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J. Rajcani na veceri u Daniela C. Gajduseka [v strede), laureata Nobelovej ceny za fyziologiu a medicinu 1976. Vpravo
Dr. Gligicova z Belehradu.
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Abstrakt

Zmienka o izolacii klasického koronavirusu [udi (kmene 229E a OC42) siaha do roku
2002; prveé izolaty boli povazované za pomerne malo patogénne, kedze spbsobovali
Aba” syndrom [ahsieho zapalu hornych dychacich ciest. Avsak uz koncom roku 2002
sa v ingj ¢inskej provincii (Guandong) a v nadvaznosti aj v Hong-Kongu vyskytla epi-
démia tazkého intersticialneho zapalu pluc s pomerne vysokou umrtnostou (okolo
9 — 10%) vyvolana koronavirusom, oznacena nazvom SARS (Sever Acute Respiratory
Syndrome). Prednaska dokumentuje nové poznatky, ktoré sa ziskali podrobnym $tu-
diom nového koronavirusu (nCoV), ktory bol izolovany na jesen 2019 v inej oblasti
Ciny (mesto Wuhan, provincia Hubei). Uvedené su morfologické nalezy ziskané imu-
nohistochemickym farbenfm (pomocou anti-N séra) rezov pluc od osipanych, ktoré
boli infikované do dychacich ciest koronavirusom osipanych (PRRSV — Porcine Repro-
duction and Respiratory Syndrome Virus). Okrem opisu tejto pokusnej infekcie sa pod-
robne uvadzaju najnovsie poznatky podla odbornej literatlry, menovite vlastnosti,
cesty Sirenia, diagnostické metddy, ako aj spdsoby liecby pri ochoreniach vyvolanych
koronavirusom [udi.

Kltacoveé slova: koronavirus, kmene virusu, izoldcia koronavirusu, infekcia, diagnostické
metody, respiracné ochorenia




Abstract

The information about the isolation of ordinary human coronavirus (strains 229E and
OC42) dates back to 2002; the first isolated coronaviruses were considered to be re-
latively non-pathogenic as they caused ,only” a mild inflammation of the upper res-
piratory tract. However, by the end of 2002, another Chinese province (Guandong)
and, subsequently, Hong Kong, reported an outbreak of the coronavirus-induced
epidemic of acute interstitial pneumonia with relatively high mortality (about 9-10%)
called SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome). The lecture presents new findings
obtained from a detailed study of a new coronavirus (nCoV) that was isolated in the
fall of 2019 in another part of China (Wuhan City, Hubei Province). Morphological fin-
dings obtained by immunohistochemistry staining (with anti-N serum) of pig lung
sections, which have been infected into the airways by porcine coronavirus (PRRSV
— Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus) are presented. In addition to
the description of this experimental infection, the latest knowledge from the acade-
mic literature, namely characteristics, routes of spread, diagnostic methods, as well as
methods of treatment for human coronavirus diseases, are introduced.

Keywords: coronavirus, virus strains, coronavirus isolation, infection, diagnostic methods,
respiratory disedses




Koronavirus: Zakladné poznatky a historia

Prva zmienka o izolacii koronavirusu u fudi (kmene 229E a OC42) pochadza z rokov
2002, respektive 2003, ked v ¢inskej provincii Guandong bol zisteny dnes uz klasicky
koronavirus (CoV). Tieto virusy boli pomerne malo patogénne a spdsobovali,iba” [ahsi
zapal hornych dychacich ciest, klinicky podobny nachladnutiu.

Aktuélne ¢islo popularno-vedeckého média Casopriestor prinasa Citatelom poznatky
o novom koronaviruse (nCoV), ktory bol iba nedavno (v roku 2020) izolovany v Cine
(v meste Wuhan, v provincii Hubei ako aj vo velkomestskej aglomeracii Hong Kong).
V nadvaznosti nato sa vyskytla epidémia pomerne tazkého zapalu pluc, Uplne nového
druhu* s relativne vysokou umrtnostou (okolo 9 — 10%) nazvana ako SARS (Severe
Acute Respiratory Syndrome). Virus nCoV sa Siril necCakane rychle a pritom infikoval
miliony ludi po celom svete. Pomerne znacna Cast (3 — 5%) chorych jedincov vykazo-
vala pomerne vazne, az zivot ohrozujuce klinické priznaky (ndhle ochorenie dychacich
ciest, Acute Respiratory Distress, ARD).

Casopriestor [[ Spacetime

* intersticidlny zapal plicneho tkaniva

Y DN
NN . i
s ¢ i




Vaznost opisanej situacie pri infekcii nCoV su-
visela s tym, Ze sa preukdazala existencia bezpri-
znakového priebehu infekcie, a to dokonca bez
pozitivneho nalezu pri réntgenologickom vy-
Setreni pluc. Potvrdilo sa to pomocou novych
modernych diagnostickych metdd (ako napr.
test na detekciu nukleovej kyseliny virusu). Pre
porozumenie problému treba dodat, ze osoby
bez klinickych priznakov mohli virus Sirit rovna-
ko Ucinne, ba este s vac¢sou pravdepodobnostou
ako osoby choré, ktoré obvykle boli v domacom
alebo nemocni¢nom osetrovani.

Tak vznikol problém, ktory bol spbsobeny Si-
roko kolisajucim odhadom inkubacnej doby.
Inkubac¢na doba je obdobie medzi moznou
infekciou (preniknutim virusu do organiz-
mu) a vypuknutim priznakov choroby. Uvede-
nd doba podfa niektorych predstavovala iba
3 dni, podlfa inych odhadov az 24 dni (Statisticky
priemer sa neskor stanovila na 5,2 dni, pokial sa
vychdadzalo z udajov o moznom trvani inkubac-
nej doby v rozmedzi od 2,1 do 11,1dn).

SARS-CoV-2 Ag
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Pacienti s ochorenim SARS, pri ktorych bola infekcia nCoV potvrdena laboratérnymi
metddami, mali priznaky ochorenia dychacich ciest, hoci RTG nalez bol pri nich ne-
gativny. Ini pacienti mali pozitivny nalez ako aj klinické priznaky ochorenia dychacich
ciest. Pri tejto skupine chorych mohol byt nalez aj vazny. Pri vaznom stave mohlo dojst
k zlyhaniu srdca alebo aj k zlyhavaniu funkcie viacerych organov, ¢o vyzadovalo Spe-
cialnu nemocni¢nu liecbu. Vo vseobecnosti bola pravdepodobnost vzniku horucky
v rozpati od 67% do 98% pripadov, kasel sa vyskytoval s pravdepodobnostou 43% az
81%. Vazne poruchy dychania sa pozorovali pri 31% az 55% pripadov. Bolesti vo sva-
loch sa vyskytovali v mensom rozsahu, najmenej pri 3% az 11%, ale maximalne pri 44%
sérologicky potvrdenych (diagnostikovanych oséb). Pacienti, pri ktorych sa vyskytol
zapal pluc, boli obvykle starsie osoby, mali anamnézu fajciarov a pripadne aj iné zévaz-
né (napr. onkologické) ochorenia.




Glykoprotein S (E2)

Lipodova membrana

Virion koronavirusov ma 4 obalové glykoproteiny (vratane molekuly hemaglutinin es-
terazy, ktora je sucastou obalu len pri niektorych koronavirusoch) a protein vnutorné-
ho nukleokapsidu (N), ktory je asociovany s VRNA. Molekula hemaglutinin-esterazy
(HE) ma doménu viazucu 9-O-acetyl-neurdmovu kyselinu (nie je znazornena na obraz-
ku). Protein M (membranovy glykoprotein E1) je induktorom IEN typu I. Najdolezitejsi
glykoprotein S (spike, predtym E2) ma niekolko vyznamnych funkcif:

e Je hlavnym nastrojom virulencie kedze sa viaze na bunkovy receptor
(odlisny od receptora pre HE);
e Obsahuje peptid fuzie;
e Obsahuje sekvenciu peptidu, ktora reaguje s protilatkami neutralizujucimi virus;
e Obsahuje peptid, ktory stimuluje cytotoxické T-lymfocyty.
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Rozlicné izolaty koronavirusov
a ich vzajomna geneticka suvislost
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Bat SARS like Cov Rp3

SARS CoV
—E Bat SARS-like CoV W1V1
SARS-like CoVW1V16

Schéma ukazuje vzajomnu geneticku pribuznost ako aj
odlisnost jednotlivych izoldtov koronavirusu. Vidno, ze
virusy (nCoV), ktoré sa vyskytli v roku 2019, su z hladiska
porovnania ich sekvencie pomerne odlisné od pdvod-
nych kmenov toho istého virusu, ktoré boli izolované

z netopierov (bat), ako aj od tych, ktoré vyvolavaju syn-
drom SARS; vietky tu porovnavané izolaty nCoV st viak
sUcastou toho istého rodu Betakoronavirus. To znameng,
ze ich sekvencie su sice z velkej asti zhodné, ale nie cel- :
kom rovnaké. o




Genom koronavirusu

(porovnanie rozliéngch izolatov)

Gény koédujuce Strukturne bielkoviny (S, E, M, a N) su prerusené génmi, ktoré koduju
nestruktirne (pomocné proteiny). Tie sa podielaju na replikacii VRNA. Citacie ramce
ORF1 s ORF2 kéduju polyproteiny (Plp1a a Plp1b), ktoré sa Stiepia endogénnou pepti-
ddzou na uvedenych 13-15 nestrukturnych peptidov (nsp).

SARS-CoV-2 oY
5UTR{  ORFla | ORFIb || [ M [s] N J3um
3 6 |7a
SARS-CoV 3b 7o |9b)
SUTR{ ORFla | ORFIb || M sb| N [3°UTR
34] 6]7a] [|
8a
MERS-CoV F B
5UTR-| ORFla | ORF1b | 3] [4b]s| [m]| | N |3UTR
43

Skladba plic neinfikovangch (kontroln{ch) zvierat

Pri 4 z 9 neinfikovanych kontrol sme pozorovali oblasti mierneho zhrubnutia medzial-
veolovych prepazok sept, ukdzka toho je na obrazku vpravo, kde v okoli pozorovat
mierny neSpecificky infiltrdt medzialveolovych prepazok (MNIMP). Na porovnanie —
obrazok vlavo su steny alveol pravidelné a jemné.

11
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Nalez v plucach prasiatok infikovangch virusom
PRRSV* - 1. €ast

Vlavo osipana osipana cislo 16, vidno typicky nalez intersticidlneho zapalu plic; rozlozenie
infiltratu (zapalovych buniek) nie je rovnomerné. Vpravo prasiatko ¢. 25, detail zhrubnutych
medzialveolovych prepazok s vyraznym zapalovym infiltratom (mononukledrne leukocyty).
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Nalez v plucach prasiatok infikovangch virusom
PRRSV* - 2. €ast

DR 5

*PRRSV: porcine reproduction and respiratory syndrome virus — virus syndréomu
reprodukcie a dychacich ciest prasiat.




Nalez v plGcach prasiatok infikovanych virusom
PRRSV* - 3. ¢ast

V niektorych pripadoch sa vytvarali také rozsiahle zapalové zmeny, ze pbvodna skladba
pluc bola vyrazne zmenena. Na rozdiel od toho, v porovnani s beznou bronchopne-
umaoniou, po vyliecen klinickych priznakov intersticidlneho zapalu byva stavba pluc
natolko narusena, Zze ostava zmenena dozivotne (priklad: obrazok vpravo).

v

Schematické znazornenie vzniku intersticialnej
pneumonie

Faza I: infekcia buniek alveolovej vystelky (velky obraz vpravo);

Faza Il: poskodenie membrany a nasledné zvysenie jej priepustnosti;

Faza lll: dilatacia kapilar steny alveoly;

Faza IV: tvorba edému;

Faza V: tvorba zapalovych zmien;

Faza VI: rozmnozenie buniek vaziva a nastup ireverzibilnych (nezvratnych) zmien
(N-antigén vo vazive a miestami aj v epiteli alveol).

Virus v alveoldch
infikuje ploché
epitélie alebo
epitel typu I

Hyalinové
membrany
Kuboidalne bunky

Infiltrat
Organizdcia J
fibrinu, tvorba
vaziva  Fibrinolyza, hojenie

Kapildra

13
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N-antigén v dgchacich cestach osipanych
po infekcii PRRSV*

Vlavo: N-antigén v cylindrickych bunkach vystelky dychacich ciest ako aj v bunkach vystelky
alveol. Vpravo: detail buniek epitelu priedusky, antigén pritomny najma v bazalnej oblasti.
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N-antigén PRRSV* v dgchacich cestach
a v tkanive pluc - 2. ¢ast

Pozitivny nalez antigénu PRRSV* v mandliach

Dlazdicovy epitel mandli (nerohovatejuci) bol pri casti pri-
padov pozitivny, i ked menej frekventovane ako v dycha-
cich cestach (v nami sledovanom pokuse pri 13 z celkového
poctu 28 osipanych, teda pri 46% zo vsetkych infikovanych
zvierat) bol antigén v stene krypt, ale aj pod ich epitelom.




Replikacia PRRSV* v infikovanej bunke - 1. €ast

Virus PRRSV sa prichyti (adsorbuje) na receptor vnimavej bunky; obvyklym recepto-
rom je enzym angiotenzin-konvertaza, angl. angiotensin converting enzyme 2 (ACE2).
Nasledne nastava penetracia (prienik) virusu do cytoplazmy pomocou endocytéznej
vezikuly; napokon sa z nej uvolni VRNA, ktora asociuje s bunkovymi ribozomami. Tvo-
ria sa komplexy VRNA/ribozom, tzv. polyribozémy, umozniujuce syntézu virusovych
bielkovin, pricom dochadza k prepisu jednotlivych Usekov (génov) vRNA (transkripcia
génov). Prepis kopiruje jednotlivé gény, preto ma Usekovy charakter. Dolezity je v3ak
aj kompletny prepis celej molekuly VRNA (ktord je pozitivnej polarity). Deje sa to po-
mocou tzv. intermedidrnej molekuly jednovldknovej vVRNA (ktora ma negativnu, teda
opacnu polaritu).

Replikacia PRRSV* v infikovanej bunke - 2. ¢ast

Pri replikacii virusu sa buduce sucasti kapsidu (teda 4 zdkladné Strukturne polypepti-
dy) agreguju (asociuju) do tvaru nového kapsidu, a to svojimi adhéznymi oblastami.
Nové kapsidy prilnd na vnuatornd lamelu jadrovej membrany a napokon prechadzaju
aj cez vonkajsiu lamelu, pricom nadobudaju svoj obal (na vonkajsej blane rovnakej
membrany). Pri replikacii celej VRNA (ktora sa v¢lenuje do kapsidu) dochadza ku nepre-
rusenému prepisu jej sekvencie pomocou tzv. intermedidrnej molekuly minus vRNA.
Ta sluzi ako templat pre tvorbu novej virusovej VRNA (ktord opdt nadobuda pévodnu
pozitivnu polaritu). Molekula VRNA stcasne sluzi aj ako templat na prepis molekul tzv.
poslickovej (messenger) mMRNA, ktoré su kratsie, kedze kopiruju jednotlivé gény (na ge-
néme sa nachadza viacero, najmenej su vsak dva konzervovane regulacné Useky pre
takuto transkripciu, zvané conserved transcription regulatory sequences, TRS); tie sa
nachadzaju tesne pred sekvenciami ORF1a a ORF2a (posledne menovany gén koéduje
jeden zo zakladnych Strukturnych proteinov — buduci glykoprotein GP2a).

15
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Atmosféra planéty Zem ako predpoklad tvorby
Zivota (trochu autorovej filozofie na zaver)

V 17. storoci Galileo Galilei vydal knihu, ktord nadviazala na Kopernikove pozorovania.
Pisal v nej, ze Zem obieha okolo Sinka, ¢o vyvolalo problémy s inkviziciou v Rime. Bolo
zrejmé, ze nastalo nové obdobie, v ktorom poznanie okolitého sveta a s tym spojené
Studium hmoty, ako substratu (matérialu) nezavislého od nasho vedomia, bude pred-
metom nastupujucej vedy. Tak nastala nova éra, zvana novovek. Pred 200 rokmi fran-
cuzsky badatel Comte vyhlasil, ze zakladom ludského poznania je opis prirody, ktord nas
obklopuje.V minulom storoci Carter (1973) uviedol, ze hoci nasa planéta nema central-
nu polohu vo vesmire (ako sa to predpokladalo v staroveku) je vynimocna v tom, ze jej
atmosféra vytvorila podmienky vhodné pre zrod zivota (antropicky princip, AP). Neskor
(1986) Barow a Tipler modifikovali pdvodnu definiciu AP v tom zmysle, ze od chvile vel-
kého tresku boli fyzikdlne konstanty elementarnych casti (z ktorej vesmir pozostava),
nastavené tak, aby aspon na jedinej planéte z velkého poctu planét boli podmienky
pre vznik zivota. Najskor vznikli prvotné bunky (sinice). Sinice produkovali kyslik a tym
umoznili vznik sucasnej atmosféry, vhodnej pre dychanie plicami. To bolo hlavnym
predpokladom pre existenciu a vyvoj cicavcoy, vratane cloveka.
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