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Genomicka variabilita virusu SARS-CoV-2
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V ostatnych rokoch sa globalnou vyzvou pre verejné zdravie stali najma rozvijajlce a znovu sa objavujtice patogé-
ny. Prikladom st zoonotické pandémie, ktoré nastavaju po prenose zvieracich virusov do ludskej populacie, ako
je to v pripade koronavirusu tazkého akutneho respiracného syndromu 2 (SARS-CoV-2). Koronavirusy st najvac-
Sie obalené RNA virusy, ktoré su Siroko distribuované medzi cicavcami a vtakmi, ale aj ludmi. Spésobuiju predo-
vSetkym respiracné, ale aj enterické, hepatalne a neurologické ochorenia. V sticasnosti je znamych sedem dru-
hov koronavirusov schopnych infikovat l'udi, pricom styri koronavirusy — 229E, 0C43, NL63 a HKU1 sposobuju
mierne klinické priznaky podobné nachladnutiu a dalSie tri kmene — koronavirus spdsobuijtci tazky akutny res-
piracny syndrém (SARS-CoV), koronavirus spdsobuijuci blizkovychodny respirac¢ny syndrém (MERS-CoV) a novo-
identifikovany SARS-CoV-2 st smrtelné a vyustili do troch pandémii 21. storocia. Znalost sekvencie SARS-CoV-2
virusu je kldéom k jeho charakterizacii a véasné zistenie jeho genetickych tidajov umoznuje rychly rozvoj diag-
nostiky. Analyza gendmu SARS-CoV-2 vykazuje stale nové gendmové mutacie. Hlavnhym zameranim suc¢asného
vyskumu gendmu SARS-CoV-2 je to, ¢i ma niektora z tychto mutacii potencial vyznamne zmenit délezité viruso-
vé vlastnosti, ktoré by mohli ovplyvnit prejav ochorenia alebo rychlost jeho prenosu.
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Genomic variability of SARS-CoV-2

In the past years, emerging and reappearing pathogens have become a significant challenge for global public
health. A recent example of this phenomenon is zoonotic pandemics that occur after transmitting animal vi-
ruses to the human population, as is the case of the acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2).
Coronaviruses are the most significant encapsulated RNA viruses widely distributed among mammals, birds,
and humans. They cause mainly respiratory diseases but also enteric, hepatic and neurological diseases. Cur-
rently, seven species of coronaviruses capable of infecting humans are known. Four of them cause mild clini-
cal symptoms — 229E, 0C43, NL63 and HKU1, similar to a cold; and three other strains — severe acute respira-
tory syndrome coronavirus (SARS-CoV), Middle East respiratory syndrome-related coronavirus (MERS-CoV)
and the newly identified severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), which are lethal and
have led to three pandemics in the 21st century. Knowledge of the SARS-CoV-2 virus sequence is a key to its
characterization, and an early sharing of its genetic data allows rapid development of diagnostics. Analysis
of the SARS CoV 2 genome continually shows new genome mutations. The main focus of the current research
on the SARS-CoV-2 genome is to determine whether any of these mutations can significantly alter the essen-
tial viral properties that could affect the manifestation of the disease or its transmission rate.
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Varianty virusu SARS-CoV-2

Mutécie su jeden z najddlezitejSich mechanizmov evolu-
cie RNA virusov. Podobne ako iné RNA virusy, aj koronaviru-
sy rutinne akumuluju mutdacie a zmeny vo svojej gendmovej
sekvencii v dosledku nepresnosti polymerazy™. SARS-CoV-2
vSak obsahuje RdRp s proof-reading aktivitou, ktord ma za
Ulohu minimalizovat vyskyt nukleotidovych mutacii®. Gene-
tickd diverzita je v§ak rozhodujlca pre jeho fitnes, prezitie
aj patogenézu. Bolo vykonané velké mnozstvo studii na de-
tekciu gendmovych varidcii SARS-CoV-2, ¢o viedlo k najde-
niu bohatych genetickych variacii réznych typov vratane ne-
synonymnych, synonymnych, inzercii, delécii a nekddujucich
mutdcii. Monitorovanie (obrazok 1) a charakterizacia muta-
cii a variabilnych oblasti je rozhodujica najma pre ich do6-
sledky, ako napriklad vplyv na rychlost Sirenia infekcie alebo

schopnost spdsobit vaznejsi priebeh ochorenia. Mutacie mo-
Zu sposobovat neschopnost detekcie virusu pomocou $peci-
fickych diagnostickych testov alebo znizit nachylnost na te-
rapeutické latky, ako si monoklonalne protilatky, ¢i vyhnut sa
prirodzenej imunite alebo imunite vyvolanej ockovanim. S naj-
vacsou pravdepodobnostou sa budu prenasat mutacie, kto-
ré bud' posilnia infekénost, alebo replikaciu virusu, alebo tie,
ktoré nevplyvaju negativne na funkciu virusu. Kedze sa zvy-
Sil prenos a globdlne Sirenie SARS-CoV-2, v suc¢asnosti pozo-
rujeme velké mnozstvo akumulovanych mutdcii. Podla uda-
jov ziskanych z verejnej databazy Global Initiative on Sharing
All Influenza Data (GISAID) mal na zaciatku pandémie virus
SARS-CoV-2 mieru mutdcii asi 1,12 x 107% nukleotidov/ge-
nom za rok®. Zatial ¢o sekvencie SARS-CoV-2 z Wu-chanu
a okolitych oblasti provincie Chu-pej sa lisili iba niekolkymi

18

1/2021
newsla



https://paperpile.com/c/1MATc5/sjsxL
https://paperpile.com/c/1MATc5/eibLb
https://paperpile.com/c/1MATc5/hk3PZ

Prehladové prace

Obrazok 1. Grafické znazornenie mutdcii v case. Pravidelne aktualizovany fylogeneticky strom SARS-CoV-2 je verejne dostupny

na nextstrain.org®.
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nukleotidovymi zmenami, dalSia analyza genémovych sek-
vencii z databdzy GISAID odhalila, Ze pocet a vyskyt mutdcii je
v Eurépe a Severnej Amerike v porovnani s Aziou vyrazne vys-
§i®. Napriek tomu, Ze SARS-CoV-2 vykazuje sezonny pokles,
perzistencia pandémie méze umoznit akumulaciu imunolo-
gicky relevantnych mutdcii v populacii. Proteiny SARS-CoV-2
mutujd réznymi rychlostami, pricom vacsina virusovych pro-
teinov vykazuje mald mutaénu variabilitu. Niektoré proteiny,
ako napriklad Spike, sa zdaju nachylnejSie na mutécie, prav-
depodobne pre svoju kl'i¢ovu ulohu pri vstupe do hostitel-
skych buniek a zmenu infekénosti®.

Vyznamnu pozornost ziskala mutacia D614G v S protei-
ne, kedze sa stala v polovici roku 2020 prevladajucou for-
mou SARS-CoV-2 na celom svete vratane Eurdpy. Ide o sub-
stitdciu veducu k nahradeniu kyseliny aspardgovej glycinom
v polohe 614 v S proteine®. Doteraz nie st dokazy o tom,
ze by infekcia SARS-CoV-2 obsahujuca tento variant vied-
la k zavaznejSiemu priebehu ochorenia a nemeni ani G¢in-
nost existujlcich laboratérnych diagnostik, terapeutik, vak-
cin alebo preventivnych opatreni v oblasti verejného zdravia.
Mutacia v§ak pravdepodobne zvysila afinitu virusu na lud-
sky receptor ACE2, o ma za nasledok jeho vyssSiu infeké-
nost a rychlost prenosu®. Je preukazané, Ze infikovani pa-
cienti s D614G mali vy$Siu hladinu virusovej RNA, nezistili sa
viak rozdiely v potrebe hospitalizacie®. Dal$ia bezna muta-
cia v polohe 314 v ORF1b ovplyviiuje komplex RdRp, ktory je
kédovany nsp12. Mutdcie v RdRp su zriedka Zivotaschopné,
pretoze RARp je zodpovedny za transkripéné procesy a jeho
Struktura je preto vysoko zachovavana. Mutacia vedie k zme-
ne aminokyseliny prolin na leucin a bolo pozorované, ze zvy-
Suje rychlost vyskytu mutacii®. Prolin je spojeny s flexibili-
tou a leucin so stabilizaciou v proteinoch. ZvySena rigidita
v Strukture RdRp v dosledku zavedenia leucinu vedie k vys-
Sej miere transkripénej chyby(9. Vznik mutécie RdRp vo feb-

rudri 2020 viedol k zvySeniu tvorby mutacii vratane mutacii

v S a N proteinoch®.
Na konci jesene 2020 viaceré krajiny hlasili, ze deteguju
varianty SARS-CoV-2 s velkym po¢tom mutacii, ktoré sa Siria

L
2020-Aug
Date

2020-Oct 2020-Dec

efektivnejSie. Novy variant B.1. 1. 7 s velkym po¢tom muta-
cii identifikovali na jesen 2020 v Britanii®". Nasledne bola
ohlasena linia B.1.351 v Juznej Afrike("™. Nedavno boli iden-
tifikované dalSie varianty, a to B.1. 1. 28 oznacovany ako P.1
v Brazilii™® a B.1.526 vyskytujuci sa najméa v New Yorku(4.
V slcasnosti tieto varianty SARS-CoV-2 predstavuju najvac-
Siu hrozbu. O funkénych a evolu¢nych vyznamoch vacsiny
mutdcii SARS CoV-2 sa stdle diskutuje.

Linia B.1.1.7

B.1. 1. 7 rodova linia, alias 201/501Y.V1 Variant of Con-
cern (VOC) 202012/01. Patri do skupiny Nextstrain — 20 B,
GISAID klad GR. Rodova linia B.1. 1. 7 nesie vacsi pocet ge-
netickych zmien virusu, ako bolo obvyklé(. Ako a kde vzni-
kol, je zatial nejasné. Predpokladany vznik neobvyklej gene-
tickej divergencie linie B.1. 1. 7 je vimunodeficientnych alebo
imunosuprimovanych pacientoch, ktori su chronicky infiko-
vani SARS-CoV-2("9. V takychto pripadoch evolu¢na dynami-
ka a selektivne tlaky na populdciu virusov medzi pacientmi
st velmi odlisné od tych, ktoré sa vyskytuju pri typickej infek-
cii. Odhaduje sa, Ze variant sa objavil v juhovychodnej Casti
Velkej Britanie v septembri 2020, pricom nie je fylogenetic-
ky pribuzny s virusom SARS-CoV-2 cirkulujicim v Spojenom
kralovstve v ¢ase zistenia variantu®.

Nukleotidové zmeny si prevazne pozmenujice aminoky-
seliny, pricom nastalo az 14 nesynonymnych mutacii a 3 de-
lécie (obrazok 2). V linii sa pozoruje aj 6 synonymnych mu-
tacii. Mnozstvo genetickych zmien je najma v proteine Spike
vratane delécie Siestich nukleotidov, ¢o vedie k delécii 2 ami-
nokyselin v poziciach 69 a 70 — del69-70. Tato mutéacia sa
spontanne vyvinula aj v inych variantoch SARS-CoV-2 a pred-
poklada sa, Ze zvysuje prenosnost. Vyznamnou mutéciou je
aj zmena, ktord vedie k zmene aminokyseliny z asparaginu
na tyrozin v polohe 501 — N501Y v doméne viazucej receptor
proteinu Spike. Ukazalo sa, Ze zvySuje pevnost véazby Spike
proteinu koronavirusu na enzym konvertujuci angiotenzin 2 —
ACE2, ktory sprostredkiva vstup virusu do ludskych buniek.
Potencialne biologické Gcinky méze mat aj zmena prolinu

1/2021
ewslab

19



https://paperpile.com/c/1MATc5/WXhxv
https://paperpile.com/c/1MATc5/WrfeF
https://paperpile.com/c/1MATc5/ZqMzR
https://paperpile.com/c/1MATc5/E5Xhi
https://paperpile.com/c/1MATc5/ZqMzR
https://paperpile.com/c/1MATc5/W61cQ
https://paperpile.com/c/1MATc5/S8JEq
https://paperpile.com/c/1MATc5/WXhxv
https://paperpile.com/c/1MATc5/c2pg8
https://paperpile.com/c/1MATc5/H9nBN
https://paperpile.com/c/1MATc5/OeYH0
https://paperpile.com/c/1MATc5/Qy6km
https://paperpile.com/c/1MATc5/lcO0
https://paperpile.com/c/1MATc5/H9nBN
https://paperpile.com/c/1MATc5/7djc1
https://paperpile.com/c/1MATc5/IZwPS

Prehladové prace

Obrazok 2. Mutacie vo variante B.1.1.7 virusu SARS-CoV-2.
Upravené podla Corum a Zimmer, 2021,

Ore,,

. ' :/‘ ~ HE9-V70
Yy, B -

B.1.1.7

re————— | KORONAVIRUS
0. @1

Obrazok 4. Mutacie vo variante P.1 virusu SARS-CoV-2.
Upravené podla Corum a Zimmer, 2027,

na aminokyselinu histidinu v polohe 681 v S proteine — P681H,
ktora bezprostredne susedi s miestom Stiepenia furinom".
DoterajSie analyzy ukazali, ze variant B.1. 1. 7 sa prena-
Sa efektivnejSie v porovnani s inymi variantmi SARS-CoV-2,
ktoré koluju vo Velkej Britanii, kedze regidony Spojeného kra-
lovstva s vys$§im podielom sekvencii B.1. 1. 7 mali rychlejsi
epidemicky rast ako iné oblasti. Odhaduje sa, Ze prenosnost
tohto kmena sa mohla zvysit aZz o 56 % a primarne repro-
dukcné Cislo Sirenia sa zvysilo 0 0,4 = 0,707, V januari 2021
bola publikovana sprava, v ktorej vedci naznacili, ze variant
B.1. 1. 7 moze byt spojeny so zvySenym rizikom umrtia v po-
rovnani s inymi variantmi®. Na potvrdenie tohto zistenia su
potrebné dalSie Studie. PoCas poslednych tyzdnov pomer
pripadov B.1. 1. 7 medzi vSetkymi detegovanymi pripadmi
vyrazne stupa kazdy den, ¢o naznacuje, Ze tento variant sa
stava dominantnym, minimalne v EU vratane Slovenska.
Ukazalo sa, ze sa vyskytol aj variant B.1. 1. 7, ktory obsa-
hoval navySe vyznamnu mutaciu E484K, pri ktorej sa preuka-
zalo, ze redukuje neutralizaciu rekonvalescentnymi sérami
a monoklondlnymi protilatkami. Ide o klaster s oznacenim
VOC 202102/02 a obsahuje vSetky mutéacie opisané pre liniu

Obrazok 3. Mutdcie vo variante B.1.3517 virusu SARS-CoV-2.
Upravené podla Corum a Zimmer, 20219,
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B.1. 1. 7 s dal§imi mutaciami E484K v S proteine, L730F
v ORF1ab aj A173V a A398T v proteine N. Nezdavislé studie
dospeli k zaveru, Zze E484K najma v kombinacii s N501Y ma
medzi jednotlivymi mutdciami najvacsi vplyv na antigénne
zmeny a je spojeny aj so zvySenou vazbou na ludsky ACE2.
Mutacia E484K bola nezavisle opisana vo viacerych varian-
toch vratane B.1.351 v Juznej Afrike, ale aj pri variante P1
v Brazilii®".

Linia B 1.351

B.1.351 rodova linia, znama ako 20H/501Y.V2 (predtym
20C/501Y.V2), VOC - 202012/02 patri do triedy Nextstrain -
20C, GISAID klad GH a linia PANGO B.1.351. Podobne ako
predchadzajica B1. 1. 7 patri k linidm s velkym mnoZzstvom
mutacii (obrazok 3), pricom prvykrat bola opisand v oktébri
v Juznej Afrike". Variant je definovany viacerymi nesyno-
nymnymi aminokyselinovymi zamenami v S proteine. Napri-
klad v N-koncovej doméne S proteinu sa nachadza delécia
242-244del a aminokyselinovd zamena argininu za izoleu-
cin — R246l1. V RBD sa vyskytuju tri mutacie K417N, E484K
a N501Y a jedna mutacia A701V je lokalizovana v blizkosti
miesta Stiepenia furinom (2. Mutécia N501Y, ktora je rovna-
ka aj v pripade variantu B.1. 1. 7, pravdepodobne sp6sobu-
je zvysend virusovu zataz, a teda aj prenosnost obidvoch va-
riantov. Obzvlast délezita je mutacia E484K v RBD, ktora je
povaZzovana za mutdciu, ktorej vysledkom je schopnost vy-
hndt sa monoklonalnym a sérovym protilatkovym odpove-
diam. Viac ako 90 % pripadov sekvenovanych v Juznej Afrike
od konca novembra bolo spésobenych tymto variantom(2,
Infekcie tymto variantom boli nedavno hldsené z Rakiska
a rychly narast pripadov je pozorovany aj vo Franctzsku®".
Prvé sporadické pripady su zachytené aj na Slovensku.

Linia P1

Linia P.1, zndma ako 20 J/501Y.V3, patri do triedy Next-
strain — 20 B, GISAID klad GR a linia PANGO P.1. Dna 12. ja-
nudra 2021 bol definovany dalsi variant SARS-CoV-2 v se-
vernej Brazilii. Liniu P.1 definuje 17 aminokyselinovych
zmien, 3 delécie, 4 synonymné mutéacie a jedna 4-nukleoti-
dovad inzercia (obrazok 4). Z tohto poctu sa 10 mutécii na-
chdadza v S proteine. Ma v§ak mnozstvo jedine¢nych mutacii
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definujucich liniu vratane niekolkych totoznych mutacii s li-
niou B. 1.351 zndmeho biologického vyznamu, ako st E484K,
K417T a N501Y(9),

Linia B.1.526

Linia B.1.526 patri do triedy Nextstrain — 20C a linia PAN-
GO B.1.526. Analyza sekvencii virusu nedavno identifikovala
novy variant B.1.526, ktory sa velmi rychlo rozsiril v oblasti
New Yorku. Linia ma péat charakteristickych aminokyselino-
vych substitlcii v Spike proteine L5F, T95Il, D253G, D614G
aA701V. Mutéacia D253G nastala prave v jednom z dvoch kl'd-
¢ovych zvyskov N-termindlnej domény Spike proteinu. V dru-
hom aminokyselinovom zvysku R246 sa pozorovala muta-
cia v linii B.1.351, ktora pravdepodobne prispela k tniku pred
neutralizacénymi protildtkami. Predpoklada sa, ze mutdcia
D253G moze mat podobny efekt(™. Navyse boli identifiko-
vané dve verzie variantu s mutaciou E484K alebo S477N vo
vazbovej doméne pre receptor. Prave s kombinaciou muta-
cie D253G vyvolavaju obavy z moznej rezistencie proti tera-
peutickym a vakcinami vyvolanym protilatkam®.

LiniaB.1.617

Sucasny (datované k aprilu 2021) drasticky nérast poctu
pripadov na ochorenie COVID-19 je zapriCineny z velkej Cas-
ti liniou B.1.617. Tato mutdcia sa vyskytuje najma v Indii a je
oznacovana ako ,dvojita mutdcia“, kedze okrem linii charak-
teristickych mutdcii sa v RBD Spike proteinu nachadzaju dve
vyznamné aminokyselinové substitticie E484Q a L452R, kto-
ré boli detegované vo dvoch znamych liniach@®. Obe muta-
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cie maju zvysenu pevnost vazby na ACE2 receptory®®. Vedci
sa obavaju, Ze prave linia B1.617 by mohla zvysit pravdepo-
dobnost reinfekcii.

Zaver

Vo viacerych znamych liniAch mézeme pozorovat pre-
linanie rovnakych mutacii. Napriklad mutdcia E484K je po-
zorovana v linidch P.1, B.1.351 a B.1.525. V liniach B.1. 1. 7,
B.1.351 aj P1 sa vyskytuju mutacie N501Y a delécia ORF1b
del11288-11296. Stbor mutacii ¢i delécii medzi liniami sa
vSak javi ako Uplne samostatny a predpoklada sa, ze suvi-
si s rychlym narastom pripadov v lokalitach vyskytu. Vzhla-
dom na sucasnu situdciu je preto nevyhnutné virus nadalej
skumat a odhal'ovat pripadné nové linie virusu. Na zaklade
sekvencnych analyz odhalujicich mutacné spravanie virusu
SARS-CoV-2 existuju urcité obavy tykajuce sa stale novoob-
javujucich sa mutacii, ktoré mézu vyznamne ovplyvnit ciele-
né terapie a, o je dolezitejSie, prave vyvoj vakcin. Preto velka
¢ast vedeckej komunity upriamila pozornost na pochopenie
virusu, kedze prave vyvoj Ucinnej a bezpecnej vakciny mo-
Ze zabranit zavaZnosti ochorenia a znizit Umrtnost spojenu
s tymto ochorenim.
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