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Sissejuhatus

Viiruste bioloogiline mitmekesisus on utlimalt laiad suudavad parasiteerida kdigis
elusorganismides ja kasutavad enda taastootmisidetuli varieeruvaid siisteeme. Uheks
pdhjalikumalt uuritud mudelviiruseks on Semliki Est viirus (SFV). SFV kuulub suhteliselt
lihtsate ja vaikeste positiivse polaarsusega RNAegensete viiruste hulka, olles seejuures
suuteline nakatama mitmeid erinevaid peremeessganija rakutiupe. Lisaks sellele on
SFV kergelt kultiveeritav koekultuuris ja inimesetdutu. Seetbttu on SFV-l pdhinevad
vektorid laialt kasutusel geeniekspressiooni sinstges ning voib oletada, et antud vektorite
kasutusala laieneb tulevikus ka néiteks meditsahilkonda.

SFV genoom kodeerib struktuurseid ja mittestruldaid valke. Struktuurseid valke
vajab viirus uute virionide moodustamiseks, mitiddiuurseid aga viiruse genoomi
replitseerimiseks ja transkribeerimiseks. Enim eraid funktsioone on teisel
mittestruktuursel valgul (nsP2), mida muuseas pset&a SFV tsiutotoksilisuse tekitajaks.
Kaesoleva magistritod eesmargiks oli leida ja amElla seoseid nsP2 valgu tuuma
lokaliseerumise ja SFV tsutotoksilisuse tekitanviabel.

Kéesoleva uurimustdo teoreetiline osa annab lUbielzaate alfaviiruste grupist, mille
hulka kuulub ka SFV. Pikemalt kirjeldatakse SFViani ehitust, genoomi struktuuri ja
viiruse elutsuklit. Kuna kaesoleva t60 eesmargikstuaua selgust SFV poolt pdhjustatud
tsutotoksilisuse nahtusesse, siis on teoreetilissas Ulevaade ka viiruse voimalikest
tsutotoksilisuse tekitamise mehhanismidest.

TOO eksperimentaalses osas kirjeldatakse uudsefenBRantide fenotlipe. Antud
mutandid sisaldavad mutatsioone nsP2 valgu tuurab$aitsioonisignaali jarjestuses. Lisaks
tsutotoksilisuse ja nsP2 valgu rakusisese lokaisani uurimisele keskendutakse
eksperimentaalses osas ka viirus-laadsete pagtikigotlikkust mojutavate faktorite
selgitamisele.

T66 on valminud Tartu Ulikooli Molekulaar- ja rakolbogia instituudis
mikrobioloogia ja viroloogia dppetooli juures. Sdmin tanada professor Andres Meritsat
juhendamise ja kannatlikkuse eest. Samuti tanaa 8eyandit, Kaja Kiivrit, Ingrid Tagenit,

Anna lofikut ja Eva Zusinaitet abi ja kasulike n@nate eest.



1. Kirjanduse Ulevaade

1.1. Alfaviirused

Alfaviirused on positiivse polaarsusega RNA genoednsiembraaniga viirused. Nad
kuuluvad sugukonddogaviridae,kuhu peale perekonnalphavirus kuulub veel perekond
Rubivirus mille ainuesindaja, punetiste viirus, on orgatuesselt sarnane alfaviirustele
(Strauss ja Strauss, 1994, ja viited selles).

Alfaviiruste hulka kuulub 26 liiki viiruseid, milleomakorda on palju erinevaid
geograafiliselt paigutunud tlvesid. Aminohappeligagestuses on neil viirustel omavahel
vahemalt 45 %-line identsus struktuursete valkudasoja vahemalt 60 %-line identsus
mittestruktuursete valkude seas (Strauss ja Stréa@84, ja viited selles).

Alfaviiruste peremeeste ring on aarmiselt lai. Netkatavad nii oma parisperemeni,
kelleks vdivad olla linnud voi imetajad, kui ka skéning teisi verd imevaid selgrootuid, kes
on viirusele vektoriks ja kellele on viirusnakkusiienptomaatiline. Osa alfaviirusi on leitud
ka kahepaiksetest, roomajatest ja kaladest. Siseaeorganismi suudab alfaviirus nakatada
paljusid erinevaid kudesid (Strauss ja Strauss4,1@viited selles).

Selgroogses peremehes po6hjustab alfaviirus taltalisske haiguse, samas Kkui
vektoris kulgeb infektsioon suhteliselt healooneiliga kestab kogu elu. Alfaviirused voivad
kujutada endast tdsist ohtu inimtervisele. NaitpkhjustavadEastern Equine Encephalitis
virus (EEEV) ja Western Equine Encephalitis viri®hja- ja Louna-Ameerikas inimestele
surmaga loppevat entsefaliiti (Strauss ja Straili894, ja viited selles). 2006. aastal toimus
Indias ning India ookeani saartel suur Chikungwiyase puhang, pdhjustades haigestunutel
muu seas korge palaviku, liigese- ja peavalusid nimetust. Naiteks Reunioni saare 770 000
elanikust haigestus 265 000 ning suri 237 (Chaatall.,2007). Arvatakse, et Ulisuure leviku
pdhjuseks oli viiruse uute fllogeneetiliste vandatteke ning viirusele vektoriks olevate
saaskede populatsiooni kasvamine. Kardetakse, ikti@junya viirus voib lahimas tulevikus

levida ka Vahemere-aarsetesse maadesse ja pOlajss@dsuuri haiguspuhanguid.



1.2. Semliki Forest viirus

Semliki Forest viirus (SFV) on suhteliselt lihtnigrws, kodeerides vaid theksat valku,
millest neli mittestruktuurset valku (nsP1, nsP&P38 ja nsP4) on vajalikud viiruse RNA
stinteesiks, samas kui struktuursed valgud moodastdapsiidi (C valk) ja sisalduvad
membraanis (E1, E2 ja E3). Struktuursete valkud&ahkuulub ka pisike 6K (Strauss ja
Strauss, 1994, ja viited selles).

SFV eraldati esmakordselt sddskedest Ugandas 4&<t4) kuid jargnevatel aastatel
on tehtud lisanduvaid isoleerimisi. SFV looduslikeeremeesteks peetakse narilisi. SFV
originaalttvi oli L10, mis pd&hjustab hiirtel surmeaddbppevat entsefaliiti kesknarvisisteemi
nakatamise jarel (Atkingt al, 1999, ja viited selles). SFV prototutptivi, milpdhjal
konstrueeriti esimene infektsiooniline kloon (pSPlVv4) (Liljestromet al, 1991), parineb
iimselt L10-st, kuid on kaotanud osa oma viruleséesi, tbendoliselt vaga pikaajalise
koekultuuri rakkudes kasvamise tagajarjel. pSP6-&RVtranskriptsiooni tulemusena
saadavat viirust nimetatakse SFV4-ks. Hiljem etalda SFV avirulentne tlvi A7, millest
selekteeriti veelgi avirulentsema fenotlibi saakssA7[74] tuvi (Atkinset al, 1999, ja
viited selles).

SFV laboratoorseid tuvesid peetakse inimesele lavitseks, kill aga leidub temalgi
looduslikke tivesid, mis pdhjustavad inimestel baigNaiteks tekitab Kesk-Aafrikas leiduv
SFV tlvi vaga tugevaid peavalusid, palavikku, l#gs ligesevalu (Strauss ja Strauss, 1994,

ja viited selles).

1.3. Virioni ehitus

SFV virion on vaga korraparase struktuuriga. Ta loniasaeedrilist membraani
pakitud kapsiidi, mis koosneb Uheahelalisest pwséi polaarsusega RNA genoomist
suurusega umbes 11 500 nukleotiidijaaki ja Uhe ildipalgu 240 koopiast (joonis 1).
Kapsiidivalgu aluselise reaktiivsusega N-terminaatfomeen seob viiruse RNA (Strauss ja
Strauss, 1994, ja viited selles).

Virioni membraan parineb raku plasmamembraanissghie sisse on paigutunud
viiruse kodeeritud glukoproteiinid, millest kaksl & E2 on ankurdatud membraani oma C-
terminaalsete sabadega. E1 ja E2 moodustavad deterere, kolm heterodimeeri omakorda
viiruse oga ehk piigi, mida on virionis kokku 80irignis esinevad ka kaks vaikest valku — E3

ja 6K, millest E3 on vaike perifeerne membraaniy@K on aga esindatud virionis vaheste



koopiatena (Strauss ja Strauss, 1994, ja viitdds9el6K valgu kohta ei teata palju, kuid teda
on nahtavasti viirusele vaja virionide formeerunmsmgis etapis, kuna mutant, millel antud
valk oli deleteeritud, moodustas palju vahem phaiik kui metsik-tiipi (wt) viirus
(Liljestrom et al, 1991). Hillem on valja pakutud hipotees, milleh&selt osaleb 6K ka

virioni piigi stabiliseerimisel (Mclnernegt al., 2004).

Joonis 1. Alfaviiruse virioni skeem Viiruse
genoom on pakitud kapsiidi, mis on joonisel tatigda
siniselt. Kapsiid on omakorda kaetud
plasmamembraanist péarineva Umbrisega, mis on
joonisel oranz. Membraani glukoproteiinid on
tahistatud heleroheliselt (Strauss ja Strauss, ,1§94
viited selles).

1.4. Genoomi organisatsioon

SFV genoomi organisatsioon on kujutatud jooniseLigikaudu 11 500 nukleotiidi
pikkuse positiivse polaarsusega RNA (42S RNA) Sastoncap-struktuur ja 3’ otsas asub
poli-A saba. Genoom on jagatud kaheks suureks oeiffi® 5-terminaalne kaks
kolmandikku kodeerib mittestruktuurseid valke, misodustavad viiruse replikaasi, ning 3’-
terminaalne kolmandik kodeerib struktuurseid valkigtestruktuursed valgud siinteesitakse
genoomselt RNA-It Ghe suure polilproteiinina (P1234) protsessitakse hillem neljaks
valguks (Strauss ja Strauss, 1994, ja viited Selles

RNA replikatsiooni kaigus moodustatakse kdigepgaftoomi negatiivse polaarsusega
koopia, mis on komplementaarne genoomsele RNAdga \arvatud Uks paardumatu G-jaak
3’ otsas. See negatiivse polaarsusega RNA on isési nii uute genoomide kui ka
subgenoomse RNA (26S RNA) tootmisel (Strauss jauSs, 1994, ja viited selles).

26S RNA slnteesitakse, kasutades sisemist tratskopi initsiatsiooni punktis, mis
asub umbes kahe kolmandiku kaugusel 42S negatitela 3’ otsast (Brzeski ja Kennedy,
1977). 26S RNA omab samuti cap-struktuuri ja ondpdéendleeritud. 26S RNA-It



ja post-translatsiooniliselt protsessitakse strukdateks valkudeks.

C p6: 6K-E1

f

Struktuursed valgt

translatsioon1 26S RNA
5 m’GpppA poliA 3’
42 (-) RNA 1 transkriptsioon
3G poliU 5’
‘ 1 replikatsioon 45 (4) RNA genoom
5 m'GpppA poliA 3’
l translatsioon
P1
PSS mimis o mmimioioioioioioiioiooioeo l ______________________ _\_\4\ Negatllvseld
: P1 nsP4 R ahe!ald suinteesiv
e S oy e e = A e e replikaas
i l B s " Vaga luhikese
1 | nsPl Pz nsP4 e elueaga vahevorm
ettt e e et i m i m e l_ ................. e e e i im i i _\_\-\ POSltllvseld
. | nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 .- 8helaid sinteesiv
PR replikaas

Joonis 2. SFV genoomse organisatsiooni, translatem ja pollUproteiinide
protsessingu skeem.SFV genoomselt RNA-It transleeritakse mittestrukiie poltproteiin,
mis l0igatakse nsP2 valgu poolt mittestruktuurseteilkudeks. Mittestruktuursed valgud
ning nende eelvalgud toimivad RNA replikaasidena@njsel naidatud moel. Esmalt
suinteesitakse negatiivse polaarsusega taispikkiséi genoome, mis on matriitsiks uute
positivse polaarsusega genoomide ning subgenooMBEA slnteesimisel. Viiruse
struktuursed valgud transleeritakse subgenoom$-R poliproteiinina ning protsessitakse
I6pp-produktideks viiruse ja raku proteaaside poSkeemi aluseks on Strauss ja Strauss,
1994, ja viited selles.
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1.5. SFV-| pdhinevad vektorid

SFV replikon-vektorites asendatakse struktuurseenigetransgeeniga, milleks on
moni uurijale huvipakkuv geen. Saadud DNA konsirmkinetatakse replikoniks. Replikoni
komplementaarset DNA-d (cDNA) sisaldavalt plasnfiiidiinteesitud RNA rakku viimisel
toodetakse rakus SFV mittestruktuurseid valke jjupdatakse replikoni RNA-d, kuid kuna
struktuused valgud puuduvad, ei toimu partikliteoghastumist ja vabanemist. Struktuursete
valkude ekspresseerimiseks on konstrueetilgerstisteem, mille vastavas RNA-s puudub
pakkimissignaal, kuid on olemas struktuurseid vakaxleerivad jarjestused. Helperi ja
replikoni RNA-de kotransfektsioonil helper-RNA répeerub mittestruktuursete valkude abil
ja sunteesitud subgenoomse RNA vahendusel ekspriakee rakus ka struktuurseid valke.
Selle tulemusena pakitakse replikoni RNA ja raklaideabastatakse viiruslaadsed osakesed
(VLP-d). Et valtida vGimalikku helperi ja replikofRNA-de rekombinatsiooni ja wt viiruse
teket, kasutatakse veel split-helperistiisteemi, milles tks helper kodeerib vaid kapssiltiu
ja teine ulejaanud struktuurseid valke (Atketsal, 1999, ja viited selles).

1.6. Replikatsioonitstuikkel

1.6.1. Sisenemine rakku

SFV retseptorid ei ole Uheselt mé&aratud. Voimakk, virus kasutab mitmeid
alternatiivseid rakupinna retseptoreid, kuna tadsbunakatada vaga paljusid erinevaid
rakutiiipe. Uhtedeks vGimalikeks retseptoriteks rpkwnal vdivad olla muu seas inimese
(HLA-A ja HLA-B) ning hiire (H-2K ja H-2D) koesobiwsantigeenid (Heleniust al,, 1978).

Alfaviirused sisenevad rakku endotsutoosi abil fjso3), kasutades selleks klatriin-
kaetud vesiikuleid, mis muutuvad endosoomidek&ruse vabanemine endosoomidest
toimub pH-st séltuvalt, kuna madal pH viib E1-EZdredimeeride lagunemisele ja seetbttu
vabaneb E1-s asufusiondomeen. Virioni ja endosoomi membraanid fuseeruwatl
nukleokapsiid vabaneb tsitoplasmasse. Alternakis/sgsenemisteeks on virioni membraani
fuseerumine raku plasmamembraaniga, mille tulenaissiseneb virioni kapsiid rakku
(Strauss ja Strauss, 1994, ja viited selles).

SFV lahtipakkimine ehk genoomse RNA vabastamindeaulapsiidist toimub tanu
ribosoomidele, kuna ribosoom seondub kapsiidivalgma piirkonnaga, millega oli seotud
viiruse RNA (Singh ja Helenius, 1992).

11
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Joonis 3. SFV replikatsioonitstikkel.Selgitus on tekstis.
1.6.2. SFV replikatsioon

SFV replikatsioon leiab aset raku tsitoplasmasneéites membraaniga tUmbritsetud
sfaarulites (Peranen ja Kaaridinen, 1991). Trasislah 42S RNA positiivselt ahelalt annab
produktiks vaid Uhe polUproteiini — mittestruktuetes valkude eellase (Glanvilk al, 1976),
mis hiljem IBigatakse kipseteks valkudeks. nsPXwaleetakse vastutavaks koigi P1234
poltproteiini [6ikamiste eest (Meritg al.,2001; Kimet al.,2004). SFV replikatsiooni skeem
on esitatud joonisel 2.

1) Esmalt toimub I6ikamine tulevaste nsP3 ja ns&lkude vahel, mille tulemuseks on
P123 ja nsP4-st koosnev kompleks, mis toodab geselbrRNA-It Uhe negatiivse RNA
ahela. 3/4 saidi protsessing toimub varajaseskisifeonifaasis arvatavasin cis kui
viirusvalkude kontsentratsioon on madal, kuid \iimuda kan trans

2) Jargnevalt I16igatakse cisP123 poluproteiini kiljest nsP1.

3) Vahetult peale nsP1 valgu protsessimist ulejdgmluproteiini kiljest leiab aset
nsP1 + nsP2 + nsP3 + nsP4 kompleksi moodustumittanstoimuva P23 I6ikuse tagajarjel.
Kips replikaas ei suuda enam toota negatiivseid RN&laid ning stinteesib genoomseid ja
subgenoomseid RNA-sid molaarses vahekorras ligikdud (Vasiljevaet al, 2003; Kimet
al., 2004).
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1.6.3. Struktuursete valkude siintees

Umbes 2...4 tundi peale infektsiooni algust hakledfaviirusega nakatatud rakus
I6ppema koikide rakuspetsiifiliste valkude ja v8eu mittestruktuursete valkude silntees.
Seejarel transleeritakse rakus vaid viiruse 26S RNKasutades selleks erilist geneetilist
elementi — translatsioonilist enhaanserit, mis paik struktuurseid valke kodeeriva ala
alguses (vt alapeatikk 1.11. Vdimalikud SFV raktsigdise translatsiooni inhibeerimise
mehhanismid). Alfaviiruste struktuursed valgud sisitakse 26S RNA-It polUproteiinina,
mis protsessitakse nii ko- kui ka posttranslatsig®it. Kapsiidivalk asub selles
poluproteiinis N-terminuses ja ta omab seriinprageaaktiivsust, mis toimibn cis, et
vabastada ennast slnteesijargus oleva poluprotkiihest. E3, E2, 6K ja E1 valgud
I6igatakse individuaalseteks valkudeks raku ensdé@mpoolt. Kdige viimasena toimub 16ikus
E3 ja E2 valgu vahel. Nii E1 kui ka p62 (E3-E2 ed¢ty omavad oma C-terminuste lahedal
membraani ankurdamise signaali, samuti glikosidese ja palmitlleeritakse nad mdlemad.
Kipses virionis esinevad E2 ja E1 dimeerid moodigstyuba staadiumis, kui p62 valk pole
veel protsessitud. p62 ja E1 heterodimeerid liiguvabi Golgi kompleksi rakupinnale,
kusjuures enne sihtpunkti jdudmist toimub |6ikamikaep62-s, moodustades E3 ja E2 valgud

(Strauss ja Strauss, 1994, ja viited selles).

1.6.4. Pakkimine ja viiruse vabanemine

Viiruse RNA pakkimiseks kapsiidi peetakse kdigelisekmaks SFV genoomse RNA
nukleotiide vahemikus 2766 kuni 2823 (oletatav pakgsignaal), mis asuvad nsP2 valku
kodeerivas regioonis (joonis 4; Whiet al, 1998). Tdendaoliselt kaivitab just see regioon
RNA seondumise kapsiidivalgu N-terminaalse osaga.

SFV nukleokapsiidid moodustuvad tsutoplasmas, jSudgdasmamembraanini
seonduvad nad eelnevalt sinna paigutunud E2 glokepri C-terminaalse otsaga (joonis 3).
Viiruse vabanemine toimub plasmamembraanilt punganteel (Strauss ja Strauss, 1994, ja

viited selles).

1.7. SFV mittestruktuursed valgud

nsP1osaleb viruse RNA-deappingreaktsioonis, mis on erinev raku encipping

mehhanismist (Ahola ja Kaaridinen, 1995). Nakatumalus lokaliseerub nsP1 viiruse
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replikatsioonikompleksides ning lisaks ka plasmaimeani ja flopoodilaadsetesse jatketesse
raku pinnal, mis on tekitatud nsP1 enda poolt (Kujat al, 2001). On naidatud, et
membraanidele seondumine on vajalik nii nsP1l gonafinetudltransferaasse kui ka

guanuludltransferaasse aktiivsuse aktiveerimiskesj§dholaet al, 1999).

nsP2 valk omab paljusid erinevaid aktiivsusi ja on seegrusele funktsionaalselt
vaga oluline. SFV nsP2 valgu N-terminaalne osaukaibelikaasi, RNA-trifosfataasi ja
nukleosiidtrifosfataasina (NTPaasina), samas kter@inaalne domeen on proteaas (joonis
4).

L%QZ %478 JA%NLS

[ Pvlj|elikaa Q Prote;

Joonis 4. SFV nsP2 valgu skeendoonisele on margitud nsP2 valgu ensimaatiliste
aktiivsuste eest vastutavad helikaasne ja proteaakimeen. nsP2 proteaasne domeen
vastutab SFV mittestruktuurse polUproteiini pross#egu eest, helikaasne domeen vastutab
aga helikaasse, nukleosiidtrifosfataasse ja RNidgfataasse aktiivsuse eest. Tarnidega on
joonisele margitud enstimaatiliste aktiivsuste jaokdiste aminohappejadkide Lys192 ja
Cys478 ning tuumse lokalisatsiooni signaali (NLSukohad. Ovaaliga on tahistatud
jarjestus, mis on kodeeritud SFV oletatavale pakdsignaalile vastava jarjestuse poolt.
Skeemi aluseks on Strauss ja Strauss, 1994, gal\sélles.

nsP2 nukleosiidtrifosfataasset aktiivsust, mida rugii vajab oma genoomi
replikatsiooniks ja ka transkriptsiooniks, tGestatitatsiooniga Lys-192Asn, mis eemaldas
nsP2-It igasuguse NTPaasse aktiivsuse (Rikkates.,, 1994). Sellist mutatsiooni sisaldav
viirus ei olnud eluvdimeline (Rikkonen, 1996).

Sama mutatsiooni kasutati, et tdestada ka nsPXaasbe aktiivsuse olemasolu
(Gomez de Cedroémt al, 1999). Helikaasse aktiivsuse tahtsus on siiaangd ebaselgeks.
Voimalik, et viirusele on seda vaja naiteks nukielsfosfataasse aktiivsuse kaivitumiseks,
kuna tksikahelaline RNA tundub stimuleerivat nsPPBasset aktiivsust.

nsP2 on teine SFV viirusspetsiifiline valk, mis letaviiruse RNA-decapping
reaktsioonil. nsP2 N-terminaalne ala on nimelt wi@st ka RNA-trifosfataasse aktiivsuse eest.
Seda tOestati jarjekordselt mutatsiooniga Lys-283n, mis eemaldas nsP2-lt RNA-

trifosfataasse aktiivsuse (Vasiljegaal, 2000).
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On naidatud, et nsP2 on tsusteiinproteaas ja likdaaginus proteaas, mida SFV vajab
oma P1234 poluproteiini lahtildikamiseks. MutatsioasP2 kataluitilises tsentris (Cys-
478-Ala) vilistas taielikult P19'34, P12"3 ja P2"3 I6ikamise (Strauss ja Strauss, 1994,
ning viited selles; Meritset al, 2001; Vasiljevaet al, 2001). Hiljuti maarati kindlaks
Venezuelan Equine Encephalitis viri$VEEV) proteaasse domeeni kristallstruktuur (§us
et al, 2006). Leiti, et proteaasne domeen jaguneb kahlEdomeeniks: N-terminaalne osa
vastutab proteaasi enstimaatilise aktiivsuse e&stgaminaalne osa sarnaneb S-adenosul-L-
metioniinist sdltuvatele RNA-metldltransferaasid®lé N- kui ka C-terminaalse aladomeeni
moningad aminohappejaagid osalevad proteaasi sabstseondamisel. Kristallstruktuuri
pdhjal oletati aga, et C-terminaalne aladomeerieefunktsionaalne RNA-metuultransferaas,
vaid téené&oliselt on tema roll replikaasi kompleskBINA-matriitsi seondamisel. Jarjestuste
sarnasuse pohjal voib oletada, et SFV nsP2 pratead@meeni struktuur on VEEV omale
sarnane.

SFV-ga nakatunud rakkudes transporditakse umbesrigP2-st tuuma juba varases
infektsioonifaasis (Peraneat al, 1990; Rikkonen, 1996; Kujakt al, 2001). Selle ndhtuse
pdhjuseks on nsP2-s sisalduv tuumse lokalisatsismmaal (NLS), mille aminohappeline
jarjestus on P(647) RRR V(651). Mutatsioonid, mseradavad NLS jarjestuse arginiinid
aspartaathapetega (Arg-64&sp, Arg-649-Asp ja Arg-656-Asp, saades nii vastavalt no
DRR, RDR ja RRD viirused) muudavad viiruse nsPyuwatéielikult tstutoplasmaatiliseks,
kuid ei takista viiruse replikatsiooni (Rikkonenal, 1992; Rikkonen, 1996).

On vélja pakutud ka teooria, mille kohaselt nsRfuleerib 26S RNA transkriptsiooni
(Suopankiet al, 1998), kindlaid tdendeid sellele siiski pole. Tiegdib olla ka nsP2 kui
proteaasi aktiivsuse kaudse efektiga, mis seisrggilikaasi kompleksi funktsioonide
mojutamises.

On ka néaidatud, et nsP2 on SFV valkudest kdigeisali tsitopatogeensuse
pohjustamisel (vt alapeatikk 1.9. SFV mo6ju perereehel.10. Alfaviiruste
mittetsutotoksilised mutandid).

nsP3valgu funktsioonid on jaanud siiani ebaselgeksadBeon, et tema N-terminaalne
domeen on alfaviiruste seas korgelt konserveeryawed nsP3 fosforileeritakse (Peraretn
al., 1988; Strauss ja Strauss, 1994, ja viited gel®BV-ga nakatatud rakus on ndha nsP3-e
lokalisatsiooni viiruse replikatsioonikompleksidegKujala et al, 2001). Uksinda

ekspresseerituna moodustab nsP3 rakus amorfse&daage (Salonegt al, 2003).

15



nsP4 valk on viiruse RNA polimeraasi katallutiline sitik. nsP4 sisaldab
aminohappelist jarjestust GDD, mis on tuupilinejydele viiruselistele RNA-sdltuvatele
RNA polimeraasidele. nsP4 on ebastabiilne valk,akuskus ta ubikvitinileeritakse ja
degradeeritakse proteasoomi poolt (Strauss ja $4ralB94, ja viited selles). Iseseisvalt
ekspresseeritud nsP4 valgu puhul on taheldatue tsgitoplasmaatilist lokalisatsiooni (Kujala
et al, 2001).

1.8. Temperatuuritundlikud mutandid

Alfaviiruste temperatuuritundlikud mutandid isolgejuba mitu kimnendit tagasi
peale viiruse to6tlust mutageeniga ning selektsitemperatuuritundlikkuse suhtes (Kerédnen
ja Kaariaginen, 1974). Temperatuuritundlikud mutdndisuudavad kasvada vaid
mitterestriktiivsel temperatuuril (28°C - 30°C), itu on eluvdimetud restriktiivsel
temperatuuril (37°C — 39°C).

On huvipakkuv markida, et enamus temperatuuritbedinutantide mutatsioonidest
lokaliseerusid nsP2 geeni. See kinnitab nsP2 valglist, kuid paindlikku rolli SFV
replikatsioonil (Lullaet al,, 2006).

Varemalt osutusid temperatuuritundlikud mutandidgavékasulikeks tooriistadeks,
kuna neid uurides on avastatud mitmeid mittestuuigete valkude omadusi. Tanapéeval
pakuvad nad huvi ka vdimaluse t6ttu luua valgueksgiooni ststeeme, mis on kergesti

kontrollitavad kasvukeskkonna temperatuuri regumeisega.

1.9. SFV mdju peremehele

Nakatades selgroogsest organismist parinevat rakiokeerivad alfaviirused
peremeesraku makromolekulide stinteesi (Straustgass, 1994, ja viited selles; Frolosa
al., 2002). Translatsiooni blokeerimine ei pruugadkeotud transkriptsiooni mahasurumisega,
kuna on leitud Sindbise viiruse (SFV lahisugulatfavaruste seas) mutant, millel esines
translatsiooniline aga mitte transkriptsioonilinekeering (Frolov, 2004, ja viited selles).
Tdendoliselt vajab viirus neid mehhanisme raku ja@anismi viirusvastase vastuse
inhibeerimiseks ning kogu olemasoleva metaboolsassursi suunamiseks viiruse
replikatsiooni tarbeks.

Uhes hiljuti ilmunud artiklis (Garmashowvet al, 2007) kirjeldatakse uurimustood

erinevate alfaviiruste poolt tekitatud transkriptsii mahasurumise kohta. Leiti, et SFV-l ja
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Sindbise viirusel osaleb transkriptsiooni inhibeesel viiruse valkudest nsP2, samas kui
EEEV ja VEEV puhul taidab sama rolli viruse kapsialk. Sellest jareldub, et alfaviirused
voivad soltuvalt liigist kasutada erinevaid rakaligsanskriptsiooni blokeerimise meetodeid.
Sama uurimisrthm on ka taheldanud, et mittetsugiliskd Sindbise viiruse mutandid
(néiteks SIN/G, vaata jargmist alapeattikki) eisalatelised maha suruma RNA polimeraas Il
sOltuvat rakulist transkriptsiooni (Gorchakewal, 2005).

Ajalooliselt on oletatud, et raku makromolekulidéingeesi mahasurumine on
pdhjuseks, miks SFV infektsioon tekitab I16puks pszesraku surma. NUUdseks on aga teada,
et kuigi neuronite kultuuris kutsub SFV esile nalgip mis tdenaoliselt on tingitud
valgusiinteesi I6ppemisest, siis hamstri neeruraksiinr 21 (BHK-21), oligodendrotsuttide
ja glilarakkude puhul kaivitub apoptootiline radalgsgowet al, 1997). Uheks v&imalikuks
apoptoosi initsieerimise mehhanismiks on endoplasiiee retiikulumi (ER) stressi
esilekutsumine labi ER Ulelaadimise vastuse, mib kéivituda, kui liiga palju valke kuhjub
ER-s (néaiteks SFV struktuursed valgud) (Pahl, 1¢99iited selles; Raet al, 2004, ja viited
selles). Teiseks vboimalikuks mehhanismiks, kuidésverused vdivad kaivitada apoptoosi,
on kaksikahelalise RNA-ga aktiveeritavalt proteimdasilt (PKR, vaata alapeatikk 1.11.
Voimalikud SFV rakuspetsiifilise translatsiooni ibbBerimise mehhanismid) lahtuvad
signaalirajad, mis samuti kulmineeruvad apoptoofi@grciaet al.,2006, ja viited selles).

Avirulentse A7[74] tive puhul tunduvad toimivansad mehhanismid mis virulentse
SFV4 puhulgi, ainult selle vahega, et SFV4 paljunelronites kiiremini kdrge tiitrini kui
A7[74] ja seega pOhjustab ka suurema hulga ne@sunitma, enne kui immuunststeem jouab
reageerida (Glasgowt al, 1997; Atkinset al, 1999, ja viited selles). See vobibki saada

peremeesorganismile saatuslikuks.

1.10. Alfaviiruste mittetsitotoksilised mutandid

On leitud ja konstrueeritud SFV ja Sindbise viirusatante, mis on peremeesrakule
suhteliselt mittetsitopatogeensed. Enamasti on elengektoritel voi viirustel
punktmutatsioonid nsP2 valku kodeerivas alas, nillemusena ei suruta maha peremeesraku
valgusinteesi ja seega lastakse rakul kauem nasela@linktsioneerida ning elada kui wt
alfaviirusega nakatunud rakul (Pest al, 2000; Lundstronet al, 2001 (A), ning viited
selles; Lundstronet al, 2001 (B); Lundstronet al, 2003). Ka mutant SFV4-RRD kuulub
sila kategooriasse (Lundstroet al, 2003). SFV4-RDR puhul on margatud vaid DNA

stinteesi mahasurumise vahenemist, samal ajal &oslatsiooni blokeerimine oli enam-
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vahem sama efektiivne kui SFV4-Igi (Rikkonen, 19%#gmas ei kutsunud SFV4-RDR hiirtes
esile letaalset efekti isegi @itisilaiku moodustava tihikuga (p.f.u-ga) kdhuddnekatades
(Rikkonen, 1996). SFV4-RDR viirus kutsub analoaglt SFV4-le ja A7[74]-le BHK-21
rakkudes esile apoptoosi ja neuronites nekrooszafkexleyet al, 2002), kuid tdendoliselt
kulgeb ka tema infektsioon aeglasemalt kui SFV4aor

Taheldatud on ka tsitotoksilisust vahendavate miotatide sunergilist efekti. Nii
vahendas kahe mutatsiooni viimine samasse SFV neg&¢osaadud vektori tsitopatogeensust
veelgi (Lundstromet al,, 2003).

Ka Sindbise viirusel, mis on paljuski vaga sarn&te/-le, on leitud mutantseid
replikone, mis on mittetsitopatogeensed, suudaeasidda persistentselt BHK-21 rakkudes
ja ekspresseerivad voorgeeni korgel tasemel (Agagioal, 1998). Mittetstitopatogeenset
fenotltpi pdhjustavad mutatsioonid kaardistati nglé2ni regiooni (Frolowet al, 1999).
Neist Uheks oli Pro-726Gly, selle mutatsiooniga viirust (SIN/G) on uurituka
pdhjalikumalt. Antud viirusega nakatatud rakus ldeerub nsP2 peaaegu téielikult tuuma
vastandina wt viirusele, mille korral raku tuum&dbseerub ainult umbes 50 % nsP2 valgust
(Gorchakovet al, 2005). Samuti naidati, et kui wt viiruse korralinhub rakus uldine
geeniekspressiooni mahareguleerimine, siis SIN/@upuaktiveeritakse ligi 400 geeni
ekspressioon ja surutakse maha paljude teiste deeehispressioon. Indutseeritud valkudest
osalevad paljud viiruse poolt tekitatud stressi@gtlemisel. Muu hulgas ndaidati, et tanu
aktiivsele peremeesraku-spetsiifilisele valgusigitee¢oodetakse SIN/G viirusega nakatatud
rakkudes palju rohkem tsutokiine kui wt viirusegakatatud rakkudes. Ténu sellele suudab
rakk efektiivselt vbidelda viirusega ja peatadalesekplikatsiooni (Froloveet al, 2002;
Gorchakowet al, 2005).

On uuritud SFV ja Sindbise viiruse pdhjal konstrited mittetsttotoksilisi replikone,
mis andsid BHK-21 rakkudes persistentse infektdio@terri et al, 2000). Persistentse
infektsiooni eest vastutavad mutatsioonid kaartlissP2 valku kodeerivasse alasse. Leiti, et
rakud, mis sisaldasid persistentset infektsiooga¥a mutatsiooniga replikone, stinteesivad
viiruse positiivse polaarsusega RNA-sid markimisséli madalamal tasemel (alla 10 %) kui
wt replikonidega nakatatud rakud (Sawiekial, 2006). Arvatakse, et selle ndhtuse pdhjuseks
on viiruse kupse replikaasi ebastabiilsus. Saneitij et samad mutatsioonid tagavad viiruse
negatiivse polaarsusega RNA pideva slnteesi vastamnd viirusele voi replikonile, mille
puhul 16peb negatiivse polaarsusega RNA stnteesimidned tunnid peale nakkuse algust.
See tulemus on igati loogiline, kuna negatiivseapmdusega RNA siinteesi suudab labi viia

vaid osaliselt protsessitud viiruse replikaas. \iifugega nakatatud rakus blokeeritakse kogu
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raku translatsioon varsti peale infektsiooni alguselle tulemusena I|6peb ka SFV
mittestruktuurse poldproteiini ning tema protsegsirvaheproduktide siinteesimine. Kuna
persistentset infektsiooni tagavad mutandid ei stakiraku elulemust ja vdimaldavad
translatsiooni jatkumist, siis toodetakse pidevpltirde ka véarskeid viiruse replikaasi

komponente ja seega vGimaldatakse negatiivse golsega RNA-de slnteesi.

1.11. Vaimalikud SFV rakuspetsiifilise translatsiomi inhibeerimise mehhanismid

1) Uheks tdenaoliseks mehhanismiks, mis viib alfagiéga nakatatud raku
valgusiinteesi mahasurumisele, on PKR-It |&htuv.r&R mangib eukartootidel mitmete
viiruste vastases kaitses olulist rolli, kuna seme$ kaksikahelalise RNA-ga, mis on paljude
viiruste (sh SFV) replikatsioonil tekkiv molekul, KR dimeriseerub, fosforileerub ja
fosforlleerib seejarel ka eukartoodi translatsioonitsiatsiooni faktori 2 (elF2u).
Fosforileeritud elR2 seob omakorda eukartioodi translatsiooni initoatsi faktori 2B
(elF2B), mis on translatsiooni initsiatsioonil lieerivaks faktoriks, ja seelébi saavutatakse
vaga jarsk raku valgustinteesi blokk (Saunders jdd3a 2003, ning viited selles). PKR-st
l&ahtuv rada kulmineerub apoptoosi kaivitamisegar¢@aet al., 2006, ja viited selles). Kuna
enamusel juhtudest blokeeritakse nii rakuliste kaiviiruseliste mRNA-de translatsiooni
initsiatsioon, siis toimib see mehhanism viirusgikatsiooni peatamisel.

On leitud, et mdnede rakuliste ja viiruseliste mRN& translatsiooni voib elf2
fosfortileerimine sootuks vdimendada (Holcik ja Sdrexg, 2005, ja viited selles; Gar@a
al., 2006, ja viited selles). Neist koige silmatorkawds kirjeldatud juhtumiks on
alfaviirused, mille subgenoomse RNA translatsiocmmtb vaga efektiivselt tingimustes, kus
koik raku elF2x molekulid on fosforuleeritud. Tdestati, et nendéARde kodeeriva jarjestuse
alguses paikneb unikaalne geneetiline element,tnadslatsiooniline enhaanser (joonis 5),
mis kujutab endast stabiilset RNA sekundaarstruktf&rolov ja Schlesinger, 1996;
Mclnerney et al, 2005; Ventoscet al., 2006). Arvatakse, et translatsiooniline enhaanser
suudab iseseisvalt peatada ribosoomi RNA-I kodaejérjestuse alguses ning initsiaator
metionuul-tRNA  (Met-tRNAI) vOib kompleksi toimetadaalternatiivne eukartoodi
translatsiooni initsiatsiooni faktor 2A (elF2A). Qrdidatud, et peremeesraku valgusinteesi
blokeerimise tingimustes on subgenoomsete RNA-dastatsioon sdltuv nende RNA-de
transkriptsioonist viiruse genoomi negatiivse pmdaaega koopialt (Saret al, 2007). See
nahtus lubab oletada, et SFV hilises infektsio@sifa toimuva subgenoomsete RNA-de

translatsiooni jaoks on lisaks SFV translatsiosrilienhaanseri struktuurile ja elF2A
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translatsioonifaktorile vajalikud ka komponendidruse replikaasist, mis vdivad osaleda
naiteks subgenoomse RNA ja ribosoomi vahel intsra@hide loomisel.

Siiski naidati kasutades PKR negatiivset rakupdpidani ja SIN/G viirust, et
Sindbise viiruse poolt indutseeritavas translatsicnahasurumises ei ole PKR-sdltuv rada

ainus ning isegi mitte peamine mehhanism (Gorchakal, 2004, Ventoset al.,2006).

AR 100

Joonis 5. SFV subgenoomse RNA translatsioonilise leanseri skeemJoonisel on
kujutatud SFV subgenoomse RNA esimese 153 nukiiesékundaarstruktuur ennustatuna
MFOLD (3.1.2) programmiga (http://bioweb.pasteusdganal/interfaces/mfold-simple.html).
Kdige stabiilsemale juuksendela-struktuurile viifamane nool. Kogu struktuuri vabaenergia
on AG = - 236 kJ/mol. Sinise noolekesega on osutatymbildivalku kodeeriva jarjestuse
esimesele AUG koodonile.

2) Arutletud on ka SFV struktuursete valkude osalusasslatsioonilise inhibitsiooni
tekkel. Struktuursete valkude roll valgusinteesihasairumise initsieerimises on aga
vaheusutav mitmel pdhjusel. Esiteks seetdttu, lai teanslatsiooni blokeerimine toimub ka
juhul, kui rakku viiakse viiruse replikon, millelupduvad struktuurseid valke kodeerivad

geenid. Lisaks sellele toodetakse SFV struktuursallde subgenoomselt RNA-It Ghe suure
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poluproteiinina, mille alguses on translatsioom@lianhaanser. Translatsioonilise enhaanseri
moodustab aga suur ja stabiilne RNA sekundaarstmoktmis mojub translatsioonile
tavatingimustes takistavalt. Seetdttu hakatakse S#vktuurseid valke efektiivselt tootma
alles siis, kui translatsiooni inhibitsioon on juglnevalt kaivitatud.

On siiski naidatud, et SFV ning Sindbise viirusegaakatatud rakkude
plasmamembraanides esinevad ioone labilaskvad idamais viivad tsltoplasma ioonse
tasakaalu paigast ara (Wengktr al, 2003). Neid poore moodustab struktuurne valk E1
(Nieva et al, 2004). See néhtus vbib mangida vahemalt osadiit raku translatsiooni
haabumisel. Sellele viitab ka uurimust66, millegadati, et kuigi peremeesraku valgusiinteesi
mahasurumiseks piisab vaid Sindbise viiruse mitlgsiursetest valkudest, tekkis
tsutopaatiline efekt ligikaudu kaks korda kiiremiiui rakupinnal ekspresseeriti kdrgel
tasemel E1 ja E2 glukoproteiine (Frolov ja Schigem 1994).

Samuti naidati, et SFV kapsiidivalk seostub ribaa@tega (Singh ja Helenius, 1992).
Seega on vdimalik, et viiruse hilises infektsioaadgis vaga korge kapsiidivalgu
kontsentratsiooni juures inaktiveeritakse raku sdmmmid otseselt kapsiidivalgu poolt.

Uhtlasi on vdimalik, et SFV struktuursed valgud lesad naiteks translatsiooni
mahasurumise vbimendamises.

3) On teada, et BHK-21 rakkudes, oligodendrotsuutidesgliiarakkudes pdhjustab
SFV nakkus apoptoosi (Glasgawv al, 1997). Apoptoosi kaigus surutakse raku transiats
maha, tdendoliselt kuna osa translatsiooni ingsahifaktoreid labib proteolidtilise
I6ikamise ja ribosoomi valgu S6 (RpS6) fosforiilaese tase langeb (Bushel al, 2004, ja
viited selles; Holcik ja Sonenberg, 2005, ja viiteelles). On huvipakkuv, et on néidatud
VEEV nsP2 seostumist RpS6-ga (Montgometryal, 2006). Seega on vdimalik, et alfaviiruse
nsP2 vdib otseselt ribosoomiga interakteerudes tadguraku translatsiooni.

Lisaks sellele on avastatud, et mdningates rakud@8pilmneb apoptoosi kaigus
ribosomaalsete rRNA-de spetsiifiline ldikamine (lgeuet al, 1995; King et al, 2000;
Nadano ja Sato, 2000) ning mRNA-de eluea méargatheriemine (Bushebt al, 2004, ja
vited selles). Need nadhtused vbivad samuti osalexf@ptootilises translatsiooni
inhibitsioonis.

Siiski on ebausutav, et SFV poolt pdhjustatav vslgieesi blokeerimine on
vahendatud apoptootiliste signaalide poolt. Ninweit translatsiooni mahasurumine kullalti
varajane nahtus, leides aset umbes kolmandal tyreale nakkuse algust, samas Kkui
apoptoosile iseloomulikud jooned (naditeks DNA fragrteerumine) hakkavad avalduma

hiliem (Glasgowet al, 1997; meie grupi avaldamata andmed).
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4) KOoik siiani identifitseeritud SFV ja Sindbise wise mittetsutotoksilistest
mutantidest omavad mutatsioone nsP2 valku kodeesalas (Perret al., 2000; Lundstronet
al., 2001 (A), ning viited selles; Lundstroet al, 2001 (B); Lundstronet al, 2003). Samuti
on teada, et umbes 50 % nsP2 valgust lokaliseakibtuuma (Rikkonen, 1996). Seet6ttu on
peetud vdimalikuks, et interakteerudes tuumas abéevakupoolsete faktoritega, kaivitab
nsP2 valk raku makromolekulide stinteesi blokeerjaaapoptoosi kéivitavad signaalid.

Kokkuvotlikult voib Gelda, et tdendoliselt on rakwanslatsiooni inhibeerimine SFV
poolt komplitseeritud fenomen, milles vbivad osaleditmed erinevad rakupoolsed faktorid.
Kuna aga kdik SFV mittetsiutotoksilised mutandid gathmutatsiooni just nsP2 alas, siis on

selge, et valgusinteesi mahasurumises mangibolilitet rolli SFV nsP2 valk.
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2. Eksperimentaalne osa

2.1. Uurimustdod eesmarqid

SFV on hasti uuritud viirus, mille tsutotoksilisysihjustavad determinandid on siiski
praeguseks maaramata. On teada, et viirusepodlsetksidest on tsitotoksilisuse tekkel
kdige olulisem viiruse teine mittestruktuurne vag&P2. nsP2 on multifunktsionaalne valk,
mille theks omaduseks on umbes poolte rakus olex2 valgu molekulide lokaliseerumine
tuuma. On oletatud, et nsP2 valgu interakteeruntunemas paiknevate rakupoolsete
faktoritega vOib olla tsutotoksilise efekti pohjajstks. Kéesolevas t60s sooviti kontrollida
seda hipoteesi.

Doktor Inga Sarandi poolt olid konstrueeritud eviae tuumalokalisatsiooni signaali
mutatsioone sisaldavad SFV replikonvektorid. Eal&tdst selgus, eAAA mutatsiooniga
replikon (kolme arginiinijddgi deletsioon) ei oldujuline, mistbttu selle mutatsiooniga
replikoni katsetesse ei kaasatud. Samuti leititeeted mutantsed replikonid (RDD, DDR,
ARR, AAR ja DDD) omavad temperatuuritundlikku fenotllpiunk nad ei suuda
replitseeruda ja toota markergeeni 37 °C juuregyi k28 °C juures oli antud replikonide
paljunemine normaalne. Eelkatsetest selgus ka, @D Rnutatsiooniga replikon ei ole
suuteline tootma arvestataval tasemel VLP-sid. tUuka mutantsete nsP2 valkude
lokalisatsiooni rakus (illustreerivad pildid on thal lisas 1) — kui DDR, DDD, RDD jaAR
mutatsioonidega nsP2 valkude puhul ei taheldatudmset lokalisatsiooni, SiiSARR
mutatsiooniga nsP2 lokaliseerub rakus peamiseth&uu

Kuna kaesoleva uurimustt6 theks eesmargiks oli 8itétsttotoksiliste mutantide
leidmine, sooviti kasutada katsetes kontrollinatetstiitotoksilist replikoni. Kuna kirjanduses
oli kirjeldatud tks vaga madala tsutotoksilisus&gadbise viiruse mutant, SIN/G (Froloea
al.,, 2002), siis konstrueeriti meie laboris Kaja Kiivpoolt SIN/G-le analoogilise
mutatsiooniga (PG) SFV replikon, mida kasutatigitetsttotoksilise replikoni kontrollina.
PG mutatsiooniga nsP2 lokaliseerub rakus peaniigatha. Katsetesse kaasati ka kirjanduses
kirjeldatud RRD ja RDR mutatsioonidega replikonRlikkonenet al, 1992; RRD mutatsioon
oli kloneeritud Kaja Kiivri poolt; RDR mutatsiooragreplikon saadi Tero Ahola grupilt
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Helsingi Ulikoolist), mis samuti omavad mutatsioonsP2 tuumalokalisatsiooni signaali
kodeerivas alas. Kirjanduses toodud andmeil lokahsvad RDR ja RRD mutatsiooniga nsP2
valgud raku tsutoplasmasse (Rikkoretnal,1992). Eelkatsetest selgus aga, et 28 °C juures
sarnaneb RRD mutatsiooniga nsP2 valgu rakusisekaidatsioon wt nsP2 valgu omale,
samas kui RDR mutatsiooniga nsP2 paikneb peantssitiplasmas.

Kaesoleva uurimust6d eesmargiks oli kirjeldada Ul@tletud mutantsete SFV
replikonide fenotutpe ning koguda informatsiooniVSpoolt pdhjustatud tsutotoksilisuse
ning VLP-de formeerumiseks vajalike tingimuste lohtSooviks oli ka uurida

mittetsitotoksilisust tagavate mutatsioonide majspika viiruse fenotibile.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Rakuliinid ja s66tmed

Antud uurimustd6s kasutati hamstri neerurakuliidkB21. Rakke kasvatati 28C,
5 % CQ ja korge niiskusega tingimustes GMEM s66tm&agsgow Modified Eagle’s
Medium ,Gibco BRL"), millele lisati 5 % veise loote semni (FCS), 0,3 ¥Bacto™ Tryptose
Phosphate Broth (,Difco”), penitsillini 100 IU/ml ja streptomigiini 100 ng/mi
(Idppkontsentratsioonid). Rakkude nakatamiseks tktisuirionide lahjendust seerumivabas
GMEM so6tmes.

2.2.2. Kasutatud plasmiidid

Siin ja edaspidi on kasutatud jargmiseid viirustegplikonide kloneeritud cDNA-sid
sisaldavate plasmiidide ning abi-plasmiidide téidise

pSFV1-MCS1 — replikonvektorit sisaldav plasmiid deerib SFV mittestruktuurseid
valke), mis sisaldab multikloneerimissaiti nr 1 (B0 heteroloogse geeni kloneerimiseks,

pSFV1-(RDD)-MCSL1 — replikonvektorit sisaldav plaginmilles replikoni jarjestusse
on sisse viidud RRRRDD mutatsioon,

pSFV1-(RDD)-MCS1-luc - replikonvektorit sisaldav apiiid, milles SFV
subgenoomse promooteri alla multikloneerimissaiti I on kloneeritud jaanimardika
lutsiferaasi geen,

pSFV1-(RDD)-MCS1-enh-luc — replikonvektorit sisaldgplasmiid, milles SFV
subgenoomse promooteri alla multikloneerimissaitilnon kloneeritud SFV kapsiidivalku
kodeeriva ala algus (translatsiooniline enhaansen); ja sérataudiviiruse 2A autoproteaasi
kodeeriv jarjestus ning jaanimardika lutsiferaseseig,

pSFV1-(RDD)-MCS1-pac - replikonvektorit sisaldav aghiid, milles SFV
subgenoomse promooteri alla multikloneerimissaiti Inon kloneeritud puromdtsiini N-

atsetulltransferaasi geen (konstrueeritud prof.résaeritsa poolt),
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pSFV1-(RDD)-d1EGFP - replikonvektorit sisaldav phéisl, kus SFV subgenoomse
promooteri kontrolli alla on kloneeritud destalekesitud voimendatud roheliselt helendava
valgu (d1EGFP) geen (prototuup-plasmiid: LiljestrignGaroff, 1991),

pSFV4-(RDD) — SFV4 infektsioonilist cDNA sisaldaapmiid (kodeerib SFV
mittestruktuurseid ja struktuurseid valke), millessn sisse viidud mutatsioon RRARRDD
(Liljestromet al, 1991),

pHelperl — abiplasmiid, mis kodeerib SFV subgen@premooteri kontrolli all SFV
struktuurseid valke (Liljestrom ja Garoff, 1991),

pHelperC — abiplasmiid, mis kodeerib SFV subgenapremooteri kontrolli all SFV
kapsiidivalku (Smerdoja Liljestrom, 1999),

pH-SG-luc — abiplasmiid, mis kodeerib SFV subgenserpromooteri kontrolli all
jaanimardika lutsiferaasi geeni (konstrueeritud amafiku poolt) ja

pH-SG-enh-luc — abiplasmiid, milles SFV subgenoon@®mooteri alla on
kloneeritud SFV kapsiidivalku kodeeriva ala algusar{slatsiooniline enhaanser), suu- ja
sOrataudiviiruse 2A autoproteaasi kodeeriv jareshing jaanimardika lutsiferaasi geen

(konstrueeritud Anna lofiku poolt).

Antud t66s kasutatud plasmiidid sisaldavad SP6 paisrit, E. coli replikatsiooni
origini, ampitsilliini resistentsusgeeni, SFV 5’ ja 3’jgstusi (cCDNA kujul), mis on vajalikud
plasmiidilt toodetava RNA replitseerumiseks rakud/Seplikaasi abil, ja igale plasmiidile
iseloomulikke elemente. Lisas 2 on toodud prototfizzsmiidide kaardid. To0s kasutati ka
mutantseid pSFV1-MCS1, pSFV1-MCSl1-luc, pSFV1-MC&h-kic, pSFV1-MCS1-pac,
pSFV1-d1EGFP ja pSFV4 plasmiide. Mutatsioonideckilyised on esitatud tabelis 1.

Plasmiidide alusel saadud replikonide ja infektsibste viiruste tahistused on samad,
kuid ilma téhiseta ,p” (plasmiid) konstrukti eesaiteks: SFV4 tahistab viirust, pSFV4

tahistab plasmiidi.

2.2.3.In vitro transkriptsioon

Plasmiidide lineariseerimiseks kasutati enstuBeul (DNA kogus 2,5ug reaktsiooni
kohta; ensuium firma ,Fermentas” poolt). Linearigeer DNA puhastati ,JetQuick PCR

Purification Spin Kit’-ga (,Genomed Gmbh”) ja eludge 30 ul dietiulpirokarbonaadiga
(DEPC) toodeldud vees. Kilmas segati kokku vitro transkriptsioonisegu: 1,5ug
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lineariseeritud ja puhastatud DNA, rNTP segu (1 WP, CTP, UTP ning 0,5 mM GTP;
,Promega”), 5 mM ditiotreitool (DTT), 1 mMRibo M€ Cap Analog(,Promega”), 1 x SP6
puhver (80 mM Hepes-KOH, pH 7,4; 12 mM MgOAc; 4 nddermidiin-HCI) ning 0,1 %
DEPC-ga tb6deldud veega viidi ruumala pleni. Seejarel lisati 50 Uhikut rekombinantset
ribonukleaasi inhibiitorit (RNasfh ,Promega”) ja 30 hikut SP6 RNA poliimeraasi
(,Promega”). Sintees viidi l&bi 37C juures 90 minuti jooksul. Saadud RNA saagist ja

kvaliteeti hinnati agaroosgeel-elektroforeesil.

Tabel 1. Toos kasutatud plasmiidides esinevad mutsibonid. Mutatsioonide
asukoht nsP2 valgus on toodud pSFV1-MCS1, pSFV1-MIO§, pSFV1-MCS1-enh-luc,
pSFV1-MCS1-pac, pSFV1-d1EGFP ja pSFV4 nukleotiiJdgestuse suhtes ning on
tahistatud rasvase kirjaga.

Mutatsiooni Mutatsigoni : Aminohappeline
- nukleotiidne | Muutus koodonis

nimi o muutus

positsioon

RRD 3638-3646 CGA CGC AGG— CGA CGCGAC | RRR— RRD

RDR 3638-3646 CGA CGC AGG— CGAGAC AGG | RRR—~ RDR

DDR 3638-3646 CGA CGC AGG— GAT GAT AGG | RRR— DDR

ARR 3638-3643 CGA CGC AGG— CGC AGG RRR-> ARR

AAR 3638-3640 CGA CGC AGG— AGG RRR— AAR

RDD 3638-3646 CGA CGC AGG— CGAGAT GAT | RRR— RDD

PG 3848-3850 CCC— GGA P—>G

DDD 3638-3646 CGA CGC AGG— GAT GAT GAT | RRR— DDD

2.2.4. Transfektsioon

RNA (in vitro transkriptsiooni produkt, ligikaudu 5(g) transfekteeriti BHK-21
rakkudesse elektroporatsiooni meetodil. Rakkudspiraeriti s60de, neid pesti steriilse
fosfaatpuhvriga sooladelahusega (PBS), trupsintseesuspendeeriti ning koguti 15
millilitrisesse koekultuurituubi, kuhu oli eelndvalisatud 4 ml GMEM sd0det. Rakud
sadestati tsentrifuugimisel (5 minutit, 200 g, ,[Epporf Centrifuge 5810R”). Rakusademelt
aspireeriti supernatant ja rakud resuspendeerjdlikas koguses PBS-is. Rakususpensioon
(800 ul) segati ndutava koguse RNA-ga. Elektroporatsik®nkasutati 0,4 cm kivetti
(,BioRad”) ja tehti kaks pulssi 850 V (2pF) juures (,BioRad” Gene Pulser 1l). Klvetist

kanti elektroporeeritud rakud tle GMEM sd0tmegaitide.
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2.2.5. VLP-de ja viirus-stokkide kogumine

VLP-de tootmiseks kotransfekteeriti pSFV1-d1EGFRlikenplasmiididelt ning
pHelperl plasmiidilt stnteesitud RNA-dega BHK-2lkk& Viirus-stokkide tootmiseks
transfekteeriti BHK-21 rakke viiruste infektsioastl cDNA sisaldavatelt plasmiididelt
stinteesitud RNA-dega. Uhe transfektsiooni jaoksutedssligikaudu 5 x 10 rakku (umbes
80 % konfluentne tass labim6dduga 100 mm). Tramséekud rakke inkubeeriti jargnevalt
28 °C juures 5 % C@tingimustes. 72 tunni moéoddudes koguti rakkudelt dghomida
tsentrifugeeriti 2 milliliitristes tuubides 5 minu#000 g (Biofuge, ,Heraeus instruments”), et

eemalda s66tmes olevad rakud. Saadud supernatemithti -70°C juures.

2.2.6. Rakkude nakatamine d1EGFP kodeerivaid replikne sisaldavate VLP-dega

ja VLP-de tiitri maaramine

VLP-de titreerimise jaoks eemaldati 24-kannulisébagil kasvavatelt BHK-21
rakkudelt s6dde ja pesti rakke PBS-ga. Rakke nalk#i8 ul seerumvabas sd6tmes erinevate
VLP kogustega tund aega 28 ja 5 % CQ juures tassi vahepeal liigutades. Seejarel lisati
rakkudele GMEM so6d6det ning inkubeeriti rakke 48Thitri maaramiseks loendati tassil
olevaid helendavaid rakke, kasutades kanne, nokidati 5-100 d1EGFP positiivset rakku.

2.2.7. Viirusega nakatamine ja luusilaikudegaitreerimine

100 % konfluentseid 6 cm diameetriga tassidel at\BHK-21 rakke inkubeeriti
erinevate viirus-stoki lahjendustega seerumvab@snss 1 h 28 °C juures, iga 15 minuti
tagant tassi loksutades. Peale inkubatsiooni e@atakbdde ja kaeti tassid eelnevalt
soojendatud karboksumetuultselluloosi (CMC) ningtsie seguga (GMEM). CMC-s66tme
segu sisaldas 2 osa 2 % CMC lahust ja 3 osa GMEMHEs oli 2 % FCS. Nakatatud BHK-
21 rakke inkubeeriti CMC-sd0tme seguga 5 66paevaCZ8ures 5 % Cotingimustel. Peale
inkubatsiooni eemaldati s6dde ning rakud varvitstallviolett-fikseerimislahusega (0,25 %
kristallviolett (“Merck”); 1,85 % formaldehitd; 1% etanool; 35 mM trishidrokstimetul-
aminometaan (Tris); 0,5 % CafLl15-30 minutit. Peale varvimist pesti tasse joekswoja
veega ja kuivatati 6hu kaes. Tasse, mis sisaldasi@0 lutsilaiku, kasutati viiruse tiitri

arvutamiseks.

28



2.2.8. Lutsiferaasi ekspressiooni kvantifitseerimia

BHK-21 rakke elektroporeeriti SFV1-MCS1-luc, SFWICS1-enh-luc, SFV1-MCS1
koos H-SG-luc vdi SFV1-MCS1 koos H-SG-enh-luc RNégd eelpool kirjeldatud meetodil.
lgaks elektroporatsiooniks kasutati 2 x°1fakku, 2 pg replikoni RNA-d ja vastavalt
vajadusele ka gg H-SG-luc voi H-SG-enh-luc RNA-d. Elektriporatsiosegu jagati kahesse
24-auguse koekultuuritassi auku ja inkubeeriti 242% °C ja 5 % CQ tingimustes.
Lutsiferaasi analUusiks ladsiti rakud passiivsesitpuhvriga (PLB) ja maarati lisaatides
sisalduva lutsiferaasi aktiivsus kasutades firmeopiega” toote ,Luciferase assay system”

komponente ja juhiseid ning ,Turner Designes” luamreetrit.

2.2.9. Valkude ekspressiooni maaramin&/estern blotmeetodil

Valkude detekteerimiseks transfekteeritud BHK-2kkumles luusiti rakud lisades
neile 50 ul 1 x Laemmli puhvrit (50 mM TrisHCI, 100 mM DTT, 26 naatrium-
dodetsiilsulfaat (SDS), 0,1 % broomfenoolsinine, %0glltserooli) ning koguti kogu
viskoosne materjal 1,5 ml tuubi. RakulUsaati kuwatiut00 °C 10 minutit. Supernatandis
olevad valgud lahutati geelelektroforeesil 12 % Sio8iakriatlamiidgeelis. Valgud kanti tle
firma “Amersham” nitrotselluloosfiltrile  (Hybornd-ECL™) kasutades poolkuiva
ulekandemeetodit ja “Bio-Rad Instruments” aparadillekanne toimus 30 minutit
Ulekandepuhvris (48 mM Tris; 39 mM glitsiin; 0,08/SDS; 20 % etanool) voolutugevusega
0,55 mA/cni. Filter blokeeriti tihe tunni jooksul toatemperailis % I8ssipulbri lahuses (5 %
I6ssipulber; 1 x PBS; 0,1 % Tween20). Jargnevaluleeriti filtrit huvipakkuva valgu
vastase antikehaga tks tund 2 % I6ssipulbri lah{2e%o I6ssipulber; 1 x PBS; 0,1 %
Tween20) ja seejarel pesti 3 x 10 minutit pesuleBuU®0 mM TrisHCI; 0,1 % Tween20).
Sekundaarse antikehaga, mis oli konjugeeritud Eeidkasiga, toimiti analoogiliselt. Signaal
detekteeriti, kasutades E®L Kiti (“Amersham Pharmacia Biotech”). Té6delduditdi
eksponeeriti rontgenfilmile.

2.2.10. Metaboolne méargistamine

Metaboolseks margistamiseks kasutati BHK-21 rakkega kas kotransfekteeriti
eelpool kirjeldatud meetodil SFV1-d1EGFP ning HepeRNA-dega, transfekteeriti

29



infektsioonilise RNA-ga voi nakatati viirusega ikfsiooni kordsuses (MOI) 1 tingimustes.
Uhe transfektsiooni jaoks kasutati ligikaudu 5 ¥ t@kku (umbes 80 % konfluentne tass
labimddduga 100 mm). Elektroporatsioonisegu jagatiele (replikonide korral) vdi neljale
(infektsioonilise RNA korral) 3,5 cm diameetrigassde. Nakatamine toimus uhe tunni
jooksul seerumvabas sédtmes °P8ja 5 % CQtingimustel ja selleks kasutati 2 x >Gkku
Uhe metaboolse margistamise ajapunkti kohta. Pealeatamist ja elektroporatsiooni
inkubeeriti rakke 28°C ja 5 % CQ juures tavalises GMEM s66tmes. SFV1-d1EGFP ja
HelperC RNA-de koelektroporatsiooni efektiivsust nkolliti visuaalselt markergeeni
ekspressiooni jargi. Katsespetsiifilistel ajapud&tipesti rakke PBS-ga ning lisati rakkudele
0,5 ml metioniini ja tsusteiini vaba MEMMpdified Eagle’s Mediumsdddet (“Sigma”) ning
jatkati inkubeerimist tunni aja jooksul. Selle jéisati rakkudele 1.Ci **S-metioniini ja*S-
tstisteiini segu (“Amersham”, Redivitt PRO-MIX). Tunni aja parast eemaldati rakkudelt
margisega sodde ja luusiti rakud pBs 1 x Laemmli puhvris. Saadud viskoosne materjal
koguti 1,5 ml tuubi ja kuumutati 10 minutit 10@€ juures. Supernatandis olevad valgud
lahutati geelelektroforeesil 12 % SDS-poluakrilidgeelis. Signaali véimendati leotades
geeli 30 minutit 1 M naatriumsalitstilaadi lahus@syrseejarel geel kuivatati ja eksponeeriti

rontgenfilmile.

2.2.11. UV-kiiritatud viiruse tootmine ja UV-Kkiirit atud viirusega nakatatud

rakkude valgusinteesi uurimine

BHK-21 rakkudes toodeti SFV4 viirus eelpool kidatud meetodil. Viirusega sédde
pipeteeriti koekultuuri tassile, kindlustades, ébde katab tassi pohja 6hukese kihina. UV-
inaktiveerimist sooritati firma ,Stratagene” masn&tratalinker 1800” kolme minuti jooksul
700 pJ/cnt tingimustel.

Uurimaks  UV-kiiritatud viruse moju BHK-21 rakkude translatsioonile,
elektroporeeriti SFV4-RDD RNA BHK-21 rakkudessepeal kirjeldatud meetodil. Uheks
elektroporatsiooniks kasutati 8 x *lfakku ja 25ug RNA-d. Elektriporatsioonisegu jagati
neljale 3,5 cm diameetriga tassile. Rakke inkultie®ri°C ja 5 % CQ tingimustes rakkude
kinnitumiseni koekultuuri tassi phjale. 3 h pembnsfektsiooni nakatati rakke UV-kiiritatud
virusega eelpool kirjeldatud meetodil. 5 h peal@nsfektsiooni langetati rakkude
inkubeerimise temperatuur 28C-ni. Huvipakkuvatel ajapunktidel sooritati rakkiele

metaboolne margistamine eelpool kirjeldatud meétodi
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2.2.12. Replikonide tsitotoksilisuse maaramine

Rakkude elulemuse katse sooritati vastavalt kijged avaldatud skeemile (Frole
al., 1999). BHK-21 rakke elektroporeeriti SFV1-MCS1rp@NA-ga eelpool kirjeldatud
meetodil. Uheks elektroporatsiooniks kasutati 1 & takku ja 5 ug RNA-d. Iga
elektroporatsioonisegu jagati kaheksasse 24-augpeeaultuuritassi auku. Rakke inkubeeriti
28 °C ja 5 % CQ juures. 16 h peale transfektsiooni lisati s66tmepseomitsiin
I6ppkontsentratsiooniga 1Qg/ml. SO00det vahetati iga kolme paeva tagant putsimu
selektsiooni jatkamisega. Soovitud ajapunktidelvitdérsurnud rakud tripaansinisega ja

loendati elusate rakkude arv.

2.2.13. Rakkude rakutsukli uurimine labivoolu tsiitaneetril

Rakutsukli uurimiseks elektroporeeriti BHK-21 raki&FV1-MCS1 replikonidega
eelpool kirjeldatud meetodil. Uheks elektroporatsids kasutati ligikaudu 2,5 x $@akku ja
50 ug RNA-d. Rakke inkubeeriti seejarel Z& ja 5 % CQ tingimustel. 48 h peale
transfektsiooni eemaldati rakkudelt s60de, pestke PBS-ga, tripsiniseeriti ja tsentrifuugiti
kogutud s6dde ja rakud (5 minutit, 200 g, ,Eppehdientrifuge 5810R”). Sadenenud rakud
pesti PBS-ga ning korrati tsentrifugeerimist. Segtj@emaldati supernatant ja rakud fikseeriti
jaddkilmas 70 %-lises etanoolilahuses Uled6d. Jaejnepaeval sadestati rakud
tsentrifuugimisega (10 minutit, 800 g, ,Eppendon@rifuge 5810R”) ja pesti sadenenud
rakke PBS-ga ning korrati tsentrifuugimist. Rakksid#deva RNA lagundamiseks to6deldi
rakke PBS-i lahuses RNaasA-ga (8ml RNaas A, 1 mM MgG) kaks tundi 37C juures.
Rakutsukli  m&aramiseks varviti rakkudes sisalduv ADN propiidiumjodiidiga
(Idppkontsentratsioon 4qug/ml) 15 minuti jooksul pimedas jaa peal inkubeésgga.
Rakupopulatsiooni rakutsikli profiili analtitisimisekasutati labivoolutsitomeetria meetodit
(“Becton-Dickinson” FACSCalibur). Katses moddetillkke parameetrit, millega sai kindlaks
teha osakeste (rakkude) suurust, pinnastruktuumorgnzi helendumist. Saadud andmeid

analtdsiti programmiga ,,CellQuest”.
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2.2.14 Northern blotanalius

BHK-21 rakke kotransfekteeriti eelpool kirjeldatatketodil replikoni ja SG-enh-luc
RNA-dega. Uhe transfektsiooni jaoks kasutati ligika 5 x 16 rakku (umbes 80 %
konfluentne tass labim6dduga 100 mmdreplikoni RNA-d ja 6ug SG-enh-luc RNA-d.
Rakud kulvati kolmele koekultuuri tassile ja nerkubeeriti 28 °C 5 % COtingimustel.
Kindlatel ajapunktidel puhastati rakkudest totaalR&NA kasutades ,Trizol” reagenti
(,Invitrogen”) tootja juhendi jargi. Vordsed kogubeotaalset RNA-d denatureeriti 1 X
formamiid-formaldehttdpuhvris (5 x puhver: 4 mM ledndiamiintetradgadikhape (EDTA)
pH 8, 0,9 M formaldehiid, 20 % glutserool, 31 % nfamiid, 4 x 3-(N-
morfoliino)propaansulfoonhappe (MOPS) puhver; I®PS puhver: 0,2 M MOPS pH 7,0,
20 mM NaAc, 10 mM EDTA), kuhu oli lisatud etiidiumdmiidi I6ppkontsentratsioonini 13
pug/ml, 10 min 65 °C juures ja lahutati koheselt agageel-elektroforeesil (0,2 M
formaldehiidi sisaldav 1,5 % agaroosgeel). RNA ikaygelilt ,Hybond-N+" filtrile
(L Amersham Biosciences”) ja fikseeriti UV-krosslinkisega (,Stratagene” UV Stratalinker
1800).

Radioaktiivsete proovidena kasutati SFV1-MCSL1 fiose polaarsusega RNA ahela
3’ mittetransleerivale osale ning lutsiferaasi gé&eNA-le komplementaarseid RNA proove,
mis sunteesitiin vitro transkriptsiooni kaigus, kasutades matriitsina Trénmoteri alla
kloneeritud fragmenti pHelperl-st vdi lutsferaasenist. Margisena kasutati i [o¢* P]
rUTP (,Amersham Biosciences”). Filtreid prehubrigksiti 1,5 h 65 °C juures jargmises
lahuses: 6 x naatriumkloriidi ja naatriumtsitraddhus (SSC) (1 x SSC: 0,15 M NacCl,
0,015 M naatriumtsitraat), 5 x Denhardti lahus ¢/8a”), 0,5 % SDS, 50 % formamiid, 10 %
dekstraan ja 100upg/ml kandja-DNA ¢arrier DNA). Radioaktiivne proov lisati
prehibridisatsiooni segule ja lasti hiibridiseerfiitiile 12 h 65 °C juures. Seejarel pesti filtrit
65 °C juures kaks korda 30 minutit 0,1 % SDS s&add 2 x SSC-s ning kaks korda 30 min
0,1 % SDS sisaldavas 1 x SSC-s. Seejarel filtewvdtati 6hu k&es ja eksponeeriti

réntgenfilmile.
2.2.15. Poordtranskriptsioon, PCR ja sekveneerimine

Sisseviidud mutatsioonide kontrollimiseks sooritaibrdtranskriptsioon-polimeraas-
ahelreaktsioon (RT-PCR) uuritavatele RNA-dele. ékall eraldati kogutud viirusstokkidest
totaalne RNA firma “Macherey-NagelNucleospifi RNA Il Kitga vastavalt tootja
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protokollile. P&oérdtranskriptsiooniks voeti 5 pl hastatud RNA-d (umbes 50 ng), lisati
jarjestus-spetsiifiliseintisensepraimerit 15-20 pmol ning DEPC-ga td6deldud veittpd-ni.
Segu inkubeeriti 70 °C juures 5 minutit ning jahiujaal. Seejarel lisati segusse veel 1 x
transkriptsioonipuhvrit (50 mM Tris-HCI pH 8,3; 56M KCI; 4 mM MgCh; 10 mM DTT),
dNTP-d 1 mM I8ppkontsentratsiooniga, 20 Uhikut mkimantset ribonukleaasi inhibiitorit
(RNasif?, “Promega”) ning DEPC vett 19 pl-ni. Segu inkuli&7 °C juures 5 minutit ning
viimasena lisati 40 Uhikut podrdtranskriptaasM-MuLV Reverse Transcriptase;
“ Fermentas”). Reaktsioon toimus 37 °C juures 60 titining see peatati, kuumutades 70 °C
juures 10 minutit.

Saadud cDNA-It tehti polimeraasi ahelreaktsioon RPGFV mittestruktuurse ala
spetsiifiliste praimeritega. PCR viidi labi 2d-s ja sisaldas Sul pddrdtranskriptsiooniga
saadud cDNA, 0,2 mM dNTP segu, QM praimereid, 1 x reaktsioonipuhvrit (10 mM Tris-
HCI; pH 8,8; 1,5 mM MgCl, 50 mM KCI; 0,1 % Tritoa X-100) ja Ghte Uhikut polimeraasi
(“Finnzymes” Dynazyme Pol Il). Peale esialgset derssiooni 95 °C 4 minutit toimus
amplifikatsioon tingimustel: denaturatsioon 95 °Q &kundit, praimerite seondumine 30
sekundit (temperatuur sdltus erinevate praimegt@ndumistemperatuurist ja oli vahemikus
50-60 °C), ekstensioon 72 °C (vottes arvesse,létiavaasi stinteesikiirus on 1000 nt/minut),
korrates sama tsuklit 33 korda. Amplifikatsioongegnes l6ppekstensioon 72 °C juures 10
minutit. PCR-i reaktsioonisegu puhastamiseks kaisd&iQuick PCR Purification Spin Kit
(“Genomed Gmbh”) vastavalt tootja protokollile. 8ad produktid sekveneeriti kasutades
kommertsiaalset sekveneerimisteenust ja saadudese&rimisjarjestuste analllsimiseks
kasutati programmi ,BioEdit".

SFV1-PG-MCS1 replikonis tekkinud deletsioonide meiseks viidi labi eelpool
kirjeldatud meetodil rakkudest eraldatud totaalsBARpddrdtranskriptsioon, kasutades
oligo(dT)18 praimerit (koosneb vaid dT jaakidestseondub mRNA 3’ polU-A sabaga).
Saadud cDNA-It tehti PCR kasutades SFV spetsiifdiaimereid. Kuna see PCR reaktsioon
andis saaduseks palju erineva pikkusega DNA fratgnesiis kloneeriti PCR produktid
esmalt pJET1/blunt vektorisse (,Fermentas”) vadtavaotja protokollile. Plasmiidiga
transformeeritiEscherichia colitive DH& kuumasoki meetodil. Bakterid kilvati agariga
Luria-Bertani (LB) s6o6tmele (,Difco”). Erinevateshbakterikloonidest eraldati plasmiid
minipreparatsiooniga ja sekveneeriti saadud prodoltvipakkuv ala pJET1/blunt vektori

spetsiifiliste praimeritega (,Fermentas”).
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2.2.16. Statistiline analltis
Statistiliseks analliisiks kasutati http://graphpaih/quickcalcs/ttestl.cfm aadressil

asuvat paardumata t-testi (,unpaired t-test”). Kahkmi vaheline erinevus loeti tdestatuks,

kui vastav tbendosus (p-vaartus) oli alla 0,05.
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2.3. Tulemused

2.3.1. SFV replikonis sisalduvate mutatsioonide mdjVLP-tootlikkusele

Eelkatsed SFV1-RDD-d1EGF#plikoniga nditasid, et vastava vitro siunteesitud
RNA rakkudesse elektroporeerimise tagajarjel tomdet markimisvaarselt vahem VLP-sid
kui wt SFV1-d1EGFP replikoniga transfekteeritudkadtes. Seetdttu oli oluline uurida, kas
need tulemused on korratavad ja kuidas kaituvachdamtingimustes SFV1-RRD-d1EGFP,
SFV1-RDR-d1EGFP, SFV1-DDR-d1EGFP, SFXRR-d1EGFP, SFVAAR-d1EGFP,
pSFV1-PG-d1EGFP ja pSFV1-DDD-d1EGFP replikonid.leksl toodeti kbikidele nendele
replikonidele uued VLP-de stokid identseid tingimkesutades.

VLP-d titreeriti nakatades BHK-21 rakke erinevate LP/sid sisaldavate
sootmekogustega. Kuna koigil replikonidel oli subgemse promooteri alla paigutatud
d1EGFP, oli vdimalik eristada nakatunud rakke riseelfluorestsentsi jargi. 48 tunni
moodudes loendati helenduvate rakkude arv. Maandturitiitrid on koondatud joonisele 6,
millelt véib ndha, et SFV1-RRD-d1EGFP, SFV1-RDR-GHP, SFV1-DDR-d1EGFP,
SFV1ARR-d1EGFP, SFVAAR-d1EGFP VLP tiitrid kuundivad wt SFV1-d1EGFP
tasemeni. SFV1-DDD-d1EGFP puhul vOib téheldada tpis#dt olematut VLP
produktsioonid, kuid tuleb markida, et antud kowlstir korral margati juba peale esialgset
elektroporatsiooni, et vaid vaga Uksikud rakud edsgeerivad markergeeni. Samal ajal
ekspresseerisid koigi ulejdanud replikonidega ebgkireeritud rakkudest vahemalt 90 %
d1EGFP markergeeni. Jarelikult muudab DDD mutatsioeplikoni peaaegu vdimetuks
replitseeruma ja ilmselt vaid Uksikud reversioondi \kompensatoorseid mutatsioone
sisaldavad replikonid suudavad paljuneda. Selkstoieni on kirjeldatud mitmete SFV
mutantide puhul (Zusinaiteet al, 2007), kuid arvestades selle n&htuse uurimise
komplitseeritust ei seatud eesmargiks vastavatatsiaonide identifitseerimist ja analtdsi.

SFV1-RDD-d1EGFP ja SFV1-PG-d1EGFP replikonide kamige korral téaheldati
peale esmast elektroporatsiooni wt replikoniga sékdtasemel markergeeni d1EGFP
ekspressiooni. Sellegipoolest osutus VLP produftsiolks kuni kaks suurusjarku
madalamaks SFV1-d1EGFP omast, mis on heas kooskélaatsete andmetega. Seega,
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erinevalt DDD mutatsiooni kandvast replikonist eie oneed replikonid defektsed
infektsioonilisuse poolest vaid spetsiifiliselt Vid® moodustamise poolest.
VLP-de moodusutmine on kompleksne protsess ja tefekde formeerumises voib
olla pdhjustatud mitmetest faktoritest:
1) defekt genoomse (replikoni) paljunemises, mistétiwdhe genoome, mida saab
VLP-desse pakkida,
2) defekt helper-RNA paljundamises ja vastava subg®seo RNA slnteesis,
mistdttu on puudus struktuursetele valkudele vastbmRNA-st ja/voi
3) defekt struktuursete valkude siinteesil, mistdttie gtruktuurseid valke VLP-de

moodustumiseks.

10
10 +

16

16 +

10

VLP tiiter (VLP/ml)

10° 1

102 —~+— _’>

wt RRD RDR DDR ARR AAR RDD PG DDD

Joonis 6. VLP-de tiitrid. BHK-21 rakke transfekteeriti pSFV1-d1EGFP (,wt"),
pSFV1-RRD-d1EGFP (,RRD"), pSFV1-RDR-d1EGFP (,RDR*pSFV1-DDR-d1EGFP
(,DDR"), pSFV1-ARR-d1EGFP (ARR"), pSFV1AAR-d1EGFP (AAR"), pSFV1-RDD-
d1EGFP (,RDD“), pSFV1-PG-d1EGFP (,PG“) ja pSFV1-DEDEGFP (,DDD")
plasmiididelt toodetud RNA-ga. Iga replikoni RNA tkansfekteeriti rakkudesse Helperl
RNA-ga. Rakke kasvatati 28 °C juures 72 h, s6odpiianing VLP-d titreeriti BHK-21 rakke
erinevate VLP-de lahjendustega nakatades ja 48dduttes helenduvaid rakke loendades.

2.3.2. Transgeeni ekspressioon replikonidega traredfteeritud rakkudes

Lahtudes Ulal loetletust oli antud t60 jargnevaksneadrgiks valja selgitada, kas RDD
ja PG mutantide vBimetust toota suurtes kogusteB-$id oli pdhjustatud madalatasemelisest

struktuursete valkude tootmisest.
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Nagu Ulal margitud, ei taheldatud RDD ja PG velégya transfekteeritud rakkudes
defekte d1EGFP tootmises (pigem oli see aktivedritGamas on oluline méarkida, et selles
katses erines d1EGFP ekspresseerimine viirusetstmgete valkude ekspresseerimisest kahe
olulise tunnuse poolest. Esiteks, d1IEGFP kodear@ngiidi rakku samal RNA molekulil kui
viiruse replikaasi valke kodeeriv jarjestus (repiki geeni suhtegn cis), samas Kkui
struktuurseid valke kodeeriv jarjestus oli erald/&R molekulil (replikaasi geeni suhtes
trang). Teiseks, kapsiidivalku kodeeriva ala algusedhaSEV translatsiooniline enhaanser,
d1EGFP kodeeriva ala alguses see puudub. Seedimalik, et mutantsed replikaasid ei ole
suutelised paljundama RNAd trans (ja/v0i vastavat subgenoomset RNA-d stinteesima) vo
et mingil pbhjusel ei avalda SFV translatsioonilieehaanser antud mutantide puhul
positiivset mdju. Seetdttu oli jargneva katse eegiké valja selgitada, millist méju avaldab
subgenoomse promooteri abil ekspresseeritava nvalger tootmisele translatsiooniline
enhaanser ning markergeeni asumine replikoniseeainRNA molekulil. Uurimisse kaasati
peale RDD ja PG mutatsioone sisaldavate replikokaéeised mutandid, et teha kindlaks,
kuidas on ulal nimetatud funktsioonid mojutatud ceemutatsioonide poolt. Markervalguks
valiti jaanimardika lutsiferaas, sest, erinevalE@GFP-st, on seda vdimalik lihtsalt ja tapselt
kvantifitseerida.

Markergeeni ekspressiooni kvantifitseerimine sadriterinevate mutatsioonide
kontekstis kasutades jargnevaid katseskeeme:

1) markergeen on kodeeritud replikoni RNA#s €is paiknemine; SFV1-MCS1-luc)

ilma SFV translatsioonilise enhaanserita,

2) markergeen on kodeeritud replikoni RNA-s, kuid nemgeenile eelneb SFV
kapsiidivalku kodeeriva jarjestuse algus ehk tratsgboniline enhaanser (SFV1-
MCS1-enh-luc),

3) markergeen on kodeerituin trans eraldi RNA molekulilt (SFV1-MCS1
koelektroporatsioon H-SG-luc RNA-ga) ja

4) markergeen on kodeeritudn trans eraldi RNA molekulilt koos SFV
translatsioonilise enhaanseriga (SFV1-MCS1 koebgktratsioon H-SG-enh-luc
RNA-ga).

Nendel konstruktidel, mis sisaldasid SFV transtasilist enhaanserit, asus

translatsioonilise enhaanseri ja markergeeni vahat ja sorataudiviiruse 2A autoproteaasi
kodeeriv jarjestus, selleks et eraldada markenkaksiidivalgu algusjarjestusest. Katses

kasutatud konstruktide skeemid on toodud joonigel 7
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Joonis 7. Lutsiferaasi ekspressiooni kvantifitseemine. BHK-21 rakke
elektroporeeriti metsik-taupi (,wt“) ning mutantseSFV1-MCS1 (replikon), SFV1-MCS1-
luc (replikon-luc), SFV1-MCS1-enh-luc (replikon-ehit), H-SG-luc (SG-luc) ja H-SG-enh-
luc (SG-enh-luc) RNA-dega joonisd) osas kujutatud kombinatsioonides. Rakkudega
elektroporatsioonisegu kulvati kahte 24-augusd tasgau ja inkubeeriti 28 °C juures 24 B)
Rakud lGUsiti PLB-ga. 10 % lusaadist kasutati fetsiasi aktiivsuse moodtmiseks
luminomeetril. Graafikul on kujutatud kolme soltutmakatseseeria aritmeetiline keskmine
koos standardhélveteg@) ja D) Rakke ludsiti thekordses Laemmli puhvris. Valgalutati
12 %-lises SDS-poluakridlamiidgeelis ja detekteatiestern blotanalliisiga:C) hiire B-
aktiini vastase antikehaga (firmalt ,Abcam®; sekaacthe antikeha: kutliku hiire IgG-vastane
perokstidaasiga konjugeeritud antikeha, firmalt ,lAY) ning D) kaudlikus toodetud nsP1
vastase antikehaga (sekundaarne antikeha: kitsesdlettal kuouliku lgG-vastane
perokstidaasiga konjugeeritud antikeha, firmalt ,l&d)). Negatiivse kontrollina (joonisel
»ned) kasutati tuhi-elektroporeeritud rakke.
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Kdikides katsetes elektroporeeriti BHK-21 rakke dg# koguse mutantide ja kontroll-
konstruktide RNA-ga. Elektroporatsioonisegu kilwairdselt kahele tassile. Rakke kasvatati
24 h, millele jargnevalt rakud ludsiti. Uhe elekgopatsiooni kahte paralleeli ltisiti erinevalt
— Uhte kasutati lutsiferaasi kvantifitseerimiseikesst aga valkude analltsimisék&stern blot
meetodil.

Lutsiferaasi kvantifitseerimise tulemused on esdgbonisel 7B. Jooniselt on naha, et
DDD mutatsiooniga konstruktide korral ekspressaksg¢ rakkudes tuhat v6i enam korda
vahem lutsiferaasi kui teiste konstruktide puhuée& kinnitavad need andmed DDD
mutandi elujbetust ja seetdttu jaeti ta jargnevakedsetest vélja. Vorreldes joonisel 7B
SFV1-MCS1-luc ja SFV1-MCS1-enh-luc tadpi RNA-delbotletud lutsiferaasi hulka
(joonisel: ,replikon-luc” ning ,replikon-enh-luc” rdmeseeriad), v6ib margata, et tlejadnud
mutandid erinevad Uksteisest. Wt replikoni korrgdldab translatsiooniline enhaanser valgu
ekspresseerimisele positiivset mdju (ligikaudu kékordne aktivatsioon; t-test: p=0,0003).
RRD, RDR, DDR,ARR jaAAR mutatsioonidega konstruktide korral ei ole saadndmete
pdhjal voimalik translatsioonilise enhaanseri méjatistiliselt usaldusvaarselt detekteerida.
Seetbttu vOib oletada, et nende mutantide puhutiplidranslatsioonilisel enhaanseril efekt
temale jargneva valgu ekspresseerimise tasemel®. @OPG konstruktide korral voib aga
margata translatsioonilise enhaanseri negatiivégt ift-testi p-vaartused on vastavalt 0,0098
ja 0,0068). Seega jagunevad replikomdcis paikneva markergeeni ekspressiooni alusel
kolme gruppi: translatsioonilise enhaanseri pooktivaeritava, represseeritava Voi
translatsioonilisele enhaanserile neutraalne mgdest ekspressioon. Huvitav on markida, et
SFV1-MCS1 ja H-SG-luc vbi H-SG-enh-luc koelektropentud rakkude lUsaatidest
analtusitud lutsiferaasi aktiivsuste vahel (vadtayraplikon + SG-luc” ja ,replikon + SG-
enh-luc” andmeseeriad joonisel 7B) on erinevuseds mulenevad translatsioonilise
enhaanseri olemasolust voi puudumisest, olulisgélksemad. Samas on ka sellel juhul wt
konstruktid ainsad, mille puhul v6ib margata tratsbonilise enhaanseri aktiveerivat efekti
(t-test: p=0,0338).

Samal ajal vbib margata teistsuguseid erinevusirkbitle ja erinevate mutantide
vahel vorreldes omavahel ,replikon-luc” ja ,replikot SG-luc” voi ,replikon-enh-luc” ja
sreplikon + SG-enh-luc” andmeseeriaid jooniselt {fBarkergeeni paigutui® cis versus in
trans). Wt konstruktide puhul on markergeenitrans paigutuse tagajarjel markervalgu tase
ligikaudu 70 korda madalam kum cis paigutuse korral. RRD, RDR, DDRRR ja AAR
mutatsioonidega konstruktide puhul on sama vahi&aligiu 300-kordne. RDD ja PG
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konstruktide korral vdib aga margata ligikkaudu 3@0@dset lutsiferaasi ekspressiooni
tasemete erinevust.

Vottes arvesse VLP-tootlikkust ja translatsioomilisnhaanseri ning markergeeni
trans paigutuse moju markervalgu tootmise efektiivsusggati antud t6os kasutatud
mutandid kahte gruppi:

1) ,keskmise grupi” mutandid — RRD, RDR, DDRRR ja AAR mutatsioonidega

konstruktid, mis on oma omadustelt suhteliselt ased wt replikonile ja

2) RDD ning PG, mis eristuvad eelmistest selgelt.

Katse usaldusvaarsuse kinnitamiseks sookit&stern bloanalliis kasutad@saktiini
vastaseid antikehi. Nagu jooniselt 7C nadha, olhesrate konstruktide puhul lulUsimiseks
voetud rakkude hulk vordndVestern blotmeetodiga analiilsiti ka mittestruktuurse valgu
nsP1 olemasolu rakuliisaatides (joonis 7D). Nagnigadt naha, on nsP1 valgu tase erinevate
konstruktidega elektroporeeritud rakkudes sarntssmel, valja arvatud DDD-mutatsiooni
kandvate replikonidega elektroporeeritud rakkudgese tulemus kinnitab DDD mutatsiooni
parssivat moju SFV replikoni paljunemisele.

Kokkuvétvalt naitavad lutsiferaasi markergeeni kasmisega tehtud katsete tulemused
kahe erineva efekti olemasolu:

1) translatsioonilise enhaanseri efekt temale gwgngeeni transleerimisele on
positivne wt, negatiivne RDD ja PG mutatsiooniggplikonide ning neutraalne Ulejadnud
mutantide puhul,

2) PG ja RDD mutatsioonidega replikonide vdime e&speerida valken trans
paiknevalt RNA-It on ligikaudu 50 korda madalam tireplikoni puhul.

Need tulemused ei vdimalda siiski Uheselt kindletsa, kumb nendest efektidest on
vastutav PG ja RDD replikonidele omase madala \dlikkuse eest. Samuti on véimalik,
et rakkudes on vaga madalal tasemel replikoni RNAud raskendaks VLP-de moodustumist

veelgi.

2.3.3. Mutantsete replikonide mdju peremeesraku vglusinteesile

VLP-de titreerimise ning transgeeni ekspressiooniankifitseerimise katsete
tulemustest oli nédha, et uuritavad mutandid toodaweiga erineval hulgal viiruse
struktuurseid valke ning markervalku (joonised 6 jyB), samas kui erinevused
mittestruktuursete valkude tootmises on oluliseltiksemad (joonis 7D). Seetdttu oli

kédesoleva t60 jargmiseks eesmargiks viiruse ja sddsiifiliste valkude ekspressiooni
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dinaamika kirjeldamine SFV replikone sisaldavatgskudes. Kirjanduses on naidatud, et
mitmed erinevad SFV mutandid, mis sisaldavad migiate nsP2 valku kodeerivas alas, on
defektsed raku metabolismi mahasurumisel (Reral, 2000; Lundstronet al, 2001 (A),
ning viited selles; Lundstrorat al, 2001 (B); Lundstrénet al, 2003). Omandamaks antud
uurimuseks vajalikku translatsiooni mitteinhibeativkontroll-mutanti, oli konstrueeritud
mutantne SFV1-PG-d1EGFP analoogiliselt Sindbiseus@ SIN/G mutandile, mis on
kirjanduse pdhjal voimetu translatsiooni inhibeaxigGorchakowet al, 2004). Katsest jaeti
kérvale DDD mutant, kuna vastav mutatsioon muudaBV Sreplikoni vdimetuks
replitseeruma (vt alapeatikke 2.3.1. SFV replikaigalduvate mutatsioonide moju VLP-
tootlikkusele ja 2.3.2. Transgeeni ekspressioorik@pdega transfekteeritud rakkudes).
Samuti ei analtusitud koiki ,keskmise grupi” mugnsest Ulaltoodud tulemustest l&htuvalt
eeldati, et need kaituvad sarnaselt.

Kuna mitmeid anallisitud mutante iseloomustab etmpiVLP-de tootmine, siis
uuriti raku translatsiooni mojutamist replikonideaght replikon-RNA-ga elektroporeeritud
rakkudes, mitte VLP-dega nakatatud rakkudes. Eeklast kotransfektsioonil helper-RNA-ga
on vdimalik detekteerida ka struktuurseid valke g$@ega saada lisainformatsiooni
subgenoomselt promooterilt toimuva ekspressioohtk@dd1EGFRN cis versukapsiidivalk
in trang, kasutati antud katses lisaks replikon-RNA-le Iveé¢elperC RNA-d, mis
ekspresseerib subgenoomse promooteri kaudu vaidkap$iidivalku. HelperC valiti, kuna
kdiki struktuurseid valke kodeeriva Helperl kasutam oleks muutnud tulemuste
interpreteerimise Ulemaara keeruliseks mitmete egdte valkude produktsiooni ja
sekundaarse infektsiooni véimaluse tottu. Elektrafgooni efektiivsust hinnati visuaalselt
markergeeni d1EGFP ekspressiooni jargi (iga kokstkarral vahemalt 90 %).

SFV replikonide moju raku translatsioonile uuritetaboolset margistamist kasutades.
Selle katse tulemused on esitatud joonisel 8, nitle naha, et SFV1-d1EGFP replikoni ja
HelperC RNA-dega kotransfekteeritud rakkudes onempehe valgusiintees suures osas
blokeeritud juba 12 tundi peale transfektsioononiselt 8 on vdéimalik detekteerida ka SFV
kapsiidivalgu ja d1EGFP poolt tekitatud signaal@ib/margata, et wt replikoni korral on
kapsiidivalgu ekspressioon oluliselt efektiivsemEGFP omast — tdendoliselt on see efekt
seotud kapsiidivalku kodeeriva jarjestuse algusasiva translatsioonilise enhaanseri
aktiveeriva mdojuga kapsiidivalgu translatsioonildlEGFP geeni ees translatsioonilise
enhaanseri jarjestus puudub). Kapsiidivalgu ekspwes jatkub kuni 48 tundi peale

transfektsiooni ja 16peb tdendoliselt seoses peesraku surmaga.
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Joonis 8. Replikonidega elektroporeeritud rakkude retaboolne maérgistamine
SFV1-d1EGFP (,wt“), SFV1-RDR-d1EGFP (,RDR"), SF\MAIRR-d1EGFP (ARR"), SFV1-
RDD-d1EGFP (,RDD*) ja SFV1-PG-d1EGFP (,PG") ning IderC RNA-ga
kotransfekteeritud BHK-21 rakke inkubeeriti 28 @ies ja margistatS-metioniini ja*>S-
tsusteiiniga erinevatel ajapunktidel peale elekdrafsiooni. Margistatud rakud lhdsiti.
Valgud lahutati SDS-poluakrutlamiidgeelis, mis latati ja eksponeeriti rontgenfilmile.
Naidatud on viiruse kapsiidivalgu (C), markergeghiEGFP jg3-aktiini eeldatavad asukohad.
Negatiivse kontrollina (neg) on kasutatud BHK-2kke, mis olid transfekteeritud HelperC
RNA-ga.

SFV1-RDR-d1EGFP ning SFVARR-d1EGFP replikonide ja HelperC RNA-dega
kotransfekteeritud rakkudes toimub peremehe valgegi$i mahasurumine veidi aeglasemalt
kui SFV1-d1EGFP puhul (joonis 8). Margata voib,vetuse kapsiidivalku ning d1EGFP
ekspresseeritakse pikemat aega kui SFV1-d1EGFP.psdonuti voib tdheldada, et d1IEGFP
ekspressioon on antud mutantidel wt replikonigareldes vdimendatud. Tden&oliselt
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voimaldab peremeesrakkude valgustinteesi aeglasekedsimine pikemaajalist viiruse
valkude sunteesi, kuna rakk pusib kauem elus, BIRg translatsioonilist enhaanserit mitte
sisaldavatel RNA-del asuvate geenide (d1EGFP) vidatid ekspressiooni vorreldes wt
replikoniga.

SFV1-RDD-d1EGFP ja SFV1-PG-d1EGFP puhul peremehanskatsiooni
mahasurumist ei toimu. Vastavad autoradiogrammidvédge sarnased negatiivse kontrolli
omale, vélja arvatud asjaolu, et SFV1-RDD-d1EGFPSfaV1-PG-d1EGFP RNA-dega
transfekteeritud rakkudest parinevatel piltidel alates 24 h ajapunktist detekteeritavad
signaalid kapsiidi- ja d1EGFP valgust. Viiruse kajpgalgust tekkiv signaal on antud
mutantidel markimisvaarselt ndrgem kui wt replikdwiral. See tulemus on heas kooskdlas
VLP-de titreerimisel (joonis 6) ning transgeeni @lessiooni kvantifitseerimise katsel (joonis
7B, replikon + SG-enh-luc andmeseeria) saadud wdtaga. Selle pdhjuseks on téenaoliselt
RDD ja PG mutatsioonidega replikaaside vbéimetugupdhdain trans paiknevat RNA-d
(HelperC RNA) ja SFV translatsioonilise enhaangmiknemine kapsiidivalku kodeeriva
jarjestuse alguses — raku translatsiooni blokeeemkorral on vdimalik initsieerida
valgusinteesi translatsioonilise enhaanseri alailgusiinteesi normaalse funktsioneerimise
korral mgjub stabiilne RNA-sekundaarstruktuur séA transleerimisele parssivalt, kuna
takistab ribosoomi vaba liikumist médda seda RNAIHEGFP ekspressiooni vbimaldamise
osas on PG ja RDD mutatsioonidega replikonid v@erehd wt replikoni ja ,keskmise grupi®
mutantidega. Sarnaselt kapsiidivalgule kestab k&GHP ekspressioon RDD ja PG
mutatsioone sisaldavate replikonidega transfektekeniakkudes olulisel maaral muutumata
tasemel katse 16puni (kuni 72 h peale transfekits)oo

Oluline on ka markida, et SFV1-RDD-d1EGFP ja SF\@-®PLEGFP korral ei toimu
tdenaoliselt olulist rakkude paljunemist, kuna igetsiifiliste valkude ekspressioon (naiteks
B-aktiin) pusib enam-vahem muutumatul tasemel, sako@segatiivse kontrolli rakkudes

vastav ekspressioonitase rakkude paljunemise ¢dtiteneb (joonis 8).

2.3.4. Mutantsete replikonide tsutotoksilisuse hindmine

Eelnevas katses saadud tulemused néitavad sedgelhalttsitud mutandid erinevad
oluliselt rakuspetsiifilise translatsiooni inhibesise vdime poolest. Sellest lahtuvalt
analuiasiti  jargnevalt mutantsete replikonide mojakkude elulemusele. Selleks
elektroporeeriti BHK-21 rakkudesse SFV1-MCS1-paeY$RRD-MCS1-pac, SFV1-RDR-
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MCS1-pac, SFV1-DDR-MCS1-pac, SFMRR-MCS1-pac, SFVAAR-MCS1-pac, SFV1-
RDD-MCS1-pac ja SFV1-PG-MCS1-pac replikonide RNAakRe inkubeeriti 28 °C juures.
Soovitud ajahetkedel peale elektroporatsiooni laéirelusate rakkude arv tripaansinise abil.
Konstruktides sisaldupac geen kodeerib puromutsiini N-atsetttltransferaass muudab
rakud resistentseks puromdatsiinile. Puromdtsiinileldsiooni alustati 16 h peale
elektroporatsiooni, eesmargiga elimineerida rakuoig, polnud elektroporatsiooniga replikoni
RNA-d omandanud voi olid suutnud sellest hiljemasadda.

Tsutotoksilisuse hindamise katse tulemused omtesitjoonisel 9. Nagu tulemustest
jareldub, hakkavad tuhi-elektroporeeritud rakuagjsel: ,neg”) surema Uks kuni kaks paeva
peale transfektsiooni. Selle pdhjuseks on puronmitsiselektsioon, kuna tihi-
elektroporeeritud rakkudel puudub puromitsiini sesitsusgeen. SFV replikonidega
elektroporeeritud rakkude surma pdhjuseks voib pmgkda replikonide tsitotoksilisust.
Kdige kiiremini surevad wt replikoniga transfekided rakud — kaks paeva peale
elektroporatsiooni on nendest rakkudest elus ali@rie portsendi. Suhteliselt sarnaselt wt
replikonidega transfekteeritud rakkudele kaituved &FV1-RRD-MCS1-pac, SFV1-RDR-
MCS1-pac ja SFVIARR-MCS1-pac replikonide RNA-ga transfekteeritud udk Kimme
paeva peale elektroporatsiooni on tihi-elektropitese ning SFV1-MCS1-pac, SFV1-RRD-
MCS1-pac, SFV1-RDR-MCSl-pac ja SFWRR-MCSl-pac replikonide RNA-dega
elektroporeeritud elusate rakkude hulk detekteesenpiirist madalam.

SFV1-DDR-MCS1-pac, SFVAMR-MCS1-pac, SFV1-RDD-MCS1-pac ning SFV1-
PG-MCS1-pac replikonide RNA-dega transfekteeritakud on elujdulisemad. Kdige
madalamat tsutotoksilisust naitab RDD mutatsioomsialdav replikon, mille korral on
viimasel ajapunktil (13 paeva peale transfektsipalusate rakkude arv ligikaudu 40 %
suurem kui esimesel ajapunktil. PG mutatsioon alakhrnast moju, kuigi seda mutatsiooni
sisaldava replikoniga elektroporeeritud rakkudgdelisus on madalam, mis avaldub selles,
et elusate rakkude arv katses ei suurene, vaiebangdnevdorra. Samuti naitavad suhteliselt
madalat tsutotoksilisust eelnevalt , keskmisessemtuliigitatud DDR ja AAR mutatsiooni
sisaldavad replikonid. Siiski erinevad need replikdotunduvalt RDD ja PG mutatsiooni
sisaldavatest replikonidest, kuna naiteks SFV1-DM&S1-pur replikoniga rakkudest on
viimaseks ajapunktiks elus vaid ligi 2,5 % algsedtkude hulgast. Siiski néitab antud katse
selgelt, et ,keskmine grupp® ei ole homogeenne, dvailhmasisene varieeruvus
tsutotoksilisuse osas on suhteliselt suur.

Sindbise viiruse mutantide tsutotoksilisust saabomutsiini selektsiooni kasutades

hinnata ka kolooniate tekkimise jargi (kolooniate//ag transfekteeritud replikoni RNA
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kohta). Meie katsed seda anallusiskeemi kasutadadziud tulemust, kuna thegi uuritud
replikoni korral ei taheldatud kolooniate moodusistm Need andmed on kooskdlas
dlalkirjeldatud tulemustega (joonis 8), mis naitdyvat ka mittetstitotoksilised SFV replikonid
parsivad rakkude jagunemist. Kuna Sindbise viirusetandid vdimaldavad rakkude
jagunemist, siis vOib oletada, et mittetsitotoksiti Sindbise viiruse mutandid erinevad

oluliselt kdesolevas t60s kasutatud SFV mutanticddtude jagunemisele avaldatava voime
poolest.

1000

elusate rakkude arv (%)

0,1 \\ ——neg —E—wt RRD
\ —e—RDR DDR ARR
\ —-AAR —@—RDD - PG
0,01 T T N T
0 100 150 200
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Joonis 9. Replikonidega elektroporeeritud rakkude kRilemuse hindamine SFV1-
MCS1l-pac (,wt), SFV1-RRD-MCS1l-pac (,RRD"), SFV1-ABMCSl-pac (,RDR"),
SFV1-DDR-MCS1-pac (,DDR"), SFVARR-MCS1-pac (ARR"), SFV1AAR-MCS1-pac
(-AAR"), SFV1-RDD-MCS1-pac (,RDD") vdi SFV1-PG-MCS1-paGPG") replikonide
RNA-ga elektroporeeritud BHK-21 rakke inkubeeritB 2C juures. Joonisel naidatud
ajahetkedel maarati elusate rakkude hulk.. Negatikontrollina (neg) on kasutatud BHK-21
rakke, mis olid tuhi-elektroporeeritud. 100 %-ksticesimesel ajapunktil detekteeritud elusate
rakkude arv. Graafikul on kujutatud kahe séltumeditseseeria aritmeetiline keskmine koos
standardhélvetega.

2.3.5. SFV replikonide moju rakutsiklile

Kuna metaboolse méargistamise ning rakkude elulerkatsetest voib jareldada, et ka

mittetsutotoksilisust tagavate mutatsioonidega (RRDPG) SFV replikonid mdjutavad
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rakkude v@imet paljuneda, oli oluline uurida, kas Kuidas mdojutavad SFV replikonid
rakutsuklit. Selle uurimiseks elektroporeeriti BHH-rakkudesse SFV1-MCS1, SFARR-
MCS1, SFV1-RDD-MCS1 vbi SFV1-PG-MCS1 replikonide RNa transfekteeritud rakke
inkubeeriti 28 °C juures. 48 h peale elektropooaisi rakud fikseeriti, permeabiliseeriti,
nendes sisalduv DNA varviti propiidiumjodiidiga jaeid rakke analtusiti l&bivoolu
tsuitomeetrit kasutades.

Eksperimendi lihtsustamiseks ei uuritud koiki ,keske grupi” mutante, vaid voeti
nende esindajak§RR mutatsioonida replikon, mis, lahtuvalt tsitoib&sse hindamise katse
tulemustele (joonis 9), kuulub tsitotoksiliste ,kesse grupi“ mutantide hulka.

Katse tulemused (joonis 10) naitavad, et kdik katsssutatud replikonid mdjutavad
rakutsuklit G1/GO faasi suunas. Efekt osutus kassilaselt oluliseks — tuhi-elektroporeeritud
rakkude populatsiooni (joonisel ,neg” andmesee@d)GO rakkude hulk vorrelduna ,wt”,
»,ARR”, ,RDD” vdi ,PG” andmeseeriatega t-testi abilra p-vaartused alla 0,05. Rakutsukili
S ja M faasides olevate rakkude osakaal oli SFMikepidega elektroporeeritud rakkude
puhul madalam kui elektroporeerimata rakkudel, keiderinenud statistiliselt erinevate

andmeseeriate loikes.
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Joonis 10. Replikonidega elektroporeeritud rakkuderakutsukli uurimine DNA
varvimise meetodil SFV1-MCS1 (,wt“), SFV1IARR-MCS1 (ARR"), SFV1-RDD-MCS1
(,RDD®) vbi SFV1-PG-MCS1 (,PG*) replikonide RNA-galektroporeeritud BHK-21 rakke
inkubeeriti 28 °C juures. 48 h mobdudes varvitikiadke DNA propiidiumjodiidiga ning
analtusiti rakke labivoolu tsitomeetriga. Saaduddnsid analllsiti programmiga
,CellQuest”. Negatiivse kontrollina (neg) on kaduth BHK-21 rakke, mis olid tuhi-
elektroporeeritud. Graafikul on kujutatud kolmetsfiatu katseseeria aritmeetiline keskmine
koos standardhélvetega.
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Seega naitavad saadud andmed, et kdik analtusikdd r8plikonid takistavad
rakutsuklit ,kilmutades” selle G1/GO faasis. Neademused on kooskdlas eelnevatest
katsetest saadud andmetega, mis samuti naitavadidakpaljunemise peatamist koikide

uuritud SFV replikonide poolt.

2.3.6. Replikonide positiivse polaarsusega RNA akuwneerumine rakkudes

Antud t66 jargnevaks eesmargiks oli vélja selgitd@as mittetsitotoksiliste mutantide
(RDD ja PG) fenotuupi vOib pdhjustada madalatasemaelviruse genoomse ja/voi
subgenoomse RNA tootlikkus. Ka antud katses ei téisgud koiki ,keskmise grupi”
mutante, vaid valiti seda gruppi esindama RRIARR mutatsiooniga replikonid. BHK-21
rakkudesse elektroporeeriti SFV1-MCS1, SFV1-RRD-MCSFV1ARR-MCS1, SFV1-
RDD-MCS1 vbi SFV1-PG-MCSL1 koos H-SG-enh-luc RNA-gapmandada teavet mi cis
kui kain transtoimuva RNA replikatsiooni ja transkriptsiooni kaht

Rakkudes toodetakse replikoni ning H-SG-enh-ludtipese polaarsusega RNA-delt
negatiivse polaarsusega taispikad RNA-d, millelta@orda slnteesitakse nii taispikki
positivse polaarsusega RNA-sid kui ka luhikesi gerimomseid RNA-sid, mis samuti
omavad positiilvset polaarsust. Positiivse polamgaskRNA-sid on sellistes rakkudes seega
nelja tuupi (joonis 11A ja 11B, skeemid). NendelblARdele ei olnud kahjuks v@imalik
stinteesida piisava pikkusega uhist radioaktiivsidARroovi. Seetdttu kasutati anallisiks
kahte erinevat proovi: Uks replikoni 3' mittetragstitava alaga komplementaarne (seondub
replikoni RNA ning replikonilt siinteesitava subgentse RNA-ga) ja teine lutsiferaasi geeni
RNA-ga komplementaarne (seondub H-SG-enh-luc RNAgnisellelt siinteesitava
subgenoomse RNA-ga). Kuna negatiivse polaarsusely@® Rn vorreldes positiivse
polaarsusega RNA-ga rakkudes suures alahulgasseetgttu on selle stinteesi analltsimine
tehniliselt vaga keerukas, otsustati negatiivsagqaiusega RNA analilsi antud t66sse mitte
kaasata.

Katse tulemused, mis on esitatud joonisel 11, wada et replikaasi tootva RNA
(replikoni) ja tema subgenoomse RNA akumuleerunoneRRD ningARR konstruktide
puhul ligikaudu sama korgetasemeline kui wt replik@&orral (joonis 11A). Suuremaid
erinevusi wt konstruktist voib RRD ningRR mutatsiooniga konstruktidel margamatrans
paiknevate RNA-de akumuleerumises (joonis 11B).

Jooniselt 11A ja 11B on naha, et wt konstruktigareides on RDD ja PG

konstruktide vbime akumuleerida rakkudes taispikeplikoni RNA-d praktiliselt olematu
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Joonis 11. SFV1-MCS1 ning mutantsete replikonide mitiivse polaarsusega RNA
akumuleerumine rakkudes. BHK-21 rakke koelektroporeeriti pSFV1-MCS1 (,wt"),
pSFV1-RRD-MCS1 (,RRD”), pPSFVARR-MCS1 (ARR”), pSFV1-RDD-MCS1 (,RDD”)
voi pSFV1-PG-MCS1 (,PG”) ja pH-SG-enh-luc konstrdkdt toodetud RNA-dega. 24 h,
48 h ja 72 h mdddudes eraldati rakkudest totaalN@ R viidi 1abi Northern blotanaltus.
Negatiivse kontrollina on kasutatud H-SG-enh-luc AR@ja transfekteeritud rakkeA)
Northern blotanaliiiis’®P-ga mérgistatud RNA prooviga, mis on komplemem@aeplikoni
3’ mittetransleerivale osale. Joonise kdrvale onutatud replikoni (G) ja replikonilt
toodetava subgenoomse RNA (SG) skeem. Tarnigalostaéud uudsete, replikoni RNA-st
kiiremini migreeruvate RNA-de asukoht. Kdver no@ekahistab SFV subgenoomse
promooteri asukohtaB) Northern blotanaliitis®P-ga margistatud RNA prooviga, mis on
komplementaarne lutsiferaasi geeni RNA-le. Jook@®ale on kujutatud H-SG-enh-luc (H-
SG) ning sellelt toodetava subgenoomse RNA (H-SG-8®em.C) Katse standardiseeriti
totaalse RNA kontsentratsiooni jargloonise koérvale on margitud replikoni RNA (G),
replikonilt toodetava subgenoomse RNA (SG) ning [EB828S rRNA oletatavad asukohad.
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(pikemaajaliselt eksponeeritud pildilt vdis sigreaaliski detekteerida). Samuti ei ole nende
konstruktide puhul margata, et rakkudes olev vilkesRNA-de kogus ajas markimisvaarselt
kasvaks.

Ullataval kombel v6ib wt, RRDARR ja PG konstruktide puhul taheldada signaali ka
replikonist kiiremini migreeruvast RNA-st. Wt nifRRD jaARR mutatsioonidega replikonid
on rakkudele tsutotoksilised ja 48 ning 72 tundilpdransfektsiooni on nende replikonidega
elektroporeeritud rakkudest elus vahesed (joonis(®) teada, et SFV kutsub BHK-21
rakkudes esile apoptoosi (Glasgetal, 1997). Samas on leitud, et moningates rakuti@&spid
iimneb apoptoosi kaigus ribosomaalsete rRNA-dessfiehe |6ikamine (Hougeet al, 1995;
King et al, 2000; Nadano ja Sato, 2000) ning mRNA-de eluegyatav lihenemine (Bushell
et al, 2004, ja viited selles). Nagu vdib margata joehig¢1C, toimub SFV1-MCS1, SFV1-
RRD-MCS1 ja SFVIARR-MCS1 replikoni RNA-ga elektroporeeritud rakkudésnéoliselt
rRNA lagunemine. Seega on voimalik, et apoptoogyusi hakkab toimuma ka SFV RNA
lagunemine ja joonisel 11A detekteeritav uudne Riwsselle lagundamise produkt.

Antud seletust ei ole aga vbéimalik laiendada PGskuiktile, kuna PG mutatsiooniga
replikon on rakkudele suhteliselt mittetsttotokeli(joonis 9). On huvitav mérkida, et ka
SFV mutantne replikon SFV2C, mis omab mutatsiod@8i rRutatsioonist viie aminohappe-
jaagi kaugusel pohjustab sarnast efekti: kui sediglikoniga elektroporeeritud rakkudest
eraldati viruse RNA ning teostati selledorthern blotanaltis, siis margati samuti uudse,
replikonist kiiremini migreeruva RNA-tulbi teket i et al, 2000). Seetdttu seati
k&esolevas toos hupotees, et SFV2C ja PG mutatdicodjutavad replikonide vbimet
moodustada deletsioonide tekitamise teel interfsggth replikoni RNA-sid. Seda hlpoteesi
kontrolliti SFV1-PG-MCS1 ja H-SG-enh-luc RNA-degaodkektroporeeritud rakkudest
eraldatud RNA RT-PCR-ga ning jargneva sekveneeegas Replikoni 3’ otsa lahedase ala
spetsiifiline RT-PCR andis SFV1-PG-MCS1 konstrugtihul taispikkadest produktidest
[uhemaid produkte (kontrollina analttsitud wt koukti korral saadi vaid téispikad
produktid). RT-PCR luhemad produktid kloneeriti gnisekveneeriti. Sekveneerimistulemuste
analtasil avastati mitmeid erineva pikkusega delete SFV1-PG-MCS1 RNA 3’ otsa
lahedal (joonis 12). Osa deletsioone hélmas vautik@ni 3’ mittetransleeritavat ala, monel
juhul oli deleteerunud ka osa nsP4 valku kodeerigksst, kaasa arvatud RNA-polimeraasse
aktiivsuse eest vastutav GDD motiiv.

Seega on PG replikoni puhul tdesti tegemist detgkt interfereeruvate genoomide

moodustamisega, kusjuures kdigil detekteeritud ydét on deleteerunud regioon, kus
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paikneb kapsiidivalgu translatsioonilise enhaang&estus ehk stabiilne RNA ,juuksendela”

struktuur.

mG - P123: *

Joonis 12. Skeem SFV1-PG-MCS1 replikonist ja tema dentifitseeritud
deletsioonidest. SFV1-PG-MCS1 ja H-SG-enh-luc RNA-dega koelektropdate BHK-21
rakke. Rakkudest eraldati totaalne RNA. SFV1-PG-MGletsioonid identifitseeriti RT-
PCR ning sekveneerimisega. Leitud deletsioonidigatitud mustade joontena. Ristkulikuga
(P1234) on kujutatud replikoni ainus avatud lugeaam ning tdhekesega on téhistatud RNA-
sOltuva RNA polimeraasi GDD aminohappeline jarjgstu

Antud analtts néaitas ka (joonis 11), et subgenommB&A-de sintees on PG ja RDD
mutantidel vorreldes genoomide slnteesiga oluligdtivsem —in cis sunteesitava
subgenoomse RNA puhul on tema vahekord genoomse -g&NAluliselt suurem Kkui
standardne 2:1 vahekord (mdningane subgenoomse &M#éeesi aktivatsioon genoomse
RNA suhtes on iseloomulik ka teistele mutantidel®glline subgenoomse RNA stintees
seletab kan cis paiknevate markergeenide ekspressiooni korget tesele replikonide poolt
(joonis 7B, andmeseeriad ,replikon-luc” ning ,réq@n-enh-luc”). Samas on naha, et nii
taispika kui ka subgenoomsetransasuva RNA sintees on RDD ja PG mutantidel aartnisel
ebaefektiivne. Taas korreleeruvad need andmed hémtkergeeni ekspressiooni anallisi
tulemustega (joonis 7B) naidates, et nende viirusigikatsiooni defekt on eriti hasti
margataun transkulgeva replikatsiooni korral.

Kokkuvétlikult naitavad saadud andmed, et PG jaDRi2plikonidele iseloomulik
madal VLP-de saagis ja trans paikneva markergeeni ekspressioon on mojutatudvsisy
defektistin trans paikneva RNA (Helperl, H-SG-luc vdi H-SG-enh-lueplikatsioonis ja
transkriptsioonis. Samas omavad RDD ja PG mutakdichalbinud vBimet akumuleerida
rakkudes taispikka replikoni RNA-d. Seega on antodtantide véimetus toota VLP-sid
tingitud nii replikonide RNA-de kui ka viiruse skiwursete valkude madalast

kontsentratsioonist rakkudes.
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2.3.7. SFV4ARR, SFV4-RDD ja SFV4-PG viiruste moju peremeesraku

metabolismile

Selleks, et teha kindlaks, kas RDD ja PG mutatst® poolt pdhjustatud
mittetsitotoksiline fenotllp ilmneb ka taispika S#ifuse kontekstis, uuriti esmalt viiruse
genoomse RNA-ga elektroporeeritud rakkudes toimuwatigusinteesi metaboolset
margistamist kasutades. Ka selles anallilsis voletiskmise grupi” esindajaka\RR
mutatsiooni kandev konstrukt. Katse tulemustesin(i® 13A) vdib naha, et nii wt SFV4 kui
ka SFV4ARR Kkaituvad sarnaselt SFV1-d1EGFP ja SFARR-d1EGFP konstruktidele
(joonis 8) — nende konstruktidega transfekteeritakkudes blokeeritakse rakuspetsiifiline
translatsioon 24. tunniks peale elektroporatsioBamuti on mdlema katse korral (joonised 8
ja 13A) margata, et viiruse struktuurseid valkets@sitakse\RR mutatsiooniga konstruktide
korral kauem kui wt konstruktide puhul. Lisaksiledt RDD v6i PG mutatsioone sisaldavate
viiruste genoomide rakkudesse transfekteeriminé t@asa samasuguse efekti nagu samade
mutatsioonidega replikonide transfekteerimine -usgletsiifilise translatsiooni mahasurumist
ei toimu ja viiruse struktuurseid valke toodetakédiselt madalamal tasemel kui SFV4 voi
SFV4-ARR RNA-dega transfekteeritud rakkudes.

Jargnevalt anallusiti, kas ka SFV4-RDD ja SFV4sifaistega nakatatud rakkudes ei
toimu rakuspetsiifilise translatsiooni inhibeerimiSelleks koguti viiruse genoomse RNA-ga
transfekteeritud rakkudelt 72 h peale elektropavats soddet, sdotmes olev viirus titreeriti
ning uusi BHK-21 rakke nakatati saadud rekombiretetsirionidega MOI 1 tingimustes.
Analoogiliselt eelmise katsega viidi labi rakkudesinteesitavate valkude metaboolne
margistamine. Selle katse tulemused on esitatudigeb13B, millelt vGib naha, et wt ning
ARR mutatsiooni kandvate viirustega nakatatud rakkutbimuv valgustnteesi profiil on
sarnane vastavate replikonide ning viiruse genoamignsfekteeritud rakkude omale.
Erinevalt infektsiooniliste RNA-dega transfekteedt rakkudest toimus RDD ja PG
mutatsioone kandvate viirustega nakatades samukuspetsiifilise translatsiooni
mahasurumine (seda eriti j6uliselt SFV4-PG puhul).

Lihtsaim seda naivat vastuolu seletav hlpotees eymevalt replikonidest on
infektsioonilised viirused vdimelised produktiiveelakatama uusi rakke ja tootma seal uusi
infektsioonilisi virione. Kuna SFV RNA replikatsiao viib 1abi ilma proofreading
funktsioonita viiruse ensuum, siis vOib infektsidm® viiruse paljundamisel vaga kergesti
aset leida genoomi sisse viidud mutatsioonidelenatud vastu-selektsiooni tulemusena

punktmutatsioonide reverteerumine ja/vli komp#msrsete mutatsioonide tekkimine. See
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Joonis 13. Viiruse genoomiga elektroporeeritud ningviirustega nakatatud
rakkude metaboolne margistamine BHK-21 rakke inkubeeriti 28 °C juures ja margista
%S-metioniini ja *S-tsisteiiniga erinevatel ajapunktidel peale etgddratsiooni voi
nakatamist. Margistatud rakud lldsiti, valgud latiutSDS-poltakriadlamiidgeelis, mis
kuivatati ja eksponeeriti rontgenfilmile. Naidatwh viiruse kapsiidivalgu (C)p-aktiini,
viiruse glukoproteiinide E1 ja E2 ning viiruse #tuurse poluproteiini protsessingu
vaheproduktide (p62 + 6K + E1; p62) eeldatavad alsaé. Negatiivse kontrollina (neg) on
kasutatud BHK-21 rakke, mis olid tuhi-elektroporaet v8i -nakatatudA) SFV4 (,wt"),
SFV4ARR (,LARRY), SFV4-RDD (,RDD") ja SFV4-PG (,PG") RNA-ga tresfekteeritud
rakkude metaboolne margistamine. Metaboolseks stargiseks kasutatud rakkudelt koguti
sO00de ja maarati sootmes oleva viiruse tii®y. BHK-21 rakke nakatati joonise A osas
kirjeldatud viirustega MOI 1 tingimustes ning seeldanaluisiti rakkudes slnteesitavaid
valke metaboolse méargistamisega.
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voiks olla ka pohjuseks, miks SFV4-RDD ning SFV4-R{ustega nakatatud rakkude
valgusunteesi profiil erineb SFV4-RDD ja SFV4-PG Rbega elektroporeeritud rakkude
valgusiinteesi  profiillist. Sellepéarast oli &aarmisebluline vélja selgitada, kas
infektsioonilistesse DNA-desse sisse viidud mutaisid on sailinud ka moodustunud
rekombinantsete viiruste genoomides. Selle kinngaks eraldati SFV4-RDD ja SFV4-PG
viiruste virionidest RNA, mille peal viidi labi RPCR ja saadud fragmendid, mis vastavad
esialgseid mutatsioone sisaldavatele regioonidelereneeriti. Sekveneerimise tulemuste
pdhjal selgus, et nii RDD kui ka PG viiruse genoswiid sisseviidud mutatsioonid sailinud.

Seega ei olnud fenotlubi muutus pdhjustatud siskel/mutatsioonide reverteerumisest.

2.3.8. Rakku sisenemise tee ei mojuta SFV4-RDD uiise tsutotoksilisust

Teiseks vbBimaluseks, miks SFV4-RDD ning SFV4-PQugiiega nakatatud rakkude
valgusinteesi profiil erineb SFV4-RDD ja SFV4-PG Rbega elektroporeeritud rakkude
valgusinteesi profiilist, voib olla seotud erinetagm viiruse genoomi rakku sisenemise
teedes. Teoreetiliselt on vdimalik, et SFV viri@@ondumine raku pinnale v6i moni virioni
rakku sisenemise etappidest kutsub rakus esil@aaligadade kaskaadi, mille tulemuseks on
rakuspetsiifilise translatsiooni inhibeerimine v&@ellise inhibeerimise soodustamine
koostoimes viiruse teiste tsutotoksilisuse mehimaiisga.

Eristamaks viiruse replikatsioonil tekkivate mutatmide mdju rakku sisenemise tee
poolt avaldatavast mojust, koostati jargnev katkees): BHK-21 rakke elektroporeeriti
pSFV4-RDD plasmiidilt toodetud RNA-ga, rakud kulivebekultuuri tassidele ja inkubeeriti
37 °C juures; peale rakkude kinnitumist koekultuassi pdhjale ning taastumist elektriSokist
nakatati neid UV-inaktiveeritud SFV virionidega; n& tunni moddudes langetati rakkude
inkubeerimise temperatuur 28 °C-ni, mis vdimald&3/&RDD replikatsiooni alustamist.
Kuna SFV4-RDD on temperatuuritundliku fenottitibigaej suuda replitseeruda 37 °C juures,
siis valistati 37 °C juures inkubeerimisega supfeitsiooni blokeerimine ajaks, kui toimus
UV-inaktiveeritud viirusega nakatamine. Lisaks &l initsieeriti antud katses viiruse
elutstkli etappe 0diges jarjekorras: esmalt toimusiteraktsioonid virioni ja rakupinna
retseptorite vahel, siis virioni sisenemine rakkagnalles seejarel kaivitati viruse RNA
replikatsioon.

Elektroporeeritud ja UV-inaktiveeritud viirusega kasatud rakkude metaboolne
margistamine (joonis 14) néaitas, et SFV4-RDD RNAajektroporeeritud ja seejarel UV-

inaktiveeritud viirusega nakatatud rakkudes toinwalgusinteesi profiil ei erine oluliselt
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SFV4-RDD RNA-ga elektroporeeritud rakkude transteisi profiilist (joonis 13A, joonis
14). Mdlemal juhul ei ole tadheldatav peremeesrallgusinteesi blokeerimist, mis on
iseloomulik SFV4-RDD viirusega nakatatud rakkudghenis 13B). Sellest voib jareldada, et
tdenaoliselt ei pohjusta SFV4-RDD viiruse tsutotlitsfenotttpi virioni seondumine raku
pinnale. Samas ei saa kindel olla, et kasutatugekskeem imiteerib taielikult infektsioonil
toimuvaid sindmusi ja tsutotoksilise efekti puudnenvdib olla seotud nende erinevustega.
Vottes arvesse koiki Ulal toodud tulemusi, on siiklogilisem oletada, et tsitotoksilise
fenotltbi taastekkimine SFV4-RDD ja SFV4-PG viieuspuhul on seotud viiruse
replikatsiooni ja struktuursete valkude ekspressioodimendavate kompensatoorsete
mutatsioonide tekkimisega viiruse genoomis. Sellgénoomide aktiivsem replikatsioon ja
struktuursete valkude slntees annab piisava sklehktkise eelise, et need viirused

saavutaksid korge tiitri ja pohjustaksid muutugiuge fenotubis.
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Joonis 14. UV-kiiritatud viirusega ,nakatamise® mdju SFV4-RDD RNA-ga
transfekteeritud BHK-21 rakkudes toimuvale translatsioonile. BHK-21 rakud
elektroporeeriti SFV4-RDD RNA-ga ja inkubeeriti 3T juures. 3 h peale transfektsiooni
nakatati elektroporeeritud rakke UV-inaktiveerittidusega. 5 h peale transfektsiooni alustati
rakkude inkubeerimist 28 °C juures. Soovitud ajdigel (4 h, 24 h, 72 h vdi 120 h peale
elektroporatsiooni) margistati rakus siinteesitavalfjud **S-metioniini ja**S-tsiisteiiniga.
Margistatud rakud ladsiti ning valgud lahutati Sp&8uakrutlamiidgeelis, mis kuivatati ja
eksponeeriti rontgenfilmile. Naidatud on viiruse pkadivalgu (C), B-aktiini, viiruse
glukoproteiinide E1 ja E2 ning viiruse struktuungsellproteiini protsessingu vaheprodukti
p62 eeldatavad asukohad. Negatiivse kontrolling)(ma kasutatud BHK-21 rakke, mis olid
tuhi-elektroporeeritud ja nakatamata. ,UV-I-nak“t&hi-elektroporeeritud ja seejarel UV-
inaktiveeritud viirusega nakatatud rakud. ,por‘ M3FRDD RNA-ga elektroporeeritud ja
nakatamata rakud. ,por + UV-I-nak® — SFV4-RDD RNA-glektroporeeritud ning UV-
inaktiveeritud viirusega nakatatud rakud.

54



2.4. Arutelu

SFV mittetsitotoksilisuse pdhjuseid on uuritud kakaid vahese eduga. On hasti
teada, et tsutotoksilisuse tekitamisel on viiruatkwdest kdige olulisem nsP2 valk (Pegti
al., 2000; Lundstromet al, 2001 (A), ning viited selles; Lundstromt al, 2001 (B);
Lundstrom et al, 2003) ning et umbes 50 % rakus olevast nsP2uvélggusest on
transporditud tuuma (Rikkonen, 1996). Seetottu tetatud, et nsP2 valk vdib just raku
tuumas paiknevate rakupoolsete faktoritega intemlides pdhjustada raku makromolekulide
stinteesi blokeerimise ja/vdi apoptootiliste sigalkaivitamise. Kaesoleva uurimustoo
Uheks eesmargiks oli analtisida mdju, mida avagi¥ nsP2 valgu tuumne lokalisatsioon
viiruse ja replikonide replitseerumisele ning veeuindutseeritud tsutotoksilistele efektidele.
Selleks uuriti mitmeid erinevaid NLS-mutante. Kusalgus, et mitmed konstrueeritud
mutantidest olid kas repliteerumisvdimetud voi temgpuuritundliku fenotilbiga, siis
sooritati katsed 28 °C juures. Nagu eelkatsetemtiateoli, lokaliseerub enamiku nende
mutantide nsP2 valgust raku tsutoplasmasse, ag@ABR) mutatsioon muudab nsP2 valgu
lokalisatsiooni peamiselt tuumseks (sama efekt gid2nvalgu rakusisesele lokalisatsioonile
ka PG mutatsioonil; vaata illustratsioone lisastSlget6ttu oli voimalik kontrollida, kas nsP2
valgu tuuma lokaliseerumisel on efekt viiruse jalike@ni fenotttbile.

Kui nsP2 valgu tuumne lokalisatsioon oleks SFVtadhkid tsttotoksilisuse ainsaks voi
peamiseks pdhjuseks, siis peaksid RDR, DRRR, RDD ja DDD mutandid, mille nsP2 valk
lokaliseerub raku tsttoplasmasse, olema koik msiitetoksilise fenottitibiga ja PG nindRR
mutandid, mille nsP2 valk lokaliseerub peaaegu likaikk raku tuuma, vOimendatud
tsutotoksilisusega. Tulemustest selgus aga, et Muntide fenotildbid 28 °C juures on
grupeeritavad sootuks replikoni introdutseeritudatsioonide arvu jargi. Uhe mutatsiooniga
replikonid (RRD, RDR jaARR mutatsioonidega) on suhteliselt sarnased wikiagle — nad
tagavad korgetasemelise markervalgu ning viirussfigste valkude ja RNA tootmise,
pdhjustavad peremeesraku translatsiooni blokeegijaiperemeesraku surma. Wt replikonist
eristab neid mutante ainult kdigi eelpool nimetapudtsesside aeglasem toimumine. Kaksik-
mutandid (DDR ja AAR mutatsioonidega replikonid) toodavad viirus-sigidisi ja
markervalku ligikaudu sama edukalt kui RRD, RDR\RR mutatsioonidega replikonid, kuid

omavad vahenenud tsitotoksilisusega fenotttpi. Eslkaksik-mutant, RDD, omab uuritud
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elujoulistest mutantidest kdige madalama tsitotisksiega fenotlilpi ja sarnaneb PG
mutandile, kuna mdlemaid iseloomustab vaga madalsé RNA- ja VLP-tootlikkus.
Eelkatsetest oli teada, et Uks doktor Inga Sarpodlt konstrueeritud kolmik-mutant AAA
(kolme arginiinijgagi deletsioon) on elujduetu. Kékevast t66st selgus, et samuti muudab
teine kolmik-mutant, DDD, SFV replikoni vGimetuksplitseeruma ka 28 °C juures ja et vaid
juhuslikud p66rd- voi kompensatoorsed mutatsioosudidavad DDD mutatsiooni moju
tasakaalustada.

Seega ei esine mingit otsest korrelatsiooni SF\likep tsutotoksiliste omaduste ja
nsP2 valgu rakusisese lokalisatsiooni vahel, kogselge, et nsP2 NLS jarjestus on viirusele
vaga oluline, tdendoliselt naiteks viiruse repl#ianktsioneerimisel. Selle véite kaudseks
tbestuseks on mitmete SFV nsP2 valgu NLS-mutantigenperatuuritundlik voi
replitseerumisvéimetu fenotttp. Mutatsioonide poglbhjustatud temperatuuritundlik
fenotltp lubab oletada, et vastavad NLS-mutatsibmdivad muuta replikaasi kompleksi
koospusimise ebastabiilsemaks. Seetdttu ei suudenkal mutandid funktsioneerida 37 °C
juures, samas kui madalam temperatuur (28 °C) lisalkude kompleksile stabiilsust.
Mutantsete replikaaside ebastabiilsuse hipoteestabelka seda, miks iga jargneva
mutatsiooni  introdutseerimine  NLS  jarjestusse p$ian  veelgi madalama
infektsioonilisusega replikonide tekke — iga jargmeutatsioon héirib replikaaside stabiilsust
(valgukomplekside koospusimist) veelgi. Teoreadltis on ebastabiilsed
replikatsioonikompleksid eriti ebaefektiivsad trans RNA paljundamisel, kuna vastava
funktsiooni taitmiseks peaksid replikatsioonikonksliel pisima koos pikemat aega voi
suutma peale lagunemist uuesti assambleeruda,hatdia trans asuvat RNA-d, mis voib
rakus paikneda suhteliselt kaugel mittestruktuersetalkude stnteesi kohast. Selle
hipoteesiga on kooskdlas tulemus, et RDD ja PG tsiatmidega replikonid, mille vdéime
akumuleerida rakkudes viiruse RNA-d on hairitud, esiti ebaefektiivsedn trans paikneva
RNA paljundamises.

Lisaks sellele on oletatud, et alfaviiruste nsPRwaroteaasi domeeni C-terminaalne
aladomeen osaleb viiruse RNA sidumisel viiruseikaplsi poolt (Russet al, 2006). Kuna
NLS signaal ja PG mutatsioon paiknevad just sedleslomeenis, siis on voimalik, et nii
NLS-mutatsioonide kui ka PG mutatsiooni mdju vigueplikaasile on nsP2 valgu ja RNA-
matriitsi interakteerumise hairimine. Kuna SFV nsRfyju NLS koosneb pdhiliselt positiivse
laenguga aminohappejaékidest, siis on ta seet@&@kshkandidaadiks negatiivse laenguga
RNA sidumisel. Ka selle hipoteesiga Uhildub tulemets mutantsete SFV replikonide

infektsioonilisus ja elujdulisus on seotud NLS gétusse sisse viidud mutatsioonide arvuga,
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kuna on loogiline oletada, et mida rohkem mutatseomtrodutseerida NLS jarjestusse, seda
halvema RNA-sidumise voimega nsP2 valk oleks. Teégmiuvaarne on ka see, et VEEV
nsP2 valgu proteaasi domeeni kristallstruktuurij@ldwnoib oletada, et SFV nsP2 valgu NLS
ja PG mutatsiooni asukoht paiknevad valgus ruusiiligiksteisele vaga lahedal ning
kuuluvad mélemad valgu pinnale eksponeeritud ,pi@drénglise keeles: ,turn“) koosseisu,
mis kinnitab oletusi, et antud aminohappejdagid/adiosaleda kas viiruse RNA voi teiste
replikaasi komponentidega interakteerumisel. PGatsigoni asukoha olulisust nsP2 valgu
koosseisus kinnitab fakt, et vastav proliin on \dlfaste seas vaga konserveerunud.
Huvipakkuv on aga tulemus, et SFV kaks kaksik-muitanRDD ja DDR on Uksteisest
suhteliselt erinevad (RDD mutant evib tunduvalt alachat tsitotoksilisust ja VLP-
tootlikkuse vbimet; joonised 6 ja 9). Erinevateasliruste nsP2 valgu jarjestuste vordlemisest
(Russo et al, 2006) on ndha, et RRR motiivi esimene aminohaiabejpole eriti
konserveerunud, kuid kahes viimases positsiooninph peaaegu alati positiivse laenguga
aminohappejaék (lusiin voi arginiin), mistottu v@brata, et RRR motiivi esimene positsioon
pole nsP2 valgu funtsioneerimiseks nii oluline kaks viimast. Téendaoliselt seetbttu erineb
RDD mutant, milles on muteeritud just kaks ,olutis#“ aminohappejaaki, wt SFV
replikonist rohkem, kui DDR mutant, milles on muiaed Uks ,mitteoluline”
aminohappejaak ja tks ,olulisem” aminohappejaak.

Mutantsete nsP2 valkude defekt replikaasi koosseiib olla pdhjustatud ka nsP2
valgu proteaasse aktiivsuse hairitusest, mis muutiggevalt ka replikaasi moodustumist ning
sellega koos ka RNA siinteesimise vOimet. VEEV nsRidgu proteaasse domeeni
kristallstruktuuri kohaselt on see kill suhteliseltatbenaoline, kuna SFV NLS jarjestuse ja
PG mutatsiooni asukohtadele vastavad aminohappejpadnevad VEEV nsP2 valgu korral
nsP2 proteaasse aktiivsuse eest vastutavatesbtgapsi substraati siduvatest aminohapetest
suhteliselt kaugel. Sellegipoolest on vdimalik, weritud mutandid moéjutavad SFV nsP2
valgu proteaasseid omadusi.

RDD ja PG mutantide puhul stinteesitakse taispighk@ni RNA suhtes palju rohkem
subgenoomset RNA-d kui wt replikoni korral. Téenselk on ka see nahtus pdhjustatud nsP2
valgu muutunud omadustest. On valja pakutud teponile kohaselt nsP2 reguleerib 26S
RNA transkriptsiooni (Suopanket al, 1998) olles subgenoomsele promooterile seonduv
faktor. K&esolevas t00s toodud tulemused lubavethdd, et tanu nsP2 muutunud omadustele
voivad RDD ja PG mutatsioonidega replikaasid sedadtalvemini replikoni genoomi

negatiivse polaarsusega koopia 3’ otsale (replilggmioomi promooter) kui subgenoomsele
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promooterile. See seletaks nende mutantide omadostesida taispika replikoni RNA suhtes
palju rohkem subgenoomset RNA-d kui wt replikoni.

Kokkuvatlikult voib Gelda, et pole selge, millisteehhanismide hairimine pdhjustab
NLS-mutantide ja PG mutatsiooniga replikaaside w&hed vOime paljundada viiruse
RNA-d. Seejuures on vdimalik, et NLS-mutantide {a fPutandi puhul vdivad pdhjused olla
ka erinevad: PG mutandi puhul v8ib probleemiks alisteks liiga suure koguse nsP2 valgu
lokaliseerumine tuuma, mistottu ei jatku tsttoplasmiisavalt nsP2 valku replikaaside jaoks.
Sellest lahtuvalt oleks kéesoleva uurimustod hukkpeaaks jatkuks kasitletud mutantide
replikaaside stabiilsuse analtitisimine ning mutaatesP2 valkude RNA-sidumise vdime

uurimine ja proteaasse aktiivsuse kvantifitseeranin

Kéesolevast uurimustoost voib teha ka mitmeid sietwuritud mutantide
tsutotoksilisust mdjutavate omaduste kohta. Esit@ksitati seost SFV mutantide (RDD ja
PG) vahetsutotoksilise fenottubi (joonised 8 jarfg viruse RNA madalatasemelise
akumuleerumise vdime vahel (joonised 11A ja 11B)damon varem Kkirjeldatud ka
kirjanduses (Froloet al, 1999; Sawicket al, 2006). Siit v8ib jareldada, et iheks pdhjuseks
mittetsutotoksiliste SFV replikonide fenotttbi takksel on madalatasemeline viiruse RNA
kontsentratsioon rakkudes, tadnu millele ei kaiaitBKR-It |&Ahtuvat rada, mistdttu omakorda
ei blokeerita ka raku valgustinteesi ja ei kaivitap@ptootilisi signaale. On selge, et RDD ja
PG mutantide puhul see nii peab olema, sest nend@ntidega nakatatud rakkudes
translatsiooni mahasurumist (ja seega ka PKR akto@ni) ei toimu. Kuna aga on néidatud,
et PKR-It l&htuv rada ei ole alfaviirustega nakadatakkudes ainus ja isegi mitte peamine
(Gorchakovet al, 2004, Ventoset al., 2006), siis peab osa mittetsutotoksilisuse pohgusei
peituma ka muijal.

Uheks vBimaluseks on SFV méne mittestruktuursewsfiimetus mingi tsiitoplasmas
paikneva rakupoolse faktoriga interakteeruda, rttistOei kaivitata tsitotoksilisusega
kulmineeruvaid signaale. See omakorda vOiks olfaitild mittestruktuursete valkude
madalast kontsentratsioonist rakkudes, mutants2 walgu muutunud konformatsioonist voi
PG mutandi puhul ka nsP2 valgu peamiselt tuumssagtlisatsioonist. Mittetstitotoksiliste
RDD ja PG mutatsioonidega replikonide korral toimébnaoliselt vorreldes wt replikoniga
aeglasem viiruse mittestruktuursete valkude sintesg vastavaid valke kodeerivate viiruse
genoomsete RNA-de kontsentratsioon on rakus mad&lainwt replikonidega nakatatud
rakkudes. Kuna aga raku translatsiooni blokeerimest toimu, on vdimaldatud ka

pikemaaegsem mittestruktuursete valkude ekspresseer. Vahemalt 24. tunniks peale
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transfektsiooni jduab nende mutantide korral mittéduursete valkude kontsentratsioon
rakus wt replikoniga transfekteeritud rakkudes al&ontsentratsiooniga sarnasele tasemele
(joonis 7D). Seega ei ole mittetsutotoksilise féxibi tekitajaks madal viirus-spetsiifiliste
mittestruktuursete valkude hulk rakus. On aga véknat mutantse, mittetsttotoksilist
fenotltpi pbhjustava nsP2 valgu vdime interakte@manmakupoolsete faktoritega (naiteks
ribosoomi valkudega) on vdrreldes wt nsP2-ga mwduvalgu uue konformatsiooni ja/voi
asendatud aminohappejadkide keemiliste omadugdte &itjanduses on naidatud, et VEEV
nsP2 valk interakteerub ribosoomi valgu RpS6-gar(tdomeryet al, 2006), mis on oluline
apoptootilise valgusiinteesi mahasurumise tekitdniigaeshell et al, 2004, ja viited selles;
Holcik ja Sonenberg, 2005, ja viited selles). Eddisp t60 kaigus oleks huvitav uurida, kas
ka SFV nsP2 valk moodustab sama interaktsioonagadntud t66s uuritud mutantsetel nsP2
valkudel on selle interaktsiooni moodustamises psud

On huvipakkuv markida, et kuna korgest mittestruktete valkude
kontsentratsioonist hoolimata ei toimu PG ja RDDtantide korral rakkudes olulist viiruse
RNA akumuleerumist, siis leiab kaudset kinnitudpeel puistitatud hipotees, et nsP2 valgu

NLS-mutandid ja PG mutant pdhjustavad viiruse kgalsi funktsioonide hairimist.

Kuna eelkatsetest oli teada, et RDD mutatsioonggdikon toodab madalal tasemel
VLP-sid, siis oli kdesoleva t60 Uheks eesmargiks & VLP-tootlikkust mojutavate
faktorite vdalja selgitamine. K&esolevas uurimustoksnitati RDD ja avastati PG
mutatsioonidega replikonide halbunud VLP-tootmiSéne ning leiti, et sellel fenomenil on
mitu pohjust. Esiteks, RDD ja PG mutatsioonidegglikenide vdime toota rakkudes
replikonide genoomset RNA-d on hairitud ja seet@&@twle viruse RNA rakkudes piisavas
kontsentratsioonis, et seda efektiivselt VLP-depakkida. Teiseks, nende mutatsioonide
korral paljundatakse ja transkibeeritakse trans asuvat helper-RNA-d palju madalama
efektiivsusega kui wt replikoni korral. Kolmandal&fV translatsiooniline enhaanser avaldab
nende mutantide puhul temale jargnevate valkudéesgih negatiivset moju. Kuna VLP-de
tootmise katses oli struktuurseid valke kodeeriv ARKHelperl) transfekteeritud rakku
replikoni RNA-st eraldi molekulina ja kuna kapsudlku kodeeriva jarjestuse alguses asub
translatsiooniline enhaanser, on loogiline, et RRIPG mutatsioonidega replikonide korral
on rakusisene struktuursete valkude kontsentratsigiga madal ja VLP moodustumine
seetdttu vaga keeruline.

Madal VLP-tootlikkus teeb SFV replikonidega tt6tamikeeruliseks, kuna suure

hulga rakkude nakatamine muutub peaaegu vdéimatdieparast sooviti teada saada, kas
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mittetsitotoksilist fenotllpi tagavate mutatsio@nidntrodutseerimine taispika viiruse
genoomi poOhjustab mittetsutotoksiliste viirustekiek kuna viirust on lintsam paljundada.
Selle katse tulemused nditasid aga, et juba esiméitese pdlvkond pohjustab
peremeesrakkude translatsiooni blokeerimise (jod3B). Selle néhtuse pdhjused jaavad
monevorra ebaselgeks, aga vOib arvata, et tegemst iimselt kompensatoorsete
mutatsioonide kogunemisega Vviiruste genoomi. Seeloogiline, kuna me véalistasime
struktuursete valkude ekspresioonist ja viirusendamisest tulenevad efektid. RNA-
genoomsete viiruste genoomidesse kiiresti kuhjuwaditsioonid on tldpiline nahtus, kuna
RNA-s6ltuv  RNA-polimeraas onproofreading aktiivsuseta. Kui RDD vdi PG
mutatsioonidega viiruste genoomi tekivad juhuslikwhutatsioonid, mis vodimaldavad
kérgematasemelist RNA replikatsiooni ja struktutesealkude sinteesi, siis saavutab see
uudne viirus kiiresti Ulekaalu originaalse viirusahtes. Vdib arvata, et kompensatoorsed
mutatsioonid tekivad vaid vahestes rakkudes ja OHeetpole viiruste genoomidega
transfekteeritud rakkudes translatsiooni blokeaimi(ja kdrgematasemelist viiruse
struktuursete valkude tootmist) metaboolse méangista meetodil mérgata. Vabanenud
virionidest sisaldab tdendoliselt suhteliselt sulmlk kompensatoorseid mutatsioone
sisaldavaid genoome ja seetdttu voib selle viistskiga nakatatud uutes rakkudes taheldada
tsutotoksilisema efekti olemasolu. Markimisvaarne, et PG mutatsiooniga SFV-le
analoogiline Sindbise viiruse mutant SIN/G viirus makatatud rakkudele mittetsitotoksiline
(Frolov et al, 1999). P&hjuseks, miks SIN/G viirusel ei teki kmensatoorseid mutatsioone,
mis tema fenotldpi nii drastiliselt mojutaks kui \BFRDD ja SFV4-PG mutandid, on
tdenaoliselt originaalse SIN/G viiruse piisavalteldfivne replikatsioon ja struktuursete
valkude tootmine, mistbttu potentsiaalsed kompemsaed mutatsioonid ei tooks nii suurt
eelist kui SFV4-RDD ja -PG viiruste korral.

Publitseeritud kirjanduses puuduvad viited sellge,varem oleks taheldatud SFV
mittetsutotoksiliste mutantide mdju rakutstiklileealgi enam, on eraldatud SFV mutantseid
replikone, mis tagasid BHK-21 rakkudes persistems$ektsiooni rakkude jagunemisvdime
sailimisega (Perret al, 2000). Kaesoleva uurimust66 tulemustest (joofisvbib aga néha,
et sarnaselt wt SFV replikonile pdhjustavad ka etsiitotoksilised RDD ja PG mutatsioone
sisaldavad replikonid rakutsukli kaldumist G1/G@dasuunas. Tulemus on loogiline, kuna
just G1/G0 faasis toimub enamus raku valgusintegsseega vbimaldavad selles rakutsukli
etapis olevad rakud koige kiiremat viiruse paljursmSiiski on intrigeeriv, et tlimadala

tsutotoksilisusega RDD ja PG replikonid sellist tuéh pdhjustavad ja erinevad selle omaduse

60



poolest Ulalmainitud persistentset infektsiooniateagest mittetstitotoksilistest SFV replikoni
mutantidest. On tdhelepanuvaarne, et ka persistemi$ektsiooni tagavad mutatsioonid
kaardistati nsP2 valku kodeerivasse regiooni, n&ndes vaid viie aminohappejaagi

kaugusele PG mutatsiooni asukohast.

Kaesoleva uurimusttd Uheks huvipakkuvaks tulemussk$G mutandi mitmete
erineva pikkusega spontaansete deletsioonide fldsed¢irimine nakatatud rakkudest eraldatud
viiruse RNA-s. Sellised deletsioonid paiknesid tlegti 3’ otsa lahedal (skeem on kujutatud
joonisel 12). Osade selliste deletsioonide puhud atemaldatud viiruse replikonile
mittevajalikud jarjestused, kuid lllataval kombélrhavad mitmed nendest deletsioonidest ka
nsP4 valku kodeeriva ala 16ppu ning Uhtlasi ka RpbAimeraasse aktiivsuse eest vastutavat
GDD motiivi. Seetbttu on selge, et sellistelt RNAHdsiinteesitavad SFV mittestruktuursed
valgud ei saa kaituda funktsionaalse replikaasiigead RNA-d saavad paljuneda vaid siis, kui
neid replitseeribn transterviklik replikaas voi peavad nendelt toodetaveplikaasid selleks
.laenama“ nsP4 valgu samas rakus stnteesitavatelklikelt replikaasidelt (juhul, kui rakus
leidub ka replikone, mille nsP4 valku kodeeriv osa ole deleteerunud). Kuna PG
mutatsiooniga replikaasid@ trans aktiivsus on hairunud, siis on tdéenaolisem ,laeisafh
mehhanism. Seega kujutavad sellised replikonid gndiefektseid interfereeruvaid genoome.
Uudsed replikonid, mille deletsioonid hélmavad vai@ mittetransleeritava ala
replikatsiooniks mittevajalikke jarjestusi, repdityuvad aga rakkudes tdendoliselt iseseisvalt,
kuna replikaasi kodeeriv ala on neil terviklik. Sa&mvdib oletada, et need replikonid
paljunevad algsest SFV-PG replikonist kiiremininkuneed on ,mittevajaliku” regiooni vorra
luhemad. Kirjanduses on kirjeldatud vahese tsumlisksega SFV2C mutant, mille
mutatsioon asub SFV-PG mutatsioonile vaga laheday mille puhul taheldati samuti
Northern blotanaltsil replikonist veidi kiiremini migreeruva@NA-tlubist tekkivat signaali
(Perri et al, 2000). Tden&oliselt tekivad ka selle mutandi putakkudes spontaansed
deletsioonid. Kuidas pdhjustavad PG ja 2C mutatstbdRNA deletsioonide teket, jaéb

esialgu selgusetuks.
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Kokkuvote

Semliki Forest viirus (SFV) kuulub juba pikemat aegnimuuritud mudelviiruste
hulka, seda eelkdige oma lihtsuse ja kdrge biowswittdttu. Kuna SFV nakatab vaga
erinevaid rakutilpe, on temal baseeruvaid vektored@malik kasutada transgeeni
efektiivseks ekspresseerimiseks erinevates pereakd@sles naiteks geeniteraapias voi
SFV-I pbhinevate konstruktide kasutamisel geensiakt kandjatena. Sdltuvalt soovitud
eesmargist vOib negatiivseks kiljeks olla nii SRM ka tema replikonide poolt p&hjustatud
raku metabolismi mahasurumine ning apoptoosi véirowsi esilekutsumine. Kuigi SFV
infektsiooni kohta on tanapéevaks juba Upris pdbada, on siiski mitmed SFV ja
peremeesraku interaktsioone puudutavad kisimusedlsuaaral ebaselged.

Kirjanduses on naidatud seost SFV mittestruktuwagu nsP2 ja tsitotoksilisuse
tekitamise vahel. Uhtlasi on teada, et nsP2 valdpisiliseerub ligikaudu 50 % tuuma,
mistottu on oletatud, et SFV poolt pohjustatud dgiksilisus voib olla tingitud nsP2 valgu
interaktsioonidest tuumas asuvate rakupoolsetefitdga. Seetbttu oli kdesoleva uurimust66
Uheks eesmargiks uurida SFV poolt peremeesrakupigiatud tsitotoksilise efekti seost
viiruse mittestruktuurse valgu nsP2 rakusiseseligkigiooniga. Selleks sooritati katsed SFV
mutantsete replikonide ja viirustega, mis omasid tatsioone nsP2 valgu
tuumalokalisatisioonisignaali jarjestuses ja miisP2 valgu rakusisene lokalisatisoon oli
tunduvalt erinev metsik-tiupi nsP2 lokalisatsiognikirjeldamaks nende konstruktide
fenotltpe. Kuna eelkatsetest oli teada, et Ghekoaplvdime toota viiruslaadseid partikleid
(VLP-sid) oli hairitud, sooviti kindlaks teha ka llee ndhtuse pdhjused. Kuna mitmed
uuritavatest replikonidest omasid temperatuuritikidl fenottitipi, sooritati katsed 28 °C
juures. Katsetes kasutati mittetsutotoksilise kepli ja viiruse kontrollina PG mutatsiooniga
konstrukte, mis olid disainitud Sindbise viirusetetsttotoksilise SIN/G mutandi jargi.

Uurimust66 kaigus saadud tulemused naitasid, ehedtkonstrueeritud mutantsetest
replikonidest (PG, RDD, DDR jAAR mutatsioonidega) omavad erineval mé&aral vahenenud
tsutotoksilisusega fenotliitipe ning et tks (DDD nsimainiga) ei ole véimeline replitseeruma
ka 28 °C juures. Mingit seost nsP2 valgu rakusisesalisatsiooni ja tsiitotoksilisuse vahel
aga ei taheldatud. Kuna vaga mitmed nsP2 valgu dilakalisatsioonisignaali mutantidest

osutusid kas replitseerumisvdimetuteks voi omasithperatuuritundlikku fenotttpi, voib
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oletada, et antud signaalile vastav valgu motiiv t@enéoliselt oluline nsP2 valgu
funktsioneerimiseks viiruse replikaasi koosseis{mudselt tbestab seda oletust ka vastavate
RNA-de madal replikatsioonitase.

Huvitaval kombel ei taheldatud mittetsitotoksilisteutantide mittestruktuursete
valkude madalamat ekspressiooni vorreldes metsigitiieplikoniga. Samuti leiti, et ka
mittetsutotoksilised SFV replikonid tekitavad peesaraku rakutsikli nihkumist G1/GO faasi
suunas metsik-tltpi replikoniga sarnasel tasemekv&tu naidati aga, et vahenenud
tsutotoksilisus korreleerub positiivselt madalataskse viiruse RNA akumuleerumise ja
vahenenud VLP-de tootlikkusega. Tdené&oliselt onbihald VLP-de tootmine tingitud
replikoni genoomide madalast kontsentratsiooniskkudes ja struktuursete valkude
madalatasemelisest ekspressioonist, kuna mutandid, ei suru maha rakuspetsiifilist
translatsiooni, ekspresseeriviadransrakku viidud RNA-del paiknevaid geene vaga madalal
tasemel. Samuti avaldab SFV translatsiooniline anber raku valgustinteesi toimimise
korral temale jargnevate geenide transleerimiset@tivset moju.

Katsetest selgus veel, et mittetsutotoksilisuse¢ e&stutavate mutatsioonide viimisel
viiruse genoomi saadakse transfekteeritud rakkuydbest esimeses pdlvkonnas tsitotoksiliste
omadustega viirused. See fenomen on tdendoliselitud viiruse genoomi Kkiiresti
kogunevatest kompensatoorsetest mutatsioonidestaastavad metsik-tilpi SFV-ga sarnase
fenotilbi. Meie andmed lubavad oletada, et sellstgatsioonide kiiret kogunemist ja
selektsiooni tingib originaalset mutatsiooni sisaigte RNA-de madal replikatsioonitase

ja/voi struktuursete valkude ekspresseerimist.
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Phenotypes of Semliki Forest Virus Mutants Harbournqg

Mutations in the Nuclear Localization Signal of the Non-

structural Protein NsP?2

Kristi Tamm

Summary

Semliki Forest virus (SFV, genus Alphavirus), iseoof the most thoroughly
investigated viruses, mainly due to its simpliatyd a high bio-safety level. SFV can infect
very many different cell types; therefore the vestbased on SFV can be used for efficient
expression of a transgene in different host cglesy a property useful for example for gene
therapy or vaccine development. Depending on th&rete goal, the drawbacks of the
alphavirus-based vectors can be the blocking dincetabolism and induction of apoptosis or
necrosis. Although much is known about the lifeleyof SFV, the molecular bases of the
interactions between the virus and the host ceilia to be mostly uncovered.

It has been shown in the literature that the vi@i-structural protein nsP2 is involved
in the causation of the cytotoxic effects. Additdly, it is known that approximately 50 % of
the nsP2 protein is localized in the cell nuclddae to this, it has been proposed that the
cytotoxic phenotype of SFV may be caused by intemas between nsP2 and some nuclear
factors of the cell. Therefore, one of the aimshi study was to investigate the connection
between the nuclear localization of nsP2 and cytoteffect caused by SFV. To achieve this,
the experiments were made to characterize the pyme® of mutant SFV and SFV-based
replicons which contained mutations in the nucleaalization signal (NLS) of the nsP2
protein and possessed cellular distribution of ndR2 was significantly different from the
wild type nsP2. Since it was also known from pratiany results that at least one mutant
replicon had an impaired ability to produce virikelparticles (VLP-s), one of the aims of
this study was also to discover the reasons bethiisdphenomenon. The experiments were
made at 28 °C, because many mutants analyzed smwibik had a temperature sensitive
phenotype. SFV PG mutant, which was constructedrdowy to the Sindbis virus mutant

SIN/G, was used as a control of the noncytotoxpicen and virus.
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The results of this study revealed, that many hougant replicons (with PG, RDD,
DDR andAAR mutations) have phenotypes with decreased cytitgpxand that one (with
DDD mutation) is not capable of replication ever2&t’C. At the same time, no correlation
between the intracellular localization of the ns&® replicon-inflicted cytotoxicity was
observed. However, it can still be concluded frdm tesults obtained in this study, that the
NLS sequence of the nsP2 is most probably impoftarthe correct functioning of the nsP2
as a subunit of the viral replicase complex, beeanany NLS-mutants had a replication-
impaired or temperature sensitive phenotype. Thmothesis is indirectly confirmed by the
low replication rate of the corresponding RNA-s.

Curiously, in the case of the noncytotoxic replisono decrease in the level of the
expression of the non-structural proteins compdcethat of the wild type replicon was
observed. It was also found that even the noncytot8FV replicons cause the shift of the
host cell cycle towards G1/G0 phase similarly t® wild type replicon. Nevertheless, a clear
correlation between decreased cytotoxicity and inedaability to replicate viral RNA and
produce VLP-s was found. The latter effect is mastbably caused by low levels of the
replicon RNA and viral structural proteins insidhe infected cells.

It was also found that if the mutations respormsiol the noncytotoxic phenotype of
the SFV replicons were introduced into the virahg@mes, viruses with cytotoxic properties
were produced. This phenomenon is probably causedhb compensatory mutations
accumulating in the viral genomes which regendraewild type-like phenotype of the virus.
Our results indicate that the gathering of thesapensatory mutations is most likely caused
by the low level of RNA replication and defectstie expression of structural proteins by the

original mutant virus.
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Kasutatud internetilehekiiljed

MFOLD (3.1.2) programm:
http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/mfoidgde.html

T-testi programm: http://graphpad.com/quickcalesftt.cfm
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Lisa 1

Lisa 1. T60s kasutatud mutantsete nsP2 valkude loksatsioon rakus. BHK-21
rakke nakatati SFV4 (joonisel “wt”), SFV4-RRD, SFRDR, SFV4-DDR, SFVARR,
SFV4-AAR, SFV4-RDD, SFV4-PG ja SFV4-DDD viirusega MOI hdgimustes. Rakke
inkubeeriti 28 °C juures 8h, peale mida rakud fikge ja permeabiliseeriti.
Immunofluorestsentsanallitsiks inkubeeriti rake ng?@u vastase antikehaga ja sekundaarse
antikehaga, mis oli konjugeeritid FITC-ga. Pildid tehtud k&esoleva t60 autori ja doktor
Inga Sarandi koost66s (avaldamata andmed).
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Lisa 2 (jarg)
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Lisa 2. T66s kasutatud prototltp-plasmiidide kaardd. Kaardid on konstrueeritud
programmiga “Clone Manager Professional Suite ver8i’ (“Sci Ed Software”).
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