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Anotace 

Nově identifikovaným betakoronavirem SARS-CoV-2 jsou ohroženi nejen lidé, ale i některé 
druhy zvířat, zejména z řádu savců (Mammalia). Jejich riziko infekce přitom není pevně určeno. 
Je tudíž důležité identifikovat ohrožené druhy zvířat a chránit je před potenciálním 
mezidruhovým přenosem SARS-CoV-2.  

Interakce SARS-CoV-2 s receptorem ACE2 a koreceptorem DPP4 jsou důležitými 
předpoklady pro rozvoj infekce. Ve své práci jsem se zaměřil na porovnávání strukturních 
vlastností a fylogenetických vztahů ACE2 a DPP4 u různých druhů savců. Prostřednictvím 
serveru TranslatorX jsem sestavil mnohočetné přiřazení nukleotidových a aminokyselinových 
sekvencí. Na základě mnohočetného přiřazení jsem srovnal aminokyselinové pozice ACE2 
a DPP4 různých druhů savců, které mohou ovlivňovat vazbu na SARS-CoV-2. Predikci 
proteinových struktur ACE2 a DPP4 jsem provedl přes modelovací software Phyre2. Pomocí 
webového serveru IQTREE jsem rekonstruoval fylogenetický strom jednotlivých 
nukleotidových sekvencí savců a pomocí programu DaliLite.v5 jsem posoudil podobnost 
jednotlivých modelů mezi sebou. Metodu ParaFit jsem využil ke srovnání rychlosti evoluce 
sekvence DNA a struktury proteinu. 

Výsledky mé práce mohou sloužit jako podklad k predikci rizika infekce SARS-CoV-2 
u různých druhů savců. Výsledky poukazují na zvýšené riziko infekce SARS-CoV-2 
úzkonosých opic (Catarrhini) a na možnou variabilní vnitrodruhovou náchylnost k infekci mezi 
makaky rhesus (Macaca mulatta). Dále potvrzují zvýšenou náchylnost křečkovitých hlodavců 
(Cricetidae) a identifikují zrychlenou evoluci struktury ACE2 a DPP4 u některých živočichů. 

Klíčová slova 

SARS-CoV-2; covid-19; ACE2; DPP4; náchylní hostitelé; receptory virů 

  



 
 

Annotation 

The novel betacoronavirus SARS-CoV-2 endangers not only humans, but also some animal 
species, especially from the mammalian order (Mammalia). The risk of infection in mammals 
is not clearly established. It is therefore important to identify animal species at risk and protect 
them from potential interspecies transmission of SARS-CoV-2.  

Interactions between SARS-CoV-2 and the ACE2 receptor and the DPP4 co-receptor are 
important prerequisites for the development of infection. In my study, I focused on comparing 
the structural properties and phylogenetic relationships of ACE2 and DPP4 in different 
mammalian species. I have compiled multiple alignments of nucleotide and amino acid 
sequences through the TranslatorX program. Based on multiple alignments, I compared the 
amino acid positions of ACE2 and DPP4 of different mammalian species that can affect the 
binding to SARS-CoV-2. I predicted the ACE2 and DPP4 protein structures through the Phyre2 
modeling server. Using the web server IQTREE, I built a phylogenetic tree of individual 
mammalian nucleotide sequences and using the program DaliLite.v5 I assessed the similarity 
of the different models to each other. I used the ParaFit method to compare the rate of evolution 
of the DNA sequence and protein structure. 

The results of my study can serve as a basis for predicting the risk of SARS-CoV-2 infection in 
various mammalian species. The results indicate an increased risk of SARS-CoV-2 infection in 
catarrhine monkeys (Catarrhini) and a possible variable intraspecies susceptibility to infection 
among rhesus macaques (Macaca mulatta). They also confirm the increased susceptibility of 
hamster rodents (Cricetidae) and identify accelerated evolution of the structure of ACE2 and 
DPP4 of some animals. 
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RNA ribonukleová kyselina 

SARS-CoV severe acute respiratory syndrome coronavirus 

SARS-CoV-2 severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 

TMPRSS2 transmembránová serinová proteáza 2 

+ssRNA jednovláknová ribonukleová kyselina s pozitivní polaritou 
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1 ÚVOD 

V prosinci roku 2019 bylo v čínském městě Wu-chan zaznamenáno několik případů zápalu plic 
s neznámou příčinou. Izolace viru z epitelu dýchacích cest nakažených jedinců a sekvenční 
analýza ukázaly, že původcem onemocnění je do té doby nezaznamenaný betakoronavirus (Zhu 
et al., 2020). Mezinárodní výbor pro klasifikaci virů oficiálně označil tento virus jako SARS-
CoV-2 a Světová zdravotnická organizace pojmenovala jím způsobované onemocnění jako 
coronavirus disease 2019 (covid-19) (Gorbalenya et al., 2020; World Health Organization, 
2020). Během pár měsíců od prvního zaznamenaného výskytu se SARS-CoV-2 stal zdravotní 
a sociální hrozbou pro miliony lidí po celém světě a opatření proti jeho šíření významně 
narušily světovou ekonomiku. Od počátku pandemie bylo do 1. března 2021 zaznamenáno 
přibližně 113,5 milionů případů nákazy a 2,5 milionu lidských úmrtí spojených s onemocněním 
covid-19 (World Health Organization, 2021). 

Ačkoliv jsou virem SARS-CoV-2 postiženi především lidé, infekce tímto virem je prokázaná 
také u domácích a divokých zvířat. Zaznamenané případy nákazy u zvířat naznačují, že došlo 
k pravděpodobnému přenosu infekce z člověka na zvíře. Potenciální mezidruhový přenos byl 
zaznamenán u psa domácího (Canis lupus familiaris) (Sit et al., 2020), kočky domácí (Felis 
catus) (Zhang et al., 2020b), tygrů (Panthera tigris), lvů (Panthera leo) (McAloose et al., 2020) 
a norka amerického (Neovison vison) (Oreshkova et al., 2020; Munnink et al., 2021). 
Experimentální infekce navíc potvrzují vysokou náchylnost určitých zvířat k nákaze SARS-
CoV-2. Patří mezi ně například křeček zlatý (Mesocricetus auratus) (Sia et al., 2020), kočka 
domácí (Felis catus) (Bosco-Lauth et al., 2020; Shi et al., 2020), fretka domácí (Mustela 
putorius furo) (Shi et al., 2020; Schlottau et al., 2020), makak rhesus (Macaca mulatta) 
(Munster et al., 2020), kočkodan obecný (Chlorocebus aethiops) a někteří další primáti (Lu et 
al., 2020b; Woolsey et al., 2021). 

Z hlediska prevence reverzní zoonózy, tj. přenosu nákazy z lidí na zvířata, je důležité stanovit 
spektrum možných hostitelů viru a predikovat náchylnost jednotlivých druhů zvířat k infekci. 
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1.1 SARS-CoV-2 

Virus SARS-CoV-2 je vedle virů severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) 
identifikovaným roku 2002 a Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) 
identifikovaným roku 2012 dalším vysoce patogenním koronavirem, který se šíří v lidské 
populaci ve 21. století (Shereen et al., 2020). Všechny tři viry se přitom společně řadí do řádu 
Nidovirales, podřádu Cornidovirineae, čeledi Coronaviridae, podčeledi Orthocoronavirinae 
a rodu Betacoronavirus, který zahrnuje obalené RNA viry infikující především savce včetně 
člověka (Gorbalenya et al., 2020). 

Předpokládá se, že SARS-CoV-2 má díky svým virologickým vlastnostem (viz kapitola 1.1.2) 
mnohem vyšší infekčnost než SARS-CoV nebo MERS-CoV. Do lidských těl se SARS-CoV-2 
nejčastěji dostává inhalací infikovaných kapének při těsném mezilidském kontaktu nebo po 
kontaktu s infikovaným povrchem, ale pravděpodobně existuje i možnost fekálně-orálního 
přenosu (Hindson, 2020). Případy přenosu infekce ze zvířat na člověka byly dosud 
zaznamenány jen ojediněle (Singla et al., 2020). 

K infekci virem jsou náchylní všichni lidé bez ohledu na věk (Wu a McGoogan, 2020). Starší 
lidé nebo lidé s přítomností dalších onemocněních mají větší pravděpodobnost vzniku 
vážnějších klinických příznaků, zatímco mladí lidé a děti mají spíše mírnější průběh 
onemocnění nebo jsou zcela bezpříznakoví. Mezi nejčastější příznaky se řadí horečka, suchý 
kašel nebo únava (Wu a McGoogan, 2020). 

1.1.1 Fylogenetická příbuznost SARS-CoV-2 

Při fylogenetickém zkoumání genomové sekvence SARS-CoV-2 bylo zjištěno, že sdílí nejvyšší 
podobnost s betakoronaviry z podrodu Sarbecovirus. Společně s izolovanými viry z vrápenců 
(RaTG13, RmYN02, ZC45 a ZXC21) a z luskounů (Guangxi a Guangdong) se SARS-CoV-2 
řadí do odlišné vývojové linie od SARS-CoV (Obr. 1) (Hu et al., 2020). Se SARS-CoV sdílí 
podobnost na úrovni sekvence RNA přibližně ze 79 % a s MERS-CoV z 50 % (Lu et al., 2020a).  

Nejvyšší podobnost (asi 96,2 %) sdílí SARS-CoV-2 s RaTG13 izolovaným z vrápence 
prostředního (Rhinolophus affinis) (Zhou et al., 2020b). Receptorová vazebná doména (RBD) 
se však u RaTG13 podstatně liší, což může znamenat, že se nemusí tak účinně vázat na lidský 
receptor (Andersen et al., 2020). Dalším známým příbuzným betakoronavirem SARS-CoV-2 
je RmYN02, který byl izolován z vrápence malajského (Rhinolophus malayanus). Jeho celá 
genomová sekvence sdílí se SARS-CoV-2 podobnost z 93,3 %, zatímco jeho gen ORF1ab 
vykazuje podobnost až 97,2 % (Zhou et al., 2020a). Kromě toho byly roku 2015 identifikovány 
další příbuzné betakoronaviry ZC45 a ZXC21 u vrápence nejmenšího (Rhinolophus pusillus), 
které se rovněž řadí do stejné vývojové linie jako SARS-CoV-2 (Hu et al., 2018). Vzhledem 
k těmto identifikovaným virům můžeme, obdobně jako u SARS-CoV, hledat pravděpodobný 
původ SARS-CoV-2 u letounů (Lau et al., 2020).  
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Stejně jako byli cibetky a velbloudi pravděpodobnými mezihostiteli u SARS-CoV a MERS-
CoV, tak i u SARS-CoV-2 se očekává, že se k lidem dostal přes mezihostitele (Cui et al., 2019). 
Vedle letounů jsou s viry podobnými SARS-CoV-2 spojeni i luskouni ostrovní (Manis 
javanica). Výzkumnými týmy z čínské provincie Guangdong byly před vypuknutím pandemie 
izolovány neznámé betakoronaviry z mrtvých luskounů (Liu et al., 2019). Jejich genomové 
sekvence se až z 91,02 % podobají sekvenci SARS-CoV-2, přičemž jejich RBD sdílí se SARS-
CoV-2, na rozdíl od RaTG13, velmi vysokou podobnost a možnou schopnost vázat se na lidský 
receptor (Zhang et al., 2020c). Po propuknutí pandemie byly výzkumnými týmy z čínské 
provincie Guangxi nalezeny další betakoronaviry u luskounů, ale podobnost jejich genomových 
sekvencí se SARS-CoV-2 byla pouze 85,5 % (Lam et al., 2020). V porovnání s letouny, kteří 
jsou bezpříznakoví a koronaviry je neohrožují na zdraví, se u luskounů projevují symptomy 
onemocnění (Liu et al., 2019; Lam et al., 2020). To znamená, že luskouni nemohou být 
rezervoárem viru, ale virus se k nim dostal od přirozeného hostitele (Hu et al., 2020). Jejich 
role v šíření viru tudíž zůstává prozatím neznámá. 

  

Obr. 1: Fylogenetický strom genomových sekvencí některých betakoronavirů. Upraveno podle Hu et al. (2020). 
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1.1.2 Struktura viru 

SARS-CoV-2 je obalený RNA virus s jednovláknovým genomem s pozitivní polaritou 
(+ssRNA). Pro RNA viry je typická vysoká frekvence mutací umožňující přizpůsobení se jiným 
hostitelům a tedy i vytvoření širokého spektra hostitelů (Woolhouse a Gowtage-Sequeria, 
2005). Genomová sekvence SARS-CoV-2 je oproti ostatním RNA virům s délkou okolo 
29,9 kbp jednou z nejdelších (Lu et al., 2020a). Genom je na 5′-konci zakončen čepičkou 
chránící virovou mRNA před imunitním působením buněk a na 3′-konci polyadenylovou 
skupinou. Genom se celkově skládá ze 14 otevřených čtecích rámců (ORF) kódujících 27 
proteinů. Geny ORF1ab a ORF1a na 5′-konci kódují proteiny pp1ab a pp1a, které zahrnují 
dohromady 15 nestrukturních proteinů potřebných k replikaci (nsp1-nsp10 a nsp12-nsp16). 
3′ konec genomu obsahuje čtyři strukturní proteiny (S, E, M a N) a osm doprovodných proteinů 
(3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8b, 9b a ORF14) (Obr. 2) (Wu et al., 2020). 

Nukleoprotein (N) je zodpovědný za obalení RNA, se kterou tak vytváří ribonukleový kapsid. 
„Spike“ protein (S), obalový protein (E) a membránový protein (M) společně vytváří virový 
obal. S protein dává virionu charakteristickou podobu připomínající sluneční korónu (Obr. 3) 
(Mittal et al., 2020).  

Obr. 2: Genom viru SARS-CoV-2. Upraveno podle Wu et al. (2020). 

Obr. 3: Schematické znázornění struktury SARS-CoV-2. Upraveno podle Mittal et al. (2020). 
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S protein je homotrimerický transmembránový protein o celkové velikosti 1 273 aminokyselin, 
který zprostředkovává vstup SARS-CoV-2 do buněk přes primární receptor enzym konvertující 
angiotensin 2 (ACE2). Jedná se tak o hlavní cíl protilátek (Hu et al., 2020). S protein obsahuje 
dvě funkční podjednotky (Obr. 4). Podjednotka S1 je zásadní pro rozpoznání viru na povrchu 
buňky a za navázání viru na buňku. Svou strukturou tak určuje i specifitu hostitelské 
buňky. Podjednotka S2 je zase zodpovědná za fúzi virové a buněčné membrány. Podjednotka 
S1 obsahuje signální peptid (SP), N-terminální doménu (NTD) a RBD s motivem vázajícím se 
k receptoru (RBM), zatímco podjednotka S2 obsahuje fúzní peptid (FP), opakující se heptózu 
1 a 2 (HR1 a HR2), transmembránovou doménu (TM) a cytoplazmatickou doménu (CP) 
(Lalchhandama, 2020). 

S protein má mezi koronaviry vysoce variabilní strukturu. Podobnost S proteinu mezi SARS-
CoV-2 a SARS-CoV je na aminokyselinové úrovni pouze 76% (Jaimes et al., 2020). Rozsáhlé 
studie ukázaly, že náchylnost hostitelů k infekci koronaviry podobnými SARS-CoV je velmi 
závislá na vazebné afinitě mezi virovou RBD a hostitelským receptorem ACE2 (Li et al., 2005). 
U koronavirů podobných SARS-CoV bylo nalezeno celkem šest klíčových aminokyselin 
v RBM vázajícím se přímo na povrch ACE2. U SARS-CoV-2 se přitom pět z nich odlišuje od 
SARS-CoV (Y455L, L486F, N493Q, D494S a T501N) a pravděpodobně tak zapříčiňují vyšší 
vazebnou afinitu mezi RBM a ACE2 a tím pádem i vyšší infekčnost SARS-CoV-2 u některých 
živočichů včetně člověka (Wan et al., 2020).  

Obr. 4: Schematické znázornění struktury S proteinu u SARS-CoV-2. Upraveno podle Mittal et al. (2020) 
a Wang et al. (2020a). 
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S protein SARS-CoV-2 je rovněž neobvyklý v inzerci čtyř aminokyselin, které vytváří sekvenci 
aminokyselin štěpenou peptidázou furinem (RRAR) na rozhraní mezi podjednotkami S1 a S2 
(Walls et al., 2020). Tato sekvence aminokyselin je v poddruhu Sarbecovirus pro SARS-CoV-
2 zcela ojedinělá. Podobná inzerce aminokyselin, ale neúčinná, byla objevena jen u netopýřího 
viru RmYN02 (Zhou et al., 2020a). Role sekvence aminokyselin štěpenou peptidázou furinem 
je dosud neobjasněná. Studie naznačují, že by mohla snižovat celkovou stabilitu SARS-CoV-2 
a usnadňovat přijetí otevřené konformace pro vazbu na ACE2 (Wrobel et al., 2020). 

1.1.3 Vstup viru do buněk 

Virus nejdříve a nejvíce postihuje epitelové a alveolární buňky dýchací soustavy. Kromě toho 
ale bylo prokázáno, že může poškozovat také další orgánové soustavy. Mezi ně patří trávicí 
soustava, urogenitální soustava, centrální nervová soustava nebo oběhová soustava (Zhang et 
al., 2020d). 

Vstup SARS-CoV-2 do buněk závisí především na vazebné afinitě RBD virového S proteinu 
s primárním receptorem ACE2. Ačkoliv je ACE2 považován za nejdůležitější receptor pro 
vstup SARS-CoV-2 do buněk (Scialo et al., 2020), studie ukazují, že RBD SARS-CoV-2 má 
potenciálně vysokou afinitu také k dipeptidyl peptidáze 4 (DPP4) (Vankadari a Wilce, 2020). 
DPP4 se projevuje jako potenciální koreceptor, který může hrát podstatnou roli při vstupu 
SARS-CoV-2 do buněk a ovlivňovat průběh infekce (Solerte et al., 2020; Vankadari a Wilce, 
2020). Jako další alternativní receptor byl ze začátku pandemie určen i receptor CD147 (Wang 
et al., 2020b). Následnými výzkumy ale bylo zjištěno, že po jeho odstranění z povrchu plic se 
náchylnost k infekci nijak nemění. Jeho role tedy zůstává nejasná (Shilts et al., 2021). Vedle 
CD147 byl v nedávné době zkoumán neuropilin-1 (NRP1), který pravděpodobně usnadňuje 
vstup viru do buněk. Je totiž schopen vázat substráty štěpené furinem a jeho blokace snižuje 
virovou infekci v buněčné kultuře. Znalosti o roli NRP1 při infekci SARS-CoV-2 jsou však 
stále omezené a daná problematika vyžaduje další výzkum (Cantuti-Castelvetri et al., 2020; 
Daly et al., 2020).  

Pro vstup SARS-CoV-2 do buněk je kromě receptoru potřeba i proteolytického štěpení 
S proteinu, na čemž se podílí některé proteázy. Při aktivaci S proteinu byla například potvrzena 
důležitost transmembránové serinové proteázy 2 (TMPRSS2), která je hojně vylučována 
s ACE2 v několika tkáních. Kromě ní závisí aktivace S proteinu i na cysteinových proteázách 
katepsinu B a L a potenciálně i furinu (viz kapitola 1.1.2) (Hoffmann et al., 2020; Wrobel et al., 
2020).  

Poté, co se S protein SARS-CoV-2 naváže na ACE2, nastává receptorem zprostředkovaná 
endocytóza. Vytvoří se endozom, odkud se působením katepsinu B nebo L aktivuje S protein 
SARS-CoV-2. Tím se usnadní membránová fúze a uvolnění virové +ssRNA z endozomu. 
Alternativně může dojít k proteolytickému štěpení S proteinu proteázou TMPRSS2 na povrchu 
hostitelské buňky, což může vyvolat přímou fúzi membrány a uvolnění virové +ssRNA do 
cytoplazmy (Hoffmann et al., 2020; Mahmoud et al., 2020). 
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1.2 Buněčné receptory ACE2 a DPP4 

Struktura a vlastnosti buněčných receptorů jsou důležitými faktory, které ovlivňují spektrum 
hostitelů a patogenitu SARS-CoV-2 (Cui et al., 2019; Gao a Zhang, 2020). 

Transmembránový protein ACE2 je zodpovědný za štěpení angiotenzinu II na angiotenzin 1-7, 
čímž snižuje krevní tlak v těle. Působí tak proti účinku konvertujícího angiotenzinu (Gheblawi 
et al., 2020). Kromě toho bylo prokázáno, že ACE2 slouží jako vstupní receptor virů SARS-
CoV, HCoV-NL63 a SARS-CoV-2 (Li et al., 2003; Hofmann et al., 2005; Zhang et al., 2020a). 
ACE2 se nachází na buňkách srdce, tepen, plic, ledvin a střev. Jedná se přitom o vysoce 
konzervovaný receptor mezi živočichy, zejména mezi savci, což může předurčovat rozsáhlé 
spektrum potenciálních hostitelů SARS-CoV-2 (Fu et al., 2020). 

Strukturně je ACE2 homodimer tvořící komplex s transmembránovým přenašečem 
aminokyselin B0AT1 (Gheblawi et al., 2020). RBD SARS-CoV-2 je rozeznávaná peptidázovou 
doménou ACE2 především pomocí polárních reziduí (Obr. 5) (Yan et al., 2020).  

  

Obr. 5: Struktura komplexu RBD-ACE2-B0AT1 (PDB ID: 6M1D). Protomery RBD jsou vyznačeny oranžově 
a žlutě, ACE2 fialově a modře a B0AT1 růžově a bíle. Převzato z Yan et al. (2020). 
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DPP4 (též CD26) je transmembránový glykoprotein, který tvoří nedílnou součást metabolismu 
glukózy a regulace imunitního systému. Štěpením aminoterminálních peptidů totiž sehrává 
důležitou roli při aktivaci T-lymfocytů. DPP4 je exprimována mnoha endotelními a epitelními 
tkáněmi. Podobně jako u ACE2 se jedná například o tkáně ledvin, jater, plic a střev (Klemann 
et al., 2016). Strukturně je DPP4 homodimer. 

Při propuknutí epidemie způsobené MERS-CoV se zjistilo, že DPP4 slouží jako funkční 
receptor umožňující vstup MERS-CoV do buněk (Raj et al., 2013). Molekulární interakce 
S proteinu SARS-CoV-2 s lidským DPP4 (Obr. 6) ukazuje, že i přes rozdílnou RBD má SARS-
CoV-2 podobnou interakci s DPP4 jako MERS-CoV. SARS-CoV-2 totiž na rozdíl od SARS-
CoV sdílí s MERS-CoV klíčové aminokyseliny, které mu umožňují potenciální vazbu na DPP4 
(Li et al., 2020; Vankadari a Wilce, 2020) . Jedná se především o podstatnou inzerci E484 
a další přilehlé mutace. Klíčová rezidua DPP4 účastnící se vazby na S protein SARS-CoV-2 
jsou vysoce konzervována u mnoha druhů savců (Li et al., 2020).   

Obr. 6: Predikovaná interakce mezi S proteinem SARS-CoV-2 (bíle) a DPP4 (oranžově). Upraveno podle 
Vankadari a Wilce (2020). 
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2 HYPOTÉZA A CÍLE PRÁCE 

Má hypotéza je založena na tom, že riziko infekce SARS-CoV-2 u savců a spektrum možných 
hostitelů lze částečně předurčit na základě srovnání strukturních vlastností a fylogenetických 
vztahů receptorů ACE2 a DPP4 u různých druhů savců. 

Hlavní cíle této práce:  

 Srovnat aminokyselinové pozice důležité pro vazbu ACE2 a DPP4 na S protein SARS-
CoV-2 mezi jednotlivými sekvencemi savců za účelem predikce možného 
mezidruhového přenosu. 

 Rekonstruovat fylogenetický strom receptorů ACE2 a DPP4 savců. 

 Predikovat terciární proteinovou strukturu receptorů ACE2 a DPP4 u savců, srovnat 
terciární struktury vytvořených modelů a vytvořit jejich dendrogram. 

 Srovnat fylogenetický strom s dendrogramem terciárních proteinových struktur za 
účelem srovnání rychlosti evoluce sekvence DNA a struktury proteinu a identifikace 
živočichů, u nichž je významně odlišná terciární struktura receptoru od fylogenetického 
stromu na základě DNA. 
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3 METODIKA 

3.1 Vyhledávání sekvencí v databázi 

K vyhledání nukleotidových sekvencí jsem použil veřejně dostupnou databázi GenBank 
(Benson et al., 2013) spravovanou Národním centrem pro biotechnologické informace (NCBI). 
Americká Genbank je společně s databází European Molecular Biology Laboratory Nucleotide 
Sequence Database (EMBL-Bank) (Leinonen et al., 2011) a japonskou DNA Data Bank of 
Japan (DDBJ) (Mashima et al., 2016) součástí mezinárodního konsorcia (International 
Nucleotide Sequence Database Collaboration). V rámci této spolupráce si jmenované databáze 
denně vyměňují veškeré změny v datech, aby zajistili, že bude po celém světě k dispozici 
jednotná a úplná sbírka sekvenčních dat (Benson et al., 2013). 

Nevýhodou těchto databází je, že kvůli velkému objemu procházejících dat musejí být nutně 
nemoderované. To znamená, že do nich může přispívat kdokoli, pokud splní minimální kladené 
požadavky (např. strojově čitelný formát sekvencí), a správce databáze vložená sekvenční data 
nekontroluje (Cvrčková, 2006). Z toho důvodu je důležité zhodnotit jejich kvalitu před další 
manipulací. 

Prostřednictvím webového uživatelského rozhraní (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 
jsem si v databázi GenBank vyhledal všechny dostupné nukleotidové sekvence mRNA genů 
ACE2 a DPP4 u savců. Kódující sekvence jsem následně stáhl ve formátu FASTA (Obr. 7), 
což je rozšířený textový formát pro zápis nukleotidových nebo aminokyselinových sekvencí. 

>NM_021804.3 Homo sapiens 
ATGTCAAGCTCTTCCTGGCTCCTTCTCAGCCTTGTTGCTGTAACTGCTGCTCAGTCCACCA
TTGAGGAACAGGCCAAGACATTTTTGGACAAGTTTAACCACGAAGCCGAAGACCTGTTCTA
TCAAAGTTCACTTGCTTCTTGGAATTATAACACCAATATTACTGAAGAGA… 

Obr. 7: Příklad zápisu nukleotidové sekvence ve formátu FASTA. 

3.2 Mnohočetné přiřazení sekvencí 

Mnohočetné přiřazení sekvencí (multiple sequence alignment) patří mezi nejčastěji využívané 
nástroje v oblasti bioinformatiky. Používá se pro posouzení podobnosti tří a více homologních 
nukleotidových nebo aminokyselinových sekvencí. Sekvence v něm jsou zapsané tak, aby se 
na sobě odpovídajících pozicích vyskytovaly, je-li to možné, stejné nebo podobné 
aminokyseliny. Na základě mnohočetného přiřazení můžeme poté posuzovat funkční význam 
konkrétních pozic nebo testovat hypotézy o jejich evoluční minulosti (Cvrčková, 2006). 

K translaci nukleotidových sekvencí a sestavení mnohočetného přiřazení sekvencí jsem použil 
webový server TranslatorX (http://translatorx.co.uk/) (Abascal et al., 2010). Běžné mnohočetné 
přiřazení sekvencí srovnává podobnost sekvencí na úrovni nukleotidů. Nukleotidové sekvence 
kódující proteiny se však vyvíjejí jako kodony a sekvenční podobnost se snižuje rychleji na 
úrovni nukleotidů než na úrovni aminokyselin. Z toho důvodu jsou pro nukleotidové sekvence 



18 
 

kódující proteiny přesnější mnohočetná přiřazení, která jsou založená na aminokyselinových 
translacích, čehož využívá TranslatorX. Do vstupních dat jsem vložil list vybraných 
nukleotidových sekvencí ACE2 a DPP4 ve formátu FASTA. Jako preferovanou metodu 
výpočtu serveru jsem určil MAFFT (Katoh a Standley, 2013) a použití univerzálního 
genetického kódu. 

Organizaci a analýzu sekvenčních dat jsem provedl v softwaru Geneious Prime 2020.0.4 
(Kearse et al., 2012). Kvalitativní zhodnocení sekvencí jsem prováděl na základě jejich původu, 
posouzení jejich délky s délkou ostatních sekvencí, podobnosti se sekvencemi stejného druhu 
živočicha a srovnání jejich struktury s umístěním exonů referenčních sekvencí člověka (Gene 
ID: 1803 u DPP4 a 59272 u ACE2). Nevyhovující sekvence jsem odstranil.  

Vytvořená nukleotidová a aminokyselinová mnohočetná přiřazení jsem pomocí softwaru 
Geneious zkrátil na základě sekvence templátů používaných při predikci trojrozměrných 
struktur proteinů. Experimentální metody většinou neumožňují sestavit strukturu celé délky 
receptorů, a proto jsem zkrátil nukleotidové a aminokyselinové sekvence pouze na 
extracelulární část templátů. Strukturu použitých templátů s PDB ID 6M17 u ACE2 a s PDB 
ID 2G5TA u DPP4 jsem si stáhl z RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) a zobrazil 
v softwaru UGENE 36.0. 

3.3 Predikce možného mezidruhového přenosu 

Z vytvořeného mnohočetného přiřazení aminokyselinových sekvencí ACE2 jsem pro další 
analýzu extrahoval pozice aminokyselin, u kterých bylo prokázáno, že jejich substituce 
ovlivňují vazbu S proteinu SARS-CoV-2 na lidský ACE2. Konkrétně jsem se zabýval 
36 pozicemi ACE2, u jejichž substitucí byl předurčen vliv na zvýšení vazebné afinity receptoru 
k S proteinu SARS-CoV-2 (I21V, I21T, E23K, Q24T, A25V, A25T, K26R, K26E, T27A, 
T27Y, L29F, K31Y, N33D, H34A, E37K, L39R, F40D, Y41R, Q42L, T55A, N64K, W69V, 
F72Y, E75K, E75G, Q76T, L79T, Q89P, N90Q, L91P, T92I, T92Q, Q102P, T324P, Q325P, 
N330Y, L351F, H378R, A386L, P389D, R393A a R518G) (Chan et al., 2020; Stawiski et al., 
2020; Calcagnile et al., 2021), a 26 pozicemi ACE2, u jejichž substitucí byl předurčen vliv na 
snížení vazebné afinity receptoru k S proteinu SARS-CoV-2 (I21V, E23K, K26R, K26E, 
T27A, K31R, N33I, H34R, E35K, E37K, D38V, S43R, Y50F, N51S, N51D, N58H, M62V, 
K68E, F72V, M82I, Y83F, Y83H, G326E, E329G, G352V, D355N, Q388L, R393A a D509Y) 
(Hussain et al., 2020; Chan et al., 2020; Stawiski et al., 2020; Calcagnile et al., 2021). 

Z vytvořeného mnohočetného přiřazení aminokyselinových sekvencí DPP4 jsem pro další 
analýzu extrahoval 11 pozic aminokyselin, u nichž bylo predikováno, že se účastní vazby na 
S protein SARS-CoV-2 (K267, Q286, I287, T288, L294, I295, R317, R336, N338, V341 
a Q344) (Vankadari a Wilce, 2020; Li et al., 2020). 

Živočichy jsem následně seřadil podle substitucí daných pozic vůči člověku, abych předurčil 
možnost mezidruhové infekce (Cho a Son, 2019). Čím je počet substitucí vůči člověku nižší, 
tím je možné větší riziko přenosu infekce z člověka na daného živočicha. 
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3.4 Fylogenetická analýza 

Fylogenetická analýza se zabývá rekonstrukcí vztahů podobnosti mezi jednotlivými 
sekvencemi. Zvláštní pozornost se přitom věnuje rekonstrukci fylogenetických stromů. 
Fylogenetickou analýzu jsem prováděl prostřednictvím IQ-TREE v1.6.12, který provádí 
analýzy na základě statistické metody maximální věrohodnosti na webovém serveru 
http://iqtree.cibiv.univie.ac.at/ (Trifinopoulos et al., 2016). 

Do vstupních dat jsem nahrál upravené mnohočetné přiřazení nukleotidových sekvencí ACE2 
a DPP4 ve formátu FASTA. Dalším důležitým krokem byl výběr substitučního modelu, který 
určuje, s jakou frekvencí je na konkrétních pozicích v mnohočetném přiřazení možný výskyt 
substitucí. IQ-TREE nabízí možnost vyhledání nejvhodnějšího substitučního modelu 
implementovaným nástrojem ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017). Při sestavování 
fylogenetického stromu je rovněž důležité zhodnocení jeho důvěryhodnosti. K tomu se 
nejběžněji používá vzorkovací metoda bootstrapping (Hoang et al., 2018), která testuje 
odolnost jednotlivých větví vůči mírné změně vstupních dat (Cvrčková, 2006). Celkově jsem 
zvolil vygenerování 1 000 mnohočetných přiřazení sekvencí s pozměněnými vstupními daty. 
U dalších parametrů analýzy jsem nechal výchozí hodnoty. Vytvořený fylogenetický strom ve 
formátu NEWICK (Obr. 8) jsem si poté zobrazil v programu FigTree v1.4.4. 

…(XM_016942979_1_Pan_troglodytes:0.0004826701,XM_008974180_2_Pan_paniscus:0.0004826928)96
.5/100:0.0019375462)0/87:0.0000023641,XM_019019204_1_Gorilla_gorilla_gorilla_XM_019019204.1_G
orilla_gorilla_gorilla:0.0058378571)99.9/100:0.0058563719,(NM_001131132_2_Pongo_abelii:0.00144726
31,XM_024240245_1_Pongo_abelii:0.0000022273)99.6/100:0.0053289656)85.8/100:0.0010053324, … 

Obr. 8: Příklad zápisu části fylogenetického stromu ve formátu NEWICK, který zaznamenává délku jednotlivých 
sekvencí a vzájemné propojení uzlů. 

3.5 Homologní modelování 

Predikce trojrozměrné struktury proteinů představuje na poli bioinformatiky dlouholetý a velmi 
složitý problém, který dosud není zcela vyřešen. Dříve se předpokládalo, že primární struktura 
proteinů bezvýhradně určuje jejich trojrozměrnou strukturu. Dnes je ale známo, že při 
sestavování funkční struktury hrají roli i specifické podmínky v buňce a její typ. Přesto lze však 
předpokládat, že proteiny o podobné sekvenci budou mít sklon zaujímat podobné prostorové 
uspořádání. Moderní metody využívají tohoto předpokladu a předpovídají trojrozměrnou 
strukturu proteinu na základě experimentálně zjištěné struktury proteinu s podobnou sekvencí 
(tzv. homologní modelování) (Cvrčková, 2006). 

Pro homologní modelování proteinů jsem si vybral webový server Phyre2 
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/), který je charakteristický uživatelskou přívětivostí, 
dostupností pro širokou veřejnost a poměrně vysokou přesností v porovnání s ostatními veřejně 
přístupnými servery a programy (Kelley et al., 2015). 
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Phyre2 modeluje proteiny ve dvou módech, módu Normal a módu Intensive. Normal mód se 
od Intensive módu odlišuje v tom, že k sestavení modelů používá pouze jeden nalezený templát, 
který je zvolen na základě jeho sekvenční podobnosti se zadanou sekvencí a vypočítané 
pravděpodobnosti, že se jedná o homologní protein zadané sekvence. Intensive mód se používá 
pro sekvence, u nichž je krytí nejpodobnějšího templátu se zadanou sekvencí nízké a u nichž je 
z toho důvodu potřeba více různých templátů k namodelování celé délky sekvence (Kelley et 
al., 2015). Během modelování jsem využíval mód Normal, aby byly templáty identické u všech 
modelovaných sekvencí. 

Normal mód pracuje v několika fázích (Obr. 9). Nejdříve dochází pomocí metody HHblits 
(Remmert et al., 2012) k určení evolučního profilu zadané sekvence. Evoluční profil zachycuje 
preferenci aminokyselinových zbytků v každé poloze. Evoluční profily jsou následně využity 
metodou PSIPRED (Jones, 1999) k predikci sekundární struktury sekvence. Evoluční profily 
jsou poté společně s predikovanými sekundárními strukturami konvertovány do skrytého 
Markovova modelu. Vytvořený skrytý Markovův model je skenován metodou HHsearch 
(Söding, 2005) proti databázi modelů proteinů o známé struktuře k určení nejpodobnějšího 
templátu. Nalezený templát tvoří základ, podle kterého je zadaný protein namodelován. 
Případné delece a inzerce jsou modelovány použitím knihovny krátkých aminokyselinových 
úseků. Posledním krokem homologního modelování Phyre2 je přidání postranních řetězců 
aminokyselin (Kelley et al., 2015). Výstupním formátem Phyre2 jsou PDB modely.  

Obr. 9: Schematické znázornění algoritmických fází Normal módu Phyre2. Upraveno podle Kelley et al. (2015). 
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3.6 Srovnání struktur modelů 

Ke srovnání predikovaných terciárních struktur proteinů a tvorbě jejich dendrogramů jsem 
použil program DaliLite.v5 (Holm, 2020), který porovnává struktury proteinů na základě 
matice vzdáleností. K výpočtu matice vzdáleností aminokyselinových zbytků používá metoda 
DALI trojrozměrné karteziánské souřadnice Cα atomů každého proteinu. Kromě toho 
vypočítává i skóre strukturní podobnosti mezi jednotlivými strukturami (Z-score) (Holm et al., 
2006).  

DaliLite nabízí různé možnosti práce s trojrozměrnými strukturami. Já jsem využil způsob all-
against-all, který srovnává všechny struktury mezi sebou. Před nahráním jednotlivých souborů 
s modely je ale nutné upravit názvy těchto souborů na lišící se pětimístné kódy s vyznačeným 
hlavním řetězcem (A). Zároveň je programem vyžadován seznam obsahující pětimístné kódy 
souborů s odpovídajícími původními názvy sekvencí (Obr. 10). Tuto úpravu jsem provedl 
pomocí programovacího jazyka R 4.0.4 ve vývojovém prostředí RStudio 1.3.1093. 

A100A AB046569_1_Homo_sapiens 
A101A AB193259_1_Homo_sapiens 
A102A AB193260_1_Homo_sapiens 
A103A AB208708_1_Mustela_putorius_furo 
A104A AB211997_1_Felis_catus 
A105A AB211998_1_Procyon_lotor 
A106A AB297479_1_Rhinolophus_ferrumequinum 
… 

Obr. 10: Ukázka seznamu modelů ACE2 potřebného pro spuštění all-against-all srovnání modelů v DaliLite. 

V linuxovém prostředí jsem následně pomocí for cyklu v jazyce BASH importoval všechny 
PDB soubory modelů do podsložek ACE2 a DPP4 složky DaliLite.v5 (Obr. 11). Importované 
soubory modelů se převedly do programem čitelného formátu DAT. 

# import souborů modelů ACE2 
for ((a = 100 ; $a-409 ; a = $a+1)); do ./bin/import.pl --pdbfile "ACE2/A"$a$"A.pdb" --pdbid "A"$a  
--dat ACE2 --clean; done 

# import souborů modelů DPP4 
for ((a = 100 ; $a-335 ; a = $a+1)); do ./bin/import.pl --pdbfile "DPP4/D"$a$"A.pdb" --pdbid "D"$a  
--dat DPP4 --clean; done 

Obr. 11: Příkazy pro import souborů modelů ACE2 a DPP4 do programu DaliLite. 

Do složky DaliLite.v5 jsem přemístil textové soubory se seznamy modelů (ACE2_seznam.txt, 
DPP4_seznam.txt) a následně jsem pomocí příkazů (Obr. 12) spustil all-against-all srovnání 
všech modelů uvedených v jednotlivých seznamech. 
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# příkaz pro spuštění all-against-all srovnání modelů ACE2 
./bin/dali.pl --matrix --query ACE2_seznam.txt --dat1 ACE2 --clean 

# příkaz pro spuštění all-against-all srovnání modelů DPP4 
./bin/dali.pl --matrix --query DPP4_seznam.txt --dat1 DPP4 --clean 

Obr. 12: Příkazy pro spuštění all-against-all srovnání modelů ACE2 a DPP4. 

Z výstupních dat programu jsem se zabýval dendrogramem terciárních struktur modelů ve 
formátu NEWICK a teplotní mapou ve formátu HTML, která znázorňuje vzájemnou podobnost 
modelů. Strukturní dendrogramy jsem si zobrazil v programu FigTree v1.4.4 a teplotní mapy 
jsem si vizualizoval prostřednictvím Pythonu 3.8.8 s nainstalovanou knihovnou plotly 4.14.3. 

3.7 Srovnání rychlosti evoluce sekvence DNA a struktury proteinu 

Srovnání rychlosti evoluce DNA a struktury proteinu jsem provedl prostřednictvím 
modifikované metody ParaFit (Legendre et al., 2002), což je běžně používaný test k prokázání 
koevoluce mezi parazity a jejich hostiteli. K nalezení rozdílů v rychlosti evoluce jsem stanovil 
alternativní nulovou hypotézu, která zní, že sekvence DNA daného živočicha ve 
fylogenetickém stromu a jeho terciární struktura v dendrogramu není v asociaci. 

Pro srovnání jsem použil metodu ParaFit, která je součástí balíčku ape v5.4-1 (Paradis 
a Schliep, 2019), a pro úpravu fylogenetických stromů jsem použil funkce balíčku phytools 
v0.7-70 (Revell, 2012). Do prostředí RStudio 1.3.1093 jsem poté načetl tabulku asociací, 
fylogenetický strom ve formátu NEXUS a dendrogram terciárních struktur modelů ve formátu 
NEXUS. V předem vytvořené tabulce asociací jsou zaznamenány jednotlivé asociace mezi 
nukleotidovou sekvencí ve fylogenetickém stromu a jejím příslušným modelem v dendrogramu 
terciárních struktur modelů. Asociace jsou v tabulce na jednotlivých řádcích oddělené 
tabulátory. 

Z fylogenetického stromu a dendrogramu terciárních struktur modelů byly vypočítány matice 
vzdáleností a z tabulky asociací byla vypočítána matice hlavních souřadnic. ParaFit 
zkombinuje všechny tyto matice do jedné čtvercové matice. U jednotlivých asociací následně 
srovnává hodnoty na jejich hlavní diagonále a vypočítává jejich p-hodnotu. Vzhledem k mé 
modifikované nulové hypotéze jsem p-hodnotu 𝑝 upravil pomocí rovnice (1) tak, aby 
detekovala p-hodnoty 𝑝’ na opačnou stranu než při výchozím testu. 

 𝑝’ = 1 − 𝑝  (1) 

Na základě vypočítané p-hodnoty 𝑝’ jsem určil pravděpodobnost, zda dané dva prvky jsou, nebo 
nejsou v asociaci. Je-li p-hodnota 𝑝’ < 0,05, dané prvky nejsou v asociaci a je podpořena 
modifikovaná nulová hypotéza. Je-li vypočítaná p-hodnota 𝑝’ > 0,05, dané prvky jsou v asociaci 
a modifikovaná nulová hypotéza je zamítnuta (Obr. 13).  
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#načtení balíčků ape v5.4-1 a phytools v0.7-70 
library(ape) 
require(phytools) 

 

#načtení dat 

aso = read.table("data/asociace.txt", sep="\t", header=F) 

fylo = read.nexus(file = "data/phylogen.nex") 

mod = read.nexus(file = "data/modely.nex") 

mod=collapse.singles(mod) 

 

if(!dir.exists("results")) dir.create("results") 

 

#výpočet matice hlavních souřadnic 

aso2 = table(aso) 

attributes(aso2)$class <- "matrix" 

 

#výpočet matice vzdáleností z fylogenetického stromu a dendrogramu terciárních struktur modelů 

fylo.D = cophenetic.phylo(fylo) 

mod.D = cophenetic.phylo(mod) 

 

#spuštění funkce ParaFit a uložení výsledků 

aso.parafit = parafit(host.D = fylo.D, para.D = mod.D, HP = aso2, test.links = T, correction = "cailliez") 

restab = cbind(aso, aso.parafit$link.table) 

write.table(restab,file = "results/aso_parafit_table.txt", sep = "\t") 

capture.output(aso.parafit, file = "results/aso.parafit") 
 

Obr. 13: Skript pro spuštění funkce ParaFit a zapsání výsledků. 
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4 VÝSLEDKY 

4.1 Sekvence a jejich mnohočetné přiřazení 

Po vyhledání sekvencí v databázi GenBank a jejich kvalitativním zhodnocení jsem k dalšímu 
výzkumu využil celkem 220 nukleotidových mRNA sekvencí receptoru ACE2 a 192 
nukleotidových mRNA sekvencí receptoru DPP4. U ACE2 a DPP4 byly zkoumány sekvence 
příslušící savcům z řádu ptakořitní (Monotremata), kunovci (Dasyuromorphia), vačice 
(Didelphimorphia), málozubí (Diprotodontia), chudozubí (Xenarthra), tany (Scandentia), zajíci 
(Lagomorpha), hlodavci (Rodentia), primáti (Primates), hmyzožravci (Eulipotyphla), luskouni 
(Pholidota), šelmy (Carnivora), lichokopytníci (Perissodactyla), sudokopytníci 
(Cetartiodactyla) a letouni (Chiroptera). U ACE2 byl navíc zkoumán slon africký (Loxodonta 
africana) z řádu chobotnatci (Proboscidea) a u DPP4 byly zkoumány i sekvence příslušící 
savcům z řádu letuchy (Dermoptera), bércouni (Macroscelidea), hrabáči (Tubulidentata) 
a afrosoricidi (Afrosoricida). Konkrétní druhy savců a přístupová identifikační čísla sekvencí 
jsou zaznamenány v Příloze 1 a 2. 

Upravené mnohočetné přiřazení nukleotidových sekvencí ACE2 mělo celkovou délku 
2 178 bp. Párová identita nukleotidových sekvencí činila 86,8 %. Mezi sekvencemi bylo 29,9 % 
nevariabilních pozic. Upravené mnohočetné přiřazení aminokyselinových sekvencí ACE2 
mělo celkovou délku 726 aminokyselinových reziduí. Párová identita aminokyselinových 
sekvencí činila 83,1 % a bylo mezi nimi 29,2 % identických pozic. 

Upravené mnohočetné přiřazení nukleotidových sekvencí DPP4 mělo celkovou délku 2 253 bp. 
Párová identita nukleotidových sekvencí činila 88,5 %. Mezi sekvencemi bylo 32,8 % 
nevariabilních pozic. Upravené mnohočetné přiřazení aminokyselinových sekvencí DPP4 
mělo celkovou délku 751 aminokyselinových reziduí. Párová identita aminokyselinových 
sekvencí činila 86,3 % a bylo mezi nimi 32,0 % identických pozic. 

4.2 Srovnání aminokyselinových pozic 

4.2.1 Srovnání aminokyselinových pozic ACE2 zvyšujících vazebnou afinitu 

Srovnání 36 aminokyselinových pozic ACE2, u jejichž substitucí byl předurčen vliv na zvýšení 
vazebné afinity k S proteinu SARS-CoV-2, ukázalo, že vůči člověku mají sekvence 
hmyzožravce (Eulipotyphla) 18 substitucí, sekvence kunovce (Dasyuromorphia) 17 substitucí, 
sekvence málozubých (Diprotodontia) 16-15 substitucí, sekvence letounů (Chiroptera) 16-10 
substitucí, sekvence ptakořitných (Monotremata) 15 substitucí, sekvence chobotnatce 
(Proboscidea) 13 substitucí, sekvence šelem (Carnivora) 13-6 substitucí, sekvence vačice 
(Didelphimorphia) 12 substitucí, sekvence tan (Didelphimorphia) 11-10 substitucí, sekvence 
hlodavců (Rodentia) 11-3 substituce, sekvence chudozubých (Xenarthra) 10 substitucí, 
sekvence sudokopytníků (Cetartiodactyla) 10-5 substitucí, sekvence primátů (Primates) 10-0 
substitucí, sekvence lichokopytníků (Perissodactyla) 7 substitucí, sekvence luskounů 
(Pholidota) 7 substitucí a sekvence zajíců (Lagomorpha) 6-4 substitucí.  
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Z šelem vykazovala nejmenší variabilitu čeleď kočkovití (Felidae), která má vůči člověku 
pouze 7-6 substitucí. U posuzovaných aminokyselinových pozic ostatních šelem bylo 
identifikováno 13-10 substitucí. U sekvencí hlodavců byl nejmenší počet substitucí vůči 
člověku (4-3 substituce) identifikován u sekvencí čeledi rypošovití (Bathyergidae), 
osmákovitých (Octodontidae) a některých sekvencí křečkovitých hlodavců (Cricetidae). 
Hlodavci z podčeledi pravé myši (Murinae) naopak vykazovaly vysokou variabilitu 
v posuzovaných aminokyselinových pozicích, tj. 10-8 substitucí. Z 55 sekvencí primátů 
(Primates) mělo 48 sekvencí úzkonosých opic (Catarrhini) 1-0 substitucí vůči člověku. 
Ploskonosé opice (Platyrrhini, Ceboidea) měly vůči člověku 4-3 substituce. Zbývající sekvence 
komby ušaté (Otolemur garnettii), nártouna filipínského (Carlito syrichta) a sifaky 
Coquerelova (Propithecus coquereli) měly popořadě 10, 7 a 5 substitucí. 

Pomocí srovnání konkrétních aminokyselinových pozic ACE2 zvyšujících vazebnou afinitu 
k S proteinu SARS-CoV-2 jsem navíc identifikoval mutaci K26R, která by mohla zvyšovat 
náchylnost k infekci gibona stříbrného (Hylobates moloch) a gibona bělolícého (Nomascus 
leucogenys). Mutace T27A a H378R některých makaků rhesus (Macaca mulatta) by také mohly 
zvyšovat jejich náchylnost k infekci. Srovnání konkrétních aminokyselinových pozic ACE2 
zvyšujících vazebnou afinitu k S proteinu SARS-CoV-2 a součet substitucí u konkrétních 
sekvencí je zaznamenán v Příloze 3.  

4.2.2 Srovnání aminokyselinových pozic ACE2 snižujících vazebnou afinitu 

Srovnání 26 aminokyselinových pozic ACE2, u jejichž substitucí byl předurčen vliv na snížení 
vazebné afinity k S proteinu SARS-CoV-2, ukázalo, že vůči člověku mají sekvence letounů 
(Chiroptera) 10-5 substitucí, sekvence chudozubých (Xenarthra) 9 substitucí, sekvence 
hmyzožravců (Eulipotyphla) 9 substitucí, sekvence kunovce (Dasyuromorphia) 9 substitucí, 
sekvence chobotnatce (Proboscidea) 8 substitucí, sekvence ptakořitných (Monotremata) 
8 substitucí, sekvence málozubých (Diprotodontia) 8 substitucí, sekvence šelem (Carnivora) 8-
3 substitucí, sekvence hlodavců (Rodentia) 8-2 substituce, sekvence lichokopytníků 
(Perissodactyla) 6 substitucí, sekvence tan (Scandentia) 6 substitucí, sekvence sudokopytníků 
(Cetartiodactyla) 6-4 substitucí, sekvence primátů (Primates) 6-0 substitucí, sekvence luskounů 
(Pholidota) 5 substitucí, sekvence vačice (Didelphimorphia) 5 substitucí a sekvence zajíců 
(Lagomorpha) 4-2 substituce. 

Z šelem vykazovala nejmenší variabilitu čeleď kočkovití (Felidae), která má vůči člověku 
pouze 3 substituce. U posuzovaných aminokyselinových sekvencí ostatních šelem bylo 
identifikováno 8-5 substitucí. U sekvencí hlodavců byl nejmenší počet substitucí vůči člověku 
(2-3) identifikován u některých sekvencí čeledi tarbíkovití (Dipodidae), rodu hraboš (Microtus) 
a některých sekvencí křečkovitých zástupců hlodavců (Cricetidae). Z 55 sekvencí primátů 
(Primates) mělo 48 sekvencí úzkonosých opic (Catarrhini) 1-0 substitucí vůči člověku. 
Ploskonosé opice (Platyrrhini, Ceboidea) měly vůči člověku 2 substituce. Zbývající sekvence 
komby ušaté (Otolemur garnettii), nártouna filipínského (Carlito syrichta) a sifaky 
Coquerelova (Propithecus coquereli) měly popořadě 6, 6 a 2 substituce.  
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Pomocí srovnání konkrétních aminokyselinových pozic ACE2 zvyšujících vazebnou afinitu 
k S proteinu SARS-CoV-2 jsem navíc identifikoval mutaci T27A. Ta by mohla snižovat 
vazebnou afinitu k sekvenci makaka rhesus (Macaca mulatta) s přístupovým kódem 
MT663960.1. Srovnání konkrétních aminokyselinových pozic ACE2 snižujících vazebnou 
afinitu k S proteinu SARS-CoV-2 a součet substitucí u konkrétních sekvencí je zaznamenán 
v Příloze 4. 

4.2.3 Srovnání aminokyselinových pozic DPP4 účastnících se vazby 

Srovnání 11 aminokyselinových pozic DPP4, u kterých byla předurčena účast na vazbě na 
S protein SARS-CoV-2, ukázalo, že vůči člověku mají sekvence šelem (Carnivora) 8-6 
substitucí, sekvence ptakořitných (Monotremata) 7 substitucí, sekvence hlodavců (Rodentia) 7-
4 substitucí, sekvence chudozubého (Xenarthra) 6 substitucí, sekvence afrosoricida 
(Afrosoricida) 4 substituce, sekvence vačice (Didelphimorphia) 4 substituce, sekvence 
sudokopytníků (Cetartiodactyla) 4-2 substituce, sekvence letounů (Chiroptera) 4-0 substitucí, 
sekvence tan (Scandentia) 3 substituce, sekvence luskounů (Pholidota) 3 substituce, sekvence 
bércouna (Macroscelidea) 2 substituce, sekvence hmyzožravce (Eulipotyphla) 2 substituce, 
sekvence zajíců (Lagomorpha) 2-1 substituci, sekvence kunovce (Dasyuromorphia) 
2 substituce, sekvence hrabáče (Tubulidentata) 1 substituci, sekvence letuchy (Dermoptera) 
1 substituci, sekvence lichokopytníků (Perissodactyla) 1 substituci, sekvence málozubých 
(Diprotodontia) 1 substituci a sekvence primátů (Primates) 1-0 substitucí. 

Z šelem vykazuje nejmenší variabilitu čeledě kočkovití (Felidae) a medvědovití (Ursidae), 
které mají 6 variabilních pozic. U sekvencí hlodavců (Rodentia) byl nejmenší počet substitucí 
vůči člověku (4 substituce) identifikován u sekvencí čeledi veverkovití (Sciuridae), bobrovití 
(Castoridae), slepcovití (Spalacidae), podčeledi křečci praví (Cricetinae), u pískomila 
mongolského (Meriones unguiculatus), kuru dlouhoocasé (Grammomys surdaster) a krysy 
malé (Mastomys coucha). Z letounů mají se 4-3 substitucemi nejvariabilnější pozice kaloni 
(Megachiroptera). Netopýři (Microchiroptera) mají vůči člověku sekvence s 3-0 substitucemi, 
přičemž 0 substitucí má netopýr hnědý (Eptesicus fuscus). Srovnání konkrétních 
aminokyselinových pozic DPP4 účastnících se na vazbě k S proteinu SARS-CoV-2 a součet 
substitucí u konkrétních sekvencí je zaznamenán v Příloze 5. 

4.3 Fylogenetické stromy  

Rekonstruované fylogenetické stromy mnohočetného přiřazení nukleotidových sekvencí ACE2 
a DPP4 byly sestaveny podle substitučního modelu GTR+G6. Vytvořené fylogenetické stromy 
nevykazují žádné větší odchylky a přibližně odpovídají známé fylogenezi savců (Obr. 14 a 15). 
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Obr. 14: Fylogenetický strom sekvencí ACE2. Jednotlivé větve jsou barevně odlišeny podle procentuální podpory 
bootstrapu – červeně (0% podpora) až zeleně (100% podpora). Fylogeneze určená podle IQ-TREE v1.6.12. 
Zobrazeno ve FigTree v1.4.4. 
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Obr. 15: Fylogenetický strom sekvencí DPP4. Jednotlivé větve jsou barevně odlišeny podle procentuální podpory 
bootstrapu – červeně (0% podpora) až zeleně (100% podpora). Fylogeneze určená podle IQ-TREE v1.6.12. 
Zobrazeno ve FigTree v1.4.4. 



29 
 

4.4 Homologní modelování 

Všechny upravené aminokyselinové sekvence ACE2 byly namodelovány podle řetězce 
B templátu PDB ID: 6M1D. Pravděpodobnost, že zadaná sekvence je homologní s templátem, 
byla u všech aminokyselinových sekvencí 100 %. Podobnost sekvencí s templátem se vzhledem 
k jejich podobnosti v mnohočetném přiřazení sekvencí pohybovala mezi 70-100 %. 

Všechny upravené aminokyselinové sekvence DPP4 byly namodelovány podle řetězce 
A templátu PDB ID: 2G5T. Pravděpodobnost, že zadaná sekvence je homologní s templátem, 
byla u všech aminokyselinových sekvencí 100 %. Podobnost sekvencí s templátem se vzhledem 
k jejich podobnosti v mnohočetném přiřazení sekvencí pohybovala mezi 72-100 %. 

4.5 Srovnání struktur modelů 

Na teplotních mapách vytvořených programem DaliLite.v5 je znázorněna podobnost terciární 
struktury mezi jednotlivými modely ACE2 a DPP4. Vyšší podobnost terciárních struktur ACE2 
byla zaznamenána mezi modely vrápence čínského (Rhinolophus sinicus), mezi modely 
hraboše prériového (Microtus ochrogaster), vrápence čínského (Rhinolophus sinicus) 
a lachtana medvědího (Callorhinus ursinus), mezi modely mirikiny loretské (Aotus 
nancymaae), tarbíka egyptského (Jaculus jaculus) a rypoše damarského (Fukomys damarensis) 
a mezi modely některých primátů (Primates) a křečka zlatého (Mesocricetus auratus) (Obr. 16). 
Vyšší podobnost terciárních struktur u DPP4 byla zaznamenána mezi modely sudokopytníků 
(Cetartiodactyla), mezi modely některých netopýrů (Microchiroptera) a mezi modely vydry 
severoamerické (Lontra canadensis), pištuchy piky (Ochotona princeps) a pandy velké 
(Ailuropoda melanoleuca) (Obr. 17). Interaktivní HTML teplotní mapy jsou zahrnuty 
v Příloze 6. 

V dendrogramu terciárních struktur ACE2 jsou k terciární struktuře modelu člověka vzhledem 
ke znalostem o náchylnosti SARS-CoV-2 savců významně podobnější například terciární 
struktury modelů čeledi kočkovití (Felidae), křečka zlatého (Mesocricetus auratus), fretky 
domácí (Mustela putorius furo) a lasice hranostaj (Mustela erminea). Zajímavá je i rozdílnost 
terciárních struktur ACE2 makaků rhesus (Macaca mulatta). V dendrogramu DPP4 jsou 
k terciární struktuře modelu člověka vzhledem k znalostem o náchylnosti SARS-CoV-2 
u savců významně podobné například terciární struktury modelů čeledi kočkovití (Felidae), 
fretky domácí (Mustela putorius furo) a lasice hranostaj (Mustela erminea). Vytvořené 
dendrogramy terciárních struktur modelů jsou zahrnuty v Příloze 7. 
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Obr. 16: Teplotní mapa podobnosti modelů ACE2. Zobrazeno v HTML pomocí knihovny plotly 4.14.3 
implementované v Pythonu 3.8.8. 

Obr. 17: Teplotní mapa podobnosti modelů DPP4. Zobrazeno v HTML pomocí knihovny plotly 4.14.3 
implementované v Pythonu 3.8.8. 
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4.6 Srovnání evoluce DNA a struktury proteinu 

Prostřednictvím modifikované metody ParaFit byly srovnávány rychlosti evoluce sekvence 
DNA a struktury proteinu a na základě 𝑝’-hodnoty určeni živočichové, u nichž je fylogeneticky 
významně odlišná struktura receptoru, která může ovlivnit jejich náchylnost k infekci SARS-
CoV-2. U ACE2 se jedná o mývala severního (AB211998.1_Procyon_lotor), lamu alpaku 
(XM_006212647.3_Vicugna_pacos), člověka (AB046569.1_Homo_sapiens) a kočku domácí 
(AB211997.1_Felis_catus) (Tab. 1 a Obr. 18). Znázornění významných asociací mezi 
fylogenetickým stromem a dendrogramem terciárních struktur modelů ACE2 je dostupné 
v plném rozlišení v Příloze 8. 

Tab. 1: Významné 𝑝’-hodnoty živočichů u ACE2. 

Sekvence 𝒑’-hodnota 
AB211998.1_Procyon_lotor 0,020 
XM_006212647.3_Vicugna_pacos 0,034 
AB046569.1_Homo_sapiens 0,037 
AB211997.1_Felis_catus 0,047 

U DPP4 se jedná o 5 letounů (Chiroptera), 5 primátů (Primates), 2 šelmy z čeledi kočkovití 
(Felidae), 2 luskouny (Pholidota), 2 hlodavce (Rodentia) a 2 kytovce (Cetacea) (Tab. 2 a Obr. 
19). Znázornění významných asociací mezi fylogenetickým stromem a dendrogramem 
terciárních struktur modelů ACE2 je dostupné v plném rozlišení v Příloze 8. 

Tab. 2: Významné 𝑝’-hodnoty živočichů u DPP4. 

Sekvence 𝒑’-hodnota 
XM_015479253.1_Marmota_marmota 0,001 
XM_016196976.1_Miniopterus_natalensis 0,001 
XM_017855806.1_Rhinopithecus_bieti 0,001 
XM_017973435.2_Callithrix_jacchus 0,001 
XM_019457695.1_Panthera_pardus 0,001 
XM_019636841.1_Hipposideros_armiger 0,001 
XM_019835951.1_Felis_catus 0,001 
XM_015596624.2_Pteropus_alecto 0,001 
XM_017664383.1_Manis_javanica 0,001 
XM_017855805.1_Rhinopithecus_bieti 0,001 
XM_019022710.2_Gorilla_gorilla_gorilla 0,001 
XM_016146439.1_Rousettus_aegyptiacus 0,002 
XM_016146440.1_Rousettus_aegyptiacus 0,002 
XM_017664375_1_Manis_javanica 0,002 
XM_020180286.1_Castor_canadensis 0,002 
XM_020288496.1_Microcebus_murinus 0,007 
XM_019923175.2_Tursiops_truncatus 0,010 
XM_019923174.2_Tursiops_truncatus 0,017 
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Obr. 18: Znázornění významných asociací (červeně) mezi fylogenetickým stromem (vlevo) a dendrogramem 
terciárních struktur modelů (vpravo) ACE2. Sestaveno pomocí metody ParaFit. 
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Obr. 19: Znázornění významných asociací (červeně) mezi fylogenetickým stromem (vlevo) a dendrogramem 
terciárních struktur modelů (vpravo) DPP4. Sestaveno pomocí metody ParaFit. 



34 
 

5 DISKUSE 

Tropismus koronavirů je závislý na schopnosti S proteinu vázat se na buněčné receptory 
hostitele (Zhou et al., 2020b). Predikci rizika infekce a spektra hostitelů SARS-CoV-2 u savců 
jsem proto prováděl pomocí srovnávání strukturních vlastností a fylogenetických vztahů 
savčích sekvencí receptorů ACE2 a DPP4, které usnadňují vstup SARS-CoV-2 do buněk. 
ACE2 je přitom považovaný za primární receptor (Scialo et al., 2020), zatímco DPP4 
pravděpodobně slouží spíše jako koreceptor, který může do určité míry ovlivnit průběh infekce 
(Solerte et al., 2020). V rámci výzkumu jsem srovnával strukturní podobnosti receptorů 
různých živočichů, což je hojně využívaná metoda k predikci rizika mezidruhové infekce (Cho 
a Son, 2019; Damas et al., 2020). U upravených aminokyselinové sekvencí ACE2 a DPP4 savců 
jsem srovnával aminokyselinová rezidua, jejichž substituce mohou zvyšovat nebo snižovat 
vazebnou afinitu receptorů k S proteinu SARS-CoV-2 u člověka (Chan et al., 2020; Stawiski et 
al., 2020; Calcagnile et al., 2021). Tato rezidua byla určena pomocí různých metod – in vitro 
pomocí vytvoření mutantních variant ACE2 (Chan et al., 2020) a in silico na základě 
molekulárního dockingu (Stawiski et al., 2020; Calcagnile et al., 2021). U DPP4 jsem 
posuzoval substituce aminokyselinových reziduí, u nichž je prokázána interakce s S proteinem 
SARS-CoV-2 (Li et al., 2020; Vankadari a Wilce, 2020). Srovnáním evoluce sekvence DNA 
a trojrozměrné struktury proteinu jsem určil živočichy, u nichž docházelo k rozdílné rychlosti 
evoluce sekvence DNA a struktury proteinu, což může mít souvislost s předchozím selekčním 
tlakem. Takové sekvence mohou i přes fylogenetickou příbuznost k sekvencím ostatních 
živočichů vykazovat odlišnosti při vazbě na S protein SARS-CoV-2. 

Náchylnost jednotlivých zvířat byla v předchozích studií určována především pomocí 
experimentálních infekcí několika druhů domácích, laboratorních a divokých zvířat a jejich 
modelů (Munster et al., 2020; Shi et al., 2020; Schlottau et al., 2020; Sia et al., 2020; Woolsey 
et al., 2021). Rovněž byla používána simulace interakcí mezi klíčovými rezidui S proteinu 
a receptoru ACE2 vybrané skupiny živočichů (Luan et al., 2020). Damas et al. (2020) určovali 
spektrum hostitelů a jejich náchylnost k infekci na základě konzervačních vlastností 
25 aminokyselinových reziduí ACE2 u obratlovců. Živočichy následně rozdělili do pěti 
rizikových kategorií od nejohroženějších po nejméně ohrožené podle předpokládané vazebné 
afinity. Součástí jejich studie bylo i určení náznaků zrychlené evoluce kódujících sekvencí 
ACE2 napříč celou třídou savců (Mammalia), zejména napříč letouny (Chiroptera).  

Na rozdíl od předchozích studií zahrnuji do analýzy i koreceptor DPP4, který může potenciálně 
rozšiřovat spektrum hostitelů (Solerte et al., 2020). Zaměřuji se pouze na sekvence savců, 
v jejichž třídě jsou zaznamenány a popsány případy infekce. Používám také více sekvencí 
jednoho druhu savců, na jejichž základě jsem schopen odhadovat variabilní vnitrodruhovou 
náchylnost k infekci. Riziko infekce navíc potvrzuji vzdáleností terciárních struktur 
v dendrogramu terciárních struktur modelů. 
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Mnozí zástupci z řádu primátů (Primates), zejména z ploskonosých opic (Catarrhini) byli na 
základě předešlých výzkumů označeni za nejrizikovější skupinu (Damas et al., 2020; Munster 
et al., 2020; Woolsey et al., 2021). Vzhledem k vysoké strukturní podobnosti a sdíleným 
vazebným reziduím jejich receptorů s lidskými receptory ACE2 a DPP4 výsledky mé práce 
podporují zvýšenou náchylnost těchto živočichů. V analýze jsem používal sekvence ACE2 
makaka rhesus (Macaca mulatta) (FJ170076-FJ170101), u kterého byla předtím zkoumána 
rozdílná náchylnost kvůli variabilní sekvenci ACE2 (Chen et al., 2008). V rámci svých 
výsledků jsem zaznamenal rozdílnou vzdálenost trojrozměrných struktur modelů ACE2 
u makaků rhesus (Příloha 7) a identifikoval dvě mutace ovlivňující vazbu na S protein SARS-
CoV-2 (T27A a H378R), což by stejně jako u SARS-CoV mohlo znamenat variabilní 
vnitrodruhovou náchylnost makaků k SARS-CoV-2. Důvod identifikace stejné mutace T27A 
u aminokyselinových pozic ACE2 zvyšujících a snižujících vazebnou afinitu je rozdílnost ve 
výsledcích jednotlivých článků (Stawiski et al., 2020; Calcagnile et al., 2021). Rozdíly 
v náchylnosti k infekci SARS-CoV-2 kvůli aminokyselinovým substitucím ACE2 byly určeny 
a predikovány i u lidí (Chan et al., 2020; Rehman a Tabish, 2020; Stawiski et al., 2020; 
Calcagnile et al., 2021). 

U šelem (Carnivora) byly zaznamenány symptomatické infekce u kočkovitých šelem - kočky 
domácí (Felis catus), tygrů (Panthera tigris) a lvů (Panthera leo) (Abdel-Moneim 
a Abdelwhab, 2020; Shi et al., 2020; Zhang et al., 2020b), což signalizuje určitou míru 
náchylnosti kočkovitých šelem k infekci. Případy přirozené či experimentální infekce psa 
domácího (Canis lupus familiaris) potvrzují přítomnost protilátek v organismu, ale průběh 
infekce virem je u nich většinou asymptomatický (Abdel-Moneim a Abdelwhab, 2020; Bosco-
Lauth et al., 2020; Shi et al., 2020; Sit et al., 2020). Psovité šelmy (Canidae) většinou 
vykazovaly při porovnávání struktury a vazebných reziduí ACE2 a DPP4 oproti kočkovitým 
šelmám větší vzdálenost a vyšší variabilitu (Příloha 3, 4, 5 a 7), což může znamenat, že jejich 
receptory se nevážou tak účinně k S proteinu SARS-CoV-2. U fretek domácích (Mustela 
putorius furo) a norků amerických (Neovison vison) byla zjištěna mírná náchylnost k infekci 
a v některých státech Evropy byly dokonce zaznamenány případy reverzní zoonózy 
a masivního vnitrodruhového šíření těchto šelem (Abdel-Moneim a Abdelwhab, 2020; Kim et 
al., 2020; Oreshkova et al., 2020; Hammer et al., 2021; Munnink et al., 2021). Předchozí studie 
přitom hodnotily jejich vazebnou afinitu S proteinu SARS-CoV-2 k receptoru ACE2 jako 
nízkou (Damas et al., 2020). Lasicovité šelmy sice vykazovaly poměrně vysokou variabilitu 
ve srovnání vazebných reziduí (Příloha 3, 4, 5), jejich terciární struktura ACE2 a DPP4 však 
byla v dendrogramu terciárních struktur modelů (Příloha 7) evolučně velice blízká lidským 
strukturám receptorů ACE2 a DPP4, což může ovlivňovat vazebnou afinitu. 

Letouni (Chiroptera) jsou označováni jako potenciální rezervoár virů, z nichž se vyvinul SARS-
CoV-2 (Andersen et al., 2020; Lau et al., 2020). Náchylnost letounů k SARS-CoV-2 byla 
experimentálně testována u kaloňů egyptských (Rousettus aegyptiacus), kteří vykazovali 
minimální klinické příznaky a vysoký potenciál v šíření viru mezi jednotlivci (Abdel-Moneim 
a Abdelwhab, 2020; Schlottau et al., 2020). Letouni se tak projevují jako přirozený rezervoár 
viru. Výsledky studie Damas et al. (2020) a mé výsledky ukazují, že letouni mají vysoce 
variabilní vazebná rezidua ACE2. Nedávné výzkumy ukazují, že u letounů je různá náchylnost 
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k SARS-CoV-2 a receptory ACE2 některých z nich ani nejsou schopny uskutečnit vazbu na 
S protein SARS-CoV-2 (Yan et al., 2021). Variabilita vazebných reziduí DPP4 je zato 
u jednotlivých druhů letounů různá a nemusí být tolik variabilní vůči člověku (Příloha 5). 

Jako možní hostitelé byli na začátku pandemie navrhováni luskouni (Pholidota) (Zhang et al., 
2020c). Kvůli projevovaným symptomům při infekci viry podobnými SARS-CoV-2 je však 
nelze považovat za přirozený rezervoár SARS-CoV-2 (Liu et al., 2019; Lam et al., 2020). 
Předchozí studie určila u luskounů pouze nízké skóre vazebné afinity mezi ACE2 a S proteinem 
SARS-CoV-2 (Damas et al., 2020). U zkoumaných receptorů luskounů jsem rovněž nenašel 
žádnou bližší podobnost s lidskými receptory, a proto lze vzhledem k omezeným informacím 
o infekcích luskounů SARS-CoV-2 jen stěží určit jejich náchylnost. 

Riziko infekce hlodavců (Rodentia) se napříč celým řádem liší. Experimentální infekce 
potvrzují náchylnost křečků zlatých (Cricetulus griseus) (Sia et al., 2020), zatímco náchylnost 
divokého typu myší je jen velmi omezená (Abdel-Moneim a Abdelwhab, 2020; Dinnon et al., 
2020; Damas et al., 2020). Mé výsledky potvrzují zvýšenou náchylnost křečkovitých hlodavců 
(Cricetidae). Křečkovití hlodavci jsou ve struktuře ACE2 většinou velmi blízké k primátům 
(Příloha 3, 4 a 7), zatímco například zástupci podčeledi pravé myši (Murinae) jsou velmi 
vzdálené a občas se svou terciární strukturou blíží spíše letounům (Příloha 7). Vazebná 
aminokyselinová rezidua a trojrozměrná struktura DPP4 hlodavců jsou od primátů poměrně 
variabilní (Příloha 5). U SARS-CoV byla u některých hlodavců zjištěna snížená náchylnost 
k infekci SARS-CoV kvůli mutacím v oblasti vazby na ACE2. Po změně histidinu 353 a úpravě 
glykosylačního místa ACE2 potkanů však byl převeden ACE2 potkanů na funkční receptor (Li 
et al., 2005). Podčeleď pravé myši (Murinae) rovněž obsahuje z řádu hlodavců ojedinělé mutace 
(Příloha 3 a 4), které by mohly vést ke snížené vazebné afinitě k SARS-CoV-2. Jejich význam 
ale musí být dál zkoumán. 

Experimentální infekce byly provedeny pouze u omezeného počtu sudokopytníků 
(Cetartiodactyla) a ukazují, že prasata domácí (Sus scrofa domesticus) a tur domácí (Bos taurus) 
nemohly být infikovány SARS-CoV-2 (Abdel-Moneim a Abdelwhab, 2020; Schlottau et al., 
2020; Ulrich et al., 2020). Mé výsledky ukazují, že vazebná rezidua ACE2 a DPP4 jsou mezi 
jednotlivými druhy sudokopytníků různě variabilní a jejich terciární struktura je i v rámci 
dendrogramu terciárních struktur modelů různě vzdálená (Příloha 3, 4, 5 a 7), což může 
signalizovat rozdílnou náchylnost živočichů z řádu sudokopytníků. Ta ale musí být potvrzena 
dalšími experimentálními infekcemi. 

U ostatních živočichů nejsou známy provedené experimentální infekce a jejich náchylnost 
můžeme určovat pouze na základě variability vazebných reziduí ACE2 a DPP4 
a prostřednictvím vzdálenosti jejich trojrozměrných struktur receptorů od lidských receptorů 
ACE2 a DPP4 (Příloha 3, 4, 5 a 7). 

U ACE2 byla identifikována zrychlená evoluce u struktur mývala severního (Procyon lotor), 
lamy alpaky (Vicugna pacos), člověka (Homo sapiens) a kočky domácí (Felis catus) 
(Tab. 1 a Obr. 18), což může naznačovat, že receptory těchto variant mohly být v minulosti pod 
selekčním tlakem a mohou tak nyní vykazovat odlišnou reakci při infekci SARS-CoV-2. 
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U DPP4 se jedná o struktury několika letounů, primátů, luskounů, kočkovitých šelem, hlodavců 
a kytovců (Tab. 2 a Obr. 19). Ačkoliv jsou kytovci vodní živočichové a kontakt s koronaviry 
se u nich zdá být nepravděpodobný, byly u nich identifikované gamakoronaviry, které by mohly 
způsobovat potenciální selekční tlak (Woo et al., 2014; Nabi a Khan, 2020). 

Přestože je struktura ACE2 a jeho vazebná afinita k S proteinu SARS-CoV-2 důležitým 
faktorem pro mezidruhový přenos infekce SARS-CoV-2, riziko infekce závisí i na mnoha 
dalších faktorech. Skutečné riziko infekce a rozsah hostitelů SARS-CoV-2 u savců záleží i na 
množství exprese ACE2 (Sun et al., 2020) a DPP4 v jednotlivých tkání, sociální struktuře 
a imunitě jednotlivých druhů zvířat. V budoucích studiích je možné se zabývat právě těmito 
faktory a upřesnit tak riziko infekce SARS-CoV-2 u savců. 
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6 ZÁVĚR 

Cílem mé práce bylo predikovat riziko infekce SARS-CoV-2 u savců na základě vazebné 
afinity receptoru ACE2 a koreceptoru DPP4 k S proteinu SARS-CoV-2. Tohoto cíle se mi 
podařilo dosáhnout pomocí srovnávání aminokyselinových pozic ACE2 a DPP4, které mohou 
mít vliv na vazebnou afinitu k S proteinu SARS-CoV-2, a podpoření výsledků dendrogramem 
terciárních proteinových struktur. Zvýšené riziko infekce SARS-CoV-2 jsem stanovil 
u úzkonosých opic (Catarrhini) s tím, že jsem určil možnou variabilní vnitrodruhovou 
náchylnost k infekci mezi makaky rhesus (Macaca mulatta). Zvýšené riziko infekce SARS-
CoV-2 navíc potvrzuji i u určitých křečkovitých hlodavců (Cricetidae). 

Dalším cílem mé práce bylo i určení zrychlené evoluce struktur ACE2 a DPP4 u savců, které 
by tak mohly mít odlišnou reakci při infekci SARS-CoV-2. Tohoto cíle jsem dosáhl pomocí 
srovnání fylogenetického stromu ACE2 a DPP4 s dendrogramem terciárních struktur modelů. 
Identifikoval jsem tak několik savců, u nichž je možné, že jejich receptory byly v minulosti pod 
selekčním tlakem.  

Na základě výsledků mé práce, která byla provedena in silico, lze odhadovat riziko jednotlivých 
zvířat k infekci a rozsah potenciálních hostitelů SARS-CoV-2. V budoucích studiích je možné 
při určování rizika brát v potaz i další faktory ovlivňující riziko infekce SARS-CoV-2 (např.: 
množství exprese ACE2 a DPP4 v tkáních, sociální strukturu a imunitu jednotlivých živočichů). 
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