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La funzione della proteina spike della SARS-CoV-2 ¢ compromessa 1))
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Le proteine spike virali svolgono un ruolo importante nel processo di ingresso virale, facilitando

Storia dell'articolo: I'attaccamento ai recettori cellulari e la fusione dell'involucro virale con la membrana cellulare. La proteina
spike del coronavirus della sindrome respiratoria acuta grave 2 (SARS-CoV-2) si lega al recettore cellulare
dell'enzima di conversione dell'angiotensina-2 (ACE2) attraverso il suo dominio di legame al recettore
(RBD). Il residuo di cisteina in posizione 488, costituito da un ponte di solfuro con la cisteina 480, si trova in
un importante anello strutturale sulla superficie di legame dell'ACE2 della RBD ed ¢ altamente conservato tra
i coronavirus legati alla SARS. Abbiamo dimostrato che la sostituzione della Cys-488 con l'alanina ha
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compromesso l'infezione pseudotipica del SARS-CoV-2, la formazione di sincizi e la fusione cellula-cellula
innescata dall'espressione dello spike del SARS-CoV-2. Coerentemente, il legame in vitro di RBD e ACE2, la
fusione cellula-cellula mediata da spike e 1l'infezione virale pseudotipica delle cellule VeroE6/TMPRSS2 sono

stati inibiti dai composti reattivi al tiolo N-acetilcisteina (NAC) e da una forma ridotta di glutatione (GSH).
Inoltre, abbiamo dimostrato che anche l'attivita dei picchi varianti dei ceppi SARS-CoV-2 alfa e delta ¢ stata
soppressa da NAC e GSH. Nel complesso, questi dati indicano che la Cys-488 nella RBD dello spike ¢
necessaria per le funzioni e l'infettivita dello spike del SARS-CoV-2 e potrebbe essere un bersaglio dei
farmaci anti-SARS-CoV-2.

© 2022 Elsevier Inc. Tutti i diritti riservati.

1. Introduzione

Uno dei quattro generi della famiglia di virus Coronaviridae, i
beta-coronavirus, € un virus a RNA inviluppato a singolo filamento
2788510, Giappone. con senso positivo [1]. Il coronavirus 2 della sindrome respiratoria
** Autore corrispondente. Dipartimento di biochimica e biologia cellulare, Istituto acuta grave (SARS-CoV-2) ¢ il settimo membro identificato della
nazionale di malattie infettive, 1-23-1, Toyama, Shinjuku-ku, Tokyo, 162-8640, famiglia dei coronavirus ed ¢ l'agente causale della malattia da
Giappone. coronavirus 2019 (COVID-19) [2,3]. I SARS-CoV-2 proviene
NOg{ﬁit;;zzt e-mail: fuka@nih.go.jp (M. Fukasawa), noguchi-kj@rs.tus.ac.jp (K. probabllmente dai plplstrelh [4] e il recettore cellulare del SARS-

| Questi autori condividono la stessa paternita. CoV-2 nell'uvomo ¢ la proteina dell'enzima di conversione
dell'angiotensina 2 (ACE2) [5,6]. Il SARS-CoV-2 ¢ stato
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dimostrato di infettare varie specie i cui ACE2 possono legarsi al
SARS-CoV-2 [7].

La mutazione D614G ¢ stata identificata durante il periodo
iniziale della pandemia globale del COVID-19 come la variante
dominante del SARS-CoV-2 [8,9] e da allora sono state segnalate
molteplici varianti. In base ai recenti aggiornamenti dell'OMS, sono
stati identificati quattro tipi principali di varianti preoccupanti
(VOC): alfa (descritta per la prima volta nel Regno Unito), beta
(segnalata per la prima volta in Sudafrica), gamma (segnalata per la
prima volta in Brasile) e delta (segnalata per la prima volta in India)
[10]. Questi COV presentano mutazioni distintive nel dominio di
legame del recettore (RBD) [11]. La wvariante delta si sta
rapidamente diffondendo in tutto il mondo [12], e si auspica
l'individuazione di bersagli terapeutici efficaci per tutti i mutanti.

La proteina spike del SARS-CoV-2 ¢ una molecola chiave per
I'ingresso del virus nelle cellule ospiti [13]. Le dinamiche
conformazionali della proteina spike, soprattutto a livello della
RBD, sono necessarie per il suo legame con il recettore cellulare
ACE2 [14]. La flessibilita conformazionale e la stabilita delle
proteine virali sono influenzate dai ponti disolfuro intramolecolari e
intermolecolari [15] e si ritiene che l'attaccamento del virus alla
membrana cellulare mediato dalle proteine dell'involucro virale
dipenda da un equilibrio tiolo/disolfuro all'interno del complesso
della superficie virale [16,17]. Sebbene l'insensibilita al redox della
proteina spike del SARS-CoV sia stata precedentemente riportata
[18], l'importanza funzionale del ponte disolfuro nelle RBD del
SARS-CoV e del SARS-CoV-2 ¢ stata suggerita utilizzando sia
I'approccio computazionale che quello sperimentale.
approcci [19e22]. Il ponte disolfuro Cys-480-Cys-488 in RBD
sembra contribuire alla stabilita strutturale del motivo ad anello b -
sheet [23,24], e si sono discussi i possibili effetti terapeutici di
farmaci a base di tioli su COVID-19 [19,25,26].

In questo studio abbiamo dimostrato l'importanza funzionale
della Cys-488 nella proteina spike della SARS-CoV-2. Abbiamo
inoltre dimostrato l'effetto inibitorio della N-acetilcisteina (NAC),
che altera i ponti disolfuro, e di una forma ridotta di glutatione
(GSH) sull'attivita funzionale delle RBD della variante SARS-CoV-2.
I nostri dati suggeriscono che il ruolo funzionale della Cys-488 nella
proteina spike del SARS-CoV-2 potrebbe essere un buon bersaglio
per la terapia antivirale.

2. Materiali e metodi

21 Cellule e reagenti
HEK293T, Vero (ATCC, CCL-81) e VeroE6/TMPRSS2 (JCRB,
JCRB1819) sono state coltivate in Me-

dium (DMEM) integrato con 7,5% (v/v) di siero fetale bovino
(FBS) e kanamicina (50 mg/ml). Le cellule FreeStyle 293-F
(Thermo Fisher Scientific, R79007) adattate in sospensione sono
state coltivate in

FreeStyle 293 Expression Medium (Thermo Fisher Scientific, Life
Technologies Corp., Carlsbad, CA). Le cellule FreeStyle 293-F
sono state mantenute in una fiasca di centrifugazione a 130 giri al
minuto con un agitatore orbitale a 37 °C in un'atmosfera umidificata
all'8% di CO, . NAC e GSH sono stati acquistati da Sigma-
Aldrich® (Merck KGaA, Darmstadt, Germania).

22, Preparazione di SARS-CoV-2 pseudotipato

11 plasmide pUC57-2019-nCoV-S (Human), contenente il cDNA
sintetico per esprimere la proteina spike della SARS-CoV-2 con
ottimizzazione del codone umano, ¢ stato acquistato dalla Genscript
Japan Inc. (Tokyo, Giappone) e clonato nel plasmide di espressione
pcDNA3.1. I ¢cDNA mutanti sono stati sintetizzati da GenScript. I
plasmidi utilizzati in questo studio sono elencati nella Tabella
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supplementare 1. Per la produzione di virus pseudotipati basati su

retrovirus, le cellule 293T sono state co-trasfettate con plasmidi
esprimenti spike contenenti i plasmidi phCMV- Gag-Pol 5349 e
reporter pTG-Lucl26 [27] utilizzando il reagente di trasfezione
PEIpro® (Polyplus Transfection, New York,
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NY). In breve, 2 x 10°¢ cellule 293T sono state seminate in una
fiasca T-25 un giorno prima della trasfezione e il giorno
successivo le cellule sono state co-trasfettate seguendo le
istruzioni del produttore. Il giorno successivo, il terreno di coltura
¢ stato aggiunto alla fiasca per altri 2 giorni di coltura. Il
surnatante cellulare contenente il virus pseudotipato ¢ stato
raccolto,

filtrata attraverso un filtro da 0,45 mm, e aliquotata per essere
conservata

a-80C.

23 Saggio di luciferasi per l'infezione da virus pseudotipico

Le cellule VeroE6/TMPRSS2 sono state seminate a 1e2 x 104
/100 mL/pozzetto in una piastra bianca a 96 pozzetti. Il giorno
successivo, 1 virus pseudotipati sono stati aggiunti a ciascun
pozzetto e messi in coltura per tre giorni. Per il pretrattamento
con reagenti tiolici, il virus € stato preincubato con glutatione o
terreno contenente N-acetilcisteina alle concentrazioni indicate
per 30 minuti a 37 °C e poi aggiunto ai pozzetti. Dopo 3 giorni,
il terreno ¢ stato rimosso. Le cellule sono state lavate una volta
con PBS e successivamente lisate utilizzando un reagente per il
saggio della luciferasi (PicaGene
Meliora Star-LT Luminescence Reagent, TOYO B-NET Co., Ltd.,
Tokyo, Giappone). Per ogni esperimento ¢ stata eseguita la
trasduzione in triplo. Sono state calcolate la media e la SD e la
riproducibilita ¢ stata confermata.

24 Analisi microscopica in immunofluorescenza

Le cellule sono state seminate a 10* cellule/0,8 ml/pozzetto in

camere a 4 pozzetti rivestite di poli-D-lisina (Corning Inc.,
Corning, NY) e trasfettate il giorno successivo. Dopo il tempo
indicato, le cellule sono state fissate in para-formaldeide al 4% per
15 minuti, quindi permeabilizzate per 15 minuti con 0,2% di acido
folico.
Triton-X100 o Tween-20/PBS o meno, e bloccate con 1% BSA/PBS
per 30 minuti. Le cellule sono state incubate con l'anticorpo
primario (0,5 mg/ ml in 1% BSA/PBS) per una notte a 4 °C, lavate
con PBS tre volte,

e quindi sottoposti a trattamento con anticorpi secondari
(diluizione * 1000e5000 in 1% BSA/PBS). Gli anticorpi
secondari coniugati in fluorescenza (IgG di capra anti-topo (H + L)
con adsorbimento incrociato Alexa Fluor® 488 e IgG di asino anti-
rabbit (H + L) con adsorbimento incrociato elevato -Alexa Fluor®
Plus 594) sono stati acquistati da Thermo Fisher Scientific (Life
Technologies Corp., Carlsbad, CA). L'anticorpo (Vectashield
Vibrance Antifade Mounting Medium) per I'analisi al microscopio
¢ stato acquistato da Vector Laboratories Inc. (Burlingame, CA,
USA). Le immagini sono state acquisite con un microscopio BZ-
9000 (KEYENCE, Osaka, Giappone). Per l'analisi confocale sono
stati utilizzati un microscopio a scansione laser confocale TCS SP8
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germania) e il software
Application Suite X (Leica). Le immagini TIFF
bidimensionali sono state unite utilizzando il software Adobe®
Photoshop CS4 Extended (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA).

Leica

25 Immunoblotting

Le cellule sono state lisate con un tampone UltraRIPA
(BioDynamics Labo- ratory Inc., Tokyo, Giappone). Le proteine
sono state risolte mediante SDS-PAGE ed elettrotrasferite su una
membrana Immobilon-P (EMD Millipore, Billerica, MA, USA). Il
Western blotting € stato eseguito con il metodo standard e sono
stati utilizzati i seguenti anticorpi primari. L'anticorpo anti-spike
(1A9) ¢ stato acquistato da GeneTex Inc. (Irvine, CA, USA). Gli
anticorpi secondari (anti-mouse IgG-HRP ¢ anti-rabbit IgG-HRP)
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sono stati acquistati da Cytiva™ (Tokyo, Giappone). L'anti-
gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi (anti-GAPDH 3H12) ¢ stato
acquistato da Medical & Biological Laboratories Co., Ltd. (Aichi,
Giappone). Ltd. (Aichi, Giappone). Come anticorpi secondari sono
state utilizzate IgG di asino anti-rabbit coniugate con perossidasi di
rafano e IgG di pecora anti-topo coniugate con perossidasi di rafano
(Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA). I segnali
dell'immunoblot sono stati sviluppati con il sistema EzWestLumi
plus® (ATTO Corp., Tokyo, Giappone).
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Fig. 1. Le funzioni fusogeniche e infettive della proteina spike sono interrotte dalla mutazione della Cys-488.

(A) Somiglianza della sequenza aminoacidica intorno alla Cys-488 nella RBD del SARS-CoV-2 tra i picchi ACE2-interattivi dei coronavirus correlati alla SARS. Il numero a destra
di ogni allineamento ¢ la posizione aminoacidica della Tyr finale (Y). (B) Il modello di struttura dell'interazione tra ACE2 e RBD tratto da PDB. Sono indicati i ponti disolfuro tra
Cys-480 e -488.(C) L'espressione del mutante C488A non ha indotto la formazione di sincizi. L'espressione delle proteine spike di tipo Wuhan e del mutante C488A (segnale verde)
in cellule Vero ¢ stata analizzata i n cellule non permeabilizzate. (D) Espressione delle proteine di spike mutanti rilevata mediante analisi Western blot Le proteine di spike di tipo
‘Wuhan (WT) e mutanti sono state espresse in cellule 293T. La GAPDH ¢ indicata come controllo di carico. (E) L'infettivita dei virus pseudotipati che esprimono ciascuna proteina
spike mutante ¢ stata valutata mediante un'attivita di luciferasi reporter in cellule VeroE6/TMPRSS2. L'attivita della luciferasi ¢ indicata in unita arbitrarie (AU). I dati dei campioni
triplicati sono stati espressi come media + deviazione standard (SD). Per valutare la significativita statistica & stata eseguita un'ANOVA a una via. * indica p < 0,05 e ** indica p <
0,01. (F) Sono stati illustrati i saggi per la formazione di sincizi indotti da spike e la fusione cellula-cellula. (G) Formazione di sincizi mediante espressione di spike. Ogni proteina
mutante dello spike ¢ stata co-espressa con GFP in cellule VeroE6/TMPRSS2. A 12 ore dalla trasfezione, la formazione del sincizio ¢ stata visualizzata dal segnale verde della
GFP. Le cellule verdi giganti indicano la formazione del sincizio. (H) Fusione cellula-cellula mediata da spike. Le cellule 293T che coesprimono transitoriamente ogni spike ¢ GFP
sono state sovrapposte a cellule VeroE6/TMPRSS2 e le immagini delle cellule aderenti giganti fuse sono state acquisite dopo 3 ore di incubazione. La mancanza di cellule giganti
verdi aderenti dopo il trattamento con lo spike mutante C488A indica la mancanza di fusione cellula-cellula tra le cellule 293T che esprimono lo spike mutante C488A e le cellule
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VeroE6/TMPRSS2. Gli esperimenti sono stati ripetuti indipendentemente due volte e sono mostrate immagini rappresentative.
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registrati con un analizzatore di immagini ImageQuant LAS4000
mini (GE Healthcare Japan Corp., Tokyo, Giappone).

26.  Preparazione di RBD ricombinante e ACE2 solubile

11 vettore di espressione che codifica la RBD della proteina spike
della SARS-CoV2 di tipo Wuhan ¢& stato costruito come
precedentemente descritto [28]. 1 plasmidi dei mutanti RBD della
proteina spike del SARS-CoV-2 sono stati preparati mediante
mutagenesi sito-diretta utilizzando il kit di mutagenesi KOD-Plus
(Toyobo, Osaka, Giappone). Un gene che codifica I'ACE2 solubile
umana (sACE2, numero di adesione GenBank NM 001371415.1,
residui 18e614 aa) fuso con un tag Fc C-terminale ¢ stato clonato
nel vettore pSecTag2 (Thermo Fisher Scientific) tra il peptide di
segnale Ig kappa e il codone di stop. Le proteine ricombinanti sono
state prodotte utilizzando cellule FreeStyle 293-F secondo le
istruzioni del produttore (Thermo Fisher Scientific). In breve, il
surnatante delle cellule trasfettate ¢ stato raccolto il giorno 5 dopo
la trasfezione e le frazioni del surnatante sono state separate
mediante centrifugazione a 9000%g per 10 minuti a temperatura
ambiente. I surnatanti sono stati filtrati
attraverso un filtro da 0,45 mm. I peptidi RBD sono stati purificati
con un filtro di
I tampone ¢ stato scambiato in PBS con la colonna di
desalinizzazione Bio-Gel P6 (Bio-Rad Laboratories, Inc. CA, USA)
utilizzando il sistema di purificazione delle proteine Profinia (Bio-
Rad) secondo le istruzioni del produttore. La proteina sACE2-Fc
umana ¢ stata purificata utilizzando Ab-Capture Extra (ProteNova,
Kagawa, Tokyo) e il tampone ¢ stato sostituito con PBS per gel
filtrazione utilizzando una colonna Sephadex G-25 (PD-10, Cytiva).
Le concentrazioni di
Le proteine ricombinanti sono state calcolate misurando
l'assorbanza a 280 nm, con coefficienti di estinzione di 1,55 L * g—!

ccm!' e 1,98 L ¢+ g!' « cm! per RBD e sACE2-Fc umano,
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27.  ELISA per il test di legame in vitro

Le piastre EIA/RIA a 96 pozzetti (Corning-Coaster, Tokyo,
Giappone) sono state rivestite con 200 mL di 250 ng/ml di proteina
SACE2-Fc umana per tutta la notte a 4 € Le piastre sono state
lavate con PBS contenente 0,1% Tween 20 (PBS/Tween) e bloccate
con 200 mL di BSA al 5% in PBS per 30 minuti a temperatura
ambiente. I peptidi RBD della SARS-CoV-2 (20 ng/pozzetto) sono
stati preincubati con 200 mL di 1% BSA in PBS (PBS/BSA) in
presenza o assenza di 10 mM GSH o NAC per 30 minuti a 37 °C,

e poi aggiunto ai pozzetti. Dopo un'incubazione di 2 ore a
temperatura ambiente

temperatura, le piastre sono state lavate con PBS/Tween e trattate con
200 mL di PBS/BSA contenente l'anticorpo monoclonale Avi-tag di
topo (GenScript, Tokyo, Giappone, A01738, diluizione 1:10.000) per
1,5 h alla temperatura di 1,5 mL.

temperatura ambiente. Dopo il lavaggio con PBS/Tween, le piastre
sono state ulteriormente incubate con 200 mL di PBS/BSA contenente
IgG anti-topo coniugate con HRP (diluizione 1:5000, Jackson
ImmunoR-

esearch laboratory Inc., West Grove, PA, USA) per 1,5 ore a
temperatura ambiente. Le proteine RBD legate sono state rilevate
con l'aggiunta di

100 mL di substrato 3,3',5,5 -tetrametilbenzidina (TMB), 1-Step™
Ultra TMB-ELISA Substrate Solution (Thermo Fisher Scientific). Le
piastre sono state poi incubate per 5¢10 minuti e il cambiamento di
colore ¢ stato

monitorato visivamente. La reazione ¢ stata fermata con l'aggiunta
di 50 mL di 2 M H, SO, . La densita ottica & stata misurata a 450
nm con un lettore di micropiastre iMark (Bio-Rad).

28 Analisi statistica Gli esperimenti in vitro sono stati ripetuti in

modo indipendente almeno due volte,
e si sono ottenuti risultati simili. I risultati quantitativi sono
indicati come media £ SD (n = 3) di campioni in triplo. Il test 7
di Student o 'ANOVA a una via sono stati utilizzati per valutare

rispettivamente. T o o .
la significativita dei risultati.
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Fig. 2. NAC e GSH hanno compromesso la fusione cellula-cellula mediata da spike e la formazione di sincizi.

(A) Le cellule 293T che esprimono Spike sono state sovrapposte a cellule VeroE6/TMPRSS2 in presenza di GSH per 3 ore alle dosi indicate. La fusione cellula-cellula,
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riconosciuta come la generazione di cellule verdi aderenti, ¢ stata soppressa dal trattamento con 20 mM di GSH.(B) La formazione di sincizi indotta da Spike ¢ stata inibita da GSH
tiolo-reattivo e NAC. Il protocollo di inibizione & mostrato in basso. Sono mostrate tre immagini di campo indipendenti (#1e3). Le punte delle frecce bianche indicano le cellule
giganti del sincizio. Gli esperimenti sono stati ripetuti due volte in modo indipendente e sono mostrate immagini rappresentative. L'area/immagine positiva per GFP (A) o le cellule
multinucleari del sincizio (B) sono state quantificate con il software ImageJ e i risultati di tre immagini sono stati espressi come medie + SD standard (grafici a destra). Per valutare
la significativita statistica ¢ stata eseguita un"ANOVA a una via. * indica p < 0,05, e ** indica p < 0,01.
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differenze tra i gruppi sperimentali e il gruppo di controllo con
varianze simili. Le differenze sono state considerate
statisticamente significative a p < 0,05.

3. Risultati

31  La cys-488 é essenziale per l'attivita fusogenica della
proteina spike

La proteina spike del SARS-CoV-2 esercita un'attivita
fusogenica della membrana cellulare per facilitare 1'ingresso virale
attraverso il legame della RBD con I'ACE2 [29,30]. La Cys-488, che
forma un ponte disolfuro nella proteina spike del SARS-CoV-2, ¢ un
residuo conservato nei virus correlati alla SARS, situato sulla
superficie dell'interazione RBD-ACE2 (Fig. 1A e B); il mutante
spike C488A, in cui la Cys-488 ¢ stata sostituita con un'alanina, non
ha indotto la formazione di sincizi (Fig. 1C). Altre espressioni di
spike del tipo Wuhan, D614G, F486A e del mutante C488A sono
state confermate (Fig. 1D) e il saggio di infezione del virus
pseudotipato ha mostrato che il virus pseudotipato del mutante
C488A ha perso l'apparente attivita infettiva (Fig. 1E).

Le attivita fusogeniche di queste proteine mutanti sono state
valutate anche mediante saggi di formazione di sincizi e di fusione
cellula-cellula (Fig. 1F). L'analisi microscopica ha mostrato che il
mutante C488A ha perso le attivita di formazione di sincizi e di
fusione cellula-cellula (Fig. 1G e H, rispettivamente). Poiché il
ponte disolfuro tra la Cys-488 e la Cys 480 ¢ fondamentale per la
struttura dell'anello di interazione con 1'ACE2 [22], la mutazione
della Cys-488 potrebbe compromettere la stabilita strutturale
dell'anello di interazione con 1I'ACE2, essenziale per la funzione
dello spike.

32 NAC e GSH tiolo-reattivi sopprimono la formazione di
sincizi mediata da spike e la fusione cellula-cellula

Per esaminare la sensibilita del ponte disolfuro per l'attivita di
legame dell' ACE2 della proteina spike nei confronti di agenti tiolo-
reattivi, ¢ stata testata la fusione cellula-cellula tra cellule 293T che
esprimono spike e cellule VeroE6/TMPRSS2 che esprimono ACE2,
dopo il pretrattamento con l'agente riducente tiolo-reattivo GSH. La
fusione cellula-cellula mediata dallo spike ¢ stata soppressa dal
GSH in modo dose-dipendente (Fig. 2A) e la formazione di sincizi
indotta dallo spike, un altro segno distintivo dell'attivita fusogenica
della proteina spike, € stata anch'essa ridotta dal GSH e dal relativo
trattamento con NAC nelle cellule VeroE6/TMPRSS2 (Fig. 2B).
Pertanto, le funzioni dello spike erano sensibili agli agenti reattivi ai
tioli.

33, La NAC e il GSH tiolo-reattivi inibiscono l'infettivita del SARS-
CoV-2 pseudotipato

L'infezione da virus pseudotipato esprimente spike di tipo
Wuhan in cellule VeroE6/TMPRSS2 ¢ stata ridotta dal trattamento
con NAC e GSH in modo dose-dipendente (Fig. 3A). Entrambi gli

confronti di altre varianti di infezione virale pseudotipica mediata
da spike (Fig. 3B). Nella nostra condizione di coltura cellulare,
NAC e GSH alla concentrazione indicata non hanno mostrato
alcuna citotossicita. Queste osservazioni hanno suggerito che i ponti
disolfuro nella proteina spike della variante ad ampia diffusione
SARS-CoV-2 alfa e delta sarebbero sensibili agli agenti reattivi ai
tioli, come la proteina spike precoce di tipo Wuhan.

34 La NAC e il GSH tiolo-reattivi hanno soppresso il legame in
vitro delle varianti della RBD con I'ACE2.
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Sono stati analizzati gli effetti di NAC e GSH sul legame in vitro
tra RBD della proteina spike del SARS-CoV-2 e ACE2. Abbiamo
osservato che NAC e GSH inibivano il legame tra RBD e ACE2 in
modo dose-dipendente (Fig. 4A). Successivamente, il saggio di
legame in vitro



M. Murae, Y. Shimizu, Y. Yamamoto et al.

A _ Spike (WT) Spike (WT)
S 50000 50000
X
s
)
€2 25000 25000
=0
nw ©
=]
Se
33 0 0
3% g 28 g 0w s 288 48w"
£3 ERe ™" HE- R
22 22
> >
NAC (mM) GSH (mM)
B
Spike (WT) Spike (D614G)
2500 6000 -
c 1250 A 3000 - P
2. o
33 *k
L T © @ °TS o
" > AR ) L & S .
2 & F s A E o
>%
T ©
§ 8 Spike (alpha) Spike (Delta)
28 10000 3000 -
D
Se
i
€2 5000 *k 1500 - .
*ok *k
0 0
> (S > (I
&L 2 © .
00& ;o 00“\( @ i(omm)

Fig. 3. La NAC e il GSH hanno compromesso l'infezione da SARS-CoV-2 pseudotipato.

(A) Inibizione dose-dipendente dell'infezione da SARS-CoV-2 pseudotipato di tipo
‘Wuhan (WT) da parte di NAC e GSH in cellule VeroE6/TMPRSS2.(B) Inibizione
dell'infettivita da SARS-CoV-2 pseudotipato di tipo spike variante da parte di NAC e
GSH in cellule VeroE6/TMPRSS2. Gli esperimenti sono stati ripetuti due volte in modo

indipendente e sono stati 0 s s er v a t i risultati simili. I dati dei campioni

triplicati sono stati espressi come media  SD standard. E stata eseguita un' ANOVA a

una via per valutare 1 a significativita statistica. * indica p < 0,05, e ** indica p < 0,01.

hanno mostrato che sia la NAC che il GSH hanno inibito l'attivita
di legame con I'ACE2 di tutte le RBD varianti testate; i tipi alfa,
beta, gamma e delta (Fig. 4B e C). Questi dati indicano che le
RBD della variante della proteina spike della SARS-CoV-2 sono
sensibili agli agenti reattivi ai tioli. Nel complesso, questi dati sono
coerenti con la debolezza della proteina spike nei confronti degli
agenti reattivi ai tioli.

4. Discussione

Il legame della proteina spike del SARS-CoV-2 con il suo
recettore cellulare ACE2 ¢ il primo passo per l'ingresso nelle
cellule virali e l'infezione [31]. Un ponte disolfuro intramolecolare
della proteina spike tra Cys 488 e Cys-480 nella sua RBD ¢ situato
sulla superficie di legame con ACE?2 e si ritiene che sia importante
per la struttura molecolare per legare ACE2 [6,14,23,24,32].
Abbiamo dimostrato che il mutante C488A ha perso le sue attivita
fusogeniche e infettive. Gli agenti tiolo-reattivi NAC e GSH hanno
soppresso sia l'attivita fusogenica cellulare indotta dallo spike sia
l'infezione dei virus pseudotipati. Questi due agenti tiolo-reattivi
hanno anche soppresso la capacita di legame con ACE2 in vitro di
diversi RBD con ceppi di varianti epidemiche attuali, di tipo alfa,
beta, gamma e delta. Nel complesso, il legame tra spike e ACE2 ¢
sensibile all'agente riducente tiolo-reattivo e il ponte disolfuro a
livello della Cys-488 avrebbe un ruolo significativo nel legame tra
RBD e ACE2.
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L'impatto del ponte disolfuro nella proteina spike del SARS-
CoV-2 sull'attivita di legame con 1'ACE2 della RBD ¢ stato
suggerito in precedenti studi computazionali [20,33]. Tuttavia, la
funzione
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Fig. 4. NAC e GSH hanno compromesso il legame della variante RBD con ACE2 in vitro.

(A) Inibizione dose-dipendente del legame delle proteine RBD ricombinanti di tipo Wuhan con 'ACE2 da parte di NAC e GSH.(B) L'attivita di legame con I'ACE2 delle proteine RBD

varianti ¢ stata inibita dalla NAC.

(C) L'attivita di legame con 'ACE2 delle varianti della proteina RBD ¢ stata inibita dal GSH. Gli esperimenti di cui sopra sono stati ripetuti due volte in modo indipendente e sono
stati osservati risultati simili. I dati dei campioni triplicati sono stati espressi come media + SD. Il zest t di Student ¢ stato eseguito per valutare la significativita statistica. ** indica p

<0,01.

L'impatto di un solo ponte disolfuro nella proteina spike del SARS-
CoV-2 resta da determinare [20]. Star et al. hanno effettuato
un'analisi mutazionale approfondita della RBD utilizzando un
sistema di visualizzazione del lievito, suggerendo un possibile
impatto delle mutazioni della Cys-488 sulla capacita di legare
I'ACE2 [34]. E stata suggerita la possibile efficacia terapeutica della
NAC su COVID-19 [26] e i piu recenti lavori di Man“cek-Keber et
al. e Grishin et al. hanno coerentemente riportato che i composti
reattivi ai tioli avrebbero come bersaglio la proteina spike e le
alterazioni di Cys-480 e Cys-488 diminuiscono l'attivita fusogenica
dello spike del SARS-CoV-2 [21,22]. Inoltre, il nostro studio
indipendente ha dimostrato che le funzioni mediate dal legame
RBD-ACE2 delle proteine spike varianti

sono stati soppressi direttamente da agenti reattivi al tiolo. Pertanto,
i risultati di questo e di altri studi supportano l'idea che i composti
reattivi ai tioli e mirati ai ponti disolfuro possano essere efficaci
contro le varie varianti del SARS-CoV-2. Tuttavia, occorre prestare
attenzione al fatto che la Cys-488 non ¢ un bersaglio selettivo per
NAC e GSH e che anche altri ponti disolfuro potrebbero essere
influenzati da questi agenti. Poiché non sono stati scoperti composti
selettivi per la Cys-488, in futuro saranno necessari molti sforzi e
uno screening di gruppo per cercare composti unici che abbiano
come bersaglio la struttura ad anello Cys488-Cys-480.
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