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Zusammenfassung 

Coronaviren stellen eine Familie behüllter RNA-Viren dar, welche insbesondere Erkrankungen 

der Atemwege und des Gastrointestinaltraktes in Mensch und Tier auslösen können [1, 2]. 

Hierdurch beeinflussen sie die Gesundheit der Weltbevölkerung, die Gesundheitssysteme, die 

Nutztierhaltung und das Wildleben erheblich. Nicht erst seit dem Ausbruch der SARS-CoV-2-

Pandemie, welche bereits Millionen Menschenleben gefordert hat, zeigten die Vertreter dieser 

Virusfamilie oft eine hohe Virulenz und adaptierten sich als Zoonosen an neue 

Wirtsorganismen [3, 4].  

Durch intensive und konzentrierte Bemühungen gelang erst im Verlauf der SARS-CoV-2-

Pandemie die Entwicklung von direkt wirkenden antiviralen Wirkstoffen wie 

Nirmatrelvir/Ritonavir (Paxlovid®) und Molnupiravir (Lagevrio®), unter deren Einsatz 

krankheitsassoziierte Risiken deutlich gemildert werden konnten [5-7]. Cyclophilininhibitoren 

wie Cyclosporin A oder Alisporivir hemmen in vitro die Replikation verschiedener 

Virusentitäten, unter anderem auch Coronaviren [8-10]. Der Mechanismus der Inhibition ist für 

Coronaviren noch nicht vollständig geklärt.  

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Resistenzinduktion im humanen Coronavirus (HCoV) 

NL63 gegen Cyclosporin A und dessen nicht-immunsuppressiven Derivaten Alisporivir und 

NIM811. Durch serielle Passage in Zellkultur ist es gelungen, Viruspopulationen mit 

verringerter Sensitivität gegenüber diesen Inhibitoren zu erstellen.  

Mittels next generation sequencing konnten dann in den Viruspopulationen wiederholt 

auftretende Mutationen identifiziert werden. Ein Vergleich der Mutationsdichte von 

Interventionsgruppe und Kontrollpassagen zeigte nur für die den Inhibitoren ausgesetzten 

Viruspopulationen einen Schwerpunkt im für das Nichtstrukturprotein 1 (Nsp1) kodierenden 

Genomabschnitt. 
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Abstract  

Coronaviruses represent a family of enveloped RNA viruses that cause respiratory and 

gastrointestinal diseases in humans and animals [1, 2]. Hereby, they significantly affect health 

of the world population, health care systems, livestock and wildlife. Not only since the outbreak 

of the SARS-CoV-2 pandemic, which has already claimed millions of lives, the representatives 

of this virus family have often shown a high level of virulence and adapted as zoonoses to new 

host organisms [3, 4].  

Through intensive and concentrated efforts during the SARS-CoV-2-Pandemy direct acting 

antivirals like Nirmatrelvir/Ritonavir (Paxlovid®) and Molnupiravir (Lagevrio®), which 

reduced the disease associated risk distinctly, were developed [5-7]. Cyclophilin inhibitors, 

such as Cyclosporin A or Alisporivir, hinder the replication of several viral entities in vitro, 

including coronaviruses [5-7]. The mechanism of inhibition in coronaviruses is yet not fully 

understood. 

This thesis describes the induction of resistance mutations in human coronavirus HCoV-NL63 

to Cyclosporine A and its non-immunosuppressive derivatives Alisporivir and NIM811. Serial 

passaging in cell culture was used to generate viral populations with reduced sensitivity to 

these inhibitors.  

Next generation sequencing was applied to identify recurrent mutations in the virus 

populations. Comparison of the mutation density of intervention group and control passages 

showed a focus in the coding region of non-structural protein 1 (nsp1) only in the virus 

populations exposed to the inhibitors.  
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1. Einführung 

1.1 Einordnung von Coronaviren 

Coronaviridae, im Deutschen meist als „Coronaviren“ bezeichnet, stellen eine Familie von 

behüllten Viren dar, welche als Genom einen einzelnen Strang von Ribonukleinsäuren (RNA) 

in positiver Ausrichtung besitzen. Taxonomisch werden sie zum Zeitpunkt der 

Veröffentlichung nach dem International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) [11] zur 

Ordnung der Nidovirales gezählt und stellen alle Mitglieder der Unterordnung Cornidovirineae. 

Die Familie der Coronaviridae lässt sich wiederum in die Unterfamilien Letovirinae und 

Orthocoronavirinae aufteilen. Die Unterordnung der Orthocoronavirinae fasst vier Gattungen 

zusammen, Alpha-, Beta-, Gamma-, sowie Deltacoronaviren. Während Alpha- und 

Betacoronaviren Säugetiere befallen, infizieren Gamma- und Deltacoronaviren vor allem Vögel. 

Sowohl Woo et al. (2012) als auch Wertheim et al (2013) publizierten, dass nach Analyse mittels 

molekularer Uhr der jüngste gemeinsame Vorfahre von Alpha-, Beta-, Gamma- und 

Deltacoronaviren etwa vor 10000 Jahren existiert haben müsste. Der genaue Ursprung der 

Coronaviren ist nicht geklärt, jedoch wird vermutet, dass diese Virusfamilie bereits sehr früh 

in der Entwicklungsgeschichte aufgetreten ist [12, 13].  

Diese Arbeit befasst sich mit dem Humanen Coronavirus (HCoV) NL63, das zur Gattung der 

Alphacoronaviren und zur Untergattung der Setracoviren gehört. In der Einführung werden auch 

andere Coronaviren beschrieben, um so einen Überblick über das Thema zu geben.  

Den Namen Coronaviren erhielt die 

Familie aufgrund ihres Aussehens in der 

Darstellung mittels Elektronen-

mikroskopie. June Almeida, eine auf 

Elektronenmikroskopie spezialisierte 

Virologin, stellte 1964 als erste 

Coronaviren, unter anderem das HCoV- 

229E, dar und veröffentlichte u.a. ihre 

Ergebnisse zusammen mit D. A. J. 

Tyrreell 1967 im Journal of General 

Virology [14, 15]. Die in der Regel 

Abb. 1: Digital nachkolorierte elektronen-mikroskopische 
Darstellung von HCoV-229E-Virionen. Deutlich in braun zu 
erkennen sind die Spike-Proteine, welche den Virionen das 
typische Aussehen verleihen. Bildquelle: CDC/ Dr. Fred Murphy; 
Sylvia Whitfield, abgerufen unter: 
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=15523 am 23.05.2021 
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kugelförmigen, von einer Lipidmembran umhüllten Virionen haben einen Durchmesser von 

ca.  800 bis 1900 Å. Sie tragen die etwa 200 Å hervorragenden Spike-Proteine, welche Dornen 

oder Keulen ähneln, an ihrer Oberfläche, wodurch entsteht der namensgebende Eindruck eines 

Kranzes oder einer Krone entsteht. Abb. 1 zeigt eine elektronenmikroskopische Darstellung 

von HCoV-229E-Virionen.  

Das Genom der Coronaviren ist mit einer Länge von ca. 25000 – 32000 Basen das größte unter 

den RNA-Viren [16]. Ein wichtiger Faktor für die Stabilität eines solch langen Genoms ist die 

Exonuklease-Aktivität der viralen RNA-abhängigen RNA-Polymerase, welche zu einem 

gewissem Maße zur Fehlerkorrektur bei der Replikation des viralen Genoms in der Lage ist [17-

19]. 

 

1.2 Aufbau und Replikationszyklus von Coronaviren  

1.2.1 Aufbau der Virionen 

Die Virionen der Coronaviren sind von sphäroider Form und besitzen einen Durchmesser von 

etwa 80 - 120 nm. Die Hülle besteht zum Teil aus der Lipiddoppelmembran der ehemaligen 

Wirtszelle, aus der das Virion ausgeschleust worden war. Zudem sind in die Hülle die viralen 

Strukturproteine integriert. Hierzu zählen zuallererst das namensgebende Spike-Protein (S-

Protein), welches für Bindung und Fusion mit der neuen Wirtszelle notwendig ist.  Auch finden 

sich das Envelope-Protein (E-Protein) sowie das Membrane-Protein (M-Protein). Im Inneren 

des Virions befindet sich das helixförmige Nukleokapsid. Hier stabilisiert das Nukleokapsid-

Protein das virale Genom  [20, 21]. Abb. 2 zeigt eine schematische Darstellung eines Virions. 

Die Funktionen der Strukturproteine werden in Kapitel 1.2.3 Replikationszyklus und virale 

Proteine näher erläutert. 
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Abb. 2: Schematische Darstellung eines Corona-Virions. Ins Auge fallen die hier rot gefärbten Spike-Proteine (S-
Protein). Zudem enthalten die Virionen aller Coronaviren auch das Envelope-Protein (E-Protein), sowie das 
Membran-Protein (M-Protein).  In Grau ist die Lipiddoppelmembran dargestellt. Modifiziert nach: CDC / Alissa 
Eckert, MSMI; Dan Higgins, MAMS; https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=23313, abgerufen am 23.05.2021 

 

1.2.2 Organisation des Genoms der Coronaviren 

Das Genom von Coronaviren besteht aus einem einzelnen RNA-Strang positiver Ausrichtung 

mit einer Länge von etwa 27 - 32 kb (Kilobasen) [16]. Am 5‘-Ende des Genoms befindet sich die 

5‘-UTR (untranslated region), welche für kein Protein kodiert. Mit einem 5‘-Cap initiiert sie die 

ribosomale Translation. Gleichzeitig bindet hier das coronavirale Nichtstrukturprotein 1 

(Nsp1). Dieses stört die Translation zellulärer mRNA durch deren Degradation. Die 5’UTR 

verhindert dies, sodass die Translation der viralen Proteine nicht negativ beeinflusst wird. Den 

größten Teil des Genoms nimmt das offene Leseraster (ORF, engl. Open Reading Frame) 1ab ein. 

Dieser Genomabschnitt kodiert für das Polyprotein 1ab, welches von zwei viralen Proteasen 

proteolytisch in mehrere Nichtstrukturproteine (Nsp) gespalten wird. ORF1ab zeichnet sich 

durch eine Struktur aus, welche als Pseudoknoten (engl. pseudoknot) die ribosomale Translation 

beeinflussen kann.  Am Ende des Unterabschnitts a des ORF 1ab befindet sich ein Stop-Codon, 

welches in der Regel die Translation beendet. Durch den Pseudoknoten kann es jedoch zu 

einem Rasterschub um eine Base zurück bei der Translation kommen (Rastersprung; engl.  

„-1 ribosomal frameshift“). Hierdurch wird dann das gesamte Polyprotein 1ab translatiert [22, 23]. 

Dabei wird das Verhältnis der vor und nach dem Frameshift translatierten Nsp beeinflusst [24-
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26]. Dies betrifft insbesondere mit Nsp12 die RNA-abhängige RNA-Polymerase, deren 

codierende Region direkt vom Rastersprung betroffen ist [27]. 

Im Anschluss folgt eine je nach Virusspezies leicht variierende Anzahl ORFs, welche für die 

Strukturproteine kodieren. ORF S kodiert für das Spike-Protein (S-Protein), ORF 3 für das 

Protein 3, ORF E für das Envelope-Protein (E-Protein), ORF M für das Membrane-Protein (M-

Protein) und zuletzt ORF N für das Nucleocapsid-Protein (N-Protein). Am Ende des Genoms 

befindet sich die 3’UTR, welche wiederum mit der 5’UTR interagieren kann [28]. An den 3’UTR 

schließt sich ein Poly-A-Schwanz an, welcher wie bei regulären mRNAs Schutz gegenüber 

Ribonukleasen bietet. Die Gesamtheit des beschriebenen Moleküls stellt die genomische RNA 

(gRNA) dar. Abb. 3 zeigt schematisch den Aufbau des coronaviralen Genoms am Beispiel des 

HCoV-NL63. 

 

 

Abb. 3: Schematische Darstellung des Genoms des humanen Coronavirus NL63. Der schwarze Doppelbalken zeigt 
die Länge des Genoms in Basen an. Der untere Balken zeigt die einzelnen Abschnitte in unterschiedlichen Farben 
an. Am 5‘-Ende befindet sich die 5‘-UTR (nichttranslatierte Region, engl. untranslated region), hierauf folgen die 
offenen Leseraster (ORF, engl. open reading frame). Den größten Anteil stellt hierbei das ORF 1ab dar, gefolgt von 
den die Strukturproteine kodierenden ORFs. Am Ende befindet sich wiederum eine UTR am 3‘-Ende. Erstellt mit 
SnapGene® in Anlehnung an [1]. 

 

Im Rahmen der Replikation werden durch die virale RNA-abhängige RNA-Polymerase 

zunächst spiegelbildliche Abbilder der genomischen RNA erstellt. Diese dienen dann als 

Blaupause für neue gRNA. Zudem wird als Matrize für die Translation der Strukturproteine 

ein Satz an subgenomischen RNA (sgRNA) mit negativer Ausrichtung erstellt. Die Produktion 

beginnt am 3‘-Ende der gRNA und endet spätestens nach dem ORF S. Im Anschluss wird dann 

die Information für die 5’UTR der gRNA an das 3’-Ende sgRNA angebracht [29, 30]. Nun 

werden mithilfe der (-)sgRNA als Matrize sgmRNA (subgenomische messenger RNA) erstellt.  

Diese besitzen so ebenfalls die coronavirale 5’UTR sowie 3’UTR. Die (-)sgRNA und die 

sgmRNA sind verschachtelt (engl. nested), ein Merkmal der Angehörigen der Ordnung der 

Nidovirales. Verschachtelung bedeutet, dass die sgmRNA eines ORFs zusätzlich auch die 



22 
 

Information der am 3’-Ende hiervon liegenden ORFs beinhaltet. Die Translation der 

Strukturproteine endet jeweils am Stop-Codon des am 5‘-Ende befindlichen ORFs, sodass mit 

einer sgmRNA jeweils nur eines der Strukturproteine translatiert werden kann. Insgesamt 

treten so die am 3‘-Ende des Genoms befindlichen ORFs wesentlich häufiger auf als die am  

5‘-Ende befindlichen. Dies kann dazu beitragen, eventuelle Mutationen, welche im Rahmen der 

Replikation der gRNA auftreten, durch homologe Rekombination auszugleichen und so zur 

Stabilität des für RNA-Viren ausgesprochen langen Genoms beitragen [31, 32]. In  Abb. 4 sind 

die verschachtelten sgmRNA des humanen Coronavirus NL63 zur Veranschaulichung 

dargestellt. 

 

 

 

 

 

 
Abb. 4: Darstellung der sub-
genomischen messenger- RNA 
(sgmRNA) des humanen Coronavirus 
NL63. Am 5‘-Ende befindet sich die 5‘-
UTR (nicht translatierte Region, engl. 
untranslated region), hierauf folgen 
die offenen Leseraster (ORF, engl. 
Open reading frame). Am Ende 
befindet sich wiederum eine UTR am 
3‘-Ende. Es wird jeweils nur das ORF 
am 5‘-Ende der sgmRNA translatiert. 
Erstellt mit SnapGene®, modifiziert. 
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1.2.3 Replikationszyklus und virale Proteine 

Wie bei allen anderen Viren ist die coronavirale Replikation obligat an Wirtszellen gebunden. 

Ort der Replikation ist das Zytosol [16]. Um dorthin zu gelangen, bindet das S-Protein des 

Virions an den jeweiligen zellulären Rezeptor der Wirtszelle. Damit bedingt das S-Protein 

sowohl den Wirtsorganismus als auch den Zelltropismus. Das S-Protein besteht aus zwei 

Domänen, welche bei einigen Coronaviren im Rahmen ihrer Modifikation im Golgiapparat 

gespalten werden. Die S1-Domäne bindet das Virion an den Rezeptor, die S2-Domäne ist 

verantwortlich für die darauf folgende Aufnahme in die Wirtzelle [33]. 

Nach Eintritt des Virions in das Zytosol erfolgt die Freigabe der gRNA. Diese wird nun wie 

eine mRNA von den zellulären Strukturen erkannt und die Translation des Polyproteins 1ab 

initiiert. Das Polyprotein spaltet sich autoproteolytisch in 16 Nichtstrukturproteine (Nsps). 

Hierfür sind verschiedene Proteasen verantwortlich. Zum einen stellt das Nsp5 die 

Hauptprotease (main protease, Mpro) dar, zum anderen finden sich eine oder mehrere Papain-

like-Proteasen (PLP) innerhalb des Nsp3. Die einzelnen Nsps nehmen dann ihre 

unterschiedlichen Aufgaben und Aktivitäten auf [19, 34]. Das Nsp1 unterbindet u.a. durch 

Degradation von mRNA die zelluläre Translation. Hierdurch werden die Ressourcen auf die 

virale Replikation umgelenkt und intrazelluläre antivirale Mechanismen blockiert. Die viralen 

sgmRNAs sind hiervon nicht betroffen, sie werden durch die 5’UTR geschützt [35-37]. Das 

Nsp2 ist möglicherweise ebenfalls an der Unterbindung zellulärer Signalwege beteiligt [38]. 

Nsp3, Nsp4 und Nsp6 nutzen ihre gemeinsamen Fähigkeiten, um Membranen zu falten und 

damit Doppelmembran-Vesikel (DMV, engl. double membrane vesicle) zu bilden. Diese Vesikel 

sind dem endoplasmatischen Retikulum (ER) angelagert und konzentrieren die viralen 

Moleküle an einem Ort, um so optimale Bedingen für die Replikation zu schaffen. Gleichzeitig 

werden diese „Virusfabriken“ von der intrazellulären Immunabwehr abgeschirmt [39, 40]. 

Im Zentrum der viralen Replikation steht der Replikations- und Transkriptionskomplex (RTC, 

engl. replication and transcription complex) aus Nsp7, Nsp8 und Nsp12. Die Funktion der RNA-

abhängigen RNA-Polymerase (RdRP, engl. RNA dependent RNA Polymerase), wird durch 

Nsp12 gestellt. Zwar besitzt auch Nsp8 zumindest bei SARS-CoV eine RdRP-Aktivität, diese 

wirkt dabei jedoch am ehesten als Primase für Nsp12 [41, 42]. Nsp13 spaltet als Helikase 

doppelsträngige RNA auf, um so die Polymerisation des neuen Strangs zu ermöglichen [43]. 
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Nsp 14 besitzt mit Nsp10 als Kofaktor eine Exonukleaseaktivität. Hierdurch können Fehler in 

der Replikation ausgeglichen werden [17, 44, 45]. Die Möglichkeit der Mismatch-Korrektur 

wird als einer der Gründe für das im Vergleich zu anderen RNA-Viren sehr lange coronavirale 

Genom angesehen. Zusammen mit Nsp16 übernehmen Nsp 10 und Nsp14 und Nsp16 zudem 

die Methylierung der 5‘-Cap-Sturktur der viralen RNA [46, 47]. Nsp8 und Nsp9 besitzen die 

Fähigkeit, RNA zu binden. Im Falle des SARS-CoV-2 wird so die 7SL-RNA, welche Teil des 

Signalerkennungspartikels (SRP, engl. signal recognition particle) ist, beeinflusst. Hierdurch wird 

der Transport von zellulären Molekülen an die Zelloberfläche schon vor Beendigung der 

Translation gestört [48]. Nsp9 bindet zudem an Nsp12, wobei die genaue Funktion für die virale 

Replikation derzeit noch nicht bekannt ist [49]. Nsp15 besitzt eine Endonuklaseaktivität, deren 

genaue Funktion für die coroanavirale Replikation noch nicht sicher ist. Diskutiert werden 

unter anderem die Beeinflussung zellulärer RNA oder die Beteiligung an der Produktion von 

(-)sgRNA [50, 51]. 

Im Innern der DMV werden dann neben der gRNA die (-)sgRNA und sgmRNA synthetisiert. 

Je nach Virusspezies werden so bis zu acht verschiedene Struktur- und akzessorische Proteine 

synthetisiert. Die sgmRNAs besitzen eine Signalsequenz, sodass nach der Initiation ihrer 

Translation diese am ER fortgesetzt wird. Das von ORF 3 kodierte Protein 3 ist ein Typ 1-

Transmembranprotein und wird zusammen mit dem E-Protein und dem M-Protein im ER-

Golgi-Intermediate compartement (ERGIC) exprimiert und scheint eine wichtige Rolle in der 

Ausbildung neuer Virionen zu haben. Das homologe Protein 3a von SARS-CoV-2 bildet zudem 

Homodimere und Homotetramere aus, welche eine Ionenkanalfunktion haben. [52, 53]. Das 

von ORF E kodierte Protein zeigt je nach Spezies der Coronaviren leicht unterschiedliche 

Funktionen [54]. Nur zusammen mit dem M-Protein ist die Produktion von virusartigen 

Partikeln (VLP, engl. virus like particles) möglich [55, 56]. Ohne die Aktivität des E-Proteins ist 

die Struktur und Tenazität von MHV-Virionen gestört [57]. Die Infektiosität von SARS-CoV 

zeigte sich in Zellkultur stark eingeschränkt [58], während bei MERS-CoV keine 

funktionsfähigen Viruspartikel gebildet werden [59]. Zudem zeigt das E-Protein bei SARS-CoV 

antiinflammatorische und antiapoptotische Eigenschaften [60]. Einen Überblick über die 

Funktionen des E-Proteins bietet der Review-Artikel von Schoeman und Fielding [54]. Das  

M-Protein spielt die zentrale Rolle im Aufbau neuer Virionen und kommt am häufigsten an der 

Oberfläche der Viruspartikel vor [61]. Es kann an alle anderen Strukturmoleküle binden und ist 
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für den Zusammenhalt dieser von Bedeutung [62]. Neuman et al. zeigten, dass das M-Protein 

verschiedene Konformationen einnehmen kann, welche die Flexibilität der Virushülle und die 

Dichte von S-Proteinen an der Oberfläche der Virionen zu beeinflussen scheinen [63]. Eine 

vitale Rolle für die Produktion neuer funktionsfähiger Viruspartikel spielt das N-Protein. Es ist 

stark basisch, positiv geladen und bildet Multidimere aus, welche die virale gRNA binden und 

diese so in den Virionen konzentrieren [64, 65]. Zusammen bilden gRNA und N-Proteine das 

Ribonukleokapsid (RNP), welches eine helikale Struktur von 8-16 nm Durchmesser ausbildet 

[66]. Nach Fertigstellung (Assembly) werden die neu entstandenen Virionen dann ausgehend 

vom Golgi-Apparat an die Zelloberfläche gebracht und ausgestoßen. Abb. 5 zeigt den 

coronaviralen Replikationszyklus schematisch. 

 

Schematische Darstellung des coronaviralen Replikationszyklus: 

 

Abb. 5: Schematische Darstellung des coronaviralen Replikationszyklus. (1) Am Beginn steht die Bindung des 
Virions an den jeweiligen zellulären Rezeptor, welche durch die S1-Domände des Spike-Proteins (rot dargestellt) 
vermittelt wird. Sie S2-Domäne initiiert dann die Aufnahme in die Wirtszelle. (2) Nach Auflösung des Viruspartikels 
wird die genomische RNA freigesetzt und mit ihrer 5’UTR (untranslated region) von einem Ribosom der Wirtszelle 
(grün) erkannt, gebunden und die Translation des Polyproteins 1ab initiiert. (3) Hierauf spaltet sich dieses 
autoproteolytisch mittels seiner Proteaseaktivitäten in 16 Nichtstrukturproteine (Nsp), welche dann 
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unterschiedliche Funktionen aufnehmen. Nsp3, Nsp4 und Nsp6 bilden aus zellulären Membranen 
Doppelmembranvesikel (DMV). (4) Dort bilden weitere Nsp den Replikations- und Transkriptionskomplex (RTC) 
aus, mit dem zum einen negative Abbilder der genomischen RNA (rot) produziert werden. Jene dienen dann 
wiederum als Matrize für neue genomische RNA. Auch werden subgenomische RNA und subgenomische 
messenger-RNA (sgmRNA) erstellt, welche dann für die Translation von Strukturproteinen zur Verfügung stehen 
und in das endoplasmatische Retikulum (ER) synthetisiert werden. Im Inneren des ER-Golgi-
Intermediärkompartiments (ERGIC) und im Golgi-Apparat kommt es dann zum Auf- und Zusammenbau neuer 
Virionen. Dies wird durch die Strukturproteine, insbesondere das Membran-Protein (orange) und Envelope-
Protein (gelb) ermöglicht. Die genomische RNA bindet an das Nucleocapsid-Protein und wird im Inneren der 
Viruspartikel verpackt. Zum Schluss wird dann das Virion aus der Zelle ausgeschleust. Eigene Darstellung in 
Anlehnung an [19, 34, 40]. 

 

1.3 Bedeutung von Coronaviren für Mensch und Tier 

1.3.1 Humanpathogene Coronaviren 

Seit ihrer Erstbeschreibung war bis zur Jahrhundertwende nur die Humanpathogenität zweier 

Coronaviren (HCoV) bekannt, 229E und OC43. Beide Viren wurden hierbei mit meist benigne 

verlaufenden saisonalen Erkältungskrankheiten und Durchfallerkrankungen bei 

Neugeborenen und Kleinkindern in Verbindung gebracht [67-70].  

Im März 2003 berichtete der Arzt Carlo Urbani über eine schwer verlaufende grippeartige 

Erkrankung, welche er erstmalig bei einem Patienten im vietnamesischen Hanoi festgestellt 

hatte. Infizierte Patienten zeigten hohes Fieber, Fatigue und im Verlauf eine schwere atypische 

Pneumonie mit Störung des Gasaustauschs. Carlo Urbani erkrankte selbst und erlag der 

Erkrankung. Rückblickend war die Erkrankung bereits 2002 in der südchinesischen Provinz 

Guangdong aufgetreten. Sie wurde Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) genannt [3, 71, 72]. 

Der Krankheitserreger verbreitete sich rasch über Ländergrenzen hinweg und wurde vor allem 

in Südostasien, aber auch Kanada, den USA sowie in Europa nachgewiesen [73]. Im Verlauf 

konnte dann ein neues Coronavirus, SARS-CoV, als Verursacher identifiziert und dessen 

Genom sequenziert werden [3, 74]. Insgesamt registriere die WHO 8096 Fälle, von denen 774 

einen tödlichen Ausgang hatten. Dies entsprach einer fallbezogenen Letalität von 9,6 % [75]. 

Insgesamt waren milde oder gar asymptomatische Krankheitsverläufe selten, sodass durch 

Quarantänemaßnahmen eine vollständige Unterbindung von Mensch-zu-Mensch-

Übertragungen erreicht werden konnte. Seit Mai 2004 waren beim Menschen keine neuen 

Erkrankungen registriert worden [76, 77]. 

In Folge der SARS-Pandemie wurde die Forschung zu Coronaviren und anderen unbekannten 

Krankheitserregern intensiviert. Im Jahr 2003 wurde erstmals das Alphacoronavirus HCoV-
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NL63 [78], im Jahr 2005 das Betacoronavirus HCoV-HKU1 [79] identifiziert. Beide Spezies 

verursachen in der Regel grippale Infekte, jedoch sind schwere Verläufe möglich [80, 81]. Das 

HCoV-NL63 steht im Zentrum dieser Arbeit und wird im anschließenden Kapitel eingehender 

beschrieben.  

In Saudi-Arabien wurde 2012 ein neues humanpathogenes Coronavirus aus einem 60-jährigen, 

an einer atypischen Pneumonie verstorbenen Patienten isoliert. Das MERS-CoV (Middle 

Eastern Respiratory Syndrom Coronavirus) zeigt mit ca. 36 % eine noch höhere fallbezogene 

Letalität als das SARS-CoV. Die Erkrankung betrifft nicht nur das Lungengewebe, da man unter 

anderem bei betroffenen Patienten auch Nieren- und Multiorganversagen als Komplikationen 

feststellte [82]. Bis heute konnte keine spezifische Therapie bei MERS zugelassen werden, wobei 

eine placebokontrollierte Studie die Wirkung von Lopinavir/Ritonavir untersucht [83]. Als 

Intermediärwirt des MERS-CoV werden Dromedare angesehen, welche im Mittleren Osten als 

Sport- und Nutztiere gehalten werden. Erkrankte Tiere zeigen eine in der Regel nur geringfügig 

ausgeprägte Symptomatik eines Infekts der oberen Atemwege, infektiöse Viruspartikel 

konnten sowohl im Nasensekret als auch in der Milch weiblicher Dromedare nachgewiesen 

werden [84]. Zudem ist das MERS-CoV von Mensch zu Mensch übertragbar, was nicht zuletzt 

ein Ausbruch in Südkorea gezeigt hat. Ein einzelner infizierter Reisender führte dabei zur 

Infektion von 186 anderen Menschen. Dies war nicht zuletzt dadurch bedingt, dass bis zur 

Diagnosestellung Zeit vergangen war. Bemerkenswerterweise konnte ein Großteil der 

Übertragungen auf wenige „Superspreading Events“ zurückgeführt werden [85, 86].  

Im Dezember 2019 präsentierten sich mehrere Patienten im chinesischen Wuhan mit einer 

atypischen Pneumonie, welche in epidemiologischem Zusammenhang mit einem Wildtier- und 

Fischmarkt standen. Als Verursacher dieser Erkrankung konnte im Verlauf ein Coronavirus 

identifiziert werden, welches zunächst 2019-nCoV und im Verlauf SARS-CoV-2 genannt 

wurde. Die durch das Virus verursachte Erkrankung trägt die von der WHO eingeführte 

Bezeichnung COVID-19 [87]. Initial wurde eine direkte Mensch-zu-Mensch-Übertragung für 

unwahrscheinlich gehalten, diese wurde jedoch kurze Zeit später durch weitere Ausbreitung 

des Virus dargestellt [88, 89]. Hauptsächlich erfolgt die Übertragung auf dem Luftweg. Im 

Gegensatz zu SARS ist das Virus bereits in einem Stadium der Erkrankung mit milden oder gar 

fehlenden Symptomen übertragbar, was Isolationsmaßnahmen erschwert. Die 

Erkankungsschwere variiert stark und lässt sich im Einzelfall nur bedingt vorhersagen. Die 
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Mehrzahl der Patienten erleidet einen schweren grippalen Infekt, wobei es häufig zum 

passageren Verlust des Geruch- und Geschmackssinnes kommt. Bei einem Teil der Patienten 

verläuft die Erkrankung jedoch schwer, es kommt zu einer atypischen Pneumonie mit 

möglichem konsekutivem respiratorischen Versagen. Zudem kann es zu Nierenversagen und 

thrombembolischen Ereignissen kommen, wobei eine übermäßige, derangierte Immunantwort 

die Pathogenese der Erkrankung zumindest teilweise ausmacht. Insgesamt betrug die 

fallbezogene Letalität der COVID-19-Erkrankung in den ersten Jahren der Pandemie ca. 2 %, 

wobei die Wahrscheinlichkeit eines schweren Verlaufs mit einem höheren Lebensalter stark 

ansteigt [90]. Weitere Risikofaktoren stellen unter anderem Adipositas [91], das männliche 

Geschlecht, Herz-Kreislauferkrankungen inkl. Arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus und 

Lungenerkrankungen dar [90]. Ein Teil der Patienten zeigt auch nach Genesung von der 

eigentlichen Erkrankung weiterhin, mithin über Monate, ausgeprägte Fatigue und mangelnde 

körperliche Leistungsfähigkeit. Diese Symptomkonstellation wird als Long-COVID bezeichnet 

[92]. Wie beim MERS-CoV kam es ebenfalls zu „Superspreading Events“, bei denen sich eine 

Vielzahl von Personen mit dem SARS-CoV-2 infizierten, während in der Mehrzahl der Fälle 

nur wenige Personen durch eine infizierte Person angesteckt wurden [93]. Die Erkrankung 

verbreitete sich innerhalb weniger Monate über alle Kontinente. Im März 2020 rief die 

Weltgesundheitsorganisation den Pandemiefall aus. Bis zum  Februar 2023 waren über 

673 Millionen Erkrankungsfälle im Menschen diagnostiziert worden, mehr als 6,8 Millionen 

Patienten waren an oder mit SARS-CoV-2 verstorben [94].  

Zurecht richtete sich der Brennpunkt von Medizin, Wissenschaft und Forschung auf die 

Untersuchung von SARS-CoV-2 und weiterer Coronaviren.  Dies zeigte sich schon anhand der 

bloßen Zahl an veröffentlichten Artikeln zu diesem Thema. Waren auf der 

Wissenschaftsdatenbank Pubmed bis zum Ende des Jahres 2019 ca. 15000 Publikationen zum 

Thema „coronavirus“ angegeben, imponierte zum 14.03.2023 eine Zahl von mehr als 230000 

Artikeln [95]. Trotz der immensen Anstrengungen und des daraus folgenden 

Erkenntnisgewinns hinsichtlich der Pathophysiologie der COVID-19-Erkrankung konnten in 

der Entwicklung spezifischer antiviraler Medikamente zunächst nur eingeschränkt Erfolge 

erzielt werden. Die initiale Nofallzulassung des zur Prävention von Parasitosen und als 

Basismedikation rheumatischer Erkrankungen zugelassenen Hydroxychloroquins, teilweise in 

Kombination mit dem Antibiotikum Azithromycin, wurde bei unzureichendem Nutzen-
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Risikoprofil wieder zurückgerufen [96]. Die bereits bei MERS untersuchte Therapie mit der 

Kombination aus Lopinavir und Ritonavir konnte in mehreren Studien keinen positiven 

Einfluss auf das Outcome der Patienten erwirken [97]. Das zur Behandlung von Hepatitis C 

und später für die Therapie von Ebola verwendete Nukleosidanalogon Remdesivir sowie die 

Therapie mit monoklonalen, gegen das Spike-Protein des SARS-CoV-2 gerichteten Antikörpern 

und die Behandlung mit dem Plasma gesundeter, vormals an COVID-19 erkrankter Personen 

helfen im Allgemeinen nur in der Frühphase der Erkrankung [98-101]. Der generelle Einsatz 

von Remdesivir wurde von der WHO zwischenzeitlich nicht mehr empfohlen [102]. Die 

Steroidtherapie mit Dexamethason bei stationär behandelten Patienten sowie Budesonid bei 

ambulanten Patienten beeinflusst den Verlauf der Erkrankung positiv [103, 104]. Im Verlauf der 

Pandemie wurden zwei neue Medikamente zur Behandlung von COVID-19 entwickelt und 

zugelassen. Das Nukleosidanalogon Molnupiravir (Lagevrio®), welches zu Fehlern in der 

RNA-Replikation des Virus führt, führte in seiner Anwendung zu einer Reduktion des Risikos 

von Krankenhausaufnahme oder Tod um etwa 50 % [6, 7]. Noch effektiver zeigte sich das 

Kombinationspräparat Nirmatrelvir/Ritonavir als Hemmer der 3-Chymotrypsin-like Protease. 

Durch seinen Einsatz konnte das kombinierte Risiko von Krankenhausaufnahme und Tod um 

70-90 % reduziert werden.  [5, 7].  

Durch die Entwicklung von Impfstoffen, insbesondere die Klasse der erstmals in breiter Masse 

eingesetzten mRNA-Impfstoffe, konnte die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung oder eines 

schweren Verlaufs stark gesenkt werden.  [105-109]. Im Verlauf der Pandemie traten neue 

Varianten von SARS-CoV-2 auf, welche oft eine im Vergleich zum Wildtyp erhöhte Infektiosität 

und Pathogenität aufwiesen. Auch die Effektivität der eingesetzten Impfstoffe zeigte sich hier 

teilweise eingeschränkt, auch Reinfektionen waren bei vorher an der Ursprungsvariante 

erkrankten und genesenen Personen möglich [110-113]. Diese „Variants of Concern“ (VOC, 

engl. für „besorgniserregende Variante“) wurden mit einer Buchstaben-Zahlen-Kodierung, der 

Pango-Nomenklatur [114] sowie zunächst, teilweise umgangssprachlich, mit dem Namen des 

Landes ihrer Erstidentifikation bezeichnet. Im Verlauf wurde dann eine Nomenklatur 

entsprechend des griechischen Alphabets angewandt. Besonders zu erwähnen sind die Alpha-

Variante B.1.1.7 (ehemals „britische Variante“) [115-117], die Delta-Variante B.1.617.2 (initial 

teilweise als „indische Variante“ beschrieben) [118-120] und die hochinfektiöse Omikron-
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Variante B.1.1.529, welche zuerst in Südafrika nachgewiesen werden konnte [121-123]. Allen 

gemein sind Mutationen, welche insbesondere das S-Protein betreffen [117, 120-123]. 

Durch strikte Maßnahmen des Infektionsschutzes konnte die Zahl der Erkrankungen in 

Deutschland anfangs gesenkt werden, wobei die nationalen und internationalen Folgen der 

COVID-19-Pandemie für Gesundheit, Gesellschaft und Wirtschaft immens und kaum 

abzuschätzen waren [124-126]. Insbesondere durch das Auftreten der im Vergleich 

hochansteckenden Omikron-Variante, welche einen großen Teil der Bevölkerung infizierte und 

einen durch Auffrischimpfung weiter bestehenden Impfschutz sank die Zahl der schweren 

Krankheitsfälle [127, 128], zumindest in Europa konnte die Erkrankung nun als endemisch 

bezeichnet werden [129-131].  Die Maßnahmen des Infektionsschutzes wurden wieder 

zurückgenommen, so hob das Bundesland Bayern die diesbezügliche Verordnung zum 

01.03.2023 auf [132].  

 

1.3.2 Das humane Coronavirus NL63 

Im Jahr 2003 gelang der Nachweis eines bisher unbekannten Coronavirus aus dem 

nasopharyngealen Aspriat eines damals 7 Monate alten Kindes. Das Kind litt an einer 

Bronchiolitis, wobei Tests auf Erreger anderer Atemwegserkrankungen keinen wegweisenden 

Befund erbrachten. In LLC-MK2-Zellen, welche mit der Probe inokuliert worden waren, zeigte 

sich ein zytopathologischer Effekt (CPE). Weitere Untersuchungen legten nahe, dass es sich um 

ein behülltes Virus handelte. Mittels der VIDISCA-Methode wurde das noch unbekannte virale 

Genom mittels Restriktionsenzymen geschnitten und dann unter der Verwendung von an die 

Restriktionsschnittstellen bindenden Primern vervielfältigt und sequenziert. So konnte das 

Virus als Coronavirus identifiziert werden [133, 134]. Das veröffentlichte Referenzgenom hat 

eine Länge von 27553 Nukleotiden und beinhaltet ORF 1ab, ORF S, ORF 3, ORF E, ORF M und 

ORF N [135].  Kurz hierauf wurde das Virus auch von Fouchier et al. beschrieben [136]. 

Nach der derzeitigen Klassifikation der ICTV ist das NL63-CoV der Gattung der 

Alphacoronaviren und der Untergattung der Setracoviren zugeordnet. 

Im Verlauf konnte ACE2 (engl. Angiotensin converting enzyme 2) als Rezeptor der Wirtszelle, an 

den das S-Protein des NL63-Virions bindet, ausgemacht werden. Ebenso wird ACE2 von 

SARS-CoV sowie von SARS-CoV-2 als Rezeptor angesteuert.   
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Klinisch löst das HCoV-NL63 beim Menschen vor allem Infekte der oberen und unteren 

Atemwege wie Pseudokrupp oder Bronchiolitis aus. Wie bei  anderen respiratorischen 

Erkrankungen zeigt sich eine saisonale Häufung der Infektionszahl in den Wintermonaten 

[137]. Bis zum Auftreten von COVID-19 zeigte sich in Untersuchungen NL63 für etwa 3-4 % 

der Infekte der oberen Atemwege ursächlich. Dabei weist die Mehrzahl der Kinder eine NL63- 

Serokonversion vor Vollendung des vierten Lebensjahres auf [138, 139]. Insbesondere bei 

Kindern und Älteren sowie Patienten mit geschwächtem Immunsystem verursacht HCoV-

NL63 schwerwiegendere Infekte bis hin zu einer atypischen Pneumonie [140, 141]. In einer 

Untersuchung stationär behandelter Patienten in Taiwan konnte HCoV-NL63 in 8,4 % der Fälle 

nachgewiesen werden. Koinfektionen mit Influenzaviren zeigten hier einen schwereren Verlauf 

[142].  Es existieren auch Fallberichte von tödlichen Verläufen einer Infektion mit HCoV-NL63, 

welche jedoch insgesamt sehr selten vorkommen [143, 144]. Bis heute ist keine ursächliche 

Behandlung der Erkrankung etabliert, sodass lediglich eine symptomatische Therapie möglich 

ist. 

 

1.3.3 Tierpathogene Coronaviren 

Neben dem Menschen befallen eine Vielzahl von Coronaviren andere Wirbeltiere. Auf einige 

dieser soll hier exemplarisch eingegangen werden.  Insbesondere in der Nutztierhaltung 

verursachen die oft tödlich verlaufenden und hochanstecken coronaviralen 

Infektionskrankheiten hohe Schäden. Die Alphacoronaviren Transmissible Gastroenteritis 

Virus (TGEV), das Porcine Epidemic Diarrhea Virus (PEDV) und das Swine Acute Diarrhea 

Syndrome - Coronavirus (SADS-CoV) lösen schwere Gastroenteritiden aus, welche 

insbesondere für neugeborene Ferkel eine hohe Letalität aufweisen [2, 145, 146]. 

Geflügel, insbesondere Masthähnchen, erkranken am hochansteckenden Deltacoronavirus 

Infectious Bronchitis Virus (IBV), welches je nach Virenstamm unterschiedliche Syndrome 

auslöst. Eine Infektion der oberen und unteren Atemwege verläuft in der Regel nur bei 

Koinfektion mit weiteren Krankheitserregern schwer, während die durch nephrotrope Stämme 

ausgelöste Nephritis in etwa einem Drittel der Fälle einen letalen Ausgang hat. Zwar kommen 

Impfstoffe zum Einsatz, diese wirken jedoch durch das Auftreten verschiedener Varianten oft 

nur bedingt  [147, 148].  
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Mäuse und Ratten, welche häufig als Versuchstiere zu wissenschaftlichen Zwecken gehalten 

werden, können vom Murinen Coronavirus (M-CoV, ehemals Maus Hepatitis Virus, MHV) 

befallen werden. Neben einer Hepatitis kann dieses Betacoronavirus je nach Virenstamm auch 

eine Hyperkoagulopathie oder eine im Verlauf demyelinisierende Enzephalitis auslösen [149, 

150]. Die Letalität der Erkrankung variiert, wobei insbesondere Jungtiere schwer erkranken 

können. Da auch nicht letale Verläufe Experimente nachhaltig beeinflussen können, ist die 

Erkrankung in Versuchstierställen besonders gefürchtet. 

Auch Haustiere sind von coronaviralen Erkrankungen betroffen. Das Canine Coronavirus 

(CCoV) löst bei Hunden eine meist benigne verlaufende Gastroenteritis aus, wobei ein 

pantroper Virenstamm für Ausbrüche mit letalem Verlauf verantwortlich ist [151, 152]. Ein 

ähnlicher Wechsel des Tropismus ist bereits bei Hauskatzen beschrieben. Das Feline 

Coronavirus löst in seiner Form als Felines Enterales Coronavirus (FECV) eine Gastroenteritis 

aus. In Folge von Mutationen ist es dem Virion jedoch möglich, Monozyten als Wirtszellen zu 

nutzen. Dieses als Felines Infektiöses Peritonitis-Virus (FIPV) bekannte Virus löst eine 

unbehandelt tödlich verlaufende Erkrankung mit gastroenterologischen Symptomen wie 

Aszites und Ikterus und neurologischen Symptomen wie epileptischen Anfällen aus [153, 154]. 

Das mit Remdesivir verwandte Nukleosidanalogon GS-441524 zeigt bei Katzen gute Erfolge in 

der Behandlung einer FIPV-Infektion, sodass die Mehrzahl der erkrankten Tiere geheilt werden 

kann. Derzeit ist GS-441524 jedoch noch nicht für die Tierbehandlung zugelassen [155].  

Zusammenfassend existiert eine Vielzahl von Coronaviren, welche Säugetiere und Vögel 

infizieren können. Die ökologische, aber auch wirtschaftliche Bedeutung dieser Virenfamilie ist 

somit enorm. 

 

1.3.4 Coronaviren – Bedeutung als Zoonosen 

Als Ausgangswirt diverser, auf andere Arten neu übertragener Coronaviren konnten 

Fledermäuse ausgemacht werden [4]. Deren weltweite Verbreitung und die Besonderheit ihres 

Immunsystems, Virusinfektionen dauerhaft zu kontrollieren, ohne dass es zu einer Erkrankung 

kommt, begünstigen die Eigenschaft als Reservoir für Coronaviren  [156-158].  

Humanpathogene Coronaviren entwickelten sich teilweise über verschiedene Zwischenwirte, 

welche teilweise noch nicht identifiziert werden konnten. Im Falle von SARS-CoV dienten 
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wahrscheinlich Schleichkatzen als Überträger, MERS-CoV geht von Dromedaren auf den 

Menschen über. Im Falle von HCoV-OC43 sind Kühe als Ursprung identifiziert [159]. Die 

Arbeitsgruppe um Marc Van Ranst veröffentlichte im Jahr 2005 Ergebnisse, dass das HCoV-

OC43 nach Analyse mittels der molekularen Uhr um das Jahr 1890 erstmalig im Menschen 

aufgetreten sein müsste, nachdem es sich aller Wahrscheinlichkeit nach aus dem Bovinen 

Coronavirus (BCoV) entwickelt hatte. In diese Zeit fiel auch die Influenza-Pandemie von 1889 

bis 1895, damals zeitgenössisch auch als „Russische Grippe“ bezeichnet. So wird die Hypothese 

gestellt, dass das HCoV-OC43 der eigentliche Erreger der damaligen Pandemie war [160]. 

Im Falle von NL63 sowie SARS-CoV-2 ist die übertragende Tierspezies nicht bekannt. Im 

Verlauf der COVID-19-Pandemie zeigte sich, dass unter anderem Nerze für die Infektion mit 

SARS-CoV-2 nicht nur unter experimentellen Umständen empfänglich sind. Nach Ausbrüchen 

in dänischen Nerzfarmen wurden Millionen dieser Tiere gekeult [161].  

Neben den bekannten humanpathogenen Coronaviren erregen weitere Aufmerksamkeit: Im 

Falle des porcinen SADS-CoV konnte zumindest in vitro die Replikation in humanen Zellen 

nachgewiesen werden, sodass hier zumindest die Gefahr der Entwicklung einer neuen 

Zooanthroponose besteht [162]. Eine aktuelle Publikation beschreibt den Nachweis eines 

rekombinanten CCoV in acht nasopharyngealen Abstrichen von Patienten mit Pneumonie im 

östlichen Malaysia. Sollten sich diese Ergebnisse reproduzieren lassen, wäre das mit CCoV-

HuPn-2018 bezeichnete Coronavirus das achte beschriebene humanpathogene Coronavirus 

[163]. 

Die Anpassungsfähigkeit von Coronaviren, Begleitumstände wie Massentierhaltung und der 

enge Kontakt von Menschen mit Haus- und Nutztieren unterstützen die Entwicklung neuer 

humanpathogener Coronaviren. Somit ist eine globale Überwachung im Sinne des One Health 

Konzepts von sich neu entwickelnden Erkrankungen dringend notwendig [161].  

 

1.4. Ansatzpunkte für die antivirale Intervention 

1.4.1 Virostatika – ein Überblick 

Prinzipiell bietet jeder Abschnitt des coronaviralen Replikationszyklus Angriffspunkte, die 

Vermehrung der Viren zu mindern. Extrazellulär können Virionen inaktiviert werden, was 

insbesondere durch neutralisierende Antikörper möglich ist. Diese unterbinden die weitere 
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Funktionsfähigkeit des Viruspartikels. Gegen SARS-CoV-2 wurden bereits mit 

Casirivimab/Imdevimab sowie Bamlanivimab monoklonale, gegen das S-Protein gerichtete, 

Antikörper für die Anwendung im Menschen entwickelt. Schon im Vorfeld wurde dieser 

Ansatz in der Therapie der HIV-Infektion verfolgt. Hier zeigte sich, auch bedingt durch die bei 

Retroviren besonders hohe Mutationsrate, eine rasche Resistenzentwicklung bei Verwendung 

einzelner monoklonaler Antikörper. Dieser Effekt konnte durch den gleichzeitigen Einsatz 

verschiedener Antikörper sowie breitneutralisierender Antikörper abgemindert werden [164, 

165]. Ähnliches wird hinsichtlich des Influenza-A-Virus beschrieben [166].   

Entryinhibitoren verhindern das Andocken an oder die Aufnahme in die potenzielle Wirtszelle 

[167]. Simmons et al. beschrieben 2005 mit mdl 28170 einen experimentellen SARS-CoV 

Entryinhibitor [168]. 

Der nächste Schritt im viralen Replikationszyklus stellt das Uncoating, die Freisetzung der 

inneren Bestandzeile des Virions in das Zytoplasma dar. Als Beispiel inhibiert Amantadin 

durch Blockade des M2-Kanals das Uncoating im Influenza A-Virus, wobei die Wirksamkeit 

durch weltweit aufgetretene Resistenzen mittlerweile stark eingeschränkt ist [169, 170]. 

Virusproteasen sind für die allermeisten Viren von immanenter Bedeutung. So revolutionierte 

die Kombinationstherapie des Proteaseinhibitors Simeprevir zusammen mit dem 

Nukleosidanalogon Sofosbuvir die Therapie der Hepatitis C [171]. In Zellkultur konnte die 

Virale Replikation verschiedener Corona- und Enteroviren durch α-Ketoamide, welche die 

Hauptprotease hemmen, wirksam unterdrückt werden. Dies gelang unter anderem auch für 

HCoV-NL63 und SARS-CoV-2 [172, 173]. 

Die Produktion der durch Coronaviren geformten intrazellulären Doppelmembranvesikel 

kann durch den experimentellen Wirkstoff K22 wirksam gehemmt werden. Resistente Viren 

wiesen Mutationen im das für DMV wichtigen Nsp6 auf, zeigten insgesamt jedoch eine 

niedrigere Infektiosität [174]. 

Als Hauptansatzpunkt vieler Virostatika gilt die virale RNA-Polymerase (bzw. DNA-

Polymerase bei DNA-Viren). Insbesondere Nukleosidanaloga können diese hemmen, teilweise 

bedingt durch eine verminderte Selektivität dieser in der Wahl ihrer Substrate [175]. Es 

resultieren dann vermehrt, teilweise letale, Mutationen und Strangabbrüche. Das bereits 

erwähnte Nukleosidanalogon Remdesivir, der experimentelle Wirkstoff GS-441524 und 

Favipiravir hemmen wie auch das seit den 1970er Jahren bekannte Ribavirin die Replikation 

von Coronaviren und anderen, wie beispielsweise Lassa- und Ebolaviren [176-179]. Im 



35 
 

Tierversuch hat sich der Wirkstoff β-D-N4-hydroxycytidine (NHC) als wirksam gegenüber 

SARS-CoV-2 erwiesen [180].  

Im späteren Verlauf des viralen Replikationszyklus können die Schritte des Zusammenbaus 

(Assembly) der Virionen sowie das Budding, das Ausschleusen aus der Wirtszelle, gehemmt 

werden. Beispielsweise inhibieren Neuraminidasehemmer wie Laninamivir oder Oseltamivir 

das Budding von Influenzaviren und werden klinisch eingesetzt. Zunehmend auftretende 

Resistenzen schränken den Einsatz ein [170]. Für Coronaviren bestehen bisher nur in silico – 

Analysen zum Einsatz von potenziellen Assembly-Inhibitoren [181, 182]. 

 

1.4.2 Resistenzentwicklung und wirtsspezifische Virusinhibitoren 

Die fortschreitende Ausbildung von Resistenzen gegenüber antiviralen Wirkstoffen stellt eine 

andauernde Herausforderung für die Forschung dar. Die Fehleranfälligkeit der viralen  

RNA-Polymerasen bietet zusammen mit der hohen Reproduktionszahl ausgezeichnete 

Ausgangsbedingungen für neue Mutationen. Für RNA-Viren wird die Mutationsrate mit etwa 

10-3-10-5 pro Nukleotid angegeben, wobei bei Coronaviren, insbesondere durch die von Nsp14 

gestellte Exonukleaseaktivität die Häufigkeit von Fehlern weiter reduziert wird [183-187]. Sie 

beträgt im Falle von MHV etwa 2,5x10-6 pro Nukleotid und Replikationszyklus, fehlt diese 

Exonukleaseaktivität, steigt die Rate auf 3,2x10-5 an. [188]. Für SARS-CoV ist ähnliches 

beschrieben [18]. Smith et al. zeigten eine 300-fach erhöhte Anfälligkeit für Mutationen unter 

dem Einsatz von 5-Fluoruracil nach Stilllegung von Nsp14 im MHV [189]. 

Die den Mutationen folgenden Änderungen im Aufbau der viralen Proteine können die 

Bindungsstellen von antiviralen Wirkstoffen verändern, sodass die Affinität dieser abnimmt. 

Eine weitere Möglichkeit der Resistenzentwicklung stellt eine „Loss-of-function“ Mutation dar, 

welche für einige DNA-Viren aus der Familie der Herpesviridae beschrieben ist. Hier wird 

normalerweise das Nukleosidanalogon Aciclovir durch die virale Thymidinkinase in den 

aktiven Metaboliten umgewandelt. Fehlt die Kinaseaktivität in Folge einer Mutation, ist 

Aciclovir nicht mehr wirksam [190].  

 

Jedoch können nicht nur virale Proteine als Angriffspunkt der antiviralen Intervention dienen. 

Im Rahmen ihrer Replikation interagieren diese mit einer Vielzahl zellulärer Proteine, von 

deren Aktivität sie abhängen. Wird eine solche Funktion unterbunden, ist es für das Virus 

wesentlich unwahrscheinlicher, dass die fehlende Aktivität über Mutationen wieder 
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ausgeglichen werden kann. Medikamente, welche an Strukturen der Wirtszelle ansetzen, 

werden als wirtsspezifische Virusinhibitoren (host-targeted-antivirals = HTAs) bezeichnet.  

Einige Wirkstoffe können neben einem direkt gegen virale Strukturen gerichteten Effekt auch 

auf Proteine der Wirtszelle abzielen. Beispielsweise im Falle von Ribavirin zeigt sich neben der 

antiviralen Wirkung auf die RdRP auch eine Hemmung der Inosinmonophosphat-

Dehydrogenase (IMPDH), welche eine entscheidende Rolle in der Synthese von Guanosin-

Monophosphat darstellt [189]. 

Weitere Beispiele sind die Hemmung des Receptor for Activated C Kinase 1 (RACK1), welcher 

von verschiedenen Viren wie dem Hepatitis C-Virus, HIV-1 und HSV-1 zur Initiation der 

Translation herangezogen wird. In vitro konnte die Substanz SD-29 und deren Analoga die 

Replikation von HSV-1 inhibieren [191]. Die Replikation von Hepatitis B- und Hepatitis D-

Viren kann durch Cyclosporin A (CsA) gehemmt werden. Die Wirkung entfaltet es über die 

Blockade des NTCP Rezeptors, welcher den Eintritt der Viren in die Hepatozyten ermöglicht 

[192]. Ein weiterer Wirkmechanismus von CsA und dessen Analoga ist die Hemmung von 

Cyclophilinen, welches im folgenden Kapitel erläutert wird.  

 

1.4.3 Cyclophiline und Cyclophilininhibitoren 

Auf der Suche nach zellulären Interaktionspartnern von viralen Proteinen von NL63 und SARS-

CoV wurde ein Screening mittels des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems (engl. Yeast Two-Hybrid 

System, Y2H) durchgeführt. Hier hatte sich eine deutliche Interaktion von Cyclophilin A 

(CYPA) mit dem Nsp1 von SARS-CoV [193] sowie Nsp3 und Nsp15 von HCoV-NL63 darstellen 

lassen (AG von Brunn, unveröffentlichte Daten). 

Cyclophiline (CYP) stellen eine ubiquitär vorkommende Enzymklasse dar, welche eine 

Peptidyl-prolyl-cis-trans-isomerase (PPIase) Aktivität besitzen. Sie gehören zur Überklasse der 

Immunophiline.  PPIasen wirken als Faltungshelfer im Rahmen der posttranslationalen 

Modifikation von Proteinen, indem an der Aminosäure Prolin der Wechsel zwischen  

cis- und trans-Konfiguration katalysiert wird [194, 195]. Abb. 6 veranschaulicht den 

Konformationswechsel. 
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Abb. 6: Der die Peptidyl-prolyl-cis-trans-isomerase (PPIase) katalysierte Konformationswechsel. In der Mitte ist 
die Aminosäure Prolin dargestellt, in Blau die Bindung, an der der Wechsel zwischen cis- und trans- Konformation 
erfolgt. Die gestrichelte Linie zeigt den Verlauf der Aminosäurekette an. Quelle: Wikipedia; URL: 
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Proline-cis-trans-isomerisation.svg, gemeinfrei, abgerufen am 12.07.2021 

 

Im Menschen sind 16 Isoformen der Cyclophiline (Cyp) bekannt, wobei Cyclophilin A (CypA, 

PPIA) am weitesten verbreitet und sowohl intrazellulär in allen Kompartimenten als auch 

extrazellulär auftritt [196]. Es  macht zwischen 0,1 und 0,6 % des gesamten zellulären Proteins 

aus [195] und wurde als Bindungspartner des seit den 1980er Jahren als Immunsuppressivum 

eingesetzten Cyclosporin A identifiziert [197, 198]. CsA bindet CypA und inhibiert dabei auch 

dessen PPIase-Aktivität [199]. Der immunsuppressive Effekt wird durch einen 

Funktionszuwachs („gain of function“) des Cyclophilin A bewirkt. Nach Bindung von CsA und 

CypA ist dieser Komplex aus beiden in der Lage, in T-Lymphozyten die Phosphatase 

Calcineurin zu binden und zu hemmen. So ist Calcineurin nicht mehr in der Lage, den 

immunologisch wichtigen Transkriptionsfaktor Nuclear Factor of Activated T-cells (NFAT) zu 

dephosphorylieren. Dieser kann nicht mehr vom Zytosol in den Zellkern transportiert werden, 

um entsprechende Promotoren immunologisch wichtiger Gene zu regulieren.  

Weitere Cyclophiline, wie CypB (PPIB) und C (PPIC) werden im endoplasmatischen Retikulum 

exprimiert, während CypD (PPID) mitochondrial lokalisiert ist [200]. Abb. 7 stellt zur 

Veranschaulichung die intrazelluläre Verteilung von PPIA und PPIB mittels 

Fluoreszenzmikroskopie dar. 
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Cyclophiline: Darstellung der intrazellulären Verteilung von CypA und CypB 

     

Abb. 7: Darstellung der intrazellulären Verteilung von CypA und CypB. Die Zellen wurden mit den Genen für RFP-
CypA (links) beziehungsweise RFP-CypB (rechts) transfiziert. Unter Anregung bei einer Wellenlänge von 545±40 
nm wird rotes Licht emittiert. Zu sehen sind die unterschiedlichen intrazellulären Verteilungsmuster: Während 
PPIA in über die ganze Zelle hinweg exprimiert wird, zeigt sich einer Konzentration von PPIB am ehesten im 
endoplasmatischen Retikulum. Der Maßstabsbalken unten rechts im Bild zeigt die Länge von 50 µm an. 
(Mikroskop: Leica DM400 B; Kamera DFC360FX; Ölimmersionsobjektiv HCX-PL-APO-CS63.0x1.40) 

 

PPIA spielt eine Schlüsselrolle in entzündlichen infektiösen und nichtinfektiösen 

Erkrankungen. Beispielsweise konnte es als Marker und Mediator von Herz-

Kreislauferkrankungen wie Arteriosklerose , akutem abdominalen Aortenaneurysma, Diabetes 

mellitus Typ 2 sowie von akuten und degenerativen Neurologischen Erkrankungen dargestellt 

werden [201]. So zeigten sich Apoe−/−-Mäuse, welche nach einem zweiten knock-out kein 

Cyclophilin A mehr exprimierten, geschützt gegenüber der Ausbildung und der Ruptur eines 

abdominellen Aortenaneurysmas [202]. 

In Patienten mit einer intrakranialen Blutung nach Aneurysmaruptur korrelierte eine erhöhte 

Serumkonzentration von CypA mit einem schlechteren neurologischen Outcome [203]. Auch 

existieren Daten zur Inhibition von Cyclophilinen mit CsA in Patienten mit ischämischem 

Schlaganfall. So zeigte sich das Infarktvolumen nach Großgefäßverschlüssen, welche einer 

Gefäßeröffung zugänglich waren, im Vergleich zur Kontrolle signifikant geringer [204]. 

Hinsichtlich der Rolle von CypA bei Infektionskrankheiten bietet der Review von Liao et al. 

„Cyclophilin A: a key player for etiological agent infection“ eine aktuelle Übersicht [205]. Der 

Replikationszyklus verschiedenster Bakterien und Viren wird durch Cyclophiline beeinflusst. 

Im Falle von Influenza wirkt Cyclophilin A selbst über unterschiedliche Wege als Inhibitor, bei 

HIV zeigt sich eine zelltypspezifische Verstärkung oder Minderung der viralen Replikation 

[205]. Weiter wirkt Cyclophilin A unter anderem auf die Replikation von Enteroviren, dem 
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humanem Cytomegalievirus, Rotaviren sowie Flaviviren verstärkend. In den genannten Viren 

zeigt sich eine Hemmung der Replikation unter dem Einfluss von Cyclophilininhibitoren [9, 

38], interessanterweise auch im Falle der Influenzaviren. Hier sind cylophilin-abhängige und 

insbesondere cyclophilin-unabhängige Wege beschrieben [10].  

Für das Hepatitis C-Virus (HCV) ist Cyclophilin A durch Bindung an die Nichtstrukturproteine 

NS5A/NS5B essentiell für die virale Replikation und zudem notwendig für die Ausbildung von 

DMV [206, 207]. Nach Zugabe von Cyclophilininhibitoren wird nicht nur die Replikation von 

HCV stark gehemmt, sondern es kommt auch es zu Strukturänderungen im ER, sodass eine 

Reinfektion der Zellen unterbunden wird [208, 209].  

Es liegt nahe, dass die durch CsA verursachte Immunsuppression bei der Behandlung von 

Infektionskrankheiten eine unerwünschte Nebenwirkung ist. So wurden Strukturanaloga des 

CsA entwickelt, welche zwar Cyclophiline binden und inhibieren, jedoch den NFAT-Signalweg 

nicht beeinflussen. Bereits in den 1990er Jahren entstand (Me-Ile-4)cyclosporin (NIM811), in 

den 2000er Jahren wurde Alisporivir (ALV, Debio-025) entwickelt [209, 210]. ALV stellt den 

bisher einzigen Cyclophilininhibitor dar, der in einer Phase III – Studie hinsichtlich seiner 

antiviralen Aktivität am Menschen erprobt worden ist. Trotz der Erfolge bei der Therapie von 

HCV zeigte sich ein ungünstiges Nutzen-Risiko-Profil im Vergleich zu den später eingeführten 

direct acting antivirals. Eine Zulassung von Alisporivir erfolgte daher nicht. [211, 212]. 

Auch für die Replikation von Coronaviren spielen Cyclophiline eine tragende Rolle, obschon 

der genaue Mechanismus noch nicht abschließend geklärt ist. Verschiedene Veröffentlichungen 

stellen die Bedeutung von insbesondere CypA [213, 214] oder CypA und B heraus [215, 216]. 

CypA bindet im Falle von SARS-CoV das N-Protein, im Y2H-System konnte eine Interaktion 

mit Nsp1 dargestellt werden [193, 217]. Die Replikation verschiedener Coronaviren, u.a. gezeigt 

für HCoV-229E, HCoV-NL63, SARS-CoV, MERS-CoV, MHV sowie SARS-CoV-2 wird in vitro 

wirksam gehemmt [8, 193, 218-221]. Im Mausmodell konnte im Fall einer Infektion mit SARS-

CoV durch Behandlung mit ALV der Gewichtsverlust im Rahmen der Erkrankung, nicht jedoch 

deren Letalität gemindert werden, wobei in dieser Veröffentlichung die Applikationsweise des 

ALV nicht angegeben wurde [219]. Angesichts der derzeit immanenten COVID-19-Pandemie 

wurden auch Cyclophilininhibitoren als mögliche Therapeutika benannt [222, 223]. Das 

Pharmaunternehmen Debiopharm startete im Jahr 2021 eine Phase II – Studie, um einen 
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möglichen Benefit der Therapie mit Alisporivir bei stationär behandelten COVID-19-Patienten 

zu untersuchen [224]. 

 

1.5 Ziel dieser Arbeit 

Das Ziel dieser Arbeit war die Induktion und Analyse von Mutationen im humanen 

Coronavirus NL63, welche Hinweise auf die Resistenzentwicklung gegenüber 

Cyclophilininhibitoren erbringen sollten.  

Am Anfang stand die Etablierung einer seriellen Passage von HCoV-NL63 in Zellkultur, wobei 

neben den Viren der Interventionsgruppe, die den Inhibitoren ausgesetzt wurden, auch 

Kontrollpopulationen passagiert wurden.  

Im Anschluss daran wurden die Viruspopulationen untereinander hinsichtlich ihrer 

Sensitivität gegenüber den eingesetzten Inhibitoren getestet. Mittels Next-Generation-

Sequencing (NGS) wurde das Genom der Viren sequenziert und so Einzelmutationen und 

Mutationsschwerpunkte (hot spots) dargestellt.  
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2. Materialien und Methoden 

2.1 Allgemeines  

Die Experimente fanden, soweit nicht anders angegeben, in einem Labor mit der Zertifizierung 

als gentechnische Sicherheitsanlage der Stufe 2 statt. Die verwendeten Materialien sind in 

Kapitel 5.1 Verwendete Materialien und Software aufgelistet.   

 

2.2 Zellkultur 

2.2.1 Verwendete Zellen 

Als Wirtszellen für das HCoV-NL63 dienten CaCo-2 und LLC-MK2-Zellen. Beide Zelltypen 

exprimieren den ACE2-Rezeptor und sind so für das HCoV-NL63 empfänglich, wobei die 

virale Replikationsrate in CaCo-2-Zellen höher ist als in LLC-MK2-Zellen [1, 225]. Für die 

Versuche zur Proteininteraktion wurden HEK293-Zellen verwendet. CaCo-2- und HEK293-

Zellen stammen aus dem Laborbestand, weitere CaCo-2- und LLC-MK2-Zellen wurden 

freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von PD Marcel Müller (Charité - Universitätsmedizin 

Berlin) zur Verfügung gestellt. Ebenfalls wurden CaCo-2-Zellen von der Deutschen Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH bezogen. Im Rahmen eines anderen Projekts 

wurden von der AG Prof. Veit Hornung (LMU München) LLC-MK2-PPIA KO (Knock Out) 

Zellklone hergestellt. In dieser Arbeit wurde neben einem Wildtyp (wt)-Klon „LLC-MK2 A2“ 

ein Klon mit einem homozygoten PPIA-Knockout verwendet („LLC-MK2 C10“). 

 

2.2.2 Zellkultur und -propagation 

Die Kultivierung von Zellen und die Infektion dieser 

mit dem HCoV-NL63 erfolgte gemäß den bereits in 

der Arbeitsgruppe vorbestehenden Richtlinien und in 

Anlehnung an die Empfehlung der American Type 

Culture Collection (ATCC) [226]. Säugerzellen 

wurden in einer feuchten Atmosphäre, welche zu 95 % 

aus Luft und zu 5 % aus CO2 bestand, inkubiert. Die 

Arbeiten wurden unter möglichst aseptischen 
Abb. 8: CaCo-2-Zellen in Zellkultur 
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Bedingungen unter einer Sterilbank bei konstantem laminarem Luftstrom durchgeführt. Für 

die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente kamen Zellen der Linien CaCo-2, LLC-MK2 

und HEK-293 Zellen zur Verwendung. Abb. 8 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von 

CaCo-2-Zellen in Kultur. 

Kulturmedien: Für Zellen des Typs LLC-MK2 und HEK293 diente DMEM, welches mit 10 % 

Fetalem Kälberserum (FBS) und 1 % Penicillin/Streptomycin ergänzt worden war, als 

Nährmedium.  CaCo-2-Zellen wurden in DMEM, welches mit 20 % FBS, 1 % MEM NEAA 

(nicht-essentielle Aminosäuren), 1 % MEM Sodium Pyruvate (Natriumpyruvat) und 1 % 

Penicillin/Streptomycin ergänzt worden war, kultiviert. Im Verlauf wurde an dessen Stelle 

Medium aus 78 % DMEM, welches bereits Natriumpyruvat enthielt, 20 % FBS, 1 % MEM 

NEAA und 1 % Penicillin/Streptomycin verwendet. Als Waschlösung wurde für alle Zellen 

phosphatgepufferte Kochsalzlösung (DPBS) genutzt, das Volumen der Waschlösung entsprach 

jeweils der Hälfte des Volumens des Kulturmediums. 

Auftauen der Zellen: Die Zellen waren in flüssigem Stickstoff eingelagert. Das Kryo-

konservierungsröhrchen wurde desinfiziert, dann kurz im Wasserbad bei Raumtemperatur 

geschwenkt und erneut desinfiziert. Unter möglichst sterilen Kautelen wurde dann der Inhalt 

des Röhrchens in insgesamt 20 ml raumtemperiertem Nährmedium schrittweise resuspendiert 

und der Inhalt in ein Zentrifugenröhrchen gegeben. Die Zellen wurden dann bei 1000 rpm /  

220 x g für zwei Minuten abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und die Zellen durch 

wiederholtes Pipettieren in Nährmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf zwei 10 

cm- Zellkulturschalen ausgesät, durch vorsichtiges Schwenken verteilt und dann bei 37° C in 

einer Atmosphäre aus 95 % Luft und 5 % CO2 inkubiert. 

Propagation in der Zellkultur: Um Subkulturen aus einer Zellkulturschale mit 10 cm 

Durchmesser anzulegen, wurde bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 80 % zuerst der 

Überstand aus den Kulturgefäßen abgenommen. Dann wurden die Zellen zuerst mit 5 ml DPBS 

gewaschen und diese wiederum entfernt. Dann wurden 2 ml einer Lösung mit Trypsin-EDTA 

hinzugegeben, um Zell-Zell-Kontakte und Zell-Gefäßkontakte aufzulösen. Für HEK293- und 

LLCMK2-Zellen kam Trypsin-EDTA 0,05 % zum Einsatz, für CaCo-2-Zellen Trypsin-EDTA 

0,25 %. Daraufhin wurden die Zellen bei 37° C und 5 % CO2 inkubiert, bis diese sich ablösten, 

was in der Regel zwischen vier und zehn Minuten dauerte. Den Zellen wurde dann 4 ml 

Nährmedium zugegeben, um eine weitere Trypsinisierung zu unterbinden. Der Inhalt des 
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Gefäßes wurde dann in ein 15 ml bzw. 50 ml Zentrifugenröhrchen gegeben und 2 Minuten bei 

1000 rpm / 220 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Zellpellet mit 

Kulturmedium vermischt, um eine möglichst homogene Zellsuspension herzustellen. Der 

Überstand wurde entfernt und das Zellpellet mit Kulturmedium resuspendiert und in neue 

Zellkulturgefäße gegeben. Je nach deren Größe wurde dann die Suspension mit Kulturmedium 

ergänzt.  

Tabelle 1 zeigt eine Übersicht zu den verwendeten Zellkulturgefäßen. Die Kulturgefäße wurden 

dann vorsichtig geschwenkt, um die Zellen gleichmäßig zu verteilen. Dann erfolgte die erneute 

Inkubation im Zellkulturinkubator bei 37° C in einer Atmosphäre aus 95 % Luft und 5 % CO2 

mit hoher Feuchtigkeit. Je nach Zellreihe und Wachstumsverhalten wurden die Zellen in einem 

Verhältnis von 1:3 bis zu 1:20 aufgeteilt. 

 

 

 

 

 

 
Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten Zellkulturgefäße und Volumina des Kulturmediums 

 

Einfrieren von Zellen: Die ersten Schritte der Kryokonservierung der CaCo-2-Zellen verliefen 

wie die oben beschriebene Propagation der Zellkultur. Das abzentrifugierte Zellpellet wurde 

dann jedoch mit einem modiziertem Kulturmedium, welches mit 10 % Dimethylsulfoxid 

(DMSO) versetzt worden war, resuspendiert. Die Suspension wurde dann in Einfrierröhrchen 

überführt und diese dann verschlossen. Die Röhrchen wurden dann in mehrere Lagen 

Papierhandtücher verpackt und bei -80° C zwischengelagert. Nach mindestens 24 Stunden 

wurden die Röhrchen dann in flüssigem Stickstoff kryokonserviert.  

 

Zellkulturgefäß Kulturoberfläche  Kulturmedium  

Zellkulturflasche 175 cm2 22 ml 

Zellkulturschale (10 cm) 58 cm2 10 ml 

6-Loch-Platte  9,5 cm2/Loch 3,0 bzw. 2,5 ml 

12-Loch-Platte 3,8 cm2 /Loch 1,5 ml 

24-Loch-Platte 1,9 cm2 /Loch 600 µl 

48-Loch-Platte 0,95 cm2 /Loch 400 µl 

96-Loch-Platte 0,29 cm2/Loch 110 µl 
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2.3. Virusinfektion 

2.3.1 Virusinfektion im Allgemeinen 

Es wurden humane Coronaviren NL63 aus dem Laborbestand verwendet. Abweichungen im 

Genotyp dieser Virenpopulation von dem der Erstveröffentlichung [135] sind in Kapitel 3.3.1 

Ausgangspopulationen der Passageexperimente aufgeführt (NL63-Stock 5/17). Im Verlauf 

erhielten wir dankenswerter Weise einen CaCo-2-adaptierten HCoV-NL63-Stock aus der AG 

Müller (Charité Universitätsmedizin Berlin) (NL63-Stock Berlin 1). 

Die Mikroreaktionsgefäße, in welchen der Laborbestand bei -80° Celsius gelagert war, wurden 

auf Wassereis erwärmt und dann auf Zimmertemperatur aufgetaut. Die Inokula bestanden aus 

einer Mischung aus Überstand, welcher die Viren enthielt und zum anderen Teil aus DMEM. 

Die Konzentration von FCS konnte so niedrig gehalten werden, um den Vorgang der Infektion 

möglichst wenig durch Interaktion mit Serumproteinen zu beeinflussen. 

Die Wirtszellen wurden bei einer Konfluenz von  

60-80 % (siehe Abb. 9) mit DPBS gewaschen und 

dann mit dem Inokulum infiziert. Die Dauer der 

Infektion betrug meist 105 (+/-15) Minuten, wobei 

etwa alle 30 Minuten die Zellkulturgefäße leicht 

geschwenkt wurden, um das Inokulum gleichmäßig 

zu verteilen. Dann wurden die Zellen erneut mit 

DPBS gewaschen und im Anschluss Kulturmedium 

hinzugegeben, welches je nach Plan verschiedene 

Inhibitoren viraler Replikation enthielt.  

Für die Kombination von CaCo-2-Zellen und HCoV-NL63 wurde in der Regel eine MOI 

(„Multiplicity of infection“, Virionen im Inokulum pro Zelle im Kulturgefäß) von 0,01; 0,04 oder 

0,003 angewandt. 

 

2.3.2 Herstellung von Virus-Stocks: 

Als Ausgangspunkt für die Experimente wurden Virus-Stocks hergestellt, um ausreichend 

HCoV-NL63-Virionen für den Beginn des Passageexperimentes und für darauffolgende 

Vergleichsexperimente zur Verfügung zu haben. CaCo-2-Zellen wurden dazu in einer 175 cm2 

Abb. 9: CaCo-2 Zellen zum Zeitpunkt einer 
Infektion. Der Maßstabsbalken zeigt eine Länge 
von 200 µm an. 
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Zellkulturflasche ausgesät und nach etwa 2 - 4 Tagen bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 

70 % mit DPBS gewaschen und mit 10 ml Inokulum aus DMEM und virionenhaltigem 

Zellkulturüberstand infiziert. Die Zellen wurden mit dem Inokulum für 90 – 120 Minuten bei 

37° C / 5 % CO2 inkubiert und die Flasche alle 20-30 Minuten leicht geschwenkt, um das 

Inokulum gleichmäßig zu verteilen. Daraufhin wurden die Zellen mit DPBS gewaschen und 22 

ml Zellkulturmedium hinzugegeben. Während der Inkubation wurden die Zellen regelmäßig 

mit dem Lichtmikroskop betrachtet (vgl. Abb. 10). Zeigte sich ein ausgeprägter CPE, wurde der 

Überstand abgeerntet. In einigen Fällen änderte sich die Morphologie der infizierten Zellen 

nicht, dann wurde der Überstand nach 5 – 7 Tagen abgenommen.  

 

a) 

 

b) 

 

Abb. 10: a) Cytopathischer Effekt der NL63-HCoV auf CaCo-2-Zellen. Die Zellen wurden mit einer MOI von 0,01 für 
zwei Stunden inokuliert, dann gewaschen und Nährmedium hinzugefügt. Drei Tage nach der Infektion zeigen sich 
mottenfraßartige Löcher im Zellrasen, der Phänotyp der Zellen veränderte sich ins längliche. Zahlreiche 
abgestorbene Zellen und Zelltrümmer schwammen im Nährmedium. b) zeigt die parallel gehaltenen Zellen, deren 
Inokulum keine Viren enthielt. 

 

2.4. Verwendete Inhibitoren 

In den in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten wurden als Inhibitoren der viralen 

Replikation neben den Cyclophilininhibitoren Alisporivir (ALV), Cyclosporin A (CsA) und 

NIM811 ((Methyl-Ile4)cyclosporin) das Guanosinanalogon Ribavirin [177] angewandt. Die α-

Ketoamide DZL973, DZL08 und DC401908  als Proteaseinhibitoren wurden von Prof. Dr. Dr. 

h.c. Rolf Hilgenfeld, Institut für Molekulare Medizin der Universität Lübeck, zur Verfügung 

gestellt. Tabelle 2 bietet einen Überblick über die Inhibitoren, hier sind diese im Detail 

beschrieben. Bis auf Ribavirin wurden die Wirkstoffe als Trockensubstanz bei 4° C gelagert und 

nach Mischung mit dem jeweiligen Lösungsmittel unter Beachtung des jeweiligen 

Molekulargewichts auf eine Konzentration von 20 mM in der Stocklösung verdünnt und bei -



46 
 

20° C aufbewahrt. Ribavirin aus dem Institutsbestand war bereits mit einer Konzentration von 

100 mg/ml in Wasser gelöster Form bei -80° C eingelagert und dann zur kurz- und 

mittelfristigen Verwendung Wasser verdünnt und wieder bei -20° C eingefroren.  

 

Inhibitor Bezug Bezeichnung Molekulargewicht Lösungsmittel c [Stock] 

Alisporivir Novartis ALV DEB 025  

ZA-12-FS46 

SRC: 85071131  

1216,67 g/mol 

 

EtOH 20 mM 

Cyclosporin A

  

Sigma Cyclosporine 

PHR1092-500mg 

1202,61 g/mol EtOH 20 mM 

NIM811 Novartis JC-15-MC16 

N-methyl-4-

isoleucine 

cyclosporin  

SRC: 84358929  

1202,64 g/mol 

 

EtOH 20 mM 

Ribavirin Instituts-

bestand 

n.n.b. 244.21 g/mol H2O 10 mg/ml 

DZL-983 AG Hilgenfeld Sonderfertigung 566,65 g/mol DMSO 20 mM 

DZL08 AG Hilgenfeld Sonderfertigung 572.71 g/mol DMSO 20 mM 

DC401908 AG Hilgenfeld Sonderfertigung 532,63 g/mol DMSO 20 mM 

 

Tabelle 2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Inhibitoren. Als Lösungsmittel wurde Dimethylsulfoxid (DMSO) 
oder Ethanol (EtOH) verwendet. In der Spalte c[Stock] ist die Konzentration der Lösung des jeweiligen gelagerten 
Inhibitors verzeichnet. 

 

2.5 RNA-Isolation aus Zellüberständen 
Zur Isolation der viralen RNA aus den Überständen der Zellkultur wurde das Kit „Isolate II 

RNA Mini“ des Herstellers Bioline (REF:  BIO-52073) verwendet. Die Isolation richtete sich nach 

Anweisungen des Herstellers für die Isolation von RNA aus biologischen Flüssigkeiten und 

Zellkulturüberständen. In einem Mikroreaktionsgefäß wurden 100 µl der Probe mit 350 µl 

Lysepuffer RLY und 3,5 µl β-Mercaptoethanol versetzt und 2-3 Sekunden auf einem Vortex 

Gerät gemischt. Dann wurden 350 µl EtOH 70 % hinzugefügt und die Probe wiederum Vortex 

gemischt. Der Inhalt der Probengefäße wurde dann vollständig in RNA-Isolationssäulchen 

übergeführt und diese für 30 Sekunden bei 11000 x g zentrifugiert. Dann wurden 350 µl des 

Entsalzungspuffers MEM hinzugefügt und die Probe für 60 Sekunden bei 11000 x g 
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zentrifugiert. Im Anschluss wurden 95 ml einer Reaktionslösung, bestehend aus 10 µl in Wasser 

gelöster DNase I und 90 µl Reaktionspuffer RDN auf die Membran des Isolationssäulchens 

gegeben. Nach 15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die DNase-Aktivität durch 

Zugabe von 200 µl des Waschpuffers RW1 beendet und die Säulchen 30 Sekunden bei 11000 x 

g zentrifugiert. Hierauf wurden 650 µl des Waschpuffers RW2 in die Säulchen gegeben und 

diese wiederum 30 Sekunden lang bei 11000 x g zentrifugiert. Dann erfolge eine erneute Zugabe 

von 200 µl RW2. Die Membran wurde dann durch Zentrifugation bei 11000 x g für 2 Minuten 

vollständig getrocknet und die Säulchen in RNase-freie Mikroreaktionsgefäße gesteckt. Um die 

RNA aus der Isolationsmembran zu lösen, wurden 40 bzw. 60 µl RNase-freies Wasser direkt 

auf die Membran gegeben. Nach einer kurzen Inkubationszeit von 1-2 Minuten bei 

Raumtemperatur wurden die Röhrchen mit Säulchen bei 11000 x g für 2 Minuten zentrifugiert. 

Die Säulchen wurden entsorgt und die Röhrchen im Anschluss zur zeitnahen weiteren 

Verwendung entweder abgedunkelt in Wassereis zwischengelagert oder bei -80° C eingefroren. 

Um Kontaminationen mit RNase oder zwischen den Proben zu vermeiden, wurden für alle 

Schritte der RNA-Extraktion RNase-freie Filterpipettenspitzen und Mikroreaktionsgefäße 

verwendet.  

 

2.6 Sonden-RT-qPCR 

Die Probe-RT-qPCR (Reverse-Transkriptase-quantitative Polymerasekettenreaktion) ist eine 

Methode zum quantitativen Nachweis von RNA-Abschnitten [227]. Der Polymerase-

kettenreaktion wird zuerst ein Reaktionsschritt vorangestellt, bei dem das Enzym Reverse 

Transkriptase mit Hilfe der im Reaktionsansatz befindlichen DNA Primer die RNA-Proben als 

Matrize verwendet, um komplementäre DNA-Stränge (cDNA) herzustellen. Daraufhin wird 

die reverse Transkriptase durch Hitze inaktiviert und die eigentliche PCR-Reaktion beginnt. 

Zur Quantifizierung der Probenkonzentration befindet sich ein weiteres Oligonukleotid, die 

Sonde („probe“) im Reaktionsansatz. Diese beinhaltet den Fluoreszenzfarbstoff FAM und einen 

Inhibitor (Quencher) der Fluoreszenz, TAMRA [228]. Sie lagert sich zwischen den Primern an 

den zu replizierenden DNA-Strang an. Während des Amplifikationsschritts wird die Sonde 

durch die Exonukleaseaktivität der Polymerase zerstört und damit die Fluoreszenzfarbstoffe 

abgespalten. Farbstoff und Quencher stehen dann nicht mehr in räumlicher Nähe zueinander, 

sodass das Fluoreszenzsignal dann vom PCR-Gerät registriert werden kann. Je höher die 
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Konzentration an replizierter DNA ist, desto höher ist dann die Intensität des 

Fluoreszenzsignals. Erreicht die Intensität des Signals durch wiederholte Amplifikation der 

Matrize im Rahmen der PCR einen Schwellenwert („treshold“), wird dieser Zeitpunkt im 

Rahmen der PCR-Reaktion als Ct-Wert definiert. Wird beispielsweise die Schwelle nach 22,57 

Zyklen der PCR überschritten, lautet der Ct-Wert 22,57. Ein hoher Ct-Wert entspricht dann 

einer niedrigen, ein niedriger Ct-Wert einer hohen Konzentration an gesuchten DNA-

Abschnitten in der zu untersuchenden Probe. Zur Verwendung kam hier das Kit „SensiFAST™ 

Probe Hi-ROX One-Step Kit“ von Bioline Reagents. Das Reaktionsvolumen betrug 10 µl, für 

jede zu untersuchender Probe wurden drei Reaktionen angesetzt. Das Anmischen des Master-

Mixes für die qPCR und die Pipettierschritte in der qPCR-Platte erfolgten auf Eis. Die 

Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist in Tabelle 3 beschrieben und entspricht im 

Verhältnis der Reagenzien den Empfehlungen des Herstellers, jedoch wurde nur die Hälfte des 

Reaktionsansatzes pro Reaktion angewandt. Die verwendeten Primer und die Sonde (Tabelle 4) 

gehen auf die von Glowacka, Bertram et. al. [229] beschriebene Methode zurück und lagern sich 

an den Genomabschnitt, welcher die RNA-abhängige RNA-Polymerase des NL63-HCoV 

codiert, an [230].  

 

Reaktionsansatz mit 2 µl Probenvolumen  Reaktionsansatz mit 3 µl Probenvolumen 

Reagenz Volumen (µl)  Reagenz Volumen (µl) 
RNase freies Wasser 1,8  RNase freies Wasser 0,8 

2X SensiFast Mix 5  2X SensiFast Mix 5 
10µM Forward Primer  0,4  10µM Forward Primer  0,4 
10µM Reverse Primer 0,4  10µM Reverse Primer 0,4 

10µM Sonde („probe“)  0,1  10µM Sonde („probe“)  0,1 
Reverse Transkriptase 0,1  Reverse Transkriptase 0,1 
RNase Inhibitor 0,2  RNase Inhibitor 0,2 
RNA-Probenvolumen 2  RNA-Probenvolumen 3 
Gesamtvolumen 10  Gesamtvolumen 10 

 

Tabelle 3: Master-Mix mit Volumina für eine einzelne RT-qPCR-Reaktion 
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Oligonukleotid Sequenz Position im Genom NL63 

Forward-Primer: 5′-CTTCTGGTGACGCTAGTACAGCTTAT-3′ 14459–14484 

Reverse-Primer:   5′-AGACGTCGTTGTAGATCCCTAACAT-3′ 14573–14597 

Sonde („probe“): 5′-FAM-CAGGTTGCTTAGTGTCCCATCAGATTCAT-TAMRA-3′ 14532–14560 

 

Tabelle 4: Für die HCoV-NL63-RT-qPCR verwendeten Primer und Sonde 

Die qPCR wurde mittels LightCycler96 (ROCHE) durchgeführt, das Reaktionsprotokoll des 

Experiments befindet sich unter Kapitel 5.2 Programmeinstellungen für die HCoV-NL63-RT-

qPCR im LightCycler® 96. 

 

2.7 Analyse der qPCR-Rohdaten 

2.7.1 Standardkurve 

Um eine relative Quantifizierung der RNA-Menge in den Proben zu ermöglichen, wurde 

wiederholt die Primer-Effizienz über eine Standardkurve bestimmt. Über mehrere 

Verdünnungen mit RNase-freiem Wasser um den Faktor 10 wird die RNA-Menge je 

Reaktionsansatz verringert.  Die sich dann aus der qPCR ergebenden Ct-Werte wurden dann 

gegen die Verdünnungsstufen aufgetragen.  Zur Prozessierung dieser Daten wurden GraphPad 

Prism 8, Version 8.4.3 (686) und Microsoft Excel 2010 verwendet. Aus den Ct-Werten, welche 

in einem Graphen als y-Werte und den Verdünnungsstufen, welche als log10-Werte auf der X-

Achse aufgetragen wurden, wurde die Steigung („slope“) der Ausgleichsgeraden zwischen 

diesen Punkten mittels linearer Regression bestimmt. Abb. 11 zeigt beispielhaft eine der 

regelmäßig erstellten Standardkurven. 

Der Exponent x der exponentiellen Amplifikation in der PCR ist dann mit der Formel 

𝑥 = 10
−

1
𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒 

zu bestimmen. Die Effizienz E der Replikation pro PCR-Zyklus lässt sich dann mit der Formel 

𝐸 = 1 − 𝑥 

berechnen. 
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Abb. 11: Bestimmung der Steigung (engl. slope) der Ausgleichsgerade mittels GraphPad Prism 9 am Beispiel der 
Standardkurve 2020-07.  

 

2.7.2 Relative Quantifizierung von Genomäquivalenten 

Mittels des Exponenten x, welcher durch die Standardkurve bestimmt worden war, kann  dann 

die Relation von Genomäquivalenten (GE) zweier verschiedener Proben bestimmt werden. 

Hatte die Standardabweichung der in Triplikaten der RT-qPCR gewonnenen Ct-Werte  über 0,3 

gelegen, wurden eventuell bestehende statistische Ausreißer enfernt oder die Messung 

wiederholt. Dann wird der jeweilige ct-Mittelwert der Bezugsprobe vom Ct-Wert der Probe 

substrahiert. Die Differenz wird als ΔCt bezeichnet. Ist ΔCt positiv, ist die Anzahl der 

Genomäquivalete in der Probe geringer als in der Bezugsprobe. Ist ΔCt negativ, ist sie größer. 

Um die Relation der Genomäquivalente auszudrücken, wird folgende Formel angewandt: 

𝐺𝐸 =
1

𝑥𝚫𝐂𝐭 
 

Die Variable x entspricht hier wiederum dem Exponenten, welcher mit der Ausgleichsgerade 

bestimmt worden war. Für eine Relation in Prozenten wird die Relation dann mit dem Faktor 

100 multipliziert. 

 

2.8 Mutationsinduktion im NL63-Coronavirus: Passageexperiment 1 

2.8.1 Ziel des Experiments 

Als Ziel dieses und der darauffolgenden Experimente wurde die Produktion einer 

Viruspopulation definiert, deren Sensibilität sich gegenüber einem der Inhibitoren ALV, CsA 



51 
 

oder NIM811 signifikant vermindert hat. Um dies zu erreichen, wurden NL63-Coronaviren 

über 25 Passagen dauerhaft dem Selektionsdruck eines dieser Inhibitoren ausgesetzt. Die 

Konzentrationen der Inhibitoren wurden im Laufe des Experiments angehoben. Der Phänotyp 

einer Resistenz sollte dann durch eine Änderung der IC50-Konzentration dargestellt werden. 

Das Genom resistenter Viruspopulationen wurde dann mittels Next-Generation-Sequencing 

analysiert und dabei Schwerpunkte der Mutationen im viralen Genom ausgemacht. Diese 

können dann Hinweise auf die Wirkweise von Cyclophilin-Inhibitoren auf die Replikation von 

Coronaviren geben. 

 

2.8.2 Das Experiment im Überblick 

Als Wirtszelle für die NL63-Coronaviren wurden Zellen der Linie CaCo-2 verwendet, welche 

zum einen sehr empfänglich für dies Art von Viren ist und zudem besonders hohe 

Replikationsraten der Viren zulässt [231]. 

Die Passagen dauerten drei bis vier Tage und wurden beendet, sobald sich ein mikroskopisch 

sichtbarer CPE an den Zellen zeigte. Dann wurden neue CaCo-2-Zellen mit einem Teil der 

Überstände der vorherigen Passage infiziert. Der übrige Teil der Überstände wurde bei -80° C 

aufbewahrt. 

Als Inhibitoren wurden die CYP-Antagonisten Cyclosporin A, ALV und NIM811 verwendet. 

Die Substanzen waren in Pulverform bei 4° C gelagert und wurden dann in EtOH abs. gelöst, 

um eine Konzentration von 20 mM in der Stocklösung zu erzielen.  

Zudem wurde in den Passagen 1-8 DZL983, ein α-Ketoamid mit breiter antiviraler Wirkung 

[172], eingesetzt. DZL983 zeigte jedoch keine Wirksamkeit gegenüber NL63-HCoV in CaCo-2-

Zellen, was in parallel laufenden Experimenten untersucht wurde [172]. In den Passagen 9-25 

wurde NL63 in Ribavirin, einem Guanosinanalogon [232] passagiert. In Kombination mit 

Alisporivir konnten de Wilde et. al [233] auch eine Hemmung der Replikation von Coronaviren 

zeigen. Aufgrund der verringerten Anzahl von Passagen und der dadurch fehlenden 

Vergleichbarkeit wurden die Untersuchungen jedoch nicht fortgeführt. 
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2.8.3 Beginn des Passage-Experiments 

Zu Beginn der Passage wurden CaCo-2-Zellen in 6-Loch-Platten (je 9,5 cm2 / Loch) bei einer 

Zellzahl von ca. 7-8x105 Zellen / Loch mit 1,5 ml DPBS gewaschen und mit einem Inokulum 

bestehend aus 2500 PFU (MOI=0,003) NL63-HCoV aus dem Laborbestand („NL63 stock 5/17“) 

und 980 µl DMEM infiziert. Nach einer 90-minütigen Inkubation bei 37° C / 5 % CO2 wurde der 

Überstand entfernt, die Zellen mit DPBS gewaschen und 3 ml Nährmedium pro Loch zu den 

Zellen gegeben. Hierbei wurden elf unterschiedliche Rezepturen angewandt. Um eine 

Kontamination der Viruspopulationen untereinander zu vermeiden, wurden nach diesem 

ersten Schritt für jedes Loch eigene Pipetten verwendet. 

Die Infizierten Zellen wurden für vier Tage bei 37° C / 5 % CO2 inkubiert. 

 

Loch Inhibitor Loch Inhibitor 

1 Alisporivir 2,5 µM 7 DZL983 2,5 µM  Ribavirin 20 µg/ml 

2 Alisporivir 10,0 µM 8 DZL983 10 µM Ribavirin 5 µg/ml + Alisporivir5 µM  

3 Cyclosporin A 2,5 µM 9 EtOH 0,2 % Kontrolle 

4 Cyclosporin A 10,0 µM 10 DMSO 0,2 % Kontrolle 

5 NIM811 2,5 µM 11 Medium Kontrolle 

6 NIM811 10,0 µM 12 Mock (keine Infektion) 
 

Tabelle 5: Verwendete Inhibitoren und deren Konzentration zu Beginn des Passageexperiments 1 

 

Eine Passage wurde beendet, indem der Kulturüberstand in ein Mikroreaktionsgefäß überführt 

wurde. Dieser wurde dann für zehn Minuten bei 2000 x g für zentrifugiert, um Zellen und 

Zelltrümmer zu pelletieren. 500 µl des hierbei entstandenen Überstands wurden dann als 

Inokulum für die folgende Passage weiterverwendet, ein Teil des dann noch vorhandenen 

Überstandes wurde bei -80° C asserviert. 

 

2.8.4 Der Ablauf der folgenden Passagen 

Das Inokulum für die folgenden Passagen bestand aus 500 µl Überstand der vorherigen 

Passage und 500 µl DMEM, ab Passage 7 aus 50 µl Überstand und 950 µl DMEM/ Loch, um bei 

sich im Verlauf der Passage sehr früh zeigendem CPE eine zu starke Erhöhung der MOI zu 

vermeiden. 



53 
 

CaCo-2-Zellen, welche zum Zeitpunkt der Infektion eine Konfluenz von 60-90 % besaßen, 

wurden mit DPBS gewaschen und für 105 (+/-15) Minuten bei 37° C / 5 % CO2 mit dem 

Inokulum aus der vorherigen Passage inkubiert. Dann wurden die Zellen wiederum mit DPBS 

gewaschen und erneut Nährmedium mit Inhibitoren hinzugegeben. Die Zellen wurden dann 

für drei bis vier Tage bei 37° C / 5 % CO2 inkubiert. Dieser Vorgang wurde bis zur Passage 25 

wiederholt. 

Der Ablauf des Experiments ließ so eine Kalkulation der MOI für jede Passage nicht zu, sodass 

sich bei Analyse der Überstände mittels RT-qPCR nur Hinweise auf eine Resistenz ermitteln 

ließen. 

Die Konzentration der Inhibitoren wurde im Verlauf des Experiments schrittweise erhöht, um 

so resistente Mutanten zu selektionieren. In Passage 12 zeigte sich kein CPE nach vier Tagen 

Inkubation, sodass die Konzentration der Inhibitoren wieder reduziert werden musste. 

Tabelle 6 zeigt die Dauer der einzelnen Passagen und die Konzentration der Inhibitoren auf. 

Wiederholt wurden im Laufe des Passageexperiments die NL63-Genomäquivalente aus den 

Überständen, wie in Kap. 2.5 ff. beschrieben bestimmt und relativ quantifiziert, um eine zu 

ausgeprägte Inhibition zu vermeiden.  Abb. 12 zeigt die Genomäquivalente in Bezug zur 

Viruspopulation in Loch 11 (Medium-Kontrolle). 
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Tabelle 6: Passagedauer und Konzentration der CYPA-Inhibitoren im Verlauf des ersten Passageexperiments. Die 
NL63-Populationen in Loch 1 und 2 waren Alisporivir ausgesetzt, in Loch 3 und 4 kam Cyclosporin A zur 
Anwendung, während in Loch 5 und 6 NIM811 eingesetzt wurde.  

 

 

 

Abb. 12: Konzentration der NL63-
Genomäquivalente (GE) in den 
Überständen der einzelnen Löcher 
aus Passage 7 in Relation zur 
Kontrolle P7.11. Die Zahl im Namen 
der Population bezeichnet das Loch 
und somit auch den angewandten 
Inhibitor und dessen Konzentration  

 

 

  

Passage Dauer (d) c [Inhibitor] Loch 1,3,5 c [Inhibitor] Loch 2,4,6 

1-4 4 2,5 µM 10,0 µM 

5-8 3 2,5 µM 10,0 µM 

9 3 10,0 µM 20,0 µM 

10-12 4 10,0 µM 20,0 µM 

13-16 4 10,0 µM 15,0 µM 

17-18 4 12,5 µM 17,5 µM 

19-20 3 12,5 µM 17,5 µM 

21-22 4 15,0 µM 20,0 µM 

23-24 3 20,0 µM 30,0 µM 

25 4 20,0 µM 30,0 µM 

25|1 4 10,0 µM + 1 %myco1® 10,0 µM + 1 %myco1® 

25|2 3 10,0 µM + 1 %myco2® 10,0 µM + 1 %myco2® 

25|3 2 
6 

10,0 µM + 1 %myco1® 
10,0 µM + 1 %myco2® 

10,0 µM + 1 %myco1® 
10,0 µM + 1 %myco2® 
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2.8.5 Vorvergleiche der Sensibilität von NL63-Coronaviren gegenüber den Inhibitoren 

Bereits im Laufe des Passageexperiments wurden stichprobenartig Inhibitionsversuche, welche 

eine Resistenzentwicklung anzeigen sollten, durchgeführt. Dabei wurden Viruspopulationen 

einer Passage aus der Interventionsgruppe mit einer Kontrollgruppe aus derselben Passage 

verglichen. Die einzelnen Vergleichsexperimente unterschieden sich dabei geringfügig im 

Aufbau, da in diesem Zeitraum die Methode erst etabliert wurde. Aus diesem Grund und der 

Übersichtlichkeit wegen sind die einzelnen Experimente mit ihren Variablen in  

Tabelle 7 ersichtlich, die gemeinsamen Elemente werden im Folgenden beschrieben: 

CaCo-2-Zellen wurden in 24-Loch-Zellkulturplatten ausgesät und dann bei ca. 60-80 % 

Konfluenz mit DPBS gewaschen und mit einem Inokulum aus Zellkulturüberstand und DMEM 

infiziert. Das Volumen des Zellkulturüberstandes entsprach dabei bezogen auf die Zellzahl in 

den Löchern dem des Passageexperiments oder einer MOI von 0,01. Nach einer 120-minütigen 

Inkubation im Zellkulturschrank bei 37° C und 5 % CO2 wurde der Infektionsschritt durch 

Waschen mit DPBS beendet. In die Löcher wurden 600 µl Zellkulturmedium, welches als 

Kontrolle EtOH oder Inhibitor in verschiedenen Konzentrationen enthielt, gegeben. Je zwei 

Löcher wurden als Duplikate unter denselben Bedingungen gehalten. Nach 72 h wurde der 

Überstand abgenommen und dabei die Duplikate gemischt, dann diese für 10 min bei 2000 x g 

zentrifugiert. 100 µl Überstand wurden für die weitere Analyse aliquotiert und mit den in Kap. 

2.5 ff. beschriebenen Methoden zur relativen Quantifizierung weiterverarbeitet. 

Passage Viruspopulation 1 Viruspopulation 2 Inokulum/Loch Inhibitor  

7 2 (ALV 10 µM) 11 ( nur Medium) 10 µl Überstand + 190 µl DMEM ALV (5-40µM) 

13 3 (CsA 10 µM) 10 (EtOH 0,15 %) 11 µl Überstand + 239 µl DMEM CsA (5-40 µM) 

15 4 (CsA 15 µM) 11 (nur Medium) 11 µl Überstand + 239 µl DMEM CsA (5-40µM) 

15 2 (ALV 15 µM) 11 (nur Medium) 11 µl Überstand + 239 µl DMEM ALV (5-40µM) 

16 1 (ALV 10 µM) 11 (nur Medium) 11 µl Überstand + 239 µl DMEM ALV (5-40µM) 

20 2 (ALV 17,5 µM) 11 (nur Medium) 11 µl Überstand + 289 µl DMEM ALV (2,5-40µM) 

20 2 (ALV 17,5 µM) 11 (nur Medium) 300 µl, MOI=0,01 ALV (2,5-80µM) 

 

Tabelle 7: Vergleichsexperimente während des Passageexperimentes 1: Jede Zeile der Tabelle steht für ein eigenes 
Experiment, der allgemeine Ablauf ist in diesem Kapitel dargestellt. Verglichen wurden jeweils eine Population der 
Interventionsgruppe (Viruspopulation 1) mit einer Population der Kontrollgruppe (Viruspopulation 2). In 
Klammern ist jeweils der Inhibitor bzw. der jeweilige Zusatz zum Kulturmedium verzeichnet. 
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2.8.6 NGS: Probesequenzierung und Detektion einer Kontamination durch Mykoplasmen 

Zu Testzwecken wurden drei Proben der Arbeitsgruppe Helmut Blum (Genzentrum, LMU 

München) übersandt. Ziel war es, herauszufinden, ob es möglich ist genügend virale RNA aus 

den vorbereiteten Zellkulturüberständen zu isolieren und in eine DNA-Library zu überführen, 

um diese dann mittels Illumina® Sequencer zu analysieren. Es wurden Zellkulturüberstände 

mit NL63-Coronaviren aus dem Stock "5/17", welcher den Ursprung der Passage darstellt und 

Material zweier weiterer Stocks, welche aus Überständen von Passage 7 (Loch 2 "ALV, 10µM" 

und Loch 11 „infection control") abstammten, untersucht. 

Die Zellkulturüberstände waren nach Zentrifugation bei 2000 x g für 10 Minuten bei -80° C 

eingefroren worden. Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und 500 µl Überstand mit 1500 µl 

TRIzol™ Reagent (Invitrogen; REF: 15596026) vermengt. Die Suspension wurde dann 

wiederum bei -80° C aufbewahrt und auf Trockeneis zum Zielort transportiert. Dort wurde 

dann die RNA aus den Proben extrahiert und eine cDNA library erstellt. 

Die Herstellung einer cDNA library und die Sequenzierung verliefen erfolgreich, jedoch zeigte 

sich in der ersten bioinformatischen Analyse der Sequenzen eine Kontamination der Proben 

durch Mykoplasmen, hierbei vor allem M. hyorhinis. Ebenfalls ließen sich Sequenzen des 

Mammalian orthorubulavirus 5 (frühere Bezeichnung: Parainfluenzavirus 5) in geringer Menge 

nachweisen, was jedoch als unspezifisch gewertet wurde. 

 

2.8.7 Vorläufiger Abschluss des Passage-Experiments 

Zum Zeitpunkt der Analyse befand sich das Passage-Experiment bereits kurz vor dem 

geplanten Abschluss, sodass es vorläufig mit Passage 25 beendet wurde. Die Zellkultur-

überstände wurden 10 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert und bei -80° C asserviert.  

 

2.8.8 Mykoplasmen-Detektion 

Es war notwendig, eine reliable Methode zur Detektion von Mykoplasmen in der Zellkultur 

anzuwenden.  Daher wurde auf die kommerzielle Dienstleistung der GATC Biotech AG, 

mittlerweile an die Eurofins Genomics Germany GmbH angegliedert, zurückgegriffen. Das 

Labor ist akkreditiert nach ISO17025 und ist in der Lage, zahlreiche Mykoplasmenspezies in 

Proben sicher zu erkennen. Die Vorbereitung der Proben erfolgte nach den Anweisungen des 
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Anbieters. Bei etwa 80 % Konfluenz der Zellen im Kulturgefäß wurden 500 µl 

Zellkulturüberstand abgenommen und in ein Mikroreaktionsgefäß verbracht. Dieses wurde 

dann für 10 Minuten bei 95° C inkubiert. Hierauf wurde das Gefäß bei 13000 rpm für etwa 5 

Sekunden zentrifugiert. 150 µl des Überstandes wurden dann in ein neues Mikroreaktionsgefäß 

überführt. Dieses wurde dann an den Testanbieter verschickt. 

 

2.8.9 Eradikation der Mykoplasmen-Kontamination und Abschluss der Passage 

Mykoplasmen gehören zur Klasse der Mollicutes und besitzen keine Zellwand. Betalaktam-

Antibiotika, wie das dem Nährmedium zugesetzte Penicillin, besitzen deshalb keine 

Wirksamkeit gegenüber Mykoplasmen. Gegen Streptomycin, welches ebenfalls Bestandteil des 

Nährmediums ist, bestehen oft ausgeprägte Resistenzen [234]. 

Eine Kontamination von Zellkulturen mit Mykoplasmen stellt deshalb ein Problem dar, da sich 

verschiedenste Aspekte des Zellmetabolismus ändern. Zellsignalwege, Proteinbiosynthese, 

Proliferation und Reaktion auf Oxidativen Stress verlaufen unter dem Einfluss von 

Mykoplasmen anders als in deren Abwesenheit [234, 235]. Die Ergebnisse von solchen 

Experimenten können deshalb verfälscht werden und sind ohne Kontamination unter 

Umständen nicht reproduzierbar. 

Die positiv getesteten Kulturen wurden dann entweder vernichtet oder, wenn keine Zellen als 

Ersatz vorhanden waren, mit dem Wirkstoff „Myco-3 (AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland, REF: A5240) anbehandelt. Myco3 basiert auf dem Antibiotikum Ciprofloxacin, 

welches als Fluorchinolon unter anderem die bakterielle Topoisomerase IV hemmt [236].  

Ciprofloxacin zeigte jedoch in diesem Fall keine ausreichende Wirksamkeit, was sich darin 

äußerte, dass die Testung auf Mykoplasmen unter laufender Therapie weiterhin positiv ausfiel. 

Daraufhin wurden mit Myco-1 (Tiamulin) und Myco-2 (Minocyclin), (AppliChem GmbH, 

Darmstadt, Deutschland, REF: A8360) zwei Hemmstoffe der bakteriellen Proteinbioynthese 

eingesetzt, deren Wirkung gegenüber M. hyorhinis bereits gezeigt worden war [237]. 

Entsprechend der Anweisungen des Herstellers wurden die Antibiotika dem Kulturmedium 

im Verhältnis 1 zu 100 zugefügt. Die Zellen wurden dann im Wechsel vier Tage mit Myco-1 

und drei Tage mit Myco-2 behandelt. Um die Wirksamkeit der Antibiotischen Therapie zu 
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erhöhen, wurden die Zellen bei jedem Wechsel des Antibiotikums erneut in eine neue 

Zellkulturschale überführt. Das abzentrifugierte Zellpellet wurde dabei direkt mit frischem 

antibiotikahaltigem Kulturmedium resuspendiert. So konnte das jeweilige Antibiotikum die 

Zellen von allen Seiten erreichen und es ergaben sich möglichst wenig Nischen für 

Mykoplasmen.  Nach zwei Wochen konnte unter Therapie ein negatives Testergebnis auf 

Mykoplasmen aus dem Kulturbestand erzielt werden, Die Therapie wurde dann noch für eine 

weitere Woche fortgeführt. Hierauf wurden die Zellen wieder mit dem standardmäßig 

verwendeten Kulturmedium für zwei Wochen gehalten. Eine anschließend durchgeführte 

Kontrolle des Überstandes auf Mykoplasmen mit negativem Ergebnis bestätigte den Erfolg der 

Behandlung. 

Die Virusüberstände des Passageexperiments und der Start-Stock 5/17 mussten ebenfalls von 

Mykoplasmen befreit werden, ansonsten würden nachfolgende Experimente zum Vergleich 

eventuell bestehender Resistenz dieser Viren nicht reproduzierbar sein. Die Entfernung der 

Mykoplasmen aus den virionenhaltigen Überständen erfolgte in Anlehnung an eine von 

Malenovska und Reichelova 2011 veröffentlichte Methode [238].  

Nicht kontaminierte CaCo-2-Zellen wurden dazu zuerst in 12-Loch-Zellkulturplatten in 

Zellkulturschalen ausgesät. Dabei war dem Nährmedium direkt Myco-1 beigefügt, um eine 

ausreichende Konzentration des Antibiotikums innerhalb der Zellen bereits vor dem Kontakt 

mit Mykoplasmen zu erreichen. Bei Erreichen einer Konfluenz von 70 % wurden die Zellen 

dann mit den kontaminierten Virus-Überständen aus Passage 25 und dem Stock „NL63-5/17“ 

infiziert. Das Inokulum bestand aus 100 µl Überstand aus der Passage und 300 µl DMEM und 

wurde im Vorfeld mit 1 % Myco-1 versetzt. Nach eineinhalb Stunden Infektion wurden die 

Überstände entfernt, die Zellen gewaschen und 1,5 ml Myco-1-haltiges Medium hinzugefügt. 

Zudem wurden Inhibitoren in den in  Tabelle 6 angegebenen Konzentrationen eingesetzt. Nach 

vier Tagen wurden die Überstände abgenommen, und für 10 Minuten bei 2000 x g 

abzentrifugiert. CaCo-2-Zellen, welche bereits mit 1 % Myco-2 im Kulturmedium in 6-Loch 

Platten gewachsen waren, wurden mit einem Inokulum aus 500 µl Überstand, 500 µl DMEM 

und 1 % myco2 infiziert. Die Zellen wurden dann mit Inhibitor und Kulturmedium mit 1 % 

Myco-2 für drei Tage im Inkubator gehalten. Nun wurde eine 10-cm-Zellkulturschale mit CaCo-

2-Zellen, die in Myco-1-haltigem Kulturmedium ausgesät worden waren, mit DPBS gewaschen 

und mit einem Inokulum aus 1,5 ml virionenhaltigem Überstand, 3,5 ml DMEM und 1 % Myco-



59 
 

1 bei 37° C und 5 % CO2 für 90 Minuten infiziert. Daraufhin wurden die Zellen gewaschen und 

10 ml Kulturmedium mit Inhibitor und 1 % Myco-1 hinzugefügt. Nach 2 Tagen wurde der 

Zellkulturüberstand abgenommen, die Zellen mit DPBS gewaschen und 10 ml Myco-2-haltiges 

Medium mit Inhibitor hinzugegeben. Nach sechs weiteren Tagen wurde dann der Überstand 

für 10 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert, der Überstand hiervon abgenommen, dieser erneut 

gemischt und auf Mikroreaktionsgefäße verteilt. Die Gefäße wurden dann bei - 80° C 

eingefroren. Die Viruspopulation aus dem „Stock NL63-5/17“ wurde nach der 

Dekontamination „p0wt“ genannt, die aus dem Passageexperiment „p25|3.x“. Im Anschluss 

wurde die RNA aus jeweils 100 µl Überstand (Kap. 2.5) isoliert und dann mittels der in Kap. 

2.6 f. beschriebenen Methoden relativ quantifiziert (siehe Tabelle 8) Hier zeigte sich, dass im 

Stock p25|3.4 -CsA auch nach wiederholter Dekontamination keine virale RNA mehr 

nachweisbar war, sodass diese Probe verworfen werden musste.  

Tabelle 8: Mittels RT-qPCR und relativer 
Quantifizierung berechnete Genomäquivalente 
pro ml in den Viruspopulationen 

 

 

 

 

 

 

2.8.10 Vergleichsexperimente zur Resistenztestung 

Im Anschluss wurden die passagierten Virusstocks und der Stock p0 in jeweils eigenen 

Experimenten auf ihre Sensibilität gegenüber den Inhibitoren ALV und CsA hin untersucht. 

Mykoplasmen-negative CaCo-2-Zellen wurden in 48-Loch-Zellkulturschalen ausgesät und bei 

Erreichen einer Konfluenz von 80 % infiziert. Hierzu wurden die Zellen mit DPBS gewaschen 

und 200 µl Inokulum, welches aus DMEM und virionenhaltigem Überstand bestand, in jedes 

Loch gegeben. Bei einer MOI von 0,004 betrug die Anzahl der Virionen etwa 350/Loch. Nach 

einer 120-minütigen Inkubation bei 37° C und 5 % CO2 wurde die Infektion durch Waschen mit 

DPBS beendet und 400 µl Medium, welches entweder als Kontrolle EtOH 0,3 % oder einen der 

Inhibitoren in einer Konzentration von 1,25 bis 60 µM enthielt, hinzugegeben. Je zwei Löcher 

wurden dabei als Duplikate unter den gleichen Bedingungen gehalten. Abb. 13 zeigt die 

Viruspopulation Genomäquivalente / ml 

NL63 p0wt  2,11E+04 

NL63 p25|3.1-ALV 1,34E+04 

NL63 p25|3.2-ALV 6,28E+03 

NL63 p25|3.3-CsA 7,72E+03 

NL63 p25|3.4-CsA - 

NL63 p25|3.5-NIM811 1,66E+04 

NL63 p25|3.6-NIM811 1,42E+04 

NL63 p25|3.10-EtOH 3,15E+04 

NL63 p25|3.11-Medium 3,11E+04 



60 
 

Verteilung in den 48-Loch-Platten. Die Zellkulturplatten wurden für 72 h bei 37° C und 5 % CO2 

inkubiert. Dann wurde der Überstand abgenommen und dabei die Duplikate gemischt. Die 

Überstände wurden für 10 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert und jeweils 100 µl aliquotiert. Die 

Proben wurden bei -80° C eingefroren. Im Verlauf wurde die RNA aus den Überständen wie in 

Kap. 2.5 beschrieben isoliert und dann deren Genomäquivalente mittels RT-qPCR mit der in 

Kap. 2.6 f. beschriebenen Methode relativ quantifiziert. 

 

Abb. 13: Plan des Vergleichsexperiments im 48-Loch-Plate-Format. Auf jeder Platte wurden zwei 
Viruspopulationen in Duplikaten unter Einfluss verschiedener Konzentrationen von Alisporivir bzw. Cyclosporin A 
untersucht. Die Zahlen stehen für die Konzentration des jeweiligen Inhibitors in µM, mit EtOH ist die Ethanol-
kontrolle bezeichnet. Die Buchstaben und Zahlen am Rand der Abbildung zeigen die Koordinaten des jeweiligen 
Lochs an. 

 

2.8.11 Virale Fitness und Abhängigkeit von PPIA 

Neben einer eventuellen Resistenzentwicklung wurde die Fähigkeit zur Replikation und die 

Abhängigkeit von PPIA in den Wirtszellen untersucht. Hierzu wurden LLC-MK2-Zellen in 24-

Loch-Zellkulturplatten ausgesät. Es handelte sich um die Klone A2(wt) und C10(PPIA-/-). Bei 

etwa 80 % Konfluenz wurden die Zellen mit DPBS gewaschen und mit einem Inokulum aus 

DMEM und den NL63-Passageüberständen aus Passage 25|3 und p0 infiziert. Mit jeder 

Viruspopulation wurden jeweils zwei Löcher der Klone A2 und C10 infiziert. Das Volumen des 

Inokulums betrug 300 µl pro Loch, die MOI 0,01. Dann wurden die Platten für 120 min bei 37° C 

und 5 % CO2 inkubiert und daraufhin die Infektion durch Waschen beendet. In jedes Loch 

wurden 70 µl Kulturmedium gegeben und die Zellen bei 37° C und 5 % CO2 für 72 h gehalten. 

Im Anschluss wurde der Überstand abgenommen, die Duplikate gemischt und für 10 min bei 

2000 x g zentrifugiert. 100 µl des Überstandes wurden dann mittels der in Kap. 2.5 RNA-

Isolation aus Zellüberständen ff. beschriebenen Methoden verarbeitet und die darin 

befindlichen NL63-Genomäquivalente relativ quantifiziert. 

 



61 
 

2.8.12 Präanalytik für das NGS 

Die von Mykoplasmen befreiten Virusüberstände aus Passage 25|3 und p0 wurden in 

Wassereis aufgetaut und dann zweimalig für jeden Stock 400 µl Zellkulturüberstand mit je 

1200 µl TRIzol reagent (Life Technologies, REF: 15596918) in einem 2 ml-Mikroreaktionsgefäß 

vermischt, das Gefäß geschwenkt und kurz abzentrifugiert. Die Proben wurden dann 

wiederum bei -80° C eingefroren, um im Verlauf auf Trockeneis für die NGS Sequenzierung 

versandt zu werden. 

 

2.9 HCoV-NL63 Passageexperiment 2 

2.9.1 Das Experiment im Überblick 

Das HCoV-NL63 Passageexperiment 2 wurde im Anschluss an das erste Experiment in 

reduzierterem Umfang durchgeführt, um Resistenzen ohne die Anwesenheit der 

Kontamination mit Mykoplasmen zu induzieren. Zuerst wurde der IC50-Wert der Inhibitoren 

ALV und Ribavirin von NL63 in CaCo-2-Zellen getestet. Im Anschluss wurden im Wechsel 

nach drei beziehungsweise vier Tagen HCoV-NL63 haltige Zellkulturüberstände passagiert. Zu 

Beginn waren die Virionen dann konstant einem der Inhibitoren Alisporivir (ALV), 

Cyclosporin A (CsA), NIM811 oder Ribavirin ausgesetzt. Zudem wurde eine Ethanolkontrolle 

und eine Kulturmediumkontrolle mitpassagiert. Die Konzentration der drei 

Cyclophilininhibitoren entsprach zu Beginn mit 5,0 µM dem Doppelten der vorher bestimmten 

IC50-Konzentration von ALV von 2,5 µM, die Passage mit Ribavirin startete bei  

10 µg/ml. Die aus der letzten Passage gewonnenen Virus-Stocks wurden teilweise im Verlauf 

und dann nach Abschluss des Passageexperiments hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit 

gegenüber den Inhibitoren getestet und das virale Genom aus Passage 10 und 15 mittels NGS 

sequenziert. 

 

2.9.2 Zellkultur 

Zur Verwendung kamen CaCo-2-Zellen, welche von PD Marcel Müller (Charité – 

Universitätsmedizin Berlin) zur Verfügung gestellt worden waren. Die Zellkultur entsprach der 

unter Kapitel 2.2.2 beschriebenen Vorgehensweise, als Kulturmedium kam DMEM, welches mit 

20 % FBS, 1 % MEM NEAA, 1 % MEM Sodium Pyruvate und 1 % Penicillin/Streptomycin 
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ergänzt worden war, zum Einsatz. Eine Kontamination der Zellen mit Mykoplasmen wurde im 

Vorfeld des Passageexperiments entsprechend Kapitel 2.8.8 Mykoplasmen-Detektion 

ausgeschlossen. 

 

2.9.3 Virus 

Auch der HCoV-NL63-Stock war aus dem Labor von PD Marcel Müller (Charité – 

Universitätsmedizin Berlin) zur Verfügung gestellt worden. Der Grundstock p0 für das 

Passageexperiment entstammt der zweiten in CaCo-2-Zellen produzierten Passage des aus 

Berlin erhaltenen Stocks und wurde mit „NL63-Stock Berlin 1“ bezeichnet. Der Stock wurde 

wie in Kapitel 2.8.8 beschrieben negativ auf Mykoplasmen getestet. 

 

2.9.4 Initiale Bestimmung der IC50-Werte 

Die Konzentrationen der Inhibitoren in den einzelnen Passagen betrugen ein Vielfaches des 

IC50, um einen ähnlichen Selektionsdruck auf die verschiedenen Viruspopulationen ausüben zu 

können. So wurde die Sensitivität des Start-Stocks „NL63-Stock Berlin 1“ gegenüber den 

Inhibitoren ALV, Ribavirin und den experimentellen α-Ketoamid-Inhibitoren DZL08 und 

DC401908 aus der Arbeitsgruppe Rolf Hilgenfeld, Universität zu Lübeck getestet. Als 

Wirtszellen dienten CaCo-2-Zellen, welche in 48-Loch-Platten ausgesät worden waren. Bei etwa 

80 % Konfluenz wurden die Zellen gewaschen und mit 200 µl Inokulum aus DMEM und 

virionenhaltigem Überstand infiziert. Die MOI betrug 0,004 mit circa 350 Virionen pro Loch. 

Zur Infektion wurden die Platten dann für 120 Minuten bei 37° C und 5 % CO2 inkubiert und 

jeweils nach ca. 30 Minuten leicht geschwenkt. Daraufhin wurden die Zellen gewaschen und 

den Löchern 400 µl Kulturmedium, welches die Inhibitoren ALV, DZL08 oder DC401908 in 

Konzentrationen von 1,25 µM bis 40 µM beziehungsweise Ribavirin in Konzentrationen von 

1,25 µg/ml bis 40 µg/ml enthielt, hinzugegeben. Die Lösungsmittelkontrollen enthielten EtOH 

bzw. DMSO 0,2 % oder Kulturmedium. Je zwei Löcher wurden unter den gleichen 

Bedingungen gehalten.  Nach drei Tagen wurde der Überstand der zusammengehörigen 

Löcher gemischt und für 10 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert. 100 µl wurden vom Überstand 

abgenommen und bei -80° C eingefroren. Die Überstände wurden im Verlauf auf Eis aufgetaut 

und deren RNA wie in Kapitel 2.5 beschrieben isoliert. Die darin enthaltenen 
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Genomäquivalente wurden dann entsprechend Kapitel 2.6 mittels RT-qPCR bestimmt und 

nach Kapitel 2.7 relativ quantifiziert. Die IC50-Werte der Inhibitoren wurden dann unter 

Zuhilfenahme der Software GraphPad Prism5 (Version 5.01) bestimmt. Die Berechneten IC50-

Werte betrugen für ALV 2,414 µM und für Ribavirin 4,432 µM. DZL08 und DC401908 wiesen 

in diesem Experiment keine ausreichende Inhibition auf, sodass diese keine weitere 

Verwendung fanden.  

 

2.9.5 Start des Passageexperiments 2 

CaCo-2-Zellen wurden in 6-Loch-Zellkulturplatten ausgesät, bei Erreichen einer 90 %igen 

Konfluenz gewaschen und mit 1000 µl Inokulum aus DMEM und „NL63-Stock Berlin 1“ 

infiziert. Die MOI betrug 0,004 bei circa 3400 Virionen pro Loch. Während der Infektion wurden 

die Platten dann für 120 Minuten bei 37° C und 5 % CO2 inkubiert und jeweils nach ca. 30 

Minuten leicht geschwenkt. Die Infektion wurde durch Waschen beendet und 2500 µl 

Kulturmedium mit Inhibitoren oder Lösungsmittel hinzugegeben. Die Zellen wurden dann bei 

37° C und 5 % CO2 für drei Tage inkubiert. Die Inhibitoren und deren Konzentration zu Beginn 

des Passageexperiments 2 sind in Tabelle 9 aufgelistet. 

 

Loch Inhibitor Konzentration in Passage 1 

1 ALV 5 µM 

2 CsA 5 µM 

3 NIM811 5 µM 

4 Ribavirin 10 µg/ml 

5 EtOH 0,025 % 

6 Medium - 

7 Mock – Keine Infektion Medium - 
 

Tabelle 9: Verwendete Inhibitoren und deren Konzentration zu Beginn des Passageexperiments 2 

 

2.9.6 Ablauf der folgenden Passagen 

Die Passagen wurden jeweils im Wechsel nach drei bzw. vier Tagen mit der Abnahme des 

Zellkulturüberstandes beendet. Der Überstand wurde für 10 min bei 2000 x g zentrifugiert und 

aus 500 µl nun von Zelltrümmern befreitem Überstand und 500 µl DMEM das Inokulum für 

die folgende Passage hergestellt. Übriger Überstand wurde bei -80° C eingefroren. CaCo-2-

Zellen waren im Vorfeld so in 6-Loch-Zellkulturplatten ausgesät worden, dass sie zum 
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Zeitpunkt der Infektion eine Konfluenz von ca. 70-90 % aufwiesen. Die Zellen wurden 

gewaschen und dann mit dem Inokulum aus der vorherigen Passage für 90-120 min bei 37° C 

und 5 % CO2 infiziert. Regelmäßig wurden die Platten dabei leicht geschwenkt. Im Anschluss 

wurde die Infektion durch Waschen mit DPBS beendet und 2500 µl Zellkulturmedium, welches 

mit Inhibitoren versetzt worden war, hinzugegeben. Eine Darstellung der Konzentrationen der 

Inhibitoren befindet sich in Tabelle 10. Während des Experimentes wurden die Überstände auf 

Persistenz von Genomäquivalenten, wie in Kapitel 2.5 ff. beschrieben, mittels qPCR getestet. 

Hier zeigte sich in Passage 5 eine massive Reduktion der in Loch 4 (Ribavirin) gehaltenen 

Viruspopulation (siehe Abb. 14). Für Loch 4 wurde hierauf das Experiment ab Passage 9 mit 

reduzierter Konzentration von Ribavirin neu gestartet. 

0 2000 4000 6000 800010000

Well 1 - ALV

Well 2 - CsA

Well 3 - NIM811

Well 4 - Ribavirin

Well 5 - EtOH

Well 6 - Medium

Well 7 - Mock

NL63-Genomäquivalente in Passage 5

Genomäquivalente / ml

V
ir

u
s
p

o
p

u
la

ti
o

n

 

Abb. 14: Mittels qPCR ermittelte HCoV-NL63-Genomäquivalente pro ml in Passage 5 des Passageexperiments 2 

 

Passage c [ALV, CsA, NIM811] c [Ribavirin] c [EtOH] 

1-2 5,0 µM 10,0 mg/ml 0,025 % 

3-4 7,5 µM 15,0 mg/ml 0,038 % 

5-6 10,0 µM 20,0 mg/ml 0,050 % 

7-8 12,5 µM 25,0 mg/ml 0,063 % 

9-10 15 µM 10,0 mg/ml 0,075 % 

11-12 15 µM 12,5 mg/ml 0,075 % 

13-15 15 µM 15,0 mg/ml 0,075 % 
 

Tabelle 10: Konzentrationen der Inhibitoren und der Lösungsmittelkontrolle im Verlauf des Passageexperiments 
2 (c = Konzentration) 
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2.9.7 Resistenztestung im Verlauf des Passageexperiments 2 

Die Viruspopulationen aus den Passagen 5 und 10 wurden im Vergleich zur EtOH-Kontrolle 

auf ihre Suszeptibilität gegenüber den in ihnen gehaltenen Inhibitoren getestet.  Dazu wurden 

CaCo-2-Zellen in 48-Loch-Zellkulturplatten gesät und bei Erreichen von 80 % Konfluenz mit 

DPBS gewaschen und mit 150 µl Inokulum aus DMEM und virionenhaltigem Überstand 

infiziert. Mit einer MOI von 0,004 wurden etwa 350 Virionen in jedes Loch gegeben. Nach einer 

120-minütigen Infektion im Zellkulturinkubator bei 37° C und 5 % CO2 und regelmäßigem 

Schwenken wurde die Infektion durch Waschen der Zellen mit DPBS beendet und 300 µl 

Zellkulturmedium, welches Inhibitoren enthielt, hinzugegeben.  Der Inhibitor entsprach dabei 

demjenigen, in dem das Virus passagiert worden war. Die EtOH-Passagekontrolle wurde 

jeweils gegenüber allen drei Inhibitoren ALV, CsA und NIM811 auf ihre Sensitivität getestet. 

Für das Inhibitionsexperiment aus Passage 5 wurde hierbei mit 25 µM die zehnfache IC50 und 

eine 0,125 % EtOH-Kontrolle angewandt, für das aus Passage 10 die fünf- und zehnfache IC50 

und eine 0,125 % EtOH-Kontrolle. Jeweils zwei Löcher waren denselben Bedingungen 

ausgesetzt. Die Zellkulturplatten wurden dann für 72 h bei 37° C und 5 % CO2 gehalten. Im 

Anschluss wurden die Überstände gemischt und für 10 min bei 2000 x g abzentrifugiert. Zur 

relativen Quantifizierung wurde dann 100 µl des Überstands entsprechend Kap. 2.5 ff. 

weiterverarbeitet, mittels qPCR analysiert und relativ quantifiziert.  

 

2.9.8 Beendigung der Passagierung 

Um eine ausreichende Menge an virionenhaltigem Überstand für nachfolgende 

Vergleichsexperimente und NGS-Analyse herzustellen, wurde die letzte Passage in 10-cm-

Zellkulturschalen durchgeführt. Die Zellkulturüberstände aus Passage 14 wurden 

abgenommen und für 10 min bei 2000 x g zentrifugiert. Für das Inokulum wurden 1500 µl 

Überstand mit 3500 µl DMEM gemischt. CaCo-2-Zellen wurden bei ca. 80 % Konfluenz mit 

DPBS gewaschen und dann mit dem Inokulum für 120 min bei 37° C und 5 % CO2   infiziert 

und dabei regelmäßig geschwenkt. Im Anschluss wurden die Zellen wieder gewaschen und 10 

ml Zellkulturmedium mit Inhibitoren hinzugegeben. Die Zellen wurden dann bei 37° C und 

5 % CO2 für sieben Tage gehalten. Im Anschluss wurde der Überstand abgenommen und 10 

min bei 2000 x g abzentrifugiert. Der zellfreie Überstand wurde dann in einem neuen 

Zentrifugenröhrchen resuspendiert und auf verschiedene Mikroreaktionsgefäße verteilt. Die 
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Überstände wurden bei -80° C eingefroren, 100 µl Überstand wurden für jede Population zur 

relativen Quantifizierung mittels RT-qPCR analysiert (siehe Kap. 2.5 ff.). Die Konzentration der 

Genomäquivalente der Viruspopulationen am Ende des Passageexperiments 2 ist in Tabelle 11 

aufgetragen. 

 

Viruspopulation Genomäquivalente / ml 

Stock Berlin 1 2,89E+04 

p15.1-ALV   3,37E+03 

p15.2-CsA 4,30E+03 

p15.3-NIM811 3,76E+03 

p15.4-Ribavirin 9,43E+03 

p15.5-EtOH 9,14E+03 

p15.6-Medium 6,64E+03 
 

Tabelle 11: Genomäquivalente pro ml in den HCoV-NL63-Stocks am Ende des Passageexperiments 2 

 

2.9.9 Vergleichsexperimente zur Resistenzprüfung 

Die aus Passage 15 gewonnenen Virus-Stocks wurden im Anschluss an das Passageexperiment 

hinsichtlich ihrer Sensibilität gegenüber den eingesetzten Inhibitoren getestet.  

Die in Loch 1, 2 und 3 gehaltenen Viruspopulationen wurden zusammen mit der EtOH-

Kontrolle und dem Ausgangs-Stock „NL63 Berlin 1“ in drei Experimenten den Inhibitoren 

ALV, CsA und NIM811 ausgesetzt. Hierzu wurden CaCo-2-Zellen in 96-Loch-Zellkulturplatten 

ausgesät, wobei die außenliegenden Löcher mit DPBS gefüllt waren, um ein homogenes 

Feuchtigkeitsmilieu innerhalb der Platten zu erreichen. Bei einer Konfluenz von 80 % wurden 

die Zellen mit DPBS gewaschen und jedem Loch 50 µl Inokulum aus virionenhaltigem 

Zellkulturüberstand und DMEM hinzugefügt. Die MOI betrug 0,004 und damit die geschätzte 

Zahl der Virionen etwa 100 pro Loch. Die Platten wurden dann bei 37° C und 5 % CO2 für 120 

min inkubiert und dabei regelmäßig geschwenkt. Die Infektion wurde dann durch Waschen 

mit DPBS beendet und 110 µl Kulturmedium hinzugefügt. Dem Medium waren die Inhibitoren 

in Konzentrationen von 2,5 bis 60 µM beigefügt, die Kontrolle enthielt 0,3 % EtOH. Je drei 

Löcher wurden als Triplikat den gleichen Bedingungen ausgesetzt. Abb. 15 zeigt die Verteilung 

auf der Zellkulturplatte schematisch. Nach 72 Stunden wurden die Zellkulturüberstände 

abgenommen und dabei die Triplikate gemischt. Dann wurden die Überstände bei 2000 x g für 
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10 min zentrifugiert und 100 µl zellfreier Überstand abgenommen. Die Proben wurden dann 

bei -80° C eingefroren.  

 

Abb. 15: Plan der 96-Loch-Zellkulturplatten im Vergleichsexperiment. Jeweils zwei Viruspopulationen wurden auf 
einer Platte getestet und der Einfluss verschiedener Konzentrationen von Alisporivir bzw. Cyclosporin A oder 
NIM811 untersucht. Die Zahlen stehen für die Konzentration des jeweiligen Inhibitors in µM, mit EtOH ist die 
Ethanolkontrolle bezeichnet. Die Buchstaben und Zahlen am Rand bestimmen als Koordinaten die Position der 
einzelnen Löcher. 

Die mit Ribavirin in Loch 4 gehaltene Viruspopulation wurde in gleicher Weise wie in diesem 

Kapitel beschrieben mit der Medium-Passagekontrolle und dem Stock „NL63-Berlin 1“ 

verglichen. Als Inhibitor diente Ribavirin in einer Konzentration von 2,5 bis 60 µg/ml. Als 

Kontrolle wurde Kulturmedium verwendet. 

 

2.9.10 Virale Fitness 

Um die Replikationsleistung der einzelnen Viruspopulationen aus dem Passageexperiment zu 

vergleichen, wurde zunächst eine weitere Passage durchgeführt. Diese entsprach im Aufbau 

und Ablauf den Passagen 2-14, jedoch wurden keine Inhibitoren dem Kulturmedium 

zugegeben. Auf diese Weise wurde ausgeschlossen, dass Reste der Inhibitoren im Inokulum 

die virale Replikation im nächsten Experiment beeinflussten. Die NL63-Genomäquivalente aus 

Passage 16 wurden dann ebenfalls mittels der in Kapitel 2.5 RNA-Isolation aus 

Zellüberständen ff. beschriebenen Methoden relativ quantifiziert. 

Im Anschluss wurden CaCo-2-Zellen in 6-Loch-Zellkultuplatten gesät und bei einer Konfluenz 

von 80 % mit DPBS gewaschen und mit einem Inokulum aus Überstand und DMEM infiziert. 

Das Volumen betrug 1000 µl per Loch, die MOI 0,004. Ein Aliquot des Inokulums wurde 

eingefroren. Nach einer Inkubation bei 37° C und 5 % CO2 von 120 min Dauer wurde die 

Infektion beendet und 2500 µl Kulturmedium in jedes Loch gegeben. Die Platten wurden für 72 

h bei 37° C und 5 % CO2 gehalten, nach 24 und 48 h wurden jeweils 250 µl Überstand aus jedem 

Loch abgenommen und asserviert. Am Ende des Experiments wurden die Überstände 10 min 
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bei 2000 x g abzentrifugiert und im Verlauf jeweils 100 µl zur relativen Quantifizierung der 

Genomäquivalente in den Proben mit den in Kap. 2.5 ff. beschriebenen Methoden 

weiterverarbeitet.  

 

2.9.11 Präanalytik für das NGS 

Zur Vorbereitung der Proben für das NGS wurden Virusüberstände aus Passage 10 und 15 

sowie dem Stock „Berlin 1“ in Wassereis aufgetaut und dann zweimalig für jeden Stock 400 µl 

Zellkulturüberstand mit je 1200 µl TRIzol in einem 2 ml-Mikroreaktionsgefäß vermischt, das 

Gefäß geschwenkt und kurz abzentrifugiert. Die Proben wurden dann wiederum bei -80° C 

eingefroren, um im Verlauf auf Trockeneis versandt zu werden. 

 

2.10 HCoV-NL63 Passageexperiment 3 

2.10.1 Überblick 

Das HcoV-NL63 Passageexperiment 3 wurde im Anschluss an die beiden vorherigen 

Passageexperimente durchgeführt, um zum einen für das NGS eine größere Anzahl zu 

sequenzierender Populationen zu erhalten und zum anderen zusätzlich das Mutations- und 

Resistenzverhalten der Viruspopulationen bei aufsteigender und gleichbleibender 

Konzentration von Cyclophilininhibitoren vergleichen zu können.  

Es wurden mit dem Set A, B, und C drei Sätze des Experiments mit gleichem Ablauf parallel 

ausgeführt, um eine ausreichende Reliabilität zu erreichen. Die einzelnen Schritte des 

Experimentes, beispielsweise das Anmischen der Inhibitoren, wurden dabei unabhängig 

voneinander vollzogen. Aufgrund des besonderen Umfangs und der langen Dauer des 

Experiments war eine Wiederholung des Experiments in vollständig separierten Ansätzen nicht 

möglich.  

 

2.10.2 Zellen und Zellkultur 

Als Wirtszellen für das HCoV-NL63 dienten CaCo-2-Zellen, welche für das Virus empfänglich 

sind und eine hohe Reproduktionsrate zeigen [231]. Die Zellen wurden vor Beginn des 
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Experiments mittels qPCR auf HCoV-NL63 getestet. Zuvor und im Verlauf des Experiments 

wurde die Anwesenheit von Mykoplasmen wie in Kapitel 2.8.8 beschrieben ausgeschlossen.   

Als Nährmedium diente DMEM, welches bereits Pyruvat enthielt und mit 20 % FBS, 1 % MEM 

NEAA und 1 % Penicillin/Streptomycin ergänzt worden war. Als Waschlösung wurde DPBS 

angewandt. 

 

2.10.3 Herstellung einer HCoV-NL63 Ausgangspopulation und Auswahl der Zellen 

Für das Passageexperiment 3 wurde ein neuer Stock von virionenhaltigem Überstand benötigt. 

Dieser sollte als gemeinsamer Start der Passage und als Kontrolle hinsichtlich der Sensibilität 

gegenüber Cyclophilininhibitoren nach Beendigung der Passage 15 dienen. Im Laborbestand 

befanden sich die zwei bereits beschriebenen CaCo-2-Zellpopulationen:„Berlin“ und „S-I. 

Erstere zeigte ein schnelleres Wachstumsmuster. Zum Vergleich der Virusproduktion wurden 

beide Zellpopulationen in je eine 175 cm2 Zellkulturflasche ausgebracht und dann bei Erreichen 

einer Konfluenz von 70 % mit der gleichen Menge an HCoV-NL63- haltigem Überstand 

inokuliert. Hierbei wurde zuerst der Kulturüberstand entfernt und die Zellen mit 10 ml DPBS 

gewaschen. Nach Abnehmen des Überstandes wurden die Zellen mit einem Inokulum, 

bestehend aus 13 ml DMEM und 2 ml virushaltigem Überstand (NL63 wt Stock Berlin 2+3; ca. 

20000 PFU) infiziert. Die MOI entsprach hier etwa 0,0015. Dann wurden die Zellen für 90 

Minuten bei 37° C in einer Atmosphäre aus 95 % Luft und 5 % CO2 mit hoher Feuchtigkeit 

inkubiert. Hierauf wurde der Überstand entfernt und 22 ml Kulturmedium zu den Zellen 

gegeben. Nach vier Tagen Inkubation bei 37° C in einer Atmosphäre aus 95 % Luft und 5 % 

CO2 mit hoher Feuchtigkeit wurde der Kulturüberstand in ein Zentrifugenröhrchen überführt 

und für 10 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert, um Zelltrümmer abzutrennen. Der Überstand 

wurde in einem neuen Zentrifugenröhrchen resuspendiert und auf Mikroreaktionsgefäße 

verteilt.  Die Virus-Stocks wurden dann bei -80° C eingefroren. Zur relativen Quantifizierung 

der Viruskonzentration in den Stocks wurden 100 µl zur RNA-Isolation und RT-qPCR separat 

eingelagert. In der Analyse der RT-qPCR-Daten zeigte sich dann in dem in den CaCo-2-Zellen 

„S-I“ erstellten Stock „NL63-2020-1“ eine deutlich höhere Konzentration an 

Genomäquivalenten im Vergleich zu dem in CaCo-2-Zellen „Berlin“ produziertem Stock NL63-
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2020-2. Abb. 16 stellt dies graphisch dar. Deshalb wurde der Stock NL63-2020-1 und- die CaCo-

2-Zellen „S-1“ für das Passageexperiment verwendet.   

 

Abb. 16: Genomäquivalente pro Milliliter von HCoV-NL63-Stocks im Vergleich, die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung der drei Messungen mittels RT-qPCR 

 

2.10.4 Herstellung der Inhibitor-Stocklösungen 

Als Inhibitoren wurden wieder die CYP-Antagonisten Cyclosporin A (CsA; RTC/SIGMA-

ALDRICH, Laramie, Wyoming, USA, REF: PHR1092-500mg), Alisporivir (ALV; Novartis, 

Basel, Schweiz, REF: JC-15-MC16) und NIM811 (Novartis, Basel, Schweiz, REF: JC-15-MC16) 

verwendet. Die Substanzen waren in Pulverform bei -20° C gelagert.   

 

2.10.5 Beginn des Passageexperiments 3 

CaCo-2-Zellen wurden in drei Sets zu je 9 Löchern in zwei 6-Lochplatten ausgesät und nach 

vier Tagen bei einer Konfluenz von ca. 75 % mit 1 ml DPBS/Loch gewaschen und acht der 

Löcher mit einem Inokulum aus DMEM und Virus-Stock „NL63 2020-1“ infiziert. Um eine MOI 

von 0,01 zu erreichen, war für das Inokulum ein Master-Mix separat für jedes Set aus 3,18 ml 

Virusüberstand und 4,82 ml DMEM hergestellt worden, das Volumen betrug dann 

1000 µl/Loch. Ein Loch wurde nur mit DMEM als Mock-Infektion behandelt. Die Platten 

wurden dann für 90 Minuten bei 37° C und 5 % CO2 inkubiert und jeweils nach ca. 30 Minuten 

leicht geschwenkt. Danach wurden die Zellen wiederum mit 1 ml DPBS gewaschen und 1,5 ml 

Zellkulturmedium hinzugegeben. Hierauf wurde dann Zellkulturmedium, welchem 

Inhibitoren zugesetzt waren, den jeweiligen Löchern hinzugegeben. In Tabelle 12 sind 
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Inhibitoren und deren Konzentration als Übersicht dargestellt. Die Platten wurden dann für 

drei Tage bei 37° C und 5 % CO2 inkubiert. 

 

Tabelle 12: Übersicht über die Inhibitoren 
und deren Konzentration (c) zu Beginn des 
Passageexperimentes 3. Loch 7 stellt die 
Lösungsmittel-Kontrolle, Loch 8 die 
Passagekontrolle ohne Lösungsmittel dar. In 
Loch 9 wurde keine Infektion durchgeführt. 

 

 

 

 

2.10.6 Der Ablauf der folgenden Passagen 

Am Ende jeder Passage wurde der Zellkulturüberstand abgenommen und für 5 Minuten bei 

2000 x g zentrifugiert. 500 µl des Überstands wurden dann mit 500 µl DMEM gemischt als 

Inokulum für die folgende Passage verwendet, 1700 µl des Überstandes wurden bei -80° C 

asserviert. Zur Infektion wurden frische CaCo-2-Zellen bei 60-80 % Konfluenz mit DPBS 

gewaschen und mit dem Inokulum für 90 - 110 Minuten bei 37° C und 5 % CO2 inkubiert und 

regelmäßig leicht geschwenkt um das Inokulum zu verteilen. Die Infektion wurde durch 

Waschen mit DPBS beendet und 1,5 ml Zellkulturmedium in die Löcher gegeben. Dann wurde 

Zellkulturmedium, welchem Inhibitoren zugesetzt waren, den jeweiligen Löchern nach dem in  

Tabelle 13 aufgeführten Plan hinzugegeben. Die Zellen wurden dann bei 37° C und 5 % CO2 

für 4 bzw. 3 Tage im Wechsel inkubiert, um dann die Überstände in eine neue Passage zu 

überführen. Im Laufe des Passageexperiments wurde die Konzentration von NL63-

Genomäquivalenten in den Zellkulturüberständen von Passage fünf und zehn mittels RT-qPCR 

und relativer Quantifizierung bestimmt. Hiermit wurde eine Persistenz der Viruspopulationen 

über die Passagierung hinweg sichergestellt. Tabelle 39 und Tabelle 40 im Anhang zeigen die 

Genomäquivalente der einzelnen Viruspopulationen und deren Persistenz über die 

Passagierung. 

 

 

Platte Loch Zusatz c [Inhibitor] 

1 1 ALV 10µM 

1 2 ALV 2,5 µM 

1 3 CsA 10 µM 

1 4 CsA  2,5 µM 

1 5 NIM811 10 µM 

1 6 NIM811 2,5 µM 

2 7 EtOH 0,05 % 

2 8 Medium - 

2 9 Mock - 
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Passage Dauer (d) c Inhibitor Loch 1,3,5 (µM) c Inhibitor Loch 2,4,6 (µM) c EtOH in Loch 7 

1 3 10,0 2,5 0,05 % 

2 4 10,0 2,5 0,05 % 

3 3 10,0 5,0 0,05 % 

4 4 10,0 5,0 0,05 % 

5 3 10,0 7,5 0,05 % 

6 4 10,0 7,5 0,05 % 

7 3 10,0 10,0 0,05 % 

8 4 10,0 10,0 0,05 % 

9 3 10,0 12,5 0,06 % 

10 4 10,0 12,5 0,06 % 

11 3 10,0 15,0 0,08 % 

12 4 10,0 15,0 0,08 % 

13 3 10,0 17,5 0,09 % 

14 4 10,0 17,5 0,09 % 

15 3 10,0 20,0 0,10 %  
 

Tabelle 13: Überblick über die Passagen des Passageexperimentes 3: Dargestellt sind Passagedauer und die 
Konzentrationen der Inhibitoren im Verlauf (d=Tag; c= Konzentration).  

 

2.10.7 Letzte Passage und Beendigung des Passageexperiments: 

Die letzte Passage erfolgte in 10 cm - Zellkulturschalen, um ausreichend Virionen für die 

folgenden Vergleichsexperimente zu erzeugen. Der Zellkulturüberstand der Passage 14 wurde 

abgenommen und 5 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert. Dann wurden Inokula aus 3000 µl 

DMEM und 2000 µl Überstand angemischt. CaCo-2-Zellen, welche zum Zeitpunkt der 

Infektion 80 % Konfluenz erreicht hatten, wurden gewaschen und mit dem Inokulum für 110 

Minuten bei 37° C und 5 % CO2 inkubiert und die Schalen regelmäßig leicht geschwenkt. Die 

Infektion wurde dann durch Waschen mit DPBS beendet und 10 ml Kulturmedium mit 

Inhibitor wurden zu den Zellen gegeben. Daraufhin wurden die Zellkulturschalen für drei Tage 

bei 37° C und 5 % CO2 im inkubiert. Im Anschluss wurde der Zellkulturüberstand in ein 

Zentrifugenröhrchen verbracht und 5 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert. Der nun von 

Zelltrümmern befreite Überstand wurde dann in einem neuen Zentrifugenröhrchen 

resuspendiert um eine homogene Verteilung der Virionen zu erreichen. Dann wurden 100 µl 

Überstand zur qPCR-Analyse asserviert, der Rest wurde in mehrere Mikroreaktionsgefäße 

aufgeteilt. Die Überstände wurden bei -80° C eingefroren.  
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2.10.8 Relative Quantifizierung der Genomäquivalente 

Um die MOI in den folgenden Vergleichsexperimenten zur Resistenztestung jeweils ähnlich zu 

halten, wurde die RNA aus jeweils 100 µl Virusüberstand der Passagen isoliert und mittels 

qPCR relativ quantifiziert (Tabelle 14). Die Methoden sind unter Kapitel 2.5 ff. dieser Arbeit 

beschrieben.  

 

Stock GE/ml Stock GE/ml Stock GE/ml 

2020-1 1,8E+04     

P15-A1-ALV 2,6E+04 P15-B1-ALV 3,2E+04 P15-C1-ALV 2,9E+04 

P15-A2-ALV 2,5E+04 P15-B2-ALV 3,9E+04 P15-C2-ALV 5,7E+04 

P15-A3-CsA 3,1E+04 P15-B3-CsA 4,2E+04 P15-C3-CsA 3,1E+04 

P15-A4-CsA 5,3E+03 P15-B4-CsA 3,3E+04 P15-C4-CsA 3,8E+04 

P15-A5-NIM811 6,4E+04 P15-B5-NIM811 7,5E+04 P15-C5-NIM811 1,2E+05 

P15-A6-NIM811 4,0E+04 P15-B6-NIM811 6,9E+04 P15-C6-NIM811 5,6E+04 

P15-A7-EtOH 1,6E+04 P15-B7-EtOH 5,6E+04 P15-C7-EtOH 8,2E+04 

P15-A8-Medium 7,8E+04 P15-B8 Medium 3,2E+04 P15-C8 Medium 8,9E+04 

 

Tabelle 14: Genomäquivalente (GE) der verschiedenen HCoV-NL63 Viruspopulationen aus dem  
Passageexperiment 3 

 

2.10.9 Vergleichsexperimente zur Resistenztestung 

Im Anschluss an das Passageexperiment 3 wurde jede der daraus hervorgegangenen 

Viruspopulationen hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens und ihrer Empfindlichkeit 

gegenüber den Inhibitoren ALV, CsA und NIM811 überprüft. Aufgrund des besonderen 

Umfangs dieses Experiments wurden diese Testungen jeweils nur in einfacher Ausführung 

durchgeführt. Die Replikation der Viren sollte unter dem Einfluss von sechs verschiedenen 

Konzentrationen des jeweiligen Inhibitors (1,25; 2,5; 5; 10; 20 und 40 µM) mit der einer EtOH-

Kontrolle (0,2 %) verglichen werden. Je drei Löcher wurden den gleichen Bedingungen 

ausgesetzt. In jedem Experiment wurde der Startstock des Passageexperimentes NL63-2020-1 

ebenfalls getestet. 

Für die Vergleiche zur Resistenz wurden CaCo-2-Zellen (DSMZ (Leibniz-Institut DSMZ-

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) REF: ACC 169) in 96-Loch-Plates 
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ausgesät, wobei die umgebenden Löcher mit DPBS gefüllt waren, um ein homogenes 

Feuchtigkeitsmilieu innerhalb der Platten zu erreichen. Das Inokulum betrug 50 µl pro Loch, 

wobei Virusüberstand und DMEM für jede Viruspopulation jeweils so gemischt waren, dass 

eine MOI von 0,01 erreicht wurde (~180 Virionen/Loch). Bei 80 % Konfluenz wurden die CaCo-

2-Zellen dann mit ~100 µl DPBS/Loch gewaschen und nach Hinzugabe des Inokulums bei 37° C 

und 5 % CO2 für 90 Minuten infiziert. 100 µl des Inokulums wurden bei -80° C asserviert. Die 

Infektion wurde durch Waschen mit ~100 µl DPBS/Loch beendet und in jedes Loch 110 µl 

Kulturmedium, welches mit dem Inhibitor versetzt war, gegeben. Die Platten wurden für 72 

Stunden bei 37° C und 5 % CO2 gehalten und im Anschluss die Kulturüberstände des jeweiligen 

Triplikates gemischt in Mikroreaktionsgefäßen 5 min bei 2000 x g zentrifugiert. 100 µl des 

Überstandes wurden dann abgenommen und in ein neues Mikroreaktionsgefäß überführt. Die 

Überstände wurden bei -80° C eingefroren.  

 

Abb. 17: Plan des Vergleichsexperiments im 96-Loch-Plate-Format. Auf jeder Platte wurden zwei 
Viruspopulationen in Triplikaten unter Einfluss verschiedener Konzentrationen (hier in µM) des jeweiligen 
Inhibitors Alisporivir, Cyclosporin A oder NIM811 gehalten, die umliegenden Löcher waren mit DPBS gefüllt. Die 
Zahlen und Buchstaben am Rand dienen als Koordinaten zur Identifizierung der einzelnen Löcher. 

 

Im Verlauf wurden dann die Überstände auf Eis aufgetaut und deren RNA isoliert. Mittels 

qPCR wurde dann die Konzentration der Genomäquivalente in den Überständen in Relation 

zur Kontrollprobe bestimmt. Die Methoden sind unter Kapitel 2.5 ff. dieser Arbeit beschrieben. 

 

2.10.10 Virale Fitness 

Um die Replikationsfähigkeit der einzelnen Viruspopulationen aus dem Passageexperiment zu 

vergleichen, wurde im unter Kap. 2.10.9 beschriebenen Vergleichsexperiment auch das 

Inokulum asserviert. Mittels den in Kap. 2.5 ff beschriebenen Methoden wurden dann die 

Genomäquivalente im Inokulum mit denen in der EtOH-Kontrolle des Vergleichsexperiments 

verglichen.  
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2.10.11 Präanalytik für das NGS 

Die Sequenzierung des HCoV-NL63-Genoms aus dem Passageexperiment 3 wurde vom Labor 

für NGS und Microarray-Diagnostik des Instituts für Virusdiagnostik (IVD) am Friedrich-

Loeffler-Institut für Tiergesundheit, durchgeführt. Präanalytisch wurden Virusüberstände aus 

Passage 15 und dem Stock „NL63-2020-1“ in Wassereis aufgetaut und dann zweimalig für jeden 

Stock 400 µl Zellkulturüberstand mit je 1200 µl TRIzol reagent in einem 2 ml-

Mikroreaktionsgefäß vermischt, das Gefäß geschwenkt und kurz abzentrifugiert. Die Proben 

wurden dann wiederum bei -80° C eingefroren, um im Verlauf auf Trockeneis versandt zu 

werden. 

 

2.11 Statistische Auswertung der Inhibitionsexperimente 

2.11.1 Allgemeines und Deskriptive Statistik 

Die mittels RT-qPCR gewonnenen Daten aus den Vergleichsexperimenten, welche im Rahmen 

der Passageexperimente durchgeführt worden waren, wurden wie unter Kap. 2.7 dargestellt 

mittels relativer Quantifizierung prozessiert und damit die HCoV-NL63-Genomäquivalente 

der einzelnen Proben im Überstand in Relation gebracht. Danach wurden die Daten mit der 

Software GraphPad Prism 9 Version 9.1.0 (121) weiterverarbeitet. Deskriptiv wurde die 

Sensitivität der viralen Replikation gegenüber den Inhibitoren die Reduktion der 

Genomäquivalente (GE, engl. Genome equivalents) als Log10-Reduktion graphisch dargestellt. 

 

2.11.2 Halbmaximale Inhibitorische Konzentration  

Induktiv wurden mittels nichtlinearer Regression die mittleren Konzentrationen des jeweiligen 

Inhibitors, bei dem die Replikation halbmaximal gehemmt wird (IC50, engl. half maximal 

inhibitory concentration) bestimmt. Im Programm kam hierbei das Tool „[inhibitor] vs. 

normalized response“ zum Einsatz.  

 

2.11.3 Verhältnis der IC50-Werte 

Um die Auswirkungen verschiedener Cyclophilin-Inhibitoren auf die Replikation der 

Viruspopulationen zu vergleichen, wurde für die Passageexperimente 1, 2 und 3 die IC50 Werte 

der jeweiligen Population ins Verhältnis zu denen der Kontrollen gesetzt. Mithilfe dieser 
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relativen IC50-Werte konnten Resistenzprofile der Viruspopulationen über mehrere 

Experimente oder Inhibitoren hinweg verglichen werden. 

 

2.11.4 ANOVA 

Mittels ANOVA wurde die unterschiedliche Reduktion von Genomäquivalenten verschiedener 

Viruspopulationen unter dem Einfluss einzelner Konzentrationen von Inhibitoren auf 

statistische Signifikanz hin geprüft. Hierbei wurden die Ergebnisse zu den verschiedenen 

verwendeten Inhibitoren zusammengefasst. Zuerst wurden mittels ROUT statistische 

Ausreißer entfernt (Einstellung: Q = 1 %). Hierauf wurden die Datensätze dann mittels one-

way-ANOVA geprüft.   Die Tools hierzu waren im Programm GraphPad Prism 9 verbaut. 

 

2.11.5 Gepaarter t-test 

Die Basenaustauschraten (s.n-1) der Viruspopulationen aus Passageexperiment 2, welche in 

zwei sowohl in Passage 10 als auch Passage 15 sequenziert worden waren, wurden dann mittels 

gepaartem t-Test (GraphPad Prism 9) miteinander verglichen. 

 

2.12 Prozessierung und Analyse der NGS-Daten 

2.12.1 Erstellung einer Genomkarte 

Um Mutationen an einer bestimmten Position im NL63-Genom einem davon betroffenen 

Protein zuordnen zu können, wurde mittels des Programms SnapGene® (Version 5.2) eine 

Genomkarte erstellt. Die Daten zu den Positionen aus den ORFs stammen aus der 

Veröffentlichung von van der Hoek et al., 2004 [78], die Abschnitte aus ORF 1ab zu den 

einzelnen Nichtstrukturproteinen wurden mit Hilfe der Online-Datenbanken UniProt [239, 

240] und ViPR-Virus Pathogen Resource [241] bestimmt. Diese hatten sich wiederum auf 

Clementz et al., Dominguez et al., Geng et al., Pyrc et al., van der Hoek et al. sowie Zhang et al. 

bezogen [78, 242-246]. Abb. 18 zeigt die daraus entstandene Genomkarte. In Tabelle 15 werden 

die einzelnen Genomabschnitte und die diesbezüglichen Proteine aufgelistet. 
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Abb. 18: Kartierung des NL63-Genoms: Dargestellt sind die Open Reading Frames (ORF) sowie die nicht-
translatierten Regionen (UTR) entlang des 27553 Basen langen Genoms. Zudem sind die Abschnitte des ORF 1ab, 
welche für die einzelnen Nichtstrukturproteine (Nsp) codieren, verzeichnet. Eigene Grafik, erstellt mit SnapGene®. 
 

 

Unterteilung des HCoV-NL63-Genoms: 
Genomabschnitt Codiertes Protein: Beginn: Ende: Länge: 

5'UTR 
 

 1 286 286 

ORF 1ab ORF1a Polyprotein 1ab  287 20475 20189 

ORF 1ab ORF1a " Nsp1 287 616 330 

ORF 1ab ORF1a " Nsp2 617 2980 2364 

ORF 1ab ORF1a " Nsp3 2981 7672 4692 

ORF 1ab ORF1a " Nsp4 7673 9103 1431 

ORF 1ab ORF1a " Nsp5 9104 10012 909 

ORF 1ab ORF1a " Nsp6 1013 10849 837 

ORF 1ab ORF1a " Nsp7 10850 11098 249 

ORF 1ab ORF1a " Nsp8 11099 11683 585 

ORF 1ab ORF1a " Nsp9 11684 12010 327 

ORF 1ab ORF1a " Nsp10 12011 12415 405 

ORF 1ab ORF1a " Nsp11 12416 12486 53 

ORF 1ab 
 

" Nsp12* 12416 15195 2779 

ORF 1ab 
 

" Nsp13 15196 16986 1791 

ORF 1ab 
 

" Nsp14 16987 18540 1554 

ORF 1ab 
 

" Nsp15 18541 19572 1032 

ORF 1ab 
 

" Nsp16 19573 20475 903 

ORF S Spike-Protein  20472 24542 4071 

ORF 3 Protein 3  24542 25219 678 

ORF E Envelope-Protein  25200 25433 234 

ORF M Membrane-Protein  25442 26122 681 

ORF N Nucleocapsid-
Protein 

 26133 27266 1134 

3'UTR 
 

 27267 27553 287 

*-1 ribosomal frameshift 12439 12440 
 

 

Tabelle 15: Unterteilung des HCoV-NL63-Genoms in die einzelnen Genomabschnitte (ORF = Open Reading Frame; 
UTR: Nicht translatierte Region) sowie die hierfür codierten Proteine. Auch verzeichnet sind der Beginn, das Ende 
und die Länge des jeweiligen Abschnitts. Das Polyprotein 1ab spaltet sich nach Translation durch Autoproteolyse 
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in die Nichtstrukturproteine (Nsp). Im Rahmen eines ribosomalen Rastersprungs endet die Translation des ORF1ab 
nicht nach Produktion des Nsp11, sondern wird durch Überspringen des Stop-Codons an Position 12439 
fortgesetzt. Es entstehen dann auch die Nsp12-16.  

  

2.12.2 Analyse für die HCoV-NL63 Passageexperimente 1 & 2 

Die RNA aus den virionenhaltigen Überständen aus den HCoV-NL63 Passageexperimenten 1 

& 2 wurden durch das Labor von Dr. Helmut Blum am Genzentrum der LMU München 

sequenziert. Nach Herstellung einer cDNA-Library kam dort das System Illumina Hi-seq1500® 

zum Einsatz. Die Sequenzierung wurde als „Single-Read-Sequencing“ durchgeführt. 

Die Datensätze, welche nach der Sequenzierung durch die AG Blum erstellt wurden, wurden 

dann unter Zuhilfenahme des LaFuGa Galaxy-Portals prozessiert [247].  Die Rohdatensätze 

sind im „fastq“ Format gespeichert und beinhalten somit auch Informationen zur 

Sequenzierqualität. [248, 249]. Die Ergebnisse sind in zwei Dateien gespeichert. Die eine 

beinhaltet die Sequenzen vom Rd1 Seq Primer, der den Barcode beinhaltet, die andere enthält 

die „index reads“.  

Am Anfang der Analyse steht die Demultiplexierung. Hierbei werden aus dem Rohdatensatz 

diejenigen Sequenzen, welche den gesuchten Barcode besitzen und damit einer Probe 

zugeordnet sind, herausgefiltert.  Hierfür wurde das Programm „Illumina Demultiplex (Galaxy 

Version 1.0.0)“ angewendet. Im Anhang sind in Tabelle 41 die Datensätze und die den Proben 

zugeordneten Barcodes aufgelistet. Hierauf wurden mit dem Programm Bowtie 2 (Version 

2.1.0) [250] die jeweils einzelnen Reads an das Referenzgenom  HCoV-NL63, Stamm 

Amsterdam I [134, 251] angelegt. Das Programm ordnet die einzelnen Reads der passenden 

Position im Referenzgenom zu. Die so erzeugten Daten werden im Bam-Format und einer Bam-

Index-Datei (.bai) gespeichert. Reads, deren Sequenz nicht an das Referenzgenom angelegt 

werden konnten, wurden dabei aussortiert.  

Nun war es notwendig, die Häufigkeit der Variabilität der sequenzierten Nukleotide 

gegenüber dem Referenzgenom darzustellen. Dazu wurde das Programm LoFreq (Version   

2.1.3.1) [252] auf die mittels Bowtie 2 erstellten Dateien angewandt. Als Referenzgenom diente 

wiederum HCoV-NL63, Stamm Amsterdam I.  Die einzelnen Varianten wurden zusammen mit 

ihrer Allelfrequenz durch das Programm LoFreq tabellarisch aufgelistet. Deren Auswirkung 

auf die Aminosäuresequenz der durch die jeweiligen Genomabschnitte kodierten Proteine 
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wurde dann unter Verwendung des Programmes SnapGene® bestimmt. Hierzu wurde zuerst 

eine Genomkarte erstellt. Als Referenz diente das von Lia van der Hoek et. al 2004 im Rahmen 

der Erstbeschreibung im Jahr 2004 publizierte Genom [78] (NCBI Reference Sequence: 

NC_005831.2).  Aufgrund des Prozesses des Umschreibens der viralen RNA in DNA im 

Rahmen der Sequenzierung wurde für die weitere Analyse der Buchstabe T für die Base 

Thymin anstelle des in RNA vorkommenden U (Uracil) verwendet. Die Basensubstitutionen 

pro Nukleotid (s.n−1, engl.: substitutions per nucleotide)  zeigen jeweils die Mutationshäufigkeit 

in den Passageexperimenten an. Der Wert errechnet sich aus der Anzahl der Mutationen, 

multipliziert mit ihrer jeweiligen Häufigkeit, die dann durch die Gesamtzahl der Nukleotide 

des NL63-Genoms, 27553 Nukleotide [135],  geteilt wird. 

 

2.12.3 Analyse für das HCoV-NL63 Passageexperiment 3 

Die im Anschluss an das Passageexperiment 3 gewonnenen, und wie in Kapitel 2.10.11 

beschrieben, vorbereiteten Proben wurden dann an das Labor für NGS und Microarray-

Diagnostik des Instituts für Virusdiagnostik (IVD) am Friedrich-Loeffler-Institut für 

Tiergesundheit versandt. Dort wurde im Labor für NGS und Microarray-Diagnostik unter der 

Leitung von Dr. Dirk Höper durch Dr. Claudia Wylezich die Prozessierung der Proben sowie 

die Sequenzierung der RNA-Abschnitte mittels einer Ion Torrent Personal Genome Machine 

vorgenommen.  Die Handlungsabfolge von Extraktion und Sequenzierung ist im Detail in 

Wylezich et al. beschrieben [253]. 

Die dann zur Verfügung gestellten Varianztabellen wurden anschließend zusammengefasst 

und sortiert. Mittels des Programms SnapGene® wurden dann die einzelnen Mutationen mit 

dem Referenzgenom [78] verglichen und der Effekt der Mutation dargestellt. Aussortiert 

wurden Mutationen, welche in weniger als 5% der korrespondierenden Reads auftraten oder 

innerhalb der translatierbaren Region des NL63-Genoms keine Veränderung in der 

Aminosäuresequenz hervorgerufen hätten. Mutationen, die anhand der Varianztabellen nicht 

direkt dem Referenzgenom zugeordnet werde konnten, jedoch in Summe zu mehr als 5% 

auftaten, wurden mittels der Programme Integrative Genomics Viewer (IGV) sowie Tablet [254, 

255] weiter analysiert. Hier wurde dann die „bam-Datei“, in welcher wie in Kapitel 2.12.2 

beschrieben die Daten der einzelnen sequenzierten Stränge dem Referenzgenom angelegt. 

Diese wurden in Folge manuell ausgewertet und die Mutation dann durch Betrachtung der 
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einzelnen Reads der korrekten Position im Referenzgenom zugeordnet. Initiale Abweichungen 

in der Varianztabelle kamen durch Verschiebung um eine Basenlänge im Rahmen einer 

vorangegangenen Deletion oder Insertion zustande.   

Wie bereits im vorhergehenden Kapitel beschrieben wurde auch hier für die Bezeichnung der 

Mutationen die Base Thymin (T) anstelle des in RNA vorkommenden Uracils (U) verwendet. 

Die Basensubstitutionen pro Nukleotid (s.n−1, engl.: substitutions per nucleotide)  wurde 

ebenfalls wie in Kapitel 2.12.2 beschrieben bestimmt. 

 

2.12.4 Bestimmung der Mutationsdichte der einzelnen Passageexperimente 

Die in den vorherigen Kapiteln identifizierten Mutationen wurden in zwei Gruppen eingeteilt. 

Zum einen die Gruppe „Resistenzassoziiert“ und zum anderen die Gruppe 

„Replikationsassoziiert“.  Zur ersten Gruppe gehörten Mutationen, welche in Summe zu 

weniger als 5 % in den Kontrollpopulationen des Passageexperiments auftraten. In der Gruppe 

„Replikationsassoziiert“ wurden Mutationen zusammengefasst, welche in Summe zu 

mindestens 5 % in Kontrollpopulationen auftraten. Um den verschieden großen Abschnitten 

des NL63-Genoms Rechnung zu tragen, wurde die Zahl der abweichenden Varianten innerhalb 

eines Genomabschnitts in Relation zur Gesamtzahl der Nukleotide desselben Genomabschnitts 

gesetzt. Dies geschah für jedes Passageexperiment, getrennt für die resistenzsassoziierten 

Varianten („Intervention“) sowie die replikationsassoziierten Varianten („Kontrollen“). In 

diesem Rahmen war nur eine relative Gewichtung möglich.  

 

2.12.5 Synopse der Mutationen der Passageexperimente 

Die Gesamtheit der in den drei Passageexperimenten aufgetretenen Mutationen wurde dann 

zusammengetragen. Wie im vorangegangenen Kapitel bereits beschrieben, wurde die 

Mutationsdichte zusammenfassend bestimmt. Hier wurde aufgrund des höheren Vorkommens 

von Kontrollpopulationen ein Schwellenwert für eine Mutationsfrequenz von 7,5 

Prozentpunkten angelegt, um zwischen replikationsassoziierten sowie resistenzassoziierten 

Mutationen zu unterscheiden.  

Zudem wurden Mutationen identifiziert, welche übergreifend in mehreren 

Passageexperimenten auftraten.  
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3. Ergebnisse 

3.1. Ergebnisse zur Resistenztestung aus den Passageexperimenten 

3.1.1 Passageexperiment 1 

Die im Laufe des ersten Passageexperimentes durchgeführten Vergleichsexperimente, welche 

in Kapitel 2.8.10 Vergleichsexperimente zur Resistenztestung beschrieben sind, wurden dann 

wie unter Kap. 2.7.1 Standardkurve mittels relativer Quantifizierung ausgewertet. Die 

Reduktion von Genomäquivalenten unter dem Einfluss der Inhibitoren wurde im Log10-

Format in Graphen aufgetragen. Diese sind im Anhang unter Kapitel 5.6.1 einsehbar. Es zeigten 

sich hierbei bereits Unterschiede zwischen Intervention und Kontrolle hinsichtlich der 

Sensitivität gegenüber den jeweiligen Inhibitoren. Insgesamt sind die Ergebnisse dieser 

Vergleichsexperimente jedoch nur eingeschränkt zu werten, da zum Zeitpunkt der 

Durchführung der Experimente die Kontamination mit Mykoplasmen bestanden hatte. Zudem 

unterschied sich der Aufbau, und es wurde jeweils nur eine Population mit einer Kontrolle 

verglichen. 

In den Vergleichsexperimenten, welche nach Abschluss des Passageexperiments 1 mit den 

Viruspopulationen aus Passage 25|3 und p0 durchgeführt wurden, wiesen diese ausgeprägte 

Unterschiede hinsichtlich der Sensibilität gegenüber den Inhibitoren ALV und CsA auf. Die 

Graphen in den Abb. 19 f. zeigen eine deutlich reduzierte Verminderung der 

Genomäquivalente in der Interventionsgruppe im Vergleich zu den Kontrollpopulationen 

unter dem Einfluss der Inhibitoren. Zwar wurde die virale Replikation in diesem Experiment 

durch CsA stärker inhibiert als durch ALV, jedoch zeigt sich ein ähnliches Ansprechen der 

einzelnen Viruspopulationen auf die Inhibitoren in beiden Experimenten. 

Mittels nichtlinearer Regression wurde dann die IC50 der einzelnen Viruspopulationen für die 

Inhibitoren ALV und CsA berechnet. Die Graphen hierzu finden sich in Abb. 22. Die Werte sind 

tabellarisch im Anhang unter Abschnitt 5.6.2 aufgelistet. Aufgrund der verringerten Sensitivität 

und der damit atypischeren Reaktion auf die Inhibitoren zeigten sich die 95 %-

Konfidenzintervalle der IC50-Werte der Interventionsgruppe vielfach größer als in den 

Kontrollen. Insbesondere der obere Wert des Konfidenzintervalls lag bei Population  

p25|3.3-CsA für beide Inhibitoren und für Population p25|3.2-ALV für die Testung gegenüber 

Alisporivir im Unendlichen. Im Vergleichsexperiment zur Sensitivität gegenüber Alisporivir 

zeigten sich die Populationen p.25|3.2-ALV und p.25|3.6-NIM811 auch unter Berücksichtigung 
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der Konfidenzintervalle different zu den Kontrollen. Im Vergleichsexperiment zu Cyclosporin 

A, zeigte sich dies in keiner Population. Auch wenn sich die 95 % Konfidenzintervalle von 

Intervention und Kontrollen nicht überschnitten, ist eine Testung auf statistische Signifikanz 

der Unterschiede im IC50 nicht möglich, da das Experiment jeweils nur einmalig durchgeführt 

worden war.  

Mittels one-way-ANOVA wurde die Persistenz der Genomäquivalente der verschiedenen 

Gruppen (Keine Passage, Kontrollpopulationen sowie Intervention) unter Zusammenfassung 

der Experimente mit ALV und CsA für die Konzentrationen 2,5 µM, 5,0 µM, 20 µM sowie 

40 µM verglichen. Die Unterschiede der Kontrollen zeigten sich für die Konzentration 5,0 µM 

signifikant (p = 0,010). Abb. 21 zeigt die dazugehörigen Graphen. 
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Passageexperiment 1: Sensibilität der HCoV-NL63 Populationen
gegenüber Alisporivir nach Abschluss der Passagierung

 

Abb. 19: Passageeexperiment 1: Sensibilität der HCoV-NL63 Populationen gegenüber Alisporivir (ALV) nach 
Abschluss der Passagierung. Die Graphen zeigen die Reduktion der NL63-Genomäquivalente der verschiedenen 
Viruspopulationen unter dem Einfluss von ALV in aufsteigenden Konzentrationen. Der Name der jeweiligen 
Population enthält den Zusatz, in welchem diese propagiert wurde. (NL63 p25|3.1 und p25|3.2 in ALV; NL63 
p25|3.3 in Cyclosporin A (CsA) sowie p25|3.5 und p25|3.6 in NIM811. Die Population p0 wt entstammt dem 
Ausgangsstock und war nur dreimalig in Kulturmedium passagiert worden.  
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Passageexperiment 1: Sensibilität der HCoV-NL63 Populationen
gegenüber Cyclosporin A nach Abschluss der Passagierung

 

Abb. 20: Passageexperiment 1: Sensibilität der HCoV-NL63 Populationen gegenüber Cyclosporin A (CsA) nach 
Abschluss der Passagierung. Die Graphen zeigen die Reduktion der NL63-Genomäquivalente der verschiedenen 
Viruspopulationen unter dem Einfluss von CsA in aufsteigenden Konzentrationen. Der Name der jeweiligen 
Population enthält den Zusatz, in welchem diese propagiert wurde. (NL63 p25|3.1 und p25|3.2 in Alisporivir (ALV);  
NL63 p25|3.3 in CsA sowie p25|3.5 und p25|3.6  in NIM811. Die Population p0 wt entstammt dem Ausgangsstock 
und war nur dreimalig in Kulturmedium passagiert worden. 
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Passageexperiment 1: Vergleich der Sensitivität der Viruspopulationen
gegenüber den Cyclophilin - Inhibitoren Alisporivir und Cyclosporin A

(gemischt) in ausgewählten Konzentrationen

 

Abb. 21: Passageexperiment 1: Vergleich der Genomäquivalente der jeweiligen HCoV-NL63-Viruspopulationen 
unter dem Einfluss verschiedener Konzentrationen der eingesetzten Cyclophilin-Inhibitoren Alisporivir und 
Cyclosporin A, wobei 100 % der Medium-Kontrolle entspricht. Die Genomäquivalente wurden 72 h post 
infectionem in CaCo2-Zellen mittels qPCR aus dem Kulturüberstand bestimmt, wobei die Ergebnisse zu beiden 
Inhibitoren gepoolt wurden. Die Unterschiede zwischen den Kontrollen und der Interventionsgruppe zeigten sich 
nur im Konzentrationsbereich von 5 µM signifikant (p ≤ 0,01).  
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Abb. 22: IC50 Werte der Viruspopulationen nach Abschluss von Passageexperiment 1 für a) Alisporivir (ALV) und b) 
Cyclosporin A (CsA). Auf der X-Achse ist die Konzentration des jeweiligen Inhibitors mittels log10-Skala in µM 
aufgetragen. Die Fehlerbalken stellen das 95 %-Konfidenzintervall dar. Liegt hierbei der obere Wert des 
Konfidenzintervalls im Unendlichen, ist der Balken mit einem roten Stern markiert. 
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3.1.2 Passageexperiment 2 

Die NL63-Genomäquivalente aus den Überständen, welche im Anschluss von 

Vergleichsexperimenten aus Passageexperiment 2 gewonnen worden waren, wurden relativ 

quantifiziert.  

In einem vorläufigen Vergleich während der laufenden Passagen zeigte sich zwischen 

Intervention und Passagekontrolle der Passage 5 noch keine reduzierte Sensitivität gegenüber 

den jeweiligen Inhibitoren, in denen diese passagiert worden waren. In dieser Untersuchung 

war jedoch nur eine Inhibitor-Konzentration von 25 µM angewandt worden. Vielmehr war die 

Replikation von p5.1 unter 25 µM ALV stärker beeinträchtigt als die von p5.5.  

Abb. 56  zeigt die Inhibition im Graphen. 

In Passage 10 konnte dann ein augenscheinlicher Unterschied zwischen der Sensitivität der 

Population p10.1 und der EtOH-Kontrolle p10.5 gegenüber Alisporivir gezeigt werden 

(Reduktion um 72 % bzw. 64 % für p10.1 und 88 % bzw. 95 % für p10.5) Ein noch deutlicherer 

Unterschied präsentierte sich zwischen p10.2 und p10.5 gegenüber Cyclosporin A 

(Ausbleibende Reduktion unter 12,5 µM und Reduktion um 94 % unter 25 µM für p10.2 und 

94 %, bzw. 99 % Reduktion für p10.5). Für Population p10.3 fiel kein solcher Unterschied 

hinsichtlich der Sensitivität gegenüber NIM811 auf (Reduktion um 77 % bzw. 99 % für p10.3 

und 82 bzw 99 % für p10.5). Die Reduktion der Genomäquivalente aus dem Vergleich von 

Passage 10 ist in den Graphen in Abb. 23 aufgetragen. 
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Abb. 23: Vergleichsexperimente von Passage 10 des zweiten Passageexperiments. Die Reduktion der 
Genomäquivalente durch die angegebene Konzentration des jeweiligen Inhibitors ist mittels Log10-Skala 
aufgetragen. Die einzelnen Populationen der Passage 10 sind hierbei p10.1 (Passage in Alisporivir (ALV) p10.2 
(Passage in Cyclosporin A (CsA) und p10.3 (Passage in NIM811). Als Kontrolle diente p10.5 (EtOH-
Passagekontrolle). 
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Nach Abschluss der Passagen wurden die drei in Kapitel 2.9.9 beschriebenen 

Inhibitionsexperimente durchgeführt. Die NL63-Viruspopulationen p15.1-ALV, p15.2-CsA, 

p15.3-NIM811, p15.5-EtOH und der Ausgangsstock Berlin 1 wurden auf ihre Sensitivität 

gegenüber den Inhibitoren ALV, CsA und NIM811 hin getestet. Die Reduktion der 

Genomäquivalente durch die verschiedenen Konzentrationen der Inhibitoren ist in den 

folgenden Graphen im Log10-Verhältnis aufgetragen. Abb. 24 beinhaltet die Graphen zur 

Inhibition mit ALV, Abb. 25 zu CsA und Abb. 26 diejenigen zu NIM811. Es zeigte sich 

insbesondere für Population p15.2 eine verminderte Sensitivität gegenüber den drei 

verwendeten Inhibitoren. Für p15.1 und p15.3 gilt dies in verringertem Maße. Eine 

Gegenüberstellung findet sich in Abb. 57. Die im Anschluss berechneten IC50-Werte sind im 

Anhang unter Abschnitt 5.7.2 tabellarisch aufgeführt und graphisch in Abb. 27 dargestellt.   

Auch wurde die Wirkung aller drei Cyclophilin-Inhibitoren für einzelne Konzentrationen auf 

Signifikanz der Unterschiede zwischen den Populationsgruppen „keine Passage“ (Berlin 1), 

„Kontrolle“ NL63 p15.5) und „Intervention“ (NL63 p15.1, p15.2 und p15.3) hin untersucht.  Mit 

2,5 µM, 5 µM, 20 µM und 40 µM wurden die Werte je zweier niedrigerer sowie höherer 

Konzentrationen der Inhibitoren herangezogen. Die Unterschiede zwischen den Gruppen 

zeigten sich in der Testung mittels one-way-ANOVA nicht signifikant. Die Graphen hierzu 

befinden sich im Anhang unter Abschnitt 5.6.4 Vergleich der Interventionsgruppen mit Testung 

auf Signifikanz. 
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Abb. 24: Darstellung der relativen Reduktion von NL63-Genomäquivalenten von Passage 15 Viruspopulationen 
des zweiten Passageexperimentes unter dem Einfluss verschiedener Konzentrationen des Inhibitors Alisporivir 
(ALV). Die Reduktion ist auf einer Log10-Skala aufgetragen. 
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Abb. 25: Darstellung der relativen Reduktion von NL63-Genomäquivalenten von Passage 15 Viruspopulationen 
des zweiten Passageexperimentes unter dem Einfluss verschiedener Konzentrationen des Inhibitors Cyclosporin A 
(CsA). Die Reduktion ist in auf einer Log10-Skala aufgetragen. 
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Abb. 26: Darstellung der relativen Reduktion von NL63-Genomäquivalenten von Viruspopulationen aus Passage 
15 des zweiten Passageexperimentes unter dem Einfluss verschiedener Konzentrationen des Inhibitors NIM811. 
Die Reduktion ist in auf einer Log10-Skala aufgetragen. 
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Abb. 27: IC50-Werte der NL63-Viruspopulationen nach Abschluss von Passageexperiment 2 für die Inhibitoren 
Alisporivir (ALV), Cyclosporin A (CsA) und NIM811. Für jeden Inhibitor sind die Werte in einem eigenen Graphen 
auf einer Log10-Skala aufgetragen. Die Fehlerbalken stellen das 95 %-Konfidenzintervall dar.  
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3.1.3 Passageexperiment 3 

Im Gegensatz zu den vorhergehenden Passageexperimenten wurde das Passageexperiment 3 

in drei parallellaufenden Sets A, B und C durchgeführt. Jede Viruspopulation aus jedem Set 

wurde im Anschluss an die Passagierung zusammen mit dem Ausgangsstock NL63 2020-1 auf 

ihre Sensitivität gegenüber den Inhibitoren ALV, CsA und NIM811 getestet. 

In den Abbildungen 32 ff. ist die Sensitivität der Viruspopulationen, zusammengefasst nach der 

jeweiligen Intervention, anhand der log10-Reduktion der Genomäquivalente dargestellt. Abb. 

29 zeigt die Reduktion der Genomäquivalente der NL63-Replikation gegenüber ALV, Abb. 30 

entsprechend gegenüber CsA sowie Abb. 31  unter dem Einfluss von NIM811. Insbesondere im 

Bereich von niedrigeren Konzentrationen zeigten sich die Viruspopulationen der 

Interventionsgruppe gegenüber allen drei geprüften Inhibitoren deutlich resistenter als die 

Kontrollen. Dies konnte mittels statistischer Auswertung anhand eines One-Way ANOVA 

bestätigt werden.  Über alle Inhibitoren hinweg präsentierten sich in der RT - qPCR in den 

Konzentrationen bis 20 µM signifikant mehr Genomäquivalente bei der Interventionsgruppe 

als in der Ursprungspopulation bzw. den Kontrollen. Bei einer Konzentration von 40 µM zeigte 

sich der Unterschied zwischen Intervention und Ursprungspopulation nicht mehr signifikant.  

Die Signifikanzniveaus sind in Tabelle 16 dargestellt, Abb. 28 zeigt die Ergebnisse in graphischer 

Form. 

 

[ALV, CsA, 
NIM811], gepoolt 

Intervention vs. 
Ursprungspopulation 

Intervention vs. 
Passagekontrolle 

Ursprungspopulation vs. 
Passagekontrolle 

2,5 µM p = 0,0459 p = 0,0053 P = 0,6336 

5,0 µM P = 0,0053 p = 0,0053 P = 0,8200 

20 µM p = 0,0326  p ≤ 0,0001 p = 0,5496 

40 µM p = 0,1299 P = 0,0058 p = 0,8942 
 

Tabelle 16: Inhibitionsexperimente zu Passageexperiment 3. Darstellung der Signifikanzniveaus der Unterschiede 
zwischen den Gruppen von Viruspopulationen. 

 

Die Reduktion der Virusreplikation unter Einfluss der Inhibitoren, aufgeschlüsselt nach den 

einzelnen Populationen der drei Sets A, B und C ist im Anhang unter Kapitel 5.8 aufgeführt. 

Auch findet sich dort die tabellarische Auflistung der IC50-Werte zu den jeweiligen Inhibitoren. 

Im Folgenden sind die IC50-Werte der Inhibitoren ALV, CsA und NIM811 in graphischer Form 

dargestellt. Die ersten drei Graphen in Abb. 32 zeigen die Werte zu allen drei Sets A, B und C 
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zusammengefasst, während im Anschluss in Abb. 33 auch die Werte für die einzelnen 

Populationen aufgetragen sind. 

Insgesamt zeigte sich die Replikation über alle Viruspopulationen hinweg in den 

Vergleichsexperimenten deutlich reduziert.  So wurden in den Kontrollen der 

Inhibitionsexperimente gegenüber ALV Ct-Werte von durchschnittlich 23,72 (SD 1,44; minimal 

20,56; maximal 25,97) nachgewiesen. Dies entsprach einer durchschnittlichen Replikationsrate 

von nur 2,4 %. In der Kontrolle von Passage 10 beispielsweise imponierten qPCR Ct-Werte von 

durchschnittlich 16,12 (SD 0,95; minimal 13,73; maximal 17,35). Experimente, welche in der 

Arbeitsgruppe von Brunn im Verlauf durchgeführt worden waren, zeigten eine deutlich 

geringere Expression des ACE-2-Rezeptors in den von der DSMZ bezogenen CaCo-2-Zellen als 

erwartet (AG von Brunn, unveröffentlichte Daten).  
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Passageexperiment 3: Vergleich der Sensitivität der Viruspopulationen
gegenüber Cyclophilin - Inhibitoren ausgewählter Konzentrationen

 

Abb. 28: Darstellung der Sensibilität von Viruspopulationen aus Passageexperiment 3. Die Werte aller 
Populationen sowie der drei verwendeten Inhibitoren Alisporivir, Cyclosporin A sowie NIM811 wurden 
zusammengefasst. Dargestellt sind die Genomäquivalente im Vergleich zur Ethanolkontrolle unter Einfluss der 
Konzentrationen 2,5; 5,0; 20 sowie 40 µM der eingesetzten Inhibitoren. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen 
den Gruppen ist mit Sternchen dargestellt. (ns = nicht signifikant; * ~ P ≤ 0,05; ** ~ p ≤ 0,01; *** ~ p≤ 0,001; **** 
~ p ≤ 0,0001) 
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Abb. 29: Sensibilitätstestung der Viruspopulationen aus Passage 15 des Passageexperiments 3 gegenüber dem 
Inhibitor Alisporivir (ALV). Hier aufgetragen ist die Reduktion der viralen Replikation auf einer Log10-Skala unter 
dem Einfluss verschiedener Konzentrationen von ALV, sortiert nach der jeweiligen Intervention. Der Stock NL63-
2020-1 diente als Ausgansstock ohne Passage, der Name der einzelnen Passagepopulation enthält den jeweiligen 
Zusatz zum Kulturmedium. Die Fehlerbalken zeigen jeweils den Standardfehler des Mittelwerts (engl. SEM) an. 
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Abb. 30: Sensibilitätstestung der Viruspopulationen aus Passage 15 des Passageexperiments 3 gegenüber dem 
Inhibitor Cyclosporin A (CsA). Hier aufgetragen ist die Reduktion der viralen Replikation auf einer Log10-Skala unter 
dem Einfluss verschiedener Konzentrationen von CsA, sortiert nach der jeweiligen Intervention. Der Stock NL63-
2020-1 diente als Ausgansstock ohne Passage, der Name der einzelnen Passagepopulation enthält den jeweiligen 
Zusatz zum Kulturmedium. Die Fehlerbalken zeigen jeweils den Standardfehler des Mittelwerts (engl. SEM) an. 
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Abb. 31: Sensibilitätstestung der Viruspopulationen aus Passage 15 des Passageexperiments 3 gegenüber dem 
Inhibitor NIM811. Hier aufgetragen ist die Reduktion der viralen Replikation auf einer Log10-Skala unter dem 
Einfluss verschiedener Konzentrationen von NIM811, sortiert nach der jeweiligen Intervention. Der Stock NL63-
2020-1 diente als Ausgansstock ohne Passage, der Name der einzelnen Passagepopulation enthält den jeweiligen 
Zusatz zum Kulturmedium. Die Fehlerbalken zeigen jeweils den Standardfehler des Mittelwerts (engl. SEM) an. 
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Um die Resistenz der Viruspopulationen des dritten Passageexperiments – wenn auch 

eingeschränkt – untereinander vergleichen zu können, wurden die in Tabelle 46 ff. dargestellten 

IC50-Werte für jeden Inhibitor einzeln ins Verhältnis zum Median der Werte gesetzt. Im 

Anschluss wurden dann aus diesen Verhältniswerten Mittelwerte für alle drei untersuchten 

Inhibitoren ALV, CsA und NIM811 erstellt. Hierdurch konnte dann eine Rangfolge hinsichtlich 

des wahrscheinlichen Resistenzlevels erstellt werden. Diese ist in Tabelle 49 dargestellt. 
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Abb. 32: Graphische Darstellung der IC50 -Werte der Inhibitoren Alisporivir (ALV), Cyclosporin A (CsA) und NIM811, 
geordnet nach der Intervention. Mit p0 ist der Ausgansstock NL63-2020-1 bezeichnet, 1 und 2 bezeichnet eine 
Passage in ALV, 3 und 4 eine Passage in CsA und 5 sowie 6 eine Passage in NIM811. Passage 7 ist die EtOH-Kontrolle, 
8 die Kontrolle in Kulturmedium. Die Fehlerbalken bezeichnen das 95 % Konfidenzintervall. Ist ein Balken mit 
einem roten Stern markiert, liegt der obere Wert des 95 %-Konfidenzintervalls im Unendlichen. 
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Abb. 33: Graphische Darstellung der IC50-Werte der Inhibitoren Alisporivir (ALV), Cyclosporin A (CsA) und NIM811, 

geordnet nach Population und Intervention. Die drei parallellaufenden Experimente Set A, B und C sind 

nebeneinander aufgetragen, um Unterschiede und Gemeinsamkeiten zu verdeutlichen. Mit p0 ist der 

Ausgansstock NL63-2020-1 bezeichnet, 1 und 2 bezeichnet eine Passage in ALV, 3 und 4 eine Passage in CsA und 

5 sowie 6 eine Passage in NIM811. Passage 7 ist die EtOH-Kontrolle, 8 die Kontrolle in Kulturmedium. Die 

Fehlerbalken bezeichnen das 95 % Konfidenzintervall. Ist ein Balken mit einem roten Stern markiert, liegt der 

obere Wert des 95 %-Konfidenzintervalls im Unendlichen. Bei einer Markierung mit zwei roten Sternen konnte 

kein oberer Wert für das 95 %-Konfidenzintervall errechnet werden. 
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In Passageexperiment 3 wurden zwei verschiedene Wege für jeden der Inhibitoren ALV, CsA 

und NIM811 in der Interventionsgruppe gewählt. Zum einen wurde in jedem Set in jedem der 

drei verwendeten Inhibitoren ALV, CsA und NIM811 in jeder Passage die Konzentration von 

10 µM angewandt (Population A1, B1, C1, A3, B3, C3 sowie A5, B5 und C5). Zum anderen 

waren die Viruspopulationen A2, B2, C2, A4, B4, C4, A6, B6 und C6 aufsteigenden 

Konzentrationen von 2,5 - 20 µM ausgesetzt. Um diese beiden Interventionsgruppen zu 

vergleichen, wurden die IC50-Werte der Viruspopulationen jeweils in Relation zur 

Kontrollgruppe gesetzt.  Im Anschluss wurden dann diese relativen IC50-Werte der beiden 

Gruppen mittels des ungepaarten t-Tests miteinander verglichen. Der Unterschied zeigte sich 

hierbei nicht statistisch signifikant (p=0,5325).  Abb. 34 veranschaulicht dies graphisch. 
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Abb. 34: Gegenüberstellung der relativen IC50-Werte der beiden Interventionsgruppen aus Passageexperiment 3. 
Zum einen waren die Viruspopulationen einer gleichbleibenden Konzentration des Inhibitors von 10 µM 
ausgesetzt, die anderen Populationen standen unter dem Einfluss von aufsteigenden Konzentrationen von 2,5 µM 
bis 20 µM. Die Unterschiede zeigten sich statistisch nicht signifikant. 
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3.1.4 Zusammenfassung über drei Passageexperimente 

Die für die in den drei Passageexperimenten für jede Viruspopulation ermittelten IC50-Werte 

für ALV, CsA und NIM811 wurden dann innerhalb des jeweiligen Experiments in Relation zu 

deren der Kontrollen gesetzt. Das arithmetische Mittel der relativen IC50-Werte für die 

Interventionsgruppe im Vergleich zu den Kontrollen betrug 7,85, der Median 4,56. Die Gruppen 

„Intervention“, Kontrollpassage“ sowie „keine Passage“ wurden gegenübergestellt und dann 

die Unterschiede der IC50-Werte, wie in Kapitel  2.11.4 ANOVA beschrieben, mittels ANOVA 

auf Signifikanz hin überprüft. Die Unterschiede zwischen „Intervention“ und 

„Kontrollpassage“ sowie zwischen „Intervention“ und „keine Passage“ zeigten sich signifikant 

(p: < 0,0001; p: 0,0001), während diese zwischen „Kontrollpassage“ und „keine Passage“ nicht 

signifikant waren (p: 0,9993).  In der Betrachtung der einzelnen Inhibitoren stellen sich die 

Unterschiede nur für CsA signifikant dar (siehe Abb. 68). 
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Abb. 35: Gegenüberstellung der relativen IC50-Werte aus den Inhibitionsexperimenten aller drei 
Passageexperimente. Die relativen IC50-Werte der Interventionsgruppe (Passage im Inhibitor) zeigen sich 
signifikant unterschiedlich zu denen der jeweiligen Kontrollpassagen und Ursprungspopulationen. Die Signifikanz 
der Unterschiede zwischen den Gruppen ist mit Sternchen dargestellt (ns = nicht signifikant; *** ~ p≤ 0,001;  
**** ~ p ≤ 0,0001). Die Balken markieren den Minimum- und Maximumwert nach Entfernen statistischer 
Ausreißer. 
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Die, im Verhältnis zu den Kontrollen, relativen IC50-Werte der Inhibitoren ALV, CsA und 

NIM811 für die Viruspopulationen der Interventionsgruppe wurden untereinander verglichen, 

um eventuell bestehende Unterschiede hinsichtlich einer Resistenzentwicklung gegenüber den 

drei verwendeten Cyclophilininhibitoren aufzudecken. In der Testung mittels ungepaarter 

ANOVA zeigten sich die Unterschiede nicht signifikant (p=0,8284). Graphisch ist dies in Abb. 

36  dargestellt. 
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Abb. 36: Vergleich der relativen IC50-Werte zu den Inhibitoren ALV, CsA und NIM811 in Bezug auf die 
Viruspopulationen der Interventionsgruppe der drei Passageexperimente. Dargestellt sind die Unterschiede 
zwischen den Mittelwerten der einzelnen Inhibitor-Gruppen, die Balken stellen das 95%-Konfidenzintervall dar. 
Die Unterschiede sind nicht signifikant. 

 

Auch stellte sich die Frage, ob sich für die einzelnen Viruspopulationen Unterschiede 

hinsichtlich ihrer IC50-Werte zwischen dem Inhibitor, in dem sie passagiert worden waren, 

sowie den anderen in den Vergleichsexperimenten verwendeten Inhibitoren ergaben. Mittels 

gepaartem t-Test wurden so die IC50-Werte untersucht. Hier zeigten sich ein im Schnitt höherer 

relativer IC50-Wert für die Inhibitoren, in welchen die jeweilige Population passagiert worden 

war (Mittelwert: 11,58, Median: 6,15) gegenüber den IC50-Werten der Inhibitoren, in denen diese 

nicht passagiert worden waren (Mittelwert: 5,81; Median: 3,96) Die Unterschiede stellten sich 

in der Testung dann jedoch nicht als signifikant dar (p= 0,564). Abb. 37 zeigt die Mittelwerte im 

Diagramm. 



102 
 

In
hib

ito
r 
der

 P
as

sa
ge

A
nder

e 
In

hib
ito

re
n

0

5

10

15

20

Vergleich der relativen IC50-Werte des Inhibitors aus der Passage

 und den anderen  Cyclophilininhibitoren

R
e
la

ti
v
e
r 

IC
5
0
-W

e
rt

ns

 

Abb. 37: Vergleich der relativen IC50-Werte des Inhibitors, in dem die jeweilige NL63-Population passagiert worden 
war, und denen der anderen Cyclophilininhibitoren: Für die jeweilige Viruspopulation erschienen die berechneten 
IC50-Werte des Inhibitors, in dem sie passagiert worden waren, durchschnittlich höher als die die der anderen 
Inhibitoren. Der Unterschied zeigte sich jedoch in der Testung mittels gepaartem t-Test nicht signifikant (ns; 
p=0,564). Die Fehlerbalken stellen das 95 % Konfidenzintervall dar. 
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3.2 Ergebnisse zur viralen Fitness 

3.2.1 Virale Fitness im Anschluss an Passageexperiment 1 

Wie in Kapitel 2.8.11 Virale Fitness und Abhängigkeit von PPIA beschrieben, wurden die 

Viruspopulationen im Anschluss an das Passageexperiment 1 in zwei verschiedenen Klonen 

von LLC-MK2-Zellen kultiviert. Neben einem Wildtyp-Klon wurde ein homozygoter PPIA-

Knockout-Klon verwendet. Hierdurch konnten sowohl die Replikationsrate der einzelnen 

Viruspopulationen untereinander sowie die Veränderung der Replikation bei Fehlen von PPIA 

in den Wirtszellen untersucht werden. 

Bemerkenswerterweise stellte sich die Replikation der passagierten Viruspopulationen in 

PPIA-wt-Zellen heterogen und teilweise leicht erhöht gegenüber der Ausgangskontrolle p0, 

dann im Kontrast dazu in PPIA-Knockout-Zellen in jeder Hinsicht vermindert gegenüber p0 

dar. Insgesamt zeigte sich, dass für jede Viruspopulation, auch diejenigen, welche sich weniger 

sensitiv gegenüber Cyclophilin-A-Inhibitoren gezeigt hatten, die Replikation unter 

Abwesenheit von PPIA gemindert wurde. Tabelle 17 zeigt die einzelnen Verhältnisse der 

Replikation der passagierten Viruspopulationen zur Population p0 sowie den Einfluss eines 

PPIA-Knockouts. Abb. 38 stellt dies graphisch dar (Grau: keine Passage, Rot: Passage in 

Inhibitor, Grün: Kontrollpassage). 

 

Virale Fitness im Passageexperiment 1 
 

Viruspopulation 
Replikation in 
PPIA wt-Zellen 

Im Verhältnis zu p0 

Replikation in 
PPAI KO-Zellen 

Im Verhältnis zu p0 

Verhältnis von Replikation 
PPIA KO zu PPIA wt 

p0wt - - 0,61 

p25|3.1-ALV 0,64 0,38 0,36 

p25|3.2-ALV 0,43 0,47 0,66 

p25|3.2-CsA 1,18 0,25 0,13 

p25|3.5-NIM811 0,35 0,28 0,49 

p25|3.6-NIM811 2,20 0,64 0,18 

p25|3.10-EtOH 1,01 0,93 0,56 

p25|3.11-Medium 0,60 0,61 0,62 
 

Tabelle 17: Virale Fitness im Passageexperiment 1: In den ersten beiden Spalten wurde die relative virale 
Replikation der jeweiligen Viruspopulation 72 h post infectionem im Verhältnis zum Ausgangsstock p0 
eingetragen. Je eine Spalte repräsentiert die Replikation in PPIA-wt (LLC-MK2, Klon A2) beziehungsweise PPIA-KO 
(LLC-MK2, Klon C10) Zellen im Vergleich. In der letzten Spalte ist das Verhältnis der Replikation in Abwesenheit 
von PPIA im Vergleich zu dessen Anwesenheit für jede einzelne Viruspopulation aufgetragen. Auf die Verhältnisse 
der Replikation wurde durch relative Quantifizierung der Genomäquivalentein den virushaltigen 
Zellkulturüberständen mittels Sonden-RT-q-PCR geschlossen. 



104 
 

 

1 2 3 5 6 10 11

0.0

0.5

1.5

2.0

2.5

Population

R
e
la

ti
v

e
 v

ir
a
le

 R
e

p
li
k

a
ti

o
n

p0

1 2 3 5 6 10 11

0.0

0.5

1.5

2.0

2.5

Population

R
e
la

ti
v

e
 v

ir
a
le

 R
e

p
li
k

a
ti

o
n

p0

p0 1 2 3 5 6 10 11

0.0

0.5

1.5

2.0

2.5

Population

R
e
la

ti
v

e
 v

ir
a
le

 R
e

p
li
k

a
ti

o
n

                                                PPIA wt Wirtszellen1.0

Virale Replikation in LLC-MK2-Zellen,

Klon A2 (PPIA-wt)

Virale Replikation in LLC-MK2-Zellen,

Klon C10  (PPIA-k.o)

a) b) c)

Passageexperiment 1: Virale Replikation im  Verhältnis zum  Ausgangsstock p0

Virale Replikation in Relation

zum Ausgangsstock NL63-p0

Virale Replikation in Relation

zum Ausgangsstock NL63-p0

Virale Replikation in PPIA-k.o-Zellen

in Relation zur Replikation in

PPIA-wt Zellen

 

Abb. 38: Passageexperiment 1: a) und b): Darstellung der relativen viralen Replikation der Viruspopulationen aus 
Passage 25|3 im Verhältnis zur Kontrolle p0. a) zeigt die Replikation in Cyclophilin A (PPIA)- Wildtyp-Zellen, b) die 
Replikation in PPIA-Knockout-Zellen. Im Graph c) ist das Verhältnis der Replikation der jeweiligen Population 
zwischen der Kultivierung PPIA-wt und k.o. – Wirtszellen aufgetragen. Die Populationen sind nummeriert (1+2: 
Passage in ALV, 3: Passage in CsA; 5,6: Passage in NIM811; 10: EtOH-Kontrolle; 11: Medium-Kontrolle. Rote Balken 
beschreiben die Populationen der Interventionsgruppe, grüne die Kontrollen. 

 

 

3.2.2 Virale Fitness im Anschluss an Passageexperiment 2 

Die Viruspopulationen aus Passageexperiment 2 wurden ein weiteres Mal ohne Inhibitoren 

passagiert, um eventuell noch vorhandene Reste in den Inokula auszuschließen. Dann wurden 

die Viruspopulationen in CaCo-2-Zellen im Sechs-Loch-Format kultiviert. Dieses Format 

machte es möglich, Überstände an mehreren Tagen in Folge abzunehmen, ohne die Replikation 

der Viren dabei relevant zu beeinflussen. Die virale Replikation im Vergleich zum 

Ausgangsstock zeigte sich dabei heterogen, wobei die Population p16.3 (passagiert in NIM811) 

die geringste Replikation aufwies. Die einzelnen Verhältnisse der Replikation im Vergleich zum 

Inokulum sind in Tabelle 18 einzeln aufgeführt, in Abb. 39 wird dies veranschaulicht. 

Gleichzeitig nahm die relative Replikation aller passagierten Viruspopulationen im Vergleich 

zum Ausgangsstock über die drei Tage des Experiments ab, wobei sich dieser Effekt der 

Passage in der EtOH-Kontrolle am geringsten zeigte. In Tabelle 19 finden sich die einzelnen 

Werte, in Abb. 40 die graphische Darstellung dieses Effekts. 
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Tabelle 18: Virale Fitness in Passageexperiment 2: Diese Tabelle zeigt das Verhältnis der Genomäquivalente im 
Überstand zu denen des Inokulums zum jeweiligen Zeitpunkt post infectionem. (NL63 Berlin 1: keine Passage; 
p16.1 Passage in ALV, p16.2 Passage in CsA; p16.3 Passage in NIM811, p16.5 Passage in EtOH (max. 0,15 %).  
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Abb. 39: Virale Fitness in Passageexperiment 2: Der Graph zeigt das Verhältnis der Genomäquivalente im 
Überstand zum jeweiligen Zeitpunkt post infectionem zu denen im Inokulum. (NL63 Berlin 1: keine Passage; p16.1 
Passage in ALV, p16.2 Passage in CsA; p16.3 Passage in NIM811, p16.5 Passage in EtOH (max. 0,15 %)) 

 

Virale Fitness in Passageexperiment 2: Virale Replikation in Bezug auf NL63 Berlin 1 

Zeitpunkt post inf.  
Viruspopulation 

p16.1-ALV p16.2-CsA p16.3-NIM811 p16.5-EtOH 

24 h 1,02 1,11 0,37 1,29 

48 h 1,01 0,53 0,23 1,07 

72 h 0,38 0,34 0,06 0,65 
 

Tabelle 19: Virale Fitness in Passageexperiment 2: Virale Replikation in Bezug auf NL63 Berlin 1: Diese Tabelle zeigt 
das Verhältnis der in Tabelle 18 beschriebenen viralen Replikationsrate der passagierten Viruspopulationen im 
Verhältnis zum Ausgangsstock NL63 Berlin 1, gemessen anhand von Genomäquivalenten im Zellkulturüberstand 
nach 24, 48 sowie 72 Stunden. (NL63 Berlin 1: keine Passage; p16.1 Passage in Alisporivir, p16.2 Passage in CsA; 
p16.3 Passage in NIM811, p16.5 Passage in EtOH (max. 0,15 %) 

Virale Fitness in Passageexperiment 2: Relative Virale Replikation über 72 Stunden post infectionem 

Zeitpunkt post 
infectionem  

Viruspopulation 

Berlin 1 p16.1-ALV p16.2-CsA p16.3-NIM811 p16.5-EtOH 

24 h 0,34 0,35 0,38 0,13 0,44 

48 h 2,74 2,76 1,46 0,63 2,92 

72 h 11,01 4,23 3,80 0,71 7,13 
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Abb. 40: Virale Fitness in Passageexperiment 2: Virale Replikation in Bezug auf NL63 Berlin 1: Dieser Graph zeigt 
das Verhältnis der in Tabelle 21 aufgetragenen viralen Replikation der passagierten Viruspopulationen im 
Verhältnis zu NL63 Berlin 1. (NL63 Berlin 1: keine Passage; p16.1 Passage in Alisporivir; p16.2 Passage in CsA; p16.3 
Passage in NIM811, p16.5 Passage in EtOH (max. 0,15 %) 

 

3.2.3 Virale Fitness im Anschluss an Passageexperiment 3 

In Passageexperiment 3 wurde aufgrund der großen Zahl an Viruspopulationen die virale 

Fitness im Rahmen der Inhibitionsexperimente bestimmt. Hierbei wurde die Relation der 

Genomäquivalente in der 0,2 %-EtOH-Kontrolle 72 h post infectionem zu den 

Genomäquivalenten im Inokulum bestimmt. Um die Daten aus den verschiedenen 

Experimenten vergleichen zu können, wurde die Replikation jeweils ins Verhältnis zu der des 

Ausgangstocks NL63-2020-1 gesetzt. Insgesamt zeigte sich die virale Replikation in allen 

passagierten Populationen im Vergleich zum Ausgangsstock deutlich erhöht. Durchschnittlich 

wiesen die Populationen der Interventionsgruppe die 13,8-fache, die der Kontrollpassage die  

7,0-fache Replikation auf (siehe Abb. 41). Der Unterschied zwischen Intervention und Kontrolle 

ist statistisch signifikant (p=0,0028) In Abb. 42 ist in Graph a) die relative Replikation der 

einzelnen passagierten Populationen und in Graph b) der Mittelwert aus den der Sets A, B und 

C dargestellt.  

Einschränkend ist anzumerken, dass die Virusreplikation unter Verwendung der in Kap. 2.10.9 

beschriebenen Zellen insgesamt deutlich reduziert war. Experimente, welche in der 

Arbeitsgruppe im Verlauf durchgeführt worden waren, zeigten eine deutlich verminderte 
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Expression des ACE-2-Rezeptors in den von der DSMZ bezogenen CaCo-2-Zellen (AG von 

Brunn, unveröffentlichte Daten).  
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Abb. 41: Passageexperiment 3 - Virale Fitness. Zu sehen ist die durchschnittliche relative virale Replikation im 
Verhältnis zum Ausgangsstock NL63-2020-1 (p0). Der rote Balken stellt die Populationen der Interventionsgruppe, 
der grüne die Passagekontrollen dar. Die Fehlerbalken zeigen das jeweilige 96 %-Konfidenzintervall an. Der 
Unterschied zwischen Intervention und Kontrollen ist statistisch signifikant (p=0,0028). 
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Abb. 42: Virale Fitness im Passageexperiment 3 - aufgeschlüsselt: In Graph a) ist die virale Replikation der 
einzelnen Populationen im Verhältnis zum Ausgangsstock der Passage aufgetragen. Auf der Y-Achse sind die 
Populationen mit ihrer Buchstaben-Zahlenkombination verzeichnet. Der Buchstabe bezeichnet das jeweilige Set 
des Experiments (A, B und C), während die Zahl die Intervention kodiert. (1,2: Passage in ALV; 3,4: Passage in CsA, 
5,6: Passage in NIM811; 7: EtOH-Kontrolle, 8: Medium-Kontrolle, siehe Kapitel 2.10.1 Überblick). Die Fehlerbalken 
zeigen die Werte von Minimum und Maximum dreier Replikate an. Graph b) zeigt die relative Replikation geordnet 
nach der Intervention, also die Zusammenfassung der drei erzeugten Sets A, B, C Die Fehlerbalken zeigen das 95 %-
Konfidenzintervall an. Ein zum Nullpunkt reichender Fehlerbalken kann auf einer Log10-Skala nicht angezeigt 
werden (mit „#“ markiert). 
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3.3 Ergebnisse des NGS 

3.3.1 Ausgangspopulationen der Passageexperimente 

Um neue Mutationen von bereits in den Ausgangspopulationen existierenden unterscheiden 

zu können, wurden auch deren Basensequenzen mit dem Referenzgenom [78] verglichen.  Hier 

zeigten bereits vor Start der Passageexperimente und somit vor Kontakt der Viren mit einem 

der Untersuchten Inhibitoren Mutationen, teilweise mit vollständiger Penetranz. Aus Gründen 

der Übersichtlichkeit wurden nur Mutationen, welche zu mehr als 20 % auftraten, sowie solche, 

die sich auch später in den Passageexperimenten zeigten, in Tabelle 20 aufgelistet. Häufig 

zeigten sich auch stumme Mutationen von Cytosin zu Uracil (als Thymin sequenziert). Noch 

erwähnenswert ist die Mutation an Position 12442, welche sowohl in allen 

Ausgangspopulationen als auch später noch in 18 von 38 passagierten Viruspopulationen 

auftrat. Sie ist durch ihre Position vom ribosomalen Rastersprung „frameshift“ an Position 

12439 [78] betroffen und verursacht damit zwei verschiedene Änderungen in Nsp11 bzw. 

Nsp12. Der von der Mutation an Position 12442 betroffene Abschnitt kodiert für die  Nidovirus 

RdRp-associated nucleotidyl transferase (NiRAN), eine Subdomäne des Replikasekomplexes 

[256].  
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Basenabweichung der NL63-Ausgangsstocks der drei Passageexperimente zum Referenzgenom 

Tabelle 20: Mutationen in den Ausgangsstocks der Passageexperimente. Dargestellt sind die Varianten der NL63-
Populationen 5/17 und p0 (Passageexperiment 1), Berlin-1 (Passageexperiment 2) sowie 2020-1 
(Passageexperiment 3) vor Beginn der Experimente und damit vor Selektion in den angewandten Inhibitoren. Der 
Effekt der jeweiligen Mutation ist mit der Änderung der Aminosäuresequenz (Ein-Buchstaben-Code) des jeweiligen 
Proteinabschnitts beschrieben. (ORF: Open reading frame; Nsp: Nichtstrukturprotein, NiRAN: Nidovirus RdRp-
associated nucleotidyl transferase). Die Zahlen stellen die Mutationsfrequenz im Vergleich zum Referenzgenom in 
Prozent dar. 

  

Nukleotid- 
Position 
im Genom 

Referenz Variante Effekt ORF Protein                   Mutationsfrequenz, % 

Stock5/17 p0 Berlin 1 2020-1 

327 C T S14L ORF 1a Nsp1 99,81 99,80 99,80 ident. Zu 
Berlin 1 

2956 T A P890P ORF 1a Nsp2 99,90 99,69 99,67 ident. Zu 
Berlin 1 

2977 T A A897A ORF 1a Nsp2 99,90 99,82 99,87 ident. Zu 
Berlin 1 

9279 C T L59L ORF 1a Nsp5 9,96 9,31   

9948 C T S282F ORF 1a Nsp5 11,14 20,28   

10565 T C S185P ORF 1a Nsp6 99,58 99,55 99,61 ident. Zu 
Berlin 1 

10805 C A L265I ORF 1a Nsp6 2,78 6,89 99,61 ident. Zu 
Berlin 1 

11766 C T A28V ORF 1a Nsp9 4,39 5,62   

12442 G T E9D 
A10S 

ORF 1a 
ORF 1b 

Nsp11 
Nsp12 

50,78 43,35 61,98 10,9 

12442 G T A10S ORF 1b Nsp12 
(NiRAN) 

50,78 43,35 61,98 10,9 

12477 C T C21C ORF 1b Nsp12 
(NiRAN) 

99,89 99,90 99,84 ident. Zu 
Berlin 1 

17621 C T S212F ORF 1b NSP14 99,90 99,87 99,71 ident. Zu 
Berlin 1 

21162 C T P231S ORF S Spike-
Protein 
(S1-Domäne) 

99,91 99,88 99,70 ident. Zu 
Berlin 1 

21217 T C S249F ORF S Spike-
Protein 
(S1-Domäne) 

99,90 99,86 99,89 ident. Zu 
Berlin 1 

21390 T G L307V ORF S Spike-
Protein 

99,85 99,96 99,95 ident. Zu 
Berlin 1 

21659 C T F396F ORF S Spike-
Protein 
(S1-Domäne) 

 
5,32 

  

22783 C T T771I ORF S Spike-
Protein 
(S2-Domäne) 

3,04 6,54 
  

25237 T C L13P ORF E Envelope-
Protein 

 
44,48 
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3.3.2 Passageexperiment 1 - NGS 

Im Anschluss an das erste Passageexperiment waren im Rahmen der in Kapitel 2.12.2 

beschriebenen Auswertung insgesamt 110 Mutationen identifiziert worden, die 

durchschnittliche Allelfrequenz, also der Anteil der abweichenden Sequenzen an denen der 

Gesamtheit der untersuchten Probe, betrug 27,4 %. Es traten 21 Mutationen mit einer 

Allelfrequenz von über 80 % in mindestens einer der jeweils betroffenen Populationen auf. 

Diejenigen Mutationen, welche in Summe zu mindestens 50 % auftraten, sind im Anhang in 

Tabelle 50 aufgeführt. Mutationen der Interventionsgruppe betrafen hierbei gehäuft das Nsp1, 

das Nsp4 sowie das Spike-Protein. Eine Auswahl ist in der folgenden Tabelle 21 aufgeführt.  

Insgesamt traten im Passageexperiment 1 durchschnittlich 2,92E-04 Basensubstitutionen pro 

Nukleotid (s.n−1) auf (kleinster Wert: 1,92E-04; höchster Wert: 4,01E-04). In Tabelle 22 sind die 

Werte für jede Viruspopulation aufgelistet. 

 

Häufige Mutationen der Interventionsgruppe in Passageexperiment 1 

Position im Genom Referenz Variante Effekt ORF Protein 

356 C T P24S ORF 1a Nsp1 

360 C T S25F ORF 1a Nsp1 

515 C T P77S ORF 1a Nsp1 

573 A G Y96C ORF 1a Nsp1 

8373 A G D234G ORF 1a Nsp4 

8502 T C I277T ORF 1a Nsp4 

8851 G T E393D ORF 1a Nsp4 

15081 T G N889K ORF 1b Nsp12 

19262 C T T241I ORF 1b Nsp15 

20842 T C F124S ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

21621 T G F384V ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

21937 C T A489V ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

22348 A C N626T ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

23445 A G S992G ORF S Spike-Protein 
(S2-Domäne) 

24462 C T T1331I ORF S Spike-Protein 
(S2-Domäne) 

Tabelle 21: Passageexperiment 1: Mutationen der Interventionsgruppe, also der Populationen, die unter dem 

Einfluss von ALV, CsA oder NIM811 passagiert worden waren, welche mit hoher Frequenz aufgetreten waren. Der 

Effekt der jeweiligen Mutation ist mit der Änderung der Aminosäuresequenz (Ein-Buchstaben-Code) des jeweiligen 

Proteinabschnitts beschrieben. (ORF: Open reading frame; Nsp: Nichtstrukturprotein)  
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Basenaustausche pro Nukleotid im Passageexperiment 1 

Viruspopulation s.n−1 

p25|3.1-ALV 3,32E-04 

p25|3.2-ALV 2,95E-04 

p25|3.2-CsA 3,11E-04 

p25|3.5-NIM811 2,68E-04 

p25|3.6-NIM811 4,01E-04 

p25|3.10-EtOH 1,92E-04 

p25|3.11-Medium 2,46E-04 
 

Tabelle 22: Aufgeführt sind die Basenaustausche pro Nukleotid (s.n-1) für die jeweilige Viruspopulation aus dem 
Passageexperiment 1. 

 

Über alle Mutationen hinweg wurde die Häufigkeit von Missense-Mutationen in Abhängigkeit 

der Anzahl an Nukleotiden eines bestimmten Genomabschnittes bestimmt. Dies geschah 

getrennt für Mutationen, welche sich ausschließlich oder zu ≥ 5 % in Kontrollen fanden, sowie 

für diejenigen, die nur der Interventionsgruppe zugeordnet waren. Die sich hieraus ergebenden 

Werte wurden dann wiederum ins Verhältnis zum höchsten im Passageexperiment 1 

vorkommenden gesetzt, um so die relative Dichte zu erhalten. Die relative Mutationsdichte ist 

in Zahlen in Tabelle 51 aufgeführt. Einen Überblick zeigt die graphische Darstellung als 

Heatmap in Abb. 43. Hier fällt insbesondere die Häufung von Mutationen im für das Nsp1 

codierenden Bereich des Genoms ins Auge, welche nur in der Interventionsgruppe auftritt. Eine 

Häufung von Mutationen trat ebenfalls im ORF E auf, diese betraf dann auch die 

Kontrollgruppe. 
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Abb. 43: Passageexperiment 1: Relative Dichte von Missense-Mutationen, aufgeschlüsselt nach Vorkommen in 
der Interventions- bzw. Kontrollgruppe. Die Zeilen zeigen jeweils das Protein an, für den der jeweilige Abschnitt 
im Genom codiert (Nsp = Nichtstrukturprotein). In der Interventionsgruppe zeigt sich eine relative Häufung von 
Mutationen im für das Nsp1 codierenden Abschnitt. 
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3.3.3 Passageexperiment 2 - NGS 

Die NGS-Rohdaten aus dem Passageexperiment 2 wurden, wie in Kapitel 2.12.2 beschrieben, 

analysiert. Hierbei konnten 53 Mutationen identifiziert werden. In Tabelle 52 sind die 

30 Mutationen mit der höchsten Allelfrequenz innerhalb einer passagierten Population 

aufgelistet. Insgesamt zeigten sich weniger Mutationen als in Passageexperiment 2, jedoch 

erschienen diese dann mit einer durchschnittlichen Allelfrequenz von 27,8 % ähnlich häufig. 

Von den 53 Mutationen zeigten 9 eine Allelfrequenz von über 80 % in jeweils mindestens einer 

Viruspopulation. Die häufigsten Missense-Mutationen der Interventionsgruppe sind mit ihrer 

Auswirkung im Folgenden unter Tabelle 23 aufgelistet. 

 

Position im Genom Referenz Variante Effekt ORF Protein 

522 C T S79F ORF 1a Nsp1 

8265 C T T198I ORF 1a Nsp4 

22482 A G N671D ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

22593 T G L708V ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

24382 C T S1304F ORF S Spike-Protein 
(S2-Domäne) 

24393 G T V1308F ORF S Spike-Protein 
(S2-Domäne) 

24665 C T L42F ORF 3 Protein 3 

25222 A C D8A ORF E Envelope-Protein 

25242 T C S15P ORF E Envelope-Protein 
 

Tabelle 23: Passageexperiment 2: Mutationen der Interventionsgruppen, welche mit hoher Frequenz aufgetreten 
waren. Zur Interventionsgruppe gehörten die den Inhibitoren ALV, CsA oder NIM811 ausgesetzten Populationen. 
Der Effekt der jeweiligen Mutation ist mit der Änderung der Aminosäuresequenz (Ein-Buchstaben-Code) des 
jeweiligen Proteinabschnitts beschrieben. (ORF: Open reading frame; Nsp: Nichtstrukturprotein) 

 

Die Basenaustausche pro Nukleotid (s.n-1) wurden sowohl für die Populationen aus Passage 10 

als auch Passage 15 berechnet. In Passage 10 traten durchschnittlich 9,97E-05 sn-1 auf (minimal 

5,39E-05 s.n-1, maximal 1,45E-04 s.n-1), bis zur Passage 15 stieg der Wert auf im Mittel  

1,89E-04 s.n-1 an (kleinster Wert: 1,26E-04 s.n-1, größter Wert: 2,32E-04 s.n-1). Tabelle 24 zeigt 

die einzelnen Werte auf. Die Unterschiede der Basenaustauschfrequenz zwischen Passage 10 

und Passage 15 wurden mittels gepaartem t-Test verglichen. Diese zeigte sich hier signifikant 

unterschiedlich (p=0,0445). Graphisch zeigt Abb. 44 die Unterschiede an. 

 



115 
 

Basenaustausche pro Nukleotid im Passageexperiment 2 

Viruspopulation Passage 10, s.n−1  Passage 15, s.n−1 

1-ALV 9,00E-05 1,84E-04 

2-CsA 1,45E-04 2,32E-04 

3-NIM811 1,10E-04 1,26E-04 

5-EtOH 5,39E-05 1,90E-04 

6-Medium - 2,14E-04 
 

Tabelle 24: Aufgeführt sind die Basenaustausche pro Nukleotid (s.n-1) für die jeweilige Viruspopulation der 
Passagen 10 und 15 aus dem Passageexperiment 2. Population 6 wurde in Passage 10 nicht sequenziert. 
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Abb. 44: Estimation Plot zum Gepaarten t-test der Basensubstitutionsfrequenz (s.n-1). Verglichen wurden die 
Werte der Populationen aus Passage 10 und Passage 15. 

 

Auch wurde, wie für das Passageexperiment 2, die Häufigkeit von Missense-Mutationen in 

Abhängigkeit der Anzahl an Nukleotiden eines bestimmten Genomabschnittes bestimmt. Dies 

geschah sowohl für Passage 10 als auch Passage 15 getrennt für Mutationen, welche sich nur 

oder zu ≥ 5 % in Kontrollen fanden, sowie für diejenigen, die nur der Interventionsgruppe 

zugeordnet waren. Die sich hieraus ergebenden Werte wurden dann wiederum ins Verhältnis 

zum höchsten der in der jeweiligen Passage vorkommenden gesetzt, um so die relative Dichte 

zu erhalten. Die relative Mutationsdichte ist in Zahlen in Tabelle 53 aufgeführt. Einen Überblick 

zeigt die graphische Darstellung als Heatmap in  Abb. 45. Eine Häufung von Mutationen im 

für das Nsp1 codierenden Bereich, welche nur in der Interventionsgruppe auftritt, zeigt sich 

hier erst in Passage 15. Eine Konzentration von Mutationen trat ebenfalls im ORF E auf, diese 

betraf sowohl die Interventions- als auch die Kontrollgruppe. In der Kontrollgruppe imponierte 

eine Häufung in der 5’UTR, welche sich am Anfang des NL63-Genoms befindet.  
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Passageexperiment 2: Relative Dichte von Missense - Mutationen im Vergleich

 

Abb. 45: Passageexperiment 2: Relative Dichte von Missense-Mutationen in Passage 10 bzw. 15, aufgeschlüsselt 
nach Vorkommen in der Interventions- bzw. Kontrollgruppe. Die Zeilen zeigen jeweils das Protein an, für das der 
jeweilige Abschnitt im Genom codiert (Nsp = Nichtstrukturprotein). In der Interventionsgruppe zeigt sich in 
Passage 15 eine relative Häufung von Mutationen im für das Nsp1 codierenden Abschnitt. Das für das Envelope-
Protein kodierende ORF E stellt in beiden Gruppen einen Mutationsschwerpunkt dar. 

 

3.3.4 Passageexperiment 3 – NGS 

Die Rohdaten des NGS aus Passageexperiment 3 wurden entsprechend Kapitel 2.12.3 

aufbereitet. Insgesamt flossen 244 Mutationen in den Viruspopulationen in die Bewertung ein. 

Durchschnittlich traten diese mit einer Allelfrequenz von 20,5 % in den betroffenen 

Populationen etwas seltener auf als diejenigen im Anschluss an die Passageexperimente 

1 und 2 bestimmten Mutationen, zudem traten mit 15 Mutationen anteilig weniger mit einer 

sehr hohen Allelfrequenz von über 80 % innerhalb einer Population auf.  

Durch die sich zu den für die vorhergehenden Passageexperimenten unterscheidende 

Sequenziermethode konnten in Passageexperiment 3 auch Insertionen sowie Deletionen aus 

den generierten Datensätzen untersucht werden. Es zeigten sich 57 Mutationen, welche durch 

Insertion oder Deletion eine Verschiebung im Leseraster der Basentriplets zur Folge hatten. 

Aufgrund der nur schwer vorhersagbaren Konsequenz für die Translation der dadurch 
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entstandenen mutierten Virusgenome, wird auf diese Insertionen und Deletionen im 

Folgenden weniger intensiv Bezug genommen. Zu erwähnen ist allerdings Population A5 

(passagiert in 10 µM NIM811), in welcher mit insgesamt zehn Rasterschubmutationen die 

meisten dieser Art auftraten. Es konnten zwei Nonsense-Mutationen nachgewiesen werden, 

von denen eine, an Position 13222 im NL63-Genom, mit höherer Allelfrequenz aufkam. Diese 

Mutationen lagen im das Nsp12 kodierenden Abschnitt. Die Einzelheiten sind im Anhang in 

Tabelle 54 zu finden. Auch konnten 35 stumme Mutationen bestimmt werden, diese traten mit 

einer durchschnittlichen Allelfrequenz von 13,2 % auf.  

Die häufigsten Missense-Mutationen durch SNPs oder durch Deletionen, welche einen 

umschriebenen Einfluss auf die Aminosäuresequenz der translatierten Proteine hatten, sind  

in Tabelle 25 für die Interventionsgruppe und Tabelle 26 für die Kontroll- sowie 

Interventionsgruppe aufgeführt. In der Interventionsgruppe traten die Mutationen 

insbesondere im für das Nsp1 sowie für das Spike-Protein codierenden Bereich auf. Betrachtet 

man auch die Kontrollpopulationen, zeigen sich neben einer Häufung im ORF S und ORF M 

insbesondere zwei Mutationen an Position 4740 (Nsp3) sowie an Position 11766 (Nsp9). Da 

diese auch in anderen Passageexperimenten auftraten, werden diese weiter in Kapitel 3.3.5 

beschrieben.  

Über alle Mutationen hinweg wurde die Häufigkeit von Missense-Mutationen sowie 

Deletionen mit lokal umschriebenem Effekt in Abhängigkeit der Anzahl an Nukleotiden eines 

bestimmten Genomabschnittes bestimmt. Dies geschah getrennt für Mutationen, welche sich 

nur oder in Summe zu ≥ 5 % in Kontrollen fanden, sowie für diejenigen, die nur der 

Interventionsgruppe zugeordnet waren. Die sich hieraus ergebenden Werte wurden dann 

wiederum ins Verhältnis zum höchsten im Passageexperiment 3 vorkommenden gesetzt, um 

so die relative Dichte zu erhalten. Die relative Mutationsdichte ist in Zahlen in Tabelle 56 

aufgeführt. Einen Überblick gibt die graphische Darstellung als Heatmap in Abb. 46. Wie 

bereits in den Passageexperimenten 1 und 2 zeigte sich auch hier eine Häufung an Mutationen 

im für das Nsp1 codierenden Genomabschnitt für die Interventionsgruppe. Ein Schwerpunkt 

für Mutationen der Kontrollgruppe zeigte sich im für das Nsp9 codierenden Abschnitt. 
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Tabelle 25: Passageexperiment 3: Am häufigsten vorkommende Mutationen der Interventionsgruppe. Zur 
Interventionsgruppe gehörten die den Inhibitoren ALV, CsA oder NIM811 ausgesetzten Populationen.  Aufgeführt 
sind die 15 am häufigsten vorkommenden Mutationen mit umschriebenem Einfluss auf die Aminosäurensequenz 
des betroffenen Proteinabschnitts, welche nur in der Interventionsgruppe des Passageexperiments nachzuweisen 
waren.  Mit Ø AF ist die durchschnittliche Allelfrequenz in den betroffenen Populationen, mit N deren Anzahl 
bezeichnet. 

 

 

 

 

 

 

 

Passageexperiment 3: Am häufigsten vorkommende Mutationen in den Interventionsgruppen 

Position im 
Genom 

Referenz Variante Effekt ORF Protein Ø AF, % N 

324 A G D13G ORF 1a Nsp1 12,4 8 

360 C A S25Y ORF 1a Nsp1 21,5 2 

423 C T A46V ORF 1a Nsp1 11,0 8 

537 A C N84T ORF 1a Nsp1 20,0 2 

858 GCAAACTTAC
TA 

- C81Y; 
K82L83T84N85d
el 

ORF 1a Nsp3 63,4 1 

11709 TTAAGCAAAA
ACCTATGAAA
GCTGAGGGTG
ATGGTGGTG 

- K10Q11K12P13
M14K15A16E17
G18D19G20G21
V22del 

ORF 1a Nsp9 56,0 1 

13222 TCACTGAACA
TAAAGAAAAT
TTATTCAATA 

- F270Stop ORF 1b Nsp12 45,3 1 

14210 C A T591N ORF 1b Nsp12 
(RdRP) 

47,6 1 

20654 T A N61K ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

92,0 1 

21546 A C T359P ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

64,6 1 

22281 A G N604D ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

19,9 3 

22349 T G N625K ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

92,2 1 

22492 T C I674T ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

18,0 5 

23408 TA AT F979L, N980I ORF S Spike-Protein 
(S2-Domäne) 

39,4 1 

23642 A C Q1057H ORF S Spike-Protein 
(S2-Domäne) 

41,4 1 
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Tabelle 26: Passageexperiment 3: Am häufigsten vorkommende Mutationen in Kontroll- und Interventionsgruppe: 
Aufgeführt sind die 15 am häufigsten vorkommenden Mutationen mit umschriebenem Einfluss auf die 
Aminosäurensequenz des betroffenen Proteinabschnitts.  Mit Ø AF ist die durchschnittliche Allelfrequenz in den 
betroffenen Populationen, mit N deren Anzahl bezeichnet. 

 

Die Basenaustauschrate (s.n-1) in Passageexperiment 3 betrug durchschnittlich 2,25*10-04 s.n-1 

(Minimaler Wert: 1,24*10-04 s.n-1, maximaler Wert: 4,59*10-04 s.n-1). Die Werte sind für die 

einzelnen Viruspopulationen in aufgeführt. Ein Vergleich der Sets A, B und C untereinander 

mittels ANOVA erbrachte keinen signifikanten Unterschied (p=0,5511). 

 

 

 

 

 

 

  

Passageexperiment 3: Am häufigsten vorkommende Mutationen (mit Kontrollgruppe) 

Position im 
Genom 

Referenz Variante Effekt ORF Protein Ø AF, % N 

4740 C T A587V ORF 1a Nsp3 70,4 24 

8757 G T S362I ORF 1a Nsp4 34,2 23 

11766 C T A28V ORF 1a Nsp9 66,1 23 

18514 C A Q510K ORF 1b Nsp14 27,8 14 

20478 C T L3F ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

18,2 4 

21420 T C F317L ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

40,8 5 

21733 T C V421A ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

73,8 4 

22335 T A L622I ORF S Spike-Protein 
(S1-Domäne) 

29,5 3 

23645 A C Q1058H ORF S Spike-Protein 
(S2-Domäne) 

77,0 17 

24463 C T T1331I ORF S Spike-Protein 
(S2-Domäne) 

15,3 10 

24605 C T L22F ORF 3  25,5 10 

24606 T C L22P ORF 3  34,3 9 

25222 A C D8A ORF E  75,5 3 

25446 C T S2F ORF M  56,2 6 

26076 A G Q212R ORF M  32,7 2 
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Basenaustausche pro Nukleotid im Passageexperiment 3 

Viruspopulation Set A, s.n−1  Set B, s.n-1 Set C, s.n−1 

1-ALV 1,91E-04 2,32E-04 1,71E-04 

2-ALV 1,95E-04 1,86E-04 2,75E-04 

3-CsA 3,03E-04 2,57E-04 2,23E-04 

4-CsA 2,29E-04 1,90E-04 2,33E-04 

5-NIM811 4,59E-04 1,56E-04 2,25E-04 

6-NIM811 1,24E-04 2,00E-04 1,68E-04 

7-EtOH 2,82E-04 2,28E-04 2,76E-04 

8-Medium 1,66E-04 2,03E-04 2,19E-04 
 

Tabelle 27: Aufgeführt sind die Basenaustausche pro Nukleotid (s.n-1) für die jeweilige Viruspopulation der Sets 
A, B und C aus dem Passageexperiment 3.  
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Abb. 46: Relative Dichte von Missense-Mutationen, dargestellt als Heatmap, aufgeschlüsselt nach Vorkommen in 
der Interventionsgruppe (passagiert in ALV, CsA oder NIM811) bzw. Kontrollgruppe (passagiert in EtOH oder ohne 
Zusatz). Die Zeilen zeigen jeweils das Protein an, für das der jeweilige Abschnitt im Genom codiert (Nsp = 
Nichtstrukturprotein). In der Interventionsgruppe zeigt sich eine relative Häufung von Mutationen im für das Nsp1 
codierenden Abschnitt; im Gegensatz dazu zeigte sich auch in den Kontrollpopulationen eine erhöhte 
Mutationsdichte im für das Nsp9 codierenden Abschnitt. 
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3.3.5 NGS - Ergebnisse über alle drei Passageexperimente 

Im Rahmen einer Synopse wurden die Mutationen, welche in den Passageexperimenten 1-3 

identifiziert worden waren, genübergestellt.  

Hier flossen alle Mutationen, auch stumme, Nonsense- oder Rasterschubmutationen sowie 

Deletionen, mit in die Bewertung ein. Insgesamt gingen 363 Mutationen in den Vergleich der 

drei Passageexperimente ein. Durchschnittlich traten diese jeweils in 2,4 der Populationen (1 - 

34 Populationen) mit einer durchschnittlichen Allelfrequenz von 22,9 % (Median: 14,9 %) auf.  

Den größten Teil mit 209 Mutationen nahmen dabei Basenaustausche, welche eine Änderung 

in der Aminosäuresequenz des vom jeweiligen Abschnitt codierten Translationsprodukts 

bewirkten, ein. Die Allelfrequenz betrug durchschnittlich 25,8 %, im Median 18,4 %.  

Daneben erwiesen sich 76 Mutationen als stumm, zeigten also keine Änderung im codierten 

Protein. Diese traten durchschnittlich in 14,7 % und im Median zu 9,4 % auf.  

Es kam zu 18 Deletionen, in deren Rahmen drei oder ein Vielfaches von drei Basen fehlten 

(Durchschnittliche Allelfrequenz 23,0 %; Median 13,6 %). Hier waren dann nur die direkt 

betroffenen Aminosäuren des Translationsprodukts betroffen, die dann folgenden blieben 

davon unberührt.  

Im Gegensatz dazu imponierten 57 Rasterschubmutationen, bei denen durch Insertion oder 

Deletion in der Basenabfolge, welche nicht einem Vielfachen von drei entsprach, auch die 

Sequenz der darauffolgenden Aminosäuren im jeweiligen codierenden Abschnitt betraf 

(Durchschnittliche Allelfrequenz 23,8 %; Median 11,1 %).  

Zwölf verschiedene Mutationen konnten in den nicht Translatierten Regionen (UTR) 

nachgewiesen werden, davon neun am 5‘-Ende und drei am 3‘-Ende des NL63-Genoms. Die 

Mutationen traten in bis zu 21 der untersuchten Populationen mit einer durchschnittlichen 

Allelfrequenz von 21,6 % (Median 16,3 %) auf. Ein direkter Effekt dieser Mutationen ist nicht 

ersichtlich. Die Mutationen sind in Tabelle 59 aufgeführt. 

Zuletzt sind zwei Nonsense-Mutationen zu erwähnen, deren Basenaustausch zu einem Stop-

Codon führte und damit die Translation des betroffenen codierenden Abschnitts vorzeitig 

beendete (durchschnittliche Allelfrequenz 37,9 %). 
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Die Art der Basenaustausche im Rahmen von SNPs war nicht zufällig verteilt. Am häufigsten 

konnten Mutationen von Cytosin zu Thymin (im Virus dann Uracil) identifiziert werden. Das 

Vorkommen ist in der folgenden Tabelle 28 dargestellt. 

 

Passageexperimente 1-3: Verteilung von Basenaustauschmutationen 

Art des 
Basenaustauschs 

Anzahl der 
Mutationen 

A zu T 5 

A zu G 28 

A zu C 9 

T zu A 13 

T zu G 15 

T zu C 68 

G zu A 10 

G zu T 12 

G zu C 1 

C zu A 9 

C zu T 104 

C zu G 2 
 

Tabelle 28: Verteilung von Basenaustauschmutationen über die Passageexperimente 1-3. Am häufigsten kamen 
Austausche von Cytosin zu Thymin (im RNA-Virus Uracil) zustande. (A: Adenin; T: Thymin; C: Cytosin; G: Guanin) 

 

Die Mutationsdichte wurde nun, wie bereits zuvor beschrieben, über alle Passageexperimente 

hinweg für die einzelnen Genomabschnitte bestimmt. Zuerst wurden Mutationen mit 

umschriebener Änderung der Aminosäuresequenz der betroffenen Proteine, welche in Summe 

zu mehr als 5 % oder nur in den Kontrollpopulationen auftraten, der Kategorie „Kontrollen“, 

alle anderen Mutationen der Kategorie „Intervention“ zugeordnet. Die sich hieraus ergebenden 

Werte wurden dann wiederum ins Verhältnis zum höchsten vorkommenden gesetzt, um so die 

relative Dichte zu erhalten. In Zahlen ist die Mutationsdichte über die drei Passageexperimente 

in Tabelle 57 für den jeweiligen Genomabschnitt aufgeführt. Die folgende Heatmap in Abb. 47 

veranschaulicht die Mutationsschwerpunkte graphisch. Für die Interventionsgruppe 

imponierte weiterhin die Häufung im für das Nsp1 codierenden Bereich, während das Nsp9 

sowie die Strukturproteine auch in den Kontrollen vermehrt von Mutationen betroffen waren. 

Die Mutationsdichte der drei Passageexperimente wurde für jeden beschriebenen Abschnitt 

mittels des Multiple unpaired t tests (Graph-Pad Prism V. 9.1.2) auf Signifikanz der Unterschiede 
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zwischen Kontrolle und Intervention untersucht. Alleine der für das Nsp1 kodierende 

Abschnitt zeigte sich hierbei signifikant unterschiedlich (p < 0,000001). 

Zudem wurde die Dichte aller registrierten Mutationen, unabhängig von ihrer Auswirkung, 

dargestellt. Neben den bereits beschriebenen Häufungen in den für das Nsp1 codierenden 

Abschnitten bei den Interventionsgruppen und denen für Nsp9 und Envelope-Protein in den 

Kontrollen präsentierte sich ein weiterer Schwerpunkt in der 5’-UTR. Graphisch sind die 

Schwerpunkte in Abb. 47, als Zahlenwerte in Tabelle 58 dargestellt. 
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Abb. 47: Passageexperimente 1 - 3: Relative Dichte von Missense-Mutationen, aufgeschlüsselt nach Vorkommen 
in der Interventionsgruppe (passagiert in ALV, CsA oder NIM811) bzw. Kontrollgruppe (passagiert in EtOH oder 
ohne Zusatz). Die Zeilen zeigen jeweils das Protein an, für das der jeweilige Abschnitt im Genom codiert (Nsp = 
Nichtstrukturprotein). In der Interventionsgruppe zeigt sich eine relative Häufung von Mutationen im für das Nsp1 
codierenden Abschnitt. 
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Abb. 48: Synopse: Relative Dichte von Mutationen aller drei Passageexperimente, aufgeschlüsselt nach 
Vorkommen in der Interventions- bzw. Kontrollgruppe. Mittig ist hier die Dichte über alle Populationen 
angegeben. Die Zeilen zeigen jeweils das Protein an, für das der jeweilige Abschnitt im Genom codiert (Nsp = 
Nichtstrukturprotein, UTR: Nicht-translatierte Region)). In der Interventionsgruppe (passagiert in ALV, CsA oder 
NIM811) zeigt sich eine relative Häufung von Mutationen im für das Nsp1 codierenden Abschnitt, in den Kontrollen 
(passagiert in EtOH oder ohne Zusatz) erscheint diese insbesondere im Bereich der 5’UTR und in den das Nsp9 und 
E-Protein betreffenden Regionen.  

 

Besonderes imponierten 36 verschiedene Mutationen, welche identisch in verschiedenen 

Passageexperimenten, also völlig unabhängig voneinander, aufkamen. Zehn der Mutationen 

zeigten sich spezifisch für die Interventionsgruppen, lediglich in zweien (4724 sowie 24515) 

konnte die Mutation in sehr geringem Umfang auch in Kontrollpopulationen nachgewiesen 

werden. Diese sind in Tabelle 29 aufgeführt. Auffällig ist hier erneut eine Häufung von 

Mutationen im für das Nsp1 codierenden Genomabschnitt. 
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Die 26 Mutationen, welche sich auch in den Kontrollgruppen mehrerer Passageexperimente 

zeigten, häuften sich besonders im ORF S. Es imponierten zudem drei weitere 

Punktmutationen: Die erste, C4740T betrifft einen Bereich zwischen Makro- oder X-Domäne 

und der PLP2 des Nsp3 und tauscht das Alanin an Position 587 mit Valin aus. Diese Mutation 

erscheint in allen drei Passageexperimenten in 34 von 36 untersuchten Populationen. Die 

Zweite, G8757T, ändert das Serin an Position 362 des Nsp4 in ein Isoleucin. Sie wurde in 24 

Populationen in Passageexperiment 2 und 3 nachgewiesen. Als Dritte verursacht C11766T 

wiederum eine Änderung von Alanin zu Valin an Position 28 des Nsp9. Diese präsentierte sich 

in 28 Populationen der Passageexperimente 1 und 3. Die Mutationen sind in Tabelle 30 zu 

finden. 

Einige der Mutationen, welche bei Kontrollpopulationen über mehrere Passageexperimente 

erschienen, waren bereits in den Ausgangspopulationen nachweisbar. Diese wurden nur dann 

in der Auswertung berücksichtigt, wenn sie in einem Passageexperiment erschienen, in dessen 

Ausgangspopulation die jeweilige Mutation nicht vertreten war.  Die Mutationen an Position 

9948 sowie 11766 und 21659 erschienen sowohl in den Stocks 5/17 bzw. p0 als auch im 

Passageexperiment 3. Die Mutation an Position 22783 war im Ausgangsstock für 

Passageexperiment 1 bereits nachweisbar, imponierte dann aber auch in den 

Passageexperimenten 2 und 3. Die Mutation an Position 25237 zeigte sich nicht im 

Ausgangsstock von Passageexperiment 1, jedoch bereits in p0 sowie dann auch im 

Passageexperiment 3.  

Auch hinsichtlich der Basenaustausche pro Nukleotid (s.n-1) konnten durch das Heranziehen 

der Daten aus den drei Passageexperimenten weitere Erkenntnisse gewonnen werden. Ein 

Vergleich der Werte von Kontrollpassage und Intervention mittels ungepaartem T-test zeigte 

keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der s.n-1 (p=0,05536). Graphisch ist dies in Abb. 

49 dargestellt. 

Ein Vergleich der drei Passageexperimente untereinander hinsichtlich der Basenaustauschrate 

der Viruspopulationen am Ende des jeweiligen Passageexperiments mittels one-way ANOVA 

zeigte jeweils einen signifikanten Unterschied zwischen den Passageexperimenten 1 und 2 

sowie 1 und 3, nicht jedoch zwischen 2 und 3 (p=0,0242; p=0,0472; p=0,5018).  Graphisch 

veranschaulicht dies Abb. 50 a). Wird jedoch dann die höhere Zahl an Passagen im 
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Passageexperiment 1 mit einberechnet, verschwindet dieser signifikante Unterschied, wie in 

Abb. 50 b). zu sehen ist. 

Die in den Interventionsgruppen wiederholt nachweisbaren Missense-Mutationen D13G im 

Nsp1 sowie S1304F im S-Protein (s. Tabelle 29) wurden näher untersucht. Mittels EMBOSS 

Matcher [257] wurde ein Alignment der Aminosäurenabfolge der Nsp1 von NL63 und SARS-

CoV-2 durchgeführt (Abb. 51). Hier markiert das Aspartat an Position 13 den Beginn einer, 

wenn auch schwach ausgeprägten, Konsensussequenz mit dem Nsp1 von SARS-CoV-2 und 

anderen Betacoronaviren, wie beispielsweise bei Min et al beschrieben [258].  Weitere 

Übereinstimmungen konnten nicht identifiziert werden. Die Mutation S1304F zeigt sich nach 

Überprüfung mittels BLAST (NCBI) die Aminosäure Phenylalanin in der entsprechenden 

Region im S-Protein des Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) [259-261], dargestellt in  

Abb. 52. 

 

Mutationen der Interventionsgruppen, welche in mehreren Passageexperimenten auftraten 

Position im Genom Referenz Variante Effekt ORF Protein PE N ⌀ AF, % 

324 A G D13G ORF 1a Nsp1 2 10 17,18 

423 C T A46V ORF 1a Nsp1 3 10 11,36 

522 C T S79F ORF 1a Nsp1 2 2 30,54 

573 A G Y96C ORF 1a Nsp1 2 2 48,27 

4724 A G I582V ORF 1a Nsp3 2 4 45,19 

14451* C T D679D ORF 1b Nsp12 2 2 8,05 

24382 C T S1304F ORF S S-Protein 
(S2-Domäne) 

2 4 16,68 

24515* C T Y1348Y ORF S S-Protein 
(S2-Domäne) 

2 3 9,53 

24665 C T L42F ORF 3 Protein 3 2 2 23,57 

26790 C T L220F ORF N N-Protein 2 2 10,45 
 

Tabelle 29: Mutationen der Interventionsgruppen, welche in mehreren Passageexperimenten auftraten. Der 
Effekt der Mutationen auf die Aminosäuresequenz der codierten Proteine ist im Ein-Buchstaben-Code mit der 
jeweiligen Position dargestellt (*: Die Mutationen an Position 14451 sowie 24515 sind stumm). Unter PE ist die 
Anzahl der betroffenen Passageexperimente, unter N die Anzahl der jeweils betroffenen Populationen aufgeführt. 
⌀ AF bezeichnet die durchschnittliche Allelfrequenz. 
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Mutationen welche in mehreren Passageexperimenten auftraten, u.a. in Kontrollgruppen 

Position im Genom Referenz Variante Effekt ORF Protein PE N ⌀ AF, % 

173 C T   5'UTR   2 4 11,71 

1698 C T A361V ORF 1a Nsp2 3 8 39,43 

4740 C T A587V ORF 1a Nsp3 3 34 64,62 

6835 T C D1285D ORF 1a Nsp3 2 2 14,33 

8757 G T S362I ORF 1a Nsp4 2 24 33,52 

9948 C T S282F ORF 1a Nsp5 2 7 17,76 

10063* C T F17F ORF 1a Nsp6 2 4 6,14 

11766 C T A28V ORF 1a Nsp9 2 28 59,46 

11838 T C V52A ORF 1a Nsp9 2 5 18,39 

16598 C T A468V ORF 1b Nsp13 2 8 39,64 

21420 T C F317L ORF S S-Protein 
(S1-Domäne) 

2 6 34,54 

21506* C T S345S ORF S S-Protein 
(S1-Domäne) 

3 9 23,03 

21659* C T F396F ORF S S-Protein 
(S1-Domäne) 

2 3 17,37 

21733 T C V421A ORF S S-Protein 
(S1-Domäne) 

3 6 54,40 

22335 T A L622I ORF S S-Protein 
(S1-Domäne) 

2 6 57,85 

22348 A C N626T ORF S S-Protein 
(S1-Domäne) 

2 7 30,92 

22593 T G L708V ORF S S-Protein 
(S1-Domäne) 

3 19 23,28 

22783 C T T771I ORF S S-Protein 
(S2-Domäne) 

3 15 19,43 

23086 C T A872V ORF S S-Protein 
(S2-Domäne) 

2 5 9,41 

23482 T C I1004T ORF S S-Protein 
(S2-Domäne) 

2 11 26,40 

24105 C T P1212S ORF S S-Protein 
(S2-Domäne) 

3 8 31,17 

24156 C T P1229S ORF S S-Protein 
(S2-Domäne) 

2 2 22,27 

24942 C T S134L ORF 3 Protein 3 2 10 33,21 

25222 A C D8A ORF E E-Protein 2 11 43,46 

25237 T C L13P ORF E E-Protein 2 8 84,36 

26076 A G Q212R ORF M M-Protein 2 3 24,57 
 

Tabelle 30: Mutationen, welche in mehreren Passageexperimenten auch in den Kontrollgruppen auftraten. Der 
Effekt der Mutationen auf die Aminosäuresequenz der codierten Proteine ist im Ein-Buchstaben-Code mit der 
jeweiligen Position dargestellt (*: Die Mutationen an Position 10063, 21506 und 21659 sind stumm). Unter PE ist 
die Anzahl der betroffenen Passageexperimente, unter N die Anzahl der jeweils betroffenen Populationen 
aufgeführt. ⌀ AF bezeichnet die durchschnittliche Allelfrequenz. 
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Abb. 49: Vergleich der Basenaustauche pro Nukleotid (s.n-1) von Intervention und Kontrollpassage der 
Passageexperimente 1-3. Die Unterschiede zeigten sich nicht signifikant (ns; p=0,5536). 
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Abb. 50: Vergleich der Basenaustausche pro Nukleotid (sn-1) zwischen den Passageexperimenten 1, 2 und 3. a) 
Die Unterschiede zwischen 1 und 2 sowie 1 und 3, nicht jedoch zwischen 2 und 3 (p=0,0242; p=0,0472; p=0,5018) 
zeigen sich signifikant. b) Wird jedoch die höhere Anzahl von Passagen im Passageexperiment 1 miteinberechnet, 
zeigt sich kein Unterschied mehr.  
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Abb. 51: Darstellung der Konsensussequenz der Aminosäuren des Nichtstrukturprotein 1 von HCoV-NL63 und 
SARS-CoV-2. Die Übereinstimmende Sequenz betrifft die Aminosäuren 13-26 des Nsp1 von NL63 sowie die 
Aminosäuren 25-28 von SARS-CoV-2 

  

 

 

Abb. 52: Darstellung der Übereinstimmung des Aminosäureaustauschs S1304F im S-Protein des HCoV-NL63 mit 
der entsprechenden Region im S-Protein des Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV). Die Aminosäuresequenzen 
wurden mithilfe von BLAST (NCBI) aneinandergelegt.   
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3.4 Synopse von NGS und Resistenztestung der passagierten Populationen 

3.4.1 Synopse zu NGS und Resistenztestung im Passageexperiment 1 

Die Resistenztestung im Anschluss an das erste Passageexperiment zeigte eine, im Vergleich zu 

den Kontrollen, deutlich verringerte Sensibilität der passagierten Viruspopulationen der 

Interventionsgruppe gegenüber den Cyclophilininhibitoren ALV und CsA. Insbesondere die 

Populationen p25|3.2-ALV und p25|3.6-NIM811 stachen hier deutlich heraus, weshalb einige 

Mutationen dieser Populationen, welche nicht in den Kontrollgruppen erschienen waren, 

genauer erläutert werden. Die Mutationen der beiden Viruspopulationen mit einer 

Allelfrequenz von über 30 % sind Tabelle 31 dargestellt. Auffällig ist, dass identische 

Mutationen nicht auftraten, sich jedoch in beiden Fällen eine Häufung im Bereich des ORF S 

sowie der das Nsp 1 betreffenden Region zeigte. 

 

Häufige Mutationen der Viruspopulationen p25|3.2-ALV sowie p25|3.6-NIM811 

Position im 
Genom   

Referenz Variante Effekt ORF  Protein p25|3.2-
ALV 

AF (%) 

p25|3.6-
NIM811 
AF (%) 

324 A G D13G ORF 1a Nsp 1  67,2 

553 C T L89L ORF 1a Nsp 1  45,3 

573 A G Y96C ORF 1a Nsp 1 87,5  

8373 A G D234G ORF 1a Nsp 4  54,2 

19262 C T T241I ORF 1b Nsp 15  58,2 

21005 C A N178K ORF S Spike 48,0  

21621 T G F384V ORF S Spike 70,3  

22492 T G I674S ORF S Spike   99,2 

23445 A G S992G ORF S Spike 50,4  

24396 G T V1309L ORF S Spike 48,4  

24462 C T T1331I ORF S Spike  66,1 
 

Tabelle 31: Häufige Mutationen der Viruspopulationen p25|3.2-ALV sowie p25|3.6-NIM811 aus dem 
Passageexperiment 1. Der Effekt der Mutationen auf die Aminosäuresequenz der codierten Proteine ist im Ein-
Buchstaben-Code mit der jeweiligen Position dargestellt. (ORF = Open Reading Frame; Nsp = Nichtstrukturprotein; 
AF = Allelfrequenz) 
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3.4.2 Synopse zu NGS und Resistenztestung im Passageexperiment 2 

Im zweiten Passageexperiment zeigte sich insbesondere die Population p15.2-CsA im Vergleich 

zu den Kontrollen resistenter als die Kontrollen gegenüber dem Einfluss von 

Cyclophilininhibitoren. In geringerem Umfang zeigte sich dies für die Population p15.1-ALV. 

Bemerkenswerterweise wies die hier am häufigsten, nicht in den Kontrollpopulationen 

auftretende Mutation nur eine Allelfrequenz von 53,7 % auf. Überraschenderweise konnte in 

p15.1-ALV keine Mutation im Nsp1 dargestellt werden. In Tabelle 32 sind die häufigsten 

Mutationen der beiden Populationen aufgelistet.  

 

Häufige Mutationen der Viruspopulationen p15.1 sowie p15.2 

Position  
im Genom
  

Referenz Variante Effekt ORF Protein P15.1-ALV 
AF (%) 

P15.2-CsA 
AF (%) 

522 C T S79F ORF 1a Nsp 1 
 

37,4 

8265 C T T198I ORF 1a Nsp 4 
 

53,7 

21161 C T F230F ORF S Spike 
 

33,3 

22482 A G N671D ORF S Spike 
 

38,9 

24382 C T S1304F ORF S Spike 34,4  

24393 G T V1308F ORF S Spike 45,1  

24665 C T L42F ORF 3 Protein 3   31,7 

25242 T C S15P ORF E Envelope 
 

19,2 
 

Tabelle 32: Häufige Mutationen der Viruspopulationen p15.1-ALV sowie p15.2-CSA aus dem Passageexperiment 
2. Der Effekt der Mutationen auf die Aminosäuresequenz der codierten Proteine ist im Ein-Buchstaben-Code mit 
der jeweiligen Position dargestellt. (ORF = Open Reading Frame; Nsp = Nichtstrukturprotein; AF = Allelfrequenz) 
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3.4.3 Synopse zu NGS und Resistenztestung im Passageexperiment 3 

Die IC50 Werte der einzelnen Viruspopulationen wurden wie in Kapitel 3.1.3 

Passageexperiment 3 beschrieben ins Verhältnis zueinander gesetzt. Acht der untersuchten 

Populationen zeigten einen im Vergleich zum Mittelwert mehr als zweifach erhöhten IC50-

Wert (siehe Tabelle 49). Mutationen dieser Populationen mit hoher Allelfrequenz (>25 %) 

werden im Folgenden in Tabelle 33 aufgezeigt.  

 

Häufige Mutationen in sich resistenter zeigenden Viruspopulationen aus Passageexperiment 3 

Position im Genom Ref Var Effekt ORF Protein A1 A2 A3 A4 B2 B3 B5 C3 

324 A G D13G 1a Nsp 1 2,7 17,8 14,9 29,5 
 

2,8 
  

423 C T A46V 1a Nsp 1       3,5 
   

14,7* 

4035 T C V352A 1a Nsp 3 
   

20,2 
    

9836 - 9860 del  RS 1a Nsp 5   
 

52,6 
     

10742 G A V244I 1a Nsp 6   
     

23,4 
 

16603 – 16625 del  RS 1b Nsp 13   
    

74,2 
  

16779 – 16819 del  RS 1b Nsp 13   
    

59,7 
  

17878 – 17896 del  RS 1b Nsp 14   
 

54,7 
     

18969 - A  INS 1b Nsp 15 71,9 
       

20654 T A N61K S S-Protein   
   

92 
   

21546 A C T359P S S-Protein 64,6 
       

22161 A G K564E S S-Protein 
   

32,7 
    

23854 – 23881 del  Del S S-Protein 
  

23 
     

24189 C T P1240S S S-Protein       34,2 
    

24382 C T S1304F S S-Protein   25,1 
      

 

Tabelle 33: Häufige Mutationen in sich resistenter zeigenden Viruspopulationen aus Passageexperiment 3. 
Dargestellt sind die Mutationen der Interventionsgruppe (passagiert in ALV, CsA oder NIM811), deren Effekt und 
die jeweilige Allelfrequenz in Prozent in der Population. Der Buchstabe A, B oder C beschreibt einen der drei 
parallellaufenden Sätze, die Zahl dahinter den eingesetzten Inhibitor (1,2: ALV, 3,4: CsA, 5, NIM811). Der Effekt 
der Mutationen auf die Aminosäuresequenz der codierten Proteine ist im Ein-Buchstaben-Code mit der jeweiligen 
Position beschrieben. *: Die Mutation mit der höchsten Allelfrequenz in Population C3 betrug nur 14,7 %. (Ref = 
Referenz; Var = Variante; ORF = Open Reading Frame; Nsp = Nichtstrukturprotein; RS = Rasterschub; INS = 
Insertion) 
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4. Diskussion 

4.1 Einordnung der Passageexperimente 

4.1.1 Geschichte serieller Passageexperimente 

Die serielle Passage von Bakterien und Viren ist eine seit sehr langer Zeit etablierte Methode, 

um Änderungen in deren Merkmalen zu erzeugen. So passagierte Louis Pasteur das 

Tollwutvirus in Kaninchen, wodurch es sich dann gegenüber dem Menschen attenuiert zeigte 

und als Impfstoff 1885 erstmalig eingesetzt werden konnte [262, 263].  Bereits 1881 hatte er 

durch Passagierung von Bacillus anthracis in Kulturmedium einen Tierimpfstoff gegen 

Milzbrand erzeugt [264]. Später entwickelte Max Theiler im Jahr 1937 nach Passage von 

Gelbfieberviren in Zellkultur mit dem Stamm 17D einen bis heute genutzten Lebendimpfstoff 

[265, 266].  Passageexperimente sind bis heute fester Bestandteil bakteriologischer und 

virologischer Forschung. 

 

4.1.2 Passageexperimente zur Resistenzinduktion 

Schon Mitte des 20. Jahrhunderts wurden Passageexperimente zur Veränderung der 

Sensitivität von Mikroorganismen gegenüber Antibiotika beschrieben. So zeigten 

beispielsweise Golub et. al. im Jahr 1948 die Resistenzinduktion im Erreger der Psittakose 

gegenüber  Sulfadiazin nach Passage unter dem Einfluss des Antibiotikums [267].  

Im Jahr 1961 beschrieben Melnick et al. die Resistenzinduktion von Polioviren gegenüber 

Guanidinhydrochlorid sowohl in Zellkultur als auch in Cynomolgus-Affen. Hier wurde das 

Virus in vitro fünfmalig passagiert, in vivo nach fünf Tagen asserviert. Die dem Einfluss des 

Inhibitors ausgesetzten Viren zeigten eine um das 100 bis 1000-fache reduzierte Sensitivität 

gegenüber Guanidinhydrochlorid [268].  

Der Inhibitor Amantadin wurde bereits in den 1960er-Jahren als Prophylaxe gegenüber einer 

Influenzaerkrankung diskutiert [269]. Oxford et al. veröffentlichten Daten zur 

Resistenzinduktion in Influenza A gegenüber Amantadin durch Passage in Mäusen. Nach sechs 

Passagen war der IC50-Wert von Amantadin um das 50-fache erhöht [270].  

Perales et al. (2013) beschrieben die Resistenzinduktion in Zellkultur passagierten Hepatitis C-

Viren gegenüber dem Interferon alpha (IFN-α). HCV wurde hier bis zu 100-fach passagiert. Die 

dem Inhibitor ausgesetzten Viruspopulationen zeigten nach der Passage diesem gegenüber 
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eine deutlich verminderte Sensitivität. Bemerkenswerterweise zeigten Viren der 

Kontrollgruppe, welche ohne Selektionsdruck durch Interferon passagiert worden waren, 

ebenfalls eine leicht ausgeprägte Resistenz  [271]. 

Das HI-Virus stellt seit seiner Entdeckung einen Schwerpunkt virologischer Forschung dar. 

Einer der ersten zur Kontrolle der HIV-Infektion eingesetzten Wirkstoffe ist Zidovudin [272]. 

Larder et. al. (1991) untersuchten die Wirkung von zwölf Passagen in aufsteigenden 

Konzentrationen des Inhibitors auf das Virus. In der anschließenden Resistenztestung zeigte 

eine der Populationen eine 200-fach verringerte Sensitivität [273].  

Exemplarisch soll auch die Wirkung einer Passage von HIV-1 unter Einfluss von Maraviroc, 

einem Entryinhibitor, erwähnt werden. Ratcliff et al. zeigten, dass sich auch die Sensitivität von 

Viren gegenüber wirtsspezifischen Virusinhibitoren ändern kann. In 21 Passagen von jeweils 

einwöchiger Dauer waren die Viren dem Inhibitor ausgesetzt. Konnte Replikation 

nachgewiesen werden, wurde für die jeweiligen Viren die Konzentration von Maraviroc erhöht. 

Hierauf konnte eine im Vergleich zur Kontrollpopulation bis  zu 40-fach verringerte Sensitivität 

gegenüber dem Entryinhibitor dargestellt werden [274]. 

Auch ist die Resistenzentwicklung in Coronaviren gegenüber Inhibitoren ihrer Replikation 

beschrieben. Bereits in der Einführung erwähnt war die Wirkung von K22 auf die Replikation 

von Coronaviren. Zur Eingrenzung des Wirkmechanismus passagierten Lundin et al. (2014)  

HCoV-229E über 10-13 Passagen mit aufsteigenden Konzentrationen des Inhibitors. Die 

Sensitivität gegenüber dem Inhibitor verringerte sich um das 14-fache. Resistente 

Viruspopulationen wiesen einen Mutationsschwerpunkt im Nsp6 auf [174]. 

Agostini et. al. (2018) wandten das Nukleosidanalogon Remdesivir auf MHV in bis zu 23 

Zellkulturpassagen an. Die passagierten Viren zeigten sich um das 5,6-fache resistenter 

gegenüber dem Inhibitor. Dieser Vorteil ging jedoch mit einer verminderten Fitness einher 

[275].  Andreano et. al (2020) beschrieben die Resistenzentwicklung von SARS-CoV-2 

gegenüber neutralisierenden Antikörpern aus Rekonvaleszentenplasmen. Hier wurden die 

Viren über mehr als 90 Tage in Vero E6-Zellen passagiert. Im Laufe der Zeit sammelten sich 

hier mehrere Mutationen im für das S-Protein kodierenden Genomabschnitt an, bis die 

Insertion eines Glykan-Sequons zu einer kompletten Resistenz gegenüber der Wirkung der 

Antikörper führte [276]. 
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4.1.3 Cyclophilininhibitoren und Resistenzentwicklung 

Auch zum Cyclophilininhibitor Cyclosporin A sind Passageexperimente beschrieben, welche 

die Resistenzentwicklung von Viren diesen gegenüber zu induzieren versuchten. Ma et al. 

(2016) setzten Influenza-A-Viren des Subtyps H1N1 10 Passagen einer Konzentration von 3 µM 

CsA aus, in einem weiteren Passageexperiment waren Viren des Subtyps H3N2 aufsteigenden 

Konzentrationen von CsA im Bereich von 0,5 – 4 µM exponiert. Im zweiten Experiment wurde 

der Neuraminidase-Inhibitor Oseltamivir als Inhibitor für Passagekontrollen verwendet. Im 

Anschluss an die Passagen zeigte sich in beiden Experimenten eine gleichbleibende 

Wirksamkeit von CsA auf die virale Replikation, während sich die Sensitivität der 

Kontrollpopulationen gegenüber Oseltamivir unter den gleichen Bedingungen um das 

zehnfache verringert hatte [277].  

Arai et al. (2014) untersuchten die Wirkung einer Passage von HCV FLR-N-Replikon-Zellen in 

CsA. Hier wurden die Zellen zunächst einer Konzentration von 2 µM CsA ausgesetzt, dann 

wurden die überlebenden Zellen in Kulturmedium mit bis zu 6 µM CsA über 40 Tage gehalten. 

In der darauffolgenden Sequenzierung der Replikons konnten spezifische Mutationen und den 

Nichtstrukturproteinen 3, 4A und 5A nachgewiesen werden. Diese Mutationen bedingten eine 

bis zu 30-fach verringerte Empfindlichkeit gegenüber CsA, während diese gegenüber NIM811 

und ALV um das 20- beziehungsweise 13,7-fache gesenkt war [278]. Ein weiterer nicht-

immunsuppressiver Cyclophilininhibitor mit Namen STG-175 wurde in seiner Wirkung auf 

HCV-Replikons unterschiedlichen Genotyps von Gallay at al. 2016 beschrieben. Unter anderem 

wurde auch die Resistenzinduktion mittels Passagierung in den Inhibitoren CsA, ALV und 

STG-175 beschrieben. Die Replikons wurden über bis zu 22 Passagen unter anderem unter dem 

Einfluss von 0,5 µM und 1 µM ALV oder CsA sowie 0,25 µM und 1 µM STG-175 kultiviert, bis 

sich resistente Populationen zeigten. Dies dauerte für CsA und ALV 14-1[279] 7 Passagen, im 

Falle von STG-175 18 bzw. 21 Passagen. Für resistente Populationen erhöhte sich der IC50-Wert 

für STG-175 dann auf das bis zu 49-fache. Nach Sequenzierung der resistenten Replikons 

wurden zwei Mutationen im NS5A identifiziert. Das Einbringen dieser Mutationen in Wildtyp-

Replikons erbrachte eine 2-3-fache Resistenz gegenüber STG-175 [280]. 

Die Resistenzentwicklung von Coronaviren gegenüber Cyclophilininhibitoren war bisher nicht 

beschrieben worden. Zu einem anderen Vertreter aus der Ordnung der Nidovirales, dem 

Equinen Arteritis-Virus (EAV), beschrieben de Wilde et al. 2019 die Resistenzinduktion [279] . 
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In verschiedenen Experimenten wurden die Viren hier in Zellkultur unter dem Einfluss von 

CsA oder ALV passagiert. CsA wurde in 9 Passagen in aufsteigenden Konzentrationen von 4-

20 µM (EC50 des EAVwt: 2,4 µM), während ALV in 10 Passagen in Konzentrationen von 4-75 µM 

angewandt wurde (IC50 des EAVwt: 4,5 µM).  Die in CsA passagierten Viren wiesen eine bis zu 

5,1-fach verringerte Sensitivität auf, während diese im Falle der in ALV passagierten Viren um 

das 7,4-fache vermindert war. In ALV passagierte Viren zeigten sich ebenfalls resistenter 

gegenüber CsA. Die im Anschluss an die Passage durchgeführte RNA-Sequenzierung zeigte 

wiederkehrende Mutationen in beiden Passagen im für Nsp5 kodierenden Abschnitt, während 

für eine Resistenz gegenüber ALV zudem Mutationen im Nsp2 kodierenden Abschnitt 

notwendig waren. Beide Nichtstrukturproteine sind am Replikase-Komplex des Virus beteiligt. 

Rekombinante Viren, in die die beschriebenen Mutationen eingebracht worden waren, zeigten 

ebenfalls eine verringerte Sensitivität gegenüber den Inhibitoren [279]. 

 

4.1.4 Das Design der hier beschriebenen Passageexperimente im Vergleich 

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Passageexperimente lassen sich in mehreren 

Punkten mit den im vorhergegangenen Kapitel beschriebenen vergleichen.  

Die Passageexperimente 2 und 3 hatten bei 15 Passagen eine Dauer von 56 bzw. 52 Tagen, 

während das erste Experiment mit 98 Tagen und 25+3 Passagen deutlich länger gelaufen war. 

Die zuvor beschriebenen Passageexperimente beinhalteten 5 bis 100 Passagen. Agostini et al., 

Andreano et al. sowie Lundin et al passagierten Coronaviren in 10 bis 23 Passagen [174, 275, 

276]. Das ebenfalls zu den Nidovirales zählende EAV wurde von de Wilde et al. bis zu zehnmalig 

in ALV bzw. CsA weitergetragen [279]. Neben de Wilde setzen auch Arai et al., Gallay et al. 

und Ma et al. CsA ein. Arai et al. passagierten ihr HCV-Replikon über 40 Tage, Ma et al. 

Influenza A über 10 Passagen von 2-3 Tagen Dauer [278, 281]. Gallay et al. wandten bis zu 22 

Passagen an, beendet wurde hier das Experiment bei Eintreten einer Resistenz [280]. Das hier 

am längsten dauernde Experiment führten Perales et al. mit 100, 3-4 Tage andauernden 

Passagen von HCV in Interferon-α durch [271]. 

Wie bei Larder et al., Agostini et al und de Wilde et al. wurde die Passageexperimente 1-3 

mitunter mit dem ein- bis zweifachen des IC50-Wertes des jeweiligen Inhibitors begonnen [273, 

275].   Arai et al. setzten HCV-Replikons schon zu Beginn des Experiments der zehnfachen IC50 

von CsA aus, Gallay et al. begannen mit dem durchschnittlich 13- und 53-fachen [280]. Ma et 
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al. starteten mit 25 % nur mit einem Bruchteil der jeweiligen IC50 [174].  Die Konzentration der 

Inhibitoren wurde in den Passageexperimenten 1-3 auf das 10-30-fache der IC50 von ALV, CsA 

und NIM811 gesteigert, was in etwa auch denen von Agostini et al., Arai et al., de Wilde et al. 

sowie Lundin et al., entspricht [174, 275, 278, 279]. Deutlich geringere Steigerungen der 

Konzentration der Inhibitoren führten Ma et al. auf ein 1,6-faches des jeweiligen IC50-Wertes 

durch, während Gallay et al. die Konzentrationen der Inhibitoren im Laufe der Passage nicht 

steigerten [280, 282]. Eine ausgeprägtere Steigerung vollzogen Larder mit einer dem 250-fachen 

des IC50-Wertes entsprechenden Endkonzentration von Zidovudin [273]. 

Für diese Arbeit wurden in den drei Passageexperimenten 26 Viruspopulationen in der 

Interventionsgruppe sowie 9 Viruspopulationen als Kontrollen passagiert. Andreano et al 

stellten 12 Interventionspopulationen 6 Kontrollen gegenüber, bei Lundin et al. wurden 

mindestens 15 der Interventionsgruppe mit 3 Kontrollen verglichen, wobei die genaue Anzahl 

in der Veröffentlichung nicht ersichtlich ist [174, 276]. Arai et al. und Gallay et al. passagierten 

9 Replikon-Populationen in Cyclophilininhibitoren, während Agostini al., De Wilde et. al., Ma 

et al., Perales et al. und Ratcliff et al. meist insgesamt eine mittlere einstellige Zahl an 

Populationen untersuchten [271, 274, 275, 278, 279, 281]. Im Vergleich wurden die hier 

beschriebenen Passageexperimente 1-3 in ihrer Zahl an Populationen umfangreicher 

durchgeführt. 

 

4.2 Ergebnisse zur Resistenzinduktion  

Der Versuch, resistente HCoV-NL63-Viruspopulationen durch serielle Passageexperimente in 

den Inhibitoren ALV, CsA und NIM811 zu generieren, war erfolgreich.  

Wie in Kapitel 3.1.1 ff. dargestellt, zeigten sich die Populationen der Interventionsgruppe oft 

weniger sensitiv gegenüber den Inhibitoren als die Ausgangspopulationen oder die 

Passagekontrollen. Dies gilt insbesondere für Inhibitorkonzentrationen von kleiner als 25 µM 

(siehe Abb. 21 f., 26 ff. sowie 31 ff.).  

Dies zeigte sich auch in veränderten IC50-Werten (siehe Abb. 24, 29 und 35). Im Schnitt über alle 

Passageexperimente und eingesetzten Inhibitoren hinweg zeigte sich eine 7,8-fache Steigerung 

des IC50-Wertes in der Intervention. Dieser Unterschied zu den Passagekontrollen als auch zu 

den Ursprungspopulationen ist sowohl deutlich als auch statistisch signifikant (siehe Abb. 37).  
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Betrachtet man die Ergebnisse zu den einzelnen Inhibitoren, zeigt sich weiterhin ein 

Unterschied, welcher jedoch nur im Falle von CsA statistisch signifikant ist (siehe Abb. 68).   

Der relative IC50-Wert für Inhibitoren, in denen die jeweilige Viruspopulation passagiert 

worden war, zeigte sich im Durchschnitt mit 11,6 höher als der für die Inhibitoren, in denen die 

Passage nicht erfolgt worden war. Hier betrug der Mittelwert 5,8. In der Testung mittels t-Test 

stellten sich die Unterschiede dann jedoch nicht statistisch signifikant dar (siehe Abb. 37). Ein 

unterschiedlicher Einfluss von gleichbleibenden oder aufsteigenden Konzentrationen der 

Inhibitoren konnte in Passageexperiment 3 nicht dargestellt werden. Wie in Abb. 34 zu sehen, 

besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den relativen IC50-Werten dieser zwei 

verschiedenen Interventionsgruppen. 

Die um das 7,8-fach verringerte Sensitivität gegenüber den Cyclophilininhibitoren bewegt sich 

in einem vergleichbaren Rahmen mit der Resistenzentwicklung von MHV gegenüber 

Remdesivir bei Agostini et al. (ca., 5,6-fach) sowie der von HCoV-229E gegenüber K22 bei 

Lundin et al. [174, 275].  In den von de Wilde et al. beschriebenen Passagen von EAV in CsA 

und ALV zeigten passagierte Populationen im Vergleich zum Ausgangsstock 5- bzw. 7-fach 

erhöhte IC50-Werte. Passagekontrollen zeigten hierbei keine Änderung im Ansprechen auf die 

Inhibitoren [279]. Arai et. al erwirkten für die in CsA passagierten HCV-Replikons eine 

Teilresistenz gegenüber den Inhibitoren ALV, CsA und NIM811. Die IC50-Werte stiegen 

gegenüber der Ausgangspopulation nach der Passage auf das 30-fache für CsA, das 20-fache 

für NIM811 sowie das 13,7-fache für ALV [278]. Gallay et al. zeigten in den passagierten HCV-

Replikons eine um das bis zu 53-fache vermindertes Ansprechen gegenüber dem 

Cyclophilininhibitor STG-175. Zu den Experimenten von Arai et al. sowie Gallay et al. soll 

erwähnt werden, dass bei der Passage von Replikons naturgemäß die Zellen ebenfalls 

weitergetragen werden. Replikons mit denen von Gallay et al. identifizierten 

resistenzassoziierten Mutationen zeigten eine nur 2-3-fach verminderte Sensitivität. Gallay et 

al. diskutieren in ihre Veröffentlichung selbst, dass ebenfalls der Metabolismus der Wirtszellen 

unter dem Einfluss der Cyclophilininhibitoren die Expression von Cyclophilinen oder den 

Abbau der Inhibitoren beeinflussen könnten [280]. 

 Der Versuch, gegenüber CsA resistente Influenza A-Viren durch serielle Passage zu erzeugen, 

gelang Ma et al. in ihrem 2016 veröffentlichten Paper nicht. Passagierte Viruspopulationen und 

Kontrollen zeigten hier keine Unterschiede im Ansprechen auf CsA, eine Kontrollpassage in 
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Oseltamivir erzeugte hierbei eine mehr als 10-fach verringerte Sensitivität [282]. Gegenüber 

dem Host-targeting-Antiviral Maraviroc zeigte sich HIV-1 nach Passage um das 40-fache 

weniger sensitiv, wie von Ratcliff et. al. beschrieben [274]. Eine komplette Resistenz konnten 

Andreano et al. in SARS-CoV-2 gegenüber neutralisierenden Antikörpern aus 

Rekonvaleszentenplasmen induzieren [276]. Ebenfalls ausgeprägte Resistenzen konnten bei 

Larder et al. in HIV gegenüber Zidovudin oder Melnick et al. in Polioviren gegenüber 

Guanidinhydrochlorid erzeugt werden [268, 273].  Perales et al. induzierten mittels Passage von 

HCV in Interferon alpha resistente Viruspopulationen, wobei nach der Passage keine 

Quantifizierung einer Resistenz mittels IC50 stattfand. Bemerkenswerterweise präsentierten 

dort sich auch einige Populationen der Kontrollpassage mit einem gering verminderten 

Ansprechen auf den Inhibitor. Ähnliches trat auch in einigen der Kontrollpopulationen der 

Passageexperimente 1 und 3 auf (siehe Abb. 24 b. Abb. 35, z.B. Population B8).  

Zusammenfassend zeigt sich die Resistenzentwicklung in den drei Passageexperimenten im 

Durchschnitt vergleichbar mit ähnlichen Experimenten mit Coronaviren bzw. Nidovirales. Eine 

komplette oder nahezu vollständige Resistenz konnte nicht induziert werden, was auch 

insgesamt bei Cyclophilininhibitoren nicht beschrieben ist.  
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4.3 Virale Fitness in den Passageexperimenten 

Umfassend bezeichnet der Begriff „virale Fitness“ die Reproduktionsfähigkeit eines Virus [283]. 

Sie ist Abhängig von verschiedenen Faktoren und kann im Modell unter Aspekten wie 

Rezeptor- und Wirtsspezifität, Rezeptoraffinität, Wirts-Immunevasion, Zeitdauer der 

Infektiosität des Wirts, Tenazität von Virionen, Übertragungswegen oder der Replikationsrate 

gemessen werden [283].   Unter Laborbedingungen und unter Berücksichtigung der zur 

Verfügung stehenden Möglichkeiten wurde lediglich die Replikationsrate in Zellkultur, 

bestimmt mittels qPCR, als Vergleichsmittel zwischen den erzeugten HCoV-NL63-

Populationen herangezogen. Die virale Replikationsfähigkeit oder Fitness wird durch 

resistenzassoziierte Mutationen nicht zwangsläufig eingeschränkt. Govorkova et al. 

beschrieben dies im Hinblick auf Influenza A-Viren, welche resistent gegenüber Oseltamivir 

waren. Die virale Fitness der resistenten Populationen war hier gegenüber den Oseltamivir-

sensitiven teilweise höher, teilweise niedriger [284]. 

In den drei für diese Arbeit durchgeführten Passageexperimenten wurde im Anschluss an diese 

die virale Fitness der passagierten Populationen in jeweils unterschiedlichen Experimenten mit 

der der Ausgangspopulation verglichen. Den Experimenten gemein war die Messung der 

Genomäquivalente mittels RT-qPCR aus dem Überstand nach Infektion und der Vergleich 

dieser mit denen des jeweiligen Inokulums. Andere Aspekte, wie Zytopathologischer Effekt, 

Plaque-Titration oder Polymeraseaktivität, wie beispielsweise bei Andreano et al. beschrieben 

[276], wurden hier nicht betrachtet. 

Im Anschluss an das erste Passageexperiment standen PPIA-KO-Zellen zur Verfügung, sodass 

neben der Replikationsfähigkeit selbst auch der Einfluss des Mangels an PPIA-Aktivität 

untersucht wurde. Die Populationen der Interventionsgruppe zeigten eine 0,35 - 2,2-fache 

Replikation der Ausgangspopulation (Abb. 38 a)). In PPIA-KO-Zellen erreichten diese nur noch 

eine relative Replikation von 0,25 - 0,64 (Abb. 38 b)). In allen untersuchten Viruspopulationen 

ist die Population unter Abwesenheit von PPIA vermindert (Abb. 38 c))  

Die Fitness der Viruspopulationen nach dem zweiten Passageexperiment wurde über drei Tage 

post infectionem betrachtet. Hier stellt sich im Vergleich zur Ausgangspopulation eine über die 

Zeit zunehmend verminderte Replikation dar. Bei initial noch sehr ähnlichen Werten wiesen 

die Populationen der Interventionsgruppe nach 72 Stunden noch ein 0,34 bis 0,54-faches der 

Genomäquivalente im Überstand auf (siehe Abb. 40). 
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Passageexperiment 3 beinhaltete die meisten untersuchten Populationen. Hier wurde die 

Replikationsfähigkeit im Rahmen der Inhibitionsergebnisse bestimmt. Die Ethanolkontrolle der 

jeweiligen Population wurde dabei immer mit dem zugehörigen Inokulum ins Verhältnis 

gesetzt. Bemerkenswerterweise war die ermittelte Replikationsrate in allen passagierten 

Populationen höher als im Ausgangsstock. Die Interventionsgruppe erbrachte im Mittel das 

13,8-fache an Genomäquivalenten, die Kontrollpassagen das 7-fache. Der Unterschied zwischen 

Intervention und Kontrolle zeigte sich zudem statistisch signifikant (p=0,0028), dargestellt in  

Abb. 41 und 42. 

In vielen der aufgeführten Passageexperimente war die virale Fitness ebenfalls untersucht 

worden. Die Coronaviren MHV und 229E, in welchen durch Agostini et al. sowie Lundin et al. 

eine Resistenz gegenüber Remdesivir bzw. K22 induziert worden war, zeigten sich in ihrer 

Fitness gegenüber den Ausgangspopulationen reduziert. Im Falle des von Lundin et al. 

beschriebenen 229E sogar bis um das 34-fache nach 48 h p.i. [174, 275].  

Die von Perales et al. unter Cyclophilin-Inhibitoren passagierten HCV-Replikons zeigten im 

Anschluss eine um 50-75 % reduzierte Replikationsrate, die Replikons von Gallay et al. wiesen 

eine kaum veränderte Fitness auf [271].  

Von de Wilde et al. erzeugte rekombinante EAV, welche eine Resistenz gegenüber CsA 

aufwiesen, zeigten eine um etwa 60 % reduzierte Fitness [279]. Die von Andreano et al 

beschriebene SARS-CoV-2-Population, welche durch Passage resistent gegenüber Antikörpern 

aus Rekonvaleszentenplasmen geworden war, wies eine im Wesentlichen unveränderte 

Replikationsfähigkeit auf [276].  

Ratcliff et al. beschrieben auch die virale Fitness von HIV-1-Populationen nach 

Resistenzinduktion gengenüber dem Entryinhibitor Maraviroc. Hier zeigte sich die 

Replikationsfähigkeit von Maraviroc-resistenten Populationen im direkten Vergleich meist 

stärker als die der -sensitiven Populationen [274].  

Insgesamt stellt sich die virale Fitness nach Resistenzinduktion sowohl in den eigenen als auch 

in den von anderen Autoren beschriebenen Experimenten heterogen dar, wobei nach 

Resistenzinduktion gegenüber Cyclophilininhibitoren sich die Replikationsfähigkeit häufiger 

vermindert zeigt. Dies spiegeln auch die Ergebnisse der Passageexperimente 1 und 2 wider. 

Dem gegenüber stehen die im Anschluss an das Passageexperiment 3 durchgeführten 



143 
 

Untersuchungen, in denen die Populationen der Interventionsgruppe eine durchweg höhere 

Replikationsrate aufwiesen. Da dies hier auch für die Populationen der Kontrollpassagen 

zutrifft, ist ebenso eine Anpassung an den Metabolismus der CaCo-2-Zellen zu diskutieren. 

 

4.4 Mutationen und Mutationsschwerpunkte 

4.4.1 Basensubstitutionen pro Nukleotid 

Wie in den für diese Arbeit durchgeführten Passageexperimenten wurden auch in vielen der 

beschriebenen im Anschluss Sequenzierungen des viralen Genoms oder seiner Bestandteile 

durchgeführt, um Erkenntnisse zum molekulargenetischen Hintergrund der 

Resistenzentwicklung zu erlangen. 

Im Passageexperiment 1 traten durchschnittlich 2,92E-04 Punktmutationen pro Nukleotid  

(s.n-1) auf, in den Passageexperimenten 2 und 3 traten diese mit 1,89E-04 s.n-1 und 2,25E-04 s.n-1 

mit geringerer Häufigkeit auf. Wurde die höhere Anzahl an Passagen in diese Berechnung mit 

einbezogen, verschwand dieser zunächst signifikante Unterschied, wie in Abb. 50 dargestellt. 

Für das Coronavirus MHV wird in der Literatur eine Mittlere Mutationsrate von 3,5E-06 je 

Nukleotid pro Replikationszyklus angegeben [185, 188].  

In den aufgeführten Passageexperimenten wurden die Basensubstitutionen pro Nukleotid nur 

bei Perales et al. beschrieben. Hier traten in HCV nach 100 Passagen unter Interferon alpha 2,5E-

03 s.n-1 auf [271]. Für HCV wird eine durchschnittliche Mutationsrate von 1,2E-04 aufgeführt.  

[185, 285] 

Ein direkter Vergleich dieser Mutationsraten ist freilich nicht möglich, jedoch erscheint die in 

den drei beschriebenen Passageexperimenten nicht außerordentlich hoch oder niedrig. 

Am häufigsten wurde in den nach den Passageexperimenten identifizierten Mutationen ein 

Cytosin gegen ein Uracil ausgetauscht, was am Ehesten der Desaminierung von Cytosin 

entspricht, wie beispielsweise bei Lindahl et al. beschrieben [286, 287]  
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4.4.2 Resistenzmutationen in der Literatur 

Mittels whole gonome sequencing machten Agostini et al. in gegenüber Remdesivir resistenten 

MHV-Populationen einen Hotspot an Mutationen in für den Replikasekomplex kodierenden 

Abschnitten, so im Nsp12 (F476L sowie V553L), im Nsp13 (A335V) sowie im S-Protein (A34V 

und I924T) aus [275]. 

Lundin et al. identifizierten in CoV-229E-Populationen, welche resistent gegenüber K22 waren, 

einen Mutationsschwerpunkt im Nsp6 mit zwei wiederholt aufgetretenen Missense-

Mutationen (H121L, M159V) [174].  

Im SARS-CoV-2 zeigten Andreano et al., dass sich unter dem Einfluss von neutralisierenden 

Antikörpern Mutationen im S-Protein häuften. Zunächst kam es zur Deletion von F150, dann 

zu einer Substitution (E484K), schlussendlich zu einer Insertion, welche für 11 Aminosäuren 

kodierte (248aKTRNKSTSRRE248k). Diese erbrachte dann eine vollständige Resistenz [276]. 

De Wilde et al. beschrieben mehrere Mutationsschwerpunkte im EAV nach Passage in CsA und 

ALV. Zum einen waren Transmembrandomänen von Nsp2 und Nsp5 betroffen, welche Teile 

des Replikasekomplexes der Arteriviren darstellen (H114R im Nsp2 sowie Q21R, Y113H und 

A134Vim Nsp5. Weitere Mutationen lagen in der 5’UTR sowie in den für das Glykoprotein (gp) 

2 und 4 kodierenden Abschnitten [279]. GP 2 und 4 bilden als Strukturproteine mit GP3 einen 

Komplex, welcher u.a. für den Eintritt des Virions in die Wirtszelle relevant ist [288]. 

Ratcliff et al. zeigten, dass im Rahmen einer Resistenzinduktion gegen den Entryinhibitor 

Maraviroc Mutationen im GP120, einem Strukturprotein, welches unter anderem die Bindung 

an die Wirtszelle und den Eintritt in diese vermittelt, auftraten. Insbesondere galt dies für die 

Substitutionen R117Q, L/G396V sowie N425K [274]. 

Perales et al identifizierten im Anschluss an die Passage von HCV in Interferon alpha 

Mutationen in allen bis auf das Nichtstrukturprotein 4A kodierenden Bereichen. Auch hier 

traten solche sowohl in der Interventionsgruppe als auch in den Kontrollpopulationen auf, 

wieN34D, N17D sowie Y618F im Nichtstrukturprotein 3.  

In HCV-Replikons stellten Arai et al. nach Resistenzinduktion gegenüber CsA Mutationen in 

Ns3 (T1280I), Ns4a (V1681A) sowie im Ns5A (D2303H, S2362Gvund E2414K) dar [289]. Gallay 
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et al. identifizierten Mutationen im Ns5a (D320e sowie Y321N) nach Resistenzinduktion in 

Cyclophilininhibitoren [280]. 

 

4.4.3 Mutationsanalyse nach den Passageexperimenten 

Die in den durch die Passageexperimente 1-3 erstellten Viruspopulationen konnten mittels 

Next generation sequencing auf Mutationen hin untersucht. Über alle Viruspopulationen 

hinweg wurden insgesamt 363 verschiedene Mutationen identifiziert, wovon 227 Mutationen 

einen Einfluss auf die lokale Aminosäuresequenz hatten. 

Einige der Mutationen traten nur in Populationen der Interventionsgruppe, andere nur in den 

Kontrollen oder beiden Gruppen auf. Durchschnittlich traten die Mutationen mit einer 

Allelfrequenz von 28 % auf. 

Besonderes Interesse weckten die Mutationen, welche sich im Anschluss an verschiedene 

Passageexperimente zeigten.  Diese sind in Tabelle 29 aufgeführt. Von acht dieser Missense-

Mutationen liegen vier im für das Nsp1 kodierenden Bereich (D13G; A46V; S79F; Y96C). 

Weitere Mutationen betreffen das Nsp3 (I582V), das S-Protein (S1304F), das Protein 3 (L42F) 

sowie das N-Protein (L220F).  

Betrachtet man die NL63-Viruspopulationen mit hoher Resistenz gegenüber den 

Cyclophilininhibitoren, so lässt sich auch in diesen eine Mutation im Nsp1 (D13G) sowie eine 

im S-Protein (S1304F) wiederholt identifizieren (siehe Tabelle 31 f.). D13G im Nsp1 ist bisher 

nicht in der Literatur beschrieben [290]. Mittels pubmed BLAST wurde ein Alignment der 

Aminosäurenabfolge der Nsp1 von NL63 und SARS-CoV-2 durchgeführt (siehe Abb. 51). 

Interessanterweise markiert das Aspartat an Position 13 den Beginn einer, wenn auch schwach 

ausgeprägten, Konsensussequenz mit dem Nsp1 von SARS-CoV-2 und anderen 

Betacoronaviren, wie beispielsweise bei Min et al. beschrieben [258].  Weitere 

Übereinstimmungen konnten nicht identifiziert werden.  

Die Mutation S1304F ist zwar im HCoV-NL63 bisher nicht veröffentlicht, jedoch zeigt sich nach 

Überprüfung mittels BLAST (NCBI) die Aminosäure Phenylalanin in der entsprechenden 

Region im S-Protein des Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV), wie in Abb. 52 dargestellt 

[259-261]. In beiden Fällen ist die Transmembrandomäne der S2-Domäne im Spike-Protein des 

jeweiligen Virus betroffen [240, 291, 292]. 
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Auch die wiederholt auftretenden Mutationen A46V, S79F sowie Y96C im Nsp1 sind bisher 

nicht veröffentlicht worden [293-295]. Die Mutation I582V im Nsp3 befindet sich zwischen dem 

für die Macro- oder X-Domäne und dem für die PLP2 kodierenden Abschnitt [296]. Auch diese 

ist bisher noch nicht beschrieben worden [297].  Der Basenaustausch L43F im ORF3 trifft die N-

terminale Transmembrandomäne des Protein 3 [298]. In der Literatur ist dieser bis dato nicht 

erwähnt worden [299].  Das Leucin 220 im Nucleocapsid-Protein, das vom Austausch L220F 

betroffen ist, steht kurz vor dem Beginn der C-terminalen Domäne des N-Proteins [300]. Diese 

Basensubstitution ist bereits von Kim et al. im mit CN/0601/14 bezeichneten Stamm, welcher in 

Südkorea isoliert worden war, identifiziert worden [301].  

Im Rahmen der Passageexperimente sind eine Vielzahl an Mutationen in den Kontrollpassagen 

aufgetreten. Besonders bemerkenswert ist die Mutation A587V im Nsp3, welche sich in allen 

drei Passageexperimenten in 32 von 34 Populationen mit einer durchschnittlichen 

Allelfrequenz von 65 % präsentierte. Diese Mutation, welche höchstwahrscheinlich einen 

Reproduktionsvorteil bietet, ist bereits von Fouchier et al. 2004 beschrieben worden. 

Identifiziert war das Virus in einer schon 1988  in den Niederlanden asservierten cDNA-Probe 

eines 8 Monate alten Patienten mit Pneumonie [302]. Dies spricht für eine Verbreitung dieser 

Variante unter freien Bedingungen. Viele weitere der wiederkehrenden Mutationen in 

Kontrollpassage sind in der S1- sowie S2-Dömände des S-Proteins lokalisiert, wie in Tabelle 30 

ersichtlich [291]. 

 

In Anbetracht der PPIase-Aktivität der Cyclophiline sind Mutationen, in welchen ein Prolin teil 

der Substitution ist, ebenfalls von Interesse. Wiederkehrend zeigten sich hier keine in 

verschiedenen Passageexperimenten, in den einzelnen konnten vier Mutationen ausgemacht 

werden. Im ersten Passageexperiment traten im Nsp1 die Mutationen P24S in p25|3.1-ALV 

sowie P77S in p25|3.2-CsA auf. Im Passageexperiment 2 war die Mutation S15P im E-Protein 

in den Populationen p15.1 und p15.2 anzutreffen. Das S-Protein wies mit T359P eine Mutation 

in Population A1 des dritten Passageexperiments auf (siehe Tabelle 21, 23 und 25). 

Sehr eindeutig zeigten sich die Ergebnisse zur Mutationsdichte in den einzelnen für Proteine 

kodierenden Abschnitten des NL63-Genoms. Nach Gewichtung der Länge des jeweiligen 

Abschnitts imponierte ein ausgeprägter Unterschied zwischen den Populationen der 
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Interventionsgruppe und den Kontrollen. Wiederholt in den einzelnen Passageexperimenten 

und folglich auch durchschnittlich präsentierte sich für die unter dem Einfluss von 

Cyclophilininhibitoren passagierten Viruspopulationen der Schwerpunkt der Mutationen im 

für das Nsp1 kodierenden Abschnitt des ORF1a. Dies ist besonders dahingehend interessant, 

als die Entdeckung von Cyclosporin A als Pan-Coronavirus Inhibitor über die besonders 

auffällige Interaktion von zellulären Cyclophilinen mit dem Nsp1 Protein des SARS-CoV(-1) in 

einem ungerichteten Hefe-2-Hybrid Protein-Protein Interaktionscreening des viralen Orfeoms 

mit humanen cDNA Banken gelang (Pfefferle et al., 2011) [193]. Im Kontrast dazu zeigte sich in 

den Kontrollpopulationen eine erhöhte Mutationsdichte in den für das Nsp9 sowie für das 

Envelope-Protein kodierenden Regionen. Die Mutationsdichte im Nsp1 zeigte sich dabei auch 

statistisch signifikant unterschiedlich zwischen Intervention und Kontrolle (p < 0,000001), 

während dies nicht für die anderen kodierenden Regionen im NL63-Genom dargestellt werden 

konnte.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine rekombinanten Coronaviren erstellt, mit welchen dann 

der Einfluss einer oder die Kombination mehrerer bestimmter Mutationen auf die Sensitivität 

gegenüber den Cyclophilininhibitoren getestet werden könnte. Agostini et al., de Wilde et al., 

Gallay et al. und Lundin et al. hatten dies im Anschluss an die Resistenzinduktion in ihren 

Veröffentlichungen durchgeführt [174, 275, 280, 303]. Obschon die in den Tabellen 29 sowie 31 

ff. aufgeführten Mutationen wiederholt nur in Viruspopulationen der Interventionsgruppe 

aufgetreten sind, ist ein Zusammenhang zu einer Resistenz damit nicht belegt, weshalb an 

dieser Stelle nicht weiter auf diese einzelnen resistenzassoziierten Mutationen eingegangen 

wird. 

Der ausgeprägte und statistisch signifikante Mutationsschwerpunkt im Nsp1 weist jedoch 

deutlich auf die Relevanz dieses Proteins für eine Resistenzentwicklung gegenüber 

Cyclophilininhibitoren hin. 
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4.5 Limitationen dieser Arbeit 

Wie so oft lassen sich auch in der vorliegenden Arbeit nicht alle Fragen zur Gänze klären. Durch 

serielle Passageexperimente lassen sich zwar Mutationen, welche eine Resistenz bewirken, 

induzieren und dann identifizieren, jedoch ist Geschwindigkeit einer solchen 

Resistenzentwicklung damit nicht bestimmbar [304]. Die Passage von Viren in Zellkultur lässt 

zudem Aspekte der Immunantwort des Wirtsorganismus unberücksichtigt. 

Die verschiedenen Passageexperimente unterschieden sich deutlich in ihrem Design, 

insbesondere die Untersuchungen zur viralen Fitness wichen dabei untereinander deutlich ab, 

sodass hier die Vergleichbarkeit nur eingeschränkt möglich ist.  

Natürlich bedingt auch die im ersten Passageexperiment identifizierte Mykoplasmen-

Kontamination eine Einschränkung hinsichtlich der Verwertbarkeit der Ergebnisse. Durch die 

Alteration des zellulären Stoffwechsels, wie u.a. von Miller et al. beschrieben [305],  ist es 

durchaus möglich, dass die Resistenzentwicklung in den passagierten Viruspopulationen 

beeinflusst worden war. Bemerkenswerterweise zeigten sich die Virus-Titer der kontaminierten 

Überstände höher als in denen der im späteren Verlauf durchgeführten Experimente. Die im 

Vergleich zu den anderen beiden Passageexperimenten höhere Basenaustauschfrequenz (siehe 

Abb. 50) ist am ehesten durch die höhere Anzahl an Passagen zu erklären, eine Beteiligung der 

Mykoplasmen hieran lässt sich freilich nicht ausschließen. Ein direkter Einfluss der 

Mykoplasmen auf die Experimente zur Sensitivitätstestung der Viruspopulationen im 

Anschluss an das erste Passageexperiment kann jedoch durch die effektive und nachgewiesene 

Mykoplasmen-Eradikation (siehe Kapitel 2.8.9 Eradikation der Mykoplasmen-Kontamination 

und Abschluss der Passage) mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen 

werden. 

Der sichere Effekt einzelner Mutationen auf die Resistenzentwicklung gegenüber 

Cyclophilininhibitoren kann nur mit Hilfe rekombinanter Coronaviren dargestellt werden, 

welche nur diese Mutationen tragen. Durch das Aufkommen weiterer Mutationen in den 

Kontrollpassagen ohne Selektionsdruck durch Inhibitoren zeigt sich, dass auch mit weiteren 

Änderungen des Genoms zusätzlich zur gewünschten zu rechnen ist. Diese können dann im 

Sinne eines Mediator- oder Moderatoreffekts diese Auswirkung verschleiern. Eine 

Vereinzelung von Viren ist zwar beispielsweise mittels Plaque-Isolation [225] möglich, jedoch 

müssen diese wiederum für Sequenzierung und Folgeexperimente propagiert werden, was 
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wiederum zu Mutationen führen kann. So kann diese Frage zum Zeitpunkt der Erstellung 

dieser Arbeit nicht beantwortet werden.  

Auch im Allgemeinen wäre es möglicherweise sinnvoll, beim Propagieren von Virus-Stocks das 

Aufkommen von Mutationen und deren Einfluss zu berücksichtigen. Ein wiederholtes 

Sequenzieren von Stocks wäre dabei jedoch mit großem zeitlichem Aufwand und erheblichen 

Kosten verbunden.  
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4.6 Synopse und Ausblick 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, durch serielle Passage in Zellkultur NL63-

Viruspopulationen mit verringerter Sensitivität gegenüber Cyclophilininhibitoren zu erzeugen. 

Zwar konnten einige wiederholt vorkommende Resistenzmutationen wie D13G, A46V, S79F 

sowie Y96C im Nsp1 identifiziert werden, jedoch müssten rekombinante, genau diese 

Mutationen tragende Viren erstellt werden, um die Auswirkung der Mutationen prüfen zu 

können. Dieser Ansatz kann in zukünftigen Arbeiten verfolgt werden. Hierbei könnten die 

derzeit am Anfang stehenden Methoden des Third Generation Sequencing ausreichend lange 

Genabschnitte lesen, um so auch das komplette coronavirale Genom abdecken zu können [306]. 

Der eindrückliche Mutationsschwerpunkt im für das Nsp1 codierenden Genomabschnitt, 

welcher sich nur in Viruspopulationen der Interventionsgruppe zeigte, macht die Relevanz 

dieses Proteins für die Resistenz gegenüber Cyclophilininhibitoren deutlich.   

Coronaviren üben derzeit weltweit einen immensen Einfluss auf Gesundheit, Ökonomie und 

Ökologie aus. Wirtszellspezifische antivirale Wirkstoffe hätten angesichts noch unbekannter 

(Corona-)Viren mit humanpathogenem Potenzial den Vorteil, nicht in dem gleichen Maße wie 

direkt wirkende Substanzen auf das Ziel zugeschnitten sein zum müssen. Insgesamt besteht 

weiter dringender Bedarf an der Erforschung neuer antiviraler Wirkmechanismen. 
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5 Anhang 
5.1 Verwendete Materialien und Software 

5.1.1 Reagenzien 
 

Bezeichnung im Text Produktbezeichnung Hersteller Sitz Land Bestell-Nr. 

Agar-Agar Agar-Agar, Kobe I, Kobe 

I, pulv., für die 

Mikrobiologie 

Carl Roth 

GmbH + Co. KG 

Karlsruhe DE 5210.2 

Agarose Agarose SERVA for DNA 

electrophoresis, 

research grade 

SERVA 

Electrophoresis 

GmbH 

Heidelberg DE 11404 

Alisporivir ALV, MW: 1216.67 

g/Mol / SRC: 85071131 

Novartis Basel CH ZA-12-

FS46 

Ampicillin Ampicillin sodium salt SIGMA-

ALDRICH 

St. Louis, 

Missouri 

USA A9518-

25G 

Beta-Mercaptoethanol 2-Mercaptoethanol zur 

Analyse 

Merck KGaA Darmstadt DE 915 ZA 

7689555 

Beta-Mercaptoethanol 2-Mercaptoethanol 

BioUltra 

SIGMA-

ALDRICH 

St. Louis, 

Missouri 

USA 63689-

25ML-F 

BP Clonase II Enzym-Mix Clonase™ Gateway™ BP 

Clonase II Enzym-Mix 

Invitrogen AG Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 11789100 

BSRGI Bsp1407I (BsrGI) (10 

U/µL) (enthält Enzym 

und Reaktionspuffer 

"10x buffer Tango" 

Thermo 

Scientific 

Rockford, 

Illinois 

USA ER0932 

Crimson DNA-

Polymerase 

Crimson TaqDNA 

Polymerase (enthält 

Polymerase und 5x 

Crimson reaction 

buffer) 

New England 

BioLabs® 

Ipswich, 

Massachusetts 

USA M0324S 

Cyclosporin A Cyclosporine A RTC / SIGMA-

ALDRICH 

Laramie, 

Wyoming 

USA PHR1092-

500mg 

DMEM gibco® Dulbecco´s 

modified Eagle medium 

[+] 4.5g/l Glucose, L-

Glutamine [-] Pyruvate 

Life 

Technologies 

Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 41965-039 

DMEM gibco® Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium 

[+] 4.5g/l Glucose, 

Pyruvate [-] L-

Glutamine 

Life 

Technologies 

Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 21969-035 

Dimethylsulfoxid, DMSO Dimethylsulfoxide  Biomol GmbH Hamburg DE 54686.100 
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Bezeichnung im Text Produktbezeichnung Hersteller Sitz Land Bestell-Nr. 

DNA-Leiter 2-Log DNA Ladder (0.1–

10.0 kb) 

New England 

BioLabs® 

Ipswich, 

Massachusetts 

USA N3200S 

DNase freies Wasser DEPC-behandeltes 

Wasser 

Thermo 

Scientific 

Rockford, 

Illinois 

USA AM9915G 

dNTP MIX Deoxynucleotide (dNTP) 

Solution Mix 

New England 

BioLabs® 

Ipswich, 

Massachusetts 

USA N0447S 

DPBS gibco® Dulbecco´s 

Phosphate Buffered 

Saline [-] CaCl2 [-] 

MgCl2 

Life 

Technologies 

Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 14190-094 

Essigsäure Essigsäure ROTIPURAN® 

100 % p.a. 

Carl Roth 

GmbH + Co. KG 

Karlsruhe DE 3738.1 

ETDA EDTA Disodium Salt: 

Dihydrate 

SIGMA-

ALDRICH 

St. Louis, 

Missouri 

USA E5134 

Ethanol, EtOH UN1170 Ethanol 510, 

(Ethylalkohol) mind. 

99,8 % vol 

Karl-Josef Kost, 

Alkohole und 

Produkte aus 

Alkohol KG 

Koblenz DE 603-002-

00-5 

Ethanol, EtOH Ethanol, 1 l, Glas, 

≥ 99,5 %, Ph.Eur., reinst 

Carl Roth 

GmbH + Co. KG 

Karlsruhe DE 5054.1 

Fetales Kälberserum, FBS Fetal Bovine Serum, 

Standard Quality 

PAA 

Laboratories 

GmbH 

Pasching  AT A10110-

2848 

Fetales Kälberserum, FBS gibco® Fetal Bowine 

Serum 

Life 

Technologies 

Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 10270-106 

Flächendesinfektions- 

mittel 

Bacillol AF Paul Hartmann 

AG 

Heidenheim an 

der Brenz 

DE 973380 

Gelextraktions-Kit mi- Gel Extraction Kit, 

250 preps (enthält die 

Puffer (GEX, WN, WS) 

metabion Planegg DE mi-GEL250 

Gentamicin Gentamicinsulfat >/= 

590 I.U./mg, für die 

Biochemie 

Carl Roth 

GmbH + Co. KG 

Karlsruhe DE 0233.3 

Hefeextrakt Hefeextrakt, pulv., für 

die Bakteriologie 

Carl Roth 

GmbH + Co. KG 

Karlsruhe DE 2363.3 

Ladepuffer Gel Loading Dye Purple 

(6x) 

New England 

BioLabs® 

Ipswich, 

Massachusetts 

USA B7024S 

Lipofectamine Lipofectamine® 3000 

Transfection Kit 

Invitrogen AG Carlsbad, 

Kalifornien 

USA L3000-015 
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Bezeichnung im Text Produktbezeichnung Hersteller Sitz Land Bestell-Nr. 

LR Clonase II Enzym-Mix Clonase™ Gateway™ LR 

Clonase II Enzym-Mix 

Invitrogen AG Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 11791100 

MEM NEAA gibco® Minimal 

Essential Medium Non 

Essential Amino Acids 

Life 

Technologies 

Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 11140-035 

MEM Sodium Pyruvate Gibco® Sodium 

Pyruvate Solution 

100mM 

Life 

Technologies 

Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 11360-070 

Midori Green Advanced Midori Green Advanced 

DNA Stain 

Biozym Biotech 

Trading GmbH 

Wien AT 617004 

Miniprep Kit mi-Plasmid Miniprep 

Kit, 250 preps (enthält 

die Puffer MX1, MX2, 

MX3, WN, WS und 

RNase A 

metabion Planegg DE mi-PMN-

250 

Myco-1&2 Set Myco-1&2 Set AppliChem 

GmbH 

Darmstadt DE A8360 

Myco-3 myco3 AppliChem 

GmbH 

Darmstadt DE A5240 

Natriumchlorid Natriumchlorid, 

>/=99,9 %, CELLPURE®  

Carl Roth 

GmbH + Co. KG 

Karlsruhe DE HN00.2 

Natriumhydroxid Natriumhydroxid, 

>/=98 %, Ph.Eur., BP, NF 

Carl Roth 

GmbH + Co. KG 

Karlsruhe DE P031.2 

NIM811 NIM811, MW 1202.64 

g/Mol / SRC: 84358929 

Novartis Basel CH JC-15-

MC16 

Opti-MEM gibco® Opti-MEM® (1X) 

Reduced Serum 

Medium 

Life 

Technologies 

Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 31985-047 

Penicillin/Streptomycin gibco® 10000 U/ml 

Penicillin; 10000 µg/ml 

Streptomycin 

Life 

Technologies 

Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 15140-122 

Reverse Transkriptase SuperScript™ II Reverse 

Transcriptase (enthält 

reverse Transkriptase, 

first strand buffer,  

0,1 M DTT) 

Invitrogen AG Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 18064-014 

RNA-Isolations-Kit 

(enthält die Puffer RLY, 

MEM, RDN, RW1, RW2, 

DNase 1 und RNase-

freies Wasser) 

ISOLATE II RNA Mini Kit, 

250 Preps 

Bioline 

Reagents 

Limited 

London GB BIO-52073 
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Bezeichnung im Text Produktbezeichnung Hersteller Sitz Land Bestell-Nr. 

RT-qPCR Kit SensiFast™ Probe Hi-

ROX One-Step Kit 

Bioline 

Reagents 

Limited 

London GB BIO-77005 

Salzsäure Salzsäure 32  % 

ROTIPURAN® p.a., ISO 

Carl Roth 

GmbH + Co. KG 

Karlsruhe DE P074.1 

Steriles Wasser Ampuwa®, Steriles 

Wasser für Spülzwecke 

Fresenius Kabi Bad Homburg 

vor der Höhe 

DE 1080181 

TRIS TRIS PUFFERAN® ≥ 

99 %, p.a. 

Carl Roth 

GmbH + Co. KG 

Karlsruhe DE 4855.2 

TRIzol® ambion® TRIzol® 

Reagent 

Life 

Technologies 

Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 15596918 

Trypsin-EDTA 0,05 %  gibco® Trypsin-EDTA 

0,05 % 

Life 

Technologies 

Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 25300-054 

Trypsin-EDTA 0,25 %  gibco® Trypsin-EDTA 

0,25 % 

Life 

Technologies 

Carlsbad, 

Kalifornien 

USA 25200-056 

Trypton/Pepton Trypton/Pepton aus 

Casein 

Carl Roth 

GmbH + Co. KG 

Karlsruhe DE 8952.2 

Tabelle 34: Für diese Arbeit verwendete Reagenzien und Kits 

 

 

5.1.2 Verbrauchsmaterial 
 

Bezeichnung im Text Produktbezeichnung Hersteller Sitz Land Bestell-Nr. 

10 cm-Zellkulturschale  TC-Schale 100, Standard Sarstedt AG 

& Co. KG 

Nümbrecht DE 83.3902 

175 cm2 

Zellkulturflasche 

Falcon® 175cm² 

Rectangular Straight Neck 

Cell Culture Flask with 

Vented Cap 

Corning Inc. Corning, NY USA 353112 

Abwurfbox E-SAFE® Standard Udo Heisig 

GmbH 

Putzbrunn DE 46200 

Deckgläser Deckgläser Ø 12 mm Menzel 

GmbH & Co 

KG 

Braunschweig DE ⌀ 12 mm # 1 

Einfrierröhrchen 2 ml Expell Cryo Tube CAPP Nordhausen DE 5042000C 

Einwegskalpell Cutfix stainless 

Einmalskapell #11 

Aesculap 

AG 

Tuttlingen DE 5518040 
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Bezeichnung im Text Produktbezeichnung Hersteller Sitz Land Bestell-Nr. 

Filter Pipettenspitze Biosphere® Filter Tips 0.1-

10 µl -Low Retention- 

Sarstedt AG 

& Co. KG 

Nümbrecht DE 70.1130.215 

Filter Pipettenspitze Biosphere® Filter Tips 2-

20 µl  

Sarstedt AG 

& Co. KG 

Nümbrecht DE 70.760.213 

Filter Pipettenspitze Biosphere® Filter Tips 

100-1000 µl 

Sarstedt AG 

& Co. KG 

Nümbrecht DE 70.762.211 

Filter Pipettenspitze Biosphere® Filter Tips 2-

200 µl 

Sarstedt AG 

& Co. KG 

Nümbrecht DE 70.760.211 

Laborhandschuhe Safegrip® Puderfreie 

Laborhandschuhe S 

Süd-

Laborbedarf 

GmbH 

Gauting DE 46 L200S 

Laborhandschuhe Safegrip® Puderfreie 

Laborhandschuhe M 

Süd-

Laborbedarf 

GmbH 

Gauting DE 46 L300M 

Mikroreaktionsgefäß 

1,5 ml 

Eppendorf Safe-Lock 

Tubes, 2,5 ml 

Eppendorf 

AG 

Hamburg DE 30120086 

Mikroreaktionsgefäß 

2,0 ml 

Eppendorf Safe-Lock 

Tubes, 1,5 ml 

Eppendorf 

AG 

Hamburg DE 30120094 

Objektträger Objektträger Kanten 

geschliffen 90°, Mit 

Mattrand 

Carl Roth 

GmbH + Co. 

KG 

Karlsruhe DE H870.1 

PARAFILM®  PARAFILM® "M" 

Laboratory Film 

Bemis Neenah, 

Wisconsin 

USA #PM996 

PCR-Reaktionsgefäß 0,2 ml PCR-Gefässe 

farblos 

BRAND 

GMBH + CO 

KG 

Wertheim DE 781305 

Petrischale Petri dish, 94x16, with 

vents, with logo, light 

version 

greiner bio-

one 

Kremsmünster AT 633180 

Pipette 10 ml costar® stripette® 10ml Corning Inc. Corning, New 

York 

USA 4488 

Pipette 25 ml costar® stripette® 25ml Corning Inc. Corning, New 

York 

USA 4489 

Pipette 5 ml costar® stripette® 5ml Corning Inc. Corning, New 

York 

USA 4487 

Pipette 50 ml costar® stripette® 50ml Corning Inc. Corning, New 

York 

USA 4490 

Pipettenspitze Brand 1000 µl 

PLASTIBRAND® 

BRAND 

GMBH + CO 

KG 

Wertheim DE G209-3 
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Bezeichnung im Text Produktbezeichnung Hersteller Sitz Land Bestell-Nr. 

Pipettenspitze Pipettenspitze 10µl, 

farblos 

Sarstedt Nümbrecht  DE 70.1130 

Pipettenspitze Pipettenspitze 200µl Sarstedt AG 

& Co. KG 

Nümbrecht DE 70-760.002 

qPCR-Platte Light Cycler® 480 

Multiwell Plate 96, white, 

with cover foil 

Roche Basel CH 04 729 692 

001 

Zellkulturplatte 12 

Loch 

costar® 12 Well Cell 

Culture Cluster 

Corning Inc. Corning, New 

York 

USA 3513 

Zellkulturplatte 24 

Loch 

costar® 24 Well Cell 

Culture Cluster 

Corning Inc. Corning, New 

York 

USA 3524 

Zellkulturplatte 48 

Loch 

costar® 48 Well Cell 

Culture Cluster 

Corning Inc. Corning, New 

York 

USA 3548 

Zellkulturplatte 6 Loch costar® 6 Well Cell 

Culture Cluster 

Corning Inc. Corning, New 

York 

USA 3516 

Zellkulturplatte 96 

Loch 

Nunclon™ Surface 

Tissue culture plate, 96 

well 

Thermo 

Fisher 

Scientific 

Waltham, 

Massachusetts 

USA 167008 

Zellkulturplatte 96 

Loch 

Falcon® Tissue culture 

plate, 96 well 

Corning Inc. Corning, NY USA 353072 

Zentrifugenröhrchen 

15ml 

Cellstar® Tubes 15ml greiner bio-

one 

Kremsmünster AT 188 271 

Zentrifugenröhrchen 

50ml 

Cellstar® Tubes 50ml greiner bio-

one 

Kremsmünster AT 227 261 

 

Tabelle 35: Für diese Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien 
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5.1.3 Biologische Materialien 
 

Bezeichnung im Text Biologische Sicherheitsstufe Bezug 

CaCo-2-Zellen 1 Laborbestand 

CaCo-2-Zellen 1 AG Müller, Charité Berlin 

CaCo-2-Zellen 1 DSMZ - Leibniz-Institut DSMZ-

Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen 

GmbH, Braunschweig, DE, ACC 169 

HCoV-NL63 2 Laborbestand 

HCoV-NL63 2 AG Müller, Charité Berlin 

HEK293-Zellen 1 Laborbestand 

LLC-MK2-Zellen 1 AG Müller, Charité Berlin 

 

Tabelle 36: Für diese Arbeit verwendete biologische Materialien 

 

5.1.4 Gebrauchsmaterialien und Geräte 
 

Bezeichnung Produktbezeichnung Hersteller/Fachhandel Betriebssitz Land 

Bakterieninkubator 15115300002020 WTC Binder Tuttlingen DE 

Biologische 
Sicherheitswerkbank 
Klasse 2 

BDK S 1500; DIN EN 12 
469 

BDK - Luft- und 
Reinraumtechnik GmbH 

Sonnenbühl DE 

Feinwaage BP 615 Sartorius AG Göttingen DE 

Fluoreszenz-
mikroskop 

LEICA DMI400 B Leica Camera AG Wetzlar DE 

GeneAmp® PCR 
System 

GeneAmp® PCR System 
9700 

Applied Biosystems Waltham, 
Massachusetts 

USA 

Inkubations-
Schüttelmaschine 

ISF-1-W Adolf Kühner AG Birsfelden CH 

Kamera 
Gelelektrophorese 

Biorad Gel Doc XR System Bio-Rad  Hercules, 
Kalifornien 

USA 

Kamera Mikroskop DFC345FX Leica Camera AG Wetzlar DE 

Kamera Mikroskop DFC360FX Leica Camera AG Wetzlar DE 

Lichtmikroskop 
Zellkultur 

Axiovert 25 Carl Zeiss AG Oberkochen DE 

Luftpolster-
mehrkanalpipette 

PIPETMAN L Multichannel 
P8x300L 

Gilson Incorporated Middleton, WI USA 
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Bezeichnung Produktbezeichnung Hersteller/Fachhandel Betriebssitz Land 

Luftpolsterpipette 
10 µl 

Eppendorf Research Eppendorf AG Hamburg DE 

Luftpolsterpipette 
10 µl 

PIPETMAN Classic P10 Gilson Incorporated Middleton, WI USA 

Luftpolsterpipette 
1000 µl 

PIPETMAN Classic P1000 Gilson Incorporated Middleton, WI USA 

Luftpolsterpipette 
2 µl 

PIPETMAN Classic P2 Gilson Incorporated Middleton, WI USA 

Luftpolsterpipette 
20 µl 

Eppendorf Research® plus Eppendorf AG Hamburg DE 

Luftpolsterpipette 
20 µl 

PIPETMAN Classic P20 Gilson Incorporated Middleton, WI USA 

Luftpolsterpipette 
200 µl 

Eppendorf Research® plus Eppendorf AG Hamburg DE 

Luftpolsterpipette 
200 µl 

PIPETMAN Classic P200 Gilson Incorporated Middleton, WI USA 

Magnetrührer mit 
Glaseramikheizplatte 

SU1300 Labdiscount GmbH  Mannheim DE 

Nanodrop 
Spectrometer 

NanoDrop® ND-1000 UV-
Vis Spectrophotometer 

Thermo Scientific Rockford, 
Illinois 

USA 

Netzgerät Electrophoresis Power 
Supply EPS 600 

Pharmacia Biotech Uppsala SW 

Netzgerät PowerPac Basic Bio-Rad  Hercules, 
Kalifornien 

USA 

Objektiv HCX PL FLUOTAR 10x/0.30 
PH1 

Leica Camera AG Wetzlar DE 

Objektiv HCX PL FLUOTAR 40x/0.75 
PH2 

Leica Camera AG Wetzlar DE 

Objektiv HCX PL FLUOTAR L 
20x/0.40 CORR 

Leica Camera AG Wetzlar DE 

Okular HC PLAN s 10x/22 Leica Camera AG Wetzlar DE 

Ölimmersions-
objektiv 

HCX-PL-APO-CS63.0x1.40 
OIL PH 3 CS Objective 

Leica Camera AG Wetzlar DE 

Pipettierhilfe ClearLine® Pipette 
Controller 

Kisker Biotech GmbH & 
Co. KG 

Steinfurt DE 

Pipettierhilfe PIPETBOY acu 2 Integra Biosciences AG Zizers CH 

qPCR Automat LightCycler® 96 
Instrument 

Roche Basel CH 

Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf AG Hamburg DE 

Thermomixer Thermomixer compact Eppendorf AG Hamburg DE 
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Bezeichnung Produktbezeichnung Hersteller/Fachhandel Betriebssitz Land 

Tischkühlzentrifuge Centrifuge 5417 R Eppendorf AG Hamburg DE 

Tischkühlzentrifuge  6K15 Sigma Laborzentrifugen 
GmbH 

Osterode am 
Harz 

DE 

Tischzentrifuge Centrifuge 5417 C Eppendorf AG Hamburg DE 

Vakuumpumpe BVC 21 VACUUBRAND GMBH + 

CO KG 

Wertheim DE 

Vakuumpumpe BVC professional VACUUBRAND GMBH + 

CO KG 

Wertheim DE 

Vortexer Vortex Genie 2, G-560E Scientific Industries Inc. Bohemie, N.Y.  USA 

Waage CP 4202 S Sartorius AG Göttingen DE 

Wasserbad GFL Typ 1002 LAUDA-GFL Gesellschaft 

für Labortechnik mbH  

Burgwedel DE 

Zellkulturinkubator 

CO2 

Hera Cell 150 Thermo Electron 

Corporation 

Waltham, 

Massachusetts 

USA 

Zellkulturinkubator 

CO2 

Heraeus Function Line 

BB16 

Thermo Electron 

Corporation 

Waltham, 

Massachusetts 

USA 

Zellkulturmikroskop 

mit Kamera 

LEICA DM400 B Leica Camera AG Wetzlar DE 

Zentrifuge Zellkultur Rotanda 460 (Rotor 5624) Andreas Hettich GmbH 

& Co. KG 

Tuttlingen DE  

 

Tabelle 37: Für diese Arbeit verwendete Gebrauchsmaterialien und Geräte 
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5.1.5 Verwendete Software 
 

Produktbezeichnung Version Hersteller Betriebssitz Land 

Bowtie 2 2.1.0 University of 

Maryland 

College Park, 

Maryland 

USA 

Endnote X9 9.3.3 Clarivate Analytics Philadelphia, 

Pennsylvania 

USA 

GraphPad Prism 5 5.01 GraphPad Software San Diego, 

Kalifornien 

USA 

GraphPad Prism 9  9.1.2 (121) GraphPad Software San Diego, 

Kalifornien 

USA 

Integrative Genomics Viewer 

(IGV) 

2.9.4 Broad Institute Cambridge, 

Massachusetts 

USA 

Leica Application Suite  4.3.0 Leica Microsystems 

CMS GmbH 

Mannheim DE 

Leica Application Suite Advanced 

Fluorescence 

2.6.07266 Leica Microsystems 

CMS GmbH 

Mannheim DE 

Leica Application Suite X 3.7.2.22383 Leica Microsystems 

CMS GmbH 

Mannheim DE 

LightCycler® Software 

Instrument 

1.01.00.0045 Roche Basel CH 

LightCycler® Software PC 1.1.0.1320 Roche Basel CH 

LoFreq 2.1.3.1 Genome Institute of 

Singapore 

Singapur SGP 

Microsoft® Excel® 2010 14.0.7257.599 Microsoft Corporation Redmond, 

Washington 

USA 

Microsoft® Excel® 2016 Home 

and Student 

16.0.13029.20232 Microsoft Corporation Redmond, 

Washington 

USA 

Microsoft Paint 3D 6.2009 Microsoft Corporation Redmond, 

Washington 

USA 

Nanodrop®  3.5.2 Thermo Scientific Rockford, Illinois USA 

SnapGene® 5.2 GSL Biotech LLC Chicago, Illinois USA 

Tablet® 1.21.02.08 James Hutton 

Institute 

Dundee GB 

 

Tabelle 38: Für diese Arbeit verwendete Software 
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5.2 Programmeinstellungen für die HCoV-NL63-RT-qPCR im LightCycler® 96 
 

 

 
 

Abb. 53: Programmeinstellungen zur HCoV-NL63-RT-qPCR aus der LightCycler® 96 Software, Version 1.1.0.1320 
(Screenshot) 
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5.3 Genomäquivalente der Viruspopulationen in Passageexperiment 3 

 

Population GE/ml Population GE/ml Population GE/ml 

P05-A1 5,8E+03 P05-B1 4,4E+03 P05-C1 4,5E+03 

P05-A2 8,6E+03 P05-B2 7,7E+03 P05-C2 5,9E+03 

P05-A3 5,7E+03 P05-B3 5,6E+03 P05-C3 8,3E+03 

P05-A4 6,2E+03 P05-B4 6,9E+03 P05-C4 1,0E+04 

P05-A5 4,0E+03 P05-B5 5,5E+03 P05-C5 4,7E+03 

P05-A6 5,5E+03 P05-B6 4,8E+03 P05-C6 3,9E+03 

P05-A7 5,0E+03 P05-B7 5,9E+03 P05-C7 6,1E+03 

P05-A8 5,6E+03 P05-B8 7,5E+03 P05-C8 6,0E+03 

 

Tabelle 39: HCoV-NL63-Genomäquivalente (GE) in den Überständen der einzelnen Viruspopulationen in Passage 
5 (P05) des Passageexperimentes 3. Die Populationen sind mit dem Buchstaben des parallel laufenden Satzes A, B 
oder C sowie einer Zahl, welche für den zugesetzten Inhibitor steht (1,2=ALV; 3,4 = CsA; 5,6=NIM811; 7=EtOH; 
8=Medium), benannt. 

 

Population GE/ml Population GE/ml Population GE/ml 

P10-A1 1,0E+04 P10-B1 1,1E+04 P10-C1 8,8E+03 

P10-A2 7,4E+03 P10-B2 1,1E+04 P10-C2 5,2E+03 

P10-A3 1,3E+04 P10-B3 5,7E+04 P10-C3 1,4E+04 

P10-A4 1,7E+04 P10-B4 1,5E+04 P10-C4 8,2E+03 

P10-A5 8,8E+03 P10-B5 8,9E+03 P10-C5 5,5E+03 

P10-A6 8,7E+03 P10-B6 1,6E+04 P10-C6 5,0E+03 

P10-A7 6,3E+03 P10-B7 5,5E+04 P10-C7 1,5E+04 

P10-A8 1,2E+04 P10-B8 2,9E+04 P10-C8 5,2E+03 

 

Tabelle 40: HCoV-NL63-Genomäquivalente (GE) in den Überständen der einzelnen Viruspopulationen in Passage 
10 (P10) des Passageexperimentes 3. Die Populationen sind mit dem Buchstaben des parallel laufenden Satzes A, 
B oder C sowie einer Zahl, welche für den zugesetzten Inhibitor steht (1,2=ALV; 3,4 = CsA; 5,6=NIM811; 7=EtOH; 
8=Medium), benannt. 
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5.4. Verwendete Barcodes und Einstellungen für das NGS 

5.4.1 Verwendete Bacrodes für das Illumina-NGS 

 

 

Tabelle 41: Barcodes der Rohdatensätze aus dem Illumina-NGS für die Passageexperimente 1 und 2.  Wie in Kapitel 
2.12.2 Analyse für die HCoV-NL63 Passageexperimente 1 & 2  beschrieben, sind in der Gesamtheit der Rohdaten, 
welche im fastq-Format gespeichert wurden, die einzelnen Proben mittels eines Barcodes aus 6 Basen 
identifizierbar. 

Barcodes NGS NL63 serial passage experiment I

First sequencing:

datasets: lane8_R1.fastq fastqsanger 9.4 GB 09.11.2017

lane8_R2.fastq fastqsanger - index read 2.4 GB 09.11.2017

lane5_R1.fastq fastqsanger 9.6 GB 11.10.2017

lane5_R2.fastq fastqsanger - index read 1.6 GB 11.10.2017

lane5_R3.fastq fastqsanger -  used 1.2 GB 11.10.2017

sample name passage cultivated in date barcode

NL63 stock 5/17 no passage culture medium 03.05.2017 GTGTTA

stock passage EtOH stock derived from passage 7+1 EtOH 0,1% 07.08.2017 TGTGAA

stock NL63 ALVres1 stock derived from passage 7+1 ALV 7,5µM 08.08.2017 ACAAAC 

Second sequencing:

datasets: lane4_R1.fastq fastqsanger 16.3 GB 08.03.2018

lane4_R2.fastq fastqsanger - index read 2.4 GB 08.03.2018

sample name passage cultivated in date barcode

p0wt 3 treatment cycles culture medium + myco1/2 1% 28.01.2018 TGTTGC

p25.1 25 passages + 3 treatment cycles ALV 10µM + myco1/2 1% 28.01.2018 ACACGA

p25.2 25 passages + 3 treatment cycles ALV 10µM + myco1/2 1% 28.01.2018 CACACA

p25.3 25 passages + 3 treatment cycles CsA 10µM + myco1/2 1% 28.01.2018 GTGTTA

p25.5 25 passages + 3 treatment cycles NIM811 10µM + myco1/2 1% 28.01.2018 TGTGAA

p25.6 25 passages + 3 treatment cycles NIM811 10µM + myco1/2 1% 28.01.2018 ACAAAC

p25.10 25 passages + 3 treatment cycles EtOH 0,05% + myco1/2 1% 28.01.2018 CACCTC

p25.11 25 passages + 3 treatment cycles culture medium + myco1/2 1% 28.01.2018 GTGGCC

C5B7 derived from passage 20+1 +3tc ALV 10µM + myco1/2 1% 14.02.2018 AAGGGA

Barcodes NGS NL63 serial passage experiment II

datasets: lane4_R1.fastq fastqsanger 12.5 GB 03.07.2018

lane4_R2.fastq fastqsanger - index read 3.3 GB 03.07.2018

sample name passage cultivated in date barcode

p0wtBerlin1 no passage culture medium 21.02.2018 TGTTGC

p10.1 10 passages ALV 15µM 15.04.2018 TGTGAA

p10.2 10 passages CsA 15µM 15.04.2018 ACAAAC

p10.3 10 passages NIM811 15µM 15.04.2018 CACCTC

p10.5 10 passages EtOH 0,075% 15.04.2018 GTGGCC

p15.1 15 passages ALV 15µM 22.05.2018 AAGGGA

p15.2 15 passages CsA 15µM 22.05.2018 CCTTCA

p15.3 15 passages NIM811 15µM 22.05.2018 GGACCC

p15.4 15 passages Ribavirin 15µg/ml 22.05.2018 TTCAGC

p15.5 15 passages EtOH 0,075% 22.05.2018 AAGACG

p15.6 15 passages culture medium 22.05.2018 CCTCGG
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5.4.2 Einstellungen der Programme im Galaxy-Portal 
 

Illumina Demultiplex 
 

  

Galaxy Tool Version: 1.0.0 

Tool Parameters 
 

  

Input Parameter Value 

Is it a paired-end run? Single 

Fastq file [variabel]_R1.fastq  
  

Use Illumina index read for demultiplexing Yes 

Index reads [variabel].fastq  
  

Filter reads that do NOT contain the barcodes 
 

Mismatch in Index 1 

How many barcodes? [variabel] 

Barcode1 [variabel] 

Barcode2 [variabel] 

Barcode3 [variabel] 
  

  

Bowtie2 
 

  

Format: Bam 
  

Tool Parameters 
 

  

Input Parameter Value 

Number of processes (threads) used? 8 

Is this library mate-paired? Single 

FASTQ file [variabel] 
  

Write unaligned reads to separate file(s) False 

Will you select a reference genome from your history or use a built-in 
index? 

History 

Select the reference genome [NL63_NCBI_Fasta.txt].fasta  
  

Specify the read group for this file? No 

Parameter Settings 
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LoFreq Calling Variants 
 

  

Tool Parameters 
 

  

Input Parameter Value 

Input Bam File [variabel] 
  

Indexed reference fasta file (gzip supported) 1: [NL63_NCBI_Fasta.txt].fasta  
  

Limit calls to this region (chrom:start-end) Empty. 

List of positions (chr pos) or regions (BED) file 
 

  

Skip any base with baseQ smaller than 30 

Skip alternate bases with baseQ smaller than 30 

Overwrite baseQs of alternate bases (that passed bq filter) with this 
value (-1: use median ref-bq; 0: keep) 

0 

Skip any base with joinedQ smaller than 0 

Skip alternate bases with joinedQ smaller than 0 

Overwrite joinedQs of alternate bases (that passed jq filter) with this 
value (-1: use median ref-bq; 0: keep) 

0 

Base-alignment (BAQ) and indel-aligment (IDAQ) qualities Options Nothing selected. 

Skip reads with mapping quality smaller than 0 

Cap mapping quality at 0 

If >= 0, then replace non-match base qualities with this default value [-
1] 

0 

Test only positions having at least this coverage 1 

Cap coverage at this depth 1000000 

Don't merge mapping quality in LoFreq's model True 

Ignore variants in this vcf file for source quality computation. 
 

  

Indels Options Nothing selected. 

P-Value cutoff / significance level [0.010000] 0.01 

Bonferroni factosr. 'dynamic' (increase per actually performed test) or 
INT ['dynamic'] 

dynamic 

Misc Options Nothing selected. 
 

Tabelle 42: Einstellungen der Programme im Galaxy-Portal für die Auswertung der Rohdaten im Next-
Generation-Sequencing der Passageexperimente 1 & 2.  
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5.5. Graphen  und Tabellen zur Inhibition im NL63-Passageexperiment 1 

5.5.1 Vergleichsexerimente während des ersten Passageexperimentes 
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Abb. 54: Passageexperiment 1: Vergleichsexperimente im laufenden Experiment zur Sensitivität gegenüber den 
Inhibitoren Alisporivir (ALV) sowie Cyclosporin A (CsA). Gezeigt ist die Reduktion der Genomäquivalente in der 
Log10-Skala unter dem Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen des jeweiligen Inhibitors. Aus Passage 7 wurden 
die Population 1 (Passagiert in ALV) mit Population 11 (Passagiert in Kulturmedium) verglichen, aus Passage 13 die 
in CsA passagierte Population 3 mit der Ethanolkontrolle. Aus Passage 15 wurde der ebenfalls in CsA passagierten 
Population 4 die Mediumkontrolle gegenübergestellt, aus Passage 16 wiederum die gleichen Populationen wie in 
Passage 7.  
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Abb. 55: Passageexperiment 1: Vergleichsexperimente aus Passage 20. Gezeigt ist die Log10-Reduktion der 
Genomäquivalente der Viruspopulationen 1 (Passagiert in Alisporivir (ALV)) gegenüber der Kontrollpopulation 11 
(passagiert in Kulturmedium) aus Passage 20 gegenüber verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors ALV. Im 
ersten Experiment (linker Graph) wurde jeweils das gleiche Volumen an Überstand, im zweiten für beide Gruppen 
die gleiche Menge infektiöser Einheiten pro Zelle (MOI, Multiplicity of infection, jeweils gleich 0,01). In beiden 
Experimenten zeigten sich deutliche Unterschiede der Sensitivität gegenüber ALV zwischen den jeweiligen 
Viruspopulationen. 
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5.5.2 IC50-Werte der Viruspopulationen nach Abschluss des ersten Passageexperimentes 
 

a)      

Alisporivir 

Viruspopulation IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

p0 NL63 wt 3,71 1,87 - 6,88  

NL63 p25|3.10 EtOH-Kontrolle 6,95 3,56 - 12,95 Kontrollen 

NL63 p25|3.11 Medium-Kontrolle 3,26 1,97 - 5,17  

NL63 p25|3.1-ALV 37,64 7,72 - 1652,00 

Intervention 

NL63 p25|3.2-ALV 70,73 17,15 - ∞ 

NL63 p25|3.2-CsA 40,01 3,71 - ∞ 

NL63 p25|3.5-NIM811 18,44 5,78 - 64,61 

NL63 p25|3.6-NIM811 94,72 18,51 - ∞ 
      

b)      

Cyclosporin A 

Viruspopulation IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

p0 NL63 wt 0,66 0,53 - 0,81  

NL63 p25|3.10 EtOH-Kontrolle 5,33 3,18 - 8,60 Kontrollen 

NL63 p25|3.11 Medium-Kontrolle 3,28 1,65 - 6,11  

NL63 p25|3.1-ALV 8,32 3,85 - 16,60 

Intervention 

NL63 p25|3.2-ALV 27,62 5,71 - 253,50 

NL63 p25|3.2-CsA 33,89 5,21 - ∞ 

NL63 p25|3.5-NIM811 10,00 4,38 - 21,36 

NL63 p25|3.6-NIM811 21,47 5,92 - 92,87 
 

Tabelle 43: Werte der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration (IC50) für die Viruspopulationen aus dem 
ersten Passageexperiment. In Abschnitt a) sind die Werte für Alisporivir, in Abschnitt b) für Cyclosporin A 
verzeichnet. 
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5.6 Graphen und Tabellen zur Inhibition im NL63-Passageexperiment 2 

5.6.1 Vorläufiger Vergleich der Passage 5 
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Abb. 56: Passageexperiment 2: Darstellung der Inhibition von Viruspopulationen aus Passage 5. Dargestellt ist die 
Log10-Reduktion der Genomäquivalente. Auf die Populationen der Interventionsgruppe wurden jeweils der 
Inhibitor angewandt, welchem diese auch in der Passage ausgesetzt waren. Als Kontrolle diente die 
Viruspopulation, welche als Kontrolle parallel in EtOH passagiert wurde. 
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5.6.2 IC50-Werte der Viruspopulationen nach Abschluss des zweiten Passageexperimentes 
 

a) 

 

b) 

Cyclosporin A 

Viruspopulation IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 Berlin 1 1,14 0,91 - 1,39 
Kontrollen 

NL63 p15.5 EtOH-Kontrolle 0,77 0,56 - 0,99 

NL63 p15.1 (Passage in Alisporivir) 2,86 1,87 - 4,16  

NL63 p15.2 (Passage in Cyclosporin A) 19,11 3,93 - 99,12 Intervention 

NL63 p15.3 (Passage in NIM811) 4,81 2,64 - 8,20  

 

c) 

NIM811 

Viruspopulation IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 Berlin 1 0,97 0,87 - 1,07 
Kontrollen 

NL63 p15.5 EtOH-Kontrolle 1,09 0,78 - 1,45 

NL63 p15.1 (Passage in Alisporivir) 1,35 0,56 - 2,47  

NL63 p15.2 (Passage in Cyclosporin A) 29,56 6,92 - 186,2 Intervention 

NL63 p15.3 (Passage in NIM811) 4,72 2,41 - 8,49  
 

Tabelle 44: Werte der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration (IC50) für die Viruspopulationen aus dem 
zweiten Passageexperiment. In Abschnitt a) sind die Werte für Alisporivir, in Abschnitt b) für Cyclosporin A und in 
Abschnitt c) für NIM811 verzeichnet. 

 

Alisporivir 

Viruspopulation IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 Berlin 1 1,82 1,17 - 2,63 
Kontrollen 

NL63 p15.5 EtOH-Kontrolle 0,82 0,57 - 1,10 

NL63 p15.1 (Passage in Alisporivir) 6,81 2,72 - 15,60  

NL63 p15.2 (Passage in Cyclosporin A) 7,46 3,86 - 13,63 Intervention 

NL63 p15.3 (Passage in NIM811) 1,68 1,17 - 2,31  
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5.6.3 Gegenüberstellung der Sensitivität von p15.2 zu den Kontrollen aus Passageexperiment 2 
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Abb. 57: Passageexperiment 2: Log10-Reduktion der Genomäquivalente der Viruspopulation NL63 p15-2 im 
Vergleich zu den Kontrollen unter dem Einfluss verschiedener Konzentrationen der Inhibitoren Alisporivir (ALV), 
Cyclosporin A (CsA) sowie NIM811. Es zeigt sich ein deutlicher Unterschied hinsichtlich der Sensitivität. 
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5.6.4 Vergleich der Interventionsgruppen mit Testung auf Signifikanz 
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Passageexperiment 2: Vergleich der Sensitivität der Viruspopulationen
gegenüber Cyclophilin - Inhibitoren ausgewählter Konzentrationen

 

Abb. 58: Passageexperiment 2: Vergleich der persistierenden Genomäquivalente unter dem Einfluss 
verschiedener Konzentrationen der eingesetzten Cyclophilin-Inhibitoren Alisporivir, Cyclosporin A sowie NIM811. 
Die Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten sich nicht statistisch signifikant. 
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5.7 Graphen und Tabellen zur Inhibition nach Passageexperiment 3 

5.7.1 Log10-Reduktion der Genomäquivalente unter dem Einfluss von ALV 
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Abb. 59: Passageexperiment 3: Sensibilitätstestung der NL63-Ausgangspopulation 2020-1 sowie der passagierten 
Viruspopulationen im Set A gegenüber aufsteigenden Konzentrationen des Inhibitors Alisporivir (ALV). Dargestellt 
ist die Reduktion der Genomäquivalente mittels Log10-Skala. Die Zahlen am Ende der Bezeichnung der jeweiligen 
Viruspopulation codieren die Intervention. (1,2: Passage in Alisporivir, 3,4: Passage in Cyclosporin A; 5,6: Passage 
in NIM811; 7: Passage in EtOH, max. 0,1 %; 8: Passage in Kulturmedium) 
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Abb. 60: Passageexperiment 3: Sensibilitätstestung der NL63-Ausgangspopulation 2020-1 sowie der passagierten 
Viruspopulationen im Set B gegenüber aufsteigenden Konzentrationen des Inhibitors Alisporivir (ALV). Dargestellt 
ist die Reduktion der Genomäquivalente mittels Log10-Skala. Die Zahlen am Ende der Bezeichnung der jeweiligen 
Viruspopulation codieren die Intervention. (1,2: Passage in Alisporivir, 3,4: Passage in Cyclosporin A; 5,6: Passage 
in NIM811; 7: Passage in EtOH, max. 0,1 %; 8: Passage in Kulturmedium) 
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Abb. 61: Passageexperiment 3: Sensibilitätstestung der NL63-Ausgangspopulation 2020-1 sowie der passagierten 
Viruspopulationen im Set C gegenüber aufsteigenden Konzentrationen des Inhibitors Alisporivir (ALV). Dargestellt 
ist die Reduktion der Genomäquivalente mittels Log10-Skala. Die Zahlen am Ende der Bezeichnung der jeweiligen 
Viruspopulation codieren die Intervention. (1,2: Passage in Alisporivir, 3,4: Passage in Cyclosporin A; 5,6: Passage 
in NIM811; 7: Passage in EtOH, max. 0,1 %; 8: Passage in Kulturmedium) 
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5.7.2 Log10-Reduktion der Genomäquivalente unter dem Einfluss von CsA 
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Abb. 62: Passageexperiment 3: Sensibilitätstestung der NL63-Ausgangspopulation 2020-1 sowie der passagierten 
Viruspopulationen im Set A gegenüber aufsteigenden Konzentrationen des Inhibitors Cyclosporin A (CsA). 
Dargestellt ist die Reduktion der Genomäquivalente mittels Log10-Skala. Die Zahlen am Ende der Bezeichnung der 
jeweiligen Viruspopulation codieren die Intervention. (1,2: Passage in Alisporivir, 3,4: Passage in Cyclosporin A; 
5,6: Passage in NIM811; 7: Passage in EtOH, max. 0,1 %; 8: Passage in Kulturmedium) 
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Abb. 63: Passageexperiment 3: Sensibilitätstestung der NL63-Ausgangspopulation 2020-1 sowie der passagierten 
Viruspopulationen im Set B gegenüber aufsteigenden Konzentrationen des Inhibitors Cyclosporin A (CsA). 
Dargestellt ist die Reduktion der Genomäquivalente mittels Log10-Skala. Die Zahlen am Ende der Bezeichnung der 
jeweiligen Viruspopulation codieren die Intervention. (1,2: Passage in Alisporivir, 3,4: Passage in Cyclosporin A; 
5,6: Passage in NIM811; 7: Passage in EtOH, max. 0,1 %; 8: Passage in Kulturmedium) 
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Abb. 64: Passageexperiment 3: Sensibilitätstestung der NL63-Ausgangspopulation 2020-1 sowie der passagierten 
Viruspopulationen im Set C gegenüber aufsteigenden Konzentrationen des Inhibitors Cyclosporin A (CsA). 
Dargestellt ist die Reduktion der Genomäquivalente mittels Log10-Skala. Die Zahlen am Ende der Bezeichnung der 
jeweiligen Viruspopulation codieren die Intervention. (1,2: Passage in Alisporivir, 3,4: Passage in Cyclosporin A; 
5,6: Passage in NIM811; 7: Passage in EtOH, max. 0,1 %; 8: Passage in Kulturmedium) 
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5.7.3 Log10-Reduktion der Genomäquivalente unter dem Einfluss von NIM811 
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Abb. 65: Passageexperiment 3: Sensibilitätstestung der NL63-Ausgangspopulation 2020-1 sowie der passagierten 
Viruspopulationen im Set A gegenüber aufsteigenden Konzentrationen des Inhibitors NIM811. Dargestellt ist die 
Reduktion der Genomäquivalente mittels Log10-Skala. Die Zahlen am Ende der Bezeichnung der jeweiligen 
Viruspopulation codieren die Intervention. (1,2: Passage in Alisporivir, 3,4: Passage in Cyclosporin A; 5,6: Passage 
in NIM811; 7: Passage in EtOH, max. 0,1 %; 8: Passage in Kulturmedium) 
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Abb. 66: Passageexperiment 3: Sensibilitätstestung der NL63-Ausgangspopulation 2020-1 sowie der passagierten 
Viruspopulationen im Set B gegenüber aufsteigenden Konzentrationen des Inhibitors NIM811. Dargestellt ist die 
Reduktion der Genomäquivalente mittels Log10-Skala. Die Zahlen am Ende der Bezeichnung der jeweiligen 
Viruspopulation codieren die Intervention. (1,2: Passage in Alisporivir, 3,4: Passage in Cyclosporin A; 5,6: Passage 
in NIM811; 7: Passage in EtOH, max. 0,1 %; 8: Passage in Kulturmedium) 
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Abb. 67: Passageexperiment 3: Sensibilitätstestung der NL63-Ausgangspopulation 2020-1 sowie der passagierten 
Viruspopulationen im Set C gegenüber aufsteigenden Konzentrationen des Inhibitors NIM811. Dargestellt ist die 
Reduktion der Genomäquivalente mittels Log10-Skala. Die Zahlen am Ende der Bezeichnung der jeweiligen 
Viruspopulation codieren die Intervention. (1,2: Passage in Alisporivir, 3,4: Passage in Cyclosporin A; 5,6: Passage 
in NIM811; 7: Passage in EtOH, max. 0,1 %; 8: Passage in Kulturmedium) 

 

  



182 
 

5.7.4 IC50-Werte im Passageexperiment 3: Gesamtvergleich 
 

Alisporivir im Gesamtvergleich 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 2020-1 - 3,25 1,99 - 5,20 

Kontrollen NL63 p15.7  EtOH 3,87 2,42 - 6,11 

NL63 p15.8  Kulturmedium 3,17 1,87 - 5,22 

NL63 p15.1 Alisporivir 16,1 6,20 - 47,40 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 46,43 11,3 - ∞ 

NL63 p15.3 CsA 13,75 5,53 - 38,84 

NL63 p15.4  CsA 16,44 4,61 - 89,68 

 NL63 p15.5  NIM811 3,58 1,41 - 08,10 

NL63 p15.6 NIM811 7,14 3,41 - 14,76 

 

Cyclosporin A im Gesamtvergleich 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 2020-1 - 1,69 1,251 - 2,233 

Kontrollen NL63 p15.7  EtOH 1,47 1,13 - 1,87 

NL63 p15.8  Kulturmedium 2,05 1,53 - 2,70 

NL63 p15.1 Alisporivir 11,37 4,97 - 27,50 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 10,52 6,38 - 17,55 

NL63 p15.3 CsA 38,20 9,22 - ∞ 

NL63 p15.4  CsA 10,94 6,20 - 19,66 

 NL63 p15.5  NIM811 7,32 4,17 - 12,74 

NL63 p15.6 NIM811 4,65 3,34 - 6,42 

 

NIM811 Gesamtvergleich 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 2020-1 - 2,57 1,76 - 3,69 

Kontrollen NL63 p15.7 EtOH 1,04 0,78 - 1,34 

NL63 p15.8  Kulturmedium 2,09 1,38 - 3,09 

NL63 p15.1 Alisporivir 7,29 5,24 - 10,14 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 11,37 6,67 - 19,43 

NL63 p15.3 CsA 28,51 8,01 - 185 

NL63 p15.4  CsA 4,54 2,61 - 7,72 

 NL63 p15.5  NIM811 8,44 4,88 - 14,66 

NL63 p15.6 NIM811 0,99 0,57 - 1,68 
 

Tabelle 45: Passageexperiment 3: Tabellarische Auflistung der IC50-Werte der Viruspopulationen, zusammen-
gefasst nach Intervention, für die Inhibitoren Alisporivir, CsA und NIM811 
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5.7.5 IC50-Werte im Passageexperiment 3: Alisporivir 
 

Alisporivir Vergleich Set A 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 2020-1 - 8,42 3,37 - 19,47 

Kontrollen NL63 p15.7 EtOH 1,84 1,36 - 2,45 

NL63 p15.8  Kulturmedium 3,28 1,53 - 6,68 

NL63 p15.1 Alisporivir 100,5 7,75 - ∞ 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 205,5 14,40 - ∞ 

NL63 p15.3 CsA 33,42 6,67 - ∞ 

NL63 p15.4  CsA 20,33 6,27 - 90,61 

 NL63 p15.5  NIM811 1,18 0,84 - 1,60 

NL63 p15.6 NIM811 4,72 2,30 - 9,59 

 

Alisporivir Vergleich Set B 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 2020-1 - 1,42 0,74 - 2,47 

Kontrollen NL63 p15.7 EtOH 4,13 2,40 - 7,04 

NL63 p15.8  Kulturmedium 4,93 0,97 - 22,02 

NL63 p15.1 Alisporivir 4,35 2,93 - 6,45 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 4,23 2,80 - 6,35 

NL63 p15.3 CsA 12,74 0,83 - ∞ 

NL63 p15.4  CsA 23,53 0,23 - ∞ 

 NL63 p15.5  NIM811 19,70 6,62 - 74,67 

NL63 p15.6 NIM811 34,87 9,59 - 327,3 

 

Alisporivir Vergleich Set C 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 2020-1 - 2,04 1,37 - 2,97 

Kontrollen NL63 p15.7 EtOH 6,28 1,74 - 23,20 

NL63 p15.8  Kulturmedium 2,00 1,05 - 3,54 

NL63 p15.1 Alisporivir 4,88 2,99 - 7,82 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 102,7 2,41 - ∞ 

NL63 p15.3 CsA 6,84 2,04 - 24,63 

NL63 p15.4  CsA 6,48 3,22 - 13,34 

 NL63 p15.5  NIM811 0,69 0,25 - 1,37 

NL63 p15.6 NIM811 0,99 1,41 - 2,57 
 

Tabelle 46: Passageexperiment 3: Tabellarische Auflistung der IC50-Werte der einzelnen Viruspopulationen  
der Sets A, B und C für den Inhibitor Alisporivir.  
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5.7.6 IC50-Werte im Passageexperiment 3: Cyclosporin A 
 

Cyclosporin A Vergleich Set A 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 
NL63 2020-1 - 2,08 1,31 - 3,21 

Kontrollen NL63 p15.7 EtOH 2,32 1,46 - 3,58 
NL63 p15.8  Kulturmedium 1,65 1,00 - 2,60 

NL63 p15.1 Alisporivir 15,68 1,28 - ∞ 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 7,26 2,93 - 18,45 

NL63 p15.3 CsA 32,97 3,66 - ∞ 

NL63 p15.4  CsA 17,66 3,59 - 203,2 

 NL63 p15.5  NIM811 15,23 4,43 - 65,19 

NL63 p15.6 NIM811 5,50 3,20 - 9,35 

 

Cyclosporin A Vergleich Set B 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 2020-1 - 0,75 0,68 - 0,82 

Kontrollen NL63 p15.7 EtOH 1,28 0,81 - 1,91 

NL63 p15.8  Kulturmedium 1,67 1,13 - 2,37 

NL63 p15.1 Alisporivir 7,81 3,35 - 17,66 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 18,72 5,25 - 95,3 

NL63 p15.3 CsA 63,83 1,00 - n.n. 

NL63 p15.4  CsA 5,62 4,07 - 7,73 

 NL63 p15.5  NIM811 2,36 1,62 - 3,38 

NL63 p15.6 NIM811 2,77 2,16 - 3,51 

 

Cyclosporin A Vergleich Set C 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 2020-1 - 2,68 1,92 - 3,69 

Kontrollen NL63 p15.7 EtOH 0,98 0,76 - 1,24 

NL63 p15.8  Kulturmedium 2,92 1,41 - 5,74 

NL63 p15.1 Alisporivir 9,92 2,75 - 41,39 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 7,26 4,90 - 10,72 

NL63 p15.3 CsA 23,58 3,91 - ∞ 

NL63 p15.4  CsA 10,41 4,51 - 24,67 

 NL63 p15.5  NIM811 7,44 3,37 - 16,50 

NL63 p15.6 NIM811 6,34 2,73 - 14,15 
 

Tabelle 47: Passageexperiment 3: Tabellarische Auflistung der IC50-Werte der einzelnen Viruspopulationen  
der Sets A, B und C für den Inhibitor Cyclosporin A. 
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5.7.7 IC50-Werte im Passageexperiment 3: NIM811 
 

NIM811 Vergleich Set A 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 2020-1 - 4,15 2,37 - 7,18 

Kontrollen NL63 p15.7 EtOH 0,95 0,70 - 1,25 

NL63 p15.8  Kulturmedium 2,71 1,21 - 5,70 

NL63 p15.1 Alisporivir 12,63 6,71 - 24,37 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 22,50 11,47 - 47,91 

NL63 p15.3 CsA 70,2 9,28 - ∞ 

NL63 p15.4  CsA 2,74 0,25 - 16,25 

 NL63 p15.5  NIM811 5,09 2,62 - 9,65 

NL63 p15.6 NIM811 1,99 0,83 - 4,26 

 

NIM811 Vergleich Set B 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 2020-1 - 1,23 0,77 - 1,86 

Kontrollen NL63 p15.7 EtOH 1,03 0,48 - 1,88 

NL63 p15.8  Kulturmedium 3,31 1,74 - 6,09 

NL63 p15.1 Alisporivir 5,09 2,41 - 10,58 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 13,59 5,14 - 37,47 

NL63 p15.3 CsA 4,57 2,20 - 9,16 

NL63 p15.4  CsA 4,55 1,56 - 12,27 

 NL63 p15.5  NIM811 13,24 2,84 - 93,36 

NL63 p15.6 NIM811 1,34 0,57 - 2,73 

 

NIM811 Vergleich Set C 

Viruspopulation Passage in IC50, µM 95 %-Konfidenzintervall Gruppe 

NL63 2020-1 - 2,91 1,23 - 6,24 

Kontrollen NL63 p15.7 EtOH 1,15 0,52 - 2,16 

NL63 p15.8  Kulturmedium 0,76 0,54 - 1,102 

NL63 p15.1 Alisporivir 5,60 4,34 - 7,21 

Intervention 

NL63 p15.2 Alisporivir 3,62 1,34 - 9,18 

NL63 p15.3 CsA 9,71 1,46 - 53,46 

NL63 p15.4  CsA 6,05 3,70 - 9,79 

 NL63 p15.5  NIM811 7,65 3,25 - 17,70 

NL63 p15.6 NIM811 0,25 0,09 - 0,45 
 

Tabelle 48: Passageexperiment 3: Tabellarische Auflistung der IC50-Werte der einzelnen Viruspopulationen  
der Sets A, B und C für den Inhibitor NIM811. 
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5.7.8 Passageexperiment 3: Relative IC50-Werte der einzelnen Populationen im Vergleich 
 

Population Rel. IC50 ALV Rel. IC50 CsA Rel. IC50 NIM811 ⌀ rel. IC50 

A3 2,90 5,20 16,91 8,34 

A2 6,26 1,15 5,42 4,28 

B3 0,36 10,07 1,10 3,84 

A1 3,37 2,47 3,04 2,96 

B2 1,22 2,95 3,27 2,48 

C3 0,89 3,72 2,34 2,32 

B5 2,88 0,37 3,19 2,15 

A4 2,73 2,79 0,66 2,06 

B6 4,17 0,44 0,32 1,64 

C4 1,40 1,64 1,46 1,50 

C1 1,30 1,56 1,35 1,40 

A5 0,37 2,40 1,23 1,33 

B1 1,27 1,23 1,23 1,24 

C5 0,11 1,17 1,84 1,04 

C2 1,05 1,15 0,87 1,02 

NL63 2020-1 (Messung 1) 1,47 0,33 1,00 0,93 

A6 1,00 0,87 0,48 0,78 

B4 0,10 0,89 1,10 0,69 

NL63 2020-1 (Messung 3) 0,60 0,42 0,70 0,57 

C6 0,61 1,00 0,06 0,56 

A8 0,67 0,26 0,65 0,53 

B7 1,04 0,20 0,25 0,50 

B8 0,42 0,26 0,80 0,49 

C7 0,76 0,15 0,28 0,40 

A7 0,59 0,37 0,23 0,40 

C8 0,46 0,46 0,18 0,37 

NL63 2020-1 (Messung 2) 0,32 0,12 0,30 0,25 
 

Tabelle 49: Relative IC50-Werte der einzelnen Populationen aus Passageexperiment 3 im Vergleich. Die IC50-Werte 
(in µM) für die einzelnen Inhibitoren wurden zunächst ins Verhältnis zum Median der IC50-Werte aller 
untersuchten Populationen gesetzt. gesetzt. Hierauf wurde dann der Durchschnitt der dieser Werte berechnet. 
Die Reihenfolge beginnt hier mit der Population mit dem höchsten durchschnittlichen IC50-Wert. 
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5.8 Synopse der Passageexperimente: Graphen zur Inhibition 
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Abb. 68: Gegenüberstellung der relativen IC50-Werte aus den Passageexperimenten: Die jeweiligen relativen IC50-
Werte wurden bezüglich ihres jeweiligen Inhibitors aufgeschlüsselt. Es zeigt sich weiterhin ein Unterschied 
zwischen der Interventionsgruppe und den Kontrollen, jedoch ist dieser nur im Falle von Cyclosporin A statistisch 
signifikant. Im Falle von Alisporivir und NIM811 ist kein signifikanter Unterschied zwischen Ausgangspopulation 
und Intervention darstellbar. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Gruppen ist mit Sternchen dargestellt. 
(ns = nicht signifikant; * ~ p≤ 0,05; ** ~ p≤ 0,01; ***- ~ p≤ 0,001). Für NIM811 wurden im Anschluss an 
Passageexperiment 1 keine Vergleichsexperimente durchgeführt, sodass hierfür keine Ergebnisse einflossen. 
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5.9 Tabellen zu den Ergebnissen des NGS– Anhang zum NGS 

5.9.1 Passageexperiment 1 – Anhang zum NGS 

 

Mutationen mit hoher Penetranz im Passageexperiment 1 

Position Ref. Var. Effekt Protein p25.10 p25.11 p25.1 p25.2 p25.3 p25.5 p25.6 

324 A G D13G Nsp1         5,5   67,2 

356 C T P24S Nsp1     86,0 
    

360 C T S25F Nsp1           56,1   

515 C T P77S Nsp1         86,0     

573 A G Y96C Nsp1       87,5       

1698 C T A361V Nsp2   82,8   30,4 5,6   92,3 

2155 T A V513V Nsp2           57,4   

4724 A G I582V Nsp3 3,3   87,8   83,4     

4740 C T A587V Nsp3 83,5 65,3   99,5 17,8 99,6 99,8 

8373 A G D234G Nsp4     
  

2,7 
 

54,2 

8502 T C I277T Nsp4           99,7   

8851 G T E393D Nsp4     
  

89,4 
  

10227 T C F89L Nsp6     99,5         

11766 C T A28V Nsp9   4,6 99,5 3,1 4,9   31,5 

15081 T G N889K Nsp12     
  

92,1 
  

15488 C T T98I Nsp13 71,6 60,4   18,6 6,7   83,1 

19262 C T T241I Nsp15     
  

2,7 
 

58,2 

20573 C T D34D Spike-Protein     73,8         

20842 T C F124S Spike-Protein         91,7     

21621 T G F384V Spike-Protein     
 

70,3 
   

21937 C T A489V Spike-Protein     99,6 
    

22335 T A L622I Spike-Protein 59,8   99,7 
  

99,2 
 

22348 A C N626T Spike-Protein         8,1   99,8 

22492 T G I674S Spike-Protein  2,7       10,1   99,2 

22783 C T T771I Spike-Protein   46,1     89,2 45,2   

23445 A G S992G Spike-Protein       50,4       

24105 C T P1212S Spike-Protein   35,6   91,9   3,3   

24462 C T T1331I Spike-Protein     
  

7,7 
 

66,1 

24942 C T S134L Protein 3 5,7   58,3   98,2 29,8 99,2 

25237 T C L13P Envelope-Protein 77,8 86,9 99,9 99,8 98,4 99,7 99,8 
 

Tabelle 50: Mutationen im Passageexperiment 1: Aufgeführt sind Mutationen, welche in mindestens einer 
Population mit einer Allelfrequenz von mindestens 50 % aufgetreten waren.  (Nsp: Nichtstrukturprotein) 
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Relative Mutationsdichte im Passageexperiment 1 

ORF Protein Intervention Kontrolle 

ORF 1a Nsp1 1,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp2 0,0129 0,0316 

ORF 1ab Nsp3 0,0255 0,0351 

ORF 1ab Nsp4 0,1234 0,0037 

ORF 1ab Nsp5 0,0103 0,0327 

ORF 1ab Nsp6 0,0816 0,0000 

ORF 1ab Nsp7 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp8 0,0053 0,0000 

ORF 1ab Nsp9 0,0058 0,2235 

ORF 1ab Nsp10 0,0000 0,0161 

ORF 1ab Nsp11 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp12 0,0227 0,0010 

ORF 1ab Nsp13 0,0011 0,0564 

ORF 1ab Nsp14 0,0120 0,0000 

ORF 1ab Nsp15 0,0405 0,0000 

ORF 1ab Nsp16 0,0494 0,0000 

ORF S Spike-Protein 0,1092 0,0679 

ORF 3 Protein 3 0,0332 0,2097 

ORF E Envelope-Protein 0,0000 1,0000 

ORF M Membrane-Protein 0,0000 0,0044 

ORF N Nucleocapsid-Protein 0,0000 0,0038 
 

Tabelle 51: Passageexperiment 1: Relative Mutationsdichte für die einzelnen Abschnitte im NL63-Genom, 
aufgeschlüsselt nach dem Vorkommen in den Kontrollen beziehungsweise in der Interventionsgruppe. Einbezogen 
wurden die Mutationen mit umschriebener Wirkung auf die Aminosäuresequenz der dafür codierten Proteine. 
(ORF = Open Reading Frame, Nsp = Nichtstrukturprotein 
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5.9.2 Passageexperiment 2 – Anhang zum NGS 
 

Mutationen mit hoher Penetranz in Passageexperiment 2 

Position Referenz Variante Effekt Protein P15.6 P15.5 P10.1 P15.1 p15.2  P15.3 

1 C G       47,41         

4 A T 
  

  25,27 
    

64 C A     46,17 40,11 55,86 42,35 38,99 42,86 

213 A G 
  

  47,11 
    

522 C T S79F Nsp1         37,38   

1698 C T A361V Nsp2 70,46           

4740 C T A587V Nsp3 96,86 6,25 18,22 80,97 51,37   

8264 A G T198A Nsp4   9,2     43,36 20,94 

8265 C T T198I Nsp4     
  

53,72 
 

8649 T C I326T Nsp4   32,76         

16598 C T A468V Nsp13   89,77     92,74 87,67 

16604 A C K470T Nsp13 79,68   45,94 95,3 
  

21161 C T F230F           33,3   

22127 T C F552F 
 

    
 

31,75 
  

22482 A G N671D           38,91   

22593 T G L708V 
 

    50,49 83,56 38,5 65,24 

24105 C T P1212S     62,96         

24207 C T L1246F   99,59           

24382 C T S1304F 
 

      34,4     

24393 G T V1308F 
 

    
 

45,06 
  

24665 C T L42F           31,73   

24851 T C L104L           23,42   

25222 A C D8A 
 

  3,62 29,32 74,41 72,48 99,19 

25242 T C S15P 
 

    13,75 10,83 19,22 
 

25284 G A A29T 
 

  33,53 
    

25332 T A F45I 
 

  54,65 
    

25378 C T A60V 
 

98,21   
    

25452 G T S4I 
 

  39,11 
    

25914 C T T158I     33,59         

25916 C T R159C   98,58           
 

Tabelle 52: Mutationen im Passageexperiment 2: Aufgeführt sind die 30 Mutationen mit der höchsten 
Allelfrequenz innerhalb einer passagierten Population. Die Zahl 10 bzw. 16 bezeichnet die Anzahl der Passagen, 
die Zahl hinter dem Punkt die Intervention (1: ALV; 2: CsA; 3: NIM811; 5: EtOH-Kontrolle; 6: Medium-Kontrolle).   
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Relative Mutationsdichte im Passageexperiment 2 

Abschnitt Passage 10  Passage 15 

ORF Protein Intervention Kontrolle Intervention Kontrolle 

ORF 1a Nsp1 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp2 0,0000 0,0000 0,0000 0,0160 

ORF 1ab Nsp3 0,0213 0,0138 0,0046 0,0269 

ORF 1ab Nsp4 0,1145 0,0721 0,1997 0,0465 

ORF 1ab Nsp5 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp6 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp7 0,2116 0,0000 0,0951 0,0000 

ORF 1ab Nsp8 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp9 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp10 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp11 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp12 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp13 0,0000 0,1073 0,0000 0,1334 

ORF 1ab Nsp14 0,0178 0,0000 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp15 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp16 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

ORF S Spike-Protein 0,0536 0,0437 0,1547 0,0561 

ORF 3 Protein 3 0,0000 0,0000 0,2490 0,0176 

ORF E Envelope-Protein 1,0000 1,0000 0,6833 1,0000 

ORF M Membrane-Protein 0,0000 0,0372 0,0343 0,1350 

ORF N Nucleocapsid-Protein 0,0152 0,0000 0,0000 0,0000 
 

Tabelle 53: Passageexperiment 1: Relative Mutationsdichte für die einzelnen Abschnitte im NL63-Genom, 
aufgeschlüsselt für Passage 10 und 15 des Experiments. Einbezogen wurden die Mutationen mit umschriebener 
Wirkung auf die Aminosäuresequenz der der dafür codierten Proteine. (ORF = Open Reading Frame, Nsp = 
Nichtstrukturprotein). 
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5.9.3 Passageexperiment 3 – Anhang zum NGS 
 

Nonsense-Mutationen im Passageexperiment 3 

Position 
im Genom 

Referenz Variante Protein Effekt Population / 
Allelfrequenz 

404 C T Nsp1 Q40Stop B1: 4 % 
B2: 8,6 % 
B3: 17,9 % 

13222 TCACTGAACATAAAGAAAATTTATTCAATA - Nsp13 F270Stop C4: 45,3 % 
 

Tabelle 54: Nonsense-Mutationen im Passageexperiment 3. Dargestellt sind die zwei identifizierten Mutationen, 
welche im Effekt zu einer Beendigung der Translation führen, sowie die jeweilige Allelfrequenz. 

 

Rasterschubmutationen in Population A5 

Position im 
Genom                          

Referenz Variante Protein       AF 

827 GGTACTACAGGTCATACTTT - Nsp2 61,3 % 

929 - TATA Nsp2 32,8 % 

3336 TAGAGAAGAGGTTGATATAATTGAACAACCTTTT - Nsp3 57,3 % 

3405 - T Nsp3 7,6 % 

3959 GTTT - Nsp3 66,5 % 

6107 CAGGTGTTATTTTG - Nsp3 6,1 % 

13326 GCTAATTT - Nsp12 37,6 % 

14124 AAATCCATTGTTA - Nsp12 56,4 % 

15262 TGTT - Nsp13 55,0 % 

24833 - T Protein 3 10,7 % 
 

Tabelle 55: Rasterschubmutationen in Population A5 (passagiert in 10 µM NIM811) des Passageexperiments 3: 
Aufgeführt sind die jeweiligen Mutationen mit der dazugehörigen Allelfrequenz (AF). 
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Passageexperiment 3: Relative Mutationsdichte 

ORF Protein Intervention Kontrolle 

ORF 1ab Nsp1 1,0000 0,0300 

ORF 1ab Nsp2 0,0399 0,0036 

ORF 1ab Nsp3 0,0046 0,0747 

ORF 1ab Nsp4 0,0033 0,1140 

ORF 1ab Nsp5 0,0063 0,0162 

ORF 1ab Nsp6 0,0461 0,0000 

ORF 1ab Nsp7 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp8 0,0000 0,0026 

ORF 1ab Nsp9 0,1414 1,0000 

ORF 1ab Nsp10 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp11 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp12 0,0514 0,0085 

ORF 1ab Nsp13 0,0203 0,0215 

ORF 1ab Nsp14 0,0508 0,0000 

ORF 1ab Nsp15 0,0053 0,0000 

ORF 1ab Nsp16 0,0000 0,0000 

ORF S Spike-Protein 0,1622 0,1689 

ORF 3 Protein 3 0,1524 0,2109 

ORF E Envelope-Protein 0,0000 0,2383 

ORF M Membrane-Protein 0,0113 0,1244 

ORF N Nucleocapsid-Protein 0,0263 0,0078 
 

Tabelle 56: Passageexperiment 3: Relative Mutationsdichte für die einzelnen Abschnitte im NL63-Genom, 
aufgeschlüsselt nach dem Vorkommen in den Kontrollen beziehungsweise in der Interventionsgruppe. Einbezogen 
wurden die Mutationen mit umschriebener Wirkung auf die Aminosäuresequenz der der dafür codierten Proteine. 
(ORF: Open reading frame; Nsp: Nichtstrukturprotein) 
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5.9.4 Synopse des NGS 
 

Relative Mutationsdichte über alle Passageexperimente 1 

ORF Protein Intervention Kontrollen 

ORF 1ab Nsp1 1,0000 0,0246 

ORF 1ab Nsp2 0,0235 0,0232 

ORF 1ab Nsp3 0,0171 0,0868 

ORF 1ab Nsp4 0,0775 0,1129 

ORF 1ab Nsp5 0,0079 0,0290 

ORF 1ab Nsp6 0,0611 0,0000 

ORF 1ab Nsp7 0,0184 0,0000 

ORF 1ab Nsp8 0,0027 0,0021 

ORF 1ab Nsp9 0,0629 0,9286 

ORF 1ab Nsp10 0,0000 0,0077 

ORF 1ab Nsp11 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp12 0,0334 0,0074 

ORF 1ab Nsp13 0,0092 0,0871 

ORF 1ab Nsp14 0,0292 0,0000 

ORF 1ab Nsp15 0,0229 0,0000 

ORF 1ab Nsp16 0,0252 0,0000 

ORF S Spike-Protein 0,1360 0,1906 

ORF 3 Protein 3 0,0980 0,2798 

ORF E Envelope-Protein 0,0869 1,0000 

ORF M Membrane-Protein 0,0070 0,1471 

ORF N Nucleocapsid-Protein 0,0125 0,0083 

 

Tabelle 57: Synopse der Passageexperimente: Relative Mutationsdichte für die einzelnen Abschnitte im NL63-

Genom, aufgeschlüsselt nach dem Vorkommen in den Kontrollen beziehungsweise in der Interventionsgruppe. 

Einbezogen wurden die Mutationen mit umschriebener Wirkung auf die Aminosäuresequenz der der dafür 

codierten Proteine. (ORF: Open reading frame; Nsp: Nichtstrukturprotein) 
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Relative Mutationsdichte über alle Passageexperimente 2 

Abschnitt Protein Intervention Alle Populationen Kontrollen 

5‘UTR - 0,0605 0,5295 0,5205 

ORF 1ab Nsp1 1,0000 0,5198 0,0246 

ORF 1ab Nsp2 0,0516 0,0623 0,0383 

ORF 1ab Nsp3 0,0314 0,1087 0,0971 

ORF 1ab Nsp4 0,0767 0,1487 0,1153 

ORF 1ab Nsp5 0,0265 0,0446 0,0328 

ORF 1ab Nsp6 0,0575 0,0333 0,0050 

ORF 1ab Nsp7 0,0686 0,0531 0,0199 

ORF 1ab Nsp8 0,0026 0,0033 0,0021 

ORF 1ab Nsp9 0,0654 0,9248 0,9301 

ORF 1ab Nsp10 0,0000 0,0074 0,0077 

ORF 1ab Nsp11 0,0000 0,0000 0,0000 

ORF 1ab Nsp12 0,0664 0,0492 0,0170 

ORF 1ab Nsp13 0,0737 0,1234 0,0905 

ORF 1ab Nsp14 0,0477 0,0333 0,0100 

ORF 1ab Nsp15 0,0609 0,0414 0,0116 

ORF 1ab Nsp16 0,0237 0,0118 0,0000 

ORF S Spike-Protein 0,1444 0,2712 0,2033 

ORF 3 Protein 3 0,1463 0,3634 0,3031 

ORF E Envelope-Protein 0,0817 1,0000 1,0000 

ORF M Membrane-Protein 0,0074 0,1458 0,1482 

ORF N Nucleocapsid-Protein 0,0127 0,0229 0,0173 

3‘UTR - 0,0350 0,0230 0,0059 

 

Tabelle 58: Relative Mutationsdichte über alle Passageexperimente 2: Einbezogen wurden alle festgestellten 

Mutationen welche nach den drei Passageexperimenten festgestellt worden waren. (ORF: Open reading frame; 

Nsp: Nichtstrukturprotein; UTR: Nicht translatierte Region) 
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Mutationen in den nicht translatierten Regionen 

Position im Genom Referenz Variante Abschnitt N ⌀ AF, % 

1 C G 5'UTR 1 47,4 

4 A T 5'UTR 1 25,3 

17 GAATT AAAA 5'UTR 1 42,2 

25 A G 5'UTR 1 10,4 

27 A G 5'UTR 2 6,7 

64 C A 5'UTR 9 28,5 

173 C T 5'UTR 4 11,7 

190 T C 5'UTR 21 20,8 

213 A G 5'UTR 1 47,1 

27419 T G 3'UTR 1 11,8 

27467 G A 3'UTR 2 4,8 

27549 T C 3'UTR 3 3,1 
 

Tabelle 59: Mutationen in den nicht translatierten Regionen: Aufgeführt sind die Mutationen am 5‘- bzw. 3‘-Ende 

des NL63-Genoms. Unter N ist die Anzahl der betroffenen Populationen, unter ⌀ AF die durchschnittliche 

Allelfrequenz der Mutation angegeben. 
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