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Kivonat:

A stlyos akut 1égzdszervi szindroma 2. szamu koronavirus (SARS-CoV-2) a 2019. évi
koronavirusos betegség (COVID-19) vilagjarvanyhoz vezetett, amely sulyosan érinti a
kozegészségiigyet és a vilaggazdasagot. Az adaptiv immunitds dontd szerepet jatszik a SARS-
CoV-2 fert6z¢s elleni kiizdelemben, és kdzvetleniil befolyasolja a betegek klinikai allapotat.
Klinikai vizsgalatok azt jelezték, hogy a sulyos COVID-19-ben szenvedd betegek késleltetett
¢és gyenge adaptiv immunvalaszt mutatnak; azonban az a mechanizmus, amellyel a SARS-CoV-
2 akadalyozza az adaptiv immunitast, tovabbra is tisztzatlan. Itt egy in vitro sejtvonal
felhasznalasaval arr6l szamolunk be, hogy a SARS-CoV-2 tiiskefehérje jelentésen gatolja a
DNS-karosodas javitasat, amely az adaptiv immunitdsban a hatékony V(D)J rekombinéci6
feltétele. Mechanisztikus szempontbol azt talaltuk, hogy a tiiskefehérje a sejtmagban
lokalizalodik, és a DNS-karosodas javitasat azaltal gatolja, hogy akadalyozza a kulcsfontossagu
DNS-javitd fehérje, a BRCAI1 ¢és az 53BP1 vandorlasat a kdrosodés helyére. Eredményeink
feltarnak egy lehetséges molekularis mechanizmust, amellyel a tiiskefehérje akadélyozhatja az
adaptiv immunitést, és kihangstulyozzak a teljes hosszsagu tiiskealapti vakcindk lehetséges
mellékhatasait.

1. Bevezetés

[...] Az immunrendszer és a DNS-javito rendszer, mint két kritikus gazdaszervezeti feliigyeleti
rendszer, az elsddleges rendszer, amelyre a magasabb rendli szervezetek a kiilonbozd
fenyegetésekkel szembeni védekezésben és a szoveti homeosztazisban tdmaszkodnak. Ujabb
bizonyitékok utalnak arra, hogy ez a két rendszer kolcsonodsen fligg egymastol, kiilondsen a
limfocitak fejlddése és érése soran [7]. A nem-homolég végcesatlakozas (NHEJ) javitds, mint
az egyik legfontosabb kettds szalit DNS-torés (DSB) javitasi Gtvonal, kritikus szerepet jatszik
a limfocita-specifikus rekombindcios-aktivalod gén-endonukledz (RAG) altal kozvetitett V(D)J
rekombindcidoban, amely a B-sejtekben az antitestek rendkiviil valtozatos repertoarjat, a T-
sejtekben pedig a T-sejtek T-sejt receptorainak (TCR) repertoarjat eredményezi [8]. Példaul a
kulcsfontossagut DNS-javitd fehérjék, mint az ATM, a DNA-PKcs, az 53BP1 és masok
funkciovesztése az NHEJ-javitds hibdihoz vezet, amelyek gatoljak a funkcionalis B- és T-sejtek
termelddését, ami immunhidnyhoz vezet [7,9-11]. Ezzel szemben a virusfertdzés altalaban
kiilonboz6 mechanizmusokon keresztiil indukdl DNS-kéarosodast, példaul reaktiv oxigénfajok
(ROS) termelését és a gazdasejt replikacids stresszét [12-14]. Ha a DNS-karosodds nem
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javithaté megfeleléen, az hozzajarul a virusfertdzés altal kivaltott patologia feler6sodéséhez.
Ezért azt kivantuk megvizsgalni, hogy a SARS-CoV-2 fehérjék eltéritik-e a DNS-karosodas
javito rendszert, és ezaltal befolyasoljak-e az adaptiv immunitast in vitro.

[...]
3. Eredmények

3.1. A nuklearisan lokalizalt SARS-CoV-2 virusfehérjék hatasa a DNS-karosodds javitasara

A DNS-karosodasok javitdsa elsOsorban a sejtmagban torténik a genom stabilitdsanak
biztositasa érdekében. Bar a SARS-CoV-2 fehérjék a citoszolban szintetizalddnak [1], néhany
virusfehérje a sejtmagban is kimutathat6, koztiik az Nsp1, Nsp5, Nsp9, Nsp13, Nsp14 és Nsp16
[19]. Megvizsgaltuk, hogy ezek a nukleérisan lokalizalt SARS-CoV-2 fehérjék befolyasoljak-
e a gazdasejt DNS-karosodast javitd rendszerét. Ehhez ezeket a virusfehérje-expresszios
plazmidokat tiiske és nukleoprotein expresszios plazmidokkal egyiitt készitettiink, amelyeket
altalaban citoszol-lokalizalt fehérjéknek tekintiink. Kifejezddésiiket és lokalizaciojukat
immunoblottinggal ¢s immunfluoreszcenciaval igazoltuk (1A és S1A 4bra). Eredményeink
Osszhangban voltak a korabbi tanulmanyok eredményeivel [19]; az Nsp1, Nsp5, Nsp9, Nsp13,
Nspl4 és Nspl6 fehérjék valoban a sejtmagban, a nukleoproteinek pedig foként a citoszolban
lokalizalédnak. Meglepé mddon a tiiskefehérje boségét a sejtmagban talaltuk (1A abra).

Az NHEJ-javitas és a homoldg rekombinacios (HR) javitas két f6 DNS-javito tvonal, amelyek
nemcsak folyamatosan ellendrzik és biztositjadk a genom integritdsat, hanem az adaptiv
immunsejtek mikddéséhez is létfontossaguak [9]. Annak értékelésére, hogy ezek a
virusfehérjék akadéalyozzdk-e a DSB-javitd Utvonalat, az I-Scel endonukledz &ltal indukalt
helyspecifikus DSB javitasat vizsgaltuk a HR-t és az NHEJ-t jelzé direkt ismétlddd zold
fluoreszcens fehérje (DR-GFP), illetve a teljes-NHEJ-GFP (EJ5-GFP) riporterrendszerek
segitségével [15,16].

Az Nspl, Nsp5, Nspl3, Nspl4 tiiskefehérjék tultermelése csokkentette mind a HR, mind az
NHE]J javitas hatékonysagat (1B-E és S2A,B abrak). Tovabba azt is talaltuk, hogy az Nspl,
Nsp5, Nsp13 és Nspl4 tulterjedése dramaian elnyomta a szaporodast a tobbi vizsgalt fehérjéhez
képest (S3A,B abra). Ezért az Nspl, Nsp5, Nspl3 és Nspl4 DNS-karosodasok javitdsara
gyakorolt gatlé hatdsa masodlagos hatdsoknak, példaul ndovekedési ledllasnak és sejthalalnak
tulajdonithaté. Erdekes modon a talexprimalt tiiskefehérje nem befolyasolta a sejtek
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(1B-E, S2A,B és S3A,B abrak).
3.2. A SARS-CoV-2 tiiskefehérje gatolja a DNS-karosodas javitasat

Mivel a tiiskefehérjék kritikus szerepet jatszanak a virus gazdasejtekbe valé bejutasanak
kozvetitésében, és a legtobb vakcinastratégia kozéppontjaban allnak [20,21], tovabb vizsgaltuk
a tliskefehérjék szerepét a DNS-karosodas javitasdban és az ehhez kapcsoloddo V(D)J
rekombinacioban. A tiiskefehérjéket altaldban ugy gondoljak, hogy a durva endoplazmatikus
retikulumban (ER) szintetizaloédnak [1]. A post-transzlacios médositasok, példaul a glikozilacio
utan a tliskefehérjék mas virusfehérjékkel egyiitt a sejtmembranon keresztiil kozlekednek, hogy
az érett virust létrehozzak [1]. A tiiskefehérje két f0 alegységet, az S1 és S2 alegységet, valamint
szamos funkciondlis domént vagy ismétlddést tartalmaz [22] (2A dbra). Természetes allapotban
a tliskefehérjék teljes hosszisaghi inaktiv fehérjékként 1éteznek. A virusfert6zés soran a
gazdasejt protedzai, példaul a furin protedz aktivaljadk az S fehérjét azéltal, hogy S1 és S2
alegységekre hasitjak, ami sziikséges a virus célsejtbe valo bejutasdhoz [23].

A tovabbiakban a tliskefehérje kiilonboz6 alegységeit vizsgaltuk a DNS-javitas gatlasdhoz
sziikséges funkciondlis jellemzOk tisztazasa érdekében. Csak a teljes hosszisagu tliskefehérje
gatolta er6sen mind az NHEJ, mind a HR javitast (2B-E és S4A,B abrak). Ezutdn arra kerestiik



a valaszt, hogy a tiiskefehérje kozvetleniil hozzajarul-e a genom instabilitdsahoz a DSB-javitas
gatlasdval. A DSB-k szintjét comet-probak segitségével kovettilk nyomon. Kiilonb6zé DNS-
karosito kezeléseket, példaul y-sugarzast, doxorubicin kezelést és H202 kezelést kdvetden a
tiiskefehérje jelenlétében kevesebb a javitas (2F,G éabra). Ezek az adatok egyiittesen azt
mutatjak, hogy a tiiskefehérje kozvetleniil befolyasolja a DNS-javitast a sejtmagban.

[...]

3.3. A tiiskefehériék akadalyozzak a DNS-karosodas javitd Checkpoint fehériék toborzasat

A tiiskefehérjék sejtmagban vald Iétezésének megerdsitése érdekében szubcellularisan
frakcidelemzést végeztiink, és azt talaltuk, hogy a tliskefehérjék nem csak a sejtmembran
frakcidban gazdagodnak, hanem a nuklearis frakcidban is bdségesen jelen vannak, kimutathato
expresszioval, még a kromatinhoz kotott frakcioban is (3A. dbra). Azt is megfigyeltiik, hogy a
tiiskéknek harom kiilonb6z6 formaja van, a magasabb sav egy magasan glikozilalt tiiske, a
kozépso egy teljes hossziisagu tiiske, az alsé pedig egy hasitott tiiske alegység.

[...]
3.4. A tiiskefehérje karositja a V(D)J rekombinaciot in vitro

A DNS-kéarosodasok javitasa, kiilonosen az NHEJ-javitas, elengedhetetlen a V(D)J-
rekombinaciohoz, amely a B- és T-sejtes immunitds kdzéppontjadban all [9]. A mai napig
szamos engedélyezett SARS-CoV-2 vakcinat, példdul mRNS-vakcindkat és adenovirus-
COVID-19 vakcindkat fejlesztettek ki a teljes hosszsagu tiiskefehérje alapjan [25]. Bar
vitathatd, hogy a SARS-CoV-2 kozvetleniil megfertdzi-e a limfocita prekurzorokat [26,27],
egyes jelentések szerint a fertdzott sejtek exoszomakat valasztanak ki, amelyek képesek a
SARS-CoV-2 RNS-t vagy fehérjét a célsejtekhez juttatni [28,29]. A tovabbiakban azt
vizsgaltuk, hogy a tiiskefehérje csokkenti-e az NHEJ altal kozvetitett V(D)J rekombinéciot.
Ehhez egy korabbi tanulmany [18] alapjan egy in vitro V(D)J rekombinacios jelzérendszert
terveztiink (S5. dbra). Az iires vektorhoz képest a tiiske protein verexpresszioé gatolta a RAG
altal kozvetitett V(D)J rekombinéciot ebben az in vitro jelentési rendszerben (4. dbra).

[...]
Ertekezés

Eredményeink bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy a tiiskefehérje in vitro eltériti a DNS-
karosodast javitd €és az adaptiv immunrendszer gépezetét. Olyan lehetséges mechanizmust
mutattunk be, amellyel a tiiskefehérjék a DNS-karosodas javitasanak gatlasaval karosithatjak
az adaptiv immunitast. Bar nem publikaltak bizonyitékot arra, hogy a SARS-CoV-2 képes lenne
megfertdzni a timocitdkat vagy a csontveld limfoid sejtjeit, az in vitro V(D)J vizsgalataink azt
mutatjak, hogy a tiiskefehérje intenziven akadéalyozta a V(D)J rekombinéciot. Eredményeinkkel
Osszhangban a klinikai megfigyelések is azt mutatjak, hogy a COVID-19 okozta sulyos
megbetegedés vagy haldlozas kockazata az életkorral nd, kiilondsen az iddsebb felndtteknél,
akiknél a legnagyobb a kockdzat [22]. Ennek az lehet az oka, hogy a SARS-CoV-2
tiskefehérjék gyengithetik az id6sek DNS-javitd rendszerét, ¢és kovetkezésképpen
akadalyozhatjak a V(D)J rekombinaciot és az adaptiv immunitast. Ezzel szemben adataink
értékes részletekkel szolgdlnak a tliskefehérje-alegységek DNS-karosodas-javitdsban valod
részvételérdl, ami arra utal, hogy a teljes hosszusagu tiiskealapt vakcinak gatolhatjak a V-
teljes hosszusagu tiiskealapu vakcina rekombinacigjat.

Ez a munkank javithatja a COVID-19 patogenezisének megértését, és 0 stratégiakat biztosithat
hatékonyabb és biztonsagosabb vakcindk kialakitasahoz in-vitro jelzOrendszerben. (4. abra).

[...]



