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INFOLEHT

Ida hobuste entsefaliidi  viiruse replikaasi kompleksi  rekonstrueerimine
funktsionaalsetest komponentidest

Alfaviirused on positiivse polaarsusega RNA genoomiga putukvektorite teel levivate viiruste
(arboviiruste) perekond. Mitmed alfaviiruste perekonda kuuluvad viirused on inimestele
patogeensed, p6hjustades nii kergemaid simptomeid kui ka tdsisemaid tervise probleeme,
naiteks ajupdletikku voi pikaajalist artiiti. Alfaviiruste jaoks puuduvad hetkel efektiivsed
viirusvastased vahendid, mistottu on dadrmiselt oluline uurida alfaviiruste replikatsiooni tapseid
mehhanisme. Alfaviiruste  RNA genoomi replikatsioon toimub membraanseoselistes
replikatsioonikompleksides, mis moodustuvad viiruse kodeeritud liitvalgu todtlemisel
vabanenud funktsionaalsetest replikaasi valkudest. Ké&esoleva bakalaureusetto eesmark oli Ida
hobuste entsefaliidi viiruse replikatsioonikompleksi rekonstrueerimine kahest funktsionaalsest
komponendist ning uurida nii homoloogiliste kui ka heteroloogiliste replikaaside moodustumist
nendest funktsionaalsetest komponentidest. T60 labiviimiseks kasutati efektiivset ning uudset
kahekomponentset trans-replikatsiooni susteemi, mis hdlbustab ning muudab ohutumaks
ohtlike patogeenide, nagu seda on Ida hobuste entsefaliidi viirus, uurimist.

Marksdnad: alfaviirus, trans-replikatsiooni siisteem, EEEV

LAputdd CERCS kood on B230.

Reconstructing the replicase of Eastern equine encephalitis virus from functional
components

Alphaviruses are a genus of insect transmitted viruses (arboviruses) that have a positive-sense
RNA genome. Many viruses of the alphavirus genus are pathogenic to humans, causing both
mild symptoms and severe health issues like long-time arthritis or encephalitis. There are no
effective antivirals available for alphaviruses, so it is crucial to study specific mechanisms of
alphavirus replication. Alphavirus replication takes place in membrane-bound replication
complexes formed by functional replicase proteins released during the processing of virus-
encoded polyprotein. The aim of this bachelor’s thesis was to reconstruct the replication
complex of Eastern equine encephalitis virus from two functional components and to study the
formation of both homologous and heterologous replicases from these functional components.
The work was carried out using an innovative two-component trans-replicase system that offers
an efficient and a safer way of studying dangerous pathogens, such as the Eastern equine
encephalitis virus.
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KASUTATUD LUHENDID

BFV — Barmah Forest virus, Barmah Forest viirus

CHIKYV - Chikungunya virus, Chikungunya viirus

CMV - Tsutomegaloviirus

CP — capsid protein, kapsiidvalk

DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

EEEV — Eastern equine encephalitis virus, Ida hobuste entsefaliidi viirus
EILV — Eilat virus, Eilat viirus

Fluc — firefly luciferase, jaanimardika lutsiferaas

Gluc — Gaussia luciferase, Gaussia lutsiferaas

HEK293T — human embryo kidney cells, inimese embriionaalsed neerurakud
HVD — hyper variable domain, hiiper varieeruv domaén

IFCS — inactivated fetal calf serum, inaktiveeritud vasika loote seerum
IMDM — Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium

MAYYV — Mayaro virus, Mayaro viirus

nsP1-4 — non-structural proteins 1-4, mittesturktuursed valgud 1-4
ONNYV - O ’nyong-nyong virus, O’Nyong-Nyong viirus

PLB — passive lysis buffer, lilsipuhver

RC — replication complex, replikatsioonikompleks

RdRp — RNA dependant RNA polymerase, RNA sdltuv RNA polumeraas
RRV — Ross River virus, Ross River viirus

SFV — Semliki Forest virus, Sempliki Forest viirus

SG - subgenoomne

SINV - Sindbis virus, Sindbis viirus

U20S — human osteosarcoma cells, inimese luu osteosarkoomi epiteelkoe rakud
ubi — ubikvitiin

UTR — untranslated region, mittekodeeriv ala

VEEV - Venezuaelan equine encephalitis virus, Venezuela hobuste entsefaliidi viirus



SISSEJUHATUS

Viirused on bioloogilised objektid, millel puudub rakuline ehitus. Seetdttu ei ole neil ka
rakuvalist bioloogilist aktiivsust ning voimet iseseisvalt paljuneda. Viirustel voib olla kas DNA
vOi RNA genoom, mis on enamasti imbritsetud kapsiidivalkudega ning osade viiruste puhul ka
lipiidse imbrisega.

Tanapéeva maailmas, kus viiruste levik on ténu linnastumisele ning reisimisele hdlbustatud,
suureneb tha enam viiruste uurimise téhtsus. Seda on tdestanud ka 2019. aastal laialdaselt
levima hakanud SARS-CoV-2, mille t6ttu on Terviseameti andmetel 26. mai 2021 seisuga
ainuiiksi Eestis haigestunud 129 199 inimest ning surnud 1242 inimest. Lisaks erinevatele
piisknakkusega levivatele viirustele nagu seda on SARS-CoV-2, on aina suuremaks
probleemiks ka arboviirused, mis kasutavad levimiseks lilijalgseid vektoreid. Varasemalt
geograafiliselt piiratud levikuga arboviirused on kliima soojenemise ning reisimise kasvava
populaarsuse tottu osutumas Uha suuremaks probleemiks. Arboviiruste hulka kuuluvad ka
alfaviirused, mille seas on mitmeid meditsiiniliselt olulisi inimeste patogeene, naiteks
Chikungunya viirus (CHIKV) ning lda hobuste entsefaliidi viirus (EEEV).

Alfaviirused (sugukond Togaviridae) on viiruste perekond, millel on positiivse polaarsusega
RNA genoom. Alfaviirused kasutavad levimiseks pohiliselt saaski ning nad on laialdaselt
levinud Gle terve maailma. Naiteks, CHIKV nakkusjuhte on tuvastatud Aafrikas, Aasias,
Euroopas ning Ameerikates ning kuigi tema tekitatud haigus ei 16ppe tavaliselt surmaga voib
viirus pohjustada pikaajalisi liigeste probleeme (CDC, 2018). EEEV levib Ameerikates ning
vOib inimestele pdhjustada erinevaid neuroloogilisi probleeme. EEEV nakkusega seotud
neuroloogilisi haiguseid tuvastatakse Ameerika Uhendriigis iga aasta keskmiselt kiill kdigest
11 juhul, kuid ligikaudu kolmandiku haigestunute jaoks 16ppeb haigestumine surmaga (CDC,
2020).

Selles uurimuses olen keskendunud alfaviiruste, tdpsemalt EEEV-i, replikatsiooni
mehhanismide uurimisele uudse kahekomponentse trans-replikatsiooni stisteemi abil.
Alfaviiruste replikatsioonil kannavad olulist rolli neli viiruse kodeeritud mittestruktuurset
valku, mis moodustavad RNA siinteesi labiviimiseks vajalikud replikatsioonikompleksid.
Kéesoleva bakalaureuset6d raames rekonstrueerisin EEEV replikatsioonikompleksid kahest
funktsionaalsest komponendist ning uurisin EEEV replikaasi komponentide thilduvust teistelt
alfaviirustelt péarinevate funktsionaalsete komponentidega.

Bakalaureusetod on valminud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi rakendusviroloogia
uurimislaboris. Ténan professor Andres Meritsat ja Laura Sandra Lellot juhendamise ning

heade soovituste eest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 ALFAVIIRUSED

1.1.1 ULDISELOOMUSTUS

Alfaviirused on Togaviridae sugukonda kuuluv viiruste perekond. Alfaviirused on arboviirused
ehk nad kasutavad selgroogsete peremeeste nakatamiseks vektoritena lllijalgseid, valdavalt
Aedes ja Culex perekondadesse kuuluvaid sééski. Alfaviiruste selgroogseteks peremeesteks on
naiteks inimesed, hobused, narilised ning linnud. Leidub ka alfaviiruseid, mis nakatavad ainult
saaski (Eilat viirus, EILV) ja kalu nakatavaid alfaviiruseid, millel puudub teadaolev lulijalgne
vektor (Strauss ja Strauss, 1994).

Alfaviirused on laialdaselt levinud kd&ikidel mandritel, v.a Antarktika, ning vastavalt
geograafilisele levikualale on neid jaotatud Vana Maailma ja Uue Maailma viirusteks (Powers
et al., 2001). Vana Maailma alfaviirused levivad pohiliselt Aafrikas, Aasias ja Austraalias ning
nad pBhjustavad 166vet, palavikku ja poliartriiti. Vana Maailma alfaviiruste hulka kuuluvad
naiteks CHIKV, Sindbis viirus (SINV), Ross River viirus (RRV), Barmah Forest viirus (BFV),
O’nyong-nyong viirus (ONNV) ning Semliki Forest viirus (SFV). Uue Maailma viirused on
entsefaliitse fenotulibiga ning nende levikupiirkonnad on pdhiliselt PGhja-, Louna- ning Kesk-
Ameerika. Uue Maailma alfaviiruste hulka kuuluvad nditeks Venezuela hobuste entsefaliidi
viirus (VEEV) ning EEEV (Strauss ja Strauss, 1994).

1.1.2 ALFAVIIRUSTE VIRION

Alfaviiruste virion koosneb ikosaeedrilisest T=4 simmeetriaga nukleokapsiidist ning seda
katvast lipiidsest tmbrisest (Joonis 1). Nukleokapsiidi on kapsiidivalkude abil pakitud
alfaviiruste positiivse polaarsusega  RNA genoom. Nukleokapsiid on (mbritsetud
peremeesorganismi péritolu lipiidse kaksikkihiga, mille pinnale on Kkinnitunud viiruse
glukoproteiinid E1 ja E2. E1 ning E2 valkude heterodimeerid moodustavad virioni pinnal
trimeerseid ogataolisi struktuure, mida on virioni pinnal kokku 80 (Jose et al., 2009; Strauss ja
Strauss, 1994).

Lipiidne ’\\\ 4 }/‘

kaksikkiht\“k‘.-;i-

RNA genoom

Gliikovalgud /7’7/

2 I

Nukleokapsiid

Joonis 1. Skeem alfaviiruste virionist. Viiruse genoom (sinine) on kapsiidivalkude abil pakitud nukleokapsiidiks

(oranz); nukleokapsiidi katab lipiidsest kaksikkihist moodustuv {mbris (kollane); virioni pinnale on



glikovalkudest moodustunud ogastruktuurid (roheline). Joonis périneb juhendaja Laura Sandra Lello

magistritoost. Joonist on kasutatud autori loal.

1.1.3 ALFAVIIRUSTE GENOOMI ORGANISATSIOON

Alfaviiruste genoomiks on iheahelaline RNA, mis on positiivse polaarsusega ning mille 5’
otsas on 7-metillgeunosiini cap-struktuur ning 3’ otsas polii-A-saba (Joonis 2). Genoomi
pikkus on umbes 12 kb ning see sisaldab kahte avatud lugemisraami, millest esimene kodeerib
virioni mitte kuuluvaid ehk mittestruktuurseid (ns, non-structural) ning teine virioni kuuluvaid
ehk struktuurseid valke (Strauss ja Strauss, 1994). Ns valgud 1-4 (nsP1-4, non-structural
proteins 1-4) transleeritakse genoomselt RNA-It P123 v6i P1234 liitvalguna. P1234 liitvalk
transleeritakse juhul, kui toimub tlelugemine stoppkoodonist nsP3 valku kodeeriva ala 3’ otsas.
Selline stoppkoodoni tlelugemine toimub kdigest 10% juhtudest, mistottu on P123 hulk rakus
suurem vorreldes P1234 hulgaga (Li ja Rice, 1993). Struktuursed valgud transleeritakse
subgenoomselt (SG) MRNA-It liitvalguna C-E3-E2-6K-E1 (Strauss ja Strauss, 1994). Mdlemad
liitvalgud labivad pdhjaliku tdotluse, mille tagajarjel moodustuvad eraldiseisvad ns ja
struktuursed valgud. Kodeerivatele aladele lisaks paiknevad genoomi otstes ning
geenidevahelisel alal kolm mittekodeerivat ala (UTR, untranslated regions) (Jose et al., 2009).

— SG

Iﬂ
capJﬁ{ nsP1| nsP2 | nsP3 | nsP4 |—| © |E3| E2 l6K| E1 w(‘m)

| | [ |
Mittestruktuurne regioon Struktuurne regioon

Joonis 2. Skeem alfaviiruste genoomist. Genoomi 5’ otsas on 7-metiiiilguanosiini cap-struktuur ning 3’ otsas
poliadenileeritud saba; genoom jaguneb kaheks avatud lugemisraamiks: 5 otsa poolne lugemisraam kodeerib
mittestruktuursed valke (erinevad roosad) ning 3’ otsa poolne lugemisraam kodeerib struktuurseid valke (erinevad
sinised), TF on raaminihke tulemusena moodustuv translatsiooni produkt, genoomi otstes ning geenidevahelisel
alal on mittekodeerivad regioonid. Joonis périneb juhendaja Laura Sandra Lello magistritdost. Joonist on kasutatud

autori loal.

1.1.4 ALFAVIIRUSTE INFEKTSIOONITSUKKEL

Alfaviiruste infektsioonitsiikkel algab viiruse sisenemisega organismi (Joonis 3). See toimub
nakatunud sddse hammustusega. Organismi sisenenud viirus paljuneb hammustuse kohas,
seejarel satub viirus peremeesorganismi verre ning levib selle kaudu erinevatesse kudedesse
(Strauss ja Strauss, 1994).

Viirusosakeste sisenemine rakku toimub peremeesraku pinnal olevate erinevate retseptorite
abil. Artriidi-tatpi simptomeid pdhjustavad viirused, nagu néiteks CHIKV, ONNV ning RRV
kasutavad rakku sisenemiseks sageli MXRABS retseptorit (Zhang et al., 2018), samas kui SINV



kasutab selleks NRAMP retseptorit (Rose et al., 2011). Retseptoriga seondumisele jargneb
rakku sisenemine Kklatriin-sdltuva endotsiitoosi teel, kus madala pH toimel viiruse ja raku
membraanid liituvad ning nukleokapsiid vabaneb raku tsutoplasmasse. Nukleokapsiidi
lagunemisel vabaneb viiruse genoomne RNA ning algab ns liitvalgu translatsioon ja selle
proteoltdtiline t66tlus (Jose et al., 2009). Liitvalk ja valminud ns valgud nsP1-4 liiguvad
plasmamembraanile, kus nad moodustavad RNA sinteesi labiviimiseks vajalikud
replikatsioonikompleksid. Viiruse infektsioonitsiikli  kaigus silinteesitakse koigepealt
negatiivseid RNA ahelaid, seejarel nende matriitsil positiivseid genoomse RNA ahelaid ning
luhemaid SG RNA ahelaid. SG RNA pealt transleeritakse struktuurne liitvalk, mille to6tluse
jarel moodustuvad viiruse struktuursed valgud. Kapsiidivalgu (CP) seondumisel genoomse
RNA-ga moodustatakse nukleokapsiidid. Nukleokapsiidid seonduvad E1/E2 dimeeridega ning

rakust pungunud virionid on valmis uute rakkude nakatamiseks (Strauss ja Strauss, 1994).
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Joonis 3. Skeem alfaviiruste infektsioonitsuklist. Alfaviiruste infektsioonitsiikkel algab virioni seondumisega
peremeesorganismi rakkudega raku pinnal olevate retseptorite kaudu (tumesinised); seejarel siseneb virion rakku
klatriin-sdltuva endotsitoosi teel; madala pH toimel viiruse ning raku membraanid liituvad ning virion péaaseb
rakku; vabanevad viiruse nukleokapsiid (oranz) ning RNA genoom (sinine); esmalt transleeritakse genoomselt
RNA-It P1234 liitvalk (erinevad roosad), mis labib kindlas jarjekorras toimuva proteoltdtilise té6tluse; liitvalgu
tootlemise tulemusel moodustub neljast iseseisvast nsP1 + nsP2 + nsP3 + nsP4 valgust koosnev replikaas (erinevad
roosad), mis paikneb ns valkude poolt moodustatud replikatsioonikompleksides; uued genoomsed RNAd ja SG

RNA sinteesitakse negatiivselt RNA ahelalt; SG RNA-It transleeritakse struktuurne liitvalk (erinevad sinised),



mis 1abib proteoliiitilise t66tluse, mille kéigus vabanenud kapsiidivalk seondub genoomse RNA-ga moodustades
nukleokapsiidi; nukleokapsiid liigub plasmamembraanile, kus toimub Ghinemine gliikkovalkudega (rohelised) ning
toimub moodustunud virioni pungumine, mille jérel on see rakkude nakatamiseks valmis. Joonis périneb juhendaja

Laura Sandra Lello magistritédst. Joonist on kasutatud autori loal.

1.1.5 ALFAVIIRUSTE RNA REPLIKATSIOON

Viiruse RNA sintees toimub nakatunud rakus moodustunud replikatsioonikompleksides (RC,
replication complex), mida nimetatakse sfaaruliteks. RC-d on plasmamembraanset péritolu
membraansed sopistused, mis on Uhendatud tsitoplasmaga. Kuigi RC-d moodustatakse
plasmamembraanil, transporditakse nad hiljem endosoomide membraanidele (Spuul et al.,
2010). RC-sid ei moodustu kui rakus eraldi ekspresseerida tksikuid ns valke, samuti ei suuda
tootlemata P1234 liitvalk replikatsiooni I&bi viia. Seega on funktsionaalse RC moodustumiseks
vajalikud nii genoomne RNA, sellelt ekspresseeritud liitvalgud P1234 ning P123 kui ka to6tluse
tulemusena moodustunud neli eraldiseisvat nsP1-4 valku (Joonis 4). Ns liitvalgu to6tlust viib
labi selle koosseisus olev nsP2 valk (Lemm ja Rice, 1993). Esmalt toimub P1234 |8ikamine
P123 liitvalguks ning nsP4 valguks. Need moodustavad varajase replikaasi, mis on vdimeline
slinteesima negatiivseid RNA ahelaid. Seejérel toimub P123 liitvalgu 16ikamine nsP1 ning nsP2
vahelt ja allesjaanud P23 liitvalgu 18ikamine nsP2 ja nsP3 vahelt. Moodustub hiline replikaas,
mis koosneb neljast eraldiseisvast replikaasi valgust — nsP1, nsP2, nsP3 ja nsP4. Hiline

replikaas siinteesib positiivseid RNA ahelaid (Lemm ja Rice, 1993; Lemm et al., 1994).

!

[ nsP1 | nsp2 | nsP3 | nsPa | P1234 liitvalk

!

InsP1l nsP2 I nsP3 | Varajane replikaas

| nsP2 | nsP3 I

[nsp1 ][ nsp2 || nsP3 | [ nsPa | Hiline replikaas

Joonis 4. Alfaviiruste replikaasi moodustumise skeem. Esmalt toimub P1234 16ikus nsP3 ja nsP4 vahelt, mille
tulemusena moodustub varajane replikaas; seejarel toimub I8ikus nsP1 ja nsP2 vahelt moodustades P23 liitvalgu;
viimase etapina toimub 18ikus nsP2 ja nsP3 vahelt. Sellise proteoluditilise t66tlemise tulemusena moodustub neli
eraldiseisvat valku nsP1-4, mille moodustatud kompleksi nimetatakse hiliseks replikaasiks. Joonis périneb

juhendaja Laura Sandra Lello magistritdost. Joonist on kasutatud autori loal.
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1.1.6 MITTESTRUKTUURSED VALGUD

nsP1 kujutab endast rongakujulist 12-st sublhikust koosnevat struktuuri, mis thendab sfaaruli
sisu raku tstitoplasmaga (Jones et al., 2020). nsP1 valgul on mitmeid olulisi funktsioone. nsP1
N-terminaalses otsas on metultransferaasse ja guanidiltransferaasse aktiivsusega regioon, mis
osaleb genoomsele ning SG RNA-le cap-struktuuri lisamisel (Ahola ja Kaaridinen, 1995).
Teine oluline nsP1 valgu funktsioon on vGime seonduda membraanidega ning kdituda ankruna
RC jaoks (Salonen et al., 2003). nsP1 on ainus ns valk, millel on v6ime membraanidega
seonduda. Lisaks on nsP1 valgul oluline funktsioon negatiivse RNA ahela slinteesimisel — on
naidatud, et nsP1 valk seondub nsP4 valguga P123 liitvalgu ning tdendoliselt ka nsP1 + P23
kujul (Lulla et al., 2008; Shirako et al., 2000).

nsP2 valk koosneb kahest funktsionaalsest regioonist, mis on seotud paidliku linkeriga (Law et
al., 2021). Valgu N-otsa poolne regioon kaitub RNA replikatsioonil helikaasina eemaldades
RNA sekundaarstruktuure (Gomez de Cedron et al., 1999). Lisaks on sellel regioonil NTP-
aasne ja RTP-aasne funktsioon, viimane on vajalik RNA-le cap-struktuuri lisamisel (Vasiljeva
et al., 2000). On naidatud, et nsP2 suudab seonduda RNA-ga ning osaleb selle kaudu RNA
replikatsioonil (Das et al., 2014; Law et al., 2019). nsP2 valgu C-otsa poolne regioon on
proteaas, mis on vajalik P1234 liitvalgu to6tlemisel (Rupp et al, 2015).

nsP3 valk jaguneb kolmeks erinevaks doma&niks: makrodomaan, alfaviirustele unikaalne
doméén (alphavirus unique domain, AUD) ning hlper-muutuv doméén (HVD, hyper variable
domain). Makrodomaan on ADP-riboosi eemaldamiseks raku ja viiruse valkudelt (Jayabalan et
al., 2021). Defektse nsP3 puhul esineb haireid negatiivse ning SG RNA siinteesil (LaStarza et
al., 1994). nsP3 HVD domeen on fosfortulitud (Teppor et al., 2021) ja sellele seonduvad
mitmed replikatsiooniks vajalikud peremeesraku paritolu valgud. Peremeesrakkude valgud,
millega nsP3 seondub, erinevad vastavalt sellele, kas tegemist on Uue vdi Vana Maailma
alfaviirusega. Nii seonduvad nditeks Vana Maailma viirused G3BP perekonna valkudega ning
Uue Maailma viirused FXR perekonna valkudega (Kim et al., 2016; Rupp et al., 2011). On
naidatud, et nditeks VEEV seondub FXR perekonna peremeesvalkudega ning FXR knock out
rakkude puhul vdheneb VEEV replikatsioon oluliselt. Samas, G3BP1/2 knock out rakkudes
esineb replikatsiooni efektiivsuse langus néiteks SINV ning CHIKV puhul (Kim et al., 2016).
Huvitaval kombel seondab EEEV HVD nii G3BP1/2 kui ka FXR valke (Frolov et al., 2017).
Trans-replikatsiooni susteemi abil on ndidatud, et Vana Maailma alfaviiruste hulka kuuluvate
BFV, RRV, MAYV, ONNV ning CHIKYV replikatsiooni aktiivsused vahenevad G3BP knock-
out rakkudes oluliselt, samas kui kontrollina kasutatud Uue Maailma alfaviiruse VEEV
aktiivsused ei muutu. Huvitav on see, et Vana Maailma alfaviiruste hulka kuuluvad SINV ning

SFV ei ndidanud sellist s6ltuvust G3BP olemasolust ning replikatsiooni aktiivsused sdilisid ka
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selle puudumisel. Selline erisus on tingitud Ghest aminohappe jaagi erinevusest nsP1 valgus
G3BP-soltuvate ning G3BP-sdltumatute Vana Maailma viiruste vahel (Gotte et al., 2020).

nsP4 valk on alfaviiruste RNA-s6ltuv RNA-polimeraas (RNA dependant RNA polymerase,
RdRp) ning kannab pdhilist rolli RNA replitseerimisel (Rupp et al., 2015). nsP4 valk on
vorreldes teiste alfaviiruste ns valkudega kdrgemalt konserveerunud (Strauss ja Strauss, 1994).
Alfaviiruste nsP4 valgu C-terminaalne domdidn omab RdRp-dele iseloomuliku ruumilist
struktuuri (Tan et al., 2021, ké&sikiri tlevaatamisel) ja selles asub RdRp-dele iseloomulik GDD
motiiv (Kamer ja Argos, 1984). nsP4 N-terminaalne domeen on alfaviirustele spetsiifiline ning
on héadavajalik RNA replikatsiooniks. See domeen ei oma selgelt valjendunud
kolmemddtmelist struktuuri ja on seotud C-terminalse doméadniga linkeri abil (Tan et al., 2021
kasikiri ulevaatamisel). nsP4 N-terminaalsel domeenil oluline roll interaktsioonide
vahendamisel teiste ns valkudega (Rupp et al., 2011). nsP4 valk vabaneb infektsioonitsukli
kaigus ainult P1234 liitvalgu todtlemisel. Kuna P1234 transleeritakse vdrrelduna P123-ga ligi
10 kroda vdhem, moodustub ka nsP4 valku palju vaiksemas koguses kui teisi ns valke (Li ja
Rice, 1993). Lisaks sellele pdhjustab nsP4 véhest hulka rakus ka nsP4 N-otsas asuv turosiini

jaak, millel on valgule destabiliseeriv mdju (de Groot et al., 1991).

1.1.7 STRUKTUURSED VALGUD

Struktuursed valgud transleeritakse SG mRNA-It C-E3-E2-6K-E1 liitvalguna, mida to6tletakse
viiruse ja raku proteaaside poolt nii ko- kui ka posttranslatsiooniliselt. Tootlemise jarel
moodustuvad iseseisvad struktuursed valgud (Strauss ja Strauss, 1994). Struktuurse liitvalgu
N-otsas on alfaviiruste CP, mis liitvalgust vabanedes seondub genoomse RNA-ga moodustades
viiruse nukleokapsiidi (Jose et al., 2009). E1 ning E2 glukovalkude heterodimeerid
moodustavad trimeerideks thinedes virioni pinnal paiknevad ogastruktuurid (Cheng et al.,
1995; Pletnev et al., 2001).

1.2 TOOS KASUTATUD VIIRUSED

Ké&esolevas bakalaureusetdos uurisin CHIKV, MAYV, SFV, ONNV ning RRV viirused, mis
kuuluvad Semliki Forest viiruse antigeensesse kompleksi (Strauss ja Strauss, 1994) ning
teistesse kompleksidesse kuuluvaid EEEV, EILV, VEEV, BFV ning SINV viiruseid (Joonis 5).
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Joonis 5. Skeem alfaviiruste flilogeneetilisest puust. Joonisel on kujutatud erinevad alfaviiruste hulka kuuluvad
viirused. Punaste kastidega on margitud to6s kasutatud viirused, milleks on CHIKV, SFV, MAYV, ONNV, RRV,
EILV, VEEV, EEEV, BFV, SINV. Joonis (Nowee et al., 2021).
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121 SFV KOMPLEKSI VIIRUSED

Alfaviiruseid on jagatud antigeense ristreaktiivsuse alusel erinevatesse kompleksitesse. Uks
sellistest antigeensestest kompleksidest on SFV kompleks (Strauss ja Strauss, 1994).

SFV ise ei pohjusta inimestel rasket haigestumist, kuid on tugevalt neurovirulentne nérilistes
(Mazzon et al., 2018; Atkins et al., 1985). Teised siin t66s uuritud SFV kompleksi kuuluvad
viirused pdhjustavad inimestel palavikku, 166vet ning liigesepdletikku ja sarnaste simptomite
tottu esineb nende viiruste puhul sageli valediagnoosimist. Erinevate vektorite ning ka
peremeesorganismide tottu on SFV kompleksi viirused geograafiliselt laialdaselt levinud
(Henss et al., 2019).

CHIKV on levinud enam kui 60 riigis. CHIKV kasutab vektoritena troopilistel ning
lahistroopilistel aladel Aedes aegypti sdaski ning jahedamate kliimadega aladel Aedes
albopictus saéski. Erinevate vektorite kasutamise tottu on CHIKV levinud Aasias, Aafrikas,
Euroopas ning Ameerikates (Zeller et al., 2016).

ONNV ning CHIKV on l&hedalt suguluses (Powers et al., 2000). ONNV levib ainsana
alfaviirustest kasutades Anopheles perekonda kuuluvaid s&éski ning on p6hjustanud mitmeid
puhanguid Aafrikas (Rezza et al., 2017).

RRV on levib Austraalias, Paapua-Uus Guineas ning Vaikse Ookeani saartel. RRV
peremeesorganismide hulka kuuluvad lisaks inimestele ka nditeks hobused ning k&ngurud.
RRYV kasutab levimiseks paljusid erinevaid vektoreid — Austraalias on RRV levikut seostatud
tervelt 40 erineva sdédskede liigiga (Claflin ja Web, 2015).
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MAYYV on ainus Vana Maailma alfaviiruste hulka kuuluv viirus, mis parineb ning levib
pohiliselt Léuna-Ameerikas (Tesh et al., 1999).

1.2.2 SFV KOMPLEKSI VALISED VIIRUSED

Lisaks SFV kompleksi kuuluvatele viirustele olid bakalaureusettdsse kaasatud veel ka EEEV,
VEEV, SINV ning EILV viirused. Need viirused kuuluvad erinevatesse kompleksidesse ja
erinevad Uksteisest suurel méadral, mistottu neid ei seo neid omavahel levikuala v6i nakatumisel
tekkiva haiguse simptomid.

VEEV avastati esmakordselt 1935. aastal, kui ilmnesid haiguspuhangud Kolumbias,
Venetsueelas ja Trinidadis (Weaver et al., 2004). Viirusnakkuse puhul ilmnevad inimestel
tavaliselt kergemad simptomid, nagu palavik ning l6dve. 4-14% haigestumistest tekib
entsefaliidiga seonduvaid tdsiseid neuroloogilisi tlsistusi nagu krambid ja kooma ning umbes
1% haigestumistest 16peb surmaga (Gardner et al., 2008; Lundberg et al., 2017). VEEV levib
peamiselt LOuna-Ameerikas (Strauss ja Strauss, 1994).

EILV isoleeriti 1982-1984. aastatel Negevi kdrbes toiminud arboviiruste uuringute kaigus.
Erinevalt paljudest teistest alfaviirustest puuduvad EILV-I selgroogsed peremehed (Nasar et
al., 2012).

BFV levib laialdaselt Austraalias ning Queenslandi osariigis dokumenteeritakse Uhe aasta
jooksul ligi 400 haigusjuhtumit. BFV pdhjustab inimestel palavikku, ulatuslikku 166vet ning
lihasvalusid, mis ka tervenemise jarel jadvad pikemalt hairima (Queensland Governement,
2017).

SINV isoleeriti esimest korda 1952. aastal Egiptuses Niiluse joe deltas Culex moskiitodest.
Esimene inimestega seotud juhtum on kirjeldatud Ugandas 1961. aastal. Viirus pdhjustab
inimestel sageli stgelevat 166vet kerel ja jasemetel, kerget palavikku ning liigesevalusid.
Sindbis viirust on tuvastatud ka Eestis, kus selle tekitatud haigust tuntakse kui Karjala palavikku
(ECDC, 2021).

1.2.3 IDA HOBUSTE ENTSEFALIIDI VIIRUS

Ida hobuste entsefaliidi viirus isoleeriti esimest korda 1933. aastal Ameerika Uhendriikides
nakatunud hobustest, kuid levik inimeste seas kinnitati alles 1938. aastal (Zacks ja Paessler,
2009; Deresiewicz et al., 1997). Siiski, ei inimesed ega hobused pole EEEV peamiseks
peremeheks, pohiliselt levib EEEV lindude ning Culiseta melanura sééskede vahel.
Suurenenud vektorputukate arvukuse korral voivad need nakatada ka inimesi, hobuseid ja teisi
imetajaid (Heberlein-Larson et al., 2019). PGhja-Ameerikas levivad EEEV-i tlived on pidevas

ringluses ning on Uue Maailma alfaviiruste seas inimesele kdige patogeensemad. Inimestel
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vOivad nakatumise korral ilmneda sumptomid nagu palavik, oksendamine ning
hingamisraskused. Kuigi kdigest ~5% nakatunutest tekib meningiit v6i entsefaliit, 16ppeb
sellisel juhul kolmandik haigestumistest surmaga (CDC, 2021). Elluja&jate seas tdheldatakse
pikaajalisi neuroloogilisi puudujdédke. EEEV-le on omane koérge virulentsus ja efektiivne
replikatsioon, kuid selle molekulaarsed mehhanismid ei ole veel taielikult mdistetavad, mistdttu
ei ole saadaval vaktsiine ega ravimeetodeid (Frolov et al., 2017; Deresiewicz et al., 1997).

Varasemalt on ndidatud, et alfaviiruste nsP3 valgu HVD kannab olulist rolli alfaviiruste
replikatsioonil osaledes replikatsioonikomplekside moodustamisel (Panas et al., 2012;
Meshram et al., 2018). Peremeesorganismi rakkudes on erinevaid komplekside moodustamist
soodustavaid valke, nditeks stressigraanulite moodustamisel osalevad G3BP perekonna ning
FXR perekonna valgud, millel on v6ime siduda ka RNA-d. Alfaviirused kasutavad selliseid
komplekse  moodustavaid ning RNA-d siduvaid valke enda kasuks dra
replikatsioonikomplekside moodustamisel ja RNA replikatsiooni labiviimisel. Huvitav on see,
et Uue ning Vana Maailma alfaviirused seovad replikatsioonikomplekside moodustamisel
erinevaid peremeesorganismi valke. Nii kasutavad Vana Maailma alfaviirused selleks G3BP
perekonda kuuluvaid valke ning Uue Maailma alfaviirused FXR perekonda kuuluvad valke
(Kim et al., 2016). Erandiks on seejuures EEEV, mis on teadaolevalt ainus Uue Maailma viirus,
mis seob nii FXR kui ka G3BP perekonna valke. Kui blokeerida EEEV vdime siduda kas FXR
vOi G3BP valke, ei muutu replikatsioonikomplekside moodustumise efektiivsus, kuid mélema
valguga seondumise takistamine ndrgendab oluliselt EEEV replikatsiooni (Frolov et al., 2017).
EEEV on bioohutusetaseme 3. klassi (biosafety level 3) kuuluv viirus, mida peetakse ka
potentsiaalseks biorelvaks. Need asjaolud muudavad selle uurimise teadlaste jaoks ohtlikuks
ning kulukaks. Meie uurimisgrupis on hiljuti konstrueeritud tundlik ning efektiivne trans-
replikatsiooni susteem ka EEEV jaoks, mis vdimaldab EEEV-i replikatsiooni uurimist
valjaspool spetsiaalset bioohutustaseme 3. klassi laborit, muutes

EEEV-i RNA replikatsiooni uurimise ohutumaks, efektiivsemaks ning odavamaks.

1.3 TRANS-REPLIKATSIOONI SUSTEEM

Alfaviiruste infektsiooni kaigus kaitub raku tsiitoplasmasse vabanenud genoomne RNA
mittestruktuursete valkude sunteesil kui mMRNA. See tdhendab, et mittestruktuursete valkude
stintees sOltub viiruse genoomi replikatsioonist, mis omakorda s6ltub mittestruktuursete
valkude siinteesist. Sellised seosed raskendavad oluliselt erinevate mutatsioonide méju uurimist
replikaasi valgu aktiivsusele ning seda peamiselt infektsioonilise viiruse genoomi viidud
mutatsioonide reverteerumise v6i kompenseerivate mutatsioonide tekke tottu (Lulla et al.,

2013; Zusinaite et al., 2007). Alfaviiruste replikaasid on trans-aktiivsed ning suudavad peale
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enda genoomi replitseerida veel ka helper-RNA-sid (Liljestrom ja Garoff et al., 1991) ning
vigaseid replikatsiooni segavaid RNA-sid. See on v6imaldanud luua trans-replikatsiooni
stisteemid, kus viiruse RNA replikatsioon ning replikaasi valkude slintees on uksteisest
s6ltumatud (Frolova et al., 2010; Spuul et al., 2011; Utt et al., 2016).

Alfaviiruste genoomis asuvad RNA sinteesimiseks vajalikud replikaasi siduvad jarjestused
genoomi UTR-des, nsP1 valgu alguses ning nsP4 valgu 16pus. Kasutades dra neid jérjestusi on
voimalik konstrueerida matriits-RNA-d, mida alfaviiruste replikaas &ra tunneb ning
replitseerida suudab. Nii on loodud trans-replikatsiooni ststeemid, kus replikaasi aktiivsust
saab hinnata matriits-RNA-sse viidud markervalkude tekitatud signaalide abil. Tapsemalt,
matriits-RNA konstrueerimisel on alfaviiruste genoomis paiknevad kodeerivad alad asendatud
markervalke kodeerivate jarjestusetega, sdilitades vaid UTR-ides, nsP1 alguses ning nsP4 valgu
I6pus asuvad replikatsioonis vajalikud elemendid. Nii saab uurida alfaviiruste replikaasi
aktiivsust ekspresseerides seda matriits-RNA kdrval in trans (Joonis 6) (Spuul et al., 2011; Utt
etal., 2016).

C C [
[ Frwc [ ] owue | [nsP1 ] nsP2 | nsP3 [ nsPa
Matriits DNA Replikaas DNA
Transfektsioon /

Tsiitoplasma

Fluc Gluc
Joonis 6. Alfaviiruste trans-replikatsiooni stisteem. Alfaviiruste trans-replikatsiooni stisteem p6hineb kahel

DNA plasmiidil: matriits-RNA ekspressiooniplasmiid ning replikaasi ekspressiooniplasmiid; matriits-RNA
ekspressiooniplasmiidis on alfaviiruste genoomis kodeerivad alad asendatud Firefly lutsiferaasi (Fluc) ja Gaussia
lutsiferaasi (Gluc) kodeerivate jarjestustega; teine ekspressiooniplasmiid kodeerib alfaviiruste P1234 mRNA-d,
millel puuduvad replikatsiooniks vajalikud elemendid. Replikaasi mRNA-It transleeritakse mittestruktuursed
valgud, mis moodustavad alfaviiruste replikaasi ning hakkavad replitseerima Fluc ning Gluc markervalkude
jarjestusi sisaldavat matriitsi-RNA-d; esmalt siinteesitakse matriits-RNA-It negatiivseid ahelaid, millelt saab edasi
slinteesida positiivseid genoomsed ning SG RNA-sid. Fluc markervalku kodeeriv jérjestus on sisestatud genoomse

promooteri kontrolli alla, mist6ttu hinnatakse Fluc signaali kui replikatsiooni signaali ning Gluc markervalku
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kodeeriv jérjestus on sisestatud SG promooteri kontrolli alla, mist6ttu hinnatakse Gluc signaali kui transkriptsiooni

signaali. Joonis périneb (Laura Sandra Lello, 2020). Joonist on kasutatud autori loal.

Trans-replikatsiooni susteeme on kasutatud erinevate alfaviiruste uurimiseks. Naiteks uuriti
SFV RC-de moodustumist kasutades trans-replikatsiooni stisteemi, kus matriits-RNA-d ning
replikaasi kodeerivad jarjestused olid paigutatud bakteriofaagi T7 RNA pollimeraasi
promooteri kontrolli alla (Spuul et al., 2011). Meie uurimisgrupis on sarnane bakteriofaag T7
pdhine trans-replikatsiooni slisteem konstrueeritud ka CHIKV jaoks ja lisaks loodi veel ka
stisteem, kus T7 promooteri asemel kasutati konstruktides inimese tsiitomegaloviiruse (CMV,
cytomegalovirus) varajast promooterit. CHIKV trans-replikatsiooni stisteemi kasutati leidmaks
uusi ning efektiivsemaid véimalusi viiruse mittestruktuursete valkude mérgistamiseks (Utt et
al., 2016). Lisaks on valmistatud ka putukarakkude kompetentsed RNA polimeraas Il pShised
trans-replikatsiooni susteemid, mis sisaldavad Aedes aegypti poluubikvitiini promooterit ning
seda slsteemi kasutati uurimaks erinevate mutatsioonide mdju alfaviiruste replikatsioonile
putukarakkudes (Bartholomeeusen et al., 2018).

Ulalmainitud T7 pohiseid siisteeme saab aga kasutada ainult bakteriofaag T7 RNA poliimeraasi
ekspresseerivates rakuliinides. CMV varajase promooteriga vdi pollubikvitiini promooteriga
RNA poliimeraas Il pdhiste trans-replikatsiooni slsteemide tundlikused on jallegi oluliselt
madalamad kui T7 pohistes ststeemides (Utt et al., 2016; Bartholomeeusen et al., 2018).
Seet6ttu on konstrueeritud ka RNA poliimeraas | pdhised trans-replikatsiooni susteemid, mida
saab kasutada erinevates imetajarakkudes ning mis on tundlikumad kui RNA polimeraas Il
pdhised susteemid (Bartholomeeusen et al., 2018; Utt et al., 2019). Esimesena konstrueeriti
RNA pollimeraas | pohine susteem CHIKV jaoks ning hiljem veel ka SINV, BFV, VEEV,
ONNV, MAYYV, RRV, SFV ning EILV jaoks (Utt et al., 2019; Gotte et al., 2020; Lello et al.,
2020). RNA polimeraas | pdhiseid susteeme on kasutatud nditeks alfaviiruste nsP2 valgu
helikaasse regiooni uurimisel ning uurimaks alfaviiruste replikatsiooni sdltumist
peremeesorganismi G3BP valkudest (Law et al., 2019; Gotte et al., 2020). Lisaks on RNA
polumeraas | pohiseid slsteeme kasutatatud uurimaks alfaviiruste matriits-RNA-de
ristkasutamist erinevate teistelt alfaviirustelt périnevate replikaaside poolt. Samuti on
konstrueeritud uudseid alfaviiruste kahekomponentseid trans-replikaase  uurimaks
replikatsioonikomplekside moodustumist erinevatelt viirustel périnevatest funktsionaalsetest

komponentidest (Lello et al., 2020; Lello et al., 2021, ké&sikiri Glevaatamisel).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA
2.1 TOO EESMARGID

Bakalaureusetoo on valminud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi rakendusviroloogia laboris
varasemalt labi viidud uurimuste (Lello et al., 2020; Lello et al., 2021, kasikiri Glevaatamisel)
jatkuprojektina. Eelnevates projektides uuriti SINV, BFV, EILV, VEEV, CHIKV, ONNV,
RRV, SFV ning MAYYV viiruste replikaaside matriits-eelistusi ning RC-de moodustumist.
Varasemalt olid tulemused naidanud, et erinevate replikaaside poolt matriits-RNA-de
kasutamine ei ole retsiprookne, néiteks CHIKV replikaas replitseerib ning transkribeerib
efektiivselt SINV matriits-RNA-d, kuid SINV replikaas CHIKV matriits-RNA-d replitseerida
ega transkribeerida ei suuda. See tekitas kiisimuse, millised regioonid viiruse genoomis sellist
selektiivsust pdhjustavad. Selleks konstrueeriti 5 regiooni (5 UTR + nsP1 algus), SG regiooni
ning 3’ regiooni (3’ UTR) hiibriidsed SINV/CHIKV matriits-RNA-d ning leiti, et CHIKV
matriits-RNA replitseerimiseks ning transkribeerimiseks on SINV replikaasil vaja enda
matriitsilt parinevaid 5’ ning SG regioone. Tapsema kaardistamise k&igus selgus, et efektiivseks
replikatsiooniks on SINV replikaasil vaja enda matriitsilt pédrinevat 5° regioonis paiknevat
esimest juuksendelastruktuuri (Lello et al., 2020). Need avastused tekitasid aga uue kisimuse:
nimelt, milline osa replikaasist need determinandid matriits-RNA-l &ra tunneb? Selleks
rekonstrueeriti Uheksa Ulalmainitud viiruse jaoks kahest funktsionaalsest komponendist
koosnevad replikaasid ning viidi taaskord 14bi ,,mix and match* katsed, kus transfekteeriti rakke
SINV matriits-RNA-ga ning Uhelt viiruselt parineva P123 ekspressiooniplasmiidiga ning teiselt
viiruselt parineva nsP4 ekspressiooniplasmiidiga. Leiti, et alfaviiruste replikaase on vdimalik
rekonstrueerida homoloogilistest ning ka heteroloogilistest P123 ja nsP4 komponentidest.
Mitme viiruse puhul oli matriits-RNA-d &ra tundvaks replikaasi komponendiks nsP4
komponent (Lello et al, 2021; kasikiri Ulevaatamisel).

Ké&esolevas bakalaureusetdos uuritud viiruste ja rakuliinide valik tulenes varasemate projektide
andmetest. Varasemalt oli projektidesse kaasatud Uue Maailma alfaviirustest kdigest VEEV.
Selleks, et uurida Uue Maailma viiruste replikatsiooni ka teiste viiruste néitel, otsustasime
trans-replikatsiooni stisteemi konstrueerida ka EEEV jaoks, mis kuulub VEEV-st erinevasse
serokompleksi, ning proovida rekonstrueerida EEEV replikaasi samuti erinevatest P123 ja nsP4
komponentidest. Uhekomponentne  trans-replikatsiooni  siisteem (matriits-RNA
ekspressiooniplasmiid + P1234 replikaasi ekspresiooniplasmiid) oli EEEV jaoks t66 alguseks
juba loodud, kuid selle funktsionaalsust ei olnud veel testitud ning kahekomponentset slisteemi
(matriits-RNA  ekspressiooniplasmiid +  P123  ekspressiooniplasmiid +  nsP4

ekspressiooniplasmiid) veel konstrueeritud ei olnud.
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T60 eesmarkideks kujunesid:

1) Testida meie laboris varem konstrueeritud thekomponentsete (s.t matriits-RNA + P1234
ekspressiooniplasmiidid) EEEV-i trans-replikaaside aktiivsust koekultuuris imetaja- ning
putukarakkudes.

2) Valmistada EEEV kahekomponentse (s.t matriits-sRNA + P123 + nsP4
ekspresiooniplasmiidid) trans-replikaasi konstruktid ning optimeerida nende kasutamine.

3) Uurida EEEV replikaasi funktsionaalsete komponentide vdimet moodustada replikaasi

komplekse erinevatelt alfaviirustelt parinevate funktsionaalsete komponentidega.

2.2 MATERJAL JA METOODIKA
2.2.1 EKSPRESSIOONIPLASMIIDIDE KONSTRUEERIMINE

Trans-replikatsiooni slsteemi on meie laboris kasutatud mitmete projektide raames ning
seetdttu olid ka enamus t60s kasutatud ekspressiooniplasmiididest minu 16putéd tegemise
alguseks juba olemas. SINV, BFV, EILV, VEEV, CHIKV, ONNV, RRV, SFV ja MAYV
matriits-RNA ekspressiooniplasmiidid, Uuhekomponentse (P1234) replikaasi
ekspressiooniplasmiidid  ning  kahekomponentse  replikaasi  (P123  ja  nsP4)
ekspressiooniplasmiidid on valmistatud minu bakalaureuseté6 juhendajate poolt varasemate
projektide kaigus (Utt et al., 2019; Gotte et al., 2020; Lello et al., 2020; Lello et al., 2021,
kasikiri Ulevaatamisel). Lisaks olid valmistatud veel ka EEEV matriits-RNA ning
uhekomponentse (P1234) replikaasi ekspressiooniplasmiidid. EEEV kahekomponentse P123 ja
nsP4 replikaasi ekspressioonikonstruktid valmistasin ise.

Matriits-RNA ekspressiooniplasmiidide ehitus

Matriits-RNA ekspressiooniplasmidid on tehtud inimese RNA pollimeraas | susteemi pdhiselt.
Antud slsteemi konstrukte on dldistavalt nimetatud HSPoll-FG (Homo Sapiens RNA
polumeraas | promooter ning Firefly ja Gaussia lutsiferaasi geenide jarjestused). Plasmiidis
paikneva ekspressioonikasseti ehituse skeem on toodud Joonisel 7. T66s kasutatud matriits-
RNA ekspressiooniplasmiidid kannavad nimetusi HSPoll-FG-SINV, HSPoll-FG-BFV,
HSPoll-FG-EILV, HSPoll-FG-VEEV, HSPoll-FG-EEEV, HSPoll-FG-CHIKV, HSPoll-FG-
ONNV, HSPoll-FG-RRV, HSPoll-FG-MAYYV, HSPoll-FG-SFV (Utt et al., 2019; Gétte et al.,
2020; Lello et al, 2020). Putukarakkude jaoks konstrueeritud matriits-RNA
ekspressioonikonstrukt AlbPoll-FG-EEEV (Aedes albopictus RNA polimeraas | promooter
ning Firefly ja Gaussia lutsiferaasi jarjestused) oli samuti juba varem konstrueeritud minu
juhendajate poolt ja erineb imetaja rakkude jaoks konstrueeritud konstruktist selle poolest, et

RNA polliimeraas | promooteri ja terminaatori jarjestused parinevad sééselt Aedes albopictus.
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Joonis 7. (A) Matriits-RNA ekspressioonikassett, kus nsP1 N* t&histab nsP1 valku kodeeriva ala algust, PL1

téhistab polilinkerit, milles on restriktsiooniensiiimide (Apal, Pacl) &ratundmissaidid, SG on viiruse
subgenoomne promooter, PL2 tahistab polilinkerit, milles on restriktsiooniensutmide (Notl, Bglll)
dratundmissaidid, (A)60 tahistab 60 adeniini jadki; (B) HSPoll-FG matriits-RNA ekspressiooniplasmiid, kus
HSPoll tahistab Homo Sapiens polumeraas | promooterit, Fluc téhistab Firefly lutsiferaasi kodeeriva geeni
jarjestust, Gluc tahistab Gaussia lutsiferaasi kodeeriva geeni jarjestust, HVD on hepatiit delta viiruse ribosutm,
mmTer tahistab hiire RNA polumeraas | terminaatorit; (C) AlbPoll-FG matriits-RNA ekspressiooniplasmiid, kus
AlbPoll tahistab Aedes albopictus polimeraas | promooterit, AlbTer tahistab Aedes albopictuse RNA polimeraas

| terminaatorit. Joonis périneb juhendaja Laura Sandra Lello magistritddst. Joonist on kasutatud autori loal.

Uhekomponentsed (P1234) replikaasi ekspressioonikonstruktid

Uhekomponentse P1234 replikaasi ekspressiooniplasmiidid valmisid samuti varasemate
projektide raames minu 16putd6 juhendajate poolt (Utt et al., 2019; Gétte et al., 2020; Lello et
al., 2020). P1234 liitvalku kodeeriva jarjestus on paigutatud CMV promooteri kontrolli alla
(Joonis 8), seetdttu nimetati neid ekspressiooniplasmiide uldistavalt CMV-P1234 (CMV-
P1234-SINV, CMV-P1234-BFV, CMV-P1234-EILV, CMV-P1234-VEEV, CMV-P1234-
EEEV, CMV-P1234-CHIKV, CMV-P1234-ONNV, CMV-P1234-RRV, CMV-P1234-MAYV,
CMV-P1234-SFV). Katsetes negatiivse kontrollina kasutatud replikaasi inaktiivseid vorme
ekspresseerivad plasmiide tahistati kui CMV-P1234%A% (CMV-P1234°*A-SINV, CMV-
P1234CAA-BFV, CMV-P1234%AA-EILV, CMV-P1234%AA.-VEEV, CMV-P1234%AA-EEEV,
CMV-P1234%*A.CHIKV, CMV-P1234°*A-ONNV, CMV-P1234%AA.RRV, CMV-P1234CAA.
MAYYV, CMV-P1234CAA.SFV). Putukarakkudes kasutatud EEEV iihekomponentse replikaasi
ekspressiooniplasmiidis on CMV promooter asendatud Aedes aegypti poliubikvitiini
promooteriga (Joonis 8) ja vastavaid plasmiide téhistati kui Ubi-P1234-EEEV ning Ubi-
P1234°AA-EEEV (inaktiivne variant). Need ekspressiooniplasmiidid olid valmistatud

varasemate projektide raames juhendajate poolt.
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Kahekomponentsed (P123 ja nsP4) replikaasi ekspressiooniplasmiidid

P123 ekspressiooniplasmiidid CMV-P123-SINV, CMV-P123-BFV, CMV-P123-EILV,
CMV-P123-VEEV, CMV-P123-EEEV, CMV-P123-CHIKV, CMV-P123-ONNV, CMV-
P123-MAYYV, CMV-P123-RRV ja CMV-P123-SFV ning nsP4 ekspressiooniplasmiidid
CMV-ubinsP4-SINV, CMV-ubinsP4-BFV, CMV-ubinsP4-EILV, CMV-ubinsP4-VEEV,
CMV-ubinsP4-EEEV, CMV-ubinsP4-CHIKV, CMV-ubinsP4-ONNV, CMV-ubinsP4-RRV,
CMV-ubinsP4-MAYV ja CMV-ubinsP4-SFV (Joonis 8) olid juba valmistatud varasema
projekti raames (Lello et al., 2021, késikiri Ulevaatamisel). Lihtsuse mdttes on edaspidi HS-
Poll konstruktidele viidatud kui ,,matriits* voi ,,matriits-RNA ekspressiooniplasmiid*, CMV-
P1234 konstruktidele kui ,,iiheckomponentne replikaas* ning CMV-P123 + CMV-ubinsP4 kui

,,kahekomponentne replikaas* (Joonis 8).

CMV SV40Ter

dLGsm (535aa)|_  nsP2 (798 aa) JnsP3 (530 aa)) nsP4 (611 aané

Uhekomponentne

B replikaas

Ubi SV40Ter

%l (535 aa) nsP2 (798 aa) InsI’S (530 aa)| nsP4 (611 aa)

C

CMV SV40Ter oMV SV40Ter

n
d:'ﬁsm (535am))  nsP2 (798 aa) )(nsP3 (530 aa) -

} Kahekomponentne
replikaas

Joonis 8. Skeem imetaja- ja putukarakkudes kasutatavatest Uhe- ning kahekomponentse replikaasi
ekspressiooniplasmiidist. (A) Imetajarakkudes kasutatav CMV promooteri (roheline) kontrolli all olev nsP1-4
valke (sinine) kodeeriv jérjestus; LI on liiderjérjestus; SV40 on ahvide viiruse 40 hiline poltadenaliitsiooni regioon
(must); (B) Putukarakkudes kasutatav Ubi promooteri kontrolli all olev nsP1-4 valke kodeeriv jérjestus; Ul tahistab
liiderjarjestust; (C) CMV promooteri kontrolli all olev kahekomponentne replikaas, mis sisaldab nsP1-3 valke ning
ubikvitiini jérjestusega liidetud nsP4 valku kodeerivaid plasmiide. Joonis péarineb (Lello et al., 2021, kasikiri

tlevaatamisel). Joonist on kasutatud autori loal.

2.3 REKOMBINANTSETE DNA-de VALMISTAMINE

CMV-P123-EEEV ja CMV-ubinsP4-EEEV ekspressiooniplasmiidid valmistasin selle 16put66
raames ise. Nende konstrueerimisel kasutati algkonstruktidena CMV-P1234-EEEV
ekspressiooniplasmiidi. CMV-P123-EEEV saamiseks eemaldati sellest nsP4 valku kodeeriv
jarjestus. CMV-ubinsP4-EEEV saamiseks asendati P123 osa kodeeriva ala ubikvitiini
kodeeriva jarjestusega kasutades stinteetilisi DNA fragmente (GenScript, USA). Ubikvitiini

kodeerivat jarjestust kasutati nsP4 ekspressioonikonstruktides pdhjusel, et nsP4 valk I6igatakse
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infektsioonitsiikli kdigus P1234 liitvalgu kiljest ning natiivselt algab valk tirosiini jaagiga.

Sellist valku ei saa rakus ekspresseerida ning seetdttu on nsP4 ekspressiooniplasmiidi nsP4

jarjestuse ette lisatud ubikvitiini jarjestus, mis rakus posttranslatsiooniliselt nsP4 kuljest

eemaldatakse.

Rekombinantseter DNAde  valmistamisel  kasutasin ~ Thermo  Fisher  Scientific

restriktsiooniensulime. Restriktsiooniprodukte kontrollisin agaroos-elektroforeesi meetodil,

kus kasutasin 0,8% agaroosgeeli, mida jooksutasin 1x TAE puhvris. T66s puhastatud DNA-d

elueerisin nukleaaside vabas vees ning nende kontsentratsioonid maddtsin NanoDrop

spektrofotomeetril.

Inserdina kéituvad DNA fragmendid puhastasin agaroosgeelist valjalGigatuna Zymoclean Gel

DNA Recovery Kitiga (Zymo Research). Vektoritena to6tavaid DNA fragmente to6tlesin

I6ikeproduktide tagasikloneerumise vélitimiseks Thermofisher Scientific aluselise fosfataasiga

(1 pl FastAP 1 ug DNA kohta). FastAP-iga toodeldud DNA fragmendid puhastasin DNA Clean

and Concentration Kitiga (Zymo Research).

Ligatsioonisegude valmistamisel kasutasin ,,Invitrogen T4 DNA ligaasi (Thermo Fisher

Scientific), ligatsioonisegusid inkubeerisin the tunni jooksul toatemperatuuril.

Bakterirakkude transformatsioon kuumasoki meetodil

Kompetentsete bakterirakkude tlivena kasutasin Escherichia coli XL-10. Transformatsiooni

protokoll oli jargmine:

1) Votsin kompetentsed rakud jaale sulama 15 minutiks.

2) Lisasin 120 ul rakkudele 10 ul ligatsioonisegu.

3) Inkubeerisin transformatsioonisegu 30 minutit jaal.

4) Jérgnevalt tegin transformatsioonisegule kuumasoki 2 minuti véltel temperatuuril 42°C.

5) Kuumasoki jérel paigutasin segu jadle 2 minutiks.

6) Seejarel lisasin rakkudele 0,8 ml SOB sdddet, millele oli lisatud 40% glikoosi (suhtega
vastavalt 1 ml : 10 ul) ja inkubeerisin segusid 45 minutit 37°C juures.

7) Kandsin transformatsioonisegu kanamutsiiniga (25 mg/liitri kohta) SOY-agar plaatidele.

8) Inkubeerisin plaate 37°C juures ledo.

Plasmiidse DNA puhastamine

Transformatsiooni plaatidelt valitud kolooniaid kasvatasin 2 ml SOY sd6étmes, millele oli

lisatud ka kanamutsiini 12.5 mg/liitri kohta. Bakterikultuure kasvatasin loksutil 16-18h 37°C

juures. Bakterikultuuridest eraldasin DNA kasutades Plasmid Extraction Mini Kitti

(Favorprep). Oigete plasmiidide leidmiseks viisin labi kontrollrestriktsioonid ning

restriktsioonipildi jargi korrektseid plasmiide kontrollisin Sangeri sekveneerimise meetodil.

Sobivaid plasmiide sisaldavad bakterikolooniad kasvatasin 50 ml SOY s66tmes (kanamditsiin
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12.5 mg/liitri kohta) 37°C juures 16-18h. Suuremas mahus kasvatatud bakteritest eraldasin

plasmiidset DNA-d Endo-free Midipreps Kitiga (Macherey-Nagel).

2.3.1 EKSPERIMENTIDE LABIVIIMINE KOEKULTUURIS

Rakuliini HEK293T (Human embryonic kidney cells, inimese embriionaalsed neerurakud)

kultiveerisin DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco) so6tmes, millele oli

lisatud 10% iFCS (inaktiveeritud veise loote seerumit). U20S wt (Human osteosarcoma cells,
inimese osteosarkoomi epiteelkoe paritolu rakud, edaspidi U20S rakud) ning U20S G3BP KO

(G3BP knock-out, edaspidi KO rakud) rakuliine kasvatasin IMDM (Iscove’s Modified

Dulbecco’s Medium, Gibco) sé6tmes, millele oli samuti lisatud 10% iFCS. Mdlemaid rakuliine

kultiveerisin 37°C juures ja 5 % CO. atmosfaaris. C6/36 (Aedes albopictus rakud) kultiveerisin

Leibowitz L15 s66tmes (Corning), millele lisasin 10% iFCS. C6/36 rakke kasvatasin 28°C

juures ilma tdiendava CO: lisamata. U20S ning KO rakkudega viisin katsed labi 12-augusel

plaadil, HEK293T ning C6/36 rakkudega 96-augusel plaadil.

Transfektsiooni protokoll 96-augusel plaadil HEK293T ning C6/36 rakkudega

Kdik transfektsioonid on ldbi viidud kolmes paralleelis kahel sdltumatul korral.

Transfektsioonide l&biviimisel kasutasin Lipofectamine LTX ja PLUS reagente (Thermo Fisher

Scientific) ning transfektsioonid viisin labi kasutades tootja poolt ette antud protokolle.

HEK293T rakke kiilvasin 96-augusele plaadile 35 000 rakku tihe augu kohta ning C6/36 rakke

kilvasin 96-augusele plaadile 30 000 rakku Uhe augu kohta. Transfektsiooni protokoll négi

vélja jargmine:

1) Valmistasin ette DNA segud. Matriits-RNA, P1234, P1234°** ning P123
ekspressiooniplasmiide kasutasin igat Ghte 50 ng ning ubinsP4 ekspressiooniplasmiide
kasutasin P123:nsP4 1:1 molaarses vahekorras. Plasmiidide segu mahu viisin veega 10 pl-
ni.

2) Valmistasin 90 ul OPTI-MEM- i (Gibco) ja 0,4 ul PLUS-i segu.

3) Lisasin OPTI-MEM + PLUS segule 10 ul DNA-de segu.

4) Valmistasin 98,2 ul OPTI-MEM-i ja 1,4 ul Lipofectamine LTX segu ning lisasin selle DNA
+ OPTI-MEM + PLUS segule juurde.

5) Inkubeerisin reaktsioonisegu 5 min toatemperatuuril.

6) Lisasin transfektsioonisegule 400 ul DMEM vdi L15 sfodet.

7) Eemaldasin rakkudelt so6tme ning kandsin transfektsioonisegud rakkudele 150 pl kaupa.

8) HEK293T rakke inkubeerisin rakke 18h 37°C ning EILV plasmiide sisaldavaid segusid
inkubeerisin ka 48h jooksul 28°C juures. C6/36 rakke inkubeerisin 48h jooksul 28°C juures.
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9)

18h vdi 48h mdoodudes ludsisin rakud ja mddtsin replikatsiooni ja transkriptsiooni

efektiivsust tahistavad Fluc ja Gluc aktiivsused.

Transfektsiooni protokoll 12-augusel plaadil U20S ja KO rakkudega

Kdik transfektsioonid on l&bi viidud kolmes sdltumatus korduses kasutades Lipofectamine
LTX ja PLUS reagente. U20S ning KO rakke kilvasin 12-augusele plaadile 200 000 rakku
uhe augu kohta. Transfektsiooni protokoll oli jargmine:

1)

2)
3)
4)

5)
6)

7)

8)

Valmistasin ette DNA segud. Matriits-RNA, P1234 ning P1234%AA ekspressiooniplasmiide
kasutasin 1 ug igat thte ning plasmiidide segu mahu viisin veega 10 pl-ni.

Valmistasin 30 ul OPTI-MEM-i (Gibco) ja 1 ul PLUS-i segu.

Lisasin OPTI-MEM + PLUS segule 10 ul DNA-de segu.

Valmistasin 30 ul OPTI-MEM-i ja 3,5 ul Lipofectamine LTX segu ning lisasin selle DNA
+ OPTI-MEM + PLUS segule juurde.

Inkubeerisin reaktsioonisegu 5 min toatemperatuuril.

Eemaldasin rakkudelt s66tme ning lisasin 800 ul varsket IMDM sd6det.

Parast inkubeerimist lisasin transfektsioonisegu rakkudele ning inkubeerisin rakke 18h
37°C juures.

18h tunni moodudes llusisin rakud ning maddtsin replikatsiooni ja transkriptsiooni

efektiivsust tahistavad Fluc ja Gluc aktiivsused.

Lutsiferaaside aktiivsuste mdétmine

Lutsiferaaside aktiivsuste modtmiseks rakuliisaadist kasutasin Dual-Luciferase Reporter Assay

System Kit-i (Promega) ning sama firma poolt toodetud Glomax luminomeetrit. Protokoll on

toodud valja Uhe augu kohta 96-augusel plaadil, sulgudes on toodud 12-auguse plaadi augu

kohta kasutatud kogused.

1) Esmalt eemaldasin rakkudelt s66tme ning lisasin 20 ul (250 ul) 1x PLB (Passive
Lysis Buffer, Promega) llusipuhvrit. Loksutasin plaate 400 rpm juures 15 minutit.

2) Seejarel segasin kokku 50 ul (20 ul) LARII reagenti (Luciferase Assay Reagent 11) ja
10 pl (4 wl) rakulisaati ning madtsin Fluc aktiivsust.

3) Seejarel lisasin 50 pl (20 ul) 1x SG reagenti (Stop&Glo puhver + 50x Stop&Glo

substraat) ning mddtsin Gluc aktiivsust.
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24 TULEMUSED JA ARUTELU

Koik siin t66s kasutatud matriits-RNA ekspressiooniplasmiidid sisaldasid Fluc ning Gluc
markergeene kodeerivaid jarjestusi. Kuna Fluc markervalk on ekspresseeritud viiruse
genoomse promooteri all ning Gluc markervalk viiruse SG promooteri all, siis on lihtsuse
mottes edaspidi Fluc signaalist rddgitud kui replikatsiooni tugevusest ning Gluc signaalist
radgitud kui transkriptsiooni tugevusest. Replikatsiooni ja transkriptsiooni tugevust hinnati
vorreldes uuritava replikaasi poolt indutseeritud markerite aktiivsuseid markerite aktiivsusega

negatiivses kontrollkatses.

2.4.1 UHEKOMPONENTSE EEEV TRANS-REPLIKAASI AKTIIVSUSE ANALUUS
IMETAJA- NING PUTUKARAKKUDES
Uhekomponentse EEEV trans-replikatsiooni siisteemi funktsionaalsust ei olnud varem
koekultuuri kontekstis veel testitud. Seetdttu uurisin esmalt, kas see on imetaja- ning
putukarakkudes uldse aktiivne. Selleks transfekteerisin HEK293T ning C6/36 rakke vastavalt
HSPoll-FG-EEEV + CMV-P1234-EEEV ning AlbPoll-FG-EEEV + Ubi-P1234-EEEV
ekspressiooniplasmiididega, negatiivsete kontrollidena kasutasin vastavalt inaktiivseid CMV-
P1234CAA-EEEV ning Ubi-P1234°*A-EEEV ekspressiooniplasmiide. Selgus, et nii imetaja- kui
ka putukarakkude kompetentsed EEEV trans-replikaasid on aktiivsed (Joonis 9). EEEV trans-
replikaas néitas inimese rakkudes Ules kdrget replikatsiooni ning transkriptsiooni efektiivsust.
Putukarakkudes ilmnesid monevdrra vaiksemad replikatsiooni ning transkriptsiooni
aktiivsused, kuid sama on varem téheldatud ka teiste alfaviiruste puhul (Lello et al., 2020).
Seega nditavad need tulemused, et kasutatud replikaas ja matriits on aktiivsed ning neid vdib

edaspidi kasutada EEEV replikatsiooni uurimisel.

Uhekomponentse EEEV trans-replikaasi aktiivsused

© imetaja- ja putukarakkudes
=] 1,00E+04 ==
o
I
Q 1,00E+03
) _
£33 1,00E+02
o g ’ M Fluc
£ S Gluc
3 = 1,00E+01
&
>
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£ C6/36 HEK293T
<
Rakuliin

Joonis 9. Uhekomponentse EEEV trans-replikaasi aktiivsused imetaja- ja putukarakkudes. HEK293T ning
C6/36 rakke transfekteerisin 96-auguse plaadi formaadis vastavalt HSPoll-FG-EEEV + CMV-P1234-EEEV ning
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AlbPoll-FG-EEEV + Ubi-P1234-EEEV ekspressiooniplasmiididega, kus plasmiidide suhe oli 1:1. Transfektsiooni
jargselt inkubeerisin C6/36 rakke 48h 28°C juures ning HEK293T rakke 18h 37°C juures. Inkubatsiooniaja
moodudes mddtsin Fluc ja Gluc markergeeni aktiivsust. Tulemused on normaliseeritud negatiivse kontrollina
kasutatud vastavate P1234%AA suhtes. Katse teostasin kolmes paralleelis kahel sdltumatul korral. Joonisel on

naidatud kolmes paralleelis teostatud katse keskmised ja standardhalve.

242 EEEV  TRANS-REPLIKAASI EFEKTIIVSUSE VORDLUS TEISTE
ALFAVIIRUSTE TRANS-REPLIKAASIDEGA
Varasemad projektid uurimaks alfaviiruste replikatsiooni trans-replikatsiooni susteemi abil on
meie laboris labi viidud kasutades SFV antigeensesse kompleksi kuuluvaid (CHIKV, ONNV,
MAYYV, RRV ning SFV) ja erinevatesse SFV kompleksi vélistesse kompleksidesse kuuluvaid
viiruseid (VEEV, SINV, EILV, BFV) (Gotte et al., 2020; Lello et al., 2020). K&esoleva
bakalaureusetod Uheks eesmaérgiks oli jagada EEEV replikaas kaheks funktsionaalseks
komponendiks (P123 + nsP4) ning uurida nende komponentide vOimet moodustada
heteroloogilisi replikatsioonikomplekse teiste alfaviiruste replikaasi komponentidega. Selleks
oli vaja esmalt kontrollida, kas EEEV trans-replikaas to6tab sama efektiivselt kui eelnevate
uuringute raames konstrueeritud trans-replikaasid. Selleks viisin 1abi katse, kus transfekteerisin
HEK293T rakke HSPoll-FG-EEEV ning CMV-P1234-EEEV ekspressiooniplasmiididega
(edaspidi homoloogiline kombinatsioon) ning homoloogiliste kombinatsioonidega SINV, BFV,
EILV, VEEV, CHIKV, ONNV, RRV, MAYV ning SFV matriits-RNA ja replikaasi
ekspressiooniplasmiididest. Tulemused néitasid, et EEEV trans-replikaasi aktiivsused on
vorreldavad teiste trans-replikaasidega (Joonis 10). Replikatsiooni puhul ilmnes, et EEEV
replikatsiooni aktiivsusest on kérgemad ainult RRV, MAYYV ning SFV replikatsioonid ning
transkriptsiooni puhul tdéotab EEEV replikaas teiste uuritud viiruste replikaasidest
efektiivsemalt. Huvitav on see, et VEEV replikatsioon jai EEEV omast véga palju madalamale,
samas kui transkriptsiooni tasemed olid kiillaltki sarnased. VEEV trans-replikaasi madalat
replikatsiooni aktiivsust on tdheldatud ka varasemates uurimustes (Lello et al., 2020). EEEV
trans-replikaasi sarnased efektiivsused vorreldes teiste trans-replikaasidega néitasid, et EEEV
susteem on efektiivne ning selle P123 ja nsP4 komponente saab kasutada alfaviiruste

uurimiseks ka heteroloogilisi kombinatsioone kasutades.
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Erinevate alfaviiruste trans-replikaaside aktiivsuste
vordlus HEK293T rakkudes
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Joonis 10. Erinevate alfaviiruste trans-replikaaside aktiivsuste vordlus HEK293T rakkudes. Transfekteerisin
HEK?293T rakke homoloogiliste HSPoll-FG ja CMV-P1234 ekspressiooniplasmiidide kombinatsioonidega.
Transfektsiooni jérgselt inkubeerisin rakke 18h 37°C juures (EILV puhul ka 48h 28°C juures). Inkubatsiooniaja
mooddudes mddtsin Fluc ja Gluc markergeeni aktiivsust. Tulemused on normaliseeritud negatiivse kontrollina
kasutatud vastavate P1234%4* ekspressioonikonstruktide suhtes. Katse teostasin kolmes paralleelis kahel

s6ltumatul korral. Joonisel on nédidatud kolme paralleeli keskmised ja standardhalbed.

2.4.3 EEEV REPLIKATSIOONI EFEKTIIVSUSE SOLTUVUS G3BP VALGUST

Vana ja Uue Maailma viirustel on erinev tundlikkus peremeesraku G3BP valkude olemasolu
suhtes. Paljudel VVana Maailma viirustel, nagu naiteks CHIKV, langeb replikatsiooni aktiivsus
G3BP valgu puudumisel oluliselt, sest CHIKV nsP3 valgu HVD seondub just selle perekonna
valkudega (Gotte et al., 2020; Frolov et al., 2017). Teisalt, naiteks Uue Maailma viiruste hulka
kuuluva VEEV replikatsiooni aktiivsust G3BP valkude puudumine ei mdjuta, kuna VEEV nsP3
seondub hoopis FXR perekonna valkudega. EEEV on ainus Uue Maailma viirus, mis seondub
nii G3BP kui ka FXR perekonna valkudega (Frolov et al., 2017; Kim et al., 2016). Jargnevalt
tahtsime trans-replikatsiooni siisteemi abil kontrollida, kuidas mdjutab G3BP puudumine
EEEV replikatsiooni. Selleks transfekteerisin U20S ning G3BP KO rakke EEEV, VEEV ning
CHIKYV matriits-RNA ning replikaaside ekspressiooniplasmiididega. VEEV Kkaitus siin katses
kui positiivne kontroll, millel G3BP sdltuvust ei esine ning CHIKV kéitus kui negatiivne
kontroll, mis on G3BP soltuv. Replikatsiooni ning transkriptsiooni tulemused esitasin
sOltuvusena G3BP deletsioonist ehk jagasin U20S rakkudes saadud tulemused l&bi
tulemustega, mis sain KO rakkudest (wt/KO) (Joonis 11). Oodatult p&hjustas G3BP valkude
puudumine CHIKYV replikatsiooni ning transkriptsiooni aktiivsuste jarsu languse, samal ajal kui
VEEV replikaasi aktiivsuseid G3BP puudumine negatiivselt ei mgjutanud. Selles katses kaitus
EEEV sarnaselt VEEV-ga, mis néitab, et EEEV replikaasi aktiivsuse tagamiseks piisab FXR
valkude olemasolust. Samuti kinnitavad selle katse tulemused, et EEEV ning ka teised trans-
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replikatsiooni slsteemid on usaldusvéarsed uurimisvahendid, sest trans-replikaasi katses
saadud fenotiilip vastab kirjanduses vastavale viiruste kontekstis néhtule (Kim et al., 2016;
Frolov et al., 2017).

EEEV replikaasi aktiivsus ei s6ltu raku G3BP valkudest
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Joonis 11. EEEV replikaasi akstiivsus ei sdltu raku G3BP valkudest. Transfekteerisin U20S ning G3BP KO
rakke 12-auguse plaadi formaadis HSPoll-FG-VEEV/EEEV/CHIKV ekspressiooniplasmiididega ning neile
homoloogiliste P1234 ekspressioonikonstruktidega. Inkubatsiooniaja moddudes modtsin Fluc ja Gluc
markevalkudei aktiivsust. Tulemused on normaliseeritud vastavate viiruste P1234%A4 suhtes. Andmed on esitatud
s6ltuvusena G3BP deletsioonist ehk wt U20S rakkudes saadud aktiivsused on jagatud labi KO rakkudes saadud
aktiivsustega. Katse on teostatud kolmes korduses. Joonisel on ndidatud kolme korduse keskmised ja
standardhélbed.

244 KAHEKOMPONENTSE EEEV  TRANS-REPLIKAASI  AKTIIVSUSE
ANALUUS
Varasemate projektide kaigus on meie laboris uuritud kahest homoloogilisest Vi
heteroloogilisest komponendist koosnevate replikaaside aktiivsuseid uiheksa erineva alfaviiruse
naitel (Lello et al., 2021; késikiri Glevaatamisel). Kuna EEEV kuulub serokompleksi, mida
polnud varasemalt uuritud, otsustasime jagada ka EEEV replikaasi funktsionaalseteks P123
ning nsP4 komponentideks. Sellise rekonstrueeritava replikaasi potentsiaalne funktsionaalsus
annaks hea vBimaluse uurida ohutumalt ning efektiivsemalt BSL3 ohuklassi kuuluva EEEV
RNA replikatsiooni.
P123 ning nsP4 komponentideks jagatud EEEV replikaasi funktsionaalsust testisin HEK293T
rakkudes, kuhu transfekteerisin HSPoll-FG-EEEV, CMV-P123-EEEV ning CMV-ubinsP4-
EEEV ekspressiooniplasmiidid 1:1:1 suhtes. Negatiivse kontrollina kasutasin CMV-P123-
EEEV  ning CMV-ubinsP4-EEEV  asemel inaktiivset ~CMV-P1234¢AA-EEEV

ekspressiooniplasmiidi. Kahekomponentse susteemi aktiivsuse hindamiseks kasutasin
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positiivse kontrollina thekomponentset EEEV susteemi (HSPoll-FG-EEEV + CMV-P1234-
EEEV). M6ddetud Fluc ning Gluc signaalid nditasid, et EEEV kahekomponentne replikaas
tootab véga efektiivselt (Joonis 12). Replikatsiooni puhul oli kahekomponentse replikaasi
aktiivsus hekomponentse omast isegi monevadrra kdrgem, samas kui transkriptsioonil oli veidi
kdrgem Uhekomponentse replikaasi signaal, samas olid vahed mdlemal juhul védga véikesed.
EEEV replikaasi edukas jagamine P123 ning nsP4 komponentideks annab voimaluse uurida
EEEV replikaasi kompleksi moodustumise tdpsemaid mehhanisme ning vOimaldab uurida
EEEV replikaasi komponentide thilduvust teistelt alfaviirustelt parinevate P123 ja nsP4

komponentidega.

EEEV Uhe- ja kahekomponentse replikaasi aktiivsuste
vordlus
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Joonis 12. EEEV Uhe-ja kahekomponentse replikaasi aktiivsuste vordlus. Transfekteerisin HEK293T rakke
HSPoll-FG-EEEV + CMV-P1234-EEEV ekspressiooniplasmiididega suhtes 1:1 v6i HSPoll-FG-EEEV + CMV-
P123-EEEV + CMV-ubinsP4-EEEV ekspressioonikonstruktidega suhtes 1:1:1. Transfektsiooni jargselt
inkubeerisin rakke 18h 37°C juures. Inkubatsiooniaja md6dudes mddtsin Fluc ja Gluc aktiivsused. Tulemused on
normaliseeritud negatiivse kontrollina kasutatud EEEV P1234%A4 suhtes. Katse on teostatud kolmes paralleelis,

kahel s6ltumatul korral. Joonisel on nédidatud kolme paralleeli keskmised ja standardhalbed.

245 KAHEKOMPONENTSE EEEV TRANS-REPLIKAASI KOMPONENTIDE
OPTIMAALSE VAHEKORRA MAARAMINE

On teada, et nsP4 valku sisaldavat P1234 liitvalku sunteesitakse viiruse infektsioonitstkli
kaigus vorreldes P123 liitvalguga umbes 10-korda védhem. Lisaks sellele on nsP4 ebastabiilne
ja selle kogus nakatunud rakkudes vaib olla muude nsP-de kogusest isegi sadu kordi madalam.
Trans-replikaasi kasutamisel on see vahekord lihtsasti muudetav vdimaldades uurida, milline
nsP4 ja P123 komponentide vahekord rekonstrueeritud replikaasis on replikatsiooni ja
transkriptsiooni seisukohast kdige efektiivsem. Varasemad uuringud on naidanud, et kdikidel

uuritud alfaviirustel on replikatsiooni limiteerivaks faktoriks nsP4 kogus, mida suurendades
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suureneb ka replikatsiooni ja transkriptsiooni efektiivsus (Lello et al., 2021; kaésikiri
ulevaatamisel). Samas, kui viia rakkudesse rohkem P123 komponenti kaitub see pigem
replikaasi aktiivsusele inhibeerivalt. Uurimaks, kas sama kehtib ka EEEV replikaasi puhul
viisin labi funktsionaalsete komponentide titreerimise katsed. Kuna nsP4 on alfaviiruste RdRp,
siis viisin esmalt 18bi EEEV nsP4 komponendi titreerimise. Katse jooksul hoidsin P123
komponendi koguse konstantsena ning suurendasin nsP4 kogust P123 suhtes vahekorrast 1:10
kuni vahekorrani 8:1 (Tabel 1).

Tabel 1. EEEV nsP4 titreerimisel kasutatud nsP4 : P123 ekspressiooniplasmiidide

molaarsed vahekorrad.

nsP4 : P123 (200 ng) molaarne vahekord nsP4 kogus (ng) 200 ng P123 kohta
1:10 15
2:10 30
4:10 60
6:10 90
8:10 115
1:1 146
2:1 292
4:1 584
6:1 879
8:1 1168

Sarnaselt varasemates projektides saadud tulemustele ilmnes ka EEEV puhul, et nsP4 koguse
suurendamine rakus tstab replikatsiooni ning transkriptsiooni aktiivsuseid (Joonis 13). Samas,
erinevalt kdigist seni uuritud alfaviirustest saavutas EEEV replikaasi efektiivsus maksimumi
nsP4:P123 epsressiooniplasmiidide 1:1 vahekorra puhul, sellest edasi (suhetest 2:1 kuni suhteni
8:1) ilmnes replikaasi aktiivsuse vahenemine. Replikatsiooni ning transkriptsiooni efektiivsuse
kasv nsP4 koguse suurenemisel on loogiline arvestades seda, et nsP4 on alfaviiruste RdRp.
Asjaolu, et nsP4 koguse suurendamine alates nsP4:P123 1:1 suhtest kuni 8:1 suhteni omab
replikatsioonile ning transkriptsioonile inhibeerivat efekti viitab sellele, et suured nsP4 kogused
on EEEV RNA siinteesile mingil p6hjusel mitte optimaalsed.
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Joonis 13. EEEV nsP4 titreerimine. Transfekteerisin HEK293T rakke 96-auguse plaadi formaadis HSPoll-FG-

EEEV + CMV-P123-EEEV + CMV-ubinsP4-EEEV ekspressiooniplasmiididega, kus nsP4 kogus varieerus ning

P123 kogus pusis konstantsena kogu katse véltel. Transfektsiooni jargselt inkubeerisin rakke 18h 37°C juures.

Inkubatsiooniaja mdddudes mdotsin Fluc ja Gluc aktiivsuseid. Tulemused on normaliseeritud negatiivse

kontrollina kasutatud EEEV P1234CAA suhtes. Katse teostasin kolmes korduses, kahel séltumatul korral. Joonisel

on néidatud kolme korduse keskmised ja standardhélbed.

Jargnevalt viisin labi ka EEEV replikaasi P123 komponendi titreerimise. P123 komponendi

titreerimisel testisin erinevaid P123 koguseid konstantse nsP4 komponendi suhtes (Tabel 2).

Tabel 2. EEEV P123 titreerimiskatses kasutatud P123 : nsP4 ekspressiooniplasmiidide

molaarsed suhted.

P123 : nsP4 (146 ng) molaarne vahekord P123 kogus (ng) 146 ng nsP4 kohta
1:10 20
2:10 40
4:10 80
6:10 120
8:10 160

1:1 200
2:1 400
4:1 800
6:1 1200
8:1 1600

Saadud tulemused nditsid, et sarnaselt teistele alfaviirustele (Lello et al., 2021, kasikiri

ulevaatamisel) ei ole ka EEEV puhul P123 komponent replikatsiooni ning transkriptsiooni
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aktiivsust limiteerivaks komponendiks (Joonis 14). P123 osakaalu suurendamine P123:nsP4
suhtelt 1:10 kuni suhteni 1:1 ei oma replikatsioonile ning transkriptsioonile efektiivsust tdstvat
moju. P123:nsP4 vahekorra suurendamine vahekorrast 1:1 kuni suhteni 8:1 omab replikaasi
efektiivsusele hoopis tugevalt inhibeerivat moju. See efekt vdib olla péhjustatud mdne ns valgu
tsutotoksilisusest rakkudele, kuid vdib olla pdhjustatud ka suure DNA hulga tsttotoksilisest
toimest. Vottes arvesse nsP4 hulga optimiseerimisel saadud tulemusi on siiski loogilisem, et
inhibeerivat efekti pohjustab siiski just P123 llehulk nsP4 suhtes. Sisuliselt annavad mélemad
katsed véga sarnase sGltuvuse P123:nsP4 vahekorrast ja néitavad, et optimaalsemaks suhteks

on P123:nsP4 ekspressiooniplasmiidide vahekord 1:1.
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Joonis 14. EEEV P123 titreerimine kahekomponentse replikaasi stisteemis. Transfekteerisin HEK293T rakke
96-auguse  plaadi  formaadis HSPoll-FG-EEEV + CMV-P123-EEEV + CMV-ubinsP4-EEEV
ekspressiooniplasmiididega, kus P123 kogus varieerus ning nsP4 kogus plsis konstantsena kogu katse viltel.
Transfektsiooni jargselt inkubeerisin rakke 18h 37°C juures., Inkubatsiooniaja méddudes mddtsin Fluc ja Gluc
aktiivsust. Katse tulemused on normaliseeritud negatiivse kontrollina kasutatud EEEV P1234%AA suhtes. Katse
teostasin kolmes korduses, kahel sdltumatul korral. Joonisel on ndidatud kolme korduse keskmised ja
standardhélbed.

Kokkuvdttes nditasid teostatud katsed, et ka EEEV puhul on nsP4 hulk replikatsiooni ning
transkriptsiooni limiteerivaks komponendiks. Mdnevdrra ootamatuks osutus nsP4 Ulehulga
inhibeeriv. moju replikaasi aktiivsusele. Siiski séilitas EEEV replikaas korge aktiivsuse
erinevate nsP4:P123 vahekordade puhul. Kuna aktiivsus oli kérgeim 1:1 vahekorra puhul,
otsustasin edasistes kahekomponentse replikaasiga l&biviidavates katsetes kasutada P123 ning

nsP4 komponente ekspresseerivaid plasmiide suhtes 1:1.
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24.6 FUNKTSIONAALSETE REPLIKAASIDE MOODUSTAMINE
HETEROLOOGILISTEST REPLIKAASIDE KOMPONENTIDEST

Varasemad uurimused on naidanud, et mitmed alfaviirused suudavad efektiivselt moodustada
heteroloogilisi replikatsioonikomplekse, kus P123 parineb thelt ning nsP4 teiselt alfaviiruselt.
Siiski, oleme ka ndinud, et mdnele viirusele kuuluvad komponendid funktsionaalseid
heteroloogilisi kombinatsioone moodustada ei suuda. Selliste viiruste hulka kuuluvad néiteks
SINV ning VEEV, kelle P123 ei moodusta efektiivselt tootavat replikatsioonikompleksi mitte
uhegi heteroloogilise nsP4-ga ja BFV, mille nsP4 ei sobi kokku thegi heteroloogilise P123
komponendiga (Lello et al., 2021, kasikiri tlevaatamisel). Kuna EEEV kuulub seni uuritud
alfaviirustest erinevasse kompleksi, oli jargnevalt oluline uurida EEEV P123 ning nsP4
komponentide thilduvust teistelt alfaviirustelt parit P123 ning nsP4 komponentidega. Selline
heteroloogiliste replikaaside katsetamine aitab uurida ning mdista, et milline replikaasi
komponent tunneb matriitsil &ra replikatsiooniks ning transkriptsiooniks vajalikud
determinandid ning mis tingimustel moodustavad erinevatelt alfaviirustelt parinevad P123 ja
nsP4 komponendid aktiivseid replikatsioonikomplekse.

Jargnevalt viisin labi nii-6elda ,,mix and match* katsed, kus kombineerisin erinevatelt viirustelt

parit P123 ning nsP4 komponente. Matriits-RNA ekspressiooniplasmiididena kasutasin

katsetes EEEV vOi SINV matriitse ekspresseerivaid plasmiide:

- EEEV matriitsi kasutasin selleks, et nédha, kas EEEV P123 v6i nsP4 komponendil esineb
kindel eelistus enda homoloogilise matriitsi suhtes.

- SINV matriitsi kasutasin selleks, et valistada EEEV matriitsist tulenevaid vdimalikke
kompensatoorseid efekte EEEV P123 ning nsP4 komponentidega heteroloogiliste
replikatsioonikomplekside moodustumisel. Lisaks, varasemalt oli meie laboris néidatud, et
SINV matriits on alfaviiruste replikaaside jaoks universaalne, s.t. seda suudavad efektiivselt
replitseerida ning transkribeerida paljud teiste alfaviiruste replikaasid (Lello et al., 2020).
Kuna oleme SINV matriitsi kasutanud ka muudes replikatsioonikomplekside moodustamist
kasitlevates projektides, vBimaldab SINV matriitsi kasutamine vorrelda selles projektis
saadud tulemusi muudes t66des saadud tulemustega.

Heteroloogiliste replikaasi komponentide thildavuse uurimiseks transfekteerisin HEK293T

rakke jargnevate kombinatsioonidega ekspressiooniplasmiididest:

1) EEEV vdi SINV  matriits-RNA  ekspressiooniplasmiid + EEEV  P123
ekspressiooniplasmiid  +  10-It  erinevalt alfaviirustelt  périnevad nsP4

ekspressiooniplasmiidid.
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2) EEEV vbi SINV  matriits-RNA  ekspressiooniplasmiid + EEEV  nsP4
ekspressiooniplasmiid  +  10-lt  erinevalt alfaviiruselt  péarinevad P123

ekspressiooniplasmiidid.

EEEV P123 komponendi kokkusobivus heteroloogiliste nsP4 komponentidega s6ltub
kasutatavast matriits-RNAst.

Esmalt analutsisin EEEV P123 komponendi voimet moodustada funktsionaalseid replikaase
heteroloogiliste nsP4-dega. Tulemustest selgus, et EEEV matriitsi kasutamisel moodustab
EEEV P123 aktiivseid replikatsioonikomplekse enamike kasutatud viiruste nsP4-dega (Joonis
15). Peale omaenda homoloogilise nsP4 moodustab EEEV P123 véga efektiivselt
funktsionaalsed replikaasid ka VEEV, SINV ning SFV nsP4-dega. Kdige kehvemini to6tavad
replikaasid moodustab EEEV P123 BFV, CHIKV ning ONNV nsP4-dega.

EEEV P123 komponendi thilduvus heteroloogiliste
nsP4-dega EEEV matriitsil
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Joonis 15. EEEV P123 komponendi Ghilduvus heteroloogiliste nsP4-dega EEEV matriitsil. Transfekteerisin
HEK293T rakke 96-auguse plaadi formaadis HSPoll-FG-EEEV + CMV-P123-EEEV ning erinevate viiruste
CMV-ubinsP4 ekspressiooniplasmiididega. Transfektsiooni jargselt inkubeerisin rakke 18h 37°C juures (EILV
puhul 48h 28°C juures). Inkubatsiooniaja mdéddudes madtsin Fluc ja Gluc markervalkude aktiivsust. Tulemused
on normaliseeritud negatiivse kontrollina kasutatud nsP4-le vastavate viiruste P1234%A suhtes. Katse teostasin

kolmes korduses, katset kordasin kahel séltumatul korral. Joonisel on ndidatud keskmised ja standardhélbed.

Joonisel 15 esitatud tulemustest on néha, et EEEV P123 kokkusobivus heteroloogiliste nsP4
valkudega ei sOltu oluliselt teise viiruse sustemaatilisest kuuluvusest. SFV ja CHIKV on
ldhedased viirused (kuuluvad SFV kompleksi), kuid nende nsP4 valkude moodustatud
kompleksid omavad véga erinevaid efektiivsuseid. Samas on CHIKV ja BFV véga erinevad,

kuid vastavate nsP4 valkude moodustatud komplekside aktiivused on peaaegu identsed.
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Samas, see katse oli labi viidud kasutades EEEV enda matriits-RNA ekspressiooniplasmiidi.
Selleks, et valistada vOimalust, et EEEV enda matriitsi ja P123 komponendi omavaheline
kokkusobivus mojutab heteroloogilise nsP4 kasutamise efektiivsust, viisin sama katse labi ka
SINV matriits-RNA ekspressiooniplasmiidiga. Katse tulemused néitasid, et SINV matriitsil
muutub EEEV P123 vdime moodustada heteroloogilisi funktsionaalseid replikaase oluliselt
(Joonis 16). Endiselt moodustas EEEV P123 efektiivselt replikaasi omaenda (homoloogilise)
nsP4-ga ning ka VEEV nsP4-ga. On markimisvéarne, et vorrelduna EEEV matriitsiga olid
replikatsiooni efektiivsused SINV matriitsil ~10 korda madalamad, samal ajal Kkui
transkriptsiooni efektiivsused olid védga sarnased (Vordle joonis 15 ja 16). Norgal tasemel
suutsid replikatsiooni ning transkriptsiooni l&bi viia ka EEEV P123 ning SINV ja MAY'V nsP4-
st moodustunud replikaasid. Suuremaid erinevusi kahe matriitsi vahel néditas EEEV P123 ja
SFV nsP4 valgust koosnev replikaas, mis EEEV matriitsil oli vaga efektiivne (Joonis 15), kuid
ei suutnud replitseerida ega efektiivselt transkribeerida SINV matriitsi (Joonis 16). Need
tulemused nditavad, et EEEV P123 vdime moodustada heteroloogilisi replikaase soltub
kasutatavast matriits-RNA-st: omaenda matriitsil on EEEV P123 kombineeritav peaaegu
kdigiga heteroloogilistest nsP4-dest, samal ajal kui SINV matriitsil olid toétavad
kombinatsioonid k&igest VEEV, SINV ning MAYV nsP4-dega. See tulemus oli mdnevorra
ootamatu, sest eelnevas projektis on meie laboris néidatud, et VEEV P123 (uuritud P123
valkude seas jarjestuselt EEEV-le I&him) ei moodusta tdotavat replikatsioonikompleksi mitte
uhegi heteroloogilise nsP4-ga. Lisaks, kui meie eelnevad tulemused néitasid, et matriitsi valikul
on juhtiv roll nsP4 komponendil (Lello et al., 2021, kasikiri Glevaatamisel), siis naitavad siin

saadud tulemused, et EEEV puhul omab olulist rolli ka P123.

EEEV P123 komponendi thilduvus heteroloogiliste
nsP4-dega SINV matriitsil
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Joonis 16. EEEV P123 komponendi Ghilduvus heteroloogiliste nsP4-dega SINV matriitsil. Transfekteerisin
HEK293T rakke 96-auguse plaadi formaadis HSPoll-FG-SINV + CMV-P123-EEEV + erinevate viiruste CMV-
ubinsP4 ekspressiooniplasmiididega. Transfektsiooni jargselt inkubeerisin rakke 18h 37°C juures (EILV puhul ka
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48h 28°C juures). Inkubatsiooniaja mdodudes mdotsin Fluc ja Gluc markerite aktiivsust. Tulemused on
normaliseeritud negatiivse kontrollina kasutatud nsP4-le vastavate viiruste P1234%AA suhtes. Katse teostasin

kolmes korduses, katset kordasin kahel séltumatul korral. Joonisel on néidatud keskmised ja standardhélbed.

EEEV P123 matriits-selektiivuse taiendavaks uurimiseks analudsisin, kas EEEV P123
komponent suudab moodustada funktsionaalse replikaasi olukorras, kui kombineerida Ghelt ja
samalt viirustelt parinevad nsP4 valgu ja matriits RNA ekspressiooniplasmiidid. Selleks
transfekteerisin rakke EEEV P123 ning homoloogiliste paaridega RNA matriitse ning nsP4-
valke kodeerivatest plasmiididest (néiteks EEEV P123 + CHIKV matriits-RNA + CHIKV nsP4
ekspressiooniplasmiidid). Nagu néitasid ka varasemad katsed, moodustas EEEV P123 aktiivse
replikaasi EEEV enda homoloogilise nsP4 valgu ja matriits-RNA-ga (Joonised 15, 17).
Kombinatsioon, mis koosnes EEEV P123 valgust ja SINV nsP4-st ning matriits-RNA-st oli
taas vaheaktiivne replikatsiooni ja mdnevdrra aktiivsem transkriptsiooni l&biviimise osas
(Joonised 16, 17). Ainsana oli heteroloogilistest kombinatsioonidest kdrgelt aktiivne
kombinatsioon, mis koosnes EEEV P123 valgust ja VEEV nsP4 valgust ja matriitsist (Joonis
17). Kuna EEEV P123 moodustas aktiivse kompleksi VEEV nsP4-ga ka EEEV (Joonis 15)
ning SINV (Joonis 16) matriitsidel, siis voib oletada, et need valgud on funktsionaalselt
kokkusobivad matriitsist s6ltumatul moel. M@ningast aktiivsust omas ka EEEV P123 ja EILV
nsP4 ning matriitsi kombinatsioon, kuid seda ainult 28 °C juures (Joonis 17). Teiste nsP4 ning
matriitsi kombinatsioonide puhul jaid EEEV P123 poolt moodustavate komplekside
replikatsiooni aktiivsused allapoole tuvastamise piiri ja ka transkriptsiooni aktiivsused olid
vaga madalad (Joonis 17). See néitab, et SFV kompleksi kuuluvate viiruste ja BFV nsP4
valkudega suudab EEEV P123 funktsionaalseid replikatsioonikomplekse moodustada ainult
enda homoloogilise matriitsi juuresolekul. Need andmed nditavad selgelt et EEEV
replikatsioonikompleksi moodustamisel on oluline roll matriits-RNA ja P123 vahelistel

interaktsioonidel.
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EEEV P123 funktsionaalsus homoloogiliste nsP4 ning
matriitside kombinatsioonide juures
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Joonis 17. EEEV P123 funktsionaalsus homoloogiliste nsP4 ning matriitside kombinatsioonide juures.
Transfekteerisin HEK293T rakke 96-auguse plaadi formaadis CMV-P123-EEEV ning homoloogiliste paaridega
HSPoll-FG ja CMV-ubinsP4 ekspressiooniplasmiididest. Transfektsiooni jargselt inkubeerisin rakke 18h 37°C
juures (EILV puhul 48h 28°C juures). Inkubatsiooniaja mdodudes mddtsin Fluc ja Gluc markervalkude aktiivsust.
Tulemused on normaliseeritud matriitsi ja nsP4-le vastavate P1234%AA suhtes. Katse teostasin kolmes korduses,
joonisel on tulpadena kujutatud kolme korduse keskvéartused. Katse teostasin kolmes korduses kahel sltumatul

korral. Joonisel on ndidatud keskmised ja standardhélbed.

EEEV nsP4 komponent moodustab aktiivseid komplekse heteroloogiliste P123
komponentidega nii omaenda kui ka SINV matriits-RNA-I.

Jargnevalt testisin EEEV nsP4 komponendi v8imet moodustada replikatsioonikomplekse
heteroloogiliste P123 komponentidega EEEV matriitsil (Joonis 18). Saadud tulemused naitasid,
et EEEV nsP4 suudab efektiivselt replikatsioonikomplekse moodustada nii omaenda
(homoloogilise) kui ka BFV, CHIKV, RRV ning SFV P123-dega. Seega on EEEV nsP4
uhildatav erinevate SFV kompleksi kuuluvate viiruste P123-dega (v.a. MAYV nsP4). Samal
ajal ei suutnud EEEV nsP4 moodustada EEEV matriitsil efektiivseid replikatsioonikomplekse
SINV, EILV ning VEEV P123-dega. Siiski, véhemalt SINV ning VEEV P123 puhul ei seisne
probleem tdendoliselt EEEV nsP4 selektiivsuses, vaid selles, et SINV ning VEEV P123
komponendid ei moodusta funktsionaalset replikaasi mitte Uhegi seni analliisitud
heteroloogilise nsP4 komponendiga (Lello et al., 2021, ké&sikiri tlevaatamisel). Siiski on
huvitav asjaolu, et VEEV ning EEEV kullakti selektiivsete P123 komponentide kaitumine ei
ole Uksteise suhtes retsiprookne: EEEV P123 moodustab VEEV nsP4-ga vdga aktiivse
kompleksi (Joonised 15-17), samal ajal kui VEEV P123 ja EEEV nsP4 moodustatud

replikatsioonikompleksi aktiivsus on madal (Joonis 18).
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EEEV nsP4 komponendi thilduvus heteroloogiliste
P123-dega EEEV matriitsil
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Joonis 18. EEEV nsP4 komponendi Ghilduvus heteroloogiliste P123-dega EEEV matriitsil. Transfekteerisin
HEK293T rakke 96-auguse plaadi formaadis HSPoll-FG-EEEV + CMV-ubinsP4-EEEV ning erinevate viiruste
CMV-P123 ekspressioonikonstruktidega. Transfektsiooni jargselt inkubeerisin rakke 18h 37°C juures (EILV
puhul ka 48h 28°C juures). Inkubatsiooniaja méddudes madtsin Fluc ja Gluc markervalkude aktiivsust. Tulemused
on normaliseeritud negatiivse kontrollina kasutatud EEEV P1234%A4 suhtes. Katse teostasin kolmes korduses,

katset kordasin kahel s6ltumatul korral. Joonisel on ndidatud keskmised ja standardhélbed.

Sama katse SINV matriits-RNA ekspressiooniplasmiidi kasutades andis vdga sarnase tulemuse
(Joonis 19). Taas moodustas EEEV nsP4 efektiivsemalt replikatsioonikomplekse just SFV
kompleksi kuuluvate viiruste P123-dega (v.a. MAYYV P123). Kombineerimine EILV ja VEEV
P123 valkudega jéi endiselt ebaefektiivseks, kuid ootamatult tdusid SINV P123 + EEEV nsP4
kombinatsiooni replikatsiooni ning transkriptsiooni aktiivsused. Vorreldes EEEV matriitsil
nahtuga, langesid SINV matriitsil minimaalset BFV, VEEV, EEEV, CHIKV ning SFV P123
poolt moodustatud heteroloogiliste replikaasikomplekside aktiivsused. Sellele vaatamata saab
tulemustest jareldada, et EEEV nsP4 suudab efektiivselt replikatsioonikomplekse moodustada
erinevate alfaviiruste P123 komponentidega ning néitab tles paremat thildavust kui EEEV
P123 komponent. Sarnaselt muudele alfaviirustele on olemas ka selge asimmeetria. Lisaks juba
mainitud VEEV/EEEV kombinatsioonidele vdib ndha, et EEEV P123 + BFV nsP4 omab véga
madalat aktiivsust (Joonised 15, 16), samal ajal kui BFV P123 ja EEEV nsP4 on oluliselt
aktiivsem (Joonised 18, 19). Huvitav asummeetria ilmneb ka EEEV ja EILV komponentide
kombineerimisel, kus EEEV P123 + EILV nsP4 on EEEV matriitsil killaltki aktiivne mélemal
temperatuuril (Joonis 15), samal ajal kui EILV P123 + EEEV nsP4 aktiivsus on vdga madal
(Joonised 18, 19).
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EEEV nsP4 komponendi tihilduvus heteroloogiliste
P123-dega SINV matriitsil
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Joonis 19. EEEV nsP4 komponendi thilduvus heteroloogiliste P123-dega SINV matriitsil. Transfekteerisin
HEK?293T rakke 96-auguse plaadi formaadis HSPoll-FG-SINV + CMV-ubinsP4-EEEV ning erinevate
viiruste CMV-P123 ekspressiooniplasmiididega. Tranfektsiooni jargselt inkubeerisin rakke 18h 37°C juures
(EILV puhul 48h 28°C juures). Inkubatsiooniaja moddudes mdatsin Fluc ja Gluc markerite aktiivsust. Tulemused
on normaliseeritud negatiivse kontrollina kasutatud EEEV P1234%*A suhtes. Katse teostasin kolmes korduses,

katset korrati kahel sdltumatul korral. Joonisel on nédidatud keskmised ja standardhalbed.

EEEV replikaasi uurimisel saadud tulemused tédiendasid oluliselt meie andmeid alfaviiruste
replikaaside kohta. EEEV nsP4 komponent oli hasti Ghildatav heteroloogiliste P123
komponentidega, samas, kui EEEV P123 komponent néitas ules korget selektiivsust. See
asjaolu véimaldas vélja selgitada EEEV P123 komponendi ja homoloogilise EEEV matriits
RNA kokkusobivuse tahtsuse. Varasemad uuringud meie laboris on pigem viitanud sellele, et
matriitsi spetsiifilisuse eest vastutab alfaviiruste replikaasis nsP4 komponent, kuid need
tulemused olid saadud SFV kompleksi kuuluvate viiruste puhul. Siin ndhtud tulemused
naitavad, et ka P123 komponendil vdib matriitsi &ratundmisel olla oluline roll. Kindasti on see
nii EEEV puhul ja on vBimalik, et see vBib kehtida ka muude SFV kompleksi mitte kuuluvate
alfaviiruste puhul.

Kokkuvdttes voib delda, et antud uurimuse tulemusel on valminud efektiivsed ning tundlikud
toovahendid EEEV edasiseks uurimiseks. See t60 nditas, et EEEV jaoks on replikatsioonil
limiteerivaks komponendiks nsP4, samas kui P123 komponendi kogusest replikatsioon ning
transkriptsioon positiivset soltuvust ei ndidanud. Lisaks néitasin, et EEEV replikaasi on
vOimalik rekonstrueerida P123 ning nsP4 komponentidest ning need komponendid on
vOimelised osalema ka heteroloogiliste replikaaside moodustumisel. EEEV P123 komponent
néitas Ules matriits-RNA-st soltuvat korget selektiivsust heteroloogiliste nsP4 suhtes,

sarnanedes selle omaduse poolest VEEV selektiivsele P123 komponendile. Samas, EEEV nsP4
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komponent moodustas aktiivseid replikaase erinevatele viirustele kuuluvate P123

komponentidega ja tegi seda matriits-RNA péritolust véhe séltuval moel.
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KOKKUVOTE

Alfaviirused on Togaviridae sugukonda kuuluv putukvektorite abil levivatest viirustest
koosnev perekond. Alfaviirustel on lipiidse Umbrisega sfadrilised virionid ja positiivse
polaarsusega RNA genoom. Kéesolevas bakalaureusetdos uurisin trans-replikatsiooni stisteemi
abil Ida hobuste entsefaliidi viiruse (EEEV) replikatsiooni masinavarki. Tapsemalt uurisin
EEEV trans-replikaasi funktsionaalsust teiste varasemalt konstrueeritud trans-replikaaside
kontekstis ning testisin EEEV replikaasi komponentide funktsionaalset thilduvust teistelt
alfaviirustelt parinevate komponentidega.

Esmalt testisin varasemate projektide raames valmistatud EEEV trans-replikatsiooni stisteemi
aktiivsust imetaja- ning putukarakkudes. Selgus, et EEEV trans-replikaas on hea ning tundlik
toovahend, mille aktiivsused on véhemalt vorreldavad varasemalt meie laboris konstrueeritud
trans-replikatsiooni slisteemidega. Seejarel kasutasin EEEV trans-replikaasi uurimaks EEEV
s6ltuvust peremeesorganismi péaritolu G3BP valgust ning oodatult selgus, et EEEV efektiivse
replikatsiooni ning transkriptsiooni labiviimiseks G3BP valku ei vaja.

Seejérel valmistasin EEEV replikatsiooni uurimiseks uued t66vahendid, mille k&igus jagasin
EEEV hekomponentse P1234 replikaasi P123 + nsP4 komponentideks. Selline siisteem
vBimaldas funktsionaalse EEEV replikaasi rekonstrueerimist ning katsed selle stisteemiga
naitasid, et P123 ja nsP4 komponentidest moodustuva kompleksi aktiivsust limiteerivaks
faktoriks on nsP4 kogus rakus. Siiski leidsin, et kdrged nsP4 kontsentrastioonid inhibeerivad
replikastiooni ning optimaalseim P123:nsP4 ekspressioonikonstruktide koguste suhe on 1:1.
Uudse EEEV kahekomponentse trans-replikatsiooni stisteemiga uurisin EEEV P123 ning nsP4
komponentide thilduvust teistelt alfaviirustest parinevate komponentidega. Selgus, et EEEV
P123 nditab tles kdrget matriits-RNA-st sdltuvat selektiivsust heteroloogiliste nsP4-de suhtes,
tootades efektiivselt ainult enda homoloogilise nsP4 ning VEEV nsP4-ga. Samas on EEEV
nsP4 komponent Gsna universaalne, moodustades aktiivset replikaasi erinevatele alfaviirustele
kuuluvate P123 komponentidega.

Ké&esoleva uurimuse kéigus valminud todvahendid aitavad tulevikus oluliselt lihtsustada
kdrgesse bioohtustaseme klassi kuuluva EEEV RNA replikatsiooni uurimist. Siin t60s saadud
tulemused aitavad paremini mdista alfaviiruste aktiivse replikaasi moodustumist ning
erinevatelt alfaviirustel parinevate mittestruktuursete valkude ja matriits-RNA-de thilduvust.
See heidab omakorda suuremat valgust alfaviiruste evolutsioonilisele arengule ning on kindlasti

oluline samm voimalike viirusvastaste vahendite loomisel.
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SUMMARY

Reconstructing the replicase of Eastern equine encephalitis virus from functional
components

Alphaviruses are a genus of arboviruses in the Togaviridae family. Alphaviruses have lipid-
enveloped spherical virions and a positively polarized RNA genome. In this bachelor's thesis, I
studied the replication machinery of Eastern equine encephalitis virus (EEEV) using a trans-
replication system. | studied the functionality of the EEEV trans-replicase in the context of
other previously constructed trans-replicases. In addition, | reconstructed the EEEV replicase
from two functional P123 + nsP4 components and tested the compatibility of these components
with components from other viruses.

Firstly, | tested the activity of EEEV trans-replicase system that was prepared during previous
projects in mammalian and insect cells. It turned out that the EEEV trans-replicase is a good
and sensitive tool with comparable activity to the trans-replication systems that were previously
designed in our laboratory. Thereupon, | used the EEEV trans-replicase to study the dependence
of EEEV on host derived G3BP protein, and as it was expected, G3BP protein was not essential
for efficient EEEV replication and transcription.

| also developed new tools for studying the EEEV replication, in which | divided the EEEV
one-component P1234 replicase into two functional P123 + nsP4 components. This kind of
system allows to reconstruct the EEEV replicase from functional components. Titration
experiments of P123 and nsP4 components were performed, as P123 and nsP4 components are
not synthesized in equal amounts in the cell during alphavirus infection. Titration experiments
showed that the limiting component of EEEV replication is the amount of nsP4 in the cell and
the optimal ratio of P123:nsP4 is 1:1.

With the novel EEEV two-component trans-replication system, | studied the compatibility of
the P123 and nsP4 components of EEEV with other alphavirus-derived components. It was
found that EEEV P123 shows high selectivity and works effectively only with its own
homologous nsP4 and VEEV nsP4. However, the nsP4 component of EEEV is quite universal,
as it was capable of forming an active replicase with P123 components belonging to different
alphaviruses.

The tools developed in this study will significantly facilitate researching the replication of
EEEV in the future. The results obtained in this work contribute to a better understanding of
the formation of active replicases of alphaviruses, in particular EEEV, and the compatibility of
non-structural proteins between different alphaviruses. This in turn sheds more light on the
evolutionary development of alphaviruses and is certainly an important step in the development
of possible antiviral agents.
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