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Alfaviiruse-p6hise Trans-replikaasi susteemi kasutamine swap- ja
punktmutatsioonideuurimisel
Siret Usar

Trans-replikaasi slisteem pohineb matriits-RNA  replikatsioonil ja sellelt toimuval
subgenoomse RNA siinteesil (transkriptsioonil) imetajarakkudes, mida teostab samas rakus
eraldi ekspresseeritud alfaviiruse replikaas. Replikatsiooni ja transkriptsiooni hinnatakse
matriits-RNA-I kodeeritud markervalkude detekteerimisega. Kiesoleva t60 tulemused
nditasid, et trans-replikaasi siisteem osutus vdga informatiivseks alfaviiruste homoloogsete
replikaasi domeenide vahetamise mdju uurimisel ning nsP2 proteaasi punktmutatsioonide
efektide uurimisel. Uurimusest selgus, et domeenide vahetamine pérssis transkriptsiooni,
osutades replikaasi valkude antud domeenide olulisusele transkriptsiooni jaoks. Valitud
punktmutatsioonid nsP2 proteaasis blokeerisid téielikult replikatsiooni ja transkriptsiooni,
millest jéreldub, et proteaasne aktiivsus on oluline nii replikatsiooni kui transkriptsiooni

jaoks.
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Using alphaviral trans-replicase system for sudiyng swap and point mutations
Siret Usar

The trans-replicase system is based on replication of template RNA and synthesis of
subgenomic RNA (transcription) in animal cell by alphaviral replicase expressed
simultaneously in the same cell. The replication and transcription is evaluated by the detection
of marker proteins encoded by the template RNA. Results of this bachelor’s thesis showed
that trans-replicase system is very informative in studying effects of swapping homologous
domains of alphaviral replicase and for investigating the effects of point mutations in nsP2
protease. The study revealed that domain swapping significantly inhibited transcription, thus
indicating their importance for transcription. Point mutations in protease blocked completely
replication and transcription, thus demonstrating the relevance of protease activity for

alfaviral replication and transcription.
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KASUTATUD LUHENDID

cDNA — komplementaarne DNA (complementary DNA)
CHIKY - Chikungunya viirus (Chikungunya virus)
CMV - tsiitomegaloviirus (Cytomegalovirus)

CPV-I — I tiilipi tsiitopaatiline vakuool (cythopathic vacuole type I)

E — timbrise ehk kattevalk (envelope protein)

ECL - vdoimendatud kemoluminestsents (Enhanced chemiluminescence)
EEEV - Ida hobuse entsefaliidi viirus (Eastern Equine Encephalitis virus)
EMCYV - entsefalomiiokardiidi viirus (Encephalomyocarditis virus)

ER — endoplasmaatiline retiikulum (endoplasmic reticulum)

FCS — veise loote seerum (fetal calf serum)

Ffluc — Jaanimardika lutsiferaas (Firefly luciferase)

Gluc — mere aerjalgse lutsiferaas (Gaussia Luciferase)

GMEM - Glasgow Modified Eagle’s Medium

HDV — Hepatiit D viirus (Hepatitis Delta Virus)

HSV — Herpes Simplex Virus

IRES - Sisemine riobosoomi sisestus koht (internal ribosomal entry site)
IMDM - Iscove's Modified Dulbecco’s Medium

kb — kiloalus (kilobase)

kDa — kilodaloton

ns - mittesruktuurne (non structural)

nsP — mittestruktuurne valk (nonstructural protein)

NTR — mittetransleeritav ala (nontranslated region)

NTD — N-terminaalne domeen

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

PBS - fosfaatpuhvriga soolalahus (phosphate buffered saline)

PolUA — polii-adenosiin (Poly adenosine)

RdRp — RNA soltuv RNA poliimeraas (RNA-dependent RNA polymerase)
RRYV — Ross River viirus (R0ss River virus)

SDS — naatriumdodetstiiilsulfaat (sodium dodecyl sulfate)



SFV — Semliki Forest viirus (Semliki Forest virus)

SG - subgenoomne (subgenomic)

SINV - Sindbis viirus (Sindbis virus)

SV40 - (Simian virus 40)

UTR — mittetransleeritav region (untranslated region)

VEEYV - Venetsueela hobuse entsefaliidi viirus (Venezuelan Equine Encephalitis virus)
WEEYV - Léiine hobuse entsefaliidi viirus (Western Equine Enchephalitis virus)

wt — metsiktiitip (wild type)



SISSEJUHATUS

Viirused on bioloogilised objektid, millel puudub rakuline ehitus ja iseseisev
paljunemisvdime. Viirused sisaldavad geneetilist materjali DNA vdi RNA kujul ning
paljunevad teistes elusorganismides replitseerumise kaudu. Seetdttu peetakse neid
elusorganismide parasiitideks. Viirused nakatavad koiki rakulise ehitusega olendeid ning

moned neis vdivad pdhjustada mitmesuguseid haigusnéhte, isegi peremeesorganismi surma.

Alfaviirustel on positiivse polaarsusega RNA genoom ja nad kuuluvad Togaviridae
sugukonda. Alfaviiruste perekonda kuulub ligi 30 liiki viiruseid, mille tiilipilisteks
esindajateks on Chikungunya (CHIKV) ja Semliki Forest viirus (SFV). Alfaviirused on
arboviirused, st., et nad kanduvad edasi liilijalgsete organismide, enamasti sddskede
vahendusel. Nad on voimelised nakatama ka mitmeid selgroogseid peremehi ja imetajaid,
nende hulgas ka inimesi. Alfaviiruseid kasutatakse palju molekulaarbioloogia

uurimismudelitena ja nad on leidnud kasutust ka geeniteraapias.

Selleks, et moista alfaviiruste elutsiiklit, on vajalik teada viiruse poolt kodeeritud valkude
funktsioone. Viirusvalkude funktsioonide uurimisel kasutatakse eelkdige punktmutatsioonide
sisseviimist viirusvalkude kodeerivatesse jirjestustesse ja homoloogsete domeenide
vahetamist ehk swappingut ning nende efektide analiilisimist. Analiiisimisel kasutatakse
suhteliselt toomahukaid ja keerulisi meetodeid, sellest hoolimata ei anna need alati
kiillaldaselt informatsiooni mutatsioonide omaduste kohta. Samuti ei sobi tavapirased
meetodid letaalse mojuga mutatsioonide uurimiseks. Letaalse mojuga mutatsioonide uurimist
voimaldab trans-replikaasi siisteem, mis on lihtne ja mitte niivord téomahukas. Trans-
replikaasi silisteem pohineb replikaasi valkude poolt ldbiviidaval matriits-jérjestuse
replitseerimisel ja transkribeerimisel ehk subgenoomse RNA siinteesil imetajarakkudes.
Matriits-RNA replitseerimine ja subgenoomse RNA silintees viib matriits-jarjestuses
kodeeritud markervalkude eksperssioonini ja see vOimaldab detekteerida replikatsiooni ja

transkriptsiooni toimumist.

Kéesoleva t60 kirjanduse tlilevaade kirjeldab alfaviiruseid, nende genoomi ja virioni ehitust
ning infektsioonitsiiklit keskendudes eelkdige CHIKV-le ja SFV-le. Lisaks antakse iilevaade
ka trans-replikaasi siisteemi tildistest mehhanismidest ja iilesehitusest. Eksperimentaalne osa
kirjeldab swap- ja punktmutatsioonide uurimist alfaviiruste replikaasi erinevates
funktsionaalsetes domeenides kasutades selleks trans-replikaasi siisteemi. Kédesoleva t60
iildine eesmark oli analiiiisida selle uurimismeetodi efektiivsust viroloogia alastes uurimustes.

T66 teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis RNA-viiruste uurimusgrupis. Tinan Eva
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Alfaviirused

Alfaviirused kuuluvad Togaviridae sugukonda. Alfaviiruste hulka kuulub ligi 30 liiki
viiruseid, millel on positiivse polaarsusega umbes 12 kb pikkune RNA genoom. (Strauss ja

Strauss, 2008)

Alfaviirused on geograafiliselt vdga laialt levinud ning tuvastatud kdigilt kontinentidelt.
Eelkdige on levinud troopilistes piirkondades, kus séddskede levikuala on suurem.
Geograafilise leviku alusel jaotatakse alfaviirused Vana Maailma ja Uue Maailma viirusteks.
Vana Maailma viirused on levinud Austraalias, Euroopas, Aasias ja Aafrikas. Nende hulka
kuuluvad Sindbis (SINV), Ross River (RRV), O 'nyong-nyong (ONNV), Semliki forest (SFV)
ja Chikungunya viirus (CHIKV). Uue Maailma viirused on leitud Ldouna- ja Pohja-
Ameerikast. Nende hulka kuuluvad Western, Eastern ja Venezuelan Equine Encephalitis
viirus (WEEV, EEV, VEEV). Alfaviirused on omavahel tihedas suguluses, aminohappeliste
jérjestuste sarnasus on 45% struktuursete valkude hulgas ja 60% mittestruktuursete valkude

hulgas (Strauss ja Strauss, 1994).

Paljud alfaviirused kujutavad endast tdsist ohtu inimeste tervisele. EEV ja WEEV vodivad
pohjustada fataalset entsefaliiti. CHIKV ja sellega ldhedases suguluses olevn ONNV
pohjustavad haigust, mida iseloomustab palavik, 166ve ja liigesvalu. SFV ja SINV
laboratoorseid tiivesid peetakse inimestele avirulentseteks,kuigi nende viiruste loomulikud
tiived on pdhjustanud tdsiseid haiguslikke ndhte. Naiteks SINV voib pohjustada poliiartriiti,
palavikku ja 166vet ning SFV palavikku, peavalu ja liigesvalu (Strauss ja Strauss, 1994).

Alfaviirused on arboviirused, see tdhendab, et nad kanduvad edasi liilijalgsete vektorite,
enamasti sddskede vahendusel. Sddskedes kulgeb alfaviiruse infektsioon asiimptomaatiliselt ja
eluaegselt. Infektsioon sddskedes algab sooletikus ja levib siiljenddrmetesse, mille tulemusel
sddsk on véimeline nakkust edasi kandma selgroogsele peremehele. Selgroogsetes on viiruse
infektsioon tavaliselt piiratud immuunvastuse poolt (Strauss ja Strauss, 2008). Paljudel
alfaviirustel on esimeseks selgroogseks peremeheks linnud. Selliste viiruste hulka kuuluvad
SINV, WEEV ja EEEV. Arvatakse, et alfaviiruste laialdane levik on suuresti seotud
rdndlindude kaudu toimunud viiruse edasikandumisega. Samuti on ka inimesed vdimelised
alfaviiruseid levitama ning arvatakse, et inimeste suurenenud reisimisel on seos alfaviiruste

tilemaailmse levikuga (Strauss ja Strauss, 1994).



1.2 CHIKV

Chikungunya viirus (CHIKV) esmakordselt isoleeriti Tansaaniast 1952. aastal. CHIKV
puhangud esinesid sporaadiliselt Aasias ja Aafrikas aastail 1960-1990. Aastal 2005 CHIKV
C/EA tiivi, mis tdendoliselt parines Kenya rannikult, levis India ookeani saartele ja Indiasse.
Alates sellest ajast hakkas CHIKV levima iilemaailmselt pohjustamaks suuri haiguspuhanguid
Kagu- ja Ida-Aasias. Selline globaalne epideemia oli pohjustatud paljude faktorite poolt.
Nende hulka kuulusid suurenenud reisijate hulk, sddskede laienenud geograafiline jaotus ja
epideemilise sdidse tiive Aedes albopictus kohanemise suurenemine. CHIKV juhtumeid on
arvukalt tuvastatud mitte endeemilistest riikidest, nagu Jaapanist, USA-st ja Euroopast. See
nditab, et CHIKV pole enam troopiliste maade probleem. Epideemia Itaalias 2007. aastal oli
esimene kohalik CHIKV puhang véljaspool troopilisi alasid. Viimane iilemaailmne CHIKV
puhang esines 2013. aastal Kariibi mere saartel (Rougeron jt., 2015).

CHIKYV on arboviirus, mis kantakse iile Aedes perekonna sddskede, enamasti Aedes aegypti
vahendusel. La Reunioni saarel aastatel 2005-2006 esines CHIKV-i puhang, mille kéigus
haigestus 266 000 inimest (iile neljandikku saare elanikkonnast), kellest 260 surid. See
epideemia oli ebatavaline vorreldes teiste epideemiatega, seetdttu, et lilekanne toimus Aedes
albopictus vektori, mida nimetatakse ka “tiiger” sddseks vahendusel tavapérase Aedes aegypti
vektori asemel. Vektori vahetus osutus vOimalikuks punktmutatsiooni tottu CHIKV El
(virioni Umbrise valk) valgus, mis suurendas CHIKV infektsioonilisust Aedes albopictus
vektori suhtes (Vazeille jt., 2007; Tsetsarkin jt., 2007). Ainult emased sddsed on
nakkusohtlikud, kuid viimaste uuringute kdigus on leidnud viiruse jarjestusi ka isastelt
sadskedelt (Rougeron jt., 2015). CHIKV puhangud esinevad sageli vihmaste perioodide ajal,
kui suureneb sddskede tihedus. Sellest tulenevalt on ka CHIKV puhangud olnud peamiselt

troopiliste maade probleem.

CHIKYV iilekande tsiikkel jagatakse kaheks, siilvaatiliseks ehk metsatiilipi ja linnatiiiipi
(urban) tsiikliks. Siilvaatiline tsiikkel esineb ainult Aafrikas, mille levikualaks on mets. See
tilekande tsiikkel toimub metsas elavate Aedes furcifer, Aedes taylori, Aedes africanus ja
Aedes luteocephalus sddskede ja primaatide vahel. Viirus saab iile kanduda vaid ldhedal
clavatele inimestele, tekitades viikeseid puhanguid. Linnatiiiipi (urban) tsiikkel pohineb A.
aegypti ja A. albopictus ning inimeste vahelisel tilekandel. Kuna seda tiiiipi sddsed elavad
inimeste vahetus ldheduses, siis on epideemiad palju suuremad. Eelkdige esineb linnatiitipi

tilekande tsiiklit Aasias (Weaver jt., 2012).



CHIKYV infektsiooniga kaasnevad enamasti palavik, liigesvalu ja I66ve. Siimptomid
kujunevad vilja 3-7 pdeva jooksul. Haigus algab tavaliselt dkilise palaviku tdusuga, mis
kestab moned pédevad kuni 2 niddalat. Peale palavikku tekivad enamikel nakatanutel
liigesvalud, mis esinevad eelkdige randmetel, kiitinarnukkidel, pdlvedel ja pahkluudel. Lo6ve
esinemine varieerub patsientidel, seetdttu ei saa seda pidada usaldusvdirseks tunnuseks
diagnoosimisel. Lodve esineb tiilipiliselt punaste laikudena voi villidena. Lisaks esinevad
sellised stimptomid nagu peavalu, visimus, iiveldus ja oksendamine. Need on iseloomulikud
akuutsele infektsioonile. Kdigil CHIKV nakatunud indiviididel ei esine stimptomeid. Umbes
3-25% patsientidest kulgeb nakkus asiimptomaatiliselt (Staples jt., 2009). Siimptomid
sarnanevad Dengue palavikule, seetottu actakse neid sageli ka segamini. See aga pohjustab
sagedast CHIKV infektsiooni valesti diagnoosimist Dengue viiruse esinemisaladel. CHIKV

stimptomid sarnanevad ka Ross River viiruse omadega. (Solignat jt., 2009).

1.3 SFV

SFV kuulub Vana Maailma alfaviiruste hulka. SFV on koige ldhedasemas suguluses
Chikungunya, Getah ja Mayaro alfaviirustega. SFV isoleeriti esmakordselt 1942. aastal Aedes
abnormalis sddskedelt Semliki metsast Ugandas. SFV on laialt levinud Aafrikas Aedes
africanus ja Aedes argenteopunctatus vahendusel. Viiruse loomulik peremees on teadmata,
kuid SFV infektsiooni on leitud hobustel, ahvidel ja inimestel. (Fazakerly, 2002; Knipe ja
Howley, 2001)

SFV erinevaid tiivesid on kasutatud laborites iile maailma ja on ndidatud eksperimentaalselt
hiirte, jdneste ja merisigade nakatumist. Erinevaid tiived on jaotatud virulentseteks ja
avirulentseteks vastavalt vdimele tekitada haigust tdiskasvanud hiires. Virulentsus hiirtes on
vanusest soltuv; koik tlived on virulentsed vastsiindinud hiirtes (Fazakerly, 2002). Kaks
peamist SFV tiive on L10 ja A7. L10 on neurovirulentne hiiretele ja pdhjustab neil surmavat
entsefaliiti, kuid A7 on avirulentne tiivi. Enamus laboratoorsetes uuringutes kasutatud SFV
tiivesid on tuletatud nendest kahest tiivest (Atkins jt., 1999). SFV-d peetakse inimestele
enamasti mittepatogeenseks, kuigi on juhtumeid kus SFV on pdhjustanud haigusndhte

inimestel (Strauss ja Strauss, 1994).

Téiskasvanud hiirtel SFV replitseerub lihastes. Osa SFV tiivesid sisenevad ajju peaaju
veresoonte endoteeli rakkude kaudu ja replitseeruvad seal, tipsemalt neuronites ja
pohjustavad nérvirakkude surma. Samuti on SFV vdimeline nakatama oligodendrotsiiiite,

kuid mitte astrotstiiite (Fazakerley, 2002).
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SFV on enim uuritud alfaviirus. Seda on kasutatud palju RNA viiruste molekulaarbioloogia
uurimismudelina. Samuti on vélja arendatud SFV-l pdhinev vektorsiisteem, mis leiab laialt
kasutust geeniteraapias, kuna see vOimaldab korgetasemelist kloonitud transgeenide
ekspressiooni transfekteeritud rakkudes. (Atkins jt., 1999) SFV-1 pdhinevad vektorsiisteemid
on leidnud kasutust ka vaktsineerimisel ja rekombinantsete valkude tootmisel. Kuna SFV-I
pohinev vektorsiisteem on vdimeline ekspresseerima vodrgeene neuronites, siis on vdimalik
seda kasutada keskndrvisiisteemi haiguste raviks, nditeks Parkinsoni tdve raviks.
Geeniteraapias kasutatakse ka SFV paljunemisvéimetud VLP-sid (viirus laadsed partiklid)
(Graham jt., 2005).

SFV-d on voimalik kasutada ka véhi vastases ravis. See pohineb SFV voimel replitseeruda
pahaloomulistes kasvajarakkudes ja 10puks hévitada need. Seda on uuritud hiirtel luuvihi

vastases ravis (Ketola jt., 2008).

1.4 Alfaviiruste genoom

Alfaviiruste perekonna esindajate genoom on positiivse polaarsusega iiheahelaline RNA,
mille pikkus CHIKV puhul on umbes 12 000 nukleotiidijddki ja SFV puhul 11 442
nukleotiidijddki. Genoomi 5 otsas on 7-metiililguanosiinist cap struktuur ja 3" otsas polii(A)
saba (Khan jt., 2002; Strauss ja Strauss, 1994). Genoomne RNA on jaotunud kaheks
peamiseks regiooniks: 5” otsa kaks kolmandikku, mis kodeerib mittestruktuurseid valke ja 3”
otsa iiks kolmandik, mis kodeerib struktuurseid valke (Joonis 1). Mittestruktuursed valgud
transleeritakse genoomselt RNA-It iihe poliiproteiinina (P1234), millest moodustuvad
proteoliiiitilise 1dikamise tulemusel individuaalsed mittestruktuursed valgud (nsP1, nsP2,
nsP3, nsP4). Enamik alfaviiruseid sisaldab nsP3 wvalgu C-terminaalses regioonis stopp-
koodonit, mille tottu tekib kaks poliiproteiini (P123 ja P1234). CHIKV-I1 ja SFV-1 on aga selle
asemel kodeeriv koodon, mistdttu transleeritakse iiks poliiproteiin (P1234). Struktuurseid
valke kodeerivalt genoomi osalt siinteesitakse esmalt subgenoomne 26S mRNA, millel on
samuti 5" otsas cap struktuur ja 3" otsas polii(A) saba. Seejirel transleeritakse subgenoomselt
mRNA-It poliiproteiin, millest moodustuvad struktuursed valgud (kapsiidivalk C,
gliikoproteiinid E1 ja E2, poliipeptiidid E3 ja 6K). Genoomi 5 ja 3° otsas ning
mittestruktuurseid valke ja struktuurseid valke kodeerivate lugemisraamide vahel asuvad
mittetransleeritavad regioonid (NTR) (Joonis 1), mis sisaldavad olulisi signaale RNA
replikatsiooni jaoks (Strauss ja Strausss, 1994) . Alfaviiruste 5° NTR on umbes 60
nukleotiidijddki pikk ja 3" NTR on 300-550 nukleotiidijddki pikk. Alfaviiruste genoom
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sisaldab nelja konserveerunud elementi, millel on oluline funktsioon alfaviiruste
replikatsioonis. Need on 51 nukleotiidijdiki pikk vdimendav ehk enhaanser element nsP1
kodeerivas jérjestuses, 24 nukleotiidijadki pikk subgenoomse mMRNA transkriptsiooni
promooter, 19 nukelotiidijadki pikk element RNA 3° otsas, mis funktsioneerib negatiivse
ahela RNA siinteesi initsiatsiooni promooterina ja 5° otsas olev konserveerunud element

(Rupp jt., 2015; Strauss ja Strauss, 1994).

5'NTR NTR 3'NTR

cap }l nsP1l | nsP2 nsp3

nsP4 ‘ —— Polu A

Mittestruktuuseid valke kodeeriv osa Struktuurseid valke
‘ kodeeriv osa

Joonis 1. SFV genoom. Joonisel on kujutatud positiivse polaarsusega iiheahelaline genoomne RNA, mille 5
otsas on cap struktuur ja 3" otsas polii(A) saba. 5" otsas on kaks kolmandikku mittestruktuurseid valke kodeeriv
osa ja 3’ otsas on iiks kolmandik struktuurseid valke kodeeriv osa. 5" ja 3" otsas ning lugemisraamide vahel on

mittetransleeritavad regioonid (NTR).

1.5 Alfaviiruste virion

Virion koosneb nukleokapsiidist ja seda timbritsevast lipiidsest kaksikkihist. Alfaviiruste
virionid on sfédrilised ja umbes 70 nm diameetriga. Alfaviiruste kapsiid ja gliikoproteiinsed
piigid moodustavad ikosaeedrilise strukuuri T=4 slimmeetriaga. Nukleokapsiid koosneb
itheahelalisest positiivse polaarsusega RNA genoomist, mis on kompleksis ~30 kDa suuruse
kapsiidi valgu 240 koopiaga. Nukleokapsiid on iimbritsetud lipiidse kaksikkihiga, mis périneb
peremeesraku plasmamembraanist (Strauss ja Strauss, 1994). Umbris sisaldab 240 koopiat
viiruse poolt kodeeritud gliikoproteiine (E1 ja E2), mis moodustavad kakskikihti ldbiva
heterodimeeri. E2 moodustub esialgselt eellas-molekulina PE2. E1 ja PE2 moodustavad
heterodimeeri kohe pérast siinteesi ja ldbivad lipiidset kaksikkihi nagu tiilip I integraalsed
membraanvalgud. Virioni moodustumisel PE2 valgu C-terminaalne, tsiitoplasmaatiline osa
interakteerub nukelokapsiidi valguga. Gliikoproteiini 240 koopiat interakteeruvad omavahel ja
kapsiidivalkudega. Kapsiidivalkude ja gliikkoproteiinide sama arv (240) tagab nende vaheliste
interaktsioonide iiks tiihele vastavuse. Gliikoproteiini ja kapsiidivalgu interaktsioonide

tulemusel moodustub partikli pinnale ikosaeedriline vore ja gliikkoproteiinid koordineeritakse.
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Hiljem PE2 16igatakse rakulise proteaasi poolt E2-ks ja E3-ks. Erinevalt CHIKV-st jadb SFV
Puhul E3. E1 ja E2 jddvad seotuks heterodimeerina ning kinnituvad trimeeridena virioni
pinnale moodustades piigi (Strauss ja Strauss, 2008; Staruss ja Strauss, 1994). Virion sisaldab

80 piiki, mis ulatuvad viiruslikust membraanist véljapoole (Joonis 2) (Cheng jt., 1995).

Joonis 2. Alfaviiruse virion. Joonisel on kujutatud nukleokapsiid, mis koosneb genoomsest RNA-st ja sellega
seotud kapsiidivalgu koopiatest. Nukleokapsiidi iimbritseb liipidne kaksikkiht ehk timbris, mida labistavad E1-
E2 trimeerid, mis moodustavad oga taolisi struktuure (piike).

(http://viralzone.expasy.org/all_by_species/625.html, muudetud)

1.6 Infektsioonitsukkel
1.6.1 Sisenemine rakku

Infektsioon algab viiruse kinnitumisega peremeesraku retseptorile gliikkoproteiin E2
vahendusel. CHIKV retseptoriteks imetajarakkudes arvatakse olevat fosfatidiililseriin ja
gliikoosaminogliikaan ning sdédse rakkudes ATP siintaasi B subiihik. Samuti ka hepariinsulfaat
voib kaituda alfaviiruste retseptorina. CHIKV infektsioon saab toimuda ka nende valkude
puudumisel, kasutades alternatiivseid retseptoreid. SFV retseptoritest on teada vihe.
Alfaviirused sisenevad rakku enamasti retseptor vahendatud klatriin sdltuva endotsiitoosi teel.
Moodustuvad viirust sisaldavad klatriiniga kaetud vesiikulid, mis transporditakse rakku. On
ndidatud, et klatriiniga kaetud vesiikulite moodustumiseks on vajalik diinamiin valgu
olemasolu. Seejdrel klatriini molekulid dissotsieeruvad ja  viirus toimetatakse
endosoomidesse. Endosoomide pH langus vallandab konformatsioonilised muutused E1-E2
heterodimeeris, mis pohjustab viirusliku membraani liitumise e. fuseerumise peremeesraku
endosomaalse membraaniga. Fuseerumisprotsessi voib jagada erinevateks etappideks: E2-El
heterodimeeri destabilisatsiooniks, E1 trimerisatsiooniks, E1 integratsiooniks sihtmérk
membraaniga ja fuseerumise toimumiseks. E2-E1 heterodimeeri destabilisatsiooni vallandab

pH langus endosoomides, mille tulemusel E1-E2 heterodimeerid lagunevad. Olulist rolli
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mangivad siin konserveerunud histidiini jadgid timbrise gliikoproteiinides, mis kontrollivad
pH-st soltuvaid konformatsioonilisi muutusi. E1-E2 heterodimeeri lagunemise tulemusel
vabanenud E1 trimeriseerub. E1 trimeerid on aktiivsed liitumis valgud, mis pohjustavad
viiruse limbrise ja endosoomi membraani liitumise, seostudes sihtmadrk membraaniga. Pérast
membraanide liitumist nukleokapsiid vabaneb tsiitosooli. Membraanide liitumiseks on vajalik
ka kolesterool, millel voib olla oluline roll E1 hiidrofoobsel interaktsioonil sihtmark
membraaniga. Kolesterooli roll membraani liitumisel erineb alfaviiruste hulgas (Duijl-Richter
jt., 2015; Leung jt., 2011). Kapsiidivalgul on afiinsus ribosoomide suhtes. Ribosoomid
aitavad nukleokapsiidi lahti pakkida peale selle vabanemist tsiitoplasmasse. Genoomse RNA

vabanemisele jirgneb selle translatsioon (Strauss ja Strauss, 2008).

1.6.2 Translatsioon

Vabanenud genoomselt RNA-It, millel on 5" otsas cap struktuur ja 3" ots on
poliiadeniileeritud,  transleeritakse = mittestruktuurne  poliiproteiin ~ (P1234)  ehk
mittestruktuursete valkude eellane. Viiruslik proteaas (nsP2) 1dikab kotranslatsiooniliselt
poliiproteiini neljaks mittestruktuurseks valguks (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4). Need
mittestruktuursed valgud koos mittestruktuurse poliiproteiini ldikamise vaheproduktidega
moodustavad replikatsioonikompleksi ja osalevad RNA replikatsioonil (Joonis 3).
Mittestruktuursed valgud sisaldavad endas cap struktuuri siinteesimise aktiivsust (nsP1),
helikaasi, proteaasi ja RNA trifosfataasi aktiivsust (nsP2) ning RNA poliimeraasset aktiivsust
(nsP4). Cap struktuuri siinteesimise aktiivsus on vajalik cap struktuuri lisamiseks viiruslikele
RNA-dele. Trifosfataasne aktiivsus nsP2-s on vajalik terminaalse fosfaadi eemaldamiseks
RNA 5’ trifosfaadilt, et valmistada RNA-d ette cap struktuuri lisamiseks. Helikaasset
aktiivsust on vaja RNA lahtiharutamiseks replikatsiooni kdigus ning proteaasset aktiivsust on
vaja prekursor poliiproteiini protsessinguks. RNA poliimeraasne aktiivsus on vajalik
viirusliku RNA siinteesimiseks. NsP3 funktsioon RNA replikatsioonis on teadmata (Strauss ja
Strauss, 2008; Kaédiridinen ja Ahola, 2002). Alfaviirustel transleeritakse ka struktuurne

poliiproteiin, mis siinteesitakse subgenoomselt RNA-It (Joonis 3) (Vasiljeva jt., 2001).

1.6.3 Replikatsioon ja transkriptsioon

Replikatsioon toimub nakatunud raku tsiitoplasmas, membraaniga seotult. Viirus-spetsiifiline

RNA-st sdltuv RNA poliimeraasne (RdRp) aktiivsus vastutab kolme tiitipi RNA siinteesi eest.
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Need on positiivse polaarsusega 49S (CHIKV)/42S (SFV) genoomne RNA ja subgenoomne
26S mRNA ning negatiivse polaarsusega 49S (CHIKV)/42S (SFV) RNA, mis on matriitsiks
modlema nii genoomse RNA kui ka subgenoomse mRNA siinteesil. (Barton jt., 1990)
Negatiivne RNA ahel eksisteerib dsRNA kujul dupleksis genoomse RNA-ga, mitte

itheahelalisena (Sawicki ja Sawicki, 1980).

Translatsiooniga samaaegselt vOi koheselt peale translatsiooni toimub mittestruktuurse
poliiproteiini (P1234) esimene 16ikamine, mille tulemusel tekivad P123 ja nsP4. NsP4 ja P123
koos rakuliste valkudega siinteesivad genoomselt RNA-It komplementaarse negatiivse
ahelaga RNA (varajane replikaas), kuid ei suuda silinteesida positiivse ahelaga RNA-d.
Jargnevalt nsP2 valgu hulga suurenedes 16igatakse P123 in trans nsP1 ja nsP2 valgu vahelt.
Selle tulemusel moodustub replikaas, mis saab siinteesida nii positiivse kui ka negatiivse
ahelaga RNA-sid. NsP2 ja nsP3 vahelise Idikamise tulemusel on moodustunud koik
mittestruktuursed valgud ja valminud hiline replikaas on vdimeline siinteesima vaid positiivse
ahelaga RNA-d (Joonis 3). Jarelikult varajases infektsiooni kidigus siinteesitakse ainult
negatiivse ahelaga matriits RNA-d ning hilises infektsioonis, kui proteaasi (nsP2) hulk
suureneb, tekib trans 1dikamine ja (-) RNA siintees surutakse alla. RNA negatiivse ahela
siinteesi  10ppemisel védheneb mittestruktuursete valkude translatsioon ja suureneb
struktuursete valkude translatsioon. Seega (-) RNA siintees on translatsioonist soltuv. Pérast
negatiivse ahela slinteesi 10ppemist jiatkub (+) RNA siintees (-) RNA matriitsilt ja
mittestruktuurset poliiproteiini kodeerivat RNA-d juurde ei siinteesita enam. (+) RNA siintees
(-) RNA matriitsil toimub infektsiooni 16puni (Strauss ja Strauss, 2008; Sawicki ja Sawicki.,

1980).

Negatiivse RNA matriitsilt siinteesitakse genoomne RNA ja subgenoomne mRNA, mis
molemad on cap struktuuriga ja poliiadeniileeritud (Joonis 3). Subgenoomse mRNA
stinteesimiseks kasutatakse 24 nukleotiidset sisemist promooterit, mille aktiivsust
suurendavad enhancer jarjestused 100 nukleotiidijadki iileval pool promooterist.
Subgenoomselt mRNA-It transleeritakse poliiproteiin, mis 1digatakse struktuurseteks
valkudeks (kapsiidivalk C, gliikoproteiinid E1 ja E2, poliipeptiidid E3 ja 6K) viiruslike ja
rakuliste ensiilimide poolt (Staruss ja Strauss, 2008). Seriinproteaasset aktiivsust omav
kapsiidivalk C 10dikab end autokataliiiitiliselt poliiproteiini ahelast lahti vabastades selle
tulemusel N-terminaalse signaaljdrjestuse, mis osaleb poliiproteiini ahela translokatsioonil
endoplasmaatilise retiitkulumi (ER) membraanile. Jargnevalt protesessitakse poliiproteiini
rakuliste signaalpeptidaaside poolt, mille tulemusel vabanevad PE2, 6K ja El1. 6K valgu C-

terminuses asuv hiidrofoobne peptiid vastutab E1 valgu translokatsiooni eest ER-membraanile
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(Liljestrom ja Garoff, 1991; Melancon ja Garoff, 1987). PE2 ja E1, mis on translokeeritud
ER-le gliikosiileeritakse seal ja moodustavad stabiilse heterodimeeri. See transporditakse
Golgi kompleksi, kus PE2 Idigatakse E3-ks ja E2-ks (Lu ja Kielian, 2000). Gliikoproteiinid
(E1, E2 ja E3) transporditakse 1dbi Golgi kompleksi plasmamembraanile. Siinteesitud
genoomne RNA koos kapsiidivalguga pakitakse virionidesse (Strauss ja Strauss, 2008; Gould

it., 2009).

Alfaviiruste replikatsioon leiab aset seotuna rakuliste modifitseeritud membraanidega.
Tegemist on viiruslike valkude poolt indutseeritud sfdériliste membraani sissesopistustega.
Neid nimetatakse sfadruliteks ja nad sisaldavad replikatsiooni intermediaate, mis koos
mittestruktuursete (ns) valkudega moodustavad replikatsioonikompleksi. Lisaks ns valkudele
arvatakse, et ka rakulised valgud on seotud sfadrulitega. Ns valkudest ainult nsP1 on
voimeline seonduma membraanidega. Selle afiinsus membraani suhtes on méératud
amfipaatilise alfa-heeliksi poolt. Sfdérulite diameeter on umbes 50 nm ja need on {ihendatud
tsiitoplasmaga poori kaudu. Sfadrulite moodustumine algab plasmamembraanil ja hiljem nad
sisenevad endotsiitootilise protsessi teel raku tsiitoplasmasse. Hilises infektsioonis on
sfadruleid leitud tsiitoplasmaatiliste vakuoolide membraanide, mida nimetatakse viiruse
indutseeritud tiiiip I tsiitopaatilisteks vakuoolideks (CPV I), pinnal (Staruss ja Strauss, 2008;
Spuul jt., 2010). Nendes vakuoolides arvatakse toimuvat RNA siintees, valkude siintees ja
nukleokapsiidide pakkimine (Froshauer jt., 1988). CPV-d on viiruslikke valkude poolt
modifitseeritud liisosoomid ja endosoomid. CPV-d ilmuvad varase infektsiooni jooksul ja
teevad ldbi ajast sOltuva kiipsemisprotsessi alustades arvukatest véikestest perifeersetest
endosoomidest (Kuljala jt., 2001; Perédnen jt., 1995). CPV-de moodustumine toimub viiruse
partiklitest soltumatult infektsioonilise RNA-ga nakatunud rakkudes (Perdnen ja Kéairidinen,

1991).
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Joonis 3. Tranlatsioon, poliproteiini protsessing, replikatsioon ja trankriptsioon. Joonisel on kujutatud
skemaatiliselt SFV ja CHIKV replikatsioonitsiikkel. Peale viiruse sisenemist rakku transleeritakse genoomselt
RNA-It mittestruktuurne poliiproteiin (P1234), millest moodustuvad esimese 1dikamise tulemusel P123 ja nsP4.
Need moodustavad varajase replikaasi, mis siinteesib negatiivse ahelaga RNA-d. Jargnevate ldikamiste
tulemusel moodustuvad koik iilejddnud mittestruktuursed valgud (nsP1-nsP4), mis osalevad positiivse ahelaga
RNA siinteesil negatiivse ahelaga RNA matriitsil. Negatiivselt ahelalt siinteesitakse genoomne RNA ja
transkribeeritakse subgenoomne mRNA. Subgenoomselt mRNA-It transleeritakse struktuurne poliiproteiin,

millelt moodustuvad struktuursed valgud (CP, E1, E2, E3, 6K).

1.6.4 Viiruse pakkimine ja valjumine rakust

Esmalt toimub kapsiidi moodustumine genoomse RNA {imber. Alfaviirustel pakitakse
kapsiidi ainult genoomne RNA, sest pakkimissignaal on ainult genoomses RNA-s. Pakkimine
initsieeritakse kapsiidivalgu seondumisega genoomses RNA-s oleva pakkimissignaaliga. Lisa
kapsiidivalgud kaasatakse jatkamaks genoomse RNA pakkimist nukleokapsiidi. Olulised on
elektrostaatilised interaktsioonid kapsiidivalgu positiivselt laetud N-terminaalse domeeni ja
negatiivselt laetud viirusliku RNA vahel. Valmis nukleokapsiid transporditakse raku
plasmaembraanile, kus see seotakse viiruslike gliikoproteiinide kaudu raku
plasmamembraaniga. Nukleokapsiid seondub spetsiifiliselt gliikoproteiinide C-terminaalse
domeeniga, nendest oluliseim on interaktsioon E2 gliikoproteiiniga. See seondumine annab
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vaba energia kapsiidi pungumiseks ldbi plasmamembraani. Samuti ka gliikkoproteiinide
lateraalsed interaktsioonid on olulised siinkohal (Strauss ja Strauss, 1994; Linger jt., 2004).
Virionite kiipsemine toimub enamasti nukleokapsiidide plasmamembaanist pungumise

kdigus, kus nad omandavad lipoproteiinse timbrise (Strauss ja Strauss, 2008).

1.7 Trans-replikatsiooni stisteem

Trans-replikaasi siisteem on suhteliselt uudne ja védga efektiivne tooriist alfaviiruste RNA
replikatsiooni erinevate aspektide uurimiseks. Siisteem on tundlik ja lihtne kasutada. Trans-
replikaasi siisteemi saab kasutada nditeks tdsiselt kahjustavate mutatsioonide replikaasi
aktiivsuse funktsionaalseks analiiiisiks. Siisteemi abil saab eristada letaalseid mutatsioone
nendest, millel on tugev negatiivne moju replikaasi aktiivsusele, mida tavapdraste
uurimustega ei ole voimalik. Sfadrulite biogeneesi uuringutes on kasutatud trans-replikaasi
siisteemi, mille kdigus on avastatud, et sfadrulite suurus on maidratud replitseeruva RNA
pikkusega. Lisaks on trans-replikaasi silisteem potentsiaalne kasutamiseks antiviraalsete
strateegiate arendamises. Trans-replikaasi siisteem on ka sobilik kasutamiseks replikaasi

mdjutavate inhibiitorite avastamises ja analiiiisis (Utt jt., 2016).

Viiruse replikatsioonitsiiklis toimub mittestruktuursete (ns) valkude ekspressioon seotuna
RNA replikatsiooniga. Trans-replikaasi siiteemis aga on ns valkude eskpressioon eraldatud
RNA replikatsioonist. See siisteem pohineb matriits-jarjestust ja mittestruktuurset (ns)
poliiproteiini kodeerivate plasmiidsete DNA-de transfektsioonil imetajarakkudesse. Ns
poliiproteiini kodeerivalt plasmiidselt DNA-It ekspreseerub replikaasi poliiproteiin, millest
moodustuvad replikaasi valgud, mis on véimelised efektiivselt replitseerima matriits-RNA-d
ja siinteesima subgenoomset RNA-d suurtes kogustes. See pohjustab matriits-RNA-It
eskpresseeruvate  markervalkude  kogunemise. = Markeritena  kasutatakse  kergesti
detekteeritavaid ja kvantifitseeritavaid valke — nditeks Gaussia ja Firely lutsiferaase.
Lutsiferaas pohjustab substraadi olemasolul bioluminestsentsi, mida on voimalik detekteerida.

Replikatsiooni ja transkriptsiooni efektiivsust moddetakse lutsiferaasi aktiivsuse kaudu.

Imetajarakkudesse transfekteeritakse ns poliiproteiini ja matriits-RNA-d kodeerivad
plasmiidid. Esmalt toimub mittestruktuurse poliiproteiini ekspressioon. Ns poliiproteiini
ekpresseerimiseks kasutatakse nii bakteriofaag T7 RNA poliimeraasi kui ka rakulist RNA
poliimeraasi II. Bakteriofaag T7 poliimeraasi ekspresseeritakse stabiilselt BSR rakkudes ning
rakuline poliimeraas II on olemas U20S rakkudes. Seega on vajalik vastavate promooter-
jarjestuste olemasolu ns poliiproteiini kodeeerivas plasmiidses DNA-s. T7 RNA poliimeraas
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kasutab T7 promooterit ja RNA poliimeraas II kasutab CMV (cytomegalovirus) vahetut
varajast promooterit. Saavutamaks ns poliiproteiini efektiivset ekpressiooni T7 promooteriga
transkriptidelt, millel puudub cap struktuur asetatakse ns poliiproteiini kodeeriv jirjestus
entsefalomiiokardiidi viiruse (EMCV) IRES (internal ribosomal entry site) elemendi kontrolli
alla. CMV promooteriga konstruktides on promooteri jargi asetatud HSV (Herpes Simplex
Virus) tiimidiinkinaasi liider-jarjestus, mis stabiliseerib mRNA-d ning toimib
translatsioonilise voimendajana ehk enhaanserina ns poliiproteiini siinteesil ning siinteetiline

intron (Joonis 4).

I

Ns pollproteiini kodeeriv osa
% Sv40 term

nsP4 —D

|

Ns poluproteiini kodeeriv osa

Joonis 4. Mittestruktuurset (ns) polUproteiini kodeerivad konstruktid. 1. T7 promooteriga ns poliiproteiini
kodeeriv konstrukt, mis vajab ekspreseerumiseks T7 poliimeraasi. Ns poliiproteiini kodeeriv jérjestus on viidud
entsefalomiiokardiidi viiruse (EMCV) IRES elemendi kontrolli alla. Lisatud on ka terminaator jérjestus T7
poliimeraasi jaoks. 2. CMV promooteriga ns poliiproteiini kodeeriv konstrukt, mis kasutab ekspreseerumiseks
rakulist poliimeraasi II. LI - HSV (Herpes Simplex virus) tiimidiinkinaasi liider jarjestuse ja siinteetiline intron.

SV40 term - SV40 (Simian virus 40) poliiadeniilatsiooni signaal.

Trans-replikaasi siisteemis kasutatakse matriits-RNA-d, mis ekspresseerub vastavalt
konstrueeritud plasmiidilt, mis sisaldab kas T7 vdi CMV promooterit. Matriits-RNA-d
kodeeriv plasmiid sisaldab kolme alfaviiruste genoomist périnevat elementi, mis on vajalikud
alfaviiruste replikatsiooniks. Need elemendid on tdispikkuses 5~ UTR, subgenoomse RNA
promooter-jarjestus ja 3° UTR’1 3" ots. Need elemendid on {iksteisest eraldatud liihikeste
poliilinkeritega, kuhu on vdimalik sisestada soovitud markereid kodeerivaid jirjestusi. 5’
UTR-le jargneb nsP1 77 N-terminaalset aminohapet kodeeriv regioon (N77), milles asub 51
nukleotiidijddgi pikkune alfaviiruste genoomi konserveerunud element. N77 elemendile
jargneb Fluc (Firefly luciferase) ja Gluc (Gaussia luciferase) kodeerivad jarjestused. 3" UTR-
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le jargneb polii(A) saba, ribosiitimi ja terminaator-jarjestus. Gluc geeni jarjestust kodeeritakse
matriits-RNA teise lugemisraami poolt ja see on asetatud alfaviiruse subgenoomse promooteri
kontrolli alla. Seega on Gluc ekspressiooniks vaja subgenoomse RNA siintees. Fluc jérjestust
kodeeritakse matriits-RNA esimese lugemisraami poolt, kus asub nsP1 N-terminaalseid
aminohappeid kodeeriv regioon (Joonis 5). Seega ekspreseeritakse seda ka aktiivse
replikatsiooni puudumisel. Fluc ekpreseeritakse matriits-RNA-It otse raku tsiitoplasmas,
kasutades T7 poliimeraasi vdi tuumas CMV promooteri pealt, kasutades selleks rakulist RNA
poliimeraasi. Ns poliiproteiinilt moodustuvad replikaasi valgud replitseerivad matriits-RNA,
mille tulemusel ekspreseeritakse matriits-RNA-s sisalduvad Gluc ja Fluc geenid, mille
produkte detekteeritakse. Fluc ja Gluc geenidelt toodetud lutsiferaasi aktiivsuse modtmine
voimaldab hinnata replikatsiooni ja transkriptsiooni ehk subgenoomse RNA moodustumise
taset. Gluc aktiivsus vOimaldab hinnata RNA transkriptsiooni efektiivsust, kuna Gluc’i
ekspressioon toimub 14dbi subgenoomse RNA siinteesi. Fluc aktiivsus voimaldab hinnata

matriits-RNA replitseerumise efektiivsust (Utt jt., 2016; Spuul jt., 2011).

1 T7 term
T7 SG RZ 1
5'UTR } N77 @ Polii(A) I
2 Sv40 term
gy G wil

@NT/ i POIU{A] I

Joonis 5. Matriits-RNA-sid ekspreseerivad konstruktid. 1. T7 promooteril pShinev matriits-jarjestus, mis

ekspreseerub BSR rakkudes, kasutades selleks bakteriofaag T7 poliimeraasi. 2. CMV promooteril pdhinev
matriits-jarjestus, mis ekspreseerub U20S rakkudes, kasutades selleks rakulist RNA poliimeraasi II. Matriits-
RNA-d kodeerivad konstruktid sisaldavad alfaviiruste genoomist pédrinevaid elemente, mis on olulised
alfaviiruste replikatsioonitsiiklis. Need on 5" UTR, nsP1 valgu 77 N- terminaalset aminohapet kodeeriv regioon,
subgenoomne (SG) promooter ja 3" UTR. Mdlemad konstruktid sisaldavad Fluc kodeerivat jérjestust genoomse
promooteri kontrolli all esimeses lugemisraamis ja Gluc kodeerivat jarjestust subgenoomse promooteri kontrolli
all teises lugemisraamis. Lisaks on olemas ka terminaator-jérjestused (T7 term ja Sv40 term) ja 3" otsas polii(A)

saba ning HDV (Hepatitis Delta virus) ribosiitimi jérjestus.
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Trans-replikaasi katsetes kasutatakse alati negatiivse kontrollina poliimeraasi aktiivsuse
suhtes negatiivset poliiproteiini (GAA) ekspresseerivat konstrukti, kus nsP4 valgu aktiivsaidis
on kaks aspartaadijddki asendatud alaniinijddkidega. GAA replikaas pole vdimeline
replitseerima matriits-RNA-d, kuid GAA mutatsioonil puudub negatiivne efekt ns valkude
ekpressioonile (Spuul, 2011; Utt jt., 2016). Trans-replikaasi katsed nditavad, et mutantset
polimeraasi (GAA) ja matriits-RNA-d ekspreseerivate plasmiidide transfektsioonil
imetajarakkudesse puudub Gluc aktiivsus. See nditab, et Gluc aktiivsus on sdltuv RNA

replikatsioonist, mitte poliiproteiini ekspressiooni teistest efektidest (Spuul jt., 2011).

Kuna trans-replikaasi siisteemides kasutatakse ns poliiproteiini ja matriits-RNA
ekpresseerimiseks nii T7 RNA poliimeraasi ja sellele vastavat T7 promooterit kui ka rakulist
RNA poliimeraasi II ja CMV promooterit, siis vOib jagada trans-replikaasi siisteemid CMV ja
T7 promooteritel pohinevateks siisteemideks. Trans-replikaasi siisteemi katsed CHIKV puhul
on ndidanud, et Fluc aktiivsus on korgel tasemel nii CMV kui ka T7 promooteril pShinevas
stisteemis ning Gluc aktiivsus korreleerub subgenoomse RNA tasemega. Fluc aktiivsus on
suurem T7 promooteril pohinevas siisteemis. On nédidatud ka, et ns valkude ekspressiooni tase
on T7 promooteril pdhinevas siisteemis kdrgem kui CMV promooteril pdhinevas siisteemis.
Replikaasi valkude tootmine oleneb ka rakutiiiibist, millesse toimub transfektsioon. On
ndidatud, et CMV promooteril pohinev siisteem on koige efektiivsem U20S rakkuliinis.
Samas, BSR rakkudes on ns valkude eskpressiooni tase korgem kui U20S rakkudes. Seega
tuleks valkude ekpressiooni uurimisel, nditeks erinevate mutatsioonide efektide vordlemisel,

votta neid tiksikasju arvesse (Utt jt., 2016).

Trans-replikaasi siisteem on seni kirjeldatud vdheste andmete alusel osutunud véga
efektiivseks vahendiks ns valkude, replikaasi komplekside ja viiruse-peremehe
interaktsioonide uurimises ning on kasulik inhibiitorite omaduste, mis modjutavad

replikatsiooni, analiitisimisel (Utt jt., 2016).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA
2.1 T66 eesmargid

Alfaviiruste mittestruktuursete valkude, eelkdige nsP2 funktsioone on iisna palju uuritud
punkt-mutageneesi abil. Selle abil tekitatud mutatsioone analiiiisitakse erinevate meetoditega,
mis on suhteliselt tdomahukad ja ei vdimalda alati uurida kahjuliku mdjuga mutatsioone.
Kéesolevas t60s uuritakse CHIKV ja SFV nsP2 proteaasi aktiivtsentris asuvate
punktmutatsioonide mdju, kasutades selleks trans-replikaasi siisteemi. Lisaks on antud t60s
uuritud ka alfaviiruste replikaasi valkude funktsionaalsete domeenide vahetamise (Swappingu)
ja sellest tulenevate kompensatoorsete mutatsioonide moju kasutades selleks samuti trans-

replikaasi siisteemi.
Tapsemalt sooviti kiesoleva t60 raames uurida jargmist:

1) Alfaviiruste replikaasi valkude funktsionaalsete domeenide vahetamise
(swappingu) moju ja viiruste adapteerumise kéigus tekkinud kompensatoorsete
mutatsioonide moju replikaasi efektiivsusele.

2) CHIKV nsP2 proteaasi aktiivtsentris asuvate punktmutatsioonide mdju
mittestruktuursete valkude tootmisele, replikatsioonile ja transkriptsioonile.

3) SFV nsP2 proteaasi aktiivtsentris olevate punktmutatsioonide = mdju
replikatsioonile ja transkriptsioonile.

4) Hinnata trans-replikaasi siisteemi efektiivsust swap- ja punktmutatsioonide
uurimisel.

Piistitatud eesmaérkide saavutamiseks kasutati alfaviiruste trans-replikaasi siisteemi ning

lahtuvalt t66 tulemustest sooviti hinnata siisteemi efektiivsust viroloogia-alastes uurimustes.
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2.2 Materjalid ja metoodika
Bakterittived

Antud t66s kasutati plasmiidide paljundamiseks E. coli tiive XL10 kompetentseid rakke.
Bakterirakke kasvatati SOY (Tryptic soy broth)) ja LB (Lysogeny broth) s66tmes 37°C juures.

Sootmetele lisati antibiootikumina kanamiitsiini 1dppkontsentratsioonis 25 pg/ml.

Rakuliinid ja s66tmed

Plasmiidide transfektsiooniks kasutati U20S ja BSR rakuliini. U20S rakuliin on inimese
luust périnevad osteosarkoomi (pahaloomuline luukasvaja) rakud. U20S rakke kasvatati
IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium, Gibco) s66tmes, kuhu lisati 10% FCS-i (Fetal
Calf Serum, PAA) ning 100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini (Sigma). BSR
rakuliin on modifitseeritud BHK (baby hamster kidney) rakululiin, mis stabiilselt
ekspresseerib bakteriofaag T7 RNA poliimeraasi. BSR rakke kasvatati GMEM (Glasgow
Minimal Essential Medium, Gibco) so6tmes, millele lisati 2% TPB (Tryptose Phosphate
Broth), 10 mM HEPES pH 7.4, 10% FCS ja G418 antibiootikumi (Genetecin) 1 mg/ml
16ppkontsentratsioonis. Rakke kasvatati 37°C ja 5% CO; tingimustes.

T060s kasutatud konstruktid
Swap-mutatsioonidega konstruktid, CHIKV ja SFV punktmutatsioonidega konstruktid

To0s on kasutatud swap-mutantsete viiruste genoomide pdhjal valmistatud konstrukte, kus
SFV genoomis on vahetatud replikaasi ehk mittestruktuursete valkude domeene kodeerivad
jarjestused kas CHIKV voi SINV homoloogset domeeni kodeeriva jarjestuse vastu. Edaspidi
nimetatakse neid swap-mutatsioonidega konstruktideks. Swap-mutatsioonidega replikaaside
ekspreseerimiseks  kasutati pMC-GTU ekspressioonivektorit, mis sisaldab CMV
(cytomegalovirus) vahetut varajast promooterit, kanamiitsiini resistentsusgeeni ja SV40
(Simian virus 40) poliiadeniilatsiooni signaali. Swap-mutatsioonidega replikaaside jérjestused
(mittestruktuurset poliiproteiini P1234 kodeerivad jarjestused) klooniti pMC-GTU vektorisse
ja paljundati E. coli rakkudes. Tulemuseks saadi plasmiidid, mis kodeerivad vahetatud
domeenidega mitestruktuursete (ns) poliiproteiinide  jérjestusi. Kasutatud swap-
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mutatsioonidega konstruktide kohta on toodud informatsioon tabelis 1 (SINV swap-
domeenidega konstruktid) ja tabelis 2 (CHIKV swap-domeenidega konstruktid) ning joonisel
6 ja 7. Konstrukti nimetuses tdhistab esimene osa doonorliigi nimetust, millest asendatud
domeen pérines ning jargmine sonaiihend tdhistab vahetatud domeeni liihendit. Numbrid
nimetustes viitavad domeenide vahetuse kdigus tekkinud kompensatoorsete mutatsioonide
positsioonidele nukleotiidses jdrjestuses. Swap-mutatsioonidega konstruktides on vahetatud
jargmised domeenid: kogu nsP2 valk, nsP2 valgu N-terminaalne domeen — NTD, nsP2 valgu
proteaasi domeen — Pro, nsP3 valgu N-terminaalne makro domeen — macro ja nsP3 valgu C-
terminaalne domeen — CTD3. Vahetatud (swapped) domeenidega poliiproteiini jérjestusi
kodeerivad plasmiidsed konstruktid on kéesoleva t66 autori valmistatud ning iilejddnud —

professor Andres Meritsa valmistatud.

CHIKV-NTD SINV-NTD

b|
I

NTD
CHIKV-nsP2

I
|

nsP2
CHIKV-Pro

.|
|

Pro

CHIKV-macro

|

macro
CHIKV-CTD3

NTD
SINV-nsP2

nsP2
SINV-Pro

Pro

SINV-macro

.|

macro

Joonis 6. Swap-mutatsioonidega (ns) pollproteiinide skeemid. Joonisel on kujutatud konstruktid, milles on
SFV mittestruktuusrete valkude domeenid vahetatud SINV ja CHIKV homoloogsete domeenide vastu
mittestruktuurses (ns) poliiproteiinis. Vahetatud domeen on kujutatud oranzi vérviga ja noolega on viidatud

vahetatud domeeni nimetus.
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Joonis 7. Swap-mutatsioonidega (ns) poluproteiini konstruktid, mis sisaldavad adepteerumise k&igus

tekkinud kompensatoorseid mutatsioone. Joonisel on kujutatud swap-mutatsioonidega replikaasid, mis

sisaldavad adapteerumise

kaigus

tekkinud kompensatoorseid mutatsioone

Mutatsioonide positsioonid on joonisel viidatud nooltega.

nukleotiidses

jérjestuses.

Tabel 1. SINV-st périt swap-domeenidega konstruktid. Tabelis on ndidatud konstrukti nimi, vahetatud

domeen v&i valk ja kompensatoorse mutatsiooni positsioon nukleotiidses jérjestuses ning selle asukoht

mittestruktuurses valgus (nsP).

Konstrukti nimetus Vahetatud Mutatsiooni positsioon Mutatsiooni
domeen voi nukleotiidses jarjestuses | asukoht nsP-s
valk
SINV-nsP2 nsP2 - -
SINV-NTD NTD - -
SINV-NTD-1914 NTD 1914 NTD
SINV-NTD-5337 NTD 5337 nsP3
SINV-Pro Pro - -
SINV-Macro Macro - -
SINV-Macro-3240 Macro 3240 nsP2
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Tabel 2. CHIKV-st périt swap-domeenidega konstruktid. Tabelis on nididatud konstrukti nimi, domeeni
doonorliik, millest vahetatud domeen pérines, vahetatud domeen voi valk, kompensatoorse mutatsiooni

positsioon nukleotiidses jarjestuses ja asukoht mittestruktuursetes valkudes (nsP).

Konstrukti nimetus Vahetatud Mutatsiooni positsioon Mutatsiooni
domeen voi nukleotiidses jarjestuses | asukoht nsP-s
valk

CHIKV-nsP2 nsP2 - -
CHIKV-nsP2 -2378 nsP2 2378 NTD
CHIKV-nsP2-4083 nsP2 4083 nsP2
CHIKV-nsP2-6987 nsP2 6987 nsP4
CHIKV-nsP2-7371 nsP2 7371 nsP4
CHIKV-NTD NTD - -

CHIKV-Pro Pro - -
CHIKV-Pro-1700 Pro 1700 nsP2
CHIKV-Pro-3074 Pro 3074 Pro
CHIKV-Pro-7371 Pro 7371 nsP4
CHIKV-Macro Macro - -
CHIKV-CTD3 CTD - -

Lisaks on to6s kasutatud CHIKV ja SFV mittestruktuurset poliiproteiini kodeerivaid
plasmiidseid konstrukte, mis sisaldavad punktmutatsioone nsP2 proteaasi domeeni kodeerivas
piirkonnas (konstrueeritud prof. Andres Meritsa poolt). Antud punktmutatsioonid tdhistavad
aminohappejidkide asendusi nsP2 proteaasi aktiivtsentris. Punktmutatsioonidega CHIKYV ja
SFV konstruktid on toodud vélja joonisel 8 ja tabelis 3 ja 4. Konstruktid sisaldavad T7 RNA
poliimeraasi promooterit ja entsefalomiiokardiidi viiruse (EMCV) IRES elementi, mille
kontrolli alla on viidud poliiproteiini kodeeriv jdrjestus. T7 promooter ja IRES element on
vajalikud poliiproteiini ekpreseerumiseks BSR rakkudes, mis stabiilselt toodavad T7 RNA
poliimeraasi. Lisaks sisaldavad SFV proteaasi punktmutatsioonidega konstruktid roheliselt
fluorestseeruvat markervalgu (ZsGreen) kodeerivat jirjestust. Tédpsemalt on see jérjestus
viidud nsP3 valku kodeerivasse jirjestusse ning ekspresseeritakse kui nsP3-ZsGreen liitvalk.
See vodimaldab tuvastada rakkudesse viidud poliiproteiini kodeerivalt plasmiidilt valkude

ekspressiooni.
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Joonis 8. CHIKV ja SFV punktmutatsioonidega konstruktid. Joonisel 8.1 on skemaatiliselt kujutatud
CHIKV punktmutatsioonidega konstruktid ja joonisel 8.2 on SFV punktmutatsioonidega konstruktid.
Poliiproteiini kodeeriv jérjestus on entsefalomiiokardiidi viiruse (EMCV) IRES elemendi kontrolli all.
Ekspressioon toimub T7 promooterilt. SFV punktmutatsioonidega konstruktid sisaldavad nsP3 valku kodeerivas
jarjestuses roheliselt fluorestseeruva markervalgu (ZsG) geeni. Punktmutatsioonid nsP2 valgu proteaasis on

joonisel nooltega viidatud nende aminohappelise positsiooni jérgi.

Tabel 3. CHIKV punktmutatsioonidega konstruktid. Tabelis on toodud plasmiidsed konstruktid, mis
kodeerivad CHIKV-i mittestruktuurset poliiproteiini, milles on punktmutatsioonid nsP2 proteaasi domeenis.
Tabelis on niidatud konstrukti nimetus, aminohappejdégi asendus ning selle positsioon aminohappelises
jérjestuses ja mittestruktuurse (ns) valgus. Lisaks on tabelis vélja toodud kontrollidena kasutatud CHIKV

metsiktiilipi (wt) poliiproteiini kodeeriv konstrukt ja poliimeraas-negatiivset poliiproteiini kodeeriv konstrukt.

Konstrukti nimetus Aminohappejaagi Positsioon Asukoht ns
asendus aminohappelises valkudes
jarjestuses

CHIKV-P1234 (wt) - - -

CHIKV-P1234-C478A C>A 478 nsP2, Pro
CHIKV-P1234-S482A S>A 482 nsP2, Pro
CHIKV-P1234-W479A W>A 479 nsP2, Pro
CHIKV-P1234 C478A+S482A | C>A, S>A 478, 482 nsP2, Pro
CHIKV-P1234-GAA DD>AA nsP4
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Tabel 4. SFV punktmutatsioonidega konstruktid. Tabelis on toodud SFV poliiproteiini kodeerivad
plasmiidsed konstruktid, mis sisaldavad punktmutatsioone nsP2 valgu proteaasi domeeni aktiivsaidis ja SFV
metsiktiitipi (wt) ns poliiproteiini kodeeriv plasmiid. Lisaks sisaldavad poliipreoteiini jarjestused nsP3 kodeerivas
osas roheliselt fluorestseeruvat markervalgu (ZsGreen) kodeerivat jérjestust. See on tihistatud nimetuses Z
tdhega. Tabelis on vilja toodud konstrukti nimetus, aminohappejaigi asendus ja selle positsioon aminohappelises

jérjestuses ning asukoht mittestruktuurses (ns) valgus.

Konstrukti nimi Aminohappeli | Positsioon Asukoht
ne asendus aminohappelises ns
jarjestuses valkudes

SFV-P123Z4 (wt) - - -

SFV-P12374-C4678A C>A 478 nsP2
SFV-P12374-S482A S>A 482 nsP2
SFV-P12374-W479A W>A 479 nsP2
SFV-P12374-C478A+S482A C>A, S>A 478, 482 nsP2

Trans-replikaaside matriits-jarjestused

Kéesolevas t00s on kasutatud transfektsioonil matriits-jarjestusi kodeerivaid plasmiide, mis
on konstrueerinud professor Andres Merits. Plasmiidid sisaldavad vajalikke promooter-
jarjestusi, kas CMV vdi T7 promooterit. Replikaasi plasmiidid, mis sisaldasid CMV
promooterit transfekteeriti U20S rakkudesse ja replikaasi plasmiidid, mis sisaldasid T7
promooterit transfekteeriti BSR rakkudesse. Swap-mutatsioonidega plasmiidsed konstruktid
transfekteeriti U20S rakkudesse koos matriits-RNA-d kodeeriva plasmiidiga, mis sisaldab
Fluc (Firefly luciferase) ja Gluc (Gaussia luciferase) kodeerivaid jarjestusi. CHIKV ja SFV
proteaasi punktmutatsioonidega plasmiidsed konstruktid transfekteeriti BSR rakkudesse koos
matriits-RNA-d kodeeriva plasmiidiga, mis samuti sisaldab nii Fluc kui ka Gluc kodeerivaid
jarjestusi. Gluc kodeeriv jérjestus on sisestatud vastavalt SFV voi CHIKV subgenoomse (SG)
promooteri kontrolli alla ja Fluc on sisestatud matriits-jarjestuse esimesse lugemisraami,
genoomse promooteri kontrolli alla. Rakkudes toimub matriits-RNA replitseerumine
replikaasi valkude poolt, mis ekspreseeritakse mittestruktuurset poliiproteiini jérjestust

sisaldavalt plasmiidselt konstruktil.
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Kloneerimine

Swap-mutatsioonidega replikaase ehk mittestruktuurseid valke kodeerivaid jéarjestused (antud
juhul inserdid) kloneeriti pMC-GTU vektorisse. Jarjestuste allikateks olid vastavat tdispikka
infektsioonilist swap-mutantseid viiruseid kodeerivad plasmiidid. Kloneerimisel kasutati
,Thermo Scientific** restriktsiooniensiiime ja puhvreid vastavalt tootja juhenditele. pMC-
GTU vektorit 16igati Bsp119l ja Nhel ensiitimidega. Insertide 16ikamisel kasutati Bsp119l ja
Bcul ensiilime. Restriktsioonisegusse segati puhver, ensiilimid, vesi ja DNA. Lisatava
ensiitimi hulk soltus DNA kogusest. Reaktsioon toimus 37°C juures ja kestis 1 tund. Ldigatud
vektorit t6odeldi aluselise fosfataasiga (FastAP, Thermosensitive Alkaline Phosphatase) 1
U/ng 37°C juures 1 tund. Selle tulemusel eemaldati vektori 5 otsast fosfaatriihm, et vektor ei
ligeeruks iseendaga kokku. Restriktsioonil saadud DNA fragmendid lahutati agaroos-
geelelektroforeeesil ja hiljem puhastati agaroosgeelist. Selleks kasutati ,,NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up* kit-i (,,Macherey-Nagel*“) vastavalt tootja poolsele protokollile.

Insertide liitmiseks vektoriga viidi 1ébi ligeerimisreaktsioon. Ligatsioonil kasutati T4 DNA
ligaasi (,,Thermo Scientific*), 10x ligatsioonipuhvrit, vektorit ja inserti ekvimolaarsetes

kogustes. Ligatsioonisegudel lasti seista iiledo.

Ligatsioonisegudega transformeeriti kompententseid E. coli XL10 tiive rakke.
Transformatsiooni ldbiviimiseks voeti 150 pul kompetentseid rakke ja lisati need
ligatsioonisegule. Segu pandi jddle 30 minutiks. Selle méddudes tehti rakkudele kuumasSokk
42°C juures, kestusega 2 minutit ja jahutati jadl 1-2 min. Seejérel lisati 800 pl SOY (Tryptic
soy broth, ,,Difco*) soodet rakkudele ja rakke inkubeeriti loksutil 37°C juures 60 minutit.
Jargnevalt koguti rakud tsentrifuugides (2500x g, 3 min) ja resuspendeeriti 150 pl s66tmes
ning kiilvati LB s66tmega tassidele, kuhu oli lisatud kanamiitsiini 1dppkonsentratsiooniga 25
png/ml. Rakkudega tasse inkubeeriti 37°C juures ~18 tundi. Tekkinud kolooniad kiilvati 3 ml
LB sootmesse, kuhu lisati 25 pg/ml 16ppkontsentratsiooniga kanamiitsiini. Rakke kasvatati

loksutil 37°C kraadi juures ~18 tundi.

Plasmiidse DNA eraldamiseks bakterirakkudest kasutati minipreparatsiooni meetodit, mis
pohineb aluselise liilisi meetodil. Selleks kasutati Plasmid DNA Extraction Mini Kit-i
(,,Favorgen®). Suurema koguse DNA saamiseks tehti midipreparatsioon, kasutades
NucleoBond® Xtra Midi EF (,,Machery-Nagel*) kit-i. Nii minipreparatsioon kui ka
midipreparatsioon viidi 14bi vastavalt tootja poolsele protokollile. Sadestatud plasmiidne

DNA lahustati sobivas koguses vees. DNA midi- ja minipreparaatide konsentratsioon mdodeti
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spektrofotomeetriga (Nanodrop 2000). Kloneerimise tulemusel saadud rekombinantsete DNA

plasmiidide digsust kontrolliti restriktsioonanaliiiisiga ja sekveneerimisega.

U20S ja BSR rakkude transfektsioon

Swap-konstruktide plasmiidne DNA koos matriits-jirjestust sisaldava plasmiidiga
transfekteeriti U20S rakkudesse ning CHIKV ja SFV punktmutatsioonidega plasmiidsed
konstruktid koos matriits-plasmiidiga transfekteeriti BSR rakudesse kasutades lipofektsiooni
meetodit. See meetod pohineb geneetilise materjali viimisel rakkudesse liposoomide
vahendusel. Selleks kasvatati rakud 100 mm 1dbimddduga koekultuuri tassil 70-90%
konfluentsuseni ja eelnevalt katsele kiilvati rakud kuue-augulistele plaatidele. Esmalt segati
kokku replikaasi ja matriits-RNA-d ekspresseerivad plasmiidsed DNA-d (1 pg igat plasmiidi
tihe augu kohta). Segati kokku 9 ul LTX Plus Lipofectamine reagent (,,Invitrogen) ja 150 ul
OptiMEM s66de koigi konstruktide jaoks. Seejarel valmistati 150 pul OptiMEM s66tme ja 2.5
ul Plus Reagenti segu koigi konstruktide jaoks. Jargnevalt jaotati OptiMEM so6de ja Plus
reagendi segu uutesse 1.5 ml tuubidesse ja segule lisati 10 pul plasmiidsete DNA-de segu.
Viimasena lisati Lipofectamine reagendi ja OptiMEM s66tme segu DNA+OptiMEM+Plus
reagendi segule ja inkubeeriti toatemperatuuril 5 min. Samal ajal vahetati rakkudel sdodet.
Inkubatsiooniaja moddudes lisati rakkudele DNA segu koos OptiMEM sddtmega,
Lipofectamine ja Plus reagendiga ja inkubeeriti rakke 37°C juures 5% CO, keskkonnas 18
tundi.

Swap-mutatsioonidega konstruktidega teostati transfektsiooni U20S rakkudesse kaks korda.
CHIKYV ja SFV proteaas-mutantseid konstrukte transfekteeriti BSR rakkudesse iiks kord.

Lutsiferaasi aktiivsuse modtmine

Gluc mo6tmine

U20S rakkudelt, millesse oli transfekteeritud swap-mutatsioonidega plasmiidid, eemaldati
s6ode, pesti 1 kord PBS-ga ja liiisiti, kasutades 200 pl 1x Renilla Luciferase Assay
(,,Promega“) liiisipuhvit, inkubeerides 15 minutit toatemperatuuril. Liiiisitud rakud koguti
1.5 ml reaktsioonituubidesse ning tsentrifuugiti lauatsentrifuugis (14000x g, 1 min). Gluc
alktiivsuse modtmine teostati vastavalt ,,Promega“ Renilla Luciferase Assay System

juhendile. Rakuliisaadile (4 pl) lisati 20 ul Renilla lutsiferaasi substraati ning mdddeti Gluc
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aktiivsus. M0Gtmiseks kasutati Glomax SIS luminomeetrit (,,Promega‘). Mdodetud vaartusi

analiiiisiti tabeltootlusprogrammiga Excel.

Fluc ja Gluc md6tmine

BSR rakkudelt eemaldati s6ode, pesti 1 kord PBS-ga, lisati 500 pl 1x Passive Lysis Buffer
(,,Promega®) ja inkubeeriti 15 min toatemperatuuril. Seejdrel mdoddeti nii Fluc (Firefly
luciferase), kui ka Gluc (Gaussia luciferase) aktiivsus vastavalt Dual-Luciferase Reporter
Assay kit-1 (,,Promega®) poolsetele juhistele. Rakuliisaadile (4 pl) lisati 20 pul LAR II
(Luciferase Assay Reagent Il) ning moddeti Fluc aktiivsus. Seejérel lisati 20 pl Stop & Glo
reagenti ja moodeti Gluc  aktiivsus.. Hiljem  analiiiisiti  saadud tulemusi

tabeltootlusprogrammiga Excel.

Western Blot

Transfekteeritud BSR rakkude liisaate analiitisiti Western Blot-ga mittestruktuursete valkude
tuvastamiseks. Transfekteeritud rakud pesti iiks kord PBS-ga ja lisati 100 pl Laemmli
litisipuhvrit (50 mM Tris pH 6.8, 100 mM dithiothreitol (DTT), 2% naatriumdodetsiiiilsulfaat
(sodium dodecyl sulfate, SDS), 10% gliitserool, broomfenoolsinine). Liisaat koguti tuubidesse
ja kuumutati 100°C juures 5 min. Rakuliisaate siilitati -20°C juures. Liisaadid kanti 8% SDS-
poliiakriiilamiid geelile ja lahutati SDS poliiakriitilamiid geelelektroforeesil 1x SDS-
jooksupuhvris (25 mM Tris, 0.25 M gliitsiin, 0.1% SDS, pH 8.3). Kontsentreerivas osas
rakendati 100 V pinget ja lahutavas osas 180 V pinget. Geelil lahutunud valgud kanti iile
nitrotselluloos-membraanile (,,Amersham*) iihe tunni jooksul 15 V juures. Eelnevalt niisutati
geeli ja nitrotselluloosfiltrit Semi-Dry puhvris (48 mM Tris, 39 mM gliitsiin, 0.037% SDS,
20% metanool). Ulekandeks kasutati Trans-Blot Semi-Dry masinat (,,Bio-Rad*).
Ulekandunud valkudega membraan blokeeriti 5% 1dssilahusega western blot’i pesulahuses
(50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween20) 1 tunni jooksul toatemperatuuril.
Seejérel lisati valkudega membraanile primaarne antikeha 2% 10ssilahuses ja inkubeeriti
ile6d 4°C juures. Kasutati CHIKV mittestruktuursete valkude (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4)
vastaseid antikehi, mis olid toodetud kiiiilikus. Ns valkude vastaste antikehade seerumi
lahjendused on ndidatud tabelis 5. Jéargnevalt pesti membraani western blot’i pesulahusega 3
korda 10 minutit ning seejdrel inkubeeriti membraani 1 tund 2% 13ssilahusega, kuhu oli
lisatud sekundaarne antikeha, lahjendusega 1:10000. Ns valkude puhul kasutati kitses
toodetud kiiiiliku immunoglobuliinide vastast antikeha ja aktiini (Santa Cruz) puhul hiire

immunoglobuliinide vastast antikeha. Mdlemad sekundaarsed antikehad olid konjugeeritud

31



madardika peroksiidaasiga. Peale sekundaarse antikehaga inkubatsiooni, pesti membraani
jalle 3 korda 10 minutit western bloti pesulahusega. Seejdrel ilmutati kasutades ECL
(Enhanced chemiluminescence) kit'i (,,GE Healthcare*), mis vodimaldab detekteerida
peroksiidaasi substraadi kataliilisimisel eralduvat valgussignaali. Membraan eksponeeriti

rontgenfilmile 1 min. Kui signaal oli nork, siis eksponeeriti pikema aja jooksul (kuni 1 tund).

In vitro translatsioon

CHIKYV replikaasi kodeerivate plasmiidsete konstruktidega, mis sisaldavad punktmutatsioone
nsP2 proteaasi domeeni kodeerivas piirkonnas, teostati in vitro translatsioon, kasutades TNT®
coupled Reticulosyte Lysate System kit-i (,,Promega‘). In vitro tranlatsioon viidi 14bi vastavalt
tootja poolsetele juhistele 10ppmahus 25 ul. In vitro translatsioonis on kasutatud T7 RNA
poliimeraasi ja siinteesivate valkude mirgistamiseks radioaktiivset vadvli isotoopi [*°S]
sisaldavate metioniini ja tsiisteiini segu (EasyTag™ EXPRESS®S Protein Labeling Mix,
,.Perkin Elmer®). Translatsiooni reaktsioon peatati RNase A, loppkonsentratsioonis 10 ng/ul
ja tsiikloheksimiidi loppkonsentratsioonis 1 mM lisamisega proovidele. Translatsioonil

saadud produkte jargnevalt kasutati immunosadestamiseks ns valkude vastaste antikehadega..

Immunosadestamine

Radioaktiivselt margistatud translatsiooni produktidega teostati immunosadestamine, selleks
et tdpsemalt detekteerida, mis valgud moodustuvad CHIKV proteaas mutantsete
poliiproteiinide protsessingus. Esmalt denatureeriti translatsiooni produkte 1% SDS lahuses
ja NET150 puhvris 70°C juures 10 min. Immunosadestamiseks kasutati NET150 puhvrit (50
mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP40), NET400 puhvrit (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 400 mM NacCl, 5 mM EDTA, 1% NP40) ja proteiin A sefaroosi (Protein A
sepharose CL-4B, ,,GE Healthcare*). Iga translatsiooni proov, millele oli lisatud 1% SDS ja
NET150 puhvrit jagati neljaks osaks ja mahtu suurendati 1 ml-ni NET150 puhvriga. Seejérel
teostati antikehadega seondumine, mille jaoks lisati CHIKV ns valkude vastaseid antikehi
(immuniseeritud kiitilikute seerumid). Antikehade lahjendused on toodud vilja tabelis 5.
Antikehadega segusid hoiti {iledd 4°C juures. Moodustunud immuunkompleksite
sadestamiseks lisati 80 pl ~50% proteiin A sefaroosi suspensiooni iga proovi kohta ja
inkubeeriti 1 tund 4°C juures. Jargnevalt tehti pesu, et eemaldada mitte seondunud
komponendid. Selleks tsentrifuugiti (6000% g, 2 min, 4°C juures) proteiin A sefaroos pdhja ja

eemaldati supernatant. Proteiin A sefaroosi sademele lisati 1 ml NET400 (pesupuhvrit) ja
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tsentrifuugiti 6000% g 4°C juures 2 min. Seda korrati veel 3 korda. Pesu jarel denatureeriti
valgud 100°C juures 10 min 30 pl kahekordses Laemmli puhvris. Sadestatud valgud kanti 8%
SDS poliiakriiiilamiidgeelile ja lahutati SDS poliiakriiilamiid-geelelektroforeesil 1x SDS
jooksupuhvris. Geel kuivatati vaakumi toimel ja valgud detekteeriti Typhoon

Phosphorimager-ga (,,GE Healthcare).

Tabel 5. Antikehade lahjendused. Western blot’is ja immunosadestamisel kasutatud antikehad ja nende

lahjenduse ning detekteeritavate valkude molekulmassid.

Antikeha Western blot’i | Immunosadestamise | Molekulmass
lahjendus lahjendus kDa

Anti—-CHIKV nsP1 | 1: 3000 1:1000 64
Anti-CHIKV nsP2 | 1: 10 000 1:1000 96
Anti-CHIKV nsP3 | 1:10 000 1:2000 64
Anti-CHIKYV nsP4 | 1:2000 1:100 73
Sekundaarne 1: 10 000 - -

Anti-rabbit HRP

Sekundaarne 1: 10 000 - -

Anti-mouse HRP
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2.3. Tulemused ja arutelu

Kéesolevas t60s on kasutatud swap- mutatsioonide ning CHIKYV ja SFV punktmutatsioonide
uurimiseks trans-replikaasi siisteemi. See voOimaldab hinnata nende mutatsioonide moju

viiruse replikatsioonile, trankriptsioonile ja mittestruktuursete valkude tootmisele.

2.3.1 Swap-mutatsioonide uurimine

Transfektsioon ja Gluc aktiivsuse médtmine

Esmalt tosteti SFV-SINV ja SFV-CHIKYV swap-mutantseid replikaase kodeerivaid jérjestused
pMC-GTU plasmiidsesse vektorisse CMV promooteri kontrolli alla ja paljundati E. coli
rakkudes. Konstruktide ogsust kinnitati restriktsioonanaliiiisiga ja sekveneerimisega. Need
konstruktid transfekteeriti koos matriits-jdrjestust kodeeriva plasmiidiga U20S rakkudesse.
Swap-mutatsioonide uurimisel mdddeti vaid Gluc aktiivsust, kuna see on informatiivsem
iseloomustamaks replikaaside transkriptsiooni ja replikatsiooni voimet. Fluc valk voib
ekspresseeruda ka replikatsiooni toimumiseta, otse plasmiidilt transkribeeritud mRNA-It.
Seetdttu pole Fluc aktiivsus niivord usaldusvddrne. Kuna Gluc jirjestus on subgenoomse
promooteri kontrolli all, siis ekspreseerub Gluc marker-valk vaid siis, kui siinteesitakse
subgenoomselt promooterilt subgenoomset RNA-d. Seega nditab Gluc aktiivsus subgenoomse
RNA siinteesi ehk trankriptsiooni taset. Swap-mutantsete replikaaside Gluc aktiivsuse
modtmistulemused on toodud joonisel 9 ja 10. Ndidatud on Gluc aktiivsuste suhe poliimeraas
negatiivse mutandi (GAA) suhtes, kuna see kirjeldab paremini domeenide vahetuse mdju
transkriptsioonile.

Gluc aktiivsuse mootmistulemustest on néha, et enamus CHIKV-st parit domeenidega (SFV-
CHIKV) swap-mutantsete replikaaside Gluc aktiivsused on vdhemalt kaks suurusjarku
madalamad vorreldes metsiktiilipi replikaasiga (SFV-Rep) (Joonis 9). Seega replikaasi
domeenide vahetamise (Swapping) tulemusel on oluliselt vdhenenud subgenoomse RNA
stintees. Seetdttu voib oletada, et enamik vahetatud domeenidest on olulised subgenoomse
RNA siinteesis (kuigi tdendoliselt on tegemist kaudse efektiga) ja CHIKV-st périt vastavad
domeenidest pole voOimelised tditma vajalikke funktsioone SFV-s. SFV-CHIKV swap-
mutatsioonidega replikaaside hulgas on koige suurem Gluc aktiivsus CHIKV-CTD3
vahetusega replikaasil, millel oli vahetatud nsP3 valgu C-terminaalne domeen (Joonis 9).
Sellest tulenevalt saab jdreldada, et CHIKV-CTD3 siinteesis kdige efektiivsemalt RNA
matriitsil subgenoomset RNA-d metsiktiitipi SFV replikaasiga vorreldaval tasemel, hoolimata
domeeni vahetusest. Suhteliselt korge Gluc aktiivsus oli ka CHIKV-macro vahetatud

domeeniga replikaasil. Koige vidiksem Gluc aktiivsus SFV-CHIKV swap-mutatsioonide
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hulgas esines kogu nsP2-ga (CHIKV-nsP2) vahetatud replikaasil. CHIKV-Pro swap-
konstrukti Gluc aktiivsus on samas suurusjirgus CHIKV-nsP2 swap-konstruktiga ning
CHIKV-NTD swap-replikaasi Gluc aktiivsus on iithe suurusjérgu vorra korgem CHIKV-nsP2
swap-replikaasi aktiivsusest, kuid siiski kaks suurusjarku madalam metsiktiitibiga replikaasist
(SFV-Rep) (Joonis 9).

CHIKV-CTD3 kdrgest Gluc aktiivsusest ja vastavalt korgest transkriptsiooni tasemest saab
jéreldada, et nsP3 C-terminaalne domeen (CTD3) ei oma olulist rolli viiruse trankriptsioonis.
On nédidatud, et nsP3 C-terminaalne domeen interakteerub G3BP valguga rakus, millega
mojutab stress-graanulite moodustumist nakatatud rakus (Panas jt., 2014). Seega on antud
domeen oluline permeesrakuga intearkteerumisel ja selle mojutamisel. Kuid antud
situatsioonis trans-replikaasi siisteemi kasutamine lubab jéareldada, et CTD domeenil ei ole
otsest seost transkriptsiooni/replikatsiooniga. Samuti ka macro domeeni vahetus pole eriliselt
vihendanud subgenoomse RNA siinteesi. Eelnevalt on teada, et macro domeen on korgelt
konserveerunud N-terminaalne regioon nsP3-s, mis on oluline viiruse replikatsiooniks, kuid
selle tdpsed funktsioonid on teadmata (Park ja Griffin, 2009). Kogu nsP2 vahetamise
tulemusel on trankriptsiooni/replikatsiooni voime kadunud tdielikult. Selle pohjustest
radgitakse pikemalt CHIKV-st ja SINV-st pdrit domeenide vahetamise vordlemisel. Ka Pro
domeeni vahetuse tagajirjel on subgenoomse RNA siinteesi efektiivsus oluliselt vihenenud,
mis omakorda kinnitab Pro domeeni olulisust replikaasi funktsioneerimises. Pro domeen
vastutab alfaviirustes mittestruktuurse poliiproteiini proteoliiiitilise 1dikamise eest eraldi
valkudeks, mis on olulised replikatsioonitsiikli jaoks. Arvatakse, et CHIKV proteaasi domeen
erineb teiste alfaviiruste omadest. On ndidatud, et CHIKV Idikamisaitide jirjestused
mittestruktuurses  poliiproteiinis  erinevad oluliselt teiste alfaviiruste poliiproteiini
16ikamissaitidest (Saisawang jt., 2015). Seetdttu CHIKV proteaasi domeen ei tunne dra SFV
ns poliiproteiini 1dikamissaite ja ei suuda efektiivselt 1digata mittestruktuurset poliiproteiini.
NTD (nsP2 N-terminaalne domeen) vahetamise tulemusel oli transkriptsiooni tase vihenenud
kaks suursjirku vorreldes metsiktiitipi SFV replikaasiga. NsP2 N-terminaalne domeen
sisaldab helikaaset, RNA trifosfataaset ja nukleosiidtrifosfataaset (NTP) aktiivsust (Vasiljeva
jt., 2001). N-terminaalne domeen on osaleb proteaasi poolt ldbiviidaval mittestruktuurse
poliiproteiini 1dikamisel, kuid pole otseselt vajalik selleks. Tdpsemalt aitab N-terminaalne
domeen proteaasil dra tunda oma ldikesaite (Lulla jt., 2012). Seega vodib oletada, et NTD
domeeni osalus on vajalik subgenoomse RNA siinteesi jaoks ning CHIKV-st parinev NTD ei

suuda taies mahus asendada SFV NTD funktsiooni.
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Konstrukti nimi

Joonis 9. SFV-CHIKV Swap-mutatsioonidega SFV replikaaside Gluc/GAA suhe. Joonisel on kujutatud
CHIKV-st pirit vahetud domeenidega SFV replikaaside (SFV-CHIKV) Gluc aktiivsus poliimeraas negatiivse
(GAA) replikaasi suhtes. Veapiirid mdlema joonise tulpadel tdhistavad kahe katse modtmisvahemikku. Temp
vaartus kujutab ainult matriits-RNA transfekteerimisel saadud Gluc aktiivsust. Mock védértus kujutab DNA-ga

mitte transfekteeritud rakkude saadud Gluc aktiivsuse mdotmistulemuste suhet.

Meie laboris varem tehtud vahetatud domeenidega viiruste adapteerimise kdigus on tekkinud
kompensatoorsed mutatsioonid (Teppor, 2014). Neid on tuvastatud nii nendes samades
domeenides, mida on vahetatud, kui ka teistes mittestruktuursetes valkudes.
Kompensatoorsete mutatsioonidega SFV-CHIKV swap-mutatsioonidega replikaaside Gluc
aktiivsus trans-replikaasi slisteemis on jddnud samasse suurusjirku, mis algsetel
adapteerumata swap-replikaasidel (Joonis 9). Tdheldatavad on ainult véikesed erinevused
kompensatoorsete mutatsioonidega ja algsete adapteerumata Swap-replikaaside Gluc
aktiivsuste vahel. Seega nii tdispikkuses nsP2 kui Pro domeeni vahetuse tulemusel toimunud
adapteerimise kéigus tekkinud kompensatoorsed mutatsioonid (2378, 4083 ja 1700, 3074,
7371) ei suurendanud ega ka vihendanud olulisel mééral transkriptsiooni efektiivsust, millest
tulenevalt voib jireldada, et kompensatoorsetel mutatsioonidel puudub oluline moju
traskriptsioonile. Kuid sellegi poolest on osa nendest mutatsioonidest suurendanud viiruse
elujoulisust (Teppor, avaldamata andmed). Seega vdib arvata trans-replikaasi siisteemiga
saadud tulemused viitavad, et antud mutatsioonid tdstavad viiruse elujoulisust teiste
mehhanismide kaudu, kuid mitte subgenoomse RNA siinteesi suurenemise kaudu.

SINV-st périt domeenidega swap-mutatsioonidega replikaaside (SFV-SINV) puhul oli samuti
margatav kaks kuni kolm suurusjarku madalam Gluc aktiivsus vorreldes metsiktiiiibiga (SFV-

Rep) (Joonis 10). Sellest jareldub, et koikide domeenide (NTD, nsP2, Pro ja macro)
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vahetamise tulemusel vihenes oluliselt subgenoomse RNA siintees, mistottu antud domeenid
on olulised transkriptsiooni toimumisel (ka siin on tdendoliselt tegemist kaudse efektiga) ja
SINV-st parit domeenid ei suutnud piisaval tasemel funktsiooneerida SFV kontekstis. Kdige
korgem Gluc aktiivsus oli SINV-NTD swap-mtantsel replikaasil ja kdige vdiksem Gluc
aktiivsus oli SINV-nsP2 swap-mutantsel replikaasil (GAA-replikaasiga samas suurusjirgus)
(Joonis 10). Seega parssis kdige enam subgenoomse RNA siinteesi kogu nsP2 vahetamine ja
koige vihem NTD (N-terminaalne domeen) vahetus. Pro ja macro domeenide vahetus (SINV-
Pro ja SINV-macro) modjuta ka oluliselt mojutas aktiivsust (Joonis 10) ning vastavalt

tranksriptsiooni efektiivsust.
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Joonis 10. SFV-SINV Swap-mtatsioonidega SFV replikaaside Gluc/GAA suhe Joonisel on kujutatud SINV-st
périt vahetatud domeenidega SFV replikaaside (SFV-SINV) Gluc aktiivsus poliimeraas negatiivse (GAA)
replikaasi suhtes. Veapiirid mdlema joonise tulpadel tdhistavad standardhdlvet. Temp védrtus kujutab ainult
maatrits-RNA-ga transfekteeritud rakkude Gluc aktiivsuse modtmistulemust ja mock véiartus on DNA-ga

tarnsfekteerimata rakkude Gluc mdotmistulemust.

SINV-st pirit domeenide vahetamise tagajirjel tekkinud kompensatoorsete mutatsioonide
puhul ei ole mérgatav eriliselt suurenenud voi vidhenenud Gluc aktiivsus vorreldes algsete
adapteerimata swap-replikaasidega. Sellest jareldub, et NTD ja macro domeeni vahetuse
jargselt tekkinud kompensatoorsed mutatsioonid ei mojutanud oluliselt subgenoomse RNA
stinteesi. Seega oli neil mutatsioonidel neutraalne efekt transkriptsioonile. Varasemast

uurimusest selgus, et Pro ja nsP2 vahetamise tulemusel kadus viiruste elujoulisus tdielikult,
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mistottu SFV-SINV-nsP2 ja SFV-SINV-Pro viiruseid ei olnud voimalik adapteerida. (Teppor,
2014).

Vorreldes CHIKV-st ja SINV-st périt domeenidega vahetamise modju subgenoomse RNA
stinteesile voib jireldada, et nsP2, NTD ja Pro domeeni vahetamise mdju nii CHIKV-st kui ka
SINV-st périt domeenide puhul on suhteliselt sama. Ainuke erinevus on macro domeeni
vahetamise korral. CHIKV-st pirineva macro domeeni vahetus pole eriliselt kahjustanud
subgenoomse RNA siinteesi voimet. Macro domeeni vahetuse kahjuliku moju puudumist
toestab ka varasem uurimus, kus on ndidatud, et macro domeeni vahetuse jirgselt pole
vihenenud viiruse elujoulisus. Seetdttu, ei kaasatud ka CHIKV-macro swap-mutanset viirust
adapteerimisse, mille tdttu puuduvad antud juhul kompensatoorsed mutatsioonid (Teppor,
2014). SINV-st parineva macro domeeni vahetuse tulemusel on subgenoomse RNA siintees
oluliselt vihenenud vorreldes metsiktiitipi SFV replikaasiga. Selle pohjuseks voib olla see, et
CHIKV ja SFV macro domeeni jérjestused on sarnasemad kui SINV ja SFV omad.
Varasemalt on teada, et CHIKV ja SFV on fiilogenteetiliselt ldhedasemad kui SINV ja SFV
(Strauss ja Strauss, 1994), millega voiks ka seletada saadud domeeni vahetuse efekti. Vaarib
tdhelepanu, et nit CHIKV-st kui ka SINV-st parineva tdispika nsP2 vahetamise tulemusel oli
replikaasi trankriptsiooni/replikatsiooni voime kadunud tdielikult. Selle pdhjuseks voib olla
see, et kogu nsP2 vahetusega on héritud vajalikke interaktsioonide moodustumine teiste
replikaasi domeenidega, mis omakorda takistab nsP2 tidielikku funktsioneerimist. Samuti
toestavad antud tulemused, et nsP2 on oluline transkriptsiooni jaoks kas siis kaudselt voi
otseselt. Kaudne mdju seisneb nsP2 C-terminuses asuva Pro domeeni proteoliiiitilise
aktitvsuse héirumisel, mille tulemusel on héiritud ka kogu replikatsiooonitsiikkel. Otsene
moju transkriptsioonile voib olla seotud nsP2 teiste aktiivsustega. Pro domeeni vahetuse
puhul on ndha suhteliselt madalat transkriptsiooni taset nii SINV-st kui ka CHIKV-st
périnevate domeenide puhul. Sellest tulenevalt voib jireldada, et Pro domeeni vahetuse
jargselt on héiritud proteoliiiitiline aktiivsus. Selle tulemusel on takistatud replikaasi ehk
mittestruktuursete valkude formeerumine, mis on vajalikud nii replikatsiooniks kui ka
transkriptsiooniks. Replikaasi valkude puudumisel ei toimu ei replitseerumist ega ka
subgenoomse RNA siinteesi.

Kompensatoorsete mutatsioonide mdju mdlemast viirusest parinevade domeenide puhul on
samuti sarnane. Adapteerimise kdigus tekkinud kompensatoorsed mutatsioonid ei ole
margatavalt suurendanud ega ka vihendanud transkriptsiooni efektiivsust (Joonia 9 ja 10).
Tdhelepanu tuleks juhtida sellele, et adapteerimise kidigus tekkinud kompensatoorsed

mutatsioonid teistes mittestruktuurstes valkudes voivad viidata sellele, et vahetatud domeeni
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ja selle mutatsiooniga mittestruktuurse valgu voi teise domeeni vahel toimuvad olulised
interaktsioonid. Niiteks CHIKV-st périneva Pro domeeni vahetus kutsus esile
kompensatoorse mutatsiooni tekke nsP4 valgus. Seega voib aravata, et Pro domeeni ja nsP4
vahel toimuvad interaktsioonid.

Tulemustest voib jareldada, et trans-replikaasi siisteemi kasutamine Swap-mutatsioonide
uurimisel osutus vdga efektiivseks ja andis piisavalt informatsiooni swap-mutatsioonide mdju
kohta. Saadud tulemusi saaks kasutada edasistes uurimustes. Vastupidi, domeenide
vahetamise tagajdrel toimunud mutantsete viiruste adapteerimise kéigus tekkinud
kompensatoorsed mutatsioonid trans-replikaasi siisteemis ei ole ndidanud erilist suurendavat
ega vihendavat efekti subgenoomse RNA siinteesile. Seega, trans-replikaasi siisteemi
kasutamisega pole Onnestunud ndidata nende mutatsioonide positiivset mdju replikaaside
transkriptsioonivoimele. See vOiks viidata sellele, et need mutatsioonid voivad pigem olla
olulised viirusinfektsiooni kontekstis (nt. voivad mojutada interaktsiooni peremeesrakkudega)

ning seetdttu vajavad uurimist kasutades teisi viroloogilisi meetodeid.

2.3.2 CHIKYV nsP2 proteaasi punktmutatsioonide uurimine

CHIKV nsP2 proteaasi punktmutatsioonide mdju replikatsioonile ja transkirptsioonile

CHIKV nsP2 proteaasi punktmutatsioonide uurimisel kasutati samuti trans-replikaasi
stisteemi, mille kédigus analiilisiti nende mutatsioonide mdju replikatsioonile ja
transkriptsioonile Fluc ja Gluc aktiivsuste kaudu. Punktmutatsioonidega CHIKV replikaasi
kodeerivad plasmiidid transfekteeriti BSR rakkudesse ja 18 tunni méodudes moddeti Fluc ja
Gluc aktiivsust (Joonis 12). Seda tehti kolmes korduses. Kaks kordust sai tehtud meie labori
litkkme Age Utt’i poolt. Antud t66 raames tehti iiks kordus, mis kinnitas eelneva kahe katse

tulemusi.

Punktmutatsioonid asuvad CHIKV nsP2 proteaasi aktiivtsentris (Joonis 8.1). NsP2 on
vastutav viiruse replikatsiooni ja paljunemise eest, kasutades selleks nii proteoliiiitilist kui ka
teisi aktiivsusi. Tépsemalt vastutab nsP2 oma proteoliiiitilse aktiivsusega mittestruktuurse
poliiproteiini 10ikamise eest, mille tulemusena tekivad viiruse transkriptsiooni ja
replikatsiooni jaoks vajalikud poliiproteiini vaheproduktid ja mittestruktuursed valgud.
Replikatsioon ja transkriptsioon kontrollitud mittestruktuurse poliiproteiini ekspressiooni ja
protsessimisega (Merits jt., 2001). Antud punktmutatsioonid kujutavad endast proteaasi

aktiivtsentris asuvate aminohappejddkide asendusi. Varasemalt on teada, et teatud
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punktmutatsioonid nsP2 proteaasi aktiivsaidis blokeerivad viiruse replikatsiooni
imetajarakkudes. Antud t66s wuuriti nende mutatsioonide mdju replikatsioonile ja
transkriptsioonile trans-replikaasi siisteemis. Selleks, et analiiiisida punktmutatsioonide mdju
proteaassele aktiivsusele ja sellest tulenevalt mittestruktuursete valkude moodustumisele
analiilisiti trans-replikaasi katsest saadud rakkude liisaadid Western Blot meetodil. Lisaks
sellele analiiiisiti proteaasi aktiivsaidis asuvaid punktmutatsioonide moju ka in vitro kasutades
selleks in vitro translatsiooni ja immunosadestamise meetodit.

Fluc ja Gluc mootmistulemused on nédidatud joonisel 11, kus on nédidatud on Gluc aktiivsuse
suhe poliimeraas negatiivse replikaasi (GAA) suhtes. See suhe nditab mitu korda
efektiivsemalt proteaasi mutandid replitseerivad matriits-RNA-d ja siinteesivad subgenoomset
RNA-d. Tulemustest on iildiselt ndha, et mutantsete replikaaside (va. S478A) Fluc aktiivsuse
suhe on kaks kuni kolm suurusjarku madalam metsiktiitipi CHIKV replikaasi omast. Gluc
aktiivsuse suhe on nende mutatsioonidega replikaaside puhul kolm kuni neli suurusjarku
madalamal tasemel vorreldes metsiktiiiibi replikaasiga (Joonis 11). Sellest jéreldub, et kdik
punktmutatsioonid, va. S482A, proteaasi aktiivsaidis vdhendavad oluliselt vdimet
replitseerida matriits-RNA-d ja silinteesida subgenoomset RNA-d. S482A mutatsiooniga
replikaasi Fluc aktiivsuse suhe on koige korgem, metsiktiilipi replikaasiga samas
suurusjargus. Kdige madalam Fluc aktiivsuse suhe on C478A+S482A topelt-mutatsioniga
replikaasil, poliimeraas negatiivse replikaasiga (GAA) samal tasemel. Kdige korgem Gluc
aktiivuse suhe on S482A mutatsiooniga replikaasil, suurem isegi metsiktiilibiga replikaasi
omast, ning kodige madalam aktiivsus on W479A replikaasil (Joonis 11). Tulemustest
jareldub, et seriinijddgi asendus ei takista replitseerimast matriits-RNA-d ega ka subgenoomse
RNA siinteesi RNA matriitsil ehk trankriptsiooni. Seega ei ole seriinijaédgil olulist rolli
proteaasi aktiivsuses ja sellest tulenevalt ei kahjusta ka selle asendus replikatsiooni ja
trankriptsiooni toimumist. Gluc aktiivsuse mddtmistulemustest lahtuvalt on koige madalam
replikatsiooni/transkriptsiooni toimumise efektiivsus topelt C478 A+S482A mutandil, kus on
asendatud nii tsiisteiini- kui ka seriinijddk. Samuti ka ainult tsiisteiinijadgi asendus (C478A)
blokeerib peaaegu tiielikult replikatsiooni ja trankriptsiooni. Jarelikult tsiisteiinil positsioonis
478 on viaga oluline roll proteoliiiitilises aktiivsuses ja sellest tulenevalt ka replikatsioonis ja
subgenoomse RNA siinteesis. Kdige madalam subgenoomse RNA siinteesi tase esineb
triiptofaanijadgi asendamise (W479A) tagajérjel. Seega vOib oletada, et triiptofaan samuti
méngib olulist rolli proteaases aktiivsuses ja sellest tulenevalt subgenoomse RNA siinteesis.
Lisaks nditavad tulemused, et Fluc aktiivsuse tasemed on korgemad Gluc aktiivsuse omadest

C478A, W4T9A, C478A+S482A ja GAA mutatsioonide puhul (Joonis 11). See on ka
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loogiline, kuna trans-replikaasi siisteemis Fluc ekspreseerub ka ilma matriits-RNA

replitseerumiseta.

CHIKV-punktmutantide Fluc/GAA ja Gluc/GAA
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Joonis 11. CHIKYV proteaasi punktmutatsioonidega replikaaside FIucC/GAA ja Gluc/GAA suhe. Joonisel on

kujutatud Fluc ja Gluc aktiivsus poliimeraas negatiivse mutandi (GAA) suhtes.

Eelnevalt on kirjanduses teda, et alfaviiruste nsP2 C-terminuses asuv proteaas sisaldab
aktiivsaidis tsiiteiini- ja histidiinijddki. Arvatakse, et tsiisteiin koos histidiiniga kataliilisib
peptiid-sideme 16ikamist. CHIKV proteaas erineb teiste alfaviiruste proteaasidest mitmete
omaduste poolest. Arvatakse, et CHIKV proteaasi aktiivstsentris asuvat tsiisteiinijdéki on
voimeline kataliiiitiliselt asendama seriinijdék. Seega kasutatakse kataliilisis nii tsiisteiini- kui
ka seriinijddki. Saadud tulemuste pdhjal ei ole vdimalik véita, et tsiisteiinijdéigi asenduse
tagajirjel suudab seriin asendada kataliiiitilist aktiivsust, kuna tsiisteiini muteerimisel
(C478A) blokeeritakse proteaasne aktiivsus tdielikult. Samuti asub proteaasi kataliiiitilises
tsentris triiptofaanijddk, mis on {imbritsetud hiidrofoobsete jiddkide ja Van der Waals
kontaktidega. Triiptofaan osaleb loop struktuuri, mis sisaldab kataliiiitilist histidiinijaaki,
stabiliseerimisel, kuid mitte kataliiiisis. Triiptofaanijddgi asendused pdhjustavad
konformatsioonilisi muutusi ja seeldbi mojutavad kaudselt proteaasi kataliiiitilisi omadusi ja
seostumist substraatidega. (Saisawang jt., 2015) Saadud tulemused kinnitavad selles

positsioonis triiptofaanijadgi olulisust CHIKV nsP2 proteaassele aktiivsusele.
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Mittestruktuursete valkude e CHIKV nsP2 proteaasi punktmutatsioonide mdju

mittestuktuursete valkude ekspressioonile

Mittestruktuursete valkude ekspressiooni transfekteeritud rakkudes kontrolliti Western Blot
analtiisiga. Selleks transfekteeriti punktmutatsioonidega CHIKV replikaase kodeerivaid
plasmiidid BSR rakkudesse ja rakud liiiisiti ning seejérel teostati Western Blot analiiiis. See
vOimaldab tuvastada mittestruktuurse poliiproteiini ekspressiooni ning mittestruktuursete
valkude ja ns poliiproteiini vaheproduktide moodustumist proteoliiiitilise 16ikamise tulemusel.
Selleks kasutati CHIKV mittestruktuursete valkude vastaseid antikehi. Negatiivse kontrollina
kasutati mock proovi ehk DNA-ga mitte trasfekteeritud rakke ja positiivse kontrollina CHIKV
metsiktlitipi poliiproteiini kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud rakkude liisaati (wt).
Tulemustest on nédha, et mittestruktuurne poliiproteiin (P1234) on ekspreseerunud C478A,
WA479A ja C478A+S482A mutatsioonide korral. Samuti ka wt, S482A ja GAA mutatsiooni
korral on toimunud ns poliiproteiini ekpresseerumine, kuid see on formeerunud juba
mittestruktuurseteks valkudeks, mistdttu pole Westren Blot piltidelt voimalik ndha ns
poliiproteiini. Negatiivse kontrolli (mock) puhul pole tuvastatav mitte iihegi valgu
moodustumine. Ainult S482A ja GAA mutatsioone kandvate ja metsiktiiiipi replikaaside
korral on detekteeritavad koik iiksikud mittestruktuursed valgud (nsP1, nsP2, nsP3 ja nsP4),
mille suurused vastavad eeldatule (vt. Materjal ja metoodika) (Joonis 12). Seega seriini ja4gi
asendus (S482A) proteaasi aktiivsaidis ja poliimeraasi aktiivsaidi mutatsioon (GAA) ei
mojuta negatiivselt proteoliiiitilist aktiivsust. Mittsestruktuurse poliiproteiini (P1234)
1dikamine mittestruktuurseteks valkudeks (nsP1-nsP4) toimub samamoodi nagu metsiktiiiibi
puhul (Joonis 12). Nagu ka eelnevatest tulemustest oli ndha, et S482A mutatsioon ei mdjuta
negatiivselt replikatsiooni ega ka trankriptsiooni, siis on loogiline, et seriinijdigi asendus ei
kahjusta proteaasi aktiivsust. Selle tulemusel toimub mittestruktuursete valkude
moodustumine korrektselt, mis voimaldab replikatsiooni ja trankriptsiooni toimumist.
Poliimeraas negatiivne mutant (GAA) ei takista mittestruktuurse poliiproteiini proteoliiiitilist
16ikamist, sest poliimeraasne aktiivsus ei ole vajalik proteoliiiisi jaoks. Replikatsiooni ja
trankriptsiooni toimumiseks on oluline poliimeraasset aktiivsust kandev nsP4 valk, seetdttu
puudub GAA mutandil replikatsiooni ja trankriptsiooni voime, kuid proteaasne aktiivsus on
sdilinud. Ulejiinud mutantsete replikaaside (C478A, W479A, C478A+S482A) puhul pole
tuvastatav mitte iihegi mittestruktuurse valgu ega ns poliiproteiini vaheprodukti
moodustumine. Nende puhul on detekteeritav ldikamata mittestruktuurne poliiproteiin
(P1234) (Joonis 12). Seega, C478A, W479A ja C478A+S482A mutatsioonid blokeerivad

téielikult proteoliiiitilist aktiivsust, mille tulemusel ei moodustu mitte {ihtegi mittestruktuurset
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valku. Seega voOib jdrelda, et asendatud aminohappejddkidel on oluline roll proteaasi

aktiivsuses.
wt CA7BA S4B2A WATIA C+5 GAA mock wt CA78A S482A WA4T79A C+5 GAA mock
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Joonis 12. Mittestruktuursete valkude moodustumine CHIKV proteaasi punktmutatsioonide korral.
Proteaasi domeenis punktmutatsioone kandvate CHIKV replikaaside konstruktidega transfekteeritud BSR
rakkude liisaate lahutati 8% SDS-PAGE foreesil. CHIKV ns valke detekteeriti vastavate spetsiifiliste
antikehadega western blot analiiiisil. Paneelid: 1. Anti-nsP1; 2. Anti-nsP2; 3. Anti-nsP3 4. Anti-nsP4. Iga paneeli
kohal on viidatud mutatsioonide nimetused. Vasakul pool on viidatud valgumarkeri (PageRuler Prestained
Protein Ladder) molekulmassid (kDa) ning nooltega on viidatud moodustunud mittestruktuursed valgud ja
P1234 poliiproteiin. Mock on negatiivne kontroll ehk DNA-ga mitte trasfekteeritud rakuliisaat. Wt on positiivne

kontroll ehk metsiktiiipi poliiproteiini kodeeriva konstruktiga transfekteeritud rakuliisaat.

In vitro translatsioon CHIKV nsP2 proteaasi punktmutatsioonide mdju poliproteiini

protsessingule in vitro tranlsatsioonil

Eelnevalt kirjeldatud tulemused on saadud kasutades trans-replikaasi siisteemi
imetajarakkudes. Selleks, et uurida proteaasi aktiivsaidis asuvate punktmutatsioonide otsest
efekti polupriiteiini protsessingule kasutati valkude metaboolset mérgistamist in vitro
tranlatsioonil. In vitro tranlatsiooni ja ldikamise kdigus moodustunud valgulisi produkte

detekteeriti immunosadestamisega. Tulemused on esitatud joonisel 13. S482A ja GAA
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mutatsioone sisaldavate konstruktide korral 1digatakse ns poliiproteiin efektiivselt
mittestruktuurseteks valkudeks nagu ka metsiktiiiibi puhul — immunosadestamise jirgselt on
geelelektroforeesil selgelt detekteeritavad nii iliksikud mittestruktuursed valgud, kui ka
proteoliiiisi vaheproduktid. Ulejdsinud mutantsed proteaasid pole vdimelised 1dikama ns
poliiproteiini, mis on geelil detekteeritav korgmolekulaarse iiksikproduktina. Seega
immunosadestamise tulemused toetavad western blot-iga saadud tulemusikinnitades trans-
replikaasi siisteemi kasutamisega saadud tulemusi.

Uldiselt, kasutades trans-replikaasi siisteemi dnnestus niidata, et enamik antud t66s uuritud
mutatsioone proteaasi aktiivstsentris blokeerivad proteoliiiitilist aktiivsust ja seeldbi voimet

replitseerida matriits-RNA-d ja siinteesida subgenoomset RNA-d.
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Joonis 13. Mittestruktuurse polUproteiini proteoludtilise 18ikamise produktide detekteerimine
immunosadestamisega. CHIKV proteaasi aktiivsaidi punktmutatsioonidega poliiproteiini kodeerivatele
plasmiididega teostati in Vitro translatsioon valkude mirgistamisega radioaktiivse [*°S] véivli isotoopi sisaldava
metioniiniga. Selleks, et detekteerida replikaasi valkude moodustumist proteoliiiitilise 1dikamise tulemusel,
kasutati immunosadestamist. Geelide radadel on ndidatud sadestamiseks kasutatud vastavate mittestruktuursete
valkude-vastaste antikehade nimetused (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4). Immunosadestamise tulemused on

visualiseeritud Typhoon Phosphoimager’i abil.
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2.3.3 SFV nsP2 proteaasi punktmutatsioonide uurimine
Transfektsioon ja Fluc ning Gluc aktiivsuse modtmine SFV nsP2 proteaasi

punktmutatsioonide mdju replikatsioonile ja transkirptsioonile

SFV punktmutatsioonide uurimiseks kasutati samuti trans-replikaasi siisteemi. Uuriti samu
aminohappelisi asendusi proteaasi aktiivtsentris, mis ka CHIKV puhul (Tabel 4 ). SFV
punktmutatsioone sisaldavaid replikaase kodeerivad plasmiidseid konstrukte koos matriits-
RNA-d ekspresseerivate plasmiididega transfekteeriti BSR rakkudesse ja liilisiti 18 tunni
moddudes, seejarel moddeti Fuc ja Gluc aktiivsus. Transfektsiooni ja sellele jargnevat
modtmist teostati liks kord. Tulemustes on nédidatud SFV punktmutatsioonidega replikaaside
Fluc ja Gluc aktiivsus poliimeraas negatiivse replikaasi (GAA) suhtes (Joonis 14). Kasutatud
on CHIKV GAA mutatsiooniga replikaasi, mis on suhteliselt sarnane SFV-le. Saadud
tulemused langevad kokku CHIKV proteaasi punktmutatsioonide trans-replikaasi katse
tulemustega (Joonis 11). Koige suurem Fluc ja Gluc aktiivsuse suhe on S482A mutatsiooni
puhul ja kdige vdiksem C478A ja C478A+S482A mutatsioonide puhul. W479A mutatsiooni
sisaldava replikaasi Fluc ja Gluc aktiivsuse suhe on C478A+S482A replikaasiga suhteliselt
samal tasemel (Joonis 14 ). Varasemalt on teada, et SFV nsP2 proteaasi kataliiiitilises tsentris
on kesksel kohal Cys481 ja His558 aminohapped, mille asendamised viivad proteoliiiitilise
aktiivsuse ja RNA siinteesi kadumisele. Samuti on niidatud, et Cys478 aminohappejididk on
oluline proteoliiiitilise aktiivsuse jaoks ja sellest tulenevalt RNA replikatsiooni jaoks
(Golbutsov jt., 2006). Seda tdestab ka kdesoleva t66 tulemus, mis nditab, et aminohappelises
jarjestuses positsioonis 478 oleva tslitseiinijddgi asendamine alaniiniga blokeerib tdielikult
voime replitseerida matriits-RNA-d. Tulemustest jiareldub, et koik aminohappelised
asendused nsP2 proteaasis va. seriinijadgi asendus, takistavad replitseerimast matriits-RNA-d
ja subgenoomse RNA siinteesi. Kuna aminohappelised asendused olid tehtud proteaasi
domeeni aktiivtsentris, selle tulemusel on kadunud proteaasne aktiivsus ja seega RNA siintees
oli takistatud. Seega kinnitavad tulemused asjaolu, et RNA siintees on sdltuv poliiproteiini

ekspressioonist ja 16ikamisest mittestruktuurseteks valkudeks.
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SFV punktmutantide Fluc/GAA ja Gluc/GAA suhe
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Joonis 14. SFV proteaasi punktmutatsioone sisaldavate replikaaside Fluc/GAA ja Gluc/GAA suhe.

Joonisel on ndidatud Fluc ja Gluc aktiivsus poliimeraas negatiivse replikaasi (GAA) aktiivsuse suhtes.

ZsGreen signaali detekteerimine

Antud t60s kasutatavates konstruktides SFV poliiproteiini kodeeriv jirjestus sisaldab nsP3
kodeerivas osas markervalgu (ZsGreen) jérjestust. Tegemist on roheliselt fluorestseeruva
valguga, mis vdimaldab tuvastada poliiproteiini (P123Z4) ekspressiooni rakkudes.
Fluorestsentsmikroskoobi piltidelt (Joonis 15) on ndha ZsGreen-i roheliselt fluoretseeruvat
signaali kdikide mutatsioone sisaldavate ja metsiktiilipi replikaaside puhul. Seega rakkude
transfektsiooni jérgselt on toimunud kdigi mutatsioonide korral poliiproteiini ekspressioon.
Piltidel on tdheldatavad ekspressioonimustri erinevused. S482A mutandi muster on sama
metsiktiitipi poliiproteiiniga (wt). Nende puhul on mérgatav, et roheline signaal rakkudes pole
jaotunud {ihtlaselt, vaid on néhtav tsiitoplasmas tépilise mustrina (Joonis 15). Selline muster
on iseloomulik eraldi ekspresseeritud SFV nsP3-le (Perdnen, 1991) ning selline pilt vdib
kaudselt olla tdestuseks, et poliiproteiini protsessing on edukalt toimunud ning nsP3-ZsGreen
liitvalk lokaliseerub vastavalt nsP3 mustrile. Ulejdinud mutantsete valkude muster erineb
metsiktiilipi poliiproteiini (Wt) omast. Neid iseloomustab iihtalne rohelise signaali jaotus

rakkudes (Joonis 15). ZsGreen signaali detekteerimistulemustest jireldub, et SFV
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poliiproteiini kodeerivatelt plasmiididelt ekspreseerub edukalt mittestruktuurne poliiproteiin
BSR rakkudes.

Tulemustest ldhtuvalt saab jdreldada, et trans-replikaasi siisteem on efektiivne SFV
punktmutatsioonide uurimiseks. See voimaldab teha olulisi jareldusi SFV nsP2 proteaasses
domeenis asuvate punktmutatsioonide mdju kohta nii replikatsioonile kui ka subgenoomse

RNA siinteesile.
WT
CA78A+5482A WA479A mock

Joonis 15. SFV proteaasi mutatsioone sisaldavate replikaaside ekspressioon BSR rakkudes. SFV

C478A S482A

poliiproteiini jarjestused sisaldasid nsP3 kodeerivas osa roheliselt fluorestseeruva markervalgu ZsGreen’i
jérjestust. SFV poliirproteiini kodeerivad plasmiidid transfekteeriti BSR rakkudesse ja nendes tuvastati
poliiproteiini  ekspreseerumist fluorestsents-mikroskoobiga ZsGreen signaali detekterimisega. Proteaasi
aktiivtsentri mutatsioonid on viidatud paneelide kohal; WT — metsiktiiiipi replikaasi; mock — transfekteerimata

rakud.
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KOKKUVOTE

Trans-replikaasi slisteem on efektiivne ja lihne tooriist, mida saab kasutada
punktmutatsioonide funktsionaalses analiiiisis ja teistes viroloogia alastes uurimustes. Trans-
replikaasi siisteem on {iilesehitatud matriits-RNA replitseerumisel ja sellelt siinteesitava
subgenoomse RNA moodustumisel replikaasi valkude vahendusel. Selleks transfekteeritakse
replikaasi valke kodeeriv plasmiidne konstrukt koos matriits-RNA-d kodeeriva plasmiidse
konstruktiga imetajarakkudesse. Seal toimub juba matriits-RNA replitseerumine ja
subgenoomse RNA siintees matriits-jarjestuses sisalduvalt subgenoomselt promooterilt.
Subgenoomse RNA siinteesi ja matriits-RNA replitseerumist hinnatakse matriits-RNA pealt
ekspresseerivate markervalkude detekteerimise abil.

Kéesoleva t60 eesmdrgiks oli uurida swap- ja CHIKV ja SFV nsP2 proteaasi
punktmutatsioone, kasutades selleks trans-replikaasi siisteemi. Swap-mutatsioonide uurimisel
saadud tulemused niditavad, et domeenide vahetamise tulemusel oli transkriptsiooni tase
oluliselt védhenenud. Sellest jédreldub, et vahetatud replikaasi domeenid on olulised
trankriptsiooni toimumisel. Kdige enam vidhendas transkriptsiooni taset nsP2 ja Pro domeeni
vahetamine. Sellest ldhtuvalt jareldub, et nsP2 ja Pro domeenil on teistest olulisem roll
subgenoomse RNA siinteesil. Tdhelepanu véérib ka see, et nsP3 C-terminaalse domeeni
vahetuse jargselt toimus subgenoomse RNA siintees metsiktiilipi replikaasiga samal tasemel.
Seega pole see domeen vajalik transkriptsiooniks. Adapteerumise kdigus tekkinud
kompensatoorsete mutatsioonidega swap-mutandid ei olnud eriliselt edukamad subgenoomse
RNA siineesimisel. Kompensatoorsed mutatsioonid ei suurendanud ega ka vidhendanud
eriliselt swap-mutantsete replikaaside transkriptsiooni taset. Seega voOib Gelda, et enamik
kompensatoorseid mutatsioone olid neutraalse mojuga.

CHIKV ja SFV punktmutatsioonide uurimuse tulemused niitavad, et nsP2 proteaasi
aktiivsaidis asuvad punktmutatsioonid kahjustavad oluliselt proteaasset aktiivsust ja selle
tulemusel voimet replitseerida matriits-RNA-d ja silinteesida subgenoomset RNA-d. Saadud
tulemused kinnitavad, et proteaasne aktiivsus on oluline replikatsiooni ja transkriptsiooni
jaoks. Ainult seriini jdégi asendus proteaasi aktiivsaidis ei kahjustanud proteaasset aktiivsus
ega voimet replitseerida matriits-RNA-d ja siinteesida subgenoomset RNA-d.

Trans-replikaasi siisteemi kasutamisega antud mutatsioonide uurimisel saadi palju
informatsiooni nende mutatsioonide modju kohta ja sellest tulenevalt mittestruktuursete
valkude olulisuse kohta replikatsioonil ja transkriptsioonil. Kuna kéesoleva t66 raames osutus
trans-replikaasi siisteemi kasutamine véiga informatiivseks, siis védrib see kasutust ka teistes

viroloogia alastes uurimustes.
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Using alphaviral trans-replicase system for sudiyng swap and point mutations
Siret Usar
SUMMARY

The trans-replication system is an effective and simple tool for studying point mutations in
functional analysis and other research related to virology. The trans-replication system is built
on uncoupling the alphaviral replicase expression and replication of the template RNA. To do
this, the plasmid construct encoding for the non-structural polyprotein is transfected into
mammalian cells with the plasmid construct encoding for the template RNA. There, the
template RNA is replicated and the subgenomic RNA is synthesized from the subgenomic
promoter with the help of replicase provided in-trans. The efficiency of synthesis of
subgenomic RNA and replication of template RNA is evaluated by the detection of generated
marker proteins encoded by the template plasmid.

The objective of this thesis was to examine the swap- and CHIKV and SFV point mutations
of nsP2 protease using the trans-replication system. The results of studying swap-mutations
showed that swapping of some domains significantly reduced transcription. Swapping of the
whole nsP2 and Pro domain has caused the strongest decline in the synthesis of the
subgenomic RNA, therefore these domains are essential for the effective subgenomic RNA
synthesis. Swapping of other domains did not impact the subgenomic RNA synthesis as
much. It is worth attention, that swapping of C-terminal domain of nsP3 had no negative
effect to transcription. This indicates that this domain is not significant for transcription. The
swap mutants with compensatory mutations generated during the adaptation were not
significantly more successful in the synthesis of subgenomic RNA. Compensatory mutations
did not significantly increase or decrease the transcription level of the swap mutants. Thus,
the effect of compensatory mutations should be studied using other approaches.

An examination of the CHIKV and SFV point mutations demonstrated that the point
mutations in the active site of the nsP2 protease significantly damage protease activity and, as
a result, the ability to replicate the template RNA and synthesise subgenomic RNA. The
results confirm that protease activity is essential for replication and transcription. Only the
replacement of serine residue in the active site did not damage the replication and
transcription of the template RNA indicating that this residue is not critical for nsP2 protease
activity.

The analysis of these mutations using the trans-replication system provided a lot of

information about the significance of different replicase domains and protease activity of
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nsP2. Since the trans-replicase system used in this bachelor’s thesis was very informative, it

is worth using in the field of virology.
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