TARTU ULIKOOL
BIOLOOGIA-GEOGRAAFIATEADUSKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT

KAI RAUSALU

AKTIIVSETE HAPNIKUUHENDITE OSA VEISE
PAPILLOOMIVIIRUSE TUUP 1 DNA-ST JA TEMA
ONKOVALGU E5 DNA-ST TINGITUD C127
RAKKUDE TRANSFORMATSIOONIS

MAGISTRITOO

JUHENDAJA: DOTSENT ANN KILK

TARTU 2006



SISUKORD

LUHENDID. ...ttt 3

SIS S ETUH AT U S . Lo e 4
1. KIRJANDUSE ULEVAADE.........oottiiiiiiiiiiiiiiaeeeieee e 5
1.1. Papillomiviirused - kasvajaid pohjustavad viirused...............ccoeviiiiiiiiiiiinn, 5

L1.1.1. PapilloomiviirusSed. ... ..oouuiniitiiiet et e 5
1.1.2. Veise papilloomiviirus thlp 1......ooveeeniiiii e e 7
1.1.3. BPV-1 onkovalk ES5 ja rakkude transformatsioon.............c..c.oooeviiiiniiinnnn 8
1.1.4. BPV-1E5jaPDGF B retSeptor.....couviieiiiitiiiiie it 11
1.1.5. BPV-1E5 ja vakuooli H-ATPaas.............cccuuiiuiiiieiiieiee e 12
1.1.6. BPV-1 ES5 ja arahhidoonhappe metabolism................coiiiiiiiiiiii i, 14
1.1.7. BPV-1 ES ja fosfatidiiiilinositool-3-kinaas ...............cccooeiiiiiiiiiiininin... 16
1.2. Aktiivsed hapnikuiihendid ja kasvajad..............c.ooiiiiii i 18
1.2.1 Aktiivsed hapnikuithendid................oo i 18
1.2.2. Antiokstidandid........ ... 24
1.2.3. Superoksiidi dismutaas kui tuumorsupressOr. . .....o.vvuvertiinieieieaneenieniniennnn 26
1.2.4. Aktiivsed hapnikuithendid ja BPV-1 ES..... ..o, 28
L300 TOO ESIMATK. ...ttt e 30
2. EKSPERIMENTAALNE OSA. ... e 31

2.1. Materjalid jameetodid..........c.oouiiiiiii i 31
2.1.1. Rakkude kasvatamine...............coooiiiiiiiiii e 31

2.1.2. Rakkude transfeKteerimine. .............ooeviiiitiiiii i 31

2.1.30 Plasmitdid. ... ..o 31

2.1.4. Trnasformeerunud rakuliinide tegemine..................cocoiiiiiiiiiiiiiiannnn.. 32
2.1.5. Transformeerunud rakuliinide kontrollimine ES DNA olemasolu suhtes.......... 32
2.1.6. Transformeerunud rakuliiniinide kontrollimine E5 valgu olemasolu suhtes....... 33
2.1.7. Rakkude kasvu analliliSImine. ............c.oiuiiniiiiiiii e, 34
2.1.8. Peroksiidide taseme mddtmine TECAN “Genios Plus” plaadilugejaga............ 35
2.1.9. Rakutsiikli analiiisimine voolutsiitomeetriga “FACS Calibur”..................... 36
2.2, TUleMUSEA. ..ottt 38
2.2.1. E5 DNA olemasolu ja E5 valgu ekspressioon transformeerunud rakuliinides.....38
2.2.2. Transformeerunud rakuliinide kasv.................ooiiiiiiiiii e 39
2.2.3. CuZnSOD moju rakuliinide paljunemisele..............ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiann.. 40
2.2.4. E vitamiini mdju rakuliinide paljunemisele..................cccooiiiiiiiiiiinn.. 42
2.2.5. Peroksiidide tase rakkude transformeerimisel BPV-1 E5-ga......................... 44
2.2.6. Antioksiidantide mdju peroksiidide tasemele................c.ocoiiiiiiiiiiiiiiin.. 47
2.2.7. Antiokstidantide mdju rakutsiiklile..............cooiiiiiiii 49
2.3 ATUECIUL e 51

KOKKUVOTE. ...ttt 58
SUMMARY ..ot e 59
KIRJANDUSE LOETELU.....uiiiitiiii e, 60



LUHENDID

AA (arachidonic acid) — arahhidoonhape

BPV-1 (bovine papillomavirus type 1) — veise papilloomiviirus tiiip 1

BSA (bovine serum albumin) — veise seerumalbumiin

CAT (catalase) — katalaas

CDK (cyclin dependent kinase) — tsiikliin-soltuv kinaas

CDKI (cyclin dependent kinase inhibitor) — tsiikliin-soltuva kinaasi inhibiitor

CO (cyclooxygenase) — tsiiklooksligenaas

DCF (dichlorofluorescein) - diklorofluorestseiin

DCFDA (dichlorofluorescin diacetate) — diklorofluorestsiin diatsetaat

DCFH (dichlorodihydrofiuorescin) — diklorodihiidrofluorestsiin

DTT - ditiotreitool

EGF (epidermal growth factor) — epidermaalne kasvufaktor

ETYA (eicosatetraynoic acid) — eikosatetraanhape

GPx (glutathione peroxidase) — glutatioon peroksiidaas

LO (lipoxygenase) — lipoksiigenaas

MAPK (mitogen-activated protein kinase) — mitogeen-aktiveeritav proteiinkinaas

MK-886 - (3-[1-(4-klorobensiiiil)-3-t-butiiiil-tio-5-isopropiiiilindool-2-iiiil ]-2,2-dimetiiiil
propaanhape

MMP (matrix metallo proteinase) — maatriksi metalloproteinaas

NDGA (nordihydroguaiaretic acid) — nordihiidroguareethape

NF«B (nuclear factor kB) — tuuma faktor kB

ORF (open reading frame) — avatud lugemisraam

PARP (poly(ADP)ribose polymerase) — polii(ADP)riboos poliimeraas

PDGF (platelet-derived growth factor) — trombotsiiiitidest parinev kasvufaktor

PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) — trombotsiiiitidest parineva
kasvufaktori retseptor

PI — propiidiumjodiid

PI3K (phosphoinositide 3-kinase) — fosfatidiiiilinositool-3-kinaas

PKB/Akt (protein kinase B) — proteiinkinaas B e. proteiinkinaas Akt

PKC (protein kinase C) — proteiinkinaas C

PLA, (phospholipase A;) — fosfolipaas A,

ROS (reactive oxygen species) — aktiivsed hapnikuiihendid

SOD (superoxide dismutase) — superoksiidi dismutaas

STAT (signal transducers and activators of transcription) — signaali edastajad ja
transkriptsiooni aktiveerijad

TNF (tumor necrosis factor) — tuumori nekroosi faktor

V-ATPaas (vacuolar H -ATPase) — vakuooli H'-ATPaas

VEGEF (vascular endothelial growth factor) — vaskulaarse endoteeli kasvufaktor

Wt (wild-type) — metsik-tiiiip



SISSEJUHATUS

Papilloomiviirused on vdikesed DNA genoomsed viirused, mis nakatavad epiteeli
jagunevaid rakke ja pohjustavad kasvajate teket.  Enamasti on need kasvajad
healoomulised ja kaovad iseenesest, kuid mitte alati. Olemas on korge riskiga HPV
tiived, mis pdhjustavad vidhki, nt. HPV16. Sellepdrast on papilloomoviiruse toime ja
sellega nakatunud rakkude kasvu uurimine oluline nii vdhi tekke kui selle ravi jaoks.

Veise papilloomiviirust tiitip 1 (BPV-1), mis tekitab limaskestade kasvajaid veistel,
kasutatakse mudelsiisteemina uurimaks papilloomiviiruseid ja nende seoseid kasvajatega.
BPV-1 transformeerib kultuuris ka hiire fibroblaste. BPV-1 peamine transformeeriv valk
on ES5, millel on mitmesugune moju rakkudele.

Kéesolevas to0s piitian anda iilevaate BPV-1 E5 teadaolevatest toimetest rakkudele.
Kuna transformatsiooni protsessis on oluline osa aktiivsetel hapnikuiihenditel, siis
tutvustan ka sellealast kirjandust. Uurisin aktiivsete hapnikuiihendite osa BPV-1 DNA-st
ja tema onkovalgu E5 DNA-st tingitud rakkude transformatsioonis. Piilian vastata
kiisimusele, kuidas mojutavad antioksiidandid CuZnSOD ning E vitamiin

transformeerunud rakkude kasvu, ja kuidas muutub trnsformeerumisel peroksiidide tase

rakkudes.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Papilloomiviirused — kasvajaid pohjustavad viirused

1.1.1. Papilloomiviirused

Papilloomiviirused  kuuluvad sugukonda  Papillomaviridae ja  perekonda
Papillomavirus. Koik papilloomiviirused tekitavad mdningase latentsusperioodi jérel
peremeesorganismil kasvajaid, mis enamasti on healoomulised ja liihiajalised.
Papilloomiviirused on liigi-spetsiifilised. Neid on leitud pea-aegu kdigil loomadel ja
lindudel. Kaks suuremat viiruste gruppi on loomade ja inimeste papilloomiviirused. Veise
papilloomiviirustel (BPV) on teada 6 erinevat subtiilipi. Inimese papilloomiviirustel
(HPV) on kirjeldatud vdga palju subtiiiipe (iile saja). Olemas on madala ja korge riskiga
HPV-d, mis pohjustavad vastavalt hea- ja pahaloomulisi papilloome. Madala riskiga
HPV-d on nt. HPV1, mis tekitab soolatiiiikaid, HPV6, HPV11 - genitaalide papilloome,
kondiiloome. Korge riskiga HPV-d on HPV16, HPV18, need pdhjustavad genitaalide
papilloome, mis arenevad edasi vihiks. (Scheurer et al., 2005)

Papilloomiviiruse virionid on 52-55 nm diameetriga, limbriseta, ikosaeedrilise
simmeetriaga. Virion koosneb 72 kapsomeerist (60 heksameeri ja 12 pentameeri).
Papilloomiviirustel on kaks kapsiidivalku: L1 ja L2. L1 on peamine kapsiidivalk
(Scheurer et al., 2005). Papillomiviiruse virion on kujutatud joonisel 1.

Papilloomiviiruste ~ genoom on  kaheahelaline  superspiraliseeritud ~DNA
rongasmolekul, mis on ~8 kb pikk. Genoom jaguneb varaseks (E - early) ja hiliseks (L -
late) piirkonnaks, mille vahel on mittekodeeriv ala (LCR). Mittekodeerivas alas asuvad
replikatsiooni alguspunkt (ori) ja paljud replikatsiooni ning transkriptsiooni
kontrolljarjestused. Papilloomiviirustel on kodeeriv ainult iiks genoomi ahel.
Transkriptsioon algab mitmetelt erinevatelt iile kogu genoomi paiknevatelt
promootoritelt. (Scheurer et al., 2005)

Papilloomiviirustel on 8 varase piirkonna avatud lugemisraami ehk ORF-i (open
reading frame): E1-E8, ja 2 hilise piitkonna ORF-i: L1 ning L2. El on

replikatsioonivalk, millel on DNA-d siduv, helikaasne, ATPaasne aktiivsus. E2 on



replikatsiooni ja transkriptsiooni regulaatorvalk. E3 funktsioon pole teada. E4
ekspresseerub koos hiliste valkudega. ES5, E6, E7 on transformeerivad valgud. ES5
aktiveerib kasvufaktorite retseptoreid. Inimese papilloomiviiruste peamised onkovalgud
on E6 ja E7. HPV-de puhul on ndidatud, et E6 soodustab rakulise valgu p53 lagundamist
(Werness et al., 1990; Scheffner et al., 1990) ja E7 blokeerib rakulist valku pRb (Dyson
et al., 1989). p53 ja pRb on tuumorsupressorvalgud. E§ on BPV-4 transformeeriv valk.
L1 ja L2 on kapsiidivalgud.

Papilloomiviirused nakatavad epiteelkoe basaalseid rakke, mis on ainsana
soomusepiteelis jagunemisvoimelised. Viiruse elutsiiklis voib eristada kolme staadiumi.
1) Vahetult peale nakatumist ekspresseeruvad varased geenid. Toimub viiruse DNA
amplifikatsiooniline replikatsioon, mille kdigus viiruse koopiaarv tduseb 50-100 koopiani
raku kohta (Sousa et al., 1990).

2) Viiruse stabiilne replikatsioon. Koopiaarv raku kohta jidb muutumatuks (Sousa et al.,
1990).

3) Kolmas staadium toimub siis, kui nakatunud rakud jouavad normaalse arengu kéigus
epiteeli pealmistesse kihtidesse ja saavutavad korge diferentseerumisastme. Toimub jille
aktiivne replikatsioon, nn. vegetatiivne replikatsioon. L1 ja L2 geeniekspressioon
suureneb ning valmivad virionid (Sousa et al., 1990). Viirused eralduvad pidevalt

viikestes kogustes nakatunud kohast nahal. (Joonis 2.).



http://bilbo.bio.purdue.edu/~baker/projects/papova/papilloma/bpv.html

A
Viiruse DINA
replikatsioon
Progresseeruv ja partiklite
diferentseerumine moodustumine
asaalmemhraan

Infektsiooni levimine

Joonis 2. HPV elutsiikkel. Infektsiooniks peavad viirused kokku puutuma epiteeli
basaalsete rakkudega, nditeks vigastuse kaudu. Nakatunud rakk jaguneb ja viiruse
populatsioon  levib  lateraalselt.  Osa  jdreltulijaid  migreerub  iilemistesse
diferentseeruvatesse rakukihtidesse, kus viiruse DNA replitseerub ja valgud
ekspresseeruvad. Epiteeli pealmises kihis valmivad virionid ning viiruspartiklid
vabanevad epiteeli pinnalt. (Modifitseeritud, zur Hausen, 2002)

1.1.2. Veise papilloomiviirustuip 1

Veise papilloomiviirus tiiip 1 (BPV-1) pdhjustab fibropapilloome veistel ja
indutseerib fookuste tekke immortaliseeritud hiire rakuliinides. BPV-1 kasutatakse palju
mudelsiisteemina papilloomiviiruste transformatsiooni uurimiseks (Dvoretzky et al.,
1980; Lancaster and Olson, 1982; Tada et al., 1989). BPV-1 genoom on kujutatud
joonisel 3. Genoomi varane piirkond moodustab kaks kolmandikku genoomist, millest
piisab rakkude transformeerimiseks. BPV-1 puhul on leitud, et E5 voib ka iiksinda
transformeerida hiire fibroblaste (Bergman et al., 1988). E5 geeni ekspresseeritakse nii
viiruse elutsiikli varases kui ka hilises staadiumis (Burnett et al., 1992). E5-e iseseisva
transformatsioonivoime tottu  vOib rakkudesse viia vaid E5-t, mitte kogu
papilloomiviiruse genoomi, sisaldavaid vektoreid ning sel viisil on uuritud E5-e seoseid

raku valkudega. Mitmed ES5-e interaktsioonid raku valkudega on kirjeldatud sellises



testsiisteemis (Goldstein et al., 1992; Schapiro et al., 2000). Seega on vdimalik uurida

rakkude transformatsiooni BPV E5 valguga, kasutamata kogu viiruse genoomi.

LCR E6

T
s

Joonis 3. BPV-1 genoom. Niidatud on avatud lugemisraamid E1 kuni E8 ja L1 ning
L2. Promootoreid tdhistavad nooled, E2-spetsiifilised DNA sidumiskohad on téhistatud
mustade tdppidega. Samuti on ndidatud LCR (long control region), kus on replikatsiooni

alguspunkt (ori) ja MME (minichromosome maintenance element).
(http://jvi.asm.org/content/vol72/issue3/images/large/jv0381722001.jpeg)

1.1.3. BPV-1 onkovalk E5 jarakkude transformatsioon

BPV ES5 on lithike, hiidrofoobne, transmembraanne valk, mis koosneb 44
aminohappest (joonis 4.). BPV ES5 on iseseisvalt vdimeline transformeerima nii veise kui
ka hiire fibroblaste. ES lokaliseerub peamiselt endoplasmaatilise retiikulumi (ER) ja
Golgi kompleksi membraanides (Burkhardt et al., 1989; Horwitz et al., 1988; Schlegel et
al., 1986). Valgu N-terminuses on hiidrofoobne 33 aminohappeline segment, mis 1dbib
membraane kui O-heeliks, ja C-terminuses on 14 aminohappeline hiidrofiilne segment.
E5 eksisteerib rakus homodimeerina, mis on kokku seotud disulfiidsillaga iile Cys jadkide

valgu C-terminaalses osas. E5-1 pole teada enslimaatilisi aktiivsusi. Pigem moduleerib see


http://jvi.asm.org/content/vol72/issue3/images/large/jv0381722001.jpeg

raku membraanseid proteiine, mis reguleerivad raku kasvu. ES interaktsiooni PDGF 3
retseptoriga ja vakuooli H'-ATPaasi 16 kDa subiihikuga vahendab ES5 transmembraanne
domaéén (DiMaio and Mattoon, 2001).

On tehtud palju BPV ES mutante ja uuritud nende transformatsioonivoimet. PDGF 3
retseptori sidumiseks ja raku transformeerimiseks on vajalikud 4 konserveerunud
aminohapet. Need on GInl7, Asp33, Cys37 ja Cys39. GInl7 on ainus hiidrofiilne
aminohape valgu transmembraanses regioonis, Asp33 paikneb juxtamembraanses
regioonis ja Cys-d C-terminaalses osas (Horwitz et al., 1988; Meyer et al., 1994; Nilson
et al., 1995; Sparkowski et al., 1994; Sparkowski et al., 1996). Cys-d osalevad E5
dimeriseerumisel, nad moodustavad S-S-sildu. Kdigi papilloomiviiruste ES valkudes on
need Cys-d konserveerunud. Valgu C-terminaalse doméini siistimine C127 rakkudesse
kutsub esile DNA siinteesi (Green and Loewenstein, 1987; Rawls et al., 1989). Seega
asub E5 aktiivsait valgu selles piirkonnas. E5 aktiivsaidi ja PDGF iihe regiooni
aminohappelised jarjestused on sarnased (Kulke and DiMaio, 1991; Petti et al., 1991).
Seepirast arvati algul, et ES asendab PDGF ja seob retseptori ekstratsellulaarset ala.
Hiljem osutus see siiski ebadigeks. Kui C-terminaalset peptiidi pikendada nii, et ta
sisaldab ka osa ES5 hiidrofoobsest domddnist, siis suureneb maérgatavalt vOime
indutseerida DNA siinteesi. Hiidrofoobse segmendi vdime toetada transformatsiooni
soltub selle naabruses olevast jirjestusest. Mitte kdik hiidrofoobsed jérjestused pole
funktsionaalselt vordsed. Phe-de arvust sdltub, kas transformeerimiseks on vaja GInl7
voi ei ole. Gln pole vaja kui jérjestuses on 0-2 Phe. E5-1 ja tema mutantidel, mis
transformeerivad, kui Gln on olemas, on 1-4 Phe. Igal juhul transformatsioonidefektsetel
mutantidel on 4-6 Phe. Mitu Phe vdivad sekkuda E5 digesse membraani sisestamisse, ES
poliipeptiidi pakkimisse selle homodimeeri partneriga ja E5 vOimesse dra tunda oma
rakuline sihtmérk (Kulke et al., 1992).

Transformatsiooniks on vaja valgu hiidrofoobset tsentraalset tuuma ja spetsiifilisi C-
terminaalseid aminohappeid. Juhuslik jdrjestus hiidrofoobsetest aminohapetest voib
funktsionaalselt asendada ES valgu hiidrofoobset tuuma, kui on olemas GInl7 (Kulke et
al., 1992). Transformatsiooniks on véga oluline GInl7. Erinevad 17. positsiooni
mutandid transformeerivad erineva efektiivsusega voOrreldes muteerimata E5-ga —

transformatsioonidefektsetest hiipertransformeerivateni. Mutandid, millel Gln on



asendatud Cys, Tyr, Pro v0i Arg-ga transformeerivad vihe voi iildse mitte. Lys, Asp, Met
ja Thr transformatsiooni efektiivsus on vorreldes wr-ga vidhenenud. Trp, Asn ja His
transformeerivad efektiivselt ning Ser ja Glu 2-3 korda efektiivsemalt kui wr ES.
Efektiivselt transformeerivad mutandid saadakse, kui Glnl7 asendatakse aminohapetega,
mis saavad moodustada vesiniksidemeid. (Klein et al., 1998)

Immunofluorestentsi jargi leiti, et mutatsioonid positsioonis 17 ei mdjuta E5 valgu
lokalisatsiooni rakus (Klein et al., 1998).

Ule 90% E5 valgust on rakus dimeerina. Nii on see ka mutantidel, millel GIn17 on
asendatud laetud aminohappega vOi Asn-ga. Teistel mutantidel, Ser-ga, Thr-ga 17.
positsioonis, on palju vihem dimeeri ning mutant Ile-ga 17. positsioonis on peamiselt
monomeeri kujul (Klein et al., 1998).

BPV-1 E5 indutseerib Tyr-de fosforiiiilimise nii kiipsel PDGF [3 retseptoril kui ka
selle eellasel, transformatsiooni-kompetentsed mutandid aga eelistatult kiipsel PDGF [3
retseptoril. Eksisteerib korrelatsioon transformatsiooni aktiivsuse ja retseptori Tyr-de
fosforiitilituse ulatuse vahel. Koik efektiivselt transformeerivad mutandid indutseerivad
rohke retseptori Tyr-de fosforiililimise. Kdik mutandid, mis toetavad kompleksi teket
PDGF [ retseptoriga ja transformatsiooni, sisaldavad 17. positsioonis aminohappejéike,
mis saavad moodustada vesiniksidemeid (Gln, Glu, Ser) Thr513-ga PDGF f retseptoris.
Mutandid, milles on hiidrofoobsed aminohappejiédgid kiilgahelatega, mis ei moodusta
vesiniksidemeid, on transformatsioonidefektsed (Klein et al., 1998).

Tsiisteiinid E5-e hiidrofiilses regioonis, Cys37 ja Cys39, on olulised arahhidoonhappe
(AA) metabolismi aktiveerimisel. E5-e mutandid, millel need puuduvad, ei ole
voimelised AA metabolismi aktiveerima. Néib, et Cys-d, mis vastutavad ES5
dimerisatsiooni eest, on vajalikud PLA; aktiivsuse ja AA metabolismi stimuleerimiseks
(Vili et al., 2001).

Seni pole leitud absoluutset korrelatsiooni E5 ja tema mutantide vOimete vahel
aktiveerida mingit iihte valku ja transformeerida fibroblaste. BPV-1 E5 mgjutab ilmselt
mitmeid raku valke ja transformatsioonis vdivad osaleda ka mitmed aktiivsused. BPV-1
E5 ja tema mutandid vdivad rakke transformeerida ka erinevate rakuliste mérklaudade

kaudu.
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17S on hiipertransformeeriv E5 mutant. Glutamiin positsioonis 17 on asendatud
seriiniga. Vorreldes wt E5-ga on 17S transformatsiooni aktiivsus C127 rakkudes 287%
(Klein et al., 1998). Varasemate andmete jargi mutant 17S ei seo PDGFR, ei indutseeri
PDGFR Tyr-de fosforiilatsiooni ega aktiveeri PDGFR (Sparkowski et al., 1994), kuid
uuemad andmed nditavad, et 17S siiski aktiveerib PDGF [ retseptorit (Lai et al., 2005).
On veel leitud, et 17S muudab Golgi kompleksi pH-d (Schapiro et al., 2000). Ilmselt

interakteerub see mutant mitme erineva sihtmaérgiga rakus.

N terminus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
[Met —Pro—Asn—Leu—Trp—Phe-Leu—-Leu—-Phe—Leu—-Gly—Leu—Val —
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Ala—Ala-Met—-GIn—Leu—-Leu—Leu—Leu—Leu—Phe—Leu—-Leu—Leu—
27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Phe—Phe—Leu—-Val| -Tyr - Trp—-Asp —His—Phe—Glu-Cys—Ser —Cys—
40 41 42 43 44
Thr —Gly —Leu—Pro—Phe

C terminus

Joonis 4. BPV-1 E5 aminohappeline jérjestus. [...] — E5-e hiidrofoobne osa, lillaga on
tahistatud PDFG [ retseptori sidumiseks ja raku transformeerimiseks olulised
aminohapped GInl17, Asp33, Cys37, Cys39.

1.1.4. BPV-1E5ja PDGF B retseptor

Transformatsiooniks BPV-1 E5-ga on vajalik PDGF [3 retseptori aktivatsioon. Rakud,
milles puudub PDGF [3 retseptor, pole vastuvotlikud ES5 indutseeritud
transformatsioonile. ~ Retseptori  tiirosiin-kinaas  aktiveerib  signaali  kaskaadi
proliferatiivseks signaaliks. Mdned E5 mutandid transformeerivad rakke voi mojutavad

raku metabolismi ka aktiveerimata PDGF [3 retseptorit (Schapiro et al., 2000;

11



Suprynowicz et al., 2000; Vili et al., 2001). Seega eksisteerib veel alternatiivseid teid
raku transformeerimiseks.

E5 ja PDGF [ retseptor moodustavad rakkudes stabiilse kompleksi. Erinevalt
PDGFst, mis seostub retseptori ekstratsellulaarse doméddniga, interakteerub E5 retseptori
transmembraanse ja juxtamembraanse doméddniga. ES seondumine indutseerib retseptori
dimerisatsiooni ja mitme Tyr-i transautofosforiiiilumise retseptori dimeeri subiihikute
tsiitoplasmaatilises doméanis. BPV E5/PDGF [ retseptori kompleksi formeerumiseks on
vaja elektrostaatilist sidet ES Asp33 ja PDGF [3 retseptori juxtamembraanse Lys499 vahel
ning vesiniksidet E5 GInl7 ja PDGF [3 retseptori Thr 513 vahel (DiMaio and Mattoon,
2001). ES5 ei interakteeru PDGF 3 retseptoriga sarnase PDGF a retseptoriga, millel on
erinev juxtamembraanne ja transmembraanne regioon. PDGF a retseptoril puuduvad nii
positiivse laenguga aminohappejddk juxtamembraanses regioonis kui ka Thr513
membraanis (Goldstein et al., 1994; Petti and DiMaio, 1992; Staebler et al., 1995).

E5 dimeer eksisteerib membraanis paardunud transmembraansete 0-heeliksitena, mis
on organiseerunud siimmeetriliselt, paralleelselt vasakukielise spiraali geomeetriaga (left-
handed coiled-coil geometry). Igal dimeeril on sidumissaidid kahe PDGF [3 retseptori
jaoks, mis selgitab retseptori dimerisatsiooni. See omakorda toob kinaasi doméénid
teineteise ldhedale, nii et saab toimuda transfosforiiiilimine. Ilmselt interakteerub PDGF 3
retseptori molekul GInl7-ga iihel ja Asp33-ga teisel E5S monomeeril (DiMaio and
Mattoon, 2001).

1.1.5. BPV-1 E5javakuooli H'-ATPaas

E5 seondub vakuooli H'-ATPaasi (V-ATPaas) 16 kDa poori moodustavale
subiihikule (Goldstein et al., 1992). V-ATPaas kontrollib Golgi kompleksi ja teiste raku
organellide pH-d. Seondumine ES5-ga inhibeerib V-ATPaas-i. Transformeerunud
rakkudes on Golgi kompleksi hapestumine hiiritud. Golgi kompleksi normaalne pH on
6.5. Transfekteeritud rakkudes, kus Golgi hapestumist ei toimu, on pH ~7.0 (Schapiro et
al., 2000). Paljud kasvu reguleerivad valgud lidbivad teel sihtkohta Golgi kompleksi, nii et
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organellide vale pH v3ib mojutada nende valkude aktiivsust ja transformatsioonile kaasa
aidata.

E5 assotsicerub 16 kDa hiidrofoobse valguga. Kuus 16 kDa subiihikut
assambleeruvad, et moodustada H' selektiivne poor ldbi membraani (Sun et al., 1987,
Mandel et al.,, 1988; Forgac, 1992). See valmis ensiiiimkompleks vastutab paljude
endomembraansete organellide luumeni hapestumise eest (Forgac, 1989). ES5
assotsieerumine segab H' translokatsiooni libi V-ATPaasi ja seega ka organellide
hapestumist. Kuna E5 lokaliseerub peamiselt Golgi kompleksi membraanidel, on just
Golgi kompleks ka kdige enam mdjutatud (Schapiro et al., 2000). Golgi kompleksi pH
mojutab seal protsessitavaid regulatoorseid valke.

ES5 akumuleerub Golgi tsisternidesse. Ta ei muuda Golgi kompleksi morfoloogiat.
Normaalselt pumbatakse H' aktiivselt Golgi kompleksi. ES inhibeerib V-ATPaasi,
transfektantidel on H" pumpamine tunduvalt vihenenud. Transformatsioonil on oluline, et
ES5 lokaliseerub Golgi kompleksi. Transformatsioonidefektsed mutandid ei leelista Golgi
kompleksi. Seega peab ES5 otseselt Golgi kompleksile ligi pddsema, et saaks muuta
luumeni pH-d. (Schapiro et al., 2000)

Golgi kompleksi leelistumine voib initsieerida signaalid proliferatsiooniks, kuid
Golgi kompleksi leelistumine vOib olla ka transformatsiooni tagajirg mitte pdhjus.
Katsetes teiste transformeerivate valkudega (Sis, Src) jdi Golgi kompleksi pH happeliseks
(Schapiro et al., 2000), nii et Golgi kompleksi pH muutus pole transformatsiooniga alati
kaasnev ndhtus.

16 kDa subiihikul on oluline Glul43, mis on vajalik H -pumba aktiivsuseks. Samuti
on see vajalik seostumiseks E5-ga. V-ATPaasi 16 kDa subiihiku 143. positsiooni
mutandid indutseerivad olulise Golgi kompleksi leelistumise (Schapiro et al., 2000).

On olemas korrelatsioon E5 vdime vahel transformeerida rakke ja seonduda V-
ATPaasi 16 kDa subiihikuga. Ainult seondumisest 16 kDa subiihikuga ei piisa
transformatsiooniks, kuid see suurendab E5 onkogeensust (Schapiro et al., 2000).

E5 mutantidel, millel on negatiivselt laetud aminohape (Glu, Asp) positsioonis 17, on
tunduvalt védhenenud voime siduda V-ATPaasi 16 kDa subiihikut, aga nad
transformeerivad rakke. Mutandil, millel on 17. positsioonis polaarne seriin, on samuti

vidhenenud vdime siduda 16 kDa proteiini vorreldes w¢ E5-ga, kuid ta on transformeeriv.
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Kuigi voime sidude 16 kDa valku on vihenenud, peaks ta siiski muutma Golgi kompleksi
pH-d, sest mingil méddral ta ju ikkagi seob 16 kDa valku. Mutandid, millel on 17.
positsioonis positiivselt laectud aminohape (Arg, His, Lys) seovad tugevalt 16 kDa valku,
kuid nende transformatsioonivdime on madal. Laenguta aminohape 17. positsioonis
mojutab interaktsiooni 16 kDa proteiiniga ja transformatsiooni (Sparkowski et al., 1996).
E5 GInl7 on oluline ka selle poolest, et interakteerub Glu-ga 16 kDa proteiini neljandas
transmembraanses domaénis (Andresson et al., 1995).

E5 mutandid voib jaotada vdime jdrgi siduda 16 kDa valku ja transformeerida rakke
kolme riihma: (1) mutandid, mis seovad 16 kDa valku ja transformeerivad rakke, (2)
mutandid, mis ei seo 16 kDa valku, kuid transformeerivad rakke, (3) mutandid, mis ei seo
16 kDa valku ega transformeeri rakke (Sparkowski et al., 1996).

Jarelikult V-ATPaasi inaktiveerimine ja Golgi kompleksi pH muutus ei seleta

taielikult ES transformeerivat toimet.

1.1.6. BPV-1 E5 ja arahhidoonhappe metabolism

Rakkude mitootilise aktiivsusega kaasnevad muutused lipiidide, k.a. arahhidoonhappe
(AA) metabolismis. Fosfolipaas A, (PLA;) vabastab AA membraanidest ja see
konverteeritakse eikosanoidideks. AA edasiseks metaboliseerimiseks on kolm teed.
Tsiiklookstigenaasid (CO) kataliilisivad prostaglandiinide ja tromboksaanide siinteesi.
Lipoksiigenaasid (LO) kataliilisivad hiidroksiieikosatetraanhapete, lipoksiinide ja
leukotrieenide produktsiooni. P450-monooksiigenaasi siisteem toodab epoksiihappeid ja
dioole (Pachernik et al., 2002). Epidermaalne kasvufaktor (EGF) ja PDGF stimuleerivad
PLA; (Lin et al., 1992). EGF suurendab samuti 12-LO aktiivsust (Liu et al., 1997b). 12-
LO blokeerimine inhibeerib rakkude kasvu (Dethlefsen et al., 1994).

PLA, aktivatsiooni mehhanism pole veel selge. On nididatud, et PLA, vdib
reguleerida Ca®" tase, ensiiiimi fosforiiiilimine ja muutused membraani koostises
(Piomelli, 1993). Samuti vdivad PLA; in vitro aktiveerida membraan-seoselised valgud ja

viikesed transmembraansed peptiidid (Mingarro et al., 1995; Lehtonen et al., 1996).
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ES5 aktiveerib PLA; ja AA metabolismi. AA metabolismi stimuleerimisel on olulised
Cys-d, mis vastutavad E5 dimerisatsiooni eest. E5S mutandid, millel neid Cys-e pole
(C37S, (C37SC39S), ja mutandid, millel puudub C-terminaalne regioon, on
mittetransformeerivad ja ei stimuleeri PLA, aktiivsust ega AA metabolismi nagu wt ES
(Vili et al., 2001).

E5 voime stimuleerida AA metabolismi ei soltu voimest seostuda PDGFR-ga.
Transformatsioonidefektne E5S mutant D33V ei aktiveeri PDGFR, kiill aga aktiveerib AA
metabolismi (Vili et al., 2001). AA metabolismi aktivatsiooniks on vaja enamat kui E5
hiidrofoobse domééni inkorporeerimine membraani. E5S mutant, mis sisaldab ainult
hiidrofoobset domiddni, ja on vdimeline seostuma nii V-ATPaasi kui PDGFR-ga
(Goldstein et al., 1992), ei aktiveeri AA metabolismi (Vili et al.,, 2001). E5 vdime
aktiveerida AA metabolismi ei ole piisav transformeerimiseks, kuid v3ib olla protsessi
kaasatud.

Paljud tihendid, mis inhibeerivad AA metaboliseerivaid ensiilime, védhendavad
proliferatsiooni ja/voi muudavad rakkude diferentseerumist. Seega on nad potentsiaalsed
véhivastased ravimid. Rakkude kasv pidurdub peale to6tlemist LO inhibiitoritega. ETYA
ja MK-886 liikkasid HaCaT rakkudel edasi G; faasi ldbimist, eskuletiin ja NDGA aga S
faasi 1abimist. ETY A on iildine AA metabolismi inhibiitor (Pachernik et al., 2002). MK-
886 on 5-LO inhibiitor. Ta vdib ka inhibeerida PLA, ja vdahendada AA produktsiooni
(Datta et al.,, 1999). Tuumasisene fosfolipiidide tase mojutab ribonukleoproteiinide
seondumist tuumamaatriksile, mis omakorda mdjutab DNA replikatsiooni (Maraldi et al.,
1993). DNA replikatsiooni seostatakse vdahenenud fosfolipiidide tasemega raku tuumas.
Lipoksiigenaaside inhibeerimisel voib fosfolipiidide tase tuumas kasvada piisavalt
suureks, et inhibeerida DNA replikatsiooni, mis véljenduks rakkude kogunemises S faasi
(Pachernik et al., 2002).

LO inhibiitorite toimel tekivad rakkudes sageli apoptootilised muutused (Anderson et
al., 1992; Ding et al., 1999; Ghosh and Myers, 1998). NDGA, MK-886 ja ETYA
kdrgemad kontsentratsioonid pdhjustasid HaCaT rakkudes PARP valgu 1dikamist, mida
peetakse apoptoosi tunnuseks (Pachernik et al., 2002).

15



1.1.7. BPV-1E5jafosfatiduilinositool-3-kinaas

Fosfatidiiiilinositool-3-kinaasid (PI3K) on perekond ensiliime, mis fosforiiiilivad
inositooli fosfolipiide spetsiifiliselt inositoolringi 3D positsioonist. Fosforiiilimise
produktid osalevad raku kasvu, liikkuvuse, memraanse liikluse ja gliikoosi metabolismi
regulatsioonis (Carpenter and Cantley, 1996; Shepherd et al., 1998; Toker and Cantley,
1997). Heterodimeersel (p85/p110) PI3K on votmeroll kasvufaktorite poolt indutseeritud
mitootilistes signaalides ja ta on oluline rakkude transformatsioonil v-src, v-ros ja
poliioomiviiruse keskmise T-antigeeni poolt (Shepherd et al., 1998; Cantley et al., 1991;
Downward, 1997; Kaplan et al., 1987; Soltoff et al., 1992). PI3K aktiveerimiseks on vaja
fosfortiiilida Tyr 85-kDa regulatoorsel subiihikul (p85) (Kaplan et al., 1987; Soltoff et al.,
1992; Carpenter and Cantley, 1990; Kazlauskas, 1994).

BPV-1 ES5 tostab PI3K aktiivsust NIH 3T3 rakkudes. PI3K aktivatsioon vdib olla
alternatiivne tee, mille kaudu moned E5 mutandid transformeerivad rakke, kui nad ei
aktiveeri PDGFR. Nirilise fibroblastides on konstitutiivselt aktiivse PI3K ekspressioon
piisav, et indutseerida transformatsiooni tunnuseid. PDGFR tiirosiinkinaas aktiveerib ka
PI3K (Kaplan et al.,, 1987; Soltoff et al., 1992; Kazlauskas, 1994). Osa PI3K
aktivatsioonist tuleneb seega PDGFR aktivatsioonist E5 poolt, kuid moned E5 mutandid,
mis ei aktiveeri PDGFR, aktiveerivad ikkagi PI3K (Suprynowicz et al., 2000). Ilmselt on
PI3K aktiveerimiseks veel teine mehhanism.

PI3K produktid aktiveerivad mitmeid ensiiiime, sealhulgas iiks olulisi mérklaudu on
proteiinkinaas Akt e. PKB, mille aktivatsiooni seostatakse apoptoosi blokeerimisega.
Rakusisese redoks-seisundi koikumised voivad reguleerida hepatoomi rakkude kasvu Akt
fosforiitilimise ja PI3K/Akt signaaliraja kaudu (Shi et al., 2003). Mdned kasvajad
toodavad aktiivseid hapnikuiihendeid (ROS). Niiteks hepatoomi rakkudes pole DNA
stintees aktiivne, kui vabade radikaalide tase on madal (Shi et al., 2003). Seega voib
hepatoomis O, produtseerimine vahendada DNA siinteesi ja proliferatsiooni. ROS
indutseerivad Akt kinaasi fosforiiiilimise. Oksiidatiivsel stressil, antioksiidantidel ja Akt
signaalirajal on oluline roll raku kasvu regulatsioonis (Shi et al., 2003). Kui hepatoomi
rakke toddelda H,O,-ga, siis H,O, stimuleerib Akt fosfortitilimist. Kui rakke enne H,O,-

ga stimuleerimist, t6ddeldi wortmanniiniga, mis on PI3K inhibiitor, siis Akt
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fosforiitilimine blokeeriti. Seetdttu voib oletada, et Akt fosforiililimine kédib PI3K-s6ltuva
raja kaudu. Hepatoomi rakkude proliferatsioon suurenes, kui Akt fosforiiliti, ja
vastupidi, proliferatsioon vidhenes, kui Akt defosforiiiiliti. (Shi et al., 2003)

Kui BPV-1 ES aktiveerib PI3K ja selle kaudu vdidakse aktiveerida Akt, kas siis siin
voiks olla osalised ka aktiivsed hapnikuiihendid? Paljud viirusinfektsioonid aktiveerivad
rakus tuuma faktor KB (NFKB). Seda teevad HIV-1, inimese T-rakulise leukeemia viirus
tiitip 1, hepatiit B viirus, inimese herpesviiruse tiiiibid 1 ja 6, Newcastle’i haiguse viirus,
Sendai viirus, Epstein-Barr viirus ja adenoviirus (Siebenlist et al., 1994). On niidatud, et
BPV-1 ES aktiveerib transkriptsiooni faktorit NFKB COS rakkudes (Kilk et al., 1996). Ka
aktiivsed hapnikuiihendid osalevad signaaliradades, mis aktiveerivad NFKB (Schreck et
al., 1991; Schreck et al., 1992; Schulze-Osthoff et al., 1993; Schenk et al., 1994; Kopp
and Ghosh, 1994; Suzuki and Packer, 1994). BPV-1 E5-ga transfekteeritud COS
rakkudes blokeeris superoksiidi dismutaas NFKB aktivatsiooni, mis nditab superoksiid
radikaali osalust NFKB aktivatsioonis (Kilk et al., 1996).

NFKB eksisteerib rakus homo- vdi heterodimeerina p65 ja p50/p52 subiihikutest.
NFKB reguleerib mitmete proliferatsiooniga, transformatsiooniga, apoptoosiga ja
poletikuga seotud geenide ekspressiooni (Lenardo and Baltimore, 1989; Baeuerle and
Henkel, 1994; Siebenlist et al., 1994; Fujita et al., 1992; Behl et al., 1994; Lin et al.,
1995). Tsiitoplasmas on NFKB seotud inhibiitorvalguga IKB. NFKB-IKB kompleks on
inaktiivne (Beg and Baldwin, 1993). NFkB aktiveerimiseks tuleb lagundada IkB,
misjdrel aktiivne NFkB liigub kiiresti tuuma, seondub DNA-le ja aktiveerib
transkriptsiooni (Baeuerle and Baltimore, 1988; Devary et al., 1993; Henkel et al., 1993;
Thanos and Maniatis, 1995). NFKB aktiveerib ka oma inhibiitori IKBa siinteesi (Sun et
al., 1993). IkBa seob NFkB ja viib selle tuumast vilja, hoides niimoodi dra NFKB
tileaktivatsiooni (Chiao et al., 1994).

Meie labori eelnevad tulemused on ndidanud, et BPV-1 E5 mdjutab mitmetes
rakuliinides superoksiidi taset, moned katsed viitavad sellele, et antiokslidandid nagu
superoksiidi dismutaas ja E vitamiin mdjuvad ka E5 transformatsioonilisele toimele
(Karo, 2005). Kuidas on lugu peroksiidide taseme ja antioksiidantide mojuga ES5-ga

transformeerunud rakkudes, sellele kiisimusele on vaja veel vastust.
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1.2. Aktiivsed hapnikutihendid ja kasvajad

1.2.1. Aktiivsed hapnikuihendid

Aktiivsed hapnikuiihendid (ROS - reactive oxygen species) on hapnikku sisaldavad
molekulid, millel on suurem keemiline reaktiivsus kui molekulaarsel hapnikul (O;). ROS
pole ainult radikaalid, nagu superoksiid anioon (O;") ja hiidroksiiiilradikaal (OH"), vaid
ka molekulid, nagu aktiveeritud hapnik ('O,) ja vesinikperoksiid (H,O,). On niidatud, et
ROS-I on roll véhitekkes (Oberley and Buettner, 1979; Church et al., 1993; Zhang et al.,
1999; Zhong et al., 1996; Liu et al., 1997a; Factor et al., 2000), pdletikus (Wang et al.,
2003), ateroskleroosis (Harrison et al., 2003), diabeedis (Aydin et al., 2001),
neurodegeneratsioonis (Lebovitz et al., 1996) ja vananemises (Orr and Sohal, 1994;
Furumoto et al., 1998 ).

ROS peetakse tavaliselt oksiidatiivse stressi indutseerijateks ja korgel tasemel nad
ongi tsiitotoksilised ja mutageensed. Kuid ROS-1 on ka roll signaali iilekandes. ROS
osalevad raku proliferatsiooni ja apoptoosi stimuleerimises voi inhibeerimises ning raku
vananemises (Pentland et al., 1992; Nakahara et al., 1998; Esposito et al., 1999; Dang and
Semenza, 1999; Szatrowski and Nathan, 1991). ROS tase rakkudes muutub siinkroonis
rakutsiikliga (Takahashi et al., 2004). Aktiveeritud fagotsiiiidid toodavad véga korgel
tasemel O, " ja HyO,, mis osalevad peremehe kaitses. Paljud teised rakutiiiibid toodavad
ka ROS, kuigi iildiselt madalamal tasemel (Burdon, 1995; Cross and Jones, 1991,
Szatrowski and Nathan, 1991). Mitte-fagotsiiiitide ROS genereerimise funktsioon pole
selge, kuid monel juhul korreleerub see proliferatsiooni ja kasvuga seotud signaaliteede
aktiveerimisega.

Samuti on mérkimisvddarne ROS produktsioon leitud inimese kasvajatest saadud
rakuliinides (Szatrowski and Nathan, 1991). ROS stimuleerivad inimese hepatoomi
rakuliini 7721 proliferatsiooni. MnSOD f{ileekspressioon vdhendas rakusisest ROS taset
ning MnSOD supresseerimine vastupidi suurendas ROS taset rakkudes ning soodustas

proliferatsiooni PI3K/Akt signaaliraja kaudu. Akt stimuleeris proliferatsiooni c-fos ja c-
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jun mRNA ekspressiooni suurendades. Akt omakorda aktiveeriti ROS poolt PI3K soltuva
signaaliraja kaudu, sest PI3K inhibeerimine takistas Akt aktivatsiooni. (Liu et al., 2002)

Kasvufaktorid, nt. PDGF ja EGF, pdhjustavad H,O, produktsiooni (Sundaresan et al.,
1995; Bae et al, 1997). Vastused PDGF-le haaravad mitogeen-aktiveeritava
proteiinkinaasi aktivatsiooni, DNA siinteesi ja kemotaksist. Need vastused inhibeeritakse,
kui H,O, taseme tdus on blokeeritud antioksiidantidega (Sundaresan et al., 1995).

ROS ensiimaatiline paritolu mitte-fagotsiiteerivates rakkudes pole péiris selge. Osa
ROS-st on périt mitokondritest. Paljudes rakkudes blokeerivad fagotsiiiitide NADPH
oksiidaasi inhibiitorid ROS produktsiooni (Arnold et al., 2001). Imetajarakkudes vdivad
ROS toota mitmed metaboolsed rajad, nt. ksantiin/ksantiini oksiidaas, NADPH oksiidaas,
mitokondriaalne elektron-transport-ahel, tsiikklooksiigenaasi rada (Fridovich, 1978).

ROS piritolu ja kdrvaldamist rakus illustreerivad joonised 5 ja 6.
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Joonis 5. ROS teke ja kdrvaldamise teed rakus. O, toodavad rakus membraansed
NADPH oksiidaasid ja ksantiin-oksiidaasid. Samuti tekib O, mitokondrites elektron-
transport-ahelas. Erinevad SOD-d konverteerivad O, vesinikperoksiidiks. H,O,
konverteeritakse omakorda veeks katalaasi, tioredoksiinide (TRXs), peroksiiredoksiinide
(PRXs) ja glutaredoksiinide (GRXs) poolt. Glutatioonperoksiidaasid (GPXs)
oksiideerivad redutseeritud glutatiooni (GSH) okstideeritud glutatiooniks (GSSG), mille
redutseerib tagasi GSH-ks glutatiooni reduktaas (GR). NADPH oksiidaaside poolt
ekstratsellulaarsesse ruumi toodetud O, korvaldavad ekstratsellulaarne SOD (ECSOD)
ning tekkinud H,O, kahjutustavad ekstratsellulaarne glutatioonperoksiidaas (GPXe) ja
perokstiredoksiin [V (PRX IV).
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Joonis 6. ROS tekitavate keskkonnategurite moju rakule. Mitmesugused
keskkonnategurid, nagu sigaretisuits, saasteained, mutageensed kemikaalid ja ka
krooniline pdletik pdhjustavad ROS ja aktiivsete-limmastiku-tihendite (RNS — reactive
nitrogen species) teket rakus. Oksiidatiivse stressi tulemusena tekivad DNA kahjustused,
mis voidakse parandada. Raku kasv vdidakse peatada ja suunata rakk apoptoosi.
Normaalsetes tingimustes kahjustused korvaldatakse, kuid tasakaalustamata tingimustes
voivad geneetilised muutused stimuleerida kasvu ning see koos DNA mittetdieliku
parandamisega viia raku transformatsioonini. Kui transformeerunud rakke ei suunata
apoptoosi, siis vOib see viia véhi tekkeni.

NADH/NADPH oksiidaas, mis on peamine O, tootja rakkudes, on indutseeritav
mitmete kasvufaktoritega. Roti aordi silelihasrakkudes (RASMC) tdusis ROS tase PDGF
lisamise jérel kaks korda ja rakkude arv kasvas 1.6 korda vorreldes rakkudega, millele
PDGEF ei lisatud (Kong et al., 2001).

NoxI on O,"" tootev oksiidaas. See on fagotsiiiitides O,”” tootva NADPH oksiidaasi,
gp91phox, kataliiiitilise subiihiku homoloog, mis transformeerib rakke (Suh et al., 1999).
NoxI pdhjustab O, produtseerimist, suurenenud mitoosi kiirust ja tumorigeensust

(Arnold et al., 2001). Silelihasrakkudes indutseerib PDGF nox/ mRNA produktsiooni.
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Nox| iileekspressioon NIH 3T3 rakkudes suurendab O, genereerimist ja rakkude kasvu.
Rakud on transformeerunud vilimusega - pikenenud, kontaktinhibitsioon on kadunud.
Samuti pohjustavad nox! ekspresseerivad NIH 3T3 rakud kasvajate teket tlilimuseta
hiirtel. Seega vdib Nox! osaleda mitoosi regulatsioonis vastusena kasvufaktoritele, nagu
nt. PDGF (Suh et al., 1999). Ka H,O, reguleerib raku kasvu ja transformatsiooni. Lisaks
muudab H,0O, paljude geenide ekspressiooni, k.a. geenid, mis on seotud
transformatsiooni, véhi, rakutsiikli regulatsiooni ja signaali iilekandega (Arnold et al.,
2001).

NoxI-transfekteeritud rakkudes on suurenenud H,0O, tase. Kui neis rakkudes
iileekspresseerida katalaasi, siis Nox/ ekspressiooni tase ei muutu. H,O, tase rakkudes
langeb, kuid O," tase mirgatavalt ei muutu. Katalaasi iileekspresseerivatel rakkudel
kadus transformeerunud fenotiilip ning kui neid rakke siistiti tiitimuseta hiirtele, siis ei
pohjustanud nad kasvajate teket (Arnold et al., 2001). H,O, sihtmérgid rakus, mis on
seotud kasvu ja transformatsiooniga pole selged. p42/p44 MAPK, p38 MAPK, p7OS6k,
Akt/PKB, STAT, ja fosfolipaas D signaalirajad on aktiveeritavad O," abil (Bae et al.,
1999; Natarajan et al., 1993; Allen et al., 2000; Simon et al., 1998; Finkel, 1998).

Nox1 poolt toodetud ROS vahendavad voib-olla ka angiogeneesi. Angiogeneesiks
nimetatakse veresoonte arengut kudedes. Mikroskoopiliste kasvajate teket peetakse lisna
sagedaseks, kuid védhesed neist arenevad aktiivseteks kasvajateks. Kasvajal on vaja
veresooni, kui ta kasvab suuremaks kui 1-2 mm (Folkman, 1971). Muutumaks aktiivselt
suurenevaks kasvajaks, tuleb indutseerida angiogeneesi faktorid kasvajakoes, eriti
vaskulaarse endoteeli kasvufaktor (VEGF), maatriksi metalloproteinaasid (MMP-d) ja
VEGEF retseptorid kasvavates endoteeli rakkudes (Arbiser et al., 2002).

Nox1 suurendab kasvajate vaskulaarsust ja indutseerib angiogeneesi molekulaarseid
markereid, VEGF-i mRNA hulk rakus suureneb ja indutseeritakse MMP aktiivsus. Kui
vorrelda kasvajaid, mis on pdhjustatud Nox! ekspresseerivate rakkude poolt, nende
kasvajatega, mida pohjustasid Nox!/ mitte-ekspresseerivad rakud, siis esimestes on
veresooned kogu kasvajas, teisel juhul ainult kasvaja perifeerias. Kui Nox/
ekspresseerivates NIH 3T3 rakkudes koekspresseeriti katalaas, siis Nox/ seotud VEGF
ekspressioon langes kontrolli l1dhedasele tasemele, mis niitab, et H,O, indutseerib VEGF.

Kuigi NoxI reguleerib MMP, ei vihenenud MMP aktiivsus katalaasi koekspressiooni
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korral. Seega on MMP aktivatsioon seotud kas erineva Nox!-st ldhtuva signaaliga voi on
aktivatsiooniks vaja madalamal tasemel H,O,, mille tase v3ib Nox/ ekspresseerivates
rakkudes olla veidi kdrgem kui muidu ka katalaasi koekspressiooni korral (Arbiser et al.,
2002).

Kui rakud wviibivad liihiajaliselt hiipoksia tingimustes, misjdrel hapniku tase
normaliseeritakse, siis see kiirendab tubulaarset morfogeneesi. Rakkudes tekivad ROS ja
aktiveeritakse NFKB. Molemat inhibeerivad ROS-korvaldajad (Lelkes et al., 1998).
Suuremates kontsentratsioonides H,O, kahjustab endoteeli rakke (Shimizu et al., 1994),
kuid véiksemates kontsentratsioonides stimuleerib fibroblastide proliferatsiooni (Burdon
et al., 1990). Vihirakkudes toodetakse sageli ROS, seega voib H,O, osaleda angiogeneesi
initsieerimises (Szatrowski and Nathan, 1991). Endoteeli rakkudes, mida t66deldi H,O,-
ga, leiti et see stimuleerib angiogeneesi (Yasuda et al., 1999). NFkB on seotud H,O,
vahendatud signaalidega (Pahl and Baeuerle, 1994). H,O;-indutseeritud angiogeneesi
inimese  mikrovaskulaarsetes rakkudes Dblokeeris tdielikult NFKB antisense
oligonukleotiidi lisamine (Shono et al., 1996). Teises uurimuses védhendasid NFkB
antisense oligonukleotiidid rakkude adhesiooni ning tumorigeensust ja tulemuseks oli
tuumori regressioon hiirtel (Higgins et al., 1993; Perez et al., 1994). NFKB ja Akt
inhibeerimine vihendab margatavalt angiogeneesi (Zhu et al., 2001).

Angiogeneesi regulatsioonis on oluline osa kasvufaktoritel, eriti vaskulaarse endoteeli
kasvufaktoril (VEGF — vascular endothelial growth factor). VEGF-i1 ekspressiooni
reguleerivad mitmed faktorid, nt. adenosiin, cAMP analoogid, TNFa, interleukiin 103
(Thomas, 1996; Ferrara and Keyt, 1997; Brown et al., 1997). Tugev H,0O,-vahendatud
VEGF ekspressioon on ndidatud rotist périnevates endoteeli rakkudes (Chua et al.,
1998).

ROS osalevad ka apoptoosi indutseerimises. Surmasignaal antakse rakule 1dbi
signaali kaskaadi, mis viib kaspaaside aktivatsioonile. ROS vahendavad apoptoosi
lipiidide peroksiidatsiooni ja lipiidsete hiidroperoksiidide tekke kaudu (Kane et al., 1995).
ROS rollile apoptoosis viitab see, et SOD vdi SOD cDNA-d sisaldavad

ekspressioonivektorid pérsivad rakkude apoptootilist surma (Greenlund et al., 1995).
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1.2.2. Antiokstidandid

Antiokstidandid on ained, mis korvaldavad rakus ROS. Selleks on rakus spetsiaalsed
ensiiimid ja ka madalmolekulaarsed antioksiidandid. E-vitamiin on antioksiidant, mis
kaitseb raku lipiide oksiideerumise eest.

Primaarsed antioksiidantsed ensiitimid, mis kaitsevad rakku oksiidatiivse kahjustuse
eest, on superoksiidi dismutaas (SOD), katalaas (CAT), glutatioon peroksiidaas (GPx).
CuZnSOD ja MnSOD konverteerivad superoksiidradikaali vesinikperoksiidiks. Katalaas
ja glutatioon peroksiidaas muudavad H,O, edasi veeks. Kasvajates on SOD ekspressioon
sageli muutunud (Kinnula and Crapo, 2004; Zhang et al., 2002). Oluline on tasakaal SOD
ning GPx ja/vdi CAT vahel. Liiga vihe SOD vorreldes GPx ja/vdi CAT vdib viia O,
akumuleerumisele, mis on toksiline. Teisest kiiljest, liiga palju SOD vorreldes GPx ja/voi
CAT voib pdhjustada H,O, korgenenud taset rakus. H,O, vdidakse konverteerida
hiidroksiiiilradikaaliks (OH") Fentoni reaktsioonis, mida kataliiiisivad metallioonid (Fe*",
Cu®"). OH" on viga reaktiivne ja vdib tekitada rakus suuri oksiidatiivseid kahjustusi
(Zhang et al., 2002).

Imetajatel on leitud védhemalt kolm SOD isovormi. MnSOD (M; 88,000) on
tetrameerne valk, mis lokaliseerub peamiselt mitokondrite maatriksis (Beckman et al.,
1993). MnSOD iilesanne on kdrvaldada O,", mida genereerib iihe-elektroni leke elektron-
transport-ahelast. CuZnSOD (M, 32,000) on dimeerne valk, mis lokaliseerub
tstitoplasmas (Chang et al., 1988), ja kdrvaldab O,", mis toodetekse endoplasmaatilise
retiikulumi (ER) ja nii tsiitosooli kui membraansete oksiidaaside poolt. Ekstratsellulaarne
SOD (M; 135,000) on tetrameerne valk, mida leidub ekstratsellulaarses ruumis
(Marklund et al., 1982). See vdib olla oluline membraan-seotud oksilidaaside toodetud
0, kdrvaldamisel.

E vitamiin on rasvas lahustuv antioksiidant, mis efektiivselt kaitseb rakke lipiidide
peroksiideerimise eest (Tappel, 1962; Burton and Ingold, 1986; Esterbauer et al., 1991).
Vitamiin E on {ildine nimetus, mida kasutatakse grupi tokoferoolide ja tokotrienoolide
kohta. Looduses on E vitamiini aktiivsus kaheksal iihendil: a-, B-, y- ja o-tokoferoolil
ning o-, B-, y- ja o-tokotrienoolil. Suurim bioloogiline aktiivsus on a-tokoferoolil; seda on

looduses ka koige rohkem. Toimides antioksiidandina kantakse E vitamiinilt (a-
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tokoferoolilt) H-aatom lipiidsele peroksiiiilradikaalile, tekivad lipiidne hiidroperoksiid ja
a-tokoferokstiiilradikaal. Seega kaitseb E vitamiin lipiide okslideerumise eest minnes ise
oksiideerunud vormi. Viimane redutseeritakse tagasi E vitamiiniks redutseeritud
glutatiooni voi C vitamiini poolt, vdi oksiideeritakse edasi a-tokoferiililkinooniks. E
vitamiini toime rakus soltub teda taastavate siisteemide olukorrast rakus. E vitamiin voib
rakke nii apoptoosi eest kaitsta kui ka ise apoptoosi esile kutsuda (Neuzil et al., 2001;
Alleva et al., 2005; Zu and Ip, 2003). E vitamiini perekonda kuuluvatel ithenditel vdib
olla lipiidide oksiidatsiooni eest kaitsmise kdrval veel teisi bioloogilisi funktsioone, mida
el jaga llejddnud E vitamiinid. Naiteks y-tokoferool on tugev nukleofiil, mis kaitseb
rakke elektrofiilsete mutageenide eest (Christen et al., 1997). Teatud tingimustes,
soltuvalt kéttesaadavatest reaktsioonipartneritest, voib E vitamiin kéituda ka pro-
oksiidandina (Upston et al., 1999). Samuti on leitud, et E vitamiin osaleb raku
signaaliradades. A-tokoferool inhibeerib silelihasrakkude proliferatsioooni (Boscoboinik
etal., 1991; Chatelain et al., 1993), vihendab proteiinkinaas C aktiivsust (Boscoboinik et
al., 1991), suurendab proteiin fosfataas 2A aktiivsust (Ricciarelli et al., 1998) ja
kontrollib a-tropomiiosiini geeni ekspressiooni (Azzi et al., 1998). On leitud, et E
vitamiin inhibeerib monotsiiiitides O, tootva NADPH-oksiidaasi formeerumist (Cachia
et al., 1998), inhibeerib NFKB aktivatsiooni (Suzuki and Packer, 1993). E vitamiin vdib
reguleerida ka rakutsiiklit, takistades G;-S iileminekut, inhibeerides tsiikliine ja
aktiveerides CDKI-sid (Venkateswaran et al., 2002; Gysin et al., 2002). Tokoferoolid
koosnevad kromaanringist ja siisivesiniksabast. Tokotrienoolide struktuur on sarnane

tokoferoolidele, kuid neil on sabas kolm kiillastumata sidet (Joonis 7.).
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Joonis 7. a-, B-, y- ja &-tokoferoolide (A) ning —trienoolide (B) struktuur (Brigelius-
Flohe and Traber, 1999).

1.2.3. Superoksiidi dismutaas kui tuumor supr essor

Kui rakkudes iileekspresseerida superoksiidi dismutaasi (SOD), siis peaks
suurenenud peroksiidide tase rakule toksiline olema. Sageli on antioksiidantsete
ensliimide tase kasvajarakkudes muutunud. Vorreldes normaalsete rakkudega on
transformeerunud rakkudes MnSOD aktiivsus sageli muutunud. Mitut tiitipi véhirakkudes
on madal MnSOD ja katalaasi aktiivsus, sageli on madal CuZnSOD aktiivsus ja varieeruv
glutatioonperoksiidaasi aktiivsus (Oberley and Buettner, 1979; Oberley and Oberley,
1988). Teistes kasvajates on vastupidi leitud suurenenud SOD-i ekspressioon (Janssen et
al., 1999; Janssen et al., 2000; Punnonen et al., 1994). See vastuolu voib tuleneda

kasvajate individuaalsetest erinevustest.
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Antioksiidantsete ensiilimide taseme normaliseerimine vOiks viia vdhemalt osalisele
vihiraku fenotiiiibi taandumisele. Mitmetes katsetes on ndidatud, et MnSOD cDNA
transfektsioon kasvaja rakkudesse supresseerib kasvajalist fenotiiiipi (Church et al., 1993;
Safford et al., 1994; St. Clair et al., 1997; Yan et al., 1996; Zhong et al., 1996; Zhong et
al., 1997; Liu et al., 1997a; Li et al., 1998). Kui H,O, ei kdrvaldata, peaks vahirakud
surema H,O,; toksilisuse tottu. HO, reageerib rakus mitmete molekulidega, nagu DNA
ja valkude sulthiidriiiilgrupid. Tdpne mehhanism, kuidas H,O, rakke tapab, on teadmata
(Darby Weydert et al., 2003).

Hu grupp (Hu et al., 2005) leidis, et pahaloomulistes munasarja véhi kudedes on
MnSOD ekspressiooni tase korgem kui normaalsetes kudedes. MnSOD ekspressiooni
supresseerimisel tousis O, tase, mis omakorda stimuleeris proliferatsiooni in vitro ning
kasvajate agressiivsemat arengut in vivo. Kui SKOV3 rakke toddeldi rotenooniga, mis
pohjustab O,” produktsiooni kasvu rakkudes, siis tdusis rakkudes ka MnSOD
ekspressioon. Seega voib suurenenud SOD ekspressioon olla ka raku kaitsemehhanism
ROS stressile. Rohkem SOD-i vihendab O, taset ning sellega koos ka ROS poolt
stimuleeritud rakkude kasvu. (Hu et al., 2005)

MnSOD leidub peamiselt eukariiootide mitokondrites. MnSOD kodeerib tuumageen.
See silinteesitakse tsiitosoolis suurema eellasmolekulina, imporditakse mitokondrisse,
protsessitakse (Wispe et al., 1989). Inimesel lokaliseerub MnSOD geen 6. kromosoomis
piirkonnas 625 (Church et al., 1992). Geeniprodukt on poliiadeniileeritud ja sel esineb
alternatiivne splaissing. Splaissingu tulemusena saab iihe suure (4.2 kb) ja kolm véikest
(1 kb) MnSOD mRNA-d (Church, 1990). MnSOD indutseerivad oksiidatiivse stressi
mediaatorid, TNF, interleukiin 1, lipopoliisahhariidid (Wong and Goeddel, 1988). Samuti
indutseeritakse MnSOD raku diferentseerumise ajal (Church et al., 1992; Allen, 1991)

CuZnSOD-1 kodeerib inimestel 21. kromosoom. CuZnSOD paikneb piirkonnas
21g22. Downi siindroomiga inimestel on kolm 21. kromosoomi ning on leitud, et
suurenenud geenidoosi tdttu on neil tdusnud CuZnSOD aktiivsus (De La Torre et al.,
1996). Transgeensetel hiirtel, kellel on iileekspresseeritud inimese CuZnSOD, olid
keelelihase patoloogilised muutused, mis sarnanesid Downi siidroomile iseloomulike
patoloogiatega (Groner et al., 1990). Toenéoliselt on CuZnSOD-i suurenenud aktiivsusel

roll Downi stindroomi vélja kujunemisel.
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CuZnSOD mojutab samuti kasvajate arengut. Kui CuZnSOD ekspresseerivaid U18-9
kasvajarakke siistiti hiirtele (nude mice), arenesid kasvajad palju aeglasemalt kui
vanemliini puhul. Seega inhibeeris CuZnSOD iileekspressioon tugevalt kasvajarakkude
kasvu (Zhang et al., 2002).

Usna hiljutised uurimised on ndidanud, et SOD ekspressioon vdib peatada ka
rakutsiikli G faasis. SOD-ist tulenev O, taseme alanemine aeglustas SPC-A-1 rakkude
kasvu ja peatas rakutsiikli G, faasis. See efekt oli seotud Akt/p27""' signaalirajaga.

kPl mis on tsiikliin-sdltuva

Rakkudes defosforiiiiliti Akt kinaas ning ekspresseeriti p27
kinaasi inhibiitor. (Lu et al., 2006)

Oksiideeritud LDL (oxidised low-density lipoprotein) (oxLDL) indutseeris HASMC
(human aortic smooth muscle cell) rakkude proliferatsiooni. SOD ja CAT
tileekspressioon inhibeerisid oxLDL moju rakkude kasvule. Rakutsiikli uurimisel selgus,
et rakud kogunesid G¢/G; faasi ning kahanes G,/M faasi rakupopulatsioon. Seega
inhibeeris SOD {ileminekut Gy/G; faasist S faasi (Lin et al., 2006). G; faasist
edasiminekuks on vaja tsiikliin D1/CDK4 ja tstikliin E/CDK2 aktiivsust (Sherr, 1994).
Lin et al. katsetes selgus et oxLDL iiksinda suurendas HASMC rakkudes tsiikliin
D1/CDK4 ja tsiikliin E/CDK2 ekspressiooni, kuid SOD {ile-ekspressiooni korral nende
tsiikliinide ja tstikliin-sdltuvate kinaaside (CDK) ekspressioon langes. Samuti suurenes
SOD m&jul p21°P! ja p27"P! ekspressioon (Lin et al., 2006). p21°P' ja p27! on CDK

inhibiitorid, mis reguleerivad rakkude sisenemist S faasi (Marone et al., 2002).

1.2.4. Aktiivsed hapniku Ghendid ja BPV-1 E5

BPV-1 onkovalk E5 aktiveerib PDGF [3 retseptorit. Kasvufaktorite retseptorite
aktivatsioon voib aga viia O, ja peroksiidide taseme muutustele rakus. Ule O,
aktiveerib BPV-1 E5 NFKB (Kilk et al., 1996), transkriptsiooni faktori, mis aktiveerib
mitmete raku paljunemisega seotud geenide transkriptsiooni. ES5 aktiveerib ka

arahhidoonhappe metabolismi, mis vdib omakorda olla seotud peroksiididega (Vili et al.,

2001).
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BPV-1 E5 valk mojutab superoksiidi taset C127 rakkudes (Kilk et al., 2006). BPV-1
E5-e transformeerivad mutandid vihendasid O, taset. Tiirfostiin 25 lisamine tdstis O,
hulga rakkudes kontrolli tasemele. Mittetransformeerivad E5-e mutandid O, taset
vorreldes kontrolliga ei muutnud. Seega korreleerus O,”” taseme muutus BPV-1 E5-¢
mutantide transformatsiooni vdimega. Tiirfostiin 25 inhibeerib kasvufaktorite (EGF,
PDGF) retseptoreid. Sellest tulenevalt vdib oletada, et O,"" taseme muutus vdib olla
tingitud kasvufaktorite retseptorite aktivatsioonist. ES ja selle transformeerivad mutandid
toimivad lébi kasvufaktorite retseptorite.

Selleks, et kindlaks teha, kas NADPH okstidaasid on E5-ga transfekteeritud rakkudes
aktiivsed, kasutati neopteriini, mis inhibeerib membraanseid NADPH okiidaase.
Neopteriini juuresolekul O, tase langes. Mitte transformeerivate mutantide puhul oli
langus vidiksem kui transformeerivate ES-e mutantide korral. (Kilk et al., 2006)

Voib delda, et BPV-1 E5 ja transformeerivad E5-e mutandid muudavad O, taset
rakkudes aktiveerides kasvufaktorite retseptorite kaudu NADPH oksiidaase. Voime
vihendada superoksiidi taset korreleerus E5 mutantide transformatsioonivoimega. Néib,
et transformatsiooni aktiivsus korreleerub O,"" dra kasutamise vdimega. (Kilk et al.,
20006)

E5 voib aktiveerida arahhidoonhappe metabolismi (Vili et al., 2001). On teada, et
moned oksiigenaasid suudavad kasutada superoksiidi substraadina (Hirata and Hayaishi,
1975). AA metabolismi inhibiitorite lisamine blokeeris E5 ja selle transformeerivate
mutantide toime O, " tasemele. Seega vdivad lipoksiigenaas ja tsiiklooksiligenaas osaleda
O, kasutamises transformatsiooni protsessis (Kilk et al., 2006).

Meie uurimisgrupi seni avaldamata tulemused (Karo, 2005) niitavad, et BPV-1
tdisgenoomiga ja E5 hiipertransformeerivate mutantidega (17S, 17E) rakkude
transformatsioonis on olulised O,"" ja lipiidsed peroksiiiilradikaalid, sest nii CuZnSOD
kui ka E vitamiin parsivad fookuste teket. Seega alandavad antioksiidandid BPV-1 ja E5-
e mutantide transformeerivat toimet. Mehhanismid, kuidas tsiitosoolis t66tav CuZnSOD
ja membraanides asuv E vitamiin rakkude transformatsiooni takistavad, pole selged ja

vajavad edasist uurimist.
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1.3. TOO eesmark

Arvestades kirjanduses olevaid andmeid aktiivsete hapnikuiihendite osast rakkude
transformatsioonile tekkis kiisimus, kuidas on olukord selles osas BPV-1-ga rakkude
transformeerimisel. BPV transformatsiooni uurimise mudeliks on hiire fibroblastid C127.
Antud t60 eesmirgiks oligi uurida aktiivsete hapnikuiihendite osa rakkude
transformatsioonil BPV-1 tdisgenoomiga, onkovalgu ES5 ja tema mutandi 17S DNA-ga.
Mutant 178S valiti kui kdrge transformatsiooni voimega ja voib-olla ka mitmeid erinevaid
teid aktiveeriv mutant. Miks pérsivad antioksiidandid CuZnSOD ja E vitamiin BPV
tranformatsiooni voimet? Kuidas mdjutavad antioksiidandid transformeerunud rakkude

kasvu? Kuidas muutub rakkudes peroksiidide tase?
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Materjalid ja meetodid

2.1.1. Rakkude kasvatamine

T60s kasutati hiire fibroblastide rakuliini C127 (Mouse Mammary Fibroblast Tumour
Cells). Rakke kasvatati IMDM (Isocove’s Modified Dulbecco’s Medium) s66tmes
(Gibco), millele oli lisatud 10% veise looteseerumit ja streptomditsiini (0.1 mg/ml) ning
penitsilliini (100 thikut/ml) (Gibco). Rakke kasvatati temperatuuril 37°C 5% CO,

juuresolekul 60 mm v&i 100 mm diameetriga plaatidel vai 24- ja 96-auguga plaatidel.

2.1.2. Rakkudetransfekteerimine

Plasmiidne DNA viidi C127 rakkudesse elektroporatsiooni teel. Rakud pesti PBS-ga
(Phosphate Buffered Saline), triipsiiniti koekultuuri plaadi pealt lahti 0.25% triipsiiniga
(Gibco) ja koguti. Tagamaks neutraalset pH-d elektroporatsioonikiivetis, lisati 250 pl
s0otmele BesNa (N,N-bis-[2-hiidroksiietiiiil |-2-aminoetaan sulfoonhape)
16ppkontsentratsioonini 5 mM. Elektroporatsioon C127 rakkudega viidi 1dbi jargmistel
tingimustel: 220 V, 975 pF, toatemperatuuril. Kasutati “Bio-Rad Gene Pulser II”
elektroporaatorit. BPV-1 tidigenoom viidi rakkudesse lineariseeritult, pCG plasmiidid

rongasmolekulina.

2.1.3. Plasmiidid

Rakuliinide tegemiseks kasutati BPV-1 DNA-d, BPV-1 wt E5-t ja ES mutanti 17S
(saadud Dr. D. DiMaio kiest, Yale University, USA). Wt E5, 17S ja t66s kasutatud

31



CuZnSOD olid kloneeritud plasmiidi pCG. See on eukariiootne ekspressioonivektor, mis
replitseerub nii prokariiootides kui ka eukriiootides. Vektor sisaldab CMV promootorit,
mille kontrolli all on wt E5, 17S vdi CuZnSOD, ja ampitsilliini resistentsuse geen, et
vektorit oleks vdimalik bakteris paljundada. BPV-1 genoom oli kloneeritud plasmiidi
MLB 401. See plasmiid sisaldab lisaks BPV-1 genoomile veel plasmiidi ML2, mis on
iiks pBR322 derivaate, BPV-1 DNA 10igati sealt enne poratsiooni vilja BamHI-ga.
Plasmiide paljundati E. coli tiives DH5a. Selektsiooniks kasutati amptsilliini sisaldavaid
LB plaate ja soddet. Plasmiidne DNA eraldati “Eppendorf Perfectprep Plasmid Midi”
kitiga vastavalt tootja juhendile ja DNA kontsentratsioon mdddeti “Ultrospec 3100 pro

UV/Visible” spektrofotomeetriga.

2.1.4. Transformeerunud rakuliinide tegemine

C127 rakke transfekteeriti 50 ng BPV-1 DNA-d, 250 ng wt ES5, ja 250 ng 17S
ekspresseeriva plasmiidiga. BPV-1 tdisgenoomi sisaldav plasmiid MLB 401 1digati
koigepealt BamHI ensiiiimiga lineaarseks ja seejdrel kasutati seda C127 rakkude
transfekteerimiseks. Ldikamise produkt puhastati kasutades “PCR Product Purification
Spin Kit/250”. Peale elektroporeerimist kiilvati rakud 60 mm diameetriga plaatidele.
Rakke kasvatati umbes kuu aega, fookuste tekkimiseni, vahetades soodet kaks korda
néddalas. Fookustest vOeti pipetiotsaga rakke ja kiilvati 96-auguga plaadile (rakud + 100
ul sdodet/auku). Rakke kasvatati augus konfluentsuseni ja kiilvati siis 35 mm diameetriga
plaatidele ning sealt edasi 60 mm ja 100 mm diameetriga plaatidele. Saadud rakuliine

kasvatati edaspidi nagu eelnevalt kirjeldatud.

2.1.5. Transfor meerunud rakuliinide kontrollimine E5 DNA olemasolu suhtes
Rakke kasvatati 100 mm plaatidel 50-70% konfluentsuseni. Seejérel rakud pesti PBS-

ga, triipsiiniti, koguti 15 ml tuubi ja tsentrifuugiti 5 min 1000 pddret/min. Supernatant

aspireeriti. Sademest voeti pipetiotsaga rakke ja resuspendeeriti 5 Pl deioniseeritud vees
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500 pl mahuga PCR tuubides. PCR segu 16ppmaht oli 30 pl. PCR segu koostis: 10.7 pl
H,0, 3 ul 10x puhver, 3 ul BSA (1 mg/ml), 1.2 pl 25 mM MgCl,, 3 pl 2 mM dNTP, 2 pl
E5 5° praimer (90 ng/pl), 2 pl E5 3° praimer (90 ng/pl), 0.1 pl Taq poliimeraas (5
ihikut/pl). PCR segu segati kokku jddl. PCR reaktsioon viidi ldbi “eppendorf
Mastercycler” PCR masinas. E5 DNA amplifitseerimiseks kasutatud PCR tsiikkel: 95°C
5 min, 94°C 30 s, 42°C 30's, 72°C 30 s, korrata 94°C - 42°C - 72°C tsiiklit 35 korda,
72°C 10 min. PCR produktid analiitisiti elektroforeesil 2% agaroosgeelis 1XTBE-s,

millele oli lisatud etiidiumbromiidi. Geel pildistati UV valguses.

2.1.6. Transfor meerunud rakuliinide kontrollimine E5 valgu olemasolu suhtes

E5 valk eraldati rakkudest immunopretsipitatsiooniga. Rakke kasvatati 100 mm
plaatidel 50-70% konfluentsuseni. Pesti PBS-ga ja kasutati 2 ml PBS/3 mM EDTA-t
plaadi kohta rakkude kogumiseks 15 ml tuubi. Rakud tsentrifuugiti 5 min 1000
pOoret/min, pesti 5 ml PBS-ga ja tsentrifuugiti veelkord. Supernatant aspireeriti ning
rakud resuspendeeriti 200 pl RIPA — SDS 150 mM NacCl puhvris. Lisati 10 pl 10% SDS
(16ppkonts. 0.5%). Lisati 800 pl RIPA — SDS 150 mM NaCl puhvrit (SDS 16ppkonts.
0.1%). Rakud sonikeeriti Bandelin “SONOPULS” sonikaatoriga. Peale sonikeerimist
rakus tsentrifuugiti 15 min 13000 péoret/min 4°C juures. Supernatant tdsteti puhtasse 1.5
ml tuubi. Lisati 2 pl ES vastast kiitiliku poliiklonaalset antikeha ja inkubeeriti loksutades
1 h 4°C juures. Seejérel lisati 25 pl Protein G Sepharose’i ja inkubeeriti veel 1h 4°C
juures, loksutades. Peale inkubeerimist tsentrifuugiti 1 min 1000 p6édret/min. Sadet pesti
kolm korda RIPA — SDS 150 mM NacCl puhvriga, kaks korda RIPA — SDS 0.5 M NaCl
puhvriga ja veel kolm korda RIPA — SDS 150 mM NaCl puhvriga, iga pesu vahel
tsentrifuugides 1 min 1000 podret/min. Lopuks resuspendeeriti sade 40 pl 2xLaemmli
puhvris, millele oli lisatud DTT (1 ml 2xLaemmli puhvri kohta 100 pl 1 M DTT-d). Enne
foreesi kuumutati proove 10 min 100°C juures.

Proovid kanti 15% SDS-poliiakriiiilamiidgeelile. Elektroforees tehti “Hoefer”

foreesiaparaadis 1xSDS jooksupuhvris. Esimesed 20 min toimus forees 70 V juures,
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edasi umbes 1h 120 V juures. Valgud kanti geelist PVDF membraanile iilekandemasinas
tingimustel 15 V, 15 min. Membraani blokiti {ile66 blokilahuses [5% 16ss/PBS—0.05%
Tween20]. Jargmisel pédeval loksutati membraani 10 min samas blokilahuses. Seejarel
inkubeeriti membraani E5 vastase kiiiiliku poliiklonaalse antikehaga [1:1000 lahjendus,
10 ml 1% 10ss/PBS—0.05% Tween20 + 10 pl E5 antikeha] 1 h toatemperatuuril
loksutades. Peale inkubeerimist ES5 antikehaga pesti membraani toatemperatuuril
loksutades kolm korda 10 min Western’i pesulahusega [S0 ml 1 M Tris pH 7.5, 30 ml 5
M NaCl, 1 ml Tween20, H,O 1000 ml-ni]. Seejarel inkubeeriti membraani sekundaarse
antikehaga (anti-rabbit, peroksiidaasiga konjugeeritud) [1:10000 lahjendus, 10 ml 1%
16ss/PBS—0.05% Tween20 + 1 ul antikeha] 1 h toatemperatuuril loksutades. Sekundaarse
antikehaga inkubeerimise jirel pesti membraani Western’i pesulahusega kolm korda 10
min toatemperatuuril loksutades.

Membraan norutati  kuivaks ja sellele pipeteeriti 1 ml “Enchanced
Chemiluminescence Kitf” 1:1 kokkusegatud lahused I ja II. Kokkusegatud lahust hoiti
membraanil 1 min. Seejdrel keerati membraan kilesse ja pandi ECL kassetti ning

eksponeeriti filmile.

2.1.7. Rakkude kasvu analtiismine

C127 rakke ja transformeerunud rakuliine kasvatati 100mm plaatidel 50-70%
konfluentsuseni. Seejdrel rakud pesti PBS-ga, triipsiiniti ja koguti 15 ml tuubi. Rakud
loendati kasutades Biirkeri rakuloendamiskambrit Nikon TMS mikroskoobiga. Soovitud
arv rakke kiilvati 24-auguga plaadile (300 pl/ auku). 24 h, 48 h ja 72 h pérast loendati
rakkude arv ning Exel programmiga tehti kasvukodverate graafikud. Rakke kiilvati
plaatidele erinevates kogustes, et ndha kas eksponentsiaalses kasvufaasis ja konfluentsuse
tingimustes on antioksiidantidel erinev v0i samasugune moju rakkude kasvule. Rakke

mojutati erinevate antioksiidantidega, E vitamiiniga ja CuZnSOD-ga.
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E vitamiini mdju uurimiseks lisati s66tmesse E vitamiini (d-0-tokoferoolatsetaat,
Sigma) 16ppkontsentratsiooniga 50 uM, 100 uM, 200 uM ja 400 pM. Rakud loendati taas
24 h, 48 hja 72 h jdrel. Kiilvati 2.5x10* v&i 3.5x10" rakku.

CuZnSOD toime uurimiseks elektroporeeriti rakke erineva koguse CuZnSOD
ekspresseeriva plasmiidiga (50 ng, 100ng ja 500 ng pCGCuZnSOD). Rakkude arv loeti
jallegi 24 h, 48 h ja 72 h ajapunktidel. Algselt vdeti rakke poreerimiseks 3x10” voi 8x10°.

Antiokstidantide moju viljendati kui rakkude arvu muutus vorreldes kontrolliga, mis
voeti 100%-ks. Inhibitsiooni protsent viljendab seda, mitu protsenti antud katses

antiokstidant rakkude paljunemist péarssis kontolliga vorreldes (kontroll 0%).

2.1.8. Peroksiidide taseme médtmine TECAN “ Genios Plus’ plaadilugejagaga

C127 rakke ja transformeerunud rakuliine kasvatati 100mm plaatidel 50-70%
konfluentsuseni. Rakud pesti PBS-ga, triipsiiniti ja koguti 15 ml tuubi. Rakud loendati
ning kiilvati 2x10* voi 6x10* rakku 96-auguga plaadile auku (100 pl/auku). 24 h v6i 72 h
pdrast moddeti peroksiidide tase. Selleks lisati rakkudele DCFDA-d (Serva)
16ppkontsentratsiooniga 20 UM ja inkubeeriti 30 min pimedas 37°C juures. Peale
inkubeerimist DCFDA-ga mdoddeti fluorestsentsi intensiivsus otse mikrotiiterplaadil
TECAN “Genios Plus” fluorimeetriga, eksitatsiooni lainepikkus 485nm, emissiooni
lainepikkus 535nm (Rosenkranz et al., 1992) (Wan et al., 1993).

Diklorofluorestsiindiatsetaat (DCFDA) on mittefluorestseeruv ithend, mis voib vabalt
rakkudesse siseneda. Rakkudes hiidroliiiisitskse DCFDA esteraasi poolt ja tekib
mittefluorestseeruv diklorodihiidrofluorestsiin (DCFH). H,O, ja teiste peroksiidide toimel
okstideerub diklorodihiidrofluorestsiin diklorofluorestseiiniks (DCF), mis fluorestseerub

(Boissy et al., 1989). (Joonis 8.).
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Joonis 8. DCFDA t66pohimdte. Diklorofluorestsiindiatsetaat (DCFDA) on
mittefluorestseeruv ithend, mis padseb 1dbi raku membraanist. Raku esteraasid 16ikavad
seda kahe ester-sideme juurest, tekib suhteliselt polaarne ja raku membraani mitte-1dbiv
tihend, diklorodihiidrofluorestsiin (DCFH). See mitte-fluorestseeruv tthend akumuleerub
rakku ning kui see oksiideeritakse, nditeks H,O, poolt, tekib fluorestseeruv
diklorofluorestseiin (DCF).

Peroksiidide taset moddeti ka liihiajalises katses, peale CI127 rakkude
transfekteerimist BPV-1 vdi E5 DNA-ga. C127 rakke kasvatati 100 mm plaadil 50-70%
konfluentsuseni. Rakud koguti ning transfekteeriti 100 ng BPV-1 wt E5 voi ES mutanti
17S ekspresseerivate plasmiididega. Peale transfekteerimist kiilvati rakud 96-auguga
mikrotiiterplaadile, 100 pl/auku, mis sisaldas ca 1.6x10* rakku. Seejirel kasvatati rakke
mikrotiiterplaadil 24 h 37°C 5% CO, juures. 24 h pérast lisati mikrotiiterplaadi aukudesse
DCFDA, Idppkontsentratsioonini 20 UM ja inkubeeriti 30 min pimedas 37°C juures.
Peale inkubeerimist mdddeti TECAN fluorimeetriga DCF fluorestsents otse 96-auguga

plaadil.

2.1.9. Rakutstkli analtiisimine voolutsiitomeetriga “ FACS Calibur”

Uuriti E vitamiini ja CuZnSOD mdju rakutsiiklile. C127 rakke ja transformeerunud
rakuliine kasvatati 100 mm plaatidel 50-70% konfluentsuseni. E vitamiini toime

uurimiseks rakud triipsiiniti 2 ml 0.25% triipsiiniga. Rakusupensioon jagati kaheks ning
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kiilvati uutele 100 mm plaatidele, lisades vOi mitte lisades s66tmle E vitamiini
16ppkontsentratsiooniga 400 UM. CuZnSOD toime uurimiseks rakud koguti ja
transfekteeriti niisama voi 500 ng CuZnSOD ekspresseeriva plasmiidiga ja kiilvati 100
mm plaatidele.

Rakke kasvatati 48 h ning seejérel rakud triipsiiniti ja koguti 15 ml tuubi (ka s6dde
plaatidelt koguti). Rakususpensioon tsentrifuugiti 5 min 1000 podret/min eppendorfi
“5810 R” tsentrifuugiga. Supernatant aspireeriti ja sade resuspendeeriti 50 pl 1xPBS-s.
Pidevalt vortex’ides lisati tilkhaaval 150 pl jadkiilma 96% etanooli ja hoiti iile6o 4°C
juures. Jargmisel péaeval pesti PBS-ga, st. lisati 3 ml PBS ja tsentrifuugiti 5 min 1000
pOoret/min. Supernatant aspireeriti ja sade resuspendeeriti 0.5 ml PBS/1 M MgCl,-s,
millele oli lisatud RNaasA-d (1dppkontsentratsioon 100 pg/ml). Hoiti 1 h 37°C juures
ning pesti PBS-ga. Peale tsentrifuugimist resuspendeeriti rakud 0.5 ml PBS-s, millele oli
lisatud propiidiumjodiidi (PI) 10ppkontsentratsiooniga 20 pg/ml. Rakke hoiti 10 min j4él
ja seejarel moddeti PI fluorestsents voolutsiitomeetriga “FACS Calibur”. Mdodtmiseks
kasutati programmi “CellQuest”. PI fluorestseerub oranzilt, seega mdddeti FL2-A aknas.

PI ldheb rakkudesse ja seostub DNA-ga. Fluorestsentsi tugevus soltub seega DNA
hulgast rakkudes. G,/M faasis olevates rakkudes on kaks korda rohkem DNA-d kui Gy/G;

faasis olevates rakkudes ning S faasis olevates rakkudes on vahepealne kogus DNA-d.
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2.2. Tulemused

2.2.1. E5 DNA olemasolu ja valgu ekspressioon transfor meer unud rakuliinides

C127 rakke transformeeriti nagu eelpool kirjeldatud 50 ng BPV-1 tdisgenoomi, 250
ng BPV-1 wr onkovalku E5 ja 250 ng mutantset onkovalku 17S ekspresseerivate
plasmiididega. Saadud rakuliine nimetati vastavalt dnaBPV-1, E5 ja 17S. Neid
transformeerunud rakuliine kontrolliti kdigepealt ES DNA olemasolu suhtes. Erinevate
rakuliinide rakkudest amplifitseeriti PCR-ga E5 DNA. Positiivseks kontrolliks oli pCGES
plasmiid ning negatiivseks kontrolliks transformeerimata C127 rakud. PCR produktid
analiilisiti geel-elektroforeesil. Nagu jooniselt 9 ndha, on E5S DNA olemas BPV-1 DNA-

ga transformeerunud rakuliinis, w¢ E5-ga transformeerunud rakuliinis ning 17S-ga

transformeerunud rakuliinis.

T
0
2 0O

dnaBPyv-1

ES
175

184bp__

Joonis 9. ES DNA olemasolu transformeerunud rakuliinides. M - marker; pCGES5 -
plasmiid, mis on positiivne kontroll; C127 — transformeerumata rakud, mis on negatiivne
kontroll; dnaBPV-1 - BPV-1 tdisgenoomi sisaldava plasmiidiga transformeerunud
rakuliin; ES - wt ES ekspresseeriva plasmiidiga transformeerunud rakuliin; 17S - 17S
ekspresseeriva plasmiidiga transformeerunud rakuliin.

dnaBPV-1, E5 ja 17S rakuliine kontrolliti ka E5 valgu ekspresseerumise suhtes.
Selleks rakud koguti, liitisiti, ES valk sadestati antikehadega ning immuno-sadestatud
valgud analiiiisiti Western blot meetodil. Positiivseks kontrolliks olid 300 ng wt ES
ekspresseeriva plasmiidiga transfekteeritud COS7 rakud, kus pCG plasmiidilt ES valku
tugevalt ekspresseerub. COS7 rakke elektroporeeriti tingimustel 180 V, 975 uF.
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Negatiivseks kontrolliks olid C127 rakud. Teise positiivse kontrollina kasutasin BPV-1-
ga transformeerunud rakuliini, mille kohta on teada, et see sisaldab episoomina mitu
koopiat BPV-1 genoomi (Kurg et al, 2005). E5 -ekspresseeriva plasmiidiga
transfekteeritud COS7 rakkudes ekspresserub E5 valk vdga tugevalt. COS7 rakud
ekspresseerivad konstitutiivselt SV40 suurt T-antigeeni. Kuna pCG plasmiid sisaldab
suure T ori, replitseerub plasmiid COS rakkudes ja ES valgu ekspressiooni tase korge.
C127 rakkudes on ES5 valgu ekspressioon oluliselt madalam nii pCG vektorilt kui ka BPV
genoomilt, kuid dnaBPV-1 ja 17S rakuliinides on ndha E5 valgu ekspressioon, aga E5
rakuliinis seda ei detekteeritud. ES DNA selles rakuliinis on, kuigi ndrga triibuna ndhtav
(joonis 9.) ja rakud paljunesid kiiremini kui C127 rakud (joonis11.), seega toendoliselt ES

valk ikkagi ekspresseerub, kuigi detekteerida seda ei dOnnestunud. (Joonis 10).

COSTHES  C12T C1IT-BPYVI dnaBPW. ES 17

in

Joonis 10. E5 valgu ekspressioon transformeerunud rakuliinides. COS7+ES5 — 300 ng
pCGES plasmiidiga transfekteeritud COS7 rakud, positiivne kontroll; C127 -
transformeerimata rakud, negatiivne kontroll; C127-BPV1 — meie laborist saadud BPV-1
DNA-ga transformeerunud rakuliin, mis sisaldab episoomina mitu koopiat BPV-1, teine
positilvne kontroll; dnaBPV-1 — enda tehtud BPV-1 tdisgenoomi sisaldav
transformeerunud rakuliin, E5 — wr E5 ekspresseeriva plasmiidiga tehtud
transformeerunud rakuliin; 17S — E5 valgu mutanti 17S ekspresseeriva plasmiidiga tehtud
transformeerunud rakuliin.

2.2.2. Transformeerunud rakuliinide kasv

Omavahel vorreldi C127 rakkude ja transformeerunud rakuliinide kasvu. Kdiki
rakuliine kiilvati vordne arv rakke (2.5x10* rakku/auku) 24-auguga plaadile. Rakkude arv
loendati kolmel jéargneval pédeval (24 h, 48 h ja 72 h ajapunktid) Biirkeri
rakuloendamiskambriga ning Exel programmiga koostati kasvukoverate graafikud.

Tiitipilised kasvukdverad on é&ra toodud joonisel 11. Transformeerunud rakuliinid
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paljunevad kiiremini kui C127 rakud. 72 h ajapunktis oli C127 rakke keskmiselt 8x10*,

kuid transformeerunud rakuliinide rakke 1,1)(105 .
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Joonis 11. C127 rakkude ja transformeerunud rakuliinide (dnaBPV-1, ES, 17S) kasv.
Esimesel pieval rakud kiilvati, 2.5x10* rakku/auku 24-auguga plaadile. Kolmel jirgneval
pdeval (24 h, 48 h ja 72 h pérast) rakud koguti ja loendati.

2.2.3. CuZnSOD mgju rakkude paljunemisele

ES5 valgu toimel voib transformeerunud rakuliinides suureneda ROS tase, mis vdib
kédivitada kasvu soodustava signaaliraja. Aktiivsete hapnikuiihendite rolli uurimiseks
transformeerunud rakuliinide kiiremas proliferatsioonis mojutati dnaBPV-1, ES ja 17S
rakuliine antiokslidantidega, nimelt CuZnSOD-i ja E vitamiiniga.

C127 rakke ja transformeerunud rakuliine transfekteeriti 50 ng, 100 ng ja 500 ng
CuZnSOD ekspresseeriva plasmiidiga. Peale elektroporatsiooni kiilvati rakud 24-auguga
plaadile. Erinevaid rakuliine vdeti elektroporatsiooniks vordne arv, 3x10* rakku augu
kohta. Rakkude arv loendati 24 h, 48 h ja 72 h pérast. Erineva kogusega CuZnSOD
ekspresseeriva plasmiidiga elektroporeeritud rakkude kasvu vorreldi niisama
elektroporeeritud rakkude kasvuga (kontroll). CuZnSOD ekspresseeriva plasmiidiga
transfekteerimine pérssis rakkude paljunemist. Kdige suuremad erinevused rakkude arvus

olid kolmandal pdeval (72 h pérast), seega kasutati just seda ajapunkti, et arvutada, kui
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palju parsib CuZnSOD paljunemist (joonis 12.). 50 ng ja 100 ng pCGCuZnSOD mdojul
moodustas C127 rakkude arv vastavalt 61% ja 60% kontrollist, 500 ng pCGCuZnSOD
mdjul 46% kontrollist. Transformeerunud dnaBPV-1 rakuliin kasvas 50 ng ja 100 ng
pCGCuZnSOD-ga transfekteerituna vastavalt 75% ja 78%-ni kontrollist, 500 ng
pCGCuZnSOD-ga transfekteeritult 52%-ni kontrollist. E5 rakuliin kasvas 50 ng
pCGCuZnSOD mojul 38%-ni kontrollist ning 100 ng ja 500 ng pCGCuZnSOD mdjul
vastavalt 54% ja 53%-ni kontrollist. 17S rakuliinile mdjus pCGCuZnSOD kdige enam,
50 ng ja 100 ng toimel kasvasid rakud 51%-ni ja 500 ng pCGCuZnSOD toimel 36%-ni
kontrollist. Kdige rohkem pérssis koigi rakuliinide kasvu 500 ng pCGCuZnSOD-ga

transfekteerimine.
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Joonis 12. CuZnSOD modju rakkude paljunemisele. Rakke elektroporeeriti ilma
(kontroll) voi koos erineva koguse (50 ng, 100 ng, 500 ng) CuZnSOD ekspresseeriva
plasmiidiga. 72 h pérast arvutati kuivord erinev on CuZnSOD-ga mojutatud rakkude
paljunemine vorreldes mdjutamata rakkudega. Joonisel on kolme katse keskmine.

Selleks, et kindlaks teha, kas SOD kasvu parssiv toime on soltuv rakkude tihedusest
plaadil, kiilvati vordluseks 24-auguga plaatidele 8x10* rakku. Kuna eksponentsiaalselt
kasvavatele rakkudele mojus kdige rohkem pirssivalt 500 ng pCGCuZnSOD-ga
transfekteerimine, kasutati sama plasmiidikogust. 72 h pérast loendatud rakkude arvu
jargi arvutati kasvu inhibeerimise protsent CuZnSOD-ga transfekteeritud rakkudes.

Horedamatel plaatidel, kui rakud on eksponentsiaalses kasvu faasis, oli CuZnSOD kasvu

41



inhibeeriv toime suurem: ulatudes 38%-st kuni 92%-ni, enamasti jaddes 40-60% piiresse.
Samal ajal kui tithedamatel plaatidel ulatus inhibeerimine ainult 10-25%-ni. Joonisel 13
on kokku vdetud SOD inhibeeriv toime rakkude kasvule ja selle soltuvus rakkude arvust
plaadil. Nagu niha, inhibeerib Cu/ZnSOD eelkdige aktiivselt paljunevaid rakke, kus

kontakt-inhibitsioon veel rakkude kasvu ei pidurda (joonis 13.).
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Joonis 13. CuZnSOD kasvu inhibeeriv mdju soltuvalt rakkude arvust. Inhibitsiooni %
arvutamisel arvestati, et CuZnSOD-ga mdjutamata rakkude inhibitsiooni % on 0. SOD-i
paljunemist pérssiva toime suuruse jargi arvutati inhibitsiooni %.

2.2.4. E vitamiini mgju rakkude paljunemisele

C127 rakke ja transformeerunud rakuliine (dnaBPV-1, E5, 17S) kiilvati 24-auguga
plaatidele vordne arv (2.5x10* rakku/auku) ning s0otmesse ei lisatud voi lisati erinev
kogus E vitamiini (d-a-tokoferoolatsetaat), Idppkontsentratsiooniga 50 uM, 100 uM, 200
MM, 400 M. Rakud loendati 24 h, 48 h ja 72 h pédrast. Suurim oli rakkude arvu erinevus
kolmandal pdeval 72 h pirast. Sellepdrast arvutati E vitamiini mdju 72 h ajapunkti
rakkude arvu jéargi. 50 uM, 100 uM, 200 pM, 400 UM E vitamiini lisamine s6dtmesse
parssis C127 rakkude kasvu vastavalt 97%, 77%, 91% ja 68%-ni kontrollist. dnaBPV-1
rakuliinile mojus E vitamiin kdige vahem, 50 uM, 100 uM, 200 puM, 400 uM E vitamiin
inhibeerisid kasvu vastavalt 93%, 89%, 84% ja 82%-ni kontrollist. E5 rakuliini

paljunemisele toimisid vdiksemad E vitamiini kogused isegi stimuleerivalt. 50 uM, 100
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MM, 200 uM E vitamiin suurendasid rakkude arvu vorreldes kontrolliga vastavalt 128%,
128% ja 125%ni. 400 pM E vitamiin mdjus E5 rakuliini paljunemisele siiski
inhibeerivalt, rakkude arv oli 63% kontrollist. 17S rakuliini paljunemisele 50 pM, 100
MM, 200 pM E vitamiin praktiliselt moju ei avaldanud, rakkude arv oli vastavalt 97%,
93% ja 90% kontrolliga vorreldes. 400 pM E vitamin pérssis 17S rakuliini paljunemist
67%-ni kontrollist. Kdige enam pérssis rakkude kasvu 400 pM E vitamiin, kuid

viiksemad kogused inhibeerisid kasvu vdga vihe vdi isegi soodustasid (ES5 rakuliini).

(Joonis 14.).
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Joonis 14. E vitamiini mdju rakkude paljunemisele. 24-auguga plaadile kiilvati
2.5x10" rakku/auku. So6tmesse ei lisatud (kontroll) voi lisati E  vitamiini
16ppkontsentratsioonini 50 pM, 100 pM, 200 UM ja 400 uM. 72 h pérast arvutati kuivord
erinev on E vitamiiniga mdjutatud rakkude paljunemine vorreldes mdjutamata rakkudega.
Joonisel on kolme katse keskmine.

E vitamiini mdju uurimiseks erineva rakutiheduse juures kiilvati  24-auguga
plaatidele  3.5x10* rakku/auku ning ei lisatud vdi lisati E  vitamiini
16ppkontsentratsioonini 400 pM. Rakud loendati kolmel jérgneval pédeval. Suurim
erinevus rakkude arvus oli 72 h pérast, seega kasutati neid arve E vitamiini kasvu

parssiva toime vordlemiseks (joonis 15.). Nagu CuZnSOD-i, nii ka E vitamiini inhibeeriv
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toime oli suurem aktiivselt jagunevatele rakkudele. Rakkude tiheduse kasvades plaadil

muutus E vitamiini kasvu parssiv moju norgemaks.
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Joonis 15. Rakukultuuri tihedus ja E vitamiini kasvu inhibeeriv toime. Erinev hulk
rakke kasvas kas ilma E vitamiinita s66tmes voi 400 UM E vitamiini juuresolekul.
Inhibitsiooni protsent néitab, kui palju antud katses E vitamiin rakkude kasvu pérssis.

2.2.5. Peroksiidide tase rakkude transformeerumisl BPV-1 E5-ga

Kuna SOD lisamine mdjutas rakkude kasvu ja on teada, et SOD tostab
vesinkperoksiidi taset rakus, otsustasime moota ka peroksiidide hulka rakkudes.

Peroksiidide taset moodeti E5 mutante ekspresseerivate plasmiididega
transfekteeritud C127 rakkudes. Rakke transfekteeriti 100 ng pCGES ja 100 ng pCG17S
plasmiidiga vdi elektroporeeriti niisama (kontroll C127 rakud) ning kiilvati 96-auguga
plaadile, 1,6x10* rakku/auku. Peroksiidide tase mdddeti 24 h pérast. Katse tulemused olid
kdikuvad, kuid kui nende tulemused kokku vdeti, siis wt E5 ja 17S ekspresseeriva
plasmiidiga transfekteerimine peroksiidide taset oluliselt ei mdjutanud, see oli kontrolliks

olevate C127 rakkudega pea-aegu samal tasemel. (Joonis 16.).
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Joonis 16. Peroksiidide tase wt E5 ja 17S ekspresseeriva plasmiidiga transfekteeritud
C127 rakkudes vorrelduna transfekteerimata C127 rakkudega. Joonisel on 14 katse
keskmine.

Peroksiidide taset mdddeti ka transformeerunud rakuliinides. 24 h pérast oli
peroksiidide tase horedamalt kiilvatud (2x10* rakku/auku) transformeerunud dnaBPV-1
ja E5 rakuliinides ning tihedamalt (6x10*rakku/auku) kiilvatud E5 rakuliinis C127
rakkudega vorreldes natuke tdusnud, vastavalt 113%, 110% ja 121%. Horedamalt
kiilvatud 17S ning tihedamalt kiilvatud dnaBPV-1 ja 17S rakkudes oli peroksiidide tase
vorreldes C127 rakkudega praktiliselt muutumata (103%, 104% ja 98% vastavalt). Seega
oli 24 h peale rakkude kiilvamist peroksiidide tase nii tthedamalt kui horedamalt kiilvatud

rakkudes sarnane C127 rakkudega. (Joonis 17.).
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Joonis 17. Peroksiidide tase C127 rakkudes ja transformeerunud rakuliinides
(dnaBPV-1, E5 ja 17S). Mdodetud 24 h pirast rakkude kiilvamist. Joonisel on kolme
katse keskmine.

Peroksiidide tase mdddeti ka 72 h peale rakkude kiilvamist. Horedamalt (2x10*
rakku/auku) kiilvatud dnaBPV-1 ja ES5 rakuliinides oli peroksiidide tase vorreldes C127
rakkudega tousnud (141% ja 171% vastavalt). 17S rakuliinis ja tihedamalt kiilvatud
(6x10*rakku/auku) dnaBPV-1 ja E5 rakuliinides polnud peroksiidide tasemes olulisi
erinevusi vorreldes C127 rakkudega. Tihedamalt (6x10* rakku/auku) kiilvatud dnaBPV-1
rakuliinis oli peroksiidide tase vorreldes C127 rakkudega véhesel médral langenud
(94%), E5 rakuliinis veidi tousnud (116%) ja 17S rakuliinis langenud (83%). (Joonis 18.).

Seega oli 72 h peale rakkude kiilvamist kiiremini kasvavates transformeerunud
rakuliinides, kui rakud aktiivsemalt paljunesid, peroksiidide tase tdusnud vorreldes C127

rakkudega.
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Joonis 18. Peroksiidide tase C127 rakkudes ja transformeerunud rakuliinides
(dnaBPV-1, E5 ja 17S). Mdddetud 72 h peale rakkude kiilvamist. Joonisel on kolme katse
keskmine.

2.2.6. Antiokstidantide mdju peroksiidide tasemele

Antioksiidandid pérssisid transformeerunud rakuliinide kasvu ning dnaBPV-1 ja E5
rakuliinis oli peroksiidide tase vorreldes C127 rakkudega tdusnud. Sellepdrast soovisin
teada saada, kas CuZnSOD ja E vitamiin modjutavad transformeerunud rakuliinides
peroksiidide taset.

CuZnSOD mdju uurimiseks transfekteeriti C127 rakke ning dnaBPV-1, E5 ja 17S
rakuliine erineva koguse (50 ng, 100 ng, 500 ng) CuZnSOD ekspresseeriva plasmiidiga.
Kiilvati keskmiselt 2x10* rakku ning 24 h pérast mdddeti DCF fluorestsents. C127
rakkudes tdusis CuZnSOD ekspresseeriva plasmiidiga transfekteerimise jérel
peroksiidide tase (131-138% vorreldes kontrolliga), samuti dnaBPV-1 (111-134%) ja ES
rakuliinis (126-112%). 17S rakuliinis tdusis peroksiidide tase 500 ng pCGCuZnSOD-ga

transfekteerimise jérel (133%). (Joonis 19.).
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Joonis 19. CuZnSOD ekspresseeriva plasmiidiga transfekteerimise moju peroksiidide
tasemele. Rakkudesse viidi erinev kogus pCGCuZnSOD ning vorreldi peroksiidide taset
ilma pCGCuZnSOD-ta elektroporeeritud kontroll-rakkudega. Joonisel on {iihe
transfektsiooni kolme paralleeli keskmine.

E vitamiini m&ju uurimiseks kiilvati keskmiselt 3x10” rakku/auku 96-auguga plaadile
ning s66tmesse ei lisatud vai lisati erinev hulk E vitamiini (I6ppkontsentratsioon 50 pM,
100 pM, 200 pM, 400 puM). 24 h pérast moddeti peroksiidide tase rakkudes, mille
sootmele oli lisatud E vitamiini, nende rakkude suhtes, mille s66tmele ei lisatud E
vitamiini (kontroll). Transformeerunud rakuliinides vdiksemad E vitamiini kogused (50
MM, 100 pM, 200 M) mojutasid peroksiidide taset vihe. dnaBPV-1 rakuliinis oli selliste
E vitamiini koguste mdjul peroksiidide tase vorreldes kontrolliga vastavalt 95%, 113% ja
115%, ES5 rakuliinis 90%, 96% ja 104% ning 178 rakuliinis 106%, 95% ja 109%. 400 pM
E vitamiin tostis peroksiidide taset koigis rakuliinides, dnaBPV-1 rakuliinis kdige vdhem,
117%, teistes rakuliinides rohkem, E5 rakuliinis 140%, 17S rakuliinis 131%. Uldse kdige
suuremat peroksiidide tdusu vois tdheldada C127 rakkudes, kus kdik E vitamiini kogused
tostsid peroksiidide hulka médrgatavalt, 50 uM, 100 uM, 200 pM, 400 uM E vitamiin
vastavalt 156%, 154%, 178% ja 157% vorreldes kontrolliga. (Joonis 20.).

Mbolemad antioksiidandid, nii CuZnSOD kui E vitamiin, suurendasid peroksiidide
taset rakkudes. E vitamiinil oli vdiksem toime kui CuZnSOD-1, ainult 400 uM E vitamiin

mojus peroksiidide tasemele transformeerunud rakuliinides.

48



220

200 -

180 -

160 - { O kontroll

140 + :I-E m 50 pM E vitamiin

120 - T =] B
100 uM E vitamiin

100 - |
80 . | || | | /00200 pM E vitamiin

(% kontrollist)

60 - — — 1 - |@400 uM E vitamiin

Peroksiidide tase

C127 dnaBPV-1 E5 17S

rakuliin

Joonis 20. E vitamiini mdju peroksiidide tasemele. S66tmesse lisati E vitamiini
1dppkontsentratsioonis 50 uM, 100 uM, 200 pM, 400 pM. Peroksiidide taset vorreldi
rakkudega, mille so6tmesse ei lisatud E vitamiini. Joonisel on iihe katse kolme paralleelse
proovi keskmine.

3.2.7. Antioksidantide mgju rakutsiklile

C127 rakke ning dnaBPV-1, E5 ja 17S rakuliinide mojutati antiokslidantidega, 400
MM E vitamiini ja 500 ng pCGCuZnSOD-ga, et ndha, kas need mojutavad rakutsiiklit. E
vitamiiniga ja E vitamiinita so6tmes kasvanud rakkude ning pCGCuZnSOD-ta ja
pCGCuZnSOD-ga transfekteeritud rakkude tiitipilised rakutsiikli pildid on joonisel 21.

E vitamiini ning CuZnSOD toime rakutsiikli eri faasides olevate rakkude hulgale on
toodud tabelites 1. ja 2. Go/G;, S ja Go/M faasis olevate rakkude protsendid ei anna kokku
100%, sest eri faasides olevate rakkude protsendi arvutamisel arvestati ainult graafikul
piikides olevaid rakke, enne Go/G; ja peale Go/M piiki olevaid rakke ei arvestatud.

400 pM E vitamiini so6tmesse lisamisel, kasvas Go/G; faasis olevate rakkude arv ja
langes S ning G»/M faasis olevate rakkude arv (tabel 1.). Samasugune moju oli ka
CuZnSOD ekspresseeriva plasmiidi rakkudesse viimisel. CuZnSOD toimel suurenes
Go/G faasis olevate rakkude arv ja vihenes S ning G,/M faasis olevate rakkude arv (tabel

2)).
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CuZnSOD mdju rakutsiiklile.
transformeeritud rakkudesse elektroporeeriti 500 ng pCGSOD vai lisati s66tmesse 400
MM E vitamiin. Rakke kasvatati 48 tundi. Rakutsiiklit hinnati PI seostumise jargi.
Graafikute x-teljel on PI fluorestsentsi intensiivsus (suhtelised iihikud), y-teljel on

Tabel 1. 400 uM E vitamiini mdju rakutsiiklile.

Nimi GO/G1 (%) S (%) G2/M (%)
Cc127 59,45 15,67 14,89
C127 + E vitamiin 61,3 13,85 12,29
dnaBPV-1 55,24 12,32 19,23
dnaBPV-1+ E vitamiin 66,68 9,19 13,74
E5 68,86 8,53 15,84
E5+ E vitamiin 75,37 6,13 10,31
17S 61,14 9,76 16,76
17S+ E vitamiin 72,67 7,21 10,82
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Tabel 2. 500 ng pCGCuZnSOD mdju rakutsiiklile.

Nimi GO/GL (%) S (%) G2/M (%)
c127 48,38 16,65 18,51
C127 + CuzZnSOD 50,86 14,84 15,1
dnaBPV-1 45,61 20,57 21,66
dnaBPV-1+ CuZnSOD 48,06 18,64 19,62
E5 47,26 19,87 21,57
E5+ CuZnSOD 49,01 17,17 19,62
17S 46,45 19,5 21,37
17S+ CuzZnSOD 50,88 17,7 19,39
2.3. Arutdu

Vihirakkudel on sageli tdheldatud normaalsete rakkudega vorreldes kiiremat
paljunemist ning muutunud aktiivsete hapnikuiihendite taset (Szatrowski and Nathan,
1991). ROS-I on roll nii raku proliferatsiooni reguleerivates signaaliradades kui ka
tsiitotoksilistes protsessides. Meie labori avaldamata andmete jérgi inhibeerivad
antioksiidandid BPV-1 ES5-st tingitud rakkude transformeerumist. E vitamiin ja SOD
parssisid kolooniate teket BPV-1 tdisgenoomiga ja onkovalgu E5 hiipertransformeerivate
mutantidega (17S, 17E) transfekteeritud C127 rakkudes (Karo, 2005). 400 uM E vitamiin
alandas BPV-1 tdisgenoomiga transfekteeritud rakkude fookuste arvu 75% ja pCG17S-ga
transfekteeritud rakkude fookuste arvu 40%. 500 ng pCGCuZnSOD toimel alanes
fookuste arv BPV-1 tdisgenoomiga transfekteeritud rakkudes 65% ning pCG17S-ga
transfekteeritud rakkudes 20% (Karo, 2005). Sellest tuleneski minu uurimisteema, kuidas
mojutavad antioksiidandid BPV-1 onkovalguga ES tansformeerunud rakuliine.

Antiokstidantide kolooniate teket pérssiva mdju tottu voib oletada, et BPV-1
transformatsioonis on ROS olulised, kéivitades kasvu soodustava signaaliraja. BPV-1
tdisgenoomiga, BPV-1 onkovalguga E5 ja mutantse onkovalguga 17S transformeerunud
rakuliinid kasvasid kiiremini kui transformeerumata C127 rakud (joonis 11.). Sellepérast
julgengi arvata, et E5-ga transfekteeritud rakkudes ES ka avaldub, kuigi seda niidata ei
onnestunud. Ka varasemate andmete jérgi on ES transformatsiooniks vajalik kogus rakus

viaga madal (Burnett et al., 1992). E5 transformeerivate mutantidega transfekteeritud
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C127 rakkudes on madalam O,"" tase kui kontroll-rakkudes (Kilk et al., 2006), mis viitab
sellele et O, kasutatakse dra kasvu soodustamiseks.

Selleks, et kindlaks teha ROS roll rakkude transformatsioonis, mdjutati
transformeerunud rakuliine antioksiidantidega, CuZnSOD-i ja E vitamiiniga.

pCGCuZnSOD erinevate koguste toimel langes rakuliinide kasvu kiirus SOD-ga
mojutamata rakkudega vorreldes. Vordluseks tdin vélja 72h ajapunkti, kus rakud
aktiivselt paljunesid (joonis 12.) ja plaat ei olnud veel konfluentne. Kdige rohkem pérssis
eksponentsiaalselt kasvavate rakkude kasvu 500 ng CuZnSOD (36% kuni 53%
kontrollist, joonis 12.). SOD inhibeeris kasvu iihtmoodi nii C127 rakkudes kui
transformeerunud rakuliinides.

Kuna rakkude paljunemine sdltub rakkude tihedusest plaadil, siis vaatasin, kuidas
mojutab SOD konfluentsel plaadil kasvavaid rakke. Kui kdoik SOD-ga katsed kokku
votta, voib Oelda, et SOD-1 kasvu inhibeeriv moju oli suurem (38-92%) aktiivselt
paljunevatele eksponentsiaalses kasvufaasis olevatele rakkudele (joonis 13.). SOD
muudab rakus O,"” H,O,-ks. Seega vdib paljunemiskiiruse langus olla tingitud O,"~ hulga
vidhenemisest voi vesinikperoksiidi kogunemisest. ROS vidhenemine voib rakus 1dpetada
kasvu stimuleeriva signaaliraja toimimise. Suur rakutihedus voib paljunemist pérssida
nditeks kontaktinhibitsiooni kaudu, mis seletaks SOD-i1 véiksemat kasvu inhibeerivat
moju (10-25%) suure rakutiheduse juures. Kui rakud ei paljune, siis ka paljunemise
inhibiitorid ei toimi, kui pole tegemist rakkude suremisega. Ilmselt antud juhul SOD ei
stimuleeri rakkude surma, vaid pidurdab just paljunemist. Seda, et SOD-i iile-
ekspressioon inhibeerib rakkude kasvu nii in vitro kui in vivo on leitud mitmetes
kasvajarakkudes (Liu et al., 1997a; Li et al., 1998; Safford et al., 1994; Zhong et al.,
1996; Zhong et al., 1997; Yan et al., 1996).

E vitamiini lisamine s66tmesse parssis samuti rakkude proliferatsiooni, aga ainult
suuremas koguses (400uM E vitamiin alandas rakkude arvu 63-83%-ni vorreldes
kontrolliga) (joonis 14.). Vidiksemad E vitamiini kogused kasvule inhibeerivalt ei
mojunud ja E5 rakuliinile toimisid hoopis kasvu stimuleerivalt (joonis 14.). Sarnaselt
SOD-ga inhibeeris ka E vitamiin nii C127 kui ka transformeerunud rakkude kasvu.
Samuti oli E vitamiini kasvu pérssiv toime suurem aktiivsemalt paljunevates rakkudes

ning kahanes rakutiheduse kasvades (joonisl5.). Kirjanduse andmetel voib E vitamiin
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inhibeerida rakkude proliferatsiooni. Kasvu inhibeerimist on seostatud PKC aktiivsuse
inhibeerimisega, ka rakutsiikli takistamisega (Venkateswaran et al., 2002; Gysin et al.,
2002; Boscoboinik et al., 1991; Chatelain et al., 1993).

Oletades seost ROS ning transformatsiooni vahel ja teades, et transformeerivad E5
mutandid alandavad rakkudes O, taset, soovisin teada, kas transformeerunud rakkudes
on muutunud peroksiidide tase. O,"" toimel vdivad rakus tekkida lipiidsed peroksiidid
ning SOD muudab O,"” H,O,-ks. Superoksiidi tekkimisteid ja edasist saatust rakus, ning

antioksiidantseid ensiitime on kujutatud joonisel 22.
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Joonis 22. Aktiivsed hapniku iihendid ja antioksiidantsed ensiitimid. O, tekib
mitokondrites elektronide lekkest elektron-transport-ahelast. Mitmed kasvufaktorid
voivad aktiveerida NADPH oksiidaase, mis toodavad O,". ROS kdrvaldavad rakus
antioksiidantsed ensiitimid SOD, katalaas, GPx. O, vdidakse dra kasutada kasvuks.
Superoksiidi dismutaas muudab O,"" vesinikperoksiidiks, mis omakorda muudetakse
edasi veeks katalaasi ja glutatioon peroksiidaaside poolt. O, ning H,0O, vdivad
okstideerida lipiide, nii et tekivad lipiidsed peroksiidid. Lipiidide peroksiidatsiooni
takistab E vitamiin. H,O, ja lipiidsed peroksiidid okstideerivad ka DCFH
fluorestseeruvaks DCF-ks, mille fluorestsentsi saab modta ning selle kaudu méérata
peroksiidide taset rakus.

24 h peale rakkude kiilvamist peroksiidide tasemes suuri muutusi polnud (joonis 17.).
See on kooskdlas minu bakalaureusetdo tulemusega, kus C127 rakkude transfekteerimine
pCGES ja pCG17S-ga peroksiidide taset kokkuvdttes ei mojutanud (joonis 16.). Seega 24
h jooksul transformeerunud rakuliinides peroksiidide tase kas ei muutunud voi oli muutus

selle meetodiga detekteerimiseks liiga véike voi lithiajaline. Kui rakus on H;0,
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korvaldavad siisteemid (katalaas, glutatioon peroksiidaasid) nii aktiivsed, et H,O,
konverteeritakse kohe veeks, siis ei saa peroksiidid rakku koguneda. Ka siis kui rakkudes
endis olevast SOD-st piisab, et kogu tekkiv O, vesinikperoksiidiks muuta, ei suurene
H,0; hulk enam SOD-i lisamisel.

Kui peroksiidide tase mdddeti 72 h peale rakkude kiilvamist, oli dnaBPV-1 ja ES
rakuliinis peroksiidide tase tdusnud, vastavalt 141% ja 171% C127 rakkudega vorreldes
(joonis 18.). DCFDA oksiideerub H,O, ja lipiisete peroksiidide toimel. Seega on
dnaBPV-1 ja E5 rakuliinides hdredama rakutiheduse juures tousnud H,O, voi lipiisete
peroksiidide vdi modlema tase. 17S rakuliinis peroksiidide tase ei suurenenud, kuid
kirjanduse andmeil voib 17S rakkude transformeerimiseks kasutada ka muid teid peale
PDGF [3 retseptorist ldhtuva raja (Sparkowski et al., 1996), erinevalt wt ES5-st, mis
aktiveerib peamiselt PDGF [3 retseptorit. Kui BPV-1 tdisgenoomiga ja wt E5-ga
transformeerimisel kasutatakse PDGF [3 retseptorist ldhtuvat rada ja sellega kaasneb
peroksiidide taseme tdus ning 17S transformeerib teist teed pidi, siis see voib seletada,
miks 178 transformeerunud rakuliinis peroksiidide tase ei muutunud. Teiselt poolt parssis
SOD selle rakuliini kasvu (joonis 18.), nii et superoksiidi kasutatakse paljunemiseks ka
178 rakuliinis.

Antiokstidandid pérssisid C127 rakkude transformeerumist (Karo, 2005) ning BPV-1
onkovalguga transformeerunud rakuliinide kasvu (joonised 12. ja 14.). Samuti selgus, et
dnaBPV-1 ja E5 rakuliinides 72 h jooksul peroksiidide tase tduseb vdrreldes C127
rakkudega (joonis 18.). Sellepdrast tekkis kiisimus, kas SOD ja E vitamiin mdjutavad ka
peroksiidide taset transformeerunud rakuliinides. Erinevused rakkude kasvus hakkasid
ilmnema 24 h peale kiilvamist (joonis 11.), seega moddeti antioksiidantidega mdjutatud
rakkude peroksiidide tase 24 h ajapunktil, mitte 72 h pérast, kui peroksiidide tase oli
mdddetavalt suurenenud dnaBPV-1 ja E5 rakuliinides (joonis 18.).

Erineva koguse (50 ng, 100 ng, 500 ng) pCGCuZnSOD rakkudesse viimine
suurendas tldiselt peroksiidide taset rakkudes (joonis 19.). Kdige suurem oli peroksiidide
taseme tous C127 rakkudes (131-138% vorreldes kontrolliga), mis voib olla tingitud
sellest, et C127 rakkudes ei kasutata nii palju O, kasvuks kui transformeerunud

rakuliinides. Sel juhul on rakkudes rohkem O, SOD-le kittesaadav ning see

54



konverteeritakse H,O,-ks. CuZnSOD t66tab ainult tsiitosoolis, membraanides olevat
superoksiidi ta kétte ei saa.

dnaBPV-1 rakuliinis suurenes peroksiidide tase CuZnSOD mdojul korrelatsioonis
rakkudesse viidud pCGCuZnSOD hulgaga. 17S rakuliinis suurendas peroksiidide taset
méirgatavalt vaid 500 ng pCGCuZnSOD, mille toimel peroksiide tase kasvas 133%-ni
kontrolliga vdrreldes. See oli iisna ootuspédrane tulemus, kui rakkudesse viidi rohkem
SOD-i, siis muudeti ka rohkem O, H,0,-ks. E5 rakuliinis suurenes peroksiidide tase
rohkem hoopis 50 ng pCGCuZnSOD toimel. Samas erinevate SOD-i koguste mdju oli
lisna sarnane, nii et vdib-olla piisas E5 rakuliinis 50 ng SOD-st, et kogu kéttesaadav O,
H,0,-ks muuta ning SOD-i hulga suurendamine enam peroksiidide tasemele olulist mdju
ei avaldanud. (Joonis 19.).

500 ng pCGCuZnSOD rakkudesse viimine inhibeeris rakkude kasvu (joonis 12.) ning
iildiselt suurendas peroksiidide taset rakkudes (joonis 19.). Seega voib SOD-i kasvu
inhibeeriv mdju tuleneda sellest, et see vihendab O, hulka rakus. Kui O,"" stimuleerib
paljunemist, siis selle taseme langusega kaasneb ka kasvu inhibeerimine.

E vitamiini véiksemad kogused transformeerunud rakuliinides peroksiidide taset
oluliselt ei mdjutanud, kuid 400 pM E vitamiin tOstis peroksiidide taset (joonis 20.).
Kodige vihem mdjutas 400 UM E vitamiin dnaBPV-1 rakuliini, milles selle toimel
peroksiide tase oli kontrolliga vorreldes 117%, ES ja 17S rakuliinides tdusis peroksiidide
tase rohkem, vastavalt 140% ja 131%. Sarnaselt CuZnSOD-ga oli ka E vitamiinil kodige
suurem moju C127 rakkudele, ja {illatavalt tostis see peroksiidide hulka. Koigi E
vitamiini koguste toimel kasvas C127 rakkudes peroksiidide tase 154-178%-ni (joonis
20.). Ilma E vitamiinita on peroksiidide tase 24-ndal tunnil igal pool peaaegu iihesugune
(joonis 17.) ja 72 tunni pérast kdrgem hoopis transformeerunud rakkudes (joonis 18.).

On ndidatud, et transformeerumata C127 rakkudes on superoksiidi rohkem kui E5-ga
transfekteeritud rakkudes (Kilk et al., 2006). O, vdib oksiideerida lipiide ja ka E
vitamiini. E vitamiin on ildiselt kiill antiokslidant, mis takistab lipiidide
peroksiidatsiooni, kuid see v0ib rakus toimida ka pro-oksiidandina, kui E vitamiini
redutseerivad siisteemid on vihe aktiivsed, nditeks kui rakus on vdhe C vitamiini. Kui E
vitamiin oksiideeritakse ning selle oksiideerumise kdigus tekivad aktiivsed iihendid, on ka

need voimelised DCFH-i DCF-ks oksiideerima. Siis suureneks ka DCF fluorestsents,
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mida peetakse peroksiidide taseme indikaatoriks. Nii et E vitamin, takistades
membraanides lipiidide oksiideerumist, okslideerub ise, katkestades sellega radikaalide
poolt kdivitatud lipiidide lagunemise.

Antioksiidantide kasvu inhibeeriv toime tekitas kiisimuse, kas need mdjutavad
kuidagi rakutsiiklit. Usna hiljutised kirjanduse andmed viitavad, et SOD inhibeerib
transformeerunud rakkude kasvu, takistades rakutsiiklit (Lin et al., 2006; Lu et al., 2006).
On leitud, et ka E vitamiin mdgjutab rakutsiiklit. y-tokoferooli toimel vdhenes S faasis
olevate rakkude hulk ning tsiikliin D1 ja E tase rakkudes oli langenud, samas oli
kipl 1eip!

suurenenud p27 tase (Gysin et al., 2002). Eesnddrme kartsinoomi rakkudes

jap2
indutseeris E vitamiin rakutsiikli aresti, kahanes S faasis olevate rakkude protsent ning
suurenes p27kip ! tase (Venkateswaran et al., 2002).

Seda kinnitavad ka minu andmed. 500 ng pCGCuZnSOD toimel kogunesid rakud
Go/G; faasi ning kahanes S ning G,/M faasis olevate rakkude hulk (tabel 2.). Ka 400 pM
E vitamiini toimel vihenes S ja G,/M faasis olevate rakkude protsent (tabel 1.).

Lin et al. artiklis (Lin et al., 2006) seostati CuZnSOD-st tingitud rakutsiikli peatamine
tstikliin D1, tsiikliin E, CDK2 ja CDK4 vidhenenud ekspressiooni ning tsiikliin-soltuvate

kipl

kinaaside inhibiitorite p21°P' ja p27"P! ekspressiooni tusuga. SOD-st tulenev O,

taseme langus takistas SPC-A-1 rakuliinis (kopsu adenokartsinoom) rakutstiklit G; faasis
ning aeglustas rakkude kasvu, millega seostus Akt kinaasi defosforiiiilimine ning p27*"'
ekspressioon (Lu et al., 2006).

Rakusisese redoksseisundi koikumised vdivad reguleerida hepatoomi rakkude
proliferatsiooni PI3K/Akt signaaliraja kaudu (Liu et al., 2002; Shi et al., 2003). PI3K/Akt
signaaliraja aktiveerimist on seostatud ka E5-ga. PI3K aktiivsus touseb E5-e toimel NIH
3T3 rakkudes. PDGFR kinaas aktiveerib PI3K (Kazlauskas, 1994) ning E5 aktiveerib
omakorda PDGFR-i (Petti et al., 1991). PI3K-d aktiveerivad ka need ES mutandid, mis ei
aktiveeri PDGFR-1 (Suprynowicz et al., 2000).

Nagu eelpool 6eldud inhibeerisid CuZnSOD ja E vitamiin dnaBPV-1, E5 ja 17S
rakuliinide kasvu ning takistasid rakutsiiklit G; faasist edasiminekul. SOD-i kasvu pérssiv
efekt voib olla tingitud PI3K/Akt raja kaudu tulevast signaalist, mistdttu suureneb Go/G;

faasis olevate rakkude protsent ning kahaneb S ja G,/M faasis olevate rakkude protsent.

Rakkude kasvu stimuleeriva rajaga on seotud ka O,", sest E5 valgu transformeerivad

56



mutandid alandavad O, taset rakkudes (Kilk et al., 2006). PI3K/Akt rada vdidakse
rakkudes aktiveerida iile O,", nii et kui SOD alandab O, taset, siis ei saa seda enam
kasutada kasvu stimuleerimiseks.

E vitamiin inhibeerib O, tootmist monotsiiiitides; leiti et O-tokoferool takistab
NADPH oksiidaasi formeerumist; selle tsiitosoolse subiihiku p47™ translokatsioon
membraani ja fosforiiiilimine olid takistatud ning ka PKC oli inhibeeritud (Cachia et al.,
1998). Voimalik, et E vitamiin takistab rakkudes O,’~ tootmist ning iihes sellega ka kasvu
stimuleerimist, ja et selle signaalirajaga on seotud ka PKC. Nii PKC, PKB/Akt kui ka
NADPH oksiidaasi aktiveerimiseks on vaja need ensiilimid rakus membraanile viia ja see
toimub mitmete rasvhapete vdi nende metaboliitide abil. Vdib-olla takistab E vitamiin
just nende ensiilimide membraanile seostumist. See oletus vajaks ldhemat uurimist.

Samas inhibeerisid CuZnSOD ja E vitamiin kdigi rakkude kasvu, C127 rakkudele
ning transformeerunud rakuliinidele neil erinevat toimet polnud (joonised 12. ja 14.).
Uhtlasi oli SOD-i ja E vitamiini kasvu inhibeeriv toime suurem aktiivselt paljunevates
rakkudes (joonised 13. ja 15.). CuZnSOD-i paljunemist takistav toime oli suurem kui E
vitamiinil. Samuti oli antioksiidantide toime rakutsiiklile sarnane C127 rakkudes ja
transformeerunud rakuliinides (tabel 1. ja 2.). Neist tulemustest vdib jireldada, et SOD ja
E vitamiin mdjusid rakkude paljunemisele takistades rakutsiiklit, ja et rakutsiikli
kulgemiseks on vaja superoksiidi.

Varasemate avaldamata andmete jargi parssisid CuZnSOD ja E vitamiin tugevalt
kolooniate teket BPV-1 onkovalguga ES transfekteeritud rakkudes (Karo, 2005). Kuigi
SOD ja E vitamiin pérssisid tugevalt kolooniate teket, siis nende moju rakuliinide
kasvule oli vdiksem. See voOib olla tingitud sellest, et kolooniad tekivad plaatidele
konfluentsuse tingimustes, kus edasi kasvavad transformeerunud rakud. Kuna E vitamiini
ja SOD-i kasvu inhibeeriv toime oli suurem aktiivselt kasvavates rakkudes (joonised 13.
ja 15.), siis vdisid SOD ja E vitamiin kolooniate tekkele pérssivalt mdjuda, sest takistasid
nende rakkude kasvu, mis muidu oleksid veel edasi paljunenud ja koloonia moodustanud.

CuZnSOD ja E vitamiin modjusid enam just aktiivselt paljunevatele rakkudele.
Normaalsed rakud organismis tavaliselt ei paljune vdi on nende paljunemine kontrollitud.
Seega in vivo vdiksid CuZnSOD ja E vitamiin kasvu inhibeerivalt mojuda just

kasvajarakkudele, mis aktiivselt paljunevad.
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KOKKUVOTE

Selle t66 eesmirgiks oli uurida, kuidas mdjutavad antioksiidandid, CuZnSOD ja E
vitamiin, C127 rakkude kasvu, mis on transformeeritud BPV-1 tdisgenoomi, wt
onkovalku E5 ja E5 mutanti 17S ekspresseerivate plasmiididega. Veel uuriti, kuidas
muutub transformeerunud rakuliinides peroksiidide tase ning kuidas mdjutavad
peroksiidide taset ja rakutsiiklit CuZnSOD ja E vitamiin

Transformeerunud rakuliinid kasvasid kiiremini kui C127 rakud. CuZnSOD ja E
vitamiin inhibeerisid paljunemist aktiivselt kasvavates rakkudes. Suure rakutiheduse
juures oli antioksiidantide kasvu inhibeeriv mdju viiksem.

CuZnSOD toimel suurenes Go/G, faasis olevate rakkude osa ning vidhenes S ja G,/M
faasis olevate rakkude arv. Ka E vitamiini toimel alanes S ja G,/M faasis olevate rakkude
protsent ning kasvas Gy/G; faasis olevate rakkude protsent.

Antud t60st voib jareldada, et CuZnSOD ja E vitamiin parsivad aktiivselt jagunevate
rakkude paljunemist. Rakkude aktiivseks paljunemiseks on vaja aktiivseid
hapnikuiihendeid, eelkdige superoksiidi. Rakutsiikli kulgemiseks S faasi on vaja

superoksiidi ja membraanides toimuvaid oksiidatiivseid muutusi.
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SUMMARY

The purpose of this work was to study, how antioxidants, CuZnSOD and vitamin E,
influence the growth of C127 cells, which are transformed by plasmids expressing BPV-1
DNA, wt E5 oncoprotein and mutant ES protein 17S. Level of peroxides in transformed
cell lines and the effect of CuZnSOD and vitamin E on the level of peroxides and on cell
cycle was also studied.

The transformed cell lines grew faster than C127 cells. CuZnSOD and vitamin E
inhibited cell proliferation in actively dividing cells. The growth-inhibiting effect of
antioxidants was reduced at large cell densities.

CuZnSOD increased the amount of cells in Gyo/G; phase and decreased the number of
cells in S and G»/M phases. Vitamin E also decreased the percentage of cells in S and
G2/M phases and increased the percentage of cells in Gy/G; phase.

It can be concluded, that CuZnSOD and vitamin E inhibit the growth of actively
proliferating cells. Active proliferation of cells needs reactive oxygen species, foremost
the superoxide. Cell cycle progression into S phase needs superoxide and oxidative

changes in membranes.
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