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La pandemia di SARS-CoV-2 ha spinto lo sviluppo e l'uso di vaccini di
nuova generazione. Tra questi, i vaccini a base di mRNA consistono in
soluzioni iniettabili di mMRNA che codificano per uno Spike ricombinante,
che é distinguibile dalla proteina wild-type a causa di specifiche variazioni
di aminoacidi introdotte per mantenere la proteina in uno stato prefondato.
Questo lavoro presenta un approccio proteomico per rivelare la presenza
della proteina Spike ricombinante nei soggetti vaccinati
indipendentemente dal titolo anticorpale.

Progettazione sperimentale

L'esame di spettrometria di massa di campioni biologici & stato utilizzato
per rilevare la presenza di frammenti specifici di proteina Spike
ricombinante in soggetti che hanno ricevuto vaccini a base di mRNA.

Risultati

Lo specifico frammento PP-Spike & stato trovato nel 50% dei campioni
biologici analizzati e la sua presenza era indipendente dal titolo
anticorpale SARS-CoV-2 IgG. Il tempo minimo e massimo in cui PP-Spike
e stato rilevato dopo la vaccinazione & stato rispettivamente di 69 e 187
giorni.

Conclusioni erilevanza clinica
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Il metodo presentato consente di valutare |I'emivita della molecola della
proteina Spike "PP" e di considerare i rischi o i benefici nel continuare a
somministrare dosi di richiamo aggiuntive del vaccino mRNA SARS-CoV-
2. Questo approccio € di prezioso supporto per integrare il monitoraggio
del livello degli anticorpi e rappresenta la prima rilevazione proteomica di
Spike ricombinante nei soggetti vaccinati.

Abbreviazioni

e MY
* metil pseudouridina
e HCoV
e coronavirus umani
e LNP
e nanoparticelle lipidiche
e mMRNA
e acido ribonucleico messaggero
e DBS
e Macchia di sangue secco
e SARS-CoV-2
e Coronavirus per sindrome respiratoria acuta grave 2
e ACE2
e Enzima di conversione dell'angiotensina 2
e S
e Proteine Spike
e PP
e Doppio amminoacido prolina
o Wt
e Tipo selvaggio
e IgG
e Immunoglobulina G

1INTRODUZIONE
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La sindrome respiratoria acuta grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) e il
coronavirus causale della malattia respiratoria COVID-19 (malattia da
coronavirus 2019), responsabile della pandemia in corso che tiene sotto
controllo il mondo intero. | ricercatori di tutto il mondo durante questi anni
di pandemia hanno studiato questo virus, cercando di capire il suo
meccanismo d'azione [1-11]. Il genoma dell'RNA di SARS-CoV-2 e
costituito da circa 30.000 nucleotidi e contiene 11 principali geni
codificanti. Da un punto di vista strutturale, il SARS-CoV-2 e
caratterizzato da un gran numero di proteine Spike (S) glicosilate che
coprono la sua superficie e facilitano il legame al recettore dell'enzima di
conversione dell'angiotensina 2 (ACE2) della cellula ospite, mediando
I'ingresso delle cellule virali [12]. La proteina Spike (S) & una delle quattro
principali proteine della SARS-CoV-2 [13]. Consente il riconoscimento del
recettore della cellula ospite e il successivo ingresso nella cellula ospite. E
costituito dalla subunita distale S1, che é utile per il riconoscimento, e
dalla subunita S2 prossimale, che & essenziale per la fusione con la
membrana cellulare ospite [13]. Durante lo sviluppo dei due vaccini a base
di mRNA piu utilizzati, Pfizer-BioNTech (BNT162b2- Comirnaty) e
Moderna (MRNA-1273), tutte le basi azotate di uridina sono state
sostituite con metil pseudouridina (m1W¥), una base azotata meno
immunogenica [14] ma piu stabile [15]. Allo stesso tempo, sono state fatte
mutazioni all'interno dei 4284 nucleotidi che costituiscono la proteina
Spike, alle posizioni K986P e VO987P per rendere la proteina prodotta
dopo la lettura ribosomiale forma di prefusione stabile per stimolare una
maggiore produzione di anticorpi umani (Figura 1A) [15]. La proteina S di
SARS-CoV-2 € altamente conservata tra tutti i coronavirus umani (HCoV)
ed e coinvolta nel riconoscimento dei recettori, nell'attaccamento virale e
nell'ingresso nelle cellule ospiti. Per questo motivo, rappresenta, per una
parte degli scienziati, uno degli obiettivi piu importanti per lo sviluppo di
vaccini e approcci terapeutici contro il COVID-19. Tra i vaccini COVID-19
sviluppati e testati, quelli che hanno mostrato i risultati piu promettenti
nella prevenzione dell'infezione da COVID-19 sono una nuova classe di
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prodotti vaccinali composti da filamenti di acido ribonucleico messaggero
(mRNA) incapsulati in nanoparticelle lipidiche (LNP). Due di loro hanno
ricevuto "autorizzazione all'uso di emergenza" (dalla Federal and Drug
Administration) e "approvazione condizionata" (dall'Agenzia europea dei
medicinali). Entrambi consistono in un mRNA ricombinante da inoculare
come vaccino, che codifica per una proteina spike SARS-CoV-2
ricombinante. Anche se gli mRNA sono diversi, entrambi codificano per la
stessa proteina Spike ricombinante (qui chiamata PP-Spike). Questo
differisce da quello naturale (wt-Spike, Figura 1B) per un doppio
cambiamento di amminoacido nelle posizioni 986 e 987 (K986P e VI987P,
cioe, gli amminoacidi lisina e valina sono entrambi sostituiti da due
amminoacidi prolini) [16, 17], al fine di stabilizzare la conformazione Spike
in uno stato di prefusione inattiva (Figura 1A). La variazione a doppio
amminoacido introdotta abolisce un sito di digestione triptica. Di
conseguenza, e possibile distinguere, mediante digestione triptica [18],
seguita da analisi di spettrometria di massa [], proteine sintetiche di Spike
originate dalla traduzione dei vaccini mMRNA da Spike naturale che circola
nei fluidi biologici. Qui presentiamo un approccio metodologico in grado di
rilevare specificamente la presenza di PP-Spike nei fluidi biologici di
organismi umani e animali, come sangue, urina, saliva e fluidi di lavaggio
broncoalveolare.

Significato dello studio

Sebbene la pandemia di COVID-19 abbia messo in ginocchio il mondo
intero, ha anche permesso a molti scienziati di sviluppare idee e soluzioni
contro i virus. Questi includono i vaccini mRNA, che, grazie alla loro
versatilita nella produzione, possono rappresentare un nuovo standard di
vaccinazione. Tuttavia, € dovere dello scienziato non trascurare i controlli.
Qui si trova l'importanza di monitorare la proteina Spike "PP" indotta dal
vaccino dopo un periodo di tempo dopo la vaccinazione in campioni
biologici umani. Il metodo presentato consente di valutare I'emivita della
molecola proteica Spike "PP" e di considerare i rischi o i benefici nel
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continuare ulteriori dosi di richiamo del vaccino mRNA SARS-CoV-2.

Il gruppo di studio, dal sud Italia, era di 40 soggetti, 20 sono stati vaccinati
con il ciclo completo del vaccino mRNA ad aprile 2022, facendo parte del
settore sanitario, e 20 non sono stati vaccinati con negativita per COVID-
19 al test nasofaringeo e senza titolo di anticorpi. Sono state aggiunte
altre 20 persone non vaccinate che erano positive al COVID-19. Lo
specifico frammento di PP-Spike & stato trovato nel 50% dei campioni
biologici analizzati (Figure 1C-E e 2). Questa presenza era indipendente
dal titolo dell'anticorpo SARS-CoV-2 IgG. | titoli anticorpali avevano una
media geometrica di 629,86 BAU/mL (Figura 1E). Il tempo minimo rilevato
PP-Spike & stato di 69 giorni dopo la vaccinazione, mentre il tempo
massimo e stato di 187 giorni. Tutti i controlli (campioni di individui non
vaccinati) erano negativi. Anche il gruppo di controllo (20 persone non
vaccinate) e stato testato dopo aver contratto il COVID-19 ed e risultato
negativo per PP-spike.

Alcuni studi [23] hanno osservato la presenza della proteina Spike del
vaccino immediatamente dopo l'iniezione.

Secondo gli autori [15] e in generale, le molecole di nanoparticella di RNA
messaggero del vaccino dovrebbero essere raccolte dalle cellule
immunitarie nei linfonodi dopo l'iniezione nel muscolo. Recentemente, altri
autori hanno isolato sequenze di RNA messaggero del vaccino dal plasma
periferico dopo 28 giorni dopo l'iniezione [24]. La questione se |'RNA del
vaccino possa essere integrato o meno nei linfociti o in altre cellule del
corpo € molto dibattito. Tuttavia, I'osservazione della proteina prodotta,
come presentata in questo manoscritto, va oltre I'aspetto puramente
cognitivo e definisce un metodo per verificare non solo la persistenza
dell'RNA del vaccino, ma la quantificazione del prodotto, cioe la proteina
che dovrebbe indurre la produzione di anticorpi, al fine di verificare la
corretta emivita e la possibile necessita di aggiornare lo stato del vaccino.
Utilizzando I'esame di spettrometria di massa di campioni biologici,
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abbiamo rilevato la presenza di frammenti specifici di proteina Spike
ricombinante in circa il 50% dei soggetti che hanno ricevuto vaccini a
base di mRNA. In alcuni casi, abbiamo trovato il marcatore PP-Spike in
individui vaccinati piu di 30 giorni dopo il vaccino, indicando che e
possibile rilevare la proteina "Spike" del vaccino anche qualche tempo
dopo la vaccinazione e in qualsiasi tessuto organico (dati in preparazione).
Sulla base dei risultati ottenuti, si possono fare ipotesi per possibili
meccanismi molecolari di persistenza di "Spike PP". In particolare, tre
ipotesi sono possibili e sono mostrate nella Figura 3.

1. E possibile che I'mRNA possa essere integrato o ritrascritto in alcune
cellule.

2. E possibile che le pseudo-uridine in una particolare posizione di
sequenza, come descritto nell'articolo, in inducano la formazione di
una proteina spike che e sempre costitutivamente attiva. Ma sembra
molto remoto come ipotesi.

3. E possibile che la nanoparticella contenente mRNA venga raccolta
dai batteri normalmente presenti a livello basale nel sangue. Infatti,
I'esistenza del microbiota del sangue in individui clinicamente sani &
stata dimostrata negli ultimi 50 anni. In effetti, prove indirette da
analisi radiometriche hanno suggerito I'esistenza di forme microbiche
viventi negli eritrociti [25]. Inoltre, I'osservazione del marcatore PP-
Spike in individui vaccinati piu di 30 giorni dopo il vaccino in circal il
50% dei soggetti potrebbe anche essere spiegata dall'ampia
biodiversita del microbiota eucariotico e procariotico identificata nel
sangue dalle tecnologie di sequenziamento di prossima generazione
[25].

In conclusione, la possibilita di rilevare la presenza di frammenti specifici
di proteina Spike ricombinante apre nuovi scenari per il monitoraggio della
presenza e dell'emivita della proteina Spike del vaccino negli individui
vaccinati. Le ipotesi avanzate hanno bisogno di studi sempre piu ampi. Al
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momento, queste osservazioni iniziali sono limitate solo a valutare la
presenza della proteina del vaccino con |'obiettivo di voler fornire aiuto
nella decisione dell'individuo di somministrare dosi di richiamo o
temporizzare.

2 DATI ASSOCIATI

Analisi statistica: il t-test con © 2023 GraphPad Software e stato
eseguito tra i due gruppi, vaccinati e non vaccinati per la presenza del
peptide di picco chiamato PP. "Valore P e significativita statistica: il valore
P a due code € uguale a 0,0010. Intervallo di confidenza: la media del
gruppo uno meno il gruppo due & uguale a 0,40, intervallo di confidenza
del 95% di questa differenza: 0,17-60,63. Valori intermedi utilizzati nei
calcoli: t = 35.590, df = 38, errore standard della differenza = 0,112. La
differenza di anticorpi del titolo tra i due gruppi non & significativa.

3 PROCEDURE SPERIMENTALI

In conformita con le normative territoriali applicabili, le relazioni sui casi, le
serie di casi e gli studi retrospettivi osservazionali non richiedono
I'approvazione del comitato etico. E stato ottenuto il consenso informato
espresso da tutti i partecipanti, nel sud dell'ltalia. Venti campioni biologici
umani sono stati raccolti da soggetti vaccinati con consenso espresso,
gratuito e informato per la raccolta e I'uso. La media geometrica dei loro
anticorpi’ titolo contro proteina spike era di 629,86 BAU/mL dopo 60
giorni dalla vaccinazione. Inoltre, sono stati raccolti 20 campioni biologici
umani da soggetti non vaccinati (gruppo di controllo, negativo) con
consenso espresso, gratuito e informato per la raccolta e I'uso. | candidati
non avevano precedentemente subito il COVID-19 ed erano negativi per i
test molecolari mediante tampone nasofaringeo e il titolo degli anticorpi
era negativo. Sono stati ottenuti altri 20 campioni biologici umani di
pazienti non vaccinati, che erano malati di COVID-19, (la media
geometrica del titolo degli anticorpi rispetto alla proteina di picco era di
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187,89 BAU/mL dopo 105 giorni dalla malattia).

3.1 Pre-analitico

La raccolta preclinica di campioni di sangue secco e stata eseguita in
conformita con la letteratura scientifica: /a tecnica Dry Blood Spot (DBS) é
comune per la raccolta di piccole quantita di sangue, specialmente dai
neonati per I'applicazione dello screening. Questo metodo e stato
pubblicato per la prima volta da Robert Guthrie nei primi anni '60 e si
basa sul campionamento di una piccola macchia di sangue su una carta
da filtro invece di estrarre alcuni millilitri di sangue in una fiala. Con la
tecnica DBS, il campionamento é facile e veloce senza la necessita di
professionisti qualificati. Tuttavia, le piccole quantita di sangue prelevate
(~20-40 uL) rendono questo approccio pit analiticamente piu
impegnativo in termini di preparazione del campione e sensibilita rispetto
al campionamento tradizionale del sangue [26, 27]. Le gocce di sangue
sono state raccolte in modalita sterile. Al fine di preservare la struttura
proteica, il filtro del sangue secco e stato mantenuto a —20°C fino alla
lavorazione [28].

3.2 Motivazione

La tripsina [18] € un enzima appartenente alla classe delle idrolasi in grado
di ridurre le proteine a polipeptidi piu piccoli mediante tagli proteolitici con
specificita per arginina (R) e lisina (K). La proteina Spike sintetica e la
proteina Spike naturale possono quindi essere distinte in quanto
producono diversi prodotti per la digestione triptica:

— Quando digerito dalla tripsina, il PP-Spike codificato dall'mRNA
vaccinale produce un frammento LDPPEAEVQIDR (marcatore PP-Spike)
(Figura 2C).

— La proteina wild-type SAR-CoV-2, quando digerita dalla tripsina,
produce due frammenti piu piccoli, vale a dire LDK + VEAEVQIDR.
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Piu di 6.600.000 genomi SARS-CoV-2 sono stati sequenziati, e sembra
che nessuno di loro abbia mutazioni K986P e VO987P, compresa la variante
Omicron [29].

Tamponi utilizzati: acqua doppia distillata (VWR); bicarbonato di ammonio
(NH4HCO3) (Sigma Aldrich). Reagenti: Trypsin di Promega.

Preparazione del reagente: soluzione di tripsina 25 ng/uL.

Procedura di preparazione: Resusare, in un flaconcino, 20 ug di tripsina
solida in 800 uL di soluzione di 50 mM NH4HCOQ3. Vortice il flaconcino
fino a quando la tripsina non &€ completamente disciolta.

Il peptide standard corrispondente al frammento LDPPEAEVQIDR (Sigma
Aldrich, Regno Unito) & stato diluito ad una concentrazione di 10 ng/mL in
acqua bi-distillata. Dieci microlitri sono stati iniettati nell'apparecchio LC-
MS a scopo di controllo. Il peptide rilevato nel plasma & stato
caratterizzato sulla base dei regolamenti dell'UE [30].

3.3 Digestione enzimatica

La procedura di digestione enzimatica delle gocce di sangue viene
eseguita sotto una cappa al fine di ridurre al minimo |'esposizione
dell'operatore a qualsiasi forma di rischio biologico chimico. Per ogni
campione di sangue é stato utilizzato il seguente metodo. Mettere 2 pL di
sangue capillare in una provetta di Eppendorf marcata; aggiungere 40 uL
di tripsina (Promega, Italia) solubilizzata in una soluzione di NHAHCO3 4,
50 mm al campione del sangue; vortice per 30 s; testare il pH, che deve
essere compreso tra 7 e 8; trasferire il tubo di Eppendorf nel termoblocco;
incubare per 2 giorni a 37°C; aggiungere 40 uL di NHAHCO3 50 mmolL.
Raccogliere 40 pL del surnatante ottenuto dopo la centrifugazione a
13000 G per 10 min e trasferirli in un tubo di Eppendorf. Aggiungere 2 uL
di acido formico puro e trasferire la soluzione in un flaconcino di iniezione.
Il flaconcino viene inserito nell'autocampionatore accoppiato allo
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spettrometro di massa e 5 pL vengono iniettati nella colonna
cromatografica.

3.4 Strumentazione LC-SACI-MS

L'analisi & stata eseguita con un Surveyor MS HPLC (Thermofisher, USA).
La colonna utilizzata era un Kinetex 50 x 4,6 mm 2,6 um. L'analisi & stata
eseguita utilizzando un gradiente bifase: Fase A (H20 + 0,2 % acido
formico (HCOOH)) e Fase C (CH3CN) (Tabella 1). Il gradiente
cromatografico utilizzato & mostrato nella Tabella 1. Il volume del
campione iniettato € di 5 yL. La sorgente di ionizzazione utilizzata € un
SACI-ESI. Sono stati utilizzati un potenziale superficiale di O V, una
pressione del gas nebulizzatore di 75 PSI e un flusso di gas secco di 1,0
L/min. La temperatura del gas secco & di 320°C [].

TABELLA 1. Condizioni cromatografiche di eluizione del gradiente.

Tempo (min) % C Flusso (mL/min)

0 2% 0.250
2.5 2% 0.250
3 80% 0.250
7 80% 0.250
8 2% 0.250
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