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1. UVOD

Béhem naseho Zivota jsme vystaveni milioniim patogenll, mezi které patii i viry.
Viry jsou zchemického hlediska velmi jednoduché Ccastice neschopné samostatné
reprodukce. Zpravidla se skladaji z nukleové kyseliny obalené proteinem a nékteré jsou
obalené membranou odvozenou od hostitelské buiiky. Z hlediska reprodukce jsou viry
zavislé na hostiteli a vyuzivaji jeho bunécné biochemické pochody, jako je replikace,
transkripce, translace, ale 1 glykosylace. Jestlize se virus replikuje ve svém pfirozeném
hostiteli nijak mu neSkodi a neomezuje ho. Pokud se vSak stane hostitelem nahodny
organismus, vétSinou ho rozmnozovani viru vice ¢i méné postihne a Casto je takova nakaza
pro tento organismus smrtelna. Neni tomu jinak ani u viru klistové encefalitidy (KE),
jehoz ptirozenym hostitelem a tedy i prenasSeCem je klisté Ixodes ricinus nebo |I.
persulcatus. Ekologie viru KE je pifimo zavisla na téchto klistatech. Zavisi na nich mista
vyskytu KE i obdobi v roce po ktera hrozi riziko ndkazy. Klisté se virem KE muize nakazit
sanim na jiz infikované mysi a naopak. Clovék nema pro kligté téméf zadny ekologicky
vyznam, jedna se pouze o nahodného hostitele, proto je také pro clov€ka infekce timto
virem velmi nebezpecnd, zpravidla zplsobuje horecku a mulize zplsobit i vazny zépal
mozkovych blan.

Vzhledem k tomu, Ze virus KE Casto méni hostitele, tedy je pfendsen z klistéte na
savce a naopak, musi byt schopen replikace v tak rozdilnych organismech a tudiz musi byt
schopen jisté genetické variability. V mé praci se budu zabyvat charakteristikou zmén
v nukleotidové sekvenci virovych genli a aminokyselinové sekvenci proteini viru KE
vlivem adaptace viru KE kmene Hypr, varianty Hypr50/CB na prosttedi bez glykosylace

zpusobené pritomnosti inhibitoru glykosylace, tunikamycinu.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Flaviviry

Flaviviry jsou malé obalené RNA viry s jednovldknovou RNA positivni polarity.
Rod Flavivirus je zastupcem Celedi Flaviviridae a ¢ita témét 80 virQ, z nichZ je asi 50%
lidskymi ¢i zvifecimi patogeny. Vétsina z nich je pfenaSena ¢lenovci, na obratlovee mizou
byt pfeneseny chronicky infikovanymi komary nebo klistaty. AvSak z hlodavch a netopyr
byli izolovany i viry pfenaSené dosud nezndmymi hmyzimi vektory (Calisher a Gould,
2003). Mezi viry pfenaSené komary se fadi zejména virus zluté zimnice, virus dengue,
virus japonské encefalitidy a virus zapadniho nilu. Hlavnim z4stupcem vir pfendsenych
klistaty je virus klistové encefalitidy (KE, TBEV — Tick-borne encephalitis virus), ktery se
dale déli, podle geografického piivodu a antigennich determinant, na tfi subtypy a to na
Evropsky subtyp, jehoz hlavnim vektorem je Ixodes ricinus, subtyp Dalny vychod a
Sibifsky subtyp, jejichz hlavnim vektorem je . persulcatus. Nejvyznamné&j$im
predstavitelem Evropského subtypu je kmen Neudoerfl izolovany v Rakousku, dal§im
kmenem je vice virulentni Hypr nebo Kumlinge (Haglund a kol., 2003). Pfednim
predstavitelem subtypu Dalny vychod je kmen Sofijin izolovany v Primorskem (Hayasaka
a kol., 2001). Hlavnim ptedstavitelem Sibifského subtypu je kmen Vasilchenko izolovany
v Novosibirsku (Hayasaka a kol., 2001).

Virus KE je vyznamnym lidskym patogenem, jez zplsobuje dvoufazové horecnaté
onemocnéni. Prvni faze ptichdzi 3. az 7. den po infekci a projevuje se necharakteristickou
horeckou, bolestmi hlavy, bolestmi svalti a vétSinou trvd 5 az 7 dni. Nésleduje tyden bez
ptiznakl a poté se u 20 az 30% infikovanych rozvine druha faze nemoci, ktera postihne
centralni nervovou soustavu. V této fazi pacienti trpi zdvaznou meningitidou nebo
meningoencefalitidou (Gritsun a kol., 2002).

Dalsimi klistaty pienaSenymi viry, velmi piibuznymi TBEV, jsou virus Louping ill
a virus Langat, které stejné jako TBEV zplsobuji neurologické potize u savci, ale pro
¢lovéka nejsou nebezpecné (Mandl a kol., 2005). Flaviviry lze déale rozdélit do 8
antigennich komplexd na bazi zkfizené reaktivity v neutraliza¢nich reakcich (Calisher a

kol., 1989).



2.1.1. Genom flaviviru

Genom flavivirGi je tvofen nesegmentovanou RNA positivni polarity o délce
pfiblizné 11 kb. NejvyznamnéjSim rysem genomu flaviviri je piitomnost jediného
otevien¢ho cteciho ramce (ORF — open reading frame ) o velikosti asi 10 kb, coz je témét
90% genomu. Koduje 3386 — 3433 aminokyselin (McMinn, 1997). Na obou koncich ORF
jsou netranslatované oblasti (UTR — untranslated region). 5‘UTR mtiZze nést cepicku typu I,
kterd je 95 — 132 nt dlouhd. Zacind konservovanym dinukleotidem AG a obsahuje
konservované elementy, které jsou dulezité pro vytvofeni sekundarni struktury (Rice,
1996).

Sekundarni a terciarni struktura virové RNA ma nezbytnou regulacni funkci béhem
translace, RNA replikace 1 pfi kompletovani novych virovych &éstic. Nukleotidova
sekvence 5°UTR je konservovana u ¢lenli dan¢ho antigenniho serokomplexu (Brinton a
Dispoto, 1988). 3°UTR je ukoncena konservovanym dinukleotidem CU a obsahuje i
nckteré dalSi konservované sekvence specifické pro komary pienaSené nebo klistaty
pfenaSené viry (Rice a kol., 1986; Rice, 1996). 3°UTR ma4 variabilni délku 114 — 624
nukleotid. U klistaty (Wallner a kol., 1995) i komary ptenaSenych (Wang a kol., 1996)

flavivirt byly zaznamenany delece i opakovani sekvenci v této oblasti.

2.1.2. Translace a vznik polyproteinu

Translace ORF flavivirového genomu vede ke vzniku velkého polyproteinového
prekursoru, ktery je ko- a posttranslacné S$t€pen na jednotlivé proteiny hostitelskymi a
virovymi proteazami. Na N-konci polyproteinu jsou umistény strukturni proteiny a to
kapsidovy (C — capsid), membranovy protein (M — membrane), ktery je tvofen ze svého
prekursoru (prM), a obalovy protein (E — envelope). Na C-konci jsou nestrukturni proteiny
(NS — nonstructural) NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5.

Membranova topologie flavivirového polyproteinu je fizena vnitinimi signalnimi
sekvencemi a stop-transferovymi sekvencemi (Lindenbach a kol.,, 2001). V jakych
proteinech se tyto sekvence v polyproteinu nachazeji a jakou maji funkci je naznaceno

v Tabulce 1 a na Obrazku 1.



Tab. 1: Pfehled membréanové topologie polyproteinu flavivira.

Protein |Lokalizace proteinu | Signalni sekvence | Stop-transferova
(cytosol/lumen ER) sekvence

C Cytosol prM Ne

prtM Transmembranovy E Ano

E Transmembranovy NS1 Ano

NSI ER Ne Ne
NS2A | Transmembranoby Ne Ano
NS2B | Cytosol Ne Ne

NS3 Cytosol Ne Ne
NS4A | Transmembranovy NS4B Ne
NS4B | Transmembranovy Ne Ano
NS5 Cytosol Ne Ne

2.1.3. Charakterizace jednotlivych proteintu

C — kapsidovy (capsid) protein je vysoce bazicky a spolu s genomovou RNA
vytvaii nukleokapsidu. Ma velikost 11 kDa (Trent, 1977) a je bohaty na oa-helixové
struktury, vcetné¢ centrdlni hydrofobni domény (Kofler a kol.,, 2002). Basické
aminokyselinové zbytky na C- a N- konci umoziuji specificky vazat RNA (Khromykh a
Westaway, 1996). Tyto zbytky jsou oddéleny kratkymi hydrofébnimi doménami
umoziujicimi interakci s membranou (Markoff a kol., 1997). C-konec proteinu C je
membranovou kotvou, kterd je signalni sekvenci pro lokalizaci prM proteinu do lumen
endoplasmatického retikula (ER) (Nowak a kol., 1989). Odstépeni tohoto

transmembranového segmentu dava vznik zralému proteinu C (Stosks a Lobigs, 1995).

NSl
3 |
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Obrazek 1: Flavivirovy polyprotein a jeho membranova topologie (Lindenbach a kol., 2001).



prM/M — membranovy (membrane) protein ma velikost 8 kDa. Je syntetizovan
jako glykosylovany prekursor, protein prM (velikost 26 kDa). V oblasti N-konce ,,pr* jsou
1 — 3 N-glykosylovand mista (Chambers a kol., 1990) a 6 konservovanych cysteinovych
zbytkti spojenych disulfidickymi miistky (Nowak a Wengler, 1987). Protein prM je
dalezity pro spravné sbaleni proteinu E; tyto proteiny ihned po jejich syntéze tvori
heterodimerické komplexy, prM tedy slouzi jako chaperon (Konishi a Mason, 1993;
Lorenz a kol., 2002). K pfeméné nezralych virovych cCastic na zralé viriony dochazi
v Golgiho aparatu St€penim ,,prM* v membrané virionll na proteiny ,,pr* a ,,M* pomoci
hostitelské protedzy (Stadler a kol., 1997). V. membrané zralych virionii se pak nachézi jen
protein M (Murray a kol., 1993).

E — obalovy (envelope) protein, ma velikost 53 kDa, tvoii homodimery. Je hlavnim
povrchovym proteinem virionu, zprostfedkovava vazbu na membranu hostitelské bunky a
membranovou fuzi. Obsahuje 12 konservovanych cysteind, které tvori disulfidické mustky
(Nowak a Wengler, 1987). Ma podlouhlou strukturu bohatou na B-listy a je orientovany
paraleln¢ s membranovym obalem virionu. Kazda dil¢i jednotka E proteinu je slozena ze

tti domén (Rey a kol., 1995).

Domena I

Obrazek 2: Struktura E proteinu viru KE. CHO: postranni cukerny fetézec (Heinz, 2003).

Doména I ma strukturu B-soudku. Na svém konci nese dva disulfidické mustky a
jeden cukerny ftetézec vazany N-glykosidickou vazbou; doména II by mohla byt
povazovana za podjednotku domény I, protoze je slozena ze dvou nezavislych,
nesouvislych dlouhych smycek, které vy¢nivaji z domény I. Doména II je tvofena prevazné

z B-listd, kromé dvou kratkych a-helixd. Jedna ze smycek je stabilizovana tremi



disulfidickymi mistky. Struktura domény III je podobna konstantni imunoglobulinové
doméné. Obsahuje jeden disulfidicky mustek a sdoménou I je spojena 15
aminokyselinami. Diky své imunoglobulinové struktufe se doména III vaze na bunécny

receptor (Heinz, 2003).

Nezraly vIrlen Zraly virlen

'3
Nukleokapsida (C)

Obrazek 3: Schéma usporadani proteinid nezralého a zralého virionu (Heinz, 2003).

NS1 — je protein o velikosti 46 kDa a obsahuje 2 glykosyla¢ni mista na Asnjsg a
Asnyog (Muyalert, 1996). B€hem infekce jej mizeme nalézt uvnitt infikovanych bunék, ale
1 na jejich povrchu a savéimi bunkami je pomalu vylucovan (Mason, 1989; Post a kol.,
1991). Nasledné se proti NS1 tvofi velmi silnd humoralni odpovéd’ (Falgout a kol., 1990).
Od E proteinu je oddelen v ER hostitelskou proteazou (Falgout a Markoff, 1995). Ve
struktutfe obsahuje 12 konservovanych cysteini, které tvoti disulfidické¢ mustky (Lee a kol.,
1989). NS1 tvofi vysoce stabilni homodimery, je silné hydrofilni a neobsahuje
transmembranové domény (Winkler a kol.,, 1989). Muylaert a kol. pomoci
imunofluorescence zjistili, Ze NS1 je koncentrovan v oblasti kolem jadra. To svéd¢i o tom,
ze NSI protein se ziejm¢ podili na reorganizaci bunééné membrany ¢imz napomaha
vytvoieni aktivniho replikacniho komplexu (Muyalert a kol., 1996). Dimerizace NSI
zvySuje hydrofobicitu a schopnost vazat se k bunééné membrané (Winkler a kol., 1989).
Béhem infekce je NSI vylucovan do extracelularniho prostoru, véze se k bunéénym
povrchiim a v séru infikovaného pacienta dosahuje vysokého titru. Ma schopnost oslabit
rozpoznavani infikovanych bunék komplementem, tak Zze se navaze k regulacnimu
proteinu komplementu H a posili jeho aktivitu. Tim oslabi aktivitu komplementu, snizi
vazani C3b fragmentu a C5b-9 membranového komplexu na bunéény povrch (Chung a
kol., 2006).

NS2A — je relativné maly (23 kDa) hydrofébni transmembranovy protein. Ke
Stépeni NS2A/B dochdzi v cytoplasmé virovou protedzou (Falgout a Markoff, 1995).



Alternativnim $tépenim mtize byt tvorena i kratSi forma zkracend na C-konci, tzv. NS2Aa
(20 kDa) (Nestorowiez a kol., 1994). NS2A je soucasti replikacniho komplexu a inhibuje
produkeci interferond. Je vyznamny pro uvoliiovani virovych ¢astic z buiiky (Leung a kol.,
2008). Ma také vyznam pii premistovani RNA templati do replikacniho komplexu
vazan¢ho v membrané (Mackenzie a kol., 1998).

NS2B — je maly protein o velikosti 14 kDa. Tvoii komplex s proteinem NS3 a je
jeho nezbytnym kofaktorem pro protedzovou aktivitu (Chambers a kol., 1993). Interakci
s proteinem NS3 zprostfedkovava jeho centralni hydrofilni oblast (Chambers a kol., 1993;
Falgout a kol., 1993), ktera je obklopena hydrofébnimi oblastmi. Tyto hydrofobni oblasti

pak napomahaji ukotveni protedzového komplexu v membrané (Clum a kol., 1997).

Struktura genomu flavivini (~11kb)

Goppamp  AVG Otevieny cteci ramec vaa Cu

5°UTR —IS‘lruktumlni |Nestmk1ur.‘1lni I—3UTR

C priM E NS1 NS2A NSZBNS3 NS4ANS4B NS5

IO 000

125 165 500 350 227130 g20 290 115 905
pr lM

92 75

Obrazek 4: RNA genom flaviviru. Genom je tvofen jednim otevienym ¢tecim ramcem (ORF — open
reading frame), zacind kodonem AUG a kon¢i kodonem UAA. ORF je na 5’a 3’konci ukoncen
netranslatovanou oblasti (UTR — untranslated region). 5’konec nese ¢epicku. 3 konec nese konservovany

dinukleotid CU (McMinn, 1997).

NS3 — je velky (70 kDa) protein s proteazovou, helikazovou a RNA-trifosfatazovou
aktivitou. Oblast N-konce vykazuje vyznamnou homologii s bunéénou serinovou
proteazou (Bazan a Fletterick, 1989). Nezbytnym kofaktorem pro tuto virovou protedzu je
protein NS2B. NS2B/NS3 proteaza je zodpovédna za Stépeni virového polyproteinu v

cytoplasmé. Stépici mista pro tuto virovou protedzu se nachéazeji v polyproteinovém fetézci



mezi proteiny NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A a NS4B/NSS5 (Lindenbach a kol.,
2001). Oblast C-konce NS3 nese dilezitou homologii s rodinou RNA helikazovych
proteinti (Gorbalenya a kol., 1989). V oblasti C-konce NS3 je také kodovan enzym RNA-
trifosfataza; tento enzym se podili na defosforylaci 5 konce genomové RNA pied ptidanim
Cepicky (Wengler, 1993).

NS4A — je maly, hydrofobni protein o velikosti 16 kDa. C-konec NS4A ma funkci
signalni sekvence pro premisténi NS4B do lumen ER (Preugschat a Strauss, 1991). Funkci
NS4A je pravdépodobné kotvit ¢asti replikacniho komplexu k bunééné membrané
(Mackenzie a kol., 1998).

NS4B - je hydrofobni, transmembranovy protein o velikosti 27 kDa.
V infikovanych buiikdch se koncentruje v misté replikace RNA a v jadie, jeho piesny
vyznam vSak neni dosud znam (Westaway a kol., 1997).

NS5 — je nejvétsim (velikost 103 kDa) a nejvice konservovanym proteinem
flavivird. Méa funkci virové RNA polymerazy. Obsahuje Gly-Asp-Asp motiv, bézny u
RNA-dependentnich RNA polymeraz dalSich RNA vird positivni polarity (Rice a kol.,
1985). Oblast N-konce je homologni s S-adenosyl-methionin-dependentnimi

methyltransferasami, tato doména se tedy podili na metylaci 5’¢epicky (Koonin, 1993).

2.1.4. Struktura virovych a subvirovych ¢astic

Flaviviry jsou sférické castice o priméru 40 az 60 nm. Jejich virion se sklada
z ikozaedralni nukleokapsidy obklopené lipidovou dvouvrstvou odvozenou z hostitelské
buniky. Povrch virionu je hladky, bez vybézkt. Hlavni soucasti povrchu virionu jsou
dimery proteinu E, které tvofi sit’ husté uspofddanych podjednotek (Heinz a Kunz, 1980).

Elektronovda mikroskopie umoziiuje ziskat informace o struktufe povrchu
rekombinantnich subvirovych ¢astic (RSP — recombinant subviral particle, anebo virus-like
particles — VLP) (Ferlenghi a kol., 2001; Goto a kol., 2005). Tyto castice neobsahuji
kapsidu a vznikaji koexpresi dvou membranovych proteinii prM a E (Allison a kol., 1995
b). Stejné Castice jsou tvofeny v buiikach infikovanych flavivirem jako vedlejsi produkt
(Lindenbach a Rice, 2001). RSP jsou 30 nm velké, jsou tedy mensi nez kompletni virion.
Tyto castice se v infikované buiice objevuji diive nez nezralé viriony. Jejich intracelularni
transport, St€épeni prM proteinu pii dozravani a nasledné uvolnovani z bunky se velice

podobé tvorbé plnohodnotného virionu (Schalich a kol., 1996).



Obrazek 5: (A) Usporadani dimert proteinu E v rekombinantnich subvirovych casticich (RSP)
TBEV urcené kryo-elektronmikroskopickou rekonstrukci. (B) Uspofadani E proteinovych dimerd ve zralém
TBE virionu zalozené na piedpokladu ze kontakty mezi dimery jsou stejné jako ty u RSP, ukazané na obr. A

(Ferlenghi a kol., 2001).

Povrch RSP je tvotfen 30 dimery proteinu E v ikozaedralné symetrické siti. Mezi
jednotlivymi podjednotkami jsou specificka mista styku, kde v doméné II je smycka a mezi
jednotkami I a III je zZlabek. Tyto specifické interakce mezi dvémi molekulami proteinu E
zfejm¢ umoziuji vznik castic s ikozaedralni symetrii (Ferlenghi a kol., 2001). RSP si
dokonale zachovavaji imunogenitu (Heinz a kol., 1995), jejich reaktivita s monoklonélnimi
neutraliza¢nimi protilatkami je stejnd jako u plnohodnotnych virionli a vykazuji stejné

specifické funkeni aktivity v hemaglutinaci (Schalich a kol., 1996; Corver a kol., 2000).

2.1.5. Replikaéni cyklus flaviviri

Viriony se na receptor hostitelské membrany vazi pomoci obalového proteinu E.
Neni pfesné znamo zda se flaviviry na vnimavych buiikach vazi na jeden ¢i vice receptort.
Bylo také zjisténo, ze receptorové molekuly pro flaviviry jsou u obratlovci a bezobratlych
rozdilné. Schopnost flavivirti vyuzit rozdilné bunécné receptory jim pravdépodobné skyta
velkou rozmanitost hostitelskych organismi (Kopecky a kol., 1999). Jednim z
vyznamngjSich bunéénych receptorii je glykosaminoglykan, pfitomny na mnoha typech

bunék jak u obratlovct tak i u klistat (Kroschewski a kol., 2003).



Po vazb¢ virionu na receptor dojde k jeho endocytéoze a posléze k hromadéni
viriontl v endosomech (Chu a Ng, 2004). Nizké pH uvnitt endosom indukuje reorganizaci
virového proteinu E z dimerii na trimery a k jeho ,,vzty€eni® (Allison a kol., 1995 a), ¢imz
zasdhne do membrany endosomu a dojde kjeji fuzi s virovou membranou (Heinz a
Allison, 2003). To nasledné vede k uvolnéni nukleokapsidy do cytoplasmy hostitelské
buiikky. Zde dojde k uvolnéni virové RNA (positivni polarity, slouzici jako mRNA) a
nasleduje jeji translace do virového polyproteinu. Z polyproteinu jsou pak pomoci
hostitelskych proteaz a virové protedzy NS2B/NS3 Stépeny jednotlivé proteiny. Zarovei se
replikuje virovda RNA — vznikaji negativni fetézce RNA, které slouzi jako templat pro
replikaci RNA.

Béhem syntézy virového polyproteinu jsou obalové proteiny ptM a E
translokovany do lumen ER. Na cytoplasmatické stran¢ ER dojde ke vzniku nukleokapsidy
interakci virové RNA s proteinem C. Tento proces probihd zaroven se vznikem virového
obalu, ktery je ziskan pucenim nukleokapsidy do lumen ER. Vznikne neinfek¢ni nezraly
virion s proteiny prM a E v heterodimerickém seskupeni; prM brani proteinu E vytvofit
spravnou konfiguraci, kterd by byla schopna pfedcasné se spojit s jinou membranou a
fazovat (Elshuber a kol., 2003). Béhem transportu hostitelskym sekre¢nim systémem
v transportnich vaccich dochazi k dodate¢nému upravovani virového obalu. Viriony se
stavaji zralymi po $tépeni proteinu prM bunécnym furinem (konvertdza subtilisinového
typu) v kyselych vaccich Golgiho aparatu (Stadler a kol., 1997). Timto Stépenim se
uvolnuje ¢ast pr, v membrané¢ virionu zUstavaji proteiny M a dochazi k reorganizaci
proteini E do formy homodimert, které jsou schopné membranové fuze. Zralé (infekéni)
viriony jsou uvolnény z hostitelsk¢ buniky fizi transportniho vacku s bunécnou

cytoplasmatickou membranou.

2.2. Glykosylace virovych proteinii

Spravné sbaleni proteini do jejich funkéni nativni struktury neni pokazdé
spontanni, ale zalezi také na pfitomnosti riznych faktori, enzymii a molekularnich
chaperont. Takovym mistem v bunice, kde se tyto enzymy a chaperony nachézeji, je
endoplasmatické retikulum (Hounsell, 1998). Dochazi zde k ¢etnym ko- a post-translacnim
upravam, jako je tvorba disulfidickych miistkli nebo pfipojeni oligosacharidového fetézce,

tedy glykosylace. ER zajistuje kontrolu kvality, kdy mohou byt uvolnény jen proteiny se
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spravnou strukturou. Virus vyuziva pro glykosylaci svych proteini enzymatické
mechanismy hostitelské buiiky (Hurtley a Helenius, 1989).

Virové obalové proteiny se tvofi na ribosomech drsného ER a jiz v pribéhu
translace vstupuji do ER. Translokace je zajisténa podobnymi signalnimi sekvencemi jako
u bunéénych glykoproteini (Martoligo a Dobberstein, 1998). Sbaleni virovych
glykoproteinii je kotranslacni proces a zahrnuje vznik sekundarni struktury a tvorbu
jednotlivych disulfidickych miistk (Hurtley a Helenius, 1989).

Eukaryotické proteiny jsou glykosylovany vlumen ER a Golgiho aparatu.
K proteinu, ktery obsahuje piislusné glykosylaéni misto, se v jednom reakénim kroku
piipoji blok 14 cukrii. Tento oligosacharid, ktery je pavodné vazan k izoprenoidu zvanému
dolichol, je pfenesen na aminoskupinu (-NH;) asparaginového postranniho fetézce
proteinu. Ke kterému asparaginovému zbytku bude oligosacharid pfipojen urcuje
jednoducha sekvence tii aminokyselin z nichz jednou je asparagin (Ser/Thr-Xaa-Asn; Xaa
muze byt jakdkoliv aminokyselina kromé prolinu). Oligosacharidové postranni fetézce
pfipojené v proteinu k aminoskuping asparaginu se oznacuji jako N-vazané a jsou u vétSiny

organismi nejbéznéjsim spojenim v glykoproteinech (Moens a Vanderleyden, 1997).
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Obrazek 6: Schéma typické N-glykosylace u savci (Vigerust a Shepherd, 2007).

Béhem pohybu glykoproteinu endoplasmatickym retikulem a nasledné Golgiho
aparatem dochazi k upravovani navazaného oligosacharidu enzymy jako jsou glukosidaza I

a II a manosidaza, ¢imz ziskava svou kone¢nou strukturu (konkrétni Gipravy zavisi jak na
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enzymatickém apardtu bunky, tak na signalnich sekvencich proteinu a jeho struktufe)
(Vigerust a Shepherd, 2007).

Glykosylace ma ptimy efekt na sbaleni proteinu a na jeho konecnou strukturu.
V misté, kde je protein glykosylovan, ovlivituje jeho strukturni vlastnosti a pomaha vétsi
kompaktnosti proteinu. AvSak nckteré proteiny jsou schopné se sbalit do spravné
konformace i bez posttransla¢nich modifikaci a N-glykany vétSinou mohou byt ze zralych
proteinli odstranény bez zmény jejich struktury (Helenius a Aebi, 2001). Jednou
s chaperony kalnexinem a kalretikulinem. Kalnexin a jeho rozpustna forma kalretikulin
jsou soucastni specifického glykoproteinového chaperonového systému, nazyvaného
kalnexin-kalretikulinovy cyklus. Tento cyklus hraje vyznamnou roli pfi sbaleni a kontrole
kvality nové vznikajicich glykoproteint v lumen ER (Trombetta a Helenius, 1998).

V eukaryotickych i prokaryotickych systémech plni glykosylace proteind
nejruznéjsi funkce, stabilizuje proteiny, chrani je pted proteolytickymi aktivitami, zajiStuje
povrchové a vnitrobunééné rozliSeni, interakci s jinymi molekulami a buiikami atd. (Moens
a Vanderleyden, 1997).

Glykosylaci proteini 1ze selektivné zablokovat; N-glykosylaci naptiklad
antibiotikem tunikamycinem, obsahujicim glukosamin. Specificky inhibuje glykosylace
asparaginovych zbytkl glykoproteinil zprostfedkované dolichol pyrofosfatem — zabrafuje
tedy N-glykosylaci proteinti (Olden a kol., 1979). Toho Ize ve virologii vyuzit pii studiu
vyznamu glykosylace pro viry. Morrison vyuzil vlastnosti tunikamycinu pii studiu
maturace glykoproteinu u viru vesikuldrni stomatitidy. Tunikamycin nemél zadny efekt na
navazani glykoproteinu k vnitrobunéénym membrandm nebo na transport proteinu do
lumen ER. Zabranoval ale migraci glykoproteinu pfes ER do hladkych vnitrobunéénych
membran (Morrison, 1978). Dalsim ptikladem praktického vyuziti tunikamycinu je dikaz
dualezitosti glykosylace u viru Dengue 2 (DEN2). Byly vytvofeny mutanty s jednim nebo
zadnym glykosylaénim mistem. Nasledné bylo potvrzeno, Zze N-glykosylace proteinu E
sice neni nezbytnd pro replikaci DEN2 viru vkomarech, ale N-glykosylace
na aminokyseliné¢ v pozici 67 je zcela zasadni pro replikaci viru jak v sav€ich tak i

v hmyzich buné¢nych kulturach in vitro (Bryant, 2007).
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2.2.1. N-glykosylované proteiny flaviviriu

V genomu flavivirh mizeme najit tfi proteiny, které ve své aminokyselinové
sekvenci obsahuji potencialni N-glykosyla¢ni mista. Dva z nich jsou membranové, prM a
E. Protein prM ma jedno N-glykosylované misto, protein E ma 0 az 2 N-glykosylovana
mista podle druhu flaviviru. Tretim glykosylovanym proteinem je nestrukturni
glykoprotein NS1, se dvémi N-glykosylovanymi misty (Chambers a kol., 1990).

Glykan proteinu E viru KE pomnoZeného v buinikdch kuiecich fibroblasti je
komplexniho typu na konci s D-galaktosou a s L-fukosou pfipojenou k prvnimu N-acetyl-
D-glukosaminu (Grubhoffer a kol., 1990). Hlavni funkci glykoproteinu E je navazani
virionu na povrch hostitelské buniky a fuze membran (Lindenbach a kol., 2001). Funkce
obalovych glykoproteinti prM a E byla studovana pomoci VLP (virus-like particles, viru
podobné ¢astice), které vznikaji béhem virové infekce a z buiiky jsou vylu¢ovany diive nez
plnohodnotné virové ¢astice. VLP maji povrchové vlastnosti a fuzni schopnosti shodné
s infek¢nimi viry (Goto a kol., 2005). Absence glykosylace na prM nebo E glykoproteinu
predstavuje pro virus snizenou schopnost uvoliiovat VLP. Pokud je mutaci zablokovéana
glykosylace prM proteinu, dojde ke sniZeni produkce proteinu E na 60% proti béznému
stavu (Goto a kol., 2005).

Protein E miize byt u rtiznych flavivirt glykosylovan rozdiln€. U viru Kunjin nebo
viru zapadniho nilu protein E neni glykosylovan viibec; naopak E protein viru Dengue ma
dvé glykosylovand mista (Chambers a kol., 1990).

DalSim N-glykosylovanym proteinem flavivird je nestrukturni glykoprotein NSI,
ktery ma dvé vysoce konservované glykosylaéni sekvence (Mason, 1989). NS1 obsahuje
epitopy pro obranné protilatky ¢asného typu se schopnosti vazat komplement (Muylaert a

kol., 1996)

2.2.2. Vstup viru do buiiky pomoci manosového receptoru

Hlavni cil infekce pro virus dengue (DEN) ptfedstavuji makrofagy a mononuklearni
fagocyty. Miller a kol. (2008) zjistili, Ze makrofdgovy manosovy receptor (MR) vaze
obalovy glykoprotein E vSech ¢tyf sérotypi DEN. MR pfes svou cukry rozpoznavajici
doménu vaze protein E produkovany jak lidskymi tak komafimi bunikami. Tato vazba
muze byt zablokovana deglykosylaci obalového glykoproteinu DEN. Infekci lidskych
makrofagl virem dengue lze téz zablokovat anti-MR protildtekami (Miller a kol., 2008).
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Manosovy receptor je protein skladajici se z n¢kolika domén. Obsahuje doménu
s lektinovou aktivitou, kterd vaze sulfatovavé cukry a také osm domén rozeznavajicich
cukry (CRD — carbohydrate recognition domain). V potadi ¢tvrtda CRD je specificka pro
glykany konc¢ici manosou, fukosou a N-acetyl glukosaminem. Po vazbé viru DEN na
manosovy receptor je tento z povrchu builky prabézné internalizovan klatrinem
zprostiedkovanou endocytdzou, navdzané ligandy disociuji a receptor je opétovné vracen
na povrch buiiky (Taylor a kol., 2005).

Interakce viru s buikami imunitniho systému hostitele je zcela zdsadniho vyznamu
pro virulenci viru a pribéh nemoci. Zatimco imunitni odpovéd’ proti virlim je popisovana
jako Th 1, literatura v piipadé¢ DEN piipousti 1 jinou alternativu. V akutnim stadiu infekce
virem dengue byly objeveny IgE protilatky charakteristické pro Th 2 odpovéd (Miguez-
Burbano a kol., 1999). Pro Th 1 odpovéd’ jsou charakteristické cytokiny IL-2 (IL —
interleukin) a TGF (transforming growth factor B; faktor transformujici rast), zatimco u
Th 2 odpovédi se jedna o IL-4 a IL-13 (Miller a kol., 2008). Studium produkce IL-2, IL-13
a cytokinu TGFP u pacienti s hemoragickou hore¢kou dengue ukdzalo, ze v pribéhu
nemoci se dominantni Th 1 odpovéd’ hostitele méni na Th 2 odpovéd’ (Chaturvedi a kol.,
2000).

Interakce virus-receptor jsou velmi dulezité pro pochopeni mechanismi vstupu viru
do hostitelské buiiky. Porozuméni procesu patogenese nemoci je nutnou podminkou pro

vyvoj bezpecné vakciny a inhibitort ¢asné replikace viru (Miller a kol., 2008).

2.3. Pasazovani

Proces, pfi kterém jsou bunky/virus ptfenaSeny do nového kultiva¢niho prostiedi se
nazyvd pasazovani. Tato metoda se pouzivda k mnoZeni viru, jeho uchovavani a
v neposledni fadé také k jeho adaptaci na pozménéné podminky. Této adaptace se vyuziva
naptiklad pti zkoumani vlastnosti vird, jejich schopnosti pfizplisobit se novym podminkam
a také k vyvoji atenuovanych vakcin.

K pasézovani lze pouzit rizné typy bunéénych kultur/linii. Primarni kultury jsou
odvozeny piimo z tkani lidi ¢i zvifat. Zachovavaji si pocet chromozomti jako bunky organu
¢1 tkang, ze kterych byly ziskdny. Po implantaci zvifatim nevyvolavaji nadorové bujeni a
lze je proto pouzit pii vyrobé vakcin. Sekundarni kultury se mnoZzi z primarnich bungk,

jsou jejich druhou pasdzi. Diploidni kmeny si zachovavaji diploidni karyotyp normalnich
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bunck a Ize je udrzovat nékolik desitek pasazi, postupné vSak odumiraji. V praxi jsou
nejpouzivanéjSimi trvalé dlouhodobé pasdZované bunécéné linie. Jsou odvozeny od
normdlni nebo nadorové tkané a maji nepravidelny pocet chromosomii. Maji charakter
nadorovych bunék a daji se prakticky nekonecné pasdzovat. Po implantaci vyvoléavaji
nadorové bujeni a nesméji se pouzivat k vyrob¢ vakcin.

Pasazovani virQ, vCetné arbovirii, bylo vyuzito v mnoha studiich. Ptedstavovalo
zakladni metodu pfi studiich schopnosti adaptace viru KE na rozdilné hostitele (klisté vs.
savec) (Chunickin a Dzhivanian, 1977; Dzhivanian 1988). Pfikladem je opakované
pasazovani viru KE na klistatech Ixodes ricinus. Vznikl ,,oslabeny virus, ktery se po
subkutanni infekci mySi projevoval nizkou neurovirulenci. OvSem po nasledném
pomnozeni viru v savcim hostiteli doSlo ke zpétnému posileni virulence pro tohoto
hostitele, ¢im byla prokdzana nestabilita varianty adaptované na klistéciho hostitele
(Dzhivanian a spol, 1988). Metodu pasdzovani rozsdhle pouzil rovnéz Ruzek, zabyval se
charakterizaci atenuovaného termosenzitivniho kmene ts263 viru KE. Tento kmen se byl
vmalé mife replikovat 1 pfi nepermisivni teploté, coz vedlo kzavéru Ze vytvaii
‘quasispecies‘, v ramci kterého je v malé mife pfitomna termorezistentni varianta. Tato
termorezistentni varianta byla selektovana a nasledn¢ sekvenovana. Od parentalniho
termosenzitivniho viru se liSila ve 2 aminokyselinach, které pro né¢j byly unikétni. U
termorezistentni varianty byla také lokolizovana delece 218 nukleoutidi v tseku
3'nekodujici oblasti virového genomu. Kmen ts263 vytvarel v bunééné kultufe PS,
odvozené od bunck prasecich ledvin (porcine kidney stable), drobné, Spatné€ rozeznatelné
difazni plaky. Po subkutdnni inokulaci laboratorni mysi nezptsoboval zadné klinické
pfiznaky onemocnéni. Termorezistentni varianta pfitom produkovala v bunééné kultute
velké, jasné viditelné plaky a vyznacovala se i vysokou mirou neuroninvazivity (Riizek a

kol., 2008).
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3. CILE PRACE:

- sekvenovat vybrané proteiny viru klistové encefalitidy, kmene Hypr, varianty
Hypr3TM, pfipravené tfemi pasazemi puvodni varianty Hypr50/CB v bunkach PS za

pritomnosti tunikamycinu,
- porovnat nukleotidovou sekvenci genomt variant Hypr50/CB a Hypr3TM,

- porovnat nukleotidovou sekvenci genoml obou studovanych variant s ptivodni

variantou Hypr5,

- porovnat aminokyselinové sekvence virovych proteint u vSech tii variant.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material a metody

4.1.1. Material
Oznaceni a sloZeni roztokii:
TE : 10 mM Tris-HCI (pH=8), ImM EDTA
TAE (50x): 242 g Tris-base, 57,1 ml ledové kyseliny octové, 37,2 g
Na,EDTA.2H,0, pH 8.5, doplnéno H,O na 1000 ml.

Chemikalie:

EDTA (disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové), Tris-HCI, Tris-base,
ledova kyselina octova, isopropanol, agardza, barvivo SYBR Green v 5x koncentrovaném
vzorkovém pufru, velikostni marker O’GeneRuler 1kb DNA Ladder, PPP Master Mix
(Tag-Purple DNA Polymeraza PCR Master mix s SmM MgCl,; Top-Bio), tunikamycin 0,5
ug/ml.

Burnky:

Pro tuto praci byla pouzita 3. pasdz bunck infikovanych virem klistové
encefalitidy, kmen Hypr, pfipravena RNDr. Danielem Rizkem. Jednalo se o bunécnou linii
PS odvozenou z buné¢k praseci ledviny (porcine kidney stable) kultivovanou v médiu L15 s
3 % roztokem prekolostralniho teleciho séra (PTS), 1 % smési antibiotik a antimykotik a

tunikamycinem o koncentraci 0,5 pg/ml (Sigma) pti 37 °C.

Virus:
Byl pouzit virus KE, kmen Hypr varianta Hypr3TM. Tato varianta je 3. pasazi
kmene Hypr50/CB v PS bunkach kultivovanych v pfitomnosti inhibitoru N-glykosylace,

antibiotika tunikamycinu.

Kity:

QlAampe Viral RNA Mini Kit (Qiagen)

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit ( Fermentas)
MiniElute Gel Extraction Kit (Qiagen)

17



4.1.2. Metody

4.1.2.1. Izolace RNA

Pro izolaci RNA jsem pouzila 140 pl bunééné kultury infikované virem KE. Izolaci
RNA jsem provedla pomoci kitu QlAampe Viral RNA Mini Kit (Qiagen) pfesné podle
firemnich instrukci. Ziskana RNA byla uchovana pti -70°C.

4.1.2.2. Reversni transkripce (RT-PCR)

Pro reversni transkripci jsem pouzila kit RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas). Postupovala jsem piesné podle firemnich instrukci pro syntézu

prvniho vldkna cDNA. Ziskanou cDNA jsem ulozila do -20°C.

4.1.2.3. PCR (polymerazova tetézova reakce)

PCR je metoda umoziujici mnohonasobnou amplifikaci zvoleného tiseku DNA, za
pouziti dvou primerid komplementarnich k 3’a 5° koncovym sekvencim daného useku.
Reakéni smés kromé¢ DNA templadtu a primert obsahuje také odpovidajici pufr,
termostabilni DNA polymerazu, deoxynukleosidtrifosfaty a MgCl,. Jako templat pro PCR

amplifikaci jsem pouzila pfipravenou cDNA.

Postup:

1. Do 0,2 ml tenkosténné mikrozkumavky jsem napipetovala 1pul cDNA, 10 pl
smesi PPP Mastermix, po 1ul primert (0,01mM) a smés jsem doplnila na vysledny objem
20 ul deionizovanou vodou.

2. K amplifikaci jsem pouzila Eppendorf gradient Mastercycler. Reakce
probihala podle nasledujiciho programu: denaturace pii 95°C po dobu 5 min, nésledoval
cyklus o 30 krocich, denaturace pii 95°C po dobu 35 s, annealing pii teplotich
odpovidajicich uzitym kombinacim primeri (viz. Tab.1) po dobu 35 s, a elongace pii 72°C
po dobu 35 s. Konecna elongace pii teploté¢ 72°C trvala 5 minut. Po ukonceni vSech cykla

byla teplota udrZzovana na 14°C.

3. PCR produkt jsem ulozila do -20°C.

18



4.1.2.4. Agarozova elektroforéza

Produkty PCR reakce jsem separovala pomoci elektroforézy v 1% agarozovém
gelu. Gel byl pfipraven z agarézy a 1x TAE pufru a rozvafen v mikrovinné troubé. Po
ochlazeni na cca 50°C byl nalit do pfipravené formy s vlozenymi hiebinky a ponechan
piiblizné¢ 40 minut tuhnout pii pokojové teploté. Do jamek v pfipraveném gelu jsem
nanesla 20 pul PCR produktu smichaného s 5x vzorkovym pufrem obsahujicim barvivo
SYBR Green. Elektroforéza probihala pii napéti 100 V. Vysledek elektroforézy byl
pozorovéan na piistroji Visi-Blue™ Translluminator pii osviceni svétlem o vinové délce
480 nm. K odhadu velikosti amplifikovanych fragmentti jsem pouzila velikostni marker
O’GeneRuler 1kb DNA Ladder. Velikostné odpovidajici tseky jsem vyfizla pomoci
skalpelu, tak aby byl co nejmensi podil ptebyte¢né agardzy. Tyto vzorky jsem vloZila do

1,5 ml mikrozkumavky.

4.1.2.5. Purifikace PCR produktu z gelu

Ziskanou DNA jsem z gelu purifikovala pomoci kitu MiniElute Gel Extraction Kit

(Qiagen) presné podle firemnich instrukei. Ziskanou DNA jsem ulozila do -20°C.

4.1.2.6. Sekvenovani DNA

Pro sekvenacni reakci jsem pouzila 4 pl DNA o koncentraci 10 ng a 1 pl

ptislusného primeru (0,01 mM).

Sekvenace:

Sekvenace byla provedena na pfistroji ABI PRISM 3130xl firmy Applied
Biosystems v Laboratofi genomiky, spoleéné laboratoti P¥F JU a BC AVCR (Biologického
centra Akademie véd Ceské republiky).

Analyza sekvenci:

Ziskané DNA sekvence byly analyzovany pomoci programu BioEdit (Hall, 1999) a
WinGene (Hennig, 1999) a srovnany se sekvenci Hypr50/CB, a sekvenci Hypr 5.
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Charakterizace pouzitych primeri:

Oznaceni . , , Annealingova .
primeru Polarita Sekvence (5" — 3) teplota [°C] Pozice v genomu
1A Sense TGT CTA CGC TTC GCG TTG CAC ACA 55 963-986
1B Antisense GGA ACC CCA GCG AGA GCCTTC AGT A |55 1787-1763
2A Sense CGT GTT GAA TTT GGG GCT CCT CACG | 54 1693-1717
2B Antisense TTC GTT CCG TGT CCA CAG CGC A 54 2491-2470
2C Sense GGT CAT TAC TCT GTT GGG GA 45 450-469
2D Antisense ACA CAT CCATTG AAG GCT TC 45 1102-1083
2E Sense TTG TTC ACA CCA TTT CCA CG 50 9792-9811
1F Antisense AGC GGG TGT TTT TCC GAG TC 45 11141-11122
1G Sense TGG AGA CCA GAG AGG GCC AA 50,8 8400-8419
1H Antisense CTT CTT GAG GTG CCA GCC CA 50,8 9231-9212
2G Sense GAA ATT GGG AGA ATT CGG AGT GGC G | 55 9048-9072
2H Antisense CGC CCT CCC AAC GAGTTC ATCTTG 55 9882-9859
2K Sense CTG TGG GGG TTT CTG CCT CT 50,8 7606-7625
2L Antisense GTT TCG CTG TAC TGC TCC CG 50,8 8540-8521
1™ Sense GCT TTC AAC AGC ATC TTC GG 49 2302-2321
1N Antisense TGT TAT ACC AGG ATC TGG GTC C 49 3229-3208
2M Sense ACT TTT GGT CAC TGA CCT GAG G 49 3105-3126
2N Antisense TCC ATG ATG CAC AGT CACCA 49 4032-4013
10 Sense GCT GGT CCT GGA ATT GGG GC 52,8 3855-3874
1P Antisense GGA CCG GCC ACA GCATCATC 52,8 4808-4789
20 Sense GGT CGA GAG CGT GGT GAT AG 50,8 4627-4646
2P Antisense CAG GAG GTG TCG CTG TCA TC 50,8 5575-5556
1R Sense CCT ATG TCA ACA GACGGCTACT 50 5408-5429
1S Antisense GGC TCC TAA AGG TAA CCA AGT C 50 6358-6337
2R Sense GCC CGT GGC CACCTIT CTA TG 52,8 6114-6133
28 Antisense CCC CCC GTT CACTCC ACA AC 52,8 6976-6957

4.1.2.7. 3D modely proteinu E

Struktury proteinu E jednotlivych variant viru KE byly navrzeny na zaklad¢ jiz
znamych struktur tohoto proteinu, dostupnych v databazi Worlwide Protein Data Bank

(www.wwpdb.org), kterd slucuje databdze RCSB PDB (Research Collaboratory for

Structural Bioinformatics PDB) (www.rcsb.org), EBI Macromolecular Structure Databaze
— PDB Europe (www.ebi.ac.uk), Protein Data Bank Japan (www.pdbj.org) a Biologic

Magnetic Resonance Bank (www.bmrb.com).

Samotné modelovani jednotlivych struktur probihalo s vyuzitim on-line servisu

Pole Bioinformatitique Lyonnais Gerland, Geno 3D (www.geno3D-pbil.ibep.fr) (Combert

a kol., 2002). Piesnost vyslednych modelii byla vyhodnocena programem PROCHECK

v 3.5.4 (ftp.biochem.ucl.ac.uk, R. Laskowski, European Bioinformatics Institute,

Cambridge, Velka Britanie) a nejpfesnéjsi model byl pouzit pro zobrazeni struktur proteinu

E jednotlivych variant viru.
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Struktury proteinit jednotlivych variant byly porovnany programem Molsoft
Browser v.3.4-9b (Molsoft L.L.C, La Jolla, CA, USA). V tomto programu byly zobrazeny
odchylky, vzniklé zdménou aminokyselin u proteind, a zobrazen byl i dopad zamén na
povrch molekul.

Pro vypocet elektrostatického potencidlu povrchu proteinii byl pouzit program

Swiss-PdbViewer v.3.7 (Guex a kol., 1997)
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5. Vysledky

5.1. Izolace RNA a syntéza cDNA

Z infikovanych bunék se podaftilo vyizolovat virovou RNA, ktera byla pouzita jako

templat pi1 RT-PCR pro syntézu prvniho fetézce cDNA; cDNA pak byla syntetizovana za

pouziti primeru 1F.

5.2. PCR

Pomoci PCR, za pouziti specifickych primerti, byly amplifikovany oblasti genomu
nesouci informaci pro proteiny prM, E, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A a NSS5.
Kombinace primert byly voleny tak, aby velikosti produktii byly ptiblizn¢ 900bp.

il

L §
-

Obrazek 7: Znazornéni PCR produktd, které byly nasledné vyftiznuty a pouzity pro sekvenvovani.

5.3. Sekvencni analyza

Sekvenovala jsem genom viru klistové encefalitidy kmene Hypr po tiech pasazich
v PS bunkéch v pfitomnosti tunikamycinu (oznacovan jako Hypr3TM). Sekvencni analyze
byly podrobeny oblasti nesouci informaci pro tyto proteiny: prM, E, NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A a NS5. Ziskané sekvence byly porovnany se sekvenci viru KE kmene
Hypr50/CB, ktery byl pouzit pro pasazovani za piitomnosti tunikamycinu (kompletni
sekvence viz Pfiloha 1). Na zakladé tohoto porovnani byly identifikovany celkem 4

nukleotidové zdmény. Z toho 3 zdmény predstavovaly zménu aminokyselinové sekvence
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proteind. Déle jsem porovnala variantu Hyrp3TM s variantou Hypr5, kterd je ptvodné;si
variantou viru Hypr a pfekonala jen pét pasazi v mozcich sajicich mysek (virus, pouzity pii
mych pokusech ptekonal 50 a vice pasdzi v mozcich sajicich mySek) a je tedy méné
adaptovana na sav¢i bunky. Pii porovnani téchto nukleotidovych zamén se sekvenci
varianty Hypr5 se 3 zmény stouto sekvenci shodovaly (v tabulce jsou tyto zmény
zvyraznény tucné). Z toho vyplyva, ze pouze 1 nukleotidova zdména je unikatnich pro
variantu Hypr3TM a zplsobila zménu aminokyselinové sekvence, jak je zndzornéno

v tabulce 2.

Tabulka 2: Nukleotidové a aminokyselinové zmény po porovnani sekvenci

Hypr3TM a Hypr50/CB.

C. | Zména (Hypr50/CB —| Poloha v |V AMK zmény Poloha Povaha
Hypr3TM) genomu | proteinu | (Xaa misto Xaa) | AMK v | zmény *

proteinu

1 |G-A 1921 E Ala— Thr 317 N-P

2 |[T-G 2426 E Val — Gly 485 N-N

3 |G-A 6338 NS3 Gly — Asp 580 N-K

4 |A-G 9783 NS5 Neni

* N — neutralni nepolarni AK, P — neutralni polarni AK, K — kyseld AK; Tuéné jsou zvyraznény
zameény shodujici se sekvenci Hyprs5.

Prvni aminokyselinovéa odlisSnost se nachazi v proteinu E v pozici 317, jedna se o
zaménu Alas;; — Thrsys, tedy zména neutralni aminokyseliny na polarni. Druhd odliSnost
proti sekvenci Hypr50/CB je také v proteinu E, v pozici 485, jde o zaménu Valsgs —
Glyass; tato zdmeéna je synonymni, dochéazi ke zméné nepolarni aminokyseliny za nepolarni
a také se shoduje se sekvenci Hypr5. Dalsi odlisnost je v proteinu NS3 v pozici 580, jedna
se 0 zménu Glysgp — Aspsgo, tedy zména nepolarni aminokyselina na kyselou. Tato
zaména se stejn¢ jako pfedesla, shoduje se sekvenci Hypr5. V proteinu NS5 byla
identifikovana jedna nukleotidova zaména, kterd vSak nevedla ke zméné aminokyselinové
sekvence, tato zdména se také shodovala se sekvenci Hypr5.

Na zakladé dostupnych struktur proteinu E byly namodelovany struktury proteinu E
obou variant, zobrazujici zaménu Alas;7 — Thrs;7 (Obr. 8 a 9). Na obrazku 8 je porovnani
struktur a elektrostatickych potencialit na povrchu proteinti obou variant. Zdména ma za
nasledek zménu prostorového rozlozeni naboje na povrchu proteinu, se vznikem zaporné
nabité oblasti kolem substituce (Obr. 8H, Sipka) a zmenSeni kladn¢ho naboje kolem
smycky III. domény proteinu (Obr. 8F, Sipka). Substituce ma také za nasledek zménu

prostorového uspofadani povrchu proteinu (Obr. 9).
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Obrazek 8: 3D modely proteinu E klistové encefalitidy. A, E — zobrazeni struktury casti proteinu E, varianta
Hypr50/CB, Cervenou barvou je zvyraznéna aminokyselina Alas,7; B, F — zobrazeni struktury ¢asti proteinu
E, varianta Hypr3TM, Cervenou je zvyraznéna aminokyselina Thr;;7; C, G — zobrazeni elektrostatického
potencialu na povrchu dané casti proteinu E, varianta HyprS0/CB; D, H — zobrazeni elektrostatického

potencialu na povrchu dané ¢asti proteinu E, varianta Hypr3TM. A, B, C, D a E, F, G, H piedstavuji
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zobrazeni molekuly z toho samého uhlu pohledu. U zobrazeni elektrostatického potencidlu je zdporny néboj

znazornén Cervené a kladny modie (Swiss-PdbViewer).

Obrazek 9: Porovnani
struktur proteinu E viru
klistové encefalitidy.
Zelenou barvou je znadzornén
protein E u varianty
Hypr50/CB, ¢ervenou barvou
u varianty Hypr3TM. U ¢asti
molekuly je zobrazena,
odpovidajicimi barvami, i
prostorova organizace
jednotlivych molekul. Zlutou
barvou je zobrazena
aminokyselina Alaz;; u
varianty Hypr50/CB, modrou
barvou aminokyselina Thrs,;
u varianty Hypr3TM
(Molsoft Browser).

25



6. DISKUSE

Cilem této prace je zjistit, jak se z genetického hlediska adaptoval virus klistové
encefalitidy, kmen Hypr, varianta Hypr50/CB, na zménéné podminky kultivace, konkrétné
na mnozeni viru v savCich buiikich za pfitomnosti tunikamycinu (tunikamycin je
antibiotikum, které zabranuje N-glykosylaci protein1).

Zivotni cyklus viru KE je vazan na pienos mezi kli§tétem |. ricinus a malymi savci.
V riiznych studiich byly pozorovany rozdily v pribéhu replika¢niho cyklu viru KE a
adaptace na kliStéciho ¢i savéiho hostitele. V mé praci jsem porovnavala nukleotidovou
sekvenci viru klistové encefalitidy, Hypr3TM se sekvenci varianty Hypr50/CB. Na
zaklad¢ tohoto porovnani jsem identifikovala 4 nukleotidové rozdily, pfi¢emz 3 z téchto
rozdilt se shodovaly se sekvenci HyprS. Hypr5 je ptivodnéjsi variantou viru, kterd prosla
jen péti pasazemi v mozcich sajicich mysek (virus pouzity v mych pokusech prodélal
padesat a vice pasazi v mozcich sajicich mysek). Tato varianta je tedy méné piizpiisobena
savéim bunkdm.

V sav¢ich buiikdch dochézi ke glykosylaci ve vétsi mife a glykany savc¢ich proteint
jsou vétsi. N-glykany vazané na glykoproteiny v hmyzich butikach jsou tvofeny pievazné
nizkomanosylovanymi typy glykant, kdezto sav¢i hostitelské bunky produkuji komplexni
typy N-glykanid koncici N-acetylneuraminovou kyselinou. Vzhledem ke znaénym
odli$nostem, 1ze oCekavat, ze varianta viru KE pasdZovana v jednom typu buné¢k (sav¢i vs.
klistéci) se pfizpisobi tomuto stavu. Neni tedy piekvapivé zjisténi, ze u varianty
adaptované na prostfedi bez glykosylace doSlo k mutacim, které mély za nasledek zménu
nukleotidové sekvence na plivodnéjsi variantu viru, kterd byla pfizplsobena klistécim
bunkam. K podobnym zavérim dosli pfi studiu zakladni charakteristiky dvou variant viru
— kmene EK-328, ktery byl adaptovan na mozky sajicich mysek a jeho derivatu
adaptované¢ho na mnozeni v klistéti Hyalomma marginatum. Virus adaptovany na klisté
tvofil v kulturach sav€ich bun¢k malé plaky. V klistéti se také 1épe replikoval v porovnani
s bunkami PEK, odvozenymi od praseCich embryondlnich ledvin a mél nizsi
neurovireulenci pro laboratorni mys. Ob& varianty byly sekvenovany, pficemz v jejich
genomu bylo zjisténo 15 nukleotidovych rozdild. Z toho 6 zamén piedstavovalo také
zménu v aminokyselinové sekvenci a dalSi dvé nukleotidové zamény byly nalezeny v
5'NTR. Dv¢ aminokyselinové zamény byly nalezeny v proteinu E a o téchto zdménach se
uvazuje jako o diivodu pro atenuaci viru adaptovaného na klisté. Jiz po jednom pasazovani

varianty viru adaptované na klisté v PEK bunééné kultutfe byly pozorovany zmény v tvorbé
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plakt. Plaky byly velké, shodné stémi z kmene EK-328. Sekvenaci bylo zjisténo, Ze
nékteré substituce byly vraceny zpét na piivodni variantu, tedy kmen EK-328. Virus KE se
tedy ziejmé v prirodé¢ vyskytuje jako heterogenni populace, kde prevlada varianta
adaptovana na aktudlniho hostitele. Pak je tedy pfic¢inou rychlé reprodukce viru v novém
hostiteli zfejm& mensinova varianta nebo nové vznikli mutanti, kterym 1épe vyhovuji
podminky pro reprodukci v novém hostiteli. Varianta, které nové prostfedi vyhovuje méné,
se replikuje jen omezené a projevi se znovu s dal$i zménou hostitele (Romanova a kol.,
2007).

Dal$im zajimavym poznatkem v mé praci byla identifikace nukleotidové zamény,
ktera se neshodovala se sekvenci Hypr 5, jedna se proto o zdménu unikatni pro variantu
Hypr3TM. Tato odliSnost zptisobila zménu aminokyselinového slozeni, nachdzi se
v proteinu E v pozici Alas;; — Thrs;; a jednd se o zménu nepolarni aminokyselny na
polarni. Zména se nachazi v konservované oblasti III. domény. III. doména proteinu E se
sklada ze Sesti antiparalelnich B-listi, které tvoti strukturu B-soudku. Nalezend zména je
v pozici 317, coz je pravé uprostied prvniho B-listu (313 — 320) (Mukherjee, 2006). Vyse
popsana struktura je podobné imunoglobulinové konstantni domén¢. Mutace v této doméné
zajiStuji tnik pred neutraliza¢nimi protilatkami, jak bylo prokdzano u viru KE, viru
Japonské encefalitidy, viru Louping ill a viru Dengue (Wu a kol., 2003). V oblasti III.
domény bylo identifikovdno nékolikero aminokyselinovych zamén, které ovliviiovaly
virulenci viru. Velmi vyznamnou se v tomto ohledu zda byt i nesynonymni zména Hissog
— Tyrse (Lobigs a kol., 1990; Wallner a kol., 1996), kterd zifejmé zptisobi atenuaci viru
pii pasdzovani v mozcich sajicich mysSek. Stejné jako mnou identifikovana zmeéna se
nachdzi v okoli dulezitych znaka virulence jakymi jsou Tyrsgs (Holzmann a kol., 1990),
Glysss (Cecilia a Gould, 1991) i Aspsgs (Jiang a kol., 1993). Tyto zmény mély za nésledek
sniZzenou reaktivitu s monoklonalnimi protilatkami a snizovaly schopnost neurovirulence u
sajicich mysek.

Jak je patrné z vysledkii modelovani proteinu E u obou variant (pro zdménu
v aminokyselin€ 317), je mozno pozorovat zménu elektrostatického potencialu na povrchu
proteinu, kdy kromé¢ objeveni/rozsifeni se negativné nabité oblasti kolem substituce doslo
také ke zmenSeni pozitivné nabité oblasti smycky domény III. Substituovana
aminokyselina v struktufe proteinu sméfuje mimo molekulu proteinu. Pozorovana zaména
tedy muze stericky a elektrostaticky ovlivnit interakci s dalSimi molekulami a to jak pfi
formaci dimer/trimerd na povrchu virionu, tak pfi interakci s bunécnymi receptory.

Elektrostatické interakce jsou pfitom dulezité pro vazbu proteinu E s glykoasminoglykany,
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které patfi mezi kandidatni receptorové molekuly pro virus KE (Kroschewzki a kol., 2003).
Pfitomnost tunikamycinu inhibuje kromé jinych bunéénych pochodi také syntézu
glykosaminoglykanti (King a Tabiowo, 1981) a jejich sulfataci (Takagaki a kol., 1998),
¢imz se tedy u viru mnozeného v buiikdch v pfitomnosti tunicamycinu snizila potfeba pro

pozitivni nadboj v receptorové doméné proteinu E.
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7. ZAVER

U viru KE kmene Hypr3TM se podafilo sekvenovat oblast genomu nesouci
genetickou informaci pro proteiny prM, E, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A a NS5. Pii
porovnani ziskané sekvence s kmenem Hypr50/CB byly zjiStény 4 nukleotidové zamény
znichz 3 zpusobily zménu aminokyselinového slozeni daného proteinu. Pfi porovnani
téchto zmén s variantou Hypr5 se 3 nukleotidové zamény shodovaly. V piipadé¢ zdmény
Alas;; — Thrs;7 u proteinu se jednalo o zdménu unikatni pro variantu Hypr3TM. Tato
zaména zpusobila zménu elektrostatického potencidlu receptorové domény proteinu E,
¢imz mohla stericky a elektrostaticky ovlivnit interakci v homodimerech a homotrimerech
proteinu E na povrchu viriontl, jakoz i interakci s receptorovymi molekulami hostitelskych

bunék.
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9. SEZNAM ZKRATEK

C — kapsidovy (capsid)

CDR — cukerna doména (carbonhydrate recognition domain)
DEN - dengue

E — obalovy (envelope)

EDTA — disodna stil kyseliny ethylendiamintetraoctové
ER — endoplasmatické retikulum

IL — interleukin

KE - klistova encefalitida

M — membranovy (membrang)

MR — manosovy receptor

NS — nestrukturalni (nonstructural)

ORF - otevieny Cteci ramec (open reading frame)

PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PEK — praseci embryonalni ledviny (porcine embryo kydney)
PS — praseci ledviny (porcine kydney stable)
PTS — prekolostralni teleci sérum

RSP — rekombinantni subvirové ¢astice

TBEV - virus klistové encefalitidy (tick-borne encephalitis virus)

TGF — faktor transformuyjici rist (transforming growth factor)
UTR — netranslatovana oblast (untranslated region)

VLP — viru podobné castice (virus-like particles)
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0. PRILOHA

Ptiloha 1: Nukleotidova sekvence Hypr3TM; zmény oproti Hypr50/CB jsou oznaceny vétsi

velikosti p
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isma a podtrzenim.

at gacgattgct

gcaaccgtga ggaaagaaag ggacggctca actgtgatca
gcaactcagg tgcgtgtgga gaatggcacc tgtgtgatcc
tggtgtgatg attcactgtc ctatgagtgt gtgaccatag
gacgtggatt gtttttgccg gaatgttgat ggagtctatc
aaacaagaag gctcacggac aaggcgc

tca gtgctgatcc catcccatgc ccagggagag

ctgacgggga ggggacacaa atggctagaa ggagactcgc
gttgagggat gggtttggaa gaacaggcta cttgccctgg
ttgaccctgg agagtgtggt gaccagggtc gccgttctgg

gagctgaagg
tggctactga
atcaaggaga

tggagtatgg

tgcgaacaca
cgatggtcac
ttgtgctcct

ccggtctacg ct

tcgegttyg cacacatttg gaaaacaggg actttgtgac tggtactcag

gggactacga
gggaagcctt
cgtgagtact
atgggaccag
agtgatcgag
gtcaaggcgg
atagtgtaca
catagtggga
ggtgagtatg
accgtcatcc
agggactggt
aacgcagaaa
ctcggagacc
gagggaacca
ctgaagatga
actccaacag
ccctgtagga
ctgataacgc
cccccagggg
agtagcatcg
ggggagcacg
gtgcacacgg
aagcttctat

tccatgagct

gatgttggct
gtgtggagag
gcccttgeat
aacaggctcg
gaaggtgagg
ggtgtccctg
cattcaatga
caaagtgagt
attggcctga
acaggagtga
tggatgagat
ctgaggaact
gagttattcc
tattcagaac
tgtcccggea

gggtcacctt
caatggatgt
gtttacacgc
ccactttggc
gctggggcaa
cttgtgaggc
cggtcaaagt
ggaagacggc
gagatgtgtc
ttgagcttga
ttaatgatct
gattggttga
agactggagt
agtaccacct
aaggtcttac

acagtgggca
tcccagtcag
caaacccaac
acaacatcat
gaagagtttt
cctgggactt
tccttggtgg
taggagtggc
ttctcttgge

gcgctgtgga
aggtctcaga
cagccataaa
agatggccat
caaatcttac
gtttactgaa
tctggagcat
gtcccctgga
gaacaaaggt
tgggagctge
caatgaaaaa
gctcatggcc
ttccggcgag
aggtgaaggg
cgaccgttac

ggtgctggaa
gtggcttgac
caagttgtcg
tgaagaacac
ccactgtgga
aaaaaagaaa
cgaaccacac
atccttcaca
tctgttgtgt
caagacagtg
ggctctgcca
atttggggct
gttactgaag
gaagagtggc
gtacacaatg
tgatacagtg
ggcagtggca
aattgaaaac
ctatgttggg
ccaaaagacc
cggttctgct
tgctttcaac
attggcttgg

tggaggtctg

cacggaacga
atggtatgac
ggagacattt
gtggagaagc
agtgatggtg
aaaaggaaag
tcctgaggec
gagacggaag
cttcttggat
cgtcaagaac
tgacacaggc
tgctagccac
cttggcagga
gccatggaag
catcaacgcc
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ctgggtggat
gccatttacc

ggcactaagg
cagggtggca
ctttttggaa
gccacaggac
acgggagact
gtttcttcag
agggtcgcta
gaacaccttc
tggaaacatg
cctcatgctg
gctctcgctg
catgtgacct
tgtgacaaaa

gtcatggaag
catggatctc
aatggaggtg
gaactgagtc
aagaaaggca
ggaggctttc
agcatcttcg
ttgggcctga

gttttggcca

atggagctcc
aactatgcct
gaggagggaa
tcggtcacag
gacaagtttg
gacataaaag
cccegteget
acaggtgttt
ttcagacagg
ggcatggcaa
acttacatag
actatcgata
cctagatcct
cacacgccta
aagtgtgaca

gtgttaccat
aggagaaccc
ttgcagccag
cagtgtgcaa
agggtagcat
atgtgtacga
atgttgccge
agaaaaccat
gtggcgttga
caacggcttg
agggagcgca
tcaagatgga
gggttcctgt
gcgaagtggg
caaagttcac
tcacattctc
cagatgtgaa
gcttcataga
atcaatggtt
tagaaagact
tgagttcaat

ggggagtggg
acatgagaaa

tgacccttgg

gctgtggega
actacccgga
gctgtggegt
agctgaatct
accccactga
tctcctggaa
tcatggtggg
tcacggtggc
aaccaacaca
tccacacaga
ttgaactttt
atgctgacgt
ggtacaacag
tccgagtcat
aaagaggagc

aaaggacgca
catggggtca
agagcctgtt
acgctgtggg

tctcaccaga
cgttgtgtgg
gtgtttggcg

aacagctgag
tgctaagaca
atgcccaaca
gagagatcag
tgtggcctgt
cgccaacaaa
aaacgagaca
tctgactatg
cttggcccag
gcaggtccac
aaactggaat
tgtgtacaac
ggcacacatt
actggaaaaa
atggaagaga
tggaacaaag
cgtggccatg
gatgcagctg
ccaaaaaggg
gacagtgata
tgggaaggcg
gtttctacca
ccctacaatg

agtgggggcg

aggcctggtc

gacaccgggg
agtcccccaa

ggctctggeg
ctaccgaggt

aagctgggge
cacggaagga
agaattcggg
tgagtgtgac
tcaaagtctc
ggtcactgac
ggtggactcg
gatacccggt
cagagaggag
atctgtgagg



3361

3421

3481
NS2A

3541
3601
3661
3721
3781
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agtaccacag agagtggcaa ggttatccca
ccagtgacgt tccggactgg aactgattgc
gaccaggggg ggcttgttcg ctcaatggtg

a acggtgaatt actcagtgag

ggaggggtcc
ccctccacgg

gggatggtca
cttgagctag
gtgggtttgc
acctactttc
tggaaatggg
ggaaagactg
gtgcatcatg
ctcaggggac

gggggagagg
agacga

ccggaatagt
gatcaacggt
ggatggagag
ggccagagat
tcagcgcatt
tattgctggt
gtgatgcact
gagcggggct
gactggtgtg
acagagagca
gctctggaat

ggcattgttt
tgtgtggggg
cctggtgcge
cgtggccttg
tgcgctgcge
cctggaattg
ggccatgggg
cctgctcatg
cttcctgagt

gaagggattg
cagactgctg

gaatggtgct
tggtatgcca
gttgcggac

gtggtccttg
ggcatcgtcg
tatgtggtgg
atgctactcc
agaagcctca
gggctgecga
gcgctgatat
gctctcatga
gcagcttcgg
acctggattg

gcgttttggg

gccgagegtg
tggaaatacg

aatacatcat
ttctcgettt
cagtggggat
aggctgtgtt
ccgtccgaga
gtgcgaacct
tcagggcttg
cacagcagga
cttgctcggt
tcccectgge
agctgtcagc

cacaatgcca
gccagtccat

ccgcaggaga
gcttgtcacc
cacattccac
tgagctgagg
gatggtgacc
tgaggatttc
cacggcagaa
tgtggtgact
ctggaggctg
tagattgctt
tcacagagga

tctt tcagtgaacc actaactgtg gtaggggtca tgctgacatt ggctagcggc

atgatgcgac
ttgatgctgg
gaatggcatc
gcgatgggaa
ttgattgccg
ctgtggacgc

acacctccca
tgctggggac
cggaactagt
actttcactt
gcttggcage
tcacggaaat

ggaggctctc
aagaaagatg
gaatgagggt
gactgagctc
ttcggccatt
gctgaggtca

t ctgacctggt tttctctgga

caggggggtc
ttcagccccg

gtcttgcaca
gccggtcect
ctggaggaaa
catgaggtgc
gcaataccaa
gtggtcgtgg
gctcaagggg
tggacatcaa
agagtcctcc
gctccaactc
ttccactcac
cacgcaacct
atcatggatg
actctggcaa
agtgaacctt
ggagagtgge
gtcccttcga
gtgatctgtt
cctgactttg
gtcatagatg
gggaccaggc
gacggacgaa
gtgcaatgga
gccacctttt
actgaagaga
ctggcgtggce
gggccggagg

aatggggcgg
cgtgacatca

gagagcgtgg
gcttgttctg
cgatgtggca
actgggctga
aatggaaagg
atcagtgcca
ttgatttggt
ggctatacgg
aagcggagaa
agggtcagat
cggagctcat
gtgtggtact
cagcagtcag
atgtcaacag
aggcccactg
aagaaaacaa
ttccggagtc
gtgacgggtt
ttgcaaaagg
tgaacagcaa
tggtgacgac
ggaggacaaa
gagtgaccac
cagatgaata
aggaggcgca
atggaccaga
aaagaaagca
acgtcgcagc
caaatgccgt
agagaactct
aagagttcgt

agtttcgg agatgttctg
6481 acaggaatgt cgggagttcc

tgacagacct
gggtcagaac
tgtgacgaga
tgtgagggag
tgaaacagta
gcctggggag
aaaaggaaca
aaatggccta
gagtcgaccc
cacagtgctg
tcgccaatge
caaagaaatg
tgaccaacag
acggctacta
gactgaccct
gtgtgcactg
taacggagcc
tgactggatc
tggtgctata
aacctttgaa
tgatatctcg
catcaagcct
ggcttccget
catatactct
aatacttctt
acaggacaag
cttccgacat
gaatgtgtcc
ggatgaggcc
caggccggtg
ggcgtacgca

ggagcttttg
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tgtgcactcg
cagctggttg
ggagaggtta
gagaaagaag
cattggtcag
tcccgaagg

ttcgaggtta
caggtgggag
ggagcggege
gatgttgtgt
caggttcatg
ttgatccttg
tcaggcagcc
aagaccaatg
aacctcccac
gacatgcacc
attgacaggc
gagcgcgcect
gctggagggg
ccacagggga
cacagcatag
gtcttgatga
atcactagtg
actgagtatg
gctcgcacct
aaggactact
gagatgggag
gaggaggttg
gcccaacgge
ggacagtgtg
gacaacataa
atgccggagg
cttctcactc
agcgtcacgg
agtggtgact
tggaaggacg
tctgggcgte

cggcacagat

cagtggcctc
ccgaatggag
gcetgegggt
agagaatgat
gcattcttgg

aggacggtgt
ttggctacgg
tgtctattga
gctacggagg
ccttcccacc
acaccggaag
ccattcttaa
agacctacgt
aggctgttgt
caggctcagg
gcctgagaac
tgaatgggaa
caattgtcga
gacaaaattg
ctgccagagg
cagcgacacc
aggaaagaca
aaggacgcac
tgagacagaa
caagagtgag
ccaaccttga
atgggaaggt
gcggaagagt
atgatgatga
caaccttgcg
tggccggtca
attgtgactt
atcgaagctg
tggtcacctt
cacgcatgtt

gc

gcgtcagtge

gtttctcttg
tggctgtgtg
ccgtcaggac
ggctttttgg

tgtgatggga

ctacaggatt
ttccaaaggt
tgatgctgtg
agcctggagt
agggaaggcc

gaagcttggg
cgcccaggga

cagcagcatt
gggtacgggc
gaagacccac
gttggtgttg
acgggtcagg
tgtgatgtgt
ggaggtggca
tcatttgtac
tcctggtaag
gattcctgat
agcctggttt
agggaaaagt
ggatgagaag
cgtgagccge
cgagctcacc
tggtcggcaa
cagtggatta
ggggcccgtg
ctttcgactc
tacaccgtgg
gacatgggaa
caggagcccg
caaagaggga

cctggacgtc



6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901

NSS

7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321

ttctacacac
gccccagagg
gtcatctggt
ctgctggcect
gtggccctca
agcagtgatg
gttgcagcc

tcatgcatga
cctttctgac
gcttcgtcgt
ctttgctact
tcttctacac
acaacaaact

ggtgg ttctgaggga

gacacgcttg
gtgtacaggc
agaggagaga
gaggaacgcg
ggctggtcct
ggtggaagag
tttagatcag
gacatcggag
ttgctcatgg
gccccatacc
ggtctggtga
gtcactggga
ggagaccaga
gtggtcttag
cgggagcaat
tattggggca
gtgaaacttc
gacacaacgg
gaacctcagc
ctggcgcaga
tcaaacgcag
gctgtagagg
gggagatgcg
ttcggagtgg
gagttcgagg
gctggagttg
ctgaatggag
gcagacttag
gcaaccacaa
cgtgatggag
gttgtgacct
gaaggggaag
cgctggctga
tgtgtggtga
gccaagacca
gaggtcccct
gtggtgccgt
ggctggagtg
agctacttcc
gtcgattggg
accacagaag
cagaacaagg
atgttatgtt
ggagcagtgg
tgtatggacc

gagatctctg
gcactggcat
ccaatatggg
gatatgccac
attatgcggc
ggcatgaggc
gaatggacgt
agagcagccc
agcaatggaa
gcccagaagt
ggaccccttt
acatagtgaa
gagggccaac
ctgaggacaa
acagcgaaac
gctaccgcac
tcagctggcec
ctttcggaca
ccggcacaag
aaagcaaacc
ccttgggagc
atcctgcatt
cgcactgcgt
cgaagggaag
ctcttggatt
agggaataag
gactcttcta
aggatgaaga
taatgcaaaa
gctgcatcat
atgcccttaa
gggtcataga
aagaacatgg
ggcccttgga
ggaaggacat
tttgttcaca
gcagagacca
tccgcgagac
atcggcgaga
ttcctaccgg
acatgctgga
gaaaggtcat
cctccctegt
aaaaggtgag
gccatgacct

gaaacctgac
catggttgag
ccggacttca
cttgtgggca
gttgctgacg
ggcatatttc

gaaacggagg
cctggagacg
attggctgtc
cctcaaggga
atcccgaccg
tccaaagatg
gttcagcatg
agatgccgct
aaacaggaac
gatagaagca
ttcaaggaac
ctccgtcaat
cagggtgcct
ggtgaaagaa
ctggcacatg
ggcaccaacc
atggaacgca
gcagagagtg
agtcatcatg
gcgcatgtge
ttggtcagat
ctggcacctc
gtacaacatg
tcgggccatt
cttgaatgaa
cttgaactac
tgcagatgac
acagatccta
agcatatcat
ggatgtcatc
caccctcacc
ggcagcggat
agaagagcgt
tgacagattt
tggggaatgg
ccacttccac
agatgaactc
ggcctgectt
cctgaggacg
ccgcacgaca
cgtctggaac
ggagtggagg
tgggaggaaa
gaagatgata
gcactgggag
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agcagggcaa
atgatggtgt
atcagccgta
ggtggcgtcg
gtgctgcagc
ttgctgacgc

ctgaacaact
gaacgtgaca
tctcggggeca
gaggtggtag
gcagtcatga
gtaacaagcc
cagccacacc
gtggagggty
cccacggctg
ctgcacagat
tccacccatg
gtacagtcga
gaacttgacc
caagatgtac
gacgaggaac
ggctcggegg
cgggaagatg
ttcaaagata
agagcagtaa
agcagagagg
gagcaaaaca
gtggatgaag
atgggcaaga
tggtacatgt
gaccattggg
ctgggctgge
acagctggct
cggtacatgg
gccaaagtcg
acaagaagag
aacataaagg
gcacacaacc
cttggaagaa
ggcaaagcac
gagcactcgg
gagctagtga
gttgggaggg
tcaaaagcct
ctcgggcttg
tggagcatcc
cgggtgtgga
gatgttccgt
gaaagagcag
gggcctgaaa
ctcagactgg

tgagaatggc
tgggtttggce
tgatgctggg
gctatgggaa
ccgaggcggyg
tctgcagcect

gcaccaggga
aggctagaga
cggcaaagct
atcttggatg
gtgtcagggc
tgggttggaa
gggctgacac
agaggacaag
cctgtgtgtt
tccaactgca
agatgtatta
ggaaactttt
tgggagttgg
aagagaggat
atccgtaccg
cgtcactgat
tggtgcgcat
aagttgacac
atgattggat
aattcatagc
gatgggcgag
agagagaaag
gagagaagaa
ggctggggag
cctctagaga
acctcaagaa
gggacacgaa
agggtgagca
tgaaggtcgc
atcaaagagg
tgcaactaat
cgagactgct
tgctcgtcag
tttactttct
ccggcttatc
tgaaggacgg
cgcgcatctc
acgggcagat
ccatcaactc
atgccagtgg
ttttggacaa
acctccctaa
aatgggccaa
agttcaagga
agagctcaat

ggagagagac
aaccctgggt
cacgctggtc
tatggccgga
aaaacagaga
tgctggactg

ggaattcttt
gttgctcaga
tgcctggcte
tggaaggggc
atacaccatt
cttgatcaaa
tgtcatgtgt
gaaagtgata
caaggtgctg
atgggggggg
ctcaacagct
ggctcggttt
aacgaggtgt
caaagcgttg
gacatggcag
caatggggtt
ggccatgact
aaaggcacag
tttggaacga
aaaagtgaaa
tgcaagagag
gcacctcatg
actgggagag
tcgetttctg
gtccagtgga
gttgtcaacc
agttaccaat
caaacaactg
gaggccctcc
ttcgggccag
ccgaatgatg
tcgagtggag
tggtgacgat
gaatgacatg
aagctgggag
acgcaccttg
accgggatgc
gtggctgctg
agcagtgcct
ggcctggatg
ccctttcatg
agctcaggac
gaacatctgg
ctatctctct
aatc



