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Abstrakt

SARS-CoV-2 zceledi Coronaviridae zptisobuje u lidi nemoc zvanou Covid-19. Disponuje fadou
strukturnich, nestrukturnich a pomocnych proteind, které interferuji s imunitni odpovédi hostitele
a napomahaji viru unikat této odpovédi a prezivat v hostiteli. Nejvyznamnéjsim tnikovym
mechanismem je potlaceni funkce interferonti hostitele. Molekuly zpisobujici inhibici vrozené imunity
hostitele jsou kodovany z oblasti genomu viru ORFla a ORFlab. Tato prace poskytuje souhrn
o charakteristice, morfologii, genomu, replikacnim cyklu, mechanismech vrozené imunity uplatiujici

se pii obrang hostitele pied infekci a inikovych mechanismech SARS-CoV-2.

Kli¢ova slova: SARS-CoV-2, virus, morfologie SARS-CoV-2, genom SARS-CoV-2, strukturni
proteiny, nestrukturni proteiny, tnik pied vrozenym imunitnim systémem, dysregulace IFN odpovédi,

TLRs, varianty SARS-CoV-2, Covid-19

Abstract

SARS-CoV-2 of the Coronaviridae family causes the disease called Covid-19. It has a number
of structural, non-structural and accessory proteins that interfere with the host's immune response and
help the virus escape this response and survive in the host. The most important escape mechanism is
suppression of host interferon function. Molecules causing inhibition of the host's innate immunity are
encoded from the region of the virus genome ORF1la and ORF1ab. This work provides a summary of
the characterization, morphology, genome, replication cycle, innate immunity mechanisms involved in

host defense against infection, and escape mechanisms of SARS-CoV-2.

Keywords: SARS-CoV-2, virus, morfology of SARS-CoV-2, SARS-CoV-2 genome, structural
proteins, nonstructural proteins, innate immune system escape, IFN dysregulation, TLRs,

SARS-CoV-2 variants, Covid-19
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1 Uvod

Virus SARS-CoV-2 z ¢eledi Coronaviridae je pivodcem onemocnéni Covid-19, ktery zapticinil vznik
celosvétové pandemie. Koduje fadu proteinti, které se ucastni unikovych mechanismi a umoziuji
tak vyhybéani lidskému imunitnimu systému. Mezi tyto proteiny se fadi strukturni, nestrukturni
a pomocné¢ proteiny. Kazdy z nich ma fadu funkci a nékteré vytvareji komplexy a tim spolupracuji pii

uniku imunité. Rozsiteny uvod poskytuje podkapitola Charakteristika SARS-CoV-2.

Cilem této prace je predstavit zakladni charakteristiku SARS-CoV-2, morfologii, strukturu genomu,
kédované proteiny a jejich zakladni a dosud zndmé funkce, replikacni cyklus, rozpoznévani viru
vrozenou imunitou hostitele, hlavni unikové mechanismy a interference s bunikami vrozeného

imunitniho systému hostitele.

1.1 Charakteristika SARS-CoV-2

Hlavnim tématem této prace je virus s naizvem SARS-CoV-2 pattici do Celedi Coronaviridae, ktery

zpusobuje onemocnéni Covid-19 (Kumar et al., 2020).

Tabulka 1: Zatfazeni SARS-CoV-2 do taxonomického systému (Gorbalenya et al., 2020).

Rise Riboviria

Rad Nidovirales

Podrad Coronavirineae

Celed Coronaviridae

Podceled’ Orthocoronavirinae

Rod Betacoronavirus

Podrod Sarbecovirus

Druh Severe acute respiratory syndrom — related coronavirus
Individuum SARS-CoV-2

Velikost virionu se pohybuje mezi 70 az 90 nm. Uvniti se nachazi virovy genom, ktery odpovida
priblizné délce 30 kb, coz je mezi ssSRNA viry, jeden z nejvetSich genomt. Pravé tento velky genom
umoznuje plasticitu a s tim spojené mutace nebo rekombinace. To nasledné vede k vétsi diverzité a ¢im

vetsi diverzita, tim ma virus vétsi Sanci na mezidruhovy pieskok. Na diverzitu koronavird ma vliv



1 povaha rezervoaru; ptaki a netopyru. Jenom diverzita téchto zvifat je obrovska a 1étani jim umoziuje

pohyb prakticky kdekoliv a mize dochéazet k dalSim vyménam genetického materialu vird s hostiteli.

Rody Alfacoronavirus (lidsky virus 229E) a Betacoronavirus (viry SARS-CoV-1, SARS-CoV-2,
MERS-CoV) pochazeji piivodné z netopyrt a hlodaved. Gammacoronavirus (SW1) a Deltacoronavirus

(HKU15) maji ptirozeny vyskyt v ptacich.

Rizné koronaviry zplsobuji riznou patogenezi. Od mirnych pfiznakil vyskytujicich se pfi infekci
cloveka viry HKU1 nebo OC43 az po velmi zavazné symptomy a onemocnéni pii infekcich

SARS-CoV-1, MERS-CoV nebo SARS-CoV-2.

Jiz v roce 2002 v Cin& zptisobil virus SARS-CoV-1 epidemii, ktera byla nasledné zazehnana hlavng
izolaci obyvatel a kontrolou S$ifeni. Vroce 2004 byl u lidi objeven koronavirus NL63
(Fouchier et al., 2004) a nasledujici rok doslo kizolaci HKU1 ze vzorkli pacientli s pneumonii
(Woo et al., 2009). O dalsich sedm let pozdéji, v roce 2012, doslo k pfenosu MERS-CoV na ¢lovéka
z velbloudi (Chu et al., 2018).

V roce 2019 se objevil v lidské populaci virus SARS-CoV-2. Kolem 29.12.2019 byla nahlasena spojitost
s mistnim marketem ve Wuhanu. Byla provedena retrospektivni epidemiologickd studie. K datu
31.12.2019 ¢inskd vlada uvédomila WHO o propuknuti mistnich pneumonii. Z piivodnich
41 hospitalizovanych bylo 27 z nich spojeno s marketem ve Wuhanu. Byli mezi nimi i lidé pracujici
jako prodavaci pravé na tomto misté, navstévnici trhli nebo lidé, ktefi s nimi pfisli do kontaktu

(Worobey et al., 2022).

Pandemie byla vyhlasena v bfeznu 2020 Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) s vysvétlenim, ze

piivod byl zjidtén v Ciné a zdrojem byl nejspide netopyr.

1.1.1 Po stopach ptivodu SARS-CoV-2

Duikazy nasvédéuji tomu, ze SARS-CoV-2 ma ptirozeny rezervoar v netopyrech. Jelikoz blizky kontakt
mezi lidmi a netopyry neni tak casty, je pravdépodobné, ze k pieskoku doslo pifes mezihostitele.

Tim by mohlo byt domestikované nebo divoké zvite.

Problematika pienosi souvisi i s prodejem Zivych zvitat v Ciné v méstskych oblastech, kde se s nejvétsi
pravdépodobnosti udaly prvni pfenosy a Sifeni do lidské populace. Tento problém se vyskytuje hlavné
na jihu Ciny. Brzy po propuknuti SARSu v roce 2004 byl vydan zakaz prodeje zvifat v provincii
Guangdong. Bohuzel i dnes se vyskytuji ilegalni markety a obchodovani s zivymi zvifaty stale probiha

(Worobey et al., 2022).

Epidemiologické Setfeni odhalilo, Ze doSlo minimalné ke dvéma prenosim SARS-CoV-2 ze zvirat

na prelomu listopadu a prosince roku 2019 (Pekar et al., 2022). Neni ale Gpln¢ jisté, z jakého zvifete



se tento prenos uskute¢nil. V podezieni je psik myvalovity (Nycterentes procyonoides). Ti jsou v Cing
vyuzivani na maso a srst. Psici byli prodavani v oblasti Wuhanského marketu, kde dochazelo k odbéru
vzorkd, které byly nasledné pozitivni na SARS-CoV-2. Nicméné¢, market mohl byt jen prostiedkem, kde

doslo k zesileni rozsifeni SARS-CoV-2, a tudiz zde nemuselo dojit k preskoku na ¢lovéka.

Dne 11. ledna 2020 byl market uzavien a byly nasbirany vzorky ze zvitat (krokodyli, hadi, driibez)
a povrcht (toalety, klece). Nasledné bylo odhaleno, ze z 200 odebranych vzorka od zvifat, nebyl ani
jeden positivni. Zajimavé bylo, Zze ze vzorkd odebranych z povrchid jich bylo 1000 positivnich.
V dal$im Setfeni se ukazalo, ze pravé puvodni dvé virové linie, které byly pfitomné v pocatku
roz§ifovani SARS-CoV-2, byly nalezeny i v mist¢ marketu. Také prvnich 156 ptipadi bylo
zaznamenanych v okoli trhii. V prosetfovani bylo zmapovano 5 putvodnich vzorkt, které vedly
k vystopovani az ke konkrétnimu prodejnimu mistu v marketu. Piesnéji se jednalo o klec, ve které byla

prodavana ziva zvirata.

Co se tyce vyzkumu zaméteného na koronaviry, tak je evidentni, Ze epidemie urychluji tento vyzkum.
Naptiklad v roce 2003 bylo dostupnych pouze 10 genomti koronaviri. Po epidemii SARS-CoV-1 doslo

k ptecteni dalSich 16 sekvenci genomtl.

1.2 Varianty

SARS-CoV-2 je strukturné podobny RaTG13-koronaviru, coz je netopyii virus z vrapence prostiedniho
(Rhinolophus affinis). Dale byla nalezena homologie s izolovanymi koronaviry z luskouna ostrovniho
(Manis javanica) v proteinech E (100% homologie), M (98%), N (96,7%) a S (90,4%). Zde se nabizi
moznost rekombinace mezi nimi (Grudlewska-Buda et al., 2021). Variabilita, ktera vychazi z chemické
struktury genomu, je mezi koronaviry velmi zna¢na. Labilita RNA pfispiva k tomuto déji stejné jako
chybéjici opravné mechanismy, a to muaze ovlivnit i patogenitu nebo adaptaci. RdRp nema
proofreadingovou aktivitu. Aby se jeji nepiesnost kompenzovala tak si viry kéduji exoribonukleazu
v Nspl4. Nspl4 ma N-terminalni ExoN doménu, ktera se ucastni proofreadingové CcCinnosti
a C-terminalni doménu N7, ktera se podili na tvorbé ¢epicky mRNA viru (Moeller et al., 2021). Béhem
replikace dochéazi k 1 mutaci na kazdych 10 000 nukleotidii. Pro srovnani u DNA mize byt tato cetnost
mutaci 1 za 100 000 nukleotidd, piipadné toto &islo miZe dosdhnout az na 1 mutaci na 10? nukleotidi
u bakterii. SARS-CoV-2 musel prodélat mutace k tomu, aby mohl infikovat lidskou populaci
(Benvenuto et al., 2020). Prvni vyrazna zména vedla k mutaci vyskytujici se na C — koncové oblasti
S1 domény S proteinu. Odehralo se to na zac¢atku pandemie na prelomu bifezna a dubna 2020. Jedna
se o variantu D614G. Nastaly zmény v aminokyselinach, které zplsobily zefektivnéni replikace a
prenosové kapacitu viru. Diky t€émto vlastnostem zacala varianta ve svété prevladat. Mezi nejrozsifené;jsi
varianty patfila britska alfa (B 1.1.7.), ktera byla poprvé zaznamenana v zaii 2020 na jihu Spojeného
kralovstvi. V prub¢hu Casu doslo k jejimu tstupu a nahrazeni agresivnéj§imi variantami. Jihoafricka

varianta beta (501Y.V2) byla objevena v prosinci 2020 v jizni Africe. Je o 50 % vice infekéni nez



predchozi varianta alfa. Brazilska varianta (P.1) byla identifikovana v Manaus v severni Brazilii
v Cervenci 2020. Dal§i zaznam byl zvefejnén o varianté delta (B.1.617.2) z Indie roku 2020, ktera
prevladala do nastupu omicronu (Karim ef al., 2021). Varianta delta byla dvakrat vice infek¢ni nez
predchozi a pienos je o 90 % efektivngjsi nez u alfa varianty. Pro ptfehlednost WHO pojmenovala
varianty podle fecké abecedy. Omikron (BA.1) byl dalsim nastupcem s dal$i subvariantou BA.2., ktera
se §ifi snadné&ji, ale BA.1 zplsobuje vaznéjsi symptomy. Zaznam byl uveden v listopadu 2021
v Botswang. Jeji infekénost je vyssi nez u delta varianty; v Africe nastal skok z 300 nakazenych za den
na 3 000 nakaZenych jedinct, a to vSe béhem pouhych dvou tydnd. V souCasnosti na nasem Uzemi
dominuje varianta omikron BA.4 a BA.5, jejiz vyskyt stoupa. Tyto zminéné varianty patii k takzvanym
»variantam k znepokojeni “. Existuji dals$i ,,varianty byvalého zajmu‘ jako napiiklad Epsilon, Eta, Iota,

Kappa nebo Zeta. ,,Varianty zajmu* jsou Lambda z Peru a Mu z Columbie.

1.3 Onemocnéni Covid-19

Virus SARS-CoV-2 zpisobuje onemocnéni Covid-19, jehoz jméno mu bylo pfidéleno Svétovou
zdravotnickou organizaci. Pfenos probihd hlavné kapénkovou infekci na kratké vzdalenosti do 1,5 m;
proto byly také nafizeny v dobé vrcholici epidemie 2m rozestupy. Dale hraje roli fyzicky kontakt
(Lovato et al., 2020). Virova RNA byla dale prokazana i v krvi, moc¢i nebo stolici infikovanych.
Klinicky prib&h vykazuje vyraznou heterogenitu v projevech pohybujicich se na skale od velmi mirnych

az po velmi vazné. Onemocnéni mize byt i letalni.
Inkubacéni doba se pohybuje mezi 2—14 dny, pficemz pramer byl stanoven mezi 4-5 dny.

Prokazano bylo také riziko infekce z povrchii. Napiiklad pokud se pfedméty nachazi v domacnosti
nemocného, je riziko pfenosu z povrchu a nasledovné nakazeni velké. Riziko infekce dale zavisi na tom,
jak bude onemocnéni probihat. Pti zdvazném pribéhu je pacient infekcni déle nez 20 dni. Naopak pfi
prabéhu mirném infekcnost trva 2,5 dne pied projevem symptomu s tim, Ze nejvetsi pravdépodobnost
nakazy je v dob€ nastupu ptiznaki. Riziko po desatém dni od néstupu symptomu u imunokompetentnich

lidi je nizké.

K symptomiim se nejcastéji fadi subfebrilie (horecka v rozmezi 37-38 °C), tinava, kasel, bolest v krku,
bolesti hlavy a svalii, zvraceni, nevolnost, dusnost, prijem, ztraty ¢ichu a chuti (Calica Utku et al., 2020).
Ztraty cCichu byly nejdiive pfipisovany vlivu chemickych prostredki a dezinfekce v zavislosti
zvysené frekvence jejich pouZzivani pfi prevenci. Nésledné byly zaznamenany i ptipady ztraty chuti
(Meinhardt et al., 2021). V nékterych ptipadech bylo ozndmeno zhorSeni zraku. Ke ztratdm ¢ichu a chuti
miZze dojit 1 u pacienti, ktetfi neprojevuji jiné symptomy. SARS-CoV-2 infikuje buniky, které vyzivuji
neurony v nosni duting; podptrné buiiky senzorickych neuroni (Brann et al., 2020). V téchto buiikach
se vyskytuje velké mnozstvi receptoru ACE2, na ktery SARS-CoV-2 cili. Senzorické neurony tento

receptor nemaji a to znamena, ze napadenim podptrnych bunék ziistdva neuron bez Zivin, a tim dochazi



pravé k uvedené snizené funkci a ztraté ¢ichu a chuti. VEétsinou dochazi k obnoveni ¢ichu i chuti v fadu
tydntl, nékdy ale i za delsi dobu. V nékterych ptipadech mize nastat parsomie, kdy se viiné mohou lisit
od zapamatovanych predstav. To se mize feSit terapii vystavovani znamych vini
a prifazovani vjemu. V piipadé, kdy se ¢ich nevraci po dobu meésicti je mozné, Ze doslo k Gimrti

senzorickych neurond kvili nedostatec¢né vyzive.

Komplikace onemocnéni mohou byt rizné a jsou zavislé i na imunite a celkovém stavu pacienta. Mize
dojit k respira¢ni insuficienci az syndromu akutni dechové tisné¢ (ARDS); akutni forma postizeni plic
vlivem zanétlivé reakce v plicni tkani. Dochazi k poskozeni plicnich alveol, hromadéni tekutiny
v plicich a prodlouZzeni diftizni drahy kysliku. Dale také dochazi k zvySeni propustnosti plicnich kapilar,
dusnosti, zrychlenému dychani a snizené koncentraci kysliku v krvi. Mezi dalsi komplikace je fazena
i napiiklad cévni mozkova ptihoda a plicni embolie. Hlavnim rizikem téchto komplikaci je koufeni,
kardiovaskularni onemocnéni, obezita, diabetes mellitus, arterialni hypertenze, nadorové onemocnéni
a chronické onemocnéni plic nebo ledvin (Vakili et al., 2020). Lécba se odviji od zavaznosti projevil.
Izolace pacienta v domacim prostiedi je doporu¢ovana v ptipadech s mirnym projevem. Pti vaznych
obtizich je vhodnym krokem hospitalizace s kyslikovou podporou. Mezi hlavni preventivni opatieni
patii omezeni kontaktu, pouzivani dezinfek¢nich prostiedkil, zakryvani ust a nosu respiratorem ¢i jinymi
ochrannymi pomickami a ockovani. Moznosti 1écby jsou velmi rozsahlé (Stasi et al., 2020).

Diagnostika onemocnéni je mozna pomoci RT-PCR z nasofaryngealniho vytéru (Yiice ef al., 2021).



2 Morfologie

Virion SARS-CoV-2 ma sféricky tvar s charakteristickou koronou (tvotfenou S proteiny) pozorovatelnou
v elektronovém mikroskopu. Jedna se o obalené viry jejichz obal se sklada z lipidové dvojvrstvy
a strukturnich proteind. Rozmér virionu je v rozmezi od 50 nm do 140 nm. Tomu odpovida objem
Castice piiblizng 10° nm?® s hmotnosti 1 fg (Bar-On et al., 2020). Velikost +ssRNA genomu je v rozmezi

26 kb az 32 kb.

E protein

M protein

N protein

e

S protein

Lipidova membrana

Obrazek 1: Virion SARS-CoV-2 (upraveno podle Manuel Bortoletti, 2020).

2.1 Strukturni proteiny

Tabulka 2: Shrnuti hlavnich vlastnosti strukturnich proteinit SARS-CoV-2.

Strukturni protein Vlastnosti

S Spike protein, vazba na ACE2 receptor, dileZity pro vstup do hostitelské
bunky (Walls et al., 2020)

E Obalovy (envelope) protein, u¢astni se v morfogenezi viru, formuje
pentamerické iontové kanaly v hostitelskych membranach ER, zptisobuje
nadmeérnou expresi cytokinti (Cao et al., 2021)

M Membranovy (membrane) protein, dllezity pro iniciaci zakfiveni
membrany, sbaleni RNA a puceni virovych ¢astic (Thomas, 2020)

N Nukleokapsidovy fosfoprotein, vaze se na virovou RNA, funkce pii virové
replikaci, baleni RNA za vzniku ribonukleokapsidy, role pti shromazdéni
virovych ¢astic (Wu et al., 2021)




S protein (spike protein)

Jedna se o glykoprotein véazajici se na receptor hostitele. Je ve virionu obsazen v poctu 100 kopii.
S proteiny jsou velké proteiny majici 1162 az 1376 aminokyselin a jsou syntetizovany
v endoplasmatickém retikulu nebo ERGIC. Po syntéze nésleduje modifikace v Golgiho aparatu, a to
glykosylace nebo palmitoylace. S proteiny maji konzervovanou strukturu i funkci. Naptiklad S protein

SARS-CoV-2 ma 76% podobnost aminokyselin s virem SARS-CoV-1.

Je tvofen podjednotkami S1 (hlava, zajist'uje vazbu receptoru) a S2 (stonek, umoznuje fizi membran).
S protein tvoii homotrimery (s délkou 9-12 nm). Tim dochazi ke kompletizaci S proteinu. Podjednotka
S1 obsahuje receptor vazebnou doménu (RBD, receptor binding domain; Obrazek 2), kterd vaze
aminokyseliny na ACE2 receptoru (angiotensin-converting enzyme 2). Aby k této vazbé mohlo dojit,
musi se odehrat S§tépeni podjednotek a nasledné nekovalentni spojeni téchto podjednotek.
S1 podjednotka dale obsahuje signélni peptid, ktery lezi na N — konci na NTD (N — terminal domain)
(Wang et al., 2020).

Vazba S1 podjednotky na ACE2 receptor slouzi k zajisténi vstupu do hostitelské buitky. Funguje
na principu klice a zamku, existujici bud’ v konformaci ,,otevieno* nebo ,,zavieno*. Tyto konformace
jsou ovlivnény zptisobem rtiznych spojeni mezi S1 a S2 podjednotek (Walls et al., 2020). Otevieny stav

znamena odhaleni RBD a zavieny stav je disledkem skryti RBD domény.

5 \ virova membrana

RBD

VAZEBNE MiSTO

KATALYTICKE MiSTO

\ ( hostitelska membrana

Obrazek 2: Vazba S1 podjednotky a ACE2 receptoru (vytvoreno
pro tuto prdci, upraveno podle Prabakaran et al., 2004).

S2 podjednotka ovliviiuje vstup viru do cilové bunky pomoci fizniho peptidu (FP) v ni a ucastni se fuze
membrany. SARS-CoV-2 na rozdil od SARS-CoV-1 ma dalsi misto, které mize byt Stépeno
hostitelskym furinem, trypsinem, TMPRSS2 a dal$imi protedzami a tim je SARS-CoV-2 vice nachylny
k fizi membran pfi vstupu do hostitelské bunky (Ou et al., 2020). Dale jsou zde ptfitomny dvé



heptad-repeat domény (HR1, HR2; heptamery, jsou v koronaviru konzervované), transmembranova

doména a C — terminalni doména.

Sila vazby na ACE2 miize byt zvySovana palmitoylaci S proteinu. Tropismus pro ACE2 je mozné

zprostiedkovat i pomoci cholesterolu. Lipidové rafty zlepSuji vstup, ale nejsou nutné.

Déle je zajimavé, Ze S protein je schopen aktivovat v casném stddiu infekce komplement,

coz by vysvétlilo brzky nastup cytokinti u pacient.

E protein (envelope protein)

Sklada se z 74 az 109 aminokyselin, sklada se v pentamery a ve virionu je zastoupen v poc¢tu dvaceti
kopii (100 monomeri) (Venkatagopalan et al.,2015). Zastava funkci viroporinu, ktery modifikuje
bunééné membrany hostitelské builkky a umoznuje lepsi unik virti z infikovanych bunék hostitele.
Na N — konci se nachazi kratka hydrofilni oblast nasledovana hydrofobnim transmembranovym alfa
helixem, ktery formuje kanal dostatecné velky pro ionty H*, Na*, K* nebo Ca?*. Na C — konci je oblast

hydrofilni.

Ne u vSech koronavirti je nutny E protein k formovani virionu, ale pokud neni pfitomen, tak se viriond
tvoii méné. Mutace v E proteinu znamena niZsi progresi onemocnéni i mortalitu (DeDiego et al., 2007).
Pravé iontova aktivita proteinu prispiva k zanétlivé odpovédi vedouci az k cytokinové bouii nebo ARDS

(Ye et al., 2020).

Béhem infekce organismu je E protein produkovan ve velkém mnozstvi, coz je zajimavé, protoze
do maturovaného virionu je tento protein inkorporovan jen v mnozstvi velmi malém. Pokud
se vyskytne dele¢ni mutace v proteinu, dochazi vétsinou k produkei oslabenych viriont, které nejsou

schopny uniknout z buniky nebo maji problémy s pucenim.

M protein (membranovy protein)

Ve virionu je zastoupen v nejvy$§im poctu kopii (2000 vkazdém virionu) a také je nejvice
konzervovany ze vsSech strukturnich proteinii. Tato skuteCnost je nejspiSe zplsobena faktem,

ze M protein vykonava spoustu podstatnych funkci.

Primarni funkci je sestavovani nové vytvorfenych virovych ¢astic, poskytuje leSeni pro vytvoreni
virionu. M4 afinitu jednak sam k sobé, ale i k dal$im strukturnim proteintim a drzi v§e pohromad¢. Mezi
dalsi funkce patii jeho antagonismus k IFN a interference s hostitelskou imunitni odpovédi, ucast pri
zastaveni hostitelského bunééného cyklu, ucast na autofagii a abortivni apoptoze. K nejzajimavéjsim
funkcim bych zatadila viroporinovou aktivitu. K té ale dochézi jenom tehdy, pokud E protein neni
schopen tuto funkci vykonavat a v této chvili M protein funkci piebira a stdva se viroporinem. Tento

proces je zajistén mutacemi v M proteinu vedoucimi ke zkraceni C — konce (Thomas, 2020).



M protein se mize nachazet ve dvou konformacich, a to bud’ jako prodlouzeny nebo vice kompaktni.
Druha varianta je spojena s vétsi flexibilitou a nizsi hustotou S proteind. Prvni prodlouzena varianta

je spojovana s vétsim nahloucenim S proteinti (Hu et al., 2003).

N protein (nukleokapsidovy protein)

Je slozen z419 aminokyselin a je zastoupen ve virionu v poctu 1000 kopii. N protein je dosti
konzervovany, ale i pfes tuto skute¢nost se nachazi urc¢ité variace mezi SARS-CoV-1 a SARS-CoV-2.
Protein ma 3 domény. Patii mezi n€ N — koncova NTD doména, ktera zastava vazebné funkce. Dale
centralni doména CTD bohaté na Ser/Arg a jeji funkce neni jesté plné objasnéna. C — koncova doména
je posledni ze tii domén N proteinu a jeji funkci je formovani dimeru nebo oligomeru sama sebe, coz
je nutné k formovani virové kapsidy v ERGIC. Vsechny 3 domény maji afinitu k RNA. Tato afinita
je dulezitd pro nasledné zabaleni do virové partikule. N protein tvoti nukleokapsidu kolem virového

genomu.

K dalsim funkcim N proteinu se fadi interakce s M proteinem, kdy spolupracuji na shromazd’ovani
virovych ¢astic uvnitt hostitelské buiiky. Dale je dalezita interakce s Nsp3 k zajisténi spravného naboru
N proteinu pro replika¢né transkripni komplex. Také pomahd separovat vlakna RNA pii replikaci,
a tim zvySovat jeji efektivitu. Ma vliv na produkei IFN hostitelem a podporuje apoptdézu hostitelské
bunky (Satarker et al., 2020). Praveé blokace vazby mezi N proteiny miize byt cilem 1é¢iv u koronavirt

(naptiklad Cyclosporin A) (Ma-Lauer et al., 2020).

3 Struktura genomu

Genom SARS-CoV-2 je linearni, jednovlaknova (ss) RNA s positivni polaritou. Délka je v rozmezi
2632 kb pfi¢emz puivodni izolat SARS-CoV-2 z Wuchanu byl stanoven na 29 903 nukleotidl (Raskin,
2021). Genom je sbalen do nukleokapsidy tvofené N proteiny. Na 5° konci se nachazi ¢epicka
typu 0 m;GpppA: (Viswanathan et al., 2020). Dale obsahuje UTR (neptekladanou oblast) o 265
nukleotidech, leader o délce 72 nukleotidd, TRSy (transkripéni regulacéni sekvence) o struktuie
ACGAAC (Miao et al., 2021). Na 3’ konci je polyA sekvence o velikosti 30—60 nukleotidl, coz
zajistuje stabilitu genomu a zabrafiuje GCinku exoribonukleaz, které mohou tuto strukturu genomu
rozlozit (Kim et al.,, 2020). Polyadenylace je =zajistovana pomoci adenyltransferazy neboli
nestrukturniho proteinu 8 (Nsp8). Dale se zde nachazi UTR (nepfekladand oblast) o délce
337 nukleotidd. (Rangan et al., 2020). Genom kdéduje 16 nestrukturnich, 4 strukturni a 6 pomocnych
proteind, jejichZ translace probiha hned po vstupu do buiky, coz je umoznéno diky positivni polarité
RNA kterou buiikka mtize povazovat za svoji mRNA (Raskin, 2021). Mezi strukturni proteiny patii S,
M, N a E protein. K pomocnym neboli akcesornim proteintim se fadi ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b,
ORF8, ORF9b a ORF10. Nestrukturni proteiny jsou oznacované Nspl az Nspl6. Na 5’ konci jsou



umistény ORFs davajici vznik polyproteiniim. Z ORFla vznika polyprotein ppla a z ORFla a ORF1b
vznika polyprotein pplab.

Tyto polyproteiny jsou poté rozst€peny do konkrétnich mensich proteinii. Z ppla vznika Nsp 1-11.
Zpplab vznikd Nsp 1-16. Dalsi strukturni a pomocné proteiny jsou syntetizovany pomoci
subgenomovych mRNA. Mutaéni rychlost genomu je primérné 10 nt! cyklus™. Co se ty¢e evoluénich

zmén, odpovidaji primérné hodnot& 10 nt! rok! (Grudlewska-Buda et al., 2021).
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Obrazek 3: Struktura genomu SARS-CoV-2. V obrazku a) je zelené¢ oznacena oblast, ktera
zahrnuje ORF1 genomu. ORFla dava vznik polyproteinu ppla a ORF1b polyproteinu pp1b.
Muze dojit ke vzniku polyproteinu pplab pii uklouznuti polymerazy a frameshiftu ORFs.
Polyproteiny ORF1 jsou zobrazeny na obrazku b). Nestrukturni proteiny tedy vznikaji z casti
blize 5’konci a strukturni a pomocné proteiny pak blize 3’konci, na obrazku neoznacené
rameckem (upraveno podle Lugo, 2020).

10



3.1 Funkce strukturnich a pomocnych proteinii

Tabulka 3: Strukturni a pomocné proteiny SARS-CoV-2 a jejich funkce (reference uvedeny v textu).

S Spike protein, vazba na ACE2 receptor, dillezity pro vstup do hostitelské buiiky

ORF3a Aktivuje NLRP3 inflamazom, formuje homotetramery s charakterem iontovych
kanalti, vrozena imunita a IFN odpovédi, stimuluje apoptozu a ovliviiuje cyklus
bunky

E Obalovy protein, GiCastni se v morfogenezi viru, formuje pentamerické iontové kanaly
v hostitelskych membranach ER, zptisobuje nadmérnou expresi cytokini a piehnanou
imunitni odpovéd

M Membranovy protein, dilezity pro iniciaci zakfiveni membrany, sbaleni RNA a
puceni virovych Castic

ORFo6 Antagonista IFN typu 1, podporuje virovou replikaci

ORF7a Stimuluje virem vyvolanou apoptozu, funguje proti uvazovani na membranu pomoci
vazby na BTS-2 (bone marrow stromal antigen 2)

ORF7b Integralni transmembranovy protein

ORF8 Pomocny protein, ucast pti virové replikaci

N Nukleokapsidovy fosfoprotein, vaze se na virovou RNA, funkce piti virové replikaci,
baleni RNA za vzniku ribonukleokapsidy, role pti shromazdéni viru (assembly)

ORF9b Antagonista IFN typu 1, tlumi hostitelskou virovou odpovéd’ pomoci stimulace
degradace MAVS

ORF10 Dopliikkovy protein, role v Gtlumu ubikvitin-proteasomového systému
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3.2 Funkce nestrukturnich proteini

Tabulka 4: Nestrukturni proteiny SARS-CoV-2 a jejich funkce (reference uvedeny v textu).

Nspl Inhibuje hostitelskou antivirovou odpovéd’, expresi a interferonovou signalizaci

Nsp2 Vaze RNA, uplatnéni pfi replikaci genomu, spoluucast s dalsimi proteiny

Nsp3 Fosfatazova aktivita, proteolytické §tépeni polyproteini, inhibuje NF-«xB, interferon
beta a p53 signalizaci, miiZe se ucastnit na pfestavbach membrany spolu s Nsp4

Nsp4 Tvoii komplex spolu s Nsp3 a Nsp6, ktery ma funkci ve virové replikaci, dale je nutny
k prestavbé membrany pii replikaci

Nsp5 Hlavni role spo¢iva v §tépeni virového polyproteinu k tvorb¢ aktivnich forem
nestrukturnich proteint

Nsp6 Ucast pii pfestavbach membran a autofagii, komplex Nsp3-Nsp4-Nsp6 funkce pfi
virové replikaci

Nsp7 Soucasti replikacniho komplexu Nsp7-Nsp8-Nsp12, formuje hexadekamericky
komplex spolu s Nsp8 slouzici jako procesni svorka pro RNA dependentni RNA
polymerazu

Nsp8 Replika¢ni komplex s Nsp7 a Nsp12, spolecné s Nsp7 jako procesni svorka RdRp

Nsp9 Vaze ssRNA, homodimery vazi a chrani virovy genom pied degradaci béhem replikace

Nspl0 Je nezbytny pro Nsp14 3’-5” exoribonukledzu a Nsp16 metyltransferazovou aktivitu,
formuje komplexy s Nsp14 a Nsp16

Nspll Kratky peptid, ucast pii RNA syntéze

Nsp12 RdRp (RNA dependentni RNA polymeraza), jadro replikacniho komplexu
(Nsp7-Nsp8-Nsp12)

Nspl3 RNA helikdza; NTPazova, dNTPazova a RTpazova aktivita

Nspl4 3’-5” exonukledza, proofreading aktivita

Nspl5 Endoribonukleaza (nidoviral RNA uridylate-specificka, NendoU)

Nspl6 2°-O-riboza metyltransferaza, spolutcast s Nsp10 na tvorbé Cepicky (capping) virové

mRNA (kvili protekci pred degradaci)
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4 Replikacni cyklus

Obalené¢ viry obsahuji glykoproteiny, které zprosttedkuji vstup do cilové buiky. U viru
SARS-CoV-2 je timto glykoproteinem S protein.
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Obrazek 4: Replikaéni cyklus SARS-CoV-2. 1 — +ssRNA genom viru, 2 — replikace, 3 — transkripce,
4 — subgenova mRNA déva vzniku strukturnim a dopliikovym proteintim, 5 — translace mRNA

na hostitelskych ribozomech, 6 — transport proteinti do ER, 7 — pfesun do GA pomoci vesikul

a postranslacni upravy proteinti, 8 — formovani virové Castice, 8°- replikace genomu, 9 — nové vznikla
ssRNA a vytvorené proteiny formuji virion, 10 — hotovy virion, 11 — exocytoza z hostitelské bunky
(vytvoteno pro tuto praci).

Zahajeni infekce zapo¢ne pii kontaktu S proteinu s povrchovym hostitelskym receptorem. Timto
receptorem je ACE2 (angiotenzin konvertujici enzym 2), se kterym interaguje RBD struktura na S1
podjednotce virového S proteinu. ACE2 umozni navazani virionu a fizi membran a je tvofen v mnoha
tkanich v¢etné pneumocytt v plicich, kde je Casto infekce lokalizovana (Hofmann et al., 2004).
V S proteinu se nachazi dilezité struktury potiebné k fuzi. Jsou to dvé HR oblasti (HR1, HR2) fuzniho
peptidu. Tyto domény se nachdzi mezi fiznim peptidem a transmembranovou doménou S2 subjednotky.
Béhem pocateéni faze fuze dochazi k vlozeni fizniho peptidu do cilové bunééné membrany, dale
se HR2 slozi k HR1 a vytvofi se Sesti — helixova struktura, kterd umozni piiblizeni virového obalu
a hostitelské membrany. Vlivem toho dojde ke spusténi samotné fuze membran. Aktivace fize mize

probihat dvéma zptisoby. Navazani na receptor aktivuje pfimo fizi membran nebo v druhém piipadé
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po vazbé¢ nasleduje internalizace virovych partikuli do endosomi. Zde dochazi k fiizi membrany pomoci
glykoproteinti. U SARS-CoV-2 nizké pH vyvolava fuzni aktivitu S proteinu, ale nizké pH neni nutné
a fuze mize probéhnout i bez né&j. Poté nastava uvolnéni RNA genomu do cytoplasmy. Replikace
i exprese sgRNA vyzaduji replikacni transkripci a produkci -RNA intermediatd. Prvnim krokem
je replikace RNA + vlakna na RNA — vlakno. Nasledovné toto vlakno je vyuzito pro replikaci dalsiho
+RNA vlakna pro uspofadani nového virionu nebo pro transkripci subgenovych mRNA, z kterych
potom dochazi k syntéze virovych strukturnich proteind. Prva faze replikace zafina expresi Casnych
genl ORFla a ORF1b (ptipadné¢ ORFlab) koédujicich nestrukturni proteiny pfimo z +RNA genomu.
Vznika kratsi polyprotein ppla a delsi pplab z ORFla a ORF1lab. Zde je uplatnén frameshift neboli
posun ¢teciho ramce. Ribosomy ,,uklouznou® o 1 nukleotid na kluzké sekvenci, ktera se nachazi pred
stop kodonem ORFla, a to vede k syntéze dvou polypeptidi. Nejprve dochazi k syntéze RNA
dependentni RNA polymerazy (RdRp, Nspl12) a dalSich nestrukturnich proteinti, které jsou pro
naslednou transkripci a replikaci genomu nezbytné (Zawilska et al., 2021). V dal§im kroku jsou
polyproteiny $tépeny na kratsi funkéni tseky pomoci cysteinovych papain-like a chymotrypsin-like
Nsp3 a Nsp5 protedz. Z kratstho ppla vznikd 11 nestrukturnich proteini a zpplab vznika
16 nestrukturnich proteint. Po expresi ¢asnych genil je virus vybaven na to, aby mohl ovladat buiiku
hostitele a modifikovat jeho organely a masinérie pro vlastni replikaci a mtize zacit preklad subgenovych
mRNA za vzniku strukturnich proteini (Long, 2021). V dal§im kroku se wuplatiiuji funkce

Nsp 3, 4 a 6 pfi reorganizaci hostitelskych membran.

Virus si z ER nebo GA reorganizuje ,,virové organely“ aby si oddé¢lil replika¢ni kroky a ochranil
produkty pfed imunitnim systémem hostitele. Organely se nazyvaji ,,replikacni organely* (ROs). Tvorba
replikacnich organel za¢ne hned po expresi casnych Nsp gend. Transmembranové nestrukturni proteiny
se hromadi v membranach ER a zapocinaji modifikace v perinukledrnim prostoru bunky. Replikace
i transkripce jsou spojeny s tvorbou dvojitych membranovych vacku (DMVs) a membranovych struktur
,convolute membrane* (CMs) z ER. DMs obsahuji dsRNA, kterd je intermediatem pii genomové
replikaci (Mohan et al.,, 2021). Dale dochazi ke vzniku vzajemné propojenych siti membran.

To umoziuje strukturam bez Cepicky skryt se pied vrozenou imunitou hostitele (Knoops et al., 2008).

Po 1 az 2 hodinach od infekce buiiky jsou k vidéni prvni DMVs. Az poté se formuji CMs. Béhem
4 hodin DMVs zvétSuji své pocty a nasledné dochazi k tvorbé sit¢ DMV-CM-ER, ke které se na konec
ptipoji i GA. Mezi 5. a 7. hodinou po infekci jsou vidét nové pucici viriony v Golgiho cisternach. Po 7.
hodiné je ke spatfeni jiz kolem 300 DMVs. Ty se spojuji az vznikne velka propojena sit’ s ERGIC;
retikulovesikularni sit’. (Knoops et al., 2010). AZ po 10. hodiné od infekce se objevuji nové viriony,
které puci z nové modifikovaného lumen systému ERGIC (Doyle et al., 2019). Vytazenim Nsp3 a Nsp4

se snizuje tvorba retikulovesikularnich siti a replikace viru.
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Dale bylo zjisténo, ze Nsp3 tvofi pér v DMVs a tim se otevira do cytosolu. Ma RNA vazebnou funkci,
ale sam nema funkci katalytickou. Spatné vytvofené transkripty tak nejsou exportovany, ale jsou

ponechany v DM Vs kvili limitaci velikosti poru (Hypotéza poru) (Wolff et al., 2020).

Replika¢né transkripéni komplex se sklada z Nspl12 (RdRp), faktorti procesivity Nsp 7 a Nsp 8,
replika¢ni proofreading 3’-5° endonukledzy Nspl4 (tvofi komplex s Nsp10), helikdzy Nsp13 (odviji
dsRNA), Nsp9 (chrani ss oblasti RNA) a metyldzy Nsp16 (podili se na vytvoreni Cap struktury). Kromé
virovych produkti jej tvofi i hostitelské faktory.

Transkripce polymerazou Nspl2 neni pfesna a kvuli tomu jsou potfebné opravné mechanismy
zajistované pomoci Nsp14. Tim je nasledn€ dosazeno potiebné presnosti. Diky proofreadingové aktivite
koronaviry mutuji méné (Moeller ef al., 2021). Transkripce je diskontinualni proces mezi RNA viry.
Béhem syntézy negativné polarizovaného (-) vldkna se polymerdzovy replikacni komplex
pozastavuje/terminuje na specifickych mistech podél genomu nazyvanych transkripéni regulacni
sekvence (TRS) (Fehr et al., 2015). TRS jsou ptitomny po sméru od spolecné vedouci sekvence na
5’konci (TRS-L; leader) a na 5’konci kazdého virového ORF v téle genomu (TRS-B; body) na nové
syntetizovaném (-) fetézci. TRS-L umozinuje transkripénimu komplexu piepinat templat a G¢inné
preskakovat z daného TRS-B na TRS-L na 5’konci. Transkripce pak pokracuje a kopiruje leader
sekvenci k dokonceni negativniho fetézce (transkripce sgRNA vlaken se nezastavi, dokud RdRp
nedosdhne posledni TRS u leader sekvence na 5’konci). Diskontinudlni transkripce je jednim
z mechanizmii mutageneze. Pti koinfekci bunky dvéma riznymi koronaviry mize dojit k preskoku
RdRp z TRS jednoho genomu na TRS genomu druhého a tim dochazi k rekombinaci. Negativni fetézce
plné genomové délky i subgenomové (-)RNA slouzi jako templaty pro kontinualni syntézu novych
+ssRNA genomil a subgenomovych mRNA (Zawilska et al., 2021). Subgenomové mRNA tedy
vznikaji diskontinudlnim procesem z ptiivodniho genomu pfeskoky mezi TRS oblastmi. Nové vznikla
subgenomovd mRNA déava poté vznik strukturnim a doplitkovym proteintim. VSechny tyto mRNA maji
na zacatku 5’konci leader sekvenci z ptivodniho genomu a na 3’konci jsou polyadenylovany (Long,
2021). Vsechny RNA genomu jsou chranény €epic¢kou na 5’konci. To zajistuje Nspl4 N7 cap
metyltransferaza. Cepicka zajist'uje stabilitu a spravnou translaci a chrani pted degradaci hostitelskymi
nukleazami (Tagliabracci et al., 2022). Translace RNA kodujici N protein probiha v cytoplasmé.
N protein poté obklopuje nové vzniklé +RNA vldkno a dojde k formovani nukleokapsid, které
se shromazd’uji v intermediarnim kompartmentu ER a GK — v ERGIC. Proteiny S, M, a E jsou
kotransla¢né ukladany do membran ER a sekrec¢ni drahou dopraveny do oblasti ERGIC a nasledné jsou

umistény do membrany novych viriond.

Novy virion se sklada z +ssRNA genomu obalen¢ho nukleokapsidou a obsahuje na povrchu strukturni
proteiny S, M a E. Takto zformované viriony jsou sbaleny do Golgiho vacku, které poté fuzuji

s plasmatickou membranou a jsou exocytovany ven z bunky.
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Tabulka 5: Faze replika¢niho cyklu SARS-CoV-2.

1 Vazba na receptor

2 Faze membran

3 Faze membran — endosom

4 Transport genomu viru do cytoplasmy

5 Translace virové RNA, exprese nestrukturnich proteint z polyproteint ppla a pplab.

Migrace Nsps do ER, vznik RdRp (Nsp12)

6 Reorganizace membran pomoci Nsp3, Nsp4 a Nsp6
7 Syntéza strukturnich proteini, postransla¢ni modifikace v ER a GA; replikace genomi
8 Formovani nukleokapsidy

9 Lipidové obaly obsahujici proteiny S, M, E

10 Maturace viriont pucicich z ERGIGu

11 Exocytdza virionu z hostitelské bunky

5 Rozpoznavani SARS-CoV-2 vrozenym imunitnim systémem

Odpoveéd vrozeného imunitniho systému predchazi reakci systému adaptivniho. Tudiz pro rozvinuti
adekvatni imunitni reakce rozhoduje jiz prvni odpovéd vrozené imunity. Tato odpovéd
je zprostiedkovana nékolika efektorovymi bunikami. Patii mezi né naptiklad makrofagy, epitelové
bunky nebo buiiky dendritické. K jejich funkcim se fadi rozeznavani PAMPs (Pathogen associated
molecular patterns, molekularni vzory asociované s patogeny) a DAMPs (Damage associated molecular
patterns, molekularni vzory asociované s poskozenim). Pfikladem PAMP mize byt virova ssRNA. Mezi
priklady DAMP mutze zatadit alarminy jako extracelularni ATP. Tyto molekuly jsou typické
pro patogeny a jsou rozeznavany pomoci receptorli pro molekularni vzory neboli PRRs (Pattern
recognition receptors). Receptory pro molekularni vzory rozdélujeme do dvou podskupin: vazané

na membranu (pfikladem jsou TLRs) a cytoplazmatické (piikladem RIG-I-like receptor).

5.1 TLRs (Toll-like receptory)

TLRs mohou byt bud’ na plazmatické membrané buiky nebo souc¢asti membrany endosomu. V lidském
organismu se vyskytuje takovychto receptorti 10 typl a odlisuji se typem ligandu (Lester et al., 2014).
Jsou jimi TLR1 az TLR10. Mezi dulezité ve spojitosti se SARS-CoV-2 se fadi TLR2, TLR3, TLR4
a TLR7.
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Tabulka 6: Ligandy a odpovéd’ TLRs vyznamnych pro SARS-CoV-2. TLR2 (Zheng et al., 2021),
TLR3 (Christopher et al., 2011), TLR4 (Choudhury et al., 2020), TLR7 (Bortolotti et al., 2021).

Toll-like receptor Ligand Indukce odpovédi
TLR2 S protein, E protein IFNtypula3
TLR3 dsRNA IFNtypula3
TLR4 S protein IFNtypula3
TLR7 ssRNA IFN typul a3

Zajimavosti u TLR7 je, ze gen pro néj se nachazi na chromozomu X, a tudiz mize jeho exprese hrat roli
pii pohlavnich rozdilech v zavaznosti onemocnéni Covid-19. Muzi maji dvakrat vyssi pravdépodobnost

vzniku respiracniho selhani v této souvislosti (Klein et al., 2020).

Leukocyty vrozeného imunitniho systému zahrnujici neutrofily, monocyty a NK bunky jsou zavislé

na TLR signalizaci; aby mohly lokalizovat misto infekce a zacit cilit na virus.

Interakce Toll-like receptoru se specifickym PAMP vytvafi signdl zprosttedkovany pies TIR-doménu
a adaptorovou molekulu MyD88, TIRAP nebo molekulu TRIF.

Draha zavisla na MyD88 je spusténa pomoci TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6, TLR7, TLRS, a TLRO.
Nasledné dochazi k zapojeni molekuly IRAK4, na kterou se vazi dalsi molekuly, a to IRAK1 a IRAK2.
Tim dochazi k vytvoreni signalizatniho komplexu, ktery interaguje s TRAF6. Po navazani dochazi

k aktivaci TAK1 molekuly a spousti se produkce prozanétlivych cytokint.
Molekula TIRAP zde slouzi jako zprostiedkovatel mezi TIR doménou TLR a MyDS§8.

Navazanim ligandu na TLR3 a TLR4 dochazi k zapojeni molekuly TRIF. V piipadé¢ této aktivace dojde
k zGcastnéni molekuly IRF3 a v pozdni fazi molekuly NFxB. Vysledkem je indukce interferonu prvniho

typu (IFN typu 1; alfa a beta).

5.2 RLRs (Rig-I-like receptory)

Jedna se o intracelularni receptory, které rozpoznavaji virovou ssSRNA nebo dsRNA (nejvice kratké
dsRNA s odhalenymi 5° konci) (Yang et al., 2021). Pokud bunka neni infikovana, nachéazeji
se v inaktivované form¢ — jejich CARD domény jsou maskovany interakci s CTD. Po vazbé RNA
dochazi ke konformacni zméné, kdy CARD domény pfestavaji byt nedostupné pro signalizaci.
V aktivnim stavu interaguji s CARD doménami MAVS, které se nachdzeji na vnéjsi strané
mitochondrii. Dochézi k formovani shlukit MAVS a TRAF3 a poté je rekrutovan komplex IKKe/TBK1.
To spousti aktivaci IRF3 a IRF7, coz indukuje IFN typu 1 a 3. Interferon typu 1 vaze IFN1 receptory
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na povrchu bun¢k. Dale dochazi k aktivaci Jak-Stat signalizace vedouci ke stimulaci mnoha ISGs (IFN
stimulované geny) a dochdzi ke znasobeni IFN odpovédi. Cely tento proces je pfi¢inou smrti infikované
buiiky a aktivace antigen-specifické odpovédi. Virus SARS-CoV-2 muze byt inhibovan
i jinym mechanismem RIG1; vyuziti C — koncové domény (Yamada et al., 2021). MDAS patfi mezi
RIG-I-like receptory a rozpoznava dlouhé dsRNA.

Vrozeny neboli nespecificky imunitni systém je evolucné star$i nez systém adaptivni. Jeho hlavni
vlastnosti je, Ze pracuje pohotové, ale nema pamét. Mezi obranu vrozeného imunitniho systému tedy
mizeme fadit bunécné slozky jako neutrofily, makrofagy, dendritické bunky, zirné buinky, NK buiky

nebo basofily. Do slozky humoralni fadime napiiklad komplement a interferony.

Shrnutim Ize konstatovat, Ze po rozeznani molekuly specifické pro SARS-CoV-2 dochazi

k mechanismim vedoucim ke spusténi interferonové odpovédi a tim navozeni antivirového stavu bunék.

6 Unikové mechanismy p¥ed virem SARS-CoV-2

Pti virové infekci se nejdiive uplatiiuje vrozeny imunitni systém jako prvni linie obrany. Poté nasleduje
obrana adaptivniho imunitniho systému zavisld na predchozi reakci vrozené imunity. Neadaptivni
obrana zahrnuje fyzikalni bariéry jako kiize, slzy a slizni¢ni sekrety nebo zaludecni kyseliny. DalSimi
slozkami jsou makrofagy, NK bunky, dendritické bunky, interferony a cytokiny. Naptiklad plice jsou
Casto vystaveny virum a prvni linii obranou je zde vrstva hlenu, epitelové bunky, makrofagy
a dendritické bunky. Pokud virus projde pfes tyto bariéry, snazi se ho rozpoznat PRRs, které jsou také
soucasti vrozené imunity. Po tomto rozeznani muiize nastat adekvatni reakce organismu, naptiklad
produkce interferond 1. typu. To se ovS§em virus snazi obejit a nechce byt rozpoznan, a tak vznikaji
unikové mechanismy pfed neadaptivni imunitou hostitele, které viru zvysuji Sanci na replikaci, Sifeni
a infekci dalSich hostiteld. Virus SARS-CoV-2 obchazi vrozeny imunitni systém mnohymi cestami
a riznymi mechanismy. Tim, Ze je virus pro lidsky organismus novym patogenem, je na$ imunitni
a v nekterych ptfipadech i letalitu. Mezi hlavni mechanismy, jak se virus vyhyba lidské vrozené imunité
patii dysregulace IFN produkce, ovlivnéni funkce dendritickych bunék, makrofagi, NK bun¢k,
neutrofilti, inhibice NLRP3 inflamasomu a obchazeni PRRs. Ne vSechny mechanismy jsou zcela

objasnény a ne vSechny objeveny.

6.1 NaruSeni interferonové produkce

Vrozeny imunitni systém je v ¢asnych fazich infekce dilezity pro jeji kontrolu. Jakmile hostitelské
bunky rozpoznaji patogen tak spoustéji signalni kaskady vedouci k transkripci interferont 1. a 3. typu.
Tato obrana je nezbytna v boji se SARS-CoV-2 a pokud virus narusi tuto signalizaci, vznikaji ptipady

se zavaznym prubéhem nemoci. Hlavnim znakem je pak nizka produkce IFN gama (Chen ef al., 2020).
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Signalizace IFN typu 1 je nutna pro nabor imunitnich bun¢k do plic a ISG expresi. Naopak neni hlavni
pric¢inou vycisténi buiiky od viru a nezabrani virové replikaci. Hlavnim mechanismem, ktery zpisobuje

vysokou patogenitu je tedy naruseni IFN signalizace.

Inhibice IFN produkce

Rozpoznévani PAMPs vyvola produkei IFN typu 1 a 3, kterou virus blokuje. Omezeni interferonové
signalizace vede k zhorSeni prubéhu onemocnéni Covid-19. Se zvlasté vaznym pribéhem je spojena
nizkd produkce IFN gama (Chen et al., 2020). Pfi replikaci vznika dsRNA, kterd je rozeznévana
hostitelem. Tomu se SARS-CoV-2 vyhyba tvorbou DMVs a propojeni membranovych struktur, kde
intermedidty ptfed hostitelem schova. Dale vyuziva endonukleazu k blokaci rozpozndvani dsRNA
pomoci MDAS5 (Min et al., 2021). Tim dochazi k snizené produkci IFN alfa nebo beta. Virus umi
inhibovat molekuly, které jsou soucésti signalnich drah IFNd. Moznym teréem je molekula IRF3, coz
zpusobi dysregulaci nebo nefunkcnost drahy. Opozdéné signalizace vedou k vysoké replikaci viru

v plicich v ¢asnych stadiich.
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Obrazek 5: Interferonovy systém hostitele a shrnuti antagonismus SARS-CoV-2 ve dvou fazich;
IFN indukce a IFN aktivace (upraveno podle Min et al., 2021).
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6.1.1 Nspl

Nestrukturni protein 1 tlumi translaci hostitelskych proteinti vlivem interakce s 40S podjednotkou
ribosomu a blokaci vstupniho kandlu pro mRNA hostitele (Obrazek 7). Déle inhibuje formovani 80S
struktury. Interakce probihd za pomoci Lys164 — His165 dipeptidového motivu na Nspl. C — termindlni
konec Nsp! se skladd do dvou helixti a ty se vkladaji do vstupniho kanalu pro mRNA. Prvni helix tvofi
hydrofobni interakce s 40S proteiny uS3 a uSS5. Druhy helix interaguje s eS30 proteinem ribosomu a
helixem h18 18S rRNA. Mezi témito helixy je KH dipeptid a formuje vazby s h18. Tyto popsané
struktury jsou zobrazeny v Obrazku 6. Déle probihaji elektrostatické interakce mezi K164 a bazemi

rRNA G625 a U630 (Schubert et al., 2020).

0 130 180 AK
N - koncova doména C - koncova doména
150 KH motiv 180
1
alfa helix 1 alfa helix 2

Obrazek 6: Struktura Nspl o délce 180 aminokyselin (vytvofeno pro tuto praci, upraveno
podle Simeoni et al., 2021).

a3 -

mRNA hostitele

3

Obrazek 7: Hostitelsky ribosom a jeho vstupni kanal pro mRNA blokovany helixy
C — koncové domény Nspl(modie) (vytvofeno pro tuto praci, upraveno podle
Simeoni et al., 2021).
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Pokud virus chce translatovat vlastni proteiny, musi tuto blokaci ve vstupnim kanalu obejit.
To uskuteciiuje pomoci interakce s N — koncovou doménou Nspl. K tomu je dilezitd 5’UTR virové

mRNA, ktera interakci zprosttedkovava (Thoms ef al., 2020).

Dalsi funkei Nspl je schopnost odstranit hostitelské mRNA jeji ¢epicku na 5’konci a tim zajistit jeji
degradaci. Virus ptepina translaci ve sviij prospech, ale jeho cilem neni vypnout hostitelskou translaci
uplng, protoze potiebuje nekteré hostitelské faktory a proteiny k vlastni replikaci. Autoregulacni
vlastnost Nspl zajistuje tuto optimalni balanci mezi translacemi virovych a hostitelskych proteini
(Schubert et al., 2020). Inhibici globalni translace hostitelskych proteinti tlumi syntézu
i IFN — stimulovanych proteinti dilezitych pro obranu hostitelské bunky proti viru. Déle blokuje IFN
signalizaci. Nspl spoleén¢ s Nspl3 snizuje mnozstvi vzniku kaspazy-1 a interleukinu (IL)-1beta
mRNAs. Tlumeni hostitelské translace tedy vede i k inhibici kaspazy a jejimu rozlozeni na podjednotky
p20. Proteiny jsou antagonisté NLRP3 inflamasomu, ktery aktivuje kaspazu-1, a ta konvertuje neaktivni
formy interleukinti na formy aktivni; napfiklad IL-1beta. Nspl a Nspl3 tedy inhibuji aktivaci

inflamasomu pomoci inhibice aktivity kaspazy-1 (Kim et al., 2021).

6.1.2 Nsp3

Je to papain-like protedaza (PLP™) a $tépi Nspl az Nsp4 z nové vznikajiciho polyproteinu. Pomoci
inaktivace Casti signalnich drah (RIG-I, STING, TBK1, IRF3, TRAF3/TRAF6) inhibuje IFN odpovéd’
hostitele a také umi tlumit funkci p53 (Ma-Lauer et al., 2016) (Moustaqil et al., 2021).

Zpusobuje antagonismus ISG15-dependentni MDAS signalizace; Nsp3 blokuje MDAS signalizaci skrze
de-ISGylaci. Timto zptsobem nedochazi k produkci IFN a virus se vyhne imunitni reakci hostitele.

Nsp3 aktivuje NLRP3 signalizaci.

6.1.3 Nsp5S
Nsp5 je hlavni proteaza viru SARS-CoV-2. Miize se oznaCovat také jako MP™® nebo 3CLP™. Inhibuje
fosforylaci TBK1 a IRF3 a tim blokuje signalizaci IFN 1. typu (Wu et al., 2020).

Interakce viru s RIG-I je nasledovna; RIG-I po rozpoznani virové RNA prochazi K63-linked
polyubikvitinaci zprostifedkovanou molekulou TRIM25. Poté je obnovena aktivni forma RIG-I pomoci
uvolnéni CARD domén. Nsp5 putisobi tlumivé praveé na K63 polyubikvitinaci a touto interakci zptisobi
ovlivnéni produkce interferont. INF1 se po sekreci vaze na IFN receptory a vznikne transkripce ISGs
skrze STAT (signal transducer and activator of transcription factors) protein a nastane antivirovy stav

v bunce hostitele. Nsp5 interaguje se STAT1 a podnécuje jeho degradaci; ovliviiuje Jak-Stat signalizaci.
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6.1.4 Nsp6
Protein Nsp6 inhibuje fosforylaci IRF3 a vaze se na TBK1 bez ovlivnéni jeho fosforylace. Interakce
TBK1-Nsp6 ale snizuje fosforylaci IRF3, coz vede ke snizené produkci interferonu beta

(Xia et al., 2020).

6.1.5 Nsp7
Protein Nsp7 inhibuje signalizaci IFN alfa (Xia et al., 2020). Dalsi studie nebyly dohledany, ale
v budoucnu jisté¢ bude probadéan detailni mechanismus tohoto nestrukturniho proteinu; studie mohou

probihat a byt nedokoncené, ale to mi neni znamo.

6.1.6 Nsp8, Nsp9

Tyto proteiny se vazi na S doménu 7SL SRP. SRP je komplex vazajici 80S ribozom a ¢te vznikajici
peptidy a hleda signalni peptidy. Pokud je najde umozni translokaci ribosomu do ER k zajisténi
spravného transportu proteinu k bunééné membran€. Nsp8 interaguje s 7SL v oblasti, kde se vaze
SRP54 (protein zodpovédny za rozpoznani signalniho peptidu, vazby na receptor pro SRP
a ribozomovou translokaci). Nsp9 se na 7SL vaze na oblast, ktera obsahuje SRP19 protein dulezity pro
slozeni SRP. Oba nestrukturni proteiny se vazi na kotranslaéni SRP komplex. Vazbou na SRP
znemoznuji jeho funkci a inhibuji membranovy proteinovy transport v infikované bunce. NaruSenim
proteinového transportu dochazi k utlumu IFN odpovédi hostitele, jelikoz sekrece interferonti je zavisla

na SRP komplexu pro jejich spravnou sekreci (Banerjee et al., 2020).

6.1.7 Nsp10, Nsp16

Nspl6 je nestabilni protein, ktery v komplexu sNsplO tvofi heterodimer. NsplO stimuluje
enzymatickou aktivitu proteinu Nspl6 nasledovng; komplex Nspl6 s NsplO pFeménuje strukturu
Cepicky typu Cap-0 na strukturu Cap-1. To se odehrava pomoci metylace ribézy 2‘-O prvniho
nukleotidu mRNA viru, kterym vétSinou byva adenosin. K tomu vyuziva komplex S-adenosyl
methionin (SAM) jako donor methylu. Interakce Nsp10 a Nsp16 vede ke stabilizaci SAM vazebného
mista, které se nachazi v core oblasti proteinu Nspl6. Core je centralni katalyticka oblast
s 2°-O-MTazovou funkci (Viswanathan et al., 2020). Vytvaii se ¢epicka: Probiha spoluprace mezi
Nspl13, RNA/NTP trifosfatazou, helikazou; Nspl4, 3°-5’exonukledzou, mRNA cap guanin-N7
metyltransferazou; Nspl6, cap ribézou 2°-O metyltransferazou, guanylyl tranferazou (Chen et al.,
2011). Nsp10 spolecné s Nsp16 metyluji 5° konec virové mRNA a napodobuji tak hostitelskou mRNA.
Formovanim ¢epicky typu 1 u virové RNA umozni proteiny vyhnuti se hostitelskému imunitnimu
systému pomoci zabranéni rozpoznani virové mRNA v hostitelské draze RIG-I1 a MDAS (RLR).
Nspl6 interaguje s Ul a U2 snRNAs (spliceosom). Pfi virové infekci se lokalizuje do jadra bunky
a preruSuje splicing (vystiihovani introntl) nové transkribovanych gent. Tim tlumi celkovou produkci
proteinti v butice. Transkripty vétSiny gent stimulovanych interferonem jsou sestfihany; proto Nspl6

ma takto vliv na IFN odpovéd’ hostitele (Banerjee et al., 2020).
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6.1.8 Nspl2
Protein Nsp12 se sklada z 932 aminokyselin. Obsahuje doménu NiRAN (nidovirus RdRp — asociovana
nukleotidyltransferaza) (Gao et al., 2020) o velikosti 249 AK. NiRAN je spojena pomoci interfazové

domény s RdRp-doménou., ktera se nachazi mezi 249. a 365. aminokyselinou.

0 249 365 932 AK

Nsp12 N | F P T

Polymeraza

Obrazek 8: Struktura Nsp12. N = NiRAN doména, [ = interfazova doména, F =, fingers* prsty
polymerazy, P =, palm* dlan polymerazy, T = ,,thumb* palec polymerazy
(vytvoreno pro tuto praci, upraveno podle Wang et al., 2021).

Od aminokyseliny 365 do konce proteinu se nachazi RdARp doména. Polymeraza se sklada z prstt, dlan¢

a palce (ptirovnano k lidské ruce kvuli podobnosti, zobrazeno v Obrazku 9).

gr\
Egn

Polymeraza

Obrazek 9: Podobnost polymerazy s lidskou rukou. F = prsty,
P = dlan, T = palec (vytvofeno pro tuto praci, upraveno podle
Beard et al., 2003).

Nspl2 je schopna ovlivitovat produkei interferonti typu 1 pomoci inhibice translokace molekuly IRF3
do jadra bunky. Spolecné s Nsp7 a Nsp8 formuje Nsp12 polymerazovy komplex. Bylo zjisténo, Ze tyto
faktory se netcastni inhibice interferonové produkce. Doména NiRAN byla v této souvislosti také
vyloucena jako spolutiCastnik. Nsp12 se tedy podili na inhibici IFN samostatné bez ucasti dalSich
faktort. Také bylo vylouceno ptisobeni na fosforylaci IRF3 (Wang ef al., 2021). Mechanismus inhibice
translokace molekuly IRF3 do jadra ziistava ale zatim neobjasnén. Muze vyvolat aktivaci RIPK1
a nasmérovat organismus k systémové zanétlivé odpoveédi — cytokinova boufe, kterd mize vyustit

az ve smrt organismu.
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6.1.9 Nspl3

Vysledky studie (Vazquez et al., 2021) naznacuji, Ze Nsp13 se vaze a inhibuje fosforylaci kindzy TBK1,
ktera je schopna zprostfedkovavat signalizaci skrze fosforylaci molekul IRF3 a NF-«xB (Xia et al., 2020).
Tyto molekuly v disledku toho nejsou aktivovany a nemohou se translokovat do jadra hostitelské bunky
a zprostfedkovat produkci interferonti. Dalsi molekulou, které Nspl3 zabranuje v aktivaci je STAT1

(STAT2) (Xia et al., 2020) a vysledkem je opét neuspésna produkce IFN beta.

6.1.10 Nspl4

Protein Nsp14 ma 3°-5’exoribonukleazovou (ExoN) aktivitu a guanin-N7-metyltransferazovou aktivitu.
Na N — terminalnim konci je ExoN doména, ktera ma schopnost proofreadingu a opravuje Spatn¢
ptitazené nukleotidy virovou RdRp (Ferron et al, 2017). C — terminalni doména obsahuje
SAM-zavislou N7-metyltrasferazu. Nsp14 formuje komplex spolu s Nsp10. Nsp10 interaguje s ExoN
doménou a tim zvySuje jeji aktivitu. Dalsi funkci je schopnost tlumeni hostitelské proteosyntézy.
Vytvorenim komplexu Nspl4-NsplO se zvysi inhibice translace proteinem Nspl4. Tato blokace
translace vede k inhibici indukce ISG zavislé na IFN vedouci k utlumu produkce antivirovych proteind.
V porovnani, Nsp14 ma vyssi schopnost inhibice hostitelské translace (75%) nez protein Nspl (50%)
(Thoms et al., 2020). Exprese Nsp14 zptsobi tlumeni produkce jak IFN beta tak i IFN stimulovanych
gent (ISG) (Yuen et al., 2020). Inhibuje syntézu antivirovych proteini viperin, TRIM21, ISG15. Tlumi
fungovani ISGs v rozpoznavani virové RNA pomoci RIG-1, MDAS, STING.

6.1.11 Nspl5

Protein Nspl5 je uridin specifickd endoribonukleaza (uridin je nukleosid slozeny z uracilu a ribozy
spojenych beta-Ni-glykosidickou vazbou), ktera ma enzymatickou aktivitu na svych C — koncovych
(EndoU) doménach (Ricagno et al., 2006). Na Nsp15 je aktivni misto slouzici k rozpoznavani nasledné
Stépené virové RNA. Toto misto se sklada z triad (His, His, Lys) s katalytickou funkci. SARS-CoV-2
vyuziva Nspl5 ke Stépeni své RNA, konkrétné PUN (polyuridin) RNA, kterou Nsp15 pfednostné §tépi
mezi sekvencemi U-A a C-A. Stépeni PUN RNA je diilezité proto, z¢ PUN RNA umi spoustét aktivitu
MDAS, ktera by vedla k interferonové odpovédi a aktivaci imunitniho systému hostitele (Frazier et al.,
2021). Aktivita proteinu je tedy dileZita pro zabranéni aktivace dsSRNA senzort hostitele a tim zabranéni
antivirové odpovédi na virus v hostitelské burice. Nsp15 ale umi $t€pit celou fadu substrat mimo PUN
RNA jako napftiklad TRS. Dalsimi interakcemi s molekulou RNF41 (E3 ligdza spojena s aktivaci IRF3)
ovliviiuje produkci interferontt 1. typu. Mechanismus této inhibice ale zlstava zatim neobjasnén

(Xia et al., 2020).

6.1.12 ORF3a
ORF3a interaguje spolu s cGAS-STING za jeho inhibice, ktera zpasobi blokaci translokace NF-kB
do jadra a tim se snizi produkce interferont (Rui et al., 2021). Naopak inhibice rozpoznavani RIG-I

se protein neucastni. Dale je protein schopen vazat molekulu TRIMS9 a inhibovat STAT]1 fosforylaci
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(Gordon et al.,2020). Tyto interakce vedou také k inhibici interferonové odpovédi a jejich mechanismy
dosud nejsou objasnény. Podpiirny protein je spojen s virulenci a patogenitou ptisobenim aktivace

inflamazomu.

6.1.13 ORF3b

Sklada se z pouhych 22 aminokyselin, 69 bp. Pro srovnani u SARS-CoV-1 se tento protein sklada
z 465bp a na C — terminalnim konci ma NSL (jaderny lokalizac¢ni signal), ktery SARS-CoV-2 na svém
ORF3b nema (Yuan et al., 2010). Funguje jako antagonista IFN odpovédi tak, Ze inhibuje translokaci
IRF3 do jadra. Bylo zjisténo, Ze pokud se vytvoii delsi derivaty proteinu (57, 79, 119 AK) vedou k vyssi
anti-IRF-1 aktivité nez WT SARS-CoV-2 ORF3b (Konno et al., 2020). Délka tedy ovliviiuje jeho
schopnost tlumit interferonové odpovédi hostitele. Ztratou stop kodonid miize dojit k vytvoteni takovych

variant, kdy maji vy$si schopnost antagonismu viic¢i produkei interferond.

6.1.14 ORF6

Je to maly protein o velikosti pfiblizné 7 kDa (Yuen ef al., 2020). Blokuje translokaci do jadra molekuly
IRF3 pomoci vazby KPNAZ2, coz je dilezity faktor pro pfesuny molekul do jadra. Interferuje s IFNAR
signalizaci pomoci vazby KPNA2 a KPNA1 na ER nebo GA. Tim blokuje import STAT!1 do jadra
(Frieman et al., 2007). Pii zvySené expresi ORF6 tedy dochazi k zabranéni RIG-I rozpoznani a utlumu
produkce interferonti blokaci IFN signaliza¢nich drah (Yuen et al., 2020). ORF6 se dale nachazi na NPC
(jaderny poérovy komplex) a vaze se na Nup98-Rael komplex pomoci C — terminalni domény. Touto
vazbou dochazi k jeho inhibici. Nup98 je periferni nukleoporin z obou stran NPC (Gordon et al., 2020).
Interakci s komplexem Nup98 a ORF6 dochazi k blokaci jaderné translokace molekuly STATI a proces

vede ke snizené produkci interferontt (Miorin et al., 2020).

6.1.15 ORF7a, ORF7b

Je pravdépodobné, ze SARS-CoV-2 zneuziva ubikvitinovy systém hostitele ke svému prospéchu
a to pasobenim proti IFN odpovédi (Xia et al., 2020). ORF7a je posttranslaéné ubikvitinovan, coz
zvySuje schopnost inhibice interferonové signalizace skrze fosforylaci STAT2. Ubikvitinovanymi misty
je sedm Lys zbytkd. Ubikvitinace na K119 zbytku je dtlezita pro optimalni antagonismus interferonové
signalizace. Nejcastéj$im zbytkem pro formaci ubikvitinového fetézce je K63. DalSimi virovymi
proteiny, které jsou ubikvitinovany jsou ORF3a a Nsp13 (Cao ef al., 2021). ORF7b inhibuje fosforylaci
STAT?2 a pusobi také proti interferonové odpovédi (Xia et al., 2020).
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6.1.16 ORF9b

Aktivaci drahy rozpoznavani virové RNA pomoci RIG-I nebo MDAS muze byt aktivovan i adaptorovy
protein nachazejici se na vnéj$i membrané mitochondrii; TOM70. Pii aktivaci se spousti produkce
interferonu beta. Protein ORF9D cili na TOM70 a interakce probiha v casti core a C — koncové domény

tohoto proteinu. Bylo zjisténo (Jiang et al., 2020), ze dalSich ¢asti v TOM70 neni k interakci potieba.

0 59 114 235 247 475 608

N ™ Clamp C kd. C

Obrazek 10: Struktura TOM79. N =N — terminalni konec, C = C — terminalni konec,
C kd. = C — koncova doména. Sipky naznacuji, Ze tyto casti se ucastni interakce
s virovym ORF9b (vytvoteno pro tuto praci, upraveno podle Jiang et al., 2020).

Mechanismus inhibice produkce IFN typu 1 vlivem ORF9b:

TOM?70 interaguje s molekulou HSP90, ktera ma také roli v interferonové odpovédi. ORF9b soupefii
s HSP90 o vazbu na TOM?70. Jelikoz md TOM70 vliv na metabolismus mitochondrie, dochazi pfi
abnormalni funkci tohoto proteinu k laktadtové acidoze. Interakce ORF9b-TOM70 vede k produkci
kyseliny mlécné, kterd ma inhibi¢ni ucinek na produkci prave interferonu 1. typu (Zhang et al., 2019).
Tim tedy virovy ORF9b ovliviiuje hostitelskou odpovéd’ a imunitni systém nebude dostate¢né aktivovan

a virus se mu vyhne.

6.1.17 M protein

Protein snizuje vazebnou schopnost molekul TBK1-TRAF3, RIG-I-MAVS a MAVS-TBKI1. Tim
ovliviiuje formovani multiproteinového komplexu RIG-I-MAVS-TRAF3-TBK1. Daéle snizuje
fosforylaci IRF3 a brani tim jeho translokaci do jadra. Ve vysledku inhibuje produkci IFN
typu 1 i3 (Zheng et al., 2020).

6.1.18 N protein
Inhibuje produkci IFN pomoci cileni na RIG-I. Inhibuje fosforylaci IRF3 a jadernou translokaci.
RIG-I mé tii domény; CARD, DExD/H, RD. Bylo zjisténo (Chen ef al., 2021), Ze vazebnou doménou

pro N protein je pravé DEXD/H doména. S ostatnimi dvéma protein nereaguje.
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Tabulka 7: Shrnuti funkci proteint viru podilejicich se na interakci s vrozenou imunitou (reference
k jednotlivym proteiniim v textu, upraveno podle Beyer et al., 2022).

Protein Funkce
Nspl Vypina hostitelskou translaci mRNA, interakce s podjednotkou ribosomu, NXF1
Nsp3 Papain-like proteaza, $tépi polyproteiny, interakce s MDAS, IRF3, cili na ISGylaci
Nsp5 3C-like proteaza, stépi polyproteiny, interakce s RIG-1, STAT1, inhibice K63
polyubikvitinace
Nspb Ucast na membranovych reorganizaci, interakce s TBK 1, inhibice IRF3, STAT 1 a2
fosforylace
Nsp7 Podjednotka RdRp, neenzymaticka, inhibice signalizace IFN typu 1
Nsp8 Podjednotka RdRp, primaza, interakce s 7SL RNA, SRP19, SRP54, SRP72, inhibice
proteinového transportu
Nsp9 Neenzymatické RBP, interakce s 7SL. RNA, inhibice proteinového transportu
Nspl10 RNA capping, vyhybani se RLR
Nspl2 RdRp, IRF3 inhibice jaderné translokace
Nspl3 RNA helikaza, interakce TBK1, TBKBP1, vyhybani se RLR; inhibice NF-xB, TBK1,
IRF3, STAT1/2, fosforylace
Nspl4 RNA capping, vyhybani se RLR, blokace mRNA transkripce hostitele, antagonista
IFNARI1
Nspl5 Uridylat specificka endoribonukledza, interakce RNF41, vyhybani se RLR
Nspl6 RNA capping, interakce s Ul a U2 snRNA, RLR vyhybani, inhibice splicesomu
ORF3a Viroporin, interakce s TRIMS9, inhibice STAT1 fosforylace
ORF3b Inhibice IRF3 jaderné translokace
ORF6 Interakce KPNA1/2, Nup98, Rael, inhibice jaderného importu a exportu
ORF7a Inhibice STAT?2 fosforylace
ORF7b Inhibice STAT?2 fosforylace
ORF9b Interakce s NEMO, TOM70, RIG-I, MDAS, MAVS, TBK1, STING, TRIF, blokace
TOM70-HSP90 interakce; inhibice TBK1 fosforylace, K63 poly-ub NEMA
M Interakce s RIG-1, MDAS, MAVS, TBK1, TRAF3, blokuje MAVS agregaci, inhibice
TRAF3-TANK-TBK1-IKKe komplex formaci
N Interakce s RIG-I, inhibice RIG-I ubikvitinace
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6.2 Interference s dendritickymi buikkami

Pti infekci SARS-CoV-2 dochazi k snizené expresi molekul MHC II tfidy, ptes které dendritické buiiky
prezentuji antigeny T lymfocytim. Tim dochdzi k nedostate¢né imunitni odpovédi. Také dochazi
k snizeni poc¢tu dendritickych buné€k a zhorSeni jejich funkci. Nasledkem je mala produkce interferond.
Akutni infekce vede k sniZzeni poctu dendritickych bun€k (DCs), hlavné u pacientii s projevy ARDS
(Wilk et al., 2020). Ztrata funk¢nosti téchto bun¢k miize vést k opozdéné imunitni reakei T lymfocyt
a nizké produkci IFN 1. a 3. typu. Infikované dendritické bunky neprodukuji antivirové cytokiny ani
neprochazi maturaci, aby mohly prezentovat antigen T lymfocytim (Zhou et al., 2020). Interakce
SARS-CoV-2, monocytti, makrofagh a DC sité v tkanich sliznic poskytuji tnikovy mechanismus pied
vrozenou imunitou a moznost Sifeni viru. VEtSina uzdravenych pacientti SARS si vytvotila T bunéénou
imunitu na S protein viru; konkrétné na RBD oblast (T lymfocyty reaguji na jeden epitop).
U SARS-CoV-2 nevznika tato silnd odpovéd na RBD oblast S proteinu. Tato nedostate¢na odpoved’
mize byt jednim z mechanismd Uniku imunitni kontrole. Reakce T bun¢k na RBD se projevuje
opozdéné po 2 tydnech po projevu symptomil. Presny mechanismus neni ale zatim zndm (Zhou et al.,
2020). SARS-CoV-2 také snizuje expresi ACE2 v moDCs (dendritické bunky odvozené z monocytl).
Bunky moDC jsou permisivni pro infekci, ale virus se v nich nemize mnozit. SARS-CoV-2 tlumi
imunitni odpovéd v moDCs skrze antagonizaci STAT1 fosforylace. Virus zvysSuje produkci STAT1
proteinu v moDCs. Infekce zabranuje signalizaci IFN v moDC prostiednictvim pusobeni proti
fosforylaci STAT1 proteinu. Konkrétni virovy protein, ktery by tuto funkci vykonaval zatim neni zndm

(Zhou et al., 2020).

6.3 Interference s makrofagy a neutrofily

Makrofagy a neutrofily funguji jako prozanétlivé imunitni buiiky podilejici se na nadmérném zanétu pii
infekci SARS-CoV-2, ktery miize vést k dysfunkcim i vice organt pii zavaznych infekcich. Jejich
hyperaktivace vede pravé k ARDS. MF produkuji prozanétlivé cytokiny po detekovani PAMPs, které
rozpoznavaji receptory jako TLRs. Podjednotka S1 proteinu S indukuje produkei IL-6, IL-1beta aktivaci
TLRA4, ktery signalizuje pres c-Jun N — termindlni kindzu (JNK) a jadernou translokaci NF-xB.
Infikované neutrofily maji narusené HLA-DR a PD-L1 exprese vzroste, coz vede k poklesu antigenni
prezentace. Snizeni antigenni prezentace byla pozorovana i u monocytu pii infekci (Qin et al., 2021).
Dulezitou roli ma interakce s CD147, jez vede k aktivaci Jak-Stat drahy, ktera sméfuje reakci vedouci
k expresi CyPa (cyclophilin A). Vaze CD147 a spousti MAPK drahu, ktera reguluje expresi chemokint
vedouci az k cytokinové bouti. Aktivaci RIG-I a MDAS spousti silnou odpovéd’. Zanétlivé mediatory

vznikajici pfi infekci epitelovych bunék mohou stimulovat MF k produkei cytokind.
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6.4 NKG2A a apoptéza NK bunék

Zdravé NK buiky bojuji proti infekci produkei cytokint jako napiiklad IFN gama a TNF alfa. Infekce
ovliviiuje po¢et NK bunék v organismu, coz koreluje i se zavaznosti onemocnéni. Cim méné NK bungk,
tim vaznéjsi pribéh. NKG2A je inhibi¢ni receptor NK burky, ktery se vaze se na neklasické
HLA 1. tfidy molekuly HLA-E a inhibuje NK bunécnou toxicitu a sekreci cytokint. Inhibi¢ni receptor
spolurozhoduje o tom, jestli butika, ktera je v kontaktu s NK burtikou bude zni¢ena nebo ne. U pacient
se tyto inhibi¢ni receptory nachazeji ve zvySeném poctu, a to vede k selhdni imunitni odpovédi a virus
tak ptebira kontrolu na butikou (Zheng ef al., 2020). Dysfunkce miize souviset také s cytokinovou boufi.
T. (cytotoxické T lymfocyty) a NK buiiky jsou nezbytné pro kontrolu virové infekce. Pokud je jejich

funkce narusena, projevi se to na pribéhu dané infekce.

Studie ukazuji, ze pti infekci SARS-CoV-2 dochézi ke sniZzené funkénosti i poétu zminénych NK
bunék a T lymfocytti (CD8"). Dale dochazi ke zvysené expresi receptoru NKG2A. Nadmérnou produkei
inhibi¢niho receptoru dochazi ke Spatnému rozeznavani nakazenych bun¢k a pokud prevazuje tento
inhibi¢ni signal, infikovand buitka nebude zni¢ena. Timto se SARS-CoV-2 vyhyba zniceni jiz
infikovanych bun€k a tim je podpofeno $ifeni a mnozeni viru (Zheng et al., 2020). Pokud dojde

u pacienta k vyléCeni infekce, dochazi opét k poklesu NKG2A receptoru a zvyseni poctu T lymfocytd

i NK bunék.
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Obrazek 11: Schéma role NKG2A. Ovlivnéni poméru neutrofilti ku lymfocytim
(upraveno podle Antonioli ef al., 2020).
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Mechanismus, jakym zptisobem SARS-CoV-2 ovlada NK bunky neni zatim objasnén (Bortolotti ef al.,
2020). V zavaznych pripadech infekce dochazi ke snizeni poctu T (pocet naivnich Ty stoupa, ale
pamétovych klesa) a NK bunék. B lymfocyty jsou na spodni hranici normy. Dalsi charakteristikou
je vys$si pomér neutrofilti vici lymfocytim (NLR) a nizs§i pocty monocytl, eozinofilli a basofili. Je tedy
mozné z NLR hladin urcit, jestli jde o zhorSujici se stav pacienta (Lagunas-Rangel, 2020). Dalsimi
zvySenymi faktory jsou cytokiny naptiklad IL-6, IL-8, IL-10, které mohou indukovat zvySovani exprese
NKG2A (Qin et al., 2020). IL-6 a IL-8 naruSuji v Casné fazi infekce funkci NK bunék skrze
STAT3-dependentni mechanismus a tim se podileji na snizené cytotoxicité¢ bunck. Interakce obsahujici
neutrofily a NK bunky mohou stimulovat k produkci IFN gama, ktery inhibuje hromadéni neutrofilt.

Zvysenou produkei IFN gama dochazi poté k obnove antivirové aktivity (Antonioli et al., 2020).
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7 Zavér

Virus SARS-CoV-2 je bezpochyby vyznamnym patogenem dnes$ni doby. Onemocnéni jim zpiisobené
vyvolalo globalni pandemii a nejen zdravotni, ale i ekonomické a mnohé dalsi problémy. Proto vyznam
studia takovychto patogenti je nutné podporovat a prohlubovat, pokud v budoucnu chceme proti
obdobnym pandemiim bojovat. Se stale rostoucim poctem obyvatel Ize predpokladat, Ze takovyto scénar
ve form¢ dalSich globalnich pandemii jisté nastane. Prohloubeni znalosti umozni efektivni obranu
a vyvoje dostupnych 1é¢iv pro lidskou populaci. Pravé zminény dopad na lidstvo pomohl urychlit vyvoj

vakcin v zavislosti na zkuSenostech z minulych studiich naptiklad z obdobi onemocnéni SARS.

Viry po dobu koexistence s hostitelem vytvareji stale nové zpisoby, jak piezit v hostiteli, aniz by doslo
k jejich detekci. SARS-CoV-2 disponuje znaénym poétem znamych unikovych mechanismu pied
vrozenym imunitnim systémem hostitele. Blokace hostitelské translace vedouci k potlaceni syntézy
interferontl, inhibice funkcnosti imunitnich bunék nebo blokace signalnich drah receptorti a drah
interferonil jsou jednémi z nich. Ne v§echny tyto mechanismy jsou do dne$ni doby zcela prozkoumany
a je potfeba hlubsiho studia. Seznam vSech dosud znamych mechanismi nebude jisté kone¢ny. Mnoho
z nich neni zatim objeveno a mohou vznikat v zavislosti na situaci hostitele a viru dal$i mechanismy

k obelsténi naseho imunitniho systému.

Tento pozoruhodny virus se jist¢ docka dalsiho zkoumani a poskytne pro nas tak cenné znalosti

a zkuSenosti do budoucna.
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