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KASUTATUD LUHENDID

BPV - veisepapilloomiviirus (Bos taurus papillomavirus)

CDEP — antud t66 raames vilja tootatud meetod hindamaks DNA konserveerumuse taset
regiooniti (conserved DNA element detection in protein coding sequence)

CDS — geeni kodeeriv osa (coding sequence)

HPV — inimese papilloomiviirus (human papillomavirus)

LCR - pikk regulaatorala (long control region) ehk URR ehk NCR

MSA — mitme jarjestuse joondus (multiple sequence alignment)

NCR — mittekodeeriv regulatoorne ala (non-coding region) ehk URR ehk LCR

PV — papilloomiviirus

URR - iilesvoolu paiknev regulatoorne ala (upstream regulatory region) ehk LCR ehk NCR



SISSEJUHATUS

Papilloomiviirused on viikesed tsirkulaarse dsDNA genoomiga viirused, mis on voimelised
pOhjustama kasvajaid nahas ja limaskestas. Papilloomiviirused jaotatakse 35-te perekonda,
sealjuures 90% kaikidest kirjeldatud HPV-dest kuuluvad kolme suuremasse: alfa-, beeta- ja
gammapapilloomiviirusete perekonda. Inimese papilloomiviirused jagatakse veel eraldi kahte
rihma, vastavalt nende potentsiaalile tekitada pahaloomulisi vdi healoomulisi kasvajaid -
korge ja madala riskiga HPV-d. Korge riskiga HPV-de hulka kuuluvatest viirustest on HPV16
seotud ~50%, HPV18 ~20% ja HPV31 ~4% koikide emakakaelavdhi juhtumitega ning

HPV16 on lisaks seostatud veel ~90% teiste anogenitaal ning suu- ja kurgukasvajatega.

Papilloomiviiruste genoomis leidub ildjuhul 8 geeni: 6 varajast (E1,E2 ja E4-E7) ning 2 hilist
(L1 ja L2). Varajased geenid ekspresseeruvad papilloomiviiruse infektsiooni algfaasis, kuid
hilised geenid viiruse produktiivses faasis, kus toimub virionide kokkupanek. Lisaks eelpool
nimetatud geenidele leidub papilloomiviirustes ka mitmesuguseid alternatiivse splaissingu

teel loodud transkripte ning nende pdhjal kodeeritud valke.

E8"E2C on splaissingu teel saadud produkt, mille puhul on tegemist papilloomiviiruse
varajaste geenide transkriptsiooni repressoriga ja genoomi replikatsiooni negatiivse
regulaatoriga. Eksperimentaalselt on tdestatud E8"E2C olemasolu alfa-, delta-, beeta, miiii- ja
kappapapilloomiviirustes. Sealjuures ei ole E8"E2C olemasolu ndidatud veel mitmetes teistes
suurtes perekondades, nditeks gamma- voi lambdapapilloomiviirustes. E8 CDS-i ennustamine
papilloomiviiruste genoomis on keeruline, sest E8 puhul on tegemist lithikese jarjestusega
~10 aminohapet ning E8 CDS paikneb E1 lugemisraami sees. Mdlemad punktid raskendavad

E8 tuvastamist.

Antud t66 eesmarkideks on uurida E8 CDS-i olemasolu teistes papilloomiviirustes in silico

ning vélja to6tada meetod analiilisimaks DNA tasemel konserveerumuse olulisust.

T66 on valminud Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituudis, bioinformaatika
oppetooli juures koostods Eesti Biokeskusega. Juhendamise ja nduannete eest soovin tdnada

juhendajaid Aare Abroid ning Maido Remmi.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Papilloomiviiruste iildiseloomustus

Papilloomiviirused (PV) on viikesed tsirkulaarse dSDNA genoomiga viirused ning kuuluvad
sugukonda Papillomaviridae. PV genoom on ligikaudu 8000 aluspaari (bp), kusjuures suurim
genoom on 8607 bp CPV1-el (Canis familiaris papillomavirus e koera PV) ja viikseim
6953 bp CmPV1-el (Chelonia mydas papillomavirus e rohelise merikilpkonna PV) (PaVe
andmebaas 26.04.2014). Papilloomiviirused kodeerivad ligikaudu kaheksat erinevat valku,
mis jagatakse varajasteks (E) ja hilisteks (L). PV-d on vdimelised nakatama suurt hulka

amnioote, sealhulgas ka inimesi (Van Doorslaer et al., 2013).

Esimene DNA tuumorviirus, mis avastati, oli CRPV (Cottontail rabbit papillomavirus e
sookiiiiliku PV) ehk SfPV1 (Sylvilagus floridanus PV). Alles 1980-ndatel ehk ligikaudu
viisklimmend aastat hiljem ilmusid esimesed t66d inimese papilloomiviirustega (HPV)
HPV16 ja HPV 18, mis néitasid tugevat seost emakakaelavihi tekkega. HPV-d nakatavad naha
epiteel- voi limaskesta rakke, pdohjustades proliferatsiooni. Vohamise tagajirjeks on
healoomulised papilloomid, mis vdivad areneda vihkkasvajateks. Uldjuhul jagatakse inimese
papilloomiviirused vastavalt nende potentsiaalile tekitada pahaloomulisi voi healoomulisi
kasvajaid korge ja madala riskiga HPV-deks. Hetkeseisuga on koige paremini uuritud
alfapapilloomiviiruseid, sest just sinna perekonda kuulub mitu korge riskiga HPV-d, néiteks
eespool mainitud HPV16, HPV18 ning ka HPV31, mis pdhjustavad anogenitaal kasvajaid
(Sankovski et al., 2014). Sealjuures on teada, et HPV16 on seotud ~50% , HPV18 ~20% ja
HPV31 ~4% koikide emakakaelavihi juhtumitega iile maailma. Lisaks on HPV16 leitud veel
~90% koikidest teistest anogenitaal ning suu- ja kurgukasvajatest (Fertey et al., 2011; Li, Li,
Diaz, & You, 2014; Wang & Roden, 2013). Jéarjest enam palvivad tdhelepanu ka
beetapapilloomiviirused, mis nakatavad naha epiteelrakke, sest on nahtud seost lamerakk-
kartsinoomide (naha pahaloomuliste kasvajate alaliik) tekkimise ja beetapapilloomiviiruste
vahel. Ligikaudu 90% juhtudest on tdheldatud HPVS ja HPV8 olemasolu, samas otsest seost
veel leitud ei ole (Sankovski et al., 2014).

Inimese papilloomiviiruste kdrval on ka vidga suur hulk loomade papilloomiviiruseid, hetkel
on teada 112 tdisgenoomi (Rector & Van Ranst, 2013). Viiruseid on leitud 54-st erinevast

peremeesorganismist, millest enamuse moodustavad imetajad: lehm, koer, 16vi, jadkaru,
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delfiin jne. Samas on tuvastatud ka kolm linnu (papagoi, metsvint ja mustfrankoliin) ning
kolm roomaja (piiiton ja 2 kilpkonna liiki) papilloomiviirust. PV-sid ei ole seni leitud
kahepaiksetelt ning siinkohal voib spekuleerida, et papilloomiviirused piirduvadki
amniootidega (roomajad, linnud ja imetajad) (Rector & Van Ranst, 2013; Shah, Doorbar, &
Goldstein, 2010).

1.2. Papilloomiviiruste klassifikatsioon

Papilloomiviiruste uute tiilipide méadramiseks rakendatakse jarjestuste sarnasusel pohinevaid
meetodeid. Klassifitseerimiseks kasutatakse L1 geeni (kapsiidivalk), kuna seda leidub
koikides PV-des ning on tipriski konserveerunud. Uue PV tiitibi defineerimiseks peab L1 ORF
olema vdhem kui 90% sarnane temale taksonoomiliselt kdige lahema papilloomiviiruse L1
ORF-iga. Lisaks peab uue tiilibi kinnitamisel eksisteerima ka viiruse tiaisgenoom (de Villiers,
2013).

Papilloomiviiruste perekonnad tdhistatakse kreeka tdhtedega. Eesliide dyo, mis tdhendab
kreeka keeles number kahte, voeti kasutusele, sest klassifitseeritud perekondade arv iiletas
tahtede arvu kreeka téhestikus (joonis 1). Hetkel on aktsepteeritud ligikaudu 170 HPV tiiiipi.
Need kategoriseeritakse viide perekonda: alfa-, beeta-, gamma-, mii-, ja
niitipapilloomiviirused, sealjuures alfa-, beeta- ja gammapapilloomiviiruste perekonda kuulub
90% koikidest kirjeldatud HPV-dest (joonis 1). Loomade papilloomiviirused on jaotunud 32-
te perekonda, jattes puutumata ainult gamma-, miiii- ja niiiipapilloomiviiruste perekonna, mis
sisaldavad eranditult ainult HPV-sid (de Villiers, 2013; Rector & Van Ranst, 2013).
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Joonis 1. Papilloomiviiruste fiillogeneetiline puu. PV perckonnad nimetatakse kreeka tdhtede jérgi.
Puul on perekonnad eristatud erivarvidega, tahistatud ainult suuremad perekonnad. Dyo eesliide tdhendab
kreeka keeles number kahte [http://pave.niaid.nih.gov/#prototypes?type=tree] (24.04.14).



1.3. Papilloomiviiruste infektsioon ja genoomi séilimine rakus

Papilloomiviiruste infektsioon saab alguse vigastusest (ka mikrovigastusest) nahas voi
limaskestas (Vande Pol & Klingelhutz, 2013). Péarast raku nakatamist transporditakse viiruse
genoom (tsirkulaarne dsDNA) tuuma, kus see sdilib ekstrakromosomaalse elemendina ehk
episoomina. PV-de elutsiikkel on tihedalt seotud keratinotsiiiitide (epidermise rakud)
diferentseerumisega, sest viirus nakatab epidermaalseid v&i limaskesta basaalrakke, kuid
virionide kokkupanek toimub alles terminaalselt diferentseerunud rakkudes (Longworth &
Laimins, 2004). Arvatavasti on jark-jarguline geenide aktiveerimine ja eriti just
kapsiidivalkude ekspressioon alles terminaalselt diferentseerunud rakkudes oluline véltimaks
immuunsiisteemi (Buck, Day, & Trus, 2013). Varajaste geenide ekspressioon toimub
mittediferentseerunud epiteelrakkude basaal- ja parabasaalkihtides (joonis 2). Genoomi
amplifikatsioon ja kapsiidivalkude ekspressioon ning ka virionide kokkupanek toimub

suprabasaalkihis ning epiteeli diferentseerunud osas (Sankovski et al., 2014).

Hiliste geenide ekspressioon
— Virionide kokkupanek

6- - O’: - : O = ’ Suprabasaalkiht

K&rge koopiate arv O O O Hilised geenid:

- E4, L1, L2

O Parabasaalkiht
Notchsignaliseerimine =gy

Varajased geenid:
Madal koopiate arv O O O O O Basaalkint  E1,E2, E5, E6, E7

Viiruse genoomi Parisnahk ehk dermis
koopiate arv ‘

Tiheliidused

e

RNA Ekspressioon

Joonis 2. Papilloomiviiruste elutsiikkel ja geenide ekspressioon eri kihtides. Infektsioon
saab alguse epiteelrakkude basaalkihis. Nakkuse algfaasis on viiruse genoomi arv madal. Raku
diferentseerudes ehk liikudes basaalkihist iilesse, toimub Notch sdltuv diferentseerumine.
Diferentseerumine viib viiruse produktiivsesse faasi. Onkovalkude (E5, E6 ja E7) produktsioon
indutseerib rake minema uuesti S-faasi ning tagab viraalse genoomi amplifikatsiooni
parabasaalkihtides. Jargnevalt diferentseerub iiks alamhulk rakke ning koos sellega algab
viiruse kapsiidivalkude ekspressioon ning virionide kokkupanek (Vande Pol & Klingelhutz,
2013).



1.4. Papilloomiviiruste genoomi struktuur

Papilloomiviiruste genoomis leidub kuus varajase valgu (E1, E2, E4, E5, E6, E7) ORF-i ning
kaks hilise (L1 ja L2) ORF-i ning iilesvoolu paiknev regulaatorala ehk URR (upstream
regulatory region) ehk LCR (long control region) ehk NCR (non-coding region) (joonis 3).
LCR regioonis asub ka replikatsiooni alguspunkt (Ori). Transkriptsioon toimub
hetketeadmiste pohjal ainult iihe ahela pealt, kuid lugemisraamid asuvad erinevates raamides.
PV genoomi transkriptid on poliitsistroonsed ehk omavad rohkem kui iihte ORF-i.
Variatsioon luuakse alternatiivse RNA splaissimisega. Varajaste geenide ekspressiooni juhib
varajane promootor, mis asub LCR regioonis (joonis 3) ja kontrollib peamiselt E6 ja E7
ekspressiooni. Hilise promootori iilesanne on reguleerida kapsiidivalkude (L1 ja L2)
ekspressiooni  viiruse elutsiikli 10ppfaasis (joonis 3) (Sankovski et al., 2014).
Papilloomiviiruste genoome arhitektuur on ildjuhul tugevalt konserveerunud, kuigi
peremeesorganismide mitmekesisus on lai. Samas 100% on esindatud ainult tuumikgeenid
El, E2, L2 ja L1 (Rector & Van Ranst, 2013).

P97

LCR

9103
7904/1 MG {

P670

7007

L1

E1

E4
L2 /

E2

——
E5

Joonis 3. HPV16 genoomi struktuur. Punasega on tdhistatud mittekodeeriv regulaatorala LCR,
sinisega varajased geenid E1-E2 ja E4-E7 ning rohelisega hilised geenid. Lisaks on dra margitud kaks
promootorit - varajane P97 ning hiline P670 (Rautava & Syrjénen, 2012).
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1.4.1. Korvalekalded klassikalisest PV genoomi struktuurist

Suuremaid korvalekaldeid genoomi struktuuris on tidheldatud karnivooride papilloomiviiruste
puhul (lambdapapilloomiviirus), kus esineb teine mittekodeeriv ala ehk NCR2 lisaks
tiiiipilisele LCR-le (joonis 4). Antud regioonis ei ole tuvastatud E2 seondumisjirjestust ning
samuti ei ole leitud iihtegi promootorjirjestust vOi regulatsiooniga seotud elementi.
Spekuleeritakse, et NCR2 regioon on tekkinud lambdapapilloomiviiruste iihisel eellasel, kas
tundmatu funktsiooni ja paritoluga DNA 10igu integreerumisel viiruse genoomi voi mingi
genoomi ala duplikatsiooni kdigus, mis on kaotanud oma funktsiooni. Viimane versioon on
tipriski ebatdendoline, sest ei ole leitud sarnasust iihegi teise PV regiooniga (Rector & Van
Ranst, 2013).

«3[TE6] | E1 ] L2 | o
+2 E7 NCR2 | L1 Q
+ E2

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 8300

Joonis 4: Kodukassi papilloomiviiruse (FcaPV1) genoome iilesehitus lineaarsel kujul. Lisaks klas-
sikalisele LCR regioonile leidub neil veel teine mittekodeeriv ala NCR2, mis asub varajase ja hilise
regiooni vahel. (Rector & Van Ranst, 2013).

Leitud on ka hiibriide papilloomiviiruse ja poliioomiviiruse vahel. Austraalias elavalt Léane-
kukkurloomalt (Perameles bougainville) leiti viirus BPCV1 (Bandicoot Papillomatosis and
Carcinomatosis Virus), millel olid nii poliioomiviiruse kui ka papilloomiviiruse tunnused.
Viirusel on olemas PV-de hiline regioon, kodeerides kanoonilisi L1 ja L2 valku, kuid ka
varajane regioon, mis sisaldab suurt ja viikest t-antigeeni, mis on omane poliioomiviirustele
(joonis 5) (Woolford et al., 2007). BPCV1 L1 ORF omab 60% sarnasust DNA tasemel talle
koige ldhema papilloomiviirusega BpPV1 (Bettongia penicillata papillomavirus e
pintselsabalise bettongi PV), mis kuulub dyokappapapilloomiviiruste perekonda. BpPV1
puhul on tegemist iihe ainukese kukkurloomade papilloomiviirusega, mis seni kirjeldatud.
BPCVI1 ei ole ainuke selline hiibriidviirus, tuvastatud on ka teine - BPCV2 (Bennett et al.,
2008). Arvestades nukleotiidset sarnasust ja L1 keskmist mutatsioonikiirust
lambdapapilloomiviiruste seas, siis on leitud, et nende iihine eellane eksisteeris ligikaudu 34,4
miljonit aastat tagasi. Praeguse hiipoteesi jérgi toimus sellal kahe viiruse vaheline

rekombinatsioon iihises peremeesorganismis (Rector & Van Ranst, 2013).
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6621
2227
2240 BPCV1
Suur T-antigeen
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Joonis 5. BPCV1 genoomne struktuur. (A) BPCV1 viiruse genoom omab papilloomiviiruse hilist
regiooni, kodeerides L1 ja L2 valku, kuid sealjuures ka poliioomiviiruse varajast regiooni, kodeerides
suurt ja vdikest t-antigeeni. (B) Klassikaline papilloomiviiruse genoome struktuur (HPV18). (C)
Poliioomiviiruse genoome iilesehitus (JCV) (Woolford et al., 2007).

1.4.2. Papilloomiviiruse genoomi evolutsioon

Papilloomiviiruste evolutsioon toimub suhteliselt aeglaselt ning peamiselt punktmutatsioonide
kuhjudes (Rector & Van Ranst, 2013). Arvatakse, et papilloomiviirused koevolutsioneeruvad
koos peremeesorganismidega (Vande Pol & Kilingelhutz, 2013). Samas on nididatud
hulgaliselt vastuolusid fiilogeneetiliste puude vahel, mis on koostatud viiruse eri geenidest -
El, E2, E6, E7, L1 voi L2. Lisaks on leitud erinevusi ka peremeesorganismide ja viiruse
fiilogeneesi vahel, mis on vastuolus kodivergeerumise pohimottega. Sellised leiud néitavad, et
ajalooliselt on toimunud papilloomiviiruste eellaste vahel rekombinatsioone, kuid nende

ulatus on hetkel veel ebaselge (Shah et al., 2010).

Papilloomiviiruste  evolutsiooniline  Kiiruse  médramiseks  voeti  vaatluse  alla
lambdapapilloomiviirused. Nende puhul leiti, et kogu viiruse kodeeriva ala mutatsioonide
12



kiirus on ligikaudu 1,95 x10~8 nukleotiidset asendust iihe saidi kohta aastas (Rector et al.,
2007). Vorreldes imetajate genoomiga, kus mutatsioonikiirus on ligikaudu 2,2 x107°
punktmutatsiooni aastas, evolutsioneeruvad papilloomiviirused ligikaudu 8,6 korda kiiremini
(Kumar & Subramanian, 2002). Lambdapapilloomiviirustel varieeruvad mutatsioonikiirused
erinevates geenides, niiteks E1 valgus on see 1,76 x10~8, kuid E2 valgus 2,11 x1078 ning

L1 valgus 1,84 x10~8 nukleotiidset asendust iihe saidi kohta aastas (Rector et al., 2007).
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1.5. Kirjeldatud geenid

1.5.1. E1 valk

Ainuke ensiilim, mida papilloomiviirused kodeerivad, on heksameerne ATP-sdltuv DNA
helikaas E1, mis kuulub SF3 helikaaside perekonda. Tegemist on ddrmiselt konserveerunud
valguga papilloomiviiruste hulgas ja see peegeldab tema funktsiooni olulisust ning téhtsust.
E1l on vajalik kogu PV elutsiikli jooksul: esmalt infektsiooni alguses basaalkihi
keratinotstiiitides genoomi arvu suurendamiseks, seejdrel episoomide arvu konstantsena
hoidmisel rakkude jagunemisel ning 15puks viraalse genoomi amplifikatsioonis produktiivses
faasis. Funktsiooni tditmiseks seondub E1 viiruse genoomis replikatsiooni alguspunkti (Ori-
sse) ja moodustab topelt heksameerse struktuuri. Enamikel papilloomiviirusel asub Ori LCR
regioonis ning hdlmab tiitipiliselt kahte kuni kolme E2 ja palindroomset E1 seondumissaiti.
E1 interakteerub paljude rakus leiduvate faktoritega, et juhtida replisoomi kokkupanekut, mis
on vajalik viiruse genoomi kahesuunaliseks replikatsiooniks. E1 on rangelt reguleeritud post-
translatsiooniliste modifikatsioonidega, et valtida tema kuhjumist tuuma (Bergvall, Melendy,
& Archambault, 2013).

E1l ORF on koige pikem ja konserveerunuim lugemisraam papilloomiviirustel ning omab
tilekatet E2 valguga C-terminaalses osas. Naiteks HPV16 (NC_001526) puhul asub E1 ORF
piirkonnas 865..2813 ning E2 ORF 2755..3852, mis teeb ilekattuvaks ala suuruseks 58
nukleotiidi. BPV1-el (NC_001522) asub E1 ORF piirkonnas 849..2666 ning E2 2608..3840,
mis teeb llekatteks samuti 58 nukleotiidi. E1 valgu pikkus jadb vahemikku 600-650
aminohapet, olenevalt PV tiiiibist. Uldiselt saab valgu jaotada kolmeks funktsionaalseks
segmendiks: N-terminaalne regulaatorala, DBD ehk DNA-ga seondumise domeen ja C-
terminaalne ensiimaatiline domeen (joonis 7A). N-terminaalne regulaatorala sisaldab mitmeid
erinevaid motiive, nditeks NLS (tuuma lokalisatsiooni signaal), NES (Crml-sdltuv tuuma
ekspordi signaal). DBD regiooni funktsiooniks on replikatsiooni alguspunkti dratundmine. C-
terminaalne osa on helikaas. E1 kaasab oma funktsiooni tditmises ka mitmeid rakulisi
faktoreid, mille hulka kuuluvad DNA poliimeraasi a-primaasi kompleks, replikatsiooni valk A

ja topoisomeraas | (Bergvall et al., 2013).
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1.5.2. E2 valk

Tuumavalk E2 on papilloomiviiruse geenide tsentraalne ekspressiooni koordinaator ning
osaleb lisaks genoomi replikatsioonile ka selle siilitamises, transkriptsiooni aktivatsioonis
ning repressioonis (Kurg, et al., 2005). Uheks E2 iilesandeks on transportida E1 valk Ori
lahedusse, seda voimaldab tema voime iiheaegselt siduda nii E1 valku kui ka seonduda viiruse
genoomi LCR regiooniga. E1-E2-Ori kompleks initsieerib heksameerse E1 moodustumise ja

replikatsiooni alguse (Bergvall et al., 2013).

E2 koosneb kahest erinevast domeenist: C-terminaalne dimerisatsiooni ja DNA-ga
seondumise domeen (DBD) ning N-terminaalne transaktivatsiooni domeen (TAD) (joonis
7B). Molemat domeeni iihendab varieeruv hinge regioon. DBD domeeni iilesanne on
seonduda E2 seondumissaidile Ori piirkonnas. Seondumine toimub jirjestusspetsiifiliselt
konsensusele ACCNgGGT (Lambert et al., 1989). TAD ecesmirk on reguleerida viiruse
geenide ekspressiooni ning antud domeeni kaudu toimub ka E1-ga seondumine (Bergvall et
al., 2013). E2 valgu eluiga rakus on iildjuhul liithike, seda reguleerib ubikvitiin-soltuv valkude
degradatsiooni rada. E2 ubikvitineerimine toimub peamiselt tsiitoplasmas. E2 stabiilsust

mdjutavad veel fosforiileerimine ning ka sumoliitilimine (Li et al., 2014).

Papilloomiviiruse elutsiikli oluline osa on séilitada genoom tuumas ekstrakromosomaalse
elemendina ning selles méangib suurt rolli E2 valk. E2 on vdimeline seonduma Brd4
(bromodomeeni sisaldav valk 4) valguga, seondumine toimub E2 valgu N-terminaalse
domeeni ja Brd4 C-terminaalse domeeni kaudu. Brd4 on seondub histoonide H3 ja H4
atsetiileeritud sabadega, seega vdimeline kinnituma kromatiinile. Tdnu antud interaktsioonile
(peremeesorganismi DNA-> histoon—-> Brd4-> E2-> viiruse genoom) siilib papilloomiviiruse
genoom episoomina tuumas. Paljud hiljutised uuringud on nédidanud, et Brd4 on oluline ka E2
stabiliseerimises, sest Brd4 iileekspressioon inhibeerib E2 lagundamist, kuna seondumine
Brd4-ga takistab arvatavasti E2 eksporti tuumast (Li et al., 2014). Lisaks on E2 vGimeline
interakteeruma veel mitmete teiste rakuliste valkudega, nditeks Spl, TBP, TFIIB, TFIID,
AMF1, p300/CBP, p/CAF ja hNAP1(Kurg et al., 2005; Lambert, 1995).
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1.5.3. E4 valk

Viiruse produktiivse faasi initsieerimine, mille alla kuulub nii genoomi amplifikatsioon kui ka
virionide moodustumine, algab E4 ekspressiooniga ning selle korge tase rakus piisib kogu
produktiivse faasi. E4 geeni ekspressioonimuster on sarnane pigem hiliste geenidega (joonis
2) (Wang & Roden, 2013; Wilson, Ryan, Knight, Laimins, & Roberts, 2007). Viiruse
genoomis on kiill olemas E4 lugemisraam, kuid eraldiseisvana seda valku ei esine. E4 valk
saadakse splaissitud transkriptist E1"E4, sce tdhendab, et esimesed ~5 aminohapet on parit E1
valgu algusest ning 10pp E4 lugemisraamist. Tdpne E1"E4 funktsioon ei ole teada, kuid selle
korge ekspressioon pohjustab raku G2 aresti. Kuna aga G2 - M iilemineku inhibeerimine
stimuleerib raku mitte-replikatiivset DNA siinteesi, siis tdnu sellele on viirusele genoomi
amplifikatsiooniks vajaminevad faktorid kittesaadavad. Antud faktist saab jdreldada, et
E1"E4 funktsiooniks on viiruse genoomi amplifikatsiooni tagamine, samas ei ole see oluline
genoomi sdilitamises. Lisaks on teada, et E1"E4 indutseerib apoptoosi, mis on vajalik viiruse

elutsiikli hilisemas faasis (Wilson et al., 2007).

1.5.4. E5 valk

E5 on lithike transmembraane valk, mis on oluline raku transformatsioonis. Tegemist on
onkogeeniga, kuid seda ei leidu kdikidel papilloomiviirustel (DiMaio & Petti, 2013; Rector &
Van Ranst, 2013). E5 on vdimeline transformeerima nii peremeesorganismi kui ka
koekultuuri rakke. Valgu suurus jaab vahemikku 40 — 85 aminohapet, sisaldades palju
hiidrofoobseid aminohappeid. Suure tdendosusega puudub E5 valgul ensiimaatiline aktiivsus,
ta pigem moduleerib teisi rakulisi valke. Detailsemalt on uuritud BPV1 ja HPV16 E5 valku.
Nende puhul on néidatud interaktsiooni PDGF B (inimese trombotsiiiitide kasvufaktor beeta
subtihik) ja EGF (epidermaalne kasvufaktor) retseptoritega, lisaks MHC (peamine
koesobivuskompleks) klass | ja Il retseptoritega, tsiikliinsoltuvate kinaaside inhibiitoritega
(p21 ja p27) ja NFkB-ga (raku tuuma faktor kappa). Huvitav on asjaolu, et kuigi HPV16 ja
BPV1 ES5 on mdlemad hiidrofoobsed, ei ole nad jarjestuselt sarnased (DiMaio & Petti, 2013).
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1.5.5. E6 valk

E6 puhul on samuti tegemist rakke transformeeriva valguga ning seda tiitipiliselt
ekspresseeritakse varajaselt promootorilt. E6 suudab interakteeruda paljude rakuliste
valkudega, sealhulgas ka p53-ga (tuumor-supressorvalk), viies selle lagundamisele. Lisaks on
korge riskiga HPV-de E6 valgud vdimelised aktiveerima telomeraasi. PShjus voib olla
keratinotsiiiitide eluea pikendamises, mis annab korge riskiga HPV-dele eelise. Uuringud on
ndidanud, et E6 on vajalik ka viiruse genoomi replikatsioonis - muteerides HPV16 E6-te
kaotas antud viirus vdime hoida stabiilset genoomi koopiaarvu (Vande Pol & Klingelhutz,
2013).

E6 puudumist on tiheldatud HPV-de hulgas (HPV101, HPV103 ja HPV108 -
gammapapilloomiviirused) ning veisepapilloomiviirustes (BPV3, BPV4, BPV6, BPV9,
BPV10, BPV1l ja BPV12). Lisaks ei eksisteeri E6 ega ka E7 ORF-i kolmel lindude
papilloomiviirustel: PePV1 (Psittacus erithacus papillomavirus e Aafrika halli papagoi PV) ja
FcPV1 (Fringilla coelebs papillomavirus e metsvindi PV) (de Villiers, 2013; Rector & Van
Ranst, 2013; Van Doorslaer et al., 2009).

1.5.6. E7 valk

Rakkude immortaliseerimiseks ei piisa ainult eelpoolkirjeldatud E5 ja E6 valgust, vaid on vaja
ka E7 olemasolu (Roman & Munger, 2013; Vande Pol & Klingelhutz, 2013). E7 omab
keskset rolli PV elutsiiklis, reprogrammeerides raku keskkonda, et see oleks viirusele sobilik.
E7 valk on ligikaudu 100 aminohappe suurune ning ta ei sarnane iihegi rakulise valguga. E7
valku on tuvastatud nii tsiitoplasmas kui ka tuumas - omades nii NLS kui ka NES signaali. E7
valk on samuti voimeline interakteeruma paljude rakuliste valkudega (pRB, BRCA1, p21

jne.) ning seeldbi mdjutama nende stabiilsust (Roman & Munger, 2013).

E7 ORF-i ei leidu koikidel papilloomiviirustel, selle puudumine on iihine tunnus vaalaliste
PV-del: TtPV1, TtPV2, TtPV3, TtPV4, TtPV7, DdPv1, PhpPV2 (upsilonpapiloomiviirused),
PsPV1, PhpPV1, TtPV5, TtPV6 (omikronpapilloomiviirused) ning PhpPV4
(dyopipapilloomiviirus). Lisaks vaalalistele, ei ole leitud kanoonilist E7 ORF-i veel

omegapapilloomiviiruselt UmPV1 (Ursus maritimus Papillomavirus e jadkaru PV), iihelt
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dyodeltapapilloomiviiruselt SsPV1 (Sus scrofa domestica papillomavirus e kodusea PV) ja
tihelt klassifitseerimata viiruselt MrPV1 (Myotis ricketti papillomavirus e nahkhiire PV) ning
eespool mainitud lindude papilloomiviirustelt (Rector & Van Ranst, 2013; Stevens, Rector,
Bertelsen, Leifsson, & Van Ranst, 2008; Stevens, Rector, Van Der Kroght, & Van Ranst,
2008).

15.7.L1ja L2 valk

Papilloomiviiruste ikosaeedrilise virioni diameeter jadb vahemikku 55-60 nm ning sisaldab
360 L1 ning kuni 72 L2 valku (Wang & Roden, 2013). L1 kui ka L2 on mdlemad ligikaudu
55kDa suurused, sealjuures on L1 voimeline iseseisvalt moodustama viiruse sarnaseid
partikleid (VLP) ilma igasuguste chaperon-ide juuresolekuta, kuid L2 mitte (Buck et al.,
2013; Wang & Roden, 2013). L1 vastutab ka infektsiooni esimese etapi eest — interaktsioon
peremeesorganismi rakuga. Seondumine toimub heparaan sulfaat (HS) karbohiidraatide
kaudu, mida leidub proteogliikaanides. Antud interaktsioon pdhjustab kapsiidis
konformatsioonilise muutuse, paljastades L2 valgu N-terminaalne osa. Jargnevalt toimub L2
16ikamine ning jirjekordne konformatsiooniline muutus ning interaktsioon sekundaarse
retseptoriga. Hetkel ei teata tdpselt, mis on sekundaarne retseptor, kuid kahtlusaluseks on
alfa-6-beeta-4 integriin (a6p4). Samuti ei ole hetkel veel teada ka tdpsed mehhanismid, kuidas
toimub endotsiitoos rakku (Buck et al., 2013).
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1.6. E8”E2 iseloomustus

BPV1 ning erinevate HPV-de transkriptide analiilisid on nédidanud, et lisaks kanoonilisele E2
valgu transkriptile eksisteerib ka E8"E2C splaissitud variant (joonis 6). Antud transkript
erineb kanoonilisest E2-st N-terminaalse osa poolest (Fertey et al., 2011; Lambert et al.,
1989). E8"E2C tekib splaissingu kaigus, kui E1 lugemisraamis olev E8 CDS (joonis 7A)
liidetakse E2 lugemisraami C-terminaalse osaga hinge regioonis (joonis 7B). E8 CDS-i all
moeldakse E8 kodeerivat ala ATG-st kuni splaissingu doonorsaidi G-nukleotiidini ehk
viimase nukleotiidini, mis jadb E8 eksonisse. E2 ORF-is olevat splaissingu aktseptorsaiti
kasutab ka papilloomiviirus E1"E4 transkripti konstrueerimiseks. Hetkeseisuga on E8"E2C
transkripti leitud eksperimentaalselt: alfapapilloomiviirustes (HPV11, HPV16, HPV18,
HPV31, HPV33), miiiipapilloomiviiruses (HPV1a), kappapapilloomiviiruses (CRPV ehk
SfPV1), deltapapilloomiviiruses (BPV1) ja beetapapilloomiviiruses (HPV5) (Chiang, Broker,
& Chow, 1991; Choe et al., 1989; Hubbert et al., 1988; Kurg et al., 2010; Lace, et al., 2008;
Lambert et al., 1989; Palermo-Dilts, Broker, & Chow, 1990; Sankovski et al., 2014; Snijders
et al.,, 1992; Stubenrauch et al., 2000). E8"E2C on tuvastatud taksonoomiliselt kaugetes
perekondades alfa- ja deltapapilloomiviirustes (Shah et al., 2010). Eeldusel, et E8 valgud on
homoloogid (parit {ihisest eellasjarjestusest), siis voiks neid leiduda ka teistes suuremates
perekondades. Deltapapilloomiviiruste ja alfapapilloomiviiruste, kellel on tuvastatud E8"E2C
olemasolu, tihine eellane eksisteeris ~150 miljonit aastat tagasi (E1 jargi). Sealjuures néiteks
lambdapapilloomiviirused lahknesid hiljem ~135 miljonit aastat tagasi (E1 jirgi), seega voiks

eeldada, et ka nendel eksisteerib E8"E2C (Shah et al., 2010).

E8"E2C valk on viiruse genoomi replikatsiooni negatiivne regulaator ning ka varajaste
geenide transkriptsiooni repressor. E8"E2C moju replikatsioonile v3ib pdhjustada asjaolu, et
E8"E2C omab funktsionaalset E2 valgu DBD domeen. Kuna DBD domeen iilesanne on
seonduda E2 seondumissaidile LCR-regioonis, siis ta konkureerib kanoonilise E2 valguga,
mis on vajalik E1 valgu kohaletoomiseks ja genoomi replikatsiooniks. HPV16 puhul on
tapsemalt teada, et defektne E8”E2C viib viiruse genoomi arvu 8-15x tousuni. Kuigi E8"E2C
limiteerib HPV16-s viiruse genoomide arvu, ei ole seda vaja genoomi siilitamiseks rakus.
Huvitava faktina on teada, et ES"E2C ekspressioon on sdltumatu varajasest promootorist P97,

seega selle ekspressioon on teistsugune vorreldes varajaste geenidega (Lace et al., 2008).

E8"E2C on ka viiruse varajaste geenide transkriptsiooni repressor. BPV1 puhul on niidatud,

et EB"E2C surub alla E2 vahendatud geenide ekspressiooni 5-10 korda ning sarnast tulemust
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on niidatud ka HPV16 korral (Lace et al., 2008; Lambert et al., 1990). E8"E2C suudab
inhibeerida HelLa rakkude (emakakaelavahi rakuliin HPV18) kasvu, olles E6 ja E7
onkogeenide promootori inhibiitor (Fertey et al., 2011). Inhibeerimine toimub konkurentse
seondumise tottu promootorile — rakulised faktorid versus E8"E2C promootoralas voi
interaktsiooni tdttu erinevate rakuliste modulaatoritega (Fertey et al., 2010). Teadaolevalt on
E2 valk transkriptsiooni regulaator. E2 valgus tdidab transkriptsiooni regulatiivset rolli N-
terminaalne TAD domeen, kuid E8"E2C-I| see puudub. Seega peab E8"E2C kasutama teisi
radu viiruse geenide represseerimiseks. E8"E2C vdime represseerida viiruse geene kaob, kui
inhibeerida klass | HDAC-d (histoon deatsetiilaas), secega voib eeldada, et E8 regulatiivsed
omadused on seotud klass | HDAC-ga. Tapsemalt on teada, et E8"E2C valgu E8 osal on
voime interakteeruda HDAC3-ga, mis on pdhiline komponent NCoR1 (nuclear receptor
corepressor 1) transkriptsiooni vaigistavas kompleksis (Powell et al., 2010). E8"E2C on
voimeline interakteeruma ka CHD6 valguga (ndidatud HPV16, HPV18, HPV31 peal), mis
kuulub rakulise helikaasi kompleksi. Antud juhul toimub interaktsioon E2C domeeni kaudu,
seega on ka E2 voimeline interakteeruma CHD6-ga. Seondumine CHDG6-ga on oluline

onkogeenide E6 ja E7 promootori inhibeerimiseks (Fertey et al., 2010).

Pikka aega puudus eksperimentaalne info E8"E2C olemasolu kohta beetapapilloomiviirustes,
sest ei eksisteerinud héid katsesiisteeme, kus beetapapilloomiviirused oleks replitseerunud.
2014. aastal demonstreeris Mart Ustavi uurimisgrupp, et inimese osteosarkooma
koekultuuriliini (U20S) on vdimalik nakatada beetapapilloomiviirusega ning seal toimub ka
viiruse genoomi replikatsioon. Nad leidsid, et E1 lugemisraamis, vahetult enne E8 ORF-i,
asub seni kirjeldamata promootor. See kinnitab ka eelnevalt mainitud fakti, et HPV16 puhul
on E8"E2C ekspressioon sdltumatu varajasest promootorist. Samuti ndidati, et sarnaselt
HPV16-le ja HPV18-le on HPV5 E8"E2C valk genoomi replikatsiooni repressor, viies alla E1
MRNA transkriptsiooni. HPVS puhul néhti 120 tunni jooksul kuni 100x erinevust wt (wild
type) ja defektse E8"E2C ORF-iga viiruste genoomide arvus. HPV5 E8"E2C valk omab
lihikest 10-aa jéarjestust E8 ORF-ist (1328nt — 1359nt), mis on liidetud E2 valgu C-
terminaalse osaga 315-aa (3322nt splaisingu aktseptorsait) (Sankovski et al., 2014).
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Joonis 6. HPV16 E8™E2C transkript. Joonisel on ndidatud E8"E2 transkript ning selle asukoht E1,
E2, E6 ja E7 lugemisraamide suhtes. E8"E2 saadakse splaissingu teel, kui E1 lugemisraamis olev
lithike 31-40 nukleotiidi pikkune E8 jarjestus splaissitakse E2C-terminaalse osaga kokku hinge
regioonis asuva splaissingu aktseptorsaidi kaudu. Sama aktseptorsaiti kasutab ka E1~E4 (Lace et al.,
2008).
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Joonis 7. BPV1 E1 ja E2 valgu iilesehitus ning domeenid. Joonistel olevad numbrid téhistavad
aminohappeid. (A) E1 valk koosneb viiest domeenist: N-terminaalne regulatsiooni domeen, DNA
seondumisdomeen (DBD), oligomerisatsiooni domeen (O), ATP seondumise ja hiidroliitisimise
domeen (ATPase) ja klamber ehk piirkond, mis on oluline heksameeride kokkupanekul ja nende
stabiliseerimisel (Brace). Domeenid, mis on vajalikud in vitro viiruse genoomi replikasiooniks, on
tahistatud tumelillaga. Noolega méargitud E8 ORF-i asukoht E1 valgus. (B) E2 valk koosneb kahest
domeenist: N-terminaalsest transaktivatsiooni domeenist ja C-terminaalsest DNA-ga seondumise ja
dimerisatsiooni domeenist ning neid ithendab hinge regioon. Noolega mérgitud E8"E2 splaissingu
aktseptorsait hinge regiooni alguses, mida kasutab iihtlasi ka E1*E4 (Bergvall et al., 2013; Kurg et al.,
2009).
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1.7. Topeltkodeerivate alade tuvastamine in silico

Valgugeenide ennustamiseks kasutatavad meetodid in silico omavad tavaliselt kahte aspekti:
informatsioon, mida kasutatakse ennustamisel ja matemaatiline algoritm, mis kombineerib
selle. Informatsiooni saab jagada kolmeks: signaalid genoomis, koodonkasutus ning
homoloogia. Signaalide alla kuuluvad start- ja stoppkoodon, transkriptsioonifaktorite
seondumissaidid, TATA box promootoralad, CpG saared, cap-signaal, poliiadeniilatsiooni
signaal, splaissingu aktseptor- ja doonorsait ning GC sisaldus (Sleator, 2010; Stormo, 2000).
Topeltkodeerivate alade ennustamiseks ei saa koiki signaale kasutada, sest sisemised
lugemisraamid voivad rakendada primaarse raami elemente, nagu nditeks cap-signaal voi
poliiadeniilatsiooni signaal. Uheks suureks probleemiks, signaalide ennustamisel, on tdsiasi, et
konsensused ei ole iildjuhul tugevalt konserveerunud. Vaadates nditeks inimese splaisingu
doonorsaidi konsensust (joonis 8A) on ndha, et konserveerunud on ainult nukleotiidid
positsioonidel +1 G ja +2 U. Sama on ndha ka miilirlooga, hariliku dadikakirbse, timarussi

ning ka riisi genoomis (joonis 8B) (Korf, 2004; Roca, Krainer, & Eperon, 2013).
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Joonis 8. Splaissingu doonorsaidi konsensus. Iga tahe korgus Vastab selle nukleotiidi esinemissagedusele.
Splaissosoomis toimub 1dikamine -1 G ja +1 G nukleotiidi vahelt, sealjuures alates +1 G jadb intronisse. (A)
Inimese doonorsaid konsensus on leitud 201541 inimese splaisssaidi pdhjal. Jooniselt on ndha, et tdielikult on
konserveerunud ainult guanosiin positsioonis +1 ja uridiin positsioonis +2, koikides teistes positsioonides voib-
olla mistahes nukleotiid. (B) Splaissingu doonorsaidi konsensus erinevates organismides. Arabidopsis
thaliana (At), Caenorhabditis elegans (Ce), Drosophila melanogaster (Dm), Oryza sativa (Os). Ka antud juhul
on niha, et téielikult konserveerunud ainult nukleotiidid positsioonides +1 G ja +2 U(T) (Korf, 2004; Roca et al.,
2013).

Topeltkodeerivate alade ennustamiseks saab kasutada koodonite esinemise sagedusi, sest
stinoniilimsete koodonite kasutamise sagedused varieeruvad nii organismide kui valku
kodeerivate geenide vahel (Camiolo, Farina, & Porceddu, 2012; Plotkin & Kudla, 2011).
Eksisteerib kaks pohilist mudelit selle fenomeni seletamiseks. Neutraalne mudel véidab, et

koodonkasutatuse kallutatus tekib lokaalsete mutatsioonide tottu ning ei ole seotud mitte
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millegi muuga. Selektiivne mudel véiidab, et toimub koadapteerumine tRNA hulga suhtes,
optimeerimaks translatsiooni efektiivsust ja tépsust (Plotkin & Kudla, 2011). Pagariparmis on
naidatud, et tRNA geenide arvu ning selle hulga vahel rakus on tugev korrelatsioon (Camiolo
et al., 2012; Duret, 2002). Siinoniiiimsed asendused mojutavad lisaks translatsioonile ka RNA
protsessimist ning valgu pakkimist (Plotkin & Kudla, 2011) ning on niidatud, et
koodonkasutus vdib olla seotud ka geeni funktsiooniga — ldhedase funktsiooniga geenid
omavad sarnast koodonkasutust (Najafabadi, Goodarzi, & Salavati, 2009). Seega teades geeni
koodonkasutust, on vdimalik seda rakendada sisemiste lugemisraamide ennustamiseks, sest

antud regioonis on nihkes geeni lildine koodonkasutus.

Kodeerivate alade ennustamiseks on vodimalik &dra kasutada ka jérjestuste vahelist
homoloogiat. Leides uuritavale jérjestusele sarnase annoteeritud jirjestuse, vdoimaldab see
ennustada, kas tegemist on kodeeriva alaga v3i mitte ning annab infot ka funktsiooni kohta.
Antud ldhenemise probleemiks on andmebaasides leiduva info piiratus. Samuti on
probleemiks liihikeste jirjestuste otsimine, sest juhuslikult voib andmebaasist leida vaste
(Stormo, 2000; Sleator, 2010). Topeltkodeerivate alade ennustamiseks viirustes on loodud
vordlemisi vdhe programme, iihe nditena voib tuua MLOGD, kuid see ei ole voimeline leidma
alasid, mis on lithemad kui 20 koodonit. (Firth & Brown, 2006). MLOGD on kittesaadaval
kodulehelt [http://guinevere.otago.ac.nz/aef/MLOGD/]
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2. EKSPERMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

E8"E2C on tuvastatud taksonoomiliselt kaugetes perekondades - alfapapilloomiviirustes ja
deltapapilloomiviirustes, kelle ithine eellane eksisteeris ~150 miljonit aastat tagasi (Shah et
al., 2010). Kuid paljud teised PV perekonnad lahknesid viiksemas ajalises siigavuses.
Sealjuures niiteks lambdapapilloomiviirused lahknesid iilejadnutest ~110 miljonit aastat
tagasi, kuid nende genoomis leidub omaparane NCR2, mida teistes ei eksisteeri (Rector &
Van Ranst, 2013; Shah et al.,, 2010). Secega voiks eceldada, et ka teistes perekondades
eksisteerib E8"E2C, kuid evolutsiooniliselt vdib olla toimunud muutusi, nagu nigime

lambdapapilloomiviiruste puhul.

Eesmiark nr 1: Uurida in silico E8 valku kodeeriva ala olemasolu papilloomiviiruste

perekondades, ldhtudes senikirjeldatud infost.
Eesmirk nr 2: Konstrueerida meetod hindamaks, kas DNA-s olev muster, niiteks E8

lugemisraam, piisib E1 valgulise jérjestuse konserveerumuse tdttu voi konserveerumus on

tekkinud DNA tasemel ning on oluline viirusele muudel pdhjustel kui E1 kodeerimine.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. E8 lugemisraami otsimine teadaoleva info pohjal

E8NE2C transkripti on eksperimentaalselt leitud iiheksas papilloomiviiruses, teadaolevate
andmete pdhjal hangiti esialgne baasinformatsioon (tabel 1). Tabelis 1 on margitud ka E1"E4
splaissingu aktseptorsait (3’ ss), sest E8"E2C ja E1"E4 esimesed eksonid splaisitakse samasse
doonorsaiti. Splaissingu atseptorsaidi asukoha saamiseks kasutati PaVe (papillomavirus
Episteme) andmebaasi, kuhu on koondatud késitsi kontrollitud papilloomiviiruste genoomne
info (Van Doorslaer et al., 2013).

Tabel 1. Eksperimentaalselt kinnitatud E8"E2C informatsioon.*

sfPvl | 358 1720 1751 32 +1 | caggta | 3843 | NC 001541 | 10623
BPV1 355 1204 1235 32 +1 caggta 3225 X02346 10559
HPVla | 388 1200 1231 32 +1 caggta 3200 V01116 10583
HPV5 | 367 1328 1359 32 +1 | gaggta | 3322 M17463 | 333923
HPV11 | 409 1241 1272 32 +1 caggta 3325 M14119 10580
HPV16 400 1265 1302 38 +1 caggta 3358 K02718 333760
HPV18 409 1323 1357 35 +1 caggta 3434 X05015 333761
HPV31 397 1259 1296 38 +1 caggta 3295 J04353 10585
HPV33 397 1276 1316 41 +1 caggta 3351 M12732 10586

* Tabel koostatud PaVe andmebaasi ning jargnevate artiklite pohjal (Chiang et al., 1991; Choe et al., 1989; Hubbert et al., 1988; Kurg et al.,
2010; Lace et al., 2008; Lambert et al., 1989; Palermo-Dilts et al., 1990; Sankovski et al., 2014; Snijders et al., 1992; Stubenrauch et al.,
2000)

1. E8 lugemisraami ATG kaugus E1 ATG-st, arv on nukleotiidides
2. E8 ATG asukoht genoomis, A-nukleotiidi asukoht

3. E8 splaisingu doonorsaidi esimese G- asukoht genoomis (caGgta)
4. E8 CDS-i pikkus nukleotiidides

5. E8 lugemisraami E1 suhtes

6. Splaissingu doonorsait

7. E1"E4 splaissingu aktseptorsaidi asukoht (PaVe andmebaasi pohjal)
8. Genoomi ID

9. NCBI taksoni ID

Kogutud andmete pdhjal leiti, et E8 ATG asub keskmiselt 386 nukleotiidi kaugusel E1
algusest, sealjuures minimaalne kaugus oli 355 ja maksimaalne 409 nukleotiidi. E8 CDS-i
keskmine pikkus oli 34,6 nukleotiidi, sealjuures viikseim CDS on 32 ning suurim 41

nukleotiidi. Teadmata, millistel positsioonidel voib E8 asuda teistes PV tiilipides, otsustati
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alustada E8 CDS-i otsimist 300 nt kauguselt E1 algusest. E8 CDS-i minimaalseks pikkuseks
lubati 17 ja maksimaalselt 59 nukleotiidi, seda pdhjusel, et mitte vélistada pikemaid voi
lithemaid E8 CDS-e teistes tiiiipides.

Kaheksal juhul tiheksast on konserveerunud CAGGTA splaissingu doonorsait (5 ss), ainult
HPV5-el on GAGGTA, mis on ainuke beetapapilloomiviirus (tabel 1). Inimese genoomi
pOhjal tehtud analiiiisis on leitud, et splaissingu doonorsaidis on téielikult konserveerunud
ainult kaks nukleotiidi (joonis 8A) ning on ndha, et -3 positsioonis, kus leiti C voi G, voib
tegelikult peaaegu vordselt olla kdiki nukleotiide. Lisaks on ndidatud, et sarnane konsensus on
levinud ka teistel organismidel (joonis 8B). Seega otsustati jatta splaissaidi otsingul vélja -3
positsioon ning otsida rangeid splaissingu doonorsaidi konsensusi jarjekorras AGGTA -
AGGTG > AGGTT = AGGTC.

Koik teadaolevad E8 ORF-id asuvad +1 lugemisraamis (lisa 4) E1 valgu suhtes (tabel 1).
Eeldades, et E8 valgud on homoloogid, voiks arvata, et ka teistes papilloomiviirustes voib E8
OREF olla fikseerunud +1 lugemisraamis E1 valgu suhtes. Vaadates E1 ja E2 ORF-i, teame, et
need on umbes 60 nukleotiidi tilekattes ning nad on omavahel fikseeritud eriraamides. E2
saab olla E1 suhtes +1 vo0i +2 raamis, kuna aga papilloomiviiruste eellasel toimus see +1
raamis, siis see on evolutsiooniliselt fikseerunud. Samuti on E2 lugemisraamis fikseerunud E4
ORF +1 raamis E2 suhtes (ehk +2 E1 suhtes), kuid E1"E4 splaissingu aktseptorsait hoopis +2
raamis E2 suhtes, mida kasutab ka E§”E2C. Seda on nidha ka E1"E4 DNA jirjestuse E1 osa
pikkusest, mis jagades 3-ga annab jadgiks 1 ehk panustab iihe nukleotiidi taastamaks E4
lugemisraam (joonis 9). Kuna evolutsiooniliselt on fikseerunud E1"E4 E1 CDS pikkus, E4
ORF-i asukoht, siis ei saa suure tdendosusega muutuda ka E2 ORF-is asuv E1"E4 splaissingu
aktseptorsaidi asukoht (raam), kuna see pdohjustaks suuri timberkorraldusi kogu viiruse
genoomis. Sarnase jarelduse voiks teha ka E8 CDS puhul, et see on fikseerunud +1 raamis E1
suhtes ning selle asukoha muutus voiks pohjustada suuri imberkorraldusi. Samas teadmata
kindlalt, kas see on ka reaalselt nii koikides PV-des, vaadati pigem E8 CDS-i pikkust.
Kokkuvotvalt, kuna E1"E4 (ka EB"E2C) splaissingu aktseptorsait on E2 suhtes +2 raamis, siis
peab E8 CDS panustama kaks nukleotiidi E2 lugemisraami taastamiseks ehk E8 pikkuse

jagades 3-ga peab olema jaagiks 2.
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E2 (+1)
E1 HNEEEEEEEEEN
e1res4(0) [T 1]
E8ME2C (+1) D:]jjj splaissingu aktseptorsait (0)

Joonis 9. E1ME4 ja E8"E2C lugemisraamide asukohad E1 ORF-i suhtes skemaatiliselt. Kastid
tahistavad nukleotiide, sulgudes mérgitud number niditab lugemisraami asukohta E1 ORF- suhtes,
sealjuures 0 tdhistab sama raami El-ga. Punasega on tdhistatud E1"E4 ja E8"E2C splaissingu
aktseptorsait. Tumerohelised ruudud koos punase ruuduga téhistavad E2 valgu lugemisraami koodonit.
Helerohelisega on mérgitud nukleotiidid, mis ,,antakse* splaissingu kdigus esimese eksoni viimase
koodoni koosseisu.

Eelneval analiiiisitud info pdhjal kirjutati Python-is programmi EBORFSearch.py , mis
arvestab jargmisi piiranguid:

1. E8 CDS-i hakatakse otsima 300 nukleotiidi kauguselt E1 ORF-i algusest. (V&imalik
rakendada ainult korrektselt annoteeritud N-terminusest E1 valgu puhul)

2. E8 CDS-i pikkus peab 3-ga jagades andma jaagiks 2.

3. E8 CDS-i otsing toimub 1000 nukleotiidi ulatuses. (akna suurus)

4. Splaissingu doonorsaiti vaadatakse jéarjekorras AGGTA-> AGGTG—> AGGTT->
AGGTC. (Esialgu otsitakse E8 CDS-i AGGTA splaissingu saidiga, kui ei leita, alles

siis vOetakse jargmine)
5. Minimaalne E8 CDS- i pikkus on 17 nukleotiidi ja maksimaalne 59 nukleotiidi.

6. E8 CDS ei tohi sisaldada stoppkoodonit.

2.2.2. PAL2NAL

Tegemist on veebis kittesaadava tooriistaga (http://www.bork.embl.de/pal2nal/), kuid on
voimalik alla laadida ka Perl-i skripti ning jooksutada seda késurealt. PAL2NAL-i eesmérk
on konverteerida valgu mitme jérjestuse joondus (MSA) vastavaks DNA (mMRNA) joonduseks
etteantud DNA jérjestuste pohjal. Sisendiks on valgu MSA ning nende valgujérjestustele
vastavad DNA jarjestused fasta formaadis. Véljundiks on antud valgu joonduse pohjal
genereeritud DNA joondus. (Suyama, Torrents, & Bork, 2006).
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2.2.3. CDEP meetod

Valk oma funktsiooni siilitamiseks peab hoidma oma aminohappelist jérjestust, see voib viia
DNA tasemel juhuslikult mingi elemendi/konsensuse tekkeni (naiteks sisemine lugemisraam).
Tekkinud konsensus kaob Kiiresti evolutsiooni kdigus, mutatsioonide tottu, Sest {iihele
aminohappele vastab mitu koodonit ja tldjuhul juhuslikult tekkinud element ei ole
organismile vajalik. Vottes vaatluse alla homoloogsed valgu jérjestused, néiteks iihe viiruse
perekonna mingid valgud, siis nditeks juba 5 aminohappelise regiooni kodeerimiseks on
45 = 1024 vodimalust, kui kasutada aminohappeid, millel on 4 siinoniiiimset koodonit. Kui
aga koik antud perekonna viirused kasutavad mingis piirkonnas ainult {ihte varianti nendest,
siis vOib eeldada, et antud jérjestus on oluline ka DNA tasemel. Antud probleemi
analiilisimiseks tootati vélja meetod CDEP (conserved DNA element detection in protein
coding sequences) hindamaks, kas valguline motiiv on konserveerunud funktsiooni tottu voi
toimub positilvne surve DNA tasemel kindlate koodonite osas, mis hoiab rangelt
muutumatuna ka aminohappelist jérjestust. Tihti kasutatakse viirustes topeltkodeerivate
piirkondade analiiiisii MLOGD programmi, kuid see ei ole vdoimeline tuvastama regioone,
mille pikkus on alla 20 koodoni. CDEP meetod suudab tuvastada liihikesi, alla 20 koodoni
pikkuseid, topeltkodeerivaid alasid ning lisaks nendele ka teisi konserveerunud piirkondi
DNA tasemel.

Probleemi paremaks mdistmiseks uurime iihte ndidet lambdapapilloomiviiruste E1 valgu
pohjal. Mutatsioonide tekkimiseks koodonites peab olema moddunud piisavalt aega.
Teadaolevalt lahknesid lambdapapilloomiviiruste eellased teistest perekondadest ~100
miljonit aastat tagasi ning jagunemine tiilipideks toimus ~50-60 miljonit aastat tagasi (Shah et
al., 2010). Samuti teame, et lambdapapilloomiviirustel kogu kodeeriva ala mutatsiooni Kiirus
on ligikaudu 1,95 x10~8 nukleotiidset asendust iihe saidi kohta aastas. Kuna me uurime E1
valku, siis on targem kasutada ainult E1 valgu mutatsiooni Kiirust ning see on ligikaudu

1,76 x1078 nukleotiidset asendust iihe saidi kohta aastas (Rector et al., 2007). Seega iihe

positsiooni kohta tuleb 1,76 x10~2 asendust/aastas x 50 000 000 = 0,88 asendust.
Antud tulemusest ndeme, et igas positsioonis voib leiduda mutatsioon 88% tdendosusega.
Voib eeldada, et on kulunud piisavalt aega papilloomiviiruste tiitipide lahknemisel

lambdapapilloomiviiruste perekonnas, et saanuks tekkida mutatsioonid koodonites.

Jargnevalt votame vaatluse alla {ihe piirkonna lambdapapilloomiviiruste E1 valgust, antud
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juhul regioon, kus v3ib asuda potentsiaalselt E8 ORF-i algus (joonis 10). Selgelt on néha, et
valgulisel tasemel on konserveerunud HEA (histidiin-glutamiinhape-alaniin) muster (joonis
10A). Kui antud motiiv on vajalik ainult valgu funktsiooniks, siis vdiks DNA tasemel
kodeerida seda mistahes siinoniitimsete koodonitega (joonis 10B). Samas on selgelt néha, et
E8 alguses kasutatakse H kodeerimiseks ainult CAT koodonit, et siiliks E§ ATG. Samuti
kasutab viirus glutamiinhappe kodeerimiseks ainult GAA ning ka alaniini kodeerimiseks
ainult GCT koodonit (joonis 10C). Eksisteerib positiivne surve antud koodonite kasutamisele.

Eeldusel, et ka teistes papilloomiviiruste perekondades on E1 valgu mutatsioonikiirus
sarnane, saab neid analiiisida samade kriteeriumite alusel. Vaadates nditena
alfapapilloomiviirustes sama regiooni, kus on E8 algus, on ndha, et niditeks G (gliitsiini)
kodeerimiseks enne E8 ORF-i algust kasutatakse 3 erinevat koodonit, kuid E8 alguses ainult
tihte (lisa 3). Seega on moodunud piisavalt aega, et on saanud tekkida mutatsioonid
koodonites, kuid mdnes positsioonis on kasutusel ikka ainult iiks koodon. Eelpool toodust
saab jdreldada, et kui vorrelda vaadeldud siinoniilimsete koodonite sagedust eeldatavatega,

siis nende vordlemisel on voimalik tuvastada kodeerivaid alasid.

[ Sama piirkond ]

Valgu ja DNA tasemel

A)

P1PV1REF “RE Pl1PV1REF
CPVGEREF CPVG6REF
FcaPV1REF FcaPV1REF
PlpPV1REF PlpPV1REF
UuPV1REF UuPV1REF
LrPV1REF LrPV1REF
PcPV1REF PcPV1REF 2y ) =
El | H || E || A ,
E8 [ MJLKJLL]
Bl H E A C)
100%T, 0% A,
CAT GAA GCT 100% T ja 0% C 0%C,0%G
CAC GAG GcA
GCC ..CATGAAGCT...
GCG T

[ 100% A ja 0% G ]

Joonis 10. Lambdapapilloomiviiruste E1 valgu joondus ning valgu joondusele vastav DNA
joondus E8 ORF-i alguses. (A) Lambdapilloomiviiruste E1 valgu joondus vasakul ning paremal
sellele vastav nukleotiidne joondus. E1 valgu joondus tehtud MUSCLE v3.8.31 ning valgu joonduse
pdhjal tehtud DNA joondus PAL2NAL-iga. (B) Selekteeritud regioonis olevate aminohapete
stinontitimsed koodonid. (C) Antud regioonis kasutatud koodonite kolmanda positsiooni nukleotiidide
sagedused.
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CDEP meetodit algandmete genereerimiseks (vaadeldud ja eeldatud nukleotiidide sagedused)
koguti esmalt kokku PaVe andmebaasist koik papilloomiviiruste E1 valgu jérjestused.
Sealjuures hilisem analiiiis teostati PV perekondade kaupa. E1 valgu joonduse tegemiseks
kasutati, kas MUSCLE v3.8.31 vdi MAFFT v6.846b. MUSCLE puhul kasutati ka refine sitet,
mis proovib parandada olemasolevat jarjestust. Kasutades PAL2NAL-i tehti valgu joonduse
pohjal DNA joondus. Jargnevalt Kirjutati programm Python-is PositionReader.py, mis votab
sisendiks valgujoonduse ning antud joonduse pohjal genereeritud DNA joonduse. Programm
leiab esmalt igas positsioonis esinevate nukleotiidide sagedused (vaadeldud sagedus antud
joonduse positsioonis). Seejarel arvutab vélja analiilisis oleva perekonna E1 valgu
koodonkasutuse, seda leitakse ainult E1 lugemisraami pohjal, sest on ndidatud, et
koodonkasutus voib varieeruda geenide vahel. Kuna antud t66 iilesanne on tuvastada
topeltkodeerivat ala E1 lugemisraamis, siis on oluline rakendada just selle geeni
koodonkasutust. Jargnevalt leiab programm ennustatud nukleotiidide sagedused igale
positsioonile kahel viisil. Esiteks eeldades, et koikide siinoniiimsete koodonite
esinemissagedused on vordsed (joonis 11), teiseks vottes arvesse ka uurimise all olevate

jarjestuste koodonkasutust (joonis 12).

HPV86REF
HPV8TREF
HPV114REF E v
HPV84REF E=1/9 Ei eiksisteeri GTA(0.25
HPV8SREF » V= g]/’g » koodonkallutatust » g:g (gi) GTC ((0'25;
HPV102REF - (0,5) ’
HPV83REF GTG (0,25)
HPVG1REF GTT (0,25)
HPV72REF

Positsioon 1 Positsioon 2 Positsioon 3

A=0 A=1/9x0,5+1/9x0,5=0,1111 A=1/9x0,5+8/9x0,25=0,2778
Cc=0 » C=0 » C=1/9x0+8/9x0,25=0,2222
G=1 G=0 G=1/9x0,5+8/9x0,25=0,2778
T=0 T=8/9x0,25+8/9%x0,25+8/9x0,25+ 8/9x0,25=0,8889 T=1/9x0+8/9x0,25=0,2222

Joonis 11. Ennustatud nukleotiidide esinemissagedus, kui iihe aminohappe siinoniiiimsete
koodonite esinemissagedused on vordsed. Esmalt loetakse kokku koik tihes positsioonis esinevad
aminohapped ning leitakse nende sagedused. Jargnevalt vaadatakse, milliste koodonitega on voimalik
neid aminohappes kodeerida ning eeldatakse, et iga koodoni esinemissagedus on vordne. Jargnevalt
leitakse igale positsioonile nelja nukleotiidi esinemissagedused. Néitena kasutatud iiheksat
alfapapilloomiviirust.
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HPVBGREF

HPVE7REF
HPV114REF
HPVB84REF
HPVEOREF
HPV102REF
HPV83REF
HPVG1REF
HPV72REF

0

ositsioon 1
0
1

- 0>

0
0

»

iRl

[ Reaalne koodonkasutus ]

gtt VAL 0.1365

gtc VAL 0.0262
= e gta VAL 0.4372
- gtg VAL 0.4001
1T 5 1692
DR gcc ALA 0.1485
ok gca ALA 0.5883

- B E=1/9 gcg ALA 0.094
D gat ASP 0.5853
Gder] v v=8/9 ac ASP 0.4147
e & gaa GLU 0.5584
TT gag GLU 0.4416
DRT ggT GCY CEETEES
IVECTT ggc GLY 0.1926
- gga GLY 0.3142
agg GLY 0.3332

Positsioon 2

A=1/9%x0,5584+1/9x0,4416=0,1111
C=0
G=0

T=8/9%0,4372+8/9x0,0262 + 8/9x 0,4001 + 8/9 x 0,1365 = 0,8889

»

»

E v
GAA(0,5584) GTA(0,4372)
GAG (0,4416) GTC(0,0262)

GTG (0,4001)
GTT (0,1365)

Positsioon 3
A=1/9x0,5584+8/9 x0,4372 = 0,4506
C=1/9x0+8/9x0,0262=0,0232
G=1/9x0,4416+ 8/9 x 0,4001 = 0,4047
T=1/9x0+8/9x0,1365=0,1213

Joonis 12. Ennustatud nukleotiidide esinemissagedus vottes arvesse reaalset koodonkasutust E1
valgus. Esmalt loetakse kokku koik iihes positsioonis esinevad aminohapped ning leitakse nende
sagedused. Jargnevalt leitakse uurimise all olevate valkude koodonkasutus ehk E1 reaalne
koodonkasutus iile kogu uurimise all oleva papilloomiviiruse perekonna. Edasi leitakse igale
positsioonile nelja nukleotiidi esinemissagedused, rakendades eelnevalt leitud koodonkasutuse tabelit.
Néitena kasutatud iiheksat alfapapilloomiviirust.

2.2.4. CDEP meetod — andmete analiiiis

Eelmises punktis genereeritud andmete (vaadeldud ja eeldatud nukleotiidide sagedused)

analiilisiks ja visualiseerimiseks Kirjutati skript R-is. Andmete analiiiisis rakendati jargnevaid
statistikuid:

1
1) RMSD = \/Z [(Aobs - Apre)z + (Cobs - Cpre)2 + (Gobs - Gpre)z + (Tobs - Tpre)z]

2) MaxDif = max (lebs - Aprelf |Cobs - Cprelf |Gobs - Gprelv |Tobs -

3) x?test

Torel)

RMSD (root-mean-square deviation) kasutatakse laialdaselt andmete analiiiisis. A,y

tdhendab vaadeldud, A,,. ennustatud A nukleotiidi sagedust, sama ka teiste nukleotiidide

puhul.
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MaxDif puhul vaadati igas positsioonis vaadeldud ja eeldatud nukleotiidide sageduste
erinevuste absoluutvairtust ning leiti nelja seast antud positsioonis suurima erinevusega

variant. Leitud tulemus méiirati statistiku vaartuseks.

x? test analiiiisib vaadeldud nukleotiidide arvu jaotuse erinevust ennustatud nukleotiidide

jaotusest antud positsioonis. Statistiku vaartuseks voeti —log(p-véaartusest).

2.2.5. CDEP meetodi eeldused

CDEP meetodi tilesehitusest tingitult peavad olema tdidetud jargnevad eeldused:

1. DNA piisav divergents - liikide/tiitipide vaheline lahknemine on toimunud piisavalt
kaua aega tagasi, et oleks saanud toimuda mutatsioonid geenides.

2. Hea joondus valgu tasemel — joondus ei tohi sisaldada suuri tithimikke ning meid
huvitavad piirkonnad peavad olema korrektselt joondatud (piisav konserveerumus
valgu tasemel).

3. Uuritav valk ei tohi olla iile 30% topeltkodeeriv — tekitab nihke reaalses
koodonkasutuses.

4. Analiiiisiks peaks olema iihest perekonnast minimaalselt vdhemalt 6 erinevat

homoloogset valgu jérjestust.
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2.3. Tulemused

2.3.1. E8 CDS-i tuvastamine erinevates papilloomiviiruse tiiiipides

PaVe andmebaasist hangiti 274 kittesaadavat PV genoomi. Kasutades enda loodud
programmi E8ORFSearch.py leiti E8 CDS-i olemasolu 267-el papilloomiviirusel 274st (lisa
1). Tuvastatud E8 CDS-id asusid koik +1 raamis E1 ORF-i suhtes ning nende keskmine
pikkus oli 38,4 nukleotiidi, sealjuures lithemad olid 23 nukleotiidi (HPV88, HPV112,
HPV119, HPV136, HPV147, HPV164, TmPV2) ja kdige pikemad 56 nukleotiidi (DdPV1,
PsPV1, TtPV1, TtPV3, TtPV4, TtPV5, TtPV6). Leitud E8 CDS-ide keskmine kaugus E1
algusest oli 376,7 nukleotiidi, sealjuures viikseim kaugus oli 307 (BpPV1, BPV10, BPV12)
ja suurim 415 (HPV40 ja HPV43).

Etteantud piirangutega ei leitud E8 CDS-i 7-st E1 lugemisraamist (tabel 2). Nende hulka
kuulusid koik kolm teadaolevat linnupapilloomiviirust: PePV1, FcPV1 ja FIPV1 (Francolinus
leucoscepus papillomavirus e kuldkurk-frankoliin  PV) ning kaks merikilpkonna
papilloomiviirust: CmPV1 (Chelonia mudas papillomavirus e. rohelise merikilpkonna PV) ja
CcPV1 (Caretta caretta papillomavirus e. puupea merikilpkonna PV), lisaks veel EdPV1
(Erethizon dorsatum papillomavirus e Ursoni PV) ja HPV41. Muutes piiranguid 1d0dvemaks
ehk lubades E1 pikkusel suuremalt varieeruda ning paikneda lahemal E1 algusele, siis ei
suudetud ikka tuvastada nendes viirustes E8 lugemisraami.

Jargnevalt uuriti 1dhemalt HPV41-te, sest koikidel teistel HPV-del tuvastati E8 CDS. Analiiiisi
kaasati temale taksonoomiliselt 1&hedane papilloomiviirus EdPV1, kellel samuti ei tuvastatud
E8 CDS-i. Jargnevalt kasutati programmi BLAST leidmaks molema viiruse E1 valgule
sarnaseim E1 valk papilloomiviiruste seast, kellel leiduks E1 CDS. Mdlema PV E1 valguga
on sarnaseim PIPV1 (Procyon lotor papillomavirus e. pesukaru PV) (joonis 13A). Vorreldes
nende kolme viiruse E1 DNA jérjestusi, leiti, et koigil on sarnases positsioonis ATG, kuid
sellele jargneb varsti TAG stoppkoodon (joonis 13B), kuid PIPV1 on olemas pérast
stoppkoodonit ka sekundaarne ATG, kust alustatakse E8 kodeerimist, kuid teistel mitte.

Lisaks ei eksisteeri HPVV41-1 ka korrektset splaissingu aktseptorsaiti.
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Tabel 2. Papilloomiviirused, kust ei tuvastatud E8 CDS-i

E1MNE4* Perekond Peremeesorganism
PePV1 - Teeta Aafrika halli papagoi PV
EdPV1 + Sigma Ursoni PV
HPV41 + Nu Inimese PV
FcPV1 - Eta Metsvindi PV
FIPV1 + Dyoepsilon Kuldkurk-frankoliin PV
CmPV1 + Dyozeeta Rohelise merikilpkonna PV
CcPV1 + Dyozeeta Puupea merikilpkonna PV

* PaVe andmebaasi alusel

A)

P1PV1REF SNDSGLGVSQ E
EdJPV1REF LDDSGISETGTDI —_—
HPV41REF DDSGIDSS DIR
Splaissingu
PIPV1 E8 startkoodon !
Startkoodon Stoppkoodon doonorsait
B) /
P1PV1REF gtal cag‘.gga’ tatctcaa datgaagctggce ga::c:c::aaccagagggaggagaca
EdPV1REF ttg hcagcggcatttgfgagactggcacggdclaghgactacgkcaggtdgaaggatgtaacgatgcacatget
HPV41REF acgp cag:ggcac:«.gcagcgca Tygaagtctcgecagetgtctagtacgccatcagectccagggeccagacatecg

e (0J(0)(5) (6] T0) (5 (5 (A)
HPV41 E8 Mm VIA]*

Viga konsensuses

Joonis 13. EdPV1, HPV41 ja PIPV1 E1 valgu joondus ja sellel pohinev DNA joondus. Vaatluse all
on piirkond, kus PIPV1 ennustati E8 CDS. (A) Valgu joondus tehtud MAFFT v6.846b (B) DNA
joondus genereeritud valgu joonduse pohjal PAL2NAL-iga. PIPV1-l on ATG sarnases positsioonis
EdPV1 ja HPV41-ga, kuid koigil kolmel on pérast seda stardikoodonit terminatsioonikoodon (TAG).
PIPV1 E8 kodeerimine hakkab jargmisest ATG-st (mérgitud kastiga), kuid EdPV1 ja HPV41 ei
eksisteeri teist ATG-d. Lisaks HPV41 puhul ei eksisteeri ka korrektset splaissaiti (tihistatud musta
ristkiilikuga).

Loodud programmi t66 hindamiseks ehk positiivseteks kontrollideks on kdik
eksperimentaalselt kinnitatud ja teadaolevad E8"E2C lugemisraamide asukohad (tabel 3).
Tulemustest on ndha, et viga tehti ainult BPV1 puhul, kuid genoomi kontrollimisel selgus, et
PaVe andmebaasis oli BPV1 kirje ebakorrektne - 1204 positsioonis on ATG asemel ANG.
Vaadates kirjet AB626705 on antud positsioonis ATG. Parandades genoomis antud vea, leidis
programm korrektselt ka BPV1 puhul E8 CDS-i.

34




Tabel 3. Varem kirjeldatud E8 CDS-ide asukohtade vordlus, antud t66 raames ennustatutega.

Splaissingu Leitud E8 Leitud
PV! E8 ATG® ch))onorsa?t3 Takson' ATG’ doonorsait®

SFPV1 1720 1751 10623 1720 1751
BPV1* 1204 1235 10559 1399 1451
HPVla 1200 1231 10583 1200 1231
HPV5 1328 1359 333923 1328 1359
HPV11 1241 1272 10580 1241 1272
HPV16 1265 1302 333760 1265 1302
HPV18 1323 1357 333761 1323 1357
HPV31 1259 1296 10585 1259 1296
HPV33 1276 1316 10586 1276 1316

1. Esimene tulp on papilloomiviiruse tiitip

2. Eksperimentaalselt kinnitatud E8 CDS-i algus genoomis

3. Splaissingu doonorsaidi asukoht genoomis
4. NCBI taksoni ID
5. EBORFSearch.py skripti poolt tuvastatud E8 CDS-i alguse asukoht genoomis

6. EBORFSearch.py skripti poolt tuvastatud E8 splaissingu doonorsait

* Punasega tdhistatud BPV1 puhul ei kattunud minu poolt leitud tulemus kirjanduses leiduvaga

Jargnevalt vaadati, milliseid splaissingu doonorsaite kasutavad erinevate papilloomiviiruste

perekonnad, sest juba kirjanduses leiduvast infost nidgime, et {ihel beetapapilloomiviirusel
(HPV5) oli CAGGTA asemel GAGGTA. Analiiiisi teostati perekondade kaupa ning vaatluse
alla voeti perekonnad, kus on kirjeldatud 4 vdi rohkem PV tiiiipi, vdiksemad perekonnad
liitsin kokku {iheks (tabel 4). Tulemustest selgub, et enamjaolt kasutatakse CAGGTA

splaissingu doonorsaidi konsensust, kuid beetapapilloomiviirused ja pipapilloomiviirused

kasutavad eranditult ainult GAGGTA konsensust. Lisaks leidub ka tiksikuid teisi splaissingu

doonorsaidi variante.
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Tabel 4. E8"E2C splaissingu doonorsaitide jaotus perekondade kaupa.

pv? Kokku® AGGTA® | AGGTG* | AGGTC® | AGGTT® | puudu’ | Tipsustus®
67 CAGGTA

Alfa 77 77 - - - -
10 gAGGTA
Beeta 47 47 - - - - 47 gAGGTA
45 CAGGTA
Gamma 50 49 - - 1 - 4 aAGGTA
1 CAGGTt
Delta 12 12 - - - - 12 CAGGTA
Lambda 10 10 - - - - 10 CAGGTA
Omikron 4 4 - - - - 4 CAGGTA
Pi 6 6 - - - - 6 gAGGTA
Xi 7 7 - - - - 7 CAGGTA
Chi 10 10 - - - - 10 CAGGTA
5 CAGGTA
Upsilon 7 6 - - 1 - 1 CAGGTt
1 aAGGTA
28 CAGGTA
4 gAGGTA
2 aAGGTA

Teised* 44 34 2 0 1 7
1 CAGGTg
1 gAGGTg
1 CAGGTt

1. Papilloomiviiruse perekond

2. Perekonnas olevate papilloomiviiruste arv

3-6. Otsitud splaissingu doonorsaidid

7. Papilloomiviiruste arv, kellel antud perekonnas ei tuvastatud E8 CDS-i
8. Téapsemalt vilja toodud splaissingu doonorsaidid ja nende arv.

* Teised on kaik iilejadnud papilloomiviiruste perekonnad

2.3.2. E8 perekonnad

Leidmaks, kas E8 valku saab Klassifitseerida erinevatesse perekondadesse, koondati kokku
koik E8 valgujdrjestused ning joondati need MUSCLE v3.8.31 vaikesitetega. Tulemustest
saab selgelt eristada kolme E8 valgu perekonda (joonis 14). Esimese grupi ehk kdige
viiksema rithma moodustavad vaalaliste ja delfiinide papilloomiviirused (joonis 14A),
vastavalt siis omikron- ja upsilonpapilloomiviiruste E8 valgud (lisa 2) ning lisaks ka iiks
dyopipapilloomiviirus PphPV4 (Phocoena phocoena papillomavirus e harilik pringeli PV) ja
eranditena dyodeltapapilloomiviirus SsPV1 (Sus scrofa domestica papillomavirus e kodusea

PV) (Stevens, Rector, Van Der Kroght, et al., 2008) ning omegapapilloomiviirus UmPV1
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(Ursus maritimus Papillomavirus ¢ jaidkaru PV) (Stevens, Rector, Bertelsen, et al., 2008).
Antud grupis on iseloomulik GIHWK motiiv ja kaks osaliselt konserveerunud triiptofaani (W)
positsioonides 5 ja 13 (joonis 14A). Teise riithma moodustavad alfapapilloomiviirustele
kuuluvad E8 valgud (joonis 14B), seal on niha teises positsioonis tdielikult konserveerunud
alaniini (A) ning kuuendas positsioonis triiptofaani ning osaliselt konserveerunud isoleutsiini
positsioonis 3. Kolmanda rithma moodustavad koik iilejaanud papilloomiviirused (joonis
14C). Tegemist on kdige suurema pereckonnaga, seal on néha osaliselt konserveerunud liisiini
(K) ja leutsiini (L) aminohappejaiki E8 CDS-i alguses. Antud rithmas on paljudele tiitipidele
iseloomulik KILL motiiv E8 keskosas. Uks klassifitseerimata papilloomiviirus MrPV1, kust
leitud E8 jarjestus (MRPKENWMSRWKK) oli erinev koigist kolmest E8 perekonnast jai
antud puhul perekonda paigutamata.

A) (wPVIREF/1-17 WA
PorPVIREF/1-16 MBIN
PiPVIREF/1-18 M)
NPVEREF/1-18
RPVIREF/1-18
NPVEREF/1-18
DIPVIREF/1-18 M
NPVIREF/1-18
RPVIREF/1-17
PORPU2REF/1-17 M)
PohPVIREF/1-16 M
RPVIREF/1-18
SsPVIREF/1-16 !
RPVIREF/1-15

B) HPV1BREF/1-11 WKOHRF - - - - - C) HPV1S0REF/1-10 M

HPVSTREF/1-12 MA | RIBW .- HPVIEREF/1-10 M
HPVISREF/1-10 M
HPVI1EREF/1-10 M
HPV110REF/1-13 M
HPVATREF/ 114 M
HPV124REF/1-11 M
HPVI2REF/1-10 M
HPVISREF/1-10 M
HPVA4SREF/1-11 M
HPV120REF/1-10 M
HPVIIREF/1-14 M
HPVI1IREF/1-12 M

GJQWK Yeoflll__S. MA.LIEKWKB_B e M(LKRL =P e

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

R S AR A G R T S T O

HPV27REF/1-12 MA |
HPV2REF/1-12 MA
HP102REF/1-13 MA |
HPVEIREF/1-13 MA |
HPISAREF/1-13 MA|
HPVI14REF/1-13 MA |
HPVSIREF/1-13 MA|
HPBEREF/1-13 MA |
HPVT2REF/1-13 MA |
HPVBTREF/1-13 MA |
HPVBIREF/1-13 MA |

FEAT=ATas T (A ) P RN TR PR s G

O N

2
3

b

Joonis 14. E8 valkude perekonnad. (A) Esimene perekond on kd&ige viiksem, sinna kuuluvad
vaalaliste (omikron, dyopi) ja delfiiniliste (upsilon) papilloomiviirused. Antud riihmas on eranditena
tiks dyodeltapapilloomiviirus SsPV1 ja omegapapilloomiviirus UmPV1. (B) Teise perekonna
moodustavad alfapapilloomiviiruste E8 valgud (joonisel niitena toodud osade alfapapilloomiviiruste
E8 valgud). (C) Kolmas perekond on kodige suurem ja selle moodustavad koik iilejdanud
papilloomiviirused va iiks klassifitseerimata papilloomiviirus MrPV1 (joonisel niitena toodud
osade beetapapilloomiviiruste E8 valgud). Joondused tehtud iga perekonna siseselt eraldi MUSCLE
v3.8.31, tulemused illustreeritud Jalview-ga ning zappo virvidega (hiidrofoobsed — roosa, hiidrofiilsed
— rohelised, aromaatsed — oranz, positiivselt laetud — sinised, negatiivselt laetud — punased, siisteiin —
kollane, proliin ja guaniin - lillad). Iga grupi all konsensuse logod, kasutatud veebiprogrammi weblogo
(http://weblogo.berkeley.edu/).
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2.3.3. E8 CDS-i tuvastamine CDEP meetodiga E1 lugemisraamis

alfapapilloomiviiruste niitel

Hindamaks, kas E8 lugemisraam on El valgulise jarjestuse kdrvalprodukt voi eksisteerib
positiivne surve DNA tasemel kasutati CDEP meetodit. Koigepealt hangiti PaVe
andmebaasist koikide alfapapilloomiviiruste E1 valkude jérjestused (77 jarjestust) ning
joondati need MUSCLE-ga. MSA-s tekib peaacgu alati tiihimikke (gap) erinevatesse
positsioonidesse, kas halva joondamise tottu voi mones jarjestuses esineva indel-i (insertion +
deletion) tottu. Suurematest insertsioonidest vabanemiseks ehk joonduse parandamiseks,
tuleb vahel moningad jérjestused eemaldada. Alfapapilloomiviiruste E1 valgu joondusest
eemaldasin HPV94, HPV117 ja HPV10 E1 valgu jarjestused, sest need pohjustasid pikka
indel-i E8 lugemisraami ldheduses, mis omakorda pdhjustas nihet mitmes teises jarjestuses.
Jargnevalt tehti valgujoondusest PAL2NAL-iga DNA joondus ning analiiiisiti neid CDEP
meetodiga. Analiiiisist jatan vélja joonduse positsioonid, kus esineb iile 20% jérjestustest

tithimikke. Nendes positsioonides pannakse statistiku véartuseks 0.

Vorreldes tulemusi E1 valgu reaalse koodonkasutuse (REAL) korral ja olukorras, kus
koodonkasutuse kallutatust ei arvesta (UNIV) ehk siinoniiiimsete koodonite sagedused on
vordsed, ndeme et kdigi kolme statistiku puhul on REAL korral signaali miira on palju
madalam (joonis 15). RMSD REAL puhul on statistikute aritmeetiline keskmine (0,046 <
0,072) kui ka mediaan (0,011 <0,013) madalam vorreldes RMSD UNIV-ga. Sarnast erinevust
ndeme ka MaxDif juures, kus REAL korral on aritmeetiline keskmine (0,068 < 0,108) kui ka
mediaan (0,016 < 0,018) madalamad. Samuti on ka REAL y? test puhul on statistiku [-log(p-
véartus)] aritmeetiline keskmine madalam (1,064 < 2,144). Sarnast miira taseme erinevust on niha ka
teistes perekondades (lisa 5). Samuti on tulemustest ndha, et kolmas positsioon on
informatiivsem. Tegemist on ootuspérase tulemusega, sest {ildjuhul varieerubki ainult koodoni
kolmas positsioon. Teise voi esimese nukleotiidi muutus koodonis pohjustab iildjuhul ka

aminohappe muutust.

Joonis 15 graafikutelt on ndha tugevamaid signaale E1 alguses ja 16pus. E1 ORF-i alguses,
ligikaudu 15 nukleotiidi pdrast ATG asub E1"E4 splaissingu doonorsait, mis pohjustab
koodonite konserveerumust ning signaali teket. Ligikaudu 370 nukleotiidi kaugusel asub E8
CDS, mille ATG ja ka splaissingu doonorsait andsid signaali (MSA asukohaks 500 — joonis
15). Samuti saime ootuspéraselt signaali ka E1 valgu ORF-i 10pus, kus asub E1 ja E2 ORF-i

tilekate. Antud piirkond on vdga heaks positiivseks kontrolliks, kas CDEP meetod suudab
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tuvastada topeltkodeerivaid alasid.
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Joonis 15. Alfapapilloomiviiruste E1 ORF-i analiiiis CDEP meetodiga. REAL (vasakul) tihistab
olukorda, kus voetakse arvesse E1 kodeerimiseks kasutatud koodonite kallutatust. UNIV (paremal)
puhul eeldatakse, et kdikide siinoniiiimsete koodonite esinemissagedus on vordne. Teljed joonistel: y-
telg tdhistab statistiku védértust ning x-telg positsiooni MSA-I. Sinised kolmnurgad koodoni esimene
positsioon, rohelised ruudud teine positsioon ning punased ringid kolmas positsioon. Kahe paralleelse
joonega vasakul pool tihistatud piirkond, kus asub E8 CDS ning paremal positiivse kontrollina E1 ja
E2 ORF-i iilekate. (A) RMSD statistik. (B) MaxDif statistik (C) y? test —log(p-viirtusest).
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Jargnevalt vaadati ainult koodonite kolmandate positsioonide CDEP statistikute véartuseid
ning analiilisiti E1 jirjestust piirkondade kaupa, vottes arvesse reaalset koodonkasutust E1
jarjestuses. Vaadeldava piirkonna ehk akna suuruseks valiti lithim eksisteeriv E8 CDS. Antud
t00 raames tuvastatud E8 CDS-idest lithim oli 23 nukleotiidi, secega akna suuruseks méérati
23/3 = ~8. Analiiisides andmeid kaheksase libiseva aknaga ehk liikudes edasi iihe koodoni
vorra ja iga kord arvutades 8 jarjestikuse koodoni kolmanda positsiooni CDEP statistiku
aritmeetilise keskmise, on voimalik eristada olulisi piirkondi holpsamalt. Statistikute liitmist
saab rakendada ainult RMSD ja MaxDif puhul ning mdlemad annavad sarnaseid tulemusi
(joonis 16). Antud tulemustest on niha, et selline ldhenemine on visuaalselt parem. Graafikult
on viga hasti eristatav E1”°E4 splaissingu doonorsaidi kui ka E1 ja E2 iilekatte signaal. Samuti
ndeme, et alfapapilloomiviirustel on konserveerunud E8 CDS DNA tasemel. Lisaks kolmele
eelpool mainitud piirkonnale leiti ka kaks tundmatut. Uurides lahemalt joondust, siis leidsime,
et E1"E4 splaissingu doonorsaidi ja E8 vahel asuvas piirkonnas (290 — 301) asub konsensus
TAAAACGAAAGT, mis on konserveerunud 98% alfapapilloomiviirustes. Teine signaali,
mis asub E8 ning El ja E2 iilekatte vahel, on joondusel piirkonnas 1569 — 1641. Antud
regioonis leidub mitmeid konserveerunud alasid, kuid huvipakkuv voib olla liihike motiiv

ATGAG positsioonis 1618-1622.
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REAL RMSD [pos = 3 ; AvgOf = 8] (MUSCLE v3.8.31)
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Joonis 16. Alfapapilloomiviiruste E1 ORF-ide analiiis CDEP meetodiga. Leitakse E1
lugemisraamis kaheksa jarjestikuse koodoni kolmanda positsiooni CDEP statistikute aritmeetiline
keskmine ning maérgitakse graafikule piirkonna esimese koodoni positsioonile. Akent liigutatakse
edasi iihe koodoni kaupa. Graafiku y-telg tdhistab statistikute aritmeetilist keskmist ning x-telg
positsiooni MSA-I. Joondused saadud 74 alfapapilloomiviiruse E1 valgu jirjestuse pdhjal. Mdlemal
joonisel on néha viite tugevat signaali, kolm nendest on teadaolevad piirkonnad: E17E4 splaissingu
doonorsait, E8 CDS ja E1 ja E2 ORF-ide iilekate, kuid kahe piirkonna funktsioon on teadmata. (A)

RMSD statistik kaheksase libiseva aknaga (B) MaxDif statistik kaheksase libiseva aknaga.
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2.3.4. CDEP meetodi rakendamine teistes papilloomiviiruste perekondades

Analiitisides koiki teisi perekondi, kus on vdhemalt 6 liiget sain sarnased tulemused
alfapapilloomiviirustega (lisa 6). Koigil oli hésti eristatav E8 signaal, va xi- ja
upsilonpapilloomiviirustel, kuigi nendel tuvastati E8 CDS eelnevalt, antud t66 raames.
Positiivse kontrollina oli kodikidel PV perekondadel tuvastatav E1 ORF-i 1opus iilekate E2
lugemisraamiga ning enamustel ka E1"E4 splaissingu doonorsaidi signaal. Lisaks oli delta-,
chi-, lambda- ja gammapapilloomiviirustel tuvastatav alfapapilloomiviirustega sarnane
signaal E1"ME4 splaissingu doonorsaidi ja E8 signaali vahel. Beeta-, Xi ja
upsilonpapilloomiviiruste puhul on ndha, et millegi tottu on pidev korge signaal E1 valgu
jarjestuse algusosas. Samas beetapapilloomiviiruse puhul on siiski eristatavad koik 3 pdhilist
signaali, kuid xi- ja upsilonpapilloomiviirustel mitte. Nende puhul on keerulisem eristada E8
signaali ning xipapilloomiviirustes ka E17E4 splaissaidi signaali. Upsilon- ja
lambdapapilloomiviirused on omapédrased, sest neil on ndha iile kogu El1 valgu ORF-i
signaale. Erinevalt upsilonpapilloomiviirusest on lambdapapilloomiviirustes lihtne eristada

E1"E4 splaissingu doonorsaiti ja E8 signaali.

2.3.5. CDEP meetodi rakendamine begomoviirustes

Erinevate papilloomiviiruste perekondade E1 valgu ORF-i analiilisimine niitas, et antud t606
raames loodud CDEP meetod tuvastab histi topeltkodeerivaid alasid ning ka teisi DNA
tasemel konserveerunud piirkondi geeni kodeerivas osas, olenemata selle funktsioonist.
Testimaks, kas antud meetod toimib Kka teiste viiruste peal, vStsin vaatluse alla Geminiviridae
sugukonna, tegemist on taimede ssDNA viirustega (Khatri et al., 2014). Nende seast valisin
begomoviiruste perekonna, sest neil on V1 valgu (kattevalk) ORF-i 5° algusosa iilekattes V2
valgu (pre-kattevalk) ORF-iga, seda umbes ~200nt ulatuses (nditeks Soybean mild mottle
viiruse puhul 208nt). Uhtlasi on tegemist ka antud sugukonna suurima perekonnaga.
Jargnevalt teostasin NCBI andmebaasis otsingu leidmaks RefSeg-i tdisgenoome, kellel on
annoteeritud V1 ja V2 geen (NCBI Otsing = Begomovirus[Organism] AND V1[GENE] AND
V2[GENE] AND srcdb_refseq[PROP] NOT wgs[PROP] NOT cellular organisms[ORGN]).
Antud kriteeriumitele vastas 59 begamoviiruse genoomi. Jargnevalt leidsin, et mingil pdhjusel
oli V1 valk annoteeritud V2-na 8 genoomis (NC_ 003896, NC 004654, NC_004626,
NC_005348, NC_004569, NC_005347, NC_002817, NC_013639). Joonduse parandamiseks

eemaldasin NC_013017, NC_013639 ning NC_000870 V1 jarjestused, sest nende puhul oli
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annoteeritud ainult V1 valgu mingi védike piirkond. Jargnevalt joondasin V1 valgud

MUSCLE-ga ning kasutasin ka refine valikut.

Analiitisides begamoviiruseid libiseva aknaga tuleks esmalt paika panna kasutatava/otsitava
piirkonna pikkus. Kasutades sama ldhenemist, mida E8 puhul, peaks akna suuruseks votma
otsitava regiooni pikkuse koodonites - 208/3 = 69 (Soybean mild mottle viiruse niitel). Antud
juhul on tdendosus kaotada viiksemate regioonide signaale, seega otsustati esialgu proovida
kaheksase libiseva aknaga, sarnaselt papilloomiviirustele (joonis 17A) ja hiljem 16 libiseva
aknaga (joonis 17B). Mdlemal korral on tuvastatav joondusel ligikaudu 200 nukleotiidi

ulatuses signaal. Lisaks otsitavale tilekattele tuvastati ka kaks tundmatut signaali.

BEGO(56) REAL RMSD [pos = 3 ; AvgOf = 8] (MUSCLE v3.8.31)
A)

0.25
|
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B) BEGO(56) REAL RMSD [pos = 3 ; AvgOf = 16] (MUSCLE v3.8.31)
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1 |
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Joonis 17. Begamoviiruste V1 ORF-i analiiis CDEP meetodiga, kasutades RMSD
statistikut. Graafiku y-telg tahistab statistiku vairtust ning x-telg positsiooni joondusel. (A) RMSD
kaheksase libiseva aknaga. (B)RMSD statistik 16-se libiseva aknaga. Mdlemal grafikul on ndha ~200
nukleotiidi ulatuses signaali, mis tdhistab V1 ORF-i tilekatet V2 ORF-iga. Lisaks vilja toodud kaks
piirkonda, mis mdlemal puhul andsid signaali.
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2.4. Arutelu

Antud t66 kiigus leiti, et 274-st PaVe andmebaasist kittesaadavast papilloomiviiruse
genoomist 267-el voib reaalselt eksisteerida E8 CDS E1 lugemisraamis. Tuvastatud E8 CDS-
id olid fikseerunud +1 lugemisraamis E1 suhtes. Antud analiiiisis selgus, et koigil inimeste
papilloomiviirustel leidub E8 CDS, vilja arvatud HPV41-el. Uurides ldhemalt HPV41-te ja
temale taksonoomiliselt 1dhedast papilloomiviirust EAPV1, siis selgus et mdlema viiruse El
lugemisraamis on ES8 kriteeriumitele vastav jérjestus, kuid nendes tuvastati sisemised
stoppkoodonid ning HPV41 ei omanud kanoonilist splaissaidi konsensust. Nende puhul vdib
olla tegemist ka sekveneerimisveaga ning mdistlik oleks need iile kontrollida. Samas on
tipriski ebatdendoline, et molemal taksonoomiliselt 1dhedasel viirusel on korraga tekkinud E8
lugemisraamis sekveneerimisviga, mis tekitab iiheaegselt stoppkoodoni. Pigem on tegemist
evolutsioonis olulise muutusega. Vorreldes HPV41-e ja EdPV1-e E8 algussaiti PIPV1-ga
ndeme, et koigil kolmel eksisteerib péarast esimest ATG-d stoppkoodon. Sealjuures omab
PIPV1 sekundaarset ATG-d, kust teoreetiliselt algab ka E8 kodeerimine. Vaadates HPV41 E1
valgu jérjestust, siiS on ndha, et positsioon, kus asub E8 stoppkoodon, ei ole oluline E1
valgule, sest isoleutsiini (I) voiks kodeerida ATA asemel ka ATT voi ATC-ga, mis kaotaksid
E8 lugemisraamist stoppkoodoni ning asendaksid selle vastavalt siis TTG—>leutsiini v3i
TCG->seriiniga (joonis 13).

Huvitav on ka fakt, et E8 CDS-i ei tuvastatud iihelgi teadaoleval linnupapilloomiviirusel
(PePV1, FcPV1 ja FIPV1). Vaib spekuleerida, et lindude epiteelkude erineb piisaval médral
imetajate omast ning nende puhul on kasutusel teised rajad ES8"E2C funktsiooni tditmiseks.
Samas on ennustatud antud viirustel E1 lugemisraamis E9 ORF, mis voib tdita ES"E2C
funktsiooni, kuid hetkeseisuga ei teata, kas reaalselt antud valk {ildse ekspresseerub (Van
Doorslaer et al., 2009). PePV1 ja FcPV1 puhul ei ole annoteeritud ka E4 lugemisraami E2
valgus (PaVe andmebaasi pohjal), seega nendes viirustes ilmselt ei leidu ka kanoonilist
E1M"E4 valku, mis tdhendab, et E2 lugemisraamis ei pruugi eksisteerida ka korrektset
splaissingu aktseptorsaiti, mida kasutab ka E8"E2C. Samulti ei tuvastatud E8 CDS-i ka kahel
teadaoleval merikilpkonna papilloomiviirusel: CmPV1 ja CcPVI1, kuigi mdlemal on
annoteeritud E1"E4 (Herbst et al., 2009). Antud viirustel ei ole leitud ka monda teist ORF,

mis vOiks asendada ES"E2C funktsiooni.

2013 aasta 10pus tuli PaVe vilja uuendatud andmebaasiga, kus lisati papilloomiviiruse
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Kirjetesse nende poolt ennustatud E8 CDS-ide asukohad. Vorreldes nende ja antud t6o
tulemusi, leiti 80 papilloomiviiruse puhul erinevusi (lisa 7). Uldiselt oli neil erinevale kohale
ennustatud splaissait, kuid vahel ka E8 ATG. Uurides ldhemalt niiteks HPV 104, siis ndeme,
et E8 ATG on ennustatud samasse kohta 1296, kuid antud t66 raames ennustati splaissingu
doonorsait positsioonile 1327 (GAGGTA), kuid PaVe-s on see positsioonil 1321 (GAGGTG).
Molemad on splaissingu konsensused ning saadavad ES8 jarjestuse pikkused &iged, kuid
HPV104 on beetapapilloomiviirus nagu ka HPV5, mille puhul on ndidatud, et E8 kasutab
GAGGTA splaissingu doonorsaiti, kuigi ka HPV5-el eksisteerib samas kohas GAGGTG
konsensus. Seega voib eeldada, et korrektsem on doonorsait positsioonil 1327 (GAGGTA).
Suurt ebausaldusvaarsust tekitab asjaolu, et PaVe andmebaasis on valesti annoteeritud ka E8
CDS-id, mis on eksperimentaalselt juba eelnevalt toestatud. Naiteks BPV1 puhul ennustavad
nad E8 CDS-i positsioonidele 1270..1451, kuid eelnevalt on teada, et BPV1 E8 ORF asub
positsioonis 1204...1235. Antud juhul voib probleem olla nende andmebaasis olevas vigases
kirjes. Lisaks BPV1-le on nad aga valesti annoteerinud ka mitme teise teadaoleva
papilloomiviiruse E8 splaissingu doonorsaidi, nende hulka kuulub HPV5, HPV31 ja HPV33
(tdpsem info tabelis lisa 7). Teadmata nende annoteerimise kriteeriumeid on keeruline
spekulaarida, mis pohjusel on neil valesti annoteeritud antud papilloomiviiruste E8 CDS-id.
Néhtud vead aga sunnivad kriitilisemalt suhtuma ka teistesse nende poolt annoteeritud E8

asukohtadesse.

Uurides ldhemalt, milliseid splaissingu doonorsaite ennustati erinevatele perekondadele,
selgus, et koik teadaolevad beeta- ja pipapilloomiviirused kasutavad ainult GAGGTA
konsensust. Pohjus vaib olla viiruste voi koespetsiifilisuses, Kuid Keeruline on nédha nende
kahe perekonna vahel seost, sest pipapilloomiviirused nakatavad hamstrite limaskesta, kuid
beetapapilloomiviirused peamiselt inimeste, kuid ka primaatide nahka (lisa 2). Samas
vaadates nii beeta- kui ka pipapilloomiviiruste E1 valgu ja DNA joondust ndeme, et
GAGGTA moodustab glutamiinhappe koodoni ning see vdib olla oluline hoopis E1

funktsioonis ning selle tdttu on konserveerunud GAGGTA konsensus CAGGTA asemel.

Papilloomiviiruste E8 CDS-i saab Klassifitseerida 3 perekonda. Koige vidiksema riihma
moodustavad vaalaliste papilloomiviirused ning erandina iiks kodusea (SsPV1) ja jadkaru
papilloomiviirus (UmPV1) (joonis 14B). UmPV1 ES jarjestus (MAIHWKQKLKTEWKSKH)
on alguse osas kiill sarnane alfapapilloomiviiruste E8 valguga (MAI), kuid HWK motiiv ja
kaks triiptofaani on pigem vaalaliste E8 perekonna tunnuseks. Fiilogeneetilisel puul (joonis 1)

moodustavad SsPV1 ja UmPV1 koos vaalaliste seltsi kuuluv hariliku pringeli (PphPV4) ja
45



nahkhiire papilloomiviirusega (MrPV1) eraldi haru, seega on ka loogiline, et nad kuuluvad
iihte perekonda ka E8 alusel. MrPV1 puhul on tegemist isesuguse ES8 jirjestusega
(MRPKENWMSRWKK) ning esialgu jééb see klassifitseerimata. Kuna antud E8 perekonnas
on enamus siiski vaalaliste papilloomiviirused uurisin ldhemalt, kuidas tuvastati
eelpoolnimetatud kodusea ja jaakaru papilloomiviirused. Selgus, et kodusea PV puhul saadi
proovid kahelt nakatumata ehk tervelt kodusea naha pinnalt. Vatitikkudega voeti proovid 4
kohast: seljalt, vasakult esijalalt, pea ning nina pealt (Stevens, Rector, Van Der Kroght, et al.,
2008). Kuna proove ei voetud nakatunud koest, vaid tervetelt isenditelt, siis voib
spekuleerida, et nende nahale vois sattuda juhuslikult mone veeorganismi papilloomiviirus ja
reaalselt ei olegi tegemist kodusea papilloomiviirusega. Samuti puudub SsPV1 genoomist E7
ORF, mis on iildiselt vaalaliste papilloomiviiruste ithine tunnus (Stevens, Rector, Van Der
Kroght, et al., 2008). Lisaks, kui genereerida fiilogeneetiline puu E1 valgu jérjestuse alusel,
ndeme, et SsPV1 klassifitseerub kokku ainult vaalaliste papilloomiviirustega (lisa 8) ning
omavahel klassifitseeruvad kokku MrPV1 ja UmPV1. Sealjuures UmPV1 puhul eraldati
proovid jadkaru suu limaskesta papilloomilt (Stevens, Rector, Bertelsen, et al., 2008). Lisaks
on huvitav asjaolu, et ka UmPV1-el ja MrPV1-el puudub kanooniline E7 ORF. E8 teise grupi
moodustavad alfapapilloomiviirused (joonis 14B), nende puhul v&ib olla tegemist
spetsialiseerumisega primaatide epiteelkoele. K&ige suuremas perekonna moodustavad kdik
tilejddnud E8 jérjestused (joonis 14C). Antud rithmas on valgulise jérjestuse varieeruvus
suurem, kuid siiski on tegemist sarnaste jarjestustega. Antud perekonnas on oluline
konserveerunud liisiin teises positsioonis. Muteerides antud positsioonis oleva liisiini
alaniiniks pdhjustab see E8"E2C represseeriva funktsiooni kadumist (Shankovski, Karro,

Ustav ja Abroi publitseerimata andmed).

Analiitisides alfapapilloomiviiruste perekonnas E1 valgu jérjestust CDEP meetodiga négime,
et UNIV puhul oli iildine signaalitase korgem ning selle pohjustas asjaolu, et voeti
aminohapete slinoniilimsete koodonite esinemisesagedused vOrdseks. Selline olukord tekitab
aga tugevaid signaale, sest viiruse reaalne koodonkasutus voib olla mérkimisvéaérselt
teistsugune. Tulemus on ootuspdrane, sest tdnapdevase teadmiste alusel esineb
koodonkasutuse kallutatus isegi geenide tasemel (Camiolo et al., 2012; Plotkin & Kudla,
2011). Samuti leiti, et koodonite kolmandad positsioonid on informatiivsemad, sest antud
positsioonides saab toimuda mutatsioonid ilma, et valgujérjestus muutuks. Jérjestuste
paremaks analiiiisimiseks ja visualiseerimiseks kasutati CDEP meetodit libiseva aknaga.
Uheks meetodi probleemiks on akna suuruse miiramine, see oleneb, milliseid motiive otsida.

Mida viiksema aknaga otsid, seda paremini leiad liihemate regioonide signaale. Antud t66s
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voeti akna suuruseks otsitava regiooni pikkus (E8 CDS-i pikkus). Suuremate regioonide
otsimisel voib selline ldhenemine probleemseks osutuda, sest on voimalus, et kaotatakse
vaiksemate regioonide signaalid. Papilloomiviiruste puhul mééarati akna suuruseks 8 koodonit,
sest lithim E8 CDS, mis antud t66 raames tuvastati oli 23 nukleotiidi, mis teeb ligikaudu 8
koodonit. Méadratud akna suurusega oli voimalik tuvastada alfapapilloomiviirustes E8 signaal
ning sellega toestada, et antud jarjestus ei ole tekkinud juhuslikult valgu aminohappelisest
jarjestusest, vaid regioonile on positiivne surve DNA tasemel. Positiivsete kontrollidena
suutis CDEP meetod alfapapilloomiviirustes tuvastada nii E1"E4 splaissingu doonorsaidist
kui ka E1 ja E2 tlekattest tingitud signaali. Uurides teisi papilloomiviiruste perekondi CDEP
meetodiga (lisa 6) ndeme, et E8 signaal on koigis tuvastatav, va Xi- ja
upsilonpapilloomiviiruste perekonnas. Mdlemas perekonnas oli E1 alguses pikalt korge
signaalitase ning see raskendas E8 CDS tuvastamist visuaalselt, kuigi eelnevalt antud t60s
tuvastati molemas perckonnas E8 CDS-id. Sellise pideva signaali péritolu nduab ldhemat

uurimist.

CDEP meetod tuvastas E1 ORF-is lisaks kolmele teadaolevale ja oodatud regioonile ka kaks
tundmatut ala. Esimene piirkond asus MSA-I positsioonis 290 — 301 ning teine 1654 — 1667
(joonis 16A). Esimene tundmatu regioon asub E17E4 splaissingu doonorsaidi ja E8 signaali
vahepeal. Tegemist on TAAAACGAAAGT konsensusega, mis on konserveerunud sellisena
98% alfapapilloomiviirustes. Lahemal uurimisel leiti, et kirjanduses on antud regiooni
mainitud juba 1991. aastal, kuid funktsioon on tdpselt teadmata. Spekuleeritakse, et see
element voib olla vajalik tuumalokalisatsiooniks, kodeerides vajalikke aminohappeid, samas
koodoni kolmas positsioon voiks sellisel juhul varieeruda. Tegemist vdib olla ka erinevate
rakuliste faktorite seondumiskohaga (Campione-Piccardo & Montpetit, 1991). Sarnases
positsioonis oli signaal tuvastatav ka gamma-, lambda-, delta- ja chipapilloomiviiruste
perekonnas (lisa 6). Jarjestuste 1dhemal vaatlusel selgus, et samuti nendes perekondades oli
konserveerunud sarnased motiivid: gammapapilloomiviirustes leidus
TAAA[A/G]CGAAAGT, lambdapapilloomiviirstes T[A/T]JAA[A/G][C/A]GAAA[G/A]T,
deltapapilloomiviirustel ~ T[G/C]JAAAAGAAAA[C/G/T]T ning chipapilloomiviirustel
T[A/G]AAA[A/C]GAAA[G/A][T/C] jarjestus. Uurides ldhemalt beeta-, xi-, pi- ja
upsilonpapilloomiviiruste perekonda, kus antud signaal ei olnud nii hésti eristatav, selgus, et
beetapapilloomiviirustes on see hésti konserveerunud, problemaatiliseks tegi antud piirkonna
tipse tuvastamise asjaolu, et seal liheduses oli ka teisi konserveerunud regioone. Ulejiinud
perekondades oli motiiv samuti tuvastatav, niiteks Xipapilloomiviirustes oli jérjestus

[T/ICJAAA[A/G]CGAAA[G/C][TI/C], pipapilloomiviirustes TAAA[A/G]JCGAAAGITI/C],
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kuid upsilonpapilloomiviirustes oli konserveerunud ainult 10puosa
[C/G][A/C][A/G]AA[T/AICICGAAAGT. Teine signaali asub E8 ning El1 ja E2 iilekatte
signaali vahepeal (joonis 16). Antud regioonis leidub mitmeid konserveerunud alasid, kuid
huvipakkuv voib olla lithike motiiv ATGAG positsioonis 1618-1622, sealjuures stardikoodon

ATG on E1 suhtes +1 raamis. Antud piirkonna kohta informatsioon puudub.

Vaadates deltapapilloomiviiruste CDEP tulemusi on nidha tugevat signaali E1 ja E2 ORF-i
tilekatte ees (lisa 6). BPVI1-el on nididatud, et ~220 nukleotiidi enne E1 geeni 16ppu asub
P2443 promootor, mis aktiveerib nii E2 kui ka E5 transkriptsiooni (Hermonat, Spalholz, &
Howley, 1988). Deltapapilloomiviiruste CDEP graafikult tuvastatud signaal enne E1 1oppu

voib peegeldada antud promootori mingi elemendi signaali.

Vaatamaks, kas CDEP meetod ei ole kuidagi E1 valgu voi papilloomiviiruste spetsiifiline
ning toimiks ka teiste valkude / viiruste peal vdeti uurimise alla begomoviiruste perekond.
Begomoviiruste kattevalgu V1 ORF-i algusosa on iilekattes V2 pre-kattevalgu ORF-iga 200nt
ulatuses. CDEP meetod oli voimeline tuvastama antud piirkonda ning lisaks ka kaks teist
regiooni. Esimene tundmatu regioon asus DNA MSA positsioonides 373 — 494 ning teine
770-798. Antud juhul puudub informatsioon nende kahe piirkonna funktsiooni ning olulisuse
kohta ning nduavad edaspidist uurimist. Begomoviiruste V1 ORF-i analiitisimisel CDEP
meetodiga on probleemiks topeltkodeeriva osa liiga suur osakaal, mis voib mojutada tulemusi.

Soybean mild mottle viiruse puhul on see niiteks 27%.
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KOKKUVOTE

Papilloomiviirused on vdimelised nakatama suurt hulka organisme, mille sekka kuuluvad
maismaa- ja veeimetajaid kui ka roomajad ning linnud. Olenemata suurest
peremeesorganismide mitmekesisusest on nende genoome {ilesehitus iipriski sarnane. Koigil
papilloomiviirustel on siiski esindatud ainult tuumikgeenid E1, E2, L1 ja L2. Varajased
geenid E1 ja E2 osalevad genoomi replikatsioonis ning geenide ekspressioonis. Lisaks
nendele kahele tuumikgeenile on kirjeldatud ka E8"E2C valk, mis samuti osaleb md&lemas
protsessis. Eksperimentaalselt on E8*E2C kirjeldatud ainult mdningates papilloomiviirustes,

kuid selle olulisuse tottu voiks seda leiduda ka teistes papilloomiviirustes.

Antud t66 raames loodud programmiga (E8ORFSearch.py) suutsime tuvastada E8 CDS-i
267-1 papilloomiviirusel 274-st. E8 CDS-i ei tuvastatud iihelgi linnu ega merikilpkonna PV-I
ning samuti ka tihel inimese ja ursoni papilloomiviirusel. Vorreldes antud t66 tulemusi PaVe

andmebaasis olevate andmetega, leiti erinevused kaheksakiimnes E8 annotatsioonis.

Transleerides tuvastatud E8 CDS-id, saab need jaotada kolme perekonda. Esimese, kdige
vaiksema perekonna moodustavad vaalaliste papilloomiviirused. Erandina kuulub siia riihma
veel iiks jddkaru ja kodusea papilloomiviirus. Teise ehk keskmise suurusega perekonna
moodustavad alfapapilloomiviiruste E8 valgud. Viimase ja kdige suurema E8 perekonna

moodustavad kdik tilejdanud papilloomiviirused va MrPV1.

Antud t66 kéigus loodi CDEP meetod, millega on vdimalik valku kodeerivas DNA jéirjestuses
tuvastada piirkondi, kus eksisteerib positiivne surve DNA tasemel. E1 ORF-e analiiiisiti
CDEP meetodiga ning leiti, et E§ ei ole sdilinud E1 aminohappelise jirjestuse tottu, vaid on
konserveerunud DNA tasemel. Selline tulemus lubab meil oletada, et tegemist on olulise
regulaator valguga papilloomiviirustes. CDEP meetod suudab enamustes papilloomiviiruste
perekondades hésti tuvastada ka teisi konserveerunud alasid - E1"E4 splaissingu doonorsaiti
ning E1 ja E2 iilekatet. Alfapapilloomiviirustel ja ka teistes perekondades tuvastati antud
meetodiga kaks tundmatut piirkonda, kus on positiivne surve DNA tasemel. Uks nendest

piirkondadest osutus varem kirjeldatud konsensuseks, kuid teine nduab ldhemat uurimist.
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SUMMARY

Title: Detection of E8 protein coding sequence in papillomaviruses in silico

Papillomaviruses (PV) are small non-encapsulated viruses with a circular double-stranded
DNA genome. The size of the genome is approximately 8000 bp. PVs are able to infect the
squamous epithelia (mucosa, skin), inducing proliferation lesions. Papillomavirus DNA has
been recovered from the skin and/or lesions of many mammalian species (from land and
water) but also from birds and reptiles (a python and two turtle species). High risk human

papillomaviruses (HPV) can cause anogenital cancers including cervical cancer.

PV life cycle and gene expression is tightly linked to the squamous cell differentiation
program. Based on that, the genes are separated into two groups — early (E) and late (L). PV
genome generally contains eight ORFs: E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1 and L2. The E2 protein is
a multifunctional regulatory protein. The full-length E2 is a transcriptional activator and
repressor, but also important in virus genome replication. Besides full-length E2,
papillomaviruses encode an alternatively spliced product called E8"E2C. Studies have shown
that EB"E2C is a transcription repressor and a negative regulator of replication. Presently,
E8"E2C has been detected only in alphapapillomaviruses (HPV11, HPV16, HPV18, HPV31,
HPV33), miiiipapillomavirus (HPV1a), kappapapillomavirus (CRPV), deltapapillomavirus
(BPV1) and betapapillomavirus (HPV5). If E8"E2C exists in taxonomically distant genera

like alpha- and deltapapillomaviruses, then it should also be present in other genera.

In this study we gathered 274 PV genomes from PaVe database and identified E8 ORF in 267
of them. We could not find E8 ORF in the following seven PV-s: PePV1, EdPV1, HPVA41,
FcPV1, FIPV1, CmPV1 and CcPV1. After that, all E8 ORFs were translated into amino acid
sequences and classified into three groups. The smallest group consisted of E8 proteins from
the cetaceans’ papillomaviruses, but there were two exceptions — one polar bear (UmPV1)
and one pig papillomavirus (SsPV1). Second group included E8 proteins from
alphapapillomaviruses and third group consisted of all the rest except MrPV1 that was left

out.

Second step was to develop a method to measure whether the motif in DNA is conserved

because of the amino acid sequence of the E1 protein or there is positive evolutional selection

affecting the DNA sequence. The method that we developed is called CDEP and the idea is to
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convert protein multiple sequence alignment to DNA sequence alignment and then measure
codon usage bias in every position. With CDEP, we could prove that E8 is conserved on DNA
level in every larger PV genus. This method also clearly identified E1*"E4 RNA splicing
donor site and E1E2 overlap at the end of E1 ORF. In Alphapapillomaviruses, we saw two
extra signals. One was previously described consensus TAAAACGAAAGT which is
conserved in 98% of alphapapillomaviruses. Second signal was between the E8 and E1E2

overlap signal. There is no information about this consensus and it needs further investigation.

To assess if the CDEP method works on other viruses/proteins as well, we analyzed the
begomovirus genus. They are plant viruses and belong to the taxonomic family
Geminiviridae. Their ssSDNA genome encodes V1 protein whose ORF overlaps with V2 ORF.
CDEP method was able to detect this overlap perfectly and it also spotted two unknown

conserved motifs.
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Lisa 1. Papilloomiviiruste fiilogeneetiline puu. Roheliste ringidega on mérgitud viirused, kellel
on varasemalt eksperimentaalselt leitud E8"E2C, punaste ringidega viirused, kellel antud t66
kaigus ei tuvastanud E8 CDS-i ning sinisega need viirused, kellel ei olnud annoteeritud E1"E4

PaVe andmebaasis. [http://pave.niaid.nih.gov/#prototypes?type=tree] (24.04.14)
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Lisa 2. Papilloomiviiruste suuremad perekonnad, nende peremeesorganism ja koe nakatamise

spetsiifika*.

Perekond Peremeesorganism Koe spetsiifika
Alfa inimene ja primaat limaskest ja nahk
Beeta Inimene ja primaat nahk
Gamma inimene nahk
Mu inimene nahk
Nu inimene Nahk
Delta kabjalised nahk
Xi veised limaskest ja nahk
Epsilon veised nahk
Zeta hobused nahk
Dyorho hobused nahk
Phi kits nahk
Lambda erinevad loomad limaskest ja nahk
Chi koerad nahk ja limaskest
Tau koerad Nahk
Sigma Urson e Pohja-Ameerika okassiga nahk
Kappa kiitilik limaskest ja nahk
lota nérilised nahk
Pi hamster limaskest
Eta linnud nahk
Teeta linnud nahk
Omikron vaalalised limaskest
Upsilon delfiinilised limaskest
Dyozeeta merikilpkonnad nahk

* (de Villiers, Fauquet, Broker, Bernard, & zur Hausen, 2004; Gottschling et al., 2011; Herbst et al., 2009; Rector et al., 2005; Van
Doorslaer, Rector, Vos, & Van Ranst, 2006; Yuan et al., 2007, 2012).
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A)
HPV26REF
HPV69SREF
HPVS1REF
HPV82REF
HPV8SREF
HPV18REF
HPV45REF
HPVS7REF
HPVSOREF
HPV70REF
HPV39REF
HPV68REF

[ Sama piirkond ]
Valgu ja DNA tasemel

TCA GGA TAC GGA

V{ |HEV EF
V(] |[HPVEOR:

 [HPVS1REF
| [HPV82REF
77 |HPV8SREF
V] |HPV18REF
| |HPV45REF
 [HPVSTREF
 [HPVSSREF

HPV70REF
HPV3SREF
HPV6BREF

-

QUuUOQUUU QU
Q
ct
cr
Q
ct

e1 LSS LYJLSY
ES MJLAJ

100% T ja 0% C

TCC GG GGC ..AG[T/CIGG[C/A/G]TATGGC...
TCG GGG GGG

AGT T T
AGC

((58%C,25% Ajal6%G | [ 100%C,0%A,
0%G, 0% T

Lisa 3. Alfapapilloomiviiruste E1 valgu ning DNA joondus E8 ORF-i alguses. (A) E1 valgu joondus
vasakul ning paremal sellele vastav nukleotiidne joondus. E1 valgu joondus tehtud MUSCLE v3.8.31
ning valgu joonduse p&hjal tehtud DNA joondus PAL2NAL-iga. (B) Selekteeritud regioonis leiduvatele
aminohapetele vastavad koodonid. (C) Antud regioonis kasutatud sinoniilimsete koodonite
kolmanda positsiooni nukleotiidide sagedused. Antud jooniselt on ndha, et enne E8 lugemisraami
kasutab E1 glitsiini (G) kodeerimiseks kolme koodonit, kuid E8 alguses ehk teise gliitsiini jaoks ainult
Uhte (GGC)- toimub positiivne valik kindla koodoni osas.

raam
val glu
I 1 I 1 +2
ser arg ala
I 1 I | I 1 _+_l
gln stop ser
1 r 1 I O
A G UAGAGTCG?JZ

Lisa 4. Lugemisraamide nimetamine antud té6s. Peamine lugemisraam on 0. Liikudes DNA
jarjestusel edasi iihe nukleotiidi vorra ehk alustades triplettide lugemist peamise lugemisraami esimese
koodoni teisest positsioonist, saame +1 raami. Alustades lugemist peamise lugemisraami esimese
koodoni kolmandast positsioonist saame +2 raami (Firth & Brown, 2005).
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3 ; AvgOf = 8] (MUSCLE v3.8.31)

BEETA(47) REAL MaxDif [pos

3 ; AvgOf = 8] (MUSCLE v3.8.31)

BEETA(47) REAL RMSD [pos
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= 8] (MAFFT v6.846b)

3; Avgof

GAMMA(50) REAL MaxDif [pos

= 8] (MAFFT v6.846b)

3; Avgof

GAMMA(50) REAL RMSD [pos
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3; AvgOf = 8] (MUSCLE v3.8.31)

DELTA(12) REAL MaxDif [pos

3 ; AvgOf = 8] (MUSCLE v3.8.31)

DELTA(12) REAL RMSD [pos
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8] (MUSCLE v3.8.31)

=3 ; Avgof

XI(7) REAL MaxDif [pos

8] (MUSCLE v3.8.31)

3; Avgof

XI(7) REAL RMSD [pos
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3; AvgOf = 8] (MAFFT v6.846b)

PI(6) REAL MaxDif [pos
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3 ; AvgOf = 8] (MAFFT v6.846b)

PI(6) REAL RMSD [pos
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Lisa 6. Suuremate papilloomiviiruste perekondade analiiiis CDEP meetodiga kasutades RMSD
ja MaxDif statistikut kaheksase libiseva aknaga. Graafiku y-telg tihistab 8 statistiku aritmeetilist
keskmist ning x-telg positsiooni joondusel, statistikute keskvéartus margitakse libiseva akna esimesele

positsioonile. PV perekonnanime taga sulgudes maérgitud analiiiisis olnud E1 jérjestuste arv. Koigil
E1 alguses, kus asub E1"E4 splaissingu doonorsait. Suuremal osal perekondadest on tuvastatav ka E8

graafikutel on niiha signaali E1 15pus, kus asub E1 ja E2 ORF-i iilekate. Uldjuhul on olemas ka signaal
asukoht.



Lisa 7. Antud t66 raames ennustatud E8 CDS-i ATG ja splaissaidi asukohtade erinevused
vorreldes PaVe andmebaasis annoteeritud E8-ga.

Pave
PV = E8 ES8 splaissait Pave ES Leitud E8 CDS
ATG splaissait
ATG
BPV10REF |+ + 1053 1044 MTKIFLERWF
BPV11REF | + + 1346 1337 MKIFLQRWR
BPV12REF | + + 1154 1145 MLKRLLKRWY
BPV1REF 1204 | 1270 1235 1451 MKLTVFLRPS
BPV3REF + + 1090 1081 MKIFLQRWL
BPV4REF + + 1346 1340 MKIFLQKWY
BPVIOREF + + 1426 1414 MKIFLERWLL
CgPV2REF | + + 1131 1125 MKLKIFLLRW
EdPV1IREF | - 1265 - 1347 -
FcaPV3REF | + + 1140 1128 MKLKILLYRGYKQ
HPV100REF | + + 1333 1327 MKLKILLKRW
HPV101REF | + + 685 676 MKLKILLRRWQ
HPV102REF | + + 1155 1128 MAIRRWKLEHWKA
HPV103REF | + + 694 685 MSLKILMLRWK
HPV104REF | + + 1327 1321 MKLKIFLKRW
HPV105REF | + + 1331 1325 MKLKMFLLRW
HPV107REF | + + 1401 1395 MKLKILLKRW
HPV10REF | + + 1243 1216 MAKHRWIRNRDQN
HPV110REF | + + 1278 1269 MKLKIHLRHWRWR
HPV111REF | + + 1253 1244 MKLKIHLKHRWK
HPV113REF | + + 1223 1214 MKLKIFLKHRWK
HPV114REF | 1321 | 1255 1361 1334 MAIRRWRLEHPKD
HPV117REF | + + 1241 1214 MAKHRWIRNRDQH
HPV122REF | + + 1101 1092 MKLKIHLKHRWK
HPV125REF | + + 1145 1118 MAKHRWIRNRDHN
HPV12REF | + + 1353 1347 MKLKMFLLRW
HPV131REF | + + 1064 1058 MKLKILMY
HPV132REF | + + 1059 1053 MKLQILMY

66




HPV143REF | + + 1157 1151 MRLKMLLLRW
HPV14REF | + + 1400 1394 MKLKMFLLRW
HPV150REF | + + 1445 1439 MSLKILLQRW
HPV151REF | + + 1336 1330 MKLKILLKRW
HPV153REF | + + 1106 1097 MKLKVLTKYF
HPV160REF | + + 1254 1227 MAKHRWIRNRDQA
HPV163REF | + + 1295 1259 MIVACVKMKLKILLR
HPV17REF | + + 1315 1306 MKLKILLSRLWRCR
HPV19REF | + + 1377 1371 MKLKMFLLRW
HPV21REF | + + 1387 1381 MKKMFLLRW
HPV22REF | + + 1342 1336 MKLKILLKRW
HPV25REF | + + 1362 1356 MKLKMFLLRW
HPV28REF | + + 1240 1213 MAKHRWIRNRDHC
HPV29REF | + + 1249 1222 MAKHRWIRTRDQA
HPV31REF | + + 1296 1290 MAILKWKRSRWY
HPV33REF | + + 1316 1307 MAILKWKLSRWYN
HPV36REF | + + 1350 1344 MKLKMLLLRW
HPV37REF | + + 1312 1303 MKLKILLSRLWRCR
HPV39REF | 1331 | 1223 1368 1233 MAIWKWKQLKWR
HPV3REF + + 1249 1222 MAKHRWIRNRDQN
HPV40REF | 1283 | 1208 + + MAILKWKQQRD
HPV42REF | 1238 | 1100 1272 1110 MAILKWKYSRH
HPV47REF | + + 1358 1352 MKLKMLLLRW
HPV59REF | 1272 | 1218 1306 1234 MAILKWKCSRL
HPV5REF + + 1359 1353 MKLKMLLLRW
HPV62REF | + + 1165 1138 MAIRRWIRDHPKD
HPV67REF | + + 1279 1273 MAILKWKLKRQWC
HPV72REF | + + 1275 1248 MAIRRWILEHQKA
HPV77REF | + + 1252 1225 MAKHRWIRTRDQA
HPV78REF | + + 1245 1218 MAKHRWIRNRDQC
HPV81REF | + + 1287 1260 MAIRRWILEHPKD
HPV83REF | + + 1161 1134 MAIRRWKLEHQKV
HPV84REF | 1109 | 1043 1149 1122 MAIRRWISEHPRV
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HPV86REF | 1106 | 1040 1146 1119 MAIRRWILERPKA
HPV87REF | 1216 | 1150 1256 1229 MAIRRWILEHPKA
HPV89REF | + + 1173 1146 MAIRRWIREHPKV
HPV8REF + + 1343 1337 MKLKMFLMRW

HPVI93REF | + + 1235 1217 MKLKILLHRWNKRR
HPVI94REF | + + 1237 1210 MAKHRWIRNRDQON
HPVI96REF | + + 1459 1453 MSVKILLRRW

HPVO9REF | + + 1327 1321 MKLRMFLQRW

HPVIREF + + 1321 1312 MKLKIFLKHRWK
MfPVIREF | + + 1101 1095 MKKMFLLRW

MfPV2REF | + + 1125 1119 MKLKIFLKRRW

OaPV1REF | + + 1154 1142 MKLIVLLKSAS

OaPV2REF | + + 1152 1140 MKLIVLLKSAS

PphPV1REF | + + 1729 1711 MGIRKRAVQRRWWSQH
RnPV1REF | 1628 | 1559 + + MKLKILLRRR

TtPVIREF | + + 1264 1246 MGIHWKRQVEKRWWEQMS
TtPV3REF | + + 1256 1238 MGIHWKLKVRNRWCAETY
TtPVS5REF | + + 1219 1201 MGIHWKLEVRRRWCAETH
TtPV6REF | + + 1222 1201 MGIHWKTQVRNRYWTEVC

+ tahistab, et PaVe andmebaasis annoteeritud ja antud t66 raames tuvastatud E8 ATG vdi splaissaidi asukohad on samad.
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Lisa 8. E1 valkude joonduse pohjal loodud fiillogeneetilise puu iiks haru. Antud harus on niidatud,
kus asuvad vaalaliste papilloomiviirused alfapapilloomiviiruste suhtes. Lisaks on &ra mérgitud ka
nahkhiire ja jadkaru papilloomiviirus. Antud puult on néha, et kodusealt leitud PV Kklassifitseerus
kokku koikide teiste hetkel teadaolevate vaalaliste papilloomiviirustega. Nahkhiire ja jadkaru PV-d
moodustavad eraldi vidikese rithma. E1 valgujérjestused saadud PaVe andmebaasist, joondatud
MUSCLE v3.8.31 ning joondusest kustutatud positsioonid, kus oli tiihimikke iile 80%, kasutades
jalview-d. Fiilogeneetiline puu loodud CLUSTALW2-ga vaikesdtetega (Neighbour Joining ja
bootstrap = 100). Puu visualiseerimiseks kasutati programmi MEGA 6.06.
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