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INFOLEHT

Proteiinkinaaside roll HPV E1 valgu funktsioonide regulatsioonil

HPVd on vaikesed DNA viirused, mis nakatavad naha-ja limaskestade epiteelkoe
keratinotsulte. Mdnikord kaasneb HPV nakkusega healoomuliste vGi pahaloomuliste kasvajate
teke. Vastavalt kasvaja tekke riskile eristatakse madala ja kdrge riskiga HPV tliupe. Madala
riskiga HPV tlubid on nt HPV11, HPV6, HPV8. Kdrge riskiga HPV tlubid on nt HPV16,
HPV18, HPV31, HPV45. PVde replikatsiooniks ja transkriptsiooniks vajalikud viirusvalgud
El ja E2 on fosfoproteiinid ehk proteiinkinaasid osalevad nende stabiilsuse, aktiivsuse ja
rakusisese lokalisatsiooni regulatsioonis. Kaesolev magistritdé keskendub HPV11 ja HPV18
E1 valkudes olevate konserveerunud fosforudlitud seriinide funktsiooni uurimisele ja HPV18
E1 valku fosforlulivate kinaaside leidmisele.

Marksdnad: HPV, replikatsioon, valk E1, proteiinkinaasid
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The role of protein kinases in the regulation of HPV E1 protein functions

HPVs are small DNA viruses that infect keratinocytes. Their life cycle is tightly linked to
epithelial differentiation. HPV infection can cause common and genital warts or malignant
tumors. HPVs are divided into low- and high-risk types based on their association with cancer
and precancerous lesions. Low-risk HPV types are HPV11, HPV6, HPVS etc. High-risk HPV
types are HPV16, HPV18, HPV31, HPV45 etc. Viral helicase E1 and transcription factor E2
are phosphoproteins required for HPV replication and transcription. Protein Kinases participate
in the regulation of their activity, stability and subcellular localization. This master's thesis
focuses on the identification of the conserved phosphosites in the HPV11 and HPV18 E1
proteins, analysing their function in the viral life cycle, and identification of potential kinases

responsible for phosphorylation of the HPV18 E1 protein
Keywords: HPV, replication, E1 protein, protein kinases
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KASUTATUD LUHENDID

ATM - ataksia-telangiektaasia muteerunud (ingl. k ataxia-telangiectasia mutated)
bp - aluspaar (ingl. k basepair)

CDK - tsiikliin-s6ltuvad kinaasid (ingl.k cyclin-dependent kinases)
CK - kaseiin kinaas (ingl.k casein kinase)

DDR - DNA kahjustuse vastus (ingl. k DNA damage response)
dsDNA - kaheahelaline DNA (ingl. k double stranded DNA)
E2BS - E2 seostumiskoht (ingl. k E2 binding site)

ERK - ekstratsellulaarne signaalreguleeritud kinaas

FCS - vasika loote seerum (ingl. k fetal calf serum)

GST - Glutatioon-S-transferaas

HA - hemaglutiniin

HPV - inimese papilloomiviirus (ingl. k human papillomavirus)
IMDM - Iscove's Modified Dulbecco's Medium

IP - immuunsadestamine (ingl. k immunoprecipitation)

IPTG - isopropuil-p-D-tio-galaktopiiranosiid

JNK - C-Jun N-terminaalne kinaas

LB - Lysogeny broth

MAPK - mitogeen aktiveeritud proteiin kinaas

mc - pisirdngas (ingl. k minicircle)

N.luc - nanolutsiferaas

NCR - mittekodeeriv piirkond (ingl. k non-coding region)

NES - tuuma eksportsignaal (ingl. k nuclear export signal)

NLS - tuuma lokaliseerimissignaal (ingl. k nuclear localization signal)



ORF - avatud lugemisraam (ingl. k open reading frame)

PAE - varajane poltiadentleerimissait (ingl. k early polyadenylation site)
PAL - hiline poliadendleerimissait (ingl. k late polyadenylation site)
PCNA - prolifereeruvate rakkude tuumaantigeen (ingl. k proliferating cell nuclear antigeen)
PE - varajane promootor (ingl. k early promoter)

RFC - replikatsioonifaktor C

PKA - proteiin kinaas A

PKC - proteiin kinaas C

PL - hiline promootor (ingl. k late promoter)

PV - papilloomiviirus

sSDNA - iheahelaline DNA (ingl. k single-stranded DNA)

TB - Terrific Broth

URR - pikk kontroll regioon (ingl. k upstream regulatory region)

wt - metsiktidpi (ingl. k wild type)



SISSEJUHATUS

Inimese papilloomiviirused ehk HPVd (ingl. k Human papillomaviruses) on vaikesed
kaheahelalise DNAga (dsDNA) viirused papilloomiviiruste perekonnast. HPV levib naha v0i
limaskestade kontakti kaudu. Kuigi enamustel juhtudel kulgeb infektsioon asimptomaatiliselt,
pdhjustavad osad HPVd kondiiloome, papilloome ja tulkad. Korge riskiga HPV nakkus vdib
viia pahaloomulise kasvaja tekkeni. PVd nakatavad naha ja limaskestade keratinotsuite ning
nende elutsiikkel on seotud epiteelkoe rakkude diferentseerumisega. HPV siseneb
nahavigastuse kaudu epiteelkoe basaalkihi rakku, seal ekspresseeritakse varajased valgud E1 ja
E2 ning toimub esialgne genoomi amplifikatsioon. Selle tulemusena on basaalkihi rakkudes
vaike arv viiruse genoome. E1 valk seostub E2 valgu abil viiruse DNA replikatsiooni
alguspunkti ehk originiga, harutab lahti DNA ahelad ning on oluline rakuliste faktorite
seostumiseks originile. HPV genoomi replikatsiooni viivad ldbi peremeesraku DNA
polumeraas 6, polimeraas a-primaas, replikatsioonifaktor C, topoisomeraas | jt rakulised
valgud. Peale esialgset amplifikatsiooni toimub stabiilne sailumisfaas, mille kaigus
replitseeruvad  viiruse  genoomid  sinkroonselt  peremeesrakkudega.  Vegetatiivne
amplifikatsioon toimub peaaegu taielikult diferentseerunud keratinotstitides ja selle
tulemuseks on suur koopiaarv viiruse genoome. Viiruse genoomid pakitakse epiteelkoe
ulemistes kihtides diferentseerunud keratinotsiitides ja viirused vabanevad koos surnud
rakkudega epiteelkoe pinnalt. Kuna valgud E1 ja E2 on fosfoproteiinid, reguleerivad mitmeid
PV elutstkli etappe proteiinkinaasid. PV valkude posttranslatsioonilisel fosforutlimisel on
leitud seos valgu tuuma importimisel, replikatsiooni aktiivsusel, valk-valk interaktsioonide
tekkel, wvalgu proteollitilisele lagundamisele suunamisel ja genoomide jaotumisel

titarrakkudesse.

Ké&esoleva magistritdd esimene osa annab ulevaate inimese papilloomiviiruste genoomi
ulesehitusest, elutsiklist ja proteiinkinaaside rollist selles. Teises osas tuvastatakse HPVde E1
valkudes olevad fosfortilitud aminohapped, vaadeltakse fosfortulitud aminohohapete
konserveerumist, uuritakse fosforutlimise moju replikatsioonile ja valgu tekkele. Viimaks
puhastatakse bakterist HPV18 E1 valk ja leitakse selles PKA, tsukliinE/CDK2 ja CK2

fosfosaidid. Magistritoo koostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Papilloomiviirused

Papilloomiviirused (PVd) on mitmekesised ja levinud DNA viirused. Enamasti on PV nakkus
asimptomaatiline, kuid mdndadel juhtudel kaasneb sellega erinevate tlugaste VvOi
pahaloomuliste kasvajate teke. PVsid on isoleeritud paljudelt erinevatelt loomadelt, nt kaladelt,
kahepaiksetelt ja enamikelt imetajatelt. P\VVd on eksisteerinud miljoneid aastaid ning pika aja
jooksul koos peremeesorganismiga koevolutsioneerunud (Bernard, 1994), (Shadan ja
Villarreal, 1995). PVVd muteeruvad aeglaselt ning enamasti ei kandu uhelt liigilt teisele (Van
Doorslaer, 2013). Aja jooksul on viirused kohanenud véga spetsiifiliselt nakatama kindlat
peremeesorganismi ja kudet. Vastavalt nakatavale organismile ja koe tudbile jagatakse PVd
perekondadeks: alfa-, beeta-, gamma-, delta-, epsilon-, zeta-, eeta-, theeta-, ioota-, kapa-,
lambda-, mu-, nu-, Xi-, omikron-, ja pi- papilloomiviirused. Naiteks alfa PVd nakatavad
enamasti limaskesta epiteelkude inimestel ja primaatidel; beeta, gamma, mu ja nu PVd
nakatavad peamiselt inimese naha epiteelkihi keratinotsutte; epsilon ja Xi PVd nakatavad
veiseid; zeta PV nakatavad hobuseid; eeta ja theeta PVsid on leitud lindudelt; kapa PVd

nakatavad janeseid; omikron PVsid on leitud vaalalistelt (de Villiers et al., 2004).

PVdel on ikosaeedriline kapsiid, diameetriga ~55 nm, mille sisse on pakitud dsDNA. Viirused
jagatakse tlupideks nende peamist kapsiidivalku L1 kodeeriva geeni avatud lugemisraami
(ORF - open reading frame) nukleotiidse jéarjestuse pdhjal. Uue tiibi L1 valku kodeeriv DNA
jarjestus peaks olema vahemalt 10% erinev teadaolevate PVde samast jarjestusest (de Villiers
et al., 2004). Praeguseks on teada lle 400 tulbi PVsid, millest Gle 200 nakatavad inimest
(https://pave.niaid.nih.gov/).

1.2 Inimese papilloomiviirused

HPVd nakatavad naha-ja limaskesta epiteelkoe basaalkihi keratinotsliite. Vastavalt kasvaja
tekke riskile jaotatakse PVd hea-ja pahaloomulisteks. Pahaloomulise ehk onkogeense HPV
infektsioon on seotud enamike emakakaelavéhi juhtumitega, veel voib HPV nakkus pdhjustada
peenise, paraku, tupe, suu, kori, pea-ja kaelapiirkonna kasvajaid. Arvatakse, et ~5% inimestel
esinevatest kasvajatest on pohjustatud HPV poolt ("HPV and Cancer" - National Cancer
Institute). Pahaloomulisteks HPVdeks on HPV16, HPV18, HPV31 ja HPV33, HPV35, HPV39,

HPV45, HPV51, HPV52, HPV56, HPV58, HPV59, HPV68, HPV73 ja HPV82. Healoomulised
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HPVd vbivad pbhjustada healoomulisi kasvajaid nagu tulkad, kondiloomid ja papilloomid
katel, jalgadel, huultel ja kurgumandlitel. N&iteks HPV1 ja HPV2 pdhjustavad tiiligaste teket
jalgadel, HPV4 vGib pOhjustada tuligaste teket katel, HPV6 ja HPV7 vdivad pdhjustada
papilloome suus ning HPV11 ja HPV42 pbhjutavad kondiloomide teket.

1.3 HPV genoom ja struktuur

HPV genoom on Usna konserveerunud ~8000 aluspaari (bp-basepair) suurune tsirkulaarne
kovalentselt suletud dsDNA. Genoomi Ulesehitus on néidatud joonisel 1 HPV18 néitel. HPV
genoom on jagatud kolmeks piirkonnaks: varakult ekspresseeruv geenipiirkond, hiliselt
ekspresseeruv geenipiirkond ja regulatoorne ala. Genoomis on mitmeid kattuvaid ORFe,
milledelt kodeeritakse valgud. Transkriptsioon algab mitmest promootorist, mille tulemusena
stinteesitakse suures hulgas erinevaid mMRNAsid. PV transkriptsioon toimub thelt DNA ahelalt
ja on politsistrooniline ehk ks mMRNA kodeerib mitut erinevat valku. Mitmete HPVde
varajane promootor (PE) asub pikas kontroll regioonis (URR - upstream regulatory region) ja
hiline promootor (PL) asub E7 lugemisraamis. PV E1 ORFis asub PE8 promootor, mis on
aktiive kogu infektsioonitsukli valtel ja reguleerib E8"E2 valgu ekspressiooni (Straub et al.,
2015). PV-de genoomis on kaks poliadenileerimissaiti PAE ja PAL. PAE saidis |6ppeb
varajaste ja PAL saidis 16ppeb hiliste transkriptide stintees. Varajaselt ekspressioonilt leminek
hilisele ekspressioonile on vajalik promootori ja poluadentleerimissaidi vahetus (Jia et al.,
2009), (Johansson ja Schwartz, 2013). HPV transkriptsioonikaart HP\V18 néitel on néidatud

joonisel 2.



HPV18

7857 bp

Joonis 1. HPV18 genoomne (lesehitus. HPV18 genoom on 7857 bp suurune tsirkulaarne kovalentselt suletud
dsDNA. Varajased lugemisraamid E1-E7 on madrgitud roosaga, hilised lugemisraamid L1 ja L2 sinisega.
Katkendlik joon néitab alternatiivse splaissingu tulemusena tekkivaid mRNAsid, milledelt transleeritakse HPV
valgud E17E4 ja E8"E2. HPV18 genoomis on mitu promootorit, millest joonisele on mérgitud noolena PE
(varajane promootor), PL (hiline promootor) ja PES8. Saidid PAE ja PAL téhistavad varajast ja hilist
poluadentleerimissaiti. URR on mittekodeeriv piirkond, kus asuvad origin ja transkriptsiooni reguleerivad cis-
elemendid.

PV nakkuse esimestel perioodidel ekspresseeruv geenipiirkond téhistatakse tdhega E (ing.k
sOnast early) ja see koosneb kuni kuuest ORFist: E1, E2, E4, E5, E6, E7. Varajased valgud E1,
E2, E6 ja E7 kodeeritakse polutsistroonsetelt transkriptidelt (Harari et al., 2014). Mondadelt
HPVdelt on leitud ka valke E3 ja E8, aga nende ekspressiooni ja funktsiooni kohta pole palju
teada. Varakult ekspresseeruva geenipiirkonna geenid kodeerivad mittestruktuurseid valke, mis
on olulised viiruse replikatsiooniks, raku keskkonna kohandamiseks tagamaks efektiivne
nakkus, viiruse transkriptsiooniks, raku proliferatsiooniks ja transformatsiooniks (Harari et al.,
2014). E1 on vajalik replikatsiooni alustamiseks. E2 valgud on vajalikud replikatsiooni origini
aratundmiseks ja transkriptsiooniks. E5, E6 ja E7 on onkoproteiinid, mis hairivad rakutsikli
regulatsiooni aidates kaasa rakkude mitootilise aktiivuse sdilimisele diferentseeruvas epiteelis.
ES5 on transmembraanne valk, mis aktiveerib rakulisi kasvufakotreid ja stimuleerib selle kaudu
keratinotstititide jagunemist ja kasvu (DiMaio ja Mattoon, 2001). E6 seondub
tuumorsupressorvalguga p53 ja suunab selle ubikvitiinsGltuvale proteolidtilisele
lagundamisele, et valtida p53 vahendatud rakutsikli seiskamist vdi nakatunud rakkude minekut

apoptoosi. E7 lagundab retinoblastoomi valkude perekonna tuumorsupressorvalke ning hairib
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interferoon ja NFkB signaalradasid, mis vdimaldavad viirusel immuunsisteemi valtida (Huh
et al., 2005), (Perea et al., 2000). E1"E4 valk osaleb nii HPV varajastes eluetappides kui ka
virionide pakkimisel ja vabanemisel (Nakahara et al., 2005). HPVd kodeerivad ka liitvalku
E8"E2, mis reguleerib viiruse replikatsiooni ja transkriptsiooni, et sdiliks madal koopiaarv
viiruse episoome viiruse elutsiikli latentses faasis (McBride, 2013), (Straub et al., 2014). Valk
E8ME2 toimib kui konkurentne inhibiitor, mis suures kontsentratsioonis takistab taispika E2
valgu seostumist E2 seostumiskohtadele (E2BS - E2 binding sites) ja nii represseerib edaspidist

replikatsiooni ja transkriptsiooni (Zobel et al., 2003).

Hiliselt ekspresseeruv geenipiirkond téhistatakse tahega L (ing. k sOnast late) ja see koosneb
kahest ORFist: L1 jaL2. Geenidelt L1 ja L2 kodeeritakse kapsiidi moodustamiseks olulisi valke.
L1 on peamine kapsiidivalk, mis moodustab ikosaeedrilise kapsiidi ja loob infektsioonil esmase
kontakti rakuga, seostudes retseptoriga raku pinnal. L2 valgul on oluline roll PV genoomi
transpordil rakutuuma ja hiljem stabiilsel kapsiidi kokkupakkimisel.

URR on mittekodeeriv piirkond L1 ORFi I6pu ja E6 startkoodoni vahel. URR sisaldab cis-
elemente, mis reguleerivad geeni varajast transkriptsiooni, viiruse amplifikatsiooni ja rakulist
tropismi. Cis-elemendid on origin, transkriptsiooni vdimendajad (ingl. k enhancers), E2BSid
jm piirkonnad, mis on vajalikud viiruse pikaajaliseks replikatsiooniks ning viiruse episoomide
jaotamiseks titarrakkudesse (McBride, 2008). Lisaks on HPV genoomis lihem mittekodeeriv
piirkond (NCR - non-coding region), mis asub E5 stopkoodoni ja L2 start koodoni vahel ja
sisaldab korgelt konserveerunud PAE saiti.
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Joonis 2. HPV18 transkriptsioonikaart. HPV transkriptsioon algab mitmest promootorist ja transkriptid on
polutsistroonsed. P55 ja P102 on varajased promootorid, milledelt siinteesitakse varajased transkriptid: E1, E2,
E1"E4, E5, E6 ja E7. P1202 promootorilt algab valgu E2"E8 RNA slintees. Varajaste transkriptide slintees 16ppeb
varajases poliadenduleerimissaidis AE. P811 on hiline promootor, millelt stinteesitakse transkriptid E1"E4, E5,
L1 ja L2. Hiliste transkriptide stintees 18ppeb hilises poliiadendileerimissaidis AL. (https://pave.niaid.nih.gov/)
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1.4 HPV elutsuikkel

HPVd nakatavad naha ja limaskestade epiteelkoe keratinotstite ja nende elutsiikkel on tihedalt
seotud mitmekihilise epiteelkoe loomuliku struktuuriga. Limaskestade pinda katvas
sarvestumata epiteelkihis eristatakse kolme Kkihti: basaalkiht, ogakiht ja pindmine Kiht.
Nahapinda kattev sarvestunud lameepiteel koosneb basaalkihist, ogakihist, sdmerkihist ja
sarvkihist. Normaalse epiteeli alumise kihi moodustavad basaalmembraani kiilge kinnitunud
jagunemisvdimelised basaalrakud. Basaalrakud jagunevad asimmeetriliselt uuteks
basaalrakkudeks ja titarrakkudeks. Titarrakud eralduvad basaalmembraanist ning alustavad
osana koe uuenemisprotsessist diferentseerumist, mille kéigus nad migreeruvad epiteelkihi
pinna suunas. Diferentseerumise kéigus tutarrakud véljuvad rakutstklist ning muudavad

geeniekspressiooni kuni 16puks surnud keratinotstiudid irduvad epiteelkihi pinnalt.

PVd kasutavad oma elutsiiklis kihilise epiteelkoe uuenemise protsesse, et valtida
peremeesorganismi immuunvastust. Esialgu toimub varajaste valkude suntees, millel on
regulatoorne roll replikatsioonil ja transkriptsioonil. Hiljem, epiteelkihi ulemistes kihtides
kodeeritakse valgud, mis on olulised DNA pakkimisel, kapsiidi kokkupanekul ja virionide
vabanemisel. HPV nakatab basaalkihi rakke. Virion jduab basaalkihi keratinotstitide juurde
vaikeste nahavigastuste kaudu. Alumistes epiteelkihi rakkudes, kus immuunvastus on kdige
tugevam, replitseeritakse ekstrakromosomaalselt vdikeses koguses viiruse genoome. Need
basaalrakud moodustavad nakkuse reservuaari. PV elutsukli edasised etapid toimuvad koos
basaalkihi rakkude jagunemisega ning uued tekkinud tltarrakkud liiguvad jarjest tlespoole
epiteelkihi pealispinna suunas. Virionide kokku pakkimine ja vabanemine toimub pealmistes
diferentseerunud keratinotsudtidest. HPV elutsukkel rakku sisenemisest kuni uute virionide
vabanemiseni votab vahemalt 3 nadalat, mis on sama aeg, mis kulub keratinotsttdil taieliku
diferentseerumise labimiseks (Kadaja et al., 2009). Mdnikord jadb HPV DNA episoomina
basaalkihi keratinotsultidesse ja vOib seal pisida latentses vormis aastaid voi aastakiimneid
(Gravitt, 2012), (Doorbar 2013).

1.4.1 HPV rakku sisenemine ja varajane geeniekspressioon

HPV siseneb mikrovigastuse kaudu basaalkihi rakkudesse. Esmalt seostub viiruse kapsiidivalk
L1 rakumembraani pinnal asuvate heparaansulfaat proteoglikkaanidega (Giroglou et al., 2001),
kutsudes viiruse kapsiidivalkudes esile konformatsioonilised muutused, mis on vajalikud

viiruse seostumiseks sekundaarse retseptoriga, membraani l&bimiseks ja virioni

12



lahtipakkimiseks (Selinka et al., 2003). Virioni lahtipakkimiseks on olulised proproteiin
konvertaasid, mis I6ikavad spetsiifiliselt L2 valku furiini konsensus saidis (Richards et al.,
2006). Furiin on valk, mis asub peamiselt trans-Golgi vorgustikus ja osaleb eellasvalkude
endoproteollutilises tdotlemises. Virion siseneb rakku endotsttoosi teel ja seejarel
transporditakse viirus modda trans-Golgi kompleksi endosomaalseid radasid tuuma
(Bousarghin et al., 2003). Selle transpordi kaigus eemaldub viiruselt kapsiid, genoom jaab
seotuks valguga L2 kuni genoom-L2 kompleks on tuuma sisenenud (DiGiuseppe et al., 2014).
Tuuma sisenemine toimub vaid mitoosi kéigus, kui tuumamembraan on I6hustatud. L2-genoom
kompleks liigub moédda mikrotuubuleid vesiikulis kondenseerunud kromosoomideni ja jaab
vesiikulisse kuni mitoosi 16puni (DiGiuseppe et al., 2016). L2-genoom kompleks interakteerub
promuelotsultiliste leukeemia tuumakehadega, millele jargneb PV varajaste transkriptide
stinteesimine rakuliste transkriptsioonifaktorite abil (Day et al., 2004). Kui on toodetud
piisavas hulgas valku E2, hakkab ta kontsentratsioonist s6ltuvalt reguleerima varajaste
transkriptide sunteesi seondudes URR regioonis paiknevatele E2BSdele. Piisavalt suur
varajaste valkude kontsentratsioon v8imaldab peremeesraku tuumas luua sobiva keskkonna, et

saaks alata HPV replikatsioon.

1.4.2 Replikatsioon

PV elutsiklis eristatakse kolme staadiumit vastavalt sellele, millises epiteelikihis ta paikneb.
Need kolm staadiumit on: esialgne genoomi amplifikatsioon, genoomi sdilimine ehk latentne
infektsioon ning vegetatiivne amplifikatsioon. Basaalkihi rakkudes toimub viiruse genoomi
esialgne amplifikatsioon. Edaspidi toimivad PV ja peremeesraku replikatsioon sama
sagedusega. Kuna HPVI puudub DNA polimeraas on viiruse replikatsioon tihedalt seotud
peremeesraku DNA siinteesiga ja viirus kasutab selleks peremeesraku replikatsioonististeemi.
HPV wvalgud indutseerivad ebaloomulikku raku proliferatsiooni ja ATM (ataksia-
telangiektaasia muteerunud) vahendatud DNA kahjustuse vastust (DDR — DNA damage
response), mis vdimaldavad viiruse replikatsiooni diferentseerunud S-faasist valjunud rakkudes
(Moody ja Laimins, 2009).
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1.4.3 Esialgne genoomi amplifikatsioon ehk transiente replikatsioon

Esialgne genoomi amplifikatsioon toimub epiteeli basaalkihi rakkudes. Selle kdigus toodetakse
vaike  koopiarv  viiruse episoome, mida sdilitatakse  jagunevates  rakkudes
ekstrakromosomaalsete  replitseerumisvGimeliste  plasmiididena.  Esialgse  genoomi
amplifikatsiooni k&igus toodetakse 50-500 episoomi uihe raku kohta (McLaughlin-Drubin et al.,
2004), (Prati et al., 2018). Replikatsiooniks vajalikud PV valgud on E1 ja E2, mis tagavad
rakuliste replikatsioonifaktorite seondumise viiruse replikatsiooni originile ja millele jargneb
viiruse episoomide koopiarvu Kiire suurenemine. Arvatavasti toimub esialgne replikatsioon
kahesuunaliselt teeta replikatsiooni mudeli kaudu (Orav et al., 2015), mille kaigus kaks origini
piirkonnas moodustunud replikatsioonikahvlit liiguvad vastassuundades, kuni kohtuvad
tsirkulaarse molekuli replikatsiooni origini vastaspoolel. Moodustunud intermediaadid
meenutavad teeta (0) tdhte. Tekkinud intermediaadid lahutatakse kaheks episoomiks

topoisomeraaside abil.

1.4.3.1 E1 valk esialgses amplifikatsioonis

E1 on ATP s6ltuv DNA helikaas, mis on vajalik PV episoomide replikatsiooniks nakatunud
rakkudes. E1 on oluline nii origini dratundmisel, dSDNA ahelate eraldamisel kui ka rakuliste
replikatsioonifaktoritega seondumisel. Erinevate PVde E1 valk on tugevalt konserveerunud.
E1 on toksiline ja seetdttu vbib replikatsiooni mittetoimumise ajal paikneda tsitoplasmas.
Mitmed uuringud on nédidanud E1 valgu edasi-tagasi liikumist tuuma ja tstoplasma vahel,
kasutades selleks tuuma lokaliseerimissignaale (NLS - nuclear localization signal) ja tuuma
eksportsignaale (NES - nuclear export signal) (Deng et al., 2004), (Yu et al., 2007), (Fradet-
Turcotte et al., 2010). NLS jarjestust sisaldavad valgud transporditakse tuuma o/
heterodimeeridest koosnevate importiinidega. NES jdarjestust sisaldavad valgud moodustavad
kompleksi eksportiinide ja RanGTP-ga, mis aitavad kaasa nende tuumast valja viimisele. E1
valgu kuhjumine tuuma peatab rakutsiikli S-faasis (Fradet-Turcotte et al., 2011). Arvatakse, et
E1 on eriti oluline just esialgses amplifikatsioonis ja pérast piisava arvu PV episoomide
olemasolu basaalkihi keratinotsttides muutub viiruse replikatsioon E1-s6ltumatuks (Egawa et
al., 2012), (Kim ja Lambert, 2002).

E1 koosneb kuni 650-st aminohappest. Valgus eristatakse kolme funktsionaalset domeeni: N-
terminaalne domeen, DNA sidumise domeen ja C-terminaalne domeen. N-terminaalses

domeenis on 2 NLSi, enamus PVdes konserveerunud CRM1 s6ltuv NES ning tsukliini
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sidumismotiivi RXL. N-terminaalne domeen on vajalik optimaalseks viiruse replikatsiooniks
ning poliimeraas a-primaasi seostumiseks replikatsiooni originile (Morin et al., 2011), (Amin
et al., 2000). DNA sidumisdomeen tunneb dra ja seostub spetsiifiliste jarjestustega viiruse
replikatsiooni originil (Chen ja Stenlund, 2001), (Ustav et al., 1991), (Titolo et al., 2003). C-
terminaalne domeen on enstimaatiliselt aktiivne domeen, mis on vajalik E1 valgu kahekordse
heksameeri moodustamiseks, ATPga seostumiseks ja dsSDNA ahelate eraldamiseks. E1 valgu
C-terminaalse domeeni 18pus paikneb konserveerunud struktuuritu aminohapete jérjestus.
Arvatakse, et see on oluline E1 valkudest koosneva heksameeri moodustamisel ja selle

struktuuri séilimisel DNA ahelate lahti harutamise ajal (Whelan et al., 2012).

E2 on HPV peamine transkriptsiooniregulaator, aga osaleb ka DNA sunteesi initsiatsioons
(Berg ja Stenlund, 1997). E2 valk seondub E1 valguga, et tagada véimalikult tapne E1
seostumine E1 seostumiskohaga originil (Blitz ja Laimins, 1991). ATP hudrollusi energiast
sOltuvas protsessis lisatakse kompleksi veel E1 valgumolekule ja eemadatakse kompleksist E2
valk (Stenlund, 2003). Seejérel seondub E1 mitmete peremeesraku replikatsioonifaktoritega,
nagu Uheahelalist DNA-d (ssDNA) siduv replikatsiooni valk A (RPA), topoisomeraas I,
poliimeraas a-primaas ja poliimeraas 6. Voimalik, et viiruse replikatsiooniks on veel vajalikud
replikatsioonifaktor C (RFC) ja prolifereeruvate rakkude tuumaantigeen (PCNA) (Melendy et
al., 1995). Lisaks seostuvad E1-ga veel mitmed rakulised valgud nagu p80, hSNF5, histoon H1,
E1BP ja p56, mis vBivad aidata replikatsiooni reguleerida (Bergvall et al., 2013). DNA ahelate
eraldamiseks peavad E1 valgud moodustama kahekordsese heksameerist ronga imber dsDNA
ning seejdrel “sulatama” DNA ahelad lahti. Rongas moodustuvad vesiniksidemed sSDNA
suhkru-fosfaat jaékide ja kuue E1 heksameeris oleva valgu B-juuksendel struktuuri spetsiifiliste
aminohapete vahel (Enemark ja Joshua-Tor, 2006). ATP hidroluisi ja konformatsiooniliste
muutuste tulemusena nihkuvad heksameeri rdngaga Umbritsetud dsDNAst valjaspoole ssDNA
ahelad (Bergvall et al., 2013). E1 valgukompleks lahutab dsDNAd bidirektsionaalselt justkui
pumbates sSDNAd heksameerist valja. Topoisomeraas | seostub E1 valguga
replikatsioonikahvli ees ja védhendab DNA superspiralisatsiooni. RPA seondub just lahti
harutatud ssDNA mallidele (ingl. k template) ja kaitseb seda nii uuesti seondumise kui ka
nukleaaside eest. Polimeraas a-primaas slnteesib replikatsiooni alustamiseks vajalikud
praimerid. RFC ja RPA on olulised, et poliimeraas a-primaas ei seostuks uuesti samale
jarjestusele, mille jargi on juba praimer siinteesitud. PCNA ja poliimeraas 6 seonduvad DNA
3 otsa moodustades valmis DNA polimeraasi kompleksi (Bergvall et al., 2013). Seega saab
alata esialgne viiruse DNA suntees. Mudel HPV replikatsiooni initsiatsioonist on kujutatud

joonisel 3.
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Joonis 3. HPV replikatsiooni initsiatsiooni mudel. HPV valk E1 tunneb E2 valgu abil 6ige seostumiskoha
replikatsiooni originil. Seejérel seostuvad E1 valguga teised E1 molekulid ja E2 valgud lahkuvad kompleksist. E1
valgud moodustavad kahekordse heksameeri. ATP hudrollisi ja konformatsiooniliste muutuste tulemusena
sulatavad E1 heksameerid DNA ahelad lahti. RPA seostub just eraldatud DNA ahelale. Seejérel seostuvad originile
ja E1 valguga rakulised replikatsioonifaktorid ja moodustub replikatsioonikompleks. Poliimeraas a-primaas (o)
stinteesib esialgse praimeri. Tdendoliselt siinteesib iilejdénud ahela poliimeraas 3 (pol §). Topoisomeraas I (Topol)
seostub replikatsioonikompleksi ette, et vahendada DNA superspiralisatsiooni. Replikatsioonifaktor C abil
seondub kompleksiga PCNA, mis interakteerub mitmete teiste rakuliste valkudega.

1.4.4 Stabiilne sadilumisfaas ehk latentne infektsioon

Esialgse genoomi amplifikatsiooni tulemusena on basaalkihi rakkudes vaike koopiaarv HPV
episoome. Edaspidi toimub viiruse DNA replikatsioon sunkroonselt peremeesraku
replikatsiooniga. Latentse infektsiooni ajal kahekordistub viiruse genoom peremeesraku
rakutsiikli S-faasi ajal ja see jagatakse mitoosi kéigus tekkinud titarrakkude tuumadesse.
Vordse jaotumise tagab E2 valk seondades viiruse DNAd raku mitootiliste kromosoomidega
(Baxter et al., 2005), (You et al., 2004) (llves et al., 1999). E2 valgu N-terminaalses otsas on
transaktivatsiooni domeen, mis seondub peremeesraku kromatiiniga ja C-terminaalses otsas
asuv DNA sidumise domeen interakteerub konserveerunud saitidega viiruse genoomis (Van
Tine et al., 2004). Mitmetes HPV tidipides on vajalik E2 seostumine bromodomeeni sisaldava
valk 4-ga (BRD4) v6i ChIR1-ga, et tagada E2 valgu seostumine mitootilise kromosoomiga
(Oliveira et al., 2006), (You et al., 2004), (Parish et al., 2006). Episoomide sailimiseks on
olulised viiruse onkoproteiinid E6 ja E7 (Thomas et al., 1999), (Oh et al., 2004). Onkoproteiinid
voivad olla olulised, et immuunstisteem ei eemaldaks viiruse episoome kui voor-DNAd. HPV
valgud EG6 ja E7 seostuvad suure afiinsusega immuunslsteemi reguleerivatele valkudele ja nii
blokeerivad mitmete immuunsiisteemiga seotud geenide ekspressiooni ja signaalradade
aktiveerimist (Zhou et al., 2019). Nt HPV E7 valk surub alla Tolli-laadse retseptor 9
ekspressiooni nakatunud keratinotsttides (Pacini et al., 2015), (Hasan et al., 2013). Tolli-
laadne retseptor 9 tunneb rakkudes dra viiruse dsDNA ja aktiveerib signaalraja, mis viib

proinflammatoorsete tsttokiinide vastuseni.
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1.4.5 Vegetatiivne amplifikatsioon

Teine amplifikatsioon leiab aset mitmekihilise epiteeli diferentseerunud rakkudes ja selle
kaigus paljundatakse viiruse genoome suure koopiaarvuni, eesmargiga pakkida see
kapsiididesse ja vabastada vOimalikult palju virione. Tavalised epiteelkihi rakud valjuvad
rakutsuklist ja l0petavad jagunemise, kui nad eralduvad basaalmembraanilt. PV vajab
replikatsiooniks DNA polliimeraase ja replikatsioonifaktoreid, mis on olemas ainult mitootiliselt
aktiivsetes rakkudes. Toendoliselt on olulised PVVde onkoproteiinide interaktsioonid erinevate
peremeesraku  regulaatorvalkudega, et sdilitada diferentseerunud Keratinotsidtides
viirusgenoomide replikatsioonivéime (Jeon et al., 1995), (Scheffner et al., 1990), (Dyson et al.,
1989). Rakutsukli peatamiseks S-faasis hairivad onkoproteiinid tsukliine, tsukliin-sdltuvaid
kinaase ja nende inhibiitoreid (Funk et al., 1997), (Jones et al., 1997). E7 valgu poolt
pohjustatud  pRb  perekonna  valkude inaktiveerimise  tulemuseks on E2F
transkriptsioonifaktorite vabanemine ja rakutsukli S-faasi sarnast keskkonda loovate geenide
ekspressioon. Vegetatiivse amplifikatsiooni alustamiseks on vajalikud hilise promootori ja
DDRI aktiveerimine (Klumpp ja Laimins, 1999; Moody ja Laimins, 2009). Hiline promootor
on aktiivne ainult diferentseerunud rakkudes ja selle aktiveerimisel osaleb valk E7 (Bodily et
al., 2013). ATM vahendatud DDRi kéivitumise tagajarjel peatub rakutsiikkel S/G2 faasis ja
mitmed viiruse replikatsiooniks vajalikud rakulised faktorid liiguvad tuuma (Moody ja
Laimins, 2009). Viiruse hiline genoomi amplifikatsioon vOib toimuda rekombinatsioonist
s6ltuvalt ehk HPV indutseerib rakus DDR, mille tulemusena aktiveeritakse homoloogiline
rekombinatsioon (Sakakibara et al., 2013), (Gillespie et al., 2012), (Moody ja Laimins, 2009).
Homoloogiline rekombinatsioon viiakse l&bi peale DNA siinteesi hilises S vdi varajases G2
faasis ja selle abil parandatakse rakus kaheahelalisi DNA katkeid. Rekombinatsioonist sdltuv
replikatsioon on thesuunaline ega vaja origini ja selle abil on v@imalik stnteesida suurtes
kogustes pikki konkatemeerseid DNA molekule. Rakulised faktorid vdivad need molekulid

lahutada monomeerseteks tsiruklaarseteks genoomideks (Orav et al., 2015).

1.4.6 Rakulised proteiinkinaasid PV elutsuklis

Erinevate kinaaside vahendatud fosfortiilimine reguleerib mitmeid PV elutsikli etappe. PV
valgud E1 ja E2 on fosfoproteiinid, millede fosforiiilimisel vGivad osaleda MAPK (mitogeen
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aktiveeritud proteiin kinaas), CK (kaseiin kinaas), CDK (tsukliin-sdltuv kinaas), PKA (proteiin
kinaas A) ja PKC (proteiin kinaas C) perekonna kinaasid. Fosfortilimise tulemusena muutub
valgu lokalisatsioon, konformatsioon, stabiilsus ja/v0i aktiivsus. PV  valkude
posttranslatsioonilisel fosfordtlimisel on leitud seos valgu tuuma importimisel, replikatsiooni
aktiivsusel, valk-valk interaktsioonide tekkel, valgu proteoltdtilisele lagundamisele suunamisel
ja genoomide jaotumisel tltarrakkudesse. Tabelis 1 on vélja toodud PV E1 valku arvatavalt
fosforudlivad kinaasid ning nende funktsioon eukartiootses rakus ja PV elutstklis.

Tabel 1. PV elutsuklit reguleerivad kinaasid. Tabelis on vélja toodud kinaasid, milledel on leitud seos méne PV
elutsukli etapi reguleerimisega ja nende kinaaside peamine funktsioon eukartiootses rakus. Lisaks on tabelis
konsensusjarjestus, milles olevaid seriine vdi treoniine vastav kinaas sagedamini fosfortiulib. X tahistab suvalist

aminohapet. Y téhistab hiidrofoobset aminohapet. pS/pT téhistab fosfortdlitud seriini/treoniini. Vastava kinaasi
poolt fosforltlitav aminohape jérjestuses on alla joonitud.

KINAAS PEAMINE JARJESTUS KINAAS PV ELUTSUKLIS
FUNKTSIOON

CK1 Reguleerib mitmeid | S/T-X-X-(X)-S/T | Funktsioon teadmata
signaalradasid, mis on
seotud

transkriptsioonifaktorite
tuuma-tsttoplasma
transpordi, DNA
reparatsiooni ja
transkriptsiooniga.

CK2 Reguleerib rakutsiklit, | S/T-X-X- Reguleerib valk-DNA interaktsioone ja E2
proliferatsiooni, DNA | E/D/pS/pT ning E1 valgu proteoliditilisele
reparatsiooni ja lagunemisele suunamist (Penrose ja
represseerib apoptoosi. McBride, 2000), inhibeerib latentset

replikatsiooni (Schuck et al., 2013) ja on
oluline transientse replikatsiooni
toimumiseks (Piirsoo et al., 2019).

PKA Reguleerib gliikogeeni ja | R-R-X-S/T-Y Vajalik replikatsiooniks ja episoomide
lipiidide metabolismi. jaotumiseks ttarrakkudesse (Sekhar ja
McBride, 2012), (Zanardi et al., 1997).

PKC Reguleerib X-S/T-X-R/IK Voib olla vajalik PV replikatsiooniks
geeniekspressiooni, (Zanardi et al., 1997), (Bian et al., 2007).
valkude sekretsiooni,

rakkude proliferatsiooni ja
pdletikuvastust.

JNK Reguleerib  stressivastust, | R-S-X-S/T-X-P Osaleb E1 valgu seostumisel importiinidega
raku proliferatsiooni. (Yu et al., 2007).

ERK Osalevad mitoosi  ja | P-X-S/T-P Osaleb E1 valgu tuuma importimisel (Yu et
meioosi reguleerimisel. al., 2007).
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Cdk2/A Oluline mitoosi S-faasi | S/IT-P-K-K Voib  osaleda E1 wvalgu  tuumast
toimimiseks. tsitoplasmasse  eksportimisel  (Fradet-
Turcotte et al., 2010), (Deng et al., 2004).

Cdk2/E Reguleerib mitoosi ja G1 SIT-P-K-K Oluline E1 valgu tuumas plsimiseks PV
faasist S faasi minekut. replikatsiooni ajal (Fradet-Turcotte et al.,
Reguleerib tsentrosoomide 2010), (Deng et al., 2004)..

duplikatsiooni

PVde E2 valgu kontsentratsioon reguleerib replikatsiooni ja transkriptsiooni toimumist. Kui
epiteelkihi alumistes rakkudes on E2 valku suures koguses, siis suunatakse see proteolidtilisele
lagunemisele, et sdiliks madal koopiaarv viiruse genoome basaalkihi rakkudes. Proteolutilisele
lagunemisele suunamine on reguleeritud fosfortlimise kaudu, mida arvatavasti viib 1abi CK2
(Penrose et al., 2004). BPV E2 valgus S301 muutmine mittefosforullitavaks alaniiniks viis
valgu poolestusaja pikenemisele, ubikvitineerimise ja proteolutilisele lagunemisele suunamise
vahenemisele (Penrose ja McBride, 2000). See modifikatsioon v@ib olla konserveerunud

mitmetes PVdes ja nii reguleerida PVde episoomide koopiaarvu rakus.

CK2 ja CK1 fosfortiulivad BPV E1 valgu C-terminaalse domeeni 18pus paiknevat S584, mis
on konserveerunud osades PVdes (Lentz, 2002). Nt HPV11 E1 valgus asub sarnases jarjestuses
CK konsensusjérjestuses seriin positsioonis 626 ja HPV5 E1 valgus S580. CK1 on perekond
proteiinkinaase, mis toimivad peamiselt signaalillekande radade regulaatoritena
eukarliootsetes  rakkudes. CK1 isovormid  osalevad  Wnt  signaalradades,
transkriptsioonifaktorite tuuma-tsitoplasma vahelises liikumises, DNA reparatsioonis ja
transkriptsioonis. CK2 on kahest subiihikust o voi o ja beeta koosnev tetrameerne valk, mis
osaleb rakutsiikli reguleerimisel, DNA reparatsioonil, rakkude proliferatsioonil ja
angiogeneesis. CK2 poolt fosfortilitud aminohappeid on tuvastatud mitmetes PV tliipides. Nt
BPV1, HPV11, HPV3l E1 ja E2 valgus m6jutab CK2 DNA sidumisv@imet (Schuck et al.,
2013). BPV E1 valgu N-terminaalses osas paiknevate aminohapete ja E2 valgus S290 ja S302
fosforudlimine CK2 poolt inaktiveerisid mdélema valgu DNA sidumisvGimet. Samade
aminohapete muutmine mitte-fosforidlitavateks alaniinideks E2 valgus suurendas oluliselt
BPV latentse replikatsiooni aktiivsust (Schuck et al., 2013). Samas on néidatud, et CK2a
katalttiline subihik on vajalik HPV5, HPV11, HPV16, HPV18 ja HPV3l genoomi
transientseks replikatsiooniks (Piirsoo et al., 2019). Nendest uuringutest jareldub, et CK2
reguleerib PVVdes valk-DNA interaktsioone, inhibeerib latentset replikatsiooni ja on hédavajalik

transientseks replikatsiooniks.
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PVde replikatsiooni aktiivsust vdivad reguleerida PKA ja PKC. PKA on cAMP-sGltuv
proteiinkinaas, mis osaleb nt lipiidide metabolismis, glikogeeni regulatsioonil, aktiini
tsutoskeleti destabiliseerimisel jpm protsessides. PKC perekonna kinaasid reguleerivad
mitmeid signaalradasid ja osalevad geeniekspressioonil, valkude sekretsioonis, rakkude
proliferatsioonis ja pdletikuvastuse reguleerimisel. Varasemalt on naidatud, et BPV E1 valgu
S109 fosfortulib PKA ja PKC ning selle seriini muutmine mitte-fosfordtlitavaks alaniiniks
suurendab replikatsiooni aktiivsust, samas kui S109 on muudetud fosforileerimist
mimikeerivaks glutamaadiks, siis replikatsiooni aktiivsus vaheneb vdrreldes wt BPVga
(Zanardi et al., 1997). Selle pdhjuseks vGib olla fosforiulitud S109 sisaldava E1 valgu
ndrgemast seostumisest originiga vdi ndrgemast seostumisest importiinidega (Zanardi et al.,
1997), (Bian et al., 2007). Need uuringud néitavad, et PKA vdi PKC p&hjustatud fosfortulimine

viib BPV replikatsiooniaktiivsuse langemiseni.

HPV E1 valgu tuuma-tsttoplasma transport on reguleeritud fosforutlimise kaudu. Tden&oliselt
osalevad E1 valgu tuuma importimisel tstitoplasmas asuvad MAPK perekonna kinaasid ERK
(ekstratsellulaarne signaalreguleeritud kinaas) ja JNK (C-Jun N-terminaalne kinaas), mis
fosforiiilides valgu NLS jérjestust takistavad selle seostumist importiinidega. Naiteks
fosforudlivad ERK ja JNK HPV11 E1 valgus S89 ja S93 ja selle tulemusena jéab E1 valk
valdavalt tstitoplasmasse (Yu et al., 2007). ERKid on proteiinkinaasid, mis osalevad meioosi ja
mitoosi reguleerimisel. JNKid reageerivad stressistimulatsioonidele, nagu tsitokiinid,

ultraviolettkiirgus, kuumasokk ja osmootne stress.

HPV E1 valk sisaldab CRM-1-s6ltuvat NES jarjestust, mis reguleerib valgu eksporti tuumast
tsutoplasmasse. S ja G2-faasis kuhjuvad rakutuumas tsikliin E ja A ning nende cdk-d. Cdk-d
on enstumid, mis koosnevad kataludtilisest cdk subuhikust ja regulatoorsest tsukliini
subtihikust. Uldiselt on need kinaasid olulised eukariiootse raku DNA siinteesil ja rakutstikli
G1/S-faasi ulemineku reguleerimisel. TsukliinE/CDK2 ja tstkliinA/CDK2 reguleerivad
rakutsiikli S-faasi minekut. Need kinaasid fosfortulivad mitme HPV E1 NES jérjestust ja seega
inhibeerivad valgu ekporti tuumast tsutoplasmasse. HPV31 E1 valgu tuuma eksporti reguleerib
CDK2 (Fradet-Turcotte et al., 2010), mis arvatavasti fosfortiilib S92 ja S106. HPV11 E1 valgu
NES jarjestuse lahedal olevaid aminohappeid (S89, S93, S107 ja T468) saavad fosforulida
tsukliinA/CDK2 ja tsukliinE/CDK2 (Deng et al., 2004). See v6ib olla levinud mehhanism E1
valgu tuuma-tsiitoplasma vahelise litkumise reguleerimiseks, sest paljud PVd sisaldavad RXL
motiivi, mille kaudu toimub seostumine tsiikliinE/CDK2ga (Ma et al., 1999). Arvatakse, et

HPV E1 fosforutlimine tsukliinA voi tsukliinE/CDK2 poolt tagab E1 plsimise tuumas S-faasi
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alguses ja ajal ning see voib olla mehhanism viiruse DNA replikatsiooni siinkroniseerimiseks

peremeesraku DNA stinteesiga (Bergvall et al., 2013).

E2 valgu fosforidlimine on oluline kromatiiniga seostumisel ja mitmete valk-valk
interaktsioonide tekkel. Nt HPV8 E2 valgus tden&oliselt PKA fosforullib aminohappe S253.
See modifikatsioon on h&davajalik E2 valgu ja kromatiini inerakteerumiseks (Sekhar ja
McBride, 2012). llma selle modifikatsioonita seostub HPV8 valk E2 peremeesraku
kromatiiniga palju nérgemini ja selle tulemusena pole ta vdimeline jagama HPV genoome

vOrdselt titarrakkudesse ning ei saa tekkida latentset infektsiooni.

1.4.7 Genoomi pakkimine ja viiruse valjumine rakust

HPV elutstkli I6petamisel ekspresseeritakse valgud L1 ja L2. Virioni kipsemine toimub
pealmise kihi keratinotsudtides, kus kaob mitokondrite okstdatiivne fosforlulimise voime ja
redutseeriv keskkond muutub oksudeerivaks, mis vimaldab disulfiidsildade teket L1 valkude
vahele (Buck et al., 2005). Selle tulemusena tekivad stabiilised ja nakkuslikud virionid. Valmis
partikkel koosneb 360 L1 molekulist, mis on seatud 72 pentameerseks kapsomeeriks (Buck et
al., 2008). Arvatavasti on virioni vabanemiseks oluline ka kérge E1"E4 valgu kontsentratsioon,
mis moodustab amioloidkiude ja I6hustab keratiini (Wang et al., 2004), (Doorbar et al., 1991),
(Brown et al., 2006). Virionid vabanevad koos surnud keratinotstitidega epiteelkihi kdige

pindmisest Kihist.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 TOO eesmargid

Magistritod eesmargiks on leida HPV11 ja HPV18 E1 valgus olevad in vivo fosforiilitud
aminohapped ja vdrrelda nende konserveerumist teiste PVdega. Seejarel valida vélja
konserveerunud jarjestustes paiknevad fosforutlitud aminohapped ning uurida fosforudlimise
funktsiooni HPV1l1l ja HPV18 naitel. Viimaseks eesmargiks on puhastada bakterist
eukartootsetele rakudele iseloomulikke posttranslatsiooniliste modifikatsioonideta HPV18 E1

valk ja leida kinaasid, mis fosforutlivad olulisemaid aminohappeid E1 valgus.
T60 tegemiseks pastitati jargmised Glesanded:

1.) Leida HPV1l ja HPV18 E1 valgus in vivo fosforldlitud seriinid ja treoniinid
kasutades varem tehtud LC-ECI-MS/MS analiitisi andmeid.

2.) Uurida fosfortulitud aminohapete konserveerumust erinevate PVde E1 valkudes ja

leida enim konserveerunud fosfosaidid.

3.) Valmistada aminohapete fosforiiilimise mdju uurimiseks HPV11l ja HPV18
genoomide mutantsed pisirdngad (mc - minicircle), kus konserveerunud fosforiulitud
aminohapped E1 valgus on muudetud, kas mitte-fosfortiulitavaks alaniiniks voi fosfortilimist
mimikeerivaks glutamaadiks voi aspartaadiks.

4.) Anallilisida saadud mutantsete genoomide replikatsiooniv@imet, E1 valgu taset ja
paiknemist U20S rakkudes ning vorrelda mutantseid genoome metsikttupi (wt - wild type)
genoomiga.

5.) Analutsida CK2 rolli tuvastatud seriinide forforlleerimises uurides CK2
madalmolekulaarse inhibiitori mdju valmistatud mutantide ja wt HPV genoomide
replikatsioonile.

6.) Valmistada konstrukt, millelt ekspresseeritakse bakteris HPV18 E1 valku.

7.) Puhastada HPV18 E1 valk bakterist ja ning leida kinaasid, mis katalttsivad enim

konserveerunud fosfosaitide fosforiiilimist.
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2.2 Materjalid ja metoodika
2.2.1 T6os kasutatud plasmiidid

HPV11-E1HA wt mc on ~8 kbp suurune HPV11 viiruse téispikka genoomi sisaldav plasmiid.
Plasmiid on véga sarnane looduses esineva HPV11 genoomiga ja transfekteerituna U20S
rakkudesse replitseerub sarnaselt wt HPV11-ga (Piirsoo et al., 2019). E1 lugemisraami on
viidud peale 15 nukleotiidi gripiviiruse hemaglutiniini (HA) epitoobi mérgist kodeeriv jarjestus.
Lisaks sisaldab plasmiid URR piirkonnas luhikest 36 bp pikkust fragmenti, mis on
pMC.BESPX plasmiidist parit multikloneerimissaidi ja rekombinatsiooniprotsessi tagajérjel

tekkinud attR jarjestuse jaakjarjestus. Plasmiidi restriktsioonikaart on vélja toodud lisas 1.

HPV18-E1HA wt mc on ~8 kbp suurune HPV18 viiruse téispikka genoomi sisaldav plasmiid.
Plasmiid on védga sarnane looduses esineva HPV18 genoomiga ja transfekteerituna rakkudesse
replitseerub sarnaselt wt HPV18-ga (Piirsoo et al., 2019). E1 lugemisraami on viidud peale 15
nukleotiidi HA epitoobi margist kodeeriv jarjestus. Lisaks sisaldab URR piirkonnas sarnaselt

ulalkirjeldatud plasmiidiga 36 bp pikkust lisajarjestust.

HPV18-Nluc mc on ~8,6 kbp suurune HPV18 viiruse téispikka genoomi sisaldav mc, mis
sisaldab koodon-optimeeritud nanolutsiferaas (N.luc) jarjestust koos FMDV viiruse ise-
protsessitava peptiidiga 2A (2A region of the foot-and-mouth disease virus (FMDV) (Piirsoo et
al., 2019). Kaik tlalmainitud plasmiidid on parit Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudi

viroloogia labori kogust.

HPV18-E1HA-N.luc wt mc on ~8,6 kbp suurune HPV18 viiruse taispikka genoomi sisaldav
mc, mis sisaldab HA margist E1 ORFis ja koodon-optimeeritud N.luc jarjestust koos FMDV
viiruse ise-protsessitava peptiidiga 2A. Konstrukti tegemiseks I0igati valja koodon-
optimeeritud N.luc jéarjestus koos FMDV viiruse ise-protsessitava peptiidiga 2A HPV18-N.luc
algplasmiidist kasutades restriktaase Hpal ja Aatll ja see kloneeriti HPV18-E1HA algplasmiidi
vastavate unikaalsete restriktsioonisaitide vahele. Plasmiidi restriktsioonikaart on vélja toodud

lisas 2.

HPV11-E1HA S626A ja HPV11-E1HA S626D on HPV11 tdispikka genoomi sisaldavad mc-
d, kus lisaks esineb E1 ORFis HA mérgist kodeeriv jarjestus ja seriini (S626) kodeeriv koodon
on muudetud mitte-fosfortdlitavaks alaniini vdi fosforileerimist mimikeerivaks aspargiinhapet

kodeerivaks. Siin ja edaspidi on kogu aminohapete numeratsioon vastavalt referentsgenoomis
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olevale (https://pave.niaid.nih.gov/). Mutantse mc tegemiseks kasutati PCR mutageneesi ja

tabelis 2 olevaid praimerid.

Table 2. PCR mutageneesiks kasutatud praimerid, et muuta HPV11 E1 valgus S626 kodeeriv koodon alaniini voi
aspargiinhapet kodeerivaks. Rohelisega on margitud koodon, mis kodeerib seriini asemel alaniini v0i
glutamiinhapet.

Praimer

1 Forward primer HPV11 S626A s CTAGACATTGAGGATGCAGAGGACGAGGAAGATG

2 Reverse primer HPV11 S626A as CATCTTCCTCGTCCTCEGCATCCTCAATGTCTAG

3 Forward primer HPV11 S626D s CTAGACATTGAGGATGAAGAGGACGAGGAAGATG

4 Reverse primer HPV11 S626D as CATCTTCCTCGTCCTCIICATCCTCAATGTCTAG

PCR reaktsiooniks segati kokku jargmised reagendid: 1x Pfu puhver + MgSQOa; 0,2 mM dNTP
mix; 1 uM praimerid; 18 ng DNA mall HPV11 pMC.BESBX; 2 ul Pfu DNA poliimeraas; 1 pl
GC-rikkale DNAIle ettendhtud reagent; MQ 50 pl-ni. PCR-programmi esimene etapp on
matriitsi DNA esialgne denatureerimine 3 minuti jooksul (95 °C). Reaktsiooni teises 0sas
toimub 18 sinteesi tsiklit: 30 sekundit denatureerimist (95 °C), 30 sekundit praimerite
seostumist (58 °C) ja 22 minutit DNA siinteesi (72 °C). Viimane samm on jahutamine
temperatuurini 10 °C. Produktid analliusiti 0,8% TAE-agaroos geelil, mis sisaldas
etiidiumbromiidi I6ppkontsentratsiooniga 0,2 pl/ml, pingel 100 V. PCR produktid Idigati
geelist vilja ja puhastati Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit-iga vastavalt tootjapoolsetele
juhistele ja resuspendeeriti 15 pul MQ vees. Puhastatud DNA sadestati. Selleks lisati DNA
lahusele 1/10 ruumala 5 M NaCl ja 2.5 ruumala 96% etanooli. Segati vortexil, tsentrfuugiti 4
°C juures 10 minutit. Eemaldati supernatant ja lisat 150 pl 70% etanooli. Tsentrifuugiti
(MicriCL 21R Microcentrifuge, 24 x 1.5/2.0mL rootor) 4 °C juures 10 minutit. Eemaldati
supernantant, sade kuivatati ja suspendeeriti MQs. Puhastatud PCR produktid ligeeriti
pJET1.2/blunt vektorisse. Vektor:sisestatav DNA suhe oli 1:5. Reaktsiooni lisati 2x T4 ligaasi
puhver (T4 DNA ligase buffer) ja T4 DNA ligaas (Thermo Scientific). Reaktsioon toimus 16 °C
juures 16 h. Plasmiidi paljundamiseks transformeeriti ligeermissegu kompetentsetesse DH-5a
bakterirakkudesse. pJET1.2/S626A ja pJET1.2/S626D Kkloneeriti HPV11-E1IHA wt
algplasmiidi unikaalsete restriktsioonisaitide Swal ja Sbfl vahele ja valmistati mc-d (ptk 2.2.3).

HPV11-E1HA-4SA ja HPV11-E1HA-4SE on HPV11 téispikka genoomi sisaldavad mc-d kus

E1 ORFis on HA margist kodeeriv jarjestus ja 4 seriini (S89, S93, S96 ja S107) kodeerivat

koodonit on muudetud mitte-fosforudlitavaks alaniini vdi fosforuleerimist mimikeerivaks

glutamiinhapet kodeerivaks. HPV11 wt mc sisaldab nendes positsioonides fosfortdlituid

seriine. Mutantsete mc-de valmimiseks telliti stinteetilised DNAd (Genewiz), mis sisaldasid
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vajalikke mutatsioone tlalmainitud seriine kodeerivates koodonites. DNAd kloneeriti HPV11-
E1HA algplasmiidi Nhel ja Eam1105I unikaalsete restriktsioonisaitide vahele. Kloneerimiseks
I6igati HPV11-E1HA algplasmiidi  restriktaasidega Nhel ja Eam11051, kanti
restriktsioonisegud 0,8% TAE-agaroosgeelile ja teostati geelelektroforees pingel 100 V. Geelist
I6igati valja ~8000 bp suurune DNA ja puhastati Zymoclean TM Gel DNA Recovery Kit abil,
DNA sadestati kasutades etanooli ja NaCl, elueeriti 20 pl MQ vees ja seejarel ligeeriti kokku
geelilt 16igatud HPV11-E1HA DNA jatellitud DNA jérjestus. Ligeermiseks kasutati T4 ligaasi
ja T4 10x ligaasi puhvrit. Reaktsioon toimus 16 °C juures 16 h. Ligeeritud DNA paljundati
DHb5-alfa bakterirakkudes ja nendest tehti mc-d (ptk 2.2.3).

HPV18-E1HA-N.luc 4SA ja HPV18-E1HA-N.luc 4SE on ulalkirjeldatud HPV11-E1HA-
4SA ja HPV11-E1HA-4SE plasmiididega sarnase pdhimottega tehtud. E1 ORFis on HA
margist kodeeriv jérjestus ja neli seriini (S93, S97, S110, S120) kodeerivat koodonit on
muudetud alaniini voi glutamiinhapet kodeerivaks. HPV18 genoomi kloneeriti unikaalsete
restriktsioonisaitide Nhel ja Aatll vahele firmast Genewiz tellitud jarjestus, mis sisaldas
vajalikke mutatsioone S93, S97, S110, S120 muutmiseks alaniinks voi glutamaadiks. Lisaks
kloneeriti plasmiidi koodon-optimeeritud N.luc jarjestus koos FMDV viiruse ise-protsessitava
peptiidiga 2A. Vastav jarjestus I6igati valja HPV18-N.luc algplasmiidist kasutades restriktaase
Hpal ja Aatll ning kloneeriti HPV18-E1HA-4SA ja HPV18-E1HA-4ASE plasmiididesse
vastavate saitide vahele. Valmis plasmiide paljundati bakterirakkudes ja valmistati mc-d (ptk
2.2.3). Kaoiki valmis mutantseid mc genoome kontrolliti restriktsioonianaltlsi ja

sekveneerimise teel.

HPV11 jaHPV18 E1 ekspressioonivektorid (pMHE1-11 ja-18) on E1 valku ekspresseerivad
plasmiidid, milles pQM-NTag/Ai+ vektorisse on kloneeritud jarjestikku paiknevad HPV11
(nukleotiidid HPV11 genoomis 102-2781) vdi HPV18 (nukleotiidid HPV 18 genoomis105—
2887) E6, E7 ja E1 lugemisraamid. pQM-NTag/Ai+ vektor sisaldab SV40 (Simian viirus 40)
replikatsiooni  alguskohta,  polU-A  jarjestust, ampitsilliini  resistentsusgeeni  ja
tsitomegaloviiruse (CMV) promootorit. E6 ja E7 ORFid on startkoodoni mutatsiooniga
inaktiveeritud (Kadaja et al., 2007). Plasmiid on périt Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi

viroloogia labori kogust.

pJETL1.2/blunt kloneerimisvektor (Thermo Scientific) on 2974 bp suurune PCR produktide
kloneerimiseks kasutatav plasmiid, mis sisaldab mitmeid kloneerimissaite, T7 promootorit ja
B-laktamaas geeni, mis tagab resistentsuse ampitsilliinile. Vektor sisaldab bakteri enesetapu

geeni (eco47IR), mis I6hustatakse DNA jarjestuse ligeerimisega plasmiidi. Selle tulemusena
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moodustavad kolooniaid ainult rekombinantset DNAd sisaldavad bakterirakud. See tagab suure

tdendosuse, et kdik kasvanud bakterikolooniad sisaldavad kloneeritud PCR produkti.

PGEXTEV on ~5000 bp suurune bakteriaalne ekspressioonivektor. pPGEXTEV plasmiid
sisaldab N-terminaaset GST (Glutatioon-S-transferaas) afiinsusmargist, TEV proteaasi
I6ikamissaiti ja lac operoni, mis koosneb lac operaatorist, tac promootorist ning lacZ
reportergeeni kodeerivast jarjestusest. pGEXTEV plasmiidi kloneerimissaitide vahele lac
operoni kontrolli alla kloneeritakse huvipakkuv valku kodeeriv jarjestus. Lac operon on E.colis
ja mitmetes teistes bakterites esinev laktoosi transpordiks ja metabolismiks oluline kolmest
geenist (lacZ, lacY, lacA) koosnev operon, mis on aktiivne laktoosi vOi laktoosianaloogide, nt
IPTG (isopropiil-p-D-tio-galaktopiranosiid), olemasolul. AmpR geen tagab ampitsilliini
resistentsuse. GST on ~26 kDa suurune valk, mis konjugeerub redutseeritud glutatiooniga. See
vOimaldab GST maérgist sisaldavat valku siduda glutatiooniga kaetud sefaroos kerakestega ja
nii eraldada huvipakkuv valk teistest rakus olevatest valkudest. TEV proteaas on tubaka
viirusest (TEV - tobacco etch virus) parit vaga spetsiifiliselt valku lagundav ~27 kDa suurune
ensulim ja seda saab kasutada afiinsusmargise eemaldamiseks rekombinantsetest liitvalkudest
(ingl. k fusion proteins). Plasmiid saadi Prof. Mart Loogi (Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituut)

laborist. Plasmiidi restriktsioonikaart on valja toodud lisas 3.

PGEXTTEV-HPV18E1IHA on PGEXTEV plasmiid, kuhu BamHI ja Sall
restriktsioonisaitidesse tac promootori ette on kloneeritud HPV18 HA maérgisega E1 valku
kodeeriv jarjestus. HPVV18 HA-margisega E1 valk kloneeriti PCR abil kasutades HPV18-E1HA
wt mc genoomi mallina ja jargmiseid praimereid: 5-GGATCCGCTGATCCCACTTACCCCTAC-3 ja
3 -GTCGACTCATAGTGGTCTATGATTTTG-5.  PCRi tegemiseks segati kokku jargnevad
reagendid: 1x Phusion HF puhver; 0,2 mM dNTP; 1 pM mdlemad praimerid; 100 ng
HPV18E1HA wt DNA; 1,5 ul DMSO; 0,5 pl Phusion DNA poliimeraas, MQ 25 pl-ni. PCR-
programmi esimene etapp oli matriitsi DNA esialgne denatureerimine 30 sekundit 98 °C.
Reaktsiooni teises osas toimus 25 siinteesi tsuklit: 10 sekundit denatureerimist (98 °C), 15
sekundit praimerite seostumist (60 °C) ja 70 sekundit DNA sinteesi (72 °C). Viimane
slinteesietapp kestis 10 minutit 72 °C juures. Seejérel jahutati segu temperatuurini 4 °C.
Produktid analtiisiti  0,8% TAE-agaroos geelil, mis sisaldas etiidiumbromiidi
I6ppkontsentratsiooniga 0,2 pl/ml pingel 100 V. PCR produktid 18igati geelist vélja ja puhastati
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit-iga vastavalt tootjapoolsetele juhistele ja resuspendeeriti
15 pl MQ vees. Puhastatud DNA sadestati ja suspendeeriti MQs. Puhastatud PCR produkt
ligeerit pJET/blunt 1.2 kloneerimisvektorisse ja paljundati DH5-alfa bakterirakkudes. Teises
etapis Kkloneeriti EIHA valku kodeeriv jarjestus pGEXTEV plasmiidi BamHI ja Sall
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unikaalsete restriktsioonisaitide vahele. Kdik selle t66 raames tehtud konstruktid kontrolliti
restriktsioonianaliitisi ja sekveneerimise abil. Sekveneerimiseks saadeti proovid Tartu Ulikooli

genoomika instituudi tuumiklaborisse.

2.2.2 Rakuliinid, bakteritived ja kasutatud s66tmed

U20S rakuliini rakud périnevad inimese osteosarkoomist. U20S rakkude morfoloogia
sarnaneb lameepiteeli rakkude omaga ja nendes ekspresseeritakse metsiktiipi pRb ja p53
valke, mille tottu sobivad nad HPV replikatsiooni uurimiseks (Geimanen et al., 2011). U20S
rakkudes toimuvad esialgne genoomi amplifikatsioon ning stabiilne ja vegetatiivne
replikatsioon. Mitmed uuringud on ndidanud, et HPV replikatsiooon ja transkriptsioon,
toimuvad U20S rakkudes sarnaselt patsientide koeproovidest analliisitule (Sankovski et al.,
2014), (Isok-Paas et al., 2015), (Geimanen et al., 2011). U20S rakke kasvati IMDM (Iscove's
Modified Dulbecco's Medium) sd6tmes, mis sisaldas 10% FCSi (vasika loote seerum - fetal calf
serum) ning 1% penitsilliin-streptomatsiini  (Sigma-Aldrich). Kaikides eksperimentides

kasvatati rakke inkubaatoris 37 °C juures ja CO; sisaldusel 5%.

Eschericia coli tivi ZYCY10P3S2T parineb BW27783 E.coli tivest ja seda kasutatakse mc-de
tootmiseks. Bakterite genoomi on lisatud jérjestusspetsiifilise rekombinaasi ®C31 ja

restriktsiooniensulimi Scel kodeerivad jarjestused.

DH5-alfa bakterirakud on E.coli rakud, mida kasutatakse plasmiidse DNA paljundamiseks.
Baktereid kasvatati LB s66tmes (Lysogeny broth). Kdik kompetentsed bakterirakud saadi Tartu

Ulikooli Tehnoloogiainstituudi viroloogia laborist

BL21DE3RP bakterirakud on transformatsiooniks ja T7 RNA polimeraas-IPTG indutseeritud
valkude ekpressiooniks kasutatavad E.coli rakud. Tlves on lambda DE3 faag, mis kannab T7
RNA polimeraasi lacUV5 promootori kontrolli all. See tagab, et T7 RNA polimeraasi
ekspresseerumist indutseerib IPTG. Rakud ei sisalda proteaase Lon ja OmpT. Tanu sellele
lagunevad nendes rakkudes ekspresseeritud heteroloogsed valgud vdhem. Baktereid kasvatati

LB s66tmes. Bakteritlivi saadi Prof. Mart Loogi laborist Ervin Valgult.
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2.2.3 Plasmiidi paljundamine bakterites ja mc-de valmistamine
2.2.3.1 Pisirdngaste (mc) tehnoloogia

Pisirdngad on jarjestusspetsiifilise rekombinatsioonimehhanismi abil toodetud plasmiidid.
Nende tegemiseks kasutatakse pMC.BESPX plasmiidi, mis sisaldab bakteriofaag ®C31
integraasi dratundmisjérjestusi attB ja attP, 32 restriktsioonienstutimi Scel dikekohta,
multikloneerimissaiti, bakteriaalset replikatsiooni alguskohta ColE1l ja kanamitsiini
resistentsusgeeni. Pisirdngaid toodetakse E.coli tlive ZYCY10P3S2T rakkudes. HPV
pisirdngaste tootmiseks kloneeritakse vastava HPV genoomi DNA jdrjestus algplasmiidis
pPMC.BESPX olevate attB ja attP rekombinatsioonisaitide vahele arabinoosi promootori
kontrolli alla. L-arabinoosi lisamisel bakterikultuurile leiab aset bakteritive integraasi ®C31
vahendatud jarjestusspetsiifline rekombinastioon. Protsessi kdrvalprodukt ehk algne
pMC.BESPX vektor lagundatakse restriktsioonienstitimi Scel poolt. Véltimaks pMC.BESPX-
HPV konstrukti lagundamist enne rekombinatsiooni toimumist, toimub pisirbngaste
tootmisprotsess 32 °C juures, mis on optimaalne temperatuur bakteriofaagi ®C31 integraasi

rekombinaaseks aktiivsuseks, kuid mitte Scel endonukleaaseks aktiivsuseks (Kay et al, 2010).

2.2.3.2 Plasmiidi paljundamine

Kompetentsed bakterirakud (50 pl) sulatati jaal. Seejarel lisati 10-100 ng DNAd. Segu
inkubeeriti jaa peal 30 minutit, seejarel tosteti 3 minutiks 37 °C juurde ja siis 2 minutiks jaale.
Lisati 600 pl LB soddet ja inkubeeriti 45 minutit 37 °C juures. Viimaks plaaditi 150 pl
bakterirakke LBs ampitsilliini v6i kanamditsiini sisaldavale plaadile ja kasvatati 12-18 h 37 °C
juures. Seejérel tosteti ks koloonia plaadilt 3 ml LB vedelsddtmesse, mis sisaldas ampitsilliini
I6ppkontsentratsiooniga 100 pg/ml voi kanamitsiini Idppkontsentratsiooniga 50 pg/ml.
Baktereid kasvatati 14-18 h, 37 °C loksutil 220 rpm juures.

Mc-de tegemiseks tdsteti 100 pl LB vedelstédtmes kasvanud baktereid 100 ml TB (Terrific
Broth) s6é6tmesse, kuhu oli lisatud kanamutsiin (50 pg/ml). Baktereid kasvatati 14 h loksutil
(220 rpm). Hommikul lisati induktsioonisegu (100 ml LB; 4 ml 1 M NaOH; 200 ul 20% L-
arabinoos) ja kasvatati 8 h 32 °C ja 220 rpm juures loksutil. Seejérel tsentrifuugiti (Sorvall
tsentrifuug, rootor SS-34) bakterid pdhja 6000 rpm juures 10 minutit. Plasmiidne DNA eraldati
NucleoBondR Xtra MidiEF kiti-ga (mc-d) voi FavorPrepTM Plasmid Extraction Mini Kit-iga

(teised plasmiidid) vastavalt tootjapoolsetele juhistele.
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2.2.4 Restriktsioonianaltiis

Restriktsioonianallitsiks kasutati Thermo Fischer Scientific kiiresti 18ikavaid (FastDigest)
enstiume ja 10x puhvrit (FastDigest Green Buffer, Thermo Scientific). Restriktsioonisegu
inkubeeriti 60 minutit 37 °C juures ja kanti 0,8% TAE-agaroosgeelile, mis sisaldas
etiidiumbromiidi 16ppkontsentratsiooniga 0,2 pl/ml. Geelelektroforees teostati foreesivannis
1X TAE puhvris 1-2 h pingel 100 V.

2.2.5 Transfektsioon U20S rakkudesse

Valmistatud mutantsete HPV genoomide replikatsiooni ja valgu tekke uurimiseks
transfekteeriti need elektroporatsiooni meetodil U20S rakkudesse. Konfluentsed rakud 10 cm
l&bimddduga tassil jagati 24 tundi enne transfektsiooni kahe tassi vahel. Rakud pesti PBSga,
tripsiiniti lahti, lisati IMDM s66tmega tuubi ja tsentrifuugiti (Eppendorf Centrifuge 5810R,
rootor A-4-62) 1000 rpm ja 20 °C juures 5 minutit. Eemaldati supernatant ja rakud suspendeeriti
varskes IMDM sd6tmes kasutades 250 pl séddet ihe transfektsiooni kohta. Segusse lisati 50
pg carrier DNA ja uuritav HPV DNA. ~250 pl transfektsioonisegu pipeteeriti
elektroporatsiooni kivetti. Elektroporatsiooniks kasutati Gene Pulse XCell masinat ja poreeriti
220 V juures mahtuvusel (capacity) 975 pF. Poreeritud rakud pipeteeriti varskesse sé6tmesse,
segati Ornalt ja kasvatati 1-3 paeva inkubaatoris. 24 h pérast transfektsiooni vahetati s6dde.
Replikatsiooni uurimiseks kasvatati rakke 6 auguga kasvuplaadil (iihe augu 1abimodt ~2 cm),
Uhe augu kohta kasutati 2 ml so6det. Valkude ekspressiooni uurimiseks kasvatati rakke 10 cm

labimddduga tassil 10 ml s6étmes.

2.2.6 Totaalse DNA eraldamine

Valmistatud mc-de replikatsioooni uurimiseks eraldati transfekteeritud rakkudest erinevatel
ajapunktidel (48, 72, 96 h peale elektroporatsiooni) totaalne DNA ja analliusiti seda Southern
blot meetodil. Plaadilt eemaldati s66de ja rakud pesti 2 korda PBSga. 6 auguga plaadile lisati
Sol 1V lahust (20 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; 10 mM EDTA; 0,2% SDS) 0,5 ml (he augu
kohta. Oodati 5 minutit ning seejarel tsteti ltsaat tuubi. Igale lisaadile lisati proteinaas K (0,2
pg/ul). Viskoossuse vahendamiseks tommati lusaat 3x 1&bi ststla. Seejarel inkubeeriti lUsaati
56 °C juures 18 h. Jargmisel paeval lisati 1x ruumala fenool-kloroformi segu ja segati vorteksil.

Tsentrifuugiti (Heraeus Biofuge pico, Microlitre rootor 24 x 1.5/2 ml) 3 minutit 13000 rpm ja
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vesifaas pipeteeriti puhtasse tuubi. Vesifaasile lisati 2x ruumala 96% etanooli, segati ja
inkubeeriti -20 °C juures 20 minutit. Tsentrifuugiti (MicriCL 21R Microcentrifuge, 24 x
1.5/2.0mL rootor) 4 °C ja 14 000 rpm juures 15 minutit. Supernatant eemaldati ja sade
resuspendeeriti 100 pl TEs, mis sisaldas RNaasi (I6ppkontsentratsioon 20 pg/ml). Inkubeeriti
1 h 37 °C juures. DNA sadestamiseks lisati DNA lahusele 1/10 ruumala 5 M NaCl ja 2,5
ruumala 96% etanooli. Segati vortexil ja inkubeeriti 20 minutit -20°C juures. Tsentrfuugiti
(MicriCL 21R Microcentrifuge, 24 x 1.5/2.0mL rootor), 4°C ja 14000 rpm juures 10 minutit.
Eemaldati supernatant ja lisati 1x ruumala 70% etanooli. Tsentrifuugiti 4 °C ja 14000 rpm juures

10 minutit. Eemaldati supernantant, sade kuivatati ja suspendeeriti 40 pl MQ-s.

2.2.7 Southern blot

2.2.7.1 Restriktsioon

Southern bloti teostamiseks voeti 4 ug eraldatud totaalset DNA ja 18igati seda lineariseerivate
ensutimidega. HPV18 genoomidega transfekteeritud rakkudest eraldatud DNA I6igati Bgll ja
Dpnl-ga (Thermo Scientific). HPV11 genoomidega transfekteeritud rakkudest eraldatud DNA
I6igati Hindlll ja Dpnl-ga (Thermo Scientific). Restriktsiooni toimumiseks inkubeeriti segusid
37 °C juures 1 h. Dpnl restriktaasi to6tlus on vajalik, et 16igata mittereplitseerunud bakteriaalse

metulatsioonimargisega DNA.

2.2.7.2 Geelelektroforees ja DNA ulekanne filtrile

Seejarel kanti I6igatud DNAd 0,8% TAE agaroosgeelile, mis sisaldas etiidiumbromiidi
I6ppkontsentratsiooniga 0,2 ul/ml. Geelelektroforeesi teostati pingel 50 V 6-8 h. Seejérel
loksutati geeli 45 minutit denaturatsioonilahuses SOLA (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl). Geel
loputati destilleeritud veega ja siis loksutati seda 30 minutit neutralisatsioonilahuses SOLB (1
M Tris pH-7,4; 1,5 M NaCl). Loigati vélja geeli suurune nailonfilter ja 2 filterpaberi tukki.
Klaasist vanni valati 1 liiter 10xSSC-d (1,5 M NaCl; 150 mM NasCsHsO7), asetati peale klaas
ja kahekordne 10xSSC-s marjatud filterpaber ning rulliti véalja 6humullid. Paberi peale asetati
tagurpidi geel. Geeli peale asetati nailonfilter, rulliti valja Shumullid, jargmiseks kaks
filterpaberit, pakk salvratte, klaas ja raskus. DNA Ulekanne geelilt filtrile toimus ~18 h.
Jargmisel paeval kuivatati nailonfilter ning teostati DNA ristseoseline sidumine filtrile UV
Stratalinker 1800 aparaadiga.
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2.2.7.3 Hubridisatsiooniproovide valmistamine

Hubridisatsiooniproovide mallidena kasutati Bgll v6i Hindlll restriktaasisdega lineariseeritud
ja agaroosgeelist puhastatud HPV18 ja HPV11 téispikki genoome. Proovi valmistamiseks
segati kokku 150 ng vastavat DNAd, 15 pl vett ja 5 pl 5x puhvrit/juhuslikke 10 nukleotiidiseid
praimereid. Segu inkubeeriti 5 minutit 100 °C juures. Seejérel asetati segud jaale. Igasse tuubi
lisati 1,5 pl Cmixi (ANTP-d v.a. dCTP); 4 pl alfa-P*2-dCTP; 0,5 pl Klenowi ensiiiimi.
Inkubeeriti 15 minutit 37 °C juures. Seejarel lisati 2 pl dNTP mixi ja inkubeeriti 10 minutit 37
°C juures. Reaktsioon peatati 1 pl 0,5 M EDTA lisamisega. Proove inkubeeriti 10 minutit 100
°C juures ja seejarel jahutati jaal.

2.2.7.4 Hibridisatsioon

Esiteks pandi kdima pre-hubridisatsioon hubridisatsiooniproovi ebaspetsiifilise seondumise
valtimiseks nailonfiltrile. Selleks inkubeeriti nailonfiltrit 30 ml-s hibridisatsioonilahuses (6x
SSC; 5x Denhard reagent (Thermo Scientific); 0,5% SDS; 0,1 mg/ml carrier DNA) 65 °C juures
1 tund hibridisatsiooniahjus keerlevas torus. Seejarel lisati hlbridisatsiooniproovid lahusele.
Hubridisatsioon toimus ~20 tundi 68 °C juures hubridisatsiooniahjus. Jargmisel péeval peatati
hlbridisatsioon valades filtrite pealt &ra hubridisatsioonilahus ning filtreid pesti. Esmalt pesti
filtreid 2x20 minutit lahus 1-ga (2xSSC; 0,1% SDS), seejarel 30 minutit lahus 2-ga (1xXSSC;
0,1% SDS) ja viimaseks 2x15 minutit lahus 3-ga (0,1xSSC; 0,1% SDS). Filter eksponeeriti
rontgenfilmile (AGFA) ja ilmutati.

2.2.8 Nanolutsiferaasi aktiivsuse mddtmine

Transfekteeritud rakke kasvatati 48 ja 72 h. Seejarel eemaldati s66de ja rakud pesti 1x PBSga.
N.luc aktiivsuse md6tmiseks kasutati Promega Nano-Glo® Luciferase Assay kitti. Rakud I{iisiti
40 ul ladsipuhvris (1x Passive Lysis buffer) ja inkubeeriti 15 minutit toatemperatuuril. 10 pl
lUsaati tOsteti 96 auguga valgele plaadile ja lisati 20 pl 200x puhvris (10 mM Tris-HCI; 150
mM NaCl; 0,5 mM EDTA) lahjendatud N.luc substraat. Lutsiferaasi aktiivus mdddeti Promega
GLOMAX luminomeetriga ja anallisiti kasutades Exceli tarkvara. Tulemuste
normaliseerimiseks moddeti proovides aluselise fosfataasi aktiivsust lisades 10 pl ludsitud
rakkudele 20 pl Tropix® CSPDR Ready-to-Use substraati (Thermo Fischer Scientific). Segu
inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril ja seejérel tuvastati luminomeetriga aluselise fosfataasi

aktiivus.
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2.2.9 Immuunsadestamine (IP - immunoprecipitation)

Valmistatud mutantsete genoomide E1 valgu ekspressiooni ja lokalisatsiooni uurimiseks
immuunsadestati HA margist sisaldav E1 valk vastava HPV genoomiga transfekteeritud U20S
rakkudest. Eelnevalt transfekteeritud ja 3 pdeva 10 cm tassil kasvatatud U20S rakud pesti
PBSga, trupsiniseeriti ja tsentrfuugiti (Eppendorf Centrifuge 5810R, rootor A-4-81) 1000 rpm
juures 5 min 50 ml tuubi pdhja. Rakkudele lisati 3 ml RIPA puhvrit (50 mM Tris-HCI; 150 mM
NaCl; 3 mM EDTA; 0,01% TritonX-100; 0,1% SDS) ja proteaasi inhibiitorid (PIC - protease
inhibitor cocktail). Lusaati inkubeeriti 15 minutit jaal ja seejarel homogeniseeriti sustla abil
kasutades 22G labim6dduga ndela. Lusaadile lisati 20 pl sefaroos-proteiin-G-antikeha segu.
Sefaroos-proteiin-G-antikeha segu tegemiseks pesti sefaroos-proteiin-G kerakesi 2x PBS-ga,
1x RIPA puhvriga ja viimaks resuspendeeriti sefaroos-proteiin-G 1 ml RIPA puhvris. Seejérel
lisati segule 3 ul rabbit-anti-HA antikeha (Labas). Segu inkubeeriti 30 minutit 6rnalt segades,
seejarel lisati see lusaatidele ning inkubeeriti 18 h 4 °C juures rootoril pooreldes (end-over-end).
Seejarel tsentrifuugiti (Eppendorf Centrifuge 5810R, A-4-81 rootor) segu, 4000 rpm ja 4 °C
juures 5 minutit. 10 pl supernatandist pipeteeriti puhtasse tuubi ja segati 10 pl 2x Laemmli
puhvris (100 mM Tris-HCI, ph 6.8; 4% SDS; 0,2% broomfenool sinine; 20% gliitserool; 200
mM DTT). Sade pesti 3x RIPA puhvriga ja suspendeeriti 20 pl 1x Laemmli puhvris.

2.2.10 Tuuma ja tsttoplasma valgu ekstraktide valmistamine

Tuuma ja tsttoplasma ekstrakti eraldamiseks kasutati NE-PER Nuclear and Cytoplasmic
Extraction Reagents kiti (Thermo scientific) ja fraktsioneeriti vastavalt tootjapoolsetele

juhistele.

2.2.11 Western blot

Enne geelile kandmist inkubeeriti proove 5 minutit 98 °C juures. Proovid kanti 8% (E1HA
valk/GST-E1IHA) vbi 12% (GAPDH/GST/lamiin B) SDS-poliakriulamiid geelile.
Elektroforees teostati 1x SDS jooksupuhvris (25 mM Tris, 192 mM glutsiin, 0.1% SDS)
foreesivannis 90 minutit voolutugevusel 20 mA Uhe geeli kohta. PVDF membraan (Naxo)
niisutati metanoolis ja pesti MQ ja transferpuhvriga (25 mM Tris; 192 mM glitsiin; 7%
etanool). Valkude tlekandmiseks geelilt membraanile pandi geel ja membraan filterpaberite ja
svammide vahele jérjekorras: svamm, 2 filterpaberit, geel, membraan, 2 filterpaberit, svamm ja
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kinnitati kaante vahele. Ulekanne teostati foreesivannis 1 | transferpuhvris voolutugevusel 370
mA, 110 minutit. Parast Ulekannet loksutati membraani ebaspetsiifilise antikeha seostumise
valtimiseks 1 h blokeerimislahuses (5% piimapulber ja 0,1 % Tween PBSis). Seejérel loksutati
membraani 1 h antikeha lahuses (antikeha; 2,5% piimapulber; 0,05% Tween, PBS) ja pesti 3x10
minutit PBS-T pesulahusega (1XPBS; 0,1% Tween). HA mérgisega E1 valgu tuvastamiseks
kasutati 3F10 rabbit-anti-HA-HRP antikeha lahjenduses 1:1500. GAPDH ja lamiini
tuvastamiseks kasutati antikehi mouse-anti-GAPDH lahjenduses 1:5000 ja mouse-anti-lamiin
B lahjenduses 1:350. Parast 1 h antikehaga inkubeerimist ja membraani pesu lisati GAPDH ja
lamiini membraanile sekundaarne antikeha goat-anti-mouse-HRP (LabAs) lahjenduses 1:10
000. Membraani loksutati 1 h antikeha lahuses ja pesti 3x10 minutit PBS-T pesulahusega.
Antikehaga konjugeeritud HRP ensulimi aktiivsuse maaramiseks kasutati kemiluminestsentsi
meetodil tootavat SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate vdi Pierce™ ECL
Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) Kitti vastavalt tootja protokollile. Signaalid

visualiseeriti rontgenfilmile.

2.2.13 Valgu ekspressioon E.colis

Valgu ekspresseerimiseks transformeeriti (ptk 2.2.3) kompetentsed BL21DE3RP bakterirakud
DNAga (pGEXTEV-HPV18E1HA). Baktereid kasvatati 37°C juures ampitsilliini sisaldaval
LB tassil. Seejarel koguti bakterimass ja kasvatati 50 ml vedelsoétmes (LB ja ampitsilliin
I6ppkontsentratsiooniga 100 pg/ml). Kasvatati 2-4 h 37°C juures, 220 rpm. Seejérel tosteti 10-
20 ml bakterikultuuri 1 | vedels66tmesse (1 liiter LB ja ampitsilliin 18ppkontsentratsiooniga
100 pg/ml). Kasvatati 37 °C juures, 200 rpm kuni OD 0,5-ni. Lisati IPTG

I6ppkontsentratsiooniga 0,5 mM ja inkubeeriti {ile66 16°C juures loksutil 200 rpm.

2.2.14 Valgu puhastamine bakterirakust

2.2.14.1 Puhastamiseks kasutatud lahused

GST LUUSIPUHVER

50 mM Tris-HCI, pH 7.5 2mM DTT

300 mM NacCl 1 mg/ml lisotstiim
1% Triton X-100 PIC

5% gltserool MQ
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GST PUHVER B GST PUHVER C GST PUHVER E/ELUEERIMISPUHVER

50 mM Tris-HCI, pH 7.5 50 mM Tris-HCI, ph 7.5 50 mM Tris-HCI, pH 7.5
600 mM NacCl 150 mM NaCl 150 mM NaCl
1% Triton X-100 0,1% NP-40 25 mM L-glutatioon
5% glitserool 5% glitserool NaOH kuni pH 7.5
1mMDTT 1mMDTT 0,1% NP-40
MQ MQ 5% glitserool

1mM DTT

MQ

2.2.14.2 Valgu puhastamine
Uledo kasvanud bakterid tsentrifuugiti (Sorvall, SLA-1500 rootor) 6000 rpm, 10 minutit, 4°C.

Bakterimass lutsiti GST lutsipuhvris (1 | — 30-40 ml lGusipuhvrit). Proove inkubeeriti 30
minutit, 4°C juures podrlemisega (end-over-end). Peale inkubeerimist sonikeeriti proove
sonikaatoriga 55% vOimsusega, 4x20 sekundit. Tsentrifuugiti (RC-5 tsentrifuug, SS-34 rootor)
40 minutit, 15 000 rpm. Tsentrifuugimise ajal pesti 400 pul GST-sefaroos kerakesi 4x 1 ml
ladsipuhvriga ja resuspendeerti 1 ml ladsipuhvris. 50 ml tuubis segati kokku pestud GST-
sefaroos ja lisaat. Inkubeeriti 3 h, 4°C juures poorledes. Lisaat sefaroos kerakestega kanti 5 ml
kolonnile ja vedelik lasti kolonnist labi joosta. Kolonni pesti 4x4 ml GST puhver B-ga.
Jargmiseks pesti kolonn 4 ml GST puhver C-ga. Elueerimiseks pipeteeriti 200 pl GST puhver
E-d kolonni maatriksi keskele ja oodati 5 minutit ning seejarel lasti puhvril 1abi kolonni
puhtasse ependorfi tilkuda. Elueerimist korrati kokku 4 korda. Puhas valk kiilmutati vedelas
lammastikus ja séilitati -80 °C juures. Valku analiiiisiti 8% poliiakriitilamiid geelil ja western
blot analtisiga (ptk 2.2.11). Valgu nédhtavaks muutmiseks geelil varviti seda PageBlue

(Thermo Scientific) varviga (1h, 22 °C) ja pesti destilleeritud veega (3x15 minutit).

2.2.15 Fosfosaitide maaramine
2.2.15.1 Kinaasi katsed

Kinaasi katsed uurimaks HPV18GST-E1HA valgu fosforileerimist teostati kasutades

jargnevaid reaktsioonisegusid.

¢ PKA reaktsioonisegu: 1x PKA puhver (40 mM Tris, pH 7.4; 20 mM MgCl»; 50
UM DTT); ATP (500 uM); 1 pl gamma-P32-ATP; BSA (0,2 ug); 3 pg HPV18GST-
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E1HA ja 200 ng PKA. Reaktsiooni ruumalaks oli 20 pl. PKA ensulim saadi professor
Mart Loogi laborist Rait Kivi kéest. Reaktsiooni lasti toimuda 2, 5, 10, 30 ja 60
minutit. Positiivse kontrollina kasutati PKA mudelsubstraati Nth1 valku (0,2 pg
reaktsiooni kohta). Nth1 valk saadi professor Mart Loogi laborist Mihkel Ordilt;

e TsukliinA, tstkliinB voi tsukliinC/CDK2 reaktsioonisegu: 1x CDK puhver (150 mM
NaCl; 20 mM Tris pH 7.4; 5 mM MgCl); ATP (500 uM); 1 pl gamma-P32-ATP ; BSA
(0,2 ng); 3 ug HPV18GST-E1HA, 0,5 pg mudelsubstraati H1 ja 1 ng vastavat kinaasi.
Reaktsiooni ruumalaks oli 20 ul. Kinaasid saadi professor Mart Loogi laborist Mihkel

Ordilt. Reaktsioonid toimusid 40 minutit;

e CK2 reaktsioonisegu: 1x PK puhver (New England Biolabs); ATP (200 puM); 1 pl
gamma-P32-ATP; 3 pg HPV18GST-E1HA ja 1 pl CK2 (0,5 pg; 500 Uhikut).
Reaktsiooni ruumalaks oli 20 pl. CK2 kinaas telliti New England Biolabs ettevottest.
Reaktsioon toimus 5, 10, 20, 40 ja 60 minutit.

Reaktsioonid peatati 2x Laemmli puhvri lisamisega. Proovid kanti 8% poltakraulamiid geelile
jateostati elektroforees, voolutugevusel 25 mA, 70 minutit. Seejarel varviti geeli 1h coomassiga
(0,5 g Coomassie sinine; 90 ml MQ; 90 ml metanool; 20 ml etaanhape), loputati 2 h
loputuslahusega (90 ml MQ; 90 ml metanool; 20 ml etaanhape), kuivatati, eksponeeriti

ekraanile ja analtitisiti Phospho imager masinaga.

2.2.15.2 Fosfosaitide maaramine MS analtsi abil

MS analutsiks segati kokku kinaaside reaktsioonid nagu eelmises peatiikis, aga ilma gamma-
P32-ATPta. Lisaks tehti iga kinaasi kohta tiks kontrollreaktsioon, milles segati kdik reagendid
kinaasi reaktsiooniseguks v.a. kinaas. Reaktsioonid toimusid 40 minutit toatemepratuuril,
parast mida need kiillmutati. Reaktsioonid saadeti TUTI proteoomika tuumiklaborisse, kus

teostati MS analtitis. MS tulemuste analtitisimiseks kasutati Skyline ja Exceli tarkvara.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Fosforuulitud aminohappejadgid HPV11 ja HPV18 E1 valkudes.

Kdigepealt analiiiisiti eelnevalt Alla Piirsoo jt poolt tehtud HPV18 ja HPVII1 E1 LC-ECI-
MS/MS eksperimendi tulemusi. Selles katses iile-ekspresseeriti 293FT rakkudes HPV1I ja
HPV18 HA-mérgist sisaldavat E1 valku. Valk puhastati rakkudest IP meetodil ja saadeti LC-
ECI-MS/MS analiiiisiks TUTI proteoomika tuumiklaborisse. Saadud tulemuste analiiiisimiseks
kasutati Skyline ja Exceli tarkvara. Fosforiiiilituks loeti aminohapped, millede fosforiiiilimise

tdendosus oli suurem kui 0,5 (50%).

HPV11 valgus tuvastati kaheksa fosfortiiilitud aminohappejadki ja HPV18 E1 valgus tuvastati
viis fosfortiilitud aminohappejddki. HPV11 LC-ECI-MS/MS eksperimendil saadi 70% E1
valgu katvus ning HPV18 LC-ECI-MS/MS eksperimendi katvus oli ~50%. HPV11 E1HA valgu
analtiis kattis kokku 64 seriini/treoniini, mis on ~71% koikidest fosforiiiilitavatest
aminohapetest. HPV18 EIHA valgus analiitisiti kokku 42 seriini/treoniini, mis on ~45%
koikidest fosforiiiilitavatest aminohapetest. HPV11 E1HA valgus tuvastati fosofriiiilitud
seriinid positsioonides 60, 89, 93, 96, 104, 107, 626 ja fosforiiiilitud treoniin positsioonis 57.
HPV18 E1 valgus tuvastati fosforiiilitud seriinid positsioonides 93, 97, 110, 120 ja
fosforiitilitud treoniin positsioonis 94. Kokkuvodttev informatsioon LC-ECI-MS/MS
eksperimendist koos fosfortiiilitud aminohappejdédke sisaldavate peptiidide ja fosforiiiilitud

aminohapete positsioonidega E1 valgus on esitatud tabelis 2.

Tabel 3. HPV11 ja HPV18 EI valgus in vivo fosforiiiilitud aminohappejéédgid. Tabelis on vélja toodud peptiidid,
mis sisaldavad fosforiiiilitud treoniini/seriini. Sulgudes olev number niditab vastava aminohappejidgi
fosfortiiilituse toendosust. Viimases veerus on fosforiililitud aminohappe positsioon E1 valgus.

VALK Identifitseeritud peptiid ja S/T fosforiileerituse téeniiosus S/T positsioon
HPVI11 E1 | HIT(0.554)QNS(0.446)VEAQALFNR 57
HPVI11 E1 | HIT(0.035)QNS(0.965)VEAQALFNR 60

HPVI11 El | YLGS(0.996)PYVS(0.005)PIS(0.018)NVANAVES(0.573)EIS(0.409)PR | 89,104.

HPV11 El | YLGS(0.021)PYVS(0.165)PIS(0.814)NVANAVES(0.003)EIS(0.997)PR | 96,107.

HPVI1 E1 | KYLGS(1)PYVS(0.951)PIS(0.049)NVANAVESEIS(1)PR 89,93, 107
HPVI1 El | KYLGS(0.065)PYVS(0.254)PIS(0.682)NVANAVESEISPR 96
HPV11 El | LSSSLDIEDS(1)EDEEDGSNSQAFR 626
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HPVI8 E1 | FAGGS(0.046)T(0.732)ENS(0.222)PLGER 94
HPVI8 El | FAGGS(0.937)T(0.063)ENS(1)PLGER 93,97
HPVI8 E1 | FAGGS(0.508)T(0.508)ENS(0.984)PLGER 93,94, 97
HPVI8 E1 | LEVDTELS(1)PR 110
HPVI8 E1 | LQEISLNS(1)GQK 120

2.3.2 Erinevate papilloomiviiruste E1 valgu aminohappeliste jarjestuste vordlemine

Jargmiseks kasutati Clustal Omega tarkvara erinevate PVde E1 valgu aminohappeliste
jarjestuste joondamiseks. VOrreldi fosfosaite sisaldavaid piirkondi teiste PVVdega. Analils
naitas, et vaga konserveerunud on PVde E1 valgu N-terminaalne osa, kus asuvad 4
fosforudlitud seriini, mis leiti LC-ECI-MS/MS analtisis nii HPV11-s kui HPV18-s. Selles
piirkonnas asuvad ka NES, NLS ja RXL motiiv (Bergvall et al., 2013). Osades PVdes on C-
terminaalse domeeni otsas HPV11 S626-ga sarnases positsiooonis uksik seriin. BPV1 E1
valgus paikneb sarnases jarjestuses CK1/CK2 poolt fosfortulitud seriin (S584) (Lentz, 2002).

Selles analtitsis tuvastatud fosforditlitud seriine sisaldavate piirkondade joondamine kaheksa

teise PVVga on kujutatud joonisel 4

A

Joonis 4. Eelnevalt tehtud LC-ECI-MS/MS eksperimendis tuvastatud E1 valgus fosforiulitud seriine sisaldavate
jarjestuste vordlemine teiste PVde E1 valkude jarjestustega. Joonise A paneel néitab N-terminaalses domeenis
HPV11 ja HPV18 E1 valgus fosfortiulitud seriine sisaldavate jarjestuste vdrdlemist. Joonise B paneel vérdleb C-
terminaalses domeenis paiknevat piirkonda, milles leiti, et HPV11 E1 valgus fosforiiilitud S626. Katseliselt

BPV1 E1 NLS 83  --[VLGEsONSSGSEA--—---—--—-- SETrvRRRScARREF
HPVS E1 NLS 76  KLEBYLSPK-—————----- AVAQLSPRLESISLSPOOK- SKRRIF
HPVS E1 NLS 74  KLBBYLSPK-—————----- AVAQLSPRLOSISLSPQOK-SKRREF
BHPV18 E1 NLS 85  -LFAGGETENEPLGERLEVDTELEPRLOETSINEGONMENRREF
HPV45 E1 NLS 85  -LIFAGGSKENSPLGEQLSVDTDLSPRLOEISLNSGHRERRREF
HPV1l E1 NLS 82  -LENvicEryvEpIENvANAVEREIEPRIDATKLTTOPHENNRREF
HPV16 E1 NLS 86  -LEBBYLGSP----LSDISGCVDNNISPRLKAICIEKOSHEERRREF
HPV31 E1 NLS 85 -LEBYVGSP----LSDISSCVDYNISPRLKAICIENNSHEERRREF

* kK . * ok ok kK

BPV1 E1 524 -DESGEQPFNITDADWKSFEFVRLWGRLDLIDEEEDSEEDGDSMRTET
HPV5 E1 551 MKADNTPQFELTDQSWKSFFTRLWTQLDLSDQE-EEGEDGESQRAFQ
HPV8 E1 548 MKPDNTPEFELTDQSWKSFFARLWTQLELSDQE-DEGEHGESQRAFQ
HPV11l E1 595 FDRNGNAVYELSDANWKCFFERLSSSLDIEDIE——DEEDGSNSQAFR
HPV18 E1 601 FDKNGNPVYEINDKNWKCFFERTWSRLDLHEEEEDADTEGNPFGTFK
HPV45 E1 587 FDKNGNPVYEINDKNWKCFFERTWSRLDLHEDDEDADTEGIPFGTFK
HPV16 E1 594 FDENGNPVYELNDKNWKSFFSRTWSRLSLHEDE-DKENDGDSLPTEK
HPV31l E1 574 FDKNGNPVYELSDKNWKSFEFSRTWCRLNLHEEE-DKENDGDSFSTFK

.. * *k*k kK X * . . . * .-k
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tuvastatud [ETTUMIMEIEEENEE o~ margitud joonisel lillaga. Sinisega on mérgitud aminohapped, mis on leitud
olevat fosforuulitud BPV E1 valgus selles piirkonnas (Lentz et al., 2006). Aminohapped, mis v@ivad olla
fosforudlitud on alla joonitud. Neli fosforulitud seriini HPV11 ja HPV18 E1 valgu N-terminaalses domeenis
asuvad tugevalt konserveerunud piirkonnas. Selles piirkonnas asuvad ka enamus PVde kahest osast koosnev -
(joonisel margitud tumerohelisega) ja tsiikliinE/CDK2 sidumismotiiv - (joonisel margitud rohelisega). Osadel
PVdel asub selles piirkonnas ka NES jarjestus (joonisel margitud halliga). C-terminaalse domeeni osa, kus leiti
HPV11 E1 valgus fosforliilitud S626, sisaldab ka mitut tugevalt konserveerunud piirkonda. Térnid tahistavad
tugevalt konserveerunud aminohappeid, kus sama aminohape asub sellises positsioonis kdigil kaheksal
joondamiseks kasutatud PVde E1 valgus. Punktid téhistavad ndrgemini konserveerunud aminohappeid, milles
sama aminohape asub selles positsioonis osadel joondamiseks kasutatud PVdel.

Mitmed selles eksperimendis tuvastatud seriinid asuvad sarnastes positsioonides ka paljudes
teistes PVde tllpides ja vdivad olla fosfortiulitud. Seetdttu otsustati edasi uurida, mis vaiks olla
selle modifikatsiooni funktsioon. Enim konserveerunud fosfortiulitud seriinide paiknemine E1

valgus HPV11 naitel on naha joonisel 5.

4

N-terminaalne domeen DNA sidumisdomeen E1-E1 Helikaas
191 354 416 452 602 649

Joonis 5. Enim konserveerunud fosfortulitud seriinid HPV11 E1 valgus. E1 valk koosneb kolmest domeenist: N-
terminaalne domeen, DNA sidumisdomeen ja C-terminaalne domeen. C-terminaalne domeen koosneb E1-E1
interaktsioonimultimeriseerumise domeenist, mis on vajalik E1 valkudest koosneva heksameeri tekkeks ning
helikaasest osast, mis on ensiimaatiliselt aktiivne ja ATP abil “sulatab” lahti kaheahelalise DNA. RXL on N-
terminaalses domeenis paiknev tsukliinE/CDK2 sidumismotiiv, mis on oluline valgu tuuma-tsitoplasma
transpordil (Deng et al., 2004), (Fradet-Turcotte et al., 2010). Neli HPV11 ja HPV18 E1 valgus tuvastatud
fosforudlitud seriini asuvad N-terminaalses domeens tugevalt konserveerunud RXL motiivi ees. HPV11 E1 valgu
C-terminaalses domeenis tuvastati Uksik fosfortulitud seriin S626, mis asub ka isha konserveerunud piirkonnas.

2.3.3 HPV11 ja HPV 18 mutantsete minicirclite valmistamine.

Eelnevas peatlikis tuvastatud fosfosaitide funktsiooni uurimiseks valmistati mutantsed
pisirdngad, kus vastavad fosforlulitud aminohapped on muudetud, kas mitte-fosforidilitavaks
alaniiniks voi fosforuleerimist mimikeerivaks glutamaadiks voi aspartaadiks. HPV11 mc-s
muudeti S89, S93, S96 ja S107 alaniiniks ja glutamaadiks (HPV11-E1HA 4SA ja HPV11-
E1HA 4SE mutandid). HPV18 markergenoomid sisaldavad N.luc-i ja E1 valgus S93, S97, S110
ja S120 on muudetud alaniiniks ja glutamaadiks (HPV18-E1HA-N.luc 4SA ja HPV11-E1HA-
N.luc 4SE mutandid). Nende valmistamiseks konstrueeriti DNA jdrjestus, telliti valmistatud
jarjestus firmast Genewiz ja kloneeriti see HPV11-E1HA v6i HPV18-E1IHA wt genoomi.
HPV18 markergenoomidesse kloneeriti ka N.luc jérjestus koos FMDV peptiidiga 2A. PCR
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mutageneesi kasutades valmistati HPVV11 mc, milles S626 muudeti alaniinks ja aspartaadiks
(HPV11-E1HA S626A ja HPV11-E1HA S626D mutandid). Mutantseid pisirdngaid paljundati
E.coli tives ZYCY10P3S2T ning bakterist puhastatud plasmiide analudsiti

restriktsioonianalliisi ja sekveneerimise teel.

Valmis HPV11 markergenoome IGigati ensuimidega Nhel ja Kpnl ning HPV18
markergenoome IBigati enstiimidega Nhel ja Bgll. Léigatud genoome analiisiti agaroos geelil.
Nhel restriktsioonisaite kasutati HA margise genoomi viimiseks ja see I6ikab plasmiidi ks
kord E1 ORFis paikneva HA mérgise juurest. Kpnl 16ikab HPV11 markergenoome tks kord
nukleotiidi 4803 juurest lineariseerides plasmiidi. Bgll 16ikab HPV18 markergenoome tiks kord
nukleotiidi 8340 juurest lineariseerides plasmiidi. Vordluseks kasutati HPV11-E1HA ja
HPV18-E1HA-N.luc wt mc genoomi. HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-N.luc wt ja mutantsete
genoomide restriktsioonianaltiisi tulemused on ndidatud joonisel 6. Ko&ik valmistatud
mutantsed genoomid 1dikusid sarnaselt HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-N.luc vastava wt mc
genoomile. HPV11-E1HA mc genoomid on ~8000 bp suurused. HPV18-E1HA-N.luc wt mc
genoomid on ~8600 bp suurused. Sellest kdrgemal on naha ~12 000 vdi ~12600 bp suurused
algplasmiidid, mis néitas, et homoloogne rekombinatsioon mc valmistamisel ei olnud téielik.
Kuna aga algplasmiid ei replitseeru eukariiootses rakus, ei mdjuta see edasisi analiitise. HPV11
markergenoomide 4SA, 4SE ja S626A mutantsetel genoomidel oli lineariseeritud plasmiidist

allpool ndha denatureerunud DNAd.

wi 4SA 4SE S626A $626D

Joonis 6. HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-N.luc wt ja valmistatud mutantide restriktsioonianaltitis. 4SA ja 4SE
mutantsetel genoomidel on HPV11 ja HPV18 E1 valgus nelja lahestikku paiknevat in vivo fosforutlitud seriini
kodeeriv koodon muudetud alaniini v3i glutamiinhapet kodeerivaks. S626A ja S626D mutantsetes genoomides on
vastavas positsioonis seriin kodeeriv koodon muteeritud alaniini v8i aspargiinhapet kodeerivaks. A paneelil on
HPV11-E1HA wt ja valmistatud mutantsed mc-d. B paneelil on HPV18-E1HA-N.luc wt ja valmistatud mutantsed
mc-d. Geelile kanti Nhel, Kpnl v6i Bgll-ga I8igatud ning I8ikamata genoomid ja teostati geelelektroforees. K&ik
valmistatud mutantsed genoomid on ~8000 vdi ~8600 bp suurused ja IGikuvad sarnaselt wt mc genoomile. Nhel
ja Kpnl lineariseerivad plasmiidi.
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2.3.5 Mutantsete HPV11 ja -18 genoomide replikatsioonivéime analtts

Kdigepealt uuriti, kas valitud seriinide fosforttlimine HPV11 ja HPV18 E1 valgus mdjutab
viiruse genoomi replikatsioonivéimet. 0,6 pg HPV11-E1HA wt ja mutantseid genoome ning 1
ug HPV18-E1HA-N.luc wt ja mutantseid genoome transfekteeriti 10 U20S rakkudesse
elektroporatsiooni meetodil. Iga genoomiga transfekteeritud rakud jagati 3 augu vahel 6 wellisel
plaadil. 48, 72 ja 96 h peale transfektsiooni eraldati rakkudest totaalne DNA ja teostati Southern
blot analiilis. Kontrolliks tehti kotransfektsioon, mille kdigus koos muteeritud ja wt HPV
genoomidega transfekteeriti rakkudesse 50 ng mutatsioonideta HPV11 v6i HPV18 E1 valgu
ekspressiooonivektorit.

HPV11E1-HA ja HPV18E1-HA-N.luc wt ja mutantsete genoomide replikatsiooni Southern
blot analtitisi tulemused on joonisel 7. Tulemustest selgus, et HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-
N.luc mutantsed mc-d replitseerusid sarnaselt, millest vbis oletada, et konserveerunud
jarjestuses olevate aminohapete fosfortulimisel oli sama funktsioon erinevates HPV tliupides.
HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-N.luc 4SE mutandid replitseerusid peaaegu nagu wt
genoomid. Nii HPV11-E1HA kui ka HPV18-E1HA-N.luc 4SA mutantsete genoomide
replikatsioonivdime oli vaike ja Southern blot analtilisis polnud 4SA mutantide DNAd naha.
Nendest tulemustest jareldus, et efektiivseks replikatsiooniks oli oluline, et HPVV11 genoomis
oleksid fosforudlitud kas kdik voi mdned seriini jaagid positsioonides S89, S93, S96 v6i S107
ning HPV18 genoomis S94, S97, S110 vdi S120. HPV11-E1HA S626A ja S626D mdlemad
mutantsed genoomid replitseerusid natukene ndrgemini kui wt genoom. Kuna erinevus wt ja
mdlema S626 mutandi genoomi replikatsioonil oli véike, siis v@ibolla ei olnud see fenotulp

seotud fosforliilimisega ja natukene ndrgem replikatsioon tulenes mutatsiooni tekitamisest.

E1 valgu ekspressioonivektori ja mutantse genoomi olemasolul rakus toimusid kdigi mutantide
ja wt genoomi replikatsioonid sama efektiivselt. E1 valgu ekspressioonivektor vdimendas
replikatsiooni, mis viitab, et HPV replikatsioonivdime sdltus E1 valgu kontsentratsioonist
rakus. Uldiselt v@is jareldada, et 4SE mutantsete genoomide natuke ndrgem
replikatsioonivdoime ja 4SA mutantsete genoomide vaga vaike replikatsioonivbime oli
pbhjustatud mutatsioonide sisseviimisest ja kbik genoomid olid replikatsioonivéimelised

mutatsioonideta E1 valgu olemasolul rakus.

40



N
A wt 4SA 4SE S626A S626E wt+E1  4SA+E1  4SE+E1 S626A+E1 S626E+E1 r;*&
pieva 2 342 34234234234 23442342342 34234 §

¥ 10 kb
-e - Rl ' 8 kb
7 6 kb
v 5kb
B wt 4SA 4SE wit+E1  4SA+E1T  4SE+E1 tﬁ}
paeva 2342342 34 234234234 é@

10 kb
8kb

6 kb
5kb

- - .

™

Joonis 7. HPV11-E1HA wt, 4SA, 4SE, S626A ja S626D ning HPV18-E1HA-n.luc wt, 4SA ja 4SE genoomide
replikatsioon U20S rakkudes 2, 3 ja 4 pdeva peale transfektsiooni. Joonise A paneelil on HPV11-E1HA wt ja
mutantsete genoomide DNA autoradiograafia signaalid. Joonise B paneelil on HPV18-E1HA-n.luc wt ja
mutantsete genoomide DNA autoradiograafia signaalid. 4SA ja 4SE mutantsetel genoomidel on HPV11 ja HPV18
E1 valgus nelja lahestikku paiknevat in vivo fosforiidlitud seriini kodeeriv koodon muudetud alaniini vi
glutamiinhapet kodeerivaks. S626A ja S626D mutantsetes genoomides on vastavas positsioonis seriin kodeeriv
koodon muteeritud alaniini v8i aspargiinhapet kodeerivaks. 4SA mutantse genoomi DNAd ei ole véimalik
Southern blot analliisiga tuvastada ehk replikatsiooni efektiivsus on palju madalam kui teistel genoomidel. 4SE
mutante genoom replitseerub sarnaselt wt genoomiga. HPV11 mutantsete markergenoomide S626A ja S626D
replikatsioonivime on natuke ndrgem, aga uisna sarnane wt genoomi replikatsiooniga. Kui kotransfekteerida koos
vastava HPV genoomiga ka mutatsioonideta E1 ekspressioonivektor, siis on wt ja kdik mutantsed genoomid
replikatsiooniv@imelised.

2.3.6 Kaseiin kinaas 2 ja tema inhibiitori mdju mutantsete HPV11 ja -18 genoomide

replikatsioonivdimele

Meie toogrupis oli eelnevalt tehtud uuringuid, mis nditasid, et CK2 inhibiitor CX4945
inhibeerib mitmete HPV tlupide replikatsiooni. Sellest lahtuvalt otsustati uurida, kas CX4945
mojutab valmistatud mutantsete mc-de replikatsioonile erinevalt. Kuna 4SE mutandid
sisaldavad fosforttlimist mimikeerivaid asendusi, siis neid fosforudliva kinaasi inhibeerimine
vOi lisamine ei tohiks mdjutada mutantse genoomide replikatsioonivGimet. Sellest saaks
jareldada, kas CK2 on oluline vaadeldavate seriinide fosfortdlimisel. CX4945 mdju uurimiseks
kasutati HPV18-E1HA-N.luc genoome ja teostati lutsiferaasi katse. Selleks transfekteeriti
U20S rakke HPV18-E1HA-N.luc wt, 4SA ja 4SE markergenoomidega ja 24 h peale
transfektsiooni lisati rakkudele DMSO vdi CX4945 I6ppkontsentratsioonis 6 pM. CX4945 on
lahjendatud DMSOs ja selleparast kasutati seda kontrollina. 24 ja 48 h peale DMSO ja
inhibiitori lisamist ludsiti rakud ja mdddeti luminomeetriga lutsiferaasi aktiivsus. Eelnevalt

meie laboris tehtud katsed on naidanud, et N.luc aktiivsuse maar on lineaarses séltuvuses
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genoomi replikatsiooni efektiivsusega (Piirsoo et al., 2019). Sooviti leida, kas ja kui palju HPV
wt genoomi replikatsioonivdime CK2a inhibiitori juurseolekul erineb 4SA ja 4SE mutantsete
genoomide replikatsioonivdimest. Tulemuste normaliseerimiseks moddeti aluselise fosfataasi
aktiivsust. HPV18-E1HA-N.luc genoomiga transfekteeritud ja 48 h inkubeeritud proov voeti
kontrolliks ehk 100%-ks ning teised andmed olid arvutatud vastavalt kontrollile. Lutsiferaasi
katse tulemused on esitatud joonistel 8 ja 9. Joonisel 8 on vorreldud wt, 4SA ja 4SE genoomi
replikatsioonivoimet. 4SE genoomi replikatsioonivdime 24 h peale DMSO lisamist oli ~3x
ndrgem kui wt, aga 48 h peale DMSO lisamist oli ainult 1,5x ndrgem wt genoomi
replikatsioonivdimest. 4SA genoomi replikatsioonivGime oli 24 h peale DMSO lisamist ~1,6x

ja 48 h ajapunktil ~3x véaiksem wt genoomi omast.

4004
- w

4SA

o . 4SE

200+

1004 -

Normaliseeritud NLuc

Joonis 8. HPV18-E1HA-N.luc wt, 4SA ja 4SE genoomide replikatsioonivéime U20S rakkudes 48 ja 72 h peale
transfektsiooni DMSO juuresolekul. 4SA ja 4SE mutantsetel genoomidel E1 valgus nelja lahestikku paiknevat in
vivo fosfortiilitud seriini kodeeriv koodon muudetud alaniini v6i glutamiinhapet kodeerivaks. 4SE genoomi
replikatsioonivBime 48 h peale transfektsiooni on ~3x madalam ja 72 h peale transfektsiooni on ~1,5x madalam
kui wt genoomil vastavatel ajapunktidel. 4SA genoomi replikatsioonivbime on 48 h ajapunktis ~1,6x ja 72 h
ajapunktis ~3x madalam wt genoomi replikatsiooniv8imest. Andmed on esitatud kolme korduse normaliseeritud
keskmiste véartustena +/- SD (n=3).

Joonisel 9 on vorreldud CX4945 m6ju HPV18-E1HA-N.luc wt, 4SA ja 4SE genoomide
replikatsioonivdimele. 6 UM CX4945 inhibeeris nii wt kui ka mutantsete markergenoomide
replikatsioonivdimet. K8ige enam mdjutas CX4945 4SA genoomi replikatsiooni. Inhibiitori

mdju wt ja 4SE genoomi replikatsioonile oli mdlemas ajapunktis tisna sarnane.
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Joonis 9. CX4945 mdju HPV18-E1HA-N.luc wt, 4SA ja 4SE genoomide replikatsioonivdimele. 100%
replikatsiooniv8imeks vdeti wt, 4SA ja 4SE genoomid DMSO juuresoleku. 4SA ja 4SE mutantsetel genoomidel
on E1 valgus nelja l&hestikku paiknevat in vivo fosforiitilitud seriini kodeeriv koodon muudetud alaniini vdi

Normaliseeritud NLuc
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glutamiinhapet kodeerivaks. CX4945 inhibeerib nii wt kui mutantsete genoomide replikatsioonivéimet. Wt
genoomi replikatsioonivdime DMSO kontrolli suhtes CX4945 juuresolekul on 24 h peale DMSO/CX4945 lisamist
~62% ja 48 h peale DMSO/CX4945 lisamist ~66%. 4SA genoomi replikatsioonivéime DMSO suhtes on 24 h
peale DMSO/CX4945 lisamist ~50% ja 48 h peale DMSO/CX4945 lisamist ~46%. 4SE genoomi
replikatsioonivoime DMSO suhtes on 24 h peale DMSO/CX4945 lisamist ~77% ja 48 h peale DMSO/CX4945
lisamist ~61%. Kdige enam mojutab CX4945 4SA genoomi replikatsiooni. Wt ja 4SE genoomid replitseeruvad
inhibiitori juuresolekul lisna sarnaselt.

Tulemuste kinnitamiseks tehti lisaanaltts, milles transfekteeriti U20S rakke 200 ng pCMV
vektori ja 200 ng HPV11-E1HA v6i 300 ng HPV18-E1HA-N.luc wt ja 4SE genoomidega.
Mdndadele transfekteeritud rakkudest lisati jargmisel paeval CX4945 I6ppkontsentratsioonis 6
KM, Tehti ka (ks kotransfektsioon, kus koos HPV genoomidega transfekteeriti rakkudesse 200
ng CK2a (CSNKAT) ekspressioonivektorit. 48 ja 72 h peale transfekteerimist eraldati rakkudest
totaalne DNA ja teostati Southern blot analiius. HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-N.luc analiiusi
tulemused on ndha joonisel 10. Tulemustest selgus, et CX4945 inhibeeris replikatsiooni nii
HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-N-luc wt kui 4SE genoomide puhul, aga ndhtavat erinevust
nende vahel ei olnud. CK2a lisamine ei md&jutanud v&i muutis replikatsiooni toimumise
aktiivsust natuke suuremaks. Nendest tulemustest vois jareldada, et tbenéoliselt ei olnud CK2a.
oluline HPV11 S89, S93, S96 ja S107 ning HPV18 S93, S97, S110 ja S120 fosforlulimisel ega
olnud pdhjus, miks HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-N.luc 4SA genoomid replitseerusid
ndrgemini. Kuna CX4945 inhbeeriv mdju mitmete HPV tilpide replikatsioonile labi E1 valgu
on varasemalt ndidatud, vdib oletada, et HPV11 ja HPV18 E1 valgus on veel fosfordilitavaid
aminohappeid, millede fosforttlimine on oluline modifikatsioon, mis reguleerib replikatsiooni
toimumist, aga mida ei tuvastatud selles LC-ECI-MS/MS eksperimendis piiratud E1 valkude

kattuvuse tottu.
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Joonis 10. Joonise A paneelil on HPV11-E1HA wt ja 4SE markergenoomi ja joonise B paneelil HPVV18-E1HA-
N.luc wt ja 4SE markergenoomi replikatsioon CK2 inhibiitori (CX4945) ja CK2 juuresolekul. 4SE mutantsetel
markergenoomidel on E1 valgus nelja lahestikku paiknevat in vivo fosforuiilitud seriini kodeeriv koodon muudetud
glutamiinhapet kodeerivaks. Kontrolliks kasutati DMSOt. CK2 inhibiitori CX4945 lisamisel ei ole replikatsioon
Southern blot analtilisiga tuvastatav ei wt ega 4SE genoomil. CK2 lisamine kas natuke suurendab v6i ei mgjuta wt
ja 4SE genoomi replikatsioonivéimet.
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2.3.7 Mutantsete HPV11 ja -18 genoomidelt kodeeritavate E1 valkude analtiis

2.3.7.1 Mutantsete HPV11 ja -18 genoomidelt kodeeritavate E1 valkude tase rakus

Jargmiseks vaadeldi, kas nelja seriini fosforutlimine mdjutatab E1 valgu taset U20S rakkudes.
Selleks transfekteeriti 108 U20S rakkudesse 1500 ng HPV11-E1HA ja 2000 ng HPV18-E1HA-
N.luc wt, 4SA ja 4SE genoomid. Valgu taset vaadeldi ka HPV11-E1HA S626A ja S626D
genoomidega transfekteeritud rakkudes. Kolm péeva parast transfektsiooni ludsiti rakud,
immuunsadestati valk kasutades HA-maérgist dra tundvat antikeha ja sefaroosi ning teostati
western blot analtitis kasutades anti-HA-HRP antikeha. Kontrolliks analiitsiti ka GAPDH valgu
olemasolu, mis naitab, kas kbikides proovides oli ligikaudu sama kogus valku. HPV11-E1HA
wt, 4SA, 4SE, S626A ja S626D ning HPV18-E1HA-N.luc wt, 4SA ja 4SE E1 ja GAPDH
valkude tasemed 72 h pérast transfektsiooni on néha joonisel 11.

Tulemustest selgus, et kdik proovid sisaldasid ligikaudu samas hulgas GAPDH valku (joonis
11, alumised paneelid). Nii HPV11-E1IHA kui ka HPV18-E1HA-N.luc wt, 4SA ja 4SE
genoomide mutantide korral ekspresseerus E1 valku sama palju. HPV11-E1HA S626A ja
S626D mutantsetest genoomidest E1 valku tase oli vaiksem, mis vdis olla pdhjus, miks need

genoomid replitseerusid natuke halvemini kui wt genoom (joonis 7).
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Joonis 11. HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-N.luc wt ja mutantsete E1 ja GAPDH valkude tase U20S rakkudes 72
h peale transfektsiooni. 4SA ja 4SE mutantsetel genoomidel on HPV11 ja HPV18 E1 valgus nelja l&hestikku
paiknevat in vivo fosfortlitud seriini kodeeriv koodon muudetud alaniini voi glutamiinhapet kodeerivaks. S626 A
ja S626D mutantsetes genoomides on vastavas positsioonis fosforlilitud seriin kodeeriv koodon muteeritud
alaniini vdi aspargiinhapet kodeerivaks. E1 ja GAPDH valkude ekspressiooni analllsiti western blot meetodil ja
selleks kasutati anti-HA-HRP ja anti-GAPDH antikehasid. Mdlema HPV wt, 4SA ja 4SE genoomi transfektsiooni
korral on E1 ja GAPDH tasemed rakus ligikaudu samad. HPV11-E1HA S626A ja S626D E1 valkude tase peale
transfektsiooni on madalam kui wt genoomil.
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2.3.7.1 Mutantsete HPV11 ja -18 genoomidelt kodeeritavate E1 valkude paiknemine rakus.

Jargmiseks vaadeldi E1 valgu lokalisatsiooni U20S rakkudes. ~10® U20S rakke transfekteeriti
1500 ng HPV11-E1HA ja 2000 ng HPV18-E1HA-N.luc wt, 4SA ja 4SE genoomidega. Kolme
padeva pdrast rakud ludsiti, fraktsioneeriti tuuma ja tsutoplasma ekstraktideks,
immuunosadestati E1 valk ja analliusiti western blot analtilisiga kasutades anti-HA-HRP
antikeha. Fraktsioneerimise kontrolliks analulsiti ka lamiini ja GAPDH valgu olemasolu.

Lamiin asub rakutuumas ja GAPDH peamiselt tsutoplasmas.

E1 valgu western blot analiiisi tulemused on kujutatud joonisel 12. Analliusi tulemustest
selgus, et HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-N.luc wt genoomidega transfekteeritud rakkudes
leidus E1 valku tuumas ja tsttoplasmas peaaegu vordselt voi oli natuke rohkem valku
tsutoplasmas. HPV11-E1IHA ja HPV18-E1HA-N.luc 4SA mutantse genoomiga
transfekteeritud rakkudes leidus E1 valku palju rohkem tsitoplasmas ja véikses hulgas tuumas.
4SE genoomide puhul olid E1 valgu tasemed wt ja 4SA genoomidega vorreldes vahepeal:
tuuma E1 valgu tase oli sarnane wt genoomide E1 tasemega, aga margatavalt suurem kui 4SA
genoomide E1 valgu tase tuumas. 4SE genoomidelt kodeeritud E1 valku leidus tsutoplasmas

rohkem kui tuumas.
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Joonis 12. HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-N.luc wt, 4SA ja 4SE E1 valgu paiknemine U20S rakkudes. 4SA ja
4SE mutantsetel genoomidel on HPV11 ja HPV18 E1 valgus nelja lahestikku paiknevat in vivo fosforuilitud
seriini kodeeriv koodon muudetud alaniini vdi glutamiinhapet kodeerivaks. 72 h peale transfektsiooni eraldati
rakkudest tuuma ja tstitoplasma ekstraktid ning teostati western blot analtiis. Nii HPV11 kui ka HPV18 korral
leidub wt ja 4SE E1 valku tsitoplasmas ja tuumas peaaegu vordselt voi natuke rohkem valku tsttoplasmas. 4SA
mutantselt genoomilt kofeeritud E1 valku paikneb tuumas véhem kui wt ja 4SE mutantset E1 valku.

Kontrollkatse tulemused on esitatud joonisel 13. Kontrollkatse tulemustest on néha, et lamiin
paiknes ainult tuumas. GAPDHi detekteeriti tsitoplasmas ja tuumas. Tsitoplasma fraktsioon
sisaldas GAPDH rohkem erinevate vormide ekspressiooni tottu. Jarelikult eraldati
fraktsioneerimise tulemusena edukalt raku tuuma ja tsttoplasma ekstraktid. Tulemustest vdis
jareldada, et HPV11 S89, S93, S96 ja S107 ning HPV18 S93, S97, S110 ja S120 fosforutlimine

oli oluline modifikatsioon E1 valgu tuuma-tsttoplasma transpordil.
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Joonis 13. Lamiin ja GAPDH tasemed HPV11-E1HA ja HPV18-E1HA-N.luc wt, 4SA ja 4SE genoomidega
transfekteeritud U20S rakkudest eraldatud tuuma ja tsitoplasma ekstraktides. Lamiin ja GAPDH anallisiti
kasutades western blot meetodit. Lamiin on ligikaudu ~70 kDa suurune valk ja paikneb tuumas. GAPDH on ~37
kDa suurune valk ja teda leidub nii tuumas kui tsitoplasmas, aga tstitoplasmas on GAPDH rohkem.

2.3.9 HPV18 HA margisega E1 valku ekspresseeriva plasmiidi konstrueerimine

Plasmiidi konstrueerimiseks paljundati PCR abil EIHA DNA jérjestus HPV18-E1HA wt mc-
It. Paljundatud DNA jarjestus ligeeriti pJET/blunt 1.2 kloneerimisvektroisse, paljundati bakteris
ja eraldati plasmiidne DNA. Seejarel 18igati pPGEXTEV plasmiidi ensiiimidega BamHI ja Sall
ja pJET1.2/EIHA plasmiidist I6igati védlja EIHA valku kodeeriv jarjestus kasutades samu
ensutime. LOigatud DNA puhastati geelist ja ligeeriti kokku, paljundati bakteris ja eraldati
plasmiidne DNA. Valmis pGEXTEV-HPV18E1HA plasmiide kontrolliti restriktsioonianaltisi
ja sekveneerimise teel. Restriktsioonianaltiisiks 18igati kahte valmis plasmiidi ensulimidega
BamHI ja Sall. Geelile kanti ~7000 bp suurused ldikamata plasmiidid ja kahe ensulmiga
I6igatud DNAd. BamHI ja Sall 16ikamise tulemusena 18ikub plasmiidist vélja ~2000 bp suurune
HA-mérgist sisaldav E1 valku kodeeriv DNA ja ~5000 bp suurune linaarne pGEXTEV

plasmiid. Restriktsioonianaltitsi tulemused on esitatud joonisel 14.
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Joonis 14. pGEXTEV-HPV18E1HA plasmiidi restriktsioonianalius. Geelile kanti kaks ldikamata pGEXTEV-
HPV18E1HA plasmiidi ning BamH]I ja Sall I18igatud pGEXTEV-HPV18E1HA plasmiidid. BamHI ja Sall 18igates
16ikub plasmiidist vélja ~2000 bp suurune HPV18 E1HA valku kodeeriv jarjestus ja ~5000 bp suurune pGEXTEV
plasmiid.

2.3.10 HPV18GST-E1HA valgu puhastamine bakterist

PGEXTEV-HPV18EIHA plasmiid transformeeriti kompententsetesse BL21DE3RP
bakteritesse. Baktereid kasvatati 37 °C juures loksutil OD 0,5-ni. Seejarel indutseeriti valgu
ekspressiooni IPTG lisamisega. Baktereid kasvatati veel 14 h 16 °C juures loksutil ja seejarel
rakud ludsiti. Valgu puhastamiseks kasutati GST-sefaroosi ja valku elueeriti kolonnist 4x 200
ul elueerimislahuses. Puhastatud valk analiilisit 8% akrutlamiid geelil ja western blot
analliusiga, kasutades HA maérgist dra tundvat antikeha 3F10 rabbit-anti-HA-HRP. Piltidel on
naha HPV18GST-E1HA liitvalk ~110 kDa juures. Kdige rohkem valku sisaldab eluaat 1, mis
saadi esimese elueerimise tulemusena. Jargmised kaks eluaati sisaldasid valku peaaegu vordses
koguses. Viimane eluaat sisaldas natuke vahem valku. Mdlemal pildil on naha ka allpool

olevaid valke, mis on arvatavasti C-terminaalsest otsast lagunev HPV18GST-E1HA valk.
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Joonis 15. PageBlue varviga varvitud geel ja western blot analtitisi pilt bakterist puhastatud HPV18GST-E1HA
valgust. Valk puhastati nelja eluaadina. Puhastatud liitvalk on ~110 kDa suurune. K&ige rohkem valku leidub
eluaadis 1. Teine ja kolmas eluaat sisaldavad peaaegu v8rdses hulgas valku. Vahem on valku eluaadis 4. Western
blot analutisi esimesele rajale kanti indutseerimata ltusitud bakterirakud, mis néitab, et pildil olev valk tekib IPTG
lisamise tulemusena.
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2.3.11 HPV18 E1 valgu fosforttlimise uurimine

Uuriti, kas HPV18GST-E1HA valku fosforiiilivad PKA, tsikliinA/CDK2, tstkliinB/CDK2,
tsukliinE/CDK2 ja CK2 proteiinkinaasid. Selleks segati kokku kinaasireaktsioon E.coli tuvest
puhastatud HPV18GST-E1HA valgu ja vastava kinaasiga. P32-gamma-ATP autoradiograafia
signaalid vastavate Kkinaaside reaktsioonides on esitatud joonisel 19. Ligikaudse
reaktsioonikiiruse leidmiseks peatati reaktsioonid erinevatel ajapunktidel. Joonise A paneelil
on naha, et PKA fosforuilib HPV18GST-E1HA valku kbikides kasutatud ajapunktides ja peale
~10 minutit reaktsiooni toimumist enam uusi fosfosaite ei lisandunud. Kontrolliks kasutati Nth1
valku, mille kohta oli eelnevalt teada, et seda fosforutlib PKA.

TsukliinA/CDK2, tsukliinB/CDK?2 ja tstkliinE/CDK2 reaktsioonidest périt autoradiograafia
signaalid on ndha joonisel 19 paneelil B. Reaktsioonidel lasti toimuda 40 minutit
toatemperatuuril. Tulemused néitasid, et HPV18GST-EIHA valku fosforiilivad
tsukliinA/CDK2 ja tsukliinE/CDK2, aga mitte tsiikliinB/CDK2. Kontrolliks lisati igale
reaktsioonile histoon H1. CDK2/E reaktsiooni toimumist vaadeldi ka ajas 5, 10, 30 ja 60 minutit
peale enstiumi lisamist (joonis 19 C paneel).

Joonise 19 D paneelil on naidatud, et CK2 fosforiillis HPV18GST-E1HA valku. CK2

reaktsioonidel lasti toimuda 5, 10, 20, 40 ja 60 minutit. Kontrolliks kasutati histooni H1.
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Joonis 16. PKA, tsiikliinA/CDK2 (CDK2/A), tsiikliinB/CDK2 (CDK2/B), tsikliinE/CDK2 (CDK2/E) ja CK2
osalus HPV18GST-E1HA fosforlidlimisel. A paneelil on ndha, et PKA osaleb HPV18GST-E1HA valgu
fosforiileerimisel. PKA reaktsiooni kontrolliks kasutati valku Nthl. B paneelil on vasakul pool coomassiga
varvitud geel, millele oli kantud kinaasireaktsioon CDK2/A, CDK2/B v8i CDK2/E-ga. Kdik reaktsioonid toimusid
40 minutit toatemperatuuril. Kontrolliks lisati igale reaktsioonile histooni H1 (joonisel H1). * tahistab tundmatut
valku. Joonisel on néha, et HPVV18GST-E1HA fosforutlimisel osalevad CDK2/A ja CDK2/E. Joonise C paneelil
on néha autoradiograafia signaalid HPVV18GST-E1HA ja CDK2/E reaktsioonist 5, 10, 30 ja 60 minutit peale
kinaasi lisamist reaktsioonile. D paneelil on ndha CK2 osalus HPVV18GST-E1HA fosforutlimisel 5, 10, 20, 40 ja
60 minutit peale kinaasi lisamist reaktsioonile. Kontrolliks lisati igale reaktsioonisegule histooni H1.
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2.3.12 HPV18 E1 valgu PKA, tsukliinE/CDK?2 ja CK2 fosfosaitide tuvastamine

PKA, CDK2 ja CK2 poolt fosfortleeritud HPV18 E1 valgus olevate aminohapete jaékide
tuvastamiseks teostati kinaasireaktsioonid ilma radioaktiivse ATP-ta ja saadeti need MS
analtisiks TUTI proteoomika tuumiklaborisse. HPV18GST-E1HA liitvalk koosneb 898
aminohappest, millest 110 on fosfortiulitavad seriinid/treoniinid. K3ik reaktsioonid toimusid 40
minutit toaremperatuuril. Negatiivse kontrollina saadeti MS analliisi valku sisaldav
kinaasireaktsioon ilma kinaasita. Uheski negatiivse kontrollreaktsiooni tulemustest ei leitud
uhtegi fosfortitlitud aminohappejaaki. Selle eksperimendi kokkuvdtvad tulemused on esitatud
tabelis 4.

PKA eksperimendi tulemustest leiti kolm fosforudlitud seriini: S93, S321/S322 ja S645.
Anallisi katvus oli ~61%. Analliusis tuvastati 61 seriini/treoniini, mis on ~55% kdikidest

fosfortilitavatest aminohapetest.

CDK2 eksperimendis tuvastati kaheksa tsukliinE/CDK2 poolt fosforutlitavat aminohapete ja
uks seriin (S120), mida fosfortulisid nii tstkliinA/CDKZ2, tsukliinB/CDK2 kui ka CDK2/E.
CDK2/E poolt fosforlulitavad aminohapped lisaks S120 olid jargmised: S93, S97, T107, S110,
T474, S553 ja T645. Tuvastatud seriinide seas oli ka neli seriini, millede muteerimist uuriti
eelnevates  katsetes. Nende seriinide muutmine alaniiniks pdhjustas HPV18
replikatsioonivdime langust ja E1 valgu jaadmise tsutoplasmasse. Need seriinid on tugevalt
konserveerunud paljudes PVdes, sh HPV11-s. Anallilsi katvus oli ~62%. Analldsis tuvastati

66 seriiini/treoniini, mis on ~60% kdoikidest fosforuillitavatest aminohapetest.

CK2 eksperimendis tuvastati kaks fosfortiulitud treoniini T94 ja T107. Analiiusi katvus oli
~55%. Analiis kattis 58 seriiini/treoniini, mis on 53% kdikidest fosforiiilitavatest

aminohapetest.

Tabel 4. PKA, tstkliinE/CDK2 ja CK2 poolt fosforilitavad aminohapped HPV18 E1 valgus. Tabelis on vilja
toodud peptiidid, milles tuvastati fosfortiilitud treoniin/seriin MS analiiiisis ja vastavat peptiidi fosforiileeriv
kinaas. Sulgudes olev number niditab vastava aminohappejiédgi fosforiiiilituse tdendosust. Viimases veerus on

fosfortiiilitud aminohappe positsioon valgus.

Kinaas Identifitseeritud peptiid ja S/T fosforiileerituse | S/T positsioon HPV18 El
toensiosus valgus
PKA FAGGS(0.791)T(0.207)ENS(0.002)PLGER 93

PKA S(0.5)S(0.5)VAALYWYR 321/322




PKA LDLHEEEEDADTEGNPFGT(1)FKCVAGQNHRPL | 645
Cdk2/E FAGGS(0.926)T(0.074)ENSPLGER 93
Cdk2/E FAGGSTENS(1)PLGER 97
Cdk2/E LEVDTELS(1)PR 110
Cdk2/A/B/E LQEISLNS(1)GQK 120
Cdk2/E NALDGNPIS(1)IDRK 553
Cdk2/E FAGGS(0.008)T(0.967)ENS(0.026)PLGER 94
Cdk2/E LDLHEEEEDADTEGNPFGT(1)FKCVAGQNHRPL | 645
Cdk2/E LEVDT(1)ELSPR 107
Cdk2/E SFLKGT(1)PK 474
CK2 FAGGS(0.06)T(0.94)ENSPLGER 94
CK2 LEVDT(0.999)ELS(0.001)PR 107
2.4 Arutelu

HPV on kdige sagedasem sugulisel teel leviv viirus. Keskmiselt 50% inimestest nakatub elu
jooksul mone HPV tulbiga (Brianti et al.,, 2017). Enamustel juhtudel on nakkus
asimptomaatiline ja inimesele probleeme ei pdhjusta. Madala riskiga HPV nakkus voib
pdhjustada kondiloomide ja papilloomide teket. K&rge riskiga HPVd vdivad pdhjustada
pahaloomuliste kasvajate teket. KBige sagedasemalt kasvajaid ja kondiiloome pd&hjustavate
HPV tlupide vastu on olemas nakkust ennetav vaktsiin. Senini ei ole ei kdrge riskiga HPV
poolt pdhjustatud kasvajate ega madala riskiga HPVde poolt pdhjustatud papilloomide ja
konduloomide vastu olemas uhtegi spetsiifilist viirusvastast ravimit. Viirusevastase ravimi
valmimise suurimaks takistuseks on puudulikud teadmised PV elutsuklist. Antud t66
kaugemaks eesmaérgiks ongi leida rakulisi marklaudvalke, mille aktiivsuse ja/vGi taseme
reguleerimine inhibeeriks HPV genoomi replikatsiooni ning seega oleks vdimalik viirusvastase

ravimiarenduse sihtmark.

HPV replikatsiooniks on vajalikud valgud E1 ja E2. Need mdlemad valgud on ka
fosfoproteiinid ehk nende valkude mitmeid funktsioone reguleerivad proteiinkinaasid. E1 valk
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on aarmiselt oluline infektsiooni tekkeks ja esialgses viiruse genoomi amplifikatsioonis. E1

valgu Ulioluline roll viiruse elutsuklis muudab ta potentsiaalseks ravimi mérklauaks.

2.4.2 E1 valgu fosfosaitide maaramine ja nende roll viiruse elutsuklis

Ké&esolevas to0s kaardistati E1 valgus olevad fosfosaidid madala riskiga HPV11 ja kdrge
riskiga HPV18 nditel. Otsiti konserveerunud fosforudlitud seriinid ja treoniinid, vaadeldi nende
funktsiooni HPV elutsiiklis ja prooviti leida kinaasid, mis fosforlulivad neid aminohappeid
HPV18 E1 valgus. Tuvastati neli fosfortulitud seriini HPV1l ja HPV18 E1 valgu N-
terminaalses domeenis, mis asuvad tugevalt konserveerunud piirkonnas. Selles piirkonnas
asuvad ka NES, NLS ja tstikliinE sidumismotiiv (RXL) (Bergvall et al., 2013). Fosfortilimise
funktsiooni uurimiseks nendes seriinides konstrueeriti HA-maérgist sisaldavad mutantsed
genoomid. HPV11 ja HPV18 E1 valku kodeerivas alas muudeti nelja seriini (S89, S93, S96 ja
S107) kodeerivad koodonid mitte-fosfortilitavaks alaniini ja fosforiileerimist mimikeerivaks
glutamiinhapet kodeerivaks. Vastavad HPV11 mutandid olid metsiktulpi genoomi kontekstis
(vaid E1 valgu N-terminusse lisatud 9 aminohappeline HA margis eristas neid metsiktudbist).
HPV18 mutandid olid genoomis, mis lisaks viirusvalkudele ja HA margisele kodeeris veel

nanolutsiferaas (N.luc) marker valku.

2.4.2.1 Tuvastatud fosfosaitide méju replikatsioonile

Esmalt uuriti valmistatud mutantsete genoomide replikatsiooni U20S rakkudes ja leiti, et E1
valgu N-terminaalses domeenis nelja konserveerunud seriini muutmine alaniiniks inhibeerib
tugevalt genoomi replikatsioonivdimet. Nende nelja seriini  muutmine fosforudlimist
mimikeerivaks glutamiinhappeks muutis viiruse genoomi replikatsioonivéime alguses kll
natuke vaiksemaks, aga hilisemates ajapunktides replitseerus fosfomimeetiline mutantne
genoom Usna sarnaselt wt genoomile. Lisaks tehti ka kontrollanaluls, kus koos mutantse
genoomiga transfekteeriti rakkudesse E1 valku ekspresseeriv E1 ekspressioonivektor ning
néidati, et selle olemasolul rakus olid k6ik genoomid replikatsioonivdimelised. Tulemustest
vOib jéareldada, et replikatsiooni erinevused wt genoomi ja nelja fosforuilitava seriini asemel

alaniini kodeeriva mutantse genoomi vahel tulenesid E1 valgu fosforttlimise tottu.

Varasemates to0des on uuritud sarnases piirkonnas paiknevate fosforullitavate aminohapete
mdoju replikatsioonile kasutades HPV EL1 ja E2 valke, mis kodeeriti ekspressioonivektoritelt ja
origini sisaldavaid replitseeruvaid plasmiide (Ma et al. 1999), (Deng et al., 2004), (Fradet-

Turcotte et al., 2010). Nendest toodest jareldatakse, et tstkliinA/CDK2 vdi tsukliinE/CDK2
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konsensusjarjestuses paiknevate aminohapete HPV11 E1 valgus S89, S93, S107 fosfortitlimine
on oluline modifikatsioon HPV11 edukaks replikatsiooniks (Ma et al., 1999), (Deng et al.,
2004), aga HPV31 E1 valgus CDK2 konsensusjérjestuses paiknevate aminohapete S92 ja S106
fosfortiilimine ei ole oluline HPV31 transientseks replikatsiooniks (Fradet-Turcotte et al.,
2010). Kaesolevas t66s ei uuritud Uksikute seriinide olulisust genoomi replikatsiooniks, aga
naidati, et kui neli l&hestikku paiknevat seriini on muteeritud mittefosfordtlitavaks alaniiniks,
siis on nii madala riskiga HPV11 kui ka korge riskiga HPV18 genoomi replikatsioonvéime
palju vaiksem kui wt genoomil, mis kinnitab selle modifikatsiooni olulisust viiruse transientses

replikatsioonis.

2.4.2.2 Tuvastatud fosfosaitide mdju valgu tasemele

Mitmed varasemad t66d néitavad, et HPV11 ja HPV31 E1 valgu tuuma-tsiitoplasma transporti
reguleerib fosforitlimine (Deng et al., 2004), (Yu et al., 2007), (Fradet-Turcotte et al., 2010).
Nendes toddes on néidatud, et HPV11 E1 valgu tuumas pusimiseks on olulised S89, S92 ja
S107 ning HPV31 E1 valgu tuumas pusimiseks on olulised S92 ja S106. Seeparast uurisime
edasi, kas HPV11 ja HPV18 E1 valgus tuvastatud konserveerunud fosforudlitud seriinid on
olulised nende HPVde E1 tuuma-tsiitoplasma transpordiks. Selleks transfekteeriti U20S rakke
HPV11 ja HPV18 wt ning valmistatud mutantsete genoomidega, fraktsioneeriti raku tuuma ja
tsutoplasma ekstraktid ning puhastati IP meetodil mdlemast ekstraktist HA-mérgist sisaldavad
E1l valgud. Tulemused néitasid, et kdik ekstraktid sisaldavad E1 valku nii tuumas Kui
tsutoplasmas, aga 4SA mutandi ekstraktid sisaldasid E1 valku tuumas margatavalt vahem kui
wt ja 4SE mutandi ekstraktid. Varasemad t60d on néidanud, et E1 valgu tuuma impordiks voi
ekspordiks vajalike fosforliilitud aminohapetes mutatsioone sisaldavad E1 valgud on
kompleksis E2 valguga v@imelised tuuma sisenema vdi tuumas pisima (Yu et al., 2007),
(Fradet-Turcotte et al., 2010). See mehhanism vGib seletada, miks véikeses koguses E1 valku
paiknes tuumas nii HPV11-E1HA kui ka HPV18-E1HA-n.luc 4SA mutanse markergenoomiga
transfekteeritud rakkudes.

Meie tulemused kinnitasid varasemate to0de tulemusi, mis nditavad, et HPV E1 valgu NES ja
NLS signaale aktiveerib fosfortilimine. Esmakordselt nditasid, et ka korge riskiga HPV18
genoomi replikatsiooni ja E1 valgu lokalisatsiooni reguleerib NES piirkonnas ja RXL motiivi
ees paiknevate aminohapete fosfortilimine. Erinevalt varasematest toddest, néitas k&esolev too
endogeense E1 valgu ehk viirusgenoomilt ekspresseeritud E1 valgu tasemel, et N-terminaalne

piirkond, kus tuvastastati neli konserveerunud fosforutlitud seriini, oli oluline HPV E1 valgu
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lokalisatsioonil. Kdik eelpool viidatud t66d olid tehtud kasutades ekspressioonivektoreid ja

rakulisi keskkondi, kus HPV genoom eriti hésti ei replitseeru.

2.4.3 E1 valgus tuvastud fosfosaite fosforttlivate kinaaside leidmine

Selleks, et leida kinaasi(e), mis fosforddlisid nelja uuritud seriini, konstrueeriti plasmiid, mis
ekspresseeriks bakteris HPV18 E1 valku. Valk ekspresseeriti E.coli tlives BL21DE3RP ja
puhastati bakterirakust kasutades GST-sefaroosi. Varasematele kirjanduse andmetele
tuginedes, leiti et PVde replikatsiooni ja valgu lokalisatsiooni vbivad mdjutada CK2, PKA,
PKC, ER1, JNK1, CDK2 (Schuck et al., 2013), (Piirsoo et al., 2019), (Zanardi et al., 1997),
(Bian et al., 2007), (Yu et al., 2007), (Fradet-Turcotte et al., 2010), (Ma et al., 1999), (Deng et
al., 2004). Meil oli vbéimalus kasutada jargnevaid kinaase: CK2, PKA, tsukliinA/CDK2,
tsukliinB/CDKZ2, tslikliinE/CDK2. Kinaasi katse abil leiti, et bakterist puhastatud HPV18 GST-
E1HA valku fosforuilivad PKA, tstkliinE/CDK2 ja CK2. Enamus varasemad tulemused PVde
E1l valku fosforullivate kinaaside kohta périnevad kinaasi konsensusjérjestuste otsimisel
valgust ja seejarel konsensusjérjestuse jargi fosfortilitava aminohappe muutmisel alaniiniks
vOi fosforlleerimist mimikeerivaks aminohappeks, millele jargnes fenotiiibi anallis. Sellised
katsed aga ei ndita, kas vastav kinaas ka tegelikult on vdimeline seda saiti fosforlleerima.
Eelnevalt on MS anallitsiga tuvastatud fosfosaidid vaid BPV1 E1 valgus, kus leiti jargmised
fosfortiulitud aminohapped: S48, S90, S94, S95, S100, T102, S109, T126, S305 ja S584 (Lentz
et al., 2006). Meie laboris varasemalt tehtud LC-ECI-MS/MS eksperimendi tulemuste
analliusimisel tuvastasime in vivo fosforilitud aminohapped HPV11 E1 valgus positsioonides
T57, S60, S89, S93, S104, S107, S626 ja HPV18 E1 valgus positisoonides S93, T94, S97, S110,
S120. Selleks et reaalselt leida, millised kinaasid mis aminohappeid fosfortdlivad, segati kokku

kinaasi reaktsiooni bakterist puhastatud HPV18 E1 valguga ja teostati MS analliis.

Tulemustest selgus, et HPV18 E1 valgus fosforudlisid iheksat aminohappet tsukliinE/CDK2
(S93, S97, S110, S120, S553, T94, T645, T107, T474). PKA fosforiilis kolme (S93,
S321/S322, T645) ja CK2 kahte (T94 ja T107). Nendest aminohapetest S93, T94, S97, S110 ja
S120 tuvastati ka HPV18 E1 valgus in vivo fosfortulitud aminohapete leidmisel. Tuvastatud
tsukliinE/CDK2 aminohapetest T474 paikneb tulpilises tsukliinE/CDK2 konsensusjérjestuses,
milleks on S/T-P-K-K. S97 ja S110 jargneb proliin, mis on omane CDK2 poolt fosfortiulitud
aminohapetele. S120 ja T645 sisaldavad fosfosaidi l&hedal lUsiini, mis meenutab natuke CDK2
konsensusjarjestust. Tuvastatud PKA poolt fosforiileeritud aminohapetest S322 paikneb
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tlupilises PKA konsensusjérjestuses, milleks on R-x-S/T-hiidrofoobne aminohape (Y/V/F/I/L).
Mdlemad CK2 poolt tuvastatud aminohapped T94 ja T107 paiknevad CK2 konsensusjérjestust
meenutavas jarjestuses, milleks on S/T-x-x-D/E (v6i fosfortdlitud seriin). Enamus MS
eksperimendis tuvastatud fosforuleeritud aminohappeid ei paiknenud vastava kinaasi tutpilises
konsensusjarjestuses, mis vois tdhendada, et mitmed kinaasid fosfortilivad HPV18 E1 valgus

ebatlupilisi konsensussaite.

Probleemiks oli MS eksperimentide vaike katvus (45-70%), mistdttu tbenéoliselt ei tuvastatud
kdiki fosfosaite ei esimeses katses, kus taheti tuvastada in vivo fosfosaite ega ka hilisemates
MS eksperimentides, kus taheti leida, millised kinaasid fosfortiulivad milliseid aminohappeid.
Sellel pBhjusel ei saa 6elda, kas kdik leitud PKA, tsiikliinE/CDK2 ja CK2 fosfosaidid esinevad
E1 valgus in vivo. Osasid aminohappeid nagu S93, T94, T107 ja T645 fosforudlisid mitu
kinaasi. Nt S93 ja T645 fosforudlisid nii tsikliinE/CDK2 kui ka PKA. T94 ja T107
fosfortiilivad nii CK2 kui ka tsikliinE/CDK2. See v0ib téhendada, et ka Ulejdanud
aminohappeid saavad fosforiiulida moned teised rakus paiknevad proteiinkinaasid, mille

osalust E1 valgu fosforttlimsiel selles t66s ei uuritud.
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KOKKUVOTE

PVd on vaikesed ja Gsna levinud dsDNA viirused, mis nakatavad naha-ja limaskestade
epiteelkoe keratinotsiiute. Viiruse elutsiklis eristatakse kolme etappi: esialgne amplifikatsioon,
stabiilne sailimisfaas ja vegetatiivne amplifikatsioon. Viiruse replikatsiooniks on vajalikud
valgud E1 ja E2. Need valgud on ka fosfoproteiinid ehk nende aktiivsus, stabiilsus ja funktsioon
on tihti seotud fosforudlimisega. Selles t66s uuriti E1 valgu posttranslatsioonilise
fosfortiilimise m&ju HPV replikatsioonile, valgu tasemele ja paiknemisele HPV11 ja HPV18
naitel. Lisaks puhastati bakterist HPV18GST-E1HA valk ja leiti CK2, PKA ja tsukliinE/CDK?2
fosfosaidid HPV18 E1 valgus. Kokkuvdtlikult jouti jargmistele jareldustele:

e HPV11 E1 valgus on in vivo fosforilitud T57, S60, S89, S93, S96, S104, S107 ja S626;
e HPV18 E1 valgus on in vivo fosforidlitud S93, T94, S97, S110 ja S120;

e HPV11 ja HPV18 E1 valgu N-terminaalses osas olevad fosfortiulitud seriinid paiknevad

tsukliinE sidumismotiivi RXL ees ja see piirkond on kdrgelt konserveerunud paljudes PVdes;

e Konserveerunud nelja N-terminaalses domeenis paikneva seriini (HPV11 - S89, S93, S96,
S107 ning HPV18 - S93, S97, S110, S120) muutmine alaniiniks véhendas mérgatavalt nii
HPV11 kui ka HPV18 genoomi replikatsioonivdimet;

¢ Nende seriinide asemel alaniini kodeerivate HPV11 ja HPV18 E1 valgu analiiusist selgus, et
mutantne E1IHA valk paiknes pigem tsitoplasmas. Samas, fosforiileerimist mimikeerivaks
muudetud mutantsed genoomid ja wt genoomi korral paiknes HPV11 ja HPV18 E1HA valk nii

tuumas kui tsutoplasmas;
e Bakterist puhastatud HPV18GST-E1HA valku fosforiulisid PKA, tsiikliinE/CDK2 ja CK2,;
¢ PKA fosfosaidid HPV 18 E1 valgus asusid positsioonides S93, S321/322 ja T645;

e TsukliinE/CDK2 vdib HPV18 E1 valgus fosforiileerida jargnevaid aminohappeid: S93, T94,
S97, T107, S110, S120, T474, S553, T645;

e CK2 fosfosaidid HPV 18 E1 valgus asusid positsioonides T94 ja T107.
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The role of protein kinases in the regulation of HPV E1 protein functions
(SUMMARY)

Annika Laanemets

Human papillomaviruses are small double-stranded DNA viruses that infect keratinocytes.
Some HPV types called high-risk HPVs have been linked to the development of cervical, penile,
vulvar, skin, anal, head and neck cancers. Low-risk papillomaviruses can cause common and
genital warts. HPV life cycle is tightly linked to epithelial differentiation. HPV replication
occurs in three stages called initial amplification, stable maintenance and vegetative
amplification. Viral proteins E1 and E2 are essential for replication and transcription. Both of

them are phosphoproteins; therefore, protein kinases strongly influence HPV life cycle.

This master's thesis focused on mapping phosphosites in the HPV11 and HPV18 EL1 proteins,
analysing their function in virus life cycle and finding kinases which can phosphorylate these
amino acids. We found eight in vivo phosphosites in the HPV11 E1 protein T57, S60, S89, S93,
S96, S104, S107, S626 and five in vivo phosphosites in the HPV18 E1 protein S93, T94, S97,
S110, S120. At least four of these phosphorylated amino acids were located in highly conserved
region near nuclear localisation and nuclear export signals. Mutated HPV11 and HPV18
genomes were made to understand phosphorylation function of these conserved amino acids.
HPV11 4SA and 4SE mutant genomes coded alanin or glutamatic acid instead of S89, S93, S96
and S107. HPV18 4SA and 4SE mutant genomes coded alanin or glutamatic acid instead of
S93, S97, S110 and S120. All genomes contained HA-tag coding sequence in the E1 open
reading frame. U20S cells were transfected with wt and mutated HPV11 and HPV18 genomes
to analyze their replication and E1 protein location. Our results showed that the replication
activity of the HPV11 and HPV18 4SA mutants was much weaker than that of wt and 4SE
mutants. HPV11 and HPV18 wt and 4SE mutants E1 proteins were localised both in the
cytoplasm and nucleus but 4SA mutants E1 proteins were mainly in the cytoplasm. We also
cloned HPV18 E1 protein expressing sequence into pGEXTEV plasmid. We expresed the
protein in bacteria and used GST-sepharose to purify HPV18 GST-E1 protein. Kinase assays
and MS analyses were performed to identify kinases which could phosphorylate the HPV18 E1
protein. Our results showed that PKA can phosphorylate the following amino acids in HPV18
E1l: S93, S321/S322, S645. CyclinE/CDK2 phosphosites were S93, T94, S97, T107, S110,
S120, T474, S553, T645. CyclinE/CDK2 was responsible for phosphorylating four conserved
serines in the HPV18 E1 protein, which mutating to alanine led to almost loss of replication
activity. CK2 can phosphorylate T94 and T107 in the HPV18 EL1 protein.
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