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KASUTATUD LUHENDID

AM — aktseptormutatsioon

bp — aluspaamb@sepaiy

BPV — veise papilloomiviirusBovine Papillomavirus

BSA — veise seerum albumiiBgvine Serum Albumihe

CDK — tsukliin-s6ltuv kinaasGyclin-Dependent Kinage

CHO - hiina hamstri munasarja rakulich{nese hamster ovary
CK2 — kaseiin kinaas Il

CMV - tsutomegaloviirusGytomegalovirup

DTT — ditiotretool

E1"E4 — taispika E1 splaissitud vorm

E1BS - valgu E1 seostumiskoht (Eibding sitg

E2BS - valgu E2 seostumiskoht (Bidding sitg

E2C — E2 repressorvorm ilma transaktivatsiooni camita

E2TA — taispikk E2 valk (EZansactivato)

E6*I —EG6 intronist splaissitud mMRNA produkt

E8"E2C — E2 repressorvorm ilma transaktivatsio@mdanita ja E8 jarjestusega
EDTA — etuleendiamiintetradadikhagetljyleneDiamineTetraaceatic Agid
ERK —ekstratsellulaarselt reguleeritav kinaas

HA — hemaglutiniin

HPV — inimese papilloomiviirusH{umanPapillomavirug

IF — immunofluorestsentsnimunofluorescenge

IMDM — Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium

JNK —Jun-valgu N-otsa kinaas

kDa — kilodalton

LCR — pikk kontrollpiirkond Long Control Region)

MAPK — mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaas

MO — minimaalneorigin

NES — tuuma ekspordi signa&lyclear Export Signal

NLS — tuuma lokalisatsiooni signa&lfclear Localisation Signal
ORF — avatud lugemisraampen reading frame

ori — replikatsiooni initsiatsiooniks vajalik DNAijjestus @rigin of replication)

p53 — pdhiline kasvuregulaator rakus



pA — poliadenulatsioonisait

PBS - fosfaatpuhvriga soolalahyph¢sphate buffered saline
PCNA — jagunevate rakkude tuuma antigeen

PCR — poluimeraasi ahelreaktsiopolymerase chain reactipn
PFA — paraformaldehttd

pRB — retinoblastoomist avastatud kasvuregulaator

RPA — replikatsioonivalk Argplication proteinA)

rpm — p6drded minutigévolutions per minude

RT-PCR —real timePCR

SDS - naatriumdodetsidlsulfaat (Sodium DodecylSaikh
SSC - naatriumkloriidi ja naatriumtsitraadi lahsaline-sodium citrate
SV40 —simian virus 40

TAE — Tris-atsetaat-EDTA puhver

TE — Tris-EDTA puhver

TK — tumidiinkinaas thymidine kinase

Tris — trihtidroksumetuidlaminometaan

URR — ,Ulesvoolu” paiknev regulatsioonialdfstream Regulatory Region)



SISSEJUHATUS

Naistel on emakakaelavahk sageli esinev kasvajay riem on (ks vaheseid
halvaloomulisi kasvajaid, mille tekke algpfhjus ¢épselt teada — nakatumine
papilloomiviirusega. Enamikest uuritud muutunud folmogiaga

emakakaelarakkudest on leitud inimese papilloomise (HPV) DNA-d. % neist
juhtudest on kartsinoomi tekitajaks HPV-16 subti®gpilloomiviirusega nakatutakse
aktiivse suguelu alguses, kuid vahkkasvaja valjakeinise oht tekib siis, kui
viirusnakkus jaab stabiilselt pidsima. Enamasti utdifse nakkus organismist
immuunsusteemi poolt. Samas ,kdrge riskiga” subidgip puhul (tekitavad

vahkkasvajaid, nt. HPV-16) vbib viiruse DNA tungidlaimese kromosoomidesse

ning seal pusima jaada.

Meie laboris on juba pikemat aega uuritud veise iljp@piviiruse taup-1

amplifikatsioonilist ja stabiilset DNA replikatsioo Viimastel aastatel on
uurimisobjektideks valitud rida inimese papilloomriwvse subtiipe ja on
konstrueeritud HPV-6, -11, -16 ja -18 replikatsivatke E1 ja E2 efektiivselt
ekspresseerivad vektorid. Nende konstruktide abildanestunud uurida E1 valgu
tasemest soltuvat replikatsioonimehhanismi Gmbiéuktl ja analtisida erinevusi nn
.,madala” (HPV-11, HPV-6) ja ,kbrge” riskitiibi (HPXt6, HPV-18) HPV-de

replikatsiooniprotsessides.

Kéesoleva t60 teoreetiline osa annab Ulevaate |pamilviiruste DNA
replikatsiooniprotsessis osalevatest valkudest &1E2 ning kirjeldatakse viiruse
amplifikatsioonilist DNA replikatsiooni. T66 eksperentaalses osas anallilsitakse
HPV-11, HPV-16 ja HPV-18 erinevatelt E1 ekspressikonstruktidelt siinteesitava
E1 valgu mdju URR plasmiidilt [&htuvale transiemeésBNA replikatsioonile. Lisaks

uuritakse vBimalikke mehhanisme HPV-11 E1 valgug@assimisel.

T6o on alustatud Tartu Ulikooli Molekulaar- ja rdtoloogia instituudis
mikrobioloogia ja viroloogia Oppetoolis ning jatkat Tartu  Ulikooli
Tehnoloogiainstituudis Biomeditsiini keskuses. Olanulik juhendamise eest Ene ja

Mart Ustavile ning kdigile teistele, kes mind st valmimisel on aidanud.



TEOREETILINE OSA

1. Papilloomiviiruste tldiseloomustus

Papilloomiviirused on vaikesed DNA viirused, mis ukwad sugukonda
Papillomaviridae Looduslikes tingimustes on papilloomiviirused agg

liigispetsiifilised, nakatades enamikke imetajeagia ka mdningaid linde. Uhte liiki
nakatavad papilloomivirused jagatakse DNA nuklegirjestuse alusel eri
subtidpideks. Inimese papilloomiviirusi ehk HPV-sidl iseloomustatud ule saja (zur
Hausen 2002).

1.1. Papilloomiviiruste klassifikatsioon

Papilloomiviirused pole mitte ainult liigispetslified vaid ka koespetsiifilised,
nakatades kindla organi epiteelkude. Uks osa HP{-géhjustab naha epiteelkoe
healoomulisi vohandeid (soolattitikaid) katel, jakjgd kehal. Ligikaudu 40 HPV-d
nakatavad suguelundite limaskesti, pohjustades obeallisi kasvajaid -
kondiloome. Samas on neist moned ohtlikumad, oflestud emakakaelavéhi
tekkega. Seet6ttu, sOltuvalt malignatsioonivéimegtgatakse genitaalpiirkonna
papilloomiviirused ,madala riskiga” ja ,korge rigla” HPV-deks (de Villierset al
2004, Mungeret al 2004, zur Hausen 2002). ,Madala riskiga” papiftoairusi,
nagu naiteks HPV-6 ja HPV-11, kasitsetakse pigemase limasepiteeli normaalse
mikrofloora osana. Enamasti eemaldatakse sellisedubkolded immuunsisteemi
poolt. ,Korge riskiga” HPV-d, nagu HPV-16 ja HPV-18/6ivad pobhjustada

emakakaela dusplaasiat ja -kartsinoome.

1.2. Papilloomiviiruste genoom ja kodeeritavad vaud

Papilloomiviirused on viiruste seas Uhed vaiksemfaama Umbriseta ikosaeedriline
kapsiid sisaldab umbes 8 kb suurust tsirkulaarabe#helalist genoomset DNA-d.
Genoom jagatakse kolmeks piirkonnaks: varajane édeala €arly — E), hiline

kodeeriv ala late — L), mittekodeeriv alaupstream regulatory regior URR VO0i



long control region— LCR). Kolm genoomi regiooni on kdikides papiliogiirustes
eraldatud kahe poliadenilatsiooni saidiga(pA), ansakorda jagatakse varajaseks
pA ja hiliseks pA. Papilloomviiruse genoomi varaganregioon hdlmab ule 50%
viiruse genoomi 5° poolest ja kodeerib kuut avdtigemisraami ehk ORF-i (E1, E2,
E4, E5, E6, E7). Hiline regioon, mis katab umbe$64Giruse genoomist, asub
varajasest regioonist allavoolu ja kodeerib L1 2a@RF-e suure (L1) ja vaikese (L2)
kapsiidivalgu stinteesiks. Neist kahest valgust metub viiruse kapsiid (Id. capsa —
laegas) — viiruse nukleiinhappeid Umbritsev valguki mis koosneb

kapsomeeruhikutest ehk kapsomeeridest.

Viiruse varajastest valkudest on E1 ja E2 regulgatgud, mis reguleerivad viiruse
DNA sinteesi ja koordineerivad teiste viirusvalkigieteesimist. Valgud E5, E6 ja
E7 on nn. onkovalgud, mis sunnivad nakatunud rakkremini kasvama ning

paljunema muutes selle pilaealiseks kasvajarakbdkRamasti muudavad onkovalgud
rakke kasvajarakkudeks kahel moel: aktiveerivadkudk kasvuretseptoreid voi
rikuvad rakutsukli kontrollmehhanisme. Papilloonmwsed kasutavad mdlemat rada.
Onkovalk E5 aktiveerib kasvufaktorite retseptorerdstottu saavad nakatunud rakud
valeinformatsiooni pideva kasvamise ja pooldumisét&. Onkovalgud E6 ja E7
rikuvad &ra rakutuumas paikneva kasvukontrolli apdr E6 valk interakteerub
pohilise kasvuregulaatori p53-ga, takistades teegauust ning sundides rakku valku
mitte tootma ja olemasolevat degradeerima. E7 wadlitakteerub ja inaktiveerib teise

olulise regulatorvalgu pRb.

Umbes 850 bp suurune kontrollregioon URR (10% HRapmist) ei oma valke
kodeerivaid omadusi, kuid sisaldab viirusgenoomlikatsiooniks ja transkriptsiooni

regulatsiooniks vajalikke promootoreidges-elemente.

E4[ ] []esv
[le ez | EEIEEZ]

[z2EvEY |  Esa[] URR
9 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Joonis 1.HPV-11 genoomne ilesehitus. Naidatud on varajéSggh hilised (L) geenid ning
mittekodeeriv ala URR (Stubenrauahd Laimins 1999).



2. Papilloomiviiruste elutstikkel

Naha pindmine osa, marrasknahk ehk epidermis, oisnadast eraldatud kileja
basaalmembraaniga. Vahetult basaalmembraani pe@leaad paljunemisvéimelised
basaalkihi rakud, mis tagavad epidermise jarje@dawenemise. Normaalse
nakatamata basaalkihi raku jagunemisel migreeruiarrikk Ulemistesse naha
kihtidesse ning labib diferentseerumisprotsessi.llefeales suures koguses
lahustumatuid valke — keratiine — muutuvad bashakilahkunud rakud oga- ning
granulaarkihi rakkudeks, mis I6puks taielikult ssstuvad. Diferentseerunud rakud
valjuvad rakutstiklist, kaotavad paljunemisvéimegnamamasti ei oma need rakud ka
tuuma. Sarvestunud rakud kaitsevad nahka vigastiste mikroorganismide eest.

LOpuks sarvrakud surevad ja kooruvad soomustenapnatealt maha.

Papilloomiviirus nakatab haavakeste ja mikrovigsigtikaudu epiteelkoe basaalseid
jagunemisvdimelisi rakke. Peale viirusgenoomi segeist endotsttoosi ehk
rakumembraani sissesopistumise abil nakatunud rgkkakutuuma, vabaneb viirus
oma kapsiidist ning algab varajaste valkude suntiéasa viiruse enda genoom on
suhteliselt vaike, kasutab ta oma DNA sinteesikpghunemiseks peremeesraku
masinavarki. Esmased kodeeritavad  valgud  suruvadkieremeesraku
kontrollmehhanismid alla ning suunavad tema DNAjymlamise ja valgustinteesi
aparaadid viiruse genoomi replitseerima. Et persnag&u mitte tappa, laseb viirus
rakul toota ainult sada kuni kakssada viirusgenod&wmopiat. Kuna basaalkihi
rakkudes hiliseid kapsiidivalke ei slUnteesita tdimiisna peagi Umberlilitus
latentsesse faasi. Latentses faasis replitseerutus&i genoom siunkroonselt
peremeesraku kromosoomidega, genoomi koopiaanaksat suhteliselt madala ja
konstantsena (Joonis 2). Korgelt diferentseerunymtabasaalsetes rakkudes algab
viiruse elutsukli vegetatiivne faas. Kui normaalsgsteelis kaotatakse Ulemistes
nahakihtides rakutuum, siis papilloomiviirusega atakud rakkudes hoitakse
rakutsuklit kaigus ning rakutuum jaab alles. Viimadaasis toimub taas genoomi
amplifikatsioon, ekspresseeritakse kapsiidivalgual gssambleeritakse virionid.
Papilloomiviiruse lisogeensuse tottu ei tapa taemesrakku ka nuud ning

viiruspartiklid vabanevad rakumembraani valjasapigse ehk eksotstitoosi teel.



Nakatumata epiteel HPV-ga nakatunud epiteel

.. sarvkiht
' } stratum corneum

7 granulooskiht
J

stratum granulosum

Vegetatiivne faas
ja virionide vabanemine

} Latentne faas
Nakatamine ja
viirusgenoomi paljundamine

Joonis 2. Naha pindmine osa — epiteelkude. Normaalse ja g&\hakatunud epiteeli

ogakiht
stratum spinosum

stratum basale

—AL basaalkiht
J

erinevused. Naidatud on diferentseerumisel erigatanahakihid ja viiruse elutsikli faasid

erinevates epiteelkoe kihtides (Longwoatid Laimins 2004).

2.1. Papilloomiviiruse elutsikli tmberllitus Uhestfaasist teise

Millistest faktoritest sdltub Gmberlilitus Uhestikli faasist teise pole teada. HPV-
31 puhul on vélja pakutud, et imberlilitus voikiadeotud replikatsioonivalgu E1
kontsentratsiooni kdikumistega elutsiikli jooksuluiKE2 mRNA tase naidatakse
pusivat nakkuse jooksul enamvahem konstantsenasefduE1 mMRNA tase
vegetatiivses faasis margatavalt (Ozbammd Meyers 1998). Nakatumise algul —
amplifikatsioonil ja latentse faasi ajal — toimubP¥A31 E1 transkriptsioon E2-
sOltuvalt varajaselt promootorilto vegetatiivses faasis transkribeeritakse aga E1
MRNA-d lisaks By ka E7 lugemisraamis asuvalt diferentseerumis-géltuya E2
regulatsioonist séltumatult promootorilt,P (Klumpp and Laimins 1999). Lisaks
arvatakse, et peale E1 ja E2 valkude tasemete méagetatiivsesse faasi tleminekul

rolli ka replikatsioonivalkude E1/E2 omavahelindhei{Hubertand Laimins 2002).
2.2.  Papilloomiviiruse amplifikatsioonilise DNA replikatsiooni erijuhud

Papilloomiviiruse vegetatiivses elutsikli faasignmob viirusgenoomi siintees vaga
suurtes kogustes. Katsetes veise papilloomiviitigp 1-ga on néaidatud, et kdrge E1
kontsentratsiooni juures muutub viiruse originidhtuv replikatsioonilaad. Tekkiv
DNA replikatsiooni mehhanism on sarnane ,sibulakddtitipi DNA

replikatsioonile, millele on iseloomulik koordin@gaatu replikatsiooni initsiatsiooni-
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ja elongatsiooniprotsesside  toimumine (Mannilet al 2002). Uued
initsiatsioonikompleksid formeeritaks#igin-ile enne kui eelmised samal molekulil
likuvad replikatsioonikahvlid on jéudnud slnteeKipetada (Joonis 3). Mitu
Uksteisele jargnevat ja erineva kiirusega liikuvaplikatsioonikahvlit hakkavad
teineteise t60d segama ning lagunevad enne DNAessintidpuleviimist. Selle
tulemusena tekib taispikale reporter DNA-le vasidvanolekule vahe ning
tulemuseks on lineaarsete DNA replikatsiooniproulgkkkogum. Samas BPV-1 E1
ekspresseerimisel madalal tasemel, toimub rohkesak&alus viiruselise DNA
replikatsioon ning elongatsiooniprotsessis liikuveglikatsioonikahvlid jduavad enne
uute initsiatsioonikomplekside moodustumist suntdépetada, mille tulemusel
genereeritakse reporter-DNA suurusele vastavadkegplooniproduktid (Manniket
al. 2002).

REPLIKATSIOON -

MITOOTILISELT
EBASTABIILNE
STRUKTLIUR

Joonis 3. Sibulakoore-tlupi replikatsiooni mudel. Replikatgii alguskohas formeeritakse
initsiatsioonikompleksid enne kui eelmised repl@bnikahvlid on jéudnud silnteesi
I6petada (StarkndWahl 1984).

Erinevaid restriktsioonienstiime, CsCl gradientiratsentrifuugimist ja nii the- kui
kahedimensionaalset geelelektroforeesi kasutades \@lja selgitatud, et

Ulereplikatsioonil tekkinud erineva suurusega larsad ja tsirkulaarsed DNA

11



fragmendid sisaldavad papilloomiviruse URR piirdanning sellega kuilgnevaid
genoomi osasid (Mannikt al 2002). Emakakaela kartsinoomidest on leitud HPV
genoomi osad integreerituna peremeesraku kromostigku ning enamasti
sisaldavad need osad viiruse URR piirkonda ja galld@ilgnevaid E6, E7 onkovalke
kodeerivaid jarjestusi. Taolinerigin-i piirkonna Ulereplikatsioon ja ebatlupiliste
DNA replikatsiooni vaheproduktide tekkimine voidaokeotud ,kdrge riskiga” HPV-
de integreerumisega peremeesraku kromosoomi ningg@ansete vahivormide
tekkimisega.

3. Papilloomiviiruste DNA replikatsiooniks vajalikud f aktorid

3.1. Cis-elemendid papilloomiviiruse DNA replikatsiooniks

Papilloomiviiruste transientses amplifikatsioores replikatsioonis vajalikuctis-
elemendid asuvad genoomi URR piirkonnas. Veisellpapiiviiruse titp 1 puhul
nimetatakse umbes 90 aluspaaxstjarjestusi sisaldavat piirkonda minimaalseks
oriks (MO) (Ustav M.et al 1991). MO sisaldab E1 valgu seostusmiskohta (B1BS
kahte E2 valgu seostumiskohta (E2BS) ning repligats alguskoha lahtikeerdumist
hdlbustav A/T rikast piirkonda (Joonis 4). Praedussen teada, et ka inimese
papilloomiviiruse replikatsiooniorigin sisaldab samu elemente, mis BPV-1
minimaalne ori, kuid erinevad sellest seostumis&adétarvu ja A/T rikka piirkonna
paigutuse suhtes. Naiteks HPV-11 URR piirkond desal3 E2BS-i ning A/T rikas
piirkond ei asu mitte vahetult enne E1BS-i vaids@unas koheselt peale kolmandat
E2BS-i (Joonis 4) (Hartleyand Alexander 2002). Lisaks on leitud erinevusi
replikatsiooniorigin-ides ka HPV-de eri subtltpide vahel. Naiteks HBpLhul on
naidatud, et replikatsiooniorigin-ina on vOimeline tddtama sinteetiline
oligonukleotiid, mis sisaldab kahte E2BS-i (Svepmlamd Khan 1995). HPV-1a puhul
aga piisab madala replikatsioonitaseme saavutamisekaid E1BS-ist.
Replikatsioonitaseme tbus on saavutatav E2 valgu E@BS-ide lisamisel
(Gopalakrishnanand Khan 1994) voi duplitseeriderigin-is sisalduvat E1

seostumisjarjestust (Gopalakrishretral 1995).

12



BPV-1 {1 :

E2BS 11 AT E1BS E2BS12

HPV-11{_F—=te=1_ _H T +—

E2 BS E1BS E2BS E2BS AT

Joonis 4.BPV-1 ja HPV-11 DNA replikatsiooniks vajalike min&alsetecis-elementide
skeemid. Valgete kastidega on margitud E2 valgunndemiskohad, viirutatud kastiga A/T
rikas ala ning nooltega E1 valgu seondumiskohadtlgyeand Alexander 2002, Ustav et
al. 1993).

3.2. Trans-faktorid papilloomiviiruse DNA replikatsiooniks

Viiruslikest trans-faktoritest on papilloomiviiruse DNA replikatsiois absoluutselt
vajalikud kaks valku — E1 ja E2 (Chiang et al. 1992l Vecchio et al. 1992, Frattini
and Laimins 1994, Piirsoo et al. 1996, Remm etl@b2, Ustav M. et al. 1991).
Ulejaanud replikatsiooniks vajalikud faktorid as$deerib viirus, enda DNA

stinteesiks, peremeesraku masinavargist.

3.2.1. E2valk

Papilloomiviiruste E2 valk on multifunktsionaalne alk, osaledes viiruse
transkriptsiooni regulatsioonil, DNA replikatsioomitsiatsioonil ja viirusgenoomi
edasikandmisel titarrakkudesse. Praeguseks on kedmiaE2 ORF-ilt kodeeritavat
valku — E2TA, E2C ja E8E2C (Joonis 5). E2 geerdpkdide funktsioneerimiseks
peavad nad seostuma oma palindroomsele jarjest{fS€EN;GGT) DNA-I, mis on
esindatud mitmes korduses viiruse genoomi replidais origin-is (Li et al 1989)

ning thes korduses E2-sdltuvate promootorite jarges.
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Hinge-piirkond
TAD gt [ DBD ]
Transaktivatsioonidomaan DNA-le seondumise
ja dimerisatsioonidomaan
1 410
| E2TA ]
Bttt b 206 410
RBRET Easei ESNE2C |
162 410

[ E2C |

Joonis 5.BPV-1 E2 valgu skemaatiline joonis. Taispikk E2 valk koels N-terminaalsest
transaktivatsioonidomaanist, hinge piirkonnast n@werminaalsest DNA-le seondumise ja
dimerisatsiooni domaanist. E2 repressorvalk (E8)BHaidsneb luhikesest E8 ORF-st ja C-
terminaalsest osast E2 ORF-ist (McBrateal 1989).

Taispikk E2 valk (E2TA) koosneb kolmest osast (d®oB): N-terminaalne
transaktivatsioonidomaan, C-terminaalne DNA-le seuse ja dimeriseerumise
domé&an ning neid kahte eraldélingeregioon. Kolmest kodeeritavast E2 valgust
omab transaktiveerivat funktsiooni vaid taispikk E&lk (E2TA), Ulejddnud kahel
puudub N-terminaalne domaan, mistéttu nad kaituvaaskriptsiooni repressoritena
(Joonis 6 A). Samas omavad kdik kolm E2 vormi Grieaalset DNA-le seostumise
ning dimerisatsiooni domé&éni, vdimaldades lihem&®| vormidel konkureerida
E2TA-ga seostumiskohtade parast DNA-I ning moodisstxinevaid dimeere (Joonis
6 B). Praeguseks on vélja selgitatud, et E2 represamide seostumine E2TA-ga ja
heterodimeerse vormi moodustumine, ei muuda tephikasioonis inaktiivseks —
taispika E2 valgu abistavad omadused DNA replikatsi sailuvad (Kurget al
2006).
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A B E2 dimeersed vormid

/ N\

Homodimeerid Heterodimeerid

. 1 2 3 4 5 6
¢ 0 “ . .

E2TA E2C E8"E2C “ “ “ “ “ “

E2 vormid

Joonis 6.E2 vormid(A) ja dimeerid(B). (B) 1 — E2TA homodimeer; 2 — E2C homodimeer; 3
— E8"E2C homodimeer; 4 — E2TA-E2C heterodimeer; ERFA-E8"E2C heterodimeer; 6 —
E2C-E8"E2C heterodimeer. Skeem on koostatud a¢Kkiig et al. 2006) pdhjal.

3.2.2. Elvalk

E1 valk taidab poOhilise replikatsioonivalgu funkisne, omades origin-i
aratundmiseks, DNA ahelate lahtisulatamiseks jakaa$ina té6tamiseks vajalikke
aktiivsusi (Hughesand Romanos 1993, Seet al 1993a, Yang Let al 1991).
Ligikaudu 68 kDa valk koosneb kolmest dom&anisoi® 7): N-terminuses paiknev
domaan, mille funktsioonid pole tapselt teada, eemiva pikkusega keskosa, mida
seostatakse DNA-d siduva aktiivsusega ja C-ternmeaadomaan, mis omab
ATPaasset ja helikaasset ning lisaks ka E2 valgegstumise aktiivsusi. E1 valgu
ATPaasne ja helikaasne aktiivsus avaldub vaid me&seses olekus (Foutt al
1999, Rocquet al 2000, Sedman &nd Stenlund 1998, Whitet al. 2001). Sarnane
heksameerne kompleks moodustub ka SV40 suure Gesmii puhul (Mastrangelet

al. 1989). Nii SV40 suure T-antigeeni kui ka papillwgiiruste E1 puhul Gmbritseb
replikatsioonivalgu kompleks DNA-d nii, et see llhieksameerse tsentri (Joonis 8
D). E1 valgu 3 — 5 heksameerse helikaasi funktsionaalsust on tndlda
mitmesugustel erinevatel substraatidel — kaheabehl DNA fragmentidel,
tsirkulaarsel kaheahelalisel DNA-I ning tsirkulagréiheahelalisel DNA-I, millel on
osalised kaheahelalised regioonid (Seo et al. 1998ag L et al. 1993)In vitro
replikatsiooni katsega on naidatud, et korge E1 tdemtratsiooni korral
initstsieeritakse replikatsioon ka siis kui subastlid puudub origin-i piirikond.
Madalatel E1 kontsentratsioonidel on agmin-ilt algava replikatsiooni toimumiseks
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absoluutselt vajalik E2 valgu olemasolu (Keioal 1994, Liuet al 1995, Yang Let
al. 1991).

T | e
i [ ] struktuur
SSQP Sg3p S107p T468p —
V//////////4 Oligomeriseerumine/ATPaas/Helikaas | T
E1 valgu
[ DNA seostumine ] aldliveused
[ DNA-séltuv E1-E1 oligomeriseerumine |
E1 valgu
[ E2TA seostumine | | interaktsioonid
teiste valkudega
[Histoon H1 seostumine | [ DNA poliimeraas o p70 seostumine |

Joonis 7. HPV-11 E1 valgu struktuur, aktiivsused ja intesidwnid teiste valkudega.
Naidatud on doméaénide struktuurne paigutus, Elvakite eest vastutavad piirkonnad ning
peremeesraku valkudega interakteeruvad regioonindanide arhitektuuri skeemil on ara
margitud fosforuleeritavad seriini ja treoniini gid, numbrid viitavad aminohapetele (Wilson
et al 2002).

3.2.2.1. E1 seostumine DNA-le

BPV-1-l on identifitseeritud 18 bp pikkune jarjestunis on piisav spetsiifiliseks E1
seostumiseks (Ho#t al 1994, Mendozat al. 1995, Sedman Et al 1997, Ustav M.

et al. 1991). Nimetatud jarjestus asub viiruse replikatsi origin-is, mis sisaldab,
lisaks E1 palindroomsele jarjestusele, E1BS-ilété&d=2BS-i ja A/T rikast piirkonda
(vt. peatikk 3.1. Ciselemendid papilloomiviruse DNA replikatsiooniks).
Replikatsiooniorigin-il margistatakse esmalt, E1 ja E2 kompleksi moagdussega,
ara replikatsiooni alguspunkt ning seejarel ingstakse kahe heksameerse E1
kompleksi teke (Joonis 8) (Enemaek al 2000, Sedman And Stenlund 1998).
Efektiivseks E1-DNA kompleksi formeerumiseks onali&ud 5” ja 3" suunas asuvad
kulgmised mittespetsiifilised regioonid (Hadt al 1994). Keemilisgootprintingu
(Sandersand Stenlund 1998, Sandeaad Stenlund 2000, Sandexad Stenlund 2001,
Sedman Tet al 1997), DNaas | (Sedman @&t al 1997, Ustav Met al 1991, Yang

L. et al 1991) ja eksonukleaas Il (Hoftt al 1994) katsetega on tbestatud, et E1
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assambleerumineorigin-i jarjestusele kaitseb temast 57ja 3" jaavaid HKiidyg

jarjestusi.
A
J
B | @3
. 2
C :

-3

D \

Joonis 8. Skemaatiline joonis E1 valgu assambleerumisest iNAa konversioonist
heksameerseks replikatiivseks DNA helikaasiks— E1 valk seondub koos E2 valguga
jarjestus-spetsiifiliselorigin-i piirkonnaga formeerudes E1-E2-DNA kompleksi. Kaaksi
moodustumisega kaasneb DNA jarsk painutamine {@iHiet al 2000).B — ATP-sdltuva
protsessi tulemusena tbrjutakse E2 kompleksistavaipg uued E1 molekulid liidetakse
kompleksiga tekitades heksameerse E1 vofini- DNA Ilahtisulamine mdlemal pool E1
kompleksi.D — mdlemale DNA ahelale assambleerub E1 heksaméetik@as (Enemarkt

al. 2002).

Efektiivseks E1 valgu laadimiseksrigin-ile on, peale E1 ja E2 seostumiskoha,
vajalik viirusliku transkriptsioonifaktori E2 ja aieerse E1 kompleksi moodustumine
(Lusky et al 1994, Seocet al 1993b, Yang L.et al 1991). E2 valk t6stab E1
jarjestusspetsiifilisust palindroomse jarjestusétesi DNA-I (Bonne-Andreat al
1997, Sedman Tet al 1997, Secet al 1993b) ning stimuleerib E1 véimetigin-i
lahti harutada (Gilletteet al 1994, Sanderand Stenlund 2000, Seet al 1993b).
Peale E1-E2-DNA kompleksi moodustumist, seonduvad pdrkonda uued E1
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molekulid ning E1 oligomeriseerub. Oligomeriseemenitdrjub ATP-sdltuvalt E2
valgu kompleksist valja (Sandeesd Stenlund 1998, Sandeend Stenlund 2000,
Sandersand Stenlund 2001). E1-DNA kompleksi moodustumisel Kadkorigin-i
piirkond mdlemalt poolt E1 kompleksi lahti sulamaa I6puks assambleeruvad
kummalegi DNA ahelale E1 heksameersed helikaasioh{3 8).

3.2.2.2. El interaktsioonid rakuliste valkudega

Kuna papilloomiviiruste genoom on suhteliselt vajkenbes 8000 bp), kasutab viirus
oma DNA replikatsiooniks rakulist masinavarki. Re&ed replikatsioonivalgud
osalevad replikatsioonikompleksi moodustumisel, Dkéksikahela lahtikeerdumisel
ja polimeraaside laadimisel replikatsioonikomplieksmille tagajarjel initsieeritakse
DNA slintees (Melendgt al 1995). Vajalikest rakulistest faktoritest on mrageksn
vitro katsetega identifitseeritud replikatsioonivalk RRA), replikatsioonifaktor C,
jagunevate rakkude tuuma antigeen (PCNA), DNA peliaasa-primaas ja DNA
polimeraas 6. E1 valgu seosutmine DNA polimeraasprimaasiga aitab
papilloomiviiruseorigin-ile kohale tuua teisi rakulisi replikatsioonivalkiglasterson
et al 1998, Parlet al 1994). Nii SV40 T antigeen kui ka papilloomiviste E1 valk
interakteerub polimeraasprimaasi heterotetrameeriga. HPV-11 (Aneinal 2000,
Congeret al 1999) ja HPV-16 (Mastersagt al. 1998) puhul on néaidatud, et DNA
polimeraas a-primaasi p70 subuhik konkureerib E2 valguga Elduvate
jarjestustega seostumise poolest (Joonis 6; Elakisoonid teiste valkudega).
Jarelikult saab DNA polumeraasprimaas seostuda initsiatsioonikompleksiga alles

peale E2 vabastamist.

3.2.2.3. E1 regulatsioon mRNA splaissimise kaudu

Viirusgenoomi efektiivseks paljundamiseks on véjaiispika E1 valgu sintees.
Looduslikes tingimustes hoitakse E1 valgu tasetddigelt madalana. limselt viiks E1
valgu liiga kdrge kontsentratsioon viiruse DNA i&ptsiooni kontrolli alt valja —
tbestatud labori tingimustes kbrge E1 valgu korttsgésiooni korral (Manniket al
2002). Taispika E1 valgu sunteesi kontrollimisekasitab naiteks inimese
papilloomiviiruse titp 11 UOhe variandina alternestit mMRNA splaissingut, mille

tottu toimub enamikes polltsistroonsetes pre-mRMA-gplaissing kas 847 nt-st kuni
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2622 nt-ni (tekib E2 valk) vdi 847 nt-st kuni 33Rbkleotiidini (tekib E1"E4 valk)
(Joonis 9). Kunstlikes ekspressioonitingimustestéispika E1 valgu kérgem tase
saavutatud HPV-11-l ja HPV-18-l pdhilise splaissindoonorsaidi muteerimisega
algusega 4. koodoni juurest (Deetgal 2003).

URR E1 E5a
Repl.ORI ' - =2 —
Enhanserid 'ﬁ' ‘m’
79.33/1 1 OlOO 20100 30|00 40100 50|00
i r @ ¢ T Varajane poli A
FramEete 8471 12721459 2622 3325
916 3377
Splaissing Valgud
puudub r 1 o E1
84773325 __r- 847 ﬁ 3325 == - E1°E4
847102622 __r- 847 2622 At 1 o E2
84773377 . 847 3377 _Ixr—Tg FEb5a,E5b
127203325 = 1272 8320 e s i E2C
127203377 —r——— 1272 3377 — e E1mMPE2C
145913325 ———— 1459 3325 —/ = E1Ma’E4

Joonis 9.HPV-11 varajased lugemisraamid E1 kuni E5b ningdeepoolt kodeeritud valgud.
Vertikaalsete nooltega on tahistatud splaissingwndo (847, 916, 1272. 1459) ja
aktseptorkohad (2622, 3325, 3377). E1 sisaldavalRNMde splaissinguproduktid on
esitatud vasakus tulbas ja neile vastavad valkudeetnsed paremas tulbas (Deag al
2003).

3.2.2.4. E1 post-translatsiooniline modifikatsioofa lokalisatsioon tuuma

E1l valgu funktsioneerimiseks on vaja teda aktitvdeuma importida. Mdnest
aluselisest aminohappest koosnev tuuma lokalisatsisignaal NLS identifitseeriti
esimesena SV40 T antigeenil importirga interakteeruva motiivina (Goldfadb al
1986). BPV-1 E1 omab N-terminuse lédhedal kahedshlisS-i (Lenget al 1994,
Lentzet al 1993). Klassikaline NLS-s6ltuv import tuuma orh&astmeline protsess.
Esimeses etapis toimub tuuma transporditava vaégstamine tema NLS jarjestuse
kaudu importiin o/p kompleksiga, millele jargneb seostumine tuumapoori
kompleksiga. Teises etapis toimub translokatsidgisi membraani, kus Ran-GTP
interaktsiooniga vabastatakse kompleksist imporfiif(Gorlich and Kutay 1999,
Macara 2001). Inimesel on 6 importinvalku @1, a3, a4, a5, a6 jaa7) (Hogarthet

al. 2006), millest kolmel o3, a4 ja a5) on naidatud interaktsioon BPV-1 El-ga
vitro. Voimalik, et kain vivo tingimustes kasutatakse E1 tuuma transportimiseks

importiin o/p rada (Bianet al 2007). o/f transpordi kasutamine E1 puhul on
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kooskolas ka teiste uuringutega, kus kirjeldatakstmete teiste papilloomiviiruse
valkude — L1 (HPV-11, HPV-16 ja HPV-45), L2 (HPV)lfa E6 (HPV-16) —
transportimist tuumal/Bl raja kaudu (Darshagt al. 2004, Le Rouxand Moroianu

2003, Nelsonet al. 2002, Nelsonet al 2003, Nelsonet al. 2000). Tundub, et
papilloomiviirused kasutavad pdhilise mehhanismswremate viiruslike valkude

transportimiseks tuuma NLS-sdltuvdp rada.

Efektiivne import tuuma on sageli modulleeritud tasfortleerimisega (Janand
Hubner 1996) vdi sumolileerimisega (Teetnial 2004). E1 valgu lokalisatsiooni ja
repliatsiooni aktiivsust reguleerivad tsukliin/téiiieséltuvad kinaasid (cdk-d). HPV-
11 ja BPV-1 E1 valgud seonduvad tsukliin E-ga kdafmsusegaln vivo BPV-1 E1
valgu fosforileerimine tsukliin E/cdk2-ga tdstalnte eksporti tuumast valja (Hsi
al. 2007). Samas HPV-11 puhul on E1 fosforuleerimid&2 poolt oluline tuumas
pusimiseks ja efektiivseks replikatsiooni initsie@seks viiruseorigin-ilt (Denget al
2004, Linet al 2000, Maet al 1999). HPV-11 E1 omab nelja potentsiaalset tgikli
kinaasi fosforuleerimissaiti: S89, S93, S107 jag,46illedele kbigile jargneb proliini
jadk (Joonis 7). S107 asub potentsiaalse tuumaoekisgignaali laheduses ning
fosfortileerimine S107-st tsukliin E/cdk2 vdi tsikliA/cdk2-ga inaktiveerib tuuma
ekspordi signaali NES (Dengt al 2004).In vitro tingimustes on néidatud, et E1
valku fosforileerivad kas cdk 2 voi cdkl kompleksidbiva tsukliiniga, kuid ei
fosfortleeri tsukliin D/cdk4 kompleks (Met al 1999). Seega on E1 valk tuumas vaid
S ja G2 faasis, kui cdk2 ja cdkl on aktiivsed, iaeles seeldbi E1 valgu tuumas
sdilimise ja HPV DNA replikatsiooni peremehe rakikdgya. Fosforileerimine S89 ja
S93-st MAPK, ERK v6i JNK-ga on kriitiline etapp &fevseks E1 importimiseks
tuuma (Yuet al 2007). Enamik E1-st lokaliseerub tsutoplasmasnhutieeritakse kas
NLS motiiv, MAPK substraadi sait voi MAPK sidumiseotiiv. Siiski toetasid NLS
mutatsiooniga E1 valgud modningal maaral transiémsaikatsiooni. limselt osa E1
valgust imorditakse tuuma tugevat NLS signaali omakl valgu funktsionaalse
partneri, E2 ,kukil’(Zouet al. 2000).
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3.2.25. E1 valgu transleerimine poliutsistroonseltmRNA-It ning E6, E7

lugemisraamide tahtsus E1 valgu ekspressioonil

Papilloomiviiruse replikatsioonivalgu E1 ekspressitase on osutunud madalaks,
kui E1 ORF on kloneeritud vektorisse ilma kulgngugestuseta (Remm et al. 1999).
Ekspressioonitase tduseb maérgatavalt kui E1 avligemisraami ette vektoris on
kloneeritud 700-900 bp-ne jarjestus HPV genoorMajalikuks osutunud ala sisaldab
kahte avatud lugemisraami E6 ja E7 valkudele nigpanii viruse genoomis, kui
kunstlikes E1 ekspressioonivektorites, vahetulteeiil ORF-i. Kompaktses HPV
genoomis paikneb ainus varajane promootor E6 geesi ning sellelt toimub
varajaste geenide E6, E7, E1 ja E2 ekspressioohNAcRloneerimise ja pdord-
transkriptaas PCR-iga on selgunud, et mitmed HP&ahskriptid kodeeritakse
bitsistroonselt voi politsistroonselt mMRNA-It (Dbaret al 1990, Rohlfet al 1991,
Shermanet al 1992). Naiteks HPV-18-| ekspresseeritakse E1w&lb, E7 ja E1
sisaldavalt mRNA-It (Remm et al. 1999).

Paljud DNA viirused, nagu naiteks SV40 (Fanning&3houryet al. 1980, Whalen
et al 1999) ja inimese adenoviirused (tudp 2, 11 ja k&3utavad geeniekspressiooni
reguleerimiseks mMRNA splaissingut (Chetval 1979, Kanopka&t al 1998, Larsson
et al 1991). HPV-31 puhul arvatakse, et E6 ORF-is 212-#t juures paikneva
introni splaissing vOib mojutada E1 ja E2 geenie&spiooni. E6 avatud
lugemisraamis tehtud splaissdoonor voi -aktseptatatsioonid vahendavad HPV-31
genoomi transientse DNA replikatsiooni taset (Themtaal 1999). limselt |abivad
enamik E1 kodeerivatest mRNA-dest splaissingu E6F-®@Rja viiruse DNA
replikatsioon on maha-reguleeritud introni splarssia jatmisega (Huberand
Laimins 2002). Kogu EG6 introni jarjestuse puudumiee viinud aga korge
replikatsiooni efektiivsuseni, mistbttu voib arvagt splaissing E6 ORF-is ei ole
ainuke negatiivne E1 ekspressiooni reguleerimiseetote E6 introni 3" otsa
asendamisel heteroloogse introniga toimus repiais vorreldes metsiktitpi HPV-
31 genoomiga, samavaarselt. mMRNA splaissingu m®tsgib suurendada E1
kodeeriva mRNA stabiilsust ja on seega vajalik efedeks E1 protsessimiseks
(Hubertand Laimins 2002).
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,Korge riskiga” (HPV-16, -18 ja -31) ja ,madala kiga” (HPV-11, -6)

papilloomiviirustel on E6 lugemisraamis leitud &ttwurne erinevus. ,Korge riskiga”
HPV-del esineb E6 avatud lugemisraamis intron (@A) ning splaissitud MRNA
produkti nimetatakse E6*I mRNA-ks (Smotkiand Wettstein 1986). ,Madala
riskiga” HPV-del E6 ORF-is intronit ei ole ning E@s asuvalt promootorilt (HPV-11
Pog) slinteesitakse vaid taispikka polltsistroonset WRIN ,Madala” ja ,kdrge”

riskiga HPV-de erinevusi E6 avatud lugemisraamisiontud eelkdige onkovalgu E7
protsessimise seisukohast l&htudes (Staeeyal 1995). Replikatsioonivalgu E1

protsessimise eriparast ,madala riskiga” HPV-ddé iiani eriti midagi teada.

HPV-16 HPV-11
] E7 = 5| E7
"E6 B E6 ErEEeE
mRNA mRNA
97 90 _
— » E67 k »  E67

97 226 409

*——\/ } —»  P264

Joonis 10. HPV-16 ja HPV-11 osaline genoomne organisatsiaormRNA struktuurid.

v
m
[}
N
5

Ulemine rida mélemal tulbal naitab E6 ja E7 avalugemisraamide paigutust genoomis.
Nooltega jooned tahistavad tekkivaid mRNA struk&uring numbritega on margitud

promootorite asukohad ja splaissingu kohad mRN3th¢eyet al. 1995).
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EKSPERIMENTAALNE OSA

1. TOO EESMARGID

Produktiivse elutstikli jooksul on HPV avatud lugemmamid ekspresseeritud
polutsistroonse mMRNA-na kahelt viiruslikult promoolt — (ks neist on varajane
promootor, mis on diferentseerumisest séltumatug teine on hiline promootor, mis
aktiveeritakse peale peremeesraku diferentseerumpianulooskihi ja sarvkihi
rakkudeks. Viiruse DNA replikatsiooniks ja perenra&s ule kontrolli saavutamiseks
vajalikud varajased valgud — E1, E2, E6, E7, ES5kspeesseeritakse esmalt E6
lugemisraami ees paiknevast diferentseerumisesinsatult promootorilt. Rakkude
suundumisel diferentseerumisele lilitatakse si§savatud lugemisraamis asuv hiline
promootor, millelt transkribeeritakse replikatsidan  ning kapsiidi
assambleerumiseks vajalikke valke. Looduslikes inogtes hoiab viirus oma
pohilise replikatsioonivalgu E1 taset madalal, é8steda vaid siis kui on vaja kiirelt
oma genoomi koopiaarvu suurendada — naiteks naksguahgfaasis jatkusuutlikuks

paljunemiseks, voi hilisemas faasis virionide adsasrumiseks.

Labori tingimustes on tdestatud, et papilloomivsieu DNA replikatsiooniks on
minimaalselt vajalikud viiruslikud elemendid remikioonivalgud E1 ja E2 ning
nende seostumiskohti omavigin-i piirkond DNA-I. MOned aastad tagasi tehti meie
laboris kindlaks, et korgetel E1 tasemetel muutuBVB URR-i sisaldavatelt
plasmiididelt l&htuv replikatsioonilaad — lllitusk Umber ebattlpilisele
replikatsiooni moodusele, mille tulemusel toimubgdu origin-i piirkonna
Ulereplikatsioon. Tulemuseks saadakse palju eringwarusega URR piirkonda
sisaldavaid lineaarseid fragmente (Manetkal 2002). Need fragmendid sarnanevad
oma Uulesehituselt emakakaelakartsinoomi rakkudestd integreeritud HPV-de
jarjestustega, millest tekkis htpotees, et sarhasede papilloomiviirusega voiks ka
inimese  papilloomiviiruste puhul kdrgetel E1 valgkontsentratsioonidel
pohimotteliselt aset leida tasakaalust valjaviidusibulakoore-titipi DNA
replikatsioon. Viimastel aastatel on meie labonaéstunud konstrueerida efektiivselt
HPV-11, -16 ja -18 taispikka E1 valku ekspresseetivektorid. Need konstruktid
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voimaldavad meil stisteemsemalt uurida ja vorreloadala” (HPV-11) ja ,kdrge”
(HPV-16 ja -18) riskiga HPV-de DNA replikatsiooni.

Minu t66 eesmargiks oli testida konstrueeritud HPN-HPV-16 ja HPV-18 E1
ekspressioonivektorite moju vastava HPV subtltbi RURIasmiidilt |ahtuvale
transientsele DNA replikatsioonile teise viirusvalg§2 juuresolekul. Lisaks puian
mimikeerida viiruse varajast ja hilist promootoktinstlike promootoritega ning
selgitada vastavalt mono- ja poliutsistroonseteltNARIelt ekspresseeritavate E1

valkude protsessimise eriparasid.
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2. MATERJAL JA METOODIKA

2.1. Rakuliinid ja s66tmed

To0s kasutati rakuliine CHO (hamstri rakuliin) j&lka, mida kasvatati vastavalt F12
s6otmes (Sigma) ja IMDM séotmes (GibcoBRL), kuhulishtud 10% vasika loote
seerumit (Sebak) ning antibiootikumi penitsilliihD0 IU/ml ja streptomutsiini 100
ng/ml segu. Rakke inkuberiti 37°C ja 5% £6isalduse juures. Transfektsiooniks
kasutati 80-90% konfluentsuseni kasvanud rakkudelgate (~2 x 19 rakku),
transfektsioon viidi labi elektroporatsiooni meetodGene Pulser XCell
elektroporaatori abil (Bio-Rad Instruments), katudapinge oli 220 V ja mahutavus

975 uF. Poratsioonijargselt kanti rakud 60 mm kdtekui plaatidele.

2.2. Kasutatud plasmiidid ja valkude ekspressioonektorid

1. pQM-NTag/Ai+ (Quattromed Ltd.). Sisaldab CMV promootorit, 3F12
epitoop tag’i.

2. 11Liider-. E1 ekspressioonivektor, kuhu on kloneeritud HRAVHA1 geeni
jarjestus (viiruse genoomist nukleotiidid 823 ka@i81). E1 geeni alguses 4.
koodoni juures olev pdhiline splaiss-doonor saiG@T) deleteeriti ning selle
asemele lisati gripiviiruse hemaglutiniini (HA) époptag. HA-tag viidi sisse
ka  koikidele teistele HPV-11, HPV-16 ja  HPV-18 E1l
ekspressioonivektoritesse (plasmiidid punktideg.3-9

3. 11Liider- AM+. E1 ekspressioonivektor, kuhu on kloneeritud HRVH1L
geeni jarjestus (HPV-11 genoomist nukleotiidid 8R@ni 2781). Punkt-
mutatsiooniga on rikutud E1 geenis olev splaisseitor sait (2622 nt juures)
— ACA — ACC.

4. 1l1Liider+. E1 ekspressioonivektor, kuhu on kloneeritud HRVEB, E7 ja E1
geeni jarjestused (nt 102 kuni 2781). E6 ja E7 wVdigemisraamidesse on
ATG koodon rikutud ning E6/E7 jarjestus kaitub kiderjarjestus E1 geeni
ees. ATG koodon on rikutud ka kéikides teistes HRV-HPV-16 ja HPV-18
liderjarjestusega E1 ekspressioonivektorites (plad punktides 5, 7, 9).
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5. 11Liider+ AM+. E1 ekspressioonivektor, kuhu on kloneeritud HRVES,
E7 ja E1 geenide jarjestused (nt 102 kuni 2781 nkRmutatsiooniga on
rikutud E1 geenis olev splaiss-aktseptor sait (2@2Rures) — ACA— ACC.

6. 16Liider-. E1 ekspressioonivektor, kuhu on kloneeritud HFVHEL geeni
jarjestus (HPV-16 genoomist nukleotiidid 859 kuBiL2).

7. 16Liider+. E1 ekspressioonivektor, kuhu on kloneeritud H®VEB, E7 ja E1
geenide jarjestused (HPV-16 genoomist nukleoti@Bdkuni 2814).

8. 18Liider-. E1 ekspressioonivektor, kuhu on kloneeritud HRBVHAL geeni
jarjestus (HPV-18 genoomist nukleotiidid 944 kuBB2).

9. 18Liider+. E1 ekspressioonivektor, kuhu on kloneeritud HRBVESB, E7 ja E1
geenide jarjestused (HPV-18 genoomist nukleotiid8 kuni 2887).

10.pQMNE2HPV11. Ekspressioonivektorisse on kloneeritud HPV-11dge2ni
jarjestus (HPV-11 genoomist nukleotiidid 2723 kBBR6).

11.pQMNE2HPV16. Ekspressioonivektorisse on kloneeritud HPV-16dge2ni
jarjestus (HPV-16 genoomist nukleotiidid 2756 k@8b3).

12. pQMNE2HPV18. Ekspressioonivektorisse on kloneeritud HPV-18dge2ni
jarjestus (HPV-18 genoomist nukleotiidid 2817 k88iL4).

13.pUCURRypy11. Sisaldab HPV-11 URR piirkonda (HPV-11 genoomist
nukleotiidid 7022 kuni 94) pUC19 vektoris.

14. pUCURRypv16. Sisaldab HPV-16 URR piirkonda (nt 6361 kuni 282)C19
vektoris.

15.pUCURRypy1s. Sisaldab HPV-18 URR piirkonda (nt 6929 kuni 1p4)C19
vektoris.

16.pM11E1. Sisaldab 3F12 epitoopi, mis asub valgus neljaardaohappejaagi
jarel, ning HPV-11 E1 jarjestust (nt 832 kuni 278filles on muteeritud
splaissingukohad positsioonides 847 ja 2622.

17.pRL-TK (Promega). Sisaldab HSV tumidiinkinaasi promodtdkimaarset

intronit jaRenillalutsiferaasi geeni.
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2.3. Konstrueeritud E1 ekspressioonivektorid

HSV TK
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poly A
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Joonis 11. pRL-TK vektorist introni kloneerimisskeem 11 Lide AM+ E1
ekspressioonivektorisse. Tombi  kloneerimise tuleehussaadi kaks uut E1
ekspressioonivektorit, kus thel juhul on, CMV pratwi ja E1 valku kodeeriva jarjestuse

vahele, ligeerunud 1 intron ning teisel juhul Zomit.

pRL-TK vektori kimaarse introni kloneeriminélindlll ja Nhd enstimidega
11Liider- AM+ plasmiidi Xba saiti, CMV promootori ja E1 valku kodeeriva
jarjestuse vahele. Tombi kloneerimise tulemusel disagkaks uut E1
ekspressioonivektorit:

1. 1l-intron — AM+, kus CMV promootori ja E1 valku kodeeriva jarjestu

vahele ligeerus uks intron.
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2. 11-intron -— AM+, kus CMV promootori ja E1 valku kodeeriva jarjestu

vahele ligeerus kaks intronit.

2.4. Transfektsioon elektroporatsiooni meetodil

Uhe transfektsiooni jaoks vdeti tks 100 mm labimégal koekultuuri tass 80-90%
konfluentsuseni kasvanud rakke (~2 x° ¥@kku). Tassidelt eemaldati s66de ning
rakke pesti 2 korda 1x PBS’iga, seejarel lisatdst kohta 2 ml 0,25% tripsiinilahust
ja oodati, kuni rakud plastiku kuljest lahti tuli®@akud koguti koos tripsiinilahusega
50 ml koekultuuri tuubi, mis sisaldas 5 ml s66daiube tsentrifuugitiEppendorf
Centrifuge 5810 Rsentrifuugiga 1000 rpm 20°C juures 10 minutito&& eemaldati
ning rakud suspendeeriti transfektsiooniks vajaikusddtmehulgas (Uhe
transfektsiooni kohta 25@), millele oli lisatud NaBES puhvrit Idppkonsernsaonini
5mM. Kuvetti lisati rakususpensioonile Quf kandja DNAd ¢arrierDNA; I6he voi
heeringa spermi DNA) ning uuritav plasmiidne DNAramsfekteerimiseks kasutati
Gene Pulser XCell(Bio-Rad Instruments) elektroporaatorit. Mdlemaswatud
rakuliini puhul rakendati 220 V pinget ja 97%. Seejarel pipeteeriti klivetti varsket
s6odet, rakud suspendeeriti ning kanti 15 ml kaekwi tuubi, mis sisaldas 4 ml
sO0ddet. Tsentrifuugiti 1000 rpm 20°C juures 10 rtitns6dde aspireeriti ning rakud
resuspendeeriti varskes sootmes ning kanti 60 mm 100 mm |dbimddduga

koekultuuri tassidele.

2.5. Eukartootsetest rakkudest episomaalse DNA eddmine Hirt luusi

meetodil

Rakkudelt eemaldati s6dde ning tasse pesti 2 kdxRRBS-iga. PBS-i jaagid
aspireeriti ning rakkudele lisati 0,8 ml Hirt lGUshust (0.5% SDS, 50 mM Tris pH
8.0, 10mM EDTA). Rakke inkubeeriti tassidel toatemgtuuril 15 minutit. Seejarel
lisati 0,2 ml 5M NaCl lahust I6ppkontsentratsioaniiM. Tasse hoiti 4°C juures
Ule66. Lusaat koguti kummispaatliga mikrotsentrguutuubidesse ning fuugiti
lauatsentrifuugiga Heareus Biofuge Fresyol5 minutit 13 000 rpm 4°C juures.

Supernatant pipeteeriti uude mikrotsentrifuugi iuning DNA sadestati 0,6 ruumala
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isopropanooliga. Seejarel tsentrifuugiti 13 000 i@ juures ja sade vdeti Ules 0,2
ml Sol IV (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NacCl, 10MnEDTA, 0,2% SDS), kuhu
oli lisatud proteinaas K I6ppkontsentratsiooniri Qg/ul ning inkubeeriti 30 minutit
56°C juures. Seejarel lisati fenool:kloroformi segi:1), segativortexil ning
tsentrifuugiti 2 minutit 13 000 rpm. Ulemine vesifa tosteti uude tuubi ja
nukleiinhapped sadestati 2,5 ruumala 96% etanqohigéti 30 minutit -20°C juures
ning fuugiti 10 minutit 13 000 rpm. DNA sade pesii% etanooliga, tsentrifuugiti 3
minutit 13 000 rpm, kuivatati ning suspendeeriti BOTE-s, mis sisaldas 20g/ml
RNaas A-d. Lahust inkubeeriti 37°C juures 1 tund.

2.6. Replikatsioonianaltits $outhern blot meetodil)

Hirt [00si meetodil eraldatud episomaalset DNA-dtri&teeriti Dpnl-ga, mis I6ikab
katki rakkudesse elektroporeeritud ja seal mitmitseeerunud bakteriaalse paritoluga
metuleeritud plasmiidse DNA. Lisaks restrikteeptioove lineariseeriva ensuimi
Hindlll. Restriktsioon kestis 18 tundi temperatuuril °@7 DNA lahutati geel-
elektroforeesil 1% agaroosgeelis 1XTAE puhvris. |@eaatureeriti lahuses A (0,5 M
NaOH, 1,5 M NaCl) 30 minutit, loputati destilleerit veega ning neutraliseeriti
lahuses B (1 M Tris pG 7.4, 1,5 M NaCl) 30 minutNA kanti geelilt filtrile
(Hybond-N+, Amersham Pharmacia Biot¢ckapillaarse ulekande meetodil ning
seoti filtriga UV Stratalinker 1800 (Stratagene) il.abKdigepealt blokeeriti
mittespetsiifiline seondumine prehibridisatsioogisgga (6x SSC, 5x Denhardti
reaktiiv, 0.5x SDS, 200 pg/ml kandja DNA, mis demaeriti enne 100°C 10 minutit).
Prehubridisatsioon toimus 1 tund 65°C juures. Sekfdibridiseeriti filter spetsiifilise
prooviga, mille valmistamisel kasut@ecalLabel™ DNA Labeling Kiti (Fermentas)
ja radioaktiivseta®*’P-dCTP (Du Pont NEN). Hubridisatsioon kestis 12-20 tundi
65°C juures ning seejarel pesti filtrit 3 kordarhutit pesulahusega | (2xSSC, 0,1%
SDS) ja 3 korda 15 minutit pesulahusega Il (1xSSC1% SDS).

Hubridisatsioonisignaal detekteeriti eksponeerideg rontgenfilmile (Fuiji).

2.7. Valkude ekspressiooni analtiid/Nestern blot meetodil)

Rakkude Ilugemine: Enne valguanaliisi loeti rakud kasutades Burkeri

hemotsitomeetrit. Selleks eemaldati tassidelt sdimig rakke pesti 2 korda 1xPBS-
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iga. Seejarel lisati plaatidele 1 ml PBS-EDTA lahuBarast 10 minutilist
inkubatsiooni toatemperatuuril suspendeeriti ralalisesse ning tésteti 1.5 ml tuubi.
20 pl saadud suspensioonist eraldati rakkude luggksining Ulejddnud tsentrifuugiti
3000 rpm juures 2 minuti jooksul pohja.

Peale tsentrifuugimist aspireeriti sé6de ning rakdeti Ules 45 pl 1XxPBS-is ja ludsiti
45 ul 2xLaemmlipuhvris (100mM Tris-HCI pH 6.8, 200mM DTT, 4% SD&2%
broomfenoolsinine, 20% glutserool). Lisaat kuumutamperatuurii 100°C 10
minutit ning fuugiti 13 000 rpm 10 minutit. Supetaindis olevad valgud lahutati
geelelektroforeesil 10% SDS-poluakridlamiidgeekSDRS jooksupuhvris (125 mM
Tris, 0,96 M glutsiin, 0,5% SDS). Valgud kanti gseelile 0.45 pum poori
labimddduga PVDF filtrile Immobilol! (Millipore) semi-dry tilekandepuhvris (48
mM Tris, 39 mM glutsiin, 0,037% SDS, 20% etanoaplkuivas ulekande aparaadis
(“Bio-Rad Instrument}y pingel 15V 45 minuti jooksul. Filter blokeeritl tunni
jooksul 5% 16ssipulbri lahuses 1xPBS-is. Jargnevaikubeeriti filtrit E1
detekteerimiseks peroksitidaasiga konjugeeritud 12€p@itoobi vastase antikehaga
3F10-HRP (Roche) (lahjendus 1:1000) 1 tund 2% pasisii lahuses. Seejarel pesti
filtrit 15 minutit pesulahuses (50 mM Tris-HCI pH.57 150 mM NaCl, 0,1%
Tween20), vahetades lahust 5 korda. Signaal detékt€CL™ kiti (Amersham
Pharmacia Biotech) abil, eksponeerides filtrit gamtfilmile (Fuji).

2.8. Immunofluorestsents analiits

Tassidelt eemaldati s66de ning rakke pesti 2 kdrd2BS-iga. Rakud fikseeriti kas
metanool-atsetooni voi 4% paraformaldehitdiga (PAgtanool-atsetooni seguga
tasse hoiti -20°C juures 10 minutit, PFA-ga tassategmp. 10 minutit. Tassidelt
eemaldati fikseerimissegud ning PFA-ga tasse R&shi minutit 0.2% PBS-Triton X-
100 lahusega. Seejarel pesti kdikide fikseerimigambte puhul tasse 3x 5 minutit 1x
PBS-iga. Mittespetsiifiline seondumine blokeeri@ @inuti jooksul 1xPBS’iga, kuhu
oli lisatud 0.1% BSA. Blokeerimislahus eemaldathgnikatteklaasidele fikseeritud
rakke inkubeeriti primaarse 12CA5 epitoobi vasthse HA-7 antikehaga (Sigma)
(lahjendus 1:1000) 1 tund PBS-BSA lahuses. Katedé pesti 3x 5 minutit 1XPBS-
iga. Sekundaarse antikehana kasutati hiire immuatadini (Ig) vastast Alexa 488
konjugeeritud antikeha (Invitrogen) (lahjendus DQAO0/6i 1:10 000). Inkubeeriti 1
tund PBS-BSA lahuses ning pesti 3x 5 minutit 1xR§s- Alusklaasidele lisati
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vastavalt katteklaasi suurusele sulundusvedelikklbM TrisCl pH 8.0, 50%
glutserool) ning Kkatteklaasid asetati rakuallapoole alusklaasidele. Liigse
sulundusvedeliku eemaldamiseks ja katteklaasideniteimiseks vajutati neile

moddukalt paberkateratiga peale. Proove kuivatatidipimedas 4°C juures.

2.9. RNA analtis

RNA eraldamine: RNA eraldamiseks kasutati TriZoReagenti (Invitrogen). Selleks
eemaldati tassidelt s6dde ning rakke pesti 1xPBS-igsati 2 ml Trizol lahust,
suspendeeriti mdned korrad ning lahus koos lulsuakkudega tosteti 2x 1.5 ml
tuubidesse. Inkubeeriti 5 minutit toatemperatulisiti 0.2 ml kloroformi, segati 15
sekundit ning inkubeeriti uuesti 2-3 minutit toaf@@matuuril. Seejarel tsentrifuugiti 11
600 rpm (12 000g) 15 minutit 4°C juures ning Uleeniresifaas tGsteti uude tuubi.
RNA sadestati 0.5 ml isopropanooliga, inkubeerfdi rinutit toatemperatuuril ja
tsentrifuugiti 11 600 rpm 10 minutit 4°C juures.p@matant eemaldati ja sadet pesti 1
ml 75% etanooliga, segatortexil ning tsentrifuugiti 5000 rpm 5 minutit 4°C jues.
RNA suspendeeriti vastavalt sademe hulgale RNa#sas/ vees ning inkubeeriti 10
minutit 55°C juures. RNA kontsentratsioon ja pubste méddetBpektophotometer

ND-100 (NanoDrop) aparaadiga.

RNA siintees cDNA-ks:.cDNA slinteesiks kasutdfgirst Strand cDNA synthesis kit
(Fermentas) ja 1 pg transfekteeritud CHO rakkudeatdatud totaalset RNA-d.
Praimeriks kasutatkit-is olevat Oligo(dT) praimerit. Ulejaanud siinteesmius

vastavalkit-is ettenahtud protokollile.

cDNA-It CMV promootori ja E1 ORF-i vahelise ala lles amplifitseerimine
PCR-i segu:
1. 10x Taq polumeraasi puhver 2.5 ul

2. 2 mM dNTP mix 2.5 pl

3. 25 mM MgCI2 2 ul

4. pCGSeq2 praimer 1l

5. 11E1 Backwl praimer 1l

6. cDNA voi plasmiidne DNA 1 ul/20 pg
7. Taq polimeraas 0.3 ul

31



8. H20 14.7 pl
PCR-i programm:

1. 96°C 3 minutit

2. 95°C 1 minutit

3. 63°C 30 sekundit
4, 72°C 1 minutit
5 GoTo?2 Rep 35

6. 72°C 10 minutit
7. Hold 15°C

Saadud PCR-i produktid lahutati geel-elektroforle@s8% agaroosgeelis 1x TAE

puhvris.
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3. TULEMUSED

3.1. HPV-11, -16 ja -18 E1 valgu ekspressioon erivetelt E1

ekspressioonivektoritelt

BPV-1-| on taispika E1 valgu stinteesimine labogtmustes suhteliselt hdlbus, HPV-
de puhul on aga korge tadispika E1 valgu ekspressie&itanud mitmesuguseid
probleeme nii meie kui teistes laborites. Loodwesdikingimustes kasutab viirus E1
reguleerimiseks alternatiivset splaissingut, mist@&namik kipsetest E1 mRNA-dest
sisaldab vaid osa E1 kodeerivast jarjestusest. rbéde E1 vormid ei ole aga
voimelised taispikka E1 valku replikatsiooniprotsissasendama. HPV-11-| ja HPV-
18-1 pdhilise splaissingu doonorsaidi muteerimirfe ialgu 4. koodoni juures tostis
taispika E1 valgu taset méargatavalt (Dext@l 2003). Meie laboris valjatoétatud E1
ekspressioonivektorites on pdhilise splaissingundosaidi muteerimine lahendatud
kavalalt — selle asemele on sisse viidud gripigérunemaglutiniini epitoogag,
millega on vBimalikWestern bloimeetodil detekteerida ja vorrelda HPV-11, -16 ja -
18 E1 ekspressioonivektoritelt siinteesitavate Hdude tasemeid kasutades Hag

i vastast antikeha 3F10-HRP.

Vottes arvesse asjaolu, et looduslikes tingimutigsub viiruse elutsikli jooksul E1
valgu ekspressioon kahelt erinevalt viiruslikultomrootorilt, konstrueeriti meie
laboris kaks komplekti CMV promootorit sisaldav&d ekspressioonivektoreid kdigi
kolme erineva HPV tarvis (Joonis 12 A). Esimeselmktektii E1 vektoritel
mimikeerib CMV promootor varajast viiruslikku prowiorit, paiknedes EG6
lugemisraami ees ja transkribeerides E6, E7 ja RE-© sisaldavat polltsistroonset
MRNA-d (Liider+). Viirusel suinteesitakse sellelt MR-t lisaks E1 valgule ka E6 ja
E7 valke. Meie laboris on konstrueeritud lisaks sikiiipi (E6 ja E7 valkude
kodeerivaid jarjestusi sisaldavatele) E1 ekspresskonstruktidele ka E1
ekspressioonivektorid, mille puhul deleteeriti E6 E7 ORF-idel ATG koodonid.
Deletsiooni tulemusel ei slnteesita nendelt vetdibrionkovalke E6 ja E7. Kuna
antud t60s vaadeldakse HPV-de DNA replikatsioonilenpuhul E6 ja E7 valke vaja
ei ole, kasutati E1 ekspresseerimiseks E6/E7 AHGkonstrukte. Teisel komplektil

E1l vektoritel voiks CMV promootor mimikeerida vise hilist promootorit, mis
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paikneb E7 lugemisraamis vahetult E1 valku kodeema ees, transkribeerides

monotsistroonset, ainult E1 ORF-i sisaldavat, mRiN@4ider-).

HPV-16 ja HPV-18 E1 ekspressioonivektoritelt efefsieks taispika E1 valgu
ekspresseerimiseks Ulaltoodud modifikatsioonidesap (Joonis 12 C). HPV-11-I
tekib aga lisaks taispikale E1 valgule ka lihent&ldvorme (Joonis 12 B, splaissitud
E1l signaal). Varasemad andmed on naidanud, etlibedchad E1 vormid korjavad
rakususteemist valja tsukliin E/CDK komplekse nimdpibeerivad naiteks HelLa
rakkudes HPV transientset DNA replikatsiooni (leh al. 2000). Tsukliin E/CDK
kompleksid on vajalikud E1 valgu post-translatsibeeks modifitseerimiseks ja
replikatsioonifunktsioonide aktiveerimiseks. Efekdeks taispika E1 valgu sinteesiks
ja kontrollimaks, kas replikatsiooni inhibitsioon geotud alternatiivse splaissinguga,
muteeriti HPV-11 E1 konstruktidel splaissingu akteesait algusega 2622.
nukleotiidist, mille tulemusel ei stnteesita tragkiid E1 valke (vordle splaissitud
E1 signaali Joonisel 12 B radadel 4 ja 7 v0i 103a

E1l valgu ekspressioonitasemete hindamiseks HPVHRY-16 ja HPV-18 E1
konstruktidelt transfekteeriti need CHO rakkude&s® 5.0 ja 10.0 pug-s kogustes.
Info kasutatud E1 ekspressioonikonstruktide (1ldmid11Liider- AM+, 11Liider+,
11Liider+ AM+) kohta on esitatud peatikis ,Materalmetoodika” ning skeemid on
valja toodud joonisel 12 A. Kuna E1 valgu ekspressikatsed on teostatud
paralleelselt replikatsioonianalliisidega, on raldese transfekteeritud koos E1
ekspressioonivektoritega ka 5.0 ug E2 ja 0.5 pg WRRmiIidid. 24 tunni mé6dudes
eraldati rakkudest totaalne valgulisaat. Vorreltlatalemuste saamiseks loeti enne
lGusimist rakud ning lugemistulemust arvesse vokiasti foreesile 50 000. rakule
vastav kogus lUsaati. Seejarel anallusiti E1 vaggemedWestern blotmeetodil

kasutades HAag-i vastast spetsiifilist antikeha 3F10-HRP.
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Joonis 12 (A) Kasutatud, CMV promootorit sisaldavad, E1 ekspoessvektorite skeemid,
mis erinevad Uksteisest HPV tlve, E6 ja E7 avatugerhisraamide olemasolu ning
aktseptormutatsiooni sisseviimise poolef8) HPV-11 ja (C) HPV-16 ning HPV-18
gripiviruse hemaglutiniini (HA) epitoopi sisaldaedt E1 konstruktidelt ekspresseeritavate
valkudeWestern bloainallitisid. CHO rakkudesse transfekteeriti 1.0j&XD.0 g-s kogustes
E1l ekspressioonikonstrukte koos vastava HPV 5.CERdga 0.5 pg URR plasmiididega.
Valgullisaat eraldati 24 tundi peale transfektisauing E1 valgu tase detekteeritiestern
blot analtsil 3F10-HRP antikehaga. PilBiHPV-11 E1 ekspressioonikonstruktidelt Liider-
(rajad 2-4), Liider- AM+ (rajad 5-7), Liider+ (rajad8-10 ja Liider+ AM+ (rajad11-13
sunteesitud E1 valgud. PildiC HPV-16 (rajad 2-7) ja HPV-18 (rajad 8-13 E1
ekspressioonikonstruktidelt Liider- (rajét4 ja 8-10 ning Liider+ (rajad5-6 ja 11-13

suinteesitud E1 valgud.
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Joonisel 12 B ja C on nédha, et kodikidelt konstritedrE1l ekspressioonivektoritelt
toimub taispika E1 valgu ekspressioon. Vorreldesskdpressioonivektoreid ja neile
vastavaid E1 valgu tasemeid on naha, et HPV-11 Ipoitmavad kdrgemat E1 taset
monotsistroonselt mMRNA-It (Liider-) stnteesitud t#lgud (vordle omavahel pildi B
radasid 2-4 ja 5-7 ning 8-10 ja 11-13). Samas HBY-lja HPV-18-l
ekspresseeritakse E1 efektiivsemalt polutsistrdonggRNA-It (Liider+) (vordle
omavahel pildi C radasid 2-4 ja 5-7 ning 8-10 jalB). Siinkohal vbivad olulist rolli
mangida E6 ja E7 jarjestuses asuvad regulatoorssdeadid, mis ,kbrge riskiga”
papilloomiviirusetel omavad E1 protsessingul posst efekti, ,madala riskiga”
HPV-del aga vdivad sarnased regulatoorsed elemeiiidse puududa véi omada

vastupidist — negatiivset efekti.

Efektiivseks transientseks replikatsioonikatseksvaja rakkudesse transfekteerida
vastav E1 ekspressioonivektor, homoloogne E2 ekspenikonstrukt ning
replikatsiooni matriitsina kasutatav HPW¥figin-i piirkonda sisaldav plasmiid. E2
olemasolu rakus aitab E1 valgul spetsiifiliselt rehada viirusgenoomi URR
piirkonnale ning stimuleerida E1 vdimetigin-i lahti harutada (Gilletteet al 1994,
Sandersand Stenlund 2000, Seet al 1993b). Kdikidelt pQM vektorisse sisestatud
HPV-11, HPV-16 ja HPV-18 E2 valku kodeerivateltjggtustelt toimub E2 valgu
suintees tugeva tsutomegaloviiruse IEE (CMV) promootalt. E2 valgu
detekteerimiseks on tema N-terminusse lisatud BA32lepitooptag (3F12). Tagi
lisamine E2 jarjestusse vdimaldab meil detekteelittha valgu taset, rikkumata

seejuures tema funktsionaalseid omadusi (labotdawsata andmed).

3.2. Eri thdpi ekspressioonivektoritelt sinteesitamd HPV-11 E1 valgud

initsieerivad Uksteisest erineva DNA replikatsiooni

Papilloomiviiruste DNA replikatsiooni uurimisel opikka aega kasutatud hea
mudelsusteemina CHO rakuliini. Ka k&esolevas tédstatakse enamik katseid CHO
rakkudes. Antud katse eesmargiks oli uurida, kuidesavad erinevad HPV-11 E1
ekspressioonikonstruktidelt stinteesitavad E1 valgasientset DNA replikatsiooni
reporterplasmiidide URR jarjestustelt CHO rakukiniSelleks kotransfekteeriti

rakkudesse erinevad E1 ekspressioonivektorid kafs gy E2 ja 0.5 pg URR
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plasmiididega. E1 taset rakus reguleeriti ekspoessvektorite tiitrimisega 1.0, 5.0 ja
10.0 pg-ni. E2- jeorigin-i konstruktide kogused valiti eelnevalt teostakaisete
pohjal (avaldamata andmed) ja hoiti kdikides jakgites analoogsetes katsetes
konstantsetena. 24 ja 48 tunni moodudes eraldakudest episomaalne DNA
fraktsioon (madalmolekulaarne), mida t66delDpnl ja lineariseeriva Hindlll
ensuiimiga.Dpnl enstiim fragmenteerib bakteriaalselt metileeri{fuakkudesse
transfekteeritud) plasmiidi ning jatab puutumateagliootsetes rakkudesm situ
replitseerunud DNA. Replikatsioonisignaali detekiteeseks kasutatiSouthernblot
analtidsil radioaktiivselt margitud HPV-11 URR-sjiéts proovi. Parelleelselt
replikatsioonikatsega eraldati rakkudest ka valgadil, millest E1 ekspressioonitase
detekteeritiWestern blomeetodil HAtag-i vastase antikehaga 3F10-HRP (Joonis 12

B).

(o) BN )]
N 2aaqa
(3] o o
o % S O
E1 konstrukt & = Liider - Liider - AM + Liider + Liider + AM +
E1(mg) = & -0 50 100' "10 50 100' 10 50 100' 10 50 100
Ajapunkt (h) = 5 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
R . —— o em——
£
L

1 2 3 456 789 1011 121314151617 1819202122 23 242526272829

Joonis 13.HPV-11 E1 konstruktidelt sinteesitavad E1 valgnidsieerivad episomaalselt
URR plasmiidilt Iahtuvat transientse DNA replikatsni CHO rakkudes Uksteisest erinevalt.
CHO rakkudesse kotransfekteeriti vastavalt 1.0,j&.00.0 pg kogustes HPV-11 E1 Liider-
(rajad6-11), Liider- AM+ (rajad12-17), Liider+ (rajad18-23 ja Liider+ AM+ (rajad24-29
ekspressioonikonstruktid koos 5.0 pg E2 ekspresgwasmiidi ja 0.5 pg pUCURR11
reporterplasmiidiga. Negatiivse kontrollina trarkséeriti rakke ainultarrier DNA-ga (rada
5), suurusmarkerina kasutati 1 kb DNA Ladderit (Fentas) (radd) ja replikatsioonisignaali
markerina Hindlll lineariseeritud pUCURR11 plasmii@lajad 2-4). 24 ja 48 tundi peale
transfektsiooni eraldatud episomaalsest DNAsstestrikteeritiHindlll/ Dpnl-ga, analtusiti

Southern bloteetodil ning hubridiseeriti radioaktiivselt margl HPV-11 URR prooviga.

Joonisel 13 esitatud pildilt on n&haeigin-i plasmiididelt lahtuv DNA replikatsioon
on detekteeritav kdigi nelja E1 konstrukti pooltnstesitud E1 valkude korral.
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Mdddukas DNA replikatsioon toimub monotsistroons@lRNA-It stnteesitud E1
valgu puhul (Liider-) (Joonis 13, rajad 6-17), kuMgestern bloaanallisilt on naha, et
E1l valk ekspresseerub vaga efektiivselt (Joonis B rajad 2-7).
Replikatsioonisignaal on aga tugevam nende E1 dalkupuhul, mida
ekspresseeritakse polutsistroonsetelt mMRNA-deld¢k#) (Joonis 13, rajad 18-29).
Valguanalliis nditab siin aga vastupidist tende(it& B, rajad 8-13) — Liider+
konstruktidelt stinteesitud E1 valkude tase on naaddui Liider- E1 konstruktidelt
stinteesitud E1 valkude puhul. Tekkinud situatsidarg E1 valku ekspresseeritakse
palju, aga replikatsioonisignaal on madal ning wpisli, viitab liiderjarjestuse (E6 ja

E7) olulisele rollile E1 valgu funktsioonide avaidisel.

Aktseptormutatsiooni  sisseviimine  Liider- ja  Liider HPV-11 E1

ekspressioonivektoritesse, mille tagajarjel ei eésita lihemaid E1 valgu vorme,
voiks kirjanduse andmetele toetudes replikatsiddiNvgust tdsta. Minu poolt

teostatud katses CHO rakuliinis ei takista |lUhenkdd vormid transientse DNA
replikatsiooni toimumist (vordle Joonis 13 radaBidl ja 12-17 vOi 18-23 ja 24-29).
limselt ei suuda lihemad E1 vormid asendada repli@niprotsessis taispikka E1
valku (replikatsioonisignaal ei tduse) ning se&kamkureeri taispika E1 valguga ka

tsukliin E/CDK seostumise parast (replikatsioomsigl ei lange).

Lisaks tekitab HPV-11 politsistroonselt mRNA-It sgsitud E1 valk Gle kogu
foreesiraja ulatuva smaari, mis koosneb erinevaysi&ga replikatsiooniproduktidest
(Joonis 13, rajad 20-23 ja 26-29). Smaari esinenunedetekteeritav 48 tunni
ajapunktis, mis viitab, et kuskil 24 ja 48 tunnihea muutub URR plasmiidilt 1&ahtuv
replikatsioonilaad. Sarnaseid erineva pikkusegalikagiooniprodukte on meie
laboris taheldatud ka varem veise papilloomiviirysghul (Manniket al. 2002).

Origin-i ja kulgnevate jarjestuste amplifitseerimist taki ebatttpiline DNA slntees
toimub just koOrgete E1 valgu tasemete juures, kiruse origin-ilt algav

replikatsiooni initsiatsioon laheb kontrolli alt ljga Enamiku né&htavast DNA

replikatsiooni kogusignaalist moodustab Ule fonegagiulatuv smaar.
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3.3. ,Korge riskiga” HPV subtilpide 16 ja 18 Liider- ja Liider+ E1
konstruktidelt slnteesitavad E1 valgud initsieerival URR-i sisaldavalt

plasmiidilt replikatsiooni CHO rakkudes uksteisesterinevalt

HPV-16 ja HPV-18 Liider- ja Liider+ E1 konstruktidérdlemiseks kotransfekteeriti
CHO rakkudesse E1 ekspressioonivektorid koos vast®V subtltbi E2 ja URR
plasmiididega. 24 ja 48 tunni moodudes eraldatikudlest episomaalne DNA
analoogselt eelmise katsega. Paralleelselt repld@tikatsega detekteeriti ka E1
valgu tasemedlVestern blomeetodil (Joonis 12 C¥; eraldatud episomaalsest DNA-
st restrikteeritiDpnl ja Hindlll enstiiimidega ning analtiisBiouthern bloimeetodil.
Hubridisatsiooniproovi stinteesiks kasutati HPV-X6 HPV-18 URR fragmente.
Replikatsioonikatse tulemused on esitatud joorideIMblema ,kdrge riskiga” HPV
tive DNA replikatsioonisignaalid on vorreldavad HRY replikatsioonianaltisiga —
DNA replikatsioon on efektiivsem polutsistroonseiRNA-It (Liider+) stinteesitud
E1 valkude puhul. Kui HPV-11-| toetab monotsistreelh MRNA-It sinteesitud E1
valk URR plasmiidilt Iahtuvat DNA replikatsiooni hvahesel maaral, siis HPV-16-I
ja HPV-18-I ei toimu replikatsioon isegi kdrgetel Easemetel. Vaid vaga vahesel
maaral on replikatsioonisignaali naha HPV-18-l 48ni ajapunktis 10.0 pg-se E1

ekspressioonivektori transfekteerimisel (Joonisrada 24).

Lisaks toimub HPV-16 ja HPV-18 polutsistroonselt NRIt siinteesitud E1 valkude
puhul, sarnaselt eelneva HPV-11 replikatsioonilgdase URR plasmiidide
sibulakoore-tutipi DNA replikatsiooni initsiatsiogdoonis 14, rajad 14,16,18 ja 26,
(28), 30). Jooniselt on naha, et HPV-16 slsteeaisub amplifikatsiooniline DNA
replikatsioon monevdrra efektiivsemalt kui HPV-li8steemis (vordle radasid 13-18
ja 25-30). Samas HelLa rakuliinis, kus HPV genoosad) s.horigin-i piirkond, on
integreerunud peremeesraku kromosoomi, toimub DMNeplikatsioon HPV-18
suisteemis efektiivsemalt kui HPV-16 siisteemis (kaebal 2007).
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Joonis 14.HPV-16 ja HPV-18 Liider- ja Liider+ E1 konstrukét stinteesitavad E1 valgud
initsieerivad episomaalselt URR plasmiidilt lahtuveransientset DNA replikatsiooni
Uksteisest erinevalt. CHO rakkudesse kotransfekitgastavalt 1.0, 5.0 ja 10.0 pg kogustes
HPV-16 (rajad7-18 ja HPV-18 (rajadl9-20 E1 Liider- (rajad7-12ja 19-24 ning Liider+
(rajad18-23ja 25-30 ekspressioonikonstruktid koos 5.0 ug E2 eksppesgplasmiidi ja 0.5
ng pUCURRL11 reporterplasmiidiga. Negatiivse kotitraltransfekteeriti rakke ainuttarrier
DNA-ga (rada6), suurusmarkerina kasutati 1 kb DNA Ladderit (Fentas) (radal) ja
replikatsioonisignaali markerina Hindlll linearisged pUCURR16 (rajad2, 3
pUCURRI18 plasmiidi (rajad4, 5. 24 ja 48 tundi peale transfektsiooni eraldatud
episomaalsest DNA-s¥; restrikteeriti Hindlll/ Dpnl-ga, analtusitiSouthern blotmeetodil

ning hubridiseeriti radioaktiivselt méargitud HPV-URR prooviga.

3.4. HPV-de replikatsioon ja E1 valgu stintees toimuinimese rakuliinis HeLa

sarnaselt mudelstisteemina kasutatud hamstri rakuliiiga CHO.

Minu t66s on enamik koekultuurikatseid teostatudnsi@ munasarjast eraldatud
rakkudes CHO. Meie laboris on HPV replikatsioonmansime uuritud lisaks

mitmetes inimese rakuliinides — HelLa, SiHa, C33A04dt, 293, 143. Hela ja SiHa
rakuliinid on saadud emakakaelavahi rakkudest nielgde rakkude kromosoomi on
integreerunud vastavalt HPV-18 ja HPV-16 genoonaidosC33A ja HaCat rakud on

aga immortaliseeritud inimese keratinotsutdid, kpade HPV DNA-d leitud. Antud

t00s on lisaks CHO rakuliinis teostatud katsetsitagud vordluseks korvale sarnased
katsed Hela rakuliinist. Vorreldavate tulemustensisaks on kéik katse tingimused
jdetud samaks eelnevalt CHO rakuliinis teostatudsdtaga — rakkudesse
kotransfekteeriti 1.0, 5.0 ja 10.0 ug-s kogusteskdpressioonivektorid koos 5.0 ug
E2 ja 0.5 pg URR plasmiididega. 24 ja 48 tunni miilies eraldati rakkudest
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episomaalne DNA. Paralleelselt replikatsiooniansigid teosati ka E1 ekspressiooni

tasemete analiiWestern blomeetodil (Joonis 15 C ja D).

A HPV-11
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Joonis 15. (A)ja (B) on HPV-11, HPV-16 ja HPV-18 replikatsioonianalidlising
(C) ja(D) E1 valgu ekspressiooni analttigi) ja (C) piltide puhul on HelLa rakkudesse
kotransfekteeritud 1.0, 5.0 ja 10.0 ug koguste¥HP E1 Liider- (A rajads-11, C rajad2-

4), Liider- AM+ (A rajad12-17, C rajads-7), Liider+ (A rajad18-23 C rajad8-10) ja Liider+
AM+ (A rajad 24-29 C rajad 11-13 ekspressioonikonstruktid koos 5.0 pg E2
ekspressiooniplasmiidi ja 0.5 pg pUCURR11 repotssmiidiga.(B) ja (D) piltide puhul on
HelLa rakkudesse kotransfekteeritud HPV-16 (B rdj&8, D rajad2-7) ja HPV-18 (B rajad
19-20,D rajad8-13 E1 Liider- (B rajad7-12ja 19-24,C rajad2-4ja 8-10 ning Liider+ (B
rajad 18-23ja 25-30,D rajad5-7 ja 11-13 ekspressioonikonstruktid koos vastava HPV tlve
5.0 pg E2 ekspressiooniplasmiide ja 0.5 pg URRaldavate reporterplasmiididega.

Jooniselt 15 C on néha, et HPV-11-1 toimub nii mismwbroonselt kui
polutsistroonselt mMRNA-It sarnane E1 valgu ekspoess HPV-16-| ja HPV-18-1 on
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aga Liider- konstruktidelt siinteesitava E1 valggetavorreldes politsistroonselt
MRNA-It stinteesitud E1 tasemega, vaevu detektedntardle Joonis 15 D radasid 2-
4 ja 5-7 vdi 8-10 ja 11-13). Analoogne tulemus kaja ka replikatsioonianaltilsis —
kui HPV-11-l on 10.0 pg-se E1 ekspressioonivektoansfekteerimisel moningast
DNA replikatsiooni isegi naha (Joonis 15 A, rajadja 17), siis HPV-16-l ja HPV-
18-1 ei toeta monotsistroonselt MRNA-It slnteesitttl valgud transientset DNA
replikatsiooni Uldse (Joonis 15 B, rajad 7-12 ja2#9. Samas poltsistroonselt
MRNA-It stnteesitud E1 valgud toetavad koigi HPWetlle transientset, URR
plasmiidilt l&htuvat, DNA replikatsiooni (Joonis 1% rajad 18-29 ning Joonis B,
rajad 13-18 ning 25-30). Huvitav on aga asjaolukeit HPV-11-l ja HPV-16-I
suinteesitakse rohkem reporterplasmiidiga tihepikéusBlA molekule, siis HPV-18-

| on replikatsioonisignaal ndha rohkem hajusa sméa&wui diskreetse bandina (vordle
Joonis 15 A radasid 18-29 ja Joonis 15 B radasid8Lfa 25-30). limselt jduab HPV-
11 ja HPV-16 puhul elongatsiooniprotsess tihedan@ipuni kui HPV-18 sisteemis,
kus tekib rohkem varieeruva suuruseg@gin-i sisaldavaid replikatsiooniprodukte.

3.5. Intron promootori ja E1 valku kodeeriva jarjestuse vahel

Varasem t66 HPV-18 puhul on naidanud, et efektkgdel valgu ekspresseerimiseks
on vaja E1 silnteesida E6, E7 ja E1 ORF-e sisald@adlitsistroonselt mRNA-It
(Remm et al. 1999). Votsime selle teadmiseks om¥-H® E1 ekspressioonivektori
disainimisel. Liiderjarjestuseta E1 ekspresseerufestt madalal tasemel,
liderjarjestusega E1 aga efektiivselt (Joonis 15 Madala riskiga HPV-11 Liider-
konstruktilt stinteesitava E1 valgu suhteliselt kbrkspressioonitasé/estern blot
analtiisil oli monevorra dllatav (Joonis 12 B). Sam&digis eelnevates
replikatsioonikatsetes on edukamalt funktsioneetrimolitsistroonselt mRNA-It
sunteesitud E1 valgud. HPV-11 politsistroonselt mMARNsUnteesitud E1 valgu tase
jddb aga suhteliselt nbérgaks, mis viitab sellele Eg& ekspressioonitase ei peagi
efektiivseks DNA replikatsiooni toetamiseks olemiltl kérge. Seega puuduvad
selged pbhjused, miks peab E1 valku protsessiméingimata polutsistroonselt
MRNA-It.
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Erinevaid E6 ja E7 jarjestusi vorreldes jai silmdrge riskiga” HPV-del E6 avatud
lugemisraamis paiknev intron. Véimalik, et splaigsE6 ORF-ist mdjutab positiivselt
E1l edasist protsessingut ribosoomidel, sealt edasist-translatsioonilist
modifitseerimist Golgi kompleksis, importiinideg@&astumist ning importi tuuma.
.Madala riskiga” HPV-del ei esine E6 avatud lugem&nis intronit ning ilmselt
protsessitakse polutsistroonselt mMRNA-It kodeeaitdwalke, sealhulgas E1, teiste
mehhanismide jargi (Stacest al 1995). Kui ,kdrge riskiga® HPV-del s6ltub E1
protsessing ja sellele jargnev funktsioneerimineAD®plikatsioonil E6 ORF-is oleva
introni splaissimisest, voiks kunstliku introni gatamine E1 geeni ja promootori
vahele, taastada naiteks HPV-18- ekspressoonitiefakse ja replikatsiooni
aktiivsuse. HPV-11 puhul on eesmaérgiks valja sattatf kas sunteetilise introni
kloneerimine promootori ja uuritava geeni vaheléhjpstab muutusi E1 mRNA
protsessimisel ja millist mdju see avaldab E1 kgpsioonifunktsioonile. Selle vélja
selgitamiseks konstrueeriti  11-intren AM+ ja 1l-intron— AM+ E1
ekspressioonivektorid. Info kloneerimise kohta @atfikis ,Materjal ja metoodika*
ning skeemid on valja toodud joonisel 16 A. RegBi@onisignaalide vordlemiseks
transfekteeriti CHO  rakkudesse, lisaks  konstrueérit introniga E1
ekspressioonivektoritele, ka HPV-11 Liider- ja laérd E1 konstruktid koos E2 ja
URR plasmiididega. Kaigilt neljalt E1 konstruktitbimub efektiivne E1 valgu
ekspressioon. Isearanis kdrge ekspressioon avaidubhe kui kahe introniga E1
konstrukti puhul (Joonis 16 B, rajad 8-13). Konlid#na kasutatud Liider- ja Liider+
E1l konstruktidelt ekspresseeritavate E1 valkude fjasreplikatsiooniaktiivsus on
kooskdlas varem tehtud katsega (Joonis 12 B) — temhmonselt mRNA-It
suinteesitakse E1 valku efektiivsemalt kui politemtselt mRNA-It (vordle Joonis
16 B radasid 2-4 ja 5-7), replikatsioonisignaalagia tugevam Liider+ E1 konstruktilt
stinteesitud E1 valgu puhul (vérdle Joonis 16 Asatlé-11 ja 12-17).

43



A 11 Liider-

11 Liider+

11 Intron —

11 Intron —»>—

B

E1 konstrukt

E1 (ug)
Ajapunkt (h)

CMV
pA

— HPV-T1 E1__AM® —

cMV
TG- - A
[T E6ETIRA WPviET  AWF

CMV

— A
{Intron|—{HA HPV-11 E1__AM* Ip—

CMV

A
.‘__>|Intron|_llntron|-|]HN HPV-11 E1__AM* Ip—

. 228
[0} o o
g BESR
@© — Liider - Liider +
— X i i i i
g o -I1.0 .5.0 \10'0. i 1.0 ” 5'0‘.10'0.
- ) 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
-
-
—
— -
1 2 3 4 567 8 910 M1 12 13 14 15 16 17
o 2
c88 &
Intron— Intron— — L =« § E1 konstrukt
"10 50 100 10 50 100 ' . N E1 (ug)
r 10 1T 1 f 17 11 1 [h's ~ "
24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 = — Ajapunkt (h)
g
C—
—
181920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 303132 33
C Liider- Liider+ Intron = Intron = =
-1.05.010.0 1.05.010.0 1.05.010.0 1.05.010.0
E1— — ——- - _n
. «
— e

1234 567 8 910 111213

Joonis 16.(A) Kasutatud, CMV promootorit sisaldavad, E1 ekspoessvektorite skeemid,

mis erinevad Uksteisest E6 ja E7 avatud lugemidderolemasolu ning intronite arvu

poolest. (B) Transientne DNA replikatsiooni

analiiis URR pladimiisisaldavatelt

44



reporterplasmiididelt. CHO rakkudesse kotransfetiewastavalt 1.0, 5.0 ja 10.0 ug
kogustes HPV-11 E1 Liider- (raja@+1l), Liider+ (rajad12-17), Intron — (rajad18-23 ja
Intron —>— (rajad24-29 ekspressioonikonstruktid koos 5.0 pug E2 ekspoesgplasmiidi ja
0.5 ug pUCURRL11 reporterplasmiidiga. Negatiivsetialina transfekteeriti rakke ainult
carrier DNA-ga (radab), suurusmarkerina kasutati 1 kb DNA Ladderit (Fentas) (radd.,
33) ja replikatsioonisignaali markerina Hindlll lingseeritud pUCURR11 plasmiidi (raj&d
4, 30-33. 24 ja 48 tundi peale transfektsiooni eraldatpd@maalsest DNA-st restrikteeriti
Hindlll/ Dpnl-ga, analtisiti Southern blot meetodil ning hubridiseeriti radioaktiivselt
margitud HPV-11 URR proovig&C) Paralleelselt replikatioonianalliisiga teostatud/&gyu
ekspressioonanaliiis 24 tundi peale transfektisédastern bloimeetodil HAtagi vastase
3F10-HRP antikehaga on detekteeritud HPV-11 E1lrekspmponikonstruktidelt Liider- (rajad
2-4), Liider+ (rajad5-7), Intron — (rajad8-10 ja Intron—— (rajad11-13 ekspresseeritud
E1 valgud.

Uhe kunstliku introniga (Intron—) E1 konstruktilt sinteesitav E1 valk toetab
transientset DNA replikatsiooni sarnaselt E6/E7felitsistroonselt mRNA-It
sunteesitud E1 valguga (vordle Joonis 16 B rada8id7 ja 18-23). TOestades, et
introni olemasolu promootori ja kodeeriva jarjestugahel, on oluline E1 valgu
protsessingul. E1 konstruktilt, kus CMV promoot@riEl kodeeriva jarjestuse vahel
on kaks intronit (Intron—~—) initsieerib sinteesitud E1 valk URR plasmiidifjaa
tugeva sibulakoore-titpi DNA replikatsiooni (raj@d-29). Varieeruva pikkusega
origin-i sisaldavaid replikatsiooniprodukte on iseérgmdju just reporterplasmiidist
allpool, mis viitab sellele, et initsiatsioonikonegkid formeeruvadrigin-ile enne kui
elongatsiooniprotsess on joudnud DNA siinteesi HijgetReplikatsioonisignaal, mis
jaab reporterplasmiidist kdrgemale, viitab aga rafsooni- ja
rekombinatsiooniprotsesside toimumisele. See slgr@aa vorreldes lihemate
replikatsiooniproduktide signaaliga, nérgem.

3.6. HPV-11 intronit sisaldavatelt E1 konstruktidet sinteesitavad E1

MRNA-d splaissitakse erineva efektiivsusega
Introniga E1 konstruktide replikatsioonanallits afed kisimuse — kui efektiivselt

toimub nendelt konstruktidelt stnteesitud mMRNA msimg ning, milliseid

splaissingukohti kasutatakse kahe introniga E1 tkoks puhul (vGimalikud
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variandid toodud Joonisel 18 A). Selleks kotrantfekiti CHO rakkudesse HPV-11
Liider-, Liider+, Intron — ja Intron —-— E1 konstruktid koos E2 ja URR
plasmiididega. Rakkudest eraldati totaalne RNA niagaluisiti RT-PCR-iga.
Splaissingu toimumise detekteerimiseks amplifititedrles meid huvitav CMV
promootori ja E1 kodeeriva jarjestuse vahele jak 8elleks kasutatForward
praimerit HPV11Elbackwl CMV promootorist ningversepraimerit pCGSeq2 E1
jarjestusest (praimerite seondumiskohad naidatadisel 17).

pCGSeq2 HPV11E1backw1

11 Liider- JcMvVHHA HPVATET AWM PA
pCGSeq2 HPV11E1backw1

11 Liider+ E6ATG-E7ATG- HN HPV-11 E1 AM* |pA
pCGSeq2 HPV11E1backw1

Tlntron = _rEmvl Tntron—JAA HPV-11E1 AN P2
pCGSeq2 HPV11E 1backw1

11 Intron | 1 PA

- cMVHIntronHintronHHA HPV-11 E1  AM* |—

Joonis 17.Praimerite seondumine HPV-11 E1 ekspressioonividéte. pCGSeq2 seondub
CMV promootoris asuvale jarjestusele ja HPV11Elkdclseondub E1 valku kodeeriva

jarjestuse esimesse kolmandikku.

MRNA analtiisis kasutati kontrollidena Liider- jaddr+ konstrukte, mille puhul ei
splaissita sunteesitavat mRNA-d uuritavast piirkastn(Joonis 17, rajad 4 ja 6).
Lisaks on mRNA splaissingu toimumise kontrollimisekmplifitseeritud Ules vastav
jarjestus E1 ekspressioonivektoritelt (Joonis 18afad 5, 7, 9, 11). Uhe introniga E1
konstruktilt stinteesitud mMRNA puhul on nédha kaldedy (rada 8). Neist Uks tahistab
iimselt splaissimata (PCR-i fragment jookseb kdiglasmiidile vastava bandiga
sama korgel) ja teine splaissitud MRNA-d. Kuna rimagtide intensiivsus on
suhteliselt vordne, vbiks 6elda, et Uhe intronigakenstrukti puhul toimub introni

osaline 50/50 splaissing (rada 8).

46



11 Intron — MV THA HPV-T1E1_AM P2
ﬂla:pltargt” — Jowmv Intron A APV ET AW PA
I1I1 Int_ror: —— [HA APV ET AW P2
varian
I1“1 Intront—>—> CMV (HA HPV-11E1 AM* I-i
varian
2 A\
B (,\\50 L A
N v @ - ¥ @ ° 0@?‘ C\‘&O\\ 5)%10&
& \&O\ O% -'\\60 * "\\6 & NP A Qr bd\
S P & S A AN S
S I 2 RS A N ?
o Lo FJ ¢ & G @
N ™ Py T N NN & RE
= ol
—s I i =
§ il e i -
= -
—— i —
W -* —
e
— —
— - : - —

—
N
w
N
o
(o]
N
oo

9 10 11 12

Joonis 18.HPV-11 E1 konstruktidelt Liider- (rad4, Liider+ (rada 6), Intron — (rada8) ja
Intron -»— (radal0) sunteesitud E1 sisaldavate mRNA-de anallils. Megmtkontrollina
transfekteeriti rakke ainuttarrier DNA-ga (rada2), PCR-i negatiivne kontroll asub rajal
Positiivsete kontrollidena kasutati vastavalt E$prkssiooniplasmiidilt Ules amplifitseeritud

uuritavat piirkonda (rajad, 7, 9ja 11), suurusmarkerina kasutati 1 kb DNA Ladderit
(Fermentas) (radg, 12.

Kahe introniga konstruktilt (Intron——) sitnteesitud MRNA-dest splaissitakse
enamik (umbes 80%) (Joonisel B rada 10) CMV promga E1 valku kodeeriva

jarjestuse vahelt esimesest doonorsaidist ja viastaaktseptorsaidist (Joonis 19 A
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toodud Intror>— splaissingu variant Ill). Taoliste splaissingugesside toimumine
voib mimikeerida ,korge riskiga“ HPV-de E6 avatugyemisraamis paikneva introni

splaissingu olulisust ning selgitada edasise mRkAsgssingu eriparade tekkimist.

3.7.  Monotsistroonselt mRNA-It (Liider-) slUnteesita E1 valk lokaliseerub

95% juhtudest tsutoplasmas

E1 valgu transport ja modifitseerimine funktsiosa#ls valguks on tihedalt seotud
fosforlileerimisega ja sumodleerimisega. Naiteks HRV puhul on E1
fosfortileerimine cdk2 poolt oluline tuumas pusirksga efektiivseks replikatsiooni
initsieerimiseks viiruserigin-ilt (Deng et al 2004, Linet al. 2000, Maet al. 1999).
Eelnev introniga E1 konstruktide replikatsioonidried néitas selgelt, et HPV-11
replikatsioonivalgu E1 funktsioneerimiseks on oielitema protsessing. Sellega
seoses tOstatus hipotees, et E1 valk ei jdua opl&Kd funktsioneerimiskohta
tuuma tagasi ning jddb monda tsutoplasma kompatinpéisima. Selle hlpoteesi
kontrollimiseks transfekteeriti CHO rakkudesse eiid Liider+, Intron—, Intron
—— E1 ekspressioonivektorid. 24 tunni moéddudes fikiaakud katteklaasile ning
teostati immunofluorestsents analiis. Kuna varaddwatsed on naidanud, et E2 on
E1 abistav valk, osaledes naiteks E1 efektiivsel osgenisel tema
funktsioneerimiskohale DNA-I (Bonne-Andred al 1997, Sedman Tet al. 1997,
Seoet al 1993b). Selleks transfekteeriti rakkudesse lisekskonstruktile ka E2

ekspressioonivektor ning URR plasmiid.

Minu poolt teostatud immuunofluorestsentsanalliigsilinaha, et Liider+, Intreq ja
Intron—— E1 konstruktidelt stinteesitud E1 valgud lokalisgad rakutuuma (Joonis
17, pildid 4-9), monotsistroonselt mMRNA-It (Liidg¢rstinteesitud E1 valgud aga mitte
(Joonis 19, pildid 1 ja 2). Samas esineb ka erandaimbes 5% juhtudest jduab ka
monotsistroonselt mMRNA-It siinteesitav E1 valk tuupi¢t 3), millega on selgitatav
madalal tasemel toimuv DNA replikatsioon (Joonigd 36 A, rajad 6-11). Selleks, et
eristada monotsistroonselt ja polltsistroonselt rARN sunteesitud E1 valke,
voidakse rakus kasutada mingit margistust, millypusplaissosoomi labinud E1
MRNA-| tagatakse E1 valgu aktiveerumine ja lokatismon tuuma. Siiski pole tapselt
teada, milliste mehhanismide alusel toimub Ghetg@e E1 valgu puhul efektiivne

protsessing, seetdttu vajab nende kisimuste lah@ndadasist jatkuvat analtisi.
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Liider - 10.0 pg Liider + 10.0 ug

2- | 5-

Carrier DNA

10

Intron —»—
5.0 g

Joonis 19.HPV-11 E1 konstruktidelt sinteesitud E1 valgud ldeseruvad erinevatesse raku
kompartmentidesse. Gripiviiruse hemaglutiniini (HApitoop tagiga HPV-11 E1 Liider-
(pildid 1-3), Liider+ (pildid 4, 5, Intron — (pildid 6, 7) ja Intron —»— (pildid 8, 9
konstruktidelt sunteesitavate E1 valkude immunaBstsentsanaliiis 24 tundi peale
transfektsiooni. E1 valgu signaal detekteeriti @arse HA-7 antikehaga ning sekundaarse
hiire immunoglobuliini (Ig) vastase Alexa 488-gankageeritud antikehaga. Kontrolliks on
CHO rakke transfekteeritud carrier DNA-ga ([i@).

Nii ihe (Intron—) kui kahe introniga (Intror>~—) E1 konstruktidelt siinteesitav E1
valk lokaliseerub, sarnaselt politsistroonselt mRIN#{inteesitud E1 valguga, tuuma
(Joonis 19, pildid 6, 7, 8 ja 9). Markimist vaamiga pilt 9, kus 10.0 pg-se kahe
introniga konstrukti transfekteerimisel, ekspressieeEl valk tdendoliselt niivord

kérgel tasemel, et tuumamembraan ei ole surveleuvgislanud ning on vabastab
tuumas oleva materjali tsitoplasmasse. Antud kawbell 10.0 pg-se kahe introniga
E1 konstrukti transfekteerimisel olid kdik rakudveafenotllbiga. Vastavalt jooniselt
16 A néhtud replikatsioonisignaalile toimub nendkkude populatsioonis tervikuna

iimselt ka vaga intensiivne transientne DNA Uletlegikioon.

Lisaks on ndha, et E1 valk ei ole jaotunud tuunfaselt vaid koguneb fookustesse.
Need fookused voiksid tdhistada URR plasmiidilt tééat transientse DNA
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replikatsiooni tsentreid, kuhu on koondunud ka p®resraku repkikatsiooni
masinavark. Meelis Kadaja on ndidanud HPV posgigs HelLa ja SiHa rakkudes
integreeritud URR-ilt lahtuva replikatsiooni puhkéhte vOi kolme potentsiaalse
replikatsioonitsentri ilmumist (avaldamata andmeéddimalik, et E1 ja E2 valgud
mobiliseerivad peremeesraku replikatsiooni masirkawvii, et amplifikatsioonilise

DNA replikatsiooni faasis toimub DNA replikatsiog@dhiliselt viiruslikult origin-ilt,

mis on integreerunud peremeesraku koosseisu (HelaSiHa). Samas peab
episomaalselt URR plasmiidilt [&htuva DNA replikatmi vdimalike tsentrite
tekkimist edaspidi uurima, nditeks mone rakuliselgwga kolokalisatsiooni

seisukohast ldhtudes.
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ARUTELU

Inimese papiloomiviiruste avatud lugemisraamid éspeesseeritud poliutsistroonse
MRNA-na kahelt viiruslikult promootorilt — varajdsédiferentseerumisest sdltumatult
ja hiliselt promootorilt, mis aktiveeritakse peaperemeesraku diferentseerumist
granuloos- ja sarvkihi rakkudeks. Viiruse DNA réglisiooniks ja peremeesraku ule
kontrolli saavutamiseks vajalikud viiruslik valgud E1, E2, E6, E7, E5 —
ekspresseeritakse esmalt varajaselt, E6 lugemisraas paiknevalt, promootorilt.
Rakkude suundudes diferentseerumisele lllitataksse &£7 avatud lugemisraamis
asuv hiline promootor, millelt transkribeeritakseplikatsiooniks ning kapsiidi
assambleerumiseks vajalikud valgud. Meid huvitagplikatsioonivalgu E1 taset
hoiab viirus looduslikes tingimustes suhteliseltdalal tasemel, tehes seda mitmel
erineval moel: erinevate promootorite sisse jaavdljitamisega, nende aktiivsuste
reguleerimisega E2 valgu abil, pre-mRNA splaissgegupdhilisest splaissingu
doonorsaidist (4. koodoni juurest), MRNA stabiilsgs, ebatidpilise polutsistroonse
MRNA translatsioonimehhanismiga ning mehhanismidegas reguleerivad valgu
lokalisatsiooni ja stabiilsust (Deng et al. 2003lbles et al. 2002, Remm et al. 1999).
BPV-1-l oli taispikka E1 valku ekspresseerivate spiadide konstrueerimine
suhteliselt hodlbus. Seevastu taispika ja funktaatsea HPV-de E1 valgu
ekspresseerimiseks on olnud vajalik erinevate niadgioonide sisseviimisene —
liderjarjestuse E6 ja E7 lisamine E1 valku koderijarjestuse ette, pohilise
splaissingu doonorsaidi asendamine gripiviiruse dgdatiniini (HA) epitooptag-iga
ning HPV-11 puhul splaissingu aktseptorsaiti punk@siooni sisseviimine 2622.

nukleotiidis.

Minu poolt Iabi viidud erinevate HPV subtltpide Ealgu anallidsid naitavad, et
.,madala riskiga“ ja ,korge riskiga® HPV-del toimuBl valgu sintees, sdltuvalt E1
ekspressioonivektori ttbist, moneti erinevalt. thiéé HPV-11 puhul toimub CHO
rakkudes kdérgem E1 valgu ekspressioon monotsisseoarRNA puhul, HPV-16-1 ja
HPV-18-| transleeritakse aga monotsistroonselt mRNAL valku suhteliselt madalal
tasemel. Poliutsistroonselt mMRNA-It toimuv E1 valgiintees omab aga vastupidist
tendentsi — kui ,kdrge riskiga“ HPV subtllpide plulekspresseeritakse E1 valku
efektiivselt, siis ,madala riskiga® HPV-del jadb Edignaal tagasihoidlikumaks.

Sarnane E1 valgu ekspressiooni erinevus on talaeida HeLa rakkudes, kus HPV-
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16 ja HPV-18-1 on E1 signaal monotsistroonse mRNAY vaevu detekteeritav.
HPV-11-1 aga ekspresseeritakse nii mono- kui pdtitsonselt mRNA-It E1 valku
enam vahem vordsetel tasemetel. Siinkohal voivadisolrolli mangida E6 ja E7
liderjarjestuses asuvad erinevad voimalikud repaesed elemendid. Voimalik, et
.korge riskiga” papilloomivirused omavad E6 ja Ejarjestuses modnda E1
protsessingut positiivselt mdjutavat elementi, pmsdala riskiga” HPV-del puudub
vOi omab vastupidist — negatiivset efekti. Nendgegiuste lahemal uurimisel jai
silma ,korge riskiga® HPV-de puhul E6 ORF-is asunron, mille splaissing voiks
positiivselt mdjutada politsistroonses mMRNA-s kahohe valguna protsessitava E1
edasist kdekaiku. Splaissingu toimumine elimineesi#ejuures protsessitud mRNA-It
E6 ja E7 valgu slnteesi. ,Madala riskiga” HPV-deésine E6 avatud lugemisraamis
intronit ning voimalik, et nende puhul reguleergak politsistroonselt mMRNA-It
kodeeritavaid valke, sealhulgas E1, teiste mehhades jargi (Staceyet al 1995).
Samas pakkus huvi, mis juhtub HPV-11 sisteemisksiigoromootori ja kodeeriva
jarjestuse vahel oleks intron. Kimaarse introranisne, CMV promootori ja E1 valku
kodeeriva jarjestuse vahele, tdstis E1 valgu ekspyeni, vorrelduna
polutsistroonselt mMRNA-It sinteesitud E1 valgu tasga, mitmeid kordi. Seega
vOiks arvata, et introni olemasolu ,madala riskigefPV E1 valku kodeeriva
jarjestuse ees mojuks positiivselt E1 valgu praisgsile. Samaaegselt saab ka
jareldada, et ,korge riskiga“ HPV-del vbib introsplaissing E6 ORF-ist olla Uks
moodusi E1 valgu taseme reguleerimiseks. Voimalé, nimetatud introni
splaissimata jatmisel kasutatakse alternatiivseplaiss-saite, mille tulemusel
transleeritakse polutsistroonsetelt mMRNA-delt &fsinktsioonidega viiruse valke voi

replikatsioonis inaktiivseid E1 valke.

Replikatsioonisignaalide vordlemisel omavad ,matigh ,kdrge” riskiga HPV-d

sarnast DNA replikatsiooni pilti. Koikide HPV suldggide puhul on DNA

replikatsioonis edukamad need E1 valgud, mis ontegditud politsistroonselt
MRNA-It. Samas monotsistroonselt mRNAIt transleetitEl valkude puhul on
tédheldatavad modningad erinevused. Kui HPV-11-labehonotsistroonselt mMRNA-It
sunteesitud E1 valk URR plasmiidilt lahtuvat DNAplikatsiooni vaid vahesel
maaral, siis HPV-16-1 ja HPV-18- ei toimu replikaion isegi 10.0 pg E1
ekspressioonikonstrukti rakkudesse transfekteeeimisa inimese rakkudes (Hela)

omavad ,madala riskiga“ ja ,kbrge riskiga® HPV sibpid sarnast DNA
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replikatsiooni pilti — efektiivsemalt toetavad DN#Aeplikatsiooni politsistroonselt
MmRNAIt sinteesitud E1 valgud. Samas kui CHO rakkudeetab HPV-11
monotsistroonselt mMRNA-It sinteesitud E1 valk URRsmiidilt lahtuvat DNA
replikatsiooni mdddukal tasemel, siis HelLa rakkud®ms vOib olla mdningast
replikatsiooni nédha 10.0 ug E1 ekspressioonikokstrakkudesse transfekteerimisel

48 tunni ajapunktis.

Kui vorrelda HPV-11 replikatsioonikatsete tulem@4$iO ja HeLa rakuliinis, ei toimu
HelLa rakuliinis monotsistroonselt mRNA-It sinteedit E1 valgu puhul URR
plasmiidilt lahtuvat DNA replikatsiooni tldse. Saan@HO rakkudes oli mdningast
signaali isegi naha. Voimalik, et see on seotudekdpressiooniaktiivsusega, kuid
voib olla seletatav ka HelLa-s toimuva E1 sintegpaeaga. Varasemalt on tbestatud
HelLa rakkudes, et lihemad inimese papilloomiviirtesgdikatsioonivalgu E1 vormid
korjavad rakuslsteemist valja tstkliin E/CDK konkgliel ning inhibeerivad viiruse
DNA replikatsiooni (Linet al 2000). Tsukliin E/CDK kompleksid on vajalikud E1
valgu post-translatsiooniliseks modifitseerimisefs replikatsioonifunktsioonide
aktiveerimiseks. Voimalik, et monotsistroonselt mRN stinteesitavad E1 valgud ei
suuda konkureerida integreerunud HPV-18 genoorhiL@) slinteesitava lihema
EIN valguga tsuklin E/CDK parast ning jaadb seetdtktiveerimata. Samas
polutsistroonselt MRNA-It siinteesitud E1 toetab DMflikatsiooni ning voimalik,
et need E1 valgud suudavad edukamalt konkureerdddv®rmiga tsikliin E/CDK

kompleksi parast.

Aktseptormutatsiooni sisseviimine HPV-11 E1 ekspi@mnikonstruktidesse, mille
tulemusel ei sinteesita Iihemaid E1 valgu vormeksyokirjanduse andmetele
tuginedes, replikatsiooniaktiivsust tdsta. Minu paehtud katsetes CHO ja HelLa
rakuliinis aga ei takista luhemad E1 vormid trantse DNA replikatsiooni
toimumist. Samas on teada, et HelLa rakkudessetegreerunud HPV-18 genoomi
segment, kus on E1 valku kodeeriv jarjestus kaBldega vOib C-terminuseta ja
inhibeerivate omadustega E1 valkude slntees toimuadd integreeritud HPV
genoomi osalt. Replikatsioonisignaalid on visudaksnased aktseptormutatsiooniga
ja -mutatsioonita E1 valkude puhul. Jarelikult & &1N vormide slintees seotud

alternatiivse splaissinguga 2622. nukleotiidi jisure
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Amplifikatsioonilist DNA replikatsiooni v0ib seodla papilloomiviirustel kahe
elutsiukli faasiga — esimese faasiga, kohe pealataakst, ning viimase, vegetatiivse,
faasiga, vahetult enne virionide valmimist. Loodkes tingimustes hoiab viirus
taispika E1 valgu taset madalal, tdstes seda wgidkis on vaja kiirelt oma genoomi
koopiaarvu suurendada — naiteks virionide assambidseks. Ka nakatumise
algfaasis on viirusel jatkusuutlikuks paljunemisekaja koheselt oma genoomi
koopiaarv Ules saada. ReplikatsioonianaltitisidesCHIO kui HelLa rakkudes on
naha, et kdigi kasutatud HPV subttupide puhul ésatl polutsistroonselt mMRNA-It
stinteesitud E1 valgud sibulakoore-tlilpi ebatligilBNA replikatsiooni. Smaari
esinemine on eelkdige detekteeritav 48 tunni ajifsinmis viitab, et kuskil 24 ja 48
tunni vahel muutub URR plasmiidilt l&htuv replikaisnilaad. Sarnaseid
replikatsiooniprodukte on meie laboris taheldatud karem — BPV-1 URR-i
sisaldavate plasmiidide DNA replikatsioonil CHO kalles (Mannik et al. 2002).
Taoline ori ja kilgnevate jarjestuste amplifitse@st tekitav DNA slntees toimub
just kérge E1 valgu taseme juures, kui viirusggin-ilt algav replikatsiooni
initsiatsioon laheb kontrolli alt vélja ning enamiknéhtavast kogusignaalist
moodustab Ule foreesiraja ulatuv smaar. Huvitawaga asjaolu, et kui HPV-11-| ja
HPV-16-1 slnteesitakse rohkem reporterplasmiidig@pikkuseid DNA molekule,
siis HPV-18-l on replikatsioonisignaal ndha rohkbajusa smaarina kui diskreetse
bandina. limselt jduab HPV-11 ja HPV-16 puhul elatsgponiprotsess sagedamini
[6puni (diskreetsete bandide osakaal suurem) kuV-H® sitsteemis, kus tekib
rohkem varieeruva suuruseg@aigin-i sisaldavaid replikatsiooniprodukte. HPV-18
DNA on leitud kasvajarakkudes enamasti integregrkujul. Samas HPV-16 puhul

on viiruse genoom leitud pigem episoomina.

Varasem t66 HPV-18 puhul on ndidanud, et efektkgdel valgu ekspresseerimiseks
on vaja E1 slUnteesida E6, E7 ja E1 ORF-e sisaldaadlitsistroonselt mRNA-It
(Remm et al. 1999). Kaesoleva t60 tulemused dememrstad samuti, et introni
olemasolu HPV E1 mRNAs tfstab E1 valgu taset ragku&ee on kooskdlas uldiselt
aktsepteeritud arusaamaga, et splaissosoomi labmiRNA-d transporditakse
eukartootsetes rakkudes efektiivsemalt tuumastoptdgmasse kui splaissingu
mittelabinud eukariiootsed mMRNA-d. Huvitav on siinéb asjaolu, et HPV-de E1
MRNA sisaldab lisaks El-le ka E6, E7 ja E2 ORFtidéhteesitud informatsiooni,

kuid vaid ,korge riskiga“® HPV-de puhul on avastatdé ja E7 jarjestustes intron.
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Seega vOib eeldada, et ,kdrge riskiga“ HPV-de putuEl valgu tase juba vaikimisi
kérgemal tasemel kui ,madala riskiga“ HPV-de pul@getdttu voiks ,kdrge riskiga“
nakatunud rakkudel olla suurem oht langeda HPV |gkmore-tiipi DNA
replikatsiooni ohvriks labi viiruse onkogeene digadate lineaarsete viirusfragmentide
integratsiooni peremeesraku genoomi. Kliiniliste®qvides pole siiani tdepoolest
leitud integreerunud ,madalasse riskigruppi“ kuwtesviiruste DNA-d. See voib olla
pdhjustatud E1 valgu madalast tasemest, mis ee&dusi viiruse integratsiooniks.
Teisalt ei saa loobuda ka teooriast, et ,madaldga HPV-d integreeruvad sama
sagedasti kui ,korge riskiga“® HPV-d, kuid ,madalskiga“ HPV onkogeenid ei
suuda tagada nakatunud rakkudele kasvueelist ntset@aakkude ees. Teisisonu ei
toimu ,madala riskiga“ HPV-ga nakatunud rakkudenidalset ekspansiooni nii nagu
.Korge riskiga“ HPV-de puhul.

Antud t60 tulemused diferentseerumata rakuliinis GCHhéitavad, et EG6/E7
liderjarjestus on vajalik E1 rolli realiseerumisgkvastasel juhul lokaliseerub valk
tsiitoplasmasse, kus ta ei ole véimeline oma Ulesdnditma. Uheks lokalisatsiooni
erinevuse pohjuseks voiks siinkohal vélja tuua {@stslatsioonilise modifikatsiooni.
On teada, et HPV-11 E1 valk omab nelja potentsaaltstkliin-kinaasi
fosfortleerimissaiti: S89, S93, S107 ja T468, mdie kdigile jargneb proliini jaak.
Nende saitide fosforiileerimisega kindlate tsukkinaaside poolt tagatakse E1 valgu
aktiveerimine ja tuuma lokaliseerumine. Kui neidtesai fosforlleerita voi tehakse
seda teiste kinaaside poolt, jadb E1 valk inaldieés ning lokaliseerub
tsitoplasmasse. Post-translatsiooniline  modifikatsi vdib olla  seotud
polutsistroonse mMRNA ja introniga konstruktidelinggesitud mRNA splaissosoomi
labimisega. Splaissosoomi labinud mMRNA puhul vosgakkasutada mingit
margistust, mille puhul tagatakse E1 valgu aktiveene ja lokaliseerumine tuuma.
Samas vOib E1 valgu lokaliseerumise eripédra ollatuge ka peremeesraku
diferentseerumisastmega. Mitmetes diferentseeruralkudes teostatud inimese
papilloomiviiruse uuringute puhul on naidatud, dirde replikatsioonivalgu E1
ekspressioon on eelkdige seotud E7 ORF-is oleveehpromootori sisselllitamisega.
Viiruse seisukohast on aarmiselt oluline, et stadlii rakkudes pusimise faasis, kus
viruse DNA replikatsioon toimub statistiliselt UKsord rakutsuklis, oleks viiruse
replikatsioonivalgu ekpressioon madal. Seet6ttuvoimalik, et funktsionaalset E1

valku siinteesitakse diferentseerumata rakkudes sugitkeliselt nérgalt promootorilt
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p97 (minul Liider+ konstrukt) ning suhteliselt twgdt hiliselt E7 promootorilt
ekspresseeritav (lekkiv) E1 valk hoitakse tsutapkas (Liider- konstrukt). Voib ette
kujutada olukorda, kus keratinotsuutide diferentsegse kaigus aktiveeritakse
jarkjargult ka E7 ORF-is olev promootor, kuid E1kaiiseerub (ladustub)
tsitoplasmasse. Teatud raku diferentseerumisel ef@ipad aga toimuda kriitilised
muutused naiteks mRNA splaissingu v6i valgu tuuraagpordi mehhanismides, mis
suunavad varasemalt tsutoplasmas ladestunud EL valgma ning pohjustavad
viiruse genoomi vegetatiivse amplifikatsioonilis&NR replikatsiooni. Seega uldine
splaissingumustri muutumine rakkudes voib olla Hetwtstklit oluliselt mjutavaks
faktoriks.

Sarnane E1 ekspressiooni puudutav stsenaariumterk@gutatav ka vahi rakkude
puhul, kus HPV integratsiooni peetakse pahaloornauligrotsesside kaivitamisel
peamiseks faktoriks. HPV genoomi integratsioonvadi pohjustada aga sibulakoore-
tutpi replikatsioonil tekkivad lineaarsed viirusengomi fragmendid. Lineaarsete
DNA fragmentide integratsioon on, rongasmolekulaegirreldes, vorratult palju
efektiivsem. Sibulakoore- replikatsioon, ja seeléeaarsete HPV fragmentide teke
sOltub aga E1 valgu tasemest raku tuumas. E1 tasgeme Uheks pohjuseks voib olla
ka E7-s oleva promootori sisselulitumine ja/voi asggingumustri muutumine
rakkudes. Alternatiivne splaissing on vahirakkudga laialt kirjeldatud protsess ning

vOib seega olla initsieerivaks faktoriks HPV DNAegratsioonil.

Antud t66d vOib kasitseda kui esmast katset moiksmaviiruslike
replikatsioonivalkude regulatsioonimehhanisme éméseerumata rakkudes. Edasised
t66d on plaanis labi viia diferentseerunud rakidiés, mille puhul vdiks hilist
promootorit mimikeerivalt CMV promootorilt sintetsr E1 valk lokaliseeruda

tuuma ja seal aktiivselt DNA replikatsiooniprotsssssaleda.
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KOKKUVOTE

K&esoleva t00 teoreetilises osas antakse tlevaadese papilloomiviirustest (HPV-
dest), keskendudes rohkem replikatsioonimehhanamid ja viiruselise
replikatsioonivalgu E1  kirjeldamisele. Eksperimeiéas osas uuritakse
konstrueeritud HPV-11, HPV-16 ja HPV-18 E1 ekspssivektorite moju
rakkudesse kotransfekteeritud URR plasmiididelt tuéale transientsele DNA
replikatsioonile. Lisaks toodakse vélja huvitavagektid E1 valgu ekspresseerimisel

monotsistroonselt ja polltsistroonselt mMRNA-It.

TG0 tulemused:

1. Nii ,madala riskiga“ (HPV-11) kui ,kdrge riskiga“HPV-16 ja HPV-18)
inimese papilloomiviirustel toimub, sarnaselt vepapilloomiviiruse tutp 1-
ga, korgetel E1 valgu tasemetel sibulakoore-tiigADeplikatsioon.

2. Replikatsioonis aktiivse E1 valgu ekspresseerinssak vaja teda protsessida
polutsistroonselt, E6, E7 ja E1 avatud lugemisrasiseddavalt, mRNA-It.

3. Sibulakoore-tiipi DNA amplifikatsiooniline replikabon on seotud
polutsistroonselt mMRNA-It sinteesitud E1 valgu pessimisega.
Monotsistroonselt mRNA-It siinteesitud E1 valk ee aldimeline toetama
URR plasmiidilt lahtuvat DNA replikatsiooni.

4. E6 avatud lugemisraamis oleva introni splaissingalontEl protsessimisel
positiivset efekti.

5. Sunteetilise introni kloneerimine promootori ja f#dlku kodeeriva jarjestuse
vahele vdimaldab siinteesitaval E1 valgul toetadalifikatsioonilise DNA
replikatsiooni.

6. Monotsistroonsetelt mMRNA-delt sunteesitud E1 valgadestuvad rakus
tsitoplasmasse, kus need ei ole vdoimelised omaridesd taitma. Samas
polutsistroonselt mMRNA-It ja sinteetilise intronigkl konstruktidelt
stinteesitud E1 valgud lokaliseeruvad tuuma ningat@el transientset DNA

replikatsiooni hasti.
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SUMMARY

Regulation of Human papillomavirus replication protein E1
expression and it's effect on DNA replication effiency

Human papillomaviruses are small species-specifMADRumour viruses that cause
cervical cancer. For DNA replication minimally i®eded viral replication proteins
E1l and E2. The E1 protein is the replication origgcognition factor and viral
helicase, which in cooperation with E2 facilitatesognition and effective loading of
the host cell replication complexes at the papidwirus origin in the Upstream
Regulatory Region (URR). Since papillomavirus geeom quite compact and
consists of two promoters the E1 protein, and predly other viral proteins, is
translated from polycistronic mRNA that includesdic sequences for the E6, E7
and E1 proteins. In undifferentiated basal cellsalvioncoproteins E6, E7 and
replication protein E1 is under the control of gagromoter which is located
upstream the first coding sequence E6. This promistainder the control of E2
protein. After the host cell differentiation to sapasal cells virus activates
additionally to early promoter its late promoterthim the E7 coding sequence for
effective production of viral replication proteigd and E2. It has been shown earlier
In bovine papillomavirus researtiat in high concentrations of E1 protein oniomsk
type of DNA amplification occur, resulting variogges of origin containing DNA
fragments. These fragments are similar to intedrbtieVV genome fragments found in
cervical cancer cells which indicates that thisdkiof replication may occur also

among human papillomaviruses.

In this study we show onion skin-type of DNA replion from HPV-11, HPV-16 and
HPV-18 ori containing plasmids, mediated by higmaantrations of E1 protein
produced from polycistronic mRNA similarly to eanyral promoter E1 translation
mode. Alternatively, E1 protein, when produced fnamnocistronic mRNA, does not
support transient DNA replication. It is shown tivacase of high risk HPV-s intron
within E6 ORF is important to effective E1 protgmocessing. Chimeric intron
between CMV promoter and E1 coding sequence indixds amplificational

replication, simirarly to E1 protein that is pro@dcfrom polycistronic mRNA. In
immunofluorescent analysis it is shown that in cakenonocistronic mMRNA E1 is
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located mostly in the cytoplasm while in case diypistronic mRNA it is transferred

into the nucleus, where it can function as a regilbn protein.
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