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Mechanizmy unikania wrodzonej odpowiedzi immunologicznej
przez ludzkie koronawirusy

Mechanisms of evasion of the innate immune system response by human
coronaviruses
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Streszczenie

Uklad odpornosci wrodzonej stanowi pierwszg linie obrony
gospodarza przed otaczajgcymi go patogenami. W przypadku infekciji
wirusowych, jako iz sg to patogeny wewnatrzkomérkowe, obrona ta
rozpoczyna Si¢ rozpoznaniem zagrozenia przez cytozolowe
i endosomalne receptory rozpoznajgce wzorce (PRR). Zaktywowana
odpowiedz przeciwwirusowa indukuje produkcje interferonéw (IFNs)
i cytokin, ktorych zadaniem jest eliminacja atakujgcego wirusa
i przygotowanie innych, niezainfekowanych jeszcze komoérek do
skutecznej obrony. Koronawirusy sg jednoniciowymi wirusami RNA
o dodatniej polarnosci (+)ssRNA, ktére odpowiedzialne sg za
epidemie SARS w latach 2002 oraz MERS w 2012 roku, a takze
pandemie COVID-19 w 2019 roku. W zwigzku z powyzszym, rodzina
Coronaviridae stata sie gtbwnym celem badan ze wzgledu na duze
ryzyko wystgpienia kolejnych pandemii w przysziosci. Koronawirusy
na drodze ewolucji wyksztatcity wachlarz mechanizméw na podstawie
ktorych unikajg nie tylko rozpoznania przez receptory wrodzonego
uktadu odpornosciowego gospodarza, ale réwniez, efektywnych
w stosunku do innych wiruséw mechanizméw obrony przeciw-
wirusowej. Celem tej pracy jest opis oraz charakterystyka
najwazniejszych mechanizméw na podstawie ktérych czionkowie
rodziny Coronaviridae unikajg uksztattowanych przez wrodzony uktad
odpornosciowy, uniwersalnych mechanizméw obrony gospodarza
przed infekcjami wirusowymi.

Stowa kluczowe: Iludzkie koronawirusy, odpowiedz wrodzona,
mechanizmy unikania

Summary

The innate immune system is the first line of host's defense against
surrounding pathogens. In the case of viral infections, as they are
intracellular pathogens, defense begins with the recognition of the
threat by cytosolic and endosomal pattern recognition receptors
(PRRs). Activated antiviral response induces production of interferons
(IFNs) and other cytokines to eliminate invading virus and prepare
other, not yet infected cells, for effective defense. Coronaviruses are
positive single-stranded RNA viruses (+)ssRNA, which are
responsible for outbreaks in 2002 and 2012 (SARS and MERS
accordingly), as well as the COVID-19 pandemic in 2019. Therefore,
the Coronaviridae family has become a major target for research due
to the high risk of further pandemics in the future. Coronaviruses,
through evolution, have developed a wide range of mechanisms on
the basis of which they avoid not only recognition by receptors of the
host's innate immune system, but also effective against other viruses,
antiviral defense mechanisms. The purpose of this work is to describe
and characterize the key mechanisms by which members of the
Coronaviridae family evade innate immune system-formed, universal
host defense mechanisms against viral infections.

Key words: human coronaviruses, innate immunity, evasion
mechanisms
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IFN - interferon, interferon

RNA - ribonucleic acid, kwas rybonukleinowy

SARS - Severe Acute Respiratory Syndrome, zespot
ciezkiej ostrej niewydolnosci oddechowej

MERS- Middle-East Respiratory Syndrome, zespoét
oddechowy bliskiego wschodu

ARDS - Acute Respiratory Disease Syndrome, zespot
ciezkiej wschodniej niewydolnosci oddechowej

ACE2 - angiotensin-converting enzyme-2, konwertaza
angiotensyny 2

DPP4 - dipeptidyl peptidase 4, dipeptydylopeptydaza 4
AP-N - aminopeptidase N, aminopeptydaza N
ORF1la/ab - open reading frame la/ab, otwarta ramka
odczytu 1a/ab

RTCs - replication-transcription centers, centra
replikacyjno-transkrypcyjne

HCoVs - human coronaviruses, ludzkie koronawirusy
PAMP - pathogen assosiated molecular patterns,
wzorce molekularne zwigzane z patogenami

DAMP - damage assosiated molecular patterns, wzorce
molekularne zwigzane z uszkodzeniami

PRR - pattern recognition receptors, receptory
rozpoznajgce wzorce

TLR - toll- like receptors, receptory toll-podobne,
RLR - rig-like receptors, receptory rig-podobne

NLR - nod-like receptors, receptory nod-podobne
IRF - interferon regulatory factors, czynniki
regululatorowe interferonu
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ISGs - interferon-stimulated genes, geny stymulowane
interferonami

dsRNA - double-stranded ribonucleic acid, dwuniciowy
kwas rybonukleinowy

ssSRNA - single-stranded ribonucleic acid, jednoniciowy
kwas rybonukleinowy

NF-kB - nuclear factor kappa B, jadrowy czynnik
transkrypcyjny NF kappa B

MYD-88 - myeloid differentiation primary response 88,
czynnik pierwotnej odpowiedzi réznicowania
mieloidalnego 88

MDA-5 - melanoma differentiation-associated protein 5,
biatko réznicowania czerniaka 5

1. Wstep

Koronawirusy sg duzg grupa wirusow nalezaca do
podrodziny Orthocoronavirinae w obrebie rodziny
Coronaviridae. Ich materiat genetyczny stanowi
jednoniciowa czasteczka RNA o dodatniej polarnosci,
a genom skfadajgcy sie z 30 kpz (kilo par zasad) jest
jednym z najwiekszych ws$rdéd wiruséw RNA [1].
Koronawirusy podzielono na cztery gtdwne rodzaje:
alfa-, beta-, gamma- oraz delta- koronawirusy.
Wszystkie sg zdolne do infekcji ssakow, a pierwsze dwa
rodzaje (alfa oraz beta) stanowig zagrozenie réwniez dla
ludzi. Ludzkie koronawirusy 229E, OC-43, HKU1 i NL63
sg najczesciej wystepujacymi w srodowisku szczepami
nisko patogennymi, ktére odpowiedzialne sg za
wywotywanie tagodnych, sezonowych infekcji gérnych
drég oddechowych potocznie nazywanych przeziebie-
niami. Do wysoko patogennych szczepow atakujgcych
dolne drogi oddechowe nalezg cztonkowie rodzaju beta:
SARS-CoV, MERS-CoV oraz SARS-CoV-2, ktérych
infekcje mogg charakteryzowaé sie nagtym i ciezkim
przebiegiem zdefiniowanym jako zespét ciezkiej ostrej
niewydolnosci oddechowej ARDS (ang. acute
respiratory distress syndrome) [2]. Przedstawiciele
rodzaju beta odpowiedzialni sg za wybuchy epidemii
SARS-CoV w 2002 i MERS-CoV w 2012 roku oraz
pandemii COVID-19 w 2019 (SARS-CoV-2), ktdrych
Smiertelnos¢ wynosita odpowiednio 11%, 36% oraz
5.2% [3]. Co ciekawe, SARS-CoV-2, pomimo mniejszej
S$miertelnosci dzieli 79% materialu genetycznego
Z SARS-CoV oraz 30% z MERS-CoV [4].

Wszystkie z wysoko patogennych koronawiruséw sg
wirusami  odzwierzecymi, ktére pokonaly bariere
rodzajowg nabywajgc zdolnosci do infekowania ludzi.
Receptorami  wejscia dla wysoko patogennych
koronawirusbw sg czasteczki ACE-2 (SARS-CoV
i SARS-CoV-2) oraz DPP4 (MERS-CoV), ktére regulujg
odpowiednio skurcz naczyn krwionosnych i cisnienie
krwi oraz indukujg sygnat kostymulujgcy aktywacje
dziewiczych limfocytow T [5]. Nisko patogenny szczep
HCoV-229E natomiast wykorzystuje czasteczke AP-N,
ktorej gtéwng rolg w organizmie cztowieka jest kontrola
odczuwania bolu oraz posrednia regulacja cisnienia krwi
poprzez rozluznianie naczyn krwionosnych [6].

Typowa dla koronawirusbw organizacja genomu
zawiera trzy gtéwne sekwencje kodujgce biatka
strukturalne, biatka niestrukturalne oraz biatka
dodatkowe. Genom za$ zakonczony jest na koncu
5 specjalng czapeczkg (7'metyloguanozyna) oraz
tancuchem poly A na koncu 3’ [7]. Dwie-trzecie konca &’
genomu koronawiruséw zajmujg dwa regiony ORFla
oraz ORFlab, ktore bezposrednio po wniknieciu do

LGP?2 - laboratory of genetics and physiology 2, czynnik
laboratorium genetyki i fizjologii 2

CTD - carboxy-terminal domain, domena regulatorowo-
represorowa

EndoU - endonuclease, poly(U) specific, endonukleaza
specyficzna wzgledem urydyny

DMV - double membrane vesicle, pecherzyk
dwubtonowy

Nsp - non-structural protein, biatko niestrukturalne
RO’s - replication organelles, organy replikacyjne

SGs - stress granules, granulki stresowe

PKR - protein kinase R, kinaza biatkowa R

OAS-1 - 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1, 2-5-
oligoadenylowa syntetaza 1

komorek gospodarza ulegajg translacji. Powstate
poliproteiny ppla i pplab po wczesniejszej hydrolizie
stajg sie szesnastoma biatkami niestrukturalnymi
odpowiedzialnymi za utworzenie centr replikacyjno-
transkrypcyjnych RTC (ang. Replication-Transcription
Complexes) [8]. Ze wzgledu na fakt, iz materiat
genetyczny ludzkich koronawiruséw stanowi dodatnio-
spolaryzowana  jednoniciowa czasteczka  RNA,
bezposrednio po wniknieciu do komorki gospodarza
moze dochodzi¢ do jej translacji, a co za tym idzie,
natychmiastowej produkcji biatek wirusowych i tworzenia
mikrosrodowiska sprzyjajgcego replikacji patogenu [9].
Pozostata cze$¢ materialu genetycznego wirusa na
koncu 3’ koduje biatka strukturalne: kolca S (ang. spike),
ostonki E (ang. envelop), blony M (ang. membrane)
i nukleokapsydu N (ang. nucleocapsid). W tej czesci
kodowane sg rowniez biatka dodatkowe, ktére wchodzg
w skitad syntetyzowanych wirionébw i regulujg
zachodzgce podczas infekcji procesy biologiczne. Co
wazne, biatka strukturalne sg kluczowymi elementami
biorgcymi udziat w unikaniu wrodzonej odpowiedzi
gospodarza, pomimo, iz nie sg niezbedne do przepro-
wadzenia procesu replikacji. Biatka dodatkowe
natomiast stanowig bardzo wazny element mechanizmu
wykorzystywania struktur gospodarza do sukcesywnej
infekcji antagonizujgc wrodzone mechanizmy obronne
[10]. Ekspresja poszczegoélnych biatek dodatkowych
wykazuje wysokg heterogenno$¢ wzgledem poszcze-
golnych szczepéw.

2. Infekcje ludzkimi koronawirusami

Ludzkie koronawirusy (HCoVs) infekujg komorki
gospodarza uzywajgc jako receptorow wejscia biatek
Z rodziny peptydaz: ACE-2 (SARS-CoV i SARS-CoV-2),
DPP4 (MERS-CoV), AP-N (HCoV-229E) [11]. Szerokie
rozpowszechnienie tkankowe biatek powierzchniowych,
ktére HCoVs wykorzystujg do infekcji komorek
docelowych spowodowane jest rozlegtym spektrum
funkcji  fizjologicznych, jakie czgstki te petnig
w organizmie cziowieka. Ich obecno$¢ wykazano nie
tylko w obrebie uktadu oddechowego, ale réwniez
ukfadzie sercowo-naczyniowym, pokarmowym,
moczowo-ptciowym, nerwowym oraz nerkach i watrobie,
co W znacznym stopniu przekfada sie na patogeneze
i konsekwencje, jakie niesie za sobg ciezki przebieg
infekcji  koronawirusami o wysokiej patogennosci.
Szerokie rozpowszechnienie czastek receptorowych
ufatwia rodzinie Coronaviridae sukcesywng ekspansje
i moze stanowi¢ 0 wielonarzadowym charakterze
systemowego zapalenia, jakie obserwuje sie podczas
najciezszego przebiegu infekcji wysoko patogennymi
koronawirusami. Charakterystyczne dla ciezkich infekcji
koronawirusami o  wysokiej patogennosci  jest
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wystepowanie nadmiernej reakcji odpornosci wrodzonej
nazywanej ,burzg cytokinowg” [12]. Gwaltowne
wydzielanie przez makrofagi, monocyty, komorki
dendrytyczne oraz nabtonek cytokin prozapalnych
(IL-1B, IL-2, IL-6 TNF-a), chemokin (MCP-1, MIP-1
IP-10, RANTES) oraz biatek ostrej fazy i interferonéw
(IFN-a/B) [13] prowadzi do nagtej, nadmiernej
i niekontrolowanej reakcji organizmu, ktéra towarzyszy
ponad 80% przypadkéw zgonéw chorych na COVID-19
[14]. Jedng z gtownych hipotez wyjasniajgcych
przyczyne wystepowania ,,burzy cytokinowej” jest
wyksztatcenie przez ludzkie koronawirusy
mechanizmow, ktére pozwalajg wirusom na ukrywanie
swojej obecnosci w komérkach gospodarza [15].
Mechanizmy te uniemozliwiajg detekcje wiruséw
w zrearanzowanych przez niestrukturalne biatka wirusa
organellach gospodarza, zapewniajgc tym samym
ochrone przed gtdéwnymi sposobami detekcji przez
receptory odpowiedzi wrodzonej. Intensywna replikacja
wirusa w specjalnie utworzonych przedziatach komorki
gospodarza pozwala na akumulacje duzej liczby czastek
wirusowych, ktérych nagte uwolnienie prowadzi do
niekontrolowanej i nadmiernej reakcji organizmu.

3. Wrodzona odpowiedz uktadu odpornosciowego

Ukitad wrodzonej odpowiedzi odpornosciowe;j
stanowi pierwszg linie obrony organizmu przed
zagrazajgcymi czynnikami, w tym wirusami. Obrona ta
jest wieloetapowym procesem, w sktad ktorego
wchodzg: rozpoznanie atakujgcego patogenu, indukcja
szlakéw sygnatowych prowadzaca do ekspresji genéw
odpowiedzi zaréwno zapalnej, jak i przeciwwirusowej
oraz wydzielanie czynnikdw, ktére ograniczajg replikacje
i nasilajg reakcje zapalng. Pierwszy etap odpowiedzi
wrodzonej stanowi rozpoznanie konserwatywnych
wzorcow molekularnych zwigzanych z patogenami
(PAMP, ang. Patogen-Assosiated Molecular Patterns)
oraz czgstek pochodzgcych z uszkodzonych w wyniku
infekcji komorek wiasnych (DAMPs, ang. Damage-
assosiated Molecular Patterns) przez receptory
rozpoznajgce wzorce (PRR, ang. Pattern Recognition
Receptors). U cziowieka wyrdznia sie na trzy gtéwne
rodzaje PRR: TLR (ang. Toll-like receptors), RLR (ang.
RIG I-like receptors) i NLR (ang. NOD-like receptors)
[16]. Receptory te zdolne sg do rozrézniania czasteczek
obcych od wtasnych. W przypadku infekcji wirusowych
najwazniejszg role odgrywajg receptory TLR i RLR
odpowiedzialne za detekcje wirusowego RNA oraz
biatek powierzchniowych na wszystkich etapach jego
oddziatywania: zewngtrzkomoérkowym, endosomalnym
oraz cytozolowym. Stanowi to o ich roli w zachowaniu
homeostazy i zdolnosci do szybkiej reakcji, ktora
w odréznieniu od odpowiedzi nabytej nie wymaga
wydtuzonej fazy przygotowawczej [17]. Szybka
i celowana odpowiedz moze przesadzi¢ o losie infekcji,
umozliwiajgc natychmiastowg eliminacje wirusa oraz
przygotowanie innych komérek do skutecznej obrony
jeszcze przed zetknigciem sie komorki z infekcyjng
czastkg wirusa. Receptory wrodzonej odpornosci
indukujg sygnaly i czynniki transkrypcyjne odpowie-
dzialne za wydzielanie i produkcje prozapalnych cytokin
oraz biatek odpowiedzi przeciwwirusowej, w ktorej
gtéwne role odgrywajag IFN typu | i Ill [18]. Zdolno$¢ do
omijania tej fazy indukcyjnej moze stanowi¢ o przewadze
patogenéw nad mechanizmami obronnymi gospodarza.
Stad koronawirusy wyksztalcity na drodze ewolucji
wachlarz mechanizméw, ktére bezposrednio Iub
posrednio pozwalajg im na skuteczng ucieczke spod
spektrum dziatania obrony wrodzonej.

4. Receptory odpowiedzi wrodzonej — wykrywanie
wirusow

41.  Receptory TLR

Receptory Toll-podobne sg gtdwnym elementem
odpowiedzi wrodzonej odpowiedzialnym za wykrywanie
sygnatow zagrozenia pochodzgcych z PAMPs. U ludzi
zidentyfikowano dotychczas 10 typéw receptoréw TLR:
od TLR1-10, podczas gdy u myszy jest ich 12 [19].
W infekcjach wirusowych najwiekszg role, ze wzgledu na
wewnatrzkomérkowy charakter patogenu, odgrywajg
receptory rozmieszczone wewngtrz réznego rodzaju
struktur o charakterze pecherzykéw. Do tej grupy nalezg
TLR-3 oraz TLR-7/8 wystepujace wewngtrz endosomow
i lizosomoéw, rozpoznajac kolejno: dsRNA i ssRNA —
odpowiednio przejsciowy (wynikajgcy z mechanizméw
replikacji) i gtéwny — materiat genetyczny koronawiruséw
[20]. Rozpoznanie patogenu indukuje kaskade
transdukcji sygnatdw na skutek kontaktu z czgstkami
adaptorowymi, ktérej koncowym etapem po pobudzeniu
odpowiedniego czynnika transkrypcyjnego (AP-1, NF-kB
lub IRF) jest indukcja ekspresji genéw odpowiedzialnych
za odpowiedz zapalng i przeciwwirusowa [21]. Wyrdznia
sie receptory postugujgce sie szlakiem zaleznym
i niezaleznym od czastki adaptorowej MyD88.
W odréznieniu od TLR-7/8, charakterystyczng cechg
TLR-3 jest transdukcja sygnatu niezaleznie od czastki
MyD88, a z wykorzystaniem czgstki TRIF (ang. TIR-
domain-containing adaptor protein including IFN-beta)
[22].

4.2. Receptory RLR

Receptory RLR sg rodzing cytozolowych biatek
zdolnych do wewnatrzkomorkowej detekcji wirusowego
RNA. Gtéwng rolg transdukcji sygnatu przez RLR jest
aktywacja takich czynnikéw transkrypcyjnych jak NF-kB
oraz IRF3 i IRF7 — kluczowych elementéw posredn-
iczacych w odpowiedzi przeciwwirusowej realizowanej
na podstawie interferonéw typu | oraz Il [23]. Wyrdznia
sie trzy receptory bedgce czionkami rodziny RLR: RIG-I
(ang. retinoic acid-inducible gene-1) okreslany réwniez
jako DDX58, MDA5 (ang. melanoma differentiation-
associated protein 5) oraz trzeci, najstabiej poznany
receptor LGP2 (ang. laboratory of genetics and
physiology 2) [24]. Pod wzgledem strukturalnym
wszystkie receptory RLR charakteryzujg sie obecnoscig
dwoch domen odpowiedzialnych za wigzanie RNA:
regulatorowo-represorowej CTD (ang. carboxy-terminal
domain) oraz helikazy RNA (ang. central helicase) [25].
Elementem odrézniajgcym LGP2 od reszty jest
nieobecnos¢ domen aktywacji i rekrutacji kaspaz CARD
(ang. caspaze activation and recrutation domain),
ktorych gtéwna rola opiera sie na transdukcji sygnatu.
Stad powszechnie uwaza sie, ze kluczowym
mechanizmem dziatania LGP2 jest zarbwno pozytywna,
jak i negatywna regulacja aktywnosci pozostatych dwoch
receptorow MDAS5 i RIG-I, ktére w odréznieniu od LGP2
i za sprawg obecnosci wszystkich trzech rodzajow
domen (CARD, CTD i helikazy RNA) sg w stanie
rozpoznawaé zagrozenie oraz zdolne sg do nastepczej
transdukcji sygnatu.

Gtéwnymi elementami odrdzniajgcymi receptory
RIG-I i MDA5S sa cechy, jakimi muszg charakteryzowaé
sie czgsteczki RNA, by zosta¢ sukcesywnie rozpoznane
przez te receptory. RIG-I preferencyjnie wigze krotkie
odcinki konca 5’dsRNA (13 par zasad), ktére spetniajg
jedna z trzech ponizszych cech: obecnos¢ dwdch lub
trzech grup fosforanowych na koncu 5 RNA oraz brak
metylacji w pozycji 2’0 terminalnego nukleotydu konca
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5’ [26]. Co ciekawe, wszystkie z podanych struktur, poza
obecnoscig dsRNA, ze wzgledu na brak u cziowieka
polimerazy RNA zaleznej od RNA, mogg wystepowac
jako materiat genetyczny gospodarza. Niemniej jednak,
ludzkie RNA charakteryzuje sie obecnoscig specjalnych
struktur okreslanych mianem ,,czapek” (ang. caps) na
koncach 5’ RNA, co pozwala na odroznienie czasteczek
gospodarza, od egzogennego materiatu wirusa [27]. Co
wiecej, post transkrypcyjna obrobka mRNA pozwala na
metylacje czasteczki kwasu rybonukleinowego w pozycji
2’0 jeszcze na poziomie jgdra komorkowego, czyli
bezposrednio przed pojawieniem sie w cytoplazmie,
gdzie czagsteczki mogtyby indukowac transdukcje
sygnatu za posrednictwem RLR [28]. Dodatkowo tak
zsyntetyzowana czgsteczka RNA powigzana jest ze
strukturami biatkowymi, ktore zapobiegajg wigzaniu sig
do RIG-I. Receptory MDA5 natomiast wykazujg sie
mozliwoscig wigzania dsRNA o stosunkowo diugich
strukturach [29]. Stad, popularnym syntetycznym
agonista MDA5 wykorzystywanym na szerokg skale
w badaniach naukowych jest czgsteczka Poly I:C
(polyinosinic: polycytidylic acid).

5. Ludzkie koronawirusy

Infekcje ludzkimi koronawirusami rozpoczynajg sie
przytgczeniem biatka S do odpowiedniego dla danego
szczepu koronawirusa receptora wejscia na powierzchni
komorek gospodarza. Reakcja ta moze zachodzi¢ na
podstawie dwoch mechanizméw: bezposredniej fuzji
wirusa z btong cytoplazmatyczng komérki docelowej lub
pochtoniecia z wykorzystaniem zjawiska endocytozy
[30]. W obu przypadkach po wniknigeciu do cytoplazmy

materiat genetyczny wirusa odtgcza sie od biatka N
nukleokapsydu i tym samym, ze wzgledu na swojg
budowe (dodatnio polarny ssRNA), moze podlegaé
bezposredniej translacji z wykorzystaniem rybosomalnej
maszynerii  komorkowej gospodarza [31]. Jako
obligatoryjne patogeny wewnatrzkomorkowe, korona-
wirusy zmuszone sg do wykorzystywania struktur
gospodarza do sukcesywnej translacji i replikacji [32].
Niemniej jednak ich genom koduje czynniki, utatwiajgc te
procesy, na co rowniez skladajg sie mechanizmy
unikania odpowiedzi wrodzonej. Stad translacja dwdch
otwartych ramek odczytu ORFla i ORF1b prowadzi do
powstania poliprotein ppla i pplab, ktére po
rozszczepieniu przez wirusowe proteazy kodujg 16
biatek niestrukturalnych niezbednych do replikacji wirusa
[33]. Biatka te sg kluczowymi elementami regulujgcymi
oddziatywanie wirusa z komodrkg gospodarza od
momentu wnikniecia do cytoplazmy, az po uwalnianie
nowo zsyntetyzowanych infekcyjnych czgstek wirusa do
$rodowiska pozakomoérkowego.

6. Unikanie rozpoznania przez
odpowiedzi wrodzonej

receptory

6.1. Mechanizmy

Jednym z mechanizmoéw zapewniajgcym
koronawirusom niezahamowang mozliwo$¢ rozwoju
petnowymiarowej infekcji jest wysoce konserwatywne
biatko Nspl5 i kodowane przez nie endonukleazy
(Tabela 1).

Tabela 1. Mechanizmy unikania odpowiedzi wrodzonej wykorzystywane przez ludzkie koronawirusy.

Czastka

Opis mechanizmu

Nsp15

Kodowanie endonukleazy EndoU, zapobieganie odktadania struktur rozpoznawanych
przez PRR, hamowanie aktywacji MDA-5

Pecherzyki dwubtonowe

Ukrywanie materiatu genetycznego wirusa, odizolowanie wirusa od receptorow
odpowiedzi wrodzonej, udziat w sktadaniu nowych wirionéw

Nsp3 Indukcja tworzenia DMV
Nsp4 Indukcja tworzenia DMV
Nsp6 Dostarczanie lipidéw niezbednych do utworzenia DMV z bton siateczki
P $rodplazmatycznej
. Hamowanie powstawania granulek stresowych, inhibicja fosforylacji elF2a, hamowanie
Biatko 4a -
aktywacji PKR
N Funkcjonalne wytaczenie translacji biatlek komorki gospodarza, blokowanie wejscia
spl .
mMRNA do rybosomow
Biatko 4b Hamowanie ekspresji genéw IFN typu | i Il, rozszczepianie RNazy L

Materiat genetyczny rodziny Coronaviridae stanowi
dodatnio polarna czgsteczka ssRNA, ktora nie jest
rozpoznawana jako obcy materiat genetyczny ze
wzgledu na fakt, iz wykazuje tozsame z ludzkim RNA
charakterystyczne elementy budowy. Koronawirusy
podczas replikacji nadajg swoim nowo zsyntetyzowanym
czasteczkom cech ludzkiego RNA pod postacig
czagsteczki 7'metyloguanozyny na koncu & oraz
metylacji w pozycji 2’0 terminalnego nukleotydu tego
samego konca [34]. Mechanizmy te wytgczajg czastki
materiatu genetycznego wirusa spod restrykcji aparatu

receptorowego odpowiedzi wrodzonej, sprawiajgc, ze
zarowno RIG-I, jak i MDA-5 nie sg w stanie rozroznic¢
RNA wirusa od materiatu gospodarza. W trakcie procesu
replikacji jako produkty posrednie powstajg jednak
czgsteczki ssRNA o ujemnej polarnosci, a takze
dwuniciowy dsRNA, ktory ze wzgledu na brak
polimerazy RNA zaleznej od RNA nie wystepuje
naturalnie w organizmie cztowieka [35]. Obecnos$¢ tych
struktur  potwierdza obecnos$¢ aktywnej infekcji
w komadrce gospodarza w bezposredni sposdb narazajgc
wirusa na detekcje przez wrodzone mechanizmy uktadu
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odpornosciowego. Indukcja odpowiedzi przeciw-
wirusowej i zapalnej na wczesnym etapie infekcji
wirusowej znaczgco zwieksza ryzyko skutecznego
ograniczenia replikacji i zasadniczo uniemozliwia
transmisje infekcji na komorki niezainfekowane. Stad
mechanizmem poprzedzajgcym kazdy proces replikaciji
wirusa jest wykorzystanie biatek z rodziny endonukleaz
(EndoU) kodowanych przez Nspl5 [36]. Endonukleazy
odpowiadajg za zapobieganie akumulacji dsRNA
i ssSRNA o przeciwstawnej do genomowej polarnosci
w komodrce gospodarza poprzez rozrywanie wigzan
fosfodiestrowych kwasu nukleinowego [37]. Prowadzi to
do uwolnienia oligonukleotydéw, ktére nie indukujg
powyzszych mechanizméw receptorowych gospodarza
oraz nie sg akumulowane w cytoplazmie, gdzie mogtyby
zindukowac reakcje zapalng. Udowodniono, ze biatko
Nspl5 w bezposredni sposéb antagonizuje wytwarzanie
interferondw przyczyniajgc sie do opdznienia odpowiedzi
realizowanej na podstawie interferonéw typu | [38].
Badania na liniach komorkowych udowodnity, Zze
mutacje w domenach EndoU przyczyniaja sie do
zmniejszenia zjadliwosci koronawiruséw, a takze
obnizenia ich zdolnosci aktywacji receptoréw odpowiedzi
wrodzonej [39].

Badania dowodzg jednak, iz nie jest to mechanizm
catkowicie skuteczny i nowo zsyntetyzowany materiat
genetyczny wirusa moze zostaé wykryty przez aparat
rozpoznawczy gospodarza [40]. Wirusy z rodziny
Coronaviridae wyksztatcity jednak inny mechanizm, by
odgraniczy¢ miejsca replikacji wirusa od $rodowiska

Wigzanie do receptora | wejicie
do komarki przez endocytoze

Translacia p

O,

Replikacja RIG-1

&
./

}

Jadro komorkowe

Brak
receptoréw
odpowiedzi
wrodzonej

Pecherzyk

wystepowania receptoréw odpornosci  wrodzone;.
Mechanizm ten opiera sie na wykorzystaniu lipidowych
struktur gospodarza do formowania dwubtonowych
pecherzykéw DMV’s (ang. Double Membrane Vesicles),
ktére izolujg miejsca replikacji i syntezy biatek
wirusowych od srodowiska wystepowania mechanizmow
receptorowych [41] (Rycina 1). DMV sg strukturami
zbudowanymi z bton siateczki $rédplazmatycznej, ktére
za pomocg wirusowych biatek niestrukturalnych (Nsp3,
Nsp4 i Nsp6) [42] przeksztatcane sg w niezbedne do
przezycia  organelle  replikacyjne  wirusa RO
(ang. Replication Organelles). W przypadku SARS-CoV-
2 do formowania DMVs wystarczajgce sg dwa biatka
niestrukturalne: Nsp3 i Nsp4 [43]. Nsp6 wspomaga
jednak ten proces zapewniajgc lipidy do uformowania
DMVs szczeg6lnie w stanach nasilonej infekcji [44].
Znanych jest kilka rodzajow DMVs, a formg
charakterystyczng indukowang przez HCoVs sg, ,sealed
vesicles” - czyli pecherzyki catkowicie zamknigte, ktére
powstajg juz na kilka godzin po infekcji, a ich liczba silnie
skorelowana jest intensywnoscig replikacji [45].
Indukowane przez wirusa struktury zwane organellami
replikacyjnymi sg wytwarzane w celu koncentracji biatek
wirusowych i niektérych czynnikéw komérki gospodarza
niezbednych do replikacji wirusa. Badania dowodza, ze
profil lipidowy pecherzykéw dwubtonowych w znacznym
stopniu rozni sie od siebie w zalezno$ci od patogenu, jaki
indukuje ich powstawanie [46].

MDAS RIG-I

TLR3

MDAS

Egzosom

RIG-I

RIG-1

MDAS

d wonowy

Rycina 1. Unikanie mechanizméw odpowiedzi wrodzonej z wykorzystaniem pecherzykéw dwubtonowych, w ktérych za sprawa
uwypuklenia bton siateczki srodplazmatycznej nie wystepujg receptory odpowiedzi wrodzonej (TLR3/7/8) obecne w egzosomach.

Co wiecej, udowodniono, iz po przeprowadzeniu
procesu replikacji, DMVs mogg przekazywa¢ nowo
zsyntetyzowany materiat genetyczny wirusa do
przedziatow ERGIC/Golgi, w ktérych sktadane sg wiriony
w spos6b nienaruszajgcy $rodowiska cytoplazma-
tycznego, tym samym nie alarmujgc komorki gospodarza
0 powstaniu nowych infekcyjnych czagstek wirusa [47].
Rola DMVs nie ogranicza sie wiec jedynie do ukrywania
materialu genetycznego wirusa oraz metabolitow
wytwarzanych w procesie replikacji, ale realizowana jest

rébwniez na podstawie udziatlu w procesie sktadania
nowych infekcyjnych czasteczek patogenu. Niemniej
jednak, wcigz niewiele wiadomo o potencjalnym
wykorzystaniu DMV w ograniczaniu replikacji podczas
infekcji wirusami z rodziny Coronaviridae. Mozna wigc
stwierdzi¢, ze badania nad ich powstawaniem oraz
funkcjg na przetomie najblizszych lat wymagajg
znaczacej intensyfikacji.
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6.2. Wykorzystywanie mechanizméw transla-
cyjnych gospodarza — granulki stresowe

Dziatanie odpornosci wrodzonej opiera sie gtéwnie
na rozpoznaniu zagrazajgcego czynnika i indukciji
odpowiedzi przeciwwirusowej realizowanej na
podstawie biatek z rodziny interferonéw. Na drodze
ewolucji organizm ludzki wyksztatcit jednak rowniez
mechanizmy, ktére w bezposredni sposéb majg na celu
zahamowa¢ poszczegdlne etapy rozwoju infekcji.
Jednym z tych mechanizméw jest pozbawienie
infekujgcego wirusa mozliwosci syntezy wtasnych biatek,
do ktorej jako obligatoryjny patogen, musi wykorzysta¢
maszynerie translacyjng gospodarza [48]. Granulki
stresowe (SGs, ang. stress granules) sg bezbtonowymi
strukturami, w ktérych, w odpowiedzi na stres, taki jak
wynikajacy z infekcji wirusowych, komorka koncentruje
wyprodukowane mRNA [49]. Nagromadzone mRNA nie
moze jednak ulec translacji ze wzgledu na fakt, iz — by
powstrzymac¢ produkcje biatek wirusowych — komérki
gospodarza hamujg rowniez produkcje biatek wtasnych.
Nagromadzenie mRNA, ktére nie ulegto translacji,
a takze komplekséw inicjujgcych te reakcje indukuje
powstawanie granulek stresowych [50], ktérych gidwnym
markerem jest biatko G3BP1 [51]. Poczatkowo uwazano,
iz gléwna rolg tych struktur ze wzgledu na fakt duzej
akumulacji wirusowych substratow dla receptoréw
odpowiedzi wrodzonej jest stanowienie swoistego
fundamentu dla aparatu sensingowego gospodarza [52].
W rzeczy samej, w poézniejszych badaniach
udowodniono, iz w strukturach tych wykazano
intensywng obecnoscig cytozolowych receptoréow dla
kwasu rybonukleinowego: RIG-1 i MDA-5 [53].

W badaniach z wykorzystaniem biatka 4a wirusa
MERS-CoV udowodniono jednak, ze biatko to hamuje
zalezng od dsRNA aktywacje PKR (ang. Protein Kinase
R) [54]. PKR jest enzymem z rodziny kinaz, ktéry hamuje
translacje, fosforylujgc podjednostke a eukariotycznego
czynnika inicjacji translacji (elF2a), co wyzwala montaz
granulek stresu [55]. Zahamowanie przez biatko 4a
wirusa MERS-CoV tego procesu skutkuje blokowaniem
powstawania granulek stresowych, ktére tym samym nie
ograniczajg translacji czgsteczek mRNA niezbednych do
tworzenia centr replikacji i pecherzykéw dwubtonowych.
Badania na liniach komorkowych potwierdzity, ze
pozbawienie wirusa MERS-CoV sekwencji kodujgcych
biatko 4a spowodowato powstanie granulek stresowych,
w odréznieniu od zastosowanego w tym samym
badaniu, dzikiego szczepu wirusa zdolnego do ekspresji
gendéw biatka 4a, gdzie powstanie granulek stresowych
zostato zahamowane [56].

6.3. Unikanie gtownej
przeciwwirusowej

odpowiedzi

Rozpoznanie wirusa przez wrodzony uktad
odpornosciowy  gospodarza  inicjuje  odpowiedz
przeciwwirusowg opartg w szczegodlnosci na produkciji
biatek z rodziny interferonéw typu | (IFN), gtéwnie IFN-a
i IFN-B, a takze typu Il (IFN-A) [57]. Odpowiedz
interferonowa sklada sie z dwoéch gtéwnych faz:
w pierwszej komorka wytwarza IFN w odpowiedzi na
detekcje czasteczek wirusa, a w drugiej fazie
wyprodukowany IFN oddziatuje na komorki go
produkujgce (dziatanie autokrynne), a takze komorki
sgsiednie (dziatanie parakrynne), co skutkuje produkcjg
genéw stymulowanych IFN (ISG, ang. interferon-
stimulated genes) [58]. Oddzialywanie to wywotuje
ekspresje setek gendw indukowanych interferonami, aby
utatwi¢ | spotegowa¢ dalsza odpowiedz przeciw-
wirusowg. Wyprodukowane IFN i cytokiny majg za

zadanie koordynowaé wczesng odpowiedz
immunologiczng oraz rekrutowac¢ wiele typéw komorek
odpornosciowych do miejsc infekcji wirusowej [59].
Oddziatywanie IFN na komorki polega na wigzaniu sie
IFN typu | i typu Il z ich receptorami, IFNAR1/IFNAR2
i IFNLR1/ IL-10R2, co inicjuje przeciwwirusowe kaskady
sygnalizacyjne poprzez aktywacje kinaz tyrozynowych
JAKL1 i Tyk2 [60]. Pdzniejsza aktywacja czynnikow
transkrypcyjnych transduktora sygnatu i aktywatora
transkrypcji STAT1 i STAT2 przez kinazy indukuje
powstawanie czynnikbw stymulowanych przez IFN
(ISGF3) (IRF9/p-STAT1/p-STAT2), ktore nastepnie
dziatajg jako czynniki transkrypcyjne napedzajgce
ekspresje genow stymulowanych interferonem (ISG)
[61]. Biatka kodowane przez ISG odgrywajg kluczowg
role w odpowiedzi przeciwwirusowej poprzez Scistg
kontrole etapow cyklu wirusa na kazdym z pozioméw
jego oddziatywania na komérki gospodarza.

Wiadomo jednak, ze wiele koronawiruséw, w tym
SARS-CoV-2, hamuje odpowiedzi IFN typu 1 i 1l
w réznych etapach, od produkcji cytokin po sygnalizacje
receptora. Ponadto, rozregulowane odpowiedzi IFN sg
sci$le zwigzane z immunopatogenezg infekcji ludzkimi
koronawirusami. Ludzkie niskopatognne koronawirusy,
takie jak HCoV-229E, indukujg wysoki poziom ekspresji
IFN typu |, podczas gdy bardziej patogenne
i potencjalnie $miertelne koronawirusy SARS-CoV,
SARS-CoV-2 i MERS-CoV ostabiajg odpowiedz IFN typu
I. Od czasu wybuchu pierwszej epidemii SARS w 2002
roku wiele badan wykazato, ze SARS-CoV i MERS-CoV
wykorzystujg rézne mechanizmy, aby unikngé odpo-
wiedzi immunologicznej za posrednictwem IFN typu |
[62]. Udowodniono, ze jednym z gidwnych czynnikéw
jaki odgrywa kluczowg role w cigzkich przebiegach
COVID-19 moze by¢ receptor TLR3 i jego mutacje.
Zaobserwowano, ze wiecej infekcji in vitro SARS-CoV-2
wystgpito w komdrkach od pacjentéw z mutacjg alleli dla
TLRS3, niz w komérkach od oséb zdrowych [63]. Dodanie
egzogennego IFN-B w znacznym stopniu usuneto te
réznice w skuteczno$ci infekcji SARS-CoV-2, co
sugeruje, ze IFN-B, ktory jest wytwarzany po wykryciu
SARS-CoV-2 za posrednictwem TLR3, hamuje
rozprzestrzenianie sie wirusa [64].

Nadekspresja biatka Nspl SARS-CoV hamuje
indukowang wirusem dimeryzacje IRF3 i aktywacje
promotora IFN-B [65]. Dodatkowo, biatka Nspl wirusa
SARS-CoV i SARS-CoV-2 oddziatujg z podjednostkg
rybosomalng 40S i prawie catkowicie wylgczajg
translacje biatek gospodarza, w tym IFN-f, co sugeruje,
ze Nspl moze hamowaé¢ odpowiedz IFN na podstawie
wiecej niz jednego mechanizmu [66]. Krio-elektronowa
analiza mikroskopowa wykazata, ze C-koncowe helisy
SARS-CoV-2 Nspl wigzg i blokujg droge wejscia dla
mRNA do rybosoméw tym samym hamujgc te reakcje.
Ponadto, biatko Nspl skutecznie zapobiega
indukowanej przez wirusa ekspres;ji IFN typu | i typu llI,
a takze ekspresji ISG stymulowanej przez IFN-( [67].

Innym waznym mechanizmem pozostaje hamowanie
mechanizméw zaleznych od indukcji interferonami,
takich jak OAS-1 i PKR. Syntetaza oligoadenylanowa-1
(OAS-1, ang. 2’-5’-oligoadenylate syntetase 1) jest jedng
z gtéwnych ISG o dziataniu silnie przeciwwirusowym.
OAS-1 po zwigzaniu wirusowego dsRNA prowadzi do
homodimeryzacji i aktywacji RNazy L, ktéra w stanie
nieaktywnym ulega konstytutywnej ekspresji
w komorkach gospodarza [68]. Aktywowana RNaza L
rozszczepia ssRNA gospodarza i wirusa, prowadzac do
zatrzymania translacji i pozniejszej Smierci komarki oraz



91

zapobiega replikacji i rozprzestrzenianiu sie wirusa.
Udowodniono, ze niestrukturalne biatko 4b MERS-CoV
nie tylko wykazuje sie zdolnoscia do hamowania
indukowanej wirusem ekspres;ji IFN typu | i lll, ale takze
rozszczepia enzym poprzez swojg aktywnos$é
fosfodiesterazy, antagonizujgc w ten sposob przeciw-
wirusowe dziatanie tego mechanizmu [69].

7. Podsumowanie

Koronawirusy = powodujgce  zaréwno fagodne
infekcje, jak i zespoly ostrej ciezkiej niewydolnosci
oddechowej wywotujgce chorobe koronawirusowg 2019
(COVID-19), rozprzestrzeniajg sie na catym $wiecie
w charakterze nagle wybuchajgcych epidemii.
Zakazenie koronawirusami skutkuje szerokim spektrum
objawéw klinicznych, od bezobjawowej lub tagodnej
choroby az do ciezkich zapalen ptuc powodujgcych
Smieré. Pomimo, iz wskaznik $miertelnosci COVID-19
jest nizszy niz w przypadku poprzednich epidemii (SARS
i MERS), jest on znacznie wyzszy niz w przypadku
choréb sezonowych, takich jak grypa. Lepsze
zrozumienie wrodzonej odpowiedzi immunologicznej
przeciwko ludzkim koronawirusom oraz tego, na
podstawie jakich mechanizméw unikajg uniwersalnych
sposob6w na ich detekcje oraz zwalczanie jest
niezbedne do opracowania skutecznych strategii
terapeutycznych. Pomimo intensywnych badan w trakcie
ostatnich lat pandemii COVID-19 wcigz wiele z tych
mechanizméw pozostaje nieznanych. W zwigzku
Z powyzszym, monitorowanie oraz analiza sekwencji
genomu koronawirusOw jest niezbedna do zrozumienia
ich ewolucji genetycznej oraz wptywu na odpowiedz
odpornosciows.
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