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INFOLEHT

Inimese papilloomiviiruse tidp 5 ja 11 Nano-lutsiferaasi geeni sisaldavate genoomide

loomine ning replikatsioonivéime kontrollimine

Inimese papilloomiviirused on kaheahelalise DNA genoomiga viirused, mis nakatavad
epiteelkoe keratinotsttite. Nende elutsiukkel on tihedalt seotud epiteelkoe diferentseerumise
programmiga. Viiruse replikatsiooni uurimisel kasutatakse Southern blot ja PCR meetodeid,
mis on palju aega- ja ressurssi ndudvad. Uks v@imalus selle probleemi lahenduseks on
kasutada bioluminestsentsuse  markereid replikatsiooni  tuvastamiseks. Kéesolev
bakalaureusetd6 keskendub inimese papilloomiviiruse tulp 5 ja 11 genoomi Nano-lutsiferaasi
(NLuc) bioluminestsentse ~ markeri  sisseviimisele,  valmistatud konstruktide
replikatsioonivéime tuvastamisele U20S rakuliinis ja korrelatsiooni analutsile replikatsiooni

signaalide ja NLuc aktiivsuse vahel.

Marksdnad: Inimese papilloomiviirus (HPV), lutsiferaas, replikatsioon

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Generation of human papillomavirus type-5 and type-11 Nano-luciferase containing

genomes and analysis of their replication ability

Human papillomaviruses (HPVs) are double-stranded DNA viruses that infect keratinocytes.
Their life cycle is tightly connected to the epithelial differentiation program. Southern blot
and PCR are the common techniques to study virus replication; however, these methods are
time and resource consuming. One way to resolve this problem is to use viral genomes
containing bioluminescence markers. The main focus of this thesis is to insert Nano-
luciferase (NLuc) gene into HPV5 and HPV11 genomes, to examine the replication capacity
of the generated constructs in U20S cell line, and to analyse the correlation between the

obtained replication signals and NLuc activity.
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KASUTATUD LUHENDID

BS — sidumiskoht (binding site)

cNTP — tsutidiin trifosfaat (cytidine triphosphate)

dNTP — nukleosiid trifosfaat (nucleoside triphosphate)

EV — Epidermodysplasia verruciformis

FasL — Fas ligand on tudp 11 transmembraanne valk, mis kuulub kasvaja nekroosi faktorite
hulka (Fas ligand)

HPV — inimese papilloomiviirus (Human papillomavirus)

IMDM - Iscove Modified Dulbecco Medium

LB — lisogeenne s66de (lysogeny broth)

ND10 — tuuma kehakesed (nuclear bodies)

ORF — avatud lugemisraam (open reading frame)

ori — replikatsiooni origin (origin of replication)

PBS — fosfaatpuhver (phosphate-buffered saline)

SB — Southern blot

TAE — tris-atsetaat-EDTA (tris-acetate-EDTA)

URR — (ilesvoolu asuv regulatoorne ala (upstream regulatory region)
p53 — kasvaja supressorvalk 53 (tumor supressorprotein 53)

pRB — retinoblastoomi valk (retinoblastoma protein)



SISSEJUHATUS

Inimese papilloomiviirused (HPV — Human Papillomavirus) on kaheahelalise DNA
genoomiga viirused, mis nakatavad nii naha kui ka limaskestade basaalseid keratinotsiite ja
on soltuvad nende diferentseerumise programmist. Papilloomiviirused levivad otsesel
kokkupuutel infitseeritud naha- vO6i limaskestaga. Tavaliselt pisib viirus organismis
latentsena. Madalariski tudbid vdivad aga tekitada healoomulisi kasvajaid — tlukaid,
papilloome ja muid epiteeli vohandeid, ning korgeriski tlibid pahaloomulisi kasvajaid.
Kdige laiemalt levinud papilloomiviiruse poolt tekitatud pahaloomuline kasvaja on

emakakaelavahk. Samuti esineb ka teisi pea-, kaela-, naha- ja anogenitaalpiirkonna kasvajaid.

Kuigi see, et HPV-d poOhjustavad emakakaela- ja teisi kasvajaid on avastatud juba
aastakiimneid tagasi, pole veel seniajani valja tootatud efektiivseid ravimeid nende vastu,
kuna meie teadmised viiruse elutsiklist on lunklikud. See on pdhjustatud sellest, et HPV
elutsiikkel on tihedalt seotud nakatava epiteelkoe diferentseerumisega ning viirusele soodsate
tingimuste loomine laboritingumustes on Gpris keeruline. Praegusel ajal kasutatakse selleks
naiteks osteosarkoomi rakuliini U20S, milles on vBimalik saavutada keratinotsultidega vaga

sarnast geenide ekspressiooni.

Papilloomiviiruse elutsiikli uurimises on olulisel kohal viiruse replikatsiooni kulgemise
uurimine. Laboratoorsetes tingimustes kasutatakse replikatsiooni anallitisiks tavaliselt
Southern blot ja PCR meetodeid, mis on aega ndudvad ja kallid protseduurid. Selleks, et
lahendada seda probleemi on vdimalik kasutada bioluminestsentsi markereid replikatsiooni

efektiivsuse kiireks analiilisimiseks.

Antud bakalaureusetdd esimeses osas Kkirjeldatakse inimese papilloomiviiruse elutsukli
kulgemist, eraldi HPV tiup 5 ja 11 viiruseid ja bioluminestsentuse kasutamist
laboritingimustes. Eksperimentaalse osa eesmérgiks on kloneerida NLuc kodeeriv jarjestus
inimese papilloomiviiruse tiip 5 ja 11 genoomidesse ning kontrollida nende
replikatsioonivdimet U20S  rakkudes. Bakalaureusetod koostati Tartu  Ulikooli

Tehnoloogiainstituudi molekulaarse viroloogia uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Inimese papilloomiviirused

Inimese papilloomiviirused (HPV-d ehk Human Papillomaviruses) on viirused, mis
nakatavad epiteelkoe keratinotsute. Papilloomiviirused (PV-d) on liigi- ja koespetsiifilised
ning soltuvalt tlubist nakatavad imetajaid, kalu, roomajaid ja linde. HPV genoom on umbes 8
kbp suurune tsirkulaarne kaheahelaline DNA, mis (henduses histoonidega moodustab
minikromosoomi. Viirustel on membraanita ikosaeedriline virion, mis on umbes 55 nm
suurune (Pinidis et al., 2016). Kapsiidi moodustavad kaks valku L1 ja L2, kusjuures L1
kattevalk on kdige konserveerunum ja seepérast klassifitseeritakse PV-d selle geeni
nukleotiidse jarjestuse pdhjal. Tanaseks on teada tle 370 PV tidbi ja nendest tile 190 on HPV

erinevad titbid (https://pave.niaid.nih.gov/) (Joonis 1). Fllogeneesi alusel jagatakse HPV-d

alfa-, beeta-, gamma-, mu- ja nu perekonda (Syrjénen, 2018).

Alfa PV-d

Beeta PV-d

MuPV-d 44 Gamma PV-d
~

NuPVd

Joonis 1. HPV-de fllogeneetiline puu. Joonisel on nadidatud HPV L1 kapsiidivalke kodeeriva DNA
jarjestuste erinevuse alusel kokkupandud fllogeneetiline puu. HPV-d jaotatakse 5 erinevasse
perekonda: alfa, beeta, gamma, mu ja nu. Lisaks sellele liigitakse perekondi eraldi gruppideks

vastavalt nende bioloogilisele erinevusele (Muudetud joonis Doorbar, 2006).


https://pave.niaid.nih.gov/

HPV-d jagatakse nende nakatamispiirkonna alusel limaskesti v0i nahka nakatavateks. Lisaks
sellele jagatakse patoloogia iseloomu pohjal madala- ja kérgeriski viirusteks (Sichero et al.,
2017). Korgeriski viiruste tidbid, nagu naiteks HPV18, HPV16, HPV31l jne, pdhjustavad
pahaloomuliste kasvajate teket. Madalariski tlibid vGivad olla p&hjuseks healoomulistele
kasvajatele ehk tllgastele ja papilloomidele ning nende hulka kuuluvad néaiteks HPV6 ja
HPV11 jt tidbid. Tavaliselt kaovad nende poolt pohjustatud kasvajad ise aja moddudes tanu

omandatud immuunsusteemi vastusele (Rocha-Zavaleta et al., 2004).

1.2 Genoomi Ulesehitus

Koik HPV-d kodeerivad 8 peamist valku: 6 varajast (E — early), mis osalevad viiruse
regulatoorsetes funktsioonides ning 2 hilist (L — late) valku, mis osalevad viiruse pakkimises
ja kapsiidi moodustamises. Varajane piirkond on vajalik viirusgenoomi replikatsiooniks ja
transkriptsiooniks, rakutsikli moduleerimiseks, apoptoosi kontrolliks ja nakatatud raku
fusioloogia muutmiseks. Koikide nende valkude ekspressioon leiab aset infektsioonitsikli
algusest kuni viimaste etappideni. Hiline piirkond vastutab eelkdige HPV genoomi pakkimise
viiruspartiklitesse ja peremehe rakust valjumise eest ning selles olevate geenide avaldumine
leiab aset ainult infektsioonitsukli 16pus (Graham, 2010).

Lisaks sellele ja&b varajase ja hilise piirkonna vahele umbes 900 nukleotiidi pikkune
mittekodeeriv URR (upstream regulatory region) piirkond, mis on oluline viirusgenoomi

replikatsiooniks ja transkriptsiooniks (Harari et al., 2014) (Joonis 2).

E7

E6

L1

E1

ES

Joonis 2. HPV genoomi skemaatiline dlesehitus. HPV genoom on ligikaudu 8000 nukleotiidi

pikkune ja jaguneb kolmeks piirkonnaks: varajane (joonisel tahistatud helesinisega avatud



lugemisraamid E1, E2, E4, E5, E6, E7), hiline (mérgitud rohelisega lugemisraamid L1 ja L2) ning
URR piirkond (Joonis on vdetud Yu, 2017).

1.3 Inimese papilloomiviiruse valkude funktsioonid

E1 valk omab ATPaasi ja DNA helikaasi aktiivsust ning on absoluutselt vajalik viiruse DNA
replikatsiooniks. Seondudes E2 valguga moodustab E1 heksameerse kompleksi, mis seostub

DNA-ga ja harutab seda lahti (Joonis 3) (https://monographs.iarc.fr/iarc-monographs-on-the-

evaluation-of-carcinogenic-risks-to-humans-31/). El valk jagatakse kolmeks

funktsionaalseks segmendiks: N-terminaalne osa mis sisaldab regulatoorseid jarjestusi,
keskmine dom&&n mis on vajalik DNA-ga seostumiseks ning C-terminaalne domaan mis

omab ATPaasset aktiivsust ja osaleb DNA lahtiharutamises (Bergvall et al., 2013).

E2

El

) E2 suunab EI valgu ori-le ja
:, moodustab temaga kompleksi
E1-E2

,ori DNA o
g
3 S«

i +El
+ ATP seondumine

E1 kaksik-trimeeri moodustamine

E1 kaksik-heksameeri moodustamine

Rakuliste faktorite abiga
algab DNA replikatsioon

Joonis 3. E1 valgukompleksi seondumine DNA-ga. E2 valgu abiga seondub E1 dimeer E1BS (E1
binding site) replikatsiooni originis (ori) oleva E1 ori jarjestusega. Seejarel ATP vabastab E2 valgu
ning moodustatakse E1-e kaksik-trimeer. Lopuks moodustub E1 kaksik-heksameerne kompleks, mis
vOimaldab alustada replikatsiooni rakuliste replikatsioonifaktorite poolt (Muudetud joonis Bergvall et
al., 2013)

E2 on viiruse replikatsiooni ja transkriptsiooni regulatsioonis osalev valk. Seondub

spetsiifiliselt DNA-le ja reguleerib transkriptsiooni viiruse promootoritelt. Madalatel E2


https://monographs.iarc.fr/iarc-monographs-on-the-evaluation-of-carcinogenic-risks-to-humans-31/
https://monographs.iarc.fr/iarc-monographs-on-the-evaluation-of-carcinogenic-risks-to-humans-31/

kontsentratsioonidel  aktiveeritakse viiruse transkriptsiooni ning korgel tasemel
transkriptsioon inhibeeritakse (McBride, 2013). Koosneb N-terminaalsest transaktivatsiooni
domaanist, C-terminaalsest DNA sidumise domaanist ning nende vahel paikneb seriini ja

arginiini rikas piirkond (Hinge) (Graham, 2016; https://monographs.iarc.fr/iarc-monographs-

on-the-evaluation-of-carcinogenic-risks-to-humans-31/). E8ME2 wvalk moodustatakse

splaissingu tulemusena E1 sees paiknevast E8 ORF-i jérjestusest, E2 hinge piirkonnast ning
E2 C-terminaalsest doméanist. Valk kaitub kui replikatsiooni ja transkriptsiooni repressor,

hoides genoomi koopiaarvu madalal (McBride, 2013).

E4 valk on transleeritud E1"E4 mRNA-It, mis on splaissingu produkt. Ta sisaldab E1
initsiaator koodonit ning E4 ORF paikneb E2 geenis (Doorbar, 2013). Kuigi E4 nimetatakse
varajaseks valguks, ekspresseeritakse teda pohiliselt hilises faasis. Viiruse partiklites teda ei
leidu. Osaleb viirusgenoomi amplifikatsiooni toetamises, hiliste geenide ekspressiooni
regulatsioonis, viiruste valmimises ning nende véljumises rakust
(https://monographs.iarc.fr/iarc-monographs-on-the-evaluation-of-carcinogenic-risks-to-
humans-31/).

E5 on luhike hudrofoobne transmembraanne valk, mida leidub ainult ménedes PV tidpides
(DiMaio ja Petti, 2013). Ta on Uks kolmest PV poolt kodeeritud onkovalgust. E5 aktiveerib
mitmeid keratinotstilitide jagunemist soodustavaid signaaliradu (nt EGF). Samuti on ta
vBimeline inhibeerima FasL poolt p8hjustatud apoptoosi ja soodustama sellega rakkude

proliferatsiooni (Pang ja Thierry, 2013).

E6 on ks kolmest HPV onkovalgust. Ta vdib moodustada kompleksi E6AP ubikvitiin
proteiin-ligaasiga, mis seondub p53 transkriptsioonifaktoriga ja labi selle mérgistab seda
proteasoomseks lagundamiseks. Korge riskiga viirused kasutavad seda mehhanismi p53
funktsiooni inhibeerimiseks, mille tulemusena blokeeritakse rakkude minemine apoptoosi ja
stimuleeritakse rakkude jagunemist (Pang ja Thierry, 2013).

E7 tootab koos E6 valguga, vottes marklauaks peremehe retinoblastoomi (pRb) perekonda
kuuluvad tuumorsupressorvalgud. pRb osaleb E2F transkriptsioonifaktori negatiivses
kontrollis ning E7 seondumisel pRb valguga pRB degradeeritakse ja E2F
transkriptsioonifaktor vabaneb soodustamaks rakulist transkriptsiooni. Tulemuseks on

rakutsiikli sunnitud jatkamine (Hoppe-Seyler et al., 2018).
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L1 ja L2 on mdlemad virioni kattevalgud. L1 mangib olulist rolli viiruse infektsiooni
alustamises, kinnitudes rakule l&bi hepariinsulfaati retseptori (Buck et al., 2013). L2 osaleb
samuti infektsiooni algatamises ning aitab hiljem kaasa virioni kokkupanemisele ja DNA
pakkimisele (Garcia-Vallve et al., 2005).

1.4 HPV elutstikkel

HPV sihtmargiks on mitmekihiline lameepiteel, mis koosneb pdhiliselt erinevates
differentseerumise staadiumites olevatest keratinotsultidest. Viirus labib enda elutsiiklis
kolm replikatsiooni faasi: esialgne amplifikatsioon, stabiilne replikatsioon ja vegetatiivne
replikatsioon (Joonis 4) (Fisher, 2015).

Selleks, et HPV saaks nakatada keratinotsudte, on vajalikud naha mikrohaavandid, et viirus
saaks seostuda mitmekihilise epiteeli basaalmembraaniga. Infitseeritud basaalsetes rakkudes
séilitatakse viiruse genoomid madala koopiaarvuga (Doorbar et al., 2012). Toimub E1 ja E2
valkude ekspressioon ning nende Kinnitumine viiruse replikatsiooni origin-le, andes
vOimaluse rakulistel replikatsioonifaktoritel amplifitseerida viiruse episomaalset genoomi
(Lazarczyk et al., 2009). Viirused sdilitavad stabiilse koopiate arvu raku kohta kuni viimase
replikatsiooni faasini, kus koopiate arv suurendatakse ligikaudu 1000-ni ja alustatakse
virionide pakkimist kapsiidi. Valmis virionid véljutatakse surnud rakkude pinna pealt naha

koorumise kaigus.

‘ virionide pakkimine

1000 ja valjumine
_'\g
2 ve gc_etamfme
2 . o replikatsioon
= stabiilne replikatsioon
- | ~50-300
&
o,
=]
=] .
~ esialgne

amplifikatsioon
0
infektsioon

Joonis 4. HPV elutsukli replikatsiooni faasid. Viiruse infektsioonitsuklis esineb kolm replikatsiooni
faasi: esialgne amplifikatsioon, stabiilne replikatsioon, kus séilitatakse stabiilne HPV DNA koopiate
arv 50-300 raku kohta ning sellele jargnev vegetatiivne replikatsioon. Kaks esimest faasi toimuvad
epiteelkoe basaalkihtides ning viimane leiab aset virionide moodustamise ajal diferentseerunud
keratinotstutides (Muudetud joonis Fisher, 2015).
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1.4.1 Sisenemine rakku

Kuigi tdnapédeval pole veel tdpselt teada, mis retseptorid osalevad HPV sisenemises rakku,
arvatakse, et hepariinsulfaati proteoglikaan ning ka laminiin méngivad olulist rolli HPV
kinnitumises rakule. Parast kinnitumist labib L2 valk struktuurse muutuse ja saab toimuda
seondumine sekundaarsele retseptorile (Nguyen et al., 2014). Sekundaarseks retseptoriks on
membraanne valk o-6 integriin, mis mangib olulist rolli rakkudevaheliste Uhenduste
loomises. Virionid sisenevad rakku endotsiitoosiga ning L1 valk lagundatakse raku
lisostiimide poolt. L2 moodustab aga kompleksi viiruslikku DNA-ga, liikudes edasi Golgi
kompleksi (Aksoy et al., 2017). Viirusliku DNA sisenemiseks rakutuuma on vajalik mitoosis
toimuv tuumamembraani lagunemine. Sisenedes tuuma, seob L2-kompleks ND10 tuuma
kehakesi, mille abil tdmmatakse viiruse genoom peremehe kromosoomi lahedale. Rakutstkli
interfaasis toimub kromosoomide dekondenseerumine ja l&bi selle vabastatakse ND10.
Rakulise kromosoomi dekondenseerumises osalevad faktorid eraldavad ka L2 valgu viiruse

genoomist, mille jargi saab toimuda HPV replikatsioon ja transkriptsioon (McBride, 2017).

1.4.2 Esialgne amplifikatsioon

HPV replitseerub ekstrakromosomaalse episoomina peremeesrakus. Peaaegu kohe pdrast
rakutuuma sisenemist algatatakse esialgne genoomi amplifikatsioon, millega saavutatakse
umbes 50-300 koopiat raku kohta ja DNA séilib episoomidena (Nguyen et al., 2014, Doorbar
et al., 2012). Esimesed viirusliku genoomi transkriptid on E1 ja E2, mis kasutavad raku enda
replikatsiooni masinavarki viirusgenoomi koopiarvu suurendamiseks (Kadaja et al., 2009).
Esialgne viiruse replikatsioon peremeesrakus indutseerib DNA kahjustuse vastuse, mis

omakorda soodustab viiruse genoomi edasist DNA replikatsiooni (McBride, 2017).

1.4.3 Latentne periood

Varajase replikatsiooni etapi jooksul saavutatud pusiv viirusliku DNA koopia arvule jargneb
replikatsiooni jargmine faas — latentne periood ehk stabiilne séilumisfaas. Rakutsukli S-faasi
kaigus leiab aset viirusgenoomide kahekordistumine (Kadaja et al., 2009) ning E2 valk
kindlustab viirusgenoomide v@rdse jaotumise tltarrakkude vahel, kinnitades genoomid
peremeesraku kromosoomidele (McBride, 2008). See toimub tdnu E2-s paiknevale DNA-d
siduvale domaanile ja transaktivatsiooni domaanile, mis Uhineb peremehe kromatiiniga
(McBride, 2013). Latentses olekus vdivad viiruse genoomid paikneda basaalkihi rakkudes

aastaid kuni immuunsusteem koérvaldab nad organismist (kui Gldse kdrvaldab).
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1.4.4 Vegetatiivse replikatsioon

Kohe pérast seda, kui epiteelirakud eralduvad basaalmembraanilt, peatavad rakud jagunemise
ja alustavad diferentseerumist (Kadaja et al., 2009). Diferentseerumisega kaasneb ka raku
mitootilise aktiivsuse peatamine. Viiruse onkovalk E7 loob diferentseerumist alustanud
rakkudes S-faasi sarnast keskkonda viirusliku genoomi edasiseks replikatsiooniks (Bodily et
al., 2013). Kui infitseeritud rakud jouavad suprabasaalsesse epiteelkihti, siis E1 ja E2 valgu
transkriptsioon lulitub E2 poolt reguleeritud varajasest promootorilt viirusehilisele
promootorile, mis pdhjustab E1 ja E2 valgu taseme kasvu (Klumpp ja Laiminis, 1999) ja
koopiate arv rakku kohta jouab umbes 1000-ni. Siis alustatakse koos varajaste geenidega ka
L1 ja L2 kapsiidivalkude stinteesi (Kadaja et al., 2009).

1.4.5 Virionide kokkupakkimine ja valjumine rakust

PV virionide kokkupakkimine toimub ainult tuumas ja seepérast omavad L1 ja L2 valgud
tuuma lokalisatsiooni signaale (Darshan et al., 2004). Kui kapsiid on tuumas kokkupakitud,
moodustatakse L1 valkude vahel disulfiidsillad, mis soodustavad kapsiidi 16plikku kiipsemist
(Conway et al., 2009). Kupsemine teeb kapsiidi stabiilsemaks ja ei lase proteaasidel seda
lagundada (Buck et al., 2005b). Seoses sellega, et PV ei ole ludtiline viirus, véljuvad virionid
koos surnud rakkudega lemistest epiteelikihtidest (Kadaja et al., 2009).

1.5 HPVS

HPV tulp 5 kuulub beeta perekonna gruppi 1, mis nakatab naha epiteelkihti. HPV5 tuntakse
kui naha lamerakulise kartsinoomi tekitajat Epidermodysplasia verruciformis (EV) pddevatel
inimestel ja arvatakse korgeriski tlilbiks. EV on harva esinev autosomaalne retsessiivne
nahahaigus, mis vdib ndrgestatud immuunsisteemiga isikutel pdhjustada soomuseliste
vohandite ja plekkide kasvu nahal (Orth, 2006). L&puks voivad healoomulised vohandid
minna tle pahaloomulisteks ja pdhjustada nahavahki (Shruti et al., 2017). HPV5 pusib eluaeg
organismis ning nakatanutel on alati risk saada pahaloomulist véhki eriti nahal, mis on
eksponeeritud pikaajaliselt pdikesekiirgusele (Kalinska et al., 2016). HPV5 genoom on

toodud Joonisel 5.

1.6 HPV11

HPV11 kuulub alfa perekonna gruppi 10 ja arvatakse madalariski tulbiks. Antud viiruse
tlupi seostatakse tihtipeale kori papillomatoosiga ning genitaalsete ja perianaalsete

tlugastega. Kdik HPV11 poolt pdhjustatud vohandid taanduvad iseenesest (Klozar et al.,
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2010). Kuigi teda loetakse madalriski ttubiks, pdhjustab ta 4% juhtumitest agressiivset
peenise véhki (Rubin et al., 2001) ning vGib olla ka anogenitaalse kartsinoomi p6hjustajaks

(Guimera et al., 2013). HPV11 genoom on toodud Joonisel 5.

7746 bp

Joonis 5. HPV5 ja HPV11 genoomide  Ulesehitus. Genoomid on  tehtud
http://www.molbiotools.com/WebDSV/index.html lehel.

1.7 Bioluminestsentsi kasutamine laboritingimustes

Bioluminestsents on organismide poolt toodetud ndhtav valgus, mis on keemilise reaktsiooni
saagis, seega vOib seda liigitada kemiluminestsentsi fenomeni alla. Valgusprodukti saamiseks
kulgeb jargmine reaktsioon: substraat reageerib enstiimiga hapniku juuresolekul ning
tulemuseks on ergastatud olekus produkt, mis hiljem minnes (le madalama energiaga
olekusse eraldab energiat valgusena (Atkins ja Jones, 2008). Uks kdige laiemalt
laboritingimustes kasutatav bioluminestsentsi tekitav ensulm on lutsiferaas. Olenevalt
organismist ja tema poolt kodeeritavatest lutsiferaasidest on olemas erinevaid keemilise

struktuuriga substraate.

Tanapéeval kasutatakse lutsiferaaside valke molekulaarbioloogia, rakubioloogia,
geenitehnoloogia jt uuringutes. Selle kasutamine vOimaldab kindlaks teha ja kaardistada
geene, uurida geeni ekspressiooni, jalgida haiguse levikut jne (Widder ja Falls, 2014). Meie
laboris on konstrueeritud HPV18RLuc, HPV6RLuc ja HPV5RLuc genoomid, mis sisaldavad
Renilla lutsiferaasi markergeeni (Toots et al., 2017). Renilla-taoliste siisteemide kasutamine
on aga piiratud nende suuruse, stabiilsuse ja madala aktiivsuse tottu. Seepdrast on
valjatootatud uus lutsiferaasi siisteem — NanoLuc (NLuc), mis on avastatud siivameres

elavast krevetist Oplophorus gricilirostris (Hall et al., 2012). Kuna eraldatud
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modifitseerimata lutsiferaasi geen on halvasti ekspresseeritav ja ebastabiilne, siis efektiivse
lutsiferaasi slsteemi saavutamiseks on seda geeni muteeritud. Keemiline reaktsioon NLuc
bioluminestsentsuse saavutamiseks on toodud Joonisel 6 (England et al., 2016). VGrreldes
teiste lutsiferaasi susteemidega, omab NLuc umbes 100 korda kdrgemat lutsiferaasi
aktiivsust, mis voimaldab geeni ekspressiooni uurimisel kasutada vaiksemat kogust uuritavat
DNA-d ja palju vdhem rakke. Lisaks sellele on lutsiferaasi aktiivsuse kestvus pikem ja vastav
geen on vaike — 515 nt (Hooper, 2018).

+ N Y - + valgus

NanoLuc o . -
(19 kDa) Furimasiin Furimamud

Joonis 6. Keemiline bioluminestsentsuse reaktsioon NLuc siisteemis. NLuc enstiimi reageerimisel
furimasiin substraadiga hapniku juuresolekul eraldub produktina furimamiid ning valgus (Muudetud

joonis England et al,. 2016).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Too eesmargid

HPV replikatsiooni anallilisi teostatakse tavaliselt kasutades kas Southern blot (SB) vdi PCR
meetodeid. Mdlemad meetodid votavad palju aega ning on téémahukad ja kallid. Minu
bakalaureusetod peamiseks eesmérgiks on konstrueerida HPV5NLuc ja HPV11NLuc
genoomid selleks, et muuta HPV replikatsiooni analuts kiiremaks, lihtsamaks ja

kvantitatiivsemaks.

Enne t66le asumist pustitati jargmised eesmargid:

1. Kloneerida koodon-optimiseeritud NLuc ja ise protsessitav FMDV-2A (Foot-and-
Mouth Desease Virus 2A) peptiidi kodeerivad jarjestused E2 avatud lugemisraami
vahetult pérast E1 Stop koodonit metsiktuipi HPV5 ja HPV11 genoomi. NLuc ja
FMDV-2A peptiidi jarjestusele jargneb metsiktiipi E2 avatud lugemisraam.

2. Kontrollida, kas valmistatud HPV5NLuc ja HPV11NLuc konstruktid on vdimelised
replitseeruma U20S rakuliinis ning vorrelda nende replikatsioonivoimet HPV5 ja
HPV11 metsiktulpi genoomidega.

3. Veenduda, et saadud NLuc signaalid vastavates HPVNLuc genoomidest

korreleeruvad replikatsiooni signaalidega U20S rakkudes.
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2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Kasutatud plasmiidid

e HPV5-pMC.BESPX (11831 bp)
HPV5 genoom kloneeriti plasmiidist pBR322-HPV5 pMC.BESBX plasmiidi Sacl saiti
(Sankovski et al., 2013). Seda plasmiidi kasutatakse HPV5 pisirdngaste (ingl. minicircle)

genereerimiseks.

e HPV11-pMC.BESPX (12015 bp)
Plasmiidi konstrueerimiseks viidi HPV11 genoomne DNA pMC.BESPX vektori BamHI saiti

(Orav et al., 2015). Plasmiidi kasutatakse HPV11 pisirdngaste genereerimiseks.

e HPV5-E2-NLuc-pUC57 (4092 bp)

Plasmiid oli tellitud GENEWIZ ettevottelt. Modifitseeritud pUC57 vektorisse oli kloneeritud
uus HPV5 genoomi jupp Adel (Dralll) (CACTCA|GTG) ja BstXl (CCATAGCA|ATGG)
unikaalsete restriktsioonisaitide vahel. Modifitseeritud HPV5 genoomi osa sisaldab E1
avatud lugemisraami alates CACTCAGTG restriktsioonisaidist kuni stop-koodonini. Sellele
jargnevad 513 bp pikkune koodon-optimiseeritud NLuc ja ise protsessitav FMDV-2A
peptiidi kodeerivad jarjestused ning E2 5’otsa kodeeriv jérjestus kuni restriktsioonisaidini
CCATAGCAATGG.

e HPV11-E2-NLuc -pUC57 (4603 bp)

Plasmiid oli samuti tellitud GENEWIZ ettevdttelt. Analoogselt HPV5 E2-NLuc plasmiidile,
oli uus HPV11 genoomi jupp kloneeritud pUC57 vektorisse Swal (ATTT|AAAT) ja Sdal
(CCTGCA|GG) unikaalsete restriktsioonisaitide vahele. Modifitseeritud HPV11 genoomi
osa sisaldab E1 avatud lugemisraami alates ATTTAAAT restriktsioonisaidist, kuni stop-
koodonini. Sellele jargnevad 513 bp pikkune koodon-optimiseeritud NLuc ja ise protsessitav
FMDV-2A peptiidi kodeerivad jarjestused ning E2 5’otsa kodeeriv jérjestus kuni
CCTGCAGG restriktsioonisaidini.

e HPV5 metsiktiupi genoomi sisaldav pisiréngas (7746 bp)

Plasmiid oli valmistatud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi Molekulaarse Viroloogia

laboris, kasutades pisirdnga plasmiidi tootmise tehnoloogiat. Plasmiid toodeti kasutades
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HPV5-pMC.BESPX plasmiidi. Erineb metsiktivest ainult attR jarjestuse poolest URR

piirkonnas, mida saadi rekombinatsiooni tulemusena ®C31 integraasiga.
e HPV11 metsikttipi genoomi sisaldav pisirdngas (7931 bp)

Plasmiid oli toodetud analoogselt eelnevalt kirjeldatud HPV5 metsiktlipi genoomi sisaldava
pisirdnga plasmiidile. See toodeti kasutades HPV11-pMC.BESPX plasmiidi.
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2.2.2 HPV5NLuc-pMC.BESBX ja HPV11NLuc-pMC.BESBX konstruktide tegemine

2.2.2.1 Transformatsioon
Selleks, et suurendada edaspidises t06s kasutatavate plasmiidide kogust, kasutati

transformeerimiseks kompetentseid bakterirakke (E. coli tivi DH5a). Rakud sailitati -70 °C
juures ning enne transformatsiooni sulatati jaal umbes 15 min. Bakteritele lisati 10 ng HPV5-
E2-NLuc-pUC57 ja HPV11-E2-NLuc-pUC57 plasmiidi ning inkubeeriti jd&l 30 min. Seejarel
teostati *’kuum-Sokk’’ (3 min 37 °C) ja tOsteti Uheks minutiks tagasi jadle. Pdrast seda lisati
igasse tuubi 800 pl LB s6ddet (10 g/L triptoon, 5 g/L parmi ekstrakt, 10 g/L NaCl) ning
inkubeeriti 1 h 37 °C juures. 50 pl rakususpensiooni plaaditi 25 ng/pl kanamitsiini (Km)

sisaldavatele LB agarile ning tassid inkubeeriti 37 °C juures uledo.

Jargmisel hommikul t&heldati kolooniate kasvu. Igalt tassilt valiti 2 kolooniat, et hiljem
kasutada neid, kus kasv toimus kiiremini. Iga koloonia viidi 3 ml LB s66tmesse koos 3 pl
Km (50 ng/ul). Katseklaasid inkubeeriti 5 h 37 °C ja 220 rpm juures loksutil (Sanyo Orbital

Incubator).

Ohtul valiti mélemast proovist parema kasvuga kloon ja viidi 40 pl rakususpensiooni 40 ml
LB s66tmesse koos 40 pl Km (50 ng/pl). Kolvid inkubeeriti loksutil Gledé 37 °C 220 rpm

juures.

2.2.2.2 Plasmiidi eraldamine

Plasmiidi eraldamiseks bakteritest kasutati Endotoxin-free Plasmid DNA Purification Midi
kit-i (Thermo Fisher Scientific). DNA puhastati tootja poolt valjatootatud protokolli alusel
toatemperatuuril. Algul rakud tsentrifuugiti (Eppendorf Centifuge 5810 R) 10 min 5000 rpm
juures. Supernatandi eemaldamise jarel resuspendeeriti bakterid 4 ml RES-EF puhvris ning
lGdsiti 4 ml LYS-EF puhvris. Ludsipuhver neutraliseeriti, kasutades 4 ml NEU-EF puhvrit
ning lisaadid tsentrifuugiti 10 min 4 °C ja 5000 rpm juures. Kolbidele asetati DNA
puhastamiseks ettendhtud kolonnid paberfiltritega, mis tasakaalustati 15 ml EQU-EF-
puhvriga. Pdrast tsentrifuugimist kanti saadud supernatant, mis sisaldas plasmiidset DNA-d,
kolonnile. Edasi jargnes pesu: 5 ml FIL-EF, filter eemaldati, 35 ml ENDO-EF ja 15 ml
WASH-EF. DNA elueeriti 5 ml ELU-EF puhvriga. Lahusele lisati 3 ml isopropanooli, segati

vortexi abil 30 sek jooksul ning tsentrifuugiti 30 min 4 °C ja 15 000 g juures, mille k&igus
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DNA sadenes vélja. Sadet pesti 5 ml 70 % etanooliga, tsentrifuugiti 5 min 4 °C ja 15000 g

juures, eemaldati supernatant ja sade lahustati 250 pl H20 vees.

DNA kontsentratsioonid modddeti kasutades Nanodrop-1000 spektrofotomeetrit (Thermo

Fisher Scientific) 260 nm lainepikkusel.

2.2.2.3 Restriktsioon ja DNA fragmentide puhastamine geelist

Selleks, et kloneerida NLuc kodeeriv jarjestus vastavate HPV5 ja -11 genoomidesse, kasutati
restriktsiooni ning seejarel ligeeriti geelist puhastatud DNA fragmendid kokku. Restriktsiooni
reaktsioon sisaldas 5 pg iga proovi DNA-d, 2 pl igat restriktaasi ja 10xFastDigest puhvrit
(Termo Fischer Scientific) vastavalt reaktsiooni 16ppmahule ja vajadusel H2O-d I6ppmahu

korrigeerimiseks. Kasutatud restriktaasid on naidatud Tabelis 1.

Tabel 1. To6 kéigus kasutatud restriktaasid.

Plasmiid Restriktaas

HPV5-pMC.BESPX ja HPV5-E2-NLuc-

Adel (Dralll) (katalooginumber FD1234)
pUCS57

BstX| (FD1024)

HPV11-pMC.BESPX ja HPV11-E2-NLuc-

Swal (Smil) (FD1244)
pUC57

Sdal (FD1194)

Restriktsiooni  produktid eraldati 0,8% agaroosgeelil, mis sisaldas 0,3 pg/ml
etiidiumbromiidi, geeli jooksutati umbes 1 tund 100 V juures.
Ultraviolettvalguse all 18igati geelist vélja bandid:

1. HPV5-pMC.BESPX ja HPV11-pMC.BESPX puhul tGlemised;

2. HPV5-E2-NLuc-pUC57 puhul alumine (1371 nt);

3. HPV11-E2-NLuc-pUC57 puhul tekkis 3 fragmenti, millest 2 alumist jooksid
teineteisele véaga lahedal, seepérast I6igati véalja mblemad alumised béandid (oodatav
pikkus oli 1895 nt).

DNA puhastati geelist, kasutades Zymo Gel Purification kit-i (Zymo Research).

Tsentrifuugimised teostati 13 000 rpm juures toatemperatuuril. Koik valjaldigatud
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fragmendid viidi 1,5 ml tsentrifuugi tuubidesse ja lisati 3 ruumala ADB lahust vastavalt geeli
fragmentide massile. Seejarel inkubeeriti lahuses olevaid geelitiikke 55 °C juures kuni geel
oli taiesti sulanud. Sulatatud geelilahused viidi tle kolonnile, mis oli asetatud tuubi ja
tsentrifuugiti 1 min. Seejarel lisati 200 pul Wash Buffer-it DNA pesemiseks ja tsentrifuugiti
uuesti 30 sek. Pesemise etappi korrati veel ks kord. LOpuks asetati kolonnid uutele
tuubidele, lisati 10 pl H20 ja tsentrifuugiti 1 min.

2.2.2.4 Ligeerimine ja transformeerimine

Agaroosgeelist puhastatud DNA fragmendid ligeeriti omavahel. Reaktsioon sisaldas 500 ng
sisestatavat DNA-d ning 100 ng vektor DNA-d, 1 pl T4 DNA ligaasi (Thermo Ficher
Scientific), 1 pl 10x reaktsiooni puhvrit ning kasutades H20 viidi reaktsioonisegu I6ppmahuni
10 pl. Ligeerimine toimus 16 °C juures iile66. Ligeerimissegu transformeeriti DHS5a
kompetentsetesse rakkudesse samamoodi nagu on Kkirjeldatud punktis 2.2.2.1. Rakkude
suspensioon tsentrifuugiti péhja, eemaldati peaaegu kogu supernatant ning resuspendeeriti
rakud allesjaanud LB-s. Kogu rakususpensioon plaaditi LB + Km tassidele ja inkubeeriti 37
°C juures (le6d. Kasvavatest kolooniatest eraldati plasmiidid nagu kirjeldatud punktis
2.2.2.2.

2.2.2.5 HPV11-E2-NLuc DNA sisaldavate kolooniate kontroll PCR abil

Seoses sellega, et HPV11-E2-NLuc-pUCTS5 restriktsiooni tulemusel tekkis 2 1dhedal jooksvat
DNA fragmenti, mis takistas eristada edasiseks kloneerimiseks vajalikku fragmenti suuruse
jargi, siis kloneeriti mdlemad DNA-d HPV11-pMC.BESPX plasmiidi. Seejarel kontrolliti
HPV11-E2-NLuc jarjestuse olemasolu saadud bakterite kolooniate PCR-i abil, kasutades
HPV11 spetsiifilisi praimereid. Uuriti 29 kolooniat igalt tassilt ning positiivseks kontrolliks
voeti 1 ng HPV11-pMC.BESPX plasmiidi mallina. PCR-i teostati kasutades PCR
Mastercycle aparaati (Eppendorf Scientific). PCR reaktsiooniks vdeti 3 pl 5x FIREpol PCR
segu (Solis BioDyne), 1 pmol/ul praimereid 1 ja 2 (Tabel 2), 9 ul H20 ning igast kolooniast
proov. PCR programm on néidatud Tabelis 3. Oodatud PCRi produkt oli 1100 nt.

Tabel 2. Praimerid, mis kasutati t60 kaigus.

Praimer Jarjestus
1 | HPV11E2 RV TTACAATAAATGTAATGA
2 | HPV11 E2 FW GAAGCAATAGCCAAGCGT
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Tabel 3. PCR teostamiseks koostatud programm. Tsiikleid 2 — 4 korrati 25 korda.

Tsukkel Temperatuur Aeg

1 96 °C 12 min

2 96 °C 20 sek

3 58 °C 20 sek

4 72°C 1 min 30 sek
5 72 °C 5 min

6 10 °C 5 min

PCR produktid eraldati 1,2% agaroosgeelil, mis sisaldas 0,3 pg/ml etiidiumbromiidi. Geeli

jooksutati umbes 1 tund 150 V juures. Geeli vaadati UV-valguse all.

2.2.2.6 Restriktsioonanaliiis HPV5 ja HPV11 jaoks

Saadud uued konstruktid nimetati HPV5NLuc-pMC.BESPX ja HPV11NLuc-pMC.BESPX.
Konstruktide kontroll teostati restriktsioonanalttsi abil, kasutades vordluseks HPV5-
pPMC.BESPX ja HPV11-pMC.BESPX konstrukte. HPV5 puhul 18igati igat plasmiidi BamHI
ja Bglll restriktaasidega. HPV11 puhul EcoRV, Kpnl ja Xhol restriktaasidega. Koik
restriktaasid olid ostetud firmast Thermo Fisher Scientific. Iga restriktsioonisegu sisaldas 400
ng DNAd, 1 pul igat restriktaasi, 1 pl 10xGreen Buffer. Reaktsioonisegud viidi 10 pl
I6ppmahuni H20 abil. Reaktsioonid inkubeeriti 30 min 37 °C juures ning seejarel lahutati

0,8% agaroosgeelil 1 h 150 V juures.

2.2.3 HPV pisirdngaste genereerimine

Meie laboris kasutatakse HPV genoomide paljundamiseks n.n. pisirdngaste (minicircle)
tootmissuisteemi, mis baseerub E.coli tlive ZYCY1003S2T kasutamisel (Kay et al, 2010).

E.coli tiivi ZYCY 1003S2T sisaldab jérjestusspetsiifilist rekombinaasi @C31 ja restriktsiooni
enstiimi Scel kodeerivat jarjestust, mis on viidud L-arabinoosi Peap promootori kontrolli
alla. L-arabinoosi lisamisel toimub integraasi ®C31 vahendusel kohtspetsiifiline
rekombinatsioon, mille tulemusena ldigatakse valja algplasmiidist suurem osa bakteriaalset

DNA-d ning alles jaab kovalentselt suletud tsirkulaarne HPV genoom.

Pisirbngaste tootmist alustati HPV5NLuc-pMC.BESPX ja HPV11NLuc-pMC.BESPX
konstruktide transformeerimisega ZYCY1003S2T rakkudesse nii nagu on kirjeldatud punktis

2.2.2.1. 100 pl rakususpensiooni plaaditi LB+Km tassidele ja inkubeeriti 37 °C juures uledo.
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Sama péeva ohtul valmistati TB s66de (4,7 g TB pulber, 100 ml H20, 400 pl glutserool) ning
autoklaaviti (120 °C 10 min). Jargmisel pdeval pandi kasvama ks koloonia igalt tassilt 3 ml
LB s6otmesse, mis sisaldas 125 pg Km, 37 °C 220 rpm juurde ule66. Jargmise paeva
hommikul inokuleeriti 100 ml TB s66det 100 ul starterkultuuriga, lisati 150 pul Km (50 pg/ul)
ning pandi kasvama 37 °C ja 220 rpm juurde Ohtuni. Sama pdeva Ohtul indutseeriti
rekombinatsioon 100 ml LB, 4 ml 1 M NaOH ja 200 pl 20% L-arabinoosi lisamisega. Kolbid
pandi tagasi loksutile 32 °C ja 220 rpm juurde ledoks. Jargmise paeva hommikul tdsteti
temperatuur kaheks tunniks 37 °C-ni selleks, et tdsta Scel restriktaasi efektiivsust ning viia
rekombinatsiooniprotsess 16puni. Bakterid tsentrifuugiti 10 min 5000 rpm juures ja
eemaldati supernatant. Plasmiidid eraldati Nucleobond Xtra Midi kit-i protokolli alusel nagu
on kirjeldatud punktis 2.2.2.2. DNA lahustati H20-s. Saadud pisirdngad nimetati HPVV5NLuc
jaHPV11NLuc.

2.2.3.1 Pisirdngaste kontroll restriktsioonanaltsiga
Saadud HPV5NLuc ja HPV11NLuc pisirdngad kontrolliti restriktsiooniga. Vordluseks
kasutati HPV5 ja HPV11 metsiktiipi genoome pisirbngaste kujul ning vastavaid
algplasmiide HPV5NLuc-pMC.BESPX ja HPV11NLuc-pMC.BESPX
1. HPV5 genoomi sisaldavad plasmiidid IGigati
a. Sacl —genoomi lineariseerimiseks

b. BamHI — genoomi linealiseerimiseks

2. HPV11 metsiktuve pisirngas ja HPV11NLucpMC.BESBX
a. Hindlll — genoomi lineariseerimiseks
b. Kpnl —genoomi lineariseerimiseks
Restriktsiooniks kasutati 400 ng DNA-d lineariseerimiseks, 1 pl igat restriktaasi ja 1 pl
10xGreen Buffer. Samuti, vdeti kontrolliks 1000 ng I6ikamata DNA-d.

2.2.4 U20S rakuliini elektroporatsioon ja totaalse DNA eraldamine

2.2.4.1 Rakuliin ja s66de
T60s kasutati U20S osteosarkoomi rakke, mis kasvatati IMDM (Iscove's Modified
Dulbecco’'s Medium) s66tmes, mis sisaldas 10% veise loote seerumit ning 1% penitsilliin-

streptomdtsiini (Sigma-Aldrich). Rakud inkubeeriti 37 °C ja 5% CO2 juures.
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2.2.4.2 U20S transfektsioon elektroporatsiooni meetodil

Kdik HPV genoomid (HPV5, HPV5NLuc, HPV11 ja HPV11NLuc) transfekteeriti U20S
rakkudesse kasutades elektroporatsiooni meetodit. HPV5 puhul véeti 1800 ng ning HPV11
puhul 450 ng DNA-d. Igale proovile lisati 5 pl 16he spermi kandja DNA-d.

24 h enne transfektsiooni jagati rakud, mis olid saavutanud ligikaudu 90% konfluentsuse
uutele 100 mm labim6dduga tassidele plaatides thelt tassilt saadud rakud kahele tassile.
Jargmisel paeval aspireeriti rakukultuurilt s66de ning pesti rakke 5 ml PBS lahusega (2,7 mM
KCI, 1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na:HPOs), lisati 1 ml 0,25% trlpsiini-
EDTA lahust (Sigma-Aldrich) rakkude eemaldamiseks tassilt. Rakud loeti lle kasutades
rakuloendurit (Countess automated cell counter, Invitrogen) ning Uhe plasmiidi
transfektsiooniks kasutati umbes 10° rakke. Transfektsiooni jaoks vajalik kogus rakke (4x10°)
tsentrifuugiti 5 min 300 g ja 20 °C juures. Seejarel eemaldati supernatant ja rakud
resuspendeeriti 1 ml s66tmes. Igale DNA proovile lisati 250 ul rakususpensiooni ning kogu
lahus viidi elektroporatsiooni kiivettidesse. Transfekteerimine viidi labi Gene Pulser XCell
(Bio-Rad Instruments) abil, 220 V pinge ja 975 pF mahtuvuse juures. Peale poratsiooni viidi
rakususpensioonid uutesse 15 ml suurustesse tsentrifuugi tuubidesse, kuhu oli eelnevalt
lisatud 4 ml s6ddet ning tsentrifuugiti 5 min 300 g ja 20 °C juures. Rakud resuspendeeriti 9
ml s66tmes. Iga proov jagati jargmisel viisil: kolme kaevu 6-kaevuliselt plaadil (2 ml kaevu
kohta, edaspidi kasutati totaalse DNA eraldamiseks) ja kuuele kaevule 96-kaevulisel plaadil
(100 pl kaevu kohta, edaspidi kasutati lutsiferaasi signaalide modtmiseks). Rakke inkubeeriti

2, 3 ja 4 péeva.

2.2.4.3 Totaalse DNA eraldamine U20S rakkudest

2, 3 ja 4 pdeva mOoddudes aspireeriti 6-kaevu plaatidelt s6ode, rakud pesti PBS-iga ning lisati
0,5 ml liusipuhvrit Sol IV (20 mM Tris pH 8.0, 100 mM NaCl, 0.1 g/l mM EDTA, 0.2%
SDS). Seejarel lisati lisaadile Proteinaas K (l6ppkontsentratsiooniga 200 pg/ml),
kdrgmolekulaarne DNA I6huti tdmmates rakususpensiooni korduvalt labi 23G sistlandela ja
lUsaat inkubeeriti Uled6 56 °C juures. Valkude eemaldamiseks pipeteeriti lahusele juurde 500
pl fenool-kloroformi segu (1:1), segati vortex-il ning tsentrifuugiti toatemperatuuril 3 min
13 000 rpm juures. Ulemine, labipaistev faas, mis sisaldas DNA-d, viidi ettevaatlikult uutesse
tuubidesse. Seejarel lisati 900 pl 96% etanooli, segati vortexi abil ning tsentrifuugiti 15 min
15000 rpm ja 4 °C juures. Supernatandi eemaldamise jarel lahustati sade 100 ul TE-s (10
mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.0), kuhu oli eelnevalt lisatud 40 ng RNaas A ja inkubeeriti 37

°C juures 1 tund.
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Seejarel sadestati DNA tumber, lisades 10 pul 5M NaCl ning 250 pl 96% etanooli. Proovid
segati vortex-i abil ning tsentrifuugiti 15 min 15000 rpm ja 4 °C juures. Supernatant
eemaldati ja lisati 100 pl 75% etanooli, tsentrifuugiti 7 min 15000 ja 4 °C juures.
Supernatant eemaldati uuesti ja sade lahustati 30 pl H20-s.

Lahuses oli segu genoomsest, mitokondriaalsest ja viiruslikust DNA-st. DNA

kontsentratsioonid mdddeti Nanodrop spektrofotomeetri abil 260 nm juures.

2.2.5 Lutsiferaasi aktiivsuse modtmine

Lutsiferaasi aktiivsuse mootmiseks aspireeriti kbikidelt proovidelt s6dde vastavatel paevadel
ja asetati rakud -20 °C juurde. Rakud ludsiti Uhekordses passiivses luusipuhvris (Promega)
kasutades 40 pl ltdsipuhvrit kaevu kohta 10 min toatemperatuuril. 10 pl lGsaate tdsteti
valgetele plaatidele kahes replikaadis. Uhest m&ddeti NLuc aktiivsust, teisest aluselise
fosfataasi aktiivsust. NLuc aktiivsust mdddeti kasutades Nano-Glo Luciferase Assay System
kit-i (Promega). lgale proovile lisati 25 pl furimasiin substraati lahjendatud puhvriga
vahekorras 1:200. Aluselise fosfataasi aktiivsuse modtmiseks lisati igale proovile 25 pl
aluselist fosfataasi CSPD kemiluminestsentset substraati (Tropix). Proove inkubeeriti 10 min
toatemperatuuril. Kemiluminestsentsi mdddeti luminomeetriga (Glomax 96 Microplate
Luminometer). Iga proovi jaoks normaliseeriti NLuc aktiivsus aluselise fosfataasi

aktiivsusega.

2.2.6 Southern blot

2.2.6.1 Restriktsioon

Saadud totaalsed DNA-d analiiusiti kasutades Southern blot meetodit. HPV5 ja HPV5NLuc
ning HPV11 ja HPV11NLuc analulsiks kasutati vastavalt 5 pg ja 3 pg totaalset DNA-d.
Totaalne DNA inkubeeriti Sacl ning Hindlll restriktsiooniensiiimidega vastavate HPV5 ja
HPV11 genoomide lineariseerimiseks ja Dpnl enstiimiga transfekteeritud bakterist
puhastatud DNA ldikamiseks. Igat restriktaasi voeti 1,2 pl ja 4 pl 10x FastDigest rohelist
puhvrit ning I16ppmaht viidi 40 pl-ni, kasutades H20-d. Reaktsioon viidi labi 37 °C juures 3
tundi. Positiivseks kontrolliks kasutati 500 pg samamoodi lineariseeritud HPV5 ja HPV11
puhastatud pisirdnga DNA-d.

2.2.6.2 Geelelektroforees ja DNA Ulekanne membraanile
Reaktsiooni produktid lahutati 0,8% agaroosgeelil, mis sisaldas 0,3 pg/ml etiidiumbromiiti.

Geel jooksutati IXTAE puhvris tled6 30 V juures. Jargmisel péeval geel loputati A lahuses
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(0.5M NaOH, 1.5M NaCl) 40 min selleks, et denatureerida kaheahelaline DNA. Seejéarel
pesti destilleeritud veega ja loputati B lahuses (1M Tris pH 8.0, 1.5M NaCl) 30 min. Ldpuks
kanti DNA geelist Gle nailon membraanile (Millipore) kapillaarse tlekande abil 10x SSC
lahuses (1.5M NaCl, 150 mM NasCsHsO7). Ulekanne viidi labi tileo.

2.2.6.3 Hubridisatsioon

Ulekande I8ppemisel viidi labi DNA ristsidumine membraanile, kasutades UV valgust
(Stratalinker). Selleks, et wvéltida mittespetsiifilist sidumist, inkubeeriti membraan
prehibridisatsiooni lahuses (16 ml H20, 9 ml 20x SSC, 3 ml 50x Denhardt-i lahus, 1.5 ml
10% SDS, 0.6 ml 100°C juures denatureeritud I16he spermi DNA (10 pg/ul)) 65 °C juures
keerlevates torudes 1 — 2 tundi.

Hubridisatsiooniproovide siinteesiks lineariseeriti HPV5 ja HPV11 minicircle DNA-d Sacl ja
Hindlll restriktaasidega ning puhastati geelist nagu eelnevalt kirjeldatud. Hubridisatsiooni
proovid sunteesiti, kasutades mallina 150 ng HPV5 ja HPV11 lineariseeritud ja puhastatud
DNA-d ning DecalLabel TM DNA Labeling Kit-i (Thermo Fisher Scientific).

Kit-i protokolli alusel lisati DNA-le 10 pl dekanukleotiid praimereid ning viidi 100 °C juurde
10-ks minutiks ning seejarel 4-ks minutiks jaale. Lisati 3 pul mix C, mis sisaldab k&iki dNTP-
d vélja arvatud dCTP, 1 pl Klenow Fragment ja 4 pl a-32P-dCTP isotoopi (Hartman
Analytics) ning inkubeeriti 37 °C juures 15 min. Seejarel lisati 4 pl dNTP-d ja inkubeeriti 15
min 37 °C juures, uuesti 10 min 100 °C juures ja viidi jadle. Valmissegu viidi vastavatesse
membraanidega tuubidesse ja inkubeeriti 65 °C juures (iledo.

Jargmisel péeval pesti membraanid pesulahustega, mis olid eelnevalt soojendatud 65 °C-ni.
Kdik pesemised teostati 65 °C juures. 1. lahusega (3xSSC, 0,1% SDS) pesti 2 korda 5 min.
Seejarel pesti 2. lahusega (1xXSSC, 0,1%SDS) ks kord 15 min ning 3. lahusega (0,2xSSC,
0,1% SDS) samuti tiks kord 10 min.

Membraanid eksponeeriti rontgenfilmile (Agfa) -70 °C juures uledd ja ilmutati jargmisel

péeval.
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2.3 Tulemused

2.3.1 HPV5NLuc ja HPV11NLuc konstruktide valmistamine

Selleks, et valmistada HPV5NLuc-pMC.BESPX ja HPV11NLuc-pMC.BESPX
algplasmiidid, Idigati vastavaid metsiktiipi genoome sisaldavaid algplasmiide HPV5-
pPMC.BESPX ja HPV11-pMC.BESPX ning NLuc kodeerivat jarjestust sisaldavaid plasmiide
HPV5-E2-NLuc-pUC57 ja HPV11-E2-NLuc-pUC57 restriktsiooni ensulimidega ja lahutati
tekkinud produktid 0,8% agaroosgeelil. Valitud endonukleaasidele spetsiifilised jarjestused
esinevad kasutatud HPV genoomides uks kord. HPV5 puhul kasutati Adel (Dralll), mis
tunneb ara CACTCA|GTG jarjestust ja BstXl, mis tunneb &ra CCATAGCA|ATGG saiti.
Restriktsiooni reaktsioon tekitas DNA fragmendid pikkusega 11 116 ja 715 bp HPV5-
pPMC.BESPX puhul ning 2721 ja 1371 bp HPV5-E2-NLuc-pUC57 puhul. HPV11 puhul
kasutati resriktsiooni enstiime Swal, mis tunneb dra ATTT |AAAT jdrjestust, ja Sdal, mis
tunneb &ra CCTGCA |GG saiti. Oodatavate fragmentide pikkused olid 10 773 ja 1242 bp
HPV11-pMC.BESPX puhul ning 2708 ja 1895 bp HPV11-E2-NLuc-pUC57 puhul (Joonis 7).
DNA fragmendid lahutati agaroosgeelil. Geelist 18igati valja HPV5-pMC.BESPX ja HPV11-
pMC.BESPX Ulemised b&ndid ning HPV5-E2-NLuc-pUC57 1371 nt pikkused I6igud. Seoses
sellega, et HPV11-E2-NLuc-pUC57 plasmiidi todtlemisel restriktsiooni enstiimisega tekkis
kaks Uksteisele vaga ldhedal jooksvat fragmenti, otsustati puhastada mélemad fragmendid
geelist vélja.

Puhastatud DNA 16igud (hendati omavahel ligeerimisega ning ligeerimisproduktid
transformeeriti DH5a kompetentsetesse rakkudesse. HPV5-pMC.BESPX 11 116 nt fragment
ligeeriti HPV5-E2-NLuc 1371 bp fragmendiga (saadi konstrukt HPV5NLuc-pMC.BESPX).
HPV11NLuc-pMC.BESPX algplasmiidi tegemisel ligeeriti kaks DNA fragmenti HPV11-
pMC.BESPX algplasmiidi fragmendiga ning vajaliku DNA olemasolu kontrolliti tekkinud
bakterite kolooniates PCR-iga kasutades HPV11-spetsiifiliseid praimereid. Kontrolli
tulemusena valiti HPV11-E2-NLuc DNA-d sisaldavad bakterid ning kasutati neid edasises
t00s (Joonis 8). Seega, HPV11-pMC.BESPX 10 773 bp fragmendi ja HPVV11-E2-NLuc 1895
bp fragmendi ligeerimine andis konstrukti HPV11NLuc-pMC.BESPX. Plasmiidide
HPV5NLuc-pMC.BESPX ja HPV11NLuc-pMC.BESPX DNA puhastati bakteritest. Saadud
algplasmiidide kontsentratsioonid on toodud Tabelis 4.

HPV5NLuc-pMC.BESPX ja HPV11NLuc-pMC.BESPX algplasmiidide 0&igsust

kontrolliti restriktsioonanalliisiga. Oodatavate DNA 1dikude pikkused on toodud Tabelis 5
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ning saadud tulemused Joonisel 9. Analuls néitas, et saadud HPV5NLuc-pMC.BESPX ja
HPV11NLuc-pMC.BESPX algplasmiidid olid diged.
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Joonis 7. Kloneerimiseks vajalike fragmentide saamiseks tehtud restriktsiooni reaktsioon.
Radadel 1 ja 2 on néidatud vastavalt HPV5-pMC.BESPX ja HPV5-E2-NLuc DNA IGigatud Adel ja
BstXI restriktaasidega. Oodatavaks pikkuseks HPV5-pMC.BESPX puhul oli 11 116 ja 715 bp (lihem
fragment puudub pildil kuna on geelist vélja jooksnud) ning HPV5-E2-NLuc-pUC57 puhul 2721 ja
1371 bp. Radadel 3 ja 4 on ndidatud vastavalt HPV11-pMC.BESPX ja HPV11-E2-NLuc-pUC57
plasmiide 18igatud Swal ja Sdal restriktaasidega. Oodatavaks pikkuseks HPV11-pMC.BESPX puhul
oli 10 773 ja 1242 bp ning HPV11-E2-NLuc-pUC57 puhul 2708 ja 1895 bp. Rajal 5 on GeneRuler 1
kb DNA marker.
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Joonis 8. HPV11-E2NLuc DNA sisaldavate kolooniate kontroll PCR meetodil, kasutades
HPV11 spetsiifiliseid praimereid (esitatud on representatiivne pilt). 1. rajal on GeneRuler 1 kb

DNA marker. Rajal 2 on HPVV11NLuc DNAd mitte sisaldavate bakterite analliisi tulemus. 3. rajal on
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HPV11NLuc DNA fragmenti sisaldav PCRi produkt, 1100 nt. 4. rajal on PCRi produkt saadud
kasutades HPV11.pMC.BESPX algplasmiidi mallina positiivseks kontrolliks (1100 nt).

Tabel 4. Valmistatud algplasmiidide kontsentratsioonid (ng/ul).

Plasmiid Kontsentratsioon
HPV5NLuc-pMC.BESPX 229
HPV11NLuc-pMC.BESPX 278

Tabel 5. Ligeerimisejargsel restriktsioonianallitisil kasutatud restriktaasid ning nendega
I6ikamise tulemusel oodatavate DNA fragmentide pikkused (bp). HPV5 juures kasutati BamHI ja
Bglll ning HPV11 puhul EcoRV, Kpnl ja Xhol restriktaase. Fragmendid, mis on tahistatud *,
sisaldavad NLuc jarjestust pikkusega 656 nt.

HPV5-pMC.BESPX HPVS5NLuc.pMC:BESPX
Restriktaas Fragmendi suurus | Restriktaas Fragmendi suurus
BamHl| 4506 BamHlI 5162 *

7325 7325
Bglll 4531 Bglll 5187 *

2981 2981

4319 4319

HPV11-pMC.BESPX HPV11NLuc.pMC.BESPX
Restriktaas Fragmendi suurus | Restriktaas Fragmendi suurus
EcoRV 6216 EcoRV 6860 *

4182 4182
1617 1617
Kpnl 9625 Kpnl 10269 *
2390 2390
Xhol 10903 Xhol 11547 *
1112 1112
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Joonis 9. HPV5NLuc-pMC.BESPX ja  HPV11NLuc-pMC.BESPX  konstruktide
restriktsioonanallis. Kontrolliks voeti HPV5-pMC.BESPX ja HPV11-pMC.BESPX algplasmiidid.
Restriktsioonis kasutati kdiki plasmiide 400 ng. 1. ja 2. rajal on ndidatud HPV5-pMC.BESPX ja
HPV5NLuc-pMC.BESPX plasmiidid 18igatud BamHI restriktaasiga. 3. ja 4. rajal HPV5 ja
HPV5NLuc algplasmiidid on I8igatud Bglll restriktaasiga. Radadel 5 ja 6, 7 ja 8, 9 ja 10 on ndidatud
HPV11 ja HPV11NLuc algplasmiid I8igatud Xhol, Kpnl ja EcoRV restriktaasidega vastavalt. 11.
rajal O’GeneRuler 1kb DNA marker.

HPV5NLuc-pMC.BESPX ja HPV11NLuc-pMC.BESPX algplasmiide kasutati pisirdngaste
valmistamiseks. Pisirongaste DNA-de valmistamise kéigus eemaldati rekombinatsiooniga
umbes 3 kbp suurune bakteriaalne osa HPV5NLuc-pMC.BESPX ja HPV11NLuc-
pMC.BESPX algplasmiididest ning pisirdngaste HPV5NLuc ja HPV11NLuc genoomide
I6plik suurus oli umbes 8 kbp. Pisirongaste HPV5NLuc ja HPV11NLuc DNA
kontsentratsioonid on ndidatud Tabelis 6. Saadud NLuc jarjestust sisaldavad genoomid
kontrolliti geelelektroforeesil restriktsioonanaliitisiga ning vordluseks olid vdetud HPV5 ja
HPV11 metsiktulpi pisirdngaste DNA-d. HPV5 metsiktlipi pisirdngas ja HPV5NLuc DNA
I8igati Sacl ja BamHI endonukleaasidega lineariseerimiseks ning geelile oli pandud ka 1000
ng l6ikamata DNA-d. HPV11 metsiktlupi pisirdngas ja HPV11NLuc DNA Iigati Hindlll ja
Kpnl restriktaasidega lineariseeritud vormi tekitamiseks ning samuti kasutati I6ikamata 1000
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ng DNA-d (Joonis 10). Restriktsioonianaliiis nditas, et saadud HPV5NLuc ja HPV11NLuc

pisirdngad olid diged. Saadud genoomide kaardid on esitatud Joonisel 11.

Tabel 6. Valmis pisirdngaste HPV5NLuc ja HPV11NLuc DNA kontsentratsioonid (ng/ul).

Pisirbngas Kontsentratsioon

HPV5NLuc 233

HPV11NLuc 331

&
&
HPV 5wt HPVS5NLuc HPV11wt HPVI1INLuc \\;o

10 000
8000
6000
5000
4000
3000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Joonis 10. HPV metsiktutpi ja NLuc sisaldavate pisirGngaste suuruse restriktsioonanal(iis.
HPV5 pisirdngaid I8igati Sacl ja BamHI restriktaasidega (rajad 1, 2, 4, 5). BamHI tekitas HPV5
puhul kaks fragmenti kuna mdned algplasmiidi genoomid ei ladbinud rekombinatsiooni 16puni.
Seepdrast on mdlema HPV5 puhul ndha lleval jooksvaid bande, mis vastavad suuruse poolest
algplasmiididele. Teine band on HPV5 metsiktiive puhul 4506 nt ning HPV5NLuc puhul 5162 nt
pikkune. HPV11 pisirdngaid lineariseeriti Hindll1 ja Kpnl restriktaasidega (rajad 7, 8, 10, 11). Rajadel
3,6, 9ja 12 on Idikamata 1000 ng DNA-d.
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Joonis 11. HPV5NLuc ja HPV11NLuc genoomide Ulesehitused ja sisseviidud NLuc’i sisaldavate
jarjestuste illustratiivne pilt. A. HPV5NLuc genoomi kaart. URR — upstream regulatory region. B.
HPV11NLuc genoomi kaart. C. NLuc konstrukti illustreeriv skeem. NLuc ja ise protsessitav FMDV -
2A peptiid on viidud sisse vahetult pédrast E1 stop koodonit E2 lugemisraami. FMDV-2A 15ikab
iseennast LLNFDLLKLAGDVESNPG P kohas enne proliini, millega alustatakse téispikka E2 valku

kodeeriv lugemisraam.

2.3.2 HPV5NLuc ja HPV11NLuc konstruktide replikatsioonivéime vdrdlemine HPV5 ja
HPV11 metsiktiUpi genoomidega

Saadud HPV5NLuc ja HPV11NLuc pisirbngaste genoomide replikatsioonivbimet uuriti
U20S rakkudes. Selleks transfekteeriti HPV5NLuc, HPV11NLuc, HPV5 metsiktiupi ja
HPV11 metsiktitpi genoomid U20S rakkudesse. Osa rakke plaaditi 96 kaevuga plaatidele
lutsiferaasi aktiivsuse médtmiseks ning teine osa plaaditi 6 kaevuga plaatidele viiruse DNA
analliiisiks SB meetodiga. Rakud inkubeeriti 2, 3 ja 4 péeva.

Viiruse DNA analuitisiks SB meetodiga llusiti rakud ja eraldati totaalne DNA. Saadud DNA

kontsentratsioonid on toodud Tabelis 7.
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Tabel 7. U20S rakkudest eraldatud totaalse DNA kontsentratsioonid (ng/pul).

Transfekteeritud 2. péev 3. péev 4. péev
genoom

HPV5NLuc 353 621 835
HPV5 metsiktulp 345 610 876
HPV11NLuc 354 587 954
HPV11 metsiktlup 404 650 843

HPV5NLuc ja HPV5 metsiktiipi genoomide analtitisiks 18igati 5 g totaalset DNA-d Sacl ja
Dpnl restriktsiooniensiilimidega. Sacl loikab HPVS5  jarjestust 5°-GAGCT|C-3°,
lineariseerides HPV5 genoomi. Dpnl Idikab ainult bakteriaalselt metileeritud DNA 5°-
GA|TC-3’ jarjestust. Dpnl kasutamine aitab eristada U20S rakkudes replitseeritud HPV
DNA transfekteeritud DNA-st. HPV11NLuc ja HPV11 metsiktiitpi replikatsiooni analtlsiks
kasutati 3 pg totaalset DNAd Idigatud Hindlll ja Dpnl restriktsiooni enstiimidega. HindllI
15ikab jérjestust 5°-A|AGCTT-3’ lineariseerides HPV11 genoomi. DNA fragmendid eraldati
0,8% agaroosgeelil.

Seejarel kanti DNA geelilt Gle membraanile ja hubridiseeriti radioaktiivselt margitud HPV5
vOi HPV11 pisirdnga DNA proovidega. Radioaktiivsete signaalide intensiivsus naitab viiruse

DNA taset U20S rakkudes (Joonised 12 ja 13).
HPV1I wt HPV11Nluc

=10 kb

_—
e - e

2p 3p 4p 2p 3p 4p

Joonis 12. HPV11 metsiktive ja HPV11NLuc replikatsiooni signaalide vérdlus U20S rakkudes.
U20S rakud transfekteeriti HPV11 genoomidega ja inkubeeriti 2, 3 ja 4 pdeva (p). Totaalne DNA
to0deldi HPV11 lineariseeriva enstiimiga ja Dpnl-ga ning analtisiti SB meetodiga.
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Joonis 13. HPV5 metsiktive ja HPV5NLuc replikatsiooni signaalide vordlus U20S rakkudes.
Mdlemad genoomid transfekteeriti U20S rakkudesse. Rakud inkubeeriti 2., 3. ja 4. pdeva (p) ning
eraldati totaalne DNA. Totaalne DNA 16igati HPV5 genoomi lineariseeriva ensulimiga ja Dpnl-ga

ning analudsiti kasutades SB meetodi.

2.3.3 HPV5NLuc ja HPV11NLuc NLuc aktiivsuse mddtmine ja korrelatsioon
replikatsiooni signaalidega

HPV5NLuc ja HPV11NLuc puhul mdddeti nii NLuc kui ka aluselise fosfataasi aktiivsusi
ning viimast kasutati NLuc aktiivsuse normaliseerimiseks. Normaliseeritud 2. pdeva NLuc
aktiivsus vOeti edaspidi 100%-ks ja selle alusel arvutati kdik jargnevatel paevadel saadud
signaalid. Katse oli HPVV5NLuc-iga korratud 2 korda (iga kord neljas korduses) ja andmetest
vOeti keskmine +/- standard viga. HPV11NLuc puhul tehti katse ainult ks kord neljas
korduses ning saadud andmetest voeti keskmine +/- standard viga (Joonis 14). Replikatsiooni
signaalide kvantiseerimiseks kasutati ImageQuant programmi. Kvantiseeritud replikatsiooni
signaalid on toodud Joonisel 15.

NLuc ja replikatsiooni signaalide korrelatsiooni analtiusiti HPVV5NLuc genoomi puhul ning

selleks kasutati lineaarse regressiooni analutisi. Tulemused on toodud Joonisel 16.

HPV5NLuc HPV11NLuc

600
500
400
300
200
.
2d 3d ad

Joonis 14. HPV5NLuc ja HPV11NLuc normaliseeritud lutsiferaasi aktiivsused 2, 3 ja 4 péeval.

Mormaliseeritud NLuc aktiivsus
Normaliseeritud NLuc aktiivsus
g

2d 3d 4d

Mdlemal juhul vBeti esimeses ajapunktis saadud signaalid 100%-ks ning tlejdénud signaalid arvutati
selle suhtes. N&ha on sujuvat signaalide intensiivistumist, mis viitab sellele, et viiruse genoomi

replikatsioon on toimunud. HPV5NLuc puhul on andmed esitatud keskmise véaértusena saadud kahest
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sOltumatust katsest, mis olid tehtud neljas korduses. HPV11NLuc andmed on esitatud keskmise

véértusena saadud Uhest katsest, mis oli sooritatud samuti neljas korduses. Mdlema puhul on

graafikule lisatud ka standard viga.
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Joonis_15. SB-i meetodiga saadud HPV5 wt, HPV11l wt, HPV5NLuc ja HPV11NLuc

replikatsiooni signaalide kvantiseerimine. Mdlema genoomi puhul on mérgata signaalide kasvu.
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Joonis 16. HPV5NLuc genoomi normaliseeritud NLuc aktiivsuse ja replikatsiooni signaalide

korrelatsioon. Kasutati lineaarse regressiooni analGtsi, mis naitas statistilist olulisust (R?= 0,9715, p

=0,0012) NLuc aktiivsuse ja replikatsiooni signaalide vahel.
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2.4 Arutelu

Sugulisel teel levivatest infektsioonidest on tédnapédeval kdige sagedasemad HPV nakkused.
Tihtipeale suudab inimese organismi immuunsisteem infektsiooniga ise hakkama saada, kuid
esineb ka HPV tlipe, mis on pdhjuseks emakakaela vahi ja teiste anogenitaal- ja suu
kartsinoomide tekkele (McLaughlin-Drubin, 2015). Seeparast on HPV infektsioonitsukli

uurimine véga tahtis taoliste kasvajate ravimeetodite véljatootamisel.

Seoses sellega, et HPV poolt kodeeritud E1 ja E2 valgud on ainukesed viiruse
replikatsiooniks absoluutselt vajalikud viirusvalgud, on nende uurimine vajalik HPV
replikatsiooni inhibeerivate ravimite véljatootamiseks. Enamasti toimub tanapdeval viiruse
replikatsiooni tuvastamine SB ja PCR meetodeid kasutades. Need on aga vaga kallid, t66- ja

ajamahukad uurimismetoodikad.

Hiljuti on Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi viroloogia laboris vélja to6tatud ja kirjeldatud
modifitseeritud HPV5, HPV1l1, HPV16 ja HPV18 genoomid mis sisaldavad Renilla
lutsiferaasi (RLuc) kodeerivat jarjestust (Toots 2017). On ndidatud, et RLuc aktiivsus
korreleerub HPV genoomi koopiaarvuga ning seega voib HPV replikatsiooni taset esitada
RLuc aktiivsuse kaudu. Samas on HPV elutsikli uurimises RLuc efektiivse kasutamise
pohilisteks takistusteks RLuc kodeeriva jarjestuse pikkus (ta suurendab HPV genoomi 936 nt
vorra) ning ATPst s6ltuvus. Lisaks sellele takistab RLuc-i suhteliselt madal aktiivsus selle
kasutamist ravimikandidaatide skriiningutes, mis teostatakse kasutades vOimalikult véhe
rakke ja soddet. Nende probleemide lahenduseks otsustasime kasutada uudset luminestsentset
valku — NanoLuc (NLuc), mis omab Renilla lutsiferaasi ees hulga eeliseid, nagu vadiksem
suurus (172 versus 312 aminohapet), kdrgem stabiilsus ning umbes 100 korda suurem
aktiivsus.

Minu t66 eesmargiks oli kloneerida NLuc geen HPV5 ja HPV11 E2 valgu avatud

lugemisraami ning uurida valmis uute genoomide replikatsioonivdimet U20S rakuliinis.

Valmistatud genoomide replikatsiooni efektiivsused erinesid viiruse metsiktlive genoomidest.
HPV5NIuc replikatsioon toimus efektiivsemalt kui metsiktiive oma ning HPV11NIluc puhul
olid replikatsiooni signaalid nérgemad. Selle tulemuse (heks voimalikuks pohjuseks v6ib olla
NLuc geeni sisse viimisega seotud muutused viiruse transkriptide mustris vOi tasemes.

Néiteks on teada, et tdispikk E2 valk on transkriptsiooniline aktivaator, aga alternatiivse
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splaissingu tulemusena ekspreseeritud E8"E2 on tugev transkriptsiooniline repressor.
Taispika E2 ja N-terminaalselt trunkeeritud E8"E2 valkude bilanss mdjutab viiruse geenide
ekspressiooni ning replikatsiooni taset. On vdimalik, et mdlema viiruse titbi puhul sisestatud
geen, kas soodustas vOi surus maha teatud splaissingu produkte, mis omakorda muutis

replikatsiooni efektiivsust.

Lisaks sellele uuriti HPV5NLuc puhul NLuc aktiivsuse ja replikatsiooni signaalide
korrelatsiooni. Tulemuseks saadi statistiliselt oluline lineaarne seos nende kahe vahel.
Sarnane tulemus oli saadud kasutades HPVV18NLuc genoomi U20S rakkudes (Piirsoo et al.,
2019). Saadud tulemus viitab sellele, et NLuc aktiivsus representeerib HPV genoomi koopia
arvu ning voib olla kasutatud HPV genoomi replikatsiooni efektiivsuse kvantitatiivseks
uurimiseks U20S rakkudes.

HPV5NIuc ja HPV11Nluc konstruktide valmistamine annab vdimaluse kasutada neid
erinevates HPV replikatsiooni uurivates projektides. Uute genoomide olulisemateks eelisteks
on ajaline ja materiaalne voit. Nimelt votab NLuc aktiivsuse mddtmine umbes 30 minutit, aga
HPV genoomi analiiis SB meetodiga kestab umbes 4 — 5 pdeva. Kuna NLuc omab suurt
aktiivsust, siis on signaalide tuvastamiseks vaja vaikest hulka HPVVNLuc-positiivseid rakke,
mis vOimaldab kasutada 96 vOi 384 kaevuga plaate totaalse DNA eraldamiseks ning
analliisiks SB-i meetodiga kasutatakse vahemalt 15 korda rohkem rakke. Lisaks sellele,
oleme ndidanud et NLuc sisaldavad HPV genoome vbib efektiivselt kasutada ka inimese
primaarsetes keratinotstutides, mis on HPVdele loomulikud peremeesrakkud (Piirsoo et al.,
2019).
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KOKKUVOTE

Inimese papilloomiviirused on nahka- ja limaskesti nakatavad viirused. Nende replikatsiooni
uurimiseks kasutatakse peamiselt SB ja PCR meetodeid, mis on vdga aegandudvad, kallid ja
suuremahulised. HPV replikatsiooni protsessi uurimise kiirendamiseks otsustati kasutada
bioluminestsentsi ja selleks kloneeriti bioluminestsentsuse geen NLuc kahte HPV genoomi.

Bakalaureusetod raames valmistati HPV5NLuc ja HPV11NLuc konstruktid. Nende

replikatsioonivdimet uuriti U20S rakuliinis ja tehti jargmised jareldused:

e Valmistatud konstruktid on véimelised replitseeruma U20S rakuliinis

e HPV5NLuc genoom replitseerub paremini vorreldes metsiktivega

e HPV11NLuc genoomi replikatsiooni signaalid on metsiktlivega vorreldes veidi
madalamad

e HPV5NLuc lutsiferaasi signaalid korreleeruvad hésti replikatsiooni signaalidega

e NLuc geeni sisaldavaid genoome on voimalik kasutada HPV replikatsiooni

uurimiseks

38



Generation of human papillomavirus type-5 and type-11 Nano-luciferase containing
genomes and analysis of their replication ability
Elina Lototskaja

Summary

Human papillomaviruses (HPVs) are double-stranded DNA viruses that infect both epithelial
and mucosal basal keratinocytes and their life cycle strictly depends on epithelial
differentiation program. HPV are spread through direct contact with infected mucosa and
skin. The virus usually stays in the human body in latent form. However, low-risk HPV types
may cause benign tumours such as warts, papillomas, and other epithelial hyperplasias, while
high-risk types may cause malignant tumours. The most prevalent carcinoma caused by HPV
is cervical cancer. Also, different types of HPVs might cause cancers in head, neck, skin, and
anogenital regions. Despite the prevalence of HPV infections, no specific treatment has been
worked out so far, since epithelial differentiation-dependent viral life cycle renders laboratory

research problematic and challenging.

Research on the HPV replication plays critical role in the study of the virus’ life cycle.
Southern blot and PCR are most common techniques used in the laboratories for the analysis
of viral genome replication. However, these methods are expensive and time consuming. This
issue can be resolved by using bioluminescence markers for a fast, sensitive and cost-

effective analysis of viral replication.

The objectives of this thesis are (1) to clone codon optimized NLuc and FMDV-2A gene
sequencies into HPV5 and HPV11 E2 open reading frames immediately after E1 stop codon
(2) to analyse the replication efficiency and NLuc activity of the generated constructs in the
U20S cell line, and (3) to evaluate the correlation between the replication signals and NLuc

activity.

The obtained results revealed that the novel HPV5NLuc and HPV11INLuc genomes were
functional and able to replicate in U20S cells. However, their replication efficiency differed
from that of the respective wild type genomes. Compared to the wild type genomes, the
HPV5NLuc replicated more effectively, whereas replication competence of HPV11NLuc was

slightly reduced. The possible reasons of the observed phenomenon might lie in the
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alterations of the virus’s transcript pattern or protein expression levels caused by the insertion

of the NLuc gene.

Also, statistically significant correlation between HPV5NLuc replication level and NLuc
activity was observed. These results indicate that NLuc activity represents the HPV genome
copy number and might be used for quantitative evaluation of HPV genome replication

efficiency in the U20S cells.

Generation of the novel HPV5NLuc and HPV11NLuc constructs allows using them in
various HPV replication research projects. The main advantages of the created genomes are
their high sensitivity as well as time- and cost-efficiency. Moreover, we have demonstrated
that HPV genomes containing NLuc can be effectively used in human primary keratinocytes
that are natural host cells for HPVs (Piirsoo et al., 2019).
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