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Zika viiruse replikonide pakkimine viirus-replikon partiklitesse

Zika viiruse (ZIKV) replikoni pakkimiseks katsetati kolme erinevat pakkimisststeemi. Nendeks
olid SFV replikonidel, pakkimisrakuliinil ja viirus-replikon partiklitesse (VRP) pakitud SFV
replikonil pdhinev ststeem. Kdik kolm slsteemi pohinevad pakkimiseks vajalike ZIKV
struktuursete valkude ekspressioonil in trans pakitava ZIKV replikoni suhtes. SFV replikonidel
pdhineva sisteemi puhul ekspresseeritakse ZIKV struktuursed valgud rekombinantselt SFV
replikonilt ning pakkimisrakuliinil pdhineva slisteemi korral stabiilselt rakuliini viidud vektorilt.
SFV VRP-del pohinev susteemi puhul saavutatakse ZIKV struktuursete valkude ekspressioon
eelnevalt VRP-desse pakitud rekombinantselt SFV replikonilt. Kdigi kolme slisteemi ZIKV
replikoni pakkimise efektiivsust hinnati ZIKV replikon-RNA-I kodeeritud markevalkude
detekteerimisega. Kaesoleva t66 tulemustest selgus, et ainult VRP-desse pakitud SFV replikonil

pdhinev stisteem vOimaldas efektiivselt pakkida ZIKV replikoni.

Marksonad: Zika viirus, replikon, pakkimine
CERCS kood: B230 Biomeditsiin/Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia
Packaging of Zika Virus Replicons into the Virus-replicon Particles

Three different packaging systems were tested to pack Zika virus (ZIKV) replicon. They included
a system based on SFV replicons, a packaging cell line, and the SFV replicon packed into virus-
replicon particles (VRP). All three systems are based on the expression of ZIKV structural
proteins necessary for the packaging of ZIKV replicon in trans. In a system based on SFV
replicon, ZIKV structural proteins are expressed from the recombinant SFV replicon and, in case
of the packaging cell line, ZIKV structural proteins are expressed in a stable cell line. In the SFV
VRP-based system, the expression of ZIKV-structural proteins is obtained from SFV replicon
pre-packaged in VRPs. The efficiency of the packaging of ZIKV replicon for all three systems
was evaluated by the detection of marker proteins encoded by ZIKV replicon. The results of this
work revealed that only the system based on SFV replicon packed into VRPs enabled effective

packaging of ZIKV replicon.
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KASUTATUD LUHENDID

BHK 21 — beebihamstri neeru rakuliin 21 (baby hamster kidney cells)
C — kapsiidivalk (capsid protein)

cDNA- komplementaarne DNA (complementary DNA)

CHIKYV - Chikungunya viirus

DENV — Dengue viirus

DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium

dsRF — kaheahelaline relikatiivne vorm (double-stranded replicative form)
E valk — umbrise valk (envelope protein)

ER — endolasmaatiline retiikulum (endoplasmatic reticulum)

FBS — veise loote seerum (fetal bovine serum)

FMDV - suu- ja s6rataudi viirus (foot-and-mouth disease virus)

GBS — Guillain-Barre siindroom

GMEM - Glasgow Modified Eagle’s Medium

IU — infektsiooniline Ghik (infectious unit)

JEV - Jaapani entsefaliidi viirus (Japanese encephalitis virus)

M valk — membraani valk (membrane protein)

MOI — infektsiooni kordus (multiplicity of infection)

NanoLuc — Nano lutsiferaas

NS — mittestruktuurne (non structural) (flaviviiruste puhul)

nsP — mittestruktuurne valk (nonstructural protein) (alfaviiruste puhul)
NTPaas — nukleosiidtrifosfataas (nucleoside-triphosphatase)

PBS — fosfaatpuhvriga soolalahus (phosphate buffered saline)

PFA — paraformaldehiiud (paraformaldehyde)

Poll(A) — polu-adenosiin (poly adenosine)

RC - replikatsioonikompleks (replication complex)

RLU — suhteline valgustihik (relative light unit)

SDS — naatriumdodetstitilsulfaat (sodium dodecyl sulfate)

sfRNA — subgenoomne flaviviiruse RNA (subgenomic flavivirus RNA)
SFV — Semliki Forest viirus (Semliki Forest virus)

SVP — subviraalsed partiklid (subviral particles)

ZIKV — Zika viirus (Zika virus)



TBEYV - piikentsefaliidi viirus (tick born encephalitis virus)

TPB - triiptoos-fosfaat puljong (tryptose phosphate broth)

UTR — mittetransleeritav region (untranslated region)

VRP — viirus replikon partiklid (virus replicon particles)

WHO — Maailma Terviseorganisatsioon (World Health Organization)
WNV — West Nile viirus (West Nile virus)

wt — metsiktidp (wild type)

YFV — kollapalaviku viirus (Yellow fever virus)



SISSEJUHATUS

Viirused on bioloogilised objektid, millel puudub rakuline ehitus ja iseseisev paljunemisvdime.
Sellest hoolimata viirused sisaldavad geneetilist materjali DNA v6i RNA kujul ning paljunevad
elusorganismides replitseerumise kaudu. Viirused kasutavad paljunemiseks ja enda eluks vajalike
protsesside labiviimiseks rakulist masinavarki. SeetOttu peetakse neid elusorganismide
parasiitideks. Viirused nakatavad kdiki organisme ning pdhjustavad mitmesuguseid haigusnahte

ning halvimal juhul ka peremeesorganismi surma.

Usna suureks ohuks on kujunenud tdsiseid haiguslikke seisundeid tekitavad flaviviirused, millest
viimasel ajal ks aktuaalsemaid on Zika viirus (ZIKV). ZIKV on kaua eksisteerinud Aafrikas,
kuid viimastel aastatel on see levinud Vaikse Ookeani piirkondadesse, Lduna-Ameerikasse ning
Kariibi mere saartele. ZIKV nakkus kulgeb enamasti asumptomaatiliselt, kuid simptomaatilise
infektsiooni korral esinevad teiste flaviviirustega sarnased ilmingud nagu pea-, liiges- ja lihasvalu
ning l66ve. Viimasel ajal on ZIKV kujunenud suureks globaalseks ohuks, kuna vdib pdhjustada
stinnidefekte ning neuroloogilisi héireid. Kattesaadav ravi ja vaktsiin ZIKV vastu puuduvad.
Seega on praegusel hetkel tungiv vajadus valja to6tada uusi stisteeme, millega saaks uurida ZIKV
elutsukli erinevaid etappe ning liikuda lahemale vaktsiini valjaarendamisel.

Teiste flaviviiruste uurimisel on kasutust leidnud viirus-replikon partiklitesse (VRP) pakitud
replikonid. Replikonide puhul on tegemist isereplitseeruvate RNA molekulidega, mis pole
vOimelised iseseisvalt moodustama infektsioonilisi viiruspartikleid. Flaviviiruste replikonide
suureks eeliseks on nende mittetstitopaatilisus, mistdttu nad voimaldavad pikaajalist voorgeenide
ekspressiooni. Replikonide pakkimine VRP-desse vdimaldab replikone efektiivselt viia
nakatamisega erinevatesse rakutlilipidesse ning uurida flaviviiruste pakkimisega seotud
mehhanisme. Flaviviiruste replikonide pakkimiseks on kasutatud erinevaid pakkimissusteeme,
mille eesmérk on toota replikonide pakkimiseks vajalikke flaviviiruste struktuurseid valke in
trans ehk replikonist eraldiseisvalt konstruktilt. ZIKV replikoni pakkimist on senini kirjeldatud
ainult meie labori poolt ning see vajaks pdhjalikumat uurimist. Kéesoleva magistritoé eesmark oli

uurida erinevaid vBimalusi ZIKV replikoni pakkimiseks.

Magistritd6 kirjanduse tlevaade kirjeldab flaviviiruseid, nende genoomi, virioni ehitust ning
infektsioonitstklit, keskendudes eelkbige ZIKV-le. Lisaks antakse (levaade replikonidest ja
nende rakendustest ning erinevate pakkimissusteemide Ulesehitusest ja nende kasutusaladest.

Eksperimentaalne osa kirjeldab ZIKV replikoni pakkimist erinevate pakkimissusteemidega.



To0 teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis RNA-viiruste uurimisgrupis. Tanan professor
Andres Meritsat, Eva Zusinaitet juhendamise eest. Samuti soovin tinada Age Utti, Mona

Tepporit ja Kai Rausalut abi ja kasulike nbuannete eest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Flaviviirused

Flaviviiruste perekond kuulub Flaviviridae sugukonda ja koosneb 53 erinevast viirusest
(International Committee on Taxonomy of Viruses, 2017). Flaviviirustel on (heahelaline
positiivse polaarsusega, ligikaudu 11 000 nukleotiidijadgi pikkune RNA genoom. Genoom
sisaldab uhte avatud lugemisraami, millelt transleeritakse pollproteiin, mis ldigatakse
struktuurseteks ja mittestruktuurseteks (NS, nonstructural) valkudeks. (Lindenbach jt., 2007)
Flaviviirused nagu Jaapani entsefaliidi (JEV), Dengue (DENV), West Nile (WNV), kollapalaviku
(YFV, Yellow fever virus), puukentsefaliidi viirus (TBEV, tick born encephalitis virus) ja ZIKV
on tdsised inimese patogeenid, mis pohjustavad markimisvaarseid haiguslikke seisundeid ja

globaalset suremust igal aastal (Brand jt., 2017).

Enamik flaviviiruseid on arboviirused ehk lilijalgsetega Ulekanduvad. Need jagatakse kolme
gruppi vastavalt nende Ulekande viisile: 1) sdaskedega lekanduvad, 2) puukidega tlekanduvad,
3) viirused, mis ei kasuta lllijalgset vektorit. (Strauss ja Strauss, 2008) DENV, YFV ja ZIKV on
séaskedega Ulekanduvad viirused, millel eristatakse kahte evolutsiooniliselt ja 6koloogiliset
erinevat Ulekande tsuklit: sulvaatiline (metsloomade) ja linna llekande tsiikkel. Silvaatilises
tsuklis viirus tsirkuleerib Aedes spp puusédédskede ja mitteinimestest primaatide vahel ning linna
ulekande tstklis viirus tsirkuleerib inimeste ja nende ldhedal elavate Aedes spp sddskede vahel.
(Vasilakis ja Weaver, 2017)

Tanapéeval rohkem kui pool maailma populatsioonist on kokku puutunud véhemalt Ghe
flaviviirusega (Brand jt., 2017). Enamikel juhtudel pd&hjustavad flaviviirused gripilaadseid
simptomeid nagu palavik, iiveldus, oksendamine, pea-, lihas- ja liigesvalu ning lo6ve. Vaike
hulk viirusinfektsioone pdhjustavad tdsisemaid haigusndhte nagu kdrge palavik, entsefaliit,
kollatbbi, kooma ja surm. (World Healt Organization, WHO, West Nile virus, 2011; Japanese
encephalitis, 2015; Dengue virus, 2017; Yellow fever virus, 2016; Zika virus, 2016) Séaskedega
levivate flaviviiruste (DENV, WNV, YFV ja JEV) haigusjuhtumite arv on dramaatiliselt
suurenenud viimaste aastakiimnete jooksul. See kinnitab efektiivsete antiviraalsete ravimite ning
vaktsiinide vajadust. (Brand jt., 2017) Vaatamata markimisvadrsele mojule tervisele ja
majandusele, puuduvad enamike flaviviiruste vastu efektiivsed vaktsiinid ning terapeutilised

toimeained. Erandiks on siin YFV, JEV ja TBEV, mille vastu on kasutusel efektiivsed vakstiinid.



(Goo jt., 2017) Selleks, et arendada uusi ravi- ja ennetamismeetodeid, tuleb mdista flaviviiruste

elutstikli erinevaid aspekte.

1.2 ZIKV

ZIKV kuulub flaviviiruste perekonda, olles lahedases suguluses WNV, DENV ja YFV-ga (Duffy
jt., 2009). ZIKV isoleeriti esmakordselt 1947. aastal Zika metsast (asub Ugandas) parit
reesusahvi verest (Dick jt., 1952). Esimesed inimeste nakatumise juhtumid tuvastati Ugandas ja
Tanzaania Uhendatud Vabariigis 1952. aastal (Galan-Huerta jt., 2016). 2007. aastal toimus ZIKV
puhang Yapi saarel, Mikroneesias. See oli esimene ZIKV levik Aafrikast ja Aasiast véljapoole.
Hinnanguliselt 73% Yapi elanikest olid ZIKV-ga nakatunud. Selle ajani polnud tuvastatud ZIKV
puhanguid ning vaid 14 ZIKV juhtumit oli tldse dokumenteeritud. (Duffy jt., 2009) See puhang
naitas, et ZIKV nakkus on potentsiaalne esilekerkiv haigus, mida voidakse diagnoosimisel
segamini ajada Dengue palavikuga (Faye jt., 2014). Aastatel 2013-2014 toimus ZIKV nakkuse
puhang Vaikse ookeani saartel: Prantsuse Poliineesias, Cook’i saartel, Lihavottesaartel ja Uus-
Kaledoonias. Alates 2015. aastast leidis aset dramaatiline ZIKV levik, mis algas Brasiiliast ja
levis Lduna-Ameerikasse ja Kariibi mere saartele. Aastaks 2016 oli inimeste ZIKV infektsiooni
juhtumeid tuvastatud 74 riigi territooriumil. (Kindhauser jt., 2016; Boigard jt., 2017) ZIKV

ajaline ja geograafiline levik on esitatud Joonisel 1.
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Joonis 1. ZIKV globaalne levik. ZIKV nakkuse juhtumite geograafilised tsoonid. Kindlatel ajavahemikel aset

leidnud juhtumid on esitatud erinevate varvidega (Sikka jt., 2016, muudetud).
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ZIKV kantakse inimestele Ule viirusega nakatunud Aedes perekonna sédskede, peamiselt Aedes
aegypti ja Aedes albopictus hammustuste kaudu. Need s&é&sed kannavad edasi ka DENV, YFV ja
Chikungunya viirust (CHIKV). Lisaks peamisele ZIKV llekandele saaskede vahendusel, on
tuvastatud ka mitte-vektor Ulekande juhtumeid. (Galan-Huerta jt., 2016) Prantsuse Pollineesia
puhangu ajal demonstreeriti potentsiaalset ZIKV levikut vereulekande vahendusel (Musso jt.,
2014). Lisaks saab ZIKV ile kanduda ka seksuaalselt. Ulekanne on tuvastatud vaid nakatunud
meestelt nende seksuaalpartneritele, seevastu Ulekannet nakatunud naistelt seksuaalpartneritele
pole tuvastatud. (Hilss jt., 2016) Leidub tGendeid ka platsentakaudse ja perinataalse Ulekande
kohta, kus on leitud ZIKV RNA-d lootevedelikust ning vastsundinu ja ema vereproovist (Calvet
jt., 2016; Besnard jt., 2014). Rinnapiima, sulje, uriini ja hingamisteede piiskadega ZIKV
ulekande kohta téendid puuduvad (Galan-Huerta jt., 2016).

ZIKV nakkuse sumptomid sarnanevad teiste flaviviiruste (DENV, WNV, JEV ja YFV)
infektsioonidega (Xie jt., 2016). Enamasti kulgeb ZIKV nakkus aslimptomaatiliselt, kuid
simptomaatiline infektsioon sarnaneb Dengue palaviku ilmingutega nagu palavik, pea-, liiges- ja
lihasvalu, 166ve ning konjunktiviit (Boigard jt., 2017; Xie jt., 2016). Suurima ZIKV puhangu ajal
Prantsuse Polineesias suurenesid ka Guillain-Barre sindroomi (GBS) juhtumid, viidates viiruse
vBimalikule seosele GBS-ga (Cao-Lormeau jt., 2016). Tegemist on autoimmuunse hairega, mille
korral immuunsusststeem riindab perifeerset narviststeemi. Selle tulemusel tekib lihaste ndrkus,
tundlikkuse kadu jalgades ja kéates ning paraltiis (World, Health Organization, WHO, Guillan-
Barre syndrome, 2016). Samuti on viimaste aastate jooksul toimunud puhangud ndidanud
raseduseaegse ZIKV infektsiooni seost vastsundinute mikrotsefaaliaga ja teiste neuroloogiliste
hairetega (Schuler-Faccini jt., 2016). Sellest tulenevalt on ZIKV esile téusnud globlaase
probleemina (Boigard jt., 2017) ning 2016. aastal kuulutaski Maailma Terviseorganisatsioon
(World Health Organization, WHOQO) valja ulemaailmse uhiskonna tervisliku seisundi
hadaolukorra seoses ZIKV-ga (WHO, 2016). Samuti hetkel puudub kattesaadav vaktsiin voi
ravim ZIKV vastu (Boigard jt., 2017). Seega on efektiivse ja turvalise vaktsiini loomine ning
ZIKV uurimiseks vajalikke eksperimentaalsete slisteemide véljaarendamine praegusel hetkel
ulimalt oluline (Boigard jt., 2017; Xie jt., 2016).

1.3. ZIKV virion
Sarnaselt teiste flaviviirustega on ZIKV virion véike, umbes 50 nm diameetriga sfaérikujuline
partikkel, mis sisaldab ~30 nm nukleokapsiidi stidamikku (Lindenbach jt., 2007). ZIKV nagu ka
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kdigi teiste flaviviiruste virionil on lipiidne Umbris, mis pdrineb peremeesraku
endoplasmaatilisest retiikulumist (ER) (Lindenbach jt., 2007; Zhang jt., 2003). Nukleokapsiid
koosneb Uheahelalisest positiivse polaarsusega genoomsest RNA-st, mis on Umbritsetud
kapsiidivalgust (capsid protein, C) koosnevast kihist (Zhang jt., 2003). Nukleokapsiidist
valjaspool paikneb kiht, mis koosneb 180-st Umbrise (envelope, E) ja 180-st membraani
(membrane, M) valgu koopiast, mis on ankurdatud lipiidsesse membraani (Zhang jt., 2003;
Kostyuchenko jt., 2016). E ja M valgud asetsevad ikosaeedrilises simmeetrias virioni valispinnal.
Ikosaeedriline siimmeetria moodustuvad 60 korduvat asummeetrilist tksust, millest igaiks
koosneb kolmest E valgust. E valgud asetsevad dimeeridena, millest kolm (ksteisega paralleelselt
asetsevat dimeeri moodustavad ,,parve struktuuri viiruse pinnale. Neid on kokku 30 tukki,
mistottu virioni pind moodustub 90-st E valgu dimeerist. (Kostyuchenko jt., 2016) E valgu 180
monomeeri asetus ei jargi T=3 simmeetriat, nagu v3iks oodata. Selline asetus on tingitud E valgu
ebatavalisest summeetriast, mis teeb lipiidse kaksikkihi viiruse vélispinnalt suurel maaral
kattesaamatuks. (Sirohi ja Kuhn 2017; Mukhopadhyay jt., 2005) Flaviviiruste virioni ehitus on

kujutatud Joonisel 2.

Kruo-elektronmikroskoopia andmetel pohinevad rekonstruktsioonid naitavad, et ZIKV partiklite
ehitus sarnaneb Uldiselt teiste flaviviirustega. Samuti on ZIKV pinnavalkudel tihedamad
interaktsioonid, kui DENV pinnavalkudel, muutes ZIKV partiklid stabiilsemaks kui DENV
partiklid. Selline ZIKV virionide struktuurne stabiilsus vdib aidata viirusel ellu jadda karmides

tingimustes nagu seemnevedelikus, siljes ja uriinis. (Barreto-Vieira jt., 2017)

Flaviviiruste virionid eksisteerivad kolmes erinevas olekus: ebakipses, kipses ja fusogeenses
(Sirohi jt., 2016). Viiruslike glukoproteiinide korraldus ebakipsetes virionides on téiesti erinev
klpsete virionide omast (Lindenbach jt., 2007). EbakUpsete virionide pinnal paikneb 60 piiki, mis
koosnevad kolmest E ja prM valgu hetrerodimeerist (Zhang jt., 2003). Kipsetes virionides 90 E
valgu dimeeri ja M valgud asetsevad paralleelselt lipiidse kaksikkihiga ebatavalises siksak-
ornament mustris, moodustades ikosaeedrilise kesta viiruse vélispinnale (Lindenbach jt., 2007;
Prasad jt., 2017).

Lisaks kiipsetele ja ebakupsetele virionidele eksisteerib ka osaliselt kiipseid virione. Arvatakse, et
ZIKV-I on tendents osaliselt ebakipsete virionide suuremale osakaalule populatsioonis. Sellist
osalist virionide kipsemist on téheldatud koikide flaviviiruste puhul, kuid viiruspartiklite

heterogeensus varieerub flaviviiruste vahel. Struktuurselt heterogeenne viiruse populatsioon on
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eelis viiruslikule patogeenile, limiteerides neutraliseerivate epitoopite kattesaadavust virionil ja

seeldbi raskendades peremehe immuunsisteemil viiruse elimineerimist. (Prasad jt., 2017)

Mitmed flaviviiruste uuringud on néidanud, et lisaks infektsioonilistele virionidele, toodetakse ka
partikleid, millel puudub viiruslik RNA genoom. Neid nimetatakse véikesteks
mitteinfektsioonilisteks subviraalseteks partikliteks (SVP) vdi viirus-laadseteks partikliteks
(VLP). VLP-d on mitteinfektsioonilised ja sarnanevad fuusikalis-keemiliste omaduste poolest
metsiktlupi viirusega. Nende mitteinfektsiooniliste partiklite kokkupanekut rekombinantsete
meetodite abil on rakendatud valkude funktsiooni, morfogeneesi ja struktuuri uurimiseks ning
flaviviiruste vastaste vaktsiinide loomisel. Samuti on ZIKV mitteinfektsioonilised partiklid

leidnud kasutust vaktsiini valjatéotamisel. (Boigard jt., 2017)

Ebakiips Kiips

Lipiidne
membraan

Joonis 2. Flaviviiruste virion. A. Flaviviiruste ebaklps (vasakul) ja kips (paremal ) virion. Joonisel on esitatud
virion, mis koosneb nukleokapsiidist, seda imbitsevast lipiidsest membraanist ning sellest valjapoole jadvast E ja M
valkude Kihist, mis asetsevad ikosaeedrilise vore struktuuris virioni pinnal. Nukleokapsiid on moodustunud
genoomsest RNA-st ja seda Umbritsevast kapsiidist. Ebakipsetel virionidel paikneb 60 trimeerset piiki, mis
koosnevad kolmest E ja prM valgu hetrerodimeerist ning kiipsetel virionidel on 90 E valgu dimeeri, mis asetsevad
paralleelselt lipiidse kaksikkihiga. Kiipsetel virionidel esinevad ka lahustuvad E valgud (SE). B. E valgu dimeeride
siksak-ornament organiseeritus kiipse ZIKV virioni pinnal. 3 paralleelset E valgu dimeeri moodustavad iihe ,,parve*

kujulise moodustise siksak-ornament struktuuris. (Heinz ja Stiasny, 2017, muudetud)

1.4. ZIKV genoom
ZIKV genoom pikkusega ~10 800 nukleotiidijdéki (Kuno ja Chang, 2007) kodeerib Ghte avatud

lugemisraami, millelt transleeritakse poluproteiin. See ldigatakse ko- ja posttranslatsiooniliselt
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kolmeks struktuurseks valguks (C, prM ja E) ja seitsmeks NS valguks (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5) (Joonis 3) (Boigard jt., 2017).

ZIKV genoomi 5  otsas asub tllp | cap struktuur ning 3" otsas puudub polu(A)
(poltiadenileeritud) saba struktuur. Selle asemel 18peb genoomne RNA konserveerunud CU
dinukleotiidijadgiga. Sarnaselt teistele flaviviirustele asetseb ka ZIKV genoomi 3" ja 5°otsas
mittetransleeritavad alad (untranslated region, UTR) (Joonis 3). Flaviviiruste genoomi 5" ja 3
UTR-de jarjestused voltuvad konserveerunud RNA sekundaarstruktuurideks, mis on olulised
genoomi tsukleerumisel replikatsiooni algusfaasis (Zhu jt., 2016) ning translatsiooni
regulatsioonis (Holden ja Harris, 2004; Li ja Brinton, 2001; Wei jt., 2009). Flaviviiruste 3" UTR-I
on funktsionaalne roll genoomi tsiikleerumises, viiruse RNA replikatsioonis ja translatsioonis
(Kuno ja Chang, 2007). Samuti 3" UTR-i RNA sekundaarstruktuurid seovad peremeesraku valke
ning viirusliku replikatsioonikompleksi valke. 5° UTR sisaldab cap struktuuri  ning

konserveerunud stem loop regiooni (SLA), mis on promooteriks RNA stinteesil. (Zhu jt., 2016)

Lisaks genoomsele RNA-le toodetakse ZIKV infektsiooni puhul nakatunud rakkudes ka
mittekodeerivaid subgenoomseid flaviviiruslikke RNA-sid (sSfRNA) (Joonis 3). Subgenoomset
RNA-d kodeerib 3" UTR ja see moodustub mittetéieliku viirusliku RNA lagundamise teel, mida
viib labi peremeesraku 5°-3" eksoribonukleaas (Akiyama jt., 2016; Donald jt., 2016). Taielikku
degradatsiooni takistavad 3° UTR-s moodustuvad pseudosflmed, mis volditakse rakulise
eksoribonukleaasi suhtes resistentseteks RNA sruktuurideks (Akiyama jt., 2016; Chapman jt.,
2014; Pijlman jt., 2008). SFRNA-d méngivad rolli kaasasiindinud immuunsuse valtimisel ja
viiruslikus patogeneesis (Akiyama jt., 2016; Donald jt., 2016).
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Subgenoomne flaviviiruse RNA

P €9 3.0H

)

Poliiproteiini kodeeriv avatud lugemisraam ‘ ol 4]

' 3-OH
L&ikamine l
NS4A

Mbi@l E | NSt lnsm[mT ns3 [l NS5 |

Joonis 3. ZIKV genoom ja valgud. ZIKV genoom sisaldab Uhte avatud lugemisraami, millelt transleeritakse
poliiproteiin, mis IGigatakse ko- ja postranlatsiooniliselt kolmeks struktuurseks (C, prM, E) ja seitsmeks NS valguks
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). ZIKV Genoomi 5 otsas on cap struktuur ning 3" otsas olev
sekundaarstruktuur viib subgenoomse flaviviiruse RNA moodustumisele ldbi genoomse RNA lagundamise.

(http://viralzone.expasy.org/6756, muudetud)

1.5. Infektsioonitsukkel

1.5.1. Sisenemine rakku

ZIKV nakatab erinevatest liikidest ja kudedest périnevaid rakke (Saiz jt., 2016). ZIKV
replitseerub Aedes perekonna saaskede soolestikus ja suljenddrmetes (Li jt., 2012; Wong ijt.,
2013) ning imetaja erinevates rakuttupides (Bell jt., 1971). Eksperimentaalne infektsioon hiires
on ndidanud, et viirus replitseerub peamiselt ajurakkudes, sealhulgas neuronites ja astrogliia
rakkudes (Bell jt., 1971). Lisaks on hiljuti tuvastatud, et ZIKV suudab nakatada ka inimese naha
fibroblaste, keratinotsulite ja ebakipseid dendriitrakke. ZIKV kasutab rakku sisenemiseks
adhesiooni faktoreid ja fosfatidiilretseptorite perekonna erinevaid esindajaid (Hamel jt., 2015).
Viirusepoolne antiretseptor on E valk, mis vahendab viiruse seondumist rakule (Lindenbach,
2007).

Flaviviirused sisenevad peremeesrakku retseptor-vahendatud endotsiitoosi teel (Lindenbach jt.,
2007). Endosoomide happeline pH tekitab konformatsioonilise muutuse, mille kaigus
antiparalleelsed E homodimeerid eralduvad monomeerideks ning seejarel Ghinevad taas
paralleelseteks homotrimeerideks (Allison jt., 1995a; Stiasny jt., 1996; Stiasny jt., 2001). E
monomeerid asetsevad taas kallutatud orientatsioonis viiruse pinna suhtes ning E valgus
paiknevad liitumis-peptiidid suunatakse peremeesraku membraani suunas (Zhang jt., 2003;

Strauss ja Strauss, 2008). Selle tulemusel muutuvad virionid liitumisvdimelisteks ning Ghinevad
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peremeesraku membraaniga (endosoomi membraaniga) (Harrison, 2008; Stiasny ja Heinz, 2006;
Zhang jt., 2003). Seejarel nukleokapsiid pakitakse lahti ja genoomne RNA vabastatakse
tsutoplasmasse. Genoomne RNA tsitoplasmas kaitub mRNA-na viiruslike valkude
translatsioonil, matriitsina RNA replikatsioonil ja geneetilise materjalina, mis pakitakse uutesse
viiruspartiklitesse. (Lindenbach jt., 2007) Flaviviiruste sisenemise protsess on esitatud kogu
flaviviiruste elutstiklit kujutaval Joonisel 5.

1.5.2. Translatsioon

Tsutoplasmasse vabastatud flaviviiruste genoomselt RNA-It stinteesitakse viiruslik polUproteiin,
mis on ankurdatud ER-le (Uchil ja Satchidanandam, 2013; Hasan jt., 2018). Flaviviiruste
translatsioon on cap soltuv ning erinevalt paljudest teistest positiivse polaarsusega RNA
viirustest, ei ldlita flaviviirused valja rakulist valguslinteesi. Seega peab viiruslik RNA
konkureerima rakulise mRNA-ga translatsiooni masinavérgi parast. (Holden ja Harris, 2004)
Flaviviirused kasutavad erinevaid mehhanisme, sealhulgas spetsiaalseid struktuure 3" ja 5" UTR-
s, et hdlbustada translatsiooni (Lindenbach jt., 2007). Flaviviiruste 3° UTR moodustab
juuksendelastruktuuri, mis suurendab translatsiooni efektiivsust ning asendab puuduoleva

polu(A) saba struktuuri (Strauss ja Strauss, 2008).

1.5.4. Viiruslike valkude omadused

1.5.4.1. Struktuursed valgud

Struktuursed valkude roll avaldub viiruse sisenemisel peremeesrakku, virionide kokkupanekul
ning nende vabanemisel (Lindenbach jt., 2007). Flaviviiruste struktuursed valgud
translokeeritakse ja ankurdatakse ER-le translatsiooni jooksul (Strauss ja Strauss, 2008;
Mukhopadhyay jt., 2005). C valk moodustab dimeere ning on nukleokapsiidi ehituslik osa (Jones
jt., 2003; Kiermayr jt., 2004). ER-i luumeni pool paiknevad prM ja E valk moodustavad kiiresti
stabiilse heterodimeeri (Lorenz jt., 2002; Allison jt., 1995b). prM valgu interaktsioon E valguga
on vajalik selleks, et aidata E valgul korrektselt voltuda ning takistada ebakiipsete virionide

liitumist peremehe rakumembraaniga (Mossenta jt., 2017; Yu jt., 2008; Zhang jt., 2003).

1.5.4.2. Mittestruktuursed valgud
ZIKV NS valkudel arvatakse olevat samad funktsioonid, mis teiste flaviviiruste vastavatel
valkudel (Martin-Acebes ja Saiz, 2012; Acosta jt., 2014). NS valkude tlesannete hulka kuuluvad

replikatsiooniga ~ seotud  membraanide  Umberkorralduste  indutseerimine  (NS4A),
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immunomodulatsioon (NS1 ja NS2A), RNA replikatsiooni regulatsioon ja viiruse kokkupanek
(NS2A) (Saiz jt., 2016).

NS2A ja NS2B on hiidrofoobsed polUpetiidid, mis on seotud membraanidega ja vOivad toimida
replikatsiooni masinavargi ankruna. NS2A inhibeerib a/p interferoonide tootmist nakatunud
rakkudes ning mangib rolli infektsiooniliste partiklite tootmises. NS2B on NS3 proteaasi

aktiivsuse jaoks vajalik kofaktor. (Strauss ja Strauss, 2008)

NS3 wvalgul on lisaks proteaasi aktiivsusele ka helikaasi ja RNA trifosfataasi Vvoi
nukleosiidtrifosfataasi (nucleoside-triphosphatase, NTPaas) aktiivsused. Helikaasi aktiivsus on
tdendoliselt vajalik replikatsioonil tekkiva kaheahelalise replikatiivse vormi (double-stranded
replicative form, dsRF lahtiharutamiseks ning RNA trifosfataasi aktiivsus on vajalik cap

struktuuri lisamiseks viiruslikule genoomile. (Uchil ja Satchidanandam, 2013)

NS1 on glukoproteiin, mille paljud tlesanded pole veel arusaadavad. NS1-te on leitud kolmes
erinevas asukohas: rakusiseselt, ankurdatuna plasmamembraanile ja lahustuva valguna,
sekreteerituna nakatunud rakkudest. Teatakse, et NS1 valgu rakusisest vormi vajatakse RNA
replikatsiooniks. Selle funktsiooni labiviimiseks NS1 interakteerub NS4A valguga. (Strauss ja
Strauss, 2008)

NS5 on viiruslik RNA polimeraas, millel on ka cap struktuuri lisamiseks vajalik

metldltransferaasi aktiivsus (Strauss ja Strauss, 2008).

NS4A ja NS4B on membraanidega seotud hlidrofoobsed polipetiidid. Need vbivad osaleda
viirusliku replikaasi kokkupanekus rakusisestel membraanidel (Strauss ja Strauss, 2008). NS4A
on integraalne membraanivalk, mis arvatakse funktsioneerivat valgu sillana NS1 ja
replikatsioonikompleksi (replication complex, RC) vahel (Uchil ja Satchidanandam, 2013). NS4B
valgu roll ja&b veel arusaamatuks, kuid teatakse, et ta lokaliseerub pigem raku tuumas kui
replikatsiooni saitides (Uchil ja Satchidanandam, 2013).

1.5.5. Replikatsioon

ZIKV replikatsiooni kohta on teada vahe, kuid eeldatavasti sarnaneb see uldjoontes Flaviviridae
sugukonna teiste esindajate replikatsioonitsiikliga (Galan-Huerta jt., 2016). Replikatsioon algab
negatiivse ahelaga RNA sunteesist. Kdigepealt seondub NS5 poliimeraas genoomse RNA

promooterile (SLA) genoomi 5" otsas. Negatiivse ahela stinteesi initsiatsioonile eelnevalt RNA
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tsirkuleerub genoomi 3" ja 5  otsa vahelise interaktsiooni tulemusel. Selle RNA-RNA
interaktsiooni vahendusel jouab NS5 pollimeraas initsiatsiooni saidini 3" UTR-s ning genoomi 3
ots tuuakse NS5-SLA kompleksi lahedale, et vGimaldada RNA sunteesi initsiatsiooni. Genoomi
tsukleerumise jargselt arvatakse, et 3" UTR-i juuksendelastruktuuri alumine pool avaneb
vbimaldades negatiivse RNA ahela slnteesi initsiatsiooni. Saadud negatiivse polaarsusega RNA
kaitub matriitsina positiivse ahelaga RNA siinteesil (Lindenbach jt., 2007) ja jaab seotuks
positiivse RNA-ga, moodustades dsRF-i (Roby jt., 2012). See kéitub matriitsina paljude
positiivsete RNA ahelate slinteesil asimmeetrilise semikonservatiivse mehhanismi kaudu s.t &sja
stinteesitud positilvne RNA ahel asendab eelnevalt eksisteeriva positiivse RNA molekuli (Roby
jt., 2012). Vabanenud positiivne RNA ahel funktsioneerib kas matriitsina negatiivsete ahelate
stinteesil, mMRNA-na viiruslike valkude translatsioonil vdi pakitakse see viiruspartiklitesse (Roby
jt., 2012). Positiivse polaarsusega genoomi 5° otsa lisatakse metileertitud cap 1 struktuur NS3 ja
NS5 valgu abil (Issur jt., 2009). Metileeritud cap struktuur on oluline viirusliku RNA
stabilisatsiooniks, translatsiooniks ning peremehe immuunvastuse valtimiseks (Daffis jt., 2011).

Flaviviiruste replikatsiooni mehhanism on esitatud Joonisel 4.

(+) 5 @ 3' (+) genoomne RNA
¢ (-) ahela stintees (NS5 RdRp)

()% 3 kaheahelaline replikatiivne
O - 5 vorm (dsRF)

(+) ahela siintees

retstikleerub W (5= Rebp)
“)i —*\—— 3 replikatiivne
Vs l 5 intermediaat (RI)
(+)5 - T
5 T asendatud (+) RNA ahel

(-3
cap’i lisamine ja metileerimine
(NS3 ja NS5)

(+)5 @—— 3 (+) genoomne RNA

Joonis 4. Flaviviiruste RNA replikatsiooni skeem. (+) genoomne RNA kéitub matriitsina, millelt stinteesitakse (-)
RNA ahel. Sinteesitud negatiivne RNA ahel jadb seotuks positilvse RNA-ga, moodustades kaheahelalise
replikatiivse vormi (dsRF), mis funktsioneerib matriitsina paljude positiivsete RNA ahelate sunteesil. Uus
siinteesitud (+) ahel asendab eelnevalt eksisteeriva positiivse ahela. Saadud dsSRNA produkt vabastatakse ning seda
kasutatakse uute (+) ahelate siinteesiks. Asendatud (+) RNA ahelale siinteesitakse cap struktuur. Joonisel on

sulgudes esitatud valgud, mis osalevad vastavas etapis. (Klema jt., 2015, muudetud)
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Flaviviiruste infektsioon pdhjustab ulatuslikku peremeesraku membraanide proliferatsiooni ja
reorganisatsiooni (Uchil ja Satchidanandam, 2013). RNA replikatsioon leiab aset RC-des, mis
asuvad viiruse indutseeritud membraansetes struktuurides — vesiikulite pakettides (Pijiman jt.,
2006). Need membraansed struktuurid méssivad end Gmber RC ning on tdendoliselt vajalikud
selle kokkupanekuks (Welsch jt., 2009). NS valkude (NS1, NS2A, NS3, NS4A, NS5) ja dsRNA
leidmine vesiikulite pakettides testab, et tegemist on RNA siinteesi toimumiskohaga (Westaway
jt., 1997; Mackenzie jt., 2007; Mackenzie jt., 1996; Westaway jt., 1999). RC peamised
komponendid on NS3 ja NS5 valk, mis omavad koiki genoomi replikatsiooniks tarvilikke
ensiimaatilisi aktiivsusi. Ulejaanud mittestruktuursed valgud toetavad replikatsiooni ja osalevad
RC moodustumises. (Lindenbach jt., 2013) Selline replikatsiooni ruumiline eraldatus véimaldab
kontsentreerida metaboliite, mis on vajalikud replikatsiooniks ning samal ajal kaitsta viiruslikku
RNA-d rakuliste nukleaaside ja kaasasiindinud immuunsust vallandavate tsiitosoolsete RNA
sensorite eest. Vesiikulite paketid on seotud tsltoplasmaga avause kaudu, mis vdimaldab
positiivse polaarsusega RNA genoomi véljumist tsitoplasmasse. (Cortese jt., 2017)

1.5.6. Virionide pakkimine ja kiipsemine

Flaviviiruste partiklite kokkupanek hdlmab endas prM-E heterodimeeri moodustumist;
nukleokapsiidi ja rakulise péaritoluga lipiidse kaksikkihi moodustumist; ebakilpsete ja kipsete
virionide moodustumist (Lindenbach ja Rice, 2003). Flaviviiruste virionide kokkupanekul on (ks
kdige varasemaid stindmuseid nukleokapsiidi moodustumine (Mukhopadhyay jt., 2005). Kapsiidi
moodustumise ja selle viirusliku Umbrisega thinemise mehhanism pole veel tapselt teada
(Blazevic jt., 2016). Arvatakse, et C valk seostub suinteesitud genoomse RNA-ga ning sulandub
kokku ER-i membraaniga, mille luumeni poolsem kulg sisaldab prM-E heterodimeere.
Tundmatute prM ja E valgu vaheliste interaktsioonide tulemusel viiruspartiklid punguvad labi
ER-i membraani ER-i luumenisse ning moodustuvad ebakipsed viiruspartiklid. (Sirohi ja Kuhn,
2017)

Flaviviiruste ebakupsetest virionidest moodustuvad kipsed virionid trans-Golgi (henduses.
Trans-Golgi Uhenduse madal pH indutseerib Umberkorraldust, mille kéigus 60 prM-E
heterotrimeeri paigutuvad 90-ks kipsetele virionidele iseloomulikuks E valgu homodimeeriks.
(Yu jt., 2008) See umberkorraldus paljastab peremeesraku furiinile 16ikamissaidi prM valgul ning
selle tulemusel toimub prM valgu IGikamine (Stadler jt., 1997; Yu jt., 2009). Ldikamise

tulemusel moodustub M valk ja vabaneb pr peptiid, mis jadb seotuks E valguga kuni partikkel
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vabastatakse neutraalse pH-ga keskkonda (Yu jt., 2009). Kuna rakusiseseid M valku sisaldavaid
virione pole tuvastatud, siis arvatakse, et prM valgu ldikamine toimub vahetult enne kiipsete
virionide vabanemist (Lindenbach jt., 2007). Tekkinud kiipsed viiruspartiklid transporditakse
plasmamembraanile (Roby jt., 2012). Faviviiruste pakkimise ja kipsemise Ulevaatlik skeem on

naidatud Joonisel 5.

RNA pakkimine on seotud selle replikatsiooniga ning seega arvatakse, et NS valkudel on oluline
roll RNA pakkimises ja viiruse moodustumisel (Lindenbach jt., 2007; Roby jt., 2012). Naidatud
on, et NS2A ja NS3 valgul on roll viiruse moodustumisel voi sekretsioonil. Tapsed mehhanismid,

kuidas need valgud osalevad RNA pakkimises, pole praeguseks veel teada. (Roby jt., 2012)
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Joonis 5. Flaviviiruste infektsioonitsiikkel. Viirus siseneb rakku retseptor-vahendatud endotsutoosi teel.
Endosoomi happeline pH vallandab virioni ja rakumembraanide liitumise, millele j&rgneb viirusliku RNA
vabanemine. Genoomne RNA funktsioneerib kui mRNA, millelt transleeritakse valmis valkudeks protsessitav
poluproteiin. Viiruse RNA replikatsioon ja uute virionide kokkupanek leiab aset ER-i membraanil. Alguses
moodustuvad ebakiipsed virionid, mis trans-Golgi kompleksides protsessitakse kipseteks virionideks ning
vabanevad rakust eksotsUtoosi teel. Virionide kokkupanekul moodustuvad ka subviraalsed partiklid, mis sisaldavad

lipiidset membraani, prM-E komplekse, kuid millel puudub nukleokapsiid. (Heinz ja Stiasny, 2017, muudetud)
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1.6. Replikon

Teadmised flaviviiruste replikatsiooni kohta on viimaste aastatega markimisvaarselt kasvanud
tdnu erinevate flaviviiruste tdispikkade cDNA (komplementaarne DNA, complementary DNA)
kloonide konstrueerimise ja kasutamisega. Poodrdgeneetilisi rakendusi kasutatakse, et mdista
flaviviiruste genoomi sisestatud geneetiliste muudatuste pohjustatud efekte. Hoolimata
molekulaargeneetika eelistest, on paljude flaviviiruste rutiinsete laboratoorsete manipulatsioonide
uurimine siiski keeruline, seda osalt nende viiruste patogeensete omaduste tGttu. Alternatiivne
rakendus potentsiaalselt ohtlikke flaviviiruste uurimiseks on mitteinfektsioonilise replikoni

kasutamine. (Jones jt., 2005)

Flaviviiruste replikoni puhul on tegemist isereplitseeruva RNA molekuliga: genoomiga, milles
struktuurseid valke (C, prM, E) kodeeriv osa on asendatud markergeeniga (Khromykh ja
Westaway, 1997). Markegeeniks vdib olla nditeks fluorestseeruv valk, mida saab detekteerida ja
selle pohjal jalgida replikoni replitseerumist (Shan jt., 2013). NS valke kodeeriv osa on sailitatud,
sest seda vajatakse RNA replikatsiooniks. Flaviviiruste puhul on néidatud, et struktuurseid valke
kodeerivat osa, valjaarvatud RNA tslkleerumisdomeeni kapsiidi valku kodeerivas osas, pole
viirusliku RNA replikatsiooniks tarvis. Seega suudab replikon efektiivselt replitseeruda, kuid ei

ole vGimeline tootma uusi virione. (Scholle jt., 2004)

Positiivse polaarsusega RNA viiruste replikonidel on mitmeid eeliseid viiruslike
vektorsiisteemide ees. Uheks eeliseks on korgel tasemel heteroloogsete ehk vo0rgeenide
ekspressioon efektiivse replikoni paljunemise tottu. Samuti ei teki DNA vahevorme ja
replikatsioon toimub ainult tsitoplasmas. See hoiab dra probleemid, mis on seotud viiruse
genoomi integratsiooniga raku genoomi. Lisaks ei teki kontrollimatut viiruse levikut, sest

replikon-RNA ei saa valjuda rakkudest, millesse ta on viidud. (Harvey jt., 2004)

Korgel tasemel vddrgeenide ekspressioon on saavutatud alfaviiruste (Sindbis viiruse, Semliki
Forest viiruse, polioviiruse) replikoni kasutamisega. Vastavate replikonide puuduseks on
tsutopaatilisus, mis ei voimalda v6drgeenide pikaajalist ekspressiooni. (Khromykh ja Westaway,
1997) Erinevalt teistest RNA viiruste replikonidest on flaviviiruste replikonidel madal voi
puuduv tsltopaatiline efekt, mis vOimaldab pikendada vddrgeenide ekspressiooni. Esimene
konstrueeritud flaviviiruste replikon oli Kunjin viiruse replikon, mida on laialdaselt kasutatud

vOoOrgeenide ekspressioonivektorina in vitro ja in vivo. (Harvey jt., 2004; Khromykh jt., 1998)
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Samuti on konstrueeritud ka teiste flaviviiruste, nditeks DENV, WNV, YFV, ZIKV ja TBEV
replikone (Harvey jt., 2004; Xie jt., 2016).

Replikonid on ka olulised eksperimentaalsed ststeemid, mida saab kasutada uurimaks
flaviviiruste replikatsiooni ja patogeneesi molekulaarseid detaile. Vorreldes infektsioonilise
cDNA klooniga vdimaldavad replikoni stisteemid analiitisida viirusliku replikatsiooni stiindmusi,
naiteks translatsiooni ja RNA stinteesi ilma viiruse sisenemiseta ja virionide moodustumiseta. See
replikoni omadus on kasulik just siis, kui kasutada replikone inhibiitorite antiviraalsete
mehhanismide uurimiseks. (Xie jt., 2016) Samuti vdimaldab see tdpselt méératleda valgud,
konkreetsed valgujérjestused ja RNA jarjestused, mis osalevad RNA replikatsioonis (Khromykh
ja Westaway, 1997). Replikonid vdimaldavad eristada viirusliku translatsiooni ja RNA
replikatsiooni ning seeldbi uurida konserveerunud jarjestuste deletsioonide ja mutatsioonide méju

viiruse translatsioonile ja replikatsioonile (Lo jt., 2003).

1.7. Replikonide pakkimisststeemid

Sageli on replikonide kasutamine piiratud teatud rakutlipide madala transfektsiooni
efektiivsusega; replikonide pakkimine VRP-desse vdimaldab nakatamise teel efektiivselt viia
replikone erinevatesse rakutiiipidesse (Berger, 2009). Lisaks replikonidel pdhinevad analtlsid
vBimaldavad uurida ainult sihtmarke, mis osalevad viiruslikus translatsioonis ja RNA siinteesis,
kuid mitte viiruse sisenemiseks vajalikke sihtmdarke. Neid saab uurida slsteemidega, mis
pohinevad VRP-del. (Xie jt., 2016) Ka replikonide ekspressioonisisteemidena kasutamise edu on
suuresti saavutatud just tdnu vbimele toota suurtes kogustes partikleid, mis sisaldavad replikon-
RNA-d (Khromykh jt., 1998). Replikonide pakkimine VRP-desse toimub in trans ehk mitte

replikonilt eskpreseeritud struktuursete valkude vahendusel.

VRP-sid saab kasutada ravimiarenduses ja potentsiaalse vaktsiini véljatdotamisel. (Xie jt., 2016)
VRP-d on fuusiliselt sarnased virionidele ja infektsioonilised, aga seni kui VRP-de struktuursed
valgud pole kodeeritud replikon RNA-It endalt, siis toimub ainult Ghekordne infektsioonitsukkel
ja viiruslike jarglasi, mis leviksid edasi, ei saa moodustuda (Scholle jt., 2004). See on ka peamine
pdhjus, miks replikonide pakkimist VRP-desse kasutatakse vaktsiinide valjatootamisel
(Varnavski ja Khromykh, 1999). Pakitud alfaviiruste replikone on edukalt kasutatud
vaktsineerimisel mikroobsete ja viiruslike patogeenide vastu (Varnavski ja Khromykh, 1999).
Nagu juba eelnevalt mainitud, on flaviviiruste replikonidel oluline eelis alfaviiruste susteemide

ees — puudub tsltopaatiline efekt (Khromykh jt., 1998; Varnavski ja Khromykh, 1999). Seetdttu
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on mitteinfektsioonilised flaviviiruste replikonid koos VRP-desse pakkimise vdimega kasulikud
tooriistad mittestitopaatiliste ja mitteinfektsiooniliste vaktsiinide véljatotamisel. Samuti voivad
flaviviiruste replikonide pakkimissiisteemid osutuda kasulikuks geeniteraapia rakendustes néiteks

geenide viimisel mittejagunevatesse rakkudesse. (Varnavski ja Khromykh, 1999)

Pakkimissusteemides saadavaid VRP-sid saab kasutada ka flaviviiruste bioloogiliste omaduste
uurimiseks, sest VRP-de antigeensed omadused, seondumine ja sisenemine on sarnased
viirusega. Seda hdlbsustab ka asjaolu, et eksperimente saab 1&bi viia madala ohutustasemega
(BSL2) labori tingimustes. Flaviviiruste pakkimissiisteemid v@imaldavad uurida nditeks
struktuursete valkude protsessingu, infetsiooniliste partiklite kipsemise ja kokkupaneku
mehhanisme. (Scholle jt., 2004) Naiteks on flaviviiruste pakkimissiisteeme kasutatud
pakkimissignaali madratlemiseks flaviviiruse RNA-s (Khromykh jt., 1998). Pakkimisstisteemide
uheks eeliseks on see, et pakkimine toimub eraldi RNA replikatsioonist ja see vdimaldab uurida
otse struktuursesse regiooni viidud mutatsioonide ja asenduste efekti RNA pakkimisele (Scholle
jt., 2004). Pakkimisstisteeme on vélja tootatud erinevate flaviviiruste néiteks, WNV (Scholle jt.,
2004; Li jt., 2017), DENV (Sangiambut jt., 2013; Pang jt., 2014), Kunjin (Khromykh jt., 1998) ja
TBEV replikonide jaoks (Gehrke jt., 2003; Yoshii jt., 2009).

1.8. T66s kasutatud pakkimissisteemid
Lihtne ja efektiivne pakkimististeem on oluline eeldus replikonide praktiliseks kasutamiseks
(Gehrke jt., 2003).

Erinevate t66de pbhjal on naidatud, et flaviviiruste replikone saab edukalt pakkida VRP-desse
struktuursete valkude abil, mille ekspressiooni in trans on vfimalik saavutada erineval moel.
Antud t66s on ZIKV replikoni pakkimiseks kasutatud kolme erinevat pakkimissiisteemi: SFV
(Semliki forest viirus) replikonidel, pakkimisrakuliinil ja SFV replikoni sisaldavatel VVRP-del

pdhinevat susteemi.

1.8.1. SFV replikonidel p&hinev pakkimissiisteem
SFV replikonidel p6hinevas stisteemis ekspresseeritakse replikoni pakkimiseks vajalikud ZIKV
struktuursed valgud rekombinantselt SFV replikonilt. Samuti ekspresseeruvad SFV replikonilt

SFV mittestruktuursed valgud (nsP), mis vastutavad SFV replikoni replitseerumise eest.

SFV replikoni kasutamise eelised ZIKV struktuursete valkude ekspressioonil on kdrgel tasemel

toimuv vOdrgeeni ekspressioon ja vastavate vektorite Kiire konstrueerimine. Antud slisteem
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hdlmab kahte jarjestikust transfektsiooni rakkudesse, millest esimesega viiakse rakkudesse
pakitav ZIKV replikon ja teisega struktuurseid valke ekspresseeriv SFV replikon. Siinkohal on
oluline, et SFV replikoni transfekteerimine leiaks aset siis, kui pakitava ZIKV replikon-RNA
slintees on saavutanud maksimaalse taseme. Selle siisteemi (lesehitust visualiseerib Joonis 6.
Kdige esimesena kasutati sama sisteemi Kunjin viiruse replikoni pakkimiseks (Varnavski ja
Khromykh, 1999). Selle susteemi rakendamise tulemusel saadi siiski palju vdhem VRP-sid kui
alfaviiruse enda replikoni pakkimisel. (Khromykh jt., 1998) Lisaks kaasnevad vastava stisteemiga
ka teised piirangud nagu kaks jargnevat transfektsiooni, mis peavad olema edukad, ning SFV
replikoni tsttopatogeensus (Gehrke jt., 2003). Samuti on SFV replikoni replitseerumine palju
efektiivsem kui flaviviiruste replikoni oma. SFV tsutopaatilisuse ja ulereplitseerumise probleemi
on antud t6os Uritatud lahendada tsutopaatilisust vahendavate mutatsioonide (RDD ja PG)
viimisega SFV replikoni nsP2 valku kodeerivasse piirkonda (vt. Materjalid ja meetodid Ik. 32).
NsP2 on peamine SFV valk, mis vastutab peremeesraku transkriptsiooni ja translatsiooni
mahasurumise eest (Tamm jt., 2008).
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Joonis 6. SFV replikonidel p6hineva pakkimissisteemi skeem. Susteem pdhineb SFV replikonil, mis kodeerib
SFV mittestruktuurseid valke (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4) ja ZIKV struktuurseid valke (C, prM, E), mis pakivad ZIKV
replikoni. Susteem hdlmab ZIKV ning seejarel SFV replikoni transfektsiooni imetajarakkudesse. Md&lemad
replikonid on vGimelised ise replitseeruma transfekteeritud rakkudes, kasutades selleks replikonilt ekspresseerituid
mittestruktuurseid valke. ZIKV replikoni replitseerumisega kaasneb markeri - Nano lutsifreaas (NanolLuc)
ekspressioon transfekteeritud rakkudes, mis on detekteeritav rakulisaadist. Pakkimise tulemusel moodustunud VRP-
d sekreteeritakse rakusdotmesse, millest need kogutakse ning kasutatakse uute rakkude nakatamiseks. Nakatunud

rakkudes toimub ZIKV replikoni replitseerumine ja sellelt kodeeritud markeri (NanoLuc) ekspressioon.

1.8.2. Pakkimisrakuliinil péhinev pakkimisstisteem

SFV replikonidel pGhinev pakkimissusteem on suhteliselt kohmakas, nduab tépset trasnfektsiooni
ajastamist ning saadud VRP-de tiiter on madal (Gehrke jt., 2003; Harvey jt., 2004). Seetdttu voeti
kasutusele pakkimisrakuliin, mis oluliselt lihtsustab ja suurendab VRP-de tootmist (Gehrke jt.,
2003). Ka antud to0s on kasutatud ZIKV replikoni pakkimiseks pakkimisrakuliini, mis stabiilselt

ekspresseerib ZIKV poluproteiini, mis Idigatakse rakus struktuurseteks valkudeks (C, prM, E).
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Struktuursed valgud pakivad replikoni VRP-desse ning replikoni kodeeritud NS valgud osalevad

repikoni replitseerumisel. Antud slisteem on skemaatiliselt esitatud joonisel 7.

Pakkimisrakuliini konstrueerimiseks on viidud rakkudesse plasmiid. See sisaldab ZIKV
struktuurset  poliproteiini  kodeerivat geenikassetti, mille ekspresseerumisel rakuliinis
moodustuvad struktuursed valgud (C, prM, E). Samuti on antud plasmiidis antibiootikumi
resistentsusgeen, mis véimaldab antibiootikumi lisamisel selekteerida rakke, mis sisaldavad antud
plasmiidi ja selle tulemusel ekspresseerivad struktuurseid valke. (Harvey jt., 2004)

Esimene pakkimissusteem, mis kasutas pakkimiseks rakuliini oli TBEV replikoni pakkimine
CHO-ME pakkimisrakuliiniga. See rakuliin ekspresseeris ainult kahte TBEV struktuurset valku:
prM ja E. Antud uurimusest selgus, et CHO-ME pakkimisrakuliini saab vdga edukalt kasutada
TBEV replikoni pakkimiseks, kuid siiski jéi toodetud VRP-de kogus madalaks. (Gehrke jt., 2003)
Jargmisena loodi Kunjin replikoni pakkimiseks tetratstikliiniga indutseeritav BHK-21 rakkudel
pdhinev pakkimisrakuliin, mis ekspresseeris kdiki kolme struktuurset valku ning vdimaldas toota
juba suuremas koguses VRP-sid. Kunjin replikoni pakkimise katsed naitasid, et pakkimisrakuliin
on vaga oluline edusamm flaviviiruse replikonil pdhineval geeniekspressiooni susteemi
arendamises ja vOib olla laialt kasutatav flaviviiruse RNA pakkimise ning virionide kokkupaneku
uurimiseks. Pakkimisrakuliiniga toodetud VRP-sid on kasutatud ka immuniseerimiseks, mille
tulemusel indutseeriti imuunvastused replikoni poolt ekspresseeritud immunogeenile. (Harvey jt.,
2004)

Pakkimisrakuliinide puhul on naidatud, et hoolimata C ja E valgu jarjestuste kattuvusest replikoni
ja rakuliini viidud geenikasseti vahel, ei toimu rekombinantse infektsioonilise viiruse teket. Tanu
suurele homoloogiale erinevate flaviviiruste vahel saab pakkimisrakuliine kasutada ka teiste
flaviviiruste replikonide pakkimiseks (Harvey jt., 2004).
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Joonis 7. Pakkimisrakuliinil péhineva pakkimissiisteemi skeem. Pakkimisrakuliini transfekteeritakse iseseisvalt
replitseeruv ZIKV-NanoLuc replikon. Sellelt ekspreseeritakse mittestruktuursed (NS) valgud, mis on vajalikud
replikoni replitseerumiseks ning NanoLuc marker. Pakkimisrakuliin eskpresseerib ZIKV struktuurseid valke, mis
pakivad ZIKV-NanoLuc replikoni VRP-desse. Tekkinud VRP-d sekreteeritakse sétmesse. Edasised sindmused on

samad kui Joonisel 6 kujutatud susteemi puhul.

1.8.3. Heteroloogilistel VRP-del p&hinev pakkimisststeem

Lisaks kasutati antud t66s ZIKV replikoni pakkimiseks ka heteroloogilisi VRP-sid ehk ZIKV
struktuurseid valke kodeerivat SFV replikoni sisaldavaid VRP-sid (SFV-ZIKV-str VRP). See
siisteem on suhteliselt sarnane SFV replikonidel pBhineva slsteemiga, sest pakkimiseks
kasutatakse samuti rekombinantset ZIKV struktuurseid valke ekspresseerivat SFV replikoni.
Nende kahe siisteemi peamine erinevus seisneb just SFV replikonide viimisel rakkudesse. SFV
replikonidel pdhineva siisteemi raames transfekteeriti SFV replikonid otse rakkudesse. Siin aga
pakitakse SFV replikonid eelnevalt VRP-desse ning seejarel viiakse need nakatamise teel
rakkudesse. Selleks, et saavutada v@imalikult korgel tasemel ZIKV replikoni pakkimine,
nakatatakse ZIKV replikoniga transfekteeritud rakke SFV VRP-dega ajahetkel, mil ZIKV

replikoni replikatsioon on saavutanud maksimaalse taseme. Transfekteeritud ja nakatatud
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rakkudes ekspresseeritakse VRP-desse pakitud SFV replikonilt ZIKV struktuursed valgud, mis
pakivad ZIKV replikoni VRP-desse. Vastava slisteemi skeem on esitatud Joonisel 8.
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Joonis 8. SFV-ZIKV-str VRP-del pdhineva pakkimisstusteemi skeem. Antud pakkimissiisteemis kasutatakse
ZIKV replikoni pakkimiseks SFV-ZIKV-str VRP-sid. ZIKV replikoniga transfekteeritud rakke nakatatakse SFV-

ZIKV-str VRP-dega. Edasised sindmused on samad kui Joonisel 6 kujutatud susteemi puhul.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T66 eesmérgid

VRP-desse pakitud flaviviiruste replikone saab kasutada flaviviiruste erinevate bioloogiliste
omaduste uurimiseks ning véimalik, et ka vaktsiinide valjatootamiseks. Flaviviiruste replikonide
pakkimiseks on valjatodtatud mitmeid pakkimissusteeme. Naiteks SFV replikonidel ja
pakkimisrakuliinil pdhinevate slsteemidega on edukalt pakitud Kunjin ning WNV replikone.
ZIKV replikoni pakkimist on teadaolevalt kirjeldatud ainult meie labori poolt ning see vajaks

pohjalikumat uurimist.

Ké&esoleva t60 eesmargiks oli optimeerida ZIKV replikoni pakkimist VRP-desse. Pustitatud
eesmargi saavutamiseks Kkatsetati kolme erinevat pakkimissisteemi: SFV replikonidel,
pakkimisrakuliinil ning VRP-desse pakitud SFV replikonidel pbhinevat ststeemi. Lahtuvalt t66
tulemustest sooviti hinnata erinevate stisteemide efektiivsust ZIKV replikoni pakkimisel ning
selgitada valja optimaalsed tingimused ZIKV replikoni pakkimiseks.

2.2 Materjal ja meetodika

2.2.1 Bakteritived

Antud t66s kasutati ZIKV replikone kodeerivate plasmiidide paljundamiseks E. coli EP1300 tiive.
Rakke kasvatati TB (Terrific broth, “Difco”) s66tmes 37°C juures. Soo6tmele lisati
klooramfenikooli 1dppkontsentratsioonis 12.5 pg/ml. Plasmiidi amplifikatsiooni indutseeriti 0.1%

L-arabinoosi lisamisega.

2.2.2 Rakuliinid ja s66tmed

ZIKV replikonide transfektsiooniks kasutati BHK-21, C6/36 ja BHK-CprME pakkimisrakuliini.
VRP-dega nakatamiseks kasutati C6/36 ja Vero E6 rakuliini. BHK-21 (Baby Hamster Kidney)
rakuliini puhul on tegemist hamstri neerudest parinevate fibroblastidega. BHK-21 rakke kasvatati
GMEM (Glasgow Minimal Essential Medium, ,,Gibco*) s06tmes, mis sisaldas 2% TPB-d
(Tryptose Phosphate Broth, triiptoos-fosfaat puljong, “Difco”), 10 mM HEPES pH=7.4, 7.5%
inaktiveeritud FBS-i (Fetal Bovine Serum, veise loote seerum, “Sigma-Aldrich*) ning 100 U/ml
penitsilliini ja 100 upg/ml streptomiitsiini (“Naxo ). BHK-CprME rakuliin ekspresseerib
stabiilselt ZIKV struktuurseid valke ja G418 antibiootikumi (Geneticin) resistentsusmarkerit.

BHK-CprME rakuliini kasvatati GMEM s66tmes, mis sisaldas 2% TPB-d, 10 mM HEPES
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pH=7.4, 7.5% inaktiveeritud FBS-i, 100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini ning
millele lisati selektsiooni eesmargil G418 antibiootikumi l8ppkontsentratsiooniga 100 pg/ml.
BHK-21 ja BHK-CprME rakuliine kasvatati 37°C ja 5% CO: juures. C6/36 rakuliini puhul on
tegemist Aedes albopictus rakkudega. Neid rakke kasvatati 28°C ja 0% CO: juures, L15
(Leibovitz's medium, “PAN Biotech*) s66tmes, mis sisaldas 10% TPB-d, 10% inaktiveeritud
FBS-i (,, Life Technologies ) ning 100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini. Vero E6
rakud on Aafrika rohepardiku neerudest isoleeritud epiteelirakud, mida kasvatati 37°C ja 5% CO:
juures DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, ,,Sigma-Aldrich*) s66tmes, mis sisaldas
10% inaktiveeritud FBS-i ning 100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini.

2.2.3 ZIKV replikonid

Antud t66s on kasutatud kahte ZIKV replikoni (Joonis 9), mis on konstrueeritud kolleegide poolt.
Konstrueeritud replikonid pohinevad ZIKV BeH819015 isolaadi (isoleeritud Brasiiliast 2015.
aastal) jarjestusel. ZIKV replikonide cDNA jérjestused on SP6 RNA polimeraasi promooteri
kontrolli all, mis vdimaldab slnteesida replikoni RNA-d in vitro. Replikonide jarjestused
kodeerivad ZIKV 5 UTR-i, C valku, FMDV (foot-and-mouth disease virus, suu- ja s6rataudi
viirus) 2A jarjestust, ZIKV E valgu I6ppu, NS valke (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
NS5) ja 3° UTR-i ning markerjarjestust. Replikoni konstruktidelt on ZIKV struktuurne regioon
eemaldatud, valjaarvatud valmis C valku ja E valgu C-terminaalse regiooni 30 aminohappejaéki
kodeerivad alad (Joonis 9). E valgu C-terminaalset regiooni on vaja sdilitada, sest see on vajalik
NS1 valgu korrektseks translokatsiooniks ER-i membraanides. C valgu jarjestust on vaja
séilitada, sest see sisaldab RNA tsukleerumisjarjestust. Eemaldatud struktuurne osa on asendatud
markerit - Nano lutsiferaasi (NanoLuc) vdi mCherry valku kodeeriva geeniga, mis ekspresseerub
rakkudes replikoni replitseerumisel. mCherry puhul on tegemist punaselt fluorestseeruva valguga
ning NanoLuc on kdrge stabiilsusega ensttim, mis katalliisib oma substraati valguse kvantide
eraldumisega ning mille aktiivsust on v@imalik md6ta rakullsaadist, lisades sellele vastavat
substraati. Markergeenile jargneb FMDV 2A autoproteinaas, mis |0ikab ise ennast C-

terminaalsest otsast ja vabastab sellega markervalgu ZIKV poliiproteiinist.

Konstrukt kloneeriti pCCI vekorisse, mis sisaldab klooramfenikooli resistentsusgeeni. pCCI
vektor on tihe koopia plasmiid, mis v8imaldab toota madalates kogustes ZIKV replikoni cDNA-d
bakterirakkudes. See on vajalik selleks, et valtida bakterirakkude suremist ZIKV replikonilt

ekspresseeruvate viiruslike valkude toksilisuse tottu (Schwarz jt., 2016; Aubry jt., 2015). Lisaks
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sisaldab pCCI vektor indutseeritavat madala koopiaarvuga (kuni 20 plasmiidi koopiat raku kohta)
replikatsiooni alguspunkti (origin), millelt toimuv replikatsioon vdimaldab toota lihikese aja
jooksul suuremal hulgal plasmiidset DNA-d. Plasmiidse DNA replikatsiooni alustamiseks
kdrgema koopiaarvuga alguspunktilt on vaja replikatsiooni initsatsiooni valgu (trfA) seondumist
sellele. Spetsiaalne E. coli rakutiivi EPI300 sisaldab indutseeritava promooteri kontrolli all
vastava valgu muteeritud geeni; selle sisselulitamine induktori (L-arabinoos) lisamisega
aktiveerib kGrgema koopiaarvuga replikatsiooni alguspunktilt toimuva replikatsiooni (Epicentre,
2012 (1) ja (2)).

Spb

5'UTR 24 ‘ Eao | MNS1 NS2A NS2B NS3 NS4A NS4B NS5 3'UTR

ZIKWV-mCherry-Re plikon

Spb6
—

5'UTR 28 ‘ Eag ‘ MNS1 NS2A NS2B NS3 NS4A MNS4B NS5 3'UTR

ZIKV-NanolLuc-Replikon

Joonis 9. ZIKV replikonid. Replikoni konstruktides on ZIKV struktuurne regioon, valja arvatud kapsiidi valk (C) ja
Umbrise valgu C-termininaalse osa 30 aminohappejaaki (E30), asendatud markergeeniga, mis kodeerib vastavalt, kas
mCherry vbi NanoLuc valku. Markergeeni ja imbrise valgu 18pu (E30) vahele jadb jarjestus, mis kodeerib FMDV
2A autoproteinaasi. Replikonis on séilitatud ZIKV mittestruktuurseid valke (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
NS5) kodeeriv osa. Replikonile vastav cDNA asub SP6 RNA poliimeraasi promooteri kontrolli all. 5 UTR ja 3’
UTR tahistavad 5 ja 3" mittetransleeritavaid regioone.

2.2.4. Pakkimiseks kasutatavad konstruktid ja rakuliin

2.2.4.1. SFV-ZIKV-str replikonid

ZIKV replikonide pakkimiseks kasutati Tabelis 1 esitatud SFV-ZIKV-str replikone (SFV
replikone). SFV replikonil on SFV struktuurne regioon asendatud ZIKV struktuurse regiooniga ja
selle tulemusel ekspresseeruvad SFV replikonilt ZIKV struktuursed valgud, mis pakivad ZIKV
replikoni RNA-d VRP-desse. Konstrueeritud SFV replikonide tldine skeem on néidatud joonisel
10. Antud t66s on kasutatud kahte madala tsitoksilisusega SFV replikoni, mis sisaldavad

mutatsioone (PG, RDD) nsP2 valgus ning kahte muteerimata tsttotoksilist SFV replikoni (wt,
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OPT). PG mutatsiooni puhul on proliini jadk asendatud glutsiiniga nsP2 valgu positsioonis 718,
muutes SFV replikoni rakkudele vahem tsutotoksiliseks. RDD mutatsiooni puhul on
inaktiveeritud nsP2 valgu tuuma lokalisatsiooni signaal (648RRR650), mistdttu ei saa see liikuda

tuuma ning vastavalt pohjustada raku transkriptsiooni mahasurumist. (Tamm jt., 2008)

RDD SG

5'UTR 3°UTR
®— nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 C prm E

Y Y

SFV mittestruktuurseid ZIKV struktuurseid valke
valke kodeerivosa kodeeriv osa

Joonis 10. SFV-ZIKV-str replikonide Uldine skeem. ZIKV replikonide pakkimiseks kasutatud SFV replikonid
kodeerivad SFV mittestruktuurseid valke (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4) ja ZIKV struktuurseid valke (C, prM, E). ZIKV
struktuurne regioon asub SFV subgenoomse (SG) promooteri kontrolli all. Madala tsutotoksilisusega SFV replikonid
sisaldavad nsP2 valgus mutatsioone (PG ja RDD), mis védhendavad replikonide tsitotoskilisust ning replikatsiooni
Kiirust.

Tabel 1. ZIKV replikoni pakkimiseks konstrueeritud SFV replikonid

Mutatsioon/ Mutatsiooni/
Konstrukti nimi - . modifikatsiooni Mutatsiooni/ modifikatsiooni efekt
modifikatsioon
asukoht
SFV-ZIKV-str-wt Puudub Puudub Puudub
SEV-ZIKV-str-OPT OPT ZIKV struktuurne Optlmeerl'Fud ko_odonl_<asutus ekspressiooni
regioon jaoks imetaja rakkudes
648RRR650 feateineni G ;
i i i nsP2 valk, nsP2 tuumalokalisatsiooni signaali
SFV-RDD-ZIKVSSI | 6 18rDD650 inaktivatsioon
SEV-PG-ZIKV-str P718G nsP2 valk, nsP2 vaulgu tsutotoks_lllsuse vahenemine,
tdpne mehhanism teadmata
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2.2.4.2. SFV-ZIKV-str VRP-de valmistamine

Pakimiseks kasutatud SFV-ZIKV-str VRP-de valmistamiseks ko-transfekteeriti SFV-ZIKV-str
replikon-plasmiidilt ja SFV abiplasmiididelt (kahel helper plasmiidilt) slinteesitud RNA-dega
rakke. Abiplasmiidid kodeerivad SFV subgenoomse promooteri vahendusel SFV struktuurseid
valke, mis pakivad SFV-ZIKV-str replikon-RNA VRP-desse. Transfekteeritud rakke inkubeeriti
36 tundi 37°C ja 5% CO: juures ja seejarel koguti rakkudelt SFV-ZIKV-str VRP-sid sisaldav
s0ode. VRP-sid kontsentreeriti ultratsentrifuugimisel Beckman Coulter SW28 rootoriga 28000
rpm (revolutions per minute) juures 3 tundi l&bi sahharoospatja (20% sahharoos, 10 mM Tris pH
7.2, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA). VRP sadet suspendeeriti TNE (50 mM Tris pH 7.2, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA) puhvris ning hoiti kasutamiseni -80°C juures.

2.2.4.3. Pakkimisrakuliin
Antud t00s kasutati BHK-21 rakkudel pdhinevat pakkimisrakuliini (BHK-CprME), mis
ekspresseerib stabiilselt ZIKV struktuurseid valke (C, prM, E) CMV (inimese tsutomegaloviirus)

promooteri kontrolli all (konstrueeritud vanemteadur Eva Zusinaite poolt).

2.2.5. Kompetentsete E. coli rakkude kasvatamine ja transformeerimine

ZIKV replikonide cDNAd sisaldavate plasmiidsete DNA-de paljundamiseks transformeeriti
EPI300 E. coli rakke kuumaSoki meetodil. Rakud kiilvati LB (Lysogeny Broth) s6dtmega
tassidele, kuhu oli lisatud klooramfenikool 16ppkontsentratsiooniga 12.5 pg/ml. Rakkudega tasse
inkubeeriti 37°C juures ledd. Tekkinud kolooniad kilvati 2.5 ml TB (Terrific broth) sé6tmesse,
millesse lisati klooramfenikooli 15ppkontsentratsiooniga 12.5 pg/ml. Rakke kasvatati loksutil
37°C kraadi juures Uledd. Seejarel viidi rakkude s66tme maht 10 ml-ni ning lisati L-arabinoosi
lahust 16ppkontsentratsioonini 0.1%. Peale induktori lisamist kasvatati rakke loksutil veel 5 h
37°C juures, mille jarel koguti bakterirakud ning eraldati plasmiidne DNA. Selleks, et saada
suuremat kogust DNA-d, kilvati 6iged kloonid 50 ml TB so6tmesse, millesse lisati
klooramfenikooli ldppkontsentratsiooniga 12.5 pg/ml. Rakke kasvatati loksutil 37°C kraadi
juures Ule6d ning seejarel viidi s66tme maht 500 ml-ni ning indutseeriti L-arabinoosiga 5 tundi

loksutil 37°C kraadi juures.

2.2.6. ZIKV replikonide cDNAJ sisaldavate plasmiidide puhastamine
ZIKV replikonide cDNA-d sisaldavate plasmiidide puhastamine tavaparasel meetodil (kasutades
kommertsiaalset Kitti) ei voimaldanud saada piisavas koguses ja hea kvaliteediga DNA-d. Seega

poorduti plasmiidide puhastamisel teiste meetodite poole. Algselt kasutati plasmiidide
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puhastamiseks tseesiumkloriidi gradiendil pdhinevat meetodit, aga kuna see ei andnud soovitavat
tulemust, siis voeti kasutusele kahekordne puhastusmeetod. Esialgu eraldati plasmiidne DNA
minipreparatsiooni meetodil, kasutades kommertsiaalset kitti (FavorPrep Plasmid DNA
Extraction Mini Kit, , Favorgen Biotech Corp.”) vastavalt tootja poolsele protokollile.
Puhastatud plasmiidide 6igsust kontrolliti geelil restriktsioonanaltitisiga (selleks kulus kdik
minipreparatsioonil saadud DNA saagis) ning valiti valja 6iged kloonid. Suuremate DNA koguste
saamiseks kasutati kahekordsel sadestamisel pdhinevat meetodit. Selleks tsentrifuugiti (,,Sorwall
RC 5B Plus*, 9000x g, 10 min) 500 ml bakterikultuuri rakud pdhja, eemaldati s6dde ja rakke
suspendeeriti 50 ml SOL | lahuses (50 mM gliikoos, 25 mM Tris-Cl pH=8.0, 10 mM EDTA
pH=8.0). Jargnevalt lisati segule 50 ml ltdsilahust SOL 11 (0.2 M NaOH, 1% SDS), segati drnalt
ja inkubeeriti toatemperatuuuril 5 min. Seejarel lisati segule neutraliseerimiseks 50 ml SOL IlI
lahust (3 M Kaaliumatsetaat pH 4.5) ja segati kallutades ning seejérel tsentrifuugiti 9000x g 10
min. Seejarel supernatant eraldati sademest filtratsiooniga labi filterpaberi. Supernatandile lisati
0.8 mahtu isopropanooli ja tsentrifuugiti 15 000x g 4°C juures 30 minutit. Saadud sade lahustati
8 ml RES puhvris (NucleoBond® Xtra Midi Kit, ,,Macherey Nagel) ning seejérel jatkati
puhastamist NucleoBond® Xtra Midi kitiga (,,Macherey-Nagel*) vastavalt tootja poolsele

protokollile. Puhastatud DNA kontsentratsioon moddeti spektrofotomeetriga (Nanodrop 2000).

2.2.7. In vitro transkriptsioon

ZIKV replikonide cDNAd sisaldavad plasmiidid lineariseeriti ensiiimiga Agel (FastDigest,
»Thermo Fisher Scientific ). Plasmiidset DNA-d lisati restriktsioonisegusse 4 ug. Lineariseeritud
DNA puhastati restriktsioonisegust DNA clean and concentration kitiga (,,Zymo Research®)
vastavalt tootja poolsetele juhistele ja elueeriti 10 ul vees. In vitro transkriptsioon viidi labi,
kasutades mMESSAGE mMACHINE™ SP6 Transcription Kitti (,, Invitrogen®), juhindudes tootja
poolsest protokollist. Reaktsioonisegu (20 pl) sisaldas 1x NTP/CAP segu (5 mM ATP, 5 mM
CTP,5mM UTP, 1 mM GTP, 4 mM CAP analoog), 1x reaktsiooni puhvrit, 3 mM GTP-d, 0.5 pg
lineariseeritud DNA-d, enstimi segu (SP6 RNA polumeraas, RNaasi inhibiitor).
Reaktsioonisegu inkubeeriti 37°C juures 1 h ja 45 minutit. RNA saagist hinnati agaroos

geelelektroforeesil.

2.2.8. BHK-21 rakkude ja BHK-CprME pakkimisrakuliini transfektsioon
In vitro sunteesitud NanoLuc markerit eskpresseeriv ZIKV replikon-RNA transfekteeriti BHK-21

ja BHK-CprME pakkimisrakuliini lipofektsiooni meetodil, kasutades Lipofectamine 2000
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reagenti (,, Invitrogen ). Selleks kasvatati rakud 100 mm labimddduga koekultuuri tassil 70-90%
konfluentsuseni ning katsele eelneval pdeval kilvati rakud 6-augulistele plaatidele.
Lipofektsiooni labiviimiseks segati tUhes tuubis 9 ul Lipofectamine 2000 reagenti 150 pl Opti-
MEM s66tmega (,,Life Technologies ) ning teises tuubis segati 18 pl replikon-RNA-d (in vitro
transkriptsiooni segu) 150 pl Opti-MEM sd6tmega. Seejérel segati kaks segu omavahel kokku ja
inkubeeriti toatemperatuuril 5 min. Selle aja jooksul vahetati rakkudel s66de 1 ml vérske s66tme
vastu. Seejérel lisati tekkinud RNA-lipiid kompleksid rakusodtmele ning rakke inkubeeriti 37°C
juures 5% CO> keskkonnas 48 tundi (BHK-21 rakkude puhul). BHK-CprME pakkimisrakuliini
inkubeeriti 72 h parast transfektsiooni, mil replikoni replikatsioon ja VRP-de moodustumine oli
saavutanud korgeima taseme (tulemused pole esitatud) ning seejarel koguti VRP-sid sisaldav

sdodde. Transfektsiooni dnnestumist kontrolliti, mootes NanoLuc aktiivsust rakuliisaadist.

2.2.9. C6/36 rakkude transfektsioon

NanoLuc ja mCherry markervalku ekspresseerivad ZIKV replikon-RNA-d (in vitro
transkriptsiooni segud) transfekteeriti C6/36 rakkudesse lipofektsiooni meetodil sarnaselt BHK-
21 rakkude transfektsiooniga. Peale RNA-lipiid komplekside lisamist inkubeeriti rakke 28°C ja
0% CO- juures 4 tundi. Nelja tunni moddudes vahetati rakkudel s66de ja seejérel asetati need
uuesti 28°C ja 0% CO2 juurde. mCherry replikon-RNA transfektsiooni Gnnestumine tehti
kindlaks fluorestsentsmikroskoobi (Nikon Eclipse 200 TEU) abil. NanoLuc replikoni-RNA
transfektsiooni ©Onnestumine tehti kindlaks samamoodi nagu BHK-21 ja BHK-CprME
pakkimisrakuliini trasnfektsiooni puhul.

2.2.10. BHK-21 rakkude re-transfektsioon

BHK-21 rakkudesse, millesse oli transfekteeritud ZIKV-NanoLuc replikon-RNA, transfekteeriti
jargnevalt SFV replikonide (SFV-RDD-ZIKV-str, SFV-PG-ZIKV-str, SFV-ZIKV-str-OPT ja
SFV-ZIKV-str-wt) in vitro sunteesitud RNA. Re-transfektsioon viidi labi 48 tundi pérast ZIKV
replikon-RNA transfektsiooni, kasutades taas Lipofectamine 2000 reagenti ja Ulal kirjeldatud
protokolli. Rakke inkubeeriti re-transfektsiooni jarel 37°C ja 5% CO2 juures 48 tundi ning
seejarel koguti ZIKV VRP-sid sisaldav s6dde.

2.2.11. SFV-ZIKV-str VRP-de tiitri maaramine
SFV-ZIKV-str VRP-de tiitri méaaramiseks tehti VRP-dest seerumvabas GMEM sd6tmes
kiimnekordsed lahjendused (107°, 10 107). Seejirel eemaldati 90-100% konfluentsusega 12-

augulisel plaadil katteklaasidel kasvanud BHK-21 rakkudelt soode; rakke pesti PBS-ga
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(phosphate buffered saline, fosfaat-puhverdatud soolalahus) ning neile lisati 150 pl VRP-de
lahjendusi. Rakke inkubeeriti 37°C ja 5% CO- juures (ks tund tassi iga 10 min tagant loksutades.
Peale inkubeerimist lisati rakkudele GMEM téissdddet ja inkubeeriti rakke 18 tundi 37°C ja 5%
CO2 juures. Seejarel eemaldati nakatatud rakkudelt s66de, rakke pesti kaks korda Dulbecco PBS-
ga ning fikseeriti 4% paraformaldehdidi (PFA) lahusega toatemperatuuril 20 min jooksul.
Seejérel lisati klaasidele -20°C metanooli ja hoiti -20°C kiilmkapis 10 minutit. Klaase pesti kolm
korda Dulbecco PBS-ga, tdsteti 24-augulisele plaadile ning klaasil olevad rakud blokeeriti 5%
blokklahusega (FBS lahjendus Dulbecco PBS-s) toatemperatuuril 30 minuti jooksul. Seejarel
lisati klaasidele SFV nsP3 ja ZIKV E valgu (,,GeneTex™) vastaste antikehade lahjendused 5%
blokklahuses ning inkubeeriti toatemperatuuril ks tund. Jargnevalt pesti klaase kolm korda
Dulbecco PBS-ga ning inkubeeriti ks tund pimedas sekundaarsete antikehade lahjendusega 5%
blokklahuses. Sekundaarsete antikehadena kasutati kidliku vastaseid Alexa488 ja Alexa568
fluorestseeruvate vérvidega konjugeerituid antikehasid (,,Invitrogen®). Seejarel pesti klaase neli
korda Dulbecco PBS-ga ja kaks korda destilleeritud veega ning kuivatati. Preparaadi
valmistamiseks lisati alus- ja katteklaasi vahele SlowFade sulundusvedelikku (,,Invitrogen®) ja

katteklaasid asetati alusklaasidele nii, et rakud jaaksid klaaside vahele.

Saadud preparaate vaadeldi fluorestsentsmikroskoobiga (Nikon Eclipse 200 TEU) ning loeti
kokku helenduvad rakud 20 vaatevéljas. Selle jargi arvutati keskmine positiivsete rakkude arv
ning infektsiooniliste Ghikute (infectious unit, 1U) arv VRP preparaadi he milliliitri kohta
(1U/ml).

2.2.12. C6/36 rakkude nakatamine SFV-ZIKV-str VRP-dega

ZIKV NanoLuc ja mCherry replikonidega transfekteeritud C6/36 rakke nakatati SFV-ZIKV-str
VRP-dega. Ajapunktiks nakatamisel valiti 48 h parast transfektsiooni, mil replikatsiooni tase oli
kdrgeim (tulemused pole esitatud). Enne nakatamist koguti paralleel-plaadil kasvanud C6/36
rakke, varviti 0.4% triptaansinisega ja loendati rakud “Countess” rakuloendiga (“Invitrogen”).
Seejarel arvutati C6/36 rakkude nakatamiseks voetavate VRP-de kogus nii, et kasutatud MOI

(multiplicity of infection, infektsiooni kordsus) oleks 10 infektsioonilist Ghikut raku kohta.

Nakatamiseks eemaldati rakkudelt soode ja pesti rakke tks kord 1 ml seerumvaba s66tmega.
Seejarel lisati rakkudele SFV-ZIKV-str VRP-sid 400 pl seerumvabas L15 s66tmes ja inkubeeriti
tasse 28°C ja 0% COg juures ks tund iga 10 min tagant tasse kallutades. Seejarel lisati C6/36

rakkudele seerumiga L15 s66det ja inkubeeriti 28°C ja 0% CO2 juures. 48 tundi peale rakkude
36



nakatamist koguti VRP-sid sisaldav s60de. VRP-sid sisaldav sotde tsentrifuugiti 10 min, 1500x
g, et eemaldada s06tmes olevad rakud, ning VRP-de supernatanti séilitati 4°C juures. Samamoodi
toimiti ka muudest pakkimissiisteemidest périneva so0tmega. Jargnevalt kasutati VRP-sid

sisaldavaid supernatante uute Vero E6 ja C6/36 rakkude nakatamiseks.

2.2.14 VERO ja C6/36 rakkude nakatamine ZIKV VRP-dega

Selleks, et kindlaks teha, kas ZIKV replikonide pakkimine VRP-desse oli toimunud, nakatati
kogutud VRP-de supernatantidega 6-augulisel plaadil kasvanud Vero E6 ja C6/36 rakke. Vero E6
ja C6/36 rakkudelt (70-90% konfluentsed) aspireeriti so6de, rakke pesti seerumvaba sf6tmega
ning seejarel lisati 150 pl VRP-sid sisaldavat supernatanti 150 pl seerumvabas so6tmes (2x VRP-
de lahjendus). Rakkudega tasse inkubeeriti, neid iga 10 min tagant loksutades tihe tunni jooksul,
37°C ja 5% CO- juures Vero E6 rakkude puhul vdi 28°C ja 0% CO: juures C6/36 rakkude puhul.

Seejdrel lisati rakkudele seerumiga s66det ja inkubeeriti rakke kuni 5 péaeva.

2.2.15. Replikonide pakkimise efektiivsuse hindamine

Replikonide pakkimise efektiivsust hinnati VRP-de supernatantidega nakatatud Vero E6 ja C6/36
rakkudes markervalkude ekspressiooni pdhjal. Peale rakkude nakatamist VRP-dega, millesse oli
pakitud mCherry replikon, jalgiti nakatatud rakke igapéevaselt kuni 5 paeva jooksul, méérates
mCherry positiivseid (punaselt fluorestseeruvaid) rakke fluorestsentsmikroskoobi abil. NanoLuc
aktiivsust mdddeti vastavat markerit sisaldavate VRP-dega nakatatud rakkude lisaadist 24, 48 ja
72 h pérast nakatamist. Selleks eemaldati rakkudelt s6dde, pesti ks kord PBS-ga ja ludsiti,
kasutades 100 pl 1x Renilla Luciferase Assay (,,Promega®) llusipuhvit ning inkubeeriti
toatemperatuuril 10 min. Ludsitud rakud koguti 1.5 ml reaktsioonituubidesse ning tsentrifuugiti
lauatsentrifuugis (14000x g, 1 min). NanoLuc aktiivsuse mddtmiseks kasutati coelenterazine
native substraati (,, 7BD-Biodiscovery‘), mis segati puhvriga (50 mM Tris pH=7.5, 0.5 mM
EDTA pH=8.0, 25 mM NaCl) vastavalt tootja poolsele juhisele. 20 ul rakuliisaadile lisati 20 pl
coelenterazine native reagenti (substraat + puhver) ning méddeti NanoLuc aktiivsus. M6dtmiseks

kasutati Glomax SIS luminomeetrit (,,Promega‘).

2.2.16. Western blot
SFV-ZIKV-str replikonidega re-transfekteeritud BHK-21 rakkude llsaate analulsiti western
blot'ga selleks, et tuvastada SFV mittestruktuursete valkude ja ZIKV struktuursete valkude

ekspressiooni. 48 h pérast re-transfektsiooni pesti rakke tiks kord PBS-ga, seejdrel lisati 100 pl 1x
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Laemmli ludsipuhvrit (50 mM Tris pH 6.8, 100 mM ditiotreitool, 2% naatriumdodetsulsulfaat
(sodium dodecyl sulfate, SDS), 10% glitserool, broomfenoolsinine). Saadud lusaat koguti ja
kuumutati 5 min 100°C juures. Lusaadid kanti 10% SDS poliakrutlamiidgeelile ja lahutati SDS
poluakriitlamiidgeel-elektroforeesil 1x SDS jooksupuhvris (25 mM Tris, 0.25 M glutsiin, 0.1%
SDS, pH 8.3). Geelil lahutunud valgud kanti dle nitrotselluloosmembraanidele (,, GE
Healthcare ) the tunni jooksul 20 V juures Semi-Dry puhvrit (48 mM Tris, 39 mM gltsiin,
0.037% SDS, 20% metanool) ja Trans-Blot Semi-Dry masinat (,, Bio-Rad‘) kasutades.
Ulekandunud valkudega membraan blokeeriti 5% lssilahusega western blot pesupuhvris (50
mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween20). Seejarel lisati membraanidele primaarse
antikehana, kas ZIKV E valgu vastast antikeha (,,GeneTex*), lahjendusega 1:5000 voi SFV nsP2
valgu vastast antikeha, lahjendusega 1:6000 2% IGssilahuses western blot'i pesupuhvris ja
inkubeeriti 1 tund toatemperatuuril. Jargnevalt pesti membraane western blot'i pesupuhvris 3
korda 10 minutit ning seejérel inkubeeriti membraane 1 tund 2% l&ssilahusega, kuhu oli lisatud
madardika perokstdaasiga konjugeeritud kudliku immunoglobuliinide vastane antikeha,
lahjendusega 1:10000. Seejarel pesti membraani 3 korda 10 minutit western blot"i pesulahusega.
Signaal detekteeriti, kasutades ECL (Enhanced chemiluminescence) kitti (,,GE Healthcare®) ja

rontgenfilmi abil.
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2.3. Tulemused

2.3.1. SFV replikonidel p&hineva pakkimisstisteemi analils

SFV replikonidel pdhinev pakkimissisteem koosneb kahest transfektsioonist BHK-21
rakkudesse. Esimesena transfekteeritakse pakitav ZIKV replikon-RNA ning 48 h hiljem
pakkimiseks kasutatav SFV replikon-RNA (Joonis 6). Antud susteemi raames katsetati kahte
muteeritud madala tsitoksilisusega (RDD, PG) ja kahte muteerimata tsutotoksilist SFV replikoni
(wt, OPT) (Tabel 1).

Esialgu hinnati ZIKV-NanoLuc replikoni transfektsiooni efektiivsust ja replikatsiooni taset
NanoLuc aktiivsuse pdhjal topelt transfekteeritud BHK-21 rakkudes (Joonis 11). ZIKV-NanoLuc
replikon kodeerib NanoLuc markervalku, mille aktiivsus on proportsionaalne replikon-RNA
koopiaarvuga ning selle kaudu ka replikoni replikatsiooni tasemega. NanoLuc aktiivsust mdddeti
96 h parast ZIKV replikon-RNA transfektsiooni ning 48 h pérast SFV replikon-RNA
transfektsiooni (vahetult enne ZIKV VRP-de kogumist). Negatiivseks kontrolliks olid ZIKV
replikoniga transfekteeritud BHK-21 rakud, mida ei re-transfekteeritud SFV replikon-RNA-ga
ehk mock re-transfekteeritud BHK-21 rakud. Saadud tulemustest (Joonis 11) néhtub, et
negatiivsetes kontrollrakkudes on NanoLuc aktiivsus (sna korge. Seega ZIKV replikoni
transfektsioon on olnud edukas ja replikon replitseerub efektiivselt. NanoLuc aktiivsused
erinevate SFV replikonidega (wt, PG, RDD, OPT) re-transfekteeritud BHK-21 rakkudes on
suurusjargu vorra madalamad kui negatiivsetes kontrollrakkudes. Sellest jareldub, et ZIKV
replikoni replikatsiooni efektiivsus langeb oluliselt peale rakkude re-transfektsiooni. Nimetatud
efekt on suurim tsttotoksiliste SFV replikonide (wt ja OPT) ja mdnevdrra vdiksem madala
tsutoksilisusega SFV replikonide (RDD, PG) transfekteerimisel. Samas on erinevus
tsutotoksiliste ja madala tsutotoksilisusega replikonide vahel véike - umbes poolteist kuni kaks
korda (Joonis 11). Sellest jareldub, et siin kasutatud madala tsitotoksilisusega SFV replikonid
(RDD, PG) ei ole ZIKV replikoniga koos kasutamiseks piisavalt ndrgestatud.

39



Nanoluc aktiivsus ZIKV- ja SFV replikon-RNA
transfektsiooni jargselt BHK-21 rakkudes

200,000

150,000
100,000
50,000 - I I
MiEEENI
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SFV replikon

RLU/1000 rakku

Joonis 11. NanoLuc aktiivsus BHK-21 rakkudes ZIKV- ja SFV replikon-RNA transfekteerimise jargselt.
Joonisel on kujutatud NanoLuc aktiivsus, mis m6ddeti BHK-21 rakkudest, millesse oli transfekteeritud pakitav
ZIKV-NanoLuc replikon-RNA ja pakkimiseks kasutatav SFV replikon-RNA (toodud joonise x-teljel). Kontrolliks (-
K) olid mock re-transfekteeritud rakud, st. rakud, mida ei re-transfekteeritud ZIKV replikon-RNA jérgselt SFV
replikon-RNA-ga. NanoLuc aktiivsus on esitatud RLU-des (relavtive light unit, suhteline valgusuhik) ning
normaliseeritud rakkude arvu (1000 rakku) suhtes. Mdddetud NanoLuc aktiivsuste pdhjal hinnati ZIKV replikoni

transfektsiooni efektiivsust ja replikatsiooni taset.

Lisaks NanoLuc markeri ekspressioonile analulsiti ka SFV mittestruktuursete (ns) ja ZIKV
struktuursete valkude ekspressiooni western blot”i abil. Analliisi tulemustest nahtub, et ZIKV E
valk ekspresseerub kodigilt SFV replikonidelt (RDD, PG, wt, OPT). Samal ajal SFV nsP2 valk on
tuvastatav ndrga signaalina ainult muteerimata ehk nérgestamata SFV replikonide (SFV-OPT ja
SFV-wt ) korral (Joonis 12A ja B). See vdib olla tingitud asjaolust, et PG vdi RDD mutatsioone

sisaldavate replikonide replitseerumisvime on vahenenud ja seega nsP2 valgu tootmine.
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Joonis 12. SFV nsP2 ja ZIKV E valgu ekspressiooni kontroll. BHK-21 rakke re-trasnfekteeriti SFV replikon-
RNA-dega (RDD, PG, wt, OPT) 48 h pdrast ZIKV replikon-RNA tranfekteerimist. 48 h pérast re-transfektsiooni
rakud liusiti ja saadud lusaadid lahutati 10% SDS-PAGE abil. SFV nsP2 valgu ekspressiooni detekteeriti SFV nsP2
valgu vastase antikehaga (A) ja ZIKV E valgu ekspressiooni tuvastati ZIKV E valgu vastase antikehaga (B). Joonise
uleval on esitatud SFV replikonide nimetused. Paremal kiljel on viidatud valgumarker — PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder (kDa). Vasakul kiiljel on noolega viidatud SFV nsP2 (A) ja ZIKV E valgu signaal (B). Negatiivne
kontroll (-K): transfekteerimata BHK-21 rakud; positiivne kontroll (K+): vastavalt SFV- (A) v6i ZIKV-ga (B)
nakatatud rakkude ltsaadid.

Topelt transfekteeritud BHK-21 rakkudelt kogutud ja eeldatavasti VRP-desse pakitud ZIKV-
NanoLuc replikoni sisaldavat supernatanti kasutati jargnevalt nii imetaja- (Vero E6) kui ka
putukarakkude (C6/36) nakatamiseks. ZIKV replikoni sisaldavate VRP-de (ZIKV VRP-d)
moodustumise ja nakatamise efektiivsust hinnati nakatatud rakkude NanoLuc aktiivsuse pdhjal.
See pohineb sellel, et kui ZIKV-NanoLuc replikoni pakkimine VRP-desse pole efektiivne (vOi ei
toimu Gldse), siis ZIKV replikon ei saa Vero E6 ja C6/36 rakkudesse siseneda. Sellest tulenevalt
NanoLuc markeri ekspressioon nakatatud rakkudes on madal vGi puudub hoopis. Seega NanoLuc
aktiivsus ZIKV VRP-dega nakatatud rakkudes on otseses soltuvuses ZIKV-NanoLuc replikoni
pakkimise efektiivsusest. Pakkimise efektiivsuse analliisimisele vdeti ka negatiivne kontroll, et
hinnata kas detekteeritav NanoLuc signaal tuleb uuesti nakatatud rakkudest vBi on tegemist
NanoLuc aktiivsuse llekandega (st signaal tuleb markervalku sisaldavast nakatamis-so6tmest).
Negatiivse kontrollina kasutati supernatanti, mis koguti mock re-transfekteeritud BHK-21
rakkudelt. NanoLuc aktiivsust moddeti ZIKV VRP-de supernatandiga nakatatud Vero E6 ja
C6/36 rakkudest 24, 48 ja 72 h parast nakatamist. See vbimaldas hinnata NanoLuc aktiivsuse

muutumist ajas: mérgatav NanoLuc aktiivsuse kasv téhendab siin replikoni replitseerumist.
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Saadud tulemused demonstreerivad, et NanoLuc aktiivsus ZIKV VRP-dega nakatatud Vero E6
(Joonis 13A) ja C6/36 rakkudes (Joonis 13B) oli kaks suurusjarku madalam kui topelt
transfekteeritud BHK-21 rakkudes (Joonis 11). Sellest voib jéreldada, et ZIKV replikoni
pakkimine VRP-desse topelt trasnfekteeritud BKH-21 rakkudes oli védga ebaefektiivne. Siiski olid
NanoLuc aktiivsused nakatatud Vero E6 ja C6/36 rakkudes SFV replikonidega re-
transfekteerimise korral monevdrra (kuni ks suurusjark) korgemad negatiivsest kontrollist ja
naitasid (eriti wt replikoni puhul) selget tusu ajas (Joonis 13A ja B). Seega mingil tasemel ZIKV
VRP-de moodustamine ja jargnevate rakkude nakatamine siiski aset leidis. Suurim oli see
muteerimata, tsttotoksliliste SFV replikonide (wt ja OPT) kasutamisel; madala tsttotoksilisusega
SFV replikonide (RDD, PG) kasutamise korral olid erinevused negatiivsest kontrollist vaga
vaikesed (Joonis 13A ja B). Seega vOib arvata, et antud mutatsioonid nsP2 valgus Kkill
vBimaldavad ZIKV replikoni efektiivsemat replikatsiooni (Joonis 11), kuid ei soodusta ZIKV
repikoni pakkimist VRP-desse. Kokkuvdtvalt néitasid siin saadud tulemused, et kasutatud
katsetingimustel ei suuda SFV replikonidelt toodetud struktuursed valgud efektiivselt ZIKV
replikoni pakkida.
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Joonis 13. NanoLuc aktiivsus SFV replikonide vahendusel pakitud ZIKV VRP-dega nakatatud Vero E6 ja
C6/36 rakkudes. Vero E6 (A) ja C6/36 rakke (B) rakke nakatati ZIKV VRP-de supernatandiga, mis koguti pakitava
ZIKV-NanoLuc ja pakkimiseks kasutatava SFV replikon-RNA-dega (viidatud joonise x-teljel) transfekteeritud
BHK-21 rakkudelt. Negatiivseks kontrolliks (-K) v@eti Vero E6 ja C6/36 rakud, mida nakatati ZIKV replikon-RNA-
ga transfekteeritud, kuid SFV replikon-RNA-ga mitte transfekteeritud rakkudelt (mock re-transfekteeritud) rakkudelt
kogutud supernatandiga. NanoLuc aktiivsust mdddeti rakkudest 24, 48 ja 72 h pérast nakatamist. NanoLuc aktiivsus
on esitatud RLU-des (relative light unit, suhteline valgusiihik) ning normaliseeritud rakkude arvu (1000 rakku)
suhtes. Nakatatud rakkude NanoLuc aktiivsuste pdhjal hinnati SFV replikonide vahendusel toimuva ZIKV replikoni

pakkimise efektiivsust.

2.3.2. BHK-CprME pakkimisrakuliinil pdhineva pakkimisststeemi analtits

Kuna BHK-CprME pakkimisrakuliinil pdhinev slsteem kasutab ZIKV-NanoLuc replikoni
pakkimiseks rakuliinis ekspresseeruvaid ZIKV struktuurseid valke, siis koosneb see stisteem
ainult ZIKV replikoni transfektsioonist BHK-CprME rakuliini.

Esmalt hinnati 72 h pérast transfektsiooni ZIKV-NanoLuc replikoni transfektsiooni efektiivsust
ja replikatsiooni taset NanoLuc aktiivsuse pohjal BHK-CprME rakkudes. See analliis néitas, et
NanoLuc aktiivsus BHK-CprME rakkudes on lsna kérge (38 522 RLU/1000 rakku), ehkki
selgelt madalam kui sama replikoniga transfekteeritud BHK-21 rakkudes (Joonis 11). Siiski
nditavad need andmed selgelt, et ZIKV-NanoLuc replikoni transfektsioon BHK-CprME
rakkudesse oli efektiivne ning replikoni replikatsiooni tase 72 h pérast transfektsiooni isna korge.

Jargnevalt nakatati BHK-CprME rakkudelt kogutud eeldatavasti ZIKV-NanoLuc VRP-sid
sisaldava supernatandiga Vero E6 ja C6/36 rakke. ZIKV VRP-de sisaldust hinnati NanoLuc

aktiivsuse mootmisega Vero E6 ja C6/36 rakkudest 24, 48 ja 72 h pérast nakatamist. Tulemustest
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on néha, et NanoLuc aktiivsus ZIKV VRP-dega nakatatud Vero E6 ja C6/36 rakkudes on madal
(Joonis 14). Erinevalt SFV replikonidel pShineva susteemi raames nakatatud rakkudest (Joonis
13A ja B) langes NanoLuc aktiivsus siin 72-ks tunniks oluliselt (Vero E6) voi plsis suhteliselt
stabiilsena kogu katse jooksul (C6/36) (Joonis 14). See pdhjal vdib arvata, et tegemist oli
NanoLuc markeri passiivse Ulekandega st. moddetud aktiivsus parines BHK-CprME rakkudelt
kogutud supernatandist ja nakatamist ning ZIKV replikatsiooni ei toimunud. Seega vOime
jareldada, et BHK-CprME rakkudes ei toimunud ZIKV replikonide pakkimist v@i siis oli see
aarmiselt ebaefektiivne, jaddes allapoole katse tundlikkuse piirist. Seega ei sobi BHK-CprME
rakuliin ZIKV replikoni pakkimiseks. Selleks, et kindlalt vaita ZIKV-replikoni pakkimise
puudumist, tuleks analtlsimisele votta ka negatiivne kontroll-supernatant sarnaselt SFV
replikonidel p6hineva slsteemiga. Kuna aga pakkimisrakuliin ise ekspreseerib ZIKV
struktuurseid valke, siis ei ole véimalik vdtta analtiisimisele negatiivset kontroll-supernatanti,
mis parineks rakkudelt, millesse on transfekteeritud ZIKV replikon, kuid puudub ZIKV

struktuurseid valke ekspresseeriv konstrukt.

NanoLuc aktiivsus BHK-CprME vahendusel
pakitud ZIKV VRP-dega nakatatud rakkudes
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Joonis 14. NanoLuc aktiivsus BHK-CprME pakkimisrakuliini vahendusel pakitud ZIKV VRP-dega
nakatatud Vero E6 ja C6/36 rakkudes. Vero E6 ja C6/36 rakke nakatati ZIKV VRP-de supernatandiga, mis koguti
ZIKV-NanoLuc replikoni pakkimiseks kasutatud BHK-CprME pakkimisrakuliinilt. NanoLuc aktiivsus mdddeti
rakkudest 24, 48 ja 72 h pérast nakatamist. NanoLuc aktiivsus on esitatud RLU-des (relative light unit, suhteline
vaguslihik normaliseerituna rakkude arvu (1000) suhtes. Md6detud NanoLuc aktiivsust kasutati pakkimisrakuliini

vahendusel toimuva ZIKV replikoni pakkimise efektiivsuse hindamiseks.
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2.3.3. SFV-ZIKV-str VRP-del pdhineva pakkimisststeemi analiils

Ulal kirjeldatud katsed niitasid, et BHK-CprME rakkudes ZIKV VRP-de moodustumist ei toimu.
SFV replikonidega ZIKV VRP-de moodustamine kill saavutati, kuid see oli vaga ebaefektiivne
(Joonis 13A ja B). Kuna SFV replikonide tsitotoksilisuse véhendamine andis negatiivse
tulemuse, kasutati jargnevalt pakkimist tsutoksilise SFV replikoniga putukarakkkudes, milles
SFV infektsioon tsttotoksiline ei ole (Kielian, 1993). Tsutotoksiline SFV replikon oli pakitud
VRP-desse ja viidi naktamse teel C6/36 rakkudesse. Antud stisteemi kasutati nii ZIKV-NanoLuc
kui ka ZIKV-mCherry replikoni pakkimiseks. Selleks kdigepealt transfekteeriti pakitav ZIKV
replikon C6/36 rakkudesse. Kuna putukarakkude transfekteerimine on suhteliselt ebaefektiivne,
voeti ZIKV replikon-RNA-d kaks korda rohkem kui eelnevalt BHK-21 rakkude transfektsioonil.
Kui ZIKV replikoni transfektsioonist oli méddunud 48 h, siis nakatati C6/36 rakke SFV-ZIKV-
str VRP-dega. 48 h parast C6/36 rakkude nakatamist koguti eeldatavasti ZIKV VRP-sid sisaldav
supernatant ja rakud lidsiti ning moddeti NanoLuc aktiivsus. Moddetud NanoLuc aktiivsus
(5932 RLU/1000 rakku) oli vorreldav eelnevatest pakkimissiisteemidest méddetud NanoLuc
aktiivsustega (Joonis 11 ja 38 522 RLU/1000 rakku) néidates, et putukarakkude
transfekteerimiseks voetud suurem kogus ZIKV replikoni RNA-d v@imaldas tdsta transfektsiooni

efektiivsust ligikaudu samale tasemele imetajarakkudega.

Rakkude transfekteerimise efektiivsuse tapsemaks hindamiseks osutus kasulikuks ZIKV-
mCherry replikon, mis kodeerib punaselt fluorestseeruvat markervalku. Selle ekspressiooni saab
visuaalselt hinnata fluorestsentsmikroskoobi abil. Vahetult enne ja 48 h pérast SFV-ZIKV-str
VRP-dega nakatamist ehk 48 h ja 96 h parast ZIKV-mCherry replikon-RNA transfektsiooni
hinnati fluorestsentssignaali C6/36 rakkudest. Saadud piltidelt on nédha punaselt fluorestseeruvaid
rakke nii enne kui ka pérast nakatamist (Joonis 15). See viitab sellele, et ZIKV-mCherry replikon
replitseerub edukalt C6/36 rakkudes ning naitab nagu eeldati, et putukarakkudes ei hairi SFV-
ZIKV-str VRP-dega nakatamine ZIKV replikonide replitseerumist. Siiski 48 h pérast ZIKV-
mCherry replikoni transfekteerimist, vahetult enne naktamist on punaselt helenduvate rakkude
arv tdendoliselt mitte ronkem kui 5% rakkude koguarvust. Seega voGib selle pdhjal jareldada, et
ZIKV-mCherry replikoni transfektsioon C6/36 rakkudesse pole olnud kuigi efektiivne. Samuti on
néha, et peale SFV-ZIKV-str VRP-dega nakatamist suureneb punaselt fluorestseeruvate C6/36
rakkude arv jarsult. Kdige téendolisemalt pdhjustavad seda moodustunud ZIKV-mCherry VRP-d,

mis valjuvad rakkudest ja nakatavad ZIKV-mCherry replikon-RNA-ga transfekteerimata C6/36
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rakke (st. ZIKV replikon levib rakkude vahel). Seega nditas see katse kaudselt, et ZIKV replikoni
pakkimine VRP-desse on selles pakkimissisteemis kullaltki efektiivne.

enne nakatamist 48 h pirast nakatamist

Joonis 15. mCherry markeri ekspressioon C6/36 rakkudes ZIKV-mCherry replikoni transfektsiooni ja SFV-
ZIKV-str VRP-dega nakatamise jargselt. ZIKV-mCherry replikon-RNA transfekteeriti C6/36 rakkudesse. 48 h
tundi pérast transfektsiooni nakatati samu rakke struktuurseid valke ekspresseerivat SFV replikon-RNA-d sisaldavate
VRP-dega (SFV ZIKV-str VRP-d). Fluorestsentsmikroskoobi abil detekteeriti fluorestsentssignaali C6/36 rakkudest
vahetult enne nakatamist ehk 48 h pérast transfekstiooni ning 48 h parast nakatamist ehk 96 h pérast transfektsiooni.

Selleks, et tdpsemalt analtisida kui efektiivne on SFV-ZIKV-str VRP-de vahendatud ZIKV
NanoLuc ja mCherry replikonide pakkimine, nakatati kogutud ZIKV-NanoLuc ja -mCherry
VRP-de supernatantidega Vero E6 ja C6/36 rakke. Sarnaselt SFV replikonidel pdhineva
slisteemiga vOeti ka siin ZIKV-NanoLuc ja -mCherry replikoni pakkimise anallitsimiseks
negatiivne kontroll. Siin oli selleks supernatant, mis koguti vaid ZIKV replikon-RNA-ga
transfekteeritud ning SFV-ZIKV-str VRP-dega nakatamata (mock-nakatatud) rakkudelt. ZIKV
VRP-de moodustumise ja nakatamise efektiivsust hinnati NanoLuc replikoni puhul analoogselt
eelnevate pakkimissusteemidega ning mCherry replikoni puhul nakatatud rakkude helenduse

pohjal.

NanoLuc aktiivsuse modtmistulemustest on ndha, et ZIKV-NanoLuc VRP-sid sisaldava
supernatandiga nakatatud Vero E6 (Joonis 16A) ja C6/36 rakkudes (Joonis 16B) toimub
NanoLuc ekspressioon korgel tasemel. Selle aktiivsus suureneb ajas: 24 ja 72 ajapunkti erinevus
oli Vero E6 rakkudes ligikaudu 10-kordne (Joonis 16A) ja C6/36 rakkudes isegi kuni 100 kordne

(Joonis 16B). 72 tundi peale infektsiooni uletas NanoLuc aktiivsus nakatatud Vero E6 rakkudes
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kontrollrakkude oma 219 korda; C6/36 rakkudes 418 korda. NanoLuc aktiivsus ZIKV-NanoLuc
VRP-dega nakatatud C6/36 rakkudes saavutas enam-vdhem sama taseme (Joonis 16B), mis
ZIKV-NanoLuc replikoniga transfekteeritud rakkudes (5932 RLU /1000 rakku). Samal ajal Vero
E6 rakkudes jai see umbes suurusjargu vorra madalamaks (Joonis 16A). Need tulemused viitavad
sellele, et antud sisteemis toodetud ZIKV VRP-d suudavad paremini nakatada putuka- kui
imetajarakke voi toimub ZIKV replikonide replikatsioon ZIKV VRP-dega nakatatud
putukarakkudes efektiivsemalt, kui imetajarakkudes. See on kooskdlas varem avaldatud
andmetega, mis nditavad, et siin kasutud ZIKV tuvi tdesti replitseerub C6/36 rakkudes kdrgemal
tasemel kui Vero E6 rakkudes (Mutso jt., 2017). Eriti oluliseks tulemuseks on aga see, et saadud
andmete pohjal vGib jareldada, et SVF-ZIKV-str VRP-del pGhineva siisteemiga toimus efektiivne
ZIKV replikonide VRP-desse pakkimine. Hinnanguliselt oli see umbes kahe suurusjargu vorra
efektiivsem kui SFV replikonidel pdhineva susteemi puhul (vordle Joonis 13 A, B ning 16 A, B).
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Joonis 16. Nanoluc aktiivsus SFV-ZIKV-str VRP-de vahendusel pakitud ZIKV VRP-dega nakatatud Vero E6
ja C6/36 rakkudes. ZIKV-NanoLuc replikon-RNA-ga transfekteeritud rakke nakatati pakkimiseks kasutatud SFV-
ZIKV-str VRP-dega. 48 h pérast nakatamist koguti ZIKV-NanoLuc VRP-de supernant, millega nakatati Vero E6 ja
C6/36 rakke (sinised tulbad). Negatiivseks kontrolliks olid Vero E6 ja C6/36 rakud, mida nakatati supernatandiga,
mis koguti ZIKV-NanoLuc replikon-RNA-ga transfekteeritud, kuid SFV-ZIKV-str VRP-dega nakatamata (mock-
nakatatud) rakkudelt (punased tulbad). NanoLuc aktiivsust m&ddeti nakatatud rakkudest 24, 48 ja 72 tundi pérast
nakatamist. NanoLuc aktiivsus on esitatud RLU-des (relative light unit, suhteline valgusthik) ning normaliseeritud
rakkude arvu (1000 rakku) suhtes. Nakatatud rakkude NanoLuc aktiivsuse pdhjal hinnati SFV-ZIKV-str VRP-de

vahendusel toimuva ZIKV replikoni pakkimise efektiivsust

mCherry ekspressiooni visualiseerivatelt fluorestsentsmikroskoobi piltidelt on n&ha Uksikuid

punaselt fluorestseeruvaid C6/36 rakke (Joonis 17 Glemine paneel), seevastu helenduvaid Vero
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E6 rakke ei Onnestunud Uldse tuvastada. Kindlasti nditavad need andmed, et ka selle ststeemi
kasutamisel jadb ZIKV VRP-de tiiter madalaks: kasutades nakatamiseks 150 pl ZIKV-mCherry
VRP-sid sisaldavat supernatanti suudeti nakatada kuni tiks protsent C6/36 rakkudest. Arvestades
rakkude arvu (umbes 1 miljon rakku 6-augulise plaadi augu kohta) tdéhendab see mitte rohkem
kui 10 000 nakatunud rakku ehk siis ZIKV-mCherry VRP-de tiitrit vahemikus 10%- 10° 1IU/ml.

ZIKV-mCherry VRP-dega nakatatud C6/36 rakud

72 h parast nakatamist 96 h parast nakatamist 120 h parast nakatamist

Negatiivne kontroll

Joonis 17. mCherry ekspressioon SFV-ZIKV-str VRP-de vahendusel pakitud ZIKV VRP-dega nakatatud
C6/36 rakkudes. ZIKV-mCherry replikon-RNA-ga transfekteeritud rakke nakatati pakkimiseks kasutatud SFV-
ZIKV-str VRP-dega. 48 h pdrast nakatamist koguti ZIKV-mCherry VRP-de supernant, millega nakatati C6/36 rakke
(Ulemine paneel). Negatiivseks kontrolliks olid C6/36 rakud, mida nakatati supernatandiga, mis koguti ZIKV-
mCherry replikon-RNA-ga transfekteeritud kuid SFV-ZIKV-str VRP-dega nakatamata (mock-nakatatud) rakkudelt

(alumine paneel). Paneelide kohal on néidatud aeg parast nakatamist, millal vastav fluorestsentssignaal detekteeriti.
Fluorestsentssignaali pdhjal hinnati SFV-ZIKV-str VRP-de vahendusel toimuva ZIKV-mCherry replikoni pakkimise

efektiivsust.
48



2.4. Arutelu

Ké&esoleva t60 eesmargiks oli optimeerida ZIKV replikonide pakkimist, kasutades selleks SFV
replikonidel, pakkimisrakuliinil ja SFV replikoni sisaldavatel VRP-del ehk SFV-ZIKV-str VRP-
del pdhinevaid pakkimissisteeme. To0s analliusiti, kas ja kui efektiivselt sellised

pakkimisststeemid voimaldavad pakkida ZIKV replikoni.

Antud t00st selgus, et ZIKV replikone dnnestus arvestatava efektiivsusega pakkida ainult SFV-
ZIKV-str VRP-del pohineva slsteemiga putukarakkudes. Sarnast lahenemist on kirjeldatud ka
Mutso jt 2017. aasta artiklis. Kéesoleva t66 peamiseks erinevuseks varem avaldatud tulemustest
on antud juhul teisi markereid kodeerivate ZIKV replikonide (ZIKV-NanoLuc, ZIKV-mCherry)
kasutamine ning katsetingimuste optimeerimise tulemusel saavutatud ZIKV replikoni efektiivsem

pakkimine.

Samuti demonstreerisid ké&esoleva t60 tulemused, et SFV-ZIKV-str VRP-dega nakatamine
kaivitab mCherry markerit ekspresseeriva replikoni levimise ZIKV VRP-de tootmiseks kasutatud
rakukultuuris. See on kahtlemata tingitud sellest, et moodustuvad ZIKV VRP-d, mis nakatavad
uusi ZIKV-mCherry replikoniga transfekteerimata naaberrakke. Selline ,tagasiseondumine*
vahendas ZIKV VRP-de hulka rakusfdtmes (supernatant), mida kasutati Vero E6 ja C6/36
rakkude nakatamisel. Seda demonstreerib &aretult madalal tasemel toimuv voi puudulik mCherry
ekspressioon selle supernatandiga nakatatud C6/36 (Joonis 17) ja Vero E6 rakkudes. mCherry
helenduse puudumine Vero E6 rakkudes vdis olla tingitud lisaks veel sellest, et imetajarakud
(Vero E6) on ZIKV infektsioonile vahem vastuvotlikumad kui putukarakud (C6/36). Samuti ei
saa vélistada vdimalust, et C6/36 rakkudelt kogutud s6dde sisaldas lisaks ZIKV-mCherry VRP-
dele ka suurel hulgal SFV-ZIKV-str VRP-sid. Kuna SFV-ZIKV-str VRP-d on imetajarakkudele
vaga toksilised takistavad need ZIKV replikonide paljunemist rakkudes ja vdisid suruda maha
ZIKV replikoni vahendatud mCherry ekspressiooni Vero E6 rakkudes. Seevastu SFV-ZIKV-str
VRP-de vahendusel toodetud analoogsete ZIKV-NanoLuc VRP-dega nakatatud Vero EG6
rakkudes tuvastati korgel tasemel NanoLuc markeri ekspressioon replikon-RNA-It. Seega
mCherry helenduse puudumine ZIKV-mCherry VRP-dega nakatatud Vero E6 rakkudes on pigem

tingitud sellest, et mCherry fluorestseerumine jai alla ma&ramispiiri.

ZIKV-mCherry replikoni pakkimine SFV-ZIKV-str VRP-dega néitas, et VRP-de saagis jai
vahemikku 10%-10° infektsioonilist Ghikut milliliitri kohta. See on {sna madal vdrreldes

alfaviiruste replikonide saagisega (SFV VRP-de tiitrid on suurusjargus 10° infektsioonilist tihikut
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milliliitri kohta). Sellest aga piisab mitmete bioloogiliste uurimuste labiviimiseks, kuid néiteks
potentsiaalsete vaktsiinikandidaatide valjaarendamise seisukohalt jadb seda véheks. Osalt on
madalam tiiter flaviviirustele ka iseloomulik. Samuti pdhines kasutatud replikon ka koekultuurile
adapteerimata ZIKV kliinilise isolaadi jarjestusel. Sellest tulenevalt replitseerub see rakukultuuris
madalamal tasemel kui viiruse laboratoorsed tiived (Mutso jt 2017). Need on viiruse omadused ja
neid ei saa (vOi ei ole soovitav) muuta. Siiski on vdimalik muutmata neid omadusi, tosta SFV-
ZIKV-str VRP-del pdhineva susteemiga saadavat ZIKV VRP-de saagist ehk pakkimise

efektiivsust.

SFV-ZIKV-str VRP-del pbhineva sisteemi peamiseks kitsaskohaks on putukrakkude suhteliselt
madal transfektsiooni efektiivsus. Tapsemalt tuleneb see sellest, et transfektsiooni reagendid,
sealhulgas siin kasutatud Lipofectamine 2000, ei ole eriti efektiivsed putukarakkude
transfekteerimisel. Seda demonstreerivad selgelt Joonisel 15 (vasak paneel) toodud tulemused —
ZIKV-mCherry replikoniga transfekteerimise jarel on punaselt helenduvate rakkude arv vaike.
Sellest tulnevalt vois ka ZIKV-mCherry VRP-de saagis olla madal, sest C6/36 rakkudes polnud
piisavalt ZIKV replikoni, mida pakkida. Tden&oliselt saaks ZIKV VRP-de saagist tdsta vahemalt
suurusjargu vorra, kui oleks voimalik suurendada replikoniga transfekteeritud rakkude arvu.
Selleks vOiks otsida efektiivsemaid transfektsioonireagente voi kasutada replikatsiooni
kaivitamiseks DNA plasmiide, sest DNA transfektsioon putukarakkudesse on RNA
transfektsioonist oluliselt efektiivsem.

Samuti on SFV-ZIKV-str VRP-del pdhinevat siisteemi suhteliselt keeruline kasutada, kuna see
nduab SFV-ZIKV-str VRP-de valmistamist ning nagu juba mainitud siis putukarakkude
transfektsiooni efektiisus on madal. Seega otsisime sellele lihtsamat alternatiivi pakkimisrakuliini
ja SFV replikonidega re-transfekteerimise ndol. Paraku selgus, et konstrueeritud BHK-CprME
rakuliinis ZIKV replikoni pakkimist ei toimu ning ZIKV ja SFV replikon-RNA-de jarjestikusel
transfekteerimisel ZIKV replikonide pakkimise efektiivsus on vdaga madal. Kuna ZIKV replikon
replitseerus edukalt molema pakkimissiisteemi kasutamisel, siis pakkimise puudumise ja
ebaefektiivse pakkimise pOhjused saavad tuleneda ainult SFV replikonidega ja BHK-CprME
rakuliiniga seotud probleemidest.

Uheks probleemiks SFV replikonidel pShineva siisteemi puhul v@ib olla see, et SFV replikonide
RNA-sid ei suudetud piisavalt efektiivselt viia rakkudesse, millesse oli juba viidud ZIKV

replikon. Oletust toetab SFV nsP2 ja ZIKV E valkude madal ekspressiooni tase (Joonis 12). Kuna
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uldreeglina on SFV replikon-RNA-de transfektsioon BHK-21 rakkudesse véga efektiivne, siis
probleemiks voib olla teistkordne transfektsioon lthikese aja jooksul. Samuti vdib ZIKV
replikoni olemasolu rakkudes takistada kuidagi SFV replikoni sisenemist v@i replikatsiooni
kaivitamist. Seda, et SFV replikonid ise tddtavad, nditas veenvalt SFV-ZIKV-str VRP-del
pdhinev sisteem, mis erineb SFV replikonidel pdhinevast susteemist SFV replikoni rakkudesse
viimise ja kasutatud rakutliiibi poolest. Varasemalt on vaidetud, et replikoni viimine rakkudesse
VRP-desse pakitunult on palju efektiivsem kui replikon-RNA otsene transfekteerimine
rakkudesse. Selle pdhjuseks vo6ib olla asjaolu, et VRP-d funktsioneerivad omaparaste
tsaperonidena ning viivad pakitud replikon-RNA tdpsesse translatsiooni toimumiskohta. (Puig-
Basagoiti jt., 2005) Seega, SFV-ZIKV-str VRP-del po6hineva slsteemi efektiivne ja SFV
replikonidel pdhineva stisteemi vahendatud ebaefektiivne ZIKV replikonide pakkimine vois olla
tingitud just SFV replikonide rakkudesse viimise meetodist. Samuti on vdimalik, et erinevalt
topelt transfektsioonist, infektsiooniga ei tekitatud taiendavaid rakkude kahjustusi. Alfaviiruse
replikonid on rakkude kahjustuse suhtes vdga vastupidavad (ilmselt pdhjusel, et nad ise
pdhjustavad rakkude kahjustusi) samal ajal, kui flaviviiruste replikonid (mis ise tsttotoksilised ei
ole) on rakkude kahjustuste suhtes tundlikud. Seega vdis topelt transfektsioon iseenesest
moistetavalt mdjutada negatiivselt ZIKV replikon-RNA-de replitseerumist, mist6ttu polnud
piisavalt RNA-sid, mida oleks saanud SFV replikonilt toodetud ZIKV struktuursete valkudega
pakkida. Seedttu ei saa ka ZIKV replikoni pakkimine olla ka kuigi efektiivne.

Samuti voib eeldada, et SFV replikonidel pbhineva siisteemi vahendatud ebaefektiivne ZIKV
replikonide pakkimine vdis olla tingitud ka SFV replikonide koérgest tsttotoksilisest efektist
imetajarakkudele. Hipoteesi toetab asjaolu, et SFV-ZIKV-str VRP-del p6hinev susteem, mille
puhul kasutati putukarakke, oli oluliselt efektiivsem. See on tingitud asjaolust, et imetajarakud on
tundlikumad SFV replikonide tsutotokslisuse suhtes kui putukarakud (Kielian, 1993). On
voimalik, et suur osa SFV replikonidega transfekteeritud BHK-21 rakkudest suri enne, kui ZIKV
VRP-d moodustusid, samal ajal kui SFV infektsiooni negatiivne mdju C6/36 rakkudele oli
oluliselt vdiksem vO0i puudus hoopis. Hipoteesi vastu rddgib aga asjaolu, et SFV replikonide
pbhineva siisteemi puhul kasutati ka madala tsutotoksilisusega SFV replikone (RDD, PG). Sellest
hoolimata polnud ka nende SFV replikonidega pakkimine efektiivne ja pigem oli saadud tulemus
oodatule vastupidine (Joonis 13A, B). Seega, SFV replikonide vahendatud ebaefektiivne ZIKV
replikonide pakkimine on tingitud millestki muust, kui tsitoksilisusest imetajarakkudele. Naiteks

samade mutatsioonidega SFV replikonidel on varasemalt ndidatud vahenenud paljunemise
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vOimet (Tamm, 2007), mist6ttu SFV replikon-RNA ja sellelt ekspresseeritud valkude tasemed on
madalad (Joonis 12). Samas ei mojuta see negatiivselt vdodrvalkude tootmist (Tamm jt., 2008),
mida kinnitasid ka kdesolevas t60s saadud andmed (Joonis 12). Seega, mittetsitotoksiliselt SFV
replikonilt toodetud pakkimiseks vajalike ZIKV struktuursete valkude tase ei ole madalam kui wt

replikonide puhul ega saa olla pdhjuseks, miks ZIKV replikoni pakkimine oli vdga ebaefektiivne.

Lisaks vOis SFV replikonidel ja SFV-ZIKV-str VRP-del pdhineva ststeemi erinev pakkimise
efektiivsus tuleneda kasutatud rakutiilibist. SFV replikonidel pdhineva sitsteemi puhul kasutati
pakkimiseks imetajarakke (BHK-21), aga SFV-ZIKV-str VRP-del p&hineva stisteemi puhul
putukarakke (C6/36). Nimelt imetaja- ja putukarakkudes pakitud VRP-del erineb viirusliku
umbrise lipiidne koostis ning viiruslike glikoproteiinide glikosuleeritus (Boylan jt., 2017).
Néiteks WNV puhul on ndidatud, et viiruse paritolu mdjutab viiruse ning sihtmarkraku vahelist
interaktsiooni ja infektsioonilisust (Lim jt., 2010). Seega, SFV-ZIKV-str VRP-del p&hineva
stisteemi raames putukarakkudes pakitud ZIKV VRP-d vdisid uusi rakke paremini nakatada kui
SFV replikonidel pGhineva siisteemiga imetajarakkudes toodetud ZIKV VRP-d. Kuid vaktsiinide
tootmise seisukohalt eelistatakse hoopis kindlaid imetajarakkude liine (CHO, Vero) ja
putukarakke ei kasutata (v.a. inimese papilloomiviiruse vaktsiin). Pdhjuseks on see, et
imetajarakkude glukosilleerimise profiil sarnaneb rohkem inimese organismile kui
putukarakkudes toimuv glikostleerimine (Krammer ja Grabherr, 2010; Thompson, 2013). See
omakorda mdjutab toodetud vaktsiinikandidaadi antigeenseid omadusi, mis kutsub esile erinevaid
immuunvastuseid. Lisaks esineb putukarakkudes ka vaktsiinide saastuse oht erinevate viirustega,
mida putukarakud kannavad ning millest paljud on tundmatud (Merten jt., 2007; WHO, 2013).
Seet6ttu on SFV-ZIKV-str VRP-del pGhineva slisteemi kasutamine vaktsiinide véljatd6tamisel on

piiratud.

Ka SFV replikonidel pdhineva slsteemiga oleks voimalik saavutada efektiivsem ZIKV replikoni
pakkimine. Selleks oleks kdige loogilisem loobuda topelt transfektsioonist. Aga kuna madala
tsutotoksilisusega SFV replikone pole voimalik efektiivselt VRP-desse pakkida, siis ei saa
transfektsiooni infektsiooniga asendada. Kill aga on vbimalik ZIKV replikoni ko-trasnfektsioon
rakke mittekahjustavate alfaviiruste replikonidega nagu CHIKV-NCT (Pohjala jt 2011, Utt jt
2015) voi siis ZIKV replikonide sisseviimine alfaviiruste replikonide abil tehtud stabiilsetesse
rakuliinidesse. Kas sellised ldhenemised to6tavad ning milline on nende efektiivsus, on vaja veel

analtitisida.VVoimalik, et rakuliinide kasutamine ei anna loodetud efekti, sest siin uurimistdos
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kasutatud kolmas pakkimissusteem — BHK-CprME rakuliin — kas ei tootnud uldse ZIKV VRP-
sid vOi siis jai nende saagis katsete tundlikkuse piirist allapoole. Kuna varasemalt tehti kindlaks,
et BHK-CprME rakkudes toimub ZIKV struktuursete valkude ekspressioon, siis ei saa VRP-de

puudumise pdhjuseks olla sobivate struktuursete valkude puudumine.

Eelnevates téodes on kirjeldatud flaviviiruste struktuurseid valke tootvas pakkimisrakuliinis
SVP-de moodustumist. SVP-d koosnevad ainult E ja M valgust ning neisse ei ole pakitud
replikoni. (Yoshii jt., 2008; Gehrke jt., 2003) Samuti vdis ka antud juhul rakuliinis toodetavad
ZIKV struktuursed valgud ZIKV replikoni pakkimise asemel osaleda hoopis SVP-de
moodustumises. Toota struktuurseid valke sellistes kogustes, et neist jatkuks nii SVP-de kui ka
VRP-de moodustamiseks pole ilmselt lihtne, sest flaviviiruste struktuursed valgud on rakkudele
toksilised (Fayzulin jt., 2006). Parimaks vdimaluseks seda valtida, on kasutada struktuursete
valkude ekspresseerimisel indutseeritavat promooterit (Harvey jt., 2004). Samuti saab kasutada
rakuliine, mis on vahem tundlikud toksilisusele (Gehrke jt., 2003). Efektiivse pakkimisrakuliini
loomine on Usna keeruline Ulesanne, sest lisaks viiruse struktuursete valkude tootmisele on
vajalik nende tootmine digel ajal ja Giges kohas. Reaalses infektsioonis on flaviviiruse genoomide
slintees ning struktuursete valkude tootmine seotud ehk toimub (hes ja samas raku
kompartmendis. Neid tingimusi on lihtsam jaljendada kasutades struktuursete valkude tootmiseks
teise RNA viiruse (antud t66s SFV replikonde) abi.

Kokkuvotvalt  vBib  delda, et putukarakkudes SFV-ZIKV-str VRP-del p6hineva
pakkimististeemiga suutsime saavutada arvestatava ZIKV VRP-de tootmise. SFV replikonidel ja
BHK-CprME pakkimisrakuliinil pdhineva sisteemidega ei suudetud seda saavutada mitmete
asjaolude tdttu. Samuti ka SFV-ZIKV-str VRP-del p&hineval slsteemil on omad puudused,
mistottu vajaks see veel optimeerimist, et saavutada suurem ZIKV-VRP-de saagis. Tdendoliselt

on see vOimalik tsna lihtsate votetega, kuid nGuab siiski analttisimist.
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KOKKUVOTE

VRP-desse pakitud flaviviiruste replikonid on oluliseks todriistaks flaviviiruste uurimisel ning
vOivad kasutust leida ka vaktsiinide valjatootamisel. Flaviviiruste replikonidele iseloomulik
kdrge replikatsioonivGime ja mittetsiitopaatiline infektsioon tagavad kdrgel tasemel toimuva
pikaajalise voorgeenide ekspressiooni. Replikonide pakkimine VRP-desse loob vdimaluse nende
loomulikul viisil (infektsiooni teel) rakkudesse viimiseks ja vastavate protsesside uurimiseks.
Varasemalt on loodud flaviviiruste replikonide pakkimiseks mitmeid pakkimissiisteeme, mis kdik
pdhinevad flaviviiruste RNA pakkimiseks vajalikke struktuursete valkude tootmisel in trans

pakitava replikoni suhtes.

Kéesoleva t66 eesmérk oli uurida véimalusi ZIKV replikonide pakkimiseks. Selleks kasutati
kolme  erinevat  pakkimissisteemi: ~ SFV  replikonidel pohinevat  kahekordset
transfektsioonististeemi, pakkimisrakuliini ja VRP-desse pakitud SFV replikonil p&hinevat
stisteemi. Tulemustest selgus, et ZIKV replikoni 6nnestus VRP-desse pakkida ainult viimasena
nimetatud slsteemiga, topelt transfektsiooni slisteem andis vdga madalad saagised ja VRP-de
moodustamist konstrueeritud pakkimisliinis tuvastada ei dnnestunudki. Ka efektiivseimal juhul
jadi VRP-de saagis madalaks. Siiski vOimaldavad saadud andmed jéreldada, millised on
optimaalsed tingimused ZIKV replikoni pakkimiseks ja sellega ka VRP-de tootmise taiendavat

optimeerimist.

T60s pustitatud eesmérk uurida erinevaid véimalusi ZIKV replikoni pakkimiseks, sai taidetud

ning see vdimaldab ZIKV replikone edasises uurimistdos kasutada.
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Packaging of Zika Virus Replicons into the Virus-Replicon Particles
Siret Usar
SUMMARY

The Zika virus (ZIKV) is a positive-sense single-stranded RNA virus that belongs to the
flavivirus family. The ZIKV virus was already discovered in Uganda in 1947, but public has only
started to show interest in the virus in recent years. The reason is the massive spread of Zika virus
outside Africa and Asia, and the potency to transfer from mother to fetus, causing microcephalia
in newborns. Therefore, it is now crucial to create different systems for studying the ZIKV and

developing a vaccine.

Replicons packaged in VRPs have proven to be useful in the study of flaviviruses and in the
development of vaccines. Flavivirus replicons are the self-replicating RNA molecules that have a
removed region encoding for structural proteins, which is replaced by some foreign genes. The
great benefit of flavivirus replicons is their non-cytopathic nature and high replication potency by
ensuring high-level long-term expression of foreign genes. Packing the replicons into VRPs
creates an opportunity to investigate the packaging and release of the virus and to use them as
potential vaccine candidates.

For the packaging of flavivirus replicon in VRPs, several packaging systems have been
developed; all of them were based on the production of structural proteins for RNA packaging of
flaviviruses in trans to packaged replicon. The packaging of ZIKV replicons has not yet been

thoroughly investigated.

The objective of this thesis was to explore the opportunities for packaging ZIKV replicons. For
this purpose, three different packaging systems were used: a double transfection system based on
SFV replicons, a packaging cell line expressing the ZIKV structural proteins, and an expression
system for structural proteins mediated by SFV replicon packaged in VRPs. The results of the
research revealed that the packaging of ZIKV replicon was only successful when packed into
VRPs in insect cells, using for packaging the SFV replicon-based system. The double-
transfection system produced very low yields and no formation of VRPs in the constructed

packaging line was identified. In the most efficient case, the yield of VRPs remained low.
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Nevertheless, the data obtained allow to conclude which optimal conditions for the packaging of

the ZIKV replicon are and, thus, decide on further optimization of the production of VRPs.

The goal set in the research — to explore various options for the ZIKV replicon to be packed — has

been met and it permits ZIKV replicons to be used in further research.
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Lihtlitsents 16putd6 reprodutseerimiseks ja I6putto tldsusele kattesaadavaks tegemiseks

Mina, Siret Usar,

(sunnikuupdev: 19.09.1994)

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose

Zika viiruse replikonide pakkimine viirus-replikon partiklitesse,

mille juhendajad on Andres Merits ja Eva Zusinaite

1.1. reprodutseerimiseks sailitamise ja Uldsusele kéttesaadavaks tegemise eesmargil, sealhulgas

digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmargil kuni autoridiguse kehtivuse téhtaja I6ppemiseni;

1.2. Uldsusele kittesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas

digitaalarhiivi DSpace’i kaudu kuni autoridiguse kehtivuse tahtaja I6ppemiseni.

2. olen teadlik, et punktis 1 nimetatud digused ja&vad alles ka autorile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega

isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus, 27.05.2018
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