
Detekce  rekombinantního  Spike  proteinu  v  krvi  jedinců  
očkovaných  proti  SARS-CoV-2:  Možné  molekulární  
mechanismy

Abstraktní
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přítomnost  rekombinantního  Spike  proteinu  u  očkovaných  jedinců  bez  ohledu  na  protilátku

titr.

pro  detekci  přítomnosti  specifických  fragmentů  rekombinantního  Spike  proteinu  u  subjektů

respektive  187  dní.

Experimentální  design:  Bylo  použito  hmotnostní  spektrometrie  vyšetření  biologických  vzorků

Účel:  Pandemie  SARS-CoV-2  podnítila  vývoj  a  použití  next

kteří  dostali  vakcíny  na  bázi  mRNA.

Závěry  a  klinická  relevance:  Předložená  metoda  umožňuje  vyhodnotit

pokračování  v  podávání  dalších  posilovacích  dávek  SARS-CoV-2  mRNA  vac

generace  vakcín.  Mezi  nimi  vakcíny  na  bázi  mRNA  sestávají  z  injekčního  roztoku

poločasu  molekuly  Spikeho  proteinu  „PP“  a  zvážit  rizika  nebo  přínosy

Výsledky:  Specifický  fragment  PP-Spike  byl  nalezen  v  50  %  analyzovaných  biologických  vzorků  a  jeho  

přítomnost  byla  nezávislá  na  titru  IgG  protilátky  SARS-CoV-2.  Minimální  a  maximální  doba,  kdy  byl  PP-

Spike  detekován  po  očkování,  byl  69

mRNA  kódující  rekombinantní  Spike,  který  je  odlišitelný  od

kino.  Tento  přístup  je  cennou  podporou  pro  monitorování  hladiny  protilátek  protilátek

a  představuje  první  proteomickou  detekci  rekombinantního  Spika  u  očkovaných

protein  divokého  typu  v  důsledku  specifických  aminokyselinových  variací  zavedených  k  udržení

předměty.

protein  v  předfúzním  stavu.  Tato  práce  představuje  proteomický  přístup  k  odhalení
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glykosylovaných  Spike  (S)  proteinů  pokrývajících  jeho  povrch  a  usnadňujících

vakcína.

více  než  30  dnů  po  očkování,  což  naznačuje,  že  je  možné

Z  tohoto  důvodu  představuje  pro  část  vědců  jeden  z

hostitelská  buňka,  zprostředkující  vstup  virové  buňky  [12].  Spike  protein  (S)  je  jeden

které  díky  své  všestrannosti  ve  výrobě  mohou  představovat

protein  bezprostředně  po  injekci.

zapouzdřené  v  lipidových  nanočásticích  (LNP).  Dva  z  nich  obdrželi

vědce  nezanedbávat  kontroly.  V  tom  spočívá  důležitost

receptoru  hostitelské  buňky  a  následný  vstup  do  hostitelské  buňky.  To

autoři  izolovali  sekvence  messenger  RNA  vakcíny  z  periferní  plazmy  po  28  

dnech  po  injekci  [24].  Otázka  zda

od  dubna  2022  s  celým  cyklem  mRNA  vakcíny

ger  molekuly  nanočástic  RNA  by  měly  být  zachyceny  imunitním  systémem

jakákoli  organická  tkáň  (údaje  se  připravují).  Na  základě  získaných  výsledků

Přestože  pandemie  COVID-19  přinesla  celý  svět

z  hlediska  SARS-CoV-2  se  vyznačuje  velkým  počtem

prezentovaná  metoda  umožňuje  posoudit  poločas  rozpadu  Spike

období  po  očkování  v  lidských  biologických  vzorcích.  The

maximální  doba  byla  187  dní.  Všechny  kontroly  (vzorky  od  neočkovaných

nejdůležitější  cíle  pro  vývoj  vakcín  a  terapie

Ačkoli  jsou  mRNA  různé,  obě  kódují  stejný  rekombinantní  Spike  protein  (zde  

nazývaný  PP-Spike).  To  se  liší  od  přirozeného  (wt-Spike,  obrázek  1B)  dvojitou  

změnou  aminokyselin  na  pozici  986  a  987  (K986P  a  V987P,  tj.  aminokyseliny  

lysin  a  valin  jsou  obě  nahrazeny  dvěma  prolinovými  aminokyselinami)  [16 ,  17],  

aby  se  stabilizovala  Spike  konformace  v  neaktivním  prefuzním  stavu  (obrázek  

1A).

v  biologických  tekutinách  lidských  a  zvířecích  organismů,  jako  je  krev,  moč,

vazba  na  receptor  enzymu  konvertujícího  angiotenzin  2  (ACE2)

a  řešení  proti  virům.  Patří  sem  mRNA  vakcíny,

proximální  podjednotku  S2,  která  je  nezbytná  pro  fúzi  s  membránou  hostitelské  

buňky  [13].  Během  vývoje  dvou  nejpoužívanějších  vakcín  na  bázi  mRNA,  

Pfizer-BioNTech  (BNT162b2-  Comirnaty)  a  Moderna  (mRNA-1273),  byly  všechny  

uridinové  dusíkaté  báze  nahrazeny  methyl  pseudouridinem  (m1Ψ)  –  méně  

imunogenní  [14 ] .  stabilnější  dusíkatou  bázi  [15].  Současně  byly  vytvořeny  

mutace  ve  4284  nukleotidech  tvořících  Spike  protein  v  pozicích  K986P  a  

V987P,  aby  se  protein  produkovaný  po  ribozomálním  čtení  stal  stabilní  

prefúzní  formou  stimulující  zvýšenou  produkci  lidských  protilátek  (obrázek  

1A)  [15 ] .  Protein  S  SARS-CoV-2  je  vysoce  konzervovaný  mezi  všemi  lidskými  

koronaviry  (HCoV)  a  podílí  se  na  rozpoznávání  receptorů,  připojení  viru  a  

vstupu  do  hostitelských  buněk.

pokračování  v  dalších  posilovacích  dávkách  mRNA  SARS-CoV-2

ple)  byl  také  testován  po  nakažení  COVID-19  a  byl  negativní  na

Některé  studie  [23]  pozorovaly  přítomnost  vakcíny  Spike

nový  standard  očkování.  Je  to  však  povinnost

vyvinuté  a  testované,  ty,  které  se  ukázaly  jako  nejslibnější

Podle  autorů  [15]  a  obecně,  vakcína  messen

ze  čtyř  hlavních  proteinů  SARS-CoV-2  [13].  Umožňuje  rozpoznání

Studijní  skupina  z  jižní  Itálie  tvořilo  40  subjektů,  20  bylo  vakcinováno

produkty  složené  z  vláken  messenger  ribonukleové  kyseliny  (mRNA).

„povolení  k  nouzovému  použití“ (od  Federální  a  lékové  správy)  a  „podmíněné  

schválení“ (od  Evropské  agentury  pro  léčivé  přípravky).  Oba  se  skládají  z  

rekombinantní  mRNA,  která  má  být  inokulována  jako  a

nebo  ne,  vakcínová  RNA  může  být  integrována  do  lymfocytu  nebo  jiného

sestává  z  distální  podjednotky  S1,  která  je  užitečná  pro  rozpoznávání,  a

část  zdravotnictví  a  20  bylo  neočkovaných  s  negativitou  na  COVID-19  na  

nazofaryngeální  test  a  bez  titru  žádných  protilátek.  Přibylo  dalších  20  

neočkovaných  osob,  které  byly  pozitivní  na  COVID-19.  Specifický  fragment  PP-

Spike  byl  nalezen  v  50  %  analyzovaných  biologických  vzorků  (obrázky  1C–E  a  2).  

Tato  přítomnost  byla  nezávislá  na  titru  protilátky  IgG  proti  SARS-CoV-2.  Titry  

protilátek  měly  geometrický  průměr  629,86  BAU/ml  (obrázek  1E).  Minimální  

doba  detekce  PP-spike  byla  69  dní  po  vakcinaci,  zatímco

sledování  vakcínou  vyvolaného  Spike  proteinu  „PP“  po  určité  době

buňky  v  lymfatických  uzlinách  po  injekci  do  svalu.  Nedávno  jiné

vakcína,  která  kóduje  rekombinantní  Spike  protein  SARS-CoV-2.

v  některých  případech  jsme  našli  marker  PP-Spike  u  očkovaných  jedinců

detekovat  očkovací  „spike“  protein  i  někdy  po  očkování  a  v

logický  přístup,  který  dokáže  specificky  detekovat  přítomnost  PP-Spike

jednotlivci)  byly  negativní.  Kontrolní  skupina  (20  neočkovaných  osob

Těžký  akutní  respirační  syndrom  koronavirus  2  (SARS-CoV-2)  je  původcem  

onemocnění  dýchacích  cest  COVID-19  (koronavirové  onemocnění  2019),  který  

je  zodpovědný  za  pokračující  pandemii,  která  drží  celý  svět  pod  kontrolou.  

Výzkumníci  z  celého  světa  během  těchto  pandemických  let  studovali  tento  

virus  a  snažili  se  pochopit  mechanismus  jeho  účinku  [1–11].  RNA  genom  SARS-

CoV-2  se  skládá  z  přibližně  30  000  nukleotidů  a  obsahuje  11  hlavních  

kódujících  genů.  Ze  struku

"PP"  proteinová  molekula  a  zvážit  rizika  nebo  přínosy

peutické  přístupy  proti  COVID-19.  Mezi  vakcínami  proti  COVID-19

Zavedená  dvojitá  aminokyselinová  variace  ruší  místo  štěpení  trypsinem.  

Výsledkem  je,  že  pomocí  tryptického  štěpení  [18]  a  následné  analýzy  

hmotnostní  spektrometrií  [19–22]  je  možné  rozlišit  syntetické  Spike  proteiny  

vzniklé  translací  mRNA  vakcín  z  přirozeného  Spikea  cirkulujícího  v  biologických  

tekutinách.  Zde  uvádíme  metodu

sliny  a  tekutiny  z  bronchoalveolární  laváže.

Význam  studie

o  tělesných  buňkách  se  hodně  diskutuje.  Nicméně  pozorování  produkovaného  

proteinu,  jak  je  uvedeno  v  tomto  rukopise,  přesahuje  čistě  kognitivní  aspekt  a  

definuje  metodu,  jak  ověřit  nejen  perzistenci  vakcinační  RNA,  ale  i  kvantifikaci  

produktu,  tedy  proteinu,  který  Předpokládá  se,  že  indukuje  tvorbu  protilátek,  

aby  se  ověřil  správný  poločas  a  případná  potřeba  aktualizovat  stav  vakcíny.  

Pomocí  hmotnostní  spektrometrie  vyšetření  biologických  vzorků  jsme  

detekovali  přítomnost  specifických  fragmentů  rekombinantního  Spike  proteinu  

asi  u  50  %  subjektů,  které  dostaly  vakcíny  na  bázi  mRNA.  v

PP  špice.

výsledky  v  prevenci  infekce  COVID-19  jsou  novou  třídou  vakcín

na  kolena,  umožnil  také  mnoha  vědcům  rozvíjet  nápady
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OBRÁZEK  1  Schematický  diagram  produkce  PP  Spike  proteinu.  (A)  Tvorba  Spike  PP  proteinu  po  injekci  mRNA  vakcíny.  (B)  Příklad  nemodifikovaného  Spike  proteinu  divokého  
typu.  (C)  Schéma  extrakce  a  detekce  (podrobněji  v  textu).  (D)  kvantifikace  titru  protilátek  u  20  očkovaných  případů.  (E)  Čas  ode  dne  dokončení  vakcinace  do  objevení  Spike  
proteinu  „PP“  indukovaného  mRNA  vakcíny.

některé  buňky.

Závěrem  možnost  zjištění  přítomnosti  specifických

lze  vytvořit  hypotézy  pro  možné  molekulární  mechanismy  perzistence  „Spike  PP“.  

Zejména  jsou  možné  a  jsou  tři  hypotézy

2.  Je  možné,  že  pseudouridiny  v  určité  pozici  sekvence,

fragmenty  rekombinantního  Spike  proteinu  otevírá  nové  scénáře  pro  mon

radiometrické  analýzy  naznačovaly  existenci  živých  mikrobiálních  forem  v  

erytrocytech  [25].  Navíc  pozorování  PP

jak  je  popsáno  v  článku,  indukují  tvorbu  spike  proteinu

itorování  přítomnosti  a  poločasu  rozpadu  vakcíny  Spike  protein  u  vakcinovaných

zobrazeno  na  obrázku  3.

která  je  vždy  konstitutivně  aktivní.  Ale  zdá  se  velmi  vzdálené  jako  a

Jednotlivci.  Předložené  hypotézy  vyžadují  další  a  rozsáhlejší  studie.

Špičkový  marker  u  jedinců  očkovaných  více  než  30  dnů  po

hypotéza.

V  současnosti  se  tato  počáteční  pozorování  omezují  pouze  na  posouzení

vakcíny  u  asi  50  %  subjektů  lze  také  vysvětlit  širokým

3.  Je  možné,  že  bude  vybrána  nanočástice  obsahující  mRNA

přítomnost  vakcinačního  proteinu  s  cílem  poskytnout  pomoc

biodiverzita  eukaryotické  a  prokaryotické  mikroflóry  identifikované  v

bakteriemi  normálně  přítomnými  na  bazální  úrovni  v  krvi.  v

v  rozhodnutí  jednotlivce  podat  posilovací  dávky  nebo  načasovat.

krve  pomocí  sekvenačních  technologií  nové  generace  [25].

faktem  je  existence  krevní  mikrobioty  u  klinicky  zdravého  jedince

1.  Je  možné,  že  mRNA  může  být  integrována  nebo  re-transkribována  do

za  posledních  50  let.  Opravdu,  nepřímé  důkazy
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4  ze  7 RYCHLÁ  KOMUNIKACE

OBRÁZEK  2  Molekulární  ion  sekvence  LDPPEAEVQIDR-  Spike  „PP“.  (A)  Ukazuje  poměr  m/z  (molekulární  iont)  detekce  SEQ  ID  NO:1.
Ukazuje  příklad  spektra  peptidové  zóny  poznamenané  enzymatickým  selháním  štěpení  „PP“  aminokyselin  proteinu  „Spike“  indukovaným  mRNA  vakcínami.  (BE)  
Extrakční  hmotnostní  chromatogramy  (B)  očkovaných  subjektů  a  (D)  kontrolních  vzorků  byly  získány  fragmentací  [M+3H]3+iontu  při  m/z  461  a  monitorováním  
jednoduše  nabitého  signálu  při  m/z  851.  jsou  tandemová  hmotnostní  spektra  získaná  analýzou  (C)  očkovaného  subjektu  a  (E)  kontrolního  subjektu.  Bylo  nastříknuto  
pět  mikrolitrů  natrávených  vzorků  a  průtok  eluentu  byl  250  mikrolitrů/min.
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3.1

3  EXPERIMENTÁLNÍ  POSTUPY

3.2 Odůvodnění

Předanalytické2  SOUVISEJÍCÍ  ÚDAJE
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použité  ve  výpočtech:  t  =  35  590,  df  =  38,  standardní  chyba  rozdílu

–  Protein  SAR-CoV-2  divokého  typu,  když  je  štěpen  trypsinem,

není  významný.

Předklinický  odběr  vzorků  suché  krve  byl  proveden  v  souladu

a  citlivost  ve  srovnání  s  tradičním  odběrem  krve  [26,  27].  Krev

Jižně  od  Itálie  byla  získána.  Bylo  tam  dvacet  lidských  biologických  vzorků

různé  tryptické  produkty  trávení:

po  pro  odběr  malého  množství  krve,  zejména  od  novorozenců

vytvořené  mezi  dvěma  skupinami,  očkované  a  neočkované

výtěrem  z  nosohltanu  a  titr  protilátek  byl  negativní.  jiný

Ve  struktuře  byl  suchý  krevní  filtr  udržován  při  -20°C,  dokud

souhlas  se  shromažďováním  a  používáním.  Geometrický  průměr  jejich  protilátek′

Technika  DBS,  vzorkování  je  snadné  a  rychlé  bez  potřeby  vyškoleného  profesionála

cal  významnost:  Dvoustranná  hodnota  P  je  rovna  0,0010.  Důvěra

OBRÁZEK  3  Možné  molekulární  mechanismy  perzistence  „Spike  PP“.

na  počátku  60.  let  20.  století  a  je  založen  na  odběru  vzorků  z  malé  krevní  skvrny  na  fil

V  souladu  s  platnými  územními  předpisy,  kazuistikami,  případem

neočkované  subjekty  (kontrolní  skupina,  negativní)  s  expresními,  volnými  a

s  COVID-19,  byly  získány  (geometrický  průměr  titru  protilátek  vs.

tento  přístup  je  z  hlediska  přípravy  vzorků  analyticky  náročnější

Statistická  analýza:  t-test  s  ©  2023  GraphPad  Software  byl  per

ence  =  0,112.  Rozdíl  v  titru  protilátek  mezi  těmito  dvěma  skupinami

interval  spolehlivosti  tohoto  rozdílu:  0,17–0,63.  Mezihodnoty

schválení  výborem.  Informovaný  souhlas  všech  účastníků,

Trypsin  [18]  je  enzym  patřící  do  třídy  hydroláz,  schopných  proteolytickým  štěpením  

redukovat  proteiny  na  menší  polypeptidy.

s  vědeckou  literaturou:  technika  Dry  Blood  Spot  (DBS)  je  com

–  Při  štěpení  trypsinem  je  PP-spike  kódovaný  vac

shromážděné  od  očkovaných  subjektů  expresně,  zdarma  a  informovaně

kapky  byly  odebrány  ve  sterilním  režimu.  Pro  zachování  bílkovin

prodělaly  COVID-19  a  byly  negativní  na  molekulární  testy

a  přirozený  Spike  protein  lze  tak  rozlišit,  jak  produkují

marker)  (obrázek  2C).

produkuje  dva  menší  fragmenty,  jmenovitě  LDK  +  VEAEVQIDR.

přítomnost  peptidu  spike  zvaného  PP.  "P-hodnota  a  statistika."

zpracování  [28].

pro  screeningovou  aplikaci.  Tuto  metodu  poprvé  publikoval  Robert  Guthrie

titr  proti  spike  proteinu  byl  629,86  BAU/ml  po  60  dnech  od  vakcinace.  Kromě  toho  bylo  

odebráno  20  lidských  biologických  vzorků

20  lidských  biologických  vzorků  od  neočkovaných  pacientů,  kteří  byli  nemocní

série  a  observační  retrospektivní  studie  nevyžadují  etiku

místo  natažení  několika  mililitrů  krve  do  lahvičky.  s

interval:  Průměr  skupiny  jedna  mínus  skupina  dvě  se  rovná  0,40,  95  %

informovaný  souhlas  se  shromažďováním  a  používáním.  Kandidáti  neměli  previ

spike  protein  byl  187,89  BAU/ml  později  105  dnů  od  onemocnění).

filmová  mRNA  produkuje  fragment  LDPPEAEVQIDR  (PP-Spike

se  specificitou  pro  arginin  (R)  a  lysin  (K).  Syntetický  Spike  protein

profesoři.  Nicméně  malá  množství  odebrané  krve  (~20–40  µl)  tvoří

Machine Translated by Google
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roztok  do  vzorku  krve;  vortexujte  po  dobu  30  s;  otestovat  pH,  které  musí

LC-MS  přístroje  pro  kontrolní  účely.  Peptid  detekovaný  v  plazmě

USA).  Použitá  kolona  byla  Kinetex  50  x  4,6  mm  2,6  um.  Analýza

děkuji  Dr.  Aquilino  Frongillo  za  technickou  podporu.  Tento  výzkum

a  zdá  se,  že  žádný  z  nich  nemá  mutace  K986P  a  V987P,

inkubujte  2  dny  při  37 C;  přidejte  40  ul  NH4HC03  50  mmol.  Sbírat

injekčně  je  5  µl.  Použitým  ionizačním  zdrojem  je  SACI-ESI.  Povrch

PROHLÁŠENÍ  O  STŘETU  ZÁJMŮ

Použité  pufry:  Dvojitě  destilovaná  voda  (VWR);  hydrogenuhličitan  amonný

a  přeneste  roztok  do  injekční  lahvičky.  Lahvička  se  vloží  do

2002083.  https://doi.org/10.1080/21645515.2021.2002083

Příprava  činidla:  Roztok  trypsinu  25  ng/µL.

TABULKA  1  Chromatografické  podmínky  gradientové  eluce.

Postup  enzymatického  trávení  krevních  kapek  se  provádí  pod

10  min  a  přeneste  do  Eppendorfovy  zkumavky.  Přidejte  2  µl  čisté  kyseliny  mravenčí

Děkujeme  všem  pacientům,  kteří  se  zúčastnili  naší  studie.  My

Bylo  sekvenováno  více  než  6  600  000  genomů  SARS-CoV-2,

800  ul  50  mM  roztoku  NH4HC03 .  Vortexujte  lahvičku  až  do  trypsinu

Bylo  použito  1,0  l/min.  Teplota  suchého  plynu  je  320 C  [19–22].

DATA  AVA  ILAB  IL  ITY  PROHLÁŠENÍ

chemické  biologické  nebezpečí.  Pro  každou  krev  byla  použita  následující  metoda

do  chromatografické  kolony.

včetně  varianty  Omicron  [29].

neobdržela  žádné  externí  financování.

REFERENCE

ORCID

5.  https://doi.org/10.3390/medicina58050642

10  ng/ml  v  dvakrát  destilované  vodě.  Deset  mikrolitrů  bylo  vstříknuto  do

Autoři  neprohlašují  žádný  střet  zájmů.

40  ul  trypsinu  (Promega,  Itálie)  solubilizovaného  v  50  mmol  NH4HCO3

40  ul  supernatantu  získaného  po  centrifugaci  při  13000  G  pro

(NH4HC03)  (Sigma  Aldrich).  Reagencie:  Trypsin  od  Promega.

Analýza  byla  provedena  pomocí  Surveyor  MS  HPLC  (Thermofisher,

byl  charakterizován  na  základě  předpisů  EU  [30].

být  mezi  7  a  8;  přeneste  Eppendorfovu  trubici  do  termobloku;

kyselina  mravenčí  (HCOOH))  a  fáze  C  (CH3CN)  (tabulka  1).  Použitý  chromatografický  

gradient  je  uveden  v  tabulce  1.  Objem  vzorku

Postup  přípravy:  Resuspendujte  v  lahvičce  20  µg  pevného  trypsinu

potenciál  0  V,  tlak  plynu  v  rozprašovači  75  PSI  a  průtok  suchého  plynu

11(1),  1.  https://doi.org/10.3390/biomedicines11010087

digestoř,  aby  se  minimalizovalo  vystavení  obsluhy  jakékoli  formě

autosampler  spojený  s  hmotnostním  spektrometrem  a  vstříkne  se  5  ul

https://doi.org/10.3390/ijms23031716

Standardní  peptid  odpovídající  fragmentu  LDP  PEAEVQIDR  (Sigma  Aldrich,  UK)  

byl  zředěn  na  koncentraci

Údaje  jsou  k  dispozici  na  vyžádání  u  autorů.

je  zcela  rozpuštěn.

vzorek.  Vložte  2  µl  kapilární  krve  do  označené  Eppendorfovy  zkumavky;  přidat

sis  byla  provedena  pomocí  dvoufázového  gradientu:  Fáze  A  (H2O  +  0,2  %

PODĚKOVÁNÍ

3.4  Přístrojové  vybavení  LC–SACI–MS

3.3 Enzymatické  trávení
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