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1UVvOD

Papilomavirusi ¥ nadaljevanjuPV) predstavljajo veliko in izjemno raznoliko skupino

majhnih  DNA virusov brez ovojnice.Tak sonomsKko S0 uvrgl en
Papillomaviridaei n povzr ol ajacz | o K unjeed ap Eaxjanhn Poljak,

2011) Zaradi dolgotrajne evolucijske povezanosti s svojimi ¢elfitiso PV vrstno

z n ani, kljub temu palahkov nekaterih primerito b  t esni h sti ki h okug:
med bsloirgojdeni mi ¢§i pai sllei mio whb$ @aami HChanend vr st n
sod., 199B; Kocjan in sod., 2017Po junija 2018je bilo opredeljenih in uradno priznanih

ge vedDOrkat i | ni h genot i |etehlpredstayljajmerotipiPy/rki vel i n
povzrolajo okudgbe pri | j u dNHAID, R0Y8h Bolj Kob or s | a
resnil no r arazholikkstin w me/riirlusaiasi metrija odraga
k preulevanju | lovegkihkhveNj djvo naalappme mhpe

patogene (Chan in sod., 1997a).

Ime PV izhaja iz latinske besedgapilla ( s | o v . bradavi oma(sloi.n gr g|
tumor). PV son a mreetli olpogla ani z nastankom gteviln
neoplastilnih sprememb kognea@waz ttedrdaijsdkul zinniillr
neznal i |l.heta 2008 @pgob @r. Harald zur Hausen prejel Nobelovo nagrado

medi cino in fiziologijo za odkr razvgjeenrakad i ol 0 g

mat er ni | pnengga iznethat p o dhoakolv p f griskgh Poleg tegaso PV
povezanitudi z nastankormekaterihostalihr ak ov anogeni, predelanglagea p o d 1
in vratu terk o gveeh primerov argenitahih bradavic in papilomov grlatera z | vrsk ni h
kognih Kocgnl a VPpljak, 2011l Znanstveniki kb t najveljo poman
d a n a ganigkavh Kk i por ol anowh genotipay R\fizpostavijajo,da se lee

pogostoo sr edot ol aj o tpko ia fllogenetsko apradeljgvanmpesih virusnih

genomoy ne s kaprgdelitioj iplkaovega <celi |l nega t®zir oma
preostalih molekulalmb i ol ogki h znal il nosti, na osnovi
pomen za nastanek znal il ni Dolgbije Vegao,ndaimajp ov e z ¢
PV molno razvit tropizem za specazskavena go
kagejo, da je za veliko gtevilo PV znalil er
Hognjak in sod., 2015) .

Kerjel  ovek edini igostitej PVzusak@a pmpeeldeh i t ev nov.
PV posledilno pomembhjpgnrjispeaaurkevamja ge
razgirituvi znanj a RY. Zaradopodolinosii gostitelske fizplagijeo g e n e
|  ovegki , so poPvYeinblankovEr iamdriu opodgbni h bi ol
SHPVu p or a b n Iski rkodélni sggtenwd a z i il m i ehp i dheramiskadh bIRVvk

ter z njimi povezarga nastankanovotvorb Ta k g n i so tudi nke k at er i

povzol aj o o0 k u g b epregstavnikienaekgaak iihz me d Ibodav prvalova z g i r j
ki se pogostaiporabljajov medicinskih raziskavah, med drugim tudi v povezavi z AIDS
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om (sindrom pridobljene imunske pomanjkljivgstingl. acquired mmune deficiency
syndromé@ (Chan in sod., 1997a, 1997b; Joh in sod., 2000hija 2018je bilo uradno

priznanih dvanajst genotipov P\K i povzrol aj o okug(Kdaxacap r i r e
mulattg in javanskih makakihMacaca fascicularis a celotno nukleotidno zaporedje PV,
K i pojgbkalhe pri sor odniMacacp dupcath,s k igle ma k abki

molekularno in filogenetsko opredeljeno (Van Doorslaer in sod., 208D, 2018).
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1.1NAMEN DELA

Nedavno je a g r@aziskovalna skupina uporabo girokospektraln
zal etni kov (v nadal jevanjna @Z)i bCODEHOM50k
ohranjeno nukleotidno zaporedje znotr aj ge
karcinoma ustne votline in benignih novotvorbah anogenitalnega predela japonskih
makakov, pomnogil a deaénavdlkisekdleoaonadmak aapwonr g
virusni rod Alphapapillomavirugv nadaljevanjuAlphaPV), in nakazujejo na obstoj vsaj

enega novegagenotipa PV japonskih makakow nadaljevanju je bil izvzorca

pl ogl at okareinomd uswmeay @otlin@samljenvirusni genomMfuPV1, njegovo
nukleotidno zaporedje pa c el ot i vdesdnav Inuklaotidnoi pedatkovno bazo

GenBank (NCBI, U.S. National Library of Medicine, Bethesda, MD, Zpéd pristopno

gt evi | ko Mack& fudcatgafillofhavirus 1 isolate OSCC1).

Namen prvega dela magistrske naloge je bil na podlagnibdenukleotidnih zaporedij

genov L1 PV japonskih makakov razviti tipskonal i | ne OZ in z nji mi
anogenitalnega predela pomnogit. cel otni (
dol ol ivoiceloing neldeotidno zaporedje. Vdre m del u nalnwpe s mo
odkriti PV in MfuPV1 popolnoma molekularno ter filogenets&predeliti in ugotoviti, ali

stabilaet i ol oglkap pastamakom i zhodi glnih novotvor

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

V sklopu mayistrskega delamo si postavili naslednje delovne hipoteze:

M Predvidevamo, da genomi novi h PV nosijo
ohranjeni mi funkcional ni mi domenami i n
vVirusom omogol aj ov,| jdean jzsakkil jkurloigj ot esrv oo k uggi
celice.

1 Predvidevamo, da bomo potrdili preliminarno taksonomsko uvrstitev novih
genotipov PV v virusni rodlphaPV in da bodo novi virusi najbolj sorodni PV, ki
so bili osamljeni I za rezosvmakakoe roulatsdlinu z ni | n
javanskih makakow. fascicularig.

T Predvi devamo, da bomo | ahko o podkatiche | i | i
PV in nastankom posameznihz h o d mogotverh. h
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2 PREGLED OBJAV
2.1ZGRADBA PAPILOMAVIRUSOV

Virion PV, zrel virusni delec, ki lahkoo k uripve gostiteljske celice in se v njih

razmn,\ piereeru meri pri bl i gno estayen jm z. dvolBastnga
beljakovinskga p| a gl a |lagsideim peabrez ovojnice Virusna kapsida je
i kozaedrilne oblike in je sestavljena iz d

maj hne (L2) pl &glone kluglajj a koorvgiamei ,zi r ane v 7 ;
kapsomer (Slika 1). Podrobneje vsakapsomerosestavlja pevirusnih beljakovin L1,
navzkrigno povezani h, inzenadaksmlnol V¥stauwjemavimsna mo st i
beljakovina L2, ki i ma f u n Enotiajkapsidese tahajpe v a nj .
virusni genom, kies pomo | j o historsov sestegdh y lrdmiatin. GenomPV
predstavlijad v o v e, dodgtno azvitak r o gnolekula DNA v velikosti 7.500-8.000

baznih parov (v nadaljevanjbp) in z molekulsko masd,2x10° Da (Doorbar, 2006

Kocjan in Poljak, 201;1McBride, 2017.

beljakovina L1

beljakovina L2

kapsomera

Slika 1: Virion papilomavirusgKocjan in Poljak, 2011: 43)

2.1.10rganizacija virusnegagenoma

GenomPVj e sestavljen iz nepodir.odfaamdiergaj dlne kmpa
pr edst avvVirgsaegageadma imse glede naprostorskel as ov n i vzorec |
tekan vi rusnega ¢gidvelljie nn s k2 g ded(akg.eadyptergpazmol | e
podr &l(gng. late). Navadnoima sedemali osem odprtih bralnih okvirjev (v
nadaljevanjlfORH o zi r oma kodi r aj pznatrdy katerih se matlaghjodi geno
nekaterineko di r aj ol i f u n k(Kocjam nna Poljak, 2041 Varm@oorslaer,
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2013.Za vse znane PV jgenikodrani naistinverigid dav eroi gvnse
virusne DNA in se prepisujejokot bi- ali policistronsle molekule mRNA, ki vsebujejo

bral ne okvir | éeljakawin Zred t rraajz Epalodbrii di | aphajag e s t

r a z | ORFykinbsijo zapis zairusnebeljakovineEl, E2, E4, E5, E6 in E7 medtem ko
jeobmol j e L izsdeeh ORFy Ki kodiratstrukturni beljakoviniL1 in L2 (Slika

2). Gt e v idlod (piisetrah genov se med genotipi PV razlikthg n odr agat a n.
tropizem Najbolj ohranjen delirusnegagenoma predstavija@RF L1 in E1, poleg njiju

pa sta pri vseh genotipPV prisotna tudi ORF E2 in LEDoorbar, 2006Kocjan in Poljak,

2012, Doorbar insod., 201h

xﬂ“
Slika 2: Organizacija genompapilomavirusanotraj virusne kapside (Kocjan in Poljak, 2011: 43)

beljakovina L1

beljakovina L2

{y

2.1.1.1 Nekodirajole podrol|lje virusnega gen

Med ORFL1 in E6 se nahajae k odi r aj ol a d o \v gadaljekamju€CR),0l na r
imenovana tudi URR (anglipstream regulatory regign d o | §1.000ebp(Slika®)

LCRW | julujasdekebj obi h r egul ardvimavajoiptdvajangepgmor e d i
prepisovanje virusnega genoifMcBride, 2008,Chen in sod., 2009) kot so mest o
podvajanja virusnega genoma (v nadaljevangstoori), glavni zgodniji virusni promotor,
ojalevalna in utigevalna zaporedja, gtevilr
prepisovanja ter represorje (zaviralce) prepisové&hph in sod., 20Q¥Kocjan in Poljak,

201]). Vezavna mesta, kise pogostgpav |l j aj o v LCR, vkl julujejao
TATA boxzgodnj ega promotorj a prepisovanja Vi
dejavnik prepisovanja in podenota TFIIDTATA-vezavra beljakovina (v nadaljevanju

TBP), ter vezavna mesta za pr eoAPtlaNFéincel il r
SplNa 5 6 LRRosemalaja konsenzno zaporgapznegagoliadenilacijskega signala
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(AATAAA), kj er pride do z a koblgkut mMRNAvp®znitp virespih s o v a n
beljakovin in v okviru njihovega procesiranjado poliadenilacije, dodajanja
poliadeninskega repamihov3 6 konec ( CheNa3 0 nkIlsCRdeunahaj2z 009) .
mestoori, ki zajemaAT-bogato regijp vezavno mesto za beljakoe Elin vsaj eno od

v e konsenznih palindromskih zaporedij ACCE(S)GT, vezavnih mest zadimerno

beljakovino E2 (v nadaljevanju E2BSt evi | o i n pol ogaj me s t E 2
PV iz istegavirusnegar o d u . Bel jakovi ne Hdgo sepopoln@ ej o
palindromsko poadnmolsjees tzanvoltjreanjoi mezp tgaeksrtiivha j cold
prepoznavnih zaporeg, s konsenznim motivomAT(A/G/T)G(C/T)(C/T) oziroma

AACNAT, ki pa niso enako ohranjena pri vseh RV. p o d kC® kg bila identificrana

tudi nekdera vezavna mesta za dejavnike K i se i zr agtphecelclk@ v do
posl edi | no vtpizenvPy (Langworthkn Laimins, 2004Doorbar, 2006;

Bergvall in sod., 201,3McBride, 2008, 2013,2017). Pri nekaterihgenotipih HPV in

gival skih PV, kot | e PGPV],keimed @&oncem zgbdajega k u g b €
podrolja E o0z% &ocemaORFRHA 2ZE5M aihmj a dodatno nek
kat erega vl og aKogpaein Roljak, @itDeodbarih oe.,2@1%h (

2.1.1.2Virusne beljakovine

Virusni genompr e k o uporabe vel promotorjev i n z
izrezovanjak odi ra znal i | ne zwvisokowkranenimb fenkgioaakionv i n e
domenami ki PV o mo g o, |dauj sop ezxyanlkol j pl igi sV penj ski krog

gostiteljske celic€De Villiers in sod., 2004Kocjan in sod., 2017 Beljakovine zgodnjega

podr ol j aE4 EX EG in EHERspdejejo pri uravnavanjypodvajanja virusn®©NA,

i zr a gimsnh genovi nt er akci ji S  c evkpostawitvi primerdegal | a k o
celilnega okol ja zimizmikanju@\simunskeno odzicugedtiera n j e

ko sta beljakovilLhinlL2p o zknoetg ag epsimakimren rb¢jjakovini,

virusne kapsideKot pss | edi ca spojeni h prepisov razlilr
fuzi j ski h beljakovin, kat eri h v(Kajgnan Polpk, v gl a
2011 McBride, 2017.

Beljakovina E1 j e sestavl jena iz pribligno 600 A
nadajevanju Gkonec) vsebuje domen®TP-vezavnega mesta konsenznimAK
zaporedjenGx,GK(T/S), kipr ed kamploetvaj anj a virusnega geno
omog | a opr avl jodATP-edvisheuheksamierneeDNA helikaze nespeci f i |
vezavo bellakovne E1 na DNA in predstavlja vezayv
Aminski konec (v nadaljevanju -Konec) beljakovine Elvsebuje domeno z bipartitnim
jedrnim | okalizacijskim signalom (v nadal]j
ohranjenega zaporedj@RK in navadno manj ohranjene serije argininskih ter lizinskih
ostankovObe podr ol j i sta | ol eni s pribligno 30
levcinom bogat jedrni eksportni sign@ nadaljevanju NES3 konsenzninmotivom LXz;



7

Skubic L. Molekularna in filogenetska opredelitev ... papilomavirusov ... japonskih makakov.

Mag. del o. Ljubl jana, Univ. v Ljubljani, Bi otehni gka fak
aLxo(L/IIV)X (L/). Ob zaporedjuNL S | e g vezavno mesto za ci
zaporedjem RxL, na katerega se vege ciklin
ciklina odvisno kinazo (angtyclindependent kinajecdk2.Ce | i | n e fodforilacippz e s
ostankovserinaoziromatreoninain prolina ((S/T)P)t.i. cdk-fosforilacijskihmestv bl i gi ni
zaporedijobeh transportnilsignalovpov zr ol i j o spr emenmabngdetiv kon

NLS ter NES za vezavo receptorjev jedrnega transpdrt&arioferinov (importiniin
eksportini). S tem je uravnan jedragtoplazemski transporbeljakovine E1 skozi

kompl eks jedrnih por in omogoleno regulira
podvajanjem gostiteliske DNAz not r aj c e.| Nekatere graed pneejenih
transportnih signalov s o pri gtewi zinli mi hvi gekot Mgdi h HP'

domenamana G in N-koncih se nahajata DNArezavna domena za p e c i vezao n o
znotraj mestaori in oligomerizacijska domena, lképodbuja oblikovanje heksamerov
(Longworth inLaimins, 2004; Joh in sod., 2009; Chouhy in sod., 2013; Bergvall in sod.,
2013; McBride, 2008, 2017).

BeljakovinaE2, k at er e 35500 KKy sebujedvafangcanalni domeni, kji

o0 mo g odpravijagje funkcijed ej avni ka prepisovanja pri ur e
virusnih genov Na Gkoncubeljakovine E2se nahaja DNArezavna domena motivom

levcinske zadrg€lxsLXxsLxsL), s katero seahko virusna beljakovinag p e c ivfeiglen on a
mestoE2BS v LCR, in s povezavo preko levcinske zadrge druge beljakoBg&etvori

dimer (Landschulz in sod., 1988Joh in sod., 20Q9McBride, 2017) Pr ed =z al et ko
podvajanja virusnega genorbaljakovina E2 sodeluje z beljakovino Bpti kooperativni

vezavi na mestori, sajje vezava beljakovine E gi bka oziroma nespeci
potrebuje vezavo beljakovinE2 na sosednja mesta E2BS ter oblikovanje kompleksa

E1/E2 Na N-koncu beljakovine E2se nahajaz glutaminormbogata transaktivacijska

domena ki s e vze lipl@kovino E1 inpreko povezave mmekaterimic el i | ni mi
beljakovinamj kot je Brd4 o mo g mterakcijo virusne DNAs transkripcijskeaktivnimi

regijami gostiteljskega genomiarp o s pm@aesaktivacije prepisovam virusnh genov

(Longworth in Laimins,2004 McBride, 2017. V predelu beljakovineE2 med DNA-

vezavno domamin transaktivacijsko domersepri genotipihPV iz roduAlphaPV nahaja

zaporedje NLS z visoko ohranjenimmotivom KRxR ki spodbuja aktivni prenos
beljakovineE2 skozi komplekgedrnih porv ¢ e | i linrustrezncelakalizacijo znotraj

jedra ter povezovanje z jedrnim matrikso(@ou in sod., 2000; McBride, 201L3Kot

posledica alternativnega izrezovam#onov iz primarnega zapisa mRNAe i zr agaj o
dodatne  k roldike dedjakovine E2ki navadno nimajotransaktivacijske domene s
tekmovanjem a vezavo na mesta E2B®% LCR zavirajo podvajanjeter prepisovanje

virusne DNA(McBride, 20082013.
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Zapis zabeljakovino E4 se v celoti nahaja znotraj ORF E2 pogostonima lastnega

z a | e tkodeng aato se beljakovina E4navadnoprevedekot fuzjska beljakovina iz

MRNA E1"E4,spojeregaprepiavel i nsk Ok &4l an kratkega z:
ORF E1(Longworth in Laimins, 2004Van Doorslaer in sod., 201 Moody, 2017. V
diferenciranih epitelnih celicafe beljakovina E4i zr ayjepaz ni h fazah ¢i\
kroga PV. Raziskaveso pokazale, das svoj i m del ovanjen pripo
pomnogevanju Vi oegsegapagsa lahfoy midiknayltimgrovyv e ge n a
citokeratinsle mr egel i | nega cs$ p o®ddanizacijoainrazpidajihove
strukturetero | aj g a hoxils zZreihvidongve z o k u g eBel@kowna E4 ec e

N-koncu vsebuje domendgangl. leucinecluster domaih s konsenznim motivom LLxLL
oziroma njegovo razlilico, k medtere kokkoneaw | na p
omogol a mul ti meeE4d@Deodar,j2@0062018 KgcjankndPeljakn 2011

Beljakovina E5 je majhna, hidrofobnatransmembranska beljakovina, kise ok u geni h
celicah nahaja predvsem membranahendoplazemskegaetikuluma, endosomov in
Golgijevegaaparah , ob| asno pa t ud(Doonrbar,2@6Longwoithhn me mb r
Laimins, 2004) DelovanjebeljakovineE5 pozitivno vpliva na recikliranj@ziromazavira

razgradnjotirozin-kinaznih receptorje¢ e | i | ni h r ast ni h epgderma v ni k o
growth factoj , kar posledil|l no vod&EGR (apgbepideimaln o s i ¢
growth factorrecepto) posredovai signalni potit e r spodbuj a c¢elilno

| i mer prapbmore k zal et k wk mag ledhaiDoerbat, 2086) s f or m
Poleg tegabeljakovina E5sodelujepri izmikanju PV imunskemu odgovoru, dalokira

prenos molekul poglavitnega histokompatibilnostnegampleks (PHK) razreda Iv

cel i | no metakd povaan predstavitev virusnega antigena limfocitom PFi
genotipihPV iz roduAlphaPVob st aj a vel | ol eni(B5alfar-betgi n bel
gama,-delta,-epsilon,-zeta) z n a | kalposantezne filogenetske skupine znotraj rkidu,

imaj o razli| ne Bewin Aokse 2004 Kocjanoirs Poljak, 2011)

Nekateri PV imajov podr ol j uE2 mé2 zapgsRaFdver a z | B5podabni
beljakovini(Van Doorslaer in sod., 2017)

GenaE6 inE7staprvi sokori zilnih genoti pi h zdadi, pove
pomembne vioge v onkogenezi novotvodbravnavana kot onkogen& | j ul na v Il og
beljakovin E6 in E7 jev zdr gevanj e pri mdrrme gzaa cped®Vinlongeegvaa
poleg tegapa spodbujatatudi proliferacijoo k u g e n iinhz vezavbziacvi r at a zagl
delovanjecell ni h -z aivmorraj o | | Kar lahkeVv neleaterth primerirs | a s o ma
inducira nesmrtnost k u ¢ e n iinhvodicvenjihovo maligno transformacij@e Villiers

in sod., 2004 Kocjan in Poljak, 2011 Doorbar in sod., 20)2 Beljakovina E6 je
sestavl jena iz pebujebvh cinkovaprstd(&nfl. zidc-Knger motijvz

visoko ohranjeninkonsenznimAK zaporedjem CxxC(pCxxC, K i st as36bAK ena
ostanki in v e g et ave ione tek sta odgovornaza z not r a jsmkliostinn o
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dimerizacijobeljakovineE6. Na GkoncubeljakovineE6v i s ok or i zi |[HRVsB geno't
nahaja PD&ezavni motivs konsenznim AK zaporedjemil/SxV/L, ki se skupaj AK
ostanki spe i i iglia®Z doneegor e k at er i h celkbtlsmi h be
hDIlg, hScib, MAGI-1, MAGI-2, MAGI-3 in MUPPY], ki so Vi j u | eurawavanje

c e | irabktipmdhezije celicc e | ipdlamaestiter signalizacije, povezang proliferacijo in

apoptozo celicRaziskave so pokazale, da se beljakoiitav o kugeni h cel i c ¢
tako v njihovih jedrih kot tudi v citoplazmi, kisre | ahko vege z velikim
cel i | ni h,kdseogjea loondieljpkevines PDZ domeno telumorz avi r aj ol a
beljakovinap 5 3, in z vezavo pogos tPoav takp rjeohija nj il
ugotovljeno, da ima beljakovind6v i s ok or i z i |HPV $posgorost @ktivagje® v

i z r a @atalitgkeapodenote telomeraze hTERT,pkr i vsaki iwaekoncith n i de
kromosomow hr ani e n lanerinpo lepired uj e s TEeloreesazagen C 0 C €

aktivna le vrakavih inma t i ¢elicahhmedtem k se v somatskitcelicah navadno ne
iz r (Boggavorth in Laimins, 2004; Thomas in sod., 20B8rgin in sod., 2013

BeljakovinaE7j e s est av | j160nAKin semahgja predvsemd jedyusk u g e ni h

celic. Vsebuje vezavno domena Z n a Imotivami LRCXE, K i o stabilg | a
povezavo z bel |j akobso pl07 miBO irgtinoblgsiomska b&jakovina

(v nadaljevanjpRB), kipr ed pr i | et kom amJnavajmizhoddelide @r e n c i
c el i | neZvaezawheljakodne E7 na beljakoving r u ¢ i je Bjihofbdelovanje

zavrto(Longworth in Laimins, 2004Bergin in sod., 2003 Na Gkoncubeljakovine E7se
nahajacinkov prst(CxxC(x)sC x x C) , ki p 0 sdimergvvirusndébkliakevon® a nj e
i n o mojanapltadlno delovanjéLongworth in Laimins, 2004Liu in sod.,2006.

Beljakovina L1 velja za najpgi i munogeno vVvirusno beljakovi
popolnoma diferenciranih ceib zgornjihslojevepitela karo mogol a uspegno i :
PV imunskemuodzivu gostitelja Poleg oblikovarg virusne kapside jeeljakovina L1
pomembnatudi pri vezaviviriona na receptorje gostiteljske celig&ocjan in Poljak,

2011) Beljakovina L1 m Gkoncu vsebujeaporedjeNLS iz argininskihin lizinskih AK

ostankoy ki z vezavo na karioferinesmerjavirusnobeljakovino iz citoplazme proti jedru

celice (Joh in sod., 2009 Zhou in sod.(199]) predvidevajp da imajo nekateri PV na-C

koncu beljakovine LHve zapored)iNLS; prvo zaporedje je monopariginv k| j od uj e
petd o @k driigopa je bipaitno ter se deloma prekriva s prvi@aporedjem, jegovi

p o d r pabkta sestavljeni iz dveh alieh AK, kijul o | &2 &K ostankov(Zhou in

so0d.,1991)

Beljakovina L2, kij e pomembna pr i v z dkap§idew a rzjad ed mli i K &
okuglbbeel uje pri prenosu virusne DNA v jedrc
VKl jul pogmnpgene v i r kapsidee Pri Béstavhnju kapsomere se
beljakovina L2z beljakovinamiL1 p o v s @idrofobnovezjo prekodomeneki se nahaja
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v b | C-kipricain vsebuje vezavno mesto za beljakovino A.bhranjenimkonsenznim

AK zaporedjem PxxPxxPxxRer sepo vezavivstavi v osrednji del kapsomerda N- in
C-koncubeljakovine L2se nahajataNLS incNLS, ki z vezavo na karioferingelujeta pri
uravnavanjuokalizacije beljakovineL2 v ¢ e | i Jedrwe prav tako pa lahka njimain

vitropr i de do iorskepoeezave znefjativao nabitdNA. Glede na nekatere
raziskavesep odr ol j ev egpa& mddnS beljakovino dingirki o mogol a pr ena
kompleksabeljakovinalL2/virusna DNA vjedro celice Na N-koncu beljakovine L2se
nahaja cepitveno mesto za cel il ni kateregai m f u
cepi t ev vsopvioiana\gostiteljsko celican je pomembna r i k agobegij g em
virusne DNA iz enddlizosomalnega kompartment&jer pride dood pHodvisnega

razpada virusne kapsidé. n e p o s r eNdkanicabdijdkavigeiLBsé nahajp odro | | e

transmembranskaomengzd ol gi no pribli gnoo k23 ulAKj eosftal
visoko ohranjea |, prekri vaj ol,iabegakovimidtv kompleksd x WrHs
DNA napot i proti o b g izHod impoznggaeddosomaer prehod v

citoplazmo preko endosomalne membramaziskovalci predvidevajo, da Hahko
omenjena cepitev s furinomreko konformacijske sprememb beljakovine L2vodila v
izpostavitevtransmembranske dome(i@oorbar, 2006;Bronnimann in sod., 2013Vang

in Rode, 2013. Med zal et no f pomembno klagg iz ergininoma bogat
transportni signal NRS (anghuclear retention signgl ki se nahaja v osrednjem delu
beljakovine L2 inz vezavo na jedrni matriksodelujepri ohranitvi kompleksdeljakovna
L2/virusna DNAvc e | i jediu¢Mamoor in sod., 2012)

22F1 LOGENETSKO RAPAPRGNAVIRUIOV

Od leta 2000 so PV t akPapllonaviisde preduemmado bilni v ¢
skupaj s pol i o mapoevaviridagDe Vitlierd in sddr, 20§4)Spoznavanije

k1 i npomeménostP V , relativno majhna dol gina nj.i
met od mol ekul skega &kl oniranja ter neposr e
(sekveniranj a) so vodi l ilotnir nuieotslrphe zpmoredij opr e
genomov vsely edentificiranih genotipov PV (Van Doorslaer,2X).Pos |l edi | no s o

PV prvi virusi, ki so biliv v erbzdetjeni glede n@odobnost nukleotidnih zaporedij

virusnih genonov (Bernard in sod., 20)0Ker genL1, poleg gendEl, med razl i | ni

genotipi PV velja za najbolj ohranjen delirusnegagenoma, predstavlja osvo za

razvr gl anj e evalcijgke soiodndstd RVeamppdeagi filogenetskin dreves

Glede na podobnost celotnih nukleotidnih zaporedinogeLl so PVhi er ar hi |l nc
razw gl eni V osnovne iradkwsbamgendik (®e Wllers mgoa.r i | e
2004;Kocjan in Poljak, 2011).

Med PV razl i lonzinhalreod o vz, gkriagnegagye sklddnmodt eelotnin al f a
nukleotidnih zaporedij genov LA i Pjda 6 0 %. Ker je gtevilo ro
|l rk v grgki abecedi , so preostaliendyporced g
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(DyodeltaPV-DyoomegaPV) oziroma étr e i ($reisdeltaPV-TreisetaPV). Skladnost
nukl eotidni h zaporedi]j genov L1 PV razlilr
znanmepd60inf0% Vr st e PVs slomlzinmd ceinjeo gr gke | r ke

g t e vvrste kSkladnost nukleotidnih zaporedij v celothem genu Line d razli| ni
genotipi PV znotraj isteirusnevrste se gibliemed 71 in89 % Za genotipe PV, ki se
uvrglajo v isto virusno vrsto, je znalilno

lastnosti, kot stéropiz e m z a s p etertuiarodganigotandigDe \lliers in sod.,
2004;Bernard in sod., 201&ocjan in Poljak, 201INIAID, 2018).

Osnovno enoto pri KlasifikacifPV predstavlja virusni genotjiki jet u d i naj pomembr
taksonomsKki nivo, saj S0 gen @osaneznitbdleZzni et i ol c
Kot nov genotip PV opredelimovsak virusni izolat katerega celotno nukleotidno
zaporedje gena L1 izkazuje manj kot 90 % ujemanje z nukleotid@puredji genov L1

vseh uradno priznanih genotipov PV. Razen nekaj izemga k genoti p PV o
kratico rodu in vrstey ialy pri kateri je bil osamljeter z zaporedno(Dgt evi | k
Villiers in sod., 2004Kocjan in Poljak, 2011)

Dr u ¢ Papilmmaviridae je junija 2018 sestavljéo 49 rodov PV, v katere sobili

r a z v r4@4uradna priznangenotpi PV. Od tega jebilo opisanih 221genotipovHPV

in 183genoti pov gival skvohr aRV v misha mlirjeld manH ai gz e
vkl jupbeedbéavni ke sesal ceKacanpntsod., €¥l7Vangel v,
Doorslaer in sod., 2017; NIAID, 201&rroyo, 2018). Medtem ko se jpice in ljudjelahko
okugijo z vel za VvP$Boblizmal ivienliinmii gperneoatsi tp
evol uci j sk o opraddjgni ldhpossmezrmasinazi nhapi gerlotip PV (Kocjan

in Poljak, 2011)

V primeru, ko je skladnoshukleotidnih zaporedijgenov L1 med 90 in98 % PV
opredelimokot virusne podtipe genotipaPV. L e  p skladnostcelotnih nukleotidnih
zapored genomovPV v el j a o dirus® @reddimokot podtipsle (genetsk)
r a z edandkega genotipa PV (Kocjan in Poljak, 2011).

2.2.1 Papilomavirusi pri pr vakih

PV, ki jih povezuemonast ankom razl il nih benignih in n
pri gostiteljih iz redgprvakov (Primates)delimo na genotipe, W ov zr ol aj o okug
jludlehi HPV i n genotipe, ki povzrolajo okugbe p
(Simiiformeg T o pi | j i rmdWhunfaa prig;mate P) . Vel i no (nP\221pr vako
predstavljajogenotipiHPV, medtem ko jéilo dojunija 2018opredeljeniHe 20 genotipov

opil j.i WsRV PV, ki prvakoz r sloajr@a zok @§d ®wusnihy g e st
rodov: Alphapapillomavirus  (AlphaPV), Betapapillomavirus  (BetaPV),
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GammapapillomavirugGammaPV), MupapillomavirugMu-PV), NupapillomavirugNu-

PV) in DyoomikronpapillomavirugDyoomikronPV). Od teh so o¢etr ji PV
virusne rodove: AlphaPV, BetaPV in DyoomikronPV (Van Doorslaer in sod., 2017;

NIAID, 2018.

Rod AlphaPV je junija 2018sestavljéo 14 virusnihvst,y nj i h pa | e78bi |l o
genotpov PV,K i povak wprixgax | i |amopit Stavegassveta (Catarrhir¥).

virusni rod AlphaPV je bilo u v r g |68 genohpov HPV,v k| j ul| noklizni Vv & @ mi
najbolj pomembmni genotipi HPV, in 13 genotipovo p i |P)V,ikaterih gostitelji so

navadne gverez€Colobus guerezai CgPV1, grivasti pavijaniPapio hamadryasi

PhPV1ipr i t | i k a@an paniscosp RpRP\Zlierp pons ki m makakiom bl i
vrsti, javanski makaki M. fascicularig 1 MfPV3-11 in rezus makaki (M. mulattg i

MmPV1 (Van Doorslaer in sod., 201[KJAID, 2018; Arroyo, 201§. PV iz roduAlphaPV

znal iilzrkmzuj ej o tr opmilzoegmaz @cek| bsutne,dzipsi t e | k
epitel anogenitalne sluznicter so povezanz nast ankom gtevilnih be
novotvorb plogl robéli ghonedd a@rintoedilpuzavniHMV,
epitel, glede na et o povzrol eni hnanowiod vilomiizzlielfnemo| n
genotipe HPV. Vi s o kgenotipiHPV soiodgovorni za nastanek e | kot 99
primerovrakamat er ni | @9y &rakaz atdnj i ka 40 hrakape&ms kceg a
zunanjega spolovilad7 %raka penisa teR5-30 %raka ustnegadelag r el &i zkor i zi |
genotipiHPV sonasprotnadgovorni za nastanek vseh primeenogenitalnih bradavin

papilomov grlat ak o ni z kwirsi azki d rniiz iklorpalahgop o o z rtpdi a HB V
klinilno nezRVazroduAipbaPVYskear §pb e e tesnignbsitike sok ugeno
sluznio i n, n&jpogpsteje s spolnimi odnpsedkeje posredno preko kontaminiranih

pr edmet opaje tudiprénesrz avtoinokulacijgkocjan in Poljak, 2011Doorbar in

sod., 2012

Rod BetaPV je junija 2018sestavljfo 57 genotipov PV, ki sdili r a z v r gg eesnti %
virusnih vrst V virusni rodBetaPV so biliu v r glé tej@ genotipio p i | j, gehotipd V

MfPV1 in MfPV2, katerih gostitelji so javanski makakiM. fascicularig, in genotip
CgPV2, K i povzrol a okuQ dguerezgp(Van Dooralacrin sod.,h gv e
2017;NIAID, 2018. Pol eadV jelpla virgdBetaPVv k| | u| esgerotipovu d i

HPV, ki pri osebah z geetsko ali iatrogeno oslabljenim imunskim sistemom in bolnikih z
redko dedno bol eznij o, Il menovano brad
epidermodysplasia verruciformisy nadaljevanjuE V) povzrolajo nast
benignih ter mag prgemmémmelopdrmasda | epiht el a. P
pojavljanje pl oglid&bhkohizpasmenostip Ubevanpisalva £q mak
vodijo v razvoj nemelanomskegakak o ¢gPe zdravihosebahgenotipi PV iz rodBeta

PV navadno vzpostavijo lerikrite (latentng oziro ma kKl inil]no neznali

-
C
~
C
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pr e n appag zoneposredniratikomo k u gle o @ e posaednio preko kontaminiranih
predmetoyJoh in sod., 2009; Kocjan in Poljak, 20 Btroyo, 2018.

V rod DyoomikronPV s o bi | i junigamo20da8noutvirpgil empi | j i
gostitelji so vrste opic Novega sveRldtyrrhin), kot sorj a v i  i(Alouastakgaidriba
in | rnoglavi sajmiri(Saimiri sciureuy(Van Doorslaer in sod., 201KJAID, 2018§.

V preostalevirusnerodoves predstavniki PVK i povzr ol aj osolblikuigpbe pr v
2018uvr gl eni sRVino kgempotvizpiol aj.d/ rod GammaPy jep r i [
bilou v r g |98 winodMu-PV trije in v rod Nu-PV en genotip HPMVan Doorslaer in

sod., 2017 NIAID, 2018 Arroyo, 201§. Genotipi HPV iz rodovGammaPV, Mu-PV in

NuwPV s e p r em m@egoargdaim stikoro k u g En g e al i p a posSTr e
kontaminiranih predmetovn po v z r orlaazjloi | rkeo iy vbradavigepri katerih

navadnone pride domaligne transformacije(Doorbar, 2006 Kocjan in Poljak, 20111

Vel i na ¢HW alast iprodw GammaPV in Mu-PV, ima dvojni tkivni tropizem

in |ahkakokkgini kot (Hodinj askuz miGs$meid bemi2zt0d |5
2017).

2.2.1.1Papilomavirusi pri makakih

Genoti pi PV, k i pripnoakakihr, prddstavijajonajbllje tahiskane PV

prvakoy, junija 2018pas o v k | fllugertipav|MPV(MfPV1-11), Kk i povzrol aj
o k u g bjavangkh makakh (M. fascicularig, in genotipMmPV1, katerega gostitelji so

rezus makakiM. mulattg (Van Doorslaer in sod., 2017; NIAID201§. Prva odkrita
genotipa PV, K i povzrolata okugbestgphila | ava
osamljena iz tkivnih vzorcepalmoplana r ni h biadagcinsét ak sonomsko uvr
v rodBetaP V . Fil ogenetska analiza obeh genotipo
PV s podobnim tkivnim tropizmom, kot so g
bolnikih z EV (na primer HPV5), in genotipgPV2 kot pa PV, kipovzr ol aj o okug
isti vrsti opic Starega svetavi{fPV3-11). Preostali genotipi PV, katerih gostitelji so
makaki,so bili osamljeni iz anogenitalne sluznices e t ak s on o msdAphaivr gl aj
PV, n a js b lu izidgp {(ardogenitalmn) genotipom PV izirusnih vrstAlpha9 (HPV16)

in Alpha11 (HPV34),ter skupaj z genotiporPhPV1sestavljajovirusno vrstoAlpha12. V

rod AlphaPV je uv r § gematip MMPV1, kije bil osamljen iz rakavo spremenjenih
bezgavkrezus makaka p | ogl| at ocel i | ni mterldavetgenatippyn®PVm p e ni
(MfPV3-1 1) , ki so bili osamljeni Iz bmiodov ma
katerihso biligt i r j e P\g(@Mird3t -4,p5 in -8) povezani h i s t epbtgegok o
cervikalnointraepitelijsko neoplazijo. Virusni podtipi genotipov MfPV3, MfPV8, MfPV11

in MmPV1 so bili identificirani tako priavanskh makakh kot tudi prirezus makakihkar

bilahkopr edst avl j al oi meacdwakatzug edkiapthudlphaP¥Va opi |
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verjetno niso strogerstnez n a | (Kldsterin sod., 1988Chen in sod., 2009Glede na
to,daz aenkrat ge niHPVs | | do lomozad pren@so @ in |[oRYehg a

| 1 o vje kogodkrepilo hipotezo, da se per i PV, K i povzrolajo o
tropizem za specifil no 1 lpajavilopredlsd luizling iljna a
| 1 ov e | Hgmiaided in preostalihopic Starega svet@ercopithecoidga kamor se

uvrglajo tudi ma k mikjdni,let. femede psi édi gaonadal |

koevolucija omenjeih PV s svojimi gostitelji terpos| ed bl e b enjilove] e
raznovrstnost{Chan in sod., 1997a; Chan in sod., 1997b; Joh in sod., 2009; Wood in sod.,
2011).

2.3EVOLUCIJA PAPILOMAVIRUSOV

Zaradi dostopnih podatkov aelotnih nukleotidnihzaporedjih virusnin genomov v

kombinaciji s klinl n i mi I n biokemijski mi podat ki, PV
sistem za preulevanje virusmlei veavorda cgijwl jien
virusovz r az | i | (WaniDookslaed, POL3). v

Za parazite, med katere nekater:i uovor g| aj o
pravilo, ki pravi, da so parazib | i sgrpdeih gostiteljskih vrskot posledic&oevolucije

bl i gojo@ni tudi med seboj irda filogenetska raznolikost parazitov sovpada z
filogenetsko raznolikostio go st i t el j ski h vrst. Kakrgnakol

filogenetskima drevesoma bi takahko nakazalada parazit in gostitelj nista lai v
koevoluciji.S p ov e | e v a apyedelfeniiruldeatidriizaporedij genomov PV in

njihovih gostiteljev so raziskovalci ugotovilida PV in njihovi gostitelji niso imeli
popolnomaenakee v o | uc i j s k @logpnetska opredelgeposaameznilgenotipov

HPV in geografske r azporeditev nji bdvta§aewizdica @ ski h
| |l ovegke ewnoluci e n,jsagenbtipidP\eizrhde\AlphaP/tindBeta

PV bolj sorodnio p i |PV iz mstih rodov kot pa genotipom HPV iz rodoGammaPV,

Mu-PV ter Nu-PV, | esar ni mogno poj asniZaradi skomjmo s
popolne odsotnosti prenogaV. o kmuegdb raz |l i | ni mi gtudvraalos k i mi
verjetno, da bi na evolucijo PV vplival horizontalni prenos ger®xolucija PV tako
najverjetnejeni neposredno sledilavoluciji gostiteljske vriste t emmaz2Yoj u ekol o

nNi g goskiotelsjta prisotnost/ odsotnosuwirugd!l ak i r
morali prilagoditi(Chanin sod., 1997aDe Villiers in d., 2004; Van Doorslaer, 2013). V
nekateri h primerih je prilagajPdnonkogena ni go

potencialom cBride, 2017. Glede na podatke je bil postavljen model, ki predvideva, da

sejep r e d n i, K je bil géh&falistnajprejrazvil v bolj specializirae PV, K i so o0kuc¢
r a z | gostitelgka tkivain se po prilagoditvina ekol ogke ni ge raz\
gostiteljsko vrstp s mjavom novih in bolj raznolikihe k o | ongikgiah j e dopr i gl o
hkratnegaevolucijskegaazvop mnogih novihPV, ki mu je sledilanadaljnjakoevolucija

(Van Doorslaer, 2013)
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V primerjavi z RNA virusi, kot sty i r us | Il ovegke i mulnlskwe gpkoima
rinovirus ev ol uci j a PV p,osh soksaakoznajbol) sonpdnil kat guidi zelo
oddaljeni PV evolucijsko zelo blizkljub temu, dasoseaz vi j al i skozi vel

Razlog za to je odvisnost nji hovega pomnoc¢
diferenciacije gostiteljskih celicZaradi algotrajne evolucijske povezanosbiziroma
koevolucijes svojimi gstitelji so PV vrstnez n a | CHamin sod., 1997a8ernard in

sod., 201D Dolgotrajno prilagajanje je vodilo v pojav ravnovesja med virusnim
pomnogevanj e mmunskegat sstenegosttelja, ki PVo mo g,odh déahko

us pegnojozwakjl jail v l(Poerbar is dod., 2KL2)/ggsameznitprimerih je

bilo dokazanpdalahkoobt e s nem st sliznieiork ulgede | sYgddimi

gival skimi vrstami, na primer pri prdeodmal em ¢
obl asni h medvRVgQGhaniinhsodp 198 Nekaten genotipPV lahkopri

sorodnih negostiteljskih vrstah ali v neustrezriipine pi t e | a oagbativrea kod gh e ,

ki pogosto vodijo v nastanek raka (Doorbar, 2006).

24RAZMN O GE V AN PETOGENEZAPAPILOMAVIRUSOV

Mo d el poteka okugbe spatdahezeimsoweitrpdiu AlphaePV.r az i s k
PV | ahko medferénciranecelide ébazalnega sloja (v epidermisu siratum

basalg vel skpladdglegtaoc el iklomjeeg a a | g, padinee bekica ivc e
neokugenem epi,tdelkaterih vkioniP\6 majpodostéje dostopajskozi
mikroskopske razpoke v melu (Slika 3) Domnevno imajo privezavi virionov na
gostiteljslo bazalno celico k1 j ul n o primarnb geoeptorjj hepararsulfatni
proteoglikani(v nadaljevanjtHSPQ, ki se nahajajonpov r gi ni eipbazaleil ni h
membrani, na katero so bazalne ceficierjene. HSPG na bazalni membramedstavljajo

primarno vezavno mesto za virusno kapsido ozirdelgakovino L1, lapsidapa se nato
prenese do sekundarnega vezavnega mest a, k
Vezavana sekundarno vezavno mestdapsidi poer o | i k gskd sprenmesnlmin

izpostavitev Nkonca beljakovine L2, kga v nadaljevanjwcepi endoproteazéurin na

cel i | ni . @becmbitvi @idei do konformacijske spremembe beljakovine L2 in
izpostavitve mest, s katerirsebeljakovna L1l v e @asekundarne receptorjegrdnevno

so @6 oi Wt egr i rendpcitokgd Empelodi kot ere virioni rel
celico.Vrstaendocitoze se med PV razlikufy lahkov celicovstopajo bodiss pomol| j o
kaveolarne endocitozali pa s klatrinsko endocitozo, pri katese nekateriPV znotraj

celice dodatnop r e n a g agosomi &/ cdlica se virusni delci razgradijo v poznih
endosomih in/ali lizosomih, virusna DNA pa sekompleksu z beljakovind.2, ki se
predvidoma s GCkoncem v e § e matoano beljakovino dinein, prenesev z d o | ¢
mikrotubulov v jedro bazalne celice, Kjer p ot ek &iruspegamgemoma& v a n j ¢
(Doorbar 2006; Pyeon in sod., 200Kocjan in Poljak, 2011Wang in Roden, 2013.

Pyeon in sod. (2009) so ugotovili, da morauza p e g n o, predistogpro virusne DNA

vc e |l ijedroimpredp r ikdmd tz r a g a n j \arushgyendyrggstitetiska celicd) e



16

Skubic L. Molekularna in filogenetska opredelitev ... papilomavirusov ... japonskih makakov.

Mag. del o. Ljubl jana, Univ. v Ljubljani, Bi otehni gka fak
vstopiti v fazo mitoze(zgodnjo profazq)vk at er i pride do porugen
reorganizacije mikrotubulot e r specifilnega izraganja ne
Kompl eks beljakovine L2 in virusnega geno

zagotovi, da virusna DNAstane v jedru tudi po koncu mito2ddBride, 2017)Ok u g b a
lahko v nadaljevanju poteka kotqaluktivna alipa kot abortivna( nepopol na) ok
(Kocjan in Poljak, 2011)

Normalen plos&atocelicni epitel ‘ Okuzba ‘ Okuzen ploscatoceli¢ni epitel
e e Produktivna okuzba ® Nepopolna okuzba
& e Virioni PV ®
o

e e

Mikroskopska Novi virioni PV

razpoka v epitelu ve I #
Sloj s popolnoma =
diferenciranimi i / o
celicami

Plo&catocelicni

sloj .
.If o
PomnoZzevanje 3
a virusnega genoma = % -
Suprabazalni Y I B # s
s1oj Proliferacija _ = -
" okuzenih celic > [T \RE e 5
» = ;' e e 3. Zadetno pomnoZevanje In‘lr)egrirana .
Bazalni sloj I\ _ = P @5 & V’Tlsnegage:f}ma L — E}-‘irusnaDl\'Aﬁ_o
| . . Pl o? W oL |8 e.ah._ AW 4 4 4 = °
5 )
. Bazalna membrana Okuzene bazalne Virusni
Dermis celice episomi
Slika3:Pot ek okugbe s papilomavirusi (PV) v velskladnem
241Pr oduktivna okugba
Kot vel i na , tudi PW saopedvajanje in prepisovanje virusneggenoma ter

prevajanjevirusnin mRNA uporabljajo molekularne mehanizme gostiteljskih cgligh in

sod., 2009 Proceap o mn o g PV ann jza a girmsmih genovstat ek om okughbe
nat an| no srsepgjo diferenciacije epitelnih celic. Nekateric e | i djaaniki d
prepisovanjakaterih vezavna mesta se nahajajo v virusnem gensemua min elr agaj o |
v dololenem | asuObi faezéndtinavvregdidanhy ealjs@d ns b

intervalih ink o | ahproiavedejos p e c ivifusnt nkel j akovi ne, K i i ma |
v gi vl jenj sk edfdenaagijao kvuigreumsaktih celic in njihovim

pomi kanjem proti giegjsipppsosbojosin @E@imee g& ean
kompl et ni v i r i tenzipopplriomasiflerendrgniheelecv a jn@j vihgj i h s

epitela(Longworth in Laimins, 2004; Doorbar, 2006; Kocjan in Poljak, 20PL) tem se
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omenjene celiceob znal i | nem ci t dgkpilacttozikznma | unbinblod o g k o
spremenijoin po st o p o mapropadati IS ® jmm 0 § e viasngge genoma

zgornjih slojih i n S pr ouvibnavnlj ee mi z p o v r @pitela sekpride doc e | i c
pomembnej ge viemieitdrapr dglzaenj a provnsetPVi therci t
ul i nkovi predstavitev virasnilo antigenov imunskemu sistegastiteljain se

izmikajoc e | i |tam mumaralnemimunskemu odziviKocjan in Poljak, 201;1Doorbar

in sod., 201h

Po okughbi bazal virishi geaaniv ¢ e | igdgnhinmalhaj aei zkI| j ul
obliki zunajkromosomsi h  k r o ¥, hiiepisordoy $inteza virusnih beljakovipa je

v bazalnem slojumi ni mal na. Poleg beljakovin E6 in
sintetizirata tudi regulatorni beljakovini E1 in E2, ki g@trebni za intiacijo podvajanja

virusne DNA. Prepisovanje zapis@a beljakovine E1, E2, E6 in EXkt i vi raj o ce
dejavniki prepisovanjaVirusna DNA se v bazalnem slojoajprejpodvajaneodvisno od

cel i | negtae wenikkopy pas e p & 5108 kopij na celicdKocjan in

Poljak, 2011 McBride, 2017. Pred z a | e tpodvajanjem se beljakovina ERot

homadimer najprej preko Nk o n c a p o v ehpmaiseknobel@akoving E1 in e

natosGk oncem avezgneal i | na znoirgnoestadri, pefakokiRaBlPa na
prepoznavno zaporedje svojegezavnega mest@oorbar, 2008 P r i tem | ahko ¢
beljakovina TBP, vezana na TATA zaporedje, owezavo beljakovine E2 ipr epr el i
oblikovanje kompleksa E1/E2na mestuori (McBride, 2008) Oblikovanju kompleksa

E1/E2 sledi pritrditev dodatnih beljakovin Elsestavljanjebeljakovin E1 v dvojni
heksamer prii olbermoelr v s adkehlod|dean iehn oDriNsjarostitevr i ¢
beljakovine E2 Zaradi365 @elikazne aktivnosti prideb hidrolizi ATP predvsakim od

obeh kompleksovE1l na mestuori do lokaliziranegaodvitia inr az pi ranj a dvov
virusne DNAter tvorbe podvojevalnih viligDoorbar, 2006Bergvall in sod., 2013 V

nasl ednjem koraku sl edi ebuniezaaodwmjane ®NA, konso h b el
RPA (angl. replication protein A, topoizomeraza lin kompleks DNA polimeraza

U/ pri maza dvesmernggapodvaganjae kirusnega genomaidBride, 2008;

Kocjan in Poljak, 2011)Podvapnje natot e sno sl edi cel i |lcdieemu ci k
Virusn genomse med fazac el i | n e ap acd Kd jai skupaj s celi
kopije pasov ¢ el i | tekom rditeZe enakomerno porazdeljene mediobbee r i n s k i
celici, od katerih engril n sprocesm diferenciacijein se pomakn@ r ot | Vi gjim s

epitela BeljakovinaE2 z zasidranjem episomov na mitotske kromosome skrbi za pravilno
segregacijo virusnegaegn o ma me d c e | skdpa o belghleoVino Efripomare i n

k ohranjanjuzunajkromosomskegirusne DNAvj edr i h ok u g envildtenthaz al ni
obliki (Doorbar, 2006; Kocjan in Poljak, 201¥cBride, 2017)
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Beljakovina E2z vezavo na mesta2BSv LCR uravnavadelovanje zgodnjega virusnega
promotoja, I z kat er eapiai zazgednjp virgspdielgloyine MestaE2BS se

namr el nahajajo ob mestih za vezavo cel il
zal et ek jprgedpjinh ©OBRz &RNA polimerazo 1l Zaradi razlik v afinitetido

vezavenar a z |vezhvnaamestd&2v nizkih koncentracijatz vezavo na dve medfi2BS
spodbujaprepisovanjeORF E6 in E7 v visokih koncentracijah pa vezavo na preostala
mestaE2BSin z neposredninfi i z i dviranjem vezavecell ni h dej avni kov p
Spl in TBP na zaporedja regije zgodnjegarusnegapromotoja deluje kotrepresorter

zavirai z r a Qefjakgvie E6 in E7Ker sta zapisa zheljakovini E1 in E2 prav tako
prepisanaiz zgodnjega promotorjao pripomore k regulacijgevila virusnih kopij v
nediferenciranihcelicah {ongworth in Laimins, 2004 Doorbar, 2006).Prepisovanje

MRNA zgodnjihvirusnih beljakovin sez a k |vjzgodinjempoliadenilacijskem signalu, ki
senahagama 36 konpab 6ORBRFABaliv podr ol j McBrided nj i m;
2013 Moody, 2017. Beljakovin E6 in ETmed potekom diferenciaci
pri pomoreta k S p r e me nustvarjaja epfimeinih epggajev @k ol | a
produktivno podvapnje PV ter normakn potek virusnegag i vI j enj s Kaeadia kr o

delovanja beljakovire5, E6 in E7 sebazalnecelice, pr eden i zstopijo iz
prilnejo s terminalno dimedeolddigbel lor at vk gt
obi |,ajpiroi selabkaroebr| a s noo tduedlii jnekatereoge@gdnéer

celicev suprabazalma sloju (Slika 3) P o s | etd laHkavodi v oblikovanjebenignih
novotvorb, koripaglargdd o @laa & d o erodettajnemdavice
(Kocjan in Poljak, 2011)

Do stimulacije nprekinjeregac e | i | n engsdemgE 0 K ¢ laa n e debtevigaratnin i | a
celic epitelapride zaradi interakcije beljakovie 6 i n E 7 temorzalvii Ir mij il i m
beljakovinami, predvsem p53 in pRB, ki uravnavajo rast in delitev chlied fazo

cel il neX beliakovinapR8d el uj e k ot inerdgaynikevsprepisovdnjau ¢

E2F. Ob vezavi beljakovine E3 pRB pride do prekinitvepovezavemed pRB in
dejavnikom prepisovanja E2F, ubikvitinacter proteolitske razgtrd nj e pRB v cel
proteasomu. [@ostitevdejavnika prepisovanj&2F aktivira prepisovaje ¢ e | i genov, h
potrebnih za sintezo DNAn stimuliravstop celice v fazo S, v kateri se DNA podvd&ai

vi sokor i zi HRVijelvezgvebeljakovingeEymho | nej ga i n bol j ul i
ni z k o r genotiplh HP\hZ E7-posredovanim vstopom celic v fazo S naraste nivo
beljakovine p53.Podobno kot pRB tudi p53s/ vlogi dgavnika prepisovanja, z

uravnavanjemprepisovanjanekaterihc e | i | ni h sddeldje pa kazzoiu prehoda
celil nega gqvVfado&.Odnzorfeabziee nG p o g ONAdravenp§3ost i t e
naraste inzaust avi ,cdedlerd enlii | mii k ed o p r a wmé popravijoi me h ¢

pogkodbe PNAMer u pr e @dsspergongiih cpeolgikieediberapopt c
lahkov o k u ¢ e n aktiviradweliz hamewmp r epr el i tve girjenja v
celice. Raven p53 po odpraviil pogkddke!| up&del aihrk o
visokorizilnih genotipih HPV sge bel jnakzokviit
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koncentracijahp o v e gtabilnMridelni korp|l eks s cel il no beljako
ubikvitinsko ligazo E6AP,| e mu r ulskviteatija ter proteolizap 53 s cel i | n

proteasomi(Longworth in Laimins, 2004Doorbar 2006; Kocjan in Poljak, 2011pri
nizk or i zi | niHRPV bglgkownta EGvariktabilnikompleks sama E6AP,zato ne
pride do razgradnjep53 Nasprotnose lahko pri vseh genotipilPV beljakovina E6
neposr edrbejakeveaps3n ako ovira njeno vezavo kot dejavnik prepisovanja

na znalil na zxpgeonetd] aomogoeéliilpmehod celilne
Bel jakovina E7 | ahskpodw udk u¢geenii tudh® oo cod h f e
kompleksovz nekat er i mi drugi mi celi |l ni mi bel | ak
celilne prolif er aprepisavalnegid kompleksa AP4,einhgrja &do v i n e

ciklina odvisnih kinazp21 in p27 ciklina E in Ater z njima povezanedk?2 in histonska
deacetilazgKocjan in Poljak, 2011 Bel j akovi na E5 s psmvamil ano s

poti, posredovaniz EGF receptorjj dodathos podbuj a cel i (Dooar,pr ol i f
2006.
Ok u g earalme celics | a sioamat opi j o i ,zse poradkriejb wsgabazani k | a

sloj (v epidermisu t.i. stratum spinosuin i n p r iz | difezgnaiacijo. Celice
suprabazalnegsiojasov normalnih razmerabiferencirane imisomitotsko-aktivne, zato

seDNA polimeraza i n pr eoasdelgdoeri ppadvdjanjui DN b el j a
njih n e i z Bajakavini&6 in E7 s svojim delovanjem spodbadfionovni vstop
suprabazaih celic v stanjepodobno faziS,akt i vi rata si mtzeoka cel i
celice ustvaritaokolje s primernimi pogoji za podvajanje virusne DNA (Stanley in sod.,

2007; Doorbar in sod., 20123. pomi kanjem okugenih celic pr
njihovo diferenciacijo pridetudi do sprememb v cel il ni Si gne
specifilnih <cel i ]| mja,lkarwhd y aktivacijokpoanegap virespegas o v a
promotorja ki se nahajaznotraj ORF E7in povel anj e zk alyispnihi e
beljakovin E1, E2, E4 in E5. Pri tem beljakovina E2 spodbudiz a k | jpregisevianja

virusnih molekul mRNAIn njihovo poliadenilacijov poznem poliadenilacijskem signalu

(Doorbar, 2006; Moody, 2017Ker pozni promotor ni negativho uravnarbeljakovino

E2 pri de d @ ommiolgeisuenagp genoman sicerpo nal i nu kot al e
kroga (anglrolling circle replication), pri katerem\wd i f e r e n cdelrcahjnasthne ha s e

ti sol e kopengmaSlikarduBsenggggak ovi na E5 s povel ano

z EGFRposredovani signalni poti spodbuja aktivnost MA&hgl. mitogenactivated

protein) kinaz, ki preko fosforilacijefosforilacijskih mestv b | i tyangpartnega signala

NLS znotraj beljakovine Ep ov zoa oY@z avo I mporNLEnha ow@mog@aoldijo
k opi Ibajakgviee Elvc el i Jedie mkj er poteka pomnogevan,;
En a k uima adl€ « kompleksus ciklinom E/ciklinom A, ki s fosforilacijoinhibira

vezavo eksportinana o d r oNE§, & prav takespodbudiokalizacijo beljakovineEl v

jedru celice (Bergvall in sod., 201,3Doorbar in sod., 20)5BeljakovinaE4 z vezavoin
premestitvijokompleksa ciklinB/cdk1, potrebnega zcklaigfamiood cel i
mitozo, iz c e | | |jedra g aitoplazmop ov zr o | i ustavi tstanju cel i |
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podobnemuazi G,i n pr e pr @elitev. Paleg tegallahkan vitrove ge ter i nhi
celilne MCM heli kaze, S | i mer pride do p
prednostnegg o mno gevanj a Vv {Longwonheirg laimigse 20@4m2oorbar,

2006 2013 Kocjan in Poljak, 20l Povi gana konceat E2omsjlaasbel
zavre i zr B&ia B7 ie zgadmegairusnegapromotorja kar vodi v izgubo
ustreznega& e | i | n e raasintezd ruspedNAs | iPvh@nejil apso mnogevanj a
virusnegagenomacd i ca pa s e do(®arbdr,R@6)di f erencir a

V zgornjih slojihp | o g | at oepitelh i lepidermiaut.i. stratum granulosuinse

mo| pe@ovela sinteza B4,iLL ind? katerih zapiki jsa repigani nz
poznegavirusnegapromotorja.Kopije strukturnebeljakovire L1 se v citoplazmi sestavijo

v kapsomere in nato prestavijoove | ijedra, kjer pride dosestavljanjap o m remhg

virusnih genomov v virione PM. epr av je bil o dokazanw, da
odsotnostibeljakovine L2 prisotnostsledngpr i pomor e k vel i ul i nko
kapsomer wirusno kapsido Poleg tega beljakovina L&odelujez beljakovino E2pri
uspegnej gi peomnagwusdidgenogmov.BeljakovinaE4 s e vege na
citokeratinske intermediarnélamenev cel i | nem <ci t oskelleitmerok:!
p 0 v z mazpddijihove strukturén o mo g o | izstopaajéy jed i k e gnavihgrelie vi | a
virionov PVizt er mi nal no di ferencirani h ¢SbtkaB)i tel | s
(Doorbar, 2006; Kocjan iRoljak, 2011)L as od pr i | edakaanovothoirg b e do
sprostitvePV trajao d p r i b tedngvnkolikarje pettebno za popolno diferenciacijo

epitelnih celi¢ do nekaj mesecd®tanley in sod., 2007)

2.42Abortvna o k u g b a

Kljub temu, da 9 0 mo ¢ ¢ l@ipdsmedovanegamunskegaodzivav e | okagbvs PV
roku enega letazzveni oziroma sevirusi ohranijo v nizkih koncentracijahv bazalnih
celicah epitela in povzr ol alahko ndkaered kau gme n e /
v z t r a peagqtlgn Dglgotrajne(perzistentnep k u g be z viigenotipi6lPVi z i | ni
sonaj vel ji dejavni k tveganja za maligno pre
in nastanek rakaLongworth in Laimins, 2004; Doorbar, 2008 Primanj g em d e |
dolgotrajnh 0 kzu gwi s o kigyenotipiiHPMpirm d e d o (integrdcijelvdaji t v e
dela virusne DNA \genomgostiteljske celice pr i | emer svys@ORF&GI no vk
NE7ZPred vkljulitvijo virusne DNA povHPYssakovin
svoj o akt i v magenetsko negiabimagireol |ialtn e g, &kar gredstavijaa

zgodnji dogodel procesikarcinogenezeKr o g na Vv i seskorajaedrigdkehine

znotr aj ORF&dinsenatppmgostov k1 j ul i v bl i danghfoagile . i . K r
siteg nar a z | goktiteliskihkromosomih Prekinitev zapisa za beljakovino E2 vodi v

i zgubo njene bi ol o gaktignostidgadgena virusnega promo&yan a v a n
Posl edi | no | mraenpenadtaovagneg@z2r aganj a Vvirusni h be
E7 v vsehslojih epitela Kot je bilo omenjeno v poglavji.4.1Pr odukti yvna oKk
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virusna onkogena E6 in E7 ciljatatunrmoravi r aj ol o signal no pot z

celilnih mpbdmagmoyezBNA v uspegn,karywdi mnogev
dorazgradnijtworz & Vil aji &| i @53 it pRB jermizgube tunmorske

zag!l it ne g do ob estreantganetgkapredispoziciji gostiteljske celicemo go | a
nekontroliranopr ol i f eraci j o cel ikco ps Irmaozg ke o dnoi vha nsoe kDuN
mut aci j v celi |l nemkpan gelovwagaaacnogenihaeavnikovj c a

K i | ahko | ep dbetheesmpri ve st ojkave) maligné cel i

transformacijein nastanka rak@&ocjan in Poljak, 2011; Doorbar in sod., 201Rgr ima
tumorz avirajola signalna pot s signalno potj

kot sta na pri mer cel il ni beljakovini p2:
vV i s ok ogemnotipi HRVI primarno vplija na sistem prirojene imunostako, da

omogolijo dal|j | asa trajajolo okugbo gosti
celilnih funkcij, spodbudijo celilno pr ol
transformacijo & u g e n i WVancDedrsiaer, 2013)Ker pride do nekontroliranih in

neprestanih celilnih delitev tudi Vv Vvigjih
terminalno diferenciacijo, zar adi | esar pr

okugb PV ne more wuspegno z ak | BHosledicadbortiviev 0] e g ¢
okughmlsani pl o gl iateoigainéintraepitelijske neoariip aj vi gj e
stopnje ki se lahko razvijejov a k mat e r n(Kokjanendaljaky20ldDoarbar in

sod., 2012

Beljakovina E6 lahkoz vezavo na nekarec el i | ne bel jakovine ©pre
imunski odgovor naHPV o k u g bwplivai na méigno preobrazbo okme ni h cel i c.
oviranjem od p5&eodvisne apoptotske popreko membranskih receptorjev TNF ali
mitohondrijskih beljakovin Bak in Bakeljakovina E60 n e mo maukcijo apoptoze
okugeni h c el kataliiske podemdtéelomeraze hTERPa spodbudic el i | no
nesmrtnostZ namenom ohranitvp r i mer nega Icjeal iz an emaRWns&kge v a n |
beljakovina E6v i s o k dgenatipolHRPY s p o mo |-jezavndydndtivav e fpa

PDZ domeno nekat er,kkar c enjhiovo gpighadnjo,eovirg 2 k @ ¥ in o
adhezijo, vodi vprekinitev tesnih stikov med epitelnimi celicanm prispeva krazvou
metastatskih tumorjeyDoorbar, 2006;Kocjan in Poljak, 2011; Bergin in sod., 2013)
BeljakovinaE7) e prav tako vkljulena v ohrzaimi tev a

povezanegp odal j gevanja tel omer i repoapoptotsgotr e| ev al
anoikis kisesi cer coelriogdh ,v ki so izgubi te el i pnb:
ekstracelularni matrikiRazi skave so pokazal e, d aelueg zal e
tudi beljakovina E5, ki ima poleg vpliva na pdv@ano cel i | nologppriol i f er
spodbujanjpnt i apopt ot skega del ovanja i n angioger

kar | e kakvpjutdmorev(Kocjan in Poljak, 2011)
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2.50PREDELJEVANJE NOVIH PAPILOMAVIRUSOV

Potrjevanje novih genotipov HPYA s hr anj evanj e rvieusnhigenonmioni h k|
izvajajo v Mednarodnem ef er en| nem ¢ e nt rinternatioaal HumMadh ( an g
Papillomavirus Reference Centarai n ¢ t Katolingkai ¢ v Kadblinska Institutel v
Stockhol mu ,nameGivteedns kkeon r ef er en| ni cemter, k
gi v al sdoijuhija 20183 e bihustanovljenZa opredelitevin priznanjepotencialno

novega genotipalPV je potrebnaelotnivirusni genonv enemali v edelih vklonirati v

pl azmi dni v e k t rukleotidno zapowedjedter [2dPV-z hal|l i | na genon
podr &dtje bilo omenjenov poglavi.2H | ogenet sko razvr,gl anj e
se mora celotno nukleotidno zaporedjena L1 novega genotigdPV od nukleotidnih

zaporeq genovL1 vseh uradng eriznanih genotipoHPV razlikovatiza vel .kot 10
I z b o |vjmplakula&nih tehnith, K se uporabljajo pri opredeljevanpjovih PV, so v

zadnjih letiho mo g oizrazitog@owe | a g § e wovdodkritih genotipov PV kar vodi

tudi v povelanje potrebe po wustanovitvi r
opredeljevanje zadajni takon a t a nadzorovandKocjan in Poljak, 2011; Kocjan in

sod., 2015).

Prva nukleotidnazaporedjacelotnihg e no mov PV, v 0| bilapraobgenaH P V
neposrednol z r a epitalnlh sprememb(anogenitalnin bradavic, papilomov grla,
cervikalnih kar ci n eprem&mb bolmkov nze B\Vp lzawgpdrabd ni h
neposrednegmolekulskeg&loniranjaosamljenihvirusnih nukleinskih kislinv plazmidne

vektorje transformacijo plazmidov v kompetentne bakterijske celice d ol ol anj em
nukleotidnega zaporedj&ljub relativno enostavni izveddima tehnika neposrednega
kloniranja osamljenih nuklen s ki h ki sl in gtevilne pomanj kil
virusni h genomov na krajge odseke z restri/
zel o kratki fragmenti, K i jih je na agaroz
pomanijkljivega KHoniranja celotnegairusnegagenoma, (ii)metodaje primernapredvsem

za opredeljevanjgenotipov PV, ki sov. k| i ni | rpiisbtni wvisakencgitheiv i |
virusnih kopij na primer AlphaPV v benignih in malignih anogenitalnih novotvaibin

(il dol ol ene sekveado&k agamoma oR¥i | ne za. razli
Gt evidmeanj kl jivosti k lvasrid v dj mert owpalroa bvoo dn
oblutl jivih mokke&ni aanj a metpodedhodni m pon
genomov(De Villiers in sod., 2004; Kocjan in sod., 2015)

V zadnjih dveh desetletjih spri opredeljevanjunovih genotipov PV vse pogosteje
uporabljajo sodobne molekularne metode, kot sser i g na reakcilvy a s |
nadaljevanjlPCR),p o mn o g e vparnijnec i ppau k ot ¢ haeldljevanpRCA)e kr o g
in sekverranje naslednje generacife nadaljevanjlNGS), kis o0 0 moideatifikiadijoe

gt evi | rgenbtiponRYM iuld | tkigplogvrzir Il iapiol no nezmal i | ne
v k1l inil ni hovwizkin koodertracialdkbcgan in sod., 2015).
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25 1 Verigna reakcija s polimerazo

PCR je metodan vitro sinteze DNAs  p gonteamiperaturnapbstojne DNA polimerazes
katerolahkod ol ol en odsekv nkartartiklenne |DaNsAovnem3 i nt er
urah)p o mnmog velikemgevilu kopi.Za uspegno izvedbo PCR | e
poznavanje nukleotidnega zaporetja r | auselgpdNA, saj eakcija emelji na uporabi

dveh( a |l i OZyle hdkgata na mejna deka a r | odsekaan sta usmerjeako, da

sinteza nove DNA poteka v prostoru med njiRao | e g m&lA, pard Q¥ en DRA
polimerazepri izvedbi reakcije potrebujemo tudi deoksinukleo{dATP, dGTP, dCTP in

dTTP) PCR pufer, ki vsebuje optimalne koncentracijas-HCI, MgCl, ter KCI in

omo g o | a enrimske reakcije, ter sterilno deioniziranovodea v ez avoniOZ na
odsekjepot rebno dvover najprejo amkt enl| nho inblgkalie enov
DNA, kard o s eoly stopnjidenaturacijel v o v e r i ¢ n edermairAtior(s&ratkjrh .
segrevanjenmreakcijskeme g ani c e n aA QSledi naéganie®Dna @ena dela

t ar | odsegaa DNA (angl. primer annealing, pri | e mpg rtemperatura inkubacije
reakci j s kodvisma®dtemperatuge a | iv gddajevanjul,) uporabljenihOZ.

V zadnj i stopnj i faomdl. prikner expenso)eokirpngasinteaampve O Z
komplementarne molekuleNA z DNA polimerazovn s mer pr aotdi 53&emk on c u
k or a kas inkuleacijd¢r e a k c i j s koed vmesgeann i bcder d mukegtidnega
zaporedjatemperaturankubacijepaod optimalne temperatudelovanjaDNA polimeraze

(v primeru Tag DNA polimeraze je to pri 7A L Vsak nasledjtemperaturni cikl

podvoji g t e kapi] toaneda odseka DNAPo zadnjentemperaturnenctiklu celotno

encimsko reakcijaustavimoz o hl adi t vi j o r ela kif@ljagkinksed, me g an
1994 Cantley in sod.201). U]l i nkovi tost pomnogevanja s PC
tar|l negabDNA dsz&laet ne kol il ine matri| ne DNA
nukleotidnim zaporedj mejnih delovt ar | n e g ®NAoter OZ KChouhy in sod.,

2013.

Naj pogostejagi p r mogilt gepotipavpPV etamelji paporabinRCR z
razl iglimiomio s p@zZ(angl.bréadrange primer$, ki so oblikovani na podlagi
medsebojngoravnave(angl. multiple alignment nukleotidnih aliAK z apor edi | v el
gt evi | ag emeddijgninPViKler j e uspegnost OZ pri nal

matrilne DONA spusehbhnosti specifilne vezave
zaporedje, seaavsakemmukleotidnem mestu OZ nahaja dejanska ali predvidexoolj
pogostr az |l i | i cgledlkl @t iveed kU pad rnaob g ogiarvankaosrsop e k |

obi | ejop bdbdet e k ci poznanihen uradn® priznanih genotipov PV, dan

lahko z njimi zaznamo tudi nekatepotencialno nove genotig®V, ki so sorodni oziroma

i maj o Vvisoko stopnjo podobnost iPV.zVaeploirnead | a
dostopnihg i r o lktralrshpOZ, kot so PGMY09/11, GP5+/6+, SPF1B;:AP59/FAP64
FAP6085FAP6319, CUT, CODEHOP, CPI/@B, M%H?, zbirkaOZ CPin CN ter ARL1

(E1), ndegananajboljohr anj eni g e RAVOORE kL iali Ef, &i dtavoki @ g n e m
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virusnem genomiocirani drugo nasprotidrugemu(Staheli in sod., 200Kocjan in sod.,

2015) S girokospektilrial adkr i tOZ d¢toprvhiil sejpnagri val s
opredeljevanjunekaterihrn o vi h i dvp iPV, vkl juMRY1l,z kgienpovpo
okugbe pri j a ko el kiis Ip eigkazél pristophuporabe PCR z OZ

CODEHOP (angl. consensuslegenerate hybrid oligonucleotide primd6taheli in sod.,

2009)

Z uporabogi rokospelkptomavmidh Q@Dangddil reaukletidhim i h
zaporedij dol ¢ h@ HERMklak gn i z me da grejzazdporedje k a g e,
potencialno novega PV, le-to uporabimokot r ef er en| no nuklpeoti dno
oblikovanjunovihtipskoz na |l i |, nikhi Zpo»gnnload)jeslomegavieusnega

genoma zreverznimPCR (angl. inverted longrange PCRalizmet odo prsekri vaj
pridelkov PCR (angl.overlappinglong-rangePCR). Tipskoz n a | i loblikujen®iko

danadve er imatl an o D Mdatadrug ob drugenv t.i. € b ato-lk a ¢ dtientaciji

celotni k r o gimusni genompaje p o me@\WYNj e go Vi c elPo metadi dol ¢i
pr ekr i v prigetkoviP@GR cedogni genomPVpo mno §i Mo e h odsdkihs v e |
prekr i vse kond. iGlede m to, daje genomPV dolg pr i bl .00® rbp, 8
pomnoge\anji dvirushegagenomapotekaz uporabot.i. € | ernagn dNA

polimeraz ki so izjemno temperaturno stabilpe nat anl| ne, obl utl ji
p o mreadjanukleotidnih zapored, dol gi nal ddcPwak| Rbje obl utl
PCRI ahko dbpspergbeknioa s i y\gmeedgeaa PCR (angl. nested PCRali
njegove b o | | ob|l ut I(@ngl.vse nghel itluibee nest ed) ehang
Pridobljene pridelkePCR v nadaljevanjukvalitativno ovrednotimos pomol| j o gel
elektroforeze o | iing/kloninaoov plazmidne vektorjeCelotno nukleotidno zaporedje
virusnega genoma b i | & ¢ In @ Iz metamlo pomikanja OZ (angbrimer walking na

osnovi metode sekveanja po Sangerj(Kocjan in sod., 2015).

252 Pomnogevanje virusnega genoma po princi

MetodaRCApr ef eren|l no temel j i na i zoter-ralal nem
dvoverignih molekul DNAzelokat apkngebakt @i of
DNA polimeraze z aktvnostjo kontrolnega branja n n a k | jamermh @Z, Kh e k s

nd egaj o na vel meDsNtA  vi nk roongongio | mg tor inlamsit an e k
vilic. Prednost metodBCApr edst avl jata visoka natanl|l nost
poleg tegapa RCAznBk ul ni mi heksamerni mi OZ omogol a
genomov brez predhodne informacije o njihovem nukleotidnem zapofedjus | edi | no |
mo g oopredeljevanmovi h PV, K i se molno razlikujej
PV.Speci fi | nos tgenpnoomPVo getodoaRCNahkon e posr edno dose
z uporabatipsko, skupnsko- ali rodovnez n a | i | Ramhanjklfiy@st metoddRCA se

kage v tem, da poleg krognih mol ekul DNA v

DNA,naprmer genom gostitel]ja, kar | ahko ovira
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ti v klinilnih vzorcih prisotni v zel o maj
temu | e g¢imetodeRC A pw rzaaddnj i hoptedelitawhe |oinkoeggoa i d tae
novihgenoti pov HPV in givalskih PV, K i so bi
koncentracijah (Rector in sod., 2004; Kocjan in sod., 20¢5)rimerih, ko ek ol i | i na
virusne DNA v izolatu prenizka za izvedbo PCen a mmpeledhodno emmnoge
metodd RCA pogosto uporablia a  z v kogcantrgcigvirusne DNA (Joh in sod.,

2009)

Pridelki RCA predstavljajol i ne ar n e, kodkatemene (tandemskq) ponovljene

kopije celothega genoma PW k oahi | kn gomogpd ar edno dol o
nukleotidnega zaporedjs sekveiranjem po Sangerju ali uporabo NGSrestrikcijsko

analizos pomol j o endonukleazniolekulgke Konifanje prédebdno razrezanih
pridelkovRCAalinadal j nj e priuetkovirRGA svPLCR(Rextor in sod., 2004;

Kocjan in sod., 2015

2.5.3 Sekveniranje po Sangerju

Metoda sekveimanja po Sangerjftudi angl. the chain termination methpdemelji na
tekmovanju med @dal j ghe vedgej BNA =z vgrajevanjem standardnih
deoksnukleotidov (dATP, dGTP, dCTPin dTTP) in terminacijo sinteze DNA z
vgrajevanjemkemijsko modificiranih dideoksiukleotidov (ddATP, ddGTP, ddCTRn

ddTTP) Dideoksinukleotid na3 6koncu nima OH skupire, potrebne zatvorjenje
fosfodiesterskevez med nukleotidoma, zatpride ob njegovi vgraditvi do inhibicije

del ovanj a DNA poli meraze i n prekinitve p
deoksinukleotidne more vezatiVsaka vrsta dideoksinukleotide lahkoo z nalzen a
radi oakti vni nmali pazsnpaelce vifubtesmemmim barvilom, ki emitira

svetl obo pri dol ol eniidecksnlkizatid v del gakl j uVNga
sekven]| ni reakci jifragmerdgi DMARe sekveniranjmpb Bangegu d o | g |
so bileprvotnopot r ebh e | §ie& v eredkaijeez vsemi deoksinukleotidin

posamezno vrsto dideoksinukleotida e r |l ol evanj e DNA fragmeni
poliakrilamidno gelsko elektroforezo, na podlagi katere je tlkleotidnozaporedjenato

dol ol e noDame®deruporjh enona s ekvenl| rvsani g end krgtamj a z
dideoksinukleotidoy pri kateri visokes p e c i f i | n posamezihihe luaasgerno

oznal enih vgr aj @ovi potekadsi d @ @ rhavionratzikahee kapilarne

gelske elektroforee in visokoo b | uepd lasena (mesta detekcije) sekvenator.

Rezultat sekvaranja je podanv obliki elektroferogramas fluorescentnimi vrhovi in
pripadajolim nuklZzoupamabn ztagplomielkdnjakahk®@ s i | n e ¢
pridobimo nukleotidna zaporedjai. od i t(akngh.ready,d ol gopnrei b 1.00@Gnt,0 1
odvisno od dol gine i n KkPER terl progr@na sepveniranjal j e n €
(Sanger in sod., 1977; Karger in Guttman, 2009).
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Za metodgomikanjaOZez nal i | nonovilkOZm aj popdeagi odl| itka
sekven| ne r e a bridobifveen ozv emgameondol anstlkead nj i sekven|
pri | emer se postopek nadtaalrjhukiemignozaporédjeer ni

(Slika 4) Metoda je lahkozvedenana obeh verigaima t r DNAnngna mmanjkljivost
pajezamudnaod ol oldanh jj € i hukldotedmin zaporedij saj |j e za pot ek
reakcij potrebnooblikovanjev el i kega gt e$tarky sn Lunadebergh 2000)Z

Prednostmetodes e kmggnusti spromorghi zmizmatvagawa i r
d o | ¢ein anukleotidnegazaporedja, poleg tega pa mestavljanje(angl. assembly
od|litkov v cel ot no,sa ggoteebne dajtleeujemanje med &omaem t a v n G

nazadnj e zdmoredjh movegag d | i(Dellusin Hofmann1994).

075
Odcitek 5
074
Odcitek 4
073
I
Odcitek 3
072
-
07 1 Odeitek 2
I
Odéitek 1
3’—5’
Poznano zaporedje Matriéna DNA
(vektor)
Slika4: Metodapomikanjao | i gonukl eot {O&ni h zal|l et ni kov

2.5.4 Sekveniranje naslednje generacije

IzrazNGSo z n a $kupjnasodobnih metodisokazmogljivega sekvernanja (angl. high-

throughput sequencingki v.. -z el o kr @amdk g@aoni al | aksyueporednoin
avtomatiziranod ol ol anj e nukl eotidnega zaporedja Vv
DNA. Platforme NGS kot sor az | i | n e lllynmina (sékwem manj e s pomo
reverzibilnih terminatorjev) Roche 454 (pirosekveniranjgh SOLID (sekvefranje z

ligacijo), se med sebojazlikujejovt e hn ol o giip glgbini sekvenmamgak(angl.

sequencing depthi k o | ipfridobljeniho d | i,ttekdbosl gninmait anbdbs.t kov

Zar adi vel i ke kol il ine p r o iedstaglid emihova podeé
bi oi nf oobdetvaiV|pnneerjaviz metodosekveniranjapo Sangerjy e kol i | i n.
pridoblieniho d | i tvekkov el j a, vendar je njihova dol ¢
obsegajdepr i bl i6@0mp 50 al il havipgj ¢ es((CmugmMilar, napak

2011;Pr ogar i n Hecfamimsod.,[2015)2 01 3 ;
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Metode NGSsen a p o dP¥ adjppgosteje uporabljajo popredeljevanjucelotnih

virusnih genomow o0 pomnogevanj u netedoRGAuZamdizodliNad z

t e h nzaltavremuin zamudnemupostopku molekulskegakloniranja ter selekciji
bakterijskih transformantse metode NGSpogostouporabljajotudi pri analizi pridekov

razlgi mo ko s PER $af sa je mekakterihraziskavahizkazalo, dazvedbaPCR

pred NGS omogola oblutljivejge zaznavanje
brez predhodnega pominee vanj a nuk| ei n snkefadenokskiplisiopy ( na p
primeru,kogi r okospektpaéewel OKegar gelmalegaina b auvj e ma
nukleotidna zaporedja, pa gtede na dejstvo, da pri izvedbi NGS ni potrebno predhodno

poznavanjenukleotidnega zaporedja,b | ut | j i vost omnde toobd uRCRS i wiogjt
V zadnjih letih so bilas pomo| vo rd&@8i |l ni h ekologkih ni
gostitelja, r eeglave inrnviatu tereasainekangplidobtjanadelna ali
celotna nukleotidna zaporedja genonwe | i k e gpatengidlnenavih Igenotipo\HPV

i n nekateri h kd@irv alendaoptgieghodazuinavanjeaznolikostiPV

(Bzhalava in sod. 20145ocjan in sod., 2015Bzhalava in sod. (2014) sssekveliranjem

pridelkov PCR s platformolllumina MiSeqv 326vz or ci h kogni h epitel
odkrili 385 r azl i | ni hod gatenhghtjeé pla 52 uradmd\priznanih1l07 g e

znanihin 226 novih potenciahih genotipovPV, ki soseu v r gpledvieimv rodovaBeta

PV in GammaPV. Kerg e n o mi navaodkritin genotipov HPV ppredeljeninsamo s

p 0 mo imgtoal NGS, niso bili vklonirani v plazmidne vektorje r e f plazmidi pan i

nato deponiraniv zbirko vseh opredelj@mih PV in ponovno sekvémni, zaenkratniso

uradno priznani s straniMednarodnegae f er en| nega (Kecjan ina&sod.za HP
2015)
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3 MATERIAL IN METODE
3.1MATERIAL

V. raziskavo izelateo ODNA ki subi bgko potrjenih sve
pl ogl atocel il nega kar ci noma ustne votline
makakov(M. fuscatd. Oba tkivna vzorca sta bila pridobljena med rutinskimi terapevtskimi
Kirurgki mi posegi, mopdavlipant me n e onpal meesntoi |
Raziskovalnem centru za prvake v Oregonu v Z[xegon National Primate Research

Center, Oregon Health & Science University, Beaverton, OR, )ZR&to dovoljenja za
poskuse na ¢givalih nismo potreboval:

3.2METODE

Laboratorijsko del o | e potekal o ob dosl edl
| aboratoriju 2. bi ovarnostne stopnj e na I
Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani.

321Pomnogevanje vipopsnadppigatgeéedbmga se kroga

Zaradi nizke koncentracijevirusne DNA potencialno novega genotip MfuP\&mo po

principu metode RCA s pomol| j o bakteri of aginotermihd® 9 DNA
p 0 mn ocglokupnoDNA, ki smo jo osamili iz benigne novotvorbe penisa japogake

makaka (izolatDNA 14A-881). To smo izvedli v skladu z navodili proizvajalca
komercialno dostopnega kompleta kemikHlijstra TempliPhi 100 Amplification Ki{GE

Healthcare Life Sciences, Little Chalfokklika Britanija).

Najprej smo v 0,2 mIPCR mikroepruveteo d p i p e t ipufra Bample5Buffer{GE

Healthcare Life Sciencesh v vsakod o d a | i losaliene® NA| n ivkonca g a
Vsebino mikroepruvesmo rahlo pe me g al i na Vv iubter antkrogprsete m me ¢
inkubirali 10 minut pri 25A Cv napravi Veriti 96Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, CA, ZDA¥ledila je3-minutna inkubacijgri 9 5 , Aa® pa

smo mikroepruveterestavili v hladni blok, ohlajema-2 0 A C.

Nato smo v 1,5 ml mikrocentrifugirki na hladnem bloku, ohlajenem2i® A C, za Vs
vzorec pripravi IRCA(r5e,a’k cOlj)s,k ok imejgeanvisceobov al a

95 Ol reakcijskega pufra Templi Phi, Reacti
T 0,5 Ol me gjevPCR Muclabtdd Kix (10 mM)Roche, Mannheim,
Neml, ja)
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T 0,2 Ol meganice Templ i Phi Enzyme Mix ((
DNA polimerazonn a k| j ul ni mi heksamerni mi 0OZ

V vsako mikroepruvetaz denaturirano DNAsmo dodali 5  @rlpravljene reakcijske

me g a RCA;wvsebinorahlo pe me g al i na Vv iubninkubiialj 16 W @irB0 me g a |
A CNaslednjidan smoaz i nakti vaci j o miRreprivétehkulpralill0 mer a z
minutpri 6 5 vAn@ravi Veriti 96Well Thermal Cycler (Applied Biosystemd)obljene

pridelke RCA smo na koncu e d § stdrilno deionizirano vodo NucleaBese Water

( Qi agen, Hi Vrdzenerjy 1:10@ m| i j a)

322Pomnogevanje celotnega genoma MfuPV2
3.2.2.11zvedbareverzngaPCR

Za pomnogevanje cel ot nega wa padlagncelgtreega g e n o m
nukleotidnega zaporedja gena iBldelnega nuleotidnega zaporedja gena kdzvili dva

seta tipskez nal i | ni h -BlAnviqwdifd unPMfUPV2E1-invreverse; MfuPV2-

249f1 in MfuPV2145r1),ki ndegatana genomski regiji E1 in LMfuPV2 (Preglednica

1).

Preglednical: Ol i gonukl eotZza nipommd @¢d \na rkiji e celotnega vVvirusr
reverznina PCR

. . Podr ol
Ime OZ Vrsta OZ Nukleotidno zaPAoredJe 0z naleganja v
( 53606 )
genomu
MfuPV2-El-invforward Smerni GGACACAGTGCTGAAAACTCT
genEl
MfuPV2-El-invreverse Protismerni CTGTTCTTCGCACATTTGAA
MfuPV2-249f1 Smerni CAATCAAGGGGACACAGTCC
genLl1
MfuPV2-145r1 Protismerni TGCTCACGCCTCAGATAAAA
OzZioligonukl eotidni zaletnik
OZ iz Preglednice Ismor az vi | i s pomol|ljo prosPRrimeradost op

v0.4.0 (WIBR, 2012, njihove ke mi j s ke i n tastnostole i=m@smALNne |
vsebnost baznih parogvanincitozin = 4060 %) pa smo preverili s prosto dostop

spletno aplikacijo Net PrimefPREMIER Biosoft, 2017). Speci fi | nost razvi
preveril. z uporabo ralunalnigkega program
Carlsbad, CA, ZDA, na podlagi poravnavaukleotidnih zaporedij OZ nukleotidnim
zaporedjem gena E1 oziroma gena MfuPV2, in prosto dostopne spletne aplikacije
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NucleotideBLAST (NCBI, U.S. National Library of Medicine, Bethesda, MD, ZDA
katero smo preverili, e makEgajonaDNAjap ons ki h mak a k o v DNAI i dr u

Celotno nukleotidno zaporedgenoma MfuPV2 smop o mn ovgdieh delih z dvema

| o| e mavarzaimaPCR (angl. inverted longrange PCR, z OZ v kombinacijah
MfuPV2-El-invforward/MfuPV2145r1 in MfuPV2-249f1/MfuPV2El-invreverse s

katerimase jet a r DNlA@ o mn ovéindri atran od poznan#aporedijproti neznanim

sosednjina zaporedjera. Rezultatp o mn o g e v a nj aPCR jerbikcelotnr virusni ma
genomp o mrerv@ v e h  p enalbhidaligsn opr i | ak ov pridelkowPER i kost
pr i b K0OOGhp.dPri izvedbireverznih PCRsmo uporabili kemikalije iZomercialno
dostopnega kompleteemikalij PlatinumTagqDNA Polymerase High Fidelity (Invitrogén

K i vsebuj &«miske gnadificirane DNA polimeraze (Platinum Taq DNA
polimeraza)in DNA polimeraze Pyrococcussp. sevaGB-D s 350 eksonukl ea
aktivnosjo oziroma kontrolim branjen, kar o mo gpuritleki,PCRiape konoa | o

Omenjeni lomplet kemikalij odlikuje 6k r a t vel ja nat anudporabs t Voo
navadneTagDNA polimerazenmo g no st p onukleotigiregazappredjd ol gi n e

do 15 kb, medtem ko navadiflagDNA polimerazao mogo|l a pomerodevdnon] §i
5 kb.

Reakcij ska me g a rposangeznireverzbih PCR ek o ndbneh v ol ume
reakcijske mRGRanikioapravety e 0 z2Balphl megani ca pa | e

2, 5PC8Ipufral0X High Fidelity PCR Buffer (600 mM THSO; (pH = 8,9);
180 mM (NH,).SQOy) (Invitrogen)

1 Ol 50 gitrddeny O

0,5 Ol dNEPjes POR dNecleotide Mix (10 mM) (Roche)

0, 1smérhega OZ (50 M)

0,10 brotismernega OZ (50 M,)

0 , 1 DNAIpolimerazePlatinumTaq DNA Polymerase High Fidelitys U/ OL )
(Invitrogen)

50F e d | emdell@RCA (optimalra koncentracija dodane DNAE90 ng,

do 250 Isterilne deionizirane vode NucleaBeee Water (Qiagen)

= =4 4 4 2

= =4

Oba posameznaeverznaPCR smo izwedli v napravi Veriti 96Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems) po protokolu, navedengrRreglednici2.
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Preglednic2:Pr ot ok o | pomnogevanja a@aP€Roma MfuPV2 2z reverzn

Stopnja Temperatura Las

Aktivacijapolimer aze/ denat ubDMNACI | 94 AC 2min

POMNOGEVANJE

Denatur'acua 45 ciklov 94 A C 30s

Naleganje OZ 56 AC 30s

Podal j mpeonastalgedge 68A C 4 min

Zak hdgpwldal pgevanj 68 AC 7min

Ohlajanje 4 AC 1)

3.22.2 OvrednotenjeridelkovPCR

Pridelke PCR smo sp o mo hgaazne gelske elektrofoezel o | i | i po veliko
kvalitativnho ovrednotili.V ta namen smorppravili 0,8 % agaroznigel, in sicertako da
smo Vv |isto erl enmaj eprahtA8539zSIGMAAgares&Sigma , 4 g &

Aldrich, St. Louis,MO, ZDA), jo raztopili v50 ml 1x pufraTAE (0,04 M TrisHCI; 0,02

M NaCl, 2 mM EDTA; 0,02 M Naacetat pH = 8,3)in dodali5 Barvila SYBR Safe

DNA Gel Sain (Invito gen) . Me @ anmutesegrevalimo mi kr oval ovni
kuhan gepavlili v nosilec,vanjv s t a v i leki ng |pa\Waes |atidil.

Strjen agarozni ged mo  p o lelektyaforezno banjicéioefer HE 33 Mini Submarine
Electrophoresis Uni(Hoefer, Holliston, MA, ZDA) in ga prelili zna 4A Mhlajenim 1x

pufrom TAE.V jamice ra geli smo naneslpredhodno pripravijenme g a n Oty (08
posameznega pridelkdCRin 2 Ol nanagal nega puf Tharmo6 x DNA
Scientific, Waltham, MA, ZDA. Kot standar&z a dol ol anj e ®BGRbngpi ne pr

uporabili4 Ol mol ekul arnega utegnega oznal eval ce
zmeganeganagalnim pufrom 6x DNA Wrazmelju ng Dy
1:1 Omenj eni moloekal & vdad legeiléessckoz nal uj e vel.

posameznihdelcey prepotovanih v geluin ga lahko uporabimaa dokazovanjd.000-
10.000 bp dolgihpridelkov PCR saj vsebujalelce DNA vvelikosti 2000 bp, 2000 bp,
3.000 bp, 4000 bp, 6000 bp in 1000 bp.

Elektroforeza je potekal25-30 minut na sobni temperaturi22 A £in pri konstantni
napetosti 120 VGel smo nato pregledghod UV svetlobo in ga fotografirali z digitami
detekcijskim sistemom BIS 33C (DNR Biclmaging Systems, Jeruzalem, Izrael)
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3223Li gl enj ePORr i del kov

Pridelke PCR ki soustrezal.i pri |.0Kkpv asnmo vvedklddk o is It ii 4
navodili proizvajalca komercialno dostopnega kompleta kemika(@lAquick PCR
Purification Kit (Qiagen. S| i g | emgodstraniima nj ge n epsdelke®CR i | ne
velikosti do 100 bp,0Z, nevgrajene nukleotidesoli, DNA polimerazoin preostale
nelistol e.

PridelkomPCR( 20 €1 ) s mo z a \sibkatreoghendbijanp@jprejdodalh v o n a
100 Ol .psedinoRCRMAiBoepruvetssmop r e me ¢va lbir arcd j sikje m me g
odpipetirali na sredino membraneQl Aqui c Kk kol omeml zbwdine g e ne
mikroepruveto Kolono smo nato centrifugirall minuto pri 13000 rpmyv centrifugi
Centrifuge 5424 R ( Ep pcPrinange DNA ostdla nelzana ma, Nen
membrai, nel i st odleozpia psoor es ei znhikookprulet Sledilazeb i r al n
zamenjavabiralnemikroepruvetdn spiranjesoli z vezaneDNA z dodatkom 75@ Ipufra

za spiranje PE tecentrifugiranjen (1 minuta 13.000 rpm). Po koncu smazbiralno
mikroepruvetozamenijalj ponovili postopek centrifugiranj§l minuta 13000 rpm) z

namenom popolne odstrarét pufra PE in kolono prenesli v | ios15 ml
mikrocentrifugirko. DNA smoz membraneluirali z dodatkom 5@ lelucijskega pufra EB

(10 mM TrisCl, pH = 85) in 1-minutnim centrifugiranjenpri 13.000rpm.

Predvkloniranjemv plazmidne vektorjesmo pridelkom PCRd o | odElno hukleotidno
zaporedje po v poglavju 3.2.6 Do | o | celotjega nukleotidnega zaporedja genoma
MfuPV2 opisanem postopku s d$momreveriinj i hov o $\pposamdziih no st
sekven| ni h r wardbid ist¢OZ kot ppiraverzninPCR (Preglednica 1)

3.2.3Molekulsko kloniranje celotnega genomavifuPVv2

Ol i g |prelelke PCR smo vklonirali v plazmidne vektorje topimi konciz uporabo
komercialno dostopneg&ompleta kemikalij CloneJET PCR Cloning Kit(Thermo

Scientifig, v skladuz navodili proizvajalcaPlazmidni vektorpJET1.2/blunto mo go | a

v k | j wpiidelkoePCRV velikosti do 10kb in vsebuje zapis zbla (ApF), -lalitamazo,

ki omo g orézatenco na antibiotik ampicilin ipozitivno selekcijobakterijskihcelic s

tem plazmidoona goj i gl u , polegategapacn il dem omb uspegni I
vkl jul ka na mesto za Kkl oni ecedilRe kdho mpmelgion
pozitivno selekcijorekombinantegaplazmida
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Meganico | igacijske r eakciPCRmkoepauvepka nplrnaiv | j &
volumenj e znalbmelaznd ca pa je vseboval a:

1 10¢e Bx reakcijskega pufraX Reaction Buffe(Thermo Scientifig,

1 Ol pl azmi dnega vekt (Theymo Sqedtiicy 1 . 2/ bl unt
4 ¢l o |pridglkaPCRe g a

do 190 | steril ne dei ofrde¥ater@Qregen)vode Nucl eas
1 Ol T4 DNA (Themna Sceentifice U/ Ol )

= =4 -4 -4

Me g a rvimikroepruvetismorahlop r e me gwail b r ancai j 8 ik @mB0 mmg a |
inkubirali nasobni temperatuf 2 2. AC)

Rekombinantne plazmide smo transformiralkemi no Kkompet ©netShet cel i
Chemically CompetentOP10Escherichiacoli (Invitrogen) ki so bile pred tem shranjene
na-80/AC.Vp | a s tentdfugiko z zamrznjenintelicamiOne ShofTOP10E. colismo

dodali 2¢ I i gaci j s k e komengnenimi pdaemidgv sedi no rahd o pr e
vi br aci jsikpinkubraliga minut na leduCentrifugirko smoza 30 sekund

prenesli vvodno kopel na 42C, nato pajo takoj prestavili nazajna led kjer smojo

inkubirali 2 minuti.Potemsmo dodali 25@ Imedija S.O.C(Invitrogen) in centrifugirkol

uro stresalpri 3 7 if\1100 rpmna termalnenstresalniki Eppendorf Thermomixer 5436
(Eppenarf).

Tekol e goj i Qrie&hotsTORLE.l colisrmomamudomanacepili na trdna LB
goj Bt g/ ml a mjihinkdbiraii ¥ arpri3 7 . AC

3.2.4PCR na osnovikolonije

Nasl|l ednj i d a n PGRma ossovi avomjgangl. colony PCR preverili
uspegnostinkkbpulanyeae usRPORe plazmidne pektorjdRail k o v
pripravi reakcijske meganice s mo uporabi |l

kompleta kemikalij PlatinunTag DNA Polymerase High Fidelityinvitrogen. Klonirane
vk I j ul ke vpJET1.2s2m0i dpi ochninzougosabceDZ pJET1.2 Forward5-

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGE3) in pJET1.2 Reverse  (5-
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3) (ThermoScientific) ki ndegatana speci f i |
del plazmich e DNA, v bligini melksd ral nvis tvaoll §y meerri hr e

meganpecenafwelgathd ca pa je vseboval a:

2 , 5PCR pufral0X High Fidelity PCR Buffer (Invitrogen)

Ol 50 .iMitrddeny O

1
T 1
T 0,5 Ol me geam RGRNacleatithe M (10 mM) (Roche)
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=

0,1 Ol s miETIdonmard®Z0 (Thgrno Scientific)

0,1 Ol pr oplEslERevarsedd @Fno Scientific)

0,1 Ol DNA pol TampNAaPplgmeePd eat Hingm Fi del ity
(Invitrogen)

T do2401 steril ne dei ofrde¥ater@Qmgen)vode Nucl eas

= =4

V nadaljevanju smo zv sak e g a t r d n eg mansfarBantagnipgsamgine
bakterijske kolonije (n = 46prepikirali v vdolbinice mikrotitskep | o g | e .rskaMi kr o't
pl o gdmo préepili s prozorro folijo in jo 2 minuti centrifugirali pri 2000 rpmyv

centrifugi Centrifuge 5430(Eppendorf. PCR smo izvedli v napravi Veriti 9&Vell

Thermal Cycler (Applied Biosystempd protokolu, navedenemPreglednici 3

Preglednic&3: Pr ot ok o | pomnogevanja virusnih vkljulkov v pl
kolonije
Stopnja Temperatura Las
Aktivacija polimeraze/denaturacighy o v e DNAg n € 94 AC 2min
POMNOGEVANJE
Denaturacua 25 ciklov 9 4, AC 30s
Naeganje OZ 60A C 30s
Podal j mipeonastalgesge 68A C 4 min
Zak hgpwldal pgevan,j 68 AC 7min
Ohlajanje 4 AC D)

S pomoljo agarozne ¢ podvsdogavjue3d.22R0Ovrednbtenee z e s
pridelkov PCR opisanem postopkupridelke PCR kvalitativno ovrednotili. Posamezne

kolonije, za katere se je izkazalo, d&® njihovi plazmidi vsebovaliv k | | ozlrokne

pridelke PCRp r i |laankeo vv e | i k o ©£Q0ibp,smo prdzepiling 31\ etigea LB
gojigla z dod¢@sg/minljnngubical 18iunpd 3 7  AaCvsako

polovico genomMfuPV2 smoza nadaljje analize izbraldvaplazmidna klona ustrezno

veli kim.vkljul kom

3.25 Osamitevplazmidne DNA

Po konl| ani I nbkaukht aecriijjis ks mo kioz oni j , K i so p
osami |l i pl az mi dkomercialNoAdpstoggakompted kemikalij QIAprep
Spin Miniprep Kt (Qiagen), v skladu z navodili proizvajalca

V 2 ml mikrocentifugiko smonajprejo d pi p et i phdajeneggRiftaPl zlddano
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ribonukleazo RNazg A in nato v njem resuspendiraporasio bakterijskokulturo.
Suspenziji s mo d o dpaftaiP2 iBvbs0e beiln ol itzeinred jjo |teog ap
krat ni m onikmoeehtrdugijkeeZenugavitev lize smo v manj kot Binutahdodali

350 ¢l nevtr al iinzvasceibji snkoe gtae npesiGkriaa bt memb gal a
mikrocentrifugirke Mikrocentrifugirko smonato centrifugirali 10 minut pri 1®00 rpmv

centrifugi Centrifuge 5424 R (Eppendorfpupernatantsmo prenesliv QlAprep 2.0

kolono,v | o ¢g e n ozbiralnoikraepruvetojo centrifugirali 1 minuto pri 1®00rpm

in zamenjalizbiralnomikroepruvetoPotem sma@ a u s p e g n @gzmgidne N&Am@a v 0
silikatno membrandoloned o d a | i 500 ¢l pufra @Bnnutaponovi
13.000 rpm)in ponovnozamenjalizbiralnomikroepruveto Sledilo je spiranje membrane z
dodatkom 750 Ol puf racenrifugiranje(l miauta jL13000RpE) i n p o
Za popoho odstranitev pufra PEmokolonoge enkr at dodéltmmnaa centr
13.000 rpm)injoprenesliv i st o 1, 5 ml . Rlazkidm2NA snoreluifalu gi r k o
tako, da smo dodalb 0 Ol el uci j lsobrod aninuounkubirali n& bni
temperatur{ 2 2 indo@¢ntrifugirali(1 minuta, 13000 rpm)

Li stost i n koncentracijo osapolmodne pNaanzondird
ND-2000c spektrofotometrgNanoDrop Technologies, Oxfordshire, Velika Britanija), ki
napodlagispektrof omemet ev | mimo g o | nukleikskita kistini i i kaci
beljakovinv vzorcu( p o d a n o. Ket primgrheszd nadaljnjanalizo smo opredelili vse

vzorce zrazmerjen absorbancé sf/Azgomed 1,8 in 2,1

3.2.6D o | anjé celotnega nukleotidnega zaporedjgenoma MfuPV2

Celotno nukleotidno zaporedje novega genotipa MWIPV2 s mo  d ozl noetodol i
pomikanja OzZna osnovimetode sekvelranjapo Sangerju

326811l zvedba sekven|lne reakcije

Reakci j s k ce kme gnebkoile srmo pspravili wkladu z navodili proizvajalca
komercialno detopnega kompleta kemikalij Biiye Teminator v3.1 Cycler Sequencing

Kit (Applied BioSystems)Ko n | n i veakicijgketeeng ani ce sekyeen]| ne
znagallmelg®a ni oseboywmla: j e

1T 2 e | s e5kxv e npufnaeBigBye Terminator v3.1 5X Sequencinguffer
(Applied BioSystemyg

T 0, 5r e¢ed k ci | s kBgDymEegnanator ¢3el Ready Reaction MiApplied
BioSystemsy,

T 0,650 posameznega OGO OV),

12 Ol osamljene plazmidne DNA

T do 100 Isterilne deionizirangodeNucleaseFree WatefQiager).

=
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V posamezni h

Preglednica.: Ol i gonukl eoraddol sehbherjai kel ot nega

s e k ven| nOZk so raaedeni Pregednicié. mo

Nukleotidno zaporedje OZ

Ime OZ Vrsta OZ ( 5360 )
MfuPV2-sl-forward Smerni AAAATCCAAACGCTAAAATC
MfuPV2-s2-forward Smerni TGCTTTTAAGGAACATTTTTT
MfuPV2-s3-forward Smerni ATTATACCTGGTGTGGAAGAA
MfuPV2-s4-forward Smerni GAGGCAGTGGTTACTAAGAGG
MfuPV2-s5forward Smerni GTAAGTTTCAGGACCTTTTTG
MfuPV2-s6-forward Smerni GCAGCATTATATTGGTACAGG
MfuPV2-s7-forward Smerni TGTCAATGTCAGAGTGGATAA
MfuPV2-s8reverse Protismerni TCGCTTAACTTGTTGCTATCT

MfuPV2-sDOD-forward Smerni CAGGATCAAATGCTAGAACTG
MfuPV2-s9-forward Smerni GACAAAAGTAAAGGGACAAAT
MfuPV2-s10forward Smerni GACAGTTCACCTGTAATCCAC

MfuPV2-s101forward Smerni GTTTATATCTGGAGGTGCTGT
MfuPV2-s1i1-forward Smerni TACTGTTGCTGGTGTTATTGA
MfuPV2-s12forward Smerni TTTAGCAACCCTCTGTTTACT
MfuPV2-s13forward Smerni CGTGTATGTTGATGGTAGTGA

MfuPV2-249f1 Smerni CAATCAAGGGGACACAGTCC

MfuPV2-145r1 Protismerni TGCTCACGCCTCAGATAAAA
v2_r.2? Protismerni TTGATCGGTGCTTACAAC
v2_r.F Protismerni TGCAGTGAGACAATATCC
v2_r.g Protismerni TAACATCCACTACAGTGC
v2_r.5 Protismerni AGAATTAGGAAGCAGATG
v2_r.6 Protismerni TCGCTGTCGTTTAGGTAC
v2_r.7# Protismerni TGTTTCATACAGTTCTAG
v2_f.22 Smerni TCCACTCCCGCTGCCAAG
v2_£.3 Smerni AAGTGCAACTCTGGCAAC

se nadaljuje

upor a

nukl eoti dneq
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nadaljevanje Preglednice: 4 Ol i gonuk!| eoti dni zal etni ki za dol ol an

genoma MfuPV2

Nukleotidno zaporedje OZ

Ime OZ Vrsta OZ ( 5300 )
v2_f.4 Smerni AATTGAGGCAGAAACCGG
v2_f.5% Smerni ACATGGTGGACTTCATAG
v2_f.6% Smerni GGTGACATCTTGCAACTG
v2_f.7? Smerni TTTTGCATGAGCCTTATG
MfuPV2-El-invforward Smerni GGACACAGTGCTGAAAACTCT
MfuPV2-El-invreverse Protismerni CTGTTCTTCGCACATTTGAA
pJET1.2 Forward Smerni CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
pJET1.2 ReverSe Protismerni AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

OZioligonukl e o f®Zso bili razsitl \e podjatjkk Microsynth AGRa |l gac B;,’0OZvi c a
pripadata kompletiemikalij CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA)

Vse tipskez nal i | ne O Z-sl-tordvard Mib MBR¥2-s13forward zbrane v
Preglednici4, smo razviis pomo | j o perspletne aplikdcgesRringpdd.4.0

(WIBR, 2012) njihove ke mi j s ke i n tlastnostiolg & B0 Bi ) AaGemo
preverili s prosto dostopno spletno aplikjc Net Primer (PREMIER Biosoft2017).
Speci frialzwvasti h OZ smo preveril.| Z uporabo
Advance v11.5.4 (Invitroggnna podlagi porasnave nukleotidnih zaporedij OZ
refer enl| niimzaporedieme ot i dn

Sekven]| nosmo zwedicvinppoaviVeriti 96-Well Thermal Cycler(Applied
Biosystems)o predhodno objavljenemrotokolu sekveniranja STeP (Platt in sod., 2007)
navedenenv Pregledhici 5.
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Preglednicd:Pr ot okol sekven|lne reakcije STeP (Platt in so
Temperatura Las
96 AC 1 min
96 AC 10s
15 ciklov 50 AC 5s
60 AC 1min15s
96 AC 10s
5 ciklov 50 AC 5s
60 AC 1min30s
96 AC 10s
5 ciklov 50 AC 5s
60 AC 2 min
8 AC b

3.262L i gl enj e pridel kov sekvenlne reakciije

S |liglenjem pridel kov sekvenl nogsinukleadideini j e s
soli. Izvedlismoga nadvar az | nd |nian a, odvisno od gtevil a
poskusu

Pri prvemn a | | n g | senaupaabilikomercialnodostopen komplekemikalij DyeEx

2.0 Spin Kit (Qiagen)ki temelji na gelski kromatografjji p r i kateri se mol
podlagi njihove molekulske mase.i ¢ | midelkas s kolonamiDyeEx smo uporabili v

pri meru manjgega (gtevila sekven|lnih reakci
ul i n kGelwikolonah DyeEx smo najprejresuspendirale me § aanvibeaijskem

me guanato odomili spodnji del kolonkolonevstavili v 2 mlzbiralnemikroepruvetan

jih 3 minutecentrifugiralipri 3.000 rpmv centrifugiCentrifuge 5424 R (Eppendorijase

je gel strdil.Potem smo &lonep r e n e s ¢ 1,5 mV mikrocesnttifugirle in na sredino

gel a pol asi odpi erdélkisael kiv eind n @edilogeaghaoing @ e
centrifugiranje(3 minute, 3.000 rpm), proi katerem so DNA mol ek
nevgrajeni dideoksinukleotidi pa so se ujeli v pdPe. koncucentrifugiranjasmo zato

kolone zavrgli, v vsakomi kr ocentri fugir ko HaDi Boomdraidei 20
(Applied Biosystems)ki oslabi vodikove vezi med nukleotidYsebino mikrocentrifugirk

smonato g megal i na v iubnrcalaen yvotuknenmprenast g adblie na

mi krotitrski pl ogl i

Pri drugem nalizau |l ggkengpa psmdel kov sekve
komercialno dostoprkomplet kemikalij BigDye XTerminator Purification Kit (Applied
Biosystems)s katerims e nel i stol e vegejo na silikatne
posedejo na dno vdolhge. P00 koncu sekvanmo|mikmetit s kak @il jog | o
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pridelki reakcijeprestaviliv centrifugoCentrifuge 543QEppendorf in jo centrifugirali 2

minuti pri 2000 rpm. Potem smo wsako vdolbiico, z § €10 OIme ¢ a pridekey,
odpipetirali45 O Iraztopine SAM Solution in 1@ IraztopineXTerminator Solution Obe

raztopini sta bili predhodnosegreti na sobno temperatu(o2 2 . AICQ gl o s mo na
prepili s prozorno folijoin jo 25 minut stresalipri 2000 rpmn a  meMjxMatel

(Eppendorf. Postresanjts mo pl og | o 2eneuti prr2000mpng i r a |l i

3.263Dol ol anje nukl eotidnega zaporedja

Mikrotitrske pl oegzl o Inimigprei del ki s e k v e umstaviliev napemavak ci | e
ABI3500 Genetic Analyzer(Applied Biosystemsz r al unal ni gko vodeni |
omogolloa evanj e pridel kov s awoagiskd daorlnool a|a ] ek
nukleotidnega zaporedj@ r ot ok o | dol ol anja nukl gleddnadneqga
protokol | 1 gl enj a pri dedlkeodve sre&k v amll e na e
nukl eotidnega zaporedj a. V p DyeBExe2r0OBpin Kitg | enj
(Qiagen) smo uporabilrotdkol StdSeq50 POR® primerukomplet kemikalij BigDye
XTerminator Purification Kit (Applied Biosystemgga protokol StdSeq_BDX 50 POPR7
Obaprotokolasta prmer na za dol ol anj e dal pd86Gdbp. Pd ni h z
kon| anemmanjgsjek a Eanal ni @dquencipg Angysia Softwal@dpplied

Biosystem} podd realtate v obliki elektroferogramas pripadajolim nuk
zaporedjem.

3.2.64 Analizanukleotidnih zaporedij

Od | iceldinegaukleotidna zaporedparusnegagenomavifuPV2, ki smo jih pridobili v
sekven| nhh r aakctlIsmopmesli ®Z al| u niglogramgaanalizo
nukleotidnih zaporedij Vector NTI Advance vbM4 (Invitrogen) S programomvVector
NTI Advancesmon u k| eot i dna z arpgtedak ddezali njghavenelterkive v

z a kee in korce, primerjali avt omat sko dol ol i tze wrhovip o s a me
fluorescea | nega signal a ,feamcerl elkittrrod em @ gpraiima mj a r
Program jes p o marigjeni algoritmov posamezneo d | | riakpedlaginjihovih

medsebojnih prekrivanj z dvrkangenzho zaporedjki smo ga shranili v oblikFASTA
format.

3.2.7Molekularna opredelitev genomovMfuPV1 in MfuPV2

Pri in silico analiziznal i | ni h podr ol i j virusnih geno

identifikaciji genov, ki nosijo zapis za virusne beljakoviemouporabili prosto dostopno

spletno aplikacij@ORF finder(NCBI, 2017. Slednjao mogol a i denti fi kaci j

z algoritmomProtein BLAST(NCBI) in podatkovno baz&niProtkKB/SwissProt(UniProt

Consortiun). Glede na dogovoHPV skupnosti smkot po |l o g aj prvega nul
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virusnemk r o g gesomuu p o0 g tzeaveBedDRF E6 Posameznaegulatorna zapor¢al

in najbolj ohranj@e funkcionalnelomeneoziromamotive znotrayirusnih beljakovinsmo
do!l ol i | iv efdrogiocdastopnijh epletnih aplikacha opredelitev TATAzaporedja
zgodnjega virusnegaromotorjasmo uporabilispletno aplikacijoGPMiner (GPMiner,
2017. Domnevna ezavna mestaaregulatornedejavnike prepisovanja, kot #d>-1, NF-

1, TBP, TMF (angl. TATA element modulatory facjpiRF (angl. TBP-related factoj in
C/EBPbetas mo d o | o | i pgrogransSIQSEANosbftware 4.05(Prestridge1991)

v spletni aplikacijiwWwWW Signal ScafWWW Signal Scan2017 in programaPatch 1.0
na spletni straniene RegulatioiGeneXplain,2016. Domnevnapoliadenilacijska mesta
za zgodnje in poznevirusne mMRNAsmo opredelili s spletno aplikacijoly(A) Signal
Miner (Liu in sod.,2005 Liu in sod., 201Y. Prisotnosimotiva levcinskezadrge v DNA
vezavni domenbeljakovineE2 smo preveriliz uporabo spletne aplikaci@ZIP-Server
(BornbergBauer in sod., 1998 2ZIP-Server 20179. Pr i dopowéawnijal i h zna
funkcionalnih domenoziroma motivov znotraj virusnih beljakovismo $ pomagali z
obst oj el on updrabog rad tuu fa progiargk Vector NTI Advance v11.5.4
(Invitrogen)ter BioEdit Sequence Alignment Editei7.2.6.1(lbis TherapeuticsCarlsbad,
CA, ZDA), s katerimasmo primerjali AK zaporega posameznih beljakoviMfuPV1 in
MfuPV2 z AK zaporedji beljakovirsorodnihgenotipov PV katerihz n a & (kohsenzna)
zaporedjaglavnih domenoziroma motivovso bied o | @af e p o mwiagemezer ¢ e
objavljenih raziskavah

3.2.8Filogenetska opredelitev genomov MfuPV1 iMfuPV2

Evolucijsko povezavgenotipov MfuPV1 inMfuPV2 z § ®predeljenimi genapi PV (n =
134) smo izvedli s primerjavocelotnih nukleotidnih zapored genov L1 MfuPV1 in
MfuPV2 z nukleotidnimi zapoedji genov L1 § eopredeljenih uvr fnlusdno h
priznanih genotipoHPVi n o p i iz virusrihroBoVAlphaPV (n = 77),BetaPV (n =
50), Mu-PV (n = 3),Nu-PV (n = 1) in DyoomikronPV (n = 3. Nukleotidnazaporedja
genov L1 omenjenih genotipov P\$mo pridobili iz prosto dostopngodatkovne baze
refer enl ni hPapgllemavitus Bpistame PEVEYan Doorslaer in sod., 20,13
Van Doorslaer in sod., 201LRIAID, 2018, katerevir podatkovje nukleotidna podatkovna
bazaGenBank(NCBI).

Vsa pridobljena nukleotidna zaporedj@nov L1 smo medsebojporavnali z uporabo

algoritma MAFFT v7.305 (Katoh in Standley,2013, K i ovireo| gkorpesdvimavo

zaporedijv prosto dostopni spletni aplikacitIPRES Science Gateway V. JMliller in

sod., 201Y. V nadaljevanj smoza izdelavo filogenetskega drevesssti spletni aplikaciji

uporabili algoritem RAXML-HPC2 v8.2.10 (angl. randomized axelerated maximum
likelihood) (Stamatakis2014 Miller in sod., 2017, ki drevo izdela pdilogenetskimetodi

naj vel je vemaxanum bkelihool ( Zagldol ol anje zanesl| |
razvejigl B8mm0 paewedhi h 1vzor | e gl boastiag.di gl ni
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Filogenetsko drevo smprikazaliz r al|l unal ni gMEGAY.026(losgtuteafono m
Genomics and Evolutionary Medicine, Temple UniversiBhiladelphia, PA ZDA)
(Kumar in sod.2016.

Z namenomdodatneprimerjave @notipv MfuPV1 in MfuPV2 s petimi filogenetsko

naj bol j sorodni mi g @& & lo godonostimed/nuldeatidnimi(AKY a| un al
zaporedji posameznihgenov (beljakovin) To smoizvedli spomol|l j o ralunaln
programaBioEdit Sequence Alignment Editor v7.2.qlbis Therapeutigs v kateremsmo

z algoritmomClustalW Multiple Aignment (Thompson in sod., 1994jajprej pridobili

v e | k mpaawnavopridobljenih zaporedijn natos poravnavo parov zaporedijz r al unal i
g @jihovo medsebojn@odobnostS pomol j o pr ost dPAICH Barwise ne ap |
Sequence ComparisdiBao in sod.,2014) v k | | u |palatkevnovbazdNCBI, smos

poravnavo parov zaporedgi odat no t mdal udned leigmed celdtoimin o st i
nukleotidnimi zaporgd genomov MfuPV1 in MfuPV2 tevsehpreostalihg epredeljenih
genomowV.

3.2.9 Opredeljevanje povezavme d o k uMfuPv1l iz MfuPV 2 ter nastankom
novotvorb

Z namenom oceng@rusnega bremenslfuPV1 in MfuPV2v posamezni gostiteljski celici
i z h od nogdtvarld, B kateréahko ovrednotimoe t i o | o §wrwsov pril nastamku
spremembsmoza oba genotip®V razvili in uvedlil ol e n az nt d | dedktiadivna

PCR v r e a(VmadalevahjlgPCRB), ki smo ju uporabiliv kombinaciji sSQPCR s

kateri m | ah&dp dolgehgeoayza tobulifKocjan in sod., 2017)

3.2.9.1MfuPV1 in MfuP\V2tipskoz nal i | nanaPC&nvi rati mem | asu
Za MfuPV1 in MfuPV2 tipskez n a | gqPCRsasmo spomo | j o prne sptetoe do st ¢
aplikacije Primer3/0.4.0(WIBR, 2012)razvilidva seta tipska n a | i | MfuPV1-E2-Z (
1forward in MfuPV1-El-1reverseza MfuPV1; MfuPV2-E1-RTforward in MfuPV2-E1-
RTreverseza MfuPV2),s kate i ma | ahko pomna@girmmedal vgeuas

genomaPreglednica 6)Ke mi j ske i n t dnosi@g=~6@AnTrazviiileOZl a s

smo preverili s prosto dostopno spletnoikaatijo Net Primer (PREMIER Biosoft,2017),

njjhovo peci f pd mnos @l un arogranog kVector NTI Advance €1.5.4

(Invitrogen) na podlagiporavrave nukleotidnih zaporedij OZ rukleotidnimi zaporedii

genovElt ar | ni h v i r,unspnostthhdostpEne spiatnes aplikacije Nucleotide

BLAST (NCBI), s katero smo preverili, |l e OZ nal
drugo netarl no DNA.
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Preglednica6: Ol i gonuk |l eotziad mpio mmaljetvrmink ie de | MfuPy2esntipske E1 Mf u

znalilni ma PCRntvi r&tail neimma as u
Podr ol Velikost
Nukleoti je OZ . ’ .
Ime OZ Vrsta OZ ukleotidno zaPAored]e © naleganja v pridelka PCR
( 5366 )
genomu (bp)
MPVLEL o e AAAAGCAACGCACAAGCAAAA
1forward
genEl 145
MfuPV1-E1- MfuPV1
Protismerni  TTTGTCTCCAGTCCCCACCTT
lreverse
MIPV2-EL ool TGATGAGGATGAGGAGGAGGAC
RTforward
genEl 133
MfuPV2-E1- MfuPv2
Protismerni  ATCTGCTTTCGCTTCTTGCTG
RTreverse
OzZiol i gonukl!l eolpi kbmiparzal et ni k
Pri izvedbi MfuPV1 in MfuPV2 tipskoz nal i Il ni h gPCR smo wupora

komercialno dostopnega komplefauantiTect SYBR Green PCR WNG Kit (Qiagen)
Reakcijske megani ce s mo LightGygerCapillaries(Rochg, st e k | ¢
K i so bil e medt eimadaptenitekgplnd méd uwieohlr 2p&ci j ske
V posamezni k alpli Imeergia njiec az paag gle s eboval a:

T 12,5 Ol 2x QuantiTect SYBR s@uoreseantnil® CR Ma
barvilom SYBR Green ka detekcijgridelkovPCR

0,25 OI ogméB5Me M)

0,25 Ol protismernega 0OZ (50 OM)

T do 5 Ol osamliene DNA iz posamezniMfuPV1- in MfuPV2-pozitivnih

= =4

i zhodi gl nloptmalnazkonceateaija dodane DNA =-800 0 n g ; naj ve
=1.000 ng)
9 do 25 Ol sterilne dredWae(QagenNane vode Nucl
Kapil are z reakcijski mi me¢ @ dn izcaapmmil i s ns0 ppor ke

centrifugirali 30 sekund pri.800 rpmv centrifugi LC Carousel Centrifuge 2.(Roché.

Nato smo stojalo s kapilaranprenesli v napravaightCycler 2.0Instrument(Rochg z
ralunalnigko vodenim sistemom, kj ekolu,j e po
navedenem v Preglednici 7.
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Preglednica7. Pr ot ok ol pomnogevanja del a geno-znalH1l | Mif m® V1
kvantitativnima PCR v realnem | asu

Hitrost

Stopnja Temperatura L as spreminjanja

temperature

Aktivacija pollmerazaien‘aturacua 95 AC 15 min 50 AC/
dvoveDNAgne
POMNOGEVANJE

Denaturacija 94 AC 15s 20A B
Naleganje OZ 45 ciklov 60 AC 20s 20A B
Podal j gpeonastalgesge 72 AC 20s 2A G
95 AC Os 20A B
Analiza talilne krivulje 50 AC 30s 20A G
95 AC Os 0,1A B
Ohlajanje 40 AC 30s 20A B

Ob koncu vsakega tairk Ina hp abivahje godaikappiaaloz

merjenjem fluorescence p&30 n m, medtem ko smo po koncu g
val ovni dol gi ni izvedl i r@ge sanmalainzaol itzalriall ne
pridelkovPCR

3292Kvantitativen P@R mnorgegadazatgbmlin]l asu 2z a

Pri pomnogevV an fela géhd za hulpulis dRCR gh® gi@orabili predhodno
objavljene OZ(Pimenoff in sod., 2015in hidrolizno TagMan lovko (Kocjan in sod.,
2017),navedene v Preglednici 8.

Preglednica8: Ol i go nu k| e o tin hitlmlznalpvkdzeat mpiokmen o gevanj e 65 bp dol ¢
tubulinsk vant i t ati vni m (PirGRoffin sad.e2015;Kecian ih s0d.,2017)

Ime Vrsta . ~ .
oligonukleotida oligonukleotida Nukleotidno -ZGjpored]j
Tub-F SmerniOZ TCCTCCACTGGTACACAGGC
Tub-R ProtismerniOZ CATGTTGCTCTCAGCCTCGG
Tub-P Hidrolizna lovka FAM-AGGGCATGGACGAGATGGAGTTCABBQ
OZioligonukl eotidni zaletnik

Pri izvedbi gPCR za p o mn o § egera @g tebulin smo uporabili kemikalije iz
komercialno dostopnega kompleta QuantiTéerobe PCR + UNG Kit (Qiagen).



44

Skubic L. Molekularna in filogenetska opredelitev ... papilomavirusov ... japonskih makakov.

Mag. del o. Ljubl jana, Univ. v Ljubljani, Bi otehni gka fak

Reakcijske meganice smo pripravild@ v stekl e

K i so bile medtem nameginhé¢ memewvreaichiskeag ggann ihc ea d ¢

v kapilarDljemrpgagakta2pa je vseboval a:

T 1001 2x Quanti Tect Prohe PCR Master Mix (
T 0201 smerTuel a( 0 OM)

T 0201 proti smeR nleg;a V) Tub

T 0,2 Ol -P@wk@M)Tub

T 153 Ol peam@NpAei z posameznidol00aghDNAizg | ni h
tkivnih vzorcey,

T do200l sterilne dei oFrde¥aterQmgen)vode Nucl eas

Kot pozitivnho kontrolo smar i pomnogevanijuporabile5S0 agDlr hovefhlbkir

DNA. Kapilarez r ea k ci j s k snmprenesk \gstojalojilt zanp r | i S pokr o\

centrifugrali 30 sekund pri 00 rpmv centrifugi LC Carousel Centrifuge 2.0 (Roche).
Nato smo stojalo s kapilaranprenesli v napravo LightCycler 2.0 Instrument (Roche), kjer
smot ar DNA@ o mn o ¢gpe pratokailu, navedenemPreglednici 9

Preglednic®:Pr ot ok o | pomnogevanja dela gena za tubulin s |
Hitrost
Stopnja Temperatura L as spreminjanja
temperature

Aktivacija polimerazedenaturacija

dvoveDNAGn e 95 AC 15min 20A G
. . ) 95A C O0s 20 Ac/
Pomnogevanje 45 ciklov _ ) ;
60 AC 1min 20 AC/
Ohlajanje 40 AC 30s 20 Ac/

Ob koncu vsakega tairk Ina hp asbivahje godatkaywpiaaloz
merjenjem fluorescence BBONmM.

3.2.93 Priprava standardov

Z namenom dololitve oblutljivosti, meje det
(umeritvene) krivuljesmo za genotipaMfuPV1 in MfuPV2 pripravilir ed | i t veno v
ref ermazhidoy hki | e obs &0Qde 104k a peidjl i plvaez middne DN

Najprej smo pipravili stojalo zenajsimi 1,5 ml mikrocentfugirkami DNA LoBind Tubes
(Eppendorf i n vodno r amsilecaBNArCarriez RNA(Qi@ggr, khsmo jo
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dobili tako, da smo0,4 minosilcaRNA ( 1 0 z g 86 ilsterilne deionizirane

vode Nucleas&ree Water (Qiageng a pr i pr a vvesmp glede nainzemetjéno t
koncentracijo osamljene plazmidne DNposameznega genotipdV, po formuli (1)

i zr al unal iplagrideeDNA val kdd @ iezgrea,po formuli (2) papotreben

volumenn a g ezgregda bivp r v i dedliiltivi200 Ol 10Vkopjame r azt
plazmidne DNA OMi kr ocent r i f ugi r ksmo rapohnipz18@lsotinal e r e
raztopinez nosilcemRNA, v v sako nasprenasli2)®lp rreejdd rijtee vr edal
Po vsakemr ed| smpuvsebino mikr ocentnavidracijgkem ke do
me qua |

FEQE OB a
..(1)

Opomba:

Na i Avogadrova konstant@,02x10% kopij DNA/mol)

dnall zmerjena masna koncentracija plazmidne

lpnaidol gina pl @agmedneoDNAznNni h parov)
Mpna T molska masa 1 baznega para DNA (660 g/(mol x bp))

..(2)
Opomba:
catizaletna koncentracij a
Viizal et ni vol umen
cikonl na koncentracij a
Voikon| ni vol umen
Reakci j ski megani ci za pomnogevanje tripl:.i
koncentracijo od 10do 10" k o p i j pl azmidne DNA/ Ol , smo
opisanem vpoglavju 3.2.9.1 MfuPV1 in MfuPV2 tipskez nal i | na kvantitat

real nemoimae @e v apa jepotelal po protokolu, navedenem v Preglednici
7.

3.2.94 Analizapodatkov

Napodlagp ovpr el ni h vr e d(voaddjavanjp Ctaigikatevgtandardoyk | a
pri katerih sos pomnogevanje-mn®NAI wenieB&® koncent
virusne DNA frikazanek ot | ogari tem zal etnega (Jgtagvi |l a |
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detekcije smov r dd iughkeem programu Microsof't Excel

WA, ZDA) za vsak noveo d k r i t genotip PV i1 zrisal:i [
predstavljala standardno krivujjtersp o mo | j o PEARBQN: iz jr @ |Pearsanbvi

koeficient korelacije(v nadaljevanju)ind o | o] i | i determigakije € dzieomav
nadaljevanju B med Ctvrednostmiin logaritmompr i padagabétegaga gtevi
virusneDNA Ul i npomhbgevanja (v nadaljevasju E)
tipskoz nal i | ns mo q P £ Rafbrmuli €) Kioncentracijovirusne in genomske

DNA v i z h o(testigqnihiveolrcihsmod ol ol i | i rgihoyphrCi vrednogtisa v o

Ct vrednostmi wstandardnih krivuljah

EQE Q¢ 0O @ EBD & @b PTT— p PTT

.. (3)
Opomba:
m=naklonn i nearne trendne | rte

3.29.5 Opredelitewirusnega bremena

Virusno bremev posameznih MfuPV-Lin MfuPV2-pozitivnih tkivnih vzorcihsmo po

formuli (4) i zr &dt uaamerj e me d gt evi | omvfuRMGp i | Vi
oziroma MfuPV2i n gt e v japomskegaanakakaivz h o d vzgrdihnSletnjesmo
iz r alzumergehjem koncentracijaubuling K i smo PRCR d &kliolanmaogod

p omn o ¢ eelagemg za tubulinPri pretvorbi koncentracije genomske DNA iz ngv!

gt evil @lmoe luip@dagee aniadiploidni celici japonskega makakahaja 7,12

pg genomske DNAC-vrednost = 3,56 pgGregory, 2017)Kot je g dilo omenjengsmo

gevilo kopij virusnegagenoma v posameznem vzorouc e ni | i BfuPgloimo | j o
MfuPV2tipskoz na| gPICR i h

OOl 00 ©aB :

. (4)
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4 REZULTATI

4.1 OPREDELITEV GENOMOV NOVO-ODKRITIH GENOTIPOV
PAPILOMAVIRUSOV

4.1.1 Molekularna opredelitevgenomaMfuPV1
4.1.1.1 Organizacija genoma MfuPV1

Celotno nukleotidno zaporedje genaMfuPV1 (GenBankp r i st o p nKd944P80e vi | k a
je dolgo 7898 bp inima 47,1 %d e | bazgih parov gvanigitozin Kodi r aj ol e pod
sestavlja devet ORfPreglednica10) Zgodnj e p odr ousne beljaRkovisei zapi
El, E2, E4, Efepsilon, E5z et a , E6 in E7, medtem ko pozno
L1lin L2.

Preglednicd0:Po | o g aj odpntih loranih gkviges genomu MfuPV1

ORF Pol ogaj v genonm Dol gbpha (
E6 1-456 456
E7 464760 297
E1l 766-2.655 1.890
E2 2.594-3.676 1.083
E17E4 766-778...3199-3.446 13...248
E5-epsilon 3.9364.061 126
E5-zeta 4.0884.228 141
L2 4.2345.652 1419
L1 5.6337.135 1.503

ORFI odprt bralni okvir;nti nukleotid bpi bazni par

V genomu MfuPVlse med ORFL1inEGahaj a nekodir 474186{7898 podr ol
nt), katerega dol gi5ma kza@RdgedonhévBo pdliadeniladijsko

mestoza pozne virusne molale MRNA (AATAAA, 7.2737.278 nt),navzdolod 56 konc a
pase nahaj@ g @ t e vdominevaavezavhamesta a c el i | npeepisdbvanjakot ni k e

so AP-1, NF1 in C/EBPbetag t mest E2BS za vezavo beljakovine E konsenznim
palindromskim zaporedjem ACCMGGT ACCGATTTCGGT, 7.4367.447 nt
ACCGGTATCGGT, 7.7527.763 nt; ACCGAAAACGGT, 7.8297840 nt in
ACCGAAAACGGT, 7.8447.855 n) ter vezavno mesto zabeljakovine E1
(ATAATACTTAACTATACT , 7.7897.806 nt), k i ed deugim in tretjim mestom

E2BS Na 3 6 UCR msroouidentificirali TATA zaporedje zgodnjega virusnega
promotorja TATAA, 7.8597.863 nt), kat er ega p tudivepavngemestak | j ul u
cel il ne bel(TABARAAy 7.85%7.866B)PTMF (TATAA, 7.859-7.863nt) in
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TRF (TATAAAA , 7.8597.865 nt). Med ORF E2 in E&epsilon se nahaja59 bp dolgo
dodat no nekodNCRK3.6F43835modr ol j e

4. 1. 1. 2 \drusrillbeljakovim MuRV1

Beljakovina E6 MfuPV1 je sestavljena iz 151 AKn vsebuje dva cinkovarsta s
konsenznim AK zaporedjem CxxCExxC (3066 AK in 103139 AK), kistab | esn a
36 AK ostanki Na Gkoncu beljakovine E6smo identificirali PDZ-vezavni motiv s
konsenznim AK zaporedjem xXT/SxV(NTEV, 148151 AK).

Beljakovina E7 MfuPV1, katerevelikostz na g a  9s8buje®/oRB-vezavhomestos
konsenznim AK zaporedjem LXCXEYCHE, 22-26 AK), na Gkoncu pa se nahagnkov
prst(58-94 AK).

Beljakovina E1MfuPV1 je sestavljena iz 629 AK ip naje | j a Vvirusna bel
genotipaMfuPV1. Na N-koncu beljakovine Else nahajdipartitni NLS, ki ga sestavljata

dve kratkiAK zaporedji(KRK in SQAK, 8587 AK in 120-123 AK), | @|32 AKi

ostankj v 0 b mmédj njima pa se nahajaz levcinom bogato zaporedje NES
(LSPRLKDICL, 106115 AK) in dva ostanka serina ter prolina (SR) predstavljata
domnevnicdk-fosforilacijski mesti Poleg NLS |g i vezavno mesto za cCi
126 AK), na Gkoncu beljakovine E1 pasmo identificirali ATP-vezavno mestos
konsenznim AK zaporedjem @RK(T/S) (GPPNTGKS457-464AK).

Velikost beljakoine E2ZMfuPV1z na ga 3 6 0-koAcKheljakswane E2se nahaja

motiv levcinske zadrges konsenznim AK zaporedjemaxgLxeLxsL (287-308 AK), v
osrednjem delu pa |egi N L SKRzR (KRAR, @42-245 o hr an |
AK).

Zapis za beljakovino EMfuPV1 se v celoti nahajznotraj ORF E2 innima lashega

z a | e tkodewyzato se beljakovina Edajverjetnejgrevedekot fuzijska beljakovina iz

spojene molekule mRNA E17°E4i v k | j priiunelajkodonov ORF Ely k|1 j ul no z
zal et ni mORFOEL (@66 676nt), in nukleotidni zapis za beljakovino E@.199

3.446 nt). Fuzijska beljakovin&4 je sestaviljena i86 AK, prolin pa predstavljd1,6 %

vseh AK ostankov Na N-koncu beljakovine E4 se nahajeonsenzni motivLLXLL

(LLKLL ,14-18 AK), ki overawyna titakeratine

V p o d3 &ohcp ORF Efeta smo identificirali domnevnaoliadenilacijskomesto za
zgodng virusne molekule MRNA (AATAAA4.224-4.229 nt).
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Beljakovina L2MfuPV1 je sestavljena iz 472 AKya njenemN-koncupase nahaja nNLS
(MKHAHVSRRKR, 1-11 AK) in dve cepitveni mesti z&urin s konsenznim motivom

ak

RXK/RR (RRKR, 8-11AK in 20-23AK). V b | i-KpncabeljakhvineL2 e gi podr ol j

23 AK ostankov dolgaransmembransko domeno K i jo sestavljajo

prekr i viopsenkzni moBvEGxxxG (ILKYGSMGVYFGGLGIGTGSGTG 56-78
AK). Na Gkoncu beljakovine L2se nahaja&aNLS (RKRRKR 455460 AK), v njegovi
bl i ¢ ismoiidergifeciralitudi konsenzno AK zaporedjexxPxxPxxP (PWHPTLPLTP,
425434 AK), ki predstavlja vezavno mestpa beljakovino L1 V osrednjem delu
beljakovine L2 je prisotenz argininom lbgat NRS (SRKGTVRLSRLGQRATLKTRS,
303323 AK).

BeljakovinaL1 Mf u PV 1 , kat er e v enh CHorcsvsebuje mha NS, del 0 O
katerihje prvi NLS monopartiten KRKRAK, 494499 AK), drugi NLS pabipartiten, se
deloma prekriva s prvim, in je sestavljendveh kratkih AK zaporedijKR in KR, 481-
482AK in 494495AK) , | ol enasthnkiz 11 AK

4.1.2Molekularna opredelitev genomaMfuPV2
4.1.21 Organizacija genoma MfuPV2
Celotno nukletidno zaporedje gemaMfuPV2v d o | ¢rmern8D57 bp in vsebuje 50,8

¢

AK

% baznih parov gvaninitozinn. Ko di r aj ol e p @stmQRF (Preglednecs tla v Il j a

Zgodnj e podr ol jjekovineHllj B2,E4S, EG i E7nneedtdmekb pozno
podrol je nosi zapi s Cel@no bugléojidaokzaporedgenomia 1
MfuPV2 smo vnesli vnukleotidno podatkovno bazGenBank (NCBI, U.S. National
Library of Medicine, Bethesda, MD, ZDA) od pri st opno gtevil ko

Preglednicdl: Pol ogaj i n dhokvigevngenomwMfuPY2i h br al ni
ORF Pologaj v genomu Dol gina (b
E6 1-447 447
E7 423743 321
El 7492.713 1.965
E2 2.655-3.803 1.149
E4 3.121-3.564 444
E5 4.1454.276 132
L2 4.3635.757 1.395
L1 5.7387.258 1521

ORFi odprt bralni okvirnt1 nukleotid bpi bazni par

n

MH
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V genomuMfuPV2 med ORFL1InEG emyé k odi r aj ol e7.256988057nt), j e L CI
kat er ega d789bg. Na5ad zkro@msaunahaj@ domnevnipoliadenilacijski

mestiza pozme virusne molekule mRNA (AATAAA7.4057.410 nt, ATTAAA, 7.444

7449nt) , navzdol podbl @R viebufertae poaineviaa vekzavna mesta

zacel i | ne pomsovanakadt &0AP-1, NF-1 in C/EBPbetatri mesta E2B&a

vezavo beljakovine E2s konsenznim palindromskim zaporedjem ACGGBG3T
(ACCGATACCGGT, 7.606-7.617 nt; ACCTAATCCGGT, 79157926 nt in
ACCGAAATCGGT, 7.9948.005 nt) ter modificirano | etrt oE2B&est o
(ACCGAATTGGCT, 8.009-8.020 nt). Med drugim in tretjimmestomE 2 B S vézavgoi

mesto za beljakovine EGTTATTATTAATAATTAT ,7.9547.971nt). Na 3 06 L&GRoncu

se nahajalATA zaporedje zgodnjega virusnega promotdifdATAA, 8.024-8.028 nt),
katerega podrol je predstavl ja t udTBP vezav
(TATAAAA, 8.0248.030 nt), TMF (TATAA, 8.0248.028 nt) in TRF (TATAAAA,
8.0248.030nt). Med ORFE2IinEd edgodat no nekodir aj3sidke podr
4144nt)zd ol gi hpo 341

4122Znal il nosti vMuP¥VZ ni h beljakovin

Velikost beljakovine EGMfuPV2 z n algd&AK, ra njenemC-kona pa se nahaja PDZ
vezavni motivs konsenznim AK zaporedjem xT/SxV(PSPL, 145148 AK). Pdeg tega
beljakovinaE6 vsebuje dvainkovaprsta s konsenznim AK zaporedjem CxxGxxC
(29-65AK in 102138AK), ki stal o | £36 AK ostanki.

Beljakovina E7TMfuPV2 je sestavljena iA06 AK, vb | i gjeénega Nkoncal e §i- p RB
vezavio mestos konsenznim AK zaporedjem LXCxE (LQCHE3-27 AK), na Gkoncu pa
se nahaj&inkov prst(69-105AK).

Beljakovina E1MfuPV2, kat ere v®#®AK keoname lzjnaa gvai réGusna bel
genotipaMfuPV2. Na Nrkoncub e | | a k o v ibipaetitniBNLLS, Ki gadsestavljata dve

kratki AK zaporedji(KRK in RKAK, 9395 AK in 128131AK) , k 82|AK ostanki,

v 0 b moel pjimapa se nahajaaporedje NESLSPRLDAISI, 114123 AK) in trije
ostankiserina ter prolina (SPXi predstavljajodomnevnacdk-fosforilacijska mestaOb

NLS je prisotno vezavno mesto za ciklinRRL, 132134 AK), v b | ni ¢ikonca
beljakovine E1 pasmo identificirali ATP-vezavno meste konsenznim AK zaporedjem
Gx4GK(T/S) (GPSDTGKS 482489 AK).

Beljakovina E2MfuPV2, sestavljena i882 AK, v osrednjem delu vsebudLS z visoko
ohranjenim zaporedjem KRxKRQR, 244247 AK), na njenemC-koncu pa se nahaja
motiv levcinske zadye s konsenznim AK zaporedjemglXsLxsL (306-327 AK).
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V genomu MfuPV2 se ORF B¢ celoti nahaja znotrdpRF E2 BeljakovinaE4 MfuPV2
je sestavljend& 147 AK, prolin pa predstavlj8,5% vseh AK ostankowW b | N-Kpincan i
beljakovine E4s mo i dent i f ikonsemzaefanotiva ledbd L (LLDLY ,060-64
AK), ki je pomemberpri vezavibeljakovines citokeratini.Kljub temu, daima ORF E4

| asten zabésthij & adase dgeljakavina E4 prevedadi kot fuzijska
beljakovina iz spojene molekule mMRNAE1Yk4i v k|l j ul uj e prvi h
vkl jul no z 2z aORE ENMAT6LtY id 0 8 bghzapissORF E4(3.269
3.564nt).

V podr ol j u ime2dsmoldeRificiEab domnevngoliadenilacijskomesto za
zgodng virusne molekule mRNA (AATAAA4.352-4.357 nt).

Velikost beljakovine L2MfuPV2 z n a4$4 AK, m njenemN-koncu pa | et&gJrnNLS
(MVEKRAKRRKR, 1-11 AK) in cepitveno mestaza furin s konsenznim motivom
RxK/RR (RRKR, 8-11 AK). V. b | iN<dnaeaibeljakovine L2se nahaja ohranjena

neka

transmembranska domerkajes e st av |l j e na ikansepznierkotivowxaxfso |l i h s

(ILQWGSLGVFLGGLGIGTGSGTG 44-66 AK). Beljakovina L2 na Gkoncu vsebuje
cNLS (KRRKR, 448452 AK) in konsenzno AK zaporedjexxPxxPxxP (PQGPYTPLHP,
414423 AK), ki predstavljavezavno mestoza beljakovino L1 v osrednjem delu
beljakovine paje prisoten z argininom bogdiRS (TRQRAVRFSRLGQKATLRTRS,
292312 AK).

Beljakovina LIMf u PV 2, k at er %6AKenh CHorsvsebupdva NLS, od
katerih je prviNLS monopartiten(KRKKSK, 500-505 AK), drugi NLS pa bipartiten, se
deloma prekriva s prvim, in gestavljenz dvehkratkih AK zaporedij (KR in KR487-488
AKin 500501AK),l ol eni h z 11 AK ostanki

4.1.3Filogenetska opredeliteWfuPV1 in MfuPV2

Na podlagi filogenetskega drevg&lika 5) smopotencialno novgenotipMfuPV1 uvrstili
v rod AlphaPV.
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Alpha-10
Alpha-8

g
S
Mupapill omavirmx/f’; Alphapapillomavirus

&

Nupapillomavirus

Slika 5: Filogenetsko drevo papilomavirusov z uvrstitvijo genotipov MfaPVi n Mf uPV2 (obkr o
r d e |izdé¢lano na podlagi primerjave calth nukleotidnih zaporedij genowl 136 genotipov

papil omavirusov po metodi najvelje ver | ddotstast i ; ob
podpore, .060Dobenbvai mi vzor|lenji i zhodisgrhzmermes podat k
gt evi | omnanukestitnb masto i |

MfuPV1 je bil filogenetsko najbolj sorodegenotipom MfPV3-4, -5, -9 in -10, ki skupaj
z genotipi MfPV§ -7, -8, -11, MmPV1 tePhPV1tvorijo samostojno filogenetsko skupino
in seu v rjg Vv \arusno vrstoAlphal12. D e | modobnostimed celotnimnukleotidnim
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zaporegem ORF L1 MfuPV1 in nukleotidnimi zaporedji ORF Lilnajbolj sorodnih
genotipovPV z n aned77,8in 83,4% (Preglednica 12)

Preglednical22 De | e § i p o d odameaninti geni (bheljakovimamifuPV1 in geni (beljakovinami)
filogenetslo najbolj sorodnih genotipov PEMPV5, MfPV9, MfPV4, MfPV10in MfPV3)

D e | ppdpbnost med

ORF MfuPV1 . MfPV5  MfPV9  MfPV4  MfPV10 MfPV3
zaporedi (%)
6 nt 80,3 80,5 78,1 75,7 76,5
AK 80,3 79,6 80,3 73,7 80,9
E7 nt 72,G¢ 715 75,0 69,9 68,3
AK 58,9 68,0 68,0 65,4 61,5
£1 nt 86,0 85,4 80,4 79,6 77,1
AK 88,9 88,7 82,1 82,9 79,0
£2 nt 79,6 791 77,4 76,9 72,6
AK 73,4 72,1 71,1 69,9 634
nt 72,7 75,4 69,5 68,9 65,9
E1"E4
AK 62,2 65,9 54,7 53,8 47,8
E5 epsilon nt 85,7 82,5 78,0 74,4 64,3
AK 85,7 85,7 72,7 76,7 62,8
E5 seta nt 80,1 76,7 68,6 68,8 67,4
AK 74,5 74,0 54,9 53,2 55,3
nt 79,2 77,7 74,1 73,6 71,4
L2 AK 84,5 80,7 77,5 78,5 74,5
L1 nt 83,4 82,9 79,3 78,7 77,8
AK 90,2 90,2 87,9 88,4 87,2
ORF i odprt bralni okvir;nt i nukleotidno zaporedje; AK aminokislinsko zaporedjé do | § genog se
med seboj razlikujejaj e Ipedgbnostsmor al unali od prvega skRVvpnega ATG o

Ker j e dpedolengsti med celotnimnukleotidnim zaporedji ORF L1 MfuPV1 in

najbolj sorodnih genotipov PYMfPV5, MfPV9, MfPV4, MfPV10 in MfPV3)n i ¢d 90
%insenahaja v obmolju med 71 in 89 %, ismo Vi
genotipPV, ki je hkrdi tudi nov predstavnikvirusnevrsteAlpha12.

Kot je razvidno iz Preglednice 180 geni (beljakovinetl, E2, E5 epsilon, E5 zeta, L2 in

L1 MfuPV1 najbolj podobniposameznim genorfbeljakoviram) MfPV5, medtem ko sta
nukleotidno in AK zaporedjefuzijske beljakovineE1*"E4 MfuPV1 najbolj podobni
zaporedjemavifPV9. Nukleotidno zaporedje gena B8fuPV1 izkazujen a j \odstpteki

podobnosti z zaporedjem gena H8PV9, medtem ko ima AK zaporedje beljakovine E6
MfuPV1ln aj Wied jeig p a AkozZapwedermn beljakovine EMfPV3. Nukleotidno

in AK zaporedjeE7 MfuPV1 sta najbolj podobnkzaporedjera E7 MfPV4. Spl ogno st a
glede na primerjavo podobnogtnov MfuPV1 infilogenetsko najbolj sorodnih genotipov

PV najbolj ohranjenaeralL 1 ( g@osldbmogtnukleotidnega zaporedjér,883,4 %) ter

E1l ( d e podofnostinukleotidnega zaporedja7,1-86,0 %), najmanj pagenaE7 d e | e ¢
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podobnosti nukleotidnega zaporedja8,375,0 %) in E1"E4 (del e g podobno
nukleotidnega zaporedfb,975,4 %).

Glede ngprimerjavo podobnosti celotnih nukleotidnih zaporedij genomov MfuPV1 in vseh
preostalihg eopredeljenih PYima MfuPV1, podobno kot v filogenetski razvrstitvi na

podlagi skladnost nukleotidnega zaporg@ORFL1, naj vi g | d eckl@nggapodo b
nukleotdnega zaporedja z genotipi MfPV5 (80,48 %), MfPV9 (78,74 %), MfPV4 (76,64

%), MfPV10 (75,74 %) in PhPV1 (73,55 %).

Na podlagi filogenetskega drevesa (SBjamo potencialno novi genotip MfuPV2 uvrstili

v rod AlphaPV. MfuPV2 je bil taksonomskau v r g | e n virusnb brstedlpha2

glede ngpodobnost nukleotidninAK) zaporedij genoybeljakovin) (Preglednica 13pa je

najbolj soroden genotipom HPV29,7,-78,-117 in-1 6 O . Del eg podobnosti
nukleotidnim zaporedjem ORF L1 MfuPV2 nukleotidnimi zaporedji ORF L1 najbolj
sorodni h genot B6RMNEI.EFAN znaga med

Preglednical3: De | e § i podobnosti med posamezni mi geni (bel j e
filogenetsko najbolj sorodnipenotipov PV APV16Q HPV117, HPV77, HPV29 in HPV78

ORF MfuPV2 De lpedpbnost by 160 HPV117 HPV77 HPV29  HPVTS
med zaporedi (%)

nt 56,4 56,6 57,3 58,5 54,4

E6 AK 46,3 46,3 48,3 49,0 45,6

7 nt 58,3 436 598 59,8 56,1

AK 52,3 44,9 56,1 56,1 49,5

nt 67,7 65,7 69,1 68,6 67,7

El AK 66,7 65,4 68,7 66,6 67,2

5 nt 63,6 61,9 62,8 61,1 62,1

E AK 56,4 51,7 54,8 54,9 53,5

£ nt 54,0° - 56, 40,8 38,7

AK 35,2 - 34,3 19,6 23,5

Es nt 47,6 47,2 48,6 51,4 47,2

AK 26,5 20,4 38,5 22,2 26,5

nt 63,7 63,7 63,4 65,4 63,6

L2 AK 63,9 63,7 63,2 64,6 62,6

L1 nt 69,7 68,4 68,1 67,8 66,8

AK 72,0 72,0 72,4 71,0 71,5

ORFi odprt bralni okvir;nt i nukleotidno zaporedje; AK aminokislinsko zaporedj€¢d ol gi ne genov
med seboj razlikujejal e Ipedgbnosts mo r al unal i od prvega sRdophgigme ATG

genovse med seboj razlikujejo in nimajo skupnih AT£ato smor a | upodolbnosicelotnih genowbeh
genotipovPV; “ORFE4 HPV117mha | astnega zaletnega kodona, zato ni
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Ker j e del eg podonokleotidnimi zapped)i ORFe LIMfUPW2i irm i
najbolj sorodnih genotipov P{HPV160, HPV117, HPV77, HPV29 in HPVYB i Qd 71
%, smo virusni izolat MfuPV2 opredelili katovi genotip PV, ki je najverjetnejetudi
predstavnik nove virusne vrste znotraj rédphaPV.

Kot je razvidno iz Peglednicel3, sta gena (beljakovinig6 in L2 MfuPV2 najbolj
podobnagenoma (beljakovinamd}6 in L2 HPV29 medtem ko je gen (beljakovina) E1

MfuPV2 najbolj podobemenu (beljakoviniE1 HPV77.Gen (beljakovina7 MfuPV2je

najbolj podoben genu (beljakovini) BTPV29 in-77, gen (beljakovinaE2 MfuPV2 pa

genu (beljakovini) EHPV160.Nukleotidro zaporedje gena E4 MfuP\iZkazujen aj vi ¢ |
odstotek podobnosti z zaporedjegena B HPV77, medtem ko ima AKzaporedje
beljakovine E4 MfuPV2n aj vi gj i del eg podolelpkositeiE4 z AK
HPV160. Nukleotidno zaporedjgena E5MfuPV2 je najbolj podobnonukleotidnenu

zaporedju gena EHPV29, podobnost AK zaporedja beljakovine E5 MfuPV2 pa je

naj vigja pri AK z apor eNukleotidno edppredje ogena Lk ES
MfuPV2 izkazuje najv gogdstotekpodobnosti z zaporedjem gena HPV16Q medtem ko

ima AK zaporedje beljakovine LMfuPV2 naji gd el e g pia &K bapocedjgm
beljakovine L1 HPV77S p | o § mlede satpgmerjavo podobnosti genov MfuPVia
filogenetsko najbolj sorodnih genotip PV najbolj ohranjena gena (@l e | e gbrogtio d
nukleotidnega zaporedj6,869,7%)terE1 del e podobnost.i nukl eo
65,7-69,1%), najmanj pagenaE5(d el e g podobnost.i AU261,49 t i dne
iNE4del eg podobnost. i B387466,1600.t i dnega zaporedja

Glede na primerjavo podobnosti celotnih nukleotidnih zaporedij gendifiol\V2 in vseh
preostalinh ¢ eopredeljenih PY i ma Mf uPV2 naj vi gjcelotnedae | e ¢
nukleotidnega zaporedja z genotiPV90 (59,26 %), HPV29 (58,78 %), HPV77158,39

%), HPV71 (58,28 %) in HPV61 (58,02 %), od katerih se genotip@V71l in -90
taksonomsko uvr gAlphald HRV61vwirstauAdphad, HRP\RStdr 7

pastak ot §e ©wme @\ veusn vrstoAlpha2.
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42ETI OLOGKA VL OGRKRINB\GENOTIPOV PAPILOMAVIRUSOV
PRI NASTANKU NOVOTVORB

4.2.1 Lastnosti MfuPV1 in MfuPV2 tipskooz nal|l i | ni h kvantitativni!l
| asu
S testiranjemt r i pl i kat ov redlitvenih vrst pl azmi

koncentracijami od fodo 10" kopij plazmidneDNA/reakcijg smoa n a | iothil lund j i vos
obehtipskoz n a | igPCR bdenili na najmanj 1Qirusnih kopij/reakcijo Pri analizi

podatkov obeh tipska nal i | ni h ogNFUPRI-pazitivae vaorce opredelili vse

vzorce sTy, vrednostjopridelkov PCRp r i b 79,9¢ Emedtem ko smo kot MfuP\2

pozitivne vzorceopredelili vse vzorce §, vrednostjopridelkovPCRpr i bl i d€o 81, -
Ulinkovitost pomnogevanja tarl-neghiqgCRI em vi r
je bila E = 89,1 % koeficient korelacijef e z n a-0,299 koeficient determinacije
standardne krivuljlane d Ct vrednost mi I n |l ogaritmom p
kopij virusne DNA MfuPV1 skozi vsapsemredov velikostipasmo ocenili naR? = 0,999

(Slika6) Ul i nkovi t os tMfyPU2ripskcy en\ad n (P@R3eghbila E = 98,6

%, koeficient kor €)]999 &kaeficient determiranija standardne krivulje

med Ctvrednostmiin logartman pr i padaj ol ega =zal etnega gt ¢
MfuPV2 skozi vsapsemredov velikostipasmo ocenili nd&R? = 0,998(Slika 7).

PR m=-3,614
Standardna krivulja MfuPV1 E-89.1%
35 - R2=0,999
30
g 25
E 20
e 15 -
s
g
o 10
5 -
0 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
log zaetno tevilo kopij virusne DNA/pl
Slika6: St andardna krivul j a, pridobljena na podl agi ser
smo jo uporabildi pri dol ol anmijzi o & io ¢tvcebe; tCmaesinogtie  Mf u P

predstavljajo povprelja Ct vrednosti triplikatov po:
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- m=-3,356
Standardna krivulja MfuPV2 E-986%
35 RZ=0,998
30
= 25 -
g
T 20 -
=
(=]
EP
g
& 10 -
5_
0 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
log zacetno Stevilo kopij virusne DNA/pl
Slika7:St andardna krivul j a, pridobljena na podl agi ser
smo jo uporabili pido !l ol anj u koncentraciije M ftvarbeV@ vrednostiz o r c u
predstavljajo povprelja Ct vrednost:i triplikatov po:

4.2.2 Virusno breme v MfuPVZ in MfuPV2 -pozitivnih vzorcih

Kot je razvidno iz Preglednice 14, smo virusno breme MfuPVlzZvor cu pl ogl at oc
karcinoma ustne votline japskega makakéM. fuscata (izolat DNA OSCC1)ocenilina
711,88kopij virusne DNA/gostiteljsko celico, medtem ko smo virusno bréigPV2 v

vzorcu benignenovotvorbe penisa japonskega makéizalat DNA 14A-881) ocenili na

10,37kopij virusne DNA/gosteljsko celico

Preglednical4: Koncentracija virusne DNA, genomske DNA in virusno breme v MfuP¥t MfuPV2-
pozitivnih vzorcih

Virusno breme

Koncentracija  Koncentracija Koncentracija (gt KooDi
Genotip PV virusne DNA  genomske DNA genomske DNA gt - o P
(gt K ¢ (ng/ Ol (gt ce DNA/ gostiteljsko
gt g gt celico)
MfuPV1
(izolat DNA OSCC1) 1,013x16 10,133 1,423x18 711,876
MiuPV2 3,04x1d 20,867 2,931x16 10,372

(izolat DNA 14A-881)
PV papilomavirus
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5 RAZPRAVA

PV sovelika in izjemno raznolika skupinarstnez n a | imlajnnih DNA virusovbrez

ovojnice K i S0 etiologko gpewdadanih Zemiagnhiamk
neoplastilnih sprememb k(KEdarjaneiny Roljak, 011)Bol uz ni |
junija2018 e bil o opredeljenih in uradno priznan
K i povzropajoraklgbeahj evst¥®¥b| ivnetedkritih
genotipi, ki povzrokatfo wkagheopredéjudetn
posl edilno pomemzmor ptvspeaewnanka patoggneznet s ki

PV. V sklopu magistrsiga delasmo na poalgi delneganukleotidnega zaporéd gena.1,
kisej e t ak s on o msoldAlphaPV,ragViliadt tppskez n a | 0OZ, a katerimi
smo vizolatuDNA vzorca benign@ovotvorke anogenitalnegarpdela japonskega makaka

(M. fuscata p o meebtgigehomMf u PV 2, in dol ol il njegovo
V nadaljevanju smo genom MfuPV2 skupaj z genomom MfuPV1, ki je bil osamljen iz
vzorcapl ogl atocel il nega k japorskega o maikakapoolhama votl

molekulrno in filogenetskapredelili terna podlagi ocenevirusnega bremena k u g al i
ugotoviti ali sta bilavifuPV1 in MfuPV2, prva odkrita genotipa V , ki povzrol at @
pri japonskih makakire t i ol ogko povezana z nastankom iz

Kotjez nal i P\hdo Iz@enomav MfuPV1 (7.898 bp)in MfuPV2(8057 bp) znag
medp r i b [7.50§ moB000 bp (Kocjan in Poljak, 2011)P o d r o bmolekulgrrza
analizagenomovobehnovo-odkritih genotipov PVje pokazala, da j@juna organizacija

najbolj podobnaorganizaciji genomowYV iz virusnegarodu AlphaPV (Doorbar in sod.,
2015).Zgodng p o d e gehomaMfuPV2 vsebujezapis zag e rtisnih beljakovin (E1,

E2, E4, E5, E6 in B7, medtem ko zgodUfjueP Vdqgd rkmltj ¢ eg eznna
preostaleg eopredeljenegenotipePV makakoviz rodu AlphaPV, nosi zapis za sedem

virusnih beljakovin, saj kodirave r a z |beljakovini E§ K i se duwirgEpinat a v
epsilon in E5-zeta (Van Doorslaer in sod., 201MNIAID, 2018). Glede nar az | o| en
hidrofoben profil AK zaporedja beljakovine E5 (BravoAtonso, 2004)in filogenetsko
uvrstitevgenotipaMfuPV2 predvidevamo, daebeljakovina E5 MfuPVai v r gd rau ¢vi n o
E5beta. Poz ni podr ol ji g e n 0 monusia dpia Rasttukturnin Mf u |
beljakovini L1 in L2

V genomih MfuPV1 in MfuPV2 sened ORF LlIinE6nahaj a nekodirajol e |
ki vk | j upoangpeliadenilacijskomesto,nak at er em pri de do zaklI j
poznih virusnih molekul mRNA inv okviru nadaljnjega procesiranja tudi do
poliadenilacije (Chen in sod., 2009animivo je dasev podr o IMfuBV2 ¥ CR
neposredni bdivei pgliadenilacijskiankst.jPalégaegp o dr ol j e LCR o
novo-odkritih virusnih genomov vsebujadig t e vdonin@vaa vezavna mestaza | i | n e
dejavnike prepisovanja, kot so AR NF1 in C/EBPbetater TATA zaporedje zgodnjega
vVirusnega promot or jlankeljdkaineoTBP, §MF irv ERF¥se o0 c el
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omenjene el i | ne b e lvgzave sodelujaje@ pri uravnavanju podvajanja in
prepisovanja virusne DNA (McBride, 200&. 0 t j e znal iduAlphaP¥a PV i
p o dr bdRjobeh virusnih genomov k | j @It uneskaE2BS za vezavo virusne
beljakovine E2(Chen in sod., 2009; McBride, 2017X¥aradi zamenjave gvanina s
citozinom na nt mestu.@19,jel et r t o me AR MfuE/2 8o modificirano,

vendar pamorebitnivpliv omenjenemutacije nasposobnosvezave beljakovine Eg ai

bil opredelijen Med drugim in tretimmestomE2BSz nal i ¢ @dio smegt ®vi | ni n
prepoznavnimi zaporedjea vezavo beljakovirEl Na podlagi objave Longworth in

Laimins (2004)predvidevamo,dd r ugo, tr et j e i rvezaveotnrestooza me st C
beljakovine Elskupaj sestavljajo mestori. Prepisovanje mRNA zgodnjih virusnih
beljakovin se zakIljuli v  z(MoBrite, 263y Mgody|] i aden

2017) ki se pri Mf uPV1ESeetshapai nkif BVRopauv OR
ORF E5in L2.

Beljakovina E6 obeh novodkritih genotipov PV vsebuje da cinkova prsta,z nal| i | no

| o| ®36&K ostankiChen in sod., 2009ki sta odgovorn& a znotr aj cel i | no
beljakovineE6i n o mogol ata njeno dimerizabNag-o (Lot
koncu beljakovin E6 MfuPV1 in MfuPV2 smo identificirali PD2vezavni motiy ki je

znal il en za vbeaslojkako zii dHPY. Rézagkaeso okapale,vda bi
PDZ-vezavni motivlahko imelp o me mbno vl ogo prisajalemd&go |oan
vezavobeljakovine EGnaPDZ domeno c el,kilsmv khl jbueld ¢ reekiown en
celil ne funkci | euwavnawan@c ed gisibgalizatie in adhezije celic

vezava beljakovine E6 gpvodi v izgubo funkcije in razgradnjoo menj eni h cel i
beljakovin (Bergin in sod., 2013XKljub temu jebil PDZ-vezavni motivv g @bjavljenih
raziskavahdentificiran tudi pri genotipih MfPV3;4, -6, -7, -8, -10 in-11, osamljenih iz

bri sov maternil| nega (Mrfasticulari§, advkatarid lsabih le ma k a k ¢
genotipi MfPV3, -4 in -8 et i olpovgdzamm s hi st epbtgegok cervikalno
intraepitelijsko neoplazijopredrakavo sprememipol ogl at ega epi teld i ja m
Glede na to, dg PDZ-vezavnimotiv odsoterpri MmPV1, ki je bil osamljenz rakavo
spremenjenih bezgaviezus makak#&M. mulattd s pl ogl at ocel i I ni m kar

najverjetnejeni nujno potreben za z HBduciranoonkogenezaon malignotransformacijo
gostiteljskih celic(Chen in sod., 2009Na drugem mestu AK zaporedja PD&zavnega
motiva kot v primeru MfuPV2(PSPL) ki je bil osamljen izbenigne novotvorbe penisse
serinnahajale g @ri nekaterihgenotipih HPViz rodu AlphaPV (na primer HPV89)ki
manjp o g o st o B dRMpavezdnamatigne novotvorpEhomas in sod., 2008).

Na Gkoncu beljakovie E7 obehnovo-odkritih genotipov PVse nahajecinkov prst ki
omogol a pravil no H7n genadnerzacio €Liujirndod, 2006)e

Poleg tegadeljakoviniE7 MfuPV1 in MfuPV2vsebujeta pRB/ezavno mestma katerega

se wed etumora a v i rbaljpkovin@pRB, ki uravnavai zhod <cel i ce iz
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ci kl a pr ed e prdifeheectadjeo Zn vezavo na beljakovino E7 pride do

zmanjganega zaglitnega del ovan]jzadejdvrekbomm a k o v i
prepisovanja E2F imjene proteolitske razgradnjkar sp o d b u d i celilno pro
kateri seo k u goelicesbazalnega | o j a i tdi celicdsupablazalnegsoja delijo

vel kr at k posledicalpa je aastanakvotvorbe(Longworth in Laimins, 2004;

Kocjan in Poljak, 2011). Podobno kot vellalzee | | akovi ne E7 visokor.
HPV (Doorbar in sod., 2012)predvidevamo, da se je tudi beljakovina E7 MfuPV1

povel ano in nenadzorovano i zr algvatvode ustne vs eh
votline.

Na Gkoncu beljakovin E1 MfuPV1 in MfuPV2smo identificirali vezavno mesto za
molekulo ATP, kivirusni beljakovinipr ed z gploannko@m@vanj a Vi rusne
omogp| a opravljanj-edviunnkke i PEA olde IAiITkPaze pri r
virusne DNA (ongworth in Laimins, 2004)Na N-koncu beljakovie E1 obeh novo

odkritih genotipov PVse nahajg o d r oMippar#nimz\LS, sestavljem iz dvehdeloy,

med katerima se nahdNES Pri genotipu MfuPV1 zaporedje drugega dela NE®AK)

zanimivo ni gstavljeno iz serije argininm lizina, ki se poleg histidinav r g at a med
bazilne AK bst anplke davaffantcmnaloost NLS vplivajdr ugal ne
kemijskofizikalne lastnosti AK Znanoj e n adanje e primeru mutaciy prvem,sicer

bolj ohranjenem delu NLSonemoga&lben b en| eeEb et ¢ laik edre m
Podobno spremenjeno zaporedje drugega dela NLS itogjion e k at er i vi soko
genotipi HPV (HPV33, -39, -58 in -67), vendarje pri njih odsotnotudi zaporedije
transportnega signal®ES. Pri obeh noveodkritin genotipinh PV je b NLS prisotno
vezavnomesto zaiklin E/ciklin A v kompleksuscdkad bl i gi ni zNESpar e d i |
se nahajajog ecdk-fosforilacijska mesta(Bergvall in sod., 2013)Cel i | ne ki naz
fosforilacijo cdk-fosforilacijskihmestpov zr ol i j o s pr e menmfingeti v k on
zaporedij NLS teNES za vezavo karioferinotimportini in eksportini) ki so odgovorni za
jedrnocitoplazemskitransport.V primeru fosforilacijefosforilacijskin mestv  bni NL§

z MAP kinazamipride do vezavéeljakovine Elna importin, kivirusnobeljakovinonato

prenese iz citoplazme, skozi komplejegirnih porvc el ijddm.&dnak ul i nek i
vezavacdk2 v kompleksu s ciklinom E/ciklinom Aavezavno mesto ob zaporedju NLS

ki s fosforilacijo cdk-fosforilacijskin mestznotraj NESo n e m o \gezalo eksportina na

zaporedje NESbeljakovinaEl paostane lokalizirana ¢ e | i jedrugBergvall in sod.,

2013 Doorbar in sod., 2035

Na Gkoncubeljakovin E2 MfuPV1 in MfuPVZekot del DNAvezavne domene nahaja

motiv levcinske zadrge s p o mo kejlabko belpkoeimaE2 s peci Egmano v
mesta E2BS znotrajvirusnegap o d r @CRj im z drugo beljakovino E2pove ge v
homadimer (Landschulz insod., 1988)To o mogol a specifilno veza
na mestori predzd et kom podvaj anreguliranoprepisevangzgoDiibA i n
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virusnihgenow c el i | (MeBndej 20ldyKwt j e znalilno za gen
AlphaPV, se v osrednjerdelu beljakovie E2 obeh novendkritih genotipov PV nahaja

zaporedje NLS, ki z vezavo na karioferine usmeasjalizacijobgl ak ovi ne E2 Vv cC ¢
jedru(Zou in sod., 2000; McBride, 2013).

Zapis za beljakovino E4 se pri genotigfuPV1 in MfuPV2z n a | v delotionahaja

znotraj ORF E2Van Doorslaer in sod., 2017plede na to, da zapis za beljakovino E4
genotipa MfuPV1 nima lastnegaa | et n e g a imia dahaska ter iakceptorsko
spojitveno mesto,se beljakovinaE4 MfuPV1 najverjetneje prevede ok fuzijska

beljakovina iz spojene molekule mMRNA E1"E4. Kljub temu, da pmaenotipu MfuPV2

zapis za beljakovino E4 v 0 | zal et ni kodon, pa pog@®bno k
opredeljenih genotipih PV iz roduAlphaPV, glede na prisotnost donorskega
akceptorskega spojitvenega mestas e e n 0 0 b s, tdase beljakowirgd MfsP/2

prevede tudi kot fuzijska beljako\anNa N-koncubeljakovinE4 MfuPV1 in MfuPV2 se

nahaja motiy ki je skupaj z AKostankiv b | poembeirpri povezavis citokerani.
Raziskave so namre| [z vekaawna titekenaskedantebmediajn@a k o v i n
filamente celsdrnedia rceadrog&kmreilzaccai j o in razpa
izstopanje novih virionoPVi z o0 k u § gboerbarg 20lL3)Podobno kot je bilo to
ugotovljeno pri nekaterih genotipiaV (HPV3, -28, -29 in -77) iz virusne vrstélpha2

(Delius in sod., 1998), jeri genotipu MfuPV2motiv za vezavo s citokeratigirisoten v

razl i | i ¢ navdrietiejikat posledica zamenjawitozina z gvaninom na nt mestu

3.310, K i psprerzemlmo| na AK mestu 6@alin namesto levcinagaporedja
beljakovine E4

BeljakovinalL2 obeh noveodkritih genotipovPV na N in C-koncu vséuje transportna
signalaNLS, t.i. nNLS in cNLS ki z vezavo na karioferinasmerjata beljakovind.2 iz

citoplazme v jedro gostiteljske celicEll ede na nekatere raziskav
zal et ni fazi nakuoébe | bajakamnobdmaneodeluje priprenosu
kompleksabeljakovina L2/virusa DNAv zdol ¢ mi,lprekwb ulooorvu gene
ovojnice v ¢ e | ijédm,okjer v nadaljevanjuvi rusnega ¢gi vpoiekanj sk eg
podvajanje in prepisovanje virusnega genomnakalizacijab el j akovine L2 v
jedru je pomembnatudi v zaklju | n i f a z i viroskabégjjhkevina sddeluje pri
enkapsidacij i pomnogeni h virusnih geWwomov
osrednjem dellbeljakovin L2 obeh noveodkritih genotipov PVI e § i transportn
NRS,kise t ekom 2z aleetvmeadedrnanzatiksroikapgnembno viogo pri

ohranitvi kompleksa beljakovina L2/virusna DNéotrajc e | i jedreevg al asu met af ¢
(Mamoor in sod., 20120b nNLS se priobeh genotipih P\hahaja cepitveno mesto za

cel il ni ,epntm pa jedanimivondasmo prigenotipuMfuPV1 v neposredni

bl i ¢gi nirali dvete a k agpitvient mestiCepitev Nkonca beljakovine L2 s furinom

na cel i | npovnzernoblria nk o nf or nhaljakovjns KRio izppgiavitevne mb o
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mest, skaterimisee |l j akovina L1 vege naendoetaza,prdkar ni r
katere PVnatovstopi vbazalno celico gostiteljskega epité¢locjan in Poljak, 2011)Pri

obeh noveodkritih genotipih PVseb | i gi ni c e pza furinmahaggdeofobma s t a
transmembranska domena,&kimo g prénaskompleksa beljakovina L2/virusna DNA iz

poznega endosomkjer se po vstopu z endtmzo virusni delci razgradijgprotic e | i | nem
jedruuRazi s kave k amgpkegwirusnelDiNAiz ppaega endosonpmembno

vlogo g eomenjena cepitev s furinonpri kateri bi lahko s konformacijsko spremembo
beljakovine L2p r i dplizpostavitve transmembranske domediBFonnimann in sod.,

2013 Wang in Roden, 2033V b | i -kpncabieljakGvinL2 MfuPV1 in MfuPV2smo

identificirali vezavno mesto za beljakovinolX z a k| j ul ni fazi okugbe
v citoplazmi sestavijo v kapsomere in se na
L2 po vezavi z bghkovinami L1 aksialno vstavi v osrednji del kapsern e i n vzdr g

njeno obliko(Doorbar, 2006Kocjan in Poljak, 2011; Wang in Roden, 201Bgljakovina
L1 obeh novo-odkritih genotipovPV na Gkoncu vsebujemonopartitno in bipartitno
zaporedjeNLS, ki z vezavo na karioferingodelujeta pri usmerjanjbeljakovin L1 iz

citoplazmev c e | ijetirm(Zhou in sod., 1991).

Na podlagi rezultatomolekularnein silico analize genotipoWfuPV1 in MfuPV2 lahko

zakljulimo, da njurfa)gemamal mesivi auzapi et
funkcionalnimi domerami/motivi in (i) nekodi raj ol e zpodnalijlknilm
regulatornimi DNA zaporedji ki virusu skupajo mogo| aj o, da sy pegno
gi vl j enfersokkiu gk r ongo v e g oGldde maetd, pdassknese modtkeioc e

molekuarnih znal i | nost i h novi h genoti pawv! iAW Ip
bi oi nf omworodf inindpnoidnl a g i primerjave z rezultati
katerih so ilmazeporegdpPd acolad | i | i S pbifabkoj o mu

prisotnost in kb | o § k 0 g o remnudatpv dho k o rpotndilo le z eksperimentalimi,
funkcionalneekspresijskimrazskavami

Sp o mofilogemetskegadrevesa,z d el anega po met mdapodiegij vel |
primerjavecelotnihnukleotidnih zaporedij gendvl MfuPV1, MfuPV2,g epredeljenih in
uradno priznani h genoti pov ApRaPV,BataPV,M@i | j i h
PV, Nu-PV in DyoomikronPV, smopotrdili preliminarno taksonomsko uvrstitev MfuPV1

in MfuPV2 v virusni rodAlphaPV. Kot je bilo omenja o , je znalil nosti g
rodu AlphaPV v organizaciji virusnih genomov MfuPV1 in MfuPV2 ter v AK zaporedjih

njunih virusnih beljakovin potrdila tudi molekularna analiza. Ker celatnkleotidni

zaporedji genov L1 MfuPV1 in MfuPV2 izkazujeta manj kot 90 % ujemang
nukleotidnimi zaporedji genolzl vseh uradno priznanih genotipov Pdmooba virusna
izolataopredelilikot nova genotip®V.Del eg podobnosti nNukKleoti dr
genotipa MfuPV1 in filognetskanajbolj sorodnih genotipov PYMfPV3, -4, -5, -9 in-10)

znaga med,karpomennda@@fuP¥l nouv predstavnik virusne vrst&lpha12
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(De Villiers in sod., 2004)V vrsto Alpha12 seu v r g fuda geootipi MfPV311 in

MmPV1, ki p o v z rpd javanskih makakililyl bfascicularig ter rezus makakih

(M. mulattd,j aponski m makakom ,Iinlso hjlijosamljemn islazdicei h v r s
anogenitalnega predeKloster insod., 1988; Chen in sod., 200&enotip MfuPV1 je bil

tako kot prvi predstavnik vrstAlphal 2 osaml jen iz maligne no\
epitela ustne votline, vendar obstaja mogn
anogenitalnega predelZa v i s o k o genozipa [HR\E6 in-18] e namr e | znan.
povzrol atpd ogkafgbeel i | neanpegeniwlpega mddela wmstheu z ni c e

votling, ter staet i opbogka@aana z nastankom posakeznimat er r
primerov karcinomaustne votline(Nair in Pillai, 2005) Gendip MfuPV2, osamljen iz

vzorca benign@ovotvorke penisa( t | . neopl asglidmmepispejedame mb a
taksonomsko uvrglen v bligino filDe§e€het ske
-77,-78,-94,-117,-125 in-160), ki skupaj sestavljajarusno vrstoAlpha2 terv glavnem

povzr novavprilek ognega epitel a, kotogme miradglaati
(Kovanda in sod., 2011Del eg podobnosti nukl eotidni h z
MfuPV2 in filogenetsko najbolj sorodnih genotipov PV (HPVZH7,-78,-117 in-160) je

ni @d 71 %, kar pomeni, da je MfuPM2ajverjetneje predstavnik nowérusne vrste

znotraj roduAlphaPV (De Villiers in sod., 2004).

Primerjava podobnosttelotnih nukleotidnih zaporedigenomov MfuPV1, MfuPV2 in
vsehpreostalihg eopredeljenih genotipov PYé potrdila filogenetsko uvrstitegenotipa

MfuPV1, saj imanjegov celotni genom a j v i ggodobndstz lgendgtipi MfPV5,-9, -4

in -10 iz virusne vrste Alpha12, nasprotnopa ima genotip Mfu P V 2 naj vi gj i
podobnosti celotnega genomagenotipi HPV90-29, -77 in -71, od katerih se genotipa
HPV71in-90take noms ko uvr gl aAlphald, HRM29ters hopar st @ Kk o
omenjeno uvr gl e Mpha2 Kev ser MilPYi2oin filageretsko najbolj
sorodni genoti pi PV uvin j@ hjiagvao evolucijgska sorodndstn i Vi
manj ga, | e yadbnoktiored poshradzrémy @rusnimi geni in beljakovinami
prilakovano niMupP\ teksootr owd np rhi geernot i pov PV, k
virusno vrsto.Glede na to, damajo virusi zndraj virusnih vrstrodu AlphaPV zelo
podobne biologke itnapatrwlpo gleen Iztexsuteopagenit if | | @
potencial(Kocjan in Poljak, 2011)MfuPV2 pa jenajverjetnejepredstavnik nove virusne

vrste, jepodateko d el e g i hv pprnoecudRV2 mamemarljivDe | e ¢ i podobn:
med poameznimi virusnimi geni in beljakovinamyfuPV1 ter filogenetsko najbol

sorodnih genotipov PV se ujemajo z rezultati filogenetske uvrstitve MfuP¥yfinrerjave

podobnosti celothi nukleotidnih zaporedij genompv s a | i ma MfuPV1 v v
del ege podobnosti B Kgeéengtei pammd i MmBV %-ai PV,
odkritih genotipih PV najbolj ohranjena ORFzapiom za beljakovini L1 in E1ki imata
osnovnoviogow i rusnem ¢gi vl jBal js&leov iknpargindna grie nam
vezavi virusne kapsi de n apitelpeoceliceg i ks k es pr e g e
endocitozo, beljakovina E1 pa ima pri podvajanju virusne DNA viogo DNA helilze.






