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A

Intranasal fusion inhibitory lipopeptide
prevents direct-contact SARS-CoV-2
transmission in ferrets

Astrattoll contenimento della pandemia COVID-19 richiede la riduzione
della trasmissione virale. Linfezione da SARS-CoV-2 viene avviata dalla
fusione della membrana tra le membrane delle cellule virali e ospiti,
mediata dalla proteina spike virale. Abbiamo progettato inibitori della
fusione lipopeptidica che bloccano questo primo passaggio critico
dell'infezione g, in base all'efficacia in vitro e alla biodistribuzione in
vivo, abbiamo selezionato una forma dimerica per la valutazione in un
modello animale. La somministrazione intranasale quotidiana ai furetti
ha completamente impedito la trasmissione per contatto diretto di
SARS-CoV-2 durante il co-stabulazione di 24 ore con animali infetti, in
condizioni rigorose che hanno provocato l'infezione del 100% degli
animali non trattati. Questi lipopeptidi sono altamente stabili e quindi
possono facilmente tradursi in una profilassi intranasale sicura ed
efficace per ridurre la trasmissione di SARS-CoV-2.

Linfezione da SARS-CoV-2 richiede la fusione della membrana tra
l'involucro virale e la cellula ospite, sulla superficie cellulare o sulla
membrana endosomiale. |l processo di fusione & mediato dalla
glicoproteina transmembrana virale (S). Dopo I'attaccamento o
l'assorbimento virale, i fattori dell'ospite innescano riarrangiamenti
conformazionali su larga scala in S, inclusa una fase di ripiegamento
che porta direttamente alla fusione della membrana e all'ingresso

virale ( 7- 3). Peptidi corrispondenti alla ripetizione heptad altamente
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conservato (HR, Fig. 1A ) dominio al C terminale della proteina S
(peptidi HRC, Fig. 1B ) pud impedire questo ripiegamento e fusione di
inibizione, impedendo l'infezione ( 4- 8). | peptidi HRC formano gruppi
a forma di fascio a sei eliche con la forma intermedia estesa del
trimero della proteina S, interrompendo il riarrangiamento strutturale di

S che guida la fusione della membrana ( 4) (vedere anche il film S1).
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Fig. 1 Coniugati peptide-lipidici che inibiscono la fusione mediata da picco di
SARS-CoV-2 (S) . (A) | domini funzionali della proteina SARS-CoV-2 S: sono
indicati il dominio di legame del recettore (RBD) e le ripetizioni heptad (HRN e
HRC). ( B ) Sequenza dei peptidi derivati dal dominio HRC di SARS-CoV-2S. (C)
Forme monomeriche e dimeriche di peptidi inibitori di SARS-CoV-2 marcati con
lipidi che sono stati valutati in saggi di fusione cellula-cellula. ( D) Saggi di fusione
cellula-cellula con diversi peptidi inibitori. La percentuale di inibizione € mostrata
per sei diversi peptidi specifici per SARS-CoV-2 e un peptide di controllo specifico
per HPIV-3 a concentrazioni crescenti. La percentuale di inibizione ¢ stata
calcolata come il rapporto tra le unita di luminescenza relativa in presenza di una
concentrazione specifica di inibitore e le unita di luminescenza relativa in assenza
di inibitore, corrette per la luminescenza di fondo. % inibizione = 100 x [1 -
(luminescenza su X - sfondo) / (luminescenza in assenza di inibitore - sfondo)]. La
differenza tra i risultati dei lipopeptidi [SARS HRC -PEG 4 ] 2- col e SARS HRC -PEG
4 -col e stata statisticamente significativa (ANOVA a due vie,P <0.0001). (E)
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Attivita inibitoria della fusione del [SARS HRC -PEG 4 ] peptide 2- colico contro le
varianti emergenti di SARS-CoV-2 S, MERS-CoV-2 S e SARS-CoV S. Dati in (D) ed
(E) sono medie * errore standard della media (SEM) da tre esperimenti separati

con la curva che rappresenta un modello dose-risposta a quattro parametri.

Il nostro approccio nella progettazione di inibitori di fusione SARS-CoV-
2 S-specifici si basa sul nostro lavoro precedente che ha dimostrato
che la coniugazione lipidica di peptidi inibitori derivati da HRC aumenta
notevolmente la potenza antivirale e I'emivita in vivo ( 9, 70). Questi
peptidi successo di inibizione parainfluenza virus umano di tipo 3
(HPIV-3), virus del morbillo, virus dell'influenza, ed infezione da virus
Nipah ( 9, 717- 13). Inoltre, la combinazione di dimerizzazione e
integrazione dei lipopeptidi nelle membrane cellulari protegge le vie
respiratorie e previene la disseminazione sistemica dei lipopeptidi (
14). | peptidi coniugati con lipidi somministrati per via intranasale agli
animali hanno raggiunto alte concentrazioni sia nel tratto respiratorio
superiore che in quello inferiore e il lipide potrebbe essere progettato
per modulare I'entita del transito dal polmone al sangue e agli organi (
9, 14). Proponiamo un lipopeptide specifico per SARS-CoV-2 come
antivirale candidato per la profilassi pre-esposizione e post-

esposizione precoce per la trasmissione di SARS-CoV-2 nell'uomo.

Abbiamo recentemente descritto un inibitore monomerico della
fusione SARS-CoV-2 HRC-lipopeptide ( 4) contro SARS-CoV-2 con
efficacia in vitro ed ex vivo superiore ai peptidi inibitori della fusione
derivati da HRC precedentemente descritti ( 6, 7). Per migliorare
ulteriormente la potenza antivirale, abbiamo confrontato i derivati

monomerici e dimerici del peptide HRC ( Fig. 1C ). La Figura 1D mostra

la potenza antivirale in un saggio quantitativo di fusione cellula-cellula
di quattro peptidi HRC a 36 amminoacidi derivati da SARS-CoV-2 S
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monomerici e due dimerici ( Fig. 1B, vedi anche figg. STA e S3 per
struttura e caratterizzazione), senza o con aggiunta di colesterolo. La
dimerizzazione ha aumentato la potenza del peptide sia per i peptidi
non lipidati che per le loro controparti lipidate ( Fig. 1D ). Un
lipopeptide dimerico coniugato con colesterolo basato sul dominio
HRC della proteina F HPIV-3, usato come controllo negativo, non ha
inibito la fusione a nessuna concentrazione testata (linea nera in Fig.
1D, vedere fig. S1, B e C, per ulteriori controlli negativi). Tra i lipopeptidi
monomerici, il peptide recante PEG 54 era il piu potente. Il peptide
dimerico coniugato con colesterolo ([SARS yrc -PEG 4] 5 -col; linea
rossa in Fig. 1D) era il lipopeptide piu potente contro SARS-CoV-2 nel
nostro gruppo. Questo peptide ha anche fortemente inibito la fusione
mediata dalle proteine S di diverse varianti emergenti di SARS-CoV-2
[incluso D614G ( 75)], le recenti varianti di preoccupazione B.1.1.7 e
B.1.351 (16, 17) e la S proteina di SARS-CoV e MERS-CoV ( Fig. 1E ).
La proposta di ancoraggio del lipopeptide dimerico nella membrana
della cellula ospite e le interazioni con la proteina virale S sono
mostrate in fig. S2 e il film S1. Collettivamente, questi dati
suggeriscono che il lipopeptide [SARS prc -PEG 4] 5 -col &

equipaggiato per combattere una pandemia in evoluzione.

Per altri virus respiratori avvolti, abbiamo precedentemente dimostrato
che sia i lipopeptidi dimerici ex vivo che in vivo (somministrati per via
intranasale) mostravano una maggiore ritenzione nel tratto respiratorio
rispetto ai composti monomerici ( 74 ). Qui, abbiamo confrontato la
biodistribuzione locale e sistemica dei nostri lipopeptidi monomerici e
dimerici pit potenti (SARS prc -PEG 4 -col e [SARS yrc -PEG 4], -col) a
1, 8 e 24 ore dopo l'inoculazione intranasale o l'iniezione sottocutanea

in topi K18 hACE2 umanizzati ( Fig. 2 e fig. S4). | due lipopeptidi hanno
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raggiunto una concentrazione polmonare simile a 1 ora dopo la
somministrazione intranasale (da ~ 1 a 2 uM). A 8 e 24 ore, il dimerico
[SARSHrc -PEG 4] Il lipopeptide 5, -colico € rimasto a livelli elevati nel
polmone con un ingresso minimo nel sangue, ma il peptide
monomerico e entrato in circolazione e la concentrazione polmonare &
diminuita ( Eig.2A). ll lipopeptide dimerico [SARS rc -PEG 4] 5 -col &
stato distribuito in tutto il polmone dopo somministrazione intranasale
( Fig. 2B ). Un test di tossicita cellulare (MTT) nelle cellule HAE
primarie ha mostrato una tossicita minima anche dopo 6 giorni alle
concentrazioni piu alte testate (<20% a 100 uM) e nessuna tossicita
alle sue concentrazioni inibitorie di ingresso IC ¢g (~ 35 nM) (fig. S5).
La persistenza piu lunga del tratto respiratorio di [SARS pre-PEG 41 5 -
chol, insieme alla sua efficacia in vitro, ci ha portato a far progredire

questo lipopeptide dimerico.
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Fig. 2 Biodistribuzione dei peptidi [SARS HRC -PEG 4] 2 -col e SARS HRC -PEG 24
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dopo somministrazione intranasale a topi. ( A ) La concentrazione di lipopeptidi (
assey ) e stata misurata mediante ELISA in omogenati polmonari e campioni di
plasma (trattati con peptidi n = da 3 a 4, mock n = 1). La mediana & indicata da una
barra orizzontale. ( B ) Le sezioni polmonari di topi [SARS HRC -PEG 4 ] 2 -trattati
col col (o con veicolo) sono state colorate con anticorpo anti-SARS-HRC (rosso)
confermando un'ampia distribuzione di [SARS HRC -PEG 4 ] 2-col nel polmone (8
ore dopo l'inoculazione, 8HPI). Barra della scala = 500 pm nella scansione della
piastrella polmonare, 50 um in ingrandimento, vengono mostrate immagini
rappresentative e una scansione completa della piastrella. | nuclei sono stati
controcolorati con DAPI (blu).

Il peptide principale, [SARS Hrc -PEG 4] 2 -chol, & stato valutato per la
sua capacita di bloccare l'ingresso di SARS-CoV-2 nelle cellule VeroE6
o nelle cellule VeroE6 che sovraesprimono la proteasi TMPRSS2, uno
dei fattori ospiti che si ritiene facilitino I'ingresso virale alla membrana
cellulare ( 2). Mentre la fusione virale nelle cellule VeroE®6 si verifica
prevalentemente dopo l'endocitosi, il virus entra nelle cellule che
sovraesprimono TMPRSS2 per fusione sulla superficie cellulare,
riflettendo la via di ingresso nelle cellule delle vie aeree ( 78). Questa
differenza é evidenziata dall'efficacia della clorochina contro l'infezione
da SARS-CoV-2 nelle cellule Vero ma dal fallimento nelle cellule Vero
che esprimono TMPRSS2 e nel polmone umano ( 79). Il [SARS yrc -
PEG 4] Il peptide - colico sciolto in un tampone acquoso contenente il
2% di dimetilsolfossido (DMSO0) ha inibito l'ingresso del virus dopo 8
ore con una IC 5o ~ 300 nM in VeroE6 e ~ 5 nM nelle cellule VeroE6-
TMPRSS2 ( Fig. 3A). Per rafforzare il potenziale traslazionale verso
l'uso umano, il lipopeptide & stato riformulato in saccarosio anziché in
DMSO, ottenendo una potenza in vitro equivalente ( Fig. 3B ). Un
lipopeptide inibitore della fusione dimerica di controllo diretto contro

I'infezione da HPIV-3 ha bloccato l'infezione da HPIV-3, ma non ha
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inibito l'infezione da SARS-CoV-2. | dati di efficacia in vitro sono

riassunti nella tabella S1.
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Fig. 3 Inibizione dell'ingresso infettivo di SARS-CoV-2 da parte dei peptidi [SARS
HRC -PEG 4] 2 -col e [HPIV-3 HRC -PEG 4] 2 -col. ( A e B) La percentuale di
inibizione dell'infezione € mostrata sulle cellule VeroE6 e VeroE6-TMPRSS2 con
concentrazioni crescenti di [SARS HRC -PEG 4 ] 2 -col (linee rosse) e [HPIV-3 HRC -
PEG 4] 2 -col (linee grigie). Gli stock formulati con DMSO (A) e formulati con
saccarosio (B) sono stati testati fianco a fianco. Viene mostrata la media * SEM di
triplicati, le linee tratteggiate mostrano il 50% e il 90% di inibizione. Inoltre, la
potenza di [HPIV-3 HRC -PEG 4 ] 2 -col & stata confermata dall'inibizione
dellingresso infettivo HPIV-3 (linee verdi tratteggiate, eseguite su cellule Vero).

| furetti sono un modello ideale per valutare la trasmissione del virus
respiratorio, sia per contatto diretto che per trasmissione di aerosol (
20, 21). | mustelidi sono altamente suscettibili all'infezione da SARS-
CoV-2, come illustrato anche dai frequenti focolai di COVID-19 negli
allevamenti di visoni. La trasmissione per contatto diretto di SARS-CoV
nei furetti & stata dimostrata nel 2003 ( 22), e sia il contatto diretto
che la trasmissione per via aerea sono state dimostrate nei furetti per
SARS-CoV-2 ( 20, 23). La trasmissione per contatto diretto nel modello
di furetto e altamente riproducibile (trasmissione del 100% dal
donatore agli animali accettori), ma i furetti mostrano segni clinici

limitati. Dopo l'infezione tramite inoculazione o trasmissione diretta,
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SARS-CoV-2 puo essere facilmente rilevato e isolato dalla gola e dal

naso e la replicazione virale porta alla sieroconversione.

Per valutare l'efficacia di [SARS pgrc -PEG 4] 5 -col nel prevenire la
trasmissione di SARS-CoV-2, ai furetti naive & stato somministrato un
dosaggio profilattico con il lipopeptide prima di essere co-alloggiati
con furetti infetti da SARS-CoV-2. In questa configurazione,
teoricamente puo verificarsi la trasmissione attraverso piu percorsi
(aerosol, orofecale e graffi o morsi) ei furetti sono continuamente
esposti a virus infettivi durante il periodo di co-housing, fornendo un
rigoroso test per l'efficacia antivirale. Il disegno dello studio € mostrato
in fig. S6. Tre furetti donatori (in grigio nel diagramma) sono stati
inoculati per via nasale con 5 x 10 ° TCID 5,SARS-CoV-2 il giorno 0.
Dodici furetti riceventi alloggiati separatamente sono stati trattati
mediante gocce nasali con una preparazione simulata (rossa) o [SARS
Hre -PEG 4] 5. col peptide (verde) 1 e 2 giorni dopo l'inoculazione (DPI)
degli animali donatori. | peptidi [SARS prc -PEG 4] 5 -col per
somministrazione intranasale sono stati sciolti a una concentrazione
di 6 mg / ml in un tampone acquoso contenente il 2% di DMSO,
somministrando una dose finale di 2,7 mg / kg ai furetti (450 pl,
ugualmente diviso su entrambe le narici). Gli stock di peptidi e le
diluizioni di lavoro avevano IC 5g simile's, confermando che i furetti
trattati con peptidi venivano dosati giornalmente con quantita
comparabili (fig. S7, A e B). Sei ore dopo il secondo trattamento su 2
DPI, un furetto donatore infetto (altamente positivo per SARS-CoV-2 da
RT-gPCR) e stato ospitato insieme a quattro furetti riceventi naive (due
trattati simulatamente, due trattati con peptidi). Dopo un periodo di
trasmissione di 24 ore in tre gabbie di isolamento ABSL3 filtrate con

HEPA e pressurizzate negativamente, il co-housing é stato interrotto e i
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furetti donatori, simulati e trattati con peptidi sono stati alloggiati
come gruppi separati. Ulteriori [SARS prc -PEG 4 ] trattamenti con 5. col

peptidi sono stati somministrati ad animali riceventi su 3 e 4 DPI.

| carichi virali (rilevamento dei genomi virali mediante RT-gPCR) per gli
animali donatori direttamente inoculati (grigio), animali finte trattati
destinatario (rosso) e animali recipienti lipopeptide trattati (verdi) sono
mostrate in Fig. 4, A e B . Tutti i furetti donatori inoculati direttamente
sono stati infettati in modo produttivo, come dimostrato dal
rilevamento del genoma di SARS-CoV-2 in tamponi faringei e nasali, e
hanno trasmesso il virus in modo efficiente e riproducibile a tutti i
furetti accettori trattati con simulazione ( Fig.4, A e B, curve rosse ).
Linfezione produttiva da SARS-CoV-2 non é stata rilevata nella gola o
nel naso di nessuno degli animali riceventi trattati con peptidi ( Fig.4, A
e B, curve verdi). E stato rilevato un leggero aumento della carica virale
nei campioni raccolti a 3 DPI (alla fine del co-housing), confermando
che gli animali trattati con peptidi erano esposti a SARS-CoV-2. Nella
Fig. 4C l'area sotto la curva (AUC) mostra l'impressionante differenza
tra gli animali trattati con simulazione e quelli trattati con peptidi.
Nessun virus infettivo é stato isolato dai furetti trattati con lipopeptidi,
mentre il virus infettivo e stato rilevato in tutti i furetti trattati con
simulazione ( Fig. 4D ). | dati sull'isolamento del virus sono correlati

con il rilevamento del genoma ( Fig. 4E ).
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Fig. 4 [SARS HRC -PEG 4] 2 -chol previene la trasmissione di SARS-CoV-2 in vivo. (
A e B) Cariche virali rilevate nei tamponi faringei (A) e nasali (B) mediante RT-

gPCR. ( C) Confronto dell'area sotto la curva (AUC) dai carichi del genoma riportati
in B per sentinelle trattate con mock e peptidi. ( D ) Cariche virali rilevate nei
tamponi faringei mediante isolamento del virus su VeroE6. ( E ) Correlazione tra
cariche virali nella gola rilevata tramite RT-qPCR e isolamento del virus. La
presenza di anticorpi anti-S ( F ) o anti-N ( G ) & stata determinata mediante test
IgG ELISA. La presenza di anticorpi neutralizzanti e stata determinata in un test di
neutralizzazione del virus ( H.). Gli anticorpi neutralizzanti il virus vengono
visualizzati come fattore di diluizione sierica endpoint che blocca la replicazione di
SARS-CoV-2. Linoculazione diretta di SARS-CoV-2 su animali trattati con peptidi o
simulati ha portato a un'infezione produttiva solo negli animali precedentemente
trattati con peptidi (1), in assenza di anticorpi S-specifici, N-specifici e
neutralizzanti. Animali donatori mostrati in grigio, animali trattati in modo fittizio in
rosso, animali trattati con peptidi in verde. | simboli corrispondono ai singoli
animali (definiti nella fig. S6). | grafici a linee in (A), (B), (D) e (F) a (I) collegano la
mediana dei singoli animali per punto temporale. | gruppi trattati con mock e
peptidi sono stati confrontati tramite misure ANOVA a due vie ripetute [(A), (B) e
da (F) a ()] o test di Mann-Whitney (C).
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La sieroconversione si € verificata in furetti donatori e 6/6 animali
trattati con simulazioni di 21 DPI, ma in nessuno degli animali riceventi
trattati con peptidi, come dimostrato dal test di immunoassorbimento
legato all'enzima IgG S e N specifico (ELISA) e dalla neutralizzazione
del virus (Fig.4, da F a H). ll successo dell'infezione challenge ha
confermato che la replicazione del virus nell'ospite era stata
completamente bloccata dal trattamento [SARS pre -PEG 4] 5 -chol (
Fig. 4l e fig. S8) e che nessuno degli animali peptidici era protetto,
mentre il mock -Gli animali trattati (che si erano sieroconvertiti) erano
tutti protetti. Collettivamente, questi dati mostrano che la
somministrazione profilattica intranasale del [SARS prc -PEG 4] 5l
peptide colico aveva protetto 6/6 furetti dalla trasmissione e

dall'infezione produttiva.

Alla luce della persistenza del lipopeptide dimerico nel polmone
murino ( Fig. 2 e fig. S4), abbiamo valutato il potenziale per una singola
somministrazione di lipopeptide formulato con saccarosio in un
esperimento di trasmissione del furetto due ore prima del co-housing
per prevenire o ritardare l'infezione. In questo esperimento, abbiamo
utilizzato un lipopeptide dimerico specifico per HPIV-3 come finto
controllo (figura S9). Sebbene la formulazione di saccarosio abbia
prodotto risultati promettenti in vitro su piccola scala ( Fig. 3B ), la
formulazione su scala piu ampia ha prodotto una dissoluzione
incompleta. Di conseguenza, il saccarosio formulato [SARS pgrc -PEG 4
] o-il lipopeptide colico € stato somministrato a una concentrazione
sostanzialmente inferiore rispetto all'esperimento con il lipopeptide
formulato con DMSO (fig. S7, C e D). Tuttavia, il lipopeptide SARS-CoV-
2 ha fornito un livello di protezione significativo rispetto al gruppo di

controllo HPIV-3 e quattro animali su sei trattati con lipopeptide SARS-
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CoV-2 sono stati protetti dalle infezioni. Questo esperimento
suggerisce che la profilassi pre-esposizione a somministrazione
singola € promettente, mentre la formulazione e il regime di dosaggio

ottimali sono un'area di sperimentazione in corso.

Il peptide intranasale [SARS pgrc -PEG 4] 5 -col presentato in questo
studio e la prima profilassi riuscita che impedisce la trasmissione di
SARS-CoV-2 in un modello animale rilevante, fornendo una protezione
completa durante un periodo di 24 ore di intenso contatto diretto.
Approcci paralleli per prevenire la trasmissione che mirano
all'interazione tra S e ACE2 si sono dimostrati promettenti in vitro [ad
esempio, I'approccio della "miniproteina" ( 24)]. Il lipopeptide qui
descritto agisce sul dominio S2 dopo I'eliminazione di S1 (fig. S2 e film
S1) ed &€ complementare alle strategie che prendono di mira le funzioni
di ST o mantengono S nella sua conformazione pre-fusione, ad
esempio nanobodies sintetici ( 25, 26). | lipopeptidi inibitori della
fusione potrebbero essere utilizzati per la profilassi pre e post
esposizione in combinazione con queste strategie e in combinazione
con trattamenti [ad esempio, analoghi dei ribonucleosidi ( 27)] che
riducono la replicazione in un individuo infetto trattato. Una
combinazione di farmaci che prendono di mira diversi aspetti del ciclo
di vita virale e probabilmente l'ideale per questo virus in rapida
evoluzione. Da notare, il lipopeptide [SARS yrc -PEG 4] 5 -col &
ugualmente attivo contro diverse varianti emergenti di SARS-CoV-2
incluso il D614G cosi come le recenti varianti di preoccupazioni
(B.1.1.7 € B.1.351). Il [SARS prc -PEG 4 ] o-colpeptide ha una lunga
durata, non necessita di refrigerazione e puo essere facilmente
somministrato, rendendolo particolarmente adatto al trattamento di

popolazioni difficili da raggiungere. Questo e fondamentale nel

chrome-distiller://6a6¢2b91-a2d8-4223-928b-ba87b9da58f4_59f025889df69¢3062819c4446ced4e6569a447c64f3d06d 1 ceea2a61b476240/ title=Intranasal+fusion...  12/35


https://science.sciencemag.org/content/early/2021/02/16/science.abf4896#ref-24
https://science.sciencemag.org/content/early/2021/02/16/science.abf4896#ref-25
https://science.sciencemag.org/content/early/2021/02/16/science.abf4896#ref-26
https://science.sciencemag.org/content/early/2021/02/16/science.abf4896#ref-27

19/2/2021 Intranasal fusion inhibitory lipopeptide prevents direct-contact SARS-CoV-2 transmission in ferrets - Modalita Reader

contesto del COVID-19, che ha raggiunto tutte le comunita con l'onere
che ricade in modo sproporzionato sulle comunita a basso reddito o
altrimenti emarginate. Questo inibitore della fusione lipopeptidica HRC
e fattibile per il progresso per I'uso umano e dovrebbe facilmente
tradursi in uno spray nasale sicuro ed efficace o in un inibitore della
fusione somministrato per inalazione per la profilassi SARS-CoV-2, a

supporto del contenimento della pandemia COVID-19 in corso.
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