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KASUTATUD LUHENDID

ah - aminohape

Amp — ampitsiliin

ATP — adenosiin trifosfaat

ATPaas — adenosiintrifosfataas

bp — aluspaar

BHK - baby hamster kidney; beebihamstri neerurakud
BSA — veise seerumi albumiin

cDNA - komplementaarne DNA

CIAP — veise soolte aluseline fosfotaas

CMC - karbokstimetiiiiltselluloos

CPV-I —type | cytoplasmic vacuoles; tiilip I tsiitoplasmaatilised vakuoolid
Cys — tsiisteiin

d1EGFP - degrateeritav voimendatud roheliselt fluoereseeruv valk
DEPC - dietiitilptirokarbonaad

DNA — desoksiiribonukleiinhape

DTT - ditiotreitool

EEE — Eastern Equine Encephalitis virus

EDTA - etiileendiamiintetradddikhape

FCS — veise loote seerum

GMEM - Glasgow Modified Eagle’s Medium

GMP — guanosiin monofosfaat

GT — guaniiliiiiltransferaas

GTP —guanosiin trifosfaat

GTPaas- guonasiin trifosfataas

HEPES - hiidroksuetiiiilpiperasiinetaansulfaat

ICA — Infectious Center Assay

IgG — immuunoglobulin G

kb — kiloalus

kDa — kilodalton

MOI — multiplisity of infection; infektsiooni kordsus

MT — metuiltransferaas



nsP — nonstructural protein; mittestruktuurne valk
nt — nukleotiid

NTP — nukleosiid trifosfaat

NTPaas — nuklosiid trifosfataas

ORF — avatud lugemisraam

PAGE - poliakriiiilamiid geel-elektroforees

PBS — fosfaatpuhvriga soolalahus

pfu — plaque forming unit; plaage moodustav iithik
RdRp — RNA-st sdltuv RNA poliimeraas

RNA - ribonukleiinhape

sSRNA — iiheahelaline RNA

rpm — pddret minutis

SDS — naatrium dodetsiililsulfaat

SFV — Semliki Forest Virus; Semliki Forest viirus
SIN — Sindbis virus; Sindbis viirus

TAE — Tris/Atsetaat/EDTA puhver

TPB — triiptoos-fosfaadi puljong

TE — Tris-EDTA puhver

Tris — trishiidroksiimetiitilaminometaan

ts — temperature sensitive; temperatuuritundlik
VEE - Venezuelan Equine Encephalitis virus
VLP - virus-like particle; viirus-laadne partikkel
WEE — West Equine Encephalitis virus

wt — wild type; metsikut tiitipi



SISSEJUHATUS

Alfaviirused on suhteliselt lihtsa ehitusega positiivse polaarsusega RNA
genoomsed  viirused, mille uurimine annab olulist infot nii  viiruste
molekulaarbioloogia kui ka meditsiiniliselt ja majanduslikult téhtsate alfa-sarnaste
viiruste kohta. Samuti on alfaviirused mudelobjektiks viiruse paljunemisega seotud
rakuliste protsesside uurimisel ning kahe alfaviiruse Semliki Forest viiruse (SFV) ja
Sindbis viiruse (SIN) genoomidel podhinevaid vektoreid kasutatakse palju
geeniiilekandel. Alfaviirustel pohinevad vektorid on véga efektiivsed, mahukad ning
kasutatavad viga erinevates rakutiiiipides.

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli uurida SFV mittestruktuurse valgu nsP1
palmitiileerimismutantide omadusi. Need mutandid olid esialgselt ette ndhtud
mittetsiitotoksiliste SFV replikon-vektorite konstrueerimiseks, kuid vdhendasid nagu
nditasid labiviidud eelkatsed SFV replikonide infektsioonilisust sedavord, et ei
voimalda nende kasutamist efektiivselt toimivates vektorites. Sellest 1dhtuvalt kujunes
t00 peamiseks eesmirgiks nende mutantide madala infektsioonilisuse molekulaarsete
pOhjuste identifitseerimine ja iseloomustamine. T60 teiseks eesmérgiks oli uurida kas
ja kuidas on identifitseeritud mehhanisme kasutades voimalik konstrueerida
mittetoksilised nsP1 mutatsioone sisaldavad SFV replikon-vektorid.

Kéesoleva t60 teoreetiline osa annab iilevaate alfaviiruste genoomist,
elutsiiklist ning viiruste replikatsioonist SFV néitel. Pikemalt on kirjeldatud SFV
mittestruktuurse replikatsioonivalgu nsP1 funktsioone.

Too eksperimentaalne osa kirjeldab nsP1 palmitiileerimismutantide madala
infektsioonilisuse pdhjuste identifitseerimist ja nende mutantide iseloomustamist
erinevate viroloogiliste ja molekulaarbioloogiliste meetodite abil. Peale selle on
eksperimentaalselt ndidatud SFV  genoomil pdhinevate replikon-vektorite
konstrueerimise vdimalikkust. Arutelus on analiiiisitud tehtud avastuste tdhtsust SFV
molekulaarbioloogia mdistmisel ja kavandatud t66 tulemustest ldhtuvaid tdiendavaid
uurimissuundi.

T66 on valminud Tartu Ulikooli Molekulaar- ja rakubioloogia instituudis
mikrobioloogia ja viroloogia Oppetooli juures. Ténan professor Andres Meritsat

juhendamise ja kasulike nduannete eest.



I. KIRJANDUSE ULEVAADE

1. Alfaviirused

1.1 Uldiseloomustus

Alfaviirused kuuluvad koos rubiviirustega hésti uuritud Togaviridae
sugukonda. Nad on viikesed, lipiidse timbrisega, iiheahelalise positiivse polaarsusega
RNA genoomsed viirused, mis nakatavad paljusid selgroogseid peremehi ja
putukvektoreid. Nende genoomi suurus varieerub vahemikus 9.7 kb rubiviirustel kuni
11.8 kb alfaviirustel. Alfaviirustele sarnast genoomi iilesehitust omavad ka kollatdve
E viirus, putukaviirused sugukonnast Tetraviridae ja taimeviirused perekondatest
tobamo-, tobra-, hordei-, tricorna-, clostero-, furo-, potex-, carla-, tymo- ja
cucumoviirus , mis koik kokku moodustavad alfa-sarnaste viiruste supersugukonna
(Koonin and Dolja, 1993).

Alfaviirused on maailmas véga laialt levinud, neid on leitud peaaegu koikjalt
véljaarvatud Antarktikast ja monedelt saartelt. Nende levimine toimub verd imevate
kiletiivaliste (moskiitod, sddsed) vahendusel (v.a. kalade alfaviirused) lindudele ja
viaiksematele imetajatele, kes on alfaviiruste looduslikud peremehed. Perekonda
kuulub iile 30 liigi viiruseid, millest moned on inimestele ja loomadele iilekandununa
ohtlikud patogeenid. Alfaviirused replitseeruvad nii putukate kui selgroogsete
rakkudes. Selgroogsete rakkudes on infektsioon tugev ja tavaliselt liithiajaline (sageli
raku surmaga Idppev), kuid putukarakkudes on alfaviiruste infektsioon reeglina
apatogeenne ja presistentne. Enamasti kaasneb alfaviiruste infektsiooniga palavik,
tugev peavalu, 166ve ja liigesevalu, kuid moned liigid (nt. EEE, VEE, WEE) vdivad
pohjustada inimestel ja koduloomadel ka surmavat entsefaliiti (Strauss and Strauss,
1994).

Rohkem kui kiimne alfaviiruse genoomid on tdielikult voi osaliselt
sekveneeritud. Nende jirjestuste omavaheline vordlus niitas, et alfaviiruste genoomid
on véga sarnase iilesehitusega. Struktuurseid valke kodeerivas alas omavad nad 45 %

ning mittestruktuurses alas 60 % jarjestuse sarnasust (Strauss and Strauss, 1994).



Alfaviiruste tiilipesindajateks on Sindbis viirus (SIN) ning Semliki Forest
viirus, mida on viimase kolmekiimne aasta jooksul laialdaselt uuritud. Nende kahe
viiruse laboratoorsed tiived on inimesele avirulentsed. Erinevalt SIN-st ei ole ka
looduslik SFV inimesel esinevate haiguste tekitaja. SIN-viirust on leitud paljudest
regioonidest, seal hulgas ka soomest kui Pogosta haiguse (selle stimptomiteks on
166ve ning artriit ja mis esineb epideemiatena iga seitsme aasta tagant) tekitaja
(Brummer-Korvenkontio et al., 2002). Selle viiruse peamiseks kandjaks looduses on
linnud. Samas pohjustab SFV hiirtel surmavat entsefaliiti ning on seetdttu
mudelsiisteemiks viiruselise neuropatogeneesi uurimisel (Atkins et al., 1999 ja
Fazakerley, 2002). Lisaks on SIN ja SFV prototiilipideks mitmete teiste patogeensete
viiruste ning viiruse paljunemisega seotud rakuliste protsesside - nditeks
glilkoproteiinide modifitseerimine ja transport, endotsiitoos ja membraanide
kokkusulamine - uurimisel (Helenius, 1995; Helenius and Aebi, 2001; Kielian, 1995).
Alfaviiruste lai peremeesring ning efektiivne geeniekspressioon erinevates
rakutiitipides on pdhjuseks, miks on vilja arendatud SFV ja SIN genoomidel
pohinevad ekspressioonivektorid. Neid vektoreid kasutatakse biotehnoloogias ja
plaanitakse kasutada vaktsineerimisel ning geeniteraapias (Liljestrom and Garoff,
1991; Frolov et al., 1996).

Allpool on alfaviirustega seotud molekulaarbioloogilisi aspekte tdpsemalt

kasitletud SFV néitel, sest sellel viirusel pohineb ka kédesolev viitekiri.

1.2 SFV virion

SFV virionid on kerajad, ebakorrapdrase kujuga 65-70 nm ldbimododuga
struktuurid, mis koosnevad ikosaeedrilise siimmeetriaga (T=4) nukleokapsiidist ning
on kaetud peremeesraku plasmamembraanist parineva lipiidse iimbrisega (Joonis 1).
Umbrise lipiidne kaksikkiht on tihedalt libistatud viiruse 240 transmembraanse
gliikovalgu E1 ja E2 (kumbki ~50 kDa) heterodimeeridega. Lisaks sisaldab {imbris ka
viikest perifeerset E3 valku (10 kDa). Kolm EI1/E2 heterodimeeride paari
interakteeruvad omavahel ning moodustavad virioni pealispinnal 80 oga-kujulist
moodustist. SFV nukleokapsiid sisaldab 240 koopiat kapsiidivalku (~30 kDa) ning
iihte koopiat positiivset ssSRNA-d. Seega on kapsiidivalgu ja gliikovalkude molaarne

suhe viiruspartiklis 1:1 (Strauss and Strauss, 1994).



Joonis 1. SFV virion. Halliga on kujutatud iimbrise gliikoproteiinid ning sinisega nukleokapsiid.
Selgelt on néha nukleokapsiidi ja lipiidse kaksikkihi (oranz) omavahelist interaktsiooni (Strauss and

Strauss, 1994).

1.3 SFV genoom ja replikonid

SFV genoomiks on positiivse polaarsusega iiheahelaline lineaarne RNA
molekul (nn. 42S RNA) pikkusega 11 442 nukleotiidi jddki, mille 5° otsas on 7-
metiiiilguanosiinist cap-struktuur ning 3’ otsas 100 nukleotiidi pikkune polii(A)
jarjestus nagu rakulistel mRNA-delgi (Kédaridinen and Soéderlund, 1978) (Joonis 2).
SFV genoomi voib jaotada kaheks suureks osaks. 5’ otsapoolne kaks-kolmandikku
genoomist moodustab mittestruktuurse ala, millelt kodeeritakse replikatsiooniks
vajalikke mittestruktuurseid valke (nsP1-4). Genoomi 3’ otsapoolne iiks-kolmandik
moodustab struktuurse osa, mis ekspresseerib sub-genoomse RNA (nn. 26S RNA)
vahendusel ja millelt kodeeritakse viiruse struktuursed valgud (E1, E2, kapsiidivalk).
26S RNA-l on sarnaselt 42S RNA-le 5° ots cap-struktuuriga ja 3’ ots
poliiadeniileeritud. Alfaviiruste genoomis paikneb ka kolm mittekodeerivat jirjestust,
mis asuvad genoomi 5’- ja 3’-otstes ning mittestruktuurse ja struktuurse osa vahel
(Strauss and Strauss, 1994).

SFV genoomide alusel on konstrueeritud nn. replikon-vektorid, mida
kasutatakse voorgeenide ekspresseerimiseks. Kuna viiruse struktuursed valgud ei ole
replikatsiooniks vajalikud, siis on voimalik need asendada soovitud jirjestusega.
Lihtsamad ja koige sagedamini kasutatavad on SFV replikon-vektorid, milles
struktuurne  regioon on asendatud voOorgeenide kloneerimiseks vajaliku

kloneerimisjarjestusega (Liljestrom and Garoff, 1991).
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Joonis 2. SFV genoom on (+) polaarsusega lincaarne RNA molekul, mis sisaldab kahte avatud
lugemisraami (ORF). 5’ ORF kodeerib mittestruktuurseid (nsP1-nsP4) valke, mis moodustavad viiruse
replikaasi. 3’ ORF kodeerib virionide moodustumiseks vajalikke struktuurseid valke. Genoomi 5’ otsas

paikneb 7-metiiiilguanosiinist cap-struktuur ning 3’otsas polii(A) jarjestus.

1.4 SFV elutsiikkel

Rakule seondumiseks kasutab SFV rohkem kui iihte seni identifitseerimata
valgulist retseptorit, oletatavasti sdltub kasutatava retseptori valik ka peremeesraku
tiitibist. Ka SIN-i puhul on teada, et viirus kasutab paljusid erinevaid retseptoreid,
kuid samas on teada, et imetajarakkudes on SIN-i peamiseks retseptoriks laminiin.
SFV sisenemine peremeesrakku toimub retseptor-vahendatud endotsiitoosi teel
klatriiniga kaetud vesiikulites (Helenius et al., 1980). Alfaviiruse virioni ja raku
membraanide liitumine toimub endosoomides oleva happelise pH toimel, mis
pohjustab gliikkovalkude konformatsioonilisi muutusi ja aktiveerib selle kaudu El
fusogeenset aktiivsust, selle protsessi tulemuseks on viiruse nukleokapsiidi
vabanemine tsiitoplasmasse (Garoff et al., 1994; Kielian, 1995). Peale nukleokapsiidi
vabanemist toimub tema kiire (1-2 minuti jooksul) lagunemine ribosoomide toimel,
mis seondavad SFV kapsiidivalku vabastades selle tulemusena genoomse RNA
(Singh and Helenius, 1992). Nakatunud rakud on resistentsed superinfektsiooni suhtes
(alates 0.5 - 1 tund peale nakatumist).

Vabanenud positiivset RNA genoomi kasutakse mRNA-na, millelt
sinteesitakse mittestruktuurne poliiproteiin (P1234). Poliiproteiini protsessimise
esimeseks etapiks on nsP4 valgu, mis on viiruse RNA-st soltuv RNA poliimeraas
(RdRp), vabanemine proteoliilitilise 10ikamise tulemusel. See 16ikamine on viiruse
replikatsiooniks absoluutselt vajalik (Shirako and Strauss, 1994). Poliiproteiini

hilisema protsessingu kédigus moodustub neli replikatsiooniks vajalikku



mittestruktuurset valku (nsP1-4) ja liihikese elueaga poliiproteiini protsessingu
vahevormid P12, P34 ning P23. Kogu poliiproteiini 1dikamine on seotud viiruse
mittestruktuurse valgu nsP2 proteaasse aktiivsusega (Kéadridinen and Ahola, 2002)
(Joonis 3).

SIN-i mittestruktuursete valkude ekspressioon erineb mdnevdrra SFV poolt
kasutatavast ekspressiooni skeemist. Nimelt sisaldab SIN P1234 poliiproteiini avatud
lugemisraam peale nsP3 opal terminatsioonikoodonit, mistottu nsP4 translatsioon
toimub terminaatori supresseerimise teel ning madalal tasemel. Seetdttu siinteesitakse
P1234 poliiproteiini vorrelduna P123 poliiproteiiniga ka oluliselt vdiksemal hulgal
(Strauss and Strauss, 1994). Siiski ei mojuta sellised erinevused P1234 poliiproteiini
stinteesil oluliselt viiruse molekulaarbioloogiat. Peale selle on teada, et sarnane
terminaator esineb ka vdhemalt iihel SFV tiivel (tiivi A7(74)) ja selle vahetamine
sense-koodoniga ei oma viiruse replikatsioonile olulist mdju.

SFV RNA replikatsioon toimub tsiitoplasmas ja viiakse ldbi viiruse mitte-
struktuursetest valkudest koosneva replikaasi poolt. Raku poolsete komponentide
osalemist SFV replikatsioonis on vihe uuritud, kuid on teada, et replikatsiooni
toimumiseks on vajalikud raku membraanid. Replikatsioon toimub negatiivse RNA
ahela vahendusel, millelt amplifitseeritakse uued tdispikad genoomid ja
subgenoomsed RNA-d. Selgroogsetes peremeesrakkudes inhibeerib SFV juba
infektsiooni esimestel tundidel peremeesraku makromolekulide siinteesi ja indutseerib
nakatunud rakkude apoptoosi (Strauss and Strauss, 1994).

Struktuurse poliiproteiini, mis transleeritakse 26S RNA maatritsilt,
protsessingul moodustuvad kapsiidi valk C, timbrisevalgud E1 ja E2 ning kaks
viaiksemat peptiiddi E3 ja 6K. Struktuurse poliiproteiini protsessimine algab
kapsiidivalgu autokataliiiitilise ~vabanemisega. Peale kapsiidivalgu [dikamist
eksponeerub E3 valgu aminoterminuses olev signaaljérjestus, mis saadab iilejdédnud
poliiproteiini karedapinnalisele endoplasmaatilisele retiikulumile (Melanchon and
Garoff, 1987; Garoff et al., 1990), kus toimub struktuurse poliiproteiini
gliikostileerimine ja edasine protsessimine peremeesraku ensiilimide abil. Rakulise
paritoluga signaalpeptidaas 1dikab p62 (E2 ja E3 eelvalk) ja 6K ning 6K ja E1 vahelt.
E1l subiihik ja p62 moodustavad dimeeri, mille 18plik protsessimine toimub hilises
sekretoorses rajas (trans-Golgis). Moodustunud E1, E2 ja E3 valgud transporditakse
plasmamembraanile (Lu & Kielian, 2000; Sariola et al., 1995). 6K omab

signaaljédrjestust, mis on oluline E1 translokatsioonil ER-I (Liljestrom & Garoff,
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1991). Lisaks sellele suurendab 6K valk ka raku membraanide l14bilaskevdimet (Sanz
et al., 1994) ning virionide pungumist (Loewy et al., 1995).

Viiruspartikli  moodustumine algab genoomse RNA  pakkimisega
nukleokapsiididesse. On teada, et peale vabanemist struktuurse poliiproteiini kiiljest
seondub kapsiidivalk ajutiselt ribosoomi suurema subiihikuga (60S) ja seejirel SFV
42S RNA-ga, moodustades nukleokapsiidi (Sonderlun and Ulmanen, 1977).
Kapsiidivalk seondub viiruse genoomses RNA-s spetsiifilise nn. pakkimissignaali
jarjestustega, mis SFV-1 ja SIN-I paiknevad vastavalt nsP2 ja nsP1 valke kodeerivates
alades (Frolova et al., 1997). Virionide 16plik vabanemine toimub nukleokapsiidi
pungumisel 14bi plasmamembraani spetsiifiliste piirkondade, mis on modifitseeritud
viiruse gliikoproteiinide poolt. On nédidatud, et pungumise kiivitamisel seostub
nukleokapsiid plasmamembraanil asuva E2 valgu tsiitoplasmaatilise sabaga

(Suomalainen et al., 1992).

1.5 SFV RNA replikatsioon

SFV RNA replikatsioon toimub nakatunud raku tsiitoplasmas paiknevatel
modifitseeritud endosoomide ja liisosoomide membraanidel, mis on kohaks, kus
moodustuvad nelja  viiruse  mittestruktuurset valku (nsP1-4) sisaldavad
replikatsioonikompleksid. Néidatud on ka mdnede peremeesvalkude seotust SFV
replikatsioonikompleksiga (Barton et al., 1991), kuid nende tépne roll ja vajalikkus
replikatsioonil pole selge.

SFV replikatsioon algab positiivsele RNA ahelale komplementaarse negatiivse
ahela siinteesimisega. Negatiivsete ahelate siintees toimub ainult infektsiooni
varajases faasis (kuni 3 tundi peale nakatamist) ja on soltuv translatsioonist (Sawicki
and Sawicki, 1980). Proteaasi (nsP2) kontsentratsioon rakus on veel viike ja
poliiproteiinid suhteliselt stabiilsed. Positiivsete 26S ja 42S positiivsete RNA ahelate
siintees on hilisem, translatsioonist soltumatu ja jitkub ka mitu tundi peale
valgusiinteesi inhibiitorite lisamist (Wengler and Wengler, 1975; Kennedy, 1980).
See tuleneb sellest, et SFV RNA siintees on kontrollitud mittestruktuurse
poliiproteiini (P1234) ekspressiooni ja 1dikamisega (Joonis 3). Poliiproteiini P1234 ja
selle protsessingul tekivate vahevormide pool-eluiga on lithike (u. 10-20 min), sest
nad protsessitakse kiiresti viiruse nsP2 proteaasi poolt (Ding and Schlesinger, 1989;

Hardy and Strauss, 1989). Varajases infektsioonis toimub esmalt poliiproteiini
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16ikamine in cis voi in trans P123 ja nsP4 valgu vahelt. Tekkinud P123 poliiproteiin
ja vaba nsP4 moodutavad varase RNA poliimeraasi, mis on vajalik negatiivsete RNA
ahelate siinteesiks (Lemm et al., 1993; Lemm et al., 1994; Shirako and Strauss, 1994).
Kuna varane poliimeraas on ebastabiilne, on ka negatiivsete ahelate siintees
lithiajaline. Varajase poliimeraasi konverteerimine hiliseks poliimeraasiks on seotud
P123 loikamisega ja seetdttu sdltub uute poliiproteiinide pidevast juurdesiinteesist.
P123 esimese ldikamise tulemusena produtseeritakse nsP1 ning P23, millest
protsessitakse vidga kiiresti edasi individuaalsed nsP2 ja nsP3 wvalkud. Selle
tulemusena konverteeritakse varajane poliimeraaskompleks nsP1-4 valkudest
koosnevaks hiliseks poliimeraasiks, mis siinteesib negatiivste ahelate maatritsilt
positiivseid 42S ja 26S RNA-sid. Subgenoomset 26S RNA-d transkribeeritakse
sisemiselt promootorilt, mis asub RNA negatiivses ahelas ja kattub osaliselt nsP4
valku kodeeriva regiooniga Hiline replikaas on stabiilne ja funktsioneerib ka ns-
valkude juurdesiinteesi 16ppemisel. Hilises infektsioonis (ca 3 tundi peale infektsiooni
algust) leiavad aset kaks slindmust. Esiteks, toimub viiruse ns-valkude siinteesi
mahasurumine (enamasti siiski mitte tdielik) viiruse enese poolt indutseeritud
mehhanismi abil. Teiseks, nsP2 konsentratsiooni kasv rakus liilitab timber P1234
protsessingu raja. Esimeseks 10ikamiseks selles infektsioonifaasis on 16ikamine nsP2
ja nsP3 vahelt (s.t. 1dikamine toimub silinteesi kdigus ja enne seda kui silintees jouab
nsP3/nsP4 liitekohani). Selle tulemusena moodustuvad P12 ja P34 poliiproteiinid, mis
uusi replikatsioonikomplekse ei moodusta, ehkki protsessitakse valmis nsP1-4
valkudeks. Seega moodustuvad funktsionaalsed replikaasi kompleksid eranditult P123

+ nsP4 vahevormi (varajase replikaasi) kaudu ning ainult varajase infektsioonis.
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Joonis 3. SVF mittestruktuurse poliiproteiini P1234 proteoliiiitiline protsessimine ning selle

tulemusena moodustuvad funktsionaalsed replikatsioonikompleksid.

Uute positiivsete RNA genoomide siintees toimub tiiiip I tsiitoplasmaatilistes
vakuoolides (type | cytoplasmic vacuoles, CPV-I). CPV-de moodustumine ei ole
soltuv rakku sisenevast virionist, sest CPV-d moodustuvad ka palja infektsioonilise
RNA-ga transfekteeritud rakkudes (Perdnen and Kéiéridinen, 1991). CPV-I-d on
vesikulaarsed struktuurid (diameeter varieerub 600-2000 nm vahel), mis kujutavad
endast modifitseeritud liisosoome ja endosoome ning on tihti ldhedalt seotud
endoplasmaatilise retiikulumiga (Froshauer et al., 1988; Perdnen and Kééridinen,
1991). See annab alust arvata, et viiruse RNA replikatsioon, translatsioon ja
pakkimine on kontsentreeritud tsiitoplasma kindlasse regiooni (Froshauer et al.,
1988). Lisaks on ndidatud, et selles piirkonnas voib ka toimuda struktuursete valkude
translatsioon ja siinteesitud genoomse RNA pakkumine nukleokapsiidi. CPV-de
membraane iseloomustab spetsiifiliste 50 nm diameetriga sissesopistuste ehk
sfadrulite paiknemine CPV-I sisekiiljel. Sfadrulid on kitsa kanali kaudu iihenduses
tsiitoplasmaga ning olemasolevad andmed niitavad, et sfddrulid on viiruse
replikatsioonikomplekside paiknemise kohaks ja just nendes struktuurides toimub
RNA siintees (Kujula et al., 2001) (Joonis 4). Samuti on leitud, et taolised sfadrulid on

iseloomulikud  koikidele  seniuuritud alfa-sarnastele  viirustele.  Sfaarulite
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moodustumise mehhanismi kohta on tdnapédeval veel viga vihe teada. Teada on, et
nakatatud rakus asuvad sfdérulid pidevas liikumises, muuhulgas on neid tuvastatud ka

nakatunud raku pinnal (ca 3 tundi peale infektsiooni algust)(Kujala et al., 2001).

Joonis 4. SFV positiivsete 42S RNA ahelate siinteesi hiipoteetiline mudel. Negatiivse polaarsusega
RNA matriits (tdhistatud punktiirjoonega) moodustab tdendoliselt dupleksi positiivse ahelaga (pidev
joon). Hilised RNA poliimeraasi molekulid (pol) koosnevad nsP1-nsP4 valkudest ning on kinnitunud
membraanile. Kaheahelaline RNA matriits keerleb 1ébi kahe erineva poliimeraasi kompleksi noolega
ndidatud suunas. Uued positiivse polaarsusega RNA ahelad siinteesitakse poolkonservatiivse
replikatsiooni kdigus. Cap-struktuur lisatakse viiruse ensiilimide poolt kotranskriptsiooniliselt

(Kaariainen and Ahola, 2002).

Ainsateks valkudeks, mille osalus SFV RNA siinteesil ja modifitseerimisel on
teada, on viiruse mittestruktuursed valgud. Neid valke on intensiivselt uuritud ja
paljud nende funktsioonid on teada.

NsP1 (SFV 537 ah jadki, 60 kDa) on vajalik negatiivsete-ahelate siinteesi
initsiatsiooniks ning viiruse replikaasi seondumiseks raku membraanidele. Veel
vastutab nsP1 mRNA-le cap-i lisamise eest, omades nii metiililtransferaasset kui
guaniitiltransferaasset aktiivsust (Ahola and Kéaridinen, 1995; Ahola et al., 1997,
Laakkonen et al., 1996; Ahola et al., 2000b). Tdpsemalt on nsP1 funktsioone
kirjeldatud allpool.

NsP2 (SFV 799 ah jaiki, 89 kDa) valgul on teada palju funktsioone. SFV-ga
nakatatud rakkude immuunofluoresentsanaliiiis nditab, et 50% nsP2 valgust paikneb
tuumas (Perdnen et al., 1990). Seda pdhjustab nsP2 valgu C-terminaalses osas

paikneva tuuma lokalisatsiooni signaali olemasolu (Rikkonen et al., 1992). NsP2
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valgu N-terminaalne domeen on viiruse RNA helikaas ning C-terminaalne domeen on
homoloogne papaiin-sarnastele tsiisteiinproteaasidele (Hardy and Strauss, 1989;
Gorbalenya et al., 1991). Nagu eelpool mainitud, on nsP2 ainuke proteaas, mis
vastutab mittestruktuurse poliiproteiini protsessimise eest. Helikaasne domeen omab
ka ATPaasi ja GTPaasi aktiivsust (Rikkonen et al., 1994) ja on ka RNA trifosfataas,
mis kataliilisib esimest etappi viirus-spetsiifilisest mRNA cappimis-reaktsioonist
(Vasiljeva et al., 2000). Veel on leitud, et nsP2 on vajalik subgenoomsete 26S RNA-
de siinteesil, initseerides transkriptsiooni sg-promootoril (Hahn et al., 1989b;
Suopanki et al., 1998).

NsP3 (SFV 482 ah jaiki, 61 kDa) valgu tdpne funktsioon ei ole teada, kuid
molekulaarbioloogilised uuringud on nédidanud, et ta on viiruse replikatsioonil oluline
(Hahn et al., 1989b). NsP3 koosneb kahest erinevast domeenist. NsP3 N-terminaalne
osa (nn. X—domeen) on konserveerunud kdigil alfaviirustel ning selle domeeniga
homoloogseid jirjestusi on leitud ka teistelt viirustelt nagu rubella, hepatiit E ning
coronaviirused (Koonin and Dolja, 1993; Gorbalenya et al., 1991) ning ka rakkude
genoomidest. NsP3 C-terminaalne domeen on aga vidga varieeruv nii pikkuselt kui
jarjestuselt (Strauss and Strauss, 1994). Selles regioonis asuvad seriini- ja
treoniinijadgid on rakuliste kinaaside poolt fosforiileeritud (Perdnen et al., 1988; Li et
al., 1990; Vihinen and Saarinen, 2000). Fosforiileerimise bioloogiline tdhtsus ei ole
veel selge, kuid on teada, et vastavate aminohappe jddkide muteerimine voi
deleteerimine ei blokeeri viiruse replikatsiooni, ehkki mdjutab SFV patogeensust
(Vihinen et al., 2001).

NsP4 (SFV 614 ah jadki, 68 kDa) on viiruse RNA poliimeraasi kataliiiitiline
subiihik. Tema C-terminaalne osa sisaldab koikidele RNA sdltuvatele RNA
poliimeraasidele tiiiipilisi jarjestuselemente, kaasa arvatud universaalset GDD motiivi
(Poch et al., 1989; Koonin and Dolja, 1993). Alfaviirusega nakatunud rakus on nsP4
kogus vorreldes teiste ns-valkudega viike, sest ta degradeeritakse Kkiiresti
ubikvitiniileerimise raja kaudu proteasoomides (de Groot et al., 1991; Takkinen et al.,
1991; Merits et al., 2001). Ebastabiilseks muudab nsP4 valgu tema N-terminaalne
tiirosiinijadk, mille tunneb dra rakuline ubikvitiniileerimise mehhanism (N-otsa reegel,
Gonda et al., 1989). Samas on see tiirosiinijadk oluline viiruse replikatsiooniks.
Natiivne nsP4, mida ekspresseeritakse stabiilsetes rakkudes, omab pool-eluiga alla
mone minuti (Ingrid Haal, Magistritdo, 2004), nakatatud rakus stabiliseeritakse osa

stinteesitud nsP4 valgust (ca 20% koguhulgast) tdnu interaktsioonidele teiste
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replikaasikompleksi valkude ja/voi struktuuridega samal ajal kui iilejdéinud osa nsP4-

st lagundatakse (de Groot et al., 1991).

2. SFV multifunktsionaalne valk nsP1

SIN viiruse mutanditega on ndidatud, et nsPl valk osaleb negatiivse
polaarsusega RNA siinteesi initsiatsioonil ja selleks funktsiooniks vajalik jérjestus
paikneb nsP1 C-terminaalses osas (Wang et al., 1991). SFV nsP1 kohta analoogsed
andmed praegu veel puuduvad, kiill aga on SFV mittestruktuurne nsP1 valk iiks kodige
paremini iseloomustatud alfaviiruste replikatsioonivalke.

SFV nsP1 viib ldbi viirus-spetsiifilist genoomse ja subgenoomse mRNA 5’
otsa capeerimis-reaktsiooni. Kdigepealt funktsioneerib nsP1 kui metiiiiltransferaas
(MT) konverteerides GTP metiiiil-7-GTP-ks (Laakkonen et al., 1994) ja seejérel kui
guaniiiiltransferaas (GT) moodustades kovalentse kompleksi. Seega erineb alfaviiruste
RNA cappimine oluliselt rakuliste mRNA-de omast, toimudes tsiitoplasmas ja
vastupidist reaktsioonide jdrjekorda kasutades: rakus toimub esimesena GT
vahendatud GMP transportimine RNA-le ning viimasena metiileerimine otse RNA
molekulil (Ahola and Kééridinen, 1995). Kuna alfaviiruste MT ja GT reaktsioonid on
tihised koigi alfa-sarnaste viirustega ning erinevad rakulistest reaktsioonidest, on need
tiheks voimalikuks sihtmdrgiks viirus-spetsiifiliste inhibiitorite viljaarendamisel
(Lampio et al., 1999).

Ainsana SFV mittestruktuursetest valkudest on nsP1 otseselt seotud raku
membraanidega, olles seega kogu viiruse replikatsioonikompleksi tsiitoplasmaatilisele
membraanile sidujaks (Ahola et al., 2000b). NsP1 seondub tugevasti fosfatitiiiilseriini
sisaldavate negatiivselt laestud membraanidega. On nididatud, et seondumisel
membraanidega osalevad kaks funktsionaalselt erinevat nsP1 valgu jérjestust (Joonis

5).
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Joonis 5. nsP1 valgu funktsionaalsed domeenid. Ndidatud on kaks regiooni, mis vastutavad nsP1
valgu membraanidele sidumise eest. Vélja on toodud primaarseks seondumiseks vajalik
aminohappeline jérjestus ning margitud on ka palmitiileerimiseks vajalike tsiisteiinide (C418-C420)

paiknemine. Numbrid skeemil osutavad aminohappejiédkide numbritele SFV nsP1 valgus.

NsP1 primaarne seondumine membraanidega toimub nn. amfipaatilise alfa-
heeliksi (lithike peptiid nsP1 valgu konserveerunud alas, ah 245-264) kaudu ja on
absoluutselt vajalik nsP1 enslimaatilisteks aktiivsusteks (Ahola et al., 1999; Lampio et
al., 2000). NsP1 sekundaarseks seondumiseks on vajalik palmitiileerimisjérjestus
(tslisteiinijddgid 418-420 ah). Ténu post-translatsioonilisele palmitiileerimisele on
nsP1 membraanidega seotus on sama tugev kui integraalsetel membraanivalkudel ja ta
el vabane membraanidelt ka peale nende tootlemist korgete soola konsentratsioonide,
EDTA ega aluselise naatriumkarbonaadiga. Peale selle on palmitiileerimine seotud ka
nsP1 tslitopaatilise funktsiooniga, milleks on raku plasmamembraanil filopoodia
sarnaste struktuuride moodustamine ning raku aktiini stress-fiibrite I6hkumine.
Mbolemad need funktsioonid on tdheldatavad nii SFV poolt nakatatud rakkudes kui ka
nsP1 individuaalsel ekspressioonil (Joonis 6). Mingil siiani teadmata pohjusel on need
efektid seotud just nsP1 palmitiileerimisega, sest on ndidatud, et ehkki ka
mittepalmitiileeritud nsP1 on vdimeline seonduma raku membraanidega ei kaasne
sellega filopoodiate moodustumist. Ka on mittepalmitiileeritud nsP1 valk
ensiimaatiliselt aktiivne, ehkki omab monevorra viiksemat aktiivsust kui metsikut
titipi (wt) nsP1 valk (Laakkonen et al., 1996; Laakkonen et al.,1998; Ahola et al.,
2000). Sindbis viiruse nsP1 valgu palmitiileerimiskoht asub SFV nsP1 valguga samas
regioonis, kuid koosneb vaid iihest tsiisteiin-jadagist (Cys 420) (Ahola et al., 2000).
Regioon rakus, kus leiab asset nsP1 palmitiileerimine, pole teada, kuid arvatakse, et

see voib toimuda plasmamembraanil (Laakkonen et al., 1996).
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Joonis 6. Palmitiileeritud (a) ja palmitiileerimata (b) nsP1 valguga nakatatud BHK-21 rakud (Ingrid
Haal, Magistrit6o 2004).

Palmitiileerimisjédrjestuse muteerimise moju viiruse infektsioonile on uuritud ka
infektsioonilise SFV ja SIN kontekstis. Ahola et al., t66s néidati, et mutantset nsP1
palmitiileerimiskohta omavad viirused (SFV puhul 418-420 CCC—AAA, SIN puhul
C—A) on elujoulised ning voimelised paljunema korge tiitrini, kuigi nende kasv
vorreldes wt viirusega on veidi aeglasem. Néidati ka, et selliste viiruste
replikatsiooniga ei kaasne sisseviidud mutatsiooni reverteerumist. Erinevalt metsikut
tiiipi viirustest ei pdohjustanud mutantsed viirused muutusi nakatunud rakkude
morfoloogias, samuti olid need viirused hiirtele apatogeensed (Ahola et al., 2000).

Hiljem 14bi viidud katsed, mille kdigus iiritati sama mutatsiooni sisse viia SFV
replikon-vektorisse nditasid, et sellised replikonid kaotavad peaegu tdielikult
replikatsioonivoime (Merits, seni avaldamata andmed). Samasuguse tulemuse andis
ka kolme meie laboris konstrueeritud mutandi mut3A, del3 ja del7 analiiiis (Tabel 1).
Nendest tulemustest jareldub, et mutantsed replikonid, erinevalt vastavatest
tiispikkadest genoomidest omavad vidga madalat infektsioonilisust. Samades katsetes
ndidati, et mutantsete replikonide defekt ei sdltu temperatuurist st. tegemist ei ole
temperatuuritundlike mutantidega. Selle ndhtuse iseloomustamine ja selle pdhjuste

viljaselgitamine oligi antud viitekirjas kajastatud uurimistod eesmargiks.
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Tabel 1. nsP1-6D mutatsiooni sisaldavate replikonide infektsioonilisuse detekteerimine d1EGFP valgu

ekspresseerumise jéargi (Inga Sarandi andmed).

Mutandi GFP
nimetus positiivsete
Mutatasioon kaesolevas [rakkude hulk
nsP1 toos %
28° C 37°C
wt wt 80% 70%
418-420 CCC—H>AAA mut3A <2% <2%
418-420 CCC—A del3 <2% <2%
414-420 RLSTCCC—A del7 <2% <2%
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II. EKSPERIMENTAALNE OSA

UURIMISTOO EESMARGID JA HUPOTEESID

SFV-d kasutatakse sageli nii viiruste elutsiikli ning replikatsiooni uurimisel kui ka
toovahendina (viirus-vektorina) rakkude transfekteerimisel. Mitmetel juhtudel on SFV
vektorite kui toovahendite suurimaks puuduseks nende korge tsiitotoksilisus
koekultuurirakkudele, mis viljendub nakatunud rakkude biosiinteeside inhibeerimises
ja morfoloogilistes muutustes. Selle probleemi lahendamiseks on konstrueeritud
erinevad vihendatud tsiitotoksilisusega hésti replitseeruvad mutantsed SFV vektorid.
SFV  toksilisus omab olulist tdhtsust ka vastavate vektorite kasutamisel
geenivaktsineerimisel, mdjutades antigeenide ekspressiooni ja viirus-vektori
bioloogilist ohutust. Seetdttu omavad SFV mittestruktuursetesse valkudesse
sisseviidud tsiitotoksilisust vihendavad mutatsioonid suurt potentsiaali alfaviirus-
vektorite tdiendavaks edasi arendamiseks ja nende kasutamisvdimaluste
laiendamiseks.

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli uurida muteeritud palmitiileerimisjérjestust
sisaldavate SFV mutantide omadusi. Eelnevalt oli meie laboris konstrueeritud kolm
sellist mutanti, mille nsP1-s tsiisteiinjadgid positsioonis 418-420 olid kas asendatud
alaniinidega vo1 deleteeritud (vt Tabel 1). Sellised mutandid olid konstrueeritud
kirjanduses avaldatud andmete pdhjal (Ahola et al., 2000) ning ette ndhtud
mittetsiitotoksiliste SFV  replikon-vektorite konstrueerimiseks. Paraku néitasid
labiviidud eelkatsed, et selliseid mutatsioone sisaldavad SFV replikonid omasid
sedavord viikest infektsioonilisust, mis ei voimalda nende kasutamist efektiivselt
toimuvates vektorites. Samuti olid need andmed teravas vastuolus kirjanduses
avaldatud andmetega, mis niitasid, et sarnaseid mutatsioone sisaldavate viiruste
infektsioonilisus ja tiitrid on vorreldavad wt viiruse omadega (Ahola et al., 2000).
Sellest ldhtuvalt kujunes t60 peamiseks eesmérgiks madala infektsioonilisuse
molekulaarsete pohjuste identifitseerimine ja iseloomustamine. To06 teiseks
eesmirgiks oli uurida kas ja kuidas on vdimalik identifitseeritud mehhanisme
kasutades konstrueerida mittetoksilised nsP1 mutatsioone sisaldavad SFV replikon-

vektorid.
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Peamisteks erinevusteks replikon-vektoril ning tdispikkade genoomide vahel
on 1.) replikonil puudub struktuurseid valke kodeeriv jirjestus ning 2.)
infektsiooniline viirus, vastupidiselt replikonile, on vdimeline esmalt nakatunud
rakkudes paljunema, tootma uusi virione ning ka teisi rakke nakatama. Meie kdsutuses
olnud andmed vdimaldasid formuleerida peamised uurimis-hiipoteesid:

1.Vektorite  konstrueerimisel ldbi viidud nsP1  palmitiileerimiskoha
muteerimine blokeerib oluliselt nii viiruse kui ka replikonide replikatsiooni ning
efektiivse replikatsiooni taastamiseks on vajalik kompensatoorsete mutatsioonide
tekkimine. See on vdimalik ainult infektsioonilise viiruse puhul, sest replikonid ei
tooda uusi rakke nakatavaid virione.

2. Palmitiileerimis-defektsed viirused vajavad oma replikatsiooniks lisaks
mitte-struktuursele regioonile veel ka replikon-vektoritest puuduvat struktuurset
regiooni. See regioon ei ole harilikult replikatsiooniks vajalik, kuid voib mingil

pohjusel osutuda vajalikuks mutantse viiruse kontekstis.
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MATERJAL JA METOODIKA

Bakteritiived ja sootmed

Plasmiidide paljundamiseks kasutati Escherichia coli tiivesid DH5a ning
SURE® (Stratagene). Rakke kasvatati LB s66tmes (Difco™) (10 g/l triiptooni, 5 g/l
parmiekstrakti, 10 g/ NaCl), kuhu oli lisatud ampitsilliini (Amp)
16ppkontsentratsioonini 100 pg/ml. Infektsioonilist cDNA-d sisaldavate plasmiidide
paljundamiseks kasutati SOB s66det (Difco™) (20 g/l triiptooni, 5 g/l parmiekstrakti,
0.5 g/ NaCl, 24 g/l MgSO4 186 mg/l KCIl), kuhu oli lisatud Amp’i

16ppkontsentratsiooniga 50 pg/ml.

Plasmiidid
Kéesolevas t00s kasutatud algplasmiidide kaardid on toodud lisas 1. Peamised

kasutatud plasmiidid olid jargnevad:

pSFV1

SFV  mittestruktuursete valkude geene sisaldav replikon-vektor, sisaldab veel
kloneerimisjarjestust, SP6 promootorit, polii(A) jérjestust ja ampitsilliini

resistentsusgeeni.

pSFV1-d1EGFP

pSFV1 vektor, mis sisaldab subgenoomse promootori alt ekspresseeritavat d1EGFP

valku (Clontech). Konstrueeritud dr.Inga Sarandi poolt.

Helper 1

SFV struktuurseid geene, SP6 promootorit, polii(A) jérjestust ning ampitsilliini

resistentsusgeeni sisaldav abi-plasmiid.

pSEVI1AHindIIl

pSFV1 trankeeritud vorm, millest HindIII restriktsiooni kasutades on deleteeritud

nsP4, nsP3 ning osa nsP2 valku kodeerivast alast.
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pSP6-SFV4
SFV tiispikka genoomi sisaldav plasmiid. Sisaldab SP6 promootorit, polii(A)

jérjestust ning ampitsilliini resistentsusgeeni.

SFV ja SIN mutantsed plasmiidid (kirjeldatud tabelis 2)

Tabel 2.

Plasmiidi nimi Viirus |Replikon/icDNA [Mutatsioon nsP1 (ah) [Vd&rgeen Paritolu
pTOTO1101 SIN  icDNA - - USA
pTOTO1101 C/A |SIN icDNA C—A (420) - soome
pSP6-SFV4®° SFV  icDNA CCC—AAA (418-420)* |- soome
pSFV1%" SFV__ [replikon ACCC (418-420) d1EGFP eesti
pSFV1®” SFV__[replikon ARLSTCCC (414-420) |d1EGFP eesti
pSFV1™=A SFV  [replikon CCC—AAA (418-420)* |d1EGFP eesti

* Sisseviidud mutatsioonid on identsed kodeeritud valkude ah jadkide tasemel, kuid erinevad

nukleotiidsete jérjestuste tasemel

Poordtranskriptsioon ja PCR
Totaalne SFV RNA eraldati firma Macherey-Nagel NucleoSpin® RNA I1 kit-ga

viiruseid sisaldavast koekultuuri s66tmest. Poordtranskriptsiooniks voeti 5 pl
puhastatud RNA-d, lisati sellele 15-20 pmol jérjestus sptesiifilist antisense praimerit
ning DEPC vett mahuni 11 pl. Segu inkubeeriti 70° C juures 5 minutit ning jahutati
jadl. Seejérel lisati segusse veel transkriptsioonipuhvrit (16plik konsentratsioon 50
mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCl, 4mM MgCl,, 10 mM DTT), 1 mM
16ppkontsentratsiooniga dNTP-d, 20 iihikut rekombinantset ribonukleaasi inhibiitorit
(RNasin®, Promega) ning DEPC vett mahuni 19 pl. Segu inkubeeriti 37° C juures 5
minutit ning seejérel lisati 40 tthikut M-MuLV Reverse Transcriptase’i (Fermentas).
Reaktsioon viidi ldbi 37° C juures 60 minuti jooksul ning peatati, kuumutades 70° C
juures 10 minutit.

Saadud cDNA-d kasutati maatritsina PCR reaktsioonil, mis viidi 1ldbi SFV
mittestruktuurse ala jaoks kavandatud spetsiifiliste praimeritega. Uldine PCR
reaktsiooni ldbiviimise skeem oli jargnev - peale esialgset denaturatsiooni 95° C 5
minutit toimus amplifikatsioon tingimustel: denaturatsioon 95° C 30 sekundit,
praimerite seondumine 30 sekundit (kasutatud temperatuur sdltus konkreetses

raktsioonis kasutatud praimerite seondumistemperatuurist), ekstensioon 72° C 1
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minut, korrates sama tsiiklit 29 korda. Amplifikatsioonile jargnes 16ppekstensioon 72°
C juures 10 minutit. PCR-i reaktsioonisegu puhastamiseks kasutati JetQuick PCR
Purification Spin Kit-i (Genomed Gmbh) vastavalt tootja protokollile. Saadud

produkte kasutati sekveneerimiseks ja ka edaspidiseks kloneerimiseks.

Kloneerimine

DNA-de restrikteerimiseks kasutati firma MBI Fermentas ensiilime ja
puhvreid, 1digatud vektor DNA-de defosforiileerimiseks kasutati aluselist fosfotaasi
(CIAP, MBI Fermentas) ja restriktsiooniproduktide ligeerimiseks T4 DNA ligaasi
(MBI Fermentas). DNA puhastamiseks kasutati Genomed GmbH ja Eppendorf GmbH
toodetud Kit’e vastavalt tootja instruktsioonidele. DNA kloonide &igsust kontrolliti
restriktsioonanaliilisi, PCR-i ja sekveneerimise abil.

Mutantsete infektsiooniliste cDNA-de konstrueerimiseks ldigati plasmiididest
pSEVI™®A " pSFVI®? ja pSFVI® ensiitimidega Sphl ja Xbal vilja SFV
mittestruktuurseid valke kodeeriv regioon ning kloneeriti need samade ensiilimidega
16igatud Helperl vektorisse.

Toos identifitseeritud kompensatoorsete mutatsioonide kloneerimiseks
disainiti mutatsioone sisaldavatele piirkondadele vastavad spetsiifilised praimerite
paarid (Tabel 3), mille abil amplifitseeriti plaque-puhastatud viiruse cDNA-It
mutatsioone sisaldav piirkond. Praimerite disainimisel arvestati viiruse cDNA-s
leiduvate unikaalsete 10ikamisjérjestuste asukohtadega. PCR-1 saadud DNA 16ik
subkloneeriti pGEM-T vektorisse (Promega) vastavalt tootja instruktsioonile ning
saadud kloonid sekveneeriti. Seejirel tdsteti mutatsiooni sisaldav fragment vastavat
esialgset mutatsiooni (mut3A, del3, del7) sisaldavasse pSFV1-AHIndIIl vektorisse
(Tabel 4). Saadud vahekloonid sekveneeriti ning saadud mutatsioonide
kombinatsioonid viidi iile EclI136I1 ning Bcul restriktsiooni kasutades replikon-
vektorisse pSFVI1-d1EGFP. Saadud rekombinantsete kloonide nsP1 regioonid

kontrolliti iile sekveneerimisega.

Tabel 3. Kompensatoorsete mutatsioonide kloneerimisel kasutatud praimerid

Nimi Sense/antisense| Jarjestus: (5'53)

1236F sense 5' —~ATCTCGAGGATAGAGAGATCGCAGGAAAAATC- 3’
1236R  jantisense 5' —_ATAGATCTGTACCCTACCGTTTTACCGTACAG- 3
57F sense 5' —~ATCTCGAGGCAGGCGCGTATCCAACC- 3

57R antisense 5' —~ATAGATCTGCGTGATCTGACTGGGATTGC- 3’
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Tabel 4. Kloneerimise skeem pSFV1-AHindIII tiitipi vahevektoritesse.

Mutatsiooni
positsioon |Nukleotii
Aminohappe |(ntjaékide (i Esialgne PCR Sub-kloneerimise
Mutatsioon |muutus jargi) muutus |mutatsioon |praimerid ensiumid*
mut3A-1 Pro—GIn 632-634 CoHA CCC—AAA |1236F/1236R |5’ Eco72l, 3' Adel
Mut3A-2 Leu—Phe 785-787 G->T  |CCC—HAAA |1236F/1236R |5’ Eco72l, 3’ Adel
mut3A-3 Gln—Leu 1154-1156 | A>G CCC—HAAA |57F/57R 5’ Van9ll, 3’ Stul
Met—Val 455-457 A—>G ACCC 1236F/1236R |5’ Pstl, 3’ Adel
del3-1 Ala—Asp 675-677 CoA
Thr—Ser 1139-1141 A>T
del3-2 Leu, Gly—>Glu [/55-757 ACCG |ACCC 57F/57R 5’ Van91l, 3' Stul
del7-1 Phe—lLeu 485-488 T->C ARLSTCCC |1236F/1236R |5’ Pstl, 3' Adel

* Kloonitud PCR fragmendis asunud mutantse 15igu iilekandmiseks vastavasse pSFV 1-AHIndIII

plasmiidi kasutatud ensiiiimid

Rakud ja sootmed

Konstrueeritud viiruste ja replikon-vektorite infektsioonilisuse analiilisimiseks
ning rekombinantsete viiruste kogumiseks kasutati hamstri neerurakuliini BHK-21.
Rakke kasvatati GMEM s66tmes (Gibco™), millele oli lisatud 200 mM HEPES (pH
7.2), 7.5 % FCS-i, 100 U/ml penitsilliini, 100 ng/ml streptomiitsiini ning 2% TPB-d
(Bacto . Rakke inkubeeriti 37° C ja 5% CO, sisalduse juures.

RNA transkriptsioon in vitro

Enne transkriptsiooni lineariseeriti 3.0 pg SFV icDNA-d voi replikon-
vektorite DNA-d Bcul-ga, puhastati JetQuick PCR Purification Spin Kit’ga (Genomed
Gmbh) ja elueeriti 30 ul DEPC veega. In vitro transkriptsiooni segu (50 ul) sisaldas:
rNTP segu (1 mM rATP, rCTP, rUTP ning 0.5 mM rGTP; Promega), 5 mM DTT,
1mM Ribo m’GpppG Cap Analog’i (Promega) ning 1x SP6 puhvrit (80 mM Hepes-
KOH pH 7.4, 12 mM MgOAc, 4 mM spermidin-HCI). Kdik komponendid segati
kokku jadl. Enne lineariseeritud DNA (3.0 pg) lisamist lasti segul DNA sadenemise
viltimiseks soojeneda toatemperatuurini. Seejédrel lisati 50 tihikut rekombinantset
ribonukleaasi inhibiitorit (RNasin®, Promega) ja 30 iihikut SP6 RNA poliimeraasi
(Promega). Siintees viidi ldbi 37° C juures 90 minuti jooksul. Saadud RNA koguse ja

kvaliteedi analiilisimiseks kasutati agaroosgeel-elektroforeesi.
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RNA transfektsioon BHK-21 rakkudesse

In vitro siinteesitud transkriptid transfekteeriti BHK-21 rakkudesse
elektroporatsiooni teel. Iga transfektsiooni jaoks voeti u 4 miljonit rakku (50-70%
konfluentne 100 mm ¢ tass). Rakkude ettevalmistamiseks aspireeriti soode, pesti
rakke kaks korda 1x steriilse PBS-ga, triipsiniseeriti, suspendeeriti lisatud s66tmes
ning koguti 15 ml koekultuuri tuubi. Seejdrel rakud tsentrifuugiti (5 min. 1000 rpm
20° C juures Eppendorf Centrifuge 5810 R), s6o6de eemaldati ja rakud resuspendeeriti
800 pl PBS-s. Rakususpensioon ja in vitro transkriptsiooni produktid segati kokku
eelnevalt jahutatud kiivetis (BioRad), elektroporatsiooniks tehti kaks pulssi 850 V
ning 25 uF juures (BioRad Gene Pulser 11). Koheselt peale poratsiooni kanti rakud iile
tassidele (60 mm &), kuhu oli eelnevalt lisatud 3 ml GMEM so6det. Rakke
inkubeeriti 37 ° C vdi 28° C juures 5% CO, tingimustes vastavalt 24 ja 72 tundi. Peale
inkubeerimist koguti sodde (primaarne viirus-stokk), vastavalt konkreetsele
tilesandele koguti osadel juhtudel ka rakud ning kasutati Western blot ja/vdi FACS

analiilisiks nagu kirjeldatud allpool.

Sekveneerimine ja jirjestuste analiiiis

Konstrueeritud konstruktide ning plagque-puhastatud viiruste cDNA-de
sekveneerimiseks kasutati kommertsiaalset sekveneerimisteenust. Saadud jirjestuste

analiiisimiseks kasutati programmi Bioedit (loodud Tom Hall-i poolt).

Viirusega nakatamine ja viiruse plague titreerimine

Viirus-stokkide paljundamiseks kasutati 50 pl primaarsetest viirus-stokki,
millega nakatati 100% konfulentseid BHK-21 rakke 6 cm & tassil. Nakatamiseks
inkubeeriti rakke 500 pl nakatamiss66tmega (seerumivaba GMEM + primaarstokk) 1
h 37° C juures tasse iga 10 minuti jarel loksutades. Seejérel nakatamisséode eemaldati
ja rakkudele lisati 3 ml GMEM so6ddet ning lasti viirusel koguneda 24 tundi 37° C
juures voi 48 tundi 28° C juures 5% CO; tingimustel. Nakatunud rakkudelt koguti
uusi virione sisaldav s6dde, puhastati filtreerimisega 1&bi 0.2 um filtri ja kasutati
sekundaarse viiruse stokina.

Nii primaarsed kui ka sekundaarsed viirus-stokkid titreeriti plaque-titreerimise
meetodil. 100% konfulentseid BHK-21 rakkude 6 cm < tasse nakatati viirus-stoki

erinevate lahjendustega (107, 107, 10 jne) sarnaselt eelnevalt kirjeldatule, kusjuures
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iga viiruse lahjendust analiiiisiti kahel paralleelsel tassil. Peale nakatamisséotme
eemaldamist kaeti tassid eelnevalt soojendatud CMC-s66tmega, mis sisaldas 2 osa 2%
CMC lahust ning 3 osa GMEM-i, millele oli lisatud 2% FCS-i1. Nakatatud BHK rakke
inkubeeriti 48 tundi 37° C juures, seejiarel sdoode eemaldati ning rakud vérviti
kristallviolett-fikseerimislahusega ~ (0.25%  kristallviolett ~ (Merck), 1.85%
formaldehiiiid, 10% etanool, 35 mM Tris, 0.5% CaCl,) 15 - 30 minuti jooksul, pesti
jooksva sooja veega ja kuivatati Shu kdes. Viiruse tekitatud plaque’d (liiisilaigud)

loendati ja arvutati viiruse tiiter.

Viiruse plague puhastamine

Infektsioonilise viiruse puhastamiseks plaque-dest nakatati BHK-21 rakke (10
cm & tass) erinevate viiruste lahjendustega nagu iilal kirjeldatud. Peale
nakatamissdotme eemaldamist kaeti tassid eelnevalt soojendatud 2xGMEM - 1.8%
agar seguga ning inkubeeriti 5 pdeva 28° C juures. Liilisilaikude tuvastamiseks varviti
rakke ile6d 37° C juures mitte-toksilise 2% neutraalpunase-1.8% agar seguga.
Tassidel moodustunud liitisilaikudest voeti steriilse plastik otsikuga agaroosi tiikk ja
selles leiduvad virionid elueeriti seerumivabas GMEM séotmes. Saadud esialgset

stokki amplifitseeriti nakatades BHK-21 rakke iilal kirjeldatud meetodil.

Infectious center assay (ICA)

ICA labiviimisel elektroporeeriti eelpool kirjeldatud meetodit kasutades BHK-
21 rakkudesse 1 pg voi 20 pg in vitro transkribeeritud RNA-d. Peale poratsiooni tehti
transfekteeritud rakkudest lahjendused seerumivabas GMEM sdotmes (10'1, 10'2, 10'3,
10, millega nakatati 6 cm & tassidel kasvavaid 100% konfluentseid BHK-21 rakke.
Peale 2 tunnist inkubatsiooni 37° C juures eemaldati rakkudelt s66de, tassid kaeti
CMC - sd66tmega ning inkubeeriti 37° C juures 5% CO, tingimustel 48 tundi. Plaqued

tuvastati kristallvioletiga virvides, kasutades selleks eelpool kirjeldatud meetodit.

Viiruste kasvukoverate tegemine ja analiiiis

Viiruste primaarsete kasvukoverate tegemiseks elektroporeeriti BHK-21
rakkudesse 20 pg in vitro transkribeeritud RNA-d, sekundaarsete kasvukdverate
saamiseks nakatati rakke viirus-stokkidega MOI 10 tingimustes. Rakke inkubeeriti

37° C juures 5% CO, tingimustes ja 2, 4, 6, 8, 10, 12 ning 24 tundi peale
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transfektsiooni voi nakatamist voeti rakkudelt viirus-stokkid (500 pl). Titreeriti need
eelpool kirjeldatud meetodil ning viiruste kasvu analiiiisiti kasutades Microsoft Excel

andmetodtlus-programmi.

Western blot
BHK-21 konfluentsetelt koekultuuri tassidelt (6 cm &) eemaldati s66de, rakke

pesti kolm korda PBS-ga ning liitisiti 100 pl Laemmli puhvris (100 mM TrisHCI pH
6.8, 200 mM DTT, 4% SDS, 0.2% broomfenoolsinine, 20% gliitserool). Rakuliisaati
kuumutati 100 °C juures 5 min ning valgud lahutati geel-elektroforeesil 10% SDS-
poliiakriitilamiidgeelis 1xSDS puhvris (0.125 M Tris, 0.9 M gliitsiin, 0.5% SDS).
Geeli igale rajale kanti ca 1/20 liiiisitud materjalist. Foreesil lahutatud valgud kanti iile
firma Amersham nitrotselluloosfiltrile, mis immutati nagu geelgi poolkuivas
iilekandepuhvris (48 mM Tris, 39 mM gliitsiin, 0.037% SDS, 20% etanool). Ulekanne
viidi 1dbi 30 minutit jooksul 10 V juures Bio-Rad Instruments iilekande-aparaadiga.
Filter blokeeriti 1 tunni jooksul toatemperatuuril voi tile6d 4° C juures 5% 1dssipulbri
lahuses (0.1% Tween20-PBS-s). Seejdrel inkubeeriti filtrit primaarse antikehaga 1
tund 2% 10ssipulbri lahuses (0,1% Tween20-PBS-s). Valkude detekteerimiseks
kasutati jargnevaid kiililikus toodetud poliiklonaalseid antikehi: anti-nsP1
lahjendusega 1:10000, anti-nsP2 lahjendusega 1:6000, anti-nsP3 lahjendusega
1:10000, anti-nsP4 lahjendusega 1:4000 ning anti-EGFP lahjendusega 1:50000.
Jargnevalt pesti filtrit 4x10 min pesulahusega (50mM TrisHCI pH 7.5, 30 mM NacCl,
0.1% Tween20) ja inkubeeriti 1 tund 2% 1dssipulbri lahuses sekundaarse antikehaga,
milleks oli peroksiidaasiga konjugeeritud kiiiiliku IgG-vastane kitseantikeha
(lahjendusega 1:10000). Seejérel pesti filtrit veelkord 4x10 min pesulahusega ning
signaal detekteeriti Amersham Pharmacia Biotech’i ECL™ detektsiooni Kit’ga.

Rakkude analiiiis FACS-ga

SFV replikon-vektorite infektsioonilisuse uurimiseks analiilisiti vektorite
vahendatud ~ dIEGFP  ekspressiooni 24  tundi  peale transfektsiooni
labivoolutsiitomeetriat kasutades. Preparaatide valmistamiseks eemaldati rakkudelt
s00de, pesti rakud PBS-ga, triipsiniseeriti, koguti kokku ning tsentrifuugiti 1000 rpm-i
4° C 5 minutit (Eppendorf Centrifuge 5415 D). Sadenenud rakud suspendeeriti 600 ul

PBS-s ning analiiiisiti Beckton-Dickinson FACSCalibur masinat kasutades.
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TOO TULEMUSED

1. NsP1 palmitiileerimisjirjestuse mutatsioone sisaldavate infektsiooniliste

viiruste konstrueerimine ning analiiiisimine

NsP1 palmitiileerimisjérjestuses orginaalset CCC—AAA (siin ja edaspidi 6D
mutatsioon, Ahola et al., 2000) ja Inga Sarandi poolt konstrueeritud mut3A, del3 ja
del7 mutatsioone sisaldavate SFV genoomide saamiseks konstrueeriti vastavaid
mutatsioone sisaldavad infektsioonilised cDNA-d sisaldavad plasmiidid. Selliste
icDNA kloonide transkriptid on rakkudesse viiduna vdimelised tootma viiruseid, mis
on suutelised paljunema, moodustama uusi virione ning nakatama ka korvalolevaid
rakke.

Infektsioonilistelt kloonidelt siinteesiti in vitro SP6 RNA poliimeraasiga RNA-
d (ca 20 pg RNA-d iga konstrukti kohta) ning transfekteeriti nendega BHK-21 rakke.
Arvestades teoreetilist voimalust, et nsP1 mutatsioone sisaldavad viirused voivad
omada temperatuuritundlikut fenotiilipi inkubeeriti transfekteeritud rakke kahel
erineval temperatuuril (37°C juures 24 h voi 28° C juures 72 h). Rekombinantsete
viiruste primaarstokid koguti peale vastavat inkubatsiooniaega, titreeriti ning
paljundati jargnevalt BHK-21 rakkudes korge tiitrigastokide (sekundaarstokid)
saamiseks. Rekombinantsete viirusteprimaarstokidega nakatatud rakkudest périnevat
materjali kasutati rekombinantse viiruse replikatsioonivalkude detekteerimiseks
immunoblot meetodil (Joonis 7). Selle analiiiisi tulemused niitasid, et koik
konstrueeritud rekombinantsed viirused ekspresseerivad mittestruktuurseid valke
(nsP1-4) ja on seega elujoulised. Koik neli viiruse mittestruktuurset valku
ekspresseeruvad nii 28° C kui 37° C juures (joonis 7, rajad 2-7). Seega ei oma tlikski
mutant selget ts-fenotiilipi ning jidrgnevates katsetes kasutati nakatatud rakkude
inkubeerimiseks reeglina 37° C temperatuuri.

RNA genoomseid viiruseid iseloomustab suur spontaansete mutatsioonide ja
reversioonide sagedus. Selleks, et teha kindlaks, et mutantsete viiruste paljundamisel
on toimunud esialgsete mutatsioonide (6D, mut3A, del3 voi del7) reversioone
puhastati kogutudsekundaarstokidest vastavate rekombinantsete viiruste genoomsed
RNA-d. Palmitiileerimiskohta sisaldav regioon amplifitseeriti RT-PCR abil ja

sekveneeriti. Saadud jérjestuste analiilis nditas, et koikidel juhtudel oli esialgne
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mutatsioon sdilunud ja seega ei kujuta saadud sekundaarstokid endast revertante voi
wt SFV kontaminatsiooni. Seega on meie poolt saadud tulemused vastavuses

kirjanduses SFV-6D kohta avaldatud andmetega (Ahola et al., 2000).

mock
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Joonis 7. SFV nsP-valkude ekspressiooni analiiiis immunoblot meetodil. BHK-21 rakke nakatati
kolme nsP1 palmitiileerimis-defektse viiruse — SFV-del3, SFV-del7, SFV-mut3A (rajad 2-7) -
primaarstokidega, negatiivse kontrollina kasutati mock-nakatatud rakke (rada 1). Nakatatud rakke
inkubeeriti kas 72 tundi 28° C juures voi 24 tundi 37° C juures ja liitisiti 2xSDS puhvris 0.1 M DTT
juuresolekul. Valgud lahutati SDS-PAGE abil ja SFV ns-valgud detekteeriti immunoblotil. Nooltega on

néidatud erinevate ns-valkude asukohad filtril.

Jargnevalt titreeriti nii rekominantsete viiruste ja edaspidises to0s positiivse
kontrollina kasutatud wt SFV4 sekundaarsed stokid plaque titreerimise meedotit
kasutades. Titreerimise tulemused néitavad, et rekombinantsete
viirustesekundaarstokide tiiter on vorreldav wt viiruse tiitriga (Tabel 5) olles sellest
vaid 2-6 korda madalam (primaarstokkide tiitride vahed osutusid monevorra
suuremateks). See analiilis nditas ka, et palmitiileerimis-defektsed rekombinantsed
SFV-d on voimelised BHK-21 rakkudel plaque-sid moodustama ja ei erine selle
omaduse poolest oluliselt wt SFV-st. Sarnaselt iilal toodud andmetega on ka need

tulemused vastavuses eelnevalt kirjanduses avaldatud andmetega (Ahola et al., 2000).
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Tabel 5. wt SFV ning 6D mutantsete viiruste primaarsete ja sekundaarsetestokide tiitrid

Primaarstokk|Sekundaarstokk
nsP1 (pfu/ml) (pfu/ml)
wt 1,8x10° 5,4x10°
mut3A 2x10° 1,4x10°
del3 3x10° 9x10°
del7 1x10° 2x10°

2. Rekombinantsete SFV genoomide esialgse infektsioonilisuse testimine

Ulal kirjeldatud katsetes saadud andmed kinnitasid veelkord vastuolu
palmitiileerimisjirjestuses mutatsioone sisaldavate SFV replikonide ja neid samu
mutatsioone sisaldavate SFV tdispikkade genoomide kéitumise vahel. Selle vastuolu
itheks vdimalikuks seletuseks on struktuurse regiooni olemasolu tdispikkades
genoomides ja selle puudumine SFV replikonides. Sellest tuleneb teoreetiline
vOimalus, et nsP1 palmitiileerimise mutatsiooni sisaldav SFV vajab efektiivseks
replikatsiooniks kas struktuursete valkude voi neid kodeeriva regiooni olemasolu.
Selle hiipoteesi testimiseks kasutati infectious center assay-d (ICA), mis vdimaldab
otseselt vilja selgitada wt ja muteeritud SFV genoomide suhtelist infektsioonilisust.

Labiviidud katse andmed (Tabel 6) niitasid selgelt, et palmitiileerimis-
defektsete viiruste in vitro siinteesitud RNA-d omavad in vitro siinteesitud wt SFV
RNA-dega vorreldes vidga madalat infektsioonilisust. Mutantide SFV-6D, SFV-
mut3A ja SFV-del3 RNA-de infektsioonilisus osutus 20 000-50 000 korda
madalamaks kui wt SFV RNA-IL. Sellist suurusjiarku erinevus lubab oletada, et oma
olemuselt on sisseviidud mutatsioonid SFV-le letaalsed ja blokeerivad tiielikult
viiruse RNA replikatsiooni. Samuti on RNA-de infektsioonilisuste vahe (suurusjirk
~10*) sarnane in vitro transkriptsioonil kasutatud SP6 RNA poliimeraasi poolt
labiviidaval RNA siinteesil tekkiva vigade arvuga. Need asjaolud viitavad tiheselt
voimalusele, et SFV-6D, SFV-mut3A ja SFV-del3 puhul saab rekombinantse viiruse
infektsioon alguse vdga viikesest arvust esmaselt nakatunud rakkudest. Iga sellises
rakus asuv replitseeruv genoom sisaldab tdenéoliselt in vitro transkriptsiooni kdigus
juhuslikult  tekkinud kompensatoorset —mutatsiooni, mis taastab genoomi
replikatsioonivdoime. Mutant SFV-del7 osutus teistest mutantidest tunduvalt
infektsioonilisemaks, kuid ka tema infektsioonilisus on selgelt madalam kui wt SFV
RNA-del (umbes 40 kordne vahe). Sarnane on ka antud katses kontrollidena kasutatud
SIN ja C/A SIN mutandi RNA-de infektsioonilisuse vahe (33 korda). 30-40 kordne
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vahe RNA-de infektsioonilisuses ei ole seletatav kompensatoorsete mutatsioonide
kogunemisega ja néitab selgelt, et erinevalt eelnevalt analiilisitud mutantidest on SFV-
del7 ja C/A SIN genoomid voimelised ilma tdiendavate mutatsioonideta
replitseeruma.

Kokkuvoetuna niitavad antud katse tulemused, et struktuurse osa lisamine
SFV replikonidele ei muuda palmitiileerimis-defektseid genoome elujoulisemaks.
Selle katse andmete pohjal jagunevad konstrueeritud mutantsed genoomid kahte
erinevasse gruppi: 1.) Mutatsioone 6D, mut3A ja del3 sisaldavad genoomid
moodustavad replikatsioonivoimetute viiruste grupi ja nende replikatsioon on
absoluutselt sdltuv kompensatoorste mutatsioonide tekkest. 2.) Mutatsioonid del7 ja
ka C/A SIN kujutavad endast viiruse replikatsiooni mahasuruvaid, kuid mitte
taielikult blokeerivaid mutatsioone. Selliseid mutatsioone sisaldavate genoomide
replikatsioon ei ole absoluutselt soltuv kompensatoorste mutatsioonide tekkimisest.
Samas ei vOimalda selle katse tulemused vélistada voimalike tdiendavate
mutatsioonide olemasolu ja nende potentsiaalset tdhtsust. SFV-del7 ja C/A SIN
voivad pohimdtteliselt rakukultuuris paljuneda korge tiitrini ehkki nende paljunemine
vOib toimuda monevdrra aeglasemalt kui wt viiruste puhul. Samuti on vdimalik, et
nende mutantide puhul leiab kompensatoorsete (replikatsiooni ja/vdi paljunemist
soodustavate) mutatsioonide tekkimine aset just replikatsiooni kdigus, mitte in vitro

transkriptsioonil.

Tabel 6. Infectious center assay tulemused.

Viirus pfu/ug RNA
wt SFV 6x10°
6D 25
Mut3A 25
del3 12
del7 1.4x10%
wt SIN 2.2x10°
C/A SIN 6x10°
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3. Metsikut tiiiipi ja palmitiileerimis-defektsete SFV-de primaarsed ja

sekundaarsed kasvukoverad

Ulal kirjeldatud ICA tulemused niitavad, et ehkki mutantsete viiruste esialgne
infektsioonilisus erineb oluliselt wt viiruse omast moodustavad koik analiiiisitud
viirused 10ppkokkuvotteks sarnase tiitriga sekundaarstokid (Tabel 5). Sellest jareldub,
et viiruse paljunemisel rakukultuuris peavad aset leidma stindmused, mille tulemusena
esialgsed kuni 50 000 kordsed vahed viiruse (RNA) infektsioonilisuses kaovad voi
vihenevad védga oluliselt. Nende siindmuste viljaselgitamiseks analiilisiti wt ja
mutantsete viiruste kogunemist koekultuuris kasvukdverate méidramise abil.

Koigepealt analiitisiti viiruste kogunemist in vitro siinteesitud RNA-ga
transfekteeritud BHK-21 rakukultuuris (primaarne kasvukdver) 2, 4, 6, 8, 10, 12 ja 24
tundi peale transfektsiooni. Saadud tulemused néitavad, et wt SFV tiitri kasv on jérsk
ja kiire samal ajal kui mutantsete viiruste tiitri kasv on aga méirgatavalt aeglasem
(Joonis 8). Ka selles katses jagunevad mutantsed viirused samadesse gruppidesse kui
ICA tulemuste pohjal. Mutantsete SFV-6D, SFV-mut3A ja SFV-del3 kogunemine
algab ca 4 tundi hiljem kui wt SFV-1 ning ka 24 tunni méddudes jdéb nende viiruste
tiiter wt SFV-ga vorreldes oluliselt madalamaks. Kuigi ka SFV-del7 kogunemine
algab ca 4 tundi hiljem kui wt SFV kogunemine, touseb tema tiiter hiljem kiiresti ja
jouab 24-ndaks tunniks wt SFV tiitri ldhedale. Tdhelepanuvdirne on ka asjaolu, et
SFV-del7 tiiter kasvab 6-nda ja 12-nda tunni vahel oluliselt kiiremini (ja on umbes
kahe suurusjirgu vorra korgem) kui teistel analiitisitud mutantidel ja tema kasvukdver
nditab klassikalise “logaritmilise faasi” olemasolu. Seega nditavad SFV mutantide
primaarsed kasvukdverad sama tendentsi kui ICA tulemused.

Kuna ICA eksperimendis kditus SFV-del7 sarnaselt SIN C/A mutandiga, siis
analiiiisiti siinkohal ka SIN C/A ja SIN primaarseid kasvukoveraid. Saadud tulemused
niitavad, et olulisi erinevusi mutantse ja metsikut tiitipi SIN viiruste kogunemises ei
ole (Joonis 9, roosa ja kollane kover). Seega ei sarnane SIN C/A selle omaduse
poolest SFV-del7-le, kuna SIN C/A mutandil puudub viiruse kogunemise hilinemine
(vordle jooniseid 8 ja 9). Selle erinevuse itheks pdhjuseks voib olla asjaolu, et SIN
palmitiileerimisjarjestus koosneb vaid iihest Cys-jddgist ja palmitiileerimist blokeeriv
mutatsioon toob seetdttu kaasa vaid {ihe ah jddgi vahetamise nsP1 valgus. On

loogiline oletada, et selline defekt mdjutab SIN nsP1 valgu replikatiivseid funktsioone
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oluliselt vdhesemal mééral kui kolme Cys-jddigi muteerimine vOi deleteerimine

mdjutab SFV nsP1 funktsioone.

SFV kasvukodver

1,00E+11
1,00E+10 -

1.00E+09 | R
1,00E+08 v L | Tewt
/

1.00E+07 —" | s muA
1,00E+06 /

1,00E+05 - 7 6D
L del7

1,00E+04
—¥—del3

tiiter (pfu/ml)

1,00E+03 -
1,00E+02 -
1,00E+01 +
1,00E+00 -

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

aeg peale poratsiooni (tunnid)

Joonis 8. wt SFV ning palmitiileerimis-defektsete mutantide primaarsed kasvukoverad. Graafiku
horisontaalteljel on ajapunktid (tunnid) ning vertkaalteljel viiruste tiitrid rakus66tmes (pfu/ml). wt SFV
kasvukdver on joonistatud tumesinise-, mut3A roosa-, del7 helesinise-, del3 lilla- ning algne 6D

kollase joonena

1,00E+10

1,00E+08 -

1,00E+06 - —&—wt SFV

——wt SIN
1,00E+04 - C/A SIN

1,00E+02 -

tiiter (pfu/ml)

1,00E+00 A
2 4 6 8 10 12 24

aeg peale poratsiooni (tunnid)

Joonis 9. wt SIN ja C/A SIN primaarsed kasvukoverad. Vordluseks on graafikul toodud samadel

tingimustel tehtud wt SFV kasvukover.

Antud katses tuvastatud erinevused mutantsete viiruste primaarsetes
kasvukoverates kajastavad tdendoliselt erinevaid mehhanisme, mis osalevad
rekominantsete viiruste moodustumises ja kogunemises. Selleks, et wuurida
moodustunud rekombinantsete viiruste replikatsiooni- ja paljunemisvoimet nakatati
BHK-21 rakke nii wt SFV kui mutantsete SFV-6D, SFV-mut3A, SFV-del3 ja SFV-

del7-ga moi 10 tingimustes ja analiiiisiti jirgmise podlvkonna viiruste kogunemist
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samadel tingimustel kui eelpool kirjeldatud katses. Sellise analiiiisi tulemusena saadud
sekundaarsed kasvukdverad néditavad, et peale nakatamist ithe ja sellesama moi
tingimustes toimub mutantsete viiruste kogunemine sama kiiresti ning samal tasemel
kui wt SFV-1 (Joonis 10). Kdikide selles katses analiilisitud viiruste kasvukdverad
vastavad  klassikalisele “ilihe infektsioonitsiikli” eksperimendile tiitipilisele
kasvukoverale.

Vottes kokku kasvukdverate analiiiisi tulemused vdib jareldada et:
1. Kdik erinevused mutantsete viiruste ja wt SFV kogunemises avalduvad ainult
primaarselt transfitseeritud rakkukultuuris (Joonis 8). Tdendoliselt leiab just sellel
etapil aset kompensatoorset(seid) mutatsioone sisaldvate SFV-6D, SFV-mut3A ja
SFV-del3 genoomide mitme-astmeline paljunemine (toimub uute rakkude nakatamise
kaudu), mida véljendab ka logaritmilise paljunemise faasi puudumine nende viiruste
kogunemiskdveratel (Joonis 8).
2. Rekominantsete viirustesekundaarstokide infektsioonilisus ja paljunemiskiirus
nakatunud rakkudes ei erine oluliselt wt SFV samadest néitajatest (Joonis 10).
3. SFV-del7 kiitumine erineb nii wt SFV-st kui ka iilejadnud mutantidest. Seetdttu on
voimalik, et sekundaarses infektsioonis tdheldatud SFV-del7 suurem infektsioonilisus
(vorrelduna primaarse infektsiooniga) ei tulene ainult kompensatoorsete
mutatsioonide kogunemisest viiruse replikaasis, vaid v3ib olla seletatav ka muude

faktoritega.

SFV kasvukover

1,00E+11
1.00E+10 -
1 00E+09 -
1 00E+08 -
1 00E+07 -
1 00E+06
1.00E+05 | MUt3A
1/00E+04 - del7
1/00E+03 -

1.00E+02 1 —*—del3
1/00E+01 -
1.00E+00 I

2 4 6 8 10 12 14 16 18 2
aeg peale nakatamist (tunnid)

—o— Wt
—8— 6D

tiiter (pfu/ml)

0 22 24

Joonis 10. wt SFV ja palmitiileerimis-defektsete mutantide sekundaarsed kasvukéverad. Graafiku

horisontaalteljel on ajapunktid peale nakatamist (tunnid) ning vertikaalteljel viiruste tiitrid s66tmes
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(pfu/ml). wt SFV kasvukdver on joonistatud tumesinise-, mut3A kollase-, del7 helesinise-, del3 lilla-

ning algne 6D roosa joonena.

4. Kompensatoorste mutatsioonide kandidaatide identifitseerimine

rekombinantsete SFV-mut3A, SFV-del3 ja SFV-del7 genoomides

Loogiline on eeldada, et rekombinantsete SFV-de primaar- ja sekundaarstokid
voivad endast kujutada erinevate genotiiiipide segusid ja sisaldavad seega mitmeid
erinevaid kompensatoorseid mutatsioone kandvaid viiruseid. Kuna ei olnud alust
eeldada, et liks voi teine genotiilip oleks mingis konkreetses viiruse stokis domineeriv
oli enne mutatsioonide identifitseerimise lébiviimist vaja jagada viiruse stokid
individuaalseteks viiruse kloonideks (isolaatideks). Selliseks viiruse kloneerimiseks
kasutati mutantsete viiruste primaarstokke, sest RNA viiruste korduv
amplifitseerimine viib viltimatult tdiendavate mutatsioonide kogunemisele, mis
raskendab tdeliste kompensatoorsete mutatsioonide identifitseerimist. Viirustestokide
kloonideks jagamine viidi 1dbi mutantsete viiruste plaque puhastamise teel.
Puhastamise tulemusel eraldati iga mutantse viiruse (SFV-mut3A, SFV-del3, SFV-
del7) kohta kuni 10 erineva fenotiiiibiga (st. erineva kuju ja suurusega) plaque. Kokku
isoleeriti 24 plaque, millest elueeritud viiruseid amplifitseeriti tiks kord koekultuuris
paljundamise teel. Amplifitseeritud viirustest eraldati genoomne RNA ning selle
jarjestust analiitisiti RT-PCR ja sekveneerimisega. Koikidest puhastatud viiruse
kloonidest sekveneeriti ka esialgset mutatsiooni (mut3A, del3 ja del7) sisaldav
regioon ja ndidati, et isoleeritud mutantsete viiruste kloonid ei kujuta endast revertante
voi wt SFV kontaminatsiooni.

Jargnev analiilis rajanes oletusel, et kompensatoorsed mutatsioonid tekivad
viiruse mittestruktuursesse regiooni. See oletus pohineb teadmisel, et struktuurse
regiooni olemasolu ei mdjuta mutantsete genoomide/replikonide infektsioonilisust (vt.
iilal) ja et replikatsioonilisi defekte kompenseerivad mutatsioonid paiknevad viirustel
reeglina replikaasi valkudes. Peale selle arvestati ka asjaoluga, et replikaas-valgu
defekti kompentseerimiseks on vajalik tdendoliselt mutatsioonide olemasolu
ekspresseeritud valgu tasandil ja seetdttu tuleb esmajoones otsida ainult selliseid
mutatsioone millega kaasneb ah jddgi vahetumine kodeeritavas valgus. Nendest
eeldustest lahtuvalt viidi 14bi isoleeritud viiruste genoomide mittestruktuursete

regioonide saadud jarjestuste sekveneerimine ja analiilis. Esimesel etapil sekveneeriti
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taielikult kahest plaque-st (tdhistatud kui mut3A P1, del7 P1) eraldatud viiruste
mittestruktuursed alad. Molemal juhul tuvastati aminohappe jadki muutvate
mutatsioonide olemasolu nsP1 kodeerivas alas (vt. Tabel 4). Plaque-st del7 Pl
périneval viirusel leiti iiks selline mutatsioon, samal ajal kui plaque-st del3-1
parineval viirusel (vt. Tabel 4) leiti kaks sellist mutatsiooni. Need tulemused lubasid
eeldada, et potentsiaalsed kompensatoorsed mutatsioonid on tekkinud eeskitt nsP1
valku kodeerivas jirjestuses. Seetdttu sekveneeriti iilejadnud 22-1 isoleeritud viirusel
ainult nsP1 valku kodeeriv region. Selle tulemusena leiti veel neli aminohapet
muutvat mutatsiooni (mut3A-2, mut3A-3, del3-1, del3-2; vt. Tabel 4). Kuuest
identifitseeritud mutatsioonist kaks (del7-1 ning del3-2) esinesid kahel erineval
kloonil, tilejadnusd neli aga ainult {ihel kloonil. Kaks rekombinantset viirust sisaldasid
kombinatsiooni kahest mutatsioonist. Lisaks iilal mainitud SFV del3-1-le sisaldas ka
plaque-st del3-2 parinev viirus lisaks nsP1 ah jadki muutvale punktmutatsioonile ka
kolme nukleotiidilist minideletsiooni, mis samuti muutis nsP1 valgu aminohappelist
jarjestust (vt. Tabel 4). Kokkuvdetuna nditavad sekveneerimise ja jérjestuste analiilisi
tulemused, et:

1.) Ukski leitud aminohappelistest muutustest ei toonud kaasa tsiisteiini jéikide
moodustumist ja seega ei ole iihelgil juhul tegemist uue palmitiileerimiskoha
moodustumisega. Selle pdhjal voib jareldada, et palmitiileerimis-defektsete viiruste
paljunemise kéigus ei kompenseerita mitte palmitiileerimis-funktsiooni, vaid mingit
muud viiruse replikatsiooniks olulist mehhanismi.

2.) Mutatsioonid nsP1 regioonis leiti vaid 8 kloonil 24-st (33% isoleeritud kloonide
koguarvust). See nditab, et iilejddnud kloonid sisaldavad tdendoliselt mutatsioone
nsP2-nsP4 valke kodeerivas alas voi siis genoomi mitte-kodeerivates regioonides. Kui
see on toesti nii, siis jareldub sellest, et nsP1 defekti on voimalik kompenseerida ka
teiste replikatsioonivalkude muutmise teel. Uheks vdimaluseks seda seletada on nsP1
valgu interaktsioonid teiste ns-valkudega, mistdttu muutuseid nsP1 struktuuris saab
kompenseerida ka sobivate muutuste tekitamisega tema interaktsiooni-partnerite

struktuurides.
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5. Topelt-mutantsete SFV replikonide konstrueerimine ja nende omaduste

iseloomustamine

Identifitseeritud mutatsioonide funktsionaalse tdhtsuse analiiiis viidi 1dbi nende
kloneerimise teel vastavat esialgset mutatsiooni (mut3A, del3, del7) sisaldavatesse
replikon-vektoritesse.  Selline ldhenemine valiti seetottu, et identifitseeriti
palmitiileerimis-defektsete mutantide replikatsiooni defekt just replikon-vektor
stisteemi kasutades. Plaque-dest del3-1 ja del-2 leitud kaksik-mutatsioonid viidi SFV-
del3-d1EGFP replikon-vektoritesse sisse koos.

Konstrueeritud topelt-mutantsete replikonide infektsioonilisust analiiiisiti
modtes FACS-il vastavate vektorite vahendatud d1EGFP ekspressiooni. Signaalid,
mis olid tugevamad kui 99,5% kontrollrakkude (mock poreeritud rakud)
autofluorestsentsi signaal, loeti parinevaks d1 EGFP positiivsetest rakkudest. Metsikut
tiitipi SFV- d1EGFP ning mutantsete SFVI1-mut3A-d1EGFP, SFV1-del3-d1EGFP ja
SFV1-del7-d1EGFP RNA-dega poreeritud rake kasutati selles eksperimendis
kontrollidena. Antud katse tulemused (Tabel 7) néitavad, et koikidel identifitseeritud
mutatsioonidel on algseid palmitiileerimist blokeerivaid mutatsioone sisaldavatele
replikon-vektoritele ~ kompensatoorne moju. Enamikel juhtudel suurendas
kompensatoorse mutatsiooni lisamine infektsioonilisust (modddetuna d1EGFP
positiivsete rakkude arvu jargi) ligi kaks suurusjdrku (Tabel 7). Taas on erandiks
topelt-mutant SFV-del7-1-d1EGFP, mille infektsioonilisus iiletab esialgse mutandi
oma vihem kui kaks korda ja on mitmeid kordi vdiksem kui teistel topelt mutantidel.
Oluline on siinkohal mainida, et esialgne mutant SFV-del7-d1EGFP on vastupidi,
vorrelduna SFV-mut3A-d1 EGFP ja SFV-del3-d1 EGFP-ga palju infektsioonilisem (vt.
Tabel 6). Need andmed toetavad kaudselt iilal tehtud oletust, et SFV-del7 defekti
kompenseerimise mehhanism erineb teiste mutatsioonide puhul toimivast
mehhanismist, milleks on kompensatoorsete mutatsioonide tekkimine replikaasi

kodeerivas regioonis.
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Tabel 7. d1EGFP positiivste rakkude hulk protsentides wt SFV, ainult esialgset mutatsiooni sisaldavate
ning topelt-mutantsete d1 EGFP-d ekspresseerivate replikonidega transfekteeritud rakkude hulgas.

d1EGFPpositiivsete
nsP1 rakkudearv %
wt 72.2%
Mut3A 0,42%
mut3A-1 43,87%
mut3A-2 64,96%
mut3A-3 60,71%
del3 1,22%
del3-1 33,40%
del3-2 58,61%
del7 6,56%
del7-1 10,57%

Konstrueeritud vektorite vahendatud d1EGFP ekspressiooni kvantifitseerimise
tulemused korreleeruvad hésti d1EGFP positiivsete rakkude hulgaga (Tabel 7, Joonis
11). Peamiseks erinevuseks on see, et kui d1EGFP positiivsete rakkude hulga poolest
(st. RNA infektsioonilisuse poolest) ei iileta iikski topelt-mutantne replikon metsikut
tiitipi SFV-d1EGFP replikoni, siis dEGFP ekspressiooni taseme poolest (st. vektori
vahendatud valguekspressiooni taseme poolest) iiletavad topelt-mutandid SFV-
mut3A-2-d1EGFP ja SFV-mut3A-3-d1EGFP mdnevorra ka wt SFV—d1EGFP vektorit
(Joonis 11). Need andmed nditavad, et topelt-mutantsed replikon-vektorid voivad

osutuda kasulikuks instrumendiks vodrgeenide ekspresseerimisel kdrgel tasemel.

d1EGFP helenduse kvantiteerimine
3000
2500 - —
2000 -
1000
500 - H
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~ & Q 2
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Joonis 11. Topelt-mutantide vahendatud d1EGFP ekspressiooni analiiiis FACS-I abil. Graafiku
vertikaalteljel toodud arvud niitavad d1EGFP ekspressiooni transfekteeritud rakukultuuris (suhtelise

fluoresentsi tihikutes).
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FACS analiiiisil saadud andmeid kontrolliti ka uurides replikonide vahendatud
SFV ns-valkude ja d1EGFP markergeeni ekspressiooni Western blot analiiiisil (Joonis
12). Saadud andmed kinnitavad veelkord, et esialgsed mut3A ja del3 replikonid ei ole
infektsioonilised (Joonis 12, rajad 3 ja 7), kuid nende alusel konstrueeritud topelt-
mutatsioone sisaldavad replikonid on taastanud oma replikatsioonivoime (Joonis 12,
rajad 4, 5, 6, 8, 9). Nii SFV-del7-d1EGFP kui ka tema alusel konstrueeritud topelt-
mutantne replikon replitseeruvad wt SFV-st ja iilejddnud mutantidest ndrgemini
(Joonis 12, rajad 10 ja 11). See tulemus on kooskdlas iilejaanud SFV-del7 mutandi

uurimisel saadud tulemustega.
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Joonis 12. SFV topelt-mutantide poolt ekspresseeritava nsP1 ja d1EGFP ekspressiooni analiiiis
Western blot meetodil. BHK-21 rakkudesse transfekteeriti elektroporatsioon metoodil wt, erinevaid
palmitiileerimist blokeerivaid mutatsioone ja konstrueeritud topelt-mutatsioone sisaldavate ja d1 EGFP-
d ekspresseerivate replikonide RNA transkripte. Ekspressiooni detekteerimiseks kasutati anti-nsP1
antikeha lahjendusel 1:10000 ning anti-EGFP antikeha lahjendusel 1:50000-le. Rajal 2 on niidatud
positiivse kontrollina kasutatud wt pSFV1-d1EGFP-le vastav ekspressioonitase. Ulemine nool niitab

nsP1 valgu ning alumine nool d1EGFP asukohta filtril.

Seega niitasid antud katsed, et kdik kolm SFV-mut3A ja mdlemad SFV-del3
analiiiisil leitud mutatsioonid omavad selget kompensatoorset efekti ja et neid saab
kasutada uudsete SFV vektorite véljatootamisel. SFV-del7 puhul identifitseeritud
mutatsiooni kompensatoorne efekt osutus seevastu viikeseks ja seetdttu ei saa seda

mutatsiooni pidada toeliseks kompensatoorseks mutatsiooniks.
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ARUTELU

Alfaviirused kujutavad endast laialt levinud positiivse polaarsusega RNA
genoomseid viirusi. Alfaviiruste lai peremeeste ring ja efektiivne geeniekspressioon
erinevates rakutilitipides on viinud nende viiruste genoomidel ja replikonidel
pohinevate  geeniekspressiooni,  -vaktsineerimise = ja  —teraapia  vektorite
véljatootamisele (Liljestrom and Garoff, 1991). Sarnaselt kdoikide teiste viiruslike
vektorsiisteemidega kajastavad ka alfaviirustel pdhineva vektorsiisteemi omadused
siisteemi aluseks oleva viiruse molekulaarbioloogilisi omadusi. Nendest omadustest
tulenevalt on iga konkreetne vektor kasutatav vaid teatud iilesannete tditmiseks ja
mittesobiv muude lilesannete tarvis. Seetottu on loomulik, et ka alfaviirus-vektorid ei
ole universaalsed ja nendega toGtamisel esineb mitmeid probleeme. Paljudel juhtudel
on suurimaks probleemiks alfaviirus-vektoritele omane korge tsiitotoksilisus, mis
viljendub peremeesraku makromolekulide (DNA, RNA ja valgud) siinteesi kiires
seiskamises ja peremeesraku apoptoosi indutseerimises. Need omadused mojutavad
alfaviiruste kasutamist ekspressioonivektoritena rekombinantste valkude tootmisel
(lihendavad selliste valkude ekspresseerimise aega) ja geenivaktsiinidena. Viimasel
juhul on nédidatud, et alfaviiruste korge tsiitotoksilisus pohjustab immuunvastuse
tekkimist eelkdige rist-praimeerimise vahendusel (Huckriede et al., 2004). Peale selle
iseloomustab alfaviiruseid morfoloogiliste muudatuste esilekutsumine
peremeesrakkudes. Koige selgemini véljendunud muudatuseks on raku aktiin-
tsiitoskeleti lagundamine ja raku plasmamembraanil filopoodia-sarnaste struktuuride
tekkimise indutseerimine. Need ndhtused on tdsiseks takistuseks alfaviirus-vektorite
kasutamisel toovahenditena molekulaar- ja rakubioloogilistes uuringutes.

Nagu tilal mirgitud tulenevad alfaviirus-vektorite omadused viiruse enese
bioloogilistest ~omadustest. ~Ehkki kdesoleval ajal ei ole alfaviiruste
molekulaarbioloogia kohta kdiv andmekogu kaugeltki tdielik on mitmed
mehhanismid, mis osalevad alfaviirus (ja -vektor) indutseeritud tsiitopatoloogias, juba
identifitseeritud. Suurem osa selliseid mehhanisme on seotud alfaviiruste
mittestruktuursete valkude funktsioonidega ja viiruse replikaasi komplekside
moodustamise ning funktsioneerimisega. Teavat rolli viiruse indutseeritud
tsiitopatoloogias omavad ka alfaviiruse struktuursed valgud, kuid kuna enamus

alfaviirus-vektoreid kujutab endast replikon vektoried (milles struktuursed valgud
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puuduvad), siis on selliste efektide tdhtsus alfaviirustel pohinevate vektorite
konstrueerimisel ja kasutamisel oluliselt viiksem.

Andmed selle kohta kuidas ja miks alfaviiruste kodeeritud mittestruktuursed
valgud pohjustavad tsiitotoksilisi efekte on praegu veel mittetédielikud ja suurel miéral
ka vastuolulised. Peamiseks patogeensuse determinandiks on peetud mittestruktuurset
valku nsP2, kuid viimased uurimused on ndidanud, et ainult nsP2 ekspressioon
rakkudes ei too kaasa mingeid arvestatavaid tsiitotoksilisi efekte (Haal et al., kasikiri).
Samas uurimuses ndidati, et ka teiste SFV mittestruktuursete valkude individuaalne
ekspresseerimine ei pohjusta tsiitotoksilisi efekte. Sellest saab jireldada, et
alfaviiruste  indutseeritud  tsiitotoksilised  efektid realiseeruvad tervikliku
replikatsioonikompleksi moodustamise ning selle funktsioneerimise tasemel ja et
alfaviiruse indutseeritud tsiitotoksilisuse vdhendamiseks on vaja modifitseerida
replikatsioonikomplekside moodustamist j nende funktsioneerimist.

Ainsaks alfaviiruse valguks, mille individuaalse ekspressiooniga kaasnevad
rakus olulised muutused on nsP1. Selle valgu eksperssioon on piisav ja vajalik selleks,
et indutseerida aktiin-tsiitoskeleti lagundamine ja filopoodiate moodustumine raku
pinnal (Laakonen et al., 1996; Ahola et al., 2002). Ehkki selle protsessiga ei kaasne
teadaolevalt raku metabolismi blokeerimist ega elulemuse vihenemist, on nsP1 poolt
indutseeritavad efektid rakkudele viaga ilmsed (H&il et al., kasikiri). Kuna tegemist on
muutustega rakus, mis takistavad alfaviirus-vektorite kasutamist todvahenditena
mitmetes rakubioloogilistes uurimustes, on selle efekti uurimine ja tema vdimalik
korvaldamine oluliseks sammuks vektorite voimaliku kasutusala laiendamisel.

SFV nsPl valgu indutseeritud efekte rakus saab oluliselt vihenda muteerides
selles valgus asuvat palmitiileerimise jarjestust CCC (418-420) (Ahola et al., 2000).
Selle jirjestuse muteerimine ei blokeeri viiruse replikatsiooni, kuid sellega kaasneb
SFV patogeensuse vidhenemine, mis on oluline SFV kasutamisel geenivaktsiini
kandidadina. Paraku néitasid mitmed ldbiviidud eelkatsed, et CCC jirjestuse
muteerimine AAA jdrjestuseks blokeerib vastavat mutatsiooni kandvate replikon-
vektorite replikatsioonivdoimet (Merits, avaldamata andmed). Ka muud sellesse
regiooni sisse viidud mutatsioonid nagu kolme tsiisteiini jadgi deleteerimine (del3) voi
nende deleteerimine koos neile eelneva nelja ah jddgiga (del7) omavad pohimotteliselt
sarnast efekti (Sarand, avaldamata andmed). Seetottu kujunes antud t66 1dhtepunktiks
selle vastuolu (replitseeruv mutantne viirus versus replikatsioonivoimetu replikon-

vektor) molekulaarsete pdhjusete leidmine.

42



T66 alguses konstrueeriti nsP1 palmitiileerimiskoha mutatsioone sisaldavad SFV
infektsioonilised cDNA kloonid - SFV-mut3A, SFV-del3 ja SFV-del7. Neid kasutati
koos SFV-6D klooni (Ahola et al., 2000) ja kahe Sindbis viiruse klooniga kidesoleva
uurimise ldbiviimiseks. Samuti formuleeriti kaks hiipoteesi nsP1 palmitiileeris-
defektsete viiruste ja replikonide erineva infektsioonilisuse taseme pohjuste kohta.
Esimene hiipotees oletas, et voibolla vajavad palmitiileerimis-defektsed viirused oma
replikatsiooniks ka viiruse struktuurset regiooni, mis harilikult ei ole alfaviiruste
replikatsioonil vajalik. Ehkki sellist vdimalust vois juba ette pidada suhteliselt
véihetdenéliseks (ei meie labori ega ka kirjanduses avaldatud andmed ei vihja sellisele
voimalusele) kontrolliti seda hiipoteesi infectious center assay (ICA) meetodil.
Saadud tulemused (Tabel 6) niitasid selgelt, et struktuurse osa lisamine ei taasta
palmitiileerimis-defektsete SFV mutantide replikatsioonivdimet. Samuti néitasid
sarnased katsed Sindbis viiruse ja tema mutandiga, et SIN puhul ei takista
palmitiileerimiskoha (milleks on vaid iiks tsiisteiini jddk) muteerimine viiruse
replikatsiooni. Kui neid tulemusi voib pidada oodatuteks, siis SFV mutantide
omavaheline virdlemine td1 vélja ka ootamatu tulemuse. Nimelt osutus mutant SFV-
del7 mairkimisvairselt infektsioonilisemaks kui iilejaddgnud SFV mutandid. Selle
ndhtuse pohjus jddb vdhemalt esialgu arusamatuks — kui Sindbis viiruse
palmitiileerimis-defektse mutandi elujoulisust saab seletada sellega, et mutatsioon
piirdub vaid iihe aminohappe jddgi vahetusega, siis SFV-ga niib olukord olema
vastupidine — kdige ulatuslikumat mutatsiooni (seitsme ah jaédgi deletsiooni) sisaldav
mutant osutus kdige elujoulisemaks. Teine oluline jdreldus ICA tulemuste kohta
seisneb selles, et SFV mutandid jagunevad selgesti kahte gruppi: peaaegu
replikatsioonivoimetud SFV-6D, SFV-mut3A ja SFV-del3 ning
replikatsioonivdimeline (ehkki védhenenud infektsioonilisusega) SFV-del7. Sellest
tulemusest vois eeldada, et ka jirgnevates katsetes peavad nimetatud mutandid
kdituma erinevalt. Veelgi enam, need tulemused lubavad oletada, et molekulaarsed
mehhanismid, millele pShineb nende viiruste replikatiivse potentsiaali suurenemine
(viirus versus replikon) vdivad olla fundamentaalselt erinevad.

Pohinedes ICA eksperimendi tulemustele formuleeriti mutantide SFV-6D, SFV-
mut3A ja SFV-del3 replikatsioonivdime taastumise kohta jérgnev hiipotees. See
oletab, et nende mutantsete viiruste paljunemine pohineb kompensatoorsete
mutatsioonide, mis muudavad mutantsed viirused taas elujouliseks, tekkimisel. Kuna

SFV-6D, SFV-mut3A ja SFV-del3 genoomid ei ole replikatsioonivdoimelised, siis
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peavad sellised kompensatoorsed mutatsioonid tekkima in vitro RNA siinteesi kdigus.
Selleks iilesandeks kasutatud SP6 RNA poliimeraas ,,eksib* keskmiselt korra 10 000
nukleotiidi jddgi kohta ja seetdttu kujutab juba transfitseerimiseks kasutatav in vitro
stinteesitud RNA koikvoimalike mutantide segu. Selle oletuse kasuks radkis ka
asjaolu, et SFV-6D, SFV-mut3A ja SFV-del3 genoomide infektsioonilisus oli 20 000-
50 000 korda viiksem wt SFV genoomi infektsioonilisusest, st. vahe oli samas
suurusjargus kui SP6 RNA poliimeraasi tehtav vigade arv. Samuti vois eeldada, et
peamiselt on tegemist iithe nukleotiidiliste muutustega viiruse genoomi
mittestruktuurses alas, sest replikatsiooniks on vajalik ainult see osa SFV genoomist
ning kompentseerida tuleb just viiruse replikatsiooni. Lisaks vdis eeldada, et
kompensatoorse mutatsiooni ndol peab tegemist olema aminohappe jddke muutvate
mutatsioonidega, sest ka esialgne mutatsioon avaldub nsP1 valgu aminohappelise
jérjestuse muutusena.

Siiski on selle hiipoteesiga seotud ka teatud probleemid. Esiteks, hiipotees ei sobi
seletamaks SFV-del7 infektsioonilisuse tdusu. Selle viiruse RNA infektsioonilisus oli
vaid 40 korda vdiksem wt SFV RNA omast ja seda ei saa seletada in vitro
transkriptsioonil tekkivate mutatsioonidega (st. SFV-del7 on infektsiooniline ka ilma
igasuguste tdiendavate mutatsioonideta). Teiseks, in vitro RNA siintees ei ole ainus
protsess, mille kéigus toimub kompensatoorsete mutatsioonide teke. Sarnased
mutatsioonid voivad tekkida ja kindlasti tekivadki ka viiruse RNA replikatsioonil in
vivo. Peale selle kaasneb in vivo replikatsiooniga ka selektsioon paremini
replitseeruvate genotiilipide kasuks. Seega on vdimalik, et in vitro silinteesitud ja
juhuslikke mutatsioone sisaldavaid SFV-6D, SFV-mut3A ja SFV-del3 RNA-sid
,to0deldakse tdiendavalt in vivo replikatsiooni kdigus; samuti on vdga voimalik, et
just in vivo toimiv mutagenees ja selektsioon on vastutav SFV-del7 viiruse
infektsioonilise potentsiaali suurenemise eest. Ehkki in vivo toimuvaid siindmusi ei
ole tehniliselt voimalik otse jélgida, annab nendest siindmustest ettekujutuse viiruse
kasvukoverate analiilisimine. Sellest ldhtudes konstrueeriti kdikidele analiitisitud
viirustele primaarsed ja sekundaarsed kasvukdverad.

Primaarne kasvukdver kajastab viiruse kogunemist peale transfektsiooni (Joonis
8). Klassikalist viiruse kasvukdverat nn. iihe replikatsioonitsiikli eksperimendis
iseloomustab nn. logaritmiline faas (siinoniiim — valmimise faas), mille jooksul
toimub viiruse hulga eksponentsiaalne suurenemine. Metsikut tiitipi SFV puhul oli see

faas hasti viljendunud, viiruse tiitri kiire kasv kestis umbes 12 tunnini, kust edasi tiitri
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kasv aeglustus jirsult. SFV-6D, SFV-mut3A ja SFV-del3 viiruste kogunemist
viljandavad kasvukoverad on seevastu ,Jlamedad” ja nendes puudub logaritmiline
faas. Ka on nende mutantide kogunemine ajaliselt umbes 4 tundi hilisem kui wt SFV
puhul ja viiruse tiitrid jddvad metsikut tililipi viiruse omast oluliselt madalamaks (see
vahe vdheneb mairgatavalt 24-ndaks tunniks)(Joonis 8). Need isedrasused nditavad
selgelt, et mutantsete viiruste kogunemine ei jilgi iihe replikatsioonitsiikli skeemi.
Selle asemel transfitseerub tdendoliselt esmaselt replikatsioonivoimelise (st.
kompensatoorset mutatsiooni sisaldava) mutantse RNA-ga vdga viike arv rakke (ICA
tulemuste pohjal voib oletada, et see arv on ca 500 rakku katse kohta). Nendest
rakkudest viljuvad 4-6 tunni mdodudes esimesed uue pdlvkonna virionid, mis
nakatavad naaberrakke (kuna iga SFV-ga nakatanud rakk annab ca 300 uut
infektsioonilist partiklit, siis eeldatavasti on sellel staadiumi tulemusena nakatunud
kuni 150 000 rakku). Nakatunud rakkudest véljub uus pdlvkond (see on suure
toendosusega esimene punkt, kus dnnestub viiruse tiitrit méérata, enne seda on tiiter
maddramiseks liiga madal), mis nakatab niiid juba koik tassil olevad rakud. Kuna
viiruse valmimise, vabanemise ja uute rakkude nakatamise protsessid on pidevad (ei
esimese ega ka teise pdlvkonna rekombinantsete viiruste viljumine ei toimu
stinkroonselt, vaid kestab tunde; sama kehtib ka uute rakkude nakatamise kohta), siis
on tulemuseks katses ndhtud ,Jlamedad” kasvukoverad. Viga huvitav on mutantse
SFV-del7 kasvukdver. Lahtudes ICA tulemustest (Tabel 6) peab selle mutandiga
transfektsioonijargselt nakatunud rakkude arv olema suurusjirgus 250 000-500 000
rakku. Sellest jéareldub esiteks, et SFV-del7 viiruse infektsioon saab kulgeda
maksimaalselt kahe etapiliselt (esialgselt nakatunud rakkudest véljunud viirus nakatab
koik jérelejadnud rakud) ja teiseks, et erinevalt lilejddnud mutantidest on esmaselt
nakatunud rakkudest véljuva viiruse kogus piisav viiruse tiitri mddramiseks. Mdlemad
need jareldused leiavad selget tdestust SFV-del7 kasvukdvera kujus. Selgelt on néha
logaritmiline faas, mis vastab viiruse viljumisele esialgselt nakatatud rakkudest ning
millele jargneb viiruse tiitri aeglane ja pidev tdus, mis vastab ka viiruse viljumisele
sekundaarselt nakatatud rakkudest. Kiill aga ei ole vOimalik vastata, miks esineb ka
SFV-del7 kasvukdveras sama nelja-tunnine mahajadmus wt SFV kogunemisest kui ka
teistel mutantidel. Uheks vdimalikuks seletuseks on see, et esmaselt nakatanud
rakkudes replitseerub SFV-del7 aeglasemalt kui wt SFV ja sellest tuleneb ka

mahajidédmus partiklite valmimisel.
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Sekundaarne kasvukover kajastab viiruste kogunemist peale rakkude nakatamist
kdrge moi tingimustes (Joonis 10). Erinevalt primaarsetest kasvukoveratest on
sekundaarsed koverad nii wt SFV-1 kui ka koikidel analiitisitud mutantidel praktiliselt
identsed ja jdlgivad klassikalist ,,iihe infektsioonitsiikli kdverat, samuti on viga
sarnased moodustuvate viiruste tiitrid. Sellest jareldub, et viirustestokides, mida
kasutati rakkude nakatamiseks, on mutantsete viiruste ja wt SFV replikatiivsed
potentsiaalid praktiliselt vordsustunud. Mutantide SFV-6D, SFV-mut3A ja SFV-del3
puhul tdhendab see seda, et on toimunud juhuslike in vitro tingimustes tekkinud
mutatsioonide selektsioon ja kinnistumine viiruse populatsioonis (voimalik, et lisaks
on toimunud ka tdiendavate adaptiivsete mutatsioonide tekkimine in Vivo
replikatsiooni ja selektsiooni tulemusena). Raskem on oletada, millised muutused on
vastutavad SFV-del7 suurenenud replikatiivse potentsiaali eest. Voib eeldada, et sellel
juhul ei ole tegemist in vitro siinteesi kdigus moodustunud mutatsioonidega, vaid in
vivo tingimustes tekkinud ja selekteerunud mutatsioonidega. Need mutatsioonid
voivad lokaliseeruda nii mittestruktuurses alas (voimendavad replikatsiooni) kui ka
struktuurses regioonis (suurendades néiteks rekombinantse viiruse saagist). Samuti ei
saa vilistada vdimalust, et SFV-del7 replikatsiivse potentsiaali suurendamise eest
vastutavad RNA struktuuri muutvad kompensatoorsed mutatsioonid. Voimalik on
isegi see, et tegemist ei ole {ildse kompensatoorsete mutatsioonidega, vaid erinevused
tulenevad RNA rakkudesse sisenemise viisist (elektroporatsioon versus klassikaline
sisenemine nakatamise teel). Huvitav on siinkohal maérkida, et SFV-del7 stoki
sekundaarne kasvukodver nditab selle viiruse monevorra vidiksemat kogunemist
vorreldes wt viiruse ja teiste mutantidestokidega. Siiski ei voOimalda hetkel
olemasolevad andmed jdreldada, et selle ndhtuse pohjuseks on SFV-del7 madalam
repliktasioonitase. Selle oletuse kinnitamiseks vdi timberliikkamiseks on vajalikud
tdiendavad eksperimendid (viiruste RNA ja valkude slinteesi otsene uurimine
metaboolse margistamise meetodil).

Ei ICA eksperimendi tulemused ega kasvukOverate analiilis ei suuda anda
informatsiooni, kas replikatiivse defekti kompenseerimine toimub alati {ihe kindla
mutatsiooni tekkimise teel vOi eksisteerib palju erinevaid kompensatoorseid
mutatsioone, millest tikski ei ole prevaleeruv. Kuna SIN viiruse kompensatoorsete
mutatsioonide uurimine (Frolov and Fayzulin, 2004) on ndidanud viimase oletuse
paikapidavust, siis ldhtuti sellest vOimalusest ka antud t60s. Kompensatoorsete

mutatsioonide tuvastamisele eelnes mutantsete viiruste (SFV-mut3A, SFV-del3 ja
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SFV-del7) plaque puhastamine viiruse primaarstokidest. Viiruste plaque-de
kogumisel arvestati erinevustega nende fenotiiiibis (st. kujus ja suuruses), sest oletati,
et erineva fenotiitibiga plaque-d on tekitatud téendoliselt erinevaid kompensatoorseid
mutatsioone sisaldavate viiruste poolt. Kokku puhastati t66 kdigus 24 erinevat viiruse
stokki, millest kahe viiruse mittestruktuursed alad sekveneeriti tiielikult ja iilejadnud
viiruste mitestruktuursed alad osaliselt (genoomi esimesed 1900 nukleotiidi jaédki, mis
katavad kogu nsP1 valku kodeerivat ala). Sekveneerimise tulemused néitasid, et
molemad téielikult sekveneeritud viirused sisaldavad tdiendavaid mutatsioone vaid
nsP1 regioonis, samal ajal kui osaliselt sekveneeritud viiruste hulgas leiti mutatsioone
nsP1 regioonis vaid kuuel viirusel. Kokku tuvastati sekveneerimise tulemusena kuus
mutatsiooni (nendest kaks topelt-mutatsiooni), mis muudavad nsP1 valgu jérjestust.
Kokku leiti selliseid mutatsioone 8-1 plaque puhastatud viirusel. Sekveneerimise
tulemuste analiiiis vdimaldab teha mitmeid olulisi jareldusi.

Esiteks, mitte {ikski plague-puhastatud stokk ei sisaldanud esialgse mutatsiooni
(mut3A, del3 voi del7) reversioone voi pseudoreversioone ning iikski identifitseeritud
potentsiaalne kompensatoorne mutatsioon ei tekita nsP1 valgus uusi tsiisteiini jadke.
Sellest jireldub, et palmitiileerimise funktsioon ei ole SFV replikatsiooniks otseselt
vajalik ja et sekundaarsed mutatsioonid kompenseerivad mingit muud viiruse
replikatsiooniga seotud defekti. On véhetdendoline, et tegemist vOiks olla nsP1 MT
ja/voi GT reaktsiooni aktiveerimisega, sest molemad need funktsioonid on olemas ka
mutantsetel valkudel. Seega voib suure tdendosusega viita, et palmitiileerimise suhtes
negatiivsete genoomide replikatsiooniline defekt viljendub kas mingis muus nsP1
funktsioonis (nt. vdimes initsieerida negatiivsete ahelate siinteesi) ja/vdi voOimes
interakteeruda SFV teiste replikaasi valkudega vOi peremehe valkudega.
Informatsiooni nende vdimaluste kohta voOiks anda leitud mutatsioonide
projekteerimine nsP1 ruumilisele struktuurile koos analiilisiga, kuidas sellised
muudatused mojutavad viiruse valkude vahelisi ja valk/RNA interaktsioone. Paraku ei
ole selline analiilis aga voimalik, sest siiani ei ole suudetud vilja selgitada SFV nsP1
(ja ka muude ns-valkude) ruumilist struktuuri.

Teiseks, palmitiileerimis-defektsete viiruste replikatsioonivdoime taastamiseks
eksisteerib arvukalt erinevaid voimalusi (mitte iiks kindel mutatsioon). Need
voimalused on tdendoliselt ligikaudu vordvéirsed, sest likski nendest ei osutunud
(vdhemalt primaarstokis) domineerivaks: ainult kaks mutatsiooni leiti kahes korduses,

koik iilejadnud vaid tihes konkreetses viiruse isolaadis.
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Kolmandaks, mutatsioonid nsP1 valgus tuvastati vaid 8 isoleeritud viirusel 24-st
(st. 33% juhtudest). Voib eeldada, et iilejadnud SFV-mut3A ja SFV-del3 isolaadid
sisaldavad kompensatoorseid mutatsioone muudes regioonides, eeldatavasti nsP2-
nsP4 kodeerivas alas voi genoomi mittekodeerivates regioonides. SFV-del7 puhul on
voimalik ka kompensatoorsete mutatsioonide paiknemine struktuurses regioonis. Kui
see eeldus vastab tdele (selle véljaselgitamiseks on vaja sekveneerida 16 viirus
isolaadi vastavad regioonid) siis jareldub sellest, et nsP1 defekti on vodimalik
kompenseerida mutatsioonidega muudes replikaasi valkudes. See oleks tugevaks
argumendiks hiipoteesi, et palmitiileerimis-defektsete viiruste replikatsioonivdoimetus
tuleneb viiruse valkude vaheliste interaktsioonide blokeerimisest, kasuks. See
hiipotees tundub tdendoline, sest SIN replikaasi mutantide uurimine on ndidanud, et
teatud mutatsioone nsP4 valgus on vdimalik kompenseerida mutatsioonidega nsP1
valgus (Shirako et al., 2000) ja seetdttu kuulub vastav uurimus edasise t66 plaani.

Sekundaarsete mutatsioonide identifitseerimine ei ole iseenesest veel
toestuseks, et need mutatsioonid omavad ka funktsionaalset tdhtsust. Nii RNA siintees
in vitro kui ka RNA replikatsioon in vivo toimuvad ilma “vigade parandus”
funktsioonita ensiiiimide abil ja seetdttu sisaldavad RNA-viiruste genoomid alati
juhuslikke mutatsioone. Tdestamaks identifitseeritud mutatsioonide funktsionaalset
tahtsust viidi need mutatsioonid sisse vastavat esialgset mutatsiooni sisaldavasse
replikon-vektorisse, millesse oli eelnevalt kloneeritud d1EGFP markergeen. Saadud
topelt-mutantsete  replikonide replikatsioonivoimet ja vOimet ekspresseerida
markervalku uvuriti replion-RNA-dega transfekteeritud rakkudes FACS analiitisi ja
western blotting-ut kasutades. Nende analiitiside tulemused (Tabel 7, Joonis 11 ja 12)
nditasid Uheselt, et koik viis mutatsiooni, mis identifitseeriti SFV-mut3A ja SFV-del3
viirustest, omasid selget kompensatoorset efekti. Koik viis topelt-mutantset replikoni
omasid wt SFV replikoniga sarnast infektsioonilisust ning ekspresseerisid d1 EGFP-d
wt SFV replikoniga vdorreldaval tasemel. Esialgsetes katsetes ndhtud moningased
erinevused nende konstruktide infektsioonilisuses ja d1EGFP ekspressiooni tasemetes
ei ole suured ja nende erinevuste statistilise usaldusvédirsuse viljaselgitamiseks on
vaja vastavaid katseid korrata. Kuues mutatsioon, mis identifitseeriti ithes SFV-del7
isolaadis, omas teiste mutatsioonidega vorreldes oluliselt vdiksemat kompensatoorset
efekti, suurendades vastava replikoni infektsioonilisust vihem kui kaks korda. Seega
el saa see mutatsioon olla ainsaks SFV-del7 stoki infektsioonilisuse suurenemise

pohjuseks. Oluline on mirkida, et nimetatud mutatsioon péarineb SFV-del7 isolaadist,
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mille mittestruktuurne regioon tdilikult sekveneeriti. Sellest jéreldub, et SFV-del7
infektsioonilisuse suurendamisel osalevad lisaks mittestruktuuses alas tekkinud sense-
mutatsioonidele veel ka muud mehhanismid, milleks voivad olla mutatsioonid
struktuurses regioonis, siinoniiiimsed mutatsioonid voi protsessid, mis on seotud
viiruse RNA sisenemisega rakku ja replikatsiooni initsieerimisega.

Kéesoleva uurimistod kdigus selgitati vidlja poOhjused, miks SFV
palmitiileerimis-defektsed replikonid omavad erinevalt tdispikkadest genoomidest
viga madalat infektsioonilisust. Nagu niitavad selles t60s 1dbi viidud katsed on seda
probleemi vodimalik lahendada identifitseeritud kompensatoorsete mutatsioonide
sisseviimisega vastavatesse vektoritesse. Labi viidud uurimus on lisanud olulist teavet
SFV molekulaarbioloogia kohta ja on oma eesmirgid saavutanud. Samas néitab
tehtud t60 kétte ka edasiste uurimuste suunad.

Esiteks on vajalik uurida kidesolevas t60s identifitseeritud kompensatoorsete
mutatsioonide toimet mitte ainult replikonide, vaid ka tdispikkade viiruse genoomide
konteksis. Selleks on vaja nimetatud mutatsioonid sisse viia SFV-mut3A, SFV-del3 ja
SFV-del7 infektsioonilistesse kloonidesse, viia ldbi ICA analiilis ning mutantide
kasvukoverate analiilis. Kdigi eelduste kohaselt kinnitavad nende eksperimentide
tulemused siin tehtud jarelduste paikapidavust. Jérgnenevalt on vaja uurida
metaboolset maérgistamist kasutades SFV-del7 ja SFV-del7-1 replikatsiooni ja
vorrelda saadud tulemusi wt SFV ja teiste mutatntide analiiiisil saadud tulemustega.
Selle katse tulemused peaksid tdestama voi imber likkkama téhelepaneku, et SFV-
del7 voib replitseeruda madalamal tasemel kui seda teevad teised analiilisitud viirused
ja nende mutandid. Peale selle on vaja lahendada ka leitud kahe kaksik-mutandiga
(del3-1 ja del3-2) seotud kiisimused ja teha kindlaks kumb (v6i mdlemad)
identifitseeritud mutatsioonidest omab kompensatoorset efekti. Seda saab uurida
kloneerides need mutatsioonid eraldi replikonidesse ja viies 1dbi analiiiisi kdesolevas
toos kirjeldatud meetode kasutades. Viga huvitav kiisimuse on seotud ka
identifitseeritud kompensatoorsete mutatsioonide toimega wt-viiruse kontekstis (st.
ilma mut3A, del3 voi del7 mutatsioonideta) ja heteroloogilises kontekstis (nt. SFV-
del3-st identifitseeritud mutatsioon SFV-del7 genoomis). See t66 nduab mitmete
taiendavate konstruktide valmistamist ja analiiiisi, kuid voib potentsiaalselt anda viga
vadrtuslikke tulemusi. Voib eeldada, et SFV-mut3A ja SFV-del3 isolaatidest
eraldatud mutatsioonid omavad kompensatoorset efekti mdlema esialgse mutatsiooni

suhtes. Selleks oletuseks annab alust asjaolu, et nimetatud esialgsete mutantide
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kompenseerimine toimub sarnast mehhanismi kasutades. Samuti on tdenéoline, et wt
SFV  kontekstis suruvad nimetatud kompensatoorsed mutatsioonid viiruse
replikatsiooni maha. See eeldus tuleneb oletusest, et kompensatoorsete mutatsioonide
toendoliseks toimemehhanismiks on esialgsete mutatsioonide poolt rikutud viiruse
replikaasi valkude vaheliste interaktsioonide taastamine. Adrmiselt intrigeeriv on aga
kiisimus, kuidas modjutavad SFV-mut3A-st ja SFV-del3-st identifitseeritud
mutatsioonid SFV-del7 replikatsiooni. Teoreetiliselt on siin  vdimalik nii
kompensatoorne kui ka tdiendavalt inhibeeriv toime ning praegused andmed ei
voimalda eelistada kumbagi nendest oletustest.

Teiseks ettendhtavaks uurimissuunaks on plaque-puhastatud isolaatide tdiendav
sekveneerimine ja véljaspool nsP1 regiooni asuvate kompensatoorsete mutatsioonide
idenifitseerimine ja analiilis. See uurimine vdimaldab saada olulist informatsiooni
SFV replikatsioonivalkude omavahelistest koostoimetest ning voib olla vajalik
uudsete SFV replikon-vektorite konstrueerimisel.

Kolmandaks kavandatavaks uurimissuunaks on identifitseeritud mutatsioonide
alusel uute omadustega SFV replion-vektorite ja replitseeruvate vektorite
konstrueerimine ning analiilis. Selleks on kavas detailselt iseloomustada topelt-
mutantsete  vektorite infektsioonilisust ja nende vahendatud vOOrgeenide
ekspressiooni isedrasusi. Erilist tdhelepanu on kavas osutada uudsete vektorite poolt
peremeesrakkudele avaldatavate mojude, nagu raku morfoloogia ja metabolismi
mdjutamine ning apoptoosi indutseerimine, uurimisele. Kaugemas perspektiivis on
kavas uurida selliste replikonide kasutamise voimalusi ka geenivaktsiinide kandjatena

vOi muudes geeni- ja biotehnoloogilistes 14henemistes.
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KOKKUVOTE

Semliki Forest viirus (SFV) kuulub perekonda Alphavirus (sugukond
Togaviridea). SFV nakatab paljude imetajate erinevaid rakutiilipe ja replitseerub
nende rakkude tsiitoplasmas moodustuvatel membraansetel struktuuridel. SFV
infektsioonil toimub efektiivne viiruse geenide ekspressioon ja seetottu on vélja
arendatud suur hulk tema genoomi mittestruktuursel osal pdhinevaid replikon-
vektoried. Nii nende vektorite kui ka SFV replikatsiooniga imetajate rakkudes
kaasnevad struktuursed timberkorraldused, raku makromolekulide siinteesi
mahasurumine ja nakatanud rakkude apoptootiline surm.

SFV replikatsiooni viib ldbi viiruse kodeeritud mittestruktuursetest (nsP1-4)
valkudest koosnev replikaaskompleks. Koik SFV nsP-d on multifunktsionaalsed
valgud ja nende funktsioone on hésti uuritud. SFV replikaaskompleksi kuuluvad ka
peremeesrakust parinevad membraanid, millele kinnitub nsP1 valgu vahendusel kogu
replikatsioonikompleks. On néidatud, et selles seondumises osaleb kaks nsP1
struktuurset elementi — amfipaatiline o-heeliks nsP1 keskosas ja kolmest tsiisteiini
jadagist koosnev palmitiileerimisjirjestus nsP1 C-terminaalses regioonis (ah jadgid
418-420). Esimene nendest elementidest on SFV replikatsiooniks absoluutselt vajalik
samal ajal kui palmitiileerimis-defektsed SFV mutandid on elujoulised. Kuna need
mutandid ei  pdhjusta rakkudes struktuurseid lmberkorraldusi ja on
peremeesorganismile apatogeensed siis kujutavad nad endast potentsiaalset materjali
SFV-vektorite konstrueerimiseks.

Kéeseolevas t60s kirjeldatud uurimus kinnitas esialgseid avaldamata andmeid,
et palmitiileerimis-defektsed SFV replikonid SFV-mut3A, SFV-del3 ja SFV-del7
omavad erinevalt samu mutatsioone sisaldavatest tdispikkadest genoomides madalat
infektsioonilisust ja ei ole seega kasutatavad SFV replikon-vektorites. Uurimuse
kdigus niidati, et see erinevus ei tulene struktuurse regiooni puudumisest mutantsetes
replikonides, vaid on seotud tdispikkade mutantsete genoomide siinteesil ja
selektsioonil rakukultuuris toimuvate siindmustega. Néidati, et palmitiileerimist
takistavad mutatsioonid jagunevad kahte erinevasse klassi. Mutatsioonid mut3A ja
del3 on SFV-le letaalsed, kuid selliseid mutatsioone sisaldavate genoomide
replikatsioonivdimet voivad taastada kompensatoorsed mutatsioonid SFV replikaasi

regioonis. TO0 kiigus identifitseeriti kokku viis erinevat kompensatoorset mutatsiooni
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nsP1 regioonis, ndidati nende funktsionaalset tdhtsust ja vdimalust nende
kasutamiseks uudsete SFV replikon-vektorite konstrueerimisel. Nende mutatsioonide
uurimisel selgus, et kompenseeritavaks funktsiooniks ei ole palmitiileerimine, vaid
mingid muud veel identifitseerimata replikatiivsed funktsioonid. Samuti nditavad
kaudsed andmed, et palmitiileerimis-defekti kompenseerivad mutatsioonid vdivad
paikneda ka véljaspoole nsP1 valku kodeerivat regioone. Mutatsioon del7 ei blokeeri
erinevalt eelnevatest mutatsioonidest SFV replikatsiooni, vaid omab replikatsiooni
vOimet mahasuruvat efekti. Vastavat mutatsiooni sisaldava viiruse paljundamisel leiab
aset selle defekti kompenseerimine, kuid selle mehhanismid erinevad mutatsioonide

mut3A ja del3 kompenseerimisel toimivatest mehhanismidest.
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SUMMARY

Semliki Forest virus (SFV) belongs to genus Alphavirus family Togaviridae.
SFV infects different tissues of different mammalian hosts and replicates in
membranous structures in cytoplasm of infected cells. SFV replication leads to
efficient expression of viral genes and this, together with broad host range of the
virus, has leaded to development of SFV based replicon vectors. Similar to SFV the
replication of these vectors in mammalian cells leads to changes in cellular structures,
inhibition of host DNA, RNA and protein synthesis and finally to the apoptotic cell
deaths.

SFV replication is carried out by replicase complex consisting from four SFV
non-structural proteins (nsP1-4). All these are well studied multifunctional proteins.
The SFV replicase complex is bound to cellular membranes and this interaction is
mediated by nsP1. It has been demonstrated that two structural elements of nsP1
participate in the membrane attachment. These are amphipatic a-helix located in the
middle of the protein and palmitoylation sequence containing three cystein residues
located at C-terminal region of nsP1 (aa 418-420). The first of these elements is
absolutely required for SFV replication in contrast to the second one which has been
shown to be dispensable. SFV genomes with mutations in palmitoylation sequence
have been shown to be apathogenic to animal host and to not induce morphological
changeses in infected cells. Therefore these mutants represent significant potential
value for advanced SFV replicon vector development.

The preliminary results indicated that in contrast to full genomes the SFV
replicons, carrying non-palmitoylation mutations designated as mut3A, del3 and del7,
possess very low infectivity. These results were confirmed in this study and the
phenomenon was studied in detail. It was found that the presence or absence of
structural region does not have detectable role for infectivity of palmitoylation-
deficient SFV constructs. Instead the random mutagenesis taking place during in vitro
and in vivo RNA synthesis followed by selection in infected cells was found to play
the major role. It was revealed that the non-palmitoylation mutations can be divided
into two categories. Mutations mut3A and del3 were found to be lethal for SFV thus
the replication of SFV genomes with these mutations totally depend on appearance of

compensatory mutations within non-structural region. In this study five different
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compensatory mutations were identified within the sequence encoding for nsP1 and
their functional significance as well as potential for usage for vector construction was
demonstrated by reverse genetic experiments. It was also reveled that the function
compensated by these mutations was not palmitoylation as such but another function
in SFV replication which remains so far unidentified. Indirect evidences that this
function can also be compensated by mutations outside of nsP1 region were also
obtained. In contrast to previous group the mutation del7 was found not to cause total
block of SFV replication. SFV—del7 replicons were able to replicate albeit with
significantly reduced efficiency. This defect was also compensated during
propagation of corresponding viruses in cell culture but the mechanisms involved in
this process may differ from those involved in compensation of replication of the

SFV-mut3A and SFV-del3.
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Lisa 1. Kéesolevas t60s kasutatud algplasmiidide kaardid. Joonisel on toodud

vektorite pSFV1, Helperl, pSFV1-d1EGFP ja pSFV1AHindIII kaardid.

pSFV1
11033 bp

helper1

8194 bp

smal
BamHI

~ nspl
4000 P

pSFV1AHindIIl®
4848 bps

Beul .., pSFV1-d1EGFP
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