HORROR W NAUCE: Bialko kolce szczepionki wnika do jader komorkowych,
tlumi mechanizm naprawy DNA ludzkiego ciala, wyzwala eksplozj¢ raka,
niedobor odpornosci, zaburzenia autoimmunologiczne i przyspieszone starzenie

( Natural News ) To odkrycie mozna opisac jedynie jako prawdziwy ,horror” w jego
implikacjach. Oszatamiajgce nowe badania opublikowane w Viruses, czesc edycji SARS-
CoV-2 Host Cell Interactions MDPI (Open Access Journals) ujawniajg, ze biatka kolcow
szczepionkowych wnikajg do jader komorkowych i siejg spustoszenie w mechanizmach
naprawy DNA komorek, hamujgc naprawe DNA w réwnym stopniu jako 90%.

Artykut badawczy nosi tytut ,SARS-CoV-2 Spike Impairs DNA Damage Repair and
Inhibits V(D)J Recombination In Vitro” i jest autorstwa Hui Jianga i Ya-Fang Mei z
Departamentu Biologii Molekularnej, The Wenner— Gren Institute, Stockholm University,
SE-10691 Stockholm, Szwecja, oraz Department of Clinical Microbiology, Virology, Umea
University, SE-90185 Umea, Sweden.

Zapisalismy kopie artykutu badawczego w dokumencie PDF na serwerach NN pod tym
adresem URL:
https://www.naturalnews.com/files/viruses-13-02056-v2.pdf

W podsumowaniu artykutu autorzy pisza: ,,OdkryliSmy, ze biatko kolce znacznie
hamuje tworzenie sie ognisk BRCA1 i 53BP1 (ryc. 3D-G). Razem dane te pokazuja,
ze pelnej dtugosci biatko wypustek SARS-CoV-2 hamuje naprawe uszkodzen DNA ,
utrudniajgc rekrutacje biatek naprawczych.”

Mechanizm naprawy DNA, znany jako NHEJ (Non-Homologous End Joining) jest
rodzajem wewnatrzkomoérkowego systemu ,odpowiedzi awaryjnej’, ktéry naprawia
pekniecia dwuniciowego DNA. Bez mechanizmu NHEJ cate zaawansowane zycie
wielokomdrkowe przestatoby istnieé. Zadna istota ludzka, zwierze czy roslina nie moze
przetrwad, jesli integralnos¢ kodu genetycznego jest chroniona i stale naprawiana
za pomocg wielu mechanizméw.

Uszkodzenie DNA moze by¢ spowodowane przez narazenie na promieniowanie,
chemikalia znajdujgce sie w zywnosci i produktach higieny osobistej, a nawet narazenie
na sprzet do mammografii. Nadmierna ekspozycja na swiatto stoneczne moze réwniez
powodowac przerwy w DNA, a drobne mutacje DNA wystepujg spontanicznie we
wszystkich zywych organizmach. Na przyktad piloci linii lotniczych sg rutynowo narazeni
na promieniowanie jonizujgce podczas lotu na duzej wysokosci.

U normalnej, zdrowej osoby mechanizm NHEJ naprawia DNA i zapobiega wystepowaniu
patogennej mutacji. Ale w obecnosci biatka szczytowego szczepionki, skutecznos¢ NHEJ
jest ttumiona az 0 90% , co oznacza, ze nie jest w stanie wykonac swojej pracy ze
wzgledu na ttumiong zdolnos$¢ rekrutacji biatek do naprawy.

W rezultacie do chromosomow wewnatrz jgder ludzkich komorek wprowadzane sg
nastepujgce ,btedy”, a wszystko to z powodu obecnosci biatka kolczastego ze
szczepionek mRNA:

* Mutacje lub ,btedy” w sekwencji genetycznej.

* USUNIECIA catych segmentow kodu genetycznego.

»  WSTAWIENIE nieprawidtowych segmentow.

* Mieszanie i dopasowywanie / permutacje kodu genetycznego.

Btedy te, wyrazone poprzez podziat i replikacje komorek, powoduja:
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* Eksplozja raka i guzéw nowotworowych w catym ciele

» Utrata produkcji limfocytow B i T uktadu odpornosciowego (tj. wywotany niedobér
odpornosci)

* Zaburzenia autoimmunologiczne

* Przyspieszone starzenie i skrocona dtugos¢ telomerdw

» Utrata funkcjonowania ztozonych uktadéw narzgddéw, takich jak krgzeniowy,
neurologiczny, hormonalny, miesniowo-szkieletowy itp.

» Uszkodzenie komérek przypominajgce zatrucie promieniowaniem, poniewaz
komorki niszczg sie od wewnatrz

Wiele z tych efektéw jest oczywiscie smiertelnych. Inni bedg obcigzac ofiary
szczepionek straszliwymi wyniszczajgcymi urazami i wadami narzadoéw, ktore beda
wymagaly interwencji medycznej przez cate zycie.

Biatko kolczaste trafia do jgdra komorki
Z artykutu, do ktérego link znajduje sie powyzej:

Mechanicznie stwierdziliSmy, ze biatko kolczaste lokalizuje si¢ w jadrze i hamuje
naprawe uszkodzen DNA, utrudniajac rekrutacje kluczowych biatek naprawczych
DNA BRCA1 i 53BP1 do miejsca uszkodzenia.

Oznacza to, ze biatko kolczaste, ktore jest wytwarzane w rybosomach komorek po tym, jak
komorki zostaty porwane przez szczepionki mRNA, nie zawsze opuszcza komorke i
dostaje sie do krwioobiegu, jak méwig zwolennicy szczepionek mRNA. W niektérych
przypadkach biatko kolczaste wchodzi do jgdra komdrkowego . Tam zaktdéca mechanizm
naprawy DNA, jak opisano w tym artykule.

,,Co zaskakujgce, odkrylismy obfitos¢ biatka kolczastego w jagdrze (ryc. 1A)” —
podsumowali autorzy badania.

Oznacza to, ze bez watpienia szczepionki mMRNA powodujg zmiany chromosomalne w
komorkach organizmu . Jest to potwierdzenie, ze takie szczepionki rzeczywiscie siejg
spustoszenie w integralnosci genetycznej i wykazujg skutki uboczne, ktérych nie
przewidywali ani nie opisywali zwolennicy szczepionek mRNA.

Dr Thomas Levy pisze o toksycznosci biatka kolczastego na Orthomolecular.org :

Pojawity sie obawy dotyczgce rozprzestrzeniania sie biatka kolczastego w organizmie po
szczepieniu. Zamiast pozostawac¢ w miejscu wstrzykniecia w celu wywotania odpowiedzi
immunologicznej i nic wiecej, obecnos¢ biatka kolczastego zostata wykryta w calym
ciele niektorych zaszczepionych osob. Ponadto wydaje sie, ze niektore z krgzgcych
biatek wypustek po prostu wigzg receptory ACE2 bez wchodzenia do komorki, indukujgc
odpowiedz autoimmunologiczng na catg komorke-biatko kolca. W zaleznosci od typu
komorki, ktéra wigze biatko kolce, moze wystgpi¢ dowolny z wielu autoimmunologicznych
standw medycznych.

Co bardziej niepokojgce, dr Levy wyjasnia, ze obecne dowody wskazuja, ze biatko
kolce nadal jest wytwarzane w organizmie po wstepnym wstrzyknieciu mRNA . On
thumaczy:

Chociaz lezgca u podstaw patologia pozostaje nie do kohca zdefiniowana, jedno z
wyjasnien problemow zwigzanych ze sktonnosciami do zakrzepicy i innymi objawami
obserwowanymi u pacjentéw z przewlektym COVID i po szczepieniu wigze sie
bezposrednio z utrzymujgca sie obecnoscig biatka kolczastego w koronawirusie. Niektore
doniesienia twierdzg, ze biatko kolczaste moze by¢ nadal wytwarzane po poczgtkowym
zwigzaniu z receptorami ACE2 i wejsciu do niektorych komérek, do ktérych poczatkowo
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dazy. Obraz kliniczny przewlektej toksycznosci COVID i toksycznosci po szczepieniu
wydaje sie bardzo podobny i oba sg prawdopodobnie spowodowane ciggtg obecnoscig i
rozprzestrzenianiem sie biatka kolczastego w catym ciele (Mendelson i wsp., 2020; Aucott
i Rebman, 2021; Levy , 2021; Raveendran, 2021).

Biatko wypustek o petnej dlugosci spowodowato
najwieksze zahamowanie mechanizmu naprawy DNA
NHEJ

Zobacz ponizsze rysunki. Fragmenty wirusa SARS-CoV-2 sg nazywane ,Nsp1, Nsp5” i tak
dalej. Petnowymiarowy kolec nazywa sie ,Spike”, a nukleokapsyd — kolejna strukturalna
czesc¢ patogenu biatka kolca — jest identyfikowany oddzielnie.

Z badania:

Nadekspresja biatek Nsp1, Nsp5, Nsp13, Nsp14 i kolcéw zmniejszyta wydajnos¢ naprawy
zarowno HR, jak i NHEJ (ryc. 1B-E i ryc. S2A, B).

Figury C i E przedstawiajg supresje naprawy NHEJ przez te rézne czesci fragmentéw
wirusowych. (Patrz niebieskie pionowe linie wykresu przedstawiajgce poziomy
aktywnosci/wydajnosci mechanizmu naprawy DNA).
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Na figurze 2 ponizej widzimy, ze ttumienie aktywnosci NHEJ wykazuje odpowiedz
zalezng od dawki na obecnos¢ biatka wypustkowego (figury 2B i 2C). Wskazuje to, ze
im wiecej biatek kolczastych jest obecnych, tym wieksze ttumienie naprawy DNA:

A 51 52
Full Length (FL} NTD RBD FPg HR1 gHR2 g TM
51 NTD RBD
£ FPg HR1gHR2 gTMgz CT
B C
150 5 1504
£ g
2 1001 7 1005
= 3 e
£ D L
5 50+ T 501
o —
: : —
0=y T r T T A
0 1000 2000 3000 4000 0 1000 2000 3000 4000
§-FL {ng) S-FL (ng)
D E
1505 iz | 150 | i |
NS ?
| — |
; Bmad E -
— 100+ =, 100
oy £
= a
=2 G
g <
2 50 50 =
3 g
I
z
0- o o
EVM SFL 51 52 EW &FL 51 52
F
G NS
1% = EV S,
. sFL ==
Contral . - 51 NS NS
5 | msz HS, NS,
o 100 Sy e
= [
y-irradiation E
g
& S0
Doxorubbcin =
Ha0:

Ctrl IR DI:III.'J H.lﬂ:l

Dolny prawy rysunek, 2G, pokazuje, w jaki sposob obecnos¢ biatka kolczastego hamuje
naprawe DNA po réznych uszkodzeniach DNA, takich jak promieniowanie, ekspozycja
chemiczna lub utlenianie. Co wazne, jak wyjasniajg autorzy badania:

Po r6znych terapiach uszkodzen DNA, takich jak napromienianie y, traktowanie
doksorubicyng i traktowanie H202, w obecno$ci biatka wypustkowego wystepuje mniejsza



naprawa (Figura 2F, G). Lacznie dane te pokazujg, ze biatko kolce bezposrednio wptywa
na naprawe DNA w jadrze.

Ekspozycja 5G, ekspozycja na chemtrail, ekspozycja na
chemikalia zywnosci, mammografia, a nawet ekspozycja na
swiatto stoneczne beda sia¢ spustoszenie u oséb, ktére
przyjety szczepionki mMRNA

Przerazajgcym rezultatem tego odkrycia jest to, ze ludzie, ktérzy wzieli szczepionki mMRNA,
doswiadczg zahamowanej naprawy DNA , eskalujgc ekspozycje, ktora kiedys uwazana
byta za drobny problem z powaznymi zagrozeniami dla ich zdrowia.

Innymi stowy, osoby narazone na promieniowanie 5G, badania mammograficzne,
plastyfikatory chemiczne w produktach spozywczych i substancje rakotworcze w
produktach higieny osobistej (detergenty do prania, perfumy, szampony, balsamy do skory
itp.) nie bedg w stanie naprawi¢ uszkodzen DNA spowodowanych przez te ekspozycje. Po
stosunkowo niewielkich ekspozycjach zaczng mutowac i rozwija¢ nowotwory w catym
swoim ciele.

Nie zapominaj, ze ekspozycja na 5G powoduje wytwarzanie we krwi peroksyazotynéw ,
niezwykle niebezpiecznego wolnego rodnika, ktory powoduje uszkodzenia DNA w
komédrkach moézgowych i komérkach tkanek w catym ciele.

Mozna to nawet opisac jako rodzaj binarnego systemu broni, w ktérym szczepionki
mRNA ostabiajg naprawe DNA, a ekspozycja na 5G (lub ekspozycja chemiczna w
zywnosci) zapewnia bron, ktéra tamie nici DNA i prowadzi do tego, ze organizm nie jest w
stanie zachowac integralnosci genetycznej podczas replikacja komérek. Nie trzeba wiele
czasu, by wyrazi¢ to w przerazajgcy sposob fizyczny, taki jak proba wyhodowania tkanek
narzgdéw wewnetrznych na powierzchni skory lub twarzy, dlatego zatytutowatem
dzisiejszy podcast dotyczgcy aktualizacji sytuacji: ,,Potwory, zombie i mutanty. ”

Obecnos¢ biatka kolczastego zakiéca normalng funkcje
odpornosciowg i prowadzi do niedoboru odpornosci (stan
podobny do AIDS)

Badanie to wykazato rowniez, ze biatka kolczaste ze szczepionek mRNA mogg prowadzi¢
do standéw niedoboru odpornosci, podobnych do AIDS. Jest to zgodne z tym, co wczesniej
informowalismy o spadku funkcji odpornosciowej o okoto 5% tygodniowo u oséb, ktdre
przyjmowaty szczepionki przeciw krowim. Z badania:

...[L]utrata funkcji kluczowych biatek naprawczych DNA, takich jak ATM, DNA—-PKcs,
53BP1, i wsp., prowadzi do defektéw naprawy NHEJ, ktére hamujg wytwarzanie
funkcjonalnych limfocytéw B i T, prowadzgc do niedoboru odpornosci.

Na funkcje immunologiczng ma réwniez krytyczny wptyw obecnosc¢ biatka kolczastego,
potencjalnie prowadzgc do mutacji nowotworowych w komorkach organizmu. Jak wyjasnia
badanie:

Naprawa uszkodzen DNA, zwtaszcza naprawa NHEJ, jest niezbedna dla rekombinac;ji
V(D)J, ktora lezy u podstaw odpornosci komoérek B i T.

Jak wyjasnia réwniez Science Direct:

Zachowanie integralnosci genomu jest niezbedne dla przetrwania organizmu. Wsrod
roznych uszkodzen DNA, peknigcia dwuniciowe (DSB) sa uwazane za najbardziej
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szkodliwe, poniewaz moga prowadzi¢ do sSmierci komorki, jesli nie zostang
naprawione, lub rearanzacji chromosomoéw, gdy zostang zle naprawione, co prowadzi do
raka.

Co wiecej, mutacje w genach NHEJ, w tym Ku70 i Ku80, powigzano ze skré6ceniem
zycia myszy [54]. Ponadto defekty w DNA-PKc (kinaza biatkowa zalezna od DNA)
powodowaty uposledzenie utrzymania telomerow i skrécenie czasu zycia u myszy
[55]. Podsumowujac, te linie dowodowe sugeruja, ze NHEJ odgrywa wazna role w
zapobieganiu zwigzanemu z wiekiem wzrostowi niestabilnosci genomowe;j i
pogorszeniu funkcji.

W efekcie oznacza to, ze hamowanie mechanizmu naprawy DNA NHEJ przez biatko
kolczaste prowadzi réwniez do skréocenia diugosci zycia i przyspieszonego
starzenia.

Wedtug niektérych szacunkéw 50% osob, ktorym wstrzyknieto szczepionki
zawierajgce mRNA, umrze w ciagu pieciu lat. Teraz mamy glebsze zrozumienie
mechanizmoéw, dzieki ktorym moga wystapic te zgony wywotane szczepionka.

Postuchaj stownego wyjasnienia tego wszystkiego w dzisiejszym podcascie Aktualizacji
Sytuaciji:

Brighteon.com/cb351cd3-6¢c94-4f2b-a05d-bbda757d4472

Skok SARS-CoV-2 zaburza naprawe uszkodzen DNA i hamuje rekombinacje V(D)J
in vitro
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Abstrakcyjny

Koronawirus zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej 2 (SARS—-CoV-2) doprowadzit do pandemii choroby
koronawirusowej 2019 (COVID-19), powaznie wptywajgc na zdrowie publiczne i gospodarke swiatowa.
Odpornos¢ adaptacyjna odgrywa kluczowg role w walce z zakazeniem SARS—-CoV-2 i bezposrednio wptywa
na wyniki kliniczne pacjentéw. Badania kliniczne wykazaty, ze pacjenci z ciezkim COVID-19 wykazujg
opozniong i stabg adaptacyjng odpowiedz immunologiczng; jednak mechanizm, za pomocg ktérego SARS—
CoV-2 hamuje odpornos¢ nabytg, pozostaje niejasny. Tutaj, uzywajgc linii komérkowej in vitro, donosimy, ze
biatko wypustek SARS-CoV-2 znaczgco hamuje naprawe uszkodzen DNA, co jest wymagane do skutecznej
rekombinacji V(D)J w odporno$ci nabytej. Mechanicznie, odkryliSmy, Zze biatko kolczaste lokalizuje sie w jadrze i
hamuje naprawe uszkodzen DNA, utrudniajgc rekrutacje kluczowych biatek naprawczych DNA BRCA1 i 53BP1
do miejsca uszkodzenia. Nasze odkrycia ujawniajg potencjalny mechanizm molekularny, dzieki ktéremu
biatko wypustek moze utrudniaé¢ odpornos¢ adaptacyjng i podkreslaé potencjalne skutki uboczne
szczepionek opartych na wypustkach o petnej dlugosci.

Stowa kluczowe: SARS—CoV-2 ; kolec ; naprawa uszkodzen DNA ; rekombinacja V(D)J ; szczepionka

1. Wstep

Koronawirus zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej 2 (SARS-CoV-2) jest odpowiedzialny za trwajaca
pandemie choroby koronawirusowej 2019 (COVID-19), ktéra doprowadzita do ponad 2,3 miliona
zgonéw. SARS-CoV-2 jest wirusem otoczkowym o pojedynczym dodatnim RNA, ktory skiada sie z biatek
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strukturalnych i niestrukturalnych [ 1 ]. Po zakazeniu te biatka wirusowe przejmujg i rozregulowujg maszynerie
komérkowg gospodarza, aby replikowaé¢, sktadac¢ i rozprzestrzenia¢ wirusy potomne [ 2 ]. Ostatnie badania
kliniczne wykazaty, ze zakazenie SARS-CoV-2 wyjgtkowo wptywa na liczbe i funkcje limfocytéw
[3,4,5,6]. W poréwnaniu z fagodnymi i umiarkowanymi osobami, ktére przezyty, pacjenci z ciezkim COVID-
19 wykazujg znacznie mniejszg liczbe limfocytow T catkowitych, limfocytéw T pomocniczych i limfocytow T
supresorowych [ 3,4 ]. Dodatkowo COVID-19 opdznia stezenie IgG i IgM po wystgpieniu objawow
[5,6].Lacznie te obserwacje Kkliniczne sugerujg, ze SARS-CoV-2 wptywa na adaptacyjny ukiad
odpornosciowy. Jednak mechanizm, za pomocg ktérego SARS—CoV-2 ttumi odporno$¢ nabytg, pozostaje
niejasny.

Jako dwa krytyczne systemy nadzoru gospodarza, systemy naprawy odpornosci i DNA sg podstawowymi
systemami, na ktorych opierajg sie organizmy wyzsze w celu obrony przed réznymi zagrozeniami i homeostazg
tkanek. Pojawiajgce sie dowody wskazujg, ze te dwa uktady sa wspédizalezne, zwtaszcza podczas rozwoju i
dojrzewania limfocytow [ 7 ]. Jako jeden z gtdéwnych szlakéw naprawy peknie¢ dwuniciowego DNA (DSB),
naprawa niehomologicznego tgczenia koncow (NHEJ) odgrywa kluczowg role w rekombinacji V(D)J, w ktorej
posredniczy endonukleaza genu aktywujgca limfocyty (RAG). co skutkuje wysoce zréznicowanym repertuarem
przeciwciat w limfocytach B i receptorach limfocytéw T (TCR) w limfocytach T [ 8]]. Na przyktad utrata funkcji
kluczowych biatek naprawczych DNA, takich jak ATM, DNA-PKcs, 53BP1 i wsp., prowadzi do defektow
naprawy NHEJ, ktére hamujg wytwarzanie funkcjonalnych limfocytow B i T, prowadzac do niedoboru
odpornosci [ 7, 9]., 10, 11 ]. W przeciwiehstwie do tego, infekcja wirusowa zwykle indukuje uszkodzenie DNA
poprzez rézne mechanizmy, takie jak indukowanie wytwarzania reaktywnych form tlenu (ROS) i stres
replikacyjny komorek gospodarza [ 1, 13, 14].]. Jesli uszkodzenie DNA nie moze by¢ prawidtowo naprawione,
przyczyni sie to do nasilenia patologii wywotanej infekcjg wirusowg. Dlatego postanowilismy zbadac, czy biatka
SARS-CoV-2 przejmujg kontrole nad systemem naprawy uszkodzen DNA, wplywajgc w ten sposéb na
odpornos$¢ adaptacyjng in vitro.

2. Materiaty i metody

2.1. Przeciwciata i Odczynniki

DAPI (Cat # MBD0015), doksorubicyna (Kat # D1515) H 2 O 2 (Kat # H1009) i przeciwciata B-tubuliny (Cat #
T4026) zakupiono od firmy Sigma-Aldrich. Przeciwciata przeciwko znacznikowi His (nr kat. 2698), H2A (nr kat.
12349), H2A X (nr kat. 7631), y-H2A.X (nr kat. 2577), Ku80 (nr kat. 2753) i Rad51 (nr kat. 8875) ) zakupiono w
firmie Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). Przeciwciata 53BP1 (nr kat. NB100-304) i RNF168 (nr
kat. H00165918—-M01) otrzymano z firmy Novus Biologicals (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA). Lamina B
(nr kat. sc—374015), ATM (nr kat. sc—135663), przeciwciala DNA-PK (nr kat. sc-5282) i BRCA1 (nr kat. sc—
28383) zakupiono od Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Kalifornia, USA). Przeciwciato XRCC4 (nr kat.
PA5-82264) zakupiono od Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).

2.2. Plazmidy

pHPRT-DRGFP i pCBAScel zostaty uprzejmie podarowane przez Marie Jasin (plazmidy Addgene #26476 i
#26477) [15]. pimEJ5GFP byt prezentem od Jeremy'ego Starka (plazmid Addgene #44026) [ 16]. Biatka
NSP1, NSP9, NSP13, NSP14, NSP16, wypustki i nukleokapsyd najpierw zsyntetyzowano z optymalizacjg
kodondw, a nastepnie wklonowano do ssaczego wektora ekspresyjnego pUC57 z C-korncowym znacznikiem
6xHis. Dla wektora reporterowego V(D)J zsyntetyzowano 12-przerywnik RSS-GFP odwrécong komplementarng
sekwencje — 23-przerywnik RSS. Nastepnie sekwencje sklonowano do wektora pBabe-IRES—mRFP, aby
wygenerowac¢ wektor reporterowy pBabe—12RSS—-GFPi—23RSS-IRES—-mRFP. 12—przerywnikowa sekwencja
RSS: 5'-CACAGTGCTACAGACTGGAACAAAAACC-3'. 23—przerywnik sekwencja RSS: 5-
CACAGTGGTAGTACTCCACTGTCTGGCTGTACAAAAAACC-3'. Konstrukty ekspresyjne RAG1 i RAG2
zostaty hojnie obdarzone przez Martina Gellerta (plazmid Addgene #13328 i #13329) [ 17 ].

2.3. Komorki i kultura komorkowa

HEK293T, jak i HEK293 otrzymano z American Type Culture Collection (ATCC) hodowano w 5% CO 2w
temperaturze 37 ° C w pozywce Dulbecco Eagle (DMEM o wysokiej zawartosci glukozy, Glutamax) (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), zawierajgcej 10 % ( v/ v) ptodowej surowicy cielecej (FCS, Gibco), 1%
(v/v) penicyliny (100 IU/ml) i streptomycyny (100 pg/ml). Komorki HEK293T reporterowe GFP-DR i
HEK293T-EJ5-GFP wytworzono jak wczesniej opisano i hodowano w obecnosci 5% CO 2 w temperaturze 37 °
C, w wyzej wymienionej pozywki.

2.4. Testy reporterow HR i NHEJ

Naprawe HR i NHEJ w komérkach HEK293T mierzono zgodnie z wcze$niejszym opisem przy uzyciu stabilnych
komérek DR—GFP i EJ5—-GFP. W skrocie, 0,5 x 10 6 HEK293T Stabilne komorki reporterowe wysiano na 6-
studzienkowych ptytkach i transfekowano 2 ug I-Scel plazmidu ekspresyjnego (pCBAScel) wraz z plazmidami
SARS CoV-2 biatek ekspresyjnych. Czterdziesci osiem godzin po transfekcji i potraktowaniu aspiryng komorki
zebrano i przeanalizowano metodg cytometrii przeptywowej pod katem ekspresji GFP. Srednie uzyskano z
trzech niezaleznych eksperymentow.
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2.5. Frakcjonowanie komérkowe i immunoblotting

Do testu frakcji komoérkowej zastosowano zestaw do frakcjonowania biatek subkomoérkowych (Thermo Fisher)
zgodnie z instrukcjami producenta. Lizaty biatkowe oznaczono ilosciowo przy uzyciu odczynnika BCA (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). Biatka rozdzielono metoda elektroforezy w zelu dodecylosiarczan sodu-
poliakrylamid (SDS-PAGE), przeniesiono na btony nitrocelulozowe (Amersham protran, 0,45 ym NC) i poddano
immunoblottingowi ze specyficznymi przeciwciatami pierwszorzedowymi, a nastepnie przeciwciatami
drugorzedowymi skoniugowanymi z HRP. Prgzki biatka wykrywano przy uzyciu zestawu SuperSignal West Pico
lub Femto Chemiluminescencji (Thermo Fisher Scientific).

2.6. Test komet

Komoérki traktowano réznymi odczynnikami uszkadzajgcymi DNA, a nastepnie zbierano we wskazanych
punktach czasowych do analizy. Komérki (1 x 10 5komorki/ml w zimnej soli fizjologicznej buforowane;j
fosforanem [PBS]) ponownie zawieszono w 1% agarozie o niskiej temperaturze topnienia w 40 °C w stosunku
1:3 obj./obj. i pipetowano na CometSlide. Szkietka zanurzono nastepnie we wstepnie schiodzonym buforze do
lizy (1,2 M NaCl, 100 mM EDTA, 0,1% laurylosarkozynianu sodu, 0,26 M NaOH pH > 13) na noc (18—-20 godz.)
lizy w temperaturze 4°C w ciemnosci. Szkietka nastepnie ostroznie usunieto i zanurzono w buforze do ptukania
(0,03 M NaOH i 2 mM EDTA, pH > 12) w temperaturze pokojowej (RT) na 20 min w ciemnosci. Ten etap mycia
powtérzono dwukrotnie. Szkietka przeniesiono do poziomej komory do elektroforezy zawierajgcej bufor do
ptukania i rozdzielano przez 25 min przy napieciu 0,6 V/cm. Na koniec szkietka zostaty przemyte wodg
destylowang, wybarwione 10 pg/ml jodku propidyny i poddane analizie pod mikroskopem fluorescencyjnym.
2.7. Immunofluorescencja

Komorki wysiano na szklanych szkietkach nakrywkowych w ptytce 12-studzienkowej i transfekowano
wskazanym plazmidem przez 24 godziny. Nastepnie komorki traktowano odczynnikami uszkadzajgcymi DNA
lub bez nich, zgodnie z uktadem doswiadczalnym. Komorki utrwalano w 4% paraformaldehydzie (PFA) w PBS
przez 20 min w RT, a nastepnie permeabilizowano w 0,5% Triton X-100 przez 10 min. Szkietka blokowano w
5% normalnej surowicy koziej (NGS) i inkubowano z przeciwciatami pierwszorzedowymi rozcienczonymi w 1%
NGS przez noc w 4°C. Probki nastepnie inkubowano ze wskazanymi drugorzedowymi przeciwciatami
wyznakowanymi Alexa Fluor 488 lub 555 (Invitrogen) rozcienczonymi w 1% NGS w temperaturze pokojowe;j
przez 1 godzine. Nastepnie barwiono je DAPI przez 15 min w RT. Szkietka nakrywkowe zamocowano przy
uzyciu srodka Dako Fluorescence Mounting Medium (Agilent) i zobrazowano przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego Nikon (Eclipse C1 Plus).

2.8. Analiza rekombinacji V(D)J

Pokrotce, plazmid reporterowy V(D)J zawiera odwrécone GFP i IRES kierujgce ciagta ekspresjg RFP. Ciggte
wyrazane RFP jest wewnetrzng kontrolg transfekcji. Po kotransfekcji genu 1/2 (RAG1/2) aktywacji rekombinagiji
do komoérek, RAG1/2 przetnie RSS i posredniczong indukcje DSB, jesli wystgpi rekombinacja V(D)J,
odwrécone GFP sg ligowane w kolejnosci pozytywnej przez NHEJ naprawic. Wtedy komorka bedzie wyrazaé
funkcjonalny GFP. Zatem podwdjnie dodatnie komorki GFP i RFP sg odczytem testu reporterowego V(D)J
[ 18]. Komorki 293T przy konfluencji 70% transfekowano samym reporterem V(D)J GFP (tto) lub w potgczeniu z
konstruktami ekspresyjnymi RAG1 i RAG2, w stosunku 1 ug reporter V(D)J GFP: 0,5 yg RAG1:0,5 ug
RAG2. Nastepnego dnia pozywke zmieniono i po dodatkowych 48 godzinach komérki zebrano i analizowano
metodg cytometrii przeptywowej pod katem ekspresji GFP i RFP.

2.9. Analiza statystyczna

Wszystkie eksperymenty powtérzono co najmniej trzykrotnie z wykorzystaniem niezaleznie zebranych lub
przygotowanych probek. Dane analizowano testem t-Studenta lub ANOVA, a nastepnie testami wielokrotnego
poréwnania Tukeya przy uzyciu GraphPad 8.

3. Wyniki

3.1. Wptyw biatek wirusowych SARS—CoV-2 zlokalizowanych w jgdrze jgdrowym na naprawe uszkodzeri DNA

Naprawa uszkodzen DNA zachodzi gtéwnie w jgdrze, aby zapewni¢ stabilnos¢ genomu. Chociaz biatka SARS—
CoV-2 s3g syntetyzowane w cytozolu [ 1], niektore biatka wirusowe sg rowniez wykrywalne w jadrze, w tym
Nsp1, Nsp5, Nsp9, Nsp13, Nsp14 i Nsp16 [ 19 ]. Zbadalismy, czy te zlokalizowane w jgdrze biatka SARS—CoV-
2 wptywajg na system naprawy uszkodzeh DNA komorki gospodarza. W tym celu skonstruowalismy plazmidy
ekspresyjne biatek wirusowych wraz z plazmidami ekspresyjnymi kolcow i nukleoprotein, ktére ogdélnie uwaza
sie za biatka zlokalizowane w cytozolu. PotwierdziliSmy ich ekspresje i lokalizacje za pomocg immunoblottingu i
immunofluorescencji ( Figura 1A i Figura S1A ). Nasze wyniki byly zgodne z wynikami z poprzednich badan
[19 ]; Biatka Nsp1, Nsp5, Nsp9, Nsp13, Nsp14 i Nsp16 sg rzeczywiscie zlokalizowane w jadrze, a
nukleoproteiny sg zlokalizowane gtéwnie w cytozolu. Co zaskakujgce, odkryliSmy obfitos¢ biatka kolczastego w
jadrze ( Rysunek 1 A). Naprawa NHEJ i naprawa rekombinacji homologicznej (HR) to dwa gtéwne szlaki
naprawy DNA, ktore nie tylko stale monitorujg i zapewniajg integralnos¢ genomu, ale sg réwniez niezbedne dla
adaptacyjnych funkcji komoérek odpornosciowych [ 9]. Aby ocenié¢, czy te biatka wirusowe utrudniajg szlak
naprawy DSB, zbadaliSmy naprawe miejscowo-specyficznego DSB indukowanego przez endonukleaze |-Scel


https://www.mdpi.com/1999-4915/13/10/2056/htm#B9-viruses-13-02056
https://www.mdpi.com/1999-4915/13/10/2056/htm#fig_body_display_viruses-13-02056-f001
https://www.mdpi.com/1999-4915/13/10/2056/htm#B19-viruses-13-02056
https://www.mdpi.com/1999-4915/13/10/2056/htm#app1-viruses-13-02056
https://www.mdpi.com/1999-4915/13/10/2056/htm#fig_body_display_viruses-13-02056-f001
https://www.mdpi.com/1999-4915/13/10/2056/htm#B19-viruses-13-02056
https://www.mdpi.com/1999-4915/13/10/2056/htm#B1-viruses-13-02056
https://www.mdpi.com/1999-4915/13/10/2056/htm#B18-viruses-13-02056

przy uzyciu biatka bezposredniej fluorescencji z zielonym powtérzeniem (DR-GFP) i catkowitego NHEJ-GFP
( EJ5-GFP) systemy reporterowe odpowiednio dla HR i NHEJ [ 15, 16]. Nadekspresja biatek Nsp1, Nsp5,
Nsp13, Nsp14 i wypustek zmniejszyta wydajnos¢ naprawy zarowno HR, jak i NHEJ ( Figura 1 B-E i Figura
S2A, B ). Ponadto stwierdzilismy réwniez, ze nadekspresja Nsp1, Nsp5, Nsp13 i Nsp14 radykalnie hamowata
proliferacje w poréwnaniu z innymi badanymi biatkami ( Figura S3A,B ). Zatem hamujgcy wptyw Nsp1, Nsp5,
Nsp13 i Nsp14 na naprawe uszkodzen DNA moze wynikac z efektéw wtdrnych, takich jak zatrzymanie wzrostu i
Smier¢ komorki. Co ciekawe, nadmiernie eksprymowane biatko wypustek nie wptywato na morfologie komérek
ani proliferacje, ale znaczgco hamowato naprawe HR i NHEJ ( ryc. 1 B-E, ryc. S2A, B i S3A, B).
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Rycina 1. Wplyw biatek zlokalizowanych w jadrze ciezkiego ostrego zespotu oddechowego koronawirusa 2
(SARS-CoV—-2) na naprawe uszkodzen DNA.(A) Subkomérkowa dystrybucja biatek SARS-CoV-
2. Immunofluorescencje przeprowadzono w 24 godziny po transfekcji plazmidu eksprymujgcego biatka
wirusowe do komoérek HEK293T. Skala: 10 um. (B ) Schemat reportera EJ5-GFP stosowanego do
monitorowania tgczenia niehomologicznych koncéw (NHEJ). ( C ) Wplyw pustego wektora (EV) i biatek SARS—
CoV-2 na naprawe DNA NHEJ. Wartosci reprezentujg $rednig + odchylenie standardowe (SD) z trzech
niezaleznych eksperymentéw (patrz reprezentatywne wykresy FACS na Figurze S2A ). ( D) Schemat reportera
DR-GFP stosowanego do monitorowania rekombinacji homologicznej (HR). ( E ) Wptyw biatek EV i SARS—
CoV-2 na naprawe HR DNA. Warto$ci reprezentujg $rednig £ SD z trzech niezaleznych eksperymentow (patrz
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reprezentatywne wykresy FACS na Figurze S2B ). Wartosci reprezentujg srednig + SD, n= 3. Istotnos¢
statystyczng okreslono stosujgc jednokierunkowg analize wariancji (ANOVA) w (C,E).** p< 0,01, **p<
0,001, **** p < 0,0001.

3.2. Biatko kolce SARS-CoV-2 hamuje naprawe uszkodzen DNA

Poniewaz biatka kolcéw majg kluczowe znaczenie dla posredniczenia w wejsciu wirusa do komorek
gospodarza i sg przedmiotem wiekszosci strategii szczepien [ 20 , 21 ], dalej badaliSmy role biatek kolcow w
naprawie uszkodzen DNA i zwigzanej z tym rekombinacji V(D)J. Uwaza sie, ze biatka kolczaste sg zwykle
syntetyzowane na szorstkiej retikulum endoplazmatycznym (ER) [ 1 ]. Po modyfikacjach potranslacyjnych,
takich jak glikozylacja, biatka kolczaste przemieszczajg sie przez aparat btony komérkowej razem z innymi
biatkami wirusowymi, tworzac dojrzaty wirion [ 1 ]. Biatko kolczaste zawiera dwie gtéwne podjednostki, S1 i S2,
a takze kilka domen funkcjonalnych lub powtdrzen [ 22 ] ( Rysunek 2A). W stanie natywnym biatka kolczaste
istnieja jako nieaktywne biatka petnej dtugosci. Podczas infekcji wirusowej proteazy komérek gospodarza, takie
jak proteaza furynowa, aktywujg biatko S, rozszczepiajgc je na podjednostki S1 i S2, co jest niezbedne do
whnikniecia wirusa do komorki docelowej [ 23 ]. Nastepnie zbadalismy rézne podjednostki biatka wypustkowego,
aby wyjasni¢ cechy funkcjonalne wymagane do hamowania naprawy DNA. Tylko biatko wypustek o petnej
dtugosci silnie hamowato naprawe zaréwno NHEJ, jak i HR ( ryc. 2 B-E i ryc. S4A, B). Nastepnie staraliSmy sie
ustali¢, czy biatko wypustek bezposrednio przyczynia sie do niestabilnosci genomowej poprzez hamowanie
naprawy DSB. Monitorowali$my poziomy DSB za pomocg testéw kometowych. W wyniku réznych zabiegéw
uszkodzenie DNA, takie jak y-napromieniowania, doksorubicyna leczenia i H 2 O 2 leczenia, tym mniej
naprawy w obecnosci biatka kolca (fig 2, F, G). Razem dane te pokazujg, ze biatko kolce bezposrednio
wptywa na naprawe DNA w jadrze.
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Rycina 2. Biatko kolce koronawirusa 2 ostrego zespotu oddechowego (SARS-CoV-2) hamuje naprawe
uszkodzen DNA. ( A ) Schemat struktury pierwszorzedowej biatka wypustkowego SARS—CoV-2. Podjednostka
S1 zawiera domene N-koncowg (NTD, 14-305 reszt) i domene wigzacg receptor (RBD, 319-541
reszt). Podjednostka S2 sktada sie z peptydu fuzyjnego (FP, 788-806 reszt), sekwencji powtdrzenia
heptapeptydu 1 (HR1, 912-984 reszt), HR2 (1163-1213 reszt), domeny TM (TM, 1213-1237 reszt) i domena
cytoplazmatyczna (reszty CT, 1237-1273). (B, C) Wplyw miareczkowanej ekspresji biatka wypustek na
naprawe DNA w komdrkach HEK-293T. ( D, E) Tylko biatko wypustek o petnej dlugosci hamuje naprawe DNA
niehomologicznego tgczenia koncéw (NHEJ) i rekombinacji homologicznej (HR). Wartosci reprezentujg Srednig
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+ SD z trzech niezaleznych eksperymentéw (patrz reprezentatywne wykresy FACS na Rysunku S4A,B ). (F)
Komorki HEK293T transfekowane biatkiem petnej dtugosci wypustek (S-FL) wykazywaty wiecej uszkodzen
DNA niz komorki transfekowane pustym wektorem, S1 i S2 w réznych warunkach uszkodzenia DNA. Dla
doksorubicyny: 4 ug/ml, 2 godz. Dla promieniowania y: 10 Gy, 30 min. DlaH2 O 2: 100 | iM, 1 godz. Skala: 50
pum. ( G ) Odpowiednia kwantyfikacja momentéw warkocza komety z 20 réznych pdl z n> 200 komet z trzech
niezaleznych eksperymentow. Istotnos¢ statystyczng oceniono za pomocg dwukierunkowej analizy wariancji
(ANOVA). NS (nieistotne): * p > 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

3.3. Bialka kolczaste utrudniaja rekrutacje biatek punktow kontrolnych naprawy uszkodzen DNA

Aby potwierdzi¢ istnienie biatka wypustek w jadrze, przeprowadziliSmy analize frakcji subkomoérkowej i
stwierdzilismy, ze biatka wypustek sg nie tylko wzbogacone we frakcje btony komérkowej, ale sg réwniez obfite
we frakcji jgdrowej, z wykrywalng ekspresja nawet we frakcji zwigzanej z chromatyng
( Rysunek 3A). Zaobserwowalismy réwniez, ze kolec ma trzy rézne formy, wyzsze pasmo to kolec o wysokim
stopniu glikozylacji, srodkowy kolec o petnej dtugosci, a dolny to podjednostka odcietego kolca. Zgodnie z
testem kometowym, odkryliSmy réwniez regulacje w gore markera uszkodzenia DNA, y-H2A.X, w komoérkach z
nadekspresjg biatka kolczastego w warunkach uszkodzenia DNA ( Rysunek 3 B). Ostatnie badania sugeruja,
ze biatka kolczaste wywotujg stres ER i degradacje biatek zwigzanych z ER [24 ]. Aby wykluczy¢é mozliwosé, ze
biatko kolczaste hamuje naprawe DNA poprzez promowanie degradacji biatka naprawczego DNA,
sprawdziliSmy ekspresje niektérych niezbednych biatek naprawczych DNA w szlakach naprawy NHEJ i HR i
stwierdzilismy, ze te biatka naprawcze DNA byty stabilne po nadekspresji biatka kolczastego ( Rysunek
3 C). Aby okreslié, w jaki sposdb biatko kolczaste hamuje szlaki naprawy zaréwno NHEJ, jak i HR,
przeanalizowalismy rekrutacje BRCA1 i 53BP1, ktére sg kluczowymi biatkami punktu kontrolnego odpowiednio
dla naprawy HR i NHEJ. Odkrylismy, ze biatko wypustek znacznie hamowato tworzenie sie ognisk BRCA1 i
53BP1 (ryc. 3 D-G). Razem dane te pokazujg, ze petnej dtugosci biatko wypustek SARS-CoV-2 hamuje
naprawe uszkodzen DNA, utrudniajgc rekrutacje biatek naprawczych.
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Rycina 3. Biatko kolce koronawirusa 2 ostrego zespotu oddechowego (SARS—-CoV-2) utrudnia rekrutacje
biatek punktéw kontrolnych naprawy uszkodzeh DNA. ( A') Frakcja blonowa (MF), frakcja cytozolowa (CF),
rozpuszczalna frakcja jgdrowa (SNF) i frakcja zwigzana z chromatyng (CBF) z komérek HEK293T
transfekowanych biatkiem wypustek SARS-CoV-2 poddano immunoblottingowi pod kgtem wypustek His-tag i
wskazane biatka. ( B ) Po lewej: Immunobloty markera uszkodzenia DNA yH2AX w komérkach HEK293T z
ekspresjg pustego wektora (EV) i biatka wypustek po napromieniowaniu 10 Gy y. Po prawej: odpowiednia
ocena ilosciowa immunoblotow po lewej. Wartosci reprezentujg srednig £ SD ( n = 3). Istotnos¢ statystyczng
okreslono za pomocg testu {- Studenta. **** P< 0,0001. (C ) Immunobloty biatek zwigzanych z naprawag
uszkodzen DNA w komérkach HEK293T wykazujgcych ekspresje biatka kolczastego. ( D ) Reprezentatywne
obrazy tworzenia ognisk 53BP1 w komodrkach HEK293 z ekspresjg EV- i biatka kolczastego poddanych
napromieniowaniu 10 Gy y-. Skala: 10 pm. (E) Analiza ilosciowa ognisk 53BP1 na jadro. Wartosci
reprezentujg srednig £+ SEM, n = 50. ( F ) Tworzenie ognisk BRCA1 w komérkach HEK293 z ekspresjg pustego
wektora i biatka wypustek eksponowanych na promieniowanie 10 Gy y. Skala: 10 ym. ( G ). Analiza ilosciowa
ognisk BRCA1 na jadro. Wartosci reprezentujg $rednig + SEM, n = 50. Istotno$¢ statystyczng okreslono za
pomoca t . Studenta-test. **** p < 0,0001.

3.4. Biatko kolczaste zaburza rekombinacje V(D)J in vitro

Naprawa uszkodzen DNA, a zwtaszcza naprawa NHEJ, jest niezbedna do rekombinacji V(D)J, ktéra stanowi
podstawe odpornosci komorek B i T [ 9 ]. Do tej pory wiele zatwierdzonych szczepionek SARS—-CoV-2, takich
jak szczepionki mRNA i szczepionki adenowirusowe—COVID-19, zostato opracowanych w oparciu o biatko
wypustek petnej dtugosci [ 25 ]. Chociaz jest dyskusyjne, czy SARS-CoV-2 bezposrednio infekuje prekursory
limfocytow [ 26 , 27 ], niektore doniesienia wykazaly, ze zakazone komoérki wydzielajg egzosomy, ktére mogg
dostarcza¢ RNA lub biatko SARS-CoV-2 do komoérek docelowych [ 28 , 29]. Nastepnie zbadali$my, czy biatko
wypustek zmniejszyto rekombinacje V(D)J za posrednictwem NHEJ. W tym celu zaprojektowaliSmy system
reporterowy rekombinacji V(D)J in vitro zgodnie z poprzednim badaniem [ 18 ] ( Figura S5 ). W poréwnaniu z
pustym wektorem, nadekspresja biatka wypustkowego hamowata rekombinacje V(D)J za posrednictwem RAG
w tym uktadzie reporterowym in vitro ( Figura 4 ).

Rysunek 4. Biatko kolce uposledza rekombinacje V(D)J in vitro. (A) Schemat systemu reporterowego
V(D)J. ( B ) Reprezentatywne wykresy cytometrii przeptywowej pokazujg, ze biatko wypustek SARS-CoV-2
utrudnia rekombinacje V(D)J in vitro. (C) Analiza ilosciowa wzglednej rekombinacji V(D)J. Wartosci
reprezentujg $rednig + SD, n= 3. Istotno$¢ statystyczng okreslono za pomoca testu t- Studenta. **** p <
0,0001.

4. Dyskusja

Nasze odkrycia dostarczajg dowodéw na to, ze biatko kolce porywa maszynerie naprawy uszkodzen DNA i
adaptacyjng maszynerie immunologiczng in vitro. Proponujemy potencjalny mechanizm, dzieki ktéremu biatka
kolczaste mogag ostabia¢ odpornos$¢ nabytg poprzez hamowanie naprawy uszkodzenn DNA. Chociaz nie
opublikowano zadnych dowodéw na to, ze SARS-CoV-2 moze infekowa¢ tymocyty lub komorki
limfoidalne szpiku kostnego, nasz test reporterowy V(D)J in vitro pokazuje, ze biatko wypustek
intensywnie utrudnia rekombinacje V(D)J. Zgodnie z naszymi wynikami, obserwacje kliniczne pokazuja
réwniez, ze ryzyko ciezkiej choroby lub zgonu z powodu COVID-19 wzrasta wraz z wiekiem, zwlaszcza
os6b starszych, ktére sg najbardziej zagrozone [ 22].]. Moze to wynika¢ z tego, ze biatka kolczaste
SARS-CoV-2 moga ostabia¢ system naprawy DNA oséb starszych, a w konsekwencji utrudniaé¢
rekombinacje V(D)J i odpornos¢ nabyta. W przeciwienstwie do tego, nasze dane dostarczajg cennych
szczegotdbw na temat udziatu podjednostek biatka wypustek w naprawie uszkodzen DNA, wskazujgc, ze
szczepionki oparte na wypustkach o petnej diugosci mogg hamowa¢ rekombinacje V(D)J w komérkach B, co
jest rowniez zgodne z niedawnym badanie, ze szczepionka o petnej dlugosci oparta na kolcach indukowata
nizsze miana przeciwciat w poréwnaniu ze szczepionkg opartg na RBD [ 28]. Sugeruje to, ze zastosowanie
antygenowych epitopéw kolca jako szczepionki SARS-CoV-2 moze byé bezpieczniejsze i skuteczniejsze niz
kolce o petnej dtugosci. Podsumowujac, zidentyfikowaliSmy jeden z potencjalnie waznych mechanizmow
supresji SARS-CoV-2 w adaptacyjnej maszynerii odpornosciowej gospodarza. Co wiecej, nasze odkrycia
sugerujg réwniez potencjalny efekt uboczny petnej dlugosci szczepionki opartej na kolcach. Prace te przyczynig
sie do lepszego zrozumienia patogenezy COVID-19 i zapewnig nowe strategie projektowania skuteczniejszych
i bezpieczniejszych szczepionek.
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Materiaty uzupetniajace

Ponizsze informacje sg dostepne online pod adresem https://www.mdpi.com/article/10.3390/v13102056/s1
, Rysunek S1: Ekspresja biatek SARS—-CoV-2 zlokalizowanych w jadrze w komadrkach ludzkich, Rysunek S2:
Wplyw jgdrowego SARS- Biatka CoV-2 na szlaku naprawy NHEJ— i HR-DNA, Rysunek S3: Nsp1, Nsp5,
Nsp13, Nsp14, ale nie kolce hamujg proliferacje komoérek, Rysunek S4: Wptyw mutantéw wypustek SARS—
CoV-2 na DNA NHEJ- i HR- szlak naprawy, Figura S5: Test rekombinacji V(D)J in vitro.

Autorskie Wkiady

HJ wymyslit i zaprojektowat badanie. HJ i Y.-FM nadzorowali badanie, przeprowadzali eksperymenty i
interpretowali dane. Pisanie — przygotowanie oryginalnego projektu, HJ; Pisanie — recenzja i edycja, HJ i Y.-
FM; finansowanie pozyskania, Y.-FM Wszyscy autorzy przeczytali i wyrazili zgode na opublikowang wersje
manuskryptu.

Finansowanie

Praca ta byta wspierana przez granty Planowania Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Umea dla COVID-19
(numer projektu badawczego: 3453 16032 dla YFM); Lion's Cancer Research Foundation na Uniwersytecie w
Umea (dotacje: LP 17-2153, AMP 19-982 i LP 20-2256 dla YFM) oraz fundusze ALF jednostki bazowej na
badania w akademickich jednostkach opieki zdrowotnej i jednostkach uniwersyteckich w pétnocnej stuzbie
zdrowia region (ALF-Basenheten: 2019, 2020, 2021 do YFM).

Oswiadczenie instytucjonalnej komisji rewizyjnej

Nie dotyczy, poniewaz to badanie nie obejmuje ludzi ani zwierzat.

Oswiadczenie o swiadomej zgodzie

Nie dotyczy, poniewaz badanie nie obejmuje ludzi.

Oswiadczenie o dostepnosci danych

Dane przedstawione w niniejszym opracowaniu sg dostepne w tekscie gtéwnym i materiatach
uzupetniajacych .

Konflikt interesow

Autorzy oswiadczyli, ze nie istniejg sprzeczne interesy. Fundatorzy nie brali udziatu w projektowaniu badan,
gromadzeniu i analizie danych, podejmowaniu decyzji o publikacji czy przygotowaniu rekopisu.

Bibliografia

1. V'Kovski, P.; Kratzel, A.; Steiner, S.; Stalder, H.; Thiel, V. Biologia i replikacja koronawirusa:
Implikacje dla SARS-CoV-2. Nat. Ks.  Microbiol. 2021, 19, 155-170. [ Google Scholar ]
[ Odsytacz ]

2. Suryawanshi, RK; Koganti, R.; Agelidis, A.; Patil, CD; Shukla, D. Dysregulacja sygnalizacji
komérkowe] przez SARS-CoV-2. Trendy Mikrobiol. 2021, 29, 224-237.[ Google Scholar ]
[ Odsylacz ]

3. Qin, C.; Zhou, L.; Hu, Z.; Zhang S.; Yang, S.; Tao, Y.; Xie, C.; Ma, K,; Shang, K.; Wang, W.; i
in. Rozregulowanie odpowiedzi immunologicznej u pacjentéw z koronawirusem 2019
(COVID-19) w Wuhan w Chinach. Clin. Infekowa¢. Dis. 2020 , 71 , 762-768. [ Google Scholar ]
[ CrossRef ] [ PubMed ]


https://www.mdpi.com/article/10.3390/v13102056/s1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32161940
https://doi.org/10.1093/cid/ciaa248
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Dysregulation+of+Immune+Response+in+Patients+With+Coronavirus+2019+(COVID-19)+in+Wuhan,+China&author=Qin,+C.&author=Zhou,+L.&author=Hu,+Z.&author=Zhang,+S.&author=Yang,+S.&author=Tao,+Y.&author=Xie,+C.&author=Ma,+K.&author=Shang,+K.&author=Wang,+W.&publication_year=2020&journal=Clin.+Infect.+Dis.&volume=71&pages=762%E2%80%93768&doi=10.1093/cid/ciaa248&pmid=32161940
https://doi.org/10.1016/j.tim.2020.12.007
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Dysregulation+of+Cell+Signaling+by+SARS-CoV-2&author=Suryawanshi,+R.K.&author=Koganti,+R.&author=Agelidis,+A.&author=Patil,+C.D.&author=Shukla,+D.&publication_year=2021&journal=Trends+Microbiol.&volume=29&pages=224%E2%80%93237&doi=10.1016/j.tim.2020.12.007
https://doi.org/10.1038/s41579-020-00468-6
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Coronavirus+biology+and+replication:+Implications+for+SARS-CoV-2&author=V%E2%80%99Kovski,+P.&author=Kratzel,+A.&author=Steiner,+S.&author=Stalder,+H.&author=Thiel,+V.&publication_year=2021&journal=Nat.+Rev.+Microbiol.&volume=19&pages=155%E2%80%93170&doi=10.1038/s41579-020-00468-6
https://www.mdpi.com/1999-4915/13/10/2056/htm#app1-viruses-13-02056
https://www.mdpi.com/1999-4915/13/10/2056/htm#app1-viruses-13-02056
https://www.mdpi.com/article/10.3390/v13102056/s1

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Wang, F.; Nie, J.; Wang, H.; Zhao, Q.; Xiong, Y,; Deng, L.; Song, S.; Ma, Z.; Mo, P.; Zhang, Y.
Charakterystyka zmian podzbioru limfocytéw obwodowych w zapaleniu ptuc COVID-19. J.
Zainfekowa¢. Dis. 2020 , 221 , 1762-1769. [ Google Scholar ] [ CrossRef | [ PubMed ]

Zhang, G.; Nie, S.; Zhang Z.; Zhang, Z. Podtuzna zmiana przeciwciat koronawirusa 2
zespotu ciezkiego ostrego uktadu oddechowego u pacjentéw z choroba koronawirusowg
2019. J. Infect. Dis. 2020 , 222 , 183-188. [ Google Scholar ] [ CrossRef ] [ PubMed ]

Dtugie, QX; Liu, BZ; Deng, HJ; Wu, GC; Deng, K.; Chen, YK; Liao, P.; Qiu, JF; Lin, Y.; Cai, XF; i
in. Odpowiedzi przeciwciat na SARS-CoV-2 u pacjentéw z COVID-19. Nat. Med. 2020 , 26 ,
845-848. [ Google Scholar ] [ Odsytacz ]

Bednarskiego, JJ; Sleckman, BP Rozwdj limfocytéw: Integracja sygnalizacji odpowiedzi na
uszkodzenie DNA. Przyst. Immunol. 2012 , 116 , 175-204. [ Google Scholar ] [ PubMed ]

Malu, S.; Malshetty, V.; Franciszka, D.; Cortes, P. Rola tgczenia niehomologicznych kohcéw
w rekombinacji V(D)J. Immunol. Res. 2012 , 54 , 233-246. [ Google Scholar ] [ Odsylacz ]
Bednarskiego, JJ; Sleckman, BP Na przecieciu uszkodzeh DNA i odpowiedzi
immunologicznych. Nat. Wielebny Immunol. 2019 , 19 , 231-242. [ Google Scholar ] [ Odsylacz ]
Gapud, EJ; Sleckman, BP Unikalne i redundantne funkcje ATM i DNA-PKc podczas
rekombinacji V(D)]. Komorka. Cykl 2011, 10, 1928-1935. [ Google Scholar ] [ Odsylacz ]
Difilippantonio, S.; Gapud, E.; Wong, N.; Huang, Cypr; Mahowald, G.; Chen, HT; Kruhlak,
MJ; Callen, E.; Livak, F.; Nussenzweig, MC;i in.53BP1 utatwia tfgczenie kohncéw DNA
dalekiego zasiegu podczas rekombinacji V(D)). Natura 2008 , 456, 529-533.[ Google
Scholar ] [ CrossRef ] [ PubMed ]

Schwarz, KB Stres oksydacyjny podczas infekcji wirusowej: przeglad. Wolna
Rada. Biol. Med. 1996 , 21 , 641-649. [ Google Scholar ] [ Odsylacz ]

Xu, LH; Huang, M.; Kiet, SG; Liu, DX Zakazenie koronawirusem indukuje stres replikacyjny
DNA czesciowo poprzez interakcje jego niestrukturalnego biatka 13 z podjednostka p125
polimerazy delta DNA. J. Biol. Chem. 2011, 286 , 39546-39559. [ Google Scholar ] [ CrossRef |
[ PubMed ]

Delgado-Roche, L.; Mesta, F. Stres oksydacyjny jako kluczowy gracz w zakazeniu
koronawirusem ciezkiego ostrego zespotu oddechowego (SARS-
CoV). Luk. Med. Res. 2020 , 51 , 384-387. [ Google Scholar ] [ CrossRef ] [ PubMed ]

Pierce, AJ; Hu, P; Han, M.; Ellis, N.; Biatko wigzace konce DNA Jasin, M. Ku moduluje
homologiczng naprawe peknie¢ dwuniciowych w komoérkach ssakéw. Geny Dev. 2001, 15,
3237-3242. [ Google Scholar ] [ Odsytacz ]

Bennardo, N.; Cheng, A.; Huang, N.; Stark, JM Alternative-NHE| jest mechanistycznie
odrebnym szlakiem naprawy peknie¢ chromosoméw ssakéw. PLoS Genet. 2008 , 4,
€1000110. [ Google Scholar ] [ Odsytacz ]

Sadofsky, MJ; Hesja, JE; McBlane'a, JF; Gellert, M. Ekspresja i aktywnos$¢ rekombinacyjna
V(D)] zmutowanych biatek RAG-1. Kwasy nukleinowe Res. 1993, 21, 5644-5650. [ Google
Scholar ] [ Odsytacz ]

Trancoso, |.; Maska, M.; Gardner, R.; Carneiro, J.; Barreto, V.; Demengeot, J.; Sarmento, L.
Nowatorski iloSciowy test reportera fluorescencyjnego dla celéw RAG i aktywnosci RAG. Z
przodu. Immunol. 2013 , 4, 110. [ Google Scholar ] [ CrossRef ]

Zhang, J.; Cruz-cosme, R.; Zhuang, M.-W.,; Liu, D.; Liu, Y; Teng, S.; Wang, P.-H.; Tang, Q.
Systemowe i molekularne badanie lokalizacji subkomoérkowej biatek SARS-CoV-2. Transdukt
sygnatu. Cel. Tam. 2020 , 5, 269. [ Google Scholar ] [ CrossRef ]

Shang, J.; Wan, Y,; Luo, C.; Tak, G.; Geng, Q.; Auerbach, A.; Li, F. Mechanizmy wnikania do
komérek SARS-CoV-2. Proc. Natl. Acad. Nauka. USA 2020 , 117 , 11727-11734. [ Google Scholar ]
[ Odsytacz ]

Du, L.; Hej.; Zhou, Y,; Liu, S.; Zheng, BJ; Jiang, S. Biatko kolce SARS-CoV — cel rozwoju
szczepionek i terapii. Nat. Ks. Microbiol. 2009 , 7, 226-236. [ Google Scholar ] [ CrossRef ]
[ PubMed ]

Huang, Y.; Yang, C.; Xu, XF; Xu, W.; Liu, SW Wiasciwosci strukturalne i funkcjonalne biatka
szczytowego SARS-CoV-2: Potencjalny rozwdj leku antywirusowego na COVID-19. Acta
Pharmacol. Grzech. 2020 , 41 , 1141-1149. [ Google Scholar ] [ CrossRef | [ PubMed ]


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32747721
https://doi.org/10.1038/s41401-020-0485-4
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Structural+and+functional+properties+of+SARS-CoV-2+spike+protein:+Potential+antivirus+drug+development+for+COVID-19&author=Huang,+Y.&author=Yang,+C.&author=Xu,+X.F.&author=Xu,+W.&author=Liu,+S.W.&publication_year=2020&journal=Acta+Pharmacol.+Sin.&volume=41&pages=1141%E2%80%931149&doi=10.1038/s41401-020-0485-4&pmid=32747721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19198616
https://doi.org/10.1038/nrmicro2090
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=The+spike+protein+of+SARS-CoV%E2%80%94A+target+for+vaccine+and+therapeutic+development&author=Du,+L.&author=He,+Y.&author=Zhou,+Y.&author=Liu,+S.&author=Zheng,+B.J.&author=Jiang,+S.&publication_year=2009&journal=Nat.+Rev.+Microbiol.&volume=7&pages=226%E2%80%93236&doi=10.1038/nrmicro2090&pmid=19198616
https://doi.org/10.1073/pnas.2003138117
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Cell+entry+mechanisms+of+SARS-CoV-2&author=Shang,+J.&author=Wan,+Y.&author=Luo,+C.&author=Ye,+G.&author=Geng,+Q.&author=Auerbach,+A.&author=Li,+F.&publication_year=2020&journal=Proc.+Natl.+Acad.+Sci.+USA&volume=117&pages=11727%E2%80%9311734&doi=10.1073/pnas.2003138117
https://doi.org/10.1038/s41392-020-00372-8
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=A+systemic+and+molecular+study+of+subcellular+localization+of+SARS-CoV-2+proteins&author=Zhang,+J.&author=Cruz-cosme,+R.&author=Zhuang,+M.-W.&author=Liu,+D.&author=Liu,+Y.&author=Teng,+S.&author=Wang,+P.-H.&author=Tang,+Q.&publication_year=2020&journal=Signal+Transduct.+Target.+Ther.&volume=5&pages=269&doi=10.1038/s41392-020-00372-8
https://doi.org/10.3389/fimmu.2013.00110
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=A+Novel+Quantitative+Fluorescent+Reporter+Assay+for+RAG+Targets+and+RAG+Activity&author=Trancoso,+I.&author=Bonnet,+M.&author=Gardner,+R.&author=Carneiro,+J.&author=Barreto,+V.&author=Demengeot,+J.&author=Sarmento,+L.&publication_year=2013&journal=Front.+Immunol.&volume=4&pages=110&doi=10.3389/fimmu.2013.00110
https://doi.org/10.1093/nar/21.24.5644
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Expression+and+V(D)J+recombination+activity+of+mutated+RAG-1+proteins&author=Sadofsky,+M.J.&author=Hesse,+J.E.&author=McBlane,+J.F.&author=Gellert,+M.&publication_year=1993&journal=Nucleic+Acids+Res.&volume=21&pages=5644%E2%80%935650&doi=10.1093/nar/21.24.5644
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Expression+and+V(D)J+recombination+activity+of+mutated+RAG-1+proteins&author=Sadofsky,+M.J.&author=Hesse,+J.E.&author=McBlane,+J.F.&author=Gellert,+M.&publication_year=1993&journal=Nucleic+Acids+Res.&volume=21&pages=5644%E2%80%935650&doi=10.1093/nar/21.24.5644
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1000110
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Alternative-NHEJ+is+a+mechanistically+distinct+pathway+of+mammalian+chromosome+break+repair&author=Bennardo,+N.&author=Cheng,+A.&author=Huang,+N.&author=Stark,+J.M.&publication_year=2008&journal=PLoS+Genet.&volume=4&pages=e1000110&doi=10.1371/journal.pgen.1000110
https://doi.org/10.1101/gad.946401
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Ku+DNA+end-binding+protein+modulates+homologous+repair+of+double-strand+breaks+in+mammalian+cells&author=Pierce,+A.J.&author=Hu,+P.&author=Han,+M.&author=Ellis,+N.&author=Jasin,+M.&publication_year=2001&journal=Genes+Dev.&volume=15&pages=3237%E2%80%933242&doi=10.1101/gad.946401
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32402576
https://doi.org/10.1016/j.arcmed.2020.04.019
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Oxidative+Stress+as+Key+Player+in+Severe+Acute+Respiratory+Syndrome+Coronavirus+(SARS-CoV)+Infection&author=Delgado-Roche,+L.&author=Mesta,+F.&publication_year=2020&journal=Arch.+Med.+Res.&volume=51&pages=384%E2%80%93387&doi=10.1016/j.arcmed.2020.04.019&pmid=32402576
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21918226
https://doi.org/10.1074/jbc.M111.242206
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Coronavirus+infection+induces+DNA+replication+stress+partly+through+interaction+of+its+nonstructural+protein+13+with+the+p125+subunit+of+DNA+polymerase+delta&author=Xu,+L.H.&author=Huang,+M.&author=Fang,+S.G.&author=Liu,+D.X.&publication_year=2011&journal=J.+Biol.+Chem.&volume=286&pages=39546%E2%80%9339559&doi=10.1074/jbc.M111.242206&pmid=21918226
https://doi.org/10.1016/0891-5849(96)00131-1
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Oxidative+stress+during+viral+infection:+A+review&author=Schwarz,+K.B.&publication_year=1996&journal=Free+Radic.+Biol.+Med.&volume=21&pages=641%E2%80%93649&doi=10.1016/0891-5849(96)00131-1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18931658
https://doi.org/10.1038/nature07476
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=53BP1+facilitates+long-range+DNA+end-joining+during+V(D)J+recombination&author=Difilippantonio,+S.&author=Gapud,+E.&author=Wong,+N.&author=Huang,+C.Y.&author=Mahowald,+G.&author=Chen,+H.T.&author=Kruhlak,+M.J.&author=Callen,+E.&author=Livak,+F.&author=Nussenzweig,+M.C.&publication_year=2008&journal=Nature&volume=456&pages=529%E2%80%93533&doi=10.1038/nature07476&pmid=18931658
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=53BP1+facilitates+long-range+DNA+end-joining+during+V(D)J+recombination&author=Difilippantonio,+S.&author=Gapud,+E.&author=Wong,+N.&author=Huang,+C.Y.&author=Mahowald,+G.&author=Chen,+H.T.&author=Kruhlak,+M.J.&author=Callen,+E.&author=Livak,+F.&author=Nussenzweig,+M.C.&publication_year=2008&journal=Nature&volume=456&pages=529%E2%80%93533&doi=10.1038/nature07476&pmid=18931658
https://doi.org/10.4161/cc.10.12.16011
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Unique+and+redundant+functions+of+ATM+and+DNA-PKcs+during+V(D)J+recombination&author=Gapud,+E.J.&author=Sleckman,+B.P.&publication_year=2011&journal=Cell.+Cycle&volume=10&pages=1928%E2%80%931935&doi=10.4161/cc.10.12.16011
https://doi.org/10.1038/s41577-019-0135-6
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=At+the+intersection+of+DNA+damage+and+immune+responses&author=Bednarski,+J.J.&author=Sleckman,+B.P.&publication_year=2019&journal=Nat.+Rev.+Immunol.&volume=19&pages=231%E2%80%93242&doi=10.1038/s41577-019-0135-6
https://doi.org/10.1007/s12026-012-8329-z
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Role+of+non-homologous+end+joining+in+V(D)J+recombination&author=Malu,+S.&author=Malshetty,+V.&author=Francis,+D.&author=Cortes,+P.&publication_year=2012&journal=Immunol.+Res.&volume=54&pages=233%E2%80%93246&doi=10.1007/s12026-012-8329-z
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23063077
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Lymphocyte+development:+Integration+of+DNA+damage+response+signaling&author=Bednarski,+J.J.&author=Sleckman,+B.P.&publication_year=2012&journal=Adv.+Immunol.&volume=116&pages=175%E2%80%93204&pmid=23063077
https://doi.org/10.1038/s41591-020-0897-1
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Antibody+responses+to+SARS-CoV-2+in+patients+with+COVID-19&author=Long,+Q.X.&author=Liu,+B.Z.&author=Deng,+H.J.&author=Wu,+G.C.&author=Deng,+K.&author=Chen,+Y.K.&author=Liao,+P.&author=Qiu,+J.F.&author=Lin,+Y.&author=Cai,+X.F.&publication_year=2020&journal=Nat.+Med.&volume=26&pages=845%E2%80%93848&doi=10.1038/s41591-020-0897-1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32358956
https://doi.org/10.1093/infdis/jiaa229
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Longitudinal+Change+of+Severe+Acute+Respiratory+Syndrome+Coronavirus+2+Antibodies+in+Patients+with+Coronavirus+Disease+2019&author=Zhang,+G.&author=Nie,+S.&author=Zhang,+Z.&author=Zhang,+Z.&publication_year=2020&journal=J.+Infect.+Dis.&volume=222&pages=183%E2%80%93188&doi=10.1093/infdis/jiaa229&pmid=32358956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32227123
https://doi.org/10.1093/infdis/jiaa150
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Characteristics+of+Peripheral+Lymphocyte+Subset+Alteration+in+COVID-19+Pneumonia&author=Wang,+F.&author=Nie,+J.&author=Wang,+H.&author=Zhao,+Q.&author=Xiong,+Y.&author=Deng,+L.&author=Song,+S.&author=Ma,+Z.&author=Mo,+P.&author=Zhang,+Y.&publication_year=2020&journal=J.+Infect.+Dis.&volume=221&pages=1762%E2%80%931769&doi=10.1093/infdis/jiaa150&pmid=32227123

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Hoffmann, M.; Kleine-Weber, H.; Schréder, S.; Kruger, N.; Herrler, T.; Erichsen,
S.; Schiergens, TS; Herrler, G.; Wu, NH; Nitsche, A.; i in. Wejscie do komérki SARS-CoV-2
zalezy od ACE2 i TMPRSS2 i jest blokowane przez klinicznie sprawdzony inhibitor
proteazy. Komdrka 2020 , 181 , 271-280.e8. [ Google Scholar ] [ Odsylacz ]

Hsu, AC-Y;; Wang, G.; Reid, AT; Veerati, PC; Pathinayake, PS; Daly, K.; Mayall, JR; Hansbro,
premier; Horvat, JC; Wang, F.;i in.Biatko kolca SARS-CoV-2 promuje odpowiedz
hiperzapalng, ktérg mozna ztagodzi¢ przez peptyd antagonistyczny do kolcéw oraz

zatwierdzone przez FDA inhibitory stresu ER i kinazy MAP in vitro. bioRxiv 2020 , 2020 ,
317818. [ Google Scholar ]

Polska, GA; Owsiannikowa, 1G; Kennedy, RB Odpornos¢ na SARS-CoV-2: Przeglad i wnioski
do kandydatéw na szczepionki fazy 3. Lancet 2020, 396, 1595-1606. [ Google Scholar ]
[ Odsylacz ]

Davanzo, GG; Kodo, AC; Brunetti, NS; Boldrini, V.; Dzianina, TL; Monterio, LB; de Moraes,
D.; Ferrari, AJR; de Souza, GF; Muraro, SP;i in. SARS-CoV-2 wykorzystuje CD4 do
infekowania limfocytéw pomocniczych T. medRxiv 2020 , 2020 , 20200329. [ Google Scholar ]
Borsa, M.; Mazet, JM Atakowanie obrony: SARS-CoV-2 moze infekowa¢ komorki
odpornosciowe. Nat. Wielebny Immunol. 2020 , 20 , 592. [ Google Scholar ] [ CrossRef ]

Barberis, E.; Vanella, VV; Falasca, M.; Caneapero, V.; Cappellano, G.; Raineri,
D.; Ghirimoldi, M.; De Giorgis, V.; Puricelli, C.; Vaschetto, R.;i in. Krgzace egzosomy sg
silnie zaangazowane w zakazenie SARS-CoV-2.Z przodu. Mol. Biosci. 2021, 8, 632290.
[ Google Scholar ] [ CrossRef ]

Sur, S.; Khatun, M.; Steele, R.; Isbell, TS; Ray, R.; Ray, RB Egzosomy od pacjentéw z
COVID-19 niosg tenascyne-C i fibrynogen- w wyzwalaniu sygnatéw zapalnych w
komérkach odlegtych narzaddw. bioRxiv 2021, 2021 , 430369. [ Google Scholar ]


https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Exosomes+from+COVID-19+patients+carry+tenascin-C+and+fibrinogen-%CE%B2+in+triggering+inflammatory+signals+in+distant+organ+cells&author=Sur,+S.&author=Khatun,+M.&author=Steele,+R.&author=Isbell,+T.S.&author=Ray,+R.&author=Ray,+R.B.&publication_year=2021&journal=bioRxiv&volume=2021&pages=430369
https://doi.org/10.3389/fmolb.2021.632290
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Circulating+Exosomes+Are+Strongly+Involved+in+SARS-CoV-2+Infection&author=Barberis,+E.&author=Vanella,+V.V.&author=Falasca,+M.&author=Caneapero,+V.&author=Cappellano,+G.&author=Raineri,+D.&author=Ghirimoldi,+M.&author=De+Giorgis,+V.&author=Puricelli,+C.&author=Vaschetto,+R.&publication_year=2021&journal=Front.+Mol.+Biosci.&volume=8&pages=632290&doi=10.3389/fmolb.2021.632290
https://doi.org/10.1038/s41577-020-00439-1
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Attacking+the+defence:+SARS-CoV-2+can+infect+immune+cells&author=Borsa,+M.&author=Mazet,+J.M.&publication_year=2020&journal=Nat.+Rev.+Immunol.&volume=20&pages=592&doi=10.1038/s41577-020-00439-1
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=SARS-CoV-2+Uses+CD4+to+Infect+T+Helper+Lymphocytes&author=Davanzo,+G.G.&author=Codo,+A.C.&author=Brunetti,+N.S.&author=Boldrini,+V.&author=Knittel,+T.L.&author=Monterio,+L.B.&author=de+Moraes,+D.&author=Ferrari,+A.J.R.&author=de+Souza,+G.F.&author=Muraro,+S.P.&publication_year=2020&journal=medRxiv&volume=2020&pages=20200329
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)32137-1
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=SARS-CoV-2+immunity:+Review+and+applications+to+phase+3+vaccine+candidates&author=Poland,+G.A.&author=Ovsyannikova,+I.G.&author=Kennedy,+R.B.&publication_year=2020&journal=Lancet&volume=396&pages=1595%E2%80%931606&doi=10.1016/S0140-6736(20)32137-1
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=SARS-CoV-2+Spike+protein+promotes+hyper-inflammatory+response+that+can+be+ameliorated+by+Spike-antagonistic+peptide+and+FDA-approved+ER+stress+and+MAP+kinase+inhibitors+in+vitro&author=Hsu,+A.C.-Y.&author=Wang,+G.&author=Reid,+A.T.&author=Veerati,+P.C.&author=Pathinayake,+P.S.&author=Daly,+K.&author=Mayall,+J.R.&author=Hansbro,+P.M.&author=Horvat,+J.C.&author=Wang,+F.&publication_year=2020&journal=bioRxiv&volume=2020&pages=317818
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.02.052
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=SARS-CoV-2+Cell+Entry+Depends+on+ACE2+and+TMPRSS2+and+Is+Blocked+by+a+Clinically+Proven+Protease+Inhibitor&author=Hoffmann,+M.&author=Kleine-Weber,+H.&author=Schroeder,+S.&author=Kruger,+N.&author=Herrler,+T.&author=Erichsen,+S.&author=Schiergens,+T.S.&author=Herrler,+G.&author=Wu,+N.H.&author=Nitsche,+A.&publication_year=2020&journal=Cell&volume=181&pages=271%E2%80%93280.e8&doi=10.1016/j.cell.2020.02.052

	Białko kolczaste trafia do jądra komórki
	Białko wypustek o pełnej długości spowodowało największe zahamowanie mechanizmu naprawy DNA NHEJ
	Ekspozycja 5G, ekspozycja na chemtrail, ekspozycja na chemikalia żywności, mammografia, a nawet ekspozycja na światło słoneczne będą siać spustoszenie u osób, które przyjęły szczepionki mRNA
	Obecność białka kolczastego zakłóca normalną funkcję odpornościową i prowadzi do niedoboru odporności (stan podobny do AIDS)
	Skok SARS–CoV–2 zaburza naprawę uszkodzeń DNA i hamuje rekombinację V(D)J in vitro
	Abstrakcyjny
	1. Wstęp
	2. Materiały i metody
	2.1. Przeciwciała i Odczynniki
	2.2. Plazmidy
	2.3. Komórki i kultura komórkowa
	2.4. Testy reporterów HR i NHEJ
	2.5. Frakcjonowanie komórkowe i immunoblotting
	2.6. Test komet
	2.7. Immunofluorescencja
	2.8. Analiza rekombinacji V(D)J
	2.9. Analiza statystyczna

	3. Wyniki
	3.1. Wpływ białek wirusowych SARS–CoV–2 zlokalizowanych w jądrze jądrowym na naprawę uszkodzeń DNA
	3.2. Białko kolce SARS–CoV–2 hamuje naprawę uszkodzeń DNA
	3.3. Białka kolczaste utrudniają rekrutację białek punktów kontrolnych naprawy uszkodzeń DNA
	3.4. Białko kolczaste zaburza rekombinację V(D)J in vitro

	4. Dyskusja
	Materiały uzupełniające
	Autorskie Wkłady
	Finansowanie
	Oświadczenie instytucjonalnej komisji rewizyjnej
	Oświadczenie o świadomej zgodzie
	Oświadczenie o dostępności danych
	Konflikt interesów
	Bibliografia


