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KASUTATUD LUHENDID

AMF-1 - aktivatsiooni domeeni moduleeriv faktorékc{vation domain modulation factor
1)

ATP — adenosiintrifosfaatflenosine triphosphate

ATRX - o-talasseemia/vaimse arengupeetuse siundroomi vatkalassemia/mental
retardation syndrome protein

bp — aluspaarl{ase paiy

BPV-1 — veise papilloomiviirus tttp bévine papillomavirus type) 1

Brd4 — bromodomeeni sisaldav valk Bromodomain-containing protein) 4

Brd4 CTD — Brd4 valgu C-terminaalne domedrd4 C-terminal domain

BrdU — bromodesoksuuridiirbfomodeoxyuriding

BSA — veise seerumi albumiibb@vine serum albumine

CBP — cAMP vastuselementi siduv valAMP-responsive element binding projein
CMV - tstiitomegaloviiruscf/tomegalovirug

CSK puhver — tsutoskeleti puhverytosceletomuffer)

Daxx — surmadomeeniga assotsieerunud vadlath domain-associated protgin
DBD — DNA-ga seonduv domeeDNA binding domain

Doc - deoksukolaatdeoxycholate

DTT — ditiotreitool @ithiothreitol)

E2BS—-E2 valgu seondumiskoHE? binding sitg

EBV - Epstein-Barri viirusEpstein-Barr viruy

EDTA - etuleendiamiintetraetaanhaje¢hfylene diamine tetracetic agid

EGTA - etlleenglikooltetraetaanhagéhfylene glycol tetraacetic agid

HA — hemaglutiniin lemagglutinif

hBrd4 CTD - inimese Brd4 valgu C-terminaalne domeen

hDaxx — inimese Daxx valk

HPV —inimese papilloomiviirusiuman papillomavirus

HRP — méadardika perokstudadso(se radish peroxida¥e

HSV — herpes simplex viiruhérpes simplex virgs

IF — immunofluorestsentsnimunofluorescenge



IP — immunopretsipitatsioonnimunoprecipitatioh

JNK — Jun N-terminaalne kinaa3up N-terminal kinage

kDa — kilodalton

mBrd4 FL — hiire taispikk Brd4 valk

MKIp2 — mitootilise kinesiini sarnane valk ghitotic kinesin-like protein)2

MME — minikromosoomi séilitamise elemgminichromosome maintenance element
MO — minimaalne replikatsiooni alguspunktiqimal origin

ORF — avatud lugemisraamogen reading frame

ORI — replikatsiooni alguspunko(igin of replication)

p/CAF — p300/CBP-assotsieerunud faktpB8Q0/CBP-associatddctor)

PAAG - poluakruulamiidgeebpplyacrylamide gél

PBS- fosfaat puhverdatud soolalahptdsphate buffered salipe

PIPES — piperasiin-N,N’-bis(2-etaansulfoonhape)igerazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonic
acid)|

PML — promuelotsuutide leukeemia vafik@myelocytic leukemia protgin

P-TEFb — positiivne transkriptsiooni elongatsiooni faktdr (positive transcription
elongation factor }

PVDF — poluvinulideendifluoriidgolyvinylidene difluoride

RPA — replikatsiooni valk Areplication protein A

rpm — rootori p66ret minutis

SDS— naatriumdodetsutilsulfaaodium dodecyl sulfate

Sol. - lahustuv golublg fraktsioon
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SISSEJUHATUS

Papilloomiviirused on vaikesed DNA viirused, mekatavad epiteelkoe basaalseid,
jagunemisvoimelisi rakke ning séailivad péarast esat genoomi amplifikatsiooni
nakatunud rakkudes  stabiilse  koopiaarvuga  episaeg@al plasmiididena.
Papilloomiviirused kasutavad sailimiseks oma genookinnitamist peremeesraku
kromosoomidele, tagades seeldbi oma DNA sailimisenas ja leviku koes rakkude
jagunemise kaigus.

Papilloomiviiruse E2 valk on viiruse elutsikli pe@e regulaator, mis osaleb
viiruse DNA transkriptsioonil ja replikatsioonil my vahendab viiruse genoomi stabiilset
segregatsiooni. Oma funktsioonide taitmiseks ihteeub E2 mitmete viiruseliste ja
rakuliste valkudega erinevates tuumakompartmentidegulistest valkudest omab viiruse
elutsiiklis keskset rolli Brd4 valk, mis on seotuakulise kromatiiniga ning seelabi
vahendab E2 transkriptsiooni funktsiooni ning osamilloomiviiruste puhul ka E2
segregatsiooni funktsiooni.

PML kehad on mittekromatiinsed tuumastruktuurid,is marvatakse olevat
papilloomiviiruse replikatsiooni ning assambleesmitoimumiskohad. Lisaks vGimendab
PML kehade olemasolu viiruse varajast transkrigisio

Antud t60 teoreetiline osa annab Ulevaate papiigoruse E2 valgu
funktsioonidest, PML kehade struktuurist ja funésiidest ning Daxx valgust, mis on
PML kehade ks peamisi struktuurseid komponenté. diperimentaalses osas uuritakse
kromatiiniga assotsieerumisvdime kaotanud Brd4 r@eaalse domeeni ekspressiooni
moju E2 valgu tuumasisesele lokalisatsioonile, E2raktsiooni Daxx valguga ning selle
interaktsiooni tahtsust E2-vahendatud transkripts® ja replikatsioonis.

T66 on valminud Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rdkoloogia Instituudi
mikrobioloogia ja viroloogia 6ppetooli juures nifigrtu Ulikooli Tehnoloogia Instituudis.

Asjaliku juhendamise ja toetuse eest soovin tamaka juhendajat Reet Kurge.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1. PAPILLOOMIVIIRUSTE ULDISELOOMUSTUS

Papilloomivirused moodustavad sugukonn®apillomaviridae Neile on
iseloomulik vaike, ikosaeedrilise simmeetriaga lsaba kapsiid, millesse on pakitud
umbes 8000 aluspaari pikkune kaheahelaline tsiagkn&aDNA genoom.

Papilloomiviirused on looduses laialt levinud, cheon kirjeldatud erinevatel
imetajatel ja lindudel. Praeguseks on identifitgedrtle 100 inimese papilloomiviiruse
(HPV) taubi. Papilloomiviirused on vaga liigi- jao&spetsiifilised. Nad nakatavad epiteel
basaalseid rakke ja pdhjustavad naha vdi limaskestendeid, enamasti healoomulisi
papilloome (Howley ja Lowy, 2001). Kdrge riskiga WRuubid, nagu HPV-16, HPV-18 ja
HPV-31 on seotud mitmete tuumoritega, nende seasmakakaelavahiga (zur Hausen,
2002).

Veise papilloomiviirus tidp 1 (BPV-1) on ajalodés pohjustel kujunenud
papilloomiviiruste molekulaarbioloogia uurimise ptiidbiks. BPV-1 pd&hjustab
fibropapilloome, mis sisaldavad nii prolifereeruvaiepiteelirakke kui fibroblaste.
Fibropapilloomiviirused omavad vdimet indutseerifiloroblastide kasvajaid ka teistes

likides ning transformeerida nériliste rakke kokwuri tingimustes (Lavet al,, 1981).

1.1. Papilloomiviiruste genoomi struktuur ja organisatsioon

Koigi papilloomiviiruste genoomne organisatsioon eéga sarnane. Nende
genoomiks on umbes 8000 aluspaari pikkune kahdatestairkulaarne DNA molekul, kus
kdik avatud lugemisraamid (ORF-id) paiknevad uh&ADahelal. Naitena on joonisel 1
toodud BPV-1 genoomi kaart. Vastavalt asukohale ogemns jagatakse avatud
lugemisraamid varasteks (Eearly) voi hilisteks (L Hate) (Howley ja Lowy, 2001).



Kodeerivate alade vahele jaab umbes 1000 aluspzikkune mittekodeeriv
piirkond, mida nimetatakse LCRo(g control regiof), URR (upstream regulatory regign
vdi NCR (honcoding regioph Vastav piirkond sisaldab transkriptsiooniks jaruse

genoomi replikatsiooniks vajalikkasqarjestusi (Turek, 1994).

Joonis 1.BPV-1 genoomi kaart. Naidatud on varased (E) j&dul (L) avatud lugemisraamid.
Promootorid (P) on tahistatud nooltega ning E2 watgondumiskohad mustade ringidena. Samuti on
naidatud mittekodeeriv piirkond (LCR), replikatsio@lguspunkt (ORI) ja sailituselement MME. (Howlgy
Lowy, 2001)

Viiruse genoomi varastelt lugemisraamidelt kode&se valke, mis on vajalikud
viruse DNA replikatsiooniks, transkriptsiooniks, eggegatsiooniks ja rakkude
transformatsiooniks.

E1 on replikatsiooni initsiaatorvalk, mis seostub URRirkonnas asuva
replikatsiooni alguspunktiga (Sedmahal, 1997). E1 valk omab DNA helikaasset (Yang
et al, 1993; Secet al, 1993) ja DNA soltuvat ATPaasset aktiivsust (MaeRonet al,
1994).

E2 valk on viiruse elutsikli peamine regulaator, meguleerib nii viruse DNA

transkriptsiooni kui replikatsiooni ning osalebruse genoomi stabiilsel sailimisel rakus



(McBride et al, 1991). E2 on vdimeline inhibeerima rakkude kasvng kaudselt
indutseerima  apoptoosi, represseerides HPV-passtes rakkudes viiruseliste
onkogeenide E6 ja E7 ekspressiooni ning voimaldadetibi rakulistel kontrollvalkudel,
p53 ja pRB vastavalt, reguleerida rakutstklit (Dawick et al, 1995; Goodwiret al,
1998; Nishimuraet al, 2000). Kdrge riskigpa HPV-de E2 valgud on voirsed
indutseerima apoptoosi ka otseselt labi p53 valgagerakteerumise ja seda nii HPV-
transformeerunud kui HPV-mittetransformeerunud ualds (Websteet al., 2000; Parish
et al, 2006). Lisaks vdib E2 omada rolli viiruse genaden virionide
assambleerumissaitidesse juhatamisel (E&afl, 1998).

E3 ORF-i poolt kodeeritavat valku pole senini leitud.

E4 ORF asub E2 geeni sees, kuid teises lugemisra&difn hiline valk, mida
ekspresseeritakse terminaalselt diferentseerunuatiketsiitides (Doorbagt al, 1997)
ning mis pdhjustab nakatunud raku keratiini vOrgustlagunemist. On vodimalik, et
rakukeskkonda muutes hdlbustab E4 vegetatiivsekegpiooni toimumist ning virionide
valmimist ja rakust vabanemist (Howley ja Lowy, 20

E5 ORF kodeerib rakke transformeerivat valku, mis on véiks seni teadaolev
transformeeriv geeniprodukt. E5 valk interakteerkésvufaktorite tlrosiinkinaassete
retseptoritega ning aktiveerib neid, méjutades&®akkkude proliferatsiooni (Howley ja
Lowy, 2001; Munger ja Howley, 2002).

Ka E6 ja E7 on transformeerivad valgud, mis blokeerivad v@uladavad raku
kontrollvalke. HPV E6 ja E7 pOhjustavad vastavdiBpa pRB taseme langemist rakus
(Munger ja Howley, 2002).

Hilised lugemisraamid.1 ja L2 kodeerivad vastavalt peamist kapsiidivalku, mis
moodustab virioni valiskesta, ja minoorset kapsatku, mis voib olla oluline kapsiidi
struktuuri stabiliseerimisel (Hagensetal, 1993) ning osaleda viiruse DNA pakkimisel
virionidesse (Dayet al, 1998). Neid valke ekspresseeritakse vaid viireggikatsiooni

hilises faasis korge diferentseerumisastmega kextafiitides (Baker ja Howley, 1987).



1.2. Papilloomiviiruste elutsiukkel

Papilloomivirused on vaga liigispetsiifiised mn nakatavad epiteelkoe
jagunemisvOimelisi basaalseid rakke. Produktiivsiektsiooni vOib jagada varaseks ja
hiliseks faasiks, mis on seotud epiteeli rakkuderdntseerumisastmega (Howley ja Lowy,
2001). Papilloomiviirused replitseeruvad ja sativaperemeesrakkude tuumades
ekstrakromosomaalselt, multikoopialiste plasmiicetd episoomidena (Laet al, 1981).

Papilloomiviiruste DNA replikatsioonil eristatakskolme erinevat staadiumit.
Vahetult parast esmast nakatumist toimub basaaldetmatinotstttides viiruse genoomi

amplifikatsiooniline replikatsiognmille k&igus tduseb viirusgenoomide arv 50 ku@0 1

koopiani raku kohta (Howley ja Lowy, 2001). Reptaoniks on vajalikud viirusvalgud
El ja E2 (Ustav ja Stenlund, 1991) ning URR piinkas asuv minimaalne replikatsiooni
alguspunkt (MO —-minimal origin), mis koosneb E1 ja E2 valkude seondumiskohtadest
ning AT-rikkast piirkonnast (Ustaet al, 1991; Ustawet al, 1993). Eksperimentaalselt
jalgitakse amplifikatsioonilist replikatsiooni treientses slisteemis koekultuuri tingimustes,
mis on osutunud vastavale staadiumile peremeeskdiigs sarnasemaks stisteemiks.

Latentse replikatsioonistaadiumis pusib viirusgenoomi koopiaarv raku &oht

muutumatuna. Viirusgenoom replitseerub raku gengansinkroonselt, keskmiselt Uks
kord rakutsukli jooksul ning séilib jagunevateskadtes stabiilselt episoomina (Howley ja
Lowy, 2001). Stabiilse replikatsiooni toimumiseks lsaks E1 ja E2 viirusvalkudele ning
MO-le vajalik URR piirkonnas asuv 12 E2 seondumisdst (E2BS) koosnev nn
minichromosome maintenance elemamt MME (Piirsocet al., 1996).

Korgelt diferentseerunud keratinotstitides leigbt aviiruse elutstkli hiline faas.

Algab viiruse DNA kontrollimatu vegetatiivhe repditsioon nakatunud rakkude tuumades

pakitakse silinteesitud genoomid valmivatesse vianiggitesse, mis jduavad koos surnud
rakkudega naha pinnale (Howley ja Lowy, 2001). @idatud, et selles staadiumis lulitub
viiruse DNA replikatsioon bidirektsionaals@tmudelilt veereva ratta mudelile (Flores ja
Lambert, 1997). Vegetatiivse replikatsiooni, vipastiklite assambleerumise ja
vabanemise kohta on seni védhe andmeid. Selle wirmaskendab keratinotsuitide vajalik

kdrge diferentseerumisastme saavutamine koekultungimustes.



2. PAPILLOOMIVIIRUSTE E2 VALGU ISELOOMUSTUS

Papilloomiviiruste E2 geeni produktid on viirusartskriptsiooni, replikatsiooni ja
segregatsiooni peamised regulaatorid. BPV-1 E2uaMaigemisraam kodeerib kolme valku
(Hubbertet al, 1988), nende struktuur ja konserveerunud dordeeasetus on toodud
joonisel 2. Taispikk E2 valk on 48 kDa suurune staiptsiooni aktivaator (Spalhokt al,
1985), oluline replikatsiooni initsiatsioonil (Ustga Stenlund, 1991) ja viiruse genoomide
efektiivsel segregatsioonil (Piirsa al, 1996). Transkriptsioonilisi repressorvalke E2C |
E8/E2 kodeeritakse E2 lugemisraami 3’ osa pealbé@hal., 1989). Valku E2C suurusega
31 kDa ekspresseeritakse E2 ORF-is asuvalt promithd®gygo Teist repressorvalku E8/E2
(28 kDa) transleeritakse splaissitud mRNA-It, kisa &8 ORF-ist (11 aminohapet) on
thendatud E2 ORF-i C-terminaalse osaga (250 amgathaHPV-11, -16 ja -31
kodeerivad samuti E2 valgu repressorvorme ning rssedanevad BPV-1 E8/E2 valgule
(Chianget al, 1991; Doorbaet al, 1990; Stubenrauddt al. 2000).

Papilloomiviiruste E2 valgud koosnevad kolmest demst (Giri ja Yaniv, 1988).
N-terminaalne transaktivatsioonidomeen (jarjestus@@0), mis on olemas ainult taispikal
E2 valgul, vastutab transkriptsiooni aktivatsiooaest ning on vajalik E2 valgu
replikatsiooni- ja segregatsiooni funktsiooniderniseks. See multifunktsionaalne domeen
on vbimeline interakteeruma nii mitmete rakulist@nskriptsioonifaktoritega kui ka
viiruseliste E1 ja L2 valkudega (D&y al, 1998; Heincet al, 2000; Mohret al, 1990). C-
terminaalne domeen (jarjestused 310-410) on olekdagl kolmel E2 valgul ning see
vastutab dimerisatsiooni ja jarjestusspetsiifiisBNA-ga seondumise eest. Neid kahte
konserveerunud domeeni Uhendab “hinge” regioonje§tused 200-310), mis on nii
pikkuselt kui jarjestuselt varieeruv (Giri ja Yani¥988; McBrideet al, 1989; Allikaset
al.,, 2001). E2 valgud seonduvad dimeerina C-termgga&®NA-ga seonduva domeeni
(DBD) kaudu palindroomsele konsensusjéarjestusel€RGGT (Androphyet al., 1987).
E2 dimeeride spetsiifilisi seondumiskohti leidub\BP genoomis 17, millest 12 asuvad
URR piirkonnas (Liet al, 1989). HPV-del on seondumiskohti vahem, ndaitdi®d/-18,
HPV-16 ja HPV-11 on neid 4 (Howley ja Lowy, 2001).
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Papilloomiviiruste E2 valgu erinevad vormid moodwstd omavahel homo- ja
heterodimeere. Kuna E2 valgu heterodimeeride bgliste aktiivsuste uurimine on nii
homo- kui heterodimeeride esinemise tottu raskenmtjakonstrueerisid Kurget al
intramolekulaarsed dimeerid, kus taispikk E2 vatkpmltpeptiidse linkeri abil liidetud E2
repressorvormiga. Selgus, et Uhe transaktivatsiammeeniga E2 valgu heterodimeer
kaitub  efektiivse transkriptsiooni aktivaatorina ngi on vdimeline toetama
papilloomiviiruse origin’i replikatsiooni. Samas ei suuda see tagada Eadeeniskohti

sisaldavate plasmiidide stabiilset segregeerumigirevates rakkudes (Kuegal., 2006).

P2443 P3080
I 2 4skpa
1 410
I E2c 31kDa
162 410
BN 2 I 52 28 k0a
ES 206 410
11 aminohapet
Hinge regioon
1 200 310 410
Transaktivatsiooni domeen DNA-ga seondumise ja

dimerisatiooni domeet

Joonis 2. BPV-1 E2 regulaatorvalkude struktuur ning E2 valtpmeenide asetus. Taispikka E2
valku ekspresseeritakse promootorit g repressorvalke E2C ja E8/E2 vastavalsHa Passpromootorilt.

(Howley ja Lowy, 2001 pdhjal )

2.1. E2 valk transkriptsioonifaktorina

Taispikk BPV-1 E2 aktiveerib transkriptsiooni BPVasarastelt promootoritelt,
kinnitudes E2 seondumiskohtadele URR piirkonnasBiie et al, 1991; Szymanski ja
Stenlund, 1991). N-terminaalne transaktivatsioomden vahendab nii otseseid kui
kaudseid interaktsioone mitmete rakuliste trang&igoni masinavargi komponentidega
(nagu TFIIB, TBP, Spl, AMF-1, p/CAF, p300/CBP, RNpdlumeraas Il) (Ranlet al,
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1995; Stegeet al, 1995; Liet al, 1991; Bensomet al, 1997; Breidinget al, 1997; Leeet
al., 2000; Leeet al, 2002; Milleret al, 2002; Penget al, 2000). Aktivatsioonidomeeni
puudumise tottu kaituvad E2C ja E8/E2 valkude hameeérid transkriptsiooni
repressoritena, blokeerides E2 seondumiskohti @anset al, 1992; Choest al, 1989;
Lambert et al, 1989; Spalholzet al, 1985). Uhe transaktivatsiooni domeeniga E2
heterodimeerid on aga vdimelised efektiivselt aderima transkriptsiooni E2-s6ltuvatelt
promootoritelt (Kurget al, 2006).

E2 aktiveeritud transkriptsiooni vahendab pearhisdduline valk Brd4 (llive®t al,
2006; Schweigeet al, 2006). Brd4 (200 kDa) sisaldab N-terminuses é&d&inbomodomeeni,
mis on vajalikud kromatiiniga seondumiseks, Uhtstreiterminaalset domeeni teadmata
funktsiooniga ning pikka C-terminaalset domeeni yDet al, 2000). Brd4 seondub
eelistatult atsetuleeritud kromatiiniga, eelkdigstdonidega H3 ja H4 (Degt al, 2003;
You et al, 2004). BPV-1 E2 valguga seondub Brd4 C-termsetlpaikneva 139
aminohappelise regiooni kaudu (aminohapped 122£2)13ditmed erinevad loomade ja
inimese papilloomiviiruste E2 valgud interakteerdivaBrd4-ga, kuigi erineva
efektiivsusega. Selle interaktsiooni I6hkumisel tiho E2 oma transaktivatsiooni
funktsiooni, viidates, et Brd4 on vajalik koigi plpomiviiruste E2-vahendatud
transaktivatsiooniks (McPhillipgt al, 2006).E2 valk stabiliseerib Brd4 assotsiatsiooni
kromatiiniga ning selleks on vajalik E2 transkriptmiliselt kompetentne
transaktivatsioonidomeen, aga mitte DNA-ga seondeanfiunktsioon (McPhillipset al,
2005). Brd4 C-terminaalse domeeni (Brd4 CTD) eksgmon on dominant-negatiivse
mojuga, inhibeerides efektiivselt kbigi papilloonmuste E2-vahendatud transaktivatsiooni
(McPhillips et al, 2006; Schweigest al., 2006; llveset al, 2006; Kurget al, 2006).

Brd4 stimuleerib RNA poliimeraas |l-sdltuvat tramgtsiooni interakteerudes labi
bromodomeenide elongatsioonifaktoriga P-TEFb, vidades viimase kontakti Mediator
kompleksiga ning RNA polimeraas Il C-terminaalsendeni fosforileerimist (Yanet al.,
2005; Jangpet al, 2005). Brd4 voib kaituda ka transkriptsiooni éqaressorina andes HPV-
11 E2 valgule vdime inhibeerida viiruseliste onkuade E6 ja E7 ekspressiooni, mis
omakorda antagoniseerivad p53 ja pRB aktiivsusd4Bon seega vOimeline tooma
promootoralale erinevaid transkriptsioonifaktoreichoduleerimaks selle aktiivsust
(Nishiyamaet al, 2006; Wuet al, 2006).
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2.2. E2 valk replikatsioonifaktorina

E2 valk on oluline ka viiruse DNA replikatsioonitsiatsioonil (Ustawet al, 1991).
Papilloomiviiruste DNA replikatsiooniks on vajali@ureplikatsiooni alguspunkn cis ja
viirusvalgud E1 ja E2n trans (Chianget al, 1992; Ustav ja Stenlund, 1991h vivo
tingimustel transientseks ja stabiilseks replikadsiks vajalik minimaalnerigin koosneb
AT-rikkast alast ning valkude E1 ja E2 seondumigiath (Ustav et al, 1991).
Replikatsiooni initsiatsiooniks seondub E2 valk &od=1l valguga replikatsiooni
alguspunktile URR piirkonnas (Sedman ja Stenlur®95]1 Sedmaret al, 1997). Seejarel
toimub ATP-sOltuvalt E2 vabanemine ja E1 molekuliisandumine replikatsiooni
alguspunktile. E1 molekulidest moodustub topelthekserne helikaasse aktiivsusega
kompleks, mis on vdimeline DNA-d bidirektsionaatdahti keerama (Sanders ja Stenlund,
1998; Sedman ja Stenlund, 1998). E2 valk kaitulik&gsiooni initsiatsioonil abifaktorina,
kuna E1-E2 heterodimeer omab replikatsiooni algnkpusuhtes kdérgemat afiinsust ja
jarjestusspetsiifilisust kui E1 Uksinda (SedmarSjanlund, 1995; Sedmaat al, 1997).
Samuti on E2 vdimeline seonduma rakuliste replikatsfaktoritega nagu replikatsiooni
valk A (RPA) (Li ja Botchan, 1993) ning vahendamakleosoomide poolt pdhjustatud
replikatsiooni repressiooni (Li ja Botchan, 1994).

2.3. E2 valgu roll papilloomiviiruste episomaalsetailimisel

BPV-1 replitseerub  nériliste  rakkude tuumades raksbmosomaalse
multikoopialise plasmiidina ning séailib rakkudeststlselt pika aja jooksul (Lavet al,
1981). Viiruse latentseks replikatsiooniks on \J@jal E1 ja E2 valgud ning peale
minimaalseorigin’i ka MME element, mis sisaldab mitmeid E2 seondskahti (Piirsoocet
al., 1996).

Nii E2 valk kui BPV-1 genoom on mitoosi faasis sebtkondenseerunud
kromosoomidega, tagades sedasi viiruse episomaalsikmiseks vajaliku mehhanismi
(Bastien ja McBride, 2000; llvest al, 1999; Lehman ja Botchan, 1998; Skiadopoulos ja
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McBride, 1998; Abroiket al, 2004). Kromosoomi IF katsed on naidanud, et BP&2 valk
seondub mitootilistele kromosoomidele ka ilma BP\gdnoomita (Abroiet al, 2004;
Skiadopoulos ja McBride, 1998) ning et BPV-1 genborseondumine mitootilistele
kromosoomidele on vahendatud E2 valgu poolt. E2€y it8/E2 vormid lksinda ei ole
voimelised kromatiinile seonduma (Skiadopoulos jeBxide, 1998). Nii DNA sidumise
suhtes defektne kui ilma C-terminaalse domeenita |&&liseeruvad mitootilistele
kromosoomidele, samamoodi kaitub ka “hinge” regiteooiE2 valk (Bastien ja McBride,
2000; Allikaset al, 2001). Samas vaid N-terminaalset domeeni omajaf#b taispika E2-
ga identset assotsieerumisvoimet (Bastien ja M&Br&d00; Abroiet al.,, 2004), kusjuures
deletsioonid vastavas domeenis hairivad E2 seorsluknomosoomidele. Seega on E2
assotsiatsiooniks mitootilise kromatiiniga vajaMaid N-terminaalne transaktivatsiooni
domeen ning seda vahendab arvatavasti moni rakuditke kuna E2 DNA sidumise vGime
pole kromosoomidele seondumisel mé&arav.

Arvatavasti toimub BPV-1 episoomide stabiilne isdiihe jagunevates rakkudes
jargmise  mehhanismi alusel. E2 valk vahendab \gemsomide interakteerumist
kromosoomidega, seondudes oma C-terminaalse dorabdnURR piirkonnas asuvatele
E2 seondumiskohtadele ning N-terminaalse domeendikaiihe vbi mitme rakulise
faktoriga kromatiinis. Selline mehhanism tagab usgenoomi edasi levimise jagunevas
koes, sdilimise tuumades ning enam-vahem vordsemase tutarrakkude vahel. BPV-1 E2
Uhe partnervalguna on identifitseeritud kahte brdomoeeni sisaldav ning eelistatult
atsetuleeritud kromatiiniga seostuv valk Brd4 (Yat al, 2004). Brd4 ja E2
kolokaliseeruvad nii mitootilistel kromosoomideliknterfaasis (McPhillipset al, 2005).
Brd4-ga interakteerumise suhtes defektsed E2 migtagidble ka vOimelised mitootiliste
kromosoomidega seonduma (Baxéeal, 2005).

Senini arvati, et BPV-1 ja HPV-d kasutavad episa@mistabiilse sailimise
tagamiseks erinevaid votteid, kuna HPV-11, HPV-16 HPV-18 puhul on
immunofluorestsents anallitisi teel naidatud E2 ikseondumist mitoosi kaaviga ning
HPV-11 E2 puhul ka seondumist tsentrosoomidega (Mar et al, 2004). McPhillipset
al. aga naditasid, et nii mitmete loomade kui inimgsapilloomiviiruste E2 valgud
seonduvad Brd4-ga. Samas pole see interaktsio@tikv&pigi uuritud papilloomiviiruste

stabiilseks segregeerumiseks, kuna mutatsioonsl|Ghuvad E2 interaktsiooni Brd4-ga, ei
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mojuta osade E2 valkude (HPV-11, HPV-16, HPV-31HRV-57 E2 valgud) v@imet
assotsieeruda kromatiiniga. Seega, kuigi kdik pagmhiviirused kinnitavad oma genoomi
rakuliste kromosoomide kiilge, et saavutada sellbiiste segregatsioon, kasutavad nad
selleks erinevaid rakulisi partnervalke (McPhillgtsal., 2006).

Brd4 CTD ekspressioon konkureerib endogeense @Batliga E2 sidumise parast,
relokaliseerides viimase mitootilistelt kromosoosgitd(You et al, 2004). See omakorda
kirendab viiruse DNA kadumist mitootilistelt kromoomidelt ning BPV-1-
transformeerunud rakkude fenotlitbi taandumist (&toal, 2005).

Peale Brd4 on leitud veel kaks potentsiaalset &2nprvalku — ChIR1 ja MKIp2
(mitotic kinesin-like protein )2 ChIR1 on DNA helikaas, mis osaleb titarkroméadiéd
kohesioonil. E2 ja ChIR1 kolokaliseeruvad varajasestoosis. ChIR1 valguga
assotsieerumine on vajalik E2 segregatsioonifuo@tsks, kuna E2 mutant, mis ei
interakteeru ChIR1 valguga, vdi ChiR1 deleteerimigietaga ka viiruse genoomide
efektiivset segregatsiooni. Samas seob see E2 mBtad valku, viidates, et E2-Brd4
interaktsioon pole piisav E2 valgu assotsieerunsisakootiliste kromosoomidega (Parish
et al, 2006). MKIp2 on kinesiini-sarnane tsentraalséoosikadvi mootorvalk ning vajalik
tsttokineesi I16pule viimiseks. MKIp2 kolokaliseerjd assotsieerub E2 valguga mitoosi
ajal ning ka viiruse genoomid on kompleksis MKlp&guga vaid selles rakutsikli etapis
(Yu et al, 2007). Seega vajab papilloomiviiruste stabiiiddimine jagunevates rakkudes

mitme rakulise faktori osalust ning need faktor@dvwad igas mitoosi etapis olla erinevad.

3. PML KEHADE ROLL DNA VIIRUSTE ELUTSUKLIS

PML (promyelocytic leukemia protginkehad on distinktsed tuumasisesed
interkromatiinsed struktuurid. Nad arvatakse olewatmete tuumafaktorite transientsed
deponeerimispaigad ning osalevat transkriptsioegulatsioonis (Doucas, 2000), kasvu
supressioonis (Gottifredi ja Prives, 2001) ja apopis (Wanget al, 1998). Neid tuntakse
ka POD-idenaRML ongogenic domaifiga ND10 @uclear domains 1)0nime all. PML
kehade peamiseks struktuurseks komponendiks on Al (Ishovet al, 1999), lisaks

sisaldavad need veel valke, nagu Spl100, mis mojttafskriptsiooni ja kromatiini
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dinaamikat (Seelat al, 1998); SUMO-1, mis modifitseerib PML ja Sp100kea(Zhong
et al, 2000); Daxx, mis osaleb apoptoosis ja transgigpni repressioonil (Let al, 2000;
Torii et al, 1999; Zhonget al, 2000); ning tuumorsupressorit p53 (GottifrediFaves,
2001).

PML kehad on dinaamilised struktuurid, mille hjaksuurus rakutttbiti varieerub.
Nad on tbendoliselt seotud tuumamaatriksiga nimggleeritud rakutsikli poolt (Maubt
al., 2000; Sternsdorét al, 1997). Lisaks on PML kehad seotud mitmete DNAuste
varajase replikatsiooniga. Arvatakse, et PML kehadivad olla olulised viiruse
replikatsiooni limiteerimisel ning kaituda viirusastase kaitsemehhanismina, kuna néaiteks
HSV (herpes simplex virQsICPO (Everett ja Maul, 1994), CM\ktytomegalovirus IE1
(Korioth et al, 1996), adenoviiruse E4orf3 (Carvalabal, 1995) ja EBV Epstein-Barr
virus) BZLF1 (Adamson ja Kenney, 2001) valgud indutsessti PML kehade struktuuri
I[6hkumise. Samas vdivad PML kehad sisaldada kasofaktoreid, mis vabanevad nende
struktuuride lagundamisel (Burkhaet al, 2001). Alternatiivselt v6ivad PML kehad
omada ka positiivset rolli viiruse replikatsioonsgst SV40 ja HPV-11 replitseeruvad PML
kehades vdi nende vahetus ldheduses ilma neid amisggrimata (Tangt al, 2000;
Swindleet al, 1999).

Ekspresseerides HPV-11 E1 ja E2 valke trans lokaliseeruvad HPV-11
replikatsiooniorigin’i sisaldavad plasmiidid PML kehade lahedusse (8leipt al, 1999).
PML kehad pole aga ainult viiruse replikatsioonitgrdsiaalsed toimumiskohad, vaid
voivad olla olulised ka viiruse morfogeneesis. HP§/-ja -33 ning BPV-1 minoorne
kapsiidivalk L2 akumuleerub samuti nendes struktles ning relokaliseerib sinna ka L1 ja
E2 valgud (Dayet al, 1998; Florinet al, 2002). L2-sdltuv kolokaliseerumine tdstab
virioni komponentide lokaalset kontsentratsioonis rmmakorda v6ib soodustada viiruse
pakkimist. L2 interakteerub E2 valguga ning E2 iksll viruse morfogeneesis on
tdendoliselt viiruse genoomi toomine assambleekiofitadesse, seondudes viimasega
kdrge afiinsusega ja jarjestusspetsiifiliselt (Heat al, 2000; Dayet al, 1998). Lisaks
muudab L2 valk PML kehade struktuuri, eemaldadasstkriptsiooni aktivaatori Sp100 ja
kontsentreerides sinna transkriptsiooni represBasix (Florin et al, 2002). L2 ja Daxx
valkude interaktsioon arvataksegi olevat L2 akumueise pdhjuseks PML kehadesse

(Beckeret al, 2003). Daxx valgu akumuleerimine PML kehadess8g100 eemaldamine
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neist voib olla oluline viiruse replikatsiooni jaanhskriptsiooni represseerimisel ning
kromatiini kondenseerumisel, mis omakorda hdlbustabse genoomi pakkimist kapsiidi
(Florin et al, 2002). Lisaks on naidatud, et efektiivne traikioon viiruse varases
elutsiiklis vajab PML kehade olemasolu (Bal, 2004).

4. DAXX VALGU ISELOOMUSTUS

Daxx identifitseeriti esmakordselt kui valk, mieob transmembraanse Fas
retseptori tstitosoolset ,surma-domeeni“ ja osatabi apoptoosirajas, mis hélmab endas
Jun N-terminaalse kinaasi (JNK) aktivatsiooni (Yatgal, 1997). Daxx interakteerub ka
TGH3 (transforming growth factorf) tulp Il retseptori tsitosoolse domeeniga ning
reguleerib TGB-indutseeritud JNK aktivatsiooni (Perimanhal, 2001). Daxx lokaliseerub
nii tuumas kui tsitoplasmas. Tuumas on Daxx assmsnud nii PML kehadega Kui
heterokromatiinsete regioonidega (Ishetval, 1999). Daxx valgu lokaliseerimine PML
kehadesse ja selle interaktsioon Pml valguga oalikafl esimese pro-apoptootiliseks
funktsiooniks. Pml valk osaleb samuti raku prograeniud surmas, lisaks on Pml
rakkudes Daxx valgu pro-apoptootiline aktiivsusiligeritud (Wanget al, 1998; Zhonget
al., 2000). Arvatakse, et tuumas olles moduleeribcxD&as-indutseeritud apoptoosis
osalevate geenide ekspressiooni (Toei al, 1999). Seda, et PML kehadesse
lokaliseerumine on seotud Daxx valgu pro-apoptsatifunktsiooniga, kinnitab ka selle
kontsentreerimine PML kehadesse ultravioletkiirgiaseksudatiivse stressi mojul (Khelifi
et al, 2005).

Lisaks mitmetele toddele, mis kirjeldavad Daxx gealfunktsioneerimist raku
surmas, on leitud, et Daxx omab ka potentsiaalsemdi-apoptootilisi omadusi.
Embriionaalses arengus omab Daxx valk kaitsvat, rkilna selle puudumine [6ppeb
embriio surmaga (Michaelsoet al, 1999). Daxx ekspressiooni mahasurumine RNA
interferentsi teel suurendab apoptoosi ning selimebrib rakke Fas, ultavioletkiirguse ja
TNFa (tumor necrosis factor) poolt indutseeritud apoptoosi suhtes (Michaelsbral,
2003; Chen ja Chen, 2003). Arvatakse, et see Datguvfraktsioon, mis esineb vabalt
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nukleoplasmas ja pole assotsieerunud PML kehadmgab anti-apoptootilisi omadusi,
ning PML kehadega seotud fraktsioon aktiveerib rsikuma (Salomoni ja Khelifi, 2006).

Rakutstkli S faasis on Daxx leitud interakteeruvheterokromatiinsete
regioonidega, sealjuures ka tsentromeerse DNA-gandBs regioonides on Daxx
kompleksis ATRX valguga ofthalassemia/mental retardation syndrome proteiring
vabaneb sealt Haasis (Ishowet al, 2004). Daxx valgu puudumine rakkudes kiirendab S
faasi labimist ning pdhjustab binukleaarsete rakkistket (Ishoet al, 2004). Daxx-ATRX
kompleksi funktsiooniks pakutakse kromatiini remitelrimist S faasis (Xuet al, 2003;
Tang et al, 2004). Daxx interakteerub ka CENP-C valguganf{romere protein-C
interfaasis. Seega lisaks tsentromeeride rollilgeldeerida mitoosikaavi kahjustusi
mitoosis, vOivad nad Daxx valguga assotsieerumidéd olulised ka apoptootiliste
stiimulite aratundmisel interfaasis (Pl@gal, 1998).

Daxx valk osaleb ka transkriptsiooni reguleerihis&kditudes enamjaolt
korepressorina. Daxx represseerib mitmeid tranttdpni faktoreid, nagu Pax3, ETS1,
E2F1, NF«B, p53 ja p73 (Salomoni ja Khelifi, 2006). Lisakadrakteerub Daxx mitmete
valkudega, mis osalevad transkriptsiooni vaigist@minagu histooni deatsetlilaasclyye
histoonid ja DEK valk (Hollenbactet al, 2002). Pml rakkudes on Daxx seotud
heterokromatiinsete regioonidega, mis sisaldavaanktiini represseeritud olekus. Daxx
valgu lokaliseerimine PML kehadesse arvatakse adrbat selle transkriptsiooni
represseerimise voimet (let al, 2000). PML kehades t6stab Daxx niteks olulip8l3-
vahendatud transkriptsiooni. Daxx interakteerubmmaie kinaasidega ning voib seelabi

mojutada p53 fosforuleerimist (Zhaoal, 2003).
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EKSPERIMENTAALNE OSA

1. TOO EESMARGID

Papiloomiviiruse E2 valk omab viiruse elutsukl@htsat rolli, kuna reguleerib
viruse DNA transkriptsiooni ja replikatsiooni ningsaleb viiruse genoomi stabiilsel
sailimisel jagunevates rakkudes. Koigi papilloomuste transkriptsiooniks on vajalik
viirusvalgu E2 interaktsioon rakulise Brd4 valgu&slle interaktsiooni |I6hkumisel ei ole
E2 enam vOimeline transkriptsiooni reguleerima (Kitps et al, 2006). On naidatud, et
rakulise kromatiiniga assotsieerumisvoime kaotanBdd4 C-terminaalse domeeni
ekspressioon inhibeerib efektiivselt kdigi papilogiiruste E2 valkude transkriptsiooni
funktsiooni (McPhillipset al, 2006; Schweigeet al, 2006; llveset al, 2006; Kurget al,
2006). Lisaks on E2 ja Brd4 valkude vaheline irtesimon vajalik monede
papilloomiviiruste stabiilseks sailimiseks, vahedes viiruse genoomide assotsiatsiooni
rakulise kromatiiniga mitoosi etapis (McPhilligt al, 2006). Brd4 CTD ekspressioon
kirendab BPV-1 DNA kadumist mitootilistelt kromasmidelt ning rakkude
transformeerunud fenotttbi taandumist (Ml 2005).

Antud t66 eesmargiks oli uurida

1) kuidas muudab Brd4 CTD ekspressioon papilloomiggrlE2 valgu tuumasisest
lokalisatsiooni ning selle interaktsioone erinevatemastruktuuridega,

2) E2 interaktsiooni rakulise Daxx valguga, PML kehadee peamise struktuurse
komponendiga,

3) E2 ja Daxx valkude vahelise interaktsiooni voimhliktdhtsust papilloomiviiruse

elutsiklis.
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2. MATERJAL JA METOODIKA

2.1. Rakuliinid ja nende kasvatamine

Katsetes kasutati rakuliine COS7 (Aafrika rohepéraheeru rakuliin), CHO (Hiina
hamstri munasarja rakuliin), CHOBQgl40 (Hiina hamstri mumgsarakuliin, mis
ekspresseerib BPV-1 E1 ja E2 valke ning sisaldab/-BPURR piirkonda kandvat
pNeoBgl40 plasmiidi), HeLa (HPV18 positiivne inineeemakakaela kasvaja rakuliin) ja
HaCat (inimese primaarsed immortaliseeritud kecdsiaidid). CHO ja CHOBgl40
rakuliine kasvatati F12Ham's Nutrient Mixture FI?ning COS7, HelLa ja HaCat rakuliine
IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Mediupifco”) sd6tmes. S66tmetele lisati 10%
veise loote seerumit (,Sebak®) ning penitsillind@ U/ml ja streptomutsiini 100 ng/ml.
Rakke inkubeeriti 37°C juures 5% g&eskkonnas.

2.2. Plasmiidid

BPV-1 E2 ekspressioonivektoritena kasutati eelléwgeldatud plasmiide pCGE2
(ekspresseerib taispikka BPV-1 E2 valku), pCGE2€aldab BPV-1 E2 piirkonda 162-
410) ja pCGE2N (sisaldab BPV-1 E2 piirkonda 1-2483tav ja Stenlund, 1991; Allikast
al., 2001).

HPV-18 E2 valku ekspresseeriti  plasmiididelt pQMHBE2 ja
PQMHPV18E2codon ning HPV-11 E2 valku plasmiididegfQMHPV11E2 ja
pQMHPV11E2codon. pQMHPV18E2 ja pQMHPV11E2 plasndidsisaldavad E2
kodeeriva alaga samas raamis paiknevat N-termigiaejsitooptagi E2Tag (BPV1-E2
valgu aminohapped 199-208).

pQMHPV18E2codon plasmiidi konstrueerimiseks kasui®V-18 E2 slnteetilist
N-terminaalset geeni osa (1-426 bp) pGA4 vektg@GENEART AG”). Viimast I6igati
enstumidegalindlll ja Munl ning saadud geeni fragment viidi vektorisse pQMWHBE?2,

mida oli restrikteeritud samade enstimidega. Sa&duadtrukt sisaldab SV40rigin’i ja
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ekspresseerib CMV promootori alt esimese 426 ahrspsuhtes koodon-optimeeritud
HPV-18 E2 valku, mille N-terminuses paikneb E2Tag.

pPQMHPV11E2codon plasmiidi konstrueerimiseks kasui®V-11 E2 slnteetilist
N-terminaalset geeni osa (1-480 bp) pGA4 vektq GENEART AG”). Viimast I6igati
ensudmidegadindlll ja Bcul ning saadud geeni fragment viidi vektorisse pQMHPE?2,
mida oli restrikteeritud samade ensuimidega. Sa&duadtrukt sisaldab SV40rigin’i ja
ekspresseerib CMV promootori alt esimese 480 ahrspsuhtes koodon-optimeeritud
HPV-11 E2 valku, mille N-terminuses paikneb E2Tag.

pCGBrd4CTD plasmiid sisaldab N-terminuses E2TagVV40 T-antigeeni tuuma
lokalisatsiooni signaali ja kodeerib inimese BrddBifd4 CTD) valgu viimast 315
aminohapet (llvest al, 2006).

pQMHADaxx plasmiidi konstrueerimisel kasutati irgee Daxx valgu (hDaxx)
taispikka cDNA klooni pDONR201 vektoris (,RZPDDeutsches Ressourcenzentrum flr
Genomforschung, GmBH hDaxxi kodeeriv ala amplifitseeriti PCR meetodbil
praimeritega DaxxF (5° AGCGGATCCATGGCCACCGCTAAC 3j)a DaxxR (5
GATAGATCTCTAATCAGAGTCTGAGAGC 3’), millesse on disaitud vastavalBamH
ja Bglll restriktaaside aratundmisjarjestused. Ulespalfind jarjestust toodeldi Klenow
fragment polimeraasiga, et tdita 5 Uleulatuvadaditsing IdigatiBamH ensiidmiga.
Saadud produkt sisestati vektorisse pQMHA, midaealinevalt I6igatud enstiimidega
Smad ja BamH. Saadud konstrukt sisaldab SVvdfigin’i jarjestust ning CMV promootori
kontrolli all hDaxx valgu kodeerivat ala, mille fiminuses paikneb hemaglutiniini (HA)
tag.

pPQMNTag/B-MCAP plasmiidi konstrueerimiseks kasufadrmivektorit pADNS-
Brd4, mis ekspresseerib hiire taispikka Brd4 vafmBrd4 FL) (Brannoret al, 2005).
Parmivektoris oleva Brd4 ala kloneerimiseks imetejtorisse pQM-NTag/B, IGigati
esimest enstumided@n2 ja Notl ning 3’ otsad taideti Klenow fragment polimeraasi
Saadud produkt sisestatiSmd enstimiga restrikteeritud pQM-NTag/B vektorisse.
Tulemuseks oli konstrukt, mis sisaldab S\@Hin’i ning ekspresseerib CMV promootori
alt hiire Brd4 valku, mille N-terminusse on liidet&E2Tag.
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Koik antud t60s kloneerimisel kasutatud reaktsipohvrid ja ensiidmid parinevad
firmalt MBI Fermentas Koik konstrueeritud plasmiidid on kontrollitud kseneerimise
teel.

Transkriptsiooni katses kasutati kommertsiaaldasrpiidi pRL-Tk, mis sisaldab
Renilla reniformi&st parit lutsiferaasi enstiimi cDNA jarjestustrgimega“), ning T. Silla
poolt konstrueeritud E2-sbéltuvat reporterplasmp@L3E2BS, mis sisaldab kolme kdrge
afiinsusega E2BS9, kolme 21 aluspaari pikkust G@sti kordusjarjestust ning enhanser
elemendita SV40 varajast promootoRhotinus pyrali® lutsiferaasi geeni ees, ning
reporterplasmiidi pGLP2, mis sisalddhotinus pyrali® lutsiferaasi geeni ees BPV-1
URR piirkonda (7476-94 bp BPV-1 genoomis).

Replikatsiooni katses kasutati replitseeritavaspigdina BPV-1 minimaalset
origin’i sisaldavat plasmiidi pUC/Alu. BPV-1 E1 ekspressigektorina kasutati pCGEag
plasmiidi (Ustav ja Stenlund, 1991).

2.3. Rakkude transfektsioon

Plasmiidid transfekteeriti koekultuurirakkudesdek&oporatsiooni meetodil. 100
mm labimddduga poolkonfluentseks kasvanud koektiltagsidelt aspireeriti s66de, rakke
pesti PBS-ga, tripsineeriti, suspendeeriti ja kiogoékultuuri tuubi. Rakud tsentrifuugiti
pooretel 1000 rpm 5 minutit 20°C juurdsppendorf Centrifuge 5810) R resuspendeeriti
s6otmes, kuhu oli lisatud 1M NaBES puhvrit (pH 718ppkontsentratsiooniga 5 mM.
Kiivetis segati 25Q rakususpensiooni (£Grakku) 50ug carrier'i (I8he spermi DNA) ja
plasmiidse DNA-ga ning elektroporeeriBipRad Gene Pulser )l Kasutatud pinged ja
mahutavused olid jargmised : COS7 rakuliinil 18@v97uF; CHO, CHOBQgl40 ja HelLa
rakuliinidel 220V ja 97hF; HaCat rakuliinil 210V ja 97%. Rakud kanti kivetist 3 ml
s6otmesse ja tsentrifuugiti podretel 1000 rpm Sutiir?0°C juuresEppendorf Centrifuge
5810 R. Rakud resuspendeeriti 1 ml sd6tmes ning kanekutiuuri tassidele, mis
sisaldasid vajalikus koguses sdddet. Immunofluseggsanallisi tarbeks oli eelnevalt
tassidele pandud 18x18 mm labim66duga katteklaRsiklke inkubeeriti 37°C/5%GO
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2.4. Kasutatud antikehad ja nende epitoopide asetus

Antikeha 5H4 (Kurget al, 1999) tunneb &ra BPV-1 E2 ja BPV-1 E2C valkude C
terminuse. Antikehad 5E11-HRP ja 3F12 (Kueg al, 1999) tunnevad &ra E2Tag-i
(aminohapped 199-208 BPV-1 E2 valgus) BPV-1 E2, BPE2C ja BPV-1 E2N valkudes
ning HPV-18 E2, HPV-11 E2, hBrd4 CTD ja mBrd4 FLt&minuses. Antikeha 2E7
(Tehnoloogia Instituut, Tartu Ulikool) tunneb areP¥18 E2 valgu N-terminuse ning
antikehad 6H3 ja 1F7 (Tehnoloogia Instituut, Tatilikool) HPV-11 E2 valgu N-
terminuse. Antikehar-Brd4 (,Abgent”) ja poliseerum Brd4 B (Tehnoloodiastituut,
Tartu Ulikool) tunnevad &ara hBrd4 CTD ja mBrd4 Fl-t&€minuse. Antikehad HA-7
(,Sigma”) ja 3F10-HRP (,Roche”) tunnevad ara H&#gi hDaxx valgu N-terminuses ning

antikehan-Daxx (,Santa Cruz Biotechnology”) tunneb ara hDamigu C-terminuse.

) C-terminaaln
N-terminaalne domeen “hinge” domeen
regioon
BPV-1 E2 \ egoon \
[ | 5H4
ag
(5E11-HRP, 3F12)
BPV-1 E2C 171 ]
[ | 5H4
E2Tag
(5E11-HRP, 3F12)
BPV-1 E2N |
[ |
E2Tag
(SE11-HRP, 3F12)
HPV-18 E2 [ | ] \
E2Tag 2E7
(SE11-HRP, 3F12)
HPV-11 E2 [ | e |
E2Tag 6H3, 1F7
(5E11-HRP, 3F12)
hBrd4 CTD [ | \
E2Tag N
(SE11-HRP, 3F12) Se;E%Bé‘r’gél 5
mBrd4 FL [ |
E2Tag anti-Brd4
(SE11-HRP, 3F12) seerum Brd4 B
hDaxx [
HA tag anti-Daxx

(HA-7, 3F10-HRP)

Joonis 3.Antud t60s kasutatud antikehade epitoopide asetus.
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2.5. Immunofluorestsentsanaliiiis

CHOBgI40 rakkudesse transfekteeriti 500 ng pCGBM2 plasmiidi ning CHO
rakkudesse 250 ng pCGE2, pCGE2C, pCGBrd4CTD ja pQayB-MCAP plasmiidi
ning 1000 ng pQMHPV18E2 ja pQMHPV11E2 plasmiidi. 2d4nni parast pesti
katteklaasidele kinnitunud rakud PBS-iga ning fé® 3 ml kilma (-20°C) metanooli-
atsetooni seguga (1:1) 15 minutit. Klaase peststidgBS-iga ning blokeeriti 1 ml 0.1%
BSA-PBS lahusega 30 minutit ruumitemperatuurilnfaarsed antikehad lisati 2Q00.1%
BSA-PBS lahusesse ning inkubeeriti Uks tund. BPE2lja E2C valgu vastast antikeha
5H4 ning E2Tag-i vastast antikeha 3F12 kasutapkoptsentratsiooniga jog/ml, HPV-18
E2 vastast antikeha 2E7 |6ppkontsentratsioonigagl®l, hBrd4 CTD ja endogeense Brd4
valgu vastast antikeh@Brd4 lahjendusega 1:50, mBrd4 FL vastast poluse#rBrd4 B
lahjendusega 1:1000 ning endogeense Daxx valgastaahtikehan-Daxx lahjendusega
1:100. Klaase pesti 3x10 minutit PBS-iga. Sekursktar antikehadena kasutati hiire voi
kadliku immunoglobuliin (IgG) vastast Alexa Fluor8& voi Alexa Fluor 568-ga
konjugeeritud antikeha (,Invitrogen”), mida lisal00 ul 0.1% BSA-PBS lahusesse
lahjendusega 1:1000, ning inkubeeriti Uks tund piaseruumitemperatuuril. Klaase pesti
3x10 minutit PBS-iga ning asetati 76x26 mm labimdgal alusklaasidele, millele ol
eelnevalt lisatud 2fl sulundusvedelikku [0.5 M Tris (pH 8.0), 50% gkitsol]. Rakkude

analtusimiseks kasutalikon Eclipse TE2000-Wonfokaalmikroskoopi.

2.6. Subtsellulaarne fraktsioneerimine

CHOBgl40 rakkudesse transfekteeriti 500 ng pCGBMA plasmiidi. 24 tunni
parast pesti rakke PBS-iga ning suspendeeriti PB®&81 EDTA puhvris.
Rakususpensioonid koguti mikrotsentrifuugituubigessg tsentrifuugiti lauatsentrifuugis
pooretel 4000 rpm 5 minutit 4°C juures. Seejarebtipgakke 1 ml PBS-iga ning
tsentrifuugiti nagu eelnevalt. Rakud suspende#@i@i ul CSK puhvris [10 mM PIPES (pH
6.8), 300 mM sahharoos, 100 mM NaCl, 3 mM MgQ mM EGTA, 1 mM DTT,
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proteaasi inhibiitorid], millele oli lisatud 0.5%rifon X-100, inkubeeriti jdal 10 minutit
ning tsentrifuugiti lauatsentrifuugis pooretel 756@p 5 minutit 4°C juures. Lahustuv
fraktioon (fraktsioon Sol.) kanti tle uude mikratggfuugituubi ning sellele lisati 2@l
S5xLaemmli puhvrit [250 mM Tris (pH 6.8), 10% SDS,0% glutserool, 0.5%
broomfenoolsinine]. Lahustumatu tuumafraktsioonusgendeeriti 10Qu CSK puhvris,
jaotati kaheks ning tsentrifuugiti nagu eelnevBkimesel juhul resuspendeeriti sadeub0
CSK puhvris ning teisel juhul 5@ CSK puhvris, millele oli lisatud 0.3 M NaCl. P&tdl0
minutit ja&l inkubeerimist tsentrifuugiti nagu eelalt ning saadud supernatantidele
(fraktsioonid 0.1 M NaCl S ja 0.4 M NaCl S) lisa ul 5x Laemmli puhvrit. Sademed
resuspendeeriti 501 CSK puhvris (fraktsioonid 0.1 M NaCl P ja 0.4 Ma@lI P), millele

lisati 10ul 5xLaemmli puhvrit. Valgulisaadid analttdMestern blomeetodil.

2.7. Koimmunosadestamine

COS-7 rakkudesse transfekteeriti joonisel 7 tookattes 200 ng pCGBrd4CTD,
100 ng pCGE2 ning 250 ng pQMHPV18E2 ja pQMHPV11EXsmiidi ning edasistes
katsetes 250 ng pCGE2, pCGE2C ja pCGE2N plasnii@h, ng pCGBrd4CTD plasmiidi
ning 500 ng pPQMHPV18E2, pQMHPV18E2codon, pQMHPV11gQMHPV11E2codon,
pQMNTag/B-MCAP ja pPQMHADaxx plasmiidi. 24 tundi jeim pesti rakud PBS-iga ning
suspendeeriti PBS/3mM EDTA puhvris. Rakususpensibon koguti
mikrotsentrifuugituubidesse ning tsentrifuugiti dsentrifuugis pooéretel 4000 rpm 5
minutit 4°C juures. Seejarel pesti rakke 1 ml PB&-hing tsentrifuugiti nagu eelnevalt.
Rakud suspendeeriti 2Q0 IP puhvris [0.1 M KCI, 20 mM Tris (pH 8.0), 5 mMigCl,,
10% glutserool, 0.1% Tween 20, 0.5 mM DTT, proteadsbiitorid], [6huti sonikeerides
2x5 sekundit, inkubeeriti jJaal 15 minutit ning te&oiugiti lauatsentrifuugis podretel 13000
rpm 10 minutit 4°C juures. Supernatandist kantiul¢1/20) uude tuubi ning sellele lisati
10 wl 2xLaemmli puhvrit [10% SDS, 20% glutserool, 12MnTris (pH 6.8), 0.01%
broomfenoolsinine]ifiput), dlejadanud supernatandile lisati 1 ml IP puhwiternatiivselt
lisati parast tsentrifuugimist supernatandile 1 R puhvrit ning etiidiumbromiidi

I[6ppkontsentratsiooniga 20Qug/ml, inkubeeriti 20 minutit jaal ning tsentrifudigi
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lauatsentrifuugis pocretel 13000 rpm 10 minutit 4i0res. Supernatandist 60 (1/20)
kanti uude tuubi ja sellele lisati 12 SxLaemmli puhvrit {nput), dlejaanud supernatanti
kasutati immunosadestamiseks. hBrd4 CTD ja endogeBrd4 valk immunosadestatiub
a-Brd4 antikehaga, endogeenne Daxx vald 8-Daxx antikehaga, hDaxx valkigy HA-7
antikehaga ning BPV-1 E2 valk ig 5H4 antikehaga Uhe tunni jooksul 4°C juures.
Immunokompleksid seoti 2@ protein G-Sepharoseead4ddele (,Amersham Biosiences”)
inkubeerides 1 h 4°C juure®eaddd koguti tsentrifuugides lauatsentrifuugis po@let
13000 rpm 1 minut 4°C juures, pesti neli korda 200P puhvriga, resuspendeeriti 200
2xLaemmli puhvris ning analtiisiVestern blotmeetodil.

2.8. Ultratsentrifuugimine glutserooli gradiendis

CHO rakkudesse transfekteeriti 500 ng pCGE2, p@@8iD ja pQMHADaxx
plasmiidi. 24 tunni parast pesti rakke PBS-iga nsugpendeeriti PBS/3 mM EDTA
puhvris. Rakususpensioonid koguti mikrotsentriftugibidesse ning tsentrifuugiti
lauatsentrifuugis pooretel 4000 rpm 5 minutit 40Qres. Seejarel pesti rakke 1 ml PBS-iga
ning tsentrifuugiti nagu eelnevalt. Rakud suspentde€g00 pl CSK puhvris, millele oli
lisatud 0.5% Triton X-100, inkubeeriti jaal 5 miftuhing tsentrifuugiti lauatsentrifuugis
pooretel 7500 rmp 5 minutit 4°C juures. Sade pkstil CSK puhvriga ning tsentrifuugiti
nagu eelnevalt. Seejarel resuspendeeriti sade208K puhvris, millele oli lisatud 0.4 M
NaCl. Parast 15 minutit jaal inkubeerimist tsentniiti lauatsentrifuugis pooretel 13000
rpm 10 minutit 4°C juures. Supernatandistl@1/20) kanti uude tuubi ning sellele lisati 5
ul 5xLaemmli puhvrit {hput). 0.4 M NaCl juuresolekul lahustumatust kromatiini
tuumamaatriksi fraktsioonist ekstraheeruvate vatkdidsaadid kanti 5 ml lineaarsetele
glutserooli gradientidele [10-40%; 10 mM Tris (pkb); 0.1 mM EDTA, 100 mM NacCl]
ning tsentrifuugiti pooretel 45000 rpm 4 tundi 4jQures (SW55 rootorBeckmaii
tsentrifuug). Markervalgud, apoferritiin (440 kDg) alkoholi dehidrogenaas (150 kDa)
(-Sigma®), tsentrifuugiti paralleelsetes glutseliogradientides. Gradiendid jagati 10
fraktsiooni ning tuubi pdhi pesti 100 2xLaemmli puhvriga (pdhi). Saadud fraktsioonidest

sadestati valgud TCA-ga ning analitusMestern blotmeetodil. Markervalkude puhul
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lahutati sadestamata fraktsioonid 12% SDS-PAAG tedédreesil ja varvitiPageBlue
Protein Staining Solutidiga (MBI Fermentag

2.9. Valkude sadestamine TCA-ga

Valkude sadestamiseks lisati gliitserooli gradidraditsioonidele 0.01% NaDoc ja
10% TCA ning inkubeeriti 30 minutit ruumitemperatiiu Seejarel tsentrifuugiti
lauatsentrifuugis maksimumpooretel 10 minutit 4°Qurgs, sademed pesti 300

atsetooniga ning ludsiti 2x Laemmli puhvris.

2.10.Western blot

Valgulisaadid lahutati 9% SDS-PAAG elektroforeelstSDS puhvris (125 mM
Tris, 960 mM glutsiin, 0.5% SDS). Valkude Ulekartoanus semi drymeetodil 0.45 pm
PVDF filtrile (Immobilon- B ,Millipore Corporation®). Enne ulekannet marjdtiter
metanoolis ning seejarel inkubeeriti filtrit ja ¢jg@dned minutidsemi dryilekandepuhvris
(48 mM Tris, 39 mM gliitsiin, 0.037% SDS, 20% etahodlekanne kestis 40-50 minutit
15 V juures TransBlot SD ,BioRad"). Peale ulekannet aktiveeriti filter raabolis ning
asetati 5% blokeerimislahusesse (0.5 g l6ssipull@¥itml-s 1xTBS/0.05% Tween 20) ja
inkubeeriti ruumitemperatuuril 30 minutit. Monoklaslsed antikehad lisati 1%
blokeerimislahusesse (0.1 g I6ssipulbrit 10 mI-$B8/0.05% Tween 20). BPV-1 E2, E2C
ja E2N valkude ning E2Tag-iga liidetud HPV-18 ERW11 E2, hBrd4 CTD ja mBrd4
FL valkude detekteerimiseks kasutati perokstidaakaygugeeritud antikeha 5E11-HRP
I[6ppkontsentratsiooniga 0.kg/ml. HPV-18 ning HPV-11 E2 vastaste antikehadena
kasutati vastavalt antikehasid 2E7 ning 6H3 ja 1&fpkontsentratsiooniga ng/ml.
Hemaglutiniini tagiga liidetud hDaxx valgu detekteerimiseks kasutpéroksiidaasiga
konjugeeritud antikeha 3F10-HRP I6ppkontsentratsge 0.1ug/ml. hOrc2 valgu vastase
antikehana kasutati antikeheOrc2 (,BD Biosciences Pharmingen”) lahjendusegtQ@®0.

Filtrit inkubeeriti toatemperatuuril 1 tund ninggtekolm korda 10 minutit pesulahusega
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[50 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 7.5), 0.1% Tween 20]ntkehade 2E7, 6H3, 1F7 j&
Orc2 vastase sekundaarse antikehana kasutati pdedsga konjugeeritud hiire 1gG
vastast antikeha (,LabAS*), mis lisati 1% blokeestahusesse lahjendusega 1:10000.
Filtrit inkubeeriti ruumitemperatuuril 1 tund ninggsti tks kord 30 minutit ja seejarel kolm
kuni neli korda 10 minutit pesulahusega [50 mM Ne&&O mM Tris (pH 7.5), 0.1% Tween
20]. Detekteerimiseks kasutati kommertsiaaléstti ECL RPN 2106 (,Amersham
Biosciences").

2.11. Transkriptsiooni katse

CHO rakkudesse transfekteeriti 100 ng pGL3E2BS3aP2 plasmiidi, 25 ng pRL-
Tk plasmiidi, 200 ng pCGE2 ja pCGE2C plasmiidi, 280 pCGBrd4CTD plasmiidi ning
100 ng, 500 ng ja 2000 ng pQMNTag/B-MCAP ja pQMHARa plasmiidi.
Transkriptsioonilise aktiivsuse uurimiseks kasut@tma ,Promega Dual-Luciferase
Reporter Assay System Kit'30 tundi parast transfektsiooni pesti koekuliassidel
kasvavaid CHO rakke PBS-iga. Rakkudele lisati 400xPLB-d (Passive lysis buffgr
Rakud kraabiti tassilt lahti kummispaatli abil ninguspendeeriti homogeenseks
suspensiooniks, mis kanti puhtasse mikrotsentrifuufi. Rakuseinte [6hkumiseks
kilmutati proovid -80°C juures ning sulatati uuegtilmutamise-sulatamise etappi viidi
labi kaks korda. 40ul LAR II lahust (Luciferase Assay Reagent) Isisaldavatesse
mikrotsentrifuugituubidesse lisati @ rakultsaati. LAR Il on vajalikPhotinus pyralis®
lutsiferaasi aktiveerimiseks. Tuubid asetati TD2Z0/ luminomeetrisse (“Turner
Biosystems”) ning mdddeti tulemusPhotinus pyrali® lutsiferaasi aktiivsuse
kustutamiseks j&enilla reniformi& lutsiferaasi aktiveerimiseks lisati samasse itd@ul
Stop&Glo Reagetit segati vorteXil ning mdddeti tulemus. Saadud tulemusi analiitsit

Microsoft Excelprogrammiga.
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2.12. Episomaalse DNA eraldamine

CHO rakkudesse transfekteeriti 100 ng pUC/Alu mpligdi, 500 ng pCGEag
plasmiidi, 250 ng pCGE2 ja pCGE2C plasmiidi ning02Bg, 500 ng ja 1000 ng
pQMHADaxx plasmiidi. 36 ja 72 tundi peale transi&bni eraldati rakkudest
episomaalne DNA. Rakud pesti PBS-iga, luusiti 4080l 1/Sol 1l (1:2) lahuses [Sol I: 50
mM glukoos, 25 mM Tris (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH §.&ol 1I: 0.2 M NaOH, 1% SDS]
ning inkubeeriti 5 minutit jaal. Jargnevalt lis200 pl Sol 11l lahust (100 ml-s 60 ml 5 M
kaaliumatsetaati ja 11.5 ml jaa-dadikhapet) nindlutati tasse kuni kromosoom-
membraankompleksi moodustumiseni. Plaadil olev natekoguti kummispaatliga
mikrotsentrifuugituubidesse ja tsentrifuugiti lasettrifuugis maksimumpdoretel 15
minutit 4°C juures. Supernatant kanti uude miknotsiugituubi ja sadestati 0.6 mahu
isopropanooliga 30 minutit -20°C juures. Seejarsentrifuugiti lauatsentrifuugis
maksimumpooretel 10 minutit 4° juures ning sadeidadti 200ul Sol IV lahuses [Sol IV e.
T20E10N10050.2: 20 mM Tris (pH 7.5), 10 mM EDTA (pH 8.0), 100 mN&ClI, 0.2 % SDS],
mis sisaldas 10@ug/ml proteinaas K-d. Inkubeeriti 1 tund 56°C jmuré&eejarel lisati
vordne ruumala fenooli ja kloroformi lahust (1:1)egati ning tsentrifuugiti
lauatsentrifuugis maksimumpdoocretel 10 minutit 4i@rgs. Tekkinud vesifaas kanti Ule
uude mikrotsentrifuugituubi. DNA sadestati 2.5 m&l®do etanooliga ja 0.2 M NaCl-ga 30
minutit -20°C juures. Seejarel tsentrifuugiti lasgttrifuugis maksimumpoéoretel 10 minutit
4°C juures. DNA sade lahustati 30 T10E;-s, mis sisaldas 3Qg/ml RNaas A-d, ning
inkubeeriti 20 minutit 65°C juures.

Edasisele analiitsile voeti 15 pul DNA-d, mida laigafritavat plasmiidi lineariseeriva
ensidmiga ningDpnl enstidmiga, mis |6ikab ainult bakteriaalse pangal DNA-d.

Restriktsioon kestis 6-12 tundi 3C juures.
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2.13.Southern blot

Restrikteeritud episomaalne DNA lahutati elektrettdiliselt 1% agaroosgeelis
1XTAE puhvris (4 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA). Psiralektroforeesi denatureeriti
geeli 40 minutit SolA lahuses (1.5 M NaCl, 0.5 MO\4) ja neutraliseeriti 30 minutit SolB
lahuses (1.5 M Tris, 1.5 M NaCl). DNA ilekanne oaflltrile (Amersham Hybond-N
toimus 10xSSC lahuses [1.5 M NaCl, 0.15 M Na-taitrgpH 7.0)] 12-18 tundi.
Ulekandunud DNA fikseeriti filtrile kovalentselttuhvioletkiirguse abil 120 mJ juuresy
Stratalinker 1800 ,Stratagene®). Filtrit inkubeeriti seejarel 0.5#ndi 65°C juures
prehubridisatsiooni lahuses (6xSSC, 5xDenhardt%e03SDS, 200ug/ml denatureeritud
I6he spermi DNA). Radioaktiivse fosforigg?®) maérgistatud hibridisatsiooni proov
valmistati kasutadesMBIl Fermentas DecalLabel DNA Labeling ’Kit vastavalt
tootjapoolsele protokollile. Proovi valmistamiselskitati enstamigdindlll restrikteeritud
pUC/Alu plasmiidi. Denatureeritud proov lisati pidtridisatsiooni lahusesse ja inkubeeriti
12-18 tundi 65°C juures. Parast hibridiseerimisitipfiltrit 3x30 minutit | pesulahuses
(2xSSC ja 0.2% SDS) ja 3x30 minutit Il pesulahuge2xSSC ja 0.2% SDS). Tulemused

visualiseeriti autoradiograafiliselt rontgenfilmile
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3. TULEMUSED

3.1. Brd4 CTD relokaliseerib E2 valgu tuuma fookustsse

Papilloomiviiruse E2 valk on viiruse elutsukli pe@e regulaator, kontrollides selle
geenide transkriptsiooni ning genoomi replikatsiofan segregatsiooni. BPV-1 E2 valk
esineb rakkude tuumas juhusliku tépilise mustrim@gnon seotud kromatiiniga kogu
rakutsukli valtel (Skiadopoulos ja McBride, 1996ljikas et al, 2001; Kurget al, 2005).
E2 valk on ndaidatud interakteeruvat erinevate twgiseste kompartmentidega. Lisaks
kromatiinifraktsioonile on osa BPV-1 E2 valgust tgb mittekromatiinsete
tuumastruktuuridega (Kuret al, 2005). Kui enamus BPV-1 E2 valgust on seotudilrsd
kromatiiniga, siis HPV-11 E2 valk on naidatud asssruvat eelistatult tuumamaatriksiga
(Zouet al, 2000).

Kuna E2 on multifunktsionaalne valk, seondub s@a erinevate rollide taitmiseks
mitmete rakuliste valkudega. E2 transkriptsioomMisiooni taitmiseks on vajalik selle
interakteerumine Brd4 valguga (llves al, 2006; Schweigeet al, 2006). Nendevahelise
interaktsiooni I6hkumisel kaotab E2 vdime aktivdartranskriptsiooni. Brd4 C-terminaalse
domeeni (Brd4 CTD) ekspressioon on naidatud oleeainant-negatiivse mdjuga, kuna
see inhibeerib efektiivselt koigi papilloomiviirest E2-vahendatud transaktivatsiooni
(McPhillips et al, 2006; Schweigeet al, 2006; llveset al, 2006; Kurget al, 2006).
Tdenaoliseltkonkureerib Brd4 CTD endogeense Brd4 valguga Efnsise parast. Me
otsustasime uurida, kas ja kuidas mdjutab Brd4 QEekspressioon E2 valgu tuumasisest
lokalisatsiooni.

E2 valgu lokalisatsiooni analttsimiseks kaswgamalt CHOBgI40 rakuliini, mis
mimikeerib papilloomiviiruse elutsukli latentsetafa, ekspresseerides stabiilselt BPV-1 E1
ja E2 valke ning sisaldades BPV-1 URR piirkondadkeat plasmiidi pNeoBgl40 (Piirsoo
et al, 1996). IF analtusil olicarrieriga transfekteeritud CHOBgl40 rakkudes EZ2
spetsiifiline signaal detekteeritav tdppidena ralkuuumas (joonis 4A, Ulemine pilt).
hBrd4 CTD ekspressioon pdhjustas aga E2 relokalisgise selgelt eristuvatesse

fookustesse (joonis 4A, alumine pilt).
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BPV-1 E2 valgu tuumasisese lokalisatsiooni muusendetailsemaks uurimiseks
kasutati biokeemilist subtsellulaarse frakisioneese meetodit. Biokeemilise
fraktsioneerimise katse skeem on ara toodud jobABeEsimese sammuna ltdsiti rakud
0.5% Triton X-100 sisaldavas CSK puhvris, pealeriifutilist ja&l inkubeerimist eraldati
tsentrifuugides lahustuvad valgud. Antud fraktsioonimetasime Sol. dplublg
fraktsiooniks. Mitteioonse detergendiga lahustumatumafraktsioon, mis sisaldab nii
kromatiini kui tuumamaatriksit, jaotati kaheks niresuspendeeriti paralleelselt kas 0.1 M
vdi 0.4 M NaCl sisaldavas CSK puhvris. Parast 10utilist jaal inkubeerimist eraldati
tsentrifuugides lahustuvad fraktsioonid (0.1 M N&Jk 0.4 M NaCl S) soolaresistentsetest
fraktsioonidest (0.1 M NaCl P ja 0.4 M NaCl P). @aa fraktsioonid anallilsitVestern
blot meetodil E2 spetsiifilise antikeha abil.

Joonisel 4C on néha, et valdav osa E2 spetdifisggnaali carrieriga
transfekteeritud CHOBQgI40 rakkudes oli detektegritdahustumatus kromatiini-
tuumamaatriksi fraktsioonis, millest E2 kui kronmaitralk oli ekstraheeritav 0.4 M soolaga
(joonis 4C, Ulemine paneel, rajad 3 ja 4). hBrdDGkspressiooni tulemusena aga polnud
osa E2 valku enam soolatundlik (joonis 4C, Ulenpaeeel, rajad 8, 9 ja 10). Mittelahustuv
tuumarfraktsioon sisaldab kahte lahustumatut fraktsi— kromatiini, mis koosneb DNA-st
ja sellega seotud valkudest, mis on 0.45 M soolagastumatust tuumafraktsioonist
ekstraheeritavad, ning tuumamaatriksit, mis on BiN#&®tlusele resistentne ja korgel
soolakontsentratsioonil mitteekstraheeritav fibesgiaarne struktuur (Berezney, 2002).
hBrd4 CTD ise on kromatiiniga seondumist tagavatmeenide puudumise tottu
detekteeritav peamiselt mitteioonse detergendigaustaivas tuumafraktsioonis, mis
koosneb tsutosoolist ja nukleosoolist (joonis 4@mine paneel, rada 6). Kontrollina on
toodud Uhe teise kromatiinivalgu, inimese Orc2 @&)rfraktsioneerumine, tbestamaks, et
hBrd4 CTD ekspressiooni mdju E2 valgu relokalisaisile on spetsiifiline (joonis 4C,

alumine paneel, rajad 3 ja 4 ning 8 ja 9).
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Kogu rakk
‘ CSK+0.5% Triton X-100

Sol. Sade

(tsitosool+nukleosool)  (kromatiin+tuumamaatriks)
CSK+NaCl

CHOBQgI40

Supernatant (S) Sade (P)

C
CHOBGgl40 CHOBgI40+hBrd4 CTD
I I |
CHOBgI40 0.IMNaCl  0.4M NaCl 0.IMNaCl 0.4M NaCl
+hBrd4 CTD e e
Sol. S P S P Sol. S P S P
85—
-
~— -— Qe — = %
47— - - e | == BPV-1 E2
- < hBrd4 CTD
ssj -— - 5‘ ey ‘ =~ hOrc2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Joonis 4. BPV-1 E2 valgu tuumasisese lokalisatsiooni uurim@t¢OBgl40 rakkudes.A. BPV-1
E2 valgu lokalisatsiooni uuriminearrieriiga ja hBrd4 CTD transfekteeritud rakkudes IF noekt E2
spetsiifilise 5H4 antikehaga.B. Subtsellulaarse fraktsioneerimise skeen€. Subtsellulaarsel
fraktsioneerimisel saadud BPV-1 E2, hBrd4 CTD jard¢®Ovalkude jaotumine mitteioonse detergendiga
lahustuvate valkude fraktsiooni (Sol.), lahusturetkuomatiini-tuumamaatriksi fraktsioonist 0.1 Miib4M
NaCl juuresolekul ekstraheerunud valkude fraktsigarsoolaresistentse tuumamaatriksi fraktsiooriiela
Western blotnallisil detekteeriti BPV-1 E2 valku E2-speths$if antikehaga 5E11-HRP, mis tunneb &ra ka
E2Tag-i hBrd4 CTD N-terminuses, ning hOrc2 valkuilkehagaa-Orc2. BPV-1 E2, hBrd4 CTD ja hOrc2

valkude asukohad on néaidatud paremal noolega.igtethmittespetsiifilist signaali.

Edasiseks sammuks oli kontrollida, kas hBrd4 CThudab BPV-1 E2 valgu
tuumasisest kompartmentalisatsiooni ka transiensieteemis ning omab samasugust
efekti ka inimese papilloomiviiruse E2 valkude sshtSarnaselt stabiilselt ekspresseeritud
BPV-1 E2 valgule oli CHO rakkudes transientseltpeksseeritud BPV-1 E2, HPV-18 E2
ja HPV-11 E2 valkude spetsiifiline signaal detekiteg lle kogu tuuma (joonis 5,
vasakpoolne paneel). hBrd4 CTD koekspressioongtiaga E2 valkude relokaliseerumise

distinktsetesse fookustesse (joonis 5, parempguaneel).

33



BPV-1 E2

HPV-18 E2

HPV-11 E2

+hBrda CTD
Joonis 5. BPV-1, HPV-18 ja HPV-11 E2 valkude tuumasisesealisiatsiooni uurimine CHO
rakkudes nii Uksi kui hBrd4 CTD koekspressioonil tireetodil BPV-1 E2 ja HPV-18 E2 spetsiifiliste
antikehadega 5H4 ja 2E7, vastavalt, ning HPV-11vEaRju N-terminuses paiknevat E2Tag-i aratundva
antikehaga 3F12.

Seega indutseerib hBrd4 CTD algselt Gle kogu rakuma jaotunud E2 valgu
relokaliseerumise distinktsetesse fookustesse, kuisuvad lahustumatu tuumamaatriksi
koosseisu. BPV-1 E2 valgu tuumasisese lokalisatsiomuutus toimub nii stabiilse kui
transientse ekspressiooni tingimustes ning lisadisjystab hBrd4 CTD ka HPV-18 ja

HPV-11 E2 valkude kontsentreerumise distinktsetaasmastruktuuridesse.

3.2. E2 wvalgu relokaliseerimiseks on vajalik selleN-terminaalne
transaktivatsiooni domeen, mis vahendab interaktsioni Brd4 CTD-ga

Veendumaks, et hBrd4 CTD poolt indutseeritud ERjwaelokaliseerumine on
aktiivne protsess ning vajab selleks E2 ja hBrd4DCatsest interaktsiooni, hinnati
fookustes BPV-1, HPV-18 ja HPV-11 E2 ning BPV-1 E2@lkude kolokalisatsiooni
hBrd4 CTD valguga. Samuti uuriti, kas ka hBrd4 Ciiksi lokaliseerub nendes fookustes
ning milline on taispika Brd4 valgu tuumasisenetygo CHO rakkude analtusimisel IF
meetodil selgus, et taispikad BPV-1 (joonis 6A),VHEB ja HPV-11 (joonis 6B) E2 valgud
kolokaliseerusid hBrd4 CTD-ga viimase poolt indetseid fookustes. Samas BPV-1 E2C
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tuumasisest lokalisatsiooni hBrd4 CTD ekspresseiandjutanud (joonis 6A). Kuna BPV-
1 E2C valgul puudub hBrd4 CTD-ga interakteerumisthandav N-terminaalne
transaktivatsiooni  domeen, vOib  jareldada, et E2 Igwa tuumasisese
kompartmentalisatsiooni muutumiseks on vajalikeselisene interaktsioon hBrd4 CTD-ga.
Seda, et E2 valgu lokaliseerumine hBrd4 CTD mojuladtiivne protsess, néitab hBrd4
CTD kontsentreerumine fookustesse ka E2 ekspressmadumisel (joonis 6C). Hiire
taispikk Brd4 (mBrd4 FL), mis erinevalt Brd4 CTDlgast sisaldab kahte bromodomeeni,

on aga endiselt jaotunud peene tapilise mustrie&adgu tuuma (joonis 6C).

A B
E2/Brd4 CTD E2/Brd4 CTD
E2 Brd4 CTD koos E2 Brd4 CTD koos
BPV-1E2 HPV-18 E2
BPV-1E2 HPV-18 E2
+hBrd4 CTD +hBrd4 CTD
o T -.
BPV-1 E2C HPV-11 E2
+hBrd4 CTD +hBrd4CTD
C

Brd4 CTD

Brd4 FL

hBrd4 CTD mBrd4 FL

Joonis 6. A.ja B. E2 valkude tuumasisese kolokalisatsiooni uurimi¢OCrakkudes nii Uksi kui
hBrd4 CTD koekspressioonil IF meetodil BPV-1 E2 B2C spetsiifilise antikehaga 5H4, HPV-18 E2
spetsiifilise antikehaga 2E7, HPV-11 E2 N-termirmugaikneva E2Tag-i spetsiifilise antikehaga 3F12 ja
hBrd4 CTD spetsiifiliste antikehaga-Brd4. C. hBrd4 CTD ja mBrd4 FL tuumasisese lokalisatsiooni
uurimine CHO rakkudes IF meetodil hBrd4 CTD N-temoses paikneva E2Tag-i spetsiifilise antikehaga
3F12 ja mBrd4 FL spetsiifilise poliseerumiga Brd4 B
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Jargmisena kontrolliti hBrd4 CTD interaktsiooni B8R, HPV-18 ja HPV-11 E2
valkudega COS-7 rakkudes. hBrd4 CTD ning sellegderakteeruvad valgud
koimmunosadestati-Brd4 antikehaga ning immunokompleksid analliigviestern blot
meetodil. Nagu néha interakteerub hBrd4 CTD efesiit nii BPV-1 E2 valguga (joonis 7,
tlemine paneel, rada 8) kui HPV-18 ja HPV-11 EXudEga (joonis 7, alumine paneel,
rajad 9 ja 10 vastavalt).

© R AR R
2 <2y SRS

o N WY NN

NS A\ AT APRUGRI

e IXFE &
kDa + 0+ o+ o+ + + + + hBrd4 CTD
15| - P . — BPV-1E2 IP: f;\nti-l.Brdzl
— hBrd4 CTD WB: anti-E2Tag
48— 48—
o= = HPV-11 E2 IP: anti-Brd4
- W™ | HPVIBE2 | \pB: anti-HPV-18 E2 ja anti-HPV-11 E2

Joonis 7. hBrd4 CTD interaktsioon BPV-1, HPV-18 ja HPV-11 E&lkudega. hBrd4 CTD ja E2
valke ekspresseeriti COS-7 rakkudes ja hBrd4 CTinkaunosadestati (IR)-Brd4 antikehagaWestern blot
(WB) anallilsil detekteeriti BPV-1 E2 valku E2-sjiéitse antikehaga 5E11-HRP, mis tunneb ara ka &1
i hBrd4 CTD N-terminuses, HPV-18 E2 valku antikeh&f7 ja HPV-11 E2 valku antikehaga 1Fput on
radadel 1-5, immunopretsipiteeritud valgud rad&d&0. E2 positiivne kontroll on bakterist puhastaBPV-
1 E2 valk. neg. tahistabarrieriga transfekteeritud rakke. BPV-1, HPV-18 ja HPY-E2 valkude ning

hBrd4 CTD asukohad on naidatud paremal noolega.

Seega E2 relokaliseerumiseks hBrd4 CTD uleeksp@sstingimustes on vajalik
selle N-terminaalne transaktivatsiooni domeen, kBRd&/-1 E2C lokalisatsioonile hBrd4
CTD ekspressioon moju ei avaldanud. E2 valgu N-temaine domeen vahendab selle
otsest interaktsiooni hBrd4 CTD-ga, mis ka tUksinddokaliseerunud rakus distinktsetesse

fookustesse ning seondudes E2 N-terminaalse dogesglokaliseerib sinna ka E2 valgu.
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3.3. E2 kolokaliseerub fookustes Daxx valguga

Raku tuum sisaldab mitmeid interkromatiinseid lgnure, nende hulka kuuluvad
ka PML kehad. PML kehad on dinaamilised struktyumdle hulk ja suurus varieerub
sOltuvalt rakutlibist. Nad arvatakse olevat sediwmgmamaatriksiga ning reguleeritud
rakutsukli poolt (Maulet al, 2000; Sternsdorét al, 1997). Kuigi PML kehadele on
omistatud mitmeid funktsioone, on viimastel aastpeekkunud huvi nende seos erinevate
DNA viiruste varajase replikatsiooniga. Ka papiloieiiruse mitmed elutsukli etapid
arvatakse leidvat aset PML kehade vahetus lahed@sesdle et al, 1999; Dayet al,
1998; Florin et al, 2002; Dayet al, 2004). Selleks, et uurida, kas hBrd4 CTD
Uleekspressioonil detekteeritud fookused vdivadstdda PML kehasid, hinnati nendes
tuumastruktuurides E2 ja PML kehade markervalguxDlolokalisatsiooni IF meetodil.
Kui BPV-1 E2 ja E2C (joonis 8A) ning HPV-18 E2 jaPM-11 E2 (joonis 8B) valke
ekspresseerivates rakkudes oli endogeense Daxu sp#gsiifiline signaal detekteeritav tle
kogu raku, siis hBrd4 CTD juurdeviimisel kolokaksas Daxx koos BPV-1 (joonis 8A),
HPV-18 ja HPV-11 (joonis 8B) E2 valkudega formeerdnfookustes. BPV-1 E2C
ekspressiooni puhul Daxx valgu relokaliseerumigbenunud (joonis 8A). Ka hBrd4 CTD

tksinda kolokaliseerus Daxx valguga neis subnukéetes fookustes (joonis 8C).
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A B
E2/Daxx E2/Daxx

E2 koos
o o -
BPV-1 E2 HPV-18 E2
+hBrd4 CTD +hBrd4 CTD
BPV-1 E2C HPV-11 E2
BPV-1 E2C HPV-11 E2
+hBrd4 CTD +hBrd4 CTD]
C
Brd4 CTD/Daxx
Brd4 CTD Daxx koos
hBrd4 CTD

Joonis 8.E2 valkude A ja B) ja endogeense Daxx valgu tuumasisese kolokabsetisuurimine nii
Uksi kui hBrd4 CTD koekspressioonil ning hBrd4 CT) ja endogeense Daxx valgu tuumasisese
kolokalisatsiooni uurimine CHO rakkudes IF meet@®iV-1 E2 ja E2C spetsiifilise antikehaga 5H4, HPV-
18 E2 spetsiifilise antikehaga 2E7, HPV-11 E2 jaddBCTD N-terminuses paikneva E2Tag-i aratundva
antikehaga 3F12 ning endogeense Daxx valgu spletsiiintikehaga-Daxx.

Veendumaks, et saadud tulemused pole rakutuibsigiised, analttsiti E2 ja
Daxx valkude kolokalisatsiooni ka inimese rakkudted a ja HaCat. Kuna esimene neist
on HPV-18 positivne emakakaela kasvaja rakuliinngniteine immortaliseeritud
keratinotsuittide rakuliin, on mdlemad papilloomiuge infektsioonile sobivaks
keskkonnaks. Nagu néha jooniselt 9, oli mdlemasiliials saadud tulemused sarnased
CHO rakkudes detekteerituga. HeLa ja HaCat rakkuoleBPV-1 E2 ja E2C ning
endogeense Daxx valgu spetsiifiline signaal jaodupaene tapilise mustrina Ule tuuma
(joonis 9A ja 9C, vastavalt). Kui hBrd4 CTD eksmiesni tagajarjel relokaliseerus BPV-1
E2 koos Daxx valguga distinktsetesse fookustesseni§ 9A ja 9C), siis BPV-1 E2C
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lokalisatsioonis ei olnud erinevusi voimalik detdtida — nii E2C kui Daxx spetsiifiline
signaal jai difuusseks (joonis 9A ja 9C). Sarna€##O rakuliinile oli ka HelLa rakkudes
hBrd4 CTD ka tUksinda lokaliseerunud fookustessg himlokaliseerus neis Daxx valguga
(joonis 9B).

E2/Daxx
E2 Daxx koos

BPV-1 E2

BPV-1 E2
BPV-1 E2 BPV-1 E2
+hBrd4 CTD +hBrd4 CT
BPV-1 E2C BPV-1 E2C
+hBrd4 CTD +hBrd4 CT
B

Brd4 CTD/Daxx
Brd4 CTD Daxx koos

Joonis 9.E2 valkude ja endogeense Daxx valgu tuumasisesddadatsiooni uurimine HeL&\( ja
HaCat C) rakkudes nii tksi kui hBrd4 CTD koekspressioamitg hBrd4 CTD ja endogeense Daxx valgu
tuumasisese kolokalisatsiooni uurimine Hela rakku@®) IF meetodil BPV-1 E2 ja E2C spetsiifilise
antikehaga 5H4, HPV-18 E2 spetsiifilise antikehaga, HPV-11 E2 ja hBrd4 CTD N-terminuses paikneva

E2Tag-i aratundva antikehaga 3F12 ning endogeeasr ¥algu spetsiifilise antikehagaDaxx.

Antud katsete kaigus tdheldasime, et E2 posit@sseakkudes on endogeense Daxx
valgu spetsiifiline signaal raku tuumas tunduvaltntensiivsem kui E2

mitteekspresseerivates rakkudes. Daxx signaahsiitesus nais olevat soltuvuses E2 valgu
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spetsiifilise signaali tugevusest. See andis aingata, et Daxx vOib E2 valguga otseselt
interakteeruda ning osaleda E2 relokaliseerimiselkdistesse. Kui CHO rakkudes ol
endogeense Daxx valgu signaal detekteeritav valdisidioplasmas (joonis 10, Uleval), siis
BPV-1 E2 stabiilselt madalal tasemel ekspresseer@aOBgl40 rakuliinis, oli Daxx
spetsiifilise signaali intensiivsus vorreldav niutnas kui tstutoplasmas (joonis 10, keskel).
Kui aga hinnati Daxx signaali tugevust BPV-1 E2 eldgpressiooni tingimustes, vois
margata Daxx valgu tuumasisese signaali suurenesdistldes tsttoplasmaga (joonis 10,
all).

E2/Daxx koos

CHO

E2 Daxx
CHOBg4O. .
CHO
BPV-1 E2

Joonis 10.Endogeense Daxx valgu spetsiifilise signaali hindenCHO, CHOBgI40 ja BPV-1 E2

valku ekspresseerivates CHO rakkudes IF meetodif-BFE2 ja Daxx valkude spetsiifiliste antikehadega

5H4 jaa-Daxx, vastavalt.

Seega hBrd4 CTD ekspressiooni tagajarjel relo&atigh papilloomiviiruse E2 valk
tuumafookustesse ning kolokaliseerub neis koos gemltse Daxx valguga kdikides
testitud rakuliinides. Samuti kolokaliseerub fodiessDaxx valguga hBrd4 CTD Uksinda.
Kuna Daxx valku kasutatakse sageli PML kehade nman&esiis vdib fookuste puhul olla
tegu PML kehadega. Samas vdis mérgata, et Daxx \spgtsiifilse signaali intensiivsus
raku tuumas soltub E2 spetsiifilise signaali tugeat, mis omakorda voib viidata nende

kahe valgu otsesele interakteerumisele.
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3.4. E2, Brd4 CTD ja Daxx valgud véivad moodustadeakus kompleksi

Teadaolevalt interakteerub taispikk Brd4 bromodemde kaudu atsetlleeritud
kromatiiniga ja C-terminaalse domeeni kaudu (amappied 1224-1362) papilloomiviiruse
E2 valgu N-terminaalse transaktivatsiooni domeelfigzu et al, 2004; McPhillipset al,
2006). hBrd4 CTD on oma kromatiiniga assotsieerutime kaotanud, kuid suudab
endiselt interakteeruda E2 valguga. Kui taispikk dBr omas peent tapilist
lokalisatsioonimustrit tuumas (joonis 6C), siis H8r CTD oli kontsentreerunud
fookustesse (joonis 6C) ning relokaliseeris sinaaBH2 valgu (joonised 6A ja 6B). Nii
hBrd4 CTD (joonised 8C ja 9B) kui papilloomiviirug2 valk (joonised 8A ja 8B ning 9A
ja 9C) kolokaliseerusid neis distinktsetes tuumastiurides endogeense Daxx valguga.
Seetobttu oli jargmiseks sammuks uurida, kas ja $iis, millise domeeni kaudu, seondub
papilloomiviiruse E2 valk Daxx valguga ning kas kBrd4 CTD on vdimeline Daxx
valguga interakteeruma. Selleks konstrueeriti eshiaralk, kus inimese Daxx valku
(hDaxx) kodeeriva ala N-terminuses on hemaglutiniHA) tag. COS-7 rakkudes
ekspresseeriti BPV-1 E2 valke ning hBrd4 CTD ja kbaalke. HAtagi vastase HA-7
antikeha abil koimmunosadestati hDaxx valk ninglega interakteeruvad valgud.
Immunopretsipitaadid analltsitiVestern blotmeetodil BPV-1 E2 valgu spetsiifilise
antikeha abil, mis viimaldab detekteerida ka hBed®D selle N-terminuses oleva E2Tag-i
abil. Selgus, et BPV-1 E2 valk interakteerub hDaxealguga mdlema valgu
Uleekspressiooni korral (joonis 11, rada 7). hDaxdus ka BPV-1 E2C valku (joonis 11,
rada 8), hDaxx interaktsioon BPV-1 E2N valguga aga tunduvalt kehvem (joonis 11,
rada 9). BPV-1 E2C valk (jarjestused 162-410) omtaispika valgu “hinge” ja C-
terminaalset DNA-ga seondumise ja dimerisatsio@meeni ning kannab vaikest osa E2
N-terminaalsest transaktivatsiooni domeenist (jsd2). BPV-1 E2N valk (jarjestused 1-
218) hdlmab tervet N-terminaalset transaktivatsiodomeeni. Seega seondub hDaxx
otseselt E2 valguga labi selle “hinge” ja/vdi Crbamaalse domeeni. hBrd4 CTD valku

sidus hDaxx aga véaga norgalt (joonis 11, rada 10).
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WB: anti-E2Tag
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Joonis 11.hDaxx valgu interaktsioon BPV-1 E2, E2C ja E2NghimBrd4 CTD valkudega. BPV-1
E2, E2C, E2N ning hBrd4 CTD ja hDaxx valke ekspeessi COS-7 rakkudes ning hDaxx
koimmunosadestati (IP) HA-7 antikehadslestern blo{WB) analiitsil detekteeriti BPV-1 E2, E2C ja E2N
valku E2-spetsiifilise antikehaga 5E11-HRP, misnieim ra ka E2Tag-i hBrd4 CTD N-terminusksaut on
radadel 1-5, immunopretsipiteeritud valgud rad#&d&0. E2 positiivne kontroll on bakterist puhastaBPV-
1 E2 valk. BPV-1 E2, E2C ja E2N ning hBrd4 CTD vadke asukohad on naidatud paremal noolega.

Veendumaks, et saadud tulemused pole tingitudksigessioonist, tuli néidata, et
papilloomiviiruse E2 valk seondub ka endogeensexDatguga. Lisaks uuriti ka hBrd4
CTD vdimet interakteeruda endogeense Daxx valgugaDaxx antikeha abil
koimmunosadestati E2 ekspresseerivatest rakkudedbgeenne Daxx ning sellega
interakteeruvad valgud. Antud katses kasutati koealtimeeritud HPV-18 ja HPV-11 E2
valke, sest natiivsete HPV E2 valkude ekspressiasai on rakus vaga madal. Kuna
koodon-optimeeritud HPV E2 valkude N-terminuseskpab E2Tag (vt “Materjal ja
metoodika”), tunneb neid &ara ka BPV-1 E2 spetsidil antikeha. Nagu naha,
interakteerusid endogeense Daxx valguga nii BP\2Xj&onis 12A, alumine paneel, rajad
8 ja 9) kui HPV-18 E2 (joonis 12A, ulemine ja alumipaneel, rajad 10 ja 11) ja HPV-11
E2 valgud (joonis 12A, llemine paneel, rajad 121%. Kui BPV-1 E2 (joonis 12A,
alumine paneel, rajad 8 ja 9, vastavalt) ja HP\ER1(joonis 12A, tlemine paneel, rajad 12
ja 13, vastavalt) interakteerusid Daxx valgugauksi kui hBrd4 CTD koekspressioonil,
siis HPV-18 E2 valgu interaktsioon oli detektearitaid koos hBrd4 CTD-ga (joonis 12A,
tlemine ja alumine paneel, rada 11). hBrd4 CTDraktsiooni endogeense Daxx valguga
detekteerida ei suudetud (joonis 12A, alumine panaga 14).
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Joonis 12.A. Endogeense Daxx valgu interaktsioon BPV-1, HP\jalBIPV-11 E2 valkudega ning
hBrd4 CTD valgugaBPV-1 E2 ning koodon-optimeeritud HPV-18 ja HPV-E2 valke ning hBrd4 CTD
valku ekspresseeriti COS-7 rakkudes ja endogeerme& Roimmunosadestati (IR}Daxx antikehagaB.
Endogeense Brd4 valgu interaktsioon BPV-1 E2 jaxxDealkudega. BPV-1 E2, hBrd4 CTD ja hDaxx valke
ekspresseeriti COS-7 rakkudes ning endogeenne Britdmunosadestati (IR)-Brd4 antikehagaWestern
blot (WB) analliusil detekteeriti BPV-1 E2 valku E2-spifitise antikehaga 5E11-HRP (A, alumine paneel;
B, Ulemine paneel), mis tunneb ara ka E2Tag-i hB&dD N-terminuses, HPV-18 ja HPV-11 E2 valke
vastavalt antikehadega 2E7 ja 6H3 (A, Glemine pamieg hDaxx valku antikehaga 3F10-HRP (B, alumine
paneel).Input on radadel 1-7 (A) ja 1-4 (B), immunopretsipitégdi valgud radadel 8-14 (A) ja 5-8 (B). E2
positiivne kontroll on bakterist puhastatud BPV-2 \&lk. BPV-1 E2, HPV-18 E2, HPV-11 E2, hBrd4 CTD

ja hDaxx valkude asukohad on naidatud paremal gaole

Jargmisena kontrolliti Brd4 ja Daxx valkude omaeisdt interaktsiooni
koimmunosadestades endogeense Brd4 ning sellegaakteeruvad valgud Brd4
spetsiifilise a-Brd4 antikeha abil. Nagu naha ja nagu ka eelneealla, interakteeruvad
omavahel BPV-1 E2 valk ja endogeenne Brd4 (jooB, lilemine paneel, rajad 5 ja 6).
Endogeense Brd4 ja Uleekspreseeritud hDaxx int@oakt polnud ei BPV-1 E2 valgu
ekspressiooni puhul ega selle puudumisel detekésgjjoonis 12B, alumine paneel, rajad 6
ja 7, vastavalt). hBrd4 CTD spetsiifiise bandi nesnine on tingitud E2 spetsiifilise
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antikeha voimest ara tunda nii BPV-1 E2 valku k@TRg-i (paikneb hBrd4 CTD N-
terminuses) ning on antud katse positiivseks kdliikso(joonis 12B, tlemine paneel, rada
8).

Kui eespool vaadati, kas papilloomiviiruse E2 v@khBrd4 CTD kumbki eraldi
seonduvad Daxx valguga, siis edasi otsustati uukdsa BPV-1 E2, hBrd4 CTD ja hDaxx
moodustavad omavahel rakus kolmikkompleksi. Esmaibimmunopretsipiteeriti
Uleekspresseeritud hDaxx ja sellega interakteerwadgud, kasutades Uleekspresseeritud
hDaxx detekteerimiseks HA-7 antikeha. Selgus, eVBPE2 valk interakteerub hDaxx
valguga (joonis 13A, llemine paneel, rajad 8, 91(g. Kdige tugevam oli E2/hDaxx
interaktsioon, kui ekspresseerida BPV-1 E2 Uksifiolanis 13A, Glemine paneel, rada 8).
Kui E2 valku ekspresseeriti koos mBrd4 FL ja hB@HAD, oli vastav interaktsioon samuti
detekteeritav, kuid ndrgem, kui ekspresseerida BPE2 valku Uksinda (joonis 13A,
Ulemine paneel, rada 9 ja 10 vorreldes rada 8)d4BTD Uksinda seondus hDaxx valguga
vaga norgalt (joonis 13A, ulemine paneel, rada 1BRV-1 E2 valguga koos
ekspresseerides oli hBrd4 CTD/hDaxx interaktsioga alla detekteeritavuse piiri (joonis
13A, ulemine paneel, rada 9). mBrd4 FL ja hDaxxkwdke vahelise interaktsiooni
hindamist takistas esimese madal ekspressioonjtasobivate antikehade puudumine
(joonis 13A, Ulemine paneel, rajad 10 ja 12). Jseni3A alumine paneel on katse
sisemiseks kontrolliks, néitamaks, et hDaxx oli kid@s immunopretsipitaatides
vorreldaval tasemel olemas.

Jargmisena koimmunosadestati meid huvitav valkkaepleks E2 spetsiifilise
antikeha abil. Ka selles katses kordusid eelmisgeirtused — ekspresseerides E2 valku
tksinda, oli BPV-1 E2/hDaxx interaktsioon koige grami detekteeritav (joonis 13B,
Ulemine paneel, rada 6), koekspresseerides mBrd&lFkastav interaktsioon nérgem
(joonis 13B, ulemine panel, rada 8) ning hBrd4 Cplthul vaevu detekteeritav (joonis
13B, ulemine paneel, rada 7). Nii BPV-1 E2 kui MB@TD olid immunopretsipitaatides
olemas (joonis 13B, alumine paneel).
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Joonis 13. A.hDaxx valgu interaktsioon BPV-1 E2 ja hBrd4 CTDlalega.B. BPV-1 E2 valgu
interaktsioon hDaxx valguga. BPV-1 E2, hBrd4 CTDBnma¥ FL ja hDaxx valke ekspresseeriti COS-7
rakkudes ning hDaxx ja BPV-1 E2 koimmunosadestBfj yastavalt HA-7 ja 5H4 antikehag&/estern blot
(WB) analliisil detekteeriti BPV-1 E2 valku E2-sjifitse antikehaga 5E11-HRP (A, ldlemine paneel; B,
alumine paneel), mis tunneb ara ka E2Tag-i hBrd® GlFterminuses, ja hDaxx valku antikehaga 3F10-HRP
(A, alumine paneel; B, tlemine paneéfput on radadel 1-6 (A) ja 1-4 (B), immunopretsipitadti valgud
radadel 7-12 (A) ja 5-8 (B). E2 positiivseks kofitks on bakterist puhastatud BPV-1 E2 valk. BP\E2,
hBrd4 CTD ja hDaxx valkude asukohad on naidatuépat noolega.

HPV-18 ja HPV-11 E2 valkude olemasolu uurimisekseidn huvitavas
kolmikkompleksis koimmunosadestati HA-7 antikehd &beekspresseeritud hDaxx ning
sellega interakteeruvad valgud. Positiivseks kdiiksooli BPV-1 E2 valgu interaktsioon
hDaxx valguga, mis oli detekteeritav ka hBrd4 CTaekspressioonil (joonis 14, tdlemine
paneel, rajad 8 ja 9, vastavalt). HPV-18 E2 ja HRVE?2 interaktsioon hDaxx valguga ol

detekteerimise piiri peal (joonis 14, alumine panegad 10 ja 12, vastavalt), samas oli
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nende valkude tase jubaputis vaga madal (joonis 14, alumine paneel, rajagh 3,
vastavalt). hBrd4 CTD koekspressioonil esines HBVjd HPV-11 E2 valkuinputis
oluliselt rohkem (joonis 14, alumine paneel, rajddja 6, vastavalt) ning nende
interaktsiooni detekteerimine hDaxx valguga olimélik (joonis 14, alumine paneel, rajad
11 ja 13, vastavalt). hBrd4 CTD interaktsiooni h®axalguga polnud vdimalik
detekteerida ei BPV-1 E2, HPV-18 E2 ega HPV-11 BRwga koekspresseerides (joonis
14, Ulemine paneel, rada 9; alumine paneel, raglalliinine paneel, rada 13, vastavalt).
Erinevus BPV-1 E2 ja HPV E2 valkude detekteerimisgritis vOib olla tingitud HPV
valkude tunduvalt madalamast ekspressioonitasemaktis vO6i nende tugevamast
assotsiatsioonist tuumamaatriksiga (Zeu al, 2000), mistdttu rakkude sonikeerimisel
vabaneb neid lahustuvasse fraktsiooni tunduvaleméhhBrd4 CTD vdib tésta HPV E2

valkude ekspressioonitaset voi nérgendada nendeakisiooni tuumamaatriksiga.
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Joonis 14.hDaxx valgu interaktsioon BPV-1, HPV-18 ja HPV-12 ¥alkudega. BPV-1, HPV-18 ja
HPV-11 E2 valke ning hBrd4 CTD ja hDaxx valke elegseeriti COS-7 rakkudes ning hDaxx
koimmunosadestati (IP) HA-7 antikehag&/estern blot(WB) anallisil detekteeriti BPV-1 E2 valku E2-
spetsiifilise antikehaga 5E11-HRP (Ulemine panesl} tunneb ara ka E2Tag-i hBrd4 CTD N-terminuses,
ning HPV-18 ja HPV-11 E2 valku vastavalt antikehgal@E7 ja 6H3 (alumine panediput on radadel 1-7
immunopretsipiteeritud valgud radadel 8-14. BPVZ2, HPV-18 E2 ja HPV-11 E2 valkude ning hBrd4 CTD

valgu asukohad on naidatud paremal noolega.

Nii papilloomiviiruse E2 kui Daxx on vdimelised is&e valkude vahendusel
seonduma kromatiiniga. E2 valk on eelistatult d@ifeetitud kromatiiniga seonduva Brd4
valgu abil assotsieerunud kromatiiniga terve ralkkltsvaltel (McPhillips et al, 2005).

Lisaks seob E2 mitmeid rakulisi transkriptsioonirgplikatsiooni masinavarki kuuluvaid
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komponente (Rankt al, 1995; Stegeet al, 1995; Liet al, 1991; Bensoret al, 1997,
Breiding et al, 1997; Leeet al, 2000; Leeet al, 2002; Mulleret al, 2002; Penget al,
2000; Li ja Botchan, 1993; Parigt al, 2006). Nendeks interaktsioonideks on vajalik E2
valgu N-terminaalne transaktivatsiooni domeen. Dawx leitud interakteeruvat
heterokromatiinse DNA-ga, sealjuures tsentromee(lghov et al, 2004; Plutaet al,
1998), ning mitmete transkriptsiooni reguleerivigktoritega (Salomoni ja Khelifi, 2006;
Hollenbachet al, 2002). Seetdttu uuriti, kas E2 ja Daxx moodusthiikompleksi DNA
vahendusel v6i on vOimelised omavahel interaktearuka lahuses. Selleks kasutati
etiidiumbromiidi, mis interkaleerub nukleiinhapetduste vahele ning takistab seelabi
valkude seondumist DNA-le. Parast etiidiumbromiadigkubeerimist koimmunosadestati
rakuliisaadist hDaxx (joonis 15A) vbi BPV-1 E2 (jaof®5B) ning nendega interakteeruvad
valgud, kasutades vastavalt Uleekspresseeritud hQagnis 15A) voi BPV-1 E2 valgu
(joonis 15B) spetsiifilist antikeha. Selgus, et kW@eondub BPV-1 E2 valguga ka lahuses
ja seda nii hBrd4 CTD kui mBrd4 FL koekspressiodjubnis 15A, tlemine paneel, rajad
6, 7, 8; joonis 15B, uUlemine paneel rajad 6, 7 S&ega vdib jareldada, et hDaxx/BPV-1 E2
interaktsiooni eeltingimuseks ei ole nende valkedendumine DNA-ga. Joonise 15A ja
15B alumine paneel on katse sisemiseks kontroligigamaks, et hDaxx ning BPV-1 E2 ja

hBrd4 CTD olid kdikides immunopretsipitaatides \@daval tasemel olemas.
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Joonis 15. A.ja B. hDaxx valgu interaktsioon BPV-1 E2 valguga etiidlinomiidi juuresolekul.
BPV-1E2, hBrd4 CTD, mBrd4 FL ning hDaxx valke elegseeriti COS-7 rakkudes ning enne hDaxx (A) vOi
BPV-1 E2 (B) valkude koimmunosadestamist (IP) weataHA-7 (A) vb6i 5H4 (B) antikehaga inkubeeriti
lahustuvat fraktsiooni etiidiumbromiidigdVestern blot(WB) analtisil detekteeriti BPV-1 E2 valku E2-
spetsiifilise antikehaga 5E11-HRP (A, Glemine p&nBealumine paneel), mis tunneb ara ka E2Tag+id4B
CTD N-terminuses, ning hDaxx valku antikehaga 3HEP (A, alumine paneel; B, Ulemine paneéiput
on radadel 1-4, immunopretsipiteeritud valgud ratiast8. BPV-1 E2, hBrd4 CTD ja hDaxx valkude

asukohad on naidatud paremal noolega.

Kuna koimmunosadestamise katsetest saadud andmdekbbati vastukaivad, siis
alternatiivselt analtisiti potentsiaalse kolmikkdeksi formeerumist ka glitserooli
gradiendis ultratsentrifuugimise teel. BPV-1 E2, ak® ja hBrd4 CTD valke
ekspresseerivad CHO rakud fraktsioneeriti vastgwealtisel 4B toodud skeemile ning 0.4
M soola juuresolekul Ilahustumatust kromatiini-tuumnaatriksi  fraktsioonist
ekstraheerunud valgud ultratsentrifuugiti |&bi 14t glutserooli gradiendi. Seejarel jagati
gradient 10 fraktsiooniks, milles BPV-1 E2, hBrd4[rja hDaxx valkude jaotuvus maéarati

Western blomeetodil.
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Anallldsides BPV-1 E2 ja hDaxx koekspressioonil deenkahe valgu
sedimentatsiooni profiili, voib 6elda, et mélemaiguvad glutserooli gradiendis sarnase
kiirusega. Nii BPV-1 E2 (joonis 16A, alumine paneeljad 2 kuni 5) kui hDaxx valku
(joonis 16A, tlemine paneel, rajad 2 kuni 4) detekiti kdige enam fraktsioonidest, mis
vastavad ~440 kDa kompleksile. Kui lisaks BPV-1jgRDaxx valkudele ekspresseeriti ka
hBrd4 CTD, liikusid E2 (joonis 16B, alumine paneaalad 3 kuni 4) ja hDaxx (joonis 16B,
dlemine paneel, rajad 3 kuni 4) sarnaselt eelnevagadlemat esines kdige rohkem
fraktsioonides, mis vastavad ~440 kDa suurusele pkeksile. Samuti vOis samades
fraktsioonides detekteerida ka hBrd4 CTD (jooni®816lumine paneel, rajad 3 kuni 6).
Vorreldes 0.4 M soola tundliku fraktsiooniga, oh®axx ja hBrd4 CTD suuremal hulgal
esindatud mitteioonse detergendiga lahustuvassimakiis. Mdlemad olid esindatud laia
piigina tle 10 fraktsiooni. Mitteioonse detergeradigkstraheeruvate valkude hulgast ei
olnud aga vdimalik detekteerida E2 (andmeid poldatéad).

A
BPV-1 E2 + hDaxx
S Q
0 ?\Q
(o)
kDa S 1 234 5 6 78 9 10
118—| c - — . <=— hDaxx
— ——— <= BPV-1E2
45— - - —
4 4
440 kDa 150 kDa
B

BPV-1 E2 + hDaxx + hBrd4 CTD

S
KDa S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
118— . " —— <=—hDaxx
5 | ————— =—BPV-1E2
- L — <=—hBrd4 CTD
4 4
440 kDa 150 kDa

Joonis 16. CHO rakkudes koekspresseeritud BPV-1 E2 ja hDayxning BPV-1 E2, hDaxx ja
hBrd4 CTD @) valgud ekstraheeritiahustumatust kromatiini-tuumamaatriksi fraktsisir®.4 M NacCl
juuresolekulning nende liikumist hinnati gliitserooli gradienl®-40%) ultratsentifuugimise teel Ydestern
blot meetodil BPV-1 E2 valgu spetsiifilise antikehadal®-HRP, mis tunneb &ra ka E2Tag-i hBrd4 CTD N-
terminuses, ning hDaxx valgu spetsiifilise antikgp@F10-HRP. Glitserooli gradiendis ultratsentgimise
kestus oli 4h. BPV-1 E2, hDaxx ja hBrd4 CTD valkuwseikohad on naidatud paremal nooltega.
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Eelnevalt on kirjeldatud Brd4 CTD interaktsioon idi® papilloomiviiruste E2
valkudega. Meie kirjeldasime inimese Daxx valgurskonist BPV-1, HPV-18 ja HPV-11
E2 valkudega. Lisaks detekteerisime norga interadis Brd4 CTD ja Daxx valgu vahel,
mis vOib viidata nendevahelisele vaga transientsetendumisele voi toimub interaktsioon
teiste valkude vahendusel. Naitasime ka 0.4 M g@okdueeritavas kromatiinifraktsioonis
BPV-1 E2, Daxx ja Brd4 CTD valkude sarnast liikutniglitserooli gradiendis
ultratsentrifuugides. Samas IP tulemused viitawdktle, et E2 seondub kas Brd4 CTD voi
Daxx valguga, aga mitte mélemaga korraga. Seeda (ks takistada teise seondumist E2
valguga. Siiski arvame, et papilloomiviiruse E2giinimese Daxx ja Brd4 CTD valgud on
vOimelised moodustama teatud tingimustel rakus Kekgp ning selleks vajalikud
interaktsioonid vdivad toimuda ka 0.4 M soolagatefteeritavas kromatiini fraktsioonis,

kuid ilma DNA vahenduseta.

3.5. Daxx valgu mdju uurimine E2BS-s6ltuvale E2 traskriptsiooni ning

replikatsiooni funktsioonile

Daxx valgu uheks funktsiooniks on transkriptsiooeguleerimine. Siiamaani on
kirjeldatud Daxx kui transkriptsiooni korepressprihis represseerib mitmeid rakulisi
transkriptsiooni faktoreid (Salomoni ja Khelifi, @8) ning interakteerub valkudega
(histooni deatsetiilaas licore histoonid, DEK valk), mis osalevad transkriptsioon
vaigistamisel (Hollenbaclet al, 2002). Sel pdhjusel otsustati uurida, kas E2/Dax
interaktsioon mojutab E2 transaktivatsiooni funisii.

Daxx valgu mdju hindamiseks EZ2-sbltuvale trangkrgonile kasutati kahte
erinevat reporterplasmiidi — pGL3E2BS (joonis 178 37C) ja pGL3P2 (joonis 17B).
Esimene sisaldaBhotinus pyrali& lutsiferaasi geeni ees SV40 promootorit ja kolgge
seondumiskohta (BS9) ning teine BPV-1 URR piirkorid476-94 BPV-1 genoomis). E2
valgu seondumisel reporterplasmiidis leiduvatele $E®ndumiskohtadele aktiveeritakse
SV40 vdi BPV-1 URR piirkonnas asuv promootor ningmesseeritakse lutsiferaasi. E2
transaktivatsioonivbimet méaaratakse rakkudes tekkitutsiferaasi hulga jargi. Antud

katses hindasime Daxx valgu vGimet mojutada BP\V21jeEE2C sdltuvat transkriptsiooni.

50



Teadaolevalt kéitub taispikk E2 valk transkriptsioaktivaatorina ning selle repressorvorm
E2C N-terminaalse transaktivatsiooni domeeni puudeimtranskriptsiooni ei mojuta
(Spalholzet al, 1985; Lamberet al, 1989; Choet al, 1989; Barsouret al, 1992).

Transkriptsiooni katse l|abiviimiseks CHO rakkud&asutati nii E2-sdltuvat
(PGL3E2BS voi pGL3P2) kui E2-mittesdltuvat (pRL-TKgporterplasmiidi. Daxx valgu
moju E2-sdltuvale transkriptsioonile hinnati, lissdBPV-1 E2 ja BPV-1 E2C valgule
erinevates kontsentratsioonides hDaxx valku. Ef#gélPhotinus pyrali® lutsiferaasi
ekspressiooni méddetud tulemused normaliseeritimidfesoltuva Renilla reniformi&e
lutsiferaasi ekspressiooni tulemuste suhtes nindmad esitati basaalse transkriptsiooni
aktiivsuse suhtes (ilma E2 valguta), mis vOrdsusiét-ga. Nagu néha, ei represseerinud
Daxx valgu lisamine E2BS-sOltuvat E2 transaktivaisi vbimet, pigem aktiveeris
kontsentratsioonist soltuvalt vahesel mé&aral — kolE2BS reportersisteemi puhul téusis
lutsiferaasi ekspressioonitase 1.3 korda (jooniA,1E2 tulbad) ja BPV-1 URR
reportersiisteemi korral 1.6 korda (joonis 17B, thedetulbad). hDaxx valgu lisamine BPV-
1 E2C aktiivsust ei m@jutanud (joonis 17A ja 17&@nedad tulbad).

Brd4 valguga interakteerumine on vajalik kdigi flapmiviiruste E2-vahendatud
transaktivatsiooniks (McPhillipgt al, 2006). Brd4 CTD ekspressioon konkureerib aga
taispika Brd4 valguga E2 seondumise pdarast ningbédnib seelabi efektiivselt E2-
vahendatud transaktivatsiooni (McPhillipsal, 2006; Schweigeet al, 2006; llveset al,
2006; Kurget al, 2006; Youet al, 2004). Taispika Brd4 valgu ekspressioon aga véhie
Brd4 CTD tingitud transkriptsiooni inhibitsiooni hktsentratsioonist sdltuval moel
(Schweigeret al, 2006). Kuna hDaxx aktiveeris E2BS-séltuvat tkaipgsiooni vahesel
maaral, uuriti, kas ka hDaxx oleks vOimeline taastdE2 valgu transaktivatsiooni voime.

hDaxx valgu moju hBrd4 CTD-tingitud BPV-1 E2-sdltu transaktivatsiooni
inhibitsioonile hinnati kolme E2BS-ga reporters@éstés. Positiivseks kontrolliks ol
mBrd4 FL uleekspressioon. Tulemuste hindamiselnéha, et hBrd4 CTD ekspressioon
inhibeerib E2-sdltuvat transkriptsiooni umbes 2 deoming mBrd4 FL juurde viimine
taastab E2 transaktivatsiooni funktsiooni kontssstoonist soOltuvalt esialgsega
vorreldavale tasemele (joonis 17C, heledad tulb@ainas hDaxx ekspressioon sellist moju
ei omanud, sest E2 valgu transaktivatsiooni fuokisiei taastunud (joonis 17C, tumedad
tulbad).
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Joonis 17. A. ja B. hDaxx valgu mdju hindamine E2BS-sdltuvale E2 tratigatsiooni
funktsioonile. CHO rakke transfekteeriti BPV-1 ER2E2C ekspressioonivektoritega, E2-mitteséltuva{JiRL
ja E2-sbltuva pGL3E2BS (A) vdi pGL3P2 (B) reporfegmiididega ning suurenevates kontsentratsioonides
(100 ng, 500 ng ja 2000 ng) hDaxx ekspressioondraégd. C. hDaxx valgu méju hindamine E2 valgu
transaktivatsiooni funktsioonile hBrd4 CTD ekspiesnil. CHO rakke transfekteeriti BPV-1 E2 ja hBrd4
CTD ekspressioonivektoritega, E2-mittes@ltuva pRLjad E2-sbltuva pGL3E2BS reporterplasmiidiga ning
suurenevates kontsentratsioonides (100 ng, 508 2990 ng) mBrd4 FL ja hDaxx ekspressioonivektgsdte
Lutsiferaasi taset rakus mdddeti 30 tundi pealasfiektsiooni. Lutsiferaasi ekspressioonitase ERigélt
reporterplasmiidilt normaliseeriti E2-mittes6ltuvaRL-Tk reporteplasmiidi lutsiferaasi ekspressiooni
tulemuste suhtes ning andmed esitati basaalséehatasi aktiivsuse suhtes (ilma E2 valguta), misisdstati

1.0-ga. Esitatud tulemused on kolme iseseisva katslemised.
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Papilloomiviiruse replikatsiooniks on vajalikudptéatsiooniorigin in cis ning E1
ja E2 valgudin trans (Chiang et al, 1992; Ustav ja Stenlund, 1991). Stabiilset
replikatsiooni tagav minimaalnerigin koosneb AT-rikkast alast ning valkude E1 ja E2
seondumiskohast (Ustaat al, 1991). E2 valgu rolliks papilloomiviiruse repditsioonil on
aidata seonduda E1 valgul koérge afiinsusega jaegtugspetsiifiliselt replikatsiooni
alguspunktiga (Sedman ja Stenlund, 1995; Sedehah, 1997). E2C valk replikatsiooni ei
toeta, kuna ei oma E1 valguga interakteerumisejadikleu N-terminaalset domeeni (Lim
et al, 1998). hDaxx valgu mdju papilloomiviiruse reg@ltkioonile uuriti BPV-1
minimaalseorigin’i ststeemis CHO rakkudes. Kahes erinevas ajapsin(d@bh ja 72h)
rakkudest eraldatud ja lineariseeriva enstuumigarikeseritud episomaalset DNA-d
analliiisiti Southern blotmeetodil radioaktiivse fosforiga®P) margistatud minimaalset
origin’i sisaldava pUC/Alu plasmiidi spetsiifilise pro@a.

Nagu néha, ei toimunud BPV-1 minimaalseigin’i replikatsiooni E2 valgu
puudumisel (joonis 18, rajad 2 ja 3) ning E2C vadggpressioonil (joonis 18, rajad 6 ja 7).
Kui kdige madalama hDaxx valgu kontsentratsioonrgs (250 ng) replikatsiooni signaali
intensiivsuses margatavaid erinevusi polnud voikndétekteerida (joonis 18, rajad 4 ja 5
vorreldes radadega 8 ja 9), siis kdrgematel hDantdentratsioonidel (500 ng ja 1000 ng)
vdis néha replikatsiooni signaali véhenemist (jeal8, rajad 4 ja 5 vorreldes radadega 10
kuni 13). Kuna erinevalt transkriptsiooni katsestigus antud katses sisemine kontroll, siis
tuleb veel kontrollida, kas tegemist oli spetss@lt papiloomiviiruse origin'ilt
replikatsiooni inhibeerimisega.. hDaxx vdis mojudadldisele replikatsiooni tasemele voi

oli hDaxx uleekspressioon rakkudele toksiline.
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Joonis 18. hDaxx valgu m&ju hindamine BPV-1 minimaalseigin’i replikatsioonile. CHO
rakkudesse transfekteeriti BPV-1 minimaalsegin’i sisaldav pUC/Alu plasmiid, BPV-1 E1, E2 ja E2C

ekspressiooniplasmiidid ning suurenevates kogus{8s0 ng, 500 ng ja 1000 ng) hDaxx
ekspressioonikonstrukti. 36 ja 72 tunni parastigtalud —1) eraldati rakkudest episomaalne DNA, mida

restrikteeriti lineariseeriva enstimigéndlll ja ensiidmigaDpnl-ga, mis |8ikab vaid bakteriaalse paritoluga
DNA-d, ning analiliisitiSouthern blotmeetodi radioaktiivselt margitud pUC/Alu spetéisi prooviga.
Markeriks on 200 pdHindlll enstdmiga restrikreeritud pUC/Alu plasmiidi ¢i@ 1). Paremal on noolega
naidatud pUC/Alu plasmiidi asukoht.

Seega uurides inimese Daxx valgu Uleekspressiootdju E2-s6éltuvale
transkriptsioonile ja replikatsioonile, leidsimd, @axx voimendab vahesel mé&aral E2BS-
sOltuvat E2 transaktivatsiooni. Samas ei olnud Daxixevalt taispikast Brd4 valgust
voimeline taastama Brd4 CTD uleekspressioonil Ewaransaktivatsiooni funktsiooni.
Papilloomiviiruse minimaalseorigin’i replikatsiooni vfib Daxx valgu uleekspressioon
inhibeerida, aga kuna me ei ole jdudnud kontrollaxx mdju rakutsiklile ega rakkude
elulemusele, ei saa veel kindlalt vaita, et Daveekipressioon inhibeerib papilloomiviiruse
DNA replikatsiooni spetsiifiliselt.
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4. ARUTELU

Papilloomiviruse E2 on multifunktsionaalne valknis reguleerib viiruse
transkriptsiooni ja replikatsiooni ning osaleb wgsgenoomi pikaajalisel episomaalsel
sailimisel jagunevates rakkudes. Koigi papilloonmiste E2 valgud seovad Brd4, kuigi
erineva efektiivsusega (McPhillipgt al, 2006). See interaktsioon on vajalik E2-
vahendatud transkriptsiooni funktsiooni taitmis€kses et al, 2006; Schweigeet al,
2006). Samas pole E2/Brd4 interaktsioon vajalikgk@apilloomiviirusete efektiivseks
segregeerumiseks, kuna mitmete papilloomiviirus?evilgud assotsieeruvad mitootiliste
kromosoomidega Brd4-sdltumatul moel (McPhillipsal, 2006). Brd4 seondub rakulise
kromatiiniga kahe N-terminaalselt paikneva bromodem kaudu, E2 valgu N-terminaalse
transaktivatsiooni domeeniga interakteerub Brd4 agwm C-terminaalselt paikneva ala
kaudu (Deyet al., 2003; Youet al, 2004). Kui E2 ja Brd4 vaheline interaktsioonkéita,
kaotab E2 oma transaktivatsiooni funktsiooni. B@4erminaalse domeeni ekspressioon
inhibeerib  efektiivselt kdigi papilloomiviiruste B2Zahendatud transaktivatsiooni
funktsiooni (llveset al, 2006; Schweigeet al, 2006; Kurget al, 2006; McPhillipset al,
2006). Antud t66 Uheks eesmargiks oligi uurida, kaskuidas mdojutab Brd4 CTD
Uleekspressioon E2 valgu tuumasisest lokalisatsioon

Papilloomiviiruse E2 valk lokaliseerub raku tuuméng IF analiidsil on E2
spetsiifiline signaal detekteeritav peene tapitsestrina. BPV-1 E2 valk on seotud rakulise
kromatiiniga kogu rakutsukli véltel (Allikast al, 2001; Skiadopoulos ja McBride, 1996;
Kurg et al, 2005). BPV-1 E2 valgu lokalisatsiooni uurimisghbiilses ja transientses
ekspressioonisusteemis IF meetodil taheldasimalgselt tGle kogu tuuma jaotunud E2
spetsiifiline signaal koondus Brd4 CTD ekspressioenlgelt eristuvatesse fookustesse.
Lisaks poOhjustas Brd4 CTD ka HPV-18 ja HPV-11 E2kwde kontsentreerumise
fookustena eristuvatesse tuumastruktuuridesse.

BPV-1 E2 valgu relokalisatsiooni detailsemal @&nidall biokeemilise
fraktsioneerimise meetodil nagime, et BPV-1 valk whldavalt seotud mitteioonse
detergendiga lahustumatu kromatiini-tuumamaatrikasktsiooniga, kust E2 oli valdavalt

ekstraheeritav 0.4 M soolaga. Saadud tulemusedoskklas eelnevalt avaldatuga (Kurg
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et al, 2005). Brd4 CTD ekspressioonil jai aga mingi oB®V-1 E2 valgust
tuumastruktuuridega seotuks ka peale 0.4 M NaOQlegalekul ekstraheerimist. Enamik
kromatiini koosseisu kuuluvaid valke on 0.45 M NaQluresolekul tuumast
ekstraheeritavad, tuumamaatriks aga jaab intaktkekparast kdrge soolaga tootlemist
(Pederson, 1998). Seega esineb BPV-1 E2 valk raumds kahes fraktsioonis — Uks
fraktsioon on assotsieerunud rakulise kromatiiniging teine soolaresistentsete
mittekromatiinsete tuumastruktuuridega. Seega Vyéibldada, et valdav osa BPV-1 E2
valgust on seotud rakulise kromatiiniga ning Brd#iDCekspressioonil suureneb see E2
valgu fraktsioon, mis on seotud tuumamaatriksiga.

Kuigi kdigi papilloomiviiruste E2 valgud seonduvddbi Brd4 kromatiiniga, on
HPV-11 E2 valgu puhul kirjeldatud ka selle assatsstn tuumamaatriksiga (Zoet al,
2000). Seega vdib oletada, et BPV-1 ja HPV-11 E2lkuwde tuumasisene
kompartmentalisatsioon on erinev — BPV-1 E2 seoreklistatult kromatiiniga ning HPV-
11 E2 tuumamaatriksiga. Seda, et BPV-1 ja HPV-11vBRud erinevad kromatiiniga
seondumise vOime poolest, toetab ka asjaolu, etd nkaks viirust kasutavad
viirusgenoomide efektiivseks jaotumiseks tltarralkwahel erinevaid strateegiaid ning
omavad segregatsiooni funktsiooni taitmiseks emkyvakulisi partnereid (Van Tiret al,
2004; Oliveiraet al, 2006; McPhillipset al, 2006).

Brd4 CTD poolt indutseeritud E2 valgu relokalisatsiks on vajalik viimase N-
terminaalne transaktivatsiooni domeen, mis vahendtdraktsiooni Brd4 CTD-ga. Seda
toetab ka asjaolu, et E2C tuumasisesele lokalsaige Brd4 CTD mdju ei avaldanud.
Kuna Brd4 CTD spetsiifiline signaal oli nii E2 ekspsioonil kui selle puudumisel
koondunud distinktsetesse fookustesse, voib jadeldat E2 relokaliseerimine on Brd4
CTD poolt vahendatud aktiivne protsess. Brd4 CTD eioma kromatiiniga
interakteerumiseks vajalikke bromodomeene, mistktiokureerib Brd4 CTD endogeense
taispika Brd4 valguga E2 seondumise pérast, eewheddasimase kromatiinilt. E2
relokaliseerumine kromatiini fraktsioonist mittekmatiinsetesse tuumastruktuuridesse on
seega pohjuseks, miks Brd4 CTD ekspressioon inhibesfektiivselt E2-vahendatud
transaktivatsiooni funktsiooni. See omakorda robutaispika Brd4 valgu tahtsust E2

seondumisel kromatiiniga ning selle interaktsiootulisust E2 funktsioonide taitmisel.
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Pealegi on antud interaktsioon vastastikku kasulika E2 aitab omalt poolt stabiliseerida
Brd4 assotsiatsiooni kromatiiniga (McPhillipsal, 2005).

Nii E2 valk kui Brd4 CTD uksinda kolokaliseerusidokustes the PML kehade
peamise struktuurse komponendi, Daxx valguga, mustdn alust arvata, et Brd4 CTD
ekspressioonil eristunud fookused téhistavad PMlhakel. Kuna PML kehad on
tuumasisesed mittekromatiinsed struktuurid ningo@sserunud tuumamaatriksiga, oleks
see kooskodlas ka biokeemilisel fraktsioneerimissdsid tulemustega. Lisaks on PML
kehasid varasemalt seostatud nii papilloomiviirusplikatsiooni (Swindleet al, 1999),
varajase transkriptsiooni (Dagt al, 2004) kui virionide morfogeneesiga (Datyal, 1998;
Florin et al, 2002).

Kuna taheldasime, et E2 positiivsetes rakkudes eadogeense Daxx valgu
tuumasisene signaal tunduvalt intensiivsem kui ERteskspresseerivates rakkudes,
oletasime, et E2 interakteerub Daxx valguga ningkediseerib selle mujalt rakust tuuma.
Selgus, et BPV-1 E2 seondub nii Gleekspresseekiluéndogeense Daxx valguga ja seda
interaktsiooni vahendab kas E2 “hinge” ja/v0i Qsteraalne domeen. Samas, kui vorrelda
inputi ja IP signaali, vBis néha, et Daxx interakteetéispika BPV-1 E2 valguga paremini
kui BPV-1 E2C vormiga. Seega vdib BPV-1 E2 seondDdax valguga otseselt, kuid
lisaks vbivad E2/Daxx interaktsioonis osaleda kiset valgud, mis seonduvad E2 N-
terminusega. Uleekspresseeritud Daxx valgu ja BAS2 interaktsioon oli kdige tugevam,
kui ekspresseeriti E2 tksinda. Brd4 CTD ja Brd4 IHamisel oli vastav interaktsioon
ndérgem, mis vdib olla tingitud konkurentsest seanidest E2 valguga. Samas endogeense
Daxx valguga saadud tulemused olid vastupidisedd4 ETD juuresolekul seondus BPV-
1 E2 Daxx valguga tugevamini kui dksinda. Antud emused olid samad ka
korduskatsetes.

Vorreldes BPV-1 E2 valguga oli HPV-18 ja HPV-11 Ealkude seondumine
Uleekspresseeritud Daxx valguga vaevu detektee®aNe pdhjuseks voib thelt poolt olla
nende tugevam assotsiatsioon tuumamaatriksiga ézai, 2000), mille tulemusena oleks
lahustuvasse fraktsiooni vabanenud ning koimmurisipieeeritavate valkude hulk
tunduvalt vaiksem. Teisalt aga voib viiruse kordtm@hhanismiks olla HPV E2 valkude
ekspressioonitaseme rakus vdimalikult madalana nhioie, kuna nad omavad kasvu

supresseerivaid omadusi ning on vdimelised induts@eapoptoosi (Downhanicét al,
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1995; Goodwinet al, 1998; Nishimuraet al, 2000; Websteet al, 2000; Paristet al,
2006). Kuna Brd4 CTD juuresolekul oli E2/Daxx irgktsiooni detekteerimine vdimalik,
voib Brd4 CTD tbsta HPV E2 valkude rakulist eksgresnitaset voi neid stabiliseerida.
HPV E2 valkude interaktsiooni uurimisel endogeer3axx valguga kasutasime N-
terminaalselt koodon-optimeeritud E2 valke. E2 udl koodon-optimiseerimine on
naidatud tbéstvat nende ekspressioonitaset, kundenemRNA-des esinevate koodonite
muutmine kbige sagedamini imetaja rakkudes esipevastu tOstab translatsiooni taset
ja/lvdi eemaldab mRNA-st negatiivsed regulatoorskanendid (Oliveiraet al, 2006).
Koodon-optimeeritud HPV-18 ja HPV-11 E2 valgud oiiputis esindatud BPV-1 E2
valguga vorreldaval tasemel ning ka nende intei@itsendogeense Daxx valguga oli hasti
detekteeritav. Seega oli natiivsete HPV E2 valkutdiZga interaktsiooni pdhjuseks
Uleekspresseeritud Daxx valguga pigem nende makialine ekspressioonitase.

Ka Brd4 CTD uksinda kolokaliseerus endogeense Daalguga fookustena
eristuvates tuumastruktuurides. Kuigi nendevahgiltsraktsiooni meil hasti detekteerida ei
onnestunud, ei ole selle toimumine siiski valistatBrd4 CTD seondumine Daxx valguga
vOib olla vaga transientne voi on selle detektegr@rtehnilistel pdhjustel raskendatud.
Samas voib see toimuda ka teiste valkude vahendgadBPV-1 E2, Daxx ja Brd4 CTD
valkude sarnane liikkumine glitserooli gradiendisamalust arvata, et need kolm valku on
voimelised moodustama rakus kompleksi. Samas, Keijiseondub nii Daxx kui Brd4
CTD valguga, ei ole kompleksi moodustamiseks tirsganvajalik Daxx/Brd4 CTD
interaktsioon.

Daxx valk on multifunktsionaalne valk, mille thekslliks on transkriptsiooni
reguleerimine. Daxx represseerib mitmeid rakuligenskriptsioonifaktoreid ning
interakteerub mitmete valkudega, mis osalevad krgstsiooni vaigistamisel (Hollenbach
et al, 2002; Salomoni ja Khelifi, 2006). Samas BPV-1-d6&uva transkriptsiooni suhtes
Daxx valk represseerivat mdju ei omanud, pigem uéiseldada vahest aktiveerimist
kontsentratsioonist sdltuval maaral. TéenéaoliselDaxx valgu vaike aktiveeriv mdju aga
kaudne, sest erinevalt taispikast Brd4 valgust \(eatper et al, 2006) ei suutnud Daxx
valgu Uleekspressioon Brd4 CTD poolt inhibeeritud tansaktivatsiooni funktsiooni
taastada. Seda toetab ka Brd4 ja Daxx valkude sassoimine erinevate kromatiini

regioonidega — Brd4 on seotud eelistatult atsetiileekromatiiniga (Deyet al, 2003; You
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et al, 2004), Daxx aga heterokromatiiniga, sealhulgastdentromeeriga (Ishost al,
2004, Plutaet al, 1998). Samas on voimalik, et Daxx kaitub korepegina HPV-de E2-
vahendatud EG6 ja E7 onkogeenide transkriptsiodnibaerimisel (Dowhaniclet al, 1995;
Goodwinet al, 1998; Nishimurat al, 2000).

E2/Daxx interaktsioonil vdib olla funktsionaalneollr papilloomiviiruse
replikatsioonil, kuna Daxx inhibeeris BPV-1 mininkg& origin’i replikatsiooni
kontsentratsioonist soltuval moel. Samas tuleb wveefida, kas Daxx valgu mdju
papilloomiviiruse DNA replikatsioonile oli spetslihe. Me ei saa valistada Daxx valgu
moju rakutsiklile ning seega ka ildisele replikadsi tasemele. Samuti voib E2 ja Daxx
Uleekspressioon mojutada rakkude elulemust, kundem@d@ valgud kannavad pro-
apoptootilisi omadusi ning on vdimelised indutsewriapoptoosi (Webstest al, 2000;
Parishet al, 2006; Yanget al, 1997; Perlmaet al, 2001; Toriiet al, 1999; Khelifiet al,
2005). Viimast toetab ka tahelepanek, et HaCatudéle oli BPV-1 E2 ja Daxx valgu
Uleekspressioon toksiline. Seega vajab taheldatuonfien veel detailsemat uurimist.

Kuna E2 valgu naol on tegemist papilloomiviirudaet&iklis multifunktsionaalse
valguga, siis peab E2 seonduma erinevate funktgleotéitmiseks mitmete erinevate
interaktsioonipartneritega erinevates tuumakompamtides.  Mittediferentseerunud
jagunevates rakkudes ehk papilloomiviiruse latentskeitsiiklis on E2 seotud eelistatult
kromatiiniga, reguleerides seelédbi papilloomivigusranskriptsiooni, replikatsiooni ja
segregatsiooni. Antud etapis on olulisel kohal E2raktsioon Brd4 valguga. Téenaoliselt
on latentses faasis seotud véike osa E2 valguStka valguga, iihe PML kehade peamise
struktuurse komponendiga. Papilloomiviiruse vargaslutsiklis voivad PML kehad olla
amplifikatsioonilise replikatsiooni toimumise kolskkuna PML kehasid on seostatud
mitmete DNA viiruste varajase replikatsiooniga nikg papilloomiviiruse genoom on
leitud parast nakatumist nendes tuumastruktuuriasuti korreleerub papilloomiviiruse
varajase transkriptsiooni efektivsus PML kehadenwsoluga (Dayet al, 2004).
Terminaalselt diferentseerunud rakkudes ehk papiligiiruse vegetatiivses eluetapis leiab
PML kehades tdenéoliselt aset viiruse morfogenBPey ét al, 1998; Florinet al, 2002;
Heino et al, 2000). Seega omavad PML kehad funktsionaalshtsugét mitmes
papilloomiviiruse eluetapis, samas E2 ja Daxx valgbelise interaktsiooni roll vajab veel

taiendavat uurimist.
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KOKKUVOTE

Antud t66 eesmargiks oli uurida, kuidas muudab4Bftterminaalse domeeni
ekspressioon papilloomiviiruse E2 valgu tuumasisastlisatsiooni ja selle interaktsioone
erinevate tuumastruktuuridega. Lisaks uuriti vivalgu E2 interaktsiooni rakulise Daxx
valguga, mis on PML kehade lks peamisi struktudrkemponente, ning selle véimalikku
tahtsust papilloomiviiruse elutsiklis.

K&aesoleva t60 kirjanduslik osa annab ulevaatellpapniviiruse E2 valgu rollist
viruse elutsiklis, PML kehade struktuurist ja ftsil&onidest ning nende
tuumastruktuuride thest peamisest struktuursespkoandist — Daxx valgust.

Eksprerimentaalse t60 tulemused olid jargmised:

1. Brd4 CTD ekspressioon relokaliseerib papilloomisie E2 valgu kromatiinilt
tuumamaatriksi koosseisu kuuluvatesse distinktsetdsokustesse, mis seletab
Brd4 CTD inhibeerivat mdju BPV-1 E2 transaktivatsio funktsioonile. Antud
relokalisatsiooniks on vajalik E2 valgu N-terminaal domeen, mis vahendab
interaktsiooni Brd4 CTD valguga. Ka Brd4 CTD uksanesineb fookustes.

2. E2 ja Brd4 CTD kolokaliseeruvad fookustes rakulidaxx valguga, seega vdib
tegemist olla PML kehadega.

3. E2 seondub Daxx valguga ning seda interaktsioonendab E2 “hinge” ja/v0i C-
terminaalne domeen. Brd4 CTD ja Daxx valkude vaheinteraktsiooni aga
detekteerida ei Onnestunud. Samas 0.4 M soola glekd kromatiini-
tuumamaatriksi fraktsioonist vabanenud BPV-1 E2xDm Brd4 CTD valgud on
vdimelised moodustama rakus thise kompleksi.

4. Daxx valk omab E2BS-s6ltuvale BPV-1 E2 transakti@inile vaikest aktiveerivat
moju, pole aga vdimeline taastama Brd4 CTD podiibeeritud BPV-1 E2 valgu
transaktivatsiooni funktsiooni. Samas BPV-1 miniteaarigin’i replikatsioonile

mojub Daxx valgu ekspressioon inhibeerivalt.

60



SUMMARY

Papillomaviruses are small DNA viruses which infeasal cells of the epithelium.
The main regulator of the virus life cycle is theall E2 protein. It is involved in the
transcription of viral genes, in the replication thle viral genome and in the stable
segregation of viral episomes in the nuclei of divg cells. For these different functions
E2 must interact with many viral and cellular piege The most significant role in
papillomavirus life cycle has the cellular prot&rd4. It is associated with chromatin by its
two bromodomains and thereby mediates E2-deperdaméactivation function and for
some viruses also E2-dependent segregation funciioe expression of the C-terminal
domain of Brd4 competes with the endogenous Brd&£fbinding and has been shown to
efficiently inhibit E2-activated transcription.

Our first goal was to examine the changes in thdear compartmentalization of
the papillomavirus E2 protein when expressing Bedd. BPV-1 E2 protein is associated
with cellular chromatin during the entire cell-ogy@nd distributed in a fine pattern over the
nucleus. However, the expression of Brd4 CTD rdkxtaE2 into distinct foci. If the
majority of E2 is extractable from the insolubleamatin-nuclear matrix fraction with 0.4
M salt then in the case of Brd4 CTD expression ra @aE2 protein remained associated
with nuclear matrix even after salt treatment. Ehgr the relocalization of E2 from
chromatin into nuclear matrix associated foci exdahe inhibitory effect of Brd4 CTD on
E2-mediated transactivation. The relocalization Ef protein requires its N-terminal
transactivation domain which interacts directlytwBrd4 CTD. In addition, Brd4 CTD
alone was also found in these foci. In these nudtea both E2 and Brd4 CTD colocalized
with the cellular Daxx protein, a major structuc@mponent of PML bodies. Thus, these
foci could represent PML bodies which are distisgbnuclear structures associated with
the nuclear matrix.

We also determined that E2 binds Daxx proteinthati the interaction is mediated
through the hinge and/or C-terminal domain of E2wdver, we could not detect an
interaction between Brd4 CTD and Daxx. Neverthelesgen considering the
sedimentation profile of BPV-1 E2, Daxx and Brd4[Cproteins extracted with 0.4 M salt
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from chromatin-nuclear matrix fraction in glycemgiadient they are capable of forming a
complex.

When studying the potential role of E2/Daxx int#i@n in papillomavirus life
cycle, we found that Daxx activated slightly BPVH2-dependent transactivation.
However, Daxx could not reduce the inhibitory effe€ Brd4 CTD on E2 transactivation
function. The expression of Daxx inhibited replioat from BPV-1 minimal origin.
However, we need to ascertain the specificity & ffhenomenon and also examine the
possible role of Daxx in cell-cycle regulation aaqabptosis.
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