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Abstrakt

Detekce novych zastupci ¢eledi Hepadnaviridae v transkriptomickych

a metatranskriptomickych datech.

Hepadnaviridae je rozsahla ¢eled DNA virti, kterd se sklada z péti rodii infikujicich
zastupce savcu, plazi, ryb, ptakl a v neposledni fad¢ i ¢lovéka. Ve své bakalarské praci
jsem strucné a vystizn¢ shrnul dostupné poznatky o této celedi. Od shrnuti samotné
historie objeveni ¢eledi Hepadnaviridae, zivotniho cyklu jednotlivych roda,
taxonomickych rozdili v rdmci samotné ¢eledi a moznych budoucich hrozeb
zpiisobenych mutacemi, a to nejen pro ¢lovéka, ale pfedevsim pro zvifata. Kromé toho
jsem se zaméfil také na moznou detekci novych zastupcii v ramci databaze
transkriptomickych dat "Transcriptomic shotgun assembly" (TSA) GenBank. Pomoci
nastroje tBlastn a HBV polymerazy jsem vyhledal v datech a nasledné zpracoval
nejpravdépodobnéjsi a nejvice validni zastupce napfti¢ celym taxidem Animalia. Devét
nejuspokojivéjsich vysledkl bylo popsano a klasifikovano jako HEARTH retroelement,
nackednavirus ¢i jako zcela novy zéastupce celedi Hepadnaviridae, ptipadné rizné
kmeny jiz existujicich zastupcii znamych vir.. Ve své praci jsem ovSem nalezl také tii
nové a dosud nepopsané viry, z nichz dva pochazeji ze zastupcti Paprskoploutvych ryb a
zbyly jeden ze zastupce Paryb. Zavér mé prace uvadi dalsi potencidlni kroky

k budoucimu moznému zatazeni vysledk a jejich ptipadny dopad na plisobisti

veédeckého pole.

Kli¢ova slova: Hepadnaviridae, virus hepatitidy typu B (HBV), BLAST,

metatranskriptomické data, detekce novych viri



Author’s abstract

Detection of new Hepadnaviridae family representatives in transcriptomic and

metatranscriptomic data

Hepadnaviridae is a vast family of DNA viruses consisting of five genera infecting
representatives of mammals, reptiles, fish, birds and finally humans. In my bachelor
thesis I have briefly but effectively summarized pieces of knowledge available about
this family. Following the history of discovering the Hepadnaviridae, life cycle of
different genera, taxonomic differences within the family itself and possible future
threats caused by the various mutations not just for humans but more importantly for the
animals. In addition, I also focused on the detection of a new representatives within the
transcriptomic data “Transcriptomic shotgun assembly” (TSA) of the GenBank
database. By using the tBlastn tool and HBV polymerase I have sequenced and found
the most probable and valid representatives across the whole Animalia taxid. Nine of
the most satisfactory results were described and classified as a HEARTH retro-element,
nackednavirus, whole new Hepadnaviridae representatives or different strains of already
existing ones. In my search I also found three new and undescribed viruses from which
two are from the representatives of Actinopterygii fishes and one of Chondrichthyes.
The conclusion of my work states the proper steps to acknowledging the results and

incorporating them into the field of scientific field.

Key words: Hepadnaviridae, hepatitis B virus (HBV), BLAST, metatranscriptomic

data, detection of a new viruses
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1. Uvod

Hepadnaviridae je ¢eled DNA virli napadajici jaterni hepatocyty, u lidi jsou tak
nejcastéj$im zdrojem piiciny cirhdzy jater. Vyjimaje nejznaméjsiho virusu z této celedi,
kterym je bezpochyby lidsky Hepatitida B virus, existuje i Sirokd skala zastupct majici

za finélni hostitele Zivo€ichy z rozli¢nych celedi.

Samotna historie jejich vyzkumu, a pfedevSim taxonomické fazeni, se u této Celedi
v pribéhu poslednich dekad notné proménovalo s novymi vyvstavajicimi skute¢nostmi.

Evoluéni historie této Celedi je pfitom jednou velkou enigmou ve védeckém prostredi,

ey, ee
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Mym zamérem v prvni casti prace, tedy v literarni reSer$i, byla stru¢nd sumarizace
dosavadnich informaci tykajicich se lidského viru HBV v historii. Dale pak popsat
mozné skutecnosti souvisejici s evoluéni historii ¢eledi Hepadnaviridae a zdiraznit
dilezité zastupce zvitecich virust, ktefi napomohli k popsani a lepSimu pochopeni
lidského HBV obecné. V neposledni fad¢ bylo nutné popsat taxonomii této celedé virti a
zivotni cyklus pro né charakteristicky na modelovém piikladu, tedy lidském HBV. Byly
také popsany zpusoby, které jsou potfebné k detekci novych zastupct virt

v metatranskriptomickych datech za vyuziti rozlicnych nastrojti/prostredk.

V mé praktické ¢asti jsem se zaobiral samotnou detekci virti v metatranskriptomickych
datech, konkrétné za vyuziti voln¢ dostupného nastroje Blast (Basic local aligment
search tool). Diky jednoduse dostupnym softwartim/nastrojiim a databézim s rozli¢nymi
moznostmi vyzkum jsou kroky k uspésnému detekovani vira

v metatranskriptomickych datech v dnesni dob¢ velice rychlé a efektivni.



Vysledky byly vyhledavany v ramci databdze GenBank napfic 1i$i Animalia
(taxid:33208) za pouziti polymerazy HBV. Vysledky byly nésledné déle zpracovany a
nejlépe vyhovujici (na zékladé odlisnych parametrti) byly prozkoumany. Nejvice validni
vysledky byly bud’ pfifazeny k jiz objevenym, ale oficialné nezafazenym/neuznanym
virim. Pfipadné byly uvazovany jako zcela novy a doposud neobjeveny virus. Jakymsi
pomyslnym cilem této prace byla moznost stanovit vyskyt HBV-like virti i v jinych nez
doposud popsanych zastupcich zvifeci fiSe a popsat piipadné podobnosti, které by

mohly mit s ¢eledi Hepadnaviridae.



2. Hepadnaviridae

2.1 Historie

Ikterus, Sérova nemoc, Zloutenka, hepatitida — to vSe jsou ndzvy pro jedno konkrétni
onemocnéni projevujici se jiz po tisicileti. Jiz kosterni nalezy lidskych ostatkil z doby
Bronzové obsahuji stopy viru HBV (Kocher A et al. 2021.). Avsak stopy po ptibuznych
virti dnesni ¢eledi Hepadnaviridae jsou zjevné jiz z genetickych rozbort fosilii patficich
pfedchiidcim dneSnich ptdk, a to jiz vobdobi druhohor (Suh et al. 2013).

Je tedy mozné, Ze pravé diky ,,pta¢im piedchiidcim* se virus dostal az do nasSich veku.

V devatenactém stoleti bylo poprvé medicinsky potvrzeno, zZe po opakovaném
vyuzivani stejnych jehel, nebo transfuzi pomoci pouzitych jehel se u pacientii objevuje
jakési onemocnéni projevujici se bolesti v oblastech zaludku, malétnosti, a hlavné
zezloutnutim mé&kkych tkani zejména v oblastech o¢i.

Na pocatku dvacatého stoleti bylo objeveno, ze toto onemocnéni dokaze projit i filtracni
aparaturou tehdy dostupnou. Ta nedosahovala takovych kvalit jako dnes, a tedy
prozatim dokdzala filtrovat pouze bakterie a vétsi ¢astice nikoli vSak viry (William S.

Robinson 1999).

Koneé¢né roku 1964 skupina védct v cele s Baruch S. Blumbergem, spolecné Harvey J.
Alterem, objevila tzv. ,australsky antigen* (nyni znadm jako HBsAg- surface antigen)
z krevniho vzorku australského domorodce (aborigine) (Blumberg BS 1977). Jiz t¢hoz
roku zacal BS Blumberg novy virus zkoumat a zapocal pracovat na vakciné proti nove
zjisténé nemoci, kterou pozdéji uspésné vyvinul. Za svoje zasluhy v této oblasti mu byla
udélena Nobelova cenu roku 1976. Avsak stejné jako prvotni vakcina je i doposud
vynalezena jen vakcina HBV, kterd dokaze zamezit pouze samotné nové infekci — a
tudiz eradikaci ndkazy HBV u pozitivnich subjektl at’ uz v chronické nebo akutni formé

zatim moderni vakciny nedokazi zatidit.



2.2 Evoludni historie Hepadnaviridae

HBV zanechavéd v genomu svych hostiteld Sirokou Skéalu virovych reliktd a virovych
elementll (tzv. Endogenni virové elementy, zkracen¢ EVEs), tedy stop po své
pfitomnosti. Diky témto ,,molekuldrnim fosiliim* Ize zkoumat ddvnou historii a vyvoj
Hepadnaviridae (Emerman & Malik 2010; Katzourakis 2013). ,,Endegenous
hepadnaviruses”, tedy eHBV, je souhrny nazev pravé pro vysekvenované viry
s podobnosti ku HBV. V dne$ni dob¢ shodné sekvence eHBV miZzeme nalézt napiiklad
v plazech nebo ptacich ( Gilbert & Feschotte 2010). Analyzou eHBV z plazii, mizeme
potvrdit koexistenci hepadnavirii spole¢ne s blanatymi (Amniota) jiz v druhohorach

(Suh et al. 2014).

Vyjimaje jiz jmenovanych tfid, mizeme najit diikazy o HBV 1 v zastupcich dnesniho
hmyzu. Konkrétné byly nalezeny dv€ skupiny retrotranspozonii podobné HBV
(hepadnavirus-like retro-element tedy HEART) a to sice HEARTI1 nalezenych
v genomech klistéte obecného (Ixodes scapularis, Ixodes ricinus) a HEART2
v genomech vazky plavé (Ladon fulva) a posvatky Zlutozelené (Isoperia grammatica)
(Gong & Han 2018). Absence HEART elementt v jinych zastupcich hmyzu mohou byt
Rozdil mezi samotnymi HEART elementy je hlavné v jejich délce, nicméné oba koduji
Reverse transcriptase (RT) doménu a ribonukledzovou H (RH) oznacovanou jako
DNA pol ciral C v hepadnavirech. (Gong & Han 2018). Nékter¢ HEART1 elementy
obsahuji dodate¢nou doménu Atrophin-1, kterd by mohla slouzit jako kompresor
transkripce. Nebyla vSak nalezena Terminal protein (TP) doména ani RT doména, ktera
hraje nepostradatelnou roli v procesu reverzni transkripce u hepadnaviri. Dale
v retrotranspozomech chybi povrchové antigeny, X protein, virova DNA polymeraza a
Core antigen hepatitidy (Gong & Han 2018). I pfesto mizeme fici, Zze na zakladé
fylogenetické analyzy jsou doposud nejblizSi piibuzni Hepadnaviridae HEART

retroelementy spole¢né s nové objevenymi Nackednaviry viz Obrézek €. 2.



Nackednaviry byli objeveny u kostnatych ryb a svoji stavbou si jsou velice podobné
virim HBV. NejmarkantnéjSim rozdilem je vSak Uplna absence povrchovych proteint
viz Obrazek ¢.1. Déle pak nevykazuji infikovani jedinci takovy jaterni tropismus jako u

napt. lidského HBV. (Dill et al. 2016; Lauber et al 2017).
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Obrazek ¢.1: Genomicka organizace lidského hepadna- a nackednaviri

(Lauber et al. 2017).
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2.3 Taxonomie

Hepadnaviridae je relativné obsahlé ¢eled DNA virti rozdélend do péti zakladnich rod
na zaklad¢ odlisnych sekvenci genomt a cilovych hostitelt.

Prvni méné pocetnou, nicmén¢ mnohem starsi skupinou, kterou mizeme nalézt jiz ve
fosilnich nalezech z druhohor (Suh A et al. 2013), jsou tzv. Avihepadnavirusy. Jejich
cilovi hostitelé jsou ptaci napi. HBV kachen (DHBV), HBV volavek (HHBV), HBV
hus bélostnych (RGHV), HBV ¢apt (STHBV) a HBV papouski (PHBV) (Locarnini et
al. 2013; Pult et al 2001).

Druhou skupinou jsou Ortohepadnaviry, které byly izolovany z fadu savci, konkrétné
z ¢eledi hlodavci jako jsou napt. HBV svisté lesniho (WHV), HBV stromové veverky a
polarni veverky (GSHV a ASHV). Pro nas jako pro lidi je nejzasadnéj$Sim zastupcem
tohoto rodu lidsky virus HBV. Samotny lidsky virus HBV ma 8 odlisnych genotypt
lisicich se od sebe zhruba o 8 % (Schaefer 2007). Ukézaly tak fylogenetické analyzy
vzorkd HBV virli z riznych ¢asti svéta, konkrétné jich je 8 a to sice A, B, C, D, E, F, G
a H viz Obrazek ¢. 3. Kazdy genotyp se 1isi na zdkladé délky genomil (méfené v part
bazi- bp), kdy vyjimaje E a G ma kazdy genotyp také svoje subgenotypy (a to nejcasteji
5) (Kramvis & Kew 2005). Avsak diky experimentadlnim pokusim je dokdzano, Ze je in

vitro mozné infikovat lidskym HBYV virusem i Simpanze nebo tany (Sureau C 1988).

Obrazek €. 3: Geografické rozsiteni (sub)genotypit HBV (Gerlich 2013).
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Mezi novéjsi viry zatazené do této skupiny patii tzv. Woolly monkey HBV. V dnesni
dobg je také kladen diraz na netopyii virus BtHBV.

BtHBYV postihuje fadu zastupcii Celedi letount, a to sice zhruba 9% znamych druh,
kterych je kolem 1100. Mira transmise vird letounti vzhledem k savclim na toto téma
zatim neni zcela znama, nicméné z hypotéz patrné vyplyva, Ze by virus mohl napadat i
jiné zastupce savcll, ¢i dokonce i Cloveéka (Drexler et al. 2013). BtHBV obsahuje
sekvenci [NPLGF(F/IL] (Ni Y et al. 2014). Tato sekvence u HBV umoziuje spojit se
s hepatocyckymi receptory a infikovat tak buiky jater. Studie in Vitro potvrdily, Ze
BtHBV by mohl byt hrozbou v oblastech s vysokym vyskytem letounti i pro lidsky
druh, a to zdavodu vysoké koncentrace chronicky napadenych jedinci a nésledné
kontaminaci lidského prostoru (nebo dokonce pro piipadnou konzumaci, napiiklad
v nékterych regionech Asie). Nutno vSak poznamenat, ze do dneSniho dne byly
laboratorn¢ zkoumdny vzorky pouze ze Ctyf druht letounti, pficemz odliSnosti ve
struktufe téchto virt dosahovaly 39 %. Z toho vyplyva fakt, ze by HBV viry mohly byt

spojeny s fadem letound jiz od rané evoluce tohoto druhu (Drexter et al. 2013).

Rody Parahepadnaviry a Metahepadnaviry si jsou svoji genovou strukturou a cilovymi
hostiteli velice podobné. Tyto skupiny napadaji ryby z Celedi kostnati, napft.: icyfish
metahepadnavirus (IMDV), tetra metahepadnavirus (TMDYV) ( Lauber et al. 2017).

Poslednim a nejméné pocetnym rodem jsou Hepativiridae, ten ma jako cilové hostitele

zastupce plazi a zab, napt.: HBV tibetskych zab (TFHBV).



2.4 Zvireci zastupci Hepadnaviridae

2.4.1 Svisti virus hepatitidy B

Tento druh je viibec prvnim objevenym a uznanym zvifecim virusem podobnym
lidskému HBV. Byl objeven v americké ZOO ve Filadelfii u jednoho z chovanych
zastupcil svisté lesniho (Marmota monax). Tento objev umoznil prvni vyzkum in vivo
hepatitidy u pfirozeného hostitele jiného nez clovéka (Summers et al. 1978). WHBYV je
velice podobny HBV nejen v charakteristikach viru samotného, tedy v jeho struktute,
expresi proteint, v nukleotidové sekvenci (podobnost az 70 %) a ve velikosti genomu,
ale predevsim v imunologické odezvé nasledujici po infekci virem (Mulrooney-Cousins
2015). Hlavni dva zéstupci, ktefi jsou zkoumani kvili podobnym symptomim

v oblastech poskozeni sleziny a jater (stejné jako u ¢lovéka) je svist americky
(Marmota monax) a svist’ ¢insky (Marmota himalayana) (Liu et al. 2016). Subjekty
infikované¢ WHBYV (Woodchuck Hepatitis B Virus) maji podobny pribéh samotné
infekce, patogenezi a rozvoj onemocnéni jater, zahrnujici jak chronické projevy
hepatitidy ve formé karcinomii hepatocytl jater ve stejné formé jako u HBV, tak i

akutni prabéh.

V disledku téchto skute¢nosti mohou slouzit infikovani svisti jako mozné modely pro
vyzkum 1é¢iv, jakymi jsou napt.: entecavir (Colonno 2001) , tenofovir (Fairman et al.
2017) a lamivudin (Mason et al. 1998). Velkou vyhodou je i skutecnost, ze u mlad’at se
infekce projevuje prevazné v chronické formé, zatimco u dospélct ve formé akutni. To
dovoluje provadét vyzkum 1€€iv jak na chronickou, tak na akutni formu. V neposledni
fad¢ na rozdil od kachen infikovanych virem DHBV, nemaji natolik odli§nou odezvu na

léky v porovnani s lidskymi pacienty.



2.4.2 Kachni virus hepatitidy B

Roku 1980 byl detekovan novy hepadnavirus u domacich druhti kachen, konkrétnéji
v jejich krevnim séru. Diky tomuto objevu mohl byt blize prozkoumén cyklus
hepadnavirii (mechanismy replikace virusu, sestaveni virové kapsidy, reverzni
transkripce a tvorba rcDNA) (Mason et al. 1980). To vSe diky dostatecnym a
dostupnym, 1 oproti primatim eticky méné rozporuplnym vzorkiim infikovanych
hepatocytli a velkému mnozstvi chronicky nakazenych mlad’at. U DHBV (Duck
Hepatitis B Virus) probiha infekce nejcastéji vertikaln€, konkrétné in ovo, kdy
nakazena matka naklade vejce, ve kterych se virus replikuje ve vajecném zloutku. Ten
nasledné infikuje mlad’ata samotna (Jilbert et al. 2021). Dale byl objev u tohoto druhu
novou moznosti k hodnoceni 1éCiv proti retrovirim a jinych terapeutickych strategii
(Colledge et al. 2000; Campagna et al. 2013). Avsak DHBV se vyrazné 1isi od lidského
viru HBV a jeho podobnost se shoduje pouze ze 40%, jakozto u vétSiny vird z rodu
Avihepadnavirus (Schaefer 2007) a diky tomu, ze DHBV vyuzivé karboxypeptidazu D
jako vstupni receptor na rozdil od lidského HBV mitize tedy u vzorkl hepatocyti kachen

dochazet k odlisné odezvé 1éCiv (Mason et al. 1994).

2.4.3 Virus hepatitidy B u Chapanii (Woolly monkey)

Chépan vinaty (Lagothrix lagotricha) je primatem z oddéleni ploskonosych opic a také
cilovym hostitelem viru WMHBYV (Woolly Monkey Hepatitis B Virus). Ten je velice
ptibuzny lidskému HBV a fadi se do stejného druhu, tedy do druhu Ortohepadnaviridae
(Lanford et al. 1998). Samotny virus se lisi od lidského DNA nanejvys kolem 35 % a to
sice v proteinu X (Schuster et al. 2002).

Samotny virus u védct vzbuzuje velky zajem, protoze je velice podobny lidskému viru
a mohl by tak napomoci k pochopeni nejasnosti, které nejsou u HBV prozatim
uspokojivé objasnény. Avsak cely rod Lagothrix ma status ohroZeny nebo minimalné
dotceny, jak je tomu napf. u tzv. Spider monkey (Ateles geoffroyi), ktera slouzi jako

substituent rodu Lagothrix v in vitro vyzkumu viru (Barrera, 2005).
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2.4.4 Treeshrew/Tany

Tany (Scandentia) jsou mali savci geneticky nejpodobnéjsi hlodavcim, konkrétnéji
veverkam. (Fan et al. 2013). Tany jsou velice snadno infikovany lidskymi viry HBV

a HCV. Proto jsou velice vhodné jako tzv. ,,zvifecimi modely* a v poslednich dekadach
jsou hojné vyuzivany na laboratorni vyzkum. Virus HBV u tan poskozuje jaterni
hepatocyty stejnym zptisobem jako u lidi, a proto jsou ziskané vysledky vhodné jak pro
laboratorni vyzkum tykajici se virusu HBV, tak jako substituent virusu WMHBV

(Kock et al. 2001).

2.4.5 Simpanzi a HBV

Simpanz (Pan) je doposud jedinym zjiiténym organismem, ktery ma naprosto stejny
pribéh lidského HBV. Bylo zjisténo, Ze pii in vitro vyzkumu je mozné Simpanze
infikovat lidskou HBV positivné nakazenou krvi. Hepatitida se u Simpanze projevuje
jak akutné, tak chronicky, a mé stejné imunologické a zanétlivé reakce jako u lidskych
pacienti (Wieland 2015). Vranych stddiich vyzkumu HBV hrali Simpanzi asi
HBV vakciny (vyrobené pomoci derivace plazmy), ale i pro pozdé¢jsi vakciny,
obsahujici HBsAg z kvasinek (Gerety et al. 1979; Wieland 2015). Jakozto mozny
hostitel lidské HBV s nejvice totoznymi projevy jako u clovéka, jsou Simpanzi

nepostradatelni pro dalsi vyvoj vyzkumu HBV.

Studie ,,zvifecich modelt* Simpanzii odhalily moznou imunologickou modulaci, kterd
by mohla zvySit imunitu vGa¢i viru a potlac¢it moznost replikace HBV, konkrétné
vyuzitim skrze aktivace antagonisty (GS-9620 (Lanford et al. 2013).
I pfes vSechna tato pozitiva at’ uz v historii vyzkumu nebo v jeho pfitomnosti, je vyuziti
Simpanzu pro vyzkum rozporuplné, predevsim z etického hlediska, dostupnosti a také

ekonomicky naro¢nych ndklada spojenych s chovem a vyzkumem.
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2.5 Morfologie

2.5.1 Daneova ¢astice

Virova c¢astice neboli Daneova c¢astice hepatitidy typu B (HBV) ma kulovity tvar o
priméru 42-50nm, ptilezitostné muze byt az pleomorfniho charakteru. Na jejim povrchu
se nachazi lipidovy obal, ktery je tvofen ze dvou az tii povrchovych proteind, které
slouzi jako wvné&jSi ochrana tvofici ikosaedricky nukleokapsid. Ten chrani jadro
samotného viru, ktery se sklada alesponi zjednoho proteinu a uvniti sebe skryva
caste¢né¢ dvouvldknovou DNA polymerazu. Dale obsahuje bunééné proteiny jako jsou
napf.: proteinkindzy a chaperony, které jsou velice diilezité pfi samotné syntéze virové
DNA. U Hepadnaviridae jsou nejcastéj$i dvé velikostni skupiny viriond. To sice
majoritni skupina, kde jsou jadra ve formé nukleokapsidi o priméru cca 36nm
obsahujici kolem 240 podjednotek jadrového proteinu (Bruss 2007). Dale pak minoritni
skupina, ktera dosahuje priméru pouze 32nm a k tomu se sklada jen z 180 podjednotek

jadrového proteinu (Beterams et al. 2000).

Hepadnaviry maji vlastnost nadmérné produkce povrchovych proteini, které jsou
vylu¢ovéany do krve jako pleomorfni ¢astice, takové Castice jsou sférického tvaru a jsou

velké okolo 17 - 22nm. (Bruss 2007).

2.5.2 Proteiny HBV

E antigen

HBeAg je findlnim produktem translacnich procest. JakoZto jeden z proteinti kodovany
skrze genomicky transkript, je fizen genetickym promotorem. Je ukazatelem toho, Ze
probiha replikace. Presna funkce antigenu HBeAg neni zatim zcela objasnéna, avSak
nejpravdépodobnéjsi hypotéza tvrdi, Ze by mohl stat za immunoregula¢nimi vlastnostmi

HBV (Chen MT et al. 2004).
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Povrchové antigeny

Jak jiz bylo zminéno, povrchové proteiny obaluji virion a slouzi jako jeho obal ¢i jeho
ochrana. Antigeny se lisi svoji velikosti, tedy Small (24kD), Middle(31kD) a
Large(39kD) a také svym slozenim (Lamontagne JR et al. 2016). V nejvyssich poctech
je syntetizovan S-HBsSAG a tim padem tvoii vétSinu obalu, v mensich poctech se pak
syntetizuji M-HBsAG a L-HBsAG. Buiiky, které jsou nasledné infikovany produkuji pfi
vytvareni povrchovych antigentl i tzv. subviral particles (dale SVP), ty jsou generovany
v mnohem vys$sich poctech nez povrchové antigeny, a to sice az v 10 000krat vyssi
koncentraci. Jaka je jejich funkce pro vir HBV samotny neni zcela jasné, ale
pravdépodobné slouzi jako ,,ndvnady* pro latky imunitniho systému, a tedy pro delsi

pretrvavani samotné infekce viru HBV (Bruns et al. 1998).

Antigen jadra/core

HBCcAG je antigen nachdzejici se v jadru virionu. Tvofi ¢éstice jadra a je rozpustnym
dimerem. Nukleokapsidy z izolovanych Daneovych ¢astic maji triangulacni ¢islo T=4,
pfi¢emz triangulacni Cislo popisuje slozitost kapsidy. Plati pravidlo, ze ¢im vySsi
tyka ptiblizn¢ 95% plné vyvinutych nukleokapsidit obsahujici 120 dimert. Zbylych 5%
ma triangulacni ¢islo T=3 s 90 dimery (Stannard LM & Hodgkiss M 1979). Vyjimaje
dokonceni nukleokapsidu méa core antigen za Ukol i zapoceti reverzni transkripce
(Lamontagne et al. 2016). Core antigen ma na svém karboxylovém konci (C- terminus
domain, CTD) doménu dominujici argininem (arginin-rich domain, ARD) a diky
fosforelaci v CTD miZe virus ménit svoje poméry obsahu napfi¢ svym Zivotnim cyklem

(Li, Hung-Cheng et al. 2010.).

X protein

HBx je jedinym regulacnim proteinem HBV. Jeho hlavni funkce se vyuZzivd pfi
transkripci cccDNA (covalently closed circular DNA), kde funguje jako pravé regulacni
protein pii samotné replikaci HBV (Lucifora J et al. 2011). HBx ma Siroké spektrum
dal$ich ucinnosti napt.: dokaze ovliviiovat hladiny vapniku (Gearhart TL & Bouchard

MJ 2010).
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Ma také transaktivacni vlastnosti a dokaze se tak vazat na tumor-supresorové bunky, a
tedy ovliviiovat miru maligni proliferaci, pfi¢emz dokaze ovliviiovat i apoptézu (Tanaka

Y et al. 20006).

DNA Polymerdaza

Polymeraza je klicova pro zvétSovani poctu virt. Obsahuje tfi domény, prvni doménou
je terminal protein (TP) doména, ktera je dulezita hlavné pro iniciaci replikace genomd.
Tato doména je pro Hepadnaviridae unikatni (Radziwill, G et al. 1990). Druhou
doménou je reverse transcriptase (RT) doména. Ta ma na starosti pro-syntézu
(-)ssDNA. Tieti doménou je P doména. Ta je zodpovédna za finalni dokonceni

transkriptazy (-)ssDNA. (Tavis, John E et al. 2013).

NA primer

redundancy

(" 3E

Obrazek €. 4: Organizace jednotlivych morfologickych ¢asti ( ).
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2.6 Zivotni cyklus

Po vniknuti Daneovi castice do téla hostitele na membranu bunék nachazejici se
v jaternich hepatocytech virus HBV pronikne skrze hepatocyty, a to diky specifickému
NTCP (Sodium- taurocholate co-transporting polypeptide) proteinu. Doposud neni
znamo, jaky je presny zpusob pro ,,vchod“ do bunck, avsak nejpravdépodobnéjsi je
endocytéza anebo piimé fuze. Po vniknuti do cytoplazmy buiky se virovy kapsid
ptetransportuje az k jadru bunky. Tam se uvolni virova rcDNA (relaxed circular DNA)
a jeji (+) konec je dokoncen virovou polymerazou. Nasledné jsou RNA-primery odnaty
z (+) konce celularnimi enzymy. Tak je vyrobena kompletni cccDNA na obou koncich

(Nassal M 2008). Dokoncena cccDNA dale slouzi jako ptedloha (template) pro syntézu
RNA viru.

Pro uspésné splnéni veSkerych funkci je nezbytnou nutnosti syntéza jednotlivych
morfologickych casti virusu. Ty se syntetizuji v jednotlivych otevienych Cctecich
¢lancich (ORF).

Virova DNA obsahuje 4 hlavni ORF:

1. ORF P koduje polymerazu pro reverzni transkripci, a zaroven je také nejveétsim

¢lankem

2. OREF S kéduje nukleoproteinovy kapsid (priméarné jejich velikosti povrchovych
proteinti, M/L/S-HBsAg), kéduje také domény pre-S1 a pre-S2, které maji na
starosti lokalizaci pro receptor hepatocytl

3. ORF C kéduje povrchové proteiny kapsidy (S-gen, PreS1/L—a PreS2/M)

4. OREF X koéduje regulacni X-protein (Urban S et al. 2010.; Stransky 2001)

- 15 -



Zakuklené viriony se spoji s hostitelskou buiikou preS1-reeptorem, dale rcDNA kterd je
obsazena v nukleokapsid¢, se uvolni do cytoplazmy hostitelské buriky a putuje az

k jejimu jadru. V jadie se rcDNA pietvoii na cccDNA. Ta je transkripci pfetvofena na
subgenomickou RNA (sgRNA) a pregenomickou RNA (pgRNA). V nukleokapsidu je
pgRNA spole¢né s polymerazou reverzné transkribovana na negativni vlakno DNA.
Poté je pgRNA translatovana do core/jadrového proteinu a virové polymerazy.
Nukleokapsidy jsou dale v cytoplazmé ponechany pgDNA, ktera diky reversni
transkripci dokonci bunky. Tato reverzni transkripce pozbyva jakychkoli opravnych
faktort, a tak byva primarnim zdrojem piipadnych mutaci. HBV Nukleokapsidy

s kompletni DNA maji dvé mozné finalni cesty. Bud’ jsou re-importovany zpatky do
jadra, kde vytvoii tzv. ,,virovou rezervu®, nebo jsou importovany do endoplazmatického
retikula. V endoplazmatickém retikulu jsou pak buiiky obaleny povrchovymi proteiny
(Summers J et al. 1990). Bud’ jako SVP — tedy neinfekcni, nebo jako daneovi Castice —
tedy infekcni a tyto zcela dospé€lé Castice poté mohou byt vypustény z buniky pry¢ do
téla hostitele (Grimm D et al.).
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Obrazek &. 5: Zivotni cyklus HBV (Grimm et al. 2011).
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2.7 Identifikace virt v metatranskriptomickych datech

Viry at’ uz DNA ¢i RNA jsou v dne$ni dob¢ nej¢astéji identifikovany s pomoci

tzv. metatranskriptomickych dat. Postup za¢ind vhodnym extrahovanim vzorku. Poté se
vyjmou ribosomalni geny (RNA) a reverzni transkriptdzou se vygeneruje
komplementarni DNA (¢cDNA). Nasledovné jsou sekvence cDNA doplnény PCR

s vyuzitim nahodilych primera. Tyto sekvence jsou nasledné sekvenovany za pouZiti
tzv. ,,next-generation sequencers. Sekvenovana data jsou doplnéna a sefazena do
,contig“ coz jsou sekvence DNA, které mezi sebou mohou mit urcité mezery.
Nicméné pokud se spoji sousedici sekvence, které jsou vyhovujici, dokazou tak
dohromady vytvoftit ucelenou sekvenci (genome.gov). Kazdy contig je porovnavan

s virovymi/hostitelskymi genomy. Na zéklad¢ vysledki, mizeme ur¢it, zdali vzorek
obsahoval i virové sekvence, nebo nikoli. Velkou vyhodou dne$ni doby je pokrok

v oblasti sekvenovani dat a pocitacové technologie samotné. Diky snadnému ptistupu
ke genetickym databazim a softwarlim uréenym pro metatranskriptomické sekvenovani
je velice snadné, rychlé a levné vyuzivat metatranskriptomické metody pro identifikaci

virt z riznych vzorka (Nakagawa et al.2023).

(1) Extract RNA from samples (2) A depletion Convert RNA fragments

u,:n(_ Hﬁﬂcﬁ
w34

TRNA depletion N\ ,

Ligate sequencing adapters
and amplify @ Perform NGS sequencing

@ De novo assembly 0 Z‘el‘::e%ene/genome database
= = —
— = N 5

Obrazek ¢. 6: Postup zatazovani dat pro vyuziti v metatranskriptomickych datech

(Nakagawa et al. 2023).
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2.7.1 Blast (Basic local aligment search tool)

Vybrany program je jednim z nejvice vyuzivanych néstrojii pro sefazovani podobnosti
sekvenci na zdklad€ ndmi zadanych parametrt. Lze ho vyuZit skrze internetovou
doménu spravovanou NCBI (National centre for biotechnology information), ¢i jako
samostatny software, ktery je dostupny zdarma na strankdch NCBI. BLAST dokéze dle
naseho zadani komparovat rizné sekvence jako jsou napt. sekvence proteint,
proteinovych bazi, jejich kombinaci a mnoho dal$iho. Diky tzv. , hotspotim* dokaze
BLAST na zéklad¢ jejich vyskytu/protnuti setadit dillezitost nalezenych sekvenci, a
tudiz sdm dokéze plsobit jako jakési statistické medium, které nam velice pifehlednou
formou vyjadii validitu/dtlezitost nalezenych usekd sekvenci vykazujici podobnost.
Samotny algoritmus BLAST byl navrZen skupinou védcti pod instituci NIH (National
Institute of Health) v USA jiz roku 1990 (Altschul et al. 1990). Od té doby prosel
notnymi zménami a roz§ifenimi a samotna databdze GenBank, ze které Cerpa se

updatuje kazdé dva mésice.
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3. Metodika

3.1 Databaze GenBank a National centre

NCBI je instituce sidlici v USA, spravujici genovou databazy GenBank. Ta je vefejné
ptistupnou a obsahuje anotované databaze nukleotidovych sekvenci/proteinti. Tato
databaze je soucasti spolecenstvi International Nucleotide Sequence Database
Collaboration (INSDC), do kterého mizeme zahrnout také DNA DataBank of Japan
(DDBJ) a databaze European Molecular Biology Laboratory (EMBL) (Benson et al.
2007). V prostiedi prave této databaze GenBank byly sekvence proteinu HBV

vvvvvvv

Metazoa/Animalia (taxid:33208).

Databdaze je volné pfistupna skrze tento odkaz:

,»https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/*

3.2 Tblastn (Protein-nucleotide 6-frame translation)

Je jedna z verzi samotného programu BLAST. Tato konkrétni verze porovnava nami

uréeny sekvenovany usek aminokyselin (proteinil) s databazi GenBank. V tomto

pfipadé nam dovoluje nastaveni BLAST pracovat snami dotazovanou sekvenci

aminokyseliny (proteinu), kterd je porovnavana s databdzi nukleotidovych sekvenci,

které jsou cCasto fragmenty genomu ¢i cDNA. Ta pfedstavuje exprimované geny

v databazi tBLASTn a porovnava sekvenci v ramci Sesti ¢tecich ramct (Gertz EM et al

2006).
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3.3 Vyhledavani v databazi

Pro moje ucely byla nejvice vhodna polymeraza HBV: YP_009173866.1: polymerase,

dohledana skrze jiz zminénou databazi GenBank. V databazi byl vyhleddn genom HBV
a zn¢j unikatni kéd pro jeho protein. Ten mohl poslouZzit jako genom, diky kterému
jsem mohl urcit zadani, tedy dotazovanou sekvenci. Ddle jsem z databaze Genbank
zuzil své vyhledani pouze v ramci specializované databdze Transcriptomic Shotgun
Assembly (TSA) viz Obrazek €. 7.

Databaze TSA obsahuje vypis mRNA sekvenci, které jsou sbirany z jednotlivych
vzorkil (vétSinou nejsou nijak dodate¢né upravované). Finalnim krokem bylo vhodné
definovat ohrani¢eni parametrti pro vyhledané sekvence, v mém piipad¢ to byl taxid
Metazoa/Animalia (taxid:33208). Pro nejvyssi validitu mych vysledkl jsem se rozhodl
omezit vysledky pouze na prvnich sto nejvice podobnych s mnou zadanou HBV

polymerazou.

3.4 Vymezeni hledané oblasti databaze

V databazich NCBI jsem se pro v ramci své praktické ¢asti rozhodl pro hledani HBV
bunécné organismy (Sebé-Pedrés & Ruiz-Trillo 2017). Domnivam se, ze pro mé ucely
nebylo vhodné do svého vyzkumu zaclenit i houby a prvoky, a zahrnout taktéz
skupinu Opisthokonta. Hlavnim divodem je lep$i vypracovani nejvice relevantnich
vysledkt a také faktoru zadnych ¢i velice nevyhovujicich vysledki v #i8i hub a prvoki.

Tento vyrok je zaloZen na vykondni odlisnych BLAST pro jednotlivé jmenované fiSe.
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Job Title YP_009173866:polymerase [Hepatitis B virus] Filter Results

RID 1GGRTDY2016 Search expires on 04-13 04:07am Download All v Percent Identity E value Query Coverage

Program TBLASTN @  Citation v ’ | to ’ | | ‘ to | ‘ ’ ‘ to ’ ‘

Database tsa (6586 databases)  See details v m

Query ID YP_009173866.1

Description polymerase [Hepatitis B virus]

Molecule type  amino acid

Query Length 832

Otherreports ©

Graphic Summary Alignments
Sequences producing significant alignments Download ¥ M | ' Show (2}
select all 70 sequences selected GenBank  Graphics

Desaio SMax Total ~ Query E Per. Acc. J—
v core Score Cover value Ident Len
v v v v v v

TSA: TRINITY_DN24968_c0_g1_i1, transcribed RNA sequence 600 600  42% 0.0 8295% 1059 GIZL01125498.1
TSA: Schi is you i strain adult GYL_TRINITY _DN147671_c0_g1_i1 RNA sequence 344 644  87%  2e-94 34.20% 6827 GHYL01057506.1
TSA: Anguilla anguilla TRINITY_DN131480_c0_g10_i1 RNA 303 405 73% 2e-82 42.50% 3175 GHAHO01192767.1
TSA: Gymnocypris namensis strain adult NMC_TRINITY_DN67651_c0_g1_i1, transcribed RNA 293 293 52% 7e-81 41.48% 2225 GHYH01004595.1
TSA: Chiloscyllium griseum TRINITY_DN107679_c0_g1_i1, transcribed RNA sequence 290 756 81% 4e-76 40.52% 5883 GJPK01277877.1
TSA: littoralis TRINITY_DN202294_c0_g1_i1, transcribed RNA sequence 259 259 15%  6e-76 96.90% 388 GHFD01009412.1
TSA: Ginglymostoma cirratum c26330_g1_i1, transcribed RNA sequence 223 223 20% 2e-61 63.47% 574 GIWU01009655.1
TSA: Exitianus exitiosus isolate multiple pooled insects TRINITY_DN45458_c0_g1_i1 RNA sequence 224 224 20% 3e-61 63.47% 716 GJYH01004203.1
TSA: i TRINITY_DN31433_c0_g1_i1, transcribed RNA sequence 224 224 20%  6e-60 63.47% 1004 GHNQ01247469.1
TSA: Achaea janata TRINITY_DN40191_c0_g1_i1, transcribed RNA 203 203 12% 2e-55 93.07% 309 GIKQO01060000.1

Obrazek €. 7 : Deset nejvice vyhovujicich vysledkti z tBLASTn databaze

(Atschul et al. 1990).

3.5 Jak cist vysledky v databazi

Max Score — Je nejvyssi mozné Cislo vyhovujicich bazi, které se shoduji s ndmi

dotazovanym Parametrem. Obecné plati, Ze ¢im vys$i ¢iselna hodnota, tim lepsi.

Total Score — Je Cislo, které se vztahuje vyhradné k jedné urcité sekvenci. Popisuje

nakolik se shoduje nami vyhledana sekvence s Max Score parametrem. Obecné plati,

ze ¢im vys$si Ciselna hodnota, tim validnéjsi vysledek.

Query cover — Vyjadiuje procentualni hodnotu podilu podobnosti nalezené sekvence ve

vztahu k ndmi zadané. Obecné plati, ze ¢im vyssi ¢iselnd hodnota, tim lepsi.
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E value — Je statistickd mira, ktera vyjadiuje, jaka je moznost, Ze ndmi najitd sekvence

vvvvvv

idedln¢ by pak mé¢la dosahovat 0.0, to znamend, Ze nami vyhledana sekvence se shoduje

ze sta procent s ndmi zadanou sekvenci.
Per. Identity — Vyjadfuje procentualni hodnotu vypovidajici o vztahu dvou proteinovych

hodnota, tim lepsi.

Acc. Len. — Vyjadifuje konkrétni pocet nukleotidii, které program zvolil jako validni

pro nase potieby.

Accesion — Internetovy odkaz, ktery dokaze presmérovat uzivatele na kazdy jeden

konkrétni vzorek (Fassler & Cooper 2011).
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Kompletni piehled vysledki

Ze sta nejvice vyhovujicich vysledki vygenerovanych programem tBLASTn se skladaji
vysledky ze dvou hlavnich kmenii. A to sice z kmene Strunatcii, ktetfi tvofi presné
polovinu vysledki, tedy 50 % a déle pak z kmene ¢lenovct tvoticich 46 % vyhledanych
vyhovujicich vysledk a zbyla 4 % tvotena dvéma kmeny. Konkrétné se jednd o kmeny

zahavct (3 %) a virniki (1 %) viz Graf ¢.1.

Z kmene strunatci bylo nejvice positivnich nalezti detekovano u zastupct z tiidy
paprskoploutvych ryb (Actinopterygii). Nejpocetnéjsi a nejvalidnéjsi vysledky vykazuje
uhot ficni (Anguilla anguilla) a tunak zlutoploutvy (Thunnus albacares). DalSimi
zéstupci jsou endemické ryby v oblasti Tibetu a Ciny konkrétng Gymnocypris namensis
a Schizopygopsis younghusbandi a endemicky zastupce africké cihlidy zijici v jezete
Tanganika Ophthalmotilapia ventralis.

Dale pak jsou zastoupeni hlodavci (Rodentia), konkrétné kiecik Cinsky (Cricetulus
griseus), dlouhoststd travni myS$ (Abrothrix longipilis) a kiecek zlaty (Mesocricetus
auratus).

Dalsi zastoupenou tfidou jsou ptaci (Aves), konkrétné strnadec zimni (Junco hyemalis),
ktery byl nalezen v osmi riznych hitech blastu, poté ¢eCetka zimni (Acanthis flammea) a
CeCetka bélava (Acanthis hornemanni). Z obojzivelnikii (Amphibia) jsou to pouze
ojedinéli zastupci z fadu Zab. Jsou jimi Odorrana tormota vyskytujici se v Ciné a
Oreobates cruralis vyskytujici se v jizni Americe konkrétnéji v Bolivii a Peru.

Mezi velice neocekavané vysledky lze uvazovat zastupce tfidy paryb (Chondrichthyes),
a to sice konkrétnéji z celed¢ zraltickoviti (Hemyscillidae), konkrétn€ u zastupct zralok
bambusového Sedého (Chiloscyllium griseum) a zralicka vouskatého (Ginglymostoma

cirratum,).

U kmene ¢lenovell jsou majoritné zastoupeni zastupci z tfidy pavoukovcel (Arcahnia).
Siroké zastoupeni maji endemicti zastupci Celed¢ slid’akoviti (Lycosidae), Arctosa
depectinata, ddle Wadicosa okinawensis, Menosira ornata a v neposledni fad¢ i u nés

vice rozsifeny slid’dk mokiadni (Pardosa amentata). Z australskych pavouktl byly
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vyhovujici vysledky dohledany i v zéastupcich Lampona murina a Apricia jovialis.
Mezi vysledky jsou i dva doposud nepojmenované druhy pavouki, jeden z Celedi
Celistnatkoviti (Tetragnathidae), kam patii i jeskynni druh Metellina merianae a druhy
z ¢eledi Skakavkovitych, druhové jméno Ocrisiona.

Z tadu klist'at se objevil ve vysledcich pouze pijak tropicky (Rhipicephalus microplus),

pfitom vsak ptevySuje svoji kvalitou drtivou vétSinu zbylych vysledk.

Druhou majoritni skupinou vysledki, jsou vysledky tfidy Hmyz (Insecta).
Nejmarkantnéj$i zastoupeni maji druhy zceledi muroviti (Noctuidae). Spodoptera
littoralis, mlra zelend (Mamestra brassicae), mira vychodni smrkova (Choristoneura
fumiferana), Planotortrix excessana, Achaea janata a kovolesklec cizokrajny
(Trichoplusia ni).

Dalsimi ¢eledémi jsou cikadoviti (Cicadellidae), konkrétné zastupci Exitianus exitiosus
a Xestocephalus desertorum, déale pak celed” blanokiidli (Hymoneptera) a to sice
Leptopilina boulardi a v neposledni fad¢ dvojktidli, (Diptera) konkrétné Anastrepha
ludens.

Ze zastupct broukl jsou to pak celedé¢ vrubounoviti (Scarabaeidae) - Dichotomius
satanas a Onthophagus curvicornis a mandelinkoviti (Chrysomelidae) - Phaedon
cochleariae.

S uspokojivymi vysledky je zastoupena i Celed’ strasilek, konkrétné straSilka obrovska

(Heteropteryx dilatata), pakobylka Brandova (Bacillus grandi) a Bacillus atticus.

V malych poctech jsou ve vysledcich zastoupeny i druhy koryst (Malacostraca)
konkrétné¢ bleSivec obecny (Gammarus fossarum) a orientdlni ftiéni kreveta
(Macrobrachium nipponense) . Déale zde najdeme zastupce tiidy Maxilopoda, z podtiidy

klanonozci (Copepoda) konkrétnéji zastupce Zzijici v polarnich oblastech Calanus

propinquus a Rhincalanus gigas.

Mimo kmen ¢lenovct a strunatct se zde objevili 1 zastupci kmene Zahavct (Cnidaria),
konkrétnéji z tfidy medazovci (Scyphozoa) - jedna se o Chrysaora quinquecirrha a
Alatina alata.

Dalsim nalezenym kmenem jsou vifnici (Rotifera) - konkrétné zastupce z tiidy

Pijavenek (Bdelloidea), a to sice Rotaria tardigrada viz Graf €. 2.
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POMER TAXONOMU

B Chordata = Artophoda = Cnidaria = Rotifera

60

Taxonomicky kmen

Graf €. 1: Pomér taxomu napfic sty nejvice validnich vysledkd.
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Graf €. 2: Pomér tiid napfic sty nejvice validnich vysledk.
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4.2 Nejvice vyhovujici vysledky

Validita vysledkt byla urena na zdkladé¢ pomért hodnot E value, Query cover a Total
score. Ze 100 vysledki bylo vybrano 8 nejvalidnéjSich vykazujici nadprimeérnou

podobnost se zadanou HBV polymerazou.

Nejvice vyhovujicim vysledkem byl Pijak tropicky (Rhipicephalus microplus), tento
odebrany vzorek dosahoval hodnoty E Value 0.0, coz je nejmensi mozné cislo, které
tato hodnota muize nabyvat, dalsi dalezity parametr je 0 Gaps, Gaps vyjadiuji pocet
mezer vypliiované ndmi nevyhovujicimi/odlisnymi Nukleonovymi kyselinami nez je
zaddno. Tyto dva vysledné parametry znaci ze polymerdza HBV je v tomto vzorku
pfimo pfitomna. Vzorek byl odebran roku 2021 v rdmci projektu ,,Characterization of
the Rhipicephalus (Boophilus) microplus Sialotranscriptome  Profile in  Response
to Theileria equi Infection* (Paulino et al. 2001).
Pritomnost sekvence polymerazy HBV v tomto vzorku mize byt zapfi¢inéna moznym
pfedeslym nasatim kontaminované krve lidskym HBV, nebo moznou kontaminaci
vzorku nespravnou manipulaci. Dal$i moznost je jiz zminénd moznost existence
HEART retro-elementi ¢. 1 obvykle vysekvenovanych pravé ze zéstupcu klistat

(Ixodia) (Gong & Han, 2018).

Dalsimi vyhovujicimy vysledky byli zastupci paprskoploutvych ryb, u kterych je vyskyt
Hepadnaviridae potvrzen. A to v zastupci Ophthalmotilapia ventralis, coZ je druh
cichlidy endemické v jezete Tanganika, a dale ve vzorku uhote ficniho (Anguilla
anguilla) byly nalzeny sekvence, které jsou velice podobné hepadnavirim. Tito zastupci
by méli nalezet k jiz dfive zminénym neobalenym nackednavirtm.

Nalezené viry nesou nazvy ACNDV a EENDYV viz Obrazek ¢.8 (Lauber et al. 2017).
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Obrazek €. 8: Genomické usporadani ACNDV a EENDV (Lauber et al. 2017).
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Dalsimi dvéma zastupci jsou endemické ryby Schizopygopsis younghusband (Tibet) a
Gymnocypris namensis (Cina). U téchto dvou druhi doposud neni 7adny zaznam o
vyskytu HBV-like virusu, a proto lze pfedpokladat, ze jde o zcela novy druh HBV-like

vira.

Dalsim validnim vysledkem byl zastupce paryb, a to sice Zralok bambusovy Sedy
(Chiloscyllium griseum). Doposud byly popsany pouze vysledky u jinych zastupct
paryb, konkrétné rejnokti (Chen & Xin-Xin 2021). Mtzeme tedy tvrdit, Ze tento virus je

zcela novy a doposud nepopsany.

I zastupce z tfidy ptaku strnadec zimni (Junco hyemalis) vykazuje vysoké hodnoty, a
navic se vzorky tohoto druhu objevuji vice krat (konkrétné 8 vzorki). U tohoto ptaka
hojné se vyskytujiciho v Severni Americe byl ovSem jiz popsdn virovy element a
pojmenovan jako eJHBV viz Obrazek ¢. 9 (Lauber et al. 2017).

D PreC

DR2 DR1 N\ €

RT/RH _

eJHBV

2973 bp

p g

™
spacer
“A removed
T added

\ C added
Pres | Ato G plus G added

AtoC
A removed

Obrazek €. 9: Genomické usporadani eJHBV (Lauber et al. 2017).
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Poslednim druhem je Odorrana tormota v anglickych pramenech zminovana jako
Concave-eared torrent frog z tfidy obojzivelnikli (Amphibia). Konkrétné jde o zabu
zijici v Cinskych pralesich v okoli tokil. Nalezend sekvence mozného HBV-like viru
vykazuje zna¢né podobnosti s jiz popsanym TFHBV a uvazuje se, ze ptijde o jiny kmen

viz Obrazek ¢. 10 (Debat & Ng 2019).

1 -

TFHBV
Odorrana tormota

Obrazek ¢. 10: Genomické uspotadani odlisného kmene TFHBV (Debat & Ng 2019).

Samotny vysledek tBLASTn ptikladam jakozto ptilohu €.1.
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5. Zavér

Byla vypracovana literarni reSerSe popisujici historii objevii tfidy Hepadnaviridae
s velkym diirazem na lidsky virus HBV. Déle byla popsdna mozna evolu¢ni historie ve
vztahu k nové popsanym retro-elementim (HEART 1&2), déle pak ve vztahu s viry
s chybéjicimi obalovymi proteiny, tedy nackednaviruses. Byly také popsany konkrétni
vyznaéni zastupci Hepadnaviridae, ktefi zna¢né napomohly, a doposud napoméhaji
k lepSimu pochopeni fungovani této ¢eled€. Predevsim vSak jejich porozuméni pomaha

k boji proti ndkaze s lidskym HBV virusem.

Vramci literarni reSerSe byla popsdna taxonomie Hepadanviridae, a to vcetné
jednotlivych genotypt lidské HBV. Byla podrobné popsana morfologie, konkrétné
typologicky charakteristickym lidskym HBYV, doplnéna popisem zivotniho cyklu od
vniknuti Daneovi ¢astice do buniky az po opusténi zcela noveé zhotovené virové Castice
do téla hostitele. V neposledni tadé¢ byl popsdn postup identifikace virt

v metatranskriptomickych datech za pomoci volné pfistupného softwaru BLAST.

Ve své praktické Casti jsem se zabyval samotnym detekovanim vird
v metatranskriptomickych datech. Ta byla zprosttedkovana skrze databazi GenBank
spravovanou NCBI. Za vyuziti tBLASTn a polymerazy lidského HBV mi bylo

umoznéno vyhledat mozné vysledky obsahujici shodnou sekvenci.

Napiic sto vysledky jsem vyselektoval devét nejvice vyhovujicich. Po zpracovani
vysledkli mohu konstatovat, Ze byly nalezeny tfi mozné nové viry, které vykazuji velké
podobnosti s tiidou Hepadnaviridae. Zbylych Sest bylo popsano v jiz existujicich
publikacich, a to sice jako HEART retroelementy, nackednavirusy, nebo jakozto novy

kmen jiz existujiciho zastupce Hepadnaviridae.
Vysledky z této prace mohou slouzit jako mozné potvrzeni jiz pfedem nalezenych faktt

vyplyvajicich z teoretickych praci, které pracuji s moznosti daleko SirSiho vyskytu virti

podobnych Hepadnaviridae, nez je doposud ptredpokladano.
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Dale bakalatska prace odhaluje mozny vyskyt HBV podobnych vird i v doposud
neuvazovanych/nepopsanych zastupcich z rozliénych tfid napfi¢ celou zvifeci isi, a
tudiz popisuje jesté¢ vyssi diverzitu hostitelskych organismil, nez tomu bylo doposud.
Tim dochazi k celkovému doplnéni/rozsifeni zaznamenanych informaci o celedi

Hepadnaviridae.
Mozné rozSifeni moji prace by spocivalo vnavrzeni fylogenetického vyvoje

jednotlivych nalezenych vird. Piipadné by bylo velice hodnotné ziskat vice vzorkl

z klicovych zéstupcti pro mozné celkové doplnéni genomu virust.
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7. Ptilohy

Seznam priloh:

Priloha €. 1 : Piehled vysledki z databaze TSA - tBLASTn.



Piiloha 1: Pfehled vysledkii z databaze TSA - tBLASTn.

Species Phylum Class Max Total Query | E value Per. Acc.
Score Score Cover ident Len

Rhipicephalus microplus Artophoda | Arachnia 600 600 | 42 % 0.0 82.95 1059
Schizopygopsis younghusbandi Chordata Actinopterygii 344 644 | 87 % 2.00E-94 | 34.20 6827
Anguilla anguilla Chordata Actinopterygii 303 405 | 73 % 2.00E-82 | 42.50 3175
Gymnocypris namensis Chordata Actinopterygii 293 293 | 52% 7.00E-81 | 41.48 2225
Chiloscyllium griseum Chordata Chondrichthyes 290 756 | 81 % 4.00E-76 | 40.52 5883
Spodoptera littoralis Artophoda | Insecta 259 259 | 15% 6.00E-76 | 96.90 388
Ginglymostoma cirratum Chordata Chondrichthyes 223 223 | 20% 2.00E-61 | 63.47 574
Exitianus exitiosus Artophoda | Insecta 224 224 | 20% 3.00E-61 | 63.47 716
Mamestra brassicae Artophoda | Insecta 224 224 | 20% 6.00E-60 | 63.47 1004
Achaea janata Artophoda | Insecta 203 203 | 12% 2.00E-55 | 93.07 309
Spodoptera littoralis Artophoda | Insecta 189 189 | 14 % 6.00E-49 | 78.86 543
Thunnus albacares Chordata Actinopterygii 176 176 | 27 % 1.00E-43 | 42.92 687
Trichoplusia ni Artophoda | Insecta 166 166 | 14 % 2.00E-41 | 65.85 411
Spodoptera littoralis Artophoda | Insecta 161 161 | 10% 3.00E-40 | 82.02 269
Achaea janata Artophoda | Insecta 155 155 | 9% 3.00E-38 | 89.87 240
Thunnus albacares Chordata Actinopterygii 138 138 | 24 % 9.00E-31 | 43.41 582
Junco hyemalis Chordata Aves 145 216 | 44 % 4.00E-29 | 34.01 2592
Junco hyemalis Chordata Aves 145 216 | 44 % 4.00E-29 | 34.01 2592
Junco hyemalis Chordata Aves 144 216 | 44 % 7.00E-29 | 34.69 2592
Junco hyemalis Chordata Aves 144 216 | 44 % 7.00E-29 | 34.69 2592
Junco hyemalis Chordata Aves 144 216 | 53 % 1.00E-28 | 34.01 2886
Junco hyemalis Chordata Aves 144 216 | 53 % 1.00E-28 | 34.01 2886
Chrysaora quinquecirrha Cnidaria Scyphozoa 128 128 | 10 % 1.00E-28 | 69.32 266
Junco hyemalis Chordata Aves 144 216 | 53% 1.00E-28 | 34.69 2886
Junco hyemalis Chordata Aves 144 216 | 53 % 1.00E-28 | 34.69 2886
Ophthalmotilapia ventralis Chordata Actinopterygii 130 130 | 41% 1.00E-24 | 29.59 2178
Rhipicephalus microplus Artophoda | Arachnia 116 116 | 6% 2.00E-24 | 94.55 254
Leptopilina boulardi Artophoda | Insecta 117 117 | 12% 2.00E-24 | 60.58 312
Calanus propinquus Artophoda | Maxilopoda 118 118 | 11% 2.00E-23 | 54.17 641
Onthophagus curvicornis Artophoda | Insecta 109 109 | 8% 5.00E-22 | 78.38 258
Dichotomius satanas Artophoda | Insecta 104 104 | 6% 3.00E-20 | 96.15 248
Gammarus fossarum Artophoda | Malacostraca 115 115 | 51% 1.00E-19 | 24.77 2223
Odorrana tormota Chordata Amphibia 106 462 | 69 % 1.00E-16 | 37.06 7988
Gymnocypris namensis Chordata Actinopterygii 98.6 98.6 14 % 1.00E-15 | 39.84 979
Macrobrachium nipponense Artophoda | Malacostraca 87.8 87.8 10 % 5.00E-14 | 55.29 340
Oreobates cruralis Chordata Amphibia 93.2 93.2 23 % 1.00E-13 | 29.21 1106
Rhincalanus gigas Artophoda | Maxilopoda 85.5 85.5 9% 2.00E-13 | 55.56 292
Rotaria tardigrada Rotifera Bdelloidea 92.0 92.0 34 % 3.00E-12 | 27.33 3418
Gammarus fossarum Artophoda | Malacostraca 87.8 87.8 33 % 4.00E-11 | 24.39 2102
Anguilla anguilla Chordata Actinopterygii 80.5 80.5 12 % 7.00E-11 | 44.95 506
Anguilla anguilla Chordata Actinopterygii 80.5 80.5 12 % 8.00E-11 | 44.95 506
Anguilla anguilla Chordata Actinopterygii 80.5 80.5 12 % 8.00E-11 | 44.95 507

II




Anguilla anguilla Chordata Actinopterygii 80.5 80.5 12 % 8.00E-11 | 44.95 506
Anguilla anguilla Chordata Actinopterygii 79.7 79.7 12 % 5.00E-10 | 44.95 665
Anguilla anguilla Chordata Actinopterygii 79.7 79.7 12 % 5.00E-10 | 44.95 665
Anguilla anguilla Chordata Actinopterygii 79.7 79.7 12 % 5.00E-10 | 44.95 665
Anguilla anguilla Chordata Actinopterygii 79.7 79.7 12 % 5.00E-10 | 44.95 665
Anguilla anguilla Chordata Actinopterygii 79.7 79.7 12 % 5.00E-10 | 44.95 665
Anguilla anguilla Chordata Actinopterygii 79.7 79.7 12 % 5.00E-10 | 44.95 665
Thunnus albacares Chordata Actinopterygii 75.9 75.9 12% 7.00E-08 | 40.57 1104
Acanthis hornemanni Chordata Aves 64.3 162 | 30 % 0.001 43.33 4355
Acanthis flammea Chordata Aves 64.3 162 | 30 % 0.001 43.33 4355
Xestocephalus desertorum Artophoda | Insecta 75.5 75.5 26 % 5.00E-07 | 27.93 6114
Lampona murina Artophoda | Arachnia 73.2 73.2 25 % 1.00E-06 | 28.18 1537
Lampona murina Artophoda | Arachnia 73.2 73.2 25 % 1.00E-06 | 28.18 1537
Lampona murina Artophoda | Arachnia 73.2 73.2 25 % 2.00E-06 | 28.18 5458
Lampona murina Artophoda | Arachnia 73.2 73.2 25 % 2.00E-06 | 28.18 5461
Mesocricetus auratus Chordata Mammalia 72.8 72.8 13 % 3.00E-06 | 33.33 3549
Bacillus atticus Artophoda | Insecta 72.4 72.4 32% 4.00E-06 | 25.60 3087
Mesocricetus auratus Chordata Mammalia 72.4 72.4 13 % 4.00E-06 | 33.33 4908
Abrothrix longipilis Chordata Mammalia 68.9 68.9 12 % 2.00E-05 | 33.33 1357
Heteropteryx dilatata Artophoda | Insecta 69.7 69.7 32% 2.00E-05 | 26.26 3913
Abrothrix longipilis Chordata Mammalia 68.6 68.6 12 % 2.00E-05 | 33.33 1323
Abrothrix longipilis Chordata Mammalia 68.9 68.9 12 % 2.00E-05 | 33.33 1708
Cricetulus griseus Chordata Mammalia 68.6 68.6 12 % 2.00E-05 | 33.01 1408
Heteropteryx dilatata Artophoda | Insecta 69.7 69.7 32% 3.00E-05 | 26.26 7445
Peromyscus californicus Chordata Mammalia 67.0 67.0 12 % 3.00E-05 | 33.98 838
Cricetulus griseus Chordata Mammalia 69.3 69.3 12 % 3.00E-05 | 33.98 6068
Cricetulus griseus Chordata Mammalia 69.3 69.3 12 % 3.00E-05 | 33.98 7248
Galloisiana yuasai Artophoda | Insecta 69.3 69.3 29 % 3.00E-05 26-Apr 4561
Cricetulus griseus Chordata Mammalia 69.3 69.3 12 % 3.00E-05 | 33.98 7758
Cricetulus griseus Chordata Mammalia 68.9 68.9 12 % 3.00E-05 | 33.01 2583
Cricetulus griseus Chordata Mammalia 69.3 69.3 12 % 3.00E-05 | 33.98 8456
Cricetulus griseus Chordata Mammalia 69.3 69.3 12 % 4.00E-05 | 33.98 7445
Choristoneura fumiferana Artophoda | Insecta 68.9 68.9 36 % 4.00E-05 | 23.26 4569
Bacillus grandii Artophoda | Insecta 68.9 68.9 32% 4.00E-05 | 24.31 2976
Cricetulus griseus Chordata Mammalia 68.9 68.9 12 % 5.00E-05 | 33.98 7803
Menosira ornata Artophoda | Arachnia 66.2 66.2 25 % 5.00E-05 | 27.52 877
Tetragnathidae gen. sp. Artophoda | Arachnia 68.2 68.2 25 % 5.00E-05 | 27.73 2479
Metellina merianae Artophoda | Arachnia 67.4 67.4 25 % 1.00E-04 | 27.80 2743
Pardosa amentata Artophoda | Arachnia 67.0 67.0 29 % 1.00E-04 26-May 2906
Anastrepha ludens Artophoda | Insecta 66.6 66.6 36 % 1.00E-04 | 22.54 1695
Pardosa amentata Artophoda | Arachnia 67.0 67.0 29 % 1.00E-04 26-May 3089
Arctosa depectinata Artophoda | Arachnia 67.0 67.0 25 % 1.00E-04 | 27.68 3038
Arctosa depectinata Artophoda | Arachnia 67.0 67.0 25 % 1.00E-04 | 27.68 3038
Arctosa depectinata Artophoda | Arachnia 67.0 67.0 25% 1.00E-04 | 27.68 3043
Pardosa amentata Artophoda | Arachnia 67.0 67.0 29 % 1.00E-04 26-May 4959
Pardosa amentata Artophoda | Arachnia 67.0 67.0 29 % 1.00E-04 26-May 4972

III




Wadicosa okinawensis Artophoda | Arachnia 67.0 67.0 25 % 2.00E-04 | 27.73 3249
Wadicosa okinawensis Artophoda | Arachnia 67.0 67.0 25 % 2.00E-04 | 27.73 3249
Peromyscus californicus Chordata Mammalia 60.5 60.5 10 % 2.00E-04 | 35.63 313
Alatina alata Cnidaria Scyphozoa 66.6 66.6 31% 2.00E-04 | 24.82 4624
Alatina alata Cnidaria Scyphozoa 66.6 66.6 31% 2.00E-04 | 24.82 4814
Phaedon cochleariae Artophoda Insecta 66.2 66.2 33 % 2.00E-04 | 24.21 2194
Peromyscus californicus Chordata Mammalia 64.7 64.7 11% 3.00E-04 | 33.68 1029
Ocrisiona sp. Artophoda | Arachnia 66.2 66.2 25 % 3.00E-04 | 28.64 3183
Apricia jovialis Artophoda | Arachnia 65.9 65.9 25 % 3.00E-04 | 27.73 2694
Ocrisiona sp. Artophoda | Arachnia 66.2 66.2 25 % 3.00E-04 | 28.64 3172
Peromyscus californicus Chordata Mammalia 65.5 65.5 12 % 3.00E-04 | 33.65 1975
Planotortrix excessana Artophoda | Insecta 65.1 65.1 31% 3.00E-04 | 22.18 1614
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