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Kivonat:  

A súlyos akut légzőszervi szindróma 2. számú koronavírus (SARS-CoV-2) a 2019. évi 
koronavírusos betegség (COVID-19) világjárványhoz vezetett, amely súlyosan érinti a 
közegészségügyet és a világgazdaságot. Az adaptív immunitás döntő szerepet játszik a SARS-
CoV-2 fertőzés elleni küzdelemben, és közvetlenül befolyásolja a betegek klinikai állapotát. 
Klinikai vizsgálatok azt jelezték, hogy a súlyos COVID-19-ben szenvedő betegek késleltetett 
és gyenge adaptív immunválaszt mutatnak; azonban az a mechanizmus, amellyel a SARS-CoV-
2 akadályozza az adaptív immunitást, továbbra is tisztázatlan. Itt egy in vitro sejtvonal 
felhasználásával arról számolunk be, hogy a SARS-CoV-2 tüskefehérje jelentősen gátolja a 
DNS-károsodás javítását, amely az adaptív immunitásban a hatékony V(D)J rekombináció 
feltétele. Mechanisztikus szempontból azt találtuk, hogy a tüskefehérje a sejtmagban 
lokalizálódik, és a DNS-károsodás javítását azáltal gátolja, hogy akadályozza a kulcsfontosságú 
DNS-javító fehérje, a BRCA1 és az 53BP1 vándorlását a károsodás helyére. Eredményeink 
feltárnak egy lehetséges molekuláris mechanizmust, amellyel a tüskefehérje akadályozhatja az 
adaptív immunitást, és kihangsúlyozzák a teljes hosszúságú tüskealapú vakcinák lehetséges 
mellékhatásait. 

1. Bevezetés 

[…] Az immunrendszer és a DNS-javító rendszer, mint két kritikus gazdaszervezeti felügyeleti 
rendszer, az elsődleges rendszer, amelyre a magasabb rendű szervezetek a különböző 
fenyegetésekkel szembeni védekezésben és a szöveti homeosztázisban támaszkodnak. Újabb 
bizonyítékok utalnak arra, hogy ez a két rendszer kölcsönösen függ egymástól, különösen a 
limfociták fejlődése és érése során [7]. A nem-homológ végcsatlakozás (NHEJ) javítás, mint 
az egyik legfontosabb kettős szálú DNS-törés (DSB) javítási útvonal, kritikus szerepet játszik 
a limfocita-specifikus rekombinációs-aktiváló gén-endonukleáz (RAG) által közvetített V(D)J 
rekombinációban, amely a B-sejtekben az antitestek rendkívül változatos repertoárját, a T-
sejtekben pedig a T-sejtek T-sejt receptorainak (TCR) repertoárját eredményezi [8]. Például a 
kulcsfontosságú DNS-javító fehérjék, mint az ATM, a DNA-PKcs, az 53BP1 és mások 
funkcióvesztése az NHEJ-javítás hibáihoz vezet, amelyek gátolják a funkcionális B- és T-sejtek 
termelődését, ami immunhiányhoz vezet [7,9-11]. Ezzel szemben a vírusfertőzés általában 
különböző mechanizmusokon keresztül indukál DNS-károsodást, például reaktív oxigénfajok 
(ROS) termelését és a gazdasejt replikációs stresszét [12-14]. Ha a DNS-károsodás nem 
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javítható megfelelően, az hozzájárul a vírusfertőzés által kiváltott patológia felerősödéséhez. 
Ezért azt kívántuk megvizsgálni, hogy a SARS-CoV-2 fehérjék eltérítik-e a DNS-károsodás 
javító rendszert, és ezáltal befolyásolják-e az adaptív immunitást in vitro. 

[…] 

3. Eredmények 

3.1. A nukleárisan lokalizált SARS-CoV-2 vírusfehérjék hatása a DNS-károsodás javítására  

A DNS-károsodások javítása elsősorban a sejtmagban történik a genom stabilitásának 
biztosítása érdekében. Bár a SARS-CoV-2 fehérjék a citoszolban szintetizálódnak [1], néhány 
vírusfehérje a sejtmagban is kimutatható, köztük az Nsp1, Nsp5, Nsp9, Nsp13, Nsp14 és Nsp16 
[19]. Megvizsgáltuk, hogy ezek a nukleárisan lokalizált SARS-CoV-2 fehérjék befolyásolják-
e a gazdasejt DNS-károsodást javító rendszerét. Ehhez ezeket a vírusfehérje-expressziós 
plazmidokat tüske és nukleoprotein expressziós plazmidokkal együtt készítettünk, amelyeket 
általában citoszol-lokalizált fehérjéknek tekintünk. Kifejeződésüket és lokalizációjukat 
immunoblottinggal és immunfluoreszcenciával igazoltuk (1A és S1A ábra). Eredményeink 
összhangban voltak a korábbi tanulmányok eredményeivel [19]; az Nsp1, Nsp5, Nsp9, Nsp13, 
Nsp14 és Nsp16 fehérjék valóban a sejtmagban, a nukleoproteinek pedig főként a citoszolban 
lokalizálódnak. Meglepő módon a tüskefehérje bőségét a sejtmagban találtuk (1A ábra).  

Az NHEJ-javítás és a homológ rekombinációs (HR) javítás két fő DNS-javító útvonal, amelyek 
nemcsak folyamatosan ellenőrzik és biztosítják a genom integritását, hanem az adaptív 
immunsejtek működéséhez is létfontosságúak [9]. Annak értékelésére, hogy ezek a 
vírusfehérjék akadályozzák-e a DSB-javító útvonalat, az I-SceI endonukleáz által indukált 
helyspecifikus DSB javítását vizsgáltuk a HR-t és az NHEJ-t jelző direkt ismétlődő zöld 
fluoreszcens fehérje (DR-GFP), illetve a teljes-NHEJ-GFP (EJ5-GFP) riporterrendszerek 
segítségével [15,16].  

Az Nsp1, Nsp5, Nsp13, Nsp14 tüskefehérjék túltermelése csökkentette mind a HR, mind az 
NHEJ javítás hatékonyságát (1B-E és S2A,B ábrák). Továbbá azt is találtuk, hogy az Nsp1, 
Nsp5, Nsp13 és Nsp14 túlterjedése drámaian elnyomta a szaporodást a többi vizsgált fehérjéhez 
képest (S3A,B ábra). Ezért az Nsp1, Nsp5, Nsp13 és Nsp14 DNS-károsodások javítására 
gyakorolt gátló hatása másodlagos hatásoknak, például növekedési leállásnak és sejthalálnak 
tulajdonítható. Érdekes módon a túlexprimált tüskefehérje nem befolyásolta a sejtek 
morfológiáját vagy proliferációját, de jelentősen elnyomta mind a HR, mind az NHEJ javítást 
(1B-E, S2A,B és S3A,B ábrák). 

3.2. A SARS-CoV-2 tüskefehérje gátolja a DNS-károsodás javítását  

Mivel a tüskefehérjék kritikus szerepet játszanak a vírus gazdasejtekbe való bejutásának 
közvetítésében, és a legtöbb vakcinastratégia középpontjában állnak [20,21], tovább vizsgáltuk 
a tüskefehérjék szerepét a DNS-károsodás javításában és az ehhez kapcsolódó V(D)J 
rekombinációban. A tüskefehérjéket általában úgy gondolják, hogy a durva endoplazmatikus 
retikulumban (ER) szintetizálódnak [1]. A post-transzlációs módosítások, például a glikoziláció 
után a tüskefehérjék más vírusfehérjékkel együtt a sejtmembránon keresztül közlekednek, hogy 
az érett vírust létrehozzák [1]. A tüskefehérje két fő alegységet, az S1 és S2 alegységet, valamint 
számos funkcionális domént vagy ismétlődést tartalmaz [22] (2A ábra). Természetes állapotban 
a tüskefehérjék teljes hosszúságú inaktív fehérjékként léteznek. A vírusfertőzés során a 
gazdasejt proteázai, például a furin proteáz aktiválják az S fehérjét azáltal, hogy S1 és S2 
alegységekre hasítják, ami szükséges a vírus célsejtbe való bejutásához [23].  

 A továbbiakban a tüskefehérje különböző alegységeit vizsgáltuk a DNS-javítás gátlásához 
szükséges funkcionális jellemzők tisztázása érdekében. Csak a teljes hosszúságú tüskefehérje 
gátolta erősen mind az NHEJ, mind a HR javítást (2B-E és S4A,B ábrák). Ezután arra kerestük 



a választ, hogy a tüskefehérje közvetlenül hozzájárul-e a genom instabilitásához a DSB-javítás 
gátlásával. A DSB-k szintjét comet-próbák segítségével követtük nyomon. Különböző DNS-
károsító kezeléseket, például γ-sugárzást, doxorubicin kezelést és H2O2 kezelést követően a 
tüskefehérje jelenlétében kevesebb a javítás (2F,G ábra). Ezek az adatok együttesen azt 
mutatják, hogy a tüskefehérje közvetlenül befolyásolja a DNS-javítást a sejtmagban. 

[…] 

3.3. A tüskefehérjék akadályozzák a DNS-károsodás javító Checkpoint fehérjék toborzását 

A tüskefehérjék sejtmagban való létezésének megerősítése érdekében szubcellulárisan  
frakcióelemzést végeztünk, és azt találtuk, hogy a tüskefehérjék nem csak a sejtmembrán 
frakcióban gazdagodnak, hanem a nukleáris frakcióban is bőségesen jelen vannak, kimutatható 
expresszióval, még a kromatinhoz kötött frakcióban is (3A. ábra). Azt is megfigyeltük, hogy a 
tüskéknek három különböző formája van, a magasabb sáv egy magasan glikozilált tüske, a 
középső egy teljes hosszúságú tüske, az alsó pedig egy hasított tüske alegység. 

[…] 

3.4. A tüskefehérje károsítja a V(D)J rekombinációt in vitro 

A DNS-károsodások javítása, különösen az NHEJ-javítás, elengedhetetlen a V(D)J-
rekombinációhoz, amely a B- és T-sejtes immunitás középpontjában áll [9]. A mai napig 
számos engedélyezett SARS-CoV-2 vakcinát, például mRNS-vakcinákat és adenovírus-
COVID-19 vakcinákat fejlesztettek ki a teljes hosszúságú tüskefehérje alapján [25]. Bár 
vitatható, hogy a SARS-CoV-2 közvetlenül megfertőzi-e a limfocita prekurzorokat [26,27], 
egyes jelentések szerint a fertőzött sejtek exoszómákat választanak ki, amelyek képesek a 
SARS-CoV-2 RNS-t vagy fehérjét a célsejtekhez juttatni [28,29]. A továbbiakban azt 
vizsgáltuk, hogy a tüskefehérje csökkenti-e az NHEJ által közvetített V(D)J rekombinációt. 
Ehhez egy korábbi tanulmány [18] alapján egy in vitro V(D)J rekombinációs jelzőrendszert 
terveztünk (S5. ábra). Az üres vektorhoz képest a tüske protein verexpresszió gátolta a RAG 
által közvetített V(D)J rekombinációt ebben az in vitro jelentési rendszerben (4. ábra). 

[…] 

Értekezés 

Eredményeink bizonyítékot szolgáltatnak arra, hogy a tüskefehérje in vitro eltéríti a DNS-
károsodást javító és az adaptív immunrendszer gépezetét. Olyan lehetséges mechanizmust 
mutattunk be, amellyel a tüskefehérjék a DNS-károsodás javításának gátlásával károsíthatják 
az adaptív immunitást. Bár nem publikáltak bizonyítékot arra, hogy a SARS-CoV-2 képes lenne 
megfertőzni a timocitákat vagy a csontvelő limfoid sejtjeit, az in vitro V(D)J vizsgálataink azt 
mutatják, hogy a tüskefehérje intenzíven akadályozta a V(D)J rekombinációt. Eredményeinkkel 
összhangban a klinikai megfigyelések is azt mutatják, hogy a COVID-19 okozta súlyos 
megbetegedés vagy halálozás kockázata az életkorral nő, különösen az idősebb felnőtteknél, 
akiknél a legnagyobb a kockázat [22]. Ennek az lehet az oka, hogy a SARS-CoV-2 
tüskefehérjék gyengíthetik az idősek DNS-javító rendszerét, és következésképpen 
akadályozhatják a V(D)J rekombinációt és az adaptív immunitást. Ezzel szemben adataink 
értékes részletekkel szolgálnak a tüskefehérje-alegységek DNS-károsodás-javításban való 
részvételéről, ami arra utal, hogy a teljes hosszúságú tüskealapú vakcinák gátolhatják a V-
teljes hosszúságú tüskealapú vakcina rekombinációját.  

Ez a munkánk javíthatja a COVID-19 patogenezisének megértését, és új stratégiákat biztosíthat 
hatékonyabb és biztonságosabb vakcinák kialakításához in-vitro jelzőrendszerben. (4. ábra). 

[…] 


