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Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku polskim:

Celem pracy doktorskiej byto zbadanie mechanizmu zakazenia koronawirusem
SARS-CoV-2. Wirus SARS-CoV-2 powodujacy chorobe znang jako COVID-19 pojawil sie w
Wuhan w Chinach i stal sie zagrozeniem dla zdrowia i zycia ludzkiego. Wraz z ogloszeniem
pandemii, koronawirus SARS-CoV-2 wzbudzit duze zainteresowanie naukowcow na catym Swiecie.
Kwestig niezwykle istotng dla szeroko pojetego zdrowia publicznego zdecydowanie bylo i wciaz
pozostaje poznanie sposobu w jaki wirus adaptuje sie do nowych warunkéw oraz ewoluuje.
Swiatowa Organizacja Zdrowia zidentyfikowala najbardziej rozpowszechnione warianty
koronaawirusa SARS-CoV-2, a mianowicie: alfa, beta, gamma, delta i omikron. Wraz z ewolucja
wirusa wzrosta liczba zaobserwowanych ~w domenie wigzacej receptor (RBD) mutacji w
poréwnaniu z wariantem odkrytym pierwotnie — tzw wild type. W wariancie alfa wystepuje tylko
jedna mutacja; w beta i gamma trzy natomiast w wariancie omicron pietnascie. Wariant delta
wydaje sie by¢ efektem niezaleznej ewolucji, gdyz posiada dwie mutacje w innych niz w
poprzednio przetoczonych przypadkach miejscach sekwencji. Proces ewolucji wirusa, a tym samym
wystepowanie mutacji moze prowadzi¢ do znaczacych zmian w powinowactwie wiriondw do
komorek gospodarza a tym samym do zwiekszenia zarazliwos$ci lub zmiany poznanego dotychczas
sposobu tworzenia kompleksu wirus-gospodarz.

W tej pracy doktorskiej badatam powinowactwo wigzania ludzkiego koronawirusa SARS-
CoV-2 do receptora ACE2 u wybranych gatunkow (pies, mysz, nietoperz, Swinia, cyweta
i cztowiek) za pomocg pola sitowego UNRES. Drugim celem byto zbadanie zmian w mechanizmie
infekcji wirusowej w przypadku ludzkiego enzymu ACE2 oraz najbardziej rozpowszechnionych
wariantéw wirusa SARS-CoV-2, a mianowicie alfa, beta, gamma, delta, omicron oraz pierwszym
rozpoznanym wariantem (wild type). Na podstawie uzyskanych wynikéw udalo mi sie
zidentyfikowac stan przejsciowy w ktérym tworzony jest kompleks wirus-gospodarz zlokalizowany
po zewnatrzkomorkowej stronie receptora ACE2 gospodarza. Opisalam fragmenty zaréwno ACE2
jak i RBD wirusa kluczowe we wzajemnym dopasowaniu sie bialek i utworzeniu stabilnego
kompleksu. Opisatam oddziatywania potencjalnie odpowiedzialne za rozwdj infekcji u badanych
organizméw, omoéwitam zalezno$ci energetyczne i réznice w budowie ACE2 bedace powodem
zmiennej podatno$ci na COVID-19 wsréd zwierzat. Omowitam takze réznice w oddzialywaniu
poszczegblnych wariantow wirusa z ludzkim ACE2 wskazujac reszty aminokwasowe majace
najwiekszy udzial w tworzeniu sie stabilnego polaczenia RBD-ACE?2.

Otrzymane przeze mnie wyniki wskazuja, na to, ze odpowiednie dopasowanie sie
konformacyjne biatek jest pierwszym etapem infekcji ktéra w uproszczeniu moze by¢ definiowana

jako seria zmian konformacyjnych prowadzacych do uwolnienia wirionéw potomnych.



Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku angielskim:

The aim of the doctoral thesis was to investigate the mechanism of infection by the SARS-
CoV-2 coronavirus. The SARS-CoV-2 virus, causing the disease known as COVID-19, emerged in
Wuhan, China, and became a threat to human health and life. With the announcement of the
pandemic, the SARS-CoV-2 coronavirus sparked significant interest among scientists worldwide.
A crucial aspect for public health was and still is understanding how the virus adapts to new
conditions and evolves. The World Health Organization identified the most prevalent variants of the
SARS-CoV-2 coronavirus, namely: alpha, beta, gamma, delta, and omicron. With the virus's
evolution, the number of observed mutations in the receptor-binding domain (RBD) increased
compared to the originally discovered wild type variant. The alpha variant has only one mutation;
beta and gamma have three, while the omicron variant has fifteen. The delta variant appears to be a
result of independent evolution, as it has two mutations in sequence locations different from
previously observed cases. The virus evolution process and the occurrence of mutations can lead to
significant changes in virion affinity for host cells, thereby increasing infectivity or altering the
previously understood mechanism of virus-host complex formation.

In this doctoral thesis, I investigated the binding affinity of the human coronavirus SARS-
CoV-2 to the ACE2 receptor in selected species (dogs, mice, bats, pigs, civets, and humans) using
the UNRES force field. The second goal was to examine changes in the viral infection mechanism
for the human ACE2 enzyme and the most prevalent SARS-CoV-2 variants, namely alpha, beta,
gamma, delta, micron, and the first recognized variant (wild type). Based on the obtained results,
I identified a transition state in which the virus-host complex is formed located on the extracellular
side of the host's ACE2 receptor. I described segments of both ACE2 and RBD crucial for the
mutual protein matching and the formation of a stable complex. I discussed interactions potentially
responsible for the development of infection in the studied organisms, elaborated on energy
dependencies, and differences in ACE2 structure leading to variable susceptibility to COVID-19
among animals. I also discussed differences in the interaction of individual virus variants with
human ACE2, indicating amino acid residues with the greatest contribution to the formation of
a stable RBD-ACE2 connection.

The results obtained indicate that the proper conformational matching of proteins is the first
stage of infection, which can be simplified as a series of conformational changes leading to the

release of progeny virions.
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I. Wykaz skrotow

ACE

ACE2

ALI

ARDS

CASP

COVID-19

CT

CTD

DGR

FP

HLH

HSPC

ICTV

MD

MERS

ang. Angiotensin Converting Enzyme, enzym konwertujacy angiotensyne I
ang. Angiotensin Converting Enzyme 2, enzym konwertujacy angiotensyne II
ang. Acute Lung Injury, ostre uszkodzenie ptuc

ang. Acute Respiratory Distress Syndrome, zesp6t ostrej niewydolno$ci

oddechowej

ang. Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction,
miedzynarodowy eksperyment pozwalajacy na bezstronng ocene technik
przewidywania struktury przestrzennej bialek metodami teoretycznymi przez

zespoty badawcze na Swiecie

ang. Coronavirus Disease—2019, choroba zakazna wywotana wirusem SARS—

CoV-2

ang. Cytoplasmic Tail, ogon cytoplazmatyczny

ang. C—terminal domain, domena C—koncowa

ang. Diversity—generating, retroelementy generujace roznorodnosc
ang. Fusion Peptide, peptyd fuzyjny

ang. Hemophagocytic lymphohistiocytosis, zesp6t objawéw immunologicznych

znanych jako limfohistiocytoza hemofagocytarng

ang. Hematopoietic Stem and Progenitor Cell, krwiotworcze komorki

macierzyste wystepujace w szpiku kostnym

ang. International Committee on Taxonomy of Viruses, Miedzynarodowy

Komitet Taksonomii Wirusow

ang. Molecular Dynamics, dynamika molekularna, metoda obliczeniowa

stosowana w modelowaniu molekularnym

ang. Middle East Respiratory Syndrome, bliskowschodni zespdt niewydolnosci



MTU

NEP

NTD

PDB

PEP

RBD

RMSD

SARS

™

TMPRSS2

UNRES

vVOC

WHO

oddechowej, choroba zakazna

ang. Molecular Time Unit, MTU, jednostka czasu molekularnego zastosowana

w polu sitowym UNRES wynoszaca 48,9 fs

ang. Neutral-endopeptidase, enzym proteolityczny nalezacy do grupy

peptydaz blonowych
ang. N—terminal domain, domena N—koncowa

ang. Protein Data Bank, baza zawierajaca zbior ustalonych eksperymentalnie
trojwymiarowych struktur biatek, kwasow nukleinowych oraz innych
makroczasteczek biologicznych, udostepnionych w formie -elektronicznej

posiadajacej rozszerzenie ”plik.pdb”

ang. Prolyl-endopeptidase, enzym z grupy peptydaz blonowych
ang. Renin—Angiotensin System, uklad renina—angiotensyna
ang. Receptor-binding Domain, domena wigzaca receptor

ang. Root-mean-square deviation, S$rednie odchylenie kwadratowe, miara
pozwalajaca na ocene podobienstwa struktury natywnej oraz eksperymentalnej
badanego ukladu

ang. Severe Acute Respiratory Syndrome, ciezki ostry zesp6t oddechowy,

choroba zakazna
ang. Transmembrane Domain, domena transbtonowa
ang. Transembrane Serine Protease 2, enzym proteaza transbtonowa seryny II

ang. United Residue, pole silowe wykorzystyywane w pracy doktorskiej, w
dostownym tlumaczeniu zjednoczone reszty, co w odniesieniu do modelu

gruboziarnistego oznacza zredukowany model tancuchéw polipeptydowych

ang. Variant of Concern, szczepy wiruséw zakwalifikowane przez WHO jako

budzace obawy dla zdrowia publicznego

ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia



I1. Czesc teoretyczna



1. Koronawirusy — klasyfikacja

Koronawirusy s najwieksza grupa wirusow nalezaca do rzedu Nidovirales w ktorym
wyodrebniono cztery rodziny: Coronaviridae, Arteriviridae, Mesoniviridae i Roniviridae.
Wirusy nalezace do rodziny i podrodziny Coronavirinae sa szeroko rozpowszechnione wsrod
ssakow, a jednymi z najliczniej wystepujacych przedstawicieli tej podrodziny sq wirusy nalezace do
rodzaju betakoronawiruséw."” Poczatkowo betakoronawirusy uwazano za patogeny powodujgce
jedynie tagodne infekcje drog oddechowych lub jelit. Podejscie to zmienito sie w 2002 roku,
po wykryciu i zidentyfikowaniu wirusa SARS-CoV, czyli zespotu ciezkiej ostrej niewydolnosci
oddechowej. Wybuch epidemii zwiekszyl zainteresowanie $wiata nauki ewolucja, patogeneza
i rozprzestrzenianiem sie koronawirusow. Zdobyta wiedza okazala sie nieoceniona podczas
pandemii spowodowanej wirusem SARS—CoV-2, klasyfikowanym podobnie jak SARS-CoV

do podrodzaju Sarbecovirus®* (rys. 1.1).

Rysunek 1.1: Schemat przedstawiajqcy podziat wirusow rzedu Nidovirales, kolorem zielonym

oznaczono rodzine Coronavirinae.



1.1. Budowa koronawirusow.

Wszystkie wirusy z rzedu Nidovirales dziela wspélng morfologie, sa otoczkowymi,
niesegmentowanymi wirusami RNA o dodatniej polarno$ci.>® Zdolne do zarazania, przystosowane
do przetrwania poza organizmem zywiciela kompletne czastki wirusowe nazywane sg wirionami.
Wiriony koronawirusow sa kulistymi tworami majacymi Srednice okolo 125nm.
Ich charakterystyczng cecha sgq kolce w ksztalcie przypominajacym maczuge, zlokalizowane na
powierzchni otoczki wirusa. Wspomniane kolce tworza skupiska wygladem przypominajace korone
stoneczna, stad tez to wlasnie im koronawirusy zawdzieczaja swoja nazwe.

Wiriony zbudowane sq z czterech gléwnych jednostek strukturalnych: biatka kolca
(ang. Spike Protein, S), bialka blony (ang. Membrane Protein, M), biatka otoczki zwanego
kapsydem (ang. Enelope Protein, E) oraz nukleokapsydu (ang. Nucleocapsid, N) skladajacego sie
z biatka nukleokapsydu (ang. Nucleocapsid Protein, biatko N) ktérego funkcja jest ochrona
materialu genetycznego wirusa, oraz genomu RNA. Biatka kolca (S), blony (M) i otoczki (E)
zlokalizowane sg w dwuwarstwie lipidowej otoczki wirusowej’ (rys. L.2).

Struktura informacji genetycznej koronawirusa sama w sobie nie jest skomplikowana.
W uproszczeniu mozna powiedzie¢, ze sktada sie w dwoch trzecich z genu replikazy, ktéry koduje
biatka niestrukturalne oraz w jednej trzeciej z bialek strukturalnych i pomocniczych. Wirusy nie
posiadaja wyspecjalizowanych organelli komérkowych w zwiazku z tym nie majg metabolizmu jak

klasyczne formy zycia. Ich nadrzedna funkcja jest replikacja.®*"

JLYJ( 3’_ Biatko S (SPIKE)

RNA genomu
wirusowego

Rysunek I.2: Schemat budowy koronawirusa na przyktadzie SARS—CoV-2".



Glowna funkcja biatka nukleokapsydu (N) jest ochrona wirusowego kwasu
rybonukleinowego RNA oraz interakcja z innymi biatkami strukturalnymi podczas procesu
»pakowania” otoczki wirusowej — sktadania wirionu.'>'>!* Biatko N bierze takze udziat w cyklu
replikacji koronawirusow i posredniczy w przekazywaniu odpowiedzi komorki gospodarza na
infekcje wirusowa."

Biatko otoczki (E) sklada sie z okoto 76-109 aminokwasow, co czyni go najmniejszym
z glownych bialek strukturalnych wyroznianych w budowie wirusow. Jest ono dobrze zachowane
genetycznie w roznych podtypach wirusow, jednakze biatko to wcigz dosyC stabo zbadane.
W zwigzku z tym brakuje danych literaturowych w peli wyjasniajacych role biatka E
w procesie infekcji. Wiadomo, Ze w otoczce wirionu biatko E dziala poprzez interakcje z innymi
biatkami strukturalnymi. Interakcje bialek E i M pozwalajg zarOwno na utrzymanie jak
i modyfikacje ksztalttu wirionu w taki sposéb, aby ulatwi¢ wirusowi uwalnianie materiatu
genetycznego do komérki gospodarza.''®

Biatko btony (M) skladajace sie z okolo 220-230 aminokwaséw jest biatkiem ktére
wystepuje w otoczce wirusa w najwiekszej ilosci. Zbudowane jest z trzech czeSci nazwanych
domena N-koncowa (ang. N—terminal domain, NTD) wystepujaca w zewnetrznej czesci wirionu,
trzech transbtonowych helis (ang. Transmembrane Domain, TM) oznaczanych jako regiony tml,
tm2 i tm3 oraz domeny konca karboksylowego (ang. C—terminal domain, CTD), zlokalizowanej
w wewnetrznym regionie wirionu' (rys.I.3). Biatko M jest odpowiedzialne za proces paczkowania
wirusa, kieruje skladaniem wirionow poprzez interakcje z innymi biatkami strukturalnymi,

a takze odpowiada za zarazliwo$¢ wirusa. Uwaza sie takze, ze dzieki interakcjom M-M tworzony

jest szkielet nadajacy ksztatt wirionom.'® *?

Three TM Amphipathic
domain

tm1 tm2 tm3

NH, === COO"

M

Rysunek I.3: Schemat przedstawiajqcy budowe biatka btony (M)".



Biatko kolca (S) posredniczy w procesie fuzji miedzy blonami wirusa i gospodarza.
Zbudowane jest z homotrimerdw, czyli trzech identycznych, potaczonych ze soba polipeptydow.
Homotrimery tworzq charakterystyczne maczugowate wypustki w ktorych mozna wyr6zni¢ rejon
»glowy i todygi”. Kazdy z monomeréw wchodzacych w skltad homotrimeru biatka S zbudowany
jest z dwoch podjednostek: S1 zlokalizowanej na N—koncu oraz S2 na C—koncu biatka (rys. 1.4).
Podjednostka S1 odpowiedzialna jest za rozpoznawanie i wigzanie atakowanego receptora.
Zbudowana jest ona z domeny N—koncowej (NTD) oraz domeny wigzacej receptor (ang. Receptor—
binding Domain, RBD). Podjednostka S2 umozliwia wnikniecie (fuzje) wirusa do organizmu
gospodarza. Sklada sie ona z peptydu fuzyjnego (ang. Fusion Peptide, FP), sekwencji powtorzen
heptapeptydu 1 i 2 (HR1 oraz HR2), domeny transbtonowej (TM) oraz ogona cytoplazmatycznego
(ang. Cytoplasmic Tail, CT).'*'®2%%! Peptyd fuzyjny jest to krétki odcinek skladajacy sie z 10-15
aminokwaséw, zawierajacy gléwnie reszty hydrofobowe, ktére przyczepiaja sie do blony
komorkowej organizmu gospodarza. Obszary HR1 (zlokalizowany na C-koncu hydrofobowego
biatka fuzyjnego) i HR2 (zlokalizowany na N-koncu domeny TM) zbudowane sa z powtarzalnego
heptapeptydu: HPPHCPC, w ktérym H jest reszta hydrofobowaq (nie myli¢ z histydyng), P jest
polarng (nie myli¢ z proling) lub hydrofilowa resztg, a C jest inng natadowana reszta (nie myli¢
z cysteing). HR1 i HR2 wspdlnie tworza strukture niezbedna do wnikniecia wirusa do atakowanych
komérek®. Domena transbtonowa (TM) bierze udziat w wigzaniu receptora i wnikaniu wirusa do
infekowanej komérki. Ogon cytoplazmatyczny sklada sie z okoto 37 aminokwasow, jest jednostka

potencjalnie odpowiedzialng za zarazliwo$¢ i rozprzestrzenianie sie wirusa.”>**

Biatko Spike Biatko spike
Budowa Struktura przestrzenna

Domena (RBD)
Migjsce wigzania 2
receplorem ACE2 w
. B % ) . komdrkach ludzkich
: 5 NOT

Domena

s1

N-terminaina

* [ Ay o e Peptyd fuzyjny
e HR2E 8, (EP)

. e
PT—— el 3 E_- Kotwica
; 4 transmembranowa

Podjednostka
52

SARS-CoV2

Rysunek I.4: Schemat przedstawiajgcy budowe biatka S*.
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Warto wspomniec, zZe w stanie natywnym biatko S jest nieaktywnym prekursorem i dopiero
podczas infekcji, w wyniku dziatania enzyméw (proteaz) komorek gospodarza jest ono dzielone na
podjednostki S1 i S2. Dopiero podziat ten aktywuje peptyd fuzyjny i pozwala na wnikanie wirusa
do komorek zarazonego organizmu.*® W przypadku SARS-CoV-2 mozna powiedzie¢,
ze biatko S odpowiedzialne jest za rozpoznanie i wigzanie receptora wigzacego enzym

konwertujacy angiotensyne II (ang. Angiotensin Converting Enzyme 2, ACE2).”



2. Uklad Renina—Angiotensyna (RAS)

Kluczowym elementem dla wyjasnienia w jaki sposéb zachodzi infekcja wirusem
SARS-CoV-2 jest poznanie budowy oraz zasady dzialania receptora gospodarza. Enzym
konwertujacy angiotensyne II (ACE2) peini bardzo wazng role w ukladzie renina—angiotensyna
(ang. Renin—Angiotensin System, RAS). Odpowiada on za regulacje czynno$ci nerek oraz ukiadu
sercowo—naczyniowego. RAS jest procesem bardzo zlozonym, dlatego wcigz prowadzone sa
badania naukowe majace na celu poszerzenie wiedzy w tym zakresie. Schemat dziatania ukladu

renina—angiotensyna zobrazowano ponizej (rys. 1.5).%

Enzymes Receptors
PIOTRT ey » R/P-R
S, 4
Angiotensinogen o L
@ renin -~
ACEZ Angiotensin (1-10) (Ang ) ATS

@ ACE, chymase, ca-th‘EV'
> AT1

Angiotensin(1—9] Angiotensin (1-8) (Ang I)

neprilysin N
aminopeptidase A o
ACE, neprilysin ACE2 o
Angiotensin (2-8) (Ang Ill) -
Angiotensin (1- 7 aminopetidases A,M
ACE, aminopeptidases, endopeptidases Angiotensin (3-8) (Ang V) ----- » AT4
Inactive fragments aminopetidases, endopeptidases

Inactive fragments

Rysunek 1.5: Schematyczny przeglqd biatek, peptydow, enzymow i receptorow oraz ich interakcji

wystepujgcych w uktadzie renina—angiotensyna®.

10



Enzym renina jest kluczowym regulatorem zaangazowanym w RAS. Renina jest
wytwarzana w tak zwanych komorkach nablonkowych przyklebuszkowych zlokalizowanych
w Scianach tetniczek doprowadzajacych nerki, przy wejsciu do sieci naczyn wilosowatych
kilebuszkéw nerkowych. Wraz z rening w nerkach produkowana jest takze jej nieaktywna forma
czyli prorenina. Prorenina wyposazona jest w propeptyd zawierajacy sekwencje sygnalowa
kierujaca prorenine do aparatu przyklebuszkowego nerki, gdzie jest przeksztatcana w renine.

Posta¢ aktywna reniny zawiera od 339 do 343 reszt aminokwasowych. Prorenina zawiera
dodatkowe 43 reszty ktorych usuniecie powoduje aktywacje biatka.*****!

Dziatanie reniny prowadzi do rozpadu angiotensynogenu pochodzacego z komorek watroby.
W wyniku tego rozpadu powstaje nieaktywna biologicznie angiotensyna I, ktéra nastepnie przy
udziale enzymu konwertujacego angiotensyne (ang. Angiotensin Converting Enzyme, ACE)
przeksztalcana jest w angiotensyne II. Biologiczna aktywacja angiotensyny II mozliwa jest dzieki
receptorom typu 1 (AT1). Pobudzenie tych receptoréw powoduje wzrost ci$nienia tetniczego krwi.
Angiotensyna II wspomaga wzrost i proces rozmnazania sie¢ komorek, bierze udziat w pobudzaniu

uktadu krzepniecia oraz nasila procesy zapalne w ogranizmie. >

Dzialanie enzymu
homologicznego do ACE, czyli konwertazy angiotensyny 2 (ACE2), prowadzi do przeksztalcenia
angiotensyny I do angiotensyny (1-9), a angiotensyny II do angiotensyny (1-7). Angiotensyna (1—
7) wyposazona w receptory MAS, dziala przeciwzakrzepowo, przeciwzapalnie, obniza ciSnienie
tetnicze krwi, przeciwdziala przerostowi lewej komory serca oraz zwtoknieniu miesnia sercowego,
a ponadto ogranicza wzrost i rozmnazanie sie komodrek w organizmie. Mozna powiedziec,
ze wyniki dziatania enzymu konwertujacego angiotensyne II sa przeciwne do tych spowodowanych
dzialaniem ACE. W organizmie ACE2 pelni wiec nie tylko role enzymu przeksztatcajacego,

ale takze regulujgcego poziom angiotensyny II (rys.l.5).*

Biorac pod uwage mnogo$¢ funkcji organizmu regulowanych przez uklad renina—
angiotensyna mozna podejrzewac, ze nieprawidlowosci w dziataniu ukladu renina—angiotensyna
(RAS) moga mie¢ powazne konsekwencje dla zdrowia. Efekty wewnatrzwydzielnicze
(tkanka—tkanka), parakrynne (komorka—komorka) oraz wewnatrzkomorkowe obserwowane podczas
dzialania ukladu RAS s3a zasadnicze dla utrzymania homeostazy sercowo—naczyniowej,
immunologicznej, plucnej, nerwowej czy nerkowej. Dodatkowo uk}ad renina—angiotensyna wptywa
na przebieg chor6b patofizjologicznych w szczegdlnosci tych dotyczacych nerek i phuc.

Wykazano takze, ze zaburzenia w dzialaniu RAS moga potegowac stan zapalny oraz sprzyjac

rozwojowi choréb w tym COVID-19.>"3>3%
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2.1 Receptor konwertujacy angiotensyne I1 (ACE2)

Receptor wiazacy enzym konwertujacy angiotensyne II (ang. Angiotensin Converting
Enzyme 2 — ACE2) znajduje sie na powierzchni komorek nablonkowych. W 2004 roku Hamming
i wsp. opublikowali prace, w ktorej pokazuja, iz enzym konwertujacy angiotensyne 2 jest obecny
przynajmniej w 72 tkankach ludzkiego organizmu.” Jednakze do tej pory jest to biatko stosunkowo
stabo poznane i wcigz odkrywane sa jego nowe lokalizacje i funkcje (rys. 1.6).

Poczatkowo w badaniach nad lokalizacja ACE2 koncentrowano si¢ na jego roli ukladzie
renina—angiotensyna, co zaowocowato wykryciem jego obecno$ci w tkankach nerki i tkankach
ukladu sercowo— naczyniowego. Enzym konwertujacy angiotensyne II petliagc funkcje regulujaca
w ukladzie RAS uznawany jest za substancje chroniaca tkanki naczyniowe i Srodblonek oraz
wspierajacy regeneracje tych obszaréw. Jednoczes$nie uszkodzenie ACE2 prowadzi do ciezkich
dysfunkcji mie$nia sercowego, zwieksza ryzyko miazdzycy tetnic oraz nadci$nienia tetniczego.***
Badania dowodza, ze zmiany w obrebie serca czesto polaczone sq z nieprawidlowym
funkcjonowaniem tarczycy, w szczeg6lnosci z jej nadczynnoScia. Hormony tarczycy potencjalnie
wplywaja na uwalnianie ACE2 w nadmiernej ilosci, a badanie stosunku ACE2 do ACE pozwalaja

na okreSlenie stopnia zaawansowania nowotworéw tarczycy.**%%

Aktywno$¢ enzymu
konwertujacego angiotensyne 2 wykryto tez w mozgu, gdzie jest zaangazowany w proces uczenia
sie i zapamietywania. Jego rola polega na regulacji ekspresji czynnika neurotroficznego
pochodzenia mézgowego. Ponadto ACE2 wykazuje pozytywny wplyw na regeneracje neuronow

u 0s6b po udarze mozgu.*

Warto wspomnie¢ takze o obecnosci ACE2 w ukladzie pokarmowym, ze szczegélnym
uwzglednieniem enterocytow wszystkich czesci jelita cienkiego (w tym takze dwunastnicy), jelita
czczego i kretego (z wylaczeniem enterocytow okreznicy). Jedna z gléwnych funkcji ACE2
w jelitach jest utrzymywanie homeostazy i regulacja mikrobiomu jelit poprzez wychwyt
aminokwaséw pochodzacych z trawionego pozywienia, a takze przekazywanie peptydow
przeciwdrobnoustrojowych.® W przewodzie pokarmowym ACE2 ulokowane jest takze
w komorkach miesni gladkich, srédblonku naczyn zotadka i okreznicy, komoérkach miesni gladkich
btony Sluzowej miesniowki i mieSniéwki wlasciwej.

Poza przewodem pokarmowym, obecnos¢ ACE2 potwierdzono takze w nerkach, trzustce,
watrobie, ukladzie oddechowym, ukladzie rozrodczym, blonach §luzowych, a nawet w oku (rys.1.6).
Enzym konwertujacy angiotensyne II zaangazowany jest tez miedzy innymi w utrzymywanie

gospodarki elektrolitycznej w nerkach, regulacje funkcjonowania komérek B wysp trzustkowych,
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regulacje cyklu menstruacyjnego. Oprocz szeregu funkcji pelnionych w tkankach calego ciala,
enzym ten zostat zidentyfikowany jako receptor wychwytu dla patogenéw, w tym koronawirusa
SARS-CoV i SARS-CoV-234 4546

Mimo potwierdzenia obecnosci ACE2 w wielu narzadach, tkankach oraz komdrkach wciaz
trwaja badania majace na celu wskazanie nowych rol i lokalizacji enzymu konwertujacego
angiotensyne II. Obecnie wydaje sie on nie wystepowa¢ w $ledzionie, grasicy, weztach chltonnych

oraz niektérych komérkach uktadu odpornosciowego i szpiku kostnym (rys.1.6)".

grasica @

szpik kostny
wezly chtonne

Ohszary wystepowania ACE2

nie jest potwierdzone

. Obszary w ktdrych wystepowanie ACE 2
'4 Mozg: obszary biorace Serce | naczynia &~ Zotadek: gérna czesc A
udzial w regulacji funkcji krwionosne: komorki b przelyku i komarki
sercowo-naczyniowych, | srodblonka | miesni ~e nablonkowe
o kora ruchowa, pien mézgu < gladkich wewnatrz miesnia
sercowego, aorty g Trzustka: komorki
piersiowe], tetnic szyjnych | ¥ groniaste, przewody,
izyt wysepki trzustkowe
Oczy: komorki nablonkowe
i barwnikowe, siatkowka 4/ 5, Pluca: komorki nablonka Jelita: nabtonek jelitowy,
- J pecherzykow plucnych, 'r._, enterocyty jelita
) 1 Loskrzelikow, komorki o cienkiego, dwunastnicy,
o MNos: powierzchnia btony & srodblonka enterocyty absorpcyjne
“‘Sﬁ. sluzowej drog jelita kretego i okreznicy
oddechowych 'Watruba: komarki
nablonkowe drog LY # Uktad rozrodczy:
~ 3olciowych ? “Zenski: jajniki, oocyty,
. Jama ustna: jezyk, blona .. Pecherzyk zoiciowy: macica, pochwa, lozysko
@w sluzowa policzkow, slina, f nablonek *Meski: komorki Leydiga
- dziasta, limfocyty blony w jadrach i przewodach
sluzowej Nerki i pecherz moczowy: iy nasiennych
‘ 3nahhnek kanalikow U
proksymalnych, kanaliki ~ . Skora: warstwa
L '\ Tarczyca: komorki dystaine i nerkowe, podstawna naskorka,
5 _Iﬁg gruczotowe ktebuszki nerkowe, komorki gruczotow
\ Im_morki nablonka Egcherza hzjowych V.

Rysunek 1.6: Schemat przedstawiajqcy wystepowanie ACE2 w organizmie ludzkim. Kolorem zielonym
oznaczono miejsca, w ktérych wystepowanie ACEZ2 zostalo dobrze udokumentowane. Na czerwono

oznaczono miejsca w ktérych wystepowanie enzymu ACE2 nie jest w petni potwierdzone®.
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3. Ewolucja wirusow

Ewolucja wirusow jest zalezna od dwodch niezaleznych od siebie procesow — mutacji
genomu oraz selekcji naturalnej. ,Mutacja” w odniesieniu do wiruséw jest okresleniem
oznaczajacym pojedyncza zmiane w informacji genetycznej najczeSciej wywolana przez bledy
w procesie replikacji, rekombinacji lub nieprawidlowe dzialanie polimerazy czy tez enzymoéw
komorkowych.

W przypadku wirusow RNA do mutacji najczesciej dochodzi podczas replikacji genomu,
czyli procesu intensywnego powielania materialu genetycznego. W replikacji uczestniczg enzymy
katalizujace synteze kwasdéw nukleinowych, ktore nie sa zdolne do zweryfikowania poprawnosci
powielanej w tym procesie informacji genetycznej, co moze by¢ Zrédlem spontanicznych zmian.
Niezaleznym od wiruséw czynnikiem sprzyjajagcym zmiennosci moga by¢ tez uszkodzenia
w polimerazach powodujace ich nieprawidlowe dzialanie. Innym procesem pozwalajacym
na utrzymanie réznorodnos$ci genetycznej jest rekombinacja. Polega ona na wymianie materiatu
genetycznego miedzy wirionami atakujacymi te samg komorke gospodarza w tym samym czasie

(tys. L7). 0

Wirion 1 Wirion 2

Komdrka gospodarza

< r Wiriony pochedne

Y z wymieszanym
materialem

o . 4  genetycznym

Rysunek 1.7. Schemat rekombinacji materiatu genetycznego wiruséw podczas procesu infekcji.
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Nieco bardziej skomplikowanym mechanizmem prowadzacym do  mutacji,
zaobserwowanym u bakteriofagow DNA jest edycja materiatu genetycznego przez biatka kodowane
przez gospodarza lub przez wyspecjalizowane systemy molekularne zwane retroelementami
generujacymi roznorodno$¢ (DGR, ang. Diversity—generating retroelements)®'.

Drugim obok mutacji czynnikiem odpowiedzialnym za ewolucje wirusa jest wybor
zmutowanych wirionéw najlepiej przystosowanych do okreslonych warunkéw, czyli selekcja
naturalna. Korzystne dla ekspansji wirusa mutacje lub ich kombinacje dzieki selekcji naturalnej
moga by¢ nie tylko utrzymywane w populacji ale i uprzywilejowane. Za przydatne dla populacji
wirusOw mozna uznaC mutacje, ktére moga wplyna¢ na rozszerzenie zakresu zywicieli wirusa,
zwiekszajace tolerancje na leki, czy tez pozwalajace na unikniecie odpowiedzi immunologicznej
zaatakowanego organizmu. Prawdopodobienstwo z jakim dana zmiana w dotychczasowej
informacji genetycznej zostanie przekazana nastepnemu pokoleniu wiruséw nosi nazwe szybkosci,
inaczej tempa mutacji. W przypadku wirusow, ,pokolenie” definiowane jest jako cykl infekcji
komérkowej. Cyklem tym nazywa sie proces obejmujacy przyczepienie sie wirionu do powierzchni
komorki gospodarza, wnikniecie do wnetrza komorki, ekspresje genow, replikacje, zlozenie
oraz uwolnienie nowych wirionéw zdolnych do ponownej infekcji. Przekazywanie nowym
pokoleniom wirusow zmian w materiale genetycznym przyczynia sie do podniesienia wskaznika
mutacji wirusowych. Mianem wskaznika mutacji wirusowych okresla sie ilo§¢ zmian genetycznych
w populacji, ktore powstaly w opisane zostaly w jednostce czasu — w przypadku wirusow w ciggu
jednego pokolenia. Wysoki wskaznik mutacji w praktyce oznacza, ze dany wirus posiada wiele
wariantow.>>>*

Procesem niezaleznym od doboru naturalnego, prowadzacym do zmniejszenia
roznorodnosci genetycznej populacji, ale majagcym wptyw na przekazywanie okreslonej cechy jest
dryf genetyczny. Dryf genetyczny prowadzi do utrwalania allelu, czyli pewnej wersji genu
zakodowanej w kwasie nukleinowym i zalezny jest wylgcznie od wielkoSci populacji wirusa.

Tym samym ignorowane sa wptywy selekcji naturalnej, co oznacza, ze zmiana zostanie utrwalona
w populacji niezaleznie od jej wartoSci adaptacyjnej. Gdy populacja jest liczna wptyw doboru
naturalnego bedzie przewazac¢ nad dryfem genetycznym. Oznacza to, Ze szkodliwe allele zostang
usuniete z populacji, a wieksze prawdopodobiefistwo utrwalenia beda miaty te warianty wirusa
ktére sq lepiej przystosowane do zycia w okre$lonych warunkach. W przypadku gdy populacja jest
niewielka wptyw dryfu genetycznego bedzie dominowat nad doborem naturalnym. W tej sytuacji
przekazywane beda losowe cechy, a allele adaptacyjne moga zosta¢ przypadkowo utracone.
Réznorodnos$¢ genetyczna wirusow zalezy od wielu czynnikéw, jednakze tempo mutacji ich

materialu genetycznego jest szczegdlnie interesujqce, gdyz jest glownym Zrédtem odpowiedzialnym
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za ich zmienno$¢ genetyczng. Naturalna teoria ewolucji molekularnej mowi o liniowej zaleznosci
pomiedzy tempem mutacji, a tak zwanym tempem ewolucji molekularnej czyli procesem utrwalania
sie poszczegblnych alleli w populacjach wiruséw. Znajomos$¢ proceséw lezacych u podstaw

zmienno$ci genetycznej wirusow jest kluczowa dla zrozumienia i radzenia sobie na przykiad

b, 46,54

z lekoopornos$cia czy nowymi objawami choro

—»Q—»

Rysunek 1.8: Zestawienie czynnikow wplywajqcych na czestos¢ oraz tempo mutacji. Zielone strzatki obrazujq

procesy regulujqce zachodzqce w populacji zmiany™.
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3.1 Ewolucja koronawirusow — przyczyny

Organizacja odpowiedzialng za taksonomie wiruséw jest Miedzynarodowy Komitet
Taksonomii Wiruséw (ang. International Committee on Taxonomy of Viruses , ICTV). Klasyfikacja
wirusOw opiera sie na ustaleniu oraz poréwnaniu zarowno cech morfologicznych jak i wiasciwosci
nowo odkrytych wiruséw 2z patogenami juz opisanymi. W przesztosci alfa—, beta—

i gammakoronawirusy byly oznaczane odpowiednio jako koronawirusy grupy 1, grupy 2 i grupy 3,
przy czym deltakoronawirusy byly najmtodszg spos$réd zdefiniowanych grup.?°>°%%’

Koronawirusy sa grupa posiadajaca najwieksze genomy sposrdd wszystkich znanych
wirusow RNA. Material genetyczny szacowany na 26,4 do 31,7 tys. nukleotydow sprawia,
ze genom przedstawicieli Coronavirinae jest szczeg6lnie podatny na procesy mutacji
i rekombinacji. Taki stan rzeczy przyczynia sie do wiekszej heterogenicznosci przekazywanej przez
wiriony informacji genetycznej, a tym samym sprzyja zréznicowaniu zakresu zywicieli oraz
zmianom w potencjale pojawienia sie choroby.” Analiza sekwencyjna kwaséw nukleinowych
koronawiruséw wskazuje, ze wszyscy dotychczas poznani przedstawiciele Coronavirinae
sa ze soba spokrewnieni i posiadaja zblizony zakres zywicieli. Wspolny przodek dla wszystkich
znanych koronawirusow przypuszczalnie pojawit sie okoto 8000p.n.e.*

Podrodzina Coronavirinae jest bardzo rozlegta. Wirusy wchodzace w jej skiad infekuja
wiele gatunkéow ptakéw i ssakow. Koronawirusy zazwyczaj powoduja choroby ukladu
oddechowego lub jelit, chociaz kilka z nich moze réwniez powodowac zapalenie watroby, zakazne
zapalenie otrzewnej, zapalenie nerek, zapalenie mie$nia sercowego, zapalenie gruczolu mlekowego
lub zaburzenia neurologiczne, immunologiczne lub uktadu rozrodczego.””

Badania zajmujace sie droga rozwojowa wirusow wskazuja, ze koronawirusy z podrodziny
Coronavirinae mozna podzieli¢ na cztery obszerne grupy: alfakoronawirusy, betakoronawirusy,
gammakoronawirusy oraz deltakoronawirusy. Podzial ten bazuje na podobienstwach sktadu
antygenowego i genetycznego poszczegblnych grup oraz na zblizonych strategiach procesu

replikacji (rys. 1.1, rys. 1.9)°.
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Rysunek 1.9: Schemat przedstawiajqcy atakowane organizmy przez wirusy z rodziny i podrodziny
Coronaviridae®. Alfakoronawirusy obejmujq ludzkie wirusy takie jak koronowirus HCoV 229E

i NL63. Betakoronawirusy sq podzielone na podgrupygrupy A-D, przy czym HKU1 i OC43 nalezq
do grupy A, SARS—-CoV do grupy B a MERS-CoV do grupy C. Gammakoronawirusy sq w duzej
mierze pochodzenia ptasiego i obejmujq IBV, a takze wirusy ssakow morskich. Deltakoronawirusy

obejmujq gtownie wirusy atakujqce ptactwo.

Przedstawiciele alfa i betakoronawiruséw atakuja tylko ssaki. Powoduja choroby uktadu
oddechowego u ludzi oraz powazne problemy 2z ukladem pokarmowym u zwierzat.
Gammakoronawirusy i deltakoronawirusy infekuja ptactwo oraz niektére ssaki morskie®®
Wiekszos¢ infekcji wirusami z grup alfa— i beta— koronawiruséw przebiega u ludzi w tagodny
sposéb. Zagrozenie zycia wystepuje jedynie w przypadku oséb z uposledzonym ukiladem
odpornosciowym, oséb starszych oraz niemowlat i matych dzieci. Wyjatki stanowia SARS—-CoV,
SARS-CoV-2 oraz MERS-CoV. Infekcja koronawirusami z grup alfa i beta u zwierzat domowych

moze skonczy¢ sie Smiercig.®"**%

18



Prawdopodobnie rozpowszechnienie sie koronawirusow zwigzane jest z duzymi skupiskami
potencjalnych zywicieli mogacych wchodzi¢ ze soba w interakcje. Do takich miejsc mozna zaliczy¢
na przykiad fermy, schroniska lub powszechne, szczeg6lnie w krajach azjatyckich targi z zywymi
zwierzetami. Ingerencja czlowieka w srodowisko naturalne oraz kontakt miedzy duza iloscia
zywicieli zwieksza szanse infekcji. W naturalnych warunkach populacje poszczeg6lnych zwierzat
maja dos$¢ ograniczone mozliwosci kontaktu, dlatego zmiany zZywicieli lub modyfikacje
w przebiegu choroby sg trudniej zauwazalne i przebiegaja zdecydowanie wolniej. Badania naukowe
wskazujg, Zze w schroniskach i hodowlach ilos¢ pséw posiadajacych przeciwciata Swiadczace
o przebyciu infekcji przenoszonym drogg fekalno—oralng psim koronawirusem (CCoV-I i CCoV—
IT) jest wieksza niz w przypadku zwierzat mieszkajacych w mniejszym skupisku. Dowiedziono tez,
ze w schroniskach w ktérych przebywaja jednoczesnie psy i koty, zwierzeta byly nosicielami
zrekombinowanych miedzy soba koronawiruséw psich (CCoV-I) i kocich (FCoV-II).
Podobienistwa objawow i przebiegu obu chorob, jak rowniez analiza sekwencji wiruséw pozwalaja
podejrzewaé, ze oba wirusy wyewoluowaty bezposrednio ze wspdlnego przodka.*®
Waznym aspektem zwiekszajacym ryzyko choroby sg tez ogolne warunki w jakich przebywaja
zwierzeta. Narazenie na stres, zaniedbywanie stanu zdrowia i higieny, ogélne ostabienie ukladu
odpornosciowego czyni organizm bardziej podatnym na chorobe.>*%

Podczas namnazania sie wiriondw w komoérkach gospodarza wzrasta prawdopodobienistwo
wystgpienia mutacji umozliwiajacych przystosowanie sie koronawirusow zaréwno do nowych
warunkoéw srodowiskowych, jak i do przenoszenia sie z jednego gatunku na inny.
Adaptacja koronawirusow do transferu miedzygatunkowego mozliwa jest dzieki rekombinacji
w obrebie domeny wigzacej receptor (RBD), zlokalizowanej w biatku S wirionu.

Zmiany w strukturze RBD moga umozliwi¢ wirionom efektywniejsze przytaczenie sie do komorek

gospodarza, a tym samym zwiekszy¢ szanse na infekcje i uwolnienie wirionéw potomnych.®
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3.2 Koronawirusy zwierzece

Na przestrzeni lat koronawirusy wielokrotnie opisywane byly jako czynnik powodujacy
ogromne starty ekonomiczne ponoszone w wyniku $Smiertelnych chor6b szczegélnie wsrod zwierzat
hodowlanych.

Jednym z przykladow wirusa powodujgcego masowy pomor Swin jest wirus
hemaglutynacyjnego zapalenia rdzenia i mozgu swin — PHEV. U wiekszosci chorych zwierzat wirus
prowadzi do infekcji jelitowych. W niektérych przypadkach PHEV moze zaatakowa¢ uktad
nerwowy, co prowadzi do zapalenia moézgu oraz uporczywych wymiotow, a w konsekwencji
Smierci zwierzecia. Rownie groznymi szczegélnie dla mlodych prosiat sa wirusy zakaznego
zapalenia zoladka i jelit (TEGV) oraz wirus epidemicznej biegunki swin (PEDV). Oba wirusy
powoduja zaburzenia ze strony uktadu pokarmowego, a u niektorych zwierzat zapalenie blony
Sluzowej macicy. Rozwiniecie sie ktoregokolwiek z wiruséw u wiekszosSci $win konczy sie
Smiercig, a wysoka zarazliwo$S¢ w szczegolnie w hodowlach przemystowych jest powodem
olbrzymich strat.®!

Réwnie niebezpieczny jest koronawirus bydlecy (BCoV) oraz dotykajacy dréb i dzikie
ptactwo wirus zakaznego zapalenia oskrzeli — IBV. W przypadku bydla BCoV przenoszony jest
drogq fekalno— oralng i moze wywotac¢ rézne objawy, w tym choroby jelit u cielat i kréw w okresie
laktacji. BCoV odpowiedzialny jest takze za silng biegunke prowadzacq do utraty masy ciala
i odwodnienia. Poza dysfunkcjami ukladu pokarmowego bydlecy koronawirus moze powodowac
takze chorobe zwang ,goraczkq transportowa” objawiajaca sie problemami z ukladem
oddechowym, ktora jest szczegllnie niebezpiecznymi dla cielgt.®**® Wirus drobiu najczesciej
prowadzi do chorob ukladu oddechowego, mozliwe sa tez problemy z ukladem pokarmowym
i moczowo—plciowym. Zakazenia niektérymi szczepami IBV kurczat prowadzi do choréb nerek,

a u kur znacznie zmniejsza produkcje jaj.

Do koronawirusow najczesciej wystepujacych u kotow zaliczane sg koronawirus jelitowy
kotow (FECV) i wirus zakaznego zapalenia otrzewnej kotow (FIPV). Pierwszy z nich, przenoszony
droga fekalno—oralng FECV zwykle powoduje tagodna biegunke lub przebiega bezobjawowo.
Podczas przedluzajacej sie infekcji istnieje mozliwo$¢ zmutowania wirusa FECV w wirusa
zakaznego zapalenia otrzewnej. FIPV powoduje ogdlnoustrojowa i w wiekszosci przypadkow
$miertelng chorobe — zakazne zapalenie otrzewnej kotéw (FIP).””’' Podobny przebieg choroby

powoduje koronawirus jelitowy pséw — CCoV. Poczatkowo wirus ten powodowatl u zarazonych
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psow lagodng biegunke, z czasem zauwazono, ze u niektorych pséw infekcja moze prowadzi¢ do
zakazenia catego organizmu, a w konsekwencji $mierci.**”.

Jednym z najczesczeSciej wykorzystywanych ~w  warunkach laboratoryjnych
przedstawicielem koronawiruséw zwierzecych jest MHV czyli wirus mysiego zapalenia watroby.
Wirus ten w zaleznoSci od wyizolowanego szczepu moze powodowac u zainfekowanych myszy
infekcje drég oddechowych, jelit, watroby, a takze objawy neurologiczne. Mnogos¢ szczepow
wywolujacych drastycznie rézne objawy sprawia, ze MHV jest idealnym modelem do badania
odpowiedzi immunologicznej organizmu, podstaw procesu replikacji i patogenezy

koronawiruséw.”> 7475

3.3 Przenoszenie si¢ miedzy gatunkami

Mechanizm miedzygatunkowego przenoszenia sie koronawirusow nie jest do konca
poznany. Wiekszos¢ projektow naukowych dotyczacych tego tematu opiera sie na badaniu zwierzat
zyjacych w niewoli lub infekowanych wirusami w warunkach laboratoryjnych. Motywacjq badan
najczesciej jest znalezienie odpowiednich modeli zwierzecych w celu opracowania nowych lekow
na znane choroby. Oczywiscie powstajg inicjatywy obierajace za cel zbadanie dotychczas
nieujawnionych wiruséw wsrod zwierzat w naturalnym Srodowisku, jednak jest to zadanie
niezwykle wymagajace i kosztowne.”

Zaleznosci miedzy koronawirusami wystepujacymi wsrod zwierzat przebywajacych
w hodowlach lub wspolnych skupiskach wydajq sie oczywiste. Zwierzeta maja mozliwos¢ kontaktu
ze sobg lub tez swoim materiatem biologicznym. Przy zalozeniu obnizonej odpornosci lub choroby
ktéregos ze zwierzat istnieje prawdopodobienstwo przeniesienia sie patogenu miedzy osobnikami,
a w konsekwencji mutacji materialu genetycznego. Wykazano, ze wirus zakaZnego zapalenia
zotadka i jelit Swin (TGEV), wirus zakaznego zapalenia otrzewnej kotow (FIPV) oraz koronawirus
psow (CCoV) sa ze soba spokrewnione antygenowo. Koronawirusy te moga tworzy¢ miedzy soba
rekombinaty prawdopodobnie dlatego, ze wszystkie trzy moga zaraza¢ krzyzowo koty, Swinie
oraz psy.”” Podobnie bydlecy koronawirus (BCoV) jest wirusem od ktérego wyewoluowat szczep
Equine-CoV powodujacy zapalenie jelit u koni.”®”*8# We wszystkich wymienionych przypadkach
prawdopodobnym jest, aby przedstawiciele gatunkow bedacych gospodarzami tych koronawiruséw

przebywaly w podobnym S$rodowisku. Szanse na infekcje podnosi takze sposob szerzenia sie tych
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wiruséw droga fekalno— oralna. Zrédlem zarazenia moze by¢ nie tylko bezposredni kontakt
z zakazonymi wirusem odchodami, ale takze korzystanie z zanieczyszczonych pomieszczen, sciotki
lub zbiornikow wody. W transmisji zakazenia wazna rola przypada tez opiekunowi kontaktujagcemu
sie z chorymi zwierzetami i Srodowiskiem zanieczyszczonym przez koronawirusy.*

Trudna do wyjasnienia kwestia jest jednak to w jaki sposob choroby przenosza sie miedzy
przedstawicielami gatunkow, ktérzy w naturze majq niewielka szanse na interakcje, a budowa ich
organizmow drastycznie sie od siebie rozni. Kazdy z wirusow aby dosta¢ sie do organizmu
gospodarza potrzebuje odpowiedniego receptora umozliwiajacego efektywne atakowanie komorki
gospodarza, a w konsekwencji replikacje materialu genetycznego i uwolnienie wirionow
potomnych.

Badania naukowe wskazujg, ze zwierzeta domowe i hodowlane mogg by¢ bardzo waznym
ogniwem lgczacym koronawirusy atakujgce dzikie zwierzeta z Kkoronawirusami ludzkimi.®
Poczatkowo koronawirusy atakujace ludzi traktowane byly jako niegroZne wirusy odpowiadajace
glownie za tagodne infekcje uktadu oddechowego. Obecnie znanych jest siedem koronawirusow
zdolnych do infekowania ludzi. Sq to przedstawiciele betakoronawiruséw wyizolowane w latach 60
XX wieku: HCoV-0C43 i HCoV-HKU1 powodujgce przeziebienie oraz SARS—-CoV-1, MERS—
CoV, SARS—CoV-2 mogace powodowaC powazne problemy z ukladem oddechowym
w konsekwencji prowadzace do $mierci. Do alfakoronawiruséw infekujacych ludzi naleza HCoV—
NL63 i HCoV-229E. Wymienione alfakoronawirusy oraz OC43 i HKU1 uznawane sg za wirusy
endemiczne, powodujace co roku okoto 15-30% infekcji drég oddechowych. Przebieg choroby
moze byc¢ ciezszy u senioréw, noworodkow oraz oséb z obnizong w wyniku innych dolegliwosci
odpornoscia. W skrajnych wypadkach HCoV-NL63 moze powodowal ostre zapalenie krtani
i tchawicy.®>8

Przyjmuje sie, iz znani obecnie przedstawiciele Coronavirinae infekujacy ludzi pochodza od
dziko zyjacych zwierzat, a transfer od naturalnych zywicieli nastapit za posrednictwem zywiciela
posredniego — gatunku majacego blizszy kontakt z czlowiekiem. W przypadku wirusow
SARS-CoV-1, MERS-CoV, SARS-CoV-2, HCoV-NL63 oraz HCoV-229E zywicielem

60,85,86

naturalnym byly nietoperze a HCoV-0C43 i HKU1 prawdopodobnie pierwotnie infekowaty

gryzonie.” (rys. 1.10)
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Rysunek 1.10: (A) Ewolucja i zaleznosci koronawiruséw wystepujqcych u ludzi i zwierzqt dzikich
oraz domowych. Strzatki czerwona, niebieska i zotta wskazujq kierunek rozprzestrzeniania sie
koronawirusa odpowiednio dla alfa—, beta— i . Ciqgte strzatki oznaczajq
bezposrednie przenoszenie koronawirusa miedzy gatunkami Zzywicieli, a strzatki przerywane
oznaczajq podejrzewane przenoszenie posrednie przez niezidentyfikowany gatunek. Kropkowane
strzatki ze znakiem zapytania oznaczajq przypadki przeniesienia bedqcego losowq interakcjq bez

podstaw w badaniach srodowiskowych.(B) Uproszczona filogeneza koronawiruséw? .

Szeroko pojete badania naukowe wskazuja, zZe az 7 z 11 znanych gatunkéw
alfakoronawirus6w oraz 4 z 9 betakoronawiruséw zidentyfikowano tylko u nietoperzy, czyniac je
glownym rezerwuarami alfa i betkoronawirusow w Srodowisku naturalnym. Wiadomo ze nie tylko
ludzie, ale i zwierzeta domowe moga cierpie¢ na koronawirusy przenoszone przez nietoperze lub
organizmy blisko z nimi spokrewnione.*®****** Dowiedziono, ze sekwencje genomowe wirusow
atakujacych nietoperze sa bardzo podobne do tych wystepujacych w wirusach powodujacych
biegunke u $wifi — PEDV i SADS.*"® Na podstawie badan filogenetycznych odkryto, ze wirusy
OC43 i 229E przeniosty sie z dzikich zwierzat na czlowieka za posrednictwem bydia i ssakow
z rodziny wielbladowatych (Camelidae). Dodatkowo OC43 i koronawirus bydlecy maja okoto 96%

wspoélnego materialu zgodnoSci nukleotydowej. Prawdopodobnie przeniesienie sie z gryzoni na
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bydlo w przypadku OC43 zwiazane jest z obserwowana bardzo duza zmienno$cig genetyczng
wirusa.”> !

Ciagte rozprzestrzenianie sie wirusow z naturalnych zywicieli na zwierzeta domowe i ludzi
spowodowane jest w duzej mierze dzialalnoScia cztowieka, w tym nowoczesnymi praktykami
rolniczymi i postepujaca urbanizacja. Zajmowanie przez czlowieka coraz wiekszych terenow
spowodowalo, Ze wirusy pierwotnie wystepujace i rozprzestrzeniajace sie wsréd zwierzat
hodowlanych zaczely pojawiac sie u zwierzat dzikich, u ktorych wczesniej nie byly wykrywane.
W 2019 roku jeden z azjatyckich szczepow koronawirusa psow (CCoV) zostal wyizolowany od

wilka we Wloszech.”” Podobnie wirus PEDV atakujacy $winie hodowane przez cztowieka

przenidst sie na populacje dzikich $win bytujacych w USA.*

3.4 SARS-CoV-1 (SARS)

Wirus SARS—CoV powodujacy chorobe znang jako ciezki, ostry zesp6t oddechowy
(ang. Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS) pojawil sie w prowincji Guangdong w Chinach.
Wirus ten atakowat komorki nablonkowe w plucach i w poczatkowych stadiach choroby
przypominat grype. Z czasem objawy zaostrzaly sie w efekcie powodujac ciezka niewydolnos¢
oddechowa, a w skrajnych przypadkach niewydolnos¢ wielonarzadowa. SARS—CoV przenosi sie
droga kropelkowa poprzez bezposredni kontakt z zarazona osoba. Podczas epidemii SARS
rozpoznano ponad 8000 przypadkow choroby, sposrod ktorych okolo 9% okazato sie Smiertelne.
Ilos¢ zgonow byla znacznie wyzsza wsrdd osdb starszych, gdzie u osob w wieku powyzej 60 lat
$miertelno$¢ zblizata sie do 50%.%>%

Wirus wnika do organizmu zaréwno czlowieka, jak i innych ssakéw wykorzystujac jako
receptor enzym konwertujacy angiotensyne II. Po epidemii SARS w latach 2002—2003 priorytetem
stato sie wyjasnienie w jaki sposdb wirus trafit do ludzkiego organizmu.”” Przeciwciala Swiadczgce
o kontakcie z wirusem SARS—CoV wykryto u cywet palmowych (fac. Paguma larvata) i innych
ssakow na jednym z targowisk na ktérych sprzedawano zywe zwierzeta. Dokladniejsze badania
zarowno cywet hodowlanych, jak i dzikich wykazaly, ze zwierzeta hodowlane sq zZywicielami

posrednimi wirusa SARS—CoV. Dowodem na to byly przeciwciata wykryte w izolacie pobranym od

t 98, 99, 100, 101, 102, 103

cywe
W 2005 roku zgloszono odkrycie spokrewnionych z ludzkim SARS—CoV koronawiruséw

u nietoperzy nalezacych do rodziny podkowcéw (Rhinolophus).'®!%>1% Analiza poréwnawcza
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materialu wyizolowanego od cywet oraz nietoperzy wykazala, ze gatunkiem rezerwuarowym
u ktorego pierwotnie pojawit sie SARS—CoV sa nietoperze, a cywety prawdopodobnie zarazily sie
od nich wirusem stajac sie zywicielem poSrednim. Szersze badania filogenetyczne réznych
populacji nietoperzy z calego Swiata dowiodly, ze u wielu przedstawicieli tych ssakow bytujacych
na roznych kontynentach wystepuja wirusy bardzo zblizone do SARS—CoV. Moze to Swiadczy¢
o tym, Ze koronawirusy pokrewne SARS-CoV wystepowaly w populacjach nietoperzy juz na
dtugo przed epidemig SARS.'?719%109110 Shekulacje w jaki spos6b wirus przenidst sie z nietoperzy na
inne zwierzeta, a w konsekwencji wyewoluowal w SARS—CoV mogacy zarazac¢ na ludzi trwaja do
dzis.

Przypuszczalnie interakcje pomiedzy nietoperzami réznych gatunkéw, zamieszkujacych
jedna z jaskini w prowincji Yuannn w Chinach doprowadzily do serii mutacji wirusa, ktory
w ostatecznosci byt zdolny do przeniesienia sie z nietoperzy na zywiciela posredniego w postaci
cywety. Jaskinia w Yuann zostala uznana za dogodne S$rodowisko dla mutacji materiatu
genetycznego, poniewaz zamieszkiwana jest przez wiele gatunkéw nietoperzy, a wykryte wsrod
nich szczepy wiruséw posiadaty wszystkie elementy genetyczne wykryte w SARS—CoV. 11112113114
Analiza procesu rekombinacji wirusow potwierdzita hipoteze, ze szczepy zblizone do ludzkiego
SARS-CoV wykryte u cywet powstaly w wyniku rekombinacji dwoch szczepow wirusow

nietoperzy.'!

Wyizolowane z cywet palmowych szczepy SARS—CoV oznaczone jako ¢Sz02
i cHb05 wykazywaly niskie powinowactwo do ludzkiego receptora ACE2, a co za tym idzie bylo
niewielkie prawdopodobienistwo infekcji wséréd ludzi. Te same szczepy wykazywaly natomiast
wysokie powinowactwo do ACE2 cywet, jednocze$nie powodujac u zwierzat wysokie
prawdopodobienistwo infekcji. Dopiero szczep hcGd03 wyizolowany zaréwno od cywet jak i ludzi
miatl umiarkowane powinowactwo do ACE2 i potencjalnie byt zdolny do infekcji obu gatunkow,
jednak nie mial zdolnosci do przenoszenia sie miedzy ludZmi. Dopiero mutacje zachodzace
w ludzkim wirusie SARS-CoV z czasem doprowadzily do powstania szczepu epidemicznego
zdolnego do przenoszenia sie¢ miedzy ludZmi i odpowiedzialnego za wybuch epidemii w 2002
roku,%11>116:117

Przeniesienie sie ze zwierzat na ludzi nastapito najprawdopodobniej poprzez ich kontakt ze
zwierzetami  zarazonymi  wirusami  pokrewnymi SARS—CoV. Proces ten nastapit
najprawdopodobniej na jednym na jednym z targowisk. Probki pobrane od zwierzat z targu
Shanzhen ujawnily ponad 99% zgodnosSci nukleotydow z izolatami cywet i jenotéw bedacych
drugim potencjalnym zywicielem wirusa blisko spokrewnionego z SARS—CoV. Ponadto wykazano,

ze borsuki i fretki wytworzyly przeciwciala Swiadczace o kontakcie z tym wirusem. Podobne

przeciwciala wytworzone zostaly przez lokalnych sprzedawcow oraz ludzi opiekujacymi sie
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zwierzetami lub majacych z nimi kontakt. Przeciwciala wytworzone u ludzi, (ktorzy nie zgtaszali
objawow choroby) pozwalaja sadzi¢, ze mieli oni kontakt z bardzo blisko spokrewnionym wirusem
jeszcze przed wybuchem epidemii SARS. Spekulowano, czy w takim przypadku istniata
koniecznos¢ zywiciela posredniego pozwalajacego na wyewoluowanie wirusowa do postaci
zarazliwego SARS—CoV. Mimo, ze rola cywet nie jest oczywista, prawdopodobnie pozwolily one
na przyspieszenie mutacji wirusa ktora zwiekszyla jego powinowactwo do komorek
ludzkich,%-100-101-118.119

Obecnie SARS jest chorobg pojawiajaca sie bardzo rzadko. Rozprzestrzenianie sie wirusa
zatrzymano poprzez wprowadzenie kwarantanny. Od wygaszenia epidemii na calym Swiecie

pojawito sie tylko kilka przypadkéw zakazenia wirusem SARS—-CoV.*'*°

3.5 MERS-CoV-1 (MERS)

Wirus MERS-CoV (ang. Middle East Respiratory Syndrome, MERS) powodujacy
bliskowschodni zesp6t niewydolnosci oddechowej, wykryty zostat na Bliskim Wschodzie w 2012
roku. Charakteryzuje sie powaznymi infekcjami dr6g oddechowych, a objawy choroby sg bardzo
zblizone do tych obserwowanych w przebiegu SARS.

MERS—CoV jako receptor wykorzystuje enzym peptydaze dipeptydylowa 4 (DPP4, znang
réwniez jako CD26) i infekuje nierzeskowe komorki nablonka oskrzeli oraz pneumocyty typu II
zlokalizowane w pecherzykach ptucnych. Dipeptydylopeptydaza 4 jest enzymem nalezagcym do
proteaz, bierze udzial w metabolizmie glukozy, reguluje prace przewodu pokarmowego, wptywa na
uktad immunologiczny oraz posredniczy w procesie powstawania stanéw zapalnych, 2122123124125, 126

Przyjmuje sie, ze MERS—CoV wyewoluowal przy zaangazowaniu zywiciela posredniego
z wiruséw wystepujacych u nietoperzy. Wirus blisko spokrewniony z MERS—CoV wykryto
u kilkunastu gatunkéw nietoperzy nalezacych do rodzin mroczkowatych (Vespertilionidae)

i bruzdonosowatych (Nycteridae). Najwieksza zgodnos¢ genetyczng z MERS wykazuja szczegélnie
wirusy wykryte u dwoch gatunkéw — Tylonycteris i Pipistrellus, nazwane HKU4 i HKUS5,'?7128129
Podczas badan serologicznych u wielblagdéw jednogarbnych zamieszkujacych Bliski Wschod

zidentyfikowano przeciwciala MERS—-CoV, co moze sugerowac, ze zwierzeta te sa zywicielami

posrednimi pomiedzy nietoperzami a ludzmi. P6Zniejsze badania potwierdzily te teorie poniewaz
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zidentydikowano niemal identyczny szczep wirusa pokrewnego MERS—CoV zaréwno
u wielbtadéw, jak i ludzi przebywajgcych w poblizu wielblagdéw i majgcych z nimi kontakt. 23513
133 Zainfekowane wielblady wydalajg MERS—CoV poprzez swoje plyny ustrojowe, szczegdlnie
wydzieliny z nosa. Chore zwierzeta maja podwyzszong temperature ciala oraz wykazuja objawy
zblizone do przeziebienia obserwowanego u ludzi. Osoby przebywajace w poblizu wielbladow
mogq zaraziC sie bezposrednio od zwierzat MERS—CoV, a nastepnie wirus moze przenosi¢ sie
miedzy ludZzmi poprzez bezposredni kontakt. MERS traktowany jest jako wirus endemiczny na
Polwyspie Arabskim, sporadycznie przenoszac sie w inne rejony Swiata. Do 31 lipca 2019 roku
zgloszonych zostalo 2458 przypadkow MERS potwierdzonych laboratoryjnie, sposrod ktérych 848
zakonczylo sie zgonem (34% Smiertelnych przypadkow)™'. Podejrzewa sie, ze podobnie jak
w przypadku SARS srodowiskiem sprzyjajacym mutacjom MERS oraz wirusow pokrewnych sg
targowiska z wielblagdami lub produktami zawierajagcymi mleko, skére czy welne tych zwierzat.

Badania przeprowadzone w latach 2010-2013 w Arabii Saudyjskiej pokazuja, ze 90% z 310
i 74% z 203 przebadanych wielbladéw posiadato przeciwciata $wiadczace o kontakcie z MERS—
CoV. Badania filogenetyczne probek pobranych przed 2012 roku od wielblagdéw bytujacych na
Bliskim Wschodzie, w Azji i Afryce pokazaly, ze koronawirusy podobne do MERS—CoV byly
obecne w organizmach wielblgdéw juz co najmniej przez kilka dekad.'>13%137138.139.140

Ewolucja wiruséw blisko spokrewnionych do szczepu MERS—CoV zdolnego do zarazenia
ludzi najprawdopodobniej przebiegala u poszczegdlnych gospodarzy przez wiele lat,
na co wskazuja stosunkowo duze rdéznice w budowie biatka S wykrywane w badaniach

genetycznych wirusow. Szacuje sie, Ze podobienstwo w sekwencji bialka miedzy wirusem

wyizolowanym od nietoperzy, a tym z wiruséw ludzkich i wielbtadzich wynosi okoto 45-65%.'*"

142, 143, 144, 145
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4. SARS—-CoV-2 (COVID-19)

Wirus SARS—CoV-2 po raz pierwszy zaobserwowano w grudniu 2019 roku w Wuhan
w prowincji Hubei w Chinach. Zglaszane przez chorych objawy takie jak goraczka,
zte samopoczucie, suchy kaszel czy dusznos$ci rozpoznane zostaly jako zapalenia pluc o podiozu
wirusowym. Poczatkowo prasa okreslata nowa chorobe jako ,zapalenie pluc Wuhan”.
Po serii badan okazalo sie, ze za nietypowe zapalenia pluc odpowiada nowy koronawirus.
Juz w styczniu 2020 patogen odpowiedzialny za nowa chorobe zostat zaklasyfikowany jako SARS—
CoV-2, a sama choroba wywolywana przez wirus powszechnie nazywana jest COVID-19
(ang. Coronavirus Disease—2019).'46147:148.149.150

Zakrojone na szerokq skale badania wykazaly, ze nowy przedstawiciel koronawirusow
podobnie jak SARS—CoV z 2003 roku atakuje enzym konwertujacy angiotensyne II oraz podobnie
jak w przypadku opisanych przeze mnie SARS-CoV i MERS-CoV odpowiedziane za jego
przenoszenie na poczatkowym etapie byly nietoperze i mozna te zwierzeta z duzym
prawdopodobienistwem uznac za gatunek rezerwuarowy.®!

Wirus SARS—CoV-2 najblizej spokrewniony jest z izolatami wirusow pobranymi w 2013
i 2019 od nietoperzy z rodziny podkowcowatych (Rhinolophidae) zyjacych w chinskiej jaskini
Yunnan. Wirusy pokrewne pobrane od nietoperzy pomimo zgodnosci materiatu genetycznego
wynoszacej niemal 97% roznig sie budowa domeny wigzacej receptor (RBD) od ludzkiego
SARS-CoV-2. W praktyce oznacza to, ze wirus nietoperzy mimo niemal identycznego materialu
genetycznego, nie jest zdolny do efektywnego przeniesienia sie¢ na ludzi ze wzgledu na réznice
w budowie biatka laczacego sie podczas infekcji z ludzkim enzymem konwertujacym
angiotensyne II. Taki stan rzeczy sugeruje, Ze ewolucja wirusa pokrewnego SARS-CoV-2 wymaga
istnienia zywiciela posredniego miedzy nietoperzem a cztowiekiem.'"* '3

Hipotetycznym zywicielem posrednim umozliwiajgcym przeniesienie sie wirusa z zywiciela
rezerwuarowego na czlowieka jest tuskowiec jawajski (Manis javanica). Luskowce sg ssakami
bedacymi najpopularniejszym przedmiotem nielegalnego handlu. S wykorzystywane jako zrédlo
pozywienia, a ich tuski sa wykorzystywane w tradycyjnej medycynie chinskiej. W poczatkowym
etapie pojawiania sie COVID-19 zauwazono, ze wiekszos¢ przypadkdw zachorowan jest
powiazanych z rynkiem owocow morza w chinskiej prowincji Hubei. Pobrane z rynku prébki
srodowiskowe wykazaly obecnos¢ wirusa SARS—CoV-2, stad tez uznano, ze dzikie zwierzeta
sprzedawane w tym miejscu moga byC zwigzane z pojawieniem sie wirusa wsrod ludzi.

Analogicznie jak miato to miejsce w przypadku przeniesienia sie¢ wirusa SARS—CoV-1.
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Izolaty wiruséw pokrewnych SARS-CoV-2 pobrane od tuskowcow okazaly sie blisko
spokrewnione z wirusem SARS-CoV-2 powodujacym COVID-19 u ludzi. W zwigzku z tym
przypuszcza sie, ze to wlasnie tuskowce lub inne zwierzeta sprzedawane na jednym z targowisk
umozliwity ewolucje koronawirusa nietoperzy pokrewnego SARS—CoV-2 do formy infekujacej
ludzi, >+ 155156157

Przebieg COVID-19 rézni sie w zaleznosci od poczatkowego stanu zdrowia osoby chorej.
Ogolnie przyjetymi objawami charakterystycznymi dla choroby sa: goraczka, zmeczenie, suchy
kaszel, bole miesni i dusznoSci. W skrajnych przypadkach wirus moze powodowac uszkodzenia
pluc, serca, nerek, watroby i skory, oraz osrodkowego ukladu nerwowego, a takze doprowadzic¢
ostrej niewydolnosci wielonarzagdowej a w skrajnych przypadkach do $mierci chorego. Oprocz
pelnoobjawowej choroby, COVID-19 moze przebiega¢ takze bezobjawowo. Taki przebieg
choroby nie zmienia jednak zdolnoSci wirusa do przenoszenia sie miedzy ludZmi.
Stad tez Swiatowa Organizacja Zdrowia zdecydowala o wprowadzeniu zasad bezpieczeristwa
majacych na celu zminimalizowanie skutkow infekcji oraz ograniczenie mozliwosci

rozprzestrzeniania sie wirusa.'* 1

4.1 Transfer z ludzi na zwierzeta

Opisane przez mnie przyklady koronawirusow obserwowanych szczegolnie u zwierzat
hodowlanych pokazuja, ze szczeg6lnie wazne w przypadku szerzenia sie wirusow drogg fekalno—
oralng jest zachowanie higieny w hodowli oraz dbanie o dobrostan zwierzat. Badania wsrod cywet
wykazaly, ze zaniedbywane zwierzeta przebywajace na targowiskach byly bardziej narazone
na kontakt z wirusem SARS-CoV-1 w porownaniu do cywet zyjacych w hodowlach
zaopatrujagcych targowiska.” W przypadku rozprzestrzeniania sie ludzkich koronawirusow
zwierzeta okazaly sie zarowno rezerwuarowymi jak i posrednimi, umozliwiajac wirusom ewolucje
do postaci zdolnej do przekazania wirusa cztowiekowi. Analizujac proces transferu koronawirusow
ze zwierzat na ludzi warto przeanalizowaé, czy mozliwy jest transfer wirusa wykrywanego u ludzi
na zwierzeta. W procesie infekcji bardzo waznym elementem jest odpowiednie dopasowanie sie
receptora gospodarza ze zlokalizowang w biatku S wirusa domeng wiazaca receptor. Odpowiednio

silny kompleks wirus—receptor umozliwia wirusowi efektywng infekcje zZywiciela.
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Tabela 1.1: Sumaryczne informacje dotyczqce ludzkich koronawirusow.

Nazwa wirusa

SARS—CoV

MERS-CoV

SARS—CoV-2

Zasieg, data wybuchu

Epidemia, 2002—-2003

Epidemia, 2012

Pandemia, 2019

przypadkow
Smiertelnych

Pochodzenie wirusa | prowincja Guangdong, Arabia Saudyjska  |prowincja Hubei, Chiny
Chiny
Zywiciel rezerwuarowy | Nietoperze z rodziny | Nietoperze z rodziny | Nietoperze z rodziny
Podkowcowatych Podkowcowatych Podkowcowatych
Prawdopodobny Cyweta palmowa, Wielbtad dromader Luskowiec jawajski
gospodarz posredni Jenot azjatycki,
Ryjonos pizmowy
Gospodarz Jenot azjatycki, Nieznany Zwierzeta domowe —
nabyty/incydentalny Ryjonos pizmowy psy, koty
Zwierzeta w 0o —
Iwy, tygrysy
Eksperymentalnie Cyweta Palmowa, Makak krolewski, Fretka
potwierdzona Jenot azjatycki, Marmozeta, Myszy, Kot domowy, Pies
mozliwos¢ infekcji Ryjonos pizmowy, Kroliki domowy
Marmozeta, Makak,
Kot domowy, Chomik
Syryjski
Sposéb zarazanie Czlowiek— cztowiek Czlowiek— Czlowiek— cztowiek
transmisji na cztowieka cztowiek/wielblad
Szacunkowa ilo$¢ 8100 2500 7000000
potwierdzonych
zgonow
Procentowa ilo$¢ 9,6% 34,5% 1,5%
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Wirus SARS—CoV do wnikniecia do komdrki gospodarza wykorzystuje receptor wiazacy
enzym konwertujacy angiotensyne II (ang. Angiotensin Converting Enzyme 2 — ACE2). Zwierzeta,
ktére zostaty poddane badaniom na podatnos¢ infekcji SARS—CoV to: koty, fretki, kawie domowe,
chomiki, marmozety pospolite, grivety oraz makaki. W warunkach laboratoryjnych makaki i rezusy
mogg ulec zakazeniu wirusem i wykazywac¢ podobne choroby jak ludzie.'®"'**'®* Kawie domowe
zwykle wykazujq tagodne objawy kliniczne, podczas gdy koty i chomiki zlociste nie wykazuja
objawow choroby.'®*'%>1% W dwoch przeprowadzonych badaniach zainfekowane fretki wykazywaty
jedynie oznaki letargu. Ponadto fretki i koty zdolne sgq do przenoszenia wirusa w obrebie kazdego
z gatunkéw. W naturalnych warunkach koty mieszkajace wraz z ludZmi chorymi na SARS zarazity
sie, co sugeruje mozliwg transmisje z cztowieka na kota.'®'® Myszy i dréb nie sa podatne na
zakazenie SARS—CoV-1, a Swinie moggq zarazic¢ sie SARS—CoV-1, natomiast replikacja wirusa jest
staba,'® 170171172

MERS-CoV w odréznieniu od SARS—-CoV i SARS—CoV-2 jako receptor umozliwiajacy
infekcje wykorzystuje DPP4. W wyniku przeprowadzonych na roznych zwierzetach badaniach
okazalo sie, ze malpy rozwinety odpowiednio tagodng do umiarkowanej i umiarkowang do ciezkiej
postac choroby. U swin i lam pojawit sie wyciek z nosa, a kroliki i alpaki nie rozwinely objawow
klinicznych. Jednakze w przypadku alpak zaobserowano transfer wirusa alpaka—alpaka.
Ponadto wirus MERS—CoV wykryto u owiec, koz, kréw i ostow.*'7** Wykazano, ze w przypadku
przenoszenia sie wirusa MERS brak homologii sekwencyjnej receptora DPP4 u myszy, chomikow,
drobiu i fretek uniemozliwia tym zwierzetom zarazenie sie wirusem zaréwno bezposrednio od
nietoperzy, jak i od wielbtadéw czy ludzi.>'”>'"

Transmisja SARS—CoV-2 z czlowieka na psa jest mozliwa, natomiast bardzo mato
prawdopodobna. Psy majg niska podatnos¢ na SARS—CoV-2 i nie wykazujg objawow klinicznych
ani transmisji z psa na psa. Prawdopodobng przyczyng jest niska ekspresja ACE2 w psich drogach
oddechowych."7"#17  Kotowate takze wykazuja malg podatno$¢ na infekcje wirusem
SARS—-CoV-2. Jednakze, zgromadzone dowody potwierdzaja, Zze mozliwy jest transfer wirusa
z czlowieka na kota, a takze na tygrysa czy lwa, co potwierdzaja doniesienia z ogrodow
zoologicznych.'®*181182181 Mozliwy jest takze transfer z cztowieka na goryla.'® W przypadku innych
zwierzat mozliwe jest przenoszenie sie¢ SARS-CoV-2 miedzy fretkami, norkami
i chomikami.'®*'®>'8%%% Myszy, $winie oraz dr6b nie sa podatne na zakazenie SARS-CoV-2,
co oznacza, ze budowa ACE2 uniemozliwia wytworzenie dostatecznie silnego kompleksu
wirus—receptor aby mozliwa byta infekcja,'’® 18818919

Przetoczone prze mnie przyklady pokazuja, Ze zwierzeta towarzyszace cztowiekowi moga

rozwija¢ pelnoobjawowy SARS, MERS lub COVID-19, jednakze dzieje sie to tylko i wylacznie
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w specyficznych warunkach. Bardzo mato prawdopodobne jest aby zwierze zarazilo sie od
cztowieka ~w  warunkach  naturalnych  ktérgkolwiek  z  opisanych  chor6b.

OczywiScie, by zmniejszy¢ prawdopodobienstwo zakazenia, zawsze nalezy pamieta¢ o zachowaniu
higieny, zwlaszcza w przypadku kontaktu ze zwierzetami dzikimi lub wykazujacymi objawy

jakiejkolwiek choroby.

4.2 Droga zarazenia

Mowigc o zarazeniu wirusem SARS—CoV-2 warto przeanalizowac sposéb, w jaki wirus
moze znaleZ¢ sie w organizmie gospodarza oraz jakie warunki powinny by¢ spelnione aby kontakt
z patogenem zakonczyl sie choroba. W poprzednich czeSciach swojej pracy doktorskiej
wspomniatam, ze SARS—CoV-2 rozprzestrzenia sie u gospodarza atakujac enzym konwertujacy
angiotensyne II. Struktura ACE2 jest bardzo podobna u wszystkich ssakow, a enzym jest dobrze
zachowany genetycznie i wystepuje w wielu narzadach (rys.I.6). Pomimo duzego podobienstwa
strukturalnego, podobienstwo sekwencyjne potrafi sie r6zni¢ w kluczowych miejscach pomiedzy
gatunkami. Wiadomo ze réznica nawet jednej reszty aminokwasowej potrafi diametralnie zmieni¢
prawdopodobienstwo infekcji.'*"'¥* Kolejnym waznym aspektem o ktérym warto wspomniec, jest
fakt, iz sprawnie funkcjonujacy uktad immunologiczny potrafi zapobiec infekcji. Innym waznym
aspektem decydujacym o powodzeniu ataku, jest ilos¢ wiruséw ktora wnika do organizmu.

Podczas procesu infekcji wirus SARS—CoV-2 angazuje jako receptor umozliwiajacy
wnikniecie do komorek gospodarza enzym konwertujacy angiotensyne II bedacy nieodiacznag
cze$cia ukladu renina— angiotensyna (rys.I.5).'9*"9*19%1% Wykazano, ze zaburzenia réwnowagi
uktadu RAS regulowanego przez ACE i ACE2 majq zwiazek z przebiegiem choréb przewlektych
oraz zaostrzeniem sie stanéw zapalnych toczacych sie w organizmie. Spadek poziomu ACE2
przyczynia sie do aktywowania niekorzystnego wplywu angiotensyny II. Atak wirusa
SARS-COV-2 obniza poziom enzymu konwertujacego angiotensyne 2 w organizmie, co moze by¢
bardzo niebezpieczne dla oséb z wyjSciowym niedoborem tego enzymu wywolanym innymi
dolegliwosciami.

W przypadku SARS—COV-2 przyjmuje sie, Ze najbardziej narazone na infekcje sa osoby
u ktérych wykryto tak zwane choroby wspotistniejace. Do najczesSciej wymienianych w zrodtach
naukowych choréb wspolistniejacych naleza nadci$nienie, cukrzyca, przewlekte choroby phuc
i nerek. Jednocze$nie zbyt niski poziom ACE2 w organizmie moze przyczyni¢ sie do dluzszego

utrzymywania sie i zintensyfikowanych objawow COVID-19 u os6b juz zainfekowanych.
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Czynnikami ryzyka opisywanymi w kontekScie wyzszego prawdopodobienstwa zakazenia
i ciezszego przebiegu COVID-19 sa: podeszty wiek, pte¢, palenie tytoniu czy przyjmowanie lekow
przeciwnadcisnieniowych bedacych inhibitorami ACE i blokerami receptora angiotensyny.
W literaturze naukowej podjeto szereg spekulacji nad wptywem zaréwno choréb wspétistniejacych
jak i czynnikow ryzyka na wzrost ekspresji receptora ACE2 w organizmie. Badania naukowe nie sa
jednak w tej kwestii zupelnie zgodne,'?”198:199:200,201,202,203

Szerokie rozpowszechnienie enzymu konwertujacego angiotensyne 2 w tkankach ludzkich
i zwierzecych nasuwa pytanie w jaki sposob dochodzi do infekcji. W przypadku wiekszosci
koronawiruséw do zakazenia choroba dochodzi droga oddechowa lub fekalno—oralna. Badania
wykazuja, ze dostepnos¢ ACE2 dla potencjalnych patogenéw rozni sie w zaleznosci
od lokalizacji enzymu. Dominujacq droga zakazenia w przypadku SARS-CoV-2 jest droga
kropelkowa, a glownym celem replikacji wirusa sa gorne drogi oddechowe. Badania
epidemiologiczne wskazuja, ze SARS-CoV-2 moze przenosi¢ sie takze droga fekalno—oralna,

poniewaz wykryto aktywne wiriony takze w kale.”

Najczesciej wirus przenosi sie
z czlowieka na czlowieka podczas kichania lub kaszlu. Wtedy wiriony obecne w S$linie
zainfekowanej osoby przedostajq sie do drég oddechowych osoby zdrowej atakujac nabtonek nosa
i gardla. Nastepnie infekcja przenosi sie do oskrzeli i dalej do pecherzykéow ptlucnych, a w efekcie
wywoluje pierwsze objawy choroby. Wazna kwestia zwiazang z przenoszeniem sie wirusa SARS—
CoV-2 jest mozliwo$¢ bezobjawowej infekcji COVID-19. Zakazenia bezobjawowe wykrywane sq
przez wykrycie kwasu nukleinowego wirusa SARS—CoV-2 w prdébkach pacjentéow przy pomocy
testow diagnostycznych. Wczesne wykrycie zakazenia i odciecie mozliwosci przeniesienia wirusa
na inng osobe jest niezbedne dla ograniczenia ilosci zachorowan. W przypadku bezobjawowych
infekcji jest to bardzo trudne, poniewaz osoba zarazona z reguty nie zdaje sobie sprawy ze swojej
choroby i mozliwosci przekazania wirusa innym. W celu ograniczenia transferu wirusa
wprowadzono wiec kwarantanne oraz szczepienia ochronne przeciw
wirusowi SARS—CoV-2,205206:207,208, 209,210

Taki sposdb zakazenia zwigzany jest z bardzo wysoka ekspresja ACE2 w komorkach
rzeskowych nabtonka nosa i gornych oskrzeli. Co istotne, nie nalezy myli¢ ekspresji czy
dostepnosci enzymu z jego poziomem czy tez stezeniem. Podczas wyboru drogi wejscia
do organizmu wirus wybiera miejsca gdzie znajduje sie mozliwie najwieksza powierzchnia
receptorow, zdolna do wychwytu wirionéw. Enzym ACE2 lokuje sie na powierzchni komorek
i stamtad jest uwalniany do krwioobiegu w celu regulacji ukladu RAS. Jezeli stezenie ACE2
w organizmie jest niskie, czego powodem moze by¢ na przyklad infekcja oznacza to, Ze niewielka

ilos¢ enzymu moze zosta¢ zaangazowana w uklad RAS. Nie zmienia to faktu, ze tkanka zdolna do
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wydzielania enzymu wcigz jest w tym samym miejscu, a ACE2 moze by¢ wykorzystany w inny
sposéb. W uproszczeniu mozna powiedzie¢, ze podczas infekcji wirus wybiera te tkanki, ktére maja
najwieksza powierzchnie zdolng do uwolnienia wybranego receptora. Przez wirusa SARS—CoV-2
enzym ACE2 traktowany jest jak receptor, co oznacza, ze przylaczenie sie do enzymu umozliwia
wirusowi przedostanie si¢ do krwiobiegu gospodarza. Podsumowujac patogen wybiera
najlatwiejsza droge dostania sie do organizmu gospodarza, a w miare postepu choroby przedostaje
sie w inne rejony organizmu.

W przypadku uktadu oddechowego SARS—CoV-2 atakuje takze ptuca w ktorych ekspresja
receptora ACE2 nie jest tak wysoka jak w gérnych drogach oddechowych, a obecno$¢ wirusa w tej
lokalizacji nie jest wykrywana na poczatku, lecz juz w przebiegu choroby. W ptucach ACE2 jest
wykrywany w komorkach zwanych pneumocytami. typu II, stanowigcych zaledwie 5% wszystkich
pneumocytéw. Pneumocyty to komorki nablonkowe powierzchni pecherzykow ptucnych, wyréznia
sie wsrod nich typ Ii II. Wspomniane komorki typu II sg bardziej rozproszone niz typ I, pelnig tez
funkcje ich komérek macierzystych. Pneumocyty typu 1 odgrywaja istotng role
W wymianie gazowej. Zmniejszenie aktywnosci enzymu konwertujgcego angiotensyne 2 w wyniku
infekcji moze utrudnia¢ dziatanie pneumocytow typu II, a tym samym zak}6ca¢ proces wymiany
gazowej. Zaatakowanie przez wirusa ptuc powoduje, ze wiriony bardzo szybko przedostajq sie do
krwiobiegu powodujac dalsze dolegliwo$ci oraz uszkadzajac inne narzady. Masywne niszczenie
komorek nabtonka i srodblonka moze spowodowac wyciek naczniowy powodujacy ostry stan
zapalny, zespdt ostrej niewydolnosci oddechowej (ang. Acute Respiratory Distress Syndrome,
ARDS), ostrej uszkodzenie pluc (ang. Acute Lung Injury, ALI) ALIL, a ostatecznie zapas¢
wielonarzgdowa i $mier¢.*?!%212

Poza ukladem oddechowym bardzo wysoki poziom ekspresji enzymu konwertujacego
angiotensyne 2 obserwowany jest tez w jelicie cienkim, okreznicy, nerkach, miesniu sercowym,
jadrach oraz tarczycy. Do najpowazniejszych obserwowanych powiklan COVID-19 nalezg te
zwigzane z zakazeniem mie$nia sercowego, zwtdknieniem ptuc oraz problemami z praca nerek,
watroby czy tez ukladu pokarmowego 2?7413 214 215 216, 217

Na rysunku I.11 zostaly zobrazowane zaleznosci pomiedzy zaburzeniami réwnowagi
systemu RAS, a patofizjologia COVID-19. W przypadku zakazenia SARS—CoV-2 wirus wnika do
komorek gospodarza, a nastepnie rozpoczyna sie replikacja wirionéw. Uwolnienie wirionow
potomnych z komorek ptuc do krwioobiegu zmniejsza pozimom krazacego i transblonowego ACE2
oraz zwieksza wiremie. Innymi stowy zdolny do pelnienia funkcji w organizmie enzym
konwertujacy angiotensyne II wykorzystywany jest przez wirus jako nosnik umozliwiajacy

atakowanie kolejnych narzadéw, co w konsekwencji utrudnia lub uniemozliwia wykorzystanie
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przez organizm ACE2 zgodnie z jego przeznaczeniem. Zmniejszenie dostepnosci ACE2 powoduje
zaburzenia ukladu RAS, co z kolei prowadzi do wzrostu poziomu angiotensyny II i spadku poziomu
angiotensyny—(1-7). Wigzanie angiotensyny II z receptorem angiotensyny II typu 1 (AT1) wyzwala
reakcje zapalna, w tym wyciek naczyniowy i obrzek pecherzykéw plucnych. Zmiany w obrebie
ukladu oddechowego zwigzane s bezposrednio ze zmniejszeniem poziomu nasycenia organizmu
tlenem. Objawy te mogaq by¢ wzmacniane przez tak zwany zespdt burzy cytokininowej
(ang. Cytokine Storm, CSS).

Cytokiny sa  czasteczkami  sygnalowymi  produkowanymi  przez leukocyty
I wspomagajacymi komunikacje w ukladzie odpornoSciowym organizmu. Ich nadmiar
w organizmie powoduje bardzo gwattowna odpowiedZz ukladu odporno$ciowego prowadzaca do
ogolnoustrojowego stanu zapalnego, zaburzenn w funkcjonowaniu narzadéw, a w efekcie nawet do
Smierci. W przebiegu COVID-19 mechanizm ten moze przyczynic sie do wzmocnienia objawow
ze strony uktadu oddechowego. Ponadto regulacja w dot sciezki ACE2/Ang—(1-7)/Mas zmniejsza
dzialanie przeciwzapalne alternatywnej $ciezki RAS (rys.l.5). Ze wzgledu na ekspresje ACE2
w dojrzatych limfocytach SARS—-CoV-2 moze powodowa¢ limfopenie, czyli spadek poziomu
limfocytow we krwi spowodowany tak zwang limfohistiocytoza hemofagocytarng
(ang. Hemophagocytic lymphohistiocytosis, HLH) bedaca wynikiem rozleglego stanu zapalnego
w organizmie. Dodatkowym czynnikiem wplywajacym na upoSledzenie funkcji ukladu
oddechowego oraz ogolnoustrojowy stan zapalny moze byC zaatakowanie przez SARS-CoV-2
krwiotworczych komoérek macierzystych (ang. Hematopoietic Stem and Progenitor Cell, HSPC)

zlokalizowanych w szpiku kostnym.***"
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infekcji wirusem SARS—CoV-2, skrétami NEP oraz PEP zostaty oznaczone kolejno ang. Neutral—

endopeptidase, oraz ang. Prolyl-endopeptidase; bedqce enzymami z grupy proteaz™.
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4.3 Proces infekcji

Proces infekcji wirusem SARS—CoV-2 w uproszczeniu zaczyna sie od przylaczenia sie
biatka S wirusa do btony komoérkowej gospodarza (hosta). Jak wspomnialam we wczesSniejszej
czesci pracy biatko S tworzy charakterystyczne kolce na powierzchni wirionu, a w jego sktad
wchodzg potaczone ze sobg podjednostki S1 i S2. Przed zaatakowaniem komorki hosta biatko S jest
rozszczepiane na podjednostki przy pomocy konwertaz probiatkowych. Podjednostka S1
wyposazona w domene wigzaca receptor (RBD) przylacza sie do receptora gospodarza w postaci
enzymu konwertujgcego angiotensyne 2. Podjednostka S2 natomiast zakotwicza biatko S w blonie
komoérkowej hosta, a ponadto zawiera ona tak zwany peptyd fuzyjny i posredniczy w fuzji btonowej
po zakazeniu nowej komarki.* %!

W etapie poprzedzajacym przylaczenie sie do hosta biatko S musi przejS¢ pewna zmiane
konformacyjng. Przechodzi ze swojego stanu podstawowego, do tak zwanego stanu metastabilnego,
czyli stanu podatnego na przejscie do konformacji o nizszej energii. Takie przejScie ma na na celu
zapewnienie wystarczajacej energii do przezwyciezenia odpychania miedzy patogenem a blonami
komoérkowymi gospodarza i stworzenie poréow fuzyjnych umozliwiajacych genomowi wirusowemu
dotarcie do cytoplazmy komérek hosta. Czynnikami umozliwiajacymi wspomniane przejscia sa
dwa ciecia proteolityczne. Pierwsze z nich ma miejsce na granicy podjednostki S1 i S2, drugie
nastepuje w tak zwanym miejscu S2’ zlokalizowanym w podjednostce S2 biatka S wirusa.**

W przypadku SARS—-CoV-2 granica pomiedzy podjednostkami S1 a S2 jest rozszczepiana
przez furyne w komorce zywiciela wirusa, podczas gdy rozszczepienie miejsca S2' nadal wymaga
proteaz komorki docelowej.”**** Wejscie do komorki jest zatem zalezne od proteaz komorek
docelowych. Do glownych proteaz naleza: proteaza transblonowa seryny 2 (ang. Transembrane
Serine Protease 2, TMPRSS2), oraz katepsyna L. Obie te substancje zaangazowane sa w aktywacje
biatka S. Poniewaz TMPRSS2 jest obecny na powierzchni komoérki, aktywacja biatka S za
posrednictwem TMPRSS2 zachodzi na blonie komodrkowej, a aktywacja za posrednictwem
katepsyny zachodzi w endolizosomie. Rozszczepienie granicy S1-S2 jest warunkiem wstepnym
rozszczepienia miejsca S2', a oba zdarzenia rozszczepienia sg niezbedne do zainicjowania procesu
fuzji wirusa do komérek gospodarza.?" 2% 22 226

Fuzja wirusa moze zachodzi¢ na drodze dwéch mechanizmow. Pierwszy z nich zaklada
rozciecie miejsca S2’ przez biatko TMPRSS2 zlokalizowane na powierzchni komorki, drugi przez
katepsyny w endosomach zlokalizowanych wewnatrz komorki.”” TMPRSS?2 nalezy do grupy biatek

transbtonowych typu II o aktywnos$ci proteazy serynowej, ktérego gléwna rola fizjologiczna
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i specyficzno$¢ substratowa nie zostaly jeszcze dokladnie poznane. Wykazano jednak, ze pelni
wazng role w przypadku infekcji wirusowych ukladu oddechowego — zwlaszcza wirusa grypy
i koronawirusow. TMPRSS2 znajduje sie w nablonku przewodu pokarmowego, ukladu
oddechowego i moczowo—piciowego. Wsrod wymienionych tkanek trzy glowne typy komorek
zawieraja jednoczesnie TMPRSS2 i ACE2. Sg to tak zwane pneumocyty typu II zlokalizowane
w phucach, enterocyty wchianiajace w jelicie kretym i komorki wydzielnicze wystepujace w jamie
nosowej. Mechanizm ten jest preferowany przez SARS—CoV-2.

Drugi mechanizm jest zalezny od pH, wykorzystuje endocytoze i polega na rozcieciu S2’
za posrednictwem katepsyn (zwlaszcza katepsyny L). Katepsyny to niespecyficzne proteazy
o aktywnosci endopeptydazy i egzopeptydazy, ktore uczestnicza w degradacji biatek w endosomach
i lizosomach. Mechanizm ten zachodzi gdy zaatakowany organizm nie posiada dostatecznego
stezenia TMPRSS2 lub kompleks wirus—ACE2 nie napotka na czasteczki TMPRSS2. W takim
przypadku wirus SARS—-CoV-2 jest wchianiany poprzez endocytoze za posrednictwem klatryny
(ang. clathrin—-mediated endocytosis) do endolizosomu, gdzie miejsce S2’ jest rozszczepiane przez
katepsyny. Aktywacja wirionu zachodzi w endosomie, a fuzja wirusa jest stymulowana przez
kwasne pH, co skutkuje uwolnieniem materiatu genetycznego do cytoplazmy gospodarza.®® *** 2%

W obu szlakach wejscia rozszczepienie miejsca S2' odstania peptyd fuzyjny (FP),
a dysocjacja S1 od S2 indukuje zmiany konformacyjne w podjednostce S2 ktore z kolei inicjuja
fuzje membranowa. Polaczenie miedzy blonami wirusowymi i komérkowymi tworzy pory fuzyjne,
przez ktore wirusowe RNA jest uwalniane do cytoplazmy komorki gospodarza i replikowane.
Namnazanie sie prowadzi w ostatecznosci do zniszczenia komorki gospodarza i uwolnienia
wirionéw potomnych zdolnych do zainfekowania kolejnych komérek.

Istnieje kilka czynnikbw mogacych zaklocac interakcje pomiedzy biatkiem S a ACE2.
Stosowanie mimetykow receptora konwertujacego angiotensyne 2 zawartych w niektorych lekach
przeciwastmatycznych oraz stosowanie szczepien ochronnych blokuje oddzialywanie biatka S
wirusa z receptorem ACE2 hamujac jakikolwiek mechanizm wejscia do komoérek gospodarza.
Oprocz tego istniejq takze mechanizmy ukierunkowane na powstrzymanie dziatania wirusa SARS—
CoV-2 juz po zwiazaniu sie z receptorem. Stosowanie lekow zawierajacych organiczny zwigzek
o nazwie mesylan kamosatu bedacy inhibitorem proteazy serynowej ogranicza szlak wnikania
wirusa bazujacy na interakcji z TMPRSS2. Hydroksychlorochina i chlorochina zawarte gléwnie
w lekach przeciwmalarycznych blokujg zakwaszenie endosomow, ktore jest niezbedne dla
aktywnosci katepsyny, a tym samym ograniczajq szlak wejscia, w ktérym posredniczy katepsyna.

Hamowanie tworzenia kompleksu wirusa z ACE2 wykazuja tez opioidy, ktore dodatkowo moga
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4.4 Mutacje SARS—-CoV-2

Choroba spowodowana wirusem SARS—CoV-2 okazala sie najpowazniejszym globalnym
kryzysem zdrowotnym od czaséw pandemii grypy hiszpanki w 1918 roku. Mimo Ze znaczny postep
w badaniach klinicznych pozwolit lepiej zrozumie¢ mechanizmy oraz specyfike SARS-CoV-2,
na calym Swiecie wcigz notowane sq nowe ogniska COVID—-19. Podobnie jak inne wirusy RNA,
SARS—-CoV-2 jest podatny na ewolucje genetyczng wraz z rozwojem mutacji w czasie. W wyniku
tych zmian powstaja nowe, zmutowane warianty ktére mogq miec inne cechy niz pierwotny wirus.

W trakcie pandemii opisano kilka wariantow SARS—-CoV-2, z ktorych tylko nieliczne
zostaly uznane przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO)
za tak zwane warianty budzace obawy (ang. Variant of Concern, VOC), biorac pod uwage ich
wplyw na zdrowie publiczne na $wiecie. Na podstawie aktualizacji epidemiologicznej WHO od

poczatku pandemii zidentyfikowano pie¢ wariantow SARS—CoV-2 budzacych obawy, sg to:

e Alpha (B.1.1.7): opisany w Wielkiej Brytanii (UK) pod koniec grudnia 2020 roku,
e Beta (B.1.351): zgloszony w Afryce Potudniowej w grudniu 2020 roku,

e Gamma (P.1): zgloszony w Brazylii na poczatku stycznia 2021 roku,

¢ Delta (B.1.617.2): zgloszony w Indiach w grudniu 2020 roku,

235,236,237

® Omicron (B.1.1.529): zgloszony w Afryce Poludniowej w listopadzie 2021roku.

Powyzsze warianty réznig sie od pierwotnie wystepujacej wersji SARS—CoV-2 mutacjami
w genomie wirusa, w tym takze w obrebie biatka S pelnigcego kluczowgq role we wnikaniu wirionu
do wnetrza organizmu gospodarza.”® Zmiany sekwencji wymienionych wariantow SARS-CoV-2
w stosunku do struktury natywnej z uwzglednieniem reszty aminokwasowej w ktérej doszito
do mutacji zestawitam w ponizszej tabeli. Liczba poprzedzajaca opis modyfikacji jest numerem
reszty aminokwasowej wchodzacej w sklad domeny taczacej receptor zlokalizowanej w biatku S
SARS-CoV-2.

W ramach swojej pracy doktorskiej przeprowadzitam badania majace na celu wyjasnienie

190
t

zaréwno procesu infekcji koronawirusem u wybranych gatunkéw zwierzat'™ jak i poréwnanie

zjadliwosci koronawirusa w zaleznosci od wariantu.
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Tabela 1.2: Zestawienie mutacji w poszczegolnych resztach aminokwasowych w wybranych
wariantach wirusa SARS-CoV-2. Znak” - ” pokazuje wymiane aminokwasu w stosunku do

struktury natywnej receptora kolca wirusa SARS—CoV-2.

Alpha

Beta

Gamma

Delta

Omicron

339,G - D

371,S - L

373,S - P

375,S - F

417, K- N

417, K-T

417, K - N

440,N - K

446,G - S

452, L-R

477,S - N

478, T - K

484, E-K

484, E-K

484, E - A

487, T-K

493,Q - R

496, G - S

498,Q - R

501, N-Y

501, N-Y

501, N-Y

501, N -Y

505, Y-H
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5. Metody obliczeniowe

Chemia obliczeniowa zajmuje sie w duzym uproszczeniu przewidywaniem i thumaczeniem
skomplikowanych zagadnien wypelniajacych przestrzen pomiedzy teoria a eksperymentem.
Jako eksperyment opisuje sie probe realizacji nowatorskiego pomyshu lub doswiadczenie naukowe
przeprowadzane w celu zbadania jakiego$ zjawiska. Powszechnie jednak, uwaza sie,
ze eksperyment jest doswiadczeniem przeprowadzanym w warunkach laboratoryjnych
z wykorzystaniem odczynnikow chemicznych oraz specjalistycznej aparatury (pomijajac niestety
eksperymenty in silico). Czesto przeprowadzenie badan eksperymentalnych powiazane jest takze
z konieczno$cig uzyskania regulowanych prawem zezwolen oraz rozwigzania pojawiajacych sie
dylematéw natury etycznej. Kwestie organizacyjne oraz proceduralne w przypadku badan
naukowych, w szczegdlnosci tych dotyczacych ludzi i zwierzat bywaja niezwykle czasochionne.
Pandemia wywotana koronawirusem SARS—-CoV-2 pokazala, Ze czas odgrywa kluczowa role dla
zdrowia i zycia ludzi. W takiej sytuacji metody teoretyczne pozwalaja na uzyskanie szybkiej
odpowiedzi na nurtujgce pytania.

Poczatki chemii obliczeniowej datowane sq na lata 50-te XX wieku, jednak to szybki postep
technologiczny lat 70—tych sprawil, ze dziedzina ta bardzo sie rozwinela. Gwaltowny wzrost mocy
obliczeniowej éwczesnych komputerow potaczony ze spadkiem ich ceny spowodowal obnizenie
kosztéw przeprowadzanych na coraz szerszq skale obliczen.

Pomimo ogromnego postepu w dziedzinie przewidywania struktur przestrzennych biatek®*,
badania polegajace na obserwacji ich zmiennosci konformacyjnej, a co za tym idzie efektywne
przeszukiwanie hiperpowierzchni energii potencjalnej wymagajq jeszcze sporo pracy.*®
Budowane modele molekularne oraz projektowane funkcje energii uzywane do symulowania ich
ewolucji w czasie powinny uwzglednia¢ wiele czynnikow, w tym: wilasciwosci konformacyjne
fancucha glownego oraz tancuchow bocznych a takze otoczenia. Model powinien takze moc
wychwyci¢ réznice w zachowaniu biatek o zmienionej sekwencji, gdyz ewentualne mutacje
w strukturze natywnej mogq by¢ potencjalnym zagrozeniem dla zdrowia publicznego.
Czesto to wlasnie przypadkowa, pojedyncza zmiana w sekwencji drastycznie wptywa na funkcje
lub uposledza strukture badanego uktadu.**" *** Jak pokazaly przyklady zaréwno koronawirusow
zwierzecych jak i ludzkich, wirusy mogg okaza¢ sie patogenami niezwykle niebezpiecznymi i
nieprzewidywalnymi. Klasyczne modelowanie molekularne na poziomie atomowym w praktyce
ograniczone jest wydajnoScig algorytmiczng i dostepng mocq obliczeniowg. Nawet przy uzyciu

specjalnego superkomputera dedykowanego do obliczen pelnoatomowej dynamiki molekularnej,
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symulowanie wiekszych ukladow jest niewydajne, a w niektérych przypadkach nawet
niemozliwe.** #* > 'W zwigzku z tym ten typ symulacji stosuje sie gtéwnie do przewidywania
lokalnych ruchow biatka.

Na chwile obecng modele gruboziarniste wydaja sie by¢ najlepsza metoda pozwalajaca na
efektywne przeszukiwanie przestrzeni konformacyjnej bialek. Pozwalaja one na zachowanie
rownowagi pomiedzy olbrzymia iloScia danych uzyskanych z symulacji, a dobrg jako$cig
otrzymywanych wynikdw. Modele gruboziarniste bazujq na faczeniu catych grup atoméw w centra
oddziatywan (pseudoatomy). Takie uproszczenia pozwalajg na symulowanie znacznie dluzszych
skal czasowych dla znacznie wiekszych uktadéw niz w przypadku modeli petnoatomowych.>* 724
Dlatego, rozwigzanie w postaci uzycia modelu gruboziarnistego jest obecnie dobrym kompromisem
pomiedzy czasem obliczen a odwzorowaniem rozmieszczenia atoméw w badanym ukladzie.
Dostepne narzedzia do modelowania molekularnego pozwalaja na pelna rekonstrukcje
gruboziarnistego uktadu molekularnego do poziomu petnoatomowego.**® Otwiera to mozliwosci
modelowania wieloskalowego, laczacego szybkos$¢ obliczeniowa przypisywana wykorzystaniu
modeli gruboziarnistych z wysoka dokladnoscig klasycznej pelnoatomowej MD (ang. Molecular
Dynamics, MD).>>%1252253

Wspotczesne narzedzia oferowane przez chemie obliczeniowg pozwalaja bowiem nie tylko
na pokazanie procesu przy wykorzystaniu potwierdzonych eksperymentalnie danych, ale takze na
modelowanie i przewidywanie struktur czasteczek istniejacych dotychczas jedynie w rozwazaniach
teoretycznych, a takze majg nieoceniony wklad na przyklad w projektowanie lekéw i szczepionek

OChI‘OIlIlyCh 254, 255, 256, 257
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Rysunek 1.13. Zastosowanie réznych poziomow teorii do przewidywania konkretnych wtasciwosci
uktadéw molekularnych: kwantowy, petnoatomowy, gruboziarnisty i mezoskala. Przyblizona skala
czasowa oraz rozmiar badanego uktadu zostaly przedstawione odpowiednio na osi odcietych

i rzednych.**
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5.1 UNRES

Nazwa UNRES pochodzi od angielskich stéw UNIted oraz RESidue czyli w dostownym
thumaczeniu zjednoczone reszty, co w odniesieniu do modelu gruboziarnistego oznacza
zredukowany model tancuchéw polipeptydowych. Pomystodawcami modelu sg prof. J6zef Adam

Liwo z Uniwersytetu Gdanskiego oraz niezyjacy juz prof. Harold A. Sheraga z Cornell University.

Rysunek 1.14. Poréwnanie modelu petnoatomowego i gruboziarnistego. Réznokolorowe elipsy
przedstawiajq przyblizenie tancuchow bocznych. Niebieskie kulki przedstawiajq potozenie wiqzan

peptydowych (www.unres.pl).

Uproszczenia zastosowane w modelu UNRES polegaja na przedstawieniu ukiadu
biologicznego (biatka) jako zjednoczonego tancucha glownego z przylaczonymi do niego
zjednoczonymi grupami peptydowymi, gdzie wymienione grupy sa miejscami interakcji. W modelu
UNRES, przedstawionym na ponizszym schemacie szkielet polipeptydowy jest reprezentowany
jako sekwencja atomow wegla a (Ca) potaczonych wigzaniami wirtualnymi. Grupa peptydowa (p)

jest umieszczona w Srodku kazdego wirtualnego wigzania szkieletu, a tancuch boczny (SC) jest

45



przytaczony do odpowiedniego atomu Ca. Tylko grupy peptydowe i tancuchy boczne sq miejscami

interakcji, a Ca stuzg do okre$lenia geometrii badanego biatka % 29260261262,

Rysunek I.15. Model tancucha polipeptydowego uzywany w polu sitowym UNRES. Ciemne kétka
reprezentujq zjednoczone grupy peptydowe (p), biate kotka reprezentujq atomy Ca, ktore stuzq jako
punkty geometryczne, a elipsoidy reprezentujq tancuchy boczne (SC). Punkty p znajdujq sie

w potowie odleglosci miedzy dwoma kolejnymi atomami Ca. Wirtualne kqty wiqzania 0, kqty
dwuscienne wirtualnego wiqzania y oraz kqty aSC i SC, definiujq potozenie taricucha bocznego

wzgledem tancucha gtownego.

Funkcja energii pola silowego UNRES jest oparta na fizyce oddzialywan i zostala
sparametryzowana na podstawie obliczen potencjatu Sredniej sity tancuchéw polipeptydowych
w wodzie. Stopnie swobody obecne w modelu pelnoatomowym, a nieobecne w modelu

gruboziarnistym zostaty usrednione.***%

Zaimplementowane oddzialywania wielociatowe,
wyprowadzone na podstawie rozwiniecia szeregu klastrowo—kumulantowego Kubo®®
odpowiedzialne za tworzenie regularnych struktur drugorzedowych, pozwalaja polu sitowemu
UNRES na przewidywanie struktur przestrzennych bialek w trybie ab initio. Zdolnos¢ ta zostala
potwierdzona w miedzynarodowym eksperymencie dotyczacym krytycznej oceny technik

przewidywania struktury bialek — CASP (ang. Critical Assessment of Techniques for Protein
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Structure Prediction, CASP). Przedsiewziecie to, przeprowadzane co dwa lata od 1992 r.,
umozliwiaja osobom zajmujacym sie modelowaniem molekularnym bezstronny test wybranych
przez grupy metod badawczych polegajacy na odtworzeniu struktury wczesniej niepublikowanych
ukladéw ztozonych z biatek.** 2%

Wz6r opisujacy funkcje energii prezentowang w polu siltowym UNRES zostal przedstawiony w

rownaniu I.1.

I = VDW VDW | . rel
_““’(ZDSC 50 +~*"""szscem + Wpp Z UP Pj z LP p; T

1<j 1] i<j—1 i<y—1

W&o:fz ZUtor ’}a 9 95—1—1 WEJZUE: +W'JOEZUJOE 9 s O S, 3 SC; )+

3 3)
Whond Z Urb@'”d(df i “‘Jr(ir)? f?)( ) fm)‘r ¥ wé-uz‘n f3( )Ur(nr T

Roéwnanie 1.1: Funkcja energii wykorzystywana w polu sitowym UNRES, gdzie 0; to kqt wirtualnego
wiqzania szkieletu i—tego, y; to kqt dwuscienny wirtualnego wiqzania rdzenia i—tego, «; i f; to kqty
biegunowe okreslajqce polozenie Srodka zjednoczonego taricucha bocznego reszty |,
di to dtugosc¢ i—te wiqzanie wirtualne, ktore jest wiqzaniem wirtualnym Ca---Ca lub wigzaniem
wirtualnym Ca---SC. Usciscj,Uscipj definiujq energie swobodnq oddziatywania tancuch gtéwny —
taricuch gtéwny, taricuch gtéwny — wiqzanie peptydowe. Potencjat opisujqcy oddziatywanie
pomiedzy wiqzaniami peptydowymi zostat podzielony na czeS¢ pochodzqcq od potencjatu
Lennarda—Jonesa ( Uy ) oraz od oddziatywan elektrostatycznych ( U;fpj_- ).
Uyor (71, 0;, 0;.41) to kqt dwuscienny pomiedzy wiqzaniami wirtualnymi, Us(0:i) to kqtowe
odksztalcenie wiqzania wirtualnego, Urot (0i, s, Bsc,)  opisuje  potencjat  rotameryczny,
Usond(d;) oznacza potencjat pochodzqcy od odksztatcenia wiqzania wirtualnego,

f. (T) to wspdiczynniki korelacyjne uwzgledniajqce wkiad temperaturowy zdefiniowane przy
pomocy rownania 1.2.

Kazdy czton energii U mnozy sie przez odpowiedniq wage wx, a cztony odpowiadajqce czynnikom
rzedu wiekszym od 1 dodatkowo mnoZzy sie przez odpowiednie wspotczynniki temperaturowe
£,(T).26526°

T — In[exp(l + exp(—1)]

) = e eaplT/Tol =1 + eapl—(T/To) 1}

Réwnanie 1.2: Temperaturowe wspotczynniki korelacyjne
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Dzieki temu, ze funkcja energii pola sitowego UNRES zostata oparta na fizyce oddziatywan,
pole to moze by¢ z powodzeniem wykorzystywane w symulacjach molekularnych, efektywnie
przeszukujac przestrzen konformacyjng biatek, dobrze odwzorowujac hiperpowierzchnie energii
potencjalnej badanych uktadow molekularnych. Gruboziarnisto$¢ modelu umozliwia ~1000-4000—
krotne przyspieszenie w symulacjach dynamiki molekularnej w poréwnaniu z modelem
pelnoatomowym. Zaimplementowane rozwigzania wykorzystujace obliczenia réwnolegle
pozwalaja na symulacje procesu faldowania sie biatka skladajacego sie z 200 reszt

aminokwasowych zaledwie w kilka godzin, a nie dni.”®*""*7

5.2 Chimera UCSF i biblioteka rotamerow

Chimera UCSF jest pakietem umozliwiajacym zar6éwno interpretacje wynikéw symulacji
molekularnych jak i przygotowanie plikow stuzacych jako struktury poczatkowe do symulacji.
Pakiet sklada sie z dwoch czesci — rdzenia oraz rozszerzen. Rdzen zapewnia podstawowe ustugi
oraz wizualizacje molekuly wczytanej z pliku wybranego przez uzytkownika. Pakiet rozszerzen
umozliwia modyfikacje Chimery o przygotowane juz nakladki takie jak Multiscale lub
Collaboratory oraz napisane samodzielnie przez uzytkownika programy. Multiscale dodaje
mozliwos¢ wieloskladnikowych uktadéw molekularnych takich jak na przyktad kapsyd wirusowy,
a Collaboratory umozliwia wspolprace zdalna.

Podczas pracy w trakcie swojego doktoratu wykorzystywatam pakiet Chimera UCSF jako
narzedzie do analizy struktur przed symulacja. Uzywajac dostepnych w programie narzedzi
wprowadzatam do pliku PDB zawierajacego informacje o strukturze badanego biatka zmiany dla
kazdej mutacji. W tym celu wykorzystalam biblioteke rotameréw umozliwiajaca zastosowanie
najbardziej prawdopodobnej geometrii wprowadzonego laricucha bocznego.”? Dodatkowo dzieki
mozliwos$ci wyswietlenia na ekranie komputera catej struktury zaréwno fragmentu biatka S wirusa
SARS—CoV-2 jak i receptora ACE2 zawartych w pliku PDB mogtam opisa¢ zaobserwowane
interakcje. Dzieki programowi istnieje takze opcja zobaczenia catej symulacji w postaci filmu,
co pozwala dokladniej przeanalizowac calq trajektorie.

Podstawowym jezykiem programowania umozliwiajgcym wprowadzanie zmian
w architekturze Chimery jest Python. Program jest dostepny dla uzytkownikow na réznych
poziomach umiejetno$ci zapewniajac zaréwno interfejs graficzny jak i korzystanie z wiersza
polecen. Cale oprogramowanie moze by¢ z powodzeniem uzywane przez osoby korzystajace

z obecnie uzywanych systemow operacyjnych.”’*
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II1. Cel pracy

Glownym zalozeniem mojej pracy bylo zbadanie molekularnego mechanizmu zakazenia
koronawirusem SARS-CoV-2 , powodujacym chorobe COVID-19. W tym celu w ramach pracy
doktorskiej:

e Wykonatam serie symulacji procesu wigzania pomiedzy receptorem wychwytujacym enzym
konwertujacy angiotensyne 2 (ACE2) czlowieka oraz wybranych zwierzat a wirusem
SARS-CoV-2 z zastosowaniem metody dynamiki molekularnej w gruboziarnistym polu
sitowym UNRES.

e W oparciu o Multiple Sequence Alignment wskazatam réznice w sekwencji aminokwasow
budujacych ACE2 u wybranych organizmow, wskazatam miejsca kluczowe dla utworzenia
kompleksu SARS—-CoV-2-receptor ACE

e Opisatam reszty aminokwasowe wystepujace w receptorze kolca wirusa SARS—-CoV-2 oraz
w enzymach ACE?2 majace kluczowe znaczenie dla przebiegu procesu infekcji u badanych
organizmow.

* Przeanalizowatam serie danych dotyczacych infekcji i stworzylam statystyke opisujaca
proces infekcji konczacy sie chorobg u cztowieka i wybranych zwierzat.

¢ Przy pomocy programu CHIMERA oraz informacji opublikowanych przez World Health
Organization (WHO) dotyczacych mutacji wirusa SARS—-CoV-2 opracowatam modele
wariantow (RBD) biatka S wirusa uwzgledniajace mutacje pojawiajace sie w odmianach
alpha, beta, gamma, delta oraz omicron.

e Wykonalam serie symulacji procesu wigzania pomiedzy enzymem konwertujgcym
angiotensyne 2 (ACE2) czlowieka a wariantami wt, alpha, beta, gamma, delta, oraz
omicron wirusa SARS—-CoV-2 z zastosowaniem metody dynamiki molekularnej

zaimplementowanej w gruboziarnistym polu sitowym UNRES.
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IV. Czesc eksperymentalna
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Badanie mechanizmu infekcji oraz powinowactwa
koronawirusa SARS-CoV-2 wzgledem enzymu
konwertujacych angiotensyne I1 (ACE2).

1.Wprowadzenie do badan

Analiza sekwencyjna genomu koronawirusow wskazuje, zZe wykazuja one wysokie
podobienstwo genetyczne wynoszace ok. 60% wsrod biatek niestrukturalnych i ok. 45% wsrod
biatek strukturalnych. Jak wspomniatam w poprzedniej cze$ci pracy, ludzki wirus SARS-CoV-2
i pokrewny wirus wystepujacy u nietoperzy wykazuja okoto 96% podobienstwa.' Niezaleznie od
rozpatrywanego gatunku, proces infekcji wirusem SARS—CoV-2 lub pokrewnym rozpoczyna sie
od przylaczenia sie wirionu do komorek gospodarza, w przypadku SARS-CoV-2 w tym celu
wykorzystywany jest enzym konwertujacy angiotensyne II (ACE2).

Genom ACE2 charakteryzuje sie wysoka homologia sekwencyjng w krolestwie zwierzat,
mimo tego, nie kazdy gatunek zagrozony jest zachorowaniem na COVID-19.”” Niezalezne od
siebie, grupy badawcze pod kierownictwem Gou i Damas wykazaly, ze wirus SARS-CoV-2
posiada niezwykle wysoki wskaznik infekcji u ludzi, natomiast w krolestwie zwierzat myszy nie

chorujg i sa odporne.”%*”’

Bioragc pod uwage wysokie podobienstwo budowy enzymu
konwertujacego angiotensyne II w $wiecie zwierzat oraz fakt, ze niektére gatunki sa odporne na
infekcje SARS—-CoV-2 zasadnym wydaje sie pytanie: jakie zmiany w resztach aminokwasowych
odpowiedzialnych za rozpoznanie ACE2 przez domene wiazacq receptor (ang. Receptor Binding
Domanin, RBD) zlokalizowang w biatku S wirusa SASR-CoV-2 wplywaja na podatno$¢
organizmu na chorobe?

Aby odpowiedzie¢ na postawione pytanie przeprowadzilam serie symulacji dynamiki
molekularnej zaimplementowanej w polu silowym UNRES.”® Wykorzystujac techniki
modelowania molekularnego postanowitam zidentyfikowa¢ kluczowe reszty aminokwasowe oraz
oddzialtywania miedzybiatkowe biorgce udziat w tworzeniu sie kompleksu pomiedzy domeng

wiazaca receptor wchodzaca w sklad w biatka S SARS—CoV-2 oraz enzymem konwertujacym

angiotensyne II pelniagcym funkcje receptora w tworzeniu kompleksu wirus — receptor.
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1.2. Metodyka badan

Jako szablon do modelowania wykorzystatam domene wigzacq receptor (ang. Receptor
Binding Domain, RBD) biatka S koronawirusa, skompleksowang z ludzkim enzymem
konwertujacym angiotensyne II (ACE2). Kompleks ten opisany przez Wanga i wsp. wraz
z opisanymi ponizej modyfikacjami w mojej pracy stanowi¢ bedzie strukture natywng oraz punkt
startowy symulacji (kompleks przedfuzyjny).'*

W kolejnym kroku uzylam sekwencji ACE2 z bazy danych Swiss Prot Data Database
1%,

(UniProt)*®, a nastepnie dopasowalam je do siebie przy uzyciu oprogramowania Clusta

W swojej pracy wykorzystalam nastepujace sekwencje:

e czlowiek — human — Q9BYF1%*
* nietoperz — bat — G1IPXH?7,

* Swinia — pig — K7GLM4,

* cyweta — civet — Q56NL1,

* mysz— mouse — Q3URC9*?,

* pies—dog— F1P7C5.

Na ponizszej ilustracji (rys.Il.1) przedstawitam pogladowe zestawienie sekwencji enzymu
konwertujacego angiotensyne II dla wybranych organizmoéw. Uporzadkowane dane pozwalajg
zaobserwowac¢ zarowno podobienistwa, jak i réznice w kolejnoSci aminokwaséw budujacych
enzym. Aby wyodrebni¢ i dokladnie zidentyfikowa¢ miejsca bezposrednio zaangazowane
w interakcje biatko—biatko wykorzystalam oprogramowanie RasMol AB bedace jednym
z najczesciej uzywanych programéw do wizualizacji molekularnej.?®

W celu uzyskania modeli receptora ACE2 wybranych gatunkoéw niezbedne bylo wykonanie
mutacji punktowych w szablonie 6L.ZG w taki sposob, aby struktura nowego modelu zgodna byla
z sekwencja wystepujaca w enzymie konwertujagcym angiotensyne II (ACE2) u wybranego gatunku.
Bazujac na danych zestawionych w programie Clustal, wykonalam serie mutacji punktowych
za pomocg oprogramowania UCSF Chimera®®. Dzieki wykorzystaniu biblioteki rotameréw
zaimplementowanej w oprogramowaniu, podczas wprowadzania zmian wybralam najbardziej

prawdopodobny rotamer zmienianej reszty aminokwasowej.”®
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Rysunek 11.1: Analiza sekwencyjna (Multiple Sequence Allignment) dla wybranych sekwencji ACE2

wykonana przy uzyciu programu ClustalX. Odpowiednimi kolorami zostaty oznaczone reszty

kwasowe — fioletowy,

— czerwony,

h (zasadowe

Ve

Sciwosciac

e

aminokwasowe o podobnych wia

hydrofobowe — zielony, reszty amidowe oraz posiadajqce grupe hydroksylowq — zielony. Na biato

zostaly zaznaczone sq fragmenty nie wykazujqce podobieristwa.
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Rysunek II.2: Analiza sekwencyjna enzymu konwertujqcego angiotensyne Il (ACE2) dla ludzi — kod
Q9BYF1, myszy — kod Q3URCY, cywet — kod Q56NL1, psa — kod F1P7C5, swini — kod K7GLM4
i nietoperza — kod GIPXH7 pokazujqca cztery regiony zidentyfikowane jako miejsca oddziatujqce
z RBD wirusa SARS-CoV-2. Wspdlne i unikalne miejsca interakcji sq oznaczone odpowiednio
czarnq i czerwonq strzatkq. Gwiazdki i kropki wskazujq podobieristwo sekwencji, jak przedstawiono

w oprogramowaniu Clustal.

Nowo zbudowane modele kompleksu SARS-CoV-2 — ACE2 dla czlowieka, nietoperza
i myszy symulowalam przy uzyciu dynamiki molekularnej (ang. Molecular Dynamic, MD)
zaimplementowanej w gruboziarnistym polu silowym UNRES. Dla kazdego z wybranych
kompleksow przeprowadzitam dwadzieScia cztery niezalezne trajektorie dynamiki molekularne;j.
Wykonatam osiem milionow krokow MTU, (ang. Molecular Time Unit, MTU, jednostka czasu
molekularnego zastosowana w polu sitowym UNRES wynoszaca 48,9 fs) co daje 39,1 ns dla czasu
symulacji MD.*®*#5%¢ Trzeba tu zauwazy¢, iz ze wzgledu na uSrednienie stopni swobody
zastosowanych w polu sitowym UNRES czas symulacji mozna skalowac¢ od 1.000 do 10.000 razy
w poréwnaniu do pol pelnoatomowych. Mozliwo$¢ symulacji tak duzej skali czasowej pozwala na

zastosowanie pola sitowego UNRES do modelowania proceséw biologicznych.
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2. Omowienie wynikow

Szczego6towa analiza fragmentow biatek odpowiedzialnych za wzajemng interakcje ACE2 —
RBD pozwolita mi na opis najbardziej obiecujacych miejsc, odpowiedzialnych za tworzenie
kompleksu wirus—receptor (rys. 11.3). Fragmentami majacymi najwiekszy udzial w tworzeniu sie
kompleksu sq obszary ACE2 w zakresach reszt aminokwasowych: 19-49 (I), 79-83 (II), 324-330
(II1) i 352-356 (IV), oraz fragmenty 417 (1), 455-456 (2), 475478 (3) i 486-505 (4) wchodzace
w sklad RBD biatka S. W enzymie ACE2 najwiekszy obszar oddzialywan obejmuje pierwsza
o—helise, C—konicowa czes¢ drugiej a—helisy, jeden obrot 3 i jedng petle. Z biatka S SARS—-CoV-2
sa to dwa skrecone B—-arkusze i dwie petle. (rys.I1.3)

Rysunek I1.3: Fragmenty zaangazowane w proces tworzenia kompleksu wirus—receptor. Obszary
nalezqce do ACE2: I — 19-49 (fioletowy), Il — 79-83 (zielony), I1I- 324-330 (ciemnozielony) oraz
IV— 352-356 (magenta) a takze do biatka S wirusa SARS—CoV-2: 1-417 (niebieski), 2— 455-456
(cyan), 3 — 475—-478 (czerwony), 4 —486-505 (pomaranczowy).
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Ze wzgledu na to, zZe sekwencja ACE2 jest zblizona u wszystkich analizowanych gatunkéw
zdecydowatam sie wyr6zni¢ dwa rodzaje interakcji: powszechne — ktére sq widoczne we
wszystkich omawianych przykladach, potencjalnie nieistotne dla selektywno$ci procesu infekcji
wirusem SARS—CoV-2 oraz unikalne i potencjalnie kluczowe dla selektywnosci wirusa.

Aby rozrézni¢ opisywane przeze mnie reszty aminokwasowe, po numerze reszty bede
stosowata skroty: ACE2 dla reszt pochodzacych od enzymu konwertujacego angiotensyne II oraz
RBD dla reszt wchodzacych w sklad domeny receptora wigzacego biatka S wirusa SARS—CoV-2.
Jako, ze ACE2 w opisywanej przeze mnie interakcji pekni role receptora okreslenia ,,enzym ACE2”
oraz ,receptor” bede stosowa¢ wymiennie. Podczas opisu oddzialywan obserwowanych w procesie
tworzenia sie kompleksu ACE2-SARS-CoV-2 w pierwszej kolejnosci bede odnosi¢ sie do
ludzkiego modelu enzymu konwertujagcego angiotensyne II. Wykonane ilustracje pogladowe,
obrazujace oddzialywajace reszty aminokwasowe ACE2 oraz RBD wirusa, prezentuja interakcje
zaobserwowane w modelu otrzymanym z symulacji ludzkiego enzymu konwertujacego
angiotensyne II. Réznice w budowie poszczeg6lnych pozycji sekwencji ACE2 w przypadku
cywety, myszy, psa, Swini oraz nietoperza bede omawia¢ rownolegle w oparciu o analize

sekwencyjna przedstawiong na rysunku II.2.
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2.1 Oddzialywania niespecyficzne w strukturze
eksperymentalnej

Seryna S19(ACE?2), zlokalizowana na N-korficowej czesci pierwszej a—helisy, moze tworzy¢
wigzanie wodorowe z grupg karboksylowa z wigzania peptydowego A475(RBD) (rys. 11.4).
To samo oddziatywanie obserwowane bylo takze przez Wang i wsp.”® Biorgc pod uwage,
Ze wymieniona interakcja obserwowana jest u wszystkich analizowanych gatunkéw — zar6éwno
podatnych jak i niepodatnych na infekcje wirusem SARS—CoV-2 przypuszczalnie nie jest ona

kluczowa w procesie tworzenia sie kompleksu ACE2-RBD.

Rysunek 11.4: Oddziatywanie S19(ACE?2) oraz A475(RBD). ACE2 — cyan, RBD - szary.

Drugim zaobserwowanym oddzialywaniem jest interakcja reszty z pozycji 24(ACE2)
z N487(RBD) (rys.I.19). W pozycji 24 ACE2 znajdujg sie trzy rodzaje reszt aminokwasowych
(rys. I1.2). U ludzi i myszy wystepuje amid (Q, N); u cywet, pséw i Swin wystepuje hydrofobowa
reszta (L), natomiast u nietoperzy wystepuje reszta zasadowa (K). Ten sam rodzaj reszty w ACE2
u ludzi, ktérzy choruja i myszy niepodatnych na infekcje pozwala przypuszczac,
ze to oddzialywanie nie jest kluczowe dla rozpoznania ACE2 przez RBD a tym samym dla
zainfekowania wirusem. Wymieniona interakcja zostala zaobserwowane takze przez Wang

i Zhal 279,288
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Grupa metylowa pochodzaca od reszty treoniny znajdujacej sie w pozycji 27(ACE2) jest
polozona pomiedzy trzema resztami hydrofobowymi — F456(RBD), Y473(RBD) i Y489(RBD),
natomiast grupa hydroksylowa jest skierowana w strone rozpuszczalnika. Treonina wystepuje
u wiekszosci analizowanych gatunkdw, z wyjatkiem nietoperza, ktory posiada izoleucyne (I).
W zwiazku z wystepowaniem w tym rejonie oddzialywan gléwnie reszt hydrofobowych
zlokalizowanych na powierzchni ACE2 wskazany obszar biatka S SARS-CoV-2 bedzie
faworyzowat reszty hydrofobowe. Tak wiec oddziatywanie tylko z grupa metylowa bedzie znacznie
stabsze niz w przypadku leucyny, izoleucyny czy fenyloalaniny.

Opisana zalezno$¢ pozwala przypuszczac, ze to wlasnie z powodu wyzszego powinowactwa
wirusa do reszt hydrofobowych nietoperze uwazane sa za gatunek atakowany przez wirusa w fazie
jego ewolucji. Przypuszczalnie stopniowe mutacje w genomie wirusa pokrewnego SARS—CoV-2
z czasem doprowadzily do formy wirusa umozliwiajacej infekowanie takze organizméw
posiadajacych w sekwencji genomu receptora ACE2 takze inne reszty.”® Jednakze oddziatywanie
pomiedzy reszta z pozycji 27 sekwencji ACE2 wydaje sie nieistotne dla procesu infekcji, moze
jednak stanowi¢ dowdd na poprawnoSc teorii mowiacej o ewolucji wirusa pokrewnego SARS—
CoV-2 do formy znanej obecnie (rys.II.5). Wymienione oddzialywania hydrofobowe zostaty

zaobserwowane przez Zhai i wsp.*®

Rysunek I1.5: Oddziatywanie pomiedzy T27(ACE2) a F456(RBD), Y473(RBD) i Y489(RBD). ACE2
—cyan, RBD — szary.
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Reszta 34 pochodzaca od ACE2 oddzialuje z Y453(RBD) i L455(RBD). W pozycji 34
sekwencja enzymu konwertujacego angiotensyne II rézni sie dla poszczegélnych gatunkow:
dla czlowieka jest to histydyna (H), dla myszy — glutamina (Q), dla cywety i psa tyrozyna (Y),
dla swini leucyna (L), a dla nietoperza seryna (S) (rys. I1.2). U ludzi, cywet i pséw wystepuje reszta
aminokwasowa posiadajgca aromatyczny tancuch boczny. W przeciwienstwie do ludzi i cywet
ryzyko infekcji u pséw jest bardzo mato prawdopodobne.”® Z tego powodu, trudno podejrzewac
aby charakter aromatyczny tyrozyny, lub jej zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych miata
kluczowy wplyw na selektywno$¢ procesu infekcji wirusem SARS—CoV-2.

Roéwnie niejednoznacznie wyglada sytuacja w przypadku reszt alifatycznych wystepujacych
u pozostatych gatunkéw. Swinie oraz nietoperze moga zarazi¢ sie wirusem, natomiast myszy nie
choruja. W przypadku nietoperzy wystepujaca w sekwencji seryna zdolna do utworzenia wigzania
wodorowego co moze potencjalnie ulatwi¢ utworzenie kompleksu wirus-receptor. Fakt ten moze
potwierdzaC teorie o tym, Ze nietoperze s3 zywicielem pierwotnym wirusa pokrewnego
SARS-CoV-2. Opisane zaleznosci nie definiuja jednoznacznej roli pozycji 34 w procesie infekcji
wirusem SARS—CoV-2, dlatego moge podejrzewac, ze oddzialywania reszty 34 z Y453(RBD)
i L455(RBD) nie sg kluczowe dla selektywnosci procesu infekcji (rys. I1.6). Przytoczone interakcje

zostaty opisane takze przez Zhai i wsp.*®

Rysunek I1.6: Oddziatywanie miedzy H34(ACEZ2) a Y455(RBD) i L455(RBD). ACE2 — cyan, RBD —

szary.

59



Reszty z pozycji 35(ACE2), 38(ACE2) i 42(ACE2) moga tworzy¢ wigzania wodorowe
odpowiednio z Q493(RBD), Y449(RBD) i Q498(RBD) (rys.Il.2, rys.I.19) Pomimo, Ze sa
to stosunkowo silne oddziatywania, wystepuja one u prawie wszystkich analizowanych gatunkow,
co daje podstawy do spekulacji, ze nie sg one kluczowe w procesie infekcji SARS-CoV-2.%!
Interakcje te zaobserwowaty réwniez grupy Wang, Zhai oraz Damas.***7*%

Reszta aromatyczna w pozycji 41 skierowana jest w strone Q498(RBD), T500(RBD)
i N501(RBD) (rys.I.19). Zarowno w przypadku nietoperza posiadajacego reszte histydyny —
H41(ACE2) jak i pozostatych gatunkow u ktorych wystepuje reszta tyrozyny — Y41(ACE?2) nie jest
w stanie utworzy¢ dostatecznie silnych interakcji aby byly one kluczowe dla procesu selektywnosci
wzajemnego rozpoznawania RBD-ACE2.

Trzy reszty z C—koncowej czesci drugiej a—helisy, a mianowicie reszty z pozycji 79(ACE2),
82(ACE2) i 83(ACE2), tworza klaster oddziatywan z N487(RBD), F486(RBD) i Y489(RBD). W
pozycji 79 u ludzi, cywet, psow i nietoperzy wystepuje reszta leucyny (L), u $win reszta izoleucyny
(I), a u myszy treonina (T). W pozycji 82 wystepuja trzy rodzaje reszt aminokwasowych. U ludzi
jest to reszta metioniny (M), u myszy reszta seryny (S), u pozostalych opisywanych gatunkow
w sekwencji wystepuje w tej lokalizacji reszta treoniny (T). W pozycji 83 u wiekszosci
opisywanych gatunkéow wystepuje reszta tyrozyny (Y), u myszy jest to reszta fenyloalaniny (F)
(rys. 11.2). Porownujac energie oddzialywania reszt z pozycji 79, 82 i 83 u podatnych na infekcje
wirusem SARS—CoV-2 ludzi i niepodatnych myszy, okazuje sie, ze réznica wynosi tylko okoto 2
kcal/mol na korzy$¢ myszy.**>*® Jest to zdecydowanie zbyt mata warto$¢, aby byta kluczowa dla

stabilizacji interakcji miedzy ACE2 a domena wiazaca receptor SARS—CoV-2. Podobne interakcje

280,292

obserwowaly takze grupy Zhai oraz Nelsona.

Rysunek I1.7: Oddziatywanie miedzy L79(ACE2), M82(ACE2), Y83(ACE2) a N487(RBD), F486(RBD) i
Y489(RBD). ACEZ2 — cyan, RBD — szary.
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Ostatnim elementem opisu oddzialywan niespecyficznych jest analiza fragmentu ACE2
od reszty 324 do 330 okreSlanego przeze mnie jako fragment III oznaczony na rysunku II.3
(rys. I1.3) kolorem ciemnozielonym. W tym obszarze na szczegdlng uwage zastluguje pozycja
329(ACE2) (rys. I1.2) potencjalnie mogaca utworzy¢ mostek solny. W analizowanych modelach nie
wystepuje element struktury wirusa zdolny do utworzenia dostatecznie silnego oddzialywania
z bialkiem receptora. Jednakze budowa reszty z pozycji 326(ACE2) sugeruje inna funkcje
opisanego fragmentu. Wystepujaca u wiekszosci badanych organizméw w tej pozycji reszta glicyny
(G) umozliwia dobre dopasowanie receptora oraz wirusa. Zaleznosc¢ ta zwigzana jest z niewielkimi
rozmiarami glicyny, a tym samym swoboda konformacyjna potrzebna do dobrego dopasowania sie
biatek. Wyjatkiem w tym przypadku jest enzym konwertujacy angiotensyne II u psa ktéry w pozycji
326 zawiera reszte kwasu glutaminowego (E). Biorgc pod uwage brak jednoznacznych oddziatywan
z wirionem w tym miejscu sekwencji mozna podejrzewaé, ze rola tego fragmentu ACE2 nie jest
kluczowa w procesie infekcji.

Ostatnim elementem fragmentu III zaliczonym przeze mnie do grupy oddzialywan
niespecyficznych jest pozycja 330 zlokalizowana w ACE2 oraz T500(RBD). We wszystkich
analizowanych gatunkach w pozycji 330 znajduje sie reszta asparaginy N330(ACE2) ktora wraz
z treoning moze utworzy¢ wiazanie wodorowe. Jednakze uwagi na ten fakt ze wystepuje ona
zarbwno w gatunkach ktére mogq ulec zakazeniu jak i odpornych, mozna przypuszczac,

ze interakcja ta nie jest istotna w procesie selektywnosci infekcji.'*®
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Tabela I1.1: Zestawienie opisywanych interakcji niespecyficznych pomiedzy poszczegdlnymi resztami ACE2
wystepujgcymi u analizowanych gatunkéw oraz resztami aminokwasowymi wchodzqcymi w skltad domeny

wiqzqcej receptor w biatku S wirusa SARS—CoV-2.

Oddzialujace reszty ACE2 Oddzialujace reszty SARS—CoV-
czlowiek mysz cyweta pies Swinia nietoperz ’
S19 A475
Q24 N24 L24 K24 N487
T27 127 F456,Y473, Y489
H34 Q34 Y34 L34 S34 Y453, L455
E35 K35 Q493
D38 E38 D38 Y449
Q42 E42 Q498
Y41 H41 Q498, T500, N501
L79,M82, | T79,S82, | L79,T82, | L79,T82, 179, T82, L79, T82, N497, F486 1 Y489
Y83 F83 Y83 Y83 Y83 Y83

2.2 Unikalne interakcje zaobserwowane w strukturze
eksperymentalnej

Jedng z kluczowych interakcji stabilizujacych powierzchnie przylegania biatko—biatko jest
oddzialywanie pomiedzy reszta z pozycji 30(ACE2) oraz K417(RBD) prowadzace do utworzenia
mostka solnego. W ludzkim enzymie konwertujacym angiotensyne II w pozycji 30 zlokalizowana
jest reszta kwasu asparaginowego (D), u innych gatunkéw w tym miejscu sekwencji wystepuje
reszta kwasu glutaminowego (E). Natomiast u myszy wystepuje asparagina (N) niezdolna do
wytworzenia takiego oddzialtywania. Przypuszczalnie wilasnie brak interakcji pomiedzy N30(ACE2)
oraz K417(RBD) jest jednym z czynnikéw odpowiadajacych za brak podatnos$ci myszy na infekcje
wirusem SARS—-CoV-2.

Drugim waznym centrum oddzialywan potencjalnie odpowiedzialnym za selektywne
rozpoznanie biatka jest reszta znajdujaca sie w enzymie konwertujacym angiotensyne II w pozycji
31. W tym miejscu wystepuja trzy rodzaje reszt. W przypadku ludzi, psow oraz swin jest to lizyna

(K), u myszy i nietoperzy jest to asparagina (N), u cywety — treonina (T) (rys. 1.2, II.19, tabela
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11.2). Dok}tadna analiza struktury eksperymentalnej (kod PDB 6LZG) pokazala, Ze reszta najbardziej
sprzyjajaca utworzeniu stabilnego kompleksu z wirusem SARS-CoV-2 w tej pozycji jest lizyna
zdolna do utworzenia mostka solnego z E484(RBD). Waznym aspektem wymagajgcym omowienia
jest fakt, iz zaréwno psy jak i Swinie co prawda nie wykazuja podatnosci na SARS—CoV-2, jednak
badania laboratoryjne pobranego od nich materialu genetycznego wykazuja, ze niektore osobniki
wytworzyly przeciwciata Swiadczace o wcze$niejszym kontakcie z wirusem. Publikowane raporty
mowig gldwnie o przypadkach w ktorych zwierzeta nie wykazywaly objawow choroby, a sama
obecnos¢ przeciwcial spowodowana byla przebywaniem w otoczeniu ludzi chorych na COVID-19
lub tez zainfekowaniem zwierzat w warunkach laboratoryjnych.”***® Obecno$¢ lizyny w sekwencji
az trzech gatunkéw sposrod ktérych tylko jeden jest w pelni podatny na infekcje oraz rozwiniecie
pelnoobjawowej choroby COVID-19 wskazuje, ze reszta K31(ACE2) moze by¢ kluczowa dla
trwatosci kompleksu ACE2-RBD. Moze to oznaczac, ze utworzony mostek solny z E484(RBD) jest
oddzialywaniem na tyle silnym i w perspektywie czasu dlugotrwalym, ze umozliwia nie tylko
zarazenie sie wirusem, ale tez utrzymanie wirionu w zasiegu ACE2 na tyle dlugo, aby organizm
zywiciela zdotal wytworzy¢ przeciwciala. Inng zaskakujgcq zaleznoScia jest obecnos¢ asparaginy
w pozycji 31 w przypadku niepodatnej na SARS—CoV- 2 myszy oraz nietoperzy uwazanych
za zywiciela rezerwuarowego. Obserwacja ta moze stanowi¢ kontrargument dla teorii mowiacej
o roli nietoperzy w rozprzestrzeniani wiruséw pokrewnych SARS-CoV-2.%*

Reszta z pozycji 353(ACE2) znajduje sie w gniezdzie hydrofobowym, skladajacym sie
z Y495(RBD), F497(RBD) i Y505(RBD). W wiekszosci przypadkow w pozycji 353 zlokalizowana
jest reszta lizyny (K), wyjatkiem jest ACE2 myszy gdzie w tym miejscu wystepuje reszta histydyny.
Na pierwszy rzut oka reszta histydyny obecna w mysim ACE2 powinna by¢ najbardziej
preferowanym miejscem oddzialywania, poniewaz zdolna jest do utworzenia interakcji m—.
W przypadku opisywanej zaleznosci tak sie nie dzieje ze wzgledu na ograniczenia konformacyjne.
Duze reszty aminokwasowe o ograniczonej elastyczno$ci konformacyjnej takie jak fenyloalanina,
tyrozyna, tryptofan czy wspomniana histydyna w warunkach naturalnych odpychaja domene
wigzacq receptor wirusa zamiast wchodzi¢ z nig w interakcje. Co moze ttumaczy¢ brak podatnosci
myszy na SARS—CoV-2. W przypadku lizyny problem zwigzany z ograniczeniem elastycznosci
czasteczki nie jest tak dotkliwy. Dodatkowo moga sie tu pojawi¢ oddzialywania kation — m, ktére
beda stabilizowa¢ badany kompleks. Dlatego tez mozna spekulowaé, ze zalezno$ci pomiedzy
Y495(RBD), F497(RBD) i Y505(RBD) oraz K353(ACE2) sa kluczowe dla selektywnosci procesu
infekcji wirusem SARS-CoV-2.
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Rysunek 11.8: Oddziatywania pomiedzy K353(ACE2) a Y495(RBD), F497(RBD) i Y505(RBD).
ACE2 - cyan, RBD — szary.

Tabela I1.2: Zestawienie opisywanych unikalnych interakcji pomiedzy poszczegélnymi resztami

ACE?2 u analizowanych gatunkéw oraz resztami aminokwasowymi wchodzqcymi w sktad domeny

wiqzqcej receptor w biatku S wirusa SARS—CoV-2.

Oddziatlujace reszty ACE2

Oddziatujace reszty SARS—-CoV—

cztowiek Mmysz cyweta pies Swinia nietoperz 2
D30 N30 E30 K417
K31 N31 T31 K31 N31 E484
K353 H353 K353 Y495, F497, Y505
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2.3. Poszukiwanie stabilnych konformacji RBD — ACE2

Aby zbada¢ stabilnos¢ kompleksu bialek ACE2-RBD, przeprowadzilam symulacje
dynamiki molekularnej, zaimplementowana w polu silowym UNRES (podrozdzial 1.2 Metodyka
badan, czes$¢ eksperymentalna). W celu wyodrebnienia réznic miedzy gatunkami, skonstruowatam
modele receptora konwertujacego angiotensyne II zgodnego z sekwencja biatka cztowieka, myszy
oraz nietoperza. Analiza przebiegu symulacji wykazata, Zze proces moze zakonczy¢ sie na trzy
sposoby.

W pierwszym przypadku wynikiem symulacji byla konformacja ACE2-RBD zblizona do
pierwotnej konformacji uktadu (rys. II.9A oraz I1.10), co $wiadczy jedynie o lokalnym
przeszukiwaniu przestrzeni konformacyjnej. W drugim przypadku, w przebiegu symulacji receptor
wiazacy domene wirusa znalazt sie w eksponowanym miejscu od strony zewnatrzkomodrkowej na
powierzchni ACE2, co jest sytuacja pozadang i sprzyjajaca utworzeniu stabilnego kompleksu
ACE2-RBD (rys. I1.9B oraz I1.11). W ostatnim z rozpatrywanych przypadkow wynikiem symulacji
jest takie wzajemne ulozenie bialek w ktérym petla (473-489) domeny wigzacej receptor
zlokalizowanej w biatku SARS—CoV 2 znajdowala si¢ w poblizu C—koncowej czeSci pierwszej
o—helisy ACE2 (rys. I1.9C). Ze wzgledu na potozenie tej czesci ACE2 jest ona niedostepna dla RBD
wirusa. Taki stan rzeczy oznacza, ze trajektoria dynamiki molekularnej doprowadzita do
konformacji, ktéra z pewnoscia nie wystepuje naturalnie. W zwiazku z tym trajektorie konczace sie
w ten sposob nie byly brane pod uwage przy opisie oddziatywan.

Opisane przeze mnie przypadki zobrazowane zostaly na ponizszej ilustracji.

Rysunek 11.9: Ilustracja przypadkow zaobserwowanych podczas symulacji dynamiki molekularnej
kompleksu ACE2—RBD. A) Lokalne przeszukiwanie przestrzeni konformacyjnej, B) Stabilny stan
przejsciowy, C) Symulacja zakonczona niepowodzeniem z powodu brak mozliwosci utworzenia

kompleksu w warunkach naturalnych.
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Rysunek 11.10: Kompleks Iludzkiego enzymu konwertujgcego angiotensyne II (ACE2)
(jasnoniebieski) oraz domeny wiqzqcej receptor zlokalizowanej w biatku S wirusa SARS—CoV-2
(RBD) (szary) w stabilnej konformacji zidentyfikowanej przez Wanga i wsp™, kolorem niebieskim

oznaczono reszty aminokwasowe pochodzqce od ACE2, zielonym reszty RBD.
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Rysunek I1.11:Kompleks ludzkiego enzymu konwertujqcego angiotensyne II (ACEZ2) (jasnoniebieski)
oraz domeny wiqzqcej receptor zlokalizowanej w biatku S wirusa SARS—-CoV-2 (RBD) (szary)
zidentyfikowany jako stan przejsciowy wystepujqcy podczas procesu infekcji. Kolorem niebieskim

oznaczono reszty aminokwasowe pochodzqce od ACE2, zielonym reszty RBD.
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Analiza otrzymanych trajektorii symulacji dynamiki molekularnej, prowadzacych do
utworzenia stabilnego kompleksu ACE2-RBD powstajacego na pierwszym etapie infekcji
pozwolita na zidentyfikowanego stabilnego stanu przejSciowego. Zestawienie wynikéw znajduje sie
w tabeli 3. Ponad potowa symulacji przeprowadzonych dla ludzkich bialek zakonczyla sie stanem,
w ktorym mozliwa jest obserwacja stabilnego kompleksu ACE2-RBD. Te samg zaleznosc¢
zaobserwowatam rowniez w symulacjach biatek pochodzacych od nietoperzy oraz myszy, jednak

w tym przypadku odsetek konformacji ten byt znacznie nizszy.

Tabela I1.3: Analiza statystyczna obserwowanych trajektorii MD dla cztowieka, nietoperza oraz myszy.

Gatunek Czlowiek | Nietoperz Mysz
Tlo$¢ badanych trajektorii zakonczonych infekcja 16/24 1/24 2/24
Procent trajektorii zakoriczonych utworzeniem stabilnego kompleksu ACE2-RBD 67% 4% 8%
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2.4. Sila oddzialywania miedzybialkowego

Utworzenie stabilnego kompleksu obserwowanego w stanie przejsciowym procesu infekcji
wirusem SARS-CoV-2, pomiedzy domeng wigzaca receptor zlokalizowang w biatku S wirusa
SARS-CoV-2 a enzymem konwertujagcym angiotensyne II, uzaleznione jest od sily interakcji
poszczegolnych reszt aminokwasowych wchodzacych w sklad obu biatek. Ogdélny schemat infekcji
SARS-CoV-2 zostal przeze mnie opisany w podrozdziale 4.3 ,Proces infekcji” w czesci
teoretycznej pracy.

Mozna przyjaé, ze pomiedzy faza poczatkowa tworzona przez kompleks ACE-2
zidentyfikowany przez Wanga (rys. 11.10), a stanem przejSciowym zakonczonym utworzeniem
stabilnego kompleksu wirus—gospodarz (rys. II.11), wyrdznia sie etap w ktorym RBD wirusa
SARS—CoV-2 rozpoznaje biatka wchodzace w sktad ACE2 potencjalnego gospodarza. W tej fazie
konieczne jest utworzenie na tyle silnych interakcji wirus— zywiciel aby kluczowe w pierwszym
etapie infekcji reszty aminokwasowe, wchodzace w skiad receptoréw zywiciela zostaly mozliwie
jak najdokladniej rozpoznane przez wirion, lecz jednoczesnie na tyle stabe, aby mozliwa byla
wzajemna zmiana polozenia bialek tworzacych kompleks. Skutkiem utworzenia zbyt silnych
oddzialywan na etapie rozpoznania wirus—zywiciel moze by¢ nieodpowiednie dopasowanie
poszczegdlnych biatek bioracych udzial w procesie infekcji, czego konsekwencja moze byc¢
zatrzymanie interakcji juz na wstepnym etapie. Z kolei przy zbyt matej wartosci sity oddziatywania
mozliwe jest catkowite odlaczenie sie wirionu od potencjalnego zywiciela ze wzgledu na zbyt duza

energie kinetyczng poruszajacego sie wirionu.
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2.5. Oddzialywania w stanie przejsciowym

L455(RBD) tworzy stabe oddzialywania hydrofobowe z resztami zlokalizowanymi
w pozycjach 28(ACE2) i 83(ACE2) oraz 24(ACE2). Zarowno w przypadku pozycji 28 jak i 83
u wszystkich analizowanych gatunkéw reszty aminokwasowe sa takie same — w pierwszym
przypadku jest to fenyloalanina (F28(ACE2)), w drugim tyrozyna (Y83(ACE2)).
Réznice w budowie receptora konwertujacego angiotensyne II widoczne wystepuja w pozycji 24.
U cywety, psa i Swini wystepuje reszta leucyny (L), u czlowieka reszta glutaminy (Q), u myszy
reszta asparaginy (N), a u nietoperza reszta lizyny (K). Biorac pod uwage site oddziatywan

najkorzystniejsze pod wzgledem energetycznym sg oddzialywania hydrofobowe.***

Rysunek I1.12: Interakcja pomiedzy F28(ACEZ2), Y83(ACEZ2), Q24(ACE2) a L455(RBD). ACE2 —
cyan, RBD — szary.

Kolejnym obserwowanym centrum oddzialywan jest rejon obejmujacy Y449(RBD) oraz
reszty z pozycji 72 i 75 pochodzace zlokalizowane w enzymie konwertujgcym angiotensyne II
(rys. 11.20). W przypadku pozycji 72 w wiekszosSci przypadkéw znajduje sie fenyloalanina
(F72(ACE2)), wyjatkiem jest cyweta posiadajaca w tym miejscu reszte tyrozyny (Y72(ACE2)). W
pozycji 75 jedynie u nietoperzy wystepuje reszta glutaminy (Q75(ACE2)), w pozostatych
przypadkach w tej lokalizacji jest kwas glutaminowy (E75(ACEZ2)). Biorac pod uwage fakt,

iz te same oddziatywania wystepuja zarowno wsrod gatunkéw wykazujacych podatnosé na infekcje
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SARS-CoV-2 jak i tych odpornych obserwowane w tym fragmencie biatka interakcje nie
odgrywaja waznej roli w procesie wzajemnego rozpoznania biatek.

Waznym centrum oddziatywan jest hydrofobowy klaster utworzony przez Y495(RBD)
i Y505(RBD) oraz dwiema resztami aminokwasowymi zlokalizowanymi w ACE2 — jednakowa
u wszystkich analizowanych gatunkow reszta fenyloalaniny — F28(ACE2) oraz reszta z pozycji 79 —
resztg treoniny T79(ACE2) w przypadku myszy, oraz L79(ACE2) we wszystkich pozostaltych
przypadkach. Zaobserwowany hydrofobowy klaster zapewnia dobrze dopasowana, duza
powierzchnie styku obu badanych biatek. W analizie oddzialywan Y495(RBD), Y505(RBD) oraz
reszt F28(ACE2) oraz 79(ACE2) warto zwréci¢ uwage na dodatkowe oddziatywanie typu kation—n
pomiedzy R403(RBD) a F28(ACE2) potencjalnie odpowiedzialne za stabilizacje kompleksu

enzym-wirus.

Rysunek II.13: Interakcja pomiedzy F28(ACEZ2), L79(ACE2) a Y495(RBD), R403(RBD),
Y505(RBD). ACE2 — cyan, RBD — szary.

Interakcja pomiedzy reszta z pozycji 86(ACE2) a N487(RBD) na pierwszy rzut oka wydaje
sie nieistotna dla procesu infekcji wirusem SARS—CoV-2 (rys 20). W pozycji 86 wystepuja cztery
rodzaje reszt aminokwasowych — u ludzi, myszy oraz nietoperzy jest to reszta glutaminy(Q),
u cywet reszta alaniny (A), u psow reszta kwasu glutaminowego (E), a u Swin reszta kwasu
asparaginowego (D) (rys. II.2). Umiejscowienie w tym miejscu sekwencji reszt kwasowych
w przypadku psa i $wini, sugeruje, Ze oddzialywanie miedzy reszta 86E/D(ACE2) a N487(RBD)

bedzie silniejsze o okoto 4kcal/mol w poroéwnaniu z interakcja amid—amid. Tym samym zwierzeta
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te powinny by¢ bardziej podatne na infekcje wirusem SARS—-CoV-2, co nie jest zgodne z
aktualnym stanem wiedzy.*****
Oddzialywanie F486(RBD) oraz trzema resztami zlokalizowanymi w pozycjach 98, 101

i 102 sekwencji enzymu konwertujacego angiotensyne II stanowi ciekawy przykiad sieci interakcji.
W przypadku pozycji 98 oraz 102 jedyna roznica w sekwencji struktury ACE2 wystepuje u psa
posiadajacego w pozycji 98 reszte argininy (R98(ACE2)), a w pozycji 102 reszte histydyny
(H102(ACE2)). U pozostatych opisywanych gatunkéw zaréwno reszta 98 jak i 102 jest reszta
glutaminy (G98(ACE2) oraz G102(ACE2)). Reszta glutaminy jest obecna takze w pozycji 101 i jest
identyczna dla wszystkich opisywanych gatunkow (G101(ACE2)). Wzajemne ulozenie

omoOwionych reszt glutaminy budujacych receptor konwertujacy angiotensyne II tworzy gniazdo

w ktérym umieszczona jest F486(RBD).

Rysunek I1.14: Interakcja pomiedzy Q102(ACEZ2), Q101(ACEZ2), Q98(ACEZ2) a F486(RBD). ACE2 —
cyan, RBD — szary.
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Przykladem wzmocnienia oddziatywan w zidentyfikowanym stanie przejSciowym pomiedzy
ACE2 a domena wigzaca receptor (RBD) sq interakcje tworzone przez reszte E484(RBD). Reszta
ta moze tworzyC wigzania wodorowe z N103(ACE2) wystepujaca u ludzi i nietoperzy oraz
Q81(ACE2) zidentyfikowang u ludzi, myszy, cywet i nietoperzy. U psow i Swin w pozycji 81
wystepuje reszta lizyny (K) (rys.II.2). Natomiast w pozycji 103 u pozostatych gatunkéw znajduje
sie reszta seryny (S103(ACE2)). Utworzenie mostka solnego moze wiec znaczaco wzmocnic site
oddzialywania miedzy biatkami podczas poczatkowego etapu infekcji a tym samym doprowadzic¢

do jej dalszego rozwoju.

Rysunek I1.15: Interakcja pomiedzy N103(ACE2), Q81(ACE2) a E484(RBD). ACE2 — cyan, RBD —

szary.

Reszta aminokwasowa zlokalizowana w pozycji 82 w sekwencji receptora konwertujacego
angiotensyne II oddzialywuje z L492(RBD) i Q493(RBD). W pozycji 82 u wiekszosci
analizowanych gatunkow wystepuje reszta treoniny — T82(ACEZ2), roznice mozna wyodrebnic¢
w przypadku cztowieka u ktérego w tej lokalizacji znajduje sie reszta metioniny (M82(ACEZ2)) oraz
myszy u ktorej wystepuje reszta seryny — S82(ACE2). Oddzialywanie tworzone przez reszte
metioniny — M82(ACE2) z laicuchami bocznymi pochodzacymi od L493(RBD) i Q493(RBD)
moze sugerowac, ze jedynie ludzie nie sa podatni na infekcje wirusem SARS—CoV-2, co nie jest

zgodne z prawda.
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Rysunek I1.16: Interakcje miedzy M82(ACE2) a L492(RBD) i Q493(RBD). ACE2 — cyan, RBD —

szary.

Kolejny zidentyfikowany przeze mnie duzy hydrofobowy klaster utworzony jest przez
F456(RBD) i Y489(RBD) oraz reszty z pozycji 82, 84 i 85 wchodzace w skilad enzymu
konwertujacego angiotensyne II (ACE2). Z uwagi na jego wielkos¢ mozna przypuszczac,
7e odgrywa on wazna role w etapie infekcji polegajacym na nawigzaniu wzajemnego polaczenia
wirus-receptor. Oprécz omoOwionych wyzej réznic w sekwencji enzymu konwertujacego
angiotensyne II w pozycji 82, jedyng réznica w sekwencji ACE2 w resztach 84 i 85 jest
wystepowanie reszty seryny (S84(ACEZ2)) u myszy. U pozostalych gatunkéw reszta 84 jest reszta
proliny (P84(ACE2)), a w pozycji 85 u wszystkich omawianych organizméw zlokalizowana jest
reszta leucyny (L85(ACE2)). Z uwagi na fakt Ze seryna bedzie sprzyja¢ interakcjom z woda, moze
to utrudniac proces przylaczania receptora wigzacego domene biatka S wirusa do receptora ACE2,
ktéry w odpowiadajagcym miejscu sekwencji ma reszty hydrofobowe. Z uwagi na specyficzng
budowe proliny mozna spekulowac, ze obecnosc tej reszty w tej lokalizacji nie jest przypadkowa,
a raczej wiaze sie bezposrednio z ewolucyjnym dostosowaniem struktury biatka ACE2 do

odpowiedniej konformacji.
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Rysunek 11.17: Interakcje miedzy @~ M82(ACE2), P84(ACE2) i L85(ACE2) a F456(RBD),
Y489(RBD). ACE2 — cyan, RBD — szary.

Przykladem wigzania wodorowego tworzonego poprzez oddziatywanie atomu tlenu
pochodzacego z wigzania pepetydowego pomiedzy resztami zlokalizowanymi w ACE2 w pozycji
75 1 76 oraz tancuch boczny reszty aminokwasowej S494(RBD). W pozycji 75 u wiekszosci
analizowanych gatunkéw obecna jest reszta kwasu glutaminowego (E75(ACE2)), jedynym
odstepstwem jest reszta glutaminy (Q75(ACE2)) wystepujaca w sekwencji ACE2 nietoperza.
Pozycja 76 jest jednakowa dla wszystkich omawianych gatunkow — Q76(ACE2).

Rysunek 11.18: Interakcje miedzy E75(ACE2), Q76(ACE2) a S494(RBD). ACE2 — cyan, RBD —

szary.
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Q498(RBD) oddzialuje z resztami z pozycji 35, 68 i 72 enzymu konwertujacego
angiotensyne II (rys. 11.2, 11.20). W przypadku pozycji 35 u wiekszoSci omawianych gatunkow
wystepuje reszta kwasu glutaminowego (E35(ACE2)), wyjatkiem jest nietoperz posiadajacy w tym
miejscu sekwencji reszte lizyny (K35(ACEZ2)). Podobnie pod wzgledem rdéznorodnosci wyglada
pozycja 72 — dla wiekszosci gatunkéw w tym miejscu zlokalizowana jest reszta fenyloalaniny
(F72(ACE2)), wyjatkiem jest cyweta posiadajaca reszte tyrozyny (T72(ACE2)). Pozycja 68 jest
jednakowa dla sekwencji wszystkich uwzglednionych przeze mnie gatunkéw i tworzy ja reszta
lizyny (K68(ACEZ2)). Roznica w budowie enzymu konwertujacego angiotensyne II opisana dla
nietoperzy (K35(ACE2)) sprawia, Ze oddzialywanie wirus—receptor zostaje zostaje wzmocnione
o okoto 9 kcal/mol*®*. Mozna spekulowac, ze to wlasnie ta zmiana pozwala nietoperzowi pehic¢ role
gatunku rezerwuarowego dla wirusa pokrewnego SARS-CoV-2%",

Interakcja pomiedzy K417(RBD) a resztami z pozycji 20 i 24 sekwencji enzymu
konwertujacego angiotensyne II jest do$¢ niejednoznaczna (rys. 11.20). W zar6wno w pozycji 20
jak i 24 wystepuje duza r6znorodnos¢ w budowie. W przypadku psa, pozycja 20 ACE2 stanowi
delecje, u pozostatych gatunkéw wystepuje w tej lokalizacji: u czlowieka, cywety oraz Swini —
reszta treoniny (T), u myszy reszta leucyny (L), a u nietoperza reszta seryny (S). Pozycja 24
zawiera reszte glutaminy (Q) u czlowieka, reszte asparaginy (N) u myszy, reszte leucyny (L)
u cywety, psa i swini, oraz reszte lizyny (K) u nietoperza. Taka interakcja nie wydaje sie byc¢
kluczowa dla procesu infekcji wirusem SARS—CoV-2, jednakze jest to bardzo silne oddziatywanie
w przypadku niepodatnych na zarazenie sie wirusem SARS—-CoV-2 myszy.*'

Zestawienie najwazniejszych interakcji pomiedzy enzymem konwertujagcym angiotensyne II
a domeng wiazaca receptor zlokalizowang w biatku S wirusa SARS-CoV-2 w stanie stabilnym
(kod PDB: 6:LZG) oraz w zidentyfikowanym stabilnym kompleksie wirus—receptor zobrazowatam

na rysunkach I1.19 i 11.20.
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Rysunek I1.19: Najwazniejsze interakcje zachodzqce pomiedzy resztami aminokwasowymi receptora
ACE?2 (jasnoniebieski, niebieski) a RBD wirusa SARS—CoV-2 (szary, zielony) obserwowane przed

194

infekcjq w stabilnym stanie zidentyfikowanym przez Wang i wsp (PDB: 6LZG
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Rysunek I1.20: Najwazniejsze interakcje zachodzqce pomiedzy resztami aminokwasowymi receptora

ACE?2 (jasnoniebieski, niebieski) a RBD wirusa SARS—CoV-2 (szary, zielony) zaobserwowane z

zidentyfikowanym stabilnym kompleksie wirus—receptor.
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2.6. Analiza powierzchni elektrostatycznej badanych bialek

Aby zweryfikowa¢ dopasowanie domeny wiazacej receptor, biatka S wirusa SARS—-CoV-2
do ACE2, przeprowadzitam analize powierzchni elektrostatycznej badanych biatek. Powierzchnie
obliczytam za pomoca modeli solwatacji kontinuum Poissona-Boltzmanna, przy pH = 7, przy
uzyciu wtyczki ABPS*® zaimplementowanej w oprogramowaniu PyMol (Delano Scientific, San

Carlos, CA, USA)*’

Rysunek 11.21: Wizualizacja potencjatu elektrostatycznego domeny wiqzqcej receptor wirusa SARS CoV-2
(A) i receptora ACE2 dla cztowieka (B), nietoperza (C) oraz myszy (D). Niebieski obszar pokazuje
lokalizacje dodatniego potencjatu elektrostatycznego, czerwony obszar to lokalizacja ujemnego potencjatu

elektrostatycznego. Elipsy oznaczajq miejsca oddziatywan miedzybiatkowych o istotnym znaczeniu.
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Zlokalizowana w domenie wiazacej receptor w biatku S wirusa SARS-CoV-2 w pozycji
417 lizyna (K417(RBD)) bardzo dobrze dopasowuje sie konformacyjnie do wneki utworzonej przez
reszte kwasu asparaginowego D30(ACE2) w centrum ludzkiego receptora konwertujacego
angiotensyne II tworzac mostek solny. Inng wazng interakcja obserwowana w przy tworzeniu sie
stabilnego kompleksu ACE2-RBD w przypadku czlowieka jest oddzialywanie pomiedzy
K31(ACE2) oraz znajdujacq sie we wnece biatka S reszta kwasu glutaminowego E484(RBD).
Opisywany obszar zaznaczony zostal na rysunku 21 jako elipsa. Rozklad ladunkow
elektrostatycznych wskazuje idealne dopasowanie do siebie zaréwno ludzkiego enzymu
konwertujacego angiotensyne II jak i domeny wiazacej receptor w wirusie SARS—CoV-2.

W przypadku ACE2 nietoperza sytuacja nie jest jednoznaczna, poniewaz silne
oddziatywanie reszty kwasu glutaminowego wystepujacego w komplementarnym miejscu struktury
(patrz elipsa — rysunek 21 C powyzej) z K417(RBD) jest niewystarczajace do stabilizacji
kompleksu wirus— receptor. Druga z obserwowanych interakcji: reszta asparaginy — E484(RBD)
jest zbyt staba by zrekompensowac brak drugiego mostka solnego.

Analiza rozktadu tadunku elektrostatycznego w tworzeniu sie interakcji pomiedzy SARS—
CoV-2 a ACE2 myszy sugeruje, ze powstanie stabilnego kompleksu ACE2-RBD nie bedzie
mozliwe, lub bedzie bardzo utrudnione. Obszary o takim samym znaku tadunku elektrostatycznego
znajdujq sie naprzeciw siebie (patrz elipsa — rysunek I1.21), czego konsekwencjq bedzie wzajemne

odpychanie sie bialek wirusa i potencjalnego zywiciela.
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3. Dyskusja wynikow

W tej czeSci pracy opisalam interakcje miedzybiatkowe zachodzace w procesie tworzenia
sie stabilnego kompleksu wirus— receptor pomiedzy fragmentem domeny wigzacej receptor
zlokalizowanej w biatkku S wirusa SARS-CoV-2 (RBD) a eksponowanym od strony
zewnatrzkomorkowej receptorem wigzacym angiotensyne II (ACE2) zaobserwowane w toku
procesu infekcji wirusem SARS—CoV-2. Obserwacja przebiegu infekcji wirusem dla myszy,
nietoperza oraz czlowieka byla mozliwa dzieki zastosowaniu symulacji dynamiki molekularnej
(MD) w gruboziarnistym polu sitowym UNRES. Jako szablonu do modelowania uzytam fragmentu
domeny wiazacej receptor (RBD) znajdujacej sie¢ w biatku S koronawirusa SARS-CoV-2
w kompleksie z ludzkim ACE2 opisanej jako konformacja stabilna w publikacji Wang (kod PDB,
6LZG)."*

Najwazniejszymi oddziatywaniami, ktore wydaja sie odgrywac kluczowa role w stabilizacji
poltaczenia biatko-biatko, kluczowego w mechanizmie infekcji, sa dwa mostki solne, a mianowicie
D30(ACE2)-K417(RBD) i K31(ACE2)-E484(RBD) opisane na przykladzie modelu ludzkiego
ACE2 z RBD wirusa SARS—CoV-2. Dzieki tym interakcjom wirus moze bardzo dobrze dopasowac
sie do eksponowanej czesSci ACE2 tworzac silne oddzialywania miedzybiatkowe. Wyniki symulacji

dynamiki molekularnej przeprowadzonych przez Ali i in. oraz Piplani i in.****

pokazaly, ze region
RBD biatka S wirusa znajdujacy sie w bezposrednim sasiedztwie K417(RBD) wykazywat bardzo
ograniczone fluktuacje. Dodatkowym oddzialywaniem stabilizujacym kompleks jest wzajemna
orientacja przestrzenna RBD— ACEZ2. Jest to mozliwe dzieki reszcie E484(RBD) odgrywajacej
w tym procesie wazna role (rys. I1.21).

Ze wzgledu na wysokie powinowactwo domeny wigzacej receptor wchodzacej w skiad
biatka S wirusa SARS-CoV-2 do ACE2, podczas symulacji w polach sitowych w ktérych stosuje
sie modele pelnoatomowe w wiekszosci przypadkow wynikiem jest jedynie lokalne przeszukiwanie
hiperpowierzchni energii potencjalnej.”® W celu identyfikacji miniméw lokalnych znajdujacych sie
w nieokreslonej odleglosci od zidentyfikowanego eksperymentalnie minimum globalnego nalezy
przeprowadzi¢ bardzo dlugg symulacje lub zastosowac gruboziarniste pole sitowe.

Dzieki uzyskanym wynikom otrzymanym przy uzyciu gruboziarnistego pola silowego
UNRES, moglam zidentyfikowac stabilny, tymczasowy stan przejSciowy kompleksu RBD i ACE2.
Zidentyfikowany rejon oddzialywan znajdujacy sie na powierzchni ACE2, znajduje sie na
eksponowanej od strony zewnatrzkomorkowej czesci biatka i jest bezposrednio wystawiony na atak

wirusa. Prowadzone symulacje oraz otrzymane wyniki pozwolily mi na spekulacje,
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ze ta konformacja jest pierwszym krokiem kaskady zmian konformacyjnych prowadzacych do
infekcji, a tym samym stanowi stan przejSciowy pomiedzy etapem poczatkowym polegajacym na
rozpoznaniu biatko—biatko a dalszymi etapami procesu infekcji prowadzacego w ostatniej fazie do
uwolnienia wirionow potomnych.

Badana przeze mnie zalezno$¢ pomiedzy podatno$cia na infekcje, a sekwencja ACE2
u badanych gatunkéw wyglada nieco inaczej. Pierwszym i wydaje sie, Ze najwazniejszym
warunkiem jest to, aby sila oddzialywania w stanie poczatkowym, poprzedzajacym potencjalne
utworzenie stabilnego kompleksu RBD-ACE2, umozliwiala utrzymanie interakcji pomiedzy
biatkami, a jednocze$nie by mozliwe bylo dalsze przeszukiwanie przestrzeni konformacyjnej w celu
utworzenia stabilnego kompleksu wirus—zywiciel. Proces ten jest niezbedny, gdyz tylko stabilny
kompleks RBD-ACE?2 jest w stanie umozliwi¢ dalszy rozwdj infekcji, prowadzacy do uwolnienia
wirionéw potomnych.

Otrzymane przeze mnie wyniki potwierdzajq fakt, Ze myszy nie moga by¢ zainfekowane,
gdyz interakcja na etapie rozpoznania biatko—biatko nie jest wystarczajaco silna, aby utrzymac
wirusa dostatecznie blisko blony komorkowej zywiciela. Analiza symulacji dynamiki molekularnej
wykazala, ze domena wiazaca receptor nie jest w stanie nawigzac na tyle dlugotrwatlej interakcji
z ACE2 myszy, aby mozliwe bylo przejscie do etapu przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej.
Mimo nieznacznych réznic sekwencyjnych wzgledem receptora ludzkiego ACE2, w przypadku
myszy domena wigzaca receptor wirusa SARS-CoV-2 nie jest w stanie zorientowac sie
przestrzennie wzgledem ACE2 na tyle korzystnie, aby mozliwe bylo nawigzanie silnego
oddziatlywania, a tym samym niemozliwe jest utworzenie stabilnego kompleksu wirus—gospodarz.

Inaczej wygladaja interakcje obserwowane w przypadku enzymu konwertujacego
angiotensyne II u pséw oraz Swin. W tym przypadku interakcja na pierwszym etapie rozpoznania
biatko — biatko jest bardzo silna, a wirion zostaje potaczony z ACE2 w spos6b uniemozliwiajacy
dalsze przeszukiwanie przestrzeni konformacyjnej a tym samym kolejne etapy infekcji.
Jak wspomnialam wcze$niej podatno$¢ psow na SARS—CoV-2 nie zostala jednoznacznie
potwierdzona, jednak istniejag badania méwigce o tym, ze niektore osobniki posiadaja w swoim
organizmie przeciwciata Swiadczace o kontakcie z wirusem. Same fakt posiadania przeciwcial oraz
kontaktu z wirusem, nie oznacza, ze doszto do pelmoprawnej infekcji zakonczonej uwolnieniem
wirionéw potomnych zdolnych do zarazania kolejnego Zzywiciela. Potencjalnie, to wtasnie silne
zwigzanie RBD na etapie rozpoznawania wirus—gospodarz jest odpowiedzialne za wytworzenie
przeciwcial poniewaz ekspozycja enzymu konwertujacego angiotensyne II na dziatanie RBD wirusa

byla dostatecznie dluga aby organizm mogt wytworzy¢ odpowiedZ immunologiczng
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na patogen.*>*>*% Cze$ciowy dowod na poparcie tej hipotezy mozna znalez¢é w badaniu
opublikowanym przez Sit i wsp.'”

W otrzymanych przeze mnie wynikach przedstawitam dwa dowody strukturalne na poparcie
zidentyfikowanego stanu przejsciowego. Pierwszym dowodem jest interakcja N487(RBD) z reszta
zlokalizowana w pozycji 86 ktéra u psoéw jest reszta kwasu glutaminowego — (86E(ACE2)),
a u swin resztg kwasu asparaginowego (86D(ACE2)). Reszty kwasowe wystepujace w tym miejscu
sekwencji wzmacniajq oddzialywania o okoto 4 kcal/mol w poroéwnaniu z interakcja amid—amid

283

wykrywana u innych opisywanych gatunkow=". Drugi dowod dotyczy interakcji reszty 82(ACE2)
z L492(RBD) oraz Q493(RBD). W tym przypadku mozna by sie spodziewac, ze ze wzgledu na
umiejscowienie w tym miejscu sekwencji ACE2 reszty metioniny (M82(ACE2)) jedynym
gatunkiem, ktéry powinien byC odporny na SARS—-CoV-2, sg ludzie lecz nie jest to zgodne

z faktem.

Opisane przeze mnie w tej czesci wyniki zostaly opublikowane w 2022 roku w czasopiSmie

Molecules'.
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Badanie roli mechanizmu rozpoznawania enzymu
konwertujacego angiotensyne—2 (ACE2) przez domene
wigzaca bialka S, dominujacych wariantow wirusa
SARS-CoV2.

1. Wprowadzenie do badan

W ostatnich latach wirus SARS—CoV-2 stat sie jednym z najlepiej zbadanych patogenow
w historii ludzko$ci. Zmiana konformacji przestrzennej ukladu wirus-receptor widoczna na
rysunkach przedstawiajacych model przed i po infekcji SARS—CoV-2 (rysunki 10 i 11) dowodzi,
ze oprocz odpowiedniej sily potrzebnej do zainicjowania kontaktu pomiedzy biatkami wirusa
i zywiciela kluczowa role odgrywaja wzajemne oddzialywania miedzybiatkowe niezbedne do
stabilizacji utworzonego kompleksu w optymalnej orientacji.

W poprzedniej czeSci pracy wskazalam interakcje odpowiedzialne za selektywnos$¢ infekcji
zachodzace pomiedzy resztami aminokwasowymi zlokalizowanymi domenie wiazacej receptor
wchodzacej w sklad biatka S wirusa SARS-CoV-2 oraz resztami aminokwasowymi enzymu
konwertujacego angiotensyne II (ACE2) u pieciu gatunkoéw — ludzi, psdw, cywet, nietoperzy, Swin
oraz myszy. Zgodnie z przedstawionymi przeze mnie w poprzednim rozdziale badaniami, moge
stwierdzi¢, ze proces infekcji jest zalezny od wielu czynnikow. Analiza trajektorii uzyskanych
w wyniku symulacji dynamiki molekularnej pokazuje, ze infekcja jest procesem kilkuetapowym,
a najwazniejszy w mojej opinii jest etap drugi polegajacy na rozpoznaniu i przylaczeniu sie wirusa
do receptora.

Badania opublikowane przez Casalino i wspélpracownikow wykazaly, ze biatko S wirusa
SARS—CoV-2 cechuje sie wewnetrzng elastycznoscig ulatwiajacq interakcje z receptorami ACE2
komorek potencjalnego gospodarza.™ Podobne wnioski, tym razem opisujgce ruchy biatka S
zostaly przedstawione przez grupy badawcze Yu i Ma.****® W badaniach prowadzonych
przez Ma i wsp. wykazano, ze w domenie wiazacej receptor (RBD) w biatku S wirusa znajdujg sie
trzy reszty — F486, Q498 i Y505, ktore sq szczegolnie zaangazowane w utrzymanie odpowiedniego
potozenia pomiedzy ACE2 a RBD. Co wiecej reszty te odgrywaja kluczowa role we wstepnym
rozpoznaniu receptora przez wirus.**

Szczegolnie wazne w kontekscie prowadzonych przeze mnie badan wydaja sie informacje

z pracy opublikowanej przez Pak i wsp. w 2022 roku. Autorzy wykonali symulacje dynamiki
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molekularnej biatka S SARS—-CoV-2 przy uzyciu gruboziarnistego pola silowego. Wskazali,
ze wigzanie RBD z ACE2 indukuje cykliczny proces otwierania i zamykania biatka, ktéry
stopniowo ostabia interakcje zachodzace w podjednostce S1 biatka S wirusa.
Wiadomo, ze biatko S w swojej zamknietej formie nie jest w stanie zainicjowac procesu infekcji
i musi przej$¢ do formy otwartej.’* Dowody eksperymentalne na kolejne etapy wigzania ACE2
biatka S SARS-CoV-2 zostaly przedstawione przez Bentona i wspdlpracownikéw. Badacze
wskazali, Ze geometria RBD w konformacji zamknietej jest niekompatybilna z ACE2.
Wstepny proces rozpoznania a nastepnie wigzanie RBD do ACE2 prowadzi do w pelni otwartej
formy biatka S, co z kolei umozliwia infekcje.’” Badania réwnowagi pomiedzy otwartg
oraz zamknieta konformacja wigzania receptora prowadzone sa przez liczne grupy naukowe
i szeroko publikowane w literaturze 3°%37:308:309.310311

Zgodnie z informacjami zawartymi przeze mnie w cze$ci teoretycznej pracy w podrozdziale
4.3, w konformacji przedfuzyjnej (rys. I11.10) podjednostka S1 biatka S wirusa sklada sie z czterech
domen — domeny N-koncowej (N-koncowej) (NTD), domeny wiazacej receptor (RBD) i dwéch
domen karboksykoncowych (C—koncowych) — CTD1 i CTD2. Biatko S wigze sie z komorka
docelowa poprzez interakcje miedzy ACE2 i RBD, posredniczac w przylaczeniu wirusa do
gospodarza.'®**! Ten krok uruchamia nastepny, napedzany przez podjednostke S2 — fuzje btonowa.
Wiadomo, ze biatko S wystepuje w dwdch strukturalnie odrebnych konformacjach, przed i po fuzji
(przedfuzyjnej i pofuzyjnej). W literaturze nazywa sie je takze: ,up” dla stanu dostepnego dla
receptora i ,,down” dla stanu niedostepnego dla receptora. W stanie po fuzji zmiany konformacyjne
prowadza do odlaczenia podjednostki S1 od S2 i prawdopodobnie jej dysocjacji od S2, podczas gdy
S2 przechodzi kaskade zmian konformacyjnych, tworzac stabilny i ,wydluzony” trimer®,
ostatecznie prowadzac do fuzji btony.'#?3!32

Opisany proces zmian konformacyjnych biatka S wirusa jest niezbedny, aby uniknaé
wykrycia przez uklad odporno$ciowy gospodarza.?****® Poniewaz RBD podlega cigglym
zmianom pomiedzy konformacja otwarta i zamknieta i jest niekompatybilny z ACE2 w formie
zamknietej, mozemy spekulowac, ze mechanizm rozpoznawania przez uktad odpornosciowy biatek
wirusa SARS—-CoV-2 jest w rzeczywisto$ci znacznie bardziej skomplikowany.'***

Proces mutacji SARS—-CoV2 napedzany jest dzialaniem doboru naturalnego, ktory jest
wielowymiarowy. Zalezy to od wielu czynnikow: odpowiednich etapéw procesu replikacji,
odpowiedzi ukladu odpornosciowego, szybkosci rozprzestrzeniania sie, zdolnosci rozpoznania

zywiciela i wielu innych.*"**'* Kwestia ewolucji koronawirusow zostala przeze mnie poruszona

w rozdziale 3 ,,Ewolucja koronawirusow” w czesSci teoretycznej rozprawy doktorskiej.
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W  ponizszym rozdziale, wykorzystujac informacje zgromadzone w literaturze oraz
otrzymane przeze mnie wyniki odpowiem na pytanie: w jaki spos6b zmiany w sekwencji domeny
wigzacej receptor zlokalizowanej w biatku S wirusa SARS—CoV-2 wplywaja na jego zdolnos¢ do

tworzenia kompleksu z ludzkim enzymem konwertujagcym angiotensyne II?
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1.2 Metodyka badan

Dokladnie jak w omowionej w poprzednim rozdziale czeSci badan, jako szablonu do
modelowania wykorzystalam domene wiazaca receptor biatka S koronawirusa SARS—CoV-2,
skompleksowang z ludzkim receptorem ACE2 (kod PDB 6LZG)". W celu otrzymania modeli
badanych kompleksow RBD — ACE2 wykonatam mutacje punktowe z uwzglednieniem najbardziej
prawdopodobnych rotameréw korzystajac z oprogramowania USCF Chimera*®. Stosujac technike
mutacji punktowej zmienitam wybrane reszty aminokwasowe wchodzace w sklad domeny wiazacej
receptor zlokalizowanej w biatku S wirusa SARS—CoV-2 (RBD) zgodnie z danymi zawartymi
w Tabeli 4. W tej pracy uzylam mutacji wystepujacych w dominujacych wariantach wirusa

wskazanych przez WHO?™,

e Alpha (B.1.1.7),

e Beta (B.1.351),

e Gamma (P.1),

¢ Delta (B.1.617.2),

* Omicron (B.1.1.529)

Nowo zbudowane warianty alfa, beta gamma oraz omicron (a, 3, y, 6 i o) RBD biatka S
wirusa SARS—CoV-2, w polaczeniu z modelami ACE2, symulowatam w polu sitowym UNRES.
Dla kazdego z pieciu skonstruowanych komplekséw przeprowadzitam po czterdziesci niezaleznych
trajektorii dynamiki molekularnej. Aby zapobiec nadmiernym zmianom konformacyjnym
symulowanych biatek, dodatam wiezy harmoniczne na wirtualne katy ktére sa uzywane w polu
sitowym UNRES do zdefiniowania struktury biatka. Sumaryczna dlugos$¢ wszystkich trajektorii to
dziesie¢ milionow krokéw MD wynoszacych o dlugosci 1 MTU (jednostka czasu molekularnego).
MTU zastosowany w UNRES MD wynosi 48,9 fs, co daje 48,9 ns czasu symulacji?’®*”*7¢,
Otrzymane gruboziarniste modele przekonwertowatlam do reprezentacji pelnoatomowych za
pomoca oprogramowania PULCHRA?®® a nastepnie poddatam krétkiej minimalizacji przy uzyciu

pola sitowego AMBER?". Nalezy zauwazy¢, ze jedng z wad gruboziarnistego pola sitowego jest to,

ze po zakonczeniu symulacji wymagany jest proces rekonstrukcji modelu pelnoatomowego.
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Tabela II.4. Zestawienie mutacji w poszczegdlnych resztach aminokwasowych RBD wariantach wirusa SARS—-CoV-2 wraz z resztami
zidentyfikowanymi w stanie posrednim kompleksu RBD-ACE2. Pierwszq zidentyfikowanq wersje SARS—CoV 2 nazwano wt (ang.

Wild Type). Kolumna oznaczona wt-6LZG zawiera reszty zlokalizowane na granicy faz RBD — ACE?2 zidentyfikowane w strukturze

eksperymentalnej (ID PDB: 6LZG).

Mutacje zidentyfikowane w RBD Reszty aminokwsowe zlokalizowane w kompleksie RBD — ACE2 w stanie
posrednim
o B Y 8 ] 6LZG wt o B Y 8 [
339,G -D
371,S- L
373,S- P
375,S~ F
R403 R403 R403 R403 R403 R403
D405 D405 D405
E406
R408
Q409
Q414
T415
417, KN 417, KT 417, KN K417 K417 K417 N417 T417 K417 N417
1418 1418
Y421
440,N - K
446,G - S
N478 N448 N448 N448 N448
452, LR
Y453 Y453 Y453
L455 L455 L455 L455 L455 L455 L455
F456 F456 F456
R457 R457 R457 R457
T470 T470
Y473 Y473
477,S - N S477
478, T- K T478
N481 N481 N481
V483 V483 V483 V483
484, E-K 484, E K 484, E - A E484 E484 E484 K484 K484 E484 A484
F486 F486 F486 F486 F486 F486 F486
487, T-K N487 N487 N487 N487
Y489 Y489 Y489 Y489 Y489 Y489 Y489
F490 F490 F490 F490
P491
L492 L492 L492 1492
493,Q -R Q493 Q493 R493
S494 S494 5494
Y495 Y495 Y495 Y495 Y495
496,G - S
F497 F497
498,Q - R Q498 Q498 Q498 Q498 R498
T500 T500
501, N-Y 501, N-Y 501, N-Y 501, N -Y N501 Y501 Y501 Y501 Y501 Y501
V503
505, Y -H Y505 Y505 Y505 Y505 Y505 Y505 H505
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2. Omowienie wynikow

W pierwszej kolejnosci poréwnalam ze soba stabilne stany przejSciowe prowadzace do
utworzenia kompleksu SARS—CoV-2-ACE2 otrzymane dla kazdej z badanych mutacji wirusa
SARS-CoV-2 otrzymane dzieki zastosowaniu symulacji metodami dynamiki molekularne;.
Wynikiem symulacji w wigkszoSci przypadkéw byla konformacja bardzo zblizona do punktu
poczatkowego symulacji czyli kompleksu ACE2-RBD zidentyfikowanego przez Wanga i wsp.
(kod PDB: 6LZG, rys. I1.10)", co oznacza jedynie lokalne przeszukiwaniu przestrzeni
konformacyjnej (rys. I1.9A). W tym miejscu pragne wspomnieé, ze statystyka przedstawionych
wynikow rézni sie od wynikow prezentowanych w poprzedniej czesci pracy, gdzie wiekszos¢
obserwowanych trajektorii konczyla sie przypadkiem drugim (rys. I1.9B), czyli utworzeniem
stabilnego kompleksu ACE2-RBD $wiadczacym o zainfekowaniu koronawirusem. Fakt ten wynika
z zastosowanej metody symulacji. W poprzedniej pracy symulacje dynamiki molekularnej byty
przeprowadzone bez zadnych wiezow, dajac polu silowemu pelna swobode przeszukiwania
przestrzeni konformacyjnej samych bialek jak i ich wzajemnego ulozenia. W tym przypadku,
by zapobiec nadmiernym zmianom konformacyjnym symulowanych bialek, nalozytam wiezy
harmoniczne na katy wirtualne zdefiniowane w polu silowym. W konsekwencji w znacznie
wiekszej liczbie symulacji wystgpito jedynie przeszukiwanie lokalne. Analize statystyczna
otrzymanych wynikéw symulacji zawartam w tabeli 5.

Poréwnanie struktur symulowanych kompleksow pozwolilo mi na okreSlenie orientacji
przestrzennej domeny wiazacej receptor zlokalizowanej w biatku S wirusa wzgledem enzymu
konwertujacego angiotensyne II we wszystkich symulowanych modelach wariantow koronawirusa.
Warto wspomniec, zZe opisywany przeze mnie w poprzedniej czesci pracy wariant wirusa SARS—
CoV-2 w odniesieniu do mutacji okreslany jest jako wt (ang. Wild Type, wt). Okazalo sie, ze wersje
wt, alfa i beta SARS— CoV-2 wykazujq bardzo podobne wzajemne utozenie RBD — ACE2, podczas
gdy ulozenie przestrzenne w mutacjach gamma, delta i omikron byto nieco inne (rys. I1.22). Wynik
ten jest zgodny z publikacjg Mandala i wspotpracownikéw.*® Innym powodem réznorodnosci
konformacji jest to, ze réznica pomiedzy energiami oddziatywania, obliczonymi przy uzyciu

pelnoatomowego pola sitowego, miesci sie w granicach 250 kcal/mol.**
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PDB ID: 6LZG

Rysunek I1.22: Poréwnanie punktu poczqtkowego (kolor pomaranczowy) ze zidentyfikowanym stanem
posrednim we wszystkich analizowanych uktadach. Ksztalt biatka ACE2 zaznaczono kolorem jasnordézowym.
RBD wt bazuje na modelu 6L.ZG i wyrdznia sie konformacje poczqtkowq, przedfuzyjnq (pomarariczowy), stan
przejsciowy wt (cyjan); mutacje SARS—CoV-2 RBD w stanie przejSciowym: alfa (ciemnozielony), beta

(niebieski), gamma (czerwony), delta (magenta) i omikron (z6ty).

Tabela I1.5: Analiza statystyczna przeprowadzonych symulacji MD dla wariantéow wt, alfa, beta,
gamma, delta oraz omicron. Liczby pokazujq ilos¢ symulacji, ktére zakoriczyly sie wstanie
poczqtkowym (podczas trajektorii MD zostato przeprowadzone jedynie lokalne przeszukiwanie

przestrzeni konformacyjnej); posrednim (utworzenie kompleksu ACE2—RBD).

wt o B \ 0 )

Stan poczatkowy

70%

73%

68%

70%

63%

60%

Stan po$redni

20%

25%

30%

28%

30%

25%

Statystycznie najsilniejsze oddzialywanie pomiedzy domeng wigzaca receptor i enzymem
konwertujacym angiotensyne II utrzymujace uklad w konformacji zblizonej do stanu poczatkowego
wystapito w wariancie alfa. W tym przypadku w okoto 73% trajektorii MD prowadzito jedynie do
lokalnego przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej, a tym samym dominujaca forma kompleksu
byta konformacja przedfuzyjna. Najstabsze oddziatywania pomiedzy RDB i ACE2
zaobserwowalam natomiast w wariancie omicron, gdzie zaledwie 60% trajektorii konczylo sie
w poblizu stanu poczatkowego. Jesli porownamy otrzymane wyniki z badaniami Hana
i wspélpracownikow?®, warto$¢ statej dysocjacji (ang. Disotiation Constant, [Kd]), mierzona dla
wariantu omicron byla najwieksza, co oznacza, ze najszybciej tworzy? on stabilny kompleks RBD—
ACE2 spotykany w stanie posrednim, a zarazem najszybciej rozpadat sie kompleks przedfuzyjny.

Zatem proces infekcji wariantem omicron potencjalnie zachodzi najszybciej.
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Wariant omicron wirusa SARS—CoV-2 jest szczegblny, gdyz w jednym z najwazniejszych
miejsc RBD, pozycji 417 zamiast reszty lizyny ma reszte asparaginy — N417(RBD). Ta sama
mutacja wystepuje w wariancie beta wirusa. Kluczowy mostek solny pomiedzy D30(ACEZ2)
a K417(RBD) spotykany w wariantach wt, alfa i delta mozna zastapi¢ innymi interakcjami, jednak
nie mozliwe jest zastgpienie tego oddzialywania catkowicie (rys 21, elipsy). Tlumaczy to takze
wyniki statej dysocjacji kompleksu RBD-ACE2 uzyskane przez grupe badawcza Han®®.

Aby wyjasni¢ zaobserwowane réznice w budowie przestrzennej zidentyfikowanego stanu
posredniego, przeprowadzitam analize reszt aminokwasowych znajdujacych sie na granicy biatko—
biatko w ukladach ACE2-wirus. Zidentyfikowalam osiem reszt aminokwasowych z domeny
wigzacej receptor (RBD) jako obecnych w prawie kazdym symulowanym ukladzie.
Sa to: R403(RBD), reszta w pozycji 417 — K417(RBD) dla wariantow wt, alfa, delta, N417(RBD)
dla wariantu beta i omicron, T417(RBD) dla wariantu gamma; L455(RBD), F486(RBD),
Y489(RBD), F497(RBD), Y501(RBD) i Y505(RBD). Wymienione reszty zostaly oznaczone na
rysunku 23 magentq.
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Rysunek II1.23: Stany posrednie, zidentyfikowane we wszystkich symulowanych wariantach domeny wiqgzqcej
receptor wraz z enzymem konwertujqcym angiotensyne I, oznaczono greckimi literami. Najwazniejsze reszty
zidentyfikowane jako odgrywajqce kluczowq role w pierwszym etapie rozpoznawania RBD-ACEZ2 oznaczono
kolorem magenta. Reszty znajdujqce sie w petli umozliwiajqcej dobre dopasowanie RBD do ACEZ2 oznaczono
kolorem zielonym. Powierzchnie Poissona Boltzmanna®® biatka ACE2 wygenerowano przy uzyciu ABPS
zaimplementowanego w oprogramowaniu Pymol. Niebieski obszar pokazuje lokalizacje dodatniego
potencjatu elektrostatycznego, czerwony obszar to lokalizacja ujemnego potencjatu elektrostatycznego.

Zrédlem czerwonych plam znajdujqcych sie w miejscu wigzqcym sq atomy tlenu z wiqzari peptydowych.
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Posrod zidentyfikowanych reszt aminokwasowych, wystepujacych w stanach przejSciowych
wszystkich modelowanych wariantow wirusa SARS—CoV-2 najsilniejsze oddzialtywanie moze byc¢
utworzone przez R403(RBD) a reszta kwasowa zlokalizowang na powierzchni ACE2 (rys. 11.24).
Jest to mostek solny. Jedynym ukladem, w ktorym zidentyfikowalam przytoczone oddzialywanie
byt wariant alfa, w ktorym R403(RBD) oddziatywal z E35(ACE2). Opisane oddzialywanie jest
widoczne takze na rysunku 23 a, gdzie lancuch boczny argininy znajduje sie naprzeciwko

czerwonego obszaru na powierzchni ACE2.

Rysunek I1.24: Oddziatywanie R403(RBD) a E35(ACE2) obserwowane w wariancie alfa(a). ACE2
—cyan, RBD — szary.

Sama reszta R403(RBD) zaangazowana jest w tworzenie interakcji takich jak kation —m czy
wigzanie wodorowe praktycznie w kazdym z opisywanych wariantéw wirusa. Taki stan rzeczy
zwiazany jest z sama lokalizacja przestrzenng R403(RBD) znajdujaca sie w przewazajacej ilosci
przypadkéw w poblizu reszt hydrofobowych (widoczne na rysunku 23 wt, o, 3, y, 6 i o jasne
plamy).

Resztag aminokwasowq wchodzaca w sklad domeny wigzqcej receptor mogaca odgrywac
istotng role w mechanizmie wzajemnego rozpoznawania biatek jak rowniez tworzenia oddziatywan
w trakcie tworzenia stabilnego kompleksu RBD — ACE2 w stanie poSrednim, jest reszta z pozycji
417(RBD). W nastepujacych wariantach wirusa SARS—CoV2: wt, a i § SARS—CoV2 w pozycji 417
znajduje sie reszta lizyny (K417(RBD)). W wariancie wt K417(RBD) tworzy wigzanie wodorowe
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z T20(ACE2) i Q24(ACE2). Podobna sytuacja wystepuje w wariancie delta, gdzie K417(RBD)
tworzy wigzanie wodorowe z Q87(ACE2). Natomiast w wariancie alfa wystepuje mostek solny
K417(RBD) — E23(ACE2). Roznice w budowie reszt budujacych pozycje 417 sekwencji RBD

zostaly zestawione w tabeli 4 i uwzglednione na rysunku II.25.

Rysunek I1.25: Oddziatywania pomiedzy resztq z pozycji 417(RBD) obserwowane dla mutacji alfa,

beta, gamma, delta, omicron. ACE2 — cyan, RBD — szary.

Dzieki szczegbétowej analizie styku biatko—biatko mozliwa byla identyfikacja fragmentu
RBD (483-493), ktéry podczas symulacji bardzo dobrze dopasowywat sie do powierzchni ACE2.
W tym fragmencie struktury znajduja sie dwie (F486(RBD), Y489(RBD),) z o$miu reszt
zidentyfikowanych w kazdym z badanych ukiadéw. Interakcje zachodzace w omoéwionym
fragmencie zostaly pokazane na rysunku 23. Pozostale reszty RBD, ktoére zidentyfikowalam
w kazdym z badanych ukladéw jako biorace udziat w oddzialywaniach biatko — biatko:
L455(RBD), F486(RBD), Y489(RBD), F497(RBD), Y501(RBD) i Y505(RBD), utworzyly
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oddzialywania m—m oraz hydrofobowe z nastepujacymi resztami zlokalizowanymi na powierzchni
ACE2: F28(ACE2), F72(ACE2), L79(ACE2), Y83(ACE2) i L85(ACE2) (rys. 11.23).

Jedng z najwazniejszych reszt w strukturze RBD, ktora nie oddzialuje z ACE2, gdyz jej
fancuch boczny jest skierowany do wnetrza bialka, jest reszta proliny w pozycji 491, (P491(RBD),
rys. 11.23). Znajduje sie ona w N-koncowym fragmencie jednej z § — kartek domeny wigzacej
receptor biatka S wirusa SARS—CoV-2. Dodatkowo w pozycji 485(RBD) zlokalizowana jest reszta
glicyny zapewniajaca dodatkowa mobilno$¢ opisywanego fragmentu RBD. Moge w tym miejscu
spekulowac¢, ze G485(RBD) wraz z P491(RBD), stanowia klucz do dobrego wzajemnego
dopasowania sie bialek zapewniajac odpowiednia swobode konformacyjna i jednoczesne
usztywnienie struktury (rys. I1.23).

Kolejng istotng pozycja w opisanym fragmencie domeny wiazqcej receptor jest reszta o
numerze 484. W wariantach wt oraz § wystepuje reszta kwasowa (E484(RBD)), natomiast w iy
reszta zasadowa (K484(RBD)) (Tabela 4). W zaleznosci od typu wystepujacej reszty, po stronie
ACE2 wystepuje partner do utworzenia stabilnego mostka solnego K31(ACE2) lub E75(ACE2)).
Taka sytuacja wystepuje w strukturze startowej, gdzie powstaje mostek solny pomiedzy
E484(RBD) a K31(ACE2) widoczny na rysunku II.19.

W stanie posrednim rola reszty z pozycji 484 — wydaje sie niejasna. W przypadku wariantu
wt E484(RBD) moze tworzy¢ wigzanie wodorowe z Q81(ACE2) (rys. I1,20). W pozostatych
przypadkach (rys. 11.23), poza wariantem gamma, zaobserwowatam brak dopasowania adunku
elektrostatycznego. W wariancie alfa oraz delta E484(RBD) skierowane jest do obszaru
oznaczonego kolorem czerwonym (fadunku ujemnego). W wariancie beta K484(RBD) skierowane
jest do obszaru niebieskiego (tadunku dodatniego). Jedyne zaobserwowane przeze mnie
dopasowanie wystepuje w wariancie gamma, gdzie K484(RBD) znajduje sie przy obszarze ACE2
oznaczonym kolorem czerwonym. W mutacji omicron w RBD wystepuje reszta alaniny
(A484(RBD)), ktéra ze wzgledu na wielko$¢ tancucha bocznego zdaje sie nie pelni¢ zadnej istotnej
roli.

Dokladna analiza zidentyfikowanego stanu przejsciowego (rys. 11.9B, I11.22 oraz I1.23)
pokazata, ze silne interakcje, takie jak mostki solne i wigzania wodorowe, sa marginalne.
Oddziatywania hydrofobowe wraz z n—n odgrywaja gtdwna role tworzac duza powierzchnie styku
RBD-ACE2. Wraz z dobra adaptacja konformacyjng RBD jest to klucz do molekularnego
rozpoznania ACE2. Z uwagi na fakt, ze wiekszos¢ zaobserwowanych oddzialywan w stanie
przejsciowym, jest stosunkowo staba, moglam zaobserwowac rézne wzajemne ulozenia biatek

wzgledem siebie (rys. 11.22).
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2.1. Charakterystyka energetyczna stanu przejsciowego.

W celu wytlumaczenia powinowactwa badanych wariantow SARS—-CoV2 wykonatam
analize profilu energii RBD-ACE2. Analiza obejmowata zmiany zachodzace w profilu energii
potencjalnej jak i energii oddzialywania zaréwno dla lokalnego przeszukiwania przestrzeni
konformacyjnej jak i przejscia kompleksu ACE2—RBD od stanu startowego do stanu przejsciowego.
Zmiany konformacyjne zachodzace pomiedzy strukturg przedfuzyjna, a zdefiniowanym stanem
przejsciowym zilustrowalam na wykresach RMSD (ang. Root—mean—square deviation) (wykres

I.1).
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Wykres 11.1: Wykresy RMSD dla wybranych trajektorii MD wariantu wt. a) trajektoria MD, na
ktorej uktad wykonat jedynie przeszukiwanie lokalne; b) trajektoria MD prowadzqca do stanu

posredniego.
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Wykres 11.2: Wykresy energii potencjalnej wybranych trajektorii MD wariantu wt. a) trajektoria
MD, na ktorej uktad wykonat jedynie przeszukiwanie lokalne; b) trajektoria MD prowadzqca do

stanu posredniego.
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Wykresy energii potencjalnej w obu przypadkach sa bardzo podobne. Analiza wynikow
pokazata, ze znaczna liczba konformacji (tabela I1.5) zakonczyla sie stabilnym stanem posrednim z
niskim spadkiem energii. Nie jest to zbyt wyraznie widoczne na profilu energii potencjalnej, dlatego
zdecydowatam sie obliczy¢ energie interakcji. Nalezy w tym miejscu zaznaczyc¢, ze ze wzgledu na
procedure parametryzacji zastosowana w polu sitowym UNRES, wkilad pochodzacy od energii

swobodnej jest takze uwzgledniony w funkcji energii potencjalne;j.
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Wykres 11.3: Wykresy energii oddziatywania dla wszystkich badanych uktadow RBD — ACEZ2. a)
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Energia oddzialywania struktur wyjsciowych, skonstruowanych przy uzyciu struktury
eksperymentalnej PDB ID: 6LZG. b) Roznica energii pomiedzy zidentyfikowanym stanem

posrednim a strukturq poczqtkowaq.

Najnizszq energie oddzialywania, obliczong dla struktury wyjsciowej, zaobserwowatam
w przypadku mutacji alfa (wykres II1.2). Otrzymany wynik bardzo dobrze koreluje z praca
Hana i wspdlpracownikow®®, poniewaz wariant alfa wykazywat najnizsza stalg dysocjacji.
Po drugiej stronie znajduje sie mutacja omicron o najwyzszej stalej dysocjacji i najwyzszej
zaobserwowanej energii interakcji. Reszta wartosci rowniez bardzo dobrze koreluje z wynikami
eksperymentalnymi.’®. Je$li poréwnamy rdéznice pomiedzy energia oddziatywania obliczong dla
stanu posredniego a struktury poczatkowej, najwieksze wartosci byly w przypadku wariantu alfa
i delta (powyzej 100 kcal/mol), najmniejsze w przypadku gamma i omicron (okoto 50 kcal/mol).
Beta i wt wykazywaly bardzo podobnag réznice (okoto 70-80 kcal/mol).

Zgromadzone informacje pozwalaja spekulowa¢ na temat domniemanego mechanizmu
wigzania oraz rozpoznawania RBD — ACE2. Wiadomo, Ze badane biatka odgrywaja istotng role
tylko w jednym z pierwszych etapow procesu rozpoznawania komorki wirusa. Tak wiec
najwazniejszym czynnikiem, inicjujagcym calg kaskade zmian konformacyjnych, finalnie

prowadzacych do zainfekowania atakowanej komorki, jest dopasowanie jednego biatka do
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drugiego. Najbardziej prawdopodobnym scenariuszem infekcji jest atak na miejsce na powierzchni
ACE2, ktére jest bezposrednio eksponowane od strony zewnatrzkomérkowej na nastepnie przejscie
do stabilnego stanu przejSciowego. Minimum energetyczne w stanie posrednim nie moze by¢ zbyt
glebokie, gdyz proces infekcji zatrzyma sie w niewlasciwym miejscu, co uniemozliwi efektywne
zarazenie potencjalnego gospodarza, a tym samym uwolnienie wirionéw potomnych. Taka sytuacja
ma miejsce w przypadku ACE2 pséw oraz $win.'” Plaska hiperpowierzchnia energii potencjalnej z
bardzo dobrze zdefiniowanym minimum globalnym i ptytkim minimum lokalnym wraz ze
zidentyfikowanymi oddzialywaniami hydrofobowymi moga wyjasnia¢, dlaczego SARS—-CoV-2
odniést taki sukces adaptacyjny w rozpoznaniu i atakowaniu receptora konwertujacego

angiotensyne II.
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3. Dyskusja wynikow

Problem szybkosci oraz mechanizmu asocjacji biatko—biatko jest bardzo skomplikowany.
Poniewaz zagrozenie SARS—-CoV2 jest w dalszym ciggu bardzo wysokie — wedlug danych
zgromadzonych przez WHO do 25 pazdziernika 2023 r. potwierdzonych zostalo 771 549 718
przypadkéw zachorowan na COVID-19, w tym 6 974 473 zgon6w; kazda dodatkowa informacja na
temat mechanizmu zakazenia moze by¢ kluczowa dla pelne zrozumienie procesu infekcji. W swojej
pracy wykonatam analize jedynie niewielkiego fragmentu skomplikowanego mechanizmu
molekularnego ktory odpowiada za opis procesu infekcji wirusem SARS-CoV-2.

W pierwszym etapie kontaktu RBD — ACE2 kluczowa role odgrywaja gléwnie reszty
hydrofobowe RBD, a mianowicie: 1455, F486, Y489, F497, Y501 i Y505 oraz opisane reszty
proliny i glicyny zapewniajace bardzo dobra adaptacje konformacyjna.

W wariancie omicron dodatkowo wystepuje reszta A484(RBD), ktéra pomaga w dobrym
dopasowaniu bialek do siebie i moze by¢ wyjasnieniem sukcesu tego wariantu pomimo
niekorzystnej mutacji w pozycji 417 (mutacja z K417RBD) na N417(RBD)) i utraty kluczowego
mostka solnego mostka, ktéry niewatpliwie wzmacnia stabilng konformacje RBD — ACE2 w stanie
przejSciowym (rys.II.11). Wirus SARS—-CoV-2 jak kazdy wirus podlega cigglym zmianom.
Wiekszos¢ z nich nigdy nie przechodzi do nastepnego pokolenia wirusow, jednakze mozemy sie
spodziewa¢ kolejnych wariantow, ktére moga by¢ znacznie lepiej dostosowane do atakowania i
infekowania komorek. Dlatego uwazam, ze pomimo bardzo duzej ilosSci prac naukowych zar6wno
eksperymentalnych jak i teoretycznych, badania nad wirusem SARS-CoV-2 powinny byc¢
kontynuowane. Istnieje bowiem ryzyko, ze, w przysztoSci pojawi sie wariant, w ktorym
Smiertelnos¢ bedzie znacznie wieksza niz obecne 0,1 — 10 % w zalezno$ci od wieku i choréb
wspotistniejacych.

Omowione przeze mnie wyniki zostaly opublikowane w czasopiSmie International Journal of

Molecular Sciences w 2024 roku.>"
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V. Wnioski rozprawy doktorskiej

Zgodnie ze zgromadzonymi przeze mnie informacjami, dotychczas nikt nie poszukiwat
stabilnych standw przejsciowych wystepujacych podczas asocjacji RBD — ACE2. Jednakze
dostepne dane eksperymentalne wyraznie wskazuja na ich istnienie. Identyfikacja i opis zmian
zachodzacych w rozbudowanych ukladach biologicznych jak kompleksy biatko—biatko jest
skomplikowana. Uzyskanie wiarygodnych wynikow przy wykorzystaniu pelnoatomowych pél
sitowych jest niezwykle trudne i czasochtonne. W badanym przeze mnie przypadku tworzenia sie
stabilnego stanu przejSciowego kompleksu pomiedzy domenga wigzacq receptor a enzymem
konwertujacym angiotensyne II, ze wzgledu na bardzo dobre dopasowanie konformacyjne biatek
tylko gruboziarniste pole sitowe takie jak UNRES, pozwala na uzyskanie wiarygodnych wynikow.
Pole silowe UNRES zostalo zaprojektowane do wykonywania szerokiego przeszukiwania
przestrzeni konformacyjnej, co z powodzeniem pozwala odnalez¢ najbardziej prawdopodobne
i trwate struktury. W czeSci eksperymentalnej mojej pracy doktorskiej opisatam wyniki badan
majacych na celu wyjasnienie roli mechanizmu rozpoznawania enzymu konwertujacego
angiotensyne—II (ACE2) przez domene wiazaca receptor zlokalizowana w biatku S wirusa SARS—
CoV-2. W swoich badaniach wyjasnitam, w jaki spos6b nawet niewielkie roznice w budowie ACE2
u poszczegdlnych organizmoéw — czlowieka, psa, cywety, myszy, Swini i nietoperza wptywajq na
zdolno$¢ wirusa do utworzenia stabilnego kompleksu w stanie przejSciowym oraz podkreslitam
takze znaczenie sily wigzania wirus—gospodarz dla rozwoju infekcji wirusowej. W drugiej czesci
zbadalam i opisalam w jaki sposob mutacje w materiale genetycznym wirusa wplywaja trwatos¢
utworzonego stanu przejSciowego oraz ktére fragmenty zarowno ACE2 jak i SARS-CoV-2
odpowiadajq za wzajemne dopasowanie bialek. Majac na uwadze fakt, iz ewolucja wiruséw jest
procesem ciaglym i nieprzewidywalnym uwazam, Ze oprocz kontynuacji badan nad SARS-CoV-2
oraz innymi wirusami stanowigcymi zagrozenie dla zdrowia publicznego, bardzo wazne jest
wspieranie inicjatyw majacych na celu rozpowszechnienie i spopularyzowanie metod teoretycznych
w badaniach naukowych. Z mojej perspektywy wygodnym narzedziem odnoszacym bardzo dobre
rezultaty jest ciggle rozwijane i udoskonalane pole silowe UNRES. Wykorzystanie chemii
obliczeniowej umozliwia nie tylko oszczedno$¢ czasu, ale przede wszystkim pozwala pracowac nad
projektem bez narazania zdrowia i zycia, co moze sie wydarzy¢ sie podczas pracy z materiatem
biologicznym pobranym od ludzi czy zwierzat. Ostatnie lata pokazaly, ze to wiasnie
bezpieczenstwo i przeciwdzialanie potencjalnemu zagrozeniu jest dla wspolczesnej nauki

najwiekszym wyzwaniem.
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VI. Wykaz rysunkow

Rysunek I.1

Rysunek 1.2

Rysunek 1.3

Rysunek 1.4

Rysunek 1.5

Rysunek 1.6

Rysunek 1.7

Rysunek 1.8

Rysunek 1.9

Schemat przedstawiajqcy podziat wirusow rzedu Nidovirales, kolorem zielonym

oznaczono rodzine Coronavirinae.

Schemat budowy koronawirusa na przyktadzie SARS-CoV-2

Schemat przedstawiajqcy budowe biatka btony (M).

Schemat przedstawiajqcy budowe biatka S.

Schematyczny przeglqd biatek, peptydow, enzymow i receptoréw oraz ich interakcji

wystepujqcych w uktadzie renina-angiotensyna.

Schemat przedstawiajqcy wystepowanie ACE2 w organizmie ludzkim. Kolorem
zielonym oznaczono miejsca, w ktorych wystepowanie ACE2 zostato dobrze
udokumentowane. Na czerwono oznaczono miejsca w ktorych wystepowanie

enzymu ACEZ2 nie jest w pelni potwierdzone.

Schemat rekombinacji materiatu genetycznego wiruséw podczas procesu infekcji.

Zestawienie czynnikow wplywajqcych na czestos¢ oraz tempo mutacji. Zielone

strzatki obrazujq procesy regulujqce zachodzqce w populacji zmiany.

Schemat przedstawiajqcy atakowane organizmy przez wirusy z rodziny

i podrodziny Coronaviridae. Alfakoronawirusy obejmujq ludzkie wirusy takie jak
koronowirus HCoV-229E i NL63. Betakoronawirusy sq podzielone na
podgrupygrupy A-D, przy czym HKU1 i OC43 nalezq do grupy A, SARS-CoV do
grupy B a MERS-CoV do grupy C. Gammakoronawirusy sq w duzej mierze
pochodzenia ptasiego i obejmujq IBV, a takie wirusy ssakéow morskich.

Deltakoronawirusy obejmujq gtéwnie wirusy atakujqce ptactwo.
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Rysunek 1.10

Rysunek I.11

Rysunek 1.12

Rysunek 1.13

Rysunek 1.14

Rysunek 1.15

(A) Ewolucja i zaleznosci koronawirusow wystepujqcych u ludzi i zwierzqt dzikich
oraz domowych. Strzatki czerwona, niebieska i zdtta wskazujq kierunek
rozprzestrzeniania sie  koronawirusa odpowiednio dla alfa-, beta-

i deltakoronawiruséw. Ciqgle strzatki oznaczajq bezposrednie przenoszenie
koronawirusa miedzy gatunkami Zzywicieli, a strzatki przerywane oznaczajq
podejrzewane przenoszenie posSrednie przez niezidentyfikowany gatunek.
Kropkowane strzatki ze znakiem zapytania oznaczajq przypadki przeniesienia
bedgcego losowq interakcjq bez podstaw w badaniach srodowiskowych.

(B) Uproszczona filogeneza koronawirusow.

Schemat przedstawiajqcy zaburzenia ukladu Renina-Angiotensyna w przebiegu
infekcji wirusem SARS-CoV-2, skrétami NEP oraz PEP zostaly oznaczone kolejno
ang. Neutral-endopeptidase, oraz ang. Prolyl-endopeptidase; NEP bedqce

enzymami z grupy proteaz.

Schemat obrazujqcy dwie mozliwosci infekcji wirusem SARS-CoV-2, droga
endosomalna jest dominujqcym sposobem zakazenia sie wirusem. W rézowych
ramkach przedstawione sq sposoby ograniczajqce mozliwosé¢ infekcji oraz nazwy
substancji chemicznych zawartych w lekach potencjalnie ograniczajqcych lub

hamujqgcych poszczegdlne etapy wnikania wirusa do komdrek gospodarza.

Zastosowanie roznych poziomow teorii do przewidywania konkretnych wtasciwosci
ukladéw molekularnych: kwantowy, petnoatomowy, gruboziarnisty i mezoskala.
Przyblizona skala czasowa oraz rozmiar badanego ukladu zostaly przedstawione

odpowiednio na osi odcietych i rzednych.

Poréwnanie modelu petnoatomowego i gruboziarnistego. Réznokolorowe elipsy
przedstawiajq przyblizenie taricuchéw bocznych. Niebieskie kulki przedstawiajq

polozenie wiqzan peptydowych.

Model tancucha polipeptydowego uzywany w polu sitowym UNRES. Ciemne kétka
reprezentujq potqczone grupy peptydowe (p), biate kotka reprezentujq atomy Ca, ktére
stuzq jako punkty geometryczne, a elipsoidy reprezentujq taricuchy boczne
(SC). Punkty p znajdujq sie w polowie odlegtosci miedzy dwoma kolejnymi atomami
Ca. Wirtualne kqty wigzania 0, kqty dwuscienne wirtualnego wiqzania y oraz kqty aSC

i BSC, definiujq potozenie taricucha bocznego wzgledem taricucha gtéwnego.
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Rysunek I1.1

Rysunek II.2

Rysunek 1.3

Rysunek I1.4

Rysunek I1.5

Rysunek I1.6

Rysunek I1.7

Rysunek I1.8

Analiza sekwencyjna (Multiple Squence Allignment) dla wybranych sekwencji
ACE2 wykonana przy uzyciu programu ClustalX. Odpowiednimi kolorami zostaly
oznaczone reszty aminokwasowe o podobnych wiasciwosciach (zasadowe -
czerwony, kwasowe — fioletowy, hydrofobowe — zielony, reszty amidowe oraz
posiadajqce grupe hydroksylowq — zielony. Na bialo zostaly zaznaczone sq

fragmenty nie wykazujqce podobienstwa.

Analiza sekwencyjna enzymu konwertujqcego angiotensyne 1I (ACE2) dla ludzi —
kod Q9BYF1, myszy - kod Q3URCD9, cywet — kod Q56NL1, psa kod F1P7C5, $wini
- kod K7GLM4 i nietoperza - kod GI1PXH7 pokazujqca cztery regiony
zidentyfikowane jako miejsca oddziatujgce z RBD wirusa SARS-CoV-2. Wspélnei
unikalne miejsca interakcji sq oznaczone odpowiednio czarnq i czerwongq strzatkq.
Gwiazdki i kropki wskazujq podobienstwo sekwencji, jak przedstawiono w

oprogramowaniu Clustal.

Fragmenty zaangazowane w proces tworzenia kompleksu wirus-receptor. Obszary
nalezqce do ACE2: 1 - 19-49 (fioletowy), II - 79-83 (zielony), III- 324-330
(ciemnozielony) oraz IV- 352-356 (magenta) a takze do biatka S wirusa SARS-CoV-
2: 1-417 (niebieski), 2- 455-456 (cyan), 3 - 475-478 (czerwony), 4 -486-505

(pomarariczowy).

Oddziatywanie S19(ACE2) oraz A475(RBD). ACE2 — cyan, RBD — szary.

Oddziatywanie pomiedzy T27(ACE2) a F456(RBD), Y473(RBD) i Y489(RBD).
ACE?2 - cyan, RBD — szary.

Oddziatywanie miedzy H34(ACE2) a Y455(RBD) i L455(RBD). ACE2 — cyan,
RBD - szary.

Oddziatywanie miedzy L79(ACE2), M82(ACE2), Y83(ACE2) a N487(RBD),
F486(RBD) i Y489(RBD). ACE2 — cyan, RBD — szary.

Oddzialywania pomiedzy K353(ACE2) a Y495(RBD), F497(RBD) i Y505(RBD).
ACE2 - cyan, RBD — szary.
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Rysunek I1.9

Rysunek I1.10

Rysunek I1.11

Rysunek I1.12

Rysunek I1.13

Rysunek I1.14

Rysunek II.15

Rysunek I1.16

Rysunek I1.17

Hustracja  przypadkéw  zaobserwowanych  podczas symulacji  dynamiki
molekularnej kompleksu ACE2-RBD. A) Lokalne przeszukiwanie przestrzeni
konformacyjnej, B) Stabilny stan przejsciowy, C) Symulacja zakonczona
niepowodzeniem z powodu brak mozliwosci utworzenia kompleksu w warunkach

naturalnych.

Kompleks ludzkiego enzymu konwertujgcego angiotensyne II (ACE2)
(jasnoniebieski) oraz domeny wiqzqcej receptor zlokalizowanej w biatku S wirusa
SARS-CoV-2 (RBD) (szary) w stabilnej konformacji zidentyfikowanej przez Wanga
i wsp™, kolorem niebieskim oznaczono reszty aminokwasowe pochodzqce od

ACE2, zielonym reszty RBD.

Kompleks ludzkiego enzymu konwertujqcego angiotensyne II (ACE2)
(jasnoniebieski) oraz domeny wiqzqcej receptor zlokalizowanej w biatku S wirusa
SARS-CoV-2 (RBD) (szary) zidentyfikowany jako stan przejsciowy wystepujqcy
podczas procesu infekcji. Kolorem niebieskim oznaczono reszty aminokwasowe

pochodzqce od ACE2, zielonym reszty RBD.

Interakcja pomiedzy F28(ACE2), Y83(ACEZ2), Q24(ACEZ2) a L455(RBD). ACE2 —
cyan, RBD — szary.

Interakcja pomiedzy F28(ACE2), L79(ACE2) a Y495(RBD), R403(RBD),
Y505(RBD). ACE2 — cyan, RBD — szary.

Interakcja pomiedzy Q102(ACE2), Q101(ACE2), Q98(ACE2) a F486(RBD). ACE2
—cyan, RBD — szary.

Interakcja pomiedzy N103(ACE2), Q81(ACE2) a E484(RBD). ACE2 — cyan, RBD

— szary.

Interakcje miedzy M82(ACE2) a L492(RBD) i Q493(RBD). ACE2 — cyan, RBD —

szary.

Interakcje miedzy @ M82(ACE2), P84(ACE2) i L85(ACE2) a F456(RBD),
Y489(RBD). ACE2 — cyan, RBD — szary.
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Rysunek I1.18

Rysunek II.19

Rysunek I1.20

Rysunek I1.21

Rysunek I1.22

Rysunek I1.23

Interakcje miedzy E75(ACE2), Q76(ACE2) a S494(RBD). ACE2 — cyan, RBD —

szary.

Najwazniejsze interakcje zachodzace pomiedzy resztami aminokwasowymi
receptora ACE2 (jasnoniebieski, niebieski) a RBD wirusa SARS-CoV-2 (szary,
zielony) obserwowane przed infekcja w stabilnym stanie zidentyfikowanym przez

Wang i wsp (PDB: 6LZG).

Najwazniejsze interakcje zachodzqce pomiedzy resztami aminokwasowymi
receptora ACE2 (jasnoniebieski, niebieski) a RBD wirusa SARS-CoV-2 (szary,

zielony) zaobserwowane z zidentyfikowanym stabilnym kompleksie wirus-receptor.

Wizualizacja potencjatu elektrostatycznego domeny wiqzqcej receptor wirusa SARS
CoV-2 (A) i receptora ACE2 dla cztowieka (B), nietoperza (C) oraz myszy (D).
Niebieski obszar pokazuje lokalizacje dodatniego potencjatu elektrostatycznego,
czerwony obszar to lokalizacja ujemnego potencjatu elektrostatycznego. Elipsy

oznaczajq miejsca oddziatywan miedzybiatkowych o istotnym znaczeniu.

Poréwnanie punktu poczqtkowego (kolor pomarariczowy) ze zidentyfikowanym
stanem posrednim we wszystkich analizowanych ukladach. Ksztalt biatka ACE2
zaznaczono kolorem jasnorézowym. RBD wt bazuje na modelu 6LZG i wyrdznia sie
konformacje poczqtkowq, przedfuzyjnqg (pomarariczowy), stan przejsciowy wt
(cyjan); mutacje SARS-CoV-2 RBD w stanie przejsciowym: alfa (ciemnozielony),

beta (niebieski), gamma (czerwony), delta (magenta) i omikron (z6tty).

Stany posrednie, zidentyfikowane we wszystkich symulowanych wariantach
domeny wiazacej receptor wraz z enzymem konwertujagcym angiotensyne II,
oznaczono greckimi literami. Najwazniejsze reszty zidentyfikowane jako
odgrywajace kluczowa role w pierwszym etapie rozpoznawania RBD-ACE2
oznaczono kolorem magenta. Reszty znajdujace sie w petli umozliwiajacej dobre
dopasowanie RBD do ACE2 oznaczono kolorem zielonym. Powierzchnie Poissona
Boltzmanna biatka ACE2 wygenerowano przy uzyciu ABPS zaimplementowanego
w oprogramowaniu Pymol. Niebieski obszar pokazuje lokalizacje dodatniego
potencjatu elektrostatycznego, czerwony obszar to lokalizacja ujemnego potencjatu
elektrostatycznego. Zrédlem czerwonych plam znajdujacych sie w miejscu

wigzacym sa atomy tlenu z wigzan peptydowych.
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Rysunek 11.24

Rysunek I1.25

Wykres I1.1

Wykres 11.2

Wykres 11.3

Oddziatywanie R403(RBD) a E35(ACE2) obserwowane w wariancie alfa(c).
ACE?2 - cyan, RBD — szary.

Oddziatywania pomiedzy resztq z pozycji 417(RBD) obserwowane dla mutacji alfa,

beta, gamma, delta, omicron. ACE2 — cyan, RBD — szary.

Wykresy RMSD dla wybranych trajektorii MD wariantu wt. a) trajektoria MD, na
ktérej uklad wykonat jedynie przeszukiwanie Ilokalne; b) trajektoria MD

prowadzqca do stanu posredniego.

Wykresy energii potencjalnej wybranych trajektorii MD wariantu wt. a) trajektoria
MD, na ktérej uktad wykonat jedynie przeszukiwanie lokalne; b) trajektoria MD

prowadzaca do stanu posredniego.

Wykresy energii oddziatywania dla wszystkich badanych uktadéw RBD — ACE?2. a)
Energia oddzialywania struktur wyjsciowych, skonstruowanych przy uzyciu
struktury eksperymentalnej PDB ID: 6LZG. b) Rdinica energii pomiedzy

zidentyfikowanym stanem posrednim a strukturq poczqtkowaq.
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