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K ASUTATUD LUHENDID

1D — thedimensionaalne

2D — kahedimensionaalne

ATM - ataxia telangiectasia mutatdghaas étaxia telangiectasia mutated kinase

ATR — ATM ja Rad50 s6ltuv kinaag\TM and Rad50 dependent kinpse

BPV — veise papilloomiviirusbovine papilloma virus

ccc DNA — kovalentselt suletud superspiraliseerudia® (covalently closed circular DNA
E valgud — varajased valgueatly)

E1BS - valgu E1 seondumisjarjest&d (binding sitg

E2B1, E2B2, E2B3, E2B4 — vastavalt esimene, tdiaknas ja neljas E2 seondumisjarjestus
E2BS — valgu E2 seondumisjarjest& (binding sitg

HPV — inimese papilloomiviirushiman papilloma virys

L valgud — hilised valguddte)

LCR — papilloomiviiruse peamine regulatoorne jaxsslong control regiof = URR

lin DNA — lineaarne DNA

M faas — rakutsukli faas, kus rakk jaguneb tutdmualeks

mc — kovalentselt suletud superspiraliseerunud dwmdtsioonis DNA ehk pisirdngas

(minicircle)
oc DNA — avatud ringi vormis DNAofpen circular DNA

ORF — avatud lugemisraampen reading frame
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p53 — oluline rakuline tuumorsupressorvalk

PIKK — fosfatididlinsoitool-3 kinaaside perekongh¢sphatidylinostiol 3-kinase related

kinase family

pRB — retinoblastoomi valk

PV — papilloomiviirus

RPA — replikatsioonivalk A

S faas — rakutsukli faas, kus toimub raku DNA fegsioon

U20S rakuliin — inimese osteosarkoomist algataskailin

URR - papilloomiviiruse peamine regulatoorne jarjegtysstream regulatory regigr= LCR

UV kiirgus — ultravioletne kiirgus

wt — metsik-tadpiild-type



SISSEJUHATUS

Papilloomiviirused (PV-d) on vaikesed kaheahetalBNA genoomiga viirused, mis on
vOimelised nakatama mitmeid imetajaid, linde ja magaid. Inimese papilloomiviirused
(HPV-d) on populatsioonis laialt levinud olulisedatpgeenid, mille infektsioonile on
iseloomulik epiteeli enamjaolt healoomuliste voh&ndekitamine. Kuna mdnede inimese
papilloomiviiruse ttupide tekitatud kasvajad voivaetneda halvaloomulisteks, on tegemist

oluliste uurimisobjektidega.

Kéesolevas t60s kasutan meie toogrupi poolt vajatatud U20S rakkudel pdhinevat
mudelsuisteemi uurimaks HPV tudp 18 (HPV18) DNA d&jlise replikatsiooni kaigus
tekkivaid viiruse genoomi oligomeere ning otsin mmaalset HPV jarjestust, mis replitseerub
ja oligomeriseerub. HPV genoomi oligomeriseerunoneseni pdhjalikult uurimata protsess,
mille mdistmine vOib anda uusi olulisi teadmisiruse infektsioonitsuklist. Katseteks valiti
HPV 18 genoom, kuna tegu on uhe laialdasemalt levHPV thdbiga, mille nakkus vaib viia
vahi tekkeni. TOO teoreetilises osas annan |lUhadey inimese papilloomiviirustest, nende
elutsiiklist, genoomi Ulesehitusest ja toon valjguse kodeeritavate valkude peamised
funktsioonid. Samuti tutvustan oligomerisatsioomotpessi ning kirjeldan lthidalt rakulist

DNA kahjustuse vastust, mis v0ib olla seotud oligende tekkimisega.

Too6 on kirjutatud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstitdis (TUTI) ja tanan kdiki oma
uurimisgrupi liikmeid, kes t60 kirjutamisele on kaaaidanud, eriti oma juhendajaid Marit

Oravat ja Ene Ustavit.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. PAPILLOOMIVIIRUSTE ULDISELOOMUSTUS

Papilloomiviirused (PV-d) on vaikese kaheahelalB®&A genoomiga viirused, mille
peremeesorganismide hulka kuuluvad inimesed ninged teised imetajaid, kahepaiksed ja
linnud. PV genoomi katab ilma membraanita valgulkepsiid, mis koosneb kokku 72

kapsomeerist. Papilloomiviiruste virionide diameeate ~55nm (Baker et al., 1991).

Papilloomiviirused on aarmiselt koespetsiifilisédgion viimelised edukalt nakatama ainult
epiteelkoe peamist rakutlilpi — Kkeratinotsutte. IRapniviiruste infektsioonile on

iseloomulik tekitada peremeesorganismis healoomkasvajaid nagu tudkaid ja papilloome.

Erinevate peremeesorganismidega kohanenud papillonmed on evolutsioneerunud ligi
kahesajaks eri tudbiks. Papilloomiviirusi jagataksenevateks tulpideks nende kdige
konserveerunuma valgu L1 lugemisraami pohjal. Kukleotiidne jarjestus erineb vahemalt
10% seni teadaolevate PV tllpide jarjestusest, dafibeerida uue tuubi (Bernard et al.,
2010).

1.2. | NIMESE PAPILLOOMIVIIRUSED

Tanaseks on kirjeldatud ligikaudu 120 inimest nakat papilloomiviiruse tilupi (Bernard et
al., 2010). Vastavalt nakatatavale epiteelkoelatggse inimese papilloomiviirused (HPV-d)
naha ja limaskestade papilloomiviirusteks, mis reyad omakorda korge- ja madalariski
HPV-deks. Madalariski papilloomiviirused po&hjusteveapiteelkoe healoomulisi vohandeid,
mis nahal ilmnevad peamiselt soolatilgaste ja Ipapiidena, limaskestadel aga
konduloomidena. Korgeriski HPV infektsioon viibavepiteelkoe vahieelse seisundi tekkeni,
mis omakorda vOib areneda halvaloomuliseks kassajddokku seostatakse ligi 5.2%
kdikidest vahkidest inimese papilloomiviirustegaai8ey, 2012). Sellest tingituna on HPV-d

oluliseks uurimisobjektiks.



1.2.1.NAHKA NAKATAVAD PAPILLOOMIVIIRUSED

Nahka nakatavad papilloomiviirused on inimeste dagsdt levinud ning neid vdib pidada

naha normaalse mikrofloora hulka kuuluvateks (Asgmm et al., 2003). Madalariski naha
papilloomiviirused (naiteks HPV1, HPV2 ja HPV4) ikvad juba mainitud soolatttkaid ja
papilloome (Cardoso and Calonje, 2011).

Kdrgeriski naha papilloomiviirusteks peetavad HP)# HPV8 on populatsioonis koige
levinumad (naiteks HPV5 esineb ~6% inimestest) ¢Asson et al.,, 2003). Neid
klassifitseeritakse  k&rgeriski  tiupideks, kuna neideostatakse nahahaigusega
Epidermodysplasia verruciformi{&V). EV on harvaesinev pariliku eelsoodumuseggus
mille tulemusena tekivad nahale tlukalaadsed kadyajis vOivad ajapikku areneda
pahaloomulisteks. Enamikel juhtudel progresseerubatiyaloomulisteks UV kiirgusele
eksponeeritud kehapiirkondades olevad kasvajadjulildl kujuneb vahk vélja inimestel,
kellel on puudulik immuunsisteem (Cardoso and GeJo2011). Siiski pole kindlaid
tbendeid selle kohta, et HPV-d pdhjustaksid nahkivékatseliste tdendite pohjal voib
oletada, et HPV aitab koos UV kiirgusega kaasa tékiele, aga edaspidine vahi areng ei

sOltu papilloomiviiruse DNA olemasolust rakus (Abdagh et al., 2013).

1.2.2.LIMASKESTI NAKATAVAD PAPILLOOMIVIIRUSED

Limaskesti nakatavad papilloomiviirused levivad méselt sugulisel teel ja p&hjustavad
suguorganite, aga ka kurgu ning kaela piirkonnaesaid hea- v6i halvaloomulisi kasvajaid.
Levinuimad madalariski papilloomiviirused on HP\é6HPV11, mille geneetilist materjali on
leitud rohkem kui 90% maailmas diagnoositud kondilaest (Hawkins et al., 2013).
Arvatakse, et 1-5% inimestest esinevad suguordakdaduloomid (Patel et al., 2013).
Kdrgeriski papilloomiviiruse tidpe on ligi 15, nelt levinuimad on HPV16 ja HPV18
(Stanley, 2012). Kdige sagedamini seostatakse H®aktsiooni emakakaelavahi tekkega —
99% neist vahkidest sisaldavad korgeriski papmtoairuse DNA-d vahirakkudes, kdige
sagedamini neist HPV16-t (~60%) (Walboomers etl1&99). Korgeriski papilloomiviirused
pbhjustavad ka eesnaarme-, pbie-, anaal-, peepisa-,ja kaelavahki. Praegu ei ole olemas
efektiivseid ravivoimalusi papilloomiviiruse infediboni térjumiseks, seega on HPV-alaste

uuringute jatkamine vaga oluline (Moscicki, 2010).
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1.3. | NIMESE PAPILLOOMIVIIRUSE GENOOM

Papilloomiviirused on vaikesed tsirkulaarse kahkdise DNA genoomiga viirused.
Genoomi pikkus on ligi 8000 aluspaari ning seddyagada kolmeks regiooniks: varajane (E
ehkearly), hiline (L ehklate) ja peamine regulatoorne ala (LCR dbkg control regionvoi

ka URR ehkupstream regulatory regigr{joonis 1).

URR piirkond on ligi 850 aluspaari pikkune ningkeideeri thtegi valku, ent selles on HPV
DNA replikatsiooni alguspunkt (ori), jarjestused ngemi sailitamiseks peremeesrakus
rakujagunemise kaigus ning transkriptsiooni komgtemendid (Demeret et al., 1995;
McBride, 2008). URR piirkonnas paiknevad mitmed rgkoniskohad nii rakuliste kui ka
viruse enda valkude jaoks, mis toimivad koos kaltitnaks HPV genoomilt toimuvat

transkriptsiooni ja replikatsiooni (Lee et al., 99

1.3.1.LUGEMISRAAMID

HPV genoomilt ekspresseeritake papilloomiviiruskekisiooni eri etappidel varajasi — E1,
E2, E1"E4, E5, E6 ja E7 — ning hilised valke — &1 p.

E1l ja E2 on ainsad viiruslikud valgud, mida papftoviirused vajavad oma genoomi
paljundamiseks (Chiang et al., 1992b; Remm etl8092; Sverdrup and Khan, 1994; Ustav
and Stenlund, 1991). Kuna PV-te puhul on tegemiskeste viirustega, mis kodeerivad
piiratud hulka valke, kasutavad nad oma genoomupdamiseks lisaks ka peremeesraku
DNA replikatsiooni masinavarki. E1 ja E2 valkude okt6 tulemusel varvatakse
replikatsioonikompleks viiruseorigin piirkonnale ning algatatakse kahesuunaline DNA
paljundamine. Lisaks rollile PV genoomi replikatsm initsiatsioonil on E2 ka oluline

regulaatorvalk. Tapsemalt on nende valkude fun&tseckirjeldatud peatukis 4.5.



Joonis 1.HPV18 genoomi skemaatiline ehitus.
HPV18 genoom on 7,9 kb suurune ning jaguneb kolmpéksonnaks: varajased (E1, E2, E4, E5, EB6,
E7) ja hilised lugemisraamid (L1, L2) ning mittelemttiv ala (URR) (Kadaja et al., 2007).

E8 lugemisraamilt kodeeritakse E8"E2C (ei hdlmgwk&2 valgu lugemisraami, puudub N-

terminaalne osa) repressorvalku, mis on tugev kasliooni ja varajase geeniekspressiooni
inhibiitor. E8 lugemisraami ekspressiooni valjaiémnine viibb genoomi koopiaarvu tdusuni

(Kurg et al., 2010). On néaidatud, et ES"E2C on HP\fBihul vajalik genoomi stabiilseks

sailimiseks inimese keratinotsuttides (Stubenraectal., 2000). ES"E2C mutantse HPV
genoomi tugevat replikatsioonimustrit vorreldes siletiipi genoomiga tdheldame ka oma
U20S rakuliinil pdhinevas mudelsiisteemis.

E17E4 on multifunktsionaalne valk, mida eksprestaese kogu viiruse elutstkli jooksul, ent
mille tase on kd&rgeim infektsiooni viimastes staadies. E1"E4 on seotud Keratiini
intermediaansete filamentide Umberkorraldustegas waiivad viiruse elutstkli 16ppfaasis
aidata kaasa virionide vabanemisele. Samuti aitabkdasa viiruse DNA sinteesile,
indutseerib vajadusel apoptoosi ning méjutab E2egmdudes viiruse genoomi replikatsiooni

ja transkriptsiooni aktiivsust (Nakahara et al.Q20

E5, E6 ja E7 on HPV onkogeense toimega valgud. Blepr@spressioon vdib viia

peremeesraku transformatsioonini kasvajarakuks.
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E5 valgu roll rakutsiuiklis pole veel péris selgeqa ag teada, et ta voimendab E6 ja E7 valkude
transformeerivaid omadusi. Selle vaikese valgu dgtarmine on raske, kuna ta
ekspressioonitase on vaga madal, kuid on teademet slintees ei ole vahi arengu seisukohalt
hadavajalik. E5 véldib peremeesraku apoptoosiifaslike antigeenide esitlemist nakatunud
raku pinnal (Cai et al., 2013).

Normaalsete keratsinotstutide jagunemine on rakulretinoblastoomi (Rb) perekonna
valkude kontrolli all. Rb reguleerib E2F transksigonifaktorite aktiivsust, mis omakorda
kontrollivad rakutsukli tleminekut G1 faasist S $aéVloody and Laimins, 2010). HPV E7
valgu seondumine tuumorsupressor Rb valkudega (Dydoal.,, 1989) aga suunab nad
lagundamisele. Selle tulemusena liigub rakutstikkéasi, millega kaasneb viiruse genoomi
paljundamiseks vajalike rakuliste replikatsioonttake aktiveerumine. Koikide HPV tidpide
E7 valgud seonduvad Rb perekonna valkudega, aga naéidatud, et korgeriski

papilloomiviiruse E7 valgud on Rb suhtes suureniasafsega (Gage et al., 1990).

E7 valgu poolne peremeesraku loomuliku rakutsukbdiitseerimine vdib viia rakutsukli
peatumise ja apoptoosini labi p53-sbltuva mehhanisBelle valtimiseks seonduvad
kdrgeriski E6 valgud p53-ga, mistdttu rakutsikkepeatu ja saab jatkuda papilloomiviiruse
genoomi replikatsioon (Moody and Laimins, 2010). &v HPV peamine onkovalk ja selle
ekspressioonist piisab, et muuta primaarsed ininggsteelirakud surematuks, E6 valgul
sellist vbimet pole. Nende kahe valgu kombinatsionraga efektiivseim variant primaarsete
rakkude surematuks muutmiseks (Hawley-Nelson £1889). Koérge- ja madalariski HPV-de
vahe seisnebki nende E6 ja E7 valkude transforneerndimekuses. On naidatud, et ainult
korgeriski viiruse tuupide onkogeensed valgud omelised véltima peremeesraku surma,
mis vOib viia vahi tekkeni, madalariski HPV-de E®6 E7 onkogeenne vBime on aga madal
(Munger et al., 1989; zur Hausen, 2002).

Struktuursete valkude L1 ja L2 ekspressioon toimviituse hilises elutstiklis faasis. L2
seondub L1-ga ja koos moodustavad nad virioni k@ipsiusjuures on naidatud, et L2 valk
tagab HPV partikli nakkusvdime. (Zhou et al., 1993)
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1.4. | NIMESE PAPILLOOMIVIIRUSE ELUTSUKKEL

Papilloomiviiruste  elutsikkel on tihedalt seotud rgmeeesorganismi epiteeli
diferentseerumisega. Nagu eespool juba mainitud, Pdhd &aarmiselt koespetsiifilised
viirused, mis nakatavad ainult limaskesta voi napéeeli rakke. Edukaks infektsiooniks
peavad papiloomiviirused sisenema epiteeli badaialakkudesse ning thildama oma elu- ja
replikatsioonitsiiklid peremeesraku arengutsukliga foonis 2). Nii HPV genoomi
replikatsioon kui ka viiruse elutstikkel jagatakseamasti kolmeks faasiks (Bodily and
Laimins, 2011; Kadaja et al., 2009).

1.4.1.KIHISTUNUD LAMEEPITEELI EHITUS JA ARENGUTSUKKEL

Epiteelkude koosneb erinevas diferentseerumisfadeiatest keratinotsudtidest. Normaalses
epiteelis on ainult basaalkihi rakud mitootilisektiivsed. Rakujagunemise kaigus jaab ks
tutarrakk basaalkihti ning sdilitab paljunemisvdimeine tutarrakk aga lukatakse tlespoole,
kus ta muudab geeniekspressioonimustrit, hakkabrafifseeruma ehk valjub rakutsiklist
ning selle tulemusena kaotab vOime jaguneda (vtnigpo?2). Keratinotsuutide

diferentseerumisprogrammi iseloomustab raku tsi@esk tugevdamiseks keratiini

sunteesimine. Lopliku diferentseerumise kaigus pokaratinotsuit sisseprogrammeeritud
rakusurma faasi. Selline loomulik tsikkel kestabbem3 nadalat ja viimases etapis koorub

surnud keratinotsudt epiteeli pinnalt (Fuchs, 2@IK)9).

On valja pakutud, et kui virionid sisenevad basdddudesse, tekib parast esmast kiiret
amplifikatsiooni latentne sailumine, aga kui nadatavad arengutstklis juba edasi liikkunud
rakku, mis enam ei jagune, tekib ainult liuhiajalindektsioon (HPV eemaldub koos

kooruvate rakkudega) (Bodily and Laimins, 2011).

1.4.2.INIMESE PAPILLOOMIVIIRUSE INFEKTSIOONI ALGUSETAPID

Inimese papilloomiviiruse virionid jduavad basakkadeni peamiselt epiteeli vigastuste
kaudu. Basaalrakkude nakatamine vdimaldab neitae&i organismis pusiva nakkuse (vt
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joonis 2). Viiruse seondumise ja sisenemise melhadion endiselt tapselt teadmata, aga on
vélja pakutud erinevaid rakulisi ja viiruslikke el mis sellele kaasa vdiksid aidata. Uhe
voimaliku HPV rakulise retseptori kandidaadina ddijar toodud hepariinsulfaat, kuid ka
teiste rakupinna valkude tahtsust on naidatud HiB¥hemisel peremeesrakku. HPV virioni

infektsioonivdimekuse tagamiseks on vaja nii L1 kai L2 valku (Horvath et al., 2010;

Joyce et al., 1999).

Virionide pakkimine
ja vabanemine

Sarvkiht | = = ._
B VO ; E1E4, E5, L1 jalL2
Granulooskiht | | ekspressioon ja viiruse
genoomi teistkordne
amplifikatsioon

i i |
Ogakiht | ‘ /

J.-'I Varajaste valkude
| E1,E2,EGjaE7
= W L7 _ ekspressioon
4
Basaalkiht : || /f-f !
7
- "'; pd
Tavaline epiteel HPV-ga nakatunud
epiteel

Joonis 2. Inimesepapilloomiviiruse elutsukli skemaatiline esitlus

Pildil on kujutatud tavaline epiteel ja HPV-ga nakaud epiteel. HPV siseneb vigastuste kaudu
epiteeli ja nakatab basaalkihis paiknevaid rakkéra$t papilloomivirusega nakatumist toimub
peremeesrakus viiruse varajaste geenide eksprasgogenoomi esmane amplifikatsioon, millele
jargneb latentse sailumise faas, kus viiruse genpiasib peremeesraku tuumas stabiilse koopiaarvuga
episoomina. Ekspresseeritakse ainult varajasi vadkgu selle aja pusib peremeesrakk basaalkihis.
Parast peremeesraku lahkumist basaalmembraamnitulditema diferentseerumisprogramm. Viirusele
tahendab see valjumist latentse infektsiooni fagesislutsukli hiliste sindmuste kaivitumist. Envadt
normaalsest epiteelist, on ogakihis ja granuloaskpaiknevad rakud mitootiliselt aktiivsed. Toimub
HPV genoomi teistkordne amplifikatsioon ning vindesse pakkumine. Viirusosakeste vabanemine

toimub epiteeli pinnal olevatest surnud rakkudKstitani et al., 2012).
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Parast keratinotsttidile kinnitumssseneb virion rakku, kus toimub selle lahtipakkoenning
HPV genoomi transport rakutuuma. Viiruse varajagadtmooterilt hakkab toimuma varajaste
valkude ekspressioon. HPV peab oma nakkuse kehtisgtiss genoomi koopia arvu
kordistama ehk Ules amplifitseerima. Selle voimalseeks toimub korduv HPV replikatsioon
Uhe peremeesraku rakutsukli jooksul. Kui viiruskude ekpressioontasemed jaavad
stabiilseks, lakkab genoomi koopiaarvu tdus ja j@éisivalt 10-200 juurde raku kohta
(Demeret et al., 1997; Kadaja et al., 2009; Moodg aaimins, 2010; Steger and Corbach,
1997).

1.4.3. STABIILNE REPLIKATSIOON

Esmasele amplifikatsioonile jargneb viiruse DNA dkaarvu) stabiilse ehk latentse
sailumise faas, mis tagatakse HPV genoomi repli@ts toimumisega sunkroonselt

peremeesraku replikatsiooniga.

HPV genoomi latentse perioodi jooksul ekspressses# episomaalseks sailitamiseks
vajalikke valke (E6, E7, E1 ja E2) madalal tasenstl véltida nakatunud peremeesraku
detektsiooni immuunsusteemi poolt. PV-e replikaisitoimub suure tdendosusega Uks kord
rakutsukli jooksul, paralleelselt raku replikatsiga, ning viiruse episoomid jagunevad
enam-vahem vordselt titarrakkude tuumade vahelifBadd Laimins, 2011; Kadaja et al.,

2009; McBride et al., 2006).

1.4.4. TEISTKORDNE AMPLIFIKATSIOON

Kui viiruse peremeesrakk lahkub basaalmembraaniity see HPV elutsikli hiliste
sundmuste algatamiseni. Papilloomiviiruse onkowalglhdirivad raku normaalse
diferentseerumisprogrammi alustamist ning nakatuak#t jAdb mitootiliselt aktiivseks, mis
vOimaldab viirusel jatkuvalt kasutada replikatsitsn vajaminevaid peremeesorganismi
valke. Kui rakud on joudnud ogakihti, hakatakseuge replikatsioonivalke ekspresseerima

senisest margatavalt kérgemal tasemel (vt joonis S¥lle tulemusena tbuseb viiruse

14



koopiaarv raku kohta mitme tuhandeni ehk toimubtkeirdne amplifikatsioon. (Bodily and
Laimins, 2011).

Viimasena toimub viiruse kapsiidivalkude L1 ja L2kspressioon ning virionide
kokkupakkimine. Kuna nimetatud valgud kutsuvad uadeimmuunvastust esile, oodatakse
nende ekspresseerimisega, kuni rakk on joudnud asgiesse epiteelikihtidesse.
Viiruspartiklite vabanemisel on oluline roll viiras E1"E4 liitvalgul, mis indutseerib
terminaalselt diferentseerunud peremeesraku koklaeraist ja apoptoosi (Nakahara et al.,
2005). Kuna papilloomiviirused ei ole ludtilisedabanevad virionid ainult pindmisest
epiteelikihist, kuhu jdudnud rakud on juba surnsadiumis. Ka see on Giheks immuunvastuse

valtimise mehhanismiks (Bodily and Laimins, 2011).

1.5. HPV REPLIKATSIOONIKS VAJALIKUD CISELEMENDID

JA TRANS FAKTORID

Viiruselised cisjarjestused on konkreetsed genoomi piirkonnad, wastutavad teatud
funktsiooni, nditeks DNA replikatsiooni labiviimisgest ¢rigin, transkriptsiooni ugevdajad
ehk enhanserid jne). Viiruselisians{faktoreid ekspresseeritakse teatud viiruse gen@bealti

(ORF-It), misjarel nad rakendavad oma moju neid davivast lugemisraamist eemal,

funktsioneerivad kaudselt, seostudes vastavatataridmiskohtadele genoomis .

HPV 18 replikatsiooni alguspunktigin asub peamises regulatoorses jarjestuses (longotont
region LCR), ning hélmab Uhte E1 seondumispakka binding site- E1BS) ning nelja E2
sidumispiirkonda E2 binding site- E2BS) (vt joonis 3 ja 4) (Hegde, 2002; Wilsdnak,
2002). Lisaks HPV replikatsiooni kontrollivatelaruiselistele valkudele on mitmeid rakulisi
faktoreid, mis mdjutavad protsessi kas viiruse ikgpgioonivalkudega interakteerudes voi
muutes origin piirkonna DNA struktuuri preinitsiatsiooni kompkak jaoks lihtsamini
kattesaadavaks (Lee et al., 1997). Antud t60s kekke siiski ainult viiruselistele HPV
replikatsiooni mdjutavatele faktoritele.

E1l on kdige suurem (68kDa) HPV valk. E1 valgul oglikaasne, ATPaasne,origin-i
piirkonna DNA sidumise ja lahtiharutamise aktiivsigeo et al., 1993b). E1 valk seondub
URR piirkonnas kindlale A:T rikkale seondumisjatjesele nii BPV (Holt et al., 1994) kui ka
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erinevate HPV-de puhul (Sverdrup and Khan, 19943iteks HPV18 URR piirkonnas
paiknev E1BS on 18 aluspaari pikkune, kuid sellgegdus ei ole erinevate viirustttpide
vahel eriti konserveerunud (vt joonis 4) (Austerd adoshua-Tor, 2004). Ebrigin-ile
seondumise afiinsus on kullaltki nérk ning E2 valkab kaasa E1 A:T rikkale jarjestusele
seondumise efektiivsemaks ning jarjestusspetsiifiiaks muutmiseks (Seo et al., 1993a).
Naiteks HPV11 puhul on naidatud, et E1 seondub D&#&&ga nodrgalt ja sidumisjarjestuse
olemasolu polegi vajalik (Dixon et al., 2000). K&YAL8 korral on naidatud, et E1BS eri

mutatsioonid kull véhendavad replikatsiooni efefdiist, aga ei elimineeri seda (Lee et al.,

1997).
v
: : L
I Sl Fl'luf xk‘x
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Joonis 3.Inimese papilloomiviiruse titbi 18 (HPV18) skemaatine esitlus koos E1 ja E2

valkude URR-le seondumiste esitlusega.
Joonisel on margitud E1 ja E2 valgu sidumise piikad. E1 ja E2 valgud, mida ekspresseeritakse

varajaselt promooterilt (pl105), on naidatud dimekujul. Dimeersed molekulid moodustavad

omavahel kompleksi, mis omakorda seondtigin-i piirkonnale (Kurg, 2011).
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Origin-iga seondumiseks peab E1 valk moodustama diméayi dimeerse E2 valgu abil
kinnituvad nad DNA-le (vt joonis 3). Parast esmsesindumist varvatakse kompleksi veel E1
valke, E2 dimeer vabaneb ja E1 valkudest moodudtaks heksameerset helikaasse
aktiivsusega struktuuri, mille abil toimub DNA ahtd lahtiharutamine replikatsiooni
alustamiseks (Auster and Joshua-Tor, 2004; Sedmarstenlund, 1998). E1 valk on 3’ — 5’
suunaline helikaas, mis kasutab DNA komplementsarsieclate eraldamiseks ATP energiat
(Patel and Donmez, 2006; Wilson et al., 2002). iiérakteerub ka replikatsiooniks vajalike
rakuliste valkudega nagu DNA polimeraaprimaas ja replikatsioonivalk A (RPA) ning
varbab need kompleksi replikatsiooni alguspunktiar( et al., 1999; Park et al., 1994).

E2 valk koosneb kolmest funktsionaalsest domeerikterminaalne transaktivatsiooni
domeen, vahepealne paindlik siduv osa ning DNAdinsija dimerisatsiooni eest vastutav
domeen C-terminuses (McBride et al., 2006).

E2 on jarjestusspetsiifiliselt DNA-d siduv valk, sriunneb ara palindroomset DNA jarjestust
5-ACCgNNNNcGGT-3’ (vaikeste tahtedega nukleotiididn eelistatud, aga mitte
hadavajalikud E2 seondumiseks). Nimetatud E2 sidj@mestust esineb mitme koopiana
viiruse genoomi URR piirkonnas. Kdrgeriski HPV-ael taolisi jarjestusi 4 (vt joonis 4), aga
teiste papilloomiviiruste puhul voib palindroomigev olla erinev, naiteks BPV-l on 17
E2BS-i, millest 12 on URRs (ACCGRGGT jarjestusega) (Li et al., 1989). Kuigi ka irise
genoomis leidub kokkuvdttes vaga palju taolisi pddoomseid jarjestusi, seondub E2 dimeer
siiski eelistatult viiruse E2BS jarjestustele. B&ltud seondumine on tagatud
seondumisjarjestuste vaheosa ehk vahejarjestudkganiis HPV puhul koosneb eelistatult
A:T nukleotiididest. Inimeses leiduvad palindrooohs@rjestused on aga korge G:C

sisaldusega vaheosas (Bedrosian and Bastia, 198@; &t al., 2012).

HPV18 URR
E1BS p105
—>— E
|L l 7;/ 2 : 3 1 4
6929 7857/1 120

Joonis 4. HPV18 URR skemaatiline esitlus koos E1 jg2 valkude seondumiskohtade
paigutusega.

Joonisel on kastikestega tahistatud 4 E2 valgudienisala HPV18 URR piirkonnas ja vastandlike
nooltega E1 valgu seostumispaik. Samuti on suunatotega naidatud HPV18 varajane promooter
pl105.
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Viiruse erinevad E2-seondumispaigad omavad E2 vslinties erinevat afiinsust, mis tuleneb
E2BS jarjestuste variatsioonidest, ning jarjestasseondumise moju replikatsioonile on
erinev (Li et al., 1989; Remm et al., 1992). Onda#ud, et seondumistugevus ei soltu ainult
E2BS-de koosseisu jaavatest nukleotiididest, vaidsdéda Umbritsevatest jarjestustest (Li et
al., 1989; Steger and Corbach, 1997). Piisab vhestiE2 sidumisjarjestustest koos teatud
DNA regiooniga, et transientne replikatsioon toimufChiang et al., 1992a). E2BS-ga
seondudes suudab E2 valk varvata E1 helikaasi neitgi viruse DNA replikatsiooni
alustamiseks (Mohr et al., 1990).

Viiruse genoomi vOrdse segregatsiooni toimumise &H#3V stabiilse sailumise elutsikli
faasis vastutab E2 valk, mis kinnitab rakujagunemi®V episoomid peremeesraku
kromosoomide kulge, tagades sellega nende liikukags mitoosi kdaviga (McBride et al.,
2006).

1.6. MUDELSUSTEEMID HPV DNA REPLIKATSIOONI

UURIMISEKS .

HPV genoomi replikatsioonimehhanismide uurimiseksgpditud luua rakulisi stisteeme, mis
imiteeriksid epiteeli Ulesehitust ning kus saak&igla ja analllsida viiruse genoomi
replikatsiooni basaal- ja kaugemale diferentseatuntakkudes. Selliseks sobivaks
mudelsiisteemiks on osutunud primaarsed eesnahast vpé emakakaelalalt eraldatud
keratinotsiiiidid, millede transfekteerimine kordariHPV retsirkuleeritud genoomiga
rekonstrueerib viiruse elutstkli nn parvkultuurasikatades. See on vdimaldanud uurida HPV
genoomi replikatsiooni ja raku diferentseerumiséeliai seoseid. Sellised slsteemid on
kasutusel vaid vahestes suuremates uurimisgruppgides on tédmahukad, kulukad, killalt
komplitseeritud. Inimese transformeerunud rakkudenokihti kasutades pole aga edu

saavutatud.

M. Ustavi toogrupi liikmetel on Onnestunud luua teésn HPV genoomi replikatsiooni
uurimiseks, mis pohineb superspiraliseeritud verugenoomi transfektsioonil U20S
rakkudesse. Selles rakuliinis replitseeruvad efedelt nii kdrgeriski kui madalariski HPV18,
-16, -11, -6b ning nahapapilloome tekitavad HP\& ja -38, seda nii transientselt kui ka

stabiilselt ning tihedaks kasvanud rakukultuurisabsamiteerida hilist amplifikatsiooni.
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Erinevalt eelnevatest on uue mudelsisteemi kasutaviihem tdomahukas, lihtsam, odavam
ja vbimaldab samas uurida HPV DNA replikatsioonikk&taadiumeid (Geimanen et al.,
2011).

Kuna HPV genoom esineb looduses kovalentselt gliletsuperspiraliseerunud
rongasmolekulina, kasutame oma katsetes sarnasmgil bakterirakus stinteesitud pisirdnga
kujulisi (minicircle) genoome. Meile teadaolevate andmete kohaselt {Ma@valdamisel
olevad andmed) on HPV18 genoomi transkriptsioonterudJ20S rakkudes sarnane
keratinotsuiitides esineva HPV transkriptsioonigaedga usume, et antud mudelsisteem

kirjeldab reaalselt looduses toimuvaid HPV infettsii eri etappe.

1.7. DNA KAHJUSTUSTEJARGNE RAKULINE VASTUS JA

SELLE SEOTUS REKOMBINATSIOONI MEHHANISMIDEGA

1.7.1.DNA KAHJUSTUSTEJARGNE RAKULINE VASTUS

Raku normaalseks elutegevuseks peab rakuline DNstuvpidama koikidele mutatsioone
tekitavatele endogeensetele (naiteks reaktiivsegpnikaihendid) ja eksogeensetele
rinnakutele (UV, ioniseeriv radiatsioon, viirusikifigoon). Mistahes teel tekkinud DNA
katked aktiveerivad kinaasidel pohineva signaaliglakside jada — nn. DNA kahjustuse
vastuse (DDR —DNA damage response DDR aktiveerumine mdjutab rakutsukli
kontrollpunkte ning kahjustuste parandamise ajaksitstiikkel peatatakse. Kui kahjustused
on liiga suured, suunatakse rakk apoptoosi. DNAjUsihste vastuse eest vastutavad
pohiliselt 2 kinaasi — ATM ja ATR, mis kuuluvad fasidudlinositool-3-sarnaste kinaaside
perekonda (PIKK -phosphatidylinositol 3-kinase related kingag€inlay and Griffin, 2012;
Harper and Elledge, 2007).

Kaheahelalised katked on rakule kdige tsutotoksiiad ning neid on kdige raskem
parandada, nende parandamiseks on 2 pohilist mishmarvigadeta t66tav homoloogne
rekombinatsioonfomologous recombination HR) ja vigadele aldis mittehomoloogne otste
tuhendaminer{on-homologous end joining NHEJ). On naidatud, HPV varbab homoloogse

rekombinatsiooni valgud HPV replikatsiooni fookisste, samas kui mittehomoloogse otste
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Uhendamise protsessis (NHEJ) osalevaid valke HRlikegsioonitsentritesse ei varvata
(Gillespie et al., 2012).

On leitud, et erinevad viirused kasutavad perena&esDNA kahjustuste vastust ara, et
efektiivselt DNA-d paljundada (HIV, Epstein-Bariings, Simian viirus 40, pollioomiviirus).

Hiljuti on aga naidatud, et ka HPV-d kasutavad DiRasid, et viruse genoomi efektiivselt
amplifitseerida, aga protsessi tapsed mehhanisnote preel selged. Arvatakse, et
papilloomiviiruse E1 valgu tekitatud kaheahelalideatked aktiveerivad DDR raja(d), mis
aitab kaasa viiruse DNA replikatsioonile (Moody admaimins, 2009; Reinson et al., 2013;
Sakakibara et al., 2011).

Homoloogiline rekombinatsioon

Kaheahelaline katke

Uhe ahela invasioon

—— * —
2 /X
;

Komplementaaruses alusel
uue DNA siinteesimine

Ahelate pikendamine

La A

-

Joonis 5. Homoloogse rekombinatsiooni mehhanismilgégav skeem.

Kaheahelalised DNA katked tuntakse homoloogselmidoatsioonil osalevate valkude poolt &ra ning
varvatakse nukleaasid, mis tekitavad 3’ Uleulatuitagahelalised DNA otsad. HR valkude juhtimisel
ligub Uks DNA ahel komplementaarse kaheahelalidAlahelate vahele ning homoloogia alusel
suinteesitakse puuduvad nukleotiidid. Tekivad aatilsed ehk Holliday struktuurid.

On vodimalik, et DDR-i aktiveeritud homoloogne reKkomatsioon viib oligomeersete HPV
genoomide tekkeni. Homoloogse rekombinatsiooni &omekivad X-kujuliste Holliday
struktuuride kaudu thendatud liitmolekulid (vt jo®®) (Li and Heyer, 2008). HPV viiruse
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genoomi oligomeerid vdivad olla nii homoloogse nelkonatsiooni labinud lahutamata kui ka

lahutatud molekulid.

1.7.2. OLIGOMERISATSIOON

U20S rakuliinil pdhinevat mudelstisteemi kasutadémme marganud HPV genoomide
replikatsiooniga kaasaskaivat genoomi oligomerigeest. Eelneva to0 pohjal on arusaam, et
vahemalt HPV elutsikli stabiilse sailumise faasisnub replikatsioon theeta)( struktuuri
alusel, ehk toimub kahesuunaline DNA replikatsigéitores and Lambert, 1997). On ka
naidatud, et teistkordsel amplifikatsioonil difetsgerumise kaivitudes
replikatsioonimehhanism lUlitub nn. "veereva rattRCR — rolling circle replication
mehhanismile, aga kindlaid tdendusi teiste keerwatam replikatsioonimooduste
(mehhanismide) kasutuse kohta pole. Hetkel poléekala mehhanismid, kuidas ks HPV

replikatsioonifaas lulitub Gmber jargnevale.

Naitan oma t66s, et HPV genoomid hakkavad oligoseeruma juba moni paev parast
viiruselise genoomi rakkudesse sisse viimist ningltimeeride osakaal replikatsiooni
jatkudes suureneb. U20S-pdhistes stabiilsetes H®¥UHysetes rakuliinides on tuvastatavad
vaid multimeersed HPV genoomid (Geimanen et al.l120 Eeldades, et multimeerid
sisaldavad vaid Uhte aktiivset replikatsiooni afguskti (Cai et al., 2013), vdimaldavad
oligomeersed molekulid the replikatsioonikompleksbodustumisel replitseerida mitmeid
kordusi HPV genoomi. Seega on vOimalik vahesterpessraku ja viiruseliste valkude abil

hoida uleval kérget papilloomiviiruse genoomi kcagaivu.

Meie seni tehtud katsete pOhjal saab vaita, etimeitseerumine esmase amplifikatsiooni
jooksul vBib toimuda homoloogse rekombinatsioonadabil (Henno, 2011; Orav et al.,
avaldamata andmed). On vdimalik, et E1 valgu tekit&kaheahelalised katked (Reinson et
al., 2013) aktiveerivad DDR-i, mis vdimaldab viieugenoomil oligomeriseeruda vottes
kasutusele rakulised homoloogse rekombinatsiooni hhaw@smi eest vastutavad

reparatsioonikompleksid.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. TOO EESMARGID

TUTI papilloomiviirustega tegelevas uurimisgrupis eelnevalt tdestatud, et U20S rakuliin
toetab erinevate HPV-de, sealhulgas ka HPV18 genweepilikatsiooni (Geimanen et al.,
2011). Oleme naidanud, et HPV18 genoom oligometitemeie U20S rakuliinil pdhinevas
susteemis. Antud magistrito6 raames tehtud ekspedid uurivad seda fenomeni

pdhjalikumailt.

Kasutan oma t66s HPVMild type(wt) ehk metsiktilpi genoomi ja sealt parinevaieMi8
subgenoomseid osi sisaldavaid molekule nagu vkoakgerivat piirkonda ja regulatoorset ala
hdlmavat HPV18E genoomi konstrukti ning vaid HPM&Eg§ulatoorset piirkonda sisaldavat
HPV18 URR konstrukti. Lisaks kasutan ka erineval@RA abil sunteesitud HPV18 URR
piirkonda hdlmavaid lineaarseid fragmente. Kdik Wastud molekulid on viidud U20S
rakkudesse elektroporatsiooni teel. HPV DNA madddkdaarse episomaalse materjali
eraldasin eukartootsetest rakkudest Hirt lUUsi owlet HPV luhiajalise replikatsiooni
produkte analliisin Uhe- vOi kahedimensionaalseletperoforeesil kasutades tulemuste

visualiseerimiseks Southern blot meetodit.
Antud t66 eesmarkideks on uurida:

1. erinevate HPV18 genoomse paritoluga molekulide staraplifikatsiooni, kirjeldada

kaasnevat oligomerisatsioonimustrit ja mustri matajaldikes;
2. oligomeeride tuvastamise erinevaid voimalusi 1Rpaanaltisi abil;

3. HPV18 URR-sdltuvat oligomerisatsiooni E1 ja E2 kdak(ekspressioonivektoritega,

kotransfektsioonis wt genoomiga);

4. URR-is paiknevate HPV18 replikatsioonivalkude E2Ba& seondumispiirkondade

moju replikatsioonile ja oligomerisatsioonile.
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2.2. MATERJAL JA METOODIKA

2.2.1.PLASMIIDID

e HPV18 URR, HPV18E ja HPV1&inicircle molekulid

Toos kasutan nn. "pisirdnga” kujul” minicircle”, lihendina kasutusel "mc”) HPV
konstrukte, mis on ligikaudu 1,1 kb (HPV18 URR)4 %b (HPV18E) ja 8 kb (HPV18)
suurused rongasmolekulid. Mc HPV18 URR koosneb laitiPV18 mittekodeerivast
jarjestusest, mHHPV18E-s puuduvad papilloomiviiruse hiliste valkudé ja L2 avatud
lugemisraamid ning lisaks URR alale on séilunudiwarase piirkonna ORF-id koos varase
polyA-ga. Mc HPV18 esindab metsiktltpi HPV18 genoomi, kuid tal on rpisgaste
tootmisprotsessi kadigus tekkinud monekimne nukiotpikkune lisajarjestus URR
piirkonnas (mis on olemas ka HPV18E ja HPV18 URRekudlides).

Genoomi kaardid on lisas (lisa 1).

e pMC.BESPX algplasmiid

Algplasmiid sisaldab ColE1 replikatsioomiigin jarjestust, kanamdutsiini resistentsusgeeni, 32
Scel restriktsioonienstitimi aratundmisjarjestustlilptkeri jarjestust ja®C31 integraasi

aratundmisjarjestusi attB ning attP.

Plasmiidi kaart on lisas (lisa 2).

e HPV18 E2 ekspressioonivektor — pPQMN18E2

HPV18 E2 jarjestus (nukleotiidid 2817-3914) kloneervektori pQM-NTag/Ai+
(Quattromed) multikloneerimisalasse. Vektor sishldaimian viirus 40-e replikatsiooni
alguspiirkonda, poli-A signaali, ampitsilliini regéntsusgeeni, tsitomegaloviiruse (CMV)

promooterit B-globiini intronit ja E2 marget (Efag).

e HPV18 E1 ekspressioonivektor — pM18-14

pM18-14 E1 ekspressioonivektor sisaldab HPV-18 EB,ja E1 ORF-i (nukleotiidid 105-
2887), millele eelneb CMV promooter ning mis onduidl pQM-NTag/Ai+ vektorisse.

23



Onkovalkude E6 ja E7 initsiatsioonikoodonid on kiwstud ning E1 ORF-i algusesse on
lisatud hemaglutiniin (HA) margis.

e Mutantne HPV18 E1 ekspressioonivektor (puudub gpkte DNA sidumise
vOime) — pM18-14 K237A

pM18-14 plasmiidi viidi sisse punktmutatsioon kaglds jarjestusspetsiifilist praimerit: 5’
GTACACGTGGTTGCATCACTTTTAAAATTTC 3 (Auster and Josla-Tor, 2004,
Reinson et al., 2013).

e AraD

PauxoMCHFitBiotech) plasmiid, mida kasutati elektroporatsii kdaigus kandja DNA-na. Ei
kodeeri Uhtegi geeniprodukti inimese rakkudes jaomia markimisvaarset homoloogiat
kasutatud ekspressioonivektoritega.

2.2.2.SUPERSPIRALISEERUNUD TSIRKULAARNE VIIRUSE GENOOM

Pdhimotteliselt on vdimalik eukartootses parvkulisiureplitseerida HPV genoomi nii, et
vabanevad virionid, mida saab omakorda kasutada rakkude nakatamiseks, ent see on
vaga vaevarikas. Meie laboris on aga kasutusel HjeWioomid, mis on kloneeritud
bakterirakus paljundamist vdimaldavatesse vektsde (pUC vOi pBR). Saarased
bakterijarjestustega konstruktid aga ei ole U2Q&uedes replitseerumisvéimelised, samuti ei
esindaks nende replikatsioon looduses esinevaseiigenoomi paljunemist. Kuni viimase
ajani eemaldati bakteriaalsed vektorid viiruse g@enist restriktsiooniensiuimidega, HPV
genoom puhastati vélja ning ligeeriti T4 DNA ligadsasutades kokku. Re-ligeeritud
genoomid viidi U20S rakkudesse, kus nad olid voiseel replitseeruma. See protsess ol
killalt tobmahukas, aegandudev ja ligatsiooni k&iggekkis lisaks genoomi monomeeridele
ka soovimatuid oligomeere. Hiljuti rakendasime uneetodi HPV genoomide tootmiseks,
kasutades Mark A. Kay laboris vélja tootatud bakdag ®C31 integraasil pOhinevat

rekombinatsioonisiisteemi.

HPV genoomikonstruktid kloneeriti pMC.BESPX algptagli (lisa 2), mis sisaldab ColE1l

replikatsiooniorigin jarjestust, kanamutsiini resistentsusgeeni, 32 &striktsiooniensuiimi
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aratundmisjarjestust, polulinkerit ningC31 integraasi aratundmisjarjestusi attB ning attP.
HPV-pMC.BESPX konstruktid viidiE.coli ZYCY10P3S2T tive kompetentidesse, mis
sisaldavad®C31 integraasi ja Scel restriktsiooniensiimi ge®&drast transformatsiooni
kasvatatakse ZYCY10P3S2T rakke kdigepealt tempeniatsi’°C HPV genoomi sisaldavate
konstruktide paljundamise eesmargil. Siis alandadéasvutemperatuuri 32°C kraadini ning
lisatakse kultuurile induktsioonisegu (LB s66deQ48% L-arabinoos ja 4% 1 M NaOH
lahust), mis koos viivad bakteriraku®C31 integraasi ja Scel restriktsiooniensuumi
ekspressiooniledC31 integraas viib labi rekombinatsiooni attB jiPgtrjestuste vahel, mille
tulemusena eemaldatakse pMC.BESPX vektori jarjedtudPV genoomist. Scel |6ikab
pMC.BESPX vektorit oma aratundmisjarjestuste kobaltp parast mida vektor lagundatakse
bakteriraku nukleaaside poolt. Temperatuur°@G2on optimaalne rekombinatsiooni
toimumiseks, kuid mitte Scel restriktaasi to0ksstdiitu Scel substraatideks on valdavalt juba
rekombinatsiooni labinud pMC.BESPX vektorid, mittédPV-pMC.BESPX algplasmiid.
Tulemusena saab bakterirakust puhastada kovalentseletud HPV genoomi
rongasmolekulide monomeere. Sellised molekulid oeetodi loojate poolt ristitud
pisirdngasteks eminicircle’iteks. Looduses esinevad HPV genoomid samuti lentablt

suletud rongasmolekulide kujul.

2.2.3.MINICcIRCLE HPV18 URR, HPV18E sA HPV18 TOOTMINE

E. coli ZYCY10P3S2T tiuve kompetendid transformeeriti HP\engomi sisaldava
pMC.BESPX algplasmiidiga. Esimese paeva dhtul parkbloonia kasvama katseklaasis 10
ml LB sootmesse (50 pg/ml Km) temperatuuri 37°C220 rpm juurde. Teise paeva
hommikul inokuleeriti 100 ml TB sdddet (50 pg/ml K& ml starterkultuuriga ning kasvatati
temperatuuril 37°C ja 190 rpm juures kuni OD saasut. Kolvi ruumala ning s66tme mahu
suhe on 5:1. Kontrolliti bakterikultuuri pH-d ningidi see 6.5 peale ning lisati pisirdngaste
induktsioonilahus. Edasi kasvatati kultuuri tempewal 32°C ja 190 rpm juures 5-6 tundi.
Jargnevalt tsentrifuugiti bakterimass pohja ja sb@éeémaldati. Lopuks eraldati plasmiidne
DNA kasutades NucleoBond PC 500 EF kit-i (Macheaghl).
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2.2.4. PCRURR FRAGMENTIDE TEGEMINE

Disainisin ja sinteesisin URR piirkonna erinevatgentide uurimiseks 11 PCR fragmenti.
Kasutasin matriitsina HPV18 E2 piirkonnast lineaestud genoomi. Tabelina on esitatud
kasutatud PCR praimerid: vastavalt vasakus pané&eaignendi nimed, ning paremal Ulal
parisuunalise ahela praimeri ning all komplemersaahela praimeri nukleotiidne jarjestus

5’- 3’ orientatsioonis:

PreC5 CGACAAGCTTGTTGTGTTTGTATGTCCTGTGTTTG 3’
1234 Bcll 5 TGATCACCGTGTTGGATCCTCAAAGC 3
Pre0 5’ CGACAAGCTTGTTGTGTTTGTATGTCCTGTGTTTG 3
123 E2BS3 revd’ CCCGACCGTTTTCGGTTAC 3’
Pre0 5’ CGACAAGCTTGTTGTGTTTGTATGTCCTGTGTTTG 3
12 E1BSS5 CTCCCTTTTTTATATACTAC 3
Prel 5 CGACAAGCTTTGCCTTTGGCTTATGTCTG 3’
2 E1BS5 CTCCCTTTTTTATATACTAC 3’
Prel 5 CGACAAGCTTTGCCTTTGGCTTATGTCTG 3
23 A E2BS3 revd’ CCCGACCGTTTTCGGTTAC 3’
Prel 5 CGACAAGCTTTGCCTTTGGCTTATGTCTG 3’
234 A Bcll 5 TGATCACCGTGTTGGATCCTCAAAGC 3
Pre8 5 GAGATCTCGCAAGCTTGGGCAGCACATACTATAC &
34A Bcll 5 TGATCACCGTGTTGGATCCTCAAAGC 3
Pre8 5 GAGATCTCGCAAGCTTGGGCAGCACATACTATAC 3’
4B 18epl_Hind5 GCTAAGCTTGGGCTTCACACTTACAACAC 3
MO1 5 ATACACTACGTCTTCTAAACCTGCC &
K12 E2B25 GAAAAGTATAGTATGTGCTGCCC 3’
MO1 5 ATACACTACGTCTTCTAAACCTGCC &
1 Revlapl5’ GCAGATCTGCATAAACTATGTATGCACAGC 3’
L1IFR 5" GTGAGGTACCATTGGATATTTGTCAG 3
KA RepL1R 5" GCTTGGCAGGTTTAGAAGAC 3

2.2.5.RAKULIINID

Toos kasutati U20S rakuliini, mis algatati 1964 stah 15 aastase titarlapse saareluu

osteosarkoomist (Ponten and Saksela, 1967). RalaniiHPV-negatiivne, kuid ekspresseerib

26



pRB ning p53 valke. Rakkudel on keratinotstutidedeloomulik morfoloogia. Rakke
kasvatati 100 mm plaatidel IMDMIgcove’'s Modified Dulbecco’s Medign{GibcoBRL)
sootmes, kuhu oli lisatud 10% vasika loote seeryBetbak) ning penitsilliini 100 IU/ml ja
streptomuitsiini 100 ng/ml. Rakke inkubeeriti tengiauril 37°C ja 5% C@sisalduse juures.

2.2.6. TRANSFEKTSIOON ELEKTROPORATSIOONI MEETODIL

Elektroporatsiooniks kasutati 90% konfluentsuseasvianud rakke. Uheks transfektsiooniks
kasutati ihe 100 mm koekultuuri tassi jagu rakkix (). Tassidelt aspireeriti s66de, pesti
1xPBS-iga ning rakud eemaldati tassidelt tripsénidgahtitulnud rakud koguti kokku
tsentrifuugituubidesse. Tuube tsentrifuug@ppendorf Centrifuge 5810 Rentrifuugiga 300 g
juures 5 minutit. Seejarel so6de eemaldati ja raduspendeeriti Uhe elektroporatsiooni kohta
250 pl-s varskes sootmes. Rakususpensioon pipeticgrettidesse koos 5 pg I6he sperma
(salmon sperinvdi 2,5 ug AraD kandja ja uuritava DNA-ga. Trietdeerimiseks kasutati
Gene Pulser XCe(Bio-Rad Instruments) elektroporaatorit, pinget 228ing mahtuvust 975
pHF. Transfekteeritud rakud viidi s6ddet sisaldassgetsentrifuugituubidesse ning koguti
tsentrifuugides 300 g 5 minuti jooksul. S66de asgiti, rakud suspendeeriti varskes so6tmes

ning kanti 100 mm suurustele koekultuuri tassidele.

2.2.7.EUKARUOOTSETEST RAKKUDEST EPISOMAALSE DNA

ERALDAMINE HIRT LUUSI MEETODIL

Rakkudelt eemaldati s6dde ja tasse pesti 2 kordRBIxga. PBS-i jadgid aspireeriti ning
rakkudele lisati 0,8 ml Hirt ladsi lahust (0,5% SD& mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA).
Rakke inkubeeriti toatemperatuuril 15 minutit. $eej lisati 0,2 ml 5M NaCl lahust
I6ppkontsentratsioonini 1 M. LUsaat koguti kummaisgiga mikrotsentrifuugi tuubidesse ja
hoiti Gle66 temperatuuril 4°C. Tuube tsentrifuudgtiiatsentrifuugigaMicroCL 21R Thermo
Scientifig 30 minutit 21100 g temperatuurili 4°C. Superngtamhis sisaldas
madalmolekulaarset DNA-d pipeteeriti uude mikrota&rugi tuubi ja DNA sadestati 0,6 ml
isopropanooliga vahemalt 30 minuti jooksul tempanat -20°C. Seejarel tsentrifuugiti
proove temperatuuril 4°C 21100 g juures ja saddivides 0,2 ml Sol IV puhvris (20 mM
Tris pH 8.0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,2% SDS),hkuoli lisatud proteinaas K-d
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I6ppkontsentratsioonini 0.1 pg/pl ning inkubeefi@ minutit temperatuuril 37°C. Seejarel
lisati fenool:kloroformi segu (1:1), segatiorteXil ja tsentrifuugiti 2 minutit 21100 g.
Ulemine vesifaas tdsteti uude tuubi ja nukleiinfepgadestati 2,5 ruumala 96% etanooliga
vahemalt 30 minutit temperatuuril -20°C ning tséatrgiti 10 minutit 21100 g. DNA sadet
pesti 70% etanooliga, tsentrifuugiti 3 minutit 201§, kuivatati ning suspendeeriti TE-s, mis

sisaldas 20 pg/ml RNaas A-d. Lahust inkubeeritigeratuuril 37°C 1 tund.

2.2.8.SOUTHERN BLOT

Transfekteeritud rakkudest eraldatud DNA-d t6odeldimalusel Dpnl, mis I6ikab katki
rakkudesse elektroporeeritud bakteriaalset péarit@leloomustava metileerimismustriga
plasmiidse DNA, ja vajadusel lineariseeriva ensigiamiRestriktsioon kestis temperatuuril
37°C 16-18 tundi. Seejarel lahutati episomaalne Oj¢alelektroforeesil 0,5% agaroosgeelis
IXTAE puhvris (4 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA). Geaddnatureeriti lahuses A (0,5 M
NaOH, 1,5 M NaCl) 30 minutit, loputati destilleert veega ja neutraliseeriti lahuses B (1 M
Tris pH 7.4, 1,5 M NaCl) 30 minutit. DNA kanti gdehailonmembraanileNylon Transfer
membraneNaxo) kapillaarse tlekande meetodil, kasutades $0xBhust ning seoti filtriga
UV Stratalinker 1800 (Stratagene) abil. Mittespblisie seondumine blokeeriti
prehubridisatsiooniseguga (6x SSC, 5x Denhardkitiga0.5x SDS, 20Qug/ml kandja DNA,
mis denatureeriti enne temperatuuril 100°C 10 nnwrehubridisatsioon toimus vahemalt 3
tundi temperatuuril 65°C. Seejarel hubridiseerititef spetsiifilise prooviga, mille
valmistamisel kasutafdecalLabel TM DNA Labeling Kit(Fermentas) ja radioaktiivsaeB2P-
dCTP (Perkin Elmer vbi Hartmann Analytics). Hubsiakisioon (proovina kasutati HPV18
PCR URR fragmenti) toimus Uled66 temperatuuril 65fi6g seejarel pesti filtrit 2 korda 5
minutit pesulahusega | (10xSSC, 0,1% SDS), uks Ré&rdninutit pesulahusega 1l (5xSSC,
0.1% SDS) ja 2 korda 10 minutit pesulahusega III,5X8SC, 0,1% SDS).

Hubridisatsioonisignaal detekteeriti, eksponeerideg rontgenfilmile (Fuiji).

2.2.9.2D GEELELEKTROFOREES

Uuritavad DNA proovid lahutati 0,4% etiidiumbromitial agaroosgeelis 1XTAE puhvris 44
tunni jooksul rakendades pinget 0,4 V/cm. Seejdighti proovi sisaldav geeliriba 1D geelist
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valja, keerati 90° ning selle Umber valati etiidlhmomiidi (I6ppkontsentratsiooniga 0.3
ug/ml) sisaldav 1,2% agaroosgeel. Teine dimensiookgutati 1XTAE puhvris ligikaudu 3
tundi temperatuuril 4°C rakendades pinget 6 V/cnuritdvate HPV DNA fragmentide

anallius toimus peattkis 5.2.8 kirjeldatud Souttéohmeetodil.

2.3. TULEMUSED JA ARUTELU

Inimese papilloomiviiruse elutsuikli esimestel etaep toimub viiruse genoomi koopiarvu
lUhiajaline kiire tdus. Koekultuuri tingimustes edab neid varajasi staadiume luhiajaline ehk

transientne HPV genoomi replikatsioon parast varD&NA sisenemist rakku.

Oleme oma mudelsisteemis nadidanud, et esmase atspitni kaigus toimub omapérane
viiruse genoomi molekulide struktuuri muutus — HB®nhoomi oligomeriseerumine, mille
kaigus tekkivates molekulides asetsevad HPV genaupoiekulid pea-saba orientatsioonis
(Cai et al., 2013).

Eksperimentaalset osa alustasin transientse régbkai ja oligomerisatsiooni katsete
tingimuste optimeerimisega. Kuna monede eksperiihentabiviimisel oli otstarbekas
rakendada mc HPV18 genoomi kérgema replikatsiodinwakisega E8"E2 mutanti (ES8 B2

vordlesin Uhtlasi ka mc HPV18 ja mc HPV18 E8™"B&noomide replikatsiooni intermediaate.

TOO jargmistes etappides on katsed labi viidud HPSdbgenoomsete DNA konstruktidega.
Pldan eristada ja tuvastada viiruse DNA replikatsiks ja oligomerisatsiooniks vajalikke

viiruselisi cis elemente jaransfaktoreid.

2.3.1. TRANSIENTSE REPLIKATSIOONI ANALUUSI KATSETINGIMUSTE
OPTIMEERIMINE JA MC HPV18 NING MC HPV18 ES"E2 MUTANDI

VORDLUS

Esmalt kontrollisin vordlevalt mc HPV18 (lisa 1) jsmc HPV18 E8ME2 mutandi
replikatsiooni- ja oligomerisatsiooniprotsesse srantse replikatsiooni tingimustes

eesmargiga kasutada mutantset genoomi edaspidi PM181 metsiktiipi genoomi asemel.
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HPV18 E8"E2 mutandi E8 ORF-i ATG initsiatsioonikeeadon muteeritud ACG koodoniks,
mistottu ei toimu E8"E2 repressorvalgu, ekspressiobaispika E2 valgu aminohappeline
jarjestus jaab seejuures muutmata. E8"E2 valgu puis# tulemuseks on palju efektiivsem
viiruse genoomi replikatsioon (Kurg et al., 201Buna suurenenud replikatsiooniaktiivsus
oleks paljude katsete puhul kasulik, osutuks HPVE8"EZ genoomi kasutamine

otstarbekaks. Enne tuleb aga kindlaks teha, et eritud genoom kéitub transientse

replikatsiooni kdigus sarnaselt metsiktilpi genaami

U20S rakkudesse transfekteeriti mc HPV18 ja mc HPEBME2 plasmiide. Erinevatel
ajapunktidel parast transfektsiooni eraldasin raldst madalmolekulaarse DNA fraktsiooni
(Hirt lusaat). Replikatsioonisignaalide tuvastarksskasutasin PCR teel loodud HPV18 URR

fragmenti hdbridisatsiooniproovina. Kahe plasmiidiplikatsioonisignaalide vordlus on
esitatud joonisel 6.
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Joonis 6. Mc HPV18 ja mc HPV18 E8E2 mutandi episomaalse DNA anallis luhiajalise
replikatsiooni katses U20S rakkudes.

Transfekteerisin U20S rakkudesseid mc HPV18 ja Iug mc HPV18 E8"E2DNA-d koos 2,5ug
kandja DNA-ga (AraD). Eraldasin madalmolekulaardéADajapunktidel 48, 96 ja 168 tundi péarast
elektroporatsooni. Analtusisin I8ikamata ja Dpnli@édeldud DNA-d Southern blot meetodi abil,
kasutades hubridisatsiooniproovina PCR teel lood&®R fragmenti (Dpnl I6ikab katki rakkudesse

elektroporeeritud bakteriaalset paritolu iseloorauat metileerimismustriga plasmiidse DNA).
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Monomeerse DNA markerina on kasutatadnicircle HPV18 genoomi, mis esineb kolmes eri
konformatsioonis (lineaarne — 1xlin, avatud réngakxoc, superspiraliseerunud vorm — 1xccc) rajal

13, lineariseeritud j®pnl ensuumiga toddeldud mc HPV18 markerid on radadigh 1.5.

HPV monomeersed molekulid vdivad esineda kolmemeedas konformatsioonis —
lineaarsena (lin), superspiraliseerunud (ccc) jaatwav ronga (oc) kujul. Erineva
konformatsiooniga molekulid jooksevad geelelektreésil eri kiirustega. Kuna mc HPV18
replitseerumisel tekkivad oligomeersed genoomidckdik esindatud kolmes eri vormis, siis
paljud signaalid kattuvad ning replikatsiooni imediaatide eristamine 1D
geelelektroforeesil on suhteliselt keeruline. Jeeh6 néhtava katse tulemuste pd&hjal voib
vaita, et mc HPV18 E8"E2Zeplikatsiooni intermediaatide ja oligomerisatsioonustrid
sarnanevad mc HPV18 omadele, mistbttu mc HPV18 E8hHtanti on vdimalik kasutada

edaspidistes katsetes metsiktitpi mc HPV18 asemel.

Lisaks kinnitasin antud katses veelkord kirjandusetevalt teada olnud HPV18 E8"E2

valgu rolli HPV replikatsioonis (Kurg et al., 2018tubenrauch et al., 2000).

Joonisel 6 on néha, et lisaks monomeersete HPVogeide erinevatele vormidele esineb
rakus ka kdrgemaid oligomeere. Oligomeerid on dtigjevalt detekteeritavad juhul, kui
proove on to6deldud Dpnl ensiidmiga vastava resioiéhipuhvri juuresolekul [Tango

puhver: 33 mM Tris-atsetaat (pH 7.9), 10 mM magneeatsetaat, 66 mM kaaliumatsetaat,

0.1 mg/mL veise seerumi albumiini (Thermo Scieqfif(rajad 2, 4, 6, 8, 10, 12).

Tahelepaneku kinnitamiseks viisin labi katsed kades minicircle HVP18 URR-i ning
analtusisin tulemusi 2D geelelektroforeesi abitgdgus, et efekti tekitab kasutatud puhver,
mitte ensuiim (avaldamata andmed). V&ib oletadgubwris olevad Mg ioonid aitavad
sdilitada keerukaid DNA struktuure, mis oligometssaonil tekivad. Joonise 6 tulemustele
toetudes inkubeerisime edaspidiste analiitiside poroolve alati M§* ioonidega varustatud
puhvris. Ka DNA rakkudest eraldamisel arvestasirigomeersete struktuuride lagunemise
voimalusega ja kasutasime vastavaid abindusice(npératuuri ei tohiks tdsta tle 37°C).

Kasutasin antud katses plasmiidset AraD kandja RNRdid jargnevates katsetes kasutan ka
I6he spermi purustatud lineaarset DNAsal(non sperm Kuna katketega DNA fragmendid
vOivad aktiveerida DDR raja, mis omakorda kaivitakemoloogse rekombinatsiooni

mehhanismi (Harper and Elledge, 2007), oleks hesatkda pigem plasmiidset DNA-d. Ent
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kontrollimaks erinevate kandja DNA-de mdju oligomsatsioonile sai labi viidud katse
erinevate kandja DNA-dega ning katse tulemusteshém, et oligomerisatsioonimuster ei
muutu sOltumata kasutatud kandja DNA tuubist niragngti ka uldse kandja DNA-d

kasutamata (avaldamata andmed).

2.3.2.Mc HPV18 JA Mmc HPV18E REPLIKATSIOON JA

OLIGOMERISATSIOON U20S-s RAKKUDES

Uurimaks oligomerisatsiooniks vajaliklas elemente, vordlesin mc HPV18 ja mc HPV18E
konstruktide replikatsiooni- ja oligomerisatsioonistrit (joonis 7). Mc HPV18E konstrukt
(lisa 1) sisaldab HPV18 URR-i ning varajaste lugaammide jarjestusi, hilised L1 ja L2

lugemisraamid on eemaldatud.

U20S rakkudesse elektroporeeriti mc HPV18 ja mc HEE plasmiide. Kasutasin
lineariseeritud analttusi puhul mc HPV18 genoomia dfjkamata DNA analldsil olen
vordlemiseks esitanud intensiivsema replikatsioasimga mc HPV18 E8"E2 mutandi.
Transfektsioonijargselt eraldasin erinevatel ajdgidel rakkudest Hirt lGdsi kasutades
madalmolekulaarse DNA fraktsiooni. Replikatsioogimsale analttsisin Southern blot
meetodi abil kasutades hubridisatsiooniproovina REH® loodud URR fragmenti (7A) voi

taispikka HPV18 genoomi (7B). Katse tulemused omistatud ja esitatud joonisel 7.
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Joonis 7. Restriktsiooniensuimiga toodeldud (A) jadotlemata (B) mc HPV18E ja mc
HPV18 episomaalse DNA analts luhiajalise replikatsoni katses U20S rakkudes.
Transfekteerisin U20S rakkudessad@mc HPV18E ja li)g mc HPV18 DNA-d koos kandja DNA-ga
(AraD) (7A) vbi 2ug mc HPV18E ja ug mc HPV18 E8"E2DNA-d koos kandja DNA-gas@imon
sperm (7B). Eraldasin madalmolekulaarse DNA ajapunktid® tundi kuni 168 tundi pé&rast
elektroporatsooni. Too6tlesin proove Dpnl-ga. Analdiin lineariseeritud (BspTl) voi I6ikamata
HPV18E vbi HPV18 DNA-d Southern blot meetodi aldibonisel 7A on vdimalik kindlaks maarata
lineariseeritud mc HPV18E (rajad 1-4) ja mc HPViddd 5-8) molekulide asukoht. Joonisel 7B on
naha I6ikamata genoomide oligomeriseerumist. 1&ioistab siis vastavalt 5,4kb v6i 8kb monomeeri,
2xccc dimeeri ja 3xccc trimeeri superspiraliseedumarmide lilkkumist geelis. 1xlin on lineaarne ja
1xOC avatud réngasmolekuli kujul monomeer. Korgehmaiinevas konformatsioonis olevad DNA
vorme ei saa kindlalt tdhistada, kuna puudub Jajakrker ja geeli tlaosas paljud signaalid kattuvad
Markeritena on kasutatud I6ikamata (7B rada 9gdmseeritud (7A rada 9 ja 7B rada 10Dpnl
enstiimiga ldigatud (7A rada 10 ja 7B rada 11) /EBE genoomi ning I6ikamat@B rada 12),

lineariseeritud (7A rada 11 ja 7B rada 13Pjanl enstiiimiga I6igatud (5A rada 12 ja 5B rada 14) mc
HPV18 genoomi.

Joonise 7A replikatsioonisignaale jalgides on nabiahiliste lugemisraamide ja sellest
l&htuvalt ka hiliste valkude puudumine ei mdjutglikatsiooni tldsignaali. Nii lineariseeritud
mc HPV18E (5.4 kb) kui ka mc HPV18 (8kb) genoomaate tduseb ajas (vordle signaalide

tbusu joonisel 7A, radadel 1-4 ja 5-8). Joonisel V@b tuvastada moélema molekuli
oligomeriseerumist.
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Joonisel 7B on néha, et varajastel ajapunktidehonomeerne ccc vorm valdav (rajad 1-2, 5-
6), aga hilisemates ajapunktides tekivad oligomeskrsnolekulid, mille osakaal on
monomeeridega vorreldav (rajad 3-4, 7-8). Kuna me&VHB E8"E2 replitseerub
efektivsemalt, on ka oligomeere tugevamalt nahaonike 7 jargi tundub, et
oligomerisatsiooniks vajalikudis jarjestused ei asu L1 ja L2 lugemisraamides negjavad

valgud pole olulised.

Meie tdogrupis on néidatud, et HPV18 varajaste wdéklugemisraamide (E1"E4, E4, E5, ES6,
E7) muteerimisel toimub ikkagi viiruse genoomi oligerisatsioon, seega vastavad valgud
pole multimerisatsiooniks vajalikud. Ainult HPV18lHa E2 mutandid ei replitseeru ega
oligomeriseeru (Orav et al., avaldamata andmedglilélt E1 ja E2 on ainsad vajalikud

replikatsioonivalgud, ilma milleta ei saa viiruseengomi replikatsioon ja seega ka

oligomerisatsioon toimuda.

2.3.3.Mc HPV18 URR OLIGOMERISATSIOON

Et kaardistada oligomeristasiooniks vajalikku miaatset jarjestust ning paremini mdoista
replikatsiooni ja oligomerisatsiooni suhet, uurisimeplikatsiooniks vajalike HPV E1 ja E2
moju multimerisatsioonile. Katsetes kasutasin HPVRR pisirdngast (lisa 1), mis on 1132
aluspaari pikkune ja sisaldab endas vaid HPV18ekotieerivat regulatoorset jarjestust. Mc
HPV18 URR konstrukti kasutamine vdimaldab IlahutaddPV18 replikatsiooni
transkriptsioonist, kuna antud konstruktilt ei toirmitte Uhegi lugemisraami ekspressiooni.
Lisaks vOimaldab see valistada oligomerisatsioonitsliste cis-jarjestuste paiknemise

HPV18 varajases piirkonnas.

U20S rakkudesse transfekteeriti mc HPV18 ja mc HPMIRR plasmiide. Kasutan
mittekodeeriva ala replikatsiooniks replikatsioalkude E1 ja E2 ekspressioonivektoreid
(kirjeldatud materjal ja metoodikas 5.2.1) voi mEVAL8 genoomi, millelt eksresseeritakse E1
ja E2 wvalgud. Transfektsioonijargselt eraldasin neratel ajapunktidel rakkudest
madalmolekulaarse DNA fraktsiooni. Replikatsioogisale analtisisin Southern blot
meetodi abil kasutades hibridisatsiooniproovina RE& loodud URR fragmenti. Katse

tulemused on vormistatud ja esitatud joonisel 8.
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Joonis 8. Mc HPV18 URR oligomerisatsiooni analiitidgihiajalise replikatsiooni katsetes
U20S rakkudes.

Transfekteerisin U20S rakkudesse koosgy%kandja DNA-ga (AraD) ig mc HPV18 + 0,5ug mc
HPV18 URR ning 0,;ng mc HPV18 URR + 100 ng E1 ja 100 ng E2 ekspregsiettorite DNA-d.
Eraldasin madalmolekulaarse DNA ajapunktidel 48ditkuni 120 tundi parast elektroporatsiooni.
Enne anallilsi tootlesin proove Dpnl ja Pael-ga, lnisariseerib taispikka genoomi. Tulemused
visualiseeriti Southern blot meetodi abil. Joon®edn voimalik kindlaks mé&arata lineariseeritud mc
HPV18 (rajad 1-4) molekulide asukoht. Samuti onan&RR oligomeriseerumise mustreid nii mc
HPV18 genoomi kotransfektsioonil (rajad 2-4) kuiddespressioonivektorite juuresolekul (rajad 5-8).
Markeritena on kasutatud lineariseeritud (radaa@pnl enstiimiga I8igatud (rada 10) HPV18 DNA-
d ningldikamata (rada 11), lineariseeritud (rada 12) pmDensuumiga Idigatud (rada 1jnicircle
HPV18 URR genoomi.

Mc HPV18 genoomilt ekspresseeritavate E1 ja E2wtdgemeid on raske mdota, kuid antud
sisseviidud HPV18 DNA kontsentratsioonil on needvatavasti madalamad kui

ekpressioonivektorite pealt sinteesitud valgu keduimselt selle téttu on mc HPV18 URR-
i oligomeriseerumise mustrid ekspressioonivektgaigresolekul mitu korda tugevamad kui
mc HPV18 juuresolekul (joonis 8 vorrelda radu 5a8134). On ndha, et mc HPV18 URR
replitseerub ja oligomeriseerub eskpressioonivéktquuresolekul vaga efektiivselt, ent kuna
konstrukt on nii pisike, pole vBimalik efektiivsedtristada DNA erinevaid konformatsioone

(lineaarne, avatud vo0i superspiraliseerunud rongéetul) ja oligomeeride asukohti.
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Kirjandusest on teada, et erinevate papilloomigieu URR piirkonnad replitseeruvad
replikatsioonivalkude juuresolekul mitmetes rakuties (C33A, 293, HeLa) (Remm et al.,
1992; Steger and Corbach, 1997; Ustav and Stenlififill), aga pole andmeid nii lUhikeste
fragmentide oligomeriseerumise kohta. Kuna 1132p@dari pikkuneninicircle HPV18 URR

oligomeriseerub, vbib Gelda, et ainsad vajalikastjarjestused asuvad URR-is ning ainsad

vajalikud viiruselisedrans-faktorid on E1 ja E2.

Southern blot analtitisi pdhjal voib arvata, et m&/HP URR oligomeriseerumise mustrid on
samad nii ekspressioonivektoreid kui ka mc HPV18ogeni E1 ja E2 valkude allikana
kasutades, aga et tapsemalt hipoteesi kinnitada samuti teha vahet erineva suurusega
oligomeeridel ja DNA konformatsioonidel, kontrolhis multimerisatsioonisignaale 2D

geelelektroforeesil.

U20S rakkudesse elektroporeeriti ntddPV18 URR koos mc HPV18 genoomi VOoi
ekspressioonivektoritega. 48 tundi péarast transfe&hi eraldasin  rakkudest
madalmolekulaarse DNA fraktsiooni. Replikatsioogigiale hubridiseerisin URR prooviga.
Katse tulemused on vormistatud ja esitatud joor@el 2D geeleelektroforeesil lahutatud
Iikamata DNA molekulide skeem on esitatud jooni®A. Esimeses dimensioonis
lahutatakse molekulid massi jargi, teises topolag@igi. Nii on vdimalik eristada lineaarseid,

superspiraliseerunud ja avatud rénga vormis mogekul

A

1. dimensioon

v

............

“.. @4oc

2. dimensioon
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B 1. dimensioon

-

v

2. dimensioon

HPV18 URR + 20ng E1/E2

Joonis 9. A. 2D geelelektroforeesipildi skemaatilm esitlus. B. Mc HPV18 URR
oligomerisatsiooni DNA analtius 2D geelelektroforeekasutades.

A. 2D geelelektroforeesi skemaatiline esitlus, kusiéha selgelt kolme eristuvat kaart, milles asuvad
vastavalt lineaarsed, superspiraliseerunud ja dvdtnga kujul olevad molekulid. Transfekteerisin
U20S rakkudesse 250 ng mc HPV18 URR + 250 ng mc 18P&8"E2 DNA-d ning 250 ng mc
HPV18 URR + 20 ng E1 ja 20 ng E2 ekspressioonivikt@NA-d koos kandja DNA-gas@lmon
spern). Parast 48 tunni méddumist eraldasin Hirt [lUsketodil rakkudest madalmolekulaarse DNA
ja tooétlesin proove 2 tundi temperatuuril 37°C Tammuhvris. Lahutasin I8ikamata DNA-d 2D
geelelektroforeesil. Parempoolsel paneelil on n#n@alJl ensiimiga lineariseeritud mc HPV18
E8"E2 mutanti. Anallilisis kasutasin vastavalt késak paneel) vdi kolme (parem paneel) 100 mm

labimddduga koekultuuritassi jagu rakke.

Mc HPV18 URR oligomeriseerumise mustrite uurimiseksllusisin I6ikamata DNA-d 2D
geelelektroforeesil abil. 9A skeemil on naidatuthe@vate DNA vormide kaared: lineaarsed
(lin), superspiraliseerunud (ccc), avatud rongg fagul DNA fragmendid. Sama muster on
naha joonisel 9B. Kuna mc HPV18 URR replitseerub hieV18 juuresolekul palju
madalamal tasemel kui ekspressioonivektorite kowhn pilti tumendanud. Aga on néha,
oligomeriseerumise mustrid on pdhimétteliselt samad
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Hetkel pole veel teada replikatsiooni moodus egahaeism oligomeeride tekkeks esmase
amplifikatsiooni ajal. Vorreldes mc HPV18 ja mc HB8/ URR replikatsiooni oleme
toogrupis valja selgitanud, et mélemad oligomengead ja et need oligomeerid on pea-saba
orientatsioonis (restriktsioonianaltitisil mistahegdriseeriva ensttimiga on voimalik koik,
ka HPV18 kérgemad vormid lineariseerida Uheks 8 Wi vastavalt 1 kb pikkuseks
lineaarseks fragmendiks).

2.3.4.HPV18 URR-IS PAIKNEVATE E1JA E?2
SEONDUMISPIIRKONDADE MOJU REPLIKATSIOONILE JA

OLIGOMERISATSIOONILE

Tahtsin  uurida E2BS-de ja E1 seondumispiirkonna umdjeplikatsioonile ja
oligomeriseerumisele. Tegin selleks 9 erinevat rfragti, mille skemaatilised esitlused on
joonistel 10, 11 ja 12. PCR fragmentide nimed Kajgmd E1 ja E2 seondumispiirkondade
olemasolu vastavas konstruktis (nt PCR 1234 sibaldl&1BS-i kui ka kdiki E2BS-e). Nimes
sisalduv ,K“ tahistab E1 valgu seondumispiirkonnaugumist (nt PCR K 1 sisaldab ainult
esimest E2BS-i). Skemaatilistel esitlustel on igandtrukti juures margitud kasutatud

praimerite nimed ja vastava fragmendi nukleotiigiteus.

2.3.4.1. MINICIRCLE HPV18 URR JA PCR FRAGMENTIDE

OLIGOMERISEERUMISE VORDLUS

Joonisel 9 oli naha, et HPV18 URR-s0Oltuva replitseese ja oligomeriseerumise signaalid
kattuvad nii  metsiktidpi genoomi (kasutusel kui Ha E2 paritoluallikas) kui
replikatsioonivalkude ekspressioonivektorite jule&al. Jargnevalt tahtsin kontrollida PCR

teel tehtud HPV18 URR piirkondade replikatsioonolomerisatsiooni.

U20S rakkudesse elektroporeeriti mc HPV18 URR piasthja HPV18 URR lineaarsed
fragmendid. Kasutan mittekodeeriva ala replikatsik® replikatsioonivalkude E1 ja E2
ekspressioonivektoreid. Transfektsioonijargseltidasin erinevatel ajapunktidel rakkudest
madalmolekulaarse DNA fraktsiooni. Replikatsioogimsale analttsisin Southern blot
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meetodi abil kasutades hibridisatsiooniproovina UR&gmenti. Katse tulemused on
vormistatud ja esitatud joonisel 10.

lin mc URR 11 2 = i
1132nt = U ElgE
PCR 1234 — /2 HeEHsH4 -
Pre0/Bcll 836nt - / - - - -
PeR 129 —{t F—/—_2HeHs]
Pre0/E2BS3 rev 756nt - - - .

Z £ 3 o

N a oo o 9

nl, s

mcURR PCR1234 PCR123 { & € E E d a
24 48 72 24 48 72 24 48 72 £ E = =2 =2 =2

oligomeerid

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Joonis 10. Minicircle HPV18 URR ja PCR HPV18 URR replikatsiooni ja
oligomerisatsiooni analtius.

Transfekteerisin U20S rakkudesse 250 ng mc HPV UWBR,ng PCR HPV URR ja 250 ng PCR 123
HPV URR DNA-d koos 5pug kandja DNA ¢almon sperin ning 20 ng El1 ja E2
ekspressioonivektoritega. Eraldasin madalmoleka&®@NA ajapunktidel 24, 48 ja 72 tundi péarast
elektroporatsooni. Anallidsisin 2 tundi temperaiu@i°C Tango puhvris téddeldud HPV18 URR
DNA-d Southern blot meetodi abil. Markeritena osatud I6ikamata (rada 12), lineariseeritud (rada
13) ja Dpnl ensuumiga I6igatud (rada 14) mc HPVERplasmiidi ning PCR teel loodud 1234 ning
123 fragmente (rajad 15 ja 16). Skemaatilisel araesl nii minicircle kui PCR URR piirkonnad,

margitud on ka fragmentide loomiseks kasutatudpeaid ja molekulide pikkused nukleotiidides.

Lisaks minicircle HPV18 URR-le, uurin ka PCR teel loodud URR fragtin

oligomerisatsiooni. Joonisel 10 on ndha sarnased1dRJRR oligomeriseerumise mustrid
nii minicircle kui ka lineaarsete molekulidena transfekteeritubmeaarsed fragmendid
ligeeruvad rakus kokku ja hakkavad oligomeriseerux#atasin, et mc URR transfekteerituna

ainult kas E1 vdi E2 ekspressioonvektoriga ei tepéru (rajad 10-11).
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Minicircle URR ja lineaarne 1234 PCR fragment ei ole samadpiknc-l on sees ka osa L1
piirkonda ulatuvaid nukleotiide, aga mdlemas karidts sisalduvad koik E1 ja E2 valkude
sidumispiirkonnad (E6 lugemisraamipoolne ots onagarh23 konstruktil puudub viimane E2
seondumisjarjestus (E2B4) ja on naha, et selle dsenispiirkonna puudumise mdoju

replikatsioonile ja oligomerisatsioonile on minudetingimustes peaaegu olematu.

Kuna PCR- i abil fragmentide sintees nduab vahemvasakui erinevate jarjestustega

minicircle molekulide loomine, jatkasin t66d lineaarsete iinagtidega.

2.3.4.2. REPLITSEERUVA JA OLIGOMERISEERUVA HPV18 URR

MINIMAALSE ORI LEIDMINE

Edaspidi teen katsed ainult HPV18 URR PCR fragnegt E1 ja E2 ekspressioonivektorite
juuresolekul.

Jargnevalt Uritan kontrollida E1 seondumispiirkonrméju oligomeriatsioonile. Selleks viin
labi katsed erinevate URR fragmentidega, kusjuosesdel puudub E1 seondumispiirkond.
Kasutan lisaks pM18-14 (E1) ekspressioonivektokide pM18-14 K237A vektorit, millel
puudub spetsiifiline DNA sidumisvéime. Samuti uurinteiste E2BS-te mdgju

oligomeristasioonile neid tkshaaval URR konstrild¢emaldades.

U20S rakkudesse elektroporeeriti 250 ng HPV18 URIRHRragmente koos 20 ng E1 ja
20ng E2 ekspressioonivektoritega. Transfektsioaysg@t eraldasin erinevatel ajapunktidel
rakkudest madalmolekulaarse DNA fraktsiooni. RegiBkoonisignaale analtitsisin Southern
blot meetodi abil kasutades hubridisatsiooniproavidRR fragmenti. Katse tulemused on

vormistatud ja esitatud joonisel 11A ja 11B.
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Joonis 11. HPV18 URR fragmentide oligomerisatsiood20S rakkudes.

A. Transfekteerisin U20S rakkudesse 250 ng erineR@R fragmente: 1234, 12, K 12 ja K 1 koos 5
ug kandja DNA galmon sperinning 20 ng E1 ja E2 ekspressioonivektoriteganika on margitud
wt ekspressioonivektorid (pM18-14 ja pQMN18E2ng K237-ga margitud radadel on kasutatud
lisaks E2 vektorile E1 mutantset ekspressioonivikiE1l valgul puudub spetsiifiline DNA-ga
seondumise vOime). Eraldasin madalmolekulaarse D&Japunktidel 48 ja 72 tundi péarast
elektroporatsooni. Anallusisin 2 tundi temperaiu@i°C Tango t66deldud HPV18 URR DNA-d
Southern blot meetodi abil. HPV18 URR fragmentitigammeriseerumise mustreid vorreldi kasutades
nii tavalist kui ka muteeritud E1 ekspressioonieeitt Markeritena on kasutatud PCR 1234, 12, K 12,
K 1 fragmente (rajad 17-20) ja 2-16kb superspiealisnud (rada 21) ning 2-10kb lineaarset DNA-d
(rada 22). Skemaatilisel on esitatud katses kasliR€CR fragmendid.

B. Samadel tingimustel viisin labi teise katse kagesgargmisi PCR fragmente: 2, 23 A, 234 A, 34 A
ja 34 B koos 5ug kandja DNA ¢almon sperinning 20 ng E1 ja E2 ekspressioonivektoritega.
Markeritena on kasutatud PCR 2, 23 A, 234 A, 34aA3§f B fragmente (rajad 11-15) ja 2-16kb
superspiraliseerunud (rada 16) ning 2-10kb linedaPNA-d (rada 17). Skemaatilisel on esitatud
katses kasutatud PCR fragmendid.

Kuna katses kasutatud fragmendid on eri pikkusjggdektroporeerisin kéiki DNA-sid rakku
vOrdse koguse, ei saa replikatsiooni signaalidensitvsust omavahel vdrrelda. T60
eesmargiks oli oligomeriseerumise vOime tuvastammeg vOib kinnitada, et minu

katsetingimustes on kdik fragmendid vBimeliseditspéruma ja oligomeriseeruma.

Jooniselt 11A vdib jareldada, et E1 valgu seondpimi®nna puudumine avaldab vahest
moju replikatsioonile ja oligomerisatsioonile E1 &2 Uleekspressiooni tingimustes (kuna
fragmendid 12 ja K12 on sama pikad ja neid on fekteeritud vordne kogus, saab signaale
vorrelda) (rajad 5-8 ja 9-12). Samuti kasutasinsé&atTormi Reinsoni loodud E1 mutanti
K237 (Reinson et al., 2013), millel puudub DNA-gsosdumise véime. Mutantse ja wt E1
ekspressioonivektorite replikatsioonisignaale Mdes tuleb vélja, et signaalid Kkall
ndrgenevad mutandi puhul, aga replikatsioon siisknub (joonis 11, rajad 3-4, 7-8, 11-12,
15-16). Ka kirjanduses on eelnevalt naidatud, etBE&lmuteerimine ei elimineeri
replikatsiooni URR-il ja ekspressioonivektoritel pdevas sisteemis (Lee et al., 1997;
Sverdrup and Khan, 1995).

Esitatud eksperimendi p6hjal voib jareldada, eterldROS rakuliinil pdhinevas slisteemis
piisab ainult Uhest E2 (E2B1) seondumispiirkonn@&R fragmendis (elektroporeerituna

koos ekspressioonivektoritega), et toimuks trariserreplikatsioon ja oligomerisatsioon
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(jooonis 11A rajad 13-16). Teiste E2BS-te sarn@stnekust pole veel jdudnud kontrollida.
Aga on néha, et ka E2B1-ta toimub teatud ulatusplkatsioon, seega talle ei saa omistada
mingit unikaalset rolli replikatsioonil ja oligomeatsioonil meie katsetingimustes (joonis
11B rajad 1-10). Joonise 11 A ja B pdhjal voib &aet mida ronkem E2BS-e, seda tugevam
on replikatsioon ja oligomerisatsioon (arvesta@tkdiki DNA-sid on rakku viidud vordne
kogus, siis vaiksemate molekulide puhul mahub 2§MNA hulka rohkem molekule ehk
replikatsiooniorigin-e).

Kontrollimaks, et replikatsiooni ja oligomerisatsiomustrid minu PCR fragmentidel
pdhinevates katsetes pole lihtsalt kdrvalnahtusksktroporeerisin U20S rakkudesse 250 ng
HPV18 URR PCR fragmente koos E1 ja E2 vbi eraldiidvaEl vdi E2
ekspressioonivektoritega. Samuti elektroporeerigiakkudesse URR piirkonnavalise
fragmendi koos E1 ja E2 ekspressioonivektoritegaan3fektsioonijargselt eraldasin
erinevatel ajapunktidel rakkudest madalmolekulaarseDNA fraktsiooni.
Replikatsioonisignaale  anallidsisin ~ Southern  blot etodi  abil kasutades
hibridisatsiooniproovina URR fragmenti. Katse tulesed on vormistatud ja esitatud joonisel
12.
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Joonis 12. HPV18 URR fragmentide episomaalse DNA aliiis (kontrollforees).
Transfekteerisin U20S rakkudesse 250 ng erinev@i Ragmente: 1234, K 12 ja K A koosug
kandja DNA galmon sperpning 20 ng E1 ja E2 ekspressioonivektoritegatéxast siis kas E1 + E2,
E1l vbi E2). Eraldasin madalmolekulaarse DNA ajapiaiek 48 ja 72 tundi parast elektroporatsooni.
Analtusisin 2 tundi temperatuuril 37°C Tango pubtdtdeldud HPV18 URR DNA-d Southern blot
meetodi abil. Markeritena on kasutatud 1234, K &2Kj A fragmente (rajad 19-21) ja 2-16kb
superspiraliseerunud (rada 22) ning 2-10kb linedaPNA-d (rada 23). Skemaatilisel on esitatud
katses kasutatud PCR fragmendid.

Joonisel 12 on ndha HPV18 URR fragmentide oligoseernumise mustreid ainult juhul, kui
URR piirkond sisaldab vahemalt Uhte E2BS-i ningkasutatud mdlema replikatsioonivalgu
ekspressioonivektoreid. Tulemuste pohjal voime ikkada, et replikatsioon ei toimu ilma
Uhegi replikatsioonivalgu seondumispiirkonna oleaohat®. Samuti on kindlasti vaja nii E1

kui ka E2 valku. See kdik toetab varasemalt tekatdete tulemusi.

Tehtud katsete p&hjal vBib oletada, et transiemtsglikatsioonil meie slisteemis saab E1 ja

E2 replikatsioonikompleks paigutuda igale poole UpiRkonda, peaasi, et E2 valgul oleks
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vOimalik DNA-ga seonduda. Seega ei saa kindlaksaté&indlat replikatsiooni alguspunkti,
vaid vdib 6elda, et replikatsioon vdib alata eriaievE2 seondumispiirkondade juurest. Tuleb
siiski arvestada, et katsetingimused vdivad ollilisendjutada replikatsiooni ja
oligomerisatsiooni. Joonisel 8 esitatud andmetatgnedes voib vaita, et minu kasutatud
eksperimentaalsetes tingimustes toimub téenaolsklfa E2 tasemete Uleekspressioon, mis
erineb looduslikust tasemest. Seega ei saa ermevwaondumispiirkondade moju
replikatsioonile ja oligomerisatsioonile Ule kanganoomi konteksti (Stubenrauch et al.,
1998). Tulevikus on plaanis katseid korrata kaetiPCR fragmendid on elektroporeeritud wt
HPV18 juuresolekul, mitte vaid ekspressioonivekéma. Teine vfimalus on muteerida
erinevaid URR piirkondi HPV18 genoomi kontekstis.
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K OKKUVOTE

Kaesoleva magistrit6d kirjanduse Ulevaade tutvustabese papilloomiviiruseid (HPV-sid),
kirjeldab nende elutsiklit, genoomset Ulesehitasepdaolevaid replikatsiooniks vajalikéis
jarjestusi jatrans faktoreid. Lisaks annan ulevaate meie uurimisrihpolt HPV-de
uurimiseks kasutatavast mudelststeemist, kirjeldaalles mudelstisteemis taheldatud
viiruslike genoomide oligomeriseerumise fenomenigen vélja oligomerisatsiooni protsessi

vOimaliku seose rakuse DNA kahjustuste vastusefadhoogse rekombinatsiooniga.

Magistritod eksperimentaalne osa keskendub HPV t@iB8p (HPV18) replikatsiooni ja
oligomerisatsiooni uurimisele transientse replikaisi tingimustes. Kasutades vordlevalt
HPV18 taispikka genoomi ning HPV18 subgenoomseidrirente, tegin kindlaks, et HPV18
replikatsiooniks ja oligomerisatsiooniks vajalikudis jarjestused paiknevad viiruse
mittekodeerivas regulatoorses piirkonnas (URR-iagrvajalikud viiruslikudtrans faktorid
on E1 ja E2 replikatsioonivalgud. Kasutades aiftdRV18 URR piirkonda sisaldavate
fragmentide kotransfektsiooni E1 ja E2 valku kodede ekspressioonivektoritega uurisin
replikatsiooniks ja oligomerisatsiooniks vajalikkes-jarjestusi lahemalt ning tegin kindlaks,

et:

e vahemalt Uhte E2 seondumisjarjestust sisaldav HB\genoomne fragment on
replikatsiooni- ja oligomerisatsioonivéimeline

e E1 valgu seondusjarjestuse olemasolu ei ole masetiagimustel replikatsiooni
ja oligomerisatsiooni toimumiseks vajalik

e E2 valgu seondumisjarjestusi mitte sisaldavad fieagphd ei ole replikatsiooni-
ega oligomerisatsioonivdimelised

e koOik kasutatud URR piirkonna fragmendid on replgi@bniviimelised ainult nii
E1l kui ka E2 valgu juuresolekul, mis kinnitab antaise tingimustes toimuva
replikatsiooni HPV-spetsiifilisust

e meie kasutatud katsetingimustel on minimaalseks HP\Vfeplikatsiooni ja
oligomerisatsiooni toimumise eelduseks seega valenihe E2 valgu
seondumisjarjestuse ning E1 ja E2 valkude olemaddkaks viitavad saadud

tulemused replikatsiooni- ja olimerisatsioonipretsde seotusele.
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Analysis of replication and oligomerization of huma
papillomavirus type 18 DNA in transient replicati@ssay

using U20S cells
Liisi Henno

RESUME

The human papillomavirus are a large family of dndauble-stranded DNA viruses that
infect stratified epithelia. Infection may lead hgperproliferative lesions such as warts and
condyloma or in the case on high-risk human papileiruses (HPV16 and HPV18) to

malignant tumors and are the major cause of cdreazer .

The Human papillomavirus research group at Tartivésaeity Institute of Technology has
developed an effective model system to study HPYogee replication. The system is based
on transfecting HPV genomes into human osteosarcathéine U20S. | am using this novel
model system to study the oligomerization of thelvgenomes during the initial phase of
replication. The oligomerization of viral genomaeshost cells is a novel subject of research

and not much is known about the phenomenon.

| confirmed the oligomerization patterns for HPVd&home but also studied the replication
and oligomerization of the HPV18 upstream regujatarn-coding region by using different
truncated version of the URR region. | discoveiet in our model system the essential
factors for oligomerization are located in the URIgion and the neededansfactors are the

E1l and E2 replication proteins.
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Lisa 1. HPV18, HPV18E ja HPV18 URR pisirdngaste kardid.

Minicircle HPV18 on ~7,9kb, HPV18E ~5,4kb ja HPV18 URR ~1,Htlhurune. Kdigil asub enne
URR piirkonda véaike lisajarjestus — polilinker. HE8/ ja HPV18E genoomidel on toodud
eksperimentaalse osa katsetes kasutatud enstidikeé&dhad. HPV18 URR kaardil on toodud E2

valgu seondumispiirkonnad.
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