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KASUTATUD LUHENDID

E2-BS
bp
BPV
Brd4
ChR1
CIN
CMv
DBD
DDR
DTT

EDTA
EGF
HPV

H-SIL

kDA

LB
LCR

L-SIL

mc
MCS
MKIp2
MME
MO
OBD
ORF
p/CAF
p300/CBP
pA
pAe

E2 binding site, seondumiskoht

Base pair, aluspaar

Bovine papillomavirus, vesie papilloomiviirus

Bromodomain-containing protein 4, bromodomeeni sisaldav valk 4
Chromate transport protein 1, kromatiini transpordivalk 1

Cervical intraepithelial neoplasia, emakakaela intraepiteliaalne neoplaasia
Cytomegalovirus, tsiitomegaloviirus

DNA binding domain, DNA-d seondav domeen

DNA damage response, DNA kahjustuse vastus

Dithiothreitol, ditiotreitool

Early, varajane

Ethylenediaminetetraaceatic acid, etiileendiamiintetradadikhape
Epidermal growth factor, epidermaalne kasvufaktor

Human papillomavirus, inimese papilloomiviirus

High-grade squamous intraepithelial lesion, korge astme intraepiteliaalne
kahjustus

Kilodalton

Late, hiline

Luria-Bertani so6de

Long control region, pikk kontrollpiirkond

Low-grade squamous intraepithelial lesion, madala astme intraepiteliaalne
kahjustus

Minicircle, pisirdngas

Multiple cloning site, multikloneerimissait

Mitotic kinesin-like protein 2, mitootiline kinesiinilaadne valk 2
Minichromosome maintenance element, minikromosoomi sdilitamise element
Minimal origin, minimaalne replikatsiooni alguspunkt

Origin binding domain, originile seonduv domeen

Open reading frame, avatud lugemisraam

p300/CBP-associated factor, p300/CBP-assotsieerunud faktor
p300/CREB-binding protein, p300/CREB-seondav valk

Polyadenylation site, poliiadeniilatsioonisait

Early polyadenylation site, varajane poliiadeniilatsioonisait
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pAl Late polyadenylation site, hiline poliiadeniilatsioonisait

PBS Phosphate buffered saline, fosfatpuhvriga soolalahus

pRB Retinoblastoma supressorprotein, retinoblastoomi valk

PV Papillomavirus, papilloomviirus

rpm Rounds per minute, po6rded minutis

SCC Squamous cell carcinoma, lamedarakuline kartsinoom

SDS Sodium dodecylsuphate, naatriumdodetsiiiilsulfaat

Spl Specificity protein 1, spetsiifilisuse valk 1 (transkriptsioonifaktor)
SSC Saline-sodium citrate, naatriumkloriidi ja naatriumtsitraadi lahus
TAD Transactivation domain, transaktivatsioonidomeen

TAE Tris-atsetaat-EDTA puhver

TBP TATA-binding protein

TE Tris-EDTA puhver

TFIIB Transcription factor I1B, transkriptsioonifaktor 11B

Tris Trishiidrokstimetiitilaminometaan

URR Upstream regulatory region, iilesvoolu regulatoorne ala

VLP Virus-like particle, viiruslaadne partikel

wt Wilt type, metsiktiiiip

Aminohapped

Q Glutamiin, GIn

D Asparagiinhape, Asp
E Glutamiinhape, Glu
R Arginiin, Arg

K Liisiin, Lys

I Isoleutsiin, lle

N Asparagiin, Asn

A Alaniin, Ala



SISSEJUHATUS

Papilloomviirused on véikese genoomiga DNA viirused, mis nakatavad jagunemisvoimelisi
epiteelkoe basaalkihi rakke. Papilloomiviirused on seadnud oma elutsiikli vastavusse epiteelkoe
rakkude diferentseerumisega. Inimese papilloomiviirused (HPV) on olulised uurimisobjektid
ning nad jaotatakse korge- ja madalariski papilloomiviirusteks oma voime jargi tekitada
pahaloomulisi kasvajaid. Korgeriski HPV-sid seostatakse kdige enam emakakaelavihiga, mis
on ligi 95% juhtudest tekitatud HPV poolt.

Papilloomiviiruse iiheks peamiseks regulaatorvalguks on E2, mis osaleb nii viiruse genoomi
replikatsioonil, transkriptsiooni regulatsioonil, kui ka vahendab viiruse genoomi jaotumist
titarrakkudesse segregatsioonil. E2 valk jaotatakse kolmeks osaks: N-terminaalne
transaktivatsioonidomeen, C-terminaalne DNA-d seondav domeen ning neid ithendav paindlik
hinge piirkond. N-terminaalne domeen osaleb koigil kolmel eelnimetatud protsessil ning
funktsioonide tiditmiseks interakteerub see mitmete viiruseliste ja rakuliste valkudega. N-
terminaalse domeeni jarjestus on papilloomviiruse erinevate tiitipide seas suhteliselt
konserveerunud, kus kindlad konserveerunud aminohapped vastutavad domeeni
interaktsioonide eest teiste valkudega. Just seetottu peaks N-terminaalne domeen olema tundlik
aminohapete mutatsioonidele, mis voiks hédirida E2 valgu vdimet viia ldbi viiruse DNA

replikatsiooni ja transkriptsiooni.

Too teoreetilises osas antakse iilevaade inimese papilloomiviiruse (HPV) elutsiiklist ning
viiruse E2 valgu funktsioonidest replikatsioonis, transkriptsioonis ja segregatsioonis. T60
eksperimentaalses osas konstrueeriti 15 HPV-18 E2 alaniini-asendusmutanti N-terminaalses
0sas ning uuriti nende vdimet osaleda viiruse transientses DNA replikatsioonis ning nende

voimet kéituda transkriptsiooni regulaatoritena.

T66 valmis Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi viirustel pdhinevate tehnoloogiate ning HPV
DNA replikatsiooni mehhanismidega tegelevas uurimisgrupis. Ténan kdiki oma uurimisgrupi
litkmeid ja eriti soovin tdnada oma juhendajat, Mart Ustav jr tema asjaliku juhendamise ja

toetuse eest.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Papilloomiviiruste iildiseloomustus

Papilloomiviirused on dirmiselt mitmekesised liigiti ning nad on vdimelised nakatama nii
imetajaid, linde kui roomajaid. Papilloomiviirused kuuluvad sugukonda Papillomaviridae ning
viiruse tiilipe ja alamtiilipe klassifitseeritakse viiruse L1 geeni jdrjestuse alusel, mis on koige
konserveerunum geen genoomis. Ténaseks on kirjeldatud ligi 190 papilloomiviirust, mis

kuuluvad 29 erinevasse perekonda (de Villiers, Fauquet et al. 2004, Bernard, Burk et al. 2010).

Beeta PV-d

Joonis 1. Inimese papilloomiviiruse perekondade fiilogeneetiline puu. Joonisel on kujutatud inimese
papilloomviiruse alfa-, beeta-, gamma-, mu- ja nu perekonna viirusi (Doorbar 2006).

Kdige intensiivsemalt on uuritud papilloomiviirusi, mis nakatavad inimesi (inimese
papilloomiviirused, HPV — Human Papilloma Virus). HPV-d jaotatakse viieks perekonnaks:
alfa-, beeta-, gamma-, mu- ja nu-papilloomiviirused (joonis 1) (de Villiers, Fauquet et al. 2004).
Kaks peamist HPV perekonda on alfa ja beeta. Beeta papilloomiviirusi seostatakse peamiselt
nahainfektsioonidega, immuunpuudulikkusega inimestel vdivad nad tekitada ka nahaviahki
(Harwood, Surentheran et al. 2004). Kdige suurem grupeering on alfa-papilloomiviirused, mis
nakatavad peamiselt limaskesti kui ka nahka (nditeks HPV-2 ja -10) (Doorbar 2006).

Limaskesti nakatavad tile 30 erineva HPV tiilibi ning osad neist on seostatud kasvajatega.



Vaoime alusel indutseerida kasvajaid, jaotatakse HPV-sid kdrge ja madala riskiga tiitipideks.
Madalriski tiitibid (nditeks HPV-11) tekitavad tiilikaid ja kondiiloome, mis arenevad edasi
vahiks viaga harva. Korgeriski tiiiibid, nagu HPV-16 ja HPV-18, on voimelised tekitama aga
pahaloomulisi viahkkasvajaid (Doorbar 2005, Doorbar 2006). Kdige enam on korgeriski tiitibid
seotud emakakaclavahiga (Walboomers, Jacobs et al. 1999). Emakakacelavihk on sageduselt
maailmas neljandal kohal ning arengumaades lausa sageduselt teine vihkkasvaja. Kuna
globaalselt on emakakaclavihil kdrge suremusaste (52%) ning igal aastal lisandub ligi 450 000
uut juhtu (WHO 2015), siis on HPV-de alased uurimissuunad suure kliinilise tdhtsusega ning

seega on oluline mdista funktsioone ja mehhanisme.

Alates HPV infektsiooni ja emakakaelavdhi vahelise seose avastamisest on olnud aktuaalne
HPV vastaste vaktsiinide leidmine. 1991 arendati viiruslaadsete partiklite (VLP) tehnoloogia,
mis oli oluline samm vaktsiinide arenduses (Zhou, Sun et al. 1991). Praegusel hetkel on
globaalsel turul kaks vaktsiini: neljavalentne HPV vaktsiin Gardasil® (Merck & Co. Inc) ja
kahevalentne Cervarix™ (GlaxoSmithKline plc.). Gardasil® sisaldab HPV tiiiip 6, 11, 16 ja 18
L1 valgu antigeene ning Cervarix™ HPV-16 ja 18 L1 valgu antigeene (Schiller, Castellsague
et al. 2008). Molemad vaktsiinid on saavutanud suurt edu emakakaelavdhi ennetamises ja
vihemalt 40 riiki on kaasanud HPV vaktsineerimise riiklikusse vaktsineerimisprogrammi
(Markowitz, Tsu et al. 2012). Siiski sdilib konkreetne vajadus preparaatide jargi, mis aitaks juba
nakatunud indiviide. Seetdttu sdilib HPV-de uurimisvajadus, et paremini moista viiruse
toimemehhanismi ja leida uusi sihtmidrke HPV ravimite viljatootamiseks. Praeguseks on
arendatud mitmeid terapeutilisi preparaate, mis baseeruvad nii vektoritel, peptiididel kui ka
DNA-I ning mille efektiivsust hinnatakse kdimasolevate kliiniliste uuringutega (McKee, Bergot
et al. 2015).

1.2 Inimese papilloomiviiruse genoom

Papilloomiviirustel on kaheahelaline tsirkulaarne ja umbes 8 kb suurune DNA genoom (Joonis
2). Genoom on pakitud ikosaeedrilisse kapsiidi, millel puudub timbris (envelope). Kapsiid
koosneb 72 kapsomeerist. Virioni suuruseks on umbes 55 nm (Baker, Newcomb et al. 1991).
Viiruse genoom on seotud rakuliste histoonidega ning moodustab kromatiini-laadse struktuuri
(Doorbar 2005).

HPV genoomides on keskmiselt 8 lugemisraami (ORF — open reading frame) ning neid valke

ekspresseeritakse poliitsistroonselt mRNA-It, mida transkribeeritakse iihelt DNA ahelalt.

Genoomi jaotatakse kolmeks pdhiliseks regiooniks: varajaseks (E-early), hiliseks (L-late) ja
8



mitte-kodeerivaks regiooniks (LCR — long control region vdoi URR — upstream regulatory
region). Kolm regiooni on eraldatud kahe poliiadeniilatsiooni (pA) saidi poolt: varajane pA
(Ag) ja hiline pA (AL). Papilloomiviiruste varajane regioon holmab iile 50% genoomist ning
kodeerib kuut lugemisraami. Nendeks on E1, E2, E4, E5, E6, E7 ja E8,. Hiline regioon katab
umbes 40% viiruse genoomist ning kodeerib L1 ja L2 ORF-e, mis transleeritakse
kapsiidivalkudeks. URR regioon on umbes 850 bp suurune ning katab 10% genoomist. Sellel
regulaatoralal pole valke kodeerivat funktsiooni, kuid seal asub replikatsiooni alguskoht,
varajane ja hiline promooter ning mitmed transkriptsioonifaktorite seondumiskohad (Doorbar
2006, Zheng and Baker 2006, Conway and Meyers 2009).

HPV-18 genoomil on kaks pohilist promooterit, mis on aktiivsed viiruse elutsiikli eri aegadel.
HPV-18 P102 promooter vastutab pea kdikide varajaste geenide ekspressiooni eest ja P811
promooter vastutab hiliste geenide eest. HPV-18 P102 promooter on hésti kontrollitud URR
regioonis asuvate cis-elementide poolt, mis interakteeruvad rakuliste
transkriptsioonifaktoritega ja viraalsete transaktivaatorite/repressoritega ning reguleerivad
transkriptsiooni. P102 on aktiivne mitte-diferentseerunud basaalrakkudest diferentseerunud
keratinotsiiiitideni. Hiline promooter P811 on indutseeritav ainult diferentseerunud
keratinotsiiiitides ning ta vahendab L1 ja L2 valkude translatsiooni (Zheng and Baker 2006,
Conway and Meyers 2009). Lisaks on kindlaks tehtud mitmeid vaiksemaid promootereid, mis
maéngivad olulist rolli viiruse elutsiiklis (Ozbun and Meyers 1998, Toots, Mannik et al. 2014).



E2 E2 E2 E2 TATA P97
2 # Et SPI#2 #1

Joonis 2. HPV-16 genoomi organisatsioon. HPV-16 genoom, millel on vilja toodud nooltega varajane
(P97) ja hiline (P670) promooter. Pildil on esitatud kuus varajast ORFi: E1, E2, E4 ja E5 (rohelisega)
ning E6 ja E7 (punasega), mida ekspresseeritakse erinevates diferentseerumise staadiumis kas P97 voi
P670 promooterilt. Hilised ORF-id L1 ja L2 (kollasega) ekspresseeritakse hiliselt P670 promooterilt.
Mittekodeeriv regioon URR (=LCR) on suurendatud ning esitab E2 ja E1 valgu seondumissaidid, p97

promooteri, TATA elemendi ja transkriptsioonifaktori SP1 seondumissaidi (Doorbar 2006).

1.2.1 Inimese papilloomiviiruse viirusvalkude funktsioonid

1211 Regulaatorvalgud

E1 valk on viiruse suurim valk (68-72 kDa) ning ka darmiselt konserveerunud, mis viitab tema
olulisele rollile viiruse genoomi replikatsioonis - ilma temata ei suuda viirus algatada DNA
replikatsiooni. E1 on DNA helikaas (Hughes and Romanos 1993) ning teda on vaja nii
replikatsiooni initsiatsioonil kui ka elongatsioonil, et ta harutaks lahti DNA ahelad
replikatsioonikahvli jaoks (Liu, Kuo et al. 1995). E1 valku ekspresseeritakse madalal tasemel,
kuna tema tileekspressioon pohjustab DDR (DNA damage response) radade aktivatsiooni ning
rakutsiikli aresti S-faasis (Fradet-Turcotte, Bergeron-Labrecque et al. 2011, Sakakibara, Mitra

et al. 2011, Reinson, Toots et al. 2013).
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E1 valgul on N-terminaalne regioon, varieeruva suurusega spacer jirjestus ning pikem C-
terminaalne regioon. C-terminaalne pool vastutab valgu ATPaasse ja helikaasse aktiivuse eest.
Seondudes viiruse originile paneb E1 valk end kokku heksameerseks helikaasiks, mis seondub
DNA-Ile suure afiinsusega (Sedman and Stenlund 1998). E1 interakteerub viirusvalguga E2
ning DNA poliimeraasi a-primaasiga, mis aitab tuua rakulise replikatsioonikompleksi viiruse
genoomi replikatsiooni alguskohta (Masterson, Stanley et al. 1998, Sun, Han et al. 1998). E1
valgu keskel asuv osa on origini-seondav domeen (origin-binding domain — OBD), mida on
tarvis E1 dimerisatsiooniks ning viraalsele originile seondumiseks (Titolo, Brault et al. 2003).
N-terminaalne regioon kaitub regulaatorina ning mitmed seal asuvad elemendid on vajalikud
efektiivseks replikatsiooniks (nditeks tuuma lokalisatsiooni signaal) (Morin, Fradet-Turcotte et
al. 2011).

E2 valk mingib vdtmerolli viiruse geenide transkriptsiooni ja DNA replikatsiooni
reguleerimisel. Ta on DNA-le dimeerina seonduv valk (Dostatni, Thierry et al. 1988). E2 valgul
on C-terminaalne DNA-le seonduvast domiin (DNA-binding domain — DBD) ning N-
terminaalne trans-aktivatsiooni doméaan (TAD — transactivation domain). Nende vahel paikneb

linker regioon (hinge) (Giri and Yaniv 1988).

E2 valk on oluline kogu viiruse elutsiikli jooksul ning ta mdjutab seda seondudes kindlatele
palindroomsetele jéirjestusele (ACCgNNNNcGGT), mida nimetatakse E2 seondumissaitideks
(E2-binding site — E2-BS). Erinevatel papilloomiviiruse tiiiipidel on erinev arv E2
seondumissaite, nditeks veise papilloomiviirusel (bovine papillomavirus — BPV) 12 (Li, Knight
et al. 1989) ja korgeriski HPV-del 4 (McBride, Romanczuk et al. 1991). E2 valk seondub
saitidele erineva afiinsusega ning mojutab sellega transkriptsiooni (Hegde 2002). E2 valk
méngib olulist rolli ka replikatsioonil, kus ta vahendab E1 valgu seondumist replikatsiooni
alguskohale (Mohr, Clark et al. 1990). Lisaks regulatoorsele rollile, aitab E2 valk vahendada
viiruse genoomi segregatsiooni ja jaotumist tiitarrakkudesse (Skiadopoulos and McBride 1998,
Van Tine, Dao et al. 2004).

E4 on liitvalk ja teda ekspresseeritakse koos E1 valgu viie esimese aminohappega (E1"E4).
Tema lugemisraam asub varajaste geenide regioonis, kuid tema ekspressioonimuster asetab ta
rohkem hiliste geenide hulka. Infektsiooni alguses on E1"E4 valgu siintees madalal tasemel
(Hummel, Hudson et al. 1992). E4 valk on vdimeline seonduma raku intermediaarsete
filamentide vorgustikuga ning neid destabiliseerima, mille tagajédrjel peremeesrakk kukub
kokku ja virionid vabanevad keskkonda (Doorbar, Ely et al. 1991). E4 suudab indutseerida ka
rakutsiikli peatamist G> faasis ja viia peremeesrakku apoptoosi (Nakahara, Nishimura et al.

2002, Raj, Berguerand et al. 2004).
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E8 valk on liitvalk, mis sisaldab viikest konserveerunud E8 lugemisraami N-terminuses ja E2
valgu C-terminaalset domééni. Sellel valgul puudub E2 valgu N-terminaalne domeen, mis on
vajalik transkriptsiooni ja DNA replikatsiooni regulatsiooniks. ES8"E2C valk on negatiivne
genoomi replikatsiooni ja transkriptsiooni regulaator (Stubenrauch, Hummel et al. 2000). Tema

véljaliilitamine viib genoomi transientse replikatsiooni tousuni (Kurg, Uusen et al. 2010).

1212 Onkogeensed valgud

Papilloomiviirusel on kolm onkogeenset valku: E5, E6 ja E7. Rakutsiiklit kontrollivate valkude

mdjutamisega kohandab HPV rakulise keskkonna enda genoomi replitseerimiseks sobivamaks.

E5 valk on lithike, hiidrofoobne ja suhteliselt norga transformatsioonivoimega. E5 aitab
voimendada E6 ja E7 valkude transformatsioonivoimet (Stoppler, Straight et al. 1996, DiMaio
and Mattoon 2001). ES valgu sihtmérgiks on rakulised membraanivalgud, mis reguleerivad
rakkude kasvu. HPV E5 aktiveerib epidermaalse kasvufaktori (EGF) retseptorit ning hoiab teda
pidevalt aktiivses olekus. See viib rakkude proliferatsioonini, kuna EGF retseptori pikendatud
aktiivsusel on rakkudele mitogeenne moju (Straight, Hinkle et al. 1993). E5 valk blokeerib
apoptoosi, voimaldades sdilitada viiruse jaoks sobivat keskkonda rakus (Zhang, Spandau et al.
2002). Niiteks inhibeerib ES aukliiduste vahendatud rakkude suhtlemist (Oelze, Kartenbeck et
al. 1995) ja vidhendab antigeenide esitlemist MHC klass I ja II molekulidel (Zhang, Li et al.
2003).

E6 valk on lithike valk, mille pohiliseks sihtmérgiks on tuumor-supressorvalk p53. p53 on
transkriptsioonifaktor, mis kontrollib rakkude kasvu. Paljud kasvajad inhibeerivad p53
tuumorsupressorit, et see ei saaks algatada apoptoosi voi kahjustuse parandamise radasid. HPV
E6 valk seondub p53-ga ja vahendab selle lagundamist 1dbi ubikvitiin-soltuva raja (Scheffner,
Werness et al. 1990). Lisaks suurendab HPV EG6 valgu ekspressioon telomeraasi aktiivsust ning
pikendab rakkude eluiga (Klingelhutz, Foster et al. 1996).

E7 on HPV peamine onkovalk, kuid ta on efektiivsem koos E6 valguga. Peamiseks rakuliseks
valguks, millega E7 seondub, on retinoblastoomi tuumor-supressorvalk (p105-RB) (Munger,
Werness et al. 1989). RB valkude iiheks pohifunktsiooniks on reguleerida E2F
transkriptsioonifaktorite aktiivsust. Viimaste rollideks on niiteks rakkude elutsiikli
reguleerimine, proliferatsiooni allasurumine ja diferentseerumise stimuleerimine (Dyson
1998). G1 faasis kaitub pRB-E2F kompleks transkriptsioonilise repressorina ning kui pRB valk

suunatakse lagundamisse, siis E2F voimaldab rakkudel siseneda S-faasi (Munger, Werness et
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al. 1989). Nii korge- kui madalriski HPV-de E7 valgud seonduvad pRB-d, kuid korgeriski
tiitipide seondumisaffiinsus on ligi 10 korda suurem (Munger, Scheffner et al. 1992).

1.2.1.3 Kapsiidivalgud

L1 on peamine kapsiidivalk, mis koos teise hilise valguga L2 moodustavad viiruse kapsiidi. L1
on voimeline end kokku panema viiruslaadseteks partikliteks (VLP — virus like particle), mis
on sarnased tegelikule virionile (Kirnbauer, Booy et al. 1992). VLP-d on immuunogeenid ning
neid on voimalik kasutada vaktsiinide arenduses (Rose, Reichman et al. 1994). Lisaks L1
valgule on HPV-del ka viike kapsiidivalk L2, mis aitab pakkida DNA viiruse genoomi
(Stauffer, Raj et al. 1998). Lisaks aitab L2 papilloomiviirustel siseneda peremeesrakkudesse
(Yang, Day et al. 2003).

1.3 Inimese papilloomiviiruse elutsiikkel

1.3.1 Mitmekihilise lameepiteeli iilesehitus

Inimese nahk on {iilesehituselt mitmekihiline lameepiteel, mis koosneb neljast erinevast kihist.
K&ige alumiseks kihiks on basaalkiht, kus asuvad kdik epidermise jagunemisvoimelised rakud
ning sealt algab diferentseerumine jargmisesse kihti. Jargneb ogakiht, kus jiatkub rakkude
diferentseerumine ning siis sOmerkiht. Kdige pealmisemaks kihiks on sarvkiht, kus
keratinotsiitidid on 15plikult diferentseerunud. Seal toimuvad ulatuslikud muutused rakkudes:
hévineb rakutuum ja mitmed organellid (mitokondrid ja Golgi kompleks) ning sdilivad vaid
epidermise riismed. Kdige pealmised keratinotsiilidid irduvad sarvkihist surnud rakkudena.
Emakakaela kattev pealmine kiht on limaskest, mis on sarvestumata mitmekihiline epiteel.

Emakakaela epiteeli iilesehitus sarnaneb epidermise omaga (Arend et al 1994).

1.3.2 HPV infektsiooni algus

HPV infektsiooniks on vaja, et viiruspartiklid suudaksid 14bi nahakahjustuse tungida basaalkihti
ning siseneda jagunevatesse basaalrakkudesse. Viiruse sisenemiseks on vajalikud raku pinnal
asuvad retseptorid ning arvatakse, et kindlasti on vajalik hepariinsulfiidi olemasolu rakule
kinnitumiseks (Shafti-Keramat, Handisurya et al. 2003). HPV partiklid viiakse rakku aeglaselt
klatriiniga kaetud vesiikulite endotsiitoosi kaudu. Jargnevalt lagunevad viiruspartiklid hilistes

endosoomides ja liisosoomides ning DNA viiakse tuuma, kus see séilib ekstrakromosomaalse
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episoomina (Day, Lowy et al. 2003). Edasi viib HPV enda DNA replikatsiooni ja sdilimistsiikli
vastavusse keratinotsiilitide diferentseerumisega (Joonis 3). Papilloomiviiruse elutsiiklis v3ib
eristada kolme erinevat viiruse genoomi replikatsiooni faasi: lithiajaline e transientne esialgne
amplifikatsioon, stabiiline sédilimine ja 16puks vegetatiivne amplifikatsioon. HPV
replikatsionitsiikkel kestab vdhemalt 3 nddalat, mis on aeg, mille jooksul keratinotsiitidid

labivad diferentseerumistsiikli.

= S —

—— sarvkint

Viiruse vabanemine

Viiruspartiklite
kokkupanek

(L1.12) Somerkiht

Genoomi
amplifikatsioon ~ - . |
(E1,E2, E4,E6,E7) ) / Ve o ~

: . Epidermise
~ y S _ kihid
Genoomi stabiilne  * { 4 .;. | g ' Oy Ogakiht
salimine i
(E1, E2, E5, E6, ET) S \o3| ge |
. g

Genoomi esialgne
amplifikatsioon
(E1. E2)

‘\ Basaalkiht

f Dermis

Joonis 3. Papilloomiviiruse nakatumisjirgne elutsiikkel. Joonisel on kujutatud HPV elutsiiklit, mis

on tihedalt seotud keratinotstiiitide diferentseerumisega (Lazarczyk, Cassonnet et al. 2009).

1.3.3 HPV esialgne amplifikatsioon

Parast HPV infektsiooni mikrohaavandite kaudu ja DNA sisenemist tuuma toimub varajaste
valkude ekspressioon. Selleks aktiveeritakse varajane promooter ning hakatakse tootma E1 ja
E2 valke, mis on mdlemad vajalikud replikatsiooni origini dratundmiseks ja edasiseks
replikatsiooniks (Ustav and Stenlund 1991). Mitte-kodeerivas URR regioonis asuvad
seondumissaidid nii E2 kui ka E1 valgule (Ustav, Ustav et al. 1991). Kuna E1 valk ei ole
iseseisvalt oma dratundmisjarjestusele voimeline seonduma, on vajalik E1 valgu seondumine
E2 valgu abil, et tuua E1 helikaas kohale viiruse replikatsiooni originile URR piirkonnas. Kui
molemad valgud on originile seondunud, siis tuuakse kohale teine E1 valgu dimeer ja

kompleksist vabaneb E2 (Sanders and Stenlund 1998). Niiiid korraldab E1 valk end
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heksameerseks helikaasiks, mis sulatab DNA kaksikahela lahti (Joonis 4). E1 seondub veel
omakorda rakuliste replikatsioonivalkudega (replikatsiooni valk A, DNA poliimeraasi o
primaas) ning replikatsioon saab toimuda (Masterson, Stanley et al. 1998, Han, Loo et al. 1999).

Algse replikatsiooni tulemusena touseb viiruse koopiaarv raku kohta nii kuni 200 koopiani.

a W : - Vv ..
I “ hydrolysis 1 hydrolysis
A
‘W-— —> 7‘- > > —_
E1BS E2BS12 E1BS E2BS12

Joonis 4. HPV DNA replikatsiooni initsiatsioonikompleksi moodustumine replikatsiooni originil.
E1 ja E2 valgud seonduvad kooperatiivselt replikatsiooni originile vastavatesse seondumissaitidesse ja
moodustub korge spetsiifilisusega kompleks. Pirast kompleksi moodustumist tuuakse kohale teine E1
valgu dimeer ja E2 valk vabaneb kompleksist. E1 valgud korraldatakse heksameerseks helikaasiks, mis

sulatab kaksikahela lahti initsiatsiooni piirkonnas (Kurg 2011).

HPV transientne replikatsioon on liihiajaline, kuna E2 valk kéitub kui transkriptsiooniline
regulaator. Amplifikatsiooni alguses, kui E2 valku on rakus véhesel hulgal, kiitub ta kui
aktivaator. E2 taseme toustes, kéitub E2 kui repressor ning viheneb replikatsiooniks vajalike
E1 ja E2 valkude hulk (Doorbar 2006). Seega esmaseks amplifikatsiooniks on vaja ainult kahte
viiruse valku ja esmast amplifikatsiooni saab kontrollida koekultuuris koos reporterplasmiidiga

millel on viiruse replikatsiooni origin ning E1 ja E2 antakse ekspressioonivektoritelt.

1.3.4 HPV stabiilne sdilumine peremeesrakus

Esmasele amplifikatsioonile jérgneb stabiilse sdilimise faas, mille kiigus sdilitatav viiruse
genoomi koopiaarv rakus on konstantne. Arvatakse, et seda saavutatakse lébi stabiilse
replikatsiooni, kus viiruse genoom kahekordistub rakutsiikli S-faasis ja genoomid
segregeeruvad vordselt kahe tiitarraku vahel. Uheks stabiilse replikatsiooni mehhanismismiks
voiks olla viiruse DNA replitseerumine sarnaselt raku DNA-ga e iiks kord S-faasis ja mis
toetuks ainult rakulistele replikatsioonifaktoritele. Teiseks voimaluseks on, et HPV DNA

replitseerub juhuslikult: moned molekulid replitseeruvad mitu korda S-faasis, moni tiks kord ja
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moni aga iildse mitte (Hoffmann, Hirt et al. 2006). Siiski mdlematel neist juhtudest peaks HPV

genoom sdilitama oma algses amplifikatsioonis saavutatud kindla koopiaarvu.

Stabiilsel replikatsioonil on oluline, et HPV episoomid jaotuksid vordselt tiitarrakkude vahel.
Kui veise papilloomiviiruse (BPV-1 — bovine papillomvirus type 1) uuringutest on teada, et
viiruse genoomi segregatsiooniks on vaja E2 seondumist tema seondumissaitidele URR
regioonis (Piirsoo, Ustav et al. 1996), siis HPV-del pole see protsess veel viga histi teada. On
nédidatud, et HPV E2 valgud lokaliseeruvad mitootilistele kddviniitidele mitte kromosoomidele
nagu BPV-1 (Van Tine, Dao et al. 2004). BPV-I on segregatsioonil oluline E2 valgu seondumine
rakulise valgu Brd-4ga (You, Croyle et al. 2004). Ka HPV-d interakteeruvad rakulise Brd4-ga,
kuid neil on erinev seondumisafiinsus, seega voib arvata et HPV-del on ka teisi rakulisi
interatksioonpartnereid. Samuti pole ndidatud, et HPV-de E2 valk kolokaliseeruks koos Brd4
valguga miootilistel kromosoomidel (McPhillips, Oliveira et al. 2006, Poddar, Reed et al.
2009).

1.3.5 HPV vegetatiivne amplifikatsioon ja virionide pakkimine

Viimaseks papilloomiviiruste DNA replikatsiooni faasiks elutsiikli 10ppetapil on vegetatiivne
amplifikatsioon, mille kdigus viiruse genoomi koopiaarv tduseb mitme tuhandeni. Kui terves
epiteelis ei ole basaalkihilt lahkunud rakud enam jagunemisvoimelised, siis HPV infektsiooni
korral rakud jddvad mitootiliselt aktiivseks. Suurenenud proliferatsiooni pohjuseks on viiruse
onkogeenide E6 ja E7 ekspressioonid, mis vdimaldavad rakkudel minna S-faasi ja kaotada
normaalne rakutsiikli kontroll. See on vajalik, et viirusel oleks voimalik kasutada raku
replikatsioonimehhanisme vdimaldamaks hiliste geenide ekspressiooni (Stubenrauch and
Laimins 1999). HPV-de geeniekspressioon on tihedalt seotud epiteeli diferentseerumisastmega.
Kui HPV-ga nakatunud rakud jouavad epiteelis suprabasaalsesse kihti, siis toimub lilitumine

varajaselt promooterilt hilisele promooterile, mis asub E7 ORF-is (Spink and Laimins 2005).

Viimaseks infektsiooni etapiks on viiruse genoomide pakkimine infektsioonilistesse
partiklitesse. Genoomi amplifikatsiooni kdigus kuhjuvad hilised valgud L1 ja L2. Esmalt
siinteesitakse ja viiakse tuuma L2 valgud. L1 valgud assambleeruvad kapsomeerideks
tsiitoplasmas ning seejarel tuumas moodustavad koos L.2-ga kapsiidid (Florin, Sapp et al. 2002).
Tuumas pakitakse kapsiididesse viiruse DNA ning virionid vabanevad keskkonda epiteeli
pindmisest kihist. Surnud rakkudest vabanemist vahendab E17E4 valk, mis interakteerub

rakulise keratiini vorgustikuga ning pohjustab selle kokku kukkumist (Doorbar, Ely etal. 1991).
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1.3.6 Inimese papilloomiviiruse onkogenees

Inimese papilloomiviiruse riskitiitibid (HPV-16 ja HPV-18) on meditsiiniliselt tdhtsad
uurimisobjektid, kuna nende infektsioonid voivad areneda kasvajateks. HPV DNA-d voib leida
pea 93% diagnoositud emakakaelavihkides (Walboomers, Jacobs et al. 1999). Siiski arenevad
viaga vidhesed HPV infektsioonid edasi vidhiks. Naistel, kellel HPV infektsiooni
immuunsiisteemi poolt ei kdrvaldata, voib see edasi areneda esimese astme emakakaela
intraepiteliaalseks neoplaasiaks (CIN 1 — cervical intraepithelial neoplasia) voi progresseeruda
edasi vastavalt CIN 2, CIN 3 astmeteks ja 1opuks lamedarakuliseks kartsinoomiks (SCC —
squamous cell carcinoma). CIN 1 tdhistab kergeid, CIN 2 mdddukaid ning CIN 3 juba raskeid
rakumuutusi. Histoloogiliselt vastab CIN 1 ka madala astme intraepiteliaalsele koekahjustusele
(L-SIL — low-grade squamous intraephitelial lesion) ning CIN 2/3 korge astme kahjustustele
(H-SIL — high grade squamous intraephitelial lesion) (Steenbergen, de Wilde et al. 2005).

Viiruse tavaparases elutsiiklis on E6 ja E7 onkovalkudel transformeeriv ja rakutsiiklit reguleeriv
roll. E6 seondub tuumorsupressor p53-ga ning suunab selle lagundamisse, millega kaasnevalt
ei lahe rakud apoptoosi (Scheffner, Werness et al. 1990). E7 valk interakteerub teise
tuumorsupressorvalguga pRb ning sellega mdjutatakse pRb kontrolli G1/S iileminekule
rakutsiiklis (Dyson 1998). Mélema valgu episomaalne ekspressioon on kindlalt reguleeritud ja
on kdrge tasemega vaid suprabasaalsetes rakkudes. Need rakud ei ole mitootiliselt aktiivsed ja
seega on vaja nende replikatsioonimehhanisme aktiveerida, et viirus saaks amplifitseeruda
(Stoler, Rhodes et al. 1992). Uheks pdhiliseks siindmuseks, mille tagajérjel kahjustused on
voimelised edasi arenema korge tasemega neoplaasiateks, on muutused viiruse
transformeerivate valkude ekspressioonis, mis viib rakkude suurenenud proliferatsioonini.
Onkogeenide ekspressioon ka juba basaalsetes epiteelirakkudes inhibeerib diferentseerumist
ning voib viia pahaloomulise fenotiiiibini (Munger, Baldwin et al. 2004). Suuremal osal
emakakaela kasvajatel on viiruseline DNA integreerunud genoomi, mille korral kdrgeriski
tiilibid ei saa oma elutsiiklit 10puni viia. Integratsioonil rikutakse sageli E2 valgu lugemisraam,
mis ei inhibeeri enam transkriptsiooni ning tGuseb E6 ja E7 valgu tase (Corden, Sant-Cassia et
al. 1999, Munger, Baldwin et al. 2004). Koos nende valkude tdusuga suureneb aga ka genoomi

ebastabiilsus, mis voib 16puks viia halvaloomuliste muutusteni (White, Livanos et al. 1994).
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1.4 Inimese papilloomiviiruse E2 valk

E2 valk on oluline regulatoorne valk, mida kodeerivad koik papilloomiviiruse tiiiibid. E2 on
multifunktsionaalne ning ta osaleb paljudes viiruse elutsiikli etappides, kuid kdige rohkem on

ta seotud viiruse genoomi transkriptsiooni ja replikatsiooniga.

1.4.1 E2 valgu struktuur

Taispikk E2 (45 kDa) valk koosneb konserveerunud N-terminaalsest transaktivatsiooni
domeenist (TAD — transactivation domain), mis on ligi 200 aminohappe pikkune ning C-
terminaalsest DNA-d seondavast domeenist (DBD — DNA binding domain), mis on ligi 100
aminohappe pikkune. Kahte domeeni iihendab paindlik linker jarjestus (hinge regioon), mille
pikkus on varieeruv (Giri and Yaniv 1988) (Joonis 5). Rakkudes, mis ei ole veel
diferentseerunud, transkribeeritakse E2 mRNA-d varajaselt promooterilt. Koos rakkude
diferentseerumisega aktiveeritakse hiline promooter, et saaks kodeerida vajaminevat E2 valku
vegetatiivseks replikatsiooniks (Johansson and Schwartz 2013).

Transaktivatsiooni- Hinge DNA seondumis
domesn (TAD) regioon domeen (DBD)

| e

Joonis 5. E2 valgu struktuur (kasutatud McBride 2013). Kujutatud on tdispika E2 valgu domeene:
transaktivatsiooni domeen (TAD - transactivation domain), varieeruva jarjestusega hinge regioon ja
DNA seondumisdomeen (DBD — DNA binding domain).

1.4.2 EZ2valgu ja DNA interaktsioonid

Koik E2 valgud seondavad dimeerina palindroomset jérjestust ACCgNNNNcGGT (E2-BS -
E2-binding site), mis asuvad URR regioonis (Joonis 6). ). DNA jérjestusele seondumine toimub
C-terminaalse DNA-d seondava domeeni kaudu. Keskne NNNN regioon on spacer regioon
ning tema pikkus on kindlalt konserveernud, kuid jérjestus voib varieeruda. Viikeste tdhtedena
esitatud nukleotiidide versioonid ei ole tingimusteta vajalikud, kuid on soovitatavad
spetsiifiliseks seondumiseks (Hawley-Nelson, Androphy et al. 1988). Erinevatel
papilloomiviiruse tiilipidel on erinev arv seondumissaite. Néiteks veise papilloomiviirusel
(BPV-1) on kokku 17 seondumissaiti: 12 palindroomset jarjestust ning lisaks veel 5 saiti, mis

erinevad lihe nukleotiidi positsiooni poolest (Li, Knight et al. 1989). Korgeriski HPV
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genoomides on neli E2-BS-i, mis asuvad varajasest promooterist iilespoole. Soltuvalt sellest,
milline afiinsus on E2 wvalgul seondumiskohale v&i kui kaugel asub seondumiskoht
promooterist, on E2 ja E2-BS interaktsioonid voimelised kas represseerima voi aktiveerima
promooterit. E2 valk seondub kdige tugevamini promooterist kdige kaugemal asetsevale
seondumissaidile (BS4) ning kdige ndrgemalt promooterile koige 1dhemal asuvale saidile (BS1)
(Romanczuk, Thierry et al. 1990). E2 seondub jérjestusele suurema afiinsusega, kui NNNN
spacer sisaldab rohkem A:T aluspaare (Bedrosian and Bastiav 1990). Samuti on eelistatud
AA[A/T]N jarjestus (nt AATT E2-BS-ile seondub E2 tugevamini (Hines, Meghoo et al. 1998).

LCR
Origin of Replication

\\ P?’P 105
B52 BSsi1

Joonis 6. Korgeriski HPV URR piirkonna iilesehitus. Joonisel on kujutatud viiruse

Bs4 Bs3

i 5411

(L1l

-#— Enhancer —#=

replikatsioonivalgu E1 seondumiskoht (E1BS) ning regulaatorvalgu E2 neli seondumiskohta (E2BS 1-
4). Noolega on mérgitud varajane (P97/P105) promooter ja TATA box (Hegde 2002).

1.4.3 EZ2 interaktsioonid teiste valkudega

E2 valgu N-terminaalse transaktivatsioonidomeeni kaudu interakteerub E2 nii viiruse
helikaasiga E1 kui ka mitmete teiste rakuliste valkudega. Labi interaktsioonide erinevate
valkudega suudab E2 mojutada nii viiruse genoomi replikatsiooni kui transkriptsiooni. E2
aktiveerib viiruse replikatsiooni seondudes kooperatiivselt E1 valguga, mis tunneb dra DNA
replikatsiooni origini (Ustav and Stenlund 1991). E2 reguleerib ka viiruse transkriptsiooni,
seondudes rakuliste transkriptsioonifaktoritega nagu TBP (TATA-binding protein) (Steger,
Ham et al. 1995), TFIIB (transkriptsioonifaktor 1l B) (Benson, Lawande et al. 1997), Spl
(promooterit seondav valk) (Li, Knight et al. 1991), AMF-1 (transkriptsiooniline koaktivaator)
(Breiding, Sverdrup et al. 1997), p/CAF (transkriptsiooniline koaktivaator ja histooni
deatsetiilaas) (Lee, Hwang et al. 2002), p300/CBP (transkriptsiooniline koaktivaator ja histooni
deatsetiilaas) (Lee, Lee et al. 2000, Muller, Ritzkowsky et al. 2002) ja mitmed teised.
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1.4.4 EZ2 kui regulatoorne valk

E2 valk on iiks peamisi papilloomiviiruste transkriptsioonialaseid regulaatoreid. E2 kditumine
regulaatorina soltub tema rakusisest kontsentratsioonist. Madalatel kontsentratsioonidel E2
aktiveerib ning korgetel kontsentratsioonidel surub transkriptsiooni alla (Steger and Corbach
1997). E2 roll on sdltuv ka papilloomiviiruse tiiibist, kui BPV-I aktiveerib E2 valk varajasi
geene, siis HPV-del on E2 varajaste geenide repressor (Spalholz, Yang et al. 1985, Soeda,
Ferran et al. 2006).

E2 vahendab oma regulatoorset rolli seondudes E2 seondumissaitidele ja selle kaudu suudavad
nad kas transkriptsiooni aktiveerida voi alla suruda. Kui E2 valk seondub kahele
seondumissaidile (E2BS-2 ja E2BS-1), mis asuvad transkriptsiooni alguskohale kdige lahemal,
siis see blokeerib rakuliste transkriptsioonifaktorite seondumise kiilgnevatele jérjestusele ning
seega surub transkriptsiooni initsiatsiooni maha. Naiteks kui E2 seondub E2BS-1-le, mis asub
TATA elemendi korval, siis ei pruugi transkriptsioonifaktor TBP (TATA-binding protein) tunda
TATA elementi dra. E2 valk seondub kdige suurema afiinsusega BS4-le ning vdhendatud
afiinsusega seondumissaitidele BS-1 ja BS-2. Madalal E2 valgu ekspressioonitasemel seondub
E2 varajasest promooterist kdige kaugemal asuvale saidile (E2BS-4) ja aktiveerib viiruse
transkriptsiooni. Sellega kindlustatakse, et onkogeenseid valke E6 ja E7 ekspresseeritaks
kindlal tasemel, et sdilitada viiruse replikatsiooniks vajalik keskkond. Kui aga E2 valgu tase
touseb, siis E2 hakkab seonduma ka vidiksema afiinsusega promooterist proksimaalsetele
saitidele ning hakatakse transkriptsiooni maha suruma. Samas saab alata DNA replikatsioon
(Steger and Corbach 1997, Stubenrauch, Lim et al. 1998, Hegde 2002).

E2 valgu iiheks enimkirjeldatud rakuliseks partneriks on bromodomeeni valk Brd4 ning nende
interaktsioon on vajalik nii E2 repressiooni kui transaktivatsiooni funktsioonideks (Schweiger,
Ottinger et al. 2007). Labi Brd4 ja transaktivatsiooni domeeni kaudu seondub E2
transkriptsiooniliselt aktiivse rakulise kromatiiniga, millega hoitakse &ra viiruse genoomide
vaigistamine transkriptsiooniliselt aktiivsetes tuuma piirkondades (Jang, Kwon et al. 2009).
Samuti voib Brd4 kiituda kui transkriptsiooni korepressor, kuna ta on voimeline inhibeerima

labi E2 valgu onkovalkude E6 ja E7 ekspressiooni (Wu, Lee et al. 2006).

1.45 E2valgu roll replikatsioonis

Viiruse genoomi replikatsiooniks on vaja E1 ja E2 valkude ekspressiooni, koik teised

replikatsiooniks vajalikud valgud ja ensiiimid tulevad peremeesrakult. HPV DNA
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replikatsioon algab replikatsiooni originilt, mis koosneb iihest El1 ja kolmest E2

seondumissaidist (joonis 6) (Ustav and Stenlund 1991, Ustav, Ustav et al. 1991).

E1 on peamine replikatsioonivalk, kuid E2 abistab ja vdimendab E1 valgu funktsioone. E1
tunneb &ra replikatsiooni origini ning harutab lahti DNA kaksikheeliksi. Siiski on E1 valgul
madal jarjestusspetsiifilisus ja vOib algatada replikatsiooni ka teistelt DNA jérjestustelt (Bonne-
Andrea, Santucci et al. 1995). E2 valgu abil tuntakse diget jarjestust paremini dra. Samuti
voimendab E2 valk E1 seondumist DNA-le 1dbi oma DNA-d seondava domeeni. Parast E1-E2
kompleksi moodustumist asendavad lisa E1 molekulid E2 valgu (Sedman and Stenlund 1995).
E1 korraldab ennast timber heksameerseks kompleksiks, mille helikaasne aktiivsus sulatab lahti

DNA ahela ja viiruse DNA replikatsioon v&ib alata (Sedman and Stenlund 1998).

1.4.6 EZ2 valk stabiilses replikatsioonis ja segregatsioonis

Inimese naharakkudes siilitatakse HPV genoomi stabiilse koopianumbrina pika aja jooksul ja
selleks on vajalik viiruse DNA jagunemine tiitarrakkude vahel. Papilloomiviirustel votab
segregatsioonist aktiivselt osa E2 valk, mis vahendab viiruse genoomide jaotumist 1dbi
kromosoomidele kinnitumise (Bastien and McBride 2000). BPV-1 vajab kindlat URR regiooni
jarjestust MME-d (minicrhomosome maintenance element), mis koosneb vdhemalt kuuest E2
seondumissaidist ja minimaalsest replikatsiooni originist MO (minimal origin). MME koos E2
seondumissaitideda (vdahemalt 6) ja E2 valgu ekspressiooniga tagab segregatsiooni tiitarrakkude
vahel (Piirsoo, Ustav et al. 1996, Skiadopoulos and McBride 1998). BPV-I seondub E2 valgu
aktivatsioonidomeen kromosoomidele ja DNA-d seondav domeen kinnitab viiruse genoomid,
et nad jaotuksid mitoosi ajal digesti. E2 rakuliseks retseptoriks mitootilistel kromosoomidel on

bromodomeeni valk Brd4 (You, Croyle et al. 2004).

HPV genoomi iilesehitus erineb aga suuresti BPV omast, kuna HPV-del asub URR piirkonnas
kokku ainult 4 E2 seondumissaiti, millest kolme on vaja replikatsiooniks (Stubenrauch, Lim et
al. 1998). Samuti on ndidatud, et korgeriski HPV-de E2 valgud ei interakteeru Brd4-ga
peremeesraku kromosoomidel ja seega kasutavad segregeerumiseks teistsugust mehhanismi
(Oliveira, Colf et al. 2006). HPV E2 wvalkudele on pakutud vilja erinevaid
interaktsioonpartnereid. Uheks vdimalikuks retseptoriks on DNA helikaas ChR1, mis
kolokaliseerub koos E1-ga varajases mitoosis ja aitab kinnituda kromosoomidele (Parish, Bean
et al. 2006). Siiski on ndidatud, et HPV-del seondub E2 valk mitoosi kdigus pigem
mitoosikddvidele kui kromosoomidele (Van Tine, Dao et al. 2004). Mitoosikaédvidel paikneva
partnerina on pakutud mitootilist kinesiinilaadset valku MKIp2 (Yu, Peng et al. 2007).
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2.1

2. MATERJALID JA METOODIKA

Materjalid

2.1.1 Plasmiidid

pMC.BESPX-HPV18 - ligikaudu 12 kbp suurune HPV-18 minicircle tegemiseks
vajalik plasmiid, mis koosneb pMC.BESPX vektorist ja HPV-18 genoomist
(kloneerituna attP ja attB jarjestuste vahele). Plasmiid sisaldab ColE1 replikatsiooni
origini jarjestust, kanamiitsiini (Km) resistentsusgeeni, poliilinkerit ja ®C31 integraasi
aratundmisjarjestust attB ja attP. Lisaks sisaldab vektor 32 endonukleaasi Secl
16ikekohta (Lisa 1A). pMC.BESPX-HPV 18 on périt labori kollektsioonist.

HPV-18 minicircle (mc) - ligi 7,9 kbp suurune HPV-18 genoomikonstrukt, mis on
kovalentselt suletud ja superspiraliseerunud (Lisa 1B).

pUC18 — kloneerimisvektor, kus asub multikloneerimissait (MCS — multiple cloning
site), ampitsilliini (Amp/bla) resistentsusgeen, pMB1 replikatsiooni alguspunkt ja lac
Z geen, mis kodeerib B-galaktosidaasi (Lisa 1C).

pUC-18URR - HPV-18 URR-i sisaldav fragment (nukleotiidid 6929-124) 16igatud
BamHI restriktaasiga kloneerituna pUC-18 vektori BamHI saiti (Lisa 1D). pUC-
18URR on parit labori kollektsioonist.

pPGL18URR-Luc — Firefly lutsiferaasi reporterplasmiid, mis sisaldab kogu HPV-18
URR regiooni (Lisa 1E). pGL18URR-Luc on périt labori kollektsioonist.

pRL-Tk — kommertsiaalne plasmiid, mis sisaldab Renilla reniformis’est périt
lutsiferaasi geeni (,,Promega®) (Lisa 1F).

pUC-18-EcoRI-Aatll — pUC18 vektorist japMC.HPV-18 inserdist koosnev plasmiid,
kuhu lisati pédrast Psyl ja Munl ensiilimidega E2 valgu mutatsioone sisaldavad

fragmendid (Lisa 1G).

2.1.2 Ekspressioonivektorid

PQMNI18E2 — HPV-18 E2 valgu ekspressioonivektor, mis sisaldab E2 ORF-i, mille
ees asub CMV (cytomegalovirus) promootor (Lisa 2A). pQMN18E2 on parit labori
kollektsioonist.

pM18-14 — HPV-18 E1 valgu ekspressioonivektor, mis sisaldab SV (Simian viirus 40)
replikatsiooni alguskohta, poliA jarjestust ja CMV promooterit (Lisa 2B). pM18-14

on périt labori kollektsioonist.
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2.1.3 Oligonukleotiidid
e Ala Scan BamHI

5' GCGGATCCAAGCTTCAGACACCGAAGGAAACCCTTTCGG 3

e E2 Reverse Mun

5' CACTGTCCCATGCTACATAGGTC 3

2.1.4 Eukariootsed rakuliinid

Kasutati osteosarkoomi rakkudest parit eukartiootset rakuliini U20S. Rakke kasvatati IMDM
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) so6tmel, mis sisaldas 10% veise loote seerumit,
penitsilliini(100 ng/ml) ja streptomiitsiini (100 ng/ml). Rakke inkubeeriti temperatuuril 37 °C

kraadi ning 5% CO sisaldusega inkubaatoris.

2.2 Metoodika

2.2.1 Kloneerimine

Kloneerimise etapid teostati firma Thermo Fisher Scientific ensiiiimide ja puhvritega vastavalt
tootjapoolsetele protokollidele. Restriktsioonianaliiiisid viidi 14bi ensiiiimidele sobivates
puhvrites ja 37 °C juures vdahemalt liks tund. Vektori 5 fosfaatriihmade eemaldamine DNA
fragmentide kokkuminemise véltimiseks toimus ensiiimi FastAP (aluseline fosfataas)

tootlusega.

e DNA puhastamine agaroosgeelist — DNA restriktsioonifragmendid eraldati 0.8 — 1.2%

IXTAE puhvris (40 mM Tris-Atsetaat, 1 mM EDTA) olevast agaroosgeelist parast
fragmentide lahutamist geelelektroforeesil. Vajalike fragmentide puhastamiseks
kasutati NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up kit’i (Macherey-Nagel).

e DNA fragmentide ligatsioon — puhastatud DNA fragmente voeti suhtes 1:3

(vektor:insert). Fragmendid ligeeriti kuni 12 tunni jooksul temperatuuril 16 °C

kasutades T4 ligaasi ja vastavat ligaasi puhvrit.

e Bakterite transformatsioon kuumaehmatuse (heat shock) meetodil - Plasmiidide

paljundamiseks kasutati bakterirakkude transformatsiooni kuumaehmatuse (heat shock)
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meetodil. Selleks lisati ligatsioonisegule 100 ul kompetentseid E.coli DH5a rakke ja
segati. Segu hoiti 30 minutit jadl, seejérel inkubeeriti 1 minut temperatuuril 42 °C ning
jahutati 1 minut jail. Jargnevalt lisati rakkudele 1 ml LB s66det ja inkubeeriti 45 minutit

temperatuuril 37 °C kraadi. Segust plaaditi 200 pl selektiivs6otmega tassile.

e Plasmiidse DNA eraldamine — selektiivsdotmega tassilt voeti koloonia ning pandi

kasvama 3 ml LB-s66tmesse, millele oli lisatud 100 pg/ml ampitsilliini voi 50 pg/ml
kanamiitsiini. Rakke kasvatati temperatuuril 37 °C 16-18 tundi. Plasmiidse DNA

eraldamiseks kasutati Plasmid DNA Extraction Mini Kit’i (Favorgen).

2.2.2 HPV-18 minicircle tootmine

Kasutati M.Kay (Kay, He et al. 2010) labori poolt valjatéotatud minicircle tootmissiisteemi,
mis pohineb kohtspetsiifilisel rekombinatsioonimehhanismil. Algplasmiid transformeeriti
E.coli ZYCY103S2T tiive kompetentsetesse rakkudesse kuumaehmatuse meetodil ning plaaditi
seejarel kanamiitsiini (Km) selektiivsusega tassidele. Tekkinud kolooniatest pandi iiks koloonia
kasvama 10 ml LB s66det (50 ug/ml Km) sisaldavasse kolbi 37 °C 220 rmp (rounds per minute)
juurde ning kasvatati 6 tundi. Seejérel lisati 100 pl starterkultuuri 10 ml TB s66tmesse (50 pl/ml
KM) ja kasvatati kuni OD-ni 4 temperatuuril 37 °C 220 rpm. Seejérel lisati induktsioonilahus
(10 ml LB, 0.4 ml 1 M NaOH, 20 ul 20% L-arabinoos). Induktsioonilahusega indutseeriti
bakteriogaagi ®C31 integraasi vahendatud rekombinatsioon attB ja attP jarjestuste vahel,
millega eemaldatakse bakteris plasmiidi paljundamiseks vajalik osa. Moodustuvad kovalentselt
suletud superspiraliseerunud HPV plasmiidid. Bakterikultuuri kasvatati temperatuuril 32 °C
190 rpm 5-6 tundi. Bakterimass tsentrifuugiti pdhja, eemaldati pealt s66de ning eraldati
plasmiidne DNA NucleoBond® Xtra Midi/Maxi kit’iga.

2.2.3 Eukariiootsete rakkude transformatsioon elektroporatsiooni meetodil

Plasmiidide viimiseks eukariiootsetesse rakkudesse kasutati elektroporatsiooni meetodit. Uhe
poratsiooni kohta voeti iiks 10 cm ldbimdodduga U20S rakkude tass, mis oli 80-90%
konfluentsusega. Koekultuuri tassidelt aspireeriti so6de ning pesti 1x PBS lahusega. Rakkude
eemaldamiseks pandi peale triipsiin ning koguti rakud kokku sdddet sisaldavasse 50 ml
tsentrifuugi tuubi. Rakke tsentrifuugiti 5 min 1000 rpm temperatuuril 20 °C. Raku sademelt

eemaldati s66de ning rakud voeti tles 250 pl s6otmes tihe elektroporatsiooni kohta.
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Rakususpensioon pipeteeriti kiivetti, kus oli rakku viidavate plasmiidide ja 50 pg kandja DNA
(Iohe spermi DNA) segu. Elektroporatsioon viidi 1&bi pingel 220 V ja mahtuvusel 975 pF Bio-
Rad Gene Pulser Il elektroporatsiooni aparaadiga. Pérast transfektsiooni pesti rakud 2 ml
s66tmega tsentrifuugides 5 minutit 1000 rpm 20 °C. Rakusade resuspendeeriti ning kiilvati

koekultuuri tassidele.

2.2.4 Totaalse DNA eraldamine

Rakke pesti 2 korda 1x PBS lahusega ning pandi peale 1 ml SOL 1V liiiisilahust (20mM Tris-
HCI pH 8.0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.2% SDS) ja inkubeeriti rakke kuni moodustus
viskoosne liisaat. Liisaat koguti kummispaatliga 2 ml tuubi ja lisati 5 ul proteinaas K-d
(I6ppkontsentratsioon 0.2 ug/ul). Liisaat tdmmati 3x ldbi siistla ning seejdrel inkubeeriti
temperatuuril 37 °C 12-18 tundi. Suspensioonile lisati juurde vdrdne maht (1 ml) fenool-
kloroformi 1:1 segu, segati vortex’il ning tsentrifuugiti 2 min 13 000 rpm Ulemine vesifaas viidi
uude tuubi ning DNA sadestati 2x ruumala 96% etanooliga 30 minutit temperatuuril -20 °C.
Seejarel tsentrifuugiti 10 minutit 13 000 rpm 4 °C ning supernatant eemaldati. Kuivatatud sade
resuspendeeriti 300 ul TE-s, mis sisaldas RNaasA-d 16ppkontsentratsiooniga 20 pg/ml. Tuube
segati 10 minutit tuubimikseril ning inkubeeriti 1 tund temperatuuril 37 °C. DNA sadestati 12
ul 5M NaCl-ga (I16ppkontsentratsioon 200 mM) ja kahe mahu 96% etanooliga 30 minutit -20
°C juures. Jargmisena tsentrifuugiti 10 minutit 13 000 rpm 4 °C ning DNA sadet pesti 70%
etanooliga, mille jarel tsentrifuugiti 3 minutit 13 000 rpm. Sade kuivatati ja resuspendeeriti
vastavalt sademe kogusele 30-200 pl TE-s ning mdoddeti DNA kontsentratsioon 260 nm

lainepikkusel.

2.2.5 Replikatsioonianaliiiis Southern blot meetodil

Totaalset DNA-d 10igati lineariseeriva ensiiimiga ning ensiilimiga Dpnl, mis ldikab
bakteriaalse metiilatsioonimustriga eukariiootsetesse rakkudesse transfekteeritud DNA-d.
Restriktsioonisegu inkubeeriti iile6d temperatuuril 37 ©°C kraadi. DNA lahutati
geelelektroforeesil 0.8% agaroosgeelis 1x TAE puhvris (40 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA).
Elektroforeesile jargnevalt denatureeriti geel 30 minutit lahuses SolA (1.5 M NaCl, 0.5 M
NaOH) ning neutraliseeriti lahuses SolB (1 M Tris-HCI pH 7.4, 1.5 M NaCl) 20 minutit. DNA
tilekandumine geelilt filtrile 10x SSC lahuses toimus kapillaarse tilekandemeetodi kaudu. DNA
seoti  filtrile UV Stratalinker 1800 (Stratagene) abil. Mittespetsiifilise seondumise
takistamiseks prehiibridiseeriti filtrit esmalt prehiibridisatsioonilahuses (6x SSC, 50x Denhardt,
25



0.5% SDS, 200 pg/ml eelnevalt denatureeritud 16he spermi kandja DNA) 65°C kraadi juures
viahemalt 30 minutit. Seejdrel toimus hiibridiseerimine spetsiifilise prooviga kasutades tootja
juhendi jirgi DecaLabel™ DNA Labeling Kit’i (Thermo Fisher Scientific) ja o*?P-dCTP-d.
Hiibridisatsioon toimus iiledd temperatuuril 65 °C kraadi. Hiibridiseeritud filtrit pesti 2 korda 5
minutit pesulahusega | (2x SSC, 0,1% SDS), 1 kord 15 minutit pesulahusega Il (1x SSC, 0,1%
SDS) ja 2 korda 10 minutit pesulahusega III (0,1x SSC, 0,1% SDS). Hiibridisatsioonisignaal

detekteeriti filtri eksponeerimisega rontgenfilmile.

2.2.6  Western blot analiiiisimeetod

Rakkudelt eemaldati s66de ja pesti 2 korda 1xXPBS lahusega. Plaatidele lisati 1 ml PBS-3mM
EDTA lahust ning inkubeeriti plaate 10 minutit toatemperatuuril. Rakud suspendeeriti
lahusesse ja kanti 1.5 ml tuubi ning eraldati 20 pl suspensioonist rakkude lugemiseks. Rakud
loeti Invitrogen Countess Automated Cell Counter masinaga. Ulejisinud rakususpensioon

fuugiti pohja 2 min 3000 rpm .

Peale tsentrifuugimist aspireeriti sodde ja rakud voeti tiles 45 pl 1x PBS-is ja liiisiti 45 pl 2x
Laemmli puhvris (100 mM Tris-HCI pH 6.8, 200 mM DTT, 4% SDS, 0,2%
broomfenoolsisnine, 20% gliitserool). Liisaati kuumutati temperatuuril 100 °C 10 minutit ja
fuugiti 13 000 rpm 10 minutit. Valguliisaadid lahutati geelelektroforeesil 10%
poliiakriitilamiidgeelis 1xSDS puhvris (125 mM Tris, 0.96 M gliitsiin, 0,5% SDS). Valgud
kanti geelist iile 0.45 um poori libimddduga PVDF filtrile (Immobilon™, Millipore) semi dry
meetodil. Ulekanne toimus 30 minutit 15 V juures (TransBlot SD, Biorad). Peale iilekannet
blokeeriti filter 5% 13ssipulbri lahuses 1xPBS-is. Jargnevalt inkubeeriti filtrit tund aega 2%
18ssipulbri lahuses, kuhu oli lisatud primaarne antikeha (kiitiliku poliiklonaalne E2N antikeha
1:500 lahjendusega). Seejdrel pesti filtrit kolm korda 10 minutit Western blot pesulahusega (50
mM NaCl, 50 mM Tris pH 7.5, 0,1% Tween 20). Sekundaarse antikehana kasutati
peroksiidaasiga konjugeeritud kiiiiliku IgG vastast antikeha, mis lisati 2% 10ssilahusesse
lahjendusega 1:10 000. Filtrit inkubeeriti toatemperatuuril 1 tund ja pesti kolm korda 10 minutit
Western blot pesulahusega. Detekteerimiseks kasutati ilmutuslahust TMB Stop Solution I11

(Biopanda Diagnostics).
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2.2.7 Transkriptsiooni aktivatsiooni uurimise katse

Transaktivatsiooni uurimiseks kasutati firma Promega Dual-Luciferase Reporter Assay System
Kit’i. U20S rakkudesse transfekteeriti 25 ng 18URR-Luc plasmiidi, 30 ng pRL-Tk plasmiidi
ning uuritav kogus E2 valgu ekspressioonivektorit. 30h peale elektroporatsiooni eemaldati
koekultuuri tassidelt soode ja pesti 2 korda 1xPBS-ga. Rakud liiiisiti 1xPLB-ga (Passive Lysis
Buffer). 100 pul LAR II lahust (Luciferase Assay Reagent II) sisaldavatesse mikrotsentrifuugi
tuubidesse lisati 20 ul rakuliisaati. LAR II on Firefly lutsiferaasi substraat. Tulemus moddeti
Glomax 20/20 luminomeetriga (Turner Biosystems). Firefly lutsiferaasi aktiivsuse
kustutamiseks ja Renilla reniformis’e lutsiferaasi aktiveerimiseks lisati samasse tuubi 100 pl
Stop&Glo Reagent’i ning moddeti uuesti luminomeetriga. Saadud tulemusi analiiiisiti

Microsoft Excel programmiga.
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TULEMUSED

3.1. To66 eesmirgid

E2 valk on vajalik 14bi kogu viiruse elutsiikli. E2 reguleerib viiruse transkriptsiooni seondudes
viiruse genoomis asuvatele seondumisjérjestustele (Steger and Corbach 1997, Soeda, Ferran et
al. 2006). Teiseks on E2 oluline faktor replikatsiooni initsiatsioonil (Ustav and Stenlund 1991,
Ustav, Ustav et al. 1991). Kolmandaks vahendab E2 viiruse genoomi segregatsiooni
tiitarrakkudesse (Piirsoo, Ustav et al. 1996). Just tema multifunktsionaalsuse tottu on E2 valgu
iseloomustamine ja uurimine tdhtis papilloomiviiruse elutsiikli moistmiseks ning uute
potentsiaalsete ravimikandidaatide leidmiseks. E2 valk koosneb kahest funktsionaalsest
domeenist ja neid ithendavast hinge regioonist (joonis 5 ja 8A). Antud t60s uuriti N-
terminaalset transaktivatsioonidomeeni. N-terminaalne domeen on viirusel vajalik just
replikatsiooniks, transaktivatsiooniks ja segregatsiooniks, sest antud piirkonnas asuvad
domeenid, mis interakteeruvad viiruse E1 helikaasiga ning mitmete rakuliste valkudega (Ustav,
Ustav et al. 1991, Abroi, Kurg et al. 1996, Bastien and McBride 2000).

Kirjanduses on koige rohkem iseloomustatud BPV-1 E2 valku ja tema jérjestuses paiknevate
konserveerunud aminohapete mutatsioone ning nende toimet viiruse elutsiiklile. Analiitisid on
ndidanud, et mitmed konserveerunud aminohappe jadgid on tdhtsad nii transkriptsiooniks kui
ka replikatsiooniks. Vorreldes BPV-1, HPV-16 ja HPV-18 E2 valke, siis neil on keskmiselt
30%-line sarnasus aminohappelises jérjestuses. Joonisel 6 on toodud nende kolme viiruse
subtiitibi E2 valgu jérjestuse joondus ning koigis viirustes konserveerunud piirkonnad.
Aminohappeline konserveeritus ning juba olemasolevad andmed HPV-16 ja BPV-1
aminohappe asenduste kohta voivad viidata sellele, et erinevad E2 valkude
aktivatsioonidomeenid vdivad jagada nii valgulist voltumist kui tegutsemismehhansmi (Abroi,
Kurg et al. 1996, Ferguson and Botchan 1996, Harris and Botchan 1999, Abroi, Ilves et al.
2004).
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Joonis 6. Kolme papilloomiviiruse tiiiibi E2 valgu jéirjestuse joondus. Joonisel on kujutatud BPV-1,
HPV-16 ja HPB-18 E2 valgu N-terminaalse 0sa jérjestuse joondus (1-139 AH). Tumelillaga on toodud
dra koigis kolmes viiruse tiiiibis konserveerunud ja heledamaga ainult kahes tiiiibis konserveerunud

piirkonnad. Punaste kastidega on toodud dra HPV-18 E2 valku viidud aminohapete asenduste asukohad.

Kéesoleva t006 eesmarkideks oli:

1) Analiiiisida ja disainida HPV-18 E2 valgu N-terminuse alaniini-asendusmutandid,;

2) Konstrueerida E2 valku kodeeriva jarjestuse mutandid ning kloneerida need pQMN
ekspressioonivektorisse ja pMC.BESPX-HPV18 minicircle genoomi algplasmiidi;

3) Analiitisida mutantsete E2 ekspressioonivektorite vdimet ekspresseeruda U20S
rakkudes;

4) Analiiisida E2 mutantide voimet toetada HPV-18 originplasmiidide transientset
replikatsiooni U20S rakkudes;

5) Analiitisida mutantsete E2 valkude toimet reguleerida HPV-18 URR piirkonnalt
lahtuvat transkriptsiooni repressiooni voi aktivatsioon;

6) Uurida konstrueeritud E2 mutantide transientse replikatsiooni aktiivsust HPV-18

genoomi minicircle plasmiidide kontekstis U20S rakkudes.

3.2. HPV-18 mutatsioonide valik ja konstrueerimine

Abroi, Kurg et al 1996 artiklis kirjeldati BPV-1 E2 valgu N-terminaalses osas paiknevate
konserveerunud aminohappejddkide alaniiniasenduse mutageneesi. Sama meetodit kasutati
HPV-16 E2 valgu uurimiseks. Molemate t6ode korral tehti kindlaks mutatsioonid N-
terminaalses domeenis, mis suudavad héirida kas transaktivatsiooni voi siis DNA replikatsiooni
funktsioone (Abroi, Kurg et al. 1996, Sakai, Yasugi et al. 1996). Antud t6ds uuriti sarnaseid
aminohappeasendusi E2 valgu N-terminaalses domeenis ning nende mutatsioonide v3imet
mdjutada HPV-18 DNA replikatsiooni ja transkriptsiooni. Mutatsioonidel asendati tegelikus E2
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jarjestuses olev aminohape alaniiniga (Ala, A) (Joonis 7). Alaniini kasutatakse sellisel
mutageneesil, kuna see eemaldab aminohappe kdrvalahela pirast B siisinikku ning ei muuda
peaahela konformatsiooni ega oma elektrostaatilisi voi steerilisi efekte. Lisaks on alaniin iiks
koige sagedamini esinev aminohape. Alaniini mutagenees (alanine-scanning mutagenesis) on
siistemaatiline analiiis, mille k&igus luuakse mutantsed valgud, millega saab analiiiisida

kindlates positsioonides olevate aminohapete moju valgu funktsioonidele (Cunningham and
Wells 1989).
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Joonis 8. E2 valgu struktuur. (A) E2 valgu kolm eristatavat domeeni: transaktivatsioonidomeen
(TAD), hinge regioon ja DNA-d seondav domeen (DBD). Toodud on vilja TAD domeeni
sekundaarstruktuur graafiliselt (silinder — a-heeliks, nool — B-leht) (kasutatud Abroi, llves et al 2004).
(B) HPV-16 E2 valgu taispikk TAD struktuur, kus on vélja toodud B-lehed (kollane) ja nummerdatud
E2 valgu a-heeliksid (sinine). Punasega on vilja toodud HPV-16 E2 valku viidud alaniini mutatsioonide
asukohad, mida oli iseloomustatud Sakai, Yasugi et al. 1996 ja Abroi, Kurg et al. 1996 artiklis. Struktuur
loodi programmiga Chimera.
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HPV-18 E2 valgu jirjestuse aminohappeasendused valiti kolme papilloomiviiruse tiiiibi BPV-
1, HPV-16 ja HPV-18 E2 valgu jérjestuse vordluse alusel (Joonis 6) ning BPV-1 ja HPV-16
viiruse mutantide juba olemasolevate iseloomustuste pohjal. Joonisel 8B on niha HPV-16
valgu sekundaarstruktuuri, kus on dra toodud juba iseloomustatud mutatsioonide asukohad.
HPV-16 ja BPV-1 konserveerunud aminohappeasenduste vordluses on ndha, et kui teha
asendusi E2 valgu N-terminaalse osa alguses esimeses alfa-heeliksis asuvates konserveerunud
positsioonides (Q12, E13 ja E20), siis BPV-1-1 ei muutu valgu bioloogiline funktsioon ning
valk kditub sarnaselt metsiktiitipi valguga (wild type — wt). Kui tehti alaniini asendus BPV-1 E2
teise alfa-heeliksi positsioonidesse E39 ja R47, siis see ei avaldanud valgu aktiivsusele suurt
moju. E39A asendus HPV-16-1 represseeris aga replikatsiooni. R37A mutant ei suutnud
aktiveerida transkriptsiooni, kuid osales replikasioonil. Kolmandas alfa-heeliksis on BPV-I
tehtud mutatsioonid positsioonidesse R68, 173 ja E74. R68A mutatsioon ei omanud viga suuri
muutusi E2 valgu funktsioonides. 174A oli transkriptsiooniliselt inaktiivne, kuid funktsioneeris

mingil méiral replikatsioonis (Tabel 1) (Abroi, Kurg et al. 1996, Sakai, Yasugi et al. 1996).

HPV-18 BPV-1  Mutatsiooni tagajéirg HPV-16  Mutatsiooni tagajirg

Q16A | Q12A Q12A

D17A | E13A Ei muuda valgu aktiivsust E13A n/a

E24A | E20A E20

R41A | R37A Ei suuda aktiveerida transkriptsiooni,  R37A Ei suuda aktiveerida transkriptsiooni,
replikatsioon toimub replikatsioon toimub

E43A | E39A . . E39A Ei suuda replitseeruda
Ei muuda valgu aktiivsust . .

R51A | R47A R47A Ei muuda valgu aktiivsust

K72A | R68A Ei muuda valgu aktiivsust K68A Ei muuda valgu aktiivsust

I77A  173A Transaktivatsiooni vdime vihenenud 173A Ei suuda aktiveerida transkriptsiooni,

replikatsioon toimub
E78A | E74A Ei suuda aktiveerida transkriptsiooni,  E74A n/a
replikatsioon toimub
E94A | E90A Aktiveerib replikatsiooni E90A Ei muuda valgu aktiivsust
D126A | D122A  Eisuuda aktiveerida transkriptsiooni D122A Transaktivatsiooni voime vidhenenud,
replikatsioon toimub

Tabel 1. BPV-1 ja HPV-16 alaniin-asendus mutantide vérdlus. Antud tabelis on eelnevate andmete
pohjal vorreldud BPV-1 ja HPV-16 E2 N-terminaalsesse ossa viidud alaniiniasenduste mutantide

funktsioone transaktivatsioonil ja replikatsioonil (Abroi, Kurg et al. 1996, Sakai, Yasugi et al. 1996).
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Antud t60s tehti kokku 15 alaniini asendusega mutanti (joonis 7).

18 28 38 48 58 60 78 88 28 1080 118 120 130

* * * * * * * * * * * * *
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Joonis 7. HPV-18 E2 valgu alaniini-asendus mutandid.

HPV-18 mutatsioonid positsioonides Q16, D17, E24, R41, E43, R51, K72, 177, E78, E9%4 ja
D126 voeti BPV-1 ja HPV-16 iseloomustatud mutatsioonide alusel, et oleks voimalik vorrelda
kindlate asenduste modju erinevatele papilloomiviiruse Subtiiipidele. Mutatsioonid
positsioonides Q80, Q84 ja Q88 tehti, et uurida HPV-18 kolmandas a-heeliksis paiknevate
kolme glutamiini (Gln, Q) (Joonis 9) alaniini asenduste moju transkriptsioonile ja
replikatsioonile. Eelnevalt on ndidatud, et mida ldhemal on alaniini asendus NH»-terminaalsele
regioonile heeliksis, siis seda tugevamaks muutub efekt transkriptsioonile (Harris and Botchan
1999). Positsiooni N128 ei ole veel iseloomustatud, kuid ta on konserveerunud HPV tiiiipidel
16 ja 18 ning seega taheti vaadata, kas sellel mutatsioonil on mdju replikatsioonile ja

transkriptsioonile.

Q88A Joonis 9. Alaniini asendused Q80, Q84 ja Q88. HPV-18 E2 N-
terminaalse osa kolmanda a-heeliksis paiknevate kolme glutamiini
Q84A jadgi (Q80, Q84 ja Q88) asukohad. Joonis tehtud programmiga
Chimera.
Q80A
Heeliks 3

N
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3.2.1. HPV-18 alaniini-asendus mutantide kloneerimine

Alaniini-asendusmutatsioone kandvad DNA fragmendid siinteesiti firmas Genewiz.
Konstruktide loomiseks kloneeriti nn emaplasmiid, kuhu sisestati siinteesitud fragmendid.
Selleks voeti pMC.HPV-18 genoom (genoomikaart Lisa 1A) ning Idigati EcoRI ja Aatll
ensiiiimidega. pUC18 vektorplasmiidi (genoomikaart Lisa 1C) 1digati samade ensiilimidega.
pMC.HPV-18 fragment kloneeriti pUC18-vektorisse, mis kannab efektiivseks DNA
replikatsiooniks ja bakterirakkudes sdilimiseks vajalikku jérjestust. Tekkinud pUCI18-EcoRI-
Aatll vektorplasmiidi (genoomikaart Lisa 1G) 16igati Psyl ja Munl restriktsiooniesniilimidega

ning kanti sinna kanti mutatsioone sisaldavad Psyl-Munl fragmendid.

e Mutantide kloneerimine pOMN-18E2 ekspressioonivektorisse

Uurimaks alaniini-asendusmutantide moju transientsele replikatsioonile ja transaktivatsioonile,
konstrueeriti 15 ekspressioonivektori mutanti. E2 ekspressioonivektorina kasutati pQMN-18E2

ekspressioonivektorit, mis sisaldab E2 valgu ORF-i, mille ees asub CMV promooter (Lisa 2A).

K72A, I77A, ET8A, Q80A, Q84A, Q88A, E94A, DI126A ja N128A pUC-18-EcoEl-Aatll
vektorplasmiide 10igati SexAl ja Munl restriktaasidega ning kloneeriti pQMN-18E2

ekspressioonivektorisse (16igatud SexAl-Munl).

Q16A, D17A, E24A, Q41A, E43A ja R51A ekspressioonikonstruktide saamiseks telliti firmast
Microsynth siinteetilised oligonukleotiidid (Ala Scan BamHI ja E2 Reverse Mun, 2.1.3
Oligonukleotiidid) (praimerid disainitud programmiga CloneManager) ning viidi 1dbi PCR.
PCR produkte ning pQMN-18E2 ekspressioonivektorit 1digati BamHI ja Munl ensiiiimidega
ning ligeeriti.

e Mutantide kloneerimine HPV-18 minicircle (mc) algplasmiidi

Uurimaks alaniini-asendusmutantide moju genoomi iildisele replikatsioonile konstrueeriti 13
HPV-18 minicircle algplasmiidi konstrukti. Hpal ja Aatll ensiiimidega ldigatud pUC-18-
EcoRI-Aatll mutatsioone sisaldavate plasmiidide fragmendid kloneeriti pMC-HPV18
algplasmiidi ning toodeti saadud plasmiididest minicircle’d (vt 2.2.2 HPV-18 minicirlce
tootmine). Kahe mutandi, Q16A ja E24A, kloneerimine ei dnnestunud.

Koik loodud konstruktid (ekspressioonivektorid ja minicircle konstruktid) sekveneeriti, et

kontrollida uuritava mutatsiooni olemasolu.
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3.3. Mutantsete valkude ekspressioon

Valgu primaarstruktuuri muutumisel voib muutuda ka valgu stabiilsus. Mutantide stabiilsuse ja
suhtelise ekspressioonivoime kontrollimiseks viidi U20S rakkudesse elektroporatsiooni teel E2
ekspressioonivektorid (1 pg), negatiivse kontrollina kasutati ainult kandja-DNA-ga
transfekteeritud rakke (mock). Rakud liitisiti 24h mdodudes ning valkude ekspressiooni taset
kontrolliti Western blot analiiiisiga (Joonis 10). Western blot analiiiisiks kasutati kiiiiliku
poliiklonaalset E2C antikeha. Koiki mutante, peale E43A, oli voimalik detekteerida vorreldes
HPV-18 wildtype (wt) E2 valgu tasemega. See viitab, et konstrueeritud mutandid on stabiilsed

ja ekspresseeruvad antud rakuliinis.

K72A 177A E78A Q80A Q84A Q88A E94A D126A N128A Q16A D17A E24A R41A E43A R51A Wt E2 Mock

—— - — — - ~ 45 kDa

Joonis 10. E2 valkude ekspressioonianaliiiis U20S rakkudes Western blot meetodiga.

U20S rakkudesse viidi elektroporatsiooni teel 1 pg E2 ekspressioonivektorit. Western blot meetodiga
analiitisiti sama hulk U20S rakkudest eraldatud totaalset rakuekstrakti. Detekteerimiseks kasutati
kiitiliku poliiklonaalset E2C terminaalset antikeha. Toodud on 15 E2 valgu mutandi, HPV-18 E2 wt
valgu ning negatiivse kontroll-DNA (mock) ekspressiooni vordlus. Noolega on méargitud HPV-18 valgu
suurus (~ 45 kDa).

3.4. Mutantsete valkude transientne replikatsioon

Papilloomiviiruste transientseks replikatsiooniks piisab rakkudesse replikatsiooni origini
sisaldava plasmiidi viimisest ning E1 ja E2 valkude ekspressioonist vastavatelt
ekspressioonivektoritelt (Ustav and Stenlund 1991). Uurimaks, kuidas muteeritud E2 valgud
suudavad toetada papilloomiviiruse DNA replikatsiooni, siis kotransfekteeriti U20S
rakkudesse E1 ja E2 ekspressioonivektorid koos HPV18 replikatsiooni alguspunkti sisaldava
pUC-18URR plasmiidiga. 24h ja 48h tunni méodudes eraldati rakkudest totaalne DNA ning
viidi 1dbi replikatsioonianaliiiis Southern blot meetodil. Eelnevalt téodeldi DNA-d
lineariseeriva HindIIl ensiiiimiga ning Dpnl ensiiimiga, mis 1dikab ainult bakteriaalse
metiilatsioonimustriga rakkudesse transfekteeritud DNA-d. Hiibridisatsiooniproovina kasutati

lineariseeritud pUC-18URR o*?-dCTP mirgistatud proovi (Joonis 11).
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Joonis 11. E2 ekspressioonivektorite transientse replikatsiooni analiiiis.

(A) U20S rakkudesse sisestati elektroporatsiooni teel koos kandja DNA-ga 25 ng E1
ekspressioonivektorit pM.18-14, 25 ng E2 ekspressioonivektorit ja 100 ng replikatsiooni origini
sisaldavat pUC-18URR plasmiidi. Eraldatud totaalsest DNA-st lineariseeriti 2 pg HindIII ensiiimiga
ning analiiiisiti Southern blot meetodiga. Hiibridisatsiooniprooviks oli a®2-dCTP mirgistatud pUC-
18URR lineaarne genoom. Rajal 21 ja 40 on markerina pUC-18URR lineaarne genoom (3700 bp,

ndidatud noolega).

(B) E2 mutantide transientse replikatsioonianaliiiisi kvantiteerimine. Replitseerunud DNA signaal
kvantiteeriti Phospholmager Typhoon masinaga (GE Healthcare). Tulemused normaliseeriti wt E2
valgu 48h ajapunkti replikatsiooniaktiivsuse suhtes ning esitati vaid 48h punkti andmed. Esitatud on
kahe eksperimendi keskmised véartused koos standardhdlvetega.
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Joonisel 11A on esitatud Southen blot replikatsioonianaliiiisi tulemused, kus on néha origini
sisaldava plasmiidi replikatsiooni signaali (osutatud noolega) suuremal osal testitud E2
mutantidest. Véga norgalt toetasid replikatsiooni mutandid Q16A, E43A ja K72A (vastavalt
rajad 1-2, 9-10 ja 13-14) ekspresseerituna Vvastavatelt ekspressioonivektoritelt.
Replikatsioonisignaali ei tuvastatud mutandil E94A (rajad 30-31). Saamaks tdpsemat
informatsiooni, kvantiteeriti tulemused E2 wt valgu replikatiivse aktiivsuse suhtes 48 tunni
moodumisel transfektsioonist. Tulemustest on néha, et eespool nimetatud mutandid toetavad
replikatsiooni kuni 10 korda vdahem kui E2 wt valk. Madal aktiivsus vdib viidata sellele, et
antud aminohappejadgid omavad olulist rolli HPV-18 replikatsioonifunktsioonis. E78A ja
D126A toetasid replikatsiooni umbes 2 korda vihem kui wt ekspressioonivektorit kasutades.
Ulejaanud aminohappeasendustega E2 valgud toetasid replikatsiooni vorreldes E2 wt-ga umbes

samal méadral.

3.5. E2 valgu tiitrimine transkriptsioonianaliiiisi jaoks

Enne, kui asuti uurima E2 mutantide transaktivatsiooni vdimet, oli vaja kindlaks teha parim
rakkudesse viidava DNA kontsentratsioonivahemik transkriptsiooni katse jaoks. Et kindlaks
teha, kuidas mojutavad E2 valgu ekspressioonivektorite erinevad kontsentratsioonid
transkriptsiooni URR promootorilt, siis viidi elektroporatsiooni teel U20S rakkudesse erinevad
kogused HPV-18 E2 wt ekspressioonivektorit ning plasmiidid 18URR-Luc ning pRL-TKk.
18URR-Luc sisaldab tiispikkuses HPV-18 URR regiooni promooterina Firefly lutsiferaasi
ekspressiooniks. pRL-Tk on mittespetsiifiline reporter, mis sisaldab Renilla lutsiferaasi geeni,
mida kasutatakse normaliseerimiskontrollina. Téispikkuses HPV-18 E2 wvalk Kkéitub
transkriptsiooni inhibiitorina ning seondudes tugevale URR-paiknevale promooterile
inhibeeritakse transkriptsiooni ja lutsiferaasi aktiivsus viheneb. 30h pérast elektroporatsiooni
mdddeti nii Firefly kui Renilla lutsiferaasi aktiivsuse tasemed. Erinevate E2 kontsentratsioonide
efektid esitati URR-Luc baasaktiivsuse suhtes (Mock, 0 ng E2) (Joonis 12).
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1,4

1)

T
I

12

——

0,8
0,6

0,4

Suhteline aktiivsus (0 ng

0,2
0ng 10 ng 50 ng 100 ng 250 ng 500 ng

Joonis 12. E2 valgu tiitrimine. U20S rakkudesse viidi elektroporatsiooni teel koos kandja DNA-ga 25
ng 18URR-Luc plasmiidi ja 30 ng mittespetsiifilist pRL-Tk reporterit koos HPV-18 E2 erinevate
kontsentratsioonidega (0 ng, 10, ng, 50 ng, 100 ng, 250 ng, 500 ng). 30h parast transfektsiooni moéddeti
lutsiferaasi aktiivsused ja normaliseeriti pRL-Tk plasmiidilt saadud Renilla lutseferaasi vdartuste vastu.
Erinevate kontsentratsioonide efektid esitati 0 ng E2 ekspressiooniplasmiidi mdotetulemuse

baasviirtuse vastu. Esitatud on kahe eksperimendi keskmised véartused koos standardhélvetega.

E2 kogused ekspressioonivektori vastavatelt hulkadelt 100, 250 ja 500 ng kaitusid koik
transkriptsiooni inhibiitorina ning surusid URR jérjestusele seondudes maha Firefly lutsiferaasi
ekspressiooni. 50 ng sisseporeeritud ekspressioonivektorit jdi vaheseks ja oli samalaadne 0 ng
E2-ga (vektorita=mock). Vorreldes 0 ng E2-ga oli ligi kahekordne transkriptsiooni
mahasurumise voime 500 ng E2 ekspressioonivektori kasutusel, seega otsustati jirgnevates

katsetes kasutada E2 wt ja mutantidele vastavaid ekspressioonivektorite 500 ng-seid koguseid.

3.6. E2 valgu mutandid transaktivatsioonis

Uurimaks E2 valgu mutantide transaktivatsioonivoimet, siis viidi U20S rakkudesse 18URR-
Luc ja pRL-Tk plasmiidid ning lisaks 500 ng ekspressioonivektoreid, mis ekspresseerisid E2
mutante voi wt HPV-18 E2-te. E2 ekspressiooniplasmiidi hulk 500 ng maéérati eelnevalt
kindlaks E2 vektorite tiitrimisel ning sellel oli kdige suurem v3dime inhibeerida transkriptsiooni
uuritud ajahetkel. 30 h parast elektroporatsiooni liilisiti rakud ning mdodeti Firefly ja Renilla
lutsiferaasi aktiivsused luminomeetriga. E2-soltuva Firefly lutsiferaasi ekspressioon
normaliseeriti E2-st mittesoltuva Renilla lutsiferaasi ekspressiooni suhtes ning tulemused esitati

metsiktiitipi E2 aktiivsusega vorreldes (500 ng E2 wt) (Joonis 13).
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Joonis 13. HPV-18-lutsiferaasi reporteri transaktivatsioon. U20S rakkudesse transfekteeriti
elektroporatsiooni teel koos kandja DNA-ga HPV-18 tiispikka URR-i sisaldav 18URR-Luc plasmiid
(25 ng) ning mittespetsiifiline reporter pRL-Tk (30 ng) ja 500 ng E2 ekspressioonivektoreid mutantide
voi wt E2 tarvis. 30h moddudes valmistati rakuliisaadid ning mdddeti lutsiferaasi aktiivsused.
Lutsiferaasi aktiivsused normaliseeriti Renilla lutsiferaasi suhtes, mille ekspressioon pérines
mittespetsiifiliselt pRL-Tk promooterilt. Andmed on esitatud kui mutantide aktiivsused wt E2 aktiivsuse

suhtes. Graafikul on toodud kahe eraldiseisva transfektsiooni keskmised tulemused ja standardhélbed.

HPV E2 valgud kiituvad repressorina ning seega voeti vordluse aluseks E2 wt vahendatud
promooteri aktiivsus, et saaks selle suhtes vOrrelda mutantide transkriptsioonivoimet. Mida
vidiksem on suhteline aktiivsus E2 wt suhtes, seda tugevamini represseerib mutant
transkriptsiooni. E2 wt represseeris transkriptsiooni ligi 2,5 korda rohkem kui E2 miinus proov,
kus transfekteeriti vaid kaks lutsiferaasi reporterit. Katsetest saadud tulemused on esitatud
joonisel 13. Kdige tugevamini surus transkriptsiooni URR promooterilt maha asendus 177A,
mille inhibitoorne mdju oli ligi kaks korda tugevam wt E2 valgu omast. Vorreldes E2 miinus
proovi efektiivsusega, represseeris 177A transkriptsiooni 3 korda rohkem. E2 wt aktiivusest oli
veel viiksem Q80A. Ligi kaks korda vdiksem repressioonivoime oli mutantidel E24A, R51A

ja E94A. Ulejiianud mutandid reguleerisid transkriptsiooni E2 valguga umbes samal tasemel.
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3.7. HPV-18 E2 mutantsete minicircle’te replikatsioon

Lisaks ekspressioonikonstruktidele kloneeriti E2 mutantsed valgujérjestused ka HPV-18
minicircle konstrukti. Minicircle konstruktid on kovalentselt suletud superspiraliseerunud HPV
rongasmolekulid, mis sarnanevad rakku siseneva looduses esineva HPV DNA-ga. Neil on
ndidatud parem valguekspressioon ja korgem transfektsiooniefektiivsus, kuna neil on
rekombinatsiooni abil eemaldatud bakteriaalseks replikatsiooniks ja selektsiooniks vajalikud
jarjestused ning ka nende plasmiidide suurus segava jérjestuseta on vdiksem. Samuti on
varasemalt ndidatud minicircle HPV genoomidel vdime jadda rakkudes stabiilselt replitseeruma
(Chabot, Orio et al. 2013). Konstrueeritud minicircle plasmiidid annavad voimaluse uurida
genoomi transientse replikatsiooni soltuvust E2 valgu mutantsete asenduste korral ning

edaspidi ka moju stabiilsele replikatsioonile.

Genoomi replikatsiooni uurimiseks viidi elektroporatsiooni teel U20S rakkudesse erinevad
HPV-18 minicircle konstruktid E2 mutantsete jarjestustega. 72h ja 96h moodudes eraldati
rakkudest totaalne DNA. Replikatsioonianaliilisiks Southern blot meetodil t6odeldi totaalset
DNA-d Bgll lineariseeriva restriktaasiga ning Dpnl-ga. Hiibridisatsiooniproovina kasutati
HPV-18 minicircle lineaarset a®’P-dCTP mirgistatud proovi.
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Joonis 14. HPV-18 mutantsete minicircle’te transientne replikatsioon.

U20S rakkudesse sisestati elektroporatsiooni teel koos kandja DNA-ga 1ug HPV-18 minicircle
plasmiide. Replikatsiooniproduktide teket jalgiti 72h ja 96h ajapunktides. Analiiiisi tarbeks eraldati
rakkudest totaalne DNA. DNA lineariseerimiseks 1digati eraldatud DNA-d Bgll ensiiiimiga ning Dpnl-
ga ja 2ug analiiisiti Southern blot meetodil. Hiibridisatsiooniproovina kasutati HPV-18 minicirle
lineaarset genoomi a*’P-dCTP mirgisega. Ulemine signaal on 8 kb suurune lineaarsele HPV-18
genoomile vastav replikatsioonisignaal ja alumine signaal on bakteriaalse paritoluga rakkudesse viidud
DNA, mille hulk ajas vdheneb. Markeriteks on lineariseeritud HPV-18 genoom ja Dpnl-ga 1digatud
HPV-18 genoom (vastavalt rajad 17 ja 33, 18 ja 34).

Joonisel 14 on toodud muteeritud E2 jérjestusi sisaldavate HPV-18 minicircle te transientse
replikatsiooni  signaalid. Tuvastatav ei ole mutantide E43A, K72A ja E94A
replikatsioonisignaal (rajad 5-6, 9-10 ja 25-26), mis on vastavuses negatiivse
replikatsioonifunktsiooniga samade E2 mutantide korral vastavate ekspressioonivektorite
kasutamisel (Joonis 11). Ulejiinud HPV-18 E2 mutandid, ekspresseerudes minicircle
kontekstis, tootasid replikatsioonis umbes samal tasemel kui HPV-18 E2 wt. Mdnevorra
ndrgemad olid D17A, R41A ja Q80A (rajad 1-2, 3-4 ja 19-20). Kahjuks ei olnud voimalik
testida mutante Q16A ja E24A, mille kloneerimine minicircle kontekstis ei onnestunud
teadmata pohjustel. Siiski on BPV-1-1 ndidatud, et vastavad mutantsed jarjestused ei mojuta E2
valgu replikatiivset aktiivsust. Sellele annab toetust ka ekspressioonivektorite kasutusega

transientse replikatsioonikatse tulemused, kus Q16A ja E24A toetasid replikatsiooni.
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ARUTELU

Papilloomiviiruse E2 wvalgul on viiruse elutsiiklis votmeroll. Ta osaleb viiruse DNA
replikatsiooni initsiatsioonil, reguleerib viiruse geenide transkriptsiooni ning on oluliseks
faktoriks viiruse genoomi segregatsioonil ning episomaalsel sidilimisel. Koikidel nendel
funktsioonidel on E2 valgul oluliseks osaks N-terminaalne transaktivatsioonidomeen. Eelnevalt
on iseloomustatud BPV-1 ja HPV-16 mutatsioone selles piirkonnas ning on ndidatud, et
mutatsioonid antud domeenis vdivad kahjustada replikatsiooni ja transaktivatsiooni

funktsioone.

Sarnaselt HPV-16-nele on ka HPV-18 kdrgeriski papilloomiviiruse tiitip ja vdib pdhjustada
emakakaelvihi teket. Et saada paremat iilevaadet lisaks HPV-16-nele ka HPV-18 E2
transaktivatsioonidomeenist, konstrueeriti 15 HPV-18 E2 alaniini-asendusmutanti, et uurida
valitud aminohapete moju viiruse replikatsiooni- ja transkriptsioonivdimele. Alaniini asendus
tavaliselt ei tekita valgu struktuurilisi muutusi ega muuda valgu ekspressiooni. Asendatavad
aminohapped valiti toetudes eelnevatele andmetele BPV-1 ja HPV-16 N-terminaalse
domeenide funktsionaalsuse kohta ja kolme papilloomiviiruse subtiiiibi aminohappelise
jarjestuste vordlusele. Sellise ldhenemisega on véimalik tdlgendada E2 aktivatsioonidomeeni
erinevaid aminohapete funktsioone ning ndha, millised on vajalikud just replikatsiooniks,

millised transkriptsiooniks ning kas on jddke, mis vdiksid olla tdhtsad mdlema etapi jaoks.

15 Kkonstrueeritud E2 valgu mutanti testiti vOimekuse jdrgi toetada EIl ja E2
ekspressioonivektoritel pohinevat transientset viiruse origini- replikatsiooni, mdjutada

transkriptsiooni regulatsiooni ning samuti ka HPV-18 genoomi transientset replikatsiooni.

Meie to0grupp on viimastel aastatel publitseerinud mitmeid t6id, mis on nédidanud inimese
osteosarkoomi rakuliini U20S vdimekust toetada efektiivselt papilloomiviiruse replikatsiooni
ning jiljendada viiruse koiki kolme replikatsioonifaasi viiruse genoomi kontekstis (Geimanen,
Isok-Paas et al. 2011). Lisaks on Kkirjeldatud nii HPV-18, HPV-11, kui ka beeta-
papilloomiviiruste alla kuuluva HPV-5 genoomide transkriptsioonikaarte U20S rakkudes, mis
on vastavuses andmetega, mis on eelnevalt kirjeldatud primaarsetes keratinotsiiiitides
(Sankovski, Mannik et al. 2014, Toots, Mannik et al. 2014, Isok-Paas, Mannik et al. 2015).
Antud t66de valguses on selge, et U20S rakuliin on sobilik uurimaks viiruse elutsiikli erinevaid
tahke ning vdimalus uurida koiki pohilisi funktsioone iihes rakuliinis annab olulist lisavaartust.
Varasemad t66d BPV-1 ja HPV-16-ga eeldasid mitmete erinevate rakuliinide kasutamist,

muutes seega ka erinevate tulemuste omavahelise vordlemise keeruliseks.
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E2 on oluline komponent HPV replikatsiooni kdivitamisel. E2 vastutab selle eest, et E1 helikaas
toimetataks viiruse replikatsiooni origini’ile. Lisaks voib E2 olla partneriks teistele rakulistele
faktoritele, mis on vajalikud viiruse replikatsiooni initsiatsiooniks. E2 mutantide vdimet
mojutada DNA replikatsiooni analiiiisiti transientses replikatsioonikatses koos URR sisaldavad
plasmiidi ja E1 valgu ekspressioonivektoriga. Leiti, et kdik mutandid peale E43A ja E94A
suutsid algatada replikatsiooni (Joonis 11 ja 15). HPV-16-nel E39A mutatsioon, mis on HPV-
18 E43A vaste, ei olnud samuti voimeline replitseeruma ja ta ei moodustanud kompleksi E1
valguga (Sakai, Yasugi et al. 1996, Yasugi, Benson et al. 1997). Samas BPV-1-1 omas E39A
asendus viga viikest mdju valgu aktiivsusele (Abroi, Kurg et al. 1996). Seega voib jareldada,
et E43A (E39A) asendus HPV korgeriski tiitipidel omab replikatsiooniaktiivsust hivitavat
mdju, kuna E1:E2 interaktsioon ei saa toimuda. Téiesti erinevaid fenotiitipe pohjustas aga E94A
asendus. Kui HPV-18-nel nihti E94A asenduses replikatsiooni inhibeerivat moju, siis vastav
E90A asendus BPV-1 oli replikatsiooni voimendav ning HPV-16-nel ei muutnud asendus valgu
aktiivsust iildse. Erinevad mojud olid ka K72A asendusel, mis HPV-18-nel pigem surus
replikatsiooni maha, kuid BPV-l ja HPV-16-nel (68A) ei muutnud valgu aktiivsust. Need
erinevused replikatsiooni vdimendavate/inhibeerivate asenduste osas vdivad viidata, et
replikatsiooni aktivatsioonis osalevad E2 valgu struktuursed osad erinevad viiruse tiiiibist

sOltuvalt.

Lisaks E2 ekspresseerimisele ekspressioonivektoritelt ja jargneva replikatsioonifunktsiooni
uurimist lithiajalises transientses replikatsioonikatses U20S rakkudes, uuriti ka E2 mutantide
voimet toetada replikatsiooni funktsiooni, kus nende E2 wt ja mutantide ekspressioon saavutati
terves HPV-18 genoomi kontekstis (Joonis 14). Kahe replikatsioonianaliiiisi andmed toetasid
samu tulemusi, kus replikatsiooniline aktiivsus puudus mutantidel E43A, K72A ja E94A.
Pracgustest tulemustest voib jareldada, et lisaks mutatsioonile E43A, on HPV-18-nel
replikatsiooniks olulised aminohappejadgid ka K72 ja E94. Seega saab eeldada, et antud
aminohappejdédgid on olulised seondumiskohad replikatsiooni initsiatsioonil, kus E2 valk
seondub kooperatiivselt E1 helikaasiga. Nende aminohapete elimineerimisel ei pruugi E2 valk
aidata enam mitte-spetsiifilisel E1 valgul tunda dra replikatsiooni origini ning replikatsioon ei

ole efektiivne.

Antud katsetes oleme jadlginud viiruse lithiajalist ehk transientset replikatsiooni. Kirjanduses on
ndidatud, et vajalikud faktorid transientses ja stabiilses replikatsioonis vdivad olla erinevad
(Thomas, Hubert et al. 1999, Baxter, McPhillips et al. 2005, Ilves, Maemets et al. 2006). Antud
uurimust6d puhul voib genoomi replikatsiooni esialgsetest tulemustest ndha, et mitmed

mutandid ei pruugi olla suutelised jddma piisima stabiilses replikatsioonis
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(replikatsioonisignaali vdhenemine 96h ajapunktis). Asendused vdivad mojutada E2 rolli
viiruse genoomi segregeerumisel tiitrrrakkude vahel nii, et viirus pole vdimeline oma genoomi
jagama ja replikatsioon hddbub. Lisaks vOib olla vdimalik, et stabiilses replikatsioonifaasis
voivad olla vajalikud moned teised rakulised faktorid. Stabiilse replikatsiooni uurimine nduab
lisakatseid, uurimaks tépselt, millised mutandid toetavad pikaajalist replikatsiooni. Samuti on
vajalik mutantide viimine vastavatesse HPV-18 segregatsiooniplasmiididesse, mis
voimaldavad uurida plasmiidi jagunemise vOimekust tiitarrakkudesse. Praegu esitatud
tulemused koos tulevikus jatkuvate katsetega peaksid andma uut informatsiooni, kuidas
papilloomiviirused toimetavad nakatunud peremeesrakus ja andma enam vdimalusi nende

tegevusse vahelesegamiseks.
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Joonis 15. E2 mutantide replikatsioonilise ja transkriptsioonilise aktiivsuse vordlus.
Uleval pool x-telge on toodud replikatsiooniline aktiivsus ning allpool transkriptsiooniline mutantide

aktiivsus vOrrelduna E2 wt aktiivsuse suhtes.

Kui replikatsioonivoimet mdjutavad mutandid varieerusid soltuvalt papilloomiviiruse tiiiibist,
siis transkriptsiooni aktivatsioonil olid tulemused sarnased HPV-16 iseloomustatud asendustele
(Joonis 15, replikatsiooni ja transkriptsiooni aktiivsuse vordlus). 177A ja Q80A mutandid
surusid transkriptsiooni maha ligi 2 korda rohkem kui E2 wt valk. Arvatavasti suudavad need
mutandid moodustada efektiivsemalt repressorkompleksi. Eriti tugevaks repressoriks oli 177A
ning tema moju ulatub ka kolmele glutamiini jadgile kolmandas a-heeliksis. Mida ldhemal on
glutamiini jadk [77A-le, seda vihem suudab mutant transkriptsiooni aktiveerida. Seega voiks
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isoleutsiini jaddk olla oluline interaktsioonide loomises ning ldhemal olevad glutamiini jadgid
on stabiliseeriva funktsiooniga. E24A, R51A ja E94A tunduvad seevastu olevat olulised
aminohappe jadgid efektiivse repressorkompleksi moodustumiseks, kuna nende jaédkide
asendamisel alaniiniga vdhenes mutantide transkriptsiooni repressioon ligi 1,5-2 korda

vorreldes E2 wt-ga

Mutatsioon  Replikatsiooniline URR reporteri Genoomi
aktiivsus transkriptsiooniaktiivsus®  replikatsiooniaktiivsus®
Q16A + ++ n/a
D17A + + ++ +
E24A +++ +++ n/a
R41A +++ ++ +
E43A = ++ =
R51A ++ +++ ++
K72A = + + =
I77A +++ + ++
E78A + + + + +
Q80A + + + +
Q84A + + ++ + + +
Q88A ++ ++ +
E94A - +++ —
D126A ++ +++ +
N128A ++ ++ +
E2WT ++ ++ ++

Tabel 2. E2 mutantsete valkude vahendatud transientse replikatsiooni, URR reporteri
transkriptsioonilise aktiivsuse ja genoomi replikatsiooni vordlus.

3 Tulemused jooniselt 11. + + + 120>% wt aktiivsusest; + + 80 kuni 120% wt aktiivsusest; + 20 kuni
80% wit aktiivsusest; — <40% wt aktiivsusest.

b) Tulemused jooniselt 13. + + + 120>% wt aktiivsusest; + + 80 kuni 120% wt aktiivsusest; + 20 kuni
80% wit aktiivsusest; — <40% wt aktiivsusest.

©) Tulemused jooniselt 14. + + 80 kuni 120% wt aktiivsusest; + 20 kuni 80% wt aktiivsusest; — <40%
wt aktiivsusest; n/a — not available.

Antud t606s esitatud tulemustest on néha, et N-terminaalne transaktivatsioonidomeen on vajalik
tahtsatel viiruse eluetappidel. N-terminaalne domeen on aga tundlik aminohappelistele
muutustele ja kindlate aminohappejadkide asendamine vdimendab, vdhendab voi elimineerib
ildse viiruse replikatsiooni- voi transkriptsioonivdime (Tabel 2). Mutatsiooni, mis katkestaks
korraga molemad protsessid, pole iseloomustatud. E43A ja E94 mutandid on sdilitanud
transkriptsioonilise regulatsioonivoime, kuid pole suutelised vahendama replikatsiooni koos E1
valguga. Vastupidiselt 177A mutant replitseerub nii genoomi kui ekspressioonivektoritega
transientselt, kuid on véga tugev transkriptsiooniline repressor. Vdhemalt nende mutantide

pohjal saab viita, et transaktivatsiooni funktsiooni voimsus ei mdjuta replikatsiooni médra.
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KOKKUVOTE

Inimese papilloomiviirused on véikesed kaheahelalise genoomiga epiteelkoe rakke nakatavad
DNA  wviirused.  Viiruse  elutsikkel —on  seatud  vastavusse  epiteelirakkude
diferentseerumisprotsessiga ning vastavalt sellele saab HPV-de elutsiikli jagada esialgseks
transientseks replikatsiooniks, stabiilseks sdilimiseks ja vegetatiivseks amplifikatsiooniks.
Papilloomiviiruse iiheks tdhtsaks valguks on E2, mis osaleb koigis olulistes etappides ning

vahendab replikatsiooni, transkriptsiooni ja viiruse genoomide jaotumist.

Antud t66 eesmirgiks oli uurida E2 valgu N-terminaalse transaktivatsioonidomeeni alaniini-
asendusmutantide mdju E2 valgu aktiivsusele replikatsioonis ja transkriptsioonis. T60

kirjanduslik osa annab iilevaate papilloomiviiruste elutsiiklist ning E2 valgu rollist.

Eksperimentaalses osas konstrueeriti 15 alaniini-asendusmutanti, mis kloneeriti E2
ekspressioonivektorisse ja HPV-18 minicircle genoomi. Loodud mutante kasutati
replikatsiooni ja transkriptsioonianaliiiisides, et selgitada vilja mutantide vOdime toetada
nimetatud protsesse. Tulemuste pdhjal leiti, et mutantidest polnud suutelised replitseeruma
E43A, K72A ja E94A. Vihenenud transkriptsioonilist aktiivsust tdheldati eelkdige mutandil
[77A, mis surus transkriptsiooni alla ligi 2 korda rohkem kui wt E2 valk. Leitud andmetest voib
jareldada, et transkriptsiooni ja replikatsiooni eest vastutavad aminohapped E2 valgu
sekundaarstruktuuris pole seotud ning neid voib eraldada. Teatud aminohappejidkide
muteerumine toob kaasa E2 valgu suutmatuse interakteeruda oma replikatsioonipartneri E1-ga
voi transkriptsiooniliste faktoritega nagu TBP (TATA-binding protein), Spl ja TFIIB. Antud
tulemusi edasi arendades voiksid need olla informatsiooniks HPV-18 E2 valgu erinevate
aktitvsuste kirjeldamisel ning saamaks paremat ettekujutust E2 struktuuriiksustest ja

aminohapetest, mis on vajalikud transkriptsiooni- ja replikatsiooniprotsessideks.
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Characterization of Single Amino Acid Substitutions in the Human
Papillomavirus 18 E2 Protein Critical for the Transactivation and

Replication Functions
Liis Noodla

SUMMARY

Human Papillomaviruses (HPVs) are small DNA viruses that infect epithelial keratinocytes.
Some HPV types can induce cervical cancer and hence are classified as high-risk HPVs.
Cervical carcinoma is the second most common cancer among women. The existing vaccines
for high-risk types are only preventive and provide little benefit to women who have been
already infected. Therefore it is important to understand the viral mechanisms to discover and

develop new antiviral drugs.

The main regulator of the HPV life cycle is the viral E2 protein that is involved in the
transcription regulation of viral genes, the replication of the viral genome and stable segregation
of the viral genomes into the dividing cells. E2 protein has three different domains: N-terminal
transactivation domain, variable internal hinge region and C-terminal DNA-binding domain.
The N-terminal domain is crucial for the roles of E2 in transcription, replication and segregation
and thus the N-terminal region is relatively conserved among the papillomavirus subtypes.
Mutations on the N-terminal region can abrogate the E2 replicational and transcriptional

functions.

In this research 15 different mutant HPV-18 E2 proteins with point mutations in the N-terminal
transactivation domain are described. These mutations were designed using the alanine-
scanning approach. The results obtained during this study showed that individual residues are
capable of separating transcriptional regulation and replication functions. 177A change retained
wild-type replication activity but was defective for the transactivation activity. E43A, K72A
and E94A were deficient for DNA replication activity but retained the transcriptional
regulation functions. As E2 role in replication is its ability to bind to viral E1 protein, in these
three mutants this could be abolished. The E2 mutants described in this thesis could be useful
in characterizing the differenct activities of E2 and identification of the specific structural

components associated with various functions.
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