Rozmowa z prof. dr. hab.
Krzysztofem Pyrciem,
kierownikiem Pracowni
Wirusologii w Matopolskim
Centrum Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego

| W Pracowni Wirusologii tworzy pan
modele zakazen wirusami uktadu
oddechowego: koronawirusami, ludzkim
metapneumowirusem, wirusem grypy.
Te zainteresowania siegaja czasu sprzed
atakow wiruséw odzwierzecych na
ludzka populacje i pandemii SARS-CoV-2.

Koronawirusy zawsze byly moim gtéwnym
tematem badawczym. Sa cztery gatunki
tzw. sezonowe, ktore co roku powoduja
15-20 proc. wszystkich zakazen ukladu
oddechowego, na 0goét o tagodnym i umiar-
kowanym przebiegu. Jednak koronawirusy
s przede wszystkim wirusami nietope-
rzymi. To wlasnie u nietoperzy wystepuje
najwiecej gatunkow. Stanowig one réwniez
problem weterynaryjny, takze w sensie
ekonomicznym, np. epidemiczna biegunka
$win, ktorej epidemie odnotowano w Chi-
nach i w Stanach Zjednoczonych.

| SARS-CoV-2 jest wirusem odzwierzecym,
ktory zapewne wyewoluowat
i dostosowat sie do nowego gospodarza
- cztowieka. Stato sie to albo na drodze
selekcji naturalnej w organizmie
gospodarza zwierzecego i nastepnie
przeniesienia na cztowieka, albo
selekcyjnego doboru naturalnego
w trakcie namnazania sie u cztowieka,
juz po przeniesieniu. Dlaczego SARS-
-CoV-2 byt zdolny wywota¢ pandemie
i spowodowac chorobe, ktdra w pewnych
przypadkach ma ciezki przebieg
- $r6dmiazszowe zapalenie ptuc,
zakonczone nawet zgonem? Czy stato sie
tak dlatego, ze uktad immunologiczny
cztowieka nigdy sie z nim nie zetknat, czy
tez jego zjadliwos¢ wynika z sity uktadu
odpornosciowego nietoperzy?
Nietoperze nie maja silniejszego ukladu
odpornosciowego niz czlowiek, tylko inny.
Uklad odpornosciowy nietoperza jest
w stalej gotowosci na poziomie pojedyn-
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czej komorki dzigki mocnej odpowiedzi
interferonowej. U czlowieka ta odpowiedz
jest stabsza, ale w reakcji na infekcje tatwiej
dochodzi do mobilizacji sit obronnych
calego organizmu i do rozwoju stanu za-
palnego. Faktycznie koronawirusy maja
ewolucyjnie wyksztalcone mechanizmy
radzenia sobie z wrodzong odpowiedzig
u nietoperzy, ale to zjawisko jako zrodto ich
potencjatu epidemicznego to tylko hipo-
teza. Dlaczego SARS-CoV-2 powoduje po-
wazng chorobe? Tu czynnikow jest bardzo
duzo. SARS-CoV-2, podobnie jak SARS,
wigze si¢ z waznym biatkiem ludzkim, tzw.
receptorem ACE-2. Gdy zaczyna si¢ zaka-
zenie, obniza on poziom tego biatka na po-
wierzchni zakazonych komorek. Zaburzony
zostaje szlak renina—angiotensyna i sama
obecnos¢ zakazenia wirusowego narusza
homeostaz¢ ptuc. Dlaczego powoduje pan-
demie¢? Pandemi¢ wywoluja wirusy, ktére
maja odpowiednie parametry, ale réwniez
duzo potencjalnych ,,ofiar” w populacji. Na-
sze uklady immunologiczne nie znajg tego
patogenu, wiec potencjalnie kazdy moze
zachorowac. A populacja globu liczy ok. 7,5
miliarda ludzi.

| Nie jest on jednak pierwszym
odzwierzecym wirusem w populacji,
a wirusy SARS, MERS, Zika, Ebola nie
spowodowaty pandemii.

SARS-CoV wygast dlatego, ze warunki po-
godowe — temperatura i wilgotno$¢ — byty
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Obecnie mamy do czynienia z wirusem,
ktory ma stosunkowo dtugi okres
inkubacji, a pézniej wywotuje

objawy typowe dla infekcji uktadu
oddechowego, ktdre o tej porze roku

s bardzo powszechne. W poczatkowej
fazie objawy sq tagodne albo nie ma ich
weale. | wirus skrycie zaraza

na tyle niekorzystne, ze przestat sie efek-
tywnie przenosi¢ migdzy ludzmi. To byt
maj, temperatury wzrosty powyzej 20°C.
Dawat wyrazne objawy, wiec fatwo bylo
zidentyfikowaé pacjentéw ,,zero”. Pande-
mi¢ udalo si¢ opanowa¢ do tego stopnia,
ze wirus nigdy do nas nie wrocit w swo-
jej wysoce patogennej formie. MERS-CoV
jest ciagle z nami, jednak bardzo stabo
przenosi si¢ migdzy ludzmi. Wirus Zika
spowodowal pandemieg, ale nie dotart do
nas, bo u nas nie ma komarow, ktore go
przenosza. Wirusem Ebola trudniej jest
sie zarazi¢ i objawy sa tatwiej uchwytne.
Obecnie mamy do czynienia z wirusem,
ktéry ma stosunkowo dtugi okres inkuba-
cji, a pdzniej wywoluje objawy typowe dla

infekcji uktadu oddechowego, ktére o tej
porze roku sg bardzo powszechne. W po-
czatkowej fazie objawy sa tagodne albo nie
ma ich wcale. I wirus skrycie zaraza.

| Jakie cechy tego wirusa sa badane jako
istotne w przeciwdziataniu zakazeniu
i leczeniu COVID-19?

SARS-CoV-2 jest wirusem ostonkowym,
ktorego genom stanowi jednoniciowe RNA,
jednym z najwiekszych wiruséw RNA. Gli-
koproteina S, tworzaca jego ,kolce”, wa-
runkuje rozpoznanie receptoré6w na po-
wierzchni komérki gospodarza i wnikanie
wirusa do jej wnetrza. Koronawirusy wy-
kazuja tropizm do komérek nabtonkowych
drég oddechowych i uktadu pokarmowego.
Receptorem, do ktérego wiaza sie czastki
wirusa SARS-CoV-2, jest biatko ACE-2 -
konwertaza angiotensyny II, wystepujace
u ludzi i u nietoperzy. Badania opubliko-
wane w ,,Antiviral Research” (Sigrist i wsp.
2020) sugeruja, ze SARS-CoV-2 moze wy-
korzystywa¢ dodatkowo inne receptory.
Unikalna budowa wirusa moze wptynac
na poszerzenie jego tropizmu do roz-
nych komorek docelowych i zwigkszenie
wirulenciji.

| Jaki jest stan badan nad SARS-CoV-2, co
o nim wiemy, np. na poziomie wirusologii
molekularnej, m.in. dzieki podobienstwu
do SARS-1? | czego nie wiemy?

Wiele grup badawczych przestawito
swoja dzialalnos¢ na badanie tego pato-
genu, a liczba nowych informacji o nim
jest wprost nieprawdopodobna. Wystar-
czy miec jaki$ pomysl, a nastgpnego dnia
okazuje sie, ze inna grupa badawcza juz
nad nim pracuje albo juz publikuje wy-
niki. Badane jest absolutnie wszystko.
Koronawirusy sa grupa wzglednie dobrze
poznang, jesli chodzi o specyficzne dla
nich receptory na komoérkach gospoda-
rza i mechanizmy namnazania sig, dlate-
go wiedza zdobyta podczas poprzedniej
epidemii SARS w 2002 r. pozwala obecnie
na zastosowanie lekow juz dopuszczonych
do leczenia ludzi. Znamy podstawowy re-
ceptor — gléwna $ciezke przenoszenia si¢
tego wirusa. Wiemy, ze przenosi si¢ droga
kropelkowa, przez powierzchnie, przez do-
tyk. Jest wrazliwy na detergenty, na roz-
puszczalniki organiczne, na $wiatto UV, na
temperature powyzej 60°C, w ktorej traci
zakazno$¢. Nie wiemy, czy sg jakie$ inne
$ciezki jego przenoszenia sie, czy mozliwe
jest zakazenie fekalno-oralne. Pojawiaja
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sie informacje, ze moze si¢ przenosi¢ nie »
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Pandemie wywotujg wirusy, ktore maja odpowiednie parametry, ale rowniez
duzo potencjalnych ,ofiar” w populacji. Nasze uktady immunologiczne nie
2naja tego patogenu, wige hipotetycznie kazdy moze zachorowac. A populacia

globu liczy ok. 7,5 miliarda ludzi

» tylko droga kropelkowa, lecz takze przez

aerozole, przez powietrze — ale to na razie
spekulacje. Wiemy, ze po dostaniu si¢ do
drég oddechowych czlowieka musi zna-
lez¢ swoj efektor na powierzchni komorek.
Znamy gléwny efektor uktadu RAA - bial-
ko na szlaku renina-angiotensyna-aldo-
steron wykorzystywane przez tego wirusa
(Ang-2), ale nie wiemy, czy tych bialek nie
ma wigcej. Wirus wiaze si¢ do tego biatka
(przeciwciala do antygendw). Jedna z zasad
purynowych aktywuje wirusa, dochodzi
do fuzji blony wirusa z btong komérki.
Wirus zakaza urzesione komorki uktadu
oddechowego, mozliwe tez, ze zakaza inne
komorki, i dokonuje remodelingu wnetrza
komorki. W sporych ilosciach produkowa-
ne s3 biatka wirusowe, na poczatek np. po-
limeraza RNA (SARS-CoV-2 jest wirusem
RNA i komdrka nie posiada narzedzi do
kopiowania jego genomu), zestaw narzedzi
do tego jest przenoszony przez wirusa we
wlasnym genomie, potem helikazy, wszyst-
kie biatka potrzebne do wyprodukowania
biatka genomu, do replikacji genomu wi-
rusa. W tej maszynerii sg tez biatka stuzace
wirusowi do zablokowania odpowiedzi im-
munologicznej komérki, np. interferonu.
Przez to nie uruchamia si¢ czujnik, ktéry
powinien doprowadzi¢ do indukcji odpo-
wiedzi obronnej na poziomie pojedynczej
komérki. W duzym biatku powstajacym
na poczatku znajduja si¢ wszystkie prote-
azy, ktore maja przecinac to wielkie biatko
na kawatki. Pocigte fragmenty stuza jako

w pelni funkcjonalne biatka. Jedna z pro-
teaz odpowiedzialnych za cigcie bialek,
niezbednych wirusowi do replikacji, jest
proteaza Mpro. Warto wspomnie(, ze prof.
Marcin Drag z Wroctawia z zespolem opi-
sal preferencje substratowe enzymu. Po
powstaniu calej tej maszynerii: kilkunastu
roznych bialek o réznych aktywnosciach,
tworzg sie ,organella” wewnatrzkomorko-
we, ktore stuza za fabryki biatek struktu-
ralnych oraz RNA wirusowego. Tam tez do-
chodzi do skfadania si¢ nowych wirionéw,
ktore wydostaja sie z komorki i pézniej
zakazaja komorki sasiednie lub wraz ze
$ling wydostaja si¢ na zewnatrz podczas
kaszlu, kichania czy po prostu méwienia.
Chociaz wiemy, jak dziata wirus SARS-
-CoV-2, diabet tkwi w szczegotach. Aby
zaprojektowac bezpieczne i skuteczne leki,
musimy pozna¢ detale tego konkretnego
wirusa. Na razie jeszcze nie rozumiemy,
dlaczego cigzko chorujg gtownie ludzie
starsi. Przed nami réwniez trudne badania
immunologiczne i wirusologiczne.

| Nie wystarczytoby znalez¢ inhibitor

proteazy Mpro odpowiedzialnej

za efektywna replikacje patogenu

i transmisje zakazenia?
Roéwnie tatwo mozna by powiedzie, ze
wystarczy zaprowadzi¢ pokdj na $wiecie.
Poczesne miejsce proteaz wirusowych,
w tym Mpro, w badaniach wynika gtownie
z faktu, zZe jednymi z najskuteczniejszych
lekéw przeciw wirusowi HIV sg wlasnie
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inhibitory proteazy. Niestety, proteazy ko-
ronawiruséw naleza do innej klasy, sg to
proteinazy cysteinowe, w przypadku kto-
rych praca ta jest znacznie trudniejsza.

| Zespdt prof. Rolfa Hilgenfelda, ktory miat
wielki wptyw na wygaszenie epidemii
SARS-1 w latach 2002-2003, i zesp6t
prof. Marcina Draga badaja wtasnie
proteazy oraz inne biatka wirusa SARS-
-CoV-2. Co wynika z tych badan?

Sg to bardzo cenne badania podstawowe.
Uzyskana wiedza jest wazna dla zrozumie-
nia biologii wirusa, jednak trudno mi si¢
wypowiedzie¢ na temat ich praktycznego
zastosowania.

| Grupa badawcza Tunneling Group,
czyli zespét pod kierunkiem dr. inz.
Artura Géry z Politechniki Slaskiej, we
wspotpracy z Politechnika w Turynie
i Uniwersytetem Alberta w Kanadzie
badata proteaze Mpro, poréwnujac
jazenzymem SARS-1, w kontekscie
mutacji wirusa prowadzacych do zmian
w sekwencji gtdwnej proteazy. Czy te
prace rédwniez miaty charakter badan
podstawowych?

W badaniach tych szukano bardziej stabil-
nego regionu Mpro, do ktérego potencjalne
leki mogtyby sie lepiej wiaza¢, sprawdzajac
skuteczno$¢ wigzania sie innych zwiazkow.
Pierwsze wyniki badan zespotu dr. Gory
zostaly udostgpnione wszystkim zainte-
resowanym juz na poczatku marca i cze-
kaja na recenzje w jednym z powaznych
czasopism. To sg proby wygrania wyscigu
z przyrodg — przewidzenia dynamiki mole-
kularnej wirusa, analizy ewolucyjnej biatek
Mpro, badania ich stabilno$ci. Proby zna-
lezienia miejsca zahamowania tej proteazy
innego niz dotad.

| Firma biotechnologiczna z Tybingi

CUREVAC pod kierownictwem

dr Marioli Fotin-Mleczek ogtosita,

ze opracowata szczepionke opartg na

biatku RNA wirusa SARS-CoV-2.

To jeden z efektow goraczkowej pracy

firm farmaceutycznych nad tworzeniem

testow diagnostycznych, lekéw

i szczepionki koordynowanej przez WHO.

Tempo i wspétpraca na niespotykana

skale — imponujace.
Badania nad szczepionkami toczg sie w du-
zych firmach. Wszyscy robig, co moga,
zeby szybko taka szczepionka powstala —
bylaby wybawieniem. Na przyktad firmy
Pfizer oraz BioNTech wspdlnie rozwijaja
potencjalng szczepionke przeciwko ko-
ronawirusowi na bazie platformy mRNA.
Umowa o wspolpracy umozliwita im przy-
spieszenie tworzenia potencjalnie pierw-
szej w swojej klasie szczepionki mRNA
COVID-19 BioNTech - BNT162, ktorej
testy kliniczne maja si¢ rozpocza¢ w kwiet-
niu 2020 r. Mozna powiedzie¢, ze eksplodo-
waly intensywne badania na calym $wiecie
w celu opracowania skutecznej i bezpiecz-
nej szczepionki przeciwko wirusowi SARS-
-CoV-2. Ta z Tybingi jest jedng z bardziej

obiecujacych eksperymentalnych szcze-
pionek RNA. Niedawno tez amerykanski
National Institutes of Health ogtosit roz-
poczecie I fazy klinicznej badan nad nowa-
torska szczepionkg mRNA-1273, opartg na
fragmencie materialu genetycznego wirusa
SARS-CoV-2 kodujacym glikoproteing S.
Szczepionke mRNA-1273 opracowali na-
ukowcy z National Institute of Allergy
and Infectious Diseases przy wspotpracy
z firma biotechnologiczna Moderna Inc.
z Cambridge w Massachusetts. W bada-
niach w Kaiser Permanente Washington
Health Research Institute w Seattle oce-
niajacych bezpieczenstwo i immunogen-
nos¢ endogennej glikoproteiny S wiru-
sa SARS-CoV-2 uczestniczy 45 zdrowych
ochotnikéw w wieku 18-55 lat. Zostang oni
poddani szczepieniu mRNA-1273 i bedg
monitorowani przez 12 miesiecy.

| Zanim doczekamy sie szczepionki
przeciwko SARS-CoV-2, badacze
testuja ,stare” czasteczki o pewnej
skutecznosci w mobilizowaniu
uktadu odpornosciowego przeciw
zakazeniom wirusowym. Na przyktad
szczepionke majaca aktywowac uktad
immunologiczny ostabiony wiekiem —
Bacillus Calmette-Guérin — BCG.

Natea i Evangelos Giamarellos z Uniwersy-
tetu w Atenach prowadza badania w Holan-
dii, Australii, Wielkiej Brytanii i w Niem-
czech nad ta szczepionka. Sprawdzaja, czy
stymuluje ona ukfad odpornosciowy czto-
wieka, ktory dzigki temu lepiej poradzi so-
bie przy zakazeniu wirusem SARS-CoV-2.

| Ajakie sa szanse na szczepionke i leki
przeciwko SARS-CoV-2?

GlaxoSmithKline w celu opracowania ta-
kiej szczepionki wspotpracuje z pigcioma
firmami partnerskimi i grupami badaw-
czymi na calym $wiecie, m.in. w USA
i Chinach. Udostepnia swoja sprawdzong
technologie adiuwantowa, ktorej zastoso-
wanie ma szczegolne znaczenie w sytua-
cji pandemii, poniewaz moze zwiekszy¢
liczbe wytwarzanych dawek szczepionki.
W odpowiedzi na prosbe Francuskiego
Narodowego Instytutu Badan Zdrowia
i Medycyny firma przekazala interferon
beta-1a z myslg o zastosowaniu w badaniu
klinicznym w kierunku zwalczania zakazen
SARS-CoV-2. Merck dotaczyt do inicjatywy
Fundacji Billa i Melindy Gates, w ramach
ktorej 15 firm dziatajacych w obszarach
ochrony zdrowia potaczyto sity w walce
z pandemig COVID-19. Wspoélpraca ma
na celu przyspieszenie rozwoju, produkgji,
a takze dostarczenia szczepionek, testow
oraz lekéw na COVID-19. .

Pytania przygotowano m.in. na podstawie:
prof. Zuzanna Drulis-Kawa, Koronawirus
SARS-CoV-2 — biologia, wykrywanie i zwal-
czanie, Przeglad Uniwersytecki on line, Uni-
wersytet Wroctawski oraz INFARMA (Zwigzek
Pracodawcéw Innowacyjnych Firm Farma-
ceutycznych).



