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INFOLEHT

CAMP-s6ltuva kinaasi mgju inimese papilloomiviiruse tiup 5 replikatsioonile

Inimese papilloomiviirused on kaheahelalise DNA genoomiga viirused, mis nakatavad naha-
ja limaskesta basaalkihi keratinotsiiite. Mdned HPV-d vdivad pdhjustada pahaloomuliste
kasvajate teket. HPV elutstkli Uksikasjalik uurimine aitaks todtada valja efektiivseid ravi
strateegiaid. HPV replikatsioon s6ltub viiruse E1 ja E2 valkudest, mille bioloogilist aktiivsust
kontrollivad mitmed rakkulised valgud, sealhulgas ka proteiinkinaasid. Kéesolev magistritdo
raames leiti, et CAMP-soltuv proteiinkinaas (PKA) reguleerib negatiivselt HPV tlip 5
replikatsiooni U20S rakkudes. PKA signaaliraja aktivatsioon erinevate farmakoloogiliste
ainete (IBMX, forskoliin) lisamisel pdhjustas HPV5 E2 valgu viimist proteasoomsele

degradatsioonile.

Mérksbnad: inimese papilloomiviirus (HPV), replikatsioon, transkriptsioon, E1, EZ2,
proteiinkinaas A (PKA)
CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

The impact of cCAMP-dependent kinase on the replication of human papillomavirus type-
5

Human papillomaviruses (HPV) are double stranded DNA viruses, which infect basal
keratinocytes of cutaneous and mucosal epithelia. Some HPVs can cause malignant tumors.
Detailed study of HPV lifecycle can help effective treatment development. HPV replication
depends on viral E1 and E2 proteins, which biological activity is controlled by various cell
proteins including protein Kinases. In present study it was discovered that cCAMP-dependent
protein kinase (PKA) negatively regulates replication of HPV type 5 in U20S cells. Activation
of PKA signalling by different pharmacological agents (IBMX, forskolin) led to proteasomal
degradation of the HPV5 E2 protein.

Keywords: human papillomavirus (HPV), replication, transcription, E1, E2, protein kinase A
(PKA)
CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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KASUTATUD LUHENDID

AP — aluseline fosfataas (alkaline phosphatase)

Brd4 — rakulise kromtiini siduv faktor (bromodomain-containing protein 4)
C — kataludtiline (subuhik)

CAMP — tsukliline adenosiinmonofosfaat (cyclic adenosine monophosphate)
CBS — tsukliini sidumismotiiv (cyclin binding motif)

Cdk2 — tsukliini-s6ltuv kinaas Il (cyclin-dependent kinase 11)

cDNA — komplementaarne DNA (complementary DNA)

CK?2 — kaseiinkinaas Il (casein kinase I1)

CX4945 — CK2 inhibiitor

db-cAMP — dibuturiil-cAMP

dsDNA — kaheahelaline DNA (double-stranded DNA)

EV — Epidermodysplasia verruciformis

FDU — fluor-desoksuuridiin

FGFR3 — fobroblasti kasvufaktori retseptor 3 (fibroblast growth factor receptor 3)
GPCR — G-valgu seotud retseptor (G-protein coupled receptor)

HPV — inimese papilloomiviirus (human papillomavirus)

H89 — N-[2-(metudlamiin)ettil]-5-isohunoliin-sulfonamiid

IBMX — 3-isobutiilil-1-metil-ksanteen

IMDM - eukaruootsete rakkude koekultuuri sé6de (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium)
K72R — lusiini aminohappejadk 72. positsioonis asendatud arginiiniga
MAPK — mitogeen aktiveeritud proteiinkinaas (mitogen activated protein kinase)
MG-132 — proteasoomi inhibiitor

ND10 - tuuma kehakesed (nuclear bodies)

NES - tuuma eksportsignaal (nuclear export signal)

NLS — tuuma lokalisatsioonisignaal (nuclear localization signal)

PEI — polUetuleenimiin

PKA — cAMP sbltuv proteiinkinaas

PV — papilloomiviirus

R — regulatoorne (subtihik)

SB — Southern blot

Tdpl — tirostul-DNA fosfodiesteraasi inhibiitor

T197A — treoniini aminohappejadk 197. positsioonis asendatud alaniiniga



URR — (lesvoolu asuv regulatoorne ala (upstream regulatory region)
WB — Western blot
wt — metsiktip (wild type)



SISSEJUHATUS

Inimese papilloomiviirused (HPV — Human Papillomavirus) on kaheahelalise DNA
genoomiga viirused, mis nakatavad nii naha- kui ka limaskesta basaalseid keratinotsttte ja on
sOltuvad nende diferentseerumisprogrammist. Tavaliselt plsib viirus organismis latentsena ja
infektsioon kulgeb asiimptomaatiliselt. Madalariski titbid vdivad péhjustada healoomusliste
kasvajate teket — tiikaid, papilloome ja kondiloome. Kdrgeriski tuiibid vbivad aga viia
pahaloomuliste kasvajate tekkeni. HPV-de elutsukli ja selle peremeesrakkudega koostoime

uurimine lubaks rakendada omandatud teadmisi HPV infektsiooni teraapia véljatootamises.

Kuigi suurem osa tdnapaeval teadaolevatest HPV tiilipe on avastatud juba aastakiimneid tagasi,
pole veel seniajani véljatootatud efektiivseid ravimeid nende vastu. PGhjuseks on see, et HPV
elutstikkel on tihedalt seotud epiteelkoe diferentseerumisprogrammiga ning viiruse soodsate
tingimuste loomine laboris on aarmiselt keeruline. Seepérast kasutatakse selleks osteosarkoomi
rakuliini U20S, milles on vdimalik saavutada keratinotsliitidega védga sarnast geenide

ekspressiooni.

HPV replikatsiooni inhibeerimine on (ks olulisem strateegia HPV-sdltuvate infektsioonide
ravis. Seepdrast on tahtis selgitada HPV ja peremeesrakkude omavaheliste interaktsioonide
molekulaarset tausta, et véltida rakkude kahjustamist viiruse infektsioonitsiklisse sekkumisel.
Proteiinkinaasid on olulised mitmete bioloogiliste protsesside regulaatorid rakkudes. HPV
replikatsiooniks koéige hédavajalikud valgud E1 ja E2 on substraatideks suurele hulgale
rakulistele kinaasidele, sealhulgas ka cAMP-sdltuva proteiinkinaasidele (PKA). VVarasemalt on
naidatud, et mitmed kinaasid osalevad erinevate HPV tulpide replikatsiooni regulatsioonis
(Maetal., 1999; Piirsoo et al., 2019; Xie et al., 2017; Yu et al., 2007).

Antud magistritdé esimeses osas kirjeldatakse inimese papilloomiviiruse elutsiklit,
puudutakse tdpsemalt E1 ja E2 valkude ehitust ja funktsioone ning Kirjeldatakse erinevate
proteiinkinaaside rolli (tdpsemalt PKA) peremeesrakkudes ja viiruse elutsuklis.
Eksperimentaalne osa jaguneb kaheks: esimeses tootatakse vélja HPV tlip 5 kemikaalide
raamatukogu testimise tingimusi. Teises uuritakse PKA mdju HPV tulp 5 transientsele ja
stabiilsele replikatsioonile ja selgitatakse primaarset PKA sihtmérki. Magistrito6 koostati Tartu

Ulikooli Tehnoloogiainstituudi molekulaarse viroloogia uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Papilloomiviirused

Papilloomiviirused (PV-d ehk Papillomaviruses) on laialt levinud viirused, mis nakatavad
epiteelkoe keratinotsiilite. PV-de liigi- ja koespetsiifilisus madrab nende vdimet nakatada
erinevaid selgroogseid loomi: imetajaid, linde, kalu ja roomajaid (Pinidis et al., 2016; Bernard
et al., 2010). PV-del on ikosaeedriline membraanita virion, mille sees on umbkaudu 8 kb
suurune tsirkulaarne dsDNA. Nende genoom kodeerib kuni 8 geeni ja on pakitud kromatiini

rakuliste histoonide abil (Favre et al., 1977).

PV-d kuuluvad Papillomaviridae sugukonda ja tdnaseks on teada ule 400 taubi, millest umbes
200 on inimest nakatavad papilloomiviirused (https://pave.niaid.nih.gov/). PV-de
klassifitseerimiseks voetakse aluseks genoomi kdige konserveerunuma lugemisraami
nukleotiidne jarjestus, milleks on L1 kapsiidivalgu kodeeriv lugemisraam. Kui uue isoleeritud
viiruse L1 lugemisraam erineb eelnevalt Kirjeldatud L1 lugemisraamidest vahemalt 10%, siis
loetakse teda uueks tliubiks (Bernard et al., 2010).

1.2 Inimese papilloomiviirused

Inimese PV-d (HPV-d ehk Human Papillomaviruses) on inimeste naha- ja limaskesta
basaalkihi keratinotsiiite nakatavad viirused. Fulogeneetiliselt jagatakse HPV-d alfa-, beeta-,
gamma-, mu- ja nu perekonda (Syrjanen, 2018) (Joonis 1). HPV tlubid, mis kuuluvad alfa
perekonda nakatavad pdhiliselt suu- ja suguelundite limaskesta ning véliseid suguelundeid.
Kdik Ulejaanud nakatavad naha epiteelkudet. Lisaks sellele jagatakse HPV-d patoloogia
iseloomu pdhjal madala- ja korgeriski viirusteks. Madalariski HPV tliubid vdivad pdhjustada
healoomulisi kasvajaid ehk tlikaid ja papilloome. Naiteks HPV6 ja HPV11 po6hjustavad
healoomulisi tutkaid suguelunditel, HPV1, HPV2 ja HPV4 aga nahal (kéatel ja jalgadel) (La
Rosa et al., 2013). Kdrgeriski viiruste tulbid, nagu naditeks HPV16, HPV18, HPV31 jne,
omavad onkogeenset potentsiaali. Koige laiemalt levinud HPV poolt tekitatud pahaloomuline
kasvaja on emakakaelavéhk (99,7% juhtudest seostatakse HPV infektsiooniga) (Walboomers
et al., 1999). Samuti pdhjustab HPV ka teisi pea-, kaela-, naha- ja anogenitaalpiirkonna

kasvajaid.



Esmane ldhemine HPV nakkuse ennetamiseks hdlmab endas nii riski vdhendamist kui ka
vaktsiinide kasutamist. Kuna pohiline osa pahaloomuliste kasvajate tekkimisel on seotud
viiruse edasikandumisel sugulisel teel, siis on kondoomi kasutamine oluliseks vahendiks
nakkuse dara hoidmiseks. See aga ei kaitse nahka nakatavate HPV tulpide nakkuse eest (Burd,
2003).

Tanapéevaks on olemas kolm profilaktilist HPV vaktsiini: Gardasil®, neljavalentne HPV
(4vHPV) vaktsiin, mis on suunatud HPV6, HPV11, HPV16 ja HPV18 vastu; Cervavix®,
bivalentne HPV vaktsiin (2vHPV), mis on suunatud HPV16 ja HPV18 vastu; ning Gardasil
9®, uiheksavalentne HPV (9vHPV) vaktsiin, mis on suunatud HPV6, HPV11, HPV16, HPV18,
HPV31, HPV33, HPV45, HPV51 ja HPV58 vastu (Wang et al., 2020). Kik kolm vaktsiini on
kokkupandud viiruse-sarnastest partiklitest L1 valgu rekombinantse ekspressiooni tulemusena
(Buck et al., 2013). Vaktsineerimine HPV vaktsiinidega aitab kaitsta HPV nakkuse eest.
Samuti on ndidatud, et HPV vaktsineerimisega indutseeritud immuunvastus on palju tugevam
vorreldes loomuliku HPV nakkuse tulemusena saavutatud omaga. Negatiivseks kiiljeks on aga

see, et HPV vaktsiin ei saa kaitsta juba olemasoleva nakkuse eest (Wang et al, 2020).

Alfa PVd

Beeta PV-d

Joonis 1. HPV-de fiilogeneetiline puu. Joonisel on naidatud HPV kapsiidivalk L1 jarjestuste erinevuse alusel
kokkupandud fiilogeneetiline puu. HPV-d jagatakse 5 erinevasse perekonda: alfa, beeta, gamma, mu ja nu. Lisaks
jagatakse perekonnad erinevatesse gruppidesse vastavalt nende bioloogilisele erinevusele (muudetud joonis
Doorbar, 2006).



1.2.1 Beeta HPV-d

Nahka nakatavad HPV-d kuuluvad pdohiliselt beeta perekonda ja on populatsioonis laialt
levinud (ligikaudu 90% testitud tervetel inimestel on leitud beeta HPV-d) (Bavinck et al.,
2010). Beeta HPV-d on leitud pea, kate tagakilje ning tuharate nahalt (Weissenborn et al.,
2009). Eelnevalt on néidatud, et juuksefolliikulite tivirakud on pdhiliseks nakkuse

reservuaariks, kus nad moodustavad pusiva infektsiooni (Plasmeijer et al., 2009).

Tervetel inimestel pohjustavad beeta HPV-d pohiliselt asimptomaatilisi infektsioone (nditeks
HPV14 ja HPV19), kuid on vBimelised kutsuma esile nii soolattitikaid (néiteks HPV2 ja HPV4)
kui ka nahapapilloome (néditeks HPV1). Suurel osal kaovad nende poolt pdhjustatud kasvajad

iseenesest tanu omandatud immuunsusteemi vastusele (Bhatla ja Singhal, 2020).

Immuunpuudulikel inimestel vdivad nahka nakatavad kdrgeriski tiubid (HPV5 ja HPV8)
pdhjustada pahaloomuliste kasvajate teket. Nad m&lemad kuuluvad beeta perekonna gruppi 1
ja on isoleeritud retsessiivse geneetilise hdire Epidermodysplasia verruciformis-st (EV)
podevatelt inimestelt. Nende patsientide immuunsisteem ei ole vdimeline tulema toime
healoomuliste kasvajate korvaldamisega, mis aja moddumisel vdivad minna (le
pahaloomulisteks (Orth, 2006). HPV5 pusib eluaeg organismis ning nakatanutel on alati risk
saada pahaloomulist véhki eriti nahal, mis on eksponeeritud pikaajaliselt paikesekiirgusele
(Kalinska-Bienias et al., 2016).

1.3HPV elutsukkel

HPV-d nakatavad mitmekihilist lameepiteeli, mis sisaldab erinevates diferentseerumise
staadiumites olevaid keratinotsute. Viiruse elutstklis vaib eristada kolme replikatsiooni faasi:
transientne ehk esialgne kiire amplifikatsioon, latentse perioodi jooksul toimuv stabiilne
replikatsioon ning nakkuse I6ppfaasis toimuv vegetatiivne replikatsioon (Joonis 2) (Fisher,
2015). Transientne ja stabiilne replikatsioon leiab aset epiteelkoe basaalkihis, vegetatiivne
amplifikatsioon viiakse 1abi enne virionide kokkupakkimist diferentseerunud keratinotsultides
(Kadaja et al., 2009).

Keratinotsttide nakatamiseks on HPV-I vaja naha- vdi limaskesta mikrohaavandeid, et viirus
saaks siseneda mitmekihilise epiteeli jagunevatesse rakkudesse. Infitseeritud basaalsetes
rakkudes séiluvad viiruse genoomid madala koopiaarvuga (Doorbar et al., 2012). E1 ja E2

valkude ekspressiooni jérel toimub nende seondumine viiruse replikatsiooni alguspunktile,

10



lubades rakulistel replikatsioonifaktoritel viia ldbi viiruse episomaalse genoomi
amplifitseerimine (Lazarczyk et al., 2009). Kuni viimase replikatsiooni faasini sailitatakse
viiruste stabiilse koopia arvu raku kohta ning seejarel suurendatakse umbes 1000-ni ja
alustatakse virionide kokkupakkimist. Virionid véljuvad koos surnud rakkudega pinna pealt

naha koorumise tulemusena.

‘ virionide pakkimine

~1000 ja véljumine
;‘E
- 2
2 vegetatiivne
2 - o replikatsioon
s stabiilne replikatsioon
- ~50-300
Q.
o
] P
= esialgne

amplifikatsioon
0
infektsioon

Joonis 2. HPV elutsiiklis toimuvad erinevad replikatsiooni faasid (muudetud joonis Fisher, 2015).

1.3.1 Sisenemine rakku

Viirus siseneb rakku epiteeli mikrohaavandite labi ja kapsiidivalk L1 kinnitub rakumembraanil
paiknevatele hepariinsulfaat proteogliikaanidele (Day ja Schelhaas, 2014). Péarast Kinnitumist
labib viiruse kapsiidivalk L2 konformatsioonilised muutused. Ténu struktuursetele muutustele
on viirus vdimeline seonduma sekundaarse retseptoriga ja sisenema rakku endotsutoosiga.
Rakku sisenemisel, lagundatakse L1 valk lisosoomide poolt, L2 moodustab aga kompleksi
viiruse DNA-ga, suundudes edasi Golgi kompleksisse (Aksoy et al., 2017). Viiruse DNA
sisenemiseks tuuma on vajalik raku mitoosis toimuv tuumamembraani lagunemine. Tuuma
sisenemisel seotakse L2-DNA kompleks ND10 tuuma domeenidega, mille abil I&heneb viiruse
genoom peremehe raku kromosoomile. Interfaasis kromosoomide dekondenseerumise kaigus
vabastatakse ND10 ja L2 valgu viiruse genoomist. Seejarel saab toimuda HPV replikatsioon ja
transkriptsioon (McBride, 2017).
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1.3.2 Transiente replikatsioon

Esialgse replikatsiooni kédigus amplifitseeritakse vaike arv viiruse episoome, mis sailivad
peremeesrakkudes ekstrakromosomaalsete replikatsioonivdimeliste plasmiididena. Selle faasi
kéigus saavutatakse umbes 50-300 koopiat raku kohta (Nguyen et al., 2014; Doorbar et al.,
2012). Viiruse genoomi esimeste transkriptide E1 ja E2 ekspressiooniks ning E1- ja E2-
sOltuvalt HPV genoomi koopiaarvu suurendamiseks kasutatakse raku enda replikatsiooni
masinavarki (Kadaja et al., 2009). Viiruse genoomi replikatsioon indutseerib peremeesrakudes
DNA kahjustuse vastuse, mis soodustab HPV genoomi edasist replikatsiooni (McBride, 2017).

1.3.3 Latentne periood

Transientse replikatsiooni jooksul saavutatakse basaalkihi rakkudes véike viiruse DNA
koopiaarv, mis sailub episoomidena. Sellele jargneb replikatsiooni jargmine faas — latentne
periood ehk stabiilne sdilumisfaas, mille jooksul toimub HPV DNA replikatsioon koos
peremeesraku replikatsiooniga. Rakutsiikli S-faasi kaigus kahekordistatakse viirusgenoomide
arvu ja seejarel jagatakse titarrakkude tuumadesse. E2 valk vastutab siin viirusgenoomide
vOrdse jaotumise eest, kinnitades genoomid peremeesraku kromosoomidele (McBride, 2008).
Kirjeldatud protsess toimub tédnu E2-s paiknevale DNA-d siduvale transaktivatsiooni
domeenile, mis Ghineb peremeesraku kromatiiniga. Latentse perioodi jooksul vdivad viiruse
genoomid paikneda basaalkihi rakkudes aastaid kuni neid ei korvaldata peremehe

immuunsisteemi abil.

1.3.4 Vegetatiivne replikatsioon

Epiteelirakkude eraldumisel basaalmembraanilt, kaotatakse jagunemisvdime ja algab rakkude
diferentseerumine. Diferentseerumisega kaasneb ka raku mitootilise aktiivsuse peatamine.
Selleks, et viirus saaks jatkata enda genoomi replikatsiooni, on tal onkovalk E7, mis loob
diferentseerumist alustanud rakkudes S-faasi sarnast keskkonda rakujagunemise jatkamiseks
(Bodily et al., 2013). Rakkude liikumisel suprabasaalsesse epiteelkihti, ltlitub E1 ja E2 valgu
transkriptsioon E2 valgu poolt reguleeritud varajaselt promootorilt viiruse hilisele
promootorile. See toob endaga kaasa E1 ja E2 valkude taseme kasvu (Klumpp ja Laiminis,
1999) ja labi selle tduseb koopiate arv raku kohta 1000-ni. Selles faasis alustatakse ka L1 ja
L2 kapsiidivalkude stinteesi (Kadaja et al., 2009).
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1.3.5 Virionide kokkupakkimine ja valjumine rakust

Silnteesitud L1 ja L2 valgud omavad tuumalokalisatsiooni signaale ja tanu sellele toimub
virionide pakkimine ainult tuuma sees (Darshan et al., 2004). Kapsiidi kokkupakkimise jéarel,
sunteesitakse L1 valkude vahel disulfiidsildu, mis aitavad virionidel minna I6plikku
kiipsemiseni. Klipsemine aitab kapsiididel stabiliseeruda ja kaitseb rakuliste proteaaside eest
(Buck et al., 2005b). Kuna papilloomiviirus ei oma ltdtilist omadust, siis véljuvad virionid

koos surnud rakkudega naha koorumise kaigus.

1.4E1 ja E2 valgud kui HPV replikatsiooni “meistrid”

HPV-d vajavad DNA replikatsiooni ja transkriptsiooni l&biviimiseks funktsionaalseid varajase
regiooni (E) valke E1 ja E2. Seoses sellega on nad ka koige laialdasemalt uuritud
papilloomiviiruste valgud. E1 on saitspetsiifiline DNA-d siduv valk, mis seondub DNA
replikatsiooni alguspunktile (origin; ori), avab DNA dupleksi ja k&itub kui helikaas. E2 on aga
DNA-ga seonduv transkriptsioonifaktor ning osaleb replikatsiooni initsieerimises koos E1
valguga (Schuck et al., 2013).

141 E1

E1 valk on umbes 70 kDa suurune ja koosneb kuni 650 aminohappest. E1 on ATP s6ltuv DNA
helikaas, mis on absoluutselt vajalik viiruse episoomide replikatsiooni ja amplifikatsiooni jaoks
nakatunud rakkude tuumas. E1 osaleb ori &ratundmises, kaheahelalise DNA eraldamises ning
rakuliste replikatsioonifaktoritega (DNA poliimeraas o primaas, topoisomeraas | ja
replikatsioonivalk A) seondumises. Varasemalt on néidatud, et esialgse replikatsiooni jooksul
on E1 &armiselt oluline ning kui saavutatakse stabiilne viirusgenoomide koopiaarv basaalkihi
keratinotsutides siis muutub edasine replikatsioon E1-s6ltumatuks (Egawa et al, 2015; Kim
ja Lambert, 2002).

E1 jagatakse kolmeks funktsionaalseks segmendiks: N-terminaalne regulatoorne osa, DNA-d
siduv domeen ja C-terminaalne ensimaatiline domeen. N-terminaalne osa sisaldab tuuma
lokalisatsioonisignaali (NLS — nuclear localization signal), Crml-séltuva tuuma
eksportsignaali (NES — nuclear export signal), tstkliini sidumismotiivi (CBS — cyclin binding

motif) ning Cdk2 fosforlleerimise saite, mis aitavad E1 valgul akumuleeruda raku tuumas.
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Kogu N-terminaalne domeen osaleb E1 valgu liikumises tuuma-tsiitoplasma vahel (Morin et
al., 2011). Valgu transport tuuma toimub l&bi mitme o-importiinidega seondumise (Bian et al.,
2007). E1 akumuleerimine tuumas poOhjustab aga rakutsiikli peatamist S-faasis (Fradet-
Turcotte et al., 2010). Keskmine domeen tunneb &ra spetsiifilise ori jérjestuse viiruse genoomis
ja seondub DNA-ga (Chen ja Stenlund, 2001). C-terminaalne domeen osaleb E1 valgu
oligomeriseerumises kaksik-heksameeriks, ATP sidumises ning kaheahelalise DNA
lahtipakkimises (Enemark ja Joshua-Tor, 2006). Lisaks sellele paikneb C-terminuse otsas
lihike regioon, mis aitab stabiliseerida E1 heksameeri DNA harutamise kdigus (Whelan et al.,
2012).

142 E2

E2 on umbes 50 kDa suurune regulatoorne valk, mis koosneb N-terminaalsest
transaktivatsiooni domeenist, C-terminaalsest DNA sidumise domeenist ning nende vahel
paiknevast linkerjarjestusest (Hinge) (Giri ja Yaniv, 1988). E2 geeni produktid erinevad oma
suuruse poolest tdnu ekspressioonile erinevatelt promootoritelt ja alternatiivsele RNA
splaissingule. Need geeni produktid (E8"E2, E8"E2C, E1"E2, EIM"E2 ja E9"E2) td6tavad

kui viiruse transkriptsiooni ja replikatsiooni repressorid (McBride, 2013).

E2 valgud on pdhilised HPV transkriptsioonilised regulaatorid. Viirusgenoomile spetsiifiline
seondumine E2 taispika valgu poolt pdhjustab transkriptsiooni aktivatsiooni v8i repressiooni.
E2 madala kontsentratsiooni juures aktiveeritakse viiruse transkriptsioon, samal ajal kbrgete
kontsentratsioonide juures vastupidi toimub mahasurumine (Steger ja Corbach, 1997).
Mitmete seondumissaitidele ja kromatiinile kinnitumine E2 valgu poolt kindlustab viiruse
DNA sdilimist episoomidena ja aitab jagada HPV genoomi vordselt tiitarrakkude vahel mitoosi
ajal (llves et al., 1999).

E2 osaleb replikatsiooni initsieerimises labi E1 helikaasi suunamise replikatsiooni ori-le. E1
valgu DNA-le kinnitumine ja kaksik-heksameeri moodustumine pdhjustab E2 lahkumist. See
lubab viiruse DNA replikatsioonil alata. Mdlemad, nii E1 oligomeriseerumine kui ka E2

lahkumine E1-E2 kompleksist, toimuvad tdnu ATP seondumisele (Sanders ja Stenlund, 1998).

Alternatiivse splaissingu tulemusena saadud E8~E2 valk mangib olulist rolli viiruse elutsikli
regulatsioonis ning aitab sdilitada madalat koopiaarvu (Ammermann et al., 2008). E8"E2 on

vBimeline seostuma E2 valguga, moodustades E8"E2/E2 kompleksi. Kompleks seondub E2
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sidumissaidile regulatoorses alas ja takistab E1 valgu kinnitumist ori-le, mis pdhjustab viiruse

replikatsiooni inhibeerimise (Straub et al.,2015).

1.5 E1 ja E2 valkude aktiivsust reguleerivad rakulised proteiinkinaasid

Proteiinkinaasid on ensttmid, mis modifitseerivad teisi rakulisi valke kandes ATP-st
fosfaatriihma valgu substraadile. Suurem osa proteiinkinaasides (~99%) fosforileerivad kas
seriini ja/vdi treoniini (Ser/Thr) ning tdrosiini (Tyr). Monedel juhtudel ka kdik kolm
aminohapet. Fosfaatrihma ulekandmine toob kaasa valgu (substraadi) funktsionaalsete
omaduste muutuse, pbhjustades ensiimaatilise aktiivsuse muutust, rakusisese translokatsiooni
vOi suunates selle interakteeruma teiste rakuliste molekulidega. Kataluttiline domeen sisaldab
ATP-d siduvat vagu, kus ATP liitumisel seda hudrolulsitakse. Lisaks sellele on
proteiinkinaasidel ka teisi domeene, mis osalevad kataltttilise aktiivsuse regulatsioonis ja

vastutavad rakusisese paiknemise eest (Pollard et al., 2017).

Médlemad, nii E1 kui ka E2 on fosfovalgud, mis fosfor(leeritakse peremehe proteiini kinaaside
poolt. Néiteks kaseeinkinaas Il (CK2) on Ser/Thr proteiinkinaas, mis osaleb rakutsikli
regulatsioonis, raku jagunemises, rakuskeleti reorganiseerimises, apoptoosis ja ellujaamises
(Kramerov ja Ljubimov, 2012). E1 N-terminaalne domeen ja E2 valgu Hinge piirkond omavad
fosforileerimise saite, mis fosfortleeritakse CK2 poolt. HPV11, HPV31 ja BPV1 (Bovine
papillomavirus) tidpide E1 valgu ja BPV1 E2 valgu fosforlleerimine pdhjustab valkude
vOimetust kinnituma DNA-Ile replikatsiooni initsieerimiseks. Seepérast loetakse CK2 viirusliku
replikatsiooni negatiivseks regulaatoriks (Schuck et al., 2013). CK2 vdib olla ka positiivseks
regulaatoriks. Naiteks Brd4 (rakulise kromatiini siduv faktor) on oluline HPV elutsuklis
toimuvate protsesside l&biviimisel: replikatsiooni algatamisel, viirusgenoomi transkriptsioonis,
segregatsioonis ja sdilitamises raku jagunemise ajal. Brd4 fosforileerimine CK2 poolt
pdhjustab faktori seondumist E2 valguga, mis omakorda aitab viia labi eelnimetatud viiruse
elutstikli protsesse (Iftner et al., 2017). Lisaks sellele on ndidatud, et CK2 kataludtilise ihiku
inhibeerimine pdhjustab HPV5, HPV11 ja HPV18 tllpide esialgse replikatsiooni
mahasurumise, mis kinnitab et aktiivne CK2 on oluline mitmete HPV tulpide edukaks
elutsukliks (Piirsoo et al., 2019).

Tsukliinis6ltuvad kinaasid (CDK) téidavad keskset rolli rakutsikli regulatsioonis. CDK
aktiveerimiseks on vajalik tstkliinidega kompleksi moodustamine (Swaffer et al., 2016).

Varasemalt on ndidatud, et CDK fosforuleerib papilloomiviiruse E1 valku N-terminaalses
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domeenis. NES fosfortleerimine tstikliin/CDK poolt pdhjustab selle inaktiveerimise, mis lubab

E1 valgul jd&da raku tuuma ja viia labi viiruse DNA replikatsiooni (Deng et al., 2004).

Fibroblasti kasvufaktori retseptor 3 (FGFR3) kuulub transmembraansete tlrosiinkinaasi
retseptorite perekonda ning osaleb raku kasvu, diferentseerumist ja migratsiooni mdjutavate
signaalide edastamises (Johnson ja Williams, 1993). FGFR3 on leitud HPV E2 valgu
koosseisus varajastel replikatsiooni etappidel. E2 fosfortileerimine phjustab viirusliku DNA
replikatsiooni inhibeerimise, mis seletab ka viiruskoopiate madalat arvu. Raku
diferentseerumisel FGFR3 tase langeb ja E2 saab viiruse genoomi amplifitseerida suuremates
kogustes (Xie et al., 2017).

Mitogeen aktiveeritud proteiin kinaasid (MAPK) osalevad rakusiseste siindmuste signaalide
ulekandmisel (Pearson et al., 2001). HPV11 E1 valgu tuuma lokalisatsiooni signaalide
fosforiileerimine viib E1 tuuma, kus HPV replikatsioon saab toimuda. Arvatakse, et see

mehhanism on oluline HPV pisivaks replikatsiooniks nakatunud rakkudes (Yu et al., 2007).

1.5.1 Proteiinkinaas A

Proteiinkinaas A (PKA) on cAMP-s6ltuv Ser/Thr aminohappejaéki fosforileeriv
proteiinkinaas. PKA holoensiiim on tetrameer, mille koosseisus on kaks regulatoorset (R) ja
kaks kataltdtilist subthikut (C) (Fimia ja Sassone-Corsi, 2001). Imetajatel on 4 tlidpi R
subthikuid: Rla, RIB, RIlo ja RIIB ning erinevate subuhikute jargi Klassifitseeritakse neid PKA
| ja PKA Il gruppidesse (Taskén et al., 1993).

CAMP on sekundaarne signaalmolekul, mida leidub rakkudes suurtes kogustes. CAMP on
vOimeline reguleerima erinevaid rakkudes toimuvaid bioloogilisi protsesse: rakkude
metabolismi, ioonkanalite aktivatsiooni, geeni ekspressiooni, rakkude kasvu, diferentseerumist
ning apoptoosi (Chin et al., 2002). cAMP genereerimine reguleeritakse G-valkude sdltuvalt.
Rakuvaliste ligandide liitumine G-valgu seotud retseptorile (GPCR — G-protein coupled
receptor) pohjustab Go subtihiku eraldumist GB ja Gy subuhikutest. Seejarel pdhjustab Ga
subUihik adenulaat tsiiklaaside aktivatsiooni, mis omakorda suunavad ATP molekuli cAMP-ks
(Zhang et al., 2020).

PKA aktiveeritakse siis, kui neli cAMP molekuli seondub PKA R subihikule (2 cAMP iga
subiihiku kohta). cCAMP seondumine pdhjustab PKA konformatsioonilise muutuse ja kutsub

esile C subuhikute dissotsieerumist, jattes R subiihikud cAMP-ga seotuks. Kaks C monomeeri
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muutuvad Kkatalutiliselt aktiivseks ATP molekuli sidumisel (London et al., 2020). PKA
aktiivsus on reguleeritud CAMP tasemega tstitosoolis ja isegi vaikesed CAMP kontsentratsiooni
muutused voivad pdhjustada PKA taseme muutust. cAMP hidrolttsimine fosfodiesteraaside
poolt pbhjustab cAMP taseme langust ja seeldbi mdjutatakse PKA aktiivsust negatiivselt
(Omori et al, 2007). Vesinikkarbonaad ja kaltsiumioonid mdjutavad cAMP aga vastupidi,
pohjustades rakkudes cAMP-i tootmist (Litvin et al., 2003). Lisaks reguleeritakse PKA
aktivatsiooni ka mitmete teiste fosforlleerimise protsesside kaigus, nagu nditeks
autofosforiileerimine voi fosforuleerimine teiste regulatoorsete kinaaside poolt (Byrne et al.,
2016).

Varasemalt on néidatud, et PKA fosforileerib HPV8 E2 valgu S253 positsioonis, mis on
konserveerunud ainult beeta PV-s. Uuritav fosforiileerimine on oluline E2 stabiliseerimises,
valgu kinnitumises mitotootilistele kromosoomidele ja kromosoomide vordses jaotumises
tltarrakkude vahel (Sekhar ja McBride, 2012). Seepérast voib eeldada, et PKA aktiivsus on

oluline viirusgenoomi replikatsiooni regulatsioonis sdilumisfaasi jooksul.
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2 EKSPEREMENTAALOSA

2.1 T60 eesmargid

Antud magistritod eesmargiks on optimiseerida uute kemikaalide raamatukogu testimise

tingimusi ning analutsida cAMP-s6ltuva proteiinkinaasi (PKA) mdju HPV5 replikatsioonile
U20S rakkudes.

Enne todle asumist pistitati jargmised ulesanded:

HPV5NIuc genoomi transfekteeritava koguse ja inkubatsiooni aja optimiseerimine
skriininguks;

Skriiningus kasutatava lutsiferaasi médtmise tingimuste optimiseerimine;

Uurida, kuidas aktiveeritakse PKA-s6ltuva signaalirada skriiningu kaigus leitud HPV5
inhibiitorite juuresolekul;

Kontrollida CAMP taset ja PKA katalultiliste aktiivsust mojutavate farmakoloogiliste
ainete sisenemist U20S rakkudesse;

Vaadata, kuidas testitud farmakoloogilised ained mdjutavad HPVS5 transientset ja
stabiilset replikatsiooni U20S rakkudes;

Analttsida HPV5 replikatsiooni efektiivsust PKA konstruktide tile-ekspresseerimisel
U20S rakkudes;

Uurida PKA aktiveerivate farmakoloogiliste ainete moju E1 ja E2 HPV5 valkudele;
PKA vahendatud HPV5 replikatsiooni muutustega seotud voimalike mehhanismide

uurimine.
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2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 To0s kasutatud plasmiidid ja kemikaalid

Koik selles toos kasutatud plasmiidid on saadud molekulaarviroloogia labori varudest.

pFLAG-CMV-4 vektor
FLAG epitoobi (DYKDDDDK) sisaldav plasmiid (6271 bp) (Sigma-Aldrich).

pFLAG-PKAwt

PKA kataliiiitilise subiihiku a kodeeriv jarjestus (NCBI andmebaasi number NM_002730.4)
amplifitseeriti RT-PCR-ga kasutades Phusion HighFidelity DNA Polymerase kit-i (Thermo
Fisher Scientific) ning U20S rakkudest saadud matriits-cONA. Saadud jarjestus kloneeriti
pFLAG-CMV-4 vektorisse (Sigma-Aldrich) Hindlll ja Notl restriktsioonisaitide vahele.

pFLAG-PKA(T197A)
Plasmiid kodeerib proteiin kinaas A kataliiiitilist subiihikut a kus 197. positsioonis olev

treoniini aminohappejadk on muudetud alaniiniks.

PFLAG-PKA(K72R)

Plasmiid kodeerib proteiin kinaas A kataliiiitilist subtihikut o kus 72. positsioonis olev liisiini

aminohappejaak on muudetud arginiiniks.

HPV5NIuc algplasmiid

HPV5-Nluc algplasmiid sisaldab pMC.BESPX vektorisse kloneeritud HPV5 wt genoomi
jarjestust, kuhu lisaks on sisseviidud koodon-optimiseeritud Nluc ja ise protsessitav FMDV-
2A (Foot-and-mouth disease virus) peptiidi kodeerivad jarjestused E2 avatud lugemisraami
(pérast 59. nukleotiidi) vahetult parast E1 Stop-koodonit. Nluc ja FMDV-2A peptiidi

jarjestusele jargneb taispikk E2 avatud lugemisraam (Piirsoo et al., 2019).
HPV5-E1HA-NIuc-E2FLAG algplasmiid

Plasmiid on loodud HPV5-Nluc algplasmiidi alusel, kuhu on sisseviidud HA-margist kodeeriv

jarjestus kohe pérast 15. nukleotiidi E1 avatud lugemisraamis. Nluc ja FMDV-2A piirkond
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paikneb samas kohas nagu HPV5-NIuc puhul ning FLAG-méargist kodeeriv jarjestus on viidud

E2 avatud lugemisraami kohe pérast esimest ATG koodonit ja 2A jarjestust.

HPV5E1 mc
Plasmiid kodeerib HPV5 metsiktlive genoomi ja sisaldab punktmutatsiooni E1 geeni esimeses

AUG koodonis ja seelabi ei ole vdimeline ekspresseerima E1.

HPV5E2  mc
Plasmiid kodeerib HPV5 metsiktiive genoomi ja sisaldab punktmutatsiooni E2 geeni esimeses

AUG koodonis ja seelabi ei ole vdimeline ekspresseerima E2.

Kdik to0s kasutatud HPV genoomid pisirdngaste kujul olid saadud algplasmiididest
jarjestusspetsiifilise rekombinatsiooni teel bakteritives ZYCY10P3S2T nagu varem
kirjeldatud (Kay 2010, Orav 2015).

CX4945, Tdpl, FDU, IBMX, Forskolin, db-cAMP, H89 ja MG-132 (Santa Cruz
Biotechnologies) olid lahustatud dimettulsulfoksiidis (DMSO) (Sigma-Aldrich).

2.2.2 Kasutatud rakuliinid ja s66tmed

T60s kasutati inimese osteosarkoomi U20S rakke, mis kasvatati IMDM s06tmes (Iscove’s
Modified Dulbecco’s Medium) (Biowest), kuhu lisati 10% veise loote seerumit (fetal calf serum
— FCS) ja 1% penitsilliin-streptomstiini (PEST) (Sigma-Aldrich). Inimese embriionaalsetest
neerurakkudest saadud rakuliin 293FT kasvatati DMEM s66tmes (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) (Pan Biotech), mis sisaldas 10% FCS ja 1% PEST.

Rakud kasvatati inkubaatoris 37 °C juures ja 5% CO: sisalduse juures.

2.2.3 Rakkude transfektsioon

Kdik t60s kasutatud genoomid transfekteeriti U20S rakkudesse, kasutades elektroporatsiooni
meetodit. Igale transfektsioonile veti umbes 10 rakke. 24 tundi enne transfektsiooni jagati 10
cm tassil olevad konfluentsed rakud kahele uuele tassile. Jargmisel p&eval aspireeriti tassilt
s60de ja pesti PBS lahusega (2,7 mM KCI, 1,47 mM KH2PO4, 137 mM NacCl, 4,3 mM
Na2HPO4). Seejérel lisati 0.25% Trypsin-EDTA lahust (Sigma-Aldrich) rakkude
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lahtiloomiseks ja viidi rakud varske so6tmega tuubi. Rakud fuugiti 21000 rpm ja 20 °C juures 5
min Eppendorf Centrifuge 5810R tsentrifuugis (Thermo Fisher Scientific) ning seejarel
eemaldati supernatant. Jargmisena lisati rakkudele 250 ul vérsket soddet iga poratsiooni kohta
ja resuspendeeriti. Igale proovile lisati 50 ug 16he spermi DNAd. Ja&rgmised HPV genoomi voi
PKA kodeerivate konstruktide kogused kasutati umbes 108 rakkude kohta: 1000 ng HPV5 wt,
HPV5-Nluc ja HPV5-E1HA-NIuc-E2FLAG, 250 ng PKA wt, 1000 ng PKA (T197A) ning
1500 ng PKA (K72R). Rakususpensioon DNA-ga viidi Ule elektroporatsiooni kivettidesse ja
transfektsioon viidi 1abi 220 V ja 975 pF juures Gene Pulser XCell elektroporaatoriga (Bio-
Rad Laboratories). Kohe parast transfektsiooni, viidi rakud vastavatesse tuubidesse, kuhu lisati

eelnevalt vérske soode ja seejarel jagati rakud ettenahtud plaatidele.

297FT rakkude transfekteerimiseks kasutati poltetuleenimiini (PEI) (Inbio). Rakke plaaditi 10
cm suurustele rakukultuuri tassidele 48 tundi enne transfektsiooni. Transfektsiooniks kasutati
erinev kogus PKA konstrukte: pFLAG-PKAwt (3000 ng) + tuihi vektor (5000 ng), pFLAG-
PKA(T197A) (8000 ng) ning pFLAG-PKA(K72R) (16000 ng kahele tassile jaotatud). PEI
algkontsentratsiooniga 80 mg/ml lahjendati 1 mg/ml-ni puhtas vees. DNA lahjendati 200 pl
ilma lisanditeta DMEM so60tmes. Seejérel lisati igale proovile 20 ul 1x PEI ning inkubeeriti 5
min toatemperatuuril. Rakud pesti 5 ml DMEM-ga, lisati 7 ml ilma lisanditeta DMEM sd0det
ning tilgutati DNA/PEI segu tassile laiali. Rakke hoiti inkubaatoris 2 h. Seejarel lisati rakkudele
14 ml taiss60det ja inkubeeriti veel 48 tundi.

2.2.4 Totaalse DNA eraldamine U20S rakkudest

U20S rakke pesti PBS-ga ja ludsiti 500 ul Sol IV (20 mM Tris pH 8.0, 100 mM NacCl, 0.1 g/
mM EDTA, 0.2% SDS) lahuses. Liisaadid homogeniseeriti kasutades insuliini sustalt koos 24G
ndelaga, lisati Proteinaas K (I6ppkontsentratsiooniga 200 ug/ml) ja inkubeeriti 56 °C juures
uledd. Seejérel lisati lusaadile 500 pl fenool-kloroformi segu (1:1), segati vortex-il ja
tsentrifuugiti 13000 rpm juures 3 min. DNA-d sisaldav tlemine faas viidi tle uute tuubi ja lisati
900 ul 96% etanooli. Segati uuesti vortex-il ning tsentrifugeeriti 15000 rpm ja 4 °C juures 15
min. Eemaldati supernatant ja saadud sade resuspendeeriti 100 pl TE-s (10 mM Tris, 1 mM
EDTA pH 8.0), mis sisaldas 40 ng RNaas A. Proovid inkubeeriti 37 °C juures 1 tund.

DNA sadestati uuesti, lisades 10 ul 5 M NaCl ja 250 ul 96% etanooli, segati vortex-il ning

tsentrifugeeriti 15000 rpm ja 4 °C juures 15 min. Pérast supernatandi eemaldamist, lisati 100
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Ml 75% etanooli ja tsentrifugeeriti 15000 rpm 4 °C juures 7 min. Supernatant eemaldati ja
lahustati sade 30 pl nukleaasivabas vees. Nukleiinhapete kontsentratsioone mdddeti Nanodrop-

100 spektrofotomeetriga (Thermo Fisher Scientific) 260 nm juures.

2.2.5 Nluc aktiivsuse mé6tmine

Nluc aktiivsuse md6tmiseks kasvatati U20S rakud 96 kaevuga plaatidel. U20S rakud pesti
PBS-ga ja luusiti 40 pl Uhekordses passiivses ludsipuhvris (Promega) umbes 10 min
toatemperatuuril. Lisaadid tosteti uuele 96 kaevuga valgele plaadile kahes replikaadis Nluc
aktiivsuse mddtmiseks (Nluc signaalide normaliseerimiseks). Nluc aktiivsus mdddeti
kasutades Nano-Glo Luciferase Assay System kit-i (Promega) ja 20 pl furimasiin substraadi
lahjendatud puhvriga 1:300. Kemiluminestsentsi mdooddeti GloMax 96 Microplate
Luminometer-it (Promega) kasutades. Iga proovi Nluc aktiivsus normaliseeriti aluselise

fosfataasi aktiivsusega.

2.2.6 Aluselise fosfataasi (AP) aktiivsuse mdotmine

U20S rakud 96 kaevuga plaatidel pesti PBS-ga ja luUsiti Gihekordses passiivses lldsipuhvirs.
Lisaadid tOsteti uuele 96 kaevuga valgele plaadile kahes replikaadis. AP mdotmiseks kanti
igale proovile 20 pl CSPD kemiluminestsentset substraati (Tropix) ja inkubeeriti

toatemperatuuril 10 min. Seejarel mdddeti kemiluminestsentsi.

2.2.7 MTS anallius

Rakud kasvatati 96 kaevuga plaatidel, lisati 0,5% MTS lahus otse 100 pl sf6tmesse ja

inkubeeriti rakke 37°C. Seejarel mdddeti neelduvust 550 nm juures.

2.2.8 Southern blot (SB) ja hibridisatsioon

HPV replikatsiooni analtidsiti kasutades 5 ug U20S rakkudest eraldatud totaalset DNAd. DNA
toodeldi 1 pl Dpnl restriktsiooniensiiimiga selleks, et I8igata lahti bakteriaalselt metleeritud
palindroomset jérjestust (5’-Gm6A~NTC-3%) ja 1,5 ul Sacl enstiimiga HPV5 genoomide
linealiseerimiseks (Thermo Fisher Scientific). Reaktsioone segati kokku 30 pl-s, kuhu lisati 3
pl 10x FastDigest rohelist puhvrit. Proovid inkubeeriti 37 °C tle66. Saadud DNA fragmendid

lahutati 0,8% agaroosgeelil, mis sisaldas 0,3 pg/ml etiidiumbromiidi.
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Parast geeli jooksutamist, loputati seda A lahuses (0.5M NaOH, 1.5M NaCl) 40 min
toatemperatuuril, pesti destilleeritud veega ja neutraliseeriti B lahuses (1M Tris pH 8.0, 1.5M
NaCl) 30 min toatemperatuuril. DNA kanti geelilt nailon membraanile (GVS Life Sciences),
kasutades kapillaarse llekande meetodit 10x SSC lahuses (1.5M NaCl, 150 mM NasCesHsO7)

uledo.

Ulekande I8ppemisel viidi labi DNA ristsidumine membraanile, kasutades UV valgust
(Stratalinker).  Mittespetsiifilise ~ sidumise  valtimiseks, = membraan  inkubeeriti
prehubridisatsiooni lahuses (30% 20x SSC, 10% 50x Denhardt-i lahus, 5% 10%-st SDS, ja 200
g/ml denatureeritud I6he spermi DNA)

Hubridisatsiooniproovide sunteesiks kasutati mallina 150 ng linealiseeritud ja geelist
véljapuhastatud HPV5 pisirobnga DNA-d ning DecaLabel TM DNA Labeling kit-i (Thermo
Fisher Scientific). DNA mallile lisati 10 pl dekanukleotiidseid praimereid, inkubeeriti 100 °C
juures 10 min ja jahutati jaal. Seejarel lisati 3 pl mixC (dATP, dGTP ja dTTP segu), 4 ul a-
32P-dCTP isotoopi (Hartman Analytics) ja 1 pl Klenow fragmenti, millel puudub 5°-3’
eksonukleaasne aktiivsus. Proove inkubeeriti 37 °C juures 15 min ja lisati 4 pl 10 mM dNTP
segu. Reaktsioonid inkubeeriti 37 °C juures 15 min ja seejarel denatureeriti 100 °C juures 10

min.

Membraanide  hibridisatsioon  radioaktiivselt — margistatud  prooviga viidi  labi
prehlbridisatsiooni lahuses 67 °C juures 0le6d. Jargmisel pédeval membraane pesti
eelkuumutatud pesulahustega 67 °C juures. Pesulahusega | (10x SSC, 0.1% SDS) pesu korrati
kaks korda (iga kord 5 min), pesulahusega Il (5x SSC, 0.1% SDS) pesti 30 min ning
pesulahusega 111 (0.5x SSC, 0.1% SDS) 20 min. Membraanid eksponeeriti rontgenfilmile

(Agfa) -70 °C juures umbes 10 tundi ja seejarel ilmutati.

2.2.9 Western blot (WB) ja immuunsadestamine

U20S rakud ludsiti 500 pl-s RIPA puhvris (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA,
0.1% SDS and 0.1% Triton X-100), kuhu oli eelnevalt lisatud proteaasi inhibiitorite segu

(Sigma-Aldrich). Ludsis toimus 10 min jaal.
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293FT rakkude liitisimiseks lisati 5 ml Sigma Liitisipuhvrit (50 mM Tris HCI ph 7.4, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, PIC) ja inkubeeriti jaal 15 min. Seejarel tdsteti llisaadid

tuubi ja tsentrifugeeriti 4 °C ja 15000 rpm juures 5 min. Supernatant viidi tle uude tuubi.

FLAG-margitud PKA katalutilised subiihikud ja E2 valgud immuunsadestati kasutades anti-
FLAG-M2 Affinity geeli (Sigma-Aldrich), mis oli eelnevalt pestud 2 korda PBS-ga ja 1 kord
Sigma Ludsipuhvriga. Reaktsioonid inkubeeriti 4 °C ja aeglase roteerimise juures Uledo.
Immuunsadestatud kompleksid pesti 3 korda 2 ml Sigma Lludsipuhvris 10 min ja

resuspendeeriti 100 pl-s PBS-s.

Jargmisena voeti 15 pug U20S rakkudest eraldatud totaalseid valke ja 10 pl immuunsadestatud
valke 293FT rakkudest ja lisati juurde vastav kogus 3x Laemmli Sample puhvrit (0.125 M Tris-
Cl pH 6.8, 4% SDS, 20% glitserool, 100 uM DDT, 0,004% broom-fenool sinine). Proove

denatureeriti 100 °C juures 5 min.

Valke lahutati SDS-poliakrutlamiid geelelektroforeesil ja kanti le PVDF membraanile
(Millipore). Membraani blokeeriti PBS lahuses, mis sisaldas 0,1 % Tween 20 (PBS-T) ja 5%
rasvavaba piimapulbit, loksutil 30 min toatemperatuuril. Seejarel inkubeeriti membraani
primaarse antikehaga 4 °C juures le6d. Jargmisel péeval pesti membraanid 3 korda PBS-T-ga
15 min ja vajadusel inkubeeriti sekundaarse antikehaga 1 tund toatremperatuuril, millele samuti
jargnes 3. kordne pesu PBS-T-ga 15 min. Membraane eksponeeriti rontgenfilmile nagu
kirjeldatud .. Kasutatud antikehad ja lahjendused: monoklonaalne ANTI-FLAG M2-HRP
(Sigma-Aldrich, 1:3000), GAPDH (Sigma-Aldrich, 1:5000), CREB1 06-863 (Merck Millipore,
1:1000), phospho-CREB (Ser133) clone 87G3 (Cell Signaling Technology, 1:5000) ja Kitse
anti-hiir voi anti-kdulik 1gG, konjugeeritud HRP-ga (Invitrogen, 1:15000).

2.2.10 Invitro kinaasi katsed

Analliusi jaoks valmistati ette 10x PKA kinaasi analutsi puhver (KAB) nukleaasivabas vees,
mis sisaldas 400 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM MgCl2, 500 uM DTT. Lisaks valmistati 1x
KAB koos jadkilma 200 uM ATP-ga (40 mM Tris-HCI pH 7.5, 20 mM MgClz, 50 uM DTT,
200 uM ATP). Koik reaktsioonid viidi 1&bi j&él ja 40 pl-s. 10 pl immuunsadestatud PKAwt,
PKA(T197A) ja PKA(K72R)-le lisati 1 pl Nth1 valku, 4 pl 10x KAB ja 25 pl vett ning segati
korralikult I&bi.
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Igast proovist tdsteti 10 pl uute tuubi, et jooksutada eraldi SDS-PAGE geel ja varvida
coomassie-ga (0,5 g Coomassie sinine, 90 ml mQ, 90 ml metanool, 20 ml etaanhape) Nthl
valgu visualiseerimiseks. Geeli vérviti umbes 1 tund ja seejarel pesti 2h loputuslahusega (90

ml mQ, 90 ml metanool, 20 ml etaanhape).

Seejarel lisati 1 pl y32-ATP 40 pl-le 1XKAB lahusele koos jaakilma ATP-ga, segati labi ja
tosteti 10 pl segust igale varasemalt valmistatud reaktsioonidele. Inkubeeriti 30 °C juures 30
min. Reaktsioone peatati 2x Laemmli puhvri lisamisega ja inkubeeriti 100 °C juures 5 min.
Seejarel fuugiti 13000 rpm juures 1 min. Proovid jooksutati 12% poltakridlamiid geelil.
Seejarel kanti geel filterpaberile ja kuivatati kasutades Gel Vacuum Dryer Heto Dry GD-2

(HETQ) 70 °C juures 45 min. Filterpaber eksponeeriti rontgenfilmile.

2.2.11 Totaalse RNA eraldamine ja cDNA slintees

Totaalne RNA eraldati U20S rakkudest kasutades Quick RNA MiniPrep Kit-i (Zymo
Research). Rakke ludsiti RNA ludsipuhvris. Proovidest DNA eemaldamiseks kasutati DNA
siduvat kolonni. Seejarel pesti RNA pesu puhvriga ja elueeriti DNaasi/RNaasi vabas vees.
Umbes 10 g totaalset RNA-d toddeldi 8 U Turbo DNaas-ga (Thermo Fisher Scientific) 37 °C
juures 3 tundi. DNaas-i inaktiveerimiseks lisati 15 pl EDTA ja inkubeeriti 75 °C juures 10
min. Totaalne RNA sadestati 7.5 M LiCl juuresolekul ja tsentrifuugiti 4 °C ja 15000 rpm juures
15 min. Proove pesti jadktlma 75% etanooliga ja tsentrifuugiti 4 °C ja 15000 rpm juures 5 min.

Supernatanti eemaldati ja sade resuspendeeriti 15 pl-s nukleaasivabas vees.

Komplementaarse DNA (cDNA) suinteesiti kasutades RevertAid First Strand cDNA siinteesi
kit-i (Thermo Fisher Scientific), oligo(dT) ja 1 pg DNAsiga toddeldutud ja Umbersadestatud
totaalset RNA-t. Vastav kogus totaalset RNA-d segati kokku 1 pg oligo(dT)-ga, inkubeeriti 65
°C juures 5 min ja jahutati jaal. cDNA sunteesiti 45 °C juures 1 tund I16ppmahus 20 ul, kuhu
eelnevalt lisati 4 pl 5xReaktsiooni puhvrit, 20 U RiboLock RNase inhibiitorit, 2 pul 10 mM
dNTP segu ja 200 U RevertAid M-MuLV revertaasi. Siinteesi peatamiseks proove inkubeeriti

70 °C juures 5 min.
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HPV5 E1, E2, E1"E4 ja E8"E2 transkriptide ekpressioonitaset analliusiti kasutades
kvantitatiivse PCR meetodit (JPCR) ja kahte sdltumatut praimerite paari iga geeni kohta. E6
ja E7 transkriptide ekspressiooni analliisiti kasutades uhte praimerite paari. gPCR viidi 1&bi 10
pl-s, mis sisaldas 0,25 pl cDNA-d, 1 pl vastavat praimerite segu ja 2 pl 5x HOT FIREPol
EvaGreen qPCR (Solis Biodyne) 96 kaevuga MicroAmp plaatidel (Thermo Fisher Scientific).
Iga reaktsioon teostati 3. replikaadis QuantStudio Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific) masinaga. gPCR viidi labi jargmise programmiga: denatureerimine 95 °C juures 12
min, amplifikatsiooni 40 tstkleid (denatureerimine 95 °C 15 s, praimerite liitumine 60 °C 15

s, fragmentide siintees 72 °C 15 s).

2.2.12 Episomaalse DNA eraldamine HIRT lGUsi meetodil

Transfektsioonist 2 pdeva moddudes eemaldati tassidelt sédde ja rakud pesti 2 korda PBS
lahusega. Lisati 800 ul HIRT ldusilahust (0,5% SDS, 50 mM Tris pH 8,0, 10 mM EDTA) ja
inkubeeriti 15 minutit toatemperatuuril, aeg-ajalt tasse liigutades. Jargmisena lisati tilgutades
200 ul 5 M NaCl ja segati tasse kallutades. Saadud liisaat koguti spaatliga tuubidesse ja
inkubeeriti 4 °C juures umbes 16 tundi. Jargmisel paeval proove tsentrifuugiti 4 °C ja 13000
rpm juures 15 min. Supernatandis olev madalmolekulaarne DNA tdsteti uude tuubi, sadestati
600 pl isopropanoolis -20 °C juures 30 min. Inkubeerimise 16ppemisel proove tsentrifuugiti 4
°C ja 13000 rpm juures 15 min, supernatant eemaldati. Sade lahustati 200 pl Sol 1V lahuses
(20 mM Tris pH 8,0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,2% SDS), kuhu oli eelnevalt lisatud
proteinaas K l6ppkontsentratsiooniga 0,1 ug/ul, ja inkubeeriti 56 °C juures 30 min. Selleks, et
saada lahti valkude jaékidest, lisati proovidele 200 pl fenool-kloroformi segu (1:1) ja segati
korralikult vortex-il. Seejarel tsentrifuugiti 13000 rpm juures 3 min ning tdsteti Glemine faas
uute tuubi. DNA-d sadestati 500 ul 96% etanooliga ja tsentrifuugiti 4 °C ja 13000 rpm juures
20 min. Parast supernatanti eemaldamist, lasti sademel kuivada ja lahustati 20 ul TE-s, mis
sisaldas 20 ug/ml RNaas A-d. Proove inkubeeriti 37°C juures 1 tund ja seejarel mdddeti DNA

kontsentratsioonid nagu Kirjeldatud eespool.

26



2.3 Tulemused

2.3.1 Uute HPV5 replikatsiooni mdjutavate Uhendite testimise tingimuste

valjatootamine

Meie uurimisrihmas on 2017. aastal valjatootatud ja labiviidud kemikaalide raamatukogu
testimine véljaselgitamiseks uusi HPV18 genoomi replikatsiooni inhibiitoreid. Selles t66s
reportergeenidena oli kasutatud Renilla lutsiferaas (Rluc) ning Rluc aktiivsuse
normaliseerimiseks kasutati jaanimardika lutsiferaasi (firefly — Fluc) aktiivsust (Toots et al.,
2017). Rluc-i madal aktiivsus ja selle kodeeriva jarjestuse pikkus (Rluc suurendab HPV18
genoomi 936 nt vorra) takistab selle kasutamist ravimikandidaadide skriiningutes, mis viiakse
labi vOimalikult vahese hulga rakkude ja sod6tmega. Fluc aktiivsuse sdltuvus ATP-st ei
vOimalda selle kasutamist normaliseerimiseks juhtumites, kus kemikaalid muudavad ATP
sisaldust rakkudes. Seoses sellega otsustati jargmises kemikaalide raamatukogu testimises
kasutada uut reportergeeni — Nluc, ning teistsugust normaliseerimismeetodit. Nluc-il on Rluc-
i ees hulga eeliseid, nagu véiksem suurus, kdrgem stabiilsus ning umbes 100 korda suurem
aktiivsus. HPVV5NIuc genoomi replikatsiooni uurimine néitas lineaarsest seost Nluc aktiivsuse
ja viiruse genoomi koopiaarvu vahel (Piirsoo et al., 2019). Seega osutus HPV5NIuc genoom
sobivaks toovahendiks tuvastamaks viirusgenoomi replikatsiooni taseme muutust
kemikaalidega tootlemisel. ATP-st s6ltuva Fluc aktiivsuse asemel otsustati kasutada MTS testi
rakkude elulemuse analuitisiks ja Nluc aktiivsuse normaliseerimiseks. Antud t66s kasutati uut
kemikaalide raamatukogu NCI Diversity set V (eelnevalt varem testitud NCI Diversity set 1V),

mis sisaldas rohkem uusi kemikaale.

Enne skriiningu alustamist teostati mitmed katsed leidmaks optimaalsed tingimused
voimalikult kiireks, tdpseks ja materjali kokkuhoidvaks testi l&biviimiseks. Katsetes kasutati
CX4945 reagenti, mis on ATP sidumissaidiga konkureeriv CK2 proteiinkinaasi inhibiitor
(Maslyk et al., 2017), HPV replikatsiooni efektiivsust negatiivselt mdjutavat turosutl-DNA
fosfodiesteraasi (Tdp1l) inhibiitorit ning fluor-desoksuuridiini (FDU), mis inhibeerib igasugust
DNA replikatsiooni.

27



2.3.1.1 Transfekteeritava genoomi koguse ja inkubatsiooni aja optimiseerimine

Selleks, et leida minimaalne analiitsitav kogus vajalikku DNA-d, transfekteeriti 108 U20S
rakkudesse 100, 200 ja 300 ng HPV5NIuc genoomi. Katse teostati kahes korduses. Uks osa
rakke kasvatati 24 tundi ja seejérel lisati DMSO, CX4945 ja Tdp1l inhibiitor 48 tunniks. Teine
osa kasvatati 48 tundi ja inkubeeriti reagentidega samuti 48 tundi. Seejérel rakud lGusiti,
teostati SB ning mdddeti Nluc aktiivsust, normaliseerides aluselise fosfataasi aktiivsusega
(Joonis 3).

A
HPV5NIluc mc
Reagendid lisatud 24h pérast transfektisooni; | Reagendid lisatud 48h pérast transfektisooni;
Inkubeeritud 48h Inkubeeritud 48h
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Joonis 3. Erinevate HPV5NIuc genoomi hulkade (100 ng, 200 ng ja 300 ng) replikatsiooni efektiivsus
inhibiitorite juuresolekul. Katse teostati kahes korduses: esimese puhul lisati inhibiitorid 24 h pérast
transfektsiooni ning teise puhul 48 h méddudes. Mdlemad replikaadid inkubeeriti reagentidega 48 h. A: U20S
rakkudest eraldati totaalne DNA 72 h pdrast transfektsiooni, t66deldi Dpnl ensutimiga, linealiseeriti HPV5NIuc
genoom Sacl ensiilimiga ning teostati SB anallitis. Joonisel tahistavad 1, 2 ja 3 transfekteeritud HPV5NIuc
genoomi koguseid 100 ng, 200 ng ja 300 ng. B ja C: Nluc aktiivsust md&deti viies korduses ja normaliseeriti
aluselise fosfataasi aktiivsuse jargi. Mélema paneeli puhul vdeti keskmine DMSO kontroll kui 100 ning arvutati

selle jargi kdik Ulejadnud keskmised vaartused (+/- SD, n=5).

SB tulemusest jéreldati, et kdige optimaalsem transfekteeritav HPVV5NIluc genoomi kogus on
200 ng kuna 100 ng juures on reagentidega toddeldud genoomi kogus raskesti eristatav ning
300 ng juures on seda juba liiga palju (Joonis 3A). Nluc aktiivsuse tulemustest on néha, et

reagentide lisamine 24 h pérast transfektsiooni ei avalda veel olulist mdju Nluc aktiivsusele
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(Joonis 3B). Seepdrast otsustati valida vélja reagentide lisamine 48 h parast transfektsiooni,

kus Nluc aktiivsused on juba selgesti mdjutatud lisatud reagentide poolt (Joonis 3C).

2.3.1.2 Lutsiferaasi mdotmise tingimuste optimiseerimine

Kuna testitav raamatukogu sisaldab véga palju kemikaale ja igat kemikaali tuleks katsetada
vahemalt kolmes korduses, muutub Nluc aktiivsuse ja selle normaliseerimiseks kasutatav
aluselise fosfataasi modtmine vaga tulikaks (s66tme aspireerimine, lulsitud rakkude uuele
plaadile tdstmine jne). Seepérast otsustati mddta Nluc aktiivsust otse sé6tmest, milles rakud
olid inkubeeritud. Rakkude elulemuse ja Nluc aktiivsuse normaliseerimiseks kasutati MTS
analliisi. Lisaks sellele otsustati vdrrelda kahte erineva rakuplaatide lugejaid firmadelt Tecan
ja BioTek.

Selleks transfekteeriti U20S rakke 200 ng HPV5NIuc genoomiga, inkubeeriti rakke 48 h ja
lisati DMSO, Tdpl inhibiitor ja FDU. Rakke inkubeeriti reagentidega veel 48 h. Katse teostati
kahes korduses, kus esimesele osale lisati otse inkubeerimise sé6tmesse Nluc substraat ja MTS
lahus eraldi ning teises osas lisati Nluc substraat ja MTS lahus thte kaevu. Teostati kokku neli
mdotmist: Nluc aktiivsused ja rakkude elulemus mdddeti kahe erineva spektrofotomeetriga

(Tecan ja BioTek) kohe parast substraatide lisamist ning 1 h hiljem (Joonis 4).

A B

Nlue/MTT Nluc+tMTT/Nluc+MTT

ETEENE BE i Li Ll L
: - 1

Tecan BioTek Tecan BioTek BioTcek

Mabdend kohe Maddetud 1h hiljer ddetud Th hiljem

wDMSO wTdpl wFDL =DMSO = Tdpl wFDI

Joonis 4. HPV5NIuc genoomi Nluc aktiivsuste mddtmise tulemused. U20S rakud transfekteeriti HP\V5NIuc
genoomiga, inkubeeriti 48 h, lisati DMSO (kontroll), Tdpl ja FDU reagendid ning inkubeeriti veel 48 h. Mdlema
paneeli (A ja B) puhul teostati 4 m&dtmist, kus kasutati kahte erinevat rakuplaatide lugejat, erinevat substraatide
lisamise p6himdtet ning erinevat Nluc ja MTS substraatidega inkubeerimise aega. A: Nluc substraat ja MTS lahus
lisati kahele erinevale plaadile ja m&ddeti iseseisvalt. Seejarel normaliseeriti lutsiferaasi aktiivsus saadud MTS
tulemustega. Katse teostati neljas korduses. Graafikul on DMSO vdetud kui 100 ning lejaadnud vaartused selle

jargi imberarvutatud (+/-SD, n=4). B: Nluc substraat ja MTS lahus lisati seguna tihele plaadile ja md&deti Gihelt

29



plaadilt nii Nluc kui ka MTS aktiivsused. DMSO véetud kui 100, tlejaanud vaartused arvutati selle jargi (+/-SD,
n=4).

Saadud tulemustest on néha, et ei ole olulist erinevust, millise tootja luminomeetrit kasutada,
kuigi BioTek on natuke tundlikum. Kuna skriiningu labi viimisel tuleks suurele arvule 96-
kaevuga plaatidele lisada Nluc substraati ja MTS lahust, siis tekib vdimalus signaalide
kadumisele aja mo6dudes. Labiviidud katsest on néha, et isegi 1 tunni mé6dudes véga suurt
signaalide kadu ei toimu. Lisaks sellele on vdimalik kokku hoida 96-kaevuga plaate ja aega,
pipeteerides NIuc/MTS segu otse rakkude inkubeerimise sé6tmesse kuna B paneelil saadud

Nluc aktiivsused ei ndita suurt erinevust A paneelist.

2.3.2 Mitmete leitud HPVS5 inhibiitorite analtitis PKA signaaliraja kontekstis

Skriiningu tulemusena leiti mitmed kemikaalid, mis kas aktiveerisid vOi inhibeerisid
HPV5NIuc genoomi replikatsiooni U20S rakkudes. Uheks v@imalikuks inhibitsiooni
mehhanismiks on proteiinkinaasidest sdltuv viiruse replikatsioonis osalevate valkude E1 ja E2
regulatsioon. Eelnevalt on néidatud, et erinevate HPV-de E1 ja E2 valgud on fosfortleeritud
proteiinid, mille aktiivsus, rakusisene paiknemine ja stabiilsus reguleeritakse erinevate
proteiinkinaaside poolt (Zanardi et al., 1997). Uks proteiinkinaasidest, mis osaleb HPV5-ga
vdga sarnase beetapapilloomiviiruse HPV8 E2 valgu regulatsioonis on cAMP-sbltuv
proteiinkinaas (PKA) (Sekhar ja McBride., 2012). Seega, uuriti PKA-s6ltuva signaaliraja
aktivatsiooni leitud HPV5NIuc replikatsiooni inhibiitorite juuresolekul. Kataltiutiliselt aktiivse
PKA lheks méarklaudvalguks on CREB1, mille tase rakkudes saab analtiiisida immunoblottiga,
kasutades totaalse ja fosforullitud CREB1-vastased antikehi. Anallisiks valiti vélja 18
HPV5NIuc replikatsiooni inhibiitorit ja td6deldi nendega HPV5NIluc genoomiga
transfekteeritud U20S rakud. Kemikaalidel lasti mGjuda 30 min ning seejarel analGisiti

lusaatidest totaalse ja fosforiileeritud CREB1 valgu taset immunoblotti abil (Joonis 5).
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Joonis 5. Fosforuleeritud CREB1 valgu tase tBuseb mitme erineva HPV5NIuc replikatsiooni
inhibiitorijuuresolekul. U20S rakke transfekteeriti HPVV5NIuc genoomiga, inkubeeriti 3 péeva ning lisati
skriiningu kaigus leitud HPV5NIuc genoomi aktiveerivaid v8i inhibeerivaid kemikaale. Rakud reagentide
juureolekul inkubeeriti 30 min. Negatiivse kontrollina (K) kasutati DMSO. Rakud ludsiti ja teostati WB analiitis
kasutades CREB fosfo-seriin 133 ja totaalse CREB1 vastaseid antikehi. Ulemisel paneelil on naidatud erinevate
kemikaalide poolt p6hjustatud mdju CREB1 133 seriini fosforlleerimisele. Alumisel paneelil on rakus sisalduv
CREBL1 kogus.

Saadud tulemustest on nédha, et vorreldes kemikaalide lahusti DMSO-ga, mida kasutati
negatiivse kontrollina, varieerus fosforuleeritud CREB1 tase rakkudes. Katset korrati 2 korda.
Madlema katse puhul tdusis HPVV5NIuc replikatsiooni inhibiitorite 1-4, 13, 15 ja 16 juuresolekul
fosforileeritud CREB1 tase rakkudes, mille pdhjuseks vdib olla PKA aktivatsioon. PKA
aktivatsioon on seotud cAMP taseme tdusuga rakkudes, mille tulemusena vabastatakse ka
rohkem PKA kataludtilisi subthikuid, mis omakorda fosfortilivad CREB1 valku tuumas.
Kuna uuritavad kemikaalid inhibeerivad HPV5NIuc replikatsiooni ja aktiveerivad PKA taset,
oleme pakkunud, et PKA vGib osaleda HPV5 negatiivses regulatsioonis l&bi E1 ja/vdi E2
valkude inhibitsiooni.

CAMP tootmist rakkudes suurendatakse vesinikkarbonaadi ja kaltsiumioonide juuresolekul,
aktiveerides adenulaat tsiiklaase. Samas, fosfodiesteraasid osalevad cAMP degradatsioonis
(Litvin et al., 2003; Omori et al., 2007). Kuna PKA aktiivsus sdltub cAMP tasemest rakus,
uuriti ldhemalt teadaolevaid cAMP taset ja PKA Kataludtilist aktiivsust mdjutavate
farmakoloogiliste ainete mdju HPV5 replikatsioonile U20S rakkudes. Nendeks valiti vélja
CAMP-i analoog dibuttriul-cAMP (db-cAMP), fosfodiesteraaside inhibiitori 3-isobuttdil-1-
metiil-ksanteen IBMX ja adendilaat tstiklaaside aktiveerija forskoliin. K8igi kolmega sooritati
CREBL1 fosfortleerimise katse, kuid seekord inkubeeriti U20S rakke regulaatoritega 10 min,
30 min, 1 tund ja 2 tundi ning analliusiti totaalne ja fosforiillitud CREBL1 tase rakulisaatidest

kasutades immunoblotti (Joonis 6).
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Joonis 6. U20S rakkude tootlemine PKA aktivaatoritega. Rakke inkubeeriti reagentidega 2 tundi (1), 1 tund
(2), 30 min (3) ja 10 min (4). Totaalset ja fosforuleeritud CREB1 taset anallisiti vastavate antikehade ja
immunobloti abil. Negatiivse kontrollina kasutati DMSO. Ulemisel paneelil on naidatud fosforiitilitud CREB1

(tlemine band) ja ATF1 (alumine b&nd). Alumisel paneelil on ndidatud totaalse CREB1 kogus rakkudes.

Totaalse CREBL tase jdi kbikides ajapunktides stabiilseks, kuid fosforileeritud CREBL1 tase
tdusis PKA aktivaatorite juuresolekul. Sarnaselt CREB1-ga, tbusis ka fosforileeritud ATF1
transkriptsiooni faktori tase, mida saab detekteerida sama antikehaga. Samas, fosforiulitud
valkude tase oli kdrgeim 10 ja 30 min peale PKA aktivaatorite lisamist ning seejarel hakkas

langema, mis omakorda viitab CREB1 ja ATF1 kiirele defosforiileerimisele.

Katse tulemusest jareldati, et valitud keemilised ained sisenevad U20S rakkudesse vaga
kiiresti ning omavad bioloogilist aktiivsust kuna fosforileeritud CREB1 ja ATF1 tasemed

tdusevad juba 10 min peale to6tlemise algust. Valitud aineid kasutati edaspidistes katsetes.

2.3.3 Endogeense PKA aktiivsuse muutus mojutab HPV5 replikatsiooni

Nagu enne mainitud, v0ib reguleerida PKA aktiivsust teatud toimeainetega, mis kas mojutavad
ensutmi aktiivsust vdi muudavad PKA aktivatsiooni signaalirajas osalevate komponentide
funktsiooni. Lisaks IBMX-le, forskoliinile ja db-cAMP-le, otsustasime kasutada ka PKA
inhibiitorit H89, mis konkureerib PKA kataliittilises sublhikus ATP-ga ja labi selle takistab
PKA-I viia 1abi fosforiileerimise reaktsiooni. Kuna kasutatud farmakoloogilised ained nditasid
kiiret sisenemist U20S rakkudesse ja sealset fiisioloogilist aktiivsust, vaatasime, kuidas nad

mdojutavad HPV5NIuc genoomi replikatsiooni.

U20S rakke transfekteeriti HPV5NIuc genoomiga ning lisati jargmisel péeval IBMX,
forskoliin, H89, IBMX koos H89-ga ning db-cAMP. DMSO kasutati negatiivse kontrollina.
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Rakke inkubeeriti toimeainetega 2, 3 ja 4 pdeva. Seejarel eraldati totaalne DNA, t60deldi HPV5
genoomi linealiseeriva Sacl restriktsiooni ensiiimiga ja Dpnl ensulimiga, et Idigata
bakteriaalse metilatsioonimustriga DNA-d. DNA-d anallusiti SB meetodil, korrates katset
kaks korda. Agaroosgeelilt membraanile tlekantud DNA-d hiibridiseeriti radioaktiivse HPV5

prooviga ning ilmutati rontgenfilmile (Joonis 7).
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Joonis 7. HPV5NIuc genoomi replikatsiooni efektiivsus PKA katalUdtilist aktiivsust mdjutavate
reagentidega todtlemisel. U20S rakke transfekteeriti HPVV5NIuc genoomiga. Jargmisel paeval lisati rakkudele
DMSO (negatiivne kontroll), 500 uM IBMX, 20 uM forskoliin, 1 uM H89, 500 uM ja 1 uM IBMX ja H89
vastavalt ning 1 uM db-cAMP. Stdde kemikaalidega vahetati iga pdev. Alates kolmandast péevast voeti iga péev
osa rakke analiilisiks ja kokku inkubeeriti rakud 3, 4 v8i 5 paeva. Eraldati totaalne DNA, té6deldi Dpnl ensiilimiga,

linealiseeriti HPV5-Nluc genoom Sacl ensliimiga ning teostati SB analiiis.

IBMX inhibeeris HPV5 replikatsiooni kdige suurema efektiivsusega. Forskoliin ja db-cAMP
surusid replikatsiooni taset sarnaselt alla, kuid vorreldes IBMX-ga véiksemal mééral. PKA
inhibiitori H89 lisamisel oli mérgata HPV5NIuc replikatsiooni tdusu vorreldes negatiivse
kontrolliga. IBMX ja H89 seguga todtlemisel HPV5NIuc replikatsiooni signaalid aga ei
taastunud negatiivse kontrolli tasemeni, kuid olid ikkagi kérgemad replikatsiooni signaalidest
detekteeritud ainult IBMX-ga t6ddeldutud rakkudes.

Tulemusi kokkuvottes voib Oelda, et PKA aktivaatoreid voib pidada té6vahenditeks HPV5

replikatsiooni inhibeerimiseks.

2.3.4 Uleekspresseeritud PKA inhibeerib HPV5 replikatsiooni kataluititilisest

aktiivsusest sbltuvalt

PKA (le-ekspressiooni mdju uurimiseks HPV5 replikatsioonile, kasutati meie laboris eelnevalt
genereeritud N-terminaalselt FLAG-maérgistatud metsiktdpi (wt) PKA kataltutilise sublhiku
a (PKAwt) ning selle kataltdtiliselt puudulikke mutante PKA(T197A) ja PKA(K72R).
Varasemalt on néidatud, et treoniin 197 asendamine alaniiniga pdhjustab PKA katalttilise
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aktiivsuse langust. Voimalikuks pdhjuseks on treoniini jadgil paiknev hudroksudlrihm, mis
stabiliseerib aktiivsaiti ja aitab toimuda fosfaatrihma Ulekande reaktsioonil. 72. positsioonis
paikneva lUsiini asendamine arginiiniga pdhjustab aga ATP siduvat domeeni kitsenemist ja 1&bi
selle ka kinaasi aktiivsuse langust (Cheng et al., 2006; lyer et al., 2005).

Eelnimetatud PKA konstruktide kasutamiseks tulevastes katsetes kontrolliti esialgu nendelt
ekspresseeruvate valkude ensumaatilist aktiivsust U20S rakkudes. Selleks teostati in vitro
kinaasne reaktsioon y2-ATP ja PKA substraati Nth1 juuresolekul, et vaadata, kuidas PKAwt

ja selle mutandid on vBimelised viia labi fosforlleerimise reaktsiooni.

U20S rakud transfekteeriti PKAwt, PKA(T197A), PKA(K72R) konstruktidega ja tiihja
vektoriga kontrolliks ning inkubeeriti 48 h. Seejarel immuunosadestati FLAG maérgisega valke
ja analldsiti in vitro kinaasireaktsioonis Nthl valgu juuresolekul ning immunoblotis (Joonis

8).

Nth1
(Coomassie varvimine)

Nthl
(in vitro kinaasi katse)

PKA
(IP: a-FLAG; WB: a-FLAG)

vektor

PKA wt
PKA(T197A)
PKA(K72R)

Joonis 8. PKAwt ja selle mutantide PKA(T197A) ja PKA(K72R) ensiimaatilise aktiivsuse kontroll. U20S
rakud transfekteeriti 2500 ng PKAwt, 8000 ng PKA(T197A), 16000 ng PKA(K72R) plasmiididega ja 8000 ng
tihja vektoriga, mida kasutati negatiivseks kontrolliks. Rakullsaatidest teostati FLAG mérgisega valkude

immuunosadestamine ja immunoblot FLAG-vastast antikeha kasutades. Fosforiileerimise aktiivsust vaadati
kinaasireaktisoonil Nthl valgu ja y32-ATP juuresolekul. Kogu Nthl valgu koguse mddramiseks teostati

Coomassie varvimine.

Tulemused néitasid, et enstimaatilist aktiivsust omas ainult PKA wt, kuigi Nthl kogus oli
kdikides proovides sarnane ning lleekspresseeritud PKA mutantide tase rakkudes oli sarnane

PKA metsiktidbi tasemega. PKA mutandid ei olnud vdimelised fosfortileerima Nthl valku.
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Seos erinevate HPV-de replikatsiooni ja proteiinkinaaside vahel on ndidatud juba varem.
Naiteks HPV18 ja HPVI11 EIl valgu stabiliseerimises osaleb kataliititiliselt aktiivne CK2a
subtuihik. CDK, MAPK ja FGFR3 kinaasid on aga naidanud olulist rolli erinevate HPV tulpide
El ja E2 valkude tuuma lokaliseerumises, mis mdjutab genoomi replikatsiooni (Deng et al.,
2004; Maetal., 1999; Piirsoo et al., 2019; Sekhar ja McBride., 2012). VV6ttes arvesse, et HPV5
El ja E2 valgud omavad oletatavaid PKA fosforileerimise saite, oleme pakkunud, et PKA

mdjutab HPV genoomi replikatsiooni kataltidtilisest aktiivsusest sdltuvalt.

Selleks, et testida pakutud hipoteesi, kasutati meie laboris loodud HPV5-E1HA-NIuc-
E2FLAG genoomi, kuhu peale Nluc kodeerivat jarjestust olid sisestatud HPV5 E1 ja E2
valkude tuvastamiseks HA ja FLAG maérgised vastavalt E1 ja E2 avatud lugemisraamidesse
(Joonis 9A). Selleks, et madrata PK Awt ja selle kataltittiliste mutantide (T197A ja K72R) mju
HPV5-E1IHA-NIuc-E2FLAG genoomi replikatsioonile, otsustati viia labi SB analliis ning
md0ta Nluc aktiivsust.

HPV5 replikatsiooni efektiivsuse analiiisiks transfekteeriti U20S rakud HPV5-E1HA-NIluc-
E2FLAG genoomiga koos pFLAG-PKA konstruktidega ning pFLAG-CMV-4 tiihja vektoriga
negatiivseks kontrolliks. Rakke inkubeeriti 2, 3 ja 4 pdeva. Seejarel anallusiti proove SB-ga,
eelnevalt toodeldes 3,5 pg totaalset DNA-d Sacl ja Dpnl restriktsiooni ensilimidega. Katse
korrati 2 korda (Joonis 9).

Saadud 8 kb b&ndid naitavad replitseeritud HPV5-E1HA-NIuc-E2FLAG genoomi. PKAwt Ule-
ekspresseerimine néitas tugevat replikatsiooni signaalide mahasurumist (peaaegu 100%).
Samal ajal inhibeerisid PKA mutandid T197A ja K72R HPV5 genoomi replikatsiooni
védiksemal méaéral. Sarnased tulemused olid saadud lutsiferaasi katses. PKA wt inhibeeris
HPV5-E1IHA-NIuc-E2FLAG genoomi pealt ekspresseeritud Nluc aktiivsust peaaegu 100%
ning PKA mutandide T197A ja K72R juuresolekul oli Nluc aktiivsus umbes 50% ja 75%
vaiksem, kui kontrollis. Saadud tulemused néitavad, et PKA surub maha HPV5 replikatsiooni

katalldtilisest aktiivsusest soltuvalt.
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Joonis 9. HPV5 replikatsiooni efektiivsuse s6ltuvus PKA aktiivsusest U20S rakkudes. 1200 ng HPV5-
E1HA-NIuc-E2FLAG genoom kotransfekteeriti 1500 ng pFLAG-CMV-4 vektoriga, 240 ng pFLAG-PKAwt,
1000 ng pFLAG-PKA(T197A) v&i 1500 ng pFLAG-PKA(K72R) konstruktiga. A: HPV5-E1HA-NIuc-E2FLAG
genoomi kaart (URR — upstream regulatory region). B: Totaalne DNA eraldati 2, 3 ja 4 péeval, t66deldi Dpnl ja
HPV5-E1HA-NIuc-E2FLAG linealiseeriva Sacl restriktsiooni ensiilimidega ning anallisiti SB meetodil. C: Nluc
aktiivsust m&ddeti kuues korduses ja normaliseeriti aluselise fosfataasi aktiivsuse vastu. Negatiivse kontrolli
normaliseeritud Nluc aktiivsus esimesest ajapunktist voeti kui 100 ja llejadnud vaartused arvutati selle suhtes

(graafikul on naidatud keskmine vaartus +/- SD, n=6).

2.3.5 PKA surub maha HPV5 genoomi replikatsiooni viirusinfektsiooni stabiilse

sailimise faasis

HPV séilumisfaasi uurimiseks kasutatakse meie laboririhmas tekitatud U20S rakkudel
pdhinevaid stabiilseid HPV-positiivseid liine. Stabiilsetes liinides sailivad HPV genoomid
mitmekoopiliste episoomidena pdhiliselt erinevate suurustega oligomeeride vormis ning
replitseeruvad stinkroonselt rakulise DNA-ga (Geimanen et al., 2011). Selleks, et teha
kindlaks, kas PKA aktiivsuse tdstmine mdjutab HPV5 genoomi replikatsiooni sailimisfaasi
ajal, kasutati HPV5* rakke (kirjeldatud kui HPV5* Kloon 15 Geimanen et al., 2011, Sankovski
2014). PKA aktivaatoreid IBMX ja forskoliin inkubeeriti rakkudega 3 ja 5 pé&eva. Seejarel

eraldati madalmolekulaarne DNA HIRT meetodiga ja analudsiti SB-ga (Joonis 10).
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Joonis 10. Stabiilses rakuliinis on HPV5 genoomi replikatsioon mdjutatud PKA katalUitilise aktiivsuse
poolt. A: HPV5* rakud inkubeeriti DMSO (kontroll), IBMX ja forskoliiniga 3 ja 5 padeva. Madalmolekulaarne
DNA eraldati HIRT meetodiga ja téddeldi Sacl restriktaasiga HPV5 genoomi lineariseerimiseks. Teostati SB. B:
HPV5* rakud inkubeeriti DMSO, IBMX ja forskoliiniga, eraldati madalmolekulaarne DNA ning t6ddeldi Nhel
restriktaasiga, HPV5 genoomi mittelGikava enstiimiga. Analuusiti SB-ga.

Mblemad PKA aktivaatorid pOhjustasid negatiivse efekti HPV5 genoomi stabiilsele
replikatsioonile (Joonis 10A). IBMX nditas tugevamat mdju, mis korreleerub transientse
replikatsiooni katse tulemusega (Joonis 7). Negatiivset efekti on margata nii 3 paeva kui ka 5
péeva jooksul toddeldud rakkudes, kus nad on rohkem konfluentsed. Loikamata HPV5 DNA
SB analliis nditab mustri erinevatest oligomeersetest vormidest. HPV5* rakkude td6tlemine
IBMX ja forskoliiniga pdhjustas kdikide HPV5 replikonide inhibeerimist, véljaarvatud kdige
levinud oligomeerset vormi (tahistatud tarniga). Sarnast tulemust on saadud HPV18* rakkudes,
2020). Seepadrast saab pakkuda, et PKA

vahendatud HPV5 genoomi inhibitsioonis osalevad E1 ja/vdi E2 valgud.

milles E1 valgu taset oli vahendatud (Piirsoo et al.,

2.3.6 PKA suunab HPV5 E2 valgu proteasoomsele degradatsioonile

Kuna PKA aktivatsioon kutsus esile tugeva negatiivse efekti HPV5 replikatsioonile, siis

jargmiseks sammuks oli uurida PKA aktiveerivate reagentide mdju viirusvalkudele E1 ja E2.
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Katse labiviimiseks transfekteeriti U20S rakke HPV5 wt (negatiivseks kontrolliks) ja HPV5-
E1IHA-NIluc-E2FLAG genoomidega, kasvatati rakke 4 pdeva ja seejarel inkubeeriti rakke
IBMX, forskoliin ja db-cCAMP reagentidega 6 tundi. E1 valku detekteeriti otse rakkude
lusaadist immunoblottiga, kasutades HA antikeha ning E2 valgu detekteerimise jaoks teostati
immuunosadestamine ning seejarel WB-i FLAG antikehaga. Kdikidest rakulisaatidest maarati

ka koduhoidva valgu GAPDH tase valkude koguse kontrolliks (Joonis 11).

Immunoblot analiiis néitas, et HPV5 E1 ja E2 valgud liikusid vastavalt umbes 90 ja 65 kDa
juures. Korgendatud PKA katalliuline aktiivsus pGhjustas E2 valgu taseme vahenemist, kuid ei
mdjutanud E1 valgu taset. Kdige tugevamat mdju E2 valgu tasemele oli ndha IBMX-i
juuresolekul. db-cAMP pdhjustas aga vaiksemat negatiivset mgju E2 valgu kogusele ning
forskoliini lisamine avaldas kdige ndrgema mdju E2 valgule. Saadud tulemused korreleeruvad
HPV5 replikatsiooni katsete tulemustega (Joonis 7), kus kbige tugevam HPV5 replikatsiooni

signaali langus oli detekteeritud IBMX juuresolekul.

HPVS wt| HPV5-E1HA-Nluc-E2FLAG

El
(WB: a-HA)

E2 (IP: a-FLAG,
WB: a-FLAG-HRP)

-# GAPDH

- v .

DMSO ‘
IBMX ‘

Forskoliin
db-cAMP

Joonis 11. PKA aktivatsioon viib HPV5 E2 valgu degradatsioonile. U20S rakke transfekteeriti HPV5 wt ja
HPV5-E1HA-NIluc-E2FLAG genoomidega ja inkubeeriti 4 pdeva. Seejarel téddeldi DMSO (negatiivne kontroll),
IBMX, forskoliin ja db-cAMP reagentidega 6 tunni jooksul. HA-mérgistatud E1 valk tuvastati otse rakkude
lusaadist anti-HA-HRP antikehaga. FLAG-mérgistatud E2 valgule teostati immuunosadestamine a-FLAG-M2
antikehaga ja siis detekteeriti a-FLAG-HRP antikehaga. Koduhoidva valku GAPDH kasutati kontrolliks.

HPV5 E2 valgu koguse vahenemine voib olla seotud kas Kiire transkriptsiooni blokeerimisega
vOi E2 valgu degradeerimisega. VVoimaliku pdhjuse leidmiseks otsustati blokeerida valkude
proteasoomne degradeerimise rada, kasutades farmakoloogilist proteasoomi inhibiitorit MG-
132.
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Selleks transfekteeriti U20S rakud HPV5-E1HA-NIuc-E2FLAG genoomiga. HPV5 wt
kasutati negatiivseks kontrolliks. Rakke inkubeeriti IBMX, MG-132 ning IBMX ja MG-132
seguga. Lisaks kasutati ka PKA inhibiitor H89. Seejarel tuvastati E1 valku otse rakkude
lisaadist HA antikehaga. E2 valgu taseme kindlaks tegemiseks sooritati immuunosadestamine
FLAG-vastava antikehaga ja visualiseeriti immunobloti abil. Mdosiini  kasutati

laadimiskontrollina.

Joonisel 12 on néidatud saadud tulemus. E1 valgu kogus jai kdikides proovides Uihesuguseks.
Detekteeritud E2 valgu signaal IBMX-i lisamisel oli raskelt méargatav, kuid proteasoomi
inhibiitori juures oli valgu tase mdnevdrra tagasi taastunud. Rakkude to6tlemine MG-132-ga
naitas E2 valgu suurenenud ekspressiooni vorreldes DMSO kontrolliga. PKA inhibiitori

juuresolekul on replikatsiooni signaalid vorreldes kontrolliga peaaegu samal tasemel.

Teostatud katse kinnitab hiipoteesi, et E2 valku degradeeridakse proteasoomide poolt, kui PKA

on aktiveeritud.

HPV5wt | HPVS5-E1HA-Nluc-E2FLAG
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----.I (WB: a-HA)

E2 (IP: a-FLAG,
WB: a-FLAG-HRP)

DD
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MG-132
H89

IBMX+MG-132

Joonis 12. PKA aktivatsioon viib E2 valgu proteasoomsele degradeerimisele. U20S rakud transfekteeriti 1
ug HPV5-E1HA-NIluc-E2FLAG genoomiga ja 1ug HPV5 wt genoomiga negatiivseks kontrolliks. Jargmisel
paeval lisati 10 uM MG-132, 0.5 mM IBMX ja 1 uM H89. Reagente inkubeeriti 6 tundi. Rakkude liisaadist
detekteeriti E1 valk HA-vastava antikehaga. E2 valku immuunosadestati ja tuvastati FLAG-vastava antikehaga.

Muiosiin on laadimiskontrolliks.

39



2.3.7 PKA parsib HPVS5 transkriptsiooni E2 valgust soltuvalt

E2 valgu s6ltumatute PKA mdjude valistamiseks HPV5 replikatsioonile, kasutati HPVV5EL ja
HPV5E2 replikatsiooni puudulikke genoome. Kasutatud genoomides ei ekspresseeru vastavalt
El ja E2 valgud ténu sisse viidud punktmutatsioonile esimeses AUG koodonis. Genoome
transfekteeriti U20S rakkudesse. Rakke inkubeeriti 72 tundi ning seejarel lisati IBMX ja db-
CAMP reagente ja inkubeeriti 8 tundi. Jargmisena analliusiti E8"E2, E1"E4, E1, E2, E6 ja E7

transkripte qPCR-ga, kasutades praimerite segu (Lisa 1: T606s kasutatud praimerid) (Joonis 13).
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Joonis 13. HPV5 E1 ja E2 puudulikke genoomide pealt siinteesitud transkriptid PKA inhibeerivate
reagentide juuresolekul. U20S rakke transfekteeriti HPV5E2" ja HPV5EL" replikatsioonipuudulikke
genoomidega, inkubeeriti 3 p4eva ja lisati IBMX ja db-cAMP reagendid 8 tunniks. DMSO kasutati negatiivseks
kontrolliks. E8"E2, E1"E4, E1, E2, E6 ja E7 mMRNA ekspressiooni tasemed analiilisiti qPCR-ga kolmes korduses.
Saadud tulemused normaliseeriti GAPDH ekspressiooni taseme vastu. Transkriptide tasemed DMSO-ga
toodeldud proovides on vdetud 1-ks ning Ulejadnud véartused arvutati selle suhtes. Graafikul on ndidatud

keskmised vaartused (+/- SD).
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HPV5E1 genoomi transkriptide analliusist selgus, et EB"E2, E1 ja E2 transkriptide tase langes
PKA aktivaatoritega to0deldud rakudes markimisvéérselt vorreldes DMSO-ga tdddeldud
negatiivse kontrolliga. Ulejdanud transktriptide ekspressioon jai umbes vordseks DMSO- ja
PKA aktivaatoritega td6deldud rakudes. HPVV5E2- genoomilt ekspresseeruvate E8"E2, E1"E4,
E2, E6 ja E7 transkriptide tase jai aga muutumatuna PKA aktiveerivate reagentide
juuresolekul, kuid E1 mRNA tase oli kdrgem IBMX- ja db-cAMP-ga t60deldud rakudes.

Saadud tulemused nditavad, et E2-sGltumatu viiruse transkriptsioon ei ole mdjutatud

kdrgendatud PKA aktiivsusest.
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2.4 Arutelu

HPV levib nii sugulisel teel kui ka naha kontaktide kaudu ja pdhjustab umbes 600000
emakakaela, tupe, peenise, paraku ja orofartingeaalse véhi juhtumit aastas (Martel et al., 2017).
Lisaks sellele pohjustab HPV ka healoomulisi kasvajaid nagu tulikad ja papilloomid. Enamusel
juhtudel on nakatumine astimptomaatiline. Pahaloomuliste kasvajate teket pGhjustavate HPV
tlupide (eriti HPV16 ja HPV18) vastu on valjatootatud profilaktilised vaktsiinid, mis aitavad
ara hoida viirusega nakkumist. Probleemiks on aga see, et vaktsiinid ei aita vélja ravida juba

olemasolevat infektsiooni.

Uute ravimite tuvastamine erinevate sihtmarkide suhtes algab tavaliselt tuhandeid ihendeid
sisaldavate raamatukogude skriininguga. Meie uurimisrihmas viidi 2017. aastal l1abi suure
kemikaalide raamatukogu testimine, selgitamaks uusi HPV18 genoomi replikatsiooni
inhibiitoreid. Selleks kasutati HPV18 genoomi ja Rluc reportergeeni sisaldavat konstrukti ning
normaliseerimiseks kasutati Fluc aktiivsust (Toots et al., 2017). Uue raamatukogu testimises
otsustati kasutada reportergeenina Nluc, mis omab vdrreldes Rluc-ga vaiksemat suurust,
korgemat stabiilsust ja aktiivsust. Normaliseerimismeetodiks valiti MTS analliis, mis lubab
madrata rakkude elulemust otse rakkude inkubeerimissodtmest. Analutsitavaks HPV tliibiks
valiti HPV5, mis on onkogeenne beeta perekonda kuuluv tulp ja vdib pdhjustada
immuunpuudulikel inimestel pahaloomulisi kasvajaid. Selle magistritd6 raames tehti
ettevalmistuskatsed, mis aitasid maarata skriiningu optimaalsed tingimused, et hoida kokku
aega, materjali ja korrigeerida tapsust. Skriining teostati ning selle tulemusena leiti mitmed

HPV5 replikatsiooni inhibeerivaid kemikaale.

HPV replikatsiooni toimumises on &armiselt olulised E1 ja E2 valgud. VVarasemalt on nédidatud,
et E1 ja E2 vOivad olla mérklaud valkudeks erinevatele rakulistele proteiinkinaasidele, mis E1
ja/lvéi E2 fosforileerimise kaudu mdjutavad nende bioloogilist aktiivsust ning viiruse
replikatsiooni nii positiivselt kui ka negatiivselt (Piirsoo et al., 2019; Sekhar ja McBride, 2012;
Xie et al., 2017).

Antud t66s on tapsemalt uuritud PKA moju HPV5 genoomi replikatsioonile. PKA valiti
uuritavaks  kinaasiks tdnu mitmele pdhjusele. Naiteks ekspresseeritakse PKA-d
keratinotsutides, mis on HPV looduslikeks peremeesrakkudeks ning cCAMP, mis on PKA

regulaatoriks, md@jutab naha keratinotsudtide proliferatsiooni ja diferentseerumist. Lisaks
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sellele, bioinformaatiline analtiiis on ndidanud, et erinevate HPV tulpide E1 ja E2 valgud
omavad oletatavaid PKA konsensussaite R-R/X-S/T (Kennelly ja Krebs, 1991). Seepérast
oletasime, et PKA vdib mdjutada viiruse E1 ja/vdi E2 valke ning osaleda replikatsiooni
regulatsioonis. PKA ja HPV valkude omavahelise interaktsiooni uurimine aitaks aru saada
viiruse elutsiikli regulatsioonist peremehe rakkudes ja annaks rohkem aimu uute ravimite

valjatootamiseks HPV infektsiooni vastu.

Kuna HPV elutsiikkel sbltub peremehe keratinotsiiitide diferentseerumisprogrammist, siis
selle uurimine laboritingimustes on olnud &armiselt keeruline. Seeparast on meie
uurimisrihmas véljat6otatud U20S rakuliinil p6hinev mudelsiisteem viiruse replikatsiooni
uurimiseks. U20S rakuliin toetab paljude HPV-tlpide replikatsiooni. (Geimanen et al.,
2011).

Teostatud t66 tulemuseks leiti, et HPV5 genoomi replikatsioon U20S rakkudes on PKA s6ltuv.
HPV5 replikatsiooni signaalid olid tugevalt maha surutud PKA wt (le-ekspressioonil voi
endogeense PKA aktiivsuse voimendamisel PKA aktivaatoritega (IBMX ja forskoliin). PKA
aktivaatorite abil saadud efektide korvalekaldeid saab seletada nende vdimalike
sihtmargivaliste mdjudega. IBMX, kui fosfodiesteraaside inhibiitor, voib aktiveerida cGMP-
sOltuvat kinaasi signaaliraja (Stroop ja Beavo, 1991). Forskoliin omakorda, kui membraaniga
seotud adenilaasi tstiklaaside aktiveerija ei aktiveeri tsutosoolseid adenilaas tsuklaase
(Tresguerres et al., 2011). Samuti néidati, et PKA aktiivsuse inhibiitori H89 juuresolekul
HPVS5 replikatsiooni tase tousis. Seega, PKA aktiivsuse aktivaatoreid ja inhibiitoreid vdib

pidada potentsiaalseteks HPV5 genoomi replikatsiooni regulaatoriteks.

Seoses sellega, et HPV replikatsiooniks absoluutselt vajalikud valgud on E1 ja E2, vaatasime,
kuidas mdjutab nende taset PKA aktivatsioon. Katsetest selgus, et kdrgendatud PKA
aktivatsioon viib HPV5 E2 valku proteasoomsele degradatsioonile. Kusjuures PKA
aktivatsioon ei avaldanud negatiivset méju HPV5 E1 valgule. Varasemalt on néidatud, et
mitmete erinevate alfa HPV tidpide E2 valk viiakse degradatsiooni ubikvitiin-proteasoomse
rajaga labi aminoterminaalse transaktivatsiooni domeeni (Bellanger et al., 2001; Gagnon et al.,
2009).

HPV5 E2 valgu proteasoomsele degradeerimisele viimist tinu PKA-s6ltuva fosforlleerimisele

on voimalik seletada kahe mehhanismiga. Esiteks, ubikvitiin ligaas (E3) vOib tunda ara E2
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valgul PKA poolt fosforileeritud kohta ja seonduda sellega (Chen et al., 1995). Teiseks,
fosfortiilimine v@ib viia E2 valgu konformatsioonilistele muutustele, mis lubab ubikvintiinil
kergemini seonduda ja seeldbi edastada valk proteasoomidele (Johnson ja Barford, 1993).
Saadud tulemuste alusel ei ole kahjuks véimalik tapselt 6elda, mis mehhanismi Iabi toimub E2

valgu proteasoomne degradeerimine.

Saadud tulemused on olulised beeta HPV elutsiikli kulgemise paremaks arusaamiseks. Antud
to0 raames oleme leidnud olulise HPV5 replikatsiooni regulaatori cAMP-sbltuva
proteiinkinaasi ndol. Selle projekti pikaajaline eesmark on saada siigavam Ulevaade PKA ja
teiste peremeesraku faktorite ning HPV omavaheliste interaktsioonide kohta ja seeldbi anda

oma panus uute efektiivsete ravi strateegiate valjatodtamises HPV-nakkuse vastu.
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KOKKUVOTE

Kéesolev t06 keskendus HPV5 replikatsiooni muutuste uurimisele cAMP-sGltuva
proteiinkinaasi A aktivatsioonil U20S rakuliinis. Lisaks sellele optimiseeriti HPV5NIuc

genoomi uue kemikaalide raamatukogu testimist. L&pus tehti jargmised jareldused:

e Skriiningut labiviimiseks kasutati 200 ng HPV5NIuc genoomi, kasvatati rakud 48 h ja
inkubeeriti reagentidega veel 48 h. Lutsiferaasi normaliseerimiseks kasutati MTS
lahust, mida pipeteeriti otse s66tmesse;

e PKA Ule-ekspressioonil vo6i selle aktiivsuse vdimendamisel PKA aktivaatoritega
(IBMX, forskoliin ja db-cAMP) oli HPV5 replikatsioon tugevalt maha surutud;

e PKA inhibiitori H89 lisamisel toimus HPV5 replikatsiooni taseme tous;

e HPVS5 stabiilse replikatsiooni uurimisel selgus, et PKA aktivatsioon pdhjustab samuti
negatiivset efekti;

e PKA aktivatsioon viib E2 valku proteasoomsele degradatsioonile.
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The impact of cAMP-dependent kinase on the replication of human papillomavirus
type-5

Elina Lototskaja
Summary

Human Papillomaviruses (HPVs) are double stranded DNA viruses that infect both mucosal
and epithelial basal keratinocytes. HPV lifecycle strongly depends on epithelial differentiation
program. Usually, the virus resides in the body in the latent state, and infection is
asymptomatic. However, low-risk types can cause benign tumours — warts, papillomas, and
condylomas. High-risk HPV types, on the other hand, may lead to malignant tumours. Research
of the HPVs, their lifecycle and interactions with host cells may help in development of new

therapeutic approaches for HPV-related diseases.

Inhibition of HPV replication is the most important strategy in treatment of infections caused
by HPVs. Therefore, it is important to determine molecular background of the HPV and host
cell bilateral interactions in order to avoid cell damage during intervention in the infection
cycle. Protein kinases are important regulators of many biological processes. E1 and E2
proteins which are crucial regulators of the HPV replication are substrates for a large number
of cellular kinases including cAMP-dependent protein kinase (PKA). The main goal of the
present thesis is to study how PKA activation affects HPV5 replication in U20S cells. HPV5
belongs to high-risk beta family causing malign skin tumours in immune deficient persons.

In the first part of the thesis, HPV life cycle is described, with emphasis on the E1 and E2
protein structure and functions. Also, various protein kinase roles (specifically PKA) in host
cell and virus life cycle are described. Experimental part consists of two parts: the first one
describes the development of optimal experimental conditions suitable for testing the Diversity
Set V chemical library in search for the new inhibitors of the HPV5 replication. In the second
part, effect of PKA on HPV5 transient and stable replication is studied, and PKA primary viral
target is determined. It was discovered that HPV5 replication was negatively affected by the
increased PKA activity in U20S cells. In presence of endogenous PKA activators (IBMX and
forskolin) or in response to the overexpressed PKA catalytic subunit, HPV5 replication was
strongly inhibited. It was also found that PKA activation led the E2 protein to rapid proteasomal
degradation. Unfortunately, it is not possible to ascertain how exactly PKA-dependent
phosphorylation induces the degradation of E2. This work was performed in molecular

virology laboratory in Institute of Technology, University of Tartu.
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LISAD

LISA 1. Toos kasutatud praimerid

Nr | Geen Praimer Jérjestus 5°-3’

1 | HPVSESE2 | Fw1 TGAAGCTGAAGATGTTACTC
Rv1 GATGTGGTGAGCTGTCTGGAC

2 | HPV5 E8"E2 | Fw 2 GATGTTACTCCTGAGGTGGAG
Rv 2 CTCTGGTTTCGGTTTGTTGTG

g |HPVOEL"EA 10y CTGCAAACATGACGGATCC
Rv 1 GATGTGGTGAGCTGTCTGGAC

4 | HPV5EINE4 | Fw 2 GACGGATCCTAATTCTAAAG
Rv 2 CTCTGGTTTCGGTTTGTTGTG

5 |HPVSEL | Fwl CAGTATGCAAGGCTTGCTCC
Rv 1 CTGACCAGTGCCCTTCCCCTTC

6 |HPVSEL |Fw?2 GCTGCAACCCCTTTCAGAGTG
Rv 2 CCCCATGCACATTAATGTTAG

7 |HPVBE2 | Fwl GCTTGAGTCACTACAGACATC
Rv 1 GGCATTATCTGGATCATTGTC

8 |HPVBE2  |Fw2 GTATACAATGTGGACCTATGTG
Rv 2 CTTCCCATTCTCCAGTTGTAC

9 |HPVSE6 | Fw GTATGCTGTGGCGCCACTG
Rv GAAGGCCTCTGCCACAGCAATC

10 |HPVSE7 | Fw CTGGAGCTCAGTGAGGTGCAG
Rv CTCACAGTTCCTGCAACCGCAC
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