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INFOLEHT

Ké&esoleva bakalaureusetoo esimene pool annab Ulevaate flaviviiruste leviku, patogeensuse,
infektsioonitsiikli, genoomi ulesehituse ja replikasiooni kohta. Eksperimentaalses pooles
valmistati neli ekspressioonikonstrukti: Langat viiruse replikaasi (mittestruktuursed valgud 1-
5), polumeraasi (mittestruktuurne valk NS5) ja nende poliimeraas-inaktiivsed versioonid ning
uuriti valmistatud konstruktide ekspressiooni koekultuuris.
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The first part of given Bachelor’s thesis gives an overview of the pathogenesis, infectious cycle,
genome and replication of flaviviruses. In the experimental part, four expression constructs:
Langat virus replicase (non-structural proteins 1-5), polymerase (nhon-structural protein 5) and
their respective versions with inactivated polymerase were cloned and their ability to express

respective proteins was assessed in cell culture.
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KASUTATUD LUHENDID

e (+)ssRNA — positiivse polaarsusega theahelaline RNA

e (-)ssRNA — negatiivse polaarsusega tiheahelaline RNA

e Ah—aminohape/aminohappejaak

e Ap —aluspaar

e BSA —bovine serum albumin, veiseseerumi albumiin

e CMV - cytomegaloviirus (promooteri kontekstis)

e DAPI - 4’ 6-diamidino-2-feniulindool

e DENV - Dengue viirus

e DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium

e DPBS — Dulbecco’s phophate buffered saline solution, Dulbecco fosfaat-puhferdatud
soolalahus

e E —envelope, timbris

e (E)CDC - (European) Centre for Disease Prevention and Control, (Euroopa) Haiguste
Kontrolli ja Torje keskus

e EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid, etlileendiamiintetraatsetaathape

e EGFP —enchanced green fluorescent protein, ergastatud roheliselt fluorestseeruv valk

e ER —endoplasmaatiline retiikulum

e FCS —fetal calf serum, veiseloote seerum

e HRP - horseradish peroxidase, madardika perokstidaas

e LB - Lysogeny Broth, lisogeenne sodde

e LGTV - Langat viirus

e M -—membrane, membraan

e NS —non-structural, mitte-struktuurne

e poli(A)/pA — polladenileeritud regioon

e SDS(-PAAG) —sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel, naatrium dodetstulsulfaat
— poltakritlamiid geel

e SOC - Super Optimal Broth with Catabolite repression, super optimaalne sédde
kataboliitide mahasurumisega

o ZIKV - Zika viirus

e UTR —untranslated region, transleerimata regioon

e WHO — World Health Organisation, Maailma Tervishoiu Organisatsioon

e  WT — wild-type, metsiktivi



SISSEJUHATUS

Viirused on oma olemuselt nukleiinhapet omavad elus ja eluta piiri peal olevad bioloogilised
objektid, kes on sarnasel kujul tdenéoliselt eksisteerinud alates elu tekke algusest (Krupovic et
al., 2019). Nad on obligatoorsed parasiidid, kes kasutavad &ra peremeesorganismi masinavarki
oma genoomi paljundamiseks ja pakkimiseks. Olles niivord kaua eksisteerinud, on nad
arenenud nakatama pea kdiki: taimi, loomi, seeni, baktereid aga ka teisi viiruseid. Iga inimese
sees voib igal ajahetkel leida mitmeid erinevaid viiruseid: enamasti ei ole nad meile kahjulikud
ning vOivad olla isegi kasulikud, hoides mikrobioomi kontrolli all, kuid on ka viiruseid, millega
nakatumine v@ib pdhjustada peremeesorganismile tdsiseid tervisehadasid voi isegi surma. (Hill
ja Sutton, 2019)

Kliima soojenemine, Ulerahvastatus ja paremad v6imalused reisimiseks on kaasa toonud
paljude flaviviiruste leviku (lle terve maailma; nende tdsine patogeensus on muutnud uute
ravimite leidmise ja viiruse leviku piiramise veelgi olulisemaks. Néiteks alates 2015. aastast on
avastatud Zika viiruse puhang vahemalt 42 riigis; suur kollapalaviku viiruse puhang esines
2016. aasta jaanuaris Angoola pealinnas Luandas ning on nuldseks juba levinud sealt edasi
riigi teistesse provintsidesse ja ka Kongo Vabariiki. Paar juhtumit on olnud ka Hiinas ja
Ugandas. (WHO, 2016)

Eestis on flaviviirustest eelkdige levinud puukentsefaliidi viirused, mille peamine ohtlikkus
seisneb kesknérvislisteemi infektsioonides, nagu ndaiteks meningiit, entsefaliit voOi
meningoentsefaliit (Kaiser, 2008). Pika- voi eluaegsed kahjustused vdivad tekkida 10-20%
nakatunud inimestest. Aastatel 1973-2003 on kirjeldatud suurt tbusu puukentsefaliidi viirustega
nakatumises: haigestumine on neljakordistunud, mistttu on oluline neid viiruseid uurida, et

leida efektiivsemaid ja ohutumaid ravimeid. (Suss, 2008)

Antud t66 eesmargiks oli valmistada Langat puukentsefaliidi viiruse (kui ohutu laborimudeli)
replikaasi ja RNA polimeraasi ekspressioonikonstruktid ning uurida nende ekspressiooni

koekultuuris. T66 viidi labi Tehnoloogiainstituudis, rakendusviroloogia té6riihmas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Flaviviirused
1.1.1 Iseloomustus

Flaviviirused on vaikesed (virionid on 40-60 nm labimd6duga) positiivse polaarsusega RNA
genoomiga viirused, mis pohjustavad nii inimestes kui ka loomades tdsiseid terviseprobleeme.
Koos Pesti- ja Hepatsiviirustega moodustavad nad sugukonna Flaviviridae. Flaviviiruste
nimetus tuleneb kollapalaviku viirusest (ladina keeles flavus - kollane), mis oli kBige esimene
inimestele patogeenne isoleeritud viirus. (Staples ja Monath, 2008) Enamus neist kanduvad
edasi labi ltlijalgsete ehk artropoodide, nagu néiteks moskiitod ja puugid, kuid on ka esindajaid,
kelle puhul pole teada kas ja milliseid vektoreid nad kasutavad. Hetkel on kirjeldatud umbes 70
eri liiki flaviviiruseid, mille markimisvaarsemad esindajad on kollapalaviku, Dengue, Zika,

West Nile ja entsefaliidiviiruste kompleksi esindajad. (Kuno et al., 1998)

1.1.2 Levik ja patogeensus

Flaviviirused on levinud Ule terve maailma, kuid teatud liigid on rohkem levinud spetsiifilistes
regioonides, vastavalt sellele, kas nad kanduvad edasi moskiitode vdi puukide abil. Naiteks
kollapalaviku viirus on levinud troopilistes ja subtroopilistes piirkondades nagu Aafrikas ja
Lduna-Ameerikas, Dengue viirus troopilistes piirkondades Aasias, Okeaanias ja Austraalias,
Jaapani entsefaliidiviirus enamasti Kagu-Aasias ning puukentsefaliidi viirused valdavalt
Euroopas ja Pdhja-Aasias. (WHO, 2019; ECDC)

Suurem osa flaviviirustest pdhjustavad inimestes tdsiseid terviseh&dasid. Kollapalaviku korral
kaotab nakatunu isu, esineb iiveldus ja kdrge palavik, naha kollakas varvus tekib
maksakahjustusest, mis voib teatud juhtudel haigusega kaasneda (Monath ja Barrett, 2003). Ka
Dengue viiruse nakkuse korral tekib palavik, aga ka oksendamine, lihasvalu ja Dengue viiruse

nakkusele omane nahal6dve (Murray et al., 2013).

Puukentsefaliidi viirus-nakkuse korral eristatakse kolm peamist alatulipi vastavalt nende
levialale: Euroopa, Siberi ja Kaug-lda regioonid. Hetkel on kirjeldatud umbes 14 kdva puugi
(Ixodes) esindajat, kes suudavad viirust edasi kanda, kuid valdav enamus infektsioone tulevad
liikidest I. ricinus ja I. persulcatus, harvemini vdib ta inimesele kanduda ka labi kehavedelike

nagu néiteks nakatunud lehma pastoriseerimata piima, verelllekande vi organdoonorluse.
y



(Dumpis et al., 1999; CDC, 2019) Nakkuse korral on peiteperiood 4-28, kuid keskmiselt 8
péeva. Seejarel vdivad esimese nakkusfaasi jooksul tekkida kerge palavik, iiveldus ja
oksendamine, mis médduvad vordlemisi kiirelt. Enne teist faasi v6ib Euroopa alattitbil esineda
asimptomaatiline periood kuni 7 paeva. Nakkuse teise faasi jooksul vdivad nakatunul tekkida
neuroloogilised sundroomid nagu entsefaliit, meningiit véi mdlemad ehk meningoentsefaliit.
Lisaks suremusele, mis jaab 1-2% juurde, vGivad paljudel nakatunutel tekkida ka eluaegsed
tlsistused, nagu naiteks jasemete halvatus, ataksia, keskendumisraskused ja maluprobleemid.
(Yoshii, 2019; Chrdle et al., 2016, Tick-borne encephalitis, 2020)

1.1.3 Virion

Flaviviiruste virion on ikosaeedriline, labim6dduga umbes 50 nm. Kipse virioni membraani
pinnal asetseb pulgakujuline tmbrise (E) valgu dimeer, mis on suunatud horisontaalselt modda
virioni pinda. (Yu et al., 2008) Ebakupset virioni on vdimalik eristada selle jargi, et membraani
valgu M asemel, on tema prekursor prM, mida on elektronmikroskoobis naha kui oga. (Joonis
1) Kupsemise kaigus IGigatakse sellest proteoltutiliselt M valk, mille tulemusel struktuur
muutub Ummargusemaks. (Stadler et al., 1997) Kupsed virionid on keemiliselt stabiilsed
kergelt aluselises keskkonnas (pH~8). Sarnaselt teistele viirustele, on virione vdimalik
inaktiveerida happelises keskkonnas, temperatuuril >40°C, orgaanilistes lahustes, detergentide

ja UV kiirguse abil.

Joonis 1. Krio-elektronmikroskoopiline pilt puukentsefaliidiviiruse virionidest. Valgete nooltega on tahistatud
mittekipsed virionid, valge noolepeaga poolkups virion ning mustade nooltega on téhistatud kahjustatud virionid.
Kdik Ulejaénud on kiipsed virionid. (Fuzik, et al., 2018



1.1.4 Genoom

Flaviviiruste genoom on umbes 11 000 nukleotiidi pikk, mis jaguneb funktsionaalselt kaheks
osaks: struktuurne ja mitte-struktuurne (edaspidi S, structural, NS, non-structural) osa.
Genoomne (+)ssRNA toimib kui messenger RNA, mis sisaldab 5’ otsas tiitip I cap struktuuri.
(Lindenbach, 2001; Bollati et al., 2010) Sarnaselt eukariiootsetele mRNA-dele on genoomi 5’
otsas asuv cap struktuur oluline translatsiooni initsiatsiooniks ning kaitseks genoomi
degradeerimise eest rakusiseste RNA nukleaaside poolt. (Bollati et al., 2010) Markimisvaarselt
puudub valdaval enamusel flaviviirustest polii(A) (poliandenuleeritud) saba, mis on vajalik
translatsiooni alustamiseks eukariiootsetes rakkudes; polu(A) saba esineb vaid modndadel
puukentsefaliidi viirustel (Neuddrfl ja Sofyn tiived). (Mandl, 1991) Teistel tdidab selle rolli 3’

otsas asuv juuksendela (stem loop) struktuur (Ng et al., 2017).

Flaviviiruste genoomi (ks avatud lugemisraam kodeerib umbes 3400 aminohappejaaki pika
polUproteiini, mis ko- ja posttranslatsiooniliselt 18igatakse nii viiruse enda kui ka peremeesraku
proteaaside poolt kolmeks struktuurseks ning seitsmeks mitte-struktuurseks valguks.
Struktuurseid valke kodeeriv osa asub genoomi 5’ terminaalses pooles ja kodeerib kolme
pakkimisvalku: nukleokapsiid (C), Umbris (E) ja membraani prekursor (prM);
mittestruktuurseid valke kodeeriv osa ehk replikaas aga vastutab viiruse RNA paljundamise
eest ning jagatakse komponentideks NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ja NS5. (Joonis 2)
(Lindenbach, 2001) Kuigi replikatsiooniks on vajalikud k&ik mitte-struktuursed valgud, on
enim uuritud just NS3 ja NS5 valgud nende enstimaatilise aktiivsuse tottu. NS3 on 69 kDa suur
mitmefunktsionaalne valk, mille N-terminaalne ots sisaldab seriin-proteaasi aktiivsust, mis on
vajalik viiruse poliproteiini I8ikamiseks ning C-terminaalne ots omab RNA trifosfataasset ja
RNA helikaasset aktiivsust. Nimetatud RNA trifosfataas vastutab cap struktuuri lisamise ja
RNA helikaas 3’ transleerimata regiooni (3’UTR) o0sas asuva sekundaarstruktuuri
lahtiharutamise eest, mis on vajalik genoomse RNA sinteesi initsiatsiooniks. (Bollati et al.,
2010)

NS5 on replikaasi suurim valk (103 kDa). Valgu N-terminaalses otsas asub mettiultransferaasi
domeen, mis samuti mangib rolli tidp | cap struktuuri lisamises varskelt siinteesitud RNA-dele
ning C-terminaalses osas RNA polimeraasi domeen, mis on vajalik genoomse RNA
replikatsiooniks. (Bollati et al., 2010). Lisaks cap-I struktuuri lisamisele ja replikatsioonile, on
Zika ja Dengue viiruste (ning téendoliselt ka teiste flaviviiruste) NS5 valgul kirjeldatud véimet
suruda maha raku tip 1 (o ja B) interferoonvastust (Grant et al., 2016; Morrison et al., 2013).

NS5 valgu RNA polimeraasi osa omab sarnaselt teistele RNA poliimeraasidele parema kae
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struktuuri (“peopesa”, “s6rmed” ja “pOial” domeenid), mille aktiivtsentris ehk “peopesas” asub
GDD motiiv (glltsiin, aspartaathape, aspartaathape) (Selisko et al., 2014). Nimetatud
aminohappeline jarjestus on absoluutselt vajalik RNA polumeraasi funktsionaalseks
toimimiseks (Khromykh et al., 1998). Viies sisse GDD > GAA mutatsioon (happeline
aspartaat muudetakse neutraalseks alaniininks) nimetatud aktiivtsentrisse, on vdimalik
poliimeraasi inaktiveerida (Miorin et al., 2008). Replikaasi kuuluvate teiste mitte-struktuursete
valkude funktsioonid pole nii hé&sti uuritud, kuid on teada, et NS1 on glikoproteiin, mida
vajatakse replikatsioonil; NS2B on NS3 proteaasi kofaktoriks vOimaldades korrektset
poluproteiini 16ikamist; NS2A seondub genoomi 3’UTR regiooniga ning koos NS3 ja NS5-ga
moodustavad replikatsioonikompleksi, samuti inhibeerib ta o ja B interferoonide tootmist
nakatunud rakkudes (Strauss ja Strauss, 2008; Uchil ja Satchidanandam, 2013). NS4A toimib
kui valguline liigend NS1 ja replikatsioonikompleksi vahel. NS4B kohta on teada veelgi vahem.
Tdenéoliselt mangib ta rolli virioni kokkupanekul. (Uchil ja Satchidanandam, 2013; Fernandez-
Garcia et al., 2009)

SUTR Avatud lugemisraam SR

~100nt ~11kB ~400-700 nt

'5' SL" IIs]_,]} 3SL

. . 5CS
CAP -'_[ Sruktuurne | =t —1 OH

x VR 3'CS
2
wv

l Translatsioon

~3400 ah

3 BATAB ] 5 COOH

Poliiproteiini to6tlemine

@@Iilmlzln mc:-

Kokkupanek Seriin-proteaas,

ine j i Kokk K
Nukleokapsiid ?eqndumme & mng helikaas, RNA SRR
e AR (xHostatass Metiiiiltransferaas, RNA
replikatsioon poliimeraas
E valgu Saperon . .
Replikatsioon, . B . )
patogenees, NS3 seriin- Replikatsioon, kokkupanek,

immunoevasioon Proteaasi kofaktor membraani iimberkorralduste
indutseerimine

Joonis 2. Flaviviiruste genoomi organisatsioon ja viirusvalkude funktsioonid. Ainus lugemisraam kodeerib
poluproteiini, mis ko- ja posttranslatsiooniliselt 1digatakse kolmeks struktuurseks valguks (mérgitud rohelisega) ja
seitsmeks mitte-struktuurseks valguks (maérgitud punasega). Tahistatud on ka lihtsustatud RNA
sekundaarstruktuurid, mis asuvad 3’ ja 5’ transleerimata regioonides. Ah — aminohape, C — kapsiidvalk, CS
(cyclisation sequence) — tstklisatsioonjérjestus, E — umbris, M — membraan, SL — juuksendela struktuur, VR —

varieeruv regioon (Fernandez-Garcia et al., 2009, muudatustega).
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1.1.5 Infektsioonitstikkel

Flaviviirused sisenevad rakku labi C-tilpi lektiini retseptor-vahendatud endotsutoosi. Partiklid
viiakse varajaste endosoomideni, mille happeline keskkond indutseerib konformatsioonilisi
muutusi imbrise glikoproteiinil ning see pdhjustab viiruse ja peremehe membraanide liitumist.
(Bressanelli et al., 2004; Modis et al., 2004) Viiruse antiparalleelsed E valgu homodimeerid
eralduvad monomeerideks 16hkudes nii virioni ikosaeedrilise kuju ning Uhinevad siis uuesti
paralleelseks homotrimeeriks, mille tagajarel vabaneb genoom tsiitoplasmasse (Heinz ja
Allison, 2000; Kielian et al., 2000). Tsutoplasmasse vabanemisel silinteesitakse esmalt
peremeesraku translatsioonimasina abil poltproteiin, mida hakatakse t66tlema nii peremehe kui
ka viiruse enda (NS2B/NS3) proteaaside poolt. Tekivad kolm struktuurset ja seitse mitte-
struktuurset viirusvalku. Mitte-struktuursed valgud moodustavad replikaasi ning sellega algab
viiruse RNA replikatsioon. Replikaas transkribeerib viiruse genoomse RNA (+) ahela pealt
RNA (-) ahel, millest slinteesitakse omakorda uus RNA (+) ahel. Uus RNA (+) ahel saab
alustada uue translatsiooni/replikatsioonitsiikli voi siis pakitakse see virionisse. Virioni
pakkimine toimub karedapinnalise endoplasmaatilise retiikulumi (ER) pinnal. Varskelt
stinteesitud RNA seotakse C valguga ning pakitakse lipiidsesse kaksikkihti, mis sisaldab
heterodimeerina prM ja E valke. (Lorentz et al., 2003, Mackenzie ja Westaway, 2001) PrM
valk kaitub tugipunktina, mis aitab valtida virionide enneaegset kokkupakkimist rakust
valjatoimetamise ajal (Li et al.,, 2008, Yu et al., 2008). Pérast transportimist labi raku
sekretoorse tee, toimub virionide kiipseks saamine trans-Golgi stisteemis labi furiin-vahendatud
I6ikamise, pérast mida tekib prM-st M valk. Kupsed infektsioonivimelised partiklid
vabastatakse seejarel eksotsitoosi teel rakkude vaheruumi, kus nad hakkavad nakatama uusi
rakke. (Joonis 3) (Fernandez-Garcia et al., 2009)
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Joonis 3. Flaviviiruste infektsiooniline elutstikkel. (1) Sisenemine toimub labi retseptor-vahendatud endotsiitoosi,
mille kdigus viirus viiakse varajaste endosoomideni. (2) Endosoomi happeline keskkond indutseerib viiruse ja
peremehe membraanide liitumise, mille tagajarjel (3) vabaneb (+)ssRNA genoom. (4) Toimub translatsioon ja
poliiproteiini 18ikamine. (5) Karedapinnalise ER membraanis moodustub replikaas, mis (+)ssRNA pealt sunteesib
(-)ssRNA-d, mille pealt sinteesitakse uusi (+)sSRNA ahelaid. Uued (+)ssRNA ahelad alustavad uut
translatsiooni/replikatsioonitsiklit voi siis (6) pakitakse nad virionisse. Pakkimine toimub ER pinnal, struktuursed
valgud kompleksis (+)ssRNA-ga punguvad ER luumenisse. (7) Tekkinud mittekiipsed partiklid viiakse trans-
Golgi slsteemi, kus labi furiin-vahendatud I6ikamise moodustub prM-st M valk. (8) Infektsioonivdimelised

kiipsed partiklid vabastatakse eksotsiitoosi teel. (Fernandez-Garcia et al., 2009, muudatustega).

1.1.6 Flaviviiruste translatsioon ja replikatsioon

Flaviviirused omavad positiivsuse polaarsusega RNA genoomi, mis tdhendab, et genoomne
RNA suudab kaituda kui messenger RNA, mille pealt on véimalik slnteesida valke otse.
Flaviviirused toodavad oma valke tsitoplasmas, ankurdades nad peremeesraku
endoplasmaatilisele retiikulumile ning kasutades translatsiooniks ka tema ribosoome (Werme
et al., 2008; Hasan, et al., 2018). Tsltoplasmasse sisenedes slinteesitakse peremeesraku
translatsioonimasina abil (+)ssRNA pealt poluproteiin, mida toodeldakse translatsioonijargselt.
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Kasutades nii peremeesraku signalaase kui ka viiruse enda NS2B/NS3 proteaas-kompleksi,
I6igatakse pollproteiin kimneks osaks, mille nimetused ja funktsioonid on toodud valja
joonisel 2. (Lindenbach, 2001) Mitte-struktuursed  valgud moodustavad
replikatsioonikompleksi, mille abil slinteesitakse positiivse RNA pealt esmalt negatiivse
polaarsusega RNA, mille pealt on vdimalik omakorda slinteesida uus positiivse polaarsusega
RNA (Lindenbach et al., 2007). Genoomi 3’ ja 5’ otstes asuvad tsiiklisatsioonijarjestused ning
replikatsioonile eelnevalt genoom tsirkuleeritakse. Viiruse RNA poliimeraas tunneb dra 5’ otsas
asuva juuksendela struktuuri ning ténu tsiiklisatsioonile saab sealt liitkuda 3’ otsa, kus asub
initsiatsioonikoht, ning alustab (-)sSRNA siinteesi 3°-5” suunas. Saadud negatiivse polaarsusega
RNA jdadb seotuks (+)ssRNA-ga, moodustades kaheahelalise RNA kuni uue
replikatsioonitsuklini. Uuel replikatsioonitsuklil jalgitakse astimmeetrilise
semikonservatiivsuse pdhimotet: positiivse ahelaga RNA-d sinteesitakse vorreldes
negatiivsega llehulgas ning iga uus stinteesitud positiivne ahel asendab kaheahelalises RNA-s
vana positiivse polaarsusega RNA, vabastades ta. Vabastatud positiivne RNA alustab uue

translatsiooni voi siis pakitakse virioni. (Roby et al., 2012)

1.2 Langat viirus (LGTV)

Langat viirus isoleeriti esimest korda 1956. aastal Malaya piirkonnast (tdnapaeval Malaisia)
Ixodes granulatus liigi puugist (Gordon Smith, 1956). Ta kuulub puukentsefaliidi viiruste
kompleksi koos Louping ill ja Powassan viirustega, mis vdivad pdhjustada entsefaliiti loomadel
jainimesel. Lahedalt on nendega seotud ka Omski hemorraagilise palaviku, Kyasanur Forest ja
Alkhurma viirus, mis entsefaliiti ei pOhjusta, kuid see-eest fataalseid verejookse Kkull.
(Porterfield, 1975; Calisher, 1988; Gritsun, 2003) Looduses nakatab Langat viirus peamiselt
erinevaid rottide ja hiirte liike nagu Rattus muelleri validus ja Rattus sabanus vociferans, kuid

ei ole taheldatud, et infektsioon neile tdsisemaid tisistusi valmistaks (Gritsun, 2003).

Tanu Langat viiruse madalale patogeensusele (inimestel pole seni haigust tdheldatud), kuid
suurtele sarnasustele teiste, patogeensemate, puukentsefaliidi viirustele, on seda varasemalt
peetud heaks kandidaadiks puukentsefaliidi viiruse vastasele vaktsiinile. Niisiis on LGTV-d
testitud mitmes elus-ndrgestatud vaktsiinis. (Shapoval, 1989; Pletnev ja Men, 1998) Shapovali
ja tema kolleegide poolt uuritud vaktsiinis esines siiski liialt suur nakatumus entsefaliiti
vaktsineerimise tagajarjel (~1:10 000 inimesest), samuti ei tekkinud ka taielikku immuunsust
puukentsefaliidi viiruste vastu (Shapoval, 1989). Pletnev ja Men Uritasid Langat viiruse tivesid

TP21 ja E5 norgestada kimariseerides neid moskiitodega leviva Dengue viirusega. Nad leidsid,
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et asendades E ja prM valgud Dengue viiruse omadega, vahenes neuroinvasioon hiirtes
mitmekordselt. Siiski arvasid nad, et ideaalne puukentsefaliidi vastane vaktsiin peaks olema
taielikult vaba igasugusest neurovirulentsusest. Lisaks pidasid nad vajalikuks enne
kasutuselevottu testida, kas valmistatud kimaér suudab immuunsust tekitada ka ohtlikematele
puukentsefaliidi liikidele, nagu seda on Kaug-lda alatulp. (Pletnev ja Men, 1998) Hetkel on
Eestis kasutusel vaktsiinid, mis sisaldavad puukentsefaliidi viiruse inaktiveeritud tvesid
K231.2 (Encepur®) ja Neudorfl (TicoVac), mis on vordlemisi efektiivsed. Siiski nduab selline
vaktsiin korduvsuste, ei pruugi koheselt tekitada taielikku immuunsust ning v6ib pdhjustada

soovimatuid kdrvaltoimeid, mistdttu on paremate ennetusravimite leidmine endiselt aktuaalne.

Langat viirus on hea ja vordlemisi ohutu vahend mitte ainult puukentsefaliidi, aga ka teiste
flaviviiruste elutsukli uurimistel, mistottu otsustati antud bakalaureusetd6s just seda kasutada.
Joonisel 4 on vdlja toodud skeem eksperimentaalses osas kasutatavast Langat viiruse
infektsioonilisest kloonist, mis on loodud professor Andres Meritsa poolt.

SP6 xl— C pM E Ns1NS2ANS2B[INS3UNS4ANSEE NS5 = weem
5UTR

JUTR
L AN J
Vo Vo
Struktuurseid valke Mitte-struktuurseid valke (NS)
kodeeriv osa kodeeriv osa

Joonis 4. Langat viiruse infektsioonilise klooni skeem pCCI vektoris (lineaarsel kujul). SP6 — viiruse genoomse
RNA in vitro transkriptsiooniks vajaminev promooter, UTR — transleerimata regioon, C — nukleokapsiid, prM —
membraani prekursor, E — imbris, NS — mitte-struktuurne. Infektsioonilist klooni kodeeriv pdhiplasmiid sisaldab
ka klooramfenikooli resistentsusgeeni (oluline plasmiidi paljundamisel), mida skeemi lihtsustamiseks pole

naidatud.
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2. EKSPERIMENTAALQOSA

2.1 T66 eesmargid

Langat viirus on véhe uuritud puukidega leviv viirus, mis kuulub flaviviiruste perekonda.
Eelnevad uurimused on ndidanud, et erinevalt Euroopa, Siberi ja Kaug-lda alatttpidest, ei
pdhjusta Langat viirus teadaolevalt inimestel entsefaliiti, mistottu vdib tema elutstkli uurimine
olla kasulik potentsiaalsete uute ravimite ja vaktsiini véljatdotamisel vGi flaviviiruste elutsikli

paremaks maistmiseks.

Antud bakalaureusetdd eesmargiks oli konstrueerida Langat viiruse replikaasi, poliimeraasi ja
nendele vastavad negatiivsete kontrollide (inaktiveeritud polimeraasiga)
ekspressioonikonstruktid ning hinnata loodud konstruktide dnnestumist iseloomustades nende

ekspressiooni koekultuuris.
Nimetatud eesmérkide saavutamiseks:

1. Disainiti, kloneeriti ja paljundati Langat viiruse replikaasi, pollimeraasi ning nende
polumeraas-inaktiivsete kontrollide ekspressioonikonstruktid.

2. Uuriti ekspressiooni kasutades immunofluorestsents- ja western blot anallisi.

2.2 Materjalid ja metoodika
2.2.1 Plasmiidid

Antud t66s kasutati kloneerimise matriitsidena ja vektoritena jargmisi plasmiide:

e pCCI-LGTV. Professor Andres Meritsa poolt loodud Langat viiruse infektsiooniline
kloon.  Sisaldab  bakterites  paljundamiseks  vajalikku  klooramfenikooli
selektsioonimarkerit.

e pCCI-CMV-DENV-Replikaas. Professor Andres Meritsa poolt loodud Dengue viiruse
replikaasi ekspressioonikonstrukt, mis sisaldab kloneerimiseks vajaminevat CMV
(Cytomegalovirus) varajast promooterit.

e pMC-gtGTU2-ZIKV-PL. Juhendaja poolt loodud konstrukt, mis sisaldab vajaminevat
flag tag-i. Sisaldab bakterites paljundamiseks vajalikku  kanamdtsiini

selektsioonimarkerit.
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e Kommertsiaalne vektor pJetl.2-Blunt (CLONEJet, ThermoFischer). Vahepealne
kloneerimisvektor, mis oli vajalik uuritavate jarjestuste 0Gigsuse kontrolliks
sekveneerimise abil. Sisaldab ampitsilliini selektsioonimarkerit. (Lisa 1)

e Kommertsiaalne vektor pcDNA4/TO (Invitrogen, ThermoFischer). Imetajarakkude
jaoks disainitud ekspressioonivektor. Sisaldab bakterites paljundamiseks vajalikku

ampitsilliini selektsioonimarkerit. (Lisa 2)

2.2.2 S60tmed ja rakuliinid

T60 raames kasutati valmistatud plasmiidide paljundamiseks jargnevaid s6é6tmeid:

e LB (Lysogeny Broth) — 1% triiptoon, 0.5% parmiekstrakt, 1% NaCl

e SOY - 1.7 % truptoon, 0.3% soytoon, 0.25% dekstroos, 0.5% NaCl, 0.25% K>HPO4

e SOC (Super Optimal Broth with Catabolite repression) — 0.5% péarmiekstrakt, 2%
triptoon, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl, 10 mM MgSOg, 20 mM gliikoos

Koekultuurikatsetes kasutati U20S (human osteosarcoma, inimese osteosarkoomi) rakke, mida
kasvatati DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium) sd6tmes, mis sisaldas 100 U/ml
penitsilliini ja 100 png/ml streptomiitsiini segu ning 10% FBS-i (fetal bovine serum, veiseloote

seerum) 37°C ja 5% CO; juures.

2.2.3 Lahused ja puhvrid

Antud peatiikis on valja toodud laborikaaslaste voi t66 autori poolt valmistatud lahused. Vilja
pole toodud komplektides olevaid lahuseid, kuna nende koostised pole tihti teada vGi on

patenteeritud.

e SOLI - 50 mM glikoos, 25 mM TrisCl (trisaminomethane chloride,
trisaminometaankloriid) (pH 8), 10 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid,
etileendiamiintetraatsetaathape) (pH 8)

e SOLII-0.2 M NaOH, 1% SDS (sodium dodecyl sulfate, naatrium dodetsiulsulfaat)

e SOLII -5 M kaaliumatsetaat, 0.115% veevaba &adikhape

e TAE —40 mM Tris, 20 mM &4dikhape, 1 mM EDTA
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e Dulbecco PBS (DPBS) (Dulbecco’s phosphate buffered saline, Dulbecco fosfaat-
puhverdatud soolalahus) — 2.7 mM KCI, 137 mM NaCl, 1.8 mM KH2PO4, 10 mM
Na;HPQO4, 0.9 mM CaCly, 0.5 mM MgCl»

o “Laemmli” lidsipuhver — 50 mM Tris-HCI (pH 6.8), 100 mM dithiothreitool, 2% SDS;
10% glitserool, 0.02% broomfenoolsinine

e Westerni pesupuhver — 50 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NacCl, 0.1% Tween20

e SDS jooksupuhver — 25 mM Tris, 0.25 M gliitsiin, 0.1% SDS (pH 8.3)

e Poolkuiv (semi-dry) tlekandepuhver — 39 mM glutsiin, 48 mM Tris, 0.037% SDS, 20%
metanool

e 5% FCS-DPBS (fetal calf serum in Dulbecco PBS, veiseloote seerum Dulbecco PBS-s)

e 3% BSA-westerni pesupuhver (bovine serum albumin in western wash buffer,

veiseseerumi albumiin westerni pesulahuses)

2.2.4 PCR, geelelektroforees ja geelist puhastamine

T6os vajaminevaid fragmente amplifitseeriti kasudes polimeraasi ahelreaktsiooni (PCR).
Selleks segati jaa peal kokku iga fragmendi jaoks 20 pl reaktsioonisegu, mis sisaldas jargmisi
komponente: matriits-DNA (10 ng), otse- ja poordpraimereid (0.5 uM), 5x Phusion High-
Fidelity puhvrit (ThermoFischer), dNTP-de segu (0.2 mM), Phusion DNA poltmeraasi (0.4-1
uhikut) (laboris toodetud) ning deioniseeritud vee (Braun) abil viidi reaktsioonisegu maht 20
ul-ni. Kasutatud matriitsid ja nendele vastavad praimerid on tdpsemalt valja toodud tabelis 1
ning kasutatud PCR programm tabelis 2. Praimerite nukleotiidne jarjestus on vélja toodud Lisas
3.

Tabel 1. PCR reaktsioonisegus kasutatud matriits-DNA-d ja neile vastavad praimerid.

Matriits-DNA Otsepraimer Podrdpraimer
pCCI-CMV-DENV-Replikaas | CMV_Pme_F CMV_Env_R
pCCI-LGTV Env CMV_F NS1_Avr R
pCCI-LGTV BstBI_NS5_F Swal_NS5_R
pCCI-LGTV NS5_Avr_F NS5_Afel R
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Tabel 2. Kasutatud PCR programm

98°C 2 min 1 tstikkel
98°C 10s

55°C 30s 5 tsuklit
72°C 1 min 1000 ap kohta

98°C 10s

65°C 30s 30 tsuklit
72°C 1 min 1000 ap kohta

72°C 10 min 1 tsukkel

Saadud PCR reaktsioonisegus havitati metileeritud DNA (plasmiidne matriits) lisades 0.5 pl
Dpnl (FastDigest, ThermoFischer) restriktsioonienstiiimi ning inkubeerides 37°C juures ~1 h.
Oigete fragmentide olemasolu kontrolliti agaroosgeelelektroforeesil. Selleks lisati segudele
juurde 10-kordset Green Buffer it (ThermoFischer) ning kanti nad 1.2% agaroosgeelile. Geeli
jooksutati TAE puhvris. Kui dige suurusega fragmendid olid olemas, I6igati nad skalpelliga
geelist valja ning puhastati kasutades Zymoclean™ Gel DNA Recovery komplekti (Zymo
Research) jargides tootjapoolset juhendit. Lihidalt, geeli tikk sulatati vastavas komplekti
lahuses 50°C juures, kanti DNA-d siduvale kolonnile, tsentrifuugiti ning kolonn pesti kaks

korda vastava pesulahusega. L&puks elueeriti DNA vees (Braun).

2.2.5 SPLICE-PCR

SPLICE-PCR eesmérk on omavahel siduda kaks DNA fragmenti. Selleks amplifitseeritakse
esmalt kokkuviidavad fragmendid eraldi, et tekitada komplementaarsed Uleulatuvad otsad,
mille jarel lisatakse mélemad fragmendid Uhte PCR reaktsioonisegusse ekvimolekulaarses
suhtes. Need fragmendid toimivad Uksteise jaoks praimeritena. Pérast paari tsuklit lisakse
kummagi fragmendi otsa praimerid. See on vajalik selleks, et saadud kokkuseotud 16pp-

produkti amplifitseerida.

Antud katses segati reaktsioonisegu kokku j&él ning see koosnes kahest matriits DNA-st, mis
saadi eelmises peatlkis (2.2.4, Ik 17). Matriits-DNA-sid lisati ekvimolekulaarses suhtes 1:1,
10-12.6 ng. Lisati ka 4 ul Phusion 5x High-Fidelity puhvrit (ThermoFischer), dNTP-sid (0.2
mM), 1 ul Phusion polimeraasi (toodetud laboris) ning maht viidi 20 pl-ni kasutades

deioniseeritud vett (Braun). Esialgu praimereid ei lisatud, need lisati PCR programmi (tabel 3)
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viienda tsukli kaigus. Amplifitseerimiseks kasutatud praimerid olid CMV_Pme F ja
NS1_Avr R.

Tabel 3. Kasutatud SPLICE-PCR programm

98°C | 2min 1 tstikkel
98°C | 10s

55°C | 30s 5 tsuklit
72°C | 1 min 1000 ap kohta

98°C | 10s

65°C |30s 30 tsuklit
72°C | 1 min 1000 ap kohta

72°C | 10 min 1 tsukkel

Ka siin kontrolliti 6ige fragmendi olemasolu agaroosgeelelektroforeesi abil nagu kirjeldatud
punktis 2.2.4 (Ik 18). Seekord kasutati kontrollimiseks ainult 5 pul PCR segust. Kui dige
fragment oli olemas, puhastati Ulejadnud segu kolonnpuhatusmeetodil kasutades Zymo
Research DNA Clean & Concentration komplekti. PCR segu tsentrifuugiti l1abi komplektis
oleva DNA-d siduva kolonni, kolonni filter pesti sobivate lahustega l&bi ning I6puks elueeriti
DNA vees. (Braun)

2.2.6 Ligatsioon pJetl.2 vektorisse

Kui kdik PCR produktid olid olemas, ligeeriti nad pJetl.2-Blunt (CLONEJet, ThermoFischer)
vektorisse jalgides tootja poolt antud protokolli. PCR produkti vOeti vastavalt fragmendi
pikkusele ehk siis 75-125 ng, pJetl.2-Blunt vektorit voeti 50 ng, T4 ligaasi (CLONEJet,
ThermoFischer) lisati 1 Ghikut (1 pl) ning 2x reaktsioonipuhvrit (CLONEJet, ThermoFischer)
lisati 10 ul. Vee abil viidi reaktsioonisegu maht 20 pl-ni. Seejarel inkubeeriti segusid

toatemperatuuril umbes tund aega.

2.2.7 XL-10 rakkude transformatsioon kuumasoki meetodil

Parast ligatsiooni viidi plasmiidse DNA paljundamiseks labi XL-10 (E. coli) kompetentsete

rakkude transformatsioon. Selleks sulatati rakud (umbes 200 ul) esmalt j&él Gles, lisati juurde
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10 pl ligatsioonisegu ning jdeti 30 minutiks jdd peale. Seejirel viidi 1dbi kuumaSokk, et
plasmiidne DNA saaks bakterirakkudesse siseneda. Rakud koos ligatsiooniseguga pandi 42°C
juurde kaheks minutiks ning seejarel asetati tagasi jaéle veel kaheks minutiks. Siis lisati 800 ul
SOC soddet ning asetati loksutile umbes 45 minutiks 37°C juurde. Ldpuks plaaditi rakud 100

ug/ml ampitsilliini sisaldavale tardsédtmele ning inkubeeriti 37°C juures ~16 tundi.

2.2.8 pJetl.2-Blunt vektori plasmiidse DNA paljundamine minipreparatsioonmeetodil,
restriktsioonanaltits ja sekveneerimine

Igalt tassilt kilvati 4-6 kolooniat 3 ml LB so66tmesse, mis sisaldas 100 ug/ml ampitsilliini.

Seejdrel asetati nad loksutisse (37°C, 220 pd6ret minutis) umbes 16 tunniks kasvama.

Plasmiidse DNA eraldamiseks bakterirakkudest kasutati minipreparatsioon-puhastust, mis
pdhineb aluselise lutsi meetodil. Selleks kasutati Plasmid DNA Extraction Mini komplekti
(Favorgen). Rakkudelt eemaldati so6de tsentrifuugimise teel, seejarel rakud resuspendeeriti,
l0dsiti, lUsaat neutraliseeriti ning plasmiidne DNA puhastati kolonn-puhastus meetodil. L8puks

elueeriti DNA vees.

Puhastatud minipreparatsioonid kontrolliti kasutades restriktsioonanaliiisi. Proove kontrolliti
samade restriktaasidega, mida sooviti kasutada hiljem kloneerimiseks (vélja toodud peatikis
2.3.1, joonistel 10 ja 11, Ik 31-33). Restriktsioonisegusse lisati plasmiidne DNA (~300-500 ng),
0.2 ul restriktaasi (FastDigest, ThermoFischer), 1.5 ul 10x Green Buffer (FastDigest,
ThermoFischer) ning deioniseeritud vee (Braun) abil viidi maht 15 pl-ni. Restriktsioonsegusid

inkubeeriti 37°C juures 45 minutit.

Seejarel jooksutati restriktsioonisegusid 0.8% agaroosgeelil 1x TAE puhvris geelelektroforees
meetodil sobiva voltaazi juures (10 V/cm), kuni oli ndha, et fragmendid on tksteisest piisavalt
eraldunud, markerina kasutati O’GeneRuler 1kb DNA Ladder’it. (ThermoFischer)
Restriktsioonanaluitisi tulemuse pdhjal valiti iga konstrukti puhul kaks klooni, mis saadeti edasi

sekveneerimisele, et kontrollida DNA jarjestuste digsust.

2.2.9 PCR-mutagenees

NS5 poliimeraasi inaktiveeriv mutatsioon viidi kodeerivasse jérjestusesse kasutades PCR-
mutageneesi. Nii otse-, kui pdérdkomplementaarset regiooni omavad praimerid sisaldasid
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soovitud mutatsioonikohta. Nad seonduvad kummalegi poole mutatsioonikohta ning hakkavad
lilkuma Uksteisele vastu, slnteesides téispika lineaarse plasmiidi jarjestuse, mis sisaldab
“kleepuvate” ehk Uleulatuvate otstega soovitud mutatsiooni. Sellise “kleepuvate” otstega
lineaarse plasmiidse DNA-ga transformeeritud kompetentsete bakterirakkude sees toimub
bakteri-sisese mehhanismi abil DNA reparatsioon, mille téttu moodustub meile vajalik

tsirkulaarne plasmiidne DNA soovitud mutatsiooniga.

Reaktsioonisegu segati kokku jaal; see sisaldas matriits-DNA-d ~10 ng, juurde lisati ANTP-sid
(Idppmahus 0.2 mM), 5x Phusion High-Fidelity puhvrit (4 ul), Phusion polumeraasi (0.4 pl),
otsepraimerit (Idppmahus 0.5 uM) ning poordpraimerit (I6Gppmahus 0.5 uM). Deioniseeritud
vee (Braun) abil viidi maht 20 pl-ni. Tabelis nr 4 on valja toodud kasutatud PCR programm.

Otsepraimer: GAA_F GTGAGCGGTGCCGCCTGTGTGGTCAGGCCAGTGGATGAC

Poordpraimer: GAA_R CCACACAGGCGGCACCGCTCACCAGCATTCTGCTCAGC

Punasega on margitud mutatsioonikohad, joonega on mérgitud GAA motiivi jarjestus.

Tabel 4. Kasutatud PCR-mutageneesi programm

98°C 2 min 1 tsukkel
98°C 10 sek

55°C 30 sek 5 tstklit
72°C 2 min 30 sek

98°C 10 sek

65°C 30 sek 22 tsuklit

Et paljundada saadud konstrukti, viidi labi XL-10 (E. coli) kompetentsete rakkude
transformatsioon kuumasoki meetodil nagu juba kirjeldatud punktis 2.2.7 (Ik 19-20) ning
saadud kolooniaid propageeriti nagu kirjeldatud punktis 2.2.8 (Ik 20). Puhastatud plasmiidset
DNA-d kontrolliti restriktsiooni abil. Umbes 300 ng DNA-Ie lisati juurde 0.2 pul Bsp1191 ja 0.2
ul Swal restriktaase (FastDigest, ThermoFischer). GDD - GAA mutatsiooni olemasolu

kontrolliti sekveneerimisel.
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2.2.10 Kloneerimine

Soovitud ekspressioonikonstruktide saamiseks oli vaja viia labi kolmeastmeline kloneerimine,
et aga kdikides astmetes olid tehtavad sammud (restriktsioon, ligatsioon, transformatsioon)

sarnased, kehtivad jargnevalt Kirjeldatud katsed igas astmes tehtud kloneerimisele.

Restriktsioon ja geelist puhastamine

Et viia omavahel kokku sisseviidav fragment ehk insert ja plasmiid, millesse insert sisestatakse
ehk vektor, on esmalt vaja mdlemad jupid originaalvektorist valja |Gigata vastavate
restriktaaside abil ja puhastada. Restriktsioonisegu sisaldas 1.5-3 pg plasmiidi, millest saadi
insert voi vektor, 1-1.5 ul vastavat restriktaasi (olenevalt plasmiidi kogusest) (FastDigest,
ThermoFischer), 10x Green Buffer’it (ThermoFischer) ning deioniseeritud vee (Braun) abil
viidi maht selliseks, et nimetatud 10x Green Buffer oleks tihekordne. Kasutatud restriktaase on
tdpsustatud tulemuste peatiikis 2.3.1, tabelites 5, 6 ja 7, Ik 34-39. Restriktsioonisegusid
inkubeeriti 37°C juures 30-60 minutit. Uhel juhul oli vaja inserti selles sammus téodelda ka
Klenowi fragmendiga (ThermoFischer), et muuta I6ikamisel saadud (leulatuv DNA ots
“tombiks”. Selleks lisati vastavale restriktsioonisegule 3 thikut (0.3 pul) Klenowi fragmenti
(ThermoFischer) ja dNTP-de segu (Idppkontsentratsioonis 0.25 mM). Vektori I6ikamisel
toddeldi seda umbes 15-30 minutit enne inkubatsiooni 18ppu aluselise fosfataasiga (FastAP,
ThermoFischer), eemaldades 5’ fosfaatriihmad ning véltides seeldbi vektori iseeneslikku
kokkuligeerumist. FastAP-i lisati vastavuses plasmiidse DNA kogusega ehk néiteks 3 ng DNA-
le lisati 3 Uhikut (3 pl) FastAP-i. Fosfataas inaktiveeriti enne geelile kandmist 75°C juures 5-10
minutit. LAigatud plasmiidid lahutati 1x TAE puhvris 0.8% agaroosgeelil sobiva voltaazi (10
V/cm) ja aja juures; fragmentide suuruse hindamiseks kasutati markerina O’GeneRuler 1kb
DNA Ladder’it. (ThermoFischer) Oige suurusega fragmendid I8igati geelist skalpelli abil vélja
ning puhastati kasutades Zymoclean™ Gel DNA Recovery komplekti (Zymo Research) nagu
Kirjeldatud punktis 2.2.4 (lk 18)

Ligatsioon

Et viia insert vektori sisse, viidi 1abi ligatsioon. Inserdi ja vektori vahekord ligatsioonisegus

otsustati selle pdhjal, millised olid inserdi ja vektori otsad. Et iileulatuvad (“kleepuvad”) otsad
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soodustavad seondumist tdnu tekkivatele vesiniksidemete nukleotiidide vahel, véib sellisel
juhul votta inserti véhem. Kui on aga tegu “tompide” otstega ligeerimisega, on madistlik votta
inserti suures ulehulgas, et suurendada otste kokkusattumise téendosust. Antud t6ds esinesid

kdik kolm juhtu ning tapsed kasutatud ekvimolekulaarsed suhted on valja toodud jargnevalt:

e Vektori ja inserdi mélemad otsad on “kleepuvad” = 2:1 inserdi kasuks
e Vektori ja inserdi tiks ots on “kleepuv”, teine “tomp” > 3:1 inserdi kasuks

e Vektori ja inserdi mélemad otsad on “témbid” = 6:1 inserdi kasuks

Ligatsioonisegu maht oli 20 pl sisaldades sobivas koguses vektorit (100-200 ng), inserti (kogus
arvutatud vastavalt vektori pikkusele ja soovitud suhtele) 4 ul 5x reaktsioonipuhvrit
(Invitrogen), 0.5 ul T4 ligaas (Invitrogen) ning deioniseeritud vett (Braun) mahu taitmiseks.
Igale ligatsioonisegule valmistati ka vastav kontrollsegu, et hinnata vektori enda
kokkuligeerumise tdendosust. Kontrollsegu komponendid olid samad, mis ligatsioonilgi,
erinevusega, et inserdi asemel lisati vastavas koguses vett. Ligatsioonisegusid inkubeeriti 12°C

juures Uledo.

Transformatsioon

Enne igat jargmist astet oli tarvis hinnata ligatsiooni dnnestumise efektiivsust ning igat saadud
konstrukti juurde paljundada. Selleks transformeeriti kompetentseid E. coli baktereid. K&rge
koopiaarvuga plasmiidide (pcDNA, pMC) puhul kasutati XL-10 ning madala koopiaarvuga
(pCCI-BAC) puhul EPI300 kompetentseid rakke. Mdlemal juhul viidi transformatsioon labi
kuumasoki meetodil nagu kirjeldatud punktis 2.2.7 (lk 19-20). EP1300 rakkude puhul viidi
transformatsiooni-jargne inkubatsioon loksutil (37°C, 220 pddret minutis), et saavutada parem
aeratsioon ning seeldbi suurem transformatsiooni efektiivsus. Vastavalt plasmiidis asuvale
antibiootikumiresistentuse geenile plaaditi transformatsioonisegud agari-tassidele, mis
sisaldasid 100 ug/ml ampitsilliini (pcDNA), 25 pg/ml kanamutsiini (pMC) vdi siis SOY -s66tme
tassidele, mis sisaldasid klooramfenikooli kontsentratsioonis 12.5 pg/ml (pCCI-BAC). Kaiki

tasse kasvatati 16-18 tundi 37°C juures.

Minipreparatsioon ja indutseeritud minipreparatsioon

Sarnaselt bakterite transformatsioonile, sdltus ka minipreparatsiooniks kasutatavad s66tmed ja

antibiootikumid pdhi-plasmiidist. Nii pMC kui ka pcDNA pdhjal olevate konstruktide
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propageerimiseks kasutati LB (3 ml koloonia kohta) sdddet, millesse pcDNA korral lisati
ampitsilliini (100 pg/ml) ning pMC korral kanamutsiini (25 pg/ml). pCCI-BAC vektori korral
kasutati SOY (2.5 ml koloonia kohta) sdddet, millesse lisati 12.5 pg/ml klooramfenikooli.

Minipreparatsioone kasvatati ja puhastati nagu juba kirjeldatud punktis 2.2.8 (Ik 20).

Madala  koopiaarvuga pCCl vektori  korral viidi parema plasmiidse DNA
kvaliteedi/kontsentratsiooni saamiseks l&bi indutseeritud minipreparatsioon. Esialgu kulvati
uksikkolooniad 12.5 ug/ml klooramfenikooli sisaldavasse 10 ml SOY sd6tme sisse ning
inkubeeriti 16 tundi loksutil (37°C, 220 po6ret minutis). Seejarel indutseeriti neid, lisades

juurde 40 ml SOY 12.5 ug/ml klooramfenikooliga séddet, mis sisaldas ka L-arabinoosi (VWR
Life Science) kontsentratsiooniga 0.1% (I6ppmahus 50 ml). Bakterite vedelkultuurid asetati
veel viieks tunniks loksutisse (37°C, 220 p6oret minutis) ning puhastati parast seda kasutades
topelt-puhastusprotokolli. Topelt-puhastusmeetodil koguti esmalt rakud tsentrifuugimise teel
ning eemaldatati s6dde. Seejarel resuspendeeriti rakud SOLI lahuses, ludsiti 5 minutit
toatemperatuuril SOLII lahuses ning inkubatsiooniaja I0ppedes lldsilahus neutraliseeriti
kasutades SOLIII lahust. Seejarel tsentrifuugiti rakujadkide mass pdhja (sel puhul plasmiidne
DNA jaéab lahusesse): saadud lahus filtreeriti 1abi peenekoelise riide uude tuubi ning lisati
juurde isopropanooli (~0.6 osa lahuse mahust). Saadud lahusest sadestatati DNA +4°C juures
30 minutit tsentrifuugides (3200x g). Pérast seda eemaldati vedelik téielikult ning edasi jalgiti
kommertsiaalset minipreparatsiooni puhastusprotokolli, mida on juba kirjeldatud punktis 2.2.8
(Ik 20). Puhastatud minipreparatsioonide DNA kontsentratsioone moddeti NanoDrop™

spektrofotomeetriga.

Minipreparatsiooniks kasutatavate kolooniate arv sdltus ligatsiooni ja kontrolli
transformatsioonitassidel olevate kolooniate vahekorrast. Suur kolooniate arv kontrolltassil
viitas suurele kogusele kokkuligeerunud vektoritele, mistdttu oli sellisel juhul vaja votta
rohkem  proove minipreparatsiooniks.  Nii  suurendati  tBendosust, et vOetud
minipreparatsioonide seas oli mdni konstrukt, millesse siiski oli insert sisenenud. Rohkem
proove oli vaja votta ka juhul, kui oli tegemist tompide otstega kloneerimisega, kuna insert voib

sellisel juhul olla sisenenud nii diges kui ka vales orientatsioonis.

2.2.11 Midipreparatsioon pcDNA vektori pohjal konstruktide jaoks

Et saada suuremas koguses plasmiidset DNA-d (loomsetes rakkudes katsete teostamiseks), viidi

kdrge koopiaarvuga pcDNA vektori jaoks ldbi midipreparatsioon E. coli XL-10
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bakterirakkudest. Uksikkoloonia kilvati 100 ml LB sG6tmesse, mis sisaldas 100 pg/ml
ampitsilliini ning kasvatati 16 tundi loksutil (220 p66ret minutis, 37°C). Edasi eemaldati so0de
tsentrifuugimise teel ning plasmiidne DNA puhastati rakkudest kasutades Macherey-Nagel
endotoksiini vaba Nucleobond™ Xtra Midi EF komplekti. Rakud resuspendeeriti sobivas
lahuses, ludsiti toatemperatuuril 5 minutit ning seejarel lisaat neutraliseeriti. Neutraliseeritud
lUsaati inkubeeriti 5 minutit jaal ning et eraldada rakumass supernatandist, mis sisaldas soovitud
plasmiidset DNA-d, tsentrifuugiti proove 10 minutit (vahemalt 5000x g). Edasi kanti
supernatant NucleoBond® Xtra kolonni ning oodati kuni kogu vedelik gravitatsioonijoul 1abi
filtri kandub, vedelikus sisalduv DNA jéi aga filtrisse kinni. Parast mitmekordset pesu, DNA

elueeriti filtrist endotoksiinivabas vees.

2.2.12 Indutseeritud maxipreparatsioon pCCI-BAC vektori pdhjal konstruktide jaoks

Esialgu klvati tiksik koloonia 600 ml 12.5 pug/ml klooramfenikooli sisaldavasse SOY s66tme
sisse. Kulve kasvatati loksutil ~16 tundi (220 pdoret minutis, 37°C). Et kultuuri indutseerida,
lisati péarast inkubatsiooni juurde 2.4 liitrit SOY s60det, mis sisaldas 12.5 ng/ml
klooramfenikooli ja 0.1% l8ppkontsentratsiooniga L-arabinoosi (arvestades I6ppmahtu 3 liitrit)
(VWR Life Science). Seejarel inkubeeriti bakteri vedelkultuure loksutil 37°C juures veel 5
tundi. Aja méodudes bakterikultuur koguti tsentrifuugimise teel, eemaldati s66de ning puhastati
kasutades topelt-puhastusmeetodit nagu juba Kirjeldatud punktis 2.2.10 (“Indutseeritud
minipreparatsioon ”, Ik 23-24). Kommertsiaalse minipreparatsiooni komplekti asemel kasutati
Macherey-Nagel endotoksiini vaba Nucleobond™ Xzra Maxi EF komplekti ning sellega

puhastamine kais samal p6himdttel nagu punktis 2.2.11 (Ik 24-25).

2.2.13 U20S rakkude transfektsioon

Transfektsioonile eelneval péeval kulvati rakud 60 mm tassile, mis sisaldas 3-4 katteklaasi.
Jargmisel péeval oli rakkude konfluentsus nii katteklaasidel kui ka tassil endal saavutanud 85-
90%, mis oli transfektsiooniks piisav. U20S rakke transfekteeriti Lipofectamine Plus
(ThermoFischer) komplektiga jalgides tootja poolt antud juhendit ning soovitatud koguseid. 4
ug vastavat plasmiidset DNA-d segati kokku 392 ul OPTI-MEM (ThermoFischer) s66tmega ja
4 ul Plus reagendiga. Paralleelselt segati teises tuubis kokku ka 336 ul OPTI-MEM s@6det ja 9
ul LTX reagenti. Seejérel segati kokku 1:1 suhetele DNA-Plus-OPTI-MEM ja LTX-OPTI-
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MEM segud ning inkubeeriti toatemperatuuri 5 minutit, mille jooksul moodustub DNA-LTX-
Plus kompleks. Selle aja jooksul vahetati rakkudel vana s60de uue vastu ning lisati kogu
moodustunud LTX-DNA kompleks. Transfektsiooni efektiivsuse hindamiseks valmistati
positiivne kontroll EGFP-d (enhanced green fluorescent protein, vdimendatud roheliselt
fluorestseeruvat valku) ekspresseriva plasmiidi abil (bEGFP-N1, Clontech). Rakke inkubeeriti
37°C ja 5% COz juures 48 tundi.

2.2.14 Immunofluorestentsanalitis

48 h parast transfektsiooni aspireeriti soode ja katteklaasidel kasvanud rakud pesti kaks korda
Dulbecco PBS-ga. Seejarel fikseeriti rakud 4% paraformaldehuidiga DPBS-is 15 minutit
(toatemperatuuril), mille jarel permeabiliseeriti metanooliga -20°C juures 10 minutit.
Inkubatsiooni I6ppedes aspireeriti metanool ning klaasidel olevatel rakkudel lasti 6hu kées
taielikult kuivada. Seejarel pesti nad veel kolm korda Dulbecco PBS-ga ule. Rakud blokiti 5%
FCS-DPBS-iga 30 minutit toatemperatuuril. Inkubatsiooniperioodi ajal lahjendati antikehad
samas blokklahuses. Primaarsete antikehadena kasutati meie Rootsi kolleegidelt UMEA
Ulikoolist saadud anti-TBEV-NS5 (1:1000, toodetud kanas) ja anti-TBEV-NS3 (1:500,
toodetud kanas) antikehi, aga ka anti-flag antikeha (1:500, toodetud hiires) (anti-DDDDK tag,
Abcam). Sekundaarsete antikehadena kasutati kana Immunoglobuliin Y (IgY) vastane
Dylight549-konjugeeritud (1:500, toodetud kudlikus) (lcosagen) ning hiire 1gG vastane
AlexaFluor568 konjugeeritud (1:500, toodetud kitses) (Invitrogen). Tapsed konstruktidele
vastavad primaarsed ja sekundaarsed antikehad koos lahjendustega on vélja toodud ka
tulemuste peatiikis 2.3.2 tabelis 8 (Ik 41). Pérast blokkimist kanti klaasidele peale primaarsed
antikehad ning inkubeeriti tund aega. Siis pesti rakud kolm korda Dulbecco PBS-iga labi ning
lisati sekundaarsed antikehad, mis olid samuti lahjendatud blokk-lahuses. Seejarel inkubeeriti
klaase veel tund aega pimedas. LOpuks pesti neid uuesti kolm korda Dulbecco PBS-iga ja
seejarel veel kaks korda deioniseeritud veega (Braun). Klaasidel lasti 6hu kaes kuivada ja asetati
siis alusklaasile, millel asus 3 pl SlowFade pleekimisvastast reagenti (ThermoFischer), millesse
oli tuumade varvimiseks lisatud 0.5 pg/ml DAPI-t (4°,6-diamidino-2-fentitlindool), rakukiht
allpool. Pdrast Ule6d +4°C juures kuivamist vaadeldi preparaate Carl Zeiss LSM 710

konfokaalmikroskoobiga.
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2.2.15 Western blot

60 mm tassidel 48 tundi kasvanud transfekteeritud rakkudelt eemaldati s6dde, pesti Dulbecco
PBS-ga ning ludsiti seejarel kasutades 150 ul 2x Laemmli ludsipuhvrit. Ludsitud rakumass
koguti tuubi ja inkubeeriti 100°C juures 10 minutit, et denatureerida valgud. Seejérel kanti
rakullisaat 10%-lisele SDS-poluakritlamiidgeelile (SDS-PAAG) ja lahutati SDS-
jooksupuhvris 100-180 V juures umbes poolteist tundi kuni Laemmli puhvris olev
broomfenoolsinine ehk “front” oli jdudnud geeli tdiesti 16ppu vilja. Et kanda valgud geelilt Ule
nitrotselluloosmembraanile (GE Healthcare) asetati geel membraani ja kolmekordse Whatman
filterpaberi vahele, mida eelnevalt leotati poolkuivas (semi-dry) puhvris ning kanti tle 20 V
voolu toimel tund aega kasutades Trans-Blot Semi-Dry masinat (Bio-Rad). Et véltida
antikehade ebaspetsiifilist seondumist membraanile, blokiti membraani pool tundi 5%
I6ssipulber-western blot pesupuhvris. Lassipulbrilahus pesti maha loksutades membraani 3x 5
min  western blot pesupuhvris. Huvipakkuvate valkude avaldamiseks toodeldi
nitrotselluloosmembraani loksutil Gled6 (+4 °C) spetsiifiliste primaarsete antikehadega, mida
lahjendati 3% BSA-western blot pesupuhvris. Valkude detekteerimiseks kasutati Rootsi
kolleegidelt UMEA Ulikoolist saadud anti-TBEV-NS3 (1:1500, toodetud kanas) ning anti-
TBEV-NS5 (1:1500, toodetud kanas) primaarseid antikehi. Samuti kasutati ka olemasolevat
anti-flag (1:1000, toodetud hiires) (anti-DDDDK tag, Abcam) primaarset antikeha. Téapsed
konstruktidele vastavad primaarsed ja sekundaarsed antikehad koos lahjendustega on vélja
toodud tulemuste peatiikis 2.3.3 tabelis 9 (Ik 43). Jargmisel pdeval eemaldati membraanilt
primaarse antikeha lahus, pesti 3x 10 min westerni pesupuhvriga ning lisati sekundaarne
antikeha. Sekundaarsete antikehadena kasutati 3% BSA-westerni pesupuhvris lahjendatud kana
IgY vastast HRP-ga (horseradish peroxidase, madardika peroksudaas) konjugeeritud antikeha
(1:5000) (Icosagen AS) ja hiire IgG vastast HRP-ga konjugeeritud antikeha (1:10 000) (LabAS
Ltd). Membraani inkubeeriti toatemperatuuril loksutil tund aega. Edasi eemaldati sekundaarne
antikeha ning taaskord pesti membraan 3x 10 min westerni pesupuhvriga. Valgud detekteeriti
ja ilmutati kasutades SuperSignal™ West Femto Ulitundlikke reagente (ThermoFischer).
Lahused “Stable Peroxide Buffer” ja “Luminol Enhancer” segati kokku suhtes 1:1, lisati
membraanidele ja inkubeeriti 1 minut. Membraani eksponeeriti rontgenfilmidele eri aegadel (3

s kuni 5 min), et leida kdige optimaalsem signaali tugevus.
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2.3 Tulemused ja arutelu

Langat viirus on kasulik ja inimesele ohutu mudel puuk-entsefaliidiviiruste elutsikli
uurimiseks. Antud t66 raames sooviti konstrueerida tema replikaasi ja pollimeraasi
ekspressioonikonstruktid, konstruktidele vastavad negatiivsed kontrollid ning tGhtlasi ka uurida

nende dnnestumist koekultuuris.

2.3.1 Kloneerimine

Kdiki loodud konstrukte valmistati paralleelselt ning kloneerimisplaani v6ib Gldises mdistes
jagada neljaks etapiks, mida edaspidi tdhistame lihtsustamise méttes | (A, B, C), I, 1l ja IV
astmena. Need etapid on selliselt thistatud ka kloneerimisskeemidel. (Joonised 6, 7, 8 ja 9)

Soovitud konstruktide (kokkuvdttev skeem joonisel 5) kloneerimist aga tdhistame jargmiselt:

e Kloneerimine 1 (joonis 5 ja 6) — eesmargiks saada CMV promooteri kontrolli alt
metsiktilpi Langat viiruse replikaasi ehk NS1-NS5 poliproteiini kodeeriv jarjestus.

e Kloneerimine 2 (joonis 5 ja 7) — eesmargiks saada CMV promooteri kontrolli alt
NS5 valgus asetseva GDD -> GAA mutatsiooniga Langat viiruse replikaasi
kodeeriv jarjestus.

e Kloneerimine A (joonis 5 ja 8) — eesmaérgiks saada Langat viiruse metsiktupi
poliimeraasi ehk NS5 valgu kodeeriv jérjestus eukariiootses ekspressioonivektoris.

e Kloneerimine B (joonis 5 ja 9) — eesmargiks saada NS5 valgus asetseva GDD >
GAA mutatsiooniga Langat viiruse poliimeraasi kodeeriv jarjestus eukariiootses

ekspressioonivektoris.

Kloneerimine 1 - Langat viiruse metsiktiiiipi replikaas Kloneerimine A - Langat viiruse metsiktiiiipi poliimeraas
CMV Ns1 Ns2ANs2B/NS3''NssANS#B Nss pA cmv NS5 pA
ﬂa,gI tag
Kloneerimine 2 - Langat viiruse GAA mutantne replikaas Kloneerimine B - Langat viiruse GAA mutantne poliimeraas
CMV Ns1 NS2ANs2B|NS3 'Ns4ANS4B  Nss — NS5 pA
GAA mutatsioon G/lA ﬂagl tag
mutatsioon

Joonis 5. Kokkuvdttev skeem soovitud konstruktide tlesehitusest. (Lineaarsel kujul) CMV - Cytomegaloviiruse

promooter, NS — mitte struktuurset valku kodeeriv jérjestus, pA — poltadendileeritud regioon
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Kloneerimine 1 - Langat viiruse metsiktiiiipi replikaas

-

CCI-LGTV !
: NS1 algus (kleepuv)  (t5mp) Bsp1191
Swal
> pcr CMYV promooter 9 )
|
del3'UTR-NS5 Esialgsest infektsiooniliselt
kloonist eemaldatud 3'UTR
osa
@ ()
\ J
|
YSPLICE-PCR | | dpclgtu_L;w
o }
— Mssl Xmall WENSS
(tdmp) (kleepuv)
L\ J
v
Esialgsest inf. kloonist
e eemaldatud struktuursed
- 3 valgud, lisatud CMV
WT-Replikazs promooter ja eemaldatud
3'UTR osa

Joonis 6. lllustratsioon kloneerimisest 1. (I A) PCR meetodi abil amplifitseeriti esialgsest Langat viiruse

infektsioonilisest kloonist NS1 algus, NS5 18pp (del3’UTR-NS5) ning Dengue viiruse replikaasi konstruktist CMV

promooter. (I B) SPLICE-PCR abil viidi omavahel kokku CMV promooter ja NS1 algus, eemaldades selliselt

viiruse struktuurseid valke kodeerivad jarjestused. (I1) Punktis I A saadud amplifitseeritud NS5 18pp kloneeriti

tagasi esialgsesse infektsioonilisse klooni, eemaldades selliselt 3°UTR osa. (I11) Punktis I B amplifitseeritud

CMV-NS1 jérjestus kloneeriti punktis 11 saadud konstrukti eemaldades selliselt sealt struktuursed valgud ja lisades

CMV promooteri.

Kloneerimine 2 - Langat viiruse GAA mutantne replikaas

@ - @ b

Bsp1191 Swal

pCCI-LGTV

NS1 algus (kleepuv)  (tdmp) Bsp1191
—

> pCR CMYV promooter L Swal )
— WE

Esialgsest infektsiooniliselt
kloonist eemaldatud 3'UTR / pcciiGrv-
osa ning viidud sisse GAA | %BUIR-

; GAA-NS5
mutatsioon \

del3'UTR-NS5

GAA

=
LS J
v SPLICE-PCR | f&,’-};ﬂ
— Mssl Xmall AN
CMV+NS1 (témp) (kleepuv) " caa
\ )
R4
—
l PCR-mutagenees Esialgsest inf. kloonist eemaldatud
pCCI-LGTV- struktuursed valgud, lisatud CMV
GAA mutatsioon GAA-Replikaas® promootor, eemaldatud 3'UTR osa

ning viidud sisse GAA mutatsioon

GAA

Joonis 7. lllustratsioon kloneerimisest 2. Kloneerimispdhim&te on sama nagu metsiktiivelgi (joonis 6),
erinevusega, et del3’UTR-NS5 asemel viiakse esialgsesse klooni punktis | C saadud PCR-mutageneesi abil

valmistatud GAA mutatsiooniga fragment.
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Kloneerimine A - Langat viiruse metsiktiiiipi poliimeraas

@ XmaJl (toodeldud tombiks
/- -'\/Klenowi fragmendiga)

Eco321

Xmall Eco47I11 /pPMC-giGTU- \ (tsmp)
PCR | | | ZIKV-PL-NS5- pcDNA4/TO
NS5 (taispikk, lisatud Xmall e
ja Eco47111 Igikamiskohad) e KepAl
. (16mp) )
Taispikk RNA
. poliimeraas (NS5)
PCDNA-WT- |\ pcDNA
@ _ XmalJl NS5-flag tag — ekspressiooni-
| | @ ;NX__ p— ::ktoris koos flag
Xmall  Ecod7IIl f“"’""‘ '\ Flaguag o
Ekleepuv} (tomp) -~ )

pPMC-gtGTU-
ZIKV-PL-NS5-

Joonis 8. Illustratsioon Kloneerimisest A. (1) Esmalt amplifitseeriti NS5 valku kodeeriv téispikk jarjestus ning
uhtlasi lisati praimerite abil XmaJl ja Eco471ll I6ikamiskohad. (I1) Seejdrel viidi ta pMC-gtGTU-ZIKV-PL
plasmiidi, et lisada flag tag, mille abil oli vBimalik hiljem detekteerida eskpressiooni toimumist eukariiootsetes
rakkudes. (111) Edasi viidi NS5 koos flag tag-iga pcDNA4/TO imetajarakkude ekspressioonivektorisse.

Kloneerimine B - Langat viiruse GAA mutantne poliimeraas

Xmall Eco47III XmaJl (toodeldud tombiks
.‘ l:’ l i . / Klenowi fragmendiga)

NS5 (taispikk, lisatud XmalJl /PMC- th’I'U- b ﬁi‘f.f;

PCR ja Eco4711I l1dikamiskohad) | ZIKV-PL-NS5- pcDNA4/TO
PR \{ag tag
— . A\ ksphr
del3'UTR-NS5 (saadud w e (r.zpmp) )
kloneerimise 1 I sammus) a4 Taispikk RNA
) liimeraas (NS5)
_ GAA mutatsioon W

PCR - mutagenees | \ pcDNA

y ekspressiooni-
vektoris koos flag

@ /\Ciman tag-ga
/
I 1 /[PMC-gtGTU- Eco47111 \_~ Bspl19l
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Joonis 9. Illustratsioon kloneerimisest B. (I A) PCR meetodil amplifitseeritakse taispikk NS5 kodeeriv jérjestus
soovitud 18ikamiskohtadega ning NS5 jarjestuse 16pp. (I B) PCR mutageneesi abil viiakse NS5 valgu kodeeriva
jarjestuse 18ppu sisse GAA mutatsioon. (I1) Taispikk NS5 sisestatakse pMC-gtGTU-ZIKV-PL vektorisse, milles
asub flag tag (111) Taispikk NS5 koos flag tag-iga sisestatakse pcDNA4/TO ekspressioonivektorisse (1) Punktis
111 saadud konstruktis asendatakse metsiktiitipi NS5 16pp GAA mutatsiooni sisaldava jarjestusega.
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Kloneerimine: | aste

Kloneerimise | astmes sooviti saavutada jargmised eesmargid:

e Saada kloneerimiseks vajalikud fragmendid: CMV promooter, NS1 algusjarjestus,
del3’UTR-WT-NSS5 ning del3’UTR-GAA-NS5 (kloneerimisskeemidel punktid IA, IB
jalC);

e Ligeerida saadud fragmendid pJetl.2-Blunt vektorisse paljundamise ja sekveneerimise
eesmargil;

e Paljundada juurde plasmiidsed DNA-d minipreparatsioon meetodil;

e Viia labi restriktsioonanaltits kontrollimaks plasmiidide digsust ning saata sobivaimad
sekveneerimisele, et kontrollida jérjestuste digsust.

Et valmistada kloneerimiseks vajaminevad fragmendid, kasutati klassikalist PCR-i, SPLICE-
PCR-i ning PCR-mutageneesi. PCR produktide olemasolu kontrolliti esmalt geel-
elektroforeesil. Et paljundada ja sekveneerida saadud fragmente, ligeeriti nad pJetl.2-Blunt
vektoritesse  ja  transformeeriti  kompetentseid  bakterirakke ligatsioonisegudega.
Transformatsioonitassidelt valiti 4-6 kolooniat, millest edasi eraldati plasmiidset DNA-d
minipreparatsioonil. Puhastatud minipreparatsioone kontrolliti restriktsioonanallisil kasutades
samu restriktaase, millega sooviti hiljem kloneerida. (Joonis 10, Joonis 11) Nii oli v8imalik
uhtlasi kontrollida vajalike 16ikamiskohtade olemasolu. Paksult on mérgistatud PCR meetodil

saadud (edasi kloneerimiseks vajaliku) fragmendi suurus.

e pletl.2-CMV-NS1 (sisaldab kokku “splaissitud” CMV promooteri ja NS1
algust): Mssl (Pmel) ja XmaJl (Avrll). Fragmentide suurused: 2588, 1509, 401
ap;

e pletl.2-del3’UTR-NS5 (sisaldab NS5 valku kodeeriva jérjestuse 1oppu, 3’UTR
on eemaldatud): Bsp119I (BstBl) ja Swal. Fragmentide suurused: 2381, 1500,
306, 299 ap;

e pJetl.2-NS5 (sisaldab NS5 valgu kodeerivat jarjestust): Ecod71ll (Afel) ja
Xmall (Avrll). Fragmentide suurused 2723, 2000, 984 ap.
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Joonis 10. pJetl.2 vektorisse ligeeritud PCR produktide restriktsioonanaliiiis. Esimeses tulbas on pJetl.2-CMV-
NS1 (IGigatud Mssl ja Xmall-ga), teises pJetl.2del3’UTR-NS5 (I8igatud Bsp119l ja Swal-ga) ning kolmandas

pJetl.2-NS5 (I6igatud Eco4 7111 ja Xmall-ga) minipreparatsiooniproovid. Nooltega on téhistatud igas tulbas olevad
kloneerimiseks vajaminevad fragmendid. Ringiga on téhistatud proovid, mis saadeti sekveneerima. Marker —
GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific).

Restriktsioonipildi pdhjal otsustati sekveneerimisele saata pJetl.2-CMV-NS1 konstruktide
seast proovid 2 ja 3. Pildil on nende proovide seas naha ka lisafragmenti suurusega ~4500 ap,
kuid arvestades fragmendi suurust ning proovi suurt kontsentratsiooni, on téenéoliselt tegu
mittetdielikult 18igatud plasmiidiga. pJetl.2-del3’UTR-NS5 konstrukti puhul on 6iged proovid
1, 2, 3 ja 6, kuigi ndha on kolme fragmenti nelja asemel. See tuleneb asjaolust, et fragmendid
306 ja 299 on niivord sarnase suurusega, et neid ei ole voimalik kuigi edukalt geelil lahutada.
Sekveneerima saadeti neist proovid 2 ja 3. Ka konstrukti pJet1.2-NS5 jaoks valiti vélja proovid
2 ja 3, kuigi korrektne on ka proov nr 1 ning ilmselt ka 4-6. Proovide 4-6 puhul on DNA
kontsentratsioon véga suur, mistdttu on geelil nédhtavad suuremad fragmendid tdendoliselt
osaliselt I6ikamata plasmiidid.

Et valmistada nii pollimeraasile kui ka replikaasile edaspidistes katsetes vajaminev negatiivne
kontroll, oli tarvis viia NS5 geeni sisse pollimeraasi inaktiveeriv mutatsioon. Selleks asendati
poliimeraasi aktiivtsentris asuv aminohappeline jarjestus GDD (Gly-Asp-Asp) GAA-ga (Gly-
Ala-Ala) (Miorin et al., 2008). Mutatsioon viidi sisse kasutades PCR-mutageneesi ning
matriits-DNA-na kasutati eelmises sammus saadud pJetl.2-del3’UTR-NS5. (Joonis 7, samm
IC, joonis 9, samm IB) Taaskord transformeeriti kompetentseid baktereid ligatsiooniseguga
ning minipreparatsiooniks valiti neli kolooniat, mida kontrolliti Bsp1191 (BstBl) ja Swal

restriktaasidega. Kuna ainus erinevus originaalmatriitsiga (GDD) on sisseviidud mutatsioon
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(GAA), siis annab ka siinkohal korrektne konstrukt restriktsioonipildiks fragmendid suurusega
2381, 1500, 306, 299 ap. (Joonis 11)

Joonis 11. pJetl.2-GAA-del3’UTR-NS5 restriktsioonanaliiiis. Plasmiide kontrolliti Bsp1191 (BstBI) ja Swal
restriktaasidega; diged plasmiidid andsid tulemiseks fragmendid suurusega 2381, 1500, 306 ja 299 ap. Noolega
on téhistatud kloneerimiseks vajamineva fragmendi suurus. Marker — GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo
Scientific).

Restriktsioonipildi jargi olid kdik valitud kloonid diged, kuid et kindlaks teha mutatsiooni
olemasolu, oli vaja valitud fragmente mutatsioonikohas sekveneerida. Selle pdhjal selgus, et
soovitud mutatatsioon oli sees ainult kloonides 2 ja 3.

Kloneerimine: 11 aste

Kloneerimise Il astmes sooviti saavutada jargmised eesmérgid

e Kloneerimine 1 (WT LGTV Replikaas) — Fragment del3’UTR-WT-NS5 viia
sisse esialgsesse pCCI-LGTV vektorisse, eemaldades sellisel moel 3’UTR ots
infektsioonilisest kloonist. (Joonis 6, samm II)

e Kloneerimine 2 (GAA LGTV Replikaas) — Fragment del3’UTR-GAA-NS5 viia
sisse esialgsesse pCCI-LGTV vektorisse, eemaldades nii 3’UTR ots ja viies
sisse GDD - GAA mutatsioon polimeraasi aktiivtsentrisse. (Joonis 7, samm
)

e Kloneerimine A (WT LGTV Poliimeraas) — Fragment NS5 viia sisse pMC-
gtGTU-ZIKV-PL vektorisse, et liita polimeraasile flag tag. (Joonis 8, samm I1)

Nende eesmarkide saavutamiseks jalgiti nii siin kui ka kloneerimise jargmistes sammudes
klassikalist kloneerimise pGhimotet. Esmalt 18igati nii pJetl.2 vektorites asuvad PCR produktid
kui ka vektorites asuvad Gige suurusega fragmendid sobivate restriktaaside abil vélja ning
lahutati agaroosgeelil. Kasutatud restriktaasid on vélja toodud tabelites 5, 6 ja 7. Seejarel
ligeeriti insert ja vektor kokku ning transformeeriti ligatsioonisegudega kompetentseid E. coli
rakke. Olenevalt transformatsiooni efektiivsusest valiti valja 4-12 kolooniat, millest valmistati

plasmiidse ~DNA  minipreparatsioonid.  Puhastatud  minipreparatsioone  kontrolliti
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restriktsioonanallilisil kasutades samu restriktaase, mida sooviti kasutada kloneerimise

jargmises astmes, vajadusel lisaks veel restriktaase, mis l6ikaksid kas vektori voi inserdi seest.

Tabel 5. Kloneerimise | astme algplasmiidid ja kasutatud restriktaasid. J&medas Kirjas on

toodud kloneerimiseks kasutatud fragmentide suurused.

Restriktsioon 1

Insert — pJetl.2-del3’UTR-WT-NS5

Vektor - pCCI-LGTV

Restriktaasid: Bsp119I1 (BstBl) ja Swal

Restriktaasid: Bsp119l1 (BstBl) ja Swal

Oodatud fragmendid: 2381, 1500, 306, 299 ap

Oodatud fragmendid: 16992, 2152 ap

Ligatsioonil saadava plasmiidi nimetus: pCCI-LGTV-del3’UTR-WT-NS5

Restriktsioon 2

Insert — pJetl.2-del3’UTR-GAA-NS5

Vektor — pCCI-LGTV

Restriktaasid: Bsp1191 (BstBI) ja Swal

Restriktaasid: Bsp1191 (BstBl) ja Swal

Oodatud fragmendid: 2381, 1500, 306, 299 ap

Oodatud fragmendid: 16992, 2152 ap

Ligatsioonil aadava plasmiidi nimetus: pCCI-LGTV-del3’UTR-GAA-NS5

Restriktsioon A

Insert — pJetl.2-WT-NS5

Vektor — pMC-gtGTU-ZIKV-PL

Restriktaasid: XmalJl Eco4711l

(Afel) ja Pvul

(Avrll),

Restriktaasid: XmaJl (Avrll) ja Eco47l1ll
(Afel)

Oodatud fragmendid: 2723, 2000, 984 ap

Oodatud fragmendid: 7887, 46 ap

Ligatsioonil saadava plasmiidi nimetus: pMC-gtGTU-ZIKV-PL-NS5

Ligatsiooni A jaoks viidi labi kaks kontrolli. Uhel juhul 18igati konstrukti XmaJl, KspAl ning

Nhel restriktaasidega, teisel juhul aga Xmall, KspAl ning Pvul restriktaasidega. XmaJl ning

KspAl olid vajalikud edasiseks kloneerimiseks, mistdttu oli oluline nende olemasolu

kontrollida, Nhel abil kontrolliti dige inserdi olemasolu ning Pvul abil 6ige vektori olemasolu.

(Joonis 12).
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Joonis 12. pMC-gtGTU-ZIKV-PL vektorisse viidud polumeraasi resktriktsioonanalliis. (A) Kontroll XmaJll,
KspAl ja Nhel restriktaasidega. Oige plasmiid andis tulemuseks fragmendid suurusega 7833, 2115 ja 662 ap. (B)
Kontroll Xmall, KspAl ja Pvul restriktaasidega. Oige plasmiid andis tulemuseks fragmendid suurusega 6779,
2777 ja 1054 ap. Ka&ik valitud proovid on diged. Marker — GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific).

pCCI-BAC vektori minipreparatsioone (pCCI-LGTV-del3’UTR-WT-NS5 ja pCCI-LGTV-
del3’UTR-GAA-NS5) kontrolliti esmalt kasutades EcoRI restriktsioonienstiumi, 0iged
konstruktid andsid tulemuseks fragmendid suurusega 10105, 6370 ja 2017 ap. (Tulemus pole
ndidatud) Et madala koopiaarvuga plasmiidid (pCCI-BAC) annavad tavalisel
minipreparatsioonpuhastusel vdga madalaid kontsentratsioone, mis kloneerimiseks edasi ei ole
piisavad, valiti kummagi konstrukti (WT ja GAA) hulgast kaks diget, millest edasi valmistati
indutseeritud minipreparatsioonid. Puhastatud indutseeritud minipreparatsioone kontrolliti
kahe erineva restriktsiooni abil: 1) I8igates EcoRI ning 2) I6igates Mssl (Pmel) ja Xmall-ga
(Avrll). (Joonis 13)
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m ’ M:Q 10105 ap
M' 6370 ap

G e Mg W oo

L
] \2017ap

SR
WT (1) WT (2) GAA(1) GAA ()

WT - pCCI-LGTV-del3’UTR-WT-NS5
GAA - pCCI-LGTV-del3’UTR-GAA-NSS

Joonis 13. Replikaasi konstruktide indutseeritud minipreparatsioonide restriktsioonanaliiis. (A) Kontroll EcoRI
restriktaasiga. Oige plasmiid andis tulemuseks fragmendid 10105, 6370 ja 2017 ap. (B) Kontroll Mssl (Pmel) ja
XmalJl (Avrll) restriktaasidega. Oiged plasmiidid andsid tulemuseks fragmendid suurusega 15261, 2336 ja 895
ap. Kdik valitud proovid on Giged. Marker — GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific).
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Kloneerimine: 111 aste

Kloneerimise 111 astmes sooviti saavutada jargmised eesmargid:

e Kloneerimine 1 (LGTV WT Replikaas) — fragment CMV-NSL1 viia eelnevas
astmes valmistatud pCCI-LGTV-del3’UTR-WT-NS5 vektorisse, et eemaldada
LGTV struktuurseid valke kodeerivad jarjestused ja lisada CMV promooter.
(Joonis 6, samm 111);

e Kloneerimine 2 (LGTV GAA Replikaas) — fragment CMV-NS1 viia eelnevas
astmes valmistatud pCCI-LGTV-del3’UTR-GAA-NS5 vektorisse, et eemaldada
LGTV struktuurseid valke kodeerivad jarjestused ja lisada CMV promooter.
(Joonis 7, samm 111);

e Kiloneerimine A (LGTV WT Polumeraas) — fragment NS5-flag tag viia pcDNA

ekspressioonikonstrukti. (Joonis 8, samm Il1).

Ka siinkohal jalgiti eesmarkide taitmiseks samu samme, mis kloneerimise Il astmeski (Ik 33-

34). Tapsemalt kasutatud restriktaasid on valja toodud tabelis 6.

Tabel 6. Kloneerimise Il astme algplasmiidid ja kasutatud restriktaasid. Jamedas kirjas on

naidatud edasises kloneerimises kasutatud fragmentide suurused.

Restriktsioon 1

Insert — pJetl.2-CMV-NS1 Vektor — pCCI-LGTV-del’3UTR-WT-NS5
Restriktaasid: Mssl (Pmel) ja Xmall | Restriktaasid: Mssl (Pmel) ja XmaJl (Avrll)
(Avrll)

Oodatud fragmendid: 2588, 1509, 401 ap | Oodatud fragmendid: 15261, 2336, 895 ap

Saadava plasmiidi nimetus: pCCI-LGTV-WT-replikaas

Restriktsioon 2

Insert — pJetl.2-CMV-NS1 Vektor — pCCI-LGTV-del3’UTR-GAA-NS5
Restriktaasid: Mssl (Pmel) ja Xmall | Restriktaasid: Mssl (Pmel) ja XmaJl (Avrll)
(Avrll)

Oodatud fragmendid: 2588, 1509, 401 ap Oodatud fragmendid: 15261, 2336, 895 ap

Ligatsioonil saadava plasmiidi nimetus: pCCI-LGTV-GAA-replikaas
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Restriktsioon A
Insert — pMC-gtGTU-ZIKV-PL-NS5-flag | Vektor — pcDNA4/TO

tag

Restriktaasid: Xmall (Avrll) | Restriktaas: Eco32l (EcoRV)

(tdmbistatud) ja KspAl (Hpal)

Oodatud fragmendid: 7833, 2777 ap Oodatud fragment: 5078 ap (lineariseeritud

vektor)

Ligatsioonil saadava plasmiidi nimetus: pcDNA-LGTV-WT-NS5-flag tag

Replikaaside minipreparatsioone otsustati kontrollida Hindlll restriktaasiga. (Joonis 14)
Sellisel juhul pidi 16ikamispildiks nii GAA kui ka metsiktive jaoks tulema fragmendid
suurusega 15028, 1337 ja 405 ap. Kuid kuna pCClI vektor on madala koopiarvuga, ei saavutatud
minipreparatsioonil piisavalt suurt DNA kontsentratsiooni, et anda selget restriktsioonipilti. On
néha kahte suuremat fragmenti (arvatavasti 15028 ap ja 1337 ap), kuid fragmenti suurusega 405
ap mitte kuigi héasti. Restriktsioonipildi pdhjal valiti maxipreparatsiooni valmistamiseks
proovid WT 2 ja GAA 2.

TR IAL : T— —— y
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Joonis 14. Replikaasi konstruktide metsik (WT)- ja GAA mutatsiooni sisaldavate plasmiidide restriktsioonpilt.

Kdoiki proove 16igati Hindlll restriktaasiga. Korrektsed plasmiidid andsid restriktsioonipildiks fragmendid
suurusega 15028, 1337 ja 405 ap. Oiged on kdik valitud proovid. (A) — metsiktiiiipi replikaasi proovid (B) — GAA

mutatsiooni sisaldava replikaasi proovid. Marker — GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific).

Kuna konstrukti A puhul (NS5 polumeraasi ekspressioonivektor) viidi labi tdmpide otstega
kloneerimine, mis tahendab, et insert vOis siseneda nii diges kui ka vales orientatsioonis, oli
siinkohal oluline konstrukti kontrollida mdne sellise restriktaasiga, mis kummalgi juhul annaks
piisavalt erinevad restriktsioonimustrid. Selliseks enstitimiks sobis EcoRI. Kui insert paiknes
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Oiges orientatsioonis, tulid fragmentide suurusteks 7139 ja 716 ap, kui aga vales orientatsioonis,
siis 5774 ja 2081 ap. Joonisel 15 on ndha kahte tulpi I6ikamismustrit, nagu oligi oodatud.

Seetdttu oli voimalik proove 3 kuni 7 kasutada ka edasises kloneerimises.

Joonis 15. pcDNA-LGTV-NS5-flag tag restriktsioonanallilis. Minipreparatsioone kontrolliti EcoRI restriktaasiga.
Inserdi “dige” orientatsiooni puhul on fragmentide suuruseks 7139 ja 716 ap, “vale” orientatsiooni puhul 5774 ja
2081 ap. Linnukesega on margitud dige restriktsioonimustriga proovid. Marker — GeneRuler 1kb DNA Ladder

(Thermo Scientific).

Kloneerimine: 1V aste

Kloneerimise IV astmes oli vaid Uiks eesmark: viia LGTV NS5 poliimeraasi kodeeriva jérjestuse
sisse GDD->GAA mutatsioon, et saada ka selle jaoks negatiivne (ensiimaatiliselt inaktiivne
poliimeraas) kontroll. Selleks kasutati PCR-mutageneesil saadud pJetl.2-del3’UTR-GAA-NS5
fragmenti, mis viidi Kloneerimise A 111 astmes saadud pcDNA-LGTV-NS5-flag tag konstrukti.
(Joonis 9, samm 1V) Selleks jallegi 18igati restriktaaside abil soovitud DNA jupid (vektor ja
insert) valja ning ligeeriti nad omavahel kokku. T&psed kloneerimiseks kasutatud restriktaasid
on viélja toodud tabelis 7. Transformatsioonil saadud E. coli kloone eraldati
minipreparatsioonpuhatuse meetodil. Et kontrollida valmistatud plasmiidide digsust, 18igati
puhastatud DNA-d EcoRl restriktaasiga. Sarnaselt metsiktutpi konstruktile, andsid ka siinkohal

diged kloonid tulemuseks fragmendid suurusega 7139 ja 716 ap. (Joonis 16)
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Tabel 7. Kloneerimise 11l astmes kasutatud restiktaasid ja algplasmiidid. Jimedas kirjas on

néidatud kloneerimiseks kasutatud fragmentide suurused.

Restriktsioon B

Insert — pJetl.2-del3’UTR-GAA-NS5 Vektor — pcDNA-NS5-flag tag
Restriktaasid: Bsp1191 (BstBl) ja Nhel Restriktaasid: Bsp119l (BstBI) ja Nhel
Oodatud fragmendid: 3598, 888 ap Oodatud fragmendid: 6967, 888 ap

Ligatsioonil saadava plasmiidi nimetus: pcDNA-LGTV-GAA-NS5-flag tag

Joonis 16. pcDNA-LGTV-GAA-NS5-flag tag minipreparatsioonide restriktsioonanaliiiis. Konstrukte kontrolliti
EcoRl restriktaasiga. Oiged plasmiidid andsid suuruseks fragmendid 7139 ja 716 ap. Pildil proovid 2 kuni 6

annavad soovitud restriktsioonimustri. Marker — GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific).

Midi- ja indutseeritud maxipreparatsioonide restriktsioonanalliis

Kuna edasistes koekultuurikatsetes oli vaja suuremas koguses hea kvaliteediga DNA-d, viidi
I6plike konstruktide jaoks labi midipreparatsioon (pcDNA vektori pdhjal polimeraasi
konstruktid) ning indutseeritud maxipreparatsioon (pCCI-BAC vektori pdhjal replikaasi
konstruktid). Selleks valiti igale konstruktile vastav Uks korrektne koloonia, mida kilvati
vastavasse vedelsodtmesse (pcDNA konstruktide puhul LB s66de ja pCCI-BAC konstruktide
puhul SOY sb6ode). KOoiki kilve kasvatati loksutil (37°C, 220 poOdret minutis).
Midipreparatsioonide  jaoks  piisas 18  tunnist  inkubeerimisest;  indutseeritud
maxipreparatsioonide jaoks inkubeeriti bakterikultuuri esmalt 16 tundi, siis lisati juurde séddet
koos L-arabinoosiga (induktsioon) ning inkubeeriti veel 5 tundi. Edasi puhastati konstruktid

nagu kirjeldatud metoodika peatlikkides 2.2.11 ja 2.2.12. (Lk 24-25)
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Konstrukte 1 ja 2 (pCCI-LGTV-WT-replikaas ja pCCI-LGTV-GAA-replikaas) kontrolliti
Bsp1191 restrikaasiga. Oiged konstruktid andsid tulemuseks fragmendid suurusega 10248 ja
6522 ap. Konstrukte A ja B (pcDNA-LGTV-WT-NS5-flag ja pcDNA-LGTV-GAA-NS5-flag)
kontrolliti EcoRI restriktaasiga. Oiged konstruktid andsid tulemuseks fragmendid suurusega
7139 ja 716 ap. (Joonis 17)

pCCI-LGTV-Replikaas

Joonis 17. (A) Metsiktiupi ja GAA mutatsiooni sisaldava Langat viiruse replikaasi (pCCI-LGTV-WT-replikaas
ja pCCI-LGTV-GAA-replikaas, indutseeritud maxipreparatsioon) restriktsioonanalliis. Konstrukte 18igati
Bsp119I restriktaasiga, korrektsed kloonid andsid restriktsioonipildiks fragmendid suurusega 10248 ja 6522 ap.
Nii metsiktivi kui ka GAA mutatsiooni sisaldav tivi on diged. (B) Metsiktulpi ja GAA mutatsiooni sisaldav
Langat viiruse polimeraasi ()cDNA-LGTV-WT-NS5-flag ja pcDNA-LGTV-GAA-NS5-flag, midipreparatsioon)
restriktsioonanaliiiis. Konstrukte 18igati EcoRI restriktaasiga. Oiged konstruktid andsid restriktsioonipildiks
fragmendid suurusega 7139 ja 716 ap. Mdlemad kloonid on korrektsed. Marker — GeneRuler 1kb DNA Ladder
(Thermo Scientific).

2.3.2 Immunofluorestentsanaliliis

Immunofluorestentsanalliisi  jaoks transfekteeriti katteklaasil kasvanud rakke uuritava
ekspressioonivektoriga ning tdodeldi sobivate primaarsete ja sekundaarsete antikehadega, mida
on tapsustatud metoodika peatiikis 2.2.14, Ik 26. Saadud tulemused on toodud vélja joonistel
18 ja 19. Tabelis 8 on vélja toodud ekspresseeritud valkudele vastav primaarne ja sekundaarne
antikeha koos kasutatud lahjendustega. Lisaks uuritavatele konstruktidele transfekteeriti rakke
ka EGFP-d (enhanced green fluorescent protein, voimendatud roheliselt fluorestseeruv valk)
ekspresseeriva vektoriga (pEGFP-N1, Clontech), et hinnata transfektsiooni efektiivsust.
Uldjuhul oli transfektsiooni efektiivsus 60-70%.
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Tabel 8. Immunofluorestentsanaliiisil kasutatud antikehad ja nende lahjendused (sulgudes).

Konstrukt Primaarne antikeha | Sekundaarne antikeha
pCCI-LGTV-Replikaas (WT ja | anti-TBEV-NS3 anti-kana(lgY)-Dylight549
GAA) (1:500) (oranz) (1:500)
pCCI-LGTV-Replikaas (WT ja | anti-TBEV-NS5 anti-kana(lgY)-Dylight549
GAA) (1:1000) (oranz) (1:500)
PcDNA-LGTV-NS5-flag tag (WT | anti-TBEV-NS5 anti-kana(lgY)-Dylight549
jaGAA) (1:500) (oranz) (1:500)
pPcDNA-LGTV-NS5-flag tag (WT | anti-flag (1:500) anti-hiir(lgG)-Alexa568
jaGAA) (punane) (1:500)

pcDNA-LGTV-WT-NS5-flag tag
anti-TBEV-NS5 (Dylight549)

Joonis 18. Immunofluorestsentsanaliiis U20S rakkudest transfekteeritud pcDNA-LGTV-WT-NS5-flag
ekspresseeriva konstruktiga. Transfekteeritud rakud on fikseeritud 48 h pérast transfektsiooni ja téddeldud anti-
TBEV-NS5 primaarse antikehaga ning Dylight549-konjugeeritud sekundaarse antikehaga. Siniselt (DAPI) on

varvitud rakutuumad. Valge kriipsuga on téhistatud skaala 50 um.
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pcDNA-LGTV-GAA-NS5-flag tag
anti-flag tag (Alexa568)

Joonis 19. Immunofluorestsentsanaliiis U20S rakkudest transfekteeritud pcDNA-LGTV-GAA-NS5-flag tag
ekspresseeriva konstruktiga. Transfekteeritud rakud on fikseeritud 48 h pérast transfektsiooni ja téodeldud anti-
flag tag primaarse antikehaga ning AlexaFluor568-konjugeeritud sekundaarse antikehaga. Siniselt (DAPI) on

varvitud rakutuumad. Valge kriipsuga on téhistatud skaala 50 um.

Joonistelt 18 ja 19 on néha, et nii polimeraasi metsiktulpi kui ka GAA mutatsiooni sisaldav
konstruktid on vBimelised ekspresseerima uuritavat LGTV NS5 poliimeraasivalku. Samuti on
naha, et ekspressioon toimub tsutoplasmas, mis vastab kirjanduses kirjeldatule (Werme, et al.,
2008).

Immunofluoresentsanalliis ei andnud néhtavat ekspressiooni nii metsiktilpi kui ka GAA

mutatsiooni sisaldavat replikaasi konstrukti jaoks. (Tulemus pole ndidatud)

2.3.3 Western blot anallts

Sarnaselt immunofluorestsentsanaliilisiga transfekteeriti U20S rakke nii soovitud LGTV
replikaasi ja NS5 polimeraasi ekspressioonivektoritega kui ka negatiivse kontrollina EGFP-d
ekspresseeriva plasmiidiga. Rakud lGusiti 48 h pérast transfektsiooni Laemmli puhvris ning
valgud denatureeriti 100°C juures 10 minutit. Parast SDS-PAAG geelil lahutamist kanti nad Gle
nitrotselluloosmembraanile, membraan blokiti 5% I6ssipulbrilahuses ning membraani
inkubeeriti primaarsete ja sekundaarsete antikehadega, (tdpsustatud metoodika peatiikis 2.2.14,
Ik 26-27), mis on koos lahjendustega vélja toodud tabelis 9. Lopuks ilmutati HRP-signaalid

rontgenfilmile. Saadud tulemused on esitatud joonisel 20.
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Tabel 9. Western blot analiiisil kasutatud antikehad ja lahjendused (sulgudes).

Konstrukt Primaarne antikeha Sekundaarne antikeha
pCCI-LGTV-Replikaas (WT | anti-TBEV-NS3 (1:1500) anti-kana(lgY)-HRP (1:5000)
jaGAA)
pCCI-LGTV-Replikaas (WT | anti-TBEV-NS5 (1:1500) anti-kana(lgY)-HRP (1:5000)
jaGAA)
pcDNA-LGTV-NS5-flag tag | anti-TBEV-NS5 (1:1500) anti-kana(lgY)-HRP (1:5000)
(WT ja GAA)
pcDNA-LGTV-NS5-flag tag | anti-flag (1:1000) anti-hiir(IlgG)-HRP (1:10 000)
(WT jaGAA)
A B G
a-flag a-TBEV-NS5 a-TBEV-NS3
% G 4 G
L) k4 & Yy
% 2% % % %
—100 kDa
GRS 100 kDa Lo a4
s=s s — 70 kDa RN —100 kDa
i " 55 kDa —55 kDa ——70 kDa
B 01Ds E —55 kDa
40 kDa 40 kDa
—35kDa [
= —25kDa ek

Joonis 20. LGTV replikaasi ja poliimeraasi ekspressioonikonstruktide analiilis transfekteeritud U20S rakkude
lusaatides western blot meetodil. (A) Langat viiruse NS5 poliimeraasi ekspressiooni kontroll flag tag-i vastase
antikehaga. (B) Langat viiruse NS1-5 replikaasi ja NS5 polimeraasi ekspressiooni kontroll NS5 valgu vastase
antikehaga. (C) Langat viiruse NS1-5 replikaasi ekspressiooni kontroll NS3 valgu vastase antikehaga. POL —
polumeraas; REP — replikaas; EGFP — negatiivne kontroll (EGFP-d ekspresseeriva plasmiidiga transfekteeritud
U20S rakkude lusaat); WT — metsiktiip; GAA — GAA mutatsiooni sisaldav inaktiveeritud polimeraasiga

konstrukt. Marker — PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoFischer)

Western bloti tulemuste pdhjal selgus, et soovitud valke ekspresseerivad ainult LGTV NS5
polumeraasi konstruktid. Nii flag tag-i kui ka NS5 valgu vastaste antikehadega t66deldes on
naha valku suuruses ~100 kDa nagu varem kirjeldatud (Bollati et al., 2010). Lisaks soovitud
valgule, on ndha ka palju ebaspetsiifilisi signaale, mis vGib olla seotud sellega, et membraane
ilmutati litundlike reagentidega (SuperSignal™ West Femto), mis viib uldise ebaspetsiifilise

“foon1” voimendamisele.
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Sobiva suurusega valke on ndha ka LGTV replikaasi ekspresseerivate konstruktide western blot
analliusis (Joonis 20, paneel C, ~70 kDa juures), kuid paraku esinevad tépselt samad
fragmendid sama intensiivsusega ka EGFP-d ekspresseeriva konstruktiga transfekteeritud
rakkude llisaatides, mis tahendab, et tegu on antikehade ebaspetsiifilise seondumisega. Oodatud
valkude suurused replikaasi konstruktide jaoks oleksid pidanud olema NS3 vastase antikehaga
toodeldes 69 kDa ning NS5 vastase antikehaga té0ddeldes 103 kDa (Bollati et al., 2010).

2.3.4 Sekveneerimine

Nii immunofluorestsents- kui ka western blot anallilis naitasid, et valmistatud LGTV replikaasi
kodeeritud vektoritest ekspressioon ei toimunud vai ei tundnud nii anti-TBEV-NS5 kui ka anti-
TBEV-NS3 antikehad neid &ra. Seet6ttu otsustati vea tuvastamiseks mélemad (metsiktiip ja
GAA mutatsiooni sisaldav) replikaasi kodeerivad ekspressioonikonstruktid tle sekveneerida.
Sekveneerimine néitas, et Uhtegi lisanduvat mutatsiooni replikaaside kodeerivates jarjestuste

sees ei esine.

2.3.5 Arutelu

Antud t66 esimeses pooles viidi labi mitmeastmeline kloneerimine saamaks Langat viiruse
uurimisel vajaminevad replikaasi, polimeraasi ning nendele vastavad negatiivsete kontrollide
(inaktiveeritud polimeraasiga) ekspressioonikonstruktid, teises pooles aga kontrolliti
valmistatud vektorite v@imet ekspresseerida soovitud valke koekultuuris, kasutades
immunofluorestents- ja western blot analtlsi. Mitmed restriktsioonanaliiisid ja ka
koekultuurikatsed kinnitasid, et kloneerimine on olnud edukas nii metsiktiiupi kui ka GAA
mutatsiooni sisaldava NS5 poliimeraasi jaoks. Restriktsioonanalusidel tekkisid kindlate
restriktaasidega I0igates Oige suurusega fragmendid, immunofluorestentsanaltlsil oli NS5
valgu ekspressiooni néha tsiitoplasmas, nagu puukentsefaliidiviirustele kohane (Werme et al.,
2008), ka western blot anallusil oli ndha 6iges suuruses valku ehk ~100 kDa (Bollati et al.,
2010). Niisiis sobivad antud t60 kaigus valmistatud konstruktid kasutamiseks edasistes

uuringutes.

Ka NS1-NS5 replikaasi konstruktide korral olid restriktsioonanalliiside tulemused sobivad ega
viitanud vigadele. Samas selgus t06 teises pooles labi viidud ekspressiooni uurimisel, et Langat

viiruse replikaasi konstruktid ei anna western blot analiitsil selget ega soovitud ekspressiooni

44



ehk ~69 kDa suurust signaali NS3 valgu vastase antikehaga ning ~103 kDa suurust signaali
NS5 vastase antikehaga toddeldes. (Bollati et al., 2010). Ekspressiooni polnud ndha ka
immunofluorestsentsanaltiisil. Kuna ekspressioon tuvastati NS5 valgu vastase antikehaga
polumeraasi konstruktis (o)cDNA-LGTV-NS5-flag tag), annab see alust arvata, et viga ei seisne
kasutatud antikehades, vaid kas siis konstruktides véi transfektsioonis endas. Et jouda
selgusele, kas viga voib seisneda replikaasis endas, sekveneeriti nii metsiktulpi kui ka GAA
mutatsiooni sisaldav replikaasi konstrukt (pCCI-LGTV-Replikaas) l&bi. Huvitaval moel ei

esinenud replikaasis endas Uhtki soovimatut mutatsiooni.

On oluline arvestada, et LGTV replikaasi kodeerivad jarjestused asuvad pCCI-BAC vektoris,
mis on madala koopiaarvuga ning seetdttu on nende puhastamine mahuliselt suurest
bakteriaalsest materjalist palju keerulisem. Bakteriaalsetest rakkudest tulenev jadk DNA
preparatsioonis on aga eukarlootsetele rakkudele Usna toksiline, mistdttu on oluline
eukartootsete rakkude transfektsiooni protokolli kindla konstrukti jaoks optimeerida, et leida
kdige sobivam DNA kogus rakkudesse viimiseks. Seda aga antud t00 raames pole tehtud.
Lisaks on replikaasi ekspresseerivad l8ppkonstruktid véga suured (~16 700 ap pikad), mis
samuti raskendab ekspressiooni edukat toimimist. Nagu igas eksperimentaalses t00s, ei saa ka
siinkohal valistada probleemide tekkepdhjuseks inimlikke vigu, kas siis katsete planeerimisel
vOi labiviimisel.

Replikaasi ekspresseerivate konstruktide parandamiseks vGib proovida erinevaid meetodeid.
Esmalt voib proovida kloneerida replikaasi kodeeriva osa uude pCCI-4K vektorisse (mis on
kill madala koopiaarvuga vektor, kuid oluliselt vaiksem vorreldes pCCI-BAC vektoriga),
vBimalusel isegi pcDNA4/TO vektorisse. Samuti viks viia transfektsiooni labi erinevate DNA
kontsentratsioonidega, et leida kdige optimaalsem kogus ekspressiooniks, kuid minimaalse
toksilise efektiga eukartiootsetele rakkudele.

Saadud polimeraasi ja replikaasi konstrukte on vdimalik edaspidi kasutada mitmetes eri
uuringutes. Uks vBimalus oleks hinnata eukartiootsete rakkude tttp I interferoonvastust loodud
konstruktidele (rakus Uksinda ekspresseritud LGTV replikaas ja polimeraas). Samuti vOiks
uurida LGTV replikaasi voimet replitseerida mdndade teiste heteroloogsete flaviviiruste RNA-
d.
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KOKKUVOTE

Viirused on obligatoorsed parasiidid, kes nakatavad nii baktereid, loomi, taimi, seeni kui ka
teisi viiruseid. Kuigi suur osa neist ei p8hjusta meile erilisi terviseprobleeme, on ka neid,
millega nakatumine v3ib pdhjustada eluaegseid tisistusi vai isegi surma. Nende hulka kuuluvad

ka puukentsefaliidiviirused.

Puukentsefaliidiviirused kuuluvad sugukonda Flaviviridae. Flaviviirused kodeerivad kiimmet
valku, millest kolm esimest kodeeritud RNA genoomi avatud lugemisraamis (nukleokapsiid,
membraani prekursor ja imbris) on vajalikud genoomi pakkimiseks ning tilejaénud seitse (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) moodustavad replikaasi, mis vastutab genoomi
paljundamise eest. (Lindenbach, 2001) Langat viirus kui inimesele mittepatogeenne viirus on
aastaid olnud puukentsefaliidi patogeneesi uurimisel ja TBEV-vastase vaktsiini véljatotamisel
kasulik ja ohutu mudel.

Antud t60 eesmaérgiks oli luua Langat viiruse RNA pollimeraasi, replikaasi ning nendele
vastavate negatiivsete kontrollide (inaktiveeritud polimeraasiga) ekspressioonikonstruktid.
Konstruktide kloneerimise dnnestumist hinnati immunofluoresents- ja western blot analtdsi
abil. LGTV NS5 polumeraasi ja vastava GAA mutatsiooni sisaldava vektorite ekspressioon
osutus edukaks. Samas replikaasi metsiktulpi ja GAA mutatsiooni sisaldavad vektorid ei
naidanud selgelt ekspressiooni imetajarakkude koekultuuris. Et uurida, kas pohjus vdib
seisneda mutatsioonides vOi valede fragmentide kasutamisel kloneerimisel, analtiisiti LGTV
replikaase kodeerivaid konstrukte sekveneerimisel. Sekveneerimine ei naidanud mutatsioone,
mis tahendab, et probleem seineb ménes muus asjaolus. On vdimalik, et transfektsioon ei olnud
piisavalt edukas, kuna transfektsiooni protokolli ei oldud antud konstrukti jaoks optimeeritud.
Probleemi lahendamiseks voiks proovida replikaasid kloneerida uude vektorisse v6i proovida

transfektsiooni 1&bi viia erinevatel plasmiidse DNA kogustel.

Valmistatud konstrukte on vdimalik kasutada mitmetel eesmarkidel. Kaesoleva
bakalaureusetd0 edasiarendusena vOiks uurida ka valmistatud konstruktide vBimet kutsuda
imetajarakkudes esile tldp | interferoonvastust ning vaadata, kas valmistatud replikaas suudab

replitseerida ka teiste heteroloogsete flaviviiruste matriitse.
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RESUMEE/ SUMMARY

Cloning and analysis of Langat virus RNA polymerase and replicase expression constructs
Marilin Kuusk

Summary

The increasing infection rate with tick-borne encephalitis viruses possesses a serious concern,
as the infection can result in several neurological diseases such as meningitis, encephalitis, and
meningoencephalitis. About 1-2% of infections cause death. (Yoshii, 2019; Chrdle, et al., 2016)
Langat virus of the tick-borne encephalitis group, however, is not known to cause disease in
humans. For this reason, several Langat virus based live attenuate vaccines have been
developed and tested, unfortunately, to no avail. (Shapoval, 1989; Pletnev and Men, 1998) Still,
Langat virus remains an interesting topic of study, as there might be alternative ways of using
it to treat infections of TBEV-s. Alternatively, it can be used to learn the functions of flavivirus
non-structural proteins as their individual roles in replication are still a relatively unstudied

topic.

In the given Bachelor’s thesis, four constructs were cloned and their expression was tested using
western blot and immunofluorescent analysis. The aim was to create constructs for RNA
polymerase (NS5), replicase (NS1-NS5) and their respective negative controls by inactivating
the active site of the NS5 RNA polymerase protein. Based on the data obtained from restriction,
immunofluorescent and western blot analyses, cloning of RNA polymerase constructs was
successful and the created plasmids can be used in further studies. However, expression was
not detectable in case of replicase-encoding constructs. The author speculated that the problem
might lie in wrong fragments having been used in cloning or mutations occuring during
propagation of plasmids in bacteria; however, sequencing of replicase constructs revealed no
additional mutations in the replicase coding sequence. Another possible explanation would be
that transfection of eukaryotic cells was inefficient due to unsuitable amount of plasmid DNA
(transfection conditions have not been optimized in this study). Last, but not least, low copy
pCCI-BAC vectors are difficult to isolate from bacteria with sufficient purity grade, that gives
significant contamination from bacterial cells and thus are quite toxic to eukaryotic cells. Those
theories could be tested by cloning the replicase into a new pCCI-4K or pcDNA vector and by
titrating different amounts of plasmid DNA for transfection. Basic human errors while
designing and conducting experiments should also be considered as the potential source of
problem.
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Created LGTV polymerase and replicase expression constructs have a large variety of different
applications. For instance, they could be used to assess type I interferon response in cells. It
would also be interesting to see if the Langat virus replicase has the ability to replicate artificial

templates of other heterologous flaviviruses.
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Lisa 3

PCR praimerite jarjestused

1. CMV_Pme_ F
CGCGTTTAAACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAG
2. CMV_Env_R

CTCATGTTCAAGCCCAGCCATGGTTTCGAATGTAATTGTAAATAGTAATTGTA
ATG

3. Env.CMV_F
ACAATTACATTCGAAACCATGGCTGGGCTTGAACATGAGGAACCC
4. NS1_Avr_R
ATACCTAGGTCCAGCCAGACTGGCCGGTAGAAAC

5. BstBl_NS5_F

ATATTCGAATGCGGCCCTTGGCGCTTGG

6. Swal NS5 R
ATAATTTAAATTTAAAATATTGAGCTCTCCAGTTTGAGCTCCCAGTG
7. NS5_Avr_F
ATACCTAGGACCATGGGTGGATCCGAGGGAGACACC

8. NS5_Afel R

ATAAGCGCTAAATATTGAGCTCTCCAGTTTGAGCTCCCAG

57



LIHTLITSENTS

Lihtlitsents 16putd6 reprodutseerimiseks ja tldsusele kattesaadavaks tegemiseks

Mina, Marilin Kuusk,

(sunnikuupéev 16.09.1998)

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) minu loodud teose “ Langat viiruse
RNA poliimeraasi ja replikaasi ekspressioonikonstruktide kloneerimine ja analtiis”,
mille juhendajad on MD, DSc Eva Zusinaite ja MSc Sandra Koit reprodutseerimiseks
eesmargiga seda sailitada, sealhulgas lisada digitaalarhiivi DSpace kuni autoridiguse

kehtivuse 18ppemiseni.

2. Annan Tartu Ulikoolile loa teha punktis 1 nimetatud teos tildsusele kittesaadavaks
Tartu Ulikooli veebikeskkonna, sealhulgas digitaalarhiivi DSpace kaudu Creative Commonsi
litsentsiga CC BY NC ND 3.0, mis lubab autorile viidates teost reprodutseerida, levitada ja
uldsusele suunata ning keelab luua tuletatud teost ja kasutada teost arieesmargil, kuni

autoridiguse kehtivuse [6ppemiseni.

3. Olen teadlik, et punktides 1 ja 2 nimetatud digused jadvad alles ka autorile.

4. Kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei riku ma teiste isikute intellektuaalomandi ega

isikuandmete kaitse digusaktidest tulenevaid Gigusi.

Marilin Kuusk
08.06.2020

58



