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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3“ NCR - 3 nekdduijici oblast

5°NCR -5 nekddujici oblast

cDNA - 'complementary deoxyribonucleic acid’, DNA vznikla reverznim prepisem z RNA
cRNA — RNA vznikla prepisem z virové RNA
VRNA —virova RNA

ORF — otevreny ¢teci rdmec

PCR — polymerdazova retézova reakce

RT — reverzni transkripce

RdRp — RNA dependentni RNA polymeraza
TAHV — Tahyfa virus

BUNV — virus Bunyamwera

LACV — La Crosse virus



1. Uvod

Viry jsou obligatorni intracelularni parazité provazejici lidstvo snad od samého
pocatku byti. Ackoliv jsou daleko mensi nez vSechny ostatni formy Zivota, maiji velice
jednoduchou stavbu a obsahuji jen jeden druh nukleové kyseliny, nic to neubird na jejich
tajemnosti a zakefnosti. Celed Bunyaviridae je obrovska skupina zahrnujici jak Zivocisné,
tak rostlinné viry. Mnohé z nich také tvofi velmi vyznamné lidské patogeny. Nékteré z nich
jsou pravem povazovany za realnou hrozbu pfi vyuzZiti coby biologické zbrané. Jejich
nebezpelnost a obrovska sila netkvi pouze v jiz existujicich zastupcich, ale téZ moznosti
rychlého pfizplsobeni se rozlicnym podminkam a vznikem novych variant kmen.
Bunyaviry jsou RNA viry a jako takové jsou predurceni k rychlému a efektivnimu vyvoiji.
Tyto viry vSak zasly jesté dale. Podobné jako viry chfipky maji genom tvoreny nékolika
segmenty. To jim umozZnuje jesté dalsi evolu¢ni vyhodu v moznosti volného genomického
preusporadani segmentl mezi zastupci stejné skupiny. Sila tohoto mechanizmu se
neukazuje pouze u chripkovych virQ. | bunyaviry ze skupiny Bunyamwera v minulosti
dokazaly svou moc. Ngari virus, vznikly preusporadanim segmentd dvou rdznych vir(, stal
za vypuknutim epidemie hemoragické horecky v Keni a Somalsku. Ac¢koliv onemocnéni
virem Tahyfia nebylo dosud fatalni a spie unika pozornosti lékaii, obdobné onemocnéni
zpUsobené pribuznym a biologicky podobnym virem La Crosse je ve Spojenych statech
americkych redlnou hrozbou, ohrozujici déti smrtelnou encefalitidou. Jiz nékolik let se
proti nému americti védci snazi vyvinout uc¢innou vakcinu. Pfenos témér vSudypritomnymi
komary pak dava skrytému nebezpeci novy rozmér. Dnesni moderni doba umoznujici
procestovat svét béhem velmi kratkého ¢asu prispiva k dalSimu Siteni a vzniku vird se
zcela novou kombinaci biologickych vlastnosti. Pro Ucinnéjsi boj s biologickymi agens
musime pochopit jejich samotnou podstatu jak cirkulace v pfirodé, tak jejich molekularni
charakteristiku. Jako vSechno na svété prochazi i viry uréitym stupném vyvoje. Naudili
jsme se jiz mnohému, nicméné nesrovnatelné vice se jeSté naucit musime. Stejné jako
musime ovérovat a upravovat pravdy jiz davno objevené. Ve virologii podobné jako v celé

biologii nic neplati dokonale.



2. Hlavni cile prace

1. Sekvencni analyza malého a stfedniho genomického segmentu souboru kmena
viru Tahyna ligicich se biologickymi vlastnostmi.

2. Pokus o identifikaci molekularnich determinant virulence viru Tahyria.

3. Srovnani a interpretace ziskanych dat vzhledem k dalsim zastupcim celedi

Bunyaviridae.



3. Literarni prehled

3.1. Celed Bunyaviridae

Celed Bunyaviridae, ¢&itajici vice jak 350 virl, je jednou z nejvétsich &eledi
zahrnujici Zivocisné viry vlibec. V soucasné dobé rozeznavame v ramcitéto celedi pét
rodll, z nichz ovSem jen Ctyfi jsou viry ZivocisSné — Orthobunyavirus (dfive Bunyavirus),
Hantavirus, Nairovirus a Phlebovirus. Posledni rod, Tospovirus, tvofi viry rostlinné. Celou
Celed dale jesté doplnuji viry nezarazené ani do jednoho z rod(. Dfive rozeznavany rod
Uukuvirus je nyni fazen jako séroskupina do rodu Phlebovirus (Nichol et al., 2005).
Vétsina zastupcl celedé Bunyaviridae predstavuje ¢lenovci prenasené viry, tzv. arboviry
(zangl. arthorpod borne virus). Vyjimkou je rod Hantavirus. Viry tohoto rodu,
pojmenovaném po fece Han v lJizni Koreji, jsou prenaseny vyhradné vzdusnou cestou
z vyméskl infikovanych hlodavch (Hart et Bennet, 1999). Viry ostatnich rod( jsou
prendseny jednak dvoukfidlym hmyzem (Diptera), napfiklad zastupci celedé Culicidae
(Orthobunyavirus) a Psychodidae (Phlebovirus), jednak klistaty (zastupci rodd Nairovirus,
Phlebovirus, Orthobunyavirus) (Soldan et Gonzalez-Scarano, 2005). Blizsi prehled udava
tabulka ¢. 1. Rostlinné Tospoviry jsou prenaseny nékolika druhy tfasnének (Thripidae)
(Wijkamp et al., 1993).

Tabulka €. 1 — Prehled nékolika zastupcu celedi Bunyaviridae.
Geografické

asepticka meningitida

Rod Virus Hostitel/onemocn éni r0z&i Feni Vektor
Orthobunyavirus Tahyna Clovék / Hore¢naté Evropa Komglrﬂ(ggdes,
La Crosse Clovék / Encefalitidy Severni Amerika KO'.“‘"“ .(Aedes
] triseriatus)
Bunyamwera Clovek / Ho_r ecnate, Afrika Komar (Aedes)
encefalitidy
Hantavirus Hantaan Clovék / HFRS! Asie, Evropa -
Puumala Clovék / HFRS! (mirné) Asie, Evropa -
Sin Nombre Clovék / HPS? Severni Amerika -
Nairovirus Krymsk.o-k,onzsk? Clovék / hervnorag|cka Asie, Afrika, Evropa Klisté
hemoragicka horecka horecka (Hyalomma)
Nairobi shee Ovce,kozy (Clovék) / Kliste
di P hemoragické Afrika, Asie (Rhipicephalus
isease » .
gastroenteritidy appendiculatus)
. e Clovék, dobytek / : Komar (Aedes,
Phlebovirus Horecky udoli Rift Hepatitidy, hemoragie Afrika Culex)
Uukuniemi Mofsti ptaci Evropa Klisté
Toscana G Aarse, Evropa Flebotomus

1 . . v P
Hemoragicka horecka s renalnim syndromem.

2 . ., e
Hantavirovy pulmonalni syndrom.

3



3.2. Virus Tahynia

Virus Tahyfia (TAHV) taxonomicky fadime do rodu Orthobunyavirus. Rod je
pojmenovan po jeho prototypovém viru Bunyamwera (BUNV), poprvé izolovaném
v Ugandé. Presna taxonomie vice neZz 150 zastupcl tohoto rodu neni zcela jasna, kvdli
nedostatku biochemickych charakteristik vétSiny izolat(,. Dfive bylo zejména na zakladé
sérologickych vlastnosti rozeznavano 18 séroskupin (Calisher, 1996). Podle soucasné
nomenklatury (Nichol et al., 2005) je vSak rod délen spiSe do 48 tzv. druhl (angl. species)
¢i skupin (napf. Acara virus, Anopheles A virus, Bunyamwera virus, virus Kalifornské
encefalitidy a mnohé dalsi). Do skupin jsou pak pfifazeny jednotlivé izolaty ¢i subtypy.
TAHV je fazen do skupiny (séroskupiny) Kalifornskych encefalitid, spole¢né s viry
Kalifornské encefalitidy, La Crosse (LACV), Jamestown Canyon (JCV), San Angelo (SAV),

Snowshoe hare (SSHV) a dalSimi.

3.2.1. Historie, distribuce a cirkulace v pfirodnim ohnisku

Bunyaviry, Ci lépe fe¢eno rod Orthobunyavirus, jsou predevsim prenaseny komary,
i kdyZ Ize najit nékolik vyjimek (Tete virus prendseny klistaty) (Swanepoel et Burt, 2009).
Vroce 1943 a 1944 byl v Kalifornii izolovan z komarl neurotropni virus, ktery nebylo
mozné zaradit k Zadnému tehdy znamému agens. Byl pojmenovan jako virus Kalifornské
encefalitidy a od tohoto okamziku se také datuje historie skupiny vir( nazyvané po svém
prvnim izolovaném zastupci — tzv. viry Kalifornské encefalitidy (Hammon et Reeves, 1952).

Samotny TAHV byl poprvé izolovan V. BardoSem a V. Danielovou v roce 1958
z komara® Aedes caspius a Ae. vexans odchycenych pobliz vesnice Tahyfia a Krizany na
vychodnim Slovensku. Jednalo se tehdy o vibec prvni arbovirus prendseny komary ve
stfedni Evropé (Bardo$ et Danielova, 1959). Zahy na to byla cirkulace TAHV potvrzena
v daldich evropskych a asijskych statech (Francie, Polsko, Italie, Cina) (Bardo$, 1974; Lu et
al., 2009). Antigenné k viru Tahyria velmi pfibuzny virus Lumbo byl izolovén v Africe roku
1960 (Kokernot et al, 1962). V soucasnosti je vSak poklddan spiSe za variantu viru TAHV,

nezli za samostatny druh (Hubalek, 2008).



Coby arbovirus sdili TAHV s ostatnimi arboviry i jejich typickou vlastnost - pfirodni
ohniskovost. Podminky pro vznik a udrzovani prirodniho ohniska, jez byly formulovany na
zacatku roku 1939 akademikem Pavlovskym, zahrnuji uréité biotické, abiotické a
geografické vlivy. V téchto velice specifickych oblastech je potom virus prenasen mezi
vektory a rezervoarovymi zvitaty, pficemz ¢lovék se mize nakazit ndhodné pfi vstupu do
ohniska (Pavlovskij, 1939). Vektorem TAHV byva hlavné komar druhu Ae. vexans, nicméné
virus byl Uspésné izolovan i z komarl Ae. caspius, Ae. cinereus, Ae. sticticus, Ae. dorsalis,
Culiseta (C.) annulata a Culex (Cul.) modestus (Danielovd, 1962a; Danielova et Holubova,
1977; Hubalek, 2008). Recentné byl TAHV izolovan z komara Ae. detritus (Li et al., 2010).
Jako rezervodrova zvifata jsou povaZzovani zejména zajici (Lepus europaeus), v mensi mire
také srnci (Capreolus capreolus) a divoka prasata (Sus scrofa) (Hubalek et al., 1993).
PFirodni ohniska se vykytuji nej¢astéji v periodicky zaplavovanych luznich lesech slouzicich
coby lihnisté komard a umoznujici jejich masové rozsifeni (Danielova, 1978).

DuleZitym aspektem prezivani arbovirl (zvlasté komary prenasenych) v pfirodnim
ohnisku je mechanizmus prezimovani. Prikaz transovarialniho prenosu TAHV komarem
Ae. vexans (Danielova et Ryba, 1979), ale i amerického viru La Crosse (Watts et al., 1973)
nabidl relativné elegantni feSeni tohoto problému, nebot komafi rodu Aedes zimu
neprezivaji, jejich vajicka ano. Nicméné izolace TAHV z komara Cul. modestus, ale
predevsim C. annulata nabizi jeSté moznost dalsi, a to prezimovani TAHV v hibernujicich
dospélcich. Skutec¢né, TAHV byl detekovan v C. annulata i 181 dni po infekci, pficemz 122
dni z toho komdr hibernoval (Danielova et MinafF, 1969). Nasledné byl izolovan i
z hibernujicich dospélct odchycenych ve volné pfirodé. Protoze u komarl jsou pouze
samicky krevsajici, transovarialni pfenos infekce na samce by byl slepym ¢lankem cyklu.
V pripadé LACV vsak byl prokazan i venericky prenos pti kopulaci infikovaného samce
s neinfikovanou samici (Thompson et Beaty, 1977). Schéma cirkulace viru v pfirodé

ukazuje obrazek 1.

! Agkoli je vsoucasné dobé uvazovadno o zarazeni nékterych komar( rodu Aedes do samostatného rodu
Ochlerotatus (Reinert, 2000), v této praci ponechavam pro lepsi prehlednost plvodni fazeni a Ochlerotatus

povaZzuji za podrod rodu Aedes (Savage et Strickman, 2004).



Venericky pfenos’ Infikovany samecek

Obr. 1 Cyklus viru TAHV v pfirodnim ohnisku. 'Prokazén u LACV.

3.2.2. Struktura viru Tahyna

Velikost obalenych sférickych virion(i TAHV je, stejné jako ostatnich virl skupiny
kalifornskych encefalitid, asi 100 nm v primeéru (Obijeski et Murphy, 1977). Genom viru je
tvoren tfemi segmenty jednovldknové RNA negativni polarity. Jednotlivé segmenty jsou

oznaceny podle své velikosti jako velky L (~ 6980 nt), stfedni M (~ 4490 nt) a maly S (~



984 nt). Kazdy ze segmentl je ohranicen rizné dlouhymi nekddujicimi sekvencemi (NCR).
Konce 5 a 3 NCR obsahuji vysoce konzervovanou sekvenci. To umoziuje kazdému vilaknu
vytvaret cirkuldrni nebo tzv. ‘panhandle’ struktury, pozorovatelné v elektronovém
mikroskopu (Obijeski et al., 1976a). Zaroven je kazdy genomovy segment blizce asociovan
polymerazou (RdRp) tvofi tzv. ribonukleoproteinové (RNP) Castice (Elliott, 1990). Kromé
dvou strukturnich proteint, N a RdRp, obsahuiji viriony jesté dva dalsi strukturni proteiny
zvané Gy a G¢ zanorfené do lipidového obalu, vytvarejici tak na povrchu castice 10 nm
dlouhé vybézky (Obijeski et al., 1976b). Schématickou strukturu virionu ukazuje obrazek

2.

Gc/Gn glykoproteiny
; L protein (RdRp)

~_ Genomova RNA

Obr. 2 Bunyavirova Castice (pfevzato a upraveno z http://www.expasy.ch/viralzone/)

3.2.3. Velky segment

Nejvétsi genomicky segment viru, L segment, je dlouhy u LACV 6980 nt. Kompletni
nukleotidovad sekvence tohoto segmentu vSak u TAHV nebyla dosud urcena. Jediny
otevieny Cteci rdmec (ORF), ohraniceny na koncich 61 nt (5‘) a 127 nt (3‘) NCR, kdéduje asi
180 kDa velky protein — RdRp (L protein) (Endres et al, 1989; Elliott, 1990). Zaroven byla
také prokazana endonukledzova aktivita tohoto proteinu, diky niz L protein odstépuje
z hostitelskych mRNA Cepicku spolu jeSté s nékolika nukleotidy a umoznuje tak syntézu

virové mRNA z (-)vRNA (tzv. cap snatch) (Petterson et al, 1984). Podobny mechanismus,



avSak probihajici v jddfe a odstépujici ¢epicku z hostitelské pre-mRNA, byl prokazan i u

Celedi Orthomyxoviridae (Palese et Shaw, 2007).

3.2.4. Stredni segment

Stfedni segment TAHV je dlouhy asi 4490. Kéduje jeden ORF, ktery je na 5 a 3°
koncich ohrani¢en 61, respektive 106 nt dlouhymi nekddujicimi sekvencemi. ORF je
translatovan do jediného 4323 aminokyselin (aa) dlouhého polyproteinu, ktery je
kontranslac¢né Stépen hostitelskou protedazou na 968 aa dlouhy Gc protein, 286 aa dlouhy
Gn protein a nejmensi 174 aa dlouhy nestrukturni protein NSm, ktery byl ale prokazan
pouze u rodu Orthobunyavirus a Tospovirus (zde ale kddovany jako ambisense) (Elliott,
1990; Kormelink et al., 1992). Situace je jesté komplikovdana rodem Phlebovirus, jez, jak
bylo prokazano, kéduje nejméné jeden nestrukturni protein (Di Bonito et al., 1997). Ten
ale nebyl nalezen u jiného zastupce tohoto rodu — viru Uukuniemi (Ronnholm et
Pettersson, 1987).

Asi 11 kDa velky NSm trasmembranovy protein je lokalizovany spolecné s Gec a Gn
proteinem do Golgiho aparatu (Fuller et Bishop, 1982; Nakitare et Elliott, 1993). Pomoci
predikce hydrofébniho profilu bylo u tohoto proteinu zjisténo pét domén, z nichz tfi jsou
hydrofébni a dvé hydrofilni (Obr. 3). Zatimco interni ¢ast proteinu, zejména doména Il
(ale i casti domén Il a IV), je spiSe postradatelnd a dokonce schopnd nést cizi peptid,
doména |1, Ucastnici se zrani virionu, je naproti tomu zcela nepostradatelnd. Doména
VslouZi zfejmé coby signalni sekvence pro Gc protein, ale je schopnd interagovat i s
ostatnimi virovymi proteiny (Shi et al.,, 2006). NSm zfejmé také vytvari spolecné
s bunécnym aktinem jakasi vlakna majici funkci ,leSeni” pfi transportu RNP z mista jejich
vzniku (tzv. ,virovych tovaren, viral factories”) k akumulovanym Gc a Gn proteindm
v membrané Golgiho aparatu a umozniuje nasledné puceni. Pfi tomto se zfejmeé
inkorporuji i malé casti jak endogenniho aktinu, tak i nestrukturniho proteinu NSm
(Fontana et al., 2008). Zajimavosti je, Ze tento protein u rostlinnych tospovird vytvari
podobné struktury (ovsem bez pritomnosti aktinu) napfi¢ plasmodesmaty a tim umoznuje

primy transport RNP z buriky do buriky (Storms et al., 1995).
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Obr. 3. Hydrofébni profil NSm proteinu viru Bunyamwera (prototypového
viru rodu Orthobunyavirus) provedeny pomoci programu TopPred
(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py)

Povrchové glykoproteiny Gc a Gn (plvodné nazyvané podle rychlosti migrace
v polyakrylamidovém gelu G1 a G2) jsou velké asi 125, respektive 39 kDa (Obijeski et
Murphy, 1977). Oba jsou kédovany strednim segmentem, ale na polyproteinu jsou od
sebe oddéleny nestrukturnim proteinem NSm. Po expresi podstupuji oba proteiny fadu
posttranslacnich modifikaci, akumuluji se v membrané Golgiho aparatu a podili se na zrani
virové ¢astice. Gn stejné jako Gc protein je povazovan za integralni membranovy protein
typu | s N koncem smérovanym do exoplazmatického prostoru a C koncem sméfovanym
do cytoplazmy (u zralé Castice je poté N konec orientovan vné virionu). V pfipadé Gn
proteinu je cytoplazmaticky konec (CT — zangl. ‘cytoplasmatic tail’) dlouhy 78
aminokyselin. U proteinu Gc je tento konec vyrazné kratsi, majici 26 aminokyselin. Kvuli
absenci matrixového proteinu v bunyavirové castici se zda byt CT konec Gn proteinu
kriticky dulezZity pro sbalovani virové Castice diky interakci s ribonukleoproteiny jak bylo
prokazano u fleboviru Uukuniemi. Konce CT obou proteinl pravdépodobné hraji dlleZitou
ulohu také v membranové fuzi (Shi et al.,2007; Overby et al. 2007). Oproti CT doménam je
transmembranova doména proteinu Gn podstatné kratsi (19 aminokyselin). Obsahuje
vsak vysoce dlleZitou signalni sekvenci pro smérovani a zadrzovani heterodimeru Ge-Gn v
membrané Golgiho aparatu (Shi et al., 2007).

Na zakladé bioinformaticko-proteomickych analyz (Garry et Garry, 2004) byla
zjiSténa podobnost urcitych sekvencnich motivl bunyavirového Gc proteinu s obalovym
proteinem | viru Sindbis (Togaviridae, Alphavirus) — faznim proteinem tfidy I, a tak
postulovana jeho fuzni aktivita, kterd byla i nasledné experimentéalné potvrzena pro 22 aa

dlouhy hydrofébni peptid proteinu Gc (Plassmeyer et al., 2007). Ackoliv nékteré prace



prokazuji dllezitou roli pro membrdnovou fuzi jak Gc, tak i Gn proteinu (Jacoby et al.,
1993; Shi et al., 2007).

Néktefi autofi také povaZuji protein Gc za hlavni ligand pro receptory na
obratlovéich bunkach a protein Gn naopak za ligand pro vazbu na receptory bunék
komaftiho stfeva. V takovém pripadé je potom Gn na povrchu ¢astice ¢astecné prekryt Gc
a po jeho odstépeni protedzami komariho stfeva muize plné odhaleny Gn slouZit coby
ligand (Ludwig et al., 1991). Tento model je ale stale nebyl spolehlivé potvrzen (Hacker et
al., 1995). Presné strukturni modely bohuZel schazeji.

Jak jiz bylo uvedeno, oba proteiny podstupuji fadu posttranslacnich modifikaci,
zejména N-glykosylaci. Protein Gn TAHV obsahuje 2 potencionalni N-glykosyla¢ni mista,
protein Gc potom mista 4. Nicméné v predikci glykosylaénich mist proteinu Gc byla
zjiSténa jista variabilita v pfipadé jednoho pfirodniho izolatu TAHV (Kilian et al., 2010).
Pritomnost glykan u membranovych proteind ve vSech oCekdavanych mistech byla
prokdzana a jejich funkce ovérena u viru Bunyamwera. Zatimco mutace zasahujici
glykosylacni misto proteinu Gn zcela omezila spravné skladani proteinu, transport do
Golgiho apardtu a tim i produkci dalSich infekénich ¢astic, zruSeni glykosylaénich mist
proteinu Gc sice mélo vliv na mnoZeni viru vtkanové kultufe, ale nebylo vzZadném
pripadé letalni (Shi et al., 2005). Glykany na proteinu Gn se proto jevi jako klicové pro
zZivotni cyklus viru, zatimco glykosylace proteinu Gc pouze pfispivaji k jeho mnozeni.
BohuZel 7adnd studie zamérujici se na roli glykosylaci TAHV nebyla dosud provedena,
ackoliv obsahuje nékolik potencidlnich mist navic (Campbell et Huang., 1999; Kilian et al.,

2010).

3.2.5. Maly segment

Ackoliv je tento segment nejmensi ze vSech, nic to neubird na jeho dullezZitosti,
nebot protein N (z angl. nucleocapsid), kédovany timto segmentem, je v infikovanych
bunikidch nejhojnéjsi a zaroven kriticky dllezity pro uspésny replikacni cyklus viru (Griot et
al., 1993). U rod Orthobunyavirus, Phlebovirus a Tospovirus je kédovan jesté dalsi
produkt, a to nestrukturni protein NSs. Avsak jen u rodu Orthobunyavirus je kédovany

v prekryvajicim se ¢tecim ramci, zatimco u zbylych dvou jako ‘ambisense’ (Bishop et al.,
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1982; Fuller et al., 1983). Rod Hantavirus a Nairovirus koduji pouze protein N, ackoliv u
nékterych zastupcd prvné zminovaného rodu (prenasenych hlodavci podceledi
Sigmodontinae a Arvicolinae) Ize nalézt dalsi ¢teci rdmec prekryvajici prvni podobné jako
je tomu u orthobunyavir( a teoreticky kodujici rovnéz nestrukturni NSs. Produkt tohoto
dalSiho ORF se v3ak podarilo detekovat v infikovanych bunkach az v roce 2007. Tim byla
definitivné potvrzena funkénost ORF pro NSs u hantavir( (Jadskeldinen et al., 2007).
Zajimavosti je absence NSs ORF u virll skupiny Anopheles A, Anopheles B a Tete, zastupcl
rodu Orthobunyavirus (Mohamed et al., 2009).

Protein N je sloZzen asi z 235 aa a jeho velikost Cini ptiblizné 25 kDa. Primarni,
nikoli vSak jedina funkce tohoto proteinu je enkapsidovat jak virovou RNA, tak virovou
komplementarni RNA (cRNA), tim stabilizovat jejich sekundarni strukturu a zaroven
umoziovat transkripci pomoci L proteinu. Ve se déje jednak diky schopnosti proteinu N
oligomerizovat, a jednak vazat se na RNA. Vazba probiha sekvenéné specificky na jejim 5°
konci, ale také nespecificky na ostatnich ¢astech RNA. Schopnost oligomerizace se zda byt
jedinecnou vlastnosti proteinu N a probiha zfejmé systémem N-konec k N-konci a C-konec
k C-konci (Leonard et al., 2005; Osbourne et Elliott, 2000). Vazbou na RNA také protein N
umoziuje spravné utvareni ‘panhandle’ struktury a je tudiz povaZovdn za RNA chaperon
(Mir et Panganiban, 2006). Dalsi dulezitou funkci proteinu N je vazba jednak na protein L a
vznik RNP a také na povrchové glykoproteiny Gc a Gn umoziujici tak skladani virové
partikule.

Funkce cytoplazmatického (muUze byt ale detekovan i v jadre (Weber et al., 2001))
proteinu NSs, velkého asi 12 kDa neni presné znama. Ackoliv neni tento protein kddovan
vSemi zastupci Celedi Bunyaviridae a neni ani nezbytny pro Uspésnou replikaci viru, maze
prispivat nebo dokonce zhorsSovat pribéh onemocnéni (Janssen et al., 1986; Bridgen et
al., 2001). Colén-Ramos et al. (2003) prokazal sekvencni podobnost tohoto proteinu
s proteinem Reaper — proapoptotického proteinu z mouchy Drosophila melanogaster.
Ackoliv C-konce obou proteini jsou spiSe odliSné, N-konce vykazuji vysokou miru
konzervace, coz s sebou pfinasi i fadu podobnych funkci. Pokusy in vitro na savcich
bunkach prokazaly, Ze NSs, stejné jako Reaper, indukuje uvolfovani cytochromu c
z mitochondrii a tim naslednou aktivaci kaspaz (cysteinové protedzy ucastnici se mimo
jiné apoptodzy) vedouci az k programované bunécné smrti. Tato role je vSak nejasn3,

protoZze u BUNV byl prokdzan ucinek NSs naopak protiapopticky (Kohl et al., 2003). Dalsi
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funkci, spolecnou pro oba proteiny (Reaper a NSs), je schopnost pfimo inhibovat translaci
bunécnych proteind. In vivo pokusy pak poukazaly na schopnost proteinu NSs,
exprimovaného intracerebrdlné inokulovanym rekombinantnim virem  Sindbis
(Togaviridae, Alphavirus), zplsobovat tézké encefalitidy a naslednou smrt pokusnych
zvirat pravé diky indukci apoptdzy v neurdlni tkdni (Coldn-Ramos et al., 2003). Nicméné
v hmyzich bunkach nebyl dosud pro- ani proti-apopticky ucinek tohoto proteinu prokazan
a jeho funkce vhmyzim systému je stale nejasna (Blakqori et al., 2007). Méné
kontroverzni a podle nékterych autord dokonce dlleZitéjsi roli proteinu NSs je v inhibici
interferonové a i B odpovédi (interferonova odpovéd | typu) v infikovanych burikach a tim
Uspésné prekonavani prvni obranné linie hostitelského organismu (Bridgen et al., 2001;

Blakqori et al., 2007).

3.2.6. Replikace ve vnimavé bunce

Viry jsou obligatni intraceluldrni paraziti vyuzivajici ke svému Zivotu vnimavou
buniku. Replikace TAHV, stejné jako ostatnich zastupcl RNA-vir(l (s vyjimkou celedé
Orthomoxyviridae a Bornaviridae), probihd v cytoplazmé hostitelské bunky, avsak
rozlicnymi mechanizmy (Ball, 2007).

ZpUsob, jakym TAHV pronikd do hostitelské buriky, neni zcela zndm. Nicméné
obecny postup je shodny pro vétSinu obalenych virQ. Pribéh replikace ve vnimavé bunce
znazornuje obrazek 4. Prvotnim krokem je interakce obalového proteinu s vhodnym
bunéénym receptorem. Ligandem pro receptor komafrich i savéich bunék je u skupiny vir(
Kalifornské encefalitidy (California group) zfejmé protein Gc (Hacker et al., 1995). Ackoliv
nékteré prace povazuji Gc protein za ligand savcich a komarich bunék, vyjma bunék
komaftiho streva, jejichZ ligandem by mél byt protein Gn (Ludwig et al., 1991). Pfesna role
obou povrchovych glykoproteint ve vazbé na bunku vsak zlstava nadale tajemstvim,
stejné jako identifikace jejich receptoru v hmyzim a obratlovéim systému. Kratce po
pfichyceni ¢astice na buriku dochdzi k endocytdze pomoci klatrinem obalenych vacka. Zde
diky mirné kyselému pH podstupuji proteiny Gn a Gc zménu konformace umoznuijici fuzi
obalu castice s membranou endosomu (Gonzales-Scarano et al., 1984; Pobjecky et al.,

1986). Tim dochazi k uvolnéni RNP do cytoplazmy napadené bunky (Hacker et Hardy.,
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1997). Ackoliv je Gc (Ci presnéji jeho Cast) povazovdn za hlavni protein umoznujici fuzi
(Plassmeyer et al, 2007) zda se, Ze je schopny zpUsobovat fuzi jen v asociaci s proteinem
Gn (Jacoby et al., 1993; Shi et al., 2007).

Po uvolnéni RNP dochazi vbunécné cytoplazmé krozvolnéni struktury
‘panhandle’, uvolnéni N proteinu z 3 konce RNA a primarni transkripci do mRNA pomoci
L proteinu ' cap snatch = mechanismem, popsanym vyse. DuleZité je, Ze coby templat pro
syntézu mRNA muze slouZit pouze RNA asociovand s nukleoproteinem, nikoliv volna
virova RNA (Dunn et al., 1995). Syntetizovana mRNA neni polyadenylovana (Elliott, 1990).
Po primarni transkripci a syntéze protein( zacina vlastni replikace virové (v)RNA. Nejprve
je syntetizovana komplementarni cRNA, kterd je stejné jako mRNA pozitivni polarity.
Narozdil od ni ale nema Cepicku. Z cRNA je nasledné syntetizovana vRNA. Tento pomérné
slozity mechanizmus, kdy protein L za¢ne pouZivat na primeru nezavislou syntézu RNA
namisto pouZiti ¢epic¢ky s oligonukleotidy neni pfilis znamy. Pravdépodobné vsak souvisi
svazbou proteinu N na cRNA a vRNA, tato vazba na mRNA zfejmé diky Cepi¢ce neni
mozna (Schmaljohn et Nichol, 2007). Replikace vVRNA je velice komplexni proces
probihajici vtzv. ,virovych tovarnach”. Toto jsou utvary sloZené prevainé z Golgiho
aparatu, mitochondrii, endoplazmatického retikula a zvlastnich tubuldrnich struktur, které
slouzi pravdépodobné jako spojky mezi jednotlivymi organelami. Virovy protein L je
koncentrovan v globularni doméng, kde je i zaroven vysoka koncentrace proteinu N, ktery
chrani nové syntetizovand vlakna RNA za vzniku RNP. Tyto nové vzniklé &astice jsou
transportovany pomoci aktin-myosinovych motorli a vlaknitych struktur tvorenych
proteinem NSm a aktinem smérem k mistu, kde jsou velmi husté koncentrovany
povrchové glykoproteiny Gc a Gn (Fontana et al., 2008). Tyto dfive nasyntetizované
proteiny byly kontranslacné vystépeny z polyproteinu. Vlumen endoplazmatického
retikula byly glykosylovany, diky vzniku heterodimeru Gn-Gc schopny opustit lumen a
nasledné se akumulovat v Golgiho aparatu. Samotny proces puceni do Golgiho aparatu
bohuzel také neni do detailu znamy. Po sbaleni je Castice transportovana k bunécnému
povrchu a uvolnovana. Zajimavym faktem, majicim Siroky evoluc¢ni dopad, je schopnost
tvofit reasortované castice. PFi infekci jedné burnky dvéma rlznymi viry stejné skupiny,
muzZe dojit k rekombinaci genomickych segment( obou vird a tim ke vzniku dosud

neexistujiciho zastupce (Bishop et al, 1980; Chandler et al, 1990; Chandler et al., 1991;
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Borucki et al., 1999). Dobrym pfikladem muze byt virus Ngari (Orthobunyavirus; skupina
Bunyamwera), majici zrejmé L a S segment viru Bunyamwera, zatimco M segment viru
Batai. Tento mechanismus ma Siroké uplatnéni u mnoha zastupcld vird majicich

segmentovany genom (Yanase et al., 2006; Briese et al., 2006).

1) Vazba na receptor, end ocytsza

9) Uralnovani

castice z burky

3) Transporta

dozravani dastice

3) Primarni transkripee 'g.z" 5) Replikace RNA
VW VWV
4y Translace Sy Il?rmé ER t

WW —

-

6) Transport povrchovych
glykoproteini do Golgi

7) Sklad4nd virové

Gastice

Obr. 4. Schématické znazornéni replikace TAHV ve vnimavé
burice. Modre jsou popsany zakladni bunééné organely, ¢erné
jednotlivé replikacni kroky.

3.2.7. Replikace TAHV v komarech a savcich hostitelich

Jednou z charakteristik vSech arbovirll je jejich schopnost indukovat virémii

v nejméné jednom druhu obratlovce a tim umoznit infekci jejich vektora.

14



TAHV, jak jiz bylo psano dfive, je prfenasen hlavné komadry rodu Aedes. Virus
v komarech vsak neperzistuje pouze pasivné, nybrz je schopny se i Uspésné pomnoZovat
aniz by bunku vice ohrozil (Elliott et Wilkie, 1986; Scallan et Elliott, 1992). Dynamika
mnoZeni v komarim téle je pro TAHV dobfe zndma zejména diky Dr. Danielové (Danielova,
1962b a 1968). Po nasati infikované krve komdrem se virus nejprve pomnoZuje
v epitelidlnich bunkach komariho stfeva a nasledné asi po 4 dnech diseminuje
prostfednictvim hemolymfy do ostatnich casti téla, pficemz nejvétsiho pomnozeni v
hlavé, hrudi a abdomenu bylo dosahnuto 14. den po infekci. Virus uspésné infikuje i
vajecCniky a tim umoznuje transovaridlni prenos, jak bylo popsano vyse. Po dostatecném
pomnozZeni ve slinnych Zlazach je poté virus schopen infikovat obratlovéiho hostitele.
Zajimavosti je také vyrazné ovlivnéni chovani komar( po infekci, kdy u transovarialné i
oralné infikovanych samicek dochdazi k mnohem drivéjSimu a castéjSimu pareni se samci
nez u neinfikovanych (Gabitszch et al., 2006; Reese et al., 2009).

TAHV je na obratlovce prenesen po sani infikovaného komara. Preferovanym
modelem pro studium patogeneze je laboratorni mys, z ddvodu znacné podobnosti
infekci lidské. Obecné plati, Ze mladsi jedinci byvaji vnimavi vice nez jedinci starsi. Viry
Kalifornské skupiny tedy zplsobuji spiSe problém u mlaych jedincd. Na stfedozapadé
Spojenych statll je LACV dokonce povaZovan za nejcastéjsiho plvodce encefalitid u déti
(Calisher, 1994). Vyjimkou se zda byt jiny virus skupiny Kalifornskych encefalitid —
Jamestown Canyon, ktery ¢astéji postihuje spiSe starsi jedince (Rust et al., 1999).

Po subkutdnnim pfenosu viru na sajici mysku, ktery nejlépe imituje pfirozenou
infekci clovéka, nejprve nastava tzv. extraneuralni faze. Vtomto obdobi se virus
pomnoZuje hlavné v pficné pruhované svaloviné, ale v mensi mire také v hladkém a
srdec¢nim svalstvu. Nasledné virus pronika ziejmé lymfatickou cestou do krve. Pri vysokém
titru vkrvi muaze virus dosud neobjasnénym zplsobem proniknout pres
hematoencefalickou bariéru a infikovat CNS. V mozku se virus dale mnozi predevsim
v neuronech a indukuje typicky zanét (Griot et al., 1993). LACV také muzZe indukovat
apoptdézu neuralnich bunék (Pekosz et al., 1996). Smrt se dostavuje asi za 3-4 dny po
infekci. Navzdory tomuto obecnému schématu, Bennett et al. (2008) neprokazal, Zze by
pricné pruhované svalstvo u odstavené mysky predstavovalo preferencni misto replikace
LACV. Navrhnul schéma jiné, vramci kterého se virus nejprve mnoZi pobliz mista

inokulace, ndsledné se Sifi krevnim fecistém do Cichového epitelu a pres Cichovy nerv
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postupuje do CNS. Je mozZné, Ze virus vyuZiva obé tyto cesty, jak ¢ichovym nervem, tak
transcelularni ¢i paracelularni prechod pres epitelialni bunky tvorici hematoencefalickou
bariéru k praniku do mozku. MoZnost Sifeni nasalni cestou vsak vyvolava spekulace nad
dals$i moznou cestou prenosu viru v prirodé. Virus pfitomny ve vodé obsahujici larvy
infikovanych komart by mohl byt prenesen na pfirozeného hostitele pfi piti této vody.

Tato alternativa je vsak, také diky zatim neexistujicimu dikazu, zna¢né kontroverzni.

3.2.8. Klinicky obraz onemocnéni

Prvni pfipad onemocnéni zpGsobeného TAHV byl u ¢lovéka diagnostikovan v roce
1960 ve valtické nemocnici. Uspé$na izolace z krve &lovéka s chfipkovymi p¥iznaky byla
provedena v roce 1972. Onemocnéni ma inkubacni dobu dlouhou asi 3-4 dny. Velkd ¢ast
infekci TAHV vSak probiha inaparentné. Pokud ne, Valticka horecka, jak bylo onemocnéni
posléze nazvano, se mlzZe projevit nékolika rGznymi formami. Nejcastéjsi je tzv. forma
chfipkovd, vyznacujici se ptiznaky bézné virdzy (bolesti hlavy, zvysena teplota) s asi 2 dny
trvajici horeckou. Vykytuje se u 40% pripadl. Druhou, také pomérné castou, je forma
plicni postihujici kolem 30% postizenych. ZpUsobuje pneumonie, bronchopneumonie ci
zanéty pohrudnice (pleuritis). Revmatoidni forma, stejné jako forma bfisni postihuje asi
10% nakaZenych. Vyznacuji se bolesti bficha, respektive kloubl. Angindzni forma,
objevujici se v7% pfipadl, je charakterizovdna zanétem mandli, mize byt také casto
doprovazena sekundarni infekci. Nejvaznéjsi forma postihujici CNS se vyskytuje u 3%
pfipadil a vyznaduje se zanétem mozkovych blan-meningitidou (Sluka, 1969; Simkova et
Sluka, 1973). Infekce TAHV neni, na rozdil od amerického LACV, infekci fatalni ani
nezplsobuje trvalé nasledky. V ptipadé LACV byly pozorovany nervové poruchy po
zotaveni se z infekce (Mclunkin, et al. 2001) a mortalita je udavana asi 0,5% (Rust et al.,

1999).
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4. Material a metody

Virus

V této praci bylo pouZito celkem 17 nizkopasaZovanych pfirodnich izoldtd viru
TAHV izolovanych z komdra Aedes vexans a jeden nizkopasazovany kmen izolovany
z komdra Aedes cantans. Déle prace zahrnovala jeden referenéni kmen (236) pasazovany
intramuskularné a jeden vysoce periferné atenuovany, termosenzitivni kmen 181/57,
ktery byl odvozen z ptirodniho izoldtu (181) 57-nasobnym intracerebralnim pasazovanim
v laboratorni mysi. VSechny kmeny byly izolovany Dr. Danielovou a fenotypicky
charakterizovany Dr. Malkovou a Dr. Marhoulem v Parazitologické ustavu Ceskoslovenské
akademie vé&d v Praze (nyni Biologické cetrum Akademie véd Ceské republiky, v. v. i,
Parazitologicky Gstav, Ceské Budé&jovice) (Makova, 1971a,b; Mdakova et Marhoul, 1971).
Kmeny navzdjem vykazovaly velkou variabilitu v rozlicnych fenotypovych znacich —
charakter plak(l v bunécéné kulture, termosenzitivitu a virulenci pro laboratorni mys po

subkutannim nebo intracerebrdlnim podani. Blizsi pohled dava tabulka €. 2.

Tab. 2 Charakteristika pouzitych kmen.

Velikost plak 0 Virulence

Velké Stredni Malé Rok Misto Biologicky

Kmen (>3mm) (1-3mm) (<1 mm)  Termosenzitivita * i.c. s.c. izolace izolace zdroj
29 ++ + ik +++ +++ 1963 les Drnholec  Ae. vexans
76 ++ + - +++ ++ 1963 les Drnholec = Ae. vexans
83 ++ + - ++ ++ 1963 les Drnholec  Ae. vexans
89 ++ + - + + 1963 les Drnholec Ae. vexans
90 ++ + - +++ ++ 1963 les Drnholec  Ae. vexans
94 + + - +++ +++ 1963 les Drnholec  Ae. cantans
105 ++ + - +++ +++ 1963 les Drnholec  Ae. vexans
106 ++ + - +++ ++ 1963 les Drnholec  Ae. vexans
181 ++ + ik +++ ++ 1962 les Drnholec Ae. vexans

181/57 + ++ + +++ -

236 ++ + - + + 1958 Tahyiia (SK) Ae. vexans
1014 ++ + + ++ ++ 1964 les Drnholec Ae. vexans
4019 ++ + + ++ ++ 1966 les Drnholec Ae. vexans
4020 + ++ + +++ ++ 1966 les Drnholec Ae. vexans
4030 + ++ - +++ +++ 1966 les Drnholec Ae. vexans
4033 + + ik ++ ++ 1966 les Drnholec Ae. vexans
4034 + ++ + ++ + 1966 les Drnholec Ae. vexans
4057 + + ik +++ +++ 1966 les Drnholec Ae. vexans
4060 ++ + ik ++ ++ 1966 les Drnholec Ae. vexans
5060 + + * ++ ++ 1968 les Lanzhot  Ae. vexans

! Termosensitivita byla ur¢ena na zakladé poklesu titru po 15 minutovém vystaveni teploté 50°C.
Termosenzitivni kmeny (+) se vyznacovaly poklesem titru o vice nez 2 log LD50 nebo TCID50, naopak
teplotné rezistentni (-) jsou charakterizovany poklesem mensim nez 1 log LD50 nebo TCID50. Kmeny
oznaceny jako * se vyznacovaly poklesem titru vétSim nez 1 log, ale mensim nez 2 log LD50 nebo TCID50.
i.c. —intracerebralni inokulace. s.c. — subkutanni inokulace.
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Izolace virové RNA, reverzni transkripce a PCR

RNA byla izolovana z mysi mozkové suspenze za poufziti kitu Qiagen QlAamp Viral
RNA Mini Kit (Qiagen, Némecko) presné podle instrukci vyrobce. cDNA byla syntetizovana
pomoci kitu RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Kanada) s 1 pl
(0,01 mM zdasobni roztok) specifického sense primeru. Pro segment S byl vyuZzit primer TS
1F, pro segment M primer TM 1F (Tab.3).

Pro polymerdzovou fetézovou reakci byl vyuzit Plain PPP Master Mix ((150mM
Tris-HCI, pH 8.8, 40mM (NH4)S0O4, 0.02% Tween 20, 5mM MgCl2, 400_M dNTPs, 100
U/ml Tag DNA polymeraza; TopBio, Ceskd republika) s 2l d¥ive pfipravené cDNA coby
templadtem a 1 pl vhodnym ‘sense’ a ‘antisense’ primerem (Generi Biotech, Ceska

republika) (Tab. 3).

Reakéni smés (25 pl): 12,5 pl PPP Master Mix (TopBio, CR)
8,5 pl vody pro PCR (TopBio, CR)
1 ul sense a antisense primeru (0,01 mM zasobni roztok)

2 ul templatové cDNA

Primery byly navrZeny a analyzovany programem Vector NTI (soucast baliku
program0 Vector NTI suite v.5.5) podle zndmé sekvence kmene TAHV 92 - Bardo$
(ptistupové Cislo databaze GenBank: AF123485 — M segment; 7268497 — S segment).
Prehled pouzitych primer( udava tabulka 3.

PCR reakce byla provedena v cycleru Eppendorf mastercycler gradient a Bioer

GenePro s nasledujicimi reakénimi podminkami:

Podminky PCR: 1) denaturace 95°C/5 minut
2) 30 cyklG: 1) denaturace 95°C/30 vtefin
2) nasedani primerd 45-55°C */30 vtefin
3) elongace 72°C/1 minutu
3) finalni elongace 72°C/3 minuty
4) udrZovaci teplota 14°C

* Teplota zavisla na pouZzité kombinaci primer(.
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Tab. 3 Prehled pouZitych primer(

Oznaceni | Polarita Sekvence Segment Pozice nasedani
TS F1 Sense 5'- AGTAGTGTACTCCACTTGAATACT - 3' S 1-593
TS R1 Antisense |5'- ACTATTCCTTGTTTGACTCTGT - 3'

TS F2 Sense 5'- ATATATTTGGCATTCTTCCCA - 3' S 499 - 977
TS R2 Antisense |5'- AGTAGTGTGCTCCACTGAATAC - 3'

™ F1 Sense 5'- AGTAGTGTACTACCAAGTATAGATAA - 3' M 1-616
T™M R1 Antisense | 5'- ATGTAAGAATCTAACACAAGACATGT - 3

™ F2 Sense 5'- TATCACCCTTGATCAAACTTGCG - 3 M 508 - 1395
™ R2 Antisense | 5'- TGCACGAGGCAGTTGTATGTTTT - 3'

T™ F3 Sense 5'- AACAAATGTAGACAGTGCACATGCG - 3 M 1310 - 2241
TM R3 Antisense |5'- ATTGATGGGCTCTTTGTAGGAGGAA - 3'

T™M F4 Sense 5'- CATGATGAGATGTGGGATGACTT - 3 M 2183 - 3060
T™M R4 Antisense |5'- GACTTGGATGTGATCTTGAAACC - 3'

T™ F6 Sense 5'- ACAATTGAAGGAACAGAGACTGC - 3 M 2954 - 3695
TM R6 Antisense |5'- AGGCCTGGTAGTCATTATCAAAG - 3

TM F5 Sense 5'- CAAATAAATGACATAGGTGTTTAC - 3 M 3533 - 4490
T™ R5 Antisense |5'- AGTAGTGTGCTTCCAAGTATAA - 3'

Separace produktti PCR na agarézovém gelu

Po probéhnuti PCR bylo k reakéni smési pfidano 5 ul nanaseciho pufru (6X Orange
DNA Loading Dye, Fermentas, Kanada) s 5x koncentrovanym barvivem SYBR Green (SYBR
Green |, nucleic acid stain, Amresco, USA). Separace byla provadéna v 1% agarézovém
gelu a vizualizovana na transiluminatoru (Visi-blue™ Transilluminator).

Vzorky pro sekvencni analyzu byly extrahovany z gelu pomoci kitu illustra GFX PCR
DNA and Gel band purification Kit (GE Healthcare, Velka Britanie) presné podle postupu
doporuceného vyrobcem. Poté byly jednotlivé fragmenty sekvenovany ve spolecné
laboratofi genomiky Pfirodovédecké fakulty JihoCeské univerzity a Biologického centra

AVCR sekvenatorem ABI Prism 3130 xL (Applied Biosystems).

Fylogeneticka analyza

Fylogenetickd analyza ziskanych nukleotidovych sekvenci byla provedena dvéma
metodami — "Maximum parsimony’ (v programu TNT; Goloboff et al., 2004) a ‘Bayesian
inference of posterior probability’ (vprogramu Mr. Bayes 3.0b4; Ronquist et
Huelsenbeck, 2003) s nasledujicimi parametry nst = 6, rates = invgamma, ngen =
6.000.000, samplefreq = 100. Analyza byla z dGvodu velmi nizké variability segmentu S

provedena pouze pro segment M a to jak pro kompletni sekvenci stfedniho segmentu, tak
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pro oblasti kddujici jednotlivé proteiny. Protoze nukleotidovy alignment sekvenci byl
jednoznacny nebylo potieba dalSich analyz pro nalezeni optimalnich srovnavacich
parametr(d. Sohledem na vysokou aminokyselinovou konzervovanost byly pro
fylogenetickou analyzu pouZity sekvence nukleotidové. Homologni sekvence LACV

(pFistupové Cislo databaze GenBank: U70207) byla pouzita coby ‘outgroup’.

Bioinformaticka analyza

Ziskané sekvence byly srovnany pomoci programu BioEdit Sequence Alignment
Editor, v. 5.0.6. (Hall, 1999) a AlignX (soucast baliku programi Vector NTI suite v. 5.5).

Zakladni informace o nukleotidové a aminokyselinové variabilité byly ziskany
programem MEGA4 (Zhang et Gu, 1998; Tamura et al., 2007). Plot analyza nukleotidové
podobnosti jednotlivych kmenu s referenénim kmenem 236 byla provedena programem
Simplot v. 3.5.1 a jednobazovym rozlisSenim.

Hydrofébni profil proteinu NSm byl vyvhodnocen serverovym programem TopPred
(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py) s ‘cutoff’ hodnotou pro hydrofébnost 1,8 a
KD-méfitkem (Kyte et Doolittle, 1982).

N-glykosylaCni mista byla identifikovana serverovym programem NetNGlyc 1.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc). Se standardné nastavenou hranicni
hodnotou glykosylacniho potencialu 0,5.

Potencialni mista Ucastnici se tvorby disulfidickych muastkd byla vyhodnocena

programem Dlpro Scratch Protein Predictor (http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/).
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5. Vysledky

V této praci byl sekvencné analyzovan stfedni a maly genomicky segment 20

biologicky rozdilnych kmen( TAHV.

5.1. Stfedni genomicky segment

Stredni segment lze rozdélit na nékolik oblasti. Jednak na regiony kédujici
strukturni, resp. nestrukturni protein a dale pak na krajové nekddujici oblasti.

Celkovy prehled miry variability stfredniho segmentu vSech analyzovanych kmenu
ve srovnani s referencnim kmenem 236 ukazuje obrazek 6.

Z nukleotidového srovnani jednotlivych oblasti byla pozorovédna vysokd mira
konzervace jak 3‘ tak 5 nekddujicich oblasti mezi vSemi analyzovanymi kmeny. V 3 NCR

4334 (vzhledem k sekvenci

vSak byla pozorovana delece jednoho nukleotidu v pozici G
cDNA celého segmentu M) u sedmi kment — 29, 76, 83, 89, 181, 4019 a 4060.

Znacné konzervovana byla také oblast kddujici povrchovy protein Gy s priimérnymi
3,9 nukleotidovymi zaménami na sekvenci, z nichZz 3,6 bylo synonymnich a pouze 0,3
nesynonymnich. Obé transmembranové domény byly také wvysoce konzervované.
Aminokyselinové srovnani odhalilo pouze jednu zédménu 11e?2>Thr**® v cytoplazmatické
doméné kmene 4034. Pomér tranzici a transverzi (si/sv) Cinil 3,2. Podle odvozené
aminokyselinové sekvence byly predikovany celkem 3 potencialni N-glykosylacni mista

v pozicich N30, N57 a v cytoplazmatické doméné N245. U Zadného kmene vsak nebyla

glykosylacni mista postizena aminokyselinovou substituci.
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Query: strain 236
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Obr. 6 Simplot analyza jednotlivych izolatli ve srovnani s referencnim kmenem 236 a vyznacenymi oblastmi stfedniho
genomického segmentu: tecky — transmembranova doména; prouzky — cytoplazmatickd doména; kostic¢ky —
pravdépodobny fuzni peptid a predikovanymi N-glykosylaénimi misty : Cerny &tverecek — N-glykosylace predikovana u
véech kmen(; Cerno-bily ¢tvereéek — N-glykosylace predikovana u viech kmend, ale s malou pravdépodobnosti. Bily
¢tverecek — N-glykosylace predikovand pouze u kmene 1014.
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Oblast kodujici nestrukturni protein NSm vykazovala celkové vysoky stupen
nukleotidové identity s 4,3 nukleotidovymi zaménami v pridméru na sekvenci. Z celkového
poctu vsak 2,6 tvofily substituce synonymni a 1,7 nesynonymni. Pomér tranzici a
transverzi byl 2,3. Predikce hydrofébniho profilu proteinu NSm odhalila znacnou

podobnost s BUNV, vcéetné tfech hydroféobnich a dvou nehydrofobnich domén (Obr. 7).

A A
R
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-
—

hydrophobicity value
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-1k
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=1.5 [ Lower cutoff

o
hydraphabicity
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Obr. 7 Srovnani hydrofébnich profilproteinu NSm refereémiho kmene TAHV 236 a
viru BUNV pomoci serverového programu Toppred.

N-koncové domény (I a IlI) se zdaly byt témér uplné konzervované s jedinou
aminokyselinovou zaménou vdoméné | u kmene 4060 na pozici Val* => 113 (v
porovnani s referenénim kmenem 236). V. doméné Il potom zdména na pozici Met**? >

362 o
lle™ u kmend 4057 Tab. 3 Aminokyselinové rozdily v rdmci tfech domén

a 5060. Naproti proteinu NSy, ve srovnani s kmenem 236
tomu  C-koncové Oblast Pozice* Kmen Zaména
, Doména llI 362 4057, 5060 Met -> Ile
domény vykazovaly -
367 vSechny Ile -> Val
relativné hodné Doména IV 388 4033 Arg -> Ay
. . , 398 4030 Hs -> Asn
aminokyselinovych 426 1014 @n -> Lys
zamén oproti 428 76, 181, 181/57 Qu ->dy
432 94 GQu -> Ala
kmenu 236. Shrnuti 434 4060 Leu -> dn
aminokyselinovych Doména V 457 89,90, 181, 181/57 Vval -> Qy
468 4034 Val ->1le
zamén 3 C 470 181/57 lle -> Leu
koncovych domén ! Pozice udéna ve smyslu celého polyproteinu M.
je zobrazeno
v tabulce ¢.3.
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Nejvétsi variabilita mezi jednotlivymi izolaty byla odhalena v sekvenci kddujici
strukturni protein G¢. Primérné na jednu sekvenci bylo pozorovano 26,6 nukleotidovych
zamén, z nichz 18,3 bylo synonymnich a 8,3 nesynonymnich. Pomér tranzici a transverzi
¢inil 17,7. Oblast povazovana za potencionalni fuzni peptid byla zcela konzervovana u
vSech izolatl. Pouze jedna aminokyselinovd zaména byla pozorovdna u kmene 236 v
cytoplazmatické doméné napozici Thr®> = Ala®™? Celkové 5 potencionalnich N-
glykosylac¢nich mist bylo predikovano v sekvenci kodujici protein Gc. Nicméné pouze 4
byly spole¢né pro vSechny analyzované kmeny, a to v pozicich N490, N743, N907 a N1176.
N-glykosylace v pozici N1176 vsak byla predikovana s malym potencialem. VSechna tato
potencidlni mista vykazovala vysoky stupen konzervace. N-glykosylace v pozici N704 byla
predikovana pouze u kmene 1014.

Predikovanych cysteind, potencidlné tvoficich disulfidické muUstky, bylo nalezeno
celkem 7 v proteinu Gy a 15 v proteinu Gc. VSechny byly zcela konzervované mezi vSemi
analyzovanymi kmeny TAHV.

Tabulka 5, zobrazujici nukleotidové zamény stfedniho segmentu mezi jednotlivymi
izoldty, stejné jako kompletni aminokyselinovy alignment (Obr. 9), je uvedena v pfiloze.

Fylogenetickd analyza zaloZzena na oblastech pro Gy a NSm nepfinesla ocekavané
informace vzhledem k velmi malému mnozZstvi

nukleotidovych zamén. Fylogeneticky strom, zalozeny  Tab. 4 Aminokyselinové
rozdily mezi kmenem 181 a
jeho atenuovanym derivatem
dendrogramem oblasti kddujici protein Gc (Obr. 8).  181/57.

na sekvenci celého M segmentu, pIlné korespondoval s

Zména
Ackoliv Ize ve fylogenetické analyze vysledovat urcité Protein aminokyseliny *
Y v , o v s NSm lle-470—L
vetve pfibuznych kmend, zadna korelace . mdsd
Gc Asn-497—Ser
s jednotlivymi  biologickymi  vlastnostmi  nebyla Asp-636 —Asn
lle-833—Thr
nalezena. Prikladem je nejvétsi pribuznosti vysoce Phe-835—Leu
. . . . Val-1184—Ala
atenuovaného kmene 181/57 s biologicky velmi le-1272—Val
odlisnym kmenem 181. Podobné nebyla odhalena ani Leu-1282—Ser
Val-1295—lle
pfibuznost kmenud se stejnym biologickym zdrojem - Asp-1365 —Val

Nekonzervativni aminokyseliny jsou
zvyraznény tucné. Pozice jsou vyjadreny
spoletné vétve sizoldtem 83 zAe. vexans. Zadnd Ve smyslu celého polyproteinu.
Aminokyselinové zmény povaZzovany za
korelace také nebyla nalezena mezi mistem a rokem  konzervativni: Ala=Val, lle=Leu=Phe=Val.

kmen 94 izolovany z komara Ae. cantans je tazen do
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izolace.
Sekvencni srovnani prirodniho izolatu sjeho atenuovanym derivatem 181/57 odhalilo
celkem 12 nukleotidovych zamén, znichz 10 vedlo k aminokyselinové zméné. Jedna
aminokyselinova zameéna byla pozorovana v Useku koédujici protein NSm, devét potom
vuiseku pro Gc. Nicméné 8 ztéchto zmén bylo konzervativnich (aminokyseliny
s podobnou rozpustnosti, polaritou a hydrofobicitou). Pouze 2 zamény byly
nekonzervativni a zaroven unikatnich pro kmen 181/57 a to v pozici Asp63'6 > Asn®* a
Asp™®® > Val™*®>. prehled aminokyselinovych zamén je uveden v tabulce 4.

Vizolatu zkomdra Ae. cantans byly pozorovany dvé zdmény v pozicich

Gly**? > Ala*** (NSy protein) a 11e*** - Val®* (G¢ protein).

LACV

4060

29

4030

83
—
100099 |__ g4

1
108
65/0.91 L_ 4020

4
4057
90/0.90 L_ 5060

236
- |
63/- 99/0.99 4033

70,89 — 105
1014
10,89
9s/0.99]— 18157
750,93 —I
181
84/0.95 89
66/0.89 l: 90
4034

88/0.88 _E?B
97/1.0 L—4019

Obr.8 Fylogeneticka analyza zaloZzena na kompletni sekvenci
kodujici stfedni segment. Pfesny konsenzus 8 nejvic
parsinomnich stromeckd. Hodnoty jednotlivych uzl(i vyjadfuji
bootstrapovou hodnotu/posterior probability.
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5.2. Maly genomicky segment

Navzdory misty relativné variabilniho stfedniho segmentu, vykazoval segment
S vysokou miru konzervace a to jak v nukleotidové tak aminokyselinové sekvenci. Obé
terminalni nekddujici oblasti vykazovaly podobné jako u segmentu M absolutni
konzervovanost.

V oblasti kddujici protein N bylo zjisténo primérné 1,26 nukleotidovych zamén na
sekvenci, z nichZ vSechny byly synonymni. Pomér tranzici a transverzi ¢inil 0,63.

Analyza témér zcela konzervovaného genu pro protein NSs ukdzala pouze jedinou
nesynonymni nukleotidovou zdménu a to u atenuovaného kmene 181/57 ménici Ser® (ve
vztahu pouze kproteinu NSs) na Tyr’>. Srovnani s proteinem Reaper z Drosophila
melanogaster odhalilo urcité sekvencni podobnosti, nicméné zadna z nich nebyla touto
jedinou mutaci ovlivnéna.

Ani v jednom proteinu nebyla predikovana zadna potencialni glykosylacni mista.

Ziskané sekvence byly uloZeny do databaze GenBank pod pfistupovymi Cisly

GU390669—-GU390688 pro segment S a GQ386823-GQ386841 pro segment M.

26



6. Diskuze

Cilem této prace bylo provést sekvencni analyzu stfredniho a malého genomického
segmentu vybranych prevaziné nizko pasazovanych kmend TAHV, které se podstatné liSily
v jiz dfive vySetfovanych biologickych vlastnostech (charakterem plak( v bunécné kulture,
termosenzitivita a virulence pro laboratorni mys po intracerebrdlni nebo subkutanni
inokulaci) a zaroven poukazat na miru variability TAHV v ptirodé.

Stfedni a maly genomicky segment nebyl vybran nahodou. Jiz z dfivéjSich praci
zaloZzenych na ‘rearrangementu’ (preusporadani) genomickych segmentd jsou mapovany
determinanty virulence predevsim do stfedniho segmentu (Janssen et al., 1986). Zda se
vsak, Ze tento segment nehraje duileZitou roli jen pfi infekci obratlovéiho hostitele, ale i pfi
infekci svého vektora. Beaty et al. (1982) prokazal, Ze schopnost jednoho druhu komara
prenést urcity bunyavirus je velmi omezena a vazana predevsim na ucinnou diseminaci ze
stfeva do ostatnich télnich organt. Prokazal také, Ze klicovou ulohu v této diseminaci
hraje pravé stfedni segment. Ackoliv vtéto praci byly porovnavany zejména kmeny
izolované z Ae. vexans, studie zahrnovala i kmen izolovany z Ae. cantans. Porovnanim
nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci bylo moiné vysledovat jednu zdménu
typickou pouze pro izolat z Ae. cantans (Obr. 9). Tyto aminokyselinové zmény mohou
proto hrat dllezitou roli v ur€ovani vektorové kompetence pro dany arbovirus. V sekvenci
proteinu Gy, ktery je nékterymi autory (Ludwig et al., 1991) povazovan za ligand bunék
komariho stfeva, vSak nenesl zamény Zadné. Pro objasnéni dileZitosti uvedenych zmén by
vSak bylo potfeba analyzovat vétsi soubor izolatl z vice rozdilnych biologickych zdroju.

Jiz dfive bylo pokazano, Ze mutace v glykoproteinu Gc mlzZe vyznamné redukovat
replikaci viru po primarni inokulaci v perifernich tkanich obratlovéiho hostitele, pfedevsim
v pricné pruhované svaloviné a tim muze byt nasledné vyrazné ovlivnén titr viru v krvi. G¢
mutanti tak vykazuji mensi virulenci a neuroinvazivitu po periferni inokulaci do pokusného
zvifete (Gonzalez-Scarano et al., 1985). Nicméné presné determinanty virulence stale
zUstavaji spiSe nezndmé. Srovnanim ziskanych sekvenci naseho souboru izolatl TAHV byl
zjisStén nejvyssi stupen variability ze vSech sledovanych proteinl pravé v sekvenci kddujici
protein G¢. Tato studie biologicky odlisnych pfirodnich kmen( tak podporuje klicovost

proteinu Gc¢ v urcovani biologickych vlastnosti vird ze skupiny Kalifornskych encefalitid,
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predevsim neuroinvazivity. Jak lze vysledovat ztabulky 2, atenuovany kmen 181/57
zahrnuty v této studii, vykazoval zcela odliSné vlastnosti nez kmeny ostatni. Inkubacni
doba byla zna¢né prodlouzend, stejné redukovana byla i letalita nakazenych mysek
(Malkova, 1971b). Ze srovnani sekvenci atenuovaného kmene a ostatnich prirodnich
izolatd byly objeveny dvé aminokyselinové zdmény unikatni pro tento atenuovany kmen,
které byly zaroven nekonzervativni. To mUZe naznacovat, Ze aminokyseliny v pozici 636 a
1365 mohou byt potencidlnimi determinanty neuroinvazivity TAHV. Dalsi, ac¢koliv jina (Asp
- Gly) zdména, potvrzujici dllezZitost aminokyseliny v pozici 1365 byla pozorovana u
kmene 89. Tento pfirodni izolat z komara Ae. vexans vykazoval ve srovnani s ostatnimi
také velmi sniZzenou miru virulence. To miZe podporovat roli této aminokyseliny
v urcovani periferni virulence. Nicméné dalsi z prirodnich izolatli, 4034, majici periferni
virulenci také znacné alterovanou, nevykazoval v téchto oblastech zaménu zadnou.

Pouze jedind zména typickd pro atenuovany kmen 181/57, nalezend v Useku
kédujici nestrukturni protein NSm, byla nalezena v pozici lle*’° > Leu®®. Atkoliv je tato
zména konzervativni, zajimavé je jeji umisténi postihujici signalni sekvenci LIVHA. V této
sekvenci je za koncovym A odstépen protein NSm a G¢ z prekurzorového polyproteinu.
Mala zména této sekvence proto mohla ovlivnit zpracovani kédovaného M polyproteinu a
omezit tak replikacni cyklus kmene 181/57. Nedaleko této sekvence byla nalezena zména
v pozici Val®® > |18 typicka pro periferné méné virulentni kmen 4034.

Ackoliv protein Gy byva nékdy povaZzovan za ligand pro receptory bunék komatriho
stfeva, zcela jisté ma dulezitou roli i v obratlovéich burkach. Bennett et al., (2007)
poukdzal, e aminokyselinovd zména Gy proteinu v pozici Thr'®® > Ala'*® maze velmi
ovlivnit neuroinvazivitu a laboratorni mysi. Nicméné v souboru nami vySetfovanych
kmenl TAHV nebyla 7adna podobna zaména v této Ci blizké aminokyseliné nalezena.
Valentini et al. (2008) poukdzal na moznou ulohu disulfidickych mastkd v utvareni spravné
konformace virovych proteinli a tim ovliviiovani virulence viru Toscana (Bunyaviridae,
Phlebovirus). Mezi vSemi ndmi analyzovanymi kmeny TAHV vsak byly vSechny cysteinové
zbytky, schopné vytvaret difulfidické mustky absolutné konzervované. lJejich pozi¢ni
stabilita znaci spiSe duleZitost pro replikacni cyklus viru, bez mozZnosti jakékoliv zmény.

Atenuovany kmen TAHV vykazoval unikdtni vlastnosti také v nestrukturnim
proteinu NSs kédovaném malym segmentem. Ackoliv Bridgen et al. (2001) povazuje NSs

spiSe za pridavny protein, ktery neni kriticky dllezity pro replikaci viru, mGZe souviset se
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zdvaznosti celkového pribéhu onemocnéni. Po periferni inokulaci vykazoval divoky typ
(wild type, wt) od delecniho mutanta BUNVdelNSs jen malou odliSnost v patogenezi. Po
intracerebrdlnim podani vsak byl jiz rozdil zfetelny. BUNVdeINSs se projevoval mensi
schopnosti mnozit se a Sifit v mozkové tkani. Z toho Ize usuzovat na maly vyznam proteinu
NSs v periferni atenuaci TAHV 181/57. Naproti tomu vSak BUNVdelNSs také nevytvarel
témér zadné nebo jen malé plaky v bunécné kultufe, podobné jako zminovany TAHV
181/57. Zda se tedy, Ze mutace v proteinu NSs v pozici 35 muZe alterovat jeho funkci, tim
ovliviiovat Sifeni mezi burikami a velikost plakd. Nicméné kmen 1014, tvofici v bunééné
kulture také ¢ast malych plakl, neobsahoval aminokyselinovou zaménu zadnou. Ackoliv
NCR oblasti nekdduji Zadny protein, hraji velkou roli pfi replika¢nim cyklu viru. Mutace
predevsim v5‘ NCR muZe podle nékterych praci mit vliv na atenuaci BUNV (Lowen et
Elliott, 2005). V pfipadé naseho souboru kmend TAHV vSak poskytovaly 5 i 3 NCR
vysokou miru konzervace a pravdépodobné tak nehraji roli v determinaci biologickych
vlastnosti analyzovanych izolat(.

Ackoliv jsou uvedené zamény vhodnymi kandidaty pro determinanty urcujici
fenotyp, potvrzeni nebo vyvraceni jejich dulezitosti by vyZadovalo hlubsi studium
metodou cilené mutageneze.

Jiz dfivéjsi studie termosenzitivniho mutanta (ts) viru Maguari (MAGV;
Orhobunyavirus, Bunyaviridae) ajeho wt (Pollit et al., 2006) odhalila potencialni
determinanty termosenzitivity v mistech 492 (494 u TAHV), 534 (536 u TAHV) a 681 (684
u TAHV) vzhledem k celému kédovanému M polyproteinu. VSechna tato potencidlni mista
lezi v N-koncové oblasti glykoproteinu G¢. Ackoliv stejnd oblast proteinu G¢c u nami
analyzovanych kmend TAHV byla rovnéz nejvice variabilni (Obr. 6), uvedené determinanty
ts fenotypu byly pIné konzervované. Podobné tomu bylo pfi porovnani 2 ts kmend TAHV
(181/57 a 4034; Tab. ¢ 2), které neodhalilo vcelém M polyproteinu Zadné
aminokyselinové zamény typické pouze pro tyto 2 kmeny. Ts fenotyp tedy muize byt
ovlivnén bud' nékolika na sobé neptilis zavislych mutaci, nebo jsou jeho determinanty
lokalizovany na segmentu jiném. ProtoZe vSak segment S byl mezi kmeny TAHV vysoce
konzervovany, nelze vyloucit moznou ulohu segmentu L v determinaci ts fenotypu.

N-glykosylace jsou obecné dulezité pro skladani proteinu do spravné terciarni
struktury, jeho spravnou biologickou funkci ¢i pro jeho intraceluldrni smérovani. U vSech

nami analyzovanych kmend TAHV bylo predikovdno celkem 7 potencionalnich N-
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glykosylacnich mist v oblastech kddujici proteiny Gy a Gc. Témér vsechna mista se plné
shodovala s predikcemi jinych autord (Campbell et Huang, 1999). Jak bylo zjisténo, N-
glykosyla¢ni mista proteinu Gy jsou téméfr Uplné konzervovana mezi zdastupci virQ
Kalifornské encefalitidy. DalSi srovnani s ostatnimi zastupci rodu Orthobunyavirus odhalilo
mezi jeho zastupci absolutné konzervovana glykosyla¢ni mista v pozici N57 (Gy) a N1176
(protein G¢) ve smyslu k aminokyselinové sekvenci polyproteinu TAHV (Shi et al., 2005).
Tato pfisnd pozicni stabilita naznacuje jejich klicovou Uulohu v Zivotnim cyklu
orthobunyavirl. Dulezita uloha v replikacnim cyklu zejména pro glykosylaci Gy byla
prokdzana u BUNV. Glykan N57 se u BUNV nachdzi nejblize N-konci proteinu Gy a je
kriticky dlleZity pro spravné sbalovani stejné jako pro navigaci heterodimeru do Golgiho
aparatu. U TAHV, podobné jako u ostatnich zastupcl virt Kalifornské encefalitidy je vSak
jedno potencidlni glykosylaéni misto umisténo jesté blize k N-konci. Jeho vyuzZiti stejné
jako role je vsak stale nezndma. Prisna konzervovanost mezi nasimi izolaty vsak znaci jeho
funkcni duleZitost. Glykosylace proteinu Gy je také klicova u viru Krymsko-konZské
hemoragické horecky (Bunyaviridae, Nairovirus) pro skladani do spravné konformace
stejné jako pro nitrobunécny transport (Erickson et al., 2007). V sekvenci proteinu G¢ byla
celkové zjisténa pouze mirna variabilita u analyzovanych kmend TAHV. Pouze u kmene
1014 bylo objeveno jedno dalsi glykosylacni misto. Zajimavé je, Ze se tento kmen
vyznacuje jednak tvorbou malych plakd vbunécné kultufe, ale také castecnou
termosenzitivitou a sniZzenou virulenci oproti jinym pfirodnim izolatim. Jak bylo dfive
prokazano, glykosylace proteinu G¢ sice neni kriticky daleZita pro replikaéni cyklus viru,
ale prispiva k ucinnéjsi infekci hostitelské buriky. ProtoZze toto potencidlni glykosylacni
misto nebylo nalezeno u zadného jiného kmene TAHV, jeho objeveni se nahodnou mohlo
negativné ovlivnit funkci proteinu G¢ a tim spolu s dalSimi faktory pozménit fenotyp
kmene 1014. Jak bylo jiz zminéno, fada pokust s BUNV prokazala jednak vyuZivani
potencialnich mist pro navazani glykanu a jednak znacnou dllezZitost pro virovy replika¢ni
cyklus (Shi et al., 2005). DuleZitost glykosylaci virovych proteint vsak byla prokazana i u
zastupcl jinych celedi, napt. Flaviviridae (Muylaert et al., 1996). Ackoliv viry Kalifornské
skupiny vykazuji vice predikovanych N-glykosylaénich mist nez zmifnovany BUNV, hlubsi
studie zabyvajici se jejich skute¢nym vyuZitim, stejné jako jejich Uloha u této skupiny vird

bohuzZel chybi.
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Fylogenetickd analyza segmentu S vybranych zastupcl vird Kalifornské encefalitidy
(Vapalahti et al., 1996) odhalila jeho celkové vysokou konzervovanost. Fylogeneticky
nejblizsi si byly viry cirkulujici na zcela odlisSnych kontinentech — Inkoo virus (cirkulujici
v severni Evropé) byl nejblize severoamerickému viru JCV, TAHV byl nejblize africkému
viru Lumbo (dnes vsak jiz povazovanému za kmen TAHV; Hubdlek, 2008). Navzdory
obrovskym geografickym vzdalenostem si vSichni zastupci zachovali nizkou variabilitu
S segmentu. Autofi velkou podobnost pfipisovali velmi podobnému replikacnimu cyklu
v pfirodé, zahrnujicimu jak stejny druh vektora tak pfirozeného hostitele. Nicméné,
sekvencni analyza 27 kmen( viru Oropouche (Bunyaviridae, Orthobunyavirus, skupina
Oropouche) odhalila relativné vysokou variabilitu genu kdédujici N protein (Saeed et al.,
2000). Nase vysledky vsak potvrzuji velkou konzervovanost segmentu S skupiny
Kalifornskych vir(i, naznacujici zna¢nou dulezitost proteind N a NSs pro virovy replikaéni
cyklus a umoznujici pouze minimalni zmény v aminokyselinové sekvenci S kédovanych
proteind. Nicméné fylogenetickd analyza nami analyzovanych kmenl poukdzala na
podobnou situaci i u segmentu M. Ackoliv byly nékteré kmeny klastrovany do spole¢nych
vétvi, témér Zzadna fylogenetickd shoda nebyla nalezena mezi izolaty zkomar(
odchycenych ve stejném roce a na stejném misté. Konzervovanost tohoto segmentu vsak
neni tak striktni jak je tomu u S segmentu. Zda se tedy, Ze TAHV cirkuluje v pfirodé ve
velice heterogenni populaci zahrnujici kmeny s velice odliSnymi biologickymi vlastnostmi.
Mutace odhalené mezi analyzovanymi ptirodnimi izolaty mohly vzniknou nahodnymi
zadménami diky malé presnosti a absenci 'proofreadingové’ (korekturni) aktivity RdRp.
Tento vznik mutaci je u RNA vir(l velmi béZny a umoznuje jim velice rychlou a efektivni
schopnost prizplsobit se jakymkoliv zméndm (Domingo et Holland, 1997). V pfirodé tedy
RNA viry cirkuluji spiSe ve formé tzv. quasispecies (kvasi-druhi), tj. populace rdzné
odlisnych variant stejného viru. U arbovir(l je tento zpUsob zvlasté efektivni pravé kvili
stfidani vektora a hostitele. V daném organismu rychle prevladne vidy varianta, které
dané prostiedi nejlépe vyhovuje. Srovnavaci studie kmene LACV ziskaného v roce 1960
z mozku nakazenych a zemfelych pacientl sjeho derivatem, ziskanym in vitro
pasazovanim, odhalila ¢tyfi nukleotidové zamény, znichz tii vedly ke zméné
aminokyseliny. Podobny vysledek byl pozorovdn pfi srovndni kmene izolovaném
z mozkové tkané détskych pacientl v roce 1978 s jeho pasazovanym derivatem. Nicméné

srovnani obou wt z roku 1960 a 1978 odhalilo podstatné méné nesynonymnich zamén.
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Studie také poukazala, Ze kratkym laboratornim pasazovanim lze docilit daleko vétsich
genetickych zmén, neZz se tomu déje v prirodé. Divodl muzZe byt podle autorli nékolik.
Jednak dosdhnuti maxima virového ‘fitness’ (soubor parametrd popisujici schopnost
organismu prizplsobit se danému prostredi) v prirozeném savéim i hmyzim hostiteli,
vyselektovani jednotlivych mutant z ‘quasispecies’, schopnych ucéinné se mnozit a
zpUsobovat virémii u ¢lovéka, ¢i cirkulace neurovirulentnich kmena v prirodé nezavisle na
kmenech méné neurovirulentnich. (Huang et al., 1997; Domingo et Holland, 1997; Borucki
et al., 2002;). Velka stabilita LACV v pfirodé byla prokazana i studii Bennetta et al. (2007).
Nase vysledky mohou naznacovat, Ze ackoliv TAHV v pfirodé zfejmé cirkuluje
v fenotypové velmi heterogenni populaci, genotypové je relativné velmi stabilni. Jak je
vidét vtab. 5 vpfiloze, je mezi jednotlivymi pfirodnimi kmeny izolovanymi v rliznych
letech pramérné velice malo aminokyselinovych zdmén. Vibec nejvice zamén je
pozorovano mezi kmeny 181/57 a 236, potazmo mezi kmenem 181/57 a ostatnimi
pfirodnimi izolaty. Vysledky také naznacuji, Zze i velmi malé zmény v primarni strukture
proteinl tak mohou mit veliky vyznam pro fenotypovy projev izolatu. Toto bylo
prokazano i u viru horecky udoli Rift (RVFV; Bunyaviridae, Phlebovirus), tvoficiho v pfirodé
také velmi geneticky homogenni populaci (Bird et al., 2007). Podle autor( studie (Morrill
et al., 2010) je vSak kmen ZH501, izolovany z lidského pacienta, tvofen dvémi virovymi
subpopulacemi, které se lisi v proteinu Gy jedinou aminokyselinovou zdménou alterujici
virulenci pro laboratorni mys. Jedna virova subpopulace je pro laboratorni mys zcela
atenuovang, zatimco druha je vysoce virulentni. Po inokulaci kmene ZH501 do mysi pak
rychle prevladne varianta virulentnéjSi. Zodpovézeni otdzky, zda nas soubor TAHV
predstavuje kmeny cirkulujici v pfirodé na sobé nezavisle, ¢i se jedna pouze o rGzné

varianty z ‘quasispecies’, by vyZadovalo dalsi studii.
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7. Zaveér

Byla provedena sekvencni a bioinformaticka analyza M a S segmentu pfirodnich
izolatl TAHV, laboratorné udrZovaného kmene 236 a intracerebrdlné pasazovaného,
atenuovaného kmene 181/57. Ze studie vypliva celkové vysoka geneticka stabilita TAHV
v Case. Bylo identifikovano nékolik moznych aminokyselinovych zamén zodpovédnych za
atenuovany Ci termosenzitivni fenotyp. Dany fenotyp je pravdépodobné ovlivnén pouze
malymi zménami genomu ¢i jejich rldznou kombinaci. Prace tak upozorfiuje na urcité
oblasti genomu, vhodné pro dalsi studii pomoci cilenych mutagenezi. Ziskané sekvence
byly uloZeny do databdze GenBank. Cast vysledk( byla publikovdna vimpaktovaném
Casopise Virus Research (IF 2008: 2,429): Kilian, P., Rlzek, D., Danielova, V., Hypsa, V.,
Grubhoffer, L. 2010. Nucleotide variability of Tahyna virus (Bunyaviridae,
Orthobunyavirus) small (S) and medium (M) genomic segments in field strains differing in

biological properties. Virus Res. 149:119-23
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9. Priloha

Tab. 5 Pocty nukleotidovych a aminokyselinovych zamén mezi jednotlivymi kmeny

236|181/57| 29| 76| 83| 89| 90| 94| 105| 106| 114| 181| 1014| 4019| 4020| 4030| 4033 | 4034 | 4057| 4060 5060
236 40 34 40 36 34 35 39 22 36 35 28 34 37 38 39 18 41 44 64 52
181/57| 21 3 40 36 25 27 35 22 3 17 12 30 37 38 39 32 41 42 64 50
29| 10 19 32 28 30 31 31 18 30 31 24 30 29 30 31 28 35 36 56 44
76| 10 17 8 32 3 37 35 24 35 37 28 36 7 34 35 34 23 40 60 48
83 9 16 7 7 30 31 7 16 30 31 24 30 29 28 31 30 35 38 54 46
89| 14 16 12 12 9 19 35 16 30 21 14 24 33 32 35 28 35 40 60 42
9| 14 17 12 12 9 8 3 17 31 22 15 25 34 33 3 29 36 39 61 45
94| 12 15 10 10 7 14 14 19 35 36 29 35 32 33 32 33 38 37 57 49
105 6 15 4 4 3 8 8 6 20 17 10 16 21 22 23 16 25 28 48 34
106 9 16 7 7 4 9 9 9 3 31 24 30 32 18 35 30 39 40 60 48
14| 16 13 14 14 11 12 12 16 10 11 9 25 32 33 36 29 36 41 59 45
181 11 10 9 7 6 7 7 1 5 6 7 18 25 26 29 22 29 34 54 38
1014| 15 20 13 13 10 13 13 15 9 10 15 10 33 32 35 28 35 40 60 46
4019| 11 18 9 3 8 13 13 11 5 8 13 8 14 31 32 31 22 37 57 45
4020 9 16 7 7 4 9 9 9 3 4 11 6 10 8 33 32 37 40 56 48
4030| 11 18 9 9 8 13 13 9 5 8 15 10 14 10 8 33 38 39 59 49
4033 8 15 6 6 5 10 10 8 2 5 12 7 1 7 5 7 35 38 58 44
4034| 14 20 12 10 11 14 14 14 8 11 16 11 15 11 11 13 10 41 63 49
4057| 13 18 11 11 10 15 15 9 7 10 17 12 16 12 10 10 9 15 66 30
4060| 10 17 8 8 7 12 12 10 4 7 12 9 13 9 7 9 6 12 11 74
5060 | 12 21 10 10 9 14 14 12 6 9 16 11 15 11 9 1 8 14 7 10

Pravy horni roh — nukleotidové zdmény. Levy dolni roh — aminokyselinové zamény.
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Obr. 9 Alignment aminokyselinovych sekvenci M polyproteinu s vyznacenymi znamymi
oblastmi (str. 44-57).
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Section 15
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(fA1} CGEPSOPSIYREPDEOQVFOSHADDTHFCLEDTHCLENYETVGEEIIDAIEESECW
= O = B E = K = K =1 oy A K L8 b L

1) CGEPSOPSIYREPDSOVFOSHADDTHFCLEDTHCLENYEAVGEEIIDAIEERSECW
(FfA) CEEPSOPSIYREPDSOVFOSNADOTHFCLESDTHCLENYETVGEEIIDAIEESECW
= £ o = B E =} K =} K =1 iy ) E 4 Ln o L

1) CGEPSOPSIYREPDSOVFOSHADDTHFCLESDTHCLENYETVGEEIIDAIEESECW
(fA1) CGEPSOPSIYREPDEOVFOSHADDTHFCLEDTHCLENYETVGEEIIDAIERSECW
(fA1) CEEPSQPSIYREPDSOVFOSNADDTHFCLESDTHCLENYETVGEEIIDAIEESECW
(fA1}) CGEPSQPSIYREPDEOQVFOSHADOTHFCLEDTHCLENYETVGEEIIDAIEESECW
(fA1) CGEPSQPSIYREPDEOVFOSHADODTHFCLEDTHCLENYETVGEEIIDAIERSECW
(fA1) CEGEPSQPSIYREPDSOVFOSNADDTHFCLESDTHCLENYETVGEEIIDATIEESECW
(fA1}) CGEPSQPSIYREPDEOQVFOSHADOTHFCLEDTHCLENYETVGEEIIDAIEESECW
(fA1) CGEPSQPSIYREPDEOQVFOSHADOTHFCLEDTHCLENFETVGEEIIDAIERSECW
(fA1}) CGEPSOPSIYREPDEQVFOSHADDTHFCLEDTHC LENYEAVGEEIIDAIEESECW
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(fA1) CEEPSQPSIYREPDSOVFOSNADDTHFCLESDTHCLENYETVGEEIIDAIEESECW
(fA1}) CGEPSQPSIYREPDEOQVFOSHADOTHFCLEDTHCLENYETVGEEIIDAIEESECW
(fA1) CGEPSQPSIYREPDEOVFOSHADDTHFCLEDTHCLENYETVGEEIIDAIERSECW
(Ff71) CCEPSQPSIYREPDSOVFOSNADDTHFCLEDTHCLENYETVGEEIIDAIEESECH

Section 16
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(826) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVITHRWEFIILCDNDEFYYSELOQEDYDE
(B26) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVT TNRWP I ILCDNDEFYYSELQEDYDE
(B26) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVTITNRWEFIILCDNDEFYYSELQEDYDE
(826) ETEFTEY IQFEQSDCVRSCRMEDSCECTVTITHRWPIILCDNDEFYYSELQEDYDE
(B26) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVITNRWEF IILCDNNEFYYSELQEDYDE
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(826) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVITHRWFIILCDNDEFYY
(826) ETEFTEY TOLEQSDEVRSCRMEDSCECTVITHRWPIILCDNDEFYY
(826) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVTITNRWFIILCDNDEFYY
(826) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVITHRWEFIILCDNDEFYY
(B26) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVTITNRWFIILCDNDEFYY
(826) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVTITNRWFIILCDNDEFYY
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(B26) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVITHEWF IILCDNDEFYYSELOQEDYDE
(826) ETEFTEY TOFEQSDEVRSCRMEDSCECTV T THRWP I ILCDNDEFYYSELQEDYDE
(826) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVITHNEWF IILCDNDEFYYSELQEDYDE
(B26) ETEFTEY IQFEQSDGVRSCRMEDSGECTVT THRWPIILCDNDEFYYSELQEDYDE
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Section 17

(B81) BE1 890 900 910 920 935
236 (BR1) DODIGHFCLSPRCNTIRHP INREHI SNC TWOVSHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT

29 (BB1) DODIGHFCLSPRCHNTIRHPINREHI SHNC TWOVSHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT

76 (BB1) DODIGHFCLSPRCHNTIRHPINREHI SHNC TWOVSHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAI

83 (BB1) DODIGHFCLSPRCNTIRHPFINREHISHCTWOVSHNNIDEIEVHELEDLEQYEEATL

89 (BB1) DODICGHEFCLSPRCHNTIRHEINREHI SHC TWOVNHNNIDEIEVHELEDLEQYEERT

90 (BB1) DODICGHEFCLSPRCHNTIRHEINREHI SHC TWOVNHNNIDEIEVHELEDLEQYEERT

94 (681) DODICHFCLESPRCHNTIRHPINREHI SHC TWOVEHNNIDEIEVHELEDLEQYEERT

105 (8R1) DODIGHFCLSPRCNTIRHP INREHI SNC TWOVSHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT

106 (8R1) DODIGHFCLSPRCNTIRHP INREHI SNC TWOVSHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT

181 (B81) DODIGHFCLSPRCHNTIRHPINREHI SNC TWOVNHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT
181/57 (881) DODIGHFCLS PRCHNTIRHP INREHI SHNC TWOVNHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT
1014 (B81) GODIGHFCLSPRCHNTIRHPINREHI SHNC TWOVNHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAI

4019 (881) DODIGHFCLE PRCNTIRHPINREHI SHC TWOVEHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT
4020 (881) DODIGHFCLS PRCHNTIRHEPINREHI SHC TWOVSHNNIDEIEVHELEDLEQYERAT
4030 (881) DODIGHFCLS PRCHNTIRHPINREHI SHC TWOVSHNNIDEIEVHELEDLEQYERAT
4033 (881) DODIGHFCLSPRCHNTIRHPINREHI SNC TWOVSHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT
4034 (881) DODIGHFCLSPRCNTIRHPINREHI SNC TWOVNHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT
4057 (B81) DODIGHFCLS PRCNTIRHPINRENISHC TWOVEHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT
4060 (881) DODIGHFCLS PRCHNTIRHPINREHISHC TWOVSHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT
506D (881) DODIGHFCLS PRCHNTIRHPINREHISHC TWOVSHSNIDEIEVHELEDLEQYEEAT
Consensus (BB1) DODIGHFCLSPRCHNTIRHPINREHISKHCTWOVSHNNIDEIEVHELEDLEQYEEAT
Section 18
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(936) 336 950 960 970 BBU

236 (936) TQELQTSLTLFEYSETENLPHIEPMYEYITIECTETAEGI
249 (936) TQELQTSLTLFEYSETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGI
76 (936) TQELOTSLTLFEYSETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGT
B3 (936) TOELOTSLTLFEYSETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGT
89 (936) TOELQTSLTLFEYSETENLPHIEPMYEYITIECTETAEGT
90 (996) TOELOTSLTLFEY SETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGT
94 (996) TOELOTSLTLFEY SETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGT
105 (936} TOELQTSLTLFEYSETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGI
106 (936} TQELQTSLTLFEYSETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGI
181 (936} TQELQTSLTLFEYSETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGI
181/57 (936) TQELOTSLTLFEYSETENLFHIEPMYEYITIEGTETAEGT
1014 [936) TOELOTSLTLFEYSETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGT
4019 (986} TOELQTSLTLFEYSETENLFHIEPMYEYITIEGTETAEGT
4020 (936) TOELOTSLTLFEY SETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGI
4030 (936) TOELOTSLTLFEY SETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGI
4033 (936) TOELQTSLTLFEYSETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGI
4034 (936) TOELQTSLTLFEYSETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGI
4057 (936) TQELQTSLTLFEY SETENLPHIEPMYEYITIEGTETAEGI
4060 (936) TOELOTSLTLFEYSETENLFHIEPMYEYITIEGTETAEGT
5060 (9896} TOELQOTSLTLFEYSETENLFHIEPEYEYITIEGTETAEGIE
Consensus (936) TORLOTSLTLFEY SETERLPHIEPMYEYIT IEGTETAEGIEE
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Section 19
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236
29
76
83
B9
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181457
1014
4019
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4033

(991) SIGFEITSESGRHLLDVIGYVESASY SAVY TELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
(91) SIGFEITSESGEHLLDVIGYVESASY SAVY TELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
(91) SIGFEITSESGEHLLDVISYVESASYSAVY TELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
991} S IGFEITSESCEHLLDVIGYVESASYSAVYTELYTTGETIGVNTEHDELCTGECE
(@91) SIGFEITEESGEHLLDVIGYVESASY SAVY TELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
(@91) SIGFEITEESGEHLLDVIGYVESASY SAVY TELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
991} S IGFEITSESCEHLLDVIGYVESASYSAVYTELYTTGETIGVNTEHDELCTGECE
(981 SIGFEITSESGEHLLDVIGYVESASYSAVYTELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
(991) SIGFEITSESGEHLLDVIGYVESASYSAVYTELYT
991 SIGFEITSESCEHLLDVIGYVESASYSAVYTELYTTGETIGVNTEHDELCTGECE
(991) SIGFEITSESGRHLLDVIGYVESASY SAVY TELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
(991) EIGCFEITEESCGRELLDVIGYVESASY SAVY TELYTTGPTIGVNTEHDELCTEPCP
(991) SIGFEITSESGREHLLDVISYVESASY SAVYTELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
(991) SIGFEITSESGRHLLDVIGYVESASY SAVYTELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
(991) SIGFEITSESGRHLLDVIGYVESASY SAVYTELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
(@91) SIGFEITEESGEHLLDVIGYVESASY SAVY TELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
(@91) SIGFEITEESGEHLLDVIGYVESASY SAVY TELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
991} S IGFEITSESCRHLLDVIGYVESASYSAVYTELYTTGETIGVNTEHDELCTGECE
(91 SIGFEITSESGEHLLDVIGYVESASYSAVYTELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
(99 SIGFEITSESGEHLLDVIGYVESASYSAVYTELYTTGPTIGVNTEHDELCTGPCP
991) S IGFEITSESCEHLLDVIGYVESASYSAVYTELYTTCGETICVNTEHDELCTGECE

GEPTIDVNTEHDELCTGECE

Section 20

{1046) 1045 1060

1070 1080 1090 1100

236(1046) VHVPHETGWLTFARERTSE
29(1046) VHMPHETGWLTFARERTSE
76(1046) VHVPHGTCWITFAEERT 52
83(1046) VNVPHGTCWLTFAEERT 52
83(1046) YNVPHSTGWLTFAEERTSE
90(1046) VHVPHETEWLTFAEERT 52
94{1046) VEVPHETEWLTFAEERT 52

105{1046) vHVPHGTGWLTFAEERT 55

106(1046) VEVEPHETGWLTFARERTSE

181(1046) VEVEHETCWLTFAEERTSE

181/57(1046) vHVPHGTCWL TFAEERTSE
1014{1046) VHVPHGTGWLTFARERTSE
4019(1046) VHVPHGTGWITFARERTSE
4020(1046) VHVPHGTGWLTFAEERTSE
4030(1046) VHVPHGTGWLTFAEERTSE
4033(1046) VHVPHGTGWLTFAREERTSE
4034(1046) VHVPHGTGWLTFAEERTSE
A057(1046) VHVPHGTGWLTFAEERTSE
4060{1046) vHVPHGTGWL TFARERT 52
GD6D(1046) VHVEHGTCWLTFARERTS?

Consensus(1046) VEVEHETEWLTFARERTS
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Section 21

{(1101) 1101 1110 1120 1130 1140 1155
236(1101) ETTDVELCLTFADETYCTHNLNAITPIITDOFEVOFETVEAYSLEPRITAVENEHEIM
291101} BTTDVELCLTFADETYC TNLNAITPIITDOQFEVOQFETVEAYSLPRIIAVENHEIM
Je(1MON) ETTDVELCLTFADETYCTNLNAITPIITDOFEVOFETVEAYSLPRITIAVENHEIM
B3(111) BETTDVELCLTFADETYCTHNLNAITEFIITDOFEVOFETVEAYSLPRITAVENHEIM
B3(11D1) ETTDVELCLTFADETYCTNLNAW TP IITDOFEVOFETVEAYSLPRITAVRNHEHEIM
90110} ETTDVELCLTFADETYC TNLNAWTPIITDOFEVOFETVEAYSLPRITIAVENHEIM
941101} ETTDVELCLTFADETYCTHNLNAITEFIITDOFEVOFETVEAYSLPRITAVENHEIM
105(1101) ETTDVELCLTFADETYCTNLNATTPIITDOFEVOQFETVEAYSLPRITAVRNHEIM
106(1101) ETTDVELCLTFADETYCTHNLNAITPIITDOFEVOFETVEAYSLEPRITAVENEHEIM
181(1101)} ETTDVELCLTFADETYC THLNAITPIITDOFEVOFETVEAYSLEFRITAVENHEIM

18157(1101) ETTDVELCLTFADETYCTNLNATTPIITDOFEVOQFETVEAYSLPRITAVRNHEIM
10141101} ETTDVELCLTFADETYCTHLNAITEPIITDOFEVOFETVEAYSLPRITAVENHEEIM
40181101 ETTDVELCLTFADETYCTNLNAITPIITDOQFEVQFETVEAYSLEPRIIAVENHEIM
A020{1101) ETTDVELCLTFADETYCTNLNAT TP I ITDOFEVOFETVEAYSLPRITAVRNHEIM
40301101 ETTDVELCLTFADETYCTHNLNAITPIITDOFEVOFETVEAYSLEPRITAVENHEHEIN
40331101 ETTDVELCLTFADETYCTNLNAITPIITDOQFEVQFETVEAYSLEPRIIAVENHEIM
40341101 ETTDVELCLTFADETYCTNLNAT TP I ITDOFEVOFETVEAYSLPRITAVRNHEIM
4067{(1101) ETTDVELCLTFADETYCTHNLNAITEFIITDOFEVOFETVEAYSLPRITAVENHEIM
406001101y ETTDVELCLTFADETYCTNLNAITPIITDOQFEVQFETVEAYSLEFRIIAVENHEIM
S060(1101) ETTDVELCLTFADETYCTHNLNAITPIITDOFEVOFETVEAYSLEPRITAVENEHEIM

Consensus{1101) ETTDVELCLTFADETYC THNLNAITEPIITDOFEVOFETVEAYSLPRIIAVENHEIN
Section 22

(1156} 1156 1170 1180 1190 1200 1210
236(1156) VEQINDIGVY SEGCGNVOEVNN TN YGHGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ
25{1156) VEQINDIGVY SEGCCNVQEVNN TNY GNGVPEFDYLCHLASREEEVIVRECFDNDYQ
76(1156) VEQINDICGVY SEGCCNVQEVNN THY GNGVEEFDYLCHLASREEEVIVRECFDNDYQ
B3(1156) VEQINDIGVY SEGCCNVQEVNN TNY GNGVEPEFDYLCHLASREEEVIVRECFDNDYQ
BO(11566) vGQINDIGVY SEGCGNVOEVNN TN Y GNGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ
90{1156) VEQINDIGVY SEGCENVQEVNN THY GNGVEPEFDYLCHLASREEEVIVREECFDNDYQ
94{1156) VEQINDIGVY SEGCCNVQEVNN TNY GNGVEPEFDYLCHLASREEEVIVRECFDNDYQ
106(1156) vGQINDIGVY SEGCGNVOEVNN TN Y GHGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ
106{1156) VEQINDIGVY SEGCENVQEVNN TN Y GHGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ
181{1156) VEQINDIGVY SEGCENVQEVNN TN Y GHGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ

181/57(1156) vGQINDIGVY SEGCGNVOEVNN TNY GHGAPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ
1014{1156) VEQINDIGVY SEGCENVOEVNN TN Y GHGVPEFDYLCHLASREEVIVRECIDNDYQ
40191156} VEQINDIGVY SEGCCENVQEVNN TN Y GHGVPEFDY¥LCHLASREEVIVRECFDNDYQ
4020{1156) VEQINDIGVY SEGCENVOEVNN TNY GNGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ
4030({1156) VEQINDIGVY SEGCENVOEVNN TN Y GHGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ
4033(1156) VEQINDIGVY SEGCENVOEVNN TN Y GHGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ
4034({11568) VEQINDIGVY SEGCCNVOEVNN TN Y GHGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ
4057(1156) VEQINDIGVY SEGCENVQEVNN TN Y GHGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ
4060{1156) v INDIGVY SEGCGNVOEVNN TNYGNGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ
BOGROD(1156) VEQINDIGVY SEGCCENVOEVNN TN Y GHGVPEFDYLCHLASREEVIVRECFDNDYQ

Consensus(1156) VEQINDIGVY SEGCCNVOEVNN TN Y GNGVEPEFDYLCHLASREEVIVRECFDRDYQ
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Section 23

M211) 1211

236(1211) ACEFLQTPASYRLEEEG

181/467(1211) ACEFLOTPASYRLEEEG
1014(1211) ACEFLQTPASYRLEEEG
4091211} ACEFLQTPASYRLEEEG
4020(1211) ACEFLOTPASYRLEEEG
4030(1211) ACEFLOTPASYRLEEEG
4033(1211) ACEFLQTPASYRLEEEG
40341211 ACEFLQIPASYRLEEEG
40657(1211) ACEFLOQTPRASYRLEEEG
4060(1211) ACEFLQTFPASYRLEEEG

1220 1230 1240 1250 1265
SEVIVIDYREILGTIEMEAILGCGDVEYETFADNVDLTV
29(121) ACEFLOTPASYRLEEEGGSVTVIDYEEILGTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTV
76(121) ACEFLOTPASYRLEEEGGSVTVIDYEEILGTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTV
83(1211) ACEFLOTPASYRLEEEGGEVIVIDYEEILGTIEMEAILCDVEYETFADNVDLTV
BO(121) aCEFLOTPASYRLEEREGEEVTVIDYEEILGTIEMEAILCDVEYETFADNADLTV
90(1211) ACEFLOTPASYRLEEEGGSVTVIDYREEILGTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTV
241211} ACEFLOTPASYRLEEREGGESVTVIDYEEILGTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTV
108(1211) ACEFLQTPASYRLEEEGGSVIVIDYEREILGTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTV
106(1211) ACEFLQTPASYRLEEEGGEESVITVIDYEEILGTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTV
1811211} ACEFLOTPASYRLEEEGESVITVIDYEEILGTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTV
SVTVIDYEEILGTIEMEATLGDVEYETFADNVDLTV
SVITVIDYEEILGTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTV
SVTVIDYEEILGTIEMEATILGDVEYETFADNVDLTV
SVTVIDYEEILGTIEMEATLGDVEYETFADNVDLTV
SVTVIDYEEILGTIEMEATLGDVEYETFADNVDLTV
EVTVIDYEEILGTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTV
EVTVIDYEEILGTIEMEATLGDVEYETFADNVDLTV
SVTVIDYEEILGTIEMEATILGDVEYETFADNVDLTV
SVITVIDYEEILGTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTV
SVIVIDYEEILGTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTV

5060(1211) ACEFLQTPASYRLEEEG

Consensus(1211) ACEFLOTPASYRLEEEGC SV TVIDYEEILCTIEMEAILGDVEYETFADNVDLTVE

Section 24

(1266) 1266 1280

1290

1300 1310 1320

236(1266) GVCTGCINCFENIHCELTIHSTVEASCPVVSSCTVFHDRILITFHNEHEYAIEVIC
29(1266) GVCTGC INCFENIHCELTIHSTVEASCEFVVSSCTVFHDRILITPNEHEYAIEVIC
76(1266) GVCTGCINCFENIHCELTIHSTVEASCPVVSSCTVFHDRILITPNEHEYAIEVIC
B3(1266) GVCTGCINCFENIHCELTIHSTVEASCPVVSSCTVFHDRILITPNEHEYAIEVIC
89(1266) GVCTGCINCFENIHCELTIHSTVEASCPVVSSCTVFHDRILITPNEHEYAIEVIC
90(1266) GVCTGCINCFENIHCELTIHSTVEASCEFVVSSCTAFHDRILITPNEHEYAIEVIC
94(1266) GVCTGCMNCFENIHCESTIHSTVEASCPVISSCTVFHDRILITPNEHEEYAIEVIC

105(1266)

b W

GVCTGCINCFENIHCELTIHSTVEASCEVVSESSCTVFHDRILITPNEHEYAIEVIC

106(1266) GVCTGCINCFENIHCELTIHSTVEASCPVVSSCTVFHDRILITPHEHEYAIEVIC
181(1266) GVC TGCINCFENIHCELTIHSTVEASCPVVSSCTVFHDRILITPHEHEYAIEVIC
181/57(1266) cVC TGCWNCFENIHCES TIHS TVEASCEVESSCTVFHDRILITPNEEEYAIEVIC
1014{1266) GV CTCC INCFENIHCELTIHETVEASCEPVVESCTVFHDRILITPRNEEEYATIEVIC
4019(1266) GVCTGCINCFENIHCELTIHSTVEASCEPVVSSCTVFHDRILITPHEEEYATIEVIC
4020(1266) GVCTGCINCFENIHCELTIHSTVEASCEPVVSSCTVFHDRILITPNEHEYAIEVIC

403001 266)

GVCTGCMNCFENIHCELTIHSTVEASCEVVSSCTVFHDRILITPNEHEYAIEVIC

4033{1266) GVCTGC INCFENIHCELTIHS TVEASCEVVSSCTVFHDRILITPNEEEYRAIEVIC
4034(1266) GVCTGC INCPENIHCELTIHS TVEASCEVVSSCTVFHDRILITPNEEEYATIEVIC
4057(1266) GVCTGCMNCFENIHNCESTINSTVEASCPVVESCTVFHDRILITPNEHEYAIEVIC
4060(1266) G VCTGC INCFENIHCELTIHS TVEASCEPVVSSCTVFHDRILITPNEEEYAIEVIC
B060{1266) GVCTGC INCFENIHCELTIHSTVEASCEVVSSCTVFHDRILITEFNEEEYAIEVIC
Consensus(1266) GVCTGCINCFENIHCELTIHSTVEASCPYVVESCTVFHDRILITPNEREYAIEVIC
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Section 25

(1321) 1321 1330 1340 1350 1360 1375
236{1321) NEEPGPTLPFEICSAETDAAMTLADAEPILELAPVDQTTYIEEEDERCETWMC RV
28(1321) NEEFGPTLPFEICSAETDVAMTLADAKPILELAFVDQTTY IKEEEDERCETWMCRY
76{1321) NEEFGPTLPFEICSAETDAAMTLADARKPILELAFVDQTTY IKEEEDERCETWMCRY
83(1321) NEEFGPTLPFFEICSAETDAAMTLADAKPILELAFVDQTTY IKEEEDERCETWMCRY
89(1321) NERPGPTLPFEICSARTDAAMTLADARPILELAPVDOTTY IKRERGERCETWHCRY
90(1321) NERPGPTLPFEICSARTDAAMTLADAREPILELAPVDOTTY IKRERDERCETWHCRY
94(1321) HEEPGPTLPFEICSAETDAAMTLADAEPILELAPVDOTTYIEEEDERCETWMCRY
105{1321) NEEPGPTLPFEICSAETDAAMTLADARPILELAPVDOTTY IKREEDERCETWHCRY
106{1321) NEEPGPTLPFEICSARETDAAMTLADARPILELAPVDOTTY IKEEDERCETWHCRY
181(1321) NEEPGPTLPFEICSAETDAAMTLADAEKPILELAPVDQTTYIEEEDERCETWMCRY

181/57{1321) NEEPGPTLPFEICSAETDAAMTLADARPILELAPVDQTTYIEEEVERCETWMCRV
1014{1321) NEEPGPTLPFEICSAETDAAMTLADAEFPILELAPVDQTTY IEEEDERCETWMCRY
4019(1321) NEEFGPTLPFEICSAETDAAMTLADAKPILELAFVDQTTYIKEEEDERCETWMCRY
4020{1321) NEEFGPTLPFEICSAETDAAMTLADAKPILELAFVDQTTYIKEEEDERCETWMCRY
4030(1321) NEEFGPTLPFEICSAETDAAMTLADAKPILELAFVDQTTYIKEEEDERCETWMCRY
4033(1321) NEEPGEPTLEFEICSARTDAAMTLADARFPILELAFPVDOTTY IREEDERCETWMCRY
4034(1321) NEEPGPTLEFEICSARTDAAMTLADARPILELAFPVDOTTY IEREEDERCETWMCRY
4057(1321) NEEPGPTLPFEICSAETDAAMTLADAEPILELAPVDOTTYIEEEDERCETWMCEY
4060(1321) NEEPGEPTLEFFEICSARTDAAMTLADAKFPILELAFPVDOTTY IREEDERCETWMCRY
5D60({1321) NEEPGEPTLEFFEICSARTDAAMTLADAKPILELAFVDOTTY IREEDERCETWMCRY
Consensus(1321) NEEPGPTLEPFEICSARETDAAMTLADARPILELAPVDQTTYIEEEDERCETWMCRY
Section 26
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(1376) 1376 1390 1400 1410 1420 1430
236(1376) RDEGFOVIFEPFFENLFGSYIGIFYTFIISIMAIFIVIYIVLEFICFELREDALROHE
29(1376) EDEGFQVIFEPFENL ITGITFYTFIISLMATFIVIYIVLEPICFELEDTLEQHE
76(1376) RDOEGFQVIFEFPFENL IGTFYTFIISIMATFIVIYIVLPICFELEDTLEQHE
B3(137V6) RDEGFOQVIFEFPFENL YIGIFYTFIISLMATFIVIYIVLPICFELEDTLEQHE
89(1376) RDEGFQVIFEPFENL ITGITFYTFIISLMATFIVIYIVLPICFELEDTLEQHE
90(1376) RDEGFQVIFEFPFENL IGTFYTFIISIMATFIVIYIVLPICFELEDTLEQHE
94(1376) RDEGFQVIFEFPFENL YIGITFYTFIISIMATFIVIYIVLPICFELEDTLEQHE
105(1376) RDOEGFOQVIFEPFENL IGTFYTFIISIMATFIVIYIVLPICFELEDTLEQHE
106(1376) RDEGFQVIFEFFENL IGIFYTFIISLMAIFIVIYIVLEICFELEDTLEQHE
181(1376) RDEGFQVIFEFFENL YIGIFYTFIISLMAIFIVIYIVLEICFELEDTLEQHE
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IG

YIG

IG

IG

YIG

TG

181/57{1376) RDEGFQVIFEPFENL IFYTFIISLMAIFIVIYIVLEICFELRDTLEQHE
1014{1376) RDEGFQVIFEEFFENL IFYTFIISLMAIFIVIVIVLEICFELRDTLRQHE
401%{1376) RDEGFQVIFEPFENL IFYTFIISLMAIFIVIVIVLEICFELRDTLRQHE
4020(1376) RDEGFOVIFEEFENL IFYTFIISLMAIFIVIVIVLEICFELRDTLRQUE
4030(1376) RDEGFOVIFEEFENL IFYTFIISLMAIFIVIVIVLEICFELRDTLRQUE
4033(1376) RDEGFOVIFEFFENL IFYTFIISLMAIFIVIVIVLEICFELRDTLRQUE
4034{1376) RDEGFQVIFEPFENL IFYTFIISLMAIFIVIYIVLEICFELRDTLRQHUE
4057(1376) RDEGFQVIFEPFENL IFYTFIISLMAIFIVIYIVLEICFELRDTLRQHUE
4060(1376) RDOEGFQVIFEPFENLFGSYIGIFYTFIISLIAIFIVIVIVLEICFELRDTLRQHE
5D6D(1376) RDEGFOVIFEPFENLFGSYIGIFYTFIISLIMAIFIVIYIVLEICFELRDTLROHE

Consensus(1376) RDEGFQVIFEFFENLFGSYIGIFYTFIISLMAIFIVIVIVLEICFELEDTLEQHE

L I I B I L L I e I = L (O L |
61 E] E] E] 51 51 51 G] G] 61 61 61 E] E] E] 61 61 51 G] G]

CT doména
Gc proteinu

56



Section 27
(1431) 1431 1440
236(1431) DAYEREMEIR
29(1431) DAYEREKEIR
76(1431) DAYEREKEIR
B3(1431) DAYEREMEIR
B89(1431) DAYEREMEIR
90(1431) CAYEREKEIR
94{1431) DAYEREMEIR
105{1431) DAYEREMEIR
106{1431) DAYEREMEIR
181(1431) DAYEREMEIR
181/57(1431) DAYEREMEIR
1014(1431) DAY EREMEIR
4019(1431) DAYEREMEIR
4020(1431) DAYEREMEIR
4030(1431) DAYEREMEIR
4D33(1431) DAYEREMEIR
4034(1431) DAYEREMEIR
4067(1431) DAYEREMEIR
4060(1431) DAYEREMEIR
BDG0{1431) DAYEREMEIR
Consensus(1431) DAYEREMEIR
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