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BNT162b2  ist  ein  in  Lipidnanopartikeln  (LNP)  eingekapselter,  nukleosidmodifizierter  RNA-  
Impfstoff  (modRNA)  und  kodiert  für  das  modifizierte  SARS-CoV-2-Spike  (S)-Protein  in  voller  Länge
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Die  durch  das  schwere  akute  respiratorische  Syndrom  Coronavirus  2  (SARS-CoV-2)  verursachte  

Coronavirus-Krankheit  2019  (COVID-19)  wurde  am  11.  März  2020  von  der  Weltgesundheitsorganisation  

(WHO)  als  globale  Pandemie  angekündigt  und  entwickelte  sich  zu  einer  verheerenden  Gesundheitskrise .
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Darüber  hinaus  zeigte  eine  aktuelle  Studie,  dass  SARS-CoV-2-RNA  revers  transkribiert  und  in  das  Genom  

menschlicher  Zellen  integriert  werden  kann.  In  dieser  Studie  untersuchten  wir  die  Wirkung  von  BNT162b2  auf  die  

menschliche  Leberzelllinie  Huh7  in  vitro.  Huh7-Zellen  wurden  BNT162b2  ausgesetzt  und  eine  quantitative  PCR  

wurde  mit  aus  den  Zellen  extrahierter  RNA  durchgeführt.  Wir  haben  hohe  Konzentrationen  von  BNT162b2  in  Huh7-  

Zellen  und  Veränderungen  in  der  Genexpression  von  long  interspersed  nuklearem  Element-1  (LINE-1)  festgestellt,  

einer  endogenen  Reversen  Transkriptase.  Die  Immunhistochemie  unter  Verwendung  der  Antikörperbindung  an  das  

offene  Leserahmen-1-RNA-Bindungsprotein  (ORFp1)  von  LINE-1  auf  mit  BNT162b2  behandelten  Huh7-Zellen  zeigte  

eine  erhöhte  Zellkernverteilung  von  LINE-1.  PCR  an  genomischer  DNA  von  Huh7-Zellen,  die  BNT162b2  ausgesetzt  

waren,  amplifizierte  die  für  BNT162b2  einzigartige  DNA-Sequenz.  Unsere  Ergebnisse  deuten  auf  eine  schnelle  

Aufnahme  von  BNT162b2  in  die  menschliche  Leberzelllinie  Huh7  hin,  was  zu  Veränderungen  in  der  Expression  und  

Verteilung  von  LINE-1  führt.  Wir  zeigen  auch ,  dass  BNT162b2-mRNA  nach  BNT162b2-Exposition  in  nur  6  Stunden  

intrazellulär  in  DNA  revers  transkribiert  wird .

Es  wurden  mehrere  Impfstoffe  gegen  COVID-19  entwickelt,  mit  besonderem  Schwerpunkt  auf  
mRNA-  Impfstoffen  (von  Pfizer-BioNTech  und  Moderna),  replikationsdefekten  rekombinanten  
adenoviralen  Vektorimpfstoffen  (von  Janssen-Johnson  und  Johnson,  Astra-Zeneca,  Sputnik-V  und  
CanSino). )  und  inaktivierte  Impfstoffe  (von  Sinopharm,  Bharat  Biotech  und  Sinovac).  Der  mRNA-
Impfstoff  hat  den  Vorteil,  dass  er  flexibel  und  effizient  bei  der  Entwicklung  und  Herstellung  von  
Immunogenen  ist.  Derzeit  befinden  sich  zahlreiche  Impfstoffkandidaten  in  verschiedenen  
Entwicklungs-  und  Anwendungsstadien.  Insbesondere  wurde  der  von  Pfizer  und  BioNTech  
entwickelte  COVID-19-mRNA-Impfstoff  BNT162b2  in  erfolgreichen  klinischen  Studien  evaluiert  [2–

4]  und  in  nationalen  COVID-19-Impfkampagnen  in  verschiedenen  Regionen  auf  der  ganzen  Welt  verabreicht  [5–8].
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Bis  Februar  2022  hat  COVID-19  weltweit  zu  über  430  Millionen  gemeldeten  Infektionsfällen  und  5,9  
Millionen  Todesfällen  geführt  [1].  Wirksame  und  sichere  Impfstoffe  werden  dringend  benötigt,  um  die  
mit  COVID-19  verbundenen  Morbiditäts-  und  Mortalitätsraten  zu  senken.
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Zusammenfassung:  Präklinische  Studien  des  von  Pfizer  und  BioNTech  entwickelten  COVID-19-mRNA-Impfstoffs  

BNT162b2  zeigten  reversible  Auswirkungen  auf  die  Leber  bei  Tieren,  denen  die  BNT162b2-Injektion  verabreicht  wurde.
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Huh7-Zellen  (JCRB  Cell  Bank,  Osaka,  Japan)  wurden  bei  37  °C  und  5  %  CO2  mit  DMEM-Medium  

(HyClone,  HYCLSH30243.01),  ergänzt  mit  10  %  (v/v)  fötalem  Rinderserum  (Sigma-Aldrich,  F7524-),  
kultiviert.  500  ml,  Burlington,  MA,  USA)  und  1  %  (v/v)  Penicillin-  Streptomycin  (HyClone,  SV30010,  
Logan,  UT,  USA).  Für  die  BNT162b2-Behandlung  wurden  Huh7-Zellen  mit  einer  Dichte  von  200.000  
Zellen/Well  in  24-Well-Platten  ausgesät.  Der  mRNA-Impfstoff  BNT162b2  (Pfizer  BioNTech,  New  York,  
NY,  USA)  wurde  mit  steriler  0,9  %iger  Natriumchlorid-  Injektion,  USP,  auf  eine  Endkonzentration  von  

100  µg/ml  verdünnt,  wie  in  der  Richtlinie  des  Herstellers  beschrieben  [31].  Anschließend  wurde  die  
BNT162b2-Suspension  dem  Zellkulturmedium  zugesetzt,  um  Endkonzentrationen  von  0,5,  1,0  oder  
2,0  µg/ml  zu  erreichen.  Huh7-Zellen  wurden  mit  oder  ohne  BNT162b2  6,  24  und  48  Stunden  lang  
inkubiert.  Die  Zellen  wurden  gründlich  mit  PBS  gewaschen,  durch  Trypsinisierung  geerntet  und  bis  zur  
weiteren  Verwendung  bei  –80  °C  gelagert.

durch  zwei  Prolinmutationen,  um  eine  antigenisch  optimale  Präfusionskonformation  sicherzustellen,  
die  das  intakte  Virus  nachahmt  und  virusneutralisierende  Antikörper  hervorruft  [3].  In  Übereinstimmung  
mit  randomisierten  klinischen  Studien  zeigte  BNT162b2  eine  hohe  Effizienz  bei  einer  Vielzahl  von  
COVID-19-bezogenen  Ergebnissen  in  einer  realen  Umgebung  [5].  Dennoch  bleiben  viele  
Herausforderungen  bestehen,  einschließlich  der  Überwachung  der  langfristigen  Sicherheit  und  
Wirksamkeit  des  Impfstoffs.  Dies  erfordert  weitere  Auswertungen  und  Untersuchungen.  Das  
Sicherheitsprofil  von  BNT162b2  ist  derzeit  nur  aus  kurzfristigen  klinischen  Studien  verfügbar.  Weniger  

häufige  Nebenwirkungen  von  BNT162b2  wurden  berichtet,  darunter  Perikarditis,  Arrhythmie,  tiefe  
Venenthrombose,  Lungenembolie,  Myokardinfarkt ,  intrakranielle  Blutung  und  Thrombozytopenie  [4,9–
20].  Es  gibt  auch  Studien,  die  über  unerwünschte  Nebenwirkungen  bei  anderen  Arten  von  Impfstoffen  
berichten  [21–24].  Um  die  Mechanismen,  die  impfbedingten  Nebenwirkungen  zugrunde  liegen,  besser  
zu  verstehen,  sind  klinische  Untersuchungen  sowie  zelluläre  und  molekulare  Analysen  erforderlich.

2.2.  REAL-TIME  RT-QPCR-  

RNA  aus  den  Zellen  wurde  mit  dem  RNeasy  Plus  Mini  Kit  (Qiagen,  74134,  Hilden,  
Deutschland)  gemäß  dem  Protokoll  des  Herstellers  extrahiert .  Die  RT-PCR  wurde  mit  dem  
RevertAid  First  Strand  cDNA  Synthesis  Kit  (Thermo  Fisher  Scientific,  K1622,  Waltham,  MA,  USA)  
gemäß  dem  Protokoll  des  Herstellers  durchgeführt .  Echtzeit-qPCR  wurde  unter  Verwendung  von  
Maxima  SYBR  Green/ROX  qPCR  Master  Mix  (Thermo  Fisher  Scientific,  K0222,  Waltham,  MA,  
USA)  mit  Primern  für  BNT162b2,  LINE-1  und  den  Housekeeping-Genen  ACTB  und  GAPDH  durchgeführt  (Tabelle  1).

2.  Materialien  und  Methoden

2.1.  Zellkultur

Eine  aktuelle  Studie  zeigte,  dass  SARS-CoV-2-RNAs  revers  transkribiert  und  in  das  Genom  

menschlicher  Zellen  integriert  werden  können  [25].  Dies  wirft  die  Frage  auf,  ob  dies  auch  bei  BNT162b2  

auftreten  kann,  das  für  partielle  SARS-CoV-2-RNA  kodiert.  In  pharmakokinetischen  Daten ,  die  Pfizer  

der  Europäischen  Arzneimittel-Agentur  (EMA)  zur  Verfügung  gestellt  hat,  wurde  die  Bioverteilung  von  

BNT162b2  bei  Mäusen  und  Ratten  durch  intramuskuläre  Injektion  mit  radioaktiv  markiertem  LNP  und  

Luciferase-  modRNA  untersucht.  Radioaktivität  wurde  in  den  meisten  Geweben  ab  dem  ersten  Zeitpunkt  

(0,25  Stunden)  nachgewiesen,  und  die  Ergebnisse  zeigten,  dass  die  Injektionsstelle  und  die  Leber  die  

Hauptverteilungsorte  waren,  wobei  maximale  Konzentrationen  8–48  Stunden  nach  der  Dosis  beobachtet  

wurden  [26].  Darüber  hinaus  wurden  bei  Tieren,  die  die  BNT162b2-Injektion  erhielten,  reversible  

Auswirkungen  auf  die  Leber  beobachtet,  darunter  eine  vergrößerte  Leber,  Vakuolisierung,  erhöhte  

Gamma-Glutamyltransferase  (ÿGT)-Spiegel  und  erhöhte  Werte  von  Aspartat-Transaminase  (AST)  und  

alkalischer  Phosphatase  (ALP)  [26] . ].  Über  vorübergehende  Lebereffekte,  die  durch  LNP-

Abgabesysteme  hervorgerufen  werden,  wurde  bereits  berichtet  [27–30].  Es  wurde  jedoch  auch  gezeigt,  

dass  leeres  LNP  ohne  modRNA  allein  keine  signifikante  Leberschädigung  hervorruft  [27].  Daher  wollen  

wir  in  dieser  Studie  die  Wirkung  von  BNT162b2  auf  eine  menschliche  Leberzelllinie  in  vitro  untersuchen  

und  untersuchen,  ob  BNT162b2  durch  endogene  Mechanismen  revers  in  DNA  transkribiert  werden  kann.
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2.3.  Immunfluoreszenzfärbung  und  konfokale  Bildgebung  

Huh7-Zellen  wurden  in  Objektträgern  mit  acht  Kammern  (LAB-TEK,  154534,  Santa  Cruz,  CA,  
USA)  mit  einer  Dichte  von  40.000  Zellen/Well,  mit  oder  ohne  BNT162b2  (0,5,  1  oder  2  µg/ml)  
kultiviert )  für  6  Stunden.  Die  Immunhistochemie  wurde  unter  Verwendung  des  primären  monoklonalen  
Anti-LINE-1-ORF1p  -Maus-Antikörpers  (Merck,  3574308,  Kenilworth,  NJ,  USA),  des  sekundären  Anti-
Maus-Antikörpers  Cy3  Donkey  (Jackson  ImmunoResearch,  West  Grove,  PA,  USA)  und  von  Hoechst  
(Life)  durchgeführt  Technologies,  34850,  Carlsbad,  CA,  USA),  nach  dem  Protokoll  von  Thermo  Fisher  
(Waltham,  MA,  USA).  Zwei  Bilder  pro  Zustand  wurden  mit  einem  Zeiss  LSM  800  und  einem  63X-
Ölimmersionsobjektiv  aufgenommen  und  die  Färbungsintensität  wurde  auf  der  einzelnen  gesamten  
Zellfläche  und  der  Zellkernfläche  auf  15  Zellen  pro  Bild  mit  ImageJ  1.53c  quantifiziert.  Die  Intensität  
der  LINE-1-Färbung  für  das  Zytosol  wurde  durch  Subtrahieren  der  Intensität  des  Zellkerns  von  der  
der  gesamten  Zelle  berechnet.  Allen  Bildern  der  Zellen  wurde  eine  Zufallszahl  zugewiesen,  um  Verzerrungen  zu  vermeiden.

Um  die  Kerne  (bestimmt  durch  die  Hoechst-Färbung)  und  die  gesamten  Zellen  (bestimmt  durch  die  Grenzen  

der  LINE-1-Fluoreszenz)  zu  markieren,  wurde  das  Freehand-Auswahlwerkzeug  verwendet.  Diese  Bereiche  

wurden  dann  gemessen  und  die  mittlere  Intensität  zum  Vergleich  der  Gruppen  verwendet.

Statistiken

2.5.  Ethische  Aussagen

Die  Huh7-Zelllinie  wurde  von  der  Zellbank  der  Japanese  Collection  of  Research  Bioresources  (JCRB)  

bezogen.

2.4.  Genomische  DNA-Reinigung,  PCR-Amplifikation,  Agarose-Gel-Reinigung  und  
Sanger-

Sequenzierung  Genomische  DNA  wurde  aus  Zellpellets  mit  PBND-Puffer  (10  mM  Tris-HCl  pH  

8,3,  50  mM  KCl,  2,5  mM  MgCl2,  0,45  %  NP-40,  0,45  %  Tween)  extrahiert  -20)  gemäß  dem  zuvor  

beschriebenen  Protokoll  [32].  Um  restliche  RNA  aus  der  DNA-Präparation  zu  entfernen,  wurde  RNase  

(100  µg/ml,  Qiagen,  Hilden,  Deutschland)  zur  DNA-Präparation  gegeben  und  3  Stunden  lang  bei  37  °C  

inkubiert,  gefolgt  von  5  Minuten  bei  95  °C.  Anschließend  wurde  eine  PCR  unter  Verwendung  von  

Primern  durchgeführt,  die  auf  BNT162b2  abzielten  (Sequenzen  sind  in  Tabelle  1  aufgeführt),  mit  dem  

folgenden  Programm:  5  Minuten  bei  95  °C,  35  Zyklen  von  95  °C  für  30  Sekunden,  58  °C  für  30  

Sekunden  und  72  °C  für  1  Minute;  schließlich  72  ÿC  für  5  Min.  und  12  ÿC  für  5  Min.  PCR-Produkte  

wurden  auf  1,4  %  (w/v)  Agarosegel  laufen  gelassen.  Banden,  die  den  Amplikons  der  erwarteten  Größe  

(444  bps)  entsprachen,  wurden  ausgeschnitten  und  die  DNA  wurde  mit  dem  QIAquick  PCR  Purification  

Kit  (Qiagen,  28104,  Hilden,  Deutschland)  gemäß  den  Anweisungen  des  Herstellers  extrahiert.  Die  

Sequenz  des  DNA-Amplikons  wurde  durch  Sanger-Sequenzierung  (Eurofins  Genomics,  Ebersberg,  Deutschland)  verifiziert.

Statistische  Vergleiche  wurden  mithilfe  des  zweiseitigen  Student-t-Tests  und  der  ANOVA  durchgeführt.  

Die  Daten  werden  als  Mittelwert  ±  SEM  oder  ±  SD  ausgedrückt.  Unterschiede  mit  p  <  0,05  gelten  als  signifikant.

LINE-1  vorwärts IHRE  UNTERSTÜTZUNG  AGGTGC

GAPDH  umgekehrt TAAAAGCAGCCCTGGTGAC

Tabelle  1.  Primersequenzen  von  RT-qPCR  und  PCR.

BNT162b2  vorwärts

BNT162b2  umgekehrt

CGAGGTGGCCAAGAATCTGA

ZEILE-1  rückwärts GATAATATCCTGCAGAGGTGT

ACTB  vorwärts CCTCGCCTTTGCCGATCC

Ziel Reihenfolge

TAGGCTAAGCGTTTTGAGCTG

CTCTGCTCCTCCTGTTCGACGAPDH  vorwärts

ACTB  umgekehrt GGATCTTCATGAGGTAGTCAGTC
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Dies  ermöglicht  den  Nachweis  von  PCR-Amplikons,  die  nur  für  BNT162b2  gelten,  ohne  unspezifische  Bindung

Die  Werte  waren  nach  24  Stunden  im  Vergleich  zu  6  Stunden  deutlich  gesunken,  stiegen  jedoch  nach  48  Stunden  wieder  an.

Ward-Primer  in  SARS-CoV-2-S-Proteinregionen  und  Reverse-Primer  in  3ÿ-UTR  wurden  unter  Verwendung  von  Primern  durchgeführt,  die  auf  

die  BNT162b2-Sequenz  abzielten,  wie  in  Abbildung  1  dargestellt.

der  Primer  auf  menschliche  Genomregionen.

5  –  untranslatierte  Region  (UTR),  die  die  5-UTR  eines  menschlichen  ÿ-Globin-Gens  enthält;  Die

Nach  48  Stunden  wurde  ein  signifikanter  Unterschied  zwischen  1,0  und  2,0  µg/ml  beobachtet.  BNT162b2-mRNA

BNT162b2-mRNA  im  Verhältnis  zu  Housekeeping-Genen  nach  6,  24  und  48  Stunden  (Abbildung  2,  dargestellt  in

Dies  ermöglicht  den  Nachweis  von  PCR-Amplikons,  die  nur  für  BNT162b2  gelten,  ohne  unspezifische  Bindung.  Die  
vollständige  Sequenz  von  BNT162b2  ist  öffentlich  verfügbar  [34]  und  enthält  eine  Zwei-Nukleotid-Kappe;

protokolliert  2ÿÿÿCT  aufgrund  außergewöhnlich  hoher  Werte).  Die  drei  BNT162b2-Konzentrationen  führten  zu

Die  Behandlung  von  BNT162b2  wurde  aus  zuvor  beschriebener  Literatur  übernommen  [34].

Abbildung  1.  PCR-Primer-Set  zum  Nachweis  des  mRNA-Spiegels  und  der  reversen  Transkription  von  BNT162b2.  
Illustra-  Abbildung  1.  PCR-Primer-Set  zum  Nachweis  des  mRNA-Spiegels  und  der  reversen  Transkription  von  BNT162b2.  Die  Abbildung  von  BNT162b2  wurde  aus  zuvor  beschriebener  Literatur  übernommen  [34].

ähnliche  intrazelluläre  BNT162b2-mRNA-Spiegel  zu  den  verschiedenen  Zeitpunkten,  mit  der  Ausnahme,  dass  die

Zusatzmaterialien).  Um  den  BNT162b2-RNA-Spiegel  nachzuweisen,  haben  wir  Primer  mit  entwickelt

Zusatzmaterialien).  Um  den  BNT162b2-RNA-Spiegel  nachzuweisen,  haben  wir  Primer  mit  einer  Konzentration  von  BNT162b2  (0,5,  1,0  und  2,0  µg/ml)  für  6,  24  und  48  Stunden  entwickelt.  RNA  wurde  aus  Zellen  extrahiert

RT-qPCR-Ergebnisse  zeigten,  dass  mit  BNT162b2  behandelte  Huh7-Zellen  hohe  Werte  aufwiesen

und  eine  quantitative  Echtzeit-Reverse-Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion  (RT-qPCR)
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zu  ähnlichen  intrazellulären  BNT162b2-mRNA-Spiegeln  zu  den  verschiedenen  Zeitpunkten,  mit  der  Ausnahme,  dass  in  BNT162b2  124  Sequenzen  entdeckt  wurden,  die  zu  100  %  mit  menschlichen  Genomsequenzen  identisch  sind

das  menschliche  mitochondriale  12S-rRNA-Segment  (mtRNR1)  und  das  menschliche  AES/TLE5-Gensegment.  Um  festzustellen,  ob  
BNT162b2  in  menschliche  Leberzellen  gelangt,  haben  wir  menschliche  Leberzellen  exponiert

der  Primer  auf  menschliche  Genomregionen.

Der  signifikante  Unterschied  zwischen  1,0  und  2,0  µg/ml  wurde  nach  48  Stunden  beobachtet.  BNT162b2  und  drei  Sequenzen  mit  nur  einer  Nukleotid(nt)-Fehlpaarung  in  19–26  nts  (Tabelle  S1,  siehe

und  drei  Sequenzen  mit  nur  einer  Nukleotid(nt)-Fehlpaarung  in  19–26  nts  (Tabelle  S1,  siehe  Daher  wurden  in  unserer  Studie  Huh7-Zellen  mit  oder  ohne  steigende  Konzentrationen  kultiviert

Vollständiges  SARS-CoV-2-S-Protein  mit  zwei  Prolinmutationen;  3ÿ-UTR,  das  3.1  enthält.  BNT162b2  dringt  mit  hoher  Effizienz  in  die  
Zellen  der  menschlichen  Leberzelllinie  Huh7  ein

Zellen  wurde  die  maximale  biologische  Wirksamkeit  von  LNP  zwischen  4  und  7  Stunden  beobachtet  [33].  Daher  wurden  in  unserer  

Studie  Huh7-Zellen  mit  oder  ohne  steigende  Konzentrationen  von  BNT162b2  (0,5,  1,0  und  2,0  µg/ml)  für  6,  24  und  48  Stunden  kultiviert.  

RNA  wurde  aus  Zellen  extrahiert  und  eine  quantitative  Reverse-Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion  (RT-qPCR)  in  Echtzeit  unter  

Verwendung  von  Primern  durchgeführt,  die  auf  die  BNT162b2-Sequenz  abzielen,  wie  in  Abbildung  1  dargestellt.  Die  vollständige  

Sequenz  von  BNT162b2  ist  öffentlich  verfügbar  [34]  und  enthält  a  Zwei-Nukleotid-Kappe;  5ÿ-untranslatierte  Region  (UTR),  die  die  5ÿ-

UTR  eines  menschlichen  ÿ-Globin-Gens  enthält;  die  3.  Ergebnisse

in  protokolliert  2ÿÿÿCT  aufgrund  außergewöhnlich  hoher  Werte).  Die  drei  BNT162b2-Konzentrationen  führten  zum  Segment  mit  zwei  CÿU  -Mutationen;  Poly(A)-Schwanz.  Detaillierte  Analyse  der  S-Proteinsequenz

In  BNT162b2  wurden  124  Sequenzen  gefunden,  die  zu  100  %  mit  menschlichen  Genomsequenzen  in  Huh7-Zellen  identisch  sind.  Die  maximale  biologische  Wirksamkeit  von  LNP  wurde  zwischen  4  und  7  Stunden  beobachtet  [33].

BNT162b2-mRNA  im  Vergleich  zu  Housekeeping-Genen  nach  6,  24  und  48  Stunden  (Abbildung  2  zeigt  das  humane  mitochondriale  
12S-rRNA-Segment  (mtRNR1)  und  das  humane  AES/TLE5-Gen

Die  mRNA-Spiegel  waren  nach  24  Stunden  im  Vergleich  zu  6  Stunden  signifikant  verringert,  stiegen  jedoch  bei  Vorwärtsprimern  in  den  

SARS-CoV-2-S-Proteinregionen  und  Rückwärtsprimern  in  3-UTR  wieder  an.48  Std.

ment  mit  zwei  CÿU-Mutationen;  Poly(A)-Schwanz.  Detaillierte  Analyse  der  S-Protein-Sequenzlinie  Huh7  bis  BNT162b2.  In  einer  
früheren  Studie  zur  Aufnahmekinetik  der  LNP-Abgabe  in

RT-qPCR-Ergebnisse  zeigten,  dass  mit  BNT162b2  behandelte  Huh7-Zellen  hohe  Mengen  an  SARS-CoV-2  S-Protein  in  voller  
Länge  mit  zwei  Prolinmutationen  aufwiesen;  3  -UTR,  das  enthält
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3.2.  Wirkung  von  BNT162b2  auf  die  lange  nukleare  endogene  Reverse  Transkriptase  des  Menschen

Die  jeweiligen  Gruppen  wurden  mithilfe  des  zweiseitigen  Student-T-Tests  analysiert.  Die  Daten  werden  als  Mittelwert  ausgedrückt

Abbildung  3.  LINE-1-mRNA-Spiegel  in  mit  BNT162b2  behandelten  Huh7-Zellen.  Huh7-Zellen  wurden  ohne  behandelt

Kernelement-1  (ZEILE-1)

Hier  untersuchten  wir  die  Wirkung  von  BNT162b2  auf  die  LINE-1-  Genexpression.  RT-qPCR  betrug  3,2.  
Wirkung  von  BNT162b2  auf  die  humane  endogene  Reverse  Transkriptase  Long  Interspersed  Hier  untersuchten  wir  die  Wirkung  von  BNT162b2  auf  die  LINE-1-Genexpression.  RT-qPCR
durchgeführt  an  RNA,  die  aus  Huh7-Zellen  gereinigt  wurde,  die  mit  BNT162b2  (0,  0,5,  1,0  und  2,0  Kernelement-1)  
behandelt  wurden  (ZEILE-1)
µg/ml)  für  6,  24  und  48  Stunden  unter  Verwendung  von  Primern,  die  auf  LINE-1  abzielen.  Deutlich  erhöhter  LINE-  

Wert  (2,0  µg/ml)  für  6,  24  und  48  Stunden  unter  Verwendung  von  Primern,  die  auf  LINE-1  abzielen.  Deutlich  erhöht

durchgeführt  an  RNA,  die  aus  Huh7-Zellen  gereinigt  wurde,  die  mit  BNT162b2  behandelt  wurden  (0,  0,5,  1,0  und  2,0  niedrigere  BNT162b2-Konzentrationen  verringerten  die  LINE-1-  Expression  zu  allen  Zeitpunkten  (Abbildung  3).

Die  RNA-Spiegel  von  LINE-1  werden  als  2  ÿÿÿCT-  Werte  relativ  zu  den  Haushaltsgenen  GAPDH  dargestellt  und  stammen  
aus  fünf  unabhängigen  Experimenten  (n  =  5).  Unterschiede  zwischen  den  jeweiligen  Gruppen  wurden  analysiert

und  48  h  (blaue  Punkte).  Die  RNA  wurde  gereinigt  und  qPCR  wurde  mit  Primern  durchgeführt,  die  auf  LINE-1  abzielten.  
von  LINE-1  werden  als  2ÿÿÿCT  -Werte  relativ  zu  den  Haushaltsgenen  GAPDH  und  ACTB  dargestellt.  Ergebnisse

p  <  0,01;
**

wurden  mit  dem  zweiseitigen  Student-  t-Test  analysiert.  Die  Daten  werden  als  Mittelwert  ±  SEM  ausgedrückt.  (*  p  <  0,05;  
Abbildung  3.  LINE-1-  mRNA-Spiegel  in  mit  BNT162b2  behandelten  Huh7-Zellen.  Huh7-Zellen  wurden  zu  jedem  Zeitpunkt  mit  p  <  

0,001  gegenüber  der  jeweiligen  Kontrolle  oder  wie  angegeben  behandelt ;  †  p  <  0,05  gegenüber  6  H-

ACTB.  Die  Ergebnisse  stammen  aus  fünf  unabhängigen  Experimenten  (n  =  5).  Unterschiede  zwischen  den  jeweiligen  

Gruppen  mithilfe  des  zweiseitigen  Student-T-Tests.  Die  Daten  werden  als  Mittelwert  ±  SEM  ausgedrückt.  (*  p  <  0,05;  **  p  <  0,01;

Abbildung  2.  BNT162b2-mRNA-Spiegel  in  mit  BNT162b2  behandelten  Huh7-Zellen.  Huh7-Zellen  wurden  ohne  (Strg)  oder  

mit  0,5  (V1),  1  (V2)  und  2  µg/ml  (V3)  BNT162b2  für  6  (grüne  Punkte),  24  (orange)  behandelt.  Abbildung  2.  BNT162b2-
mRNA-Spiegel  in  behandelten  Huh7  -  Zellen  mit  BNT162b2.  Huh7-Zellen  wurden  behandelt

Abbildung  3.  LINE-1-  mRNA-Spiegel  in  mit  BNT162b2  behandelten  Huh7-Zellen.  Huh7-Zellen  wurden  mit  (Strg)  oder  mit  
0,5  (V1),  1  (V2)  und  2  µg/ml  (V3)  BNT162b2  für  6  (grüne  Punkte),  24  (rote  Punkte)  und  48  Stunden  behandelt

***

***

**  ***

Strg).

BNT162b2.  Die  RNA-Spiegel  von  BNT162b2  werden  als  protokollierte  2  ÿÿÿCT-  Werte  relativ  zur  Haushaltsführung  ohne  (Strg)  oder  mit  0,5  (V1),  1  (V2)  und  2  µg/ml  (V3)  BNT162b2  für  6  (grüne  Punkte)  dargestellt.  24  (orangefarbene  Gene  GAPDH  und  
ACTB.  Ergebnisse  stammen  aus  fünf  unabhängigen  Experimenten  (n  =  5).  Unterschiede  sind  durch  Punkte  gekennzeichnet )  und  48  Stunden  (blaue  Punkte).  Die  RNA  wurde  gereinigt  und  qPCR  wurde  unter  Verwendung  von  Primern  durchgeführt,  die  auf  die  
jeweiligen  Gruppen  abzielten,  und  mithilfe  des  zweiseitigen  Student-T-Tests  analysiert.  Die  Daten  werden  als  BNT162b2  
ausgedrückt.  Die  RNA-Spiegel  von  BNT162b2  werden  als  protokollierte  2  ÿÿÿCT-  Werte  relativ  zum  Housekeeping  p  <  0,001  gegenüber  

der  jeweiligen  Kontrolle  zu  jedem  Zeitpunkt  oder  als  dargestellt

aus  (Strg)  oder  mit  0,5  (V1),  1  (V2)  und  2  µg/ml  (V3)  BNT162b2  für  6  (grüne  Punkte),  24  (rote  Punkte),

p  <  0,01;  p  <  0,001  gegenüber  der  jeweiligen  Kontrolle  zu  jedem  Zeitpunkt  oder  wie  angegeben;  †  p  <  0,05  vs.  6  h-Strg).

wurde  an  RNA  durchgeführt,  die  aus  Huh7-Zellen  gereinigt  wurde,  die  mit  BNT162b2  (0,  0,5,  1,0  und)  behandelt  wurden

Gene  GAPDH  und  ACTB.  Die  Ergebnisse  stammen  aus  fünf  unabhängigen  Experimenten  (n  =  5).  Unterschiede  zwischen

(blaue  Punkte).  Die  RNA  wurde  gereinigt  und  qPCR  wurde  mit  Primern  durchgeführt,  die  auf  LINE-1  abzielten.  RNA-Spiegel

BNT162b2.  Die  RNA-Spiegel  von  BNT162b2  werden  als  protokollierte  2ÿÿÿCT-  Werte  relativ  zur  Haushaltsführung  dargestellt

Die  jeweiligen  Gruppen  wurden  mit  dem  zweiseitigen  Student-T-Test  analysiert.  Die  Daten  werden  als  ±  SEM  ausgedrückt.  (*  p  
<  0,05;  **  p  <  0,01;  ***  p  <  0,001  vs.  jeweilige  Kontrolle  zu  jedem  Zeitpunkt  oder  wie  angegeben).

Mittelwert  ±  SEM.  (*  p  <  0,05;  p  <  0,01;  p  <  0,001  vs.  jeweilige  Kontrolle  zu  jedem  Zeitpunkt,  oder  wie  in  3.2.  Wirkung  von  
BNT162b2  auf  die  humane  endogene  Reverse  Transkriptase  Long  Interspersed  angegeben).

**

p  <  0,01;

Punkte)  und  48  Stunden  (blaue  Punkte).  Die  RNA  wurde  gereinigt  und  qPCR  wurde  unter  Verwendung  von  Primern  durchgeführt,  die  auf  Abbildung  2  abzielten .  BNT162b2-mRNA-Spiegel  in  mit  BNT162b2  behandelten  Huh7-Zellen.  Huh7-Zellen  
wurden  ohne  (Strg)  oder  mit  0,5  (V1),  1  (V2)  und  2  µg/ml  (V3)  BNT162b2  für  6  (grüne  Punkte),  24  (orange)  behandelt

aus  (Strg)  oder  mit  0,5  (V1),  1  (V2)  und  2  µg/ml  (V3)  BNT162b2  für  6  (grüne  Punkte),  24  (rote  Punkte),

** ***

Mittelwert  ±  SEM.  (*  p  <  0,05;  
Gene  GAPDH  und  ACTB.  Ergebnisse  stammen  aus  fünf  unabhängigen  Experimenten  (n  =  5).  Unterschiede  sind  angegeben).

Die  RNA-Spiegel  von  LINE-1  werden  als  2  ÿÿÿCT  -Werte  relativ  zu  den  Haushaltsgenen  GAPDH  und  ACTB  dargestellt.  Die  

Ergebnisse  stammen  aus  fünf  unabhängigen  Experimenten  (n  =  5).  Unterschiede  zwischen  den  jeweiligen  Gruppen  wurden  

mithilfe  des  zweiseitigen  Student  -T-Tests  analysiert.  Die  Daten  werden  als  Mittelwert  ±  SEM  ausgedrückt.  (*  p  <  0,05;  p  <  0,001  

vs.  jeweilige  Kontrolle  zu  jedem  Zeitpunkt  oder  wie  angegeben;  †  p  <  0,05  vs.  6  h-

und  48  h  (blaue  Punkte).  Die  RNA  wurde  gereinigt  und  qPCR  wurde  mit  Primern  durchgeführt,  die  auf  LINE-1  abzielten.

***

Hier  untersuchten  wir  die  Wirkung  von  BNT162b2  auf  die  LINE-1-  Genexpression.  RT-qPCR  war  1-  Expression  im  Vergleich  zur  Kontrolle,  die  nach  6  Stunden  bei  2,0  µg/ml  BNT162b2  beobachtet  wurde,  während  die  
LINE-1-Expression  im  Vergleich  zur  Kontrolle  nach  6  Stunden  bei  2,0  µg/ml  BNT162b2  beobachtet  wurde

µg/ml)  für  6,  24  und  48  Stunden  unter  Verwendung  von  Primern,  die  auf  LINE-1  abzielen.  Eine  deutlich  erhöhte  

LINE-1-  Expression  im  Vergleich  zur  Kontrolle  wurde  nach  6  Stunden  um  2,0  µg/ml  BNT162b2  beobachtet,  während  

niedrigere  BNT162b2-Konzentrationen  die  LINE-1-  Expression  zu  allen  Zeitpunkten  verringerten  (Abbildung  3).

1119
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Element-1  (ZEILE-1)

Niedrigere  BNT162b2-Konzentrationen  verringerten  die  LINE-1-Expression  zu  allen  Zeitpunkten  (Abbildung  3).

Punkte)  und  48  Stunden  (blaue  Punkte).  Die  RNA  wurde  gereinigt  und  qPCR  wurde  unter  Verwendung  von  Primer-Targeting  durchgeführt
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****

Abbildung  4.  Immunhistochemie  von  mit  BNT162b2  behandelten  Huh7-Zellen  auf  der  LINE-1-Proteinverteilung.

p  <  0,0001  wie  angegeben).

und  2,0  µg/ml)  für  6  Stunden  wurden  fixiert  und  mit  Antikörpern  gefärbt,  die  an  LINE-1  ORF1p  binden.

Als  nächstes  untersuchten  wir  die  Wirkung  von  BNT162b2  auf  den  LINE-1-Proteinspiegel.  Die  
LINE-1  in  voller  Länge  besteht  aus  einer  5  untranslatierten  Region  (UTR),  zwei  offenen  Leserahmen  (ORFs),  ORF1

und  ORF2  und  ein  3'UTR,  von  dem  ORF1  ein  RNA-bindendes  Protein  mit  Chaperon-Aktivaktivität  ist .  
Es  wurde  gezeigt,  dass  die  Retrotranspositionsaktivität  von  LINE-1  ORF1  betrifft

und  DNA-spezifische  Sonde  Hoechst  zur  Visualisierung  des  Zellkerns  (Abbildung  4a).  Quantifizierung  –  
Die  Quantifizierung  der  Intensität  der  Immunfluoreszenzfärbung  zeigte,  dass  BNT162b2  zunahmDie  Messung  der  Intensität  der  Immunfluoreszenzfärbung  zeigte,  dass  BNT162b2  bei  allen  
Konzentrationen  die  LINE-1  LINE-1  ORF1p-Proteinspiegel  sowohl  im  gesamten  Zellbereich  als  auch  im  Zellkern  erhöhte

(Abbildungen  4b–d).

wurden  fixiert  und  mit  Antikörpern  gefärbt,  die  an  LINE-1  ORF1p  (rot)  und  einer  DNA-spezifischen  
Sonde  zur  Visualisierung  des  Zellkerns  (blau)  binden.  (a)  Repräsentative  Bilder  des  LINE-1-Ausdrucks  in  Huh7

LINE-1  besteht  aus  einer  5‘-untranslatierten  Region  (UTR),  zwei  offenen  Leserahmen  (ORFs),  ORF1  und  
ORF2,  und  einem  3UTR,  von  dem  ORF1  ein  RNA-bindendes  Protein  mit  Chaperon  ist

Translokation  in  den  Zellkern  [35].  Huh7-Zellen,  die  6  Stunden  lang  mit  oder  ohne  BNT162b2  (0,5,  1,0,  1,0  
und  2,0  µg/ml)  behandelt  wurden,  wurden  fixiert  und  mit  an  LINE-1  bindenden  Antikörpern  gefärbt

ORF1p  und  DNA-spezifische  Sonde  Hoechst  zur  Visualisierung  des  Zellkerns  (Abbildung  4a).

Als  nächstes  untersuchten  wir  die  Wirkung  von  BNT162b2  auf  den  LINE-1-Proteinspiegel.  Die  abendfüllende

ität.  Es  wurde  gezeigt,  dass  die  Retrotranspositionsaktivität  von  LINE-1  eine  ORF1-  Translokation  in  den  
Zellkern  beinhaltet  [35].  Huh7-Zellen,  behandelt  mit  oder  ohne  BNT162b2  (0,5,

***

Abbildung  4.  Immunhistochemie  von  Huh7-Zellen,  die  mit  BNT162b2  auf  LINE-1-Proteinverteilung  behandelt  wurden.  
Huh7-Zellen  wurden  6  Stunden  lang  ohne  (Strg)  oder  mit  0,5,  1  und  2  µg/ml  BNT162b2  behandelt.  Zellen  waren

Hoechst  zur  Visualisierung  des  Zellkerns  (blau).  (a)  Repräsentative  Bilder  der  LINE-1-Expression  in  Huh7-Zellen,  die  

mit  oder  ohne  BNT162b2  behandelt  wurden.  (b–d)  Quantifizierung  des  LINE-1-Proteins  in  Ganzzellzellen,  die  mit  oder  ohne  BNT162b2  behandelt  wurden.  (b–d)  Quantifizierung  des  LINE-1-Proteins  im  gesamten  Zellbereich

0,001;
****

p  <  0,0001  wie  angegeben).

tion.  Huh7-Zellen  wurden  6  Stunden  lang  ohne  (Strg)  oder  mit  0,5,  1  und  2  µg/ml  BNT162b2  behandelt.  Zellen  fixiert  
und  gefärbt  mit  Antikörpern,  die  an  LINE-1  ORF1p  (rot)  und  der  DNA-spezifischen  Sonde  Hoechst  binden

p  <wurden  mit  GraphPad  Prism  V  9.2  erstellt.  Alle  Daten  werden  als  Mittelwert  ±  SD  (**  p  <  0,01;  erstellt  mit  
GraphPad  Prism  V  9.2  dargestellt.  Alle  Daten  werden  als  Mittelwert  ±  SD  (**  p  <  0,01;  ***  p  <  0,001;

Bereich  (b),  Zytosol  (c)  und  Kern  (d).  Alle  Daten  wurden  mithilfe  einer  einfaktoriellen  ANOVA  und  Diagrammen  (b),  Zytosol  (c)  und  Zellkern  (d)  analysiert.  Alle  Daten  wurden  mithilfe  einer  einfaktoriellen  ANOVA  analysiert  und  Diagramme  erstellt

Curr.  Ausgaben  Mol.  Biol.  2022,  44  
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ORF1p-Proteinspiegel  sowohl  im  gesamten  Zellbereich  als  auch  im  Zellkern  bei  allen  getesteten  
Konzentrationen  (Abbildung  4b–d).
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AGGGCGTGAAACTGCACTACACATGATGACTCGAGCTGGTACTGCATGCACGCAATGCTA  BNT162b2-
Sequenz,  flankiert  von  den  Primern  (Tabelle  2).  Um  sicherzustellen,  dass  die  DNA-Amplikons
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oben  wurden  bereits  am  niedrigsten  erhöhte  LINE-1-Spiegel  im  Zellkern  beobachtet

mit  0,5  µg/ml  BNT162b2  für  6,  24  und  48  Stunden.  Gereinigte  DNA  wurde  mit  RNase  behandelt

in  Abbildung  1.  Amplifizierte  DNA-Fragmente  wurden  dann  durch  Elektrophorese  sichtbar  gemacht  und  über  ein  Gel  gereinigt  (Abbildung  5).  BNT162b2-DNA-Amplifikate  wurden  zu  allen  drei  Zeitpunkten  
nachgewiesen  (6,

mit  Retrotransposition  [35].  Im  beschriebenen  Immunfluoreszenz-Färbungsexperiment

TCCCACCTCCACCTGCCCCACTCACCACCTCTGCTAGTTCCAGACACCTCCCAAGCACGC  (Strg  5  und  6  
in  Abbildung  5)  und  in  den  untersuchten  RNA-Proben  wurde  kein  Amplifikat  nachgewiesen

in  DNA,  wenn  LINE-1  erhöht  ist,  haben  wir  gereinigte  genomische  DNA  aus  behandelten  Huh7-Zellen

ing  BNT162b2,  wie  in  Abbildung  1  und  Tabelle  1  gezeigt.  DNA-Amplikons  (444  bps)  wurden  auf  BNT162b2  sichtbar  gemacht ,  wie  in  Abbildung  1  und  Tabelle  1  gezeigt.  DNA-Amplikons  (444  bps)  wurden  auf  Agarose  sichtbar  gemacht

6  Stunden  lang  mit  0,5  µg/ml  BNT162b2  behandelt;  Ctrl6:  RNA  aus  Huh7-Zellen,  behandelt  mit  0,5  µg/ml  
oder  0,5  µg/ml  BNT162b2  für  6  Stunden;  Ctrl6:  RNA  aus  Huh7-Zellen,  behandelt  mit  0,5  µg/ml  BNT162b2

Eine  frühere  Studie  hat  gezeigt,  dass  damit  der  Eintritt  des  LINE-1-Proteins  in  den  Zellkern  verbunden  ist

aus  Huh7-Zellen,  die  6  Stunden  lang  mit  0,5  µg/ml  BNT162b2  behandelt  wurden,  mit  oder  ohne  RNase-Behandlung

Konzentration  von  BNT162b2  (0,5  µg/ml).  Um  zu  untersuchen,  ob  BNT162b2  revers  transkribiert  wird

zur  PCR.

-

einer  PCR  unterzogen.

GCTGTTGTAGCTGTGGCAGCTGCTGCAAGTTCGACGAGGACGATTCTGAGCCCGTGCTGA  24  und  48  h).  Die  Sanger-
Sequenzierung  bestätigte,  dass  die  DNA-Amplikons  mit  denen  identisch  waren

CGAGTGGCCAAGAATCTGAACGAGAGCCTGATCGACCTGCAAGAACTGGGGAAGT

gereinigt  aus  Huh7-Zellen,  die  6  Stunden  lang  mit  0,5  µg/ml  BNT162b2  behandelt  wurden,  mit  oder  ohne  

RNase-Behandlung  (Strg.  5  und  6  in  Abbildung  5),  und  in  den  RNA-Proben  wurde  kein  Amplifikat  nachgewiesen

ACGAGCAGTACATCAAGTGGCCCTGGTACATCTGGCTGGGCTTTATCGCCGGACTGATTG  zur  Entfernung  von  RNA  
und  einer  PCR  unter  Verwendung  von  Primern  unterzogen,  die  auf  BNT162b2  abzielen,  wie  dargestellt

6,  24  und  48  Stunden  lang  mit  0,5  µg/ml  BNT162b2  behandelt.  Gereinigte  DNA  wurde  mit  RNase  behandelt,  

um  RNA  zu  entfernen,  und  einer  PCR  unter  Verwendung  von  Primern  unterzogen,  die  auf  BNT162b2  abzielten,  

wie  in  Abbildung  1  dargestellt.  Amplifizierte  DNA-Fragmente  wurden  dann  durch  Elektrophorese  sichtbar  

gemacht  und  gelgereinigt  (Abbildung  5).  Zu  allen  drei  Zeitpunkten  wurden  BNT162b2-DNA-Amplifikate  nachgewiesen

GCTGCCCCTTTCCCGTCCTGGGTACCCCGAGTCTCCCCCGACCTCGGGTCCCAGGTATGC  wurden  von  DNA,  aber  nicht  von  BNT162b2-RNA  abgeleitet.  Wir  führten  auch  eine  PCR  mit  gereinigter  RNA  durch

die  von  den  Primern  flankierte  BNT162b2-Sequenz  (Tabelle  2).  Um  sicherzustellen,  dass  die  DNA-Amplifikate  

von  DNA,  aber  nicht  von  BNT162b2-RNA  stammten,  führten  wir  auch  eine  PCR  mit  RNA  3.3  durch.  Nachweis  

von  revers  transkribierter  BNT162b2-DNA  in  Huh7-Zellen

,

(6,  24  und  48  Stunden).  Die  Sanger-Sequenzierung  bestätigte,  dass  die  DNA-Amplikons  identisch  waren

AGCAATGCAGCTCAAAACGCTTAGCCTA

GCTGTTGTAGCTGTGGCAGCTGCTGCAAGTTCGACGAGGACGATTCTGAGCCCGTGCTGA

für  6  Stunden,  verdaut  mit  RNase.

Abbildung  5.  Nachweis  von  DNA-Amplikons  von  BNT162b2  in  mit  BNT162b2  behandelten  Huh7-Zellen.  Huh7  Zellen

CCATCGTGATGGTCACAATCATGCTGTGTTGCATGACCAGCTGCTGTAGCTGCCTGAAGG

AGCAATGCAGCTCAAAACGCTTAGCCTA
TCCCACCTCCACCTGCCCCACTCACCACCTCTGCTAGTTCCAGACACCTCCCAAGCACGC

ACGAGCAGTACATCAAGTGGCCCTGGTACATCTGGCTGGGCTTTATCGCCGGACTGATTG

GCTGCCCCTTTCCCGTCCTGGGTACCCCGAGTCTCCCCCGACCTCGGGTCCCAGGTATGC

CGAGTGGCCAAGAATCTGAACGAGAGCCTGATCGACCTGCAAGAACTGGGGAAGT

AGGGCGTGAAACTGCACTACACATGATGACTCGAGCTGGTACTGCATGCACGCAATGCTA

Tabelle  2.  Sanger-Sequenzierungsergebnis  des  BNT162b2-Amplikons.

BNT162b2-Behandlung,  gesammelt  nach  6  Stunden;  Strg3:  Huh7-Zellen  ohne  BNT162b2-Behandlung,  gesammelt  nach  24  
Stunden,  Behandlung  gesammelt  nach  6  Stunden;  Strg3:  Huh7-Zellen  ohne  BNT162b2-Behandlung,  gesammelt  nach  24  Stunden;  Strg4:
H;  Strg4:  Huh7-Zellen  ohne  BNT162b2-Behandlung,  gesammelt  nach  48  Stunden;  Ctrl5:  RNA  aus  Huh7-Zellen  Huh7-Zellen  ohne  
BNT162b2-Behandlung,  gesammelt  nach  48  Stunden;  Strg5:  RNA  aus  Huh7-Zellen,  behandelt  mit

BNT162b2  für  6  Stunden,  verdaut  mit  RNase.

Die  Zellen  wurden  6,  24  und  48  Stunden  lang  ohne  (Strg)  oder  mit  0,5  µg/ml  BNT162b2  behandelt.  Genomische  DNA  wurde  

gereinigt  und  mit  100  µg/ml  RNase  verdaut.  Die  PCR  wurde  an  allen  Proben  mit  zielgereinigten  und  mit  100  µg/ml  RNase  verdauten  Primern  durchgeführt .  Bei  allen  Proben  wurde  eine  PCR  mit  gezieltem  Primer-Targeting  durchgeführt

Tabelle  2.  Sanger-Sequenzierungsergebnis  des  BNT162b2-Amplikons.

Agarosegel.  BNT:  BNT162b2;  L:  DNA-Leiter;  Strg1:  kultivierte  Huh7-Zellen;  Strg2:  Huh7-Zellen  ohne  Gel.  BNT:  BNT162b2;  L:  DNA-Leiter;  Strg1:  kultivierte  Huh7-Zellen;  Strg2:  Huh7-Zellen  ohne  BNT162b2

Abbildung  5.  Nachweis  von  DNA-Amplikons  von  BNT162b2  in  mit  BNT162b2  behandelten  Huh7-Zellen.  Huh7  wurden  6,  24  und  

48  Stunden  lang  ohne  (Strg)  oder  mit  0,5  µg/ml  BNT162b2  behandelt.  Genomische  DNA  war
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Eine  präklinische  Studie  zu  BNT162b2  zeigte,  dass  BNT162b2  in  die  Zellen  der  menschlichen  Zelllinie  

HEK293T  eindringt  und  zu  einer  robusten  Expression  des  BNT162b2-Antigens  führt  [37].  Daher  

untersuchten  wir  in  dieser  Studie  zunächst  den  Eintritt  von  BNT162b2  in  die  Zellen  der  menschlichen  Leberzelllinie  Huh7.

Die  Wahl  der  in  dieser  Studie  verwendeten  BNT162b2-Konzentrationen  bedarf  einer  Erklärung.  BNT162b2  

wird  in  einer  Reihe  von  zwei  Dosen  im  Abstand  von  drei  Wochen  verabreicht,  und  jede  Dosis  enthält  30  µg  

BNT162b2  in  einem  Volumen  von  0,3  ml,  wodurch  die  lokale  Konzentration  an  der  Injektionsstelle  höchstens  

100  µg/ml  beträgt  [31].  Eine  frühere  Studie  zu  mRNA-Impfstoffen  gegen  die  Influenzaviren  H10N8  und  

H7N9  unter  Verwendung  eines  ähnlichen  LNP-Abgabesystems  zeigte,  dass  sich  der  mRNA-  Impfstoff  eher  

unspezifisch  auf  mehrere  Organe  wie  Leber,  Milz,  Herz,  Niere,  Lunge  und  Gehirn  verteilen  kann  und  dass  

die  Konzentration  in  den  Die  Leberfunktion  ist  etwa  100-mal  niedriger  als  die  der  intramuskulären  

Injektionsstelle  [38].  Im  Bewertungsbericht  zu  BNT162b2,  der  der  EMA  von  Pfizer  vorgelegt  wurde,  zeigten  

die  pharmakokinetischen  Verteilungsstudien  an  Ratten,  dass  sich  ein  relativ  großer  Anteil  (bis  zu  18  %)  der  

Gesamtdosis  in  der  Leber  verteilt  [26].  Wir  entschieden  uns  daher  für  die  Verwendung  von  0,5,  1  und  2  µg/

ml  Impfstoff  in  unseren  Experimenten  an  den  Leberzellen.

Im  BNT162b2-Toxizitätsbericht  wurden  weder  Genotoxizitäts-  noch  Karzinogenitätsstudien  vorgelegt  

[26].  Unsere  Studie  zeigt,  dass  BNT162b2  in  der  Leberzelllinie  Huh7  revers  in  DNA  transkribiert  werden  

kann ,  und  dies  könnte  Anlass  zur  Sorge  geben,  ob  von  BNT162b2  abgeleitete  DNA  in  das  Wirtsgenom  

integriert  werden  und  die  Integrität  der  genomischen  DNA  beeinträchtigen  könnte,  was  möglicherweise  

genotoxisch  sein  könnte  Nebenwirkungen.  Zum  jetzigen  Zeitpunkt  wissen  wir  nicht,  ob  die  von  BNT162b2  

revers  transkribierte  DNA  in  das  Zellgenom  integriert  ist.  Weitere  Studien  sind  erforderlich,  um  die  Wirkung  

von  BNT162b2  auf  die  genomische  Integrität  zu  belegen,  einschließlich  der  Sequenzierung  des  gesamten  

Genoms  von  Zellen,  die  BNT162b2  ausgesetzt  waren,  sowie  von  Geweben  von  menschlichen  Probanden,  
die  eine  BNT162b2-Impfung  erhalten  haben.

In  der  aktuellen  Studie  verwendeten  wir  eine  menschliche  Leberzelllinie  für  die  In-vitro-  Untersuchung.

4.  Diskussion

Eine  intrazelluläre  Akkumulation  von  LNP  in  Hepatozyten  wurde  in  vivo  nachgewiesen  [36].

Es  lohnt  sich  zu  untersuchen,  ob  die  Leberzellen  auch  das  aus  dem  Impfstoff  stammende  SARS-CoV-2-Spike-  

Protein  aufweisen,  was  die  Leberzellen  möglicherweise  zu  Zielen  für  zuvor  vorbereitete  Spike  -Protein-reaktive  

zytotoxische  T-Zellen  machen  könnte.  Es  liegen  Fallberichte  über  Personen  vor,  die  nach  der  BNT162b2-

Impfung  eine  Autoimmunhepatitis  entwickelten  [39] .  Um  ein  besseres  Verständnis  der  möglichen  Auswirkungen  

von  BNT162b2  auf  die  Leberfunktion  zu  erhalten,  sind  In-vivo-  Modelle  für  zukünftige  Studien  wünschenswert.

Das  menschliche  autonome  Retrotransposon  LINE-1  ist  eine  zelluläre  endogene  Reverse-Transkriptase  

und  das  einzige  verbleibende  aktive  Transposon  beim  Menschen,  das  sich  selbst  und  andere  nichtautonome  

Elemente  retrotransponieren  kann  [40,41],  und  ~17  %  des  menschlichen  Genoms  bestehen  aus  LINE-1 .  1  

Sequenzen  [42].  Die  nichtautonomen  Alu-Elemente,  kurze,  eingestreute  Nukleotidelemente  (SINEs),  Variable-

Number-of-Tandem-Repeats  (VNTR)  sowie  zelluläre  mRNA-prozessierte  Pseudogene  werden  durch  die  in  

trans  wirkenden  LINE-1-Retrotranspositionsproteine  retrotransponiert  [43,44].  Eine  aktuelle  Studie  zeigte,  

dass  endogenes  LINE-1  die  reverse  Transkription  und  Integration  von  SARS-CoV-2-Sequenzen  in  das  Genom  

infizierter  menschlicher  Zellen  vermittelt  [25].  Darüber  hinaus  ist  die  Expression  von  endogenem  LINE-1  häufig  

bei  einer  Virusinfektion,  einschließlich  einer  SARS-CoV-2-Infektion,  erhöht  [45–47].  Frühere  Studien  zeigten,  

dass  die  Retrotranspositionsaktivität  von  LINE-1  durch  den  RNA-Metabolismus  [48,49],  die  Reaktion  auf  DNA-

Schäden  [50]  und  die  Autophagie  [51]  reguliert  wird.  Eine  effiziente  Retrotransposition  von  LINE-1  ist  häufig  

mit  dem  Zellzyklus  und  dem  Abbau  der  Kernhülle  während  der  Mitose  [52,53]  sowie  mit  exogenen  Retroviren  

[54,55]  verbunden ,  was  den  Eintritt  von  LINE-1  in  den  Zellkern  fördert.  In  unserer  Studie  beobachteten  wir  

eine  erhöhte  LINE-1-ORF1p-Verteilung,  wie  durch  immunhistochemische  Untersuchungen  bestimmt.

In  dieser  Studie  legen  wir  Beweise  dafür  vor,  dass  der  COVID-19-mRNA-Impfstoff  BNT162b2  in  vitro  in  
die  menschliche  Leberzelllinie  Huh7  eindringen  kann.  BNT162b2-mRNA  wird  bereits  6  Stunden  nach  der  

BNT162b2-Exposition  intrazellulär  revers  in  DNA  transkribiert .  Ein  möglicher  Mechanismus  für  die  Reverse  

Transkription  ist  die  endogene  Reverse  Transkriptase  LINE-1,  und  die  Kernproteinverteilung  von  LINE-1  wird  

durch  BNT162b2  erhöht.

Allerdings  sollte  die  Wirkung  eines  breiteren  Spektrums  niedrigerer  und  höherer  Konzentrationen  von  
BNT162b2  auch  in  zukünftigen  Studien  überprüft  werden.
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Chemie  im  Zellkern  durch  BNT162b2  bei  allen  getesteten  Konzentrationen  (0,5,  1  und  2  µg/ml),  während  

bei  der  höchsten  BNT162b2-Konzentration  (2  µg/ml)  eine  erhöhte  LINE-1-Genexpression  festgestellt  

wurde .  Es  ist  erwähnenswert,  dass  die  Gentranskription  durch  Chromatinmodifikationen ,  die  Regulierung  

des  Transkriptionsfaktors  und  die  Geschwindigkeit  des  RNA-Abbaus  reguliert  wird,  während  die  

translationale  Proteinregulierung  die  Rekrutierung  von  Ribosomen  am  Startcodon,  die  Modulation  der  

Peptidverlängerung,  die  Beendigung  der  Proteinsynthese  usw.  umfasst  Ribosomenbiogenese.  Diese  

beiden  Prozesse  werden  durch  unterschiedliche  Mechanismen  gesteuert  und  zeigen  daher  möglicherweise  

nicht  immer  die  gleichen  Änderungsmuster  als  Reaktion  auf  externe  Herausforderungen.  Die  genaue  

Regulierung  der  LINE-1-  Aktivität  als  Reaktion  auf  BNT162b2  verdient  weitere  Untersuchungen.

Unsere  Studie  ist  die  erste  In-vitro-  Studie  zur  Wirkung  des  COVID-19-mRNA-Impfstoffs  BNT162b2  auf  die  menschliche  

Leberzelllinie.  Wir  präsentieren  Beweise  für  den  schnellen  Eintritt  von  BNT162b2  in  die  Zellen  und  die  anschließende  intrazelluläre  

reverse  Transkription  von  BNT162b2-mRNA  in  DNA.

Das  Zellmodell,  das  wir  in  dieser  Studie  verwendet  haben,  ist  eine  Karzinomzelllinie  mit  aktiver  DNA-Replikation,  die  sich  

von  sich  nicht  teilenden  somatischen  Zellen  unterscheidet.  Es  wurde  auch  gezeigt,  dass  Huh7-Zellen  deutlich  unterschiedliche  Gen-  

und  Proteinexpressionen  aufweisen,  einschließlich  hochregulierter  Proteine,  die  am  RNA-Metabolismus  beteiligt  sind  [56].  Die  

Zellproliferation  ist  jedoch  auch  in  mehreren  menschlichen  Geweben  wie  dem  Knochenmark  oder  den  Basalschichten  von  

Epithelzellen  sowie  während  der  Embryogenese  aktiv.  Daher  ist  es  notwendig,  die  Wirkung  von  BNT162b2  auf  die  genomische  

Integrität  unter  solchen  Bedingungen  zu  untersuchen .  Darüber  hinaus  wurde  auch  über  eine  wirksame  Retrotransposition  von  

LINE-1  in  sich  nicht  teilenden  und  terminal  differenzierten  Zellen  wie  menschlichen  Neuronen  berichtet  [57,58].
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Der  EMA-Bewertungsbericht  von  Pfizer  zeigte  auch,  dass  sich  BNT162b2  in  der  Milz  (<1,1  %)  und  

den  Nebennieren  (<0,1  %)  verteilt  und  eine  geringe  und  messbare  Radioaktivität  in  den  Eierstöcken  und  

Hoden  (<0,1  %)  aufweist  [26].  Darüber  hinaus  sind  im  Bewertungsbericht  der  EMA  von  Pfizer  keine  Daten  

zur  Plazentaübertragung  von  BNT162b2  verfügbar.  Unsere  Ergebnisse  zeigten,  dass  BNT162b2-mRNA  

leicht  in  Huh7-Zellen  in  einer  Konzentration  (0,5  µg/ml)  eindringt,  die  0,5  %  der  Konzentration  an  der  lokalen  

Injektionsstelle  entspricht ,  Veränderungen  in  der  LINE-1-Gen-  und  Proteinexpression  induziert  und  

innerhalb  von  6  Stunden  die  umgekehrte  Transkription  von  BNT162b2  auslöst  erkannt  werden  kann.  Daher  

ist  es  wichtig,  die  Wirkung  von  BNT162b2  auf  andere  Zelltypen  und  Gewebe  sowohl  in  vitro  als  auch  in  vivo  
weiter  zu  untersuchen.

Ergänzende  Materialien:  Die  folgenden  unterstützenden  Informationen  können  heruntergeladen  werden  unter:  https: //www.mdpi.com/

article/10.3390/cimb44030073/s1.
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