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Die SARS-CoV-2 Pandemie flihrte zu intensiven Anstrengungen zur Erforschung neu auftretender
Virusvarianten, der Transmissionswege und der Pathophysiologie respiratorischer viraler Infektionen.
Trotz des Erfolgs der Impfung zeigte sich die Notwendigkeit fir die Entwicklung neuer, innovativer
antiviraler Strategien, insbesondere die Erforschung von Therapieansatzen welche auch bei zukiinftigen
Pandemien rasch adaptiert und zum Einsatz kommen und so die sogenannte ,pandemic prepardness*
verbessern konnten. Mit diesem Ziel wurde das Verbundvorhaben ViKon als Kooperation des dem
Leibniz-Institut fir Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie — Hans-Knéll-Institut (TV1), dem Institut
fir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie der Friedrich-Schiller-Universitat Jena (TV2), der
Julius-Maximilian-Universitat Wirzburg (TV3) sowie dem Leibniz Institut fir Virologie in Hamburg (TV4)
durchgefihrt.

Unter Berlcksichtigung der jeweiligen Expertisen wurde in enger Zusammenarbeit und interdisziplinar
das Projekt ,Zielgesteuerte Elimination von SARS-CoV-2 durch Mikropartikel-basierte hochaffine Virus-
Binde-Konjugate® bearbeitet. Wissenschaftlicher Ausgangspunkt fir das Vorhaben war die
hochspezifische Virus-Wirt-Interaktion in Form vom viralen Oberflachenprotein (Spike-Protein) mit dem
Angiotensin-konvertierenden Enzym 2 (ACE2) humaner Zellen. Viren werden auf Grund ihrer geringen
GrolRe mittels Endozytose oder Makropinozytose in Immunzellen aufgenommen und nutzen diese
anschliel3end fir ihre eigene Replikation. Eine Eliminierung von SARS-CoV-2 mittels Phagozytose und
anschliel3ender Prozessierung in einem Phagolysosomen wird somit umgangen. Durch die Verwendung
hochaffiner Bindekonjugate sollten groRere Virus-Aggregate gebildet werden und durch die
GrolRenzunahme die aktive Nutzung des Phagozytose-Mechanismus forciert werden. Zur Umsetzung
wurden Nanopartikel aus PLGA formuliert, welche anschlieRend mit einem hochaffinen ACE2-homologen
Peptid funktionalisiert werden sollten. Man entschied sich fiir PLGA, da es zum einen bioabbaubar ist
und somit eine Anreicherung von Mikroplastik vermieden wird, und zum anderen da es als Biopolymer
bereits durch die FDA in der medizinischen Verwendung zugelassen ist. Auf der anderen Seite gestaltete
sich die Peptidsynthese als herausfordernd und letztendlich wurde ein von einer Forschungsgruppe um
David Baker bereits vertffentlichter Miniprotein-Inhibitor (im folgenden Minibinder) verwendet.
Funktionalisierte Nanopartikel zeigten eine Bindung der SARS-CoV-2-RBD und deren therapeutischer

Einsatz erzielte eine signifikante Virusneutralisierung in vitro. Durch die standige Optimierung der Partikel
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selbst als auch des Minibinders wurde unter Verwendung von Click-Cemie ein modulares System
geschaffen. Diese Module kénnen im spateren Verlauf einzeln modifiziert werden um folglich schnell und
effektiv auf ,Variants of Concern® zu reagieren. Des Weiteren ermoglicht das etablierte Baukastenprinzip
eine Anpassung an weitere respiratorische Viren wie RSV und/oder Influenza. Neben der Neutralisation
wurden die Partikel sowohl von chemisch-physikalischer Seite hinsichtlich ihrer Stabilitat oder
GrolRenhomogenitat als auch von biologischer Seite umfassend charakterisiert. Insbesondere die
Verwendung zahlreicher Zellmodelle, welche simple Zellkulturen (Calu-3, THP-1 und RAW264.7),
komplexe Liquid-Air Interfaces als auch primare humane Zellen (PBMCs) umfassten wurden verwendet.
Dabei wurden die Fragestellungen der Zytotoxizitat, Fahigkeit zur Phagozytose und intrazellularer
Prozessierung, sowie Immunmodulation adressiert. Neben der Virus-Partikel-Komplex Bildung und der
daraus resultierenden Virusneutralisation, waren diese Aspekte entscheidend fir den Erfolg des
Projektes und die letztendlich geplante in vivo Translation. Die Phagozytose bildet die Grundlage fir die
effektive Eliminierung der Viruskomplexe im Phagolysosom, sowie in Konsequenz eine verbesserte und
schnellere Antigenprasentation und Initialisierung der T- und B-Zellantwort. Im Projektzeitraum konnte
eine effiziente Aufnahme der Virus-Partikel-Komplexe durch Immunzellen und die anschlieBende

intrazellulare Anséduerung und Rekrutierung Phagolysosomaler-Marker belegt werden.

Im Anschluss an die in vitro Arbeiten und unter einer Laufzeitverlangerung des Projektes wurde in
Kooperation mit den Verbundpartnern aus Jena und Hamburg ein Konzept erarbeitet, um das
therapeutische Potential der funktionalisierten Nanopartikel (,best hit* VBKs) in dem Tiermodell
~oyrischer Goldhamster zu validieren. Dieses Modell spiegelt wesentliche Aspekte der SARS-CoV-2
Pathogenese wieder und wurde zu vor im Detail am LIV, Hamburg etabliert und charakterisiert. Im
Rahmen dieser Versuche wurde zundchst ein pharmakokinetisches Profil der Verbindungen
aufgenommen, um eine geeignete Dosis fiir die Wirksamkeitsstudie zu identifizieren. Leider konnte zum
jetzigen Zeitpunkt noch kein protektiver Effekt der VBKs in den SARS-CoV-2 infizierten Goldhamstern

erzielt werden.

Schlussendlich konnten wir als Verbundprojekt ViKon im Rahmen von InfectControl das geplante
Projektvorhaben in Form einer ,Zielgesteuerte Elimination von SARS-CoV-2 durch Mikropartikel-basierte
hochaffine Virus-Binde-Konjugate® erfolgreich bearbeiten. Es ist uns gelungen ein innovatives, modulares
Therapiekonzept zu etablieren und auf Grund der bewilligten Laufzeitverlangerung sowohl in vitro als
auch in vivo zu charakterisieren. Die enge Zusammenarbeit und der stetige Austausch der Projektpartner,
insbesondere aus Jena und Hamburg, ermdglichten die Lésung zahlreicher Herausforderungen und den
Ausbau einer umfassenden methodischen Expertise. Diese Bemiihungen ermdéglichten die Anmeldung

eines Patentes am 14. November, 2023.
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Projektabschlussbericht - Teil Il Langbericht
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FKZ: 03Covi7C

Laufzeit des Vorhabens: 01.01.2021 - 30.06.2024

Ziel des Teilprojekts war es, die Binde- und Neutralisationseigenschaften der im Projekt entwickelten
Peptid/Nanopartikel an das Spike Protein des SARS-CoV2 Virus zu charakterisieren. Dies sollte
mithilfe von sogenannten pseudotypisierten Viren erfolgen, welche die Arbeit unter der
Sicherheitsstufe 1 und damit die Durchfuhrung verschiedenster Analysen erlauben. Dafir wurde ein
VSV (Vesikulares Stomatitis Virus) - Spike-pseudovirales System etabliert (Abbildung 1). Als
"Pseudotypisierte Partikel" werden VSV benutzt, aus deren Genom das eigene Hiillprotein (VSV-G)

entfernt wurde.
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Abbildung 1: Das VSV-Spike pseudovirale System. A) Schematische Darstellung des VSV wildtyp Genoms (VSVwt) (obere
Abbildung) und des modifizierten VSV Genoms, welches fiir die Herstellung der Spike-pseudoviralen Partikel verwendet wird
(VSVAG) (untere Abbildung). Zur Herstellung des VSVAG Genoms wurde das endogene VSV Oberflachenprotein G mit GFP ersetzt.
B) Schematische Darstellung der Herstellung Spike-pseudoviraler Partikel. 293T-Zellen werden mit einem SARS-CoV2-Spike
exprimierendem Plasmid transfiziert. 24h nach Transfektion erfolgt die Infektion mit VSVAG. 16-24h nach Infektion wird der die
Spike-pseudoviralen Partikel (VSV-pS-GFP) enthaltende Zellkulturiiberstand abgenommen, aliquotiert und die Infektitsitat
bestimmt.
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Die Viren werden in Zellen hochgezogen, welche das SARS-CoV-2-Spike-Protein nach Transfektion
transient exprimieren. Dadurch bauen die VSV-Partikel beim sogenannten "budding" aus der Zelle
das SARS CoV2 Spike Protein als "Pseudotyp” in ihre eigene Hille ein (VSV-pS). Die Infektion von
Zielzellen erfolgt dann Gber den Spike abhéngigen Aufnahmemechanismus von SARS-CoV2. Diese
Viren kdnnen unter standardisierten S1 Laborbedingungen eingesetzt werden. Wir benutzen VSV-
pS Varianten, welche zusatzlich GFP exprimieren, wenn sie Zielzellen erfolgreich infiziert haben
(VSV-pS-GFP).

Optimierung der Herstellung VSV-Spike pseudoviraler Partikel

Um ausreichend VSV-pS-GFP fir die geplanten Untersuchungen und fur die Kooperationspartner
zu Verfugung zu haben, wurde die Produktion in ,analytischem Maf3stab® optimiert. Ein wichtiges
Bottleneck in der Herstellung der Spike-Pseudoviren stellt die ausreichende Expression der Spike
Proteine an der Zellmembran dar, da hier der Zusammenbau der VSV Partikel stattfinded. Das
Wildtyp-Spike-Protein enthélt eine Sequenz im C-terminus (KxxHxx-COOH), welche die Retention
des Proteins im endoplasmatischen Retikulum (ER) verursacht, da der Zusammenbau der SARS-
CoV2 Virionen in ER-Golgi Kompartimenten stattfindet. Lediglich ein relativ kleiner Anteil der Spike
Proteine befindet sich an der Zellmembran. Um die toxischen Effekte einer zu starken
Uberexpression des Spike Proteins zu vermeiden und gleichzeitig die Verfiigbarkeit des Proteins an
der Zellmembran zu erhéhen, wurde das ,ER Retention Signal® von KxxHxx zu AxxAxx mutiert. Mit
der Verwendung des modifizierten Spike-Expressionsplasmids konnte die Ausbeute an VSV-pS-

GFP um ein Vielfaches gesteigert werden.

Parallel dazu wurde ein Ansatz verfolgt, replikationskompetente VSV-pS-GFP herzustellen, um die
Produktion von Spike-tragenden VSV Partikeln zu optimieren. Mit Hilfe eines ,reverse-genetics®-
Verfahrens wurden rekombinante VSV-Pseudoviren hergestellt, welche anstelle des endogenen
VSV-Oberflachenproteins G fiir das SARS-CoV2-Spike als Oberflachenprotein kodieren. Dazu
wurde im Plasmid, das fir die genomische RNA codiert, der endogene G open reading frame
deletiert und mit der Spike kodierenden Sequenz ersetzt. Zusatzlich wurden open reading frames
fur GFP und Luziferase in dieses Plasmid eingefiigt, um eine einfache Detektion und Quantifizierung
der Infektion zu erlauben. Diese rekombinanten VSV-rS Viren kénnen nun selbststandig in ACE2-

exprimierenden Zellen replizieren.

Allerdings gestaltete sich die genetische Manipulation des Spike Proteins in diesem System sehr
viel aufwandiger und weniger flexibel als dies mit dem Transfektions-Infektions Ansatz der Fall war.
Des Weiteren zeigte es sich als technisch sehr anspruchsvoll, replikationskompetente Viren zu

erzeugen. Da auch die Ausbeute an Pseudoviren nicht deutlich vergré3ert werden konnte, wurde
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dieser Ansatz im weiteren Verlauf des Projekts nicht weiterverfolgt und angewendet, insbesondere

da fir den weiteren Verlauf des Projekts mehrere Manipulationen am Spike-Protein geplant waren.

Herstellung fluoreszenzmarkierter Spike-abhangiger viraler Partikel

Ziel war es, VSV-pS-GFP herzustellen, bei denen das Spike Protein mittels ,Click“-Chemistry
fluoreszent markiert werden kann. Zuerst wurden hierzu Stellen im Spike Protein identifiziert, die
den funktionellen Einbau einer synthetischen Aminosaure (,Clickbare Aminosaure*) erlauben, ohne
dabei die Eigenschaften des Spike Proteins zu verdndern oder dessen Expression zu
beeintrachtigen. Es wurden mehrere Kandidaten-Positionen getestet. Hierzu wurden mittels "site-
directed mutagenesis" die gewinschte Mutation in den Spike open reading frame des Spike
exprimierenden Plasmids eingefligt. Anschlieend wurden diese Plasmide mit den modifizierten
Spike Sequenzen zusammen mit einem Plasmid, das die tRNA spezifisch fur die synthetische
Aminosaure exprimiert (unter Zugabe der synthetischen Aminosaure), in Zellen transfiziert und mit
VSV-dG infiziert. Die resultierenden modifzierten Spike-abhéngigen Pseudoviren wurden
anschliel3end mit Wildtyp-Spike hinsichtlich Inkorporierung, Infektiositat und Ausbeute verglichen.
Es konnten 2 Stellen im Spike Protein identifiziert werden, die den Einbau einer synthetischen
Aminosaure und die Generierung von fluoreszenzmarkierten, Spike-abhéangigen pseudoviralen
Partikel erlauben. Diese neu entwickelten Reagenzien dienten als wichtiges Werkzeug fir die

Untersuchungen der Phagozytose-Eigenschaften.

Herstellung von VSV-pS-GFP mit verschiedenen Spike Genotypen

Gleich bei der Antragstellung wurde die Mdglichkeit mit einbezogen, dass das Spike Protein und
insbesondere die Rezeptor-Binde-Domane (RBD) des Spike Proteins im weiteren Verlauf der
Pandemie mutieren wird. Daher war geplant, Pseudoviren mit mutierten Spike Sequenzen
herzustellen, um zu untersuchen, inwiefern die Nanopartikel das Potenzial haben, Mutationen im
Spike Protein zu tolerieren. Dazu sollte eine Plasmid-basierte Bibliothek an Spike Varianten mit
verschiedenen Mutationen in der RBD hergestellt werden. Da im Verlauf der Pandemie aber
kontinuierlich neue Virusvarianten mit veranderten Spike Proteinen und veranderten RBDs auftraten
(alpha-, beta-, gamma-, delta- und verschiedene omikron-Varianten), wurden im Verlauf des
Projekts diese natirlich aufgetretenen Varianten anstelle kinstlich generierter Varianten zur

Herstellung der VSV-pS-GFP mit verschiedenen Spike Genotypen verwendet.
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Neutralisationstestung der Nanopartikel

Von den Kooperationspartnern wurden zahlreiche Virus-bindende Konjugate zur Verfugung gestellt,
die von uns mithilfe der generierten Pseudoviren hinsichtlich ihrer neutralisierenden Eigenschaften
gegeniber Spike-Wildtyp als auch gegen Spikevarianten unterschiedlicher SARS-CoV-2 Genotypen
untersucht wurden. Die bereits fur die Messung von Seren etablierten Neutralisationsassays wurden
adaptiert, um zu untersuchen, ob die Nanopartikel eine Spike-vermittelte Infektion verhindern
kdnnen. Hierzu wurden serielle Verdiinnungen der verschiedenen Nanopartikel-Formulierungen mit
einer definierten Menge Spike-exprimierender VSV-Pseudoviren inkubiert und anschliel3end auf
Vero-Zellen sowie auf humane Lungenadenokarzinom-Zellen (Calu3) gegeben. Diese Zellen sind
sehr empfanglich fir eine Infektion mit SARS-CoV2. Als Kontrollen wurden VSV, die mit G
pseudoypisiert waren, sowie Nanopartikel ohne Peptid verwendet. Die halb-maximal inhibitorische
Konzentration (IC50) wurde mittels Quantifizierung der GFP positiven Zielzellen bestimmt. Ein
ganzes Spektrum von Nanopartikel/Peptid Kombination wurde mit Hilfe dieses Assays auf ihre
Neutralisationsfahigkeit von Spike-exprimierenden viralen Partikeln untersucht und verglichen.

Auf diese Weise konnten 2 Virus-bindend Konjugate identifiziert werden, die ein breites Spektrum

an VSV-pS-GFP mit unterschiedlichen Spike Genotypen sehr effizient neutralisieren konnten.

Testung der Phagozytoseeigenschaften der Nanopartikel nach Bindung von Viren

Ziel war es zu testen, wie die Bindung viraler Partikel durch die ACE2-funktionalisierten Nanopartikel
die Phagozytose und Elimination der Viren bewirkt. Hierfir wurden verschiedene
Phagozytoseassays mit primaren murinen und humanen Zellen adaptiert und fur die spezifischen
Anwendungen etabliert. Es wurden Makrophagen Kulturen aus murinem Knochenmark sowie
humane Makrophagen aus Monozyten des peripheren Bluts generiert. Standard-Phagozytose
Assays fir die durchflusszytometrische Messung wurden mit daflir etablierten, kommerziell
verfligbaren fluoreszierenden Beads etabliert und dienten im Verlauf als Positivkontrolle und interne
Standards. Die Phagozytose der Beads erfolgte durch die Blockade mit Cytochalasin D

(Negativkontrolle).

Um die Phagozytose der Nanopartikel nach Bindung von Viren zu testen, wurden diese mit
Fluorochrom-markierten Spike-tragenden VSV-pS-GFP beladen und anschlielend wurde die
Aufnahme in Makrophagen quantifiziert sowie die Effizienz der Elimination von Viren gemessen.
Dabei konnten Nanopartikel Formulierungen mit optimalen Phagozytose Eigenschaften identifiziert

werden.
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Zusammenfassung:
Zusammenfassend wurden im Teilprojekt die Binde-, Neutralisations- und

Phagozytoseeigenschaften der im Konsortium entwickelten Peptid/Nanopartikel an das Spike
Protein des SARS-Cov2 Virus in verschiedensten, fir das Projekt entwickelten und etablierten
Systemen und Spike-mutanten getestet und detailliert charakterisiert. Diese Arbeiten waren wichtig,
und das Design der Virus-Binde-Konjugate zu optimieren und funktionale Formulierungen zu
identifizieren, die dann in den anderen Teilprojekten weiter untersucht werden konnten. Die im
Teilprojekt etablierten Methoden und Testsysteme wiirden &hnliche Untersuchungen im Kontext neu
auftretender pandemischer Viren deutlich erleichtern und tragen auch dadurch zur pandemic

prepardness bei.
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