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Anotace

Nov¢ identifikovanym betakoronavirem SARS-CoV-2 jsou ohroZeni nejen lidé, ale i n¢které
druhy zvifat, zejména z fadu savcti (Mammalia). Jejich riziko infekce ptitom neni pevné urceno.
Je tudiz dulezité identifikovat ohrozené¢ druhy zvifat a chranit je pfed potencidlnim
mezidruhovym pienosem SARS-CoV-2.

Interakce SARS-CoV-2 sreceptorem ACE2 a koreceptorem DPP4 jsou dulezitymi
ptedpoklady pro rozvoj infekce. Ve své préci jsem se zaméfil na porovnavani strukturnich
vlastnosti a fylogenetickych vztahi ACE2 a DPP4 u rtiznych druhti savcd. Prostiednictvim
serveru TranslatorX jsem sestavil mnohocetné pfifazeni nukleotidovych a aminokyselinovych
sekvenci. Na zdkladé mnohocetného pfifazeni jsem srovnal aminokyselinové pozice ACE2
a DPP4 riznych druhii savch, které mohou ovliviiovat vazbu na SARS-CoV-2. Predikci
proteinovych struktur ACE2 a DPP4 jsem provedl ptfes modelovaci software Phyre2. Pomoci
webového serveru IQTREE jsem rekonstruoval fylogeneticky strom jednotlivych
nukleotidovych sekvenci savci a pomoci programu DalilLite.v5 jsem posoudil podobnost
jednotlivych modelti mezi sebou. Metodu ParaFit jsem vyuzil ke srovnani rychlosti evoluce
sekvence DNA a struktury proteinu.

Vysledky mé prace mohou slouzit jako podklad k predikei rizika infekce SARS-CoV-2
urtiznych druhti savcl. Vysledky poukazuji na zvySené riziko infekce SARS-CoV-2
uzkonosych opic (Catarrhini) a na moznou variabilni vnitrodruhovou nachylnost k infekci mezi
makaky rhesus (Macaca mulatta). Dale potvrzuji zvysenou nachylnost kieCkovitych hlodavca
(Cricetidae) a identifikuji zrychlenou evoluci struktury ACE2 a DPP4 u nékterych Zivocicht.
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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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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACE2 enzym konvertujici angiotensin 2
covid-19 coronavirus disease 2019
DPP4 dipeptidyl peptidaza 4

MERS-CoV  Middle East respiratory syndrome coronavirus

mRNA mediatorova ribonukleova kyselina
NRP1 neuropilin-1

ORF otevieny Cteci ramec

RBD receptorova vazebna doména
RBM motiv vazajici se k receptoru

RNA ribonukleova kyselina

SARS-CoV  severe acute respiratory syndrome coronavirus
SARS-CoV-2 severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
TMPRSS2 transmembranova serinova protedza 2

+ssRNA jednovlaknova ribonukleova kyselina s pozitivni polaritou



1 Uvop

V prosinci roku 2019 bylo v ¢inském mésté Wu-chan zaznamenano nékolik piipadl zapalu plic
s nezndmou pficinou. Izolace viru z epitelu dychacich cest nakazenych jedinct a sekvencni
analyza ukdzaly, ze pivodcem onemocnéni je do té doby nezaznamenany betakoronavirus (Zhu
et al., 2020). Mezinarodni vybor pro klasifikaci virti oficidlné oznacil tento virus jako SARS-
CoV-2 a Svétova zdravotnickd organizace pojmenovala jim zplisobované onemocnéni jako
coronavirus disease 2019 (covid-19) (Gorbalenya et al., 2020; World Health Organization,
2020). B€hem par mésict od prvniho zaznamenaného vyskytu se SARS-CoV-2 stal zdravotni
a socialni hrozbou pro miliony lidi po celém svété a opatieni proti jeho Sifeni vyznamné
narusily svétovou ekonomiku. Od pocatku pandemie bylo do 1. bfezna 2021 zaznamenano
ptiblizné 113,5 miliond ptipadii ndkazy a 2,5 milionu lidskych umrti spojenych s onemocnénim
covid-19 (World Health Organization, 2021).

Ackoliv jsou virem SARS-CoV-2 postizeni pfedevsim lidé, infekce timto virem je prokazana
také u domaécich a divokych zvitat. Zaznamenané ptipady nékazy u zvirat naznacuji, ze doslo
k pravdépodobnému pienosu infekce z ¢lovéka na zvite. Potencialni mezidruhovy ptfenos byl
zaznamenan u psa domaciho (Canis lupus familiaris) (Sit et al., 2020), koCky doméci (Felis
catus) (Zhang et al., 2020b), tygra (Panthera tigris), v (Panthera leo) (McAloose et al., 2020)
anorka amerického (Neovison vison) (Oreshkova et al., 2020; Munnink et al., 2021).
Experimentalni infekce navic potvrzuji vysokou nachylnost urcitych zvifat k ndkaze SARS-
CoV-2. Patii mezi n¢ napiiklad kiecek zlaty (Mesocricetus auratus) (Sia et al., 2020), kocka
domaéci (Felis catus) (Bosco-Lauth et al., 2020; Shi et al., 2020), fretka domaci (Mustela
putorius furo) (Shi et al., 2020; Schlottau et al., 2020), makak rhesus (Macaca mulatta)
(Munster et al., 2020), ko¢kodan obecny (Chlorocebus aethiops) a nékteti dalsi primati (Lu et
al., 2020b; Woolsey et al., 2021).

Z hlediska prevence reverzni zoon6zy, tj. prenosu nakazy z lidi na zvifata, je dulezité stanovit
spektrum moznych hostiteltl viru a predikovat nachylnost jednotlivych druht zvifat k infekci.



1.1 SARS-CoV-2

Virus SARS-CoV-2 je vedle virt severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV)
identifikovanym roku 2002 a Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV)
identifikovanym roku 2012 dal§im vysoce patogennim koronavirem, ktery se Siii v lidské
populaci ve 21. stoleti (Shereen et al., 2020). VSechny tfi viry se pfitom spole¢né fadi do fadu
Nidovirales, podtadu Cornidovirineae, Celedi Coronaviridae, podceledi Orthocoronavirinae
a rodu Betacoronavirus, ktery zahrnuje obalené RNA viry infikujici pfedevSim savce vcetné
Clovéka (Gorbalenya et al., 2020).

Predpoklada se, ze SARS-CoV-2 ma diky svym virologickym vlastnostem (viz kapitola 1.1.2)
mnohem vyssi infekénost nezZ SARS-CoV nebo MERS-CoV. Do lidskych tél se SARS-CoV-2
nejcastéji dostava inhalaci infikovanych kapének pfi tésném mezilidském kontaktu nebo po
kontaktu s infikovanym povrchem, ale pravdépodobné existuje i moznost fekalné-oralniho
pfenosu (Hindson, 2020). Pfipady pfenosu infekce ze zvifat na cClovéka byly dosud
zaznamenany jen ojedinéle (Singla et al., 2020).

K infekci virem jsou nachylni vSichni lidé bez ohledu na vék (Wu a McGoogan, 2020). Starsi
lidé nebo lidé s pritomnosti dalSich onemocnénich maji vétsi pravdépodobnost vzniku
vaznéjSich klinickych pfiznakl, zatimco mladi lidé a déti maji spiSe mirngjsi prubéh
onemocnéni nebo jsou zcela bezptiznakovi. Mezi nejcastéjsi pfiznaky se fadi horecka, suchy
kaSel nebo inava (Wu a McGoogan, 2020).

1.1.1 Fylogeneticka pribuznost SARS-CoV-2

Pti fylogenetickém zkoumani genomové sekvence SARS-CoV-2 bylo zjisténo, Ze sdili nejvyssi
podobnost s betakoronaviry z podrodu Sarbecovirus. Spolecné s izolovanymi viry z vrapenct
(RaTG13, RmYNO02, ZC45 a ZXC21) a z luskountt (Guangxi a Guangdong) se SARS-CoV-2
fadi do odlisné vyvojové linie od SARS-CoV (Obr. 1) (Hu et al., 2020). Se SARS-CoV sdili
podobnost na trovni sekvence RNA pfiblizné ze 79 % as MERS-CoV z 50 % (Lu et al., 2020a).

Nejvyssi podobnost (asi 96,2 %) sdili SARS-CoV-2 s RaTG13 izolovanym z vrapence
prostiedniho (Rhinolophus affinis) (Zhou et al., 2020b). Receptorova vazebnd doména (RBD)
se vSak u RaTG13 podstatné li$i, coz mlze znamenat, Ze se nemusi tak u¢inné vazat na lidsky
receptor (Andersen et al., 2020). Dal§im znamym piibuznym betakoronavirem SARS-CoV-2
je RmYNO2, ktery byl izolovan z vrapence malajského (Rhinolophus malayanus). Jeho cela
genomova sekvence sdili se SARS-CoV-2 podobnost z 93,3 %, zatimco jeho gen ORFlab
vykazuje podobnost az 97,2 % (Zhou et al., 2020a). Kromé toho byly roku 2015 identifikovany
dalsi ptibuzné betakoronaviry ZC45 a ZXC21 u vrapence nejmensiho (Rhinolophus pusillus),
které se rovnéz tadi do stejné vyvojové linie jako SARS-CoV-2 (Hu et al., 2018). Vzhledem
k témto identifikovanym virim muzeme, obdobn¢ jako u SARS-CoV, hledat pravdépodobny
puvod SARS-CoV-2 u letount (Lau et al., 2020).
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Obr. 1: Fylogeneticky strom genomovych sekvenci nékterych betakoronavirt. Upraveno podle Hu et al. (2020).

Stejné jako byli cibetky a velbloudi pravdépodobnymi mezihostiteli u SARS-CoV a MERS-
CoV, tak iu SARS-CoV-2 se ocekava, ze se k lidem dostal ptes mezihostitele (Cui et al., 2019).
Vedle letounti jsou s viry podobnymi SARS-CoV-2 spojeni i luskouni ostrovni (Manis
Jjavanica). Vyzkumnymi tymy z Cinské provincie Guangdong byly pfed vypuknutim pandemie
izolovany neznamé betakoronaviry z mrtvych luskounti (Liu et al., 2019). Jejich genomové
sekvence se az z 91,02 % podobaji sekvenci SARS-CoV-2, pfi€¢emz jejich RBD sdili se SARS-
CoV-2, narozdil od RaTG13, velmi vysokou podobnost a moznou schopnost vazat se na lidsky
receptor (Zhang et al., 2020c). Po propuknuti pandemie byly vyzkumnymi tymy z ¢inské
provincie Guangxi nalezeny dal$i betakoronaviry u luskounti, ale podobnost jejich genomovych
sekvenci se SARS-CoV-2 byla pouze 85,5 % (Lam et al., 2020). V porovndni s letouny, ktefi
jsou bezptiznakovi a koronaviry je neohrozuji na zdravi, se u luskouna projevuji symptomy
onemocnéni (Liu et al., 2019; Lam et al., 2020). To znamena, Ze luskouni nemohou byt
rezervoarem viru, ale virus se k nim dostal od ptirozeného hostitele (Hu et al., 2020). Jejich
role v Sifeni viru tudiz zGstava prozatim nezndma.
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1.1.2 Struktura viru

SARS-CoV-2 je obaleny RNA virus s jednovlaknovym genomem s pozitivni polaritou
(+ssRNA). Pro RNA viry je typicka vysoka frekvence mutaci umozilujici ptizptisobeni se jinym
hostitelim a tedy i vytvoieni Sirokého spektra hostitelti (Woolhouse a Gowtage-Sequeria,
2005). Genomova sekvence SARS-CoV-2 je oproti ostatnim RNA virim s délkou okolo
29,9 kbp jednou z nejdelSich (Lu et al., 2020a). Genom je na 5’-konci zakoncen CepiCkou
chrénici virovou mRNA ptfed imunitnim plisobenim bunék a na 3’-konci polyadenylovou
skupinou. Genom se celkové sklada ze 14 otevienych ctecich ramci (ORF) kédujicich 27
proteini. Geny ORFlab a ORFla na 5'-konci koduji proteiny pplab a ppla, které zahrnuji
dohromady 15 nestrukturnich proteinti pottebnych k replikaci (nspl-nsp10 a nspl12-nsp16).
3’ konec genomu obsahuje Ctyfi strukturni proteiny (S, E, M a N) a osm doprovodnych proteinti
(3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8b, 9b a ORF14) (Obr. 2) (Wu et al., 2020).

IVDC-HB-01/2019 (~29.8kb)

32z. EM 7a8b N

5'UTR | -.l—.'—.— 3UTR

7b  9b orfl4
3860 4141
181 819 2764 3264 3570 3943 4254
e (e s [ I
6799 6453 5926 5325

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

Nukleoprotein (N) je zodpovédny za obaleni RNA, se kterou tak vytvafi ribonukleovy kapsid.
»Spike“ protein (S), obalovy protein (E) a membranovy protein (M) spolecné vytvati virovy
obal. S protein dava virionu charakteristickou podobu pfipominajici slunecni korénu (Obr. 3)
(Mittal et al., 2020).

Membranovy
protein (M)

Obalovy RNA a nukleoprotein (N)
protein (E)

Obr. 3: Schematické zndzornéni struktury SARS-CoV-2. Upraveno podle Mittal et al. (2020).
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S protein je homotrimericky transmembranovy protein o celkové velikosti 1 273 aminokyselin,
ktery zprosttedkovava vstup SARS-CoV-2 do bun¢k pies primarni receptor enzym konvertujici
angiotensin 2 (ACE2). Jedna se tak o hlavni cil protilatek (Hu et al., 2020). S protein obsahuje
dve funkéni podjednotky (Obr. 4). Podjednotka S; je zasadni pro rozpoznani viru na povrchu
bunky a za navazani viru na bunku. Svou strukturou tak urcuje i specifitu hostitelské
bunky. Podjednotka S je zase zodpovédna za fuzi virové a bunééné membrany. Podjednotka
S1 obsahuje signalni peptid (SP), N-terminalni doménu (NTD) a RBD s motivem vazajicim se
k receptoru (RBM), zatimco podjednotka S, obsahuje fuzni peptid (FP), opakujici se heptozu
la 2 (HR1 a HR2), transmembranovou doménu (TM) a cytoplazmatickou doménu (CP)
(Lalchhandama, 2020).

<— RBM

<— Podjednotka S1

<— Podjednotka S2

. E .
Virova membrana

Il N = Il Il I N .
Podjednotka S1 Podjednotka S2
[ R |
1 15 305 330 437 508 521 685 788 806 912 984 1163 1213 1237 1273
[se] N [ | | rBM [ ] | [ /] [ mri [ [owe[iNi] cr ]

Obr. 4: Schematické znazornéni struktury S proteinu u SARS-CoV-2. Upraveno podle Mittal et al. (2020)
a Wang et al. (2020a).

S protein ma mezi koronaviry vysoce variabilni strukturu. Podobnost S proteinu mezi SARS-
CoV-2 a SARS-CoV je na aminokyselinové urovni pouze 76% (Jaimes et al., 2020). Rozs4hlé
studie ukazaly, ze nachylnost hostitell k infekci koronaviry podobnymi SARS-CoV je velmi
zavisla na vazebné afinit¢ mezi virovou RBD a hostitelskym receptorem ACE2 (Li et al., 2005).
U koronavirti podobnych SARS-CoV bylo nalezeno celkem Sest klicovych aminokyselin
v RBM vazajicim se piimo na povrch ACE2. U SARS-CoV-2 se pfitom pét z nich odlisuje od
vazebnou afinitu mezi RBM a ACE2 a tim padem i vyssi infekénost SARS-CoV-2 u nékterych
zivocichi véetné ¢loveka (Wan et al., 2020).
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S protein SARS-CoV-2 je rovnéZz neobvykly v inzerci ¢tyf aminokyselin, které vytvari sekvenci
aminokyselin $tépenou peptidazou furinem (RRAR) na rozhrani mezi podjednotkami S; a S»
(Walls et al., 2020). Tato sekvence aminokyselin je v poddruhu Sarbecovirus pro SARS-CoV-
2 zcela ojedinéla. Podobna inzerce aminokyselin, ale neti€¢innd, byla objevena jen u netopyiiho
viru RmYNO2 (Zhou et al., 2020a). Role sekvence aminokyselin Stépenou peptiddzou furinem
je dosud neobjasnéna. Studie naznacuji, ze by mohla snizovat celkovou stabilitu SARS-CoV-2
a usnadnovat pfijeti oteviené konformace pro vazbu na ACE2 (Wrobel et al., 2020).

1.1.3 Vstup viru do bunék

Virus nejdiive a nejvice postihuje epitelové a alveolarni buiiky dychaci soustavy. Kromé toho
ale bylo prokézano, ze miize poskozovat také dalsi orgdnové soustavy. Mezi né patfi travici
soustava, urogenitalni soustava, centralni nervova soustava nebo ob¢hova soustava (Zhang et
al., 2020d).

Vstup SARS-CoV-2 do bunék zavisi predevsim na vazebné afinité RBD virového S proteinu
vstup SARS-CoV-2 do bunék (Scialo et al., 2020), studie ukazuji, Ze RBD SARS-CoV-2 méa
potencialn¢ vysokou afinitu také k dipeptidyl peptidaze 4 (DPP4) (Vankadari a Wilce, 2020).
DPP4 se projevuje jako potencialni koreceptor, ktery muze hrat podstatnou roli pii vstupu
SARS-CoV-2 do bun¢k a ovliviiovat prubéh infekce (Solerte et al., 2020; Vankadari a Wilce,
2020). Jako dalsi alternativni receptor byl ze zacatku pandemie urcen i receptor CD147 (Wang
et al., 2020b). Naslednymi vyzkumy ale bylo zjisténo, Ze po jeho odstranéni z povrchu plic se
nachylnost k infekci nijak neméni. Jeho role tedy ziistava nejasnd (Shilts et al., 2021). Vedle
CD147 byl v nedavné dobé zkouman neuropilin-1 (NRP1), ktery pravdépodobné usnadiiuje
vstup viru do bunék. Je totiz schopen vazat substraty Stépené furinem a jeho blokace snizuje
virovou infekci v bunééné kulture. Znalosti o roli NRP1 pfii infekci SARS-CoV-2 jsou vSak
stale omezené a dand problematika vyzaduje dalsi vyzkum (Cantuti-Castelvetri et al., 2020;
Daly et al., 2020).

Pro vstup SARS-CoV-2 do bun¢k je kromé receptoru potieba i proteolytického Stépeni
S proteinu, na ¢emz se podili n¢které protedzy. Pti aktivaci S proteinu byla napiiklad potvrzena
dilezitost transmembranové serinové protedzy 2 (TMPRSS2), kterd je hojné vyluovana
s ACE2 v n¢kolika tkdnich. Kromé ni zavisi aktivace S proteinu i na cysteinovych proteazach
katepsinu B a L a potencidlné i furinu (viz kapitola 1.1.2) (Hoffmann et al., 2020; Wrobel et al.,
2020).

Poté, co se S protein SARS-CoV-2 navaze na ACE2, nastava receptorem zprostiedkovana
endocytéza. Vytvoii se endozom, odkud se pusobenim katepsinu B nebo L aktivuje S protein
SARS-CoV-2. Tim se usnadni membranova fuze a uvolnéni virové +ssRNA z endozomu.
Alternativné miZe dojit k proteolytickému Stépeni S proteinu protedzou TMPRSS2 na povrchu
hostitelské buniky, coz mize vyvolat ptimou fuzi membrany a uvolnéni virové +ssRNA do
cytoplazmy (Hoffmann et al., 2020; Mahmoud et al., 2020).
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1.2 Bunécné receptory ACE2 a DPP4

Struktura a vlastnosti bunéénych receptort jsou diilezitymi faktory, které ovliviiuji spektrum
hostitell a patogenitu SARS-CoV-2 (Cui et al., 2019; Gao a Zhang, 2020).

Transmembranovy protein ACE2 je zodpovédny za Stépeni angiotenzinu Il na angiotenzin 1-7,
¢imz snizuje krevni tlak v téle. Pasobi tak proti u¢inku konvertujiciho angiotenzinu (Gheblawi
et al., 2020). Kromé toho bylo prokazano, ze ACE2 slouZi jako vstupni receptor vird SARS-
CoV, HCoV-NL63 a SARS-CoV-2 (Li et al., 2003; Hofmann et al., 2005; Zhang et al., 2020a).
ACE2 se nachazi na bunkach srdce, tepen, plic, ledvin a stfev. Jednd se pfitom o vysoce
konzervovany receptor mezi zivoCichy, zejména mezi savci, coz muze piredurcovat rozsahlé
spektrum potencialnich hostitelit SARS-CoV-2 (Fu et al., 2020).

Strukturné¢ je ACE2 homodimer tvofici komplex s transmembranovym ptrenaSeCem
aminokyselin BOAT1 (Gheblawi et al., 2020). RBD SARS-CoV-2 je rozeznavana peptidazovou
doménou ACE2 ptedevsim pomoci polarnich rezidui (Obr. 5) (Yan et al., 2020).
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Obr. 5: Struktura komplexu RBD-ACE2-BOAT1 (PDB ID: 6M1D). Protomery RBD jsou vyznaceny oranzoveé
a zluté¢, ACE2 fialov¢ a modie a BOAT1 rGizove a bile. Prevzato z Yan et al. (2020).
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DPP4 (t¢z CD26) je transmembranovy glykoprotein, ktery tvofi nedilnou soucast metabolismu
glukdzy a regulace imunitniho systému. Stépenim aminoterminalnich peptidii totiz sehravé
dilezitou roli pfi aktivaci T-lymfocytti. DPP4 je exprimovana mnoha endotelnimi a epitelnimi
tkdnémi. Podobné jako u ACE2 se jedna napiiklad o tkan¢ ledvin, jater, plic a sttev (Klemann
et al., 2016). Strukturné je DPP4 homodimer.

Pti propuknuti epidemie zptisobené MERS-CoV se zjistilo, Ze DPP4 slouzi jako funk¢ni
receptor umoziujici vstup MERS-CoV do bunck (Raj et al., 2013). Molekularni interakce
S proteinu SARS-CoV-2 s lidskym DPP4 (Obr. 6) ukazuje, ze i ptes rozdilnou RBD ma SARS-
CoV-2 podobnou interakci s DPP4 jako MERS-CoV. SARS-CoV-2 totiz na rozdil od SARS-
CoV sdili s MERS-CoV klicové aminokyseliny, které mu umoziuji potencidlni vazbu na DPP4
(Li et al., 2020; Vankadari a Wilce, 2020) . Jedna se pfedevsim o podstatnou inzerci E484
a dalsi ptilehlé mutace. Kli¢ova rezidua DPP4 ucastnici se vazby na S protein SARS-CoV-2
jsou vysoce konzervovana u mnoha druhti savct (Li et al., 2020).

Obr. 6: Predikovana interakce mezi S proteinem SARS-CoV-2 (bile) a DPP4 (oranzove). Upraveno podle
Vankadari a Wilce (2020).
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2 HYPOTEZA A CiLE PRACE

Ma hypotéza je zaloZena na tom, Ze riziko infekce SARS-CoV-2 u savct a spektrum moznych
hostitelil 1ze ¢aste¢né predurcit na zéklad¢ srovnani strukturnich vlastnosti a fylogenetickych
vztahti receptorit ACE2 a DPP4 u riiznych druhi savc.

Hlavni cile této prace:

e Srovnat aminokyselinové pozice dulezité pro vazbu ACE2 a DPP4 na S protein SARS-
CoV-2 mezi jednotlivymi sekvencemi savci za uclelem predikce mozného
mezidruhového pienosu.

e Rekonstruovat fylogeneticky strom receptorit ACE2 a DPP4 savcti.

e Predikovat terciarni proteinovou strukturu receptori ACE2 a DPP4 u savci, srovnat
terciarni struktury vytvorenych modell a vytvofit jejich dendrogram.

e Srovnat fylogeneticky strom s dendrogramem tercidrnich proteinovych struktur za
ucelem srovnani rychlosti evoluce sekvence DNA a struktury proteinu a identifikace
zivocicht, u nichz je vyznamné odliSna terciarni struktura receptoru od fylogenetického
stromu na zakladé DNA.

16



3 METODIKA

3.1 Vyhledavani sekvenci v databazi

K vyhledani nukleotidovych sekvenci jsem pouzil vefejné dostupnou databazi GenBank
(Benson et al., 2013) spravovanou Narodnim centrem pro biotechnologické informace (NCBI).
Americkd Genbank je spolecné s databazi 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) soucasti mezinarodniho konsorcia (International
Nucleotide Sequence Database Collaboration). V ramci této spoluprace si jmenované databaze
denné vymeénuji veskeré zmény v datech, aby zajistili, ze bude po celém svété k dispozici
jednotna a Gplna sbirka sekvenc¢nich dat (Benson et al., 2013).

Nevyhodou téchto databézi je, ze kvili velkému objemu prochazejicich dat museji byt nutné
nemoderované. To znamena, Ze do nich mtize piispivat kdokoli, pokud splni minimalni kladené
pozadavky (napf. strojove ¢itelny format sekvenci), a spravce databaze vlozena sekvencéni data
nekontroluje (Cvrckova, 2006). Z toho divodu je dulezité zhodnotit jejich kvalitu pred dalsi
manipulaci.

Prosttednictvim webového uzivatelského rozhrani (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
jsem si v databazi GenBank vyhledal vSechny dostupné nukleotidové sekvence mRNA geni
ACE2 a DPP4 u savcii. Kodujici sekvence jsem nasledné stahl ve formatu FASTA (Obr. 7),
coz je roz§ifeny textovy format pro zapis nukleotidovych nebo aminokyselinovych sekvenci.

>NM_021804.3 Homo sapiens
ATGTCAAGCTCTTCCTGGCTCCTTCTCAGCCTTGTTGCTGTAACTGCTGCTCAGTCCACCA
TTGAGGAACAGGCCAAGACATTTTTGGACAAGTTTAACCACGAAGCCGAAGACCTGTTCTA
TCAAAGTTCACTTGCTTCTTGGAATTATAACACCAATATTACTGAAGAGA...

Obr. 7: Priklad zapisu nukleotidové sekvence ve formatu FASTA.

3.2 Mnohocetné prirazeni sekvenci

Mnohocetné piifazeni sekvenci (multiple sequence alignment) patii mezi nej¢astéji vyuzivané
nastroje v oblasti bioinformatiky. Pouziva se pro posouzeni podobnosti tii a vice homolognich
nukleotidovych nebo aminokyselinovych sekvenci. Sekvence v ném jsou zapsané tak, aby se
na sob¢ odpovidajicich pozicich vyskytovaly, je-li to mozné, stejné nebo podobné
aminokyseliny. Na zakladé mnohocetného pfifazeni miizeme poté posuzovat funkéni vyznam
konkrétnich pozic nebo testovat hypotézy o jejich evolu¢ni minulosti (Cvré¢kova, 2006).

K translaci nukleotidovych sekvenci a sestaveni mnohocetného pfifazeni sekvenci jsem pouzil
webovy server TranslatorX (http://translatorx.co.uk/) (Abascal et al., 2010). Bézné mnohocetné
pritazeni sekvenci srovnava podobnost sekvenci na trovni nukleotid. Nukleotidové sekvence
kodujici proteiny se vSak vyvijeji jako kodony a sekvencni podobnost se snizuje rychleji na
urovni nukleotidii nez na irovni aminokyselin. Z toho diivodu jsou pro nukleotidové sekvence
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kodujici proteiny piesnéj$i mnohocetné ptifazeni, kterd jsou zalozena na aminokyselinovych
translacich, ¢ehoz vyuziva TranslatorX. Do vstupnich dat jsem vlozil list vybranych
nukleotidovych sekvenci ACE2 a DPP4 ve formatu FASTA. Jako preferovanou metodu
vypoctu serveru jsem ur¢il MAFFT (Katoh a Standley, 2013) apouziti univerzalniho
genetického kodu.

Organizaci a analyzu sekvencnich dat jsem provedl v softwaru Geneious Prime 2020.0.4
(Kearse et al., 2012). Kvalitativni zhodnoceni sekvenci jsem provadél na zakladé jejich pavodu,
posouzeni jejich délky s délkou ostatnich sekvenci, podobnosti se sekvencemi stejného druhu
zivocicha a srovnani jejich struktury s umisténim exonti referen¢nich sekvenci ¢lovéka (Gene
ID: 1803 u DPP4 a 59272 u ACE2). Nevyhovujici sekvence jsem odstranil.

Vytvorend nukleotidovd a aminokyselinova mnohocetnd pfifazeni jsem pomoci softwaru
Geneious zkratil na zaklad¢ sekvence templatd pouzivanych pii predikei trojrozmérnych
struktur proteinti. Experimentalni metody vétSinou neumoznuji sestavit strukturu celé délky
receptorti, a proto jsem zkratil nukleotidové a aminokyselinové sekvence pouze na
extracelularni ¢ast templath. Strukturu pouzitych templati s PDB ID 6M17 u ACE2 a s PDB
ID 2G5TA u DPP4 jsem si stahl z RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) a zobrazil
v softwaru UGENE 36.0.

3.3 Predikce moZného mezidruhového pienosu

Z vytvoteného mnohocetného pfifazeni aminokyselinovych sekvenci ACE2 jsem pro dalsi
analyzu extrahoval pozice aminokyselin, u kterych bylo prokazéno, Ze jejich substituce
ovliviiuji vazbu S proteinu SARS-CoV-2 na lidsky ACE2. Konkrétné jsem se zabyval
36 pozicemi ACE2, u jejichZ substituci byl pfedurcen vliv na zvyseni vazebné afinity receptoru
k S proteinu SARS-CoV-2 (121V, 121T, 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 jejichz substituci byl pfedurcen vliv na
snizeni vazebné afinity receptoru k S proteinu SARS-CoV-2 (121V, E23K, K26R, K26E,
T27A, K31R, N33I, H34R, E35K, E37K, D38V, S43R, Y50F, N51S, N51D, N58H, M62V,
K68E, F72V, M821, 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 vytvoreného mnohocetného pfiifazeni aminokyselinovych sekvenci DPP4 jsem pro dalsi
analyzu extrahoval 11 pozic aminokyselin, u nichz bylo predikovano, ze se icastni vazby na
S protein SARS-CoV-2 (K267, Q286, 1287, T288, L294, 1295, R317, R336, N338, V341
a Q344) (Vankadari a Wilce, 2020; Li et al., 2020).

Zivogichy jsem nasledné sefadil podle substituci danych pozic vi¢i ¢lovéku, abych pieduréil

moznost mezidruhové infekce (Cho a Son, 2019). Cim je pocet substituci vici clovéku nizsi,
tim je mozné vétsi riziko pfenosu infekce z cloveéka na daného Zivocicha.
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3.4 Fylogeneticka analyza

Fylogenetickd analyza se zabyva rekonstrukci vztahti podobnosti mezi jednotlivymi
sekvencemi. Zvlastni pozornost se pfitom vénuje rekonstrukci fylogenetickych stroma.
Fylogenetickou analyzu jsem provadél prostiednictvim IQ-TREE v1.6.12, ktery provadi
analyzy na zdklad¢ statistické metody maximalni vérohodnosti na webovém serveru
http://igtree.cibiv.univie.ac.at/ (Trifinopoulos et al., 2016).

Do vstupnich dat jsem nahral upravené mnohocetn¢ ptirazeni nukleotidovych sekvenci ACE2
a DPP4 ve formatu FASTA. Dalsim dulezitym krokem byl vybér substitu¢niho modelu, ktery
urcyje, s jakou frekvenci je na konkrétnich pozicich v mnohocetném pftifazeni mozny vyskyt
substituci. IQ-TREE nabizi mozZnost vyhledani nejvhodnéj$iho substitu¢niho modelu
implementovanym nastrojem ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017). Pii sestavovani
fylogenetického stromu je rovnéz dulezité zhodnoceni jeho divéryhodnosti. K tomu se
nejbeznéji pouziva vzorkovaci metoda bootstrapping (Hoang et al., 2018), ktera testuje
odolnost jednotlivych vétvi viici mirné zmeéné vstupnich dat (Cvrckova, 2006). Celkové jsem
zvolil vygenerovani 1 000 mnohocetnych piifazeni sekvenci s pozménénymi vstupnimi daty.
U dal$ich parametra analyzy jsem nechal vychozi hodnoty. Vytvoteny fylogeneticky strom ve
formatu 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: Priklad zapisu ¢asti fylogenetického stromu ve formatu NEWICK, ktery zaznamenava délku jednotlivych
sekvenci a vzajemné propojeni uzli.

3.5 Homologni modelovani

Predikce trojrozmérné struktury proteint pfedstavuje na poli bioinformatiky dlouholety a velmi
slozity problém, ktery dosud neni zcela vyfesen. Diive se pfedpoklédalo, Ze primérni struktura
proteini bezvyhradné urCuje jejich trojrozmérnou strukturu. Dnes je ale znamo, ze pfi
sestavovani funk¢ni struktury hraji roli i specifické podminky v buiice a jeji typ. Presto lze vSak
predpokladat, ze proteiny o podobné sekvenci budou mit sklon zaujimat podobné prostorové
uspotadani. Moderni metody vyuzivaji tohoto predpokladu a ptredpovidaji trojrozmérnou
strukturu proteinu na zaklad¢ experimentalné zjiSténé struktury proteinu s podobnou sekvenci
(tzv. homologni modelovani) (Cvrckova, 2006).

Pro homologni modelovani proteint jsem si vybral webovy server Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/), ktery je charakteristicky uzivatelskou piivétivosti,
dostupnosti pro Sirokou veiejnost a pomérné vysokou presnosti v porovnani s ostatnimi vetejné
pristupnymi servery a programy (Kelley et al., 2015).
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Phyre2 modeluje proteiny ve dvou modech, médu Normal a modu Intensive. Normal mod se
od Intensive mddu odliSuje v tom, Ze k sestaveni modeltl pouZziva pouze jeden nalezeny templat,
ktery je zvolen na zéklad¢ jeho sekvencni podobnosti se zadanou sekvenci a vypocitané
pravdépodobnosti, Ze se jedna o homologni protein zadané sekvence. Intensive méd se pouziva
pro sekvence, u nichz je kryti nejpodobnéjsiho templatu se zadanou sekvenci nizké a u nichz je
z toho diivodu potieba vice riznych templath k namodelovani celé délky sekvence (Kelley et
al., 2015). Béhem modelovani jsem vyuzival méd Normal, aby byly templaty identické u vSech
modelovanych sekvenci.

Normal mdéd pracuje v n€kolika fazich (Obr. 9). Nejdiive dochdzi pomoci metody HHblits
(Remmert et al., 2012) k uréeni evolu¢niho profilu zadané sekvence. Evolu¢ni profil zachycuje
preferenci aminokyselinovych zbytkl v kazdé poloze. Evoluc¢ni profily jsou nésledné vyuzity
metodou PSIPRED (Jones, 1999) k predikci sekundéarni struktury sekvence. Evolu¢ni profily
jsou poté spolecné s predikovanymi sekundarnimi strukturami konvertovany do skrytého
Markovova modelu. Vytvofeny skryty Markoviiv model je skenovan metodou HHsearch
(Soding, 2005) proti databazi modeli proteini o znamé struktute k uréeni nejpodobnéjsiho
templatu. Nalezeny templat tvoifi zaklad, podle kterého je zadany protein namodelovan.
Ptipadné delece a inzerce jsou modelovany pouzitim knihovny kratkych aminokyselinovych
usekl. Poslednim krokem homologniho modelovani Phyre2 je ptidani postrannich fetézct
aminokyselin (Kelley et al., 2015). Vystupnim formatem Phyre2 jsou PDB modely.

— Evolucni profil
ESnans HHblits
sekvence
PSIPRED
Finalni model
WAAAA Skryty Markoviiv
Predikce sekundarni model
struktury

Pridani postrannich HHsearch
fetézch

Modelovani Zaklad

inzerci a deleci( modelu
Sefazeni zadané sekvence a templatu

Obr. 9: Schematické znazornéni algoritmickych fazi Normal modu Phyre2. Upraveno podle Kelley et al. (2015).
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3.6 Srovnani struktur modelu

Ke srovnéani predikovanych terciarnich struktur proteint a tvorbé jejich dendrogramil jsem
pouzil program DaliLite.v5 (Holm, 2020), ktery porovnava struktury proteinii na zékladé¢
matice vzdalenosti. K vypoc¢tu matice vzdalenosti aminokyselinovych zbytki pouziva metoda
DALI trojrozmérné kartezidnské soufadnice Coa atoml kazdého proteinu. Kromé toho
vypocitava i skore strukturni podobnosti mezi jednotlivymi strukturami (Z-score) (Holm et al.,
2006).

DaliLite nabizi rizné moznosti prace s trojrozmérnymi strukturami. J& jsem vyuzil zptisob all-
against-all, ktery srovnava vSechny struktury mezi sebou. Pfed nahranim jednotlivych souborii
s modely je ale nutné upravit nazvy téchto soubort na liSici se pétimistné kody s vyznacenym
hlavnim fetézcem (A). Zarovei je programem vyzadovan seznam obsahujici pétimistné kody
soubort s odpovidajicimi plivodnimi ndzvy sekvenci (Obr. 10). Tuto upravu jsem provedl
pomoci programovaciho jazyka R 4.0.4 ve vyvojovém prostiedi 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: Ukazka seznamu modeli ACE2 potfebného pro spusténi all-against-all srovnani modelt v DaliLite.

V linuxovém prostiedi jsem nasledné pomoci for cyklu v jazyce BASH importoval vSechny
PDB soubory modelt do podslozek ACE2 a DPP4 slozky DaliLite.v5 (Obr. 11). Importované
soubory modeli se ptfevedly do programem citelného formatu DAT.

# import soubori modeli 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 soubori modeli 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: Piikazy pro import soubord modeltt ACE2 a DPP4 do programu DaliLite.

Do slozky DaliLite.v5 jsem pfemistil textové soubory se seznamy modeli (ACE2_seznam.txt,
DPP4 seznam.txt) a ndsledné jsem pomoci piikazii (Obr. 12) spustil all-against-all srovnani
vSech modelti uvedenych v jednotlivych seznamech.
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# prikaz pro spusténi all-against-all srovnani modeli ACE2
./bin/dali.pl --matrix --query ACE2_seznam.txt --datl ACE2 --clean
# prikaz pro spusténi all-against-all srovnani modeli DPP4
./bin/dali.pl --matrix --query DPP4_seznam.txt --datl DPP4 --clean

Obr. 12: Piikazy pro spusténi all-against-all srovnani modeli ACE2 a DPP4.

Z vystupnich dat programu jsem se zabyval dendrogramem terciarnich struktur modelt ve
formatu NEWICK a teplotni mapou ve formatu HTML, ktera znazornuje vzajemnou podobnost
modeld. Strukturni dendrogramy jsem si zobrazil v programu FigTree v1.4.4 a teplotni mapy
jsem si vizualizoval prostfednictvim Pythonu 3.8.8 s nainstalovanou knihovnou plotly 4.14.3.

3.7 Srovnani rychlosti evoluce sekvence DNA a struktury proteinu

Srovnani rychlosti evoluce DNA a struktury proteinu jsem provedl prostfednictvim
modifikované metody ParaFit (Legendre et al., 2002), cozZ je bézn¢ pouzivany test k prokazani
koevoluce mezi parazity a jejich hostiteli. K nalezeni rozdilti v rychlosti evoluce jsem stanovil
alternativni nulovou hypotézu, kterd zni, Ze sekvence DNA daného zivocicha ve
fylogenetickém stromu a jeho terciarni struktura v dendrogramu neni v asociaci.

Pro srovnani jsem pouzil metodu ParaFit, kterd je soucasti balicku ape v5.4-1 (Paradis
a Schliep, 2019), a pro upravu fylogenetickych stromt jsem pouzil funkce balicku phytools
v0.7-70 (Revell, 2012). Do prostiedi RStudio 1.3.1093 jsem poté nacetl tabulku asociaci,
fylogeneticky strom ve formatu NEXUS a dendrogram terciarnich struktur modeld ve formatu
NEXUS. V pfedem vytvofené tabulce asociaci jsou zaznamenany jednotlivé asociace mezi
nukleotidovou sekvenci ve fylogenetickém stromu a jejim piislusSnym modelem v dendrogramu
terciarnich struktur modelll. Asociace jsou v tabulce na jednotlivych fadcich oddélené
tabulatory.

Z fylogenetického stromu a dendrogramu terciarnich struktur model byly vypocitany matice
vzdalenosti a ztabulky asociaci byla vypocitana matice hlavnich soufadnic. ParaFit
zkombinuje vSechny tyto matice do jedné Ctvercové matice. U jednotlivych asociaci nasledné
srovnava hodnoty na jejich hlavni diagonale a vypocitava jejich p-hodnotu. Vzhledem k mé
modifikované nulové hypotéze jsem p-hodnotu p upravil pomoci rovnice (1) tak, aby
detekovala p-hodnoty p’ na opa¢nou stranu nez pii vychozim testu.

p=1-p (1)

Na zaklad¢ vypocitané p-hodnoty p’ jsem urcil pravdépodobnost, zda dané dva prvky jsou, nebo
nejsou v asociaci. Je-li p-hodnota p’ < 0,05, dané prvky nejsou v asociaci a je podpoiena
modifikovana nulova hypotéza. Je-li vypocitana p-hodnota p’ > 0,05, dané prvky jsou v asociaci
a modifikovana nulova hypotéza je zamitnuta (Obr. 13).
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#nacteni balicku ape v5.4-1 a phytools v0.7-70
library(ape)
require(phytools)

#nacteni 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')

#vypocet matice hlavnich soufadnic

aso2 = table(aso)
attributes(aso2)$class <- "matrix"

#vypocet matice vzdalenosti z fylogenetického stromu a dendrogramu terciarnich struktur modeli
fylo.D = cophenetic.phylo(fylo)
mod.D = cophenetic.phylo(mod)

#spusténi funkce ParaFit a uloZeni vysledkii

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 spusténi funkce ParaFit a zapsani vysledkd.
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4 VYSLEDKY

4.1 Sekvence a jejich mnohocetné prirazeni

Po vyhledani sekvenci v databazi GenBank a jejich kvalitativnim zhodnoceni jsem k dal§imu
vyzkumu vyuzil celkem 220 nukleotidovych mRNA sekvenci receptoru ACE2 a 192
nukleotidovych mRNA sekvenci receptoru DPP4. U ACE2 a DPP4 byly zkoumény sekvence
prislusici savcim ztadu ptakofitni (Monotremata), kunovci (Dasyuromorphia), vacice
(Didelphimorphia), malozubi (Diprotodontia), chudozubi (Xenarthra), tany (Scandentia), zajici
(Lagomorpha), hlodavci (Rodentia), primati (Primates), hmyzozravci (Eulipotyphla), luskouni
(Pholidota), Selmy  (Carnivora), lichokopytnici  (Perissodactyla), sudokopytnici
(Cetartiodactyla) a letouni (Chiroptera). U ACE2 byl navic zkouméan slon africky (Loxodonta
africana) ztddu chobotnatci (Proboscidea) a u DPP4 byly zkoumany i sekvence pfislusici
saveium zfadu letuchy (Dermoptera), bércouni (Macroscelidea), hrabac¢i (Tubulidentata)
a afrosoricidi (Afrosoricida). Konkrétni druhy savct a ptistupova identifikacni ¢isla sekvenci
jsou zaznamendny v Piiloze 1 a 2.

Upravené mnohocetné pfifazeni nukleotidovych sekvenci ACE2 mélo celkovou délku
2 178 bp. Parova identita nukleotidovych sekvenci €inila 86,8 %. Mezi sekvencemi bylo 29,9 %
nevariabilnich pozic. Upravené mnohocetné ptifazeni aminokyselinovych sekvenci ACE2
mélo celkovou délku 726 aminokyselinovych rezidui. Parova identita aminokyselinovych
sekvenci Cinila 83,1 % a bylo mezi nimi 29,2 % identickych pozic.

Upravené mnohocetné ptifazeni nukleotidovych sekvenci DPP4 mélo celkovou délku 2 253 bp.
Péarova identita nukleotidovych sekvenci cinila 88,5 %. Mezi sekvencemi bylo 32,8 %
nevariabilnich pozic. Upravené mnohocetné pfifazeni aminokyselinovych sekvenci DPP4
mélo celkovou délku 751 aminokyselinovych rezidui. Parova identita aminokyselinovych
sekvenci €inila 86,3 % a bylo mezi nimi 32,0 % identickych pozic.

4.2 Srovnani aminokyselinovych pozic

4.2.1 Srovnani aminokyselinovych pozic ACE2 zvySujicich vazebnou afinitu

Srovnani 36 aminokyselinovych pozic ACE2, u jejichZ substituci byl pfedurcen vliv na zvyseni
vazebné afinity k S proteinu SARS-CoV-2, ukazalo, ze vuci clovéku maji sekvence
hmyzozravce (Eulipotyphla) 18 substituci, sekvence kunovce (Dasyuromorphia) 17 substituci,
sekvence malozubych (Diprotodontia) 16-15 substituci, sekvence letountii (Chiroptera) 16-10
substituci, sekvence ptakofitnych (Monotremata) 15 substituci, sekvence chobotnatce
(Proboscidea) 13 substituci, sekvence Selem (Carnivora) 13-6 substituci, sekvence vacice
(Didelphimorphia) 12 substituci, sekvence tan (Didelphimorphia) 11-10 substituci, sekvence
hlodavcii (Rodentia) 11-3 substituce, sekvence chudozubych (Xenarthra) 10 substituci,
sekvence sudokopytnikl (Cetartiodactyla) 10-5 substituci, sekvence primati (Primates) 10-0
substituci, sekvence lichokopytnikii (Perissodactyla) 7 substituci, sekvence luskounti
(Pholidota) 7 substituci a sekvence zajici (Lagomorpha) 6-4 substituci.
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Z Selem vykazovala nejmensi variabilitu celed’ kockoviti (Felidae), kterda ma vici ¢clovéku
pouze 7-6 substituci. U posuzovanych aminokyselinovych pozic ostatnich Selem bylo
identifikovano 13-10 substituci. U sekvenci hlodavci byl nejmensi pocet substituci vuci
Clovéku (4-3 substituce) identifikovan u sekvenci celedi rypoSoviti (Bathyergidae),
osmakovitych (Octodontidae) a nékterych sekvenci kieckovitych hlodavet (Cricetidae).
Hlodavci zpodceledi pravé mySi (Murinae) naopak vykazovaly vysokou variabilitu
v posuzovanych aminokyselinovych pozicich, tj. 10-8 substituci. Z 55 sekvenci primata
(Primates) mélo 48 sekvenci uzkonosych opic (Catarrhini) 1-0 substituci vici clovéku.
Ploskonosé opice (Platyrrhini, Ceboidea) mély vici clovéku 4-3 substituce. Zbyvajici sekvence
komby usaté (Otolemur garnettii), néartouna filipinského (Carlito syrichta) a sifaky
Coquerelova (Propithecus coquereli) mély popotadé 10, 7 a 5 substituci.

Pomoci srovnani konkrétnich aminokyselinovych pozic ACE2 zvySujicich vazebnou afinitu
k S proteinu SARS-CoV-2 jsem navic identifikoval mutaci K26R, ktera by mohla zvysSovat
nachylnost k infekci gibona stifibrného (Hylobates moloch) a gibona bélolicého (Nomascus
leucogenys). Mutace T27A a H378R nékterych makaki rhesus (Macaca mulatta) by také mohly
zvySovat jejich nachylnost k infekci. Srovnani konkrétnich aminokyselinovych pozic ACE2
zvySujicich vazebnou afinitu k S proteinu SARS-CoV-2 a soucet substituci u konkrétnich
sekvenci je zaznamenan v Pfiloze 3.

4.2.2 Srovnani aminokyselinovych pozic ACE2 snizujicich vazebnou afinitu

Srovnani 26 aminokyselinovych pozic ACE2, u jejichz substituci byl pfedurcen vliv na snizeni
vazebné afinity k S proteinu SARS-CoV-2, ukazalo, Ze viici ¢lovéku maji sekvence letount
(Chiroptera) 10-5 substituci, sekvence chudozubych (Xenarthra) 9 substituci, sekvence
hmyzozravcu (Eulipotyphla) 9 substituci, sekvence kunovce (Dasyuromorphia) 9 substituci,
sekvence chobotnatce (Proboscidea) 8 substituci, sekvence ptakofitnych (Monotremata)
8 substituci, sekvence malozubych (Diprotodontia) 8 substituci, sekvence Selem (Carnivora) 8-
3 substituci, sekvence hlodavci (Rodentia) 8-2 substituce, sekvence lichokopytnikl
(Perissodactyla) 6 substituci, sekvence tan (Scandentia) 6 substituci, sekvence sudokopytnikli
(Cetartiodactyla) 6-4 substituci, sekvence primatii (Primates) 6-0 substituci, sekvence luskounti
(Pholidota) 5 substituci, sekvence vacice (Didelphimorphia) 5 substituci a sekvence zajicl
(Lagomorpha) 4-2 substituce.

Z selem vykazovala nejmensi variabilitu celed’ kockoviti (Felidae), kterda ma vici ¢loveku
pouze 3 substituce. U posuzovanych aminokyselinovych sekvenci ostatnich Selem bylo
identifikovano 8-5 substituci. U sekvenci hlodavcl byl nejmensi pocet substituci viici clovéku
(2-3) identifikovan u nékterych sekvenci Celedi tarbikoviti (Dipodidae), rodu hrabos (Microtus)
a nékterych sekvenci kieckovitych zastupct hlodavci (Cricetidae). Z 55 sekvenci primati
(Primates) mélo 48 sekvenci uzkonosych opic (Catarrhini) 1-0 substituci vici ¢loveéku.
Ploskonosé opice (Platyrrhini, Ceboidea) mély viici ¢loveéku 2 substituce. Zbyvajici sekvence
komby usaté (Otolemur garnettii), néartouna filipinského (Carlito syrichta) a sifaky
Coquerelova (Propithecus coquereli) mély popotadée 6, 6 a 2 substituce.
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Pomoci srovnani konkrétnich aminokyselinovych pozic ACE2 zvySujicich vazebnou afinitu
k S proteinu SARS-CoV-2 jsem navic identifikoval mutaci T27A. Ta by mohla snizovat
vazebnou afinitu k sekvenci makaka rhesus (Macaca mulatta) s ptistupovym kdédem
MT663960.1. Srovnani konkrétnich aminokyselinovych pozic ACE2 snizujicich vazebnou
afinitu k S proteinu SARS-CoV-2 a soucet substituci u konkrétnich sekvenci je zaznamenan
v Ptiloze 4.

4.2.3 Srovnani aminokyselinovych pozic DPP4 ucastnicich se vazby

Srovnani 11 aminokyselinovych pozic DPP4, u kterych byla pifedurcena ucast na vazbé na
S protein SARS-CoV-2, ukdzalo, ze vic¢i Clovéku maji sekvence Selem (Carnivora) 8-6
substituci, sekvence ptakofitnych (Monotremata) 7 substituci, sekvence hlodavct (Rodentia) 7-
4 substituci, sekvence chudozubého (Xenarthra) 6 substituci, sekvence afrosoricida
(Afrosoricida) 4 substituce, sekvence vacice (Didelphimorphia) 4 substituce, sekvence
sudokopytnikii (Cetartiodactyla) 4-2 substituce, sekvence letount (Chiroptera) 4-0 substituci,
sekvence tan (Scandentia) 3 substituce, sekvence luskount (Pholidota) 3 substituce, sekvence
bércouna (Macroscelidea) 2 substituce, sekvence hmyzozravce (Eulipotyphla) 2 substituce,
sekvence zajici (Lagomorpha) 2-1 substituci, sekvence kunovce (Dasyuromorphia)
2 substituce, sekvence hrabace (Tubulidentata) 1 substituci, sekvence letuchy (Dermoptera)
1 substituci, sekvence lichokopytnik (Perissodactyla) 1 substituci, sekvence malozubych
(Diprotodontia) 1 substituci a sekvence primatt (Primates) 1-0 substituci.

Z Selem vykazuje nejmensi variabilitu celedé kockoviti (Felidae) a medvédoviti (Ursidae),
které maji 6 variabilnich pozic. U sekvenci hlodavct (Rodentia) byl nejmensi pocet substituci
vuci Cloveéku (4 substituce) identifikovan u sekvenci ¢eledi veverkoviti (Sciuridae), bobroviti
(Castoridae), slepcoviti (Spalacidae), podceledi kiecci pravi (Cricetinae), u piskomila
mongolského (Meriones unguiculatus), kuru dlouhoocasé¢ (Grammomys surdaster) a krysy
malé (Mastomys coucha). Z letounti maji se 4-3 substitucemi nejvariabilnéjsi pozice kaloni
(Megachiroptera). Netopyii (Microchiroptera) maji viici ¢lovéku sekvence s 3-0 substitucemi,
pficemz 0O substituci ma netopyr hnédy (Eptesicus fuscus). Srovnani konkrétnich
aminokyselinovych pozic DPP4 Ucastnicich se na vazbé k S proteinu SARS-CoV-2 a soucet
substituci u konkrétnich sekvenci je zaznamenén v Pfiloze 5.

4.3 Fylogenetické stromy

Rekonstruované fylogenetické stromy mnohocetného piifazeni nukleotidovych sekvenci ACE2
a DPP4 byly sestaveny podle substitu¢niho modelu GTR+G6. Vytvoiené fylogenetické stromy
nevykazuji zadné vétsi odchylky a piiblizn€ odpovidaji znamé fylogenezi savct (Obr. 14 a 15).
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Obr. 14: Fylogeneticky strom sekvenci ACE2. Jednotlivé vétve jsou barevné odliseny podle procentualni podpory
bootstrapu — ¢ervené (0% podpora) az zelené¢ (100% podpora). Fylogeneze urcend podle IQ-TREE v1.6.12.
Zobrazeno ve FigTree vi.4.4.
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Obr. 15: Fylogeneticky strom sekvenci DPP4. Jednotlivé vétve jsou barevné odliSeny podle procentualni podpory
bootstrapu — Cervené (0% podpora) az zelené (100% podpora). Fylogeneze urcend podle IQ-TREE v1.6.12.
Zobrazeno ve FigTree vi.4.4.



4.4 Homologni modelovani

VSechny upravené aminokyselinové sekvence ACE2 byly namodelovany podle fetézce
B templatu PDB ID: 6M1D. Pravdépodobnost, Ze zadand sekvence je homologni s templatem,
byla u v§ech aminokyselinovych sekvenci 100 %. Podobnost sekvenci s templatem se vzhledem
k jejich podobnosti v mnohocetném ptifazeni sekvenci pohybovala mezi 70-100 %.

Vsechny upravené aminokyselinové sekvence DPP4 byly namodelovany podle fetézce
A templatu PDB ID: 2G5T. Pravdépodobnost, ze zadana sekvence je homologni s templatem,
byla u v§ech aminokyselinovych sekvenci 100 %. Podobnost sekvenci s templatem se vzhledem
k jejich podobnosti v mnohocetném ptifazeni sekvenci pohybovala mezi 72-100 %.

4.5 Srovnani struktur modelu

Na teplotnich mapach vytvofenych programem DaliLite.v5 je zndzornéna podobnost terciarni
struktury mezi jednotlivymi modely ACE2 a DPP4. Vyssi podobnost terciarnich struktur ACE2
byla zaznamenina mezi modely vrapence c¢inského (Rhinolophus sinicus), mezi modely
hrabose prériového (Microtus ochrogaster), vrapence Cinského (Rhinolophus sinicus)
a lachtana medvédiho (Callorhinus wursinus), mezi modely mirikiny loretské (Aotus
nancymaae), tarbika egyptského (Jaculus jaculus) a rypoSe damarského (Fukomys damarensis)
a mezi modely nékterych primati (Primates) a kiecka zlatého (Mesocricetus auratus) (Obr. 16).
Vyssi podobnost terciarnich struktur u DPP4 byla zaznamenana mezi modely sudokopytnika
(Cetartiodactyla), mezi modely nékterych netopyri (Microchiroptera) a mezi modely vydry
severoamerické (Lontra canadensis), pistuchy piky (Ochotona princeps) apandy velké
(Ailuropoda melanoleuca) (Obr. 17). Interaktivni HTML teplotni mapy jsou zahrnuty
v Ptiloze 6.

V dendrogramu tercidrnich struktur ACE2 jsou k terciarni struktufe modelu ¢lovéka vzhledem
ke znalostem o nachylnosti SARS-CoV-2 savci vyznamné podobnéjsi napiiklad terciarni
struktury modelt celedi kockoviti (Felidae), kfeCka zlatého (Mesocricetus auratus), fretky
domaéci (Mustela putorius furo) a lasice hranostaj (Mustela erminea). Zajimava je i rozdilnost
terciarnich struktur ACE2 makakt rhesus (Macaca mulatta). V dendrogramu DPP4 jsou
k terciarni struktufe modelu c¢lov€ka vzhledem k znalostem o nachylnosti SARS-CoV-2
u savcel vyznamné podobné napiiklad terciarni struktury modelt ¢eledi kockoviti (Felidae),
fretky domaci (Mustela putorius furo) a lasice hranostaj (Mustela erminea). Vytvorené
dendrogramy tercidrnich struktur modelt jsou zahrnuty v Ptiloze 7.
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Obr. 16: Teplotni mapa podobnosti modeldt ACE2. Zobrazeno v HTML pomoci knihovny plotly 4.14.3
implementované v Pythonu 3.8.8.
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Obr. 17: Teplotni mapa podobnosti modeldt DPP4. Zobrazeno v HTML pomoci knihovny plotly 4.14.3
implementované v Pythonu 3.8.8.
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4.6 Srovnani evoluce DNA a struktury proteinu

Prostfednictvim modifikované metody ParaFit byly srovnavany rychlosti evoluce sekvence
DNA a struktury proteinu a na zaklad¢ p’-hodnoty urceni Zivo€ichové, u nichz je fylogeneticky
vyznamné odli$na struktura receptoru, ktera mize ovlivnit jejich nachylnost k infekci SARS-
CoV-2. U ACE2 se jedna o myvala severniho (AB211998.1 Procyon_lotor), lamu alpaku
(XM _006212647.3 Vicugna pacos), clovéka (AB046569.1 Homo sapiens) a koCku domaci
(AB211997.1 Felis catus) (Tab. 1 a Obr. 18). Znazornéni vyznamnych asociaci mezi
fylogenetickym stromem a dendrogramem terciarnich struktur modeld ACE2 je dostupné
v plném rozliseni v Ptiloze 8.

Tab. 1: Vyznamné p’-hodnoty zivocichti 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 jedna o 5 letouna (Chiroptera), 5 primat (Primates), 2 Selmy z ¢eledi kockoviti
(Felidae), 2 luskouny (Pholidota), 2 hlodavce (Rodentia) a 2 kytovce (Cetacea) (Tab. 2 a Obr.
19). Znazornéni vyznamnych asociaci mezi fylogenetickym stromem a dendrogramem
terciarnich struktur modeltt ACE2 je dostupné v plném rozliSeni v Ptiloze 8.

Tab. 2: Vyznamné p’-hodnoty zivocichi 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: Znazornéni vyznamnych asociaci (¢ervené) mezi fylogenetickym stromem (vlevo) a dendrogramem
terciarnich struktur modelti (vpravo) ACE2. Sestaveno pomoci metody ParaFit.
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Obr. 19: Znazornéni vyznamnych asociaci (Cervené) mezi fylogenetickym stromem (vlevo) a dendrogramem

(vpravo) DPP4. Sestaveno pomoci metody ParaFit.

terciarnich struktur modela
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5 DISKUSE

Tropismus koronaviri je zavisly na schopnosti S proteinu vazat se na bunééné receptory
hostitele (Zhou et al., 2020b). Predikci rizika infekce a spektra hostitelid SARS-CoV-2 u savcil
jsem proto provadeél pomoci srovnavani strukturnich vlastnosti a fylogenetickych vztahii
savCich sekvenci receptori ACE2 a DPP4, které usnadiuji vstup SARS-CoV-2 do bunék.
ACE2 je pfitom povazovany za primdrni receptor (Scialo et al., 2020), zatimco DPP4
pravdépodobné slouZi spiSe jako koreceptor, ktery mize do urcité¢ miry ovlivnit prab¢eh infekce
(Solerte et al., 2020). V ramci vyzkumu jsem srovnaval strukturni podobnosti receptort
riznych Zivocichd, coZ je hojné vyuzivana metoda k predikci rizika mezidruhové infekce (Cho
a Son, 2019; Damas et al., 2020). U upravenych aminokyselinové sekvenci ACE2 a DPP4 savcii
jsem srovnaval aminokyselinova rezidua, jejichz substituce mohou zvysSovat nebo sniZzovat
vazebnou afinitu receptorti k S proteinu SARS-CoV-2 u ¢lovéka (Chan et al., 2020; Stawiski et
al., 2020; Calcagnile et al., 2021). Tato rezidua byla uréena pomoci riaznych metod — in vitro
pomoci vytvofeni mutantnich variant ACE2 (Chan et al., 2020) a in silico na zakladé
molekularniho dockingu (Stawiski et al., 2020; Calcagnile et al., 2021). U DPP4 jsem
posuzoval substituce aminokyselinovych rezidui, u nichz je prokézéana interakce s S proteinem
SARS-CoV-2 (Li et al., 2020; Vankadari a Wilce, 2020). Srovnanim evoluce sekvence DNA
a trojrozmérné struktury proteinu jsem urcil zivo€ichy, u nichZ dochazelo k rozdilné rychlosti
evoluce sekvence DNA a struktury proteinu, coz mize mit souvislost s piedchozim selekénim
tlakem. Takové sekvence mohou ipfes fylogenetickou piibuznost k sekvencim ostatnich
zivoc¢ichti vykazovat odliSnosti pti vazbé na S protein SARS-CoV-2.

Nachylnost jednotlivych zvifat byla v pfedchozich studii urCovana predev§im pomoci
experimentalnich infekci nékolika druhtt domacich, laboratornich a divokych zvifat a jejich
modela (Munster et al., 2020; Shi et al., 2020; Schlottau et al., 2020; Sia et al., 2020; Woolsey
et al., 2021). Rovnéz byla pouzivana simulace interakci mezi klicovymi rezidui S proteinu
a receptoru ACE2 vybrané skupiny zivoc¢ichli (Luan et al., 2020). Damas et al. (2020) urcovali
spektrum hostitell a jejich nachylnost kinfekci na zakladé¢ konzervacnich vlastnosti
25 aminokyselinovych rezidui ACE2 u obratlovcil. Zivogichy nasledné rozdélili do péti
rizikovych kategorii od nejohroZzenéjSich po nejméné ohrozené podle predpokladané vazebné
afinity. Soucasti jejich studie bylo i ureni naznaka zrychlené evoluce kddujicich sekvenci
ACE2 napfi¢ celou tfidou savci (Mammalia), zejména naptic¢ letouny (Chiroptera).

Na rozdil od ptfedchozich studii zahrnuji do analyzy i koreceptor DPP4, ktery mlze potencialné
rozSifovat spektrum hostitelti (Solerte et al., 2020). Zam¢tfuji se pouze na sekvence savcd,
v jejichz tfid€ jsou zaznamenany a popsany piipady infekce. Pouzivam také vice sekvenci
jednoho druhu savci, na jejichz zékladé jsem schopen odhadovat variabilni vnitrodruhovou
nachylnost k infekci. Riziko infekce navic potvrzuji vzdalenosti tercidrnich struktur
v dendrogramu terciarnich struktur modeld.
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Mnozi zéstupci z fadu primat (Primates), zejména z ploskonosych opic (Catarrhini) byli na
zaklad¢ predeslych vyzkumu oznaceni za nejrizikovéjsi skupinu (Damas et al., 2020; Munster
et al., 2020; Woolsey et al., 2021). Vzhledem k vysoké strukturni podobnosti a sdilenym
vazebnym reziduim jejich receptorti s lidskymi receptory ACE2 a DPP4 vysledky mé prace
podporuji zvySenou ndchylnost téchto zivocichl. V analyze jsem pouzival sekvence ACE2
makaka rhesus (Macaca mulatta) (FJ170076-FJ170101), u kterého byla pfedtim zkoumana
rozdilnd nachylnost kvili variabilni sekvenci ACE2 (Chen et al., 2008). V ramci svych
vysledkli jsem zaznamenal rozdilnou vzdalenost trojrozmérnych struktur modeli ACE2
u makaki rhesus (Pfiloha 7) a identifikoval dvé mutace ovliviiujici vazbu na S protein SARS-
CoV-2 (T27A aH378R), coz by stejn¢ jako u SARS-CoV mohlo znamenat variabilni
vnitrodruhovou nachylnost makakti k SARS-CoV-2. Diivod identifikace stejné mutace T27A
u aminokyselinovych pozic ACE2 zvysujicich a snizujicich vazebnou afinitu je rozdilnost ve
vysledcich jednotlivych ¢lankt (Stawiski et al., 2020; Calcagnile et al., 2021). Rozdily
v nachylnosti k infekci SARS-CoV-2 kviili aminokyselinovym substitucim ACE2 byly urCeny
a predikovany 1 u lidi (Chan et al., 2020; Rehman a Tabish, 2020; Stawiski et al., 2020;
Calcagnile et al., 2021).

U Selem (Carnivora) byly zaznamenéany symptomatické infekce u kockovitych Selem - kocky
domaci (Felis catus), tygra (Panthera tigris) a vl (Panthera leo) (Abdel-Moneim
a Abdelwhab, 2020; Shi et al., 2020; Zhang et al., 2020b), coz signalizuje uritou miru
nachylnosti kockovitych Selem k infekci. Pfipady pfirozené ¢i experimentalni infekce psa
domaéciho (Canis lupus familiaris) potvrzuji pritomnost protilatek v organismu, ale prib¢h
infekce virem je u nich vétSinou asymptomaticky (Abdel-Moneim a Abdelwhab, 2020; Bosco-
Lauth et al., 2020; Shi et al., 2020; Sit et al., 2020). Psovité Selmy (Canidae) vétSinou
vykazovaly pii porovnavani struktury a vazebnych rezidui ACE2 a DPP4 oproti kockovitym
Selmam vétsi vzdalenost a vyssi variabilitu (Ptiloha 3, 4, 5 a 7), coz mliZze znamenat, Ze jejich
receptory se nevazou tak ucinné k S proteinu SARS-CoV-2. U fretek doméacich (Mustela
putorius furo) a norkll americkych (Neovison vison) byla zjisténa mirnd nachylnost k infekei
a v nékterych statech Evropy byly dokonce zaznamenany piipady reverzni zoonodzy
a masivniho vnitrodruhového Sifeni téchto Selem (Abdel-Moneim a Abdelwhab, 2020; Kim et
al., 2020; Oreshkova et al., 2020; Hammer et al., 2021; Munnink et al., 2021). Pfedchozi studie
pritom hodnotily jejich vazebnou afinitu S proteinu SARS-CoV-2 k receptoru ACE2 jako
nizkou (Damas et al., 2020). Lasicovité Selmy sice vykazovaly pomérmn¢ vysokou variabilitu
ve srovnani vazebnych rezidui (Ptiloha 3, 4, 5), jejich tercidrni struktura ACE2 a DPP4 vSak
byla v dendrogramu tercidrnich struktur modeli (Pfiloha 7) evolu¢né velice blizka lidskym
strukturam receptorit ACE2 a DPP4, coz miiZe ovliviiovat vazebnou afinitu.

Letouni (Chiroptera) jsou oznacovani jako potencidlni rezervodar virli, z nichZ se vyvinul SARS-
CoV-2 (Andersen et al., 2020; Lau et al., 2020). Nachylnost letounti k SARS-CoV-2 byla
experimentalné testovana u kaloni egyptskych (Rousettus aegyptiacus), kteii vykazovali
minimalni klinické pfiznaky a vysoky potencial v Sifeni viru mezi jednotlivci (Abdel-Moneim
a Abdelwhab, 2020; Schlottau et al., 2020). Letouni se tak projevuji jako pfirozeny rezervoar
viru. Vysledky studie Damas et al. (2020) a mé vysledky ukazuji, Ze letouni maji vysoce
variabilni vazebna rezidua ACE2. Nedavné vyzkumy ukazuji, Ze u letount je riizna nachylnost
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k SARS-CoV-2 a receptory ACE2 né¢kterych z nich ani nejsou schopny uskute¢nit vazbu na
S protein SARS-CoV-2 (Yan et al., 2021). Variabilita vazebnych rezidui DPP4 je zato
u jednotlivych druhti letounti riizné a nemusi byt tolik variabilni viici clovéku (Ptiloha 5).

Jako mozni hostitelé byli na zacatku pandemie navrhovani luskouni (Pholidota) (Zhang et al.,
2020c). Kvuli projevovanym symptomim pii infekci viry podobnymi SARS-CoV-2 je vSak
nelze povazovat za piirozeny rezervoar SARS-CoV-2 (Liu et al., 2019; Lam et al., 2020).
Ptedchozi studie urcila u luskount pouze nizké skére vazebné afinity mezi ACE2 a S proteinem
SARS-CoV-2 (Damas et al., 2020). U zkoumanych receptorti luskounti jsem rovnéZ nenasel
zadnou blizsi podobnost s lidskymi receptory, a proto 1ze vzhledem k omezenym informacim
o infekcich luskountt SARS-CoV-2 jen stézi ur€it jejich nachylnost.

Riziko infekce hlodavci (Rodentia) se napfi¢ celym fadem lisi. Experimentalni infekce
potvrzuji nachylnost kieckt zlatych (Cricetulus griseus) (Sia et al., 2020), zatimco nachylnost
divokého typu mysi je jen velmi omezena (Abdel-Moneim a Abdelwhab, 2020; Dinnon et al.,
2020; Damas et al., 2020). M¢ vysledky potvrzuji zvySenou nachylnost kieckovitych hlodavci
(Cricetidae). Kieckoviti hlodavci jsou ve struktufe ACE2 vétSinou velmi blizké k primatim
(Ptiloha 3, 4 a 7), zatimco naptiklad zastupci podceledi pravé mysSi (Murinae) jsou velmi
vzdalené a obcCas se svou terciarni strukturou blizi spiSe letounim (Pfiloha 7). Vazebna
aminokyselinova rezidua a trojrozmérnd struktura DPP4 hlodavct jsou od primétii pomérné
variabilni (Pfiloha 5). U SARS-CoV byla u nékterych hlodavct zjisténa snizena nachylnost
k infekci SARS-CoV kviili mutacim v oblasti vazby na ACE2. Po zmén¢ histidinu 353 a tpraveé
glykosyla¢niho mista ACE2 potkant vSak byl pieveden ACE2 potkanti na funk¢ni receptor (Li
etal., 2005). Podc¢eled’ pravé mysi (Murinae) rovnéz obsahuje z fadu hlodavci ojedin€lé mutace
(Ptiloha 3 a 4), které by mohly vést ke snizené vazebné afinité¢ k SARS-CoV-2. Jejich vyznam
ale musi byt dal zkouman.

Experimentalni infekce byly provedeny pouze u omezeného poctu sudokopytniki
(Cetartiodactyla) a ukazuji, Ze prasata domaci (Sus scrofa domesticus) a tur domaci (Bos taurus)
nemohly byt infikovany SARS-CoV-2 (Abdel-Moneim a Abdelwhab, 2020; Schlottau et al.,
2020; Ulrich et al., 2020). M¢ vysledky ukazuji, Ze vazebna rezidua ACE2 a DPP4 jsou mezi
jednotlivymi druhy sudokopytnikli rtizn¢ variabilni a jejich tercidrni struktura je 1 v rdmci
dendrogramu terciarnich struktur modell razné vzdalena (Ptiloha 3, 4, 5 a 7), coz muze
signalizovat rozdilnou nachylnost Zivoc¢ichl z fadu sudokopytnikt. Ta ale musi byt potvrzena
dalSimi experimentalnimi infekcemi.

U ostatnich zZivoc¢ichli nejsou znamy provedené experimentalni infekce a jejich nachylnost
muzeme uréovat pouze na zakladé¢ wvariability vazebnych rezidui ACE2 a DPP4
a prostiednictvim vzdalenosti jejich trojrozmérnych struktur receptorti od lidskych receptora
ACE2 a DPP4 (Priloha 3, 4,5 a 7).

U ACE?2 byla identifikovana zrychlend evoluce u struktur myvala severniho (Procyon lotor),
lamy alpaky (Vicugna pacos), Clovéka (Homo sapiens) a koCky domaci (Felis catus)
(Tab. 1 a Obr. 18), coz miiZze naznacovat, ze receptory téchto variant mohly byt v minulosti pod
selekénim tlakem a mohou tak nyni vykazovat odliSnou reakci pfi infekci SARS-CoV-2.
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U DPP4 se jednd o struktury nékolika letountl, primat, luskounti, ko¢kovitych Selem, hlodavct
a kytovct (Tab. 2 a Obr. 19). Ackoliv jsou kytovci vodni zivocichové a kontakt s koronaviry
se u nich zd4 byt nepravdépodobny, byly u nich identifikované gamakoronaviry, které by mohly
zpusobovat potencialni selekcni tlak (Woo et al., 2014; Nabi a Khan, 2020).

Prestoze je struktura ACE2 a jeho vazebna afinita k S proteinu SARS-CoV-2 dilezitym
faktorem pro mezidruhovy ptenos infekce SARS-CoV-2, riziko infekce zavisi 1 na mnoha
dalsich faktorech. Skute¢né riziko infekce a rozsah hostiteld SARS-CoV-2 u savci zélezi 1 na
mnozstvi exprese ACE2 (Sun et al., 2020) a DPP4 v jednotlivych tkani, socidlni struktuie
a imunité jednotlivych druhti zvifat. V budoucich studiich je mozné se zabyvat praveé témito
faktory a upfesnit tak riziko infekce SARS-CoV-2 u savci.
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6 ZAVER

Cilem mé prace bylo predikovat riziko infekce SARS-CoV-2 u savcl na zdkladé vazebné
afinity receptoru ACE2 a koreceptoru DPP4 k S proteinu SARS-CoV-2. Tohoto cile se mi
podatilo dosahnout pomoci srovnavani aminokyselinovych pozic ACE2 a DPP4, které mohou
mit vliv na vazebnou afinitu k S proteinu SARS-CoV-2, a podpoieni vysledkli dendrogramem
terciarnich proteinovych struktur. Zvysené riziko infekce SARS-CoV-2 jsem stanovil
u uzkonosych opic (Catarrhini) stim, Ze jsem ur¢il moznou variabilni vnitrodruhovou
nachylnost k infekci mezi makaky rhesus (Macaca mulatta). Zvysené riziko infekce SARS-
CoV-2 navic potvrzuji i u ur€itych kieckovitych hlodavci (Cricetidae).

Dal8im cilem mé prace bylo i ur€eni zrychlené evoluce struktur ACE2 a DPP4 u savci, které
by tak mohly mit odli$nou reakci pfi infekci SARS-CoV-2. Tohoto cile jsem dosahl pomoci
srovnani fylogenetického stromu ACE2 a DPP4 s dendrogramem tercidrnich struktur modeld.
Identifikoval jsem tak n€kolik savcii, u nichz je mozné, ze jejich receptory byly v minulosti pod
selekénim tlakem.

Na zaklad¢ vysledkti mé prace, kterd byla provedena in silico, 1ze odhadovat riziko jednotlivych
zvitat k infekci a rozsah potencidlnich hostitelit SARS-CoV-2. V budoucich studiich je mozné
pii urcovani rizika brat v potaz i dalsi faktory ovliviiujici riziko infekce SARS-CoV-2 (napf.:
mnozstvi exprese ACE2 a DPP4 v tkénich, socialni strukturu a imunitu jednotlivych zivo¢ichi).
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