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Fylogeneticka analyza a molekularni detekce koronaviru

Abstrakt
Cilem této bakalarské prace bylo seznameni se s tvorbou fylogenetickych stromu, které
popisuji vztahy mezi koronaviry, porovnani a posouzeni vhodnosti pouzivanych a

navrhnutych primert pro detekci nového typu koronaviru SARS-CoV-2.

Dle fylogenetickych stromu lze urcit evoluéni vztah zkoumanych organismu, které
v prubéhu evoluce podléhaji zmé€nam ve svych sekvencich tzv. mutacim. Tyto zmény

urcuji jejich vyvoj.

Teoreticka Cast bakalarské prace byla zaméfena na obecné seznameni se s viry a
nasledné koronaviry, kam se nové fadi SARS-CoV-2. SARS-CoV-2 piedstavoval a
porad predstavuje velkou hrozbu pro cely svét. Déle byla probrana problematika

fylogenetiky a na zavér detekéni metoda PCR.

V praktické Casti byly vytvoreny fylogenetické stromy pomoci pocitacového programu
MEGA-X za vyuziti metody Neighbor-Joining, které zkoumaly fylogenetické vztahy
mezi koronaviry zaméfené hlavné na SARS-CoV-2. Nejblizsi koronaviry tohoto nového
typu koronaviru SARS-CoV-2 byly dale porovnavany pomoci specialniho softwaru
BLAST, ktery uvadél procentuéalni shodu studovanych sekvenci. Béhem téchto analyz
se zjistilo, ze SARS-CoV-2 je nejvice podobny netopyfimu koronaviru RaTG13.

Primery, které se bézné pouzivaji pti detekci SARS-CoV-2 nejsou zvefejriovany, proto
byly pouzity primery z webové aplikace CoVrimer, kde jsou dostupné primery, které
byly pouzity pro védecké vyzkumy. Ty byly porovnany s navrhem primert. Navrh byl
proveden v ramci feSeni bakalarské prace pomoci specialni aplikace Pirmer-BLAST.
Primery, které byly ziskadny z aplikace CoVrimer, nebyly navrzeny pro komplexni

rozliSeni vSech studovanych variant SARS-CoV-2.

Klicova slova
koronavirus; SARS-CoV-2; mutace; fylogeneze; MEGA-X; ClustalW; Neigbor-Joining;
PCR



Phylogenetic analysis and molecular detection of coronaviruses
Abstract
The aim of this bachelor thesis was to get acquainted with the creation of phylogenetic
trees, which describe the relationships between coronaviruses and compare and assess

the suitability of used and designed primers for the detection of a new type of

coronavirus SARS-CoV-2.

According to phylogenetic trees, it is possible to determine the evolutionary relationship
of the studied organisms, which during evolution are subject to changes in their

sequences, so-called mutations. These changes determine their development.

The theoretical part of the bachelor thesis was focused on general acquaintance with
viruses and subsequently coronaviruses and a new type of coronavirus SARS-CoV-2.
SARS-CoV-2 has posed and continues to pose a major threat to the world. Furthermore,

the issue of phylogenetics and finally the PCR detection method were discussed.

In the practical part, phylogenetic trees were created using the computer program
MEGA-X using the Neighbor-Joining method, which examined the phylogenetic
relationships between coronaviruses focused mainly on SARS-CoV-2. The nearest
coronaviruses of this new type of SARS-CoV-2 coronavirus were further compared
using special BLAST software, which reported the percent agreement of the studied
sequences. During these analyzes, SARS-CoV-2 was found to be most like the bat

coronavirus RaTG13.

Primers that are commonly used to detect SARS-CoV-2 are not disclosed, therefore
primers from the CoVrimer web application have been used, where primers that have
been used for scientific research are available. These were compared with the primers
designed by the author. The design was performed as part of a bachelor’s thesis using a
special application Pirmer-BLAST. The primers obtained from the CoVrimer
application were not designed to comprehensively distinguish all SARS-CoV-2 variants

studied.

Key words
coronavirus; SARS-CoV-2; mutation; phylogeny; MEGA-X; ClustalW; Neigbor-
Joining; PCR
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Uvod

Koronaviry, diive znamé jako ,nevyznamna“ Celed virt, ktera zpusobovala bézné
onemocnéni, které se projevovalo rymou a kaslem, jsou dnes znamé po celém svété, a to
hlavné ve spojeni s novym typem koronaviru SARS-CoV-2. Tento novy typ koronaviru
je 7. typem koronaviru, ktery zpusobuje onemocnéni u lidi. Jednotlivé typy se dale
vyvijeji, tim se méni i jejich schopnost infikovat Clov€ka a dale se méni i1 obraz
vznikajictho onemocnéni. V soucasné dobé je SARS-CoV-2 velkym problémem.

Zpusobuje zavazna respiracni onemocnéni, na ktera zemielo jiz mnoho lidi.

Zakladem mapovani a hledani novych mutaci tohoto viru je zarovnani sekvenci a
fylogenetické vztahy se zkoumaji sestavovanim fylogenetickych stromd. Tyto stromy

zkoumaji podobnost jednotlivych typa SARS-CoV-2.

Nejbéznéjsi metodou stanoveni nového typu koronaviru je jiz od prvni vilny metoda
PCR a ptfimo pro detekci SARS-CoV-2 a jeho mutacnich variant je nejbéznéjsi metoda
RT-PCR. Mutacni varianty jsou rozeznavany praveé na zakladé jejich charakteristickych

mutaci.

Soucasti teoretické Casti prace je popis virt od jejich historie, struktury az po jejich
replikaci a nasledny prubéeh infekce. Dale je predstavena rodina koronavird, kde je blize
popsan SARS-CoV-2. Dal§i cast zahrnuje piiblizeni tématiky fylogeneze a
fylogenetickych stromi. A na zavér se teoreticka Cast vénuje molekulari analyze, kde

je blize predstavena PCR metoda.

Prakticka Cast bakalafské prace je zaméfena na fylogenetickou analyzu koronavirt, kde
se zkouma jejich podobnost vii¢i novému typu koronaviru SARS-CoV-2, pro pochopeni
jeho puvodu, jsou pouzity i sekvence zvifecich koronaviri. Ty koronaviry, které se
vyskytuji ve fylogenetickych stromech nejblize sekvenci SARS-CoV-2, jsou zkoumany

blize a to pfesné, tak ze byla zkoumana jejich procentualni podobnost s touto sekvenci.

Dale byly zkoumany primery pro detekci SARS-CoV-2 a rozliSeni jejich mutacnich
variant. Tyto primery byly porovnavany, na zakladé toho, na jaky usek sekvenci cili a

jak jsou komplexni pro rozliSeni studovanych variant SARS-CoV-2.



1. Viry

1.1 Historie
V latiné slovo virus pivodné znamenalo ,,§tava ¢i jed” a v 1ékaiské terminologii dostalo
vyznam ,,infekcni Cinitel. Ve druhé poloviné 19. stoleti se o virech zacalo hovofit jako
o submikroskopickych infek¢énich agens, tedy jako o mikroorganismech, které nelze

spatfit v optickém mikroskopu. [53]

Némecky chemik Adolf Mayer (1843-1942) byl prvni komu se pokusné podafilo
prenést virové onemocnéni. Pfi studii v Holandsku se mu povedlo prenést mosaikovou
chorobu tabaku na zdravou rostlinu stavou z rozestfenych listi. Potvrdil to Rus Dimitrij
Ivanovskij (1864—1920). Ten v roce 1892 dokazal, ze §tava z nakazenych listt je i po
filtraci pfes Chamberlandovou svicku (porcelanovy filtr, ktery obsahoval jemné pory

zadrzujici bakterie) infekcni. [53]

Martinus Willem Beijerinck byl Mayerav spolupracovnik, kterému se povedlo prokazat,
ze §tava znakazenych listd si i po filtraci zanechava infekCnost a Ze se tento
mikroorganismus dokaze pomnozit. PfiSel na to, ze §tava, ktera je piefiltrovana se da
nafedit a po pomnozeni v zivé rostliné ziskava svou puvodni ,,silu“. Tohoto mikroba
povazoval za ,contagium vivum fluidum®, coz znamena pfenosné zivé tekuté agens.

Poté tohoto mikroba oznacil jako virus. [53]

1.2 Struktura vira
Na rozdil od ostatnich mikroorganismi jsou viry pomérné malymi (20-300 nm)
nebunécnymi ¢asticemi, které nelze rozeznat v optickém mikroskopu. Je velmi sporné,
zda jsou tyto Castice zivé, nejsou totiz schopné samostatné reprodukce bez hostitelské
buriky. Proto viry zafazujeme mezi obligatni intracelularni parazity, nelze je totiz bézné

kultivovat v nebunécném prostiedi. [4]

S zivymi organismy maji piece jen néco spolecného a to, ze maji vlastni geneticky kod
pro replikaci. Viry maji svoji genetickou informaci zapsanou vzdy jen v jediném typu
nukleové kyseliny, proto je rozdélujeme na DNA (dle deoxyribonukleotidové kyseliny)
a RNA (dle ribonukleotidové kyseliny) viry. [4]



1.2.1 Virova ¢astice

Zakladni virova castice, ktera je schopna infikovat hostitelskou burnku, je
oznacovana jako virion. Vnitfek virionu se nazyva nukleoid. Nukleoid se sklada
z nukleové kyseliny a obklopuje ho proteinova schranka, kterou nazyvame kapsida. [53]

Nukleova kyselina funguje jako genom, ktery nese dva druhy gent. Tyto geny jsou
bud’ determinujici strukturni bilkoviny, které vytvareji Cast virionu a nestrukturni
(funk¢ni) bilkoviny neboli enzymy ucastnici se stavby virionu. Ptiklad takovych
enzymu jsou DNA-polymerazy. [45]

1.2.2 Kapsida

Kapsida chrani genom pred okolnimi vlivy a slouzi k adsorpci k povrchu
hostitelské buriky. [45] Virova kapsida se sklada z proteinovych podjednotek neboli
protomer, které se opakuji. Protomery jsou vétSinou jednoho nebo jen nékolika malo
typu, pro nejlepsi vyuziti virového genomu. Jejich tvar jim napomaha ke vzajemnému
pravidelnému piikladani se k sobé, bez jakychkoliv vlivt, jako jsou napfiklad enzymy.
Timto vytvareji vétsi celek. Tento celek je znam jako nukleokapsida. [53]

S ohledem na symetrii, 1ze snadno rozlisit dva hlavni typy kapsidy, a to na kapsidy
s kubickou symetrii a symetrii spiralni (helikoidalni). [53]

Kapsidy s kubickou (ikosaedralni) symetrii se vyskytuji u vétSiny DNA vira a také
u nékterych RNA virt. Tato kapsida je téleso o 12 vrcholech a 20 sténach, které tvori
pravidelny dvacetistén se tfemi osami symetrie. Vrcholy kapsidy utvareji stavebni prvky
pentony a stény kapsidy hexony, pfiCemz pentony jsou tvoreny pétici a hexony Sestici
do kruhu spojenych totoznych molekul polypeptidid. Tyto subjednotky nazyvame
kapsoméry. Jejich pocet tvorici kapsidu, je pro kazdou Celed’ virt charakteristicky. [53]

U virt s helikoidalni symetrii hovofime jen o nukleokapsidé, protoze se kapsida a
nukleotid nedaji dobfe rozeznat. Tento typ kapsidy vétSinou rozeznavame u fady RNA
vird. Je tvoren jednotlivymi polypeptidy (protomérami), které obkladaji zavitnici vlakna

nukleové kyseliny a vznika tak duty valec. [53]

1.3 Klasifikace
Dnes je jiz tisice druht virQ, proto se pouziva fazeni viri do hierarchického systému

kategorii, z kterych jsou nejdulezitéjsi kategorie:

Celed = podeeled’ = rod = druh = (piipadné poddruh = kmen > varianta)
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Nazvy jsou tvoreny podobné jako u taxonomie bakterii. Mizeme tedy pozorovat
oznaceni Celedi Herpesviridae, do které spada podceled” Herpesvirinae a v té je jako
Clen rodu Herpesvirus. Nazvy vira byvaji Casto deskriptivni. Napiiklad oznaceni
Picornaviridae se sklada z pico jako maly a RNA, tudiz vyjadiuje velikost. Jako dalsi
piiklad mizeme pouzit oznaceni Celedi Orthomyxoviridae, které je slozeno z ortho jako
pravy a myxo jako hlen, coz nam vyjadifuje afinitu k hlenu v dychacich cestach a

podobné. Klasifikace vira probiha podle komplexu jejich vlastnosti. [45]

Viry se od bakterii 1isi tim, ze jejich genom nese pouze jeden typ nukleové kyseliny, jak
bylo jiz zminéno vyse. Ty tedy mizeme rozdélit bud na RNA nebo DNA viry, coz je
zakladem orienta¢niho déleni. Dle toho se viry rozdéluji na skupinu DNA vir a RNA
vira. Kazda z téchto skupin se dale déli na skupinu s dvouvlaknovou a jednovlaknovou
nukleovou kyselinou a dale skupina RNA virt je rozdélena na RNA viry s pozitivnim
provazcem a negativnim provazcem. Jako dalsi kritéria jsou pouzita tvar, velikost,
pfitomnost ¢i nepfitomnost obalu, symetrie kapsidy, misto replikace (v jadie ¢i

cytoplazmé) a pocet kapsomer.[45]

1.4 Déleni dle pritomnosti obalu
1.4.1 Neobalené viry
Viriony nejjednodussich virG jsou pouze holé nukleokapsidy (napt. pikonaviry,
adenoviry a dalsi), tedy viry neobalené. Tento tip vira byva odolny k zevnim vlivim
prostiedi a vétSinou je rezistentni vic¢i tukovym rozpoustédlim a éteru. Obvykle nejsou
inaktivovany kyselym pH neboli vysokym potencidlem vodiku v zaludku, a proto
snadno pronikaji do zazivaciho traktu, mohou byt vylucovany stolici, a dokonce
prezivaji i v odpadnich a povrchovych vodach. [4]
1.4.2 Obalené viry
Viry obalené obsahuji kromé kapsidy navic jesté lipoproteinovy obal. Ten je tvofen
lipidovou dvojvrstvou a tou se pii praniku pfes membrany hostitelské buriky obali
kapsida. [4] Kapsida osahuje i bilkoviny hostitele, glykoproteiny obalu jsou urcené
virem, napomahaji urCit hostitelskou specifitu (jakého hostitele ¢i jeho bunky wvir

infikuje).[45]
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Dale se tyto obalené viry rozdélyji dle lokace, kde tyto nové vytvorené
nukleokapsidy vznikaji, na viry které ziskavaji obal pu¢enim pfes membranu jadernou
(viry z Celedi Herpesviridae) nebo pucenim pfi prostupu cytoplazmatickym retikulem
z cisteren (viry naptiklad z ¢eledi Arenaviridae, Flaviridae a Coronaviridae) a puenim
na cytoplazmatické membrane (viry z Celedi Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae a
dalsi). [4]

Neékteré obalené viry maji na vnitini strané lipidové dvojvrstvy obsazeny protein,
ktery se oznaCujeme jako membranovy protein neboli M protein. [4] Lipidova
dvojvrstva je prostoupena glykosidickou bilkovinou, ktera tvotfi vybézky ven z lipidu a
ty jsou oznacovany jako peplomery [45], které mohou byt zakotveny v M proteinu nebo
jsou usazené v lipidové membrané jejich hydrofobnimi konci a jsou sloZeny
z biologicky aktivnich glykoproteint. Jejich hlavni ucel spociva v adsorpci viriond na
povrch vnimavych bunék. Na rozdil od virt, které postradaji obal, jsou tyto obalené viry
obecné labilngjsi a citlivé vici fyzikalnim a chemickym vliviim a jsou citlivé vici éteru
a tukovym rozpoustédlim. Nepronikaji do oblasti zazivaciho traktu, protoZe jsou
inaktivovany kyselym pH. Prenasi se pfimym kontaktem se zdrojem nékazy, nejcasté)si

prenos je kapénkovou infekci ¢i kontaktem sliznic. [4]

1.5 Replikace
Jak bylo jiz zminéno, viry jsou replikace schopné pouze v zivych buiikach. K tomu, aby
se vir mohl mnozit, potfebuje tzv. permisivni buriku. Tato buiika obsahuje receptory na
své membrang, které vytvari vazbu mezi virem a bunénym prostorem a také obsahuje
bunécné enzymy dilezité pii replikaci. [8] Zabezpeceni podminek pro reprodukci
virovych genomu a syntézy proteint, které jsou soucasti viriond, je zajiS§téno pomoci

replikace virti v hostitelské burice. [4]

Strukturalni a nestrukturalni virové proteiny jsou vytvatfeny pomoci piekladu virovych
mediatorovych RNA na ribozomech, které jsou ulozeny v cytoplazmé a odtud putuji do
mista ur€eni. Viry, u kterych se kompletuji nukleokapsidy uvnitf jadra se premistuji po
transkripci genomu mediatorové RNA do cytoplazmy, tam jsou preloZzeny na
ribozomech a nové polypeptidy jsou transportovany zpét do jadra.[8] Zasadou pro
pomnozeni viru je prunik virového genomu do hostitelské buiky. Virova nukleové
kyselina putuje do mista replikace. U DNA viru vétSinou probiha replikace v jadie na

rozdil od RNA virt, kde skoro vzdy probiha replikace v cytoplazme. [4]
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Zacatek replikace je po pfilnuti, adsorpci na hostitelskou buiiku a tento proces replikace
se ukoncuje po pomnozeni mnohocetnych replik infek¢nich virovych partikuli. Cyklus
replikace u vird ma né€kolik fazi, které jsou rizné dle zavislosti na charakteru genomu,
zda se jednda o DNA ¢i RNA, struktury nukleové kyseliny, kde zalezi, zda je
dvouvlaknova ¢i jednovlaknova a zda ma tato jednovlaknova RNA pozitivni ¢i
negativni provazec. Je mnoho zpusobu, jak replikace muze probihat, ale vzdy probiha
v urcitych fazich, které jsou spolecné pro vSechny viry. Tyto faze jsou adsorpce,

penetrace, odstranéni obalu, aktivace genomu, syntéza viru a uvolnéni z buriky. [45]

Jako prvni dojde k reakci glykoproteinového a bilkovinného antireceptoru, ktery je na
povrchu virionu s receptorem na povrchu bunky. Tato reakce muze za to, Ze se virion
navaze na povrch hostitelské bunky. Pii nedostatku jedné nebo obou soucasti, nemuze
probéhnout adsorpce, a tudiz ani infekce. Specifitu viru urcuje druh hostitele a buriky.
Po procesu, kdy dojde k adsorpci, mize nastat zména konfigurace na povrchu virionu a

antireceptory a recepcni mista, kterd jsou na burice v prebytecné mite. [45]

Thned po absorpci vir pronika do buiiky pomoci endocytozy, pomoci piimého priniku
ptfes cytoplazmatickou membranu nebo fuzi. Endocytéza je d¢j, pfi kterém se virion
dovnitt bunky dostava vchlipenim bunééné membrany. Tyto viriony putuji do
endozomu (misto, které obsahuje virové partikule), kde se hromadi. Tady se pronikani
muze lisit dle obaleného viru a neobalené¢ho. Vir, ktery nema obal pronika pfimo
cytoplazmatickou membranou (translokace). Naopak u obalenych vird dochazi ke
splynuti (fuzi) obalu sbunéfnou membranou. V takovém piipadé obal zustava

v membrané a do buriky vstupuje jen nukleokapsida. [45]

Odstranéni obalu a kapsidy je dulezity krok pro to, aby se mohl genom exprimovat, a to
kvuli tomu, Ze vytvareji mechanickou piekazku pii pfistupu k nému. Od nukleové
kyseliny se obal oddéli bud’ spontanné, nebo za pomoci bunénych enzymu. Po
odstranéni obalu mize genom exprimovat kodované funkce, které slouzi k syntéze virt.

[45]
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1.6 Mutace
U virt v genomu nejcastéji dochazi k mutacim bodovym. Tyto mutace jsou zapfticinéné
nepiesnou cinnosti virovych polymeraz, které piipojuji chybné nukleotidy béhem
replikace virového genomu. U RNA virg, jejichz polymerazam chybi korekéni (proof-
reading, opravna) aktivita, jsou takové mutace mnohem vyznamnéjsi a u takovych virt
je také Castéjsi vyskyt bodovych mutaci. U DNA virt, které jsou stabilnéjsi jsou tyto

mutace mén¢ cCasté. [8]

Bodové mutace mohou vzniknout i v disledku ti¢inku ionizujiciho zareni nebo pomoci
chemickych vlivii. V genomu viri nemuseji vznikat jen mutace bodové, ale mohou

vznikat také delece nebo inzerce ruzného rozsahu. [8]

U vSech bodovych mutacich nemusi nutné vést ke zménam aminokyselinového slozeni
koédovanych proteind a tim dale ke zméné ve fenotypu viri. Pomoci degenerovaného
genetického kodu, kdy jsou aminokyseliny zakédovany nékolika triplety, mohou nastat
tzv. synonymni mutace. Takovy triplet, ktery koduje pfisluSnou aminokyselinu, je
pomoci téchto mutaci nahrazovan jinym tripletem, ktery koéduje shodnou

aminokyselinou. [8]

1.7 Patogeneze a rozvoj infekce
Na rozdil od bakterialnich infekci tyto virové probihaji slozitéji. Rozdil je takovy, ze
proliferace viru, ktera zapficini poskozeni organismu neprobiha vné tkéni, ale je zavisla
na burkach. Virova infekce probiha v nekolika stadiich a v jakékoli z nich se muze

zastavit. [45]

1.7.1 Brana vstupu

Vir ke vstupu do organismu potiebuje nalézt misto, které je pro né vlastnim a
nejvyhodnéjsim. Existuji tfi cesty vstupu do organismu a umisténi v organech. Prvnim
zpusobem vniknuti viru do téla je pfes sliznici dychacich cest nebo pies travici trakt
s naslednou infekci, ktera vznikd v misté vstupu. Tato cesta je bézna brana vstupu u
myxovirt, koronavird, rotaviri a dalSich. Druha vstupni brana je na sliznicich, kde
dochazi k naslednému Sifeni vird krevnim obéhem (virémie) nebo neurony k cilovému
organu. Touto cestou do téla pronikaji naptiklad viry spalni¢ek, viry pfiusnic a
hepatitidy A. Jako posledni cestou, je vstup po vpichu injekéni stfikacky pfimo do
krevniho ob&hu nebo kousnutim hmyzu. Timto zpusobem putuje virus hepatitidy B

nebo flaviviry. [45]
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1.7.2  Primdrni pomnoZeni
Infekce muze byt nalezena jiz v mist€¢ vstupu. Napfiklad u rinoviri, které se
pomnozuji jiz v hornich cestach dychacich, pfedevS§im v nosni sliznici. Jako dalsi
ptiklad jsou rotaviry, které se mnozi jiz v travicim traktu a papilomaviry v epidermis.
[45]
1.7.3 Sekunddrni pomnoZzeni
Timto mistem je citliva tkan, kam se vir dostane. Na takovém misté nastava
nejzavaznéj§i poskozeni napadeného hostitele, v této fazi jiz byvaji poznatelné
charakteristické pfiznaky, které mohou jiz napomahat ke stanoveni diagnozy. Poskozeni

se muze projevovat odlisné v zavislosti na viru, ktery se do tkané dostal. [45]
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2. Koronaviry
2.1 Seznameni

Prvni zminka o koronavirech pochazi z 60. let 20. stoleti. Byly popsany jako ptavodci
onemocnéni, které se projevovalo dychacimi a zazivacimi obtizemi jak u lidi, tak 1 u
zvifat. [49] Do roku 2002 byly popsany pouze dva lidské koronaviry (HCoV). Byl to
HCoV-229E, ktery byl izolovany u lidi jako prvni a HCoV-OC43. V roce 2002 byl
identifikovan Koronavirus tézkého akutniho respiraéniho syndromu (SARS-CoV).
V roce 2012 se objevil Koronavirus blizkovychodniho respira¢niho syndromu (MERS-
CoV). Dnes jiz nejznaméj§i Koronavirus tézkého akutniho respiracniho syndromu 2

(SARS-CoV-2), byl rozpoznan u lidi v roce 2019. [31] [27]

Koronaviry jsou zafazeny do fadu Nidovirales, ktery je rozdélen na 2 Celedi, na celed
Coronaviridae (znamé 1 jako Orthocoronavirinae) a Arteriviridae. Tyto celedi maji
spolec¢ny fylogeneticky puvod. Do Celedé Coronaviridae zahrnujeme 2 rody, a to rod
Koronavirus a Torovirus. [8] Tato Celed zahrnuje podceled” Coronavirinae, ktera je
slozena  zrodid: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, = Gammacoronavirus a
Deltacoronavirus. Rody jsou ¢lenény dle jejich fylogenetickych vztaht a struktury jejich
genomu. [37] Betakoronaviry dale rozdé€lujeme do péti podrodi Embecovirus,
Sarbekovirus, Hibecovirus, Merbecovirus a Nobekovirus. [S0] Onemocnéni u lidi jsou
obvykle zpusobena alfakoronaviry a betakoronaviry. [37] Tyto rody jsou schopné
infikovat pouze savce. Predstavuji velkou hrozbu pro hospodatfska zvirata, zahrnuji
napiiklad virus stfevniho prijmu prasat, koronavirus syndromu akutniho prijmu prasat
a virus prenosné gastroenteritidy u prasat. [11] Gamakoronaviry a deltakoronaviry jsou
znamé primarné pro infekci ptacich hostitel, mohou vsak infikovat i savce. Zpusobuji
ptaci koronavirovou infekéni bronchitidu, ktera se projevuje infekénim onemocnénim

hornich dychacich cest u drubeze. [26]

Dosud je znamo 7 HCoV. Ctyfi b&zné HCoV zpUsobuji mirn&j§i onemocnéni: HCoV-
229E (nazev odvozen od kodu vzorku), HCoV-OC43 (z angl. Organ Culture 43, dle
trachealni organové kultury, ze které byl ziskan), HCoV-NL63 (NetherLand 63, poprvé
identifikovan v Nizozemsku) a HCoV-HKU1 (Hong Kong University 1, podle
hongkongského pacienta). Dalsi tii HCoV, jsou znamé pro tézky pribéh onemocnéni a
jsou to SARS-CoV, MERS-CoV a novy typ koronaviru SARS-CoV-2. [24][36] Tyto tfi
HCoV fadime do betakoronaviru. [37]
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Koronaviry patii mezi viry, které jsou pomémé velké s velikosti v priméru 100 nm.
Koronavirus je obaleny vir a jeho nuklekapsida ma helikoidalni symetrii, kterou jsme si
jiz vySe pifiblizili. [45] Genom se skladda zjedné molekuly linearni, dale
z jednovlaknové RNA, ktera ma pozitivni polaritu. [8] Ze vSech RNA vira jsou genomy

koronavira nejdelsi. [27] [8]

Koronaviry vlastni lipidovy obal, ktery obsahuje vybézky palickovité zakoncené. Jsou
dva druhy takovych vybézku. Delsi vybézky jsou urené k adsorpci viru na bunku.
Kratsi plni funkci M proteinu a prochéazeji lipidovym obalem. Koronaviry jsou citlivé
k éteru a rozpoustédlim, ktera rozpousteji tuky. Takové druhy, které se vyskytuji ve

stievech, jsou rezistentni vici kyselému pH. [4]

Koronaviry jsou kddovany ¢tyfmi hlavnimi strukturnimi proteiny, konkrétné povrchovy
spike protein (S), membranovy (M), obalovy (E) a nukleokapsidovy (N) protein. S
protein ma funkci pii vstupu virové ¢astice do buiiky. Je to jeden z proteint koronavird,
ktery je schopen vyvolat imunitni odpoveéd hostitele. M protein je nejcastéj§i virovy
protein ve virové Castici a dava definitivni tvar virovému obalu. E protein pomaha pfi
patogenezi, hromadéni a uvoliiovani viru. N protein je viceuCelovy, naptiklad zvySuje

ucinnost transkripce viru a usnadiiuje praci M proteinu. [14]

2.2 Vyskyt, Sifeni a klinické priznaky
Vyskyt infekci vyvolanych koronaviry s pribéhem zanétd dychacich cest je po celém
svété. Infekce je Sifena pomoci kapének. Virus je mnozen v epitelu. Nakaza muze
probihat skryté, jindy se dostavuje ryma a zanét nosohltanu, zhruba po 3—5denni
inkubaci. Ve vyjime¢nych pfipadech vir napadd i niz$i casti dychaciho traktu a
vyvolava pneumonie. V séru jsou piitomny humoralni protilatky. Jako obranné
protilatky se uplatiiuji hlavné specifické imunoglobuliny tiidy A. Casté jsou i reinfekce.
Jsou 1 pripady, kdy se koronaviry diagnostikovaly ve stolici u osob s akutnim
nebakterialnim prijmem nebo u déti, které prodélavaji akutni nekrotizujici

enterokolitidu.[4]
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2.3 SARS-CoV-2
Koncem prosince 2019 ohlésily c¢inské zdravotni ufady vypuknuti onemocnéni
v prubéhu pneumonie neznamého pivodu ve Wu-chanu. O nekolik dni pozdéji byl
zverejnén genom nového koronaviru. Diive nazyvan Novy koronavirus 2019, nyni jiz
jako SARS-CoV-2, tento virus fadime do ¢eledi Coronaviradae, rodu Betacoronavirus a
podrodu Sarbecovirus. Od objevu tohoto viru se Sifi po celém svété, zpusobil neékolik
tisic umrti a ma obrovsky dopad na zdravotnické systémy a ekonomiku. [10] SARS-
CoV-2 je povazovan za jednoho ze sedmi koronavirt, které zpusobuji lidské infekce a
patii do stejné skupiny koronavirt, které zpusobuji tézky akutni respiracni syndrom.

[14]

Genom koronaviri zahrnuje rizny pocet otevienych Ctecich ramct (ORF). Prvni 2/3
genomu tvoii 5° ORF (ORF1la/b), ktery podléha translaci v drsném endoplazmatickém
retikulu hostitelské buriky na dva proteiny fosfatazy 1. Tyto proteiny jsou dale §tépeny
pomoci proteaz, a tim vznika 16 nestrukturalnich proteint. Posledni tfetinu piedstavuje
3° ORF, ktery je sloZzen z geni kodujicich strukturalni a dopliikové proteiny. Mezi
hlavni strukturalni proteiny se fadi S protein, E protein, M protein a N protein, jak je jiz
zminéno vySe. S protein dokaze rozpoznat receptor na hostitelské burice, ktery se
nazyva Angiotensin-konvertujici enzym 2. N protein dokaze vazat RNA a je zasadni pfi
sestaveni virion. Novy typ koronaviru SARS-CoV-2 obsahuje navic Sest dopliikovych
proteini  ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF8 a ORF10. Jejich funkce nejsou zcela
prozkoumané. ORFla a ORF1lab predstavuji dulezitost pro replikaci viru. Dale byly u
SARS-CoV-2 identifikovany: 5 neptelozena oblast (UTR) a 3°-UTR.[20]

24 Onemocnéni
Tento virus zpusobuje koronavirové onemocnéni, které nese nazev COVID-19 (z angl.
Coronavirus disease). S porovnanim s HCoV, které zptisobovaly podobné onemocnéni,

ma SARS-CoV-2 vyssi prenosovou kompetenci. [14]

Nejbeznégjsi piiznaky, které lidé s onemocnénim COVID-19 popisuji jsou horecka,
kasel, dusnost, bolest hlavy a unava. Naopak mezi mén¢ Casté priznaky se fadi prijem,
ztrata Cichu, bolesti bficha. Jsou i spousty pfipadu, kdy se onemocnéni jevi jako
asymptomatické, coz je vzhledem k moznému pfenosu nemoci nebezpecné. Tento virus
je prenasen prostiednictvim kapének. Jeho inkubacni doba se pohybuje od 3 do 14 dnd.

[41]
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2.5 Varianty SARS-CoV-2
U SARS-CoV-2 bylo zjisténo, ze je nachylny k chybam, které se objevuji v jeho
genetickém kodu béhem replikace. Kazdy meésic nastavaji vétSinou 1-2 nové zmény
nukleotidi (mutace). Vétsina takovych mutaci byla z hlediska klinického obrazu nemoci
zanedbatelna, ale objevilo se né€kolik mutaci, které byly zavaznéjsi. [21] Dnes existuje
nékolik desitek tisic riznych variant viru, které se navzajem lisi alespor jednou mutaci.

[34]

Jako prvni na zacatku pandemie byla zpozorovana mutace SARS-CoV-2, ktera dostala
nazev D614G. Tato mutace je lokalizovana v oblasti aminokyselin na pozici 614 v
proteinu spike. Viry s touto mutaci byly prokazany za infekénéj§im, ale nemély dopad
na zavaznost onemocnéni. Prvni variantou SARS-CoV-2, ktera nesla tuto mutaci byla
varianta B.1.1.7. Dalsi varianta SARS-CoV-2 je oznaCovana jako B.1.351 nebo
501Y.V2, byla odhalena v Jizni Africe. Jedna z mutaci, ktera ji zpusobila se nazyva
N501Y. Dal§i vyznamna varianta SARS-CoV-2 je oznaCovéana jako B.1.1.7 nebo
501Y.V1.[21] Do dnes bylo popsano nékolik dalSich variant SARS-CoV-2. Proto
Svétova zdravotnickd organizace (z angl. World Health Organization) a Centra pro
kontrolu a prevenci nemoci (z angl. Centers for Disease Control and Prevention)
navrhly klasifikacni systém, kde rozd€luji nové vznikajici varianty SARS-CoV-2 na
varianty z4jmu (VOI, z angl. variants of interest) a nebezpecné&jsi varianty vzbuzujici
obavy (VOC, z angl. variants of concern). VOC spojujeme s vyS$si prenositelnosti a také

mohou snizit ochranu vici vakcinaci. [1]

Mezi VOC varianty fadime varianty Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1),
Delta (B.1.617.2), Omicron (B.1.1.529). A mezi VOI fadime varianty Epsilon (B.1.427
a B.1.429), Zeta (P.2), Eta (B.1.525), Theta (P.3), Iota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1),
Lambda (C.37) a Mu (B.1.621). [1]

2.5.1 Varianra B.1.1.7

Tuto varianty nazyvame také jako Britska varianta SARS-CoV-2. Dle nazvu je
ziejmé, ze byla poprvé detekovana v jihovychodni Anglii, a to v zafi roku 2020. Tato
varianta byla prenositelnéjsi nez predchozi varianty, a proto se rychle rozsifila do
nekolika stovek zemi po celém svété. Nejcharaktitéj§i mutace, kterou tato varianta
nese je mutace N501Y. [19] [12] Tato mutace je lokalizovana v S proteinu, ktery ma

schopnost vazat receptory na lidskych buikéch, a tak je infikovat virem. [34]
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Tato varianta obsahuje nékolik dalSich mutaci, a to v proteinech ORF1ab, S, ORFS8
a N. V genu S se nachazi delece na pozicich 21764-21770 (del69-70) v genomu, které
zvySuji prenositelnost viru.[19] Mutace N501Y je substituce na pozici 501 v S genu
asparaginu na tyrosin a del69-70 je delece u Sesti bazi, které koduji histidin a valin. [51]
2.5.2 Varianta B.1.351
Varianta B.1.351 je oznaCovana jako Jihoafrickd varianta SARS-CoV-2, ktera
obsahuje opét nékolik mutaci v proteinu S. Jedna z mutaci, ktera se shoduji s t€émi, které
byly zjistény u britské varianty, je mutace N501Y. Znepokojivé je to, Ze tato varianta
obsahuje ti1 mutace, které jsou lokalizované v receptorové domén¢ v proteinu S. [34]
2.5.3 Varianta P.1
Varianta P.1 pochazi z Brazilie, kde se objevila v listopadu roku 2020 ve mésté
Manaus. Tato varianta obsahuje 17 mutaci, v S proteinu se nachazi 10 mutaci. Mezi né
patii tfi kliCové mutace (N501Y, K417T a E484K), které se nachazi v S proteinu presné
v doméné vazajici receptor. [6][16]
2.5.4 Varianta B.1.617.2
Varianta B.1.617.2 znamé&jsi pod nazvem delta varianta byla poprvé detekovana
v prosinci 2020 v Indii. Tato varianta je az o 60 % prenositeln€jsi nez varianta alfa.
Obsahuje 23 mutaci z nichz 12 mutaci v S proteinu. [44]
2.5.5 Varianta B.1.1.529
Variantu B.1.1.529 zname pod nazvem Omicron. Poprvé ji detekovali v listopadu
roku 2021 v Jizni Africe. [38] Omicron je zatim fazen mezi variantu SARS-CoV-2,
ktera nese nejvétsi poCet mutaci ze vSech jiz vySe zminénych variant. [28] Tato varianta
nese 32 mutaci jen v S proteinu. Je mnohem prenositelnéjsi a ma schopnost vysoké
reinfek¢nosti, coz znamend, ze snadno onemocni i osoby, které nedavno prodélaly
COVID-19 zpusobeny jinou variantou SARS-CoV-2.[29]
Vsechny vyse zminéné varianty nesou mutaci D614G, ktera se vyznacuje substituci
kyseliny asparagové za glycin, a to v proteinu S na pozici 614. Tento typ mutace se

vyskytuje ve vice zemich. [51]
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3. Fylogeneze

Pii studiu vyvoje rychle mutujicich vira se uplatiiuje fylogenetika. Vyznamnou roli pii
pokladani zakladu fylogentiky zaujmul Charles Darwin, ktery ve své publikaci On the
origin of Species (O pavodu druhti) zobrazuje existujici druhy a historické souvislosti a
od toho pochazi predstava Stromu zivota. [48] Dalsi vyznamnou osobou ve fylogenetice
je Ernst Haeckel, ten se pfi tvofeni stromu inspiroval pravé u Darwina, a proto se t€émto

stromum fika darwinovské vétvici diagramy. [13]

Jednoduse muzeme fici, Ze se fylogenetika zabyva evoluci zivota na Zemi. Podrobnéji
fylogenetika studuje fylogenezi, coz je tzv. analyza vyvojovych linii. Tyto vyvojové
linie jsou oznaCovany jako taxony. Pribéh fylogeneze mizeme odvodit na zakladé
informaci o kladogenezi a anagenezi a nasledné mazeme vytvorit fylogenenticky strom,
tedy popis procesu jednotlivého vétveni taxond. Kladogeneze je proces postupného
odvétvovani linii. Vyjimecn€ mohou vzniknout nové linie pomoci splynuti dvou linii.
Anageneze jsou zmény, které nastavaji v prub€hu jedné linie. Takové vlastnosti se jinak

nazyvaji jako znaky. [17]

Kladogeneze a anageneze je spiSe spojovana pouze se sexualnimi organismy. U
takovych organismti chapeme druh jako mnozinu organismu, které si mezi sebou jsou
schopné vyménovat genetickou informaci. Definovat druhy mizeme, ale i u organismu
asexualnich, a to pomoci ekologické podobnosti nebo morfologické podobnosti. Kazdy
jedinec u asexualnich organismu je druhem, a to ztoho duvodu, Ze je izolovanou
evolucni linii. Geny, které nesou potomci asexualnich mikroorganismu vznikaji

mikroevolu¢nimi procesy.[2]

Pii studovani fylogeneze predpokladame, ze kazdé dva rtizné druhy maji spolecného
predka, ktery muze byt i velice vzdaleny. [17] Fylogeneticka analyza je dulezita pro

pochopeni evoluce virt. [10]

3.1 Fylogenetické stromy
Stromy délime na zakofenéné a nezakorenéné. Zejména u zakotfenénych stromi se
pouzivaji k vyjadreni evolucnich déjin a nazyvame je jako stromy fylogenetické nebo
také evolucni stromy. VétSina statickych modeld evoluce predpoklada, ze modelové
stromy jsou zakofenéné binarni stromy, to znamena, ze kazdy uzel, ktery neni listem,

ma presné dva potomky. [55]
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Pokud, bychom uvazovali z pohledu matematického, je pro nas takovy fylogeneticky
strom spiSe graf (tj. jeden par G = (V, E). Kdy V nam udava sadu vrcholi a E je
hranova mnozina), ktery je propojeny nebo acyklicky. Ekvivalentné je strom grafem,
takze pro kazdou z dvojic vrchold v, w v grafu existuje jedinecna cesta mezi nimi. Kdyz
je strom zakofenény, ozna¢ime jeho koren jako r(T). Dale ozna¢ujeme mnozinu vrcholt

T jako V(T), hrany pomoci E(T) a listy T pomoci psaciho velkého L(T). [55]

3.1.1 Zakorenéné stromy
V zakofenéném stromu muzeme orientovat jeho hrany ve smeéru kofene r = r(T), takze
vSechny jiné vrcholy nez r, maji jeden uzel. Pro vSechny uzly plati: v neni rovno r, tedy
existuje jedine¢ny vrchol w takovy, ze v = w je oblouk ve stromu (kde, w nazyvame
predek v a v nazyvame jako potomek w). Dva nebo vice vrchold, které sdili jednoho
prekda se nazyvaji spolu potomci. Vrchol bez listu nazyvame list nebo §picka a vSechny
ostatni uzly nazyvame vnitini uzly. Vrchol svice nez dvéma potomky predstavuje
polytomii. Zakofenény strom, ktery nemé Zzadné polytomie povazujeme za strom
bindrni, bifunkéni nebo plné vyfeSeny a pokud neni bindrni hovofime o stromu

vicevrstvém. Okraje stromu se oznacuji jako vétve nebo interuzly. [55]

[ 11T

Obrazek 1: Fylogenetické stromy 1: dva zpiisoby zakresleni jednoho totozného fylogenetického stromu

Zdroj: [55]
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Listy na fylogenetickém stromu predstavuji sledované taxony (obecné existujici druhy
nebo i rizni jedinci stejného druhu) a vnitini uzly predstavuji predky taxont u listt.
Zakofenény strom muZeme nakreslit s kofenem r nahote, dole, vpravo nebo vlevo.
Pokud nakreslime strom s kofenem nahote, tak nékdy graficka znazornéni stromu
obsahuji délky vétvi pro to, aby to pomohlo navrhnout relativni rychlosti zmén a/nebo
skuteCné mnozstvi Casu, ktery uplynul. Topologii stromu znazoriiuje graficky model bez

vetvi. [55]

Existuje nékolik variant, jak takovou topologii zakofenéného stromu nakreslit a dva
zpusoby mame ukazané na obrazku 1. Tento obrazek ukazuje dva ptiklady reprezentace
stejné evolucni historie. Strom nalevo je standartni v pocitacové véde a strom vpravo
Casto najdeme v biologické systematice. Strom nalevo ma kofen, ktery ma 5 potomka,
tudiz pfi interpretaci stromu vpravo bychom méli védét, ze vodorovné cCary

neodpovidaji hranam. [55]

3.1.2 Nezakoienéné stromy
Pouziti nezakofenénych stromi je v pocCitacové védé prednostni a ma svlj vyznam i ve
fylogenetice. Jednim z davodi, pro¢ je vystup nezakofenénych stromt prednostni, je
ten, ze vétSina metod pro stanoveni stromu je zaloZena na Casové reverzibilnich

modelech evoluce sekvence, coz znamena, ze kofen stromu neni identifikovatelny. [55]

Nezakotenénou verzi stromu, ktery je zakofenény T oznacujeme jako T.. Ta je utvorena
potlaCenim kofene a naslednym zpracovanim stromu jako nezakofenéného. To
znamena, ze kdyz ma kofen T dva potomky, tak jsou prilehlé navzajem, anebo kdyz ma
koten vice jak dva potomky, tak se graficky model neméni. Napiiklad pokud budeme
chtit zménit zakofenény strom na nezakotenény T, viz obrazek 2, tak budeme ignorovat
rozlozeni kofenového stromu a vytvofime nezakofenény strom. Kazdy zakotenény

strom ma totiz jedinecnou nezakotrenénou verzi stromu. [55]
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Obrazek 2: Fylogenetické stromy 2: Tento obrdzek zndzoriuje na levé strané strom zakorenény a na pravé strom
nezakorenény.

Zdroj: [55]

3.2 Vyznam mutaci pro fylogenetiku
Tak jako fylogeneze souvisi s biologickou evoluci, tak pro ni maji zasadni vyznam i
mutace. Mutace se projevuji jako zmeény ve struktufe genetického materialu a pfi
takovych zménach dochazi ke zméné smyslu genetické informace. Muzeme fict, ze ne
vSechny mutace museji byt Skodlivé, bez nékterych novych mutaci by se biologicka

evoluce mohla zastavit. [17]
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4. Molekularni detekce

Molekularni detekce u viri se pouzivaji zejména pro prukaz virového genomu.
Molekularni detekce ma tu vyhodu, ze 1ze uskuteCnit diagnostiku i u inaktivovaného
viru, jinak je vysoce citliva a specificka. Radime sem metody, které prokazuji nukleové
kyseliny, a tudiz je potfeba znat nukleotidové sekvence prislusného virového genomu.

(8]

NejcCastéji se pouzivaji metody amplifikacni. To jsou metody, které funguji na principu
enzymatického pomnozeni ¢asti nukleové kyseliny viru a poté jeji zvyraznéni. Jednou
z nejvyznamnéjsich metod je polymerazova retézova reakce (PCR, z angl. Polymerase

Chain Reaction). [8]

41 PCR
Dnes jsou znamy témeér kompletni nukleotidové sekvence nékolika genomi, a to i
lidského. Sekvence jsou dostupné v mnoha databazich, jako je naptfiklad GenBank
(vefejné dostupna databaze nukleotidovych sekvenci), proto je mozné izolovat geny
nebo vybrané sekvence DNA bez toho, aby byly pouzity klonovaci vektory nebo
hostitelské buiiky. Amplifikace DNA sekvenci se vyhradné provadi in vitro. Sekvence
mohou byt amplifikovany milionkrat, ale i vicekrat béhem nékolika malo hodin.
K provedeni tohoto postupu staci znat kratké nukleotidové sekvence, které ohranicuji
danou zkoumanou sekvenci. VSechno, co jsme si zde popsali, 1ze provést pomoci PCR.
K PCR reakci jsou nutné oligonukleotidy, které jsou komplementarni ke znamym
sekvencim, které ohraniCuji urCitou oblast k tomu, aby mohla ve zkumavce zacit

enzymatickd amplifikace casti DNA téchto sekvenci.[47]

4.1.1 Historie metody
Mullis, Faloon a Saiki jsou zodpovédni za vyvinuti vysoce ucinné enzymoveé
metody v letech 1983-1985, pomoci které se in vitro amplifikuji vybrané sekvence
nukleovych kyselin. Tato metoda byla nazvana jako PCR. [56] Kary Mullis za svou

pract o PCR v roce 1993 obdrzel Nobelovu cenu za chemii. [47]
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4.1.2 Princip

PCR funguje na principu schopnosti dvouvlaknové DNA se pii vysoké teploté
denaturovat a poté po snizeni teploty se zpét renaturovat, a to vSechno za zachovani
pravidla komplementarity bazi. PCR reakce je zahajena denaturaci vzorku DNA na dva
jednoduché fetézce pii vysoké teplote 95°C. V dalsi Casti reakce dochazi k ochlazeni
vzorku na 50-60 °C, coz vede k pfipojeni primerd na komplementarni 3° konce cilovych
DNA. Primery jsou v této reakci pfitomny ve vétSich poctech nez dlouhé fetézce
analyzované DNA, které jsou v této casti PCR oddéleny. [3]

Zaklad pro syntézu novych vldken DNA jsou hybridizované primery. V PCR
reakci je dostatecné mnozstvi deoxynukleotidtrifosfati, kvili dostateCnému mnozstvi
substratu pro syntézu novach vlaken. Tato syntéza je katalyzovana pomoci termostabilni
DNA polymerazy. Casto se vyuzivai DNA polymeraza, ktera je izolovana z bakterie
Thermus aquaticus, ta se vyskytuje v horkych pramenech a oznacujeme ji jako Taq
polymerazu. [3]

Tento enzym slouzi k prodluzovani vlaken DNA smérem od obou primerd, a to ve
sméru od 5° konce po konec 3° pii teploté 72 °C. Po ukonceni syntézy u obou vlaken, je
zkumavka opét zahtatd na 95 °C a opét dochazi k denaturaci nové vytvorenych DNA
duplext a cely proces se zatne opakovat. Toto opakovani vede k rychlému namnozeni
cilovych sekvenci DNA. Po kazdém nasledujicim opakovani se pocty kopii tiseki mezi
ptipojenymi primery zdvojnasobi. [3] Schéma reakce PCR je znazornéno na obrazku 3.

Pocet kopii ur¢ené sekvence DNA roste logaritmicky (pfiblizné okolo 106 x po 20
cyklech), pfiCemz se ostatni useky vychozi DNA jiz neamplifikuji. Pii PCR reakeci je
dulezité pro jeji prubeh zajistit vzorek s DNA obsahujici zkoumany usek, primery
neboli syntetické oligonukleotidy (ma ulohu jako zaklad pro syntézu novych vlaken),
smés vSech 4 deoxynukleotidtrifosfati, hotfecnaté ionty, Taq polymerazu a PCR pulfr.

Reak¢ni objem byva okolo 20 a 100 pl. [3]

26



nativnl ds-DMNA

’ '\_‘ 1. denaturace (95°C)

v v 2. hzbridizace s primerem {50-55°C)

— 3 5

3. syntéza komplementarniho fetézce (¥2°C)

5 3 5 e— e

Obrdzek 3: Schéma reakce PCR: Zkratka ds-DNA znamend dvouvldknova DNA.
Zdroj: [3]
4.2 RT-PCR

Jedna z metod pro detekci koronaviri a dnes hlavné SARS-CoV-2 je nejcastéji
pouzivana metoda reverzni traskriptazova polymerazova retézova reakce v realném Case
(RT-PCR). Tento test je nejcastéji provadén z vytéra z nosofaryngu. [43] Pomoci RT-
PCR je tedy detekovatelny SARS-CoV-2 ato pomoci ORFlab, ktery zahrnuje RNA-
dependentni RNA polymerazu a proteini E, N a S. RT-PCR je tedy metoda, ktera je
zalozena na metodé PCR a dopliiuje ji pfesnym monitorovanim produktd v realném

Case.[52]

4.2.1 Princip RT-PCR
Metoda RT-PCR je zalozena na rozliSeni a méfeni urcitych sekvenci nukleovych
kyselin ve vzorku, a to i v malém mnozstvi. Pfi RT-PCR dochézi k amplifikaci cilové
sekvence, ta se nasledné¢ monitoruje pomoci fluorescencniho znaceni. Konecny produkt
je charakterizovan pomoci zvySovani teplot, a to pro to, aby se dalo urcit, kdy se tento

produkt slozen ze dvou vlaken rozdvoji. [42]
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5. Cil prace a vyzkumné otazky

5.1 Cil prace
Cilem této prace bylo stanoveni fylogenetickych souvislosti na zdkladé publikovanych
sekvenci koronavirQ, a to zejména mutacnich variant nového typu koronaviru SARS-
CoV-2 a na zakladé téchto fylogenetickych souvislosti zkonstruovat fylogeneticky

strom. Vyzkumnou otazkou je, které z koronavirt jsou nejvice piibuzné SARS-CoV-2.

Dalsim cilem bylo porovnani a posouzeni pouzivanych PCR primeri pro rozliseni
jednotlivych variant SARS-CoV-2 a ur€it primery, které reaguji pouze na nove vznikly

virus SARS-CoV-2, ale nereaguji na ostatni typy koronavird.
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6. Metodika a metody

Fylogenetické souvislosti byly popsany na zakladé sestrojeni fylogenetickych stromt
pomoci programu MEGA-X. Na zakladé fylogenetickych analyz byly zkoumany
procentudlni podobnosti mezi koronaviry. Primery byly navrzeny pomoci webového
nastroje Primer-BLAST a byly porovnany sjiz pouzivanymi primery pro detekci

SARS-CoV-2.

6.1 Fylogeneticka analyza
Cilem fylogenetické analyzy je rekonstrukce stromu, podle kterého lze popsat evolucni
vztahy mezi organismy, které jsou v tu chvili studovany. Genomy podléhaji hromadéni
mutaci, kvili kterym se dale vyvijeji. Tyto zmény v nukleotidovych sekvencich mezi
dvéma genomy by mély znacit, jak nedavno sdilely spole¢ného predka. Da se o¢ekavat,
ze dva genomy, které se rozchazely v nedavné dobé€, budou nést mén€ mutaci nez dva
genomy, které maji star§itho spolecného piedka. Dle toho pii porovnani tii a vice

genomt by mélo byt mozné odhalit evolucni vztahy mezi nimi. [7]

6.2 Material
Ve fylogenetice se dnes jiz pfevazn€ vyuzivaji molekularni data (proteinové nebo
nukleotidové sekvence). Nukleotidové sekvence DNA uvadi vice informaci pro
fylogenetiku nez sekvence proteinové, protoze v proteinovych sekvencich se ukazuji
pouze ty mutace, které zmeénily smysl aminokyseliny, pfi¢emz v nukleotidovych
sekvencich jsou ukazany vSechny zmény. Z toho divodu byly pro tuto fylogenetickou

analyzu koronavirt pouzity sekvence nukleotidové.[7]

Sekvence pro fylogenetickou analyzu byly ziskany z GenBank pomoci webového
nastroje NCBI Virus na strankdch Narodniho centra pro biotechnologické informace

(NCBI) na internetovém odkaze: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/.

Sekvence byly vybirany na zakladé 4 roda koronovira (alfa, beta, gamma a delta). Byly
vybirany sekvence lidskych i zvifecich koronavird. Podminkou pro vybér bylo, aby
mély sekvence kompletni genom. Jako hlavni sekvence slouzila referencni sekvence
nového typu koronaviru SARS-CoV-2 s pfistupovym kodem NC 045512. Sekvence
byly stazeny ve formatu FASTA (forméat souboru sekvenci).
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Pro rekonstrukci prvnich dvou fylogenetickych stromi byly vybrany sekvence pro rod
alfa, beta, gamma a delta. Pro prvni strom byly pouzity sekvence celych genoma a pro

druhy strom z téchto sekvenci byly pouzity useky sekvenci proteinu S.

Pro rod alfa byly vybrany sekvence koronaviri pod té€mito pfistupovymi Cisly:
NC_005831.2, LC687294.1, NC_032107.1, NC_048216.1, NC_028752.1,
NC_002645.1, MW202340.1, OL415262.1, OL410607.1, NC_046964, MH687938.1,
MW560716.1, MH726400.1, MT906864.1, NC_048211.1, NC_034972.1,
NC_032730.1, KF294380.2.

Jako zastupci rodu beta byly vybrany nasledujici sekvence koronaviri pod témito
pfistupovymi Cisly: AY597011.2, NC_026011.1, NC_017083.1, NC_006213.1,
KU886219.1, KT368891.1, NC_009021.1, EF065514.1, NC_025217.1, KY417143.1,
KC881006.1, NC_004718.3, MG772934.1, MT121216.1, MN996532.2, MW729043.1,
NC_045512.2, MT371574.1, MN611520.1, NC_038294.1, NC_019843.3,
MNG611519.1.

Dale byly vybrany sekvence pro rod gamma s pristupovymi ¢isly: NC 048213.1,
MT984583.1, NC_048214.1, MN690608.1, NC_010648.1, EU111742.1.

Pro rod delta byly vybrany sekvence s pfistupovymi Ccisly: NC_011547.1,
NC_039208.1, MG812375.1 a OM256446.1. Tato posledni sekvence s pfistupovym
Cislem OM256446.1 byla pouzita pouze ve stromu, ktery srovnava podobnost
koronavird na zakladé proteinu S. VSechny sekvence byly stazeny z toho internetového

odkazu: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/virus?SeqType s=Nucleotide.

Treti fylogeneticky strom se zamétoval na hledani podobnosti mezi koronaviry rodu
beta a jeho podrodd Embecovirus, Merbekovirusm, Nobecovirus, Hibecovirus a

Sarbekovirus.

Pro podrod Embekovirus byly vybrany tyto sekvence pod piistupovymi Cisly:
KU886219.1, FJ938064.1, JX860640.1, NC_006213.1, NC_017083.1, JIN874560.1,
KT368891.1, KF906249.1, LC592689.1, LC061272.1, NC_025011.1, KM349743.1,
NC_001846.1, JX169866.1, AC_000192.1, AY597011.2, OM725430.1,

dale sekvence zastupujici podrod Merbecovirus: MN611520.1, MN611519.1,
MKS564475.1, NC_019843.3, NC_038294.1, OL622035.1, MH029552.1,
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sekvence zastupujici podrod Hibecovirus: NC_025217.1, KF636752.1.
a sekvence zastupujici podrod Nobecovirus: EF065514.1, NC_009021.1, MG762674.1.

Nakonec byly vybrany sekvence zastupujici podrod Sarbekovirus: OM725430.1,
NC_014470.1, AY427439.1, AY274119.3, NC_004718.3, KY417143.1, KJ473815.1,
DQO71615.1, MW251308.1, MG772934.1, MZ376737.1, MW729043.1, OM846619.1,
ON004292.1, MT534285.1, NC_045512.2, MZ264787.1 a MT371574.1. Vsechny
sekvence byly stazeny z toho internetového odkazu:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/virus?SeqType s=Nucleotide.

6.2.1 GenBank

GenBank je verejné dostupna databaze nukleotidovych sekvenci. Do databaze jsou
sekvence ziskavany pomoci zadavani z jednotlivych laboratofi a rozsahlych projekta
sekvenovani. Po obdrzeni dat zaméstnanci piidelyji jednotlivym sekvencim piistupova
Cisla. Pokryti po celém svété je zajiSténo pomoci kazdodenniho vymeénovani dat
s European Nucletide Archive a DNA Data Bank of Japan. Sekvence GenBank jsou
zverejnéna prostiednictvim databaze Narodniho centra pro biotechnologické informace
(NCBI). V této databazi jsou odkazy na dalsi informace (taxonmie, genomy, proteinové

sekvence a jejich struktury a literatura z biomedicinskych Casopisa). [5]

6.3 Metodika rekonstrukce fylogenetickych stromu
Jak jiz bylo popsano vyse, tak cilem fylogenetické analyzy je rekonstrukce stromu,
ktery znazorfiuje evolucni vztahy mezi zkoumanymi organismy. Zakladnim krokem
pred rekonstrukci fylogenetického stromu je zarovnani studovanych nukleotidovych
sekvenci a ziskani srovnavacich dat, ktera jsou dale prevedena do rekonstruovaného

fylogenetického stromu.[32]

64 MEGA-X
Zvoleny pocitatovy program pro rekonstrukci fylogenetickych stromt byl program
pro analyzu molekularni evolu¢ni genetiky neboli MEGA (z aj. Molecular Evolutionary
Genetics Analysis). Do tohoto programu byly vlozeny studované sekvence ve formatu

FASTA, nejprve se pracovalo v modu Align viz ptiloha 1.
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MEGA-X nabizi n€kolik analytickych metod a nastroji pro urCeni fylogenetiky.
Lze jej bezplatné stahnout na webovych strankdch: www.megasoftware.net. Tento
program byl citovan vevoluéni analyze vice nez ve stovce studii zabyvajici se
fylogenetickou analyzou. [32] MEGA obsahuje dvé metody, které jsou urcené
k zarovnani sekvenci, jedna se o metody ClustalW a Muscle. Déle obsahuje metody pro
sestrojeni fylogenetickych stromi, jedna se o Neighbor Joining, UPGMA, Maximum

Parsimony, Bayesian Inference a Maximum Likelihood. [23]

6.5 Metody
6.5.1 ClustalW

Sekvence byly zarovnany pomoci metody ClutalW, ktera jak bylo jiz zminéno je
soucasti programu MEGA-X. Je to metoda, kterda je urCena k zarovnani vice
nukleotidovych nebo proteinovych sekvenci. Zarovnani probiha tfemi kroky, nejprve se
jedna o parové zarovnani, nasledné se generuje vodici strom a na zaveér jde o postupné
zarovnani. [35] Metoda je vhodna pro srovnani hodné dlouhych sekvenci. [15]
Zarovnané sekvence byly ulozeny jako novy soubor, ktery mohl byt dale pouzit pfi

rekonstrukci fylogenetického stromu, tento proces byl opakovan pro dalsi dva stromy.

6.5.2 Neighbor-Joining

Zarovnané a ulozené sekvence byly opét vlozeny do programu MEGA-X, kde se
dale pokracovalo v modu Analyze viz ptiloha 1. Pro rekonstrukci fylogenetickych
stromi byla zvolena metoda Neighbor-Joining. Metoda byla nastavena na 1000
replikaci bootstrapu (opakovani). Dale byl pouzit model Kimura 2-parameter, tento
model je zalozen na rozliSovani tranzic a tranzverzi. [30] Tranzice jsou zameény
purinového nukleotidu za purinovy nebo pyrimidinového nukleotidu za pyrimidinovy a
u tranzerzi, dochéazi k zaméné purinového nukleotidu za pyrimidinovy a naopak. Mezi
purinovy nukleotid je zatazen thymin (T) a cytosin (C) a pyramidovy nukleotid adenin
(A) a guanin (G). [47] Dalsi nastaveni bylo zanechano jako vychozi, viz pfiloha 2.

Neighbor-Joining metoda je zalozena na metodach distan¢ni matice. Tyto metody
jsou zavislé na mife , genetické vzdalenosti“ mezi studovanymi sekvencemi. Pocet
neshod mezi zarovnanymi sekvencemi, definuji tuto vzdalenost. Dalsi metoda, ktera
vyuziva metody distanCni matice je metoda nevazeného parovani s aritmetickym
prumérem neboli UPGMA (z angl. unweighted pair group method with arithmetic

mean).[22]
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Neighbor-Joining konstruuje fylogeneticky strom na zékladé matice parovych
evoluCnich vzdalenosti, které se tykaji souboru studovanych taxont. Vzdalenost mezi
taxonomickym parem se ziska ze sekvencnich dat naptiklad pomoci modelu Kimura 2-
parametr.[18] Timto vznikne hvézdicovy strom, na kterém lze pozorovat jeden vnitini
vrchol, ze kterého vedou listy pomoci, kterych jsou reprezentovany studované
taxonomické jednotky. Strom se nasledné rozkldda pomoci shlukovani nejblizsich
taxonomickych jednotek a postupné se v kazdém kroku celkova délka stromu zmensuje.
[22]

Mezi dalsi metody rekonstrukce fylogenetickych stromi se fadi maximum
parsimony, maximum likehood, molekularni hodiny, metoda nejmensich Ctverci a

minimalni evoluce.[22]

6.6 BLAST
Pro vypocitani shody mezi sekvencemi celych genomii a nasledné usekl téchto
sekvenci byl pouzit software BLAST (algoritmus pro porovnani sekvenci z angl. Basic
Local Alignment Search Tool) skrze webové stranky NCBI na internetovém odkaze:

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Byla pouzita funkce: Globalni zarovnani, ktera

vyuziva Needlemantv-Wunschav algoritmus viz. piiloha 3. Sekvence lze do programu
zadat pfistupovym Cislem (pii porovnani celych genomu), nebo rucné zkopirovanim a
vlozenim urcitého useku ¢i celé sekvence ve formatu FASTA. Lze také vlozit soubor

sekvenci.

Pro vypocitani podobnosti sekvenci byla jako referencni sekvence pouzita sekvence
nového typu koronaviru SARS-CoV-2, ktera byla porovnavana s nejblizSimi

sekvencemi koronaviri, na zakladé fylogenetickych analyz.
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Algoritmus Needlemantiv-Wunschiv se pouziva k zarovnani proteinovych i
nukleotidovych sekvenci v bioinformatice. Vyvinuli ho a publikovali v roce 1970 Saul
B. Needleman a Christian D. Wunsch. [39] Jak je jiz zminéno vyse, tento algoritmus
provadi globalni zarovnani sekvenci, kdy je bran ohled na celou délku sekvence.
Principem tohoto algoritmu je tabulka, kde v hornim radku je zapsana sekvence
jednotlivymi bazemi o délce m a v levém sloupci je zapsana druha sekvence, jejiz délka
je znaCena jako n. Velikost tabulky je definovana jako ((m+1)(n+1)). Algoritmus
kazdému zarovnani piidéluje skore, pricemz ucelem je vyhledat vSechny uspofadani,
kterd maji nejvyssi skore neboli maximum. Maximum bude bud’ hodnota skore, ktera
prislusi poli vlevo + hodnota sankce za pouziti mezery (inzerce) nebo hodnota skore,
ktera pfislusi poli nahofe + hodnota sankce za pouziti mezery (delece) nebo hodnota
skore, ktera piislusi poli vlevo nahofe + hodnota sankce shody/neshody znaku, které
jsou na pozici dané sekvence, dle skorovaci matice. Vysledna cesta prichodu, ktery je

zapisovan §ipkami, reprezentuje optimalni zarovnani v matici.[40]

6.7 Primery
Primery jsou kratké jednovlaknové tetézce nukleové kyseliny neboli oligonukleotidy,
které jsou obvykle slozeny z 20 az 25 bazi. Tyto useky jsou komplementarni k cilovému
mistu na nukleotidové sekvenci. Pro spravny vysledek PCR metody je klicové, aby byly
primery navrhnuty spravné. Primery by mély obsahovat srovnatelny pocet GC:AT part.

[33]

6.8 Bézné pouzivané PCR primery pro detekci SARS-CoV-2
Pouzivané PCR primery pro detekci SARS-CoV-2 nejsou bézné zvefejiovany
v laboratornich kitech, které se pro tuto detekci pouzivaji. Existuje vSak webova
softwarova aplikace CoVrimer, ktera je volné dostupna na webové adrese:

http://konulabapps.bilkent.edu.tr:3838/CoVrimer/. Pomoci tohoto webového serveru

jsou uzivatelé schopni vyhledavat a porovnavat existujici zvefejnéné sekvence part
primert. Primery, které jsou dostupné na tomto webovém serveru, byly vyuzivany spise

pro experimentalni ucely, které jsou popsané ve védeckych ¢lancich. [54]

Softwarové aplikace CoVrimer nabizi pod slozkou zvanou Align Published Primer Sets
97 publikovanych para primert pro detekci SARS-CoV-2. Primery byly vybirany

takové, aby jejich cilovym genem byl gen S. Té€chto part primert aplikace nabizi 23.
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V programu MEGA-X byl otevien soubor, ktery byl sestaven pomoci pouzitych
sekvenci HCoV pro tvorbu fylogenetickych stromu, jednalo se o 22 sekvenci, které

zastupovaly lidské koronaviry viz tabulka 1.

Tabulka 1: Pocet pouZitych sekvenci

Nazev lidské koronaviru Pocet pouzitych sekvenci

SARS-CoV-2 10
MERS-CoV 4
SARS-CoV 3

HCoV 0C43 1

HCoV NL63 1

HCoV HKUI1 2

HCoV 229E 1
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Sekvence primert forward a reverse byly vkladany do policka s lupou, které ma tlohu
pro vyhledavani useku vlozené sekvence ve vsech zastoupenych sekvencich v souboru.
Na tomto zaklade bylo vybrano 10 part primert, které nasedaly na vSech 10 sekvenci
SARS-CoV-2, nenasedaly na ostatni pouzit¢ sekvence HCoV a ohranicovaly
charakteristické mutace pfislusnych variant SARS-CoV-2. Tyto primery jsou zapsany

v tabulce 2.

Tabulka 2: Vybrané primery

Par primerG | Smér primeru | Sekvence primera 5> 3°

1. Forward CCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACT
Revers CAAGCTATAACGCAGCCTGTA

2. Forward TTGGCAAAATTCAAGACTCACTTT
Revers TGTGGTTCATAAAAATTCCTTTGTG

3. Forward TCAAGACTCACTTTCTTCCAC
Revers ATTTGAAACAAAGACACCTTCAC

4, Forward AAGACTCACTTTCTTCCACAG
Revers CAAAGACACCTTCACGAGG

5. Forward CCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACT
Revers CAAGCTATAACGCAGCCTGTA

6. Forward CAATGGTTTAACAGGCACAGG
Revers CTCAAGTGTCTGTGGATCACG

7. Forward GGTTTTAATTGTTACTTTCCTTTACAA
Revers GAAAGTACTACTACTCTGTATGGTTGG

8. Forward TCCTTTACAATCATATGGTTTCCA
Revers GCATGTAGAAGTTCAAAAGAAAGT

0. Forward CTGAAATCTATCAGGCCGGTAG
Revers CTACTCTGTATGGTTGGTAACC

10. Forward GTTACTTTCCTTTACAATCATATG
Revers TTTAGGTCCACAAACAGTTGC
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Dale byly primery vlozeny do specialniho softwaru Primer-BLAST, ktery je volné
pristupny na strankach NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) a byly

zkoumany jejich vlastnosti. Kde byla jako Sablona PCR pouzita sekvence SARS-CoV-2
(NC_045512) a do parametra primera byly postupné zadavany jednotlivé forward a
revers primery a na zaver byla vybrana kontrola specifi¢nosti, viz pfiloha 4. Na zakladé
specificnosti a na zakladé cilové oblasti byly vybrany dva pary primerd pro srovnani

s naslednym navrhem primerd.

6.9 Navrh primeru
Primery byly navrhovany, tak aby cilily na dany usek sekvence pomoci specialniho
softwaru Primer-BLAST, ktery byl pouzit pfi posouzeni vhodnosti primerd, které jsou

dostupné v softwarové aplikaci CoVrimer.

Cilova oblast byla vybrana na zaklad€ vytvoteni alignmentu v programu BioEdit, ktery
zarovnaval pét celogenomovych sekvenci pomoci funkce ClustalW. Jednalo se o
referencni sekvenci SARS-CoV-2 (NC 045512), dale o sekvenci VOC alfa
(MZ376737), beta (OM725430), gamma (MZ264787) a delta (OM846619). U téchto
VOC byly zkoumany zmény v bazich v proteinu S, které jsou charakteristické pro
studované VOC SARS-CoV-2. Pozice bazi u referencni sekvence SARS-CoV-2, které
podlehly zméné u studovanych sekvenci, byly vlozeny do specialni funkce Mutace v
archivu ¢teni sekvence dat (z angl. Mutations in Sequence Read Archive), kterou nabizi
webova stranka NCBI Virus

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/scov2_snp). Tato funkce, po zadani

pozice, na které byla zména, vyhodnoti, o jakou mutaci se jedna (synonymni,
nesynonymni), popiS§e zménu Vv tripletu a uvede nazev mutace. Na tomto zakladé byly

vybrany tfi cilové mutace L452R, E484K a A570D viz tabulka 3.

Tabulka 3: Cilové mutace

Nézev mutace Zmena v tripletu Povaha mutace
LA452R CTG = CGG NESYNONIMNI
E484K GAA = AAA NESYNONYMNI
A570D GCT > GAT NESYNONYMNI
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Mutace L452R podléha zméné aminokyselin, kdy se meéni leucin (CTG) za arginin
(CGG), u mutace E484K dochézi k zameéné kyseliny glutamové (GAA) za lysin (AAA)
a u mutace AS70D se méni alanin (GCT) za asparagin (GAT).

Tyto tfi mutace byly nalezeny v alignmentu, kde mutaci L452R (na pozici 22918) nese
VOC delta, mutaci E484K (na pozici 23013) nesou VOC beta a gamma a mutaci
AS570D (na pozici 23272) nese VOC alfa. Jedna se o mutace bodové tzv. substituce, kde
dochazi ke zameéné jedné ¢i vice po sob€ jdoucich part bazi za jiné. V takovém piipadé
muze dojit ke zméné€ aminokyseliny, ¢im se mohou meénit vlastnosti vzniklé bilkoviny,
takové zmény se nazyvaji nesynonymni.[25] Substituce muzeme rozdélit na dvé

skupiny, jednu nazyvame jako tranzici a druhou jako tranzverzi.[47]

Navrzeny par primerd je vloZzen do nasledujici tabulky 4, celkova délka produktu je 512

para bazi, forward i revers primer maji délku 20 para bazi.

Tabulka 4: Navrieny pdr primerit

Smér primeru Sekvence primert 523
Forward AAATCGCTCCAGGGCAAACT
Revers TGGATCACGGACAGCATCAG
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7. Vysledky

Prakticka cast byla jako prvni zaméfena na fylogenetickou analyzu koronavirt, ktera
spocCivala v rekonstrukci tii fylogenetickych stromt pomoci pocitaového softwaru
MEGA-X, jak bylo jiz zminéno vySe. Tato prace zahrnovala také porovnani Casti
sekvenci koronavirti. Dale byla prakticka ¢ast zaméfena na porovnani primert, které

byly jiz pouzity pro detekci SARS-CoV-2 s nasimi navrhy primeru.

7.1 Fylogeneticka analyza
Fylogeneticka analyza prvnich dvou stromu byla provedena pro vSechny Ctyfi rody
koronavira (alfa, beta, gamma a delta). Jako prvni byla provedena fylogeneticka analyza

zaméfena na celé genomy studovanych koronavirt.

Vysledny fylogeneticky strom viz obrazek 4 znazoriiuje podobnost mezi rody alfa, beta,
gamma a delta koronovirt. Pfi¢emz u rodu beta koronavirii je porovnavana podobnost
mezi jeho podrody Embecovirus, Nobecovirus, Hibecovirus, Sarbecovirus a

Merbecovirus.

Referencni sekvence nového typu koronaviru SARS-CoV-2 s pfistupovym cCislem
NC_045512 je v tomto fylogenetickém stromu zafazena do rodu betakoronavira a jeho
podrodu Sarbecovirus. Dva nejpodobnéjsi genomy kNC 045512 jsou izolaty
MW729043 a MT371574, protoze to jsou izolaty SARS-CoV-2 nejsou pro dalsi
analyzu brany v potaz. DalSimi nejbliz§imi izolaty jsou netopyii koronavirus RaTG13
(MN996532.2), luskouni koronavirus MP789 (MT121216.1) a netopyii koronavirus
podobny SARS ZXC21 (MG772934).

Pfi porovnani podobnosti celych genomu se nejvice se SARS-CoV-2 podobal netopyii
koronavirus RaTG13, a to s procentualni shodou 96 %, 89% shoda byla u luskouniho
koronaviru MP789 a 88% shoda u netopyiiho koronaviru podobnému SARS ZXC21.
SARS-CoV (NC_004718.3) nese pouze 80% shodu, viz tabulka 5.

Dale lze na fylogenetickém stromu pozorovat zatfazeni dalSich lidskych koronaviri.
MERS (NC_019843), je soucasti rodu betakoronaviri podrodu Merbecovirus a jeho
procentualni shoda se SARS-CoV-2 ¢ini 57 % viz tabulka 8. Jako dalsi lidské
koronaviry, které jsou zafazeny do rodu beta jsou HCoV-OC43 (NC_006213) a HCoV-
HKUI1 (AY597011), oba jsou zatazeny do podrodu Embocovirus a jejich procentualni
shoda se SARS-CoV-2 je v obou ptipadech 56 % viz tabulka 9.
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Obrizek 4: Fylogeneticky strom pro &eled’” Coronavirinae za pousiti celogenomovych sekvenci. Cisla zapsand u
uzlii stromu, znaci procentudini shodu bootstappingu. Taxony jsou znaceny pristupovymi cisly a nazvem koronaviru.
Zlutou barvou jsou vyznaceny alfa CoV (koronaviry), cervenou barvou delta CoV, modrou gamma koronaviry a
zelenou barvou beta koronaviry, ktéré jsou rozdéleny do zelenych obdelnikii, dle jejich podrodu Embecovirus,
Nobecovirus, Hibecovirs, Sarbecovirus a Merbecovirus. Cervenym trojiihelnikem je znacena referencni sekvence
SARS-CoV-2 (NC_045512.2), fialovymi ctverci vyplnénymi bilou barvou je znaceno dalsich 6 lidskych koronavirii.

Zdroj: viastni
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Fylogenetick4 analyza ukazuje, ze SARS-CoV-2, SARS-CoV, MERS-CoV a HCoV-
NL63 jsou blizce souvisejici s koronaviry netopyfimi, naopak HCoV-HKUTI je blizce
ptibuzny s krali¢im koronavirem, HCoV-OC43 s bovinnim a velbloudim koronavirem a

HCoV-229E také blizce souvisi velbloudim koronavirem viz obrazek 4.

Nasledujici tabulky 5, 6, 7, 8, 9 ukazuji totoznost celogenomovych sekvenci
studovanych koronavird v rodé beta s referencni sekvenci SARS-CoV-2. V tabulkach je

uvadén celonarodni nazev koronaviru.
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Tabulka 5: Procentudlni shoda celych genomii podrodu Sarbecovirus

Pristupové Cislo

Nazev koronaviru

Totoznost s NC_045512.2

(%)
MW729043 SARS-CoV-2 99
MT371574 SARS-CoV-2 99
MN996532 Bat CoV RaTG13 96
MTI121216 Pangolin CoV isolate MP789 89
MG772934 Bat SARS-like CoV isolate 88

bat-SL-CoVZXC(C21

NC_004718 SARS CoV Tor2 80
KC881006 Bat-SARS-like CoV Rs3367 80
KY417143 Bat-SARS-like CoV Rs4081 80

Tabulka 6: Procentudlni shoda celych genomii s podrodem Hibecovirus

Pristupové Cislo

Nazev koronaviru

Totoznost s NC_045512.2
(%)

NC_025217

Bat Hp-betaCoV

58

Tabulka 7: Procentudlni shoda celych genomii s podrodem Nobecovirus

Pristupové Cislo

Nazev koronaviru

Totoznost s NC_045512.2

(%)
NC_009021 Rousettus bat CoV HKU9 57
EF055514 Bat CoV HKU9-2 57

Tabulka 8: Procentudlni shoda celych genomii s podrodem Merbecovirus

Pristupové Cislo

Nazev koronaviru

Totoznost s NC_045512.2

MNG611520 Pipistrellus bat CoV HKUS (;/;)
NC_038294 BetaCoV England 1 57
NC_019843 MERS-CoV 57
MNG611519 Bat CoV HKU4 57
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Tabulka 9: Procentudlni shoda celych genomii s podrodem Embecovirus

Pristupové cislo Nazev koronaviru Totoznost s NC_045512.2

(%)

AY597011 HCoV HKU1 56
NC_026011 BetaCoV HKU24 55
NC_017083 Rabbit CoV HKU 14 56
NC_006213 HCoV 0C43 56
KU886219 Bovine CoV strain BCV- 56

AKS-01
KT368891 Camel CoV HKU23 56
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Fylogeneticky strom uvedeny nize (obrazek 5) je zalozeny na fylogenetickych

souvislostech proteinu S. Znazorfiuje, ze rod alfa Celedi Coronavirinae jiz nejsou

soucasti jednotné linie. Uzel, ktery se odchylil podobnosti, nese vétve Ctyt proteina S,

které patii hlodav¢im koronavirim, divodem ziejmé bude vyssi odliSnost hlodavc¢ich

koronavirovych proteini S od ostatnich studovanych zvifecich a lidskych S proteint

koronaviru v rodé alfa.
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MT371574.1:21455-25276 Severe acule respiratory syndrome coronavirus 2 isciate SARS-CoV-2human/CZE/CzechisMotol 196772020 complete gencme
A\ NC045512221563.25384 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isoiate Wuhan-Hu-1 complete genome
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MG772834.1:21483-25220 Bat SARS-ike coronavirus isolste bal-SL-CoVZXC21 complete genome
KY417143.1:21432.25217 Bat SARS-ike coronavirus isciate Rs4081 complete genome
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KU886219.1:23615-27706 Bovine coronavirus sirsin BCV-AKS-01 complete genome
KT368801.1:23645-27745 Carmel corcnavirus HKU23 isciate camedRiyadhRy123/2015 complete genome.
NC 017083.1:23793.27881 Rabit coranavirus HKU14 complete genome

« [[] NC006213.1.23643-27704 Human coronavirus OC43 strain ATCC VR:759 complete genome

Obrizek 5:Fylogeneticky strom pro Eeled’ Coronavirinae za pousiti isekii sekvenci genu S. Cisla zapsand u uzli
stromu, znadi procentudlni shodu bootstappingu. Taxony jsou znaceny pristupovymi Cisly, ndsleduje pozice proteinu
S a ndzev koronaviru. Zlutou barvou jsou vyznaceny alfa CoV, cervenou barvou delta CoV, modrou gamma
koronaviry a zelenou barvou beta koronaviry, ktéré jsou rozdéleny do zelenych obdelnikii, dle jejich podrodu
Embecovirus, Nobecovirus, Hibecovirs, Sarbecovirus a Merbecovirus. Cervenym trojithelnikem je znacena referencni
sekvence SARS-CoV-2 (NC 045512.2), fialovymi ctverci vyplnénymi bilou barvou je znaceno dalsSich 6 lidskych

koronavirii.

Zdroj: viastni
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Fylogenetickd analyza sekvenci proteinu Su celedi Coronavirinae viz obrazek 5
ukazuje, ze SARS-CoV-2 (NC_045512) je opét fazen do rodu beta a podrodu
Sarbecovirus. Fylogeneticky je protein S SARS-CoV-2 nejvice pifibuzny proteinu S
netopyiiho koronaviru RaTG13 (MN996532). Dalsi velice blizké jsou opét sekvence
luskouniho koronaviru MP789 (MT121216) a netopytiho koronaviru podobnému SARS
7ZXC21 (MG772934). Vétev spolu snimi sdili SARS (NC 004718) a dva izolaty
netopyfich koronavirti podobnych SARS (KY417143 a KC881006).

V nasledujici tabulce 10 byla sledovana procentualni podobnost jednotlivych proteint u
nejpodobnéjsich netopyfich koronavir, které jsou zminény v predchozim odstavci
s geny u nového typu koronaviru SARS-CoV-2. V levém sloupci jsou nazvy proteint a
v druhém hornim ftadku jsou =zapsana pfistupova cisla koronavird. U kazdého
pristupového ¢isla, je tucné vyznacena hodnota, ktera udava nejnizsi procento shody. U
ptistupového cisla MG772934, které nalezi, netopyfimu koronaviru podobnému SARS
ZXC21, nemohly byt proteiny ORF6, ORF7a a ORF7b porovnany, protoze dle stranek

NBCI je tento koronavirus neobsahuje.

Tabulka 10: Procentudlni podobnost jednotlivych proteinii

Nazev Podobnost s NC_045512.2 (%)
proteinu | MN996532 | MT121216 | MG772934 | KY417143 | NC_004718 | KC881006
ORFlab 97 90 89 80 80 80
S 93 84 76 72 74 72
ORF3a 96 93 89 76 76 76
E 99 99 99 94 94 94
M 96 93 93 84 86 84
ORF6 98 96 Nelze 77 41 77
porovnat
ORF7a 96 93 Nelze 84 82 84
porovnat
ORF7b 99 92 Nelze 85 83 85
porovnat
ORF8 97 80 54 19 55 19
N 97 96 91 87 88 87
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Dale byly fylogenetické vztahy zkoumany blize v rodé beta Celedi Coronavirinae viz
obrazek 6. Tato fylogeneticka analyza zkouma podobnost koronavirovych proteini S
mezi jednotlivymi podrody betakoronavird. Podrod Sarbecovirus ukazuje fylogenetické

souvislosti mezi VOC SARS-CoV-2, které jsou na obrazku popsany.

KLI885219.1:23615-27706 Bovine coronavirus sirain BCY-AKS-D1 complete genome

FJB38064.1:23625-27716 Boving corenavirus E-AH1BT-TC complete genome Embecovirus
IXBE0540.1:23641-27732 Canine respiralory coronavirus sirain K37 complete gencme:

NC 006213.1:23643-27704 Human comnavirus OC43 steain ATCE VR-758 complete genome

NC 017083 1:23793-27881 Rabbit coronavirus HKLIA comglete genome

JNET4560.1:23802-27803 Rab coronavirus HKU14 strain HKU14-3 complete genome

KT36BB91 1:23645-27745 C: HKU23 isclate iy AZ32015 complete genome.
KFO0B249.1:23645-27745 Driamedary camel coronavinus HKLZ3 strain HKUI23-265F complete genome
LC582680.1:23619-27710 Equine corenavinus Tokya2020 RNA nearly complete genome
LC061272.1:23718-27610 Equine corenavinus RNA complete genome strain: Tekachid

NC 026011.1:23777-27853 Betacoronasinus HKLZ4 strain HKLI24-RDS00SI complete genome
KM348743.1:23777-27853 Belacoronavirus HKLIZ4 sirain HKL24-R05009| complete genome

NC DO1846.1:23828-27803 Murine hepattis virus sirain MHV-ASS €12 mutant complele genome
JX169865.1-23600-27307 Murine coronavinus srain JHM-WU-Dns2 compiete genome

AC 000192.1:23940-28070 Murine hepatits virus sirain JHW complele gencme

AYEATO11 2:22942-27012 Human coronavinus HKLH genotype A complete genome

(OM725430.1:28253-28512 Severe acute respirstory syndrome coronavirus 2 solate SARS-C -UC

plste genome

MNG11520.1:21743-25822 Pipistrefls abramus bal coonawinis HKUS-felated isolate BY 140566 complele genome.
MNG11518.1:21532-25650 Tylonycieris pachypus bat coronavirus HKU4-relsted isolate GZ131656 complete genome

MKS64475.1:21443-25504 Micdle East respratory ol 12672017 complete genome.

INC 019843.3:21456-25517 Maldle East respiralary synareme-relaled coronavirus isoiate HGov-EMC/2012 complete gename

Beta-CoV

NC 038294.1:21455-25516 England 1 isolsie H1. genome

OLE22035.1:21420-25451 Micidbe East respiratory syndrome-related coronavirus isolate MERS-CoV Riyadh 2016 complete genome

irus isolale HuRiyadh-KSA-00BD3N2015

‘

- ‘

M ORI 12007256708 e s b oo KB ceumpdemn gencrma Nobecovirus |
i

1

MGTB2674.1:20851-24748 Reusetius bl coronavirus HKUS isolste Rousetius sgo/Jinghong/2008 complets gen:
o AP A T A A T A AR T3 ST T S AR g g

Hibecovirus

NC 025217.1:23563-27518 Bat Hp- E

KFB36752.1:23563-27516 Bat Hp-betacomnavinusiZhejiang2013 complete penome

@ OM725430.1:28502-27 170 Severe acute respiralory syndrome coronavirue 2 isolale SARS-Col SUCT complele genome

NC 014470.1:21391-25170 Bat coronavirus BM4B-31/BGRI2008 complste genome
AY4IT439.1:21476-25243 SARS coronavinus AS complete genome

AY274119.3:21492:25258 SARS coronavinus Tor2 compiete genome

NC 004741B.3:21492:25253 SARS coronavirus Tor2 complete genome
KY417143.1:21492:25217 Bat SARS-Bke coronawrus isclate Rs4081 complele gencme
KJ473815.121246-24574 BiRs-BetaCoVIGX2013 complete genome
DO071615.1:21486-25211 Bal SARS coronavinus Rpd complste genome

[ MW251308.1:21562-25245 Bat coranavinus RacCS203 complete genorne

1 L— MG772834.1:21453-25220 Bat SARS-like coranavirus isolsie bal-SL-CoVZXE21 complele genome

Alfa varianta (B.1.1.7) — @ M2376737.1:21551.-25363 Severe scule respiralony synorome coronavirus 2 solate SARS-Cov-2muman/GBR20420464/2020 complets genome

= L— () MW729043.1:21554-25366 Severe acute respratory Symdrome corcnavins 2 isolete SARS-Cov-2human/USAOH-UHTL-168/2021 complets genome

Delta varianta (B.1.617.2) — @ OMB46516.1:21556-25374 Severs acuie respwatory syndrome coronayius 2 fsolate SARS-Col-Zhuman/INDINSACOG-GBRC1382/2021 camplels genome

51 L— ONOD4292.1:21509-25300 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolste SARS-CoV-2humanUSAMN-UMGC-29733/2021 complete genome:

MTS534265.1:21531-25352 Severe acute respiratory syndrome coronavinus 2 isolsie SARS-CoV-2human/CZE/SARS-Cov-2 Czechia March2020:2020 complete genarme

A\ NC 045512 2-71563-25364 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1 complete genome

Gamma varianta (P.1) — @ MZ2BATBY 1:21555-25376 Severe scule respiratory syndrome cofenavirus 2 isolste SARS-CoV-2mumanBRAICD1738-P4/2020 complete genome

71 L MT371574.1:21455.25276 Severe acule respiralery Syncrome coronavinus 2 isolete SARS-Gov-2human/CZE (CzechiaMeatol 1967/2020 complete gensme

Obrizek 6: Fylogeneticky strom pro rod beta éeledi Corinaviridae za pousiti iisekit sekvenci genu S. Cisla zapsand
u uzli stromu, znaci procentudlni shodu bootstappingu. Taxony jsou znaceny pristupovymi Cisly, ndsleduje pozice
proteinu S a ndzev koronaviru. Beta koronaviry, jsou zde rozdéleny do zelenych obdelnikil, dle jejich podrodu
Embecovirus, Nobecovirus, Hibecovirs, Sarbecovirus a Merbecovirus. Cervenym trojithelnikem je znacena referencni
sekvence SARS-CoV-2 (NC 045512.2), zelena kolecka oznacuji jedntolivé varianty SARS-CoV-2, které jsou popsdny
na obrazku.

Zdroj: viastni
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7.2 Primery

Soucasti praktické Casti v této bakalarské praci bylo porovnani a posouzeni vhodnosti
bézné€ pouzivanych primera s nasimi navrhy primert. Cilovou sekvenci pro nasedani
primert byl protein S. Primery by mély byt komplementarni se vSemi studovanymi
VOC SARS-CoV-2, tudiz by oblast, na kterou nasedaji neméla podléhat mutacim a
mely by ohraniCovat takovy usek sekvence, kde doslo v prabéhu vyvijeni SARS-CoV-2
ke zménam, které jsou charakteristické pro urcit¢ VOC SARS-CoV-2. Z tohoto divodu
byly vybrany tfi cilové mutace L452R, E484K a A570D.

Z vetejné dostupnych primerd bylo vybrano deset part primerd, které ohranicovaly
usek sekvence, kde se nachdzely neékteré mutace. Na zaklad€ porovnani v ptiloze 5 byly
vybrany dva znich pro porovnani snasim navrhem primert, které jsou vlozeny do
tabulky 11, jedna se o par primeru Cislo 6 a Cislo 9 z tabulky 2 a pfilohy 5. Prvni par
primert znaCen Cerné cilil na sekvenci, ktera nese mutaci A570D, ktera je znaCena
oranzové viz obrazek 7 a druhy par primera je znaCen Cerné a cili na usek sekvence,
ktera nese mutaci E484K, ta je znaCena modie viz obrazek 8. Na tomto obrazku lze
vidét jesté dvé mutace, jedna se o mutaci T478K, kde doslo u VOC delta ke zméné
v jedné bazi (C za A) a druhou mutaci je N501Y, ktera neni pfili§ vhodna pro odliseni
jednotlivych VOC, z divodu vyskytu u tfech (alfa, beta a gamma) ze Ctyf zkoumanych
VOC.

Tabulka 11: Vybrané 2 pdry primeri

Par primerG | Smér primeru | Sekvence primera 5> 3°
1. Forward CAATGGTTTAACAGGCACAGG
Revers CTCAAGTGTCTGTGGATCACG
2. Forward CTGAAATCTATCAGGCCGGTAG
Revers CTACTCTGTATGGTTGGTAACC
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Wuhan-Hu-1 NC 045512
ME3T6737
OM725430
MZE264787
OMB46619

23130 22140 23150 22160 Z3170 23180 23160 23300
T I L L
TTTGTGGACCT TAC TTTGGTTARAAACARATGETGTC AACTTCARTGETTTAACAGGCACAGAT

Wuhan-Hu-1 NC 045512
ME376737

OM725430
MZ264787
OMB46619
23250 2330 23310 23320 2333 2334 2335 23360
| - 1 T L e [ | -1

TTCTTGACATTACACCATGTTCTTTTGGTGGTGTCAGTGT TATAACACCAGGAACARATA

Wuhan-Hu-1 NC 045512
MZ376737
OM725430
ME264787
OMB46619

Obrizek 7: Cdst sekvence S proteinu s vyznacenymi primery 1.

Zdroj: viastni

ZZEG0 22500 22E10 22520 22530 22540 22E50 22560
T [ e [ [P [P [
Wohan-Hu-1 NC 045512 AGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTAT. TTGTTTAGGAAGTCTAATCTCARACCTTT TGAGAGAGATATTTC
o I
L T I
o T I
OMB46619 e I
22570 22680 22650 23000 22010 22020 23020 23040
PP [P [P IPUPUPUPR [PUPRPRPRY [UNRPRPRY (PPN [PRPRPRSR [PUPUPUPRY ([DUPUSPRY [NPRPRPI [RPRPRP [PPSR [PUPUSIPRY (DRSNS ISR |
Wuhan-Hu-1 NC_ 045512 TCTATCAGGCCGETA ACACCTTGTARA AATTGTTACTTTCCTTTACARTCATA
A L T
OM725430 e B e e e
e Y T N T T
OMB46619 i i iisas e N I T
22050 22060 23070 22080 22060 22100 23110 232120
B P [ e [PUpURY [PUPUPUPRY (USRS [SRPRPRPRY [RPRPP [PPSR [PUPUPIPRY (DRSNS ISR |
Wuhan-Hu-1 NC 045512 CCAACCCACTAA ACCAMCCATACAGAGTAAGTACTTTCTTTTGAACT TCTACATGCACCAGCARCTG
MZ37T6T737T e L T
OM723430 s T T
MZ264787 0 e T
LI e T T

Obrizek 8: Cdst sekvence S proteinu s vyznacenymi primery 2.

Zdroj: viastni
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Navrhovany par primert (forward 5°-AAATCGCTCCAGGGCAAACT-3¢ a revers 5°-
TGGATCACGGACAGCATCAG-3%) je znaCen Cerné¢ a mutace, které se vyskytuji
v cilové sekvenci jsou L452R znacena zelené, E484K znacena modie a A570D znacena
oranzové viz obrazek 9. Tento primer je specificky pro rozliseni vSech ¢tyf zkoumanych
VOC SARS-C-oV-2. Ohranicuje také mutaci K417N, kde doslo ke zméné (G za T) u
VOC beta, coz by se také mohlo vyuzit pii rozliSovani variant. A dalSimi mutacemi jsou

T478K a N501Y, které jsou popsany vyse.

T T =k =gl ] =T
cerallemralemsalomsalonsalonsalonselonesloneslonenlores|acs
BC 043512 TeCTTTACTAATGTCT AT AT TCATT TET AATT AGRGETGA TRARGTCAGAIE AR
MEITETIT s masmEarrErarrEraEssEsrasrEresrarasraraEaarErs e

MTIS4I0
MIZE4T7ET
MEEEELS
B 3L = B2 E - =284 =11 5 =11 1) = =k
S U e P S DY [y o) [U sy T e [y e R s (e e e |
BC_OA5512  GATTGCTGATTATART TATAAAT TACCAGK TGAT T TACAGRC T GOGT TATAGC T TGEANT TCTARCAA ETTCTA
MEZTETIT it cia e m e abama e e e e

IMTA5430 B iiaiacictaciccacsacssMaNemMEMs NS M NS EM S EAESS EAEAE CEEESGdEeSEeEEENSEmEnE s
MEZEATET
OHEEGELY

BT 0433132
MEIXTETIT
IMT25430
HIZGATET
BELEELY

BC_ 045512
MIITE73T
DMTZEAIN v cmrnrrmmamrmnanan e
MEZEATHT ot iiein v rmnacaa e
TBMBEEELSF ... iieaceaeaiaas T

BC_045512  COAMCCCACTAATOETGT TGS T TACCAADCATACAGAGT AGTAGTACT TTCTTTTGAACT TCTACATGCACCAGCARCTG
ME376737
IMT25430
MEZEATHT
IMEEEELS

233 23340 2080 2380 e ST ESTE 23200
sasafassalessalessalassalassalassalacsaBacassfacassfacaslocachacaslcsaclissacliscash

BC 043312 TGO A A A T T A T A AT T TEGT T A A A A R A TOT T CAATT TCARCT TCAATGOT T TARCAGGRCACAGET

MEXMETAT L iucciccuscccecsasasssca st at et s et s e E st R A LS RS Ea R E RS B B RSB RN

IRTASLAL

HIZEATHT

MEEEELY

BC_ 043513
MEZXTE737
IMT25430
MIZE4787
MELEELS

L T . |
BC 0455123 TGAT = - A

AT T T TR CA T TACADCATGT TCT T T TR TETCAGTE T TATAACACCAGGRRACARATA

Obrdzek 9: Cdst sekvence S proteinu s vyznacenymi primery 3.

Zdroj: viastni
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8. Diskuse

8.1 Fylogenetické souvislosti
Stanoveni fylogenetickych souvislosti koronavira bylo provedeno na zakladé
fylogenetické analyzy s pouzitim jiz publikovanych sekvenci koronaviri. Pomoci
pocitacové softwaru MEGA-X a metody Neighbor-Joining byly rekonstruovéany tfi
fylogeneticky stromy. Prvni dva stromy zkoumaly fylogenetické souvislosti mezi v§emi
rody koronavirtu (alfa, beta, gamma a delta) a tfeti strom byl zaméfeny na zkoumani

fylogenetickych souvislosti jen v rod¢ beta a jeho podrodi.

Ve vsech tfech pripadech fylogenetické analyzy byly studované sekvence SARS-CoV-2
zatazeny do rodu beta a podrodu Sarbecovirus spolecné se SARS. Rod beta dale
zahrnuje tfi lidské koronaviry HCoV-HKU1 a HCoV-OC43, které spadaji do podrodu
Embecovirus a MERS-CoV, ktery je fazen do podrodu Merbecovirus. Zbylé dva lidské
koronaviry HCoV-NL63 a HCoV-229E jsou fazeny do rodu alfa. Fylogeneticka analyza
celogenomovych sekvenci, viz obrazek 4 vykazuje nejvétsi podobnost SARS-CoV-2
s netopyfim koronavirem RaTG13, izolatem luskouniho koronaviru MP789 a izolatem
netopyfiho koronaviru ZXC21 podobnému SARS. Vedlejsi linie nejptibuznéjsich
celogenomovych sekvenci je tvofena SARS-CoV a dvéma netopyfimi koronaviry

podobnymi SARS.

Vysledky v tabulce 5 naznaCuji, ze fylogenetickd analyza wvychazela =z téchto
podobnosti, tudiz ¢im blize se sekvence nachazi ve fylogenetickém stromu k SARS-
CoV-2, tim je jeho podobnost k SARS-CoV-2 vétsi. Pokud budeme brat v potaz tabulky
5,6, 7,8 a9, tak mizeme fict, ze SARS-CoV-2 nevykazuje ani u jednoho podrodu,
kromé podrodu Sarbecovirus podobnosti vyss§i nez 58 %. Nejpodobnéjsi koronaviry k
SARS-CoV-2 jsou netopyii koronaviry, které jsou fazeny do podrodu Sarbecovirus a
SARS-CoV. V tabulce 5 vySla podobnost SARS-CoV-2 s netopyfim koronavirem
RaTG13 rovna 96 % a s netopyiim koronavirem podobnym SARS rovna 88 %, zatimco
podobnost se SARS je pouze 80 %. Tyto vysledky naznacuji, ze je pravdépodobné, ze
ma SARS-CoV-2 puvod spiSe u netopyfich koronavird nez u lidského koronaviru

SARS.
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Vysledky fylogenetické analyzy, ktera zkoumala podobnost celych genomt koronaviri,
byly porovnany se studii od Cheina et al. Tato studie vykazuje velmi podobné vysledky,
odlisnosti spocivaji ve zvoleni studovanych sekvencich koronavird, kdy analyza
nezahrnuje netopyfi koronavirus ZXC21 a netopyfti koronaviry podobné SARS. Byly
ale pouzity sekvence netopyiiho koronaviru RaTG13 a luskounich koronavirt, které

vykazuji stejnou podobnost jako v nasi analyze. [9]

Dle Singha a Yia jsou koronaviry SARS-CoV a MERS-CoV piikladem potencialniho
pfenosu vird ze zvifat na Clovéka, a proto je budouci prenos koronaviri na lidskou
populaci nevyhnutelny. Novému koronaviru SARS-CoV-2 pfifazuji také zoonoticky
puvod. Divodem je Casta rekombinace koronavird, kdy pfi té€sném kontaktu zvifat
s koronaviry dojde k vymeén¢ virti ¢imz dochazi k rekombinaci mezi riznymi kmeny. Je
dost mozné, ze tyto udalosti piispély v evolucni historiit SARS-CoV-2 k vyvoji silného

kmene, ktery je schopny lehce infikovat lidské buriky. [46]

Protein S je dulezity z hlediska pfenosu viru na hostitelskou buiiku. Tento protein je
vazan na lidsky angiotenzin-konvertyjici enzym 2, ktery se nachazi na bunécném
povrchu, tento proces umoziuje proniknuti viru na lidského téla. [46] Z tohoto divodu
byla provedena fylogeneticka analyza proteini S koronavird. Tato analyza prokazala
opét nejvetsi podobnost SARS-CoV-2 k netopyfimu koronaviru RaTG13, ktera
vykazuje podobnost 93 % v tomto proteinu viz tabulka 10. Lze vidét, ze na rozdil od
fylogenetické analyzy, kde se porovnavaly celé genomy, tak u fylogenetického stromu,
viz obrazek 5 byly izolaty luskouniho koronaviru a netopyfi koronavirus podobny
SARS ftazeny do vétve se SARS a dal§imi netopyfimi koronaviry podobnym SARS.
Dalsi velkd zména, kterou lze na tomto stromu pozorovat, je rozdéleni rodu alfa
koronavird. K tomuto rozdéleni nejspise doslo z divodu vétsich zmén, které se objevuji
pouze v proteinu S. V oddélené vétvi jsou Ctyfi koronaviry, které infikuji hlodavce,
zatimco ve vétvi s ostatnimi alfa koronaviry se jiz takové koronaviry nevyskytuji, coz

naznacuje, ze hlodav¢i koronaviry maji vysoké odlisnosti praveé v proteinu S.
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Z tabulky 10 je zifejmé, Zze nejpodobné&jsi strukturu se SARS-CoV-2 ve vSech
studovanych proteinech ma netopyifi koronavirus RaTG13, coz bylo zminéno vySe.
Nejvyssi podobnost je u proteinu E, a to u vSech studovanych koronaviri. SARS se
nejméne podoba v proteinu ORF6. A zbylé studované koronaviry jsou nejvice odlisné
v proteinu ORF8, dva netopyfi koronaviry podobné SARS vykazuji pouhych 19 %. Za
tento veliky rozdil muze jejich odlisna délka, kdy u SARS-CoV-2, je délka ORF8 80
nukleotidovych bazi a u netopyiiho koronaviru podobnému SARS je dalka 365
nukleotidovych bazi jedna se tedy o rozdil 285 bazi.

Dale byly fylogenetické souvislosti porovnavany za pouziti sekvenci betakoronavirt,
které charakterizovaly jednotlivé VOC (alfa, beta, gamma a delta) SARS-CoV-2. Na
obrazku 6 varianta beta neni zafazena do linie SARS-CoV-2, tato anomadlie je
zpusobena tim, Ze tento izolat osahuje v sekvenci proteinu S na pozicich 21836-21864
misto jednotlivych bazi zapsana pismena N (muZze obsahovat jakoukoli bazi) viz

obrazek 10. Dalsi varianty jsou jiz velmi podobné referencni sekvenci SARS-CoV-2.

>0M7254308.1:21551-25363 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate SARS-CoV-
2/human/SouthAfrica/NHLS-UCT -G5-8887/2028, compleste genome
ATGTTTGTTITTTCTTGT T TTATTGCCACTAGTCTCTAGT CAGTGTGTTAATCTTACAACCAGAACTCAAT
TACCCCCTGCATACACTAATTCTTTCACACGTGGTGT TTATTACCCTGACAAAGTT TTCAGATCCTCAGT
TTTACATTCAACTCAGGACTTGTTCTTACCTTTCTTTTCCAATGTTACTTGGTTCCATGCTATACATGTC
TCTGGEACCAATGOT ACTAAGAGET TTGCTAACCCTETCCTACCATTTAATGATGGTGTTTATTTTGCTT
CCACTGAGAAGTCTAACATAATAAGAGGCTGGATTTTTGGTACTACTTTAGATTCGAAGACCCAGTCCCT
ACTTATTGT TAATAACGCTACTAATGTTGT TATTAAAGTCTGTGAATTTCAATTTTGTAATGATCCATTT
TTGGEGTGT TTATTACCACAAAAACAACAAAAGT TOGATGGAAAGTGAGT TCAGAGT TTATTCTAGTGCGA
ATAATTGCACTTTTGAATATGTCTCTCAGCCTTTTCTTATOOACC T TOAAGGAAAACAGGGTAATTTCAA
AAATCTTAGGGAAT TTGTGT TTAAGAATATTGATOGTTATTTTAAAATATATTCTAAGCACACGCCTATT
AATTTAGTGCGTEATCTCCCTCAGAATTTTTCOGCTTTAGAACCATTORTAGATTTGCCAATAGGTATTA
ACATCACTAGGTTTCAAACT TTACATATARGTTATTTGACTCCTGATOATTCTTCT TCAGGT TGGACAGT
L T T T R R T T R A T T TG T T BT T T T T T TR
MNINMMNNNNNATGCT GTAGACTGTGCACTTGACCCTCTC TCAGAAACARAGTOTACGTTGARATCCTTCA
CTOTAGAAARAGEAATCTATCAAACTTCTAACT T TAGAGTCCAAC CAACAGAATCTATTGTTAGATTTCC
TAATATTACAAACTTATGCCCTTTTGATGAAGT TTTTAACGCCACCAGATTTGCATCTGTTTATGCTTGE
AACAGEAAGAGAAT CAGCAACTETATTGCTGATTATTCTGTCCTATATAATTCCGCATCATTTTCCACTT
TTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAAT TAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGCAGATTCATT
TOTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGLTCCAGGGLAAACTGLAAATATTGCTGATTATAATTAT
AT TACCAGATGAT TTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAAT TCTAACAATCTTGATTCTAAGGTTGGETG
GTAATTATAATTACCTETATAGATTGT TTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTTGAGAGAGATATTTCAAC
TGAAATCTATCAGGC CEGTAGCACACCTTGTAATGGTGT TAAAGGTTTTAATTGTTACTTTCCTTTACAA
TCATATGGT T TCCAACCCACTTATGATGTTGGT TACCAACCATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTTTGAAC

Obrizek 10: Cist sekvence proteinu S u jihoafrické varianty SARS-CoV-2.

Zdroj: viastni
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8.2 Primery
Pro porovnani a posouzeni vhodnosti primerd pro rozlieni studovanych VOC SARS-
CoV-2 pii pouziti detekéni metody PCR, byly vybrany dostupné primery, které nasedaji
na cilovou sekvenci. Prvni par primert cili na tGsek sekvence, kde dochazi k mutaci
pouze u VOC alfa, tudiz je vhodny pro rozlieni jen jedné varianty SARS-CoV-2, proto

neni moc vhodny pro komplexni stanoveni vice mutac¢nich variant SARS-CoV-2.

Druhy par primert je specifictéjsi pro rozliSeni studovanych VOC SARS-CoV-2.
Naseda na usek sekvence, ktera nese tii mutace. Mutace E484K, kterou nesou dvé VOC
SARS-CoV-2 (beta a gamma). Mutace T478K, ktera je charakteristickd pro VOC delta
a NS5SO01Y, kterd neni pfili§ vhodna pro odliSeni jednotlivych studovanych VOC,
z divodu vyskytu u tiech (alfa, beta a gamma) ze Ctyf zkoumanych VOC, jak bylo
popsano jiz vySe v kapitole ,, Vyslekdy“. D4 se fict, ze tento primer je vhodny pro
rozliSeni vSech studovanych VOC, ale pokud nebude brana v potaz mutace N501Y, tak

je tento primer vhodny pro rozliSeni beta, gamma a delta varianty.

Navrhovany par primeri na obrazeku 3 cili na usek sekvence, kde se vyskytuji
charakteristické mutace, pro rozliSeni vSech studovanych VOC. Zahrnuje dvé mutace
(L452R a E484K), na které cili kity, vyrabéné pro detekci SARS-CoV-2, které jsou
schopny rozlisit jednotlivé zkoumané VOC tohoto nového typu koronaviru. VSechny tfi
pary primert, jsou vhodné na detekci pouze SARS-CoV-2 protoze nasedaji pouze na

sekvence SARS-CoV-2 a nenasedaji na ostatni sekvence HCoV.
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9. Zavér
Teoreticka Cast této bakalarské prace byla zamétena na blizsi seznameni s viry, kdy byla
blize popsana skupina koronaviri, dalsi Casti bylo pfiblizeni fylogenetiky a nasledné

detek¢ni metody PCR.

Prakticka Cast prace byla vénovana predevsim diagnostice koronaviri pomoci metody
PCR. Autorka prace byla seznamena s touto metodou detailné na pracovisti klinické
genetiky. Vzhledem k vyznamu fylogenetiky pro detekci rtiznych variant virt byly v
ramci praktické Casti dale zkoumany fylogenetické souvislosti koronavirt, které byly
hlavné zaméfeny na sledovani podobnosti koronaviri s novym typem koronaviru
SARS-CoV-2. SARS-CoV-2 vykazoval nejvétsi podobnost s netopyfim koronavirem
RaTG13, luskounim koronavirem, dale s koronaviry podobnymi SARS a SARS-CoV.
Z nasich vysledku vyplyva, ze novy typ koronaviru ma pravdépodobné zoonoticky

pavod.

Useky, které vykazovaly nejvétsi odlignosti od SARS-CoV-2 byl protein S u netopyiiho
koronaviru RaTG13, dale protein ORF6 u SARS a u ostatnich netopyfich koronavirt
podobnymi SARS a pangoliniho kornaviru ORFS.

Dale byly porovnavany pary primerd pro detekci SARS-CoV-2, které jsou schopny
rozlisit zkoumané VOC tohoto koronaviru. Podafilo se nalézt usek sekvence, kde se
vyskytuji mutace charakteristické pro jednotlivé studované VOC a navrhnout par
primert, ktery tento usek ohraniCuje. Timto zpuisobem je tedy principialné mozné

jednotlivé VOC rozlisit.
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Cytosin

Arginin

Koronavirové onemocnéni 2019 (z angl. Coronavirus disease)
Leucin

Delece

Deoxyribonukleotidova kyselina

Obalovy protein

Format souboru sekvence

Guanin

Kyselina glutamova

Asparagin

Alanin

Veftejné dostupna databaze nukleotidovych sekvenci

Lidsky koronavirus

Membranovy protein

Program pro analyzu molekulami evolucni genetiky (z angl. Molecular
Evolutionary Genetics Analysis).

Koronavirus blizkovychodniho respira¢niho syndromu

Narodniho centra pro biotechnologické informace

Nukleokapsidovy protein

Otevieny Cteci ramec

Polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction)
Ribonukleotidova kyselina

Reverzni traskriptazova polymerazova ret¢zova reakce v realném Case
Povrchovy, spikovy protein

Koronavirus t¢Zkého akutniho respiracniho syndromu (z angl. Severe
acute respiratory syndrome-related coronavirus)

Koronavirus té¢zkého akutniho respira¢niho syndromu 2

Thymin

DNA polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquanticus

Metoda nevazeného parovani s aritmetickym primérem (z angl.
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Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)

UTR Neprelozena oblast
VOC Varianta vzbuzujici obavy (z angl. variants of concern)
VOI Varianta zajmu (z angl. variants of interest)
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lE‘ Melecular Evolutionary Genetics Analysis

File Analysis Help

How would you like to open this fasta file? X .
T . LA
) ) &) &)W &)
— o Analyze or Align File?
ALIGN DA EE AMNCESTORS SELECTION RATES CLOCKS
Ali A
ign_| | nalyze | NEXUS
—
T
—
== &
==
-
TIMETREE
DATAMONKEY

RECENT PUBLICATIONS

ANALYZ|
& ™ » ®» @ @ v » =
HELP DOCS EXAMPLES CITATION  REPORT BUG  UPDATES MEGA LINKS TOOLBAR PREFERENCES PROTOTY

Priloha 1: Program MEGA-X: Vybér Align/Analyze.

Mi: Analysis Preferences
Phylogeny Reconstruction
I
AMALYSIS
Scope = All Selected Taxa
Statistical Method —»  MNeighbor-joining
PHYLOGENY TEST
Test of Phylogeny —» | Bootstrap method
Mo. of Bootstrap Replications —=» | 1000
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type —* | Nucleotide
=N
Model/Method —» | Kimura 2-parameter model
>

Substitutions to Include —% | d: Transitions + Transversions

RATES AND PATTERNS
Rates among Sites =» | Gamma Distributed (G)
Gamma Parameter =» | 1.00

Pattern among Lineages = Same (Homogeneous)
DATA SUBSET TO USE
Gaps/Missing Data Treatment — | Painwise deletion
=
Select Codon Positions —» | 1st 2nd F3d [ Moncoding Sites

SYSTEM RESOURCE USAGE
Murnber of Threads =¥ | 2

Priloha 2: Nastaveni metody Neighbor-Joining
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E An official website of the United States government Here's how you know

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST @ » Global Alignment Home RecentResults Saved Strategies

Nucleotide Protein

Needleman-Wunsch Global Align Nucleotide Sequences

Needleman-Wunsch alignment of two nucleotide sequences & Reset page

Enter Query Sequence
Enter accession number, gi, or FASTA sequence 9 Clear Query submngee

From [
A o[ ]

Or. upload file Vybrat soubor | Soubor nevybran (7]

Job Title ‘ |
Enter a descriptive fitle for your BLAST search e

Enter Subject Sequence
Enter accession number, gi, or FASTA sequence @ Clear Subject subrange @

From [
P To

Or, upload file Viybrat soubor | Soubor nevybran e

BLAS

[ Show results in a new window

== Algorithm parameters
4

Priloha 3: Nastroj BLAST: Globdlni zarovnadni

KEUEVE TECENLIESUNLS  FUDICEUON  1IPS 101 INUING_ SPec

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) @
C_045512

Range @

From To
Forward primer[ ] [ ]
P Reverse primer : I:|

Or, upload FASTA file Vybrat soubor | Soubor nevybran

Primer Parameters

B e et [ TCAAGACTCACTTTCTTCCAC
(5'->3' on plus strand)
Use my own reverse primer (5-  [“ATTTGAAACAAAGACACCTTCAC

>3' on minus strand)
Min Max

PCR product size
# of primers to return

opt Max Max T, difference
Primer melting temperatures 57.0 ] [60.0 | [630 ] [3 | @
(Ten)
Exon/intron selection A refseq MRNA sequence as PCR template input is required for opticns in the section [2]
Exon junction span | No preference "] | (2]
Exon junction match Min 5'match  Min3'match  Max 3' match
7 o1 [
Minimal and maximal number of bases that must anneal to exons at the 5' or 3' side of the junction (2]
Intron inclusion |:| Primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA (7]
Intron length range Min Max
1000
Primer Pair Specificity Checking Parameters
Specificity check Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template Q
search mode [Automatic 1@
Database [ Refseq mRNA v @
Exclusion |:| Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR preﬂx)|:| Exclude uncultured/environmental sample sequences @

Organism [ Homo sapiens |[add organism

Enter an organism name (or organism group name such as enterobacteriaceae, rodents), taxonomy id or select from the suggestion list as you type. 9

Entrez query (optional) | | 2]

Primer specificity stringency Primer must have at least total mismatches to unintended targets, including

Priloha 4: Ndastroj Primer-BLAST
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Priloha 5: Tabulka primerii

Par Smér Sekvence primeri 5°>3° Teplota | Zastoupeni | Cilové
primert | primeru nasedani GC (%) mutace
(F/R)
1. F CCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACT | 58,15 30 K417N
R CAAGCTATAACGCAGCCTGTA 58,18 47
2. F TTGGCAAAATTCAAGACTCACTTT 58,02 33,33 S982A
R TGTGGTTCATAAAAATTCCTTTGTG 56,98 32,00 T10271
3. F TCAAGACTCACTTTCTTCCAC 55,48 42,86 S982A
R ATTTGAAACAAAGACACCTTCAC 56,13 34,78 T10271
4. F AAGACTCACTTTCTTCCACAG 55,47 42,86 S982A
R CAAAGACACCTTCACGAGG 55.88 52,63 T10271
5. F CCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACT | 58,15 30,00 K417N
R CAAGCTATAACGCAGCCTGTA 58,18 47,62
6. F CAATGGTTTAACAGGCACAGG 57,70 47,62 A570D
R CTCAAGTGTCTGTGGATCACG 58,67 52,38
7. F GGTTTTAATTGTTACTTTCCTTTACAA 55,58 25,93 N501Y
R GAAAGTACTACTACTCTGTATGGTTGG 58,81 40,74
8. F TCCTTTACAATCATATGGTTTCCA 56,07 33,33 N501Y
R GCATGTAGAAGTTCAAAAGAAAGT 56,14 33,33
9. F CTGAAATCTATCAGGCCGGTAG 58,08 50,00 N501Y
R CTACTCTGTATGGTTGGTAACC 55,64 45,45 E484K
10. F GTTACTTTCCTTTACAATCATATG 52,00 29,17 N501Y
R TTTAGGTCCACAAACAGTTGC 56,93 42,86
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