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ABSTRAKT

Patogeny jsou organismy, které jsou pfi¢inou riznych onemocnéni hostitele. Patfi zde:
priony, viry, bakterie, houby, prvoci a zivoCichové. Tato bakalaiska prace je zamétfena
konkrétn€ na viry, zpusobujici lidska onemocnéni jako jsou zavazné respiracni syndromy,
onemocnéni jater ¢i rakovina délozniho Eipku.

Cilem této bakalarské prace bylo pomoci webové aplikace Palindrome analyser
charakterizovat pfitomnost a umisténi inverznich repetic v genomech organismd, které jsou
patogenni pro lidsky organismus. Byly vybrany 4 viry, z nichz dva jsou ze skupiny DNA vir
a dva ze skupiny RNA virt. S ohledem na propuknuti pandemie na zacatku roku 2020, kterou
zpusobil virus SARS-CoV-2, je v této bakalarské praci zarfazen. Z RNA virt byly tedy vybrany:
SARS-CoV a SARS-CoV-2. ZDNA vira byly vybrany: virus Hepatitis B a lidsky
papilomavirus.

Sekvence virovych genomu byly ziskany z databaze NCBI (National Center for
Biotechnology). Poté byly pomoci programu Palindrome analyser, ktery je dostupny online,
analyzovany vSechny Ctyfi viry na pifitomnost inverznich repetic, jejich polohu a velikost.
Nejvétsim genomem byl SARS-CoV-2 s velikosti 29 903 bp, ktery mél zaroven nejvice
inverznich repetic.

ABSTRACT

Pathogens are organisms that cause various host diseases. These include prions, viruses,
bacteria, fungi, protozoa and animals. This bachelor thesis is focused specifically on viruses
causing human diseases such as severe respiratory syndromes, liver diseases or cervical cancer.

The aim of this bachelor thesis was to characterize the presence and location of inverted
repeats in the genomes of organism using the web application Palindrome analyzer. Four
viruses were selected, two of them are from the group of DNA viruses and two from the group
of RNA viruses. In view of the outbreak of a pandemic in early 2020 caused by virus SARS-
CoV-2, is included in this bachelor thesis. Thus, SARS-CoV and SARS-CoV-2 were selected
from RNA viruses and hepatitis B virus and human papillomavirus were selected from the DNA
viruses.

The sequences of the viral genomes were obtained from the NCBI (National Center for
Biotechnology) database. Then, all four viruses were analyzed for the presence of inverse
repeats, their location and size using the Palindrome analyzer, which is available online. The
largest genome was SARS-CoV-2 of 29 903 bp, which also had the most inverse repeats.
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Inverzni repetice, kiizové struktury, patogeny, viry
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1 UVOD

Pocet virt a bakterii na Zemi je ohromujici, zabiraji v podstaté kazdé prostfedi. Drtiva
vétSina vird a bakterii nema jakykoliv negativni vliv na lidské zdravi, jelikoz lidské télo je
slozity a prosperujici ekosystém [1]. Lidské t&lo obsahuje ptiblizng 10'® lidskych bunék a asi
10" bakterialnich, fungalnich a protozoalnich bunék, které predstavuji tisice mikrobialnich
druhti. Tyto mikroby nazyvame ,,normalni mikroflora“ a jsou obvykle omezeny na konkrétnich
Castech téla, vCetné klize a ust. Konkrétné asi jeden z miliardy mikrobialnich druha je lidskym
patogenem. V soucasné dob€ jiz bylo popsano piiblizné 1400 lidskych patogent, pfiCemz
odhadovany pocet existujicich mikrobialnich druhti patogenti na Zemi je bilion [2].

Vzhledem k tomu, ze na zacatku roku 2020 probihala , koronavirova krize v nejméné 188
zemich po celém svéte, tak v této praci byla vénovana analyze a porovnani genomi dvou
koronavird s dal§imi dvéma DNA viry. Prvnim z koronaviri je SARS-CoV, virus ktery
zpusobuje onemocnéni zvané SARS (z angl. Severe Acute Respiratory Syndrome). Toto
onemocnéni se projevilo v provincii Kuang-tung v Ciné nakonci roku 2002. Jedni se
o onemocnéni postihujici zejména dolni cesty dychaci, které¢ vede k zavaznému onemocnéni
plic [3].

Druhym je SARS-CoV-2, ktery byl poprvé pozorovan na konci roku 2019 v ¢inském mésté
Wu-chan. Na jafe roku 2020 bylo onemocnéni zptisobené timto virem oznaceno za pandemii.
Tak jako SARS-CoV postihuje zejména dolni cesty dychaci [4].

Dalsim virem je virus Hepatitidy B, ktery se od ostatnim vira hepatitidy lisi tim, Ze se jedna
o DNA vir. Je béznou pfic¢inou Sirokého spektra onemocnéni jater, od akutni po chronickou
hepatitidu, cirhozu ¢i rakovinu jater [5].

Poslednim analyzovanym virem je lidsky papilomavirus, ktery zpusobuje infekci HPV.
Existuje vice nez 150 typua lidskych papilomavirt, avSak jen cast je pro lidsky organismus
nebezpecna. Napriklad genotypy HPV 16 a 18 jsou zodpoveédné za cca 70 % rakoviny délozniho
¢ipku u zen [6].



2  TEORETICKA CAST

2.1 Patogeny

Patogen je organismus, ktery zptisobuje onemocnéni hostiteli, pficemz zavaznost symptomu
onemocnéni se oznaCuje jako virulence. Stupeni virulence souvisi pfimo se schopnosti
organismu zpusobovat onemocnéni navzdory mechanismim odolnosti hostitele. Je ovliviiovan
fadou faktoru, jako je mnozstvi patogennich organismu, cesta vstupu do téla hostitele ¢i obranné
mechanismy hostitele [1]. Termin patogen se zacal pouzivat uz v roce 1880. Patogeny mohou
byt priony, viry, bakterie, prvoci, houby a zivo€ichové. Studium, které se zabyva nemocemi
a muze zahrnovat tyto patogeny, se nazyva patologie [2]. Kazdy zivy organismus je ovlivnén
patogeny, véetné bakterii, na které se zaméfuji specializované viry nazyvané fagy [7]. Patogeny
se rozdeluji na fakultativni (oportunni) a obligatni (primarni) [1].

2.1.1 Fakultativni patogeny

Fakultativni patogeny jsou organismy, u nichZ je hostitel pouze jednim z mist, kde se mize
reprodukovat. Fakultativni patogeny jsou pfedev§im bakterie a houby, které pfilezitostné
zpusobuji infekce. Infikuji pouze oslabené nebo imunokompromitované hostitele. Oslabeni
hostitele mize byt zpusobeno poranénim kuze, sliznice, ¢i po lékaiskych zakrocich. Mezi
fakultativni patogeny patii napt. Escherichia coli, €1 Neisseria meningitidis [8].

2.1.2 Obligatni patogeny

Obligatni patogeny vyZzaduji vice hostitelt k dokonceni jejich zivotniho cyklu. Definitivnim
hostitelem, ktery podporuje dospélou formu patogenu, je nejcastéji obratlovec. Mezihostitelem
byva vétsinou ¢lenovec ¢i mekkys. Tohle stfidani hostiteld byva zejména u virG (virus Zika),
bakterii (napf. Borrelia zpusobujici Lymeovu chorobu) a prvoki (napt. Plasmodii, ktera
zpusobuje malarii) [8]. Obligatni patogeny maji schopnost vyvolat onemocnéni i u zdravych
jedinca [7].

2.2 Priony

Jedna se o nejjednodussi infekeni Castice tvorené pouze molekulou bilkoviny, jez zptsobuji
neurodegenerativni onemocnéni savcu, tzv. transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE).
Prusineriv objev prionového proteinu (PrP) v 80. letech 20. stoleti vyznamné urychlil
poznavani biologie a patogeneze TSE [9]. Slovo jako takové pochéazi z ‘proteinaceous
infectious particle‘ a tento termin odkazuje na pivodné kaciiskou hypotézu, ze infek¢ni Castice,
které zptisobuji tato onemocnéni, sestavaji pouze z proteinu. VSechny predtim znamé patogeny
(viry, bakterie) obsahuji nukleové kyseliny, které jim umoziiuji reprodukeci [10].

TSE od ostatnich neurodegenerativnich onemocnéni, jakymi jsou napt. Parkinsonova
¢i Alzheimerova choroba, oddé€luje jedna vlastnost, a tou je pfenosnost (transmisivnost) [9].
Prenos z jednoho organismu na druhy je velice snadny v ramci stejného druhu, ale je mozny
i mezi druhy riznymi. TSE jsou tézké, bez vyjimky smrtelné choroby. Jsou charakterizovany
asymptomatickou inkubaéni dobou, ktera v pfipadé€ clovéka mize dosahovat az nékolik desitek
let. Onemocnéni vétSinou probihaji pomalu a jsou nevylécitelna. Nékteré organy, predevsim
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mozek, micha a sitnice jsou tézce infikovany jiz diive, nez se objevi klinické projevy dané
nemoci. Mezi klinické pfiznaky patii poruchy ¢i ztrata paméti, projevy motorickych dysfunkci
(poruchy chiize nebo rovnovahy), zmény v chovani ¢i demence [11].

PrP je glykoprotein, jehoz izoforma nazyvana bun&ny prionovy protein (PrP€) je normalni
soucasti zivocisnych tél. PrP v§ak mize existovat také ve formée abnormalniho konformacniho
izomeru (PrP5°), ktery je infek&ni a u savcll patrné zptisobuje TSE. Mezi TSE patfi tzv. nemoc
Silenych krav, scrapie ovci a Creutzfeldt-Jakobova choroba u lidi [12].

Stejné€ jako u savcu, byly i v houbach nalezeny proteiny se samovolné se rozmnoZzujicimi
konformacemi. Tyto fungalni priony sdileji mnoho podobnosti se sav¢imi priony. Diky snadné
genetické manipulaci a rychlému rastu plisni mohl postupovat plisiiovy prionovy vyzkum
rychlym tempem [10]. Mezi kvasinkovymi a sav¢imi priony existuje plno rozdild, napfiklad
kvasinkové priony nemusi zptisobovat onemocnéni a ani zadné nemusi prenaset [12].

2.3 Viry

Viry jsou malé Castice, které se samy nemohou reprodukovat [13]. VétSina vird ma jako svij
geneticky material bud’ RNA nebo DNA, jiné maji genomy, které maji vice nukleovych kyselin
a tvoti segmenty [14]. Cela Castice infekcniho viru, nazyvana virion, se sklada z nukleové
kyseliny a vnéjSiho obalu proteinu [13]. Na Obrazku 1 1ze vidét usporadani jednotlivych virt,
jako je bakteriofag T4, adenovirus, ktery patfi mezi neobalené¢ dsDNA viry, a HIV retrovirus
[14].

Viry musi vstoupit i vystoupit ze své hostitelské buriky, aby dokoncily cyklus replikace [13].
Jelikoz plazmaticka membrana pusobi jako bariéra mezi butikami a jejich prostfedim, viry byly
nuceny vyvinout strategii, ktera by jim umoznila ptekonat tuto lipidovou dvojvrstvu. V piipade
mnoha obalenych virt, vstup do hostitelské buiiky na zacatku replikace zahrnuje membranové
fuzni ¢i §té€pné reakce mezi obalem viru a plazmatickou membranou hostitelské bunky [15].

V lytickém cyklu se bakteriofag pfipoji na receptor bakterialni buiiky, ktery je specificky.
Bunécna sténa se natravi, prodéravi a DNA je z hlavy fagu vypuzena do bunky. Uvnitt
hostitelské buiikky se virova DNA prepiSe do specifické virové mRNA (transkripce)
a na ribozomech se zacne tvofit bilkovina k tvorbé kapsidu (translace). Nasledné probéhne
replikace virové DNA, ktera kondenzuje a nastane kompletace viriond neboli maturace.
Hostitelska burika je zni¢ena a uvolnéné viriony napadaji dalsi buriky [13].

Pti lyzogennim cyklu se virova DNA nereplikuje, ale zacleni se do chromozomu hostitelské
bunky. Takto se pak pfenasi do dcefinych bunek. Hostitelska burika obsahujici tzv. profaga
je imunni vici infekcei stejnym fagem a oznacuje se jako lyzogenni. Kdykoliv je mozna aktivace
proviru, napft. infekci ¢i UV zarenim, spusti se lyticky cyklus. Profag se vy¢leni z chromozomu,
replikuje se a hostitelska buiika se rozpada [13].

Mezi choroby zpusobené DNA viry patii plané i pravé neStovice, hepatitida B, opary
na rtech a nékteré pohlavni choroby: genitalni opar a genitalni bradavice. Na druhou stranu
mezi onemocnéni zpusobené RNA viry patii napf.: hepatitida A i C, spalni¢ky, vzteklina,
klistova encefalitida a chripka [14].



Bakteriofag T4 Adenovirus
glykoproteiny kapsomera
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Obrazek 1: Slozité viriony - bakteriofag T4, adenovirus a HIV retrovirus [14]

2.3.1 Historie zkoumani viru

Viry byly poprvé objeveny po vyvoji porcelanového filtru, nazyvaného Chamberlandiv-
Pasteurtv filtr, ktery mohl odstranit vSechny viditelné bakterie v mikroskopu v jakémkoliv
kapalném vzorku. V roce 1886 Adolph Meyer prokazal, ze onemocnéni tabakové mozaiky
muize byt preneseno z nemocné rostliny na zdravou rostlinu pomoci tekutych rostlinnych
extrakti. O 6 let pozdéji, tedy v roce 1892 Dmitri Ivanowski prokazal, Ze toto onemocnéni Ize
prenaset i potom, co Chamberland-Pasteurtv filtr odstranil z extraktu vSechny zivotaschopné
bakterie [16]. Stale to bylo mnoho predtim, nez bylo prokazano, zZe tyto ,,nepropustné* infek¢ni
agens nebyly jednoduSe velmi malé bakterie, ale byly novym typem velmi malych castic
zpusobujicich onemocnéni [13].

2.3.2 Baltimorova Kklasifikace

Baltimorova klasifikace, viz Obrazek 2, je systém klasifikace vird podle typu genetického
materialu, ktery je obsazen ve virovych ¢asticich. Byla poprvé navrzena v roce 1971 Davidem
Baltimorem, pozdé€jsim nositelem Nobelovy ceny za fyziologii a medicinu [14]. Jedna
se o jednoduchou a bézné pouzivanou alternativu k systému ICTV (Mezinarodni vybor pro
klasifikaci vird, z angl. International Committee on Taxonomy of Viruses), ktera ¢leni viry
podle vice hledisek. V pivodnim navrhu Davida Baltimora bylo Sest skupin vira (I. az V1) —
dnes se do sedmé skupiny vyclenila pozd€ji objevena skupina hepadnavirti s unikatné stavénym
genomem. Systém umoziuje zjednodusit si komplikované a rozmanité typy zivotnich cykla,
jimiz viry oplyvaji [17].
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Obrazek 2: Baltimorova klasifikace virii podle genetického materidlu [18]

2.3.2.1 Tvdy I-11

Riizné typy virai DNA se bézné pouzivaji ve studiich o replikaci DNA, tvorbé mRNA
a transformaci onkogennich bunék [15]. Viry tfidy I obsahuji jednu molekulu dvouvlaknové
DNA (dsDNA). V pripadé nejbéznéjsiho typu zvifeciho viru L. tfidy vstupuje virova DNA
do bunécného jadra, kde bunécné enzymy piepisuji DNA a vyslednou RNA zpracovavaji
na virovou mRNA [13]. Mezi piiklady téchto vird patfi: adenoviry, SV40, herpesviry,
papillomaviry a mnoho dalSich [14]. Viry II. skupiny maji jako genom jednovlaknovou DNA
(ssDNA). Predtim, nez muze dojit k transkripci na mRNA, prevadéji své jednovlaknové
genomy na meziprodukt dsDNA [13]. Mezi viry této skupiny patii napt. parvoviry [18].

2.3.2.2 Trdy III-V

Vsechny zivoci$né viry, patfici do tfidy III-VI maji RNA genomy. Cel4 fada zvifat,
od hmyzu po ¢lovéka, je témito viry infikovana. Tyto viry byly velice uzitecné pii studiich
syntézy a translace mRNA, pifi tvorbé membrany a intracelularniho transportu [13]. Viry
skupiny IV maji jako genom ssRNA s pozitivni polaritou. Pozitivni polarita znamena, ze
genomickd RNA muze slouzit pfimo jako mRNA. Naopak viry skupiny V obsahuji genomy
ssRNA se zapornou polaritou, coz znamena, ze jejich sekvence je komplementarni k mRNA
[14]. Mezi zastupce I1IL. tiidy patii reoviry nebo birnaviry [18], v IV. tfid€ se nachézi flaviviry,
coronaviry a picornaviry. Do V. tfidé miizeme zatadit orthomyxoviry, arenaviry a plno dalSich
[14].

2.3.2.3 Trida VI

Viry tfidy VI jsou obalené viry, jejichz genom se sklada ze dvou identickych plus fetézct
RNA. Tyto viry jsou znamé jako retroviry, protoze jejich RNA genom fidi tvorbu molekuly
DNA. Molekula DNA pak nakonec funguje jako templat pro syntézu virové mRNA [13].
Neékteré retroviry obsahuji geny zpusobujici rakovinu (nazyvané onkogeny). Buriky infikované
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takovymi retroviry jsou onkogenné transformovany do nadorovych bunék. Mezi zndmymi
lidskymi retroviry jsou lidsky T-bunéfny lymfotroficky tanus, ktery zpusobuje leukémii
a lidsky imunodeficienni virus, ktery zpusobuje nedostateCnou imunitu [14].

2.3.2.4 Trida VIl

Viry skupiny VII maji parcialni dsSDNA genomy a vytvafeji meziprodukty ssRNA, které
pusobi jako mRNA, ale jsou prevedeny zpét do genomt dSDNA pomoci reverzni transkriptazy,
coz je nezbytné pro replikaci genomu [18]. Nejznaméjsim zastupcem hepadnavirQ je virus
hepatitidy B (HBV) [14].

2.3.3 Hepatitis B virus

Virus hepatitidy B (HBV) je maly virus DNA s neobvyklymi rysy, které jsou podobné
retroviram. Jedna se o virus z rodu Orthohepadnavirus, ktery je soucasti celedi Hepadnaviridae.
Podobné viry se vyskytuji u savcid, napi. u svistl, veverek, Pekingskych kachen a jinych.
Na zakladé porovnani je HBV klasifikovan do osmi genotypi A az H. Kazdy genotyp ma
odlisné geografické rozdéleni [19]. HBV infikuje vice nez 300 miliont lidi na celém svété
a je béznou pii¢inou onemocnéni jater a rakoviny jater. Infekce HBV vede k Sirokému spektru
onemocnéni jater od akutni (vCetné selhani jater) po chronickou hepatitidu, cirhézu
¢i hepatocelularni karcinom. Inkubacéni doba hepatitidy B je variabilni v rozmezi 1 mésice
az pul roku [5].

Objev australského antigenu Baruchem Blumbergem a jeho kolegi, ktery byl pozdéji
identifikovan jako povrchovy antigen viru hepatitidy B, byl hlavnim prilomem ke zlepseni
globalniho zdravi. Po cel4 desetileti pied Blumbergovym objevem, byl neznamy virus v krvi
a plazmé podezrely z potransfuzni hepatitidy. Uznani, ze australsky antigen byl markerem
virové hepatitidy, usnadnilo vytvofeni protokolu o screeningu krve, ktery vedl
ke dvojnasobnému az trojnasobnému snizeni incidence hepatitidy po transfuzi, pficemz
zbyvajici ptipady pravdépodobné byly zpusobeny virem hepatitidy C (HCV), ktery nebyl
identifikovan dalSich 23 let [20]. Objev australského antigenu také usnadnil vyvoj vakciny,
ktera vyrazné snizila globalni bfemeno infekce HBV a Baruch Blumberg ziskal za objev HBV
Nobelovu cenu za medicinu v roce 1976 [21].

2.3.3.1 Struktura castice HBV

V infek¢énim séru se pomoci elektronové mikroskopie vizualizyji tfi typy virovych ¢astic.
Dv¢ z virovych ¢astic jsou mensi sférické struktury o priméru 20 nm a vlakna raznych délek
se §itkou priblizn€ 22 nm [19]. Obalka obsahuje malé mnozstvi lipidu bunécného ptivodu a tfi
povrchové proteiny hepatitidy B: velky, stfedni a maly, které tvori s disulfidem vazané
homodimery a heterodimery [22]. Sféry a vlakna jsou sloZzeny z povrchového antigenu
hepatitidy B a lipidi odvozenych od hostitele bez virovych nukleovych kyselin, a proto jsou
neinfek¢ni. Infekéni virion HBV (Daneova castice) ma kulovitou strukturu s dvojitou
skofepinou o pruméru 42-47 nm, sestavajici z lipidové obalky obsahujici HBsAg, ktera
obklopuje vnitini ikoseadricky (dvacetisténny) nukleokapsid slozeny z jadrového antigenu
hepatitidy B (HBcAg) komplexovaného s virové kddovanou polymerazou a genomem virové
DNA. Genom HBYV je ¢astecné dvouvlaknova kruhova DNA o parech asi 3,2 kb [19].
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2.3.3.2 Cteci ramce

Virovy genom koduje Ctyfti piekryvajici se oteviené Cteci ramce (ORF: S, C, P a X). S ORF
koéduje virové povrchové obalové proteiny (HBsAg) a lze je strukturdlné a funkcné délit
vedou k pfibuznym, ale funkéné odliSnym proteinim. C ORF koduje budto virovy
nukleokapsid HBcAg nebo antigen hepatitidy B (HBeAg) v zavislosti na tom, zda je translace
iniciovana z jadra nebo precore oblasti. Jadrovy protein ma tu vlastnost, ze se sam sestavi
do kapsidovité struktury a na svém C-konci ma vysoce bazické aminokyseliny s vazebnou
aktivitou k RNA [23].

Polymeraza je velky protein (pfiblizné¢ 800 AMK), ktery je kodovany P ORF a je funkéné
rozdélen do tfi domén: terminalni proteinova doména, doména reverzni transkriptazy a doména
ribonukleazy H. X ORF koduje 16,5 kDa protein (HBxAg) s mnoha funkcemi, véetné prenosu
signalu, transkrip¢ni aktivace, opravy DNA a inhibice degradace proteinu. Mechanismus této
aktivity a biologické funkce je do zna¢né miry potfad neznamy. Je vSak prokazano, ze HBxAg
je nezbytny pro produkci infekce HBV [24].

2.3.4 Lidsky papilomavirus

S prevalenci 70 miliont pfipadd a kazdorocnim vyskytem 14 milionti novych prenosi jsou
infekce HPV anogenitalniho traktu nejCastéjSimi pohlavné pfenosnymi chorobami v USA.
Priblizné 80 % zen ve véku do 50 let tuto infekci jiz ziskalo. Celosvétoveé se odhaduje, ze se
kazdoro¢né vyskytne 500 000 ptipada rakoviny délozniho Cipku, coz ma za nasledek i vice nez
250 000 umrti [6]. V roce 2018 byla rakovina Cipku 4. nejcastéjsi rakovinou u zen a celkové 8.
nejcastejsi rakovinou vibec [25]. Bfemeno rakoviny délozniho Cipku je v zemich s nizkymi
piijmy neumérné vysoké kvuli nedostatku zdrojii na ockovani a 1écby. I kdyz jsou k dispozici
bezpecné a ucinné vakciny pro prevenci infekce HPV, nechrani vSak ty, ktefi jiz byly
infikovani, a nechrani pred vSemi typy HPV [26].

Rizikové faktory: Koufeni, sexualni zivot (prvni pohlavni styk, poCet sexualnich partnera),
uzivani peroralnich kontraceptiv a UV zafeni [27].

2.3.4.1 Struktura HPV

Lidsky papilomavirus (HPV) je neobaleny, dvoutetézcovy, cirkularni DNA virus z rodiny
Papillomaviridae [27]. Existuje vice nez 150 typu, pficemz genotypy HPV 16 a 18 jsou
zodpovédné za priblizne 70 % rakovin délozniho Cipku. Zbyvajicich 30 % je zptsobeno jinymi
karcinogennimi typy HPV. HPV16 je nejvice karcinogenni typ z hlediska poctu pfipadi
cervikalni intraepitelidlni neoplasie (CIN) nebo rakoviny délozniho ¢ipku. Nizkorizikové
genotypy 6 a 11 zpusobuji vétSinou genitalnich bradavice [6]. Virus vstupuje do epitelu
narusenim kuze Ci sliznice, a infikuje bazalni kmenové bunky. Virova DNA muze zustat
po urcitou dobu nezavislym epizomem, nez se zacleni do genomu hostitele. HPV se piednostné
integruje na kiehkych mistech v lidské DNA, kde je fetézec nachylny ke zlomeni [27].

Navzdory raznym asociacim nemoci maji Castice papilomaviru spole¢nou neobalenou
ikosedralni strukturu o priméru 50 az 60 nm. Jejich genomy obsahuji dvoufetézcové kruhy
(epizomy) o piiblizné 8 000 part bazi, které obsahuji osm nebo devét ORF. Ackoliv je pocet
gent omezen malou velikosti genomu, pocet kodovanych proteinti je mnohem vétsi, protoze
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genova exprese zahrnuje pouziti vice promotord a slozitych vzorct pro sestfih. Mapovani
jemnych struktur ukazuje, ze virovy plast obsahuje 360 molekul proteinu L1 usporadanych
do 72 kapsomer(, z nichz kazda je tvofena 5 molekulami L1 [28]. Castice lidského
papilomaviru také obsahuji variabilni pocet molekul L2, které nejsou uplné exponovany
na povrchu virionu, kromé& jejich N-termindlnich 120 aminokyselin. Béhem infekce je L2
rozStépen furinem béhem infekce. Virovy genom také koduje regulacni proteiny, které stimuluji
vstup do bunécného cyklu a proliferaci bunek, a také proteiny, které zprostiedkovavaji replikaci
genomu viru, sestaveni viru a pravdépodobné také ucinné uvolriovani a pienos viru [29].

2.3.4.2 Rozdéleni lidskych papilomaviru

Lidské typy jsou rozdé€leny do péti roda na zakladé rozdilti v jejich DNA sekvenci, pfi¢emz
jednotlivé typy maji nukleotidovou sekvenci, ktera je nejméné z 10 % odliSna od ostatnich
sekvenci papilomavirt. V poslednich letech umoziuji citlivé detek¢éni metody identifikovat
velky pocet novych typt HPV (pfedevsim typu beta a gama) z odebranych vytért kozniho
epitelu, nebo z vytrhanych vlasi. PocCet typt beta se témér zdvojnasobil (z 25 na 45) a pocet
typt gama se za posledni dekadu zvysil témér osmkrat (ze 7 na 54) [28].

2.3.5 SARS-CoV

SARS-CoV zpusobuje zavazny akutni respirani syndrom (z ang. Severe Acute Respiratory
Syndrome). SARS-CoV je relativné nové infekéni virové onemocnéni, které je doprovazeno
zavaznymi klinickymi projevy dolnich cest dychacich. Patogeneze SARS-CoV je velice
komplexni, s vice faktory, které vedou k tézkému poskozeni plic. V prabéhu nemoci muze byt
infikovano vice bunék ¢i organt, véetné epitelovych bunék ledvin, neuront v mozku a nékolika
typu imunitnich bunék. Na Obrazku 3 Ize vidét hlavni mechanismy, které vedou k poskozeni
plic [4].

Genom SARS-CoV je jednovlaknova RNA s pozitivnim nabojem sestavajici z 29 751 bazi.
Fylogeneticka analyza odhalila, ze tento druh CoV je jen mirné piibuzny jinym CoV, vCetné
dvou lidskych: HCoV-OC43 a HCoV-229E. U téchto lidskych CoV je znamo, ze zpusobuji
infekce dolnich cest dychacich, bézné nachlazeni a prijem [30]. SARS je pfenasen na ¢lovéka
a mezi lidmi bud’to ptfimym kontaktem (kizi), kapickami nebo vzdusnymi cestami. Virus byl
taky izolovan znékolika zvifat, vCetné psi myvalovitych, avSak nejsou povazovany
za skuteCny zdroj [4].

2.3.5.1 Historie

SARS-CoV se objevil v provincii Kuang-tung v Ciné v listopadu roku 2002. Do biezna
nasledujici roku se toto onemocnéni rozsifilo po celém svété. Do Cervence roku 2003 bylo
nahlaseno pres 8 000 piipadi stimto onemocnénim, vCetné€ piiblizné 900 umrti z 32 zemi
po celém svété [31].

2.3.5.2 Detekce infekce

SARS-CoV miuze byt detekovan reverzni transkriptazovou polymerazovou fetézovou reakci
(RT-PCR) ve stolici, moci a také v krvi. Infekce tudiz neni omezena pouze na dychaci cesty.
Na rozdil od vétsiny ostatnich respiracnich virt je zatéz SARS-CoV ve stolici v prvnich dnech
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nemoci nizka, avSak kolem 11. dne nemoci vrcholi. Tahle informace odpovida nizké citlivosti
diagnostickych testd v prvnich nékolika dnech nemoci [32]. Exhala¢ni vzorky a stolice jsou
uzitecné klinické vzorky pro diagnostiku RT-PCR, ale stolice jsou méné uspokojivym vzorkem
béhem prvnich 5 dnii nemoci. Nasopharyngealni aspiraty jsou vzorky dychacich cest, ale Ize
pouziti vytéry z krku, 1 kdyz s niz§im diagnostickym vynosem. Kdyz pacienti produkuji sputum
(vymések dychaciho ustroji a vykaslana hmota), je to také vynikajici klinicky vzorek, u vétSiny
pacientt je vSak kaSel neproduktivni. Testy RT-PCR druhé generace jsou schopné detekovat
SARS-CoV u nasopharyngealnich aspiratti u pfiblizné 80 % pacienti s SARS-CoV béhem
prvnich 3 dnt nemoci [33].

Virus muze také zptisobit bunécnou fizi vedouci k tvorbé syncytii (mnohojaderny bunécny
utvar, ktery vznikne rozruSenim bunénych membran nékolika sousednich bunék). Tyto
cytopatické ucinky jsou zptisobeny kroky virové replikace, jako je mobilizace vezikul za vzniku
virového replikacniho komplexu, coz vede k naruseni Golgiho komplexti. Soubézné s vysledky
na jiné koronaviry bylo prokazano, ze SARS-CoV zpusobuje tvorbu syncytii v plicnich tkanich.
Dalsi podobnosti s jinymi koronaviry je potencial SARS-CoV zpusobit fibrozu tkané. Jako
molekularni mechanismus pro tuto fibrozu bylo prokdzano, ze N protein indukuje
promotorovou aktivitu genu protrombinazy, ktery koreluje s ukladanim fibrinu [34].

Primy virovy cytopaticky ucinek,
vcetné indukce apoptozy
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Obrazek 3: Hlavni mechanismy prispivajici k patogenezi SARS [4]

Nekteré organy, jako jsou plice a stfeva, byly studovany a patologické léze v téchto
organech jsou velice dobfe znamy. V dychacich cestach se jedna o difuzni alveolarni poSkozeni
sriznymi stupni akutnich exsudativnich ryst, vcéetné otokii a hyalinnich membran.
Makrofagova ¢i smiSend bunécna infiltrace, vicejaderné obii bunky, atypické reaktivni
pneumocyty a cévni poskozeni. Pozitivni in situ hybridizacni signadly v pneumocytech,
lymfocytech a makrofazich [35].

Ve strevech byla vyCerpana lymfoidni tkan (specializovana tkan, kde se tvori, zraji a mnozi
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lymfocyty). Pozitivni in situ hybridizaéni signaly v mukoéznich epitelialnich burikach. V jatrech
byla pozorovana v nékterych piipadech nekroza a nasly se dukazy apoptozy [36]. Dale byla
pozorovana deplece lymfocyti ve sleziné a lymfatickych uzlinach s architektonickym
naruSenim. Splenickd atrofie bilé buniCiny a opét pozitivni in situ hybridizaéni signaly
v imunitnich bunkach [35].

2.3.6 SARS-CoV-2

vvvvvv

V poslednich dvou desetiletich doSlo k dvéma udalostem, kdy zkfizeni zivociSnych -
koronavirt na ¢lovéka mélo za nasledek vazné onemocnéni. Prvni dolozeny pripad byl v letech
2002-2003, kdy novy B-koronavirus s puvodem v netopyrech presel na clovéka prostrednictvim
zprosttedkujiciho hostitele, a to koCek z palmy civet v ¢inské provincii Guangdong. Tento virus
oznaceny jako zavazny akutni respiracni syndrom koronavirus postihl 8 422 lidi prevazné
v Ciné a Hongkongu a zpasobil 916 umrti (Gmrtnost 11 %) [37]. O deset let pozdé&ji, tedy v roce
2012 se v Saudské Arabii objevil respiracni syndrom na Stfednim vychodé (MERS-CoV), ktery
byl také netopyiiho pivodu. Mezihostitelem tohoto respiracniho syndromu se stali velbloudi
a zasahl 2 494 lidi, pficemz zpusobil 858 umrti (Umrtnost 34 %) [38].

2.3.6.2 Rozdéleni koronavirn

Koronaviry jsou rozdéleny do Ctyt skupin: alfa, beta, gama a delta. Alfa a beta koronaviry
jsou schopny infikovat savce, zatimco gama a delta koronaviry maji tendenci infikovat ptaky.
SARS-CoV-2 patii do kategorie betaCoV. Diive bylo identifikovano Sest CoV, které mohou
infikovat Clovéka, mezi nimiz je a-CoVs: HCoV-229E, HCoV-NL63 a B-CoVs: HCoV-HKU1
a HCoV-0C43. Tyto koronaviry s nizkou patogenitu zplisobuji mirné respiracni symptomy
podobné béznému nachlazeni. Dalsi B-koronaviry, SARS-CoV a MERS-CoV, vedou
k zdvaznym a potencialné fatalnim infekcim dychacich cest [3].

2.3.6.3 Struktura a mechanismy

SARS-CoV-2 ma kulaty nebo elipticky, Casto pleomorfni (mnohotvarny) tvar a prameér
pfiblizné 60—140 nm. Jeho jednofetézcovy RNA genom obsahuje 29 891 nukleotidli kodujicich
9 860 aminokyselin. Stejn¢ jako ostatni, CoV je citlivy na ultrafialové zafeni a teplo. Kromé
toho mohou byt tyto viry ucinné inaktivovany lipidovymi rozpoustédly obsahujicimi ether
(75%), ethanol, dezinfekénimi prostfedky obsahujici chlor, kyselinu peroxyoctovou
a chloroform [39]. Z genetického hlediska Chan a kol. prokazali, ze genom nového lidského
koronaviru, izolovaného z pacienta s atypickou pneumonii po navstévé Wu-chanu, mél 89%
nukleotidovou identitu s genomem netopyra SARS-CoVZXC21 a 82% identitu s genomem
lidského SARS-CoV [40]. SARS-CoV-2 by mohl byt pfenasen z netopyri prostfednictvim
neznamych zprostfedkujicich hostiteld na lidi. Jeho pivod neni prozatim zcela pochopen. Nyni
je ale zfejmé, ze by tento vir mohl k infikovani lidi pouzit stejny enzym konvertujici angiotensin
2 (ACE2), coz je stejny receptor jako u SARS-CoV [41]. Na Obrazku 4 je vidét zivotni cyklus
SARS-CoV-2, v némz mu pfi vstupu pomaha receptor ACE2, dale musi projit transkripci,
translaci, replikaci RNA a pucenim.
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Koronaviry jsou obalené RNA viry s pozitivnim fetézcem s nukleokapsidem. Pro feSeni
patogenetickych mechanismiit SARS-CoV-2 je nutné vzit v Gvahu jeho virovou strukturu
a genom. V CoV je genomicka struktura organizovana v + ssSRNA o délce priblizné 30 kb.
Transkripce  funguje  prostfednictvim  replikacné-transkripéniho  komplexu (RCT)
organizovan¢ho ve dvojmembranovych vezikulach a syntézou sekvenci subgenomickych RNA
(sgRNA). K transkripénimu ukon¢eni dochéazi u regulacnich sekvenci pro transkripci,
umisténych mezi takzvanymi otevienymi ¢tecimi ramci (ORF), které funguji jako templaty pro
produkci subgenomickych mRNA. V atypickém CoV genomu musi byt pfitomno alespon
Sest ORF [39]. Protein S je dulezity pro SARS-CoV-2. S protein zprostiedkovava vazbu
na receptor a membranovou fizi a je rozhodujici pro stanoveni hostitelského tropismu
a prenosové kapacity [42]. Protein S je funkéné rozdélen do domény S1, ktera je zodpoveédna
za vazbu receptoru. S2 doména je zodpoveédna za fzi bunéné membrany [43]. Analyza
struktury naznacila, ze doména vazajici receptor byla slozena z jadra a externi subdomény [42].
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Obrazek 4: Schématicky model Zivotniho cyklu COVID-19 [44]

2.3.6.4 Infekce

Infekce je prenasena velkymi kapickami, které jsou generovany béhem kasle a kychani
symptomatickymi pacienty, ale mize se vyskytnout také u asymptomatickych lidi nebo pred
nastupem pfiiznaki. Pacienti mohou byt infek¢ni tak dlouho, dokud pfiznaky pretrvavaji,
a dokonce 1 po klinickém zotaveni. Infikované kapi¢ky se mohou S§ifit 1-2 metry daleko
a mohou se ukladat na povrchy. Virus miize zistat zivotaschopny na povrsich nékolik dni,
pokud ktomu mé pfiznivé podminky, avSak bé&znymi dezinfekénimi prostiedky, jako
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je chlornan sodny, peroxid vodiku atd., je 1ze zcela znic¢it béhem minuty [45]. Infekce je ziskana
bud'to inhalaci téchto kapicek nebo dotykem s kontaminovanymi povrchy, a poté dotykem
nosu, ust a o¢i. Podle soucasnych informaci nebyl transplacentalni prenos z téhotnych zen
najejich plod popsan [44]. Je vSak popsano novorozenecké onemocnéni zpusobené
postnatalnim pfenosem. Inkubacni doba se pohybuje od 2 do 14 dni [45].

2.4 Bakterie

Bakterie jsou jednobunécné prokaryotické mikroorganismy, které postradaji jadernou
membranu. Jsou metabolicky aktivni a déli se stépenim. Maji zejména kokovity ¢i tyCinkovity
tvar a zpravidla dosahuji velikosti v fadu né€kolika mikrometri. Studiem bakterii se zabyva
bakteriologie. Bakterie jsou vSude kolem nas, lze je najit od vrchold hor v Antarktidé
po hlubinné podlozi v oceanu [46].

2.4.1 Historie poznavani bakterie

Prvnim dolozenym c¢lovékem, ktery pozoroval bakterie, byl nizozemsky ptirodovédec
Antoni van Leeuwenhoek Zzijici v 17. stoleti. Bakterie poprvé pozoroval v roce 1676, diky
jednocockovému mikroskopu vlastni vyroby. Béhem 19. stoleti némecky biolog Ferdinand
Cohn jako vibec prvni prisel se systémem klasifikace bakterii, navic se mu podafilo
objevit bakterialni spory u rodu Bacillus [47]. Jinym velkym védcem té doby byl Louis Pasteur.
Ten je znam jako otec pasterace, techniky likvidace bakterii teplem. Pasteur také dokazal, ze
bakterie nevznikaji spontanné€ z nezivé hmoty a prosazoval nazor, ze jsou odpovédné za nemoci
[48]. Védecké badani jiného védce potvrdilo, Ze se Pasteur nemylil. Slo o némeckého védce
a mikrobiologa Roberta Kocha pozdé&jsiho nositele Nobelovy ceny. Ten mimo jiné pfisel

s postulaty, které pomahaji identifikovat patogen odpovédny za danou nemoc [49].

2.4.2 Struktura bakterie

Bézné formy bakterii se skladaji z nékolika zakladnich ¢asti, jejichz schéma je vyobrazeno
na Obrazku 5. Cytoplazmatickd membrana je velmi tenka polopropustna obalova Cast, ktera je
tvofena ze specifického bunécného stavebniho materialu tzv. fosfolipid. Tato biomembrana
slouzi jako ohraniCujici pasmo, které zprostfedkovava transport latek do a z buiky. Tento
zakladni biochemicky cyklus se uskuteCiuje za pomoci transportnich proteint. Vnéjsi Cast
bakterie je tvofena pevnou bunécnou vrstvou, jejiz hlavni slozkou je peptidoglyken [50]. Jedna
se o chemickou latku bézné se fadici do kategorie glykosidi. Prave tato organicka sloucenina
dokaze perfektné€ zpevnit buiiku. Zabrariuje jejimu poskozeni a propousti vétSinu dulezitych
latek. Vevnitt jednobunécného organismus se nachazi jadro prokaryotické buriky, jenz nema
staly tvar a standardné jej vytvari jedina molekula DNA, ktera obsahuje genetickou informaci.
Tento zakladni bunécny komponent zaujima zhruba patnéct procent z celkového objemu buriky
[2]. Uvnitf samotné buiiky se naléza zakladni hmota zvana cytoplazma, ktera obsahuje kromé
vody, také bilkovinnou slozku i dals§i rozpusténé latky. V cytoplazmé se nachazi obrovské
mnozstvi cytoplazmatickych utvara, jako jsou napfiklad ribozomy. Pravé v téchto specialnich
casticich probihd produkce vysokomolekularnich latek pfirodni povahy takzvanych bilkovin
[51].
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pouzdro
bunécna sténa
cytoplazmaticka

membrana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

bicik
nukleoid
(kruhova DNA)

Obrazek 5: Schéma prokaryotické buriky - bakterie [52]

2.4.3 Patogenita bakterii

Bakterie zplUsobuji fadu riznych infekci, které se mohou pohybovat v zavaznosti
od neznamych po fulminujici. Schopnost bakterie zptisobovat onemocnéni odrazi jeji relativni
patogenitu, diky tomuto mohou byt bakterie rozdéleny do ti skupin. Oportunistické patogeny
jsou izolované patogeny od pacientl, jejichZ obranné mechanismy hostitele byly naruseny [50].
Posledni skupinou jsou nepatogeny, protoze ziidkakdy ¢i vibec nezpusobuji lidské
onemocnéni. Jejich kategorizace se vSak muze zmeénit z divodu pfizpusobivosti bakterii
a Skodlivého ucinku modernich terapii, chemoterapii ¢i imunoterapii [1].

Citlivost bakterialni infekce zavisi na fyziologickém a imunologickém stavu hostitele
a na virulenci jednotlivych bakterii. Nez se vytvoti zvySené mnozstvi specifickych protilatek,
musi ,,nespecifické” mechanismy rezistence hostitele (napt. polymorfonuklearni neutrofily)
branit hostitele proti mikrobam [1]. Vyvoj ucinné specifické imunity mize vyzadovat Cas
az n¢kolik tydnu [50]. U veétSiny zdravych jedincti se bakterie znormalni flory, které
pfilezitostné pronikaji do téla (napfiklad pfi Cisténi zubl), odstranuji pomoci bunécnych
mechanismu u hostitele. Naproti tomu, jedinci s oslabenym imunitnim systémem jsou nachylni
k Castym, opakujicim se infekcim, a to 1 u méné virulentnich bakterii [1]. Kojenci jsou naptiklad
velmi citlivi na urcité patogeny. Mezi né se fadi napf. streptokoky skupiny B. Divodem je to,
ze jejich imunitni buniky jeste€ nejsou zcela vyvinuty, a tim padem nemohou navazat ochrannou
imunitni odpovéd’ na dulezité bakterialni antigeny [53].

2.5 KF¥Fizové struktury

Inverzni repetice (IR) jsou useky DNA, které jsou pfitomny v genomech a jejich sekvence
nukleotidii je stejna zepiedu i zezadu. Inverzni repetice, ktera neobsahuje mezeru mezi
jednotlivymi inverznimi repeticemi, se nazyva palindrom. Kiizové struktury, neboli
kruciformy, vznikaji z obracenych (inverznich) repetic o délce Sesti a vice nukleotidti [54]. Pro
vznik kfizovych struktur je dulezita ptitomnost C-G pard. Diky jejich vyssi stabilit€é jsou
vyhodngjsi pro tvorbu kiizové struktury A-T pary [55]. Dal§im parametrem je negativni, ale
i pozitivni nadSroubovicové vinuti. Kiizové struktury jsou obvykle slozeny ze smycky, stonku
a bodu vétveni [56], coz je vyobrazeno na Obrazku 6.
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Obrazek 6: Tvorba krizové struktury [57]

Rozpoznani kiizové struktury v DNA se zda byt velice dulezité nejen pro stabilitu genomu,
ale také pro mnoho zakladnich biologickych procesi. Bylo prokazano, ze mnoho proteind
vykazuje vazebné vlastnosti specifické pro kiizovou strukturu [56]. Vytvareni kiizové struktury
z nepiimych inverzich repetic, které obsahuji mezery, zavisi nejen na délce mezery, ale také na
jeji posloupnosti. Z pfimych inverznich repetic (bez obsahu mezery) se vytvaii kiizové
struktury s minimalné jednovlaknovou smyckou [55].

Vytvareni kiizové struktury in vivo bylo prokazano u prokaryot i eukaryot pomoci nékolika
metodickych pfistupt. Pfitomnost struktury kiize byla poprvé popsana v cirkularni plazmidové
DNA, kde negativni hustota superhelixu muze stabilizovat tvorbu kiizové struktury [58].
Kftizové struktury jsou cilovymi strukturami pro protoonkogenni protein DEK a mnoho dalSich
regulaénich a strukturnich proteina [59].

Nadmérny vyskyt inverznich repetic, které se vyskytuji nepravidelné v DNA vSech
organismi, je zaznamenan v blizkosti oblasti promotoru ¢i v mistech zahajeni replikace [55].
Kiizové struktury mohou ovlivnit umisténi nukleosomd, stupeil nadsroubovicovitého vinuti
DNA nebo i1 tvorbu dalSich sekundarich struktur [59].

2.6 Palindrome analyser

V roce 2016 byla vyvinuta nova platforma pod nazvem Palindrome analyser. Palindrome
analyser byl vyvinut ve spolupraci Biofyzikalniho tstavu akademie véd v CR a Mendelovy
univerzity v Brné€, a je voln€ dostupny na webové adrese: http://bioinformatics.ibp.cz [60].

Tato aplikace dokaze zobrazit a analyzovat inverzni repetice v riznych sekvencich genomd,
podle tfech klicovych parametri: délka hledanych palindromi, mezernik (tvofi smycku
a oddéluje repetice) a pocet neshod, tudiz pocet nesparovanych bazi. Také integruje vypocet
energie sekvenace DNA v linearni a kiizové struktufe, zalozené na termodynamice nejblizsiho
souseda [60].

Program je napsan v programovacim jazyce Java, poskytuje uloznou kapacitu
pro importované sekvence a umoziiuje ukladat vysledky analyz. Analyza je pouzitelnd pro
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linearni a kfizové sekvence. Palindromovy analyzator lze pouzit tfemi zpusoby. Prvni
je klasicky rezim sever/klient, kdy aplikace bézi na centralnim webovém serveru a navstévnici
provadi analyzy pomoci serverovych prostfedkd dostupnych online. V tomto rezimu staci znat
platnou URL adresu aplikace. Druhy je rezim aplikace, kdy je zapotiebi podporovana platforma
Javy. Vyhodou tohoto rezimu je rychlej§i analyza, jelikoz uzivatel nemusi data nahravat
na sdileny server. Poslednim rezimem, ve kterém muze byt aplikace pouZita je tzv. , backend
over API (rozhrani aplikace) pro vlastni vypocty bez pouziti uzivatelského rozhrani [60].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Metody

3.1.1 Palindrome analyser

Byly importovany kody ctyt virovych genomi z NCBI (Nation Center for Biotechnology
Information) do volné dostupné webové aplikace Palindrome analyser, dostupné na [61].
Konkrétné se jednalo o dva RNA viry: SARS-CoV a SARS-CoV-2 a dva DNA viry: Hepatitis
B virus a Lidsky papilomavirus typu 16. Pro analyzu inverznich repetic ve vSech genomech
byly nastaveny nasledujici parametry: délka IR 630, délka smycky 0—10 a poCet chyb O a 1.

Vystup webové aplikace Palindrome analyser, viz Obrazek 7, zobrazuje na levé strané délku
sekvence, poté pocet bazi, které tvoii smycku a posledni ¢islo udava pocet neparovanych bazi.
Déle nasleduje pozice inverzni repetice a energie, ktera je potiebna pro jeji vytvofeni. Uplné
napravo se nachazeji baze sekvence tvorici kfizovou strukturu.

Length - Spacer - Mismatches 4 Position AG(cf) - AG(lin) Palindrome
6-7-1 Q 3151 15.08 Y TGAGAA ACACTCA TCCTCA
6-3-1 Q 3141 11.63 Y TCTCCA CCT TTGAGA

Obrazek 7: Vystup z analyzy viru Hepatitis B pomoci Palindrome analyser

Po rozkliknuti detailt lze vidét i znazornéni kiizové struktury. Na Obrazeku 8 je vidét
vlasenku o délce sedm bazi, ktera je znazorné€na Cervené a smycka, rovnéz tvofena sedmi
bazemi, kterd je znazornéna modie. Nachazi se zde 1 jedna chyba neboli nesparovani, coz je
oznaceno zelenym koleCkem.

1017:
1018:
1019:
1028:

16821: CG Opposite: AAGAGTG
1022:  CACCCTT Y A

Position: 1022
W= 1 Mismatches: 1
1042: GTGAGAA f A : )
1043: T AG(cf) - AG(lin): 14.62
1044: AG(liny. -23.02
1045: AG(cf): -8.40
1046+
1047:

7-7-1

Sequence: CACCCTT
Spacer: CGAAATT

B oE MM

B B AMA

Obrdzek 8: Schéma kitZové struktura viru SARS-CoV z webové aplikace Palindrome Analyser

Na konci kazdé analyzy se nachazi prehled informaci o celém genomu. Tento piehled Ize
vidét na Obrazku 9 a zahrnuje informace jako je velikost sekvence, celkovy pocet kiizovych
sktruktur, minimalni a maximalni energie, aby mohla byt vytvorena kiizova struktura a tfi
tabulky uvadé&jici kolikrat se dana délka inverznich repetic, délka smycky ¢i chyba opakuje
v celé sekvenci virového genomu.
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Size of sequence

3182 bp

Amounts by length

6 63x
7 23x
g 9%
9 1%

Found # of palindromes

96

Amounts by spacer

1%

13x

8x

1%

AG(cf) - AG(lin)
min: 2.65

max: 25.06

Amounts by mismatches

0

1

Request duration

0.338s

89x

Obrazek 9: Serazeni dle délky IR, smycky a chybovosti u viru Hepatitis B 7 Palindrome analyser
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 SARS-CoV

Tento virovy genom ma velikost 29 751 bp, coz z n€ déla druhy nejvetsi genom ze Ctyt
zkoumanych. Kfizovych struktur se v SARS-CoV nachazi 1 088, pfiCemz nejcastéji se jedna
o inverzni repetice o délce 6 bazi. PoCetnost klesa s naristajici délkou inverznich repetic, coz
je vyobrazeno v Tabulce 1. Nejdelsi IR ma 12 bazi, ale vyskytuje se v genomu pouze tiikrat,
zatimco IR o velikosti 6 bazi je v genomu piitomny 672krat. VétSina ktfizovych struktur
obsahuje jednu chybu, opravdu jen mala ¢ast (necelych 7 %) je bez chyby. Nejcetné;jsi délka
smycky je o velikosti 1 baze, viz Tabulka 2, pficemz tato hodnota se v celém genomu SARS-
CoV vyskytuje celkem 134krat.

Tabulka 1: Velikost, pocet a frekvence IRs v genomu SARS-CoV dle délky IR

Velikost IR [bp] Pocet IR Frekvence [pocCet
IR/velikost]
6 672 0,0226
7 241 0,0081
8 99 0,0033
9 46 0,0015
10 21 0,0007
11 6 0,0002
12 3 0,0001

Tabulka 2: Velikost, pocet a frekvence IRs v genomu SARS-CoV dle délky smycky

Velikost smycky [bp] Pocet IR Frekvence [pocet
IR/velikost]
0 110 0,0037
1 134 0,0045
2 124 0,0042
3 125 0,0042
4 110 0,0037
5 82 0,0028
6 93 0,0031
7 85 0,0029
8 81 0,0027
9 75 0,0025
10 69 0,0023

Na Obrazku 10 je vyobrazena nejdelsi inverzni repetice genomu SARS-CoV, ktera ma délku
12 bazi, pficemz délku smycky tvoti 7 bazi. Tato inverzni repetice se nachazi na 12 314. misté
a lze tu taky vidét nesparovani, a to mezi dvéma adeniny.
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Length - Spacer - Mismatches + Position AG(cf) - AG(lin)

12-7-1

12309:
12310:
12311:
12312:
12313:
12314:
12344:
12345:
12346:
12347
12348:
12349:

Q12314 14.78

mooE R o

A
TTGATAATGATG  C
[EEE -1 v
AACTATTACAAC T
AR

[T N

Palindrome

Y TTGATAATGATG CACTTAA CAACATTATCAA

12-7-1

Sequence: TTGATAATGATG
Spacer: CACTTAA
Opposite: CAACATTATCAA
Position: 12314
Mismatches: 1

AG(cf) - AG(lin): 14.78
AG(lin): -32.70

AG(cf): -17.92

Obrazek 10: Nejvetsi IR v genomu SARS-CoV

4.2 SARS-CoV-2

S velikosti 29 903 bp se jedna o nejvétsi zkoumany genom. V Tabulce 3 1ze vidét, ze SARS-
CoV-2 oproti SARS-CoV obsahuje nejdelsi IR o délce 13 bazi. Celkové se zde nachazi 1 203
kiizovych struktur, které maji nejCasté$i délku Sest bazi, a to celkem 737krat. Necelych 8 %
kiizovych struktur neobsahuje jedinou chybu, zatimco zbylych 92 % obsahuje jednu chybu.
SARS-CoV-2 sdili se SARS-CoV to, Ze nejCastéji se vyskytovana délka smycky ma velikost 1
bazi, coz je vyobrazeno v Tabulka 4. I v tomhle genomu se potvrzuje pravidlo, ze s narustajici
délkou inverznich repetic klesa jejich pocCetnost. Priblizné tfetina inverznich repetic zcela
postradala smycku.

Tabulka 3: Velikost, pocet a frekvence IRs v genomu SARS-CoV-2 dle délky IR

Velikost IR [bp] Pocet IR Frekvence [pocet
IR/velikost]
6 737 0,0246
7 263 0,0088
8 127 0,0042
9 39 0,0013
10 28 0,0009
11 4 0,0001
12 3 0,0001
13 2 0,0001
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Tabulka 4: Velikost, pocet a frekvence IRs v genomu SARS-CoV-2 dle délky smycky

Velikost smycky [bp] Pocet IR Frekvence [pocet
IR/velikost]

0 124 0,0041
1 142 0,0047
2 124 0,0041
3 120 0,0040
4 113 0,0038
5 99 0,0033
6 115 0,0038
7 100 0,0033
8 99 0,0033
9 67 0,0022
10 100 0,0033

V genomu SARS-CoV-2, na Obrazku 11, lze pozorovat na 27 331. pozici nejdelsi inverzni

repetici, kterd obsahuje 13 bazi a 2 baze tvoii smycCku. Opét je zde jedno nesparovani

a to konkrétné mezi cytosinem a adeninem.

Length - Spacer - Mismatches

13-2-1

27326:
27327:
27328:
27329:
27330:
27331:
27358:
27359:
27368:
27361:
27362:
27363:

4.3

Ao R

CTAACTGAGAATA A
[EH-TETET

GATTAACTCTTAT A

=@ R

+ Position AG(cf) - AG(lin)

Q 27331 6.89

Palindrome

Y CTAACTGAGAATA AA TATTCTCAATTAG

13-2-1

Sequence: CTAACTGAGAATA
Spacer: AA

Opposite: TATTCTCAATTAG
Position: 27331

IMismatches: 1

AG(cf) - AG(lin): 6.89

AG(lin): -25.67

AG(cf): -18.78

Obrazek 11: Nejvetsi IR v genomu SARS-CoV-2

Hepatitis B virus

DNA virovy genom, ktery ma velikost pouze 3 182 bp, obsahuje 98 kiizovych struktur.

Délky inverznich repetic se pohybuji mezi Sesti az deviti bazemi, viz Tabulka 5, pfiCemz

inverzni repetice o délce devét bazi zde najdeme pouze jednou. NejcCastéji se zde vyskytuje
smycka o délce dvou bazi, viz Tabulka 6. Ani vtomto genomu neni vyjimkou, ze vétSina

ktizovych struktur je s chybovosti jedna, a to skoro az 93 %.
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Tabulka 5: Velikost, pocet a frekvence IRs v genomu Hepatitis B dle délky IR

Velikost IR [bp] Pocet IR Frekvence [pocet
IR/velikost]
6 63 0,0198
7 23 0,0072
8 9 0,0028
9 1 0,0003

Tabulka 6: Velikost, pocet a frekvence IRs v genomu Hepatitis B dle délky smycky

Velikost smycky [bp] Pocet IR Frekvence [pocet
IR/velikost]

0 7 0,0022
1 11 0,0035
2 13 0,0041
3 8 0,0025
4 11 0,0035
5 9 0,0028
6 6 0,0019
7 5 0,0016
8 7 0,0022
9 10 0,0031
10 9 0,0028

Obrazek 11 zobrazuje nejdelsi inverzni repetici v genomu Hepatitis B. Tato inverzni repetice

je slozena z 9 bazi, dalSich 5 bazi tvofi smycku a je umisténa na 1 195. pozici. Na obrazku lze

vidét 1 jednu chybu, a to mezi dvéma cytosiny.

Length - Spacer - Mismatches

9-5-1

1190:
1191:
1192:
1193:
1194:
1195:
1217:
1218:
1219:
1220:
1221:
12232:

[ B a T ]

C
CAACCCCTA T
[H-1111 6
GITCGGGET G

C

)

+ Position

Q 1195 16.35

AG(cf) - AG({lin)

Palindrome

Y CAACCCCCA CTGGC TGGGGCTTG

9-5-1

Sequence: CAACCCCCA
Spacer. CTGGC
Opposite: TGGGGCTTG
Position: 1195
Mismatches: 1

AG(cf) - AG{lin): 16.35
AG(lin): -33.23

AG(cf). -16.88

Obrazek 12: Nejvetsi IR v genomu Hepatitis B
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4.4 Lidsky papilomavirus typu 16

Druhy DNA virovy genom ma délku o velikosti 7 906 bp. Kfizovych struktur v tomto typu
lidského papilomaviru je celkem 333, z toho se 227krat jedna o inverzni repetice o délce Sesti
bazi. Tak jako u vSech ostatnich zkoumanych genomu se s narustajici délkou IR snizuje
pocetnost, avSak v tomto genomu nejsou pritomny inverzni repetice o délce 11 a 12 bazi, coz
je zobrazeno v Tabulce 7. V Tabulce 8 je nejcastejsi délkou smycky v tomto ptipadé nula bazi,
tudiz se jedna pfevazné o tzv. palindromy. Vétsina kiizovych struktur vykazuje jednu chybu.

Tabulka 7: Velikost, pocet a frekvence IRs v genomu Human papillomavirus type 16 dle délky IR

Velikost IR [bp] Pocet IR Frekvence [pocet
IR/velikost]
6 227 0,0287
7 65 0,0082
8 25 0,0032
9 9 0,0011
10 5 0,0006
13 1 0,0001
14 1 0,0001

Tabulka 8: Velikost, pocet a frekvence IRs v genomu Human papillomavirus type 16 dle délky smycky

Velikost smycky [bp] Pocet IR Frekvence [pocet
IR/velikost]
0 41 0,0052
1 36 0,0046
2 29 0,0037
3 21 0,0027
4 37 0,0047
5 31 0,0039
6 32 0,0040
7 20 0,0025
8 27 0,0034
9 35 0,0044
10 24 0,0030

Na Obrazku 13 lze pozorovat nejdelsi inverzni repetici z tohoto, i ze vSech zkoumanych
genomu. Sklada se ze 14 bazi a 4 baze utvaii smycku. Opét se zde nachazi jedno nesparovani,
a to mezi adeninem a adeninem. Tato inverzni repetice se nachézi na pozici 3 228, coz je lehce
pted polovinou genomu.
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Length - Spacer - Mismatches + Position AG(cT) - AG(lin) Palindrome

14-4-1 Q 3228 8.39 T AATTACATAATGTA TATG TACATAATGTAATT
3223: T 14-4-1
3224: T
3225: T Sequence: AATTACATAATGTA
3226: T Spacer: TATG
3227: T T

Opposite: TACATAATGTAATT
Position: 3228
Mismatches: 1

3228: AATTACATAATGTA A

3259: TTAATGTAATACAT T

3260: G G AG(cf) - AG(lin): 8.39
3261: T AG(lin): -29.51

3262: T AG(cf): -21.12

3263: A

3264: C

Obrdzek 13: Nejvétsi IR v genomu Lidsky papilomavirus typu 16
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5 ZAVER

V teoretické cCasti byly popsany rizné druhy patogend, a to priony, viry a bakterie.
Konkrétné jsem se zaméfila na viry: SARS-CoV, SARS-CoV-2, virus Hepatitis B a lidsky
papilomavirus, které byly nasledné podrobené bioinformatické analyze.

Genomy téchto Ctyt vira byly stazeny z databaze NCBI, ktery poskytuje cela jména genomd,
fylogenetické skupiny a pfesna pfistupova Cisla. Palindrome analyser je webova aplikace, ktera
je upravena pro ¢teni NCBI identifikatord. Tato aplikace byla pouzita v experimentalni ¢asti
bakalarské prace, kde byla zkoumana ptitomnost, pozice a délka inverznich repetic v genomech
vysSe zminénych viru.

Jiz dtive bylo prokazano, ze inverzni repetice u virt hraji dulezitou roli v procesech jako je
transkripce, replikace, genova exprese ¢i genova rekombinace [60].

V genomu lidského papilomaviru byla celkova frekvence nejvyssi, a to 0,0421 IR/bp.
Naopak nejnizsi celkova frekvence vyskytu IR byla nalezena v genomu viru Hepatitis B, a to
0,0308 IR/bp. U vSech genomu se vzrastajici velikosti inverznich repetic klesal pocet
inverznich repetic. Zhruba jedna desetina z celkového mnozstvi nalezenych inverznich repetic
ze vSech genomu neobsahovala chybu. Oproti inverznim repeticim, které jsou v SARS-CoV-2
Casté, se sekvence formujici G-kvadruplexy v tomto viru prakticky nevyskytuji [62].
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A —adenin

ACE2 - enzym konvertujici angiotensin 2
AMK - aminokyselina

bp — par bazi

C — cytosin

CIN — cervikalni intraepiteliarni neoplazie
CoV — koronavirus

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dsDNA — dvoufetézcova DNA

ERGIC - organela v eukaryotickych buiikach
G — guanin

HBcAg — vnitini jadro (zakladni antigen) HBV
HBeAg — ¢ast HBcAg, vyluovana béhem replikace
HBsAg — povrchovy antigen HBV

HBYV - virus hepatitidy B

HCV — virus hepatitidy C

HIV — virus lidské imunitni nedostatecnosti (human immunodeficiency virus)

HPYV - lidsky papilomavirus (human papilloma virus)
ICTV - mezinarodni vybor pro klasifikaci vira

IR — inverzni repetice

kDa — kilodalton

MERS-CoV - respiracni syndrom na Stifednim vychodé
mRNA — mediatorova RNA

NCBI — national center for biotechnology information
ORF - otevieny Cteci ramec

RCT - replika¢né-transkripéni komplex

RNA — ribonukleova kyselina

RT-PCR — polymerazova fetézova reakce v realném case
SARS-CoV — vir zpusobujici tézky akutni respira¢ni syndrom
sgRNA — subgenomickd mRNA

ssDNA — jednofetézcova DNA

sSRNA — jednoretézcova RNA

SV40 — opici virus 40

T — thymin

TSE — transmisivni spongiformni encefalopatie

UV — ultrafialova oblast
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