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Kasutatud lithendid

aa — aminohape (amino acid)

C — kapsiidivalk (capsid protein)

CHIKYV - Chikungunya viirus (Chikungunya virus)

CMV - tsiitomegaloviirus (Cytomegalovirus)

CPV - tsiitoplasmaatiline vesiikul (cytoplasmic vacuole)

C-terminus — valgu karboksiiterminaalne osa

DENV - Dengue viirus (Dengue virus)

E — iimbrise ehk kattevalk (envelope protein)

EEEV - Ida hobuse entsefaliidi viirus (Eastern Equine Encephalitis virus)
EGFP — voimendatud roheliselt helendav valk (enhanced green fluoressence protein)
ER — endoplasmaatiline retiikulum (endoplasmic reticulum)

FCS — veise loote seerum (fetal calf serum)

Luc — Photinus pyralis (jaanimardika) lutsiferaas (firefly luciferase)

IFN — interferoon

kb — 1000 nukleotiidi jaaki (kilobase)

MCS — multikloneerimispiirkond

MOI — infektsiooni kordsus (multiplicity of infection)

nsP — mittestruktuurne valk (nonstructural protein)

N-terminus — valgu aminoterminaalne osa

NTR — mittetransleeritav ala (nontranslated region)

ONNYV - O'nyong-nyong viirus (O nyong-nyong virus)

PBS — fosfaatpuhvriga soolalahus (phosphate buffered saline)

PCR - poliimeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)

RdRp — RNA sdltuv RNA poliimeraas (RNA-dependent RNA polymerase)
RRV — Ross River viirus (Ross River virus)

SG — subgenoomne (subgenomic)

SFV — Semliki metsaviirus (Semliki Forest virus)

SINV - Sindbis viirus (Sindbis virus)

VEEYV - Venetsueela hobuse entsefaliidi viirus (Venezuelan Equine Encephalitis virus)
VRP — viirus-replikon partikkel (virus-replicon particle)

WEEYV - Liiane hobuse entsefaliidi viirus (Western Equine Enchephalitis virus)



Sissejuhatus

Viirus on rakulise ehituseta biloogiline objekt, millel puudub iseseisev aine- ja
energiavahetus. Selle tottu suudavad viirused paljuneda ainult tinu elus rakus
parasiteerimisele. Kuigi viiruseid ei peeta elusorganismideks, kannavad nad endas parilikku
materjali ning votavad osa peremeesorganismis toimuvatest protsessidest. Viirusinfektsioon
mojutab tugevasti peremehe elutegevust pohjustades haigusnédhte ning peremeesrakkude
surma. Viirusvastaste ravimite ja vaktsiinide viljatdotamiseks on iilimalt oluline dppida

tundma viiruste molekulaarbioloogiat, elutstiklit, patogeensust ja toimemehhanisme.

Alfaviirused on positiivse polaarsusega RNA genoomsed viirused, mis kuuluvad Togaviridae
sugukonda. Perekonda Alphavirus kuulub ligi kolmkiimmend liiki patogeene, mis omavad
laia peremeeste ringi ning on voimelised paljunema erinevates rakutiiiipides. Alfaviiruseid on
uuritud juba monda aega, kdige rohkem neist Semliki Forest viirust (SFV) ja Sindbis viirust
(SIN).

Chikungunya palavikku pdhjustav Chikungunya viirus (CHIKV) kuulub niinimetatud Vana-
Maailma alfaviiruste hulka. Chikungunya palavik on troopiline haigus, mille stimptomid
voivad kesta kuid ning isegi aastaid. CHIKV vektorite (Aedes perekonna sdédsed) levimisala
laienemise ja viimase kiimne aasta jooksul toimunud CHIKV epideemiate tdttu on hakatud
selle viiruse uurimisele itha rohkem tdhelepanu pddrama. Paraku on CHIKV
molekulaarbioloogia kohta veel suhteliselt vihe teada ning pracguseni pole saadaval iihtegi

selle viiruse vastast antiviraalset ravimit ega vaktsiini.

Kéesoleva uurimistdo kirjandusel pohinev osa annab liihiiilevaate alfaviirustest, nende
genoomi iilesehitusest ning infektsioonitsiiklist, keskendudes peamiselt CHIKV kohta
olemasolevatele andmetele. Kiesoleva t66 eksperimentaalne osa keskendub viiruse
mittestruktuurse valgu nsP3-e ja rakulise valgu CD2AP interaktsioonile, uurides CD2AP

sendumise mehhanisme ning selle protsessi rolli viiruse replikatsioonis.

T60 eksperimentaalse osa eesmérgiks oli toestada CD2AP sendumine CHIKV nsP3 valgu C-
terminuses asuvale proliinirikkale SH3 domééani seondavale jérjestusele ning vaadelda nende
kahe valgu lokalisatsiooni rakus. Lisaks vaadeldi ka SFV nsP3-e C-terminaalse regiooni ja
CD2AP seondumist ning nende rakusisest lokalisatsiooni.
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Kiesolev t66 on valminud Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudis,
eksperimentaalne t66 on libi viidud Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudis. Antud t66 kujutab
endast jatku Muriel Aquiliemba ja Margus Varjaku alustatud uurimisto6le. Tdnan oma
juhendajaid Margus Varjakut, Margit Mutsot ja Andres Meritsat juhendamise, opetuste ja abi
eest.



1. Kirjanduse iilevaade
1.1 Alfaviirused

Sugukond Togaviridae koosneb kahest perekonnast, Alphavirus ja Rubivirus. Rubella viirus
on ainus perekonna Rubivirus esindaja. Alfaviiruste hulka kuulub ile 30 viiruse, millel on
positiivse polaarsusega umbes 12 kb suurune RNA genoom (Strauss ja Strauss, 2008).
Alfaviirused on geograafiliselt laialdaselt levinud ning nende tGttu haigestub igal aastal sadu
tuhandeid inimesi (Mahy ja van Regenmortel, 2008). K&ik alfaviiruste perekonna litkmed on
omavahel suguluses ning isegi kdige kaugemalt suguluses olevate viiruste vahel on

aminohappelise jarjestuse sarnasus umbes 40% (Strauss ja Strauss, 2008).

Viiruste geograafilise leviku jérgi jaotatakse ,,kuivamaa“ alfaviirused (kalade alfaviirused on
eraldiseisev grupp) Vana - ja Uue Maailma alfaviirusteks. Vana Maailma alfaviiruste hulka
kuuluvad Chikungunya (CHIKYV), O'nyong-nyong (ONNV), Ross River (RRV), Sindbis
(SINV) ja Semliki Forest viirus (SFV). Need viirused leiduvad Euroopas, Aafrikas, Aasias ja
Austraalias ning pohjustavad reeglina palavikku, 166vet ja artriiti. Uue Maailma alfaviiruste
gruppi kuuluvad Western, Eastern ja Venezuelan Equine Encephalitis viirused (WEEV,
EEEV ja VEEV). Need levivad Pdhja- ja Louna-Ameerikas ning pohjustavad ensefaliiti
(Strauss ja Strauss, 1994).

CHIKYV ja selle 1dhedane sugulane ONNV on pdhjustanud miljoneid tdsiseid haigusjuhte,
mille siimptomiteks on palavik, 166ve ja valulik artriit. SINV ja SFV laboratoorsed tiived on
seevastu inimesele tavaliselt avirulentsed. Siiski on leitud nende looduslikke tiivesid, mis
pohjustavad haigusi ka inimestel (Strauss ja Strauss, 1994); muu hulgas on SINV levinud ka
Eestis, pohjustades Karjala palavikuks nimetatud haigust (Kurkela et al., 2004). SIN viiruse
RR, BF ja OCK tiived pohjustavad inimestel epideemilist poliiartriiti, mille siimptomid

voivad kesta aastaid.

Alfaviirused kanduvad edasi liilijalgsete ( kdige sagedamini sddskede) abil ning nakatavad nii
selgroogseid peremehi (imetajaid, kalu, linde) kui ka vektorputukaid. Liilijalgsetes vektorites
on infektsioon asiimptomaatiline, mis véljendub piisivas eluaegses infektsioonis, millel on
peremehe bioloogilistele funktsioonidele minimaalne efekt. Selgroogsetes on infektsioon
tavaliselt lithike ning 13ppeb viiruse havitamisega immuunsiisteemi poolt voi Siis peremehe

surmaga (Strauss ja Strauss, 1994; Strauss ja Strauss, 2008).



Selleks, et moista alfaviiruste epidemioloogiat, tuleb aru saada faktoritest, mis reguleerivad
lilijalgsete populatsiooni, iilekandevektoreid, looduslikke peremehi ja nendevahelisi
interaktsioone. Paljudel juhtudel pole inimene iildse peamine selgroogne viiruse paljundaja,
vaid hoopis juhuslik sihtmérk ning ei oma viiruse levimise seisukohalt mingit tdhtsust (Fields

ja Knipe, 1990).

1.2 CHIKV

CHIKYV on sédidskedega leviv viirus (arboviirus), mis pShjustab inimesel akuutset infektsiooni,
mille simptomiteks on palavik, 166ve ja tugev liigesevalu (Robinson, 1955). CHIKYV isoleeriti
esimest korda palavikuga haige verest Tanzanias aastal 1953 (Ross, 1956). Hiljutised
laiaulatuslikud CHIKV puhangud India Ookeanil ja Indias kinnitavad Chikungunya
jarjekordset esilekerkimist. Alates aastast 1953, on CHIKV-d korduvalt isoleeritud mitmetest
Aafrika ja Kagu-Aasia riikidest. Aastatel 2004 - 2007 joudis haiguspuhang uutele
geograafilistele aladele — juhtumeid on niitidseks kirjeldatud Euroopas, Hong-Kongis,
Kanadas, Hiina Vabariigis, Sri Lankal ja USAs. Aastal 2007 teatati Chikungunya puhangust
Kirde-Itaalias, kus haigestus iile 200 inimese (Joonis 1) (Watson, 2007; Pardigon, 2008). See
nditab, et CHIKV pole niitidseks enam vaid troopiliste maade probleem. Varem ei vaadeldud
CHIKV-d kui kdorgelt patogeenst arboviirust, see muutus aga parast mitme nakatunud inimese
surma La Reunioni saarel (Rougeron et al., 2015; Solignat et al., 2009). Epideemia La
Reunionil algas 2005.nda aasta detsembris ning 4 kuud hiljem oli CHIKV infektsiooni
nakatunud iile 30% La Reunioni saare elanikkonnast. Kuigi informatsiooni hulk CHIKV
kohta kasvab iisnagi kiiresti, ollakse veel kaugel moistmaks tdielikult selle replikatsiooni,
interaktsioone selgroogse peremehe ja liilijalgse vektori vahel, selle geneetilist evolutsiooni
ning strateegiaid, mis tagavad viirusele dkoloogilise edu (Solignat et al., 2009). Kuigi 2010
alguses nditasid CHIKV puhangud vdhenemise mirke, muutus olukord taas aastal 2013, kui
viirus levis koigepealt Vaikse Ookeani saartel ja joudis 2013.nda aasta detsembris Kariibi
mere saartele. T00O kirjutamise ajaks on CHIKV infektsiooni dignoositud enam kui 40-s Uue
Maailma riigis ja territooriumil ning kokku on pooleteise aasta jooksul seal haigestunud enam
kui 1,5 miljonit inimest (paljude ekspertide arvates oluliselt enam) ja dokumenteeritud on ligi
200 surmajuhtumit (VVan Bortel et al., 2014).
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Joonis 1. CHIKV puhangute geograafiline jaotus Vanas Maailmas. Rohelisega on
tahistatud riigid, kus toimus viiruspuhang enne aastat 2004. Sinisega riigid, kus toimunud
mitmeid haiguspuhanguid ning punasega on tédhistatud riigid, kus CHIKV puhangud on
toimunud alles hiljuti. (Rougeron et al., 2015)

CHIKV levib kahe erineva iilekandetsiikli kaudu. Esimeseks on metsatiiiipi (Sylvatic)
iilekandetsiikkel, mis toimub metsas elutsevate Aedes moskiitode ja metsikute primaatide
vahel. Selline tsiikkel leiab aset vaid Aafrikas ning sealsed epideemiad on enamasti vaiksema
ulatusega. Linnatiiiipi (urban) tilekandetsiikli puhul levib viirus aga linnas elavate moskiitode
(Aedes aegypti) ja inimese vahel ning selline tsiikkel on esindatud pohiliselt Aasias ja niiiid
siis ka Kesk - ja Louna - Ameerikas. Kuna Ae. aegypti moskiitod elutsevad inimese vahetus
laheduses ja vajavad paljunemiseks mitut toitumiskorda, on epideemiad selle iilekandetsiikli

puhul tunduvalt suuremad ja globaalsemad (Diallo et al., 1999; Her et al., 2009).

Nagu koigi arboviiruste puhul, on CHIKV puhangud viga tugevasti sdltuvuses sddskede
tihedusest, mis suureneb eriti peale pikki vihmaperioode. Hiljutiste epideemiate pohjuseks on
kindlasti ka kaubanduse ja reisimise globaliseerumine (Her et al., 2009). Samuti on
tadhelepanuvididrne CHIKV vdime adapteeruda alternatiivsele vektorile, nii levis India Ookeani
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epideemia (sh La Reunioni saarel) pohjustanud viirus aasia tiigersddskede (Ae. albopictus)
vahendusel. Vektori vahetust voimaldas liks aminohappe jaagi muutus viiruse limbrise valgus
ja seda voimendasid hiljem tdiendavad tiksteisest soltumatud mutatsioonid (de Lamballerie et

al., 2008; Vazeille et al., 2007).

CHIKYV tiitipiline inkubatsiooniperiood inimesel on 2-4 pdeva (Lam et al., 2001). Akuutne
infektsioon kestab 2-7 pdeva ning siimptomiteks on kiilmavérinad ja korge palavik (39-40
kraadi), peavalu (70% patsientidest), iiveldus ja oksendamine (60% patsientidest), piisiv lihas-
ja liigesevalu (40% patsienditest) ning kdrgenenud punaste laikudena avalduv 166ve (60%
patsientidest) (Solignat et al., 2009). CHIKV poolt pohjustatud siimptomid on kliiniliselt
sarnased Dengue viirusele (DENV; sugukond Flaviviridae), mis on veelgi laiemalt levinud ja
nakatab umbes 80 millionit inimest aastas. Kliiniliste siimptomite identsuse tottu esineb ka
palju valediagnoosimisi ning arvatavasti jadb hulgaliselt CHIKV juhtumeid seetottu
diagnoosimata (Carey, 1971).

1.3 Virion

CHIKV vironi elektronmikroskoopilised uuringud on nididanud sarnasusi SFV virioniga
(Powers ja Logue, 2007). Alfaviiruste (sh. CHIKV) virionid on viikesed 60-70 nm
diameetriga ikosaeedrilised osakesed, millel on T=4 siimmeetria. Uheahelaline RNA genoom
on pakitud nukleokapsiidi (Mahy ja van Regenmortel, 2008). Nukleokapsiid koosneb 240
koopiast 30 kDa suurusest kapsiidivalgust C (Strauss ja Strauss, 2008). Nukleokapsiid on
omakorda timbritsetud peremehe raku plasmamembraanist péarineva lipiidse kaksikkihiga
(Joonis 2). Lipiidne kaksikkiht sisaldab 240 koopiat viiruse poolt kodeeritud E1 ja E2
gliikoproteiinide heterodimeeri, mis on paigutunud trimeeridena virioni pinnale (Mahy ja van
Regenmortel, 2008). E1 ja PE2 (E2 gliikoproteiini prekursor) moodustavad heterodimeeri
vahetult pdrast siinteesi ning mdlemad paigutuvad lipiidsesse kaksikkihti kui Tiiip |
integraalsed membraanvalgud (Strauss ja Strauss, 2008; Simizu et al., 1984). Virioni
moodustumisel interageerub PE2 valgu C-terminaalne (tsiitoplasmaatiline) 0sa
kapsiidivalguga. 240  gliikoproteiini  heterodimeeri  moodustavad  omavahel ja
kapsiidivalkudega interakteerudes partikli pinnale ikosaeedrilise mustri. Hiljem virioni
moodustumise kéigus PE2 Idigatakse E3-ks ja E2-ks. El ja E2 jadvad omavahel
heterodimeerina seotuks, E3 kas eemaldatakse (SINV) voi jadb seotuks virioniga (SFV,

CHIKV). Kolm E1-E2 heterodimeeri seonduvad ning moodustavad virioni pinnale trimeerse
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piigi (Strauss ja Strauss, 2008). Kokku moodustub virioni pinnale 80 piigikompleksi (Forsell
et al., 2000). E2 on virioni pinnal kdige rohkem eksponeeritud ning interakteerub rakuliste
retseptoritega (Mahy ja van Regenmortel, 2008).

Joonis 2. Alfaviiruse virioni ehitus. A) Semliki Forest viiruse virion kriio-
elektronmikroskoopiliselt. B) SFV virioni sisemine struktuur. S - E1:E2 valkude piigid, M —
kaksiklipiidkiht, C — kapisiidivalk, R — RNA. C) Elektronmikroskoopiline foto CHKIV
virionidest. (Mancini et al., 2000; Powers ja Logue, 2007)

1.4 Genoom

CHIKYV genoomiks on 11,8-12 kb pikkune positiivse polaarsusega RNA (Khan et al., 2002).
Genoomi 5’ otsas on 7-metiililguanosiinist cap-struktuur, RNA 3" ots on poliiadeniileeritud.
Replikatsiooniks vajalikud mittestruktuursed valgud (nsP1-4) on kodeeritud genoomi 5° -
terminaalse kahe kolmandiku poolt, 3" - terminaalne kolmandik kodeerib aga struktuurseid
valke (C, E3, E2, 6K, E1) (Mahy ja van Regenmortel, 2008). Genoomil on ka 5" ja 3’
mittetransleeritavad regioonid (NTR) ning kodeerivate alade vahele jddv sisemine NTR
(Mahy ja van Regenmortel, 2008). 5" ja 3° NTR-id sisaldavad RNA replikatsiooniks
vajalikke signaale (Strauss ja Strauss, 1994). CHIKV 5'NTR koosneb ca 75 nukleotiidist,
3'NTR on aga varieeruva pikkusega (400 — 650 nukleotiidi pikk) ning sisemise
mittetransleeritava ala pikkuseks on tiiiipiliselt ca 70 nukleotiidi (Khan et al., 2002).

CHIKV genoom sisaldab kahte avatud lugemisraami. Esimene avatud lugemisraam (ORF,

open reading frame) on >7400 nukleotiidi pikk, ning kodeerib mittestruktuurseid valke (nsP1,
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2, 3 ja 4). Mittestruktuursed valgud transleeritakse genoomselt RNA-It iihe poliiproteiinina,
mille pikkuseks on 2474 aminohappe jéédki (Khan et al., 2002). Enamikel alfaviirustel asub
nsP3 valgus 16pus stopp-koodon, mis aga ,lekib” ning seetdttu siinteesitakse kaks erinevat
mittestruktuurset poliiproteiini: P123 ja P1234. CHIKV tiived S27 ja Ross omavad antud
positsioonis aminohapet kodeerivat koodonit, kuid niiteks India Ookeani isolaatide puhul
esineb samas positsioonis enamasti stopp-koodon (Khan et al., 2002; Scuffenecker et al.,
2006; Scholte et al., 2013). Poliiproteiinide P123 ja P1234 16ikamisel tekivad nii
individuaalsed nsP1, nsP2, nsP3 ja nsP4 valgud kui ka 16ikamise intermediaadid, millel on

teistsugused tlilesanded kui 10pproduktidel (Strauss ja Strauss, 1994).

CHIKV subgenoomse (26S) RNA pikkuseks on ca 4400 nukleotiidi. Struktuursed valgud
transleeritakse teiselt ORF-ilt, mis on >3700 nukleotiidi pikk. Vastav poliiproteiin on
ligikaudu 1250 aminohappe jadgi pikkune; selle protsessimisel tekivad kapsiidivalk C,
gliikoproteiinid E1 ja E2 ning kaks viikest poliipeptiidi E3 ja 6K (Khan et al., 2002; Strauss
ja Strauss, 1994). 26S RNA omab samuti cap-struktuuri ja on poliiadeniileeritud (Strauss ja
Strauss, 1994).

1 2 3 - 5 6 7 8
L | | 1 | | | | |

-
[=]
~

‘NTR '‘NTR
Tom) nsP1  nsP2 nsP3 nsP4 J C E3 E2 6k E1  oont

5Cap —Rﬂvw

7498 268 ANA 1182
ORF
( J
77 J ot v ORF
[ )
5
P1234 prekursor (2474aa) = -
————/—/—///o

¥ Struktuurvalkude prekursor (1244aa)

[ ——
nsP | eumm— 53500 C O (o s
nNsSP2 canmmmmmm— 798aa PE2C—— — ¢

E2ommmmm 423aa
nsP3 G 530aa 6k ) 67aa \
nsP4 oummmmmmm 611aa E1 C—— 435aa
Mittestruktuursed valgud Struktuursed valgud

Joonis 3. CHIKYV genoomi (isolaat LR 2006-OPY1, ECSA (East/Central/South Afirican)
genotiilip) organisatsioon ja geeniproduktid. Sarnaselt eukariiootsele mRNA-le omab
CHIKV genoom 5" cap-struktuuri ja 3’ polii(A) saba. Genoomi 5’ and 3’ otstes asuvad
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mittetransleeritavad alad (NTR). Genoomis asub ka sisemine NTR (J). Subgenoomne (+)
MRNA (26S RNA) on transkribeeritud (-) RNA intermediaadilt ning sellelt siinteesitakse
struktuursed valgud. Iseseisvad mittestruktuursed (nsP1-nsP4) ja struktuursed (C, E1, E2, E3,
6K) valgud tekivad vastavate poliiproteiinide proteoliiiitilisel 16ikamisel. (Solignat et al.,
2009).

1.5 Mittestruktuursed valgud
1.5.1 nsP1

N-terminaalne nsP1 (535 aa jiadki, 64 kDa) on multifunktsionaalne valk, millel on
metiiiiltransferaasne ja guaniiliiiiltransferaasne aktiivsus ning mis osaleb viraalsele (+) RNA-
le cap-struktuuri lisamises (Laakkonen et al., 1994; Ahola ja Kéaridinen, 1995; Ahola et al.,
1997). Lisaks on nsPl vastutav replikatsioonikomplekside seondamise eest raku
membraanidele (Salonen et al., 2003). Membraanile seondumine aktiveerib nsP1 valgu
ensiimaatilised aktiivsused (Ahola et al., 1999). Plasmamembraanile seondumine toimub
algselt nsP1 aminohapejéikide 245-264 vahendusel (Joonis 4.). See 22 aminohappe jaaki pikk
peptiid moodustab amfipaatilise alfa-heeliksi, mille iiks pool on hiidrofoobne ja teine
hiidrofiilne, seetottu paikneb selline peptiid pdhiliselt rakumembraani sees (Ahola et al.,
1999; Spuul et al., 2007). Lisaks vdimendab membraanidele seostumist veel nsP1l valgu
tstisteiini jadkide post-translatsiooniline palmitiileerimine (Laakkonen et al., 1996; Ahola et
al., 2000). Palmitiileerimine muudab nsP1 interaktsioonid membraanidega veelgi tugevamaks,
sarnanedes integraalsetele membraanvalkudele (Laakkonen et al., 1996). Samuti vastutab
nsP1 filopoodi-sarnaste struktuuride indutseerimise eest raku pinnale, mis on alfaviirusega
nakatunud rakkude iiks tunnusjoontest, ning omab olulist rolli negatiivse polaarsusega RNA
slinteesi initsiatsioonis ja elongatsioonis (Laakkonen et al., 1998; Zusinaite et al., 2007;
Strauss ja Strauss, 1994).

Membraani siduv peptiid palmitiileerimine

c
1 1 535

1

Konserveerunud domaan
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Joonis 4. nsP1 valgu ehituse skeem. Joonisel on ndidatud konserveerunud doméén, millel on
metiiiiltransferaasne ja guaniiliiiiltransferaasne aktiivsus, membraani siduv peptiid ning

palmitiileeritud tsiisteiinijddkide piirkond.

1.5.2 nsP2

nsP2 (798 aa jadki, 86 kDa) on suurim ja multifunktsionaalne mittestsruktuurne valk. nsP2
valgul on hulgaliselt ensiimaatilisi aktiivsusi, mis on véga olulised viiruse infektsioonis ja
viraalse RNA siinteesil. Téispikk nsP2 on RNA helikaas (Das et al., 2014). nsP2 N-
terminaalne poolsisaldab nukleosiid-trifosfataasset ja RNA trifosfataasset aktiivsust (Joonis
5.) (Rikkonen et al., 1994; Gomez et al., 1999; Vasiljeva et al., 2000; Khan et al., 2002).
Sarnaselt teistele alfaviirustele, omab CHIKV nsP2 suurt positiivset laengut (+ 21) (Khan et
al., 2002).

RNA helikaasne aktiivsus on arvatavasti oluline RNA duplekside v&i sekundaarstruktuuride
lahtiharutamiseks replikatsiooni ajal (Strauss ja Strauss, 1994) ja voib olla seotud nsP2 valgu
voimega inhibeerida raku transkriptsiooni (Utt et al., 2015). RNA trifosfataasne aktiivsus on
vajalik cappimis-reaktsioonides, et eemaldada viraalselt positiivse polaarsusega RNAIt 5 vy-
fosfaat enne, kui nsP1 valgu guaniiliiiiltransferaasne aktiivsus jduab RNAle lisada m’GMP
struktuuri (Karpe et al., 2011).

nsP2 valgu C-terminaalne osa kujutab endast proteaasi, mille iilesandeks on ns-poliiproteiini
protsessimine (Joonis 5.) (Hardy ja Strauss, 1989). Mutatsioonid, mis kaotavad é&ra
proteoliiiitilise  aktiivsuse, on  viirusele letaalsed, sest proteaas osaleb nii
replikatsioonikomplekside moodustamises kui ka replikatsioonitsiikli reguleerimisel (Strauss
et al., 1992). Lisaks sisaldab nsP2 C-terminaalne regioon metiiiiltransferaasset domaani, mis
pole kiill ensiimaatiliselt aktiivne, kuid méngib siiski negatiivse ahela siinteesis ja rakuliste
tsiitopaatiliste efektide tekkimises olulist rolli (Mayuri et al., 2008). Samuti on nsP2
spetsiaalselt vajalik 26S subgenoomse mRNA siinteesiks, arvatavasti just transkriptsiooni

initsiatsiooniks (Strauss ja Strauss, 1994).

Uuringud on ndidanud, et nakatunud rakus asub umbes 50% nsP2 valgust tuumas (Perénen et
al., 1990). SFV nsP2 valgu C-terminaalses domadanis asub arvatav tuuma lokalisatsiooni
signaal (Joonis 5.) ning nsP2 transport tuuma leiab aset juba varajases infektsioonis
(Rikkonen et al., 1992). CHIKV nsP2 valgu vastav regioon aga funktsionaalset
tuumalokalisatsiooni signaali ei sisalda, samuti pole funktsionaalsed SINV nsP2 valgu
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tuumalokalisatsiooni signaalidele sarnanevad jarjestused (Utt et al., 2015; Frolov et al., 2009).
Sellele vaatamata transporditakse ka SINV ja CHIKV puhul osa nsP2 valgust raku tuuma. See
on viirusele védga oluline, sest on ndidatud, et Vana Maailma alfaviiruste (SFV, SINV,
CHIKV) korral inhibeerib tuumas olev nsP2 peremeesraku MRNA transkriptsiooni
pohjustades RNA poliimeraas II kataliiiitilise subiihiku degradatsiooni (Akhrymuk et al.,
2012).

1 NS 708

N-terminaalne Helikaasne domdin Proteaasne domaidn

domaéan

Joonis 5. nsP2 valgu ehituse skeem. nsP2 valgus on eristatavad jargmised funktsionaalsed

doméénid: N-terminaalne doméan, helikaasne doméén ja proteaasne domiin. Margitud on ka

SFV nsP2 C-terminuses asuv oletatav NLS, CHIKV (ja SINV) nsP2 valkudes see puudub.

1.5.3 nsP3

nsP3 (530 aa jadki, 61 kDa) fosfoproteiini rolli alfaviiruse on tunduvalt vihem mdistetud kui
teiste nsP-de omi. Kuigi nsP3 on seotud transkriptsiooniprotsessi ja varajase infektsiooniga, ei
ole sellele omastatud veel iihtegi kindlat ensiimaatilist aktiivsust, mida saaks seostada viiruse
infektsiooniga (Wang et al., 1994; Malet et al., 2009; Khan et al., 2002). nsP3 koosneb
kolmest domaanist (Joonis 6.). nsP3 aminoterminuse esimesed 160 aminohapet moodustavad
konserveerunud makrodomadni, mida kutsutakse ka X-domaaniks. See on konserveerunud
alfaviiruste, coronaviiruste, Hepatiit E ja Rubella viiruse hulgas (Koonin ja Dolja, 1993;
Pehrson ja Fuji, 1998). Teine doméan on konserveerunud ainult alfaviiruste seas ja seondab
tsink-ioone (Shin et al., 2012) ning kolmas C-terminaalne doméén on hiipervarieeruv nii
jarjestuselt kui pikkuselt ning ei oma ilmselt fikseeritud ruumilist struktuuri. See regioon on
ka tugeva negatiivse laenguga ja lisaks sellele sisaldab see ka tugevalt fosforiileeritud seriini
ja treoniini jadke. Kuigi fosforiileerimise rolli pole veel viga tépselt kirjeldatud, on teada, et
fosforiileeritud jadkide deleteerimine vdhendab viiruse RNA siinteesi (Strauss ja Strauss,
1994; Perdnen et al., 1988; Vihinen et al., 2000).
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Hiipervarieeruv doméain sisaldab lisaks happelistele aminohappe jadkidele veel ka rohkesti
seriini ja treoniini (fosforiileerimise saidid) jadke ning hulgaliselt liihikesi korduvjarjestusi.
Tdendoliselt on tegemist lithikeste lineaarsete interaktsioonimotiividega, mis seonduvad
mitmete rakuliste valkudega. Nii on niidatud, et raku valk amfifiisiin interakteerub nsP3
valgu proliinirikka elemendiga (Neuvonen et al., 2011; Varjak et al., 2010) ja raku valgud
G3BP1 ja G3BP2 interageeruvad CHIKV ja SFV (kuid mitte VEEV) nsP3 C-terminuses
paiknevate korduvmotiividega (Panas et al., 2012). Lisaks on leitud, et SINV nsP3 seondab
14-3-3 valke ja mitmed hnRNP valke (Cristea et al., 2006; Frolova et al., 2006).

nsP3 on vajalik replikatsioonikomplekside korrektseks moodustumiseks ja lokaliseerimiseks.
Uuringud on nédidanud, et nsP3 vahendab SFV  replikatsioonikomplekside litkumist
plasmamembraanilt  rakusisestele  vesiikulitele (Salonen et al., 2003). Peale
replikatsioonikomplekside leidub nsP3 valku ka veel tsiitoplasmas, kus see moodustab erineva
suuruse ja ebaregulaarse kujuga agregaate, osa nsP3-st lokaliseerub ka tuumaiimbrisel
(Salonen et al., 2003; Cristea et al., 2006; Gorchakov et al., 2008).

Ainus enstimaatiline aktiivsus, mida on nsP3 puhul taheldatud, on ADP-riboos 1 -fosfaat
fosfataasne aktiivsus, mis asub nsP3 valgu makrodomaénis; samas on see aktiivsus viaga ndrk
(paljude alfaviiruste puhul detekteerimatu) ja ei ole aru saada, millist rolli (kui iildse) see
viiruse infektsioonis omab. Alfaviiruste makrodoméain seondab polii(ADP-riboosi) (PAR),
RNA-d ja moningatel juhtudel ka ADP-riboosi (Malet et al., 2009; Neuvonen ja Ahola, 2009).

Fosforiileerimine

N/ w

Makrodomaan Konserveerunud alfa- Hiipervarieeruv

-

viiruste hulgas domé&an

Joonis 6. nsP3 valgu ehituse skeem. nsP3 valk jaguneb kolmeks domédéniks. Esimene on N-
terminaalne konserveerunud makrodomééin, teine, tsink ioone seondav domididn, on
konserveerunud ainult alfaviiruste hulgas ning viimase kolmandiku moodustab

hiipervarieeruv doméin. Ara on mirgitud ka peamiste fosforiileerimiskohade paiknemine.
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1.5.4 nsP4

nsP4 (611 aa, 68 kDa) on alfaviiruste RNA-soltuv RNA poliimeraas (RdRp), mis osaleb
matriitsahela dratundmisel ja RNA elongatsioonil. nsP4 valgu C-terminus on homoloogne
teiste viiruste RNA polymeraasidega ning sisaldab konserveerunud GDD motiivi (Gly-Asp-
Asp), mis on esindatud paljudes viiruslikes RNA-sdltuvates RNA poliimeraasides (Kamer ja
Argos, 1984; Kahn et al., 2002). nsP4 valgu esimesed 100 N-terminaalset aminohappe jaaki ei
oma teiste viiruste ja rakkude teadaolevate jdrjestustega mingit homoloogiat ning on

konserveerunud ainult alfaviiruste seas (Joonis 7.) (Rupp et al., 2009).

Nakatunud rakus on nsP4 tase vorreldes teiste ns valkudega oluliselt madalam. Selle
esimeseks pohjuseks on asjaolu, et osade CHIKV tiivede puhul (sama kehtib ka enamuse
teiste alfaviiruste puhul) asub nsP3 valku kodeeriva ala 16pu ldhedal stop-koodon. Seepérast
stinteesitakse P1234 vaid juhul, kui toimub stop-koodoni iilelugemine (Strauss ja Strauss,
1994; Schuffenecker et al., 2006). Teiseks pohjuseks on see, et nsP4 valgu esimene
aminohappe jadk on konserveerunud Tyr-jadk. N-lopu reegli kohaselt on tiirosiin
destabiliseeriv. aminohape ning sellest ldhtuvalt degradeeritakse vaba nsP4 Kiiresti
proteosoomide poolt. Kui nsP4 paigutatakse replikaasikomplekside koostisse, on ta sellise
degradeerimise eest kaitstud (Groot et al., 1991). N-terminuses asuv tiirosiini jddk on vajalik
nsP4 valgu poliimeraasseks aktiivsuseks, selle asendamine mittearomaatse jédgiga surub
RNA replikatsiooni maha ja pdhjustab adaptatiivsete mutatsioonide tekkimist (Shirako ja
Strauss, 1998).

Uuringud on ndidanud, et nsSP4 N-terminaalne regioon v3ib méngida rolli (-) ahela siinteesil
osaledes genoomse ahela 3 otsas asuva promootori dratundmises (Rubach et al., 2009). nsP4
sisaldab subgenoomse ja genoomse promootori dratundmiseks vajalikke saite. Individuaalne
nsP4 tunneb é&ra vaid genoomse promootori ning ei suuda seonduda subgenoomsele
promootorile. RARp seondumiseks SG promootorile on vajalik kdigi nelja ns valgu kohalolu
(Li ja Stollar, 2004; Li ja Stollar, 2007).

GDD
1 I 611

H-terminaalne regiocon Polumeraasne domain
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Joonis 7. nsP4 valgu ehituse skeem. Joonisel on margitud N-terminaalne ainult alfaviiruste

seas konserveerunud doméén, poliimeraasne doméén ja konserveerunud poliimeraasi motiiv

GDD.

1.6 Infektsioonitsiikkel
1.6.1 Viiruse kinnitumine, sisenemine ja lahtipakkumine

Alfaviiruse infektsioon algab raku pinnal asuvale retseptorile kinnitumisega. Selle eest
vastutab E2 valk — viiruse antiretseptor (Tucker ja Griffin, 1991; Salminen et al., 1992).
CHIKV retsptorid on praeguseks veel teadmata. On végagi tdendoline, et CHIKV kasutab
rakku sisenemiseks mitmeid alternatiivseid retseptoreid, sest viirus suudab nakatada paljusid
eri rakutiitipe (epiteliaalseid ja endoteliaalseid rakke, primaarseid fibroblaste, makrofaage)
(Sourisseau et al., 2007). Alfaviirused sisenevad rakku klatriin-sdltuva endotsiitootilise raja
abil, mille kdigus tekivad klatriiniga kaetud vesiikulid (Helenius et al., 1980; DeTulleo ja
Kirchhausen, 1998). pH langus endosoomis viib E1/E2 heterodimeerides konformatsiooniliste
muutusteni, mille tulemusena moodustuvad E1 homotrimeerid. E1 valgu fusogeenne doméén
interakteerub rakumembraaniga ning peremeesraku endosomaalne membraan ja virioni
umbris fuseeruvad, mille tulemusena vabaneb nukleokapsiid tsiitoplasmasse (Mahy ja van
Regenmortel, 2008). Kapsiidivalgul on afiinsus ribosoomide suhtes. Nukleokapsiidi
sisenemisel tsiitoplasmasse seondavad ribosoomid kapsiidivalku ning aitavad nukleokapsiidi

lahti pakkida. Genoomne RNA vabaneb tsiitoplasmasse (Strauss ja Strauss, 2008).
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Joonis 8. Alfaviiruste replikatsioonitsiikkel. 1 — retseptor-vahendatud rakku sisenemine ja
klatriin-soltuv endotsiitoos; 2 — endosomaalse membraani ja virioni iimbrise fuseerumine ning
nukleokapsiidi vabanemine; 3 — genoomse RNA vabanemine; 4 — mittestruktuursete valkude
ja (-) ahela siintees; 5 — subgenoomse ja genoomse RNA siintees; 6 — nukleokapsiidi
moodustumine; 7 — membraanivalkude protsessimine endoplasmaatilises retiikulumis; 8 —
gliikoproteiinide litkumine 18bi Golgi kompleksi rakumembraanile; 9 — virioni vabanemine

(Tamm 2007, magistrito0)

1.6.2 Genoomi translatsioon, transkriptsioon ja replikatsioon

Viiruse genoomse RNA, mis omab cap-struktuuri ja polii(A) saba, vabanemisele tsiitoplasmas
jérgneb selle translatsioon mittestruktuurseks poliiproteiiniks P1234, mis ldigatakse viraalse
proteaasi poolt neljaks poliipeptiidiks (Strauss ja Strauss, 2008). Nukleokapsiidist vabanev
genoomne RNA kaitub nagu tavaline rakuline mRNA (Fields ja Knipe, 1990). Kui ns valgud
on positiivse polaarsusega genoomselt RNA-It transleeritud, siinteesitakse tdispikk (-) RNA,
mis on komplementaarne genoomsele RNAle ja moodustab sellega dupleksi. Tekivad
kaheahelalised (ds) RNA replikatiivsed intermediaadid (Mahy ja van Regenmortel, 2008).
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Peale negatiivse ahela siinteesi toimuvad RARp kompleksides muudatused, mis liilitavad selle
iimber (+) RNA-de siinteesile. Selline kompleks on stabiilne ja (+) RNAde siintees jddb
kestma kogu infektsioonilise replikatsioonitsiikli jooksul. Negatiivse polaarsusega RNA-de
stintees toimub vaid infektsiooni alguses ja lakkab hiljem tiielikult; seda pohjustavad nsP2
proteaasi kogunemine ja mMRNAde (kaasa arvatud genoomse RNA) translatsiooni
mahasurumine viiruse poolt. Negatiivselt ahelalt siinteesitakse kahte sorti (+) RNA-d, mis
molemad on poliiadentileeritud ja omavad cap-struktuuri. Nendeks on tédispikk genoom, mis
pakitakse virionidesse, ja subgenoomne (26S) RNA, mis on vastavuses genoomi 3'otsa iihe
kolmandikuga ning mis kodeerib struktuurseid valke (Mahy ja van Regenmortel, 2008).
Viimase siinteesiks kasutab replikaas subgenoomset promootorit, mis suures osas kattub nsP4
valgu C-terminaalset otsa kodeeriva jarjestusega. Selle promootori aktiivsust suurendab 100

nukleotiidi ilevalpool asuv (upstream) enhanserjarjestus (Strauss ja Strauss, 2008).

Alfaviiruste RNA replikatsioon on seotud modifitseeritud intratsellulaarsete membraanidega
ning leiab aset membraani sissesopistumisel tekkinud struktuurides (sfdarulites), kus asuvad
ns valgud ja vastsiinteesitud RNA (Froshauer et al., 1988; Kujala et al., 2001; Mahy ja van
Regenmortel, 2008). Sfdadrulid moodustuvad esmalt raku plasmamembraanile. Hiljem,
infektsiooni jatkudes, sisenevad need raku tsiitoplasmasse. Soltuvalt viirusest vdivad need
infektsiooni 10pus asuda suurtel happelistel tsiitoplasmaatilistel vesiikulitel, mida kutsutakse
tidip I tsiitoplasmaatilisteks vakuoolideks (type I cytoplasmic vacuoles, CPV-1); sellise viiruse
nditeks on SFV (Kujala et al, 2001; Spuul et al, 2010). CHIKV ja SINV
replikatsioonikompleksid jdévad aga enamasti paiknema raku plasmamembraani ldhedusse.
Nende viiruste CPV-d ilmuvad 6-8 tunni jooksul parast infektsiooni (Chen et al., 2013) ja on
oluliselt viiksemad kui SFV-l. Lisaks viiruse valkudele on sfddrule moodustavate
replikatsioonikompleksidega tihedalt seotud ka mitmed rakulised valgud (Frolova et al.,
2010).

1.6.3 Replikatsiooni ja transkriptsiooni regulatsioon

Alfaviiruse genoomi replikatsioon ja transkriptsioon on tihedalt seotud ns valkude
valmimisega, mis toimub P1234 liitvalgu protsessimise teel (Mahy ja van Regenmortel,
2008). Translatsiooni ajal voi vahetult peale seda 16ikab P1234 end in cis ning tekivad P123

liitvalk ja nsP4. P123 ja nsP4 moodustavad koos rakuliste valkudega RNA siintetaasi, mis
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stinteesib genoomselt RNA ahelalt komplementaarse (-) RNA. P123 16ikamine nsP1 ja nsP2
valguks kéivitab 16ikamise nsP2 ja nsP3 vahelt; need siindmused viivad replikaasi, mis

suudab siinteesida ainult (+) RNAd, moodustumiseni (Strauss ja Strauss, 2008).

Infektsiooni alguses on nii positiivse kui ka negatiivse polaarsusega RNAde siintees
cksponentsiaalse kasvuga, toendoliselt tdhendab see seda, et igale siinteesitud positiivsele
genoomile siinteesitakse vastav negatiivne ahel. Selle tulemusena suureneb kaheahelaliste
RNA intermediaatide hulk, ulatudes (sdltuvalt raku suurusest) 5000-20000 koopiani raku
kohta. Umbes 4 tundi pérast nakatumist lakkab negatiivse ahela siintees ning positiivse ahela
stintees jatkub piisival kiirusel kogu infektsioonitsiikli véltel (Strauss ja Strauss, 1994). Selline
kontrollmehhanism muudab infektsiooniprotsessi efektiivsemaks, sest genoomset RNA-d
(pakitakse uutesse virionidesse) ning subgenoomset RNA-d (sellelt transleeritakse virionide
kokkupanekuks vajalikud struktuurvalgud) on vaja palju suuremates hulkades kui negatiivseid
RNA ahelaid (Strauss ja Strauss, 2008).

1.6.4 Viiruse pakkimine ja viljumine rakust

Virioni iimbrise gliikoproteiinid liiguvad plasmamembraanile sama rada pidi, mida rakk
tavaliselt kasutab pinnaretseptorite ja sekretoorsete valkude transportimiseks (Fields ja Knipe,
1990). Nukleokapsiidi pakitakse ainult genoomne RNA (Strauss ja Strauss, 1994); see tuleneb
sellest, et subgenoomses RNAs puudub pakkimiseks vajalik signaal. Esmalt tunneb
kapsiidivalk C &dra genoomses RNAs oleva pakkimissignaali, millelele jargneb
kapsiidivalkude vahelised interaktsioonid ning nukleokapsiidi moodustumine (Linger et al.,
2004). Virioni kiipsemine toimub, kui kokkupakitud nukleokapsiid, mis sisaldab genoomset
RNA-d ja 240 C-valgu koopiat, liigub rakumenbraanile. Pungumise kdigus toimuvad
kapsiidivalgu ja membraanvalkude vahelised interaktsioonid. Enamikes rakutiilipides
(erandiks on arvatavasti neuronid ja vektroputuka rakud) pungub viirus raku
plasmamembraanilt ja omandab lipiidse timbrise koos 240 koopia E1-E2 heterodimeeriga
(Strauss ja Strauss, 2008).
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1.7 Peremeesraku ja viiruse vahelised interaktsioonid

CHIKV infektsiooni edukus soltub suuresti viiruse voimest poorata raku masinavirk enda
kasuks to6le. Infektsiooni viltel peab viirus manipuleerima molekulaarsel tasandil rakuliste
protsessidega, et tagada enda siilimine, replikatsioon ja edasikandumine. See toimub 1abi
osalt valk-valk interaktsioonide (Rana et al., 2013). Alfaviirused inhibeerivad rakulise RNA
ja valkude siinteesi. On tdestatud et transkriptsiooniline ja translatsiooniline inhibeerimine on
kaks eraldiseisvat protsessi (Gorchakov et al., 2005). Rakuliste makromolekulide siinteesi
mahasurumine voimaldab suunata k&ik ressursid viiruslike komponentide siinteesiks. Samuti
vihendab see antiviraalsete valkude, kaasaarvatud tiilip I interferoonide, produktsiooni
(Frolova et al., 2002). Rakulise antiviraalse vastuse mahasurumises mangib suurt rolli nsP2.
On kindlaks tehtud, et infektsiooni varajases etapis pOhjustab nsP2 RNA poliimeraas II
kompleksi Rpbl kataliiiitilise subiihiku degradatsiooni. Rpbl on nsP2 juuresolekul
ubikvineeritud ning selle tottu lagundatakse see kiiresti. Tulemusena lakkab raku mRNA
transkriptsioon (Akhrymuk et al., 2012). Translatsioonilises inhibitsioonis mingib osaliselt
rolli raku enda kaisemehhanism. Arvatakse, et viraalse dSRNA tunneb dra raku PKR (protein
kinase R), mille tulemusena toimub elF2a fosforiilatsioon ning rakulise translatsiooni
initsiatsiooni inihibeerumine. Samas ei ole PKR kaudu kulgev translatsiooni inhibeerimine
mitte ainuke ja isegi mitte peamine raku translatsiooni mahasurumise rada (Gorchakov et al.,
2004; Barry et al., 2009). Samuti on teada, et alfaviiruste vOime raku translatsiooni
inhibeerida on erinev: SFV ja SINV infektsioonis toimub see varajases, CHIKV infektsiooni
aga oluliselt hilisemas staadiumis. Erinevusi pohjustab arvatavasti CHIKV nsP4 toime

(Rathore et al., 2013).

CHIKV indutseerib nakatunud rakus apoptoosi, mida seostatakse viiruse patogeensusega.
Nimelt sisaldavad apoptootilised kehakesed CHIKYV partikleid, mille abil saab viirus kergesti
nakatada naaberrakke (Krejbich-Trotot ez al., 2011a). Lisaks indutseerib CHIKYV infektsioon
ka autofagotsiitoosi. See on kaasasiindinud immuunsiisteemi osa, mis on seotud patogeenide
elimineerimisega organismist (Kuballa et al., 2012). CHIKV on aga suutnud selle protsessi
enda kasuks toole panna, et replikatsiooni veelgi efektiivsemaks muuta (Jackson et al., 2005).
Uuringud nditavad, et autofagotsiitoosi inhibeerimisel vdheneb ka CHIKV replikatsioon
(Krejbich-Trotot et al., 2011b). SFV puhul puhul aga ei avaldanud autofagotsiitoosi
inhibeerimine mdju ei  viraalsele replikatsioonile ega replikatsioonikomplekside
moodustumisele (Eng et al., 2012). CHIKV puhul on ndidatud, et autofaagotsiitoosi pro- voi

antiviraalne efekt soltub ka rakutiiiibist. Nii on leitud, et CHIKV nsP2 seondab inimese (kuid
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mitte hiire) autofaagotsiitoosi retseptorit NDP52 ja et just see seondamine soodustab viiruse

paljunemist inimese rakkudes (Judith et al., 2013).

1.8 Interaktsioonid viiruse nsP3 valgu ja raku valkude vahel

Viraalsed infektsioonid pohjustavad nakatunud rakus ulatuslikke imberkorraldusi (Cristea et
al., 2006). Alfaviirused vajavad mitmeid raku poolt siinteesitud komponente (valke, lipiide,
energiat jne.) niiteks genoomi replikatsiooniks, geeniekspressiooniks ning uute virionide
moodustamiseks (Varjak, 2013). Lisaks ensiimaatilistele aktiivsustele, mis osalevad otseselt
viiruse genoomi paljundamises, interakteervuvad alfaviiruste mittestruktuursed valgud ka
mitmete raku komponentidega. Viraalsete ns valkude ja rakuliste faktorite interaktsioonide
uurimine on oluline mdistmaks, kuidas viirus saavutab kontrolli raku protsesside iile ning

kuidas suudab see blokeerida antiviraalse vastuse (Bourai et al., 2012).

Immunosadestamise ja mass-spektromeetria abil on tuvastatud mitmeid nsP3-ga seonduvaid
rakulisi valke. Praeguseks pole aga paljude nende interaktsioonide olulisust ja vastavate
valkude seondumiskohti pdhjalikult veel kirjeldatud (Cristea et al., 2006; Gorchakov et al.,
2008). Lisaks sellele, et nsP3-e leidub replikatsioonikompleksides ja plasmamembraanil, on
suur osa nsP3-st viljaspool replikatsioonikompleksi (Salonen et al., 2003). Seega vdib
oletada, et replikatsioonikompleksides ja tsiitoplasmaatilistes graanulites on nsP3 seondunud
erinevate rakuliste valkudega (Gorchakov et al., 2008). Samuti on véhe informatsiooni,
millised viiruse jarjestusmotiivid on interaktsioonideks olulised. Erandiks on G3BP1/G3BP2
valkude seondumine, mille puhul on tépselt teada seondumise sait (FGDF motiivid nsP3 C-

terminuse ldhedal), seondumise mehhanism ja ka mitmed selle seondumise tagajéirjed rakule

javiirusele (Panas et al., 2012, 2014, 2015; Scholte et al., 2015).

Kuigi nsP3 karboksiiterminaalne osa on alfaviiruste seas iisna halvasti konserveerunud, on
tiheks sarnaseks omaduseks proliini jddke sisaldavate regioonide esinemine (Joonis 9).
Nendes proliinirikastes piirkondades leidub ka arginiini jddke, mis on motiivide
tunnusjooneks, mille tunnevad dra SH3 domédidni (SRC Homology 3 Domain) sisaldavad
valgud (Kaneko et al., 2008). See andis pdhjust oletada, et nsP3 voib olla SH3 domééani
sisaldavatele rakulistele valkudele ligandiks (Neuvonen et al., 2011).

SH3 doméén on viike (umbes 60 jadki) globulaarne doméén, mille lilesandeks on vahendada

interaktsioone raku signaliseerimises, membraanitranspordis ja tsiitoskeleti organiseerimises
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osalevate valkude vahel (Kaneko et al., 2008; Mayer, 2001). SH3 domédidn secondab
proliinirikkaid jérjestusi, mis sisaldavad PxxPxR motiivi, kus x tdhistab likskdik missugust
aminohapet (Ren et al, 1993). Alfaviiruste, kaasaarvatud CHIKV, nsP3 sisaldab
konserveerunud SH3 domééni seondavat motiivi (PIPPPR motiiv; CHIKV puhul PVAPPR),
mis seondub rakuliste valkude SH3 doméédniga. On tdestatud, et see motiiv seondab
amfifiisiin-1 ja -2 valke. PIPPPPR motiivis on koige olulisem roll arginiini jaagil. Kui
vahetada selles motiivis vélja teised aminohapped, ei toimu amfiiifiisiini seonudumisel erilisi
muutusi. Kui asendada aga arginiin, kaob amifiisiini seondumine téielikult (Neuvonen et al.,
2011).

Peale nsP3-e seondavad rakulisi valke ka iilejainud CHIKV ns valgud, sh. nsP2 ja nsP4.
Hiljutises uuringus identifitseeriti 22 rakulist valku, mis seonduvad CHIKV nsP2 voi nsP4-ga.
Pole kahtlust, et raku valke seondab ka nsPl, kuid selliseid valke pole seni veel
identifitseeritud (Bourai et al., 2012).

NEIPPPRPERAAYLASRAREREVEPAPRHEPTPAPRTAFR 322=444

REQVVVADVHAVOEPAPIPPPRLEEMARLAAARKEPTPPASNSSESLHLSFGG 4
HEKV ATGNLAAVSDWVMSTVEVAPPRERRGENLTVTCDEREGN ITPMASVREFFRAEL 382-434
BAR FRTFTVRAEVHQAPFTPVPPPRPERAAKLAREMHPGFTFGDFGEHEVEELTAS 3891
AURA QELSWMREDRTPROFPPPVPPPRPERAAKLSRLANQLNELRRHATISSVQAEVH 400-452
LLDSEDTLSTSRVSTPIAPPRRRILERTINVTICDEREGKTILPMASDRFFTAKP 433-485

MAYARROD EPDDHQPTPTAELATHPVPFPPRPNRARRLARARVOVOVEVHQE
WEEV TPSVODLTAECARPRGLAEIMODFNTAPFOFLSDHRPVPAPRRRPIPSPRSTA 436-488

Joonis 9. Erinevate alfaviiruste nsP3 C-terminuses asuv proliinirikas ala, mis seondab
SH3 domaine sisaldavaid valke. Joondatud on omavahel 16igud SFV (Semliki Forest),
SINV (Sindbis), CHIKV (Chikungunya), BAR (Barmah Forest), Aura, ONYO (O’nyong-
nyong), Mayaro ja WEEV (Western Equine Encephalomyelitis) viiruste nsP3 C-terminaalsest
regioonist. Joonduse aluseks on voetud proliinirikas ala (,,PIPPPR motiiv*), mis on margitud
punase kastiga. Aminohapped, mis esinevad vihemalt neljas erinevas jarjestuses, on vilja

toodud paksemas kirjas. (Neuvonen et al., 2011)
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1.9 CD2AP

Margus Varjaku ja Muriel Aquilimeba poolt Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis 13bi viidud
CHIKV nsP3 C-terminaalset piirkonda seondavate rakuliste interaktsioonipartnerite
otsimiseksperiment, kasutades mass-spektromeetria voimalusi, tuvastas terve rea valke, mis
sellele jirjestusele seonduvad (avaldamata andmed). Nende hulgas oli nii tuntud nsP3
interaktsioonipartnereid (nt. G3BP1 ja G3BP2 valgud) kui ka raku valke, mille seondumist
nsP3 C-terminaalsele regioonile polnud varem ndidatud. Uhe sellise potentsiaalse
kandidaadina identifitseeriti valk CD2AP (CD2-associated protein), teise nimega ka CMS
(Cas ligand with multiple Src homology (SH) 3 domains). CD2AP on 80 kDa suurune ja 639
aminohappe jadagi pikkune valk, mis sisaldab kolme jarjestikkust SH3 domaéni (Dustin et al.,
1998; Kirsch et al., 1999). SH3 domaiénid asuvad valgu N-terminuses ning neile jargneb
proliinirikas doméddn. C-terminuse ldhedal paikneb coiled-coil domédn ning potentsiaalne
aktiini seondav ala. CD2AP-d leidub kd&igis kudedes, kuid peamiselt on see ekspresseeritud
epiteliaalsetes rakkudes (Li et al., 2000).

CD2AP reguleerib aktiini tsiitoskeletti interakteerudes otseselt filamentse aktiiniga. Lisaks
interakteerub see 1dbi mitmete aktiini seondumissaitide, SH3 doméénide ning proliinirikaste
SH3 domaéine seondavate motiivide veel paljude raku membraanvalkudega (Lehtonen et al.,
2002; Monzo et al., 2005). CD2AP on seotud diinaamilise aktiini remodelleerimise ning
membraantranspordiga, mis leiavad aset retseptor-vahendatud endotsiitoosis ning
tstitokineesis. Seega on CD2AP seotud struktuuride ja funktsioonidega, millel on oluline roll

ka CHIKYV infektsioonitsuklis.
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2. Eksperimentaalne osa

2.1 Uurimistoo eesméirgid

Vorreldes teiste alfaviiruste mittestruktuursete valkudega on nsP3-e funktsioonide kohta kdige
vidhem teada. Kuigi nsP3-e karboksiiterminaalne osa on alfaviiruste seas véhe
konserveerunud, jagavad mitmed alfaviirused sarnast proliinirikast jarjestust, mis on
potentsiaalseks marklauaks SH3 domaééni sisaldavatele valkudele. VVarasemad uurimused on
kindlaks teinud, et amfifiisiin-1 ja -2 seondavad SFV nsP3-e C-terminuses asuvat
proliinirikast SH3 domaiéni seondavat jarjestust ning kolokaliseeruvad rakusiseselt nsP3
valguga. Samas uurimuses leiti, et lisaks amfifiisiinile seondub SFV nsP3-ga ka CD2AP,
antud uurimus viidi 1dbi kasutades phage-display-d (Neuvonen et al., 2011). Muriel
Aquiliemba ja Margus Varjaku poolt 14bi viidud uurimus tuvastas mitmeid CHIKV nsP3
valgu C-terminusega interakteeruvaid inimese valke, mille hulgas oli ka CD2AP; samas ei
ndidanud see analiilis CHIKV nsP3 seondumist amfifiisiinile (avaldamata andmed). Need

andmed panid aluse kdesolevale uurimistdole tekitades lahendamist vajava kiisimuse — kas ja

kuidas CHIKV nsP3 seondab raku CD2AP valku?

Kaesoleva uurimistoo eesmarkideks oli:

1. Uurida CHIKV nsP3 ja CD2AP ko-lokalisatsiooni CHIKV replikonidega nakatunud
rakus

2. Valmistada CHIKV nsP3 C-terminaalset osa ekspresseerivad konstruktid, mille abil
kindlaks méaarata, kas CD2AP seondub nsP3 proliinirikkale SH3 domééni seondavale
Jjérjestusele

3. Konstrueerida rakuliin, mis ekspresseeriks SFV nsP3 C-terminust ning teha kindlaks,
kas SFV nsP3 seondab CD2AP valku

4. Uurida, kas SFV nsP3 seondub CD2AP-le SFV-ga nakatunud rakus.
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2.2 Materjal ja metoodika
Bakteritiived

Konstruktide loomiseks ja plasmiidide paljundamiseks kasutati Escherichia coli (E.coli) tiive
XL10. Rakke kasvavati LB (Lysogeny Broth) sootmes (10g/l bakto-triipooni, 5g/l
parmiekstrakti, 10g/l NaCl), millele lisati ampitsilliini (Amp) ldppkontsentratsiooniga 100

pg/mil.

Rakuliinid ja so6tmed

Hamstri neerurakuliini BHK-21 (Baby Hamster Kidney cells) kasvatati GMEM (Glasgow’s
modified Eagle’s medium,”Gibco BRL”) sd6tmes, mis sisaldas 10% FCS-i (veise loote
seerum, “Sebak”), penitsilliini 100 I/ml ja streptomiitsiini 100ng/ml (16ppkontsentratsioonid).
Rakkude nakatamiseks kasutati seerumivaba GMEM so6det. Rakke kasvatati 37°C ja 5% CO,

juures.

Inimese osteosarkoomi rakuliini U20S kasvatati DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium, "Gibco BRL”) s66tmes, mis sisaldas 10% FCS-i (veise loote seerum, “Sebak”),
penitsilliini 100IU/ml ja streptomiitsiini 100ng/ml (l6ppkontsentratsioonid). Rakke kasvatati
37°C ja 5% COzjuures.

Inimese embriionaalse neerurakuliini FIp-In™ T-REx™ 293 (“Invitrogen”), mis
ekspresseerib stabiilselt lacZ-Zeocin™ geeni ja tetratsiikliini (tet) repressorit, kasvatamiseks
kasutati IMDM so66det (Iscove Modified Dulbecco’s Medium, “Gibco BRL”), millele oli
lisatud 10% FCS-i, penitsilliini 100IU/ml ja streptomiitsiini 100ng/ml
(Ioppkontsentratsioonid), lisaks juures zeocin 100 pg/mL ja blasticidin 10 pg/mL
(I6ppkontsentratsioonid). Rakke kasvatati 37°C ja 5% CO; juures.

Algplasmiidid
Kéesolevas t60s kasutatud algplasmiidide kaardid on toodud lisas 1.

pcDNA4/TO — ekspressioonivektor, mis sisaldab Cytomegaloviruse (CMV) varajast
promootorit, pUC ja Simian Virus 40 (SV40) replikatsiooni alguspunkte, tetratsiikliini

operaatorit, ampitsilliini ja zeocini resistentsusgeene ja multikloneerimispiirkonda (MCS).
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pHelperC — abiplasmiid, mis sisaldab CHIKV replikatsiooniks ja transkriptsiooniks vajalikke

cis-jérjestusi ja kapsiidivalku kodeerivat ala.

pHelperE - abiplasmiid, mis sisaldab CHIKYV replikatsiooniks ja transkriptsiooniks vajalikke

cis-jérjestusi ja timbrise valke kodeerivat ala.

pCAGGS-flpE-puro — vektor, mis ekspresseerib CAGGS promootori all FLPe rekombinaasi,

mis on vajalik sait-spetsiifiliseks rekombinatsiooniks.

pEF5-HA-EGFP-CHIKV-P3end — sisaldab CHIKV nsP3 valgu C-terminaalset osa kodeerivat
ala, pEF5 promootorit, EGFP (vdoimendatud roheliselt fluoreseeruv valk, enhanced green

fluorescent protein) markergeeni, HA-tag'i ja ampitsilliini resistentsusgeeni.

pPEF5-HA-EGFP-SFV-P3end - sisaldab SFV nsP3 valgu C-terminaalset osa kodeerivat ala,
pEFS promootorit, EGFP (voimendatud roheliselt fluoreseeruv valk, enhanced green

fluorescent protein) markergeeni, HA-tag'i ja ampitsilliini resistentsusgeeni.

pPCHIKV-SG-FFluc - CHIKYV replikonvektori cDNAJ sisaldav plasmiid, mis sisaldab
mittestruktuurseid valke ja Firefly lutsiferaasi (Luc) (toodetakse sg promootori alt)

kodeerivaid jérjestusi.

Kloneerimine

DNA restrikteerimisel, ligeerimisel, defosforiileerimisel, fosforiileerimisel ja ahelate
taissiinteesimisel kasutati “ Thermo Scientific” ensiiiime ja puhvreid vastavalt tootja poolt
antud juhistele. Restriktsioon toimus 37°C juures 2 tundi ensiitimi spetsiifilises puhvris.
Ensiitimi kogus valiti soltuvalt DNA hulgast. Lahtildigatud vektorite defosforiileerimiseks
kasutati aluselist fofataasi (FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase) 1 tihik 1pg DNA
kohta. Reaktsioon toimus restriktsioonipuhvris 37°C juures 1 tund. Vajadusel kasutati 5’
iileulatuvate otstega DNA otste tdissiinteesimiseks Klenow fragmenti 2 iihikut 1pg DNA
kohta. Reaktsioon viidi 1dbi 10 min jooksul 37°C juures ensiiiimi spetsiifilises puhvris (10X
reaction buffer for Klenow Fragment), millele lisati INTP-de segu 16ppkontsentratsiooniga
0,1 mM iga nukleotiidi kohta. Reaktsioon peatati DNA puhastamisega (NucleoSpin DNA,
RNA, and protein purification). Vajadusel kasutati DNA 5’ otste fosforiileerimiseks faagi T4

poliinukleotiidi kinaasi (T4 Polynucleotide Kinase). Reaktsioon toimus ensiilimspetsiifilises
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puhvris (10X reaction buffer A for T4 Polynucleotide Kinase), kuhu lisati ATP
1dppkontsentratsiooniga 10 mM, 37°C juures 20 minutit. Reaktsiooni inaktiveerimiseks

kasutati 10 minutilist kuumutamist 75°C juures.

Restriktsioonil saadud DNA fragmentide ja PCR-i produktide puhastamiseks agaroosgeelist
kasutati vastavalt tootja poolsele juhendile ,, DNA, RNA, and protein purification/NucleoSpin
Gel and PCR Clean-Up kit “-i (,, Machery-Nagel ).

Ligeerimiseks kasutati faagi T4 DNA ligaasi, ensiilimspetsiifilist puhvrit ning ning
ekvimolaarsetes kogustes voetud vektorit ja inserti, reaktsioon toimus iile6d 16°C juures.
Ligeerimisseguga transformeeriti kompetentseid E.coli tiive XL10 rakke, kasutades
kuumaehmatus (heat shock) meetodit. Selleks voeti 150 plL kompetentseid rakke, lisati need
reaktsioonisegule ning inkubeeriti 30 min jiél. Jargnes kuumashokk 42°C juures 1 minut ning
jahutamine jail 2 minutit. Rakkudele lisati 800 pul SOC s6ddet ning rakke inkubeeriti 37°C
juures 45 minut. Jargnevalt tsentrifuugiti rakud lauatsentrifuugiga pdhja (3000g, 3minutit),
resuspendeeriti 100 pl SOC soétmes ning kiilvati Novagen ColiRoller™ Plating Beads-e
kasutades LB agaroostassidele, kuhu oli lisatud ampitsilliini 1dppkontsetratsiooniga 100
pg/ml. Tasse inkubeeriti 37°C juures umbes 18 tundi. Moodustunud kolooniatega inokuleeriti
3 ml LB soodet, millele lisati 100 pg/ml ampitsilliini  (16ppkontsentratsioon).
Transformeeritud rakke kasvatati 37°C juures loksutil (220 rpm, 18 h). Jargnevalt fuugiti
rakud lauvatsentrifuugis pdhja (13 000, 20 sek). Rakkudelt eemaldati s66de ning rakud
resuspendeeriti 200 pl SOL I (15 mM Tris-HCI (~pH 8.0); 10 mM EDTA, 100 ug/ml RNase
A). Segamiseks kasutati VVortex-it. Jargnevalt lisati segule 200 ul aluselist liitisilahust SOL 11
(0.2 M NaOH, 1% SDS), segati ornalt ning inkubeeriti 5 min toatemperatuuril. Liiisilahuse
neutraliseerimiseks lisati segule 200 pl SOL III (3 M K-atsetaat pH 4.5) ning segati
ettevaatlikult. Plasmiidse DNA eraldamiseks rakkude valkudest ja plasmamembraanist fuugiti
segu lauatsentrifuugiga tdispooretel (13 000 g, 10 min). Saadud supernantant kanti iile uude
katseklaasi ning fuugiti veel kord tdispooretel 6 minutit. Supernatant kanti uuesti iile
katseklaasi ning plasmiidse DNA sadestamiseks lisati 650 pl 96% etanooli. Jargnes fuugimine
taispooretel 4°C juures 20 min (Eppendorf Centrifuge 5415 R). Saadud sadet pesti 400 ul 70%
etanooliga ning kuivatati 37°C juures umbes 10 minutit. Viimasena lisati kuivanud sademele

50 pl vett.
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Plasmiidide konstrueerimine

Selleks, et asendada nork EF5 promootor tugevama CMV promootoriga, 15igati plasmiide
pEF5-HA-EGFP-CHIKYV P3end ja pcDNA/TO restriktaasidega Notl ja Acc65l ning ligeeriti
HA-EGFP-d ja CHIKV nsP3 C-terminust sisaldav fragment pcDNA/TO vektorisse.
pcDNA/TO-HA-EGFP-CHIKV P3end plasmiidi pohjal loodi
praimeripaaride (Tabel 1) ja PCR-i abil kolm erinevat konstrukti: pcDNA/TO-HA-EGFP-
CHIKV P3end-dell, pcDNA/TO-HA-EGFP-CHIKV P3end-del2 ja pcDNA/TO-HA-EGFP-
CHIKV P3end-del3 (edaspidi tdhistatud dell, del2 ja del3). Kloneerimise tulemusena saadi
iiks konstrukt, mis sisaldab proliinirikast SH3 domédini seondavat jarjestust ning kaks

konstrukti, mis seda jérjestust ei sisalda (Joonis 10.). Kdikide PCR-iga loodud konstruktide

jarjestuse digsust kontrolliti sekveneerimisega.

Tabel 1. Konstruktide loomiseks kasutatud praimerite jarjestused. Praimerite jarjestuses

on alla joonitud BamHI restriktaasi 16ikesait.

Nimi Sense/antisense | Jirjestus: (5'—3")
5'-GTGGATCC

Up_SH3_F Sense TCTGATTGGGTAATGAGCACCG-3’
5-TAGGATCC

nsP3Cterm_R Antisense TTAGTTTAAACTCACCCACC-3’
5'-GTGGATCC

Down_SH3 F Sense GTCGTACAAGAAACAGCGGAGAC-3’
5-GTGGATCC

nsP3Cterm_alg_F Sense TCCCAGGAGTCTGCACAGG-3”
5-GTGGATCC

Up_SH3 R Antisense CGGTGCTCATTACCCAATCAGA-3’
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Joonis 10. Loodud konstruktide (dell, del2, del3) valmistamise niitlik skeem. Nooltega
on tdhistatud sense ja antisense praimerid, mida kasutati valitud nsP3 C-terminaalse ala

16ikude eemaldamiseks ekspressioonikonstruktidest.

PCR

PCR viidi 1dbi ruumalas 20 pL, milles sisaldus matriits-DNA, 2mM dNTP segu, sobivad
praimerid kontentratsiooniga 0,5 uM, reaktsioonipuhver (5x Phusion GC Reaction Buffer voi
10x Buffer for DyNAzyme DNA Polymerase, Finnzymes) ja 2 iihikut DNA poliimeraasi
(Phusion DNA Polymerase voi DyNAzyme™ Il DNA Polymerase, Finnzymes). Esmane
denaturatsioon toimus 98 °C juures 5 minut. Jargnes 30 amplifikatsioonitsiiklit, mis sisaldas
jargmisi etappe: 94 °C 15-25 sekundit, 15-25 sekundit 50-55 °C juures praimerite scondumine
(temperatuur valiti soltuvalt kasutatud praimerite sulamistemperatuurist), 20-75 sekundit 72
°C juures ekstensioon (eag valiti soltuvalt siinteesitava fragmendi suurusest). PCR viidi 1abi

Eppendorf Mastercycler Gradient Thermal Cycler-iga.

In vitro transkriptsioon

pPCHIKV-SG-FFluc plasmiidi lineariseerimiseks kasutati restriktaasi Notl. Lineariseeritud
DNA puhastati NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit-iga (,, Machery-Nagel ) ja elueeriti
25 ul vees. Loikumise efektiivsust kontrolliti agaroos geelelektroforeesiga. In vitro
transkriptsioon viidi 1dbi mMESSAGE mMACHINE® Transcription Kit-i (,,Ambion Inc*)
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kasutades ja tootja poolset protokoli jargides. Transkriptsiooni segu (20 pl) sisaldas: 2x
NTP/CAP segu (10 mM ATP, CTP, UTP, 2 mM GTP ja 8 mM cap analoog), 10x
reaktsioonipuhver, enzyme mix (SP6 RNA poliimeraas) ning lineariseeritud DNA, maht viidi
20 pl-ni nukleaaside vaba veega. Siintees toimus 37°C juures 90 minutit, RNA saagist

kontrolliti geelelektoforeesil.

RNA transfektsioon BHK-21 rakkudesse

In vitro transkriptsioonil saadud RNA transfekteeriti BHK-21 rakkudesse elektroporatsiooni

teel. 100 mm tassil umbes 70% konfluentsuseni (5x106 BHK-21 rakku) kasvatatud
rakukultuurilt eemaldati s66de ja neid pesti 1 ml PBS-iga. Peale pesu lisati rakkudele 1,5 ml
triipsiini lahust, rakud suspendeeriti ning koguti 15 ml tuubi, kuhu oli eelnevalt lisatud 7 ml
GMEM so6det. Rakud sadestati tsentrifuugimisel (5minutit, 1000 rpm, “Eppendorf
Centrifuge 5810R ). Rakusademelt eemaldati supernatant ja rakud resuspendeeriti kiilmas 1x
PBS-is. Rakususpensioon (800 pl) segati RNA-ga. Elektroporatsiooniks kasutati 0,4 cm
elektroodide vahega kiivetti (,,BioRad”), mis oli eelnevalt jddl jahutatud, ja anti kaks pulssi
850 V ja 25 uF juures (,,BioRad Gene Pulser Xcell ). Kiivetist kanti elektroporeeritud rakud
iile GMEM s66tmega tassidele ning rakud pandi kasvama 37°C juurde.

DNA transfektsioon U20S rakkudesse

DNA transfekteeriti U20S rakkudesse elektroporatsiooniga. 100 mm 1dbimddduga tassidel

kasvatatud 70% konfluentset U20S rakukulutuuri (5x106 rakku) pesti 1 ml PBS-iga. Peale
pesu lisati rakkudele 1,5 ml triipsiini, rakud suspendeeriti ning koguti 15 ml tuubi, kuhu oli
eelnevalt lisatud 7 ml DMEM s66det. Rakud sadestati tsentrifuugimisel (Sminutit, 1000 rpm,
“Eppendorf Centrifuge 5810R ). Rakusademelt eemaldati supernatant ja rakud
resuspendeeriti vajalikus koguses s66tmes. Rakususpensioon (250 pl) segati vajaliku koguse
plasmiidse DNA ja 50 pg carrier-DNA-ga (16he spermi DNA). Elektroporatsiooniks kasutati
0,4 cm elektroodide vahega kiivetti (,,BioRad”) ja anti tiks pulss 180 V ja 975 uF juures
(,,BioRad Gene Pulser Xcell ). Elektroporeeritud rakud kanti 15 ml tuubi, kuhu oli eelnevalt

lisatud umbes 2,5 ml s6odet. Rakud sadestati tsentrifuugimisel (Sminutit, 1000 rpm,
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“Eppendorf Centrifuge 5810R "), eemaldati supernatant ning resuspendeeriti 1 ml sé6tmes.
Rakususpensioon kanti tassidele, kuhu oli eelnevalt lisatud 7 ml DMEM s6ddet, ning pandi

kasvama 37°C juurde.

Rakuliini valmistamine

Plasmiidne DNA transfekteeriti FIp-In™ T-REx™ 293 rakkudesse lipofektsiooni meetodiga.
Flp-In™ T-REx™ 293 rakud kasvatati 100 mm 1dbimddduga tassil konfluentsuseni 70-80%
ning transfekteeriti Lipofectamine 2000 (,,Life Technologies™) reagenti kasutades. Voeti kaks
tuubi, kuhu kumbagi lisati 500 pl OptiMEM-i. Esimesse tuubi lisati 2 pg pEF5-HA-EGFP-
SFV-P3end ja 6 ug pCAGGS-flpE-puro plasmiide, teise aga 40 ul Lipofectamine 2000
reagenti. Kaks lahust segati kokku ning inkubeeriti 10 min toatemperatuuril. Flp-In™ T-
REx™ 293 rakukultuuriga plaadile lisati kogu segu ning rakke kasvatati 37°C juures.
Transfektsiooni 6nnestumist kontrolliti fluorestsents-mikroskoobiga (Nikon Eclipse 200 TE-
U). Rakud, mis sisaldasid inserti, helendasid ekspresseeritud EGFP tottu roheliselt. 48 tunni
moodudes kanti rakkudele 100 pg/ml hygromycin-i sisaldav s66de (1:10 000), mis selekteeris
vélja rakud, mis ei sisaldanud SFV inserti. Rakkude kasvatamist jatkati hygromycin-i

sisaldaval s66tmel 37°C juures, ilma zeocini juuresolekuta

VRP-de tootmine ja kogumine

VRP-de tootmiseks elektroporeeriti replikon-vektorilt pPCHIKV-SG-FFluc tehtud in vitro
transkripte koos pHelperC ja pHelperE plasmiidilt in vitro siinteesitud RNA-dega BHK-21

rakkudesse. Transfektsiooni jaoks kasutati umbes 5x106 BHK-21 rakku (70-80% konfluentne
rakukultuur 100 mm 1dbimodduga tassil). Transfekteeritud rakke inkubeeriti 28°C juures 5%
CO2 tingimustes. 72 tunni parast koguti rakkudelt VRP-sid sisaldav s6dde,
konsentreerimiseks kanti see kogumisfiltrile (Centrifugal Filter Units 100K, ,, Millipore
Amicon ) ning tsentrifuugiti 2000-2400 rpm juures, kuni filtrile jai umbes 500 ul partikleid
sisaldavat s60de. Saadud VRP-sid siilitati -80°C juures.
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U20S rakkude nakatamine VRP-de véi viirusega

Nakatamiseks kasvatati U20S rakud tassil konfluentsuseni 90%. Rakkudelt eemaldati s6ode
ning neid pesti 0,5 ml seerumvaba s66tmega. Rakukultuurile lisati seerumvaba GMEM-i ja
VRP-de/viiruspartiklite segu ning inkubeeriti tasse iga 15 min tagant loksutades tiks tund
(37°C ja 5% CO2 juures). Rakud fikseeriti 4 ja 8 h peale nakatamist 4% PFA-ga

(paraformaldehiiiid) edasiseks analiiiisiks IF-mikroskoopiaga.

Immunofluoresentsanaliiiis

Rakkudelt eemaldati s66de ja pesti neid 3 korda 1x PBS-iga. Rakud fikseeriti erinevatel
ajapunktidel 4% paraformaldehiiiidi (PFA) lahusega Dulbecco PBS-is toatemperatuuril 20
minuti jooksul. Jargnes 2 korda pesu Dulbecco PBS-iga, rakkudele lisati 50mM NH4CI lahus
PBS-is ning inkubeeriti 15 min toatemperatuuril. Rakke pesti 2 korda Dulbecco PBS-iga ning
kanti peale 0,1% TritonX-100 lahust PBS-is, mida hoiti peal 5 minutit. VViimase etapina pesti
rakke 3 korda Dulbecco PBS-iga. Blokeerimiseks kanti rakkudele 5% veise loote seerum
Dulbecco PBS-is ning inkubeeriti toatemperatuuril 1 tund. Jargnevalt inkubeeriti preparaati
Dulbecco PBS-i ja seerumi lahuses lahjendatud primaarse antikehaga 1 tund, vastavalt
eksperimendile olid kasutusel jargnevad antikehad: kiitiliku poliiklonaalne CHIKV nsPl1,
CHIKYV nsP2, CHIKV nsP3 voi SFV nsP1-spetsiifilised antikeha, merisea poliiklonaalne SFV
nsP3-spetsiifiline antikeha, hiire monoklonaalne CD2AP (,, Santa Cruz Biotechnology ‘) voi
dsRNA-spetsiifiline antikeha (Scicons). Seejaral pesti preparaati kolm korda Dulbecco PBS-
iga ja inkubeeriti Dulbecco PBS-i ja seerumi lahuses lahjendatud sekundaarse antikehaga 1
tund, kasutati hiire antikehade vastast Alexa 405-ga konjugeeritud, kiiiiliku antikehade vastast
Alexa 488-ga konjugeeritud ning merisea vastast Alexa 568-ga konjugeeritud sekundaarset
antikeha (,, Life Technologies*). Preparaati pesti uuesti kolm korda Dulbecco PBS-iga,
loputati destilleeritud veega ning kuivatati ohu kées. Alusklaasi ja katteklaasi vahele lisati 5 pl
sulundusvedelikku (Mowiol 4-88, 2,5%,; “DABCO”), katteklaasid asetati alusklaasidele nii, et
rakud jadksid klaaside vahele. Preparaatide vaatamiseks ja pildistamiseks kasutati
konfokaalmikroskoopi Zeiss LSM710.
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Valkude ekspressiooni detekteerimine western blot meetodil

100 mm 1dbimdoduga tassidel kasvatatud rakkudelt eemaldati s66de, rakke pesti PBS-iga ning
neile lisati 150 pl Laemmli litisimislahust. Viskoosne liisaat koguti 1,5 ml tuubi ning
kuumutati 100°C juures 10 minutit. Rakumaterjal lahutati geelelektroforeesiga 10% SDS-
poliiakriitilamiidgeelis (90 V juures markeri eristumiseni, edasi 160 V juures umbes 45
minutit). Valgud kanti iile nitrotselluloosfiltrile (“Amersham”, Hybond™-ECL™), kasutades
poolkuiva iilekandemeetodit ja “Bio-Rad Instruments” aparaati. Ulekanne toimus 45 minutit
Semi-dry puhvris (48mM Tris, 39mM gliitsiin, 0,037% SDS, 20% metanool) pingega 12 V.
Filter blokeeriti tile6d westerni pesupuhvrisse (50mM TrisHCI (pH 7,5), 150mM NacCl, 0,1%
Tween20) tehtud 5% 16ssipulbrilahuses. Jargnevalt inkubeeriti filtrit 1 tund toatemperatuuril
huvipakkuva valgu vastase antikehaga 2% 13ssipulbrilahuses, vastavalt eksperimendile
kasutati kas kiiiilikus toodetud poliiklonaalseid CHIKV nsP3, SFV nsP3, EGFP-spetsiifilisi
antikehi voi hiires toodetud monoklonaalset CD2AP-spetsiifilist antikeha (,, Santa Cruz
Biotechnology ).  Filtrit pesti 3 korda 10 minutit westerni pesulahuses ning inkubeeriti
segjarel 1 tund 2% l10ssipulbrilahuses, kuhu oli lisatud sekundaarne kiililiku voi hiire
antikehade vastane médardika peroksidaasiga konjugeeritud antikeha (,, LabAs “). Filtrit pesti
uuesti 3 korda 10 minutit westerni pesulahuses. llmutamiseks kasutati ECL"™Western Blotting
Detection reagente 1 ja 2 (“Amersham ). To6deldud filtrit analiiisiti ImageQuant RT ECL-i
abil.

Immunosadestamine

Rakkudelt eemaldati s66de, neid pesti kiilma PBS-iga ning rakud kraabiti 1 ml-is kiilmas
PBS-is kraapepulgaga lahti. Rakkude ja PBS-i segu tosteti 15 ml tuubi ning rakkude
sadestamiseks tsentrifuugiti segu 1000 rpm juures 5 minutit (“Eppendorf Centrifuge 5810R”).
Tuubi pdhja sadestunud rakkudelt eemaldati PBS ning lisati 700 pl jdél hoitud liiisipuhvrit
(150 mM NaCl, 20 mM Hepes (pH=7,2), 100 mM K-atsetaat, 2 mM MgCl,, 0,1% Tween-20,
1% TritonX-100, destilleeritud H,O, 1 tk Protease Inhibitor Cocktail Tablets (,, Roche
Diagnostics GmbH ) ). Rakud resuspendeeriti liiiisipuhvris ning hoiti 30 min jaél. Liisaati
tsentrifuugiti tdispooretel (13 000 rpm) 4°C juures 10 minutit. Magnetbeads-id (GFP-trap-M
Gtm-20) tasakaalustati 3 korda liiiisipuhvris, magnetrack-i kasutades kallati liiisipuhver dra

ning lisati rakuliisaat. Magnetbeads-ide ja liisaadi segu inkubeeriti 1 tund 4°C juures loksutil,
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asetati magnetrack-ile ning kallati segu dra. Beads-e pesti 3 korda 3 minutit 4°C juures
loksutil IP-puhvriga ning peale viimast pesu eemaldati puhver téielikult. Beads-idele kanti 40
ul 2xLaemmli puhvrit, proove hoiti 10 minutit 100°C juures ning asetati peale seda jéile,

edasine analiiiis viidi 14dbi western blot-iga.
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2.3 Tulemused

2.3.1 CHIKV mittestruktuursete valkude kolokalisatsiooni uurimine CD2AP-ga U20S

rakkudes

Tulenevalt CHIKV ohtlikkusest ei teostatud antud uurimist6d raames toid infektsioonilise
viirusega. Selle asemel kasutati ohutut CHIKV VRP siisteemi, mille abil uuriti CD2AP ja
CHIKV nsP3 valgu kolokalisatsiooni. VRP-de tootmine on ohutu, kuna selleks kasutatakse
split-helper stisteemi. Lineariseeritud plasmiididelt pCHIKV-SG-FFluc (replikon RNA
tootmiseks, sisaldab CHIKV mittestruktuurseid valke kodeerivaid jérjestusi), pHelperC
(kapsiidi valgu tootmiseks) ja pHelperE (iimbrise valkude tootmiseks) siinteesiti in Vitro
transkriptsiooniga vastavad RNA-d ja viidi need BHK-21 rakkudesse elektroporatsiooni teel.
Virionide moodustamiseks vajalikud struktuursed valgud siinteesitakse selles siisteemis eraldi
RNA-delt, sel moel toimides on viidud miinimumi vo0imalus, et replikon RNA
rekombineerudes saaks omandada nii kapsiidi kui imbrise valkude siinteesiks vajalikud
geenid. VRP-dega nakatunud rakkudes kulgeb infektsioon sarnaselt viirusele (v.a.
struktuursete valkuse siintees ja virionide moodustamine), mis voimaldab jilgida viiruse

replikatsiooniga seotud stindmusi.

Toodetud VRP-dega nakatati U20S rakke ning rakud fikseeriti 4 ja 8 tundi peale nakatamist.
Immunofluoresentsanaliiiis teostati kasutades nsP3 ja CD2AP vastaseid primaarseid antikehi
ning fluorofooridega konjugeeritud sekundaarseid antikehasid. Saadud piltidel on selgesti
nidha nsP3 ja CD2AP lokalisatsioon rakkudes. Nakatamata rakkudes (mock) on niha, et
CD2AP paikneb difuusselt iile kogu raku (Joonis 11.A). CD2AP ja nsP3 kolokalisatsioon oli
paremini nahtav rakkudes, mis fikseeriti 8 tundi peale nakatamist; see on tingitud asjaolust, et
8h peale nakatamist on viiruse nsP3 valgu hulk rakkudes suurem (vorrelduna 4 tundi peale
infektsiooni fikseeritud rakkudega). Selgelt on nidha, et CD2AP lokalisatsioon rakus on
muutunud mérgatavalt vdhem difuusseks ja ta kolokaliseerub nsP3-e sisaldavate
struktuuridega (Joonis 11.C). On iisnagi tdendoline, et hilisemas infektsioonis on CD2AP

koos nsP3-ga lokaliseerunud replikatsioonikompleksidesse.
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Joonis 11. nsP3 ja CD2AP kolokalisatsioon U20S rakkudes. U20S rakke nakatati
CHIKV-SG-FFluc VRP-dega, rakud fikseeriti 4 ja 8 tunni ajapunktidel peale nakatumist ning

teostati immunofluoresentsanaliiis. A) Nakatamata U20S rakud (mock). B) rakud, mis
fikseeriti 4 tundi pérast nakatamist CHIKV VRP-dega. C) rakud mis fikseeriti 8 tundi pérast
nakatamist CHIKV VRP-dega. Sinisega (Alexa 405) ndidatud CD2AP lokalisatsioon,
rohelisega (Alexa 488) nsP3-e paiknemine rakus.

Eelmistest katsetest selgus, et CD2AP ja nsP3 kolokaliseeruvad nakatatud rakkudes.
Jargmiseks oli vaja kindlaks médrata, kus tdpsemalt see kolokalisatsioon aset leiab. See on

olulise, sest nsP3-e voib leida peale replikatsioonikomplekside veel ka tsiitoplasmaatilistest
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graanulitest (Salonen et al., 2003). Jargneva katse eesmirgiks oligi tuvastada, kas nsP3 ja
CD2AP kolokalisatsioon voib leida aset replikatsioonikompleksides. Selle jaoks nakatati
U20S rakke CHIKV VRP-dega ning rakud fikseeriti 8 tundi peale nakatamist ja varviti nsP1
ja CD2AP voi nsP2 ja CD2AP vastaste antikehadega. Saadud piltidelt on néha, et CD2AP
kolokalisatsioon nsPl-ga oli vidhene (Joonis 12.B), nsPl ise paiknes eeldatult
plasmamembraanil. Samal ajal oli CD2AP kolokalisatsioon nsP2-ga selgesti eristatav (Joonis
12.D). Selle ja eelmise katse pohjal voib jareldada, et CD2AP kolokaliseerub nii nsP2 kui ka
nsP3-ga (ja osaliselt ka nsP1-ga); ainsad kompleksid rakkudes, mis sisaldavad neid kolme
viiruse valku, on aga replikatsioonikompleksid. Selles jareldub, et CD2AP seondub CHIKV

replikatsioonikompleksidega.
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A mock CD2AP+nsP1

=3 CD2AP 8h p.i. CD2AP+nsP1

C mock nsP2 CD2AP+nsP2

D EoIN: 8h p.i. CD2AP+nsP2

Joonis 12. CD2AP kolokalisatsioon nsP1 ja nsP2 valkudega. U20S rakke nakatati CHIKV
VRP-dega. Valkude lokalisatsiooni uurimiseks rakud fikseeriti 8 tundi peale nakatamist ning
inkubeeriti nsP1 ja CD2AP voi nsP2 ja CD2AP vastaste antikehadega: lokalisatsiooni
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vaadeldi konfokaalmikroskoobiga. A, C) Nakatamata U20S rakud (mock). B) CD2AP ja
nsP1 kolokalisatsioon CHIKV VRP-dega nakatatud rakkudes D) CD2AP ja nsP2
kolokalisatsioon CHIKV VRP-dega nakatatud rakkudes. Sinisega (Alexa 405) ndidatud
CD2AP lokalisatsioon, rohelisega (Alexa 488) nsP1 (B) ja nsP2 (D) paiknemine rakus.

2.3.2 CD2AP seondub CHIKV nsP3 valgu C-terminuses asuvale jirjestusele, mis

sisaldab proliinirikast SH3 doméini seondavat motiivi

CD2AP seondumist nsP3 C-terminaalsele regioonile rakus on ndidanud varem Muriel
Aquiliemba ja Margus Varjaku poolt 14bi viidud eksperimendid. Samas kasutati nende katses
tervet C-terminaalse regiooni jarjestust, seega ei olnud teada, kuhu tépselt see valk seondub.
Kuna CD2AP ise omab SH3-domaééni, oli pdhjust arvata, et CD2AP seondub nsP3 valgu C-
terminuses asuvale proliinirikkale SH3 doméini seondavale jarjestusele. Proliinirikkas alas on
esindatud ka arginiini jadgid, mis on omased SH3 doméine seondavatele motiividele (Kaneko
et al., 2008). Kuna CD2AP sisaldab kolme jarjestikkust SH3 doméiéni, peeti iisnagi
toendoliseks, et seondumine toimub nende doméiidnide ja nsP3 C-terminuses asuva
proliinirikka jérjestuse kaudu. Jargnevate katsete eesmargiks oligi kindlaks teha, kas CD2AP

seondub nsP3 proliinirikkale jérjestusele.

CD2AP seondumiskoha tuvastamiseks loodi pEF5-HA-EGFP-CHIK-P3end pohjal kolm
konstrukti: pcDNA4/TO-HA-EGFP-CHIK-P3end-dell (dell), pcDNA4/TO-HA-EGFP-
CHIK-P3end-del2 (del2) ja pcDNA/TO-HA-EGFP-CHIK-P3end-del3 (del3) (Joonis 10.).
Dell sisaldab ala proliinirikka jérjestuse algusest kuni nsP3-e 16puni, del2 ala proliinirikka
jérjestuse 10pust nsP3-e 10puni ning del3 sisaldab ala nsp3 hiipervarieeruva regiooni algusest
kuni proliinirikka jérjestuse alguseni. Seega sisaldab dell SH3 doméini seondavat jarjestust,

del2 sellele jargnevat ning del3 sellele eelnevat ala.

Jargnevalt poreeriti U20S rakkudesse 5 eri konstrukti:
1) pcDNA4/TO-HA-EGFP-CHIK- P3end

2) EGFP

3) dell

4) del2

5) del3
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Antud konstruktidega elektroporeeritud U20S rakud liilisiti ning ning teostati western blot

analliiis kasutades nsP3 ja EGFP vastaseid antikehi. See analiiiis niitas, et CHIKV nsP3
valku ekspresseeritakse nii pcDNA4/TO-HA-EGFP-CHIK-P3end konstrukti kui ka kolme
deletsiooniga konstrukti korral (Joonis 13.)

Joonis 13. EGFP-nsP3 C-terminaalne domeen, liitvalkude ekspressioon U20S rakkudes.
U20S rakke elektorporeeriti erinevate plamiididega: p3end, dell, del2, del3 ja EGFP. 24 h
mooddudes rakud liiisiti ning saadud liisaati analiiiisiti western blot meetodil kasutades anti-
CHIKV nsP3 (A) ja anti-EGFP (B) antikehi. Uuritud valkudele vastavad kohad on téhistatud

punase ringiga.

Jargmise etapina elektroporeeriti samad konstruktid taas U20S rakkudesse. Edasi viidi 1dbi
immunosadestamine kasutades selleks GFP seondavaid magneetilisi kerakesi (GFP-trap-M
Gtm-20 magnetbeads). Sadestatud materjali western blot analiiiis niitas, et nii dell (sisaldab
proliinirikast jarjestust) kui pcDNA4/TO-HA-EGFP-CHIK-P3end seondavad CD2AP-d
(Joonis 14.A), samas dell ja del3 seda ei tee. Vottes arvesse, et immunosadestamine toimus
koikide konstruktide puhul edukalt (Joonis 14.B), siis saab nende esialgsete andmete pohjal
viita, et CD2AP seondub suure tdendosusega CHIKV nsP3 C-terminuses asuvale
proliinirikkale SH3 domééni seondavale jarjestusele. Samas oli see regioon oluliselt pikem
kui tiitipiline lineaarne interaktsioonimotiiv. Seega on edaspidi vajalik ldbi viia detailsem
analtiis kasutades tdiendavat deletsioonanaliiiisi. Peale seda on voOimalik, Iluues
punktmutatsioonidega konstrukte, teha kindlaks CD2AP seondamise eest vastutavad

aminohappejaégid.
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Joonis 14. CD2AP interageerub CHIKV nsP3 SH3 doméini sisaldava jirjestusega.
Rakkudesse elektroporeeriti plasmiidid pcDNA4/TO-HA-EGFP (joonisel P3end) dell, del2,
del3 ja pcDNA4/TO-HA-EGFP (EGFP). Ekspresseeritud kimddrne valk immunosadestati
EGFP kaudu, CD2AP seondumine/mitte seondumine tuvastati western blot abil kasutades
CD2AP vastaseid antikehi (A) ja EGFP vastatseid antikehi (B). Paneelil A on CD2AP-le
vastav signaal tdhistatud punase ringiga, paneelil B tdhistab punane ring EGFP signaali

asukohta.

2.3.3 CD2AP seondub ka SFV nsP3 valgu C-terminaalsele regioonile

Kuna CD2AP seondub suure tdendosusega CHIKV nsP3 C-terminuses asuvale proliinirikkale
jérjestusele, siis on ka voimalik, et SFV nsP3 C-terminaalne kolmandik seondab CD2AP-d,
sest see omab sarnast proliinirikast motiivi (Joonis 9). Sellele kiisimusele vastuse saamiseks
transfekteeriti plasmiid pEF5-HA-EGFP-SFV-P3end koos pCAGGS-flpE (ekspresseerib
vajalikku rekombinaasi) lipofektsiooni meetodiga Flp-In™ T-REx™ 293 rakkudesse.
Eesmargiks oli saada rakuliin, mis ekspresseeriks stabiilselt EGFP kiilge fuseeritud SFV nsP3
valgu C-terminaalset regioon. Flp-In™ T-REx™ 293 rakkudes toimub flpE rekombinaasi
juuresolekul huvipakkuva konstrukti integreerumine raku genoomi kohtspetsiifiliselt.
Rakuliini tegemiseks lisati so6tmesse hiigromiitsiini ning mdne aja méddudes eraldati algsest
rakuklutuurist (pool) koloonia, mida kasvatati sarnastes tingimustes pool-ist sdltumatult.
Lisaks SFV nsP3 C-terminust sisaldavale rakukultuurile kaasati katsesse ka CHIKV (pEGFP-
CHIKV-nsP3Cterm, valmistatud Valeria Lulla poolt) ja VEEV (pEGFP-VEE-nsP3Cterm,
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valmistatud Muriel Aquiliemba poolt) nsP3 C-terminust ning ainult EGFP-d (valmistatud
Margus Varjaku poolt) sisaldavad T-REx rakuliinid. Samuti vdeti katsetesse ilma inserdita
algne T-REx rakukultuur (edaspidi tdhistatud Flipln). NsP3 ekspressiooni rekuliinides uuriti
western blot analiiiisil kasutades SFV nsP3 ja EGFP vastaseid antikehi. Saadud

pildilt on néha, et nii EF5-HA-EGFP-SFV-P3end-i sisaldav pool kui ka eraldatud koloonia
ekspresseerivad EGFP kiilge fuseeritud SFV nsP3 C-terminaalset domaéni (Joonis 15.).

A B
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Joonis 15. EGFP-nsP3 ekspressioon rakuliinides. Uuritud rakuliinid ekspresseerivad EGFP
kiilge fuseeritud VEEV, CHIKV vdi SFV nsP3 C-terminaalseid domééne, joonisel téhistatult
vastavalt VEE, CHIK, SFV. Kontrollina on kasutatud algset Flp-In™ T-REx™ (joonisel
FIpIn) rakuliini ning ainult EGFP-d ekspresseeriv T-Rex ™-EGFP (joonisel EGFP) rakuliini.
Rakkude liisaate analiiiisiti kasutades SFV nsP3 vastast (A) ja EGFP vastast antikeha (B).

Oige suurusega kimiisetele valkudele vastavad kohad on tihistatud punase ringiga.

Jargnevalt on vaja kindlaks teha, kas SFV nsP3 C-terminaalne regioon seondab sarnaselt
CHIKV-le CD2AP-d, kasutades selleks loodud rakuliini. Sarnaselt CHIKV CD2AP valku
siduva piirkonna médramisele teostati immunosadestamine kasutades samuti GFP-trap-M
Gtm-20 magnetbeads-e, kuid seekord teostati immunosadestamine olemasolevatele
rakuliinidele.

Saadud tulemustest oli ndha, et lisaks juba teadaolevale VEEV ja CHIKV nsP3 valgu C-
terminuse voimele secondada CD2AP-d, seondub CD2AP ka SFV nsP3 valgu C-terminaalsele
kolmandikule (Joonis 16A). Samast ldhtearvust rakkudest onnestus alla sadestada sarnane
hulk CHIKV nsP3 C-terminust ja SFV nsP3 C-terminust kandvat EGFP-d (Joonise 16B).

44



Seeparast voib saadud andmetest oletada, et vorreldes CHIKV nsP3 C-terminuse doméini
sidumisega oli CD2AP seondumine SFV nsP3 valgu C-terminaalse doméédniga mérgatavalt

ndrgem (Joonis 16.).
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Joonis 16. nsP3 C-terminaalset domééini kandva EGFP immunosadestamine
piisiliinidest. EGFP kiilge fuseeritud VEEV, CHIKV v&i SFV nsP3 valgu C-terminaalset
domaééni ekspresseerivad rakud liiiisiti, rekombinatsed valgud sadestati EGFP-spetsiifiliste
kerakeste ja analiitisiti CD2AP (A) ja EGFP (B) vastaste antikehadega. Negatiivse kontrollina
on kasutatud originaalset rakuliini (tdhistatud FlpIn) ja EGFP-d ekspresseerivat rakuliin
(tdhistatud EGFP).

Kuna ilmnes, et ka SFV nsP3 voib potentsiaalselt siduda CD2AP-d, on vdimalik, et ka SFV
puhul on mittestruktuursete valkude ja CD2AP kolokalisatsioon rakus samasugune Kui
CHIKYV puhul. Kuna SFV ei ole inimesele patogeene, oli voimalik seda interaktsiooni uurida
ka viirusega nakatatud rakkudes. Selle jaoks nakatati U20S rakke SFV4 viiruspartiklitega
MOI 10 juures, rakud fikseeriti 8 h peale nakatamist ning teostati immunoflueresentsanaliiiis
kasutades kiitiliku nsP1-spetsiifilist ja merisea nsP3-spetsiifilist antikeha ning soltuvalt
katsest, kas hiire CD2AP-spetsiifilist vai hiire dSRNA vastast antikeha. Sel moel oli véimalik
vaadelda kolme wvalgu lokalisatsiooni rakus. Saadud pildid tdestavad, et CD2AP
kolokaliseerub SFV-ga nakatatud rakkudes nii nsP1 kui ka nsP3-ga (Joonis 17.). Seal, kus
nsP1 ja nsP3 valk omavahel kolokaliseeruvad, esineb ka kaheaheline RNA, seega on ainuiiksi
nsP1 ja nsP3 omavaheline kolokalisatsioon heaks indikaatoriks replikatsioonikomplekside
olemasolu kohta. Selle ja eclnevate katsete pohjal voib jareldada, et CD2AP seondub nsP3

valgu C-terminusele ning neid molemaid valke voib leida replikatsioonikompleksidest.
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Joonis 17. CD2AP, nsP1 ja nsP3 ning dsRNA, nsP1 ja nsP3 kolokalisatsioon SFVga
nakatatud U20S rakkudes. Rakud fikseeriti 8 tundi peale nakatamist ning teostati

immunofluoresentsanaliiiis kasutades CD2AP-, nsP3- ja nsP1-spetsiifilisi voi dSRNA-, nsP3-
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ja nsP1-spetsiifilisis antikehi Rakud olid kas mock-nakatatud (A, C) voi nakatatud SFV4-ga
(B, D).
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2.4 Arutelu

Alfaviiruste mittestruktuursetest valkudest on koige vdhem informatsiooni nsP3-e
funktsioonide kohta. Eriti vdhe on informatsiooni nsP3 C-terminaalse osa, mida nimetatakse
hiipervariceruvaks domainiks, kohta. Samas v0ib see regioon olla oluliseks viiruse
bioloogiliste omaduste méadrajaks, kuna see pole alfaviiruste seas konserveerunud. Ka puudub
sellel jarjestusel konkreetne sekundaarstruktuur ja see on kiillalt pikk (sSltuvalt viirusest 150-
250 aa jadki) voimaldamaks seondumist arvukate peremeesraku valkudega (Neuvonen et al.,
2011). Karboksiiterminaalse 0sa algus on seriini ja treoniini jadke pidi tugevalt
fosforiileeritud. Kui SFV nsP3 C-terminaalsest osast deleteeriti fosforiileeritud regioon, suutis
viirus kiill paljuneda rakukultuuris, kuid oli hiirtes apatogeenne (Vihinen et al., 2000). Ka
muud suuremad voi vdiksemad deletsioonid selles regioonis mdjutavad viiruse fenotiilipi in
vitro (Panas et al., 2012; Varjak et al., 2010) ja in vivo (Neuvonen et al., 2011). Need andmed
rddgivad sellest, et see ruumilise struktuurita ja mittekonseerveerunud jarjestus on viirusele
oluline. Tdsi, see ei ole absoluutne, sest isegi kogu selle ala eemaldamine ei too kaasa viiruse
infektsioonilisuse kadumist (Foy et al., 2013). See annab taas tunnistust, et see regioon ei
osale mitte otseselt RNA replikatsioonis (sellisel juhul oleks selle eemaldamine viirusele
letaalne), vaid vahendab muid, viirusele olulisi, kuid mitte absoluutselt vajalikke,

interaktsioone.

Praeguseks on leitud mitmeid nsP3 C-terminaalse osaga seonduvaid rakulisi valke, kuid
lahemalt uuritud on neist vaid monda, nt G3BP valke. Enamikel juhtudel pole teada, mis
voiks olla tuvastatud interaktsioonide tdhtsus, méddramata on ka raku valkude tidpsed
seondumissaidid. On kindlaks tehtud, et amfifiisiin-1 ja -2 seonduvad nsP3 C-terminuses
asuvale proliinirikkale SH3 doméini seondavale jérjestusele ja et mutatsioonid selles motiivis
vihendasid viraalse RNA siinteesi efektiivsust 40% vorra (Neuvonen et al., 2011).
Vorrelduna paljude muude mutatsioonidega nii nsP3 C-terminaalses alas ja eriti sellest
véljaspool, on see viike efekt, kuid siiski avaldab see moju viiruse replikatsioonile ning
patogeensusele. Kuna raku valke, mida viirus kasutab, on kahtlemata palju rohkem kui viiruse
enda kodeeritud valke, voib rakuliste valkude ja viiruse valkude (sh. nsP3) interaktsioonide
uurimine anda tlimalt olulist informatsiooni, mida saaks rakendada alfaviiruste vastase ravi

viljatootamisel.
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Varem meie laboris ldbiviidud katsetes, milles kombineeriti immunosadestamist ja mass-
spektromeetriat, identifitseeriti umbes 20 inimese valku, mis seonduvad CHIKV nsP3 C-
terminaalse regiooniga. Koige efektiivsem (kdige suurema rikastusastmega) nendest oli
CD2AP, mille kohta oli juba teada, et see valk seondub ka SFV nsP3 karboksiiterminaalse
osaga. Siiski ei olnud seda interaktsiooni ldihemalt uuritud ei nakatatud rakkudes ega ka
detailset analiilisi (seondumiskoha méddramine) kasutades. Siin t60s toodud andmed
kinnitasid, et CD2AP ja SFV kui ka CHIKV nsP3 valgud seonduvad; nakatatud rakkudes on
niha CD2AP seondumist viiruse replikatsioonikompleksi. Lébi viidud deletsioonanaliilis
nditas, et nsP3 seondumisaidiks voib sobida nsP3 C-terminaalne proliinirikas SH3 domééni
seondav jarjestus. Kuna deleteeritud ala oli ulatuslik, siis edasiseks analiilisiks tuleks
deleteerida viiksemaid 10ike nsP3 wvalgust, samuti luua punkt-mutatsioone kandvaid
versioone. On voOimalik, et erinevalt amfifiisiinidest ei seondu CD2AP mitte PVAPPR

motiivile, vaid mingile muule selle elemendi 1aheduses asuvale jarjestusele.

Kahtlemata on koige huvitavam — ja veel vastuseta — kiisimus: mis on CD2AP ja nsP3
vahelise interaktsiooni mote? Kas viirus kaasab oma replikatsioonikompleksi talle vajalikku
faktori voi kasutab ta CD2AP abi replikatsioonikomplekside timberpaigutamiseks rakkudes.
Voimalik on ka see, et scondades CD2AP-d seisab viirus vastu mingitele raku viirus-
vastastele mehhanismidele, milles CD2AP osaleb. Mis iganes see pohjus (vOi pdhjused) ei
ole, on selge, et CD2AP, mis nakatamata rakkudes paikneb difuusselt iile kogu raku,
moodustab nakatunud rakkudes komplekseid strutuure, milles paiknevad nii nsP3, nsP2 ja
nsP1 valgud; kuna need struktuurid sisaldavad ka dsRNAd, peavad need olema viiruse
replikatsioonikomplekse sisaldavad vesiikulid. CD2AP on seotud aktiini remodelleerimise ja
membraantranspordiga, mis leiavad aset endotsiistoosis ja tsiitokineesis (Lehtonen et al.,
2002) ja mis molemad on olulised alfaviiruse replikatsioonikomplekside moodustamisel ja
rakusisesel litkumisel (Salonen et al, 2003, Varjak et al 2010, Spuul et al., 2011). On aga ka
voimalik, et CD2AP liikumine replikatsioonikompleksidesse takistab retseptor-vahendatud
endotsiitoosi toimimist ja viiruse nsP3 neutraliseerib seda toimet. Ka on vdimalik, et olukord
on oluliselt keerulisem — nsP3 seondab kahtlemata kas jérjestikku voi samaaegselt mitmeid
erinevaid raku valke ja nendest mitmekesistest interaktsioonidest tulenevad efektid voivad

erineda individuaalsete valkude seondamisest tulenevatest efektidest.

Otsustades immunosadestamise efektiivsuse jargi seondub CD2AP SFV nsP3 C-terminaalsele

osale vahem efektiivselt kui CHIKV nsP3 valgu analoogsele regioonile. See voib tuleneda
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erinevustest CD2AP  seondumissaitides, kuid selle oletuse kinnitamiseks  vdi
umberliikkkamiseks on vaja tdpne seondumiskoht kdigepealt kindlaks maérata. Seda, kas
seondumissaidiks on sama proliinirikas jarjestus kui CHIKV puhul, sellest t66s ei testitud,
kuid on vdgagi tdendoline, et ka SFV puhul on seondumiskohaks SH3 doméiéni seondav
regioon. Kuna ka VEEV nsP3 C-terminaalne regioon seondab CD2AP-d, siis voiks arvata, et
selline interaktsioon leiab aset ka teistel alfaviirustel; taas on selle viljaselgitamiseks
vajalikud tdiendavad katsed. Uurimuses jai veel késitemata ka mitu muud véga olulist
kiisimust. Kindlasti oleks vaja uurida, kuidas mojutab CD2AP seondamine/mitte seondamine
viiruse patogeensust ja RNA siinteesi, voi kuidas muutub viiruse infektsioon, kui CD2AP
ekspressioon rakus vaigistada. Oluline oleks ka 1édbi viia katsed CD2AP knock-out hiirtes, mis
niitaks CD2AP tegelikku moju viiruse patogeensusele. Saadud informatsioon voib olla abiks

CHIKYV vastase ravimimisstrateegia véljatootamisel.
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Kokkuvote

Chikungunya viirus (CHIKV) on posiitiivse polaarsusega RNA genoomne viirus, mis kuulub
perekonda Alphavirus (sugukond Togaviridae). CHIKV pdohjustab pikalt kulgevat ja valulikku
artriiti ning infektsioon voib mdningatel juhtudel 10ppeda isegi surmaga. Praegusel hetkel
puudub selle vastane spetsiifiline ravim voi vaktsiin. Kuna CHIKV levikuala on aina

suurenenud, kasvab koos sellega ka vajadus ravi jérele.

Alfaviiruste genoom kodeerib nelja mittestruktuurset ja viite struktuurset valku. Struktuursete
valkude funktsioonid on isnagi hésti teada. Samuti leidub kirjanduses hulgaliselt
informatsiooni mittestruktuursete valkude nsP2, nsP2 ja nsP4 kohta. Koige vihem on aga
mdistetud aga nsP3 valgu funktsioone. Uheks teadaolevaks nsP3 rolliks on seondada mitmeid
rakulisi valke. Praeguseks on mitmed neist valkudest identifitseeritud, kuid interaktsioonide
olulisus ja spetsiifilised seondumissaidid, millega need valgud interageeruvad, on reeglina
teadmata. Varasemad meie laboris 1adbi viidud katsed on oluliselt pikendanud nsP3-ga
interakteeruvate valkude ninekirja, lisades sinna ka CD2AP, mille seondumine toimub eriti

efektiivselt.

Kéesoleva t66 esmaseks eesmirgiks oli kontrollida neid tulemusi erinevaid meetode
kasutades, samuti tuvastada CD2AP seondumiskoht CHIKV nsP3 C-terminaalses alas.
Saadud tulemused néitavad, et CHIKV nsP3 vdib seondada CD2AP-d oma proliinirikka SH3
domiini siduva regiooni abil. Lisaks leiti, et CHIKV nsP3 ja CD2AP kolokaliseeruvad
nakatunud rakkudes, interaktsioon leiab aset ka replikatsioonikompleksidel. Kuna nimetatud
proliinirikas motiiv on alfaviiruste seas tugevasti konserveerunud, siis ilmnes edasise
uurimustoo kaigus, et ka SFV nsP3 valgu C-terminaalne doméan seondab CD2AP-d, kuigi
SFV seondab CD2AP valku vorreldes CHIKV-ga norgemini. Need tulemused on samm edasi

mdistamaks alfaviiruse nsP3 valgu rolli infekstiooniprotsessis.
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The interactions between Chikungunya virus non-structural protein nsP3 and cellular
protein CD2AP

Liisi Tarve

Summary

Chikungunya virus (CHIKV) belongs to genus Alphavirus family Togaviridae and has a
positive RNA genome. CHIKYV is a human pathogen, that causes incapacitating arthralgia and
in some cases, the infection may even result in death. So far there is no effective treatment or

licensed vaccine available.

Alphaviruses genome codes four non-structural and five structural proteins. The functions of
structural proteins are quite well understood, there is also a lot of information about non-
structural proteins nsP1, nsP2 and nsP4. In contrast, little is known about the functions of
nsP3. However, earlier experiments in different laboratories (inglucing ours) have shown that
nsP3 interacts with many cellular proteins. The proteins are numerous (nearly 20 of them have
been idenified in our research group) but in general the importance of these interactions and
specific binding sites are not yet recognized. One of most interesting among of these proteins

is CD2AP which was a top hit in our proteomic screening experiments.

The aim of the present study was to confirm the results of a formerly performed mass
spectrometry analysis The second objective was to identify CD2AP binding site in CHIKV
nsP3 C-terminal domain of nsP3. The obtained results showed that CD2AP binds to CHIKV
nsP3 via C-terminal proline-rich SH3 binding region. It was also confirmed, that CHIKV
nsP3 and CD2AP co-localize in infected cells and this interaction can be seen in vicinity of
replication complexes. The proline-rich motif is conserved among alphaviruses and indeed it
was demonstrated that C-terminal region of nsP3 of Semliki Forest virus also binds to
CD2AP, though compared to CHIKV the binding was significantly weaker. These results

represent a step forward in understanding the role of nsP3 in the infection process.
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