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Zusammenfassung

Die COVID-19 Pandemie ist die bisher verheerendste Pandemie des 21. Jahrhunderts.
Durch die Einfuhrung neuer mRNA-basierter Impfstoffe sowie der hohen Rate
naturlicher Infektionen konnte die weltweite SARS-CoV-2-Immunitét gesteigert werden.
Trotz aller Erfolge zur Eindammung der Pandemie kann eine Infektion auch heute noch
zu schweren Verlaufen und Tod fuhren. Eine adaquate COVID-19-Therapie ist folglich
auf potente Virostatika angewiesen. Eine durch Umgehung zeitaufwéandiger klinischer
Studien schnell verflgbare Alternative zu neu entwickelten Arzneimitteln ist die
Anwendung etablierter Medikamente. Wir isolierten und charakterisierten ein von einem
Patienten stammendes SARS-CoV-2-Virus. Dieses Virusisolat wurde bisher in elf
Publikationen verwendet. Mittels quantitativer Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
untersuchten wir eine Substanzbibliothek mit mehr als 300 neuen und bereits
zugelassenen Wirkstoffen auf ihre Wirksamkeit gegen SARS-CoV-2. Dabei konnten wir
zeigen, dass der selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer Fluoxetin die SARS-
CoV-2-Replikation ab einer Dosis von 0,8 ug/ml signifikant inhibiert, einer bei der
Behandlung von Depressionen haufig angewandten Dosierung. Der ECso-Wert lag bei
387 ng/ml. Die Behandlung mit Fluoxetin resultierte in einer reduzierten Zahl an
Virusprotein-produzierenden Zellen, was darauf hindeutet, dass es die virale Reinfektion
und/oder Proteinexpression inhibiert. Fluoxetin ist ein racemisches Gemisch, wobei das
(S)-Enantiomer der potentere Serotonin-Wiederaufnahmehemmer ist. Wir konnten
zeigen, dass beide Enantiomere einen vergleichbaren antiviralen Effekt gegen SARS-
CoV-2 aufweisen, wodurch das (R)-Enantiomer bei virologischer Indikation
gegebenenfalls préaferiert werden sollte. Fluoxetin hat keinen Einfluss auf die Replikation
des Tollwut-Virus und des Humanen Respiratorischen Synzytial-Virus, was auf eine
Virusspezifitat hindeutet. Weitere aus der Bibliothek stammende signifikante Inhibitoren
der SARS-CoV-2-Replikation sind die am Institut fir Organische Chemie W(rzburg
entwickelten Substanzen AKS 232 und AKS 128. Neben der medikamentdsen Therapie
ist die akkurate Bestimmung neutralisierender Antikorper gegen SARS-CoV-2 zur
Quantifizierung des bestehenden (Re-) Infektionsschutzes sowie zur Planung
zukunftiger Impfstrategien von grof3er Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten wir unter Verwendung der guantitativen Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion erfolgreich ein zuverlassiges Testverfahren zur Detektion

neutralisierender anti-SARS-CoV-2 Antikdrper.



Summary

The COVID-19 pandemic is the most fatal pandemic of the 215 century. The introduction
of new mRNA-based vaccines and the high rate of natural infections have increased
global SARS-CoV-2 immunity. Despite the successes in containing the pandemic,
infection can still lead to severe courses and death. COVID-19 treatment is therefore
dependent on potent antivirals. The development of new antivirals is a prolonged
process. By bypassing time-consuming clinical trials, repurposing established
medication offers a quickly available alternative to newly developed drugs. We isolated
and characterized a patient-derived SARS-CoV-2 virus. This virus isolate has been used
in 11 publications so far. Using quantitative real-time polymerase chain reaction, we
investigated a compound library with more than 300 new and already approved
substances against SARS-CoV-2. We showed that the selective serotonin reuptake
inhibitor Fluoxetine significantly inhibits SARS-CoV-2 replication at a concentration of
0.8 pg/ml, a dosage frequently used in the treatment of depression. The ECso was
determined with 387 ng/ml. Treatment with Fluoxetine resulted in a decrease in viral
protein-expressing cells, indicating that it inhibits viral reinfection and/or protein
expression. Fluoxetine is a racemate with the (S)-enantiomer being the dominant
serotonin reuptake inhibitor. We have shown that both sterecisomers have a
comparable antiviral effect against SARS-CoV-2, suggesting the (R)-enantiomer might
be the preferred option for virological indications. Fluoxetine suppressed neither Rabies
virus nor human Respiratory Syncytial Virus replication, indicating it is virus specific.
Other significant inhibitors of SARS-CoV-2 replication originating in the compound
library are AKS 232 and AKS 128, developed with the Institute of Organic Chemistry
Wirzburg. In addition to drug therapy, the accurate determination of neutralising
antibodies against SARS-CoV-2 is of great importance for quantifying the existing
(re)infection protection and for planning future vaccination strategies. In this work, we
successfully developed a reliable test procedure for the detection of neutralising anti-

SARS-CoV-2 antibodies using the quantitative real-time polymerase chain reaction.
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1 Einleitung

11 Die COVID-19-Pandemie

Die COVID-19-Pandemie hat das Leben aller Menschen weltweit gezeichnet.
Humanpathogene Vertreter der Familie der Coronaviridae (CoV) verursachen in
Menschen lUberwiegend leichte respiratorische Infekte (Mcintosh et al., 1970; Tyrrell et
al., 1965). In den vergangenen zwei Jahrzehnten sind neuartige Coronaviren als
Ausloser schwerer akuter Atemwegserkrankungen identifiziert worden: Das Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV) sowie das Middle East
Respiratory Syndrome-Related Coronavirus (MERS-CoV) waren ursachlich fur die
SARS-Pandemie 2002/2003 und MERS-Epidemie 2012 (Drosten et al., 2003; Zaki et
al., 2012). Im Dezember 2019 mehrte sich das Auftreten viraler Pneumonien in Wuhan,
China (Huang et al., 2020). Das neuartige Virus wurde als Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) und die verursachte Erkrankung als Corona
Virus Disease 2019 (COVID-19) bezeichnet (Gorbalenya et al., 2020; World Health
Organization, 2020c). Seit Januar 2020 kam es zu einer globalen Ausbreitung des Virus
in Uber 114 Landern, sodass die Weltgesundheitsorganisation (WHO) am 11. Marz 2020
den COVID-19-Ausbruch in den Status einer Pandemie erhob (World Health
Organization, 2020b). Bis Juli 2023 gab es weltweit annahernd 770.000.000 bestatigte
COVID-19 Félle (Abbildung 1) und etwa 7.000.000 Todesfalle (OurWorldinData, 2023).
Am 05. Mai 2023 konnte aufgrund stetig fallender COVID-19-assoziierter Todesfalle und
Hospitalisierungen sowie der weltweit steigenden SARS-CoV-2-Immunitat die
internationale Gesundheitsnotlage aufgehoben werden (World Health Organization,
2023).

No data O 100 300 1,000 3,000 10,000 30,000 100,000 300,000 1 million
[ e ———

Abbildung 1: Darstellung aller bestatigten COVID-19 Falle pro Millionen Menschen.
Aufgrund eingeschrankter Testmdglichkeiten ist die Zahl aller Infizierten hher anzunehmen als
die Zahl bestétigter COVID-19 Félle. Stand: 04.01.2020-28.06.2023 (OurWorldinData, 2023).



1.2 Das Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2

1.2.1 Genomstruktur und Replikation

Das behitillte Virus SARS-CoV-2 gehort der Familie der Coronaviridae an. Bisher sind
vier Gattungen (a, 8, y, 6) beschrieben (F. Li, 2016), das neue Coronavirus SARS-CoV-
2 wurde den 3 -Coronaviridae zugeordnet (Wu et al., 2020).

SARS-CoV-2 verfugt Uber ein einzelstrangiges Plusstrang-Ribonukleinsdaure-Genom
(engl. Ribonucleic Acid, RNA) mit einer Gré3e von etwa 30 Kilobasen (Lu et al., 2020).
Das Genom setzt sich aus Replikase- und Strukturgenen sowie Genen fir
akzessorische Proteine zusammen (Abbildung 2A). Die zwei offenen Leserahmen des
Replikase-Gens kodieren fir die Polyproteine ppla und pplab, die proteolytisch in 15
Nicht-Strukturproteine gespalten werden und den Replikationskomplex des Virus bilden
(Wu et al., 2020). Drei der vier Strukturproteine (Oberflachenprotein (S), Hillprotein (E),
Matrixprotein (M)) sind in die Virusmembran eingelagert, das Nukleokapsidprotein (N)
bildet zusammen mit der viralen RNA das Nukleokapsid (Abbildung 2A). Die S-Proteine
(engl. Spike-Protein) umgeben das Virus dornenkranzartig und definieren durch Binden

an Wirtszellrezeptoren den Tropismus des Virus (F. Li, 2016).

Fur die Replikation bindet SARS-CoV-2 Uber den amino-terminalen Teil des Spike-
Proteins S1 (Rezeptorbindende Doméane, RBD) an das Angiotensin-Converting-Enzyme
2 (ACE2) der Zelle (Ou et al.,, 2020; Walls et al., 2020). Die rezeptorassoziierte
Serinprotease TMPRSS2 (Transmembrane Serinprotease 2) spaltet das S-Protein an
der S1/S2-Schnittstelle und legt dadurch die fusogen-wirkende S2-Untereinheit des
Proteins frei (Hoffmann et al., 2020). Nach Fusion der Membranen wird das virale
Genom aus dem Kapsid ins Zytoplasma freigesetzt und das Replikase-Gen durch
zellulare Enzyme translatiert. Das entstehende Polypeptid wird proteolytisch gespalten,
wobei unter anderem die RNA-abhangige RNA-Polymerase entsteht. Diese repliziert die
Plusstrang-RNA in Minusstrang-RNA. Durch diskontinuierliche Transkription entstehen
daraus einerseits genomische Plusstrang-RNA, andererseits subgenomische
messenger RNAs, die am rauen endoplasmatischen Retikulum u.a. zu Strukturproteinen
translatiert werden. Am Golgi-Apparat erfolgt die Virusassemblierung, die fertigen Viren
werden mittels Exozytose freigesetzt (Abbildung 2B) (Alanagreh et al., 2020; Fehr et al.,
2015; Kumar et al., 2020).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des SARS-CoV-2-Genoms und der -Replikation.

(A) SARS-CoV-2-Genom und -Partikel. Das Replikase-Gen mit zwei offenen Leserahmen kodiert fiir die
Polyproteine ppla/b (griin). Die Gene der Strukturproteine, zu denen das Oberflachen- (S), das Hiill- (E),
das Matrix- (M) sowie das Nukleosidprotein (N) z&hlen, sind blau dargestellt. Die Gene der akzessorischen
Nicht-Strukturproteine sind schwarz dargestellt; ssRNA: single-stranded RNA (B) Schematische
Darstellung der SARS-CoV-2-Replikation. (1) Das Virus bindet an den ACE2-Rezeptor, wird
aufgenommen und setzt seine genomische RNA (gRNA) ins Zytoplasma frei. (2) Die gRNA wird von
zelleigenen Ribosomen translatiert. Das entstandene Polypeptid wird proteolytisch gespalten (nicht
dargestellt). Die daraus entstehende RNA-abhangige-RNA-Polymerase synthetisiert einerseits
subgenomische RNA (sgRNA), die am rauen Endoplasmatischen Retikulum (rER) in Strukturproteine
translatiert wird (3a). Andererseits entsteht (+) gRNA (3b), die mit dem N-Protein das Nukleokapsid bildet
und mit den Strukturproteinen am rER assembliert (4). Das Virion wird am Golgi-Apparat modifiziert (5),
in Vesikel verpackt und mittels Exozytose freigesetzt (6). Eigene Darstellung erstellt mit BioRender.com.



1.2.2 Pathogenese

Sowohl die oberen Atemwege als auch weitere Organe exprimieren den ACE2-Rezeptor
in hoher Dichte. Die Virusreplikation ist somit nicht auf das respiratorische Epithel
begrenzt, sondern findet ebenfalls in Enterozyten, Nierenepithelzellen,
GefalRendothelzellen, Myokardzellen oder Zellen des zentralen Nervensystems stait
(Hikmet et al., 2020; W. H. Li et al., 2003). Direkte zytopathische Effekte infolge der
Virusreplikation fiihren ebenso wie eine lberschiel}ende Immunantwort zu Schaden an
den betroffenen Organen (X. W. Li et al., 2020). Die dysregulierte Immunantwort ist
Folge eines Zytokinsturms, bei der es zur massiven Freisetzung proinflammatorischer

Zytokine, insbesondere Interleukin 6, kommt (Blanco-Melo et al., 2020).

1.2.3 Klinik

Die Inkubationszeit belauft sich im Median auf drei bis sechs Tage (McAloon et al.,
2020). In der uberwiegenden Anzahl der Falle verlauft die COVID-19-Erkrankung mit
milden respiratorischen Symptomen und gegebenenfalls Fieber. Bei einigen
Patient:innen werden zudem gastrointestinale Begleitsymptome wie Ubelkeit,
Erbrechen und Diarrh6 oder eine Anosmie und/oder Dysgeusie verzeichnet (Huang et
al., 2020; Mao et al., 2020; D. W. Wang et al., 2020). Bei etwa 15 % der Patient:innen
entwickelt sich sieben Tage nach Symptombeginn das Vollbild einer interstitiellen
Pneumonie  mit zunehmender Dyspnoe, Tachypnoe sowie steigendem Fieber
(NCPERET 2020; World Health Organization, 2020a). Haupttodesursache der COVID-
19-Erkrankung ist das mit dem Zytokinsturm assoziierte akute Atemnotsyndrom (engl.
Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS) (Mehta et al., 2020; von Stillfried et al.,
2022). Weitere Komplikationen sind unter anderem ventse thromboembolische
Ereignisse, Myokarditiden, akute Nierenschadigungen oder das Auftreten von
Multiorganversagen (Hirsch et al., 2020; B. Long et al., 2020; Middeldorp et al., 2020).

Personen, die

A) =50 Jahre; mannlich; adipés und/oder schwanger sind und/oder
B) unter bestimmten Vorerkrankungen (u.a. Immunsuppression, chronischer
Lungenerkrankung, Herz-Kreislauf-Erkrankung) leiden und/oder

C) einen reduzierten Impfschutz vorweisen

zéhlen zu der Risikogruppe fur schwere Krankheitsverlaufe (X. Li et al., 2020; Treskova-
Schwarzbach et al., 2021).



Bei einem Teil der Patientiinnen persistieren gesundheitliche Beschwerden uber
Wochen bis Monate, ab einer Dauer von = 12 Wochen nach SARS-CoV-2-Infektion
spricht man definitionsgemals von einem Post-COVID-Syndrom (World Health
Organization, 2021).

1.3 Diagnostik des Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2

Der Goldstandard zum Nachweis einer akuten SARS-CoV-2-Infektion ist die
Durchfiihrung einer quantitativen Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(RTgPCR). Dazu wird Patientiinnen ein tiefer Oro-/Nasopharyngeal-Abstrich
entnommen und auf virusspezifische Gensequenzen untersucht (Corman et al., 2020;
Feldt et al., 2023). Etwa eine Woche nach Symptombeginn sollte das Material aus dem
unteren Respirationstrakt gewonnen werden, da das Virus in den oberen Atemwegen

zu diesem Zeitpunkt bereits nicht mehr nachweisbar sein kann (Feldt et al., 2023).

Der Grof3teil der mit SARS-CoV-2-infizierten Menschen entwickelt 7-14 Tagen post-
Infektion Antikdrper gegen Virusproteine. Somit ist ein indirekter Erregernachweis durch
Antikorperbestimmung moglich (Guo et al., 2020; Q. X. Long, B. Z. Liu, et al., 2020;
Wolfel et al., 2020). Die zu untersuchenden Antikdrper werden aus dem Serum der
Patient:innen gewonnen. Die eingesetzten Antikdrper-Assays unterscheiden sich
hinsichtlich der detektierten Antikorperklasse (IgG, IgM, IgA), dem untersuchten Antigen
(S-Protein, N-Protein) und dem angewendeten Test-Verfahren. Das Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) ist dabei das am haufigsten angewandte Testverfahren,
die Immunfluoreszenztestung (IFT) stellt ein weiteres Antikdrpernachweisverfahren dar
(W. Liu et al., 2020; Meschi et al., 2020; Okba et al., 2020). Die Antikoérperdiagnostik
dient primar infektionsepidemiologischen Fragestellungen, wie der Bestimmung der
SARS-CoV-2-Seropravalenz in der Bevolkerung oder der Wirksamkeitspriifung von

Impfstoffen (Havers et al., 2020; Krammer et al., 2021).

In der Diagnostik ist die Unterscheidung zwischen neutralisierenden und nicht-
neutralisierenden Antikdrpern von immenser Bedeutung. Neutralisierende Antikdrper
(engl. neutralizing antibody, NAb) sind in der Lage, durch Bindung an die
Virusoberflache den Eintritt des Virus in die Wirtszelle und somit dessen Replikation zu
verhindern. Lediglich ein Teil der nach einer Infektion und/oder Impfung produzierten
Antikorper weisen diesen neutralisierenden Effekt auf. Die Hohe des NADb-Titers ist
dabei ausschlaggebend fur den Schutz vor einer SARS-CoV-2-(Neu-) Infektion
(Dimeglio et al., 2022; Khoury et al., 2021).



Das Plague-Reduktions-Assay zur NAb-Detektion ist bis dato das spezifischste
Nachweisverfahren. Die Inkubation von NAbs mit dem Virus und anschlieRende
Infektion einer Zellkultur mit dem NAbs-Virus-Gemisch fuhrt bei ausreichender Menge
neutralisierender Antikorper zu einer verminderten Virusaufnahme in die Wirtzelle. Dies
fuhrt zu einem messbar verminderten zytopathischen Effekt des Virus (Gattinger et al.,
2023; Muruato et al., 2020).

1.4  Therapie der COVID-19-Erkrankung

1.4.1 Allgemeines

Die COVID-19 Pandemie fuhrte wie kein anderes Ereignis zu der intensivsten Impf- und

Wirkstoffforschung des 21. Jahrhunderts.

Im Dezember 2020 gelang mit der Erstzulassung des mRNA-Impfstoffs BNT162b2 ein
wegweisender  Durchbruch  zur  Eindammung der Pandemie.  Weitere
Impfstoffzulassungen und internationale Impfkampagnen folgten (Fiolet et al., 2022;
Krammer, 2020). Die weltweite SARS-CoV-2-Immunitat stieg aufgrund von natirlichen
Infektionen und/oder Impfungen derart an, dass im Mai 2023 der Gesundheitsnotstand
beendet werden konnte. Trotz aller Erfolge bleibt das Virus weiterhin eine nicht zu
unterschatzende Gesundheitsbedrohung: Selbst nach Einfihrung der Impfungen
wurden viele schwere Verlaufe und Todesfélle aufgrund einer SARS-CoV-2-Infektion
verzeichnet (World Health Organization, 2023). Ursachlich dafir kann neben einer
eingeschrankten Verfligbarkeit der Impfstoffe auch eine herabgesetzte Impfwirksamkeit
sein. Der Wirkverlust lasst sich zum Beispiel auf die mutationsbedingte Immunevasion
des Virus zuriickfuhren: Die verwendeten Impfstoffe weisen einen reduzierten Effekt

gegen die neu entstandenen Virusvarianten auf (Andrews et al., 2022).

Fir schwer erkrankte Menschen riickt die Wirksamkeit einer medikamentésen Therapie
in den Vordergrund. Therapeutische Angriffspunkte sind dabei die virale Replikation
sowie die Eindammung der dysregulierten Immunantwort. Die das Robert Koch-Institut
beratende Fachgruppe ,Intensivmedizin, Infektiologie und Notfallmedizin (COVRIIN)*
hat eine auf der aktuellen Evidenz basierende COVID-19-Therapieempfehlung ftr
Arzt:innen erarbeitet (Abbildung 3) (COVRIIN, 2023b). Darin ist beschrieben, dass die
Wirksamkeit antiviral wirkender Medikamente abhangig vom Einnahmezeitpunkt ist: Sie
sollten in der friihen Krankheitsphase (Symptombeginn < 5-7 d) eingenommen werden,
um die Virusinvasion und -replikation effektiv zu unterbinden (COVRIIN, 2023a; Niknam
et al., 2022).
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Abbildung 3: Medikamentése und nicht-medikamentdse Therapieempfehlung nach
Erkrankungsphase bei COVID-19.

Zusammenfassende Darstellung der aktuellen therapeutischen Maflnahmen bei COVID-19. Die
Auswahl der aufgefiihrten Substanzen erfolge Evidenz-basiert (Stand 18.04.2023). Enthommen aus
(COVRIIN, 2023b).

1.4.2 Antivirale Therapieansatze

Remdesivir und Nirmatrelvir/Ritonavir sind die einzigen durch die Européische
Arzneimittel-Agentur (engl. European Medicines Agency, EMA) zugelassenen
Virostatika bei COVID-19 (EMA, 2023). Die Entwicklung neuer antiviraler Substanzen
ist weiterhin Gegenstand aktueller Forschung. Unterschiedliche Strukturen und

Wirkweisen wurden als Ziel der antiviralen Therapie ausgewahlt (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der SARS-CoV-2 Replikation mit Zielstrukturen
ausgewahlter Medikamente.

Das Kombinationspréaparat Nirmatrelvir/Ritonavir inhibiert die fiir die Replikation essenzielle 3C-anhliche
Protease (nicht dargestellt). Remdesivir inhibiert die Replikation durch Hemmung der viralen RNA-
abhangigen RNA-Polymerase. Neutralisierende Antikdrper binden an Viren und verhindern die
Aufnahme in die Wirtszelle. gRNA: genomische RNA; sgRNA: subgenomische RNA; rER: raues
Endoplasmatisches Retikulum; GA: Golgi-Apparat. Eigene Darstellung erstellt mit BioRender.com.

Das erste von der EMA zugelassene Medikament zur Behandlung von COVID-19 war
Remdesivir (EMA, 2020). Das Adenosin-Nukleotid-Analogon wirkt, indem es mit dem
natlrlichen Adenosin-Triphosphat um den Einbau in die neu-entstehende virale RNA
durch die SARS-CoV-2-RNA-abhangige RNA-Polymerase (RARPM) konkurriert. Es
inhibiert die RARPM, flhrt zu einer verzogerten Kettenterminierung und somit zu einer
verringerten Virusreplikation (Tchesnokov et al., 2019). Die Wirksamkeit gegen SARS-
CoV-2 konnte in vitro und in Kklinischen Studien bestétigt werden (Beigel et al., 2020;
Grein et al., 2020; M. L. Wang et al., 2020; Yin et al., 2020).

Das Kombinationspraparat Nirmatrelvir/Ritonavir wurde im Januar 2022 fir den
europaischen Markt zugelassen (EMA, 2022). Nirmatrelvir inhibiert die 3C-anhliche
Protease (engl. 3C-like Protease, 3CLP™). Diese spaltet unter anderem die fir die SARS-
CoV-2-Replikation essenziellen Polyproteine ppla und pplab (Owen et al., 2021). Der
Kombinationspartner Ritonavir, ebenfalls ein Proteaseinhibitor, erhdht die Wirkstarke
von Nirmatrelvir, indem es durch Hemmung des Cytochrom-P450-Systems den Abbau
von Nirmatrelvir verzogert (Eagling et al., 1997; EMA, 2022). Bei Gabe der Medikamente

ist auf die Risikogruppen-beschréankte Zulassung sowie die begrenzte zeitliche



Anwendbarkeit (max. 5-7 d nach Symptombeginn) zu achten (Definition Risikogruppe
siehe Klinik 1.2.3) (COVRIIN, 2023a).

1.4.3 Off-Label-Therapie bei COVID-19

Die Verordnung eines Arzneimittels fir eine Anwendung auf3erhalb dessen
Zulassungsbereich bezeichnet man als Off-Label-Therapie. Die Behandlung neuartiger
Erkrankungen erfolgt anfanglich haufig Off-Label, da die bereits zugelassenen
Medikamente aufgrund der Umgehung aufwéndiger klinischer Studien schnell zur
Verfugung stehen. Durch die langjahrige Anwendung der Medikamente sind
unerwinschte Arzneimittelwirkungen und anwendbare Dosierbereiche oft bereits
bekannt. Auch die gegen COVID-19 zugelassenen Virostatika Remdesivir und
Nirmatrelvir/Ritonavir entstammen urspringlich einem anderen Zulassungsbereich:
Remdesivir wurde gegen das Ebolavirus entwickelt und Ritonavir entstammt der HIV-
Therapie (Human Immunodeficiency Virus, HIV) (Markowitz et al., 1995; Warren et al.,
2016).

Neben den oben beschriebenen Wirkstoffen prasentiert sich Fluoxetin als potenzieller
SARS-CoV-2-Inhibitor (Abbildung 5). Fluoxetin ist ein Antidepressivum der Klasse der
selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (Selective Serotonin Reuptake Inhibitor,
SSRI)(Lemberger et al., 1978). Es wirkt anxiolytisch und stimmungsaufhellend und ist
u.a. zur Behandlung von Depressionen und Zwangsstérungen indiziert (Cohn et al.,
1985; Tollefson et al., 1994). Fluoxetin ist ein racemisches Gemisch, wobei das (S)-
Enantiomer der potentere Serotonin-Wiederaufnahmehemmer ist (Wong, Bymaster, et
al., 1985). Die in vorherigen Publikationen beschriebenen antiviralen Effekte des SSRIs
gegen Humane Enteroviren sowie gegen das Dengue- und Hepatitis-C-Virus machen
Fluoxetin zu einem potenziellen Kandidaten der SARS-CoV-2-Inhibition (Bauer et al.,
2019; Medigeshi et al., 2016; Ulferts et al., 2013; Young et al., 2014; Zuo et al., 2012).
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Abbildung 5: Fluoxetin als potenzieller SARS-CoV-2-Inhibitor.

Der selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer Fluoxetin ist ein 1:1 Gemisch aus dem (R)- (oben)
und dem (S)-Enantiomer (unten). Die Chiralitdtszentren sind mit einem * gekennzeichnet. Eigene
Darstellung erstellt mit BioRender.com.




1.4.4 Neutralisierende Antikdrpertherapie

Seit Beginn der COVID-19-Pandemie wurde bei schwer erkrankten Patient:innen die
Transfusion von Rekonvaleszenzplasma als Therapieoption diskutiert (L. Chen et al.,
2020). Virusneutralisierende Antikdrper werden aus dem Plasma Genesener isoliert und
Patient:innen als passive Immunisierung verabreicht. Dieser therapeutische Ansatz
verringerte u.a. die Mortalitdt und Lange des Krankenhausaufenthaltes wahrend der
SARS-Epidemie signifikant (Cheng et al., 2005; Soo et al., 2004). In ersten klinischen
Versuchen mit COVID-19-Erkrankten zeigten die Transfundierten eine signifikant
reduzierte Virdmie und Mortalitat (Duan et al.,, 2020; Shen et al., 2020). Eine
Metaanalyse aus dem Jahr 2023 bestatigte eine Mortalitatsreduktion bei infizierten und

immunsupprimierten Menschen unter Rekonvaleszenz-Therapie (Senefeld et al., 2023).

Auf Grundlage des Erfolgs der Rekonvaleszenz-Therapie wurden neutralisierende
monoklonale Antikdrper synthetisiert, die sich gegen das Spike-Protein des Virus richten
(Abbildung 4). Die Europaische Arzneimittel-Agentur erteilte vier AntikOrperpraparaten
die Zulassung zur COVID-19 Therapie (EMA, 2023).

15 Zielsetzung der Arbeit
Die COVID-19-Pandemie ist die bisher grof3te Pandemie des 21. Jahrhunderts. Trotz

internationaler Impfkampagnen und Zulassung medikamentdser Therapien versterben

Menschen weiterhin an SARS-CoV-2-Infektionen.

Die Entwicklung potenter Wirkstoffe gegen SARS-CoV-2 mit einer weltweiten
Verfugbarkeit und Zugéanglichkeit ist von immenser Bedeutung. Ein Ziel der Arbeit ist
deshalb die in vitro-Testung neuer potenzieller Wirkstoffe gegen SARS-CoV-2 ebenso
wie die Untersuchung bereits zugelassener Medikamente, insbesondere die des
selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmers Fluoxetin, auf antivirale Eigenschaften
gegen SARS-CoV-2.

Aufbauend auf den klinischen Erfolgen der Rekonvaleszenz-Therapie sowie dem vom
neutralisierenden Antikérper (NAb) -Titer ableitbaren individuellen Schutz vor (Re-)
Infektion ist die NAb-Detektion von gro3er Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit soll ein
sensitiver RTgPCR-basierter Serumneutralisationstest gegen SARS-CoV entwickelt
werden. Als anti-SARS-CoV-2-Antikodrper-Screeningverfahren wird dabei die indirekte

Immunfluoreszenzfarbung genutzt.
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2 Material

Teile der folgenden Arbeit sind bereits in einem Preprint und Fachartikel veroffentlicht
(Zimniak et al., 2021a; Zimniak et al., 2020). Die Artikel stehen unter der Lizenz CC BY-
NC-ND 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/) sowie CC BY 4.0

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

2.1 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien von Carl Roth,

Roche Diagnostik, Sigma-Aldrich, ThermoFisher und TIB Molbiol bezogen.

2.2 Verwendete Kits

LightMix Kit (TIB Molbiol), MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit (Roche), RNA Process
Control Kit (Roche)

2.3  Antikorper

Polyklonale 1gG Esel anti-Human-Alexa Fluor 594-Antikdrper (Dianova), Polyklonale

IgG Ziege anti-Human-Alexa Fluor 488-Antikorper

2.4 Oligonukleotide

Name Sequenz (5" 2 3)

Rabies-LN34 [6FAM]AA[+C][+A]CCY[+C][+T][+A]CA[[+A][+T]GGA[BH
Q1]

Rabies-Sense ACGCTTAACAACCAGATCAAAGAA

Rabies-Antisense CMGGGTAYTTRTAYTCATAYTGRTC

2.5 Eukaryotische Zelllinien

Vero-Zellen Afrikanische griine Meereskatze Nierenepithelzelle
BHK-21-Zellen Hamster Nierenfibroblasten
HepG2-Zellen Humane Lebertumor-Zelllinie (Hepatoblastom)
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2.6  Viren
Virus
SARS-CoV-2
Tollwut-Virus

Respiratorisches Synzytial-Virus

Typ
Patientenisolat (Institut fur Virologie, Wirzburg)
Impfvirus

Patientenisolat (Institut fur Virologie, Wirzburg)

2.7 Kulturmedien, Losungen, Puffer

ATV-L6sung (Trypsin 0,05 %)
Bovines Serumalbumin (BSA) 3 %
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM

Fixierlésung

Fluoromount-G® mit DAPI
Phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS)

Triton-X-100 (0,3 %)

Institut fir Virologie, Wirzburg

Institut fir Virologie, Wirzburg

Sigma-Aldrich

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 1X (Gibco)
Komplementiert mit 10 % fetalem Kalberserum
(Sigma-Aldrich), 5 % L-Glutamin (Sigma-Aldrich)
und 1 % Penicillin-Streptomycin (Sigma-Aldrich)
5 % Paraformaldehyd in PBS, pH 7.4
ThermoScientific

Institut fur Virologie, Wirzburg

Institut fur Virologie, Wirzburg
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2.8 Inhibitorische Substanzen

Alle AKS-Substanzen entstammen dem Labor der Organischen Chemie Wirzburg.

Tabelle 1: Namen und Strukturformeln der verwendeten selektiven Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer.

Substanz Strukturformel

Fluoxetin
(oben: (R)-Enantiomer
unten: (S)-Enantiomer)

Paroxetin

Escitalopram
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3 Methoden

3.1  Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von Vero-, BHK-21- sowie HepG2-Zellen

Die adharenten Zellen wurden bei 37 °C und 5 %-CO»-Begasung kultiviert. Alle 48 h
wurden sie im Verhéltnis 1:10 passagiert. Nach Abnahme des DMEM N&ahrmediums,
Zugabe von ATV sowie kurzer Inkubationszeit bei 37 °C wurden die geltsten Zellen in
frischem Medium aufgenommen und entsprechend verdinnt in einer neuen

Kulturflasche ausgesat.

3.1.2 Zellquantifizierung

Mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer kann die Zellzahl pro Mikroliter bestimmt werden.
Dazu wurden 10 pl der homogenisierten Zellsuspensionslosung zwischen Kammer und

aufgelegtem Deckglas pipettiert und unter einem Lichtmikroskop ausgezabhit.

3.1.3 Zellviabilitat

Durch Messung einer optischen 96-Napf-Platte im EnSight® Mikroplatten-Reader kann
mittels Digital Phase Imaging die Zellzahl/ Napf bestimmt werden. Eine zweifache
Messung an verschiedenen Tagen ermdglicht die Bestimmung der Zell-Wachstumsrate.
Je 4x10° Zellen/ Napf wurden am Vorabend ausgeséat. Die erste Messung erfolgte vor
Zugabe des  Wirkstoffs, die zweite nach  Zugabe entsprechender
Wirkstoffkonzentrationen und einer Inkubationszeit von 48 h bzw. 72 h bei 37 °C und 5
%-CO,-Begasung. Die Ergebnisse wurden mit der Kaleido Software (PerkinElmer)
analysiert. Berechnet wurde der Quotient aus Zellzahl nach 48 oder 72 h / Zellzahl nach
0 h. Die Wachstumsrate der Kontrolle (unbehandelte Zellen / LOsungsmittel in
entsprechender Menge) wurde auf 100 % normiert. Die Messwerte wurden
entsprechend in Prozent umgerechnet und in Form eines Balkendiagramms dargestellt.
Alle Versuche wurden in Triplets oder sechs Replikaten durchgefiihrt. Die Signifikanz
des Wachstumsratenunterschieds im Sinne einer Zelltoxizitat wurde mittels Student’s T-

Test bestimmt.
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3.2  Virologische Methoden

3.2.1 Viruskultivierung

Zur Viruskultivierung wurden Zellen infiziert und nach Ablauf mehrerer viraler
Replikationszyklen passagiert. In der Kulturflasche verblieben 1 ml der infektibsen
Zellsuspension, der Uberstand wurde 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Zu den
infizierten Zellen wurden 1 ml nicht-infizierte Zellen, 2 ml des zentrifugierten Uberstands
sowie 6 ml Nahrmedium hinzugegeben. Zum Anlegen eines Virusstocks wurde der
zellulare Uberstand nach virusspezifischer Inkubationszeit abgenommen, 5 Minuten bei
2000 rpm zentrifugiert, in Kryordéhrchen aliquotiert und bei -80 °C eingefroren. Die
Multiplizitat der Infektion (engl. multiplicity of infection, MOI) wurde mit

Immunfluoreszenz bestimmt.

3.2.2 Die Bestimmung der Viruslast erfolgt in einem zweistufigen Prozess

Die Isolation viraler Nukleinsduren aus dem Zellkulturiberstand erfolgte mit Hilfe des
MagNA Pure 24 Systems (Roche Diagnostik) unter Anwendung der Magnetpartikel-

Technologie nach den Angaben des Herstellers.

Die extrahierte Ribonukleinsaure (engl. Ribonucleic Acid, RNA) wurde durch eine
Reverse Transkriptase in eine komplementdre Desoxyribonukleinsaure (cDNA)
umgeschrieben und anschlieBend mit RTqPCR exponentiell quantifiziert. Bei diesem
Verfahren binden nach Denaturierung der Desoxyribonukleinsaure (engl.
Desoxyribonucleic Acid, DNA) bei 95 °C reaktionsspezifische Primer bei 65 °C an die
DNA (Annealing) und eine hitzestabile DNA-Polymerase synthetisiert bei 72 °C den
komplementéaren DNA-Strang (Elongation). Das dabei von den FRET-Sonden (Forster-
Resonanzenergietransfer, FRET) emittierte Licht wird in Echtzeit detektiert und korreliert
mit der Menge an PCR-Produkten (Abbildung 6).

A

Primer

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Echtzeit-qPCR mit FRET-Sonden.

(A) Der Reporter-Farbstoff (R) der Hybridisierungssonde ist Giber 5-7 Nukleotide mit dem Quencher-
Farbstoff (Q) verbunden. Die Nukleotide binden komplementér an die zu amplifizierende DNA. (B) Die
Polymerase spaltet den Reporterfarbstoff ab, der durch die Distanz zum Quencher-Farbstoff nun Licht
emittiert. (C) Die fortschreitende Polymerisation l6st den Quencher-Farbstoff von der DNA. Das
detektierte Licht korreliert mit der Menge an PCR-Produkten. Eigene Darstellung erstellt mit
BioRender.com.
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Der PCR-Mastermix wurde nach Herstellerangaben auf Eis pipettiert und setzte sich aus
den in Tabelle 2 beschriebenen Reagenzien zusammen. Dem Ansatz wurden 5 pl
Nukleinsdure-Eluat sowie Nuklease- und DNA-freies Wasser bis zu einem Endvolumen

von 20 pl hinzugefigt.

Tabelle 2: Zusammensetzung des PCR-Mastermix.
Reagenz Konzentration Eingesetzte Menge/

Reagenzien Reaktion

RT-Enzym-L6sung 200 X 0.1 pl

Primer Verschieden 0.5uM
Hybridisierungssonde Verschieden 0.25 uM

RTgPCR Reaktions-Mix 5X 4.0 ul

RNA Process Control Detektions-Mix 20 X 1.0 pl

Die verwendeten Primer, Hybridisierungssonden und Positivkontrollen entstammen den
virusspezifischen LightMix® Kits von Tib Molbiol oder wurden mit Hilfe der web-
basierten Software ProbeFinder (Roche) entworfen. Der PCR-Ansatz sowie Positiv- und
Negativkontrolle wurden zur Fehlerminimierung mithilfe des Pipettierroboters Liquid
Handling Station und der zugehérigen Software in die LightCyler® 480 Multiwell Plate
96 auf einem Kuhlblock pipettiert. AnschlieBend wurde die 96-Napf-Platte mit der
LightCycler® 480 Sealing Foil versiegelt und 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert.

Die RTgPCR wurde in den PCR Systemen LightCycler® 480 Il bzw. LightCycler® 96
nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt und mit der zugehérigen Software
analysiert. Mit Verdiinnungsreihen wurde die Effizienz der Amplifikationsreaktion fiir das
jeweilige Virus bestimmt. Als Qualitatskontrolle der MagNa Pure 24 Nukleinsaure-
Aufreinigung sowie der RTgPCR wurde die RNA Process Control Ldsung eingesetzt,
die der Probe zu Beginn des Aufreinigungsprozesses hinzugefligt wurde. Die Daten der
RTQPCR wurden mit Excel 2013 ausgewertet und in Form von Balkendiagrammen
dargestellt. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde mithilfe eines T-Tests ermittelt

(Signifikanzniveau 5 %).
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3.2.3 Uberpriifung antiviraler Wirkstoffe mittels RTqPCR

Aus den zu untersuchenden Wirkstoffen wurden Stammlésungen definierter
Konzentrationen angesetzt. Entsprechend ihres Loslichkeitsverhaltens wurden die

Substanzen dafir in PBS/DMSO aufgenommen, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Fur den Inhibitionsversuch wurden je 1x10* Zellen / Napf in einer 48-Napf-Platte
ausgesat und bei 37 °C und 5 %-CO2-Begasung Uber Nacht inkubiert. Am folgenden
Tag wurden den Zellen verschiedene Wirkstoffkonzentrationen zugegeben, nach
einstundiger Inkubation erfolgte die Infektion mit dem jeweiligen Virus. Nach
entsprechender Inkubationsdauer wurde aus dem zellularen Uberstand die Menge
viraler RNA bestimmt. Dazu wurde der Uberstand bei 2000 rpm zentrifugiert und 250 pl
des Zentrifugats mit dem MagNA Pure 24 System aufgereinigt. Viren der Risikogruppe
3 wurden vor der Aufreinigung zunachst durch Zugabe von MagNA Pure Lysis/Binding
Buffer inaktiviert. Die RNA-Quantifizierung und Auswertung erfolgte durch eine RTgPCR

wie unter Kapitel 3.2.2 beschrieben.

Alle Versuche wurden in Triplets durchgefuhrt und zweimal wiederholt. Jeder Versuch
beinhaltete eine Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen / Losungsmittel in entsprechender
Menge). Der ECso-Wert wurde mit dem ,Dose-response Inhibition“-Model der Software
Prism 8 (GraphPad) ermittelt.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

Bei der indirekten Immunfluoreszenzfarbung werden substratgebundene primare
Antikdrper durch Fluoreszenzfarbstoff-tragende sekundéare Antikdrper nachgewiesen.
Zur Durchfiihrung wurden 3x10* Zellen auf mit Ethanol desinfizierten Deckglasern
ausgesat (12-Napf-Platte). Versuchsspezifisch wurden die Zellen mit Wirkstoff und/oder
Virus behandelt und 48 bis 72 h bei 37 °C und 5 %-CO,-Begasung inkubiert. Im
Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen mit 5 % Paraformaldehyd
fur 10 Minuten fixiert. Nach Entfernung des Fixans durch dreimaliges Waschen mit PBS
wurden die Zellen 5 Minuten mit 0.3 %-Triton-X-100 permeabilisiert. Die Zellen wurden
erneut mit PBS gewaschen und mit 3 % BSA fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
geblockt. BSA wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Der primére
Antikorper wurde in entsprechender Verdiinnung (Tabelle 3) hinzugegeben und Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde der erste Antikrper abgenommen

und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Der sekundére Antikdrper wurde den Zellen
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verdinnt hinzugegeben (Tabelle 3) und lichtgeschiitzt auf einem Schuttler fir 2-3 h
inkubiert. Der sekundare Antikdrper wurde abgenommen und die Zellen mit PBS
gewaschen. Die Deckglaser wurden im Anschluss mit einem Tropfen Fluoromount-G®
auf Objekttragern fixiert. Das Eindeckmedium enthélt den Fluoreszenzfarbstoff DAPI,
der die DNA anfarbt. Die fertigen Immunfluoreszenzfarbungen wurden dunkel bei 4 °C

gelagert.

Jede Immunfluoreszenzfarbung wurde als Duplet angesetzt und wiederholt
durchgefihrt. Die Zellfarbungen wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Leica DMi8 und
dessen entsprechender Software Leica LAS X analysiert und ausgewertet.

Tabelle 3: Charakterisierung der eingesetzten Antikdrper.
Angabe der Verdiinnung sowie Emissionswerte der verwendeten Antikdrper.

Antikdrper Verdinnung Emission
[nm]
Alle primaren Antikorper 1:100 -
Sekundare @ Alexa Fluor 488 konjugierter Ziege anti- 1:500 488
Antikorper Human IgG -Antikorper
Alexa Fluor 594 konjugierter Esel anti- 594

Human IgG - Antikorper
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4 Ergebnis

4.1  Sequenzierung des SARS-CoV-2- Isolats

Das in dieser Arbeit verwendete SARS-CoV-2 wurde aus einem Patienten isoliert. Dazu
wurden 200 pl eines frischen Rachenabstrichs auf Vero-Zellen in einer 48-Napf-Platte
gegeben und dreimal passagiert. Virusproben wurde anschlief3end bei -80 °C archiviert
und das Virus weiter kultiviert. Zur Identifikation sowie taxonomischen Einordung des
verwendeten SARS-CoV-2-Isolats wurde an 100 pl aufgereinigter Virus-RNA eine
vollstandige Next Generation Sequenzierung (Firma SysMed) durchgefiihrt. Das in den
Versuchen verwendete SARS-CoV-2 kann den ( -Coronaviridae zugeordnet werden
(Abbildung 7). Das sequenzierte SARS-CoV-2 zeigte im S-Protein einen
Aminosaureaustausch von Asparaginsaure 614 zu Glycin, der mit einer erhdhten
Mortalitat verbunden ist (Eaaswarkhanth et al., 2020). Das Virus wurde inzwischen in
den folgenden Publikationen weiter charakterisiert (Breidenbach et al., 2021; Brenner et
al., 2023; Friedrich et al., 2022; Geiger et al., 2023; Geiger, Kersting, et al., 2022; Geiger,
Konig, et al., 2022; Krasemann et al., 2022; F. Liu et al., 2021; Sayed et al., 2023;
Schmidt et al., 2021; Zimniak et al., 2021b).
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Abbildung 7: Charakterisierung des SARS-CoV-2 Isolats.
Sequenz-Abdeckungsblot: Es wurden alle Bereiche des Referenzgenoms (,Accession
number”: NC-045512.2) bei der Sequenzierung abgedeckt (Grafik: M. Srivastava).
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4.2 Untersuchung bereits zugelassener Medikamente gegen SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 ist Verursacher der COVID-19-Pandemie. Weiterhin wird weltweit an der
Entwicklung antiviraler Substanzen geforscht. Seit Marz 2020 arbeitet die AG Bodem an
potenziellen Inhibitoren des SARS-CoV-2.

4.2.1 Der Serotonin-Wiederaufnahmehemmer Fluoxetin inhibiert die SARS-CoV-
2-Replikation
Fluoxetin ist ein Antidepressivum der Klasse der selektiven Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer (SSRI). Durch seine stimmungsaufhellende und anxiolytische
Wirkung ist es tberwiegend bei Depressionen und/oder Zwangsstorungen indiziert. Ein
beschriebener antiviraler Effekt Fluoxetins gegen das Dengue- und Hepatitis-C-Virus
sowie gegen Humane Enteroviren veranlasste die Untersuchung der Wirkung Fluoxetins
gegen SARS-CoV-2. Paroxetin und Escitalopram wurden als weitere SSRI-Vertreter auf

ihre antiviralen Eigenschaften untersucht.

Am Vortag ausgesate Vero-Zellen wurden mit steigenden Wirkstoff-Konzentrationen fur
eine Stunde préainkubiert und anschlieBend mit SARS-CoV-2 (MOI: 0,5) infiziert. Alle
Infektionen wurden in Triplikaten durchgefuhrt. Nach einer Inkubationszeit von 72 h
wurden 125 pl des zellularen Uberstandes in 250 pl des MagNA Pure Lysis/Binding
Buffer zur viralen Inaktivierung tiberfiihrt. Die virale RNA wurde durch das MagnaPure24
System aufgereinigt und mit RTqPCR quantifiziert. Fluoxetin inhibierte die virale
Replikation ab einer Konzentration von 0,8 pg/ml signifikant (Abbildung 8). Der Einsatz
von 1,6 ug/ml Fluoxetin resultierte in einer Verringerung der Viruslast um 3 log-Stufen.
Der ECso-Wert lag bei 387 ng/ml, also deutlich unter der zur Behandlung von

Depressionen eingesetzten Dosierung.
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Abbildung 8: Fluoxetin inhibiert die SARS-CoV-2-Replikation.

Vero-Zellen wurden fir 1 h mit steigenden Fluoxetin-Konzentrationen prainkubiert und anschlie@end mit
SARS-CoV-2 infiziert. Die virale RNA wurde nach 72 hpi aus zelluldrem Uberstand isoliert und durch
RTQPCR quantifiziert. Balken: Mittelwert; Fehlerbalken: Standardabweichung (entnommen aus Zimniak et
al, 2021).
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Fluoxetin ist ein racemisches Gemisch, als Psychopharmakon wird haufig das (S)-
Stereoisomer angewendet. Beide Enantiomere weisen einen vergleichbaren antiviralen
Effekt gegen SARS-CoV-2 auf (Abbildung 9A). Im Gegensatz zu Fluoxetin konnte bei
den andern untersuchten SSRI-Vertretern Paroxetin und Escitalopram keine Inhibierung
der viralen Replikation festgestellt werden (Abbildung 9B).
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Abbildung 9: Fluoxetins Enantiomere inhibieren die SARS-CoV-2-Replikation. Paroxetin und
Escitalopram haben keinen Einfluss auf die SARS-CoV-2-Replikation.

Vero-Zellen wurden fiur 1 h mit steigenden Wirkstoffkonzentrationen prainkubiert und anschlieRend mit
SARS-CoV-2 infiziert (R: (R)-Enantiomer; S: (S)-Enantiomer). Die virale RNA wurde nach 72 hpi aus
zellularem Uberstand isoliert und durch RTgPCR quantifiziert. (A) Die Enantiomere inhibieren die SARS-
CoV-2-Replikation gleichermaRen. (B) Die SSRI Paroxetin und Escitalopram habe keinen Einfluss auf die
SARS-CoV-2-Replikation. Balken: Mittelwert; Fehlerbalken: Standardabweichung (entnommen aus Zimniak
etal., 2021).
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4.2.2 Fluoxetin, Paroxetin und Escitalopram haben keine zytotoxische Wirkung
auf Vero-Zellen

Um eine zytotoxische Wirkung der Substanzen auszuschlie3en, wurden Vero-Zellen fur
72 h mit aufsteigenden SSRI-Konzentrationen inkubiert. Die verwendeten Mengen
orientierten sich dabei an der zur Behandlung von Depressionen eingesetzten
Tagesdosis (Fluoxetin: 0,8 pug/ml; Paroxetin 0,33 pg/ml; Escitalopram 0,26 ug/ml). Die
Wachstumsrate der Zellen wurde durch Messungen im PerkinElmer EnSight ermittelt.
Keine der eingesetzten Konzentrationen hatte eine wachstumsinhibierende Wirkung auf
Vero-Zellen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Fluoxetin, Paroxetin und Escitalopram haben keine zytotoxische Wirkung auf Vero-
Zellen.

Die Zellen wurden fir 72 h mit den SSRI in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Die
Wachstumsrate wurde durch Messungen im PerkinElmer EnSight ermittelt. Balken: Mittelwert;
Fehlerbalken: Standardabweichung (entnommen aus Zimniak et al., 2021).
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4.2.3 Fluoxetin vermindert die Zahl Virusprotein-produzierender Zellen

Zur weiteren Aufklarung des Inhibitionsmechanismus wurde die virale Proteinexpression
mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung untersucht. Vero-Zellen wurden auf
Objekttrager ausgesét, mit 1,6 und 0,8 ug/ml Fluoxetin inkubiert und nach einer Stunde
mit SARS-CoV-2 infiziert. Nach drei Tagen wurden die viralen Proteine mit primaren
Antikdrpern aus dem Serum eines mit SARS-CoV-2-infizierten Patienten detektiert
(siehe Kapitel 4.4). Die Zugabe von Fluoxetin resultierte dosisabhéngig in einer
verminderten Zahl Virusprotein-produzierender Zellen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe (Abbildung 11).

Fluoxetin DAPI BSARS-CoV-2

. --
) --
) --

Abbildung 11: Fluoxetin vermindert die Zahl Virusprotein-produzierender Zellen.

Vero-Zellen wurden mit 1,6 und 0,8 pg/ml Fluoxetin prainkubiert und anschlieBend mit SARS-CoV-2
infiziert. Die Detektion viraler Proteine erfolgte nach 72 h mit einem SARS-CoV-2-spezifischen Antiserum
(Verdlinnung 1:100) und einem Alexa Fluor 594-konjugierten Esel anti-Human Antikdrper (Verdinnung
1:500). Die Nuclei wurden mit DAPI angefarbt (enthommen aus Zimniak et al., 2021).
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4.2.4 Fluoxetin hat keinen Einfluss auf die Replikation des Tollwut- und RS-Virus

Zur Untersuchung der Spezifitat des Fluoxetins gegenuber SARS-CoV-2 wurden
weitere einzelstrangige RNA-Viren untersucht. Zum Ausschluss falsch-positiver
Ergebnisse wurde zunachst die toxische Wirkung der Substanz auf BHK-21- und
HepG2-Zellen untersucht, indem die Zellen fir 72 h mit dem Wirkstoff inkubiert wurden.
Die Wachstumsrate der Zellen wurde durch Messungen im PerkinElmer EnSight
ermittelt. Die unbehandelte Kontrolle wurde auf 100 % normiert. Keine der eingesetzten
Konzentrationen hatte eine wachstumsinhibierende Wirkung auf die Zellen (Abbildung
12 A/B). AnschlieBend wurden BHK-21- sowie HepG2-Zellen ausgeséat, am Folgetag
mit Fluoxetin prainkubiert und mit dem Tollwut- bzw. dem Humanen Respiratorischen
Synzytial-Virus (RSV) infiziert. Nach 48 hpi wurde die virale RNA durch das
MagnaPure24 System aufgereinigt und mittels RTqPCR quantifiziert. Alle Infektionen
wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Replikation der untersuchten Viren wurde durch
Fluoxetin nicht beeinflusst (Abbildung 12 C/D).
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Abbildung 12: Fluoxetin hat keine zytotoxische Wirkung auf BHK-21- und HepG2-Zellen. Fluoxetin
hat keinen Einfluss auf die Replikation des Tollwut- und RS-Virus.

(A) und (B): BHK-21- (A) und HepG2- Zellen (B) wurden fir 72 h mit Fluoxetin in den angegebenen
Konzentrationen inkubiert. Die Wachstumsrate wurde durch Messungen im PerkinElmer EnSight ermittelt.
(C) und (D): BHK-21- und HepG2-Zellen wurden fir 1 h mit Wirkstoffkonzentrationen prainkubiert und
anschlie@end mit Tollwut- bzw. RS-Virus infiziert. Die virale RNA wurde nach 48 hpi aus zellularem
Uberstand isoliert und durch RTgPCR quantifiziert. Fluoxetin hat keinen Einfluss auf die Replikation des
Tollwut- (C) und des RS-Virus (D). Balken: Mittelwert; Fehlerbalken: Standardabweichung (entnommen aus
Zimniak et al., 2021).
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4.3 Die neu entwickelten Substanzen AKS 128 und AKS 232 inhibieren die
SARS-CoV-2-Replikation

In Kooperation mit der Organischen Chemie Wirzburg wurden Substanzen auf ihre

antiviralen Eigenschaften in vitro gegen SARS-CoV-2 getestet. Die Substanzen wurden

fortfiihrend nummeriert und mit der Abbreviation ,AKS" bezeichnet.

Zum Ausschluss falsch-positiver Ergebnisse wurde die toxische Wirkung der
Substanzen auf Vero-Zellen untersucht, indem die Zellen fur 72 h mit den Wirkstoffen
inkubiert wurden. Die Wachstumsrate der Zellen wurde durch Messung im PerkinElmer
EnSight nach 0 und 72 h ermittelt. Berechnet wurde der Quotient aus der Zellzahl nach
72 h /| Zellzahl nach 0 h. Die unbehandelte Kontrolle wurde auf 100 % normiert. Die
Signifikanz des Wachstumsratenunterschieds im Sinne einer Zelltoxizitat wurde mittels
Student’s T-Test bestimmt (Tabelle 4 und Appendix 7.1).

Zur Uberpriifung der antiviralen Aktivitat wurden Vero-Zellen mit 30 uM der jeweiligen
Substanz fur eine Stunde préinkubiert und anschlieend mit SARS-CoV-2 (MOI: 0,5)
infiziert. Nach einer Inkubationszeit von 72 h wurden 125 pl des zellularen Uberstandes
in 250 pl des MagNA Pure Lysis/Binding Buffer zur viralen Inaktivierung tberfuhrt. Die
virale RNA wurde durch das MagnaPure24 System aufgereinigt und mittels RTgPCR
quantifiziert. Bei einer Senkung der Viruslast um = 1 log-Stufe und negativem
Zytotoxizitatstest wurde die entsprechende Substanz in  abnehmenden
Wirkstoffkonzentrationen (15 pM und 7,5 uM) gegen das Virus getestet, um die
geringste Wirkungsdosis zu ermitteln. Bei einer Senkung der Viruslast um = 1 log-Stufe
und positivem Zytotoxizitatstest wurde der Zytotoxizitatstest in abnehmenden
Konzentrationen wiederholt. Die erste nicht toxische Wirkstoffkonzentration wurde

erneut gegen SARS-CoV-2 getestet.
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AKS 128 und AKS 232 inhibierten die SARS-CoV-2-Replikation signifikant (Abbildung
13). Der Einfluss aller getesteten AKS-Substanzen auf die Virusvermehrung ist
tabellarisch dargestellt (Tabelle 4). Die AKS-Substanzen 51-64, 66, 68-76, 78-81, 84-

100 sowie AKS 128 in einer Dosierung von 3,75 uM wurden ausschlie3lich gegen
SARS-CoV-2 getestet.

Viruslast [1/ml]
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<

=
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108
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AKS 128 AKS 232

Abbildung 13: AKS 128 und AKS 232 inhibieren die SARS-CoV-2-Replikation.
Vero-Zellen wurden fiir 1 h mit den Substanzen préainkubiert und anschlie3end mit SARS-CoV-2 infiziert.
Die virale RNA wurde nach 72 hpi aus zellularem Uberstand isoliert und durch RTqPCR quantifiziert.

*30 uM der AKS-Substanz 128 sind auf Vero-Zellen zytotoxisch. Balken: Mittelwert; Fehlerbalken:
Standardabweichung.
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Tabelle 4: Einfluss der AKS-Substanzen auf die SARS-CoV-2-Replikation.

Vero-Zellen wurden fiir 1 h mit den Substanzen prainkubiert und anschlieBend mit SARS-CoV-2 infiziert.
Die virale RNA wurde nach 72 hpi aus zellularem Uberstand isoliert und durch RTqPCR quantifiziert. Die
Viruslastreduktion wird als Log10 des Kontrolle-/Wirkstoff-Quotienten dargestellt. Alle nicht-toxischen AKS-
Substanzen mit einer Viruslastreduktion = 0,5 log sind grau hinterlegt.

. Mintislasts Ergebnis
Substanzname Konzentration [pM] Reduktion Toxizitatstest
[log-Stufen]

AKS 1 30 0,13 nicht toxisch
AKS 3 30 0,12 nicht toxisch
AKS 4 30 -0,02 nicht toxisch
AKS 5 30 0,06 nicht toxisch
AKS 6 30 -0,10 nicht toxisch
AKS 7 30 -0,10 nicht toxisch
AKS 10 30 0,00 nicht toxisch
AKS 11 30 -0,08 nicht toxisch
AKS 12 30 0,02 nicht toxisch
AKS 13 30 0,10 nicht toxisch
AKS 14 30 -0,19 nicht toxisch
AKS 16 30 -0,22 nicht toxisch
AKS 17 30 0,11 nicht toxisch
AKS 18 30 0,01 nicht toxisch
AKS 19 30 0,68 nicht toxisch
AKS 20 30 0,55 nicht toxisch
AKS 21 30 0,20 nicht toxisch
AKS 22 30 0,08 nicht toxisch
AKS 23 30 0,03 nicht toxisch
AKS 24 30 -0,29 nicht toxisch
AKS 26 30 -0,21 nicht toxisch
AKS 27 30 kx toxisch
AKS 28 30 0,17 nicht toxisch
AKS 29 30 *hx toxisch
AKS 30 30 *hx toxisch
AKS 31 30 *hk | toxisch

6 0,08 nicht toxisch
AKS 32 30 *hx tox?sch

6 0,10 toxisch
AKS 33 30 *hk | toxisch

6 -0,02 nicht toxisch

30 *xk toxisch
AKS 34 : ,

6 -0,08 nicht toxisch
AKS 35 30 -0,14 nicht toxisch
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Substanzname

AKS 36
AKS 37

AKS 38
AKS 41
AKS 42

AKS 43
AKS 44

AKS 45

AKS 46

AKS 47
AKS 48

AKS 49

AKS 50
AKS 51
AKS 52
AKS 53
AKS 54
AKS 55
AKS 56
AKS 57
AKS 60
AKS 61
AKS 62
AKS 63
AKS 64

AKS 65

AKS 66
AKS 67
AKS 68
AKS 69
AKS 70

Konzentration [uM]

30
30
30
6
30
30
6
30
30
30
6
30
6
30
30
30
6
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
15
7,5
30
30
30
30
30
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Viruslast-
Reduktion
[log-Stufen]

-0,12
0,04
*k%k
0,09
0,41
*k%
0,47
0,37
0,11

*k%k

-0,18
*kk
-0,04
-0,04
-0,26
Hkk
0,05
0,02
-0,13
0,01
0,13
0,11
0,01
-0,08
0,04
0,16
0,00
0,08
0,06
0,03
1,26
1,26
1,00
0,00
0,29
0,16
0,01
0,1

Ergebnis
Toxizitatstest
nicht toxisch
nicht toxisch
toxisch
toxisch
nicht toxisch
toxisch
toxisch
nicht toxisch
nicht toxisch
toxisch
toxisch
toxisch
nicht toxisch
nicht toxisch
nicht toxisch
toxisch
nicht toxisch
nicht toxisch

*k*k

*k*k
*k*k
*k%k
*k*k
*k*k
*k%k
*k%k
*k*k
*k*k

*k%k

*k%k

toxisch
toxisch
toxisch
*%%
nicht toxisch
*k*%k
*%%

*%k*k



Viruslast-

Substanzname Konzentration [pM] Reduktion Tolf(?gi(tegtglti‘ast
[log-Stufen]
AKS 72 30 0 Frx
AKS 73 30 -0,2 b
AKS 74 30 -0,04 Fkk
AKS 75 30 0,03 b
AKS 76 30 -0,05 b
AKS 77 30 0,21 nicht toxisch
AKS 78 30 0,12 Fkk
AKS 79 30 0,01 b
AKS 80 30 0,10 *kk
AKS 81 30 0,09 KKk
AKS 83 30 0,30 toxisch
AKS 84 30 0,05 el
AKS 85 30 0,07 rkk
AKS 86 30 0,10 *kk
AKS 87 30 0,01 Fokok
AKS 88 30 0,02 rkk
AKS 89 30 -0,07 rkk
AKS 90 30 -0,3 ok
AKS 91 30 -0,02 whk
AKS 92 30 0,05 rkk
AKS 93 30 -0,05 rkk
AKS 94 30 -0,08 i
AKS 95 30 0,01 *kk
AKS 96 30 0,06 rkk
AKS 97 30 0,04 e
AKS 98a 30 0,08 e
AKS 98b 30 -0,24 rkk
AKS 99 30 0,01 e
AKS 100 30 0,00 e
AKS 101 30 -0,25 nicht toxisch
AKS 103 30 0,55 | tomsch
15 0,02 nicht toxisch
AKS 104 30 -0,05 toxisch
AKS 105 30 -0,06 toxisch
AKS 106 30 -0,09 toxisch
AKS 109 30 -0,11 toxisch
AKS 110 30 -0,04 toxisch
AKS 111 30 -0,23 toxisch

29



Viruslast-

Substanzname Konzentration [pM] Reduktion Tolf(?gi(tegtglti‘ast
[log-Stufen]
AKS 113 30 0,03 toxisch
AKS 114 30 -0,01 toxisch
AKS 115 30 0,00 nicht toxisch
AKS 116 30 -0,07 toxisch
AKS 117 30 -0,16 toxisch
AKS 118 30 -0,24 toxisch
AKS 119 30 -0,29 toxisch
AKS 120 30 -0,10 toxisch
AKS 121 30 -0,17 nicht toxisch
AKS 122 30 -0,11 nicht toxisch
AKS 124 30 -0,09 toxisch
AKS 125 30 -0,11 nicht toxisch
AKS 126 30 -0,09 nicht toxisch
AKS 127 30 -0,26 nicht toxisch
30 1,19 toxisch
AKE T 15 0,79 n!cht tox!sch
7,5 0,69 nicht toxisch
3,75 0,40 *xk
AKS 129 30 0,20 nicht toxisch
AKS 130 30 -0,07 nicht toxisch
AKS 131 30 -0,08 nicht toxisch
AKS 133 30 -0,17 nicht toxisch
AKS 134 30 -0,01 nicht toxisch
AKS 135 30 0,04 nicht toxisch
AKS 137 30 -0,11 toxisch
AKS 138 30 -0,09 nicht toxisch
AKS 139 30 -0,22 nicht toxisch
AKS 140 30 0,03 nicht toxisch
AKS 141 30 0,04 nicht toxisch
AKS 142 30 0,14 toxisch
AKS 143 30 0,18 nicht toxisch
AKS 144 30 0,00 nicht toxisch
AKS 145 30 0,03 nicht toxisch
AKS 146 30 0,43 nicht toxisch
AKS 147 30 0,14 toxisch
AKS 148 30 0,08 nicht toxisch
AKS 151 30 0,25 nicht toxisch
AKS 152 30 -0,06 nicht toxisch
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Viruslast-

Substanzname Konzentration [pM] Reduktion E'Fg.e.t.’”‘s
[log-Stufen] Toxizitatstest
AKS 154 30 0,09 nicht toxisch
AKS 156 30 -0,12 nicht toxisch
AKS 157 30 -0,12 nicht toxisch
AKS 158 30 0,04 nicht toxisch
AKS 159 30 -0,18 nicht toxisch
AKS 160 30 -0,12 nicht toxisch
AKS 161 30 -0,08 nicht toxisch
AKS 162 30 0,17 nicht toxisch
AKS 163 30 0,12 nicht toxisch
AKS 164 30 -0,08 nicht toxisch
AKS 165 30 -0,15 nicht toxisch
AKS 166 30 -0,07 nicht toxisch
AKS 167 30 0,08 nicht toxisch
AKS 168 30 0,00 nicht toxisch
AKS 169 30 -0,11 nicht toxisch
AKS 170 30 0,22 nicht toxisch
AKS 171 30 0,00 nicht toxisch
AKS 172 30 -0,17 nicht toxisch
AKS 173 30 -0,12 nicht toxisch
AKS 174 30 -0,04 nicht toxisch
AKS 175 30 -0,11 nicht toxisch
AKS 176 30 -0,04 nicht toxisch
AKS 177 30 -0,01 nicht toxisch
AKS 178 30 -0,06 nicht toxisch
AKS 179 30 0,02 nicht toxisch
AKS 180 30 -0,23 nicht toxisch
AKS 182 30 -0,18 nicht toxisch
AKS 183 30 -0,15 nicht toxisch
AKS 184 30 -0,17 nicht toxisch
AKS 185 30 -0,13 nicht toxisch
AKS 186 30 0,00 nicht toxisch
AKS 187 30 0,21 nicht toxisch
AKS 188 30 0,14 nicht toxisch
AKS 189 30 -0,08 nicht toxisch
AKS 190 30 0,26 nicht toxisch
AKS 191 30 0,08 nicht toxisch
AKS 192 30 -0,18 nicht toxisch
AKS 193 30 0,12 nicht toxisch
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Viruslast-

Substanzname Konzentration [pM] Reduktion E'Fg.e.t.’”‘s
[log-Stufen] Toxizitatstest
AKS 194 30 0,17 nicht toxisch
AKS 195 30 -0,12 nicht toxisch
AKS 196 30 0,10 nicht toxisch
AKS 197a 30 -0,01 nicht toxisch
AKS 197b 30 0,11 nicht toxisch
AKS 198a 30 0,08 nicht toxisch
AKS 198b 30 0,09 nicht toxisch
AKS 199 30 -0,02 nicht toxisch
AKS 200 30 0,01 nicht toxisch
AKS 203 30 0,18 nicht toxisch
AKS 204 30 0,04 nicht toxisch
AKS 205 30 -0,29 nicht toxisch
AKS 206 30 -0,43 toxisch
AKS 207 30 0,68 nicht toxisch
AKS 208 30 0,00 nicht toxisch
AKS 210 30 0,52 nicht toxisch
AKS 211 30 -0,12 nicht toxisch
AKS 212 30 0,08 nicht toxisch
AKS 214 30 -0,10 nicht toxisch
AKS 215 30 0,20 nicht toxisch
AKS 217 30 -0,09 nicht toxisch
AKS 218 30 0,03 nicht toxisch
AKS 219 30 0,10 nicht toxisch
AKS 221 30 0,08 nicht toxisch
AKS 222 30 -0,06 nicht toxisch
AKS 223 30 0,24 nicht toxisch
30 1,10 toxisch
AKS 225 15 0,61 nicht toxisch
7,5 0,2 nicht toxisch
30 1,19 toxisch
AKS 226 15 *hx toxisch
7,5 *hk toxisch
AKS 227a 30 0,39 toxisch
AKS 227b 30 0,60 toxisch
AKS 228 30 0,42 nicht toxisch
30 1,16 toxisch
AKS 230 15 xk toxisch
7,5 *kx toxisch
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Viruslast-

Substanzname Konzentration [pM] Reduktion E'Fg.e.t.’”‘s
[log-Stufen] Toxizitatstest
AKS 231 30 0,70 nicht toxisch
30 1,51 nicht toxisch
AKS 232 15 0,51 nicht toxisch
7,5 0,35 nicht toxisch
AKS 233 30 0,03 nicht toxisch
AKS 234 30 0,82 nicht toxisch
AKS 235 30 0,39 nicht toxisch
AKS 236 30 0,64 nicht toxisch
AKS 239 30 0,02 nicht toxisch
30 1,32 toxisch
AKS 241 15 *hx toxisch
7,5 *kk toxisch
AKS 242 30 0,13 nicht toxisch
AKS 243 30 -0,14 nicht toxisch
AKS 244 30 0,23 toxisch
AKS 245 30 0,14 nicht toxisch
30 1,25 toxisch
AKS 246 15 *hx toxisch
7,5 *kk toxisch
AKS 248 30 0,16 nicht toxisch
AKS 249 30 0,05 nicht toxisch
AKS 250 30 0,44 nicht toxisch
AKS 252 30 0,31 nicht toxisch
AKS 254 30 0,36 nicht toxisch
AKS 255 30 0,39 nicht toxisch
AKS 256 30 0,22 nicht toxisch
AKS 258 30 0,61 nicht toxisch
AKS 261 30 0,11 nicht toxisch
AKS 263 30 0,36 nicht toxisch
AKS 264 30 -0,05 nicht toxisch
AKS 265 30 -0,03 nicht toxisch
AKS 266 30 -0,12 nicht toxisch
AKS 268 30 0,21 nicht toxisch
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4.4  Anti-SARS-CoV-2-Antikdrpernachweis durch indirekte Immunfluoreszenz

Bei Beginn dieser Arbeit mussten die diagnostischen Verfahren zum SARS-CoV-2
Nachweis und zum Nachweis von anti-SARS-CoV-2 Antikdrpern in Patient:innen-Seren
etabliert werden. Dazu wurde eine indirekte Immunfluoreszenzfarbung (IIF) entwickelt.
Vero-Zellen wurden auf Objekttrager ausgesat, mit SARS-CoV-2 (MOI: 0,5) infiziert,
nach drei Tagen fixiert und mit 0.3 %-Triton-X-100 permeabilisiert. AnschlieRend wurden
die Zellen mit den anonymisierten Patient:innen-Seren S1-S9 in einer Verdinnung von
1:100 uber Nacht inkubiert. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte Vero-Zellen. Gebundene
anti-SARS-CoV-2-Antikdrper wurden durch Alexa Fluor 488-konjugierte Ziege bzw.
Alexa Fluor 594-konjugierte Esel anti-Human Antikérper (Verdiinnung 1:500) detektiert
(Abbildung 14). Es wurden anti-SARS-CoV-2-Antikorper in den Seren S1, S4, S5, S6
sowie S7 nachgewiesen. Serum S4 zeigte den schwachsten positiven Effekt. In den
Seren S2, S3, S8 und S9 wurden keine anti-SARS-CoV-2-Antikorper in der IIF
nachgewiesen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Anti-SARS-CoV-2-Antik6rpernachweis in Patient:innen-Seren durch indirekte
Immunfluoreszenzfarbung.

Vero-Zellen wurden mit SARS-CoV-2 infiziert. Die Seren S1-S9 wurden den Zellen nach 72 h hinzugefugt.
Mit einem Alexa Fluor 488-konjugierten Ziege bzw. einem Alexa Fluor 594-konjugierten Esel anti-Human
Antikdrper wurden die anti-SARS-CoV-2-Antikdrper detektiert (Verdiinnung 1:500). Die Nuclei wurden mit
DAPI angefarbt.
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4.5 Etablierung eines RTgPCR-Serumneutralisationstests gegen SARS-CoV-2

Aufbauend auf den klinischen Erfolgen der Rekonvaleszenz-Therapie bei COVID-19
wurde versucht, aus anonymen Blutbankseren ein Testverfahren zum Nachweis
neutralisierender  anti-SARS-CoV-2-Antikbrper zu  etablieren. Dazu wurden
anonymisierte Blutseren von mit SARS-CoV-2-Infizierten (Serum 1, 4, 5, 6,7) sowie

nicht-Infizierten (Serum 2, 3, 8, 9) verwendet (Tabelle 5).

Tabelle 5: Serum-Verzeichnis.
Die Seren wurden anonymisiert und nach Eingangsdatum nummeriert. Die Ergebnisse der in der
Virusdiagnostik durchgefiihrten ELISA-Untersuchung sind aufgefihrt.

Name Serum Ergebnis ELISA-Untersuchung
Serum 1 Positiv
Serum 2 Negativ
Serum 3 Negativ
Serum 4 Positiv
Serum 5 Positiv
Serum 6 Positiv
Serum 7 Positiv
Serum 8 Negativ
Serum 9 Negativ
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45.1 Detektion SARS-CoV-2-neutralisierender Antikdrper mit RTgPCR

Zur Detektion SARS-CoV-2-neutralisierender Antikdrper wurden anonymisierte
Blutseren von mit SARS-CoV-2-Infizierten (Serum 1, 4, 5, 6,7) sowie nicht-Infizierten
(Serum 2, 3, 8, 9) bei 56 °C fur 30 Minuten hitzeinaktiviert. Je 10 pl und 1 pl der
untersuchten Seren wurden eine Stunde bei 37 °C mit SARS-CoV-2 (MOI: 0,5) inkubiert.
Das Antikdrper-Virus-Gemisch wurde auf am Vortag ausgesate Vero-Zellen tberfuhrt
und fir 72 h inkubiert. AnschlieBend wurden 125 pl des zellularen Uberstandes in 250
pl des MagNA Pure Lysis/Binding Buffer zur viralen Inaktivierung tiberfiihrt und bei 2000
rom 5 Minuten zentrifugiert. Die virale RNA wurde durch das MagnaPure24 System
aufgereinigt und mittels RTQPCR quantifiziert (Abbildung 15). Je 10 pl der Seren S1, S5,
S6 und S7 reduzierten die Viruslast signifikant, 1 pl der entsprechenden Seren fiihrte zu
keiner Reduktion der Viruslast. Die Seren S2, S3, S4, S8 und S9 senkten die Viruslast

nicht. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte infizierte Zellen.
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Abbildung 15: Serum S1, S5, S6 und S7 neutralisieren SARS-CoV-2.

10 wl und 1 pl des jeweiligen Serums wurden mit dem Virus inkubiert und nach 1 h auf Vero-Zellen
uberfiihrt. Die virale RNA wurde nach 72 h aus zellularem Uberstand isoliert und durch RTgPCR
quantifiziert (S: Serum). Balken: Mittelwert.
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4.5.2 Quantifizierung SARS-CoV-2-neutalisierender Antikorper mittels RTgPCR

Zur Quantifizierung der neutralisierenden anti-SARS-CoV-2-Antikorper wurde eine
Verdunnungsreihe ELISA-positiver (S1, S4, S6) sowie ELISA-negativer Seren (S8, S9)
mit SARS-CoV-2 (MOI: 0,5) inkubiert. Das Antikdrper-Virus-Gemisch wurde auf am
Vortag ausgesate Vero-Zellen tberfuhrt und fir 72 h inkubiert. Anschlielend wurden
125 pl des zellularen Uberstandes in 250 pl des MagNA Pure Lysis/Binding Buffer zur
viralen Inaktivierung tberfiihrt und bei 2000 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Die virale RNA
wurde durch das MagnaPure24 System aufgereinigt und mittels RTqPCR quantifiziert.
Alle Infektionen wurden in Triplikaten durchgefuhrt. Fiir Serum S1 und S6 bestatigte sich
der neutralisierende Effekt ab einer Verdiinnung von 1:400. In den Seren S4, S8 und S9

konnten keine virusneutralisierenden Antikdrper nachgewiesen werden (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Seren S1 und S6 neutralisieren SARS-CoV-2 ab einer Verdinnung von 1:400.
Die Seren wurden verdinnt, mit SARS-CoV-2 inkubiert und nach 1 h auf Vero-Zellen Uberfuhrt. Die
virale RNA wurde nach 72 h aus zellularem Uberstand isoliert und mittels RTqPCR quantifiziert. Balken:
Mittelwert; Fehlerbalken: Standardabweichung.
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5 Diskussion

5.1 Fluoxetin inhibiert die SARS-CoV-2 Replikation

Die Untersuchung der Wirkung bereits zugelassener Arzneimittel gegen SARS-CoV-2
fuhrte unter anderem zur Entdeckung von Remdesivir (M. L. Wang et al., 2020). Zum
Zeitpunkt der Forschungsarbeiten im April 2020 war Remdesivir das einzige von der
EMA zugelassene Medikament zur Behandlung von COVID-19 (EMA, 2020). Die
antivirale Wirkung von Fluoxetin gegen SARS-CoV-2 wurde erstmals von mir im Preprint
im Juni 2020 beschrieben (Zimniak et al., 2020). Dieser Preprint gehdrt zu den héchsten
5 % aller von Altmetric bewerteten Forschungsergebnisse. Meine Ergebnisse stehen im
Einklang mit spater publizierten Daten anderer Forschungsgruppen (Carpinteiro et al.,
2020; Schloer et al., 2020).

5.1.1 Klinische Bedeutung von Fluoxetin bei COVID-19

Fluoxetin ist ein gut erforschter Wirkstoff, der sich seit mehr als vier Dekaden im
klinischen Einsatz befindet (Lemberger et al., 1978). Seit Ablauf des Patents sind

generische Produkte weltweit glinstig verflgbar.

Hauptziele der COVID-19-Therapie sind die Minimierung zytopathischer Schaden
infolge der Virusreplikation sowie die Eindammung des dysregulierten Immunsystems.
Wie beschrieben inhibiert Fluoxetin die Replikation des SARS-CoV-2 und reduziert
dadurch die Entstehung von Organschaden. Weiterhin werden selektiven Serotonin-
Wiederaufnahmehemmern antiinflammatorische Wirkweisen zugeschrieben: In vitro
inhibieren sie u.a. die Entwicklung von Lymphozyten, besonders sensitiv reagieren die
Zellen dabei auf die Gabe von Fluoxetin (Martensson et al., 1993; Xia et al., 1996).
Weiterhin fiihrte Fluoxetin in vitro als auch in vivo zu einer reduzierten Sekretion
proinflammatorischer Zytokine, insbesondere des bei einer SARS-CoV-2-Infektion
relevanten Interleukin-6 (Creeden et al., 2021; Hiles et al., 2012; Wang et al., 2019).

Die Relevanz der in Kapitel 4.2.1 aufgefiihrten Ergebnisse konnte mittlerweile in
mehreren klinischen Studien belegt werden. Fluoxetin Uberzeugt dabei durch die
kombinierte Wirkweise aus antiviralen und immunmodulatorischen Mechanismen. Die
Gabe von Fluoxetin fuhrte u.a. zu einer signifikanten Reduktion des Intubations- als auch
des Sterberisikos bei COVID-19-Erkrankten (Deng et al., 2023; Hoertel et al., 2020;
Oskotsky et al, 2021), ebenso wie zu einem schnelleren Abklingen der
Entzindungsreaktion (Sedighi et al., 2023). Clelland et al. konnten einen protektiven
Effekt von Fluoxetin vor einer SARS-CoV-2-Infektion feststellen (Clelland et al., 2021).
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Zu den in der Literatur beschriebenen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen (UAW) des
Fluoxetins  zahlen  Kopfschmerzen, Schlafstérungen oder gastrointestinale
Beschwerden wie Ubelkeit und Diarrhoe (Perez-Caballero et al., 2014; Riediger et al.,
2017). Bei psychiatrischer Indikation zeigt das (S)-Enantiomer einen starkeren Effekt,
bei antiviraler Anwendung in vitro unterscheidet sich die Wirkstarke der Enantiomere
nicht voneinander (vgl. 4.2.1). Ob die Anwendung des (R)-Enantiomers mit verringerten
UAWSs einhergeht und deshalb bei virologischer Indikation praferiert werden sollte, ist

eine interessante Fragestellung fir zukinftige Forschung.

Zusammenfassend ist der selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer aufgrund
seiner langjahrigen Anwendung und seiner mehrfach bewiesenen antiviralen Effektivitat
ein geeignetes Off-Label-Medikament bei COVID-19. Die klinische Datenlage sollte
durch gréRRere Studienteilnehmerzahlen ergénzt werden. Der Frage, inwieweit Fluoxetin
bei Post-COVID-Patient:innen Anwendung finden kann, sollte in weiteren Experimenten

nachgegangen werden.

5.1.2 Entschlusselung der antiviralen Wirkmechanismen

Die antidepressive Wirkung Fluoxetins geht auf die Blockade des Serotonintransporters
und einem damit verbundenen Anstieg des Neurotransmitters Serotonin zurtick (Fuller
et al., 1991). Um zu Uberprifen, ob sich Fluoxetins antivirale Eigenschaften ebenfalls
auf die Rezeptorblockade zurlickfiihren lassen, untersuchten wir weitere SSRI. Weder
Paroxetin noch Escitalopram hatten dabei einen Einfluss auf die SARS-CoV-Replikation
(vgl. Kapitel 4.2.1). Weiterhin verglichen wir die antiviralen Effekte der (R)- und (S)-
Enantiomere Fluoxetins. Dabei ist das (S)-Enantiomer dominant in seiner Wirkung als
SSRI (Wong, Reid, et al., 1985). Die gleichstarke Wirksamkeit der Stereoisomere gegen
SARS-CoV-2 bekraftigt, dass die Blockade des Serotonintransporters nicht der

entscheidende antivirale Wirkmechanismus ist.

Die durchgefiihrte indirekte Immunfluoreszenzfarbung (lIF) gibt erste Hinweise auf den
antiviralen Wirkmechanismus des SSRIs. Die Wirkstoffzugabe resultierte in einer
verminderten Zahl Virusprotein-produzierender Zellen. Dies deutet darauf hin, dass

Fluoxetin die virale Reinfektion verhindert und/oder Proteinexpression inhibiert.

Im Jahr 2020 beschrieb die Arbeitsgruppe um Carpinteiro, dass eine durch Fluoxetin
verursachte Inhibierung der in den Lysosomen lokalisierten sauren Sphingomyelinase
(engl. Acid Sphingomyelinase, ASM) zu einer reduzierten zellularen Infektion mit SARS-

CoV-2 fuhrt. Die ASM katalysiert die Umwandlung von Sphingomyelin zu Ceramid. Laut
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Carpinteiro et al. benétigt SARS-CoV-2 fir dessen Zelleintritt Ceramide. Eine
Inhibierung der ASM fuhrt folglich zu einer reduzierten Infektion durch SARS-CoV-2
(Carpinteiro et al., 2020). In Ergéanzung dazu beschrieben Geiger et al. eine weitere
antivirale Zielstruktur des Fluoxetins: die saure Ceramidase (engl. Acid Ceramidase,
AC), ebenfalls in Lysosomen lokalisiert. Die AC wandelt die von der ASM hergestellten
Ceramide in Sphingosin um. In bereits infizierten Zellen inhibieren akkumulierende
Ceramide die SARS-CoV-2-Replikation. Weiterhin fihrt die Hemmung der AC durch
Fluoxetin zu einer reduzierten viralen Genexpression sowie viralen Freisetzung aus den
Golgi-Vesikeln (Geiger, Kersting, et al., 2022). Die Hypothese der inhibierten
Proteinexpression wird durch weitere Publikationen unterstitzt, die zeigen, dass
Fluoxetin u.a. in Hepatitis-C-Viren sowie in den Humanen Enteroviren B und D die virale

Proteinsynthese reduziert (Young et al., 2014; Zuo et al., 2012).

Die beiden Enzyme werden auf gleiche Weise indirekt durch Fluoxetin inhibiert
(Abbildung 17). Der SSRI wird in Lysosomen protoniert und kann infolgedessen die
Lysosom-Membran nicht mehr passieren. Somit akkumuliert Fluoxetin in Lysosomen
und fahrt dadurch zu einer Ablésung der ASM und/oder AC von der Lysosom-Membran.
Im Lysosomen-Zytosol kommt es zu einer proteolytischen Enzym-Inaktivierung und
folglich zu einem Funktionsverlust, der zu einer reduzierten viralen Aufnahme einerseits
(ASM) sowie zu einer reduzierten viralen Freisetzung andererseits (AC) fluhrt
(Carpinteiro et al., 2020; Geiger, Kersting, et al., 2022; Kornhuber et al., 2010).

Lysosom

rER

Zytoplasma

Lysosom

Abbildung 17: Potenzielle antivirale Wirkmechanismen von Fluoxetin.

(A) Fluoxetin inhibiert die saure Sphingomyelinase (ASM) im Lysosom. Dies fiihrt zu einer
geringeren Zellinfektion mit SARS-CoV-2. (B) Fluoxetin inhibiert die saure Ceramidase (AC) im
Lysosom. Dies fuhrt zu einer reduzierten SARS-CoV-2-Freisetzung aus den Lysosomen. GA: Golgi-
Apparat, rER: raues Endoplasmatisches Retikulum, SM: Sphingomyelin, Cer: Ceramid, Sph: Sphingosin.
Eigene Darstellung erstellt mit BioRender.com.
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Zusammenfassend sind bisher zwei potenzielle Wirkmechanismen des Fluoxetins
gegen SARS-CoV-2 beschrieben worden: Zum einen inhibiert es die lysosomale ASM
und fuhrt zu einem reduzierten viralen Eintritt. Zum anderen inhibiert es die AC, was u.a.
zu einer verminderten Freisetzung der Viren aus Lysosomen fiihrt. Die in der IIF
festgestellte Reduktion Virusprotein-produzierender Zellen steht somit im Einklang mit

beiden beschriebenen Wirkmechanismen.

5.1.3 Spezifitat der viralen Hemmung

Fluoxetin konnte keinen Einfluss auf die Replikation des Tollwutvirus (-ssRNA), des
Respiratorischen Synzytial-Virus (-ssSRNA), des Herpes-simplex-Virus Typ 1 (dsDNA)
und des Humanen Herpesvirus 8 (dAsDNA) nehmen (Zimniak et al., 2021a). Inhibierende
Effekte auf die Replikation u.a. des Dengue-Virus, des Hepatitis-C-Virus, der Humanen
Enteroviren B und D sowie Influenzaviren A sind beschrieben (Medigeshi et al., 2016;
Schloer et al., 2020; Young et al., 2014; Zuo et al., 2012). Ob die Hemmung bzw.
fehlende Hemmung der genannten Viren durch Fluoxetin auf die in 5.1.2 beschriebenen
Mechanismen zurtickzufiihren ist und ob weitere Viren durch Fluoxetin inhibierbar sind

(Avota et al., 2021), ist ein interessanter Ansatz fur zukinftige Forschung.

5.2  AKS 128 und AKS 232 inhibieren die SARS-CoV-2-Replikation

Die am Institut fir Organische Chemie Wurzburg entwickelten Substanzen AKS 128
sowie AKS 232 inhibieren die Replikation des SARS-CoV-2 signifikant. Von den
getesteten Substanzen erwiesen sich AKS 128 sowie AKS 232 als besonders
vielversprechende Wirkstoffe gegen SARS-CoV-2. Weiterhin wurden sechs Wirkstoffe
detektiert (AKS 19, 20, 207, 210, 225, 258), die die Viruslast in vitro um = 0,5 log-Stufen

senken konnten.

AKS 232 ist ein Derivat des Myriocins (Abbildung 18) und erwies sich unter den
getesteten AKS-Substanzen als potentester SARS-CoV-2-Wirkstoff. Myriocin ist ein
Metabolit des Pilzes Myriococcum albomyces mit immunsuppressiven, antiviralen und
antimykotischen Eigenschaften in vitro als auch in vivo (Amemiya et al., 2008; Fuijita et
al., 1994; Kluepfel et al., 1972; Tafesse et al., 2013; Umehara et al., 2006). Es inhibiert
die Serin-C-Palmitoyltransferase, ein essenzielles Enzym der Sphingolipid-Synthese (J.
K. Chen et al., 1999; Wadsworth et al., 2013). GréRere Mengen von Sphingolipiden und
Cholesterol bilden gemeinsam sogenannte Lipid Rafts, Mikrodomanen in zellularen
Membranen (Simons et al., 1997). Diese ermdglichen einigen Viren u.a. den Zelleintritt,

bei anderen Viren wie dem behullten Hepatitis-C-Virus ist der Replikationskomplex an
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Lipid Rafts gekoppelt (Avota et al., 2021; Gao et al., 2004; Shi et al., 2003). Die
Wichtigkeit der Sphingolipide fur die virale Replikation ist ein mdoglicher
Erklarungsansatz fur die oben beschriebenen antiviralen Eigenschaften des Myriocin-
Derivats und steht in Einklang mit den in 5.1.2 beschriebenen Wirkmechanismen des

Fluoxetins.

HO

Z
Z

Abbildung 18: Das Myriocin-Derivat AKS 232 inhibiert die SARS-
CoV-2 Replikation.

Strukturformel des Myriocin-Derivats. Eigene Darstellung erstellt mit
ChemDraw.

5.3  Anti-SARS-CoV-2-Antikdrpernachweis durch indirekte
Immunfluoreszenzfarbung

Mithilfe der indirekten Immunfluoreszenzfarbung (lIF) ist der Nachweis
substratgebundener  Antikbrper mdglich. In dem von uns durchgefiihrten
Immunfluoreszenzversuch banden anti-SARS-CoV-2-Antikorper an von infizierten
Zellen produzierte virale Proteine und konnten durch Alexa Fluor 488/594-markierte
Sekundarantikorper dargestellt werden. Das Verfahren diente in den Folgeversuchen
als Screening-Instrument zur Antikorperdetektion in Patient:innenserum sowie in der
Wirkstoffuntersuchung als Mittel zur Aussage Uber die Beeinflussung der viralen

Proteinproduktion durch die angewandten Substanzen.

5.3.1 Anwendungsmadglichkeiten der indirekten Immunfluoreszenzfarbung und
Optimierungsmadglichkeiten

In der durchgefihrten IIF wurde das SARS-CoV-2-Wildtypvirus zur Infizierung der Zellen
genutzt. Das dadurch entstehende breite Antigenspektrum fihrt zu einer sehr hohen
Testsensitivitat, weshalb die IIF sich besonders als Screeningverfahren anbietet.
Aufgrund des hohen Personal- und Zeitaufwands ist die IIF in der virologischen
Diagnostik jedoch nicht als Standard zum Antikdrper-Screening geeignet (Wolfel et al.,
2020). Automatisierte Immunassays wie das ELISA-Verfahren haben sich hier
durchgesetzt (Fox et al., 2022; Guo et al., 2020).
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Eine anzustrebende Optimierung des Versuchs ist dessen Spezifizierung. Um die anti-
SARS-CoV-2-Antikoérper bindenden Antigene zu Kklassifizieren, kdnnten mittels
Transfektion spezifische Proteine exprimiert und das Antikdrperbindungsverhalten
untersucht werden. Vergleichbare Experimente mit Expression rekombinanter SARS-
CoV-(2)-Spike- und/oder Nukleokapsidproteine wurden bereits erfolgreich durchgefiihrt
(Corman et al., 2012; Wolfel et al., 2020).

In Folgeversuchen der IIF sollte eine Kreuzreaktivitat der verwendeten anti-SARS-CoV-
2-Antikdrper auf andere Viren getestet werden. Diese ist u.a. fir SARS-CoV und MERS-
CoV beschrieben (Hicks et al., 2021; Ou et al., 2020). Auch wenn dies zu einer
geringeren Spezifitat der IIF fihren wirde, konnte das kreuzreagierende Virus als
Positivkontrolle der IIF verwendet werden. Eine Unterscheidungsmaoglichkeit zwischen
nicht-neutralisierenden und neutralisierenden Antikdrpern (NAb) bietet die IIF nicht. Eine
NADb-Detektion ist z.B. mittels Neutralisationstest moglich (Muruato et al., 2020; Wolfel
et al., 2020).

5.4 Etablierung eines RTQPCR-Serumneutralisationstests gegen SARS-CoV-2

Die Quantifizierung neutralisierender Antikorper (NAb) ist zur Bestimmung der
protektiven humoralen Immunitat nach nattrlicher Infektion und/oder Impfung ebenso
wie zur Detektion potenzieller Spender:innen zur Rekonvaleszenztherapie unerlasslich.
Mit dem RTgPCR-Serumneutralisationstest (RTqQPCR-SNT) gegen SARS-CoV-2
gelang uns die Etablierung eines sensitiven NAb-Nachweisverfahrens durch Messung
der Reduktion viraler RNA. Eine Quantifizierung der neutralisierenden Antikbrper war

mittels Verdinnungsreihe moglich.

5.4.1 Unterschiedliche NAb-Konzentrationen nach Impfung und/oder Infektion

Das Serum 4 wies im RTqQPCR-SNT keinen neutralisierenden Effekt auf (vgl. 4.5.1 und
4.5.2), in den durchgefiihrten indirekten Immunfluoreszenzfarbungen konnten im
Vergleich zu den anderen Antikorper-positiven Seren deutlich weniger anti-SARS-CoV-
2-Antikdrper dargestellt werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Literatur:
Patient:innen mit asymptomatischer oder leichter COVID-19-Erkrankung weisen eine
niedrige NAb-Konzentration vor, nach drei Monaten kann der Spiegel in einen nicht-

messbaren Bereich sinken (Ibarrondo et al., 2020; Q. X. Long, X. J. Tang, et al., 2020).

Nach Einfihrung der Impfungen wiederholte die AG Bodem im September 2022 den
RTgPCR-Serumneutralisationstest (Abbildung 19). Untersucht wurde das Serum von

Probanden mit Z.n. Impfung und/oder nattrlicher Infektion. Die Ergebnisse unterstiitzen
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die Erkenntnisse des ersten RTgPCR-SNTs: Proband:in 2 (3x Impfung, 1x Infektion)
wies die hochste NAb-Konzentration vor, Proband:in 3 (3x Impfung, 3x Infektion) die
zweithdchste. Bei Proband:in 4 (1x Impfung, 2x Infektion) waren NAbs in geringer
Menge nachweisbar. Proband:in 1 hatte trotz 3-facher Impfung (keine Infektion) keine

neutralisierenden Antikbrper im Serum.

Der etablierte RTqPCR-Serumneutralisationstest wurde von Nina Geiger (AG Bodem)
durch eine Positivkontrolle (inaktiviertes SARS-CoV-2 Virus) erganzt. Die beiden SNT-
Versuche wendeten unterschiedliche Verduinnungsreihen an, wobei die in Kapitel 4.5.2.

verwendete Verdiinnung eine genauere NAb-Konzentrationsbestimmung erlaubt.
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Abbildung 19: Individuelle Konzentration neutralisierender anti-SARS-CoV-2-Antikérper nach
Impfung und/oder Infektion.

Die Seren wurden seriell verdiinnt, mit SARS-CoV-2 inkubiert und nach 1 h auf Vero-Zellen uberfuhrt.
Die virale RNA wurde nach 72 h aus dem zellularen Uberstand isoliert und mittels RTqPCR quantifiziert.
Proband:in 2, 3 und 4 weisen neutralisierende anti-SARS-CoV-2-Antikdrper in unterschiedlichen
Konzentrationen auf, das Serum von Proband:in 2 enthélt keine neutralisierenden Antikdrper. Balken:
Mittelwert; Fehlerbalken: Standardabweichung. Nutzung und Veroffentlichung der Daten erfolgt mit
Genehmigung von Nina Geiger.

Der Versuch zeigt, dass die Ausbildung einer protektiven humoralen Immunitat nicht nur
nach naturlicher Infektion (vgl. Kapitel 4.5.2), sondern auch nach einer Impfung
individuell ablauft. Dies steht im Einklang mit Versuchen von Collier et al., die eine
altersabhangige-heterogene Immunantwort auf eine Impfung mit BNT162b2 feststellten
(Collier et al., 2021). Auch Wall et. al stellten Unterschiede der NAb-Titer in Abh&ngigkeit
von Alter und infizierendem Virus fest (Wall et al., 2021).
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Die Daten des Versuchs geben keinen Aufschluss tber den verwendeten Impfstoff, die
Zeit zwischen Blutenthahme und letzter Impfung und/oder Infektion oder der
infizierenden SARS-CoV-2-Variante. Somit ist kein Ruckschluss auf die genaue
Ursache der unterschiedlichen NAb-Konzentrationen mdglich. Ungeachtet der Ursache
rickt die Tatsache der NAb-Unterschiede die Bedeutung und Notwendigkeit einer

medikamenttsen Therapie bei COVID-19 in den Vordergrund.

5.4.2 Vergleich des RTqPCR-SNTs mit dem Goldstandard

Goldstandard der NADb-Bestimmung ist der sogenannte plaquereduzierende
Neutralisationstest (PRNT). Dabei werden stufenweise verdinnte Seren mit Virus
inkubiert, das Serum-Virus-Gemisch auf Zellen gegeben und die entstandenen Plaques
48-72 hpi gezahlt (Muruato et al., 2020; Okba et al., 2020). Durch die lange Dauer und
den hohen Personalaufwand eignet sich das Verfahren nur bedingt zum serologischen
Hochdurchsatz-Screening groRer Bevolkerungsgruppen (Roehrig et al., 2008).

Ebenso wie die PRNT ist auch der RTqPCR-SNT zeitlich aufwéndig. Durch die Arbeit
mit dem SARS-CoV-2-Wildtyp kann die Arbeit im Labor mit Sicherheitsstufe 3 nicht

umgangen werden.

Zum Vergleich der Sensitivitdt und Spezifitdt des RTqQPCR-SNT und des PRNTSs sollten
die Experimente unter gleichen Bedingungen wiederholt durchgefiihrt werden. Die
RTgPCR-SNT wurde auch von Abidi et. al und Lichtenegger et al. zur Anwendung bei
SARS-CoV-2 beschrieben, die Korrelationen zu anderen neutralisierenden Verfahren
wie dem TCIDso-basierten Assay lagen bei 90 % (Abidi et al., 2021; Lichtenegger et al.,
2022).

5.4.3 Optimierungsmdéglichkeiten des RTqPCR-SNTs
Der RTgPCR-SNT ist ebenso wie der PRNT kostspielig und zeitaufwandig. Eine

Mdglichkeit der Zeit- und Kostenersparnis ware die Reduktion der Serumuntersuchung
von Triplets auf Singlets. Zur Fehlerminimierung sind in den Prozess der viralen
Nukleinsaureaufreinigung sowie in den der PCR-Master-Mix-Herstellung zwei
Robotersysteme integriert. Das Screening der Patient:innenseren auf neutralisierende
Antikdrper im RTgPCR-SNT erfolgte in Singlets (vgl. Kapitel 4.5.1). Die NAb-
Quantifizierung der gleichen Seren wurde in Triplets durchgefuhrt. Die Ergebnisse der
beiden Experimente fielen in entsprechender Verdinnung gleich aus (vgl. Kapitel 4.5.2).
In einem weiteren Versuch sollte die Korrelation zwischen Singlets und Triplets bewertet

werden. Bei einer wiederholt nicht-signifikanten Variation der Ergebnisse konnte der
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SNT auf die Untersuchung von Singlets reduziert, und so zeit- und kosteneffizienter
werden. Eine andere Mdglichkeit der Zeitersparnis ware in Anlehnung an Lichtenegger
et al. eine virale RNA- Quantifizierung nach 24 h anstelle von 72 h (Lichtenegger et al.,
2022).

Zusammenfassend konnte ein sensitives Verfahren etabliert werden, das die Detektion
neutralisierender Antikdrper gegen SARS-CoV-2 standardisiert ermoglicht. Durch
Anwendung des Wildtyp-Virus ist das Verfahren leicht an die neu aufkommenden
Virusvarianten anpassbar. Aufgrund des hohen Zeit- und Personalaufwands sowie des
zwingenden Vorhandenseins eines Labors der Sicherheitsstufe 3 ist die Anwendung des
Verfahrens besonders zur Untersuchung einzelner Patient:innen-Seren, z.B. bei der

Rekrutierung von Spender:innen zur Rekonvaleszenztherapie, geeignet.

a7



55 Ausblick

In einer beispiellosen weltweiten Zusammenarbeit zur Eindammung der COVID-19-
Pandemie wurden so schnell wie noch nie potente Impfstoffe entwickelt und Virostatika
zugelassen (EMA, 2023; Fiolet et al.,, 2022). In dieser Arbeit konnten wir mit dem
langjahrig angewandten selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer Fluoxetin ein
weiteres Medikament gegen COVID-19 identifizieren. Die klinische Wirksamkeit wurde
in diversen Studien belegt (Deng et al., 2023; Hoertel et al., 2020; Oskotsky et al., 2021).
Mit Entschlisselung dessen antiviraler Wirkmechanismen wurde am Institut fur
Organische Chemie Wiirzburg das Fluoxetin-Derivat AKS 466 entwickelt. Es inhibiert
die saure Ceramidase, eine Vvielversprechende neue Zielstruktur antiviraler
Medikamente, spezifisch und greift damit einen der beschriebenen antiviralen
Wirkmechanismen Fluoxetins auf. Weitere in vitro Versuche und Klinische Studien mit
AKS 466 bleiben abzuwarten. Mit den die SARS-CoV-2-Replikation inhibierenden
Substanzen AKS 232 sowie AKS 128 wurden weitere potenzielle Therapieansatze
erschlossen. Die durchgefiihrten Experimente bilden dabei die Basis flr eine vertiefende
Wirkstoffforschung, insbesondere zur Aufklarung des genauen Wirkmechanismus der

Substanzen sowie zukunftiger Wirksamkeitsprifung in klinischen Studien.

Neben der Virostatika-Zulassung erfolgte die Genehmigung neutralisierender
monoklonaler Antikérper (mAb) zur COVID-19-Therapie (EMA, 2023). Durch die hohe
SARS-CoV-2-Mutationsrate ist jedoch mit einem Wirkverlust aktuell zugelassener mAb-
Therapien zu rechnen. Die Rekonvaleszenztherapie spielt daher wiederkehrend eine
wichtige Rolle bei der Versorgung schwer an COVID-19-Erkrankter (Senefeld et al.,
2023). Mithilfe des in der Arbeit entwickelten RTqPCR-SNT ist eine zuverlassige
Quantifizierung neutralisierender Antikbrper und somit Identifizierung moglicher
Spender:innen mdglich. Anhand des individuellen NAb-Titers kann auch die

Notwendigkeit zukunftiger Auffrischungsimpfungen bestimmt werden.
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7.1

Appendix

AKS-Toxizitatstests

Vero-Zellen wurden fir 72 h mit den AKS-Substanzen inkubiert. Die Wachstumsrate der

Zellen wurde durch Messung im PerkinElmer EnSight nach 0 und 72 h ermittelt.
Berechnet wurde der Quotient aus der Zellzahl nach 72 h / Zellzahl nach 0 h. Die

unbehandelte Kontrolle wurde auf 100 % normiert (Abbildung 20). Die Versuche wurden

in sechs Replikaten durchgefiihrt. Die Signifikanz des Wachstumsratenunterschieds im
Sinne einer Zelltoxizitat wurde mittels Student’s T-Test bestimmt.
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Abbildung 20: Zytotoxische Wirkung der AKS- Substanzen auf Vero-Zellen.

Vero-Zellen wurden fur 72 h mit den jeweiligen AKS- Substanzen in den angegebenen Konzentrationen
inkubiert (A-M). Die Wachstumsrate wurde durch Messungen im PerkinElmer EnSight ermittelt. Balken:
Mittelwert; Fehlerbalken: Standardabweichung.
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