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Abstract: Wir zeigen, dass negativ geladene Polysulfate durch
elektrostatische Wechselwirkungen an das Spike-Protein von
SARS-CoV-2 binden. Durch einen Plaquereduktionstest ver-
glichen wir die hemmende Wirkung von Heparin, Pentosan-
polysulfat, linearem Polyglycerolsulfat (LPGS) und hyper-
verzweigtem Polyglycerolsulfat (HPGS) gegeniiber SARS-
CoV-2. Dabei ist das synthetische LPGS der vielverspre-
chendste Inhibitor mit ICs,= 67 ugmL™" (ca. 1,6 um) und zeigt
eine 60-fach hohere virushemmende Aktivitit als Heparin
(ICsy=4084 ugmL™") bei zugleich deutlich geringerer gerin-
nungshemmender Aktivitit. Aufierdem konnten wir durch
Molekiildynamiksimulationen bestitigen, dass LPGS stirker
an das Spike-Protein bindet als Heparin selbst und dass LPGS
sogar noch stirker an die Spike-Proteine der neuen N501Y-
und E484K-Varianten bindet. Unsere Studien belegen, dass die
Aufnahme von SARS-CoV-2 in Wirtzellen iiber elektrostati-
sche Wechselwirkungen blockiert werden kann. Deshalb kann
LPGS als vielversprechender Prototyp fiir das Design weiterer
neuartiger viraler Inhibitoren von SARS-CoV-2 herangezogen
werden.

Einleitung

Das schwere akute respiratorische Syndrom Coronavi-
rus 2 (SARS-CoV-2) stellt weltweit ein anhaltend bedeuten-
des Gesundheitsproblem dar.'! Das Verstindnis des Mecha-
nismus der Virusanlagerung und des Eintritts in die Wirtzelle
ist entscheidend fiir die Entwicklung von geeigneten
Hemmstoffen. Bei einer Reihe von Viren sind elektrostati-
sche Wechselwirkungen fiir die Anheftung des Virions an die
Zelloberfliche verantwortlich.>?! Cagno et al.”! haben kiirz-
lich experimentelle Beweise fiir die Bedeutung dieses Pro-
zesses bei einer groen Anzahl von Viren zusammengetragen
und diskutiert (siche Tabelle 1 in Lit. [2]). Abbildung 1 zeigt
schematisch die ersten Schritte der Virusaufnahme in die
Zellen. Virionen lagern sich zundchst an Syndecane und
Glypicane (=Heparansulfatproteoglykane (HSPGs)) an,
welche auf der Zelloberflache der meisten Korperzellen in
hoher Dichte exprimiert sind.”! Jedes HSPG besteht aus ei-
nem Protein und einer hochgeladenen Glykosaminogly-
kan (GAG)-Kette. Die negativ geladenen Heparansul-
fat (HS)-Ketten des HSPG interagieren mit basischen Prote-
indoménen der viralen Kapsidproteine. Wie in Abbildung 1
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Tabelle 1: Zusammenfassung der antiviralen Wirksamkeit von Polysulfaten.
Probe Hydrodynamischer C-Potential 1Cs 1Cs 1Cs

Durchmesser [nm]®! [mV] [ugmLd [um] [mm -SO,7]

LPG,0Sg o4 6.7£3.3 —26.1£0.7 66.94+32.0 1.6£0.8 0.4+0.2
LPG 5047 6.5+3.8 183406 679.7+175.7 22.7+5.9 40+1.0
LPG¢Sos n.dd —29.140.7 >10000 - -
HPG 10501 51423 —249+35 1909.0+342.3 9544172 113420
HPGs00S0.5 143+£7.7 212423 658.5 +492.5 0.74£0.5 39429
HPG600S0.50 34.8+12.2 ~17.0+18 >10000 - -
Heparin 10.9£5.3 —31.2+19 4084.0£396.3 272.3+26.4 2.2+0.6
Pentosansulfat n.d.4 ~-29.8+23 1310.0+£292.8 - 21405

[a] Sulfatierungsgrad aus Elementaranalysen. [b] durch DLS. [c] Plaque-Reduktionsassay. [d] Nicht nachweisbar.
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Abbildung 1. Links: Die Bindung von SARS-CoV-2 an oberflichenexpo-
niertes Heparansulfat erleichtert das Eindringen des Virus. Rechts:
Kompetitive Bindung an I8sliche synthetische Polyglycerolsulfate
schirmt die virale Oberfliche ab und reduziert damit die Infektivitat.

dargestellt, nutzt SARS-CoV-2 diese unspezifische elektro-
statische Wechselwirkung aus, um seine Konzentration auf
der Zelloberfliche zu erhéhen und um sich letztendlich an
einen spezifischeren Rezeptor zu binden, ndmlich das An-
giotensin-konvertierende Enzym?2 (ACE2, Angiotensin
Converting Enzyme).

Aktuelle Studien bestétigen, dass elektrostatische Wech-
selwirkungen wichtig fiir die Infektion von Zellen durch
SARS-CoV-2 sind.¥! So fiihrten Kim et al. zum Beispiel eine
Reihe von systematischen Oberflichenplasmonenreso-
nanz (SPR)-Studien zur Bindung des SARS-CoV-2-Spike-
Proteins an Heparin durch.’! Diese Untersuchungen ergaben
Bindungskonstanten von bis zu 40 pM, die auf elektrostatische
Wechselwirkungen zuriickzufiihren sind. AuBlerdem fanden
Kwon et al. heraus, dass die Zugabe von l6slichem HS die
Infektiositdit von SARS-CoV-2-Zellen hemmt, was die Be-
deutung von HS fiir die Aufnahme des Virus in die Wirtzelle
nochmals unterstreicht.l”! Kiirzlich veroffentlichte Studien
von Clausen et al. zeigten, dass der Bereich der positiven
Ladungen auf der Oberfldache der Rezeptor-Bindungsdoméne
(RBD) von SARS-CoV-2 wesentlich groBer ist als der von
SARS-CoV."! Wie in Abbildung 1 dargestellt, haben weitere
Untersuchungen gezeigt, dass das Eindringen des Virus in die
Wirtzelle primér durch die Bindung des Spike-Proteins an das
HSPG ausgeldst wird.®! Im zweiten Schritt interagiert das
angehéngte Virion mit ACE2, dem eigentlichen Rezeptor fiir

© 2021 Die Autoren. Angewandte Chemie versffentlicht von Wiley-VCH GmbH

die Aufnahme von SARS-CoV-2."'"! Die essentielle Rolle
elektrostatischer Wechselwirkungen beim Viruseintritt stellt
den Hauptwirkungsmechanismus fiir hochgeladene anioni-
sche Inhibitoren dar. Sowohl Heparin als auch synthetische
Virusinhibitoren auf der Basis hochgeladener anionischer
Dendrimere wurden in dieser Hinsicht intensiv unter-
sucht, [t

Die hier vorgestellte Arbeit folgt unserer Hypothese, dass
Wechselwirkungen zwischen Ladungstrigern von zentraler
Bedeutung sind, um die Aufnahme von SARS-CoV-2 in die
Zelle zu verhindern. Wie bereits kiirzlich diskutiert!'*"™
wurde, wirken elektrostatische Wechselwirkungen haupt-
sichlich durch die Freisetzung von Gegenionen:[”?! Positiv
geladene Bereiche auf der Oberfldache von Proteinen stellen
multivalente Gegenionen zu stark negativ geladenen Poly-
elektrolyten dar, wie zum Beispiel Heparin, wodurch eine
betrédchtliche Menge an Gegenionen, die an den Polyelek-
trolyten assoziiert sind, in die Fliissigkeit freigesetzt wird.[*!"]
Positiv geladene Bereiche sollten daher bei der Entwicklung
neuer viraler Entry-Inhibitoren als zielgerichtete Andock-
stellen beriicksichtigt werden. In Anbetracht dieser Tatsache,
dass sich diese positiv geladenen Bereiche in unmittelbarer
Nihe der ACE2-Bindungsstelle des Spike-Proteins befin-
den,” ist es sehr wahrscheinlich, dass Inhibitoren, welche an
diese positiv geladenen Reste gebunden sind, die ACE2-
Bindung unterbrechen und daher die Aufnahme des Virus
verhindern.”!

Eine systematische Untersuchung der Interaktionen des
SARS-CoV-2-Virions mit der Zelloberfldche erfordert eine
detaillierte Erforschung der lokalen Wechselwirkung von HS
mit Spike-Proteinen. Die detaillierte Aufklidrung dieser
Wechselwirkung ist gerade zum Ende des vergangenen Jahres
mit dem Auftreten neuer Virusmutanten von noch dringli-
cherer Bedeutung geworden. Es scheint, dass diese Mutanten
eine viel hohere Infektiositit aufweisen.”” Die Variante
N501Y ist infektioser als der Wildtyp-Virus, und ein Virus,
welcher diese Mutation trigt, wurde so angepasst, dass er
Maiuse infiziert, die vom Wildtyp-SARS-CoV-2 allerdings
nicht infiziert wurden.’” Die E484K-Substitution ermdoglicht
es dem Virus, neutralisierenden Antikorpern zu entgehen.”!
Docking-Studien und MD-Simulationen erfordern nur die
einfach zugénglichen Daten des Spike-Proteins und bieten ein
leistungsfahiges und zugéngliches Tool zur Bewertung dieser
Mutationen durch quantitative Computersimulationen.
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In dieser Studie haben wir das Potential verschiedener
Polysulfate als so genannte Entry-Inhibitoren gegeniiber
SARS-CoV-2 systemisch untersucht. Die experimentellen
Studien wurden durch MD-Simulationen gestiitzt. Mittels
eines Plaquereduktionstests wurde jeweils der 1Cs-Wert von
verschiedenen hoch sulfatierten Polyelektrolyten be-
stimmt.’**! Dabei haben wir die beiden natiirlich vorkom-
menden Polysulfate, ndmlich Heparin und Pentosansulfat,
mit den hoch sulfatierten Polyglycerinen, die eine neue Klasse
synthetischer Inhibitoren darstellen, miteinander verglichen.
Durch den direkten Vergleich von linearem (LPGS) und
hyperverzweigtem Polyglycerolsulfat (HPGS) haben wir den
Einfluss des Molekulargewichts wie auch der Molekiilarchi-
tektur auf die inhibitorische Wechselwirkung untersucht.
Mittels MD-Simulationen wurde die Bindung von mutierten
Spike-Proteinen an LPGS untersucht. Wir analysierten de-
tailliert die Wechselwirkung von HS mit dem Spike-Protein,
um unsere experimentellen Ergebnisse zur Inhibition zu er-
kldren. Dariiber hinaus untersuchten wir auch die N501Y-
und E484K-Mutanten hinsichtlich ihrer Virusbindung an HS.
Das Ziel unserer Untersuchungen war es in erster Linie, ein
vollstdndig quantitatives Verstdndnis der Hemmung von
SARS-CoV-2 durch Polyanionen zu erlangen, aber auch die
Verianderungen der Inhibition durch die neuartigen Muta-
tionen des Virusgenoms zu erforschen.

Ergebnisse und Diskussion

Elektrostatische Wechselwirkungen von SARS-CoV-2
mit Wirtzellen. Frithere Studien zeigten die Bedeutung
elektrostatischer Wechselwirkungen im Zusammenhang mit
einer SARS-CoV-2-Infektion. In der RBD von SARS-CoV-2
befinden sich fiinf positiv geladene Aminosduren direkt ne-
ben der ACE2-Bindungsstelle: R346, R355, K444, R466 und
R509. Diese Aminosduren bilden einen positiv geladenen
Bereich, welcher an der AuBenseite der RBD (in Abbil-
dung 2b blau dargestellt) lokalisiert ist und die Bindungsaf-
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Abbildung 2. a) Kristallstruktur der SARS-CoV-2-Spike-Protein-Rezep-
tor-Bindungsdomine (RBD) (PDB-ID: 6MO0))®?"! mit einigen wichtigen
kationischen Resten, welche mit polyanionischen Liganden interagie-
ren kénnen. b) Elektrostatische Ladungsverteilung der Bindungsdoma-
ne. ¢) Schematische Darstellungen von linearen und hyperverzweigten
Polyglycerolsulfaten und natiirlich vorkommenden Polysulfaten. Die
negativ geladenen Gruppen sind rot markiert.
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finitit des Virus an den ACE2-Rezeptor erhoht.”?” Im Falle
der E484K-Mutante kommen eine weitere Aminosdure
(K484) und damit einhergehend eine weitere positive Ladung
im RBD hinzu, welche die virale Bindung an HS noch weiter
verstirken diirfte.””! Jiingste Studien haben gezeigt, dass der
positiv geladene Bereich zur Virusbindung an HS auf der
Zelloberfldche beitrdgt, indem er das Andocken des Virus an
die Zelloberfliche erleichtert.’”! Basierend auf dieser Er-
kenntnis, dass die Spaltung von HS von der Zelloberfl4che die
Infektion mit SARS-CoV-2 hemmt, wurde ein zweistufiger
Prozess von SARS-CoV-2 angenommen, der in Abbildung 1
dargestellt ist.® Die Bindung von HS ist gewissermaBen die
Eintrittskarte fiir die Interaktion zwischen der RBD mit den
Bindungsstellen des ACE2-Rezeptors.!”

Die Tatsache, dass die Aufnahme von SARS-CoV-2 in
Wirtzellen iiber elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
Zelloberflaichen HS und Spike-Protein blockiert werden
kann, inspirierte uns, die in Abbildung 2c¢ gezeigten Polysul-
fate beziiglich ihrer hemmenden Wirksamkeit gegeniiber
SARS-CoV-2 zu testen. Heparin wurde verwendet, um die
durch COVID-19 induzierte Blutgerinnung zu verhin-
dern.”**l Es konnte nachgewiesen werden, dass die ACE2-
Bindung durch Heparin gestort werden kann, was das Po-
tential von Heparin als SARS-CoV-2-Inhibitor bestitigt,”"
jedoch kann die starke gerinnungshemmende Aktivitidt von
Heparin das Risiko von Blutungen fiir Patienten erhohen.B!
Daher sind Heparin-mimetische Polymere mit hoherer Vi-
rushemmung und vergleichsweise geringer gerinnungshem-
mender Aktivitdt als Heparin von grofSer Bedeutung fiir die
frithzeitige COVID-Behandlung.

In den vergangen Jahren haben wir mehrere synthetische
Polyglycerolsulfate (LPGS und HPGS) als Heparin-Mimeti-
ka entwickelt.”>% Bei dhnlicher Ladungsdichte zeigen die
Polyglycerolsulfate eine geringere gerinnungshemmende
Aktivitit als Heparin.”” Die Hemmaktivitit dieser Polysul-
fate gegeniiber SARS-CoV-2 wurde eingehend untersucht
und mit der von Heparin verglichen, um einen Ansatzpunkt
fiir das Design zukiinftiger Inhibitoren zu erhalten. Die De-
tails der Synthese sind in den Hintergrundinformationen zu
finden. Ein vielversprechendes Polysulfat wird im Folgenden
mit LPG,,S,, abgekiirzt. Es basiert auf einem linearen Po-
lyglycerol (20 kDa), dessen Hydroxygruppen zu 94 % sulfa-
tiert sind.

Hemmung von SARS-CoV-2. Die Hemmung der Virus-
bindung wurde durch Plaquereduktionstests mit natiirlichem
SARS-CoV-2 (SARS-CoV2M; BetaCoV/Deutschland/Bav-
Pat1/2020) untersucht.®! Fiir unsere Studien wurde das
SARS-CoV-2-Virus mit den Inhibitoren vorbehandelt und
dann mit Vero-E6-Zellen inkubiert, um die Virusbindung zu
untersuchen. Die Zellen wurden mit Phosphat-gepufferter
Kochsalzlosung (PBS) gewaschen, um ungebundene Virionen
zu entfernen. Danach wurden die Zellen fiir 48 Stunden
kultiviert und mit Uberlagerungsmedium zur Plaquebildung
kultiviert (siche auch Hintergrundinformationen Abbil-
dung S3). Da die Bindung und die Aufnahme des Virus in die
Zelle Voraussetzungen fiir die Plaque-Bildung sind, ist ein
Plaque-Reduktionsassay ein aussagekriftiger Nachweis, um
die Hemmung der Virusbindung und der Aufnahme zu be-
rechnen.

www.angewandte.de

An dte

Chemie

16007


http://www.angewandte.de

GDCh
~—

16008

Abbildung 3a und Tabelle 1 zeigen dosisabhidngige Virus-
inhibitionskurven fiir die verschiedenen Proben. Zunéchst
haben wir die Virushemmung der natiirlichen (Heparin und
Pentosansulfat) und synthetischen Polysulfate miteinander
verglichen. Wie erwartet, hemmen Heparin und Pentosan-
sulfat zwar die Infektion, aber die beobachtete Hemmakti-
vitét ist eher gering. Die halbmaximale Hemmkonzentration
(ICsy) fiir Heparin und Pentosansulfat liegt bei 4084,0 +
396,3 ygmL~', beziechungsweise bei 13104292,8 ygmL "
Heparin kann die Blutgerinnung bereits ab einer Konzen-
tration von 5 pygmL ™" vollstindig hemmen. LPG,(S,,, zeigt
eine ICs, von 66,9 +32,0 ygmL " (ca. 1,6 um) und damit eine
deutlich hohere virushemmende Aktivitdt als Heparin und
Pentosansulfat.

Wir verglichen auch die Wirksamkeit von LPG,,S mit
zwei verschiedenen Sulfatierungsgraden (94 % und 47 %) in
Bezug auf die Virushemmung. Eine Erhohung des Sulfatie-
rungsgrades erhoht die hemmende Aktivitdt von LPGS in
einem bemerkenswerten Ausmaf3: LPG,S,,; mit 47 % Sul-
fatierung zeigt eine ICs, von 679,74 175,7 gmL !, die 10-fach
hoher ist als die ICs, von fast vollstindig sulfatiertem
LPGySy4- Es tiberrascht, dass eine Verdopplung des Sulfa-

LPGS vs. natiirliche Polysulfate
10 - LPG20S.04

2
3
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tierungsgrades eine zehnfache Verbesserung der Hemmakti-
vitdt bewirkt. Von einer dhnlichen ladungsabhingigen Vi-
rushemmungsaktivitdt wurde von Clausen et al. bei der Un-
tersuchung von Heparin zur Hemmung von SARS-CoV-2
berichtet." Dieser starke Einfluss der Sulfatierung auf die
Inhibition unterstreicht die Bedeutung der Ladungsdichte des
Inhibitors fiir die Virusbindung. Um die strukturell bedingten
Unterschiede und deren Einfluss auf die virushemmende
Aktivitdat zu verdeutlichen, haben wir LPGS und HPGS mit
jeweils unterschiedlichen Molekulargewichten einander ge-
geniibergestellt. Dabei verglichen wir fast vollstdndig sulfa-
tierte Inhibitoren (>80 %) und stellten fest, dass LPGS nur
dann Viren effektiv hemmen konnte, wenn dessen Basispo-
lymer Polyglycerol 20 kDa besa3. LPGS mit geringerem
Molekulargewicht zeigte keinerlei Hemmwirkung, was die
Bedeutung der Grofle des Inhibitors fiir die Bindung an das
Spike-Protein bestitigt.

Vergleicht man die Aktivitdt von LPGS und HPGS mit
dem gleichem Molekulargewicht, kommen wir zu dem
Schluss, dass LPGS die SARS-CoV-2-Infektion effektiver
hemmen kann als das hyperverzweigte Polymer. Von allen
getesteten Polysulfaten zeigt LPG,,S, 44 die hochste inhibito-

Verschiedene Architekturen und Mw
< LPGySpss ' - LPG20So.04

s —+ Pentosansulfat = = LPGSp4; = 80 (] = LPG;Sg g
5 - Heparin 5 s 4 HPG;(Sg5,
Z 60 -1 2 60
E] = L Ly =~ ™ HPGgSoss
g K T 40 I A HPG2600S0.52
H 3 3
g2 4 g 2
o . o =
0 [}
G171 G107 <100 100040000 01 1 10 100 100010000 04 1 10 100 100010000

Konzentration (pg/mL)

b Bright Field

SARS-CoV-2

SARS-CoV-2
+LPGS

o

Kontrolle

Konzentration (pg/mL)

Konzentration (pg/mL)

Heparin = Kontrolle

80 LPGS-
B Heparin l

i

i
O 3
&

o 8 8
——.l’

L4

Abbildung 3. a) Ergebnisse der Plaquereduktionstests fiir die Proben bei unterschiedlichen Inhibitor-Dosen. Die Werte sind als Mittelwert +SD
angegeben, n=4. Das gezeigte Mw bezieht sich hier auf die LPG- und HPG-Vorstufen. b) Konfokales Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)-Bild der
Virusbindung an Vero-E6-Zellen in Gegenwart von LPGS. Mafistabsleiste: 10 um. c) Analyse der Virusbindung an Vero-E6-Zellen fiir die Anzahl der
Virionen pro Zelle anhand von CLSM-Bildern. Detailliertere Bilder sind in Abbildung S4 in den Hintergrundinformationen dargestellt. d) Immun-
fluoreszenz-Aufnahmen, die die infizierten Zellen im Post-Infektions-Inhibitionsassay abbilden. Die Zellkerne sind blau gefirbt, wihrend die infi-
zierten Zellen durch Antikérper gegen das Nukleokapsidprotein (N) von SARS-CoV-2 griin gefirbt sind. Maf3stabsleiste: 50 um. Weitere Bilder
sind in Abbildung S6 zu finden, siehe Hintergrundinformationen. e) Verhiltnisse der infizierten Zellen in jeder Gruppe. ,LPGS“ in (b)—(e) bezieht
sich jeweils auf LPG,,Sgo4. Die Werte sind als Mittelwerte = SD, n=4 **p < 0,01 angegeben, aus t-Test-Analyse.
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rische Aktivitdt. Interessanterweise zeigt LPG,,Sy,; mit ca.
137 sulfatierten Gruppen pro Molekiil eine zweifach hohere
virushemmende Aktivitit als HPG,Syo; (ca. 123 sulfatierte
Gruppen/Molekiil). Beide Molekiile haben vergleichbare
GroBen. Zeta-Potential-Messungen zeigen, dass HPG,S;;
mehr negative Ladungen trigt als LPG,S,,;. Dieser Ver-
gleich zeigt, dass die molekulare Architektur der Schliissel-
parameter fiir die Bindung und Hemmung von SARS-CoV-2
ist und dass, wie in unserem Fall, LPGS effektiver als HPGS
ist.

HPGS mit verschiedenen Molekulargewichten (10, 500
und 2600 kDa) wurden miteinander verglichen, wovon HPGS
mit 500 kDa die hochste Hemmwirkung zeigte. Die Virus-
hemmung von niedrigerem und hoherem Molekulargewicht
ist dagegen vergleichsweise gering, was die Bedeutung des
Molekulargewichts fiir die Virusbindung und Hemmung un-
terstreicht. Auch wenn HPGsy,Sygs einen niedrigeren 1Cs;-
Wert in Bezug auf die molare Konzentration als LPG,,S o4
aufweist, hat LPG,,S, 44 einen niedrigeren ICs5-Wert in Bezug
auf die Massenkonzentration. Durch Normierung auf die
Anzahl der Sulfatgruppen ist der ICs;-Wert fiir LPG,,S;04
ebenfalls 10-fach niedriger als fiir HPGsySygs (0,4 mM und
3,9 mM fiir LPG,S; 94 bzw. HPG50S ¢5). Daraus schlieBen wir,
dass LPG,Syy, ein besserer SARS-CoV-2-Inhibitor als
HPGySss ist.

In wiéssriger Losung kann man sich die Struktur von
HPGS annéhernd als eine Art Kugel mit negativer Oberfla-
chenladung vorstellen.") LPGS ist ein lineares Polymer,
welches mehrere Konformationen einnehmen und grofere
Distanzen {iiberbriicken kann und sich dadurch an grofiere
basische Bereiche auf der Oberfldche von Proteinen anpassen
kann. Aufgrund der groBeren Flexibilitdt des Riickgrats kann
LPGS seine Konformation leichter an die positiv geladenen
Taschen anpassen, was zu einer stdrkeren Bindung fiihrt.
HPGS hingegen hat eine eher starre, kugelférmige Struktur
und kann seine Konformation wenig an die Bindungstasche
anpassen. Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Untersuchung
von Influenza- und Herpes-Simplex-Virus-Inhibitoren beob-
achtet, bei denen die linearen Konstrukte besser abschnitten
als hyperverzweigte Konstrukte bei gleichem Molekularge-
wicht.[3]

Ein Viruziditédtsassay zeigte, dass SARS-CoV-2 nicht ir-
reversibel durch LPG,S)y, und Heparin gehemmt wurde
(siche auch Hintergrundinformationen Abbildung S5). Ver-
diinnt man die Losung, 16sen sich die Virionen aus der Bin-
dung, was unsere Behauptung stiitzt, dass das LPG,S;4
SARS-CoV-2 durch elektrostatische Wechselwirkungen mit
dem Spike-Protein hemmt. Wie in einer unserer jlingsten
Studien gezeigt wurde,*” ist es denkbar, dass eine Kombina-
tion mit hydrophoben, aliphatischen Ketten auch viruzid
wirkende Polymere erzeugen kann.*%"!

Konkurrenz um die virale Bindung mit der Wirtzelle.
Nachdem wir LPG,S,y, im Rahmen unserer Studien als
vielversprechendsten und effektivsten Inhibitor identifiziert
haben, haben wir diese Substanz noch detaillierter unter-
sucht. Im Folgenden bezeichnen wir diese Verbindung als
LPGS. Um zu zeigen, dass lineare Polysulfate mit Zellen um
die virale Bindung konkurrieren konnen, haben wir Fluo-
reszenzaufnahmen von Virionen, die an Vero-E6-Zellen
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binden, in Gegenwart von LPGS aufgenommen (Abbil-
dung 3b,c). Ohne Inhibitoren binden die Viren an Zellen
(Abbildung 3b). LPGS blockiert effektiv die Bindung von
SARS-CoV-2 an Vero-E6-Zellen. Die automatische Bild-
analyse mit ImageJ (Abbildung 3¢) zeigt, dass LPGS eine
> 87,5-prozentige  Hemmung der Virusbindung bewirkt.
Diese Ergebnisse spiegeln die Ergebnisse der Plaque-Re-
duktionstests wider, dass LPGS die Bindungsdoméne fiir die
virale Bindung vollstindig beansprucht und somit als bin-
dender Koder SARS-CoV-2 hemmen kann.

Post-Infektions-Studien. Um das therapeutische Potenzial
von LPGS zu demonstrieren, wurde eine Behandlung nach
Infektion durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Zellen zunéchst
mit SARS-CoV-2 bei einer Multiplizitit der Infektion (MOI,
multiplicity of infection) von 0,01 fiir 1 h infiziert und dann
schlieBlich fiir 24 h in LPGS- und heparinhaltigem Medium
kultiviert. Anschlieend wurden die Zellen mit Antikdrpern
gegen das Virus angefirbt (Abbildung3d,e und Hinter-
grundinformationen Abbildung S6). Bei einer bestimmten
Dosierung reduzieren LPGS und Heparin die Ubertragung
von SARS-CoV-2, da sie den Wiedereintritt von freigesetzten
Virionen in Zellen blockieren. LPGS zeigt in diesem Test eine
hohere Aktivitit als Heparin, was in qualitativer Uberein-
stimmung mit den Assays zur Plaquereduktion steht.

Die Tatsache, dass LPGS die Virusinfektion hemmen
kann und sogar nachtréglich einer vorausgegangenen Infek-
tion wirksam ist, bestdtigt das therapeutische Potential ge-
geniiber COVID-19. Allerdings ist eine umfassende prakli-
nische Evaluierung noch erforderlich.

Bindung von SARS-CoV-2 an die RBD. Um die direkte
Interaktion der Inhibitoren LPGS und HPGS mit dem Spike-
Protein zu bestétigen, haben wir Affinitdtsmessungen mit der
Bindungsdomidne mittels mikroskaliger Thermophorese
(MST) durchgefiihrt (Abbildung 4a und Tabelle 2). In Titra-
tionsexperimenten gegen das humane ACE2 haben wir eine
Dissoziationskonstante (Ky) von 359 nMm ermittelt. Fiir die
synthetischen Polysulfate LPGS und HPGS ermittelten wir
K4-Werte von 5 um und 141 um gegeniiber der RBD von
SARS-CoV-2. Heparin zeigte eine Affinitdt von 191 um. Im
Vergleich zu den abweichenden ICs;-Werten von LPGS und
Heparin deuten die dhnlichen K,-Werte darauf hin, dass die
Besetzung der HS-Bindungsstelle der RBD der hemmende
Mechanismus ist. Eine dreifach niedrigere Affinitdt von
HPGS im Vergleich zum 1Cs,-Wert lésst sich durch eine zu-
sdtzliche sterische Hinderung der eher unflexiblen HPGS-
Sphire erkldren.

Es ist zu beachten, dass LPGS an die RBD in unmittel-
barer Ndhe zur ACE2-Bindungsstelle bindet. Auch wenn ei-
nige positiv geladene Aminosduren an der ACE2-Bindungs-

Tabelle 2: Zusammenfassung der einzelnen Dissoziationskonstanten
(K4) mit Konfidenzintervallen (+), die mit 68 % Zuverlissigkeit den Be-
reich anzeigen, in den Kj fillt.

Probe Ky

ACE2 3594+49 nm
HPG10Soa 14194333 um
LPG30S047 5.2+3.6 um
Heparin 191.54£57.7 um
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a S unteres Spektrum). AuBerdem sind alle Peaks breit und
schlecht aufgelost, was auf eine Heterogenitidt hindeutet,
z welche hochstwahrscheinlich das Ergebnis einer posttransla-
E 13 - tionalen Modifikation ist. Das Molekulargewicht der reinen
g TR T A RBD wurde auf ca. 34 kDa bestimmt.
s Im Vergleich zum reinen RBD-Protein hat sich das
O et ¥ . ’ Massenspektrum durch die Zugabe von unfraktioniertem
= = Heparin zur RBD-Losung nicht wesentlich veridndert. In ei-
0.4pL 134 o . . . . .
i ner fritheren nativen Massenspektrometrie-Studie wurde eine
Y Heparin-RBD-Bindung beobachtet, allerdings wurde in die-
3 o ser Studie kein unfraktioniertes Heparin wie hier verwendet,
0 L oy sondern ein viel weniger heterogenes, isoliertes 20mer-He-
parin.?!l Durch Zugabe von LPGS zu der RBD-Losung er-
hohte sich die Gesamtintensitdt im 3600-4600-m/z-Bereich
(ij "3.' . “‘I” ol I mit zunehmendem LPGS:RBD-Verhiltnis (Abbildung 4c;
RBD *" 2000 2500 3000 8500 4000 4500 5000 dunkelblaue, griine und rote Spuren). Angesichts der Tatsa-

Abbildung 4. a) Affinititsmessungen der RBD von Wildtyp-SARS-CoV-2
gegeniiber LPGS, HPGS, Heparin und ACE2 mittels MST. Jeder Daten-
punkt reprisentiert einen Mittelwert aus N >4 durchgefiihrten Mes-
sungen, und die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Die Da-
tenpunkte wurden gemifR dem Massenwirkungsgesetz angepasst, um
Werte fiir die Dissoziationskonstante K, zu erhalten (siehe Tabelle 1).
Die Unterschiede in den Steigungen der Dosis-Wirkungs-Kurven sind
abhingig von der Hydratationsschale und den effektiven Ladungen,
aber sie haben keinen Einfluss auf die Wendepunkte der Kurven zur
Bestimmung der K-Werte. b) Kristallstruktur von RBD (griin) gebun-
den an ACE2 (rot, PDB-ID: 6MO]J). Die Aminosiurereste von RBD
(R346, A348, A352, N354, R355, K356, R357, S359, Y396, K444, N450,
R466, 1468), die anhand von MD-Simulationen Bindungen mit Polysul-
faten eingehen, sind in der VDW-Darstellung (blau) hervorgehoben,
was die mutmafRliche HS-Bindungsstelle kennzeichnet. Detailliertere
Abbildungen sind in den Hintergrundinformationen Abbildung S7 dar-
gestellt. ) Massenspektren von 4.0 uL RBD-Lésung gemischt mit 0,
0.4, 0.8 und 1.2 pL Heparin (hell) oder LPGS (dunkel). Die Ladungszu-
stinde sind mit einem einzelnen Punkt fiir das RBD-Monomer und
mit einem doppelten Punkt fiir das RBD-Dimer markiert, wihrend die
berechneten m/z fiir die (10-13 +)-Ladungszustinde des 34 kDa RBD
mit orangefarbenen Linien markiert sind.

stelle festgestellt wurden, zeigt unsere Simulation, dass LPGS
hauptséchlich an die stark positiv geladenen Taschen an der
RBD, d.h. an der HS-Bindungsstelle, bindet (Abbildung 4b
und siche auch Hintergrundinformationen Abbildung S7).

Von den hier getesteten Polysulfaten stellte sich LPGS als
der effektivste Ligand heraus, und daher wurde dessen Bin-
dung zur RBD eingehender mittels nativer Massenspektro-
metrie anaylsiert, einer gdngigen Technik zur Untersuchung
nicht-kovalenter Proteinkomplexe.®™*! Abbildung 4c zeigt
die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse einer
RBD-Losung, welcher unterschiedliche Mengen von Heparin
oder LPGS hinzugefiigt wurden.

Das Massenspektrum der reinen RBD zeigt zwei unter-
schiedliche Gruppen von Peaks: die erste Gruppe im Bereich
von 2500-3600 m/z entspricht dem Proteinmonomer mit La-
dungszustinden 10-13 +, wihrend die Gruppe im Bereich
von 3600-4600 m/z dem RBD-Dimer mit Ladungszustinden
16-17+ zuzuordnen ist. Die Dimer-Signale weisen im All-
gemeinen eine viel geringere Intensitédt auf als der Bereich,
welcher dem RBD-Monomer zugeordnet ist (Abbildung 4c,

© 2021 Die Autoren. Angewandte Chemie versffentlicht von Wiley-VCH GmbH

che, dass durch Zugabe der LPGS-Losung die absolute
Konzentration von RBD in der Probe gesenkt wird, ist die
erhohte Signalintensitdt im Bereich 3600-4600 m/z wahr-
scheinlich nicht das Ergebnis einer erhohten RBD-Dimeri-
sierung. AuBlerdem erhielten wir nur ein grof3es und schlecht
aufgelostes Signal anstatt mehrerer zumindest teilweise auf-
geloster Peaks, wie es fiir Oligomere zu erwarten wére. Dies
deutet auf eine hohe molekulare Heterogenitét in den Spezies
hin, die demselben Spektralbereich zugeordnet sind. Die
mittleren Molekulargewichte von LPGS und RBD betragen
etwa 40 kDa bzw. 34 kDa, und beide sind sehr heterogen im
Gewicht. Die zunehmende Signalintensitiat im 3600-4600-m/
z-Bereich einhergehend mit zunehmendem RBD:LPGS-
Verhiltnis resultiert daher wahrscheinlich durch die Bindung
der RBD an LPGS-Molekiile.

MD-Simulationen zur Untersuchung der Wechselwir-
kungen von LPGS und Heparin mit Wildtyp-RBD. Um die
Hypothese zu verifizieren, dass Polysulfate die virale Infek-
tion durch elektrostatisch vermittelte Bindung an das SARS-
CoV-2-Spike-Protein hemmen, haben wir All-Atom-MD-Si-
mulationen vom RGB des Spike-Proteins und LPGS/Heparin
mit explizitem Wasser durchgefiihrt (siche Abbildung 5;
weitere Details bzgl. der Methode sind in den Hintergrund-
informationen enthalten). Wir fanden heraus, dass sowohl
LPGS als auch Heparin Komplexe mit der RBD bilden
(Abbildung 5a,b). LPGS bindet dabei vollstindig an die
RBD, wohingegen ein Teil des Heparins ungebunden in Lo-
sung bleibt. Tragt man die Anzahl der Kontakte jeweils gegen
die Aminosdurereste auf, wird deutlich, dass beide anioni-
schen Polymere fast ausschlieBlich nur mit den kationischen
Resten der RBD interagieren: ndmlich R355, K356, R357 und
R466 (Abbildung 5c¢). Weiterhin fanden wir heraus, dass fiir
LPGS die Gesamtzahl der Kontakte mit RBD/Molekularge-
wicht des Polymers 1,6-fach hoher als die von Heparin liegt
(Abbildung 5c¢ Ausschnitt). Normiert auf die Ladungseinheit
ist die Kontaktanzahl fiir LPGS 3,2-fach so hoch wie die von
Heparin. Der Absolutwert der gesamten Protein-Polymer-
Wechselwirkungsenergie ist fiir LPGS im Vergleich zu He-
parin ebenfalls groBer (Abbildung 5e¢). Diese stiarkere Bin-
dung von LPGS an RBD korreliert gut mit seiner iiberlege-
nen Hemmwirkung, welche auch experimentell beobachtet
wurde. Es sollte jedoch beachtet werden, dass aufgrund der
bekannten Einschrankungen von atomistischen Simulationen
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Abbildung 5. Simulationsaufbau zur Untersuchung der Wechselwirkungen von RBD gegeniiber Wildtyp-SARS-CoV-2 mit einem einzelnen a) LPGS-
Undecamer und b) Heparin-Pentamer. Das Protein ist in der Sekundirstruktur (tan) und die Polymere sind im Stibchenmodell dargestellt, wobei
die einzelnen Atomtypen unterschiedlich gefirbt sind (Wasserstoff in WeiR, Kohlenstoff in Blau, Sauerstoff in Rot und Schwefel in Gelb). Wasser-
molekiile und lonen sind nicht dargestellt. Auf der rechten Seite sind Schnappschiisse nach 500 ns MD-Simulationen fiir a) RBD-LPGS und

b) RBD-Heparin-Komplexe gezeigt. c) Die Anzahl der Kontakte, die LPGS und Heparin mit jedem Rest von Wildtyp-RBD bilden, gemittelt tiber die
letzten 100 ns Simulationszeit. d) End-zu-End-Abstandsverteilungen von LPGS und Heparin in wissriger Lésung, die unterschiedliche Flexibilitat
der Polymere zeigen. Relevante Parameter der Polymere sind im Ausschnitt angegeben; fiir Details siehe Text. e) Vergleich der Wechselwirkungs-
energien fir die verschiedenen Polymere und RBD-Varianten. Die elektrostatischen (Elek.) und Van-der-Waals (VDW)-Wechselwirkungen in Bezug
auf die Gesamtwechselwirkungsenergie fiir jeden Protein-Polymer-Komplex sind angegeben. f) Anzahl der Kontakte, die LPGS mit jedem Rest der
verschiedenen RBD-Mutanten bildet. Auf der linken Seite sind Schnappschiisse nach 500 ns MD-Simulationen dargestellt, die die Komplexbildung

von LPGS mit jeder RBD-Mutante reprisentieren.

kiirzeres LPGS (Undecamer) und Heparin (Pentamer) in den
Simulationen verwendet wurden verglichen mit den experi-
mentellen Plaque-Reduktionstests (293 und 24 Wiederho-
lungseinheiten fiir LPGS bzw. Heparin). Dennoch erlauben
die simulierten Systeme einen sinnvollen Vergleich mit den
Experimenten, wenn man sie in Bezug auf die Bindungsstiarke
pro Monomer interpretiert.

Um diese iiberraschende, stiarkere Bindungsaffinitidt von
LPGS trotz seiner geringeren linearen Ladungsdichte im
Vergleich zu Heparin zu verstehen, charakterisierten wir die
Flexibilitdt beider Polymere in Bezug auf deren End-zu-End-
Abstand (R) und deren Persistenzlingen (P). Wie in Abbil-
dung 5d gezeigt, ist die R-Verteilung fiir LPGS breiter als die
fiir Heparin, was eine hohere Flexibilitit von LPGS impli-
ziert. Aus den Werten von R und der Konturldnge (L,) der
Polymere schétzten wir P von LPGS als 3-mal kleiner als die
von Heparin (siehe Ausschnitt in Abbildung 5d fiir alle Werte
und die Hintergrundinformationen fiir weitere Details).
Durch die hohe Flexibilitdt von LPGS kann sich die Kon-
formation an die heterogene Oberflichentopographie der
RBD anpassen, was wiederum zu seiner verbesserten Bin-
dung fiihrt. Sowohl die Flexibilitdt des Riickgrats als auch die
Ladungsdichte der Polymere sollten beim Design neuer
Inhibitoren gleichermafen beriicksichtigt werden, um die
Voraussetzung fiir eine effektive Bindung an Spike-Proteine
zu erfiillen.
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MD-Simulationen der Wechselwirkungen von LPGS mit
RBD-Mutanten. Der erfolgreiche Vergleich zwischen expe-
rimentellen und simulierten Ergebnissen fiir die Wildtyp
RBD-LPGS-Wechselwirkungen ermutigte uns, die Hemm-
wirkung von SARS-CoV-2-Mutanten von LPGS indirekt
mittels Simulationen zu testen, insbesondere die E484K- und
N501Y-Mutanten, die ebenfalls iiber eine RBD verfiigen.*!
Tatsédchlich konnten wir sehen, dass LPGS Komplexe auch
mit beiden RBD-Mutanten bildet (Abbildung 5 f). Wie im
Fall der Wildtyp-RBD interagiert LPGS hauptsédchlich mit
deren kationischen Resten, wie im Diagramm durch die
Auftragung von Kontakten gegeniiber Resten dargestellt ist
(Abbildung 5 f). Aus der Gesamtzahl der Kontakte (Abbil-
dung 5f, Ausschnitt) und den Interaktionsenergien (Abbil-
dung 5e) haben wir herausgefunden, dass LPGS an N501Y-
RBD genauso effektiv bindet wie an die Wildtyp-RBD, aber
noch stiarker an E484K-RBD, weil sie einen zusitzlichen
kationischen Rest auf der mutierten Oberfldche tragt. Die
Ergebnisse unserer MD-Simulationen deuten darauf hin, dass
LPGS auch erfolgreich an die SARS-CoV-2-Mutanten bin-
den sollte.

Zelltoxizititsstudien. Um die Nebenwirkungen der zel-
luldren Toxizitdt durch die Virusinhibition weiter auszu-
schlieBen, wurden die Inhibitoren mit drei verschiedenen
Zelllinien getestet: Vero E6, A549 und humane bronchiale
Epithelzellen (HBE). Wie in Abbildung S8 (Hintergrundin-
formationen) dargestellt, wies LPGS keinerlei zelluldre To-
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Xizitit bis zu einer Dosis von 10 mgmL ' auf, was eine halb-
maximale Zytotoxizitdtskonzentration (CCs) von
10 mgmL " ergibt. Der Selektivititsindex wurde berechnet,
indem der ICs-Wert mit dem CCsy-Wert verglichen wurde.
LPGS ergab einen Selektivititsindex von mehr als 150, was
das Potential von LPGS fiir préklinische Studien bestatigt.

Weiterhin wurde die Antikoagulationsaktivitdt von LPGS
mittels eines aktivierten partiellen Thromboplastin-
zeit (PTT)-Tests untersucht und in Abbildung S9 (Hinter-
grundinformationen) dargestellt. Bei vergleichbarer La-
dungsdichte zeigt LPGS eine deutlich geringere Antikoagu-
lationsaktivitdt als Heparin. Bei einer Konzentration von
5ugmL™! fithrt Heparin zu einer vollstindigen Antikoagu-
lation des Plasmas, wihrend eine Konzentration von
25ugmL~"' von LPGS erforderlich ist, um eine #hnliche
Wirkung zu erzielen. Diese Varianz wird verursacht durch
unterschiedliche Kernstrukturen. Heparin kann spezifisch
und stark an Antithrombin binden und die Blutgerinnung
hemmen.*** Friihere Studien iiber Polymer-basierte Hepa-
rin-Mimetika wiesen auf die wichtige Rolle der Saccharid-
Einheiten bei der Antikoagulation hin.>*! Glycerin-basierte
Polymere haben daher eine schwichere gerinnungshemmen-
de Wirkung als Heparin.

Schlussfolgerung

Zusammenfassend haben wir im Rahmen dieser Studie
die Hemmung von SARS-CoV-2 durch Polysulfate mit un-
terschiedlicher Herkunft (natiirlicher und synthetischer),
unterschiedlicher Architektur (lineare und hyperverzweigte),
unterschiedlichen Molekulargewichten (7 kDa bis 2,6 MDa)
und mit unterschiedlichen Sulfatierungsgraden (ca. 100 %
und 50%) mittels SARS-CoV-2-Plaque-Reduktionassays
untersucht. Mithilfe von MD-Simulationen konnten wir zei-
gen, dass der positiv geladene Bereich in der Nédhe der Re-
zeptor-Bindungsdoméne von SARS-CoV-2 fiir die Bindung
des Spike-Proteins an das HSPG der Zelloberfldache verant-
wortlich ist. Der vielversprechendste Inhibitor, LPGS, zeigte
einen 1C5-Wert von 67 £32 uygmL~" im Plaque-Reduktion-
sassay. Seine hemmende Aktivitit ist etwa 61-fach hoher als
die von Heparin.

Wir konnten auflerdem zeigen, dass Architektur, Mole-
kulargewicht, molekulare Flexibilitdt und Sulfatierungsgrad
die Bindung und Hemmung von SARS-CoV-2 beeinflussen
konnen. Bei der zukiinftigen Entwicklung von SARS-CoV-2-
Inhibitoren sollten diese Faktoren berticksichtigt und
zweckmiBig umgesetzt werden. Mittels der MD-Simulatio-
nen haben wir beobachtet, dass LPGS auch an die RBD der
Virusmutanten binden kann, und schlieBen daraus, dass es
auch die durch die beiden Mutanten E484K und N501Y
hervorgerufen Infektionen hemmt. Weitere Experimente sind
allerdings erforderlich, um die strukturellen Unterschiede der
RBD-Mutanten und ihre Auswirkungen auf die Infektiositét
und die Inhibitorbindung aufzukléren.

Die wichtigste Information unserer Studie ist, dass syn-
thetische Polysulfate SARS-CoV-2 durch elektrostatische
Wechselwirkung hemmen koénnen. Sowohl unsere MST- und
MS-Analysen als auch MD-Simulationen zeigen eine starke
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Wechselwirkung von Polysulfaten mit dem Spike-Protein.
Unserer Ansicht nach ist die Anwendung von Polysulfaten im
Kampf gegen SARS-CoV-2 aber vielfiltiger. Sowohl die
Entwicklung eines neuartigen Arzneimittels zur SARS-CoV-
2-Hemmung als auch deren Verwendung fiir viruzide Ober-
flichenbeschichtungen wiren denkbar. Auch wenn wir die In-
vitro-Aktivitdt von LPGS bereits gezeigt haben, muss dessen
biologische Sicherheit und Wirksamkeit im Tiermodell si-
chergestellt werden, bevor es als Medikament Anwendung
findet. In fritheren Studien wurde die Sicherheit von HPGS in
Miusen bereits bestitigt, aber LPGS wurde bislang noch
nicht bei systemischer Gabe untersucht.[*!

Es besteht ein zunehmender Bedarf an antiviralen Ober-
flichen. Es ist durchaus vorstellbar, dass die LPGS-Be-
schichtung die Aufnahme von SARS-CoV-2 iiber die Zell-
oberfliche reduziert. Ein Substrat kann durch ein so ge-
nanntes Layer-by-Layer-Verfahren aufgrund elektrostati-
scher Wechselwirkungen mit LPGS beschichtet werden.
Dieses Verfahren hat sich u. a. auch bei der Modifikation von
biomedizinischen Geriten bewihrt.*”! Eine Muschel-inspi-
rierte Materialbeschichtung wire auch denkbar. Muschel-in-
spirierte dendritische Polyglycerolbeschichtungen wurden in
unserer Gruppe entwickelt und sind auf diverse Oberfldchen
anwendbar."*! LPGS kann in dhnlicher Weise modifiziert
werden, um universell als Beschichtungsmaterial eingesetzt
zu werden.
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