCURRI1S8 plasmiididega. Plasmiidikaart on toodud lisas 2.

HPV-18 E1 ekspressioonivektor (pM18-14) sisaldab SV40 (Simian virus 40) replikatsiooni
alguskohta, ampitsilliini resistentsusgeeni, CMV (tslitomegaloviirus) promootorit, polii-A
jarjestust ning 5’ mittetransleeritav  jarjestus (tk leader). To0s kasutati  El
ekspressioonivektorit kotransfekteeritult pUCURR18 ja pGEXURR18 plasmiididega.
HPV-18 E2 ekspressioonivektor (pQMN18E2) koosneb pQMN vektorisse viidud CMV
promootorist, 5’ mittetransleerivast liiderjirjestusest, polii-A jérjestust, ampitsilliini
resistentsusgeenist ning HPV-18 E2 lugemisraamist, milles on E2 margis (tag). To6s kasutati

E1 ekspressioonivektorit kotransfekteeritult pUCURR18 ja pPGEXURRI18 plasmiididega.
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pUCURRI18 on ligikaudu 4000 aluspaari suurune plasmiid, mis sisaldab HPV-18 URR
jérjestust. Lisaks liihikest mittefunktsionaalset osa E6 valgust, replikatsiooni alguspunkti
pMBI ja ampitsilliini resistentsusgeeni. Tods kasutati plasmiidi pGEXURRI18 ja HPV-18
pisironga replikatsiooni vordlemiseks.

pJET1.2/Blunt Cloning Vector on 2974 aluspaari suurune plasmiid. See sisaldab IPTG poolt
indutseeritavat T7 promootorit, pMBI1 replikatsiooni alguspunkti ning ampitsilliini
resistentsusgeeni.

pcDNA3 on 5446 aluspaari suurune ekspressioonivektor, mis sisaldab CMV promootorit,
SV40 replikatsiooni alguskohta, lac promootorit, ampitsilliini resistsentsusgeeni ning T7
promootorit.

To606s kasutatud plasmiidid on saadud juhendajalt.

2.2.2 Kloneerimine. Plasmiidi pGEX18URR konstrueerimine

HPV-18 URR jirjestust sisaldava 8000 aluspaari pikkuse plasmiidi konstrueerimiseks 10igati
HPV-18 pisirdngas plasmiidi BamHI restriktsiooniensiiiimiga, et eraldada HPV-18 URR
jarjestus. Loikamise tulemusel tekkis antud plasmiidist kaks fragmenti, millest vdiksem, 1127
aluspaari pikkune, sisaldab HPV18 URR jirjestust. Vektorina kasutati pGEXFarl plasmiidi,
mida loigati Xbal restriktsiooniensiiiimiga. Antud Idikuse tulemusel tekib kaks fragmenti,
millest suuremat, 6805 aluspaari pikkust, kasutati edaspidi kloneerimisel. Kloneerimise kaik
on skemaatiliselt esitatud lisas 1. Koik restriktsioonid teostati 37°C juures, kasutades Thermo
Scientific Fast Digest ensiilime, vihemalt tunni aja jooksul kuni iile66.

Vektori 5° fosfaatriihmade eemaldamiseks DNA iseligeerumise valtimiseks kasutati FastAP
ensiilimi ning 5’ tileulatuvate otste tditmiseks kasutati Klenow ensiilimi restriktsiooni puhvris.

DNA fragmendid eraldati 0,8% agaroosgeelis, TAE puhvris (40 mM Tris-atsetaat, I1mM
EDTA). Oigete fragmentide puhastamiseks geelist kasutati Nucleospin DNA Purification Kit'i
tootjapoolse protokolliga.

Ligatsiooniks voeti vajalikke DNA fragmente suhtes 1 osa vektorit ja 5 osa inserti.
Fragmendid ligeeriti 12 tunni jooksul 16°C juures, kasutades T4 DNA ligaasi ja selle puhvrit
(Thermo Scientific). Saadud ligatsioonisegud transformeeriti E.Coli tiive DHS5a
kompetentsetesse rakkudesse kuumaehmatuse (heat shock) meetodil. Jail sulatatud
kompetentsetele rakkudele lisati ligatsioonisegu, rakke inkubeeriti 10 minutit jaél, peale mida
hoiti 45 sekundit 42°C juures ja jahutati jadl. Lisati 500 pul LB-d (liisogeenne sddde) ning
inkubeeriti 1h 37°C juures. Rakud tsentrifuugiti lauafuugiga 5 minutit 3000 rpm,

resuspendeeriti 100 pl s66tmes ning plaaditi LB tassidele, mis sisaldas ampitsilliini
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1dppkontsentratsiooniga 100 pg/ml. Seejdrel pandi tekkinud kolooniad kasvama ning
jargmisel pdeval puhastati bakteritest plasmiidne DNA, millele teostati restriktsioonanaliiiis.

pGEXURRI18 plasmiidi paljundamiseks transformeeriti plasmiidne DNA uuesti £.Coli DH5a
rakkudesse, jargmisel pdeval kiilvati tekkinud koloonia 2ml vedels66tmesse, kasvatati 6 tundi,
misjdrel kiilvati kultuuri edasi 100ml LB vedelsdotmesse, millesse oli lisatud 100ug/ml
ampitsilliini, ja kasvatati loksutil 220rpm, 12-16 tundi 37°C juures. Plasmiidse DNA
eraldamiseks kasutati firma NucleoBond® Xtra Midi EF Kit'1 ning tootjapoolset protokolli

ning kontrolliks teostati restriktsioonanaliiiis.

2.2.3 U20S rakkude kasvatamine ja transfekteerimine

To66s kasutati mudelsiisteemina U20S rakuliini, mis périneb inimese sdédreluu osteosarkoomi
rakkudest ning neil on sarnane morfoloogia epiteeli rakkudega.

U20S rakke kasvatati 100mm diameetriga koekultuuri tassidel IMDM (Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium) s66tmes, mis sisaldas 10% FCS (veise loote seerum) ning 1%
penitsilliin-steptomiitsiini. Kodikides eksperimentides kasutatud rakud kasvasid inkubaatoris

37°C juures 5% COx sisaldusel.

Transfekteeritavate DNA-de ruumalad viidi vOrdseks vastava koguse TE-ga ning lisati 5 pl
carrier DNA-d (10 mg/ml). Uheks transfektsiooniks kasutati rakke 100mm libimddduga
koekultuuri tassilt, mis oli saavutanud ligikaudu 90%-lise konfluentsuse. Ette kasvatatud
rakkudelt aspireeriti s60de ning pesti 1 kord Sml 1xPBS lahusega (phosphate buffered saline).
Seejarel lisati 2ml triipsiini ning oodati, kuni rakud koekultuuritassidel lahti hakkasid tulema.
Rakud koguti 25ml IMDM+10%FCS so6tmesse ning tsentrifuugiti 1200rpm, 5 minutit
(Eppendorf Centrifuge 5810 R). Rakusade voeti iiles tdissootmes, milles oli pH stabiilsuse
sdilitamiseks lisatud SmM BES-Na, pH 7,5. Uheks transfektsiooniks vdeti 250 pl rakke.
Vajalik kogus DNA-d koos 50 ug carrier DNA-ga (kuumaga denatureeritud 10he spermi
DNA) pipeteeriti koos rakkudega 4 mm elektroodide vahega elektroporatsioonikiivettidesse.
Kasutati Gene Pulser Il (Biorad Instruments) elektroporaatorit ning rakud elektroporeeriti
pingel 220V, mahutavusega 975 uF. Kohe peale elektroporatsiooni kanti rakud vérsket soodet
sisaldavasse 15 ml Falconisse ning tsentrifuugiti 1000rpm 5 minutit. Seejérel aspireeriti
rakkudelt s60de ning rakusade suspendeeriti virskes s0otmes ning plaaditi vastavalt

vajadusele.
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2.2.4 Eukariiootsetest rakkudest episomaalse DNA eraldamine Hirt liitisiga

24h ja 72h peale transfektsiooni eemaldati koekultuuritassidelt so6de ning rakke pesti 2 korda
1xPBS lahusega. Rakke liiisiti 1,6mL HIRT liiisilahusega (0,5% SDS, 50 mM Tris pH 8,0,
10 mM EDTA) 10 minutit, tasse aeg-ajalt kallutades. Seejdrel lisati tilkhaaval 400 pl 5SM
NaCl lahust ning segati, et kattuks kogu tassi pind. Rakuliisaat koguti kummimiilitsaga tuubi
ning fuugiti 4°C juures 15 000 rpm, 15 minutit peale mida kanti supernatant uude tuubi. Lisati
0,7 mahtu isopropanooli, segati ning jaeti 10 minutiks -20°C juurde. Seejérel fuugiti uuesti
4°C juures 15000 rpm 15 minutit, eemaldati supernatant ning lasti sademel kuivada. Sade
lahustati 1,5ml Proteinaas K puhvris (20mM Tris-Cl pH8.0, 100mM NaCl, 10mM EDTA,
0.2% SDS), mis sisaldas ensiilimi proteinaas K Idppkontsentratsioonis 0,2mg/ml. Proovi hoiti
1 tund 37°C juures, mille jarel lisati vordne maht fenool-kloroform segu (1:1). Jargnes fenool-
kloroform too6tlus alltoodud wviisil (2.2.5). Sade lahustati 50 pl TE-s, mis sisaldas RNaasi
1oppkontsentratsiooniga 20 pg/ml. Proovi hoiti 37°C juures 20 minutit ning jdeti ile6d 4°C

juurde lahustuma.

2.2.5 Eukariiootsetest rakkudest totaalse DNA eraldamine

Totaalse DNA eraldamiseks pesti rakud 2ml 1xPBS-iga ning 60mm diameetriga tassidele
lisati 400 pl proteinaas K liitisipuhvrit (20mM Tris-Cl pHS8.0, 100mM NaCl, 10mM EDTA,
0.2% SDS), mis sisaldas ensiilimi proteinaas K 1dppkontsentratsioonis 0,2mg/ml. Rakke
liitisiti 10 minutit toatemperatuuril, aeg-ajalt tasse kallutades. Liisaat koguti kummimiilitsaga
1,5ml eppendorfi tuubi ning inkubeeriti loksutis 12-18 tundi, 1400rpm, 55°C juures. Seejérel
lisati proovidele vordne maht fenool-kloroform segu (1:1), segati vorteksil ning tsentrifuugiti
13 000rpm juures 5 minutit. DNA-d sisaldav {ilemine vesifaas kanti uude tuubi, kuhu lisati
2,5 mahtu 95% etanooli. Proove sadestati 30min -20°C juures, peale mida tsentrifuugiti
13 000 rpm, 15 min, 4°C fuugis. Seejarel eemaldati supernatant ning lisati 250 ul kiillma 75%
etanooli, tsentrifuugiti 5 minutit, eemaldati supernatant ning sade kuivatati toatemperatuuril.
Sade lahustati 35 pl TE-s (10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA), mis sisaldas RNaasi
10ppkontsentratsiooniga 20 pug/ml. Proove inkubeeriti 56°C juures 20 minutit ning jéeti ile6o
4°C juurde lahustuma. Jargmisel paeval moodeti DNA kontsentratsioonid ning proove séilitati

-20°C.
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2.2.6 Replikatsioonianaliiiis Southern blot meetodil

Southern blot analiiiisi teostamiseks voeti 3 ug voi 5 pug episomaalset voi totaalset DNA-d,
10igati restriktaasidega 30 ul-is, 37°C juures ile60, kasutades Thermo Scientific Fast Digest
enstiime. U20S rakuliini transfekteeritud plasmiide 10igati lineariseerivate ensiiiimidega

pUCURR18 Xbal, pGEXURR18 Ncol ja, HPV-18 minicircle Bglll-ga.

2.2.6.1 1D geelelektroforees ja 2D geelelektroforees, DNA iilekanne filtrile

1D geelelektroforees

Loigatud DNA kanti geelile ning lahutati geelelektroforeesil. Kasutati 0,8% TAE
agaroosgeeli, mis sisaldas etiidiumbromiidi 10ppkontsentratsiooniga 0,2 ug/ml, ja vastavat
puhvrit. Geelelektroforees viidi 1dbi madalal voltaazil (2-3 V/cm) 5 tunni jooksul kuni {ile6o.
Seejarel loksutati geeli 45 minutit denaturatsioonilahuses SOL A (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl),
peale mida loputati destilleeritud veega ning jdeti veel 30 minutiks loksuma SOL B
neutralisatsioonilahusesse (1 M Tris pH-7,4, 1,5 M NaCl). Samal ajal 16igati kaks geeli
suurust Whatman filterpaberit ja iiks nailonmembraan (GVS LifeSciences). Klaasist vanni
valati piisaval hulgal 10xSSC-d (1.5 M NaCl, 150 mM Na-tsitraat), asetati peale klaas, millele
pandi 10xSSC-ga maérjatud kaks suuremat filterpaberit. Seejdrel rulliti vdlja Shumullid ning
geel asetati tagurpidi filterpaberile. Geelile pandi peale samas suuruses nailonfilter ning rulliti
veelkord, et ei jddks ohumulle. Kdige peale asetati kaks Whatman filterpaberit, mis kaeti
salvréttide ja raskusega. Kapillaarne iilekanne toimus ~12 tunni jooksul. Jargmisel péeval

nailonfilter kuivatati ning DNA rist-seoti filtrile, kasutades UV Stratalinker 1800 aparaati.

2D geelelektroforees

2D geelelektroforees pohineb kahel erineval jarjestikusel geelektroforeesil, mis vdimaldab
lahutada molekule nii nende molekulmassi kui ka kuju jargi. Nii on vOimalik lineaarseks
16igatud tsirkulaarse molekuli pdhjal uurida erinevaid replikatsiooni vahevorme, mis viitavad
vastava DNA replikatsiooni mehhanismile.

Esimeses etapis toimub DNA fragmentide lahutamine eelkdige molekulmassi jiargi madala
agaroosisisaldusega geelis ja madalal voltaazil ilma etiidiumbromiidita. Seejdrel 10igatakse
geelist vdlja DNA fragmente sisaldavad ribad, keeratakse 90° ning timber valatakse uus,
korgema agaroosisisaldusega geel. Teine elektorforees toimub etiidiumbromiidi juuresolekul,

kdrgemal voltaazil lithemat aega ning kiillmemates tingimustes ~ 4°C juures. Etiidiumbromiid
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seondub DNA lammastikaluste vahele heeliksi védiksesse vakku, mistottu aitab rohkem esile
tuua ka molekuli kuju.

Uheks analiiiisiks kasutati mdlemal juhul kolmest 100 mm diameetriga koekultuuri tassist
eraldatud DNA-d (ca 150 ug). Proovid lineariseeriti ning kanti geelile. Tekkinud DNA
fragmendid lahutati madala kontsentratsiooniga etiidiumbromiidita 0,5%-lises agaroosgeelis
0,5xTBE puhvris 15 tunni jooksul, rakendades pinget 0,5V/cm. Geelist 16igati vdlja DNA-d
sisaldavad read, keerati 90° ning nende timber valati uus, etiidiumbromiidi ja kdrgema
agaroosisisaldusega (1.2%) geel. Geelelektroforeesi teine dimensioon toimus 0,5xTBE
puhvris ~5 tundi jooksul 4°C juures, pingel 180V. Parast foreesi kanti DNA nailonfiltrile
nagu on kirjeldatud iilal 2.2.6.1 1D geelelektroforees.

Hiibridisatsiooniproovi valmistamine

Kuna HPV-18 pisirongas ja pUCURRIS8 sisaldavad HPV-18 origin piirkonda kasutati
hiibridiseerimiseks HPV-18 origin jarjestust. pGEXURRI18 jaoks tugevama signaali
saamiseks kasutati lineariseeritud pGEXURRIS8 tdispikka plasmiidi. Molema proovi
tegemiseks kasutati 200ng malli (template) jarjestust, 30 ul vett ja 10 ul 5X puhvrit. Proove
denatureeriti 100°C 10 minutit ja jahutati jaal. Seejérel lisati 3 pl C-mix’i (ei sisalda dCTP), 1
ul Klenow ensiiiimi ja 6 ul a-P*2-dCTP mérgitud isotoopi, inkubeeriti 37°C 15 minutit, lisati
2 ul ANTP mixi, peale mida tdsteti proovid 100°C juurde veel 10 minutiks. Seejérel jahutati

jaal ning kanti prehtibridisatsioonilahusesse, kus oli DNAd sisaldav nailonmembraan.

Hiibridisatsioon

Hiibridisatsioon kestis vdhemalt 16 tundi 65°C juures. Selleks, et viltida ebaspetsiifilist
seondumist toddeldi filtrit enne hiibridisatsiooni 25 ml prehiibridisatsiooni lahusega (6xSSC,
5xDEN, 0,5%SDS, 100 ug/ml denatureeritud 16he spermi DNA) vdhemalt 45 minutit 65°C
hiibridisatsiooniahjus. Peale seda lisati lahusesse radioaktiivselt mérgistatud proov, mis oli
ette valmistatud nagu on kirjeldatud punktis 2.2.6.1 Hiibridisatsiooniproovi valmistamine.
Jargmisel pdeval pesti filtrit kolme eelsoojendatud lahusega: pesulahusega 1 (3xSSC, 0,1%
SDS) kaks korda 10 minutit, seejédrel kaks korda 15 minutit pesulahusega II (1xSSC, 0,1%
SDS) ning viimasena kaks korda 20 minutit pesulahusega III (0,1xSSC, 0,1% SDS). Filter
kuivatati ning hiibridisatsioonisignaali detekteerimiseks eksponeeriti filter rontgenfilmile voi

Typhoon fosfoimager ekraanile.

24



2.2.7 RNA eraldamine ja cDNA siintees

RNA eraldati U20S transfekteerimata ja HPV-18 pisirongaga transfekteeritud rakkudest
Quick RNA Miniprep Kit’1 (Zymo Research) protokolli jérgi. Koekultuuritassidelt aspireeriti
s00de ning proovide homogeniseerimiseks lisati 600 pul RNA liiisi puhvrit. Seejdrel fuugiti
liisaati 1 minuti jooksul 12 000 rpm, mille jirel kanti supernatant Spin-4Away™ Filter kolonni.
Et lahti saada genoomsest DNA-st tsentrifuugiti kolonne 1 minut 12 000rpm, peale mida
eemaldati kolonn koos sinna kinnitunud DNA-ga. Kolonnist 1dbi jooksnud RNA-Ie lisati 600
ul 95% etanooli ning segati korralikult ning pipeteeriti Zymo-Spin™ IICG kolonni,
tsentrifuugiti 30 sekundit ning kolonnist 1&bi jooksnud lahus visati minema. Jargnes kolonni
pesu 400 ul RNA pesu puhvriga, misjdrel tsentrifuugiti kolonni 30 sekundit. Seejirel segati
kokku 5 ul DNaas I ning 75 pl DNA lagundamise puhverit, mis pipeteeriti otse kolonni
maatriksi keskele. Inkubeeriti toa temperatuuril 15 minutit ning tsentrifuugiti 30 sekundit.
Kolonnile lisati 400 pul RNA ettevalmistuspuhvrit, seejarel 700 pul RNA pesu puhvrit ja
veelkord 400 ul pesu puhvrit. Peale iga puhvri lisamist tsentriguufiti kolonni 30 sekundit ja
eemaldati kolonnist 14bi jooksnud lahus. RNA elueeriti 50 pl DNaas/RNaas vabas vees.
Kontsentratsioonid mdddeti Nanodrop 1000 spektrofotomeetriga (Thermo Fisher Scientific)
ning RNA sdilitati -20°C. Selleks, et olla kindel, et proovidesse ei jdd genoomset DNA-d,
lisati 1 pg proovile 1 pl 10X DNaasi puhvrit MgClz-ga, 1 pl DNaasi ning vett kuni 10 pl-ni.
Proovi inkubeeriti 37°C juures 30 minutit. Seejdrel lisati 1 pl 50mM EDTA-d, et
inaktiveerida DNaas ja inkubeeriti 65°C juures 10 minutit. Seejérel jaotati mdlemad proovid
kaheks, et kasutada tihte hiljem kontrollproovina. Kdikidele proovidele lisati 1 pl oligo (dT)1s
praimerit, hoiti 65°C juures 5 minutit ning jahutati jaal. Lisati 4 ul 5X reaktsiooni puhvrit, 1
ul Ribolock RNaasi inhibiitorit, 2 pl 10mM dNTP segu ning 1 pl ensiitimi RevertAid M-MulV
RT. Kontrollproovile jéeti ensiiiim lisamata. Proove hoiti 60 minutit 42°C juures ning ensiiiim

inaktiveeriti 5 minuti jooksul 70 °C juures.

2.2.8 PCR ja reaalaja PCR. PCR-i fragmentide kloneerimine pJET vektorisse ja
plasmiidide puhastamine

Reaalaja PCR-i labiviimisel kasutati Mastercycler Gradient (Eppendorf) masinat. Uurimistoos
kasutatud praimerid on toodud tabelis 1. Proovid kanti 384 auguga qPCR plaadile 10 pl kaupa
kolme paralleelse kordusena. Iga proov sisaldas 0,5 pul cDNA-d, 2 ul 5x EvaGreen
fluoresentsvérvi (Solis BioDyne), 0,5 ul 10 uM forward praimerit, 0,5 pl 10 uM reverse

praimerit ning 6,5 ul vett.
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Tabel 1. Uurimistoos kasutatud parimerid

Praimeri | Forward praimer

nimetus

Reverse praimer

Produkti
pikkus
bp

Oct6 CCAAAGCGACAGGTAACGCA

GAGAAGAGGCGTGTAGCGAAT 152

Octl AGCAACTACCCTCACAGTCAG | TGTGTTGTTGGAGGTGGTGTC 99
Brn2 GGAGGTGGTGAGAGTTTGGTT | TGTGGTGGAGTGTCCCTACT 100
Brn3a GAACAGCAAGCAGCCTCACTT | CAGCAGCGTCTCGTCCAG 153

Brn5 TGCCTCTGCTCCTATCCCAAT

TCCCATCCTCATCCAGACTTG 94

Sknla GCTGGAGAAGTGGCTGAATGA

CCTACCAAATACTTCACTGAGGC | 150

Et kontrollida produktide digsust, tehti ka tava PCR analiilis koikidele praimeri paaridele.

PCR-i reaktsiooni komponendid on toodud tabelis 2 ning PCR-1 programm valiti 5x HOT
FIREPol Blend Master Mix Ready To Load (Solis BioDyne) protokolli jargi (tabel 3).

Tabel 2. PCR-i reaktsiooni komponendid iihe reaktsiooni kohta

Reaktsiooni komponent Ruumala (pnl)

5x HotFirePol Blend Master Mix Ready to Load 4

10 uM Forward ja reverse praimerite segu 0,5

cDNA 0,5

MQ 15

Kokku 20

Tabel 3. PCR-i programm

Reaktsioon Temperatuur Aeg Tsiiklite arv
(°O)

Poliimeraasi aktiveerimine 95 15 min 1

DNA denaturatsioon 95 15 sek

Praimerite seondumine DNA-le 60 50 sek 27

DNA siintees 72 30 sek

Poolikute PCR-i produktide tais- 72 10 min

siintees
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PCR-i fragmentide kloneerimine pJET vektorisse ja plasmiidide puhastamine

PCR-i proovist kanti 10 pl geelile ning 10 pl kasutati Brn3a, Brn5, Sknla, Octl produktide
kloneerimiseks. DNA puhastamiseks PCR-i segust kasutati DNA Clean&Concentrator Kit’i
ja jargiti selle protokolli (Zymo Research). DNA elueeriti 25 pl-is ja segati kokku reaktsioon:
15 ul DNA, 2 ul 10X Ligase Buffer, 1 ul Blunting ensiiim, et tombistada PCR-1 fragmendi
otsad. Proovi hoiti 70°C juures 5 minutit ning jahutati jdil, edasi lisati 1 pl pJET1.2/Blunt
Cloning Vector ning 1 pl T4 DNA ligaas. Seejdrel segati Ornalt vortexil, fuugiti lauafuugiga
3-5 sekundit, ning inkubeeriti 22°C juures 1,5t. Ligatsioonid transformeeriti DH5a
kompetentsidesse kuumaehmatuse meetodil iilalkirjeldatud wviisil (2.2.2) ning plaaditi LB
tassidele, mis sisaldas ampitsilliini Idppkontsentratsiooniga 100ug/ml. Tekkinud kolooniatest
valiti iiks, mis pandi iile66 3 ml LB amp vedelsd6tmesse kasvama ning jargmisel pdeval
puhastati bakteritest plasmiidne DNA. Seejdrel teostati kdikidele restriktsioonanaliitis BglII-
ga, et niha kas PCR-i produkt on vektorisse sisse ldinud. Oiged plasmiidid sekveneeriti

kasutades Eesti Biokeskuse tuumiklabori teenust.

2.3 TULEMUSED
2.3.1 Kloneerimine. Plasmiidi pGEX18URR konstrukti konstrueerimine

HPV-18 URR jérjestust sisaldav ligikaudu 8000 aluspaari pikkune plasmiid konstrueeriti
selleks, et vorrelda selle replikatsiooni vdimet sarnase pikkusega HPV genoomiga. Plasmiidi
tegemiseks 10igati HPV-18 minirdngas plasmiidi BamHI restriktsiooniensiiimiga, mille
tulemusel tekib kaks fragmenti, millest vdiksem 1127 aluspaari pikkune, sisaldab HPV-18
URR jirjestust. Vektorina kasutati pGEXFarl plasmiidi, mida Idigati Xbal
restriktsiooniensiilimiga. Antud Idikuse tulemusel tekkis samuti kaks fragmenti, millest
suuremat, 6805 aluspaari pikkust kasutati edaspidi kloneerimisel (joonis 10). Restriktsioonid
kanti 0,8% agaroosi sisaldusega TAE geelile ning 16igati vilja dige suurusega fragmendid,
mis puhastati geelist ning kasutati edaspidisel kloneerimisel {ilaltoodud viisil (2.2.2). Joonisel
11 on néha, et kuuest erinevast bakterikolooniast puhastatud plasmiidist oli mdistlik edasiseks

uurimiseks kasutada kolooniaid 1-5 (joonisel 11 rajad 2-6).
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Joonis 10.HPV-18 minicircle ja pGEXFarl 16ikus. Joonisel on ndidatud HPV-18 minicircle
ja pGEXFarl plasmiidid (rajad 2 ja 5) ning nende 16igatud vormid (HPV18MC/BamHi rajal 3
ja pGEXURRI18/Xbal rajal 6). Tarniga on néidatud restriktsioonil tekkivad 1127 ja 7504
aluspaari suurused fragmendid, mida kasutati kloneerimiseks. Molemad plasmiidid on
16ikunud osalselt, kuna geelil on ndha ka minoorseid, ldikamata DNA-ga sarnaselt

migreeruvaid fragmente.
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Joonis 11. Kuuest bakterikolooniast puhastatud plasmiidid. 1. rajal on suurusmarker. 2.
kuni 7. rajal on erinevatest bakterikolooniatest puhastatud plasmiidid. Geelile kanti 0,5 ug
DNA-d ning esmaseks vOrdluseks, et ndha kas kloneerimine on onnestunud, kanti 9. rajale

vektorina kasutatav pGEXFarl 16ikamata plasmiid.
Edaspidises restriktsioonanaliilisis kasutati kolooniatest 1-5 puhastatud plasmiide, mida

16igati Bglll-ga. Selle restriktaasi ainus 1dikekoht asub HPV-18 URR-is, mistottu, peaks dige

konstrukt lineariseeruma (joonis 12).
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Joonis 12. Bakterikolooniast puhastatud plasmiidide kontroll lineariseeriva ensiiiimiga
Bglll. Joonisel on 1. rajal 1kb marker, millest vasakul on numbriliselt fragmendi pikkus
aluspaarides. Radadel 2-6 on plasmiidid, mida ldigati Bglll-ga. Kui konstrukt on dige, st
HPV-18 URR piirkond on pGEXFarl vektoris, lineariseerib Bglll konstrukti. Joonisel on

néha, et 2. rajal on ainus lineariseerunud konstrukt.

Viimaseks analiilisiks valiti 1. plasmiid (joonisel 11 ja 12 rada 2). Et olla kindel konstrukti
Oigsuses teostati restriktsioonanaliilis kolme erineva ensiitimiga: Smal, mille 15ikekoht asub
URR-is kui ka vektoris; BspT1, mis 10ikab ainult URR-is ning Eco88I, millel on 3 Idikekohta
kui insert on vektoris, kuid 2, kui insert ei ole vektorisse sisse ldinud. pGEXURRIS

konstrukti 16plik restriktsioonanaliiiis on toodud joonisel 13.
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Joonis 13. pGEXURRI18 restriktsioonanaliiiis. Joonisel on pGEXURRI18 konstrukti
restriktsioonanaliiiis. Esimesel rajal on 1kb marker ning 2.-4. rajal on eelnevate analiiiiside
pohjal valitud plasmiidi kontroll kolme ensiilimiga. Teisel rajal on 1dikus Smal-ga, mille
16ikekoht asub niit HPV-18 URR-is kui ka pGEXFarl vektoris. Joonisel on ndha, et tekib 2 eri
suurusega fragmenti. BspT1 1dikab ainult HPV-18 URR-is ning joonisel on niha, et tekib
ainult 1 fragment. Jérelikult on URR piirkond vektoris. Eco88I 16ikab kolmest erinevast
kohast, kui URR piirkond on vektoris sees ning kahest kohast, kui insert ei ole vektoris.
Joonisel rajal 4 on ndha, et tekib 3 eri suurusega fragmenti, mis kinnitab koos eelmiste
analiiiisidega, et tegu on dige plasmiidiga.
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2.3.2 POU homeodomeen faktorite avaldumise analiiiis U20S rakkudes

Selleks, et teada saada millised transkriptsioonifaktorid avalduvad U20S rakuliinis teostati
reaalaja PCR analiilis kasutades valitud POU homeodomeen faktoritele spetsiifilisi
praimerpaare (tabel 1). Proove analiiiisiti ning selleks, et kontrollida nende oigsust tehti ka
tava PCR analiiiis, millele jargnes sekveneerimine. HPV-18 transfekteeritud U20S rakkudest
eraldati RNA ning siinteesiti podrdtranskriptaasiga cDNA. Seejdrel tehti reaalaja PCR analiiiis
ja tavaline PCR analiiiis, mille produktide kontrolliks kanti 10 pl PCR-1 segust 2%
agaroosisisaldusega TAE geelile.

Reaalaja PCR-i tulemustest selgus, et U20S rakuliinis ekspresseeruvad moningal mééral
Sknla, Brn3a, Brn5 ja Octl, kuid Oct-6 ja Brn2 mitte. Kontrolliks kasutati GAPDH
koduhoidjageeni (joonised 14 ja 15).

Kuna kirjandusest on teada, et Oct-6 ekspresseerub mitmekihilise epiteeli keratinotsiiiitides,
mida HPV nakatab, vaadeldi edaspidistes katsetes just Oct-6 mdju HPV-18 pisitdnga ja
pGEXURRI18 plasmiidile.

1.14
1.04

@ Oct1
Brn5

0.9+ @8 Sknia
0.8-

0.03-

0.02-
0.01+

N

Oct1 Brn5 Skn1a

Joonis 14. U20S rakuliinis avalduvate POU valkude ekspressiooni vordlus reaalaja
PCR analiiiisiga. Joonisel on ndha kolm koige korgemalt ekspresseeruvat POU
homeodomeen valku (Octl, Brn5, Sknla) U20S rakuliinis. Kuna enamik valkude
ekspressioonitase oli nii madal ning selleks, et andmed oleks paremini kvantiseeritavad,
vaadeldi Brn5 ja Sknla ekspresseriooni Octl suhtes. Vorreldes Octl-ga avaldub Brn5 50
korda ja Sknla 250 korda madalamalt.
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Joonis 15. POU transkriptsioonifaktorite avadumise analiiiis PCR meetodil. Joonisel on
ndidatud transkriptsioonifaktorite analiiiis. 2% agaroosisisaldusega TAE geelile kanti igast
PCR-i segust 10 pl. Joonisel on 1. rajal 1kb marker ja 2. rajal pBR322Alul marker. Pluss (+)
tahistab cDNA proovi, milles kasutati revertaasi, miinus (-) on kontrollproov, millest ei tohiks

PCR-i produkti tekkida.

Jooniselt 15 on nidha, et ainult Oct6 ei ekspresseeru HPV-18 pisirdngaga nakatatud U20S
rakkudes ning kdige ndrgemalt ekspresseerub Brn2. Koik iilejddnud transkriptsioonifaktorid
Brn3a, Brn5, Sknla ja Octl ekspresseeruvad U20S rakkudes. Kontrollina kasutati GAPDH
koduhoidjageeni, mis on pidevalt ja korgel tasemel ekspresseeritud paljudes rakkudes.

Selleks, et olla kindel, et U20S rakuliinist tehtud cDNAdest amplifitseeritud fragmendid on
toesti avalduvate transkriptsioonifaktorite omad, kloneeriti 10 pl PCR-i1  produkti

pJET1.2/Blunt Cloning Vector plasmiidi iilaltoodud viisil (2.2.6).

Sknla Octl I *Bms Bm3a
1kb pBr322 Alul
markcrl 1 2 3 | 1 2 3 |pB;3:ié\rlull 1 2. Rl ‘ 2-.| marker
e
_—— 908
——
e ——

o ————
— 100

1 2 3 9 10 11 12

Joonis 16. Bakterist puhastatud erinevate POU homeodomeen faktorite fragmente
sisaldavate plasmiidide restriktsioonanaliiiis. Joonisel on 1. rajal 1kb marker ning 8. ja 13.
rajal pBR322Alul marker, millest paremal on toodud fragmendi suurus aluspaarides. Joonisel
on ndha bakterist puhastatud plasmiidid. Kdik proovid 18igati 20 pl-is ensiiiimiga BglII ning

analiiiisiti 2%TAE geelelektroforeesil.
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Sekveneerimise tulemusel selgus, et Sknla 1. ja 3. plasmiid olid diged (joonis 16 rajad 2 ja 4).
Mbolemad fragmendid on identsed, kuid pikkuste erinevus tuleneb lisa Bglll 1dikekoha
tekkimisest PCR-1 produkti otste tdmbistamisel. Octl plasmiididest saadeti sekveneerima 1. ja
2. plasmiid, millest 2. osutus oigeks. Brn5 1. koloonia plasmiid osutus sekveneerimise
tulemusena samuti digeks ning Brn3a molemad plasmiidid ei andnud sekveneerides diget
tulemust. Seega selgus sekveneerimise tulemusel, et PCR-i produktidest olid diged Sknla 1.

ja 3. plasmiid, Octl 2. plasmiid ning Brn5 1. plasmiid.

2.3.3 HPV origini sisaldavate plasmiidide replikatsiooni voime analiiiis

Selleks, et vorrelda HPV-18 origin piirkonda sisaldavate plasmiidide pUCURRIS ja
pGEXURRI18 replikatsiooni HPV-18 pisirdngaga, transfekteeriti need U20S rakkudesse
iilaltoodud viisil (2.2.3). pUCURR18 ja pGEXURRI18 plasmiidide puhul transfekteeriti lisaks
HPV-18 EI1 ja E2 ekspressioonivektorid. Tédpsem transfektsiooni plaan on toodud tabelis 5.
Replikatsiooni vOoime uurimiseks teostati 1D ja 2D geelelektroforees. Kui 1D vdimaldab
molekule lahutada peamiselt suuruse jirgi, siis 2D elektroforeesiga on vdimalik seda teha nii
nende suuruse kui ka kuju pohjal. Nii on voimalik lineaarseks 1digatud tsirkulaarse molekuli
pohjal uurida erinevaid replikatsiooni vahevorme, mis viitavad vastava DNA replikatsiooni
mehhanismile. Joonisel 18 on ndidatud 2D elektroforeesiga tuvastatavad theta-replikatsiooni

mudelile iseloomulikud vahevormid.

Tabel 5. pUCURRI8 ja pGEXURRI18 transfektsiooni skeem 1D ja 2D

geelelektroforeesiks
DNA kogus pg
Transfektsioon Plasmiid 1D 2D
1. pUCURR18 1 2
El (pM18-14) 0,25 0,4
E2 (pQMNI18E2) 0,5 1
2. pGEXURRI18 2 4
El (pM18-14) 0,25 0,4
E2 (pQMNI18E2) 0,5 1
3. HPV-18 mc 1 -
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kb 48 72 96 48 72 96 48 72 96
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Joonis 17. HPV-18 origini sisaldavate plasmiidide pUCURR18 ja pGEXURRI18 ning
HPV-18 minicircle replikatsiooni vordlus ajas Southern blot meetodil. Joonisel on 1. rajal
1kb marker, millest vasakul on numbriliselt fragmendi pikkus aluspaarides. Totaalne
transfekteeritud rakkudest eraldatud DNA (5ug) ldigati uuritavat replikoni lineariseerivate
ensliimidega (pUCURR18 1digati ensiitimiga Xbal, pGEXURRI18 Ncol, HPV-18 minicircle
Bglll),lahutati 0,8% TAE agaroosgeelil, kanti iile nailonfiltrile ning hiibridiseeriti kasutades
P32 mirgitud HPV-18 URR prooviga.

Koik kolm plasmiidi replitseeruvad U20S rakuliinis (joonis 17). Kuna pUCURRIS ja
pGEXURRI18 plasmiididele on vaja kotransfekteerida E1 ja E2 ekspressioonivektoreid, on
nende replikatsiooni signaal ajas langev, sest replikatsiooniks vajalikud valgud tulevad
vektorilt, mille hulk vdheneb rakkude jagunemise kédigus. HPV-18 pisirdnga replikatsiooni
signaal on ajas kasvav, mis nditab, et vastav HPV-18 replitseerub tihedamini kui

peremeesraku genoom .

33



A

1D P ,
Replikatsiooni Replitseeruvad

Replikatsiooni intermediaatide liikumine 2D geelis intermediaadid genoomid
2D

Q

>

Molekulide replitseerumine

&

A
I
(

° _<

: e — O
In

Joonis 18. 2D analiiiisiga leitavad tsirkulaarse kaheahelalise DNA molekuli Theta-

replikatsiooni mehhanismil tekkivad vahevormid, juhul kui molekul on lineariseeritud
replikatsiooni alguspunkti lihedusest. Joonisel on ndidatud replikatsiooni vahevormide
litkkumist 2D elektroforeesil. 1n tdhistab lineaarseid mittereplitseerunud molekule ning 2n
peaaegu tiielikult replitseerunud molekule. Sirge joon (joonisel roheline) viljendab
lineaarseid mittereplitseeruvaid vahevorme. Unidirektsionaalset replikatsiooni véljendab
sinine joon, mille molekulidel on Y-struktuur. Bidirektsionaalsele replikatsioonile on

iseloomulikud topelt Y struktuurid, mida viljendab kollane joon.

Selleks, et teada saada, kas umbes 4 kb pikkune HPV-18 replikon (pUCURRIS) ja
viirusgenoomiga saranse suurusega 8 kb pikkune replikon (pGEXURRI1S8) replitseeruvad
kasutades sarnast mehhanismi, viidi 1&bi 2D geelelektroforees analiiiis. Analiiiisi tulemused on
kujutatud joonisel 19. Jooniselt on ndha, et HPV-18 origini sisaldavale pUCURRIS
plasmiidile on iseloomulik theta mudeli unidirektsionaalne replikatsioon. pGEXURRI18
plasmiidi replikatsiooni vahevormid ei vasta theta tiiiipi replikatsiooni mudelile ning erineb
selgelt pUCURRI18 replikatsioonist. Samas on pGEXURRI18 replikatsioonil tuvastatavad
vahevormid monevorra sarnased HPV-18 genoomi replikatsioonil tuvastatud tundmatute

replikatsiooni vahevormidega (Orav et al., 2015).
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Joonis 19. 2D geelelektroforeesil leitavad pUCURRI18 ja pGEXURRI1S8 replikatsiooni
vahevormid U20S rakkudes analiiiisituna Southern blot meetodil. Transfekteeritud
rakkudest Hirt ekstraktsiooniga eraldatud DNA (150pg) 10igati uuritavat replikoni
lineariseerivate ensiiiimidega (pUCURRI1S 1digati ensiilimiga Xbal ja pGEXURRI18 Ncol),
separeeriti 2D agaroosgeelis ja analiilisiti Southern blot meetodil, nagu kirjeldatud
Materjalides ja Meetodites. pUCURRI18 joonisel on musta noolega néidatud
unidirektsionaalsele replikatsioonile iseloomulik joon, mille molekulidel on Y-struktuur.
pGEXURRI18 joonisel olevad mustad kolmnurgad niditavad veel tundmatuid replikatsiooni

vahevorme. Joonisel on mérgitud ka 1n ja 2n lineaarsete molekulide asukohad
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2.3.4 HPV origini sisaldavate plasmiidide replikatsiooni mojutamine Oct6 valgu
poolt

Reaalaja ja tava PCR-1 analiiiisi tulemustest selgus, et Oct6 ei ekspresseeru U20S rakuliinis.
Selleks, et ndha milline on selle faktori mdju pGEXURRI18 ja HPV-18 pisironga
replikatsioonile, kotransfekteeriti Oct6 ekspressioonivektor koos plasmiididega U20S
rakkudesse. pcDNA plasmiid lisati kontrollina. Koostati transfektsiooni skeem (tabel 6) mis

teostati tilaltoodud viisil(2.2.3):

Tabel 6. Transfektsiooni skeem Oct6 moju HPV-18 ja pGEXURRI18 plasmiididele

Transfekt- = Replikon Replikatsiooni | Transkriptsiooni @ Carrier

sioon faktor faktor plasmiid

1. HPV-18 mc 1pg - - pcDNA 500ng

2 HPV-18 mc 1pg - Oct6 100ng pcDNA 400ng

3. HPV-18 mc 1ng - Oct6 500ng -

4 pGEXURRI18 2pg E1 250ng - pcDNA 500ng
E2 500ng

S. pGEXURRIS8 2pug El 250ng Oct6 100ng pcDNA 400ng
E2 500ng

6. pGEXURRIS8 2png E1 250ng Oct6 500ng -
E2 500ng

Jooniselt 20A radadel 2-4 on niha HPV-18 pisirdnga replikatsiooni tase juhul, kui teostati
kotransfektsioon pcDNA3 plasmiidiga. Transfekteerides 100ng Oct6-te koos HPV-18
pisirongaga on 48t ja 72t moodudes replikatsiooni signaal norgem, kui ilma
transkriptsioonifaktorita. Isegi suuremat replikatsiooni signaali ndrgenemist on ndha 500ng
Oct6 lisamisel. Joonisel 20B on ndha, et Oct6 ekspressioonivektori moju pGEXURRISE
replikatsioonile ei ole nii suur, kui HPV-18 pisirdnga replikatsioonile. Véikseimas koguses
100ng Oct6-te inhibeerib nodrgalt plasmiidi replikatsiooni signaali 72 tundi peale
transfektsiooni, kuid 500ng Oct6 lisamisel on selgelt nidha, et pGEXURRIS plasmiidi
replikatsiooni signaal on kdige ndrgem 72t peale transfektsiooni moddumist.

Jooniselt 20 jareldub, et Oct6 mdjub nii HPV-18 pisirdnga kui ka pGEXURRI18 plasmiidi

replikatsioonile inhibeerivalt.
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HPV-18 minicircle pGEXURRIS
I +pcDNA l +Oct6 100ng I +Oct6 500ng I I +pcDNA I+Oc16 100ng I+Ocl6 500ng|

24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72

Joonis 20. Oct6 moju HPV-18 minicircle ja pGEXURRI18 replikatsioonile analiiiisituna
Southern blot analiiiisi meetodil. Totaalne transfekteeritud rakkudest eraldatud DNA (3ug)
16igati uuritavat replikoni lineariseerivate enstiiimidega: joonisel A on HPV-18 mc plasmiidi
lineariseeritud enstiimiga BglII ning selleks, et eemaldada sisse viidud replitseerumata viiruse
plasmiid kasutati restriktsioonis ka Dpnl. Joonisel B on pGEXURRI18 lineariseeritud Ncol-
ga. Restriktsioonid lahutati 0,8% TAE agaroosgeelil, kanti iile nailonfiltrile ning hiibridiseeriti

kasutades P32 mirgitud HPV-18 URR prooviga.

Oct6 moju ulatus molema plasmiidi replikatsioonile on illustreerivalt ndha graafikutel (joonis
21 ja 22). HPV-18 pisirdnga replikatsiooni signaalid 24 tundi peale transfektsiooni ei olnud
detekteeritavad mistottu need jdeti graafikult vélja. On nidha, et 72 tundi peale transfektsiooni
on 100ng ja 500ng Oct6 lisamisel HPV-18 pisironga replikatsioon ndrgem, kui ilma
transkriptsioonifaktorita. Samas on 48 tundi peale 500ng Oct6 lisamist replikatsiooni signaal
tugevam kui 100ng Oct6 lisamisel. Siit selgub, et Oct6 transkriptsioonifaktori mdju
tuvastamiseks HPV-18 pisirdnga replikatsioonile tuleks sooritada lisa korduskatseid.

Jooniselt 22 ndha, et pGEXURRIS replikatsiooni tase langeb vastavalt Oc6
kontsentratsioonidele. Nii on 48t ja 72t peale transfektsiooni Oct6 lisamisel pGEXURR18
replikatsioon inhibeeritud. Erinevad on 24 tunni tulemused, kus madalam Oct6

kontsentratsioon inhibeerib replikatsiooni tugevamalt kui korgem.
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1.5

Joonis 21. Oct6 moju HPV-18 minicircle plasmiidile. Joonisel on HPV-18 minicircle
kvantiseeritud replikatsioonisignaalid. Joonisele ei lisatud 24h ajapunkte, sest replikatsiooni
signaal ei olnud detekteeritav. Seetdttu kujutati Oct6 kahe erineva kontsentratsiooni moju

molemal ajapunktil pcDNA suhtes.

2.0+

Joonis 22. Oct6 méju pGEXURRI8 replikatsioonile. Joonisel on Oct6
transkriptsioonifaktori keskmine replikatsiooni signaali moju pGEXURRI8 plasmiidile.
Veajooned nditavad kolme replikaadi standardhélvet. Kdikide ajapunktide replikatsiooni
signaali keskmised véirtused arvutati pcDNA suhtes. Saadud tulemused on kolme sdltumatu

katse keskmised.
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2.4 ARUTELU

8 kb suuruse HPV-18 URR-i sisaldava replikoni replikatsiooni mehhanism

Meie laboris tehtud toddest on teada, et HPV-18 origin piirkonda sisaldava ~4000bp suuruse
pUCURRI18 plasmiidi ja ~8000bp suuruse HPV-18 pisirdnga plasmiidi replitseerumise
mehhanismid on erinevad (Marko Piirsoo, avaldamata andmed). Kuid pole teada, kas erinevus
tuleneb replikoni suurusest, voi on oluline E1 ja E2 valgu bilanss, mis on antud konstruktide
replitseerumisel erinev, kuna genoomi replikatsioonil kodeerib neid valke viiruse genoom ise.
samas kui pUCURRI18 plasmiidi replikatsioonil tulevad E1 ja E2 valgud kotransfekteeritud
ekspressioonivektoritelt. Selleks konstrueeriti HPV-18 pisirdnga suurune plasmiid, mis
sisaldab HPV-18 URR piirkonda ning vajab replitseerumiseks U20S rakuliinis viiruse E1 ja
E2 wvalkude olemasolu. 1D geelelektroforeesi tulemustest selgus, et antud plasmiid
replitseerus U20S rakkudes HPV-18 pisirdnga plasmiidiga vorreldava efektiivsusega. Samas
2D geelelektroforeesi tulemused néitasid, et pUCURRI1S replitseerub loodud pGEXURRI18
konstruktist erinevalt, mistottu ei ole pohjus plasmiidiga koos transfekteeritavate E1 ja E2
valkude bilansis, vaid replikonide erinevas suuruses. Uheks vdimaluseks on, et
replikatsiooniks vajalik viirusvalk E1 on suhteliselt vihese protsessiivsusega helikaas ja ei
suuda efektiivselt lahti harutada DNA-d, mis on eelduseks theta tiiiipi replikatsiooni

kulgemisel.

POU faktor Oct-6 moju HPV replikatsioonile

Kirjandusest on teada, et moned POU homeodomeen transkriptsioonifaktorid on vdimelised
mojutama HPV transkriptsiooni, kuid mdju replikatsioonile pole veel kirjeldatud. Minu tehtud
katsete analiilisil selgus, et huvitaval kombel on Oct6 transkriptsioonifaktoril HPV-18
pisironga plasmiidi replikatsioonile tugevam inhibeeriv mdju kui pGEXURR18 konstruktile.
Uheks podhjuseks voib olla see, et kuigi mdlemad plasmiidid sisaldavad URR piirkonda,
voivad POU faktorite seondumiskohad olla ka véljaspool regulatoorset URR piirkonda, mis
pGEXURRI18 konstruktis puudub. Teisalt voib olla, et kuna replikatsiooniks vajalikud E1 ja
E2 valgud transkribeeritakse ekspressioonivektorilt, siis nende ekspressioon on sdltumatu
Oct6 olemasolust, samas kui Oct6 inhibeerib transkriptsiooni HPV-18 varaselt promootorilt.

Selleks, et neid voimalusi eristada tuleb teha edasisi katseid.
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KOKKUVOTE

T606 eesmérgiks oli teada saada, miks replitseerub ~4000bp suurune pUCURRIS8 plasmiid
erineva mehhanismiga vorreldes ~8000bp suuruse HPV-18 pisironga plasmiidiga. Selleks
konstrueeriti HPV-18 pisirdngaga sarnase suuruse ja selle URR piirkonda sisaldav U20S
rakuliinis  replitseeruv  plasmiid pGEXURRI1S. Lisaks taheti ndha, kas POU
transkriptsioonifaktoril Oct6 voib olla mdju nit HPV kui ka pGEXURRI18 replikatsioonile.

Reaalaja ja tava PCR-1 tulemustest selgus, et valitud POU homeodomeen
transkriptsioonifaktoritest ekspresseeruvad U20S rakuliinis moningal mééral Sknla, Brn3a,
Brn5 ja Octl, kuid Oct6 ja Brn2 mitte. Kdige kdrgemalt ekspresseeruvad Octl, BrnS ja
Sknla. Edasiseks analiiiisiks valiti Oct-6, mis ei avaldu U20S rakkudes, kuid ekspresseerub
epiteeli basaalsetes keratinotsiiiitides, mis on HPV nakkuse fiisioloogilised mérklauad. Seega
on voimalik toédtada ilma endogeense Oct6 avaldumise taustata. Meie tulemustest jareldus, et

Oct6 inhibeerib niit HPV-18 pisirdnga kui ka pPGEXURR18 replikatsiooni.

Konstrueeritud plasmiid pGEXURRI8 replitseerub  U20S  rakkudes kuid 2D
geelelektroforeesi analiiiisi tulemuste pohjal ei vasta plasmiidi replikatsiooni vahevormid
theta tiilipi replikatsioonile, nagu teeb seda pUCURR18 plasmiid, vaid omab veel tundmatut

replikatsiooni mehhanismi.
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Influence of POU transcription factor Oct6 on the replication of HPV-18 URR
containing plasmids

Lisett Liblekas

Summary

Human papillomaviruses (HPVs) are an ancient group of viruses, that have ~8000 bp double-
stranded circular genome. Their genome is maintained in host cells as nuclear extra-
chromosomal element that requires two viral proteins (E1 and E2) and a set of cellular
proteins for replication. Their life cycle is thightly related to host cell epithelial differentation,
which means they can only infect basal keratinocytes. There are three main stages in their life
cycle. Initial transient replication phase, where viral genome is amplified up to 50-100 copies
per cell. Secondly, in the maintenance phase, when virus maintains its genome copy number
at a constant level and replicates approximately once per cell cycle. The final vegetative
replication, where virus amplifies its genome up to ~1000 copies per cell, is carried out only
in terminally differentiated keratinocytes. As a result, virus produces infectious virions.
Viruses do not encode many trancription factors, which makes them very reliable of the host
cell. POU homeodomain transcription factors, that have extremely specific expression sites,
except Octl, have conserved binding sites in the HPV URR sequences. POU proteins have bi-
partite DNA binding domain, so they can associate with themselves or with other members of
the POU family. Thereby they have very large flexibility in DNA binding. It has been shown,
that some factors act as HPV transcription activator, while others as inhibitors.

The main purpose of this work was to generate HPV-18 minicircle size plasmid, that would
have HPV-18 URR region and will replicate in U20S cell line, when E1 and E2 proteins are
provided in trans. In addition, to analyze which POU proteins are expressed in U20S cell line
and how Oct6 aftfects replication of HPV-18 minicircle and pGEXURR18 constructs.

I was able to generate the above-described constructs named pGEXURRI1S, and it replicates
in U20S cells. Its replication does not proceed via theta mechanism, but via yet unknown
replication mechanism(s). The three POU factors, that are present in U20S cell line are Octl,
Brn5 and Sknla. Oct6, that plays an important role in controlling gene expression in normal

epithelia, including epidemis, inhibits HPV-18 minicircle and pGEXURRI18 replication.
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