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KASUTATUD LUHENDID

CAT - klooramfenikooli atsetiiiiltransferaas (chloramphenicol acetyltransferase)
cDNA — komplementaarne DNA (complementary DNA)

CHIKYV - Chikungunya viirus (Chikungunya virus)

CMC - karboksitimetiiiiltselluoos (carboxymethylcellulose)

CMV - tsiitomegaloviirus (Cytomegalovirus)

DTT — ditiotreitrool (dithiothreitol)

FCS — veise loote seerum (fetal calf serum)

FMDYV - suu- ja sorataudi viirus (foot and mouth disease virus)

ICA — infektsioonitsentrite test (infectious center assay)

IRES — sisemine ribosoomi seondumispiirkond (internal ribosome entry site)
mEF1a — hiire elongatsioonifaktor-1 alfa (mouse elongation factor-1 alpha)
nsP — mittestruktuurne valk (non-structural protein)

PBS — fosfaatpuhvriga soolalahus (phosphate buffered saline)

RNAP — RNA poliimeraas (RNA polymerase)

SG - subgenoomne (subgenomic)

SFV — Semliki Forest viirus (Semliki Forest virus)

TPB - triiptoos-fosfaadi puljong (tryptose phosphate broth)

UTR — mittekodeeriv regioon (untranslated region)

VRP — viirus-replikon partikkel (virus-replicon particle)

wt — metsiktiitip (wild type)



SISSEJUHATUS

Viirused on elusa ja eluta looduse piiril olevad bioloogilised objektid, mis suudavad paljuneda
ainult rakus. Oma tegevusega voivad nad mojutada rakkude normaalset talitlust ja pohjustada
erinevaid haigusnédhte. Paljud neist on ohtlikud ka inimestele ja meie jaoks olulistele
koduloomadele ja kultuurtaimedele. Alfaviirused on iilemaailmse levikuga viirused, mille
genoomiks on {iheahelaline positiivse polaarsusega RNA. Nende selgroogseteks
parisperemeesteks on linnud, imetajad ja kalad, kuid {ihelt peremehelt teisele levivad nad
lilijalgsete vektorite teel.  Oluline on uurida nende ehitust, infektsioonitsiiklit ja
interaktsioone peremeesrakuga, et oleks voimalik vélja to6tada viirusvastaseid vaktsiine ja

viirushaiguste ravimeid.

Selle bakalaureusetdd teoreetiline osa annab lithililevaate T7 autogeensiisteemist ning selle
kasutamisest vOOrgeenide ekspresseerimiseks eukariiootsetes rakkudes. Seda siisteemi on
voimalik rakendada DNA vaktsineerimises ja geeniteraapias. Lisaks antakse iilevaade
alfaviiruste virionist, genoomist, replikatsioonist, valkudest ja replikon-vektorsiisteemist.
To6s keskendutakse peamiselt Semliki Forest viirusele (SFV), mille laboratoorsed tiived on
inimesele apatogeensed, mistdttu on tegemist vdga hea alfaviiruste uurimisel kasutatava

mudelobjektiga.

Too eksperimentaalses osas testiti erinevaid T7 autogeensiisteeme, mille abil prooviti toota
SFV viirus-replikon partikleid (VRP) ja infektsioonilisi viiruseid. VRP-d meenutavad viirust,
kuid ei ole vdimelised produktiivseks infektsiooniliks, sest neis puudub osa viiruse
geneetilisest materjalist. Nad on olulised nii viiruste uurimisel kui vaktsiinide valjatootamisel.
Kui tavaliselt kasutatakse VRP-de tootmiseks peremeesrakkude elektroporeerimist
katseklaasis siinteesitud RNA-ga, siis kdesolevas t00s uuriti, kas sama on voimalik teha ka

DNA-ga. See on oluline, sest nii muutuks VRP-de tootmise kiiremaks ja vahem kulukamaks.

Kiesolev t66 on valminud Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituudis ja
eksperimentaalne uurimistéé on tehtud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis. Autor soovib
tdnada oma juhendajaid, Age Utti ja Andres Meritsat, ning kolleege laborist abi ja kasulike

nouannete eest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. ALFAVIIRUSED

Alfaviirused on viiruste perekond, mida iseloomustab iiheahelaline positiivse polaarsusega
RNA genoom ja membraaniga kaetud virionid. Koos rubiviirustega kuuluvad alfaviirused
sugukonda Togaviridae. Alfaviiruste perekonda kuulub praegu 29 erinevat liiki viiruseid
(Weaver jt., 2005), mis jagunevad kaheksasse erinevasse gruppi - kompleksi (Powers jt.,
2001). Alfaviirused on viga laia levikuga, neid on isoleeritud koigilt kontinentidelt peale
Antarktika (Calisher ja Karabatsos, 1988).

Alfaviiruste selgroogseteks peremeesteks on imetajad, linnud ja kalad. Nende rakkudes on
alfaviiruse infektsioon Kiire ja tavaliselt rakule letaalne (Strauss ja Strauss, 1994; Griffin,
2007). Uhest organismist teise levivad alfaviirused liilijalgsete vektoritega, tavaliselt
sddskedega. Nendes avaldub alfaviiruse infektsioon teisiti kui parisperemehes - vektorile
avaldatakse bioloogiliselt minimaalset moju, tdnu millele kujuneb neis persistentne
infektsioon (Weston jt., 1999; Weston jt., 2002).

Alfaviirused jagunevad leviku piirkonna jargi Vana ja Uue Maailma alfaviirusteks. Uue
Maailma alfaviirused pohjustavad inimestel ja mitmetel koduloomadel entsefaliiti, samas kui
Vana Maailma alfaviirused tekitavad peamiselt artriiti ja 166vet (Griffin, 2007; Smith jt.,
2009). Uue Maailma alfaviiruste seas on ka potentsiaalseid biorelvi ja ohtlikke looduslikke
patogeene, mis kuuluvad Rahvusvahelise Allergiate ja Nakkushaiguste Instituudi prioriteet B

patogeenide nimekirja (Sherman ja Weaver, 2010).

1.1.1. Virion

Alfaviiruste virion on umbes 70 nm diameetriga partikkel. Virioni pealispinna moodustab
lipiidne timbris, mille sees on ikosaeedriline (kakskiimmendtahukas) nukleokapsiid (NC),
millel on T=4 simmeetria (Tong jt.,, 1993). NC on kokku pandud 240 Kkoopiast
kapsiidivalgust, mis on seotud viiruse genoomse RNA-ga (Strauss ja Strauss, 1994). Partiklis

esinevad kapsiidivalgud heksonite ja pentonitena (Weiss jt., 1989; Tong jt., 1993).

Partikli membraan koosneb lipiidsest kaksikkihist, mis kdikidel alfaviirustel sisaldab viiruse

poolt kodeeritud kahte erinevat gliikoproteiini — E1 ja E2. Kumbagi nendest on virionis 240
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koopiat ja nad moodustavad 80 trimeerset ogalaadet struktuuri (Strauss ja Strauss, 1976;
Harrison, 1986). E1 vastutab viiruse membraani ja raku endosoomse membraani fusiooni eest
samal ajal kui E2 on oluline virioni retseptorile seondumisel ja sellele jargneval endotsiitoosil
(Smith jt., 1995). Ogade kokkupakkimiseks on vaja E3 valku, mis jaab suuremas (SFV) voi
vaiksemas koguses (enamus alfaviiruseid) ka virioni struktuuri (Strauss ja Strauss, 1994).
Lisaks on virionis ka 7-30 koopiat 6K valku (Lusa jt., 1991; Strauss ja Strauss, 1994; Kielian
jt., 2000), mis on oluline E1 valgu transportimises ER-i (Gaedigk-Nitschko jt., 1990;
Liljestrom ja Garoff, 1991).

1.1.2. Genoom

Alfaviiruse nukleokapsiid sisaldab umbes 11 500 nukleotiidi jadgi pikkust genoomi (Strauss
ja Strauss, 1994). Genoomi 5’-otsas on cap0-struktuur ja 3’-otsas polii(A) jarjestus (Joonis 1)
(Strauss ja Strauss, 1986). Genoom on jaotunud kaheks osaks: kaks kolmandikku 5’-otsast,
mis kodeerib mittestruktuurseid ehk replikaasi valke, ja iiks kolmandik 3’-otsast, mis kodeerib

viiruse struktuurseid valke (Strauss ja Strauss, 1994).

Mittestruktuursed valgud transleeritakse otse genoomselt RNA-It iihe v0i kahe
poliiproteiinina (oleneb viirusest), mis hiljem 1digatakse lahti valmis nsP1, nsP2, nsP3 ja nsP4
valkudeks. Struktuurne domeen transleeritakse iihe poliiproteiinina subgenoomselt (SG)
MRNA-It, millel on samuti capO-struktuur ja polii(A) jarjestus. Struktuursete valkude hulka
kuuluvad E1 ja E2 membraanivalgud, kapsiidivalk ja védikesed poliipeptiidid E3 ja 6K
(Strauss ja Strauss, 1994).

5’UTR UTR 3’'UTR
CAP — nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 lC E3| E2 |6K] El — Poli(&)

Mittestruktuurseid valke kodeenv ala Struktuurseid valke kodeenv ala

Joonis 1. Alfaviiruste genoomi iilesehitus. 5’ poolses osas paikneb mittestruktuurseid valke
(nsP1, nsP2, nsP3 ja nsP4) kodeeriv ala ja 3’ poolses osas struktuurseid valke (kapsiidivalk,
E3, E2, 6K ja E1) kodeeriv ala. Noolega on tahistatud SG RNA alguskoht. Valgega téhistatud
UTR-id on mittetransleerivad piirkonnad. (Koostatud Strauss ja Strauss, 1994 jérgi)



1.1.3. Mittestruktuursed valgud

NsP1 on vajalik negatiivse polaarsusega RNA siinteesi initsiatsiooniks ja elongatsiooniks
(Strauss ja Strauss, 1994). Tal on metiiil- ja guaniiliiiiltransferaasne aktiivsus, mis on
vajalikud mRNA-le cap0-struktuuri lisamiseks (Ahola jt., 1997). Lisaks kinnitab ta alfaviiruse
replikatsioonikompleksid raku membraanidele (Perénen jt., 1995).

NsP2 on vajalik SG mRNA siinteesi initsieerimiseks (Strauss ja Strauss, 1994). Nagu nsP1-ki,
osaleb nsP2 viraalsetele mRNA-dele capO-struktuuri lisamises (Vasiljeva jt., 2000). Tema N-
terminaalne domeen on RNA helikaas, RNA-trifosfataas ja nukleosiidtrifosfataas ning C-
terminaalne domeen vastutab mittestruktuurse poliiproteiini protsessimise eest (Rikkonen jt.,
1994; Strauss ja Strauss, 1994; Vasiljeva jt., 2000). Lisaks sellele on ndidatud, et alfaviiruste
nsP2 voib osaleda ka nakatatud rakkudes raku-spetsiifilise transkriptsiooni ja translatsiooni
mahasurumises. On teada, et nsP2 on Vana Maailma alfaviiruste valkudest kodige olulisem

tsiitopatogeensuse pdhjustaja (Frolov ja Schlesinger, 1994).

NsP3 on vajalik replikatsioonikomplekside moodustumiseks ja nende korrektseks
paiknemiseks (Salonen jt., 2003) ning koos teiste mittestruktuursete valkudega ka RNA
siinteesiks (Raju jt., 1999). NsP3 koosneb kolmest domeenist. Esimene neist on
makrodomeen ehk X-domeen, mis on konserveerunud alfaviirustes, koronaviirustes, hepatiit
E ja rubella viiruses (Pehrson ja Fuji, 1998). Selle domeeniga on seotud ainuke teadaolev
nsP3 ensiimaatiline aktiivsus — adenosiindifosforiboosi 1’-fosfaadi fosforiileerimine, kuid
seda on siiani tdheldatud ainult Chikungunya (CHIKV) ja Venezuela Hobuste Entsefaliidi
viirustel (Malet jt., 2009). Teine, tsinki seondav domeen on konserveerunud ainult
alfaviirustes (Shin jt., 2012) ja kolmas domeen varieerub erinevatel viirustel nii pikkuselt kui
jarjestuselt; samas mdjutab see domeen oluliselt SFV virulentsust (Galbraith jt., 2006; Varjak
jt., 2010).

NsP4 on viiruse RNA-st soltuva RNA poliimeraasi ensiimaatiliselt aktiivseks sub-iihikuks,
moodustades kompleksi teiste mittestruktuursete valkudega. NsP4 tunneb dra transkiptsiooni
alguskohad ja siinteesib nii positiivse kui negatiivse polaarsusega RNA-sid. Arvatakse, et
nsP4 osaleb ka viiruse genoomi reparatsioonis (Raju jt., 1999). RNA-valk kompleksi
moodustumisel on oluline roll nsP4 N-terminaalsel regioonil. Mutatsioonid selles piirkonnas
vihendavad oluliselt siinteesitavate RNA-de hulka. Puhastatud kujul on nsP4 voimeline
lisama adenosiinijadke RNA substraadile (Rubach jt., 2009). Iseseisva valguna on nsP4 rakus

vaga ebastabiilne ja lagundatakse Kiiresti ubikvitiin-vahendatud proteoliiiisil. Teiste



mittestruktuursete valkudega moodustab nsP4 replikatsioonikompleksi ning on sellisel juhul
RNA siinteesi labiviimiseks piisavalt stabiilne (de Groot jt., 1991).

1.1.4. SFV infektsioonitsiikkel

Virion kinnitub peremehe rakule E2 gliikoproteiini vahendusel (Smith jt., 1995). Retseptor ei
ole SFV puhul tapselt teada, kuid arvatakse, et neid on mitu, sest SFV suudab nakatada viga
erinevad organisme ja rakutiilipe (Schleisinger ja Schleisinger, 2007). Rakku sisenemine
toimub retseptorvahendatud endotsiitoosi teel, mille kdigus tekivad klatriiniga kaetud vesiikulid

(Joonis 2) (Helenius ja Kartenbeck, 1980).

Moodustuvate endosoomide madal pH pdhjustab E1-E2 dimeerides konformatsioonilised
muutused, mille tagajarjel E1 vabaneb ja kiivitab endosoomi ja viiruse membraanide
ithinemise, mille tulemusena vabaneb nukleokapsiid raku tsiitoplasmasse (Justman jt., 1993;
Schuffenecker jt., 2006). Lisaks madalale pH-le vajavad osad alfaviirused (SFV, Sindbis
viirus, CHIKV) membraanide iihinemise jaoks ka kolesterooli olemasolu (Bernard jt., 2010).
Nukleokapsiidi lahtipakkimine toimub 1-2 minutit parast virioni rakku sisenemist. Seda
protsessi viivad 1dbi raku ribosoomid ja selle kdigus eemaldatakse viiruse RNA kiiljest 80%

nukleokapsiidi valkudest (Singh ja Helenius, 1992).

Peale lahtipakkimist transleeritakse genoomselt RNA-It P1234 ja struktuurne poliiproteiin
(Joonis 3) (Glanville jt., 1976). Varajases infektsioonis kataliiiisib nsP2 poliiproteiini P1234
16ikamist P123 ja nsP4-ks (Takkinen jt., 1991), mis moodustavad ebastabiilse varajase
replikaasi, mis siinteesib negatiivse polaarsusega RNA-d (Strauss ja Strauss, 1994). Kui
poliiproteiini on kogunenud piisavalt kdrges kontsentratsioonis, toimub P123 Idikamine ja
moodustuvad nsP1, P23 ja nsP4: sellele jargneb otsekohe kolmas 16ikamine, mille tulemuseks
on nsP2 ja nsP3 valgud. Selle tagajirjel peatub negatiivse polaarsusega RNAde siintees ja
moodustub stabiilne replikatsioonikompleks, mis hakkab transkribeerima genoomset 42S
RNA-d ja SG 26S RNA-d (Sawicki ja Sawicki, 1980; Shirako ja Strauss, 1994).

Struktuursete valkude 16ikamine toimub kotranslatsiooniliselt. Kdigepealt 16ikab kapsiidivalk
ennast ilejadnud poliiproteiini kiiljest lahti (Melangon ja Garoff, 1987). Parast seda on
kapsiidivalk voimeline dra tundma viiruse genoomset RNA-d ja sellega seondumine algatab
nukleokapsiidi kokkupakkimise (Owen ja Kuhn, 1996).



e~ WX
ke —— |
. o —_—
o5 e
e 4
¥ Froty A 4 :
L e SN
X b y
.4 N - = ‘
kapsiidi- | f-4
valgud + ." = i -
genoom | |
‘ N o | - P
f membraani- - Golgi
265 RNA —— ¥ valgud —
‘ — 4 =& f ‘
endosoom | —————4 S . | t 8 I
T T 5 7 e I | ER
Mok
Tt S ns-valgud 2
ny o T g 4 tuum
. 42SRNA T
Joonis 2. Alfaviiruse replikatsioonitsiikli iilevaade. 1 — rakku sisenemine

retseptorvahendatud endotsiitoosiga, 2 — nukleokapsiidi vabanemine tsiitoplasmasse, 3 —
nukleokapsiidi lahtipakkimine, 4 — negatiivse polaarsusega RNA siintees, 5 — genoomsete ja
SG mRNA-de siintees, 6 — nukleokapsiidi moodustumine, 7 — membraanivalkude transport
ER-i, 8 — membraanivalkude transport 1abi Golgi kompleksi raku membraani, 9 — virioni

vabanemine. (Tamm, 2006 modifitseeritud)

Allesjaanud poliipeptiid transporditakse tdnu E3 valgus olevale signaaljirjestusele ER-i ja
selle edasise protsessimise viivad 1dbi raku peptidaasid (Lobigs jt., 1990; Sanz jt., 2003).
Kohe pérast siinteesi moodustavad p62 (E2-E3 eelvalk) ja E1 valgud omavahel
heterodimeerid, mis transporditakse Golgi kompleksi kaudu raku membraani (Barth jt., 1995;
Sariola jt., 1995). Transpordi 16pp-faasis toimub p62 16ikamine furiin-laadsete proteaaside
poolt, mille tulemusena tekivad valmis E2 ja E3 valgud (Sariola jt., 1995). Selle tagajirjel
toimuvad konformatsioonilised muutused (Wahlberg jt., 1989), mis lasevad kapsiidivalgul
interakteeruda E2 valguga ja see omakorda algatab virionide pungumisprotsessi. Pungumise
kédigus saab nukleokapsiid omale rakult membraani, milles paiknevad E1-E2 heterodimeerid
(Vogel jt., 1986; Owen ja Kuhn, 1997). Vabanenud viiruspartiklid on vdimelised nakatama
uusi rakke (Strauss ja Strauss, 1994).
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Joonis 3. Skemaatiline iilevaade alfaviiruse genoomi replikatsioonist ning sellelt

toimuvast translatsioonist koos valkude protsessimisega. (Ratnik, 2012 modifitseeritud)

1.2. T7 AUTOGEENSUSTEEM

Eukartiootses rakus paikneb DNAst sdltuv RNA poliimeraas 1l raku tuumas; selle ensiitimi
kasutatavad promooterid on keerulise ehitusega ja neid iseloomustab keeruline regulatsioon.
Mitmete viiruste, nagu sugukonda Povoviridae kuuluvate T7 ja SP6 bakteriofaagide
transkriptsioonisiisteem on palju lihtsam: nende viiruste hiliste RNAde siintees toimub iihest
poliipeptiidist koosneva RNA poliimeraasi (RNAP) abil, mis tunneb &ra véga lithikese, vaid
23-st nukleotiidijadgist koosneva promooteri. Selliste RNAP-de aktiivsus ei soltu nende
paiknemisest rakus, nad on aktiivsed ka rakuvabas keskkonnas. Viimast omadust kasutatakse

laialdaselt molekulaarbioloogias erinevate RNAde siinteesimiseks.
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Erinevalt faagide poliimeraaside laialdasest kasutamisest rakuvabas keskkonnas on nende
kasutamine etikariiootses rakus olnud suhteliselt tagasihoidlik. Autogeensiisteem ongi
voorgeenide ekspresseerimiseks loodud siisteem, milles on sellise viiruse RNAP-i kodeeriv
jarjestus paigutatud tema enda promooteri kontrolli alla. Sellise konstrukti viimine rakkudesse
kaivitab RNAP-i ekspressiooni amplifikatsiooni; selle protsessi reguleerimiseks lisatakse
autogeenidele ka muid geneetilisi elemente, mis muudavad siisteemi lihtsamini

kasutatavamaks ja efektiivsemaks.

Teadlased kasutavad mitmeid stisteeme, kuidas voorast DNA-d eukariiootsetesse rakkudesse
viia ja seda seal ekspresseerida. Tavaliselt on selleks plasmiidne vektor, kuhu on sisestatud
huvipakkuv geen. See, millise promooteri all geen on, dikteerib, kuidas ja millal geeni
ekspresseeritakse (Chen jt., 1994). Seega, kui soovitakse iihte ja sama geeni ekspresseerida
erinevates rakkudes on reeglina vaja konstrueerida mitmeid ekspressioonivektoried.
Probleemiks on kas asjaolu et ,.eksootilisemate* rakkude kasutamisel (nt. moskiitode rakud)
on efektiivsete promooterite jarjestused ja nende aktiivsuste regulatsioon sageli teadmata.
Tédiendavaks probleemiks on osutunud DNA lokaliseerimine rakutuuma, sest koekultuuri
rakke transfekteerides jouab sinna ainult mdni protsent ning elusatessse kudedesse veelgi
viahem (Miller jt., 1990). Seetottu on vilja tootatud erinevaid siisteeme, kus DNA-d
ekspresseeritakse tiistoplasmas, Kus see piisib mitmeid kuid (Wolff jt., 1990). Uheks selliseks
on taas T7 faagi RNAP-I pohinev siisteem: selleks kasutatakse rakke, kus stabiilselt
stinteesitakse bakteriofaag T7 RNAP-i, mille tilesandeks on T7 promooteri all olevate geenide
transkribeerimine (Gao ja Huang, 1993). Ténu sellele saab viltida T7 RNAP valgu viimist
rakkudesse, mis on aegandudev ja kulukas (Chen jt., 1995). Samas loob see aga ka olulise
piirangu: siisteemi kasutamiseks on koigepealt vaja valmistada vastavad T7 RNAPI
ekspresseerivad pisiliinid. See on keeruline paljude koekultuuris kasvatavate rakkude puhul

ja reeglina mitterakendatav elusate kudede ja primaarkultuuride puhul.

1.2.1. T7 RNA poliimeraas

Bakteriofaag T7 poliimeraas on iihe sub-iihikuline DNA-st sdltuv RNA poliimeraas, mis
isoleeriti esmakordset 1969. aastal T7 faagiga nakatunud Escherichia coli (E.coli) rakkudest
(Chamberlin jt., 1970). Ta koosneb 883 aminohappe jaagist ja tema molekulmass on 98 kDa.

T7 poliimeraasi RNA siinteesimise kiirus on umbes 100-200 nukleotiidi sekundis (Rusakova
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jt., 1999) ning ta on korge spetsiifilisusega T7 promooteri suhtes ega vaja funktsioneerimiseks
teisi valke (Tabor ja Richardson, 1985).

Struktuurilt on T7 RNAP sarnane tihe sub-iihikuliste DNA poliimeraasidega, tal on peopesa,
sormede ja poidla domeenid (Joyce ja Steitsz, 1994). Poidla domeeni peamine iilesanne on
hoida poliimeraasi DNA ahelal ning mutatsioonid selles piirkonnas véhendavad oluliselt
poliimeraasi protsessiivsust (Bonner jt., 1994). Peopesa domeenis paikneb poliimeraasi
aktiivtsenter, kus seotakse kaks Mg?** iooni, mis Kkataliiisivad fosfodiestersideme
moodustumist. Poliimeraas ise ei vota aktiivselt osa sidemete moodustumises, vaid paigutab
DNA ahela, Mg-ioonid ja NTP-d nii, et reaktsioon saaks toimuda (Steitz, 1998). Sormede
domeen on viga mobiilne ja muudab iga NTP lisamisel konformatsiooni. S6rmedel on avatud
ja suletud asend. Avatud asendis on poliimeraas kataliiiitiliselt inakiivne ja vdimeline mé6da
DNA ahelat edasi libisema. Kui tsentrisse satub dige NTP, ldhevad sormed suletud asendisse
ja poliimeraas jaab DNA ahela suhtes paigale. Peale NTP lisamist siinteesitavale RNA ahelale
lahevad sdrmed uuesti avatud asendisse ja tsiikkel algab otsast peale (Doublie jt., 1998).

Lisaks on T7 RNAP-I veel N-terminaalne domeen, promooterit dra tundev loop ja C-
terminaalne loop. N-terminaalne domeen painutab DNA-d ja avab promooteri nii, et see saaks
seonduda promooterit dra tundva alaga (Ujvari ja Martin, 1997). Promooteri avamise eest
vastutab lithike, 11 aminohappe jaagi pikkune B-juuksendela struktuur (Brieba ja Sousa,
2001). Promooterit ara tundev loop on vidga spetsiifiline T7 promooteri suhtes ja
punktmutatsioonid selles piirkonnas muudavad poliimeraasi spetsiifilisust (Raskin jt., 1992).
RNAP-i C-terminaalne loop interakteerub T7 kodeeritud liisotsiitimiga, mis on vajalik T7

faagi infektsiooni 16pp-faasis transkriptsiooni inhibeerimiseks (Moffatt ja Studier, 1987).

1.2.2. Autogeensiisteemid

Autogeensiisteemides kasutatakse tihti T7 RNAP-i. T7 promooteri all olevate geenide
ekspresseerimiseks eukariioodi rakus tuleb sinna sisestada T7 RNAP (valgu kujul) voi T7
RNAP-i kodeeriv plasmiid voi, nagu iilal kirjeldatud, kasutada rakuliine, kus stabiilselt
ekspresseeritakse T7 RNAP-i (Chen jt., 1994).

Reeglina tagavad sellised siisteemid T7 RNAP madala taseme rakkudes. See vihendab T7
promooteri kontrolli all olevate jirjestuste ekspresseerimist. Sellest erinevalt on T7

autogeensiisteemil potentsiaal toota viaga suures koguses valke, sest peale esialgset autogeeni
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initsieerimist (esimeste T/ RNAP mRNAde siintees raku tuumas ja vastavate valkude
translatsioon tsiitoplasmas) algab positiivse tagasiside ring, mille tulemusena toodetakse iiha
ronkem T7 RNAP-i. Seda saab kasutada ka T7 promooteri all olevate geenide
ekspresseerimise voimendamiseks (Dubendorff ja Studier, 1991). Saavutamaks siisteemi
efektiivset kaivitamist voib autogeeni plasmiidi sisestada T7 promooteri ette ka mone aktiivse
eukariiootse promooteri, nditeks tsiitomegaloviiruse (CMV) oma, millelt raku RNA
poliimeraas Il on voimeline transkriptsiooni alustama. Sellisel juhul ei ole kaskaadi
kéivitamiseks vaja T7 RNAP-i (valgu kujul) rakkudesse viia, sest mingi osa rakku sisenenud
eukartiootset promooterit sisaldavatest plasmiididest transporditakse tuuma, kus esmane
transkriptsioon toimub raku ensiitimide abil (Chen jt., 1995). Seda strateegiat saab efektiivselt
kasutada jagunevates rakkudes, sest nendes on autogeeni plasmiidi transport tuuma aktiivsem
(Farrow jt., 2006).

Tsiitoplasmas ldbiviidava transkriptsiooni tulemusel siinteesitud RNA-I puuduvad
eukariiootsele mRNAle iseloomulikud modifikatsioonid. Kui polii(A) jérjestuse lisamine on
lihtne (piisab vastava jdrjestuse paigutamisest plasmiidsesse vektorisse), siis efektiivseid
meetode, mis sobiksid sellistele RNA-dele 5°-cap struktuuride lisamiseks, ei tunta. Seetottu
kasutatakse T7 faagi RNAP-1 pohinevate siisteemide efektiivsuse tOstmiseks sisemist
ribosoomi seondumispiirkonda (IRES), mis tdnu oma sekundaarstruktuurile suurendab
oluliselt cap-struktuurita transkritiptide translatsiooni. IRES struktuure on erinevat tiidipi.
Putukarakkudes kasutatakse ditsistroviiruste struktuurse regiooni ees paiknevat IRES
elementi, mis ei vaja oma toimimiseks mingeid translatsioonifaktoreid. Selgroogsete rakkudes
toimivaid IRES elemente iseloomustab keerulisem toimimismehhanism. Lihtsustatult voib
viita, et selline IRES lubab ribosoomi sub-iihikutel ja teistel translatsiooniks vajalikel
valkudel transkriptiga Gigesti interakteeruda (Jackson jt., 1994). Erinevad IRES-d on erineva
efektiivsusega, liks kdige efektiivsemaid ja seetdttu biotehnoloogias enim kasutatavaid on

hiirte entsefalomiiokartiidi viiruse IRES (Finn jt., 2005).

Nagu iilal lithidalt vélja toodud, saab T7 RNAP-i vdorgeenide ekspresseerimiseks kasutada
mitmel viisil. Koos huvipakkuva plasmiidiga vdib rakku sisestada eelnevalt puhastatud T7
RNAP-1i, mis jddb tuuma lokalisatsiooni signaali puudumise tottu tsiitoplasasse ja hakkab seal
soovitud RNA-sid tootma (Joonis 4, rada 1). Selline meetod pole aga viga efektiivne, sest
raku viidud poliimeraasi hakatakse seal ka lagundama (Gao ja Huang, 1993). Probleemi
voimaldab lahendada ensiiiimi pidev juurdesiintees. Nii on Zheng jt. on loonud hamstri
neerurakkude (BHK) liini, kus ekspresseeritakse pidevalt T7 RNAP-i. Kui sellistesse

rakkudesse viia plasmiid, mis sisaldab T7 promooterit, siis hakatakse seda transkribeerima ja
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tootma huvipakkuvat valku (Joonis 4, rada 2) (Zheng jt., 2009). Siiski ei ole T7 RNAP
aktiivuse sellistes rakkudes kdrge. Seda saab aga oluliselt suurendada viies nendesse viga
lihtsa autogeeni: plasmiidi, milles T7 RNAP-i kodeeriv jarjestus paikneb T7 promooteri
kontrolli all. Paraku ei ole vdga paljude erinevate T7 RNAP-i ekspresseerivate pisiliinide
konstrueerimine praktiline ja nagu juba mirgitud, voib see olla tehniliselt keeruline voi isegi
vOimatu. Seepirast on uuemad autogeensiisteemid loodud nii, et lisaks poliimeraasi geenile ja
T7 promooterile on plasmiidis ka eukariiootne promooter. Ténu sellele initsieerib siisteem
ennast ise (Joonis 4, rada 3) (Chen jt., 1995).

T? pro | | V&drgeen T7? pro [| T7 pol

B | s A\
@

— T7 pro H T7 pol — — T7 pol

B Tmry
RAKK

T7 pol —
Joonis 4. Erinevad T7 autogeensiisteemid. Rada 1 — rakku viiakse T7 RNAP (valgu kujul).

- Vddrgeen

Rada 2 — kasutatakse T7 RNAP-i ekspresseerivat rakuliini. Rada 3 — rakku viiakse plasmiid,

milles on eukariiootne promooter, mis kaivitab autogeensiisteemi. Koikide radade
16pptulemuseks on T7 RNAP, mis transkribeerib rakku viidud voorgeeniga plasmiidilt
MRNA, millelt siinteesitakse huvipakkuv vdorvalk. Joonise lihtsustamiseks ei ole ndidatud

autogeenide amplifikatsioonile viivat rada tsiitoplasmas. (Autori koostatud)

Teadlased on konstrueerinud ja testinud mitmeid erinevaid T7 autogeensiisteeme. Uks
esimestest oli Studieri pT7 AUTO 2C" (T7 poliimeraas T7 promooteri kontolli all), mille
efektiivsust uurisid Gao jt. Reporterina kasutati pT7-EMC-CAT konstrukti, mis sisaldas T7
promooterit,  entsefalomiiokartiidi ~ viiruse  IRES-elementi ning  klooramfenikooli
atsetiitiltransferaasi (CAT). CAT-i ekspressioon oli detekteeritav juba 8 tundi pérast
transfekteerimist ja piisis viie paeva jooksul stabiilselt korgel tasemel, kuid juba 24 tunni

moddudes taheldati umbes 50%-1 rakkudest tsiitotoksilisi efekte (Gao jt., 1994).
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Seda probleemi iiritasid lahendada Brisson jt., kes konstrueerisid plasmiidi pCMV/T7-T7pol,
mis sisaldas lisaks ka CMV promooterit. Reporterina kasutasid nad samuti pT7-EMC-CAT-I.
Nende autogeeniga saavutati kdrgem CAT-i ekspressiooni tase, mille haripunkt oli 5.-6.
paeval, kuid piisis korgena vdhemalt seitse pdeva. Tsiitotoksilist efekti need uurijad ei
taheldatatud (Brisson jt., 1999). IRES-elemendi votsid oma autogeenis kasutusele ka Deng ja
Wolff ning see tdstis kordades siisteemi efektiivsust (Deng ja Wolff, 1994).

1.3. ALFAVIIRUSTE REPLIKONVEKTORSUSTEEMID

Alfaviiruste replikonvektoreid kasutatakse nii biotehnoloogias kui ka vastavate viiruste
uurimise lihtsustamiseks ja ohutumaks muutmiseks. Replikon-helper-siisteemide abil saab
toota VRP-sid, millega on sageli oluliselt mugavam ja ohutum to6tada kui infektsiooniliste
viirustega. Samuti on neid vdimalik kasutada meditsiinis, nditeks geeniteraapias voi

vaktsineerimisel.

1.3.1. Replikonide ja helperite ehitus

Replikon on RNA, mis sisaldab viiruse mittestruktuurseid valke kodeerivaid jarjestusi ja RNA
repliktsiooniks ning SG RNA siinteesiks vajalikke elemente. SG promooteri alla on replikon-
vektorites viiruse struktuurseid valke kodeerivate jirjestuste asemele paigutatud mdoni
reportergeen voi mistahes muu huvipakkuvat valku kodeeriv jérjestus (Joonis 5). Sellisel viisil
konstrueeritud RNA-It toodetakse viiruse replikaasi, mis paljundab replikonvektorit ja
siinteesib  huvipakkuva valgu mRNA ilma, et selle protsessi kidigus moodustuksid

viiruspartiklid ja toimuks infektsiooni levik (Frolov jt., 1996).

Samas on replikon paljas RNA, mis ise rakkudesse siseneda ei suuda. VRP-de tootmiseks
tuleb replikonvektorit kasutada koos helper-vektoriga. Helper-vektoris on olemas viiruse
struktuurseid valke kodeerivad geenid ning RNA replikatsiooniks ja transkriptsiooniks
vajalikud elemendid. Kui rakku transfekteerida nii replikon- kui helper-RNA-d, toimub rakus
infektsioonitsiikkel, mille ainus erinevus normaalsest on see, et tekkivasse virioni ei pakita
struktuursete valkude geene ehk helper-vektorit (viimases puudub signaal RNA pakkimiseks).
Tekkinud VRP on sarnane virionile ja on vdimeline nakatama uut rakku. Sellises rakus

toimub taas replikon-RNA replitseerumine ja transkriptsioon, millega kaasneb replikonis

15



oleva reporteri (vdi muu valgu) ekspresseerimine; samas struktuursete geenide puudumise
tottu uusi partikleid ei moodustu (Frolov jt., 1996; Atkins jt., 1999).

A >
CAP o nsP1 nsP2 nsP3 | nsP4 4 C |E3] E2 |6K] El b Polia(4)
B >
CAP o nsP1 nsP2 nsP3 | nsP4  ju V6orvalk b Polii(&)
P
CAP 4 C |E3] E2 |6K] El b Polii(&)

Joonis 5. Replikon- ja helper-vektorite iilesehitus. A — alfaviiruse genoom. B —
replikonvektor, milles on struktuursete valkude asemel vodrvalku (néditeks reporterit) kodeeriv
jarjestus. C — helper-vektor, milles on olemas viiruse struktuursete valkude geenid, kuid
puudub enamus replikaasi kodeerivast jérjestusest ja selles paiknev RNA pakkimisjarjestus.
(Koostatud Atkins jt., 1999 jargi)
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. TOO EESMARGID

To6 eesmirgiks oli kasutada T7 autogeensiisteeme alfaviiruse genoomi, replikoni ja helper-
RNA vabastamiseks infektsioonilise cDNA (kompelemntaarne DNA) kloonist. Ehkki T7
autogeene on kasutatud biotehnoloogias, pole seda seni tehtud viiruse vabastamiseks. Samas
on tegemist perspektiivse lahenemisega, sest see voimaldaks viiruse voi replikoni vabastamist
rakkudes, mille jaoks puuduvad efektiivsed promooterid ja millesse on RNA-d raske

transfekteerida (néiteks sddserakud).

Seoses ldhenemise uudsusega on vastuseta mitmed votmekiisimused. Esiteks pole teada, kas
autogeeni saab iildse kasutada alfaviiruse RNA-de vabastamiseks rakus. Alfaviiruse RNA-d
on cap-eeritud ja autogeen cap-struktuure siinteesida ei suuda. Kirjanduses on arvukalt
andmeid, et alfaviiruse genoomid, millel puudub cap-struktuur, ei ole infektsioonilised.
Samas on kaks toorithma hiljuti ndidanud, et rakus T7 RNAP-i poolt siinteesitavad alfaviiruse

mini-genoomid on replikatsioonivoimelised (Frolova jt., 2010; Spuul jt., 2011).

Teiseks ei ole teada kui efektiivne on alfaviirus-autogeen kombinatsioon. Eraldi voetuna on
nii autogeen kui alfaviiruse vektorid viga efektiivsed ja seetottu on voimalik, et kokku vdivad
nad moodustada vdga tulemusliku kombinatsiooni. Samas ei saa vilistada, et kaks
tslitoplasmas toimivat vaga aktiivset siisteemi on teineteise suhtes hoopis antagonistlikud ja
iiks nendest surub teise toimimise suuremal vOi vdhemal méédral maha. T66 praktiliseks
cesmargiks oli ka uurida, kas autogeene saab kasutada SFV VRP-de tootmiseks, viltides

seejuures kulukat in vitro RNA-de siinteesi.

Antud t66s Kkatsetati kahte erineva T7 autogeensiisteemi ja T7-BHK rakuliini. Uks
autogeenidest oli kavandatud ja konstrueeritud Age Utti poolt. Teine, isekdivituv autogeen, oli

kavandatud Aleksei Lulla ja konstrueeritud Viktoria Shypi poolt.
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2.2. MATERJALID JA MEETODID

2.2.1. Bakteritiived ja so6tmed

Plasmiidide paljundamiseks kasutati E.coli tiive XL10. Bakterit kasvatati LB vedel- voi
tardsootmel (10 g/l triiptooni, 5 g/l parmiekstrakti, 10 g/l NaCl (pH 7.0)), kuhu oli lisatud
ampitsilliini 1dppkontsentratsiooniga 100 pg/ml voi kanamiitsiini 1dppkontsentratsiooniga 50
ug/ml. Transformatsioonil kasutatavaid rakke kasvatati SOC s66tmes, mis valmistati SOB
sootmest (20 g/l triiptooni, 5 g/l parmiekstrakti, 0.5 g/l NaCl, 2.4 g/l MgSO,, 186 mg/l KCI)

gliikoosi lisamisega 16ppkontsentratsiooniga 20mM.

2.2.2. Plasmiidid

pT7-Lac-IRES-T7pol — sisaldab ampitsilliini resistentsusgeeni, bakteriofaag T7 poliimeraasi
promooterit, Lac-operaatori jérjestust, entsefalomiiokartiidi viiruse IRES elementi ning

looduslikku T7 RNAP-i kodeerivat jarjestust. Plasmiid on konstrueeritud Age Utti poolt.

pGL4-mEFla-T7auto — sisaldab ampitsilliini resistentsusgeeni, mEFla promooterit (hiire
elongatsioonifaktor-1 alfa promooter), intronit, bakteriofaag T7 poliimeraasi promooterit,
Lac-operaatori jarjestust, entsefalomiiokartiidi viiruse IRES elementi ning koodon-
optimiseeritud (inimese koodonkasutusele) T7 RNAPi kodeerivat jarjestust. Plasmiid on

konstrueeritud Viktoria Shypi poolt.

pT7-SFV4-nsP3-ZsGreen — sisaldab ampitsilliini resistentsusgeeni, bakteriofaag T7
poliimeraasi promooterit ja modifitseeritud SFV4 (Semliki Forest viiruse tiivi 4) cDNA-d, kus
nsP3 valku kodeerivasse jérjestusse on lisatud roheliselt fluoresseeruvat markerit (ZsGreen)

kodeeriv jarjestus. Plasmiid on konstrueeritud Aleksei Lulla poolt.

pCMV-SFV4 - sisaldab kanamiitsiini resistentsusgeeni, CMV promooterit, SFV4
infektsioonilist cONA-d, millesse on lisatud intron-jérjestus ja hepatiit D viiruse ribostitimi

jarjestusele vastavat cDNA-d. Plasmiid on konstrueeritud Liane Viru poolt.

pT7-SFV-Repl-SG-mCherry — sisaldab ampitsilliini resistentsusgeeni, bakteriofaag T7
poliimeraasi promooterit, SFV replikoni infektsioonilist cDNA-d, mille SG promooteri alla on
paigutatud punaselt fluoresseeruvat markerit (mCherry) kodeeriv jérjestus. Plasmiid on

konstrueeritud Aleksei Lulla poolt.

18



pT7-SFV-Repl-PG-SG-mCherry — Eelmise mutantne variant, replikoni cDNA-sse on viidud
mutatsioon mis vahetab replikoni nsP2 valgus aminohappe jddgi 718 proliin gliitsiini vastu.

Plasmiid on konstrueeritud Aleksei Lulla poolt.

pT7-SFV-SG-Helper — sisaldab ampitsilliini resistentsusgeeni, bakteriofaag T7 poliimeraasi
promooterit ja SFV helper-RNA cDNA-d. Plasmiid on konstrueeritud Aleksei Lulla poolt.

pT7-SFV-2A-Helper — Eelmise variant, milles helper-RNAs paiknev SG promooter on
eemaldatud ja nsP1 lugemisraami algus on liidetud struktuursete valkude lugemisraamile.
NsP1 N-terminust kodeeriva jérjestuse ja kapsiidivalku kodeeriva jdrjestuse vahele on
paigutatud suu- ja sdrataudi viiruse (FMDV) 2A autoproteaasi kodeeriv jérjestus. Plasmiid on

konstrueeritud Aleksei Lulla poolt.

2.2.3. DNA puhastamine ja analiiiis

Olemasolevate plasmiidide paljundamiseks transformeeriti nendega E. coli kompetentseseid
rakke kuumasoki meetodil (2 min, 42°C). Plasmiidne DNA eraldati bakteritest mini- voi
midipreparatsioonil (NucleoBond® Xtra Midi EF). Plasmiidide 0igsust kontrolliti
restriktsioonanaliilisi ja sekveneerimisega. Sekveneerimistulemusi kontrolliti programmiga

BioEdit.

2.2.4. Rakuliinid ja so6tmed

Kéesolevas to0s kasutati hamstri neerurakkude liine BHK-21 ja T7-BHK rakuliini, mis
ekspresseerib bakteriofaag T7 RNA poliimeraasi (BSR-T7 rakud, Buchholz jt., 1999). BHK-
21 rakke kasvatati GMEM so6tmes (Glasgow Modified Eagle’s Medium), millele oli lisatud
5% FCS-i (Fetal Calf Serum), 2% TPB-d (Bacto™ Tryptose Phosphate Broth), 200 mM
Hepes (pH 7,2), penitsilliini 100 U/ml ja streptomiitsiini 100 pg/ml. T7-BHK rakkude
sootmele lisati veel antibiootikum G418 Idppkontsentratsiooniga 1 mg/ml. Rakke kasvatati

37°C inkubaatoris, mis hoiab kdrget niiskuse ja 5%-list CO, taset.

2.2.5. DNA transfektsioon BHK-21 ja T7-BHK rakkudesse

Plasmiidse DNA transfekteerimiseks rakkudesse kasutati elektroporatsiooni meetodit. 100
mm 1dbimddduga tassidel kasvanud rakukultuuri pesti PBS-ga (Phosphate Buffered Saline,

2.7 mM KClI, 137 mM NacCl, 1.8 mM KH;POy,, 10 mM Na,HPO4, pH 7.4); seejarel eemaldati
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rakud tassilt triipsiiniga, koguti GMEM so66tmesse ja sadestati tsentrifuugimisel 1000g juures
5 minuti jooksul. Supernatant eemaldati ja rakud suspendeeriti vajalikus koguses GMEM
sootmes. 250 pl rakususpensiooni segati vajaliku koguse DNA ja 50 pg carrier-DNA-ga
(1ohe spermi DNA). Elektroporatsiooniks kasutati 0,4 cm elektroodide vahega kiivetti ja Bio-
Rad elektroporaatorit (iiks pulss 220 V ja 975 uF juures). Poreeritud rakud tosteti GMEM
sootmega 15 ml koekultuuri topsi, sadestati tsentrifuugimisega (1000g, 5 minutit),

resuspendeeriti GMEM s66tmes ning kiilvati tassile.

2.2.6. VRP-de tootmine

VRP-de tootmiseks kotransfekteeriti pT7-SFV-Repl-SG-mCherry voi pT7-SFV-Repl-PG-SG-
mCherry replikon koos T7-SFV-SG-Helper voi T7-SFV-2A-Helper-iga T7-BHK rakkudesse;
BHK-21 rakkude transfekteerimiseks lisati plasmiidide segule ka pGLM-mEFla-T7auto
plasmiid. Transfekteeritud rakke hoiti umbes 72 tundi 37°C juures 5% CO; tingimustest.
Seejdrel koguti rakkudelt s66de, mida tsentrifuugiti 15 minutit 4000 g juures, et eemaldada

sootmes olevad rakud. Supernatant tosteti uude Katseklaasi ja sailitati -80°C juures.

2.2.7. VRP-de tiiterdamine

VRP-de tiitri madramiseks kasutati 6-augulisi plaate (augu 1d4bimdot 35mm), millel kasvatati
BHK-21 rakukultuuri umbes 90-100% konfluentsuseni. VRP-de preparaat kontsentreeriti
firma ,,Millipore* Amicon Ultra 15 kolonnis, mis jitab suspensiooni ainult 100 kDa-st
suuremad valgud. Uuritavatest VRP-dest tehti seerumvabasse GMEM so6tmesse
seeriaviisilised lahjendused (107 kuni 10°), millest nakatamiseks kasutati 200 pl. Rakke
inkubeeriti nakatamisso6tmega 1 tund 37°C ja 5%-lise CO; juures iga 10 minuti tagant plaati
loksutades. Seejarel lisati rakkudele seeruminivaba GMEM so6det ja inkubeeriti 37°C ja 5%-

lise CO,tingimustel. 8-12 tunni pérast loendati fluoresseeruvad rakud mikroskoobi abil.

2.2.8. Western blot analiiiis

BHK-21 rakke nakatati VRP-dega ja infektsioonilise SFV-ga ning umbes 20 tunni pérast
litsiti rakud {ihekordses Laemmli puhvris (50 mM TrisHCI, 100 mM DTT, 2%
naatriumdodetsiiiilsulfaat (SDS), 0,1% broomfenoolsinine, 10% gliitserool) ning valgud
denatureeriti 95°C juures 5 minuti jooksul. Valkude lahutamiseks kasutati 10%-list

poliiakriitilamiidgeeli (10% SDS, 1,5 M Tris pH 8,8), elektroforees viidi ldbi 1x SDS
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jooksupuhvris Bio-Rad MiniProtean Il seadet kasutades. Negatiivseks kontrolliks kasutati
nakatamata rakkude liisaati. Molekulmassi vordluseks kasutati Thermo markereid (#26612 ja
#26616). Lahutatud valgud kanti iile nitrotselluloosfiltrile (,,Amersham”, Hybond™-ECL™),
Ulekanne toimus Bio-Rad poolkuiva iilekande aparaadis semi-dry puhvris (39 mM gliitsiin,
48 mM Tris, 0,037% SDS, 20% metanool) 45 minutit 12 V juures. Seejarel blokeeriti
membraan 1 tund toatemperatuuril loksutil 5%-lises 10ssilahuses (5% 16ssipulber, 50 mM
TrisHCI (pH 7,5), 150 mM NacCl, 0,1% Tween20). Parast seda inkubeeriti membraani iile66
4°C juures 2%-lises Iossilahuses, kuhu oli lisatud primaarsed huvipakkuvad antikehad.
Membraan pesti 3x10 minutit loksutil Western blot-i pesulahuses (50 mM TrisHCI (pH 7,5),
150 mM NaCl, 0,1% Tween20). Seejirel inkubeeriti membraani loksutil 2%-lises
16ssilahuses, kuhu oli lisatud sekundaarne antikeha (peroksiidaasiga konjugeeritud kiiiiliku
IgG vastane kitse antikeha). Membraan pesti uuesti 3x10 minutit loksutil Western blot-i
pesulahuses. Signaal detekteeriti kasutades ECL™ Kit-i (,,Amersham Pharmacia Biotech”) ja

eksponeeriti rontgenfilmile.

2.2.9. Viiruse tootmine ja infektsioonitsentrite test (ICA)

BHK-21 rakkudesse (~6 x 10° rakku) sisestati elektroporatsiooni teel 5 pug viiruse plasmiidset
DNA-d (220 V, 975 uF, 1 pulss). Transfekteeritud rakkudest kasutati 10% lahjenduste
tegemiseks seerumivabas sootmes. Ulejisinud suspensioonis sadestati rakud tsentrifuugimisel
1000g juures 5 minuti jooksul, resuspendeeriti GMEM s66tmes ja pandi viiruse
paljundamiseks sootmega tassile. 24-36 tunni parast koguti tassil olev s6ode 15 ml
koekultuuri topsi, tsentrifuugiti ja viirust sisaldav supernatant tOsteti puhtasse katsekaasi,

mida sdilitati -80°C juures.

Transfekteeritud rakkude lahjendusi kasutati koheselt infektsioonilisuse maaramiseks. Selleks
kasvatati eelnevalt BHK-21 rakke 6-augulistel plaatidel umbes 90-100% konfluentsuseni.
Rakke pesti PBS-iga ja nakatati 1 ml lahjendusseeriast parinevate rakususpensioonidega.
Plaate inkubeeriti 2 tundi 37°C ja 5%-lise CO, tingimustes, mille jooksul transfekteeritud
rakud kinnituvad ettekasvatatud rakkudele. Seejédrel eemaldati rakkudelt s6ode ja lisati 2 ml
segu, mis sisaldas 3 mahtu 2% seerumiga GMEM soodet ja 2 mahtu
karboksiimetiitiltselluloosi (CMC) 2% lahust steriilses vees. Rakke inkubeeriti 72 tundi 37°C
ja 5%-lise CO; tingimustes ning vérviti seejérel kristallviolett-fikseerimislahusega (0.25%
kristallviolett (,,Merck®), 1.85% formaldehiiiid, 100% etanool, 35 mM Tris, 0.5% CaCl,) 30

min jooksul. Selline segu vérvib ainult elusaid rakke, surnud rakud jadvad vérvituks. Seejirel
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pesti tassid veega, Kuivatati, loendati liiisilaigud ja arvutati nende jérgi viiruse

infektsioonilisus.

2.2.10. Viiruse tiiterdamine

Viiruse tiitri maaramiseks kasvatati eelnevalt BHK-21 rakke 6-augulistel plaatidel. Viirusest
tehti vajalikud lahjendused seerumivabasse so0tmesse. Rakud pesti PBS-iga ja nakatati 200 pl
viiruse suspensiooniga. Rakke inkubeeriti 1 tund 37°C ja 5%-lise CO; juures iga 10 minuti
tagant plaati loksutades. Seejirel lisati rakkudele CMC ja GMEM segu (2 osa 2%-list CMC-d
+ 3 0sa 2%-list seerumit sisaldavat GMEM-i). Rakke inkubeeriti 72 tundi 37°C ja 5%-lise
CO; tingimustes ning vérviti seejdrel kristallvioletiga ja loendati litisilaigud. Tiiterdamisi

tehti kahes korduses.

2.3. TULEMUSED JA ARUTELU

Teadlased kasutavad vodrgeenide rakkudes ja kudedes ekspresseerimiseks mitmeid erinevaid
meetodeid. Uheks selliseks on T7 autogeensiisteem, millega todtamine on lihtne ja odav.
Pidevalt luuakse uusi ja efekiivsemaid siisteeme, mida oleks veel mugavam kasutada. Selleks
kombineeritakse omavahel erinevatest organismidest ja viirustest parinevaid DNA elemente,
mis mojutavad autogeensiisteemi plasmiidi lokalisatsiooni, stabiilsust ning transkriptsiooni ja

translatsiooni initsiatsiooni.

Kéesolevas t00s kasutatakse kahte erinevat T7 autogeensiisteemi. Esimene neist on pT7-Lac-
IRES-T7pol. IRES-element vdimendab cap-struktuurita transkriptide translatsiooni
eukartiootse raku tsiitoplasmas ning eelnevad katsed on ndidanud, et just entsefalomiiokartiidi
viiruse IRES on selleks iilesandeks koige sobivam (Finn jt., 2005). Paraku sisaldab see IRES
jarjestus ka elemente, mis E. coli rakkudes toimivad ndrkade promooteritena. See toob kaasa
soovimatuid tagajirgi — sellistelt transkriptidelt siinteesitakse T7 RNAP, mis kiivitab
autogeeni ekspressiooni tsiikli juba bakteris; see on bakterile kahjulik ning rakud, milles
autogeen kiivitub, surevad. Kuna IRES jdrjestuse muutmine vihendaks (voi isegi blokeeriks)
tema aktiivsust, siis tuleb autogeeni aktivatsiooni véltimiseks kasutada teistsugust ldhenemist.
Uheks vdimaluseks, mida kasutati mdlemas selles t66s uuritud autogeenis, on Lac-operaatori
kasutamine. Lac-operaator on DNA 16ik, millele seondub Lac-repressor valk; selline
seondimine blokeerib transkriptsiooni. Lac-operaator jirjestus paigutati T7 RNAP-i

promooteri jarele. See ei takista kiill kriiptilist transkriptsiooni IRES jérjestuses paiknavatelt
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promooteritelt, kuid blokeerib transkriptsiooni T7 RNAP promooterilt, st ei lase
ekspressioonil amplifitseeruda. Eukariiootses rakus see element ekspressiooni ei takista, sest
nendes rakkudes puudub lac-repressor. Antud autogeeni tuleb eukariiootses rakus aktiveerida
T7 RNAP-ga ja seetdttu kasutati seda T7-BHK rakuliinis.

Teine kasutatud autogeen on pGL4-mEFla-T7auto, mis lisaks esimesele sisaldab tugevat
nérilise rakkudest parinevat mMEFla promooterit. Promooterile jirgneb intron ja T7 autogeeni
kassett, mis on sarnane pT7-Lac-IRES-T7pol plasmiidis olevale, vélja arvatud, et
geeniekspressiooni voimendamiseks on T7 RNAP-i kodeeriv jérjestus optimeeritud vastavalt
inimese koodonkasutusele. Kuna mEF1la promooter tuntakse dra raku RNA poliimeraas 1l
poolt, ei ole seda siisteemi vaja eraldi aktiveerida. Koodonoptimiseeritud T7 RNAP-i
kodeeriv jérjestus tagab ka plasmiidi suurema stabiilsuse E. coli rakkudes, sest nendes

rakkudes see efektiivseks translatsiooniks ei sobi (vihendab soovimatut T7 RNAP-i siinteesi).

Stisteemide efektiivsuse hindamiseks viidi autogeeni sisaldavatesse rakkudesse SFV genoomi
ja replikonvektorsiisteemi jérjestustele vastavaid ¢cDNA-sid (mis on paigutatud T7 RNAP-i
promooteri alla) sisaldavad plasmiidid. Sellised on pT7-SFV-Repl-SG-mCherry ja pT7-SFV-
Repl-PG-SG-mCherry replikonide, pT7-SFV-SG-Helper ja pT7-SFV-2A-Helper helper-ite
CDNA jirjestusi sisaldavad plasmiidid ning viiruse cDNA jarjestusi sisaldav pT7-SFV4-nsP3-
ZsGreen. Plasmiidi olid eelnavalt valmistatud t66riihma erinevate liikmete poolt, selleks t6oks
neid paljundati ja puhastati; saadud materjalide oigsust kontrolliti restriktsioonanaliiiisi ja

sekveneerimisega, mis nditasid, et tegu oli soovitud konstruktidega.

Eukariiootses rakus replitseeruvad koige paremini SFV wt replikonid. Mutantsete replikonide
voime iseennast paljundada ja eriti VRP-sid toota on tunduvalt madalam; eriti iseloomustavad
sellised omadused antud t66s kasutatud PG mutatsiooni sisaldavaid replikone (Tamm jt,
2008). Sellist replikoni kasutades saadakse VRP-sid umbes 50 korda vdhem kui wt-
replikoniga. Samas on taolise mutatsiooniga genoomi sisaldavad replikonid kasulikuks
toovahendiks. Analiiiisid nditavad, et PG mutatsioon takistab eriti tugevalt struktuurseid valke
kodeeriva SG RNA siinteesimist helper-RNAIt. Seepérast piistitati hiipotees, et sellise
replikoni kasutamisel helper-RNAga, milles SG promooter on eemaldatud ja struktuursete
valkude ekspressioon toimub otse helper-RNAIt, voib vdimaldada efektiivsemat VRP-de
tootmist. Siin on aga probleemiks asjaolu, et helper-RNAs ei ole struktuurseid valke kodeeriv
lugemisraam 5’-otsast lugedes esimene. Seda tingib asjaolu, et osa replikatsiooniks vajalikke
cis-jarjestusi paikneb nsP1l valku kodeerivas alas. Nii on helper RNA 5’-otsas (iilalpool
struktuurse regiooni initsiatoorset koodonit) arvukalt AUG koodoneid; neist tiks, nsP1 valgu
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AUG koodon, paikneb tugevas kontekstis. Varasemad t66d on nédidanud, et nende koodonite
muteerimine muudab helper-RNA replikatsiooni ebaefektiivseks (Age Utt, avaldamata

andmed). Seetottu kasutati alternatiivset lahenemist.

Translatsiooni alguspunktiks valiti nsP1 valgu AUG koodon; SG promooteri deleteerimise
tulemusena liideti nsP1 valgu lugemisraami ots struktuursete valkude lugemisraamile. See
peaks voimaldama vastava liitvalgu translatsiooni. Paraku kaasneb sellega ka soovimatu efekt
— viiruse kapsiidivalgu N-terminusse lisandub 77 nsP1 valgu N-terminusest périnevat
aminohappe jadki. Kuna selline lisand muudab kapsiidivalgu mittefunktsionaalseks, kasutati
sellest vabanemiseks 2A autoporteaasi tehnoloogiat. 2A autoproteaas on parit FMDV-st. See
on 17-19 aminohappejidgi pikkune jirjestus FMDV poliiproteiinis, mis 1dikab ennast
tilejadnud ahela kiiljest lahti nii, et jatab enda jérel olevale valgule iihe proliinijadagi NH,-
terminaalsesse otsa (Robertson jt., 1985; Ryan jt., 1991). Selle efektiivsust on eelnevalt
edukalt testitud alfaviiruste replikoni split-helper siisteemides, kus 2A autoproteaas eemaldab
ogalaadseid struktuure moodustavate valkude kiiljest kapsiidi translatsiooni enhancher-
jarjestuse. See aitab ogadel moodustuda ilma ruumiliste takistusteta ja voimaldab saada kuni
10 korda suurema VRP-de tiitri, kui wt helper-iga (Smerdou ja Liljestrom, 1999). pT7-SFV-
2A-Helper-is SG promooterjarjestust ei ole ja seetdttu v3ib arvata, et rakus ekspresseeritakse
rohkem struktuurseid valke kui pT7-SFV-SG-Helper-i puhul; ebasobiva nsP1 N-terminusest
parineva jérjestuse eemaldab kapsiidivalgult 2A autoproteaas. Siiski jaab kapsiidivalgu N-otsa
2A jarjestusest parinev proliini jadk, mille mdju SFV VRP-de moodustamisele ei ole teada

(muude alfaviiruste puhul on see kas vahene voi puudub iildse).

Lugemise ja arusaamise hdlbustamiseks kasutatakse edaspidi konstruktide tdisnime asemel
liihendeid, mis on vilja tootud allolevas tabelis. SFV konstruktide puhul kasutatakse neid
nimetusi nii plasmiidide (mis sisaldavad viiruse/replikoni cDNA-sid) kui ka rakus

replitseeruvate genoomide/replikonide (RNA-d) tahistamiseks.

Tabel 1. Toos kasutatavad konstruktid koos vastavate lithenditega.

Konstrukti nimi Liihend
pT7-SFV-Repl-SG-mCherry wt-replikon
pT7-SFV-Repl-PG-SG-mCherry | PG-replikon
pT7-SFV-SG-Helper SG-helper
pT7-SFV-2A-Helper 2A-helper
pT7-Lac-IRES-T7pol T7auto
pGL4-mEF1la-T7auto mEFla-T7auto
pT7-SFV4-nsP3-ZsGreen T7-SFV
pCMV-SFV4 CMV-SFV
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Kéesolevas t60s valmistati VRP-sid kahel erineval viisil. Esimesel korral testiti, kas T7-BHK
rakuliini abil on voimalik VRP-sid toota, transfekteerides nendesse T7 promooteri kontrolli
all olevaid cDNA-sid. Selle jaoks poreeriti rakkudesse jargmised plasmiidide
kombinatsioonid:

A. wt-replikon + SG-Helper
B. wt-replikon + 2A-Helper
C. PG-replikon + SG-Helper
D. PG-replikon + 2A-Helper

Kontrolliks poreeriti rakkudesse ka replikonide plasmiidid ilma helper-jarjestusi sisaldavate
plasmiidideta.

Saadud tulemused néitasid, et kombinatsioonide C ja D puhul oli saadud VRP-de tiiter nii
madal, et jéi alla detekteerimispiiri. Jarelikult ei ole voimalik BHK-21 rakke PG-replikoni ja
2A-Helper-i ¢cDNA-sid sisaldavate plasmiididega transfekteerides VRP-sid toota. Uheks
pohjuseks voib olla PG mutatsiooni vdga tugev moju, mis ei lase siinteesida VRP-de
kokkupanekuks piisavas koguses struktuurseid valke. Teine pohjus, mida kinnitavad ka
jargnevad tulemused, on see, et replitseeruvate RNA-de vabanemine cDNA-sid sisaldvatest
plasmiididest on T7-BHK rakkudes viikese efektiivsusega. Nii tdheldati kombinatsioonide A
ja B puhul kiill mCherry ekspressiooni transfekteeritud rakkudes, kuid selliseid rakke oli
suhteliselt vahe (alla 1% rakkudes, siinkohal on vaja mérkida, et kui neid rakke trasfekteerida
vastavate in vitro siinteesitud RNAdega on mCherry positiivsed > 95% rakkudest). Pikemal
inkubeerimisel tdheldati mCherry signaali levimist naaberrakkudesse ning tsiitopaatilist efekti.
See voib tuleneda VRP-de moodustamisest transfekteeritud rakkudes, nende viljumisest ja
naaberrakkudesse sisenemisest. Samas vOib see tihendada ka seda, et helper-i ja replikoni
vahel on toimunud rekombinatsioon, mis on viinud paljunemisvdimelise Viiruse

moodustamisele.

Jargnevalt kontrolliti viiruse valkude ekspressiooni transfekteeritud rakkudes Western blot
meetodil, tdpsemalt analiiiisiti SFV nsP1 ja kapsiidivalgu olemasolu (Joonis 6). Kuna need
valgud on erinevate mddtmetega, saab neid analiiiisida samas geelis. Positiivse kontrollina
kasutati viirusega (T7-SFV) nakatatud rakkude liisaati. Kuna selles proovis olid koik rakud
nakatunud (vorrelduna 1% nakatatud rakkudega replikon + helper kombinatsiooniga

transfekteeritud rakkudes), kasutati vorreldavate signaaalide saamiseks vastavat liisaati 100-
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voi 200-kordses lahjenduses. Negatiivse kontrollina kasutati transfekteerimata rakkude

liisaati.

Labiviidud analiiiis niitas et, nagu vOis eeldada, ei leidunud rakkudes, mida poreeriti ainult
wt- voi PG-replikoniga, kapsiidivalku, sest vastavat valku kodeerivad jarjestused on olemas
vaid helper-konstruktides. Peale selle ei leitud PG-replikoniga transfekteeritud rakkudes ka
nsP1-te, milles saab jareldada, et nsP1 valku (ja jarelikult ka tilejddnud replikaasi valke)
ekspresseeriti nendes rakkudes vdga madalal tasemel. Wt-replikoniga transfekteeritud
rakkudes on nsP1 detekteeritav, mis nditab, et rakkudes toimus replikoni RNA vabanemine.
Kuna vabanemise osas on wt- ja PG-replikonid identsed (vahe on vaid punktmutatsioonis
nsP2 valgus, mis vabanemist ei mdjuta), siis voib jareldada, et erinevus peab tulenema wt-
RNA oluliselt efektiivsemast replikatsioonist. Wt-replikon + 2A-Helper-iga transfekteeritud
rakkude liisaadis on ndha nsP1 valku ja lisaks selleke ka viikeses koguses kapsiidivalku.
NsP1 valgu suurem hulk tuleneb tdendoliselt VRP-de moodustamisest ja naaberakkude
nakatamisest nende poolt. Madal kapsiidi valgu hulk aga viitab sellele, et subgenoomse
promooterita helper-RNA pealt on kapsiidivalgu siintees vihe-efektiivne. Seda arvamust
kinnitavad ka wt-replikon + SG-Helper-iga nakatatud rakkude liisaadi analiitisi tulemused:
selles liisaadis on selgelt ndha mdlemad wvalgud. Eriti suur on vahe Kkapsiidivalgu
ekspressioonis (Joonis 6). Sellel vdib olla kaks voimalikku seletust: esiteks, nagu iilal 6eldud,
voib kapsiidivalgu ekspressioon olla SG promooteriga helper-RNA-delt oluliselt efektiivsem.
Teine voimalus on see, et siin on replikon ja helper rekombineerunud paljunemis- ja
levikuvoimeliseks viiruseks. 2A-helper-i kasutamisel on selline rekombinatsioon palju vihem
toendoline, sest 2A-helper-is puudub efektiivseks rekombinatsiooniks oluline SG-promooteri

jarjestus.

B w— Lk apsiid

Joonis 6. T7-BHK rakkudesse transfekteeriti T7-SFV ja replikonid koos helper-itega. Rakud
litisiti umbes 20 tunni péarast ning valgud lahutati geel-elektroforeesil. Kapsiidi ja nsP1

vastaste antikehadega detekteeriti nende valkude olemasolu transfekteeritud rakkudes.
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Teist korda toodeti VRP-sid testimaks mEFla-T7auto konstrukti. Selle jaoks poreeriti BHK-
21 rakkudesse (NB! need rakud ei ekspresseeri T7 RNAP-i) kombinatsioonid jargmistest
plasmiididest:

E. wt-replikon + SG-Helper + mEF1a-T7auto
F. wt-replikon + 2A-Helper + mEFla-T7auto

Kontrolliks poreeriti rakkudesse ka replikon koos autogeeniga, kuid ilma helper-ita.
Tiitritasse jdlgides oli ndha, et rakkudel tekkis tsiitopaatiline efekt — esialgu ainult kangemates
lahjendustes, kuid hiljem koigis. Punast fluorestsentsi aga nidha ei olnud ja see tekitas
kahtluse, et mdlemaid kombinatsioone kasutades oli toimunud rekombinatsioon, mille kdigus
moodustus infektsioonivoimeline viirus ja ldks kaduma mCherry-t kodeeriv jarjestus. Selle
uurimiseks tehti taaskord Western blot analiiiis, Litisides 6-augulistel plaatidel olevad rakud

20 tundi pdrast nakatamist.

Taaskord analiiiisiti nsP1 ja kapsiidivalgu olemasolu proovides (Joonis 7); positiivse
kontrollina kasutati ka siin viirusega nakatatud rakkude liisaati (100X lahjenduses), negatiivse
kontrollina aga nakatamata BHK-21 rakkude liisaati. Positiivse kontrolli puhul on ndha ainult
kapsiidivalk; ilmselt on selle pohjuseks asjaolu, et liisaati vdeti sellel analiiiisil kasutatud
tingimuste jaoks liiga viikeses koguses. Analiiiisil kasutati erinevate (10-, 1000- ja 1 000 000-
kordsete) lahjendustega nakatatud rakkude liisaate. Saadud tulemused niitavadki, et mdlemal
poratsioonil on tekkinud infektsiooniline viirus (VRP-dega nakatamise puhul ei oleks
kapsiidivalku niha), kusjuures viiruse kogus on piisav, et nakatada rakke ka 1 000 000-kordse
lahejenduse korral. Peale selle niitas analiiiis, et viirus, mis koguti wt-replikon + SG-Helper-
iga transfekteeritud rakkudest, toodab tunduvalt rohkem kapsiidivalku kui wt-replikon + 2A-
Helper-iga transfekteeritud rakkudest kogutud viirus. Selle pdhjus on celdatavasti selles, et
esimese juhul (kombinatsioon E) on moodustunud metsikut tiiiipi viirus, mis ekspresseerib
struktuurseid valke normaalselt (st. SG promooteri vahendusel). Teisel juhul (kombinatsioon
F) on moodustunud viirus defektne ja struktuursete valkude ekspressioon toimub madalal
tasemel. Ka on selle viiruse puhul ndha, et ekspresseeritakse veel ka mingit lisavalku (nédha
paremini suuremate lahjendute korral). Ka see lubab eeldada, et replikombinatsiooni
tulemusena tekkunud viirus ei ole wt viirus, vaid selles on puudu (v8i on iilearu) mingeid
viirusele olulisi jérjestusi. Selle kindlaks tegemiseks on vaja vastavad viirused plaag-

puhastada ja sekveneerida.
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Joonis 7. BHK-21 rakkudesse poreeriti wt-replikon koos helper-i ja autogeeniga. Rakkudelt
kogutud supernatandi lahjendusi kasutati uute BHK-21 rakkude nakatamiseks, nakatatud
rakud lidsiti 20 tunni pérast ning valgud lahutati geel-elektroforeesil. Kapsiidi ja nsP1
vastaste antikehadega detekteeriti nende valkude olemasolu nakatatud rakkudes.

Seega ei Onnestunud antud katsetega ei T7-BHK rakuliinis ega mEFla-T7auto konstrukti ko-
transfekteerimisel VRP-de tootmist testida, sest testsiisteemina kasutatud replikonid ja helper-
id rekombineerusid omavahel ootamalt kergesti. Selle pohjused pole veel paris selged. On
teada, et SFV replikon ja helper-RNA rekombineeruvad omavahel, kuid oluliselt vdiksema
efektiivsusega. See lubab eeldada, et kas T7 RNAP kasutamine suurendab RNA-de
rekombinantsiooni sagedust vOi toimub osa rekombinatsioonist mitte RNA siinteesi kéigus,
vaid rakku viidud plasmiidsete DNA-de vahel. Viiruse isolaatide plaag-puhastamine ja
sekveneerimine vOimaldaks hinnata kumma (v0i modlema) protsessi tulemusena
rekombinatsioon toimub. Seda informatsiooni saaks kasutada jdrgnevate Kkatsete
kavandamiseks. Kui on tegemist RNA siinteesi kidigus toimuva copy-choice
rekombinatsiooniga, saab selle efektiivust vihendada split-helper siisteemi kasutades. Sellisel
juhul poreeritakse rakkudesse iiks replikon ja kaks helper-vektorit. Uks neist kodeerib viiruse
kapsiidivalku ja teine iilejadnud struktuurseid geene. Seetdttu on infektsioonilise viiruse
moodustamiseks vaja niiid enam mitte iihe, vaid kahe rekombinatsiooni siindmuse
toimumine; see peaks oluliselt vihendama rekombinatsiooni tdendosust. Kiill on aga selge, et
praegused autogeenid suudavad kiill replikoni ja helper-i RNAd plasmiidist vabastada, kuid ei
ole kdlblikud VRP-de tootmiseks; seda kas viikese efektiivsuse (T7-BHK rakud) ja/voi
ootamatult efektiivse replikon ja helper-i vahel toimuva rekombinatsiooni tottu (eriti selgelt

ndhatav mEFla-T7auto konstrukti kasutamisel).
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Uheks tdiendavaks autogeenide rakendamise vdimaluseks on nende kasutamine
replikatsiooni- ja levimisvoimeliste viiruste vabastamiseks cDNA-d sisaldavaist
plasmiididest. Hindamaks, kui efektiivsed on meie poolt kasutatavad siisteemid, mooddeti
nende voimet viiruse genoomi vabastada ICA testi abil. ICA aitab hinnata, kui suures osas
transfekteeritud rakkudes toimub viiruse vabastamine (kiivitub viiruse infektsioon). Selle
jaoks transfekteeriti rakkudesse T7auto ning eelnevalt testimata mEFla-T7auto konstruktid
koos T7-SFV-ga. Kontrolliks poreeriti rakkudesse CMV-SFV-t, mis sisadaldab CMV
promooterit, mida transkribeerib tuumas raku RNA poliimeraas II. Teades, et CMV-SFV
infektsioonilisus on kdrge, on seda vordlusena hea kasutada. ICA tulemused aitavad ka
esialgselt hinnata tdendosust, kas tekkinud viirus on see sama, mille cDNA rakkudesse viidi,
vOi on selle vabanemise ja paljunemise kédigus toimunud mutatsioonid. Kui infektsioonilisus
on suur, siis on plasmiid efektiivselt rakku ldinud ja viirus efektiivselt vabanenud. Kui aga
infektsioonilisus on madal, niitab see, et viiruse vabanemine ei ole efektiivne. Kuna viirus
vabaneb vaid véikeses arvus rakkudes, Siis 1dbib see mitu infektsioonitsiiklit (levides esialgu
nakatamata rakkudesse), mille tottu suureneb tdendosus mutatsioonide kogunemiseks,

eelkdige viiruse genoomi lisatud vodrjirjestuste deleteerimiseks.

Esimeses katses testiti T7auto konstrukti T7-BHK rakuliini abil. Selle jaoks poreeriti T7-BHK

rakkudesse jargmised konstruktid:

G. T7-SFV

H. T7-SFV + T7auto

. CMV-SFV

J. CMV-SFV + T7auto

Samad konstruktid poreeriti ka BHK-21 rakkudesse (kombinatsioonid K.-N.), et hinnata, kui
suure efekti annab T7auto vorreldes T7-BHK rakuliiniga. Nimelt on varem ndidatud, et
T7auto suudab kiivitada autogeeni ekspressiooni ka endogeense T7 RNAP-i puudumisel,
toendoliselt tdnu plasmiidis leiduvatele kriiptilistele raku RNA poliimeraas II promooteritele.
Poreeritud konstruktidega tehti nii ICA, kui viidi 1dbi vabanenud viiruse kogumine. ICA
virvitud 6-augulistelt plaatidelt loeti plaagid ja nende kaudu arvutati infektsioonilisus
tihikutes plaage tekitavaid osakesi 1 pg poreeritud DNA kohta (PFU/ug DNA). Saadud viirust
tiiterdati, 6-augulistelt plaatidelt loeti plaagid ja arvutati tiiter iihikutes plaage tekitavaid
osakesi milliliitris (PFU/ml) (Joonis 8).
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Tulemused néitavad, et pPCMV-SFV infektsioonilisust mdjutab T7 RNAP-i olemasolu vdi
puudumine suhteliselt vdhe (erinevused on vdga viikesed). Kiill aga selgus, et BHK-21
rakuliinis T7auto-t kasutades on T7-SFV infektsioonilisus kaks korda suurem kui T7-BHK
rakuliinis ilma autogeenita. See kdikumine on samuti tdenéoliselt juhuslik ning mdlemal juhul
on tulemus ICA analiiiisi tundlikkuse piiril. Selle tdendoline pdhjus on selles, et BHK-21
rakkudes puudub T7 RNAP, mis vabastaks viirust voi aktiveerikS autogeeni; autogeeni

iseeneslik aktivatsioon ei ole siin ilmselt piisav.

Samas niitasid katsed, et T7auto tostis T7-BHK rakuliinis oluliselt (umbes 100 korda) T7-
SFV infektsioonilisust. Ilmselt aitas autogeen vdimendada rakus olevat T7 poliimeraasi
toimimist. Samuti vob nendest tulemustest jareldada, et viiruse genoomi vabastamiseks T7-
SFV plasmiidist on vajalik korge T7 RNAP-i kontsenterasioon. Arvestades, et koikidel
juhtudel oli T7-SFV infektsioonilisus tunduvalt madalam kui CMV-SFV puhul, v3ib arvata,
et limiteerivaks etapiks oli viiruse genoomi vabanemine, mis T7-SFV plasmiidi puhul ei

toimunud eriti suure efektiivsusega.

Samas peaks igast T7-BHK rakust, kuhu T7-SFV plasmiid sisse ldks, moodustuma plaag.
Seda aga ei tiheldatud. Kdige toendolisem pohjus on selles, et T7 RNAP-i tehtud transkriptid
ei ole viiruse genoomid: nende 5’-otstes puudub cap ja nende 3’-ots pole fikseeritud. Selle
tulemusena ei pruugi nende puhul viiruse ns-valkude siintees olla efektiivne (SFV-I puudub
IRES element) ja/voi ei ole selliste transkriptide seondumine replikaasivalkudega efektiivne.
Viimane vdimalus on kiillalt tdendoline sest 5’-cap on osa viiruse replikaasi dratundmise

jérjestusest.

Siiski on CMV-SFV maatritsil siinteesitud transkriptid cap-eeritud ja korrektsete 3’-otstega,
seetottu on nad toendoliselt ka oluliselt infektsioonilisemad. Samas olid vabanenud viiruste
tiitrid kdikides katsetes suhteliselt sarnased. See on arusaadav, sest viiruse l0pptiiter ei sdltu
sellest, mitu rakku algselt nakkus: kui tekkis iiksainuski viirus, siis hakkas ta levima ja
nakatas 10puks kdik rakud. Kiill nditavad sarnased tiitrid seda, et T7 poliimeraasi olemasolu

rakkudes SFV paljunemist oluliselt ei mojuta.
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M Infektsioonilisus T7-BHK rakkudes (PFU/ug DNA)  ® Tiiter T7-BHK rakkudes(PFU/ml)

i Infektsioonilisus BHK-21 rakkudes (PFU/ug DNA)  ® Tiiter BHK-21 rakkudes(PFU/ml)

1E+09

1E+08

1E+07

1E+06

1,60E+05

1,40E+05

1E+05

1E+04

1E+03

1E+02

1E+01

1E+00

T7-SFV T7-SFV + T7auto CMV-SFV CMV-SFV + T7auto

Joonis 8. T7-SFV ja CMV-SFV infektsioonilisus ja tiiter. Rakkudesse viidi
elektroporatsiooni meetodil viiruse genoomi cDNA-d sisaldav plasmiid koos voi ilma
autogeenita. Saadud rakkudega tehti ICA ja toodeti viirust. Kogutud viirus tiiterdati. Nii ICA
kui tiiterdmise 6-augulisi tasse inkubeeriti enne vérvimist umbes 96 tundi. Moodustunud

plaagide jargi arvutati infektsioonilisus ja tiiter. Joonisel on toodud kahe katse keskmine tiiter.

Jargnevalt hinnati ka mEFla-T7auto efektiivust viiruse vabastamisel; ka sellel juhul kasutati
vordlusena CMV-SFV-t. Analiiiisi jaoks poreeriti BHK-21 rakkudesse kombinatsioonid

jérgmistest plasmiididest:

O.T7-SFV

P. T7-SFV + mEF1la-T7auto
Q. CMV-SFV

R. CMV-SFV + mEFla-T7auto

Poreeritud rakkudega tehti samuti ICA ning toodeti viirust. Tulemused niitavad, et mEFla-
T7auto tostis T7-SFV infektsioonilisust enam kui T7auto (vordle Joonis 8 ja Joonis 9).
Téapsemat aktivatsiooni efekti ei olnud voimalik maérata, sest ilma mEFla-T7auto-ta oli T7-
SFV infektsioonilisus alla detekteerimispiiri, milleks oli antud katses 2 PFU/ug DNA kohta.
Siiski ka koos autogeeniga on T7-SFV infektsioonilisus tunduvalt madalam kui CMV-SFV
puhul. Selle tdendolised pdhjused on vilja toodud iilal — T7-SFV transkriptid erinevad
tunduvalt viiruse genoomidest (ja CMV-SFV transkriptidest). Teoreetiliselt vdiks viiruse
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infektsiooni takistada ka autogeeni aktiivsus, mis kulutab palju rakus olemasolevatest NTP-
dest RNAP-i mRNA-de siinteesiks. Samas, sarnaselt eclmisele katseseeriale, ei mdjutanud
mMEF1-T7auto viiruse vabanemist CMV-SFV plasmiidist, ega ka mitte viiruse paljunemist
(seda on nidha sarnastest 10pp-tiitritest). Seega ei ole T7 autogeenid ja SFV teineteise suhtes
antagonistlikud.

M Infektsioonilisus (PFU/ug DNA)  ® Tiiter (PFU/ml)

1E+10
1E+09
1E+08
1E+07
1E+06
1E+05
1E+04
1E+03
1E+02
1E+01

1E+00
T7-SFV T7-SFV + mEF1la- CMV-SFV CMV-SFV + mEF1la-
T7auto T7auto

O

1,012B+0

9,40E+04

1,20E+01

Joonis 9. T7-SFV ja CMV-SFV viiruste infektsioonilisus ja tiiter. BHK-21 rakkudesse
viidi elektroporatsiooni meetodil viiruse genoomi cDNA-d sisaldav plasmiid koos v&i ilma
autogeenita. Saadud rakkudega tehti ICA ja toodeti viirust. Kogutud viirus tiiterdati. Nii ICA
kui tiiterdmise 6-augulisi tasse inkubeeriti enne vérvimist umbes 96 tundi. Moodustunud

plaagide jargi arvutati infektsioonilisus ja tiiter. Joonisel on toodud kahe katse keskmine tiiter.

Selles t60s saadud tulemused kujutavad endast esimest analiiiisi, mis késitleb autogeenide
kasutamist positiivse polaarsusega RNA viiruse genoomi vabastamiseks plasmiidsest

vektorist. Ehkki esialgsed, néditavad saadud tulemused et:

a. Autogeene saab kasutada viiruse genoomi vabastamiseks; viiruse ja autogeeni vahel

antagonismi ei tdheldatud.
b. Autogeenid vdimendavad viiruse genoomi vabanemist T7-BHK rakuliinis.

c. Eukariiootse promootriga isekdivituv autogeen voimendab viiruse vabanemist ka rakkudes,
milles T7 RNAP-i ei ekspresseerita. Ainult T7 promooteriga autogeeni efekt sellistes

rakkudes on tunduvalt vaiksem.
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d. Autogeenid ei sobi viiruse replikon- ja helper-konstruktidega tootamiseks, sest
replikatsioonivoimeliste RNA-de vabanemine on vihe-efektiivne. Teiseks oluliseks
probleemiks on see, et autogeeni juuresolekul toimuvad sageli rekombinatsioonid replikon- ja

helper-konstruktide vahel, mis viib replikatsiooni ja levimisvoimelise viiruse tekkimisele.

e. Koige tdendolisemaks pohjuseks, miks autogeenide efektiivsus on viiruse genoomi
vabastamisel suhteliselt madal, on asjaolu, et T7 RNAP ei siinteesi 5’-otsast cap-eeritud ja 3°-
otsast korrektselt poliiadeniileeritud transkripte; mdlemad need modifikatsioonid on viiruse

RNA-de infektsioonilisuseks vajalikud.

Meie laboris oli varem tdheldatud, et T7auto on vOimeline isekdivituma ka rakkudes, mis
algselt T7 RNAP-i ei tooda. Selles to0s tdheldati, et ka T7-SFV on vdimeline sellistes
rakkudes viiruse genoomi vabastama. Nii {ihel kui teisel juhul on selle tdendoliseks pohjuseks
plasmiidis leiduvad juhuslikud jérjestused, mida rakku RNA transkriptsioon tunneb
(eeldatavasti vidikse efektiivsusega) dra kui RNA poliimeraas II promooterid ja siinteesib
nendelt RNA-d. Viiruse genoomi puhul on need RNAd ilmselt ka ebakorrektsete otstega,
sisaldades viirusele voraid jarjestusi nii genoomi 5°- kui ka 3’-otstes. Asjaolu, et sellised
RNA-d suudavad infektsiooni kéivitada, on seda enam tdhelepanuvéérne. Viiruse infektsiooni
efektiivne kdivitamine autogeenide abil osutus kiill tehniliselt raskeks, kuid néitab teist sama
tahelepanuvaarset fakti — viiruse vabanemine saab alata ka transkriptist, mille 5’-otsas puudub
cap-struktuur. Seega on see geneetiline element infektsioonilise RNA saamiseks kiill vajalik,

kuid siiski mitte absoluutselt ndutav.
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KOKKUVOTE

T7 autogeensiisteemid hdolmavad konstrukte mis sisaldavad T7 promooterjdrjestust ja T7
RNAP-i geeni ning vdimaldavad rakus toota mistahes huvipakkuvat valku, mida kodeeriv
jarjestus on viidud T7 promooteri kontrolli alla. Teadlased on kasutanud selliseid siisteeme
juba 20 aastat ning pideva arenduse ja testimise tulemusena on vélja tootatud mitmeid
erinevaid autogeene. Samas ei ole neid siisteeme kasutatud positiivse polaarsusega RNA
viiruste uurimiseks, ehkki autogeenid pakuvad voimalusi uurimistdid lihtsustada ja muuta
viiruse VRP-de tootmine lihtsamaks ja kuluefektiivsemaks. Lisaks saab autogeene kasutada
viirusele vajalike (vO1 viiruse infektsiooni inhibeerivate) valkude tileekspressiooniks. Selleks,
et teha kindaks, kas autogeene saab sellises kontekstis kasutada, viidi ldbi katsed kasutades
Semliki Forest viiruse (SFV) infektsioonilisi plasmiide ja replikon-vektoreid. SFV on
alfaviirus, mis omab tdhtsust nii biotehnoloogias kui ka DNA vaktsineerimisel. Ka on
alfaviiruste uurimine vajalik, kuna nende seas leidub nii inimeste kui pdllumajandusaloomade

patogeene.

Kéesoleva to66 eesmirgiks oli testida kahe T7 autogeensiisteemi - T7auto ja mEFla-T7auto —
efektiivsust viiruse vOi replikoni genoomi vabastamisel plasmiidsest vektorist. Nende
konstruktide ja T7-BHK rakuliini abil uuriti, kas SFV VRP-sid oleks voimalik toota ka DNA
baasil ning kas SFV VRP-de tootmise efektiivsust saab suurendada kasutades uudset

subgenoomse promooterita helper-kosntrukti.

Saadud tulemused nditasid, et autogeene saab kasutada SFV genoomi vabastamiseks
vektorplasmiidist, selleks iilesandeks oli isekdivituv mEF1a-T7auto efekiivsem kui lihtsama
ehitusega T7auto. Siiski oli ka parema autogeeni kombineerimisel T7-SFV vekoriga saadud
infektsioonilisus oluliselt madalam kui CMV-SFV plasmiidil, mille puhul SFV genoomi
vabastamist teostab raku RNA poliimeraas II. Eeldatavasti on selle pdhjuseks olulisete

modifikastioonide, eelkdige 5’-cap-struktuuri puudumine, T7 RNAP-i siinteesitud RNA-des.

Tdendoliselt selsamal pohjusel ei andnud ka SFV replikon-vektor siisteem soovitud tulemusi,
VRP-de saagis oli viga tagasihoidlik ja tdheldati replikoni ja helper-konstruktide vahelise
rekombinatsiooni toimumist. Samas ei tdheldatud antagonismi autogeensiisteemi toimimise ja
SFV replikatsiooni vahel. Seega annavad need tulemused lootust, et autogeene on vdimalik
alfaviiruste uurimisel kasutada; lisaks genoomide vabastamisele saab autogeenide abil

ekspresseerida nakatatud rakus erinevaid geene. See vOoimalus vajab veel tdiendavat uurimist.
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Lisaks voivad kdesolevas to0s testitud autogeensiisteemid leida tulevikus kasutust nii valkude

tootmisel kui ka DNA vaktsineerimisel ja geeniteraapias.
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Usage of T7 bacteriophage trascription system for releasing Semliki Forest virus

genome and replicon-system RNAs from plasmid vectors in eukaryotic cells

Kati Hensen

SUMMARY

T7 autogene system comprises constructs that contain T7 promoter sequence, T7 RNA
polymerase (RNAP) and enable the production of any protein that is under the control of T7
promoter. Scientists have been using these systems for 20 years and as a result of continous
development and testing, many different autogenes have been created. Until now autogenes
have not been used in positive-stranded RNA virus research, even though they would simplify
studies and make the production of virus-replicon particles (VRPs) easier and more cost
effective. Also, autogenes could be used for overexpressing proteins that are neccessary for
virus infection (or inhibiting it). To determine, whether autogenes can be used in case of
positive-stranded RNA viruses, experiments were carried out using Semliki Forest virus
(SFV) infectious plasmids and replicon-vectors. SFV is an alphavirus, that is important in
biotechnology and DNA vaccination. The importance of studying alphaviruses comes from

the fact that among them are human and livestock pathogens.

The aim of this paper was to test the efficiency of releasing virus or replicon genomes from
plasmid vector in the context of two T7 autogene systems — T7auto and mEF1a-T7auto. With
the help of those constructs and the T7-BHK cell line, it was studied if SFV VRPs could be
produced from DNA and whether the efficiency of VRP production could be increased using

novel helper-constructs without a subgenomic promoter.

The results demonstrated that autogenes can be used for releasing SFV genome from vector
plasmid. Self-initiating mFla-T7auto was more effective for this purpose than the simpler
T7auto. Still, even when combining the better autogene with T7-SFV vector, the infectivity of
the virus was significantly lower than with CMV-SFV plasmid, in which case the cell RNA
polymerase Il releases SFV genome. Presumably the reason for this is the lack of important
modifications in the RNA synthesized by T7 RNAP, especially 5’-cap-structure. Most
likelyfor the same reason the SFV replicon-system did not give desired results. The yield of
VRPs was very moderate and recombination between replicon and helper-constructs was
noted. On the other hand, antagonism between autogene systems and SFV replication was not
36



seen. This gives hope that autogenes could be used for studying alphaviruses, and furthermore
for expressing a variety of genes in an infected cell. However, this possibility still needs more
research. Finally, in the future a modified and enhanced variant of the autogene systems tested
in this paper can find use in producing proteins, DNA vaccination and gene therapy.
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