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Astratto

Non e chiaro se la sindrome respiratoria acuta grave coronavirus 2, che causa la
malattia da coronavirus 2019, possa entrare nel cervello. Sindrome respiratoria acuta
grave Il coronavirus 2 si lega alle cellule tramite la subunita S1 della sua proteina
spike. Mostriamo che S1 radioiodato iniettato per via endovenosa (I-51) ha
attraversato facilmente la barriera emato-encefalica nei topi maschi, & stato assorbito
dalle regioni del cervello ed & entrato nello spazio cerebrale parenchimale. I-S1 & stato
anche assorbito dal polmone, dalla milza, dai reni e dal fegato. Anche I-51
somministrato per via intranasale e entrato nel cervello, sebbene a livelli circa dieci
volte inferiori rispetto alla somministrazione endovenosa. APOEgenotipo e sesso non
hanno influenzato l'assorbimento di I-S1 nell'intero cervello, ma hanno avuto effetti
variabili sull'assorbimento da parte del bulbo olfattivo, del fegato, della milza e dei
reni. L'assorbimento di I-S1 nell'ippocampo e nel bulbo olfattivo e stato ridotto
dall'inflammazione indotta dai lipopolisaccaridi. Studi meccanicistici hanno indicato

che I-S1 attraversa la barriera emato-encefalica mediante transcitosi adsorbente e che
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I'enzima 2 di conversione dell'angiotensina murina e coinvolto nell'assorbimento

cerebrale e polmonare, ma non nell'assorbimento renale, fegato o milza.

Principale

La sindrome respiratoria acuta grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) & responsabile della
pandemia della malattia da coronavirus 2019 (COVID-19). Oltre alla polmonite e
all'insufficienza respiratoria acuta, il COVID-19 & associato a una serie di sintomi che
riguardano il sistema nervoso centrale, tra cui perdita del gusto e dell'olfatto, mal di
testa, spasmi, convulsioni, confusione, disturbi della vista, dolore ai nervi, vertigini,
disturbi della coscienza. , nausea e vomito, emiplegia, atassia, ictus ed emorragia
cerebrale !/ 2 . E stato ipotizzato che alcuni dei sintomi di COVID-19 possano essere
dovuti ad azioni dirette del virus sul SNC; ad esempio, i sintomi respiratori
potrebbero essere in parte dovuti all'invasione di SARS-CoV-2 nei centri respiratori
del cervello !, L'encefalite ¢ stata segnalata anche in COVID-19 e potrebbe essere il
risultato di virus o proteine virali che sono entrate nel cervello */° . L'mRNA di SARS-
CoV-2 & stato recuperato dal liquido cerebrospinale *, suggerendo che pud
attraversare la barriera emato-encefalica (BBB). Altri coronavirus, incluso il virus
SARS strettamente correlato che ha causato 1'epidemia del 2003-2004, sono in grado di
attraversare la BBB ¢ 78 e SARS-CoV-2 possono infettare i neuroni in un modello
BrainSphere ? . Tuttavia, SARS-CoV-2 potrebbe indurre cambiamenti nel SNC senza
attraversare direttamente la BBB, poiché il COVID-19 e associato a una tempesta di

citochine e molte citochine attraversano la BBB per influenzare la funzione del SNC '°

Qui valutiamo se una proteina virale di SARS-CoV-2, la proteina spike 1 (S1), puo
attraversare la BBB. Questa domanda e importante e clinicamente rilevante per due
ragioni. In primo luogo, alcune proteine capannone da virus hanno dimostrato di
attraversare la BBB, inducendo neuroinflammation e tuttavia pregiudicare le funzioni
del SNC 1 12,13,14,15, 16,17 Ty secondo luogo, la proteina virale che si lega alle

cellule puo essere utilizzata per modellare 'attivita del virus; in altre parole, se la
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proteina di legame virale attraversa la BBB, & probabile che la proteina permetta al
virus di attraversare anche la BBB 1®- ¥ . S1 & la proteina legante per SARS-CoV-2
(rif.2" ); si lega all'enzima di conversione dell'angiotensina 2 (ACE2) 21,22,23 o

probabilmente anche ad altre proteine.

In questo studio, dimostriamo che I-S1 ha facilmente attraversato la BBB murina, &
entrato nel tessuto parenchimale del cervello e, in misura minore, & stato sequestrato
dalle cellule endoteliali cerebrali e associato al glicocalice dei capillari cerebrali.
Descriviamo il tasso di ingresso di I-51 nel cervello dopo somministrazione
endovenosa (iv) e intranasale, ne determiniamo I'assorbimento in 11 diverse regioni
del cervello, esaminiamo I'effetto dell'infiammazione, del genotipo APOE e del sesso
sul trasporto di I-S51 e confrontiamo I-S1 captazione nel cervello alla captazione nel
fegato, reni, milza e polmone. Sulla base di esperimenti con la glicoproteina WGA,
abbiamo scoperto che l'ingresso nel cervello di I-51 probabilmente coinvolge il

meccanismo vescicolare-dipendente della transcitosi adsorbente.

Risultati

La proteina I-S1 viene trasportata attraverso la barriera emato-encefalica
del topo

Abbiamo ottenuto proteine S1 da due fonti commerciali: RayBiotech e AMSBIO. Le
proteine SI sono state radiomarcate internamente e verificate che fossero intatte dopo
la marcatura mediante gel per autoradiografia (Dati estesi Fig. 1 e Fig. 1
supplementare ). Abbiamo determinato se iniettata per via endovenosa I-S1 potrebbe

attraversare la BBB nei topi, misurando la sua costante afflusso sangue-cervello (K )
1

utilizzando I'analisi di regressione multipla-tempo (MTRA). MTRA traccia i rapporti
tessuto/siero per I-S1 rispetto al tempo di esposizione, che &€ una misura del tempo
che & stata corretta per la clearance di I-S1 dal sangue. La pendenza della porzione

lineare di questo grafico misura K _, cioe la costante di afflusso unidirezionale per I-
1

S1.
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Abbiamo co-iniettato albumina marcata con Tc 2°™ (T-Alb) insieme a I-S1. T-Alb
attraversa male il BBB intatto e quindi pud essere utilizzato per misurare lo spazio
vascolare del cervello. Eventuali rapporti cervello/siero per I-51 che superano i
rapporti cervello/siero di T-Alb rappresentano quindi I-S1 extravascolare; ciog,
materiale che ha attraversato la BBB. T-Alb pud essere utilizzato anche per misurare la
permeabilita dei letti dei tessuti periferici e di un BBB che & stato interrotto da malattie

o infiammazioni.

I valori di K | delle proteine I-SI dalle due fonti differivano di circa il 3% (Fig. 1 ).
1

Questi risultati mostrano che, a differenza di T-Alb, I-S1 attraversa facilmente la BBB

del topo.

Fig. 1: Le proteine S1 da due fonti commerciali, RayBiotech e AMSBIO,

vengono trasportate attraverso la BBB del topo.
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T-Alb (RayBiotech) 0.00800 + 0.0134 9.332 +0.263  |0.0266
T-Alb (AMSBIO) 0.00941 + 0.0164 8.798 + 0.287  |0.0355

| rapporti cervello/siero di I-S1 di RayBiotech e AMSBIO e T-Alb che & stato co-
iniettato con I-S1-RayBiotech o I-S1-AMSBIO sono tracciati rispetto al tempo di

esposizione. Le pendenze delle linee rappresentano il valore K _di ciascun
|

composto in pl g ~" min =1 ( Metodi ). L' intercetta sull'asse y ( Vi ) di ciascun
composto riflette lo spazio vascolarein pul g = . Il Ki e Vi valori (media + SE) sono
stati calcolati dalla regressione lineare semplice. Il Ki per I-S1 (RayBiotech) era

significativamente diverso da zero ( P< 0,0001), indicando che c'era captazione

cerebrale. Anche il Ki per I-S1 (AMSBIO) era significativamente diverso da zero ( P

<0,0001). | confronti statistici delle curve 1-S1 di ciascun fornitore non hanno
mostrato differenze statistiche tra i valori di Ki (F(1,22) =0,05881, P =0,8106)
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ma hanno mostrato una differenza tra i valori di Vi (F(1,23) =10,32, P = 0,0039).

Il Ki per T-Alb-R non ha deviato significativamente da zero ( P = 0,3556),

indicando che non c'era captazione cerebrale. Il K anche il valore per T-Alb-A non
|

si discostava significativamente da zero ( P = 0,5792). L'apparente mancanza di
captazione cerebrale di T-Alb indica che T-Alb & rimasto confinato nello spazio

vascolare e non ha avuto perdite.

Dati di origine

I-S1 viene eliminato dal sangue e assorbito dai tessuti periferici

Abbiamo determinato la clearance dell'I-S1 iniettato per via endovenosa da
RayBiotech dal sangue e il suo assorbimento nel cervello e in altri tessuti, sempre
utilizzando MTRA (Fig. 2 ). La clearance di I-51 dal sangue é stata lineare per i primi
10 minuti, con una clearance dell'emivita di circa 6,6 minuti (Fig. 2a ), seguita da un
plateau. Nella Fig. 2 e nelle figure successive, i rapporti tessuto/siero per T-Alb sono
stati sottratti dai rapporti tessuto/siero per I-S1. Questi rapporti "delta" tessuto/siero
sono stati quindi corretti per I-51 nello spazio vascolare e per qualsiasi I-S1 che
sarebbe entrato nel tessuto a causa di un letto capillare che perde. I valori delta

risultanti rappresentano quindi I'assorbimento specifico di I-51 da parte dei tessuti.

Fig. 2: I-S1 (RayBiotech) viene eliminato dal sangue e assorbito dai tessuti

periferici.
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+ 1,13 con un'emivita di 4,20 min ( n =15 topi; r 2 = 0,956). La clearance dal

sangue ¢ stata lineare per i primi 10 min, con una clearance dell'intervallo di 6,6

min. b — f, Gli assi y mostrano i rapporti delta tessuto/siero per I-S1, corretti per

spazio vascolare e perdite aspecifiche ( Metodi ). b, Il valore I-S1 Ki per l'intero

cervello era significativamente diverso da zero ( P<0,0001), indicando che vi era

assorbimento di tessuto ( n =15 topi). ¢ —=f, | valori I-S1 Ki per diversi tessuti
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calcolati in base alle porzioni lineari delle loro curve. ¢, Il valore I-S1 K _ per |l
|

polmone era significativamente diverso da zero (P < 0,0001; n =15 topi). d, Il

valore 1-S1 Ki per la milza era significativamente diverso da zero (P = 0,0014; n =

8 topi; n = 7 topi (cerchi pieni) sono stati esclusi dall'analisi di regressione a causa

della non linearita, che viola i presupposti di MTRA) .e, Il valore 1-S1 Ki per il rene
era significativamente diverso da zero ( P = 0,024; n =15 topi). f, Il valore I-S1 Ki

per il fegato era significativamente diverso da zero (P = 0,0001; n =11topi; n =4
topi (cerchi pieni) sono stati esclusi dall'analisi di regressione a causa della non

linearita). Tutti i termini di errore sono i sem

Tutti i tessuti hanno mostrato assorbimento di I-S1 (Fig. 2b-f ). L'assorbimento della
milza e del fegato era non lineare, suggerendo che i loro letti di tessuto stavano
entrando in equilibrio con il sangue. La maggior parte delle sostanze nel sangue viene
eliminata dai reni o dal fegato; I'assorbimento di I-51 molto pit elevato nel fegato
rispetto ai reni suggerisce che I-S1 viene eliminato dal sangue prevalentemente dal
fegato. Per determinare se c'erano differenze regionali nell'assorbimento di I-51
all'interno del cervello, abbiamo raccolto il bulbo olfattivo e sezionato l'intero cervello
in dieci regioni (Dati estesi Fig. 2 ). Abbiamo scoperto che I-S1 & entrato in tutte le

regioni del cervello, senza differenze statisticamente significative tra loro.

Allo stesso modo abbiamo determinato la clearance di I-S1 (AMSBIO) dal sangue e il
suo assorbimento da parte del cervello e di altri tessuti (Fig. 3 ). I risultati erano simili
a quelli ottenuti con I-S1 derivato da RayBiotech (Fig. 2 ), ma c'erano alcune
differenze. L'I-S51 derivato da AMSBIO e stato eliminato dal sangue pitt velocemente
(emivita di 3,6 min) e la velocita di assorbimento da parte del fegato era quasi cinque
volte pitt veloce di quella dell'T-S1 derivato da RayBiotech ( P < 0,0001). Insieme,
questi risultati mostrano che I-S1 viene eliminato dal sangue principalmente dal
fegato e che S1 ha accesso ad altri tessuti rilevanti per COVID-19, inclusi reni, polmoni

e milza.
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Fig. 3: I-S1 (AMSBIO) viene eliminato dal sangue e assorbito dai tessuti

periferici.
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a, autorizzazione di I-S1 da AMSBIO dal sangue. | dati sono stati adattati a un
modello di decadimento esponenziale a una fase: y =1,05 (e -03931) + 0,880
(emivita di 1,74 min; n =11 topi; r 2 = 0,867). La clearance dal sangue & stata
lineare per i primi 10 min, con una clearance del tempo di dimezzamento di 3,6

min. In b - f, gli assi y mostrano i rapporti delta tessuto / siero per |-S1, corretti
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per lo spazio vascolare e le perdite aspecifiche ( metodi). b, Il valore I-S1 Ki per

I'intero cervello era significativamente diverso da zero ( P < 0,0001), indicando

I'assorbimento di tessuto (n =11 topi). ¢ - f, | valori 1-S1 Ki per diversi tessuti
calcolati in base alle porzioni lineari delle loro curve. ¢, L'l-S1 Ki per il polmone

era significativamente diverso da zero ( P <0,0001; n =11 topi). d, Il valore I-S1K
|

per la milza era significativamente diverso da zero ( P = 0,002; n =11 topi). e, Il

valore I-S1 K _ per il rene era significativamente diverso da zero (P = 0,0004; n =
|
11 topi). f, L'I-S1 K _ per il fegato era significativamente diverso da zero (P =
|

0,0005; n = 8 topi; n = 3 topi (cerchi pieni) sono stati esclusi dall'analisi di

regressione a causa della non linearita). Tutti i termini di errore sono i sem

I-S1 e stabile nel cervello e nel sangue

Abbiamo misurato la stabilita di I-S1 iniettato per via endovenosa da RayBiotech nel
sangue e nel cervello attraverso la precipitazione acida (Tabella supplementare 1 ). I-
S1 aggiunto ai tessuti (controlli di elaborazione) ex vivo ha mostrato una piccola
degradazione. La radioattivita recuperata dal cervello 10 min dopo l'iniezione ev e il
siero 10 e 30 min dopo l'iniezione ev di I-51 era stabile, con la maggior parte della
radioattivita precipitata dall'acido. La radioattivita recuperata dal cervello 30 minuti
dopo l'iniezione endovenosa di I-S1 era per lo pit degradata. Cid indica che I-S1 entra
nel BBB intatto ma alla fine viene degradato nel cervello, sebbene non sia chiaro se cid
implichi la scissione dello iodio radioattivo da I-S1 e / o se la proteina S1 stessa sia

degradata.

La maggior parte della I-S1 assorbita dal letto capillare entra nel
parenchima cerebrale brain

In rari casi, le sostanze che sembrano attraversare la BEE sono in realta sequestrate dal
letto capillare, che impedisce loro di entrare nello spazio del liquido
parenchimale/interstiziale cerebrale. Pertanto, abbiamo successivamente valutato se I-
S1 iniettato per via endovenosa attraversa completamente la parete capillare per
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entrare nel parenchima cerebrale. Per questo, abbiamo utilizzato una versione
modificata del metodo "deplezione capillare” che ci ha anche permesso di misurare la
quantita di I-S1 iniettato per via endovenosa che aderisce in modo reversibile al lato
luminale del letto capillare. Abbiamo scoperto che il legame di I-S1 al lato luminale
rimasto statico nel tempo, mentre c'e stato un piccolo incremento nel tempo della
quantita di I-S1 trattenuto da capillari cerebrali (Extended Data Fig. 3). Il piti grande
cambiamento nel tempo & stato nella quantita di I-S1 che entra nel parenchima. Questi
risultati mostrano che entro 30 minuti, oltre il 50% di I-S1 ha attraversato
completamente la parete capillare per entrare negli spazi del parenchima cerebrale e

del liquido interstiziale.

WGA migliora I'assorbimento di I-S1 nel cervello e in alcuni tessuti
periferici

L'agglutinina del germe di grano (WGA) & una lectina vegetale che attraversa la BBB
attraverso la transcitosi adsorbente * un processo mediante il quale proteine o
peptidi si legano alle glicoproteine della superficie luminale delle cellule endoteliali,
vengono internalizzate nelle vescicole e quindi trasportate attraverso la membrana.
Per la WGA, la transcitosi adsorbente si verifica quando la WGA si lega alle
glicoproteine della superficie cellulare contenenti acido sialico e N- acetilglucosamina.
Molte proteine virali si legano anche a glicoproteine contenenti acido sialico e N-
acetilglucosamina, e quindi, quando WGA viene co-iniettato con tali proteine virali,
migliora il loro trasporto attraverso la BBB e l'assorbimento nei tessuti periferici 1°.
Qui, abbiamo scoperto che l'assorbimento di I-S1 iniettato per via endovenosa
(RayBiotech o0 AMSBIO) nel cervello, polmone, milza e rene era aumentato quando
WGA era incluso nell'iniezione (Fig. 4b-e ). La co-iniezione di WGA ha anche
aumentato la clearance di I-S1 (RayBiotech), ma non di I-51 (AMSBIO), come mostrato
da una diminuzione di I-S1 nel sangue (Fig. 4a ). La co-iniezione di WGA ha ridotto
l'assorbimento di I-S1 (AMSBIO) ma non di I-51 (RayBiotech) nel fegato (Fig. 4f ),
sebbene in un altro esperimento abbia ridotto I'assorbimento di I-51 (RayBiotech) nel

fegato (vedi sotto Fig. 4h ).
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Fig. 4: La WGA aumenta I'assorbimento di I-S1 da parte di cervello, polmone,
milza e rene, mentre 1'eparina blocca I'assorbimento da parte del fegato.
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a—f, Livelli sierici e assorbimento tissutale di I-S1 da RayBiotech o AMSBIO 10
minuti dopo l'iniezione ev in cui WGA, uno stimolatore della transcitosi
adsorbente, € stato incluso nelle iniezioni a meta dei topi. a, Livelli sierici di [-S1
espressi come percentuale della dose iniettata per ml di siero. C'era un effetto
principale della sorgente S1 ( F (1,25) = 49,79, P <0,0001) e del trattamento ( F
(1,25) = 20,57, P <0,0001), cosi come un effetto significativo della loro interazione
(F (1,25) = 40,93, P <0,0001). Il trattamento con WGA ha ridotto i livelli di [-S1
(RayBiotech) nel siero ( P< 0,0001), indicando un aumento della clearance dal
sangue. b, Livelli cerebrali I-S1 espressi come rapporti delta cervello/siero, che
mostrano effetti significativi (tutti P < 0,0001) della fonte S1 ( F (1,25) = 92,98),
trattamento ( F (1,25) = 252,2) e la loro interazione ( F (1,25) = 91,41). Questi
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risultati mostrano che WGA ha stimolato I'assorbimento di I-S1 sia da RayBiotech
che da AMSBIO e che WGA ha stimolato I'assorbimento di I-S1 da AMSBIO piu
che da RayBiotech. ¢, | livelli di I-S1 del polmone mostrano un effetto del
trattamento ( F (1,25) = 204,6, P < 0,0001). d, I livelli I-S1 della milza mostrano gli
effetti della sorgente S1 ( F (1,25) = 43,06, P< 0,0001) e trattamento ( F (1,25) =
30,42, P < 0,0001) e un trend di interazione ( F (1,25) = 3,657, P = 0,08). e, I livelli
di I-S1 del rene mostrano gli effetti della fonte ( F (1,25) = 33,45, P < 0,0001) e del
trattamento ( F (1,25) = 40,77, P < 0,0001). f, I livelli di I-S1 nel fegato mostrano
gli effetti della fonte di S1 ( F (1,25) = 55,87), del trattamento ( F (1,25) = 52,16) e
della loro interazione ( F (1,25) = 32,08), tuttia P < 0,0001. Per un —f, i dati sono
stati analizzati utilizzando ANOVA a due vie con sorgente S1 (RayBiotech contro
AMSBIO) e trattamento (con o senza WGA) come fattori principali, seguiti dai test
di comparazione multipla di Tukey; i dati sono la media + sd * P < 0,05, ** P < 0,01
e *** P < 0,001, che indicano confronti di trattamenti all'interno del gruppo I-S1
(RayBiotech o AMSBIO); # P <0.05, ¥ P <0.01 e ### P <0.001, indicando confronti
di gruppi I-S1 all'interno dei trattamenti. n = 7 per gruppo, ad eccezione dei topi
RayBiotech S1-WGA (n = 8). g, h, Livelli sierici e captazione epatica di I-S1 da
RayBiotech 10 min dopo l'iniezione ev con o senza co-iniezione di WGA, eparina o
entrambi. g, I'eparina ha aumentato i livelli sierici di [-S1 ( P = 0,016), ma non ha
bloccato I'effetto del WGA sui livelli sierici di I-S1. h, Rispetto al veicolo,
I'assorbimento di I-S1 & stato ridotto da eparina ( P = 0,0015), WGA ( P <0,0001)
e WGA + eparina ( P <0,001). L'assorbimento epatico di [-S1 era inferiore dopo
WGA + eparina rispetto alla sola eparina ( P = 0,0034) ma non rispetto alla sola
WGA. * P <0,05, ** P <0,01 e *** P <0,001. Per g e h, i dati sono stati analizzati
mediante ANOVA unidirezionale e test di confronto multiplo di Sidak, con n =10
per ciascun gruppo, ad eccezione del veicolo epatico in h, in cui € stato
identificato un valore anomalo utilizzando un test di Grubbs (776 ulg ') e

escluso, lasciando n = 9 topi.

Questi risultati suggeriscono fortemente che I-S1 attraversa la BBB e i letti dei tessuti

periferici attraverso il meccanismo della transcitosi adsorbente, legandosi alle
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glicoproteine della superficie cellulare che contengono acido sialico o N-

acetilglucosamina.

L'eparina blocca I'assorbimento di I-S1 nel fegato ma non nel cervello

Alcuni virus utilizzano 1'eparan solfato sulla membrana cellulare come recettore > .

L'eparina pu0 bloccare I'assorbimento del virus nei tessuti, presumibilmente legandosi
alle proteine virali e quindi impedendo a queste proteine virali di legarsi all'eparan
solfato sulle membrane cellulari 2% . Tuttavia, abbiamo scoperto che l'eparina co-
iniettata con I-S1 non ha influenzato 1'assorbimento di I-S1 (RayBiotech) nel cervello,
polmone, milza o rene e non ha influenzato I'effetto della co-iniezione WGA
sull'assorbimento di I-S1 in questi tessuti (dati non mostrati). L'eparina co-iniettata
con I-51 ha bloccato 1'assorbimento di I-S1 nel fegato (Fig. 4h ), il che probabilmente ha
spiegato la ridotta clearance osservata di I-S1 dal sangue (come evidenziato
dall'aumento dei livelli di I-51 nel siero; Fig. 4g), ma non ha bloccato 1'effetto di WGA
sull'assorbimento di I-S1 nel fegato. Questi risultati indicano che I-S1 utilizza siti
sensibili all'eparina per legarsi al letto capillare del fegato, ma non per legarsi ai letti

capillari di cervello, milza, polmone o rene.

L'assorbimento di I-S1 nel cervello non é stato bloccato da S1. non
etichettato

Successivamente abbiamo determinato se il trasporto di I-51 iniettato per via
endovenosa (RayBiotech) nel cervello potesse essere bloccato includendo
nell'iniezione un eccesso di proteina S1 non etichettata (AMSBIO). S1 senza etichetta
non ha influenzato i rapporti cervello / siero per delta I-51 a nessuna delle dosi testate
(Fig. 5a ), sebbene abbia migliorato 1'assorbimento di I-S1 nel polmone (Fig. 5¢c ). Cid
indica che il sito di legame per I-S1 nel tessuto cerebrale non e facilmente saturo, una
caratteristica della transcitosi adsorbente. Anche S1 non etichettato non ha influenzato
i rapporti cervello/siero per T-Alb (dati non mostrati), il che indica che anche la dose

elevata (10 pg) di S1 non ha interrotto in modo acuto la BBB.

Fig. 5: Effetti dei substrati S1, ACE2 e ACE2 non marcati sull'assorbimento di I-

S1 nei tessuti.
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a — ¢, Assorbimento tissutale di I-S1 da RayBiotech 10 min dopo I'iniezione ev con
o senza S1 non etichettato (da AMSBIO), ACE2 o substrati ACE2 grelina o
angiotensina ll (Ang Il). L' asse y mostra il rapporto tessuto/siero corretto per
I'albumina (delta). | dati sono la media + sd a, S1 senza etichetta a una dose di 0,1
g (n =10 topi), Tug (n =10) 0 10 ug ( n = 9) non ha ridotto I'assorbimento di I-
S1 cerebrale rispetto ai controlli del veicolo ( n =10; ANOVA unidirezionale: F
(3,33) =0,6312, P =0,6). b . La co-iniezione ha avuto un effetto principale
significativo sull'assorbimento di [-S1 nel cervello (ANOVA unidirezionale: F.(3,29)
=47 P =0,0073), con 1 g di aumento dell'assorbimento di ACE2 (ACE2 rispetto
al veicolo: P = 0,0109; test di confronto multiplo di Dunnett) ma nessun effetto di 1
ng digrelinao1ugdiAngll. (* P <0,05;n =8, 8,9 e 8 perigruppi veicolo,
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grelina, Ang Il e ACE2, rispettivamente). ¢, La co-iniezione ha avuto un effetto
principale significativo sull'assorbimento polmonare di I-S1 (ANOVA
unidirezionale: F (4,35) = 5,12, P = 0,0023), con effetti significativi di 1 ug di S1
non marcato (P =0,0372) , 1ug grelina (P =0,0188) e 1 ug ACE2 ( P = 0,0007),
ma nessun effetto di 1 ug Ang Il ( P= 0,3511; tutti i test di Dunnett). * P < 0,05, **
P <0,01e***P <0,001.n =8, 8,7 9e 8 per veicolo, S1, grelina, Ang Il e ACE2,
rispettivamente. Un valore anomalo (201 ul g ~') nel gruppo grelina & stato

rilevato da un test di Grubbs ( a <0,05) ed escluso dall'analisi.

ACE2 probabilmente media I'assorbimento di I-S1 nel cervello e nei
polmoni ma non in altri tessuti

Si pensa che la capacita di SARS-CoV-2 di entrare nelle cellule dipenda dal legame
della proteina S all'enzima legato alla membrana (e alla glicoproteina) ACE2. Per
valutare se ACE2 ha un ruolo nell'assorbimento di I-51 nel cervello e nei tessuti
periferici, abbiamo co-iniettato per via endovenosa ACE2 umano o i substrati di ACE2
Ang II e grelina con I-S1 (RayBiotech). Cido non ha influenzato i livelli ematici di I-S1 o
T-Alb iniettati per via endovenosa (dati non mostrati), indicando che queste proteine
non hanno influenzato il volume di distribuzione o la clearance di S1 o dell'albumina.
La co-iniezione di ACE2 ha aumentato i livelli renali di T-Alb iniettato per via
endovenosa: F (4,36) = 2,63, P = 0,0505; veicolo: 119 +44 ul g 1(n =8 topi); ACE2:
151+156ulg 1(n=8 topi), P = 0,02), indicando forse che ACE2 influisce sulla
clearance renale dell'albumina. Solo la co-iniezione di ACE2 ha potenziato
l'assorbimento di I-S1 nel cervello (Fig. 5b ). L'assorbimento nel polmone & stato
aumentato dalla co-iniezione di S1, grelina o ACE2, ma non angiotensina II (Fig. 5¢ ),
mentre |'assorbimento nel fegato, rene o milza non é stato alterato dalla co-iniezione
di nessuna di queste sostanze (dati non mostrati ). Questi risultati suggeriscono che
ACE2 é coinvolto nella captazione di S1 nei polmoni e probabilmente nel cervello, ma

non nella captazione di I-51 nella milza, nel fegato o nei reni.

L'infiammazione aumenta I'assorbimento di I-S1 nel cervello e nei polmoni
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Poiché l'infezione da SARS-CoV-2 induce uno stato inflammatorio, abbiamo quindi
determinato se uno stato infiammatorio, in questo caso indotto dall'iniezione di
lipopolisaccaride (LPS), influenza 1'assorbimento di I-51 (RayBiotech) iniettato per via
endovenosa nel cervello e nei tessuti periferici. I topi hanno ricevuto un'iniezione di 3
mg kg ! di LPS derivato da Salmonella typhimurium (Sigma) a t =0 e di nuovo a 6 e 24
ore dopo e hanno ricevuto un'iniezione iv I-S1 pitt T-Alb 28 ore dopo la prima
iniezione di LPS ; questo regime LPS puo interrompere la BBB, aumentare la sua

27,28

permeabilita ai virus e alle proteine virali e aumentare il livello ematico di molte

delle citochine che sono risultate elevate nella tempesta di citochine associata a

COVID-19 (rif. > 2?).

Abbiamo scoperto che LPS non ha influenzato i livelli ematici del T-Alb, indicando
che lI'infiammazione non ha indotto la contrazione del volume dello spazio vascolare
né la perdita dei letti dei capillari periferici in questi topi. I topi che avevano ricevuto
LPS avevano livelli sierici di I-S1 pit1 elevati (Fig. 6a ), indicando una diminuzione
della clearance dal sangue (probabilmente a causa della ridotta captazione di I-S1 nel
fegato osservata in questi topi; Fig. 6b ), cosi come rapporti T-Alb cervello/siero pit
alti, che indicano un'interruzione della BBB (controllo: 8,52 £ 0,19 ul g 1(n =10); LPS:
12,2+0,68 ul g 1(n =8),t =574, P<0,0001). Questi topi avevano anche rapporti
cervello/siero I-51 pit1 alti (cioé rapporti non corretti per I-51 nello spazio vascolare e
per qualsiasi ingresso cerebrale I-S1 a causa di perdite), indicando un aumento del
passaggio I-S1 attraverso la BBB ( controllo: 12,06 £ 0,26 ul g 1(n =10); LPS: 14,9 +
0,64ulg 1(n =8),t =438, P =0,0005), sebbene i loro rapporti delta cervello/siero
per I-5S1 (ciog, rapporti corretti) non erano diversi dai controlli (tranne nel bulbo
olfattivo) (Fig. 6¢ ). L'unico tessuto periferico che mostrava un aumento della
captazione di I-S1 dopo aver ricevuto LPS era il polmone, dove la captazione era
aumentata del 101% (Fig. 6b). Questi risultati mostrano che l'infiammazione potrebbe
aumentare la tossicita di S1 per il tessuto polmonare aumentandone I'assorbimento. I
risultati mostrano anche che, nei topi, 1'inflammazione pud aumentare l'ingresso di I-
S1 iniettato per via endovenosa nel cervello, ma cio ¢ probabilmente dovuto

all'interruzione della BBB piuttosto che al miglioramento della transcitosi assorbente.
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Fig. 6: LPS ha effetti minimi sull'assorbimento di I-S1 nel cervello ma altera la

clearance di I-S1 dal sangue e I'assorbimento da parte dei tessuti periferici.
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a - ¢, Abbiamo trattato i topi con LPS intraperitoneale utilizzando un protocollo
precedentemente dimostrato di alterare la permeabilita BBB e indurre
I'inflammazione ( Metodi ). Quattro ore dopo I'ultima iniezione di LPS, abbiamo
somministrato ai topi un'iniezione ev contenente |1-S1 (RayBiotech) e T-Alb e
abbiamo raccolto campioni di tessuto e sangue 10 minuti dopo l'iniezione ev. a, |
livelli sierici di I-S1 (RayBiotech), espressi come percentuale della dose iniettata
per 1ml (% inj ml =) di siero, sono aumentati 4 ore dopo I'iniezione di LPS
rispetto al controllo (t = 3,66, df =16, P = 0,0021, t a due code-test), indicando
che LPS ha diminuito la clearance di I-S1 dal sangue. LPS non ha avuto effetti
significativi sui livelli sierici di T-Alb (t = 0,3739, df =16, P = 0,7134), indicando
un effetto selettivo di LPS sulla clearance I-S1. b, Livelli tissutali di I-S1, espressi

come rapporti tessuto/siero corretti (rapporti delta cervello/tessuto) per spazio
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vascolare e perdite sottraendo i rapporti tessuto/siero per T-Alb. LPS ha
aumentato I'assorbimento di I-S1 da parte del tessuto polmonare (t = 4,58, df =
16, P = 0,0003) e diminuito I'assorbimento di I-S1 da parte della milza (t = 6,39,
df =16, P < 0,0001) e fegato ( t = 4,60, df =16, P= 0,0003); I'effetto di LPS
sull'assorbimento di I-S1 da parte dei reni non era significativo ( P = 0,057; tutti i
t- test a due code ). Il ridotto assorbimento di I-S1 da parte del tessuto epatico
probabilmente contribuisce alla diminuzione della clearance di I-S1 dal sangue
osservataina. ¢, Livelli di I-S1 nelle aree cerebrali, espressi come rapporti delta
cervello/siero. L'ANOVA a due vie ha mostrato un effetto principale significativo
della regione cerebrale ( F (11, 190) = 2,72, P = 0,0028), che rappresenta il 12,5%
della variabilita e un effetto principale del trattamento con LPS ( F (11, 190) =10.7,
P=0,0012), rappresentando il 4,5% della variabilita; non vi era alcun effetto
statisticamente significativo per l'interazione. Il test di confronti multipli di Sidak
ha mostrato che il trattamento con LPS ha ridotto |'assorbimento di [-S1 da parte
del bulbo olfattivo ( P = 0,026) ma non in altre regioni del cervello. * P <0.05, ** P
<0,01, *** P <0,001t =0,1> P > 0,05. FCtx, corteccia frontale; PCtx, corteccia
parietale; OCtx, corteccia occipitale. | dati sono la media + sd Gruppi di controllo (
a): n =10 topi; gruppo di veicoli (b e ¢ ): n =10 topi; Gruppo LPS (a-c¢):n =10
topi.

I-S1 entra nel cervello e nel sangue del topo dopo la somministrazione
nasale

Alcuni virus possono entrare nel cervello attraverso il nervo olfattivo, un nervo
cranico con proiezioni attraverso la lamina cribriforme 3° . Altri virus possono
attraversare la BBB dopo essere entrati nel flusso sanguigno dal compartimento
nasale. Non e chiaro se SARS-CoV-2 nel naso possa entrare nel cervello attraverso una
di queste vie. Abbiamo quindi valutato la capacita di I-S1 somministrato per via
intranasale di entrare nel cervello. A seguito di un'iniezione di una soluzione veicolare
da 1 ul contenente I-S1 a ciascuna narice a livello della lamina cribrosa (dove il nervo
olfattivo emerge dalla volta cranica), I-S1 & stato rilevato in tutte le regioni del cervello

(Fig. 7a, b). I livelli di I-S1 nell'intero cervello, nella corteccia frontale, nel cervelletto,
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nel mesencefalo e nel midollo del ponte erano piu alti a 30 minuti rispetto a 10 minuti
dopo la somministrazione. La distribuzione di I-51 nel cervello era per lo piu
omogenea, sebbene i livelli nel bulbo olfattivo e nell'ipotalamo fossero pit alti che in
altre regioni del cervello a 10 min e anche nel bulbo olfattivo a 30 min dopo la
somministrazione. I livelli di I-51 dell'intero cervello espressi come percentuale della
dose somministrata erano circa dieci volte pit1 alti dopo 1'iniezione ev che dopo
l'iniezione intranasale (Fig. 7a ). La radioattivita € apparsa nel sangue dopo la
somministrazione intranasale di I-S1, indicando che alcuni I-S1 erano entrati nel flusso
sanguigno (dati non mostrati). L'area sotto la curva (AUC) per I-S1 nel sangue dopo
somministrazione intranasale era 9,42 (% inj ml 1T min), mentre 'AUC per I-51 nel
sangue dopo l'iniezione ev era di 1.430 (% inj ml ! min ! ), indicando che Ia
biodisponibilita per la via nasale era dello 0,66%. Insieme, questi risultati mostrano
che I-S1 puo entrare nel cervello e distribuirsi in modo dipendente dal tempo a tutte le
regioni del cervello dopo la somministrazione intranasale. Tuttavia, I'assorbimento di
I-51 nel cervello attraverso questa via € molto meno efficiente dell'assorbimento dopo

il trasporto attraverso la BBB.

Fig. 7: I-S1 entra nel cervello dopo somministrazione intranasale.

https://www.nature.com/articles/s41593-020-00771-8 20/54



1/6/2021 La proteina S1 di SARS-CoV-2 attraversa la barriera emato-encefalica nei topi | Nature Neuroscience

4 |ntranasal: 10 min
3.0 2
1.0 - °
0.10 T o
"—c) : * * %
c .
O\O [ ]
. ()
0.05 — . (@)
Al %@% I %%
0 — T T T T T T T T
%, L 0 F o © o 2) Q& >
N o X & @
@ X 0 9 SIS AN
AN S & £ TP ®
& o K <°
&
b Intranasal: 30 min
0.15 -
* %
0.10 - (@)
N
(@)
€ O
P

TE Ed3tls Yy

0 - T T I T T T Q T T T T
@ Q& N o’b@ NG Q‘QQ’ S @Q,
& £ ° F & ¥ $

https://www.nature.com/articles/s41593-020-00771-8 21/54



1/6/2021 La proteina S1 di SARS-CoV-2 attraversa la barriera emato-encefalica nei topi | Nature Neuroscience

a, b, Captazione cerebrale di [-S1 (RayBiotech) somministrato per via intranasale
(1 ul per naris), espresso come percentuale di dose somministrata assorbita per
grammo di ciascuna regione cerebrale (% injg ). a, A 10 minuti dalla
somministrazione intranasale, 1-S1 e stato rilevato in tutte le regioni cerebrali
sezionate. L'ANOVA unidirezionale ha mostrato un effetto significativo della
regione del cervello ( F (11,48) = 3.77, P = 0.0006), con un assorbimento
significativamente piu alto nel bulbo olfattivo ( P = 0,031) e nell'ipotalamo ( P =
0,0041) rispetto al cervello (test di confronto multiplo di Dunnett). L'assorbimento
dell'intero cervello dopo la somministrazione intranasale e stato di 0,023 + 0,0008
% inj g ~": per il confronto visivo, mostriamo anche la dose percentuale del cervello
intero per grammo 10 min dopo l'iniezione ev come calcolata dai valori di controllo
per I'esperimento LPS in Fig. 6 (cerchi pieni, 0,22 + 0,016 % injg ' ); n = 5 topi. b
, A 30 minuti dalla somministrazione intranasale, 1-S1 e stato rilevato in tutte le
regioni cerebrali sezionate. LANOVA unidirezionale ha mostrato un effetto
significativo della regione del cervello ( F (11,48) = 4,33, P = 0,0002), con un
assorbimento significativamente maggiore nel bulbo olfattivo rispetto all'intero
cervello ( P = 0,0023, test di confronti multipli di Dunnett). Un t- test a due code
ha mostrato aumenti significativi tra 10 e 30 min per l'intero cervello (P = 0,0143, t
= 3,116, df = 8), corteccia frontale ( P = 0,0391, t = 2,464, df = 8), cervelletto ( P
=0,0003,t = 6,226, df = 8), mesencefalo (P =0,0098, t = 3.370, df = 8) e pons (
P =0.0232, t = 2.801, df = 8) ma non le altre regioni; n =5 topi. * P < 0,05, ** P <
0,01 e *** P < 0,001.

Effetti del sesso e del genotipo APOE sull'assorbimento di I-S1

Il sesso maschile e il genotipo APOE4 rispetto al genotipo APOE3 sono fattori di
rischio sia per la contrazione che per 1'esito sfavorevole del COVID-19 (rif. 31,32,33),
Pertanto, abbiamo determinato 'assorbimento di I-S1 iniettato per via endovenosa
(RayBiotech) o T-Alb in topi maschi e femmine che esprimono APOE3 o APOE4
umano sotto l'espressione del promotore di ApoE di topo . Il genotipo e il sesso
dell’APOE non hanno influenzato i rapporti cervello/siero T-Alb (Fig. 8a ). LANOVA

a due vie ha mostrato un effetto del sesso sull'assorbimento di I-S1 nel bulbo olfattivo
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e nella milza e un effetto dell’APOEgenotipo sull'assorbimento di I-51 nel fegato, nella
milza e nel rene (Fig. 8b-h ). I test di confronti multipli hanno mostrato che, rispetto
agli altri tre gruppi, i topi maschi che esprimono APOE3 umana avevano
I'assorbimento I-S1 pit veloce di I-S1 nel bulbo olfattivo, fegato e rene, mentre rispetto
agli altri tre gruppi, i topi femmine che esprimono 1I' APOE3 umano ha avuto il pitt
rapido assorbimento di I-S1 nella milza. Questi risultati suggeriscono che un maggiore
assorbimento di I-51 da parte di alcuni tessuti potrebbe contribuire all'aumento del

rischio di COVID-19 nei maschi rispetto alle femmine, ma non al rischio associato al
genotipo APOE4 .

Fig. 8: Sesso e influenza del genotipo ApoE sull'assorbimento di I-S1.
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a - h, Livelli sierici e captazione tissutale di I-S1 (RayBiotech) e captazione
cerebrale di T-Alb dopo iniezione ev in topi maschi e femmine che erano

omozigoti per APOE3 (E3) o APOE4 (E4) umano . Per a, e stato eseguito MTRA
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per calcolare Ki e Vi per T-Alb. Inc — h, I' asse y mostra i rapporti delta

tessuto/siero per I-S1, che sono stati corretti per lo spazio vascolare e la perdita
non specifica (Metodi). Le pendenze delle linee di regressione che derivano dalla

MTRA misura il tasso di afflusso ( Ki ) nei tessuti. Il K ii valori per i quattro gruppi

(maschi E3, femmine E3, maschi E4 e femmine E4) sono stati confrontati
statisticamente mediante ANOVA a due vie con sesso e genotipo APOE come
variabili indipendenti, seguiti dai test post hoc di confronto multiplo di Tukey (a -
h) . ll sesso o il genotipo APOE non hanno influenzato i cambiamenti nella
captazione cerebrale di T-Alb (a), i livelli di I-S1 nel siero (b ) o la captazione di I-
S1 da parte del cervello ( ¢ ) o del tessuto polmonare ( e ), indicando che questi
fattori non influenzano l'integrita della BBB o lo spazio vascolare cerebrale, la
clearance dal sangue o l'assorbimento da parte del cervello o del tessuto
polmonare. d. L'ANOVA a due vie ha mostrato un effetto significativo del sesso
sull'assorbimento di I-S1 nel bulbo olfattivo ( F (1,29) = 14,30, P = 0,0007),
rappresentando il 29% della variabilita. Il test di comparazione multipla di Tukey

post hoc ha mostrato un K _ significativamente maggiore per : maschi E3 rispetto
|

alle femmine E3 ( P = 0,0056) e alle femmine E4 ( P = 0,0015). I/ genotipo APOE
ha avuto un effetto a livello di tendenza sull'assorbimento nel bulbo olfattivo ( F
(1,29) = 3,838, P = 0,06). f . Il genotipo APOE ha avuto un effetto principale
significativo sull'assorbimento di [-S1 nel fegato ( F (1,24) = 28,44, P< 0,0001),
che rappresenta il 50% della variabilita, con un tasso di assorbimento inferiore per
le femmine E4 rispetto alle femmine E3 ( P = 0,0057) e ai maschi E3 ( P = 0,0001)
e con un tasso di assorbimento inferiore per i maschi E4 rispetto a E3 maschi ( P
=0,0039). g, C'e stato un effetto principale significativo del sesso
sull'assorbimento di I-S1 nella milza ( P = 0,0004), che rappresenta il 20% della
variabilita, un effetto principale del genotipo ApoE ( P < 0,0001), che rappresenta
il 43% della variabilita , e un effetto significativo della loro interazione (P =
0,0029), che rappresenta il 13% della variabilita. Confronti multipli hanno mostrato
tassi di assorbimento piu rapidi per le femmine E3 rispetto alle femmine E4 ( P<
0,0001) ai maschi E3 ( P = 0,0003) e ai maschi E4 ( P < 0,0001). h, il genotipo
APOE ha avuto un effetto significativo sulla captazione di I-S1 nel rene (P =

0,0046), rappresentando il 25% della variabilita, con una captazione piu rapida nei
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maschi E3 rispetto ai maschi E4 ( P = 0,0089) e alle femmine E4 (P = 0,012). Il
numero di topi assegnati a ciascun gruppo era 11 per le femmine E3 e 10 per gli
altri tre gruppi. Tuttavia, il numero di topi utilizzati per calcolare le linee di
regressione variava da 6 a 11 per gruppo, poiché & stata osservata una deviazione
dalla linearita che soddisfaceva i criteri di esclusione ( Metodi ). il ni valori per

gruppo (inclusi gli outlier esclusi) sono riportati nella tabella supplementare 2 .

Trasporto I-S1 attraverso un modello in vitro della BBB

Per determinare se I-S1 attraversa cellule endoteliali in un modello in vitro della BBB
umana, abbiamo confrontato il trasporto di I-S1 rispetto a T-Alb attraverso monostrati
di cellule staminali pluripotenti indotte umane (iPSC) derivate da cellule endoteliali
cerebrali cellule (iBEC) seminate su Transwells. Tre esperimenti indipendenti hanno
mostrato che la velocita di passaggio di I-S1 (RayBiotech) nella direzione da luminale
ad abluminale non era statisticamente significativa rispetto a quella di T-Alb
(Extended Data Fig. 4a ). Un esperimento ha indicato che S1 non etichettato non
inibiva il passaggio I-51 (RayBiotech) (Dati estesi Fig. 4b ). WGA non ha avuto alcun
effetto anche sul trasporto RayBiotech I-S1 (Dati estesi Fig. 4c). I-51 (RayBiotech)
aveva un coefficiente di permeabilita significativamente pitt alto di I-S1 (AMSBIO I-
S1) in vitro (Extended Data Fig. 4d ); tuttavia, questa differenza non era significativa
dopo la correzione per il trasporto di T-Alb. In sintesi, questi risultati suggeriscono
che gli iBEC possono essere pitt permeabili a I-51 che a T-Alb, ma la differenza &

troppo piccola per supportare studi meccanicistici che utilizzano questo modello.

Discussione

I risultati di questo studio mostrano che I-S1 da due diverse fonti commerciali
attraversa facilmente la BBB del topo, almeno se iniettata per via endovenosa. I-51
stato assorbito da tutte le 11 regioni cerebrali esaminate. Un ingresso cosi diffuso nel
cervello di I-S1 potrebbe spiegare i diversi effetti di S1 e/0o SARS-CoV-2 come
encefalite, difficolta respiratorie e anosmia ! 2/ *. S1 & la proteina SARS-CoV-2 che

inizialmente si lega ai recettori della superficie cellulare, ponendo le basi per
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l'internalizzazione virale. Per il trasporto attraverso la BBB, le proteine leganti il virus
spesso si comportano in modo simile al virus stesso. Ad esempio, le interazioni
(compreso il legame e il trasporto) tra la glicoproteina gp120 dell'HIV-1 e la BBB sono
simili a quelle del virus completo 8% . Inoltre, molte, se non la maggior parte delle
proteine virali stesse, possono essere biologicamente altamente attive; per esempio,

11,12,15,14,15,16, 17 1 e proteine spike del coronavirus

gp120 e altamente tossico
vengono spesso scisse dal virus dalle proteasi delle cellule ospiti. Una volta scisse, le
subunita S1 e S2 del picco di coronavirus non sono trattenute in modo covalente da
legami disolfuro e quindi S1 potrebbe essere liberato dai virioni **. E possibile che
durante l'infezione da SARS-CoV-2, il capannone S1 sia disponibile per attraversare la
BEE, innescando risposte nel cervello stesso, senza necessariamente coinvolgere
l'incrocio di particelle virali intatte. Pertanto, determinare se S1 attraversa la BBB e

importante per capire se SARS-CoV-2 e 51 stesso potrebbero indurre risposte nel

cervello.

Il nostro metodo di studio della farmacocinetica S1 presenta molti vantaggi rispetto
all'approccio piu tradizionale di determinazione dell'assorbimento e della
distribuzione virale che si basa sul recupero del virus. L'etichettatura radioattiva
consente di rilevare S1 a livelli molto bassi e di quantificare i tassi di assorbimento per
il cervello e altri tessuti. I fattori che potrebbero influenzare 1'assorbimento delle
proteine virali possono essere manipolati sperimentalmente in animali sani, piuttosto
che infetti. Il recupero di I-S1 da un tessuto riflette solo fattori legati alla permeabilita,
mentre il recupero da topi infetti riflette anche altri fattori, come il tasso di

replicazione del virus in quel tessuto.

Una domanda cruciale a cui abbiamo parzialmente risposto qui € stata: quale recettore
I-51 usa per entrare nel cervello e in altri tessuti? Sulla base dell'esperienza con la
SARS, si presume che SARS-CoV-2 si leghi all' ACE2 umano ma non all' ACE2 murino.
La SARS puo infettare topi wild-type (WT), ma non produce sintomi gravi e morte,
tranne che nei topi transgenici che sovraesprimono ACE2 umano (rif. >° ), sebbene cid
potrebbe anche essere semplicemente dovuto al fatto che questi topi transgenici
esprimono 8-12 volte pitt ACE2 rispetto ai topi WT. I topi usati qui esprimevano solo

recettori murini, quindi i nostri risultati suggeriscono che l'ipotesi che ACE2 debba
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essere la proteina umana non ¢ corretta e dimostrano che i topi WT possono essere

utilizzati negli studi cinetici di S1 e probabilmente di SARS-CoV-2.

Abbiamo trovato prove ragionevolmente forti che I'ACE2 murino & coinvolto
nell'assorbimento di I-51 nel tessuto polmonare, poiché la co-iniezione di I-S51 con
substrati solubili di ACE2 e ACE2 ha aumentato 1'assorbimento di I-S51 (questa
osservazione forse sorprendente & discussa pitt avanti ). L'evidenza del
coinvolgimento di ACE2 nell'assorbimento I-S1 del cervello e pitt debole di quella del
polmone, poiché qui l'assorbimento & stato influenzato dalla co-iniezione con ACE2
solubile, ma non dai substrati di ACE2. La scoperta che 1'assorbimento di I-S1 nel rene,
nel fegato e nella milza non e stato influenzato dall'ACE2 solubile o dai substrati di
ACE2 indica che recettori diversi o in aggiunta all' ACE2 sono coinvolti

nell'assorbimento di I-S1 in alcuni tessuti.

Che S1 e persino SARS-CoV-2 utilizzino pitt di un recettore non & sorprendente se si
considera che molti virus utilizzano piti recettori. Ad esempio, HIV-1 usi il CD4 e
recettori mannosio-6-fosfato, e il virus della rabbia utilizza il recettore dell'acetilcolina,
un recettore del fattore di crescita nervoso e la molecola di adesione delle cellule
neurali per entrare nelle cellule 2+ %° . I recettori (oltre all' ACE2) che possono legarsi o
si prevede che leghino SARS-CoV-2 in base alla modellazione includono basigina,

ciclofiline, dipeptidil peptidasi-4 (rif. >+ 3% ) e GRP78 (rif. *”).

Uno dei motivi per cui un virus pu0 utilizzare una tale diversita di recettori e che i

siti di legame per le proteine virali sono spesso regioni altamente cariche sulla
glicoproteina di membrana cellulare a causa delle alte concentrazioni di acido sialico,
N- acetilglucosamina o eparan solfato. I coronavirus in generale si legano alle
glicoproteine ad alto contenuto di acido sialico “’ . Un lavoro pionieristico ha mostrato
che il legame di WGA alle regioni BBB ricche di acido sialico o N- acetilglucosamina
ha portato al trasporto di WGA attraverso la BBB attraverso il meccanismo della
transcitosi adsorbente >, La WGA somministrata in concomitanza con un induttore
piu debole della transcitosi adsorbente spesso aumenta invece di bloccare la

penetrazione del BBB dell'induttore pit1 debole *! . In questo studio, la capacita di
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WGA di aumentare 1'assorbimento di I-51 nel tessuto cerebrale suggerisce che S1

attraversa la BBB attraverso la transcitosi adsorbente.

Poiché la proteina spike di SARS-CoV-2 & pit carica della proteina spike della SARS, &
stato suggerito che potrebbe legarsi a un numero maggiore di recettori * . Alcuni
virus si legano a recettori ricchi di eparan solfato; I'assorbimento di questi virus e
inibito dall'eparina ?° . Abbiamo dimostrato che l'assorbimento di I-S1 nel fegato era
inibito dall'eparina, ma non lo era l'assorbimento nel cervello e in altri tessuti
periferici. Questi risultati mostrano che S1 utilizza l'eparan solfato per legarsi al fegato
ma non ad altri tessuti. Concludiamo che un certo numero di recettori &
probabilmente coinvolto nell'assorbimento di S1; quale recettore € piti importante
varia da tessuto a tessuto. Sara importante identificare le glicoproteine legate alla

membrana che fungono da recettori per SARS-CoV-2.

Non & chiaro il motivo per cui, nel nostro studio, la co-iniezione con substrati ACE2 o
ACE2 abbia potenziato piuttosto che inibito l'assorbimento di I-S1 iniettato per via
endovenosa, ma ci sono alcune possibili spiegazioni. Poiché S1 non si lega al sito
catalitico ACE2 #?/ %3, potrebbe non verificarsi la tradizionale cinetica di inibizione
dose-dipendente del recettore ligando. L'ACE2 che abbiamo co-iniettato con I-S1
potrebbe avere legato 1'Ang II circolante che normalmente avrebbe gareggiato con I-S51
per il legame con I'ACE2 legato alla membrana. Inoltre, S1 & attaccato a SARS-CoV-2

38 ma abbiamo studiato S1 monomerico; & possibile che la co-

come omotrimero
iniezione di ligandi ACE2 abbia alterato la conformazione di ACE2 in modo tale da

facilitare il legame del monomero S1.

I fattori di rischio sia per contrarre il COVID-19 che per avere un esito sfavorevole
includono individui di sesso maschile che sono positivi per 1' allele ApoE4 rispetto
all'allele ApoE3 31+32/33 'mentre la tempesta di citochine & una caratteristica della
malattia &2V¢4* . Abbiamo scoperto che l'influenza del sesso, del genotipo ApoE e dello
stato inflammatorio sull'assorbimento di I-51 variava tra i tessuti. Sesso e ApoE
umanalo stato nei topi non ha influenzato 'assorbimento di I-51 iniettato per via
endovenosa nell'intero cervello o polmone, ma ha influenzato il suo assorbimento nel
bulbo olfattivo, nel fegato, nella milza e nei reni, con una maggiore captazione nei

maschi. Cio suggerisce che parte del rischio di scarso esito per i maschi puo essere
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correlato al grado in cui i loro tessuti hanno un maggiore assorbimento di S1 o SARS-
CoV-2. Tuttavia, I' ApoE3 , non 1' ApoE4 , & stato associato a tassi di assorbimento pitt
elevati di I-51 da parte del bulbo olfattivo, del fegato, della milza e dei reni,
suggerendo che & improbabile che il rischio associato allo stato di ApoE sia dovuto

all'aumento di S1 o SARS-CoV-2. assorbimento dei tessuti.

L'inflammazione indotta dall'iniezione di LPS aumentava la quantita di I-51 iniettato
per via endovenosa che entrava nel cervello, ma questo aumento era probabilmente
dovuto all'interruzione del BBB e non all'aumento della transcitosi adsorbitiva; infatti,
I'assorbimento di I-51 dopo la correzione per l'interruzione della BBB era in realta
inferiore in una regione del cervello, il bulbo olfattivo. I topi esposti a LPS avevano un
maggiore assorbimento di I-51 nei polmoni ma un minore assorbimento nella milza e
nel fegato; quest'ultimo probabilmente spiega perché questi topi avevano ridotto la
clearance di I-51 dal sangue. In particolare, questa diminuzione della clearance dal
sangue osservata nei topi in uno stato infiammatorio suggerisce che tutti i tessuti

saranno esposti a livelli di S1 piu elevati rispetto allo stato non infiammatorio.

Un'infezione letale pud verificarsi dopo somministrazione intranasale di SARS % . E
stato ipotizzato che il virus nasale si diffonda al polmone e da li al sangue e al cervello

3%, ma altri suggeriscono che SARS-CoV-2 nelle narici potrebbe diffondersi al cervello

5 come fanno molti altri virus 3°. Sebbene i nostri

attraverso il nervo olfattivo *
risultati mostrino che 1'I-S1 somministrato per via intranasale pud entrare nel tessuto
cerebrale del topo, evidenziano la BBB come la via principale per l'ingresso di I-S51 nel
cervello. Inoltre, una quantita molto piccola (0,66% di biodisponibilita dopo
somministrazione intranasale) di I-51 e stata trovata nel sangue, suggerendo uno
scarso trasferimento dal naso al sangue. Tuttavia, i nostri studi sono stati progettati
per valutare la capacita di I-S1 di entrare nel cervello attraverso il nervo olfattivo e
non per valutare la sua capacita di entrare nel sangue attraverso il sistema vascolare

nasale. Tuttavia, i nostri risultati favoriscono alcuni siti diversi dalle narici, come i

polmoni, come punto di ingresso di S1 rilevato nel sangue.

E importante notare che sebbene lo studio dimostri che I-S1 incrocia il BBB nei topi,
questo potrebbe non essere il caso degli esseri umani. Per questo motivo, abbiamo

utilizzato modelli in vitro del BBB umano, che pud essere utile nello studio dei
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meccanismi di permeabilita del BBB. Il modello utilizzato in questo studio & derivato
da iPSC umane e sviluppa un fenotipo simile alle cellule endoteliali del cervello che
include trasportatori funzionali di afflusso ed efflusso di BBB e forti proprieta barriera
che consentono lo studio del trasporto senza effetti confondenti di un'elevata
dispersione della linea di base “°**’. In questo modello, non abbiamo osservato
differenze significative nella permeabilita per I-51 rispetto a T-Alb. L'apparente
assenza del trasporto di I-S1 attraverso la BBB in questo modello in vitro potrebbe
essere dovuta a problemi tecnici, come i bloccanti del legame di I-51 nei tamponi.
Potrebbe anche significare che gli iBEC non hanno espresso le glicoproteine di
membrana cellulare necessarie per il trasporto di I-51, o che I-S1 non ¢ in grado di
attraversare la BBB umana. Una nota di cautela riguardo alla validita dell'utilizzo di
S1 monomerico come modello per SARS-CoV-2 & che S1 & normalmente collegato a
SARS-CoV-2 come trimero. Tuttavia, la proteina S1 pud essere eliminata dal virus in
vivo, e quindi lo studio dei monomeri S1 puo avere validita da solo, sebbene
attualmente non vi sia alcuna prova diretta che le proteine spike siano eliminate da

SARS-CoV-2. Del tutto,

metodi

Topi

Tutti gli studi sui topi sono stati approvati dall'Institutional Animal Care and Use
Committee presso 1'Oregon Health & Sciences University e dal Veterans Affairs Puget
Sound Health Care System (VAPSHCS) e condotti in strutture approvate
dall'American Association for Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) .
Topi maschi CD-1 (6-10 settimane di eta) sono stati acquistati dai Charles River
Laboratories (Hollister). Per tutti gli studi e stato utilizzato un totale di 204 maschi
CD-1. Topi maschi e femmine di sostituzione umana mirati per E3 ed E4 (TR), generati

48, sono stati allevati presso 1'Oregon Health & Sciences

come descritto in precedenza
University prima del trasferimento al VAPSHCS per gli esperimenti. I topi E3 ed E4
TR avevano circa 4 mesi di eta il giorno dello studio. Per tutti gli studi sono stati
utilizzati un totale di 21 topi E3 e 20 E4 TR. I topi avevano accesso ad libitum a cibo e

acqua e venivano tenuti in un ciclo luce/buio di 12/12 ore. La temperatura & stata
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mantenuta a 18-23 °C e I'umidita & stata mantenuta al 40-60%. Per tutti gli
esperimenti, i topi sono stati anestetizzati con una biniezione intraperitoneale di 0,15-
0,2 ml di uretano al 40% per ridurre al minimo il dolore e 'angoscia. I topi
anestetizzati sono stati posti su una piastra elettrica fino al momento dell'uso. Alla fine
di ogni studio, i topi sono stati soppressi per decapitazione mentre erano sotto

anestesia.

Fonti e marcatura radioattiva delle proteine

Le proteine S1 sono state fornite dai produttori (RayBiotech, 230-30161, Val 16-GIn
690; AMSBIO, AMS.SIN-C52H3, Val 16-Arg 685). Le proteine sono state sciolte in PBS
(pH 7,4) ad una concentrazione di 0,45-0,61 mg ml ! . Le proteine sono state prodotte
in linee cellulari HEK293, avevano tag His C-terminali, sono state calcolate per essere
circa 76 kDa in proteine, ma migrate su gel a 100-120 kDa a causa della glicosilazione.
Al ricevimento, le proteine S1 sono state scongelate e aliquotate in porzioni da 5 ug e
utilizzate immediatamente o conservate a -80 ° C fino al momento dell'uso. 15 ug di
proteina S1 scongelata sono stati marcati radioattivamente con 1 mCi 12° I (Perkin
Elmer) utilizzando il metodo della cloramina-T, come descritto in precedenza 49 1,1-81
& stato purificato su una colonna di G-10 Sephadex (GE Healthcare) ed eluito con PBS
in provette di vetro contenenti 1% di BSA in soluzione di Ringer lattato (BSA-LR).
Abbiamo stimato in base alla quantita di proteina iodata che 1'attivita specifica di I-51
era di circa 11 Ci g ! o circa 12,5 ng per 300.000 cpm BSA (Sigma) & stata etichettata
con 2™ Tc (GE Healthcare) utilizzando il metodo del tartrato stannoso *°. T-Alb & stato
purificato su una colonna di G-10 Sephadex. Sia 1'-51 che il T-Alb erano precipitabili
con acido per oltre il 90%. Il peso molecolare delle proteine marcate & stato confermato
eseguendo un'attivita di 200.000-600.000 cpm in tampone 1x LDS (Invitrogen) con o
senza agente riducente (Invitrogen) su un gel Bis-Tris al 4-12% (GenScript) in
tampone MOPS (Invitrogen ). Il gel & stato quindi fissato per 30 minuti in acido acetico
al 10% / metanolo al 50%, lavato 3 volte con acqua e quindi essiccato utilizzando un
Mini-Gel Drying System DryEase (Invitrogen). I gel essiccati sono stati esposti su
pellicola per autoradiografia per 24 ore e quindi sviluppati. Le principali bande di I-S1
di RayBiotech e AMSBIO sono migrate ai loro modelli di peso molecolare previsti,

sulla base dei dati del produttore (Dati estesi Fig. 1 ).
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Misurazione del tasso di ingresso sangue-cervello

MTRA °!/°2 ¢ stato utilizzato per misurare la costante unidirezionale sangue-cervello

afflusso ( K ) per I-S1. Nei topi anestetizzati, la vena giugulare sinistra & stata esposta
1

per un'iniezione iv di 0,1 ml di BSA-LR contenente 3 x 10 5 cpm di I-S1. Anche T-Alb
(6 x 10° cpm) & stato incluso nell'iniezione per la misurazione dello spazio vascolare
per il cervello e lo spazio dell'albumina per i tessuti periferici. In momenti tra 1 e 30
min, il sangue & stato raccolto dall'arteria carotide. Il sangue & stato centrifugato a
3.200 g per 10 min e sono stati raccolti 50 ul di siero. L'intero cervello, rene e milza e
porzioni di polmone e fegato sono stati rimossi e pesati. I tessuti e il siero sono stati
inseriti in un Wizard? contatore gamma (Perkin Elmer) e sono stati misurati i livelli di
radioattivita. I risultati per il cervello e altri tessuti sono stati espressi come rapporto
tessuto/siero in unita di ul g ! sia per I-S1 che per T-Alb. Per ogni singolo tessuto, il
suo rapporto tessuto/siero per T-Alb & stato sottratto dal suo rapporto tessuto/siero
per I-51, ottenendo un valore "delta". Questi valori delta sono stati quindi corretti per
lo spazio vascolare e qualsiasi perdita aspecifica nel tessuto e quindi rappresentano
l'assorbimento della proteina I-51 che non era dovuto all'intrappolamento nello spazio
vascolare o alla perdita. I rapporti delta cervello/siero sono stati tracciati rispetto al

tempo di esposizione, un calcolo che corregge la clearance dal sangue:

t

Expt = / Cp(r)dz | /Cpt
0
(1)
dove t e il tempo tra I'iniezione iv e il prelievo, Cp e il cpm per ml di siero arterioso,
Cpt e il cpm per ml di siero arterioso al tempo t e 7 e la variabile fittizia per il tempo.
La pendenza della porzione lineare della relazione del rapporto tessuto/siero rispetto

al tempo di esposizione misura la velocita di afflusso unidirezionale (K _in pl g ' min
1
1) el intercetta y misura V _, lo spazio vascolare e il legame luminale iniziale a t =0
1

(rif. o1/ 52):

Tissue/sertumiratio = Kj{expt) +Vj,

()
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Calcoli dell'area sotto la curva e della percentuale delle dosi iniettate

L'AUC per il livello di radioattivita nel sangue da 0 a 30 minuti e stato calcolato
utilizzando il software Prism 8.0 (GraphPad). I risultati per il siero sono stati espressi
come percentuale della dose iniettata per ml di sangue (% inj ml ). La percentuale
della dose iniettata per grammo di cervello (% inj g 71 ) & stata calcolata moltiplicando

il valore delta cervello/siero per la percentuale di dose iniettata per ml per I-S1.

Stabilita di I-S1 nel cervello e nel sangue

I topi anestetizzati hanno ricevuto un'iniezione nella vena giugulare di 0,1 ml di BSA-
LR contenente 6 x 10> cpm di I-S1 e 6 x 10 ° cpm di T-Alb. Dieci minuti dopo
l'iniezione, il sangue arterioso & stato raccolto dall'aorta addominale, il torace aperto e
l'arteria toracica discendente bloccata, entrambe le vene giugulari recise e 20 ml di
soluzione di Ringer lattato perfuso attraverso il ventricolo sinistro del cuore per lavare
lo spazio vascolare del cervello. L'intero cervello e stato quindi rimosso. Il sangue
intero e stato centrifugato e 10 pl di siero sono stati aggiunti a 500 ul di BSA-LR e
combinato con una parte uguale di acido tricloroacetico al 30%, miscelato,
centrifugato e conteggiato il surnatante e il pellet. I cervelli interi sono stati
omogeneizzati in BSA-LR con un inibitore completo della mini proteasi (Roche; una
compressa per 10 ml di tampone) con un omogeneizzatore di vetro portatile e
centrifugati. Il surnatante risultante e stato combinato con parti uguali di acido
tricloroacetico al 30%, miscelato, centrifugato e il surnatante e il pellet contati. Per
determinare la quantita di degradazione di I-51 o T-Alb che si & verificata durante la
lavorazione, I-S1 e T-Alb sono stati aggiunti al cervello e al sangue intero arterioso di
animali a cui non era stata iniettata radioattivita e trattati immediatamente come
sopra. La percentuale di radioattivita che & stata precipitata dall'acido (%P) in tutti

questi campioni e stata calcolata dall'equazione:

%P = 100 (S)/ (S + P)
(3)

dove S e il cpm nel surnatante e P e il cpm nel pellet.
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Impoverimento capillare del cervello

Il metodo di deplezione capillare adattato ai topi e stato utilizzato per separare i
capillari cerebrali e le componenti vascolari dal parenchima cerebrale **->* . Abbiamo
utilizzato la variante della tecnica che stima anche il legame reversibile al lume
capillare. Quest'ultimo viene effettuato valutando due gruppi di topi: uno con una
fase di washout vascolare, che rimuove il materiale legato in modo reversibile al lume
capillare (gruppo di washout), e uno senza fase di washout (gruppo di non washout).
La differenza tra questi gruppi rappresenta materiale che aderiva in modo reversibile
al lume capillare (equazione 4 ). I topi sono stati anestetizzati e hanno ricevuto
un'iniezione ev di 6 x 10 ° cpm T-Alb con 6 x 10 5 cpm I-51 in 0,1 ml di BSA-LR. Dopo
5, 10 e 30 minuti, il sangue e stato prelevato dall'arteria carotide ed e stato estratto il
cervello (gruppo non-washout). In un gruppo separato di topi, il sangue e stato
prelevato dall'aorta addominale a 5, 10 e 30 min, il torace e stato aperto e l'arteria
toracica discendente bloccata, entrambe le giugulari recise e 20 ml di soluzione di
Ringer lattato infuso attraverso il ventricolo sinistro di il cuore per lavare il contenuto
vascolare del cervello e rimuovere qualsiasi materiale reversibilmente associato al
lume capillare (gruppo di washout). Ogni cervello intero & stato omogeneizzato in
vetro con tampone fisiologico (10 mM HEPES, 141 mM NaCl, 4 mM K(J, 2,8 mM CacCl
) 1 mM MgSO 4 1 mM NaH ) PO A -H ) O, 10 mMd- glucosio (pH 7,4)) e miscelato

accuratamente con il 26% di destrano. L'omogenato e stato centrifugato a 4.255 g per
15 min a 4°C. Il pellet, contenente i capillari, e il surnatante, che rappresenta lo spazio
parenchimale cerebrale, sono stati accuratamente separati. I livelli di radioattivita nel
pellet capillare, nel surnatante cerebrale e nel siero arterioso sono stati determinati sia
per T-Alb che per I-S1 ed espressi come rapporti capillari/siero e parenchima
cerebrale/siero. I rapporti parenchimali I-S1 sono stati corretti per la contaminazione
vascolare sottraendo i rapporti corrispondenti per T-Alb; questi risultati sono riportati
come rapporti parenchima cerebrale delta/siero. La quantita di S1 nello spazio
parenchimale cerebrale ¢ stata presa come spazio parenchimale delta cerebrale dal

gruppo di washout ( P W), la quantita nel capillare come capillare dal gruppo di
washout (C W ) e la quantita di materiale che si lega in modo lasco alla superficie

luminale (luminale) come:
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Luminal = (P + C) — (Pw + Cyw)
(4)
Dove P ¢ lo spazio parenchimale cerebrale delta e C & lo spazio capillare, entrambi dei

gruppi non-washout.

Effetti dell'agglutinina e dell'eparina del germe di grano

Abbiamo co-iniettato WGA con I-S1 per determinare il ruolo delle glicoproteine
contenenti acido sialico e N- acetilglucosamina nell'assorbimento di S1 da parte della
BBB e di altri tessuti. I topi sono stati anestetizzati, dopo di che sono state esposte la
vena giugulare e l'arteria carotide destra. I topi hanno quindi ricevuto un'iniezione
nella vena giugulare di 0,1 ml di BSA-LR contenente 3 x 10> cpm diI-S1e 6 x 10°
cpm di T-Alb e, in un sottogruppo di topi, 10 pg della pianta lectina WGA ( Sigma). 1
campioni di cervello, tessuti e siero sono stati raccolti 5 minuti dopo e i rapporti
tessuto/siero sono stati calcolati come sopra in unita di pl per grammo. L'eparan
solfato & usato come recettore da alcuni virus » e I'eparina legandosi alle proteine
virali pud bloccare l'ingresso virale nel cervello '°/?° . Pertanto, gruppi separati di topi

avevano eparina (12 U per topo) inclusa nell'iniezione.

Saturazione di I-S1 e legame all'enzima ACE2

Nei topi anestetizzati, la vena giugulare sinistra e stata esposta per un'iniezione
endovenosa di 0,1 ml di BSA-LR contenente 3 x 10 ° cpm di I-51 (RayBiotech) e 6 x 10
> cpm di T-Alb. Per alcuni topi, l'iniezione conteneva 1 ug per topo di S1 non
etichettato (AMSBIO), acil grelina di topo (CBio), angiotensina II (Tocris) o ACE2
umano (R&S). Dieci minuti dopo l'iniezione endovenosa, il sangue intero e stato
prelevato dall'arteria carotide e centrifugato dopo la coagulazione. Sono stati rimossi
l'intero cervello, il bulbo olfattivo, il rene, la milza e parti del fegato e del polmone.
Sono stati determinati i livelli di radioattivita nel siero arterioso e nei tessuti e i
risultati espressi come percentuale di I-51 iniettato per ml per siero e rapporti tessuto

delta/siero per i tessuti.

Iniezioni di lipopolisaccaridi

https://www.nature.com/articles/s41593-020-00771-8 36/54



1/6/2021 La proteina S1 di SARS-CoV-2 attraversa la barriera emato-encefalica nei topi | Nature Neuroscience

A topi maschi CD-1 di eta compresa tra 6 e 10 settimane & stata somministrata
un'iniezione intraperitoneale di 3 mg kg "' LPS da S. typhimurium (Sigma) sciolto in
soluzione salina sterile normale a 0, 6 e 24 ore. A 28 ore, i topi sono stati anestetizzati e
la vena giugulare sinistra e l'arteria carotide destra sono state esposte. Ai topi e stata
somministrata un'iniezione ev di 6 x 10 > cpm di I-51 e 6 x 10 °cpm di T-Alb in 0,1 ml
di BSA-LR nella vena giugulare sinistra. Il sangue arterioso ¢ stato raccolto dall'arteria
carotide destra 10 minuti dopo, il topo e stato immediatamente decapitato, il cervello
rimosso, sezionato in regioni (bulbo olfattivo, corteccia frontale, corteccia occipitale,
corteccia parietale, talamo, ipotalamo, striato, ippocampo, ponte-midollare, cervelletto
e mesencefalo) e le regioni pesate. Sono stati prelevati e pesati anche reni, milza e
porzioni di fegato e polmone. Il siero e stato ottenuto centrifugando il sangue
dell'arteria carotide per 10 min a 4.255 g. I livelli di radioattivita nel siero, nelle regioni
cerebrali e nei tessuti sono stati misurati con un contatore gamma. I valori dell'intero
cervello sono stati calcolati sommando i livelli di radioattivita e il peso per tutte le
regioni del cervello ad eccezione del bulbo olfattivo. I dati per le regioni del cervello di
topi di controllo (non riceventi LPS) sono stati analizzati separatamente per le
differenze tra le regioni del cervello e utilizzati anche nei confronti con i topi trattati
con LPS. Sono stati determinati i livelli di radioattivita nel siero arterioso e nelle
regioni e nei tessuti del cervello e i risultati sono stati espressi come percentuale di I-

S1 iniettato per ml per i rapporti siero e tessuto delta/siero (ul g ! ) per i tessuti.

Consegna intranasale di I-S1

I topi anestetizzati sono stati posti in posizione supina e hanno ricevuto un'iniezione
di1uldi2 x10° —3 x 10 ° cpm I-S1 in BSA-LR somministrato in ciascuna naris,
erogato al livello della piastra cribriform (4 mm di profondita), utilizzando una punta
MultiFlex da 10 1 (Thermo Fisher Scientific). Dopo la somministrazione, il topo &
rimasto in posizione supina per 30 s prima di essere posizionato sul lato sinistro. Il
sangue arterioso e stato raccolto dalla carotide destra 10 o 30 minuti dopo, il topo &
stato immediatamente decapitato, il cervello rimosso e sezionato in regioni (bulbo
olfattivo, corteccia frontale, corteccia occipitale, corteccia parietale, talamo, ipotalamo,
striato, ippocampo, ponte). midollo, cervelletto e mesencefalo) e le regioni pesate. Il
siero e stato ottenuto centrifugando il sangue dell'arteria carotide per 10 min a 4.255 g

. Ilivelli di radioattivita nelle regioni del siero e del cervello sono stati misurati in un
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Wizard 2contatore gamma. I valori dell'intero cervello sono stati calcolati sommando i
livelli di radioattivita e il peso per tutte le regioni del cervello ad eccezione del bulbo
olfattivo. Sono stati determinati i livelli di radioattivita nel siero arterioso e nei tessuti
e sono stati calcolati i risultati espressi come percentuale di I-51 iniettato per ml per

siero e percentuale di I-51 iniettato per grammo di regione cerebrale.

MTRA nei topi ApoE

Topi umani APOE TR che esprimono ApoE3 o ApoE4 umana, sotto il controllo del
promotore di ApoE di topo e sullo sfondo C57BL /6], sono stati forniti da P. Sullivan

29,56 come descritto precedentemente > . Con TR, il gene risultante

per l'allevamento
contiene il promotore di ApoE di topo con ApoE di topo sostituito da ApoE umano in
modo che venga espresso solo il gene umano e non il gene di topo. La colonia &
mantenuta da allevamento omozigote. Per prevenire la deriva genetica, regolarmente,
1" ApoE umanatopi che esprimono diverse isoforme vengono incrociati tra loro e
successivamente nuovamente allevati in omozigosi per rinfrescare la colonia. Topi
maschi e femmine che erano omozigoti per ApoE3 o ApoE4 sono stati studiati da
MTRA come descritto sopra. L'ANOVA a due vie ha utilizzato il sesso e il genotipo
APOE come variabili indipendenti. Come descritto sopra, i rapporti tessuto/siero T-

Alb sono stati utilizzati per misurare e correggere qualsiasi interruzione della BBB.

Trasporto di I-S1 attraverso cellule simil-endoteliali cerebrali derivate da
iPSC

Gli iBEC sono stati derivati dalla linea GM25256 iPSC (Coriell Institute) utilizzando il

metodo di Neal et al. °8

con una densita di semina di 15.000 cellule per pozzetto per la
differenziazione, che e risultata ottimale per questa linea cellulare. L'uso di questa
linea di cellule staminali & stato conforme a un accordo di trasferimento di materiale
tra il VAPSHCS e il Coriell Institute ed e stato approvato dal comitato istituzionale per
la biosicurezza VAPSHCS. In breve, le iPSC sono state coltivate a una densita ottimale
su piastre rivestite con Matrigel (VWR, 62405-134) in terreno E8 Flex (Thermo Fisher
Scientific, A2858501) e quindi passate utilizzando Accutase (Thermo Fisher Scientific,
A1110501) su piastre rivestite con Matrigel in E8 Flex medium pit 10 uM di inibitore

ROCK Y-27632 (R&D Systems, 1254). Il giorno successivo, il mezzo € stato cambiato in
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E6 (Thermo Fisher Scientific, A1516401) e le modifiche E6 sono continuate ogni giorno
per altri tre giorni. Successivamente, il mezzo ¢ stato cambiato in mezzo privo di siero
endoteliale umano (HESFM;! di fattore di crescita basico dei fibroblasti (bEGF;
Peprotech, 100-18B), acido retinoico 10 uM (Sigma, R2625) e supplemento B27 all'1%
(Thermo Fisher Scientific, 17504044). Dopo 48 ore, gli iBEC sono stati sottoposti a
subcoltura su inserti Transwell a 24 pozzetti (Corning, 3470) rivestiti con 1 mg m] ! i
collagene IV (Sigma, C5533) e fibronectina 5 mM (Sigma, F1141) in HESFM + 20 ng ml
“IHbFGF, acido retinoico 10 uM e 1% B27. 24 ore dopo la subcoltura, il terreno & stato
cambiato in HESFM + 1% B27 senza bFGF o acido retinoico e la resistenza elettrica
transendoteliale (TEER) e stata registrata utilizzando un voltohmetro End EVOM?2
(World Precision Instruments) accoppiato a una camera a coppa EndOhm. Le
misurazioni TEER si sono verificate giornalmente e gli esperimenti di trasporto S1
sono stati condotti quando TEER si & stabilizzato, tra 10-13 giorni in vitro. I valori
TEER in questi studi hanno superato 1.000 Q cm 2 e i valori medi TEER sono stati

confermati uguali tra i gruppi appena prima di iniziare lo studio sui trasporti.

Prima degli studi di trasporto, il terreno e stato cambiato e le cellule sono state
equilibrate nell'incubatore per 20 min. HESFM caldo + 1% B27, 1 milione di cpm di T-
Alb e 500.000 cpm di I-S1 sono stati quindi aggiunti in un volume di 100 ul alla
camera luminale. Dopo tempi di incubazione di 10, 20, 30 e 45 minuti a 37 °C, sono
stati raccolti volumi di 500 ul di terreno dalla camera abluminale e sostituiti con
terreno fresco preriscaldato. I campioni sono stati quindi precipitati con acido
aggiungendo una concentrazione finale di 1% BSA per visualizzare il pellet e acido
tricloroacetico 15% per precipitare le proteine in soluzione. I campioni sono stati
centrifugati a 4.255 gper 15 minuti a 4°C. La radioattivita nel pellet e stata contata nel
contatore gamma e i coefficienti di superficie di permeabilita per T-Alb e I-51 sono
stati calcolati secondo il metodo di Dehouck et al. * . La clearance & stata espressa
come pl di tracciante radioattivo che e stato trasportato dalla camera luminale a quella
abluminale, calcolata dal livello iniziale di radioattivita precipitabile con acido
aggiunto alla camera luminale e dal livello finale di radioattivita nella camera

abluminale:

Clearance(ul)=[CLx VC/[ C]
(5)
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Dove [ C ] . e la concentrazione iniziale di radioattivita nella camera luminale (in cpm
ul 1), [C] c e la concentrazione di radioattivita nella camera abluminale (cpm pl -1)

e V ¢il volume del camera abluminale in pl. Il volume cancellato e stato tracciato
C

rispetto al tempo e la pendenza ¢ stata stimata mediante regressione lineare. Le piste
di curve di eliminazione per il monostrato iBEC inclusa membrana Transwell stata

indicati con PS  , dove SP & il prodotto permeabilita x area superficiale (in ml min !

app
). La pendenza della curva di clearance per una membrana Transwell senza iBEC &

stata indicata con PS . Il valore PS per il monostrato iBEC (PS ) e stato
membrana e

calcolato da 1/PS =1/PS +1/PS .IvaloridiPS sono stati divisi per
e

app membrana e

I'area superficiale degli inserti Transwell (0,33 cm 2 ) per generare il coefficiente di

1

permeabilita endoteliale (P ;in ul min 1 cm 2).
e

Statistica e riproducibilita

Dimensione del campione, randomizzazione e accecamento

Le dimensioni dei campioni sono state predeterminate in base alla varianza nota da
precedenti esperimenti simili sul trasporto BBB. Abbiamo selezionato le dimensioni
dei campioni per fornire una potenza di 0,8-0,9 sulla base di differenze del 30-40% tra
le medie. I topi anestetizzati sono stati randomizzati tra i gruppi di test alternando le
loro assegnazioni. I transwell sono stati valutati per TEER prima degli esperimenti e
assegnati ai gruppi in modo tale che i valori TEER tra i gruppi avessero medie e
varianze approssimativamente uguali. L'accecamento non e stato eseguito per
esperimenti o analisi perché questa conoscenza era necessaria per eseguire

esperimenti e analisi.

Esclusione e replica dei dati

Per MTRA, il metodo richiede l'esclusione dei punti dati che contribuiscono alla non
linearita della curva. I valori anomali la cui esclusione migliorava r 2 > 0,2 sono stati
esclusi dall'analisi (i punti esclusi sono indicati da cerchi pieni nelle Figg. 2 e 3e
ulteriormente spiegato nelle legende). Per ANOVA e confronti di medie, il test di

esclusione dei valori anomali di Grubbs (alfa < 0,05) € stato applicato una volta per
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rilevare i singoli valori anomali e tutti gli eventuali valori anomali esclusi da questo
metodo sono stati indicati nelle legende delle figure e nei relativi valori forniti. Ogni
cifra & stata generata come un singolo replicato sperimentale, ad eccezione degli studi
iPSC in cui il trasporto di S1 e dell'albumina e stato confrontato in tre esperimenti
indipendenti. Tuttavia, l'uso di T-Alb come controllo interno per tutti gli esperimenti
ci ha permesso di monitorare la coerenza tra esperimenti con design diversi in base ai
suoi rapporti prevedibili tessuto/siero. Inoltre, i rapporti tessuto/siero I-S1 presi negli
stessi punti temporali da diversi esperimenti potrebbero essere confrontati e

concordati bene tra loro,

analisi statistica

Prism 8.0 ¢ stato utilizzato per tutti i calcoli statistici (GraphPad). L'analisi di
regressione lineare semplice & stata utilizzata per calcolare le pendenze e le
intercettazioni e i termini di errore per la pendenza e I' intercetta y sono gli errori
standard. Come richiesto da MTRA, solo la porzione lineare della pendenza ¢ stata

utilizzata per calcolare K . ANCOVA e stato utilizzato per determinare se le
1

pendenze e le intercettazioni di due linee differivano e ' ANOVA a due vie & stato
utilizzato per determinare gli effetti del sesso e del genotipo sulle linee di regressione
negli studi sui topi APOE . t a due code- i test sono stati utilizzati per confrontare due
medie e sono stati utilizzati un test ANOVA a una o due vie e confronti multipli
quando sono state confrontate pit di due medie. I test statistici utilizzati sono
specificati in tutte le legende delle figure. Si presumeva che la distribuzione dei dati
fosse normale, ma cio non e stato formalmente testato. Tuttavia, tutti i punti dati

vengono visualizzati con la media e la deviazione standard.

Riepilogo rapporti

Ulteriori informazioni sulla progettazione della ricerca sono disponibili nel riepilogo

dei rapporti sulla ricerca sulla natura collegato a questo articolo.
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Disponibilita dei dati
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I dati che supportano i risultati di questo studio sono disponibili presso l'autore
corrispondente su richiesta ragionevole. I dati di origine sono forniti con questo

documento.
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Dati estesi

Dati estesi Fig. 1 Autoradiografia su gel di I-S1 di RayBiotech e AMSBIO.

Immagini ritagliate della Frazione 9 di I-S1 da RayBiotech (pannello sinistro, 1ul di
circa 300.000 CPM eseguito in condizioni riducenti e non riducenti, esposto a pellicola
per 24 ore) e da AMSBIO (pannello destro, 1ul di circa 600.000 CPM eseguito in
condizioni riducenti e non riducenti. In ogni caso, sia i gel ridotti che quelli non ridotti
sono migrati ai pesi molecolari previsti dai produttori. I gel per autoradiografia per
convalidare le dimensioni sono stati eseguiti una volta. La qualita della successiva

etichettatura I-S1 & stata confermata per precipitazione acida, descritta nei metodi.

Dati estesi Fig. 2 I-S1 e ripreso uniformemente da tutte le regioni del
cervello.

Al topi & stata somministrata un'iniezione di I-51 (RayBiotech) e il bulbo olfattivo,
l'intero cervello e il sangue sono stati raccolti 10 minuti dopo. I cervelli sono stati
sezionati nelle 10 regioni mostrate. L'ANOVA unidirezionale con le regioni del
cervello come variabile indipendente ha mostrato una tendenza alle differenze (p =
0,09) e i test di confronti multipli post-hoc non hanno mostrato differenze tra le
regioni del cervello. N = 11 topi. FCtx = corteccia frontale, PCtx = corteccia parietale,

OCtx = corteccia occipitale.

Dati estesi Fig. 3 Esaurimento capillare per I-S1.
Sono stati condotti studi sulla deplezione capillare per determinare la partizione dell'l-

S1 (RayBiotech) nel lume capillare, nel capillare e nel parenchima cerebrale nel tempo.
Il compartimento che conteneva la radioattivita e stato tracciato rispetto al tempo
dell'orologio e le pendenze sono state analizzate mediante regressione lineare. La
pendenza della linea tracciata per la frazione parenchimale era 0,187 + 0,016 puL/g-
min, 12 = 0,952, n =9 topi ed era diversa da zero (p <0,0001); la pendenza per la
frazione capillare era 0,027 + 0,006 uL/g-min, 12 = 0,757, n =9 topi ed era diverso da
zero (p = 0,0023). La pendenza per il legame luminale era 0,05041 + 0,04555 puL /g-min
e non si discostava significativamente da zero (p = 0,3050, n =9, r2 = 0,145). Il valore

medio per il legame luminale su tutti i punti temporali era 1,75 + 0,50 ml/g.

Dati estesi Fig. 4 Trasporto di proteine S1 attraverso monostrati di cellule
endoteliali simili al cervello GBEC) derivate da iPSC umane.
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un . Il passaggio di RayBiotech I-51 attraverso il monostrato iBEC non e stato
significativamente pitt veloce di quello di T-Alb (p = 0,1464, t = 1,527, df=16; t-test
accoppiato a due code). Combinazione di 3 differenziazioni indipendenti, n = 17
transwell/ gruppo, TEER medio (2578 + 897,8 *cm2). b . Trasporto di RayBiotech I-S1
in presenza di un eccesso di 5 g /ml di S1 non marcato. L'eccesso di S1 non ha avuto
effetti significativi su I-51 o T-Albumin Pe (p > 0,5, ANOVA a due vie). N = 5-6
transwell/ gruppo da una singola differenziazione c. I transwell sono stati trattati con
WGA (0,5 mg/ml) o veicolo. C'¢ stato un significativo effetto complessivo del
trattamento (F (1, 9) = 9,435, p = 0,0133) e dell'analita (F (1, 9) = 6,949, p = 0,0271) sul
trasporto RayBiotech I-51 o T-Alb (due -way ANOVA), ma non ci sono stati effetti
significativi di WGA su I-S1 o T-Alb Pe (test di confronti multipli di Sidak). N = 5-6
pozzetti / gruppo da una singola differenziazione. d. Confronto del trasporto
RayBiotech I-S1 e AMSBIO I-S1. T-Alb & stato incluso con ogni I-51 e anche
confrontato con 1'I-51. L'”ANOVA a due vie ha mostrato differenze tra I-S1 dalle due
fonti) (F(1,10) = 10,1, p = 0,0098], ma non tra gli analiti (T-Alb vs I-51).Confronti
multipli utilizzando il test di Sidak hanno mostrato un trasporto pit1 veloce per
RayBiotech I-51 vs AMSBIO I-S1 (p = 0.0324) N = 6 pozzetti/ gruppo da una singola

differenziazione *p <0.05.

Informazione supplementare
Informazione supplementare

Tabelle Supplementari 1 e 2.

Riepilogo rapporti

Dati di origine

Dati di origine Fig. 1
Scansioni complete di pellicole autoradiografiche esposte per RayBiotech (a sinistra) e

AMSBIO (a destra) che sono state utilizzate per generare immagini ritagliate in

Extended Data Fig.1.
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