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1. Uvod

1.1 Virus klistové encefalitidy

Virus klistové encefalitidy (VKE) patfi do rodu Flavivirus, ¢eledi Flaviviridae. Je
nervového systému, vyskytujiciho se v Evropé a v Asii (Heinz et al., 2000). Incidence tohoto
onemocnéni neustale roste, kazdorocné je celosvétové zaznamendno 10-12 tisic pfipadi

(Stiss, 2003).

Onemocnéni klistovou encefalitidou bylo poprvé popsano roku 1931 rakouskym
lékafem Schneiderem, ktery si povsiml jeho pravidelného sezénniho vyskytu (Schneider,
1931). Samotny VKE, jako ptivodce tohoto onemocnéni, byl objeven roku 1937 ruskym
védcem Zilberem ve vychodnim Rusku, ktery zdroven prokdzal pienos VKE na ¢lovéka

pomoci klistéte Ixodes persulcatus (Zilber et al., 1939).

VKE je pfenasen klistaty a patii tedy mezi arboviry - viry pfendSené na obratlovce
prosttednictvim krevsajicich ¢lenovci. Rod Flavivirus zahrnuje kromé VKE i dalsi viry, které
lze v rdmci tohoto rodu obecné rozdélit do tii skupin: flaviviry pfenaSené klistaty (napf.
virus Langat, virus Powassan), flaviviry pfendsené komary (napf. virus zZluté zimnice, virus
zdpadniho Nilu, virus dengue) a flaviviry, u kterych nebyl dosud Z4dny vektor prokazan
(napf. virus Modoc, virus Apoi, virus Rio Bravo) (Varelas-Wesley et Calisher, 1982; Gaunt et

al., 2001).

Blizce pfibuznymi viry VKE ze skupiny klistaty pfendSenych flavivir jsou virus
vrtivky (Louping ill virus), virus Langat a virus Powassan, které také mohou zptlisobovat
encefalitidy u lidi, ale jen zfidka na epidemické trovni. Dalsi tfi pfibuzné viry ze stejné
skupiny (virus Omské hemoragické horecky, virus horecky Kyasanurského lesa a virus

N

horecky (Charrel et al., 2001).

Samotny VKE se jesté déle déli do tii subtypti: subtyp evropsky (prototypovy kmen
Neudoerfl), sibifsky (prototypovy kmen Aina) a dalné-vychodni (prototypovy kmen Sofjin).



Tyto odlisné genetické linie byly definovany na zdkladé srovndvaci analyzy sekvenci

kédujicich protein E rtiznych kmenti VKE (Ecker et al., 1999).

1.1.1 Ekologické a epidemiologické charakteristiky infekce VKE

V pfirozeném prostfedi je virus klistové encefalidity pfendSen v cyklu zahrnujicim
klistata jako vektory viru a obratlovce jako jeho hostitele. Pfirozenym prostiedim vyskytu
viru jsou lesni ekosystémy Evropy a Asie, ve kterych se udrzuje dostate¢na vlhkost nutnd
pro zivot klistat (Nuttall et al., 1994).

Klisté I. ricinus je v Evropé dominantnim druhem KkliStéte a zaroven hlavnim
vektorem evropského subtypu VKE. Jeho sezénni aktivita obecné vrcholi dvakrat do roka,
mezi kvétnem a cervnem a zafim a fijnem. Klisté I. persulcatus se vyskytuje pfedevsim
v oblasti Uralu, Sibife a Dalného vychodu a je hlavnim pfenaSe¢em dalSich dvou subtypt
VKE - sibifského a dadlné-vychodniho. K vrcholu jeho aktivity dochazi pouze jednou ro¢né a
to v pribéhu kvétna a cervna (Korenberg et Kovalevskii, 1999). V Rusku byl VKE sporadicky
izolovan také z 18 dalsich druht klistat, jako napiiklad Dermacentor spp. a Hyalomma spp.
(Zlobin et Gorin, 1996). V Ceské republice byl VKE izolovan naptiklad z klidtéte I. hexagonus
(K¥ivanec et al., 1988) nebo Haemaphysalis inermis (Gresikovd et Nosek, 1966). Samotna
detekce viru vSak nepotvrzuje zapojeni téchto klistat do cirkulace viru v pfirodé, natoz jejich
vyznam pro pienos viru na ¢lovéka.

Prevalence VKE v klistatech v endemickych oblastech Evropy se pohybuje v rozmezi
0,5-5 % (Siss et al., 1999; Stiss et al., 2002), zatimco v urcitych oblastech Ruska byla
zaznamendna prevalence az 40 % (Gritsun et al., 2003).

Virus je na fyziologii i chovani klistat velmi dobfe adaptovan (Nuttall ef al., 1994).
VKE v Kklistéti perzistuje pies metamorfézu, a tak jednou infikované klisté ziistdva nakaZeno
po cely zbytek Zivota. Pokud se tedy klisté nakazi jako larva, ztistane infikované i jako nymfa
a dospélec (tzv. transstadidlni pfenos). Vzacné mtze dojit i k pfenosu transovaridlnimu, kdy
se virus prendsi zmatky na potomstvo. Klistata se VKE infikuji nejcastéji pfi sdni na
infikovaném hostiteli, u kterého se pravé vyskytuje virus v krvi — viremicky pfenos. Kromé
viremického prenosu existuje jesté jiny, velmi dileZity mechanizmus, napoméahajici cirkulaci
viru mezi jedinci klistat, oznacovany jako ,co-feeding”. Pro pfenos viru z jednoho klistéte na
druhé pfi soucasném sani (tzv. sousani neboli ,co-feedingu”) na témze hostiteli nenf totiZ u
tohoto hostitele nutné dosaZeni virémie (Labuda et al., 1993). Dochazi pouze k lokdlnimu

pfenosu v podkoZi v misté sani infikovaného klistéte na klisté dosud neinfikované (Jones et



al., 1987). K pfenosu viru mezi klistétem infikovanym a neinfikovanym miize dojit dokonce i
jejich sousanim na imunnich jedincich (Labuda et al., 1997).

Z dtvodu celoZivotni perzistence VKE v klistatech jsou klistata nejen vyznamnym
rezervodrem tohoto viru, ale také na virus ptisobi dlouhodobym selekénim tlakem, ktery
miiZze ovliviiovat genotyp a fenotyp viru (Nuttall et al., 1991; Labuda et al., 1994). Proto se
adaptace vzniklé na podkladé interakce s rznymi druhy vektort mohou projevit rtiznou
mirou patogenity pro obratlov¢i hostitele (Leonova, 1997; Romanova et al., 2007).

Primarnimi obratlov¢éimi hostiteli VKE jsou drobni hlodavci (Nuttall et Labuda, 1994).
Dalsi obratlovci jako ptaci, vysokd zvéf a koné slouZi také jako hostitelé viru, nehraji ale
pravdépodobné pii pfenosu viru mezi klistaty tak dileZitou roli (Nuttall et al., 1994). Ve
srovnani s klistaty maji sav¢i hostitelé funkci pouze kratkodobych hostiteltt s omezenym
trvanim infekce. I tak je pfenos pies obratlovce velice dtlezity pro perzistenci viru v pfirodé
(Gritsun et al., 2003). Z&sadni roli v udrzeni cirkulace viru v pfirodé hraje zfejmé vyse

zminény mechanizmus neviremického pfenosu viru (Labuda et al., 1997).

1.1.2 Patogeneze klistové encefalitidy

Knédkaze clovéka dochdzi ve vétsiné piipadi po pfisati infikovaného klistéte.
Pfiblizné 70-95 % infekci v endemickych oblastech mivéd v8ak bud subklinicky pribéh nebo
jsou zcela bezpfiznakové (Gritsun et al., 2003). Druhy moZny zptisob ndkazy je pozitim
kontaminovaného a nepasterizovaného mléka, zejména koziho (Gritsun et al., 2003). Tietim
zptusobem ndkazy je vdechnuti kontaminovaného aerosolu, coz se tykd zejména
laboratornich ndkaz pfi praci s vysokymi koncentracemi viru (Scherer et al., 1980).

Po pfisati infikovaného klistéte a uvolnéni viru do hostitele dochdzi nejprve kjeho
pomnoZeni v kliZi a podkoZznim vazivu (Labuda et al., 1996). Poté se virus $ifi lymfatickym
systémem do spddovych lymfatickych uzlin, kde se ddle mnoZi. Z lymfatickych uzlin pronika
virus do krevniho fecisté a iniciuje se tak viremické stadium infekce (Malkova et Frarikova,
1959; McMinn et al., 1996a). Sifi se krvi a napadd razné organy, zejména retikulo-
endotelidlntho systému (slezinu, jatra a kostni dfeti). Béhem viremické faze dochdazi také
k priniku viru hematoencefalickou bariérou do mozku (McMinn et al., 1996a). Zpiisob, jakym
encefalitogenni flaviviry bariéru pfekondvaji a napadaji mozek, neni dosud zcela znam. Mezi
moznymi mechanismy jsou mimo jiné zminovany pasivni diftize (s ovlivnénim permeability
membrany TNF-a), transcytéza nebo $ifeni po ¢ichovém nervu (Haglund et Giinther, 2003;

Samuel et Diamond, 2006). Schopnost viru replikovat se v perifernich tkanich, indukovat



virémii a proniknout do centrdlntho nervového systému je oznafovana jako
,heuroinvazivita”. Naopak schopnost viru vyvolat cytopaticky efekt v mozku a zptlisobit
encefalitidu se nazyva , neurovirulence” (McMinn, 1997).

Jak jiz bylo zminéno vyse, patogenita jednotlivych subtypti VKE je, navzdory jejich
antigenni a biologické podobnosti, rozdilnd. Onemocnéni evropskym subtypem ma mirnéjsi
charakter a také niz$i imrtnost (asi 1-2 %) ve srovnéni s ostatnimi dvéma subtypy. Probiha
ve dvou fazich. Po pfisati nakaZzeného klistéte je inkubac¢ni doba dlouha asi 3-7 dni. Poté
nastdva prvni fdze onemocnéni, doprovdzena pifiznaky podobnymi chiipce, jako je horecka,
bolest hlavy, maldtnost nebo tnava. Mezi prvni a druhou fazi je pfiblizné sedmidenni
bezpfiznakovy interval. Druha faze je charakteristickd neurologickymi poruchami rtzné
zévaznosti, ve 20-30 % piipadi se objevuji stfedné téZké meningitidy az tézké encefalitidy
doprovazené patefnim ochrnutim. U 10-20 % pacientti s vaZnym pribéhem onemocnéni se
vyskytuji dlouhotrvajici nebo permanentni neuropsychiatrické nasledky infekce (Burke et
Monath, 2001; Gritsun et al., 2003).

Infekce dédIné-vychodnim subtypem VKE vyvolava u ¢lovéka velmi vazné poruchy
centrdlni nervové soustavy, jako jsou meningoencefalitidy nebo polyencefalitidy,
doprovazené ztratou védomi a dlouhotrvajicimi pocity vycerpani. Nejvaznéjsi formy
onemocnéni zahrnuji poskozeni neuronti v rtiznych ¢astech mozku a také poskozeni michy.
Mortalita se pohybuje mezi 20-60 %. Charakteristickd je také absence chronické formy
onemocnéni (Gritsun et al., 2003).

Infekce zptlisobena sibifskym subtypem vyvolavd méné vaznd onemocnéni neZ
infekce subtypem dalné-vychodnim, je casto doprovadzena neparalytickymi hore¢natymi

formami encefalitidy. Umrtnost se vétS§inou pohybuje v rozsahu 6-8 % a chronické formy

onemocnéni jsou pomérné casté (Burke et Monath, 2001).

1.1.3 Molekularné biologické charakteristiky viru

Viriony viru klistové encefalitidy maji pramér pfiblizné 50 nm a skladaji se
z elektronové hustého jadra, obklopeného lipidovou dvojvrstvou, kterd obsahuje dva
obalové glykoproteiny — protein E (,,envelope”) a protein M (,membrane”). Intracelularni
(dosud nezralé) viriony obsahuji prekurzor prM, znéhoZ se protein M vystépuje pii
priichodu virionu ven z butiky (Murphy, 1980). Jadro je tvofeno kapsidovym proteinem C
a jednofetézcovou RNA pozitivni polarity o celkové délce 11 kb. Genomova RNA obsahuje

jeden otevieny ¢teci ramec (,,Open Reading Frame” - ORF) a kéduje polyprotein tvoteny asi



3400 aminokyselinami, ktery je ko-transla¢né a post-translacné stépen bunéénymi a virovymi
protedzami na tfi strukturni proteiny (C, M a E) a sedm nestrukturnich proteinti (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5). Otevieny c¢teci ramec vsech flavivir je na 5 a 3’ konci

ohranicen netranslatovanou oblasti (,,untranslated region” — UTR) (Gritsun et al., 2003).

Koncové oblasti

5" koncova oblast genomu flavivirh nese methylguanosinovou cepicku
(m’GpppAmp), je dlouha 95-132 bazi a zac¢ind konzervovanou dvojici nukleotidi AG
(Chambers et al., 1990a). Kromé zminéné dvojice nukleotidi obsahuje tato sekvence jesté
nékolik dalsich konzervovanych oblasti, které se pravdépodobné podileji na formovani
sekundarnich struktur RNA (Rice, 1996).

3’ koncova oblast vykazuje vyraznou heterogenitu jak v délce (~ 300 - 700 nt), tak i
v nukleotidové sekvenci, a to nejen mezi riznymi druhy flavivird, ale dokonce i mezi
riznymi kmeny téhoZ viru. Rozdily se vyskytuji pfevazné v proximdlni ¢4sti 3" oblasti, za
STOP kodonem, kde byly pozorovany dlouhé delece, inzerce nebo opakujici se sekvence
(Wallner et al., 1995). Narozdil od proximdlni ¢asti, distdlni ¢ast (samotny 3" konec), dlouha
priblizné 340 nukleotidd, je vysoce konzervovana (Gritsun et al., 1997).

3’ oblast nékterych kment VKE je dlouhd pouze 350 nt, coZ znamend, Ze proximdlni
¢ast témeét chybi (Wallner et al., 1995). Vzhledem k vysoké variabilité nemd pravdépodobné
tato ¢ast Zadnou funkci pii replikaci viru (Mandl et al., 1998). Je moZné, Ze tato
hypervariabilni oblast slouZi jako ,mezernik”, ktery oddéluje distalni ¢ast od zbytku
virového genomu, coZ je nutné pro navdzani RNA polymerdzy a bunécnych faktorf,
podilejicich se na transkripci (Gritsun et al., 1997).

Narozdil od vétsiny dalSich bunéénych a virovych molekul RNA s pozitivnim
fetézcem, RNA flavivirti postrddd na svém 3’ konci poly(A) oblast. Nékteré kmeny VKE
(Neudoerfl nebo 263) maji ale homoadenosinovy tsek, vyskytujici se v proximalni ¢asti 3’
koncové oblasti (Wallner et al., 1995).

Distélni ¢ast 3" konce je rozdélena do tfi strukturnich regiont (I-III), obsahujicich
nezavislé sekundarni struktury, které spolu pravdépodobné navzdjem nijak neinteraguiji.
Region I, navzdory podobnosti sekundarnich struktur mezi jednotlivymi flaviviry, vykazuje
pomérné vysokou sekvencni variabilitu, a to i u blizce pfibuznych kmenti. Oproti tomu
region II se v sekunddarni struktufe u klistaty pfendsenych flavivirt vyrazné lisi od flavivira
prenasenych komary. Na samém konci regionu III vytvaii poslednich asi 90 bazi dlouhou

stabilni vldsenku (,long stable hairpin” - 3" LSH)), jejiz struktura je mezi flaviviry, navzdory



rozdilim v sekvenci, také konzervovana. Predpokladd se, Ze tato vlasenka slouZi ke
specifické interakci mezi molekulou RNA a nékterymi hostitelskymi proteiny, které jsou
soucasti replika¢niho komplexu (Gritsun et al., 1997; Proutski et al., 1997).

RNA v obou koncovych nekéddujicich oblastech tvori sekundarni struktury, které jsou
vétsinou konzervované a pravdépodobné slouZzi pro regulaci amplifikace, translace a baleni
viru (Gritsun et al., 1997; Proutski et al., 1997).

V genomu flavivir(i byly nalezeny dvé potencialni cykliza¢ni sekvence — CS“A” na

5 konci a CS“B” na 3’ konci. Tyto sekvence umoziiuji interakce mezi konci virového
genomu a pravdépodobné maji urcitou funkci pfi iniciaci replikace RNA, kdy je nutné, aby

RNA-polymeraza nasedla soucasné na oba konce virového genomu (Khromykh et al., 2001).

Strukturni proteiny

Tii geny koédujici strukturni komponenty virionu — protein C, protein prM/M a
protein E zabiraji asi 25 % ORF na 5 konci genomu. Zbytek ORF (asi 75 %) koduje
nestrukturni proteiny v poradi NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5 (Rice, 1996) (Obr.
1).

Struktura genomu flavivira
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Obr. 1. Struktura genomu flavivira (McMinn, 1997, upraveno).

Protein C

Tento vysoce bazicky protein o velikosti 11 kDa vykazuje v porovnani s proteiny E a
M mezi rtznymi flaviviry méné sekvencnich homologii. Béhem translace je ze vSech
virovych proteini syntetizovdn jako prvni. O jeho struktufe a funkci je zatim znamo

pomérné mélo (Mandl et al., 1988). Velké mnoZstvi zasaditych aminokyselinovych zbytkt na



jeho koncich napovida jeho mozZné funkci pfi baleni virové RNA. Mezi témito koncovymi
oblastmi se nachdzi vnitfni hydrofobni doména, zprostfedkovdavajici pravdépodobné
interakci s membranou. Nascentni protein C obsahuje také C-terminalni hydrofobni
sekvenci, kterd slouZi jako signdlni peptid a zahajuje translokaci proteinu prM do lumen
endoplazmatického retikula. Pozdé&ji béhem syntézy je tato signdlni sekvence odStépena
virovou protedzou NS2B-NS3. Toto Stépeni je nutné kndslednému uvolnéni N-konce

proteinu prM  (Kofler et al., 2002).

Proteiny prtM a M

Jak jiz bylo zminéno vysSe, glykoprotein prM (26 kDa) je translokovdn do lumen
endoplazmatického retikula prostfednictvim signélni sekvence na C-konci proteinu C.
N-konec proteinu je prevazné hydrofilni a obsahuje 6 konzervovanych cysteinovych zbytki,
tvoricich disulfidické mustky (Nowak et Wengler, 1987). Tato ¢ast proteinu obsahuje také
jedno potencidlni N-glykosyla¢ni misto. Protein prM je prekurzorem pomérné malého
membranového proteinu M (8 kDa), ktery je slozkou pouze zralych virionti a nachédzi se na
vnéjsim povrchu virové ¢astice (Chambers et al., 1990a).

Kromé funkce prekurzoru ma protein prM také tlohu chaperoninu, pottebného pro
spravné sbaleni proteinu E. V ¢asné fazi sekrecni drahy prochdazeji totiZ viriony pfes kyselé
kompartmenty a vezikuly Golgiho apardtu a nizké pH by za nepiitomnosti prM zptisobilo
nevratnou konformaéni zménu proteinu E a tim vznik nefunkéniho virionu. Protein prM ma
proto zédsadni roli pfi maturaci virionu (Guirakhoo et al., 1991).

Kratce pfedtim, neZ je virion uvolnén z buiiky, je prM Stépen bunécnou protedzou

furinem, vznikd protein M a dochézi tim k maturaci virionu (Stadler et al., 1997) (Obr. 2).

nezraly virion

prM (=18-kDa)

membréna

zraly virion

M (~8-kDa)

E dimer

nukleokapsida

Obr. 2. Obalové proteiny nezralého a zralého virionu (Lindenbach et al., 2007,

upraveno).



Protein E

Protein E (53 kDa) je hlavnim povrchovym proteinem virové ¢astice. Interaguje s
bunéénymi receptory a zprostfedkovava fazi viru s bunéénou membranou. Také indukuje
tvorbu virus neutralizujicich protilatek, které hraji dtileZitou roli v ustaveni ochranné
imunitni odpovédi (Heinz, 1986). Pfi procesu vstupu viru do buriky se tento protein
uplatriuje v interakci s receptorem pfi klatrinem zprostiedkované endocytéze. V endosomu
pak pokles pH zplisobi zménu konformace proteinu E a umoZzni fazi virové membréany
s membranou endosomu, vedouci kuvolnéni virovych ¢&astic do cytoplazmy (Heinz et
Allison, 2000, 2001).

Trojrozmérna struktura proteinu E byla studovdna pomoci rentgenové krystalografie
(Rey et al., 1995). Protein se sklddd ze dvou monomernich podjednotek zakotvenych do
obalové membrany. Kazdy z monomerti je tvofen tfemi doménami oznacovanymi I-1II.

Doména I je centrdlni doménou. Obsahuje N-konec proteinu tvofeny asi 120
aminokyselinami, uspofddanymi do osmi antiparalelnich beta listti, které dohromady tvoii
strukturu beta soudku. Déle obsahuje dva disulfidické mtstky a potencidlni glykosyla¢ni
misto v poloze 154, kde se na asparagin vaZe N-glykosidickou vazbou antenalné rozvétveny
glykan (Grubhoffer et al., 1990).

Doménu II je moZné povaZovat za subdoménu domény I, protoZe je tvofena ze dvou
nezdvislych dlouhych smycek, které z domény I vycnivaji a tvofi tak prstovitou strukturu.
Doména 1II je z vétSiny tvorena beta listy a jedna ze dvou smycek je stabilizovana tfemi
disulfidickymi mustky (Rey et al., 1995). Cast domény II je zodpovédna za pH-dependentni
fazi virové membrany s membrdanou endosomu (aminokyseliny v polohdch 98 — 113 na cd
smycce) (Heinz et Allison, 2003; Hurrelbrink et McMinn, 2003). Pfi vystaveni kyselému pH
podléhd doména II nejvétsim konformacnim zméndm (Rey et al., 1995).

Doména III pfipomind svou strukturou molekulu imunoglobulinu (Heinz, 2003).
Obsahuje C-konec proteinu, jehoZz asi 100 poslednich aminokyselin vytvari beta soudek
tvofeny sedmi antiparalelnimi beta listy. Dédle obsahuje jeden disulfidicky mustek a je
spojena s doménou I prostfednictvim 15 aminokyselin dlouhého fetézce. Laterdlni cést
domény III se pravdépodobné vazZe k dosud nezndmému bunéénému receptoru (Rey et al.,
1995).

Nejvice konzervovanou ¢ésti proteinu E je sekvence 12-ti cysteinovych zbytk, které
vytvareji Sest vyse zminénych disulfidickych miistkh v pfesné definovanych oblastech. Jejich

lokalizace je shodnd u v8ech zndmych flavivirt (Nowak et Wengler, 1987).



Antigenni struktura proteinu E byla studovana pomoci monoklonélnich protilatek a
je rovnéz u vsech flavivirt stejnd. Protein E obsahuje tfi antigenni domény: A, B a C (Heinz et
al., 1983; Roehrig et al., 1983; McMinn et al., 1995). Antigenni doména A je lokalizovédna na
strukturni doméné II a nese epitopy pro zkiiZzenou reaktivitu mezi rtznymi flaviviry.
Doména B se nachdazi na strukturni doméné III a nese epitopy odpovidajici za subtypové

specifickou reaktivitu, stejné jako doména C, leZici na doméné I (Rey et al., 1995).

Nestrukturni proteiny

NS1 je s membrdnou asociovany glykoprotein o velikosti 46 kDa, ktery je béhem
syntézy translokovdn do endoplazmatického retikula a odstépen od proteinu E hostitelskou
signalni protedzou (Falgout et Markoff, 1995). NS1 obsahuje tii potencidlni glykosyla¢ni
mista a 12 konzervovanych cysteind, které tvoii disulfidické mistky (Blitvich et al., 2001;
Wallis et al., 2004).

NS1 mé vyznamnou, ale dosud nezndmou roli v replikaci virové RNA. Cilené mutace
v glykosyla¢nich mistech proteinu vedly kdramatickym defektim RNA a tim také
k omezené produkci viru (Muylaert et al., 1996).

NS2A je maly hydrofobni protein o velikosti 22 kDa. Na svém N-konci je od proteinu
NS1 odstépen dosud nezndmym hostitelskym enzymem endoplazmatického retikula
(Falgout et Markoff, 1995). PIni pravdépodobné funkci pfi formovani virové ¢astice. Mutace
v tomto proteinu blokuje produkci viru (Kiimmerer et Rice, 2002).

NS2B je také maly (14 kDa), s membranou asociovany protein (Clum et al., 1997).
Vytvéafi stabilni komplex s proteinem NS3 a slouZi jako kofaktor NS2B-NS3 serinové
proteédzy (Falgout et al., 1991).

NS3 je druhym nejvétsim proteinem (70 kDa). Je to multifunkéni protein, vysoce
konzervovany mezi vSemi flaviviry. Jeho aktivita je nutnd pro zpracovani virového
polyproteinu a pro replikaci RNA. Na jeho N-konci se nachazi katalytickd doména NS2B-
NS3 serinové protedzy (Bazan et Fletterick, 1989; Chambers et al., 1990b). C-koncova oblast
koéduje helikdzu, slouzici kreplikaci virové RNA (Gorbalenya et al., 1989). Poslednim
enzymem, kédovanym proteinem NS3, je RNA trifosfatdza, kterd slouzi k defosforylaci 5’
konce genomové RNA pied pfidanim cepicky (Wengler et Wengler, 1993).

NS4A (16 kDa) a NS4B (27 kDa) jsou malé hydrofobni proteiny (Lindenbach et Rice,
1999). NS4A se podili na tvorbé replikacniho komplexu (Mackenzie et al., 1998). NS4B je
transmembrénovy protein se zatim ne zcela zndmou funkci (Lin et al., 1993; Miller et al.,

2006).



NS5 je nejvétsi (103 kDa) a nejvice konzervovany protein VKE. Tento bazicky,
multifunkéni protein md methyltransferazovou aktivitu a také funguje jako RNA-
dependentni RNA polymeraza (Koonin, 1993). C-konec proteinu zahrnuje oblasti vysoce
homologni k RNA-dependentnim RNA polymerdazdm ostatnich RNA virQt s pozitivni

polaritou genomu (Koonin et Dolja, 1993).

1.1.4 Cyklus viru v burice

Jak jiz bylo zminéno vySe, na vstupu viru do hostitelské buriky se podili strukturni
protein E, ktery interaguje s receptorovymi molekulami na povrchu bunék. Rozpoznani a
vazba na receptor je proces, kterého se pravdépodobné tcastni hned nékolik povrchovych
receptorovych molekul soucasné. Domnélymi primarnimi receptory flavivirt jsou proteiny
DC-SIGN a DC-SIGNR. Oba tyto lektiny vdZou N-glykany bohaté na manosu. DC-SIGN se
vyskytuje na povrchu dendritickych bunék, DC-SINGR na povrchu endotelidlnich bunék
kapilar. Jejich podil ve vazbé viru na hostitelskou buriku byl prokazan u viru dengue a viru
zédpadniho Nilu, i kdyz ke vstupu virionu do buriky je pravdépodobné jesté potfeba
pfitomnosti dalsich receptorovych molekul (Tassaneetrithep et al., 2003; Davis et al., 2006).

Vyznamnymi receptory jsou také glykosaminoglykany. Nachézeji se v hojném poctu
na povrchu bunék a lisi se navzdjem svoji stavbou a mnozstvim mezi riiznymi typy bunék a
tkani (Bernfield et al., 1999; Tumova et al, 2000). Heparan sulfdt je nejcastéjsi
glykosaminoglykan, se kterym viry interaguji (Bruett et al., 2000; Chen et al., 1997).
Pfedpoklada se, Ze afinita virové castice k heparan sulfitu by mohla byt dilezitou
determinantou patogenity a tkafiového tropismu viru a mohla by hrét roli v jeho adaptaci na
rtizné hostitele (Mandl et al., 2001; Romanova et al., 2007, Kozlovskaya et al., 2010).

Po navdzani viru na bunéény povrch dojde kreceptorem zprosttedkované, na
klatrinu zavislé endocytéze. Virus puci v klatrinovych véccich do cytosolu a putuje
k endosomtim. Nizké pH uvnitf endosomt zptisobi reorganizaci proteinu E z dimer(i na
trimery. Poté se protein E vzty¢i a zasdhne do membrany endosomu, pfi ¢emz dochazi k fazi
virového obalu smembrdnou endosomdlniho vac¢ku a uvolnéni nukleokapsidy do
cytoplazmy hostitelské buriky (Heinz et Allison, 2001, 2003).

V cytoplazmé dojde k uvolnéni RNA z nukleokapsidy a zacind translace virového
polyproteinu, ktery je jiz béhem vzniku nebo ihned po ném glykosylovan bunéé¢nymi
glykosyltransferazami. Poté jsou zné&j odstépovany jednotlivé strukturni a nestrukturni

proteiny ¢innosti bunéénych a virovych protedz (Lindenbach et al., 2007).
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Soucasné probihd v membranovych strukturach pobliZ endoplazmatického retikula
(ER) také virova replikace. Replikace zacind syntézou fetézce RNA s negativni polaritou,
ktery pak slouZi jako templat pro tvorbu dalsich fetézcti s polaritou pozitivni. Syntéza virové
RNA je asymetrickd, kdy plus fetézcli vznikd desetkréat vice nezZ minus fetézci (Muylaert et
al., 1996). Plus fetézce RNA slouZi zédroven i jako mRNA, tedy jako templat pro vznik
polyproteinu.

Po odstépenti jednotlivych proteinii z virového polyproteinu a replikaci RNA dochazi
ke vzniku nezralych a neinfekénich viriont v lumen ER. Na cytoplazmatické strané ER
dochézi ke vzniku nukleokapsidy interakci proteinu C s virovou RNA. Obalové proteiny E a
prM jsou naproti tomu po svém odstépeni od polyproteinu translokovdny do lumen ER.
Nezralé viriony vznikaji pucenim nukleokapsidy do lumen ER. Poté jsou sekre¢nimi
drdhami transportovany aZ do Golgiho aparatu. Béhem tohoto transportu dochazi
k dodate¢nym tpravam virového obalu (Lindenbach et al., 2007). Proteiny E a prM jsou
v nezralych virionech seskupeny ve formé heterodimeru. Pfi priichodu pfes kyselé
kompartmenty a vezikuly Golgiho apardtu by totiz nizké pH za nepfitomnosti prM
zpusobilo nevratnou konformacni zménu proteinu E a tim vznik nefunkéniho virionu.
V Golgiho aparétu je protein prM stépen hostitelskou protedzou furinem. Uvolriuje se ¢ast pr
a vznikd protein M. Soucasné dochdzi k reorganizaci proteinu E do formy homodimeru,
¢imZz se znezralého virionu stavd virion zraly. Zralé a infekéni viriony se fazi
s cytoplazmatickou membranou uvolnuji z buriky (Stadler et al., 1997).

Vazba na receptor a
endocytdza

Fdze a uvolnéni o 0
nukleové o

Transport, zrani a
uvolnéni z bunky

} kyseliny o (=]
o o Vnitrobuné&éné
(+) HNA% m pu::rni\
il R
Translace a vznik . z
polyproteinu

Na membranu
vazana
replikace RNA

Obr. 3. Zivotni cyklus viru v hostitelské burtice (Lindenbach et al., 2007, upraveno).
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1.1.5 Glykosylace

Glykosylace je jednou z ko- a post-transla¢nich modifikaci proteinti. Je to proces, p¥i
kterém se na molekulu proteinu navéaze oligosacharid za vzniku glykoproteinu. Jednou z
nejcastéjsich modifikaci proteinti je N-glykosylace, pii které dochazi k pfipojeni manosylové
vidlicky na aminoskupinu (-NH) asparaginového postranniho fetézce proteinu. Tento
asparagin musi byt soucasti konzervovaného motivu Asn-X-Ser/Thr, kde X mtzZe byt
jakédkoli aminokyselina s vyjimkou prolinu (Chambers et al., 1990a). K N-glykosylaci dochazi
jiz béhem syntézy virovych obalovych proteinti na ribozomech drsného ER. Pfi nasledném
prichodu proteinti pies ER a Golgiho aparét jsou navazané oligosacharidy déle upravovany
hostitelskymi enzymy, ¢imZ ziskdvaji svou konec¢nou strukturu. Rizné enzymy upravuji
oligosacharidové fetézce rliznym zpusobem. Vysledkem je glykoprotein s liSicimi se
oligosacharidovymi strukturami. Viry vyuZzivaji této sluZby hostitelskych bunék k modifikaci
svych proteinti, vyskytujicich se na povrchu virionu, coz naznacuje dilezitost virovych
glykoproteinti v udrZeni stability virionu, v antigenicité a invazi do hostitelskych bunék
(Vigerust et Shepherd, 2007).

Pouze tfi proteiny v genomu flavivir obsahuji ve svych sekvencich potencidlni
glykosyla¢ni mista. Prvnim z nich je protein prM, ktery ma jedno az tii N-glykosyla¢ni mista.
Druhym proteinem je obalovy protein E, ktery bud neobsahuje Zddné nebo maximélné dvé
potencidlni glykosyla¢ni mista. Tfetim proteinem je nestrukturni protein NS1, ktery obsahuje
ve svoji sekvenci dveé az tfi potencidlni glykosyla¢ni mista, z nichZ dvé jsou unikdtni pro VKE
a tfeti je konzervované u vsech flavivirti (Chambers et al., 1990a).

N-glykosylaci 1ze zablokovat antibiotikem tunikamycinem, obsahujicim glukosamin.
Tunikamycin specificky inhibuje N-glykosylaci, zprostfedkovanou dolichol pyrofosfatem.
ProtoZe je tato reakce nutnd pro tvorbu hlavni sekvence N-glykosydicky vézanych
oligosachariddi, zabrafiuje tunikamycin N-glykosylaci proteint. Antibiotikum tunikamycin

lze proto vyuzit ke studiu vyznamu glykosylace u virt (Olden et al., 1979).

1.2 Variabilita VKE

1.2.1 Variabilita RNA virii ve srovndni s DNA viry
Viry uZivaji nejrtiznéjsi funkéni a adaptivni strategie, které jim pomadhaji vyhnout se
obrannym mechanizmtm svych hostitelt. Tyto strategie maji odliSny charakter mezi RNA a

DNA viry.
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RNA viry vyuZivaji ¢astych mutaci k tomu, aby rozsifily spektrum hostitelt, aby
unikly z dosahu protildtek nebo cytotoxickych lymfocytt (McKnight et al., 1995; McMichael
et Phillips, 1997). Diky jejich limitované genetické komplexité, dané spiSe mensi velikosti
jejich genomt (3-30 Kb), jsou RNA viry tolerantni k vétsimu poc¢tu mutaci a tudiz velmi
variabilni (Eigen et Schuster, 1979; Domingo et Holland, 1997). Naproti tomu DNA viry
s velkym genomem (napi. herpesviry, poxviry, adenoviry nebo iridoviry) maji komplexni
genetickou informaci, kde tlak na jeji zachovani sniZuje jejich celkovou toleranci k mutacim a
jejich genom je proto stabilni (Domingo et al., 1995; Domingo et Holland, 1997). Vyvinuly si
ale jiny mechanizmus, jak se branit imunitni odpovédi hostitelského organizmu, ktery by se
dal oznacit jako tzv. ,proteinové mimikry”. Jsou schopné potlacit svymi proteiny nékteré
povrchové molekuly butiky nutné pro jeji rozpozndni imunitnim systémem nebo naopak
napodobit extraceluldarni receptory a domény pro cytokiny, makrofdgy a dalsi burky
imunitniho systému (Murphy, 1993; Alcami et al., 1998).

To, Ze jsou viry sjednodussim genomem tolerantnéjsi k mutagenezi nez viry
komplexnéjsi, dokazuje vyssi pocet pozorovanych mutaci v jednoduchych replikonech a také
evoluce ,proofreadingovych” a postreplika¢nich mechanizmii, nutnych béhem replikace
DNA u nékterych komplexnich DNA virt (Holland et al., 1982; Domingo et al., 1995;
Domingo et Holland, 1997).

1.2.2 Evoluce VKE a stabilita jeho genomu

Evoluce a epidemiologie flavivirti je do zna¢né miry ddna ekologickymi potifebami
jejich hostitelti, krevsajicimi ¢lenovci a obratlovci.

Molekuldrné biologické studie poukazuji na to, Ze se flaviviry pfendSené klistaty
vyvijely pozvolna béhem nékolika poslednich tisicileti, kdy se Sifily severnim a zdpadnim
smérem pies lesy Asie a Evropy (Zanotto et al., 1995; Gould et al., 2003).

K tomu, Ze se VKE vyvijel velice pozvolna, pfispélo nékolik faktorti. Prvnim z nich je
dlouhy Zivotni cyklus klistat (Ixodes spp.), ktery mtize trvat aZ pét let. Druhym faktorem je
fakt, Ze toto klisté saje krev béhem svého zivotniho cyklu pouze tfikrat, jako larva, nymfa a
dospélec. Tretim faktorem je zavislost klistat na ur¢itém zivotnim prostiedi, jako jsou lesy
s vlhkymi a hustymi podrosty nebo mokfiny. Poslednim faktorem pfispivajicim k postupné
evoluci VKE je fakt, Ze se virus mtZe prendset pfimo mezi klistaty, a to bud transovarialné

nebo prosttednictvim ,co-feedingu” (Labuda et al., 1997; Gould et al., 2003).
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Vyznamnym rysem evoluce VKE je diverzita jeho subtypti. Ta je mnohem vétsi u
subtypu sibifského a dalné-vychodniho, které jsou pfendseny klistétem I. persulcatus, nez u
evropskych kmenti viru pfendsenych klistétem I. ricinus. Zatimco kmeny sibifského a dalné-
vychodniho subtypu VKE se vyvijely pravdépodobné tisice let, kmeny evropského subtypu
se rozsifily béhem nékolika poslednich stoleti (Kuno et al., 1998; Grard et al., 2007).

Variabilita aminokyselinovych sekvenci proteinu E v rdmci téhoZ subtypu VKE je
pomérné nizka, dosahuje pouze 2,2 %. Variabilita mezi jednotlivymi subtypy je 5,6 % (Ecker
et al., 1999). Na rozdil od komary pfenaSenych flaviviri nebyly také dosud u kliStécich
flavivirti pozorovany Zzadné genetické rekombinace (Grard et al., 2007). Z toho vyplyva, Ze
VKE, navzdory vSeobecné vysoké mutacni rychlosti RNA vird, je geneticky velmi stabilni.
Jeho stabilita je pravdépodobné zptisobena vysokym stupném adaptace viru na ekosystém a

cyklem pfenosu, ktery zahrnuje dva velmi odlisné hostitele (Ecker et al., 1999).

1.2.3 Pasazovani viru

I presto, Ze je genom VKE povaZovén za geneticky velmi stabilni, byly v minulosti
identifikovany varianty viru podstatné se lisici biologickymi vlastnostmi, jako jsou mira
virulence pro laboratorni mysi, velikost plak{ nebo citlivost viici teploté (Mayer et KoZuch
1969; Kopecky et al., 1991). Takové varianty je mozné vyselektovat i uméle pomoci
dlouhodobého pasdZovéni viru v uréitém typu prostiedi. Varianty viru lépe pfizptisobené
jednomu prostiedi jsou pak znevyhodnény v prostiedi druhém. Hostitel ptisobi na virus
urcitym selekénim tlakem a méni jeho genotyp, diky tomu muze pii pasdZovani dochazet i
ke zméné virové neuroinvazivity nebo neurovirulence (Labuda et al., 1994; Romanova et al.,
2007; Mitzel et al., 2008).

Dlouhodobym pasdZovanim viru v kliStatech byly vyselektovany varianty méné
virulentni pro laboratorni mysi, tvofici mensi plaky v kultufe savéich bunék a rychleji se
mnozici v klistatech (Chunikhin et al., 1986; Dzhivanian et al., 1986, 1988, 1991). Pasdzovani
VKE ve slinnych zlazach klistéte I. ricinus mélo rovnéZz za nésledek sniZenou virulenci pro
obratlovce. PfestoZe po sedmé pasdzi viru na klistéti preZilo 95 % infikovanych mysi, které
vykazovaly velmi slabou nebo dokonce Zddnou virémii, bylo mozné zjejich mozkt virus
izolovat. Z této skutecnosti se dd usuzovat, Ze i virus pasadzovany na klistatech zptisobuje u
mys$i perzistentni infekci (Labuda et al., 1994).

Kromé takto zaznamenanych zmén byl vSak zdroven také pozorovdn i spontanni

navrat k pivodnimu fenotypu. PasaZovanim VKE v klistéti Hyalomma plumbeum doslo
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k vyraznému sniZeni virulence pro laboratorni mys, ale nasledné pasaZovéni viru v mysich
mozcich jeho ptivodni fenotypové vlastnosti obnovilo (Dzhivanian et al., 1988). Obdobné i ve
studii Kaluzové et al. (1994) doslo k podobnému zvratu, od atenuovaného fenotypu po
pasazovani v klistatech, k ptivodnimu fenotypu po nasledném pasdZovani v mysich mozcich.
Po obnoveni ptivodniho virulentniho fenotypu byl virus déle pasaZovan v mysich mozcich a
byla tak vyselektovdna dokonce jesté virulentnéjsi varianta, nez ptvodni (Kaluzové et al.,
1994).

Podobné jako lze dlouhodobym pasdzovanim v klistatech ziskat méné virulentni
varianty viru, je mozné dlouhodobym pasdZovanim viru v mozcich sajicich mysek zvysit jeho
virulenci. Atenuovany termosenzitivni kmen VKE (263), izolovany z klistéte I. ricinus, byl
sériové pasdZovan dvojim zptsobem: po péti pasazich v mySich vznikl kmen viru 263-mb5;
jednou pasadzi ptivodniho kmene v bunééné kultufe odvozené z prasecich ledvin za zvysené
teploty (40°C) byl vyselektovdn kmen viru oznaceny jako 263-TR. Oba tyto kmeny byly
termorezistentni, vysoce virulentni pro laboratorni mysi, a vytvarely vétsi plaky v kultufe
sav¢ich bunék v porovnani s ptiivodnim kmenem 263. Navic mély oba nové vzniklé kmeny
identické genomy. Sekvenovanim byly zjistény dvé unikdtni aminokyselinové zamény oproti
ptvodni varianté, v nestrukturnich proteinech NS2B a NS3 a také téméf identicka delece v 3
UTR oblasti (Rtazek et al., 2008).

Mikroevoluci VKE v zévislosti na zméné hostitele viru se zabyva i dalsi studie.
Sibifsky kmen VKE izolovany z klistéte 1. persulcatus byl pasdZovan 5x v mys$ich mozcich
(varianta EK-328) a 17x v klistéti Hyalomma marginatum pomoci umélé inokulace a poté jesté
znovu 5x v mysich (varianta M). Poté byly srovndvéany vlastnosti obou nové vyselektovanych
variant. Varianta M, adaptovana na kliStata, vykazovala pomalejsi replikaci v kultufe savcich
bunék, byla méné virulentni pro laboratorni mysi po subkutdnni inokulaci (sniZend
neuroinvazivita) a naopak lépe se mnozila v klistatech. Co se tyce velikosti plakd, pfi plakové
titraci vytvérela varianta M vétsSinou malé plaky, pouze vyjimecné i plaky velké, srovnatelné
s velikosti plakiti u varianty EK-328 (1-2 velké plaky na 100 malych plak®). Pfi srovnani
genomu bylo detekovadno celkem 15 nukleotidovych substituci u varianty M ve srovnani
s variantou EK-328, z ¢ehoz 6 zdmén mélo za ndsledek zménu v aminokyselinové sekvenci.
Tyto aminokyselinové zdmény se vyskytovaly ve strukturnich proteinech E a prM a
v nestrukturnich proteinech NS2A a NS4A. Pro zjisténi, kterd z téchto aminokyselinovych
substituci se podili na zméné fenotypu u variant adaptovanych na réizna prostfedi, byly
izolovany jeden velky a nékolik malych plakt varianty M a pasaZovany v kultufe savcich

bunék. Klon izolovany z velkého plaku si udrZel tento fenotypovy znak jiz po jedné paséazi.
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Klony odvozené z malych plakii tvofily po prvni pasazi bud pfimo velké plaky nebo plaky
smiSené. Po dalsich dvou pasazich v sav¢ich burikach navic byly malé plaky zcela nahrazeny
plaky velkymi. Tyto klony, tvofici velké plaky, si zachovaly aminokyselinové substituce
v nestrukturnich proteinech, ale v proteinu E doslo k opétovnym zméndm a predpoklada se,
Ze tyto zmény zodpovidaji za rozdily ve fenotypovych vlastnostech (Romanova et al., 2007).
VySe zminéné studie poukazuji na potencidlni moZznost vyskytu tzv. ,quasispecies”
VKE, jejichZ pfitomnost by mohla byt vysvétlenim velmi rychlych zmeén probihajicich
v genomu viru béhem sériovych pasazi (Labuda et al., 1994). Vysledky naznacuji, Ze se virus
vyskytuje ve formé heterogennich populaci, které obsahuji jak varianty viru adaptované na
reprodukci v klistatech (atenuované varianty), tak varianty adaptované na reprodukci
v savcich (virulentnéjsi varianty). Zména hostitele ma za nasledek zménu v poméru téchto
variant v populaci (Romanova et al., 2007). Rychld zména neurovirulence béhem adaptace
viru na klistata/savce je tedy zptsobena spiSe selekci piislusnych ,quasispecies”, nez

nahodnymi mutacemi vzniklymi béhem pasadZovani viru (Rtzek et al., 2008).

1.2.4 ,Quasispecies”

V 70. letech minulého stoleti navrhl Manfred Eigen se svymi kolegy novy model
molekularni evoluce, vysvétlujici adaptabilitu a rychly vyvoj jednoduchych replikonti, které
pravdépodobné sidlily na Zemi v pocatecnich staddiich vyvoje Zivota. Tento evolu¢ni model
kladl dtiraz na vyvoj pomoci mutaci a vyvratil tak koncept divokych (,,wild-type”) genomii
jako pevné definovanych sekvenci nukleotidd. Genetickou organizaci jednoduchych
replikont na popula¢ni trovni, poprvé navrZzenou Eigenem, Schustrem a jejich kolegy,
charakterizuji ,, quasispecies” (Eigen, 1971; Eigen et Schuster, 1979).

Terminem , quasispecies” je ve virologii minéna heterogenni a kontinudlné se vyvijejici
populace viriontt RNA viri v rdmci téhoZ hostitele, majici spole¢ny ptivod. Nukleotidové
zdmény, kterymi se od sebe jednotlivé viriony 1isi, mohou mit vliv na jejich virulenci. Tyto
blizce pfibuzné, mutantni a ¢asto také rekombinantni virové genomy vznikaji jako dtisledek
mutaci, genetického driftu, kompetice a selekce (Domingo et al., 1978; Eigen et Schuster, 1979;
Domingo et al., 1995; Domingo et Holland, 1997; Smith et al., 1997).

Bakteriofdg Qp, replikujici se v E. coli, byl prvnim, u jehoZ populace byly popsany
znaky ,quasispecies”. Od té doby je tento termin pouZivdn v souvislosti s heterogennimi
populacemi i u mnoha dal$ich virti, zejména viru lidské imunitni nedostate¢nosti (HIV) a viru
hepatitidy C, ale také u nékterych picornavirti, rhabdovirti, hepadnavird, arenavirt a dalsich

(Holland et al., 1982; Domingo et al., 1997).
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»,Quasispecies” maji mnoho biologickych dusledkti, zahrnujicich rychlou antigenni
proménlivost, zmény v tkaflovém tropismu, ve virulenci, rozsahu hostiteli a expresi viru
(Domingo, 1989, 1996, Domingo et al., 1997; Sa-Carvalho et al., 1997). Nékteré z téchto

disledkd maji pfimy vliv i na perzistenci viru v pfirodé.

1.2.5 Molekularni determinanty virulence

Jak jiz bylo zminéno vyse, perzistence VKE v pfirodé vyzaduje schopnost viru
replikovat se ve dvou velmi odlisnych hostitelich. Béhem replikace viru v klistatech dochazi
k selekci, diky které jsou potom viry, mnoZici se v riznych druzich klistat, rizné patogenni
pro clovéka (Leonova, 1997). I kmeny pfendSené stejnym druhem klistéte se ale mohou
navzdjem liSit. P¥i srovndvani genomt evropského prototypového kmene VKE Neudoerfl
s virulentnéjsim kmenem Hypr (oba prenasené klistétem I. ricinus) bylo identifikovdno velké
mnozstvi nukleotidovych zdmén v rdmci celého genomu, vedoucich ke zménam v sekvenci
aminokyselin, zodpovédnych za rozdily v neuroinvazivité a neurovirulenci (Wallner et al.,
1996).

Jednou ze strategii, vedoucich k pochopeni, jak hostitel ovliviiuje replikaci a
patogenitu viru, je identifikace molekuldrnich determinant virulence. V pfipadé klistaty
pfendsenych flavivirQi nejsou determinanty virulence, specificky se uplatriujici pfi replikaci
v klistécich nebo sav¢ich hostitelich, zatim presné znamy, stejné jako mechanizmus, jakym
tyto determinanty ovliviiuji patogenitu viru (Mitzel et al., 2008).

V piipadé VKE je za hlavni determinantu virulence vSeobecné povaZovan obalovy
protein E a to zejména diky jeho zdsadnim funkcim béhem Zivotniho cyklu VKE. Mezi tyto
funkce patfi interakce sbunéénymi receptory, flize viru s membranou endosomu a také
indukce tvorby virus neutralizujicich protilatek. Mutace v jakékoli ze tfi domén proteinu E
mohou ovlivnit virulenci (Holzmann et al., 1997). Souhrnné pro v3echny flaviviry plati, Ze
mutace, majici nejvétsi vliv na atenuaci viru, se nachazeji na laterdlni strané domény III (tato
¢ast se pravdépodobné podili na vazbé na receptor), dale na rozhrani mezi doménami I a Il a
nakonec na vrcholu domény II a v misté jejtho kontaktu s druhou podjednotkou dimeru
(posledni dvé zminéné oblasti proteinu E se pravdépodobné tucastni flze sbunécnou
membranou) (Rey et al., 1995; McMinn, 1997).

Nékolik studii potvrdilo, Ze staci jedind aminokyselinovd zameéna v téchto kritickych
oblastech proteinu E k tomu, aby doslo ke ztradté neuroinvazivity, aniz by byla zéroven také

ovlivnéna neurovirulence nebo sniZena schopnost viru replikovat se in vitro. Atenuace téchto
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variant je pravdépodobné zptisobena sniZenou schopnosti proteinu E zprostfedkovat vstup
viru do pfislusnych bunék perifernich tkani hostitele pomoci receptorem zprostfedkované
endocytézy (Holzmann et al., 1990; Cecilia et Gould, 1991; McMinn et al., 1995; McMinn et al.,
1996b; Holzmann et al., 1997).

Ve vySe zminéné studii Labudy et al. (1994) byla pasdZovanim viru v klistatech
vyselektovdna méné virulentni varianta. Rozdil v sekvenci ptivodniho viru a atenuované
varianty v rdmci proteinu E vedl k jediné unikatni zméné aminokyseliny (Glu (84) — Lys).
Tato zména pravdépodobné zptisobila zvysSeni pozitivniho ndboje proteinu E a ovlivnila
misto na tomto obalovém proteinu, kterym se vdZe na receptory erytrocyta. Tato varianta viru
nasledné zcela postradala hemaglutina¢ni aktivitu.

Protein E se jako vyznamnd determinanta virulence ukézal i ve studii Romanové et al.
(2007). Sibifsky kmen VKE izolovany z klistéte I. persulcatus zde byl pasdZovan ve dvojim
odlisném prostfedi: v mysich mozcich (varianta EK-328) a v klistéti Hyalomma marginatum a
poté jesté znovu v mysich (varianta M). Mezi témito dvéma nové vyselektovanymi variantami
bylo identifikovdano Sest aminokyselinovych zameén, znichz dvé byly v proteinu E. Prvni
z téchto substituci, Thr (426) — Ile, se nachazela v konzervované sekvenci v misté dvou
predpokladanych alfa-helixi (Allison et al., 1999). Tato oblast patii vramci flavivira k
nejkonzervovanéjsim (Stiasny et al., 1996). U VKE se vSak kmeny pfendSené rtiznymi druhy
klistat 1isi pravé v aminokyseliné v pozici 426. Kmeny evropského subtypu, jejichz hlavnim
pfenasecem je klisté 1. ricinus, maji v této poloze alanin, zatimco kmeny sibifského a délné-
vychodniho subtypu, shlavnim pfenaSecem I. persulcatus, maji v poloze 426 threonin. V této
studii, kdy byl virus izolovan z klistéte 1. persulcatus a adaptovan na klisté H. marginatum, doslo
ke zméné threoninu na izoleucin. Druhd aminokyselinova zdména, Glu (122) — Gly, jiZ byla
identifikovana v pfedchozich studiich (Mandl et al., 2001; Kroschewski et al., 2003). Tato
substituce md za nésledek zvyseni pozitivniho ndboje na proteinu E a zvySenou afinitu ke
glykosaminoglykantim, coZ vede ke dvéma zdsadnim fenotypovym zménam — k tvorbé malych
plaki v kultufe sav¢ich bunék a ke snizené neuroinvazivité u mysi (Mandl et al., 2001).

Na klistata adaptovana varianta M (Romanova et al., 2007) méla vlastnosti podobné
mutantnim variantdm, vyselektovanym adaptaci VKE na naddorovou linii bunék, ziskanych
z ledviny mladéte kiecka (,,baby hamster kidney cells” — BHK-21) (Mandl et al., 2001). V této
studii bylo provedeno celkem 16 nezavislych pokusti, které vedly k ziskani 12 kombinaci
riznych substituci v rdmci celého proteinu E. Substituce Glu (122) — Gly se opakovala
celkem tfikrat. AvSak nejen tato substituce, ale i vSechny ostatni, mély za nasledek zvyseni

pozitivniho néboje na proteinu E. Bylo vytvofeno nékolik infekénich klonti, nesoucich rtzné
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kombinace téchto mutaci. VSechny tyto klony projevovaly zvySenou infektivitu pro BHK
buriky, zplisobenou zvySenou vazbou na heparan sulfat. Zaroven tvofily malé plaky
v kultufe bunék PS (butiky odvozené zprasedi ledviny) a vykazovaly sniZenou
neuroinvazivitu pro laboratorni mysi.

Nejen zmény v proteinu E vedou ke zméndm fenotypu viru, jak bylo potvrzeno
v dalSich studiich. Pro zjisténi determinant virulence, spojenych sreplikaci v rtiznych
hostitelich, byl virus Langat (varianta TP21 pp) adaptovan na rhst v klistécich bunéénych
liniich (varianta ISEp20). Varianta ISEp20 se od ptivodni lisila tfemi aminokyselinovymi
substitucemi, v proteinech M, NS3 a NS4A. Tato klistéci varianta vykazovala atenuovany
fenotyp pro laboratorni mysi. V této studii byl potvrzen vyznam nejen strukturnich, ale také
nestrukturnich proteinti v adaptaci na hostitele (Mitzel et al., 2008).

Obdobné ve studii Rtzka et al. (2008) bylo prokdzano, Ze se nestrukturni proteiny pii
adaptaci viru na hostitele uplatiiuji. Konkrétné doslo k mutacim v proteinech NS2B a NS3,
které ovlivnily neuroinvazivitu pro laboratorni mysi a mély rovnéZz za nasledek rezistenci
viru viic¢i vyssim teplotam.

Avsak i zmény v nekddujicich oblastech virového genomu ovliviiuji fenotypové
vlastnosti viru. Mutanty VKE s deleci ve variabilni (proximdlni) ¢asti 3’ UTR oblasti nemaji
zadny vliv na fenotyp viru. Naopak delece ve vysoce konzervované (distdlni) ¢asti 3° UTR
oblasti zptisobuji, Ze je virus zna¢né atenuovany pro laboratorni mysi, ackoliv v tkdfiovych
kulturdch nevykazuje Zddné zmény v ristu (Mandl et al., 1998). Tyto zmény fenotypu nejsou
zplisobeny pouze ztratou urcitych sekvencnich motivi 3" UTR oblasti, ale spiSe pferusenim
nebo preorganizovdnim jinak konformaéné konzervovanych sekundarnich struktur RNA
(Proutski et al., 1999).

Souhrnné zvyse jmenovanych studii vyplyvd, Ze virulence je multifaktoridlni
vlastnost a Ze kazdd mutace, ovliviiujici jakymkoliv zptisobem replikaci viru v téle hostitele,

ma pravdépodobné také vliv na jeho virulenci (Heinz, 2003).
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2. Cile prace

u Pfiprava variant vybraného kmene klistové encefalitidy mnohondsobnym

pasazovanim v kulturdch klistécich a sav¢ich bunék.
u Stanoveni biologickych vlastnosti nové ziskanych variant viru.

u Ziskani celogenomovych sekvenci, porovnani sekvenci s biologickymi vlastnostmi,

pokus o identifikaci moZnych determinant biologickych vlastnosti na trovni genomu.

u Pokus o priikaz variability vybranych ¢asti genomu v rdmci jednotlivych izolata.
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3. Material a metody

3.1 Virus

Kmen viru klistové encefalitidy Hypr byl izolovan na tizemi Moravy v roce 1953 z
krve nemocného desetiletého ditéte (Pospisil ef al., 1954). Virus byl poté pétkrat pasdZovan v

mozcich sajicich mysek. Ve formé 20% mozkové suspenze byl uchovavén piti -70 °C.

3.2 Bunécné linie

Virus byl pasaZzovan in vitro ve dvou odlisnych prostfedich — na savéi bunééné linii
PS a na klistécich burikdch IRE/CTVM19. Kromé pasdZzovani viru byly buriky PS pouzivany i
pro plakovou titraci.

Bunéénd linie PS je odvozena z praseci ledviny (,,porcine kidney stable”). Kultivace
téchto bunék probihala v médiu L15 (Leibowitz) s 3 % prekolostrdlniho teleciho séra (PTS),
1 % smeési antibiotik a antimykotik (penicilin, streptomycin, amphotericin B) (Sigma) a 1 %
glutaminu pfi 37 °C. PasdZ bunék byla provddéna metodou suché trypsinizace.

Bunécna linie IRE/CTVM19 je odvozena z bunék klistéte I. ricinus (Bell-Sakyi, 2004).
Tyto buriky byly kultivovany v médiu L15 (Leibowitz) s 10 % tryptosofosfatového bujénu
(TPB), 20 % bovinniho fetdlniho séra (BOFES), 1 % smési antibiotik a antimykotik a 1 %
glutaminu pfi 28 °C. PasdZe bunék byly provddény nafedénim do cerstvého kultivaéniho

meédia.

3.3 Pasazovani viru

Pocatecni koncentrace viru pred prvni pasdzi byla 3x10* PFU/ml. PasdZovani
probihalo v jednotlivych jamkach 24-jamkového panelu, v odpovidajicim médiu pro buriky
PS a IRE/CTVM19. K 500 pl média s burikami (pocet bunék PS piiblizné 106, pocet bunék
IRE/CTVM19 pfiblizné 105 bylo pfiddno 100 ul virové suspenze. Buriky s virem byly
inkubovany pfi odpovidajicich teplotach (37 °C pro PS a 28 °C pro IRE/CTVM19) v
atmosfére 0,5% CO, po dobu ¢ty dni. Poté byla vesSkera bunécna suspenze s virem
prenesena z jamky do 1,5 ml mikrozkumavky a zmraZena pii -70 °C. Pfi opétovném
rozmraZeni doslo k popraskani bunék a vyliti jejich obsahu, véetné dosud neuvolnénych
virovych ¢astic. Suspenze byla déle centrifugovana pfi 2650 g 5 min. a supernatant pfenesen
do nové 1,5 ml mikrozkumavky. Na dal$i pasdZ viru bylo pouZito 100 pl tohoto

supernatantu, zbytek byl uchovavan pfi teploté -70°C. Opakovanim stejného postupu bylo
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Z N,

provedeno celkem 50 pasazi viru v kazdém z typ bunék a ziskdny dvé odlisné varianty
viru.

Kromé kratkodobych pasazi byla na burikach IRE/CTVM19 provedena i dlouhodoba
pasaz. 100 pl ptivodni virové suspenze (koncentrace 3x10¢ PFU/ml) bylo inkubovéno v
500 pl kultivaéniho média pro klistéci buriky pfi 28 °C v atmosféte 0,5% CO. po dobu
jednoho mésice. Po prvnich 14 dnech bylo ke vzorku pfidano dal$ich 500 ul ¢erstvého média.
Po meésici byl odebran cely objem suspenze do 1,5 ml mikrozkumavky, zmraZen a poté
centrifugovan pifi 2650 g 5 min. Néasledné byl vznikly supernatant pfenesen do nové
mikrozkumavky a uchovén pfti -70 °C.

Tretim odliSnym zptisobem pasdzovani byla ziskdna dalsi varianta viru. Pfi tomto
pasdZzovani bylo k médiu s burikami pfiddvano antibiotikum tunikamycin, ktery inhibuje
N-glykosylaci. Pasdze probihaly na burikdch PS. K 500 pl média s burikami byl piidan
nejprve tunikamycin (koncentrace v médiu byla 0,5 pg/ml) a poté 100 ul ptvodni virové
suspenze. VSe bylo inkubovano pii 37 °C v atmosféfe 0,5% CO. po dobu ¢tyf dni. Po
odebrani bunécné suspenze s virem, jejim zmraZeni a nasledné centrifugaci, byl ziskany
supernatant pouZzit na dalsi pasdz, pii které se opakoval stejny postup. Pasdzovani viru

s tunikamycinem bylo ukonceno u tfeti pasaze.

3.4 Plakova titrace viru

Plakovd4 titrace je metoda slouZici ke stanovovani mnoZstvi virovych ¢astic ve vzorku.
Vyslednéd koncentrace virovych ¢astic je vyjddfena poctem plakotvornych jednotek (PFU —
»plaque forming units”) na 1 ml virové suspenze. Plakova titrace byla provadéna na sav¢ich
burikdch PS (De Madrid et Porterfield, 1969) ve 24-jamkovych panelech. Virova suspenze
byla nafedéna desitkovou fadou v kultivaénim médiu pro buriky PS. Poté bylo k natedénym
vzorkiim pfiddno po 300 pl bunécné suspenze o koncentraci 4-5 x 105 bunék/ml a obsah
panelu byl fddné promichan. Po 4 hodinach inkubace pii 37 °C v atmosféte 0,5% CO. byly
jamky prevrstveny 400 ul pfelivu (roztok 1,5% karboxymethylcelul6zy a 2x koncentrovaného
kultivaéntho média v poméru 1:1). VSe bylo znovu inkubovéno pfi 37 °C v atmosféte 0,5%
CO; po dobu 5 dni. Po této dobé byly vzniklé plaky vizualizovdny barvenim. Panel byl
nejprve promyt ve fyziologickém roztoku a poté byly zivé buriky obarveny v roztoku
naftalenové cerné (1 g naftalenové cerné, 60 ml ledové kyseliny octové, 13,6 g octanu
sodného, doplnéno do 1 1 destilované vody), ¢imZz doslo ke zviditelnéni loZisek virem

zlyzovanych bunék, tzv. plaki.
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3.5 Izolace virové RNA

Izolace virové RNA byla provadéna pomoci kitu QIAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN) dle ndvodu vyrobce. V poslednim kroku byla purifikovand RNA eluovéna z
kolonky 60 pl vymyvactho pufru do 1,5 ml mikrozkumavky a uchovavana pfi -70 °C.

3.6 Reverzni transkripce

Vyizolovand virovd RNA byla prostfednictvim reverzni transkripce pfepsdna do
cDNA. Reverzni transkripce byla provadéna pomoci kitu First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas) podle instrukci vyrobce. Pro syntézu cDNA byl pouZit reverse primer 1F (0,01
mM) (Tab. 1). cDNA byla déle pouZzivana jako templat pro PCR reakci a uchovavéna pii
-70 °C.

3.7 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Amplifikace cDNA probihala pomoci polymerdzové fetézové reakce. Amplifikac¢ni
smés pro jednu reakci obsahovala 12,5 pl Combi PPP Master Mixu (2x koncentrovany:
150 mM Tris-HCI, pH 8,8; 40 mM (NH,)2SOs4; 0,02% Tween 20; 5 mM MgCly; 400 pM dNTPs;
100 U/ml Taq Purple DNA polymeraza; protildtka anti-Taq DNA polymeraza (38nM);
stabilizatory; aditiva) (Top-Bio), 4 ul templatové cDNA a 1 pl od kaZzdého z piislusnych
,forward” a ,reverse” primerti (0,01 mM; pfehled vSech pouZitych primerti je uveden v Tab.
1). Reakéni smés byla doplnéna do celkového objemu 25 pl deionizovanou vodou (Top-Bio).
PCR reakce probihala v pfistroji Master cycler nebo Master cycler Gradient (Eppendorf) za
néasledujicich reakénich podminek:
1. predenaturace 95 °C, 5 min.
2. 30 cyklt: a) denaturace 94 °C, 30 s
b) nasedani primert 42-55 °C *, 30 s
c) elongace 72 °C, 1 min.
3. postelongace 72 °C, 5 min.
4. udrZovaci teplota 14 °C

* Teplota nasedani primerti byla zavisla na pouZité kombinaci primerti (Tab. 1).
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Tab. 1 PouZité primery.

Nazev primeru

Polarita*

Sekvence primeru 5'—>3"

Teplota
nasedéani [°C]

Poloha

v genomu**

1C
1D
2C
2D
1A
1B
2A
2B
M
1IN
2M
2N
10
1P
20
2P
1R
1S
2R
2S
1K
1L
TBE-7547 (K2)***
TBE-c8732 (K7)***
TBE-8641 (K3)***
TBE-c9685 (K8)***
TBE-9244 (K4)***
TBE-c10140 (K6)***
TBE-2E hypr
TBE-2T hypr
1F

m 7 A 41 A =M A4 =7 A8 "4 A = & " ”A "4 A =m A ™" ” O ~”~A = "™ ™ A" ™A T

R

AGATITTCT TGC ACGT

TTC CTT CAG CTC TGA TC

GGT CAT TAC TCT GTT GGG GA

ACA CAT CCATTG AAGGCTTC

TGT CTA CGC TTC GCG TTG CAC ACA

GGA ACC CCA GCG AGA GCCTTC AGT A

CGT GTT GAA TTT GGG GCT CCT CAC G

TTC GTT CCG TGT CCA CAG CGC A

GCT TTC AAC AGC ATC TTC GG

TGT TAT ACC AGG ATC TGG GTCC

ACT TTT GGT CAC TGA CCT GAG G

TCC ATG ATG CAC AGT CACCA

GCT GGT CCT GGA ATT GGG GC

GGA CCGGCCACAGCATCATC

GGT CGA GAG CGT GGT GAT AG

CAG GAG GTGTCGCTGTCATC

CCT ATG TCA ACA GACGGCTACT

GGC TCC TAA AGGTAACCAAGTC

GCC CGT GGC CACCITCTA TG

CCC CCCGTTCACTCC ACA AC

CCG AGG CGG GAA AACAGAGA

AGG ATG CCA GTGCGCCTGTA

CTG ACA CGT TGT GGA CGA TG

AAC ACT CTC TGC TGT CCG AAA G

GTG AAA CTT CTC AGC TGG CC

TTG CCA AAT CTG TCA TCC

AAT GGA GGA CTC TTC TAT GCA G

CAT GAA AGG GTT GTC CAG AATC

TTG TTC ACA CCA CTT CCA CG

CGT TGG GAG GAA AGA AAG AG

AGC GGG TGT TTT TCC GAG TC

48
48
45
45
55
55
54
54
49
49
49
49
52,8
52,8
50,8
50,8
50
50
52,8
52,8
50,8
50,8
50
50
42
42
49
49
47
47
47

1-16
532-516
450-469

1102-1083
963-986
1787-1763
1693-1717
2491-2470
2302-2321
3229-3208
3105-3126
4032-4013
3855-3874
4808-4789
4627-4646
5575-5556
5408-5429
6358-6337
6114-6133
6976-6957
6821-6840
7763-7744
7547-7566
8732-8711
8641-8660
9695-9678
9244-9265
10140-10119
9792-9811
10218-10237
10835-10816

*F - forward” primer, R — ,reverse” primer

**é

et

upraveno podle Kup¢a et al., 2010

islovani odpovidd genomu kmene Hypr (U39292)
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3.8 Separace PCR produktt na agar6zovém gelu

Produkty PCR reakce byly separovédny a vizualizovany pomoci gelové elektroforézy
na 1% agarézovém gelu (1 % agarézy v 1x TAE pufru; 50x TAE pufr: 242 g TRIS, 57,1 ml
kyseliny octové, 100 ml 0,5 M EDTA, 1000 ml HO, pH = 8,0). Pfed nanesenim bylo ke
vzorkiim pfiddno 5 pl nandsectho pufru (6x Orange DNA Loading Dye, Fermentas) s 5x
koncentrovanym barvivem SYBR Green (SYBR Green I, Amresco). Separace probihala po
dobu 30-45 minut pfi napéti 100-130 V. Vizualizace byla provddéna na transiluminatoru
(Visi-blue™ Transilluminator). Pro odecteni velikosti produktu byl pouZit 1 kb velikostni
standard (O'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas) obsahujici 5x koncentrované
barvivo SYBR Green.

Prouzky odpovidajici velikosti byly z gelu vyfiznuty skalpelem a DNA z nich byla
eluovdna pomoci kitu illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel band purification Kit (GE
Healthcare) podle navodu vyrobce. V poslednim kroku byla purifikovand DNA eluovéna z
kolonky 30 pl eluéniho pufru do 1,5 ml mikrozkumavky a uskladnéna pfi -20 °C. Vysledek

purifikace byl elektroforeticky ovéfen.

3.9 Sekvenc¢ni analyza

Piimou sekvenc¢ni analyzou obou vldken PCR produkth eluovanych z agarézového
gelu byly zjistény jejich nukleotidové sekvence. Sekvencni analyza byla provddéna na
pristroji ABI PRISM 3130x! (Applied Biosystems) v Laboratofi genomiky, kterd je spole¢nou
laboratofi Pfirodovédecké fakulty Jihoceské univerzity a Biologického centra Akademie véd
Ceské republiky.

Pro spojeni komplementdrnich sekvenci, jejich tpravu a vytvoreni konsensudlnich
sekvenci byl pouZit program MEGA verze 4 (Tamura et al., 2007). Aligmenty byly vytvofeny
metodou ClustalW také v programu MEGA verze 4. Kontrolni identifikace sekvenci byla

provedena pomoci databaze NCBI BlastSearch (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.10 3D modely proteinu E

Na zédkladé ziskanych sekvenci byl pomoci software GENO3D
(http:/ /geno3d-pbil.ibcp.fr) a SwissPdbViewer (Peitsch 1995; Arnold et al., 2006; Kiefer et al.,

2009) vytvofen 3D model proteinu E u varianty Hypr 40. P. PS. Model byl nasledné
porovnan se stejné vytvofenym modelem pro ptivodni variantu Hypr 0. P. Pro homologni
modelovani byla jako templdt pouZita struktura proteinu E (PDB: 1SVB) modelovand na

zakladé krystalografické analyzy (Rey et al., 1995). Rtzné varianty modelt byly porovnéany
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pomoci Swiss-Model, Structure Assessment (http://swissmodel.expasy.org) a nejlepsi

varianta byla pouZita pro vizualizaci aminokyselinovych zdmén. Aminokyselinovd zdména
u varianty Hypr DL. P. IRE nebyla modelovana, protoZe se nachdzi v koncové casti
sekvence, ktera nebyla zahrnuta do referenéniho modelu. Aminokyselinové zamény byly
vmodelech  vizualizovdny = pomoci  programti  SwissPdbViewer a  YASARA

(http:/ /www.yasara.org).

3.11 Mysi - testovani virulence

Rozdily v biologickych vlastnostech jednotlivych variant viru ziskanych réiznymi
zpusoby pasdZovani byly testovany na mysich. Pro stanoveni virulence bylo pouZito celkem
50 mysi kmene CD1 (AnLab s.r.o., Praha). Testovdno bylo 5 rtiznych variant viru (9 mysi na
kaZdou variantu a 5 my3i kontrolnich). VSechny mysi byly samice, vaZici 15-20g, jejich stari
v dobé zahdjeni pokusu bylo 25-35 dni. Mysi byly subkutdnné (pod kiizi za krkem)
infikovany ddvkou 100 PFU viru v 200 pl média (L15 s 3 % PTS, 1 % ATB a 1 % glutaminu).
Po infekci byly mysi denné kontrolovdny po dobu ndsledujicich 30 dni a byly

zaznamendvany pocty uhynulych jedincti.

3.12 Mysi — prabéh infekce

Rozdily v pribéhu infekce mezi jednotlivymi variantami viru s riznou historii pasazi
byly zjistovany pomoci stanovovani mnozZstvi viru v orgdnech mysi v riznych intervalech
po infekci. Priibéh infekce byl zkouman pouze u 3 variant viru (0. P., 40. P. PS, 40. P. IRE).
Celkem bylo na tento pokus pouZito 46 mysi (15 mysi pro kazdou variantu a 1 mys
kontrolni). Mysi kmene CD1 (AnLab s.r.o., Praha) byly samice, vaZici 15-20 g, jejich stafi bylo
25-35 dni. Mysi byly infikovany subkutdnné (pod ki za krkem) davkou 100 PFU viru v
200 pl média (L15s 3 % PTS, 1 % ATB a 1 % glutaminu).

Odbér vzorkh byl provadén po nasledujicich osm dni. Kazdy den byly ndhodné
vybrdny 2 mysi z kazdé ze tfi skupin (od kazdé varianty viru; celkem tedy 6 mysi denné s
vyjimkou 7. dne, kdy byla usmrcena jen 1 mysi z kazdé skupiny). Mysi byly anestetizovany a
humdanné usmrceny cervikalni dislokaci. Byla jim odebrédna krev, slezina a mozek. Krev byla
ponechdna 30 min. pii pokojové teploté za tcelem sedimentace koagula a ndsledné
centrifugovéana 5 min. pfi 1030 g. Supernatant (krevni sérum) byl poté odebran a zmraZen pfi

-70 °C pro pozdéjsi analyzu. Organy byly zvaZeny a homogenizovdny ve vodé pomoci
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ocelové kulicky v homogenizatoru TissueLyser II (Retsch) pfi maximdlni rychlosti (frekvence
30/s) po dobu 2 min. Ze slezin byla pfiddnim vody vytvofena 20% suspenze, z mozk 33,3%
suspenze. Po homogenizaci byly vzorky 10 min. centrifugovany pii 16000 g a 4 °C,

supernatant byl odebrdn a zmraZen pii -70 °C pro pozdé&jsi analyzy.

3.13 Real-time PCR

Zjistovani piitomnosti viru a stanoveni jeho mnozstvi v krvi a organech bylo
provadéno pomoci metody real-time PCR. Tato metoda je zaloZena na principu konvenéni
polymerazové fetézové reakce. Real-time PCR vSak umoZriuje kromé amplifikace také
kvantifikaci templatu. Detekce amplifikovaného produktu je provddéna na zdkladé méfeni
fluorescence. Fluorescen¢ni substrat (v nasem piipadé specifickd sonda), se vadZe na
syntetizovanou DNA a dtrovent detekované fluorescence je pak tmérnd mnoZstvi
nasyntetizované nukleové kyseliny. Kvantifikovat mnoZstvi DNA je mozné diky tomu, Ze
existuje pfimd Gméra mezi pocate¢nim mnoZstvim templdtu a cyklem, ve kterém zacne
fluorescence exponencidlné rtst. Hodnota CT (,treshold cycle”) je bod (pocet cykld), ve
kterém fluorescence dosdhne nami zvolené prahové hodnoty.

Kvantitativni analyza byla provadéna pomoci absolutni kvantifikace, kdy se neznama
koncentrace cilové DNA vypocita s pouZzitim kalibra¢ni kfivky, kterd je tvofena ze vzork se
znamou koncentraci DNA. Za tcelem vytvoreni kalibrac¢ni kiivky byla pfipravena fedici
fada péti standardtt cDNA s mnoZstvim viru 104, 103, 102, 10! a 10° PFU/4 pl (mnoZstvi
cDNA potfebné pro 1 reakci). VSechny vzorky fedici fady byly analyzovany v triplikacich.
Z kalibra¢ni kfivky bylo pak odecitdno mnoZstvi viru v jednotlivych vzorcich, odpovidajici
poctu PFU. V8echny vzorky byly, stejné jako u fedici fady, analyzovény v triplikacich.

Amplifika¢ni smés pro 1 reakci obsahovala 12,5 ul Probe gPCR Master Mixu 2x (2x
koncentrovany: Probe qPCR pufr — (NH4)SO; , MgCl,, KCl; dNTPs, Hot Start Taqg DNA
polymeraza), 4 ul templatové cDNA, 1,5 ul od kazdého z pfislusnych ,forward” a ,reverse”
primert (0,01 mM, Tab. 2) a 0,5 pl hydrolyza¢ni sondy typu TaqMan© (BHQ1-FAM, 200 nM,
sekvence sondy: 5- ACG CCA CTA GCG ACC CTG CAC AAC A-3"). Reakéni smés byla

doplnéna do celkového objemu 25 nl deionizovanou vodou (Fermentas).
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Tab. 2 Primery pro real-time PCR.

Nézev Polarita* Sekvence primeru 5'—>3° Teplota Poloha
primeru nasedani [°C] v genomu**
E2(F) (TBE) F ACA CGG GAG ACT ATG TTG CCG CA 60 1409-1431
E(R) (TBE) R CCG TTG GAA GGT GTT CCA CT 60 1606-1587

*F - ,forward” primer, R — ,reverse” primer

** gislovani odpovida genomu kmene Hypr (U39292)

PCR reakce byla provedena v termdalnim cycleru Rotor Gene 3000 (Corbett Research).
Amplifika¢ni program sestaval z nésledujicich krok:
1. pocate¢ni denaturace (holding) 95 °C, 10 min.
2. 45 cykla: a) denaturace 95 °C, 15 s
b) nasedani primerti + elongace 60 °C, 60 s
Odecet fluorescence byl provadén na konci kazdého cyklu. Vysledky byly zpracovany

pomoci programu Rotor Gene 5.0 (Corbett Research).

3.14 Statisticka analyza

Statistickd vyznamnost vysledki titru viru v orgdnech a stanoveni stfedni doby
preziti byla vyhodnocena programem Statistica (StatSoft CR, Praha, verze 9.). Pro
vyhodnoceni byla pouZita metoda analyzy variance (Fischer LSD Post Hoc test). Data,
kterd nevykazovala normdlni rozdéleni, byla zlogaritmovana. Vysledky, jejichz

hladina vyznamnosti p byla mensi nez 5%, byly povaZovany za signifikantni.

3.15 Metoda konformacéniho polymorfismu jednofetézcti — SSCP

(,,Single-Strand Conformation Polymorphism”)

Metoda konformacniho polymorfismu jednofetézcti (SSCP) je elektroforeticka
metoda, zaloZend na principu rtzné rychlosti migrace jednovlaknovych molekul DNA, které
se lisi svou sekundarni strukturou (konformaci), v polyakrylamidovém gelu. Unikatni
konformace jednovldknového fragmentu DNA je dana intramolekuldrnimi interakcemi,
které odpovidaji nukleotidové sekvenci. Pomoci SSCP je mozné ve vzorku rozdélit sekvencni
varianty, liSici se i vpouhém jednom nukleotidu, pokud zameéna zpthsobi zménu
konformace. Proto byla tato metoda vybrana pro studium ,,quasispecies” VKE.

Efektivita, s jakou je SSCP schopna rozdélit rtizné sekvenéni varianty, je ovliviiovdna

jak samotnou sekvenci nukleotidd, tak délkou fragment(i a podminkami separace, jako jsou
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pH, teplota, napéti, koncentrace polyakrylamidového gelu, koncentrace a sloZeni nanaseciho

i elektroforetického pufru apod.

Analyza SSCP byla provddéna za riznych podminek a kombinaci faktorti. Kromé

rizné koncentrovanych polyakrylamidovych gelt (jejich sloZeni je uvedeno v Tab. 3) byly

vyzkouSeny dva nanaseci pufry — formamidovy (20 mM EDTA, 95 % formamid, 0,05 % xylen
cyanol, 0,05 % bromfenolovd modf) a s hydroxidem sodnym (20 mM EDTA, 10 mM NaOH,

15 % ficoll, 0,05 % xylen cyanol, 0,05 % bromfenolova modf) v rtiznych pomérech nanaseciho

pufru a DNA (3:1, 1:1). Separace probihala pfi rtznych teplotach (5 °C, 9 °C, laboratorni

teplota) a rtznych casovych intervalech (2, 3, 4, 6, 12, 14 hod.). Kromé pufru 1x TBE byl

vyzkousen i pufr 1x TAE (jeho sloZeni je uvedeno v kapitole 3.8). V nékolika pokusech bylo

do gelu pfiddno i denatura¢ni ¢inidlo mocovina (5% mocovina v 1x TBE nebo 1x TAE).

Separace probihala pfi konstantnim napéti 240 V.

Tab. 3 Slozeni polyakrylamidovych gelt.

6% PA gel:

1 ml 30% Akrylamid mix (akrylamid: bis 37,5 : 1) (Merck)

1,25 ml 1xTBE (10xTBE: 54 g Tris, 27,5 g kyselina borita,
20ml10,5M EDTA,1000 ml H,O, pH=8)

2,7 ml MQ H.O

0,05 ml 10% APS (persiran amonny)

0,004 ml TEMED (SERVA)

8% PA gel:

1,3 ml 30% Akrylamid mix (akrylamid: bis 37,5 : 1)

1,25 ml 1xTBE

2,4 ml MQ H.O

0,05 ml 10% APS

0,003 ml TEMED

10% PA gel:

1,7 m1 30% Akrylamid mix (akrylamid: bis 37,5 : 1)

1,25 ml 1XTBE

2,0 ml MQ H.O

0,05 ml 10% APS

0,002 ml TEMED

12% PA gel:

2,0 ml 30% Akrylamid mix (akrylamid: bis 37,5 : 1)

1,25 ml 1XTBE

1,7 ml MQ H>O

0,05 ml 10% APS

0,002 ml TEMED
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PCR produkty byly pfed nanesenim na gel smichdny s nandSecim pufrem. Jako
vhodnéjsi se ukdzal nandseci pufr s formamidem v poméru objem 1:1 (10 ul PCR produktu
smichano s 10 ul pufru). DNA byla poté zdenaturovdna v termalnim cycleru (94 °C, 10-15
min.). Po vytaZeni ze cycleru byly vzorky okamZité uloZeny na led, aby nedoslo k renaturaci
DNA a ndasledné naneseny na gel.

Po ukoncenti elektroforézy byl gel barven ve 100 ml 0,5x pufru TBE (nebo 0,5x TAE),
do kterého byl pfiddn 1 ml 100x koncentrovaného barviva SYBR Green (SYBR Green I,
Amresco). Barveni probihalo po dobu 30-45 min. Vizualizace byla provadéna na
transiluminatoru (Visi-blue™ Transilluminator).

Prouzky byly z gelu vyfiznuty, pfeneseny do mikrozkumavky a zality 100 ul
eluéniho pufru (Elution Buffer, Fermentas). Eluce DNA z gelu probihala pfi 37 °C po dobu
12-15 hod. Poté byly vzorky vortexovany, centrifugovany a eluéni pufr s uvolnénou DNA
byl pfenesen do nové mikrozkumavky. Pro dalsi analyzy byly vzorky uchovavany pii

-20 °C.

3.16 Klonovani

Dalsi metodou, pouZzitou pro studium ,quasispecies”, je klonovani. Klonovani bylo
provadéno pomoci kitu Clone]ET PCR Cloning Kit (Fermentas). Tento kit vyuziva pozitivni
selekce zaloZené na sekvenci vektoru. Klonovaci vektor (pJET1.2/blunt) obsahuje
sebevrazedny gen (kédujici pro bakterie letdlni restrikéni enzym), v jehoZ sekvenci se
nachazi klonovaci misto. Pokud je ligace tispésnd a do klonovaciho mista je vnesen cilovy
fragment DNA, pferusi se tim sekvence sebevraZedného genu a bakterie jsou tudiz
zivotaschopné. Pokud vsak ligace neprobéhne tispésné, vektor bez inzertu bakterii zabije. Na
plotndch proto nakonec vyrostou pouze kolonie bakterii obsahujici rekombinantni vektor

s inzertem.

3.16.1 Ptiprava ligac¢ni smési

DNA urcend ke klonovéani byla nejprve amplifikovdna pomoci PCR a fragmenty
odpovidajici velikosti byly izolovdny z gelu. Koncentrace eluované DNA byla zjiSténa
spektrofotometricky (Nano-drop ND-1000, Thermo Scientific). Liga¢ni smés byla pfipravena
podle pokynti vyrobce. Mnozstvi DNA v liga¢ni smési bylo pfiblizné 30 ng. Liga¢ni smés

byla inkubovana pfi laboratorni teploté po dobu 20 min.
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3.16.2 Transformace

K 25 pul kompetentnich bakterii Escherichia coli (TOP10, Invitrogen) byly pfidany 4 pl
liga¢ni smési. Vysledna smés byla promichana krouZenim a ponechédna stat 20 min. na ledu.
Poté byl proveden tepelny $ok ponofenim na 30 s do 42 °C horké vodni lazné a vracenim
vzorki na led. Ke smési bylo pfidano 200 pl SOC média (LB médium obohacené o glukézu a
hofec¢naté soli). VSe bylo inkubovdno 60 min. p¥i 37 °C v tfepacce. Po inkubaci byla
bakteridlni smés rovnomérné rozetfena na pfedem piipravené misky, obsahujici tuhé LB
médium (10 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt, 10 g NaCl, 1 1 voda) s ampicilinem (kone¢nd
koncentrace 100 pg/ml). Bakterie rostly na miskdch obracenych dnem vzhtru néasledujicich

12 — 15 hod. pfi teploté 37 °C.

3.16.3 PCR z kolonii

Pro oveéfeni zaklonovdni fragmentu o sprdvné délce bylo provedeno PCR
z bakteridlnich kolonii a délka produktt byla zjisténa pomoci gelové elektroforézy. Jako
templat slouzily pfimo c¢asti bakteridlnich kolonii. Pfed pfenesenim do PCR smési byly
kolonie nejprve preockovany na nové plotny a znovu inkubovany pii 37 °C po dobu
nejméné 12 hod. Pro PCR z kolonii byly pouZity primery piislusné k zaklonovanému

fragmentu DNA (Tab. 1).

3.16.4 PomnoZeni bakterii v tekutém médiu

Z preockovanych kolonii bylo odebrano maximalni mnozstvi bakteridlni masy a
pfeneseno do 1,8 ml tekutého LB média s antibiotikem (ampicilin nebo carbenicillin,
koncentrace 50 pg/ml). Vzorky byly umistény na tfepacku a inkubovany po dobu nejméné
12 hod., pfi teploté 37 °C. Poté byly centrifugovdny pfi 8100 g po dobu 1 min. Supernatant
byl odebran a bakteridlni pelet uchovavan pii -20 °C pro dalsi analyzy.

3.16.5 Izolace plazmidu

Z bakteridlniho peletu byly izolovany plazmidy pomoci kitu Gene]ET™ Plasmid
Miniprep Kit (Fermentas) podle ndvodu vyrobce. V poslednim kroku byla purifikovand
plazmidovd DNA eluovana z kolonky 50 pl vymyvaciho pufru do 1,5 ml mikrozkumavky a
uskladnéna pii -20 °C.
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Pied pouzitim purifikované vektorové DNA pro sekvena¢ni reakci byla
spektrofotometricky (Nano-drop ND-1000, Thermo Scientific) zméfena jeji koncentrace. Do
sekvenacni reakce bylo pouZito 100 ng DNA. Jako sekvenacni primery byly pouZzity primery

ohranicujici klonovaci misto na vektoru (Tab. 4).

Tab. 4 Primery vektoru pJET1.2.

Nazev primeru Sekvence primeru 5'—>3" nglo’t? al Poloha
nasedani [° vV genomu
pJET1.2 forward sequencing  cGa CTC ACT ATA GGG AGA GCG GC 55 310-332
primer
PJET1.2 reverse sequencing 5 G AAC ATC GAT TTT CCA TGG CAG 55 428-405
primer
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4. Vysledky

4.1 PasadZovéani viru a hleddni determinant virulence

4.1.1 Zména titru viru v priitbéhu pasaZovani a rozdily ve velikosti plaki

Virus VKE kmene Hypr byl pasdZovdn soubézné na savcich burikach PS a na
klistécich burikdch IRE/CTVM19. Plakovou titraci byl stanoven pocéte¢ni titr ptivodni
varianty viru (dale jen 0. P.) 3x10* PFU/ml. Bylo provedeno celkem 50 pasdZi v obou
prostfedich. Pro kontrolu titru viru a velikosti plakt byla provedena po 5., 10., 20., 30., 35.,
40. a 50. pasazi plakova titrace (Obr. 4,5 a 6).

—s—PS

i IRE [ _a

Log titru viru (PFU/ml)

WM
/’ﬁr
<‘\
\1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

pasaz

Obr. 4 Graf zdvislosti titru viru na poctu pasazi znazormiuje zmeény titru viru béhem

pasazovani.

Titr varianty viru pasaZované pfes klistéci buriky se od 10. pasdze pohyboval
viceméné stabilné v rozmezi 106 - 107 PFU/ml. Titr varianty viru pasaZované pies savci
buriky na pocéatku stoupal rychleji, ale pozdéji doslo k mnohem vétsim vykyvtim hodnot nez
u Kklistéci varianty. Titr se u sav¢i varianty pohyboval od 10. pasdZe v rozmezi 105-108
PFU/ml. Pfi¢inou vyrazného poklesu titru viru mezi 20. a 30. pasdZi byla stdle se zvySujici
rychlost mnoZeni viru pfi stéle stejném mnoZzstvi bunék PS. Virus béhem ¢tyt dnt trvajici
inkubace zabfjel buriky rychleji, neZ se samy stacily mnozit, ¢imZ si likvidoval prostfedi
nutné pro svou replikaci. Proto byla od 30. pasdZe zkrdcena doba inkubace viru sPS
burikami na dva dny. To zptsobilo vyrazny narfst titru viru v nasledujicich péti pasazich o
vice nez tfi fddy. Nasledné titr viru opét poklesl, pravdépodobné ze stejného divodu, jako
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poprvé. I pfi zkracené inkubaci mezi pasdZemi bylo takto vysoké mnoZstvi viru v bunécéné

kultufe limitni.

Prvni zmény ve velikosti plaki byly zachyceny ve 30. pasdzi. U varianty viru
pasazovaného pies savci buriky prevazovaly plaky velké, charakterové shodné s plaky
ptvodniho viru. Kromé téchto plakii se objevilo i nékolik plak{i mensich. Virus pasdZovany
pfes klistéci buriky vytvarel v kultufe savéich bunék plaky pfiblizné poloviéni velikosti, tedy

vyrazné mensi, nez ptavodni virus (Obr. 5).

Obr. 5 Charakter plaki kmene Hypr po 30. pasaZi viru pfes savci (vlevo) a klistéci (vpravo)
buriky.
Pti pokracovani pasazi az do 40. pasaze (a kontrolné do 50. pasdze) nedoslo k zadné
zméné ve velikosti plaki oproti 30. pasaZzi. Vzorky ze 40. pasdZe obou variant (déle jen 40. P.

PS a 40. P. IRE) byly vybrany pro dalsi analyzy (Obr. 6).

Obr. 6 Charakter plaki kmene Hypr po 40. pasdZi viru pfes savci (vlevo) a klistéci (vpravo)

buriky.
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Dalsi variantou viru, jejiz biologické vlastnosti byly déle studovany, byl virus
pasazovany dlouhodobé na klistécich burikdch (déle jen DL. P. IRE). Po mési¢ni inkubaci
stoupl titr viru jen nepatrné oproti ptivodni varianté, na hodnotu 9x103 PFU/ml. V kultufe
bunék PS se objevila smés velkych a menSich plaki (Obr. 7). Velké plaky se velikostné
shodovaly s plaky 0. P., zatimco mensi plaky odpovidaly svou velikosti spiSe 30. a 40. P. IRE.

Obr. 7 Charakter plakt kmene Hypr po dlouhodobé pasazi na klistécich burikach.

PasdZovanim viru v rizném prostiedi a za rtznych podminek byly pfipraveny tfi
varianty VKE kmene Hypr (DL. P. IRE, 40. P. PS a 40. P. IRE). Jejich biologické vlastnosti a
mira patogenity ve srovnani s ptivodni variantou (0. P.) byly ddle studovany na mySim

modelu.

4.1.2 Virulence variant VKE v myS$im modelu

Testovdni, zda dlouhodobé pasdZovani vedlo k vyselektovani variant s rtznymi
biologickymi vlastnostmi, jak naznacovaly vysledky plakové titrace, bylo provadéno na
mysim modelu. Po subkutdnni inokulaci dospélych mysi kmene CD1 dédvkou 100 PFU byly
myS$i pozorovany po dobu 30 dni. Na nésledujicim grafu (Obr. 8) je zndzornén pribéh

pokusu pro infekci jednotlivymi variantami viru.
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Obr. 8 Graf zavislosti poctu prezivsich jedincti na ¢ase po inokulaci.

Stfedni doby pfeZiti, jejich smérodatné odchylky a pocty pfeZivsich mysi jsou pro
jednotlivé varianty uvedeny v Tab. 5. Statisticky priikazné kratsi stfedni dobu preZiti
vykazovaly mysi infikované variantami 0. P. a 40. P. IRE oproti 40. P. PS. (ANOVA, p<0,05;
Fisher LSD, p<0,05).

Tab. 5 Stfedni doba pfeZiti a pocet piezivsich mysi CD1 po subkutdnni inokulaci raznymi

variantami viru kmene Hypr (doba trvani pokusu 30 dni).

Varianta Stfedni doba Smeérodatna Pocet piezivsich
viru pieziti (dny) odchylka (dny) mysi (%)
0. P. 11,7 7 1 (11 %)
DL. P. IRE 15,8 10,7 3 (33 %)
40.P.PS 23,8 9,7 7 (67 %)
40. P. IRE 12,8 7 1 (11 %)

Z vysledkt tedy vyplyva, Ze nejrychlejsi priibéh a nejvyssi miru virulence méla

v

ptvodni varianta viru, nejniZsi patogenitu naopak vykazovala 40. P. PS.
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4.1.3 Sledovéani dynamiky mnoZeni viru v orgdnech

V pfedchozim pokusu bylo zjisténo, Ze varianty viru adaptované na odlisné
prostiedi, jsou rtizné virulentni pro laboratorni mysi.

Pro bliZ§i osvétleni pravdépodobnych mechanizmt byla sledovdna dynamika
mnoZzeni viru v krvi a vybranych organech. Do tohoto pokusu byly zahrnuty pouze ptivodni
varianta viru a obé 40. pasaZe. KaZdou z téchto variant bylo infikovano celkem 15 mysi. Po
dobu nésledujicich 8 dni byly kazdy den ndhodné vybrany 2 mysi z kazdé varianty (7. den
pouze jedna mys) a humanné usmrceny. Byla jim odebrana krev, slezina a mozek. Pomoci
real-time PCR bylo zjisténo mnoZstvi viru v téchto organech.

Na prvnim grafu (Obr. 9) je zndzornéno porovnani mnozstvi viru v krvi (log

PFU/ml) u jednotlivych variant viru. Zadny z rozdild nebyl statisticky priikazny.
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i ADHES 40.F.IRE T Primér0,95 Konf.interval

Varianta viru

Obr. 9 Graf mnozZstvi viru v krvi u jednotlivych variant.

Na dalsim grafu (Obr. 10) je patrny rozdilny charakter préibéhu virémie u mysi
infikovanych 40. P. PS oproti obéma zbyvajicim variantdm. Néstup virémie byl pro vSechny
varianty viru zachycen shodné jiZ 2. - 3. den po inokulaci, oviem u varianty 40. P. PS nebyl
nalezen zadny dalsi pozitivni vzorek aZ do 7. dne. Vzorek zachyceny 2. den po infekci byl
podle real-time analyzy tésné nad hranici detekce. U 40. P. PS se tedy virus 3. — 6. den,
vzhledem kjednomu pozitivnimu vzorku ze 2. dne, pravdépodobné v krvi vyskytoval,
ovsem v mnozstvi pod hranici detekce metody. U 0. P. a 40. P. IRE byly charakter dynamiky

vyskytu viru i dosahovany titr obdobny.
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Obr. 10 Graf zavislosti mnoZstvi viru v krvi na ¢ase po inokulaci (kazdy bod grafu je
primérem dvou hodnot ziskanych ze dvou mysi; chybové tsecky predstavuji

smérodatnou odchylku od priiméru).

Na nasledujicim grafu (Obr. 11) je zndzornéno mnoZstvi viru ve sleziné (log PFU/g)
u jednotlivych virovych variant. Statistickou analyzou nebyl zddny z rozdilt vyhodnocen

jako signifikantni.
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Obr. 11 Graf mnozZstvi viru ve sleziné u jednotlivych variant viru.

Na Obr. 12 je vynesena zavislost mnoZstvi viru ve sleziné na ¢ase po inokulaci. Titr
varianty 40. P. PS dosahuje v korespondujicich ¢astech kiivky piiblizné polovi¢ni hodnoty

nez zbyvajici dvé varianty, ale objevuje se ve sleziné ve stejny den jako 40. P. IRE a jen o den
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pozdéji nez 0. P. Zatimco v krvi se nejrychleji rozsitila 40. P. IRE a az o den pozdéji byla
pfitomnost viru v krvi objevena také u 0. P., ve sleziné se virus objevil dfive u 0. P. a o den

pozdéji u 40. P. IRE. Z grafu je také patrné, Ze se u vSech tii variant projevil dvoufazovy

ndarust titru viru ve sleziné.
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Obr. 12 Graf zavislosti mnoZstvi viru ve sleziné na ¢ase po inokulaci (kazdy bod grafu je
primérem dvou hodnot ziskanych ze dvou mysi; chybové tsecky predstavuji

smérodatnou odchylku od priméru).

Na dalsim grafu (Obr. 13) je zndzornéno mnoZstvi viru v mozku (log PFU/g) u
jednotlivych variant viru. Statistickym vyhodnocenim ziskanych vysledk byl zjistén

signifikantni rozdil mezi variantami viru 40. P. PS a 40. P. IRE.
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Obr. 13 Graf mnoZstvi viru v mozku u jednotlivych variant.
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Rozdil mezi variantami je ziejmy i z dalsiho grafu (Obr. 14), zndzoriujictho zdvislost
mnoZstvi viru v mozku na ¢ase po inokulaci. U mysi infikovanych variantami 0. P. a 40. P.
IRE byl virus pfitomen v mozku jiZ 5. den po inokulaci a béhem dalsich dvou dni jeho
mnoZstvi v tomto orgdnu strmé rostlo. U mysi infikovanych variantou 40. P. PS se virus

v mozku objevil poprvé az 8. den po inokulaci a to pouze u jednoho jedince.
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Obr. 14 Graf zavislosti mnoZstvi viru v mozku na ¢ase po inokulaci (kazdy bod grafu je
pramérem dvou hodnot ziskanych ze dvou mysi; chybové tsecky predstavuji

smérodatnou odchylku od priméru).

Vysledky pribéhu infekce u mysi infikovanych jednotlivymi variantami viru
odpovidaji vysledk@im stanoveni virulence. Infekce ptivodni variantou a 40. pasdzi viru
adaptovaného na klistéci butiky méla aZ na malé odchylky velmi podobny pribéh. U mysi
infikovanych 40. P. PS byl oproti dvéma zbyvajicim virovym variantdm v krvi i v organech
dosaZen vyrazné niz$i titr. Varianta viru adaptovand mnohondsobnym pasdZovanim na

Vv,

savci buriky vykazovala vyrazné nizs$i neuroinvazivitu nez zbyvajici dvé varianty.

4.1.4 Sekvenc¢ni analyza kompletniho genomu vsech ¢tyf variant VKE
Za ucelem identifikace konkrétnich tsekt genomu VKE, zodpovédnych za rozdilné
biologické vlastnosti jednotlivych variant viru, byla provedena kompletni sekvenéni

genomova analyza ptvodni varianty 0. P. i vSech tfi nové vyselektovanych variant — DL. P.

IRE, 40. P. PS a 40. P. IRE (Ptiloha 9.1).
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Celkova délka genomu vSech ¢tyf variant byla shodna a to 10 835 nukleotidi. V
koncovych nekédujicich oblastech ani v sekvencich jednotlivych proteinti nebyly tedy
pozorovany Zadné delece ani inzerce. Za 5 netranslatovanou oblasti, dlouhou 132 bazi,
nésledoval START kodon ATG, od kterého za¢ind proteosyntéza rozsdhlého virového
polyproteinu. Sekvence polyproteinu, o celkové délce 10 239 bazi, byla zakonc¢ena STOP
kodonem TAA. Za nim ndésledovala 3’ netranslatovand oblast, dlouhd 458 nukleotidt.

Zéakladni charakteristika vSech proteinti véetné nekédujicich oblasti je uvedena v Tab. 6.

Tab. 6 Zakladni charakteristika jednotlivych ¢asti genomu VKE.
Oblast genomu Délka v nt Pocet AK Poloha v genomu

5 UTR 132 === 1-132
Protein C 333 111 136 - 468
Protein prM 279 93 469 - 747
Protein M 225 75 748 - 972
Protein E 1488 496 973 - 2460
Protein NS1 1056 352 2461 - 3516
Protein NS2A 690 230 3517 - 4206
Protein NS2B 393 131 4207 - 4599
Protein NS3 1863 621 4600 - 6462
Protein NS4A 447 149 6463 - 6909
Protein NS4B 756 252 6910 - 7665
Protein NS5 2709 903 7666 — 10374
3’ UTR 458 === 10378 - 10835

*¢islovani podle genomové sekvence kmene Hypr (U39292)

Na zédkladé porovnani celogenomovych sekvenci nové vyselektovanych variant viru
a varianty ptivodni bylo identifikovano celkem 20 jednonukleotidovych zamén. Dvé z nich
se vyskytovaly v koncovych nekédujicich oblastech. Ze zbylych 18 zdmén jich 12 zptisobilo i
zmeénu v aminokyselinové sekvenci. Nejvice se od ptivodni varianty odliSovala 40. P. PS, a to
11 nukleotidovymi zdménami, znichZz 6 vedlo ke zméné aminokyseliny. Je tedy
pravdépodobné, Ze jedna nebo i vice z téchto zamén jsou zodpovédné za snizenou virulenci
40. P. PS. Nasledovala 40. P. IRE, kterd se od 0. P. ligila v9 nukleotidech a 4

aminokyselindch. Nejpodobnéjsi sekvenci s ptivodni variantou méla DL. P. IRE, lisici se ve 3
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nukleotidech a 2 aminokyselindch. Konkrétni tdaje tykajici se jednotlivych zdmeén jsou

uvedeny v Tab. 7, frekvence zdmén pak v Tab. 8.

Tab. 7 Rozdily v nukleotidovych a aminokyselinovych sekvencich mezi jednotlivymi
virovymi variantami (pfed Sipkou je ptivodni baze (aminokyselina) a v zavorce jeji poloha
v rdmci proteinu, za Sipkou pak zménéna baze (aminokyselina) a v zdvorce varianta, u které

k této zméné doslo).

Oblast genomu Rozdily v nukleotidové Rozdily v aminokyselinové
sekvenci sekvenci
5" UTR G (52) — A (40. P. IRE)
Protein C A (315) — G (40. P. IRE)
Protein prM C (101) — T (40. P. IRE) Thr (34) — Ile (40. P. IRE)
Protein E A (913) — G (40. P. PS) Thr (305) — Ala (40. P. PS)
C (1078) — T (40. P. PS) Pro (360) — Ser (40. P. PS)
A (1411) —» T (DL. P. IRE) Met (471) —»Leu (DL. P. IRE)
Protein NS1 G (169) — A (40. P. IRE) Val (57) — Ile (40. P. IRE)
G (237) — A (40. P. PS)
Protein NS2A T (605) — C (40. P. PS) Val (202) — Ala (40. P. PS)
Protein NS2B G (97) — A (40. P. IRE) Val (33) — Met (40. P. IRE)
Protein NS3 T (978) — C (40. P. PS, 40. P. IRE)
A (1314) —» G (DL. P. IRE)
Protein NS4B C (240) — T (40. P. PS)
G (253) — T (40. P. IRE) Ala (85) — Ser (40. P. IRE)
T (262) — A (40. P. PS) Phe (88) — Ile (40. P. PS)
Protein NS5 G (333) — A (40. P. PS, 40. P. IRE)
A (529) — C (DL. P. IRE) Thr (177) — Pro (DL. P. IRE)
C (2332) — T (40. P. PS) Leu (778) — Phe (40. P. PS)
A (2588) — G (40. P. PS) Asn (863) — Ser (40. P. PS)
3’ UTR T (282) — C (40. P. PS, 40. P. IRE)
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Tab. 8 Frekvence nukleotidovych zamén pro jednotlivé varianty viru a oblasti genomu.

Oblast Procento nukleotidovych zdmén oproti 0. P.

genomu 40. P. PS 40. P. IRE DL. P. IRE Celkem
5-UTR 0,75 % (1/132) 0,25 % (1/396)
Protein C 0,3 % (1/333) 0,1 % (1/999)
Protein prM 0,35 % (1/279) 0,12 % (1/837)
Protein E 0,13 % (2/1488) 0,07 % (1/1488) | 0,07 % (3/4464)
Protein NS1 0,09 % (1/1056) 0,09 % (1/1056) 0,06 % (3/3168)
Protein NS2A 0,14 % (1/690) 0,05 % (1,/2070)
Protein NS2B 0,25 % (1/393) 0,08 % (1/1179)
Protein NS3 0,05 % (1/1863) 0,05 % (1/1863) | 0,05 % (1/1863) | 0,05 % (3/5589)
Protein NS4B 0,27 % (2/756) 0,13 % (1/756) 0,13 % (3/2268)
Protein NS5 0,11 % (3/2709) 0,04 % (1/2709) | 0,04 % (1/2709) | 0,06 % (5/8127)
3-UTR 0,22 % (1/458) 0,22 % (1/458) 0,15 % (2/1374)
Celkové procento 0,1 % (11/10 835) 0,08 % (9/10835) | 0,03 % (3/10 835)

zamén v genomu

Nejvyssi frekvenci nukleotidovych zdmén vykazovaly podle ocekdvani oba koncové

strukturni protein prM a nestrukturni protein NS4B.

4.1.5 Potencialni determinanty virulence

ev s

Vzhledem k moZnosti identifikace tsek(i genomu ovliviiyjicich virulenci viru je

Yev s

nejzajimavéjsi srovnani varianty Hypr 40. P. PS se zbyvajicimi.

Protein E

V rdmci proteinu E byly u varianty 40. P. PS identifikovany 2 nukleotidové
zamény, které mély obé za nasledek zménu AK. Zaména Thr (305) — Ala je umisténa
v oblasti spojujici doménu I a doménu III (,D I — D III linker”). Druhd z&dména Pro (360) —
Ser je umisténa v blizkosti oblasti, u které se predpoklddd zapojeni do vazby na bunécné

receptory (Obr. 15).
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Obr. 15. Model proteinu E varianty 40. P. PS (doména I — ¢ervend, doména II — Zlutd, doména

III - modr4, fazni peptid — fialova, , DIII-DI linker” — oranZova; zdmény vyznaceny zelené).

Detail zmény prostorového uspotfddéani postrannich fetézcti AK v proteinu E u 40. P.

PS je uveden na Obr. 16.

Thr (@051 —Ala

W

Obr. 16 Detail aminokyselinovych zdmén v proteinu E (0. P. — oranZov4, 40. P. PS — zelend).

V piipadé zdmény u 40. P. PS v pozici 305 Thr — Ala se jednalo o zaménu polarniho

threoninu za nepolarni alanin. V druhém pfipadé, Pro — Ser v pozici 360, byl zaménén
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nepolarni prolin za polarni serin. Zména povrchové struktury proteinu je vyznacena na Obr.

17. Z pohledu naboje byly obé zmény elektroneutrdlni.

Obr. 17 Zména molekularniho povrchu proteinu E (0. P. — oranZov4, 40. P. PS — zelen4).

Protein NS1
V proteinu NS1 dos$lo u 40. P. PS k zdméné G (237) — A. Tato nukleotidova zdména

ale nezptuisobila zdménu AK.

Protein NS2A
V sekvenci kédujici protein NS2A byla identifikovdna zdména v pozici T (605) — C.

Tato mutace méla za nasledek zdménu nepoldrni AK (valinu) za jinou nepoldrni AK (alanin).

Protein NS3
V proteinu NS3 doslo k identické nukleotidové zdméné u variant 40. P. PS a 40. P.
IRE. Varianta 40. P. IRE se vSak virulenci ani dynamikou mnoZeni prakticky nelisila od

ptvodniho kmene, tato zdména tedy pravdépodobné nema vliv na tyto vlastnosti.

Protein NS4B
V proteinu NS4B byly identifikovany dvé unikatni zdmény u varianty 40. P. PS a to

v pozicich 240 C —» T a 262 T — A. V prvnim piipadé se jednalo pouze o zdménu v sekvenci
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nukleotiddi, v druhém pifipadé méla zdména nukleotidu za dtsledek zdménu nepolarniho

fenylalaninu za nepolarni izoleucin.

Protein NS5

V proteinu NS5 doslo celkem ke 3 zdméndm. Z&ména v pozici 333 G — A byla
spolec¢na pro 40. P. PS a 40. P. IRE. Tato zaména se tykala pouze nukleotidové sekvence. Obé
dalsi zamény, C — T v pozici 2332 a A — G v pozici 2588, byly unikatni pro 40. P. PS a mély
za ndsledek zménu AK. V prvnim piipadé se jednalo o zdménu dvou nepoldrnich AK,
leucinu za fenylalanin, ve druhém piipadé o zdménu dvou polarnich AK, asparaginu za

serin.
3’ nekédujici tisek

V 3 UTR byla nalezena jedind nukleotidovd zaména v pozici 282 T — C. Tato

zdména byla opét spole¢nd pro 40. P. PS a 40. P. IRE.

4.2 Variabilita v ramci jednotlivych izolati (pF¥itomnost ,quasispecies”)

Jelikoz existuji hypotézy, Ze adaptace viru na rtiznd prostedi probihd mechanizmem
selekce z ko-existujicich sekvenc¢nich variant (,quasispecies”), pokusili jsme se stanovit
sekvencni variabilitu v rdmci nasich variant viru. Pfitomnost , quasispecies”, byla testovdna
pomoci dvou metod — metodou konformacniho polymorfismu jednofetézci (SSCP) a

klonovanim.

4.2.1 Metoda konformacéniho polymorfismu jednotretézcti (SSCP)

Jak je jiZ zminéno v kapitole 3.15, tato metoda je schopnd za jistych podminek a p¥i
spravné kombinaci faktorti, ovliviiujicich jeji pribéh, oddélit od sebe v polyakrylamidovém
gelu rtzné sekvencni varianty téhoZ vzorku, liSici se i v pouhém jednom nukleotidu. V této
praci se bohuZzel nepodafilo tyto idedlni podminky najit. I presto, Ze se vzorky na gelu
rozdélovaly na 2 — 6 prouzkia rtzné délky, po osekvenovéni byla vzdy zjisténa u vSech

téchto variant naprosto shodné sekvence.
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4.2.2 Klonovani

Pfi klonovani je, stejné jako pfi SSCP, mozné oddélit jednotlivé sekvenéni varianty
v ramci téhoz vzorku. Pokud se totiZ u vzorku vyskytuje vice sekvencnich variant s urcitou
frekvenci, je pravdépodobné, Ze se rizné varianty zaklonuji zvlast a po procesu klonovéni
vyrostou na jedné plotné kolonie bakterii s inzerty, jejichZ sekvence se lisi jednim nebo vice
nukleotidy.

Casti genomu, které byly podrobeny klonovani, jsou &ast genu kédujictho protein E
(796 nt), gen pro protein C (333 nt), 5° UTR (132 nt) a 3° UTR (458 nt). Nukleotidové zamény
byly objeveny pouze v sekvencich obou proteinti a v 5" koncové oblasti a byla spoctena jejich

frekvence (Tab. 9). Celkem bylo analyzovano 1261 nt.

Tab. 9 Frekvence nukleotidovych zameén v proteinech a 5" UTR v rdmci jednotlivych variant

(procento zaménénych nukleotidi).

Cast genomu Varianta viru Procento zamén v rdmci varianty

5’ konec 0.P. 0,5 %
DL. P. IRE 0,9 %

40. P.PS 04 %

40. P. IRE 0,9 %

Protein C 0.P. 0,2 %
DL. P. IRE 0,1 %

40. P. PS 0,2 %

40. P. IRE 04 %

Protein E 0.P. 04 %
DL. P. IRE 0,3 %

40.P.PS 0,4 %

40. P. IRE 0,4 %

V primeéru byla nejvyssi nukleotidova diverzita pozorovdna v nekédujici 5" oblasti.
Jednotlivé virové varianty se aZ na 40. P. IRE li8ily velmi mélo.

Vétsina jednonukleotidovych zamén byla nalezena vzdy jen u jediného klonu v rdmci
virové varianty, nékolik zdmeén bylo vsak detekovdno v nékolika koloniich nezavisle. Prvni
z téchto zdmén byla nalezena v 5 nekdédujici oblasti varianty 40. P. IRE v pozici 52. Po
klonovani byly ziskdny sekvence z celkem deseti kolonii. Osm z nich mé v poloze 52 adenin,

dvé guanin. Zajimavé je, Ze guanin se v této pozici vyskytl u vSech kolonii ziskanych
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z ostatnich variant viru (Obr. 18). Nukleotidovd zameéna pfevaZujici v koloniich se shoduje

s celogenomovou sekvenci.
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40.P.IREcelogenom.sekvence =~ GCGGTTAGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT

40.P.IRE kolonie ¢. 1 GCGGTTGGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
kolonie ¢. 2 ACGGTTGGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
kolonie ¢. 3 GCGGTTAGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
kolonie ¢. 4 GCGGTTAGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
kolonie ¢. 5 GCGGTTAGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAGGACAGCT
kolonie ¢. 6 GCGGTTAGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
kolonie ¢. 7 GCGGTTAGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
kolonie ¢. 8 GCGGTTAGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
kolonie ¢&. 9 GCGGTTAGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
kolonie ¢&. 10 GCGGTTAGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
0.P.celogenom. sekvence GCGGTTGGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
0.P. v8echny kolonie (10) GCGGTTGGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT

DL.P.IREcelogenom. sekvence GCGGTTGGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
DL.P.IRE v8echny kolonie (11) GCGGTTGGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
40.P.PScelogenom. sekvence GCGGTTGGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT
40.P.PS v8echny kolonie (6) GCGGTTGGTTTGAAAGAAATATTCTTTTGTTTTTACCAGTCGTGAACGTGTTGAGAAAAAGACAGCT

Obr. 18 Porovnani nukleotidovych sekvenci 5" oblasti mezi jednotlivymi koloniemi (zdmény

vyznaceny barevneé).

K podobné zdméné doslo u 40. P. IRE i v sekvenci proteinu C v pozici 315. Tato
zameéna byla ale synonymni, nezptisobila tedy zménu AK. Po klonovani mélo sedm kolonii
v této pozici guanin, stejné jako celogenomova sekvence. Ve zbylych ¢étyfech koloniich byl
detekovan adenin, ¢imz se tyto sekvence shodovaly s celogenomovymi sekvencemi vSech
zbylych variant a téméf vSech jejich kolonii. Vyjimku tvoii jedna kolonie 40. P. PS, kterd ma

v poloze 315, stejné jako vétsina kolonii 40. P. IRE, guanin (Obr. 19).
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40.P.IRE celogenom.sekvence
40.P.IRE kolonie ¢&. 1
kolonie ¢. 2
kolonie ¢. 3
kolonie ¢. 4
kolonie ¢. 5
kolonie ¢&. 6
kolonie ¢. 7
kolonie ¢. 8
kolonie ¢. 9
kolonie ¢. 10

kolonie ¢&. 11

301 327

ATGAGCTGGTTGCTGGTCATTACTCTG
ATGAGCTGGTTGCTAGTCATTACTCTG

ATGAGCTGGTTGCTAGTCATTACTCTG
ATGAGCTGGTTGCTAGTCATTACTCTG
ATGAGCTGGTTGCTGGTCATTACTCTG
ATGAGCTGGTTGCTGGTCATTACTCTG
ATGAGCTGGTTGCTGGTCATTACTCTG
ATGAGCTGGTTGCTGGTCATTACTCTG
ATGAGCTGGTTGCTGGTCATTACTCTG
ATGAGCTGGTTGCTGGTCATTACTCTG
ATGAGCTGGTTGCTGGTCATTACTCTG

ATGAGCTGGTTGCTAGTCATTACTCTG

40.P.PS celogenom.sekvence ATGAGCTGGTTGCTAGTCATTACTCTG
40.P.PS vétsina kolonii (8) ATGAGCTGGTTGCTAGTCATTACTCTG

kolonie ¢. 9 ATGAGCTGGTTGCTGGTCATTACTCTG
0.P. celogenom.sekvence ATGAGCTGGTTGCTAGTCATTACTCTG
0.P. v8echny kolonie (7) ATGAGCTGGTTGCTAGTCATTACTCTG

DL.P.IRE v8echny kolonie (13) ATGAGCTGGTTGCTAGTCATTACTCTG

DL.P.IRE celogenom.sekvence =~ ATGAGCTGGTTGCTAGTCATTACTCTG

Obr. 19 Porovnani jednotlivych nukleotidovych sekvenci mezi koloniemi v ramci

proteinu C (zdmény vyznaceny barevné).

Dalsi podobna zaména se objevila v sekvenci proteinu E v poloze 913 u 40. P. PS. Tato
varianta méla v celogenomové sekvenci a v sekvenci dvou kolonii guanin, zatimco u
sekvence tfeti kolonie se vyskytoval adenin, pfitomny u pfevazujicich variant a vSech kolonii

ostatnich vzorkt (Obr. 20).

899 925

40.P.PS celogenom.sekvence AAGGTCTTACGTACGCAATGTGTGACA

40.P.PS kolonie ¢. 1 AAGGTCTTACGTACACAATGTGTGACA
kolonie ¢. 2 AAGGTCTTACGTACGCAATGTGTGACA
kolonie ¢. 3 AAGGTCTTACGTACGCAATGTGTGACA
0.P. celogenom.sekvence AAGGTCTTACGTACACAATGTGTGACA
0.P. v8echny kolonie (5) AAGGTCTTACGTACACAATGTGTGACA

DL.P.IRE celogenom.sekvence ~AAGGTCTTACGTACACAATGTGTGACA
DL.P.IRE v8echny kolonie (5) ~ AAGGTCTTACGTACACAATGTGTGACA
40.P.IRE celogenom.sekvence =~ AAGGTCTTACGTACACAATGTGTGACA
40.P.IRE vsechny kolonie (8) AAGGCCTTACGTACACAATGTGTGACA

Obr. 20 Porovnani nukleotidovych sekvenci proteinu E mezi koloniemi (zdmény vyznaceny

barevné).
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4.3 Inhibice glykosylace tunikamycinem

Razné literarni zdroje poukazuji na vyznam glykosylace virovych proteini pro
interakci s hostitelskou butikou. Vliv glykosylace na patogenitu viru byl testovdn
v nasledujicim pokusu.

Trojim pasdZovanim ptivodni varianty VKE kmene Hypr na buiikdch PS za
pfitomnosti antibiotika tunikamycinu byla vyselektovdna dalsi variantaviru — 3. P. TM. Titr
této varianty vzrostl béhem tfi pasazi z ptivodnich 3x10* PFU/ml na 5,5x107 PFU/ml.
Charakter plakti odpovidal ptivodni varianté viru.

Vliv inhibice glykosylace na virulenci VKE byl zjistovan na mysim modelu. Celkem 9
mysi bylo infikovdno ddvkou 100 PFU a sledovdano béhem dalsich 30 dni. VSechny mysi
preZily a ani u jediné se neprojevily Zadné pfiznaky onemocnéni.

Pro kontrolu toho, Ze za sniZenou virulenci nestoji néjakd ndhodna nezavisla mutace,
byla zjisténa nukleotidovd sekvence proteinu E, jako hlavniho proteinu, odpovédného za
interakci s bunéénymi receptory a ftizi s membranou hostitelské buriky. Tato sekvence byla
ale naprosto shodnd se sekvenci proteinu E ptivodni varianty. Vysledky tedy ukazuji, Ze
glykosylace proteinti VKE je nutnym procesem, bez néhoZ je vyrazné naruSena virulence

virua.
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5. Diskuze

5.1 Biologické vlastnosti nové ziskanych variant viru

Dlouhodobym pasdZovanim viru ve dvou rtznych prostfedich byly vyselektovany
rozdilné varianty viru (40. P. PS a 40. P. IRE), li8ici se biologickymi vlastnostmi. Prvni rozdil
byl patrny z charakteru plakt v kultufe bunék PS, kdy varianta viru adaptovana na sav¢i
buriky vytvarela ve vétsiné piipadi velké plaky, zatimco varianta viru adaptovana na butiky
klistéci produkovala plaky pfiblizné polovi¢ni velikosti.

Pfedpoklad, Ze varianta 40. P. PS, tvofici vétsi plaky v kultufe bunék PS, bude
virulentnéjsi, se béhem pokusu na laboratornich mysich nepotvrdil. Vysledky stanoveni
stfedni doby pfeZiti vykazovaly velkou variabilitu, z rychlosti ndstupu onemocnéni a poct
prezivsich jedincii je vSak moZzné usuzovat miru virulence jednotlivych virovych variant. Po
subkutdnni inokulaci vykazovala varianta 40. P. PS u mysi ve srovnani s ptivodni variantou
a dokonce i s variantou adaptovanou na klistéci buriky, atenuovany fenotyp. Velikost plakii
v kultufe sav¢ich bunék tedy nemusi vZdy souviset s virulenci viru in vivo (Mayer, 1964).
Obdobné vysledky byly ziskdny v pfipadé mutanty kmene VKE Oshima 5-10 (Goto et al.,
2003) i viru Langat (Mitzel et al., 2008). Tvorba malych plakia v kultufe savéich bunék byva
spojovana s mutacemi zptisobujicimi zvysenou afinitu viru k heparan sulfatu — tato moznost
bude diskutovéana v rdmci dalstho odstavce.

Vysledky testovani virulence na mysim modelu se také lisily od ocekdvani, Ze
varianta 40. P. PS, adaptovand dlouhodobym pasdZovanim na sav¢i buriky, bude mit diky
této adaptaci urcitou selekéni vyhodu pro replikaci v mysich a bude tedy pro mysi
virulentnéjsi nez varianta ptivodni. Stejné tak byla vyvracena i domnénka, Ze varianta 40. P.
IRE, adaptovana naopak na buriky klistéci, bude v my$im modelu atenuovand. Velkou roli
v tomto pfipadé zfejmé sehral fakt, Ze virus byl pasaZovén in vitro na buné¢nych liniich a ne
pfimo v Zivych organismech (v mysich a klistatech). Je totiZ pomérné ¢astym jevem, Ze virus
pasdzovany in vitro na sav¢ich bunéénych liniich vykazuje sniZenou virulenci in vivo.
Mechanizmus, ktery tuto atenuaci v Zivych organismech zptsobuje, neni ale zatim zcela
znam. Nejcastéji popisovanymi zménami v souvislosti s atenuaci VKE in vivo jsou mutace
v proteinu E, které vedou ke zvySeni jeho pozitivniho naboje, ¢imZ se zvySuje afinita
k heparan sulfatu (glykosaminoglykan). Ac¢koli je afinita k heparan sulfatu pravdépodobné
pro virus v bunécné kultute (pfipadné v klistatech) prospésna, v mysich zptisobuje tato nové
ziskana vlastnost jeho atenuovany fenotyp (Mandl et al., 2001; Goto et al., 2003; Romanova et
al., 2007; Kozlovskaya et al., 2010). Mutanty se zvySenou afinitou ke glykosaminoglykantim
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navic casto tvoifi drobnéjsi plaky v kultufe savcich bunék, podobné jako 40. P. IRE. Zvyseni
pozitivniho ndboje na proteinu E je nutnou, ne v8ak jedinou podminkou pro zvyseni afinity
k heparan sulfatu (Kozlovskaya et al., 2010). Aminokyselinové zdmény v proteinu E,
nalezené v této prdci u 40. P. PS (v sekvenci 40. P. IRE nebyla v tomto proteinu nalezena
zadna zameéna), byly ovSem elektroneutrdlni, proto pfi¢ina atenuace této virové varianty
pravdépodobné  nesouvisela  se  zménou afinity ke  glykosaminoglykantm.
Pravdépodobnéjsim vysvétlenim mtize byt fakt, Ze varianta 40. P. PS méla byt sice po
dlouhodobém pasdzovani dokonale adaptovana na savci buriky, ve skutecnosti byla ale tato
adaptace omezena pouze na jeden typ bunék a to buriky praseci ledviny. Organizmus
hostitele je prostfedim mnohem komplexnéjsim. Nejen, Ze se virus musi vypofddat s
imunitnim systémem, ale vnitini prostedi hostitele mu poskytuje i daleko vétsi variabilitu
co do typu bunék a pravdépodobné i bunéénych receptorti (Kaufmann et Rossmann, 2010).

Stejné jako pasdZovani in vitro na bunécné linii PS zifejmé zodpovidd za atenuaci
virové varianty 40. P. PS, je pravdépodobné, Ze i pasdzovani viru na klistécich burikach
IRE/CTVM19 ovlivnilo fenotypové vlastnosti 40. P. IRE. Z vysledk stanoveni stfedni doby
pfeZiti je ziejmé, Ze varianta viru 40. P. IRE byla pro mysi, navzdory ptvodnim
predpokladiim, stejné patogenni jako ptivodni virus. Dlouhodobym pasdZovanim viru
pfimo v klistatech byly ale naproti tomu v minulosti mnohokrat vyselektovany varianty
méné virulentni pro laboratorni mysi, tvorici mensi plaky v kultufe savcich bunék
(Chunikhin et al., 1986; Dzhivanian et al., 1986, 1988, 1991; Romanova et al., 2007). V préaci
Labudy et al. (1994) byly pasdZzovany dva kmeny VKE simultdnné pfes klistata a zatimco u
jednoho doslo k vyraznému sniZeni virulence pro mys jiZ v paté pasdzi, u druhého ztistala
virulence téméf nezménéna i po pasazi sedmé. SniZeni virulence viru po pasaZovani
v systému kliStécich bunék je tedy moZznym, nikoli vSak nutnym diisledkem. PfestoZe se ale
virulence 40. P. IRE adaptaci na klistéci butiky nezménila, varianta vytvafela mensi plaky
v kultufe bunék PS. Timto se, stejné jako u 40. P. PS potvrdilo, Ze velikost plakti nemusi
souviset s virulenci viru.

Dlouhodoba pasaz na klistécich burikach (DL. P. IRE) vytvérela velké plaky v kultufe
bunék PS a byla jen ¢aste¢né atenuovana ve srovnani s ptivodnim virem. Pokud uvaZujeme,
Ze velikost plakti nemusi souviset s virulenci, divodem atenuovaného fenotypu u DL. P. IRE
muZe byt pravé delsi obdobi inkubace viru s klistécimi burikami. Béhem jeden mésic trvajici
inkubace nebyl vyvijen selekéni tlak na rychlost mnoZeni viru, protoZe nemusel napadat
nové buriky kazdé ¢tyfi dny, jak se tomu délo uz 40. P. IRE. Tim padem se virus nestihl

adaptovat tak dobfe na meénici se podminky (rtizné typy bunék a receptorii), nebyly
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selektovany rychle se mnoZici varianty, a proto také vykazoval nizsi virulenci u mysi nez 40.

P. IRE.

5.2 Dynamika mnoZeni viru v orgdnech

Po subkutdnni inokulaci dochdzi nejprve k pomnoZeni viru v kizi a podkoZnim
vazivu (Labuda et al., 1996), pravdépodobné v dendritickych burikach kéize (Lindenbach et
al., 2007). Infikované dendritické buriky putuji do spaddovych lymfatickych uzlin, kde
dochézi k dalsi replikaci viru. Poté je virus uvolnén do krevniho obéhu a nastdva tak
viremickd faze infekce (Malkova et Fratikovd, 1959). Krvi se déle iff a napada rizné organy.
Jednim znejvice postiZzenych organti je slezina, kterd hraje vyznamnou roli v imunitni
obrané organizmu (McMinn et al., 1996a).

Pribéh infekce u jednotlivych variant viru pomérné dobie odpovidal priibéhu
pokusu stanoveni virulence pro laboratorni mysi. V krvi se vSechny varianty viru objevily
druhy aZz tfeti den po infekci. Virémie u 0. P. a 40. P. IRE dosahovala obdobnych hodnot a
trvala pfibliZzné do 7. dne, 40. P. PS vsak vykazovala az do 7. dne velmi nizkou virémii (na
hranici detekce). OpoZdény ndstup virémie a nizsi titr viru v krvi u 40. P. PS jsou
pravdépodobné zptisobeny sniZenou schopnosti 40. P. PS pomnoZit se v podkoZi a napadat
dendritické buriky.

Ve sleziné se virus vSech tfi variant objevil tfeti aZ paty den, u vSech variant byla
pozorovana dvoufdzova dynamika mnoZeni. Titr 40. P. PS dosahoval oproti obéma
zbyvajicim variantam pf¥iblizné polovi¢nich hodnot.

Po pomnoZeni v krvi a ve vnitinich orgdnech prochazi virus pies hematoencefalickou
bariéru a napadd mozek. Pokud je virus dostatecné neurovirulentni, zptsobi v mozku
cytopaticky efekt a vyvolda vznik encefalitidy (McMinn et al., 1996a). Obé virulentnéjsi
varianty, 0. P. i 40. P. IRE, byly detekovdny v mozcich mysi jiz 5. den po infekci, tedy
pomérné zdhy poté, co byly poprvé detekovany v krvi. Titr téchto dvou variant v mozku
velmi strmé rostl aZ do 7. dne. Varianta 40. P. PS byla v mozku detekovana poprvé az 8. den,
kdy byl tento pokus ukoncen vzhledem kvirulenci obou zbyvajicich variant. Je
pravdépodobné, Ze maximélnich hodnot by dosahl titr této varianty aZ po ukonceni pokusu.
Tato varianta tedy opét vykazovala atenuovany fenotyp.

Poté, co se virus dostane do mozku, dochédzi vétsinou k poklesu jeho mnozstvi v krvi
a organech. Po tspésném napadeni mozku a vyvoladni cytopatického efektu, na kterém se

ziejmé podileji i buriky imunitniho systému (Razek et al., 2009), nastdva druha faze virémie,
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kdy virus zaplavuje cely organizmus. Tento mechanizmus vysvétluje i dvoufdzovy narfst
titru viru ve sleziné u mysi infikovanych v8emi variantami viru.

Porovndnim vysledkli se stanovenim virulence zjistime, Ze my$i zacinaly hynout
v dobé, kdy byl virus v mozku jiz pomnoZen do vysokych titri (pfiblizné 3-4 dny poté, co
byl virus poprvé v mozku detekovan). Rozdily ve virulenci mezi 0. P, 40. P. IRE a
atenuovanou variantou 40. P. PS mohou byt pfisuzovany nizsi efektivité mnoZeni viru pred
vstupem do mozku (tedy sniZeni neuroinvazivity). Vzhledem knacasovani pokusu
stanoveni dynamiky mnoZeni bohuZel neni moZzné posoudit, zda se na sniZeni virulence
podilela i sniZend neurovirulence. Definitivni odpovéd bychom ziskali porovnanim titr(
variant viru v mozku po intracerebralni inokulaci. SniZend neuroinvazivita byla jako pficina

sniZené virulence viru popsdna napiiklad ve studii Mitzelové et al. (2008).

5.3 Potencidlni determinanty virulence

Varianty viru s rtiznou historii pasaZi vykazovaly rtizné fenotypové vlastnosti co do
morfologie plak{i, miry patogenity pro laboratorni my$i i dynamiky mnoZeni viru v mysim
modelu. Porovnanim celogenomovych sekvenci jednotlivych variant byly identifikovany
nukleotidové a aminokyselinové zdmény unikdtni pro jednotlivé varianty lisici se
biologickymi  vlastnostmi. =V ndsledujicich odstavcich bude témto potencidlnim
determinantdm virulence vénovana pozornost.

Biologickymi vlastnostmi se od ptivodni varianty viru 0. P. nejvice odliSovala 40. P.
PS. V sekvenci této varianty bylo identifikovano také nejvice nukleotidovych zdmén (celkem
11), znichz 6 bylo nesynonymnich a zptisobilo tedy i zménu aminokyseliny. Dvé z téchto
aminokyselinovych zdmén se vyskytovaly vsekvenci proteinu E a byla jim vénovéana
zvlastni pozornost, vzhledem knékolika zasadnim funkcim, které tento protein béhem
zivotniho cyklu viru zastava.

Z 3D modelt proteinu E bylo zjisténo, Ze zdména Thr (305) — Ala lezi v oblasti
spojujici doménu I a doménu III, kterd je oznacovana jako ,D I — D III linker”. Tento 15
aminokyselin dlouhy fetézec leZi v polohdch 296 — 310 AK. Béhem vystaveni proteinu E
kyselému pH dochdzi k vyraznym konformaénim zméndm, které umoZiuji zaujmuti
spravné pozice domény III v trimeru proteinu E (Bressanelli et al., 2004). Pfedpokldddme
tedy, Ze mutace, pfesto Ze nema vliv na rozlozeni ndboje, mtiZe stericky ovliviiovat interakce
mezi monomery proteinu E a tedy i cely proces flize virionti s membranou endosomu.

Teoreticky miuiZe virulenci ovliviiovat i druhd zdména v proteinu E Pro (360) — Ser,

kterd je umisténa v doméné III, v blizkosti oblasti, u které se pfedpoklada zapojeni do vazby
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na bunécné receptory. Receptorovd doména dosud nebyla pfesné vymezena, a proto neni
mozné vyloucit z podilu na vazbé k receptoru veskeré aminokyseliny v blizkosti této oblasti.
Dosud bylo v pfedpokladané receptorové oblasti domény III identifikovano nékolik zdmén,
které mély vliv na virulenci viru. P¥imo u VKE byly takové zamény nalezeny v polohach 384
(Holzmann et al., 1990), 310 (Mandl et al., 2000) nebo 368 (Holzmann et al., 1997). VSechny
tyto zamény vedly ke sniZené virulenci na mysim modelu. Z formovani 3D struktury
proteinu E viru Langat vyplyva, Ze podil na vazbé na bunéény receptor mohou mit i
aminokyseliny v poloze 347, 348 a fetézec [-listu 6 (388 — 394 AK) (Mukherjee et al., 2006).

Dalsi aminokyselinovou zaménou unikatni u 40. P. PS byla zdména Val (202) — Ala
v proteinu NS2A. Tato zdména leZi v N-koncové ¢asti proteinu NS2A. Tento protein je
asociovany s membranou a je soucasti replikacniho komplexu flavivira (Mackenzie et al.,
1998). Podili se na skladani virionu a uvoltiovani infekénich ¢astic z hostitelskych bunék.
Ovlivnéni skladani virionti bylo prokdzdno pro mutace ve stépicim misté (Kiimmerer et Rice,
2002) a pro zmény vedouci k naruseni hydrofobnich domén N (Leung et al., 2008). Nase
mutace Val (202) — Ala byla zdménou hydrofobni AK za jinou hydrofobni AK a je
lokalizovana v N-koncové ¢asti proteinu, takze pravdépodobné nebude mit pfimy vliv na
virulenci viru. Protein NS2 je obecné jednim znejméné konzervovanych proteinti VKE
(Chambers et al., 1990a).

Dalsi aminokyselinovd zdména v rdmci 40. P. PS byla nalezena v proteinu NS4B,
v pozici Phe (88) — Ile. NS4B je transmembranovy protein se zatim ne zcela znamou funkci
(Miller et al., 2006). Bylo ale zjisténo, Ze zdmény v tomto proteinu mohou souviset s adaptaci
flavivirt na specifického hostitele (Mitzel et al., 2008). Je proto mozné, Ze tato zdména
souvisela s pfizplisobenim varianty 40. P. PS na buriky PS.

Posledni dvé aminokyselinové zamény v sekvenci 40. P. PS byly nalezeny v oblasti
kédujici protein NS5, a to v polohdch Leu (778) — Phe a Asn (863) — Ser. Tento vysoce
konzervovany, bifunkéni protein funguje jako methyltransferdza a také jako RNA-
dependentni RNA polymeraza (Koonin, 1993). S-adenosyl methionin methyltransferdza je
zodpovédnd za metylaci guaninu v pozici N-7 a ribézy v pozici 2'- O pfi formovani RNA
¢epicky, jejiz pfitomnost je nezbytnd pro iniciaci translace. Funkéni doména S-adenosyl
methionin methyltransferdzy se nachazi na N-konci proteinu v polohach 1 — 296. Dalsi
vyznamnou ¢asti AK sekvence tohoto proteinu jsou oblasti mezi aminokyselinami 320 — 405,
kde lezi dvé sekvence pro smérovani proteinu do jadra buriky (,NLS - nuclear localization
sequences”). Katalytickd doména RNA-dependentni RNA polymerazy se nachazi v poloze

AK 270 - 900 a obsahuje 6 vysoce konzervovanych oblasti (Yap et al., 2007). Obé
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aminokyselinové zdmény nalezené u 40. P. PS leZi v oblasti katalytické domény virové RNA
polymerdzy, ovSem mimo konzervované tuseky, a pravdépodobné tedy neovliviiuji jeji

funkci.

Druhou variantou, vykazujici alespori cdstecné atenuovany fenotyp ve srovnani
s variantou ptvodni, byla DL. P. IRE. Tato varianta se od ptvodniho viru lisila 3
nukleotidovymi zdménami, znichZ 2 vedly k zdméné aminokyseliny. Jedna z téchto AK
zamén, Met (471) — Leu, se nachdzela v proteinu E, v oblasti leZici mimo hlavni ektodoménu
proteinu. Tato oblast se podili na zakotveni proteinu do membrany, na interakci s proteinem
prM a na pH zévislych konformacnich zménéach (Hurrelbrink et McMinn, 2003). Poloha 471
spadd konkrétné do oblasti slouZici k zakotveni proteinu do membrény (,,anchor”). I v jiné
studii byla u VKE po adaptaci na klistéci buriky nalezena mutace v této oblasti mimo
ektodoménu proteinu E, konkrétné v poloze 426 (oblast stopky — ,,stem”). I tato zdména se
podilela na sniZeni virulence pro laboratorni mysi (Romanova et al., 2007). Také v dalsi studii
méla mutace, lezici mimo hlavni ektodoménu proteinu E v poloze 496, vliv na
neuroinvazivitu viru (Gritsun et al., 2001). Je tedy moZné, Ze zaména v poloze 471 v sekvenci
proteinu E u DL. P. IRE zptsobila ¢astecnou atenuaci viru.

Dalsi aminokyselinovd zaména DL. P. IRE se nachdzela v proteinu NS5, konkrétné
v pozici Thr (177) — Pro. Spadala tedy do funkéni domény pro methyltransferazu.
atenuaci viru, ale podileji se spiSe na kumulativnim efektu jednobodovych mutaci, kde
nejvétsi vliv na sniZeni virulence maji mutace v proteinu E a mutace v NS5 k atenuaci pouze

prispivaji (Gritsun et al., 2001; Hayasaka et al., 2004).

Varianta 40. P. IRE vykazovala sice téméf shodnou virulenci pro laboratorni mysi
jako ptvodni varianta 0. P., pfesto se od ni svoji sekvenci lisila v 9 nukleotidech, z nichz 4
zptuisobily i zdménu AK. Navic se tato varianta od vSech zbyvajicich lisila morfologii plaki.

Jedna z mutaci, vedoucich ke zméné AK, se nachdzela v pozici Thr (34) — Ile
v proteinu prM. Touto zdménou doslo ke zruSeni jediného potencidlniho glykosyla¢niho
mista proteinu prM Asn —X-Thr, kde threonin byl nahrazen izoleucinem. Protein prM
sehrdva dileZitou tlohu jako chaperonin proteinu E (Guirakhoo et al., 1991). Goto et al.
(2005) studovali vyznam glykosylaci proteint prM a E pomoci VLP (,,virus like particles”),
které maji povrchové vlastnosti shodné sinfekénimi viriony. Bylo zjisténo, Ze mutace

v glykosylaénim misté prM zplisobi vyznamny pokles sekrece VLP oproti glykosylované
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varianté (Goto et al., 2005). Je tedy moZné, Ze mutace v proteinu prM méla za nasledek
mensi velikosti v kultufe bunék PS.

Druhou mutaci, jeZ zptisobila zménu AK, byla zdména v pozici Val (57) — Ile v
proteinu NS1. Tento s membranou asociovany glykoprotein ma dileZitou, ale dosud ne zcela
zndmou funkci v replikaci virové RNA. Mutace v glykosyla¢nich mistech proteinu mély za
nasledek defekty RNA, které vedly k omezené produkci viru (Muylaert et al., 1996). Zdména
ve 40. P. IRE ale neleZela ani v jednom ze ti1 potencidlnich glykosyla¢nich mist, ani v Zddném
z 12 konzervovanych cysteinti, tvoricich disulfidické mistky.

Dalsi aminokyselinovd zdména se nachédzela v pozici Val (33) — Met v proteinu
NS2B. Tento protein vytvaii stabilni komplex s proteinem NS3 a slouzi jako kofaktor NS2B-
NS3 serinové protedzy (Falgout et al., 1991). Na kofaktorové aktivité se podili 47 AK zbytkt
lezicich v centrdIni ¢ésti proteinu, kterou se NS2B vmezefuje do ohybu domény serinové
protedzy (Erbel et al., 2006). Vzhledem ktomu, Ze mutace v poloze 33 lezi mimo
kofaktorovou doménu, pravdépodobné pfimo neovliviiuje protedzovou aktivitu komplexu.

Posledni mutace se nachdzela v poloze Ala (85) — Ser v proteinu NS4B. Jak je jiz
uvedeno vySe, zdmény v tomto proteinu se pravdépodobné podileji na adaptaci na

specifického hostitele (Mitzel et al., 2008). V tomto pfipadé by tedy mohla tato mutace
souviset s adaptaci 40. P. IRE na kliStéci buriky.

Jak je jiz zminéno vySe, nejen mutace v proteinech, ale i v koncovych nekédujicich
oblastech, mohou ovliviiovat patogenitu viru. Prdvé oba koncové netranslatované tseky
vykazovaly v nas$i praci oproti koédujiciem usekum vys$si frekvenci nukleotidovych
zameén. U 40. P. IRE se vyskytovala mutace v 5" oblasti (pozice G (52) — A) i v 3’ oblasti
(pozice T (282) — C). K naprosto shodné mutaci doslo na 3" konci i u varianty 40. P. PS.

Obé koncové nekddujici oblasti se podileji svymi sekunddrnimi strukturami na
regulaci replikace, translace a baleni viru. Proto zejména vicebazové delece ovliviuji
virulenci a Zivotaschopnost viru (Cahour et al., 1995; Proutski et al., 1999). Rozsah atenuace
zalezi na tom, v jaké konzervované oblasti k deleci doslo (Proutski et al., 1999).

V minulosti byly popsédny i jednobazové mutace v 5" oblasti v souvislosti s produkci
mensich plak® (Butrapet et al., 2000; Romanova et al., 2007). Je proto mozné, Ze zdména
G (52) — A u 40. P. IRE méla vliv na jedinou fenotypovou vlastnost, kterou se tato varianta

lisila od ostatnich, a tou je tvorba malych plaki.
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Mutace v 3’ oblasti T (282) — C byla shodnd u 40. P. PS a u 40. P. IRE. Tato mutace
sice leZela v konzervovanéjsi distdlni ¢asti 3" konce, ale vzhledem k tomu, Ze se obé varianty
lisily jak velikosti plakti, tak mirou virulence in vivo, neméla pravdépodobné tato zdména
vliv na nové ziskané fenotypové vlastnosti ani u jedné z variant.

Tvorba malych plakiéi v kultufe bunék PS byva nejcastéji spojovdna s mutacemi
zvySujicimi afinitu k heparan sulfdtu (Mandl et al., 2001, Romanova et al., 2007). Zmény
afinity jsou v téchto pfipadech vyvolany lokalnim zvySenim pozitivniho ndboje na povrchu
proteinu E. V naSem pfipadé nebyla u varianty 40. P. IRE mutace v proteinu E zaznamenéna,
tvorba malych plakt musi tedy byt vyvoldna jinym mechanizmem. Mutanty s vysokou
afinitou ke glykosaminoglykantim byvaji méné virulentni pro mysi.

Souhrnné 1ze tedy fici, Ze za sniZenou virulenci in vivo u 40. P. PS pravdépodobné
zodpovidaji obé zdmény v proteinu E, zatimco mutace v proteinu NS4B vznikla nejspise jako
diisledek adaptace viru na buriky PS. Za pouze castecné atenuovany fenotyp DL. P. IRE
pravdépodobné také zodpovidd zejména mutace v proteinu E, ovSem za pfispéni mutace
v proteinu NS5. Tvorba malych plaki u 40. P. IRE je pravdépodobné dtisledkem mutaci
v proteinu prM a v 5 koncové oblasti, zatimco mutace v proteinu NS4B je disledkem

adaptace viru na klistéci buriky.

5.4 Variabilita v ramci virovych variant

Vysledky nékolika praci zaméfenych na studium atenuovanych kment naznacuji, Ze
adaptace viru na urcité prostfedi neprobihd na zdkladé aktualnich nahodnych mutaci, ale Ze
je adaptovana varianta spiSe selektovéna z jiz existujicich sekvenc¢nich variant (Labuda et al.,
1994; Razek et al., 2008; Romanova et al., 2007). Pfi plakové titraci varianty 40. P. PS byly
navic kromé prevazujicich plakt, velikosti shodnych s ptivodni variantou 0. P., zachyceny i
plaky velikostné podobné varianté 40. P. IRE. Z téchto dtvodl jsme se rozhodli bliZze
prozkoumat sekvencni variabilitu v rdmci naSich virovych variant.

Metoda konformac¢niho polymorfismu jednofetézcti je Siroce uZivanou technikou pro
detekci jednonukleotidovych mutaci ve smési DNA fragmentt o stejné délce. Proto je
vhodna také ke studiu ,quasispecies” - heterogenni smési geneticky rozdilnych, ale blizce
pfibuznych variant v rdmci téhoZ izoldtu (Enomoto et al., 1994; Maggi et al., 1997). V nasem
pripadé se nepodafilo jednotlivé sekvencni varianty, pozdéji potvrzené klonovanim, pomoci
této metody oddélit. Jak jiZ bylo zminéno vyse, existuje mnoho faktord, které mohou pribéh
SSCP analyzy ovlivnit. Kromé nejrtiznéjsich fyzikalnich a chemickych podminek vlastni
separace je to pfedevSsim samotnd nukleotidovd sekvence a délka fragmentii DNA.
Vseobecné se pfedpokladd, Ze zdmeény jedné baze se projevi spiSe u fragmenti kratsich neZ
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300 bp. Vzhledem ktomu, Ze v této praci byly pro SSCP analyzu pouZity fragmenty o
velikosti 500-700 bp, je moZzné, Ze pravé velikost fragmentt byla pfi¢inou netispéchu pii
pouziti této metody.

Jako alternativni metody bylo pouZito klonovéni. Pfed klonovdnim byly vybrané
tseky amplifikovany pomoci PCR. PouZitd Taq polymerdza nema korekturni aktivitu, a
proto se piedpoklddd, Ze nékteré ze zamén byly zavedeny uméle v amplifikaénim kroku.
Celkovou nukleotidovou variabilitu u jednotlivych variant vSak porovndvame relativng,
takZe z tohoto pohledu by neméla chybovost polymerazy vysledky vyznamnéji ovlivnit.

Klonovény a nasledné sekvenovany byly tseky 5" nekédujici oblasti, proteinu E a
proteinu C. Hlavni pozornost byla soustfedéna na nukleotidovou variabilitu v pozicich, ve
kterych se vzajemné ligily celogenomové sekvence jednotlivych virovych variant. Useky
zahrnujici tyto pozice byly osekvenovany v nékolika nezévislych klonech, aby tak byla
minimalizovdna moZnost vnaSeni mutaci chybovosti Taq DNA polymerazy pifi PCR.
Konkrétné se jednalo o zdmény v 5" nekédujici oblasti (G (52) — A), v proteinu C (A (315) —
G) a v proteinu E (A (913) — G).

V pfipadé zdmény v proteinu C se jednalo o synonymni mutaci, kterd neméla za
nasledek zménu v proteinu. Pravdépodobné tedy nebyla vystavena Zadnému selekénimu
tlaku. To potvrzuje i skutecnost, Ze obé moznosti zaroven (A i G) se vyskytly nezavisle u 40.
P.IRE a 40. P. PS. V tomto ohledu je ponékud prekvapujici pomér ve frekvenci vyskytu obou
bazi u 40. P. PS, kde silné pfevazuje A (8:1). Vysvétlenim by mohl byt neddvny vznik této
mutace.

Vzhledem k adaptaci viru na prostfedi jsou mnohem zajimavéjsi obé zbyvajici
zameény — v 5" nekédujici oblasti a v sekvenci proteinu E (nekonzervativni zdména - Thr (305)
— Ala). Vobou pfipadech byly pozorovany stejné okolnosti: u jedné varianty viru byla
zjisténa nukleotidova variabilita v rdmci varianty, pfi¢emZ minoritné zastoupend baze se
shodovala s celogenomovou sekvenci zbyvajicich variant i vSech jejich kolonii. Prakticky
shodny charakter vysledki byl pozorovén ve studii Mitzelové et al. (2008) na viru Langat a
Jerzakové et al. (2005) na viru zdpadniho Nilu. Je tedy mozné, Ze po vzniku mutace, ktera se
nésledné zda byt pro dané prostfedi vyhodnou, je ur¢itym mechanizmem stéle zachovdvana
i plivodni verze, i kdyZz snizsi frekvenci. Takovy mechanizmus odpovida i vysledkiim
Romanové et al. (2007), kde byl po mnohondsobné pasaZi pres klisté ziskan kmen VKE
v kultufe savéich bunék tvorici pfevdZzné malé plaky. Kromé malych plakil se snizkou
frekvenci vyskytovaly i plaky velké. Po plakové purifikaci a sekvenovani byly zjistény

nukleotidové zdmény unikétni pro virus tvofici malé plaky a pro fenotypové revertanty.
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Fenotypova variabilita po mnohondsobném pasazovani VKE pres klistata byla pozorovana i
v praci Labudy et al. (1994). Déle ve studii Razka et al. (2008) byly z pfirozené atenuovaného
kmene selektovany 2 virulentni varianty s identickymi zdménami v genomu, jedna béhem 5
pasazi v mysich, druhd béhem jedné pasdZe na burikdch PS pfi 40 °C. BohuZel nemtZzeme
s jistotou fici, zda ndmi analyzované mutace opravdu poskytuji v daném prostiedi selekéni
vyhodu a tedy zda se nejednd pouze o ekvivalentni alternativy bez vlivu na vlastnosti viru.
Alespori zdména v proteinu E, majici za ndsledek zménu aminokyseliny v propojeni domény
I's doménou III, vSak funkci proteinu velmi pravdépodobné ovliviiuje, jak bylo diskutovano
vyse. V piipadé mutace v 5" oblasti jejimu vyznamu napovidd zastoupeni bazi mezi
klony, kde silné pfevaZzuje A nad G (8:2). Pfimy vztah jednonukleotidové zamény v 5" NTR
ke zméné fenotypovych vlastnosti, konkrétné velikosti plakd, je spiSe méné pravdépodobny.
Jini autofi poukazuji na kumulativni efekt jednotlivych jednonukleotidovych zamén a jejich
kombinaci na vlastnosti viru (Davis et al., 2007; Mitzel et al., 2008). Pro sekundérni strukturu
RNA a tedy i replikaci viru mohou mit vyznam i synonymni mutace, jejich hromadéni a

kombinace.

5.5 Vyznam glykosylace VKE pro biologické vlastnosti viru
Glykosylace je dtlezitou ko- a post-translaéni modifikaci virovych proteint.

V genomu flavivirti se nachdzi 1 potencidlni glykosyla¢ni misto v proteinu prM (pozice

32-34 AK), 2 v proteinu E (prvni v pozicich 154-156, dalsi na C-konci proteinu) a 3 v proteinu
NS1 (v pozicich 85-87, 207-209, 223-225). Glykoproteiny, vzniklé pii glykosylaci, maji
vyznam pro kompletaci virionu a jeho stabilitu, ovliviiuji vstup viru do hostitelskych bunék
a jeho nasledné uvolnéni i antigenicitu viru (Chambers et al., 1990a; Vigerust et Shepherd,
2007).

Pomoci mutaci v potencidlnich glykosyla¢nich mistech bylo zjisténo, Ze ztréta
glykosylace md rtzny (Casto i zcela opacny) efekt v zdvislosti na umisténi glykosylace,
konkrétnim flaviviru, typu prostiedi, ve kterém se virus mnoZi (Beasley et al., 2005; Bryant et
al., 2007; Moudy et al., 2009), a fazi replika¢niho cyklu viru (Hanna et al., 2005; Goto et al.,
2005).

V této praci byla zachycena jedind mutace majici za néasledek zruSeni potencialniho
glykosyla¢niho mista, a to mutace v pozici Thr (34) — Ile proteinu prM (tato zaména byla
diskutovédna vyse). V piipadé viru klistové encefalitidy je informaci kmoZzné roli
jednotlivych glykosylaci v interakci viru s riznymi typy bunék pomérné mélo. Proto jsme se

rozhodli studovat vliv glykosylace pomoci kompletni inhibice glykosylace tunikamycinem.
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Virova varianta 3. P. TM vykazovala v kultufe bunék PS obdobnou morfologii plaki jako
puvodni varianta. Pfi testovdni virulence na mysim modelu vSechny mysi pfeZily po celou
dobu sledovani (30 dni), aniZ by se u nich projevily jakékoli pfiznaky onemocnéni. Sekvenaci
proteinu E, jakoZto hlavniho strukturniho proteinu, byly vylouceny ndhodné mutace, ke
kterym mohlo béhem pasdZovani dojit. Vysledky naseho pokusu, stejné jako ostatnich studii,
tedy naznacuji, zZe glykosylace virovych proteinti je vyznamnym procesem, ovliviiujicim
zasadnim zptisobem virulenci viru. Vyznam jednotlivych glykosylaci je pro jednotlivé viry
vyrazné specificky a informaci ke glykosylacim VKE je pomérné malo. Miizeme tedy pouze
odhadovat, Ze absence glykosylace proteinu E mtlize vyznamné ovliviiovat vstup viru do
buriky. Podle vySe zmitiované préace Gota et al. (2005) glykosylace proteinti prM a E ovlivriuji

efektivitu sekrece virionti z buriky.
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6. Zaveér

Virus klistové encefalitidy kmene Hypr byl pasdZovan na dvou odliSnych typech
bunék a bylo sledovano, jakym zptisobem adaptace viru na réiznad prostfedi ovlivni jeho
biologické vlastnosti. Varianta viru adaptovand na sav¢i buriky vykazovala opozdény ndstup
virémie v mysim modelu, ktery byl zptisoben sniZenou neuroinvazivitou. Za atenuovany
fenotyp pravdépodobné zodpovidaly dvé aminokyselinové zamény v proteinu E. Virulence
varianty viru pasdZované na KkliStécich burikdch se v porovnédni sphvodni variantou
nezmeénila, jedinym rozdilem byla produkce malych plakt v kultufe bunék PS. Ta byla
pravdépodobné zptisobena mutaci v 5" koncové oblasti a v glykosylaénim misté proteinu
prM. Variabilita klonti riiznym zptisobem pasaZovaného viru naznacuje pifitomnost vice
sekvenc¢nich variant viru v ramci téhoZ izolatu. Ze studia glykosylace vyplyva, Ze tato

tprava naprosto zdsadnim zptisobem ovliviiuje virulenci viru.
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7. Seznam zkratek

Ala
Asn
ATB
BOFES
DNA
ER
Glu
Gly
Ile
Leu
Lys
Met
nt
ORF
Phe
Pro
PTS
RNA
Ser
Thr
UTR
Val
VKE

alanin
asparagin
antibiotikum

bovinni fetdlni sérum

deoxyribonukleova kyselina

endoplazmatické retikulum
kyselina glutamova
glycin
izoleucin
leucin
lysin
methionin
nukleotid
otevieny c¢teci ramec
fenylalanin
prolin
prekolostrdlni teleci sérum
ribonukleova kyselina
serin
threonin
netranslatovand oblast
valin

virus klistové encefalitidy
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9. P¥iloha

Ptiloha 9.1 Kompletni genomové sekvence vSech ¢tyt variant VKE studovanych v této praci;
nukleotidové zamény jsou vyznaceny barevné a podtrZzenim (zelené zdmeény
v nekédujicich oblastech; modie zdmény v nukleotidové sekvenci, ¢ervené
zdmény v nukleotidové sekvenci vedouci ke zméné AK).

5' koncové oblast:

10 20 30 40 50 60 70
I I I I I I I

0.P. AGATTTTCTT GCACGTGCGT GCGTTTGCTT CGGACAGCAT TAGCAGCGGT TGGTTTGAAA GAAATATTCT
DL.P.IRE AGATTTTCTT GCACGTGCGT GCGTTTGCTT CGGACAGCAT TAGCAGCGGT TGGTTTGAAA GAAATATTCT
40.P.PS AGATTTTCTT GCACGTGCGT GCGTTTGCTT CGGACAGCAT TAGCAGCGGT TGGTTTGAAA GAAATATTCT
40.P.JRE  AGATTTTCIT GCACGTGCGT GCGTTTGCTT CGGACAGCAT TAGCAGCGGT TAGTTTGAAA GAAATATTCT

80 90 100 110 120 130 START kodon
I I I I I I
0.P. TTTGTTTITA CCAGTCGTGA ACGTGITGAG AAAAAGACAG CTTAGGAGAA CAAGAGCTGG GG ATG
DL.PIRE TITGITTITA CCAGTCGTGA ACGTGTTGAG AAAAAGACAG CTTAGGAGAA CAAGAGCTIGG GG ATG
40.P.PS TTTGTTTTTA CCAGTCGTGA ACGTGITGAG AAAAAGACAG CTTAGGAGAA CAAGAGCTGG GG ATG

40.P.IRE TTTGTTTTTA CCAGTCGTGA ACGTGTTGAG AAAAAGACAG CTTAGGAGAA CAAGAGCTGG GG ATG

Protein C:

145 155 165 175 185 195 205
| | I I I | I

0.P. GTCAAGAAGG CCATCCTGAA AGGTAAGGGG GGCGGTCCCC CTCGACGAGT GTCGAAAGAG ACCGCAACGA
DL.P.JRE GTCAAGAAGG CCATCCTGAA AGGTAAGGGG GGCGGTCCCC CTCGACGAGT GTCGAAAGAG ACCGCAACGA
40.P.PS GTCAAGAAGG CCATCCTGAA AGGTAAGGGG GGCGGTCCCC CTCGACGAGT GTCGAAAGAG ACCGCAACGA
40.P.JRE  GTCAAGAAGG CCATCCTGAA AGGTAAGGGG GGCGGTCCCC CTCGACGAGT GTCGAAAGAG ACCGCAACGA

215 225 235 245 255 265 275

I | [ | [ | |
0.P. AGACGCGTCA ACCCAGAGTC CAAATGCCAA ATGGGCTCGT GTTGATGCGC ATGATGGGGA TCTTGTGGCA
DL.PIRE AGACGCGTCA ACCCAGAGTC CAAATGCCAA ATGGGCTCGT GTTGATGCGC ATGATGGGGA TCTTGTGGCA
40.P.PS AGACGCGTCA ACCCAGAGTC CAAATGCCAA ATGGGCTCGT GTTGATGCGC ATGATGGGGA TCTTGTGGCA

40.P.IRE AGACGCGTCA ACCCAGAGTC CAAATGCCAA ATGGGCTCGT GTTGATGCGC ATGATGGGGA TCTTGTGGCA

285 295 305 315 325 335 345

I I | I I | I
0.P. TGCCGTAGCT GGCACCGCGA GAAACCCCGT ATTGAAGGCG TTCTGGAACT CAGTCCCTCT GAAACAGGCC
DL.P.IRE TGCCGTAGCT GGCACCGCGA GAAACCCCGT ATTGAAGGCG TTCTGGAACT CAGTCCCTCT GAAACAGGCC
40.P.PS TGCCGTAGCT GGCACCGCGA GAAACCCCGT ATTGAAGGCG TTCTGGAACT CAGTCCCTCT GAAACAGGCC

40.P.IRE TGCCGTAGCT GGCACCGCGA GAAACCCCGT ATTGAAGGCG TTCTGGAACT CAGTCCCTCT GAAACAGGCC

355 365 375 385 395 405 415

I | I | I | |
0.P. ACAGCAGCAC TGCGGAAGAT CAAAAGGACA GTGAGTGCCC TAATGGTITGG CTTGCAAAAA CGCGGGAAAA
DL.PIRE ACAGCAGCAC TGCGGAAGAT CAAAAGGACA GTGAGTGCCC TAATGGTTGG CTTGCAAAAA CGCGGGAAAA
40.P.PS ACAGCAGCAC TGCGGAAGAT CAAAAGGACA GTGAGTGCCC TAATGGTTGG CTTGCAAAAA CGCGGGAAAA

40.P.IRE ACAGCAGCAC TGCGGAAGAT CAAAAGGACA GTGAGTGCCC TAATGGITGG CTTGCAAAAA CGCGGGAAAA

425 435 445 455 465
| | | | |

0.P. GGAGGTCAGC GACGGACTGG ATGAGCTGGT TGCTAGTCAT TACTCTGTTG GGG
DL.P.IRE GGAGGTCAGC GACGGACTGG ATGAGCTGGT TGCTAGTCAT TACTCTGTTG GGG
40.P.PS GGAGGTCAGC GACGGACTGG ATGAGCTGGT TGCTAGTCAT TACTCTGITG GGG
40.P.JRE  GGAGGTCAGC GACGGACTGG ATGAGCTGGT TGCTGGTCAT TACTCTGITG GGG
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Protein prM:

478 488 498 508 518 528 538
I | [ I [ I |
0.P. ATGACGATTG CTGCAACCGT GAGGAAAGAA AGGGACGGCT CAACTGTGAT CAGAGCTGAA GGAAAGGACG
DL.P.IRE ATGACGATTG CTGCAACCGT GAGGAAAGAA AGGGACGGCT CAACTGTGAT CAGAGCTGAA GGAAAGGACG
40.P.PS ATGACGATTG CTGCAACCGT GAGGAAAGAA AGGGACGGCT CAACTGTGAT CAGAGCTGAA GGAAAGGACG
40.P.JRE ATGACGATTG CTGCAACCGT GAGGAAAGAA AGGGACGGCT CAACTGTGAT CAGAGCTGAA GGAAAGGACG
548 558 568 578 588 598 608
I I I I | | [
0.P. CAGCAACTCA GGTGCGTGTG GAGAATGGCA CCTGTGTGAT CCTGGCTACT GACATGGGGT CATGGTGTGA
DL.P.IRE CAGCAACTCA GGTGCGTGTG GAGAATGGCA CCTGTGTGAT CCTGGCTACT GACATGGGGT CATGGTGTGA
40.P.PS CAGCAACTCA GGTGCGTGTG GAGAATGGCA CCTGTGTGAT CCTGGCTACT GACATGGGGT CATGGTGTGA
40.P.JRE  CAGCAACTCA GGTGCGTGTG GAGAATGGCA TCTGTGTGAT CCTGGCTACT GACATGGGGT CATGGTGTGA
618 628 638 648 658 668 678
[ I [ [ I I I
0.P. TGATTCACTG TCCTATGAGT GTGTGACCAT AGATCAAGGA GAAGAGCCTG TTGACGTGGA TTGTTTTTGC
DL.P.IRE TGATTCACTG TCCTATGAGT GTGTGACCAT AGATCAAGGA GAAGAGCCTG TTGACGTGGA TTGTTTTTGC
40.P.PS TGATTCACTG TCCTATGAGT GTGTGACCAT AGATCAAGGA GAAGAGCCTG TTGACGTGGA TTIGITTTTGC
40.P.IRE TGATTCACTG TCCTATGAGT GTGTGACCAT AGATCAAGGA GAAGAGCCTG TTGACGTIGGA TTGTTTTTGC
688 698 708 718 728 738
I I I I I |
0.P. CGGAATGTTG ATGGAGTCTA TCTGGAGTAT GGACGCTGTG GGAAACAGGA AGGCTCACGG ACAAGGCGC
DL.P.IRE CGGAATGTTG ATGGAGTCTA TCTGGAGTAT GGACGCTGTG GGAAACAGGA AGGCTCACGG ACAAGGCGC
40.P.PS CGGAATGTTG ATGGAGTCTA TCTGGAGTAT GGACGCTGTG GGAAACAGGA AGGCTCACGG ACAAGGCGC
40.P.IRE CGGAATGTTG ATGGAGTCTA TCTGGAGTAT GGACGCTGTG GGAAACAGGA AGGCTCACGG ACAAGGCGC
Protein M:
757 767 777 787 797 807 817
| | | | | | |
0.P. TCAGTGCTGA TCCCATCCCA TGCCCAGGGA GAGCTGACGG GGAGGGGACA CAAATGGCTA GAAGGAGACT
DL.P.IRE TCAGTGCTGA TCCCATCCCA TGCCCAGGGA GAGCTGACGG GGAGGGGACA CAAATGGCTA GAAGGAGACT
40.P.PS TCAGTGCTGA TCCCATCCCA TGCCCAGGGA GAGCTGACGG GGAGGGGACA CAAATGGCTA GAAGGAGACT
40.P.IRE TCAGTGCTGA TCCCATCCCA TGCCCAGGGA GAGCTGACGG GGAGGGGACA CAAATGGCTA GAAGGAGACT
827 837 847 857 867 877 887
| | | | | | |
0.P. CGCTGCGAAC ACATCTCACC AGAGITGAGG GATGGGTTTG GAAGAACAGG CTACTTGCCC TGGCGATGGT
DL.P.IRE CGCTGCGAAC ACATCTCACC AGAGITGAGG GATGGGITTG GAAGAACAGG CTACTTGCCC TGGCGATGGT
40.P.PS CGCTGCGAAC ACATCTCACC AGAGTTGAGG GATGGGITTG GAAGAACAGG CTACTTGCCC TGGCGATGGT
40.P.JRE  CGCTGCGAAC ACATCTCACC AGAGTTGAGG GATGGGITTG GAAGAACAGG CTACTTGCCC TGGCGATGGT
897 907 917 927 937 947 957
| | | | | | |
0.P. CACCGTTGTG TGGTTGACCC TGGAGAGTGT GGTGACCAGG  GTCGCCGTTC TGGTTGTGCT CCTGTGTTTG
DL.P.IRE CACCGITGTG TGGTTGACCC TGGAGAGTGT GGTGACCAGG  GICGCCGTTC TGGITGTGCT CCTGIGITTIG
40.P.PS CACCGTTGTG TGGTITGACCC TGGAGAGTGT GGTGACCAGG  GTCGCCGITC TGGTTGTGCT CCTGTGTTTG
40.P.JRE  CACCGTTGTIG TGGTTGACCC TGGAGAGTGT GGTGACCAGG  GTICGCCGTTC TGGTITGTGCT CCTGTGTTTG
967
|
0.P. GCGCCGGTCT ACGCT
DL.P.IRE GCGCCGGTCT ACGCT
40.P.PS GCGCCGGTCT ACGCT
40.P.JRE  GCGCCGGICT ACGCT
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Protein E:

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

982
I I

TCGCGTTGCA CACATTTGGA
TCGCGTTGCA CACATTTGGA
TCGCGTTGCA CACATTTGGA
TCGCGTTGCA CACATTTGGA

1052 1062
| I

TGCTGGAACT GGGTGGATGT

TGCTGGAACT GGGTGGATGT
TGCTGGAACT GGGTGGATGT
TGCTGGAACT GGGTGGATGT

1122 1132
I I

CATTTACCAG GAGAACCCTG
CATTTACCAG GAGAACCCTG
CATTTACCAG GAGAACCCTG
CATTTACCAG GAGAACCCTG

1192
I I

GCAGCTAGAT GCCCAACAAT
GCAGCTAGAT GCCCAACAAT
GCAGCTAGAT GCCCAACAAT
GCAGCTAGAT GCCCAACAAT

1262
I |

992

1002

I
AAACAGGGAC
AAACAGGGAC
AAACAGGGAC
AAACAGGGAC

1072

1012
| |

TTTGTGACTG GTACTCAGGG
TTTGTGACTG GTACTCAGGG
TTTGTGACTG GTACTCAGGG
TTTGTGACTG GTACTCAGGG

1082
| |

1022

1092

1032 1042
| |

GACTACGAGG GTCACCTTGG
GACTACGAGG GTCACCTTGG
GACTACGAGG GTCACCTTGG
GACTACGAGG GTCACCTTGG

1102 1112
| |

GTTACCATAA CAGCTGAGGG

GTTACCATAA CAGCTGAGGG
GTTACCATAA CAGCTGAGGG
GTTACCATAA CAGCTGAGGG

GAAGCCTTCA ATGGATGTIGT GGCTTGACGC

GAAGCCTTCA ATGGATGTGT GGCTTGACGC
GAAGCCTTCA ATGGATGTIGT GGCTTGACGC
GAAGCCTTCA ATGGATGTGT GGCTTGACGC

1202

1142

I
CTAAGACACG
CTAAGACACG
CTAAGACACG
CTAAGACACG

1212
I

1152
|

TGAGTACTGT
TGAGTACTGT
TGAGTACTGT
TGAGTACTGT

1222
|

1162

|
TTACACGCCA
TTACACGCCA
TTACACGCCA
TTACACGCCA

1232
|

1172 1182
I |

AGTTGTCGGA CACTAAGGIT
AGTTGTCGGA CACTAAGGIT
AGTTGTCGGA CACTAAGGIT
AGTTGTCGGA CACTAAGGIT

1242 1252
| |

1272

GGGACCAGCC ACTTITGGCTG AAGAACACCA

GGGACCAGCC ACTTTGGCTG AAGAACACCA
GGGACCAGCC ACTTTGGCTG AAGAACACCA
GGGACCAGCC ACTITGGCTG AAGAACACCA

1282 1292
| | I

1302

GGGTGGCACA
GGGTGGCACA
GGGTGGCACA
GGGTGGCACA

1312
|

GAGATCAGAG TGATCGAGGC TGGGGCAACC ACTGTGGACT TTTTGGAAAG GGTAGCATTG
GAGATCAGAG TGATCGAGGC TGGGGCAACC ACTGTGGACT TTTTGGAAAG GGTAGCATTG
GAGATCAGAG TGATCGAGGC TGGGGCAACC ACTGTGGACT TTITTGGAAAG GGTAGCATTG
GAGATCAGAG TGATCGAGGC TGGGGCAACC ACTGTGGACT TTTTGGAAAG GGTAGCATTG

GTGTGCAAGA
GTGTGCAAGA
GTGTGCAAGA
GTGTGCAAGA

1322
|

TGGCCTGTGT
TGGCCTGTGT
TGGCCTGTGT
TGGCCTGTGT

1332 1342 1352 1362 1372 1382 1392
I | | | | | |

CAAGGCGGCT TGTGAGGCAA AAAAGAAAGC CACAGGACAT GTIGTACGACG CCAACAAAAT AGTGTACACG
CAAGGCGGCT TGTGAGGCAA AAAAGAAAGC CACAGGACAT GTGTACGACG CCAACAAAAT AGTGTACACG
CAAGGCGGCT TGTGAGGCAA AAAAGAAAGC CACAGGACAT GTGTACGACG CCAACAAAAT AGTGTACACG
CAAGGCGGCT TGTGAGGCAA AAAAGAAAGC CACAGGACAT GTIGTACGACG CCAACAAAAT AGTGTACACG

1402 1412 1422 1432 1442 1452 1462
| I I | | | |

GTCAAAGTCG AACCACACAC GGGAGACTAT GTTGCCGCAA ACGAGACACA TAGTGGGAGG AAGACGGCAT
GTCAAAGTCG AACCACACAC GGGAGACTAT GTTGCCGCAA ACGAGACACA TAGTGGGAGG AAGACGGCAT
GTCAAAGTCG AACCACACAC GGGAGACTAT GTITGCCGCAA ACGAGACACA TAGTIGGGAGG AAGACGGCAT
GTCAAAGTCG AACCACACAC GGGAGACTAT GTITGCCGCAA ACGAGACACA TAGTIGGGAGG AAGACGGCAT

1472 1482 1492 1502 1512 1522 1532
| I I | | | |

CCTTCACAGT
CCTTCACAGT
CCTTCACAGT
CCTTCACAGT

TTICTTCAGAG AAAACCATTC
TTCTTCAGAG AAAACCATTC
TTCTTCAGAG AAAACCATTC
TTICTTCAGAG AAAACCATTC

TGACTATGGG
TGACTATGGG
TGACTATGGG
TGACTATGGG

TGAGTATGGA GATGTGTCTC TGITGTGTAG
TGAGTATGGA GATGTGTICTC TGITGTGTAG
TGAGTATGGA GATGTGTICTC TGITGTGTAG
TGAGTATGGA GATGTGTCTC TGITGTGTAG
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0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

1542 1552 1562 1572 1582 1592 1602
| I I I I | |

GGTCGCTAGT GGCGTTGACT TGGCCCAGAC CGTCATCCIT GAGCTTGACA AGACAGTGGA ACACCTTCCA
GGTCGCTAGT GGCGTTGACT TGGCCCAGAC CGTCATCCIT GAGCTTGACA AGACAGTGGA ACACCTTCCA
GGTCGCTAGT GGCGTTGACT TGGCCCAGAC CGTCATCCIT GAGCTTGACA AGACAGTGGA ACACCTTCCA
GGTCGCTAGT GGCGITGACT TGGCCCAGAC CGTCATCCIT GAGCTTGACA AGACAGTGGA ACACCTTCCA

1612 1622 1632 1642 1652 1662 1672
| | I I | | |

ACGGCTTGGC AGGTCCACAG GGACTGGTIT AATGATCTGG CTCTGCCATG GAAACATGAG GGAGCGCAAA
ACGGCTTGGC AGGTCCACAG GGACTGGTTT AATGATCTGG CTCTGCCATG GAAACATGAG GGAGCGCAAA
ACGGCTTGGC AGGTCCACAG GGACTGGTIT AATGATCTGG CTCTGCCATG GAAACATGAG GGAGCGCAAA
ACGGCTTGGC AGGTCCACAG GGACTGGTIT AATGATCTGG CTCTGCCATG GAAACATGAG GGAGCGCAAA

1682 1692 1702 1712 1722 1732 1742
I | I | | | |

ACTGGAATAA CGCAGAAAGA TTGGITGAAT TTGGGGCTCC TCATGCTGTIC AAGATGGATG TGTACAACCT
ACTGGAATAA CGCAGAAAGA TTGGTITGAAT TTGGGGCTCC TCATGCTGTC AAGATGGATG TGTACAACCT
ACTGGAATAA CGCAGAAAGA TTGGITGAAT TTGGGGCTCC TCATGCTGTC AAGATGGATG TGTACAACCT
ACTGGAATAA CGCAGAAAGA TTGGITGAAT TTGGGGCTCC TCATGCTGTC AAGATGGATG TGTACAACCT

1752 1762 1772 1782 1792 1802 1812

CGGAGACCAG ACTGGAGTGT TACTGAAGGC
CGGAGACCAG ACTGGAGTGT TACTGAAGGC
CGGAGACCAG ACTGGAGTGT TACTGAAGGC
CGGAGACCAG ACTGGAGTGT TACTGAAGGC

1822 1832 1842
| I I

TACCACCTGA AGAGTGGCCA TGTGACCTGC
TACCACCTGA AGAGTGGCCA TGTGACCTGC
TACCACCTGA AGAGTGGCCA TGTGACCTGC
TACCACCTGA AGAGTGGCCA TGTGACCTGC

1892

|
ACACAATGTG
ACACAATGIG
ACGCAATGIG
ACACAATGTG

1962

I
CATGGAAGTC
CATGGAAGTC
CATGGAAGTC
CATGGAAGTC

2032

1902
I

TGACAAAACA
TGACAAAACA
TGACAAAACA
TGACAAAACA

1972
|

ACATTCTCTG
ACATTCTCTG
ACATTCTCTG
ACATTCTCTG

2042

1912
I

AAGTTCACAT
AAGTTCACAT
AAGTTCACAT
AAGTTCACAT

1982
I

GAACAAAGCC
GAACAAAGCC
GAACAAAGCC
GAACAAAGCC

2052

|
TCTCGCTGGG
TCTCGCTGGG
TCTCGCTGGG
TCTCGCTGGG

1852

|
GAAGTGGGAC
GAAGTGGGAC
GAAGTGGGAC
GAAGTGGGAC

1922
|

GGAAGAGAGC
GGAAGAGAGC
GGAAGAGAGC
GGAAGAGAGC

1992
|

CTGTAGGATC
CTGTAGGATC
CTGTAGGATC
CTGTAGGATC

GTTCCTGTGG CACACATTGA GGGAACCAAG
GTTCCTGTGG CACACATTGA GGGAACCAAG
GITCCTGTGG CACACATTGA GGGAACCAAG
GTTCCTGTGG CACACATTGA GGGAACCAAG

1862 1872 1882
| | |

TGGAAAAACT GAAGATGAAA GGTCTTACGT
TGGAAAAACT GAAGATGAAA GGTCTTACGT

2062

TGGAAAAACT GAAGATGAAA
TGGAAAAACT GAAGATGAAA

1932 1942
| |

TCCAACAGAC AGTGGGCATG
TCCAACAGAC AGTGGGCATG
TCCAACAGAC AGTGGGCATG
TCCAACAGAC AGTGGGCATG

2002
I I

CCAGTCAGGG CAGTGGCACA
CCAGTCAGGG CAGTGGCACA
CCAGTCAGGG CAGTGGCACA
CCAGTCAGGG CAGTGGCACA

2072
|

2012

2082

GGTCTTACGT
GGTCTTACGT

1952
|

ATACAGTGGT
ATACAGTGGT
ATACAGTGGT
ATACAGTGGT

2022
|

TGGATCTCCA
TGGATCTCCA
TGGATCTCCA
TGGATCTCCA

2092
I

GATAACGCCA AACCCAACAA TTGAAAACAA TGGAGGTGGC TTCATAGAGA
GATAACGCCA AACCCAACAA TTGAAAACAA TGGAGGTGGC TTCATAGAGA
GATAACGTCA AACCCAACAA TTGAAAACAA TGGAGGTGGC TTCATAGAGA
GATAACGCCA AACCCAACAA TTGAAAACAA TGGAGGTGGC TTCATAGAGA

GATGTGAACG TGGCCATGCT
GATGTGAACG TGGCCATGCT
GATGTGAACG TGGCCATGCT
GATGTGAACG TGGCCATGCT
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2102 2112 2122 2132 2142 2152 2162
| | | | | | |
0.P. TGCAGCTGCC CCCAGGGGAC AACATCATCT ATGITGGGGA ACTGAGTCAT CAATGGITCC AAAAAGGGAG
DL.PIRE TGCAGCTGCC CCCAGGGGAC AACATCATCT ATGTTGGGGA ACTGAGTICAT CAATGGITCC AAAAAGGGAG
40.P.PS TGCAGCTGCC CCCAGGGGAC AACATCATCT ATGTTGGGGA ACTGAGTCAT CAATGGTTCC AAAAAGGGAG
40.P.IRE TGCAGCTGCC CCCAGGGGAC AACATCATCT ATGTTGGGGA ACTGAGTCAT CAATGGTTCC AAAAAGGGAG
2172 2182 2192 2202 2212 2222 2232
| | | | | | |
0.P. TAGCATCGGA AGAGTTTTCC AAAAGACCAA GAAAGGCATA GAAAGACTGA CAGTGATAGG GGAGCACGCC
DL.PIRE TAGCATCGGA AGAGITTTCC AAAAGACCAA GAAAGGCATA GAAAGACTGA CAGTGATAGG GGAGCACGCC
40.P.PS TAGCATCGGA AGAGTTTTCC AAAAGACCAA GAAAGGCATA GAAAGACTGA CAGTGATAGG GGAGCACGCC
40.PIRE TAGCATCGGA AGAGITITCC AAAAGACCAA GAAAGGCATA GAAAGACTGA CAGTGATAGG GGAGCACGCC
2242 2252 2262 2272 2282 2292 2302
| | | | | | |
0.P. TGGGACTTCG GTTCTGCTGG AGGCTTTICTG AGTITCAATTG GGAAGGCGGT GCACACGGIC CTTGGTGGTG
DL.PIRE TGGGACTTCG GITCTGCTGG AGGCTTICTG AGITCAATTG GGAAGGCGGT GCACACGGIC CTTGGTGGIG
40.P.PS TGGGACTTCG GTTCTGCTGG AGGCTTTCTG AGTTCAATTG GGAAGGCGGT GCACACGGTC CTTGGTGGTG
40.PIRE TGGGACTICG GITCTGCTGG AGGCTITICTG AGITCAATTG GGAAGGCGGT GCACACGGTIC CTTGGTGGTG
2312 2322 2332 2342 2352 2362 2372
| | | | | | |
0.P. CTTTCAACAG CATCTTCGGG GGAGTGGGGT TTCTACCAAA GCTITCTATTA GGAGTGGCAT TGGCTTGGTT
DL.PIRE CTITCAACAG CATCTTCGGG GGAGTIGGGGT TTCTACCAAA GCTTCTATTA GGAGTGGCAT TGGCTTGGTT
40.P.PS CTTTCAACAG CATCTTCGGG GGAGTGGGGT TTCTACCAAA GCTTCTATTA GGAGTGGCAT TGGCTTGGTIT
40.PIRE CTTTCAACAG CATCTTCGGG GGAGTGGGGT TTCTACCAAA GCTTCTATTA GGAGIGGCAT TGGCTTGGIT
2382 2392 2402 2412 2422 2432 2442
| | | | | | |
0.P. GGGCCTGAAC ATGAGAAACC CTACAATGTC CATGAGCTTT CTCTTGGCTG GAGGTCTGGT TTTGGCCATG
DLPIRE GGGCCTGAAC TTGAGAAACC CTACAATGTC CATGAGCTIT CTCTTGGCTG GAGGTICTGGT TTTGGCCATG
40.P.PS GGGCCTGAAC ATGAGAAACC CTACAATGTC CATGAGCTIT CTCTTGGCTG GAGGTCTGGT TTTGGCCATG
40.PIRE GGGCCTGAAC ATGAGAAACC CTACAATGTC CATGAGCITT CTCTTGGCTG GAGGTCTGGT TTTGGCCATG
2452
|
0.P. ACCCTTGGAG TGGGGGCG
DL.PIRE ACCCTTGGAG TGGGGGCG
40.P.PS ACCCTTGGAG TGGGGGCG
40.PIRE ACCCTTIGGAG TGGGGGCG
Protein NS1:
2470 2480 2490 2500 2510 2520 2530
| | | | | | |
0.P. GATGTTGGCT GCGCTGTGGA CACGGAACGA ATGGAGCTCC GCTGTGGCGA AGGCCTGGTC GTGTGGAGAG
DL.PIRE GATGITGGCT GCGCTGTGGA CACGGAACGA ATGGAGCTCC GCTGTGGCGA AGGCCTGGIC GTGTGGAGAG
40.P.PS GATGTTGGCT GCGCTGTGGA CACGGAACGA ATGGAGCTCC GCTGTGGCGA AGGCCTGGTC GTGTGGAGAG
40.PIRE GATGTTGGCT GCGCTGTGGA CACGGAACGA ATGGAGCTCC GCTGTGGCGA AGGCCTGGTC GIGTGGAGAG
2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600
| | | | | | |
0.P. AGGTCTCAGA ATGGTATGAC AACTATGCCT ACTACCCGGA GACACCGGGG GCCCTTGCAT CAGCCATAAA
DL.PIRE AGGICTCAGA ATGGTATGAC AACTATGCCT ACTACCCGGA GACACCGGGG GCCCTTGCAT CAGCCATAAA
40.P.PS AGGTCTCAGA ATGGTATGAC AACTATGCCT ACTACCCGGA GACACCGGGG GCCCTTGCAT CAGCCATAAA
40.P.IRE AGGTCTCAGA ATGGTATGAC AACTATGCCT ACTACCCGGA GACACCGGGG GCCCTTGCAT CAGCCATAAA
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0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

2610
|

GGAGACATIT
GGAGACATTT
GGAGACATTIT
GGAGACATIT

2680
|

TCGGTCACAG
TCGGTCACAG
TCGGTCACAG
TCGGTCACAG

2750
|

2620 2630 2640
| | I

GAGGAGGGAA GCTGTGGCGT AGTCCCCCAA
GAGGAGGGAA GCTGTGGCGT AGTCCCCCAA

2650 2660 2670
I | I

AACAGGCTCG AGATGGCCAT GTGGAGAAGC
AACAGGCTCG AGATGGCCAT GTGGAGAAGC

GAGGAGGGAA GCTGTGGCGT AGTCCCCCAA
GAGGAGGGAA GCTGTGGCAT AGTCCCCCAA

2690
I

AGCTGAATCT
AGCTGAATCT
AGCTGAATCT
AGCTGAATCT

2760
I

2700
|

GGCTCTGGCG
GGCTCTGGCG
GGCTCTAGCG
GGCTCTGGCG

2770
I

2710
|

GAAGGTGAGG
GAAGGTGAGG
GAAGGTGAGG

GAAGGTGAGG

2780
I

AACAGGCTCG AGATGGCCAT GTGGAGAAGC
AACAGGCTCG AGATGGCCAT GTGGAGAAGC

2720
|

CAAATCTTAC
CAAATCTTAC
CAAATCTTAC
CAAATCTTAC

2790
|

2730
|

AGTGATGGTG
AGTGATGGTG
AGTGATGGTG
AGTGATGGTG

2800
I

ACCCCACTGA CTACCGAGGT GGTGTCCCTG
ACCCCACTGA CTACCGAGGT GGTGTCCCTG
ACCCCACTGA CTACCGAGGT GGTGTCCCTG
ACCCCACTGA CTACCGAGGT GGTGTCCCTG
2840

2820 2830

GTTTACTGAA AAAAGGAAAG GACATAAAAG
GTTTACTGAA AAAAGGAAAG GACATAAAAG
GITTACTGAA AAAAGGAAAG GACATAAAAG
GTTTACTGAA AAAAGGAAAG GACATAAAAG
2870

2850 2860

I
AAGCTGGGGC
AAGCTGGGGC
AAGCTGGGGC
AAGCTGGGGC

2890
I

CAAAGTGAGT
CAAAGTGAGT
CAAAGTGAGT
CAAAGTGAGT

2960

|
GAACAAAGGT
GAACAAAGGT
GAACAAAGGT
GAACAAAGGT

3030

|
CGTCAAGAAC
CGTCAAGAAC
CGTCAAGAAC
CGTCAAGAAC

3100

2740
I

GACAAGTTTG
GACAAGTTTG
GACAAGTTTG
GACAAGTTTG

2810
I

TCTCCTGGAA
TCTCCTGGAA
TCTCCTGGAA
TCTCCTGGAA

2880
I

CATTCAATGA TCTGGAGCAT TCCTGAGGCC CCCCGTCGCT TCATGGTGGG CACGGAAGGA
CATTCAATGA TCTGGAGCAT TCCTGAGGCC CCCCGTCGCT TCATGGTGGG CACGGAAGGA
CATTCAATGA TCTGGAGCAT TCCTGAGGCC CCCCGTCGCT TCATGGTGGG CACGGAAGGA
CATTCAATGA TCTGGAGCAT TCCTGAGGCC CCCCGTCGCT TCATGGTGGG CACGGAAGGA

2900

|
GTCCCCTGGA
GTCCCCTGGA
GTCCCCTGGA
GTCCCCTGGA

|
CTTCTTGGAT
CTTCTTGGAT
CTTCTTGGAT
CTTCTTGGAT

GGCATGGCAA
GGCATGGCAA
GGCATGGCAA
GGCATGGCAA

2970

2910
| I

GAGACGGAAG ACAGGTGTTT
GAGACGGAAG ACAGGTGTTT
GAGACGGAAG ACAGGTGTTT
GAGACGGAAG ACAGGTGTTT

2980

2920

2990

3040

3110

ACTTACATAG TTGAACTTIT
ACTTACATAG TTGAACTTIT
ACTTACATAG TTGAACTTIT
ACTTACATAG TTGAACTTTIT

|
TTCAGACAGG
TTCAGACAGG
TTCAGACAGG
TTCAGACAGG

3120
I

GGTCACTGAC
GGTCACTGAC
GGTCACTGAC
GGTCACTGAC

3050

TCCACACAGA
TCCACACAGA
TCCACACAGA
TCCACACAGA

I
AACCAACACA
AACCAACACA
AACCAACACA
AACCAACACA

3130
|

3060

|
TCACGGTGGC
TCACGGTGGC
TCACGGTGGC
TCACGGTGGC

3000

|
TGAGTGTGAC
TGAGTGTGAC
TGAGTGTGAC
TGAGTGTGAC

3140
I

2930

3070

CTGAGGAACT GCTCATGGCC
CTGAGGAACT GCTCATGGCC
CTGAGGAACT GCTCATGGCC
CTGAGGAACT GCTCATGGCC

2940
|

AGAATTCGGG
AGAATTCGGG
AGAATTCGGG
AGAATTCGGG

ACAGGAGTGA
ACAGGAGTGA
ACAGGAGTGA
ACAGGAGTGA

3150

|
TGCTAGCCAC
TGCTAGCCAC
TGCTAGCCAC
TGCTAGCCAC

3010

3080

2950
|

ATTGGCCTGA
ATTGGCCTGA
ATTGGCCTGA
ATTGGCCTGA

3020
|

TGGGAGCTGC
TGGGAGCTGC
TGGGAGCTGC
TGGGAGCTGC

3090
I

TCAAAGTCTC TGGATGAGAT CAATGAAAAA TGACACAGGC
TCAAAGTCTC TGGATGAGAT CAATGAAAAA TGACACAGGC
TCAAAGTCTC TGGATGAGAT CAATGAAAAA TGACACAGGC
TCAAAGTCTC TGGATGAGAT CAATGAAAAA TGACACAGGC

3160
I

ACTATCGATA
ACTATCGATA
ACTATCGATA
ACTATCGATA
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3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230
| | | | | | |
0.P. ATGCTGACGT GGTGGACTCG GAGITATTCC TTCCGGCGAG CTTGGCAGGA CCTAGATCCT GGTACAACAG
DLPIRE ATGCTGACGT GGIGGACTCG GAGITATICC TTCCGGCGAG CTTGGCAGGA CCTAGATCCT GGTACAACAG
40.P.PS ATGCTGACGT GGTGGACTCG GAGITATTCC TTCCGGCGAG CTTGGCAGGA CCTAGATCCT GGTACAACAG
40.PIRE  ATGCTGACGT GGTGGACTCG GAGTITATTCC TTCCGGCGAG CTTGGCAGGA CCTAGATCCT GGTACAACAG
3240 3250 3260 3270 3280 3290 3300
| | | | | |
0.P. GATACCCGGT TATTCAGAAC AGGTGAAGGG GCCATGGAAG CACACGCCTA TCCGAGTCAT CAGAGAGGAG
DL.PIRE GATACCCGGT TATTCAGAAC AGGTGAAGGG GCCATGGAAG CACACGCCTA TCCGAGTCAT CAGAGAGGAG
40.P.PS GATACCCGGT TATTCAGAAC AGGTGAAGGG GCCATGGAAG CACACGCCTA TCCGAGTCAT CAGAGAGGAG
40.PIRE GATACCCGGT TATTCAGAAC AGGTGAAGGG GCCATGGAAG CACACGCCTA TCCGAGTCAT CAGAGAGGAG
3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370
| | | | | | |
0.P. TGTCCCGGCA CGACCGTITAC CATCAACGCC AAGTGTGACA AAAGAGGAGC ATCTGTGAGG AGTACCACAG
DL.PIRE TGITCCCGGCA CGACCGITAC CATCAACGCC AAGTGTGACA AAAGAGGAGC ATCTGTGAGG AGTACCACAG
40.P.PS TGTCCCGGCA CGACCGTITAC CATCAACGCC AAGTGTGACA AAAGAGGAGC ATCTGTGAGG AGTACCACAG
40.PIRE TGTCCCGGCA CGACCGITAC CATCAACGCC AAGTGTGACA AAAGAGGAGC ATCTGTGAGG AGTACCACAG
3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440
| | | | | | |
0.P. AGAGTGGCAA GGTTATCCCA GAATGGTIGCT GCCGAGCGTG CACAATGCCA CCAGTGACGT TCCGGACTGG
DL.PIRE AGAGIGGCAA GGITATCCCA GAATGGIGCT GCCGAGCGTIG CACAATGCCA CCAGTGACGT TCCGGACTGG
40.P.PS AGAGTGGCAA GGTTATCCCA GAATGGTIGCT GCCGAGCGTG CACAATGCCA CCAGTGACGT TCCGGACTGG
40.P.IRE AGAGTGGCAA GGTTATCCCA GAATGGTGCT GCCGAGCGTG CACAATGCCA CCAGTGACGT TCCGGACTGG
3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510
| | | | | | |
0.P. AACTGATTGC TGGTATGCCA TGGAAATACG GCCAGTCCAT GACCAGGGGG GGCTTGTTCG CTCAATGGTG
DL.PIRE AACTGATTGC TGGTATGCCA TGGAAATACG GCCAGTCCAT GACCAGGGGG GGCTTIGITCG CTCAATGGTG
40.P.PS AACTGATTGC TGGTATGCCA TGGAAATACG GCCAGTCCAT GACCAGGGGG GGCTTGTTCG C TCAATGGTG
40.PIRE  AACTGATTGC TGGTATGCCA TGGAAATACG GCCAGTCCAT GACCAGGGGG GGCTTGITCG CTCAATGGTG
0.P. GTTGCG
DL.PIRE GTTGCG
40.P.PS GTTGCG
40.PIRE  GITGCG
Protein NS2A:
3526 3536 3546 3556 3566 3576 3586
| | | | | | |
0.P. GACAACGGTG AATTACTCAG TGAGGGAGGG GTCCCCGGAA TAGTGGCATT GITTGTGGTIC CTTGAATACA
DL.PIRE GACAACGGTG AATTACTCAG TGAGGGAGGG GTCCCCGGAA TAGTGGCATT GTITTGTGGTC CTTGAATACA
40.P.PS GACAACGGTG AATTACTCAG TGAGGGAGGG GTCCCCGGAA TAGTIGGCATT GTTTGTGGTC CITGAATACA
40.P.IRE GACAACGGTG AATTACTCAG TGAGGGAGGG GTCCCCGGAA TAGTIGGCATT GITTGTGGTIC CTTGAATACA
3596 3606 3616 3626 3636 3646 3656
| | | | | | |
0.P. TCATCCGCAG GAGACCCTCC ACGGGATCAA CGGTITGTGTG GGGGGGCATC GTCGTTCTCG CTTTGCTTGT
DL.PIRE TCATCCGCAG GAGACCCTICC ACGGGATCAA CGGITGIGTG GGGGGGCATC GTCGTITCTCG CTTTGCTTGT
40.P.PS TCATCCGCAG GAGACCCTCC ACGGGATCAA CGGITGTGTG GGGGGGCATC GTCGTTCTCG CTTTGCTTGT
40.PIRE TCATCCGCAG GAGACCCTCC ACGGGATCAA CGGTTGTGTG GGGGGGCATC GTCGITCTCG CTTTGCTTGT
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0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE

3666 3676
I | I

CACCGGGATG GTCAGGATGG AGAGCCTGGT
CACCGGGATG GTCAGGATGG AGAGCCTGGT
CACCGGGATG GTCAGGATGG AGAGCCTGGT
CACCGGGATG GTCAGGATGG AGAGCCTGGT

3736 3746 3756
I | |

CTAGGGCCAG AGATCGTGGC CTTGATGCTA
CTAGGGCCAG AGATCGTGGC CTTGATGCTA
CTAGGGCCAG AGATCGTGGC CTTGATGCTA
CTAGGGCCAG AGATCGTGGC CTTGATGCTA

3806 3816 3826
| | I

CATTTGCGCT GCGCAGAAGC CTCACCGTCC
CATTTGCGCT GCGCAGAAGC CTCACCGTCC
CATTTGCGCT GCGCAGAAGC CTCACCGTCC
CATTTGCGCT GCGCAGAAGC CTCACCGTCC

3876 3886
| | |

3686

3896

3696 3706 3716 3726
I | | |

GCGCTATGTG GTGGCAGTGG GGATCACATT CCACCTTGAG
GCGCTATGTG GTGGCAGTGG GGATCACATT CCACCTITGAG
GCGCTATGTG GTGGCAGTGG GGATCACATT CCACCTTGAG
GCGCTATGTG GTGGCAGTGG GGATCACATT CCACCTTGAG

3766 3776 3786 3796
| | | I

CTCCAGGCTG TGTTTGAGCT GAGGGTGGGT TTGCTCAGCG
CTCCAGGCTG TGTTITGAGCT GAGGGTGGGT TTGCTCAGCG
CTCCAGGCTG TGTTITGAGCT GAGGGTGGGT TTGCTCAGCG
CTCCAGGCTG TGTITTGAGCT GAGGGTGGGT TTGCTCAGCG

3836 3846 3856 3866
I | I I

GAGAGATGGT GACCACCTAC TTTCTTTTGC TGGTCCTGGA
GAGAGATGGT GACCACCTAC TTTCTTTTGC TGGTCCTGGA
GAGAGATGGT GACCACCTAC TTTCTITTGC TGGTCCTGGA
GAGAGATGGT GACCACCTAC TTTCTITTGC TGGTCCTGGA

3906 3916 3926 3936
| I | I

ATTGGGGCTG CCGAGTGCGA ACCTTGAGGA TTTCTGGAAA TGGGGTGATG CACTGGCCAT GGGGGCGCTG

ATTGGGGCTG CCGAGTGCGA ACCTTGAGGA TTTCTGGAAA TGGGGTGATG CACTGGCCAT GGGGGCGCTG

ATTGGGGCTG CCGAGTGCGA ACCTTGAGGA TTTCTGGAAA TGGGGTGATG CACTGGCCAT GGGGGCGCTG
ATTGGGGCTG CCGAGTGCGA ACCTTGAGGA TTTCTGGAAA TGGGGTGATG CACTGGCCAT GGGGGCGCTG

3946 3956 3966 3976 3986 3996 4006
| | | | | | |

ATATTCAGGG CTTGCACGGC AGAAGGAAAG
ATATTCAGGG CTTGCACGGC AGAAGGAAAG
ATATTCAGGG CTTGCACGGC AGAAGGAAAG
ATATTCAGGG CTTGCACGGC AGAAGGAAAG

4016 4026 4036
| I I

GGCTCCTGCT CATGGCTCTC ATGACACAGC
GGCTCCTGCT CATGGCTCTC ATGACACAGC
GGCTCCTGCT CATGGCTCTC ATGACACAGC
GGCTCCTGCT CATGGCTCTC ATGACACAGC

ACTGGAGCGG
ACTGGAGCGG
ACTGGAGCGG
ACTGGAGCGG

4046 4056 4066 4076
| | | |

AGGATGTGGT GACTGTGCAT CATGGACTGG TGTGCTTCCT
AGGATGTGGT GACTGTGCAT CATGGACTGG TGTGCTTCCT
AGGATGTGGT GACTGTGCAT CATGGACTGG TGTGCTTCCT
AGGATGTGGT GACTGTGCAT CATGGACTGG TGTGCTTCCT

GAGTGCAGCT TCGGCTTGCT CGGTCTGGAG
GAGTGCAGCT TCGGCTTGCT CGGTICTGGAG
GAGTGCAGCT TCGGCTTGCT CGGTCTGGAG
GAGTGCAGCT TCGGCTTGCT CGGICTGGAG

4086 4096 4106
I | I

GCTGCTCAGG GGACACAGAG AGCAGAAGGG
GCTGCTCAGG GGACACAGAG AGCAGAAGGG
GCTGCTCAGG GGACACAGAG AGCAGAAGGG
GCTGCTCAGG GGACACAGAG AGCAGAAGGG

4156 4166 4176
| | |

4116 4126 4136 4146
| | | |

ATTGACCTGG ATTGTICCCCC TGGCTAGATT GCTTGGGGGA
ATTGACCTGG ATTGTCCCCC TGGCTAGATT GCTTGGGGGA
ATTGACCTGG ATTGCCCCCC TGGCTAGATT GCITGGGGGA
ATTGACCTGG ATTGTCCCCC TGGCTAGATT GCTTGGGGGA

4186 4196 4206
I I I

GAGGGCTCTG GAATCAGACT GCTGGCGTIT TGGGAGCTGT CAGCTCACAG AGGAAGACGA
GAGGGCTCTG GAATCAGACT GCTGGCGTIT TGGGAGCTGT CAGCTCACAG AGGAAGACGA
GAGGGCTCTG GAATCAGACT GCTGGCGTTIT TGGGAGCTGT CAGCTCACAG AGGAAGACGA
GAGGGCTCTG GAATCAGACT GCTGGCGTIT TGGGAGCTGT CAGCTCACAG AGGAAGACGA
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Protein NS2B:

4216 4226 4236 4246 4256 4266 4276
| | | | | | |
0.P. TCTTTCAGTG AACCACTAAC TGTGGTAGGG GTCATGCTGA CATTGGCTAG CGGCATGATG CGACACACCT
DL.PIRE TCTTTCAGTG AACCACTAAC TGTGGTAGGG GTCATGCTGA CATTIGGCTAG CGGCATGATG CGACACACCT
40.P.PS TCTTTCAGTG AACCACTAAC TGTGGTAGGG GTCATGCTGA CATTGGCTAG CGGCATGATG CGACACACCT
40.PIRE  TCTTTCAGTG AACCACTAAC TGTIGGTAGGG GTCATGCTGA CATTGGCTAG CGGCATGATG CGACACACCT
4286 4296 4306 4316 4326 4336 4346
| | | | | | |
0.P. CCCAGGAGGC TCTCTGTGCA CTCGCAGTGG CCTCGITICT CTTGITGATG CTGGTGCTGG GGACAAGAAA
DL.PIRE CCCAGGAGGC TCTCTGTGCA CTCGCAGIGG CCTCGITTICT CTTGTTGATG CTGGTGCTGG GGACAAGAAA
40.P.PS CCCAGGAGGC TCTCTGTGCA CTCGCAGTGG CCTCGTTTCT CTTGTITGATG CTGGTGCTGG GGACAAGAAA
40.P.IRE CCCAGGAGGC TCTCTGTGCA CTCGCAATGG CCTCGTTTCT CTTGTTGATG CTGGTGCTGG GGACAAGAAA
4356 4366 4376 4386 4396 4406 4416
| | | | | | |
0.P. GATGCAGCTG GTTGCCGAAT GGAGTGGCTG TGTGGAATGG CATCCGGAAC TAGTGAATGA GGGTGGAGAG
DL.PIRE GATGCAGCTG GITGCCGAAT GGAGTGGCTG TGTGGAATGG CATCCGGAAC TAGTGAATGA GGGTGGAGAG
40.P.PS GATGCAGCTG GTTGCCGAAT GGAGTGGCTG TGTGGAATGG CATCCGGAAC TAGTGAATGA GGGTGGAGAG
40.P.IRE GATGCAGCTG GITGCCGAAT GGAGTGGCTG TGTGGAATGG CATCCGGAAC TAGTGAATGA GGGTGGAGAG
4426 4436 4446 4456 4466 4476 4486
| | | | | | |
0.P. GTTAGCCTGC GGGTCCGTCA GGACGCGATG GGAAACTTITC ACTTGACTGA GCTCGAGAAA GAAGAGAGAA
DL.PIRE GITAGCCTGC GGGTCCGTCA GGACGCGATG GGAAACTTTC ACTTGACTGA GCTCGAGAAA GAAGAGAGAA
40.P.PS GITAGCCTGC GGGTCCGTCA GGACGCGATG GGAAACTTTC ACTTGACTGA GCTCGAGAAA GAAGAGAGAA
40.PIRE GITAGCCTGC GGGTCCGTCA GGACGCGATG GGAAACTTTC ACTTGACTGA GCTCGAGAAA GAAGAGAGAA
4496 4506 4516 4526 4536 4546 4556
| | | | | | |
0.P. TGATGGCTIT TTIGGITGATT GCCGGCTIGG CAGCTTCAGC CATTCATTGG TCAGGCATTIC TTGGTGTGAT
DLPIRE TGATGGCITT TIGGITGATT GCCGGCTTGG CAGCTTCAGC CATTCATTGG TCAGGCATTC TTGGTGTGAT
40.P.PS TGATGGCTIT TTIGGTTGATT GCCGGCTTGG CAGCTITCAGC CATTCATTIGG TCAGGCATTC TTGGTIGTIGAT
40.P.IRE TGATGGCTTT TTGGTTGATT GCCGGCTTGG CAGCTTCAGC CATTCATTGG TCAGGCATTC TTGGTGTGAT
4566 4576 4586 4596
| | | |
0.P. GGGACTGTGG ACGCTCACGG AAATGCTGAG GTCATCCCGA AGG
DLPIRE GGGACTGTGG ACGCTCACGG AAATGCTGAG GTCATCCCGA AGG
40.P.PS GGGACTGTGG ACGCTCACGG AAATGCTGAG GTCATCCCGA AGG
40.P.IRE GGGACTGTGG ACGCTCACGG AAATGCTGAG GTCATCCCGA AGG
Protein NS3:
4609 4619 4629 4639 4649 4659 4669
| | | | | | |
0.P. TCTGACCTGG TITTCTCTGG ACAGGGGGGT CGAGAGCGTG GTGACAGACC TTTCGAGGTIT AAGGACGGTG
DL.PIRE TCTGACCTGG TITTICTCTGG ACAGGGGGGT CGAGAGCGTG GTGACAGACC TTTCGAGGIT AAGGACGGTG
40.P.PS TCTGACCTGG TTTTCTCTGG ACAGGGGGGT CGAGAGCGTG GTGACAGACC TITCGAGGTT AAGGACGGTG
40.PIRE TCTGACCTIGG TTTTCTCTGG ACAGGGGGGT CGAGAGCGTG GTGACAGACC TTITCGAGGTT AAGGACGGTG
4679 4689 4699 4709 4719 4729 4739
| | | | | | |
0.P. TCTACAGGAT TTTCAGCCCC GGCTTGTTCT GGGGTCAGAA CCAGGTGGGA GTTGGCTACG GTTCCAAAGG
DL.PIRE TCTACAGGAT TITCAGCCCC GGCTTGTTCT GGGGTCAGAA CCAGGTGGGA GITGGCTACG GTTCCAAAGG
40.P.PS TCTACAGGAT TTTCAGCCCC GGCTTGTTCT GGGGTCAGAA CCAGGTGGGA GTTGGCTACG GTTCCAAAGG
40.P.IRE TCTACAGGAT TTTCAGCCCC GGCTTGTTCT GGGGTCAGAA CCAGGTGGGA GTTGGCTACG GTTCCAAAGG
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0.P.
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0.P.
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0.P.
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0.P.
DL.P.IRE
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0.P.
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0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
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4749 4759 4769 4779 4789 4799 4809
| | | | | | |

TGTCTTGCAC ACGATGTGGC ATGTGACGAG AGGAGCGGCG CTGTCTATTG ATGATGCTGT GGCCGGTCCC
TGTCTTGCAC ACGATGTGGC ATGTGACGAG AGGAGCGGCG CTGTCTATTG ATGATGCTGT GGCCGGTCCC
TGTICTTGCAC ACGATGTGGC ATGTGACGAG AGGAGCGGCG CTGTCTATTG ATGATGCTGT GGCCGGTCCC
TGTCTTGCAC ACGATGTGGC ATGTGACGAG AGGAGCGGCG CTGTCTATTIG ATGATGCTGT GGCCGGTCCC

4819 4829 4839 4849 4859 4869 4879
| I | I | | |

TACTGGGCTG ATGTGAGGGA GGATGTTGTG TGCTACGGAG GAGCCTGGAG TCTGGAGGAA AAATGGAAAG
TACTGGGCTG ATGTGAGGGA GGATGTTGTG TGCTACGGAG GAGCCTGGAG TCTGGAGGAA AAATGGAAAG
TACTGGGCTG ATGTGAGGGA GGATGTTGTG TGCTACGGAG GAGCCTGGAG TCTGGAGGAA AAATGGAAAG
TACTGGGCTG ATGTGAGGGA GGATGTITGTG TGCTACGGAG GAGCCTGGAG TCTGGAGGAA AAATGGAAAG

4889 4899 4909 4919 4929 4939 4949
| I | | | I I

GTGAAACAGT ACAGGITCAT GCCTITCCCAC CAGGGAAGGC CCATGAGGTG CATCAGTGCC AGCCTGGGGA
GTGAAACAGT ACAGGTTCAT GCCTTCCCAC CAGGGAAGGC CCATGAGGTG CATCAGTGCC AGCCTGGGGA
GTGAAACAGT ACAGGITCAT GCCTTCCCAC CAGGGAAGGC CCATGAGGTG CATCAGTGCC AGCCTGGGGA
GTGAAACAGT ACAGGTTCAT GCCTITCCCAC CAGGGAAGGC CCATGAGGTG CATCAGTGCC AGCCTGGGGA

4959 4969 4979 4989 4999 5009 5019
I I I | I | I

GTTGATCCIT GACACCGGAA GGAAGCTTGG GGCAATACCA ATTGATTTIGG TAAAAGGAAC TCAGGCAGC
GTTGATCCTT GACACCGGAA GGAAGCTTGG GGCAATACCA ATTGATTTGG TAAAAGGAAC TCAGGCAGC
GITGATCCIT GACACCGGAA GGAAGCTTGG GGCAATACCA ATTGATTTGG TAAAAGGAAC TCAGGCAGC
GTITGATCCTT GACACCGGAA GGAAGCTTGG GGCAATACCA ATTGATITGG TAAAAGGAAC TCAGGCAGC

5029 5039 5049 5059 5069 5079 5089
| I | | | | I

CCCATTCTTA ACGCCCAGGG AGTGGTCGTG GGGCTATACG GAAATGGCCT AAAGACCAAT GAGACCTACG
CCCATTCTTA ACGCCCAGGG AGTGGTCGTG GGGCTATACG GAAATGGCCT AAAGACCAAT GAGACCTACG
CCCATTCTTA ACGCCCAGGG AGTGGTCGTG GGGCTATACG GAAATGGCCT AAAGACCAAT GAGACCTACG
CCCATTCTTA ACGCCCAGGG AGTIGGTCGTG GGGCTATACG GAAATGGCCT AAAGACCAAT GAGACCTACG

5099 5109 5119 5129 5139 5149 5159
| | | | | | |

TCAGCAGCAT TGCTCAAGGG GAAGCGGAGA AGAGTCGACC CAACCTCCCA CAGGCTGTITG TGGGCACGGG
TCAGCAGCAT TGCTCAAGGG GAAGCGGAGA AGAGTCGACC CAACCTCCCA CAGGCTGTITG TGGGCACGGG
TCAGCAGCAT TGCTCAAGGG GAAGCGGAGA AGAGTCGACC CAACCTCCCA CAGGCTGTITG TGGGCACGGG
TCAGCAGCAT TGCTCAAGGG GAAGCGGAGA AGAGTCGACC CAACCTCCCA CAGGCTGTTG TGGGCACGGG

5169 5179 5189 5199 5209 5219 5229
| | I I I I I

CTGGACATCA AAGGGTCAGA TCACAGTGCT GGACATGCAC CCAGGCTCAG GGAAGACCCA CAGAGTCCTC
CTGGACATCA AAGGGTCAGA TCACAGTGCT GGACATGCAC CCAGGCTCAG GGAAGACCCA CAGAGTCCTC
CTGGACATCA AAGGGTCAGA TCACAGTGCT GGACATGCAC CCAGGCTCAG GGAAGACCCA CAGAGTCCTC
CTGGACATCA AAGGGTCAGA TCACAGTGCT GGACATGCAC CCAGGCTCAG GGAAGACCCA CAGAGTCCTC

5239 5249 5259 5269 5279 5289 5299
| | | | | | |
CCGGAGCTCA TTCGCCAATG CATTGACAGG CGCCTGAGAA CGITGGTGIT GGCTCCAACT CGTGTGGTAC
CCGGAGCTCA TTCGCCAATG CATTGACAGG CGCCTGAGAA CGITGGTGIT GGCTCCAACT CGTGTGGTAC
CCGGAGCTCA TTCGCCAATG CATTGACAGG CGCCTGAGAA CGITGGTGIT GGCTCCAACT CGTGTGGTAC
CCGGAGCTCA TTCGCCAATG CATTGACAGG CGCCTGAGAA CGTTGGTGIT GGCTCCAACT CGTGTGGTAC
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0.P.
DL.P.IRE
40.P.PS
40.P.IRE
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0.P.
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5309
|

TCAAAGAAAT
TCAAAGAAAT
TCAAAGAAAT
TCAAAGAAAT

5379
|

5319
|

GGAGCGCGCC
GGAGCGCGCC
GGAGCGCGCC
GGAGCGCGCC

5389
I

5329
|

TTGAATGGGA
TTGAATGGGA
TTGAATGGGA
TTGAATGGGA

5399
I

5339
|

5349
|

5359
|

5369
I

AACGGGTCAG GTTCCACTCA CCAGCAGTCA GTGACCAACA
AACGGGTCAG GTTCCACTCA CCAGCAGTCA GTGACCAACA

5409

5419

5429
|

AACGGGTCAG GTTCCACTCA CCAGCAGTCA GTGACCAACA
AACGGGTCAG GTTCCACTCA CCAGCAGTCA GTGACCAACA

5439
|

TATGTCAACA GACGGCTACT ACCACAGGGG
TATGTCAACA GACGGCTACT ACCACAGGGG
TATGTCAACA GACGGCTACT ACCACAGGGG
TATGTCAACA GACGGCTACT ACCACAGGGG

GGCTGGAGGG GCAATTGTICG ATGTGATGTG TCACGCAACC
GGCTGGAGGG GCAATTGTCG ATGTGATGTG TCACGCAACC
GGCTGGAGGG GCAATTGICG ATGTGATGTG TCACGCAACC
GGCTGGAGGG GCAATTGTCG ATGTGATGTG TCACGCAACC
5479 5489 5499 5509

| | | |
TCACAGCATA GCTGCCAGAG
TCACAGCATA GCTGCCAGAG
TCACAGCATA GCTGCCAGAG
TCACAGCATA GCTGCCAGAG

5449 5459 5469

| | |
AGACAAAATT GGGAGGTGGC AATCATGGAT GAGGCCCACT GGACTGACCC
AGACAAAATT GGGAGGTGGC AATCATGGAT GAGGCCCACT GGACTGACCC
AGACAAAATT GGGAGGTGGC AATCATGGAT GAGGCCCACT GGACTGACCC
AGACAAAATT GGGAGGTGGC AATCATGGAT GAGGCCCACT GGACTGACCC

5519
|

5529
I

5539
I

5549
I

5559
|

5569
I

5579
I

GTCATTTGTA CACTCTGGCA AAAGAAAACA AGTGTGCACT
GTCATTTGTA CACTCTGGCA AAAGAAAACA AGTGTGCACT
GTCATTTGTA CACTCTGGCA AAAGAAAACA AGTGTGCACT
GTCATTITGTA CACTCTGGCA AAAGAAAACA AGTGTGCACT

5589 5599 5609
| I |

5619

GGTCTTGATG ACAGCGACAC CTCCTGGTAA
GGTCTTGATG ACAGCGACAC CTCCTGGTAA
GGTCTTGATG ACAGCGACAC CTCCTGGCAA
GGTCTTGATG ACAGCGACAC CTCCTGGCAA

5629 5639 5649
| | | I

GAGTGAACCT
GAGTGAACCT
GAGTGAACCT
GAGTGAACCT

5659

|
CGTGACGGGT
CGTGACGGGT
CGTGACGGGT
CGTGACGGGT

5729

|
GTGGTGCTAT
GTGGTGCTAT

TTTCCGGAGT CTAACGGAGC CATCACTAGT GAGGAAAGAC AGATTCCTGA
TTTCCGGAGT CTAACGGAGC CATCACTAGT GAGGAAAGAC AGATTCCTGA
TTTCCGGAGT CTAACGGAGC CATCACTAGT GAGGAAAGAC AGATTCCTGA
TTTCCGGAGT CTAACGGAGC CATCACTAGT GAGGAAAGAC AGATTCCTGA

I
TTGACTGGAT
TTGACTGGAT
TTGACTGGAT
TTGACTGGAT

|
AGCTCGCACC
AGCTCGCACC

5669

5679
|

5689

5739

GAAGGACGCA
GAAGGACGCA
GAAGGACGCA
GAAGGACGCA

CACTGAGTAT
CACTGAGTAT
CACTGAGTAT
CACTGAGTAT

5749
I I

TTGAGACAGA AAGGGAAAAG
TTGAGACAGA AAGGGAAAAG

5759

|
CAGCCTGGTT
CAGCCTGGTIT
CAGCCTGGTIT
CAGCCTGGTT

5699

5769

TGTGATCTGT
TGTGATCTGT

5709
|

TGGAGAGTGG
TGGAGAGTGG
TGGAGAGTGG
TGGAGAGTGG

5719
|

TGTCCCTTCG ATTGCAAAAG
TGTCCCTTICG ATTGCAAAAG
TGTCCCTTCG ATTGCAAAAG
TGTCCCTTCG ATTGCAAAAG

5779 5789

| |
TTGAACAGCA AAACCTTTGA
TTGAACAGCA AAACCTTTGA

TTGAACAGCA AAACCTTTGA
TTGAACAGCA AAACCTTTGA

TGTGATCTGT
TGTGATCTGT

TTGAGACAGA AAGGGAAAAG
TTGAGACAGA AAGGGAAAAG

AGCTCGCACC
AGCTCGCACC

GTGGTGCTAT
GTGGTGCTAT

5829 5839 5849 5859

| | | |
CTGATATCTC GGAGATGGGA
CTGATATCTC GGAGATGGGA
CTGATATCTC GGAGATGGGA
CTGATATCTC GGAGATGGGA

5799 5809 5819

| | |
AAAGGACTAC TCAAGAGTGA GGGATGAGAA GCCTGACTTT GTGGTGACGA
AAAGGACTAC TCAAGAGTGA GGGATGAGAA GCCTGACTTT GTGGTGACGA
AAAGGACTAC TCAAGAGTGA GGGATGAGAA GCCTGACTTT GTGGTGACGA
AAAGGACTAC TCAAGAGTGA GGGATGAGAA GCCTGACTIT GTGGTGACGA
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5869 5879 5889 5899 5909 5919 5929
| | | | I | I

GCCAACCTTG ACGTGAGCCG CGTCATAGAT GGGAGGACAA ACATCAAGCC TGAAGAGGTT GATGGGAAGG
GCCAACCTTG ACGTGAGCCG CGTCATAGAT GGGAGGACAA ACATCAAGCC TGAGGAGGIT GATGGGAAGG
GCCAACCTTG ACGTGAGCCG CGTCATAGAT GGGAGGACAA ACATCAAGCC TGAAGAGGTT GATGGGAAGG
GCCAACCTTG ACGTGAGCCG CGTCATAGAT GGGAGGACAA ACATCAAGCC TGAAGAGGIT GATGGGAAGG

5939 5949 5959 5969 5979 5989 5999
| | | | | | |

TCGAGCTCAC CGGGACCAGG CGAGTGACCA CGGCTTCCGC TGCCCAACGG CGCGGAAGAG TTGGTCGGCA
TCGAGCTCAC CGGGACCAGG CGAGTGACCA CGGCTTCCGC TGCCCAACGG CGCGGAAGAG TTGGTCGGCA
TCGAGCTCAC CGGGACCAGG CGAGTGACCA CGGCTTCCGC TGCCCAACGG CGCGGAAGAG TTGGTCGGCA
TCGAGCTCAC CGGGACCAGG CGAGTGACCA CGGCTTCCGC TGCCCAACGG CGCGGAAGAG TTGGTCGGCA

6009 6019 6029 6039 6049 6059 6069
I | | I | I I

AGACGGACGA ACAGATGAAT ACATATACTC TGGACAGTGT GATGATGATG ACAGTGGATT AGTGCAATGG
AGACGGACGA ACAGATGAAT ACATATACTC TGGACAGTGT GATGATGATG ACAGTGGATT AGTGCAATGG
AGACGGACGA ACAGATGAAT ACATATACTC TGGACAGTGT GATGATGATG ACAGTGGATT AGTGCAATGG
AGACGGACGA ACAGATGAAT ACATATACTC TGGACAGTGT GATGATGATG ACAGTGGATT AGTGCAATGG

6079 6089 6099 6109 6119 6129 6139
| I I | I I I

AAGGAGGCGC AAATACTTCT TGACAACATA ACAACCTITGC GGGGGCCCGT GGCCACCTIT TATGGACCAG
AAGGAGGCGC AAATACTTCT TGACAACATA ACAACCTTGC GGGGGCCCGT GGCCACCTIT TATGGACCAG
AAGGAGGCGC AAATACTTCT TGACAACATA ACAACCITGC GGGGGCCCGT GGCCACCTTT TATGGACCAG
AAGGAGGCGC AAATACTTCT TGACAACATA ACAACCTITGC GGGGGCCCGT GGCCACCTIT TATGGACCAG

6149 6159 6169 6179 6189 6199 6209
| I I I | | |

AACAGGACAA GATGCCGGAG GTGGCCGGTC ACTTTCGACT CACTGAAGAG AAAAGAAAGC ACTTCCGACA
AACAGGACAA GATGCCGGAG GTGGCCGGTC ACTTTCGACT CACTGAAGAG AAAAGAAAGC ACTTCCGACA
AACAGGACAA GATGCCGGAG GTGGCCGGTC ACTTTCGACT CACTGAAGAG AAAAGAAAGC ACTTCCGACA
AACAGGACAA GATGCCGGAG GTGGCCGGTC ACTTTCGACT CACTGAAGAG AAAAGAAAGC ACTTCCGACA

6219 6229 6239 6249 6259 6269 6279
| | | | I | |

TCTTCTCACT CATTGTGACT TTACACCGTIG GCTGGCGTGG CACGTCGCAG CGAATGTGTIC CAGCGTCACG
TCTTCTCACT CATTGTGACT TTACACCGTIG GCTGGCGTGG CACGTCGCAG CGAATGTGTIC CAGCGTCACG
TCTTCTCACT CATTGTGACT TTACACCGTIG GCTGGCGTGG CACGTCGCAG CGAATGTGTIC CAGCGTCACG
TCTTCTCACT CATTGTGACT TTACACCGTG GCTGGCGTGG CACGTCGCAG CGAATGTGTC CAGCGTCACG

6289 6299 6309 6319 6329 6339 6349
| | I I I | I

GATCGAAGCT GGACATGGGA AGGGCCGGAG GCAAATGCCG TGGATGAGGC CAGTGGTGAC TTGGTCACCT
GATCGAAGCT GGACATGGGA AGGGCCGGAG GCAAATGCCG TGGATGAGGC CAGTGGTGAC TTGGTCACCT
GATCGAAGCT GGACATGGGA AGGGCCGGAG GCAAATGCCG TGGATGAGGC CAGTGGTGAC TTGGTCACCT
GATCGAAGCT GGACATGGGA AGGGCCGGAG GCAAATGCCG TGGATGAGGC CAGTGGTGAC TTGGTCACCT

6359 6369 6379 6389 6399 6409 6419
| I I | | I I

TCAGGAGCCC GAATGGGGCG GAGAGAACTC TCAGGCCGGT GTGGAAGGAC GCACGCATGT TCAAAGAGGG
TCAGGAGCCC GAATGGGGCG GAGAGAACTC TCAGGCCGGT GTGGAAGGAC GCACGCATGT TCAAAGAGGG
TCAGGAGCCC GAATGGGGCG GAGAGAACTC TCAGGCCGGT GTGGAAGGAC GCACGCATGT TCAAAGAGGG
TCAGGAGCCC GAATGGGGCG GAGAGAACTC TCAGGCCGGT GTGGAAGGAC GCACGCATGT TCAAAGAGGG
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6429 6439 6449 6459
| | | |
0.P. ACGTGACATC AAAGAGTITCG TGGCGTACGC ATCTGGGCGT CGC
DL.PIRE ACGTGACATC AAAGAGITCG TGGCGTACGC ATCTGGGCGT CGC
40.P.PS ACGTGACATC AAAGAGTTCG TGGCGTACGC ATCTGGGCGT CGC
40.P.IRE ACGTGACATC AAAGAGTTCG TGGCGTACGC ATCTGGGCGT CGC
Protein NS4A:
6472 6482 6492 6502 6512 6522 6532
| | | | | | |
0.P. AGTTTCGGAG ATGTTCTGAC AGGAATGTCG GGAGITCCGG AGCTITITGCG GCACAGATGC GTCAGTGCCC
DL.PIRE AGTTTCGGAG ATGITCTGAC AGGAATGTCG GGAGTTCCGG AGCTTTIGCG GCACAGATGC GTCAGTGCCC
40.P.PS AGTTTCGGAG ATGTTCTGAC AGGAATGTCG GGAGTITCCGG AGCTTTTGCG GCACAGATGC GTCAGTGCCC
40.P.IRE AGTTTCGGAG ATGTTCTGAC AGGAATGTCG GGAGTITCCGG AGCTTTTGCG GCACAGATGC GTCAGTGCCC
6542 6552 6562 6572 6582 6592 6602
| | | | | | |
0.P. TGGACGTCTT CTACACACTC ATGCATGAGA AACCTGACAG CAGGGCAATG AGAATGGCGG AGAGAGACGC
DL.PIRE TGGACGTCTIT CTACACACTC ATGCATGAGA AACCTGACAG CAGGGCAATG AGAATGGCGG AGAGAGACGC
40.P.PS TGGACGTCTT CTACACACTC ATGCATGAGA AACCTGACAG CAGGGCAATG AGAATGGCGG AGAGAGACGC
40.P.IRE TGGACGTCTT CTACACACTC ATGCATGAGA AACCTGACAG CAGGGCAATG AGAATGGCGG AGAGAGACGC
6612 6622 6632 6642 6652 6662 6672
| | | | | | |
0.P. CCCAGAGGCC TITCTGACCA TGGTTGAGAT GATGGTGTTG GGTTTGGCAA CCCTGGGTGT CATCTGGTGC
DL.PIRE CCCAGAGGCC TITCTGACCA TGGTTGAGAT GATGGTGTTG GGITTGGCAA CCCTGGGIGT CATCTGGTGC
40.P.PS CCCAGAGGCC TITCTGACCA TGGTTGAGAT GATGGTGTITG GGITTGGCAA CCCTGGGTGT CATCTGGTGC
40.PIRE CCCAGAGGCC TTTCTGACCA TGGITGAGAT GATGGIGITG GGTTTGGCAA CCCTGGGTGT CATCTGGTIGC
6682 6692 6702 6712 6722 6732 6742
| | | | | | |
0.P. TTCGTCGTCC GGACTTCAAT CAGCCGTATG ATGCTGGGCA CGCTGGTCCT GCTGGCCTCT TTGCTACTCT
DL.PIRE TTCGTCGTCC GGACTTCAAT CAGCCGTATG ATGCTGGGCA CGCTGGTCCT GCTGGCCTCT TTGCTACTCT
40.P.PS TTCGTCGTCC GGACTTCAAT CAGCCGTATG ATGCTGGGCA CGCTGGTCCT GCTGGCCTCT TTGCTACTCT
40.P.IRE TTCGTCGTCC GGACTTCAAT CAGCCGTATG ATGCTGGGCA CGCTGGTCCT GCTGGCCTCT TTGCTACTCT
6752 6762 6772 6782 6792 6802 6812
| | | | | | |
0.P. TGTGGGCAGG TGGCGTCGGC TATGGGAATA TGGCCGGAGT GGCCCTCATC TTCTACACGT TGCTGACGGT
DLPIRE TGIGGGCAGG TGGCGTICGGC TATGGGAATA TGGCCGGAGT GGCCCTCATC TTICTACACGT TGCTGACGGT
40.P.PS TGTGGGCAGG TGGCGTCGGC TATGGGAATA TGGCCGGAGT GGCCCTCATC TTCTACACGT TGCTGACGGT
40.P.IRE TGTGGGCAGG TGGCGTCGGC TATGGGAATA TGGCCGGAGT GGCCCTCATC TTCTACACGT TGCTGACGGT
6822 6832 6842 6852 6862 6872 6882
| | | | | | |
0.P. GCTGCAGCCC GAGGCGGGAA AACAGAGAAG CAGTGATGAC AACAAACTGG CATATTTCTT GCTGACGCTC
DLPIRE GCTGCAGCCC GAGGCGGGAA AACAGAGAAG CAGTGATGAC AACAAACTGG CATATTTCTT GCTGACGCTC
40.P.PS GCTGCAGCCC GAGGCGGGAA AACAGAGAAG CAGTGATGAC AACAAACTGG CATATTTCTT GCTGACGCTC
40.P.IRE GCTGCAGCCC GAGGCGGGAA AACAGAGAAG CAGTGATGAC AACAAACTGG CATATTTCTT GCTGACGCTC
6892 6902
| |
0.P. TGCAGCCTTG CTGGACTGGT TGCAGCC
DL.PIRE TGCAGCCITG CTGGACTGGT TGCAGCC
40.P.PS TGCAGCCTTG CTGGACTGGT TGCAGCC
40.P.IRE TGCAGCCTTG CTGGACTGGT TGCAGCC
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6919
I

AATGAGATGG
AATGAGATGG
AATGAGATGG
AATGAGATGG

6989
|

CCCGGCCATG
CCCGGCCATG
CCCGGCCATG
CCCGGCCATG

7059
|

GGTGTCTCTG TTTACACCIT
GGTGTCTCTG TITACACCTT
GGTGTICTCTG TITACACCTT
GGTGTCTCTG TTTACACCTT

7129
I

GTGGCATCTG
GTGGCATCTG
GTGGCATCTG
GTGGCATCTG

6929 6939 6949 6959 6969 6979
| I I I | I

GTTTTCTGGA GAAGACCAAG GCAGACTTIGT CCACGGTGCT GTGGAGTGAA CGGGAGGAAC
GTTTTCTGGA GAAGACCAAG GCAGACTTGT CCACGGTGCT GTGGAGTGAA CGGGAGGAAC
GTTTTCTGGA GAAGACCAAG GCAGACTTGT CCACGGTGCT GTGGAGTGAA CGGGAGGAAC
GTTTTCTGGA GAAGACCAAG GCAGACTTGT CCACGGTGCT GTGGAGTGAA CGGGAGGAAC

6999 7009 7019 7029 7039 7049
I | I | | |

GAGTGAATGG ACGAATGTGG ACATCCAGCC AGCGAGGTCC
GAGTGAATGG ACGAATGTGG ACATCCAGCC AGCGAGGTCC
GAGTGAATGG ACGAATGTGG ACATCCAGCC AGCGAGGTCC
GAGTGAATGG ACGAATGTGG ACATCCAGCC AGCGAGGTCC

TGGGGGACCT ATGTGCTGGT
TGGGGGACCT ATGTGCTGGT
TGGGGGACCT ATGTGCTGGT
TGGGGGACCT ATGTGCTGGT

7069 7079 7089 7099 7109 7119
| | I I | |

ACATCATCCA CCAACTGCAG ACCAAAATCC AACAACTTGT CAACAGTGCC
ACATCATCCA CCAACTGCAG ACCAAAATCC AACAACTTGT CAACAGTGCC
ACATCATCCA CCAACTGCAG ACCAAAATCC AACAACTTGT CAACAGTGCC
ACATCATCCA CCAACTGCAG ACCAAAATCC AACAACTTGT CAACAGTGCC

7139 7149 7159 7169 7179 7189
| | | | | |

GTGCACAGGC CATGAGAGAC CTTGGGGGAG GTGCCCCCTIT CTTTGGTIGTIG GCGGGACATG
GTGCACAGGC CATGAGAGAC CTTGGGGGAG GTGCCCCCTIT CTTITGGIGTG GCGGGACATG
GTGCACAGGC CATGAGAGAT CTTGGGGGAG GTGCCCCCTT CATTGGTIGTG GCGGGACATG
GTGCACAGGC CATGAGAGAC CTTGGGGGAG GTTICCCCCIT CTTTGGTIGTG GCGGGACATG

7199 7209 7219 7229 7239 7249 7259
I | | | | | |

TCATGACCCT CGGGGTGGTG TCACTGATTG GAGCTACTCC CACCTCATTG ATGGTGGGCG TTGGCCTGGC
TCATGACCCT CGGGGTGGTG TCACTGATTG GAGCTACTCC CACCTCATTG ATGGTGGGCG TTGGCCTGGC
TCATGACCCT CGGGGTGGTG TCACTGATTG GAGCTACTCC CACCTCATTG ATGGTGGGCG TTGGCCTGGC
TCATGACCCT CGGGGTGGTG TCACTGATTG GAGCTACTCC CACCTCATTG ATGGTGGGCG TTGGCCTGGC

7269 7279 7289 7299 7309 7319 7329
| | I I | | |

GGCACTCCAT CTGGCCATTG TGGTGTCTGG TCTGGAGGCT GAATTGACAC AGAGAGCTCA TAAGGICTIT
GGCACTCCAT CTGGCCATTG TGGTGICTGG TCTGGAGGCT GAATTGACAC AGAGAGCTCA TAAGGTCTIT
GGCACTCCAT CTGGCCATTG TGGTGICTGG TCTGGAGGCT GAATTGACAC AGAGAGCTCA TAAGGTICTIT
GGCACTCCAT CTGGCCATTG TGGTGICTGG TCTGGAGGCT GAATTGACAC AGAGAGCTCA TAAGGTCTIT

7339 7349 7359 7369 7379 7389 7399
| I | | | | |

TTCTCTGCAA TGGTGCGCAA CCCCATGGTG GATGGGGATG TCATCAACCC ATTCGGGGAG GGGGAGGCAA
TTCTCTGCAA TGGTGCGCAA CCCCATGGTG GATGGGGATG TCATCAACCC ATTCGGGGAG GGGGAGGCAA
TTCTCTGCAA TGGTGCGCAA CCCCATGGTG GATGGGGATG TCATCAACCC ATTCGGGGAG GGGGAGGCAA
TTCTCTGCAA TGGTGCGCAA CCCCATGGTG GATGGGGATG TCATCAACCC ATTCGGGGAG GGGGAGGCAA

7409 7419 7429 7439 7449 7459 7469
I | | | | | |

AACCTGCTCT ATATGAAAGG AGAATGAGTC TGGTGCTGGC CATAGTGITG TGCCTCATGT CGGTGGTCAT
AACCTGCTCT ATATGAAAGG AGAATGAGTC TGGTGCTGGC CATAGTGITG TGCCTCATGT CGGTGGTCAT
AACCTGCTCT ATATGAAAGG AGAATGAGTC TGGTGCTGGC CATAGTGITG TGCCTCATGT CGGTGGTCAT
AACCTGCTCT ATATGAAAGG AGAATGAGTC TGGTGCTGGC CATAGTGITG TGCCTCATGT CGGTGGTCAT

&9



7479

7489

749

9 7509 7519 7529 7539
| | | | |

0.P. GAACCGAACG GTGGCCTCCA TAACAGAGGC TTCAGCTGTG GGACTGGCAG CAGCGGGACA GCTGCTCAGG
DLPIRE GAACCGAACG GIGGCCTCCA TAACAGAGGC TTCAGCTGTG GGACTGGCAG CAGCGGGACA GCTGCTCAGG
40.P.PS GAACCGAACG GTGGCCTCCA TAACAGAGGC TTCAGCTGTG GGACTGGCAG CAGCGGGACA GCTGCTCAGG
40.P.IRE GAACCGAACG GTGGCCTCCA TAACAGAGGC TTCAGCTGTG GGACTGGCAG CAGCGGGACA GCTGCTCAGG
7549 7559 7569 7579 7589 7599 7609
| | | | | | |
0.P. CCGGAGGCTG ACACACTGTG GACGATGCCG GTTGCTTGTG GCATGAGTGG TGTGGTCAGG GGTAGCCTGT
DL.PIRE CCGGAGGCTG ACACACTGTG GACGATGCCG GTTGCTTGTG GCATGAGIGG TGTGGTCAGG GGTAGCCTGT
40.P.PS CCGGAGGCTG ACACACTGTG GACGATGCCG GTTGCTTGTG GCATGAGTGG TGTGGTCAGG GGTAGCCTGT
40.P.IRE CCGGAGGCTG ACACACTGTG GACGATGCCG GTTGCTTGTG GCATGAGTGG TGTGGTCAGG GGTAGCCTGT
7619 7629 7639 7649 7659
| | | | |
0.P. GGGGGTITTICT GCCTCTTGGG CATAGACTCT GGCTTCGAGC TICTGGGGGT AGGCGT
DL.PIRE GGGGGTITTCT GCCTCTTGGG CATAGACTCT GGCTTCGAGC TTCTGGGGGT AGGCGT
40.P.PS GGGGGTTTCT GCCTCTTGGG CATAGACTCT GGCTTCGAGC TTICTGGGGGT AGGCGT
40.P.IRE GGGGGTTTCT GCCTCTTGGG CATAGACTCT GGCTTCGAGC TTCTGGGGGT AGGCGT
Protein NS5:
7675 7685 7695 7705 7715 7725 7735
| | | | | | |
0.P. GGTGGTTCTG AGGGAGACAC GCTTGGAGAT CTCTGGAAAC GGAGGCTGAA CAACTGCACC AGGGAGGAAT
DLPIRE GGIGGTTCTG AGGGAGACAC GCTTGGAGAT CTCTGGAAAC GGAGGCTGAA CAACTGCACC AGGGAGGAAT
40.P.PS GGTGGTTCTG AGGGAGACAC GCTTGGAGAT CTCTGGAAAC GGAGGCTGAA CAACTGCACC AGGGAGGAAT
40.P.IRE GGTGGTTCTG AGGGAGACAC GCTTGGAGAT CTCTGGAAAC GGAGGCTGAA CAACTGCACC AGGGAGGAAT
7745 7755 7765 7775 7785 7795 7805
| | | | | | |
0.P. TCTTTGTGTA CAGGCGCACT GGCATCCTGG AGACGGAACG TGACAAGGCT AGAGAGTTGC TCAGAAGAGG
DL.PIRE TCITTIGTGTA CAGGCGCACT GGCATCCTGG AGACGGAACG TGACAAGGCT AGAGAGTITGC TCAGAAGAGG
40.P.PS TCTTTGTGTA CAGGCGCACT GGCATCCTGG AGACGGAACG TGACAAGGCT AGAGAGITGC TCAGAAGAGG
40.P.IRE TCTTTGTGTA CAGGCGCACT GGCATCCTGG AGACGGAACG TGACAAGGCT AGAGAGTTGC TCAGAAGAGG
7815 7825 7835 7845 7855 7865 7875
| | | | | | |
0.P. AGAGACCAAT ATGGGATTGG CTGTCTCTCG GGGCACGGCA AAGCTTGCCT GGCTCGAGGA ACGCGGATAT
DL.PIRE AGAGACCAAT ATGGGATTGG CTGTCTCTCG GGGCACGGCA AAGCTTGCCT GGCTCGAGGA ACGCGGATAT
40.P.PS AGAGACCAAT ATGGGATTGG CTGTCTCTCG GGGCACGGCA AAGCTTGCCT GGCTCGAGGA ACGCGGATAT
40.P.IRE AGAGACCAAT ATGGGATTGG CTGTICTCTCG GGGCACGGCA AAGCTTGCCT GGCTCGAGGA ACGCGGATAT
7885 7895 7905 7915 7925 7935 7945
| | | | | | |
0.P. GCCACCCTCA AGGGAGAGGT GGTAGATCTT GGATGTGGAA GGGGCGGCTG GTCCTATTAT GCGGCATCCC
DLPIRE GCCACCCTCA AGGGAGAGGT GGTAGATCIT GGATGTGGAA GGGGCGGCTG GTCCTATTAT GCGGCATCCC
40.P.PS GCCACCCTCA AGGGAGAGGT GGTAGATCTT GGATGTGGAA GGGGCGGCTG GTCCTATTAT GCGGCATCCC
40.P.IRE GCCACCCTCA AGGGAGAGGT GGTAGATCTT GGATGTGGAA GGGGCGGCTG GTCCTATTAT GCGGCATCCC
7955 7965 7975 7985 7995 8005 8015
| | | | | | |
0.P. GACCGGCAGT CATGAGTGTC AGGGCATACA CCATTGGTGG AAGAGGGCAT GAGGCTCCAA AGATGGTAAC
DLPIRE GACCGGCAGT CATGAGIGTC AGGGCATACA CCATTGGTIGG AAGAGGGCAT GAGGCTCCAA AGATGGTAAC
40.P.PS GACCGGCAGT CATGAGTGTC AGGGCATACA CCATTGGTGG AAGAGGGCAT GAAGCTCCAA AGATGGTAAC
40.P.IRE GACCGGCAGT CATGAGTGTC AGGGCATACA CCATTGGTGG AAGAGGGCAT GAAGCTCCAA AGATGGTAAC
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8025
| I

AAGCCTGGGT TGGAACTTGA
AAGCCTGGGT TGGAACTTGA
AAGCCTGGGT TGGAACTTGA
AAGCCTGGGT TGGAACTTGA

8095
| |

8035

8105

8045

|
TCAAATITAG
TCAAATITAG
TCAAATTTAG
TCAAATTTAG

811

8055 8065
I | |

ATCAGGAATG GACGTGITCA GCATGCAGCC
ATCAGGAATG GACGTGITCA GCATGCAGCC
ATCAGGAATG GACGTGITCA GCATGCAGCC
ATCAGGAATG GACGTGTITCA GCATGCAGCC

5 8125 8135
I I | |

8075

8145

8085
|

ACACCGGGCT
ACACCGGGCT
ACACCGGGCT
ACACCGGGCT

8155
|

AGCCCAGATG CCGCTGTGGA GGGTGAGAGG ACAAGGAAAG
AGCCCAGATG CCGCTGTGGA GGGTGAGAGG ACAAGGAAAG
AGCCCAGATG CCGCTGTGGA GGGTGAGAGG ACAAGGAAAG
AGCCCAGATG CCGCTGTGGA GGGTGAGAGG ACAAGGAAAG

GACACTGTCA TGTGTGACAT CGGAGAGAGC
GACACTGTCA TGTGTGACAT CGGAGAGAGC
GACACTGTCA TGTGTGACAT CGGAGAGAGC
GACACTGTCA TGTGTGACAT CGGAGAGAGC

8165 8175 8185 8195 8205 8215 8225
| | I | I I |

TGATATTGCT CATGGAGCAA TGGAAAAACA GGAACCCCAC GGCTGCCTGT GTGTITCAAGG TGCTGGCCCC
TGATATTGCT CATGGAGCAA TGGAAAAACA GGAACCCCCC GGCTGCCTGT GTGTITCAAGG TGCTGGCCCC
TGATATTGCT CATGGAGCAA TGGAAAAACA GGAACCCCAC GGCTGCCTGT GTGTTCAAGG TGCTGGCCCC
TGATATTGCT CATGGAGCAA TGGAAAAACA GGAACCCCAC GGCTGCCTGT GTIGITCAAGG TGCTGGCCCC

8235 8245 8255 8265 8275 8285 8295
| I | I I | I

ATACCGCCCA GAAGTGATAG AAGCACTGCA CAGATTCCAA CTGCAATGGG GGGGGGGICT GGTGAGGACC
ATACCGCCCA GAAGTGATAG AAGCACTGCA CAGATTCCAA CTGCAATGGG GGGGGGGTCT GGTGAGGACC
ATACCGCCCA GAAGTGATAG AAGCACTGCA CAGATTCCAA CTGCAATGGG GGGGGGGTCT GGTGAGGACC
ATACCGCCCA GAAGTGATAG AAGCACTGCA CAGATTCCAA CTGCAATGGG GGGGGGGTCT GGTGAGGACC

8305 8315 8325 8335 8345 8355 8365
| | | | | | |

CCTTTITCAA GGAACTCCAC CCATGAGATG TATTACTCAA CAGCTGTCAC TGGGAACATA GTGAACTCCG
CCTTTITCAA GGAACTCCAC CCATGAGATG TATTACTCAA CAGCTGTCAC TGGGAACATA GTGAACTCCG
CCTTTTTCAA GGAACTCCAC CCATGAGATG TATTACTCAA CAGCTGTCAC TGGGAACATA GTGAACTCCG
CCTTTTTCAA GGAACTCCAC CCATGAGATG TATTACTCAA CAGCTGTCAC TGGGAACATA GTGAACTCCG

8375 8385 8395 8405 8415 8425 8435
| I | | I | I

TCAATGTACA GTCGAGGAAA CTTITGGCTC GGTTTGGAGA CCAGAGAGGG CCAACCAGGG TGCCTGAACT
TCAATGTACA GTCGAGGAAA CTTITGGCTC GGTTTGGAGA CCAGAGAGGG CCAACCAGGG TGCCTGAACT
TCAATGTACA GTCGAGGAAA CTTITGGCTC GGTTTGGAGA CCAGAGAGGG CCAACCAGGG TGCCTGAACT
TCAATGTACA GTCGAGGAAA CTTTTGGCTC GGTTTGGAGA CCAGAGAGGG CCAACCAGGG TGCCTGAACT

8465 8475 8485 8495 8505
I I I I I

GACAAGGTGA AAGAACAAGA TGTACAAGAG
GACAAGGTGA AAGAACAAGA TGTACAAGAG
GACAAGGTGA AAGAACAAGA TGTACAAGAG
GACAAGGTGA AAGAACAAGA TGTACAAGAG

8445 8455

| |
TGACCTGGGA GTTGGAACGA GGTGTGIGGT CTTAGCTGAG
TGACCTGGGA GTTGGAACGA GGTGTGTIGGT CTTAGCTGAG
TGACCTGGGA GTTGGAACGA GGTGTGTGGT CTTAGCTGAG
TGACCTGGGA GTTGGAACGA GGTGTGTGGT CTTAGCTGAG

8515 8525 8535 8545 8555 8565 8575
I | | I I I I

AGGATCAAAG CGTTGCGGGA GCAATACAGC GAAACCTGGC ACATGGACGA GGAACATCCG TACCGGACAT
AGGATCAAAG CGTITGCGGGA GCAATACAGC GAAACCTGGC ACATGGACGA GGAACATCCG TACCGGACAT
AGGATCAAAG CGTTGCGGGA GCAATACAGC GAAACCTGGC ACATGGACGA GGAACATCCG TACCGGACAT
AGGATCAAAG CGTTGCGGGA GCAATACAGC GAAACCTGGC ACATGGACGA GGAACATCCG TACCGGACAT
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8585 8595 8605 8615 8625 8635 8645
| I | | | | I

GGCAGTATTG GGGCAGCTAC CGCACGGCAC CAACCGGCTC GGCGGCGTCA CTGATCAATG GGGTTGTGAA
GGCAGTATTG GGGCAGCTAC CGCACGGCAC CAACCGGCTC GGCGGCGTCA CTGATCAATG GGGTTGTGAA
GGCAGTATTG GGGCAGCTAC CGCACGGCAC CAACCGGCTC GGCGGCGTCA CTGATCAATG GGGTTGTGAA
GGCAGTATTG GGGCAGCTAC CGCACGGCAC CAACCGGCTC GGCGGCGTCA CTGATCAATG GGGTTGTGAA

8655 8665 8675 8685 8695 8705 8715
| I | | | | |

ACTTCTCAGC TGGCCATGGA ACGCACGGGA AGATGTGGTG CGCATGGCCA TGACTGACAC AACGGCTTIC
ACTTCTCAGC TGGCCATGGA ACGCACGGGA AGATGTGGTG CGCATGGCCA TGACTGACAC AACGGCTTIC
ACTTCTCAGC TGGCCATGGA ACGCACGGGA AGATGTGGTG CGCATGGCCA TGACTGACAC AACGGCTTIC
ACTTCTCAGC TGGCCATGGA ACGCACGGGA AGATGTGGTG CGCATGGCCA TGACTGACAC AACGGCTTTC

8725 8735 8745 8755 8765 8775 8785
I | I I I I I

GGACAGCAGA GAGTGTTCAA AGATAAAGTT GACACAAAGG CACAGGAACC TCAGCCCGGC ACAAGAGTCA
GGACAGCAGA GAGTGTTCAA AGATAAAGIT GACACAAAGG CACAGGAACC TCAGCCCGGC ACAAGAGTCA
GGACAGCAGA GAGTGITCAA AGATAAAGTT GACACAAAGG CACAGGAACC TCAGCCCGGC ACAAGAGTCA
GGACAGCAGA GAGTGITCAA AGATAAAGIT GACACAAAGG CACAGGAACC TCAGCCCGGC ACAAGAGTCA

8795 8805 8815 8825 8835 8845 8855
| I I | I I |

TCATGAGAGC AGTAAATGAT TGGATTTTGG AACGACTGGC GCAGAAAAGC AAACCGCGTA TGTGCAGCAG
TCATGAGAGC AGTAAATGAT TGGATTTTGG AACGACTGGC GCAGAAAAGC AAACCGCGTA TGTGCAGCAG
TCATGAGAGC AGTAAATGAT TGGATTTTGG AACGACTGGC GCAGAAAAGC AAACCGCGTA TGTGCAGCAG
TCATGAGAGC AGTAAATGAT TGGATTTTGG AACGACTGGC GCAGAAAAGC AAACCGCGTA TGTGCAGCAG

8865 8875 8885 8895 8905 8915 8925
| | I I I | |

AGAGGAATTC ATAGCAAAAG TGAAATCAAA CGCAGCCTITG GGAGCTTGGT CAGATGAGCA AAACAGATGG
AGAGGAATTC ATAGCAAAAG TGAAATCAAA CGCAGCCTTG GGAGCITGGT CAGATGAGCA AAACAGATGG
AGAGGAATTC ATAGCAAAAG TGAAATCAAA CGCAGCCITG GGAGCTTGGT CAGATGAGCA AAACAGATGG
AGAGGAATTC ATAGCAAAAG TGAAATCAAA CGCAGCCITG GGAGCTTGGT CAGATGAGCA AAACAGATGG

8935 8945 8955 8965 8975 8985 8995
| | I | | | |

GCGAGTGCAA GAGAGGCTGT AGAGGATCCT GCATTCTGGC ACCTCGTGGA TGAAGAGAGA GAAAGGCACC
GCGAGTGCAA GAGAGGCTGT AGAGGATCCT GCATTCTGGC ACCTCGTGGA TGAAGAGAGA GAAAGGCACC
GCGAGTGCAA GAGAGGCTGT AGAGGATCCT GCATTCTGGC ACCTCGTGGA TGAAGAGAGA GAAAGGCACC
GCGAGTGCAA GAGAGGCTGT AGAGGATCCT GCATTCTGGC ACCTCGTGGA TGAAGAGAGA GAAAGGCACC

9005 9015 9025 9035 9045 9055 9065
| I | I | I |

TCATGGGGAG ATGCGCGCAC TGCGTGTACA ACATGATGGG CAAGAGAGAG AAGAAACTGG GAGAGTTCGG
TCATGGGGAG ATGCGCGCAC TGCGTGTACA ACATGATGGG CAAGAGAGAG AAGAAACTGG GAGAGTTCGG
TCATGGGGAG ATGCGCGCAC TGCGTGTACA ACATGATGGG CAAGAGAGAG AAGAAACTGG GAGAGTTCGG
TCATGGGGAG ATGCGCGCAC TGCGTGTACA ACATGATGGG CAAGAGAGAG AAGAAACTGG GAGAGTTCGG

9075 9085 9095 9105 9115 9125 9135
I | | I I I I

AGTGGCGAAG GGAAGTCGGG CCATTTGGTA CATGTGGCTG GGGAGTCGCT TTCTGGAGTT CGAGGCTCTT
AGTGGCGAAG GGAAGTCGGG CCATTTGGTA CATGTGGCTG GGGAGTCGCT TTCTGGAGIT CGAGGCTICTT
AGTGGCGAAG GGAAGTCGGG CCATTTGGTA CATGTGGCTG GGGAGTCGCT TTCTGGAGIT CGAGGCTCIT
AGTGGCGAAG GGAAGTCGGG CCATTTGGTA CATGTGGCTG GGGAGTCGCT TTCTGGAGIT CGAGGCICTIT
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9145 9155 9165 9175 9185 9195 9205
I I | | | | |

GGATTCTTGA ATGAAGACCA TTGGGCCTCT AGAGAGTCCA GTGGAGCTGG AGTTGAGGGA ATAAGCTTGA
GGATTCTTGA ATGAAGACCA TTGGGCCTCT AGAGAGTCCA GTGGAGCTGG AGITGAGGGA ATAAGCTTGA
GGATTCTTGA ATGAAGACCA TTGGGCCTCT AGAGAGTCCA GTGGAGCTGG AGITGAGGGA ATAAGCTTGA
GGATTCTTGA ATGAAGACCA TTGGGCCTCT AGAGAGTCCA GTGGAGCTGG AGITGAGGGA ATAAGCTTGA

9215 9225 9235 9245 9255 9265 9275
| | I | | | |

ACTACCTGGG CTGGCACCTC AAGAAGTTGT CAACCCTGAA TGGAGGACTC TTCTATGCAG ATGACACAGC
ACTACCTGGG CTGGCACCTC AAGAAGITGT CAACCCTGAA TGGAGGACTC TTCTATGCAG ATGACACAGC
ACTACCTGGG CTGGCACCTC AAGAAGTTGT CAACCCTGAA TGGAGGACTC TTCTATGCAG ATGACACAGC
ACTACCTGGG CTGGCACCTC AAGAAGTTGT CAACCCTGAA TGGAGGACTC TTCTATGCAG ATGACACAGC

9285 9295 9305 9315 9325 9335 9345
| I I I I | I

TGGCTGGGAC ACGAAAGITA CCAATGCAGA CTTAGAGGAT GAAGAACAGA TCCTACGGTA CATGGAGGGT
TGGCTGGGAC ACGAAAGITA CCAATGCAGA CTTAGAGGAT GAAGAACAGA TCCTACGGTA CATGGAGGGT
TGGCTGGGAC ACGAAAGITA CCAATGCAGA CTTAGAGGAT GAAGAACAGA TCCTACGGTA CATGGAGGGT
TGGCTGGGAC ACGAAAGTITA CCAATGCAGA CTTAGAGGAT GAAGAACAGA TCCTACGGTA CATGGAGGGT

9355 9365 9375 9385 9395 9405 9415
| I | I I I I

GAGCACAAAC AACTGGCAAC CACAATAATG CAAAAAGCAT ATCATGCCAA AGTCGTGAAG GTCGCGAGGC
GAGCACAAAC AACTGGCAAC CACAATAATG CAAAAAGCAT ATCATGCCAA AGTCGTGAAG GTCGCGAGGC
GAGCACAAAC AACTGGCAAC CACAATAATG CAAAAAGCAT ATCATGCCAA AGTCGTGAAG GTCGCGAGGC
GAGCACAAAC AACTGGCAAC CACAATAATG CAAAAAGCAT ATCATGCCAA AGTCGTGAAG GTCGCGAGGC

9425 9435 9445 9455 9465 9475 9485
I | | | | | |

CCTCCCGTGA TGGAGGCTGC ATCATGGATG TCATCACAAG AAGAGATCAA AGAGGTTCGG GCCAGGTTGT
CCTCCCGTGA TGGAGGCTGC ATCATGGATG TCATCACAAG AAGAGATCAA AGAGGTTCGG GCCAGGTTGT
CCTCCCGTGA TGGAGGCTGC ATCATGGATG TCATCACAAG AAGAGATCAA AGAGGITCGG GCCAGGTTGT
CCTCCCGTGA TGGAGGCTGC ATCATGGATG TCATCACAAG AAGAGATCAA AGAGGTTCGG GCCAGGTTGT

9495 9505 9515 9525 9535 9545 9555
| | | | | | I

GACCTATGCC CTTAACACCC TCACCAACAT AAAGGTGCAA CTAATCCGAA TGATGGAAGG GGAAGGGGTC
GACCTATGCC CTTAACACCC TCACCAACAT AAAGGTGCAA CTAATCCGAA TGATGGAAGG GGAAGGGGTC
GACCTATGCC CTTAACACCC TCACCAACAT AAAGGTGCAA CTAATCCGAA TGATGGAAGG GGAAGGGGTC
GACCTATGCC CTTAACACCC TCACCAACAT AAAGGTGCAA CTAATCCGAA TGATGGAAGG GGAAGGGGTC

9565 9575 9585 9595 9605 9615 9625
| I I I I I |

ATAGAGGCAG CGGATGCACA CAACCCGAGA CTGCTTCGAG TGGAGCGCTG GCTGAAAGAA CATGGAGAAG
ATAGAGGCAG CGGATGCACA CAACCCGAGA CTGCITCGAG TGGAGCGCTG GCTGAAAGAA CATGGAGAAG
ATAGAGGCAG CGGATGCACA CAACCCGAGA CTGCITCGAG TGGAGCGCTG GCTGAAAGAA CATGGAGAAG
ATAGAGGCAG CGGATGCACA CAACCCGAGA CTGCITCGAG TGGAGCGCTG GCTGAAAGAA CATGGAGAAG

9635 9645 9655 9665 9675 9685 9695
| | I I | | I

AGCGTCTTGG AAGAATGCTC GTCAGTGGTG ACGATTGTIGT GGTGAGGCCC TTGGATGACA GATITGGCAA
AGCGTCTTGG AAGAATGCTC GTCAGTGGTG ACGATTGTGT GGTGAGGCCC TTGGATGACA GATTTGGCAA
AGCGTCTTGG AAGAATGCTC GTCAGTGGTG ACGATTGTIGT GGTGAGGCCC TTGGATGACA GATITGGCAA
AGCGTCTTGG AAGAATGCTC GTCAGTGGTG ACGATTGTIGT GGTGAGGCCC TTGGATGACA GATTTGGCAA
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9705 9715 9725 9735 9745 9755 9765
| | I | | | |

AGCACTTTAC TTTCTGAATG ACATGGCCAA GACCAGGAAG GACATTGGGG AATGGGAGCA CTCGGCCGGC
AGCACTTTAC TTTCTGAATG ACATGGCCAA GACCAGGAAG GACATTGGGG AATGGGAGCA CTCGGCCGGC
AGCACTTTAC TTITCTGAATG ACATGGCCAA GACCAGGAAG GACATTGGGG AATGGGAGCA CTCGGCCGGC
AGCACTTTAC TTTCTGAATG ACATGGCCAA GACCAGGAAG GACATTGGGG AATGGGAGCA CTCGGCCGGC

9795 9805 9815 9825 9835
| | | | |

CCCCTTTTGT TCACACCACT TCCACGAGCT AGTGATGAAG GACGGACGCA
CCCCTTTTGT TCACACCACT TCCACGAGCT AGTGATGAAG GACGGACGCA
CCCCTTTTGT TCACACCACT TCCACGAGCT AGTGATGAAG GACGGACGCA
CCCCTTTTGT TCACACCACT TCCACGAGCT AGTGATGAAG GACGGACGCA

9775 9785
| |

TTATCAAGCT GGGAGGAGGT
TTATCAAGCT GGGAGGAGGT
TTATCAAGCT GGGAGGAGGT
TTATCAAGCT GGGAGGAGGT

9845 9855 9865 9875 9885 9895 9905
I I I | | I I

CCTTGGTGGT GCCGTGCAGA GACCAAGATG AACTCGTTGG GAGGGCGCGC ATCTCACCGG GATGCGGCTG
CCTTGGTGGT GCCGTGCAGA GACCAAGATG AACTCGTTGG GAGGGCGCGC ATCTCACCGG GATGCGGCTG
CCTTGGTGGT GCCGTGCAGA GACCAAGATG AACTCGTTGG GAGGGCGCGC ATCTCACCGG GATGCGGCTG
CCTTGGTGGT GCCGTGCAGA GACCAAGATG AACTCGTTGG GAGGGCGCGC ATCTCACCGG GATGCGGCTG

9915 9925 9935 9945 9955 9965 9975
I I | I I I I

GAGTGTCCGC GAGACGGCCT GCCTTTCAAA AGCCTACGGG CAGATGTIGGC TGCTGAGCTA CTTCCATCGG
GAGTGTCCGC GAGACGGCCT GCCTTTCAAA AGCCTACGGG CAGATGTGGC TGCTGAGCTA CTTCCATCGG
GAGTGTCCGC GAGACGGCCT GCCTTTCAAA AGCCTACGGG CAGATGTGGC TGCTGAGCTA CTTCCATCGG
GAGTGTCCGC GAGACGGCCT GCCTTTCAAA AGCCTACGGG CAGATGTIGGC TGCTGAGCTA CTTCCATCGG

9985 9995 10005 10015 10025 10035 10045
| | | I | | |

CGAGACCTGA GGACGCTCGG GCTTGCCATC AACTCAGCAG TGCCTGTCGA TTGGGTTCCT ACCGGCCGCA
CGAGACCTGA GGACGCTCGG GCTTGCCATC AACTCAGCAG TGCCTGTCGA TTGGGTTCCT ACCGGCCGCA
CGAGACCTGA GGACGCTCGG GITTGCCATC AACTCAGCAG TGCCTGTCGA TTGGGITCCT ACCGGCCGCA
CGAGACCTGA GGACGCTCGG GCTITGCCATC AACTCAGCAG TGCCTGTCGA TTGGGITCCT ACCGGCCGCA

10095 10105 10115
| | |

10055 10065 10075 10085
| I I |

CGACATGGAG CATCCATGCC AGTGGGGCCT GGATGACCAC AGAAGACATG
CGACATGGAG CATCCATGCC AGTGGGGCCT GGATGACCAC AGAAGACATG
CGACATGGAG CATCCATGCC AGTGGGGCCT GGATGACCAC AGAAGACATG
CGACATGGAG CATCCATGCC AGTGGGGCCT GGATGACCAC AGAAGACATG

10125 10135 10145 10155 10165 10175
| I I I I |

GTGGATITTIG GACAACCCTIT TCATGCAGAA CAAGGGAAAG GTCATGGAGT GGAGGGATGT
GTGGATITTG GACAACCCTT TCATGCAGAA CAAGGGAAAG GTCATGGAGT GGAGGGATGT
GTGGATTTTG GACAACCCTT TCATGCAGAA CAAGGGAAAG GTCATGGAGT GGAGGGATGT
GTGGATTTTG GACAACCCTT TCATGCAGAA CAAGGGAAAG GTCATGGAGT GGAGGGATGT

TCCGTACCTC
TCCGTACCTC
TCCGTACCTC
TCCGTACCTC
10215 10225 10235 10245

10195 10205

CTGGACGTCT GGAACCGGGT
CTGGACGTCT GGAACCGGGT
CTGGACGTCT GGAACCGGGT
CTGGACGTCT GGAACCGGGT

10185

10255

|
CCTAAAGCTC
CCTAAAGCTC
CCTAAAGCTC
CCTAAAGCTC

|
AGGACATGTT
AGGACATGTT
AGGACATGTT
AGGACATGTT

I | I | |
ATGTTCCTCC CTCGTTGGGA GGAAAGAAAG AGCAGAATGG GCCAAGAACA
ATGTTCCTCC CTCGTTGGGA GGAAAGAAAG AGCAGAATGG GCCAAGAACA
ATGTTCCTCC CTCGTTGGGA GGAAAGAAAG AGCAGAATGG GCCAAGAGCA
ATGTTCCTCC CTCGTTGGGA GGAAAGAAAG AGCAGAATGG GCCAAGAACA
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10265

10275

10285

10295

10305

10315

10325
|

3' koncova oblast:
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TCTGGGGAGC AGTGGAAAAG GTGAGGAAGA TGATAGGGCC TGAAAAGTTC AAGGACTATC TCTCTTGTAT
TCTGGGGAGC AGTGGAAAAG GTGAGGAAGA TGATAGGGCC TGAAAAGTTC AAGGACTATC TCTCTTGTAT
TCTGGGGAGC AGTGGAAAAG GTGAGGAAGA TGATAGGGCC TGAAAAGTTC AAGGACTATC TCICTTGTAT
TCTGGGGAGC AGTGGAAAAG GTGAGGAAGA TGATAGGGCC TGAAAAGITC AAGGACTATC TCTCTTGTAT

10335 10345 10355 10365 STOP kodon

| | | I

GGACCGCCAT GACCTGCACT GGGAGCTCAG ACTGGAGAGC TCAATAATC TAA
GGACCGCCAT GACCTGCACT GGGAGCTCAG ACTGGAGAGC TCAATAATC TAA
GGACCGCCAT GACCTGCACT GGGAGCTCAG ACTGGAGAGC TCAATAATC TAA
GGACCGCCAT GACCTGCACT GGGAGCTCAG ACTGGAGAGC TCAATAATC TAA

10387 10397 10407 10417 10427 10437 10447

| | I | | | I
ACCCAGACTG TGACAGAGCA AAACCCGGAG GGCTCGTAAA AGATTGTCCG GAACCAAAAG AAAAGCAAGC
ACCCAGACTG TGACAGAGCA AAACCCGGAG GGCTCGTAAA AGATTGTCCG GAACCAAAAG AAAAGCAAGC
ACCCAGACTG TGACAGAGCA AAACCCGGAG GGCTCGTAAA AGATTGTCCG GAACCAAAAG AAAAGCAAGC
ACCCAGACTG TGACAGAGCA AAACCCGGAG GGCTCGTAAA AGATTGTCCG GAACCAAAAG AAAAGCAAGC

10457 10467 10477 10487 10497 10507 10517
| | I | | | |

AACTCACAGA GTGTGAGACC CCCCTGACCA GCAAAGGGGC AGATCGGTCA GGGGTGAGGG ATGCCCCCAG
AACTCACAGA GTGTGAGACC CCCCTGACCA GCAAAGGGGC AGATCGGTCA GGGGTGAGGG ATGCCCCCAG
AACTCACAGA GTGTGAGACC CCCCTGACCA GCAAAGGGGC AGATCGGTCA GGGGTGAGGG ATGCCCCCAG
AACTCACAGA GTGTGAGACC CCCCTGACCA GCAAAGGGGC AGATCGGTCA GGGGTGAGGG ATGCCCCCAG

10527 10537 10547 10557 10567 10577 10587
| | I | | | |

AGTGCATTAC GGCAGCACGC CAGTGAGAGT GGCGACGGGA AAATGGTCGA TCCCGACGTA GGGCACTCTG
AGTGCATTAC GGCAGCACGC CAGTGAGAGT GGCGACGGGA AAATGGTCGA TCCCGACGTA GGGCACTCTG
AGTGCATTAC GGCAGCACGC CAGTGAGAGT GGCGACGGGA AAATGGTCGA TCCCGACGTA GGGCACTCTG
AGTGCATTAC GGCAGCACGC CAGTGAGAGT GGCGACGGGA AAATGGTCGA TCCCGACGTA GGGCACTCTG

10597 10607 10617 10627 10637 10647 10657
| I | I | | |

AAAAACTTTG TGAGACCCCC TGCATCATGA TAAGGCCGAA CATGGTGCAT GAAAAGGGAG GCCCCCGGAA
AAAAACTTTG TGAGACCCCC TGCATCATGA TAAGGCCGAA CATGGTGCAT GAAAAGGGAG GCCCCCGGAA
AAAAACTTTG TGAGACCCCC TGCATCATGA TAAGGCCGAA CATGGTGCAT GAAAAGGGAG GCCCCCGGAA
AAAAACTTTG TGAGACCCCC TGCATCATGA TAAGGCCGAA CATGGTGCAT GAAAAGGGAG GCCCCCGGAA

10667 10677 10687 10697 10707 10717 10727
I | I | | | |

GTACGCTTCC GGGAGGAGGG AAGAGAGAAA TTGGCAGCTC TCTTCAGGAT TTITTCCTCCT CCTATACAAA
GTACGCTTCC GGGAGGAGGG AAGAGAGAAA TTGGCAGCTC TCTITCAGGAT TTTTICCTCCT CCTATACAAA
GCACGCTTCC GGGAGGAGGG AAGAGAGAAA TTGGCAGCTC TCITCAGGAT TITTCCTCCT CCTATACAAA
GCACGCTTCC GGGAGGAGGG AAGAGAGAAA TTGGCAGCTC TCITCAGGAT TTTTCCTCCT CCTATACAAA

10737 10747 10757 10767 10777 10787 10797
| | I | | | |

ATTCCCCCTC GGTAGAGGGG GGGCGGTTCT TGTTCTCCCT GAGCCACCAT CACCCAGACA CAGATAGICT
ATTCCCCCTC GGTAGAGGGG GGGCGGTTCT TGTITCTCCCT GAGCCACCAT CACCCAGACA CAGATAGICT
ATTCCCCCTC GGTAGAGGGG GGGCGGTTCT TGTTCTCCCT GAGCCACCAT CACCCAGACA CAGATAGICT
ATTCCCCCTC GGTAGAGGGG GGGCGGTTICT TGTTCTCCCT GAGCCACCAT CACCCAGACA CAGATAGICT
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10807 10817 10827
| I I
GACAAGGAGG TGATGTGTGA CTCGGAAAAA CACCCGCT
GACAAGGAGG TGATGTGTGA CTCGGAAAAA CACCCGCT
GACAAGGAGG TGATGTGTGA CTCGGAAAAA CACCCGCT
GACAAGGAGG TGATGTGTGA CTCGGAAAAA CACCCGCT
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