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Punti salienti

 Livelli minimi di proteina spike SARS-CoV-2 possono causare la fusione cellulare

« La proteina Spike visualizzata su particelle simili a virus induce la fusione

dall'esterno

« La fusione cellula-particella e piu sensibile alla neutralizzazione rispetto alla

fusione cellula-cellula

« Itest di fusione della membrana altamente sensibili e scalabili sono applicabili a
BSL-1
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L'ingresso cellulare della sindrome respiratoria acuta grave pandemica coronavirus 2 (SARS-

CoV-2) ¢ mediato dalla sua proteina spike S. Come principale determinante antigenico, la

proteina S ¢ al centro di varie strategie terapeutiche. Oltre alla fusione particella-cellula, S
media la fusione tra cellule infette e non infette con conseguente formazione di sincizi. Qui
presentiamo sistemi di analisi sensibili con un'elevata gamma dinamica e alti rapporti segnale-
rumore che coprono non solo la fusione particella-cellula e cellula-cellula, ma anche la fusione
dall'esterno (FFWO). In FFWO, le particelle virali contenenti S inducono sincizi

indipendentemente dalla sintesi de novo di S. Anticorpi neutralizzanti, cosi come i sieri di

pazienti convalescenti, hanno inibito la fusione cellula-particella con alta efficienza. La fusione
cellula-cellula, al contrario, ¢ stata inibita solo moderatamente nonostante la richiesta di livelli
di proteina S al di sotto del limite di rilevamento della citometria a flusso e del Western blot. I
dati indicano che la formazione di sincizi come conseguenza patologica durante la malattia da
coronavirus 2019 (COVID-19) puo procedere a bassi livelli di proteina S e potrebbe non essere

efficacemente prevenuta dagli anticorpi.
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introduzione

L'emergere della sindrome respiratoria acuta grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) ¢ stata accolta

con uno sforzo scientifico globale senza precedenti. Come agente eziologico della pandemia e
della malattia da coronavirus associata 2019 (COVID-19), SARS-CoV-2 ¢ un tipico coronavirus,

con una grande proteina spike (S) inserita nella membrana della particella avvolta. Essendo il

principale antigene esposto alla superficie e il mediatore dell'ingresso cellulare, la proteina S
costituisce il bersaglio pit importante degli attuali sforzi per sviluppare farmaci terapeutici e
vaccini profilattici ( Gioia et al., 2020 ; Tang et al., 2020).

Come una tipica proteina di fusione virale di classe I, la proteina S forma trimeri con un
dominio di testa globulare contenente il sito di legame del recettore che contatta l'enzima di
conversione dell'angiotensina 2 (ACE2) come suo recettore di ingresso. La scissione
proteolitica separa la testa globulare (dominio S1) e il dominio gambo (S2), che contiene il

peptide di fusione idrofobico al suo N-terminale e il dominio transmembrana verso il C-

terminale. L'innesco dello stato competente per la fusione richiede l'elaborazione di due siti di
scissione localizzati in prossimita N-terminale del peptide di fusione. Questi siti di scissione
possono essere riconosciuti da proteasi alternative, spiegando cosi l'elevata flessibilita del virus
per adattarsi a vari tessuti. In particolare, il sito S1/S2 ¢ scisso da convertasi proproteiche come
la furina localizzate nelrete trans- Golgi durante il traffico della proteina S appena sintetizzata
alla superficie cellulare. Il sito S2’ puo essere scisso dalla serina proteasi TMPRSS2 che e
esposta sulla superficie delle cellule bersaglio e contattata quando il virus si lega ad ACE2. In
assenza di TMPRSS2, le particelle virali vengono endocitate e scisse dalle catepsine ( Hasan et
al,, 2020 ; Hoffmann et al., 2020a , 2020b ; Shang et al., 2020a ; Walls et al., 2020 ). In coltura
cellulare, la tripsina ¢ stata descritta come un'ulteriore proteasi alternativa in grado di attivare
la fusione della membrana ( Ou et al., 2020 ; Xia et al., 2020 ;Zhang e Kutateladze, 2020).
Pertanto, esistono due vie di ingresso alternative per SARS-CoV-2, in particolare determinate
dalla disponibilita di proteasi attivanti ( Hoffmann et al., 2020b ; Tang et al., 2020 ). Per

entrambe le vie, la fusione della membrana ¢ indipendente dal pH.

Come altre proteine di fusione che sono attive indipendentemente dal pH, la proteina S media
non solo la fusione tra le membrane virali e cellulari durante l'ingresso delle particelle, ma
anche la fusione di cellule infette con cellule non infette ( Buchrieser et al., 2020 ). Questo
processo ¢ mediato dalla proteina S di nuova sintesi che si accumula sulla superficie cellulare.
I sincizi risultanti sono cellule giganti contenenti almeno tre, spesso molti piu nuclei. La
fusione cellula-cellula e utilizzata da virus come il virus dell'immunodeficienza umana (HIV) (
Compton e Schwartz, 2017 ; Bracq et al., 2018 ), il virus del morbillo (MV) ( Griffin, 2020 ) oI

herpesvirus ( Cole e Grose, 2003) di diffondersi in modo indipendente dalle particelle. I sincizi

risultanti sono documentati come conseguenza patologica rilevabile in vari tessuti come il
polmone (MV), la pelle (herpesvirus) o i tessuti linfoidi (HIV). Nel cervello, la trasmissione da
cellula a cellula tramite proteine F iperfusogene costituisce un segno distintivo dell'encefalite
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causata da MV come conseguenza fatale di infezioni acute da MV che si manifestano anni
dopo ( Ferren et al.,, 2019).

Oltre alla fusione cellula-particella e cellula-cellula, un terzo processo di fusione della
membrana mediato da proteine di fusione virale ¢ stato designato fusione dall'esterno (FFWO)
(Roller et al., 2008 ). FFWO provoca sincizi in assenza di nuova proteina di fusione espressa. In
presenza di una concentrazione sufficiente di proteina di fusione associata alle particelle, le
cellule adiacenti vengono fuse, ad esempio, da particelle di HIV o herpesvirus legate
direttamente o dopo l'assorbimento della proteina di fusione e la sua presentazione sulla
superficie cellulare ( Clavel e Charneau, 1994 ; Melikyan, 2014 ).

Qui, abbiamo studiato la competenza della proteina SARS-CoV-2 S per questi tre processi di
fusione della membrana. Per ciascuno di essi, abbiamo stabilito saggi quantitativi basati sulla
proteina S espressa, evitando cosi di lavorare con virus infettivi a livello di biosicurezza 3 (BSL-
3). I dati rivelano una forte attivita di fusione della membrana della proteina S e dimostrano la
formazione di sincizi anche a livelli non rilevabili di proteina S e FFWO. L'esame dei sieri di
pazienti convalescenti con COVID-19 ha rivelato una potente capacita neutralizzante contro la

fusione cellula-particella, ma solo un‘attivita moderata o bassa contro la fusione cellula-cellula.

Risultati

Ingresso di particelle mediato da proteine spike

Per seguire l'ingresso di particelle mediato dalla proteina S, abbiamo deciso di generare vettori
lentivirali (LV) pseudotipizzati con la proteina S. La proteina S ¢ stata ottimizzata per il codone
per l'espressione nelle cellule umane e per la pseudotipizzazione e stata utilizzata la proteina a
lunghezza intera o la variante di troncamento C-terminale precedentemente descritta SA19 (
Ou et al,, 2020 ). I LV che trasferiscono il gene -galattosidasi lacZ sono stati generati dalla
trasfezione transitoria di cellule HEK-293T e successivamente purificati e concentrati ( Figura

1 A) (vedere Metodi trasparenti per i dettagli). L'analisi Western blot dei lotti LV ha rivelato un

segnale di picco piu forte rispetto a p24 per SA19, dimostrando la sua migliore incorporazione
nelle particelle LV (Figura 1B). Gli SA19-LV sono stati titolati su linee cellulari frequentemente
utilizzate nella ricerca sul coronavirus , ovvero Vero E6, MRC-5, Calu-3, HEK-293T e HEK-
293T che sovraesprimono ACE2 (293T-ACE2). Su tutte le linee cellulari incluse, il segnale di
luminescenza ¢ diminuito linearmente con l'aumentare della diluizione del vettore ( Figura 1
C). Contrariamente ai LV pseudotipizzati con la proteina G del virus della stomatite vescicolare
(VSV-LV), SA19-LV non ha raggiunto un plateau di segnale, indicando che solo una frazione
subsaturante delle cellule ¢ stata trasdotta. Tuttavia, i tassi di trasduzione con SA19-LV sono

aumentati di oltre 100 volte in caso di sovraespressionedi hACE2 su cellule HEK-293T,

raggiungendo un rapporto segnale-rumore superiore a 2000. Il rilascio del gene mediato da
VSVG-LV non ¢ stato influenzato dalla sovraespressione di hACE2 ( Figura 1 D).

Sorprendentemente, con una dose saturante di SA19-LV, ¢ stato raggiunto un segnale di
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Figura 1. Ingresso di particelle mediato da picchi Spi

(A) Generazione di vettori lentivirali pseudotipizzati. I LV di seconda generazione
pseudotipizzati con la proteina S sono stati generati dalla trasfezione di cellule HEK-293T con
un plasmide packaging codificante HIV-1 gag/pol, un plasmide vettore di trasferimento con
un gene reporter lacZ e uno dei due plasmidi dell'involucro che codificano SARS-codone
ottimizzato. CoV-2 S con o senza (SA19) gli amminoacidi 19 C-terminali. Sono indicati il
segnale di ritenzione del reticolo endoplasmatico C-terminale (viola) e il dominio di legame al
recettore (RBD, arancione).

(B) Incorporazione della proteina S nei LV determinata mediante Western blotting. Le
particelle S-LV e SA19-LV (V) e i lisati delle loro cellule produttrici (C) sono stati colorati per la
presenza di proteina S (in alto) e p24 come controllo del carico di particelle. La macchia
superiore ¢ stata esposta per 30 secondi e la macchia inferiore per 5 secondi. Il contrasto
dell'immagine ¢ stato regolato, mantenendo le forze relative del segnale.

(C) Attivita di trasferimento genico sulle linee cellulari indicate. Le diluizioni indicate di 5 pL
di stock vettoriale di S stock19-LV o VSV-LV sono state aggiunte alle cellule. I lisati cellulari

sono stati preparati tre giorni dopo l'aggiunta del vettore e l'attivita del reporteg g
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quantificata come lettura della Juminescenza . I simboli rappresentano mezzi di triplicati
tecnici. L'area ombreggiata in grigio indica l'intervallo di confidenza (CI) del 95% dei segnali
provenienti da cellule non trasdotte (vuoti).

(D) Effetto della sovraespressione di ACE2 sul trasferimento del giornalista. Le cellule 293T
trasfettate con plasmide di espressione ACE2 o plasmide simulato sono state incubate con 0,2

pL di SA19-LV o VSV-LV. I lisati cellulari sono stati preparati tre giorni dopo l'aggiunta del
vettore e l'attivita del reporter e stata quantificata come lettura della luminescenza. Le barre
rappresentano le medie geometriche dei triplicati tecnici +95% CI.

Quantificazione della fusione cellulare mediata dalla proteina SARS-CoV-2 S

Dopo la trasfezione, la proteina SARS-CoV-2 S ha mostrato una notevole attivita fusogena.
Quando le cellule HEK-293T trasfettate che producono SA19-LV sono state staccate e co-
coltivate durante la notte in un rapporto 1:1 con cellule Vero EG6, le piastre sono state ricoperte
da grandi sincizi, ciascuna contenente almeno 10 (e fino a 100) nuclei ( Figura S1 A). Per
esaminare ulteriormente questo aspetto, le forme intere e troncate di S sono state
sovraespresse in HEK-293T e le coculture con cellule bersaglio Vero E6 sono state riprese

mediante microscopia a scansione laser confocale ( Figura S1 B). Entrambe, la proteina S e

SA19, hanno indotto molti grandi sincizi caratterizzati da riarrangiamento citoscheletrico,

. o\ . . . . . .
raggruppamento di piu di cinque nuclei e colocalizzazione della proteina fluorescente rossa e

verde(RFP e GFP) segnali coloranti reporter ( Figura S1 C).

Per quantificare la fusione cellula-cellula mediata dalla proteina S, un saggio di a-
complementazione basato sulla -galattosidasi precedentemente utilizzato per valutare la
fusione mediata dall'HIV ( Holland et al., 2004 ) ¢ stato adattato alla proteina S (vedi Metodi
trasparenti per i dettagli ): Al momento della fusione cellula-cellula, la complementazione del
frammento dell'enzima o con il frammento a all'interno del sincizio porta alla formazione di
B-galattosidasi attiva che viene quindi quantificata mediante una reazione di luminescenza (
Figura 2 A). In una prima fase, ¢ stata determinata la quantita minima di proteina S necessaria
per ottenere un segnale rilevabile. Le cellule effettrici sono state trasfettate con quantita
variabili di plasmide codificante la proteina S (che varia da 7,5 pg a 7,5 ng per pallone T75) e

l'espressione superficiale della proteina S & stata seguita dal flussocitometria . L' espressione

della proteina S era ancora chiaramente rilevabile con 75 ng di plasmide, mentre |' intensita di

fluorescenza media (MFI) a 7,5 ng di plasmide era indistinguibile dallo sfondo ( Figura 2 B). In
particolare, questo basso livello di proteina S era ancora sufficiente per indurre una
significativa fusione cellula-cellula quando l'analisi ¢ stata lasciata procedere durante la notte,
evidenziando la potente attivita fusogena della proteina S ( Figura 2C). Con quantita maggiori
di plasmide, tre ore di incubazione sono state sufficienti per ottenere segnali piu di 10 volte al
di sopra del fondo. E interessante notare che quando le cellule sono state staccate prima della
cocoltura con solo acido etilendiamminotetraacetico (EDTA) invece di tripsina-EDTA, l'attivita

di fusione cellulare ¢ diminuita di almeno un ordine di grandezza e solo l'incubazione

notturna ha prodotto segnali significativamente sullo sfondo ( Figura 2 D). Quandale cellule
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bersaglio hanno sovraespresso ACE2 e sono state staccate con tripsina , l'estensione massima
del segnale di fusione ¢ aumentata di un altro ordine di grandezza ( Figura 2D). Ora, il

rapporto segnale-rumore ha raggiunto due ordini di grandezza gia dopo un'ora di incubazione,
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inclusi i campioni che esprimono le quantita piu basse di proteina S. Cio evidenzia la

dipendenza dell'attivita della proteina S dalla presenza di ACE2. In condizioni ottimali e con

celle che sovraesprimono ACE2, ¢ stato raggiunto un rapporto segnale-rumore di 2,9 ordini di

grandezza.
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Figura 2 . Quantificazione della fusione cellula-cellula mediata dalla proteina S
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(A) Configurazione sperimentale per la quantificazione della fusione cellula-cellula. La B-
galattosidasi attiva si forma quando le cellule effettrici che esprimono la proteina S e il
frammento a si fondono con le cellule bersaglio che esprimono ACE2 e il frammento .

(B-D) Le cellule effettrici trasfettate con diverse quantita di plasmide di espressione della
proteina S (che varia da 7500 ng a 7,5 ng per pallone T75) sono state valutate per l'espressione
della proteina S mediante citometria a flusso (B) e quindi utilizzate nel saggio di fusione (CD ).

(B) L' intensitd media della fluorescenza (MFI, barre arancioni) e la percentuale di cellule S-
positive (barre gialle) sono state determinate in citometria a flusso. Le barre rappresentano
(geometriche) le medie +95% degli intervalli di confidenza (CI), n = 3. I valori di p provengono
dall'analisi della varianza unidirezionale (ANOVA).

(C) Attivita della -galattosidasi in coculture di cellule effettrici e bersaglio in assenza di
sovraespressione di ACE2 . Le cellule effettrici sono state trasfettate con le quantita indicate di

proteina S codificante plasmide, staccate con tripsina e coltivate per i periodi di tempo indicati
(o/n: durante la notte) con cellule bersaglio che sono state trasfettate solo con il plasmide
codificante -frammento. Le barre rappresentano le medie geometriche +95% CI, n = 3. I valori
di p provengono da ANOVA a due vie.

(D) Influenza dell'elaborazione proteolitica e della sovraespressione di ACE2 sull'attivita di

fusione cellulare. Pannello di sinistra: le cellule effettrici e bersaglio sono state staccate senza
tripsina usando EDTA 5 mM in PBS. Pannello di destra: le cellule bersaglio sono state co-
trasfettate con il frammento e i plasmidi codificanti ACE2. Le barre rappresentano le medie
geometriche dei triplicati tecnici +95% CI.

Vedere anche la Figura S1.

Fusione da senza mediata dalla proteina S

Alla luce della sua sostanziale fusogenicita, abbiamo esplorato se la proteina spike presente
sulle particelle virali ¢ sufficiente a causare la fusione cellulare. In contrasto con gli
esperimenti precedenti, in cui un tipo di cellula nel test di a-complementazione era servito

come effettore portatore di spike e l'altro come cellula bersaglio, entrambe le cellule che

esprimono a e servivano come cellule bersaglio nel test FFWO. La proteina Spike ¢ stata
introdotta nel sistema per mezzo di particelle virus-simili a base di LV (VLP) con la proteina
SA19 incorporata ma priva di qualsiasi transgene confezionato. Il segnale di luminescenza era
una lettura per lattivita del reporter della -galattosidasi divisa, che & stata ripristinata dalla
combinazione dei frammenti a e causata dalla fusione cellulare. In questo modo, l'attivita
luminogenica e direttamente collegata alla fusione cellulare mediata dai VLP (vediMetodi
trasparenti per i dettagli). L'analisi Western blot ha confermato che livelli simili di proteina
SA19 erano presenti nei VLP e nelle particelle SA19-LV ( Figura 4 E). Per quantificare FFWO,
coculture di cellule 293T-ACE2 trasfettate con i plasmidi codificanti il frammento a o ® sono
state incubate con diverse quantita di VLP per indurre la fusione cellulare e quindi la
complementazione ( Figura 3 A). Ad una dose di 5000 VLP per cellula, ¢ stato ottenuto un

segnale di fusione sostanziale di pit di un ordine di grandezza sullo sfondo ( Fig >
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Questo segnale ¢ ulteriormente aumentato con l'aumentare del numero di particelle,
raggiungendo un plateau a 5 x 10 * particelle per cella, con un rapporto segnale-rumore di 2,7
ordini di grandezza ( Figura 3B). Questa attivita FFWO della proteina S era di nuovo
fortemente dipendente dalla sovraespressione di ACE2 poiché non e stata osservata alcuna
attivita di luminescenza significativamente superiore a quella di fondo (come determinato con
VLP calvi privi di proteina spike) in assenza di ACE2 ( Figura S2 ). Quando le VLP sono state
trattate con 2 mg/mL di tripsina, il segnale di fusione ¢ aumentato di circa 5,7 volte dopo 30

minuti di incubazione. Il periodo di incubazione scelto ¢ stato fondamentale per questo

aumento poiché la digestione della tripsina per 60 minuti non e stata vantaggiosa ( Figura 3 C).
Cio ¢ ben correlato con l'elaborazione della proteina SO in S2 dopo l'esposizione alla tripsina (
Figura 3 D). La digestione prolungata per 60 minuti ha comportato la perdita di S2, mentre i
livelli di p24 non sono diminuiti ( Figura 3D). Infine, i VLP che mostrano la proteina S a
lunghezza intera sono stati generati e testati per FFWO. Essendo leggermente meno attive
delle SA19-VLP, le cellule che esprimono ACE2 incubate con S-VLP hanno mostrato livelli
significativi di attivitd di luminescenza ben sullo sfondo ( Figura S2 C). Pertanto, possiamo
concludere che FFWO ¢ anche mediato dalla proteina S a lunghezza intera e non da una

proprieta particolare della variante della proteina spike SA19.
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Figura 3. S fusione mediata da proteine dall'esterno

(A) Configurazione sperimentale. Le SA19-VLP derivate da HIV-1 sono state aggiunte come
effettore che innesca la fusione dall'esterno (FFWO) di coculture di cellule HEK-293T con
sovraespressione di ACE2 trasfettate con plasmidi codificanti il frammento a o il frammento
della of-galattosidasi. Le coculture sono state lisate e l'attivita della galattosidasi dei lisati e
stata determinata nelle reazioni di luminescenza .

(B) I numeri indicati di SA19-VLP o VLP calvo, prodotti senza la proteina S, sono stati aggiunti
alla cocoltura. Le attivita sono state quantificate dopo l'incubazione notturna. Le barre
rappresentano le medie +95% degli intervalli di confidenza (IC), n = 4. I valori p provengono
dall'analisi della varianza a due vie (ANOVA).

(CD) Effetto dell'elaborazione proteolitica sull'induzione di FFWO. 5 x 10 8 SA19-VLP, VLP
calvo o nessuna VLP sono state incubate a 2 mg / ml di tripsina per i periodi di tempo indicati

prima aggiunta alla co-colture (10 ° cellule). La luminescenza ¢ stata quantificata dopo la
coltivazione notturna.

(C). Le barre rappresentano le medie dei triplicati tecnici +95% CI.

(D) Elaborazione della proteina S dopo il trattamento con tripsina dei VLP per i tempi indicati
mediante Western blotting per le proteine S e p24. I blot sono stati ritagliati per mostrare i
segnali rilevanti della proteina spike . Il tempo di esposizione ¢ stato impostato su 600 s per il

rilevamento dei picchi e 60 s per il rilevamento di p24. Il contrasto dell'immagine ¢ stato

regolato, mantenendo la relativa intensita del segnale.

Vedere anche la Figura S2..

Neutralizzazione delle attivita di fusione della membrana

Dopo aver stabilito tre diversi sistemi di analisi quantitativi con uno straordinario rapporto
segnale-rumore, abbiamo quindi valutato la capacita neutralizzante di un anticorpo specifico
per la proteina S, nonché sieri convalescenti di due donatori (vedi Metodi trasparenti per i
dettagli). I sieri sono stati ottenuti quattro mesi dopo la diagnosi dell'infezione da SARS-CoV-2

mediante reazione a catena della polimerasi (PCR). Entrambi i donatori avevano manifestato

sintomi lievi. La neutralizzazione piu forte ¢ stata osservata nel test di ingresso delle particelle.
L'aggiunta di un anticorpo anti-S monoclonale neutralizzante ha ridotto il segnale del reporter
di 2,3 ordini di grandezza, che corrispondeva a una neutralizzazione superiore al 99% ( Figure
4 A e S3). Diluiti 1:1 con stock di vettore, entrambi i sieri hanno ridotto l'attivita reporter di 2,0
(98,5%) e 1,7 (97,4%) ordini di grandezza, rispettivamente, rispetto al siero di controllo ( Figure
4 A e S3). In netto contrasto, il loro effetto sulla fusione cellula-cellula ¢ rimasto al di sotto di
un ordine di grandezza per tutti e tre gli inibitori (a-S AB: 0,4 ordini [60,8%)]; siero 81: 0,5
ordini [71,0%]); siero 82: 0,7 ordini [79,1%)]). In particolare, il rapporto segnale-sfondo era
comparabile per entrambi i saggi, ed erano state applicate quantita identiche di sieri ( Figure 4

A e S3). Per l'inibizione di FFWO, ¢ stato ottenuto un quadro misto. L'anticorpo monoclonale

anti-S ha ridotto il segnale FFWO di 1,7 ordini di grandezza fino al livello di fqEeS==:yNe »
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(neutralizzazione del 97,9%) ( Figura 4C). La titolazione dell'anticorpo ha prodotto un IC50 di
0,37 pg/mL, ben in linea con il valore determinato dal venditore nei saggi di neutralizzazione
dello pseudovirus (0,11 pg/mL) ( Figura 4 D). L'effetto dei sieri dei pazienti era chiaramente
meno pronunciato di quanto osservato nella neutralizzazione dell'ingresso di particelle.
L'effetto piu forte e stato osservato con il siero 82 che ha ridotto il segnale di fusione di 1,2
ordini di grandezza (neutralizzazione del 94%). Il siero 81, che era altamente attivo nel test di
ingresso, non ha avuto un effetto maggiore sul segnale di fusione rispetto al siero di controllo
(0,5 ordini di grandezza, neutralizzazione del 72%) ( Figure 4C e 4D). In particolare, le quantita
di antigene sulle particelle SA19-LV e sui corrispondenti VLP erano simili, mentre
nell'esperimento di neutralizzazione FFWO ¢ stata utilizzata una dose maggiore di S rispetto
all'esperimento di neutralizzazione dell'ingresso di particelle ( Figura 4 E). Hanno superato di
gran lunga le quantita di proteina S presenti nel saggio di fusione cellula-cellula, escludendo
cosl quantita piu elevate di antigene nel saggio di fusione cellula-cellula come causa di questa

differenza.
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Figura 4 . Neutralizzazione mediata da anticorpi della fusione della membrana

Le attivita neutralizzanti di un anticorpo specifico della proteina S e dei sieri di due pazienti

convalescenti con COVID-19 sono state determinate contro l'ingresso di particelle mediate
dalla proteina S (A), 1a fusione cellula-cellula (B) e FFWO (CD). Le barre rappresentano le medie

(geometriche), n = 3. I valori di p derivano dall'analisi della varianza a due vie (A, C) o

unidirezionale (B) (ANOVA).
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(A) 0,2 pL di SA19-LV o VSV-LV sono stati incubati per 30 minuti con gli anticorpi o i sieri
indicati prima di essere aggiunti alle cellule HEK-293T trasfettate con il plasmide di
espressione ACE2 . I lisati cellulari sono stati preparati 3 giorni dopo l'aggiunta del vettore e
l'attivita del reporter ¢ stata quantificata come lettura della Juminescenza .

(B) Le cellule effettrici che coesprimono la proteina S (7,5 ng S plasmide per T75) e il
frammento a sono state incubate per 30 minuti con anticorpi o sieri prima di essere aggiunte
alle cellule bersaglio cotrasfettate con plasmidi di espressione -frammento e ACE2. Le barre
rappresentano le medie, n = 3.

(C)5x 10 8 SA19-VLP o VLP calvi sono stati incubati per 30 minuti con anticorpi o sieri prima
di essere aggiunti alle coculture di cellule a/ACE2 e o/ACE2. La luminescenza ¢ stata
quantificata dopo incubazione notturna. Vengono riportati i valori p aggiustati per la
molteplicita selezionati.

(D) Capacita neutralizzante delle diluizioni indicate di anticorpi e sieri su FFWO. I fattori di
diluizione si applicano al siero puro o 80 pg/mL per gli anticorpi.

(E) Western blot semiquantitativi che determinano i livelli di proteina S presenti nei tre saggi
di fusione. I lisati di 2,5 x 10 ° cellule effettrici trasfettate con 750 ng (corsia 12), 75 ng (corsia
13) e 7,5 ng (corsia 14) di plasmide codificante la proteina S per pallone T75, rispettivamente,
sono stati analizzati per la proteina S e p24 livelli di proteine insieme a diluizioni triplici di 2,5
x 10 2 SA19-VLP (corsia 1-5) 0 3 pL di SA19-LV (corsia 6-11). I blot che mostrano livelli di
picco e p24 di LV e VLP sono stati esposti per 3 s mentre il blot per le cellule effettrici ¢ stato
esposto per 800 s. Le corsie sono state riorganizzate, ma nessuna corsia ¢ stata omessa. I
campioni corrispondenti al materiale utilizzato in (AD) sono contrassegnati con punte di
freccia.

Vedere anche la Figura S3 per una rappresentazione alternativa di (AD).

Discussione

Qui, forniamo sistemi di analisi unici per un confronto sistematico fianco a fianco delle

attivita di fusione della membrana della proteina spike SARS-CoV-2 S. Vengono presentati tre

saggi quantitativi, che coprono (i) 'ingresso di particelle LV pseudotipizzate con S, (ii) fusione
tra cellule che esprimono S e ACE2 e (iii) fusione tra cellule che esprimono ACE2 tramite VLP
che mostrano la proteina S. Tutti i test mostrano rapporti segnale-rumore elevati che coprono
da due a tre ordini di grandezza come importante prerequisito per identificare sottili
differenze, ad esempio, durante lo screening per le attivita degli inibitori. Dipendenza dal

trattamento con tripsina e ACE2espressione ha confermato la validita dei saggi. Diversi studi

hanno recentemente pubblicato saggi di ingresso di cellule di particelle basati sulla proteina S
che si basano su particelle VSV incompetenti nella replicazione ( Hoffmann et al., 2020b ) o LV
simili a quelli usati qui in questo studio. Con un rapporto segnale-rumore massimo di quattro
ordini di grandezza, il sistema che descriviamo qui ¢ ben tra o addirittura migliore dei test

basati su LV ad alte prestazioni pubblicati finora con second ( Ou et al., 2020 ) Qsempli ente
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LV di prima generazione con i loro significativi problemi di sicurezza ( Zeng et al., 2020 ; Zhu
et al., 2020 ). Offre quindi una maggiore sicurezza, poiché i vettori sono prodotti senza l'uso di

virus helper e con imballaggi separati eplasmidi di trasferimento , riducendo

significativamente il rischio di formazione di virus competenti per la replicazione. Il
troncamento degli amminoacidi 19 C-terminali di S suggerito da ( Ou et al., 2020) migliora
infatti I'incorporazione della proteina S nelle particelle lentivirali e probabilmente
contribuisce alle prestazioni del sistema. Cio € previsto, poiché le proteine dell'involucro virale
sono comunemente troncate per la pseudotipizzazione delle particelle lentivirali (Funke et al.,
2008;Bender et al., 2016). Si pensa che il troncamento ottimizzi la spaziatura e in questo caso
rimuova un segnale di ritenzione del reticolo endoplasmatico (ER) (Ou et al., 2020). Per quanto
riguarda i test di fusione cellulare, studi precedentemente pubblicati si basavano sul conteggio
del nucleo o sulla complementazione del reporter (Ou et al., 2020; Zhu et al., 2020 ). Il sistema
di analisi che descriviamo qui migliora i rapporti segnale-rumore massimi precedentemente

riportati di almeno un ordine di grandezza ( Zhu et al., 2020).

L'attivita di formazione di sincizi della proteina S ¢ notevole non solo per velocita ed
estensione ma ancor piu per le basse quantita di proteina S richieste, anche quando ACE2 non
¢ sovraespresso sulle cellule bersaglio. L'elevata sensibilita del test che abbiamo stabilito qui ha
permesso di rilevare l'attivita di fusione cellulare a livelli di proteina S che erano inferiori al
livello di rilevamento della citometria a flusso e del Western blot. Questa notevole attivita e
probabilmente resa possibile dall'elevata affinita della proteina S per il suo recettore ACE2 (
Shang et al., 2020b ; Walls et al., 2020 ). Essendo ben nell'intervallo nanomolare basso, e
persino inferiore a quello del MV altamente fusogeno per i suoi recettori ( Navaratnarajah et
al., 2008 ;Miihlebach et al., 2011 ). A nostra conoscenza, qui forniamo la prima dimostrazione
di FFWO non solo per la proteina SARS-CoV-2 S ma anche per qualsiasi coronavirus , mentre
FFWO e stato osservato per altri virus con involucro che entrano nelle cellule mediante
fusione della membrana pH-indipendente, come i retrovirus ( Clavel e Charneau, 1994 ),
paramixovirus ( Bratt e Gallaher, 1969 ) e herpesvirus ( Falke et al., 1985 ). FFWO ¢ unaggiunta
rilevante alla formazione di sincizi tra cellule infette e non infette poiché significa che la
proteina S presente sulle particelle virali puo innescare la fusione di cellule non infette,
inducendo cosi il citopaticoeffetti in assenza di un'infezione produttiva. Potenzialmente,
questo puo anche essere causato da particelle difettose. Negli esperimenti di coltura cellulare,
sono necessari numeri di particelle relativamente elevati per attivare FFWO poiché le barriere
di diffusione devono essere superate per consentire a particelle sufficienti di contattare le
cellule. Di conseguenza, erano necessarie quantita molto piu elevate di proteina S
nell'impostazione FFWO rispetto al test convenzionale di formazione di sincizi, in cui le

cellule aderenti vicine crescono a diretto contatto. A questo proposito, appare evidente chein

vivo,dove in organi come il polmone, il rene o il fegato, le cellule epiteliali sono strettamente

impaccate con uno spazio extracellulare molto limitato, saranno necessarie meno particelle

per innescare la fusione. Mentre ¢ concepibile che concentrazioni sufficienti di particelle virali
si accumulino negli epiteli dei pazienti, non ¢ ancora stata fornita una chiara evidenza di una

rilevanza patogena di FFWO nei pazienti, sebbene esistano alcune prove da studi sugli animali
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Indipendentemente da cio, il test FFWO qui descritto puo diventare una scelta privilegiata per

la valutazione preclinica dei leganti neutralizzanti per i seguenti motivi: in primo luogo, puo

essere eseguito in condizioni BSL-1, mentre i test basati su LV richiedono BSL-2. In secondo
luogo, mostra un elevato rapporto segnale-rumore, superando persino il rapporto massimo
recentemente riportato per un test di neutralizzazione basato su LV di riferimento ( Zeng et al.,
2020 ). Terzo, questo test ¢ unico nel combinare la neutralizzazione della proteina S associata
alle particelle con la neutralizzazione della fusione cellulare, fornendo cosi informazioni su

due meccanismi di infezione in un'unica lettura.

La formazione di sincizi ¢ stata recentemente descritta come patologia polmonare principale e
unica in pazienti affetti da COVID-19 in un evento mai osservato in altre infezioni polmonari.
I pneumociti polinucleati rilevati dall'istologia e dall'immunocolorazione erano positivi al
virus ( Bussani et al., 2020 ). Soprattutto nelle infezioni virali persistenti, la formazione di
sincizi € un importante meccanismo di diffusione del virus come descritto per altri importanti
patogeni umani come MV ( Ferren et al., 2019 ) o vari herpesvirus ( Cole e Grose, 2003). Il basso
livello di proteina S sufficiente per la fusione cellulare che abbiamo determinato qui sembra
essere l'ideale per supportare la persistenza di SARS-CoV-2. Di recente si stanno accumulando
prove della persistenza di SARS-CoV-2, comprese le complicanze neurologiche, ed ¢ in
particolare la persistenza che sembra provocare esiti fatali ( Hamming et al., 2004 ; Berger,
2020 ). A questo proposito, puo essere preoccupante che gli anticorpi ei sieri convalescenti che
abbiamo testato fossero meno efficienti nel neutralizzare la fusione cellula-cellula rispetto
all'ingresso di particelle, tanto pitu che le quantita di proteina S presenti in quest'ultimo test
erano sostanzialmente piu elevate. Cio suggerisce che la fusione cellulare non solo sta
procedendo con quantita minime di proteina S, ma ¢ anche di difficile accesso per gli

anticorpi neutralizzanti. Ulteriori studi che valutano i sieri di molti pit pazienti, inclusi casi

gravi e fatali, dovranno essere eseguiti per indagare ulteriormente su questa ipotesi. I sistemi

di analisi biologici necessari sono ora disponibili.

Limiti dello studio

Questo manoscritto descrive i sistemi di analisi quantitativi per l'attivita di fusione della
membrana delle proteine spike SARS-CoV-2. I saggi si basano sull'espressione della proteina
spike dal plasmide e sulle particelle lentivirali che mostrano la proteina spike. Sebbene non sia
probabile, formalmente, non possiamo escludere che i risultati ottenuti siano stati influenzati
da questo contesto sperimentale e quindi potrebbero non essere completamente trasferibili
alla biologia delle attuali infezioni da SARS-CoV-2. Indipendentemente da cio, tuttavia, la
funzione di fusione della membrana della proteina spike SARS-CoV-2 come funzione
biochimica ¢ adeguatamente riflessa dai test. Come indicato nella discussione, resta da
dimostrare se l'attivith FFWO osservata nei sistemi di dosaggio ¢ rilevante per le infezioni
cliniche da SARS-CoV-2.

Disponibilita delle risorse
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Ulteriori informazioni e richieste di risorse e reagenti devono essere indirizzate al contatto
principale, Christian J. Buchholz, Molecular Biotechnology and Gene Therapy, Paul-Ehrlich-
Institut, Paul-Ehrlich-Strae 51-59, 63,225 Langen, Germania; christian.buchholz@pei.de ,
telefono: +496103774011, fax: +496103771255.

Disponibilita materiale

I plasmidi sono disponibili presso il contatto principale al completamento di un contratto di

trasferimento di materiale.

Disponibilita di dati e codici

Questo studio non ha utilizzato alcun codice, software o algoritmo personalizzato non
pubblicato.

metodi

Tutti i metodi possono essere trovati nel file supplementare di Transparent Methods allegato .
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