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INFOLEHT

Kilgi halvatuse viiruse 3C proteaasi ldikesaiti sisaldava valgu konstrueerimine,

puhastamine ja ldikamine in vitro

Viirused siinteesivad proteaasi, mis toetab viiruse replikatsiooni ning valgusiinteesi. Proteaas
16ikab viiruse poliiproteiini ning muudab viirusvalgud funktsionaalselt aktiivseks. Lisaks
takistavad osade viirusete proteaasid rakkude viirusvastaseid kaitsemehhanisme ning héirivad
rakulisi protsesse, et soodustada viiruse infektsiooni. Kédesolevas t60s konstrueeriti kilgi
halvatuse viiruse 3C tsiisteiini proteaasi 18ikesaiti sisaldav pDnaK 3C RdRp plasmiid.
Plasmiid ekspresseeriti Escherichia coli BL21(DE3) rakkudes ning puhastati
kolonnkromatograafia ja dialiilisi meetodil. Puhastatud valk viidi reaktsiooni 3C tsiisteiini
proteaasiga ning konkreetse 10ikesaidiga proteaasi ldikeaktiivsust testida SDS-PAGE

meetodil.
Mirksonad: viiruslik proteaas, proteaasi 10ikesait, valgu ekspressioon, proteoliiiis

CERCS kood: P320 Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees.

Construction, purification and in vitro cleavage of Cricket Paralysis Virus 3C protease

substrate protein

Viruses synthesize an enzyme called protease that facilitates the virus during replication and
translation. Protease cleaves the virus polyprotein and thus makes viral proteins functionally
active. Furthermore, some viral proteases inhibit cellular antiviral mechanisms and repress
cellular processes to promote virus infection. In this study, a plasmid pDnaK 3C RdRp
containing Cricket Paralysis Virus 3C cysteine protease was constructed. The plasmid was
expressed in Escherichia coli BL21(DE3) cells and purified using column chromatography
and dialysis methods. The proteolytic activity of the 3C cysteine protease was tested by
incubating the purified protease with substrate proteins containing specific cleavage site, and

the cleavage products were analyzed by SDS-PAGE.
Keywords: viral protease, protease cleavage site, protein expression, proteolysis

CERCS code: P320 nucleic acids, protein synthesis.
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SISSEJUHATUS

Viiruste elutegevuse peamine eesmédrk on paljuneda ning nakatada organisme nii ulatuslikult
kui voimalik. Viirused kasutavad oma eesmirgi tditmiseks ensiilimi nimega proteaas, mille
iilesanne on 1digata nii viiruse valke kui ka peremeesorganismi rakukomponente. Rakuliste
elementide 16ikamise kaudu soodustavad viirused oma valkude siinteesi ning kaitsevad end
raku viirusvastaste mehhanismide eest (Zephyr et al, 2021). Poliiproteiini 1dikamisega
aktiveeritakse viirusvalgud, mis aitavad teostada viiruse replikatsiooni ja moodustada virioni
(Chen et al., 2019). Oma olulisuse tdttu on proteaas viirusele ka ndrkuseks, mida meditsiin dra
kasutab. Viirusevastases ravis on proteaas tihti sihtmark, kuna selle represseerimine toob kaasa

viiruse eluks vajaike protsesside hdiringud (Pisano, Supuran, 2025).

Kéesolev t60 uuriti positiivse ahelaga ssSRNA genoomiga kilgi halvatuse viirust, mis kuulub
seltsi Picornavirales. Pérast rakku sisenemist seondub kilgi halvatuse viirusele omane IRES
struktuur raku translatsiooniaparaadiga ning siinteesib selle pealt iihe poliiproteiinina
viirusvalkude ahela. Valkudevahelisi peptiidsidemeid 16ikab viiruse 3C tsiisteiini proteaas ning
seelabi muudab valgud funktsionaalseks. Varasemates teadustoddes on ennustatud kilgi
halvatuse viiruse proteaasi voimalike 1dikesaitide aminohappelisi jirjestusi, kuid siiani pole

praktiliselt testitud nende 1dikesaitide 15igatavust.

Kilgi halvatuse viiruse proteaasi ldikesaitide spetsiifilisuse uurimine on oluline, kuna proteaasi
teadaolevate jarjestuste kaudu on voimalik tuvastada viiruse rakulised substraadid. See laiendab
teadmisi kilgi halvatuse viiruse kui ka samast perekonnast (Dicistroviridae) périt viiruste

infektsioonitsiikli mehhanismidest.

Antud t606 eesmaérk oli konstrueerida konkreetne kilgi halvatuse viiruse 3C tsiisteiini proteaasi
ennustatud I0ikesait pET his DnaK mudelsubstraati, ekspresseerida ja puhastada substraatvalk

ning teostada substraadi ja 3C proteaasiga ldikereaktsioon.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Kilgi halvatuse viirus
Kilgi halvatuse viirus (CrPV) liiginimega Cripavirus grylli kuulub taksonoomiliselt seltsi

Picornavirales ja sugukonda Dicistroviridae (NCBI, Taxonomy Browser). Dicistroviridae
sugukonda kuuluvad viiruste perekonnad Aparavirus, Triatovirus ning Cripavirus, mille
perekonna 5 liigi hulka kuulub ka kilgi halvatuse viirus (ICTV global, Current ICTV Taxonomy
Release). CrPV avastati ja isoleeriti Carl Reinganumi poolt 1970. aastal, kui ta uuris kilkide

litkke Teleogyllus oceanicus ja Telegyllus commodus (Reinganum et al., 1970).

Vorreldes teiste Dicistroviridae sugukonda kuuluvate viirustega on kilgi halvatuse viirusel
kdige mitmekesisem valik peremeesorganisme (Bonning, Miller, 2010). Peale kilkide nakatab
CrPV ka putukaid seltsidest kahetiivalised, liblikalised, sihktiivalised, kiletiivalised ja
lutikalised (Wilson et al., 2000; King et al., 2012). Kilgi halvatuse viirus pdhjustab nakatunud
putukate jalgade ja tiibade halvatust, mille tagajérjel kilgid surevad. Lisaks putukate otsesele
mojule pdhjustab CrPV suuri probleeme kilgi-farmides, kus kasvatatakse valgurikkaid snikke

inimeste voi loomatoidu tarbeks (Savannah et al., 2018).

Teaduskirjanduses on korduvalt Dicistroviridae sugukonna viiruseid vorreldud Picornaviridae
sugukonna viirustega. Kuigi mdlema sugukonna viirused nakatavad erinevaid organisme ning
nende genoomid on erinevalt organiseeritud, siis geenide sisalduse poolest on need viirused
véga sarnased (Woo et al., 2012). Valgud, mida mdlema sugukonna viirused siinteesivad on
RNA soltuv RNA poliimeraas (RdRp), kiimotriipsiini sarnane proteaas, superperekonna 3-
helikaas ja genoomiga seonduvad valgud (VPg) (Woo et al., 2012). Dicistroviridae ja
Picornaviridae sugukonna viirused kuuluvad pikornaviiruse-laadsetest superperekonda, millest

loodi ICTV poolt 2008. aastal eraldi selts Picornavirales (Gall et al., 2008).

1.1.1. Kilgi halvatuse viiruse infektsioon
Tiipiline viiruste infektsioonitsiikkel algab peremeesorganismile seondumisega ning rakku
sisenemisega (Ryu, 2016). Edasi paljundatakse rakkudes viiruse genoomi ning siinteesitakse

viirusvalke, et moodustada virion ning 16puks rakkudest viljuda (Ryu, 2016).

Kilgi halvatuse viiruse rakku sisenemise mehhanismi pole pohjalikult uuritud, kuid sel teemal
on uuritud samast perekonnast pdrit Drosophila C viirust (DCV). Kuigi DCV
peremeesorganismi pinnaretseptorit pole veel tuvastatud, siis on teada, et viirus siseneb

rakkudesse klatriini vahendatud endotsiitoosi teel (Warsaba et al., 2020; Cherry, Perrimon,
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2004). Pérast rakku sisenemist laguneb viiruse kapsiid ning viiruslik genoom vabaneb
tstitoplasmasse. Kuna CrPV omab positiivse ahelaga ssSRNA genoomi, siis saab viirus alustada
koheselt selle pealt replikatsiooni ja translatsiooni (Warsaba et al., 2020). Replikatsiooni jaoks
on vajalik RNA soltuv RNA poliimeraas (RdRp), mis siinteesitakse viiruse genoomi pealt

(Joonis 1).

CrPV translatsiooni initsiatsiooni reguleerib ribosoomi sisemise seondumispiirkonna RNA
sekundaarstruktuur IRES, mis voOimaldab viirusel nakatunud rakkudes seonduda otse
ribosoomiga ning algatada cap-sdltumatu valgusiintees (Bonning, Miller, 2010; Salas et al.,
2018). Cap-sdltuv translatsioon on eukarliootidele omane transkriptsiooni jérgne
modifikatsioon, kui mRNA 5’otsa lisatakse 7-metiiiilguanosiin (m’G) (Ramanathan, 2016).
CrPV sisaldab genoomis kahte IRES elementi, mis on oma struktuurilt ja mehhanismilt
erinevad — 5’UTR IRES ja geenidevaheline (IGR IRES) (Joonis 1). CrPV IGR IRES
vahendatud translatsioon ei vaja initsiatsioonifaktoreid, AUG startkoodonit ega initsiaator
tRNA’d, mis on vajalikud eukariiootide kanoonilise translatsiooni initsiatsiooniks (Pestova,
Hellen, 2003; Wilson et al., 2000). 5’UTR IRES struktuurilt sarnasem pikornaviiruste IRES’ga
ning vajab ribosoomiga seondumiseks kahte abifaktorit elF2 ja elF3 (Gross ef al., 2017). CrPV
genoomi pealt transleeritakse kaks poliiproteiini, mis 1digatakse post-translatsiooniliselt viiruse
3C tsiisteiini proteaasi poolt funktsionaalseteks valkudeks (Seipelt et al., 1999). Parast CrPV
valkude siinteesi moodustavad struktuursed valgud timber CrPV genoomi viiruse kapsiidi,

véljuvad rakust ning nakatavad jargmiseid rakke (Tate et al., 1999).

Uldlevinud mehhanism viiruste maailmas on viirusvalkude siinteesi soodustamiseks ning
rakkude viirusevastaste vastuse véltimiseks rakuliste protsesside (translatsioon,
transkriptsioon) hédirimine voi RNA lagundamine (Shehata ef al., 2024; Gaucherand, Gaglia,
2022). Selle jaoks siinteesitakse osades viirustes valke, mis ldikavad peremeesorganismi
mRNA’d voi1 vajalike abifaktoreid. CrPV nakatab kultiveeritud diddikakérbse rakke ning selle
pohjal on uuritud CrPV poolt tekitatud rakulist inhibitsiooni (Moore ef al., 1980; Garrey et al.,
2010). CrPV infektsioon pdhjustab rakkudes elF2a fosforiileerimist ning eIlF4E ja elF4G
seondumise hiiringud, seega inhibeerib otseselt rakulist translatsiooni (Garrey et al., 2010).
Siiski on siiani veel tépselt teadmata CrPV rakulise inhibitsiooni mehhanism ja konkreetsed

inhibitsiooni sihtmérgid.



1.1.2. Kilgi halvatuse viiruse genoom

Picornavirales seltsi viiruseid iseloomustab {iheahelalise positiivse polaarsusega 7000 — 12500
aluspaari pikk ssSRNA genoom ning seda iimbritsev ikosaeedriline kapsiid (Gall et al., 2008).
Samasuguseid omadusi kannab Picornavirales seltsi Dicistroviridae sugukonda kuuluv kilgi

halvatuse viirus, mille genoom on ligikaudu 9200 aluspaari pikk (Garrey et al., 2010).

Kilgi halvatuse viirust eristab oma seltsi teiste sugukondade viirustest kahe IRES struktuuri ja
kahe ORF’1 esinemine genoomis (Joonis 1). Kui pikornaviirustes asub iiks IRES struktuur
genoomi 5’ otsa mitte-transleeritavas alas (5’UTR), siis Dicistroviridae sugukonna viiruste on
genoomis kaks IRES struktuuri — esimene asub 5’UTR alas ning teine asub kahe avatud
lugemisraami (ORF) vahel (Salas et al., 2018). IGR IRES poolitab Dicistroviridae sugukonna
viirused kaheks transleeritavaks ORF’ks, mis teeb need viirused ainsateks bitsistroonseteks

viirusteks Picornavirales seltsis (Gall et al., 2008).

5 UTR IRES
< ORF1 > IEERS
|lea| 2c |3A||||| 3c | RdRp |
VPg VPgs &1 «—— ORF2 —>
[ ve2 [[ ves [ vp1 |3 UTR
(A)q
y VP4

ORFx

l ] ] | )

P2 regioon P3 regioon P1 regioon

Joonis 1. Kilgi halvatuse viiruse (+)ssRNA genoomi iilesehitus. Genoomi 5’otsaga on seotud
viiruslikud valgud (VPg). 5S’UTR IRES struktuur initsieerib esimese avatud lugemisraami
geenide (ORF1) translatsiooni. Lugemisraamide vahelise IGR IRES abil alustatakse ORF2
geenide translatsiooni. ORF1 sisaldab replikatsiooniks vajalike valkude geene ja ORF2
struktuursete valkude geene. Genoomi 3’ots on poliiadeniileeritud. CrPV genoom jagatakse
kolmeks prekursoriks — P1, P2, P3. (Kohandatud Warsaba et al., 2020 jérgi)

CrPV viiruse genoom kodeerib kahte poliiproteiini — ORF1 transleeritakse 5’UTR IRES abil ja
ORF?2 transleeritakse IGR IRES abil (Joonis 1). CrPV genoomi ORF1 pealt siinteesitakse
replikatsiooniks vajalike valke ning genoomi 5’otsaga kovalentselt seonduvaid viirusvalke
(VPg). Genoomiga seotud VPg kéitub kui praimer, mida tunneb dra RNA poliimeraas (Warsaba
et al., 2022). Lisaks VPg geenidele asub esimeses lugemisraamis veel RNA interferentsi
supressor 1A, 2C RNA helikaas, 3C tsiisteiini proteaas ja RNA sdltuv RNA poliimeraas (RdRp)

(Warsaba et al, 2020). Valkude 2B ja 3A funktsioonideks arvatakse viiruse
9



replikatsioonikompleksi moodustumine ning membraani remodelleerimine (Warsaba et al.,
2020). CrPV genoomi ORF?2 pealt siinteesitakse struktuurseid valke VP2, VP4, VP3, VP1, mis
moodustavad T=3 siimmeetriaga viiruse kapsiidi (Liljas et al., 2002). ORF2 alguses asub +1
avatud lugemisraam ORFx, mille pealt alustab IGR IRES translatsiooni harvem kui 0 ORF2
lugemisraamilt (Au et al., 2015). Sarnaselt pikornaviirustele jagatakse CrPV genoom kolmeks
prekursoriks — P1, P2, P3 (Nakashima, Ishibashi, 2010). CrPV genoomi P1 regioonis on ORF2
viiruse kapsiidi geenid (VP), P2 regioonis on ORF1 geenid 1A, 2A ja 2B ning P3 regioonis on
3A, VPg, 3C ja RdRp geenid.

CrPV viiruse kahe ORF’i siinteesi regulatsioon ei ole samasugune. Viiruse kapsiidivalkude
stintees ORF2 lugemisraamilt alustatakse nakatunud rakkudes ajaliselt hiljem kui ORF1 pealt
(Moore et al., 1980). Khong et al., 2016 pakub vilja, et IGR IRES indutseerija siinteesitakse
ORF1 pealt, kuna ORF1 valgusiintees toimub ldbivalt kogu infektsiooni ajal, kuid ORF2
geenide translatsiooni algab umbes 2 kuni 3 tundi parast CrPV infektsiooni (Khong et al., 2016).
Khong’i teadustdo tdestab, et CrPV avatud lugemisraamide translatsioonide ajaline nihe ei ole

pohjustatud rakuliste protsesside poolt (Khong et al., 2016).

1.2. Viiruslikud proteaasid

Proteoliilis on peptiidsidemete hiidroliiiis, mille kdigus IShutakse substraat viiksemateks
fragmentideks (Ehrmann, Clausen, 2004). Proteaasid on proteoliiiitilise aktiivsusega enstitimid,
mis on rakkudes ja viirustes funktsionaalselt mitmekesised (Ehrmann, Clausen, 2004).
Viirusliku proteaasi peamine lilesanne on ldigata viiruse mRNA pealt siinteesitud poliiproteiini
peptiidsidemeid, et aktiveerida viiruse valgud (Zephyr et al., 2021). Seetottu on proteaasid
viirustele olulised ensiitimid replikatsiooni toimumiseks ning kapsiidi moodustamiseks. Osad
viirused kasutavad proteaasi ka selleks, et hdirida peremeesorganismi geenide ekspressiooni
inhibeerides rakulist transkriptsiooni ja translatsiooni (Chen et al., 2019; Martinez et al., 2003).
Viiruse proteaas on hea sihtmérk viirusevastases ravis, kuna proteaasi inhibitsioon takistab

viiruse eluks vajalike protsesside toimumist (Pisano, Supuran, 2025).
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1.2.1. Viiruslike proteaaside struktuur ja klassifikatsioon

Proteaasi molekul sisaldab substraadiga seonduvat ala, mis seob substraadi ajutiselt proteaasiga
kuni proteoliiiis on teostatud, ja kataliiiitilist ala, kus toimub substraadi peptiidsideme hiidroliiiis
(Joonis 2) (Sharma, Gupta, 2017). Proteaasi kataliiiitilise ala moodustavad kataliiiitilise tsentri

aminohapped.

Aktiivsait

Seonduv ala

- Substraadiga seondumine
- Substraadi p66ramine

Kataliiiitiline ala

- Substraadi peptiidsideme
hiidroliiiis

Joonis 2. Proteaasi struktuur. Sinisega on ndidatud proteaasi substraadiga seondumise ala ja
punasega on ndidatud proteaasi kataliiiitiline tsenter. Must joon esindab proteaasiga seonduvat
substraati. (Kohandatud Shafee, 2015 jérgi)

Tobacco etch viiruse proteaasi ja substraadi seondumise mudel joonisel 3 annab ettekujutuse,
kuidas proteaasi kataliiiitilise tsentri aminohapped asetsevad substraadi suhtes. Punasega
margitud aminohapped moodustavad proteaasis kataliilitilise tsentri, mis ldikavad peptiidsidet

kui proteaasi substraadiga seonduv ala on substraadi keeranud dige nurga alla (Joonis 3).

11



Joonis 3. Tobacco etch viiruse seriini proteaasi kataliiiitiline triaad. Uldine joonis proteaasi
ja substraadi seondumise kohta, milles punasega on maérgitud proteaasi kataliiiitiline tsentri
aminohapped ja mustaga substraadi peptiidahel. (Kohandatud Shafee, 2013 jargi)

Proteaasi substraadi eelistus sOltub proteaasi kataliiiitilisest tsentrist. Viiruste proteaasid
erinevad omavahel kataliititilise tsentri aminohapete triaadi poolest, kus on tavaliselt esindatud
happeline, aluseline ja nukleofiilne aminohape (Rao ef al., 1998). Viiruste proteaasides esineb
jargmiseid kataliiiitilise tsentri aminohapete kombinatsioone: Ser-His-Asp, Cys-His-Asp, Ser-
His-His, Ser-Glu-Asp ja Ser-cisSer-Lys (Sharma, Gupta, 2017). Proteaasid jagatakse vastavalt
aktiivsaidile klassidesse, millest tiitipilisemad klassid on seriini proteaasid, tsiisteiini proteaasid,

treoniini proteaasid, asparagiinhappe proteaasid, metalloproteaasid (Dweh, Choudhury, 2023).

Viiruslikud proteaasid jaotuvad endo- ja eksopeptidaasideks. Endopeptidaasid teostavad
proteoliiiisi substraadi peptiidahela keskelt ning eksopeptidaasid peptiidahela otsast eraldades
ahelast viimase aminohappe (Otin, Bond, 2008). Proteaasi kataliiiitilise tsentri aminohapped
médravad &dra, missugune on substraadi peptiidsideme ldikemehhanism — iihe- voi
kaheastmeline kataliiiis (Sharma, Gupta, 2017). Uheastmelises kataliiiisis aktiveeritakse vee
molekul, mis nukleofiilina seondub substraadiga ja selle tulemusel eraldub aminohappe jadk
(Joonis 3). Kaheastmeline kataliilis kasutab proteaasi kataliiiitilise tsentri nukleofiilset
aminohapet, mis kéitub sarnaselt vee molekulile iiheastmelises kataliiiisis (Joonis 4).
Uheastmelist kataliiiisi kasutavad asparagiinhappe, glutamaat ja metalloproteaasid ning
kaheastmelist kasutavad kataliilisi kasutavad seriini, treoniini ja tsiisteiini proteaasid (Sharma,

Gupta, 2017).
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Enstiiim + substraat

Uheastmeline kataliiiis

Acid (hape) =
Aspartaat
Glutamaat
Metalli ioon

*Enzyme = enstiiim
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Nu (nukleofiil) =
Tsiisteiin

Seriin

Treoniin

N-terminus

Enzyme™” -

. o — ~
Acid H,0" =0

HNA

[NE /
= H0 =

Ensiilim + substraat

N-terminus
NH
Ry

Enzyme ™" ™\ N—
-~/

y >

HoN
—F
o=C

C-terminus

Enstitim + produkt,
+ produkt,

Atsiilil-enstiim +

produkt;

Ensiiiim + produkt;
+ produkt,

Joonis 4. Erineva kataliiiitilise tsentriga proteaaside 1oikemehhanism — iiheastmeline ja
kaheastmeline kataliilis. (Kohandatud Shafee, 2013 jirgi)

1.2.2. Tsiisteiini proteaasi 16ikemehhanism

Tsiisteiini proteaasid on endonukleaasid, mis kasutavad substraadi ldikamiseks kaheastmelist
mehhanismi. Tsiisteiini proteaasi iseloomustab selle kataliititilises tsentris esinev tsiisteiin-
histidiin-asparagiin (Cys-His-Asn) triaad (Verma, 2016). Kataliiiitilise tsentri aminohapped
tiksteisest kaugel, tertsiaarstruktuuri

asuvad primaarstruktuuris kuid voltumise ja

moodustumise kdigus koonduvad kataliiiitilisse tsentrisse kokku (Shmarma, Gupta, 2017).

Tsiisteiini proteaasi aminohapete kolmikus vastutab asparagiin (Asn) histidiini imidasooli ronga
orientatsiooni eest ning tsiisteiin (Cys) loovutab prootoni aluselisele histidiinile (His) (Grzonka
et al., 2007). Ilma vesinikuta on tsiisteiin nukleofiilne, mistdttu seondub substraadi
peptiidisideme karboniiiilse siisinikuga ning substraadi ja proteaasi vahel moodustub
tetraeedriline struktuur (Joonis 5). Seejdrel toimub prootonite iilekande ahelreaktsioon, mille
tulemusel taastatakse algne histidiini jadk, iiks substraadi fragment eraldub ning teine jédb
seotuks tsiisteiiniga. Sellega 15ppeb kaheastmelise 10ikemehhanismi esimene etapp.
Mehhanismi teine etapp kujutab endast vee molekuli interaktsiooni proteaasi histidiiniga ning
tsiisteiiniga seotud substraadi jadgiga (Joonis 5). Sarnaselt eelmises etapis tsiisteiinile loovutab
vee molekul histidiinile vesiniku ning seondub substraadi karboniiiilse siisinikuga moodustades

tetraeedrilise struktuuri. Histidiin loovutab vee molekulilt saadud vesiniku tsiisteiini jaédgile
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ning proteaasi kiiljest eraldub substraadi teine fragment. Tulemuseks on proteaasi taastunud

struktuur ning fragmenteeritud substraat.

Joonis 5. Tsiisteiini proteaasi kaheastmeline lIoikemehhanism. (A) Esimeses etapis eraldub
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substraadi iiks fragmet ja (B) teises eraldub teine fragment. Lithendid Cys on tsiisteiin ja His on
histidiin. Okstiianiooni tasku stabiliseerib negatiivse laenguga hapniku. INT on intermediate ehk
vaheetapp. (Kohandatud Grzonka et al., 2007 jargi)

1.2.3. Kilgi halvatuse viiruse 3C tsiisteiini proteaas

Kilgi halvatuse viiruse 3C sarnane proteaasi geen asub viiruse genoomis esimeses avatud

lugemisraamis (ORF1) VPg ja RdRp geenide vahel ning transleeritakse 5’UTR IRES

vahendusel (Joonis 1). Kuna Picornaviridae sugukonna viiruste ensiiim kannab 3C proteaasi

nime, siis sellega homoloogset Dicistroviridae viiruste proteaasi on teadusartiklites ldbivalt

nimetatud 3C sarnanseks proteaasiks (siin edaspidi kui 3C proteaas).

Kiimotriipsiini sarnast CrPV 3C proteaasi struktuuri on ennustatud Yuan, Kadowaki, 2022 t66s

Alphafold?2 abil (Joonis 6). Viiruse 3C proteaasi kataliiiitilise tsentri aminohapped on ndidatud

3D struktuuris punktriirjoonega téhistatud kasti sees — sinisega on tdhistatud histidiin, punasega

asparagiin ja kollasega tsiisteiin (Joonis 6).
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Joonis 6. Kilgi halvatuse viiruse 3C proteaasi struktuur. Roosa vérv tdhistab a-heelikseid,
heleroheline b-lehti, helesinine b juukesndela ja beez lingu regioone. Proteaasi kataliiiitiline
tsenter on joonisel punktiinjoonega téhistatud kasti sees. (Yuan, Kadowaki, 2022)

Dicistroviridae viiruste, sealhulgas CrPV ORF1 aminohappeliste jirjestuste joondusest on
jareldatud, et 3C proteaasi kataliilitilise tsentri tsiisteiini motiiv on GXCG (Nakashima,
Nakamura, 2008). 3C proteaasi motiivis tdhistab X tdpsustamata aminohapet, kuna selle
positsiooni aminohape varieerub joondatud viirustes ning tdhed G ja C on oma positsioonis
konserveerunud aminohappeid vastavalt gliitsiin ja tsiisteiin. Motiivi tsiisteiin on 3C proteaasi

kataliiitilise tsentri nukleofiil (Nakashima, Nakamura, 2008).

3C proteaas hiidroliiiisib CrPV poliiproteiini spetsiifiliste aminohapete vahelisi peptiidsidemeid
ning muudab seeldbi viirusvalgud funktsionaalseteks. Lisaks teiste viirusvalkude vélja
16ikamisele 1dikab 3C proteaas ka omaenda jérjestuse poliiproteiinist vidlja, kuna omab
autoproteoliilitilist aktiivsust (Nakashima, Nakamura, 2008). CrPV 3C proteaasi potentsiaalsete

l16ikesaitide jarjestused on toodud tabelis 1 (Veeremaa, 2024).

Tabel 1. CrPV genoomi P2 ja P3 regiooni 3C proteaasi ennustatud 16ikesaidid ja nende
aminohappelised jéirjestused. Loikamise koht on valgujirjestustes tdhistatud kaldkriipsuga
/. (Kohandatud Veeremaa, 2024 jérgi)

15



Positsioonid, substraadid Jarjestus (P6-P6°) Viide
VP2/VP4 ARIYAQ/AAKELK (Nakashima & Nakamura, 2008)
VP3/VPI SRIVAQ/VMGEDQ (Nakashima & Nakamura, 2008)
2B/2C KIPGKQ/DWDNYI | (Brito, 2018)
2C/3A SRTVAQ/GGSETS (Nakashima & Nakamura, 2008)
VPg/3C KEAETQ/GCSDPA (Brito, 2018)
3C/RdRp NNITVQ/CCFEPP (Nakashima & Nakamura, 2008)

Dicistroviridae liikide poliiproteiinide aminohappelise joodnuse pdhjal on ennustatud viiruse
proteaasi ldikesaite (Brito, 2018; Nakashima, Nakamura, 2008). Nobuhiko Nakashima
eestvedamisel on kaardistatud Dicistroviridae viiruste viirusvalkude (VPg) 10ikesaidid
(Nakashima, Shibuya, 2006), P3 regiooni valkude ldikesaidid (Nakashima, Nakamura, 2008)
ning P2 regiooni valkude 16ikesaidid (Nakashima, Ishibashi, 2010). Lisaks Nakashima téodele

on CrPV 3C proteaasi substraadi spetsiifilisust uuritud ka R. N. Brito ning A. Veeremaa

magistritdodes.

Kéesolevas t66s on fookuse all CrPV 3C proteaasi autoproteoliiiitiline 1dikesait 3C/RdRp.

Proteaasi (3C) ja poliimeraasi (RdRp) vaheline 16ikesait viidi mudelsubstraati ning proteaasi ja

substraadi valguga teostati 106ikereaktsioon.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To6 eesmargid

Uurimistd0 raames sooviti testida, kas kilgi halvatuse viiruse 3C proteaas 1dikab varasemalt
ennustatud viiruse genoomi Idikesaiti. Loikereaktsioonis kasutatud proteaas puhastati

Veeremaa, 2024 magistritoos.
Kéesoleva t06 eesmirgid olid jargmised:

e konstrueerida CrPV 3C proteaasi 3C RdRp l5ikesaiti sisaldav plasmiid;
e ckspresseerida ja puhastada CrPV 3C proteaasi mudelsubstraat;

e testida mudelsubstraadi CrPV 3C proteaasi 16ikesaidi 1digatavust 3C proteaasi poolt.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Toos kasutatud bakteritiived ja nende kasvusootmed

To60s kasutatud E. coli DH5-a ja E. coli BL21 (DE3) bakteritiivede genotiilibid on vélja toodud
tabelis 2.

Tabel 2. Toos kasutatud E. coli tiived. (Veeremaa, 2024)

Tiive nimi Genotiiiip

E. coli DH5-a ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAlhsdR17 (rK—,
mK +) phoA supE44 A—-thi-1 gyrA96 relAl

E. coli BL21 (DE3) | F —ompT gal dcm hsdSB(rB—, mB—) A(DE3[lacl lacUV5T7p07
indl sam7 nin5]) [malB+]K-12(AS)

Bakterirakke kasvatati LB ja 2xYT sootmetes, mis sisaldasid antibootikumi ampitsilliin
kontsentratsioonis 100 pg/ml. 2xYT erineb tavalisest LB sodtmest selle poolest, et sisaldab
rohkem triiptooni ja vihem soola — 1% parmiekstrakti, 1,6% triiptooni, 0,5% NaCl. Tards6otme
valmistamiseks lisati vedelsodtmele 1,5% agarit. Tards6ode tahenes toatemperatuuril Petri
tassil ning seda sdilitati kuni edasise kasutamiseni 4 °C juures. Bakterikolooniate saamiseks
plaaditi rakulahus tardsdtmele ning inkubeeriti tile66 37 °C juures. Vedelsdotmes kasvatati E.
coli DH5-a rakke 37 °C juures ning BL21 (DE3) rakke 37 °C v6i 30 °C juures loksutil kiirusega
180 rpm/min.
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2.2.2. Plasmiidide konstrueerimine

Koik to60s kasutatud praimerid ja plasmiidid on vilja tootud tabelis 3.

Tabel 3. Toos kasutatud praimerid ja plasmiidid

Praimeri nimi

Praimeri jarjestus 5°- 3°

3C_RdRp Forw TCA CCG TCC AGT GCT GCT TCG AGC CGC CTT CGG
ACG AAG AGA TCG AGC GTA TGG
3C_RdRp Rev TCG AAG CAG CAC TGG ACG GTG ATG TTG TTC AGA

CCG GAGTTG GCCTTG ATC

3C_RdRp MUT Forw

TCA CCG CCGAGC CTT GCT TCG AGC CGC CTT CGG
ACG AAGAGATCG AGC GTATGG

3C_RdRp MUT Rev

TCG AAG CAA GGC TCG GCG GTGATG TTG TTC AGA
CCG GAGTTG GCCTTG ATC

DnaK Kpnl Forw

GTTTATGACCTGGGTGGTGGTACCTTCGACGTTTCG

DnaK BamHI Rev

GTTAGCAGCCGGATCCCCCGGGATTACTGCTTGTTG

Plasmiidi nimi

Péritolu

pET his DnaK

(Ainelo et al., 2016)

pDnaK 3C RdRp wt

Selles to0s valmistatud

pDnaK 3C RdRp mut

Selles t60s valmistatud

CrPV 3C proteaasi loikesaite ekspresseerivate plasmiidide pDnaK 3C RdRp wt ja

pDnaK _3C RdRp mut

ekspressiooniplasmiidi pET-hisDnaK (Ainelo et al., 2016). pET-hisDnaK plasmiid on saadud
vektorist pET11c, millesse on sisse viidud P. putida tSaperonvalgu geeni DnaK jérjestus ning

N-terminaalsesse otsa on kloneeritud heksahistidiini geen. Lisaks sisaldab pET11c vektor

(Joonis 7) valmistamiseks kloneeriti 10ikesaitide jdrjestused

ampitsilliini resistentsusgeeni ja T7 promootoriga /ac operoni siisteemi.
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Joonis 7. Kéesolevas toos konstrueeritud pDnaK _3C_RdRp plasmiid. Kilgi halvatuse
viiruse 3C proteaasi metsiktiilipi ja mutantne ldikesait sisestati pET-his-DnaK vektorisse T7
RNA promootori alla restriktsioonisaitide Kpnl ja BamHI vahele. pET vektor sisaldab
ampitsilliini selektsioonimarkerit, lac operoni siisteemi repressorgeeni lacl ja lac operaatorit.

Plasmiidi kloneerimiseks sobiv CrPV 3C proteaasi 1dikesaidi 3C_RdRp jérjestus loodi overlap
extension PCR meetodil. Esimeses etapis PCR meetodil paljundatud produkte kasutati jirgmise
PCR reaktsiooni maatriksina (Joonis 9). Metsiktiiiipi jarjestuse loomiseks kasutati praimereid
3C_RdRp Forw, 3C RdRp Rev, DnaK Kpnl Forw, DnaK BamHI Rev ning mutantse
jarjestuse loomiseks kasutati praimereid 3C RdRp MUT Forw, 3C RdRp MUT Rey,
DnaK Kpnl Forw, DnaK BamHI Rev (Tabel 3). Loikesaitide aminohappelised jirjestused
olid TVQCCEF (metsiktiiiipi 10ikesait) ja TAEPCF (mutantne 1dikesait).

PCR reaktioonisegu proteaasi loikesaiti sisaldavate jérjestuste loomisel oli koostiselt jargmine
— slinteesitavale 16igule vastavad praimerid, 3C proteaasi DNA jérjestus, nukleaasi-vaba vesi,
S5xPhusion GC enhanser ja 2xPhusion Plus Green Master Mix (Thermo Scientific). DHS5-a
rakkudes plasmiidide paljundamise kontrollimiseks oli PCR reaktsioonisegu sisalduselt jairmine
- 5x Firepol Master Mix (Solis Biodyne), rakkudest eraldatud plasmiidne DNA, nukleaasi-vaba
vesi, praimerid DnaK Kpnl Forw ja 3C RdRp REV. PCR katsetes kasutati
standardprogrammi, mille kohandamisel soltus DNA ahela siinteesi etapp siinteesitava DNA

ahela pikkusest.

19



PCR standardprogramm:

95 °C 30 sek DNA ahelate denaturatsioon

95 °C 20 sek DNA ahelate denaturatsioon
55°C 20 sek praimerite seondumine

72 °C 30 sek DNA ahela siintees

72 °C 5 min 16plik DNA ahela siintees

4°C - sdilitamine (pole ajaliselt piiratud)

PCR reaktsioonides saadud DNA 16ike analiiiisiti agaroos geel-elektroforeesi meetodil. 1%- voi
2%-line agaroosgeeli valmistamiseks lahustati agaroosipulber 1x TBE puhvris (100 mM Tris,
100 mM boorhape, 2 mM EDTA). DNA visualiseerimiseks UV-kiirguse all lisati geelile
etildiumbromiidi (0.5 ug/mL). DNA pikkuseid hinnati 100 bp vdi 1 kb markeri abil (Thermo
Scientific). Geel-elektroforees toimus tingimustel 100—-120 V ligikaudu 40 min. Geelist 1oigati
vélja sobiva suurusega DNA 101k, mis puhastati FavorPrep Gel/PCR Purification Mini Kit-iga
jéargides tootjapoolset protokolli (FavorPrep). Plasmiidne DNA puhastati rakkudest kas
FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit (FavorPrep) voi Gene JET Plasmid Maxiprep Kit

(Thermo Scientific) tootjapoolse protokolli alusel.

CrPV  3C proteaasi ldikesaiti  sisaldava  tdispika  jdrjestuse  otsad  1digati
restriktsiooniensiiimidega BamHI ja Kpnl. Restriktsioon viidi samade ensiilimidega 14bi ka
pET-his-DnaK vektoriga, et insert-DNA otsad sobituksid plasmiidi otstega. Restriktsiooni
reaktsioonisegu  sisaldas  jdrgmisi komponente —  1xBamHI puhver (10%),
restriktsioonienstiimid BamHI (0.25U/ul) ja Kpnl (0.25U/ul) (Thermo Scientific), 1digatav
DNA molekul (8 ng/ul) ja dH>O. Plasmiidi restriktsioonil lisati segusse 300 ng pET-his-DnaK.
Restriktsioonireaktsioon kestusega 3 tundi viidi 1d8bi 37 ©°C juures. Plasmiidi
restriktsioonisegule lisati 3 tunni méddudes 1 ul FastAP ensiitimi (Thermo Scientific) DNA 5’

otste defosforiileerimiseks, mille jargselt inkubeeriti reaktsioonisegu veel 30 min 37 °C juures.

CrPV 3C proteaasi metsiktiilipi ja mutantse l10ikesaidi jérjestused ligeeriti pET-his-DnaK
vektorisse. Ligatsiooni reaktsioonisegu sisaldas jirgmisi komponente — T4 ligaasi puhver
(10%), T4 DNA ligaas (0.5U/ul), restriktaasidega 1digatud pET-his-DnaK vektor (37.2 ng/ul),
restriktaasidega 16igatud 3C proteaasi 10ikesaidiga DNA jérjestus. Kontroll-reaktsiooni lisati
kil restriktaasiga 10igatud pET-his-DnaK vektor, kuid inserdi asemel lisati segusse vesi.
Ligatsioonisegusid inkubeeriti 2 tundi 20 °C juures. Ligatsioonireaktsiooni produktideks olid

plasmiidid pDnaK _3C RdRp wtja pDnaK 3C RdRp mut.
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2.2.3. Plasmiidide transformatsioon E. coli DH5-o rakkudesse

Plasmiidide paljundamiseks ja selekteerimiseks transformeeriti pDnaK 3C RdRp wt ja
pDnaK 3C RdRp mut plasmiidid E. coli DH5-a rakkudesse. Transformatsiooniks segati
kokku 5 ul plasmiidi (100 ng) 50 ul DH5-a bakterirakkudega. Pérast 30 min j&al hoidmist
tekitati rakkudele kuumasokk (1,5 min 42 °C) ning rakud asetati 3 minutiks taas jdéle.
Rakulahusele lisati 500 ul LB s66det ning kasvatati 37 °C segajal 1 h loksutuskiirusel 1000
rpm. Rakud tsentrifuugiti tuubide pdhja 1 min toatemperatuuril loksutuskiirusel 5000 rpm.
Seejérel eemaldati 400 ul lahust, allesjdénud sade ja sodde (umbes 100 ul) suspendeeriti ning
plaaditi ampitsilliini (100 ug/ml) sisaldavatele LB tardsodtmele. Rakke inkubeeriti tiled6 (12-
16 h) 37 °C juures.

LB tardsootmelt kogutud rakukolooniad pandi kasvama 2 ml 2xYT vedels66tmesse, millele oli
lisatud ampitsilliini (100 ug/ml). Rakkude kasvatamine toimus iledd 37 °C juures
loksutuskiirusel 180 rpm. Plasmiidid pDnaK 3C RdRp wt ja pDnaK 3C RdRp mut
puhastati DH5-a rakkudest vilja kasutades Plasmid Extraction Mini Kit tootjapoolset protokolli
(FavorPrep). Thermo Scientific NanoDrop spektrofotomeetriaga moddeti proovide DNA
kontsentratsioon lainepikkusel 260 nm. Eraldatud plasmiidid paljundati PCR meetodil
standardtingimustel praimeritega DnaK Kpnl Forw ja 3C RdRp REV. PCR proovid
analiiisiti agaroos geelelektroforees meetodil ning kloneeritud jarjestuste korrektsuse

kontrollimiseks sekveneeriti plasmiidid Tartu Ulikooli genoomikainstituudi tuumiklaboris.

Geelianaliitiside ja sekveneerimistulemuste pdhjal wvaliti vidlja proov, mis taaskord
transformeeriti E. coli DH5-a rakkudesse. Seekord kasvatati LB-Amp tardséotmelt valitud
kolooniaid 35 ml 2YT-Amp vedels6otmes tile6d 37 °C juures loksutuskiirusel 180 rpm.
Jargmine pidev tsentrifuugiti lahuseid 5 min 4500 rpm, lahustuv fraktsioon eemaldati ning
rakusademest eraldati plasmiidne DNA Gene JET Plasmid Maxiprep Kit tootjapoolse protokolli
alusel (Thermo Scientific). Tulemuseks saadi suurema kontsentratsiooniga plasmiidide

pDnaK 3C RdRp wtja pDnaK 3C RdRp mut lahused.

2.2.4. Kompetentsete rakkude valmistamine ning plasmiidide transformatsioon E. coli
BL21 (DE3) rakkudesse

Valkude ekspressiooni jaoks transformeeriti pDnaK 3C RdRp wt ja pDnaK 3C RdRp mut
plasmiidid E. coli BL21 (DE3) rakkudesse. Transformatsiooniks kompetentsete rakkude
loomiseks segati rakud kokku 2 ml LB vedelsé6tme ja 20 ul MgSO4 (1M) lahusega. Rakke
kasvatati 2 h 37 °C juures loksutil kiirusega 180 rpm. Tsentrifuugimisel (5 min, 4 °C, 2500 rpm)
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kogutud rakud pesti esmalt 500 ul CaCl; lahusega (100 mM) ning seejarel 250 ul CaCl, lahusega
(100 mM). Plasmiidse DNA transformatsiooniks bakterirakkudesse suspendeeriti kokku 100 ng
kloneeritud plasmiidi ja 50 ul BL21 (DE3) kompetentseid bakterirakke. Transformatsiooni
jaoks plasmiidilahuse koguse arvutamiseks moddeti DNA kontsentratsioon Thermo Scientific
NanoDrop spektrofotomeetriaga. Uuritavate plasmiidide transformatsioon BL21 (DE3)
rakkudesse oli sama metoodikaga nagu eespool kirjeldatud DHS5-a rakkudesse ning 1oppes

rakulahuse plaatimisega LB-Amp Petri tassile.

2.2.5. CrPV 3C proteaasi substraadi ekspressioon

pDnaK 3C RdRp wtja pDnaK 3C RdRp mut plasmiididega transformeeritud E. coli BL21
(DE3) rakke kasvatati 20 ml LB-Amp s66tmes (100 pg/ml ampitsilliini) tiledd 37 °C juures
loksutuskiirusega 180 rpm. Jargmisel pédeval tehti rakkudest 200 ml LB-Amp sd6tmesse 100x
lahjendus ning neid kasvatati 30 °C juures loksutil kiirusega 180 rpm kuni lahuse optiline
tihedus oli ODe0o-0,6. Rakkudele lisati IPTG ehk isopropiiiil-beeta-D-tiogalaktopiiranosiid (0,5
mM) ning lahust indutseeriti 3 h 30 °C juures. Lahustest eraldati geelianaliiiisi jaoks proovid
enne IPTG indutseerimist ja parast IPTG indutseerimist. Indutseerimisest allesjdénud lahused
tsentrifuugiti 15 min 4 °C juures kiirusega 4000 rpm. Lahustuv fraktsioon eemaldati ja rakusade
suspendeeriti kiilmas 40 ml autoklaavitud Milli Q vees. Rakusegu valati timber suurde 50 ml
tuubi ning tsentrifuugiti 10 min 4 °C juures kiirusega 4000 rpm. Fuugitopsidest eemaldati
lahustuv fraktsioon ning allesjdanud rakusade sdilitati vedellammastiku to6tluse jargselt -80 °C

kapis.

Jaa peal iiles sulanud rakusade suspendeeriti kiilmas 4 °C 40 ml liitisipuhvris (50 mM Tris pH
8.0; 0,5 M NaCl; 10 mM imidasool; Milli Q), millele oli lisatud 4 mg/ml liisotsiitimi
(AppliChem). Rakud ja liitisipuhver segati vortexil ning hoiti 20 min jaal. Rakulahus jagati 20
ml kaupa tuubidesse. Rakususpensioon sonikeeriti 5 korda 10-sekundilise tsiikliga 60%-lisel
voimsusel (Bandelin Sonopuls). Sonikeeritud lahused wvalati fuugitopsidesse, vajadusel
tasakaalustati kiilma liitisipuhvriga ning tsentrifuugiti SS34 RC5 rootoriga (Sorvall RC-5B
Plus) 20 min 4 °C juures kiirusega 10 000 rpm. Lahustuv fraktsioon pipeteeriti iile teise
tsentrifuugi topsi ja rakusade suspendeeriti iiles kiilma liilisipuhvriga, lahjendati ning sellest
eraldati geelianaliiiisi jaoks proov. Lahustuv fraktsioon tsentrifuugiti uuesti 20 min 4 °C juures
kiirusega 10 000 rpm SS34 RCS5 rootoriga. Sonikeeritud lahused filtreeriti 0,45 um filtriga

suurde (50 ml) tuubi ning filtreeritud lahusest eraldati analiiiisiks proov “lahustuv fraktsioon”.
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SDS-PAGE (naatriumdodetsiiiilsulfaat-poliiakriitilamiid geelelektroforees) geeliga analiiiisiti
lahuste valgusisaldusi molekulmassi jargi. SDS geeli jaoks valmistati standardse labori
protokolli alusel kaks lahust: 12% lahutav (30% bisakriiiilamiid; Tris puhver pH 8,8 (1,5 M);
10% SDS; 10% naatriumpersulfaat; TEMED ja Milli Q) ja 5% konsentreeriv lahus (30%
bisakriitilamiid; Tris puhver pH 6,8 (1,0 M); 10% SDS; 10% naatriumpersulfaat; TEMED ja
Milli Q). Lahutava lahuse peale pipeteeriti 1 ml Milli Q vesi, et geelidevaheline pind jddks sile.
Kui lahutava lahuse kiht oli tahenenud, siis eemaldati vesi ning pipeteeriti selle peale
kontsentreeriv lahus, mille jérgselt lisati kohe geelipesasid tekitav sakkidega “kamm”.
Tahenenud geel asetatati piistiselt elektroforeesi vanni, mis tdideti 10%-lise puhvriga (Tris
25mM, gliitsiin 192mM, SDS 0,1%). SDS poliiakriiiilamiid-geeli jaoks lisati proovidele 4x
Laemmli laadimisvérvi seejdrel kuumutati proove 5 min 95 °C juures ning tsentrifuugiti 5 min
kiirusel 13 000 rpm. Valkude pikkuse méédramiseks kasutati geelil valkude suurusmarkerit
PAGERuler, Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Elektroforeesi jargselt vérviti
geelid Coomassie InstantBlue (Thermo Scientific) lahuses 20 min ning geelipildid jaddvustati

FireReader V10 siisteemis UVITEC-1D tarkvaraga (UVITEC Cambridge).

2.2.6. CrPV 3C proteaasi loikesaiti sisaldava valgu puhastamine

CrPV 3C proteaasi 1dikesaitidega valkude puhastamine teostati korgsurve kromatograafia
AKTA™purifier (GE Healthcare Life Sciences) siisteemis kolonniga HisTrap FF, 1ml (GE
Healthcare Life Sciences), mis kalibreeriti liitisipuhvriga. Valgud puhastati puhvriga A ( 50 mM
Tris pH 8, 0.5 M NaCl, 50 mM imidasool, Milli Q) ja puhvriga B (50 mM Tris pH 8, 0.5 M
NaCl, 600 mM imidasool, Milli Q). Filtreeritud 40 ml valgulahuse elueerimise ajal enne
fraktsioneerimist eraldati proov, mida hiljem analiilisiti SDS geelelektroforeesi meetodil.
Kolonnile kinnitunud valk elueeriti lineaarselt alates imidasooli kontsntratsioonist 50 mM kuni

600 mM-ni 0,5 ml fraktsioonidena kiirusega 1 ml/min.

SDS-PAGE meetodil analiiiisiti CrPV 3C proteaasi substraadi proove, mis koguti enne ja pérast
indutseerimist, pérast indutseerimist rakusademest ja lahustuvast fraktsioonist, enne
fraktsioneerimist valgulahuse esmasest labivoolust ning fraktsioonidest. Koiki proove koguti
10 ul, millele lisati 4x Laemmli puhvrit. Proove kuumutati 5 min 95 °C juures ning tsentrifuugiti
5 min 13 000 rpm juures. Proovid analiilisiti 10%-lisel SDS-PAGE geel-elektroforeesil ning
valgu pikkuste midramiseks kasutati Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)
valgumarkerit. Tulemuste visualiseerimiseks vérviti geel Coomassie InstantBlue (Thermo

Scientific) varviga. Geelipiltide pohjal valiti vélja fraktsioonid, mille radadel oli kdige tugevam
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valgu signaal ehk kodige suurem uuritava valgu kontsentratsioon ning need fraktsioonid

puhastati dialiiiisi meetodil.

Vilja valitud fraktsioonid pipeteeriti 15 kDa ldbilaskvusega dialiilisimembraani vahele
(Spectrum laboratories). Dialliisimembraan puhastati eelnevalt autoklaavitud Milli O veega
ning loputati dialiiiisipuhvriga ning membraaniklambrid keedeti enne kasutamist Milli O vees.
Puhastatud valgud dialiiiisiti 2 h 1,5 liitris ensiitimi sdilituspuhvris (20 mM HEPES pH 7,5, 100
mM NaCl, Milli Q) segajal. Membraan tdsteti imber sama koostisega vérskesse 1,8 1 puhvrisse

ning hoiti 4 °C juures {iledo segajal.

Pérast dialiitisi moddeti Bradford’i meetodil CrPV 3C proteaasi 16ikesaite sisaldavate valkude
kontsentratsioon. Valkude kontsentratsioon maddrati veise seerumi albumiini (BSA)
kaliibergraafiku pohjal. Kokku segati BSA kontsentreeritud lahus, dialiiisipuhver ja 600 ul
BSA reagent (Coomassie Protein Assay Reagent; Thermo Scientific). BSA kontsentreeritud
lahus ja dialiitisipuhver kokku moodustasid lahusest 300 ul. Loodi 11 erineva BSA
kontsentratsiooniga proovi, mille neelduvus moodeti spektofotomeetriga 590 nm juures.
Lahuste neelduvuse pdhjal loodi graafik, mille lineaarvdrrandiga arvutati uuritavate valkude
kontsentratsioon. Uuritavate valkude neelduvuse mootiseks 590 nm juures segati kokku 290 ul
dialiiiisipuhvrit 10 ul uuritavat valku ja 600 ul BSA reagenti. Ulejdéinud dialiiiisitud valgulahus

allikvooditi, kiilmutati vedellammastikus ja séilitati temperatuuril -80 °C.

2.2.7. CrPV 3C proteaasi ja substraadi l6ikereaktsioon

Lodikereaktsioonis segati kokku 0,1 ug CrPV 3C proteaas ja 1 ug substraat. Reaktsioonipuhver
sisaldas jargmiseid komponente — 20 mM HEPES-KOH pH 7,5; 100 mM NaCl; 2 mM DTT,;
Milli Q. Loikereaktsioon inkubeeriti 30 °C juures 1 h. Proovidele lisati 5x SDS-PAGE
laadimisvérvi, inkubeeriti 5 min 95 °C ning tsentrifuugiti 5 min kiirusel 13 000 rpm.
Loikereaktsioon  analiiisiti  12%-lisel =~ SDS-PAGE  geelelektroforeesil. ~ Valkude
visualiseerimiseks virviti geelid Coomassie InstantBlue’ ga (Thermo Scientific) ning pikkused

maérati Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) markeri alusel.
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2.3. Tulemused

2.3.1. CrPV 3C proteaasi loikesaiti sisaldava plasmiidi konstrueerimine

Nagu eelnevalt mainitud, siis 16ikab kilgi halvatuse viiruse 3C tsiisteiini proteaas viiruse
poliiproteiini funktsionaalseteks valkudeks (Seipelt et al., 1999). Kdesolevas t00s uuritakse
CrPV genoomis 3C proteaasi ja viiruse poliimeraasi (RdRp) geenide vahelist 16ikesaiti, mis on
aminohappelise jarjestusega TVQCCEF (Tabel 1). Nimetatud jirjestus on metsiktiiiipi jérjestus,
mille korvale loodi laborikatsete kontrollimiseks mutantne jirjestus aminohappelise
jarjestusega  TAEPCF.  Peptiidsideme  hiidroliitis  toimub  3C RdRp  uuritavas
jarjestusesglutamiin (Q) ja tsiisteiin (C) vahel. Mutantses 10ikesaidis oli vorreldes metsiktiiiipi
jarjestusega vilja vahetatud kolm aminohapet: valiin (V) asendati alaniiniga (A); glutamiin (Q)
asendati glutamaadiga (E); proteaasi 1d6ikekoha tsiisteiin (C) asendati proliiniga (P). CrPV 3C
proteaasi loikesaidi testimiseks disainiti mudelsubstraat, mis sisaldas 3C RdRp geenide
vahelist 15ikesaidi nukleotiidset jarjestust ehk konstrueeriti plasmiidid pDnaK 3C RdRp wtja
pDnaK 3C RdRp mut.

TVQ/CCF (W)

TAE/PCF (MUT)
SGL SDE (DnaKk)
\\\\//

Joonis 8. Kilgi halvatuse viiruse 3C proteaasi metsiktiiiipi (TVQ/CCF) ja mutantse
(TAE/PCF) loikesaidi asukoht DnaK mudelsubstraadis. Joonisel tdhistab WT metsiktiiiipi
ja MUT mutantset 15ikesaiti. (Kohandatud Veeremaa, 2024 jérgi)

CrPV 3C proteaasi 1dikesaidid kloneeriti ekspressiooniplasmiidi pET-his-DnaK, mille aluseks
on pET11c vektor (Joonis 7). pET vektor sisaldab ampitsilliini (amp) resistentsusgeeni, mis
aitab LB-Amp so6tmel rakkudel ellu jadda ning selekteerib vélja rakud, mis uuritavat plasmiidi

ei sisalda. Antud t60s kasutati Ainelo et al, 2016 teadustdds loodud ja Veeremaa, 2024
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magistritdos kirjeldatud pET-his-DnaK mudelsubstraadi ekspressiooni siisteemi. Veeremaa t60s
otsiti CrPV 3C proteaasi ennustatud 15ikesaitide jarjestusi ribosoomide r-valkude pealt. Uuritav
jarjestus kloneeriti mainitud t66s pET-his-DnaK plasmiidi selle pdhjal, et jérjestus
ekspresseeruks DnakK solvendipoolses lingu regioonis. Proteaasi ja substraadi 1dikereaktsioonis
on oluline, et substraadi ldikesait oleks proteaasile ligipddsetav. CrPV 3C RdRp geenide

vaheline 18ikesait ekspresseeriti antud t66s samal podhimdttel (Joonis 8).

Kéesolevas t00s kasutatud mudelsubstraadi pdhiosa moodustab P putida kuumasoki valk
DnaK, mille geeni jérjestuse sisse kloneeriti 3C proteaasi ldikesaidi jirjestus. DnaK valku
ekspresseeritakse E. coli rakkudes korgel tasemel, seega ekspresseeriti plasmiidid £. coli BL21
DE3 rakutiives (Ainelo et al., 2016). Pérast lahuse tsentrifuugimist tekivad lahustuv ja
lahustumatu fraktsioon, millest lahustuv on vedelikufaas ja lahustumatu on sade. DnaK valk
jaab lahustuvasse fraktsiooni, mis voimaldab uuritava Idikesaidiga DnaK valku rakkudest vilja
puhastada. DnaK molekulmass on suurem CrPV 3C proteaasi molekulmassist, et saaks SDS
geelelektroforeesi 10ikereaktsiooni analiiiisil eristada mudelsubstraati proteaasist. Lisaks DnaK
valgule sisaldab pET vektor heksahistidiini jdrjestust, mille abil puhastatai

kolonnkromatograafia meetodil uuritav valk lahusest vilja.

Plasmiidi kloneerimise overlap extension PRC meetodi skeem on ndidatud joonisel 9. Soovitud
jarjestuse saamiseks paljundati PCR meetodil iiles kaks fragmenti, mida kasutati jargmise PCR
reaktsioonil alus-jdrjestusena. Esimene fragment paljundati iiles praimeritega Kpnl ja Rev
(reverse) ning teine fragment paljudati praeimeritega BamHI ja Forw (forward). Fragmendid
jagasid jérjestuses kattuvat ala, mida on joonisel 9 néha praimeri seondumiskohtade Forw ja
Rev vahel. Ténu iihisele kattuvale alale moodustasid fragmendid Sabloon vormi jargmise PCR
reaktsiooni jaoks, mis viidi 14bi praimeritega Kpnl ja BamHI ning mille tulemuseks oli plasmiidi
kloneeritav terviklik jarjestus. Joonisel 9 on kollasega dra margitud loikesaitide jirjestuse

asukoht, tilejadnud ,,joonest®, mis pole kollane, on DnaK geeni jirjestus.

26



A

-

3C_RdRp_Forw
|

B |

|—> DnaK BamHI Rewv

|

Dnak Kpnl Forw

—

3C_RdRp Rev

(J

C
~ [
DnaK_Kpnl Forw 3C RdRp Forw

3C_RdRp_Rev Dnakl_BamHI Rev

A -

Joonis 9. Kilgi halvatuse viiruse 3C proteaasi 3C_RdRp_wt loikesaidi tiispika jarjestuse

loomine DnaK BamHI Rev (BamHI), DnaK Kpnl Forw (Kpnl) ja 3C_RdRp Forw (Forw),

3C_RdRp Rev (Rev) praimeritega. Kollase alaga on margitud 3C RdRp 1dikesaidi jarjestus
ning nooltega praimerite siinteesi suund. (A) Koigepealt siinteesiti kogu jirjestusest pool
fragmenti, (B) seejérel teine pool ning (C) joonisel A ja B fragmentide paljundamisel ithes PCR
reaktsioonis moodustust tdnu kattuvale alale tdispikk jérjestus, mida oli voimalik plasmiidi
kloneerida. Mutantne 1dikesait paljundati samamoodi, kuid sisemisteks praimeriteks kasutati

3C RdRp MUT Forw (Forw) ja3C RdRp MUT Rev (Rev).
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1500 bp

1200 bp
1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

500 bp
400 bp

958 bp

441 bp

A B

100 bp marker

BamHI + Kpnl
BamHI + Forw Kpnl + Rev

958 bp

1346 bp
441 bp

Joonis 10. Metsiktiiiipi 3C proteaasi loikesaidi jirjestuse siinteesimine. (A) Radadel 1 ja 2
on CrPV jirjestus silinteesitud praimeritega DnaK BamHI Rev ja 3C RdRp Forw ning
radadel 3 ja 4 praimeritega DnaK Kpnl Forw ja 3C_RdRp Rev. (B) Joonise A fragmente on
kasutatud alusjirjestusena praimeritega DnaK BamHI Rev ja DnaK Kpnl Forw tdispika
(1346 bp) fragmendi siinteesimiseks.

A B

BamHI + Kpnl

100 bp marker

Kpnl +Rev  BamHI + Forw

1 kb marker 3000 bp
2000 bp
1000 bp
1500 bp
750 bp 1200 bp
1000 bp
500 bp 900 bp

800 bp

Joonis 11. Mutantse 3C proteaasi ldikesaidi jirjestuse siinteesimine. (A) Radadel 1 ja 2 on
CrPV jérjestus siinteesitud praimeritega DnaK BamHI Rev ja 3C RdRp MUT Forw ning
radadel 3 ja 4 praimeritega DnaK Kpnl Forw ja 3C RdRp MUT Rev. (B) Joonise A
fragmente on  kasutatud alusjdrjestusena  praimeritega DnaK BamHI Rev ja
DnaK Kpnl Forw téispika (1346 bp) fragmendi siinteesimiseks.

CrPV 3C proteaasi metsiktiilipi ja mutantse substraadi tdispikad jarjestused, mis selles to6s PCR
meetodil loodi, olid molemad pikkusega 1346 bp (Joonised 10b ja 11b). CrPV 3C proteaasi
l1oikesaitide sisestamiseks vektorisse 10igati 16ikesaitide jirjestusi ja vektorit restriktaasidega
Kpnl ja BamHI, mis 16ikasid vektori kaheks 6243 bp ja 1346 bp pikkusega 16iguks (Joonis 12).
Restriktaasidega toddeldud vektor ja 10ikesaidi jérjestus ligeeriti kokku T4 DNA ligaasiga ning

plasmiidid pDnaK 3C RdRp wt ja pDnaK 3C RdRp mut transformeeriti rakkudesse.
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Plasmiidid paljundati iiles ning selekteeriti vilja korge transformatsiooni efektiivsusega E. coli

DHS5-a rakkudest (Thermo Scientific) (Lisa 1).

A

B

1500 bp
1200 bp

1000 bp

Wit Wt MUT i AMUT 5

ilcamat® 2jgatu ~ i\ amatd e
10 “Ka LO‘%a 100 bp marker LQ\\“““ \40\%&“’\

100 bp marker
2000 bp

1500 bp
1200 bp
1000 bp

Loikamata vektor Laigatud vektor

C 1 kb marker

10000 bp
8000 bp
6000 bp
5000 bp
4000 bp
3500 bp
3000 bp

2500 bp

6243 bp

2000 bp

1500 bp

1346 bp

1. 2 3

Joonis 12. CrPV 3C proteaasi loikesaite kodeerivate jirjestuste ja pET-his-DnaK vektori
restriktsioon restriktaasidega Kpnl ja BamHI. Reaktsioon kestis 3 h 37 °C juures. Joonistel
MUT vastab mutantsele tiivele, WT metsiktiiiipi tiivele ja insert on vektorisse sisestatav CrPV
3C RdRp geent jérjestus.

2.3.2. CrPV 3C proteaasi substraadi ekspressioon
CrPV 3C proteaasi 16ikesaitidega plasmiidid (pDnaK 3C RdRp wt  ja
pDnaK 3C RdRp mut) transformeeriti E. coli BL21 (DE3) bakterirakkudesse.

Geneetilise materjali viimine rakkudesse toimub horisontaalse geenililekande teel niiteks
transformatsiooniga, mille kdigus siseneb vaba DNA retsipient-rakkudesse (Chen et al., 2014).
Transformatsiooni jaoks vaja luua kompetentsed rakud, mis on vastuvdtlikud
ekstratsellulaarsele DNA-le. Kompetentsete rakkude valmistamiseks on erinevaid meetodeid:
elektroporatsioon, CaCl, t66tlus, Hanahan meetod, Inoue meetod (Yang et. Al, 2022). Kdikide
meetodite pohiidee on muuta rakumembraan ajutiselt ldbilaskvaks, et vaba DNA saaks

rakkudesse siseneda. Antud t60s loodi rakukompetendid CaCl, to6tlusel ning sellele jargnes
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kuumasokk, mille ajal lahusesse lisatud DNA (siinkohal plasmiidne DNA) sisenes BL21 (DE3)

rakkudesse.

Valkude ekspressiooniks kasutatav E. coli BL21 (DE3) on rakutiivi, mis disainiti aastal 1986
selleks, et ekspresseerida pET vektorisse kloneeritud geenidelt rekombinantseid valke (Studier,
Moftatt, 1986). BL21 (DE3) rakud siinteesivad T7 RNA poliimeraasi, mis algatab pET
vektorisse T7 promootori jarele kloneeritud geenide transkriptsiooni (Du et al., 2021). Kui rakk
T7 RNA poliimeraasi ei siinteesi, siis ei transkribeerita ka vektorilt uuritavat geeni. T7 RNA
poliimeraasi siinteesitakse rakus lac promootorilt ning reguleeritakse lac operon siisteemi poolt,
mis tdhendab, et allolaktoosi puudumisel on poliimeraasi siintees inaktiivses olekus.
Allolaktoosi analoogina kéitub IPTG (Simas et. Al, 2023), mis lisatakse lahusesse rakkude
eksponentsiaalses faasis ning takistab lac operaatoriga seondunud repressorit. BL21 (DE3) on
E. coli B tiivi, millele on iseloomulik lon ja ompT proteaaside puudumine — see suurendab valgu
ekspressiooni tdhusust ning tagab, et valke lagundatakse vihem (Jeong et. Al, 2015). Seetdttu
on kéesolevas t00s kasutatud ekspressiooniplasmiidiks pET plasmiidi ja valkude

ekspresseerimiseks E. coli BL21 (DE3) rakke.

Esmalt teostati meetodi kontrollimiseks IPTG induktsioon ja sonikeerimine véikemas LB
s0otme koguses (30 ml) iiles kasvanud E. coli BL21 (DE3) rakkudes, millesse oli
transformeeritud pDnaK 3C RdRp wt vdi pDnaK 3C RdRp mut plasmiid. Kui geelianaliiiis
kinnitas, et meetod tootab, siis viidi katse 1dbi suuremas LB so6tme koguses (200 ml) iiles
kasvanud E. coli BL21 (DE3) rakkudega. Suuremas LB koguses iiles kasvanud rakkudest
saadud CrPV 3C substraadi valkudega teostati CrPV 3C proteaasiga (Veeremaa, 2024)

16ikereaktsioon.

CrPV 3C proteaasi substraadi valkude ekspressiooniks kasvatati pDnaK 3C RdRp wt ja
pDnaK 3C RdRp mut plasmiide sisaldavaid E. coli BL21 (DE3) rakke 30 °C juures. Kui
rakkude tihedus oli joudnud ODegeo=0.6-ni, indutseeriti rakke kolm tundi IPTG-ga.
Tsentrifuugimisel kogutud rakkudest tehti sonikeerimisel liisaat, mida analiiiisiti SDS
geelelektroforeesi meetodil (Joonis 14). Ekspressiooni kontrollimiseks koguti rakulahusest
proovid enne indutseerimist, pérast indutseerimist ning pérast indutseerimist tsentrifuugitud
lahustumatust ja lahustuvast fraktsioonist. [IPTG lisamine eemaldas repressorvalgu lac operon
siisteemilt, millega reguleeriti T7 RNA poliimeraasi ekspressiooni. BL21 (DE3) raku genoomis
stinteesitud T7 RNA poliimeraas kéivitas vektoris T7 RNA poliimeraasi promootori alla viidud

his-DnaK ja CrPV 3C proteaasi 1dikesaidi siinteesi (Joonis 15 ja 16).
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Joonis 13. E. coli BL21 (DE3) rakkudes ekspresseeritud CrPV 3C proteaasi
mudelsubstraatide rakuliisaadi analiiiis. Rakud kasvatati 30 ml LB-Amp vedels66tmes 30
°C juures loksutuskiirusel 180 rpm kuni lahuse optiline tthedus moddeti ODgoo=0.6. Rakke
indutseeriti 3 h IPTG’ga, mille jdrel eraldati lahustuv fraktsioon ning rakusade liiiisiti.
Rakuliisaat sonikeeriti [10sek, 5 tsiiklit, 60%)] ning sellest koguti proovid ,rakusade® ja
nlahustuv fraktsioon“, midas analiitisiti 12% SDS-PAGE meetodil. CrPV 3C proteaasi
substraatvalgu signaal tuvastati molekulmassi 72 kDa juures. Kontrollradadel (rajad 5 ja 6) on
Veermaa, 2024 t60s konstrueeritud plasmiididest ekspresseeritud valgud. Joonistel MUT vastab
mutantsele ja WT metsiktiilipi mudelsubstraadile.

CrPV 3C proteaasi ldikesaitidega valgud on eeldatavalt suurusega ligikaudu 72 kDa (Joonis
14). Sonikeerimise tulemusena 16huti rakud katki, rakukesta tiikid tsentrifuugiti tuubi pohja ja
litsipuhvris lahustunud valgud jdid lahustuvasse fraktsiooni. Seetdttu on tugevamaid uuritava
valgu band’e geelil ndha just lahustuva fraktsiooni radadel (Joonis 14b). Lahustumatut
fraktsiooni ehk rakusademe proove (Joonis 14a) analiiiisiti selleks, et saada kinnitust, et suurem
osa uuritavast valgust lahustus vedelikufaasi. Kuna lahustuv fraktsioon sisaldas lisaks
uuritavale CrPV 3C proteaasi 16ikesaitidega valgule ka muid valke, siis oli vaja valgulahust

edasi puhastada, et lahti saada teistest valkudest.
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2.3.3. CrPV 3C proteaasi substraadi puhastamine

Selleks, et oleks vdimalik testida 3C proteaasi poolt mudelsubstraadi 16ikamist in vitro
tingimustes, on vaja nii puhastatud 3C proteaasi kui substraadi valku. Nagu eelnevalt 6eldud
oli 3C proteaas juba puhastatud kujul olemas (A. Veeremaa magistritod). Kéesolevas to0s
puhastati DnaK valk, millesse oli sisestatud kas metsiktiilipi vOi mutantne 3C proteaasi

101kesait.

CrPV 3C proteaasi 1dikesaitidega valgud puhastati lahusest AKTA afiinsuskromatograafia abil,
kus uuritav valk jaab kolonni kiilge ning iilejddnud rakuliisaat voolutatakse lébi kolonni. Selleks
oli DnaK valgu otsa lisatud kuus histidiini jadki. Histidiin seob aminohapetest kdige tugevamini
immobiliseeritud Ni*>" ioone ning tavaliselt on kuus histidiini optimaalne kogus, et histidiini
sisaldava valgu seondumine kolonnile oleks piisavalt tugev (Bornhorst, Falke, 2010).
Koigepealt voolutatati kogu rakuliisaat 1dbi kromatograafia silisteemi, kus kolonnil seondusid
histidiini jdigiga valgud Ni** ioonidega ning iilejdinud valgulahus eemaldati siisteemist.
Kolonn pesti 50mM kontsentratsiooniga imidasooli puhvriga, mis aitas vabaneda kolonnile
mittespetsiifiliselt seondunud valkudest. Seejdrel hakati koguma uuritava valgu fraktsioone
suurendades lineaarselt imidasooli kontsentratsiooni puhverlahuses alates S0mM-st kuni 600
mM imidasooli kontsentratsioonini. Mida korgem oli imidasooli sisaldus puhvris, seda rohkem
histidiini jidgiga valku vabanes kolonnilt Ni** kiiljest lahti kuni piirini, mil fraktsioonidesse
kogutud valkude sisaldus hakkas langema, kuna kolonnile seondunud valku jéi jarjest
vihemaks. Enamus uuritavast valgust voolutati vilja keskmistesse fraktsioonidesse (Joonis 15
rajad 8-11). Kromatograafia kdigus koguti 20 fraktsiooni metsiktiitipi valku ning 29 fraktsiooni
mutantset valku. Uldiselt koguti fraktsioone 1.5 ml kaupa, kuid mutantse 1dikesaidiga CrPV 3C
proteaasi substraadi keskmised 12 fraktsiooni koguti 0.2 ml kaupa, et suurendada vdimalust

eraldada katsutisse rohkem puhast valku.

Puhastatud valgu fraktsioonid on toodud joonistel 15 ja 16. Lisaks puhastatud fraktsioonidele
on geelipildil ndha CrPV 3C proteaasi substraadi proovid enne ja pérast rakkude indutseerimist
IPTG-ga ning indutseerimise jérgselt kogutud lahustumatu ja lahustuv fraktsioon ehk rakusade.
Dialiitisimiseks valiti geelianaliiiisi pohjal vélja kdige suurema valgu kontsentratsiooniga
proovid: metsiktiilipi proteaasi Idikesaidiga substraadi analiiiisis valiti vilja fraktsioonid 9 ja 10

ning mutantse 10ikesaidiga substraadis valiti fraktsioonid 7, 8.1, 8.2, 8.3, 9.1, 9.2.
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Metsiktiiiipi 1oikesaidi
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Joonis 14. CrPV 3C proteaasi metsiktiiiipi substraadi valkude analiiiis. 10% SDS-PAGE
meetodil analiilisti enne ja pirast IPTG induktsiooni kogutud proove, pérast sonikeerimist
kogutud rakusadet ja lahustuvat fraktsiooni ning kolonnkromatograafial kogutud fraktsioonie.
CrPV 3C proteaasi substraatvalgu signaal tuvastati molekulmassi 72 kDa juures. (B) Edasiseks
dialiitisiks valiti valguproovid radadel 3 ja 4.
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Mutantse loikesaidi Fraktsioonid

% ——
proovid

&

X aev .o
SV o o© R
¢® S R o
A ‘ﬂ\é&% x'\‘\b\) o o v S
3 5 A\ &
{;;sdvix‘ned Protein ?}\g\e Q%S‘b' Q\-&Oy \;b\’o\\s Q}\‘\e 1 2

72 kDa

Fraktsioonid

P; ined Protein
Ladder

100 kDa

72 kDa
70 kDa

55 kDa

1 2. 3 4 3. 6. I 8 9. 10

Joonis 15. CrPV 3C proteaasi mutantse substraadi valkude analiiiis. 10% SDS-PAGE
meetodil analiilisti enne ja pirast IPTG induktsiooni kogutud proove, pérast sonikeerimist
kogutud rakusadet ja lahustuvat fraktsiooni ning kolonnkromatograafial kogutud fraktsioonie.
CrPV 3C proteaasi substraatvalgu signaal tuvastati molekulmassi 72 kDa juures. (B) Edasiseks
dialiitisiks valiti valguproovid radadel 5-10.

Dialiilis on meetod, millega saab vahetada uuritava lahuse puhvrit ning eraldada lahusest
viiksema  molekulmassiga  osakesi saades veel puhtama  valgulahuse  kui
afiinsuskromatograafial. Afiinsuskromatograafia fraktsioonide geelianaliilisil valiti vélja kdige
korgema valgusisaldusega CrPV 3C proteaasi substraadi fraktsioonid, mis pipeteeriti 15 kDa
pool-ldbilaskvale dialiilisi membraanile. See tdhendab seda, et kdik molekulid ja valgud, mis
olid viaiksema molekulmassiga kui 15 kDa, viljusid dialiilisil membraani pooride kaudu
dialtitisipuhvrisse. Membraan uuritava lahusega jéeti kaheks tunniks 1.5 liitrisse

dialiitisipuhvrisse ning pérast puhvrivahetust iile66 1.8 liitrisse puhvrisse loksuma.

Dialiiiisi kdigus kogutud valgulahuste ja BSA kaliiber proovide lahjenduste optiline tihedus
(OD) mdoddeti 590 nm juures. Saadud neelduvusetega arvutati Bradford meetodil BSA
kaliibervorrandi alusel tegelik 3C proteaasi substraadi valgu kontsentratsioon lahuses (Joonis

17). Metsiktiitipi 16ikesaidiga substraadi neelduvus oli 0.610 ning joonisel 17 lineaarvorrandi
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alusel arvutati valgulahuse kontsentratsiooniks 0.140 ug/ul. Mutantse 10ikesaidiga substraadi

neelduvus oli 0.616 ning selle pdhjal arvutatud kontsentratsioon 0.215 ug/ul.
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Joonis 16. Bradford’i meetodil loodud BSA kaliibergraafik koos lineaarvorrandiga, mida
kasutati viiruse 3C proteaasi substraadi valgulahuse kontsentratsiooni leidmiseks. Graafikul
kajastab x-telg (BSA ug) BSA kaliibri lahjenduste kontsentratsioone ning y-telg (AA) BSA
lahjenduste proovidest mdddetud valguse neelduvust, millelt on maha lahutatud taustneelduvus.
Vorrandis vastab ,,y*“ puhastatud valgulahuse optilisele tihedusele ning ,x* otsitavale
kontsentratsioonile.

2.3.4. CrPV 3C proteaasi substraadi ldigatavuse testimine in vitro

Mudelsubstraadi puhastamise jirel testiti selle 1digatavust CrPV 3C proteaasi poolt (puhastatud
A.Veeremaa poolt). Kui 3C proteaas 1doikaks substraadi TVQCCF metsiktiiiipi jirjestust, siis
peaks tédispikast mudelsubstraadist (688 aminohapet pikk) tekkima 519 ja 148 aminohappe
pikkused fragmendid. Kontrolliks kasutatud mutantse 16ikesaidiga (TAEPCF) valku proteaas

16igata ei tohiks.

Tabel 4. CrPV 3C proteaasi ja substraadi kogused radadel ja loikereaktsioonides.

Loikereaktsioon Kontroll 1. Kontroll 2. Kontroll 3.

wt 3C+wt SUB | wt 3C + mut SUB | mut 3C + wt SUB | mut 3C + mut SUB
Proteaas 4 ul 4ul 4ul 4 ul
Substraat 7,2 ul 4,7ul 7,2 ul 4,7 ul
Puhver 0,8 ul 3,3ul 0,8 ul 3,3ul

Lisaks metsiktiiiipi proteaasi ja metsiktiilipi mudelsubstraadi reaktsioonile tehti kolm kontroll-
16ikereaktsiooni, milleks segati kokku proteaasi ja substraadi mutantne vorm, metsiktiiiipi

proteaas ja mutantne substraat ning mutantne proteaas ja metsiktlilipi substraat (Tabel 4).
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Liithendid tabelis 4 tdhendavad jargmist: wt — metsiktiiiip, mut — mutantne, 3C — proteaas ja
SUB — substraat. CrPV 3C proteaasi proovidest tehti enne ldikereaktsiooni vajalikud
lahjendused 16ppkontsentratsiooniga 0,025 ug/ul. CrPV 3C substraadi proovid lahjendamist ei
vajanud, kuna olid piisavalt madala valgu kontsentratsiooniga — metsiktiilipi substraat 0.140
ug/ul ja mutantne substraat 0.215 ug/ul. Loikereaktsiooni lisati 0.1 ug proteaasi ja 1 ug

substraati.
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Joonis 17. Kilgi halvatuse viiruse 3C proteaasi ja kiesolevas toos puhastatud 3C proteaasi
ldikesaiti sisaldava mudelsubstraadi ldikereaktsioon. Ldikereaktsiooniks segati kokku CrPV
3C proteaas voi selle mutatne variant ja CrPV valkude 3C ja RdRp vahelist 16ikesaiti sisaldav
mudelsubstraat voi selle mutantne variant. Radadel 1-4 on proteaasi ja substraadi valkude
tiksikanaltiiisid. Rada 5 kujutab osaliselt 16igatud substraati ning rajad 6-8 on negatiivsed
kontrollid. Reaktsioonid sisaldasid 0.1 ug proteaasi ja 1 ug substraati ning reaktsioon viidi 14bi
30 °C juures 1 h jooksul. Reaktsioone analiiiisiti 12%-lisel SDS-PAGE geelil kasutades
vordluseks  Prestained  Protein Ladder (Thermo Scientific) markerit. Valkude
visualiseerimiseks virviti SDS-geelid Coomassie InstantBlue’ ga (Thermo Scientific).

CrPV 3C proteaasi ja substraadi 1dikereaktsiooni korrati kolm korda ning saadud tulemused
kattusid. SDS geelianaliiiisil tuvastati CrPV 3C proteaasi ja substraadi 1dikereaktsiooni rajal
16igatud fragment ~16 kDa (Joonis 18, rada 5). Teine substraadi fragment (~56 kDa) kattus
molekulmassilt 3C proteaasi valguribaga, seda pole vdimalik geelipildil eristada.

Fragmendisuurused olid ootuspérased ning koos moodustuvad umbes 70 kDa molekulmassiga
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tdispika substraatvalgu. Kontroll-radadel ei esinenud substraadi Idikamist kinnitanud

valgusignaale (Joonis 18, rajad 6-8).

2.3. Arutelu

Kilgi halvatuse viiruse (Cripavirus grylli) valkude silintees toimub peremeesorganismi
ribosoomide abil, mille tulemusel silinteesitakse viiruse poliipeptiid. Poliipeptiidis on viiruse
valgud siinteesitud jérjest ithe ahelana, kuid sellises vormis on valgud inaktiivsed.
Viirusvalkude aktiveerimiseks 1dikab autoproteoliilitiline CrPV proteaas valkude vahelisi
peptiidsidemeid. Varasemalt on ennustatud CrPV 3C proteaasi 1dikesaite genoomi P2 ja P3

regioonis (Tabel 1) kui ka P1 regioonis (Brito, 2018; Nakashima, Nakamura, 2008).

Kéesolevas t00s uuriti kilgi halvatuse viiruse 3C proteaasi ja RNA sdltuva RNA poliimeraasi
geenidevahelist jarjestust (NNITVQ/CCFEPP), mida 18ikab viiruse 3C tsiisteiini proteaas.
Loikesaidi jdrjestus sisestati pET his DnaK plasmiidi ja ekspresseeriti E. coli BL21 (DE3)
rakkudes DnaK valgu koosseisus. CrPV 3C proteaasi loikesaidiga valgud puhastati
kolonnkromatograafia ja dialiilisi meetodil ning valkude ldigatavust analiiiisiti 3C proteaasi

poolt.

Loikereaktsiooni analiiiisimisel tuvastati vdga orm CrPV 3C proteaasi poolt 1digatud
substraatvalgu fragment. Proteaasi 10ikeaktiivsus oli reaktsioonis seega viga madal. Antud t66s
uuritud ldikesait on viiruse jaoks oluline, sest selle abil 1dikab viiruse 3C proteaas
autoproteoliiiitiliselt ennast poliipeptiidist vélja. Seega on selle 1dikesaidi hiidroliilis oluline nii
proteaasi kui ka replikatsiooni korrektseks toimimiseks. Kui viiruse proteaas pole
funktsionaalne ning toodetakse defektiga, siis jaéb tlilejadnud poliiproteiin lahti 16ikamata ning
viirusvalgud ei muutu funktsionaalseks. Teisisonu viirus sureb, kuna ei suuda korralikult oma

elutsiikliks vajalikke protsesse lédbi viia.

Pohjuseid, miks kdesolevas t60s puhastatud substraati proteaas tdielikult ei 16iganud, vdib olla
mitmeid. Kdigepealt, et saada kinnitust kdesolevas t66 saadud tulemustele, tuleks katset korrata
— see annaks kinnitust voi likkkaks timber antud t66s saadud tulemused. Mdnikord vajavad
viiruslikud proteaasid in vivo keskkonnas kofaktoreid. Néiteks Hepatiit C viiruse proteaasi
aktiivsus soOltub tugevalt NS4A kofaktorist ning Ortoflaviviiruste proteaasid on NS2B
kofaktorita inaktiivsed (Zephyr et al., 2021). Kéesolevas t60s in vitro 1dbi viidud
16ikamisreaktsioonis kofaktoreid ei kasutatud. Kuna sellist katsesiisteemi on CrPV 3C proteaasi
ja teiste mudelsubstraatidega eelnevalt edukalt kasutatud (Veeremaa, 2024), siis on

viahetdendoline, et kofaktorite puudus oli madala 161keaktiivsuse pohjus.
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Oluline on CrPV 3C proteaasi 10ikesaiti sisaldava valgu struktuuri korrektne moodustumine,
mida konstrueeritud mudelsubstraadis ei saa ette ennustada. Substraadiks kasutati lithikest
16ikesaidi jéarjestust, mida ekspresseeriti voora valgu koosseisus. Seega ei ole valgu voltumine
ja post-translatsioonilised modifikatsioonid in vivo keskkonnas siinteesitud CrPV valguga
vorreldavad. Substraadi 16igatavus soltub selle kolmemdotmelisest voltumisest, ruumilisest
kittesaadavusest ning spetsiifiliste aminohapete dratundmisjérjestustest. Selleks, et substraat
oleks CrPV 3C proteaasile ligipddsetav, on proteaasi 1dikesait mudelsubstraadis siinteesitud
valgu solvendipoolsel pinnal (Ainelo et al., 2016). Hoolimata sellest, et sama silisteemi on
varasemalt edukalt testitud, ei tihenda see, et kasutatud katsesiisteem on sobiv ka konkreetse
16ikesaidi proteoliiiisiks CrPV 3C proteaasi poolt. V3ib juhtuda, et selline 16ikesait vajab veel
mingeid kindlaid aminohappeid mingites positsioonides, et olla paremini ligipddsetav ja

16igatav.

Antud t606s oli fookuses CrPV valgu 3C_RdRp vaheline 16ikesait, kuid samal teemal saaks edasi
uurida teisi CrPV ldikesaite, et tuvastada, missuguse efektiivsusega 1dikab CrPV 3C proteaas
samas katsesiisteemis teisi 10ikesaite. VOib juhtuda, et CrPV 3C proteaas hiidroliilisib
struktuursete ja mittestruktursete valkude 16ikesaite erineva efektiivsusega, kuna suurem kogus
struktuurseid valke on vajalik viirusele kapsiidi moodustamiseks ning mittestruktuurseid

replikatsiooniensiiiime vajab viirus vdiksemas koguses.

Siiani on tdpselt teadmata, kuidas toimub Dicistroviridae viiruste poolt suunatud rakulise
translatsiooni maha surumine. Kuna osadel Picornavirales viiruste proteaasidel on
peremeesorganismi mehhanisme represseeriv funktsioon, siis on alust arvata, et ka kilgi
halvatuse viiruses on 3C tsiisteiinil sarnane roll (Sun et al., 2016). Kui CrPV 3C proteaas tdesti
16ikab genoomil ennustatud 16ikesaite (Tabel 1), siis on voimalik 16ikesaitide aminohappelisi
jarjestusi otsides ennustada potentsiaalseid sihtmirke peremeesorganismi valkudes ning
selgitada kilgi halvatuse viiruse poolt suunatud rakuliste protsesside represseerimise

mehhanisme. Sellist teadmist on voimalik rakendada viirusvastaste ravimite viljatodtamisel.
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KOKKUVOTE

Osad viirused siinteesivad nakatunud rakkudes proteaasi, mis omab keskset rolli viirusvalkude
aktiveerimisel ning osadel viirustel ka rakuliste protsesside hdirimisel. Ka Picornavirales seltsi
esindaja kilgi halvatuse viirus (CrPV) siinteesib oma genoomilt 3C tsiisteiini proteaasi.
Varasemalt on ennustatud CrPV Idikesaitide voimalikud jirjestused, kuid siiani on kinnitamata
kas ja mis aktiivsusega 3C proteaas neid 10ikesaite ldikab. Antud t66s on uuritud {ihte
konkreetset 16ikesaiti poliiproteiinis 3C proteaasi valgu ja RNA soltuva RNA poliimeraasi valgu

vahel.

Kilgi halvatuse viiruse 3C proteaasi 3C_RdRp 10ikesaidi jarjestuse loomiseks kasutati overlap
extension PCR meetodit. Jarjestus kloneeriti pET his DnaK plasmiidi, mis paljundati E. coli

DHS5-a rakutiives ning ekspresseeriti £. coli BL21 (DE3) rakutiives.

To60s konstrueeritud plasmiidi sisaldavate BL21 (DE3) rakkude ekspressiooni indutseeriti IPTG
lisamisega ning sonikeeriti liisaadiks. IPTG induktsioonile eelneva rakulahuse ja induktsiooni
jarel kogutud rakkude vordlusest tuvastati geelipildil induktsiooni jirgselt suurenenud
mudelsubstraadi valkude tootmine, mis tdestas IPTG vdimendatud modju ekspressioonile.
Sonikeerimise jargselt kogutud lahustuva fraktsiooni ja rakusademe proove analiiiisivate
geelipiltide pealt tuvastati suurem uuritava valgu sisaldus lahustuvast fraktsioonist, mis kinnitas

his DnaK 3C RdRp valgu lahustuvust.

CrPV 3C proteaasi substraadi valgulahus puhastati kolonnkromatograafial (HisTrap FF, Iml)
ning dialiiiisi meetodil. Pirast dialiitisi moddeti CrPV 3C proteaasi mudelsubstraadi optiline
tihedus (590 nm), millest arvutati BSA kaliibervorrandi alusel valgusisaldus: metsiktiilipi
l1oikesaidiga valgu kontsentratsioon oli 0.140 ug/ul ja mutantse 16ikesaidiga valgul oli 0.215
ug/ul. Kontsentratsioonide pohjal arvutati CrPV 3C proteaasi ja substraadi kogused
16ikereaktsiooni jaoks. CrPV 3C proteaasi ja selle substraadi ldikereaktsiooni analiiiisil tuvastati
SDS-PAGE geelil 1digatud fragment molekulmassi ~16 kDa juures. Teine fragment
molekulmassiga ~56 kDa kattus proteaasi signaaliga, seega polnud geelil silmaga eristatav.
CrPV 3C proteaas 1dikas antud t66s puhastatud 3C RdRp IGikesaitiga substraati madala
aktiivsusega. Toenéoliselt polnud mudelsubstraadi 16ikesait CrPV 3C proteaasile ligipddsetav.

Tulemuste kinnitamiseks on vaja katset korrata.

Varasemad uuringud on kiill teoreetiliselt ennustanud CrPV 3C tsiisteiini proteaasi 1dikesaite,
kuid nende ldikesaitide tegelik 16igatavus proteaasi poolt on tdestmata. Kilgi halvatuse viiruse
uurimise jitkamine on oluline, et avardada teadmisi positiivse ahelaga ssRNA viiruste kohta,

eritt veel Dicistroviridae perekonna viiruste kohta. Pikemas perspektiivis toovad uued
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teadmised edu kilgi halvatuse viirusevastaste vahendite tootmises, mis toob otsest kasu niiteks
kilgi-farmidele. Kui CrPV 3C proteaasi 1digatavad ldikesaidid on kinnitatud, siis saab kasutatud

katsesiisteemi alusel uurida ka teiste viiruste proteaaside teadmata Idikesaite.
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Construction, purification and in vitro cleavage of Cricket Paralysis Virus 3C protease

substrate protein

Ade Sild

Summary

Some viruses synthesize a protease in infected cells that activates viral proteins and disrupts
cellular processes. Cricket Paralysis Virus (CrPV), a member of the order Picornavirales,
encodes a 3C cysteine protease. Recent studies have predicted possible cleavage site
sequences for the CrPV 3C protease. However, it remains unclear whether the 3C protease
actually cleaves these putative sites in vitro. Therefore, the objective of this study was to
determine whether the 3C protease cleaves a specific cleavage site located between the 3C

protease domain and the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) domain.

To generate the 3C_RdRp fusion construct for cloning, overlap extension PCR was employed.
The target sequences were amplified using the following primers: 3C_RdRp Forw,

3C_RdRp Rev, DnaK Kpnl Forw, and DnaK BamHI Rev. The amplified 3C_RdRp
construct was first cloned and propagated in Escherichia coli DH5a competent cells. The
resulting plasmid was subsequently transferred to Escherichia coli BL21(DE3) cells for

protein expression.

BL21(DE3) cells containing the recombinant plasmid were induced with isopropyl -D-
thiogalactopyranoside (IPTG) and subsequently lysed by sonication to prepare the cell lysate.
Protein samples were collected at multiple time points: before and after IPTG induction, from
the cell pellet and supernatant following sonication, and prior to chromatographic purification.
SDS-PAGE analysis comparing samples before and after IPTG induction revealed enhanced
protein expression in the post-induction lane, confirming the IPTG-mediated induction of
recombinant protein synthesis. Following cell lysis by sonication, the cell pellet and
supernatant fractions were analyzed to determine protein localization. SDS-PAGE analysis
demonstrated that the recombinant his DnaK 3C RdRp fusion protein was predominantly
detected in the supernatant fraction, indicating that the target protein was expressed as a

soluble protein and did not form inclusion bodies in the cell pellet.

The recombinant CrPV 3C protease substrate was purified using immobilized metal affinity
chromatography (HisTrap FF, 1 mL column) followed by dialysis. Following dialysis, the

protein concentration was determined by measuring the optical density at 590 nm and
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calculated using the Bradford assay. The wildtype cleavage site variant had a protein
concentration of 0.140 ug/uL, while the mutant variant had a concentration of 0.215 ug/uL.
Based on these concentrations, the appropriate substrate quantities were calculated for the
protease-substrate cleavage reaction. SDS-PAGE analysis of the cleavage reaction revealed a
single visible substrate fragment with an apparent molecular weight of approximately 16 kDa.
The complementary fragment, predicted to have a molecular weight of approximately 56 kDa,
was not clearly visible on the gel. This was likely due to co-migration with the 3C protease,
which has a similar molecular weight. These results demonstrate that cleavage of the 3C
protease substrate occurred; however, the proteolytic activity was relatively low. The observed
low cleavage efficiency may be attributed to several factors. One possibility is that the
cleavage site within the substrate construct was not readily accessible to the 3C protease,
potentially due to substrate secondary structure or suboptimal reaction conditions. To confirm

and further characterize the cleavage reaction, the experiment should be repeated.

Previous studies have theoretically predicted the cleavage sites of CrPV 3C protease however,
the proteolytic activity of these predicted sites has not been experimentally validated.
Investigation of Cricket Paralysis Virus protease function is important for expanding our
understanding of positive-sense ssSRNA viruses, particularly members of the genus
Dicistroviridae. In the long term, increased knowledge of CrPV protease mechanisms may
facilitate the development of antiviral agents applicable to cricket farms. Furthermore, the
experimental system established in this study can serve as a platform for investigating
cleavage site specificity in proteases from other viruses of the Picornavirales order, thus

accelerating research into viral proteolysis across multiple viral families.
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CrPV 3C proteaasi ldikesaidiga plasmiidid transformeeriti E. coli DHS-a rakkudesse. LB-
Amp tards66tmel iile6d kasvanud ampitsilliiniga (1 mg/ml) selekteeritud rakukolooniaid
kasvatati 2 ml LB-Amp vedelsootmes 37 °C juures iiledo loksutuskiirusel 180 rpm. Rakkudest
eraldati plasmiidid jérgides Plasmid Extraction Mini Kit tootjapoolset protokolli (FavorPrep).
Plasmiidid paljundati PCR meetodil praimeritega DnaK Kpnl Forw ja 3C_RdRp Rev ning
analliiisiti agaroos geelelektroforeesil. Rakukolooniatest eraldatud plasmiididest valiti valgu
ekspresseerimise jaoks vilja proovid, mida kujutab metsiktiitipi (WT) kui ka mutantsete (MUT)
plasmiidide geelidel rada 2.
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