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1. Uvod:

Virus klistové encefalitidy patii mezi viry, které zpisobuji zdvazné infekéni onemocnéni.
Jedna se o arbovirus, jehoZz zivotni cyklus zahrnuje pfenasece — klist¢ a sav¢i hostitele.

Sekvenéni pasdzovani viru v klistécich poptipad¢ sav¢ich bunkach ma za nasledek
adaptaci viru a selekci variant, které jsou Iépe uzptisobené replikaci v daném prostredi. Otazka,
jak ovliviiuje pasdzovani vlastnosti viru, m¢ zaujala. Ve své praci se tedy vénuji porovnavani
genomovych sekvenci tff variant viru klistové encefalitidy, kmenu Hypr. Srovnavam plvodné;jsi
nizkopasazovanou variantu se dvéma variantami, které prodélaly vysoky pocet pasazi v mozcich
sajicich mysek, pochézejici ze dvou riznych pracovist'.

Pomoci sekvencni analyzy jsem pozorovala zmény, které v genomu obou variant

mnohonasobnym pasdzovanim nastaly.



1.1. Hlavni cile prace:

- sekvenovat virus klistové encefalitidy, kmen Hypr, varianta Hypr5,

- sekvenovat virus KE, kmen Hypr, varianta Hypr50/CB,

- porovnat nukleotidovou sekvenci genomil obou studovanych variant,

- porovnat nukleotidovou sekvenci genomti obou studovanych variant s publikovanou
sekvenci varianty Hypr50/V,

- porovnat aminokyselinové sekvence virovych proteinti u vSech tii variant.



2. Literarni prehled

2.1. Virus klist’ové encefalitidy

Klistova encefalitida (KE) je velmi zdvazné infekéni virové onemocnéni napadajici
v Evropé a Asii a je zplsobena virem klistové encefalitidy (Gritsun et al., 2003).

Virus klistové encefalitidy patii do Celedi Faviviridae a rodu Flavivirus (Heinz et al.,
2001). Flaviviry mazeme rozdélit do tii hlavnich skupin, na viry pfendSené komary, viry
pfenaSené klist’aty a viry s dosud nezndamym vektorem. Prvni skupina zahrnuje vyznamné druhy,
knémz patii virus Zluté zimnice, virus Dengue, virus Zapadniho Nilu, virus Japonské
encefalitidy. Nejvyznamnéj$im flavivirem piendSenym klistaty je virus klistové encefalitidy.
Dale Ize flaviviry rozdélit do dvou podskupin podle jejich hostitele — savEéi podskupina (cilovy
hostitel je savec) a podskupina moiskych ptakl (cilovy hostitel je z fad motskych ptakl). Virus
klistové encefalitidy patii do savci podskupiny a zahrnuje tii subtypy:

- vychodni a sibifsky subtyp — pfenasené predevsim klistétem Ixodus persulcatus a

- subtyp Zapadni Evropy, kde je vektorem klist¢ Ixodes ricinus (Gritsun et al., 2003).

2.1.1. Historie

Jako prvni popsal onemocnéni KE rakousky Iékaf Schneider vroce 1931.
Charakterizoval skupinu piipadl aseptické meningoencefalitidy, které se objevily jen v urcitych
charakteristickych ro¢nich obdobich, sezonach (Schneider et al., 1931).

Samotny virus KE objevil vroce 1937 sovétsky védec Zilber pii svych cestach
vychodnim Ruskem. Prokazal, ze tato nemoc je zpusobend ptrenosem viru klistové encefalitidy
na ¢lovéka pomoci klistéte I. persulcatus (Zilber et al., 1939).

Dalsi sovétsky védec Pavlovsky pak v roce 1939 popsal ptenos viru z klistéte na savce

(Pavlovsky et al., 1947).

2.1.2. Epidemiologie

Onemocnéni klistové encefalitidy se vyskytuje v fadé oblasti Evropy, pifevazné v Evropé
vychodni a stiedni, dale také v Rusku a v Asii (Dumpis et al., 1998). Vyskyt nemoci je spojen
hlavné s rozsifenim klist'at a proto je vétSina piipadl soustiedéna do ohniskovych oblasti, kde se

infikovana klistata v hojné mife vyskytuji. Obecné lze fici, ze pocet pripadti dlouhodobé mirné
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roste a plocha rizikovych oblasti se pomalu rozsifuje. V CR piedstavuji nejvice rizikovou oblast
jizni Cechy a obecné okoli Vltavy a Berounky; kromé toho se za vysoce rizikové oznaduji
nékteré ¢asti Jesenikii a Ceskomoravské vrchoviny. V poslednich letech bylo na tizemi Ceské
republiky evidovéano kolem 10 ptipada klistové encefalitidy na 100 000 obyvatel rocné. To tadi
Ceskou republiku na druhé misto v Evropé i ve svété, piekonava ji pouze Rusko
(http://www1.szu.cz/cem/epidat/epirel-97-06.htm).

Hlavnim hostitelem a rezervoarem viru jsou mali hlodavci. PfenaSecem viru je kliste,
pticemz virem KE se muze infikovat n¢kolik druht klistat, ale jen I. persulcatus a I. ricinus
mohou pfenést virus na &lovéka (Chunikhin, 1991). Clovék je pouze ndhodnym hostitelem;
podobné jako véEtsi zvitata (napi. vysoka lesni zveér) se nakazi ndhodné a pravdépodobné hraji
méng diilezitou roli v pfenosu viru v pfirodé (Blaskovich, 1970). Kozy, ovce a kravy jakozto
domestikovana zvifata predstavuji pro clovéka nebezpeci infekce, protoze infikovana zvirata
vylucuji virus do mléka. Nejcastéj§im piipadem ndkazy mlékem je konzumace
nepasterizovaného koziho mléka (Vingre et al., 1984). V roce 1951 byla ve slovenské Roznavé
popséna epidemie KE, kdy zemédélci ptidavali infikované kozi mléko do kravského. Dalsi
pfipad byl zaznamenan napt. vroce 1999 na Vsetinsku, kdy po konzumaci ov¢iho syra
onemocnélo 22 osob (Gresikova, 1999). Pti peroralni infekci, jakou je i poziti infikovaného
mléka, je inkuba¢ni doba prodlouzena a to zmirnuje prabéh infekce KE (Gresikova, 1999).

Virus miize chronicky infikovat klistata v kterémkoli stadiu jejich vyvoje (jez jsou larva,
stadium nymfy, dospély jedinec) pfi sani krve nakazeného zvifete (Chunikhin et al., 1983).
Nedavné ptipady ukazaly, ze pienos viru KE z infikovaného klistéte na neinfikované, sajici na
tom samém zvifeti, mize nastat, i kdyz u hostitele neni rozvinutd nebo prokazatelna infekce;
k pfenosu viru dojde i v pfipad¢, Ze je hostitel k infekci KE imunni (Labuda et al., 1993, 1997).

Mnozstvi klist'at infikovanych KE je na riznych tizemich odlisné. V nékterych oblastech
Evropy se vyskytuji infikovana klistata v procentudlnim zastoupeni 0,5% az 5%. AvSak
v urCitych regionech Ruska bylo dokonce zjisténo az 40% promotenosti klistat virem KE
(Smorodintsev, 1958).

Ptipady onemocnéni lidi KE se objevuji hlavné v obdobi mezi dubnem a listopadem, kdy
jsou kliStata nejvice aktivni. Kazdy druh klistéte se lisi obdobim svého nejvysSiho vyskytu.
Klist¢ vychodniho typu I. persulcatus se vyskytuje nejvice na jafe, klisté zapadniho typu I.

ricinus zase predevsim na zac¢atku podzimu (Birulya a Zalutskaya, 1965).



Nejvyssi vyskyt KE je na vesnicich a v pfirod¢, proto je také riziko nakazy pii pobytu
v téchto lokalitach vétsi. Stiidavé cestovani a st¢hovani obyvatel z mést na venkov a naopak,
vede k pfibyvani ptipadi s onemocnénim KE.

Také globalni oteplovani zplisobuje, Ze ptipadii KE v tomto stoleti stoupa. Teplejsi pocasi
vede k rozsifovani populaci hlodavct a prispiva také k veétsi aktivité klistat. Soucasné se také
rozSifuje tzemi, kde se klistata vyskytuji (Birulya a Zalutskaya, 1965).

Jak je jiz zminéno vySe, podle mista vyskytu délime virus KE na subtypy a to na
Vychodni subtyp, Sibifsky subtyp viru a Zapadni subtyp. Podle subtypu viru KE se lisi intenzita
a projev onemocnéni KE. VSeobecné plati, ze virus Vychodniho subtypu zptsobuje t€z8i formu
nemoci, piicemz zalezi na véku nakazeného Cloveka.

Pro srovnani: onemocnéni zplisobené Vychodni subtypem viru KE probiha podstatné
hife u déti. Riziko postizeni parézou a neuplnou obrnou je az 40% (Gustavson et al., 1993;
Kanter, 1965). I imrtnost je znateln¢ vyssi, predstavuje rozmezi mezi 5% a 20% (Gustafson et
al., 1993). Naproti tomu Zapadni subtyp viru KE zpiisobuje t&€z§i pribeh u dospélych, hlavné
jedinct starSich 60 let (Haglund et al., 1996). Riziko parézy je v porovnani s Vychodnim
subtypem nizsi, kolem 10% a imrtnost se pohybuje mezi 0,5% a 2% (Gustafson, 1993).

Pokud na cloveéku saje vice infikovanych klistat zaroven, ma predpoklad k t€zSimu

pribéhu nemoci (Okulova et al., 1989).

2.1.3. Patogeneze kliSt’ové encefalitidy

Clovék (vieobecné obratlovec) se mize infikovat nékolika zptsoby. Nejéastéjsi zptisob
nakazy hostitele je pfipad, kdyz se na jeho kiizi pfisaje infikované klist€. Druhy zplsob je
konzumace cerstvého, tepelné neupraveného mléka infikovanych zvitat, hlavné koz, jak je
zminéno vyse. Dalsi riziko nakazy pfedstavuje pronikuti viru ptfitomného v aerosolu do
organismu ¢ichovym epitelem (nebezpeci predevsim pii praci v laboratofi) (Avsic-Zupanc et al.,
1995).

KdyzZ se infikované klisté¢ (vektor) pfisaje na kizi hostitele, virus se uvolni pod kizi
hostitele a replikuje se v bunkach kiize a podkoznim vazivu. Infikované dendritické bunky kize
opousti epidermis a putuji lymfatickym systémem do drenaznich lymfatickych uzlin, kde se virus
dale mnozi. Odtamtud se virové partikule §ifi krevnim fecistém do ostatnich tkani téla a
zpisobuji virémii. Ve viremickém stadiu napada virus piedev§im retikulo-endotelidlni systém

(slezina, jatra a kostni dfen) a zaroven pronikd do centralni nervové soustavy (CNS). V tomto



stadiu se projevuji prvni pfiznaky onemocnéni — boleni hlavy a svalli, horecka a unava (Malkova
a Kolman, 1964).

Dalsi zplGsob ndkazy predstavuje proniknuti viru do organismu c¢ichovym nervem.
Nejveétsi riziko predstavuje prace v laboratofi, kde je clovek infekénimu aerosolu vystaven. Virus
pritomny v aerosolu vnika do organismu pies epitel nosohltanu nebo mtize proniknout piimo do
centralni nervové soustavy pres ¢ichovy nerv (Avsic-Zupanc et al., 1995). Ptistup viru do CNS
ptes Cichovy epitel a nasledné zanétliva reakce miize mit za ndsledek u nékterych pacientl vazné
trvalé nésledky az smrt.

U prirozenych hostiteld virus nezpisobuje symptomatické onemocnéni, neuropatogenni
je virus KE u obratlovci, pfedevSim u ¢lovéka. Neuropatogeneze viru KE je ovlivnénd dvéma
jeho vlastnostmi — neuroinvazivitou a neurovirulenci. Neuroinvazivita popisuje schopnost viru
proniknout do CNS. S tim je spojend jeho schopnost replikovat se a Sifit se perifernimi tkanémi a
dosahnout vysokého stupné virémie. Neurovirulence predstavuje schopnost zptisobit encefalitidu
a cytopatickou infekci v mozku (McMinn, 1997).

Pro invazi viru do CNS je nezbytny vysoky stupen virémie. V CNS jsou primarnim cilem
neurony, prestoze mohou byt infikovany i ostatni bunky (Mandl et al., 2005). Poskozeni CNS je
rozsahlé a zahrnuje hlavné Sedou hmotu mozkovou, prodlouzenou michu, mozkovy kmen i

patetni michu (Bednar et al., 1961, Fingerland et al., 1961, Grinschgl et al. 1961).

2.1.4. Molekularné-biologicka charakteristika viru

Virion flavivirh ma ovéalny tvar o priméru asi 50 nm. Nukleokapsidu viru KE tvofi
jednotetézcovd RNA pozitivni polarity, ktera je uzaviena do kapsidy tvorené proteinem C. Tato
nukleokapsida je obalena membranou, odvozenou od hostitelské buiiky, obsahujici proteiny M
(membrane) a E (envelope) (Gritsun, 1997).

RNA je dlouhd pfiblizn€ 11 000 nukleotidit a obsahuje jeden dlouhy ¢teci rdmec, ORF
(open reading frame), ktery koduje asi 3 400 aminokyselin. Ma pozitivni polaritu, diky ¢emuz
muze slouzit pfimo jako mRNA. Na 5" a 3" koncich ORF se nachazeji netranslatovand mista
(NCRs — noncoding regions nebo také UTRs — untranslated regions). 3" konec NCR se u
jednotlivych kment vyznamné 1i$i v délce, od 350 do 750 nukleotidd, a na rozdil od jinych
(+)RNA virti neobsahuje na svém 3° konci poly-A sekvence, nybrz kon¢i konzervovanymi tiseky
vytvafejicimi vlasenkovou strukturu (Wallner et al., 1995).

5" netranslatovany konec je dlouhy 95 — 132 nukleotidl a je bohaty na nukleotidy A a G.

Nese metylguanosinovou ¢epicku (typu 1) a obsahuje dva konzervované useky oddé€lené jednim
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variabilnim segmentem. 5° konec NCR je dilezity pro utvareni vlasenkovych struktur, které
stejné jako u 3° NCR tvoii spravnou strukturu a konformaci RNA pro replikaci, translaci a
zabaleni RNA do kapsidy (Raucher et al., 1997).

Translaci virové RNA se vytvofi dlouhy polyprotein, ktery je kotranslacné i
posttransla¢né Stépen virovou protedzou NS2B/NS3 a hostitelskymi protedzami na 10 proteint.
Na N-konci jsou lokalizovany strukturni proteiny, nejprve protein C, prM/M a E, za nimi
nasleduji nestrukturni proteiny NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5 (Lindenbach a
Rice, 2003).

Protein C (capsid):

Jako prvni se odstépuje od nové vznikajiciho polyproteinu protein C. Je to silné basicky
protein o velikosti pfiblizn¢ 11 kDa (Boege et al., 1983) a spolu s RNA vytvari nukleokapsidu.
Oba konce tohoto proteinu jsou tvofeny kladné nabitymi zbytky, které pravdépodobné
zprostiedkovavaji interakci s RNA (Kofler et al., 2002).

Studiem vlivu mutaci v proteinu C bylo zjiSténo, ze €asté delece na N-konci proteinu C
snizuji uvolilovani kompletovanych virioni KE z buiiky a zvySuji produkci RSP ¢astic (popsany
nize). Delece mensi nez Sestnact aminokyselin jsou vSak zanedbatelné a nemaji vliv na mnozeni
viru (Kofler et al., 2002). Struktura proteinu C nebyla dosud urCena, z primarni sekvence

aminokyselin 1ze vSak predpokladat, ze je bohata na alfa helixy.

Protein M (membrane):

Je strukturni slozkou zralych viriont. U nezralych najdeme prM, jeho prekurzor. prM ma
kolem 26 kDa a je translokovan do ER diky hydrofobni doméné na karboxylovém konci proteinu
C, viz vySe. Protein prM je od polyproteinu odSt€povan virovou protedzou NS2B/NS3
(Lindenbach a Rice, 2003).

N-konec proteinu prM je N-glykosylovany (Chambers et al., 1990) a obsahuje Sest
konzervovanych cysteinovych zbytkl, vSechny disulfidicky spojené (Nowak a Wrengler, 1987).
Pti zrani virionu dochazi ke Sté€peni proteinu prM na protein M a maly protein pr. Toto Sté€peni
probiha v Golgiho aparatu za ptsobeni protézy furinu (Stadler et al,. 1997). Glykosylovana pr
¢ast je uvolnéna, zatimco protein M zlstdva v membrané virionu.

pr™M ma v nezralém virionu funkci chaperoninu, protoze je potiebny ke spravnému
sbaleni proteinu E (Lorenz et al., 2002). Chrani protein E pfed nevratnymi konformacnimi

zménami béhem maturace, vedoucimi ke vzniku nefunkéniho virionu. V Casné fazi sekrecni



drahy je totiz v sekreCnich vaccich nizké pH, které by za neptitomnosti prM zptisobilo zménu
konformace proteinu E z dimeru na trimer (Guirakhoo et al., 1991). Nasledn¢ se virion dostava
do endoplazmatického retikula, kde dochdzi k odstépeni pr od proteinu prM hostitelskou

peptidazou a dochazi ke spravnému sbaleni proteinu E (Gritsun et al., 1995).

Nezraly virion Zraly virion

i
Trypsin

Nukleok*ap sida (C)

Obrazek 2.1: Schéma uspotadani zralého a nezralého virionu KE (Heinz, 2003).

Obalovy protein E (envelope):

Protein E ma velikost asi 53 kDa. Ve virionu se nachdzi v lipidové membrané a je N-
glykosylovany. Zda se, ze viriony klistové encefalitidy maji tento protein N-glykosylovan v
jediném miste (Winkler et al. 1987), 1 kdyz se v jeho aminokyselinové sekvenci vyskytuje jesté
dalsi glykosylaéni misto.

Protein E zprostfedkovava specifickou vazbu k bunéénému receptoru a fuzi s bunéénou
membranou, nese antigeny vyvoldvajici imunitni odpovéd’ hostitele, diky ¢emu je lze vyuzit
k aktivni imunizaci. Ve zralém virionu se protein E nachdzi ve form¢ komplexu dvou
monomernich podjednotek zakotvenych svymi distdlnimi konci do membrany. Po endocytdze
virionu do hostitelské buiikky se ve vzniklém endozomu snizi pH, které zplsobi ireverzibilni
pfeuspofadani E proteinu z dimeri do trimerti. Trimery E proteinu umozni splynuti virového
obalu s membranou endozomu a iniciuji tim infekci (Holzmann et al., 1995).

3-D struktura proteinu E byla urCena rentgenovou krystalografii (Rey et al., 1995).
Molekula proteinu E je tvofend tfemi doménami.

Doména I tvoii centralni ¢asti proteinu a ma strukturu beta soudku (osm antiparalelnich

beta listll), obsahuje N-konec, dva disulfidické mustky a misto, kde je protein N-glykosylovany



molekulou sacharidu. Nékteré studie tvrdi, ze glykosylace nehraje dulezitou roli ve funkci
proteinu (Chambers et al., 1990; Hurrelbrink a McMinn, 2003). Jiné studie naopak prokazaly, zZe
tato glykosylace ovliviiuje sekreci RSP castic. Pokud je glykosylaéni misto mutovéano, sniZi se
sekrece RSP castic (Lorenz et al., 2002). Jestli ma vSak tento postranni sacharidovy fetézec vliv
na maturaci viru zistdva nejasny (Chambers et al., 1990). Doména I obsahuje 120
aminokyselinovych zbytk, které miizeme rozdélit do tii ¢asti (zbytky 1 — 51, 137 — 189 a 285 —
302). Mezi témito ¢astmi jsou dvé dlouhé smycky — doména II (Rey et al., 1995).

Doména II mlze byt tedy povazovana za subdoménu domény I. Je tvofend dvéma
Obsahuje také tzv. fuzni peptid umoziujici fizi membran (viz nize) (Heinz a Allison, 2003).
Doména II je tvofena pievazné beta listy a jedna ze smycek je stabilizovana tiemi disulfidickymi
mustky. Doména II je pravdépodobn¢ hlavni oblasti, kterd je zodpovédna za interakci monomert

v dimeru proteinu E (Mandl et al., 2000).

Obrazek 2.2: Doména III v proteinu
E viru KE vlakna B1 — 36; upraveno,

Mukherjee et al., 2006.

Doména III obsahuje 100 aminokyselin (pocet se lisi v zavislosti na druhu), mé typicky
zlabek imunoglobulinové konstantni domény, ktery je kolmo vnoteny do virové membrany. Tato
Ig doména obsahuje disulfidicky mistek a je spojena s doménou I tsekem 15ti aminokyselin.
Doména III se nachézi na povrchu virionu a pravdépodobné se také vaze k bunécnému receptoru
hostitelské bunky (Mandl et al., 2000; Rey et al., 1995). 3D struktura domény III se sklada z 6

antiparalelnich B listl, které dohromady tvofi strukturu podobnou B soudku. Pravé ten svym
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usporaddanim pfipomind konstantni doménu imunoglobulinu. V domén¢ III se mimo to nachazi
jeste 3 kratké B vlakna Bx, By a Bz (viz obrazek 2.2) (Zheng et al. 2004).

Dale jsou znamy tfi hlavni antigenni domény, které se oznacuji jako A, B a C, pfiCemz
doména A je lokalizovdna na strukturni doméné II, B na doméné III a C se nachazi v ramci
strukturni domény I (McMinn, 1997). Doména A nese epitopy podminujici zkiizenou reaktivitu
mezi riznymi flaviviry, kdezto epitopy na dalSich dvou doménach jiz odpovidaji za typové a
subtypov¢ specifickou reaktivitu (Rey et al., 1995).

Nizké pH zplsobuje zménu konformace proteinu E, ¢imz dochdzi ke zméné
z horizontalniho antiparalelniho uspofadani dimeru na vertikalni paraleln¢ konformovany trimer.
Doména I, II a III zistavaji béhem této zmény konformace zachovany (Stiasny et al., 2004).

Prostorové uspotadani E proteinu je stejné u vSech flavivirg.

C pM E
Obrazek 2.3: A — struktura proteinu E, domény I, II a III; B — N-konec genomu klistové encefalitidy- strukturni
proteiny (Reflenghi 2001)

Nestrukturni proteiny:

NS1 (s molekularni hmotnosti kolem 46 kDa) je glykoprotein asociovany s bunécnou
membranou. V polyproteinu je umistén za proteinem E, spolecné se kterym je po translaci
premistén do endoplasmatického retikula, kde je od proteinu E odstépen hostitelskou signalni
peptidazou a nasledné glykosylovan (Ryan et al., 1998). NS1 se nachazi ve form¢ dimert uvniti
infikovanych bunék i na jejich povrchu. Ve formé pentametru ¢i hexameru je také pomalu

secernovan z bun¢k (Crooks et al., 1994); vyznam sekrece ale neni znam.
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Protein NS1 obsahuje u rtuznych flavivirt dvé nebo tfi N-glykosylovana mista a 12
konzervovanych cysteinti, které¢ tvoii disulfidické mustky. Vnasenim bodovych mutaci se
prokézalo, Ze glykosylace proteinu NS1 je nezbytna pro replikaci virové RNA. Mutace v prvnim
1 druhém N-glykosylovaném misté vedly k dramatickym zméndm v replikaci RNA a produkci
viru (Muylaert et al., 1996).

Pti sekreci NS1 ven z buniky je nastartovana silnd humoralni imunologicka odpovéd’ proti
epitopum tohoto proteinu (Chang et al., 2002). Protilatky navazané na povrch buiiky mohou
zapri¢init lyzu infikovanych bun¢k pomoci komplementu (Henchal et al., 1988). Proto byly také
secernované formy NS1 ptivodné charakterizovany jako rozpustny antigen vazajici komplement
piitomny v séru a tkanich infikovanych zvifat (Brandt et al., 1970).

NS2A je relativné maly (22 kDa), hydrofobni, transmembranovy protein, ktery je
soucasti replikacniho komplexu. Inhibuje indukci interferon, hraje roli pfi sklddani virionu
(Leung et al., 2008).

Protein NS2B je maly (14 kDa) protein asociovany s membranou, ktery vytvaii komplex
s proteinem NS3, pro jehoz protedzovou aktivitu je nezbytnym kofaktorem (Arias et al.,1993).

NS3 je druhym nejvétsim (70 kDa) virovym proteinem. Tento multifunkéni protein
zprostiedkovava dulezité enzymatické aktivity, jako proteaza slouzi N-koncova tfetina NS3
proteinu (Bazan a Fletterick, 1989), karboxylovy konec proteinu ma RNA-trifosfatdzovou
aktivitu a také se ucastni replikace RNA jako helikaza (Gorbalenya et al., 1989). Diky interakci
s proteinem NS2B je asociovan s membranou (Chambers et al., 1993).

Proteiny NS4A a NS4B jsou malé (16 a 27 kDa) a hydrofobni. Pfedpoklada se, ze NS4A
hraje roli pfi replikaci RNA (Lindenbach a Rice, 1999). C-konec proteinu NS4A slouzi jako
signalni sekvence pro presun proteinu NS4B do lumen endoplasmatického retikula. NS4B je
transmembranovy protein (Westaway et al., 1997) a jeho funkce zatim neni znama.

NS5 je nejvétsi (103 kDa), vysoce konzervovany, multifunkéni virovy protein, ktery se
ucastni replikace RNA jako RNA-dependentni RNA polymeraza (Steffens et al., 1999). Na N-
konci (60 az 132 aminokyselin) byla nalezena homologie s enzymem metyltransférazou, ktery je

zapojen do formovani ¢epicky na 5’konci RNA (Koonin, 1993).

Struktura virionu a subvirovych ¢éastic:

Viry jsou ¢astice o velikosti nékolik desitek az stovek nm, v ptipadé KE pftiblizné 50 nm,

a proto jsou optickym mikroskopem nepozorovatelné. Pozorovani struktury vir ndm umoziuji
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elektronové mikroskopy. Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) odhaluje ultrastrukturu viru
a skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) zase povrch virovych ¢astic.

Povrch viriond KE je hladky bez ostrych vybézka a skldda se hlavné z proteinu E, ktery
vytvaii sit’ zhusténych podjednotek (Heinz et al., 2001).

V poslednich letech jsou v elektronové mikroskopii hojné vyuzivany kryometody, které
umoziiuji zachovani jemnych strukturnich detaild a tim také mnohem podrobnéjsi studium
usporadani povrchu virionu a rekombinantnich subvirovych ¢astic (Ferlenghi et al., 2001).
Subvirové castice, zkracené RSP Castice (recombinant subviral particles) neobsahuji kapsidu,
tvofi je pouze membrana obsahujici proteiny E a M (Allison et al., 1995; Schalich, 1996). RSP
¢astice jsou produkovany infikovanou bunkou patrné jen jako vedlejsi produkt (Lindenbach,
2001). Jsou o néco mensi nez kompletni virova castice (30 nm oproti 50 nm), ale jejich
mechanismus vzniku je podobny jako u virionu. Nejprve vznikd nezrald forma RSP (obsahujici
prM protein), transportuje se buiikou, prM protein se $t€pi na pr a M a Castice dozrava. Nakonec
je uvolnéna z bunky. RSP ¢astice maji podobné uspotradani E proteinti jako kompletni virion;
viriony maji proteiny E uspofadané do T=3 mfiize a RSP ¢astice do T=1 mftize (Ferlenghi et al.,
2001). RSP castice sou vybornymi ochrannymi imunogeny (Heinz et al., 1995). S
neutralizujicimi monoklonadlnimi protilatkami reaguji identicky jako virion a jejich proteiny
vykazuji ty samé funkcni aktivity v hemaglutinacnich pokusech (Lindenbach et al., 2001). Maji
tedy idedlni vlastnosti pro pfipravu nereplikujici se rekombinantni vakciny proti klistové

encefalitidé.

2.1.5. Replikaéni cyklus

Replikaéni cyklus viru KE za¢ind navazanim virionu na obal hostitelské buniky pomoci
velkého obalového glykoproteinu E. Neni jesté zcela jasné, k jakym bunéénym receptoriim se
virion vaze. Predpoklada se ale, ze v pocatecni fazi cyklu hraji roli heparin sulfat (HS) a dalsi
glykosaminoglykany, jez se hojné vyskytuji na mnoha typech bunék véetné bunék riznych tkani
klist'at i obratlovcii. Po navazani na receptor se invaginaci bunééné membrany virion endocytuje
a uzavie do klatrinem obaleného endozomalniho vacku. V tomto vacku dojde nasledné ke
snizeni pH, které¢ indukuje konformac¢ni zmény virového obalového proteinu E a reorganizuje ho
tak, ze se z dimeril vytvaii trimery. E protein néasledn¢ zasahne do membrany endosomu, to
nukleokapsida je uvolnéna do cytoplasmy hostitele a nasledné se uvolnuje virova RNA.

Translaci virové RNA pozitivni polarity se vytvaii jeden dlouhy polyprotein, jehoz St€épenim
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vznikaji jednotlivé virové proteiny. Virovda RNA-dependentni RNA polymerdza nasyntetizuje
podle (+)RNA nékolik RNA vlaken o negativni polarité a ty pak slouzi jako templat pro syntézu
RNA pozitivni polarity. Intermedidtem replikace je dvouvldknovd molekula RNA. RNA
pozitivni polarity je ndsledné integrovand do nové vznikajicich kapsid, poptipadé dal slouZzi pfi

translaci (Chambers et al., 1990).

8. Syntéza polyproteinu

5. Transkripce

1. Pripojeni T Ribosom

L= % ami
4. Rozlozeni 8. Formace
@ nukleokapsidy
2. Endocytéza

3. Splynuti s

lysozomem

11. Uvolnéni

i

Obrazek 2.4: replikacni cyklus flaviviru: (1) virus nasedne na bunéénou membranu a (2) vnikne do buiiky pomoci
endocytdzy zprostfedkované receptorem. (3) Po fizi s lysozomem se rozlozi kapsida a (4) uvolni se virova RNA. (5)
(+)RNA se translatuje a (6) vznikaji polyproteiny nestrukturalni, (7) které se ucastni replikace RNA a (8) také
vznikaji proteiny strukturalni, které se Gcastni skladani kapsidy. (9) Virové castice puci z ER (10) hostitelska protéza
$tépi protein prM a virion se stava zralym. (11) Virion je uvolnén z buriky fauzi vacku s bunéénou membranou.

(Debashish aYong, 2006: upraveno).

Maturace virionu probihd dvéma zplsoby: trans a cis. U infikované sav¢i tkanové linie
byla pozorovana maturace typu trans (Senigl, 2000). P¥i ni jsou béhem syntézy polyproteinu
odstépeny obalové proteiny prM a E hostitelskou bunéénou signaldzou a translokovany do lumen
endoplasmatického retikula. Na cytoplasmatické strané endoplasmatického retikula vytvaii (+)
RNA spolecné s proteinem C nukleokapsidu. Virovy obal se vytvafi pu¢enim nukleokapsidy do

ER. Vzniklé nezralé neinfek¢ni viriony (Elshuber et al., 2003) se hromadi v méchyicich
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endoplasmatického retikula a pomoci transportnich vackid jsou transportovany hostitelskou
sekrecni drahou. Ve vaccich trans-Golgiho aparatu, kde je nizké pH, $tépi protedza furin protein
prM (Stadler et al..1997) a vznika protein M a virion se stava zralym a infekénim. Transportni
vacek, ve kterém je transportovan, splyne s plasmatickou membranou hostitelské buiiky a virion
je uvolnén zbunky (Mandl et al.,, 2005). Infikovana hostitelska buiika se vyznacuje
hypertrofovanym endoplasmatickym retikulem.

V klistécich bunkach probiha maturace cestou cis. Viriony jsou kompletovany
v cytoplasmé, jsou transportovany k bunééné membrané, ve které se nachézeji proteiny M a E.
Viriony puci pfes membranu a ziskavaji tak sviij obal. Hostitelska buitka ma pak fragmentované

endoplasmatické retikulum (Senigl, 2000).

2.1.6. Pasazovani

Pasazovanim miizeme vSeobecné oznacit pifenos bunécnych linii, bakteridlnich kolonii
nebo virtt do nového Cerstvého kultivaéniho prostiedi. PasaZovani virt je proces, kdy infikujeme
organismus, popf. bunénou kulturu virem a po urcit¢ dobé kultivace virus opét izolujeme.
V pripadé KE se nejcastéji vyuzivaji sajici mysky, kliStata nebo bunécéné kultury. Inkubacni doba
1 postup se lisi. V pfipad¢ pasazovani na kliStéti se nechavad virus mnozit ptiblizné 14 dni
(Labuda et al., 1994), pokud pouzijeme k pasazovani mysi, inkubujeme 4 az 5 dni do akutni faze
onemocnéni. Pokud se pasazuje virus v bunééné kulture, buiiky se infikuji v pfisluSném médiu a
nechaji se kultivovat pfiblizné 6 dni.

Pasazovéani viru ovliviiuje jeho neuroinvazivitu a neurovirulenci, z ¢ehoz plyne, Ze
hostitel musi na virus pasobit ur¢itym selekénim tlakem a ménit jeho genotyp (Gritsun et al.,
2003). Adaptace viru KE vklistatech ¢i vsavéim organismu zplsobuje zna¢né zmény
v antigenni struktufe obalového proteinu E, vytvafi odlisné antigenni domény, vcetné
neutralizacnich epitopt, které se UcCastni rané faze interakce virioni s membranou bunky
(Romanova et al., 2006). Labuda s kolektivem (1994) zjistili, Ze sériové pasazovani viru KE
(kmen 4387 izolovany z jater a plic hlodavce nornika rudého) na klistéti I. ricinus zpisobovalo
postupné snizovani virulence viru. Tuto skute¢nost prokazali pomoci infikovanych klist’at, ktera
sala na laboratornich myskach a tim je infikovala virem. Po sedmém sériovém pasazovani viru
(kmen 4387/7) na klistéti ptezilo sani infikovaného klistéte az 95% mysi. PrestoZe infikované
mysi, které prezily, vykazovaly velmi malou nebo dokonce Zadnou virémii, dal se z jejich mozka
izolovat virus (odebirdn 14. a 30. den po séani klistéte). Tento fakt naznacuje, Ze i virus

pasazovany na klistéti zptisobuje u mysi perzistentni infekci. Sekvenovanim aminokyselinovych
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sekvenci obalového proteinu E zjistili odliSnost mezi atenuovanym kmenem 4387/7
a virulentnimi kmeny 4387 a Neudorfl (evropsky prototypovy kmen KE). U atenuovaného
kmene doslo oproti virulentnim kmeniim k substituci aminokyseliny (z glutamové kyseliny na
lysin)v proteinu E na 84. pozici. Timto prokazali, Ze k fenotypové zméné z virulentniho fenotypu
na atenuovany postacuje dokonce jedind zdména aminokyseliny v obalovém proteinu E viru KE.
Tento unikatni kodon je pravdépodobné zodpoveédny za ztrdtu hemaglutinacni aktivity kmene
4387/7. V ptipad¢ pasaZzovani na klistatech tedy dochézi k postupné ztraté virulence viru KE pro
mys.

Obdobné¢ 1ze pasdzovanim viru v mozcich sajicich mysek zvysit jeho virulenci, jak bylo
prokazano v nasi laboratofi (Rizek et al., 2008). Po péti pasazich termosenzitivniho kmene KE
ts263, ktery byl izolovan v jiznich Cechach z klistéte I. ricinus v roce 1987 (Kopecky et al.,
1991) a vyznacoval se nizkou neuroinvazivitou, v mozcich sajicich mySek se podafilo ziskat
vysoce virulentni variantu ptvodniho viru 263-m5. Podobné pasézovanim ptvodniho kmene
v bunééné kultufe odvozené z prasecich ledvin za zvySené teploty (40°C) se ziskala vysoce
virulentni termorezistentni varianta 263-TR, vykazujici vlastnosti podobné variant¢ 263-mS5.
Termorezistentni varianta (263-TR) byla sekvenovana a jeji genom byl porovnan se sekvenci
genomu varianty ts263. Sekvence aminokyselin strukturnich proteinti a 5’nekddujici oblasti byly
u obou zcela totozné. To znamend, Zze termosenzitivitu a virulenci ovliviiuji také sekvence
kodujici nestrukturni virové proteiny. (Ruzek et al., 2008).

Dalsi studie ukazaly zna¢ny rozdil ve virulenci v zavislosti na druhu hostitele. Virus KE
pasazovany v klistéti, byl nestabilni a ztracel virulenci, ale po nckolika pasazich v savcim
hostiteli se virulence (pro laboratorni mys) znovu obnovila (Chunikhin et al., 1986; Dzhivanian
et al., 1988; Kaluzova et al., 1994). Rychlou adaptaci viru na nové podminky lze vysvétlit
naptiklad vysokou frekvenci mutaci pfi replikaci RNA; dal§im vysvétlenim je pak ptitomnost
vice variant viru v izolatu/kmenu, pfi¢emz jednotlivé varianty jsou zastoupeny v izolatu/kmenu

v ruzné mife, tudiz se v rizné mife také projevuji.
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Virus

Kmen Hypr byl izolovan v roce 1953 na uzemi Moravy z krve desetilet¢ého nemocného
ditéte (Pospisil et al., 1954) a nasledné pasazovan na mozcich sajicich mysek.

HyprS5 byl ziskan péti pasazemi ptivodniho viru na mozcich sajicich mysek.

Hypr50/CB byl mnohonasobné pasdzovan pies mozky sajicich mySek, presny pocet
pasazi vSak neni znam. S urcitosti v§ak mliZzeme fici, Ze byl pasdzovan nejméné 50x. PasdZovani
bylo provedeno na pracoviiti v Ceskych Budg&jovicich.

Hypr50/V byl stejné¢ jako Hypr50/CB mnohondsobné pasidzovan, nejméné 50x, na
pracovisti ve Vidni. V GenBanku je ulozena jeho kompletni sekvence (U39292) pod nazvem
,Hypr*. Nazev ,,Hypr* je také bézné pouzivan v odborné literatufe pro tuto variantu.

Neudoerfl je prototypicky kmen viru KE Zapadniho subtypu. Pivodné byl izolovany
z klistéte v Rakousku, ve mésté Burgeland v roce 1971. Kompletni sekvence jeho genomu

(U27495) je ulozena v databazi GenBank.

3.1.2. SloZeni roztoki

TAE pufr, 50x zdsobni roztok: 242 g Tris base, 57,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml
0,5 M EDTA, (pH 8,5), HO do 1000 ml.

TE pufr: 10 mM Tris-HCI1 (pH=8), ImM EDTA (pH=8.3). Tris-HCI: Tris-acetat, ledova

kys. octova, isopropanol, agaroza.

3.2. Metody
3.2.1. Izolace RNA

Virova RNA byla izolovdna z mozkové suspenze s vysokym titrem viru. Izolace byla
provedena pomoci kitu QlAampe Viral RNA Mini Kit (Qiagen) piesné podle instrukci vyrobce.
RNA byla eluovana do objemu 60 pl, hluboce zmrazena a skladovéna za teploty -70°C.

3.2.2. Reverzni transkripce (RT- PCR)
Informace z izolované RNA byla pomoci reverzni transkripce piepsana do cDNA.
Reverzni transkripce byla provedena pomoci kitu RevertAidrm H Minus First Strand cDNA

Synthesis Kit (Fermentas) pfesné¢ podle firemniho protokolu. Pro syntézu ¢cDNA byl pouzit
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ptislusny primer 1F (Generi Biotech). Bylo ziskano 40 pl cDNA, ktera byla uchovana pii teploté
-70°C.

3.2.3. PCR (polymerazova retézova reakce)

cDNA, ziskand reverzni transkripci, byla pouzita jako templat pro naslednou amplifikaci
DNA pomoci PCR. Reakéni smés obsahovala 1pul cDNA, 10ul PPP mastermixu (Top Bio), 1ul
kazdého primeru (0,01mM), 7ul deionizované vody (vysledny objem piedstavoval 20ul). PCR
reakce probihala v pfistroji Mastercycler (Eppendorf).
Postup PCR byl nasledujici:

- denaturace pii 95°C po dobu 5 min,

- 30x se opakujici cyklus skladajici se z denaturace pti 95°C po dobu 35 s, z annealingu pii
teplotach odpovidajicich uzitym kombinacim primerd (viz. Tab.l) po dobu 35 sa z
elongace pti 72°C po dobu 35s,

- zaverecna elongace pii teploté 72°C trvajici 7min,

- udrZovani teploty na 14°C.

3.24. Agarozova elektroforéza

K separaci a vizualizaci useki DNA byla vyuzita agar6zova -elektroforéza. K
ziskanému PCR produktu byl pfidan 5x koncentrovany vzorkovy puft, obsahujici fluorescenéni
barvu SYBR Green a smés byla pipetovana do jamky v 1% agardézovém gelu. Po elektroforetické
separaci byl vysledek pozorovan v modrém svétle o vinové délce 480 nm na pristroji Visi-Blue™
Transilluminator.

Velikost fragmenti DNA ziskanych pomoci PCR byla zjisténa porovnanim
s odpovidajicim isekem DNA markeru (O’Gene Ruler 1 kb DNA ladder, Fermentas); tyto useky
byly vyfiznuty z agar6zového gelu skalpelem. Z vyfiznutych vzorkli byla nasledné eluovana

DNA.

3.2.5. Eluce DNA z gelu

K eluci DNA z gelu byl vyuzit kit MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen); podle firemnich
instrukci byla ziskdna DNA rozpusténd v 30 ul TE pufru. V takto ziskaném vzorku byla zjisténa
koncentrace DNA pomoci fluorescenéniho spektrometru Qubit (Invitrogen); poté byla provedena

sekvenéni analyza.
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3.2.6. Sekven¢ni analyza

Pomoci pfimé sekvencni analyzy obou vldken ziskaného PCR produktu byly zjiStény
nukleotidové sekvence amplifikované DNA. Pro sekvenacni reakce byly pouzity 4ul DNA a 1pul
ptislusného primeru (0,01M). Sekvenéni analyzy byly provedeny na ptistroji ABI PRISM 3130xl
firmy Applied Biosystems v Laboratofi genomiky, spoleéné laboratoii P¥F JU a BC AVCR
(Biologického centra Akademie véd Ceské republiky). Vysledky sekvenéni analyzy byly
zpracovany pomoci programu BioEdit (Hall, 1999) a WinGene (Hennig, 1999;
http://www.ipw.agrl.ethz.ch/~lhennig/winpep.html) a srovnany se sekvenci variant Hypr50/CB a
Hypr50/V a kmenu Neudoerfl.

3.2.7. Predikce sekundarni struktury RNA
Pro predikci sekundarni struktury usektit RNA byl pouzit program CLC RNA Workbench

2.1.2 (www.clcbio.com). Tento program predikuje sekundarni strukturu na zdkladé minimalni

volné energie s vyuzitim algoritmu Prof. M. Zukera (Zuker, 1989).

3.2.8. 3D modely proteinu E

Struktury protenu E jednotlivych variant viru KE byly navrzeny na zaklad¢ jiz znamych
struktur tohoto proteinu, dostupnych v databazi Worldwide 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

Bioinformatique Lyonnais Gerland, Geno3D (geno3d-pbil.ibcp.fr) (Combet et al., 2002).

Ptesnost vyslednych modelit byla vyhodnocena programem PROCHECK v.3.5.4

(ftp.biochem.ucl.ac.uk, R. Laskowski, European Bioinformatics Institute, Cambridge, Velka

Britanie) a nejptfesnéjsi model byl pouzit pro zobrazeni struktur proteinu E jednotlivych variant
viru.

Struktury proteinti jednotlivych variant byly porovndny programem Molsoft Browser
v.3.4-9b (Molsoft L.L.C, La Jolla, CA, USA). V tomto programu byly zobrazeny odchylky,
vzniklé zaménou aminokyselin u proteinti a zobrazen byl i dopad na povrch molekul.

Pro vypocet elektrostatického potencialu povrchu proteinii byl pouzit program Swiss-

PdbViewer v.3.7 (Guex et al., 1997).
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Tab. 1 Charakteristika primeri

Oznaceni | Polarita Sekvence (5" — 37) Annealingova | Pozice v genomu
primeru teplota [°C]

1A Sense TGT CTA CGC TTC GCG TTG CAC ACA 55 963-986
1B Antisense GGA ACC CCA GCG AGA GCCTTCAGT 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 CCA TTG 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
IM Sense GCT TTC AAC AGC ATC TTC GG 49 2302-2321
IN Antisense TGT TAT ACC AGG ATC TGG GTC C 49 3229-3208
2M Sense ACT TTT GGT CACTGA 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 GTGTCG CTGTCA TC 50,8 5575-5556
IR Sense CCT ATG TCA ACA GACGGCTACT 50 5408-5429
1S Antisense GGC TCC TAA AGG TAA CCA AGTC 50 6358-6337
2R Sense GCC CGT GGC CACCTT CTA TG 52,8 6114-6133
28 Antisense CCC CCC GTT CACTCC ACA AC 52,8 6976-6957
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4. Vysledky

4.1. PCR varianty Hypr5

Byla provedena kompletni polymerazova fetézova reakce virového genomu kmenu Hypr,

varianty HyprS5 viz. obrazek 4.1

e

Obrazek 4.1: fotografie sekti DNA separovanych v agarézovém gelu elektroforézou

Useky DNA za pouziti primert (zleva):
1)1C-1D
2)2C-2D
3)1A-1B
4)2A -2B
5) IM- 1IN
6) 2M - 2N
7)10—-1P
8)20-2P
9)1S-1R
10) 2S - 2R
11) IK-1L
12) 2K - 2L
13) 1IG- 1H
14) 2G -2H
15) 2E - 1F

4.2. Kompletni genomova sekvencni analyza viru kliStové encefalitidy
kmene Hypr, varianty Hypr5 a Hypr50/CB
Ve snaze identifikovat Useky genomu viru klisStové encefalitidy, které muazou byt

ovlivnény pasdzovanim v savéim hostiteli, byla provedena kompletni sekvenéni analyza
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virového genomu kmenu Hypr, varianty Hypr5 (Pfiloha 9.1) a varianty Hypr50/CB (Pfiloha 9.2).
Genomova sekvence varianty Hypr5 byla néasledné porovnana jak s variantou Hypr50/CB, tak s
diive publikovanou sekvenci varianty Hypr50/V (oznacované jako ,,Hypr*). Hypr5 pfedstavuje
puvodnégjsi variantu viru Hypr, kterd prodé€lala jen pét pasadzi v mozcich sajicich mysek,
v porovnani s variantami Hypr50/CB a Hypr50/V, které byly pasdzovan minimalné padesatkrat
na dvou riznych pracovistich.

Porovnani nukleotidovych sekvenci vSech variant viru Hypr a znich vyplyvajicich
aminokyselinovych zdmén v sekvencich virovych proteint jsou srhnuty v Tabulce 2. Pasazi viru
doslo u Hypr50/CB ke zménam ve 21 nukleotidech, které mély za nésledek zménu v 8
aminokyselindch proti Hypru5, virus Hypr50/V se zménil dokonce ve 27 nukleotidech, jejichz
zmeéna zpusobila substituci 13 aminokyselin v porovnani s ptivodni variantou Hypr5.

Pasazovani rovnéz ovlivnilo i 5° NCR, kdy se u varianty Hypr50/V objevila nukleotidova
zaména v 13. nukleotidu z A na G. Tato zdména nema vliv na sekundarni strukturu 5° NCR
genomu viru (obrazky 4.2 a 4.3).

U geni, kédujicich proteiny C a prM se vyskytly jenom nukleotidové zdmény, které
nemély dopad na aminokyselinové sekvence danych proteint, pfi¢emz zdména v proteinu C
(410. pozice v nt sekvenci) byla spolecna pro oba vysoce pasdzované kmeny.

Co se ty¢e nesynonymnich zamén byl nejvice pozménén pasdzovanim v savéich buiikach
protein E a jeho kodujici nt sekvence také obsahovala dal§i synonymni zamény, z nichz jedna
byla spolecné u obou variant (1188. pozice v nt sekvenci viru). Dv€ z aminokyselinovych zdmén
byly také spole¢né u obou variant (v pozici 274. V—A a v pozici 485. G—V ), z nichZ jedna se
vyskytuje i u kmene Neudoerfl (v pozici 274. V—A).

Souhrnné Ize ftici, Ze k nejvice zaméndm v sekvenci aminokyselin v proteinu E doslo u
varianty Hypr50/V, dohromady Sest aminokyselinovych zdmén (v pozici 55. K—Q, v pozici
233. Q—R, v jiz zminéné 274. pozici V—A, v pozici 390. H—Y, v pozici 437. V—L a v opét
jiz zminéné pozici 485. G—V), u varianty Hypr50/CB doslo pouze ke tiem aminokyselinovym
zameénam (pozice 274. a 485. byly jiz zminény, navic doslo k zaméné v pozici 67. D—G).

V genech kédujicich NS1 protein doslo u obou vysoce pasdzovanych variant kmene Hypr
ke zméné v pozici 156. (M—V) a tato zména se vyskytovala u obou variant vysocepasazovaného
kmenu Hypr. Navic doslo u varianty Hypr50/CB v pozici 161. ke zméné¢ V—1.

Co se tyCe zmén v proteinu NS2A, nastala jedina zdména, kterd méla dopad na AMK

sekvenci a to ve varianté¢ Hypr50/V v pozici 184. V—1.
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V proteinu NS2B nastaly nt zdmény, které nemély dopad na aminokyselinové sekvence a
to v4524. pozici genomu, kde doSlo k synonymni zaméné u obou sledovanych
vysocepasazovanych variant. Zmény, které zpusobily zdménu v aminokyselinové sekvence se
vyskytly jen u varianty Hypr50/V, v pozici 114. L—I a v pozici 124. E—K.

U gent koédujicich protein NS3 doslo ke zméné u obou variant Hypr50 a to v pozici 580.
D—G. Navic se objevila zména ve varianté Hypr50/CB v pozici 347. N—D.

V proteinech NS4A a NS4B doslo pouze ke zménam v nukleotidové sekvenci, které vSak
nem¢ly dopad na sekvenci aminokyselin.

Geny kédujici NS5 protein vykazovaly nejvice synonymnich zmén shodnych u obou
vicepasazovanych variant kmenu Hypr. Jedind nesynonymni zména se vyskytla v pozici 897.

N—R a byla shodna pro obé varianty Hypr50.

Secondary structure: AG = -38 dkcalimol Secondary structure: AG = -38 dkcalimol

/
L L

~130

Obrazek 4.2: A — sekundarni struktura 5'UTR oblasti genomu variant Hypr5, Hypr50/CB. B — sekundérni struktura
5'UTR oblasti genomu varianty Hypr50/V.

Secondary structure: AG = -65 7kcal/mal Secondary structure: AG = -65 3kcalimal

Obrazek 4.3: A — sekundarni struktura 5'-konce genomu (1-183 nt) variant HyprS, Hypr50/CB. B — sekundarni

struktura 5’-konce genomu (1-183 nt) varianty Hypr50/V.
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Rozdil v nukleotidové sekvenci

Rozdil v aminokyselinové sekvenci

_;:j:)c:l: Hypr 5 | Hypr50/CB | Hypr50/V | protein | HyprS | HyprS50/CB HyprS/HyprS0V
13 A G 5'NCR _|A () T

410 G A A C synonymni zdména | synonymni zdména
726 G A pr synonymni zdména

1135 A C E K (55) Q

1172 A G E D®67) |G

1188 T C C E synonymni zdména | synonymni zameéna
1239 C T E synonymni zdména
1670 A G E Q (233) R

1793 T C C E V*(274) | A* A*

2109 G A E synonymni zdména
2140 C T E H (390) Y

2281 G T E V (437) L

2426 G T T E G485 |V \Y

2926 A G G NS1 M*(156) | V* V*

2941 G A NS1 v(aeé1 |I

3630 G A NS2A synonymni zaména
3852 T A NS2A synonymni zdména

4069 G A NS2A |V (184) I

4323 G A NS2B synonymni zdména
4524 A G G NS2B synonymni zdména | synonymni zaména
4546 C A NS2B | L (114) I

4576 G A NS2B | E (124) K

5154 C T NS3 synonymni zaména

5271 G A NS3 synonymni zdména
5428 C T NS3 synonymni zdména
5638 A G NS3 N@347) |D

6338 A G G NS3 D (580) |G G

6870 T C NS4A synonymni zaména

6987 A G NS4B synonymni zdména
7062 C T NS4B synonymni zaména

7221 G A NS4B synonymni zdména

8844 T C C NS5 synonymni zdména | synonymni zaména
9783 G A A NS5 synonymni zdména | synonymni zameéna
10353 G C C NS5 synonymni zdména | synonymni zameéna
10355 A G G NS5 synonymni zdména | synonymni zameéna
10356 C A A NS5 N*(897) |R* R*

Tabulka 2.: rozdily v nukleotidové a aminokyselinové sekvenci variantHypr50/CB a Hypr50/V

Vysvétlivky: * znaci zménu AMK, ktera se vyskytuje u vSech sledovanych variant a kmena: Hypr50/V, Hypr50/CB a vyskytuje

se 1 u prototypového kmenu Neudoerfl. Cislo v zdvorce znaci pozici aminokyseliny v proteinu

23




4.3. 3D modely proteinu E

Provedla jsem modelovani struktur proteinu E u vSech tfi variant s ohledem na jednotlivé
zamény (v rozsahu aminokyselin 1 az 401 dle dostupnych modelii proteinu). Pii porovnani
variant Hypr5 a Hypr50/CB jsem porovnavala zaménu Deg;—G, kdy jsem pozorovala zménu
v prostorovém uspotadani aminokyselinovych zbytki (Obr. 4.3.1 a 4.3.2) a ptedevSim ztratu
vyrazné oblasti zdporného naboje na povrchu proteinu (Obr. 4.3.1). U zdmény V,74 — A se
zdmeéna neprojevila vyraznou zménou v prostorovém usporadani (Obr. 4.3.4), diky preskupeni
okolnich aminokyselinovych zbytki ale doslo k vyrazné zméné nabojl na povrchu proteinu, kdy
vznikla jednolita oblast zaporného naboje (Obr. 4.3.3).

Pfi porovnani variant Hypr5S a Hypr50/V jsem také porovnavala jednotlivé zamény
s vyjimkou zamény V,74— Aj7s, ktera je spole¢na pro obé vysoce pasdzované varianty. Zamény
V37— Laz7 a Gags— Vags nebyly modelovany, protoze nejsou zahrnuty do zndmych struktur
proteinu E. Pfi zaméné Kss—Qss nebyla pozorovand velkd zména prostorového uspotradani
molekuly aminokyselinovych zbytkd (Obr. 4.3.6), doslo vSak k vyraznému ovlivnéni okolnich
struktur (Obr. 4.3.5). Bylo také pozorovano ovlivnéni ndboje na porvchu proteinu, kdy doslo ke
vzniku velké oblasti s kladnym nabojem (Obr. 4.3.5). V piipadé¢ zamény v pozici 233 (Q — R)
jde o zménu na aminokyselinu s del§im postrannim fetézcem a s kladnym nébojem, coz se
projevilo stericky (aminokyselinovy zbytek mifi mimo molekulu proteinu a zasahuje tedy vic do
okoli (Obr. 4.3.7 a 4.3.8), pfiCemz tato aminokyselina vytvaii kladn¢ nabity vystupek (Obr.
4.3.7).

U zamény V74 — Ajy74 jsem pozorovala jen maly stericky projev (Obr. 4.3.9). Podobné
jako v ptipadé varianty Hypr50CB se zaména projevila vznikem velké oblasti zaporného naboje
(Obr. 4.3.3). Ysgo ve variant¢ Hypr50/V zaujimé oproti Hsg9 v Hypru5 jemné posunutou pozici
(Obr. 4.3.11) a v okoli zdmény se zmensSila oblast se zdpornym nabojem na povrchu proteinu
(Obr. 4.3.10).

3’NCR konec genomu nebyl pasazovanim ovlivnén, ani u jedné z vysoce pasazovanych

variant nebyly pozorovany zamény oproti ptivodnéjsi varianté.
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Obrazek 4.3.1: 3D modely proteinu E klistové encefalitidy. A, E — zobrazeni struktury ¢asti proteinu E,
varianta Hypr5, ¢ervenou barvou je zvyraznéna aminokyselina Dg;; C, G — zobrazeni struktury ¢asti proteinu E,
varianta Hypr50/CB, Cervenou je zvyraznéna aminokyselina Qq7; B, F — zobrazeni elektrostatického potencialu na

povrchu dané ¢asti proteinu E, varianta HyprS; D, H — zobrazeni elektrostatického potencialu na povrchu dané ¢asti
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proteinu E, varianta HyprS0/CB. A, B, C, D a E, F, G, H piedstavuji zobrazeni molekuly z toho samého thlu

pohledu. U zobrazeni elektrostatického potencidlu je zaporny naboj znazornén Cervené a kladny modie (Swiss-

PdbViewer).

Obrazek 4.3.2: Porovnani struktur proteinu E viru
klistové encefalitidy. Zelenou barvou je znazornén
protein E u varianty Hypr50/CB, ¢ervenou barvou
u varianty Hypr5. U ¢asti molekuly je zobrazena
odpovidajicimi barvami i prostorova organizace
jednotlivych molekul. Zlutou barvou je zobrazena
aminokyselina Dg; u varianty Hypr50/CB, modrou
barvou aminokyselina Gg; u varianty Hypr5

(Molsoft Browser).
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Obrazek 4.3.3: 3D modely proteinu E klistové encefalitidy. A, E — zobrazeni struktury ¢asti proteinu E,

varianta Hypr5, ervenou barvou je zvyraznéna aminokyselina V,74; C, G — zobrazeni struktury ¢asti proteinu E,

varianta Hypr50/CB, Cervenou je zvyraznéna aminokyselina A,74; B, F — zobrazeni elektrostatického potencialu na

povrchu dané ¢asti proteinu E, varianta HyprS; G, H — zobrazeni elektrostatického potencialu na povrchu dané ¢asti

27




proteinu E, varianta HyprS0/CB. A, B, C, D a E, F, G, H piedstavuji zobrazeni molekuly z toho samého thlu

pohledu. U zobrazeni elektrostatického potencidlu je zaporny naboj znazornén Cervené a kladny modie (Swiss-

PdbViewer).

Obrazek 4.3.4: Porovnani struktur
proteinu E viru klistové
encefalitidy. Zelenou barvou je
znazornén protein E u varianty
Hypr5, Cervenou barvou u varianty
Hypr50/CB. U c¢asti molekuly je
zobrazena odpovidajicimi barvami i
prostorova organizace jednotlivych
molekul.  Zlutou  barvou je
zobrazena aminokyselina V74, u
varianty Hypr5, modrou barvou
aminokyselina A,;; u varianty

Hypr50/CB (Molsoft Browser).
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Obrazek 4.3.5: 3D modely proteinu E klistové encefalitidy. A — zobrazeni struktury ¢asti proteinu E,
varianta Hypr5, Cervenou barvou je zvyraznéna aminokyselina Kss; C — zobrazeni struktury ¢asti proteinu E,
varianta Hypr50/V, Cervenou je zvyraznéna aminokyselina Qss; B — zobrazeni elektrostatického potencialu na
povrchu dané ¢asti proteinu E, varianta Hypr5; D — zobrazeni elektrostatického potencialu na povrchu dané casti

proteinu E, varianta Hypr50/V (Swiss-PdbViewer).

Obrazek 4.3.6.: Porovnani struktur proteinu E viru klistové encefalitidy. Zelenou barvou je znazornén protein E u
varianty Hypr5, ¢ervenou barvou u varianty Hypr50/CB. U c¢asti molekuly je zobrazena odpovidajicimi barvami i
prostorova organizace jednotlivych molekul. Zlutou barvou je zobrazena aminokyselina Kss u varianty Hyprs,

modrou barvou aminokyselina Qss u varianty Hypr50/CB (Molsoft Browser).
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Obrazek 4.3.7.: 3D modely proteinu E klistové encefalitidy. A, E — zobrazeni struktury ¢asti proteinu E,
varianta Hypr5, cervenou barvou je zvyraznéna aminokyselina Q,33; C, G — zobrazeni struktury ¢asti proteinu E,

varianta Hypr50/V, Cervenou je zvyraznéna aminokyselina R,33; B, F — zobrazeni elektrostatického potencialu na

povrchu dané ¢asti proteinu E, varianta Hypr5; D, H — zobrazeni elektrostatického potencialu na povrchu dané casti
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proteinu E, varianta Hypr50/V. A, B, C, D a E, F, G, H pfedstavuji zobrazeni molekuly z toho samého thlu

pohledu. U zobrazeni elektrostatického potencidlu je zaporny naboj znazornén Cervené a kladny modie (Swiss-

PdbViewer).

Obrazek 4.3.8: Porovnani struktur proteinu E viru klistové encefalitidy. Zelenou barvou je znazornén protein E u
varianty Hypr5, ¢ervenou barvou u varianty Hypr50/CB. U ¢asti molekuly je zobrazena odpovidajicimi barvami i
prostorova organizace jednotlivych molekul. Zlutou barvou je zobrazena aminokyselina Q,3; u varianty Hyprs,
modrou barvou aminokyselina Ry;; u varianty Hypr50/CB. C, D, E — zaména je zvyraznéna Sipkou (Molsoft

Browser).

31



Obrazek 4.3.9: Porovnani struktur proteinu E viru
klistové encefalitidy. Zelenou barvou je znazornén
protein E u varianty Hypr5, Cervenou barvou u
varianty Hypr50/CB. U casti molekuly je
zobrazena odpovidajicimi barvami i prostorova
organizace jednotlivych molekul. Zlutou barvou je
zobrazena aminokyselina V74 u varianty HyprS,
modrou barvou aminokyselina A7y u varianty

Hypr50/CB (Molsoft Browser).

Obrazek 4.3.10: 3D modely proteinu E klistové encefalitidy. A — zobrazeni struktury ¢asti proteinu E,
varianta Hypr5, Cervenou barvou je zvyraznéna aminokyselina Hjgp; B — zobrazeni struktury ¢asti proteinu E,
varianta Hypr50/V, Cervenou je zvyraznéna aminokyselina Y3zq; C — zobrazeni elektrostatického potencialu na
povrchu dané ¢asti proteinu E, varianta HyprS; D — zobrazeni elektrostatického potencialu na povrchu dané casti

proteinu E, varianta Hypr50/V (Swiss-PdbViewer).
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Obrazek 4.3.11: Porovnani struktur proteinu E viru klistové encefalitidy. Zelenou barvou je znazornén protein E u
varianty Hypr5, ¢ervenou barvou u varianty Hypr50/CB. U ¢asti molekuly je zobrazena odpovidajicimi barvami i
prostorova organizace jednotlivych molekul. Zlutou barvou je zobrazena aminokyselina Hissoo u varianty Hypr5,

modrou barvou aminokyselina Y3gy u varianty Hypr50/CB (Molsoft Browser).
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5. Diskuze

Tato prace se zabyva problematikou vlivu pasazovani viru klistové encefalitidy, konkrétné
kmene Hypr, vsavCich bunkach na nukleotidovou sekvenci genomu viru a posléze
aminokyselinovou sekvenci virovych proteini. Podobnymi tématy se zabyvalo mnoho studii,
z nichz ve velké ¢asti byl pozorovan znacny rozdil ve virulenci v zavislosti na druhu hostitele.

Ve studii z roku 1994 bylo prokazano, ze pasazovanim viru KE v klistéti I. ricinus ztraci
virus hemaglutina¢ni aktivitu a sniZzuje se jeho virulence pro laboratorni my$ (Labuda et al.,
1994). Dalsi prace dokazuji, Ze n¢kolikandsobné reversni pasdzovéani viru KE v sav¢im hostiteli
vede k navraceni virulence pro laboratorni mys (Chunikhin et al., 1986; Dzhivanian et al., 1988;
Kaluzova et al., 1994, Romanova et al., 2007).

Romanova a kolektiv (2007) porovnali kmen EK-328 pfizpiisobeny na mysi mozky
s variantou, ktera byla ziskana pasaZzovanim tohoto viru v klistéti H. marginatum marginatum.
Varianta adaptovand na klistéci bunky se projevovala v kultufe PS (porcine kidney stable —
bunky praseCich ledvin) mensimi plaky, nepfitomnosti HA aktivity a pomalejsi replikaci
v prasecCich buiikach. Pokud se ovSem tato varianta adaptovana na klisté repasazovala v savc€ich
buiikéch, navratily se jeji ptivodni vlastnosti. To podporuje nazor, Ze virus KE se vyskytuje jako
heterogenni populace obou variant (pfizpisobené savéim respektive klistécim bunkam), coz
umoznuje rychlou adaptaci viru na zménu hostitele. Zminéné varianty se liSily v 15
nukleotidech, z nichz 6 zptisobovalo zaménu aminokyseliny (Romanova et al., 2007).

Zmény ve virulenci muze vysvétlit rozdilnost maturace pii pasazi v klistécich nebo sav¢ich
buiikédch. Virion replikujici se v kliStécich bunkach se kompletuje v cytoplazmé a ziskdva sviyj
obal pucenim pfes cytoplazmatickou membranu, kdezto virion v sav¢ich bunkach puci do
endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu a transportnim systémem jsou nasledné viriony
uvolnény zbuiiky (Senigl, 2000). Glykosylace povrchového virového proteinu E probiha
obvykle v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu, z cehoZ plyne, Ze by zména virulence
mohla souviset pravé s rozdilnou mirou glykosylace proteinu E.

Mnohé studie vSak poukazuji na to, ze virulenci viru ovliviiuje jak kodujici ¢ast genomu,
tak i kratké nekodujici sekvence genomu (Pletnev et al., 1993). Mutace v nekodujicich tsecich
genomu muZe porusit translaci nebo replikaci virové RNA a tim zpiisobit atenuaci viru. Kmen
Hypr ma tento 3’NCR usek mnohem kratsi nez prototypovy kmen Neudoerfl (Wallner et al.,
1995). Tato rozsahla delece pfitom nijak nesnizovala virulenci pro laboratorni mys, naopak
Wallner ve svych pokusech prokazal, ze kmen Hypr je mnohem virulentnéjsi nez kmen

Neudoerfl (Wallner et al., 1996). Prekvapivé se ani desitky pasazi viru v délce tohoto tseku
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genomu viru neprojevily; varianty kmenu Hypr se vzajemné v tomto useku nelisily. Pasazovani
naopak ovlivnilo 5° NCR, kdy se u varianty Hypr50/V objevila nukleotidova zaména v 13.
nukleotidu. Tato zdména vSak nema vliv na sekundéarni strukturu 5° NCR genomu viru.

Nejvétsi vliv na virulenci viru se prikladd obalovému proteinu E jakozto hlavnimu
strukturdlnimu proteinu flavivird. Tento protein zprostiedkovava vétSinu zasadnich funkci pro
infekci hostitelské bunky vcéetné rozpoznani bunécného receptoru (doména III) a fize virové
membrany s membranou endozomu hostitelské buitkky (doména II). Genomy flavivirG (RNA virQ
obecné) podléhaji vysoké frekvenci mutaci, dané nepiesnosti RNA polymerdzy a proto maji
predpoklad rychle se vyvijet a ménit (Wallner et al., 1996).

Labuda a kol. porovnavali kmen 4387 a jeho atenuovanou variantu 4387/7. Zkoumali, co
zpisobuje atenuaci a zjistili, Ze ztratu virulence zpisobuje zména v unikatnim 84. kodonu
v aminokyselinové sekvenci proteinu E (konkrétné zména z E na K) (Labuda et al., 1993).

U varianty Hypr50/CB jsem pozorovala tfi nukleotidové zamény, které se projevili i
v sekvenci aminokyselin. Dvé znich se nachdzeji i u varianty Hypr50/V. Dalsi zména
vysocepasazované varianty Hypr50/V v proteinu E se nachazi v doméné III, kde se vyskytuje 6
antiaparalelnich B-listl, které tvofi dohromady B-soudek. A pravé v misté Sestého B-listu doslo
pasazovanim ke zmén¢€ z H na Y v pozici 390., z polarni AMK na nepolarni.

V proteinu E varianty Hypr50/CB doSlo pasdzovanim ke zméné Dg7— Ggy, ktera
zpusobila vyraznou ztratu oblasti se zdpornym nabojem. Zména V74— Aj74 zapticinila vyraznou
zménu povrchového potencidlu, doslo k ptreskupeni okolnich AMK a vznikla jednolitd oblast
zaporného naboje. Tyto zmény se nachazely v oblasti prvni a druhé domény a proto budou mit
pravdépodobné vliv na vytvareni dimerd a trimert proteinu E na povrchu virionu. U varianty
Hypr50/V se protein E zménil v aminokyseliné Kss—Qss. Tato zména méla vliv na usporadani
okolnich struktur a nadboj na povrchu proteinu E. Déle se zménila AKM Q233—Ry33, kterad
vytvorila kladn¢ nabity vy¢nélek. Zména v H390—Y390 m¢la za nasledek zménsSeni v oblasti se
zapornym nabojem. Podobné jako u varianty Hypr50/CB vytvorila zaména v 274. AMK
jednolitou oblast zaporného naboje na povrchu proteinu. Tyto substituce mohou ovliviiovat
vytvafeni dimerd a trimerd proteinu E a interakci proteinu E s receptorovymi molekulami na
povrchu hostitelskych bunék.

K dal$im zménam do$lo také v nestrukturnich proteinech viru. V proteinu NS1 se
zménily 2 AMK ve varianté Hypr50/CB a 1 AMK ve variant¢ Hypr50/V. Tyto zmény se
nevyskytuji v mistech, kde dochazi ke glykosylaci proteinu ani v mistech dvandcti

konzervovanych cysteint, které tvoii disulfidické mustky. Dalo by se uvazovat, zda zdmény
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AMK neovliviuji sekreci NS1 proteinu z bunék. Nizsi sekrece NS1 proteinti by nezptisobovala
tak silnou humoralni odpovéd’ a komplement by nelyzoval infikované bunky. Zména v 156.
AMK proteinu NS1 z M na V nastala u obou vysoce pasdzovanych variant kmenu Hypr.

Ke zménam v proteinech NS2A a NS2B doslo jen u varianty Hypr50/V. NS2A je protein
s nejvetsi sekvenéni variabilitou (Chambers et al., 1990), je soucasti replika¢niho komplexu a
hraje roli pii skladani virionu (Leung et al., 2008). Zamény AMK jsou v proteinu NS2A velmi
Casté, oproti kmenu Neudoerfl se Hypr5 1i§i dokonce v deviti AMK a je mozné, ze zmény
ovlivituji replikaci. V proteinu NS2B doSlo u varianty Hypr50/V ke dvéma zménam
v aminokyselinach (114. a 124. pozice), které se nachazi v transmembranové oblasti proteinu
NS2B. U obou aminokyselinovych substituci doslo zaménou ke vzniku postranniho fetézce
s kladnym nabojem, ktery by piipadné¢ mohl mit vliv na ukotveni NS2B/NS3 v membrané.
Zména v membranové oblasti NS2B proteinu by totiz mohla narusit lokalizaci protedzy
NS2B/NS3.

V proteinu NS3 doslo u obou vysoce pasazovanych variant kmenu Hypr k substituci
v 580. AMK zD na G, tzn z kyselé polarni AMK na neutralni nepolarni AMK. Ve varianté
Hypr50/CB se vyskytovala zdména v 347. AMK z A na D (z neutrdlni nepolarni AMK na
kyselou polarni). Wallner a kol. vroce 1996 porovnaval tfi kmeny klistové encefalitidy,
atenuovany kmen 263, Hypr a Neudoerfl a doSel ke stejnému vysledku. Zajimavé ovsem je, ze
spolena zdména obou vysocepasazovanych variant v pozici 580. se nachazi blizko vysoce
konzervované oblasti na karboxylovém konci proteinu NS3 (Benarroch et al., 2004). Tato oblast
je zodpovédna za RNA helikdzovou, nukleotid-5 trifosfatizovou a RNA-5'trifosfatazovou
aktivitu proteinu NS3 (Li et al., 1999). Zaména 580. aminokyseliny mohla tyto aktivity ovlivnit
a tim ovlivnit 1 replikaci virové RNA a viru. V obou proteinech NS4A a NS4B nastaly zmény
v nukleotidové sekvenci, které ale nemély dopad na zménu aminokyseliny.

Vuseku RNA kodujicim protein NS5 dosSlo k nékolika nukleotidovym zdménam,
pficemz jen jedna zpisobuje zménu AMK v 897. pozici z N na R. Tato substituce se nachazi u
obou variant kmene Hypr50 a nachazi se v oblasti katalytick¢é domény RNA-dependentni RNA
polymerdzy (aminokyselinové zbytky v pozicich 270. — 900.) (Yap et al., 2007). Tato zdména
mohla tedy také ovlivnit replikaci viru. 3’NCR konec genomu nebyl pasdZovanim ovlivnén, ani
u jedné z vysoce pasazovanych variant nebyly pozorovany zamény oproti piivodnéjsi variant¢.

V dalsi praci bude potieba charakterizovat biologické vlastnosti variant Hypr5 a
Hypr50/CB, popiipadé dale charakterizovat vyznam jednotlivych AMK zdmén s vyuZzitim

infek&nich cDNA klonti pro replikaci viru a jeho infektivitu.
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6. Zavér vysledku:

Porovnala jsem genomové sekvence variant viru klistové encefalitidy kmene Hypr a to
varianty ptivodni (Hypr5) s variantami, které z ni vznikly naslednym mnohocetnym pasazovanim
v mozcich sajicich mySek na dvou pracovistich — Hypr50/CB a Hypr50/V.

Pasazi viru doslo u Hypr50/CB ke zménam v 8 aminokyselinach, varianta Hypr50/V se
lisi od ptivodni dokonce ve 13 aminokyselinach. U varianty Hypr50/V doslo také ke zméné
v 5’NCR useku, ale tato zména neméla vliv na sekundarni strukturu RNA.

Nejvice zamén v aminokyselinové sekvenci nastalo v proteinu E. Tyto substituce
vyrazné¢ méni rozloZzeni naboje na povrchu proteinu a mohou tedy ovliviiovat vytvareni dimera a
trimert proteinu E a interakci proteinu E s receptorovymi molekulami na povrchu hostitelskych
bunck.

Zameény u proteinu NS2A, NS3 a NS5 mohou ovlivnit replikaci RNA. V proteinu NS2B

varianty Hypr50/V mohou mit zmény vliv na jeho protedzovou aktivitu.

Ze zkuSenosti jinych studii mizeme predpoklédat, Ze se pasazovanim v mozcich sajicich
mys$i stal virus KE virulentnéj§im pro laboratorni myS. Namétem dalsi prace by mohlo byt
praktické testovani virulence variant Hypr5S a Hypr50/V, Hypr50/CB na laboratornich mysich,
které¢ by tyto predpoklady mohlo potvrdit ¢i tuto predpokladanou hypotézu vyloucit. Je
pravdépodobné, Ze mnohonasobnym pasazovanim doSlo ke ztraté urcitych biologickych
vlastnosti, které jsou vlastni kmeniim KE cirkulujicim v ptirod¢.

Vyznam zjisténych nukleotidovych a aminokyselinovych zamén pro virulenci viru

budeme dal zkoumat.
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7. Seznam pouzitych zkratek

AMK aminokyselina
EDTA kyselina etylendiamintetraoctova
KE klistova encefalitida

NCR, UTR  nekodujici ¢ast genomu

NS nestrukturni protein

nt nukleotid

ORF otevieny Cteci ramec

PCR polymerazova fetézova reakce
RT reverzni transkripce

TAE pufr Tris-acetat-EDTA
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9. PFilohy

Priloha 9.1 Kompletni genomova sekvence kmenu Hypr5 klistové encefalitidy

1 agattttctt gcacgtgcgt gecgtttgctt cggacagcat tagcageggt tggtttgaaa
61 gaaatattct tttgttttta ccagtcgtga acgtgttgag aaaaagacag cttaggagaa
121 caagagctgg ggatggtcaa gaaggccatc ctgaaaggta aggggggegg tcceectega
181 cgagtgtcga aagagaccgc aacgaagacg cgtcaaccca gagtccaaat gccaaatggg
241 ctcgtgttga tgcgcatgat ggggatcttg tggcatgecg tagctggcac cgcgagaaac
301 cccgtattga aggcgttctg gaactcagtc cctctgaaac aggccacagc agcactgcgg
361 aagatcaaaa ggacagtgag tgccctaatg gttggcttgc aaaaacgcgg gaaaaggagg
421 tcagcgacgg actggatgag ctggttgcta gtcattactc tgttggggat gacgattgct
481 gcaaccgtga ggaaagaaag ggacggctca actgtgatca gagctgaagg aaaggacgca
541 gcaactcagg tgcgtgtgga gaatggcacc tgtgtgatcc tggctactga catggggtca
601 tggtgtgatg attcactgtc ctatgagtgt gtgaccatag atcaaggaga agagcctgtt
661 gacgtggatt gtttttgccg gaatgttgat ggagtctatc tggagtatgg acgctgtggg
721 aaacaggaag gctcacggac aaggcgctca gtgctgatcc catcccatgce ccagggagag
781 ctgacgggga ggggacacaa atggctagaa ggagactcgc tgcgaacaca tctcaccaga
841 gttgagggat gggtttggaa gaacaggcta cttgccctgg cgatggtcac cgttgtgtgg
901 ttgaccctgg agagtgtggt gaccagggtc gecgttectgg ttgtgetect gtgtttggeg
961 ccggtctacg cttcgegttg cacacatttg gaaaacaggg actttgtgac tggtactcag
1021 gggactacga gggtcacctt ggtgctggaa ctgggtggat gtgttaccat aacagctgag
1081 gggaagcctt caatggatgt gtggcttgac gccatttacc aggagaaccc tgctaagaca
1141 cgtgagtact gtttacacgc caagttgtcg gacactaagg ttgcagctag atgcccaaca
1201 atgggaccag ccactttggc tgaagaacac cagggtggca cagtgtgcaa gagagatcag
1261 agtgatcgag gctggggcaa ccactgtgga ctttttggaa agggtagcat tgtggectgt
1321 gtcaaggcgg cttgtgaggc aaaaaagaaa gccacaggac atgtgtacga cgccaacaaa
1381 atagtgtaca cggtcaaagt cgaaccacac acgggagact atgttgccgc aaacgagaca
1441 catagtggga ggaagacggc atccttcaca gtttcttcag agaaaaccat tctgactatg
1501 ggtgagtatg gagatgtgtc tctgttgtgt agggtcgcta gtggcgttga cttggcccag
1561 accgtcatcc ttgagcttga caagacagtg gaacaccttc caacggcttg gcaggtccac
1621 agggactggt ttaatgatct ggctctgcca tggaaacatg agggagcgca aaactggaat
1681 aacgcagaaa gattggttga atttggggct cctcatgctg tcaagatgga tgtgtacaac
1741 ctcggagacc agactggagt gttactgaag gctctcgetg gggttcctgt ggtacacatt
1801 gagggaacca agtaccacct gaagagtggc catgtgacct gcgaagtggg actggaaaaa
1861 ctgaagatga aaggtcttac gtacacaatg tgtgacaaaa caaagttcac atggaagaga
1921 gctccaacag acagtgggca tgatacagtg gtcatggaag tcacattctc tggaacaaag
1981 ccctgtagga tcccagtcag ggcagtggca catggatctc cagatgtgaa cgtggccatg
2041 ctgataacgc caaacccaac aattgaaaac aatggaggtg gcttcataga gatgcagctg
2101 cccccagggg acaacatcat ctatgttggg gaactgagtc atcaatggtt ccaaaaaggg
2161 agtagcatcg gaagagtttt ccaaaagacc aagaaaggca tagaaagact gacagtgata
2221 ggggagcacg cctgggactt cggttctget ggaggctttc tgagttcaat tgggaaggcg
2281 gtgcacacgg tccttggtgg tgctttcaac agcatcttcg ggggagtggg gtttctacca
2341 aagcttctat taggagtggc attggcttgg ttgggectga acatgagaaa ccctacaatg
2401 tccatgagct ttctettgge tggaggtctg gttttggeca tgacccttgg agtgggggceg
2461 gatgttggct gegetgtgga cacggaacga atggagcetcc getgtggcga aggectggte
2521 gtgtggagag aggtctcaga atggtatgac aactatgcct actacccgga gacaccgggg
2581 gccecttgeat cagccataaa ggagacattt gaggagggaa gctgtggegt agtcccccaa
2641 aacaggctcg agatggccat gtggagaagc tcggtcacag agctgaatct ggctctggeg
2701 gaaggtgagg caaatcttac agtgatggtg gacaagtttg accccactga ctaccgaggt
2761 ggtgtccctg gtttactgaa aaaaggaaag gacataaaag tctcctggaa aagctggggce
2821 cattcaatga tctggagcat tcctgaggec ccecgtegcet tcatggtggg cacggaagga
2881 caaagtgagt gtcccctgga gagacggaag acaggtgttt tcacggtggce agaattcggg
2941 attggcctga gaacaaaggt cttcttggat ttcagacagg aaccaacaca tgagtgtgac
3001 acaggagtga tgggagctgc cgtcaagaac ggcatggcaa tccacacaga tcaaagtctc
3061 tggatgagat caatgaaaaa tgacacaggc acttacatag ttgaactttt ggtcactgac
3121 ctgaggaact gctcatggcc tgctagccac actatcgata atgctgacgt ggtggactcg
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3181 gagttattcc ttccggegag cttggcagga cctagatcct ggtacaacag gatacccggt
3241 tattcagaac aggtgaaggg gccatggaag cacacgccta tccgagtcat cagagaggag
3301 tgtcccggea cgaccgttac catcaacgcc aagtgtgaca aaagaggagc atctgtgagg
3361 agtaccacag agagtggcaa ggttatccca gaatggtgct gccgagegtg cacaatgeca
3421 ccagtgacgt tccggactgg aactgattgc tggtatgcca tggaaatacg gccagtccat
3481 gaccaggggg ggcttgttcg ctcaatggtg gttgcggaca acggtgaatt actcagtgag
3541 ggaggggtcc ccggaatagt ggcattgttt gtggtccttg aatacatcat ccgcaggaga
3601 cccteccacgg gatcaacggt tgtgtggggg ggcatcgteg ttctegettt gettgtcacc
3661 gggatggtca ggatggagag cctggtgcge tatgtggtgg cagtggggat cacattccac
3721 cttgagctag ggccagagat cgtggecttg atgctactcc aggctgtgtt tgagctgagg
3781 gtgggtttgc tcagcgcatt tgcgctgege agaagcectca ccgtccgaga gatggtgacc
3841 acctactttc ttttgctggt cctggaattg gggctgccga gtgcgaacct tgaggattte
3901 tggaaatggg gtgatgcact ggccatgggg gcgetgatat tcagggcettg cacggcagaa
3961 ggaaagactg gagcggggct cctgctcatg gctctcatga cacagcagga tgtggtgact
4021 gtgcatcatg gactggtgtg cttcctgagt gcagcettcgg cttgetcggt ctggaggcetg
4081 ctcaggggac acagagagca gaagggattg acctggattg tcccecctgge tagattgett
4141 gggggagagg gctctggaat cagactgctg gecgttttggg agctgtcage tcacagagga
4201 agacgatctt tcagtgaacc actaactgtg gtaggggtca tgctgacatt ggctagcggce
4261 atgatgcgac acacctccca ggaggctctc tgtgcactcg cagtggectc gtttctcttg
4321 ttgatgctgg tgctggggac aagaaagatg cagctggttg ccgaatggag tggctgtgtg
4381 gaatggcatc cggaactagt gaatgagggt ggagaggtta gcctgegggt ccgtcaggac
4441 gcgatgggaa actttcactt gactgagctc gagaaagaag agagaatgat ggctttttgg
4501 ttgattgccg gettggcagce ttcagecatt cattggtcag geattcttgg tgtgatggga
4561 ctgtggacgc tcacggaaat gctgaggtca tcccgaaggt ctgacctggt tttctctgga
4621 caggggggtc gagagegtgg tgacagacct ttcgaggtta aggacggtgt ctacaggatt
4681 ttcagcccecg gettgttetg gggtcagaac caggtgggag ttggctacgg ttccaaaggt
4741 gtcttgcaca cgatgtggca tgtgacgaga ggagcggcege tgtctattga tgatgcetgtg
4801 gccggtcecect actgggctga tgtgagggag gatgttgtgt gectacggagg agectggagt
4861 ctggaggaaa aatggaaagg tgaaacagta caggttcatg ccttcccacc agggaaggcc
4921 catgaggtgc atcagtgcca gcctggggag ttgatccttg acaccggaag gaagettggg
4981 gcaataccaa ttgatttggt aaaaggaaca tcaggcagcc ccattcttaa cgcccaggga
5041 gtggtcgtgg ggctatacgg aaatggccta aagaccaatg agacctacgt cagcagcatt
5101 gctcaagggg aagcggagaa gagtcgaccc aacctcccac aggctgttgt gggcacgggce
5161 tggacatcaa agggtcagat cacagtgctg gacatgcacc caggctcagg gaagacccac
5221 agagtcctcc cggagctcat tcgccaatge attgacaggc gecctgagaac gttggtgttg
5281 gctccaactc gtgtggtact caaagaaatg gagcgcgcect tgaatgggaa acgggtcagg
5341 ttccactcac cagcagtcag tgaccaacag gctggagggg caattgtcga tgtgatgtgt
5401 cacgcaacct atgtcaacag acggctacta ccacagggga gacaaaattg ggaggtggca
5461 atcatggatg aggcccactg gactgaccct cacagcatag ctgccagagg tcatttgtac
5521 actctggcaa aagaaaacaa gtgtgcactg gtcttgatga cagcgacacc tcctggtaag
5581 agtgaacctt ttccggagtc taacggagcc atcactagtg aggaaagaca gattcctaat
5641 ggagagtggc gtgacgggtt tgactggatc actgagtatg aaggacgcac agcctggttt
5701 gtcccttcga ttgcaaaagg tggtgctata gectcgecacct tgagacagaa agggaaaagt
5761 gtgatctgtt tgaacagcaa aacctttgaa aaggactact caagagtgag ggatgagaag
5821 cctgactttg tggtgacgac tgatatctcg gagatgggag ccaaccttga cgtgagccgce
5881 gtcatagatg ggaggacaaa catcaagcct gaggaggttg atgggaaggt cgagctcacc
5941 gggaccaggc gagtgaccac ggcttccget gecccaacgge gcggaagagt tggtcggcaa
6001 gacggacgaa cagatgaata catatactct ggacagtgtg atgatgatga cagtggatta
6061 gtgcaatgga aggaggcgca aatacttctt gacaacataa caaccttgcg ggggcccgtg
6121 gccacctttt atggaccaga acaggacaag atgccggagg tggccggtca ctttcgactc
6181 actgaagaga aaagaaagca cttccgacat cttctcactc attgtgactt tacaccgtgg
6241 ctggcgtggce acgtcgcagce gaatgtgtcc agcgtcacgg atcgaagetg gacatgggaa
6301 gggccggagg caaatgecgt ggatgaggec agtggtgact tggtcacctt caggagcccg
6361 aatggggcgg agagaactct caggccggtyg tggaaggacg cacgcatgtt caaagaggga
6421 cgtgacatca aagagttcgt ggcgtacgca tctgggegtc gecagtttcgg agatgttctg
6481 acaggaatgt cgggagttcc ggagcttttg cggcacagat gcgtcagtge cctggacgtc
6541 ttctacacac tcatgcatga gaaacctgac agcagggcaa tgagaatggc ggagagagac
6601 gccccagagg cctttctgac catggttgag atgatggtgt tgggtttgge aaccctgggt
6661 gtcatctggt gcttcgtegt ccggacttca atcagecgta tgatgctggg cacgetggte
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6721 ctgctggcect ctttgctact cttgtgggca ggtggegteg getatgggaa tatggecgga
6781 gtggccctca tcttctacac gttgctgacg gtgctgcage ccgaggcggg aaaacagaga
6841 agcagtgatg acaacaaact ggcatatttt ttgctgacgc tctgcagcct tgctggactg
6901 gttgcagcca atgagatggg ttttctggag aagaccaagg cagacttgtc cacggtgcty
6961 tggagtgaac gggaggaacc ccggccatgg agtgaatgga cgaatgtgga catccagcca
7021 gcgaggtcct gggggaccta tgtgetggtg gtgtctctgt tcacacctta catcatccac
7081 caactgcaga ccaaaatcca acaacttgtc aacagtgccg tggcatctgg tgcacaggcc
7141 atgagagacc ttgggggagg tgcccccttc tttggtgtgg cgggacatgt catgaccctc
7201 ggggtggtgt cactgattgg ggctactccc acctcattga tggtgggegt tggectggeg
7261 gcactccatc tggccattgt ggtgtctggt ctggaggctg aattgacaca gagagctcat
7321 aaggtctttt tctctgcaat ggtgcgcaac cccatggtgg atggggatgt catcaaccca
7381 ttcggggagg gggaggcaaa acctgctcta tatgaaagga gaatgagtct ggtgctggec
7441 atagtgttgt gcctcatgtc ggtggtcatg aaccgaacgg tggcctccat aacagaggct
7501 tcagctgtgg gactggcagc agcgggacag ctgctcagge cggaggctga cacactgtgg
7561 acgatgccgg ttgcttgtgg catgagtggt gtggtcaggg gtagectgtg ggggtttcte
7621 cctcttgggce atagactctg gcttcgagct tctgggggta ggcgtggtgg ttctgaggga
7681 gacacgcttg gagatctctg gaaacggagg ctgaacaact gcaccaggga ggaattcttt
7741 gtgtacaggc gcactggcat cctggagacg gaacgtgaca aggctagaga gttgctcaga
7801 agaggagaga ccaatatggg attggctgtc tctcggggca cggcaaagct tgcctggetc
7861 gaggaacgcg gatatgccac cctcaaggga gaggtggtag atcttggatg tggaaggggce
7921 ggctggtect attatgcgge atcccgaccg gecagtcatga gtgtcagggce atacaccatt
7981 ggtggaagag ggcatgaggc tccaaagatg gtaacaagcc tgggttggaa cttgatcaaa
8041 tttagatcag gaatggacgt gttcagcatg cagccacacc gggctgacac tgtcatgtgt
8101 gacatcggag agagcagccc agatgccgcet gtggagggtg agaggacaag gaaagtgata
8161 ttgctcatgg agcaatggaa aaacaggaac cccacggctg cctgtgtgtt caaggtgcety
8221 gccccatacc geccagaagt gatagaagca ctgcacagat tccaactgca atgggggggg
8281 ggtctggtga ggaccccttt ttcaaggaac tccacccatg agatgtatta ctcaacagct
8341 gtcactggga acatagtgaa ctccgtcaat gtacagtcga ggaaactttt ggctcggttt
8401 ggagaccaga gagggccaac cagggtgect gaacttgacc tgggagttgg aacgaggtgt
8461 gtggtcttag ctgaggacaa ggtgaaagaa caagatgtac aagagaggat caaagcgttg
8521 cgggagcaat acagcgaaac ctggcacatg gacgaggaac atccgtaccg gacatggcag
8581 tattggggca gctaccgcac ggcaccaacc ggctcggegg cgtcactgat caatggggtt
8641 gtgaaacttc tcagctggcc atggaacgca cgggaagatg tggtgcgeat ggccatgact
8701 gacacaacgg ctttcggaca gcagagagtg ttcaaagata aagttgacac aaaggcacag
8761 gaacctcagc ccggcacaag agtcatcatg agagcagtaa atgattggat tttggaacga
8821 ctggcgcaga aaagcaaacc gcgtatgtgc agcagagagg aattcatagc aaaagtgaaa
8881 tcaaacgcag ccttgggagc ttggtcagat gagcaaaaca gatgggcgag tgcaagagag
8941 gctgtagagg atcctgcatt ctggcacctc gtggatgaag agagagaaag gcacctcatg
9001 gggagatgcg cgcactgegt gtacaacatg atgggcaaga gagagaagaa actgggagag
9061 ttcggagtgg cgaagggaag tcgggcecatt tggtacatgt ggctggggag tegetttctg
9121 gagttcgagg ctcttggatt cttgaatgaa gaccattggg cctctagaga gtccagtgga
9181 gctggagttg agggaataag cttgaactac ctgggctggc acctcaagaa gttgtcaacc
9241 ctgaatggag gactcttcta tgcagatgac acagctggct gggacacgaa agttaccaat
9301 gcagacttag aggatgaaga acagatccta cggtacatgg agggtgagca caaacaactg
9361 gcaaccacaa taatgcaaaa agcatatcat gccaaagtcg tgaaggtcgc gaggccctcc
9421 cgtgatggag gctgcatcat ggatgtcatc acaagaagag atcaaagagg ttcgggecag
9481 gttgtgacct atgcccttaa caccctcacc aacataaagg tgcaactaat ccgaatgatg
9541 gaaggggaag gggtcataga ggcagcggat gcacacaacc cgagactgct tcgagtggag
9601 cgctggctga aagaacatgg agaagagcgt cttggaagaa tgctcgtcag tggtgacgat
9661 tgtgtggtga ggcccttgga tgacagattt ggcaaagcac tttactttct gaatgacatg
9721 gccaagacca ggaaggacat tggggaatgg gagcactcgg ccggcttatc aagctgggag
9781 gaggtcccct tttgttcaca ccacttccac gagctagtga tgaaggacgg acgcaccttg
9841 gtggtgccgt gcagagacca agatgaactc gttgggaggg cgcgcatctc accgggatge
9901 ggctggagtg tccgcgagac ggectgectt tcaaaagect acgggcagat gtggetgetg
9961 agctacttcc atcggcgaga cctgaggacg ctcgggcettg ccatcaactc agcagtgect
10021 gtcgattggg ttcctaccgg ccgcacgaca tggagcatcc atgccagtgg ggectggatg
10081 accacagaag acatgctgga cgtctggaac cgggtgtgga ttttggacaa ccctttcatg
10141 cagaacaagg gaaaggtcat ggagtggagg gatgttccgt acctccctaa agctcaggac
10201 atgttatgtt cctccctegt tgggaggaaa gaaagagcag aatgggccaa gaacatctgg
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10261 ggagcagtgg aaaaggtgag gaagatgata gggcctgaaa agttcaagga ctatctctct
10321 tgtatggacc gccatgacct gcactgggag ctgaacctgg agagctcaat aatctaaacc
10381 cagactgtga cagagcaaaa cccggagggc tcgtaaaaga ttgtccggaa ccaaaagaaa
10441 agcaagcaac tcacagagtg tgagaccccc ctgaccagca aaggggcaga tcggtcaggg
10501 gtgagggatg cccccagagt gcattacgge agcacgccag tgagagtggc gacgggaaaa
10561 tggtcgatcc cgacgtaggg cactctgaaa aactttgtga gaccccctgc atcatgataa
10621 ggccgaacat ggtgcatgaa aagggaggcc cccggaagta cgecttccggg aggagggaag
10681 agagaaattg gcagctctct tcaggatttt tcctecctect atacaaaatt ccceeteggt
10741 agaggggggg cggttcttgt tctcecctgag ccaccatcac ccagacacag atagtctgac
10801 aaggaggtga tgtgtgactc ggaaaaacac ccgct

PodtrZzeni zna¢i zménu nukleotidu Hypr5 oproti varianté Hypr50/V
Priloha 9.2 Kompletni genomova sekvence kmenu Hypr klistové encefalitidy

1 agattttctt gcgecgtgegt gegtttgett cggacagceat tagcageggt tggtttgaaa

61 gaaatattct tttgttttta ccagtcgtga acgtgttgag aaaaagacag cttaggagaa

121 caagagctgg ggatggtcaa gaaggccatc ctgaaaggta aggggggegg tcceectega
181 cgagtgtcga aagagaccgc aacgaagacg cgtcaaccca gagtccaaat gccaaatggg
241 ctcgtgttga tgcgcatgat ggggatcttg tggcatgecg tagctggcac cgcgagaaac
301 cccgtattga aggcgttctg gaactcagtc cctctgaaac aggccacagc agcactgcgg
361 aagatcaaaa ggacagtgag tgccctaatg gttggcttgc aaaaacgcgg aaaaaggagg
421 tcagcgacgg actggatgag ctggttgcta gtcattactc tgttggggat gacgattgct
481 gcaaccgtga ggaaagaaag ggacggctca actgtgatca gagctgaagg aaaggacgca
541 gcaactcagg tgcgtgtgga gaatggcacc tgtgtgatcc tggctactga catggggtca
601 tggtgtgatg attcactgtc ctatgagtgt gtgaccatag atcaaggaga agagcctgtt
661 gacgtggatt gtttttgccg gaatgttgat ggagtctatc tggagtatgg acgctgtgagg
721 aaacaggaag gctcacggac aaggcgctca gtgctgatcc catcccatge ccagggagag
781 ctgacgggga ggggacacaa atggctagaa ggagactcgc tgcgaacaca tctcaccaga
841 gttgagggat gggtttggaa gaacaggcta cttgccctgg cgatggtcac cgttgtgtgg
901 ttgaccctgg agagtgtggt gaccagggtc gecgttetgg ttgtgetect gtgtttggeg
961 ccggtctacg cttcgegttg cacacatttg gaaaacaggg actttgtgac tggtactcag
1021 gggactacga gggtcacctt ggtgctggaa ctgggtggat gtgttaccat aacagctgag
1081 gggaagcctt caatggatgt gtggcttgac gccatttacc aggagaaccc tgctcagaca
1141 cgtgagtact gtttacacgc caagttgtcg gacactaagg ttgcagccag atgcccaaca
1201 atgggaccag ccactttggc tgaagaacac cagggtggta cagtgtgcaa gagagatcag
1261 agtgatcgag gctggggcaa ccactgtgga ctttttggaa agggtagcat tgtggectgt
1321 gtcaaggcgg cttgtgaggc aaaaaagaaa gccacaggac atgtgtacga cgccaacaaa
1381 atagtgtaca cggtcaaagt cgaaccacac acgggagact atgttgccgc aaacgagaca
1441 catagtggga ggaagacggc atccttcaca gtttcttcag agaaaaccat tctgactatg
1501 ggtgagtatg gagatgtgtc tctgttgtgt agggtcgcta gtggcgttga cttggcccag
1561 accgtcatcc ttgagcttga caagacagtg gaacaccttc caacggcttg gcaggtccac
1621 agggactggt ttaatgatct ggctctgcca tggaaacatg agggagcgceg aaactggaat
1681 aacgcagaaa gattggttga atttggggct cctcatgctg tcaagatgga tgtgtacaac
1741 ctcggagacc agactggagt gttactgaag gctctcgetg gggttectgt ggcacacatt
1801 gagggaacca agtaccacct gaagagtggc catgtgacct gcgaagtggg actggaaaaa
1861 ctgaagatga aaggtcttac gtacacaatg tgtgacaaaa caaagttcac atggaagaga
1921 gctccaacag acagtgggca tgatacagtg gtcatggaag tcacattctc tggaacaaag
1981 ccctgtagga tcccagtcag ggcagtggca catggatctc cagatgtgaa cgtggccatg
2041 ctgataacgc caaacccaac aattgaaaac aatggaggtg gcttcataga gatgcagctg
2101 cccccaggag acaacatcat ctatgttggg gaactgagtt atcaatggtt ccaaaaaggg
2161 agtagcatcg gaagagtttt ccaaaagacc aagaaaggca tagaaagact gacagtgata
2221 ggggagcacg cctgggactt cggttctget ggaggcttte tgagttcaat tgggaaggceg
2281 ttgcacacgg tccttggtgg tgctttcaac agcatcttcg ggggagtggg gtttctacca
2341 aagcttctat taggagtggc attggcttgg ttgggcctga acatgagaaa ccctacaatg
2401 tccatgagct ttctcttgge tggagttetg gttttggeca tgacccttgg agtggggacy
2461 gatgttggct gcgetgtgga cacggaacga atggagcetcc getgtggecga aggectggte
2521 gtgtggagag aggtctcaga atggtatgac aactatgcct actacccgga gacaccgggg
2581 gcccttgcat cagccataaa ggagacattt gaggagggaa gctgtggegt agtcccccaa
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2641 aacaggctcg agatggccat gtggagaagc tcggtcacag agctgaatct ggctctggeg
2701 gaaggtgagg caaatcttac agtgatggtg gacaagtttg accccactga ctaccgaggt
2761 ggtgtccctg gtttactgaa aaaaggaaag gacataaaag tctcctggaa aagctggggce
2821 cattcaatga tctggagcat tcctgaggec ccccgtegcet tcatggtggg cacggaagga
2881 caaagtgagt gtcccctgga gagacggaag acaggtgttt tcacggtggce agaattcggg
2941 gttggcctga gaacaaaggt cttcttggat ttcagacagg aaccaacaca tgagtgtgac
3001 acaggagtga tgggagctgc cgtcaagaac ggcatggcaa tccacacaga tcaaagtctc
3061 tggatgagat caatgaaaaa tgacacaggc acttacatag ttgaactttt ggtcactgac
3121 ctgaggaact gctcatggcc tgctagccac actatcgata atgctgacgt ggtggactcg
3181 gagttattcc ttccggegag cttggcagga cctagatcct ggtacaacag gatacccggt
3241 tattcagaac aggtgaaggg gccatggaag cacacgccta tccgagtcat cagagaggag
3301 tgtcccggcea cgaccgttac catcaacgcc aagtgtgaca aaagaggagce atctgtgagg
3361 agtaccacag agagtggcaa ggttatccca gaatggtgct gccgagegtg cacaatgeca
3421 ccagtgacgt tccggactgg aactgattge tggtatgcca tggaaatacg gccagtccat
3481 gaccaggggg ggcttgttcg ctcaatggtg gttgcggaca acggtgaatt actcagtgag
3541 ggaggggtcc ccggaatagt ggcattgttt gtggtccttg aatacatcat ccgcaggaga
3601 ccctccacgg gatcaacggt tgtgtgggga ggcatcgteg ttctegettt gettgtcacc
3661 gggatggtca ggatggagag cctggtgcge tatgtggtgg cagtggggat cacattccac
3721 cttgagctag ggccagagat cgtggecttg atgctactcc aggetgtgtt tgagctgagg
3781 gtgggtttgc tcagcgceatt tgcgetgecge agaagectca ccgtccgaga gatggtgacce
3841 acctactttc ttttgctggt cctggaattg gggctgecga gtgcgaacct tgaggattte
3901 tggaaatggg gtgatgcact ggccatgggg gcgctgatat tcagggcettg cacggcagaa
3961 ggaaagactg gagcggggct cctgctcatg getctcatga cacagcagga tgtggtgact
4021 gtgcatcatg gactggtgtg cttcctgagt gcagcettcgg cttgctcgat ctggaggctg
4081 ctcaggggac acagagagca gaagggattg acctggattg tccececctgge tagattgett
4141 gggggagagg gctctggaat cagactgetg gegttttggg agctgtcage tcacagagga
4201 agacgatctt tcagtgaacc actaactgtg gtaggggtca tgctgacatt ggctagcggce
4261 atgatgcgac acacctccca ggaggctctc tgtgcactcg cagtggectc gtttctcttg
4321 ttaatgctgg tgctggggac aagaaagatg cagctggttg ccgaatggag tggctgtgtg
4381 gaatggcatc cggaactagt gaatgagggt ggagaggtta gcctgcgggt ccgtcaggac
4441 gcgatgggaa actttcactt gactgagctc gagaaagaag agagaatgat ggctttttgg
4501 ttgattgccg gettggcage ttcggecatt cattggtcag geattattgg tgtgatggga
4561 ctgtggacgc tcacgaaaat gctgaggtca tcccgaaggt ctgacctggt tttctctgga
4621 caggggggtc gagagcgtgg tgacagacct ttcgaggtta aggacggtgt ctacaggatt
4681 ttcagcccceg gettgttetg gggtcagaac caggtgggag ttggctacgg ttccaaaggt
4741 gtcttgcaca cgatgtggca tgtgacgaga ggagcggcegce tgtctattga tgatgctgtg
4801 gccggtecct actgggctga tgtgagggag gatgttgtgt gctacggagg agcctggagt
4861 ctggaggaaa aatggaaagg tgaaacagta caggttcatg ccttcccacc agggaaggcc
4921 catgaggtgc atcagtgcca gcctggggag ttgatccttg acaccggaag gaagcttggg
4981 gcaataccaa ttgatttggt aaaaggaaca tcaggcagcc ccattcttaa cgcccaggga
5041 gtggtcgtgg ggctatacgg aaatggccta aagaccaatg agacctacgt cagcagcatt
5101 gctcaagggg aagcggagaa gagtcgaccc aacctcccac aggetgttgt gggcacgggce
5161 tggacatcaa agggtcagat cacagtgctg gacatgcacc caggctcagg gaagacccac
5221 agagtcctcc cggagctcat tcgecaatge attgacagge gectgagaac attggtgttg
5281 gctccaactc gtgtggtact caaagaaatg gagcgcgcect tgaatgggaa acgggtcagg
5341 ttccactcac cagcagtcag tgaccaacag gctggagggg caattgtcga tgtgatgtgt
5401 cacgcaacct atgtcaacag acggctatta ccacagggga gacaaaattg ggaggtggca
5461 atcatggatg aggcccactg gactgaccct cacagcatag ctgccagagg tcatttgtac
5521 actctggcaa aagaaaacaa gtgtgcactg gtcttgatga cagcgacacc tcctggtaag
5581 agtgaacctt ttccggagtc taacggagcc atcactagtg aggaaagaca gattcctaat
5641 ggagagtggc gtgacgggtt tgactggatc actgagtatg aaggacgcac agcctggttt
5701 gtcccttcga ttgcaaaagg tggtgctata gctcgcacct tgagacagaa agggaaaagt
5761 gtgatctgtt tgaacagcaa aacctttgaa aaggactact caagagtgag ggatgagaag
5821 cctgactttg tggtgacgac tgatatctcg gagatgggag ccaaccttga cgtgagccgce
5881 gtcatagatg ggaggacaaa catcaagcct gaggaggttg atgggaaggt cgagctcacc
5941 gggaccaggc gagtgaccac ggcttccgct gcccaacgge gcggaagagt tggtcggcaa
6001 gacggacgaa cagatgaata catatactct ggacagtgtg atgatgatga cagtggatta
6061 gtgcaatgga aggaggcgca aatacttctt gacaacataa caaccttgcg ggggcccgtg
6121 gccacctttt atggaccaga acaggacaag atgccggagg tggccggtca ctttcgactc
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6181 actgaagaga aaagaaagca cttccgacat cttctcactc attgtgactt tacaccgtgg
6241 ctggcgtggce acgtcgcagce gaatgtgtcc agcgtcacgg atcgaagetg gacatgggaa
6301 gggccggagg caaatgecgt ggatgaggec agtggtggcet tggtcacctt caggageccg
6361 aatggggcgg agagaactct caggccggtyg tggaaggacg cacgcatgtt caaagaggga
6421 cgtgacatca aagagttcgt ggcgtacgca tctgggegtc gecagtttcgg agatgttctg
6481 acaggaatgt cgggagttcc ggagcttttg cggcacagat gcgtcagtge cctggacgtc
6541 ttctacacac tcatgcatga gaaacctgac agcagggcaa tgagaatggc ggagagagac
6601 gccccagagg cctttctgac catggttgag atgatggtgt tgggtttgge aaccctgggt
6661 gtcatctggt gcttcgtegt ccggacttca atcagecgta tgatgctggg cacgetggte
6721 ctgctggcct ctttgctact cttgtgggca ggtggegtcg gectatgggaa tatggecgga
6781 gtggccctca tecttctacac gttgctgacg gtgctgcage ccgaggcggg aaaacagaga
6841 agcagtgatg acaacaaact ggcatatttt ttgctgacgc tctgcagcct tgctggactg
6901 gttgcagcca atgagatggg ttttctggag aagaccaagg cagacttgtc cacggtgctg
6961 tggagtgaac gggaggaacc ccggccgtgg agtgaatgga cgaatgtgga catccageca
7021 gcgaggtcct gggggaccta tgtgctggtg gtgtctetgt tcacacctta catcatccac
7081 caactgcaga ccaaaatcca acaacttgtc aacagtgccg tggcatctgg tgcacaggcc
7141 atgagagacc ttgggggagg tgcccccttc tttggtgtgg cgggacatgt catgaccctc
7201 ggggtggtgt cactgattgg ggctactccc acctcattga tggtgggegt tggectggceg
7261 gcactccatc tggccattgt ggtgtctggt ctggaggcetg aattgacaca gagagctcat
7321 aaggtctttt tctctgcaat ggtgcgcaac cccatggtgg atggggatgt catcaaccca
7381 ttcggggagg gggaggcaaa acctgctcta tatgaaagga gaatgagtct ggtgetggec
7441 atagtgttgt gcctcatgtc ggtggtcatg aaccgaacgg tggcctccat aacagaggct
7501 tcagctgtgg gactggcagc agcgggacag ctgctcagge cggaggctga cacactgtgg
7561 acgatgccgg ttgcttgtgg catgagtggt gtggtcaggg gtagectgtg ggggtttcte
7621 cctcttggge atagactctg gecttcgagcet tctgggggta ggegtggtgg ttctgaggga
7681 gacacgcttg gagatctctg gaaacggagg ctgaacaact gcaccaggga ggaattcttt
7741 gtgtacaggc gcactggcat cctggagacg gaacgtgaca aggctagaga gttgctcaga
7801 agaggagaga ccaatatggg attggctgtc tctcggggca cggcaaagct tgectggcete
7861 gaggaacgcg gatatgccac cctcaaggga gaggtggtag atcttggatg tggaaggggce
7921 ggctggtcct attatgcggce atcccgaccg gecagtcatga gtgtcaggge atacaccatt
7981 ggtggaagag ggcatgaggc tccaaagatg gtaacaagcc tgggttggaa cttgatcaaa
8041 tttagatcag gaatggacgt gttcagcatg cagccacacc gggctgacac tgtcatgtgt
8101 gacatcggag agagcagccc agatgccgcet gtggagggtg agaggacaag gaaagtgata
8161 ttgctcatgg agcaatggaa aaacaggaac cccacggctg cctgtgtgtt caaggtgctg
8221 gccccatacc gcccagaagt gatagaagca ctgcacagat tccaactgca atgggggggg
8281 ggtctggtga ggaccccttt ttcaaggaac tccacccatg agatgtatta ctcaacagct
8341 gtcactggga acatagtgaa ctccgtcaat gtacagtcga ggaaactttt ggctcggttt
8401 ggagaccaga gagggccaac cagggtgcct gaacttgacc tgggagttgg aacgaggtgt
8461 gtggtcttag ctgaggacaa ggtgaaagaa caagatgtac aagagaggat caaagcgttg
8521 cgggagcaat acagcgaaac ctggcacatg gacgaggaac atccgtaccg gacatggcag
8581 tattggggca gctaccgcac ggcaccaacc ggctcggegg cgtcactgat caatggggtt
8641 gtgaaacttc tcagctggcc atggaacgca cgggaagatg tggtgcgceat ggccatgact
8701 gacacaacgg ctttcggaca gcagagagtg ttcaaagata aagttgacac aaaggcacag
8761 gaacctcagc ccggcacaag agtcatcatg agagcagtaa atgattggat tttggaacga
8821 ctggcgcaga aaagcaaacc gcgcatgtge agcagagagg aattcatagc aaaagtgaaa
8881 tcaaacgcag ccttgggagc ttggtcagat gagcaaaaca gatgggcgag tgcaagagag
8941 gctgtagagg atcctgcatt ctggcacctc gtggatgaag agagagaaag gcacctcatg
9001 gggagatgcg cgcactgcgt gtacaacatg atgggcaaga gagagaagaa actgggagag
9061 ttcggagtgg cgaagggaag tcgggccatt tggtacatgt ggctggggag tegetttctg
9121 gagttcgagg ctcttggatt cttgaatgaa gaccattggg cctctagaga gtccagtgga
9181 gctggagttg agggaataag cttgaactac ctgggctggce acctcaagaa gttgtcaacc
9241 ctgaatggag gactcttcta tgcagatgac acagctggct gggacacgaa agttaccaat
9301 gcagacttag aggatgaaga acagatccta cggtacatgg agggtgagca caaacaactg
9361 gcaaccacaa taatgcaaaa agcatatcat gccaaagtcg tgaaggtcgc gaggcecctcc
9421 cgtgatggag gctgcatcat ggatgtcatc acaagaagag atcaaagagg ttcgggccag
9481 gttgtgacct atgcccttaa caccctcacc aacataaagg tgcaactaat ccgaatgatg
9541 gaaggggaag gggtcataga ggcagcggat gcacacaacc cgagactgct tcgagtggag
9601 cgctggctga aagaacatgg agaagagcegt cttggaagaa tgctcgtcag tggtgacgat
9661 tgtgtggtga ggcccttgga tgacagattt ggcaaagcac tttactttct gaatgacatg
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9721 gccaagacca ggaaggacat tggggaatgg gagcactcgg ccggcttatc aagctgggag
9781 gaagtcccct tttgttcaca ccacttccac gagctagtga tgaaggacgg acgcaccttg
9841 gtggtgccgt gcagagacca agatgaactc gttgggaggg cgcgcatctc accgggatge
9901 ggctggagtg tccgcgagac ggectgectt tcaaaagect acgggcagat gtggetgetg
9961 agctacttcc atcggcgaga cctgaggacg ctcgggcettg ccatcaactc agcagtgect
10021 gtcgattggg ttcctaccgg ccgcacgaca tggagcatcc atgccagtgg ggectggatg
10081 accacagaag acatgctgga cgtctggaac cgggtgtgga ttttggacaa ccctttcatg
10141 cagaacaagg gaaaggtcat ggagtggagg gatgttccgt acctccctaa agctcaggac
10201 atgttatgtt cctccctegt tgggaggaaa gaaagagcag aatgggccaa gaacatctgg
10261 ggagcagtgg aaaaggtgag gaagatgata gggcctgaaa agttcaagga ctatctctct
10321 tgtatggacc gccatgacct gcactgggag ctcagactgg agagctcaat aatctaaacc
10381 cagactgtga cagagcaaaa cccggagggc tcgtaaaaga ttgtccggaa ccaaaagaaa
10441 agcaagcaac tcacagagtg tgagaccccc ctgaccagca aaggggcaga tcggtcaggg
10501 gtgagggatg cccccagagt gcattacggc agcacgccag tgagagtggc gacgggaaaa
10561 tggtcgatcc cgacgtaggg cactctgaaa aactttgtga gaccccctge atcatgataa
10621 ggccgaacat ggtgcatgaa aagggaggcc cccggaagta cgcttccggg aggagggaag
10681 agagaaattg gcagctctct tcaggatttt tcctectect atacaaaatt cccecteggt
10741 agaggggggg cggttcttgt tctcectgag ccaccatcac ccagacacag atagtctgac
10801 aaggaggtga tgtgtgactc ggaaaaacac ccgct

Podtrzeni znaci zménu nukleotidu Hypr5 oproti variant¢ Hypr50/V
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