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Az Uj tipust koronavirus nanobiofizikdja

Kiss Balint, Kis Zoltan, Palyi Bernadett, Kellermayer Miklds

A Covid-19-pandémia végigsoport az egész
vilagon, soha nem l4tott megterhelést okoz-
va egészségligyi rendszereinkben, és kihi-
vasok elé éllitotta a biomedicindlis kutatast,
hogy a jarvanyra miel6bb megfelels vala-
szokat adjunk. A modern , egy partikulum”
biofizikai moédszerek kilonleges bepillan-
tast engednek a jarvdany okozéja, a SARS-
CoV-2 tulajdonsdgaiba. A virus tiskefe-
hérjékbdl allé koronaszert réteget hordoz a
feltiletén, melyeknek fontos szerepet tulaj-
donitunk a fert6zés folyamataban. Atomi
erémikroszkép segitségével sikertilt feltar-
nunk a nativ virionok topogréfiai szerkeze-
tét és mechanikai tulajdonsagait. A tiiskefe-
hérjék, rugalmassaguk és mozgékonysdguk
révén, dinamikus feliiletet alkotnak. A virio-
nok meglepden ellendlléak a mechanikai
Osszenyomdssal szemben, és szerkezetik
képes helyredllni a mechanikai behatast
kovetGen. A virus globdlis szerkezete ellen-
all a héhatasnak, de a hémérséklet fokoza-
saval a tuskefehérjék disszocidlédnak a fe-
ltuletrél. A SARS-CoV-2 mechanikai és dina-
mikai sajdtossdgai hozzdjarulnak fert6zé
képességéhez. Az alkalmazott , egy partiku-
lum” biofizikai mdédszerek fontos szerepet
jatszhatnak az egyre gyakoribba valé virus-
fertézések megértésében és legyGzésében.

Covid-19, atomi eré6mikroszképia,
nanoindentacio, erdspektroszképia,
mechanikai ellenall6 képesség,
héstabilitas

NANOBIOPHYSICS OF NEW TYPE
CORONAVIRUS

The Covid-19 pandemic has swept across
the world, causing a never seen burden on
our health care systems and challenging
biomedical research to give appropriate
answers to the epidemic. Modern, one-par-
ticle biophysical methods ensure special
insight to the characteristics of the cause of
the epidemic, the SARS-CoV-2. The virus
carries a crown-like layer of spike proteins,
which plays a fundamental role in the pro-
cess of infection. The topography structure
and mechanical characteristics of native
virions have been determined by atomic
force microscopy. Spike proteins form a
dynamic surface due to their flexibility and
motility. Virions are surprisingly resistant to
mechanical compression, and their structu-
re is able to recover after mechanical per-
turbation. The global structure of the virus
is resistant to heat effect, but spike proteins
dissociate from the surface with higher
temperatures. The mechanical and dyna-
mic characteristics of SARS-CoV-2 contri-
bute to its virulence. The applied one-par-
ticle biophysical methods play an impor-
tant role in understanding and fighting with
the more common virus infections.

COVID-19, atomic force microscopy,
nanoindentation, force spectroscopy,
mechanical resilience,

thermal stability
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z U tipusd koronavirus (severe acute
Arespiratory syndrome coronavirus 2,

SARS-CoV-2), amely a Covid-19-vilag-
jarvany okoz6ja (1, 2), egyszala RNS-t tartalma-
26 burkos virus, feliiletén koronaszeri tiiskefe-
hérjékkel, melyeknek fontos szerepet tulajdoni-
tunk a fert&zés folyamatdban (3-7). A tiiskefe-
hérjék szerkezetérsl a kozelmultban t6bb tanul-
mény is sziiletett, fehérjekristalyokon (5, 8-10),
vagy fixdlt és fagyasztott virusrészecskéken tor-
tént mérésekkel (717-13). Ezek alapjin felmeriilt
a tiiskefehérjék sziranak rugalmassiga (11, 12).
A nagy felbontist krioelektron-tomografias
megfigyelések arra utalnak, hogy a virus belsejé-
ben elhelyezkedd ribonukleoprotein (RNP)
kosarszeri egységekbe rendez&dhet (13).
Mindazonaltal a nativ SARS-CoV-2 feliileti dina-
mikdja és mechanikai tulajdonsigai tavolrél sem
ismertek. Vizsgilatainkban atomi erdmikroszké-
pia (AFM) és molekularis er8spektroszkopia
(14-16) segitségével vizsgaltuk nativ, ellen-
anyaggal m{ikédésbe hozott feliileten immobili-
zalt egyedi SARS-CoV-2-virionok topograifiai
szerkezetét és nanomechanikai tulajdonsigait.
Eredményeink arra utalnak, hogy a SARS-CoV-2
tiiskefehérjéi rendkiviil dinamikusak, a virion
meglep&en ligy és egytttal mechanikailag és ter-
mikusan is ellendllé.

Anyag és médszer
Minta-elgkészités

A SARS-CoV-2-virusmintat egy igazolt magyar-
orszagi Covid-19-beteg otolaringealis valadéka-
bél izolaltuk, VeroE6 sejtekben térténd kétszeri
passzaldssal. Az inokuliciét kévetd negyedik
napon a virust tartalmazé kozeget dekantdltuk,
majd a makroszkopikus térmeléket centrifuga-
lassal (3000 x g) tdvolitottuk el. A virusmintét
ultracentrifugdldssal (70,000 X g, 1,5 6ra, 4 °C)
koncentraltuk. A pelletet szérummentes, ala-
csony fehérjetartalmi kézegben szuszpendaltuk
(VP-SFM, Gibco, ThermoFisher Scientific). A
virus elkiilonitésének minden lépése BSL-3 biz-
tonsagi fokozatt laboratériumban tértént.

Atomi erdmikroszképia

A virusmintit polilizinnel, glutdraldehiddel és
anti-tiiskefehérjével (#abx376478, Abbexa Ltd.,
Cambridge, UK) miiksdésbe hozott csillimfelii-
letre vittiik fel, majd az AFM (Cypher ES,
AsylumResearch, Santa Barbara, CA, USA) zirt
pasztiz6 egységébe helyeztiik, BSL-3 laborko-

rilmények kozott. A minta feliletérsl szilicium-

nitrid rugélapkaval (BL-AC40TS, Olympus
Corporation, Japin), rezondns tizemmoda pdsz-
tazassal (15, 17), illetve gyors er8térképezd
moédszerrel (18) készitettiink képeket. A virusok
h&kezelésére a tirgyasztal hémérsékletét a
kivant értékre allitottuk (79). Erémérésekhez az
AFM-rugdélapkit termikus médszerrel allitottuk

be (20).
Az adatok elemzése

A virusokrél alkotott képeket az AFM-késziilék
vezérl programja segitségével helyesbitettiik és
elemeztik (AR16, IgorPro 6.37, Wavemetrics,
Lake Oswego, OR, USA), a részecskeanalizis

moédszerével.

Eredmények és megbeszélés

A SARS-CoV-2-virusrészecskék topogrifiai
szerkezetét atomi er8mikroszképpal (AFM)
vizsgaltuk (1. dbra). Glutaraldehiddel fixélt viri-
onok egyenetlen, dudoros feliiletet mutattak
(1b dbra). A virusok dtlagos centralis magassiga,
amely a virion dtmérgjével korrelal, 62 nm-nek
(= 8 nm, SD) adédott. Ez a magassig kisebb,
mint a krio-elektronmikroszképos mérésekben
tapasztaltak (717-13), ami arra utal, hogy a viru-
sok kiteriilnek a feliiletre. A dudoros felilet
kitiiremkedéseit a SARS-CoV-2 tiiskefehérjéivel
azonositottuk (S-fehérje-trimer, 1b, ¢ dbra) a
korabbi topografids mérések (21, 22), és a nem-
régiben megjelent krio-elektronmikroszképos
eredmények (11, 12) alapjin. Nagy felbontdsu
(5 A pixelméret) AFM-képeken a tiiskefehérjék
jellegzetes hiromszoégletli geometridja is azono-
sithaté volt (1c dbra). Az S-fehérje-trimerek
pozicionilis, flexurilis és roticiés rendezetlen-
séget mutattak. Atlagos magassiguk 13 nm-nek
(= 5 nm, SD) adédott. A kozottiik mért dtlagos
szomszéd-szomszéd tivolsig (21 nm * 6 nm,
SD) és a viriongeometria alapjan, tovabb4 felté-
telezve, hogy az S-fehérje-trimerek egyenletesen
oszlanak el a virus feliiletén, kiszdmithaté az
egyetlen SARS-CoV-2-virion feliiletét borit
tiiskék atlagos szdma, ami esetiinkben 61-nek
adédott. Ez a szdm meghaladja a krio-elektron-
mikroszképos mérések alapjin szdmitott érté-
keket (24, 26), és arra utal, hogy a tiiskefehérje-
szam valtozékony, és ezt a szdmot a virus biol6-
gial érése sordn lezajlé molekuldris folyamatok
hatdrozzak meg (23). A méréseinkben tapasztalt
flexuralis rendezetlenség aldtdimasztja a krio-
elektronmikroszképos megfigyeléseket (11-13),
és a tiiskefehérjék rugalmas természetére utal.
Az elhelyezkedési és roticios rendezetlenség az
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S-fehérje-trimer virusburokban valé mobilita-
séra utal.

Annak érdekében, hogy a kémiai fixdlds hatd-
sait elkeriiljiik és feltirjuk a SARS-CoV-2-virio-
nok feliileti dinamikdjit, az AFM-méréseket
nativ, fixdlatlan virusokon végeztiik (2. dbra).
Meglepetésiinkre a virionok feliiletén nem l4t-
tunk dudorokat és kitiremkedéseket, a feliilet
teljesen sima volt (2a.1 dbra). A nativ virusok
itlagos centralis magassidga 83 nm-nek (* 7 nm,
SD) bizonyult, ami szignifikinsan nagyobb,
mint a fixalt virionoké (2b dbra). A feliilet elmo-
s6dott megjelenését és a méret litszolagos nove-
kedését mintavételezési problémaval magyariz-
zuk, miszerint a tiiskefehérjék mozgisi sebessé-
ge meghaladja az AFM-t{i pasztiz6 mozgdsiét.
Ezéltal a nativ virionon egy litszélag megnéovelt
dinamikus feliilet jelentkezik (2c dbra). A tiiske-
fehérjék mobilitdsinak hitterében a receptorks-
t6 domén (RBD-) trimerek gyors diffiziés moz-
gdsa allhat. Feltételezziik, hogy a tiiskefehérjék
dinamikdja hozz4jirul a receptorkereséshez a
megfert6zott sejt felilletén. Ez azt is megmagya-
razza, hogy a tiiskék relative alacsony feliileti
stirisége ellenére (~60 SARS-CoV-2 vs. ~350
influenza A) (24) a SARS-CoV-2 legalabb annyi-
ra fert6z8képes, mint az influenzavirus (25).

A SARS-CoV-2-virionok mechanikai tulaj-
donsdgait nanoindenticidval jellemeztik (3.
dbra) Ggy, hogy az AFM-tiivel feliilrgl benyom-
tuk a virust, és kdozben a mechanikai erét a verti-
kalis tidvolsig figgvényében regisztraltuk.
Meglepetésiinkre, a tdbbszori (akdr 100 egymist
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1. dbra. 5% glutdraldehiddel fixilt SARS-CoV-2-virion topogrdfiai szerke-
zete. a. A szubsztrdtfeliiletre specifikusan kikottt virusrészecskék atomi
er6mikroszképos (AFM-) pdsztdzdsdnak sematikus dbrdja. b. Egy SARS-
CoV-2-virion nagy felbontdsi, magassdgkontrasztic AFM-képe. A szagga-
tott vonallal hatdrolt teriiletr6l nagyobb nagyitdsi felvételt mutatunk be a
c. dbrdn. ¢. A SARS-CoV-2-virion-feliilert AFM-képe. A szaggatott vonal-
lal hatdrolt segédhdromszogek a tiiskefehériék haromszig alaki feliilerét
hatdroljik

kovetd) nanomechanikai manipuldcié ellenére, a
virionban nem keletkezett irreverzibilis szerke-
zeti valtozds (3b, ¢ dbra) annak ellenére, hogy
egy-egy indenticié sordn a virust faltél falig
osszenyomtuk (3d dbra). Az indenticié elsd
fazisiban linedris erdvalaszt tapasztaltunk, mely-
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2. dbra. A nattv, fixdlatlan SARS-CoV-2 virus topogrdfiai analizise. a.1. Kontroll, fixilt SARS-CoV-2-virion.
a.2. Nattv, fixdlatlan SARS-CoV-2-virion. b. A fixdlt és nativ SARS-CoV-2-virionok magassdgeloszldsinak
dsszebasonlitdsa. A fixdlt virusok dtlagos magassdga 62 + 8 nm (£ SD), ezzel szemben szemben a nativ viru-
soké 83 = 7 nm (= SD). c. A nativ SARS-CoV-2-virionok nagyobb topogrdfiai magassaginak sémds magya-
rdzata. A virion feliiletén gyors mozgdst végzd tiiskefehérjék egy litszélagos, dinamikus feliileter alakitanak ki
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3. dbra. A nativ SARS-CoV-2 virus nanomechanikai elemzése. a. Az
AFM-mel t6rtén6 nanoindentdcids kisérlet sematikus dbrizoldsa. b. Egy
nattv SARS-CoV-2-virion AFM-képe a nanoindentdcié elétt. A csillag a
nanoindentdcié helyét jeloli. c. A virion AFM-képe 100, egymdst kivets
nanoindentdcids kisérletet kovetden. J6l ldthatd, hogy a virus szerkezetében
nem alakult ki irreverzibilis vdltozds. d. A SARS-CoV-2-virion nanome-
chanikai erégorbéje, eré versus tavolsdg fiiggvényben. A vastag virds foly-
tonos vonal az elsé indentdcié sordn, mig a vastag kék folytonos vonal
az elsé indentdcidt kivetd retrakcid sordn mért adatpontokat mutatja. A
vékony szaggatott vonallal jelolt er6gorbék a szdzadik indentdcié-retrakcié
mechanikai ciklus sordn mért adatokat mutatjik. Az indentdcids erégirbe
kezdeti, linedris szakaszdnak meredeksége a SARS-CoV-2-virion rugddl-

landdjdt adja meg. A linedris erévdlasz megtorése a plasztikus deformdcié
felléptér jelent

nek meredekségébdl megkaptuk a virion rugédl-
landéjat (13 pN/nm = 5 pN/nm, SD). Az ala-
csony rugbillandé alapjan a SARS-CoV-2 az
eddig vizsgalt legligyabb virus (26, 27). A virion
rugdillandé valamivel kisebb az influenzavirus
lipidburkdnal (28), ami arra utal, hogy a SARS-
CoV-2 rugalmassigit a membranézus burok
dominalja, és a ribonukleoprotein (RNP) nem,
vagy alig jarul hozz4 a virus globalis mechanikai
tulajdonsigaihoz. Miés virusokkal ellentétben
(14, 29), a plasztikus deformacié kiiszobét meg-
haladva, az er6 nem esett nullira, ami arra utal,
hogy a virion nem esett szét a nagyfoki nanoin-
denticié ellenére. FeltehetSen a plasztikus
deformicié sordn a kosdrszeri RNP-részecskék

(13) é4trendez8dnek. Az AFM-tdi visszahtzisa
sordn tobb szdz pN erd keletkezett, ami arra utal,
hogy az RNP-részecskék mechanikai erd ellené-
ben képesek voltak visszarendez8dni. Az inden-
tacié/retrakcié mechanikai ciklus végére a virion
mérete teljesen helyredllt. Az dtlagos mechanikai
virionmagassdg 94 nm-nek (£ 10 nm, SD) adé-
dott, ami Osszevethetd a topografiai adatokkal.
Osszességében a SARS-CoV-2-virion mecha-
nikailag meglep8en stabil, 8sszenyomhaté és
ellenallo.

A SARS-CoV-2 héstabilitdsit tgy mértiik,
hogy 10-10 perces magas hémérséklett (60 °C,

90 °C +fixalas

4. dbra. Hokezelés hatdsa a SARS-CoV-2 virusra. a.
10 perces, 90 °C-on tirtént kezelést kdvetd visszahiités
utdn készitetr AFM-felvétel. J6l lathatd, hogy a virio-
nok globdlis szerkezete (alak, méret) megtartott. b. A
hékezelés utin 5%-os glutdraldebiddel valé kémiai
fixdlds hatisa a SARS-CoV-2 wvirus szerkezetére.
Jéllebet a virionok megtartottik globdlis szerkezetii-
ket, a feliiletiikrél nagyrészt eltiintek a tiiskefehérjék
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80 °C, 90 °C) kezelést alkalmaztunk. A 90 °C-os
kezelés hatdsit a 4a dbra mutatja. Meglepeté-
stinkre a virionok a 90 °C-os kezelést kovet8en is
jelen voltak. A viriondtmérd valamelyest megno-
vekedett (60 °C: 83 £ 12 nm, 80°C: 88 = 11 nm,
90 °C: 90 * 9 nm), de a globdlis virionszerkezet
meg6rz8dott. A tiiskefehérjék jelenlétét és szer-
kezeti allapotat glutiraldehid-fixdlds utdn vizs-
galtuk (4b dbra). Azt tapasztaltuk, hogy a hke-
zelés hatdsira a tiiskefehérjék nagyrészt eltiintek
avirion felilletérsl. Osszességében a SARS-CoV-
2 meglepSen nagy hdstabilitissal rendelkezik,
ami megmagyardzza az aeroszolban és a feliilete-
ken észlelt stabilitasdt (30), ugyanakkor a tiiske-
fehérjékben végbemend termikusan indukalt
szerkezeti véltozasok allhatnak a termikus inak-
tivaci6juk hatterében.

Osszegzés

A SARS-CoV-2 igen dinamikus és szerkezetileg
lagy virus, meglepd mechanikai és termikus sta-
bilitdssal. A tiiskefehérjék dinamikédja fontos sze-
repet jatszhat a nagy fert8z8képességben, egytit-
tal a mechanikai 6ngy6gyité tulajdonsiguk arra
utal, hogy a SARS-CoV-2 a kérnyezeti korillmé-

nyek széles skilijihoz alkalmazkodhat. Az itt
felhasznilt ,,egy molekula” biofizikai médszerek
(16) fontosak lehetnek a virusfert6zés mecha-
nizmusainak feltirisiban és az antiviralis eljara-

sok kidolgozasaban.
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