UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

BAKALARSKA PRACE

2024 Veronika Stastkova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Molekularné-biologické vlastnosti nového koronaviru SARS-CoV-2

Bakalarska prace

2024 Veronika Stastkova



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2022/2023

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a prijmeni: Veronika Stastkova

Osobni islo: C18289

Studijni program: B3912 Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Zdravotni laborant

Téma préce: Molekularné-biologické vlastnosti nového koronaviru SARS-CoV-2

Téma prace anglicky: Molecular-biological Properties of the New Coronavirus SARS-CoV-2
Zadavajici katedra:  Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani

1. Vypracujte teoretickou reSersi zabyvajici se novym typem koronaviru SARS-CoV-2. V (vodni
Casti se zamérte obecné na koronaviry, zmirite jejich zakladni charakteristiky, taxonomické ¢lenéni
a onemocnéni, které zpdsobuij.

2. Dale popiste novy koronavirus SARS-CoV-2, predevsim jeho molekularné-biologické vlastnosti
(informace o genomu a strukturnich proteinech) a mechanismus nakazeni. Diskutujte také na zakladé
dostupnych informaci problematiku jeho plivodu.

3. Nakonec uvedte prehled popsanych mutaci nového koronaviru SARS-CoV-2 a jejich vyznam.

4. Informace prehledné zpracujte, pouzijte obrazky, schémata a grafy a ze ziskanych literarnich
(dajl vyvodte zavéry o soucasném stavu studované problematiky.



Rozsah pracovni zprévy: 25s.
Rozsah grafickych praci: dle potieby
Forma zpracovani bakalarské prace: tisténa

Seznam doporucené literatury:

Vedouci bakalarské prace: RNDr. Karel Kralovec, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Konzultant bakalarské prace: Ing. Lucie Michalcova
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani bakalarské préce: 23. prosince 2022
Termin odevzdani bakalarské prace: 30. ¢ervna 2023

L.S.

prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. v.r. doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. Gnora 2023



Prohlasuji:

Tuto praci s nazvem Molekularné-biologické vlastnosti nového koronaviru SARS-CoV-2 jsem
vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem v praci vyuzila,
jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem sezndmena s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o
zméné nékterych zdkond (autorsky zdkon), ve znéni pozdéjSich predpist, zejména se
skute¢nosti, ze Univerzita Pardubice mé pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace
jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této
prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat pfiméteny piispévek na thradu ndkladd, které na vytvoreni dila
vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skoldch a o zméné
a doplnéni dalsich zékont (zdkon o vysokych skolach), ve znéni pozdéjsich predpisti, a smérnici
Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetejiovani a formalni Gpravu
zavéreCnych praci, ve znéni pozd¢jSich dodatkli, bude prace zvefejnéna prostiednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicichdne ................

Veronika St'astkova v.r.



PODEKOVANT:
Réda bych timto pod€kovala Mgr. Barbotfe Jankovi¢ové, Ph.D. a RNDr. Karlu Kralovcovi,

Ph.D. za cenné rady a trpélivost béhem psani mé bakalafské prace.



ANOTACE

Prace je zaméfena na molekularni vlastnosti viru SARS-CoV-2, ktery se v lidské populaci
objevil na konci roku 2019. Jednd se o virus, u né¢hoz prob&hlo mnoho mutaci, né¢které z klinicky
vyznamnych jsou zde zminény. Bliz§i popis je vénovan genomu, strukturnim a nestrukturnim
proteintim, v¢etné jejich funkce pfi infikovani hostitelské buiiky. Dale jsou v praci diskutovany
moznosti pivodu viru. Posledni ¢éast je vénovana onemocnéni covid-19, jeho klinickému

obrazu, moznostem diagnostiky a terapie.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Molecular-biological properties of the new coronavirus SARS-CoV-2

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on the molecular properties of the SARS-CoV-2 virus, which
appeared in the human population in the end of 2019. It is a virus that has undergone many
mutations, some of which are clinically significant are mentioned here. A closer description is
devoted to the genome, structural and non-structural proteins, including their functions in
infecting host cells. The work also describes the possible origins of the virus. The last part is

dedicated to the disease covid-19, its clinical picture, diagnosis and therapy options.
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Uvod

SARS-CoV-2, z angl. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2, je novym
virem ze skupiny koronavirti. Jedna se o RNA virus, ktery zplisobuje onemocnéni covid-19.
Koronaviry pfedstavuji skupinu obalenych RNA vird stypem RNA ss (+), u clovéka
zpusobujicich nékolik typa prevazné respiracnich onemocnéni — SARS, MERS, ale 1 bézné
zangty hornich cest dychacich. Prvni zdvazné onemocnéni koronavirového pivodu se objevilo
v roce 2002 v Cin& a jednalo se o SARS (akutni respira¢ni syndrom, z angl. Severe Acute
Respiratory Syndrome). O deset let pozd€ji se v Satidské Arabii objevilo onemocnéni MERS
(blizkovychodni respiracni syndrom, z angl. Middle East Respiratory Syndrome). Na pielomu
roku 2019 a 2020 se pak objevil novy typ koronaviru SARS-CoV-2. K jeho Sifeni doslo
v pribéhu roku 2020, prvnim ohniskem bylo mésto Wu-Chan v Cing, odkud se virus b&hem
nékolika tydni rozsifil do vice nez 70 zemi svéta. Na zéklad¢ toho bylo jeho rozsifeni
k 11. bfeznu 2020 oznaceno Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) za pandemii [1].

Hlavnim cilem této bakalarské prace je popsat molekuldrné-biologické vlastnosti viru
SARS-CoV-2. Prace je zamétena jednak na strukturu (genom a strukturni proteiny) viru, jednak
na onemocnéni covid-19, jehoz je virus piivodcem a také na problematiku jeho ptivodu. Rovnéz

jsou zde uvedeny mutace nového koronaviru SAR-CoV-2 a jejich klinicky vyznam.
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1 RNA viry

Viry predstavuji  skupinu nebunéénych obligatnich intraceluldrnich parazitd.
Spolecnym znakem vird je jejich mala velikost, pfiCemz ty nejvétsi dosahuji velikosti kolem
300 nm. Jejich genetickd informace se skladd z DNA nebo RNA a genom miZze byt
jednovldknovy nebo dvouvldknovy. Podle struktury je mozné viry rozdélit na obalené
a neobalené (Obr. 1). Neobalené viry, nékdy téz nazyvany jako nahé, jsou tvotfeny pouze danou
nukleovou kyselinou a kapsidou. Kapsida (z lat. capsa = krabice) je silnd a mirn€ pruzna
proteinova vrstva, ktera chrani virovy genom pied vnéj$imi vlivy. Jeji tvar je bud’ ikosaedralni
(dvacetistén), nebo helikalni (Sroubovice). Obalené viry maji navic na svém povrchu lipidovy
obal. Tento obal je odvozen znékteré zbunécnych membran, nejcastéji z plazmatické
membrany, piipadné zendoplazmatického retikula, Golgiho komplexu nebo jaderné
membrany. Obal je s kapsidou spojen tzv. matricovymi proteiny. K vytvoreni novych virovych
¢astic je nutné vnitini prostredi hostitelské buniky, po uvolnéni téchto castic do okoli mize virus
infikovat dalsi buiikky. RNA viry se dale déli na viry s pozitivnim vldknem a viry s negativnim

vlaknem [2].

Nukleokapsid
Kapsomery -
\ Kapsida

Nukleova 9

kyselina
DNA/
RNA

" Kapsida sloZend
z kapsomert
Neobaleny virus Obaleny virus

Obrazek 1: Schéma obalen¢ho a neobaleného viru, upraveno dle [3]
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RNA viry jsou pravdépodobné schopné infikovat vS§echny buné¢né organismy a jsou
vSudyptitomné. Souvislosti mezi viry a chorobami se védci zacali zabyvat na pielomu
19. a 20. stoleti. Mezi prvnimi zkoumanymi viry byl naptiklad virus tabdkové mozaiky, virus
vezikuldrni stomatitidy, virus slintavky a virus kulhavky. RNA viry maji velice Siroké spektrum
hostiteli. U ptdk a savell je mozné pozorovat infekéni choroby podobné jako u lidské
populace. Zvifata jsou pro viry pfirozenymi rezervoary a mezidruhovym kfizenim dochazi
k pfenosu na clovéka. U lidi zplisobuje tato skupina parazith Sirokou Skalu onemocnéni,
od mirnych respiracnich infekci az po zivot ohrozujici hemoragické horecky [4, 5].

V soucasné dobé je zaznamenano 180 druhtt RNA virti, které infikuji lidi. Téchto
180 druhti zahrnuje 50 rodd a 17 ¢eledi, 160 z nich je povazovéano za zoonické. Nové druhy
jsou vsak neustale objevovany. Patogeny lze kategorizovat do pyramidy se Ctyimi Grovnémi.
Prvni Grovni je vystaveni se patogenu. Lidsk4 populace je vystavovana stovkam az tisicim
druhti, ne vSechny jsou ale schopny ¢lovéka infikovat. Virus se do téla miize dostat naptiklad
prostiednictvim poziti, vdechnuti nebo kousnuti vektorem. Hlavni faktory miry vystaveni
se novym patogentim jsou ekologie, lidské chovani a rezervoary viru. Druhou trovni pyramidy
je schopnost viru vstoupit a replikovat se v lidskych bunkach in vivo, tedy zpiisobit infekci.
Ne vSechny infekce zpusobuji klinické symptomy. Kli¢ovymi determinanty jsou cesta vstupu
a molekularni biologie interakce mezi ¢lovékem a virem. Ze 180 RNA vird, které mohou
infikovat ¢lovéeka je témer 60 % omezeno na druhou troven. Viry na této tirovni jsou naptiklad
Australsky netopyii lyssavirus, virus Bornovy choroby, virus encefalomyokarditidy,
duvenhage virus a virus vezikuldrni stomatitidy (Indiana vesiculovirus). Treti Uroven
predstavuje schopnost patogenu infikovat ¢lov€ka a nasledné se prenaset v populaci. Jen méné,
nez polovina RNA virti je schopna ptenosu z ¢loveéka na ¢lovéka (26 druhtl je omezeno na tieti
urovenl). Reprodukéni ¢islo RO zde nedosahuje hodnoty 1. RO je definovéno jako pocet
sekundarnich pfipadii generovanych jednim primarnim pfipadem zavleCenym do velké
populace, je funkci chovani a demografie lidské populace. Ptikladem tieti irovné je virus
Crimean-Congo hemoragické horecky, virus vztekliny, Zairsky virus eboly, virus Zika a virus
horedky Lasa. Ctvrté tirovné dosahuji viry, které jsou schopné zptisobit epidemii nebo se stat
endemickym lidskym patogenem. Reprodukéni ¢islo RO je vyssi nez 1. Tyto podminky spliuji
napiiklad viry hepatitidy A, C a E, virus HKU1, NL63, HIV1 a HIV2, virus chfipky A az C,
viry spalnicek, pfiusnic a zluté zimnice [6].

VétsSina zndmych savéich RNA virt je schopna infikovat i dalsi druhy. Druhové bariéra
byva casto spiSe kvantitativni nez kvalitativni. Naptiklad 50% smrtelna davka viru vztekliny

od lisek byla u liSek az milionkrat nizs§i nez u kocek a pst. Dal$im piikladem jsou lidské viry
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chiipky A, které se sice mohou replikovat u Simpanzii, ale replikace probihd mnohem nizsi
rychlosti. Klicovou roli pfi cesté pfenosu maji tkanové tropismy, pficemz zmeéna tkanového
tropismu je pro virus t€z$i neZ zména hostitelského druhu. Dtlezité je také prenosova cesta viru

[6].
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2 Koronaviry

Koronaviry pfedstavuji bohatou skupinu virti napadajicich zvifeci i lidsky organismus.
Byly zatazeny do tadu Nidovirales, tvoii vlastni ¢eled’ Coronaviridae a ta obsahuje n¢kolik
podceledi. Velky vyznam mé podceled Orthocoronavirinae, do niz spadaji Ctyfi
oznaceni: rody I, II a IIT). Rody alfa a beta ohrozuji primarné savce, véetné lidi. Onemocnéni
zpusobend rody gama a delta se objevuji u ptactva. Do téchto rodl jsou koronaviry fazeny podle
svych genomt a proteinovych sekvenci [7].

Koronaviry byly poprvé izolovany z embryondlnich vajec v prvni poloviné 20. stoleti,
poté, co v USA onemocnélo velké mnozstvi kufat infekéni bronchitidou. O nékolik let pozdéji
byly tyto viry objeveny i v lidské populaci, k jejich identifikaci doslo ve Spojeném kralovstvi
a USA. V Anglii roku 1960 byl chlapci, kterého 1ékati 1é€ili s béZnym nachlazenim, odebran
vzorek B814. Ten byl tfikrat sériové pasdzovan v kultufe lidskych trachedlnich organt a stale
byl schopen zplsobit nachlazeni pifi jeho naockovéani dobrovolnikiim. V Chicagu roku
1962 byly odebrany vzorky péti studentim mediciny s béznym nachlazenim. Po adaptaci
na kultury WI-38 bylo moZzné pozorovat, ze se u viru projevil cytopaticky efekt (CPE).
Odebrana séra studentli vykazovala az ¢tyfnasobny narist titru neutralizacnich protilatek proti
kmenu 229E. Kmen HCoV-229E se sérologicky liSil od jakychkoli dosud zndmych
ortho- a paramyxovird, obsahoval RNA, byl etherové¢ labilni a jeho primér dosahoval 89 nm.
Pozd¢ji bylo védci nalezeno nékolik dalSich virt, které nerostly na bunéénych kulturach ale
pouze na organovych, a byly téz etherové labilni. V elektronovém mikroskopu se ukazalo,
ze kmeny B814 a 229E maji podobnou strukturu a v infikovanych bunikach dochazi k jejich
puceni do cytoplazmatickych vackt. Mclntosh a kol. popsali GspéSnou adaptaci izolatl
OC38 a OC43 do mozku laboratorni mysi. Infikované mozkové preparaty piimo specificky
aglutinuji erytrocyty ziskané z kuftat, krys a mysi [8].

Koronaviry mohou napadat né¢kolik organovych soustav — dychaci, travici, nervovou.
Vétsina zptsobuje onemocnéni zvitat, napiiklad infekéni bronchitidu driibeze, enteritidu krt,
peritonitidu kocek nebo encefalomyelitidu selat. Obecné lze fict, Ze koronaviry maji uzké
hostitelské spektrum. U ¢lovéka miize zpisobovat onemocnéni sedm typti koronaviri. VSechny
koronaviry, které napadaji ¢lovéka maji zoonicky ptivod a k prenosu na ¢lovéka je zpravidla
nutny mezihostitel, jedna se o tyto typy [7]:

o HCoV-229E (alpha),
o HCoV-NL63 (alpha),
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o HCoV-0C43 (beta),
J HCoV-HKUI (beta),
o MERS-CoV (beta),
o SARS-CoV (beta),
o SARS-CoV-2 (beta).

Alfakoronaviry HCoV-229E, HCoV-NL63 a betakoronaviry HCoV-OC43,
HCoV-HKU1 zplsobuji béZzna nachlazeni a zénéty nosohltanu, piipadné dolnich cest
dychacich. Onemocnéni maji ve vétSiné pripadii mirny prubéh, k zdvaznému pribéhu muize
dojit u malych déti a starych osob [7].

Ostatni tfi predstavuji vétsi riziko. Jedna se o zvifeci koronaviry pienesené na ¢loveka,
které v minulosti zplsobily n¢kolik zdvaznych epidemii. Prvni vyznamné onemocnéni bylo
pojmenovano jako SARS, s epidemii se svét potykal v obdobi rokti 2002 az 2003, ptivodcem
byl koronavirus SARS-CoV (rod: Betacoronavirus, podrod: Sarbecovirus). Jako misto pocatku
epidemie byla oznacena ¢inska provincie Kuang-tung. Mezi nejvice postizené staty se zatradily
Cina, Singapur a Kanada. Virus SARS-CoV se vyznagoval 9% imrtnosti. Epidemie trvala osm
mésici, ojedinélé ptipady se vSak objevovaly v riznych zemich az do roku 2004 [9].

V roce 2012 epidemii zptsobilo onemocnéni MERS, jehoz ptivodcem byl koronavirus
MERS-CoV (rod: Betacoronavirus, podrod: Merbecovirus). Zde byla timrtnost stanovena
34 %. Ohniskem onemocnéni byla Saudské Arabie, kde doslo ke kontaktu mezi ¢lovékem
a infikovanym velbloudem. V dalSich nékolika letech se jedinci postizeni virem MERS-CoV
objevili v Koreji a na Stfednim vychodé. Nejaktualnéjsim onemocnénim je covid-19 zpisobeny
virem SARS-CoV-2, ktery je geneticky podobny tomu, ktery se objevil jiz v roce 2002 [9].

Skupina koronaviri dostala nazev podle svého vzhledu v elektronovém mikroskopu.
Jedna se o obalené viry kulovitého tvaru, jejichZ obal obsahuje proteiny, které tvoifi vybézky
o velikosti pfiblizné 20 nm a ptfipominaji vzhled slune¢né kordny. Betakoronaviry linie A maji
navic na svém povrchu homodimerni glykoprotein hemaglutinin-esterazy (HE) o velikosti
5 az 7 nm. Obal zde chrani kapsidu, jez ma spiralni symetrii. Pod vrstvou kapsomer se nachazi
viriony o velikosti 80220 nm. Koronaviry jsou celedi s nejvét§im genomem ze vSech RNA
virt. Ten tvofi jedna molekula linedrni jednovldknové RNA s pozitivni polaritou a dosahuje
velkosti 27-32 kb, genom neni segmentovany. Mezi piibuznymi koronaviry mizeme casto
pozorovat genetické rekombinace v jejich genomech. Viriony jsou citlivé na teplo, lipidova

rozpoustédla, neiontové detergenty, formaldehyd, oxidacni ¢inidla a UV zéfeni (8, 10].

17



3 Novy koronavirus SARS-CoV-2

3.1 Struktura — genom, strukturni proteiny

Koronavirus SARS-CoV-2 je nesegmentovany obaleny kulovity virus, ktery mé prameér
50-200 nm. Na povrchu viru je dvouvrstvy lipidovy obal. Genom je tvotfen jednim pozitivnim
vldknem RNA, které obsahuje pfiblizn¢ 29 903 nukleotidi. Zékladni casti genomu jsou:
5‘oblast (UTR), replikacni komplex (ORFla a ORF1b), spike glykoprotein (S), obalovy
protein (E), membranovy protein (M), nukleokapsidovy protein (N), 3°UTR, né&kolik
neidentifikovanych strukturnich ORF a poly (A) konec (Obr. 2). Proteiny S, E, M a N
predstavuji tzv. strukturni proteiny, nachazi se v obalové casti a jsou kodovany ¢tyfmi ORF,
které jsou umistény za ORF1b. ORFI1b je jeden z otevienych c¢tecich ramcti, genom jich
obsahuje 14 a jejich ukolem je kodovéani celkem 27 rtznych proteinti. V 5’UTR oblasti
se nachazi nejen gen ORF1b, ale i gen ORF1a, ktery kdduje polyprotein pplab, jenz obsahuje
16 nsp. Polyprotein pplab podléha autoproteolytickému St€peni za vzniku virového
replikacniho komplexu. V oblasti 3’'UTR se nachazi ¢tyfi strukturdlni geny a osm genl
dopliikovych. Dopliitkové geny se lisi u riiznych kment koronavirti [11].

e Spike protein (S)

‘ ? y ) - Nukleokapsidovy protein (N)
-, 4 v
} - Obalovy protein (E)
- . &
3 e Membréanovy protein (M)
P4 } AAA{ N
ORF1a ORF1b s 3a E M 6 7a7b 8 el

SIUTR . | 1 Mll ml S‘UTR
|

nspl| nsp2 rsp3 nspd nspS nspb nsp7 | nsp8| nsplinsp1d MSP12 | nsp13 | nsp14 (nsp15| nspi16 s . - .

Obrazek 2: Koronavirus SARS-CoV-2 — schéma a zakladni ¢asti genomu, upraveno dle [7]
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Kazdy ze strukturnich proteinh ma svou specifickou stavbu a funkei.
Glykoprotein S (spike protein) méa za ukol pfipojeni viru ke specifickym bunéénym
receptorim, fizi mezi obalem viru a plazmatickou membranou hostitelské burnky a je hlavnim
induktorem protilatek neutralizujicich virus. Membranova fuze je podpofena rozsdhlymi
strukturalnimi pfestavbami spike proteinu. Strukturné se jednd o trimer, jehoz Casti jsou
N-koncovy signalni peptid, receptor vazajici fragment S1 a fuzni fragment S2. Jednotku S1 je
mozné dale roz¢lenit na N-terminalni doménu (NTD), receptor vazebnou doménu (RBD) a dvé
C-termindlni domény (CTD1 a CTD2). Hlavni funkci jednotky S1 je vazba na receptor
v hostitelské bunice. Fuzni fragment S2 ptedstavuje fuzni peptid (FP), proximalni oblast fuzniho
peptidu (FPPR), repetici sedmiélenu 1 (HR1), centrdlni Sroubovici (CH), konektorovou
doménu (CD), repetici sedmiClenu 2 (HR2), transmembrdnovy segment (TM)
a cytoplazmaticky konec (CT). Jednotka S2 ma za tkol fizi virové a hostitelské membrany.
Pted oblasti zapojenou do fuze maji koronaviry jesté oblast zvanou S2-prime, kterd je St€pena
hostitelskou protedzou. Toto Stépeni vede k aktivaci S2 jednotky a ndsledné membranové fuzi.
Spike protein obsahuje vice nez 1 200 aminokyselin [12].

U spike proteinu byly pozorovany dvé strukturni formy — oteviend a uzaviena (Obr. 3).
U uzaviené formy nevyCnivaji rozpoznavaci domény zrozhrani, které je tvofeno tfemi
protomery S proteinu. Naopak u oteviené formy se nachazi receptor vazebnd doména
v konformaci nahote, tato forma ma nezbytny vyznam pro fizi viru s membranou hostitelské

bunky [13].

Uzaviena forma Oteviena forma

Obrazek 3: Uzaviena a oteviena forma S proteinu, upraveno dle [13]
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Obalovy protein E je nejmensi ze vSech jmenovanych strukturnich proteind.
V infikovanych bunikéch se vétSina E proteind nachazi v mistech intraceluldrniho transportu
proteinti — oblasti endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu a ERGIC. Struktura E proteinu
je tvofena 75 aminokyselinami a je mozné ji roz€lenit na tfi domény — kratka hydrofilni
N-terminalni doména, hydrofobni transmembranova doména (TMD) a dlouhd hydrofilni
C-termindlni doména. E protein se vyskytuje v pentamerni nebo monomerni formé.
U SARS-CoV byla provedena jeho delece, coz vedlo k vyraznému sniZzeni mnoZzstvi viriont.
To potvrzuje jeho vyznamnou roli v produkci zralych a kompletnich viriont. E protein je
viroporinem (viroporiny = proteiny schopné tvofit pory), protoZze miize vytvaret iontové kanaly,
které jsou propustné pro draslik, sodik, vapnik a hoi¢ik. Jejich vytvofenim dochazi ke zméndm
v iontové homeostaze a elektrochemickém gradientu. Tyto zmény poté vedou ke spusténi
cytokinové boufe a ovliviiuji Zivotaschopnost hostitelské buiiky [14].

Membréanovy protein M je pfevladajici strukturdlni slozkou, jedna se o glykoprotein
typu III. Sklada se ze tfi domén: kratkd amino— koncova ektodoména (N hydrofilni), trojita
transmembranova doména, dlouha karboxy— koncova vnitini doména (cytoplazmaticka).
Struktura je tvofena 222 aminokyselinami, které jsou kddovany 669 nukleotidy. U SARS-CoV
je membranovy protein z vice nez 90 % identicky (221 shodnych aminokyselin). Témér
60 % zbytkd v molekule je neutralnich a nepoldrnich, takze je protein vysoce hydrofobni.
Béhem infekce podporuje membranovou fuzi, vaze se na spike protein a hostitelsky povrchovy
receptor. U membranového proteinu byla zaznamenana nizké mira mutaci [15, 16].

Nukleokapsidovy protein N je vysoce bazicky fosfoprotein. Kddujici sekvence se sklada
z 1260 nukleotidii, které koduji 418 aminokyselin. SARS-CoV obsahuje v N proteinu o tfi
aminokyseliny vice. Jeho hlavni funkci je ochrana virovych ribonukleotidl a udrzovani stabilni
RNA uvnitt viru. Kombinaci s genomickou RNA vytvaii kapsidu. Pfi replikaci a transkripci
virového genomu se N protein vaze na vedouci RNA a je nepostradatelny pro udrzeni
konformace. Déle muze regulovat genové produkty, jako cyklin E a cyklin dependentni kinazu,
které se exprimuji béhem S faze bunétného cyklu. Svou roli méd pii tvorbé helikalniho
ribonukleoproteinového komplexu (RNP). Nukleokapsidovy protein je druhym nejvice
mutovanym proteinem u SARS-CoV-2 [16].

Dalsim strukturnim proteinem je hemaglutinin-esterdza (HE), ktera ma souvislost
s hemaglutinin-esterazovym fiznim proteinem chiipky typu C. Kromé& strukturnich proteini
se ve viru nachazi dalsich 16 proteinil nestrukturnich. Prvnich deset (nsp1 —nsp10) je kodovano
v ORF1la, ORF1b koduje vsech 16 (nspl — nspl16). Jedné se vétSinou o enzymy nebo funkéni

proteiny, které maji svou ulohu pii replikaci v hostitelské bunce [15].
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Protein nspl je produkovany N-termindlni oblasti viru, skladd se z ptiblizné
180 aminokyselin a svou roli ma v imunitnim Uniku a inhibici translace. Hlavnim

mechanismem je interakce s malou ribozomalni jednotkou (40S) a NXF1 (nukledrni exportni

.....

Reakci mezi nspl a 40S dojde k blokaci cesty mRNA. NXF1 usnadiiuje prostfednictvim
jadernych port translokaci mRNA do cytoplazmy. Nsp3 je nejvétsi koronavirovy vice
doménovy protein. Jednotlivé domény jsou: hypervariabilni oblast, makrodoména, doména
podobna ubikvitinu 1, doména podobna ubikvitinu 2, doména protedzy podobna papainu
(pLpro), ektodoména a dv¢ transmembranové oblasti. Nsp3 se vyznacuje Sté€pici aktivitou
a mechanismy pro usnadnéni replikace viru. Nsp5 je tfi doménova cysteinova proteaza. Dvé
domény (I a II) na N-konci tvofi chymotrypsinovy zahyb sestavajici se z antiparalelnich
beta-bareldl, alfa-helikalni doména (III) se spojuje s II pies oblast dlouh¢ smycky. Uplatnéni ma
tento protein v imunitnim tniku. Ve srovnani se SARS-CoV vykazuje nspS u SARS-CoV-2
vy$$i inhibi¢ni aktivitu na indukci IFN. Nsp6 se skladd z290 aminokyselin, Sesti
transmembranovych domén a dvou malych luminalnich domén. Protein se vaZe na nsp3 a nsp4,
tim se podpofti tvorba dvoumembranovych vezikul v hostitelskych buiikach, coz vede ke vzniku
replikacné-transkripénich komplexti. Monomerni protein nsp7 obsahuje asi 80 aminokyselin.
S nsp8 tvoii komplexy, které jsou bud’ v dimerni, nebo linearni/kubické tetramerni konformaci.
Spolu s nsp8 se mize vazat na nspl2, vysledny komplex stabilizuje polymerdzovou doménu,
coz usnadiiuje rozpoznéani templatu a polymeraci nukleotidl. Nsp8 je také monomerni protein
a obsahuje 198 aminokyselin. Nsp9 se vyskytuje jako dimer, tvofi jediné vazebné misto
pro nukleovou kyselinu pfi virové replikaci. Ulohu ma pfi syntéze virové RNA, jeho deleci
mize dojit ke sniZzeni infek¢nosti viru. NsplO se ucastni virové replikace, jeho funkci
je zvySovat aktivitu exoribonukledzy nsp14. Katalytickou aktivitou nezbytnou pro replikaci
se vyznacuje nspl2, t€Z znamy jako virovy RdRp. Nsp12 se skladd z 932 aminokyselin a ke své
aktivit¢ vyzaduje kofaktory nsp7 a nsp8. Enzym nspl3 zprostiedkovdva hydrolyzu
5"gama-fosfatu nascentniho transkriptu mRNA. Nspl6 je enzym zodpovédny za proces

uzavirani mRNA pfi replikaci a branéni detekci imunitnich senzorti béhem infekce [17].
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3.2 Mutace

Genom viru SARS-CoV-2 ma pomérné nizkou stabilitu, coz zapficinuje jeho vysokou
nachylnost k mutacim. Virus se tak mize rychle vyvijet, ménit sviij antigenni profil a tkdnovy
tropismus (zaméteni k urcité struktuie organu), ale i rozsah hostitelti. K t¢émto zménadm dochazi
pomoci dvou polymerdzovych mechanismii — antigenniho driftu a rekombinace.
K antigennimu driftu dochazi na zakladé¢ Spatné kontrolni aktivity u RNA-dependentni
polymerazy, kdy v kazdém replika¢nim cyklu dochazi k za€letiovani nespravnych nukleotidd,
coz zpusobi akumulaci mutaci ve virovém genomu. Tento mechanismus je pfi¢inou progresivni
adaptace povrchovych proteinli na bunétné receptory novych zivociSnych druhli a casto
se vyskytuje u chfipkovych virt. K rekombinaci dochazi v ptipadé, ze se v hostiteli vyskytuje
jesté dalsi infekéni agens. RNA polymerdza mize preskocit z RNA jednoho kmene na RNA
kmene druhého, coz vyvola syntézu hybridni RNA, kterd bude obsahovat sekvence z obou virti.
Rekombinace miize byt homologni nebo heterologni. K homologni rekombinaci dochézi
v ptipad¢ infekce dvéma variantami stejného viru, k heterologni v piipad¢ koinfekce s jinym
virem. Kmeny, které byvaly nepatogenni nebo byla jejich patogenita nizkd mohou timto
zpuisobem svou patogenitu vyrazné zvysit u stejného druhu nebo se adaptovat na rizné druhy
Sifici se v dalSim novém hostiteli vyjimecné rychle [15].

V priibéhu epidemie SARS-CoV-2 se objevily rizné mutace. Na zacatku kvétna
2021 bylo hlaseno vice nez 1,4 milionu sekvenci, z nichz 3 913 bylo hlavnich reprezentativnich
variant, které¢ byly zaznamenany do globalni databaze GISAID (Global Intiative on Sharing
Avian Influenza Data). Mutace se mohou vyskytovat v riznych castech genomu, zakladni
rozdéleni u SARS-CoV-2 je na mutace v oblasti spike proteinu a NSP mutace. Ne vSechny
mutace maji vyznam, nékteré jsou vSak kritické. Varianty viru, které mély velky globalni dopad
jsou alfa, beta, gama a delta. Tyto varianty spadaji do skupiny VOC (Variants of Concern),
tzv. variant zptisobujicich obavy [18].

Kromé jiz zminéné skupiny VOC, je nutné¢ se zminit i o skupiné¢ VOI (Variants
of Interest). Do této skupiny je varianta zatazena, pokud jeji genetické zmény ovlivni vlastnosti
jako prenosnost, zdvaznost onemocnéni, imunitni / diagnosticky / terapeuticky tinik a zptisobuje
vyznamny prenos v komunité nebo mnohocetné seskupeni ve vice zemich s rostouci relevantni
prevalenci spole¢né s rostoucim poctem piipadii v pribéhu casu. Skupina VOI zahrnuje
varianty epsilon, zéta, éta, théta, i6ta, kappa, lambda a mi. Pokud varianta spada do VOI
a splituje jesté navic zmeény, jako je zvySeni prenositelnosti, Skodlivé zmény v epidemiologii,

zvySeni virulence, zména klinické prezentace onemocnéni, sniZzeni Uc¢innosti vefejnych
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zdravotnich a socialnich opatfeni nebo dostupné diagnostiky, vakcin a terapeutik, je poté
zatazena do skupiny VOC [19].

Ke zménam v podobé mutaci mize dojit v riznych castech proteinu. Pochopeni jejich
vyznamu je mozné prostfednictvim experimentdlnich studii, které odhali souvislost mezi
doty¢nou mutaci a zménou ve virové biologii. Z konkrétnich mutaci v oblasti S proteinu
je mozné zminit naptiklad D614G, jinak zndmou jako Asp614Gly. Poprvé byla detekovana
koncem ledna 2020 v Némecku a Cing, pozdéji viak doslo k jejimu rozsiteni do zbytku svéta.
Touto zménou dochézi u viru ke zvyseni transdukce v riznych typech bunék zahrnujici bunky
plic, jater nebo tlustého stfeva. Zaroven je virus odoln€jsi vici proteolytickému Stépeni
a je 4 — 9x nakazlivgjsi. V Severni Americe byla objevena mutace V483 A vznikla nahrazenim
hydrofobniho valinu hydrofobnim alaninem. Kmen obsahujici tuto mutaci vykazuje silnou
rezistenci vii¢i pouzivanym lékiim. Ve variantach viru B.1.351 a B.1.1.28 védci identifikovali
mutaci E484K, sniZ je spojena mozna odolnost vici vakcinam. Nahrazenim asparaginu
tyrosinem v RBD v pozici 501 vznikla N501Y ovliviiyjici asociaci neutraliza¢nich protilatek
vazajicich receptor, poprvé byla objevena v Ohiu ve mést¢ Columbus. Na jafe roku
2020 se v témet poloviné vzorkli v Los Angeles vyskytovala zména L452R. S ni vzrostla
schopnost infikovat hostitele, zaroven zpusobila oslabeni neutralizace protilatek. Poprvé
se objevila v Dansku. Usnadnéni vstupu viru do lidskych bunék zptisobila zdména glutaminu
za prolin (Q677P), identifikovdna v Novém Mexiku a Louisiané. Ztrdtou aminokyseliny
prolinu a soucasnym pfiristkem imidazolu obsahujiciho histidin vznikla P681H. Zde
se neuvadi spojitost se zvySenou infekénosti, potencialné vSak zplisobuje rozpad disulfidovych
mustkt v RBD a jeji blizkosti. U kmenti P.1 a B.1.351 doslo k zdmén¢ lyzinu v oblasti 417.
U P.1 byl lyzin nahrazen threoninem, u B.1.351 asparaginem. Tyto a nékteré dalsi vyznamné
mutace popisuje tabulka €. 1 nize [8].

Mutagenezi vznikaji nové varianty viru. Varianta se vztahuje k druhu podttidy
organismu, jenz prosel genetickou modifikaci od hlavniho kmene, ale nelisi se natolik, aby
mohl byt oznacovan jako odlisny kmen. Odlisny kmen se od matetského viru riizni strukturou
a chovanim. Nov¢ vzniklé varianty mohou infikovat i1 ockované jedince. V zafi
2020 se ve Velké Britanii mezi vzorky pacientil s covid-19 poprvé objevila varianta alfa (jinak
oznacovana jako Kmen Spojeného kralovstvi, linie B.1.1.7), pro niz je charakteristickd vyssi
pfenositelnost a imrtnost. V jejim vyvoji doslo napiiklad k mutaci N501Y. Beta varianta (jinak
oznacovana jako Jihoafricky kmen, linie B.1.351) byla odhalena v kvétnu 2020 a koncem
prosince 2020 se stala v Zambii pievladajici variantou. V jejim genomu je mozné najit tyto

zmény: A701V, D215G, D614G, LAL 242-244 del, K417N, E484K, R2461, D80A, L18F
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aN501Y. Nekteré ztéchto mutaci ovliviiuji odpovéd na rizné strategie imunizace
a neutralizace polyklonalnimi a monoklonalnimi protilatkami. V prosinci téhoZz roku byly vyse
zminéné varianty zafazeny organizaci WHO mezi VOC. Béhem listopadu 2020 byla
identifikovana varianta gama (jinak oznaCovana jako Brazilsky kmen, linie P.1). U této varianty
byly pozorovany mutace N501Y, E484K a K417T. Pti pfenosu zde dochazi k ovlivnéni vzoru
a profilu antigenu, coz zptisobuje nevhodnou tvorbu protildtek prostiednictvim piedchozi
infekce nebo ockovani. Ohniska se nachazela kromé Brazilie jesté¢ v Japonsku, pozdé€ji doslo
k rozsifeni zejména v Jizni Americe. Do VOC byla gama zafazena v lednu 2021. Zejména
oblast Asie zasdhla v fijnu 2020 varianta delta (jinak oznaCovana jako Indicky kmen, linie
B.1.617). V genomu je mozné nalézt zmény D111D, G142D, P681R, E484Q a L452R.
Do skupiny VOC byla zatazena v dubnu nasledujiciho roku. V bieznu 2020 se objevila varianta
epsilon (jinak oznacovana jako Kalifornsky kmen, linie B.1.429), jez vykazovala znamky
rychlejs$iho pfenosu. Ve viru se nachazi pét charakteristickych zmén, tfi v S proteinu — W152C,
S13I, L452R, a dvé v genu ORFlab — D1183Y, [4205V. Dalsi vyznamnou variantou se stala
varianta omikron (linie B.1.1.529) pochazejici z Jizni Afriky. Na rozdil od ostatnich VOC ma
omikron vys$i riziko reinfekce a zaroven nizs$i odpovéd’ na 1écbu. V genomu viru bylo nalezeno
az 50 genetickych abnormalit. V USA se varianta omikron na zacatku prosince 2021 rozsitila

behem jednoho tydne do vice nez 22 stati [18, 19, 20].

Tabulka 1: Klinicky vyznamné mutace SARS-CoV-2, zpracovano dle [14]

Mutace Varianta vyskytu Plivodni aminokyselina Novéa aminokyselina
N501Y Alfa, Beta, Gama Asparagin N Tyrosin Y
E484K Alfa, Beta, Gama Kyselina glutamova E Lyzin K
K417N Beta Lyzin K Asparagin N
D614G Alfa, Beta, Delta, Kappa Kyselina asparagova D Glycin G
P681H Alfa Prolin P Histidin H
K417T Gama Lyzin K Threonin T
E484Q Delta, Kappa Kyselina glutamova E Glutamin Q
L452R Delta, Kappa Leucin L Arginin R
P681R Delta, Kappa Prolin P Arginin R
T478K Delta Threonin T Lyzin K
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Virus se béhem infekce piipojuje k receptoru ACE2 (angiotensin konvertujici enzym 2)
na povrchu hostitelské bunky, tento d¢j umoznuje spike protein. S protein ma dvé podjednotky,
S1 a S2. Jednotka S1 mé& doménu vazajici receptor (receptor binding domain — RBD), ta ma
moznost se piimo vazat na ACE2. Mutace v této oblasti maji velky klinicky vyznam
v souvislosti s virulenci a ptenositelnosti [18].

Témét vSechny z vyjmenovanych S1 mutaci zvySuji vazebnou afinitu viru k ACE2
a snizuji afinitu k neutralizaénim protilatkam, ¢imZ zajistuji vyS$i pfenosnost a virulenci.
Nejrozsiten€jsi mutace D614G, ktera byla nalezena u vSech zminénych variant
(99 % prevalencnich variant od zac¢atku roku 2020) se nachazi mimo doménu RBD. Nemeéni
vazebnou afinitu k ACE2 ani neutraliza¢nim protilatkdm. Jejim uc¢inkem je zvySovani hustoty
Spicek (zachovava integritu Spicky a zabranuje vylu¢ovani S1), coz zptisobuje vyssi infek¢nost,
vys$si afinitu k ¢ichovému epitelu a vys$si stabilitu viriont, které jsou poté odolngjsi vuci
proteolytickému §tépeni [18].

Zjisténé NSP mutace maji vétSinou mensi vyznam neZz mutace na spike proteinu.
Existuji dvé mutacni mista, kterd souvisi s pfenositelnosti a virulenci, jednd se o NSP1
ORF1a/ORFlab a ORFS8. Na konci roku 2020 pievladaly v Africe varianty koronaviru,
u kterych doslo k deleci NSP1 a ORFS. Diky zkraceni zminénych oblasti byly infekce mirné;si.
Mistem prvniho objevu téchto mutaci byl Sichuan, Cina (varianta NSP1: A500-532) a Singapur
(varianta ORFS8: A382). Piestoze v Africe predstavovaly hlavni varianty, tak v pfepoctu

na svétovou populaci se jednalo pouze o méné nez 5 % infekei [18].

3.3 Pavod viru

Pivod viru SARS-CoV-2 vyvolal zna¢né diskuse nejen mezi védci. Od pocatku
pandemie byl publikovan nespocet studii zabyvajicich se otdzkou, odkud se virus mezi lidmi
vzal. Dvé zdkladni teorie jsou — pfirozeny puvod a laboratorni ptivod. V obou ptipadech
se mluvi o spojitosti s netopyiimi koronaviry, které si bud’ svymi pfirozenymi mutacemi nebo

genetickymi upravami v laboratofi nasli cestu k infikovani lidské populace.

3.3.1 Piirozeny ptavod

Prvni, kdo dokazal identifikovat a charakterizovat vlastnosti nového viru SARS-CoV-2,
byli védci z Wuchanského virologického institutu (WIV). Genomové sekvenovani prvnich

ptipadt odhalilo, Ze novy virus se ze 79 % shoduje s virem SARS-CoV, ktery zptsobil epidemii
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v letech 2002 az 2003, a z 96,2 % je identicky s virem RaTG13. RaTG13 je koronavirova
sekvence vyskytujici se u netopyrt Rhinolophus affinis. Kmen RaTG13 je mozné ve védeckych
¢lancich z doby kolem roku 2013 najit i pod ndzvem BtCoV/4991. Sekvence BtCoV/4991 byla
objevena v provincii Yunnan v roce 2013, kdy Sest hornikti, ktefi méli odklizet netopyfi trus,
onemocnélo tézkym zapalem plic. V jejich testovanych vzorcich se nasly protilatky typu IgG
proti SARS, pficemz byla mala Sance, ze by protilaitky pochazely zepidemie v letech
2002 az 2003. Protilatky SARS snejvétsi pravdépodobnosti reagovaly zkiizen¢ snovym
netopyfim virem, ktery byl podobny SARS. Pozd¢ji byl BtCoV/4991 prohlasen pouze za jiny
nazev pro RaTG13. Dal§im virem s velmi blizkou sekvenci, k jiz zminénym, je koronavirus
MP789. Ten byl izolovan v ¢inské provincii Guangdong v roce 2019 z luskouna ostrovniho
a jeho aminokyseliny tvofici obalovy protein se s RaTG13 shoduji ve 100 %. To stavi luskouny
na misto moznych mezihostiteli v pfipadé SARS-CoV-2 [21].

Trasovani viru vyzkumniky dovedlo na tzv. mokré trhy v cinském Wuchanu.
Zde dochazi k prodeji divokych zvifat bez jakéhokoli dokladu o ptivodu ¢i karanténé. Zvirata
jsou prodavana bud’ jako mazli¢ci nebo ke konzumaci. Tyto trhy jsou zndmé svou nepfili§
dobrou hygienou, riziko infekce je tedy zna¢né. K ndkaze mlze dojit naptiklad respiracnimi
kapénkami a aerosoly od infikovanych zvifat, pozitim syrového nebo Spatné tepelné
upravené¢ho masa. Nékteré skutecnosti naznacuji, Ze prvni infikovany navstivil prave tyto trhy.
Tym odbornikti z WHO provedl Setfeni trhu, které trvalo od 14. ledna do 10. unora 2021.
Vysetrovani vsak poskytlo pouze neprikazné vysledky tykajici se pivodu SARS-CoV-2, nikdo
nebyl schopen virus najit u divokych zvifat. Studie provedend v obdobi od kvétna
2017 az do listopadu 2019 navic tvrdi, ze na trhu ve Wuchanu neprobihal zadny obchod
s netopyry ¢i luskouny, coz miize byt jednim z argumentli pro to, Ze trh neni mistem, odkud
se virus rozsiril [23].

Existuji nckteré specifické vlastnosti genomu, které vyrazné podporuji teorii
o pfirozeném puvodu — tykaji se zejména mutace na RBD doméné a polybazického furinového
Stépného mista. Ze strukturdlnich studii a biochemickych experimentd vyplyva,
7ze SARS-CoV-2 ma receptor vazebnou doménu, jez se s vysokou afinitou vaze na ACE2 u lidji,
fretek, koc¢ek a dalSich druhii s vysokou homologii receptorti. Védci se domnivaji, ze tato
vysokoafinitni vazba je vysledkem ptirozeného vybéru na lidském nebo lidskému podobném
ACE2, coz popira SARS-CoV-2 jako laboratorni produkt. RBD ve spike proteinu
je nejproménliveéjSim mistem v genomu, Sest jejich aminokyselin je kritickych pravé pro vazbu
na ACE2. Experimenty ukazaly, Ze pfitomnost polybazického mista St€peni furinu ma roli

pfi urovani virové infekénosti a rozsahu hostitelt. ZvySuje fizi mezi butikami bez ovlivnéni
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vstupu viru. Stépné misto se nachazi mezi podjednotkou S1 a S2. U ptibuznych betakoronavirt
linie B nebyla tato mista $tépeni pozorovana [24].

Andersen ve své praci zminuje tfi mozné ptivody viru. Prvni byl jiz zminén vySe
a souvisi s pfirozenym vybérem u zvifeciho hostitele pied zoonotickym pienosem. Dosud nebyl
identifikovan zadny zvifeci koronavirus, ktery by byl SARS-CoV-2 dostatecné podobny na to,
aby slouzil jako jeho piimy ptedek (progenitor). Zvifeci hostitel by musel mit vysokou
populaéni hustotu k tomu, aby mohla probehnout efektivni pfirozena selekce a zarovenn ACE2
kodujici gen, ktery by byl podobny tomu lidskému. To by umoznilo pivodnimu viru ziskat jak
polybazické misto $tépeni, tak mutaci, kterd umozni vazbu na lidsky ACE2. Druhou moznosti
puvodu je pfirozeny vybér u clovéka po zoonotickém ptenosu. Tato teorie predpoklada
infikovani cloveéka progenitorem SARS-CoV-2 s naslednou adaptaci viru pfi pfenosu z ¢lovéka
na ¢loveka. Vzorky odebrané z luskounti obsahuji velmi podobnou RBD, coz naznacuje, Ze tuto
RBD mél 1 plivodni virus. Béhem pienosu mezi lidmi pak doslo k mutaci tykajici
se polybazického mista Stépeni. K tomu mohl mit virus ptilezitost, pokud by doslo k velkému
mnozstvi piedchozich zoonotickych udalosti, jez produkovaly kratké fetézce prenosu mezi
lidmi po del$i dobu. Tento proces v minulosti nastal napiiklad u onemocnéni MERS-CoV.
Retrospektivni sérologické studie dokazaly, ze v nékterych oblastech Ciny doilo v malém
mnozstvi k expozici koronavirim podobnych SARS-CoV-2. Poslednim moznym ptivodem je
selekce behem pasazovani, tedy unik z laboratofe, tuto teorii vSak Andersen povazuje

za nepravdépodobnou [24].

3.3.2 Umély ptivod

Zejména netopyii jsou pfirozenymi rezervoary pro Sirokou Skéalu koronavird. Nékteré
mohou infikovat lidskou populaci pfimo a nékteré pottebuji, aby nejprve probéhla mutace
na spike proteinu. Védci jiz vytvofili fadu chimérickych koronaviri za tcelem studovani
potencidlu vzniku novych koronaviri a vyhodnoceni jejich piipadné hrozby pro lidskou
populaci. Zékladni pateti pro tyto chimérické kmeny jsou netopyii koronaviry, které nejsou
za normalnich okolnosti schopné napadat lidské bunky. Simulaci rekombinantnich udalosti, jez
by mohly nastat v pfirod¢, jsou spike proteiny upraveny pro vazbu na lidské ACE2. Pfestoze je
ucelem studii pfedevsim potieba byt pfipraveni na moznou piisti pandemii s dostatkem 1¢ka
a vakcin, vyvolavaji studie jisté obavy. Hlavnim protiargumentem je, Ze by pfisti pandemie
mohla byt zplisobena praveé témito chimérickymi viry po pfipadném tUniku z laboratofe,

at’ uz ndhodném nebo cileném. Mozny synteticky ptivod v ramci laboratorniho inZenyrstvi
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nelze vylou€it ani u SARS-CoV-2. Kuniku zlaboratofe mize dojit nckolika
zpiisoby — poskrabanim ¢i1  pokousdnim pracovnika infikovanym zvifetem, unikem
infikovaného zvifete, nedodrZzenim pokynt k likvidaci odpadii a dekontaminaci, selhdnim
zafizeni (Gnik aerosolu). V minulosti jiz k né€kolika takovymto unikiim doslo. Ptikladem je tnik
viru HIN1 v roce 1977 z ¢inské laboratote, ktery nasledné zpusobil celosvétovou pandemii.
V listopadu 2019 v Lanzhou doslo k nédkaze vice nez sta studentdl a zaméstnancti brucelézou.
V roce 2003 byly hlaSeny uniky viru SARS z laboratofi v Singapuru a na Tchaj-wanu. Obavy
o dodrZovani bezpecnostnich ptredpisii v laboratofich spojenych s vySe zminénymi udalostmi
podporuje i informace o urcitych upravach virové databaze WIV v kvétnu 2020 [21].

Vyzkum netopytich koronaviri probihd ve WIV v laboratofi trovné biologické
bezpecnosti 4 (BSL-4), coz je nejvyssi mozny stupenn biologického omezeni umoziujici
23. kvétna 2021 o tiech védcich, ktefi v listopadu 2019 onemocnéli nemoci se symptomy, jezZ
pfipominaly onemocnéni covid-19. Jejich stav vyzadoval hospitalizaci, podrobnosti vSak
nebyly poskytnuty. V tnoru 2020 vysla zprava o nespravnych laboratornich postupech ve WIV,
byla vSak nésledné stazena poté, co ¢inské ufady trvaly na tom, ze v souvislosti s pandemiti
covid-19 nedoslo k zadné laboratorni nehod€. Teorii o umélém ptivodu podporuje informace
o vzacném vyskytu specifické genetické sekvence kodonit CGG (tandemovy argininovy dublet
CGG-CGQG). Tyto kodony se nachazi v misté §tépeni furinu, pficemz u jinych virtt se kodony
CGG-CGG nenachazi v zddném z furinovych St€pnych mist. U SARS-CoV-2 koduje tento
kodon témét 5 % arginint, u SARS-CoV jsou to necela 3 % [23].

3.4 Napadeni bunky

Proces napadeni buniky probihd vzdy pomoci strukturniho membranového spike
proteinu, ktery pokryva povrch virové Castice. Invaze do hostitelské bunky vyzaduje nékolik
posttranslacnich modifikaci S proteinu. Uplatiiuje se zde zejména podjednotka S1, jenz
je zodpovédna za vazbu na receptor na povrchu hostitelské builky. Kazda ¢ast S1 ma sviyj
specificky vyznam. NTD podporuje ve zvitecich koronavirech vazbu na receptor nebo piisobi
jako stabilizacni faktor. RBD obsahuje receptor-vazebny motiv, ktery je zodpovédny za ptimou
interakci s receptorem, pro spojeni je nutna spravna konformace RBD. Kli¢ové jsou jednotky
CTD, které stabilizuji strukturadlni zmény spike proteinu potiebné pro adekvatni interakci
s receptorem a membranovou fuzi. Ukolem podjednotky S2 je spojeni S proteinu s povrchem

membrany, coZ je rozhodujici pro naslednou fizi membran [25].
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Byly rozpoznany ctyfi hlavni vstupni molekuly, které mohou byt receptory
hostitelskych bunék nebo hostitelské protedzy ptijaté virem pro vstup do respira¢niho traktu
u lidi — ACE2 (angiotensin konvertujici enzym 2), GRP78 (protein regulujici glukozu 78),
CD147 (vysoce glykovany transmembranovy protein), TMPRSS2 (serinova proteaza typu 2)
a furin [26].

Vstup viru do buitkky miize probéhnout dvéma zplisoby — ¢asnou cestou nebo pozdni
cestou. Casnou flizni cestu pies plazmatickou membranu spousti p¥itomnost exogennich
a membranoveé vazanych proteaz — trypsinu a TMPRSS2 (na Obr. 4 fizni cesta 2). Druhou
moznosti je cesta pies endozom s néslednou aktivaci katepsinu I. (na Obr. 4 fuzni cesta 1). Poté
se vytvoii kopie genomu v cytoplazmé, slozky S proteinu se syntetizuji v drsném
endoplazmatickém retikulu a strukturalni slozky se sestavi v ERGIC, nasleduje uvolnéni viru

z bunky [27].

Flznicesta 1 2b 2a. Flzni cesta 2
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Obrazek 4: Membranova faze, upraveno dle [27]
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ACE2 je fyziologicky soucésti systému renin-angiotensin-aldosteron (RAAS), jeho
funkci je pfeména angiotensinu II na angiotensin I, ktery méa vasodilatacni a protizanétlivy
ucinek (podili se na regulaci krevniho tlaku a hladin elektrolyti). Vzorce jeho exprese v tkanich
lidského t€la jsou podobné cilovym buitkkdm pro SARS-CoV-2. Horni cesty dychaci jsou
mistem vysoké exprese ACE2 a zaroven mistem, kde se virus replikuje v ¢asném stadiu infekce.
Vysoké hladiny se nachdzi také ve stievech, ledvinach a srde¢ni svaloving, coz vysvétluje
organové komplikace pii onemocnéni covid-19. Poté, co dojde na membrané buiiky ke spojeni
s ACE2 mohou nasledovat dv€ moznosti cesty invaze. Prvni moznosti je vstup viru na bunéény
povrch, ktery vyzaduje pfitomnost TMPRSS2, coZ je enzym patfici mezi serinové protedzy
typu 2, je pfitomny na povrchu sliznice gastrointestindlniho, urogenitdlniho a respiracniho
traktu, jeho fyziologickd uloha v organismu neni znama. Nicméné modifikace jeho pomoci
je vyzadovana v procesu invaze 1 jinymi viry (chifipka, MERS-CoV, SARS-CoV).
V bronchidlnim epitelu a tlustém stievé dochazi k soucasné expresi TMPRSS2 a ACE2. Druha
moznost invaze je spojena s tvorbou endozomi. Dochdzi k ni v pfipadé, Ze na povrchu
membrany nedochazi k dostatecné expresi TMPRSS2. Jednd se o proces endocytozy
zprostfedkovany klatrinem. Tato mozZnost invaze byla popsdna zejména u varianty omicron,
kdy umoznila varianté zvysit prenositelnost tim, Ze se zaméfila na vice bunék dychaciho
traktu [25].

GRP78, neboli protein regulujici glukézu 78, byl pozorovan v endoplazmatickém
retikulu pfi inaktivaci tfi enzym, které jsou zodpovédné za bunécnou smrt nebo diferenciaci
(aktivaéni transkripéni faktor 6 — ATF6, enzym vyzadujici inositol — IREI1, protein kinase
RNA-like ER kinase — PERK). Jeho nadmérna exprese zvySuje Sanci, Ze se protein piemisti
1 na bunéénou membranu, kde mize rozhodovat o vstupu viru do bunky [26].

CD147 je vysoce glykovany transmembranovy protein z rodiny imunoglobulinti, u lidi
je koédovan genem BSG. K jeho zvySené expresi v buiikdch dochazi pii zanétech a rakoviné.
Prostfednictvim CD147 mohou imunitni buiiky §ifit virus z infikovanych epitelidlnich bun¢k,
coz vede k lokélni a systémové expanzi viru v té€le. SARS-CoV-2 mize zplsobit poskozeni
erytrocytl vyvolané oxidacnim stresem, coz vede k poSkozeni myokardu a refrakterni
hypoxemii. Produkce CD147 je indukovéna vysokou koncentraci glukézy v krvi, coz ma
spojitost s vyS$8i imrtnosti na covid-19 u pacientd s diabetem 2. typu. Vyssi exprese je také
u obéznich pacientd a pacienti s CHOPN — bézné komorbidity s covid-19 [25].

Furin je parovy bazicky enzym Stépici aminokyseliny, nékolik virt vyuziva furin

k aktivaci svych glykoproteinti véetné S proteinu u SARS-CoV-2. Vlivem jeho G¢inku dojde
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ke Stépeni S proteinu, coz vede k pfeuspotfadani ve struktuie RBD, ¢imz se zvysi afinita viru.
Je distribuovan v rliznych organech téla [26].

Nékolik studii navrhlo dalsi alternativni receptory membran hostitelskych bunck
pro vstup SARS-CoV-2. Prikladem je neuropilin-1 (NRPI), coz je enzym ze skupiny
non-tyrosine kinaz a je koreceptorem pfi regulaci fady fyziologickych funkci. Pfedpokladem
je, ze furinové Stépeni by mohlo vytvofit vazebné misto pro NRP1. Dal§im ptikladem
je metabotropni glutamatovy receptor subtypu 2 (mGluR2), pfi studiich na mySich se receptor
vazal pfimo na S protein. Invaze pies molekulu KIMI1 by vysvétlovala souvislost
s urogenitalnimi ptiznaky onemocnéni covid-19. Mezi dalsi slouc¢eniny zapojené do vstupu
SARS-CoV-2 do bun¢k je mozné zaradit protein tepelného Soku A5 (HSAPS), heparin sulfat
(HS), ADAM metalopeptidazovou doménu 17 a Toll-like receptor 4 (TLR4) [25].

3.5 Onemocnéni covid-19

Klinicky obraz onemocnéni covid-19 miaze byt jak symptomaticky, tak
asymptomaticky. Az 40 % ptipadli onemocnéni probihd bez zjevnych piiznakili, coz znacné
znesnadiiuje trasovani ndkazy. U vétSiny nakaZenych lidi probiha onemocnéni mirné
za pfitomnosti  nespecifickych symptomit a uzdravi se. NejcastéjSimi ptiznaky
jsou: intermitentni nebo pfetrvavajici horecka (objevuje se u 77 az 98 % ptipada), kasel
(46 az 82 % ptipadil), myalgie a unava (11 az 52 % ptipadit), dusnost (3 az 31 % ptipadir),
bolest v krku, bolest hlavy, kasel se sputem. Dalsi casto uvadéné symptomy jsou ageuzie (ztrata
chuti), anosmie (ztrata ¢ichu) a projevy v gastrointestinadlnim ustroji zahrnujici diareu (prijem)
a nauzeu (nevolnost). Pfiblizné 80 % piipadii s mirnymi pfiznaky vyzaduje ambulantni 1é€bu,
15 % hospitalizaci a zbyvajicich 5 % intenzivni péci v dusledku respira¢niho selhani [28].

Studie zbyvajici se problematikou gastrointestinalnich pfiznakl u pacientii s covid-19,
probihajici od bfezna do srpna 2019, uvadi, Ze se tyto pfiznaky spolecné s jaternimi mohou
objevit uz v pocatcich onemocnéni, a to jesté pred typickymi respiraénimi. Studie zahrnovala
413 ptipad, u nichz byla prevalence gastrointestinalnich ptiznakd 19,8 %. V jinych studiich
je mozné narazit az na 50% prevalenci. Nejcastéji se jedna o nauzeu, prijjem, bolesti bficha,
zvraceni, anorexii a dysgeuzii. Mechanismus poskozeni tohoto Ustroji je pravdépodobné opét
zalozen na receptoru ACE2. Virus vstoupi do buiiky ptes ACE2, replikuje se a zptisobi piimé
poskozeni systému ve spojeni se zanétlivou reakci. Infikovany a poSkozeny mohou byt
1 enterocyty. Mechanismus poskozeni jater jesté neni objasnén. Nabizi se moznosti, Ze virus

infikuje hepatocyty nebo cholangiocyty prostiednictvim ACE2 receptorti, na zakladé
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imunodeficience nebo hepatotoxicité 1ékli. Podle American College of Gastroenterology
se abnormalni hladiny jaternich enzymi objevuji az u tfetiny ptipadi. Z dostupnych informaci
vSak vyplyva, Ze poskozeni jater v disledku onemocnéni covid-19 je pouze mirné
a prechodné [29].

Dalsi skupinou ptiznak, kterou je nutné zminit, jsou ORL ptiznaky. Hlavnim atocistém
viru se staly orofaryngealni a nosohltanova sliznice. Kromé& jiz zminéné ztraty ¢ichovych
a chutovych vjemu a bolesti v krku, miize dojit i k vyskytu tinnitu (Selest v usich) nebo ztraté
sluchu. Zatimco ztrata ¢ichovych a chutovych vjemil se vice vyskytuje u mladsi populace,
u ztraty sluchu je tomu naopak a postihuje predevsim starsi vékovou skupinu. Tyto symptomy
se objevuji ndhle a vétSina pacientli se z nich Uplné€ uzdravi. Studiem vlivu onemocnéni
covid-19 na sluchovy aparat se zabyvali Mustafa a kol., ktefi ve své studii uvedli, Ze by infekce
mohla mit skodlivé Gc€inky na funkce kochlearnich vlaskovych bunégk, i pies to, Ze probchla
asymptomaticky. U Ccist¢ého ténu bylo pozorovano snizeni vysokofrekvenénich praht.
S postupnym Sifenim viru v organismu muze dojit mimo jiné i k neuro-sluchovym
problémim [30].

U pomérné velké skupiny lidi se objevuji pfetrvavajici symptomy i po nékolika mésicich
od diagnostikované infekce. Ve studii od Yellumahanthi a kol. byl po tfech mésicich hlaSen
aspon jeden symptom u témét 51 % pacientt. Nejcastéji se jednalo o unavu (56 %), mozkovou
mlhu (48 %) a dusnost (41 %). Na tyto pfiznaky si st€Zovaly vice Zeny a vék nehral roli.
Mezi dalsi pretrvavajici ptfiznaky patii ztrata chuti a ¢ichu, porucha pozornosti, vypadavani
vlasti, poruchy spanku, kasel, tizkost a deprese. Cetnost dlouhodobych symptomii se v riiznych
studiich 1i8i: studie od Cirulli a kol. zahrnujici 357 piipadd covid-19 uvadi pietrvavajici
symptomy po tiech mésicich pouze u 14,8 % pacientil, naopak studie od Lemhofer a kol. mluvi
az 0 61,9 % [31].

Prestoze se o détech jako o cilové skupiné onemocnéni covid-19 pfilis§ nemluvilo
v porovndni se star$i populaci, mize u nich zpusobit také velmi zdvazné stavy. Podle udaji
UNICEEF zvetejnénych v lednu 2022 doslo v souvislosti s covid-19 asi k 12 300 imrtim u déti
a mladistvych do 20 let, z nichz 42 % byly déti ve véku do deviti let. U déti se nejcastéji vyskytl
mirny nebo asymptomaticky prubéh onemocnéni, coz znich déla vyznamnou skupinu
prenaseci. Priznaky se pfili$ nelisi od pfiznakti u dospélych, navic se u déti objevuje cyandza,
interkostalni retrakce, dehydratace, rozsifeni nosnich direk, snizena saturace kysliku, ztrata
chuti kjidlu, kozni vyrdzky a hyperémie spojivek. Inkubac¢ni doba je stejna jako
u dospélych—2 az 14 dni (pramér 6). V dubnu 2020 vydala Britskd pediatrickd asociace

varovani o novém klinickém obrazu u déti, ktery mize byt spojen s covid-19. Klinicky obraz
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byl nazvan jako multisystémovy zanétlivy syndrom mladistvych a déti (MIS-C). Jedna
se 0 zavazny stav, kdy jsou postizeny asponi dva systémy, byva identifikovan nékolik dni
az tydnti po infekci. Jeho disledkem dochézi ke snizeni krevniho tlaku a hromadéni tekutin

v plicich a dalSich organech, 1é¢eni vyzaduje intenzivni péci [32].

3.5.1 Diagnostika

K diagnostice onemocnéni covid-19 je mozné pouzit nékolik druht testd, v této kapitole
budou nékteré znich predstaveny. Jako vzorek byvéa obvykle pouZzito sérum nebo vytér
ze sliznic pacienta. Jako velmi uZzite¢nd metoda testovani se stala RT-PCR (polymerazova
fetézova reakce v realnim case). Z diivodu nejvyssi virové naloze je pro testovani doporuceno
odebrat vzorek z dolniho dychaciho traktu — sputum, endotracheélni nebo bronchoalveolarni
aspirat. Plati, Ze pét az Sest dnli od propuknuti pfiznakd dosahuje zjistitelnd virova naloz
nejvyssich hodnot [33].

Pokud ma pacient asymptomaticky pribéh onemocnéni, je mozné test provést
1z nosohltanového nebo orofaryngealniho vytéru. Metoda RT-PCR se zaméfuje na konkrétni
v jednotlivych zemich je mozné nalézt na webovych strankach WHO. Naptiklad v Ciné jsou
genovymi cili geny ORFlab a N, v Némecku geny RdRp, E a N, ve Spojenych statech tfi cile
v genu N. Gen E je specificky pro v§echny viry, které souviseji se SARS-CoV, RdRp umoziiuje
detekci ptimo SARS-CoV-2. Pro gen N se pouzivaji tii sady primerii — jedna je univerzalni
pro betakoronaviry, dvé jsou specifické pro SARS-CoV-2 — pro pozitivni potvrzeni infekce
musi byt pozitivni vSechny tfi cile. S rozdilnymi protokoly pro testovani souvisi mirné
nesrovnalosti ve vysledcich [22, 33].

Pro diagnostiku covid-19 je mozné pouzit i dal$i modifikace PCR. V Japonsku
na zacatku epidemie nasla vyuziti vnofend PCR. Nakladnéjsi droplet digital PCR (ddPCR)
miZze podle studie Suo a kol. do zna¢né miry sniZit riziko faleSn€ negativnich vysledki. Studie
analyzovala vzorky ve stejnych podminkach pomoci 8 sad primert, vysledky ukazaly,
ze ddPCR je schopna rozlisit pozitivni a negativni vzorky i pfi nizké virové zatézi [33].

Dalsi skupinou diagnostickych metod jsou testy na prikaz specifickych protilatek.
produkovany pét az sedm dnll od propuknuti infekce. Nasledné produkuje infikovany
organismus protilatky IgG, tato faze trvéa ptiblizné do patnactého dne infekce a protilatky

mohou zUstat zjistitelné v fadech mésict az let. Detekovatelné byvaji i1 protilatky IgA, jejich
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vyznam u tohoto onemocnéni vSak neni jesté pfili§ objasnén. Plati, Ze béhem prvniho tydne
jsou hodnoty protilatek pomérné nizké, ve druhém tydnu rostou a nejvyssich hodnot dosahuji
v tydnu tetim. Sila protildtkové odpovédi je ovlivnéna vékem, nutriénim stavem organismu,
zavaznosti onemocnéni a uzivanim 1€kt (napf. imunosupresiva potlacujici imunitni reakci).
Do skupiny protilatkovych diagnostickych testi se tadi ELISA, LFA, CLIA,
imunofluorescencni test, microarray a mikrofluidni ¢ipy [33].

Lateralni pratokovy test (lateral flow assy — LFA) patii do skupiny rychlych
diagnostickych testi (RTD, z angl. rapid diagnostic tests) (Obr. 5), pro jeho malou velikost
a pfenosnost ho lze pouzit i v mist¢ péce. Jednd se o kvalitativni test, ktery prokazuje
pacientovy protilatky nebo virovy antigen. Vzorkem miize byt krev (sta¢i malé mnozstvi,
napiiklad z pichnuti do prstu), sliny nebo tekutiny z nosnich vytéra. Test ukazuje barevné
carky, jez informuji o pozitivnim nebo negativnim vysledku. Cely proces trva 15 az 40 minut.
DalSim diagnostickym testem je enzymova imunosorpéni analyza (ELISA, zangl.
Enzyme-linked immunosorbent assay). Tento laboratorni test miize byt jak kvalitativni, tak
kvantitativni. Principem je desticka, ktera je potazena pozadovanym virovym proteinem. Pokud
ma pacient specifické protilatky proti tomuto proteinu, dojde k jejich navazani na protein
v desticce a vzniku komplexu protilatka-protein. Ten mlze byt nasledné detekovan (barevny
nebo fluorescencni vystup). Pro provedeni testu byvaji odebirdny vzorky plné krve, plazmy

nebo séra. Metoda trva dvé az Ctyti hodiny [34].
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Obrazek 5: Schéma rychlych diagnostickych testli (RTD), upraveno dle [35]

Pokud pacient jiz prodé€lal infekci, zjistuje se, zda ma stale aktivni a ucinné protilatky.
K tomu slouzi neutralizaéni test (Obr. 6). Jeho provedeni trva tii az ¢tyfi dny a vyzaduje opét
vzorky plné krve, séra nebo plazmy. Viry jsou pfi ném péestovany na kultufe s klesajicimi
koncentracemi protilatek. Na jeho zaklad€ je mozné kvalitativné 1 kvantitativné urcit specifické
protilatky v séru pacienta, které jsou schopné blokovat replikaci viru. Dal§i vyznamnou
diagnostickou metodou je CT hrudniku. Na snimku jsou viditelné jasné bilé skvrny, které znaci
zakal nebo ¢astecné vyplnéni vzduchovych prostor v plicich [34].

V ramci diagnostiky se provadi i genomické sekvenovani. Pouzivanymi metodami jsou
metatranskriptomické sekvenovani, sekvenovani zalozené na hybridnim zachytu, amplikonové
sekvenovani a sekvenovani cilené na nanopory. V bieznu 2020 byly ve vetejnych databazich

(GISAID, NCBI Gen Bank, CNGBdb) zvetejnény stovky genomi SARS-CoV-2. Sekvenace
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umoziuje popsani primarni struktury viru. SlouZzi k analyze vyvoje viru, sledovani propuknuti

onemocnéni, vyvoji novych terapii a ptipadné i i€innych vakein [33].
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Obrazek 6: Schéma neutraliza¢niho testu, upraveno dle [35]

3.5.2 Terapie

O nalezeni vhodné terapie se zacala velmi rychle snazit fada 1€kaiti a védct. Specifické
terapii piedchdzi 1écba symptomu jako je naptiklad horecka a kaSel. Pti télesné teploté
nad 38 °C se wuzivaji antipyretika (napf. paracetamol, ibuprofen, metamizol, kyselina
acetylsalicylovd). K 1écbé kasle slouzi antitusika (napt. kodein, dextromethorfan, butamirat,
dropropizin), kterd se Casto kombinuji s mukolytiky (napf. acetylcystein, ambroxol).
Pfi bronchialni obstrukei se pacientim podavaji bronchodilatancia (napf. salbutamol,
ipratroprium), stav hypoxie se feSi oxygenoterapii nosni kanylou nebo kyslikovou maskou
pfi SpO2 niz§im nez 93 %. Vramci specifické terapie se uplatiiuji antivirotika
(napt. remdesivir,  nirmatrelvir/ritonavir, =~ molnupiravir), = monoklondlni  protilatky
(napft. tixagevimab/cilgavimab, sotrovimab), imunomoduldtory (dexamethason, baricitinib,

anakinra, tocilizumab) a antikoagulancia (nizkomolekuldrni heparin) [36].
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Prvni skupinou ¢kt jsou antivirotika. Jejich tlohou je blokovani procesu replikace viru.
Nejvétsi dopad na 1écbu a zabranéni vzniku hyperzanétlivého stavu u pacienta méa podani
antivirotik v ¢asnych stadiich onemocnéni. Vice nez 50 % schvalenych antivirotik se pouziva
u léby onemocnéni zpiisobené virem HIV. Dale tyto 1éky nalezly uplatnéni u 1écby chiipky
A a B, eboly, cytomegaloviru, viru herpes simplex a hepatitidy A a C. U onemocnéni covid-19
byl pouzit naptiklad remdesivir, favipiravir, lopinavir, chlorochin a hydroxychlorochin. Prvnim
lI¢kem, jenz ziskal souhlas Amerického ufadu pro kontrolu potravin a 1é€iv (FDA) k pouziti
proti viru SARS-CoV-2, byl remdesivir. Schvéleni se tykalo dospélych a pediatrickych
pacientl nad 12 let s podminkou minimalni vahy 40 kilogram@. Remdesivir, dfive znamy jako
GD-5734, je monofosforamidatové prolécivo analogu adenosinu. Pivodné byl spolecnosti
Gilead Sciences vyvinut k 1é¢bé onemocnéni virem EBOV a Marburg. Pozdé&ji se ukéazal jako
slibny 1€k i proti dal$im onemocnénim zpisobenym RNA viry jako je MERS nebo SARS-CoV.
Jelikoz je remdesivir nukleotidovym analogem, je jeho mechanismus piisobeni zaloZen
na schopnosti inhibice RdRp, ktera je nezbytna pro replikaci a transkripci virového genomu.
Jeho molekula podléhd intracelularni metabolické pfeméné na analog aktivniho metabolitu
nukleosid trifosfatu (NTP), jinak oznacovany jako remdesivir trifosfat (RTP). Ten poté soutézi
s endogennimi nukleosidovymi zasobami pfi interakci do procesu replikace virové RNA, tim
dochazi k pred€asnému ukonceni syntézy RNA a ndslednému zruSeni procest transkripce
a translace. Antivirotikum favipiravir je prolécivo purinového nukleotidu, které bylo objeveno
chemickou modifikaci analogu pyrazinu. V roce 2014 byl favipiravir schvélen v Japonsku
pro lécbu chiipky. Vykazuje vsak ucinek i proti dalsim RNA virim. Mechanismus jeho
plsobeni je zaloZen na zaclenéni se do virové RNA, inhibici aktivity enzymu RdRp a blokaci
syntézy virové RNA [35].

Molnupiravir je ribonukleosidovy prekurzor aktivni proti fad¢ respiracnich RNA virt.
Po podédni je 1é¢ivo hydrolyzovdno esterdzami na ribonukleosidovy analog
beta-D-N4-hydroxycytidin (NHC), ten je po vstupu do bunck fosforylovdn na a méni
se na aktivni formu NHC-trifosfat (NHC-TP). Vznikld aktivni forma se pomoci
RNA-dependentni RNA-polymerazy mtze zaclenit do virové RNA, kde zplisobi mutagenni
zmény. S kazdym dalS$im replikacnim cyklem viru se mutace zvySuji az do bodu prahové
hodnoty, kdy se geneticky prvek jiz neni schopen udrzet v populaci viru. Lék molnupiravir
se podava peroralné, kontraindikaci je téhotenstvi, kojeni a vék pod 18 let. Vyhodou je jeho
ucinnost v ptipad¢ varianty omikron [36, 37].

Metoda pasivni imunizace se jiz diive osvédcila v globalnich nouzovych situacich, kdy

chybi vakciny nebo neni dostate¢né¢ proockovand ohrozena populace. Pasivni imunizace
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se pouziva u virovych a bakteridlnich onemocnéni a jedna se o podani jiz hotovych protilatek
pacientovi. Tyto protilatky jsou vétSinou purifikovany z lidskych sér s vysokymi titry IgG proti
mikroorganismiim. Vysokych titri je dosazeno bud’ vakcinaci nebo po pfirozené infekci.
Plazma ziskana od rekonvalescentnich darci byla pro terapii pouzita jiz pfi epidemii
SARS-CoV v roce 2003, kdy snizila umrtnost z 17 % na 12,5 %. U onemocnéni MERS byla
terapie také navrzena, ale nebyla vyzkousena. U SARS-CoV-2 1é¢ba pomoci rekonvalescentni
plazmy do zna¢né miry selhala. V populaci neexistuje zadné piedchozi imunita proti tomuto
patogenu. Specifické protilatky se ve vzorcich zacaly objevovat od podzimu 2020 a vzhledem
k pozadavkiim karantény (6 az 12 meésicl), trvalo pomérné dlouho, nez byla plazma
frakcionovana a zpfistupnéna pro terapeutické ucely. V jednotlivych odbérech se nachazi rtizné
titry neutralizacnich protilatek a vyroba hyperimunniho IgG by umoznila standardizaci 1écby.
Studie provedené u pacientti s covid-19, kterym se protilatkova terapie aplikovala vSak ukazaly,
ze neexistuje zadny pozitivni G¢inek rekonvalescentni plazmy. Krom¢ nedostatecného obsahu
a kvality neutraliza¢nich protilatek, mohlo k témto vysledkiim pfispét i Spatné nacasovani
zahajeni 1écby [38].

Léky potlacujici pfehnanou imunitni reakci organismu, tzv. imunomodulatory, v ramci
klinickych studii zlepSily prognozu pacientl s covid-19 a snizily riziko jejich imrti. Jejich
podani je mozné pouze v piipadé, ze byla vyloucena superinfekce (bakteridlni, fungalni,
virova), nebo byla jiz zalécena. Ptikladem z této skupiny je dexamethason, ktery je podavan
vSem hospitalizovanym dospélym a détem starSim 12 let s vdhou nad 40 kg, u nichz je nutna
oxygenoterapie. Soucasné s kortikoidy a antikoagulanty je mozné podavat baricitinib. Jedna
se selektivni a reverzibilni inhibitor Janus kindz JAK1 a JAK2, Iék je registrovany pro 1é¢bu
revmatoidni artritidy a atopického ekzému. U onemocnéni covid-19 inhibuje zanét a brani
vstupu viru do buné¢k [36].

Dalsi moznosti 1é¢by je podavani monoklonalnich protilatek. Pfikladem je sotrovimab,
protilatka proti ¢asti RBD, kterd je totoznd u SARS-CoV a SARS-CoV-2. Podéni je mozné
u dospélych a déti nad 12 let a 40 kg. Monoklonalni protilatka bamlanivimab je neutraliza¢ni
protilatka IgG1. Mechanismem u¢inku je jeji navazani na spike protein SARS-CoV-2, ¢imz
brani vazbé viru na receptor ACE2 a vstupu do hostitelské buniky. Bamlanivimab byla vyvinuta
podle vzoru lidské protilatky, jeZ pochazela z rekonvalescentni plazmy jednoho z prvnich
uzdravenych pacientil s covid-19. V kombinaci s protilatkou etesevimab vykazuje ucinnost
proti variantdm beta, gama i omikron. Pacientim s variantami alfa a delta se podava infuze

s kombinaci protilatek casirivimab a imdevimab. MozZnou kontraindikaci je ptedchozi
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hypersenzitivni reakce po aplikaci monoklondlnich protilatek, nebyly pozorovany znamky
klinicky vyznamné Iékové interakce [36].

V ramci vyzkumu nejucinnéjsi 1é€by se zkoumaly i nékteré alternativni terapie. Jako
antibakterialni a protizanétliva 1écba se vyuziva ozonoterapie. Ozon je prirozen¢ se vyskytujici
molekula plynu. V boji proti virim mutize ptsobit poskozenim jejich kapsidy a rozruSenim
kontaktu mezi virem a buiikou peroxidaci. Pfipadné¢ mize molekula ozonu difundovat ptes
proteinovy obal a interagovat s virovou RNA. Dal§i moznosti je laserova terapie, kdy se virus
inaktivuje ultrakratkymi pulzy laserového zareni. Primarni germicidni prostfedek pouZzivany
k inaktivaci vird s RNA nebo DNA genomy je UV zéafeni. Nevyhodou je zniceni pfilehlych
bunék [39].

Pokud u pacienta dojde k akutnimu tézkému hypoxemickému respiracnimu selhani
vyzaduje jeho 1écba intenzivni péci. Jejim zékladem je konvencni oxygenoterapie, v piipadé
jeji neucinnosti nasleduje vysokoprutokova nosni oxygenoterapie. U pacientd s akutnim
zhorSenim chronickych onemocnéni jako je naptiklad chronickd obstrukéni plicni nemoc,
s akutnim kardiogennim plicnim edémem, spankovou obstrukéni apnoi nebo syndromem

v Vv

je vyuzivano umélé plicni ventilace [36].

3.5.3 Prevence

Obecné lze prevenci rozdélit na specifickou a nespecifickou. Nespecificka prevence
zahrnuje opatieni, kterd mohou zmirnit Sifeni i jinych kapénkové nebo kontaktem pfenaSenych
infekci, nejen covidu-19. Plati zde pravidlo 3R — respiratory, rozestupy a ruce. Zakryti nosu
a ust respiratorem se ukazalo jako velmi u¢inné opatieni. U infek¢nich osob brani Sifeni infekce
do okoli a zdravé chrani pfed nakazenim od nemocnych. Podminkou je, aby byl respirator
spravné nasazeny a pravideln¢ vyménovany. Dulezité je také nedotykat se pfi pouzivani jeho
zevni strany. Ve zdravotnickych a nékterych dalSich rizikovych zatizenich se pro vétsi ochranu
respiratory kombinuji s noSenim ochranného §titu. Dodrzovéni rozestupti o minimalné jednom
metru a vyhybani se mistim s vétSi koncentraci lidi mize vyrazné snizit riziko infekce.
Nejucinnéj$i moznosti je uplné eliminace kontaktu s nemocnymi. Tretim bodem je pravidelné
myti rukou mydlem a vodou po dobu nejméné 20 sekund, ptipadné jejich dezinfekce prostiedky
na bazi alkoholu. Dalsi doporuceni pro nespecifickou prevenci je naptiklad uzivani vitamini
pro posileni imunity, dodrzovani bezpe¢né manipulace se zvifaty, zvlh¢ovani nosni sliznice

solnymi roztoky a Casté vétrani prostor [40].
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Specifickou prevenci je ockovani. Vakciny proti SARS-CoV-2 spousti imunitni reakci
vytvofenim protilatek proti S proteinu nebo podjednotkdm RBD s néslednou aktivaci
T-lymfocytd. Neutralizacni protilatky zabrafiuji virovym Spickdm ve vazbé a vstupu
do lidskych bunék, ¢imz dojde k zaniku infekce. K 5. lednu 2022 bylo narodnim regula¢nim
ufadiim hlaSeno 24 vakcin, z nichz 10 organizace WHO schvalila k pouziti. Vakciny se déli
do dvou hlavnich skupin — klasicka platforma a platforma nové generace. Klasické platforma
zahrnuje vakciny inaktivované, zivé atenuované a vakciny na bazi virovych proteinovych
podjednotek. Inaktivovand vakcina spousti imunitni reakci v ndvaznosti na existenci celého
viru s jeho riiznymi povrchovymi antigeny. Jeji vyroba spo¢iva v né€kolika krocich — proliferace
zivého viru pomoci bunétné kultivace, zpracovani pro zotaveni, inaktivace chemickymi
latkami pro ukonceni bunécné infekénosti a udrzeni imunogenicity. Nevyhodou tohoto typu
vakcin je nizka stabilita a kratkd doba pisobeni. K prodlouzeni trvani imunitni odpovédi
se pridavaji riizna adjuvancia. Na trhu jsou dostupné inaktivované vakciny Sinopharm, Sinovac
a Covaxin. Zivé atenuované vakciny vznikaji snizenim virulence Zivého patogenniho viru.
Vyvolavaji vysokou dlouhotrvajici imunitni odpovéd’, kterd zahrnuje aktivaci toll-like
receptoru bez pfidani adjuvans kvili jejich obsahu multivalentnich antigeni, jeZ poskytuji silny
obranny uc¢inek proti novym variantdm. Nevyhodou je obtiznd vyroba a nevhodnost pro
pacienty s oslabenym imunitnim systémem. Vakciny na béazi virovych proteinovych

24

a Cisténi virového proteinu. Casto se k podjednotkim S nebo RBD piidavaji adjuvans
ke spusténi rozsifenéj$i imunitni odpovédi a aktivaci produkce neutralizacnich protilatek.
Vakciny Covovax a Nuvaxoid obsahuji rekombinantni S proteinové nanoc¢éastice SARS-CoV-2
a jsou schopné vyvolat silnou humoralni i bunécnou odpovéd’. Vakciny nové generace zahrnuji
vakciny zalozené na virovém vektoru, mRNA konstruované vakciny a DNA konstruované
vakciny. Virovy vektor prenasi geny SARS-CoV-2 antigenti do hostitelskych bunék, ¢imz
spusti imunitni reakci. Tyto vakciny se vyviji deleci patogennich gend, piipadné jejich
replikaci. Geny nejsou zaclenény do hostitelského genomu, takze jsou neskodné a odpoved
imunitniho systému je vy$s$i nez u vakcin na bazi virovych proteinti. Konkrétni schvalené
vakciny jsou Janssen, Vaxzevria a Covishield. Vakcina Janssen obsahuje lidskou
rekombinantni replika¢né nekompletni formu adenovirového vektoru sérotypu 26, vcetné
sekvence genu S viru SARS-CoV-2. Vysokou uc¢innost vykazuji mRNA vakciny, jejich
vyhodou je bezpec¢nost a rychld vyroba. Vakcina obsahuje virovou mRNA, ktera je uvnitt LNP
(lipidové nano-partikule). Po ockovani dojde k degradaci lipidové vrstvy, uvolnénd mRNA je

pak dostupna bunéénému translacnimu aparatu pro produkci odpovidajiciho virového proteinu,
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ktery po pfenosu do plazmatické membrany vyvola bunéénou a humoralni odpovéd’ organismu.
Schvalené¢ mRNA vakciny jsou Comirnaty a Moderna. DNA vakciny vyuzivaji bakteridlnich
DNA plazmidd, jez obsahuji genové sekvence pro kddovani SARS-CoV-2 proteinu S nebo
podjednotek RBD a promotory exprese savciho typu. Tyto plazmidy pronikaji jadernou
membranou B-lymfocytii a poté kdduji pozadovany protein. Nevyhodou je moznost zaclenéni
genll do genomu hostitelskych bun€k, coz muize vést ke vzniku novych mutaci. V srpnu
2021 ziskala nouzové povoleni k pouziti proti covid-19 DNA vakcina ZyCoV-D, kterou

vytvofila indicka farmaceuticka spolecnost Zydus Cadila [20].
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4 7avér

Tato bakalafskd prace se zabyva zakladni charakteristikou koronaviri. Je zaméfena
na molekularni vlastnosti nového koronaviru SARS-CoV-2, jeho genom, strukturni proteiny
a mechanismus nakazeni hostitelské burnky. Jsou zde popsany moznosti ptivodu viru a vybrané
mutagenni zmény spole¢né s jejich klinickym vyznamem. Déle je charakterizovano
onemocnéni covid-19, véetné dostupnych diagnostickych metod, moznosti 1é¢by a prevence.
SARS-CoV-2 se v soucasné dobé stale vyskytuje v lidské populaci a dochazi u néj k dalSimu
vyvoji, proto i nadale zlstava pfedmétem intenzivniho vyzkumu mnoha védeckych tymu po

celém svéte.
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