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INFOLEHT

Chikungunya viiruse trans-replikaasi siisteemi optimeerimine Aag2 ja C6/36 rakkudes

ning Chikungunya viiruse ja Semliki Forest viiruse replikaaside vordlus U20S rakkudes

Hele-Liis Aavasalu

Chikungunya viirus on iiheahelalise RNA genoomiga alfaviirus, mis levib inimesele Aedes
aegypti ja Aedes albopictus liiki sddskede kaudu. Alfaviiruste mittestruktuursete valkude

uurimiseks imetajarakkudes kasutatakse trans-replikaasi siisteemi.

Kéesolevas t60s oli eesméark kohaldada Chikungunya viiruse trans-replikatsiooni slisteemi
putukarakkudes kasutamiseks ja vorrelda alfaviiruse replikaaside voimet replitseerida sama

ning erineva alfaviiruse matriitse inimeserakkudes.
Mirksonad: alfaviirus, Chikungunya viirus, frans-replikaasi siisteem, sddserakud

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Optimisation of Chikungunya virus trans-replication system for Aag2 and C6/36 cells

and comparison of Chikungunya and Semliki Forest virus replicases in U20S cells.

Hele-Liis Aavasalu

Chikungunya virus is a single-stranded RNA alphavirus transmitted to humans by Aedes
aegypti and Aedes albopictus mosquitoes. Trans-replication system has been previously used

to study alphavirus non-structural proteins in mammalian cells.

The aim of this study was to adapt the frans-replication system to mosquito cells and to
compare the ability of alphavirus replicases to express templates of the same or of a different

alphavirus in human cells.
Keywords: alphavirus, Chikungunya virus, trans-replication system, mosquito cells

CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology



SISUKORD

INFOLEHT ...ttt et b e st e b e e m e s e e r e e ann e e nne e 2
SISUKORD ...ttt sttt ettt b e s b bt et e s he e e mbe e e be e e nbeenbeeanbeesbneanneens 3
KASUTATUD LUHENDID........cocoiiiieieieeieeteie et essae e essests e s s st esenssessesssnnes 5
SISSEJUHATUS ..ottt ettt ettt b s bt e bt e s ae e e sbe e s bt e e beesaneebeesnneenneens 6
1. KIRJANDUSE ULEVAADE .......ccooiiiieieiiiieeciee ettt 7
Lol ATAVIITUSEA ..ottt sttt e e e 7

1.2, ChiKUNGUNYA VIITUS ...eeviiiiiieiii et 7

1.3, CHIKYV ZENOOM ....coiiiiiiiiiiic i 8

1.4.  CHIKYV mittestruktuursed valgud ...........ccoooiiiiiiiiiiiiic e 10

L L. DSP L 10

L2, N8P 11

L. 3. DS P 3 11

L4, NSPA s 12

1.5.  CHIKYV struktuursed valgud...........cccoooiiiiiiiiiiiiii 12
1.5.1. KapsudivalK .....ccoiiiiiiiiicee e 12

0 O O = B = T T = TP TUR 13

L1200 K JATE oot 13

1.2, EIUtSUKKEL.....cooiiiiiie e 14

1.3.  Chikungunya viiruse putukveKtorid ..........ccooviiiiiiiiciee e 14

1.4, Trans-replikaasi SUSTEEIM .........cuevviiiiiiiiiiic i 15

2. EKSPERIMENTAALOSA ... .ottt ettt ee e 17
2.1, TOO €ESMATZIA ....eciveeeieiieieiee e 17

2.2. Materjalid ja metoOdiKa .........ccoeiiiiiiiiiiii 18
2.2.1.  Rakuliinid ja SOGtME ......ccevviiiiiiiiiiiiiiie e 18

2.2.2. KONSHUKLIA cvveiiiiiiieiiie et 18

2.2.3.  Rakkude transfekteerimine ............cccooveiuieiieiiieiii e 22

2.2.4.  Gaussia ja jaanimardika lutsiferaasi ekspressiooni modtmine........................ 23

2.2.5. WESLEIT DIOt ... 23

2.3, TUIEIMUSEA ...ttt 25
2.3.1. Replikaaside ekspressioon rakkudes...........ccoceiiiiiiiiiiiniiciceee 25

2.3.2. Erinevate CHIKYV trans-replikaasi slisteemi replikaaside ja matriitside vordlus
SAASEIAKKUALS ....veiiiiitie e 26

2.3.3.  SFV, CHIKYV ECSA ja Car replikaaside vordlus U20S rakkudes.................. 29

24, ATULCIU. ..o 29



KOKKUVOTE ..ottt ettt sttt en ettt s s st st an e 31
SUMMOARY ....oovttiitiieieesteteses et sastese s ses st asesa st as s tas s st ssssest s s st et enassan s e et snsstasnsssensseasneesensnenns 32
TANUSONAD ...oooviiieeectetete ettt s ettt es ettt es sttt st et e s s s st s te st esensnsetesasannes 34
KIRJANDUSE LOETELU......c.coiiiiiiistieeiesieestessiss s isse s ies s senss s sessssesessssssssssssssssnssessnens 35
LIHTLITSENTS .....oouiietieietetesesestes s ieseesesasss s st sss st ess st st s s essse s s ssssasssssnsassnsensassnsnsnsans 42



KASUTATUD LUHENDID

Car — CHIKYV Kariibi mere tiivi (Caribbean strain)

cDNA — komplementaarne DNA (complementary DNA)

CHIKYV — Chikungunya viirus (Chikungunya virus)

CMV - tsiitomegaloviirus (Cytomegalovirus)

CSE — konserveerunud jérjestuselement (conserved sequence element)

ECSA — CHIKV Ida/Kesk/Ldouna-Aafrika tiivi (East/Central/South African strain)
EEEV — Ida hobuseliste entsefaliidi viirus (Eastern Equine Encephalitis virus)
ER — endoplasmaatiline retitkulum

FCS — veise loote seerum (fetal calf serum)

Fluc — jaanimardika lutsiferaas (firefly luciferase)

Gluc — Gaussia lutsiferaas (Gaussia luciferase)

HRP — médardika peroksiidaas (horseradish peroxidase)

LAR II — lutsiferaasi testi reagent Il (Luciferase Assay Reagent II)

nsP — mittestruktuurne valk (nonstructural protein)

ORF — avatud lugemisraam (open reading frame)

PBS — fosfaatpuhverdatud soolalahus (phosphate buffered saline)

PLB — passiivne liiiisipuhver (passive lysis buffer)

RLU - suhtelised valgusiihikud (relative light units)

SAV — 1oheliste alfaviirus (Salmonide Alphavirus)

SFV — Semliki Forest viirus (Semliki Forest virus)

TPB — triiptoos-fosfaat-puljong (tryptose phosphate broth)

UTR — mittetransleeritav ala (untranslated region)

VEEV — Venetsueela hobuseliste entsefaliidi viirus (Venezuelan Equine Encephalitis virus)

WT — metsiktiiiipi, looduses esinev (wild type)



SISSEJUHATUS

Alfaviirused on viikesed RNA genoomiga arboviirused. Neil on mitmeid erinevaid

peremeesorganisme, paljud neist nakatavad ka inimesi.

Chikungunya viirus (CHIKV) on sdédskede vahendusel leviv alfaviirus, mis pdhjustab
palavikku, 166vet ja liigesepdletikku. Viimaste aastate jooksul on Chikungunya pohjustanud
tosiseid haiguspuhanguid India ookeani saartel ja suurendanud oma levikuala Mandri-
Ameerikasse ning Kariibi mere piirkonda. Laialdasele levikule vaatamata pole CHIKV vastu
siiani vaktsiini ega spetsiifilist ravimit. Sellepdrast on vdga oluline viirusspetsiifiliste

protsesside pohjalikum uurimine.

CHIKYV genoom kodeerib kuut struktuurset ja nelja mittestruktuurset valku. CHIKV
mittestruktuursed valgud moodustavad replikatsiooni kompleksi, viivad lébi viiruspetsiifilisi
protsesse ning osalevad raku immuunvastuse tekkimisel ja maha surumisel. Struktuursed

valgud on vajalikud viirusosakese kokku panemiseks ja rakku sisenemiseks.

Alfaviiruste, seal hulgas CHIKV, mittestruktuursete valkude uurimiseks on vilja todtatud

trans-replikatsiooni siisteem. Siiani on seda kasutatud viiruse uurimiseks imetajarakkudes.

Selle t66 eesmark oli optimeerida CHIKYV frans-replikatsiooni siisteemi putukarakkudes
kasutamiseks, leida putukarakkudes (Aag2 ja C6/36) kasutamiseks kdige paremini sobivad
matriitsid ja replikaasid ning vorrelda SFV-I (Semliki Forest viirus, Semliki Forest virus) ja
CHIKV-I1 pohinevate replikaaside voimet replitseerida rakus samal ning erineval alfaviirusel

pOhinevaid matriitse.

Kiesoleva tod eksperimentaalne osa teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Alfaviirused

Alfaviirused on arboviirused, mis kuuluvad sugukonda Togaviridae (Strauss ja Strauss, 1994).
Enamik alfaviirustest kasutab levikuvektorina sdiski, kuid leidub ka erandeid, nditeks kalalt-
kalale leviv 10heliste alfaviirus (Salmonide Alphavirus, SAV) (Kongtorp et al., 2010) ning
Eilat viirus, mis nakatab ainult putukarakke (Nasar et al., 2012). Alfaviirused jaotatakse
levikuala jirgi Vana ja Uue Maailma viirusteks. Vana Maailma viirused (nditeks Ross River,
Barmah Forest, Mayaro, O'nyong-nyong, Semliki Forest, Chikungunya ja Sindbis viirus)
pOhjustavad artriiti, artralgiat ja palavikku, Uue Maailma viirused (nditeks Venetsueela
hobuseliste entsefaliidi viirus (Venezuelan Equine Encephalitis virus, VEEV) ja Ida
hobuseliste entsefaliidi viirus (Eastern Equine Encephalitis virus, EEEV)) entsefaliiti (Powers

et al., 2001; Strauss ja Strauss, 1994).

1.2. Chikungunya viirus

Chikungunya viirus avastati 1953. aastal Tansaaniast. Chikungunya nimi tuleb Bantu keelest
ja tdhendab ,,koverasse tdmbama“ (fo bend up) (Robinson, 1955). CHIKYV, nagu enamik
alfaviirustest levib oma selgroogsetele peremeestele, kelle hulka kuulub ka inimene, sdéskede
vahendusel. Stimptomid avalduvad tavaliselt umbes 3 pédeva peale sddsehammustust, enamasti
tekib korge palavik, peavalu, 166ve, liigesevalu ning -pdletik. Monel juhul voivad
liigeseprobleemid piisida kuid vai aastaid (Powers ja Logue, 2007). Umbes 3% — 28%
CHIKYV infektsioonidest on asiimptomaatilised (Van Bortel ef al., 2014). Erandlikel juhtudel
voib viirus pohjustada entsefaliiti, hepatiiti, meningiiti ja miiokardiiti ning monikord 16ppeda

isegi patsiendi surmaga (Economopoulou et al., 2009).

CHIKYV vastu ei ole vaktsiini ega spetsiifilist ravimit. Ravi on siimptomaatiline ja keskendub
palaviku ja valu vihendamisele ning vedelikupuuduse tekkimise véltimisele (Powers ja

Logue, 2007).

Enne 2006. aastat levis CHIKV Aafrikas ja Aasias. 2006. aastal leidis La Reunioni saarel aset

laiaulatuslik Chikungunya epideemia. Nakatusid ka mitmed sinna reisinud turistid, kes viisid
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kodumaale naastes kaasa ka viiruse. Niiiidseks on CHIKV levinud Kariibi mere piirkonda ja

Ameerika mandrile (Powers, 2015).

CHIKYV koosneb ikosaeedrilisest nukleokapsiidist, mis on timbritsetud peremeesraku
plasmamembraanist parineva membraaniga. Virionid on 60 — 70 nm suurused. Nukleokapsiid
koosneb viiruse RNA-st, mis on seondunud 240 kapsiidivalgu koopiaga. Kapsiidivalgud on
omakorda seotud membraanis asetseva viiruse gliitkoproteiinivalkude E1 ja E2 dimeeride

trimeeridega moodustades osakese pinnale 80 ogataolist struktuuri. (Strauss ja Strauss, 1994)

CHIKYV genoom on positiivse polaarsusega iiheahelaline RNA, see tihendab, et viirusvalke
transleeritakse otse genoomselt RNA-It. Genoom sisaldab kahte lugemisraami, polii(A) saba
ning 5’ cap-struktuuri (Strauss ja Strauss, 1994). CHIK V-1 on kolm peamist genotiilipi:
Léadne-Aafrika, Ida/Kesk/Louna-Aafrika (East/Central/South African, ECSA) ja Aasia
genotiilip (Volk et al., 2010).

1.3. CHIKY genoom

Chikungunya viiruse genoom koosneb u 12000-¢ aluspaari pikkusest positiivse polaarsusega
RNA-st, millel on 3 polii(A) saba ja 5’ cap-struktuur. Genoom sisaldab kahte avatud
lugemisraami (open reading frame, ORF): 5’ otsa pool asuv regioon (umbes kaks
kolmandikku genoomist) kodeerib viiruse mittestruktuurseid valke (nsP1-4), sellele jirgneb
subgenoomne promootor ja struktuurseid valke kodeeriv ala (Strauss ja Strauss, 1994) (Joonis

1.

SG promootor
5' UTR 3' UTR
Cap—_ nsP2 nsP3 nsP4 C E3 E2 6k poli(A)

—
TF

Esimene lugemisraam Teine lugemisraam

Joonis 1. CHIKYV genoom. Genoom sisaldab kahe lugemisraami, polii(A) saba ja cap-
struktuuri. Esimene lugemisraam kodeerib viiruse mittestruktuurseid valke (nsP, nonstructural
protein) ja teine struktuurseid valke. 5’ ja 3’ UTR tdhistavad genoomi mittetransleeritavaid
alasid; SG on subgenoomne promootor.



Alfaviirustel on neli konserveerunud jérjestuselementi (conserved structural element, CSE):
e 5’ mittetransleeritav regioon (5’ untranslating region, 5’ UTR),

e vihemalt 11-12 adeniinijéégist koosnev polii(A) saba ning sellele vahetult eelnev 3’

UTRI piirkond ,

e csimese lugemisraami alguses asuv replikatsiooni soodustav element (replication

enhancing element),
e subgenoomne promootor.

57 UTR-is asub stem-loop struktuur, mis on oluline negatiivse ahela siinteesil (Frolov et al.,
2001). Ka sellega komplementaarne jdrjestus negatiivse ahela 3 osas moodustab
sekundaarstruktuuri ning arvatavasti osaleb genoomse RNA siinteesil (Frolov et al., 2001;

Niesterst ja Strauss, 1990).

5’UTR jérjestuse ldhedal, esimest mittestruktuurset valku kodeerivas regioonis, asub veel

kahest stem-loop’ist koosnev transkriptsiooni soodustav element (Niesters ja Strauss, 1990).

Polii(A) saba ning sellele eelnev 3> UTR-1 jarjestus on samuti vajalikud RNA negatiivse ahela
stinteesi algatamiseks (Hardy ja Rice, 2005). 3° UTR piirkond sisaldab mitmeid otseseid
kordusjéarjestusi (direct repeats)(Pfeffer et al., 1998) ja stem-loop struktuure, mille abil see
seondub rakkudes olevate valkudega soodustades viiruse replikatsiooni (Hardy ja Rice, 2005).
3’UTR on eriti oluline viiruse kohastumisel putukarakkudes paljunemiseks (Chen et al.,

2013b).

Polii(A) osaleb ka RNA stabiilsuse tagamisel ja efektiivsel mittestruktuursete valkude
stinteesil (Hardy ja Rice, 2005). Replikatsiooni kéigus siinteesitakse 3’ polii(A)-1t negatiivse
ahela 5’ otsa polii(U) jérjestus (Sawicki ja Gomatos, 1976).

Subgenoomne promootor asub kahe lugemisraami vahelises mittetransleerivas alas. Sellelt

algab mittestruktuursete valkude stintees (Strauss ja Strauss, 1994).

CHIKYV virioni kokkupanemiseks vajalik pakkimissignaal asub nsP2 valgu jarjestuses (Rupp
etal.,2015).



1.4. CHIKY mittestruktuursed valgud

CHIKV-I1 on neli mittestruktuurset valku (non-structural proteins, nsP), mis transleeritakse
otse genoomselt RNA-It liitvalguna P1234, mida Idigatakse peale silinteesi 10ppu ja selle
kdigus. Liitvalgu 16ikamine on viiruse poolt rangelt kontrollitud ning mangib olulist rolli

immuunvastuse kujunemisel ja viiruse elutsiikli reguleerimisel (Strauss ja Strauss, 1994).

Monedel alfaviirustel, nditeks Ross River viirusel, VEEV-il ja EEEV-il, asub nsP3 ja nsP4
vahel stoppkoodon, selle tulemusel siinteesitakse kahte liitvalku: P123-e ja ka vdiksemal
hulgal P1234-e (Rupp et al., 2015). CHIKV-I esineb nii stoppkoodoniga kui stoppkoodonita
vorme. Voimalik, et stoppkoodoni olemasolu suurendab replikatsiooni efektiivsust (Chen et

al., 2013a).

Mittestruktuursetest valkudest koosnevat liitvalku 16ikav proteaasidomeen asub nsP2-s
(Vasiljeva et al., 2003). Esimesena 16igatakse lahti nsP4 ning moodustub P123-nsP4
kompleks, mis siinteesib viiruse negatiivseid ahelaid. Seejérel toimub nsP1 lahti 16ikamine ja
eraldatakse ka nsP2 ja nsP3. Lahti 18igatud nsP valkude kompleks liilitub timber positiivsete
ahelate ning subgenoomse RNA siinteesile (Lemm et al., 1994; Sawicki ja Sawicki, 1980;

Shirako ja Strauss, 1994).

14.1. nsP1

nsP1-1 on metiiiil- ja guanoliitiltransferaasne aktiivsus ja ta kataliitisib cap-struktuuri lisamist
viiruse genoomsetele ja subgenoomsetele RNA-dele . Protsessis osaleb ka nsP2, mis
eemaldab RNA 5’ otsas olevalt trifosfaadilt iihe fosfaatgrupi, et voimaldada 7-metiiilGMP
lisamist (Karpe et al., 2011; Vasiljeva et al., 2000). Erinevalt teistest cap’i siinteesivatest
stisteemidest lisab nsP1 7-metiiiilgrupi GTP-le enne selle sidumist RNA-ga (Ahola ja

Kadridinen, 1995).

nsP1 ankurdab nsP valkudest koosneva replikatsioonikompleksi plasmamembraanile. See
vOimaldab viiruse replikatsiooniks vajalike sfadrulite moodustumist. Membraaniga
seondumine toimub nsP1 keskosas asuva alfaheeliks struktuuri abil (Ahola et al., 1999;
Lampio et al., 2000; Spuul et al., 2007). Sellele lisaks on nsP1 palmitiileeritud, mis tugevdab

veelgi selle interaktsiooni plasmamembraaniga (Laakkonen ef al., 1996).
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1.4.2. nsP2

Nakatunud rakus leidub nsP2-te nii tsiitoplasmas kui ka tuumas (Perénen et al., 1990), kuid
tdpne mehhanism, mille abil see tuuma transporditakse pole selge. nsP2-1 on mitmeid
ensiimaatilisi rolle ning ta osaleb raku immuunvastuse, transkriptsiooni ning translatsiooni

maha surumisel (Rupp et al., 2015).

Nagu eelpool kirjeldatud, omab nsP2 proteaasset aktiivsust. Seda vahendab valgu C-
terminaalses osas olev papaiinilaadse tsiisteiini proteaasi domeen (Pastorino et al., 2008).
Samas regioonis asub inaktiivne Ftsj metiililtransferaasi sarnane domeen, millel puudub
vastava reaktsiooni ldbi viimiseks vajalik aktiivtsenter (Russo et al., 2006). SINV puhul on
ndidatud, et metiiiiltransferaasi domeen vdib osaleda negatiivse ahela siinteesi regulatsioonil

ja tsiitopaatilise efekti tekkimisel (Mayuri ef al., 2008).

nsP2-e N-terminaalsel regioonil on ATPaasne ning trifosfataasne aktiivsus (Pastorino et al.,
2008). Seal asuvad kaks RNA helikaasile iseloomulikku RecA-sarnast domeeni, kuid
helikaasina toimib ainult tdispikk nsP2, valgu C-terminaalne osa on arvatavasti vajalik RNA

sidumiseks (Das et al., 2014).

nsP2 interakteerub erinevate peremeesraku valkudega. Tuumas pdhjustab nsP2 RNA
poliimeraas II-e kataliiiitilise subiihiku Rpb1-e ubikvitiinsdltuvat lagundamist, blokeerides
sellega raku mRNA-de siinteesi (Akhrymuk ef al., 2012). Samuti on néidatud, et alfaviiruste
nsP2 seondub ribosomaalsete valkudega ja voib sellega mojutada translatsiooni (Atasheva et
al., 2007; Montgomery et al., 2006). nsP2 inhibeerib interferoonide poolt indutseeritud JAK-
STAT rada ja pérsib sellega raku immuunvastust (Fros et al., 2010).

1.4.3. nsP3

nsP3 on vajalik RNA siinteesiks, kuid tema tépne roll pole teada (Wang et al., 1994). Valk

sisaldab mitmeid fosforiileerimissaite (Perdnen et al., 1988).

nsP3-e N-terminaalne osa on alfaviirustel tugevalt konserveerunud. See sisaldab
makrodomeeni, mis seob ribonukleiinhappeid ja omab fosfataasset aktiivsust.
Makrodoomeeni omavad ka mitmete teiste organismide valgud (Malet et al., 2009). nsP3-e

keskosas asub alfaviirustele unikaalse koostisega Zn** iooni siduv domeen (Shin et al., 2012).

nsP3-e C-terminaalne osa, hiipervarieeruv domeen, on varieeruva pikkuse ja koostisega ning

sisaldab ilmselt kohastumisi erinevate peremeesorganismidega (Saxton-Shaw et al., 2013).

nsP3 on vdimeline seonduma mitmete peremeesraku valkudega (Frolova et al., 2006), niiteks
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G3PB-dega (Cristea et al., 2006). CHIKV puhul on ndidatud, et selline interaktsioon takistab
stressigraanulite teket (Fros et al., 2012).

1.4.4. nsP4

CHIKYV nsP4 on 611 aminohappejédégi pikkune valk, ta on viiruse RNA soltuv RNA
poliimeraas (RdRp). Selle esimene, umbes 100 aminohappejiigi pikkune 16ik, on omane
alfaviirustele, iilejaanud umbes 500 aminohappejddgi pikkune jarjestus moodustab
poliimeraasidele tiilipilise ,,parema kde* struktuuri. nsP4 suudab tdispikki negatiivseid ahelaid
stinteesida ainult kompleksis teiste mittestruktuursete valkudega (Rubach et al., 2009). nsP4

omab ka polii(A) siinteesiks vajalikku adenoliiiiltransferaaset aktiivsust (Tomar et al., 2006).

1.5. CHIKY struktuursed valgud

CHIKYV struktuursed valgud siinteesitakse subgenoomselt mRNA-It iihtse liitvalguna (Strauss
ja Strauss, 1994). Subgenoomne RNA kodeerib kapsiidivalku, viiruse iimbrisesse kuuluvaid

gliikoproteiine E1 ja E2 ning abivalke E3, 6K ja raaminihke valku TF (Firth et al., 2008).

1.5.1. Kapsiidivalk

Kapsiidivalk koosneb 261 aminohappe jdégist ja selle molekulmass on u 30 kDa (Strauss ja

Strauss, 1994). Valgul on kolm erineva funktsiooniga piirkonda:

e N-terminaalses osas asuv regioon I sisaldab coiled-coil a-helix motiivi, mis on oluline

kapsiidi kokkupanekul (Hong et al., 2006; Perera et al., 2001).

e Regioon II tunneb dra nsP2-s asuva pakkimissignaali ja aitab kapsiidivalgul viiruse

RNA-le seonduda (Weiss et al., 1994).

e Regioon III sisaldab hiidrofoobset taskut membraanis asuva E2 gliikoproteiiniga
seondumiseks (Owen ja Kuhn, 1997) ning autoproteaasse aktiivsusega domeeni, mille

abil kapsiidivalk 16ikab ennast struktuurse poliipeptiidi kiiljest lahti.

Viiruse kapsiidi moodustavad 240 kapsiidivalgu koopiat ja see on T=4 ikosaeedrilise

siimmeetriaga (Strauss ja Strauss, 1994).
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1.11. E1,E2jaE3

Kapsiidi timbritseb plasmamembraanist parinev timbris, mis sisaldab gliikoproteiine E1 ja E2.
Need molemad osalevad viiruse seondumisel ning sisenemisel rakku (Strauss ja Strauss,
1994). Peale nende siinteesitakse veel E3-e, mida valmis viirusosakestes enamasti ei leidu
(Simizu et al., 1984). Pérast kapsiidivalgu lahti 1dikamist viiakse timbrisevalkude poliipeptiid
endoplasmaatilisse retiikulumi (ER), kus see liitub membraaniga. Transpordisignaal asub
PE2-e (E2-E3) N-terminaalses jérjestuses, see jarjestus on vajalik ka E1-E2 trimeeride
moodustumiseks (Lobigs et al., 1990). ER-is Idikavad peremeesraku proteaasid 6K
timbrisevalkude kassetist lahti. Seejdrel liituvad jarele jadnud E1 ja PE2 heterodimeerideks,
mis gliikosiileeritakse ja mis moodustavad alfaviirustele iseloomulikud trimeersed ogad

(Solignat et al., 2009; Strauss ja Strauss, 1994).

E1 ja E2 sisaldavad mdlemad C-terminaalse otsa ldhedal asuvat transmembraanset regiooni ja
on N-gliikostileeritud. E2 on retseptorit siduv valk. Viirusosakeste kokkupanekul on E2
vajalik timbrisevalkude rakusiseseks transpordiks ja digeks kokku pakkimiseks (Strauss ja
Strauss, 1994). E1 on viiruse fusioonvalk. CHIKV siseneb rakku klatriin-sdltuva endotsiitoosi
teel. Endosoomisisene madal pH pdhjustab E1-E2 dimeeri struktuuri muutuse, moodustuvad
E1 trimeerid, viiruse ja endosoomi membraanid {ihinevad ja nukleokapsiid liigub
tstitoplasmasse (Jose et al., 2009; Tomar et al., 2006). E3 ja PE2 stabiliseerivad vastavalt E2-
E1l ja PE2-E1 komplekse ja aitavad véltida E1 enneaegset aktiveerimist viirusosakese
kokkupanemise kdigus. E3 ldigatakse PE2-e kiiljest lahti trans-Golgi siisteemis, aga jadb E2-

ga mittekovalentselt seotuks kuni selle jdudmiseni vdlismembraanile (Uchime et al., 2013).

11.2. 6KjaTF

6K on viike hiidrofoobne valk, mis sisaldab ER transpordi signaali. ER-is 15igatakse see
teiste timbrisevalkude kiiljest lahti, kuid jaab kompleksi PE2-E1-ga (Strauss ja Strauss, 1994).
6K translatsioonil subgenoomselt RNA-It toimub u 10 — 18% tdendosusega raaminihe, mille
tulemusel siinteesitakse TF valk. TF ja 6K osalevad viiruse pungumisel rakust ning virioni
korrektsel moodustumisel, kuid nende tépne tddmehhanism pole veel teada (Firth et al.,

2008).
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1.2. Elutsiikkel

Imetajarakkudes on CHIKYV replikatsioon kiire ja tugeva tsiitopaatilise efektiga, toodetakse
suurel hulgal viiruse valke ja RNA-d, peremehe makromolekulide siintees on inhibeeritud.
Sadskedel pohjustab viirus eluaegse kroonilise nakkuse. Putukarakkudes viirus raku
translatsiooni ja transkriptsiooni ei peata ning viirusele omaseid molekule siinteesitakse

viiksemas koguses (Strauss ja Strauss, 1994).

Kuigi CHIKYV suudab paljuneda nii imetaja- kui putukarakkudes pole tema retseptorid teada
(Her et al., 2009; Solignat et al., 2009). Retseptoriga seondub viiruse E2 gliikoproteiin,
interaktsioonis voib osaleda ka E1. Nagu eelpool kirjeldatud siseneb viirus rakku klatriin-
sOltuva endotsiitoosi teel, endosoomis tekkiva happelise keskkonna mojul vabaneb

nukleokapsiid tsiitoplasmasse (Jose et al., 2009).

Alfaviiruste replikatsioon toimub kahes etapis. Alguses siinteesitakse viiruse RNA-It
negatiivne ahel, millelt seejérel toodetakse suurel hulgal genoomseid ja subgenoomseid RNA-
sid. Negatiivsete ahelate siintees toimub ainult esimese 3-4 tunni jooksul parast raku
nakatumist (Sawicki ja Sawicki, 1980). Replikatsioon toimub tsiitoplasmas rakumembraanist
viélja sopistunud sfadrulites. RNA-d siinteesivad nsP valkudest koosnevad
replikatsioonikompleksid asuvad sfadrulite sisemust tsiitoplasmaga iihendavates avaustes

(Frolova et al., 2010).

Nukleokapsiid pannakse kokku tslitoplasmas. Kapsiidivalgu dimeerid seonduvad genoomse
RNA ning iiksteisega moodustades nukleokapsiidi (Perera ef al., 2001), mis interakteerub
rakumembraanil asuvate E2-E1 valkude trimeeride koosseisus olevate E2 valkudega (Owen ja

Kuhn, 1997). Moodustunud virionid punguvad rakust vélja (Ekstrom et al., 1994).

1.3. Chikungunya viiruse putukvektorid

CHIKV-1 on kaks erinevat levimisviisi: metsa- (enzootic/sylvatic cycle) ja linnatsiikkel (urban
cycle). Metsatsiikkel esineb Aafrikas. Viirust levitavad mitmed erinevad primaatide verest
toituvad lehestikus elavad Aedes ‘e liigid (Diallo ef al., 1999). Need sddsed elavad suuremast

inimasustusest eemal ja pdhjustavad seega enamasti viiksema ulatusega epideemiaid (Powers
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ja Logue, 2007).

Linnatsiiklis tekkivad epideemiad on ulatuslikumad ning neid pohjustavad inimese verest
toituda eelistavad sddsed (Powers ja Logue, 2007). Kuni 2005. aastani oli peamiseks viiruse
levitajaks troopikas ja subtroopikas elav Ae. aegypti. Kuid 2005. aasta La Reunioni saarel
epideemia pohjustanud CHIKYV tiivi kasutas vektorina Ae. albopictust. Sellel tiivel on E1
gliikoproteiinis mutatsioon (E1-A226V mutatsioon), mis parandab tema vdimet Ae.
albopictus’t nakatada ning seal replitseeruda (Tsetsarkin ef al., 2007; Vazeille et al., 2007).
Ae. albopictus’e leviala on laiem kui Ae. aegypti’l ulatudes ka parasvodtmesse. CHIKV Aasia
tiivi on levinud ka Ameerikasse, pdhjustades epideemiaid peamiselt Kariibi mere piirkonnas

ja Louna-Ameerikas (Sahadeo et al., 2017).

Aedes aegypti’l ja Aedes albopictus’el on monevdrra erinevad elutsiiklid. Ae. aegypti elab
ning paljuneb eluasemete vahetus ldheduses ja toitub peamiselt inimeste verest. Ae. aegypti’l
esineb ka metsikus looduses elav alamliik Ae. aegypti formosus, kuid teda ei peeta oluliseks
CHIKYV levitajaks (Diallo et al., 1999). Ae. albopictus leidub nii linnakeskonnas kui ka
asulaid timbritsevates metsastes piirkondades, sellepérast on tema arvukust keerulisem

kontrollida kui Ae. aegypti oma (Her et al., 2009).

1.4. Trans-replikaasi siisteem

Alfaviiruste mittestruktuursed valgud moodustavad viiruse replikatsioonikompleksi, nende
ekspressioon rakus on seotud neid endid kodeeriva RNA replikatsiooniga. See teeb
replikatsiooni efektiivsust vihendavate mutatsioonidega nsP-de uurimise keeruliseks, sest
infektsiooni kdigus sellised mutatsioonid reverteeruvad, pseudoreverteeruvad voi
kompenseeritakse mone muu spontaanselt tekkinud mutatsiooni poolt (Utt et al., 2016).
Nende uurimiseks on loodud frans-replikaasi siisteem, kus mittestruktuurseid valke kodeeriv
cDNA on viidud plasmiidvektorisse peremeesrakule sobiva promootori kontrolli alla. Trans-
replikaasi siisteemis transkribeeritakse nsP-d seega raku enda poolt ning on voimalik uurida
ka replikatsiooni oluliselt mojutavaid mutatsioone (Frolova et al., 2010; Spuul et al., 2011; Utt
et al., 2016). Samuti saab siisteemi abil viirusele omaseid protsesse uurida ohutult,
infektsioonilist viirust kasutamata. Selliseid replikaase kasutatakse rakus viiruse genoomil
pohinevate matriitside ekspresseerimiseks. Nendes on viiruse struktuursete ja mitte-

struktuursete valkude geenid vahetatud mdne hésti detekteeritava markergeeni vastu (Frolova
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et al., 2010; Spuul et al., 2011; Utt et al., 2016).

Alfaviiruste trans-replikaasi siisteemi loomine on viinud mitmete oluliste avastusteni. Nende
abil on ndidatud, et sfadrulite suurus sdltub replitseeritava RNA pikkusest (Kallio et al.,
2013), leitud, et Semliki Forest viiruse (SFV, Semliki Forest virus) replikaas toodab rakulist
paritolu RNA-de baasil interferoonvastust indutseerivaid RNA-sid (Nikonov et al., 2013) ning

uuritud sfadrulite moodustumist rakus (Frolova et al., 2010; Spuul et al., 2011).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesméargid

Viimastel aastatel on Chikungunya viirus oma leviala suurendanud ning pohjustanud tosiseid
epideemiaid Kariibi mere piirkonnas. Seal levib CHIKV Aasia genotiiiip (Sahadeo et al.,
2017). ECSA tiive poolt pohjustatud epideemia La Reunioni saarel pdhjustas tavaparasest
suurema arvu ebatiilipiliselt tdsiste simptomitega Chikungunya juhtumeid (Renault et al.,
2007). Et viltida viiruse edasist levikut ning tootada vilja selle vastased ravimid voi vaktsiin,

tuleks pohjalikumalt uurida CHIKV nakkust nii looma- kui ka putukarakkudes.

CHIKV-d on uuritud vdhem kui SFV-d voi alfaviiruste mudelina kasutatavat Sindbis viirust.
Enamik teadustoid kirjeldavad viirusinfektsiooni loomarakkudes. Chikungunya viirus ei levi
otse inimeselt inimesele vaid vajab iilekandeks nakatunud sdéski. Seetottu on oluline mdista
viiruse elutsiiklit ka putuka organismis.
Trans-replikaasi siisteemi kasutades on tehtud mitmeid olulisi avastusi alfaviiruste poolt
nakatatud loomarakkudes toimuvate bioloogiliste protsesside kohta. Selline siisteem on vélja
tootatud ka CHIKYV jaoks (Utt et al., 2016). CHIKV-1 on kolm erinevat genotiilipi, kaks neist,
ECSA ja Aasia genotiilip, pohjustavad suuri linnalise levikuga epideemiad (Powers ja Logue,
2007). Need genotiiiibid on iiksteisest mOnevdrra erinevad. Néiteks on Aasia genotiiiibiga
CHIKYV omandanud mutatsiooni, mille tulemusel see saab levimiseks kasutada lisaks Ae.
aegypti-le ka Ae. albopictus liigi sddski (Tsetsarkin ef al., 2007; Vazeille et al., 2007). Need
sadsed on evolutsooniliselt iiksteisest vordlemisi kauged, sellepérast on oluline kirjeldada
molemat tlitipi CHIKV nakkusele omaseid protsesse tema molemas peamises putukvektoris.
To66 eesmérgid:

e Optimeerida eelnevalt loomarakkudes kasutatud CHIKV trans-replikaasi siisteemi

putukarakkudes.
e Vorrelda CHIKYV ja SFV replikaaside voimet replitseerida samal ning erineval viirusel

pohinevaid matriitse inimeserakkudes.
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2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Rakuliinid ja s66tmed

To60s kasutati inimese osteosarkoomi rakuliini U20S, Ae. albopictuse rakuliini C6/36 ja Ae.
aegypti rakuliini Aag2. U20S rakke kasvatati IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium)
s00tmes, mis sisaldas 10% FCS-i (fetal calf serum, veise loote seerum). Neid hoiti 37°C-ses
5% CO»-e sisaldusega keskkonnas.

C6/36 ja Aag? kasvatati 28°C-i juures. Kasutati L-15 (Leibovitz’s Medium) s66det, mis
sisaldas 10% inaktiveeritud FCS-i (Life Technologies), 10% TPB-d (tryptose phosphate broth,

triiptoos-fosfaat-puljong) ja 100 U/ml penitsilliini ja 0,1 mg/ml streptomiitsiini.

2.2.2. Konstruktid

To0s kasutati CHIKV trans-replikaasi slisteemi. Koik konstruktid olid inimeserakkudele
optimeeritud koodonkasutusega. Katseid tehti SFV ja CHIKV ECSA ning Aasia genotiitibil
(Car, Caribbean) pohinevate konstruktega (Tabel 1). Car viirus parineb Aasia genotiiiibi
CHIKV-st, mis isoleeriti Kariibi mere piirkonnast. T66 kéigus ekspresseeriti jaanimardika
(Fluc, firefly luciferase) ja Gaussia lutsiferaase (Gluc, Gaussia luciferase) kodeerivaid viiruse
cDNA-I pohinevaid konstrukte (matriitse) rakkudes viiruse mittestruktuurseid valke kodeeriva
konstrukti (replikaas) abil. Ekspressiooni hindamiseks kasutati lutsiferaasi signaali tugevust.
Matriitsides asus Fluc geen esimeses lugemisraamis ja sellele eelnes replikatsiooni
soodustavat elementi sisaldav (Niesters ja Strauss, 1990) viiruse nsP1 valgu algusjérjestus.

Gluc geen oli teises lugemisraamis peale subgenoomset promootorit (Joonis 2).
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Tabel 1. Toos kasutatud konstruktid.

Aag2 ja C6/36 rakkude transfekteerimiseks kasutatud konstruktid

Konstrukti nimi Promootor Viiruse tiivi
ECSA replikaas Ubikvitiini promootor ECSA
Car replikaas Ubikvitiini promootor Car
GAA replikaas Ubikvitiini promootor ECSA
ECSA Ubi matriits Ubikvitiini promootor ECSA
Car Ubi matriits Ubikvitiini promootor Car
ECSA Aae Pol 1 matriits Ae. aegypi RNA poliimeraas | ECSA
I promootor
ECSA Alb Pol 1 matriits Ae. albopictus’e RNA ECSA
poliimeraas I promootor
Car Aae Pol 1 matriits Ae. aegypi RNA poliimeraas | Car
I promootor
Car A/b Pol 1 matriits Ae. albopictus’e RNA Car

poliimeraas I promootor

U20S rakkude transfekteeri

miseks kasutatud konstruktid

Konstrukti nimi Promootor Viiruse tiivi

ECSA replikaas CMYV promootor ECSA

Car replikaas CMYV promootor Car

SFV replikaas CMV promootor SFV

ECSA Pol 1 matriits Inimese RNA poliimeraas I | ECSA
promootor

SFV Pol 1 matriits Inimese RNA poliimeraas I | SFV

promootor
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U20S rakkudes vorreldi SFV, Car ning ECSA replikaase, kdik need omasid
tstitomegaloviiruse (CMV, cytomegalovirus) promootorit (Joonis 3). U20S rakkude
transfekteerimiseks kasutati CHIKV ECSA ja SFV viirusel pohinevaid matriitse, mis olid

inimese RNA poliimeraas I promootoriga.

MATRITSID

ECSA ja SFV matriitsid

Inimese Poll promootor SG promootor Poll term

| | poli(A) -
5' UTR Fluc Gluc 3' UTR

SFV voi CHIKV ECSA nsP1 algus

REPLIKAASID

ECSA, Car ja SFV repikaasid
CMV promootor Sv40 term

Joonis 2. U20S rakkudes kasutatud matriitsid ja replikaasid. U20S rakke transfekteeriti
inimese RNA poliimeraas I promootoriga ECSA ja SFV matriitsiga. Replikaasid olid
tslitomegaloviiruse promootoriga ning pohinesid CHIKV ECSA voi Aasia genotiiiibil (Car)
voi SFV-I. Matriitsid kodeerisid jaanimardika (Fluc) ja Gaussia lutsiferaase (Gluc). Ubi —
ubikvitiini promootor; CMV — tsiitomegaloviiruse promootor; Pol I — RNA poliimeraas |
promootor; SG — subgenoomne promootor, term — terminaator.

Sadserakkudes kasutatud matriitsid olid kas ubikvitiini, Ae. albopictus’e vO1 Ae aegypi RNA
poliimeraas I promootoriga. RNA poliimeraas I siinteesib rakus ribosomaalseid RNA-sid.
Erinevalt RNA poliimeraas II-st puudub RNA poliimeraas I-e siinteesitud RNA-del cap-
struktuur ning raku ribosoomid neid ei transleeri. See v3iks vihendada ebaspetsiifilist
taustasignaali lutsiferaasi luminestsentsi mootmisel. Erinevaid replikaase oli kolm: ECSA ja
Car tiive replikaas ning inaktiveeritud ECSA tiive replikaas, mille aktiivtsentris oli tavapdrase

Gly-Asp-Asp (GDD) jarjestuse asemel Gly-Ala-Ala (GAA) jérjestus. Replikaasid omasid
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ubikvitiini promootorit. Katsetes kasutati tdispikkuses 3’UTR-iga Car matriitisi, ECSA

matriitsi 3’UTR oli loodusliku viiruse omast lithem (Joonis 2).

MATRIITSID

Ubi promootor
>

ECSA ja Car matriitsid

SG promootor

Sv40 term

5' UTR | |

pola(A)
Fluc Gluc | 3'UTR

ECSA véi Car nsP1 algus

Ae. albopictus Poll promootor

-

SG promootor

Poll term

(=]

Fluc Gluc

pola{A)
| 3' UTR

ECSA véi Car nsP1 algus

Ae. aegypti Poll promootor

o

SG promootor

Poll term

[T ]

Fluc Gluc

polia(A)
| 3'UTR

ECSA voi Car nsP1 algus

REPLIKAASID

Ubi promootor

ECSA ja Car replikaasid

Sv40 term

T

nsp2 nspP3

=

Ubi promootor

GAA replikaas

Sv40 term

=

nsp2 nspP3

e

GAA mutatsioon

Joonis 3. Sidserakkudes kasutatud matriitsid ja replikaasid. Sidserakke transfekteeriti
kahe erineva genotiiiibiga matriitsidega: Car ja ECSA. Mdlema genotiiiibiga oli kolm erineva
promootoriga konstrukti. Koik replikaasid olid ubikvitiini promootoriga, kasutati ECSA, Car
ja inaktiveeritud GAA replikaase. Matriitsid kodeerisid jaanimardika (Fluc) ja Gaussia
lutsiferaase (Gluc). Ubi — ubikvitiini promootor; Pol I — RNA poliimeraas I promootor; SG —
subgenoomne promootor, term — terminaator.
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2.2.3. Rakkude transfekteerimine

Western blot analiitisi jaoks transfekteeriti 6-augulistel plaatidel kasvatatud Aag2, C6/36 ja
U20S rakke 2 ng SFV ning CHIKV ECSA ja Car replikaase ekspresseerivate plasmiididega.

Lutsiferaasi aktiivsuse modtmiseks kasvatati eelpool nimetatud rakuliine 12-augulistel
plaatidel ning need transfekteeriti matriitsi (ECSA voi Car tiivi, ubikvitiini voi RNA
poliimeraas I promootriga) ja replikaasi (ECSA, Car v4i inaktiveeritud replikaas) kodeerivate
plasmiididega voi ainult matriitsi plasmiidiga. Transfekteerimiseks kasutati Lipofectamine

LTX (Invitrogen) reagente.

Lutsiferaasi mootmiseks sddserakkudes voeti lihe transfektsiooni kohta iga plasmiidi 0,5 pg,.
60 pl-le Opti-MEM-ile (vdhendatud seerumisisaldusega sodde, reduced serum media) lisati
ainult matriitsi vO1 matriitsi ja replikaasi plasmiidid ning 1 pl Plus reagenti 1 pg-i DNA kohta.
Sellele lisati Opti-MEM-i (60 pl) ja Lipofectamine LTX-i (2,8 ul) segu ning lasti 5 minutit
seista. Rakkudelt eemaldati vana s6ode ja lisati 800 ml L-15 s66det. DNA ja reagentide segu
tilgutati rakkudele. 4 tundi hiljem reagente sisaldav s66de eemaldati ning asendati uue L-15

sootmega.

Lutsiferaasi mootmiseks U20S rakkudes voeti iga plasmiidi 1 pg. 60 pl-le Opti-MEM-ile
lisati ainult matriitsi voi matriitsi ja replikaasi plasmiidid ning 1 pl Plus reagenti 1 pg-i DNA
kohta. Sellele lisati Opti-MEM-i (60 pl) ja Lipofectamine LTX-1 (3,5 ul) segu ning lasti 5
minutit seista. Rakkudelt eemaldati vana sodde ja lisati 800 pl-t IMDM soddet. DNA ja

reagentide segu tilgutati rakkudele.

Western blot analiilisi jaoks transfekteeriti rakke 2 ug DNA-ga. Aag2 ja C6/36 rakkude puhul
lisati 150 pl-le Opti-MEM-ile 2 pg replikaasi plasmiidi ning 2 pl Plus reagenti. See segati
Opti-MEM-i (150 pl) ja Lipofectamine LTX-1 (7 pl) seguga ning lasti 5 minutit seista.
Rakkudelt eemaldati vana sd6de ja lisati 2 ml L-15 s66det. DNA ja reagentide segu tilgutati
rakkudele. 4 tundi hiljem reagente sisaldav so6de eemaldati ning asendati puhta L-15

s00tmega

U20S rakkudega transfekteerimiseks Western blot’i jaoks lisati 150 pl-le Opti-MEM-ile 2 pg
replikaasi plasmiidi ning 2,5 pul Plus reagenti. See segati Opti-MEM-i (150 pl) ja

Lipofectamine LTX-1 (9 pl) seguga ning lasti 5 minutit seista. Rakkudelt eemaldati vana
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sO6dde ja lisati 2 ml IMDM soddet. DNA ja reagentide segu tilgutati rakkudele.

Aag? ja C6/36 rakud liiiisiti 48 tundi pérast transfektsiooni, U20S rakud 18 tundi péarast

transfektsiooni.

2.2.4. Gaussia ja jaanimardika lutsiferaasi ekspressiooni mootmine

Gaussia ja jaanimardika lutsiferaaside aktiivsus moddeti Dual Luciferase Reporter Assay
system’i (Promega) abil GlowMax SIS luminomeetriga. 12-augulistel plaatidel kasvatatud ja
transfekteeritud rakud pesti 500 pl-i PBS-iga (phosphate buffered saline, fosfaatpuhverdatud
soolalahus), seejdrel pipeteeriti rakkudele 250 pl-t 1x PLB-d (passive lysis buffer). U20S
rakud lGusiti 18 tundi pérast transfekteerimist, Aag2 ja C6/36 rakud 48 tundi pérast
transfekteerimist. PLB-ga plaate hoiti 15 minutit loksutil ning lusaat suspendeeriti Uhtlaseks.
Jaanimardika lutsiferaasi (Fluc) signaali mddtmiseks segati 4 ul proovi 20 ul Dual Luciferase
Reporter Assay system’i LAR II (lutsiferaasi testi reagent 11, Luciferase Assay Reagent II)
reagendiga, Gaussia lutsiferaasi (Gluc) mootmiseks lisati 20 pul 1x Stop and Glo reagenti
(Dual Luciferase Reporter Assay system). Lutsiferaasi luminestsentsi mootmisel saadud

tulemuste edasiseks tootlemiseks kasutati Microsoft Excel programmi.

2.2.5. Western blot

Viiruse replikaasi nsP1 valgu ekspressiooni kontrollimiseks rakkudes kasutati Western blot
meetodit. 6-augulistel plaatidel kasvatatud ja transfekteeritud rakud lLiitisiti 50 pl-s 1x
Laemmli lutsipuhvris (50 mM Tris-HCI pH 6,8, 100 MM DTT, 2% SDS, 10% gl{tserool,
0.02% broomfenoolsinine). U20S rakud ludsiti 18 tundi parast transfekteerimist, Aag2 ja
C6/36 rakud 48 tundi parast transfekteerimist. Lusaate kuumutati valkude denatureerimiseks
10 minutit 100°C juures. 15 ul igast proovist kanti 10%-le SDS-poliiakriitilamiidgeelile ja
valgud lahutati geelelektroforeesil 1x SDS puhvris (25 mM Tris, 0.25 M gliitsiin, 0.1% SDS,
pH 8.3). Seejérel kanti valgud Trans-Blot Semi-Dry aparaadi (Bio-Rad) abil iile
nitrotselluloosmembraanile (4dmersham, Prototam-ECL). Ulekandel kasutati Semi-dry puhvrit
(48 mM Tris, 39 mM gliitsiin, 0,037% SDS, 20% etanool). Membraanid blokeeriti iile6d 4°C-i
juures 5% l0ssilahuses, mille valmistamiseks kasutati Western blot’1 pesulahust (50 mM

TrisHCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% Tween20). Pérast blokeerimist asetati membraanid
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tiheks tunniks CHIKV v&i SFV nsP1-e vastase primaarse antikehaga segatud 2%-sse
16ssilahusesse. Seejirel pesti neid kolm korda 10 minutit loksutades Western blot’i
pesulahusega. Pérast seda inkubeeriti membraane tund aega HRP-ga (horseradish peroxidase,
midardika peroksiidaas) konjugeeritud sekundaarse antikehaga 2%-s 13ssilahuses.
Membraane pesti peale sekundaarse antikehaga inkubeerimist 3 korda 10 minutit,
tundlikumate reagentide korral 5 korda 5 minutit. Valgud visualiseeriti ECL Western Blotting
Detection Reagents (Amersham) voi tundlikumate SuperSignal West Femto Maximum

Sensitivity Substrate (Thermo Scientific) reagentide abil rontgenfilmil 1 — 5 minutit.

24



2.3. Tulemused

2.3.1. Replikaaside ekspressioon rakkudes

Uurimaks erinevate replikaasikonstruktide ekspressiooni rakus, tehti Western blot analiilis
viiruste (SFV ja CHIKV) anti-nsP1 antikehadega. Tulemuste visualiseerimiseks kasutati £CL
Western Blotting Detection Reagents (Amersham) reagente. Erinevalt loomarakkudest,
pohjustab CHIKV putukarakkudes kroonilise infektsiooni, mis ei sega oluliselt raku enda
elutegevust, seetdttu toodetakse seal viiruse mittestruktuurseid valke palju vdiksemal hulgal
kui loomarakkudes. Joonisel 4 on niha, et nii oli vdimalik vaadelda valgu ekspressiooni ainult

U20S rakkudes. Sellepdrast korrati katset tundlikumate reagentidega.

U20s C6/36 Aag2

ECSA CAR pock ECSA CAR o ECSA CAR  ock

kDa Rep Rep Rep Rep Rep Rep
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40 ——
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Joonis 4. CHIKYV ECSA ja Car replikaaside ekspressioon siiise ja inimese rakkudes.
U208, Aag?2 ja C6/36 rakke transfekteeriti ECSA ja Car replikaasidega, rakud liiiisiti ning
nsP1 valgu ekspressioon visualiseeriti Western blot meetodi abil. Pildil on selgelt ndha nsP1-
le vastav voot nii ECSA kui Car replikaasiga transfekteeritud U20S rakkudes. Aag2 rakkudes
on niha antikeha ebaspetsiifilise seondumise poolt pdhjustatud voot. Mock tidhistab
kontrolliks kasutatud ilma DNA-ta transfektsiooniseguga inkubeeritud rakkude liisaati. Rep —
replikaas.

Tundlikuma kit-1 (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo
Scientific)) abil tulid ndhtavale nsP1-le vastavad voodid ka Aag2 ja C6/36 rakkudes. Jooniselt
5 on niha, et Car replikaasi ekspressioon, eriti putukarakkudes, on oluliselt madalam kui
ECSA ja SFV replikaasi ekspressioon. Aag?2 rakkude puhul pole vastavat vooti iildse néha.
Viga voib olla replikaasi jarjestuses. Voimalik, et t60s kasutaud Car replikaasi jarjestus erineb
loodusliku viiruse omast ning see mojutab selle ekspressiooni putukarakkudes. Seega vajab
eelnimetatud konstrukt tdiendavat t66d.

Replikaasi, nii SFV, Car kui ECSA, ekspressioon on Aag2 rakkudes madalam kui C6/36

25



rakkudes. Tugevam ekspressioon C6/36 rakkudes vdib olla tingitud sellest, et C6/36 rakkudel

on defektne immuunvastus (Brackney et al., 2010).

C6/36 rag2 U205 C6/36 Aag2 U209
ECSA Car ECSA  Car ECSA Car
Vo Mook Y Mock S Mock Mock Mock Mock
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Joonis 5. SFV ja CHIKYV ECSA ning Car replikaaside ekspressioon saise ja inimese
rakkudes. U20S, Aag?2 ja C6/36 rakke transfekteeriti SFV ning CHIKV ECSA ja Car
replikaasidega, rakud liiiisiti ning nsP1 valgu ekspressioon visualiseeriti Western blot meetodi
abil. Rep — replikaas.

2.3.2. Erinevate CHIKY trans-replikaasi siisteemi replikaaside ja matriitside
vordlus saiserakkudes

Trans-replikaasi siisteemi toimimist uuriti sddserakuliinides. Aag? rakuliin on saadud Ae.
aegypti sidskedest ning C6/36 rakuliin on saadud Ae. albopictus sddskedest. Neid
transfekteeriti ubikvitiin voi vastava RNA poliimeraas I promootoriga konstruktide (kasutati
Ae. albopictus ja Ae. aegyti pollimeraas I promootorit) ning Car, ECSA vdi inaktiveeritud
ECSA tiive replikaasikonstruktidega. Inaktiveeritud ECSA konstrukti nsP4 aktiivtsentris on
poliimeraasse aktiivsuse rikkumiseks Gly-Asp-Asp (GDD) jarjestus vahetatud Gly-Ala-Ala
(GAA) jdrjestuse vastu. Jooniselt 6 on ndha, et tulemused olid erinevates katsetes viga
erinevad ja veapiirid tulid kohati suured. Praeguste tulemuste pdhjal tundub, et Aag2 ja C6/36
rakkudes tootasid kdige paremini vastava sddseliigi RNA Pol I promootoriga konstruktid.
Ubikvitiini promootoriga konstrukt ekspresseerus lisna hédsti mdlemas rakuliinis. Car tiilipi
replikaas oli madalama efektiivsusega kui ECSA replikaas. ECSA replikaas suurendas
subgenoomselt promootorilt loetava Gaussia lutsiferaasi ekspressiooni isegi Car matriitsi

puhul rohkem kui Car tiivel pohinev replikaas. Eelpool kirjeldatud Western blot-i analiiiisist
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selgub, et see on ilmselt pdhjustatud Car replikaasi oluliselt vdiksemast hulgast rakkudes. Ka
Car matriitsidelt tulev lutsiferaasi signaal rakkudes on madalam kui vastavatelt ECSA
matriitsidelt tulev signaal. POhjus vaib olla Car matriitsi tdispikkuses 3° UTR. Selles t66s
kasutatud ECSA matriitsi 3’UTR on vastavast looduslikust jarjestusest oluliselt lithem.
Eelnevates uuringutes on selgunud, et pudelikaela efekti tottu on ka ECSA tiive tdispikk 3’
UTR paremini kohastunud nii imetaja kui Ae. aegypti rakkudes paljunemiseks kui Aasia tlive

oma (Chen et al., 2013b).
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Joonis 6. Lutsiferaasi ekspressioon putukarakkudes, ECSA ja Car replikaaside vordlus.
Joonisel on ndidatud Fluc ja Gluc lutsiferaaside aktiivsused replikaasi ning matriitsiga
transfekteeritud rakkudes. Matriitsi ja Car voi ECSA replikaasiga transfekteeritud rakkudes
moddetud lutsiferaasi luminestsents (RLU-des) on jagatud lutsiferaasi luminestsentsiga
(RLU-des) sama matriitsi ja GAA replikaasiga transfekteeritud rakkudes. A — Fluc
(jaanimardika lutsiferaasi) signaal C6/36 rakkudes; B — Gluc (Gaussia lutsiferaasi) signaal
C6/36 rakkudes; C — Fluc signaal Aag2 rakkudes; D — Gluc signaal Aag2 rakkudes. Katset
korrati vihemalt kaks korda. Veapiiridena on kasutatud standardhilvet. Rep — replikaas; Aae
Pol I — Ae. aegypti RNA poliimeraas I promootoriga matriits; Alb Pol I — Ae. albopictuse RNA
poliimeraas I promootoriga matriits; RLU — suhtelised valgusiihikud; Ubi — ubikvitiini
promootoriga matriits; WT — metsik tiiiip (wild type).
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Ubikvitiini promootoriga matriitsid, mida vib transkribeerida ka raku RNA poltmeraas II,
ekspresseerivad rakus Fluc-i ilma replikaasi juuresolekuta korgemal tasemel kui RNA
poliimeraas I promootoriga matriitsid. Jarelikult toimub rakkudes ubikvitiini promootoriga
matriitsidelt mingil méédral Fluc-i siintees ka ilma viiruse replikaasi abita. Poliimeraas I
promootoriga matriitsiga transfekteeritud rakkudes on Fluc-i hulk samal tasemel kui
kontrolliks kasutatud transfekteerimata rakkudes (Joonis 7). Nagu eespool mainitud ei oma
RNA poliimeraas I-e siinteesitud RNA-d cap-struktuuri ja raku ribosoomid neid ei transleeri.
Cap-ga jaanimardika lutsiferaasi RNA-d toodetakse vaid siis kui rakus on ka viiruse
replikaas. Nagu jooniselt 7 ndha, siis RNA Pol I promootoriga matriitsi puhul jaanimardika
lutsiferaasi taustasignaali suurenemist ei toimu. Seega on RNA poliimeraas I promootoriga

maatriitsid katseteks sobivamad.

Huvitaval kombel selgub, et inaktiivne ECSA GAA replikaas suurendab jaanimardika

lutsiferaasi geeni ekspressiooni C6/36 rakkudes (Joonis 7). Pohjus pole selge.

Fluc C6/36
1.00E+06
1.00E+05 | I
1.00E+04

= 1.00E+03
o

1.00E+02
1.00E+01
1.00E+00
ECSA Ubi ECSA Alb Pol | C6/36 rakud
Matriits

B Ainult matriits ECSA GAA Rep ECSA WT Rep

Joonis 7. Jaanimardika (Fluc) lutsiferaasi ekspressioon C6/36 rakkudes, ECSA ning
GAA replikaasi ja matriitsiga ning ainult matriitsiga transfekteeritud rakud. Joonisel on
nédidatud ainult matriitsi ja matriitsi ning GAA replikaasi pohjustatud jaanimardika lutsiferaasi
signaali tous rakkudes, vordluseks on joonisele lisatud lutsiferaasi signaali védrtus matriitsiga
ja ECSA replikaasi transfekteeritud rakkudes ning transfekteerimata rakkudes. Signaali
tugevus on mdddetud suhtelistes valgusiihikutes (RLU, Relative Light Units). Katset korrati
neli korda. Veapiiridena on kasutatud standardhilvet. Rep — replikaas; Alb Pol I — Ae.
albopictuse RNA poliimeraas I promootoriga matriits; Ubi — ubikvitiini promootoriga
matriits; WT — metsik tiitip (wild type).
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2.3.3. SFV, CHIKYV ECSA ja Car replikaaside vordlus U20S rakkudes

U20S rakkudes vorreldi CHIKV-1 ja SFV-I pdhinevate replikaaside vdimet ekspresseerida
SFV ja CHIKV ECSA genotiilibiga matriitse.

U20S rakke transfekteeriti inimese RNA poliimeraas I promootoriga Gluc ja Fluc lutsiferaase
kodeerivate konstruktide ning CMV promootoriga SFV ja CHIKV ECSA ning Car
replikaasidega (Joonis 8). Jooniselt 8 on ndha, et Kariibi mere tiive replikaas (Car) totab
kolmest vorreldud replikaasist kdige halvemini, sellega sai kdige ndrgema lutsiferaasi
signaali. SFV matriitsiga tehtud katsete jaanimardika lutsiferaasi signaali tulemuste
kdikumine on suur, oleks vaja teha tdiendavaid korduskatseid. Kdige suurem jaanimardika
lutsiferaasi aktiivsus saadi molema matriitsi puhul SFV replikaasiga, eriti histi tootas see talle
vastava SFV matriitsiga. Gluc geeni ekspressioonil todtasid SFV ning ECSA replikaasid

kdige paremini sama genotiilibiga matriitsiga.
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Joonis 8. Lutsiferaasi ekspressioon U20S rakkudes. Joonisel on ndidatud lutsiferaasi
aktiivsus replikaasi ning matriitsiga transfekteeritud rakkudes jagatuna aktiivsusega ainult
matriitsiga transfekteeritud rakkudes. Katset korrati kaks korda. Veapiiridena on kasutatud
standardhilvet. Rep — replikaas; Pol I — inimese RNA poliimeraas I promootor

2.4. Arutelu

Tulemustest selgub, et CHIKV Aasia genotiiiibil pohinev (Car) replikaas ekspresseerub
rakkudes halvasti. Kariibi mere replikaasiga transfekteeritud rakkudes on oluliselt vihem

sellelt transleeritavat nsP1 valku kui ECSA genotiiiibi replikaasiga transfekteeritud rakkudes
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(Joonis 5). POhjus pole selge, kuid vdimalik, et Car replikaasi jarjestuses on moni viga, mis

eristab seda looduslikust viiruseset ja pérsib selle ekspressiooni rakus.

Loomarakkudes sobib iga matriitsi ekspresseerimiseks kdige paremini sellele vastav

replikaas. Kodige korgemad lutsiferaasi signaalid saadi SFV replikaasi ja matriitsi kooslusest.

Sadserakkudes pole voimalik erinevaid replikaase vorrelda sest Car replikaasi toodetakse
rakus vihem kui ECSA oma (Joonis 5). Peale selle on veapiirid sddserakkudega katsetes
kohati suured ja tulemuste paremaks analiilisimiseks oleks vaja 1dbi viia korduskatseid.
Paistab, et rakuliinile vastava sddseliigi RNA poliimeraas [ promootoriga matriitsid
ekspresseeruvad vastavas rakus kdige paremini ning jaanimardika lutsiferaasi taustasignaal on
selle promootoriga matriitsi kasutades vdiksem. Samas, RNA poliimeraas I promootor on
liigi-spetsiifiline. Ubikvitiini promootor on universaalsem sellega matriits sobib kasutamiseks
nii Aag2 kui C6/36 rakuliinis, kuid ubikvitiini promootoriga matriits annab ka suurema

jaanimardika lutsiferaasi taustasignaali.

Edasise t60 kdigus peaks uurima, miks Car replikaas rakkudes halvemini ekspresseerub ning
miks on Car matriitsilt tulev lutsiferaasi signaal ndrgem kui ECSA matriitsilt tulev signaal.
Car replikaas tuleks sekveneerida ja kontrollida, kas selle jarjestusse on kloneerimise kaigus
tekkinud moni viga. Car matriitsidelt tuleva lutsiferaasi madala ekspressiooni pohjus voib olla
ka nende matriitside ECSA matriitsidest oluliselt pikem 3° UTR. Selle vilja selgitamiseks
peaks valmistama Car/ECSA hiibriid-matriitsid, kus omavahel on iimbervahetatud erinevatest
genotiiiipidest parinevad alad ning uurima kuidas need mdjutavad lutsiferaasi signaali

rakkudes.

Peale selle voiks vilja selgitada, miks inaktiivne ECSA GAA replikaas suurendab C6/36
rakkudes lutsiferaasi ekspressiooni. Vimalik, et see replikaas stabiliseerib matriitsi rakus voi
muudab selle konformatsiooni viisil, mis teeb matriitsi raku RNA poliimeraasile

kéttesaadavamaks.
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KOKKUVOTE

CHIKYV on perekonda Alphavirus kuuluv RNA viirus, mis pohjustab korget palavikku, 166vet
ja tosist artriiti. CHIKV mittestruktuursete valkude ning nendega seotud protsesside
uurimiseks rakus on vilja tootatud trans-replikaasi siisteem, kus viiruse genoomi
mittestruktuurseid valke kodeeriv osa on eraldatud struktuurseid valke kodeerivast osast. Seda

stisteemi on edukalt kasutatud viirusinfektsiooni uurimiseks loomarakkudes.

Kéesolevas t60s kasutatud trans-replikaasi siisteem koosnes Fluc ja Gluc geene kodeerivast
viiruse genoomil pdhinevast matriitsplasmiidist, mida avaldati rakkudes viiruse replikaasi

cDNA-d sisaldava plasmiidi abil.

To0 tiheks eesmargiks oli katsetada eelkirjeldatud siisteemi sddserakkudes ning leida seal
koige paremini tootavad matriitsid ning replikaasid. Saadud tulemused olid kohati suure
varieeruvusega ja tuleks teha korduskatseid. Korgeima ekspressiooniga olid rakutiiiibile
vastava RNA poliimeraas I promootoriga ECSA genotliiibi matriitsid. Erinevalt ECSA
matriitsidest omasid Car matriitsid tdispikka 3’UTR jérjestus, mis vois mdjutada nende

avaldumist rakkudes.

ECSA tiive replikaas ekpresseerus rakkudes paremini kui Car tiive oma. Western blot
analiiiisist selgus, et Car tiive replikaasi toodetakse rakus oluliselt vihem kui ECSA replikaasi.
Seega on voimalik, et kloneerimise kdigus on Car replikaasi jarjestusse tekkinud moni viga,

mis mojutab selle ekspressiooni ja konstrukt vajab tdiendavat t66d.

Sellele lisaks uuriti U20S rakkudes SFV ning CHIKV ECSA ning Car tiive replikaaside
voimet ekspresseerida SFV ja CHIKV ECSA viirusel pdhinevaid matriitse. Ka selles katses
tootas Car replikaas vorreldud replikaasidest kdige halvemini. Kdige korgem signaal saadi
SFV replikaasi ja SFV matriitsiga transfekteeritud rakkudes. SFV replikaas todtas hésti ka
ECSA matriitsiga, andes isegi korgema Fluc signaali kui ECSA enda replikaas.
Subgenoomselt promootorilt loetava Gluc-i ekspressiooniks oli siiski iga matriitsi jaoks kdige

sobivam sama genotiiiibiga replikaas.
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Optimisation of Chikungunya virus trans-replication system for Aag2 and C6/36 cells

and comparison of Chikungunya and Semliki Forest virus replicases in U20S cells.

Hele-Liis Aavasalu

SUMMARY

Chikungunya virus (CHIKYV) is an alphavirus transmitted to humans by mosquitos. It causes
fever, rash and debilitating joint pain. Historically CHIKV has been known to cause
epidemics in Africa and Asia, but in recent years it has spread to Southern and Central
America, generated major outbreaks in Asia and produced small autochthonous epidemics in
Southern Europe. To date there is no vaccine or cure for Chikungunya virus, therefore further

research is needed to better understand the virus and its interactions with host cells.

Most of the research involving CHIKYV has concentrated on the infection in mammalian cells,
however to successfully infect humans the virus needs to pass through its arthropod hosts.
Insight into the lifecycle of Chikungunya virus in mosquito cells could provide valuable

information to prevent future epidemics in human populations.

CHIKYV trans-replication system has been developed to mimic the infection in mammalian
cells. The system consists of a cDNA of the viral replicase (non-structural proteins) and a
template DNA constructed from the viral genome in which the structural and non-structural
proteins have been replaced with reporter genes. This allows researchers to work safely
without involving the “live” virus as well as providing a useful way to investigate CHIKV
non-structural proteins and processes involving them in the cells separately from the structural

proteins and viral replication.

The aim of this study was to adapt the system to mosquito cells (Aag2 and C6/36) and to
compare the ability of alphavirus replicases belonging to the same serotype, namely Semliki
Forest virus (SFV) and CHIKV (2 genotypes), to cross-boost the replication of templates
belonging to the other virus/genotype in human osteosarcoma cell-line (U20S). Templates
and replicases belonging to the CHIKV ECSA (East/Central/South African) and Asian
(Caribbean, Car) genotypes and Semliki Forest virus were used. In mosquito cells ECSA and

Car templates with ubiquitin and cell specific RNA polymerase I promoters were compared.
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It was shown that replicases based on the CHIKYV strain isolated in the Caribbean region are
not expressed well in cells. There might be an error in the sequence. Expression of luciferase
from Caribbean templates is also low. This might be caused by the much longer 3° UTR those
templates have compared to ECSA templates.

The results from the experiment with mosquito cells are inconclusive. Templates with cell
specific RNA polymerase I promoter seem to be expressed at a higher level then templates
with ubiquitin promoter, however RNA polymerase I promoters are species-specific and
ubiquitin templates may be more versatile and suited for use in both Aag2 and C6/36 cell

lines.

In conclusion, the results in mammalian cells indicate that although the replicases have an
ability to boost templates of a different virus/genotype each replicase works best with its own
template. Further experiments are needed to successfully use trans-replication system in

mosquito cells.
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