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1. Einführung 

Der Weg von der Entwicklung bis zur Zulassung neuer Virostatika ist bis heute mit hohen 

Kosten und einem großen Zeitaufwand verbunden 1. Der größte Erfolg war die 

Einführung der direkt wirksamen antiviralen Substanzen gegen Infektionen mit humanem 

Immundefizienz-Virus-1 (HIV-1) 2,3. Die Angriffspunkte der bereits existierenden 

Medikamente wurden für die Etablierung neuer direkt antiviralen Medikamente 

verwendet und haben neue Therapiemöglichkeiten für viele virale Infektionen 

ermöglicht. 

1.1 Respiratorisches Synzitial-Virus und Parainfluenzavirus 

An erster Stelle der tödlich infektiösen Erkrankungen stehen Infektionen des unteren 

Respirationstraktes 4. Der Großteil dieser Infektionen wird durch das Respiratorische 

Synzitial-Virus (RSV) verursacht 5-8, aber auch das Parainfluenzavirus spielt eine Rolle 

7,8. Vor allem Kleinkinder im Alter unter fünf Jahren sind von solchen Infektionen 

betroffen 6,7,9. Laut Angaben des Robert Koch Instituts (RKI) kommen 

RSV-Atemwegserkrankungen mit einer Inzidenz von 48,5 Fällen und 5,6 schweren 

Fällen pro 1000 Kindern im ersten Lebensjahr vor 10. Im Alter von zwei Jahren wurde 

fast jedes Kind mindestens einmal mit RSV infiziert und Reinfektionen sind möglich 10. 

Die derzeitige Therapie von Infektionen mit RSV erweist sich als sehr schwierig. Bis 

heute gibt es keine zugelassene Impfung. Derzeitige Studien lassen jedoch auf die 

künftige Möglichkeit einer Impfung hoffen 11,12. Nachdem die inhalative antivirale 

Therapie mit Ribavirin nicht mehr empfohlen wird 10, steht nur noch die passive 

Immunisierung mit dem Antikörper Pavilizumab als präventive Maßnahme bei 

Risikopatienten für RSV-Infektionen zur Verfügung 13,14. Ansonsten wird die Infektion 

rein symptomatisch behandelt 10,13. Das Parainfluenzavirus ist mit 8 % der dritthäufigste 

virale Erreger einer Pneumonie von Kindern unter fünf Jahren 15. Darüber hinaus ist der 

Virus mit 75 % der häufigste Erreger eines Krupp-Syndroms in dieser Altersklasse 16. 

Neue Studien haben gezeigt, dass das Parainfluenzavirus mit einer Häufigkeit von 

0,2-11,5 % auch ein Verursacher von hospitalisierten Pneumonien im Erwachsenenalter 

ist 17,18. Von den Serotypen Parainfluenzavirus 1-4 ist Parainfluenzavirus-3 der am 

häufigsten mit Hospitalisierungen assoziierte Subtyp 19. Auch Infektionen mit 
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Parainfluenzavirus können zurzeit nur symptomatisch behandelt werden 20. Nur bei 

auftretenden Symptomen eines Krupp-Syndroms hat sich die Therapie mit 

Glucocorticoiden etabliert 21,22. 

Auch Versuche, eine Impfung gegen diese Viren zu entwickeln, waren bis heute nicht 

erfolgreich 23-25. Durch das Fehlen einer adäquaten antiviralen Therapie sind Infektionen 

mit diesen Erregern eine große Herausforderung für das Gesundheitssystem in Bezug auf 

die Kosten und die Therapie 26,27. 

1.2 Masernvirus 

Eine weitere gefürchtete Viruserkrankung ist die Infektion mit dem Masernvirus. Im 

Frühstadium einer Infektion können Symptome wie Fieber, Husten und Konjunktivitis 

und im späteren Verlauf ein makulo-papulöses Exanthem beobachtet werden 28. 

Komplikationen wie Gastroenteritiden, Blindheit und Encephalitis sind möglich 28,29. 

Besonders gefürchtet ist die Komplikation der subakut sklerosierenden Panenzephalitis, 

die laut Fallzahlen des RKI bei 4-11 Fällen pro 100.000, für Kinder unter fünf Jahren 

sogar bei 30-60 Fällen pro 100.000 Masernerkrankungen liegt 29,30. Das Masernvirus ist 

hoch infektiös und somit besteht ein hohes Ansteckungsrisiko 31. Um Infektionen und 

eine mögliche Persistenz des Virus vorzubeugen, besteht die präventive Maßnahme der 

Impfung 29,32. Laut den Daten des RKI lagen die Impfquoten in Deutschland im Jahr 2018 

für die erste Masernimpfung bei 97,9 %, für die zweite Impfung bei 93,1 % 29. Die 

Impfung ist eine aktive Impfung und sollte erst ab dem 9. Lebensmonat verabreicht 

werden 29. Ein effektiver Schutz von Neugeborenen ist somit nur durch den Herdenschutz 

der Bevölkerung gegeben. Europäische Impfprogramme zur Eradikation der Masern 

waren bis Dato nicht erfolgreich und benötigen eine Impfquote von mindestens 95 % 33. 

Eine antivirale Therapie bei Infektion gibt es nicht 28,29. Durch das Fehlen einer 

antiviralen Therapie bei Infektion sind vor allem Säuglinge im Alter zwischen dem ersten 

bis 9. Lebensmonat besonders gefährdet, Spätkomplikationen zu entwickeln. Nur in 

Ausnahmefällen wie z.B. bei Exposition zu Erkrankten ist eine Impfung auch ab dem 

6. Lebensmonat zu erwägen 34. Daten zur klinischen Wirksamkeit einer so frühen 

Impfung sind jedoch nicht vorhanden 34. Eine hohe Impfquote ist also nötig, um besonders 

junge Kinder vor einer Infektion zu schützen. Auch eine Infektion von Schwangeren birgt 

ein hohes Risiko für den Feten. Kongenitale Schäden wurden zwar nicht beobachtet 35, 
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jedoch kann eine Infektion der Mutter zum frühzeitigen Abort oder niedrigem 

Geburtsgewicht führen 35,36.  

Auch im Hinblick auf die Masernausbrüche in Massenunterkünften in Deutschland 37 

durch zu geringe Impfquoten wäre eine antivirale Therapie ein wichtiger Schritt, um eine 

rasche Ausbreitung der Infektion und Folgeschäden bei Erkrankten zu vermeiden und um 

das Ziel der Eradikation zu erreichen. 

1.3 Dengue-Virus 

Seit der Entdeckung des Dengue-Virus (DENV) wurde ein starker Zuwachs an 

Infektionszahlen und betroffenen Gebieten verzeichnet 38,39. Gab es im Jahr 1970 neun 

betroffene Länder, so stuft die Weltgesundheitsorganisation (WHO) im Jahr 2021 die 

Bevölkerung in 129 Ländern als für eine DENV-Infektion gefährdet ein 38,40. Obwohl der 

Virus vor allem in Afrika, Amerika, Süd-Ost- Asien und mediterranen Gebieten 

vorkommt wurde auch in Europa von ersten autochthonen Infektionsfällen berichtet 41,42. 

Die Inzidenz in Deutschland im Jahre 2019 lag bei 1,4:10.000 Einwohnern 43, was fast 

eine Verdopplung der Fallzahlen zum Vorjahr darstellt. Vor allem Personen zwischen 20-

39 Jahren sind betroffen, was laut RKI an der höheren Reisefrequenz dieser Gruppe liegt 

43. Die Fallzahlen in Deutschland sind stark abhängig vom Verlauf der Ausbrüchen in 

betroffenen Ländern 43. Obwohl in Deutschland immer weniger ernste Verläufe des 

Dengue-Fieber beobachtet werden und es keine Sterbefälle gibt 43, kann die Krankheit 

sehr wohl in Einzelfällen und bei schlechter Gesundheitsversorgung einen solchen 

Verlauf nehmen 38. In neuen Studien wurden auch die Effekte von neonatalen Infektionen 

durch Arboviren, vor allem von DEN-, Zika- und Chikungunya-Viren (CHIKV) 

beschrieben 44. Bei Infektionen mit DENV stehen Frühgeburtlichkeit und ein niedriges 

Geburtsgewicht im Vordergrund 45,46. In Deutschland führten im Jahr 2019 allein 34 % 

der Infektionsfälle zu einer Hospitalisierung 43. Die Behandlung der Infektion beschränkt 

sich auf symptomatische Therapieansätze 38. Im Jahre 2015 wurde die erste Impfung unter 

dem Namen Dengvaxia gegen das DENV in wenigen Ländern zugelassen 47. Seit 2019 

ist er auch in Europa für spezielle Fälle, nicht jedoch für Schwangere zugelassen 48,49. 

Weitere Impfstoffe befinden sich im Moment in der 3 Phase von klinischen Studien 50-52. 

Neuste Studien haben auch Inhibitoren der NS2B-NS3 Protease auf ihre Wirksamkeit 

gegen Flaviviren getestet 53-55. Bis heute sind jedoch keine dieser Substanzen für den 

klinischen Gebrauch zugelassen. 
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1.4 Chikungunya-Virus 

Die WHO berichtet von CHIKV-Infektionen in über 60 Ländern, darunter auch 

autochthone Infektionen in Italien und Frankreich 56. Das Virus kann laut RKI „ große 

[und] z.T. über Jahre anhaltende Epidemien verursachen“ 57. Die Krankheit verläuft selten 

tödlich, kann aber in Einzelfällen schwere Symptome verursachen 58. 40 % der Patienten 

klagen über persistierende oder rezidivierende muskuloskelettale Symptome wie 

Arthitiden 59. Bei CHIKV wurde ein vertikales Transmissionsrisiko von bis zu 48,2 % 

beschrieben 60. Die Effekte auf Neugeborene können mild ausfallen, aber auch bis zu 

einer hospitalisierungspflichtigen Encephalitis reichen 61. Die Fallzahlen von CHIKV in 

Deutschland sind seit Ende 2018 wieder steigend, sodass das RKI von 16 Infektionen bis 

Juli 2019 berichtet 62. Die Erkrankten infizieren sich in anderen Ländern, v.a. aber in 

Thailand 62. Die starke Dengue Fiebersaison dort sorgt für höhere Fallzahlen in 

Deutschland 62. Auch für CHIKV-Infektionen gibt es keine antiviralen Therapien 56. Die 

Entwicklung einer aktiv sowie passiv Impfung war bis heute nicht erfolgreich 63-65. Zwei 

Impfstoffe befinden sich jedoch zur Zeit in klinischen Phase 2 Studien 66-68. 

1.5 Poliovirus 

Poliovirus ist ein Erreger, der durch hohe Impfquoten eradiziert werden könnte, da der 

Mensch der einzige bekannte Wirt des Virus ist 69,70. Maximal in 4-8 % der Fälle treten 

Symptome wie mildes Fieber oder Gastrointestinale Schmerzen auf 71. In 0,1-4,5 % wird 

eine paralytische Symptomatik beobachtet, die als Poliomyelitis bekannt ist und 

unterschiedlich ausgeprägt sein kann 72,73. Auch für Infektionen mit dem Poliovirus 

besteht keine antivirale Therapie 70. Die Erkrankung ist durch globale Impfkampagnen 

weitgehend zurückgedrängt. Jedoch werden in den Ländern Pakistan und Afghanistan 

jährlich noch mehrere Poliofälle registriert 74-76. Nach Umstellung der Impfstrategie vom 

trivalenten auf den bivalenten Impfstoff, wurden erneut steigende Fallzahlen von 

Impfpoliovirus Typ2 Infektionen verzeichnet 77. Ein neuer monovalenter Impfstoff gegen 

das Typ 2 Poliovirus soll dies in Zukunft verhindern 77. Die Fallzahlen der Erkrankungen 

wurden durch die Impfung zwar eingeschränkt 78, dennoch ist es von Bedeutung, vor 

allem im Hinblick auf die Erreichung einer Eradikation, einen medikamentösen 

Therapieansatz zu finden.  
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1.6 HIV-1 

Ohne Therapie führt eine Infektion mit HIV-1 zu schwerer Immunsuppression und damit 

verbundenen Komplikationen. Von UNAIDS veröffentlichte Daten besagen, dass es im 

Jahr 2020 37,7 Millionen Erkrankte und 1,5 Neuinfektionen an HIV-1 weltweit zu 

verzeichnen gab 79. Durch die hochaktive antiretrovirale Therapie (HAART) hat sich die 

Prognose und auch das Übertragungsrisiko der Erkrankung gebessert 80. Die Kosten 

dieser Therapie sind jedoch noch vergleichsweise hoch 81-83, vor allem, da die 

Medikamente lebenslänglich eingenommen werden müssen und derzeit noch keine 

Ausheilung durch die antivirale Therapie erreicht wird 79,80. Gleichzeitig wird die 

Behandlung durch Resistenzen des HIV gegen die herkömmlichen 

Therapiemöglichkeiten erschwert 84,85. derzeitigen Laut Daten der UNAIDS waren im 

Jahr 2020 trotz der guten Therapiemöglichkeiten noch 680.000 Todesfälle durch HIV-1 

assoziierte Erkrankungen zu verzeichnen 79. Auch dies sind Gründe, bessere 

Therapiemöglichkeiten zu erforschen. Zudem gibt es weiterhin Patientengruppen, die 

keinen Zugang zu einer antiviralen Therapie haben 79. Somit ist auch die Behandlung des 

akquirierten Immun-Defizienz Syndroms (AIDS) und allen Komplikationen einer 

unbehandelten HIV-1-Infektion von Bedeutung.   

1.7 Herpes-simplex-Virus-1 

Herpesinfektionen wie z.B. Infektionen mit Herpes-simplex-Virus-1 (HSV-1) und -2 

(HSV-2) sowie mit humanen Zytomegalievirus (hCMV) treten in Patienten mit HIV-1 

häufiger auf 86-88. Das symptomatische Auftreten dieser Viren wird vor allem mit der 

durch HIV-1 verursachten Suppression des Immunsystems in Zusammenhang gebracht. 

Ebenso bei Patienten, die wegen anderer Ursachen immunsupprimiert sind, wie z.B. nach 

Stammzell- oder Organtransplantation, kommen symptomatische Verläufe dieser 

Virusinfektionen häufiger vor 89,90. HSV-Infektionen führen in Patienten nach allogener 

Stammzelltransplantation häufig zu Reinfektionen, die aber durch eine medikamentöse 

Prophylaxe reduziert werden können 91. Eine Medikamentöse Therapie mittel Aciclovir 

(ACV) ist möglich. Jedoch besteht eine höhere Resistenzrate gegen ACV bei 

immunsupprimierten Patienten 92,93. Komplikationen wie ein Herpes-simplex vegetans 

mit ulzerierenden und nekrotisierenden Stellen vor allem an Schleimhäuten, sowie eine 

Mitbeteiligung des zentralen Nervensystem mit Folge einer Encephalitis werden bei 
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immunsupprimierten Patienten häufiger beobachtet 90,94,95. Die Prävalenz für 

HSV-1-Infektionen in der allgemeinen Bevölkerung beträgt bis zu 90 % 96-99. Die 

Primärinfektion bleibt häufig klinisch inapparent. Ungefähr 40 % der Patienten neigen 

jedoch zu Rezidiven, die eine schwerere Symptomatik zeigen können 100.  

1.8 Zytomegalievirus 

Infektionen mit hCMV sind mit einer Prävalenz von bis zu 30 % bei transplantierten 

Patienten (je nach Art des Transplantats) mit großen Risiken und hohen Kosten 

verbunden 101-103. Bei CMV positiven Empfängern einer allogenen hämatopoetischen 

Stammzelltransplantation ist eine präemptive Therapie mit Letermovir indiziert 104. 

Weitere Substanzen wie z.B. Maribavir und Brincidofovir sind nicht für die Behandlung 

in Deutschland zugelassen 105. Eine prophylaktische Therapie mit Ganciclovir (GCV) 

intravenös oder Valganciclovir oral wird von der „American Society for 

Transplantations“ für Patienten nach Nierentransplantation empfohlen 106. Die 

prophylaktische Gabe von GCV birgt aber auch das Risiko der Resistenzbildung 107-109. 

Laut Leitlinie wird im Falle einer Resistenz eine Minimierung der Dosis der 

immunsupressiven Medikamente empfohlen, welche ein größeres Risiko für eine 

Abstoßungsreaktion mit sich bringt 106. Eine optimale Therapie bei hCMV-Infektion gibt 

es nicht. Neue Versuche zur Etablierung eines Antikörpers sowie 

Hyperimmunglobulin-Gabe zur CMV-Therapie sind bereits erfolgt 110. Alternativ ist auch 

die Etablierung weiterer antivirale Medikamente in Betracht zu ziehen. Auch pränatale 

Infektionen von Feten durch vertikale Transmission sind im Kontext von 

hCMV-Infektionen zu nennen. Laut RKI ist das hCMV der häufigste Erreger einer 

pränatalen Infektion weltweit 111,112. Infektionen seronegativer Mütter während der 

Schwangerschaft bergen ein großes Infektionsrisiko für den Feten 111, da eine Infektion 

mit hCMV bei immunkompetenten Patienten meistens nur eine leichte Symptomatik 

verursacht und somit nicht erkannt wird 111,113. Die Komplikationen einer pränatalen 

CMV-Infektion können sehr unterschiedlich sein und reichen von einem gesundheitlich 

unbetroffenen Säugling über eine Mittelohrschwerhörigkeit bis zum Abort des Feten 114-

116. Generell wird zur Therapie das Virostatikum GCV eingesetzt 111. Bei Resistenz 

können Foscarnet (FOS) oder Cidofovir (CDV) (bei Mutation im UL-97 Gen) verwendet 

werden 105,111. Die Medikamente FOS und CDV weisen eine hohe Nephrotoxizität und 

im Falle von GCV eine Myelotoxizität auf 105,111. Für Schwangere und stillende Frauen 
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werden diese Medikamente nicht empfohlen 111. Auch für Kinder stellt der Einsatz dieser 

Medikamente ein „off-label-use“ dar 111. Alternative Therapieansätze mit 

Hyperimmunglobulinen sind für Patienten nach Organtransplantation zugelassen 105, bei 

schwangeren Frauen jedoch umstritten 117-119. Trotz Therapie ist eine Heilung heutzutage 

nicht möglich, da das Virus lebenslang persistieren und reaktivieren kann 120. Daher ist 

eine Infektion, vor allem von Schwangeren, sehr schwierig zu therapieren und die 

Etablierung neuer Therapiemöglichkeiten von weltweiter Bedeutung.  

1.9 Medikamentöse Therapie 

Da Viren die Strukturen der Wirtszelle für ihre Replikation nutzen, ist eine selektive 

Bekämpfung der Viren ohne Schädigung körpereigener Zellen nicht immer möglich. 

Daher können viele Virostatika auch erhebliche Nebenwirkungen haben. Des Weiteren 

ist es bis heute nicht möglich bei Viren, die persistieren können, wie z.B. HIV-1 121,122, 

HSV-1 123 oder das hCMV 124-126, eine Ausheilung des Organismus durch Medikamente 

zu erreichen. Die beste Alternative zu einer direkt antiviralen Therapie stellen die 

präventiven Impfungen dar 127. Da aktive Impfungen jedoch erst ab einem bestimmten 

Alter eingesetzt werden dürfen, sind vor allem Kinder, aber auch immunsupprimierte 

Patienten und Schwangere, bei denen aktive Impfungen kontraindiziert sind, eine 

Risikogruppe für virale Infektionen 128,129. Auch Virusstämme, die Resistenzen gegen die 

herkömmlichen Therapiemaßnahmen entwickelt haben, erhöhen den Druck, neue 

Behandlungsmöglichkeiten zu etablieren 130,131. 

Eine möglichst effiziente Therapie sollte immer ohne großen Aufwand und mit möglichst 

geringen Kosten durchzuführen, die Einnahme der Substanz einfach und zeitlich 

beschränkt sein. Außerdem sind eine hohe Effektivität und geringe Nebenwirkungen 

wünschenswert. Etwaige Nebenwirkungen könnten die Adhärenz der Patienten 

verschlechtern, und einen Therapieabbruch zur Folge haben 132. Um die Adhärenz der 

Patienten sicher zu stellen, muss im Vorfeld eine gute Aufklärung über Symptome und 

Folgen der Infektionen bei Therapieabbruch erfolgen 132. Therapieabbrüche sowie eine 

Wiederaufnahme der Therapie nach vorherigem Aussetzen könnten auch eine erhöhte 

Resistenzbildung der Viren gegenüber den Medikamenten hervorrufen mit dem Risiko 

einer schlechteren Wirkung der Therapie 133,134.  



8 

 

1.10 Direkt-antivirale Medikamente 

HIV-1: Direkt-antivirale Medikamente bedienen sich verschiedener Mechanismen und 

Zielstrukturen, um die virale Replikation zu hemmen. Besonders geeignet als Zielstruktur 

sind Virushüllproteine, da sie häufig virusspezifisch sind und schon frühzeitig durch 

Medikamente in den Replikationszyklus der Viren eingegriffen wird 135. Durch ein 

inhibierendes Agens, welches mit der Funktion der Hüllproteine interagiert, wird der 

Eintritt des Virus in die Wirtszelle verhindert 135. Diese Substanzen werden als 

„Entry-inhibitors“ bezeichnet und weiterhin in „Attachment-Inhibitoren“, und 

„Corezeptor-Inhibitoren“ eingeteilt 136. Der Eintrittsmechanismus von HIV-1 in CD4+ 

T-Zellen wird über die Virushüllproteine gp-120 und gp-41, sowie die humanen 

Korezeptoren CCR-5 und CXCR-4 gesteuert 137-140. Maraviroc ist ein CCR-5 

„Corezeptor-Inhibitor“ der klinisch eingesetzt wird 141. Obwohl CCR-5 ein humanes 

Oberflächenprotein ist, überwiegen die Vorteile der Therapie und die Nebenwirkungen 

bleiben gering 142. Enfuvirtid ist der einzige zugelassene Fusions-Inhibitor der an den 

gp-41 Rezeptor von HIV-1 bindet und somit eine Verschmelzung des Virus mit der 

Wirtszelle verhindert 143. Zur Zeit sind Fostemsavir und Ibalizumab als „Attachment-

Inhibitor“ für Infektionen mit HIV-1 zugelassen 144,145. Fostemsavir bindet an das gp-120 

Protein von HIV und verhindern die Bindung und somit den Eintritt des Virus in CD4+ 

T-Zellen 146. Ibalizumab bindet hingegen an den CD4 Rezeptor an T-Lymphozyten und 

inhibiert einen Eintritt des HIV-1 147,148. 

Für Infektionen mit HIV-1 sind die ersten antiviralen Kombinationstherapien etabliert, 

um Resistenzen zu verhindern und die Effizienz der Therapie zu erhöhen 149. Ein 

verpflichtender Bestandteil der Kombinationstherapie ist der Einsatz von nukleosidischen 

und nicht-nukleosidischen Polymerase-Inhibitoren 150. Retroviren besitzen eine 

RNA-abhängigen DNA-Polymerase 151. Gegen diese wurden Inhibitoren entwickelt. 

Nicht-nukleosidischen Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI) wie z.B. Efavirenz 

hemmen die Reverse Transkriptase allosterisch durch eine Konformationsänderung 152. 

Nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) imitieren die Strukturen der 

Nukleoside Adenosin, Guanin, Cytosin und Thymidin. Tenofovir (TDF), Lamivudin 

(3TC), Zidovudin (AZT) und Abacavir (ABC) als Vertreter dieser Substanzklasse 

bewirken einen Kettenabbruch, da ihnen eine 3´-OH Gruppe fehlt, und werden als 

Kombinationstherapie bei HIV-1-Infektionen eingesetzt. Sie werden erst in den Zellen zu 

ihrer aktiven Form phosphoryliert 153-156. 
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Besonders die Möglichkeit, Enzyme und deren aktiven Zentren sichtbar zu machen, hat 

zu weitreichenden Erfolgen geführt 157. Virale Enzyme sind gute Angriffspunkte für eine 

gezielte antivirale Therapie, da sie sich häufig von humanen Enzymen unterscheiden, ihre 

Konzentration in der Zelle meist begrenzt ist und sie daher leichter durch niedrige Dosen 

zu hemmen sind. Des Weiteren sind Enzymaktivitäten und somit die Wirkung der 

Medikamente gut messbar. Integrase-Inhibitoren wie z.B. Raltegravir stellen eine weitere 

Wirkstoffgruppe dar, die zur Therapie von HIV-1-Infektionen angewandt wird. Die 

Integrase ist ein Enzym, welches die virale DNA in die humane DNA einbaut und durch 

dessen Inhibierung keine infektiösen Viruspartikel mehr produziert werden können 158.  

Außerdem erzeugen alle Retroviren und RNA-Viren während ihrer Replikation ein 

Polyprotein, welches erst im späteren Verlauf des Replikationszyklus durch eine virale 

Protease in funktionelle Proteine gespalten wird 159. Die Protease ist somit eine gute 

Zielstruktur für eine direkte-antivirale Therapie. Protease-Inhibitoren für die Behandlung 

von Infektionen mit HIV-1 verhindern eine Spaltung des Gag-Pol-Polyproteins und haben 

zur Folge, dass nur noch nicht-infektiöse Viruspartikel freigesetzt werden 160,161.  

Hepatitis-C-Virus: Antivirale Medikamente wie Simeprevir (SMV) und Grazoprevir 

(GRV) für einige Genotypen des Hepatitis-C-Virus (HCV) hemmen die NS3/4A-

Serinprotease und verhindern dadurch ebenfalls eine Spaltung des Polyproteins 162-165. 

Klinisch eingesetzte Medikamente, welche das NS5A-Protein von HCV hemmen, sind 

Ombitasvir, Daclatasvir (DCV), Ledipasvir (LDV), Elbasvir (ELB) und Velpatasvir 

(VEL) 166. NS5A ist ein phosphoryliertes nicht-struktur Protein, das keine enzymatische 

Funktion besitzt 167. Daher ist die genaue Wirkungsweise noch nicht vollständig geklärt 

168. Ein wichtiger Effekt ist die Hemmung des HCV-Replikationszyklus durch die 

Inhibition des NS5A-Proteins 167,169-171. Der große Vorteil dieser Medikamente ist, dass 

sie schon in sehr geringen Konzentrationen eine Wirkung zeigen 172-176. Um 

Resistenzbildung zu vermeiden, werden diese Stoffe für eine zuverlässige HCV-Therapie 

jedoch meistens in Kombinationspräparaten mit z.B. Sofosbuvir (SOF) verabreicht 166.  

SOF ist ein pangenotypischer Inhibitor der RNA-abhängigen HCV RNA-Polymerase 177. 

Es wird als Uridin-Analogon während der Replikation eingebaut und führt zum 

Kettenabbruch 178. Dasabuvir (DSV) ist hingegen ein nicht-nukleosidischer Hemmer der 

RNA-abhängigen HCV RNA-Polymerase 179. Beide Medikamente werden auch als 

NS5B-Inhibitoren bezeichnet, da die RNA-abhängige RNA-Polymerase durch das 

NS5B-Gen codiert wird 180.  
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Herpes-Viren: Außerdem werden auch DNA-abhängige Polymerasen, wie bei den 

Medikamenten CDV und FOS als Zielstrukturen verwendet 181,182. CDV ist ein 

Cytidin-Analogon, dass zur Therapie GCV resistenter hCMV-Infektionen eingesetzt wird 

166. Wie auch andere DNA-Polymerase-Inhibitoren führt CDV zu einem Kettenabbruch 

und inhibiert dadurch den viralen Replikationszyklus 181. FOS ist ein Pyrophosphat 

Analogon 182. Es lagert sich kompetitiv an die Pyrophosphatbindestelle der Reversen 

Transkriptase von HIV-1 und der DNA-Polymerase von Herpes-Viren an und inhibiert 

diese 182. Weiterhin existieren „Prodrugs“ wie z.B. ACV, die erst von einem viruseigenen 

Enzym aktiviert werden und somit nebenwirkungsarm sind 183. ACV ist ein 

Nukleosidanalogon und wird durch eine viruseigene Thymidin-Kinase in HSV-1 und 

Varizella-Zoster-Virus (VZV) phosphoryliert und führt zum Kettenabbruch 184. Ähnlich 

funktioniert das Nukleosidanlagon GCV, das durch die Proteinkinase (UL-97) in hCMV 

phosphoryliert wird 185. Auch das 2014 in Japan zugelassene Medikament Favipiravir 

(T-705) inhibiert die RNA-abhängige RNA-Polymerase von Influenza-Viren 186. Der 

genaue Wirkmechanismus ist noch nicht bekannt, es wurde aber über die Induktion von 

Kettenabbrüchen und letalen Hypermutationen durch die Substanz berichtet 186-188. Die 

Substanz ist zugelassen für pandemische Infektionen mit Influenza-Viren, zeigt aber auch 

Wirkung gegen einige andere RNA-Viren 189-194. T-705 ist ein Purin-Analogon, das in 

den Zellen zu seiner aktiven Form phosphoryliert und nur von der viralen 

RNA-Polymerase als Substrat erkannt wird 186,191,192,195. Studien zur klinischen 

Anwendbarkeit werden zur Zeit durchgeführt 196. 

Doch selbst nach der Entdeckung oder Entwicklung solcher Substanzen ist es noch ein 

weiter Weg bis zur klinischen Zulassung. Eine einfachere Alternative ist die Testung 

bereits klinisch zugelassener Substanzen auf ihre Wirkung gegen andere Viren. Da die 

klinische Symptomatik meist mit der Höhe der Viruslast korreliert, kann durch 

medikamentöse Senkung der Viruslast in vitro auch auf eine Besserung der Symptome 

geschlossen werden 197-199. Daher wurden im Zuge dieser Arbeit die oben genannten 

Medikamente auf ihre Wirkung gegen die beschriebenen Viren getestet.  
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Tabelle 1: Klinische Therapie, Impfungen und Medikamenten gegen virale Infektionen 

Virus Direkt antivirale Therapie Impfung Ergebnisse 

CHIKV - - - 

hCMV GCV, CDV, FOS,  - - 

  Letermovir     

mCMV - - TDF, VEL, ABC 

DENV -  +1 ELB, LDV 

HIV-1 Corezeptor-Inhibitor, - GRV 

  Integrase-Inhibitor, NNRTI,     

   NRTI, Protease-Inhibitoren     

HSV-1 ACV - TDF, ABC, AZT, ELB 

Masernvirus - + - 

Parainfluenzavirus-3 - - - 

Poliovirus -  ++ - 

RSV -  +2 - 
1 Impfung für DENV-Infektionen nur in bestimmten Fällen empfohlen 48 
2 Pavilizumab nur für Risikopatienten empfohlen 10,13 

 

Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte einiger direkt wirkenden antiviralen Medikamente 

auf die im Text beschriebene Viren zu untersuchen. Insgesamt wurden 16 Substanzen auf 

Ihre Wirkung auf 10 Viren getestet. In die Versuchsreihe wurden NS3/4A Protease-, 

DNA- und RNA- Polymerase- Inhibitoren sowie die NS5A-Inhibitoren aufgenommen. 

Es ist anzunehmen, dass direkt antivirale Medikamente nicht nur für die bereits bekannten 

Anwendungen wirksam sind, sondern auch eine Wirkung auf andere virale Infektionen 

zeigen. 
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2. Materialien und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Viren 

egfp-kodierendes Masern (Wildtyp Virus; erhalten von Prof. Dr. J. Schneider-Schaulies 

200); DENV Serotyp-2 (DENV-2) 201; HIV-pNL4.3 202; CHIKV 203, Polio Virus 

(Impfstamm); egfp-kodierendes mCMV, egfp-kodierendes HSV-1 (erhalten mit 

Genehmigung von Lars Dölken, Leiter des Instituts für Virologie Würzburg); hCMV, 

RSV, Parainfluenza-3 (Patientenisolate; erhalten mit Genehmigung der Diagnostischen 

Abteilung des Instituts für Virologie Würzburg) 

2.1.2 Zelllinien 

BHK21- Hamster fibroblasten Zellen (ATCC CLL-10); NIH-3T3- Maus fibroblasten 

Zellen (ATCC CRL-1658); MRC-5- humane fibroblasten Zellen (ATCC CCL-171); 

HepG2- humane epitheliale Zellen (ATCC HB-8065); Vero-SLAM- Affen epitheliale 

Zellen (erhalten von Prof. Dr. J. Schneider-Schaulies); LLC-MK2- Affen epitheliale 

Zellen (ATC CCL-7); MT-4- humane lymphoblasten Zellen (erhalten von Prof. Dr. med. 

H.G. Kräusslich, Abteilung Virologie Heidelberg); TZM-bl- humane epithel Zellen, 

infiziert mit murinem leukämie Virus (erhalten von Prof. Dr. med. H.G. Kräusslich, 

Abteilung Virologie Heidelberg)  

2.1.3 Sonden 

Alle Sonden wurden über die Firma Roche bezogen. 

Sonde 157                 3‘-ATGGTGGT-5‘ 

Sonde 147  3‘-GCCATCAA-5‘ 

Sonde 140                3‘-GGCAAAGA-5‘ 

Sonde 111                3’-AGGCTGAG-5‘ 

2.1.4 Oligonukleotide 

Alle Oligonukleotide und Positivkontrollen wurden über die Firma Roche bezogen. 

Genbank-Nummer: KY490088.1 

hCMV codierender-Strang Primer; Sonde 157: 5’-GTTTGCCCACCAGTCGTC-3’ 

hCMV codogener-Strang Primer; Sonde 157: 3’-GGTGATGGGGGATTTTTCA-5’ 
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hCMV Primer; Sonde 157. (Positivkontrolle): 5’-GGTGATGGGGGATTTTTCACT 

GTATTTGGTGACCATAATGGTGGTCTGACGACTGGTGGGCAAAC-3’ 

Amplicon 60 nt 

hCMV codierender-Strang Primer; Sonde 140: 5’-TCCCTTCGACGAGCAGTC-3’ 

hCMV codogener-Strang Primer; Sonde 140: 3’-GCGGTTCTCGTTGTCGTA5’ 

hCMV; Sonde 140. (Positivkontrolle): 5’-GCGTTGTCGTTGTCGTACCGGCAAG 

ACGGTGAGATCCAATAGCGACTGCTCGTCGAAGGGA-3’ 

Amplicon 63nt 

Genbank-Nummer: MH 781015 

DENV codierender-Strang Primer; Sonde 111: 5’-CTGGTTTCATGCAGCGTCG-3’ 

DENV codogener-Strang Primer; Sonde 111: 3’-TTCAGAAATGGGTGCCAAC-5’ 

DENV; Sonde 111 (Positivkontrolle): 5’-TTCAGAAATGGGTGCCAACTTCAAGG 

CTGAGAGGGTTATAGACCCCAGACGCTGCATGAAACCAG-3’ 

Amplicon 65nt 

2.1.5 Medikamente 

Foscarnet (FOS) und Ganciclovir (GCV) (L. Dölken) 

Favipiravir (T-705) (TargetMol) 

Alle weiteren Medikamente wurden von Herrn. Prof. Dr. med. Klinker zur Verfügung 

gestellt. 

Reinsubstanzen: Cidofovir (CDV), Daclatasvir (DSV), Dasabuvir (DSV), Elbasvir    

                           (ELB), Grazoprevir (GRV), Ledipasvir (LDV), Simeprevir (SMV),   

                           Sofosbuvir (SOF) 

Tabletten/ Kapseln: Abacavir (ABC) (Fixkombination mit Lamivudin; ViiV 

                                Healthcare), Zidovudin (AZT) (ViiV Healthcare), Aciclovir (ACV),  

                                Lamivudin (3TC) (GlaxoSmithKline), Tenofovir (TDF) (Gilead  

                                Sciences) 
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2.1.6 Kits  

High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, Germany, Version 19, REF 1185887400); 

E.Z.N.A.® Viral RNA Kit (Omega, Germany, REF R6874-02), E.Z.N.A.®Total RNA Kit 

(Omega, Germany, REF R6834-02); LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes 

(Roche, Germany, Version 08, REF 04991885001); LightMix Modular RSV (Roche, 

Germany, REF 61-0110-96); LightMix Modular Parainfluenza (Roche, Germany, REF 

53-0113-96); LightMix Modular Chikungunya (Roche, Germany, REF 50-0676-96), 

LightMix Modular Enterovirus (Roche, Germany, REF 64-0656-96) 

 

2.1.7 PCR Programme: 

 

Abbildung 1: Einstellungen der genutzten PCR Programme. Die Einstellungen wurden aus 

dem „Protocol for use with LightCycler 480 Multiwell Plate 96, Version 08“ (Roche, 

Deutschland) übernommen. 

2.1.8 Laborgeräte 

LightCycler® II 480 (Roche, Germany), LightCycler® 96 (Roche, Germany), En Sight 

Multimode Plate Reader (Perkin Elmer®, Germany), Spektrophometer Spectra Max® Plus 

384 (Molecular Devices, Germany), NanoDrop2000 Spectrophometer (Thermo 

Scientific, Germany), für die Geräte wurde die vom Hersteller angegebenen Softwares 

verwendet. 
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2.1.9 Reagenzien 

Alle Reagenzien wurden von den Firmen Sigma Aldrich und Aplicon bezogen. 

ATV: 8,0 NaCl; 0,27g KCl; 1,15g Na2 HPO4; 0,1g MgSO4 x 7H2O; 1,125g Na2-EDTA;    

1,25g Trypsin → ad 1l destilliertes H2O                                                                       

MEM Minimum Essential Medium REF 31095-029 (Thermo Fischer Scientific); ergänzt 

mit 0,05 % Penicillin; 0,05 % Streptomycin; 5 % L-Glutamin; 10 % FKS 

(Komplementinaktiviert) 

DMEM-Dulbecco’s Modified Eagle Medium REF 41966-029 (Thermo Fischer 

Scientific); ergänzt mit 0,05 % Penicillin; 0,05 % Streptomycin; 5 % L-Glutamin; 

10 % FKS (Komplementinaktiviert) 

RPMI Media 1640 REF 21875-034 (Thermo Fischer Scientific); ergänzt mit 

0,05 % Penicillin; 0,05 % Streptomycin; 5 % L-Glutamin; 10 % FKS 

(Komplementinaktiviert) 

X-Gal Lösung: 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactosid 

MTS-Lösung (Promega): 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide 

MgCl2 (Magnesiumchlorid) 

K3[Fe(CN)6] Kaliumhexacyanoferrat(3) 

K4[Fe(CN)6] Kaliumhexacyanoferrat(2) 

2.1.10 Puffer 

PBS: 137mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na2HPO4 x 2 H2O; 1,4 mM KH2PO4; 1,5mM, 

CaCl2; 1mM MgCl2 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Verdünnungen 

Alle Reinsubstanzen wurden zu Beginn auf eine Konzentration von 30 mM verdünnt. Als 

Verdünnungsmittel wurde, wie vom Hersteller angegeben, DMSO, für ABC H2O 

verwendet. Danach wurden alle Substanzen in Volumina von 10 µl aliquotiert und bei 

- 20 °C aufbewahrt. Medikamente in Tablettenform wurden zuerst zermörsert und 

anschließend ultrafiltriert um andere Bestandteile der Tabletten zu eliminieren.  

2.2.2 Zellkulturen 

Alle Zelllinien wurden aus den laboreigenen Beständen bezogen. Die Zellen wurden in 

einem Volumen von 1 ml bei - 120 °C gelagert. Jeweils 1 ml frisch aufgetaute Zellen 

wurden pro 10 ml Zellkultur-Flasche verwendet und mit 9 ml Medium aufgefüllt. Nach 

24 h Inkubationszeit (37 °C, 5 % CO2) wurde die Viabilität der Zellen mikroskopisch 

geprüft und das Medium gewechselt. Alle Medien wurden vor Gebrauch 30 min in einem 

Wasserbad bei 25 °C erwärmt. Alle Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

Für BHK21, NIH-3T3, HepG2, MRC-5 und TZM-bl Zellen wurde DMEM Medium 

(2.1.9) verwendet. Für die Zelllinien Vero-SLAM und LLC-MK2 wurde MEM Medium 

(2.1.9), und für die einzige nicht adhärente Zelllinie MT-4 wurde RPMI Medium 

verwendet (2.1.9). Die Zellen wurden in Flaschen bei einer Zelldichte von ca. 80 % 

gehalten. Zum Ablösen der Zellen wurden 2 ml, bei 25 °C erwärmtes Trypsin verwendet. 

Die Adhärenz der Zellen wurde mikroskopisch überprüft. Zur Virusproduktion wurde 1/5 

der Zellen in Kultur in eine neue Zellkultur-Flasche transferiert. Die Zellkultur-Flaschen 

wurden auf 10 ml bzw. 20 ml Volumen mit dem entsprechenden Medium aufgefüllt und 

das Virus hinzugefügt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Infektion 

der Zellen wurde mikroskopisch überprüft. Bei egfp-kodierenden Viren wie HSV-1, 

mCMV und Masernvirus wurde die Infektion durch die grün-fluoreszierenden Zellen in 

der Zellkultur-Flasche beurteilt. Bei Viren mit einem hohen Effekt auf die Zellviabilität 

wie Poliovirus und CHIKV wurde die Infektion durch die Verringerung der lebenden 

Zellen beurteilt. Bei anderen Viren wie HIV-1, DENV, RSV und Parainfluenzavirus-3 

wurde die Infektion durch die morphologische Veränderung der Zellen, die unter dem 

Mikroskop sichtbar wurde, eingeschätzt. Bei einer Infektion von > 50 % der Zellen 

wurden die Zellen mit 2 ml erwärmten Trypsin gelöst. Nach 3-5 min Inkubationszeit 
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(37 °C, 5 % CO2) mit 3 ml Medium aufgefüllt und resuspendiert. Zu den infizierten 

Zellen wurde ein neuer Anteil nicht-infizierter Zellen gegeben und das fehlende Volumen 

mit Medium aufgefüllt. Um Virusstock zu produzieren wurde der Überstand der 

infizierten Flaschen abgenommen, jeweils 500 µl pro Plastik-Reaktionsgefäßen 

aliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt.  

2.2.3 Toxizitätskontrolle  

Die Zytotoxizität der eingesetzten antiviralen Substanzen wurde mittels MTS-Test 

(Promega) ermittelt 204. Der Test wurde laut Angaben des Herstellers verwendet. Zu 

Beginn wurden für jede Zelllinie zwei 96-„well“-Platten (2 х 103 Zellen / 100 µl Medium 

pro „well“) ausplattiert. Im Anschluss wurden alle Substanzen in Tripletts hinzugegeben, 

in einer Konzentration von 30 µM und 10 µM. Als Vergleichswert wurde zusätzlich auf 

jede Platte eine DMSO- und H2O-Kontrolle aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von 

96 h (36 °C, 5 % CO2) wurden pro „well“ 5 µl der MTS-Lösung hinzugegeben. Die 

Absorption wurde bei 490 nm nach jeweils 1 h und 2 h spektrophometrisch gemessen.  

2.2.4 Inkubation der Viren mit zu testenden Substanzen 

Für Infektionen mit HS-1-, mCM-, HI-1-, DEN-2-, CHIK-, Polio-, RS- und 

Parainfluenzavirus-3 wurden 48-„well“-Platten (2 х 103 Zellen / 800 µl Medium pro 

„well“, für Poliovirus 4 x 103 Zellen/ 100 µl Medium pro „well“) ausplattiert und die 

Zellen über Nacht inkubiert (36 °C, 5 % CO2). Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 

100 µl aufgetautem Virusüberstand infiziert. Zusätzlich wurde in 100 µl Medium 

verdünnte Substanz in verschiedenen Konzentrationen (s.h. Ergebnisteil) in Triplets 

hinzugegeben. Es wurde auf jede Platte eine DMSO-Kontrolle, und auf die Platten mit 

ABC auch eine H2O-Kontrolle aufgetragen. Die erfolgreiche Infektion der Zellen wurde 

mikroskopisch kontrolliert. Bei Infektionen mit HSV-1 und mCMV wurden adhärente 

Zellen auf einer 48-„well“-Platte (2 х 103 Zellen / 900 µl Medium pro „well“) nach 96 h 

mit 100 µl zentrifugiertem (2000 rpm, 5 min) Überstand der ersten Platte infiziert. Die 

infizierten Zellen wurden für 96 h inkubiert (36 °C, 5 % CO2).  

Bei Infektionen mit Masernvirus wurde auf 96-„well“-Platten gearbeitet. Zu Beginn 

wurden 2 x 103 Zellen / 90 µl Medium pro „well“ ausplattiert. Anschließend wurden die 

verdünnten Substanzen in einer Konzentration von 30 bzw. 10 µM in Triplets zu den 
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adhärenten Zellen hinzugefügt. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden die Anzahl 

der infizierten Zellen durch die Zahl der grün-fluoreszierenden Zellen ermittelt. 

Für Infektionen mit hCMV wurden 6-„well“-Platten (2 х 103 Zellen /2 ml Medium pro 

„well“) ausplattiert. Von den adhärenten Zellen wurde das Medium wieder abgenommen 

und 1250 µl aufgetauter Virusüberstand in die „wells“ durch langsames Eintropfen über 

den Rand dazugegeben. Die Substanzen wurden so verdünnt, dass sie in einem Volumen 

von 750 µl hinzugegeben werden konnten. Nach 7 h wurde der Überstand abgenommen 

und neues Medium und die Substanzen in derselben Konzentration wie zuvor 

dazugegeben. 

2.2.5 Messung der Infektiosität bei GFP- markierten Viren 

Die Versuche mit Infektionen mit HSV-1 und mCMV wurden nach 96 h, die Versuche 

mit Infektionen mit Masernvirus nach 48 h ausgewertet. Die Zahl der infizierten Zellen 

wurde durch Fluoreszenzzählung mittels Ensight, Multimode Plate Reader (Perkin 

Elmer®) gemessen.  

2.2.6 Messung der Infektiosität bei HIV-1  

MT-4 Zellen wurden auf 48-„well“-Platten (2 x 103 Zellen / 90 µl Medium pro „well“) 

ausgesät und 24 h inkubiert. Der Überstand der mit HIV-1 infizierten Platten wurde 

abgenommen und zentrifugiert (2000 rpm, 5 min). Jeweils 10 µl des Überstands wurde 

pro „well“ auf adhärente TZM-bl Zellen auf einer 96-„well“-Platte ( 2 x 103 Zellen/ 90 µl 

Medium pro „well“) hinzugegeben. Die Zellen wurden für 48 h inkubiert. Der Überstand 

in den „wells“ wurde auf Tüchern ausgeklopft, pro „well“ 100 µl Methanolaceton 

hinzugefügt und nach 5 min abgeklopft. Die Zellen wurden drei Mal mit PBS-Puffer 

gewaschen und mittels X-Gal Färbung gefärbt 205. Die Färbelösung wurde mit 83 % PBS 

Puffer, 0,04 % X-Gal; 0,02 % MgCl2; und jeweils 0,05 % K3 und K4 angesetzt. Pro „well“ 

wurden 45 µl der Färbelösung hinzugegeben. Nach 24 h wurden die blauen Zellen als 

Korrelat für die infizierten Zellen gezählt. 
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2.2.7 RNA Gewinnung 

Für Parainfluenzavirus-3, RSV und DENV-2 wurden nach 96 h die Überstände 

abgenommen, zentrifugiert (2000 rpm, 5 min) und RNA gewonnen. Bei Infektionen mit 

Poliovirus wurden nach 24 h, bei Infektionen mit CHIKV nach 72 h die Überstände 

abgenommen. Für die RNA-Extraktion wurde das „High Pure Viral Nucleic Acid Kit“ 

laut Angaben des Herstellers verwendet. Nach dem zweiten Waschvorgang wurden die 

Proben zusätzlich 1 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Bei allen Versuchen wurden die 

Proben mit 50 µl eluiert. Die gewonnene RNA wurde bei - 80 °C aufbewahrt und für 

weitere Versuche auf Eis transportiert und gelagert.  

Bei Infektionen mit hCMV wurde nach 120 h das Medium abgenommen und aus dem 

Zellrasen gesamte RNA mit dem „E.Z.N.A. ® Viral RNA Kit und E.Z.N.A. ® Total RNA 

Kit“ gewonnen. Das Kit wurde laut Angaben des Herstellers verwendet. 

2.2.8 PCR Ansätze 

Zum Ansetzten des Reaktionsgemisches jeder PCR wurde das Kit „LightCycler® 480 

RNA Master Hydrolysis Probes Version 08“ verwendet. Das Kit wurde mit den Kits für 

die jeweiligen Viren (RSV, Parainfluenzavirus, CHIKV, Poliovirus) von TIB MOLBIOL 

erweitert. Die Ansätze wurden nach Angaben des Herstellers pipettiert. Als einzige 

Abweichung zum Protokoll wurden 5 µl RNA anstatt 2 µl zu 15 µl Ansatz hinzugegeben.  

Alle Proben wurden als Tripletts auf die PCR-Platte hinzugegeben. Nach dem Auftragen 

der 5 µl Probe wurde der gesamte Ansatz von 20 µl resuspendiert. Danach wurde die 

Platte bei 1000 rpm für 3 min zentrifugiert. Die jeweiligen PCR-Programme wurden wie 

vom Hersteller angegeben verwendet. Gearbeitet wurde mit dem „Light Cycler® 480 II“ 

oder im Falle von RSV mit dem „Light Cycler® 96“. Ausgewertet wurden die Daten mit 

dem vom Hersteller zur Verfügung gestellten Software „LightCycler® 480 SW“ und 

„Light Cycler® 96 SW 1.1“. 

2.2.9 Labor eigene PCR Ansätze 

Auch für eigen konstruierte PCR-Ansätze wurde das LightCycler® 480 RNA Master 

Hydrolysis Probes zum Ansetzten des Reaktionsgemisches verwendet. Die 

Oligonukleotide wurden bei „Universal ProbeLibrary Assay Design Center“ erstellt und 

von Sigma Aldrich bezogen. Die Oligonukleotide wurden nach Erhalt bei 2000 rpm 

zentrifugiert, in DNA-freiem Wasser auf 100 µM verdünnt bei einem Volumen von 2 µl, 
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in Plastik-Reaktionsgefäßen aliquotiert und bei - 20 °C aufbewahrt. Die Oligonukleotide 

wurden in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration von 0,5 µM zum 

Reaktionsansatz zugegeben.  

Die Positivkontrollen wurden bei 2000 rpm zentrifugiert, in DNA-freiem Wasser auf eine 

Konzentration von 100 µM verdünnt und bei -20 °C aufbewahrt. Alle Ansätze der 

PCR-Proben wurden wie vom Hersteller angegeben angesetzt. Als einzige Abweichung 

vom Protokoll wurden pro Ansatz mit 15 µl Reaktionsgemisch und 5 µl RNA gearbeitet.  

Zur Quantifizierung der Genomsequenzen eines spät-exprimierenden Gens bei 

Infektionen mit hCMV wurde eine RTqPCR durchgeführt. Der RNA-Gehalt der 

einzelnen hCMV Proben wurde mit dem Gerät „NanoDrop200“ in ng/µl ermittelt und mit 

den PCR-Ergebnissen verrechnet. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in 

Genomkopien/ Gesamt-RNA. 

2.2.10 PCR Effizienz 

Um die Effizienz jeder PCR berechnen zu können wurden für jede Virusinfektion eine 

Standardreihe erstellt. Es wurden die in den Kits zur Verfügung gestellten 

Positivkontrollen mit einer Konzentration von 1 х 103 Kopien, oder die eigen erstellten 

Positivkontrollen auf 3 х 104 Kopien verdünnt verwendet. Jede Standardreihe wurde aus 

fünf Werten pro Konzentration erstellt. Für die Konzentrationen wurde eine 1: 5 

Verdünnung verwendet. Auf alle weiteren PCR-Platten wurde ein Standardwert in 

Tripletts aufgetragen. Hierbei wurde entweder die Positivprobe aus den Kits unverdünnt 

verwendet oder die eigen konstruierte Kontrolle in einer Verdünnung von 6 х 103 Kopien. 

Die Effizienz für die Auswertung der weiteren PCR-Proben wurde von den 

Standardreihen übernommen. 

2.2.11 Zellpathogenitätskontrolle CHIKV und Poliovirus 

Bei Infektionen mit CHIKV und Poliovirus wurde der zytopathische Effekt des Virus 

mittels MTS-Tests bestimmt. Für Infektionen mit CHIKV wurden BHK21 Zellen, für 

Infektionen mit Poliovirus Vero-SLAM Zellen auf 96-„well“-Platten (2 х 103 Zellen/ 

100 µl Medium pro „well“) ausplattiert und für 24 h inkubiert (36 °C, 5 % CO2). Nach 

24 h wurden 50 µl aufgetauter Virusüberstand und die Substanzen in einer 

Endkonzentration von 30 µM hinzugefügt. Die Überstände der infizierten Platten wurden 

abgenommen und zentrifugiert (2000 rpm, 5 min). Jeweils 10 µl des Überstands wurde 
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pro „well“ auf adhärente BHK21 Zellen bzw. Vero-SLAM Zellen auf einer 96-„well“-

Platte ( 2 x 103 Zellen/ 90 µl Medium pro „well“) hinzugegeben. Bei Infektionen mit 

CHIKV wurde nach 72 h, bei Infektionen mit Poliovirus nach 24 h die Zytotoxizität 

mittels MTS-Tests gemessen. Pro „well“ wurden 5 µl MTS-Lösung hinzugegeben. Die 

Ergebnisse wurden bei 490 nm nach 1 h und 2 h spektrophometrisch bestimmt. Bei 

weiteren Versuchen mit Poliovirus-Infektionen und den Substanzen DCV, DSV, SMV, 

GRV, ELB und LDV wurden nach 48 h die Überstände abgenommen, zentrifugiert und 

jeweils 10 µl Überstand zu adhärenten Vero-SLAM Zellen auf einer 96-„well“-Platte 

(500 Zellen / 90 µl Medium pro „well“) gegeben. Die Zytotoxizität wurde nach einer 

Inkubationszeit von 48 h mittels MTS-Tests wie beim ersten Versuch gemessen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

 

3. Ergebnisse 

3.1 HIV-Polymerase-Inhibitoren und Elbasvir hemmen die 

Replikation von HSV-1 

 

 

Abbildung 2: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt. BHK21 Zellen 

wurden mit den Substanzen 4 d inkubiert. Anschließend wurde die MTS-Lösung dazugegeben 

und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem Diagramm 

gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität und die Fehlerbalken den Standardfehler an. 

Referenzwert: DMSO 

Um die Zytopathogenität der eingesetzten antiviralen Substanzen zu ermitteln wurde ein 

MTS-Test durchgeführt. Zu Beginn wurden BHK21 Zellen in einer 96-„well“-Platte 

(2 х 103 Zellen / 100 µl Medium pro „well“) ausplattiert. Im Anschluss wurden alle 

Substanzen in Triplets mit einer finalen Konzentration von 30 µM oder 10 µM 

hinzugegeben. Als Vergleichswert wurde zusätzlich auf jede Platte eine DMSO und eine 

H2O-Kontrolle in Triplets aufgetragen. Daraufhin wurden die Zellen 4 d lang inkubiert 

und anschließend pro „well“ 5 µl der MTS-Lösung hinzugegeben. Die Absorption wurde 

bei 490 nm nach jeweils 1 h und 2 h spektrophometrisch bestimmt. Die Ergebnisse zeigen 

eine Zytopathogenität der Substanzen DCV, DSV und SMV bei einer Konzentration von 

30 µM, jedoch nicht bei einer Konzentration von 10 µM (Abbildung 2). Bei allen anderen 

Substanzen wurde kein Effekt auf die Zellviabilität beobachtet. Daher wurden in den 

folgenden Versuchen die Substanzen in einer maximalen Konzentration von 30 µM 

DCV, DSV und SMV in Konzentrationen von 10 µM oder kleiner verwendet.  
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Abbildung 3: Schema der Analyse von egfp-kodierendem HSV-1 und mCMV. Zellen wurden 

mit den Substanzen und den jeweiligen Viren 4 d inkubiert. Anschließend wurden neue Zellen 

mit den zentrifugierten Überständen infiziert und 48 h inkubiert. Zuletzt wurden die grün 

fluoreszierenden Zellen mittels „Perkin Elmer Plate Reader Ensight“ gezählt. 

Um die Wirkung der Substanzen auf Infektionen mit HSV-1 zu ermitteln wurde in den 

Versuchen mit egfp-codierendem HSV-1 gearbeitet (Abbildung 3). Für Infektionen mit 

HSV-1 wurden BHK21 Zellen in einer 48-„well“-Platte (2 х 103 Zellen / 800 µl Medium 

pro „well“) ausplattiert und über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die 

adhärenten Zellen mit aufgetautem Virusüberstand infiziert. Zusätzlich wurden die 

Substanzen in Triplets hinzugefügt und auf jede Platte eine DMSO-Kontrolle, auf die 

Platten mit ABC auch eine H2O-Kontrolle, in Triplets aufgetragen. Die Infektion der 

Zellen wurde mikroskopisch durch die Expression von egfp kontrolliert (Abbildung 3). 

Nach 4 d wurden mit den zentrifugierten Überständen adhärente BHK21 Zellen infiziert 

und nach weiteren 48 h die egfp-exprimierenden Zellen mittels „Perkin Elmer Plate 

Reader“ ausgezählt (Abbildung 3). Pro Substanz und Konzentration wurden drei Werte 

ermittelt. Die Substanzen GCV und FOS wurden nicht in die Versuchsreihe mit HSV-1 

aufgenommen. Als Positivkontrolle wurde ACV verwendet. Die Replikation von HSV-1 

wurde durch ACV bis zu einer Konzentration von 2 µM mehr als 1 Größenordnung 

gehemmt und betrug auch bei einer Konzentration von 0,4 µM noch 

0,9 Größenordnungen (Abbildung 4). Für alle Substanzen bis auf DCV, DSV, SMV und 

ABC wurden die Konzentrationen von 10 bis 0,0036 µM in einer 1:5 Verdünnungsreihe 

verwendet. Für die Substanzen DCV, DSV und SMV wurden die Ergebnisse für die 

Konzentrationen 10 und 2 µM und bei ABC für die Konzentrationen 30, 10 und 2 µM 

ermittelt (Abbildung 4). In den Versuchen wurde eine Senkung der Infektiosität durch 

TDF um maximal 0,5 Größenordnungen bei einer Konzentration von 10 µM erreicht 

(Abbildung 4). Dies entspricht vorausgegangenen Daten 206-210 und zeigt, dass das System 

reproduzierbare Daten liefert. Des Weiteren wurde auch eine Wirkung von ABC auf 

HSV-1-Infektionen beobachtet (Abbildung 4). Es wurden weitere Versuche mit der 

Substanz ABC in den Konzentrationen 30, 10 und 2 µM vorgenommen. 
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Abbildung 4: TDF (A.) sowie ABC (B.), AZT und ELB (C.) senken die HSV-1 Infektiosität. 

BHK21 Zellen wurden mit den Substanzen und HSV-1 4 d inkubiert. Mit den Viren im 

zentrifugierten Überstand wurden neue Zellen infiziert und nach 48 h Inkubationszeit die 

fluoreszierenden Zellen gezählt. Der Versuchsaufbau ist schematisch über dem Diagramm 

gezeigt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Negativkontrolle: DMSO (A., C.); H2O (B.) 

Positivkontrolle (C.): ACV  

Dabei wurde jeweils eine Senkung von ca. 0,6, 0,3 und 0,01 Größenordnungen 

beobachtet (Abbildung 4). ABC wurde in H2O gelöst und als Kontrollwert H2O in Triplets 

auf die Platte aufgetragen (Abbildung 4). Es wurde auch eine geringe Senkung der 

Infektiosität durch AZT und ELB bei Infektionen mit HSV-1 gezeigt. Die maximalen 

Differenzen zum Kontrollwert betrugen für 10 µM in etwa 0,4 Größenordnungen 

(Abbildung 4).  



25 

 

3.2 HIV-Polymerase-Inhibitoren und Velpatasvir hemmen die 

Replikation von mCMV 

 

 

Abbildung 5: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt auf NIH-3T3 Zellen. 

NIH-3T3 Zellen wurden mit den Substanzen 4 d inkubiert. Anschließend wurde die MTS-Lösung 

dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem 

Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität und die Fehlerbalken den 

Standardfehler an. Referenzwert: DMSO 

Zur Ermittlung des Einflusses der eingesetzten antiviralen Substanzen auf die 

Zellviabilität wurde ein MTS-Test in Anwesenheit der Substanzen in Konzentrationen 

von 30 und 10 µM durchgeführt. Die Daten zeigten eine erhöhte Zytopathogenität der 

Substanzen DCV, DSV und SMV bei einer Konzentration von 30 µM, jedoch nicht bei 

einer Konzentration von 10 µM (Abbildung 5). Daher wurden in den folgenden 

Versuchen mit einer maximalen Konzentration von 30 µM und für DCV, DSV und SMV 

in Konzentrationen von 10 µM oder kleiner gearbeitet.  

Um die Wirkungen der Substanzen auf Infektionen mit mCMV zu ermitteln wurde in den 

Versuchen mit egfp-codierendem mCMV gearbeitet (Abbildung 3). Für Infektionen mit 

mCMV wurden adhärente NIH-3T3 Zellen auf einer 96-„well“-Platte 

(2 х 103 Zellen / 800 µl Medium pro „well“) mit aufgetautem Virusüberstand infiziert 

und die Substanzen in Triplets hinzugegeben. Zusätzlich wurde auf jede Platte eine 

DMSO-Kontrolle, und auf die Platten mit ABC auch eine H2O-Kontrolle aufgetragen. 

Die Infektion der Zellen wurde mikroskopisch durch die Expression von egfp kontrolliert 

(Abbildung 3).  
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Abbildung 6: TDF und VEL (A.) sowie ABC (B.) senken die mCMV Infektiosität. NIH-3T3 

Zellen (A., B.) und BHK21 Zellen (C.) wurden mit den Substanzen und mCMV (A., B.) bzw. 

HSV-1 (C.) 4 d inkubiert. Anschließend wurden neue Zellen mit den freigesetzten Viren im 

Überstand infiziert und 48 h inkubiert. Der Versuchsaufbau ist schematisch über dem Diagramm 

gezeigt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Negativkontrolle: DMSO 

Nach 4 d wurden adhärente NIH-3T3 Zellen mit 100 µl der zentrifugierten Überständen 

(2000 rpm, 5 min) infiziert und nach weiteren 48 h die egfp-exprimierenden Zellen 

mittels „Perkin Elmer Plate Reader“ ausgezählt (Abbildung 3). Als Positivkontrolle 

wurde GCV verwendet, welches in den Konzentrationen 10 und 2 µM zu einer Hemmung 

der Replikation von 1,7 und 0,6 Größenordnungen führte. Auch bei Infektionen mit 

mCMV wurde eine Wirkung von TDF und ABC beobachtet (Abbildung 6). Im 

Unterschied zu Infektionen mit HSV-1 hatten die Substanzen AZT und ELB keine 

Wirkung auf mCMV-Infektionen. Dafür wurde eine Hemmung durch VEL beobachtet, 

die bei Infektionen mit HSV-1 nicht gezeigt wurde (Abbildung 6).  
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TDF und VEL hemmen die Virusreplikation bis zu einer Konzentration von 2 µM. Die 

maximale Senkung der Infektiosität betrug bei 10 µM für TDF und für VEL ca. 

1 Größenordnung (Abbildung 6). Ausgehend von 10 µM wurde für beide Substanzen mit 

einer 1:5 Verdünnung gearbeitet. Auch bei einer Konzentration von 2 µM wurde eine 

signifikante Hemmung von ca. 0,5 Größenordnungen im Falle von TDF und 

0,7 Größenordnungen bei der Verwendung von VEL beobachtet (Abbildung 6). 

Bei beiden Substanzen wurde ab einer Konzentration von 0,4 µM keine Hemmung der 

Infektiosität von mehr als 0,5 Größenordnungen beobachtet (Abbildung 6). ABC zeigte, 

wie schon bei Infektionen mit HSV-1, nur eine Senkung der Infektiosität von maximal 

0,4 Größenordnungen bei einer Konzentration von 30 µM (Abbildung 6).  
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3.3 hCMV ist resistent gegen HIV-Polymerase-Inhibitoren und 

Velpatasvir 

 

 

Abbildung 7 : TDF und GCV beeinflussen nicht die Zellviabilität von MRC-5 Zellen. MRC-

5 Zellen wurden mit den Substanzen 4 d inkubiert. Anschließend wurde die MTS-Lösung 

dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem 

Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität und die Fehlerbalken den 

Standardfehler an. Referenzwert: DMSO 

Der Einfluss der Substanzen TDF und GCV auf die Zellviabilität von MRC-5 Zellen 

wurde mittels MTS-Tests in Gegenwart der Substanzen in den Konzentrationen 30 und 

10 µM ermittelt. Keine der Substanzen zeigte einen Effekt auf die Zellviabilität von 

MRC-5 Zellen (Abbildung 7). Um die Wirkung der Substanzen VEL, TDF und ABC auf 

Infektionen mit hCMV zu messen, wurden MRC-5 Zellen in 6-„well“-Platten 

(2 х 103 Zellen /2 ml Medium pro „well“) ausplattiert. In vorherigen Versuchen war die 

Auswertung der Ergebnisse durch adhärente Viren an der Zelloberfläche nicht möglich. 

Daher wurde in weiteren Versuchen von den adhärenten Zellen das Medium wieder 

abgenommen und 1250 µl aufgetauter Virusüberstand in die „wells“ durch langsames 

Eintropfen über den Rand dazugegeben. Die Substanzen wurden so verdünnt, dass sie in 

einem Volumen von 750 µl als Doublets hinzugegeben werden konnten.  

Damit das Ergebnis sich nur auf in den Zellen replizierte Viren bezieht, wurde nach 7 h 

der Überstand abgenommen und neues Medium sowie Substanzen in derselben 

Konzentration wie zuvor dazugegeben. Nach 5 d wurde das Medium abgenommen und 

aus dem Zellrasen Gesamt-RNA mit dem „E.Z.N.A. ® Viral RNA Kit“ und „E.Z.N.A. ® 

Total RNA Kit“ gewonnen. Zum Ansetzten des Reaktionsgemisches jeder PCR wurde 

das Kit „LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes“ verwendet. 
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Abbildung 8: Weder TDF oder VEL (A.) noch ABC (B.) haben einen Effekt auf die hCMV 

Virusreplikation. MRC-5 Zellen wurden mit den Substanzen und hCMV 7 h inkubiert. 

Anschließend wurde das Medium gewechselt und nach weiteren 5 d Gesamt-RNA gewonnen. 

Daraus wurde eine RTqPCR für ein spät-exprimierendes Gen ausgeführt. Der Versuchsaufbau 

wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. Negativkontrolle: DMSO (A.), H2O (B.) 

Es wurde die Probe 157 und die hCMV codierenden-Strang Primer 157 und 

codogener-Strang Primer 157 genutzt. Die Oligonukleotide wurden in der vom Hersteller 

empfohlenen Konzentration von 0,5 µM zum Reaktionsansatz dazugegeben. Es wurde 

pro Ansatz mit 15 µl Reaktionsgemisch und 5 µl RNA gearbeitet. Alle Proben wurden 

als Triplets auf die PCR-Platte hinzugegeben und bei 1000 rpm für 3 min zentrifugiert. 

Es wurde eine RTqPCR für ein spät-exprimierendes Gen durchgeführt. Der RNA-Gehalt 

der einzelnen Proben wurde mit dem Gerät „NanoDrop200“ in ng/µl ermittelt und die 

PCR-Ergebnissen damit normiert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in 

Genomkopien/ Gesamt-RNA (Abbildung 8). Um die Effizienz der PCR berechnen zu 

können wurde eine Standardreihe erstellt. Es wurden die eigen erstellten 

Positivkontrollen auf 3 х 104 Kopien verdünnt verwendet. Die Standardreihe wurde aus 

fünf Werten pro Konzentration erstellt und fünf Mal durchgeführt. Für die 

Konzentrationen wurde eine 1:5 Verdünnung verwendet. Auf alle weiteren PCR-Platten 

wurde die eigen konstruierte Kontrolle in einer Verdünnung von 6 х 103 Kopien als 

Standartwert in Triplets aufgetragen. Die errechnete Effizienz wurde für die Auswertung 

der weiteren PCR-Proben verwendet. In der Auswertung wurden die Werte aller Doublets 

gezeigt. Es wurde kein Effekt der Substanzen TDF, VEL und ABC auf die 

Genomkopienanzahl von hCMV-infizierten MRC-5 Zellen gesehen (Abbildung 8). 
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3.4 Masern-Infektionen werden nicht durch Substanzen beeinflusst 

 

 

Abbildung 9: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt auf Vero-SLAM 

Zellen. Vero-SLAM Zellen wurden mit den Substanzen 4 d inkubiert. Anschließend wurde die 

MTS-Lösung dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird 

schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität und die 

Fehlerbalken den Standardfehler an. Referenzwert: DMSO 

Um den Einfluss der Substanzen auf die Zellviabilität zu messen wurde in Anwesenheit 

der Substanzen ein MTS-Test auf Vero-SLAM Zellen durchgeführt. Die Ergebnisse 

zeigten einen Einfluss der Substanzen DCV, DSV und SMV bei einer Konzentration von 

30 µM auf die Zellviabilität (Abbildung 9). Daher wurde in allen folgenden Versuchen 

mit Konzentrationen von 30 µM, für die Substanzen DCV, DSV und SMV mit einer 

Konzentration von 10 µM und kleiner gearbeitet. 

Um die Wirkung der Substanzen auf Masernvirus-Infektionen zu ermitteln wurden 

adhärente Vero-SLAM Zellen mit den Substanzen in einer Konzentration von 30 bzw. 

10 µM und 50 µl aufgetautem Virusüberstand auf einer 96-„well“-Platte 

(2 x 103 Zellen / 100 µl Medium pro „well“) inkubiert. Nach 48 h wurde die Anzahl der 

infizierten Zellen durch die Zahl der grün-fluoreszierenden Zellen ermittelt. Die 

Ergebnisse wiesen auf keinen Effekt einer der Substanzen hin. 
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3.5 HCV-Protease-Inhibitoren hemmen die DENV-2-Replikation 

 

Abbildung 10: Schema der Analysen mit Dengue-2-, Chikungunya-, Polio-, 

Respiratorisches Synzitial- und Parainfluenzavirus-3. Die Zellen wurden mit den Substanzen 

und den jeweiligen Viren inkubiert. Anschließend wurde eine RTqPCR durchgeführt mit RNA 

aus den zentrifugierten Überständen. 

Um den Einfluss der eingesetzten antiviralen Substanzen auf die Zellviabilität zu 

ermitteln wurde in Anwesenheit der Substanzen in den Konzentrationen 30 und 10 µM 

ein MTS-Test durchgeführt. Bei einer Konzentration von 30 µM wurde bei den 

Substanzen DCV, DSV und SMV ein zytopathischer Effekt erreicht (Abbildung 9). Daher 

wurden in allen folgenden Versuchen diese drei Substanzen in Konzentrationen von 

10 µM oder kleiner verwendet. Um den Effekt der Substanzen auf Infektionen mit 

DENV-2 zu evaluieren wurden Vero-SLAM Zellen in 48-„well“-Platten 

(2 х 103 Zellen / 800 µl Medium pro „well“) ausplattiert und über Nacht inkubiert. Am 

folgenden Tag wurden die Substanzen in einer Konzentration von 30 bzw. 10 µM in 

Triplets hinzugegeben und die Zellen mit aufgetautem Virusüberstand infiziert 

(Abbildung 10). Auf jede Platte wurde eine DMSO-Kontrolle, auf die Platten mit ABC 

auch eine H2O-Kontrolle aufgetragen. Die Infektion der Zellen wurde mikroskopisch 

kontrolliert. Der Einfluss der Substanzen auf die Replikation von DENV-2 wurde mittels 

RTqPCR ermittelt. Nach 4 d wurden die Überstände abgenommen, zentrifugiert 

(2000 rpm, 5 min) und RNA gewonnen. Für die RNA-Extraktion wurde das „High Pure 

Viral Nucleic Acid Kit“ verwendet. Bei allen Versuchen wurden die Proben mit 50 µl 

eluiert und die gewonnene RNA bei - 80 °C aufbewahrt. Für die PCR wurde die 

Probe 111 und der Dengue codierender-Strang Primer sowie der Dengue codogener-

Strang Primer benutzt. Zum Ansetzten des Reaktionsgemisches jeder PCR wurde das Kit 

„LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes“ verwendet. Als einzige Abweichung 

zum Protokoll wurden 5 µl RNA anstatt 2 µl zu 15 µl Ansatz hinzugegeben. Alle Proben 

wurden als Triplets auf die PCR-Platte hinzugegeben und die Platte anschließend bei 

1000 rpm für 3 min zentrifugiert. 
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Abbildung 11: ELB und LDV senken die Anzahl der DENV-2 Genomkopien. Vero-SLAM 

Zellen wurden mit den Substanzen und DENV-2 inkubiert. Anschließend wurde die RNA aus 

dem Überstand gewonnen und eine RTqPCR durchgeführt. Der Versuchsaufbau wird 

schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 

Negativkontrolle: DMSO 

Die jeweiligen PCR-Programme wurden wie vom Hersteller angegeben verwendet. Um 

die Effizienz jeder PCR berechnen zu können wurde eine Standardreihe erstellt. Es wurde 

die eigen erstellte Positivkontrolle auf 3 х 104 Kopien verdünnt verwendet. Jede 

Standardreihe wurde aus fünf Werten in einer 1:5 Verdünnung pro Konzentration erstellt 

und fünf Mal durchgeführt. Auf alle weiteren PCR-Platten wurde die eigen konstruierte 

Kontrolle in einer Verdünnung von 6 х 103 Kopien als Standartwert in Triplets 

aufgetragen. Die errechnete Effizienz wurde für die Auswertung der weiteren 

PCR-Proben verwendet. Der erste Versuch zeigte eine Reduktion der Anzahl der 

Genomkopien durch die Substanzen DCV, DSV, ELB, GRV, LDV und SMV. Bei einem 

Kontrollversuch mit den Substanzen DCV und DSV in den Konzentrationen 10, 2 und 

0,4 µM wurde keine Wirkung der Substanzen nachgewiesen. Bei den Substanzen ELB, 

GRV, LDV und SMV wurde auch in weiteren Versuchen eine Senkung der Viruslast 

gezeigt. Jedoch wurde bei den Substanzen GRV und SMV kein konzentrationsabhängiger 

Effekt gesehen. In den Versuchen mit GRV und SMV wurde eine Senkung der Anzahl 

der Genomkopien, in der am höchsten eingesetzten Konzentration von 30 bzw. 10 µM 

beobachtet.  
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Abbildung 12: GRV und SMV beeinflussen die Zellviabilität von Vero-SLAM Zellen. Vero-

SLAM Zellen wurden mit den Substanzen inkubiert. Anschließend wurde die MTS-Lösung 

dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem 

Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität und die Fehlerbalken den 

Standardfehler an. Referenzwert: DMSO 

Bei den Substanzen LDV und ELB wurde die Viruslast bis zu einer Konzentration von 

jeweils 2 µM gehemmt. Für ELB betrug die Senkung der Anzahl der Genomkopien in 

den Konzentrationen 30, 10 und 2 µM ca. 0,6, 0,5 und 0,4 Größenordnungen (Abbildung 

11). Bei LDV wurde die Viruslast in den Konzentrationen 10 µM um ungefähr 

0,8 Größenordnungen bzw. 1 Größenordnung bei einer Konzentration von 2 µM gesenkt 

(Abbildung 11). 

Im weiteren Verlauf wurde eine erweiterte Zytotoxizitätskontrolle mittels MTS-Tests mit 

den Substanzen ELB, GRV, LDV und SMV durchgeführt. Keine der Substanzen zeigte 

einen Effekt auf die Zellviabilität bei der an der höchsten eingesetzten Konzentration von 

30 bzw. 10 µM. Bei den Substanzen ELB, GRV und LDV wurde der Versuch mit den 

Konzentrationen 100, 30 und 10 µM wiederholt (Abbildung 12). Bei SMV wurde in den 

Konzentrationen 30, 10 und 2 µM aufgetragen (Abbildung 12). Die Ergebnisse zeigten 

einen deutlichen zytopathischen Effekt bei den Substanzen GRV und SMV in 

Konzentrationen von 100 bzw. 30 µM (Abbildung 12). Es wurde kein zytotoxischer 

Effekt bis zu einer Konzentration von 100 µM bei den Substanzen ELB und LDV gezeigt 

(Abbildung 12). 
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3.6 CHIKV-Replikation wird nicht beeinflusst   

 

 

Abbildung 13: ELB und LDV (A.) sowie VEL (B.) senken nicht die Anzahl der CHIKV 

Genomkopien. BHK21 Zellen wurden mit den Substanzen und CHIKV inkubiert. Anschließend 

wurde die RNA aus dem Überstand gewonnen und eine RTqPCR durchgeführt. Der 

Versuchsaufbau wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Fehlerbalken geben den 

Standardfehler an. Negativkontrolle: DMSO  

Der Einfluss der Substanzen auf die Zellviabilität von BHK21 Zellen wurde mittels MTS-

Tests in Gegenwart der Substanzen in Konzentrationen von 30 und 10 µM gemessen. Die 

Ergebnisse zeigten eine erhöhte Zytotoxizität der Substanzen DCV, DSV und SMV bei  

einer Konzentration von 30 µM (Abbildung 2). Daher wurde in allen weiteren Versuchen 

mit Konzentrationen von 30 µM, für die Substanzen DCV, DSV und SMV in 

Konzentrationen von 10 µM gearbeitet. Bei Infektionen mit CHIKV wurde der Effekt der 

Substanzen mittels MTS-Tests bestimmt. Es wurden zu adhärenten BHK21 Zellen in 

96-„well“-Platten (2 х 103 Zellen / 100 µl Medium pro „well“) die Substanzen in Triplets 

in einer Endkonzentration von 30 bzw. 10 µM hinzugegeben und die Zellen mit 50 µl 

aufgetautem Virusüberstand infiziert. H2O wurde als Referenzwert für ABC, DMSO als 

Referenzwert für alle anderen Substanzen verwendet. Nach 48 h wurden adhärente 

BHK21 Zellen mit 10 µl der zentrifugierten Überstände infiziert.  

Nach weiteren 72 h wurden pro „well“ 5 µl MTS-Lösung hinzugegeben. Die 

Zellviabilität wurde spektrophometrisch bei 490 nm nach 1 und 2 h gemessen. Bei den 

Substanzen VEL, ELB und LDV wurde ein geringer positiver Effekt auf die Zellviabilität 
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gesehen. Im Anschluss wurde daher für diese drei Substanzen ein Kontrollversuch mittels 

RTqPCR durchgeführt. Zu adhärenten BHK21 Zellen auf einer 48-„well“-Platte 

(2 х 103 Zellen / 800 µl Medium pro „well“) wurden die Substanzen VEL, ELB und LDV 

in Triplets und in Konzentrationen von 50, 25 und 10 µM, sowie eine DMSO-Kontrolle 

aufgetragen und die Zellen mit 100 µl aufgetautem Virusüberstand infiziert. Die Infektion 

der Zellen wurde mikroskopisch überprüft. Die Überstände wurden nach 72 h 

abgenommen und die RNA mittels „High Pure Viral Nucleic Acid Kit“ extrahiert 

(Abbildung 10). Die Proben wurden mit 50 µl eluiert und die gewonnene RNA bei - 80 °C 

aufbewahrt. 

Zum Ansetzten des Reaktionsgemisches der PCR wurde das Kit „LightCycler® 480 RNA 

Master Hydrolysis Probes“ verwendet. Das Kit wurde mit dem „LightMix Modular 

Chikungunya“ von TIB MOLBIOL erweitert. Die Ansätze wurden nach Angaben des 

Herstellers pipettiert. Als einzige Abweichung zum Protokoll wurden 5 µl RNA anstatt 

2 µl zu 15 µl Ansatz hinzugegeben. Alle Proben wurden als Triplets auf die PCR-Platte 

hinzugegeben. Die jeweiligen PCR-Programme wurden wie vom Hersteller angegeben 

verwendet. Um die Effizienz der PCR errechnen zu können wurde eine Standardreihe mit 

fünf Werten und einer 1:5 Verdünnung der DMSO-Probe aufgetragen und fünf Mal 

durchgeführt. Daher wurden die Konzentrationen der Genomkopien relativ zum 

DMSO-Wert dargestellt. Die Ergebnisse der RTqPCR zeigen keinen Effekt der 

Substanzen auf die Virusreplikation (Abbildung 13). 
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3.7 Keine Wirkung der Substanzen auf Poliovirus-Infektionen 

 

 

Abbildung 14: Kein Einfluss der Substanzen auf Infektiosität von Poliovirus. Vero-SLAM 

Zellen wurden mit den Substanzen und Poliovirus inkubiert. Nach 48 h wurden mit dem 

zentrifugierten Überstand neue Vero-SLAM Zellen infiziert, nach MTS-Lösung dazugegeben und 

die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. 

Die Balken geben die relative Zellviabilität und die Fehlerbalken den Standardfehler an. 

Referenzwert: DMSO 

Um zu Beginn den Effekt der Substanzen auf die Zellviabilität von Vero-SLAM Zellen 

zu evaluieren wurde in Anwesenheit der Substanzen in den Konzentrationen 30 und 

10 µM ein MTS-Test durchgeführt. Die Ergebnisse zeigten eine Zytotoxizität der 

Substanzen DCV, DSV und SMV bei einer Konzentration von 30 µM (Abbildung 9). 

Daher wurde in allen weiteren Versuchen für diese drei Substanzen mit Konzentrationen 

von 10 µM oder kleiner gearbeitet.  

Um die Wirkung der Substanzen auf Infektionen mit Poliovirus zu messen wurden zu 

adhärenten Vero-SLAM Zellen in 96-„well“-Platten (2 x 103 Zellen / 100 µl Medium pro 

„well“) alle Substanzen in Triplets in einer Konzentration von 30 bzw. 10 µM und 

Virusüberstand (Verdünnt 1:300) hinzugefügt. H2O wurde als Negativkontrolle für die 

Substanz ABC, DMSO als Negativkontrolle für alle anderen Substanzen verwendet. Nach 

24 h wurden 5 µl MTS-Lösung pro „well“ dazugegeben und die Zellviabilität 

spektrophometrisch bei 490 nm nach 1 h und 2 h gemessen. Die Ergebnisse zeigten eine 

erhöhte Viabilität der Zellen im Vergleich zu DMSO bei den Substanzen ELB, LDV, 3TC 

und VEL. 
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Abbildung 15: VEL (A.), ELB, 3TC und LDV (B.) senken nicht die Anzahl der Poliovirus 

Genomkopien. Vero-SLAM Zellen wurden mit den Substanzen und Poliovirus inkubiert. 

Anschließend wurde die RNA aus dem Überstand gewonnen und eine RTqPCR durchgeführt. 

Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Fehlerbalken geben den 

Standardfehler an. Negativkontrolle: DMSO  

Um zu prüfen, ob die Substanzen, die in den Versuchen eine Wirkung gegen DENV-

2-Infektionen aufwiesen, einen spezifischen Effekt haben, wurde zusätzlich ein weiterer 

Versuch mit diesen Substanzen bei Poliovirus-Infektionen durchgeführt. Dazu wurden 

die Substanzen DCV, DSV, SMV, GRV, ELB und LDV in Triplets in Konzentrationen 

von 30 bzw. 10 µM und Virusüberstand zu adhärenten Vero-SLAM Zellen in einer 96-

„well“-Platte (500 Zellen / 100 µl Medium pro „well“) gegeben. Um auch eine Aussage 

zum Einfluss der Substanzen auf die Virusfreisetzung machen zu können, wurden nach 

einer Inkubationszeit von 48 h die Überstände abgenommen und mit 10 µl der 

zentrifugierten Überstande (2000 rpm, 5 min) adhärente Vero-SLAM Zellen 

(500 Zellen / 90 µl Medium pro „well“) infiziert. Nach 24 h wurde ein MTS-Test 

durchgeführt. Die Werte zeigten keinen Einfluss der Substanzen auf Infektionen mit 

Poliovirus (Abbildung 15). Als Kontrollversuch wurde eine RTqPCR durchgeführt.  

Dazu wurden die Substanzen ELB, LDV, 3TC und VEL in Triplets in Konzentrationen 

von 50, 25 und 10 µM und 100 µl aufgetauter Virusüberstand zu adhärenten Vero-SLAM 

Zellen auf eine 48-„well“-Platte (4 x 103 Zellen / 800 µl Medium pro „well“) gegeben. 
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Abbildung 16: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt auf MT-4 Zellen. 

MT-4 Zellen wurden mit den Substanzen inkubiert. Anschließend wurde die MTS-Lösung 

dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem 

Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität und die Fehlerbalken den 

Standardfehler an. Referenzwert: DMSO 

Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurde aus den zentrifugierten Überständen 

(2000 rpm, 5 min) die RNA mittels „High Pure Viral Nucleic Acid Kit“ extrahiert. Bei 

allen Versuchen wurden die Proben mit 50 µl eluiert. Die gewonnene RNA wurde bei 

- 80 °C aufbewahrt. Zum Ansetzten des Reaktionsgemisches der PCR wurde das Kit 

„LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes“ verwendet. Das Kit wurde mit dem 

„LightMix Modular Enterovirus“ von TIB MOLBIOL erweitert. Als einzige Abweichung 

zum Protokoll wurden 5 µl RNA anstatt 2 µl zu 15 µl Ansatz hinzugegeben.  

Alle Proben wurden als Triplets auf die PCR-Platte hinzugegeben. Die jeweiligen 

PCR-Programme wurden wie vom Hersteller angegeben verwendet (Abbildung 10). Um 

die Effizienz der PCR zu errechnen, wurde aus der DMSO-Probe eine Standardreihe mit 

fünf Werten in einer 1:5 Verdünnung aufgetragen und fünf Mal durchgeführt. 

Ausgewertet wurden die Konzentrationsangaben der Genomkopien prozentual zum 

DMSO-Wert. Die Ergebnisse zeigten keinen Einfluss der Substanzen auf die 

Virusreplikation (Abbildung 15), daher wurden die Ergebnisse nicht weiterverfolgt.  
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3.8 Grazoprevir hemmt Replikation von HIV-1 

 

 

Abbildung 17: GRV senkt die Infektiosität von HIV-1. MT-4 Zellen wurden mit den 

Substanzen und dem Virus inkubiert. 24 h später wurden TZM-bl Zellen mit dem zentrifugierten 

Überstand infiziert. Eine X-Gal Färbung wurde durchgeführt und die blau gefärbten Zellen als 

Korrelat für die infizierten Zellen gezählt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem 

Diagramm gezeigt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler von drei Werten. 

Negativkontrolle: DMSO 

Um den Einfluss der Substanzen auf die Zellviabilität von MT-4 Zellen zu evaluieren 

wurde ein MTS-Test in Gegenwart der Substanzen in Konzentrationen von 30 und 10 µM 

durchgeführt. Die Ergebnisse wiesen auf eine erhöhte Zelltoxizität der Substanzen CDV, 

DCV und DSV bei einer Konzentration von 30 µM hin (Abbildung 16). Es wurde immer 

nur ein Vertreter von Substanzen mit gleichem Wirkmechanismus getestet. Um die 

Effekte der Substanzen CDV, GCV, GRV, DCV, DSV, VEL und T-705 auf die 

Virusreplikation von HIV-1 in MT-4 Zellen zu bestimmen, wurden die Substanzen in 

Konzentrationen von 30, 10, 3, 1 und 0,3 µM zu MT-4 Zellen auf einer 48-„well“-Platte 

(5 x 103 Zellen / 900 µl Medium pro „well“) gegeben. Nach 24 h wurden adhärente 

TZM-bl Zellen auf einer 96-„well“-Platte (2 x 103 Zellen / 90 µl Medium pro „well“) mit 

10 µl des zentrifugierten (2000 rpm, 5 min) Überstandes infiziert. Nach einer 

Inkubationszeit von 48 h wurde eine X-Gal-Färbung durchgeführt und die blauen Zellen 

als Korrelat für infizierte Zellen gezählt. Das Ergebnis wies lediglich auf eine 

Wirksamkeit von GRV bei einer Konzentration von 30 µM hin (Abbildung 17). 
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3.9 Substanzen zeigen keine Wirkung auf Infektionen mit RSV und 

Parainfluenzavirus-3 

 

 

Abbildung 18: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt auf HepG2 Zellen. 

HepG2 Zellen wurden mit den Substanzen inkubiert. Anschließend wurde die MTS-Lösung 

dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem 

Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität und die Fehlerbalken den 

Standardfehler an. Referenzwert: DMSO 

Um zu Beginn den Effekt der Substanzen auf die Zellviabilität von HepG2 Zellen und 

LLC-MK2 Zellen zu messen wurde ein MTS-Test in Anwesenheit der Substanzen mit 

den Konzentrationen 30 und 10 µM durchgeführt. Die Ergebnisse wiesen auf eine erhöhte 

Zelltoxizität der Substanzen DCV, DSV und SMV bei einer Konzentration von 30 µM 

hin (Abbildung 18, Abbildung 19). Daher wurden diese Substanzen in allen weiteren 

Versuchen in einer Konzentration von 10 µM oder kleiner verwendet.  

Damit die Wirkung der Substanzen auf Infektionen mit RSV und Parainfluenza-3 

bestimmt werden konnte, wurden alle Substanzen in Triplets und einer Konzentration von 

30 bzw. 10 µM zu adhärenten HepG2 Zellen bzw. LLC-MK2 Zellen in einer 48-„well“-

Platte (2 x 103 Zellen / 800 µl Medium pro „well“) gegeben und mit 100 µl 

Virusüberstand infiziert. Nach einer Inkubationszeit von 5 d wurde die RNA aus dem 

zentrifugierten Überstand (2000 rpm, 5 min) mittels „High Pure Viral Nucleic Acid Kit“ 

laut Angaben des Herstellers extrahiert (Abbildung 10). Bei allen Versuchen wurden die 

Proben mit 50 µl eluiert und die gewonnene RNA wurde bei - 80 °C aufbewahrt. Zum 

Ansetzten des Reaktionsgemisches jeder PCR wurde das Kit „LightCycler® 480 RNA 

Master Hydrolysis Probes“ verwendet.  
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Abbildung 19: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt auf LLC-MK2 

Zellen. LLC-MK2 Zellen wurden mit den Substanzen inkubiert. Anschließend wurde die MTS-

Lösung dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird schematisch 

über dem Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität und die Fehlerbalken 

den Standardfehler an. Referenzwert: DMSO 

Das Kit wurde mit dem „LightMix Modular RSV“ von TIB MOLBIOL und dem 

„LightMix Modular Parainfluenza“ von TIB MOLBIOL erweitert. Die Ansätze wurden 

nach Angaben des Herstellers pipettiert. Als einzige Abweichung zum Protokoll wurden 

5 µl RNA anstatt 2 µl zu 15 µl Ansatz hinzugegeben.  

Alle Proben wurden als Triplets auf die PCR-Platte hinzugegeben. Die jeweiligen PCR-

Programme wurden wie vom Hersteller angegeben verwendet. Um die Effizienz jeder 

PCR berechnen zu können wurde eine Standardreihe erstellt. Es wurden die in den Kits 

zur Verfügung gestellten Positivkontrollen in einer Konzentration von 1 х 103 Kopien 

verwendet und mit 5 Werten in einer 1:5 Verdünnung gearbeitet. Jede Standardreihe 

wurde aus fünf Werten pro Konzentration erstellt. Auf alle weiteren PCR-Platten wurde 

ein Standardwert in Triplets aufgetragen. Hierbei wurde die Positivprobe aus den Kits 

unverdünnt verwendet. Die Effizienz für die Auswertung der weiteren PCR-Proben 

wurde von den Standardreihen übernommen. Die Ergebnisse wiesen auf keinen Einfluss 

der Substanzen auf die Replikationsrate von RSV oder Parainfluenza-3 hin.  

Es wurde lediglich eine minimale Senkung der Replikationsrate bei den Substanzen DCV 

und DSV bei Infektionen mit RSV gesehen (Abbildung 20). Daraufhin wurde der Einfluss 

beider Substanzen in Kombination und in geringeren Konzentrationen auf die 

Zellviabilität kontrolliert.  
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Abbildung 20: DCV und DSV senken die Anzahl der RSV Genomkopien. HepG2 Zellen 

wurden mit den Substanzen und RSV inkubiert. Anschließend wurde die RNA aus dem Überstand 

gewonnen und eine RTqPCR durchgeführt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem 

Diagramm gezeigt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Negativkontrolle: DMSO  

Dazu wurden beide Substanzen kombiniert in Konzentrationen von 2 und 0,1 µM zu 

adhärenten HepG2 Zellen auf einer 96-„well“-Platte (1 x 103 Zellen / 100 µl Medium pro 

„well“) hinzugefügt. Nach einer Inkubationszeit von 5 d wurden 5 µl MTS-Lösung pro 

„well“ hinzugegeben. Die Zellviabilität wurde spektrophometrisch bei 490 nm nach 

1 und 2 h bestimmt. Es konnte keine erhöhte Zytotoxizität beider Substanzen kombiniert 

beobachtet werden. Die Ergebnisse bei Infektionen mit Parainfluenza-3 zeigten eine 

minimale Senkung der Virusreplikation durch die Substanzen GCV, GRV und LDV. Da 

der Fehler von den Triplets der PCR-Ergebnisse bei jeweils einer Probe höher als 0,05 

war, wurden jeweils nur zwei Proben in der Graphik dargestellt. Der Versuch wurde für 

diese Substanzen in den Konzentrationen 30 und 15 µM wiederholt. Durch den 

Wiederholungsversuch konnte die Wirksamkeit der Substanzen nicht bestätigt werden 

(Abbildung 21). Da der Fehler eines Triplets der PCR-Ergebnisse für die Substanz LDV 

in der Konzentration 30µM höher als 0,05 war, wurden zwei Proben in der Graphik 

dargestellt. Der Fehlerbalken beider Proben bezieht sich auf den Standardfehler der PCR 

Triplets einer Probe. 
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Abbildung 21: GCV, GRV und LDV senken nicht die Anzahl der Parainfluenzavirus-3 

Genomkopien. LLC-MK2 Zellen wurden mit den Substanzen und Parainfluenzavirus-3 

inkubiert. Anschließend wurde die RNA aus dem Überstand gewonnen und eine RTqPCR 

durchgeführt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die 

Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Negativkontrolle: DMSO 
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4. Diskussion 

4.1 TDF als mögliche Therapie für HSV-1-Infektionen 

Eine Hemmung von HSV-1 wurde durch die Substanzen TDF, AZT, ABC und ELB 

beobachtet (Abbildung 4). TDF zeigte bis zu einer Konzentration von 2 µM eine 

hemmende Wirkung auf HSV-1-Infektionen von ca. 0,6 Größenordnungen (Abbildung 

4). Der Wert der mittleren Hemmkonzentration (IC50) in vitro von TDF bei Infektionen 

mit HIV-1 liegen zwischen 0,4-8,5µM 211. TDF als nukleotidischer und AZT sowie ABC 

als nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren werden gegen Infektionen mit HIV-

1 eingesetzt 156,212,213. Alle drei Substanzen haben als entscheidenden Mechanismus einen 

Kettenabbruch zur Folge 209,212,213. Generell verfügen RNA- sowie DNA-Polymerasen 

über hoch konservierte Bereiche, die besonders in den Arealen des aktiven Zentrums 

liegen 214. Da TDF von einer zellulären Kinase phosphoryliert wird 211 und auch HSV-1 

über eine DNA-Polymerase verfügt 215, ist eine Hemmung dieser durch TDF denkbar. 

Die in vivo Wirksamkeit von TDF gegen HSV-2-Infektionen ist schon in verschiedenen 

Studien untersucht und publiziert worden 207-210,216,217, genauso wie eine inhibitorische 

Wirkung von TDF auf die DNA-Polymerase von Hepatitis-B-Viren (HBV) 218. Daher hat 

TDF im klinischen Alltag auch eine Zulassung für Patienten mit einer HBV-Infektion 219. 

TDF wird bei HIV-1-Patienten in einer Dosis von 123 mg / d (236 µM) eingesetzt 220. 

Häufige Nebenwirkungen bei Einnahme sind gastrointestinale Beschwerden und eine 

Hypophosphatämie 220. TDF ist im Gegensatz zu ACV kein Guanosinanalogon, sondern 

ein Adenosinanalogon. Sollte TDF auch in HSV-1 infizierten Zellen zu einem 

Kettenabbruch führen, so könnten beide Medikamente synergistisch wirken und die 

Therapiestrategie verbessern. Durch eine Kombinationstherapie könnten die Dosen 

beider Medikamente reduziert und somit auch Nebenwirkungen vermieden werden. Auch 

eine Therapie von HSV-1-Infektionen bei HIV-1-Patienten mit TDF wäre denkbar, und 

die Behandlung mit ACV einzusparen. Ebenfalls für Infektionen mit ACV-resistenten 

HSV-1 Stämmen wäre eine Therapie mit TDF denkbar. Die meisten Resistenzen von 

HSV-1 beruhen auf eine Mutation des UL-23 Gens 221, welches für die Thymidinkinase 

kodiert. Diese Thymidinkinase phosphoryliert ACV, sodass ACV v.a. in infizierten 

Zellen seine Wirkung zeigt 222. TDF wird jedoch durch zelleigene Enzyme phosphoryliert 

156 und wäre somit trotz dieses Resistenz Mechanismus noch wirksam, sollte die Wirkung 

gegen HSV-1 auf demselben Mechanismus beruhen wie bei HIV. Eine Studie zur 
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Wirkung von TDF auf EBV-Infektionen lässt vermuten, dass TDF auch bei EBV-

Infektionen als Adenosin-Analogon fungiert und zu einem Kettenabbruch führt 223. Daher 

kann vermutet werden, dass TDF diese Wirkung auf alle Herpes-Viren zeigt. 

4.2 Hemmung von HSV-1 durch ABC, AZT und ELB  

In den Versuchen wurde eine relevante Hemmung von HSV-1 durch ABC bei einer 

Konzentration von 30 µM beobachtet (Abbildung 4). Auch in weiteren Publikationen 

wurde dieser Effekt beschrieben 224. Der IC50-Wert bei Infektionen mit HIV-1 für ABC 

liegt bei 0,26 (±0,18) µM in vitro 212. Die hohen Konzentrationen, die man für eine 

Therapie mit ABC einsetzen müsste, lägen also deutlich über dem IC50-Wert. Weiterhin 

muss die Wirkung von ABC bei Infektionen mit HSV-1 bei 30 µM in Relation zur 

klinischen Anwendbarkeit gestellt werden. ABC wird in einer Konzentration von 

600 mg / d (2,09 mM) bei Patienten eingesetzt 225. Vereinzelt wurden auch Dosen von 

1200 mg (4,19 mM) bis zu 1800 mg (6,28 mM) verabreicht, aber keine erhöhte Rate an 

Nebenwirkungen beobachtet 225. Etwaige toxische Effekte von ABC bei Überdosierung 

sind nicht bekannt 225. Die klinisch eingesetzten Konzentrationen liegen weit über den 

Werten, die in den Versuchen eine Wirkung auf HSV-1 Infektionen zeigten. Da keine 

erhöhte Nebenwirkungsrate bei höheren Dosen ermittelt wurde, könnte auch ABC als 

Therapie von HSV-1 Infektionen eine klinische Bedeutung erlangen. ABC ist wie ACV 

ein Nucelosidanalogon, welches jedoch durch zelleigene Enzyme phosphoryliert wird 212. 

Wie schon im Falle von TDF könnte ABC bei HSV-1 Stämmen mit einer Mutation des 

UL-23 Gens und somit einer Resistenz gegenüber ACV als Therapeutikum erwogen 

werden. Wie schon in anderen Publikationen gezeigt, hat ABC eine Wirkung auf ACV 

resistente HSV-1 Stämme 224. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Substanz einen 

sehr guten Anhaltspunkt für weitere Versuche bildet. 

Auch AZT zeigte bei einer Konzentration von 10 µM eine schwache Reduktion der 

Infektiosität von HSV-1 von ca. 0,5 Größenordnungen (Abbildung 4). Auch in weiteren 

Publikationen wurde eine Wirkung von AZT gegen Infektionen mit HSV-1 beschrieben 

226. Die IC50-Werte für HIV-1 liegen jedoch bei 0,015-6,7 µM 227,228. Auch AZT wird in 

einer Dosis von 600 mg / d (2,2 mM) angewendet, jedoch sollte diese Dosis laut 

Hersteller auf zwei Dosen von je 300 mg (1,12 mM) verteilt werden 229. Außer den 

bekannten Nebenwirkungen wurde von keiner erhöhten Toxizität bei Überdosierung 

berichtet 229. Der IC50-Wert liegt jedoch weit unter der eingesetzten Konzentration in den 
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Experimenten. AZT ist ein Analogon des Thymidins und wird von zelleigenen Enzymen 

phosphoryliert 155. Vorausgesetzt es wirkt auch als solches in HSV-1 infizierten Zellen, 

könnte es, wie auch TDF, einen synergistischen Effekt zur Therapie mit ACV zeigen. 

Wie auch schon im Falle von TDF und ABC könnte es bei HSV-1 Infektionen mit einer 

Resistenz gegenüber ACV durch eine Mutation des UL-23 Gens eingesetzt werden. Die 

Substanz sollte für weitere Versuche in Betracht gezogen werden, da sie in modifizierter 

Form eine alternative Therapiemöglichkeit darstellen könnte.  

Zusätzlich konnte ein inhibierender Effekt von ELB von ca. 0,4 Größenordnungen bei 

einer Konzentration von 10 µM gezeigt werden (Abbildung 4). ELB wird klinisch als 

Kombinationspräparat mit GRV in einer Dosis von 1 Tablette / d eingesetzt 166,230. Eine 

Tablette enthält 50 mg (56,6 µM) ELB und 100 mg (130,39 µM) GRV 230. Es wurde 

keine erhöhte Toxizität von ELB bei einer Dosis von 200 mg / d (226,75 µM) über 10 d 

und einer einmaligen Dosis von 800 mg (907 µM) festgestellt 230. Versuche zur 

Kanzerogenität wurden nicht durchgeführt 230. Die EC50-Werte von ELB gegen 

Infektionen mit HCV betragen je nach HCV-Genotyp GT1a 0.004 (± 0.002) nM, GT1b 

0.003 (± 0.001) nM, GT2a 0.003 (± 0.001) nM, GT3a 0.03 (± 0.01) nM und GT4a 0.003 

(± 0.001) nM 176. Die eingesetzte Konzentration liegt weit oberhalb der beschriebenen 

EC50-Werten. Auch wenn dies einen klinischen Gebrauch ausschließt, sollte die 

Substanz für weitere Versuche in Betracht gezogen werden, da sie in modifizierter Form 

als Therapeutikum gegen Infektionen mit HSV-1 eingesetzt werden könnte. 

4.3 TDF, VEL und ABC senken Infektiosität von mCMV 

Da die Herpes-Viren strukturverwandt sind 231, wurde eine Wirkung der Medikamente, 

die eine Wirkung auf HSV-1-Infektionen zeigen, auch bei anderen Herpes-Viren 

vermutet. Im Falle von Infektionen mit mCMV und der Anwendung von TDF und ABC 

war dies auch der Fall (Abbildung 6). Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass hier 

tatsächlich von einer Hemmung der DNA-abhängigen Polymerase ausgegangen werden 

kann. Eine minimale Wirkung von AZT konnte nur in einem Versuch beobachtet werden. 

Da in den Folgeversuchen jedoch keine Hemmung zu sehen war, ist das Ergebnis als eher 

kritisch anzusehen. Außerdem ist eine zu niedrige Sensitivität der Methode nicht 

auszuschließen und die Ergebnisse eventuell in einem Tierversuch zu verifizieren.  

Der inhibierende Effekt von TDF auf mCMV war vergleichbar mit dem Effekt auf 

Infektionen mit HSV-1 (Abbildung 4, Abbildung 6). Daher kann dieses Ergebnis, wie 
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schon bei HSV-1 erläutert, in Zukunft von Relevanz sein. Die Hemmung durch ABC war 

wie schon bei Infektionen mit HSV-1 so gering, dass von keiner hohen Relevanz 

ausgegangen wird (Abbildung 6).  

Es wurde keine Senkung der Infektiosität bei mCMV-Infektionen mit ELB erreicht. 

Jedoch wurde eine starke hemmende Wirkung durch VEL beobachtet, die bei Infektionen 

mit HSV-1 nicht gesehen wurde (Abbildung 6). Die Wirkung von VEL war in den 

Versuchen vergleichbar stark, wie die von TDF (Abbildung 6). In den Versuchen wurde 

eine Wirkung von VEL bis zu einer Konzentration von 2 µM beobachtet (Abbildung 6). 

VEL inhibiert die HCV-Genotypen 1a-6e mit EC50-Werten von 6-130 pM 232. Die 

EC50-Werte liegen unterhalb der, in den Versuchen eingesetzten Konzentration von 

2 µM. VEL ist ein Inhibitor des NS5A-Proteins 232 und als Kombinationspräparat mit 

SOF verfügbar 233. Laut Herstellerangaben liegt die Dosierung bei einer Tablette / d mit 

einer Konzentration von 400 mg ( 755,5 µM) SOF und 100 mg (113,37 µM) VEL 234. Bei 

Einzeldosen von 1200 mg (1.360,51 µM) wurden keine weiteren Nebenwirkungen 

beschrieben 234. In Tierversuchen konnte keine Gentoxizität oder Kanzerogenität 

beobachtet werden 234. Die Ergebnisse stellen im Vergleich mit den Ergebnissen zu 

Infektionen mit dem humanpathogenen CMV eine Möglichkeit dar, weitere Erfahrungen 

mit mCMV als Tiermodell für Infektionen mit hCMV zu sammeln. 

4.4 Natürliche Resistenz von hCMV gegen TDF, VEL und ABC 

Vor einer Verifizierung der Ergebnisse mittels Tiermodell wurde die Übertragbarkeit der 

Ergebnisse auf den humanpathogenen Erreger durch einen Versuch mit hCMV evaluiert. 

Die mittels RTqPCR ermittelten Daten wiesen auf keine Wirkung von TDF, VEL oder 

ABC auf Infektionen mit hCMV hin (Abbildung 8). Eine mögliche Erklärung hierfür ist 

eine natürliche Resistenz von hCMV gegenüber den Substanzen TDF, ABC und VEL. Es 

existieren nur wenige Studien, die die Vergleichbarkeit von mCMV und hCMV 

untersuchen. Die Ergebnisse einer Studie wiesen auf den gleichen Mechanismus der 

Resistenzentwicklung gegen die Standardtherapie hin 235. Andere Studien dagegen stellen 

gezielt die Unterschiede einzelner funktioneller Proteine in den Vordergrund 236,237. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sich mCMV und hCMV in ihrer Hemmbarkeit 

durch die Substanzen TDF, VEL und ABC unterscheiden (Abbildung 6, Abbildung 8). 
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4.5 Keine Wirkung auf Parainfluenza-3 und RSV-Infektionen 

Bei Infektionen mit Parainfluenzavirus-3 konnte eine geringe Senkung der Anzahl der 

Genomkopien durch die Substanzen GCV, GRV und LDV beobachtet werden, die jedoch 

weniger als eine Größenordnung ausmacht (Abbildung 21). Der Versuch wurde mit 

diesen drei Substanzen wiederholt. Die Hemmung fiel im Kontrollversuch deutlich 

geringer aus als im ersten Versuch (Abbildung 21). Daher liegt die Vermutung nahe, dass 

es sich bei einer Senkung der Anzahl der Genomkopien, die unterhalb einer 

Größenordnung liegt, um die Varianz der Methode handelt. Die klinische Anwendbarkeit 

muss jedoch weiter diskutiert werden, da zurzeit keine direkten antiviralen Therapien für 

Infektionen mit Parainfluenzaviren zur Verfügung stehen 20. 

Bei Infektionen mit RSV konnte keine Wirkung einer der angewendeten Substanzen 

beobachtet werden. Es wurde ein geringer Effekt von DCV und DSV auf die 

Virusreplikation gesehen (Abbildung 20). Jedoch sind beide Substanzen bei einer 

Konzentration von 30 µM zytotoxisch, mit einer Toxizität im Vergleich zu DMSO von 

38 % für DCV und 16 % für DSV (Abbildung 18), sodass dieser Effekt durch eine 

gewisse Resttoxizität bei 10 µM ausgelöst sein kann. Da schon beim Parainfluenzavirus-

3 eine hohe Varianz des Versuchsaufbaus gezeigt wurde, wurden für RSV die Werte nicht 

wiederholt. Es wird davon ausgegangen, dass erst eine Hemmung der Anzahl der 

Genomkopien von über einer Größenordnung und höher eine relevante antivirale 

Wirkung verdeutlicht. Dennoch sollten die Ergebnisse weiterverfolgt werden. Da weder 

für Infektionen mit Parainfluenzavirus, noch für RSV-Infektionen direkt-antivirale 

Medikamente zur Verfügung stehen 10,13,20, könnten die Ergebnisse zu einer Etablierung 

solcher Medikamente weiterhelfen. 
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4.6 ELB und LDV als Therapiemöglichkeit bei Infektionen mit 

DENV-2 

Bei Infektionen mit DENV-2 wurde in den Vorversuchen mit Konzentrationen von 30 

bzw. 10 µM ein Effekt der Substanzen DCV, DSV, ELB, LDV, GRV und SMV gesehen 

(3.5, S.31). In weiterführenden Versuchen mit mehreren Konzentrationen konnte keine 

Wirkung der Substanzen DCV und DSV gezeigt werden (3.5, S.31). Eventuell könnte 

man mit einer Resttoxizität der Substanzen bei einer Konzentration von 10 µM im 

Vorversuch argumentieren.  

Da GRV und SMV keinen konzentrations-abhängigen Effekt zeigten, sondern nur eine 

Hemmung der viralen RNA bei einer Konzentration von 30 bzw. 10 µM, wurde hier von 

einem zytotoxischen Effekt ausgegangen. Beide Substanzen zeigen in nächst höherer 

Konzentration von 100 bzw. 30 µM einen zytotoxischen Effekt (Abbildung 12). Daher 

ist bei der vermeintlichen antiviralen Wirkung in nächst niedrigerer Konzentration von 

einem zytotoxischen Effekt beider Substanzen auszugehen. 

Bei den Substanzen LDV und ELB konnte kein zytotoxischer Effekt bei nächst höheren 

Konzentrationen gezeigt werden (Abbildung 12). Beide Substanzen hemmen bei 

HCV-Infektionen das NS5A-Protein 174,176. In Flaviviren wie dem DenV-2 wird dieses 

Protein nicht exprimiert, dafür aber ein NS5 Protein 238. Weitere Studien zeigen, dass das 

NS5-Protein, extrahiert aus DenV-3 und das NS5A-Protein von HCV ein „zinc-binding 

motif“ aufweisen und mutmaßlich durch eine NS5A Kinase phosphoryliert werden 239,240. 

Daher werden beide Proteine als funktionell homolog bezeichnet 240 und eine Hemmung 

durch dieselben Substanzen ist denkbar. Durch LDV wurde in den Versuchen eine 

Senkung der Genomkopienanzahl bis zu einer Konzentration von 2 µM um 

1 Größenordnung erreicht (Abbildung 11). Die EC50-Werte für LDV für die HCV 

Genotypen 1a und1b, liegen jedoch in dem Bereich von 0,004-0,031 nM 174. Damit liegen 

sie weit unter der, im Versuch eingesetzten Konzentration. LDV ist in einer 

Fixkombination mit SOF erhältlich 166. Die empfohlene Dosis beträgt 90 mg (101,23 µM) 

LDV und 400 mg (755,5 µM) SOF pro Tag, was einer Tablette entspricht 241. Bei 

einzelnen Überdosierungen von 120 mg (134,98µM) über 10 d und einer Einzeldosis von 

1200 mg (1349,83µM) wurden keine schwereren Nebenwirkungen beobachtet 241. Eine 

direkte Anwendung der Substanz in der Klinik gegen Infektionen mit DENV-2 ist somit 

ausgeschlossen. Jedoch lassen die Werte darauf schließen, dass LDV in abgewandelter 

Form eine Therapiemöglichkeit für DENV-2-Infektionen darstellen kann.  
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Die höchste Senkung der Genomkopienanzahl von ca. 0,6 Größenordnungen durch ELB 

wurde bei einer Konzentration von 30 µM erreicht (Abbildung 11). Die EC50-Werte von 

ELB gegen Infektionen mit HCV betragen je nach HCV-Genotyp GT1a 0.004 (± 

0.002) nM, GT1b 0.003 (± 0.001) nM, GT2a 0.003 (± 0.001) nM, GT3a 0.03 (± 0.01) nM 

und GT4a 0.003 (± 0.001) nM 176. Diese Werte liegen weit unter der im Versuch 

eingesetzten Konzentration. ELB wird bei Patienten mit einer HCV-Infektion in 

Kombination mit GRV verabreicht 166. Die empfohlene Dosis beträgt eine Tablette pro 

Tag, wobei pro Tablette 50 mg ELB und 100 mg GRV enthalten sind 230. Es wurde keine 

erhöhte Toxizität von ELB bei einer Dosis von 200 mg / d (226,75 µM) über 10 d und 

einer einmaligen Dosis von 800 mg (907 µM) festgestellt 230. Versuche zur 

Kanzerogenität wurden nicht durchgeführt 230. Da für Infektionen mit DENV-2 zurzeit 

keine anderen direkt-antiviralen Therapien zugelassen sind 38, kann die Substanz in 

modifizierter Form dennoch zur Etablierung einer Therapie führen. 

Wegen der Strukturähnlichkeit des HCV und des DENV-2 wurden im Vorfeld von 

weiteren Arbeitsgruppen ähnliche Versuche durchgeführt. Dabei wurde eine Wirkung 

von SOF auf Infektionen mit DENV-2 und CHIKV gezeigt und publiziert 242,243. Da SOF 

in dieser Versuchsreihe keinen Effekt auf Infektionen mit DENV-2 oder CHIKV zeigte, 

wurden die Ergebnisse für diese Substanz nachträglich auch für die anderen Viren nicht 

in diese Arbeit mit aufgenommen. Jedoch könnten diese Ergebnisse die klinische 

Relevanz für die Wirkung von LDV mit beeinflussen. Beide Medikamente sind im 

Moment als Kombinationspräparat auf dem Markt erhältlich 166,241. Obwohl LDV in 

weitaus höheren Konzentrationen als in dem Präparat vorhanden eingesetzt werden 

müsste, könnte eine Therapie in Kombination mit SOF bei Infektionen mit DENV-2 zu 

besseren Erfolgen führen. ELB sowie LDV zeigten keine Wirkung auf Infektionen mit 

CHIKV oder Poliovirus (Abbildung 13, Abbildung 15), weshalb man bei beiden 

Substanzen von einem virus-spezifischen Effekt auf DENV-2-Infektionen ausgehen 

kann. Die Substanz T-705 bewirkte in den Versuchen eine Reduktion der Anzahl der 

Genomkopien von über einer Größenordnung, wenn sie in Konzentrationen von 200 µM 

oder höher eingesetzt wurde. Die Substanz zeigt jedoch eine Wirkung auf Infektionen 

von MDCK Zellen mit Influenza A, B und C mit IC50-Werten von 0,082-3,05 µM 195, 

was weit unterhalb der in diesem Versuch eingesetzten Menge liegt. Daher wurden die 

Ergebnisse nicht weiterverfolgt und nicht wiederholt. 
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4.7 Die Substanzen zeigen keine Wirksamkeit gegen CHIKV 

Im Falle von CHIKV wurden die Effekte der Substanzen durch ihren Einfluss auf den 

zytotoxischen Effekt von CHIKV auf BHK21 Zellen mittels MTS-Tests gemessen. Bei 

den Substanzen VEL, ELB und LDV wurde ein geringer Effekt auf die Zellviabilität 

gezeigt (s.h. 3.6, S.34). Die Wirkung der Substanzen konnte durch einen Kontrollversuch 

mittels RTqPCR nicht bestätigt werden (Abbildung 13). Die Substanzen ELB und LDV 

wirken jedoch bei Infektionen mit DENV-2 (Abbildung 11). Da CHIKV ebenfalls ein 

(+)ss-RNA-Virus ist, kann bei diesen Substanzen von einem spezifischen Effekt auf 

Infektionen mit DENV-2 ausgegangen werden. Da SOF auch bei CHIKV Infektionen 

keine Wirkung zeigte, obwohl andere Publikationen eine Wirkung zeigte 243, ist die 

Aussagekraft der Ergebnisse als gering einzuschätzen. Auch die Substanz T-705 zeigte 

in Konzentrationen von 30 bzw. 10 µM keinen Effekt auf die Absorption. Anderweitig 

veröffentlichte Daten weisen jedoch auf eine Wirksamkeit gegen Infektionen mit 

CHIKV, Strains Ocean 899, LR2006-OPY1, Haly 2008 mit EC50-Werten von 

0,3-9,4 µg/ml hin 190. Des Weiteren kann vermutet werden, dass die, in den Versuchen 

verwendete Substanz nicht wirksam war. 

4.8 Die Substanzen zeigen keine Wirksamkeit gegen Poliovirus 

Auch im Falle von Poliovirus-Infektionen konnten keine Effekte der Substanzen 

beobachtet werden, obwohl eine Testung mit der Substanz SOF nochmals anzudenken 

wäre (Abbildung 15). Da das Poliovirus sowie DENV-2 ein (+) ss-RNA-Virus ist 244, 

kann von ähnlichen Mechanismen der Virusreplikation ausgegangen werden. Die 

Ergebnisse für die Substanzen ELB und LDV wurden mittels RTqPCR überprüft 

(Abbildung 10,). Da die Substanzen ELB und LDV in den Versuchen jedoch nur eine 

Wirkung auf DENV-2 und nicht auf Infektionen mit CHIKV oder Poliovirus gezeigt 

haben (Abbildung 11, Abbildung 13, Abbildung 15), kann von einem spezifischen Effekt 

für Infektionen mit DENV-2 ausgegangen werden. Die Substanz T-705 zeigte in 

Konzentrationen von 30 und 10 µM keinen Effekt auf die Absorption. Anderweitig 

veröffentlichte Daten weisen jedoch auf eine Wirksamkeit auf Infektionen mit Poliovirus 

mit einem IC50-Wert von 4,8 µg/ml hin 195. Die Werte wurden mittels „Plaque-reducing 

essay“ auf Vero Zellen ermittelt 195. Es muss davon ausgegangen werden, dass die 

verwendete Substanz T-705 nicht wirksam war. 



52 

 

4.9 Kein Einfluss der Substanzen auf Masernvirus-Infektionen 

Die Ergebnisse bei Infektionen mit Masernvirus wiesen auf keine Wirksamkeit der 

Substanzen hin (3.4, S.30). Jedoch wurde in den Versuchen auch keine Wirkung der 

Substanz T-705 in den Konzentrationen 30 bis 0,4 µM bei Infektionen mit Masern 

beobachtet. In anderweitig veröffentlichen Quellen wird jedoch eine Wirkung von T-705 

gegen Masern bis zu einer Konzentration von 13 µM beschrieben 193. Aufgrund dieser 

Daten ist die Validität der analysierten Ergebnisse kritisch zu betrachten. Eine mögliche 

Fehlerquelle könnten die unterschiedlich genutzten Methoden darstellen. Die Ergebnisse 

der beschriebenen Versuche wurden mittels Zählung der grün-fluoreszierenden Zellen 

ausgewertet. In der zitierten Quelle wurden die Synzytien Formationen gezählt 193. 

Weiterhin kann vermutet werden, dass die verwendete Substanz T-705 keine 

Wirksamkeit hatte, da auch die Ergebnisse auf Infektionen mit Poliovirus und CHIKV 

negativ ausfielen, obwohl anderweitig veröffentliche Daten von einer Wirksamkeit der 

Substanz gegen Infektionen mit CHIKV, Poliovirus, DENV-2 und Masernvirus berichten 

190,193,195. 

4.10 Keine getestete Substanz zeigt bessere Wirkung gegen HIV-1 als 

die Standardtherapie 

Die Versuche mit HIV-1 wurden nicht mit allen Substanzen durchgeführt. Es wurde 

immer nur ein Vertreter von Substanzen mit gleichem Wirkmechanismus getestet. Auch 

auf die Testung der meisten Herpesmedikamente wurde verzichtet. Da diese 

Medikamente schon sehr lange zur Verfügung stehen, wurden Versuche zur Wirkung 

dieser Substanzen auf HIV-1-Infektionen schon im Voraus durchgeführt 245-250. Die 

moderate Senkung der Infektiosität bei Infektionen mit HIV-1 durch DCV bei einer 

Konzentration von 10 µM (Abbildung 17) könnte auf eine gewisse Resttoxizität 

zurückzuführen sein, vor allem, da kein konzentrations-abhängiger Effekt gesehen wurde. 

Denn obwohl DCV in Messungen zur Zytotoxizität bei einer Konzentration von 10 µM 

keine Toxizität zeigte, konnte eine hohe Zytotoxizität bei der eingesetzten Konzentration 

von 30 µM gezeigt werden (Abbildung 16). Auch GRV zeigte einen gewissen 

zytotoxischen Effekt bei einer Konzentration von 30 µM (Abbildung 16). Jedoch wurde 

im Versuch eine sehr starke Senkung der Infektiosität gesehen, die nicht unbedingt 

gänzlich durch einen zytotoxischen Effekt zu erklären ist (Abbildung 17). Die IC50-
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Werte von GRV liegen bei Infektionen mit HCV aber zwischen 4 - 690 pM 230 und somit 

weit unterhalb der in den Versuchen eingesetzten Konzentration. Da eine etablierte 

Standardtherapie für Infektionen mit HIV-1 zur Verfügung steht 251, ist eine klinische 

Anwendbarkeit der Ergebnisse fraglich. Daher wurden die Versuche nicht wiederholt. 

Dennoch sollten die Ergebnisse weiterverfolgt werden. Durch eine Modifikation der 

Substanz könnte eine Anwendung als alternative Therapiemöglichkeit möglich werden. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Versuche relevante Ergebnisse produzieren 

konnten. Sowohl die Funktionalität der Methoden als auch die Relevanz der Ergebnisse 

konnten mit dieser Arbeit gezeigt werden. Wider Erwarten wurden einige antivirale 

Wirkungen über deren Zulassung hinaus gezeigt. Selbst bei inhibitorischen Effekten von 

unter einer Größenordnung können die Ergebnisse für weiterführende Versuche hilfreich 

sein. Somit wurde mit dieser Arbeit ein Grundstein für die Etablierung neuer antiviraler 

Therapien gelegt. 
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5. Zusammenfassung 

Der Weg von der Entwicklung bis zur Zulassung neuer Virostatika ist bis heute mit hohen 

Kosten und einem großen Zeitaufwand verbunden. Sollten jedoch bereits zugelassene 

antivirale Medikamente eine Wirkung auf andere virale Infektionen zeigen, könnte dieser 

Prozess stark verkürzt werden. Daher war es Ziel dieser Arbeit, den Effekt von 

zugelassenen Medikamenten, gegen HSV-1, mCMV, hCMV, RSV, Parainfluenzavirus-

3, DENV-2, CHIKV, Poliovirus, Masernvirus und HIV-1 zu evaluieren. Getestet wurden 

die Polymeraseinhibitoren ACV, GCV, CDV, sowie das neuere Medikament T-705 und 

die reversen Transkriptase-Inhibitoren TDF, 3TC, AZT und ABC. Außerdem die 

Proteaseinhibitoren SMV, GRV, DCV, LDV, ELB, VEL, SOF und DSV.  

TDF senkte in einer Konzentration von 10 µM die Infektiosität von HSV-1 und mCMV 

bis zu 1 Größenordnung. Auch ABC senkte die Infektiosität von HSV-1 und mCMV in 

einer Konzentration von 30 µM um 0,4 bzw. 0,6 Größenordnungen. AZT und ELB 

senkten die Infektiosität bei Infektionen mit HSV-1 in einer Konzentration von 30 µM 

um 0,4 Größenordnungen. VEL senkte die Infektiosität von mCMV bis zu einer 

Konzentration von 2 µM um 0,7 Größenordnungen. Durch die Substanzen ELB und LDV 

konnte die Replikation von DENV-2 bei einer Konzentration von 10 µM um 0,6 bzw. 

0,8 Größenordnungen gesenkt werden. Die Substanzen zeigten jedoch keinen Effekt auf 

Infektionen mit CHIKV und Poliovirus, sodass für beide Substanzen ein virusspezifischer 

Effekt anzunehmen ist. Es wurde keine Wirkung der Substanzen gegen Infektionen mit 

Masernvirus, RSV oder Parainfluenzavirus-3 in den Versuchen beobachtet. Es wurde 

gezeigt, dass die verwendeten Methoden eine schnelle und effektive Möglichkeit 

darstellen, neue direkt-antivirale Medikamente zu etablieren. Zudem stellen die 

gefundenen Wirkstoffe eine gute Grundlage als Leitsubstanzen zur Entwicklung neuer 

Wirkstoffe dar. Weitere Versuche mit Kombinationen der wirksamen Substanzen sollten 

zur weiteren Therapiefindung durchgeführt werden. Damit hat die vorgelegte Arbeit eine 

hohe Relevanz für die weitere Forschung. 
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Appendix 

I. Abkürzungsverzeichnis 

ABC-   Abacavir 

ACV-   Aciclovir 

AIDS-    akquiriertes Immun-  

                  Defizienz-Syndrom 

ATV-   Trypsin 

AZT-  Zidovudin 

bzw.-   beziehungsweise 

CaCl2-   Kalziumchlorid 

CCR-5-   CC-Motiv-Chemokin- 

               Rezeptor 5 

CD4+-   „cluster of differentiation 

4 positive“ 

CDV-   Cidofovir 

CHIKV-   Chikungunyavirus 

CO2-   Kohlenstoffdioxid 

CXCR-4-  CXC-Motiv-   

                 Chemokinrezeptor 4 

DCV-   Daclatasvir 

DENV-   Denguevirus 

DENV-2-  Denguevirus  

  Serogruppe-2 

DMEM  Dulbecco`s Modified 

Eagle Medium 

DMSO-   Dimethylsulfoxid 

DNA-   „desoxyribonucleinacid” 

DSV-   Dasabuvir 

EC50-    mittlere effektive 

Konzentration 

eGFP-   „enhanced green 

fluorescent protein“ 

ELB-   Elbasvir 

FKS-   „fetal calf serum” 

FOS-  Foscarnet 

Gag-pol- -  Gruppenspezifisches- 

Protein       Antigen-Polymerase   

                   Vorläuferprotein 

GCV-  Ganciclovir 

GFP-   „green fluorescent 

protein“ 

gp-  Glycoprotein 

GRV-  Grazoprevir 

HAART-  hochaktive antiretrovirale 

Therapie 

HBV-   Hepatitis-B-Virus 

hCMV-  humanes 

Zytomegalievirus 

HCV-  Hepatitis-C-Virus 

HIV-1-  humanes 

Immundefizienz-Virus 

H2O-  Wasser (Hydrogenoxid) 

HSV-  Herpes-Simplex-Virus 

IC-50-  mittlere inhibitorische    

             Konzentration 

K3[Fe(CN)6]-Kaliumhexacyano-  

                      ferrat(3) 

K4[Fe(CN)6]- Kaliumhexacyano- 

                       ferrat(2) 



 

KCl-  Kaliumchlorid 

KH2PO4-         Kaliumhydrogen-

phosphat 

LDV-  Ledipasvir 

mCMV-  maus Zytomegalievirus 

MEM- Minimum Essential    

 Medium 

MgCl2-  Magnesiumchlorid 

MgSO4-  Magnesiumsulfat 

MTS-  3-(4,5-Dimethylthiazol-

2-yl)-2,5 diphenyl-

tetrazoliumbromid 

NaCl-  Natriumchlorid 

Na2-EDTA-  Ethylendiamintetraacetat   

                     Natriumkomplexiert 

Na2HPO4-  Dinatriumhydrogen 

 phosphat 

NNRTI-  nicht-nukleosidische 

Reverse Transkriptase-

Inhibitoren 

NRTI-  nukleosidische Reverse 

Transkriptase-Inhibitoren 

nt-  Nucleotide 

NS3/4A-  „non-structural 3/4A   

                Serinprotease” 

NS5A-  „non-structural 5A 

protein” 

NS5B-  „non-structural 5B 

Protein” 

OD-  optische Dichte 

PBS-  „phosphate buffered 

saline“ 

PCR-  „polymerase chain 

reaction”  

RKI-  Robert-Koch-Institut 

RNA-  „ribonucleicacid” 

rpm-  „rounds per minute” 

RPMI Roswell Park Memorial 

Institute Medium 

RSV-  Respiratorisches 

Synzytial-Virus 

RTqPCR-  „realtime polymerase 

chain reaction” 

SLAM-  „signaling lymphocyte    

               activation molecule” 

SMV-  Simeprevir 

SOF-  Sofosbuvir 

(+)ss-RNA-  „single-stranded   

                     ribonucleicacid with    

                     positive orientation” 

T-705-  Favipiravir 

TDF-  Tenofovir 

T-Zellen-  Thymus Lymphozyten 

UL-97-Gen-  „unique long-97” Gen 

UNAIDS-  „Joint United Nations    

 Programme on 

HIV/AIDS“ 

USA-  „United States of 

America” 

VEL-  Velpatasvir 

VZV- Varizella-Zoster-Virus 

WHO-  „World Health 

Organisation” 

 



 

X-Gal-  5-Brom-4-chlor-3-

indoxyl-β-D-  

 galactosid 

3TC- Lamivudin



 

II. Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Einstellungen der genutzten PCR Programme. Die Einstellungen 

wurden aus dem „Protocol for use with LightCycler 480 Multiwell Plate 96, Version 08“ 

(Roche, Deutschland) übernommen. .............................................................................. 14 

Abbildung 2: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt. BHK21 

Zellen wurden mit den Substanzen 4 d inkubiert. Anschließend wurde die MTS-Lösung 

dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird schematisch 

über dem Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität und die 

Fehlerbalken den Standardfehler an. Referenzwert: DMSO .......................................... 22 

Abbildung 3: Schema der Analyse von egfp-kodierendem HSV-1 und mCMV. Zellen 

wurden mit den Substanzen und den jeweiligen Viren 4 d inkubiert. Anschließend wurden 

neue Zellen mit den zentrifugierten Überständen infiziert und 2 Tage inkubiert. Zuletzt 

wurden die grün fluoreszierenden Zellen mittels „Perkin Elmer Plate Reader Ensight“ 

gezählt. ............................................................................................................................ 23 

Abbildung 4: TDF (A.) sowie ABC (B.), AZT und ELB (C.) senken die HSV-1 

Infektiosität. BHK21 Zellen wurden mit den Substanzen und HSV-1 4 d inkubiert. Mit 

den Viren im zentrifugierten Überstand wurden neue Zellen infiziert und nach 48 h 

Inkubationszeit die fluoreszierenden Zellen gezählt. Der Versuchsaufbau ist schematisch 

über dem Diagramm gezeigt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. 

Negativkontrolle: DMSO (A., C.); H2O (B.) Positivkontrolle (C.): ACV ..................... 24 

Abbildung 5: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt auf NIH-3T3 

Zellen. NIH-3T3 Zellen wurden mit den Substanzen 4 d inkubiert. Anschließend wurde 

die MTS-Lösung dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau 

wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative 

Zellviabilität und die Fehlerbalken den Standardfehler an. Referenzwert: DMSO ....... 25 

Abbildung 6: TDF und VEL (A.) sowie ABC (B.) senken die mCMV Infektiosität. 

NIH-3T3 Zellen (A., B.) und BHK21 Zellen (C.) wurden mit den Substanzen und mCMV 

(A., B.) bzw. HSV-1 (C.) 4 d inkubiert. Anschließend wurden neue Zellen mit den 

freigesetzten Viren im Überstand infiziert und 48 h inkubiert. Der Versuchsaufbau ist 

schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. 

Negativkontrolle: DMSO ............................................................................................... 26 

Abbildung 7 : TDF und GCV beeinflussen nicht die Zellviabilität von MRC-5 Zellen. 

MRC-5 Zellen wurden mit den Substanzen 4 d inkubiert. Anschließend wurde die MTS-



 

Lösung dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird 

schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität 

und die Fehlerbalken den Standardfehler an. Referenzwert: DMSO ............................. 28 

Abbildung 8: Weder TDF oder VEL (A.) noch ABC (B.) haben einen Effekt auf die 

hCMV Virusreplikation. MRC-5 Zellen wurden mit den Substanzen und hCMV 7 h 

inkubiert. Anschließend wurde das Medium gewechselt und nach weiteren 5 d Gesamt-

RNA gewonnen. Daraus wurde eine RTqPCR für ein spät-exprimierendes Gen 

ausgeführt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. 

Negativkontrolle: DMSO (A.), H2O (B.) ....................................................................... 29 

Abbildung 9: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt auf Vero-

SLAM Zellen. Vero-SLAM Zellen wurden mit den Substanzen 4 d inkubiert. 

Anschließend wurde die MTS-Lösung dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. 

Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Balken geben 

die relative Zellviabilität und die Fehlerbalken den Standardfehler an. Referenzwert: 

DMSO ............................................................................................................................. 30 

Abbildung 10: Schema der Analysen mit Dengue-2-, Chikungunya-, Polio-, 

Respiratorisches Synzitial- und Parainfluenzavirus-3. Die Zellen wurden mit den 

Substanzen und den jeweiligen Viren inkubiert. Anschließend wurde eine RTqPCR 

durchgeführt mit RNA aus den zentrifugierten Überständen. ........................................ 31 

Abbildung 11: ELB und LDV senken die Anzahl der DENV-2 Genomkopien. Vero-

SLAM Zellen wurden mit den Substanzen und DENV-2 inkubiert. Anschließend wurde 

die RNA aus dem Überstand gewonnen und eine RTqPCR durchgeführt. Der 

Versuchsaufbau wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Fehlerbalken geben 

den Standardfehler an. Negativkontrolle: DMSO .......................................................... 32 

Abbildung 12: GRV und SMV beeinflussen die Zellviabilität von Vero-SLAM 

Zellen. Vero-SLAM Zellen wurden mit den Substanzen inkubiert. Anschließend wurde 

die MTS-Lösung dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau 

wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative 

Zellviabilität und die Fehlerbalken den Standardfehler an. Referenzwert: DMSO ....... 33 

Abbildung 13: ELB und LDV (A.) sowie VEL (B.) senken nicht die Anzahl der 

CHIKV Genomkopien. BHK21 Zellen wurden mit den Substanzen und CHIKV 

inkubiert. Anschließend wurde die RNA aus dem Überstand gewonnen und eine RTqPCR 

durchgeführt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die 

Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Negativkontrolle: DMSO .......................... 34 



 

Abbildung 14: Kein Einfluss der Substanzen auf Infektiosität von Poliovirus. Vero-

SLAM Zellen wurden mit den Substanzen und Poliovirus inkubiert. Nach 48 h wurden 

mit dem zentrifugierten Überstand neue Vero-SLAM Zellen infiziert, nach MTS-Lösung 

dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird schematisch 

über dem Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität und die 

Fehlerbalken den Standardfehler an. Referenzwert: DMSO .......................................... 36 

Abbildung 15: VEL (A.), ELB, 3TC und LDV (B.) senken nicht die Anzahl der 

Poliovirus Genomkopien. Vero-SLAM Zellen wurden mit den Substanzen und 

Poliovirus inkubiert. Anschließend wurde die RNA aus dem Überstand gewonnen und 

eine RTqPCR durchgeführt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über dem Diagramm 

gezeigt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Negativkontrolle: DMSO...... 37 

Abbildung 16: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt auf MT-4 

Zellen. MT-4 Zellen wurden mit den Substanzen inkubiert. Anschließend wurde die 

MTS-Lösung dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird 

schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität 

und die Fehlerbalken den Standardfehler an. Referenzwert: DMSO ............................. 38 

Abbildung 17: GRV senkt die Infektiosität von HIV-1. MT-4 Zellen wurden mit den 

Substanzen und dem Virus inkubiert. 24 h später wurden TZM-bl Zellen mit dem 

zentrifugierten Überstand infiziert. Eine X-Gal Färbung wurde durchgeführt und die blau 

gefärbten Zellen als Korrelat für die infizierten Zellen gezählt. Der Versuchsaufbau wird 

schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler 

von drei Werten. Negativkontrolle: DMSO ................................................................... 39 

Abbildung 18: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt auf HepG2 

Zellen. HepG2 Zellen wurden mit den Substanzen inkubiert. Anschließend wurde die 

MTS-Lösung dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der Versuchsaufbau wird 

schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Balken geben die relative Zellviabilität 

und die Fehlerbalken den Standardfehler an. Referenzwert: DMSO ............................. 40 

Abbildung 19: DCV, DSV und SMV haben einen zytopathischen Effekt auf LLC-

MK2 Zellen. LLC-MK2 Zellen wurden mit den Substanzen inkubiert. Anschließend 

wurde die MTS-Lösung dazugegeben und die OD490 nach 1 h bestimmt. Der 

Versuchsaufbau wird schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Balken geben die 

relative Zellviabilität und die Fehlerbalken den Standardfehler an. Referenzwert: DMSO

 ........................................................................................................................................ 41 



 

Abbildung 20: DCV und DSV senken die Anzahl der RSV Genomkopien. HepG2 

Zellen wurden mit den Substanzen und RSV inkubiert. Anschließend wurde die RNA aus 

dem Überstand gewonnen und eine RTqPCR durchgeführt. Der Versuchsaufbau wird 

schematisch über dem Diagramm gezeigt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 

Negativkontrolle: DMSO ............................................................................................... 42 

Abbildung 21: GCV, GRV und LDV senken nicht die Anzahl der 

Parainfluenzavirus-3 Genomkopien. LLC-MK2 Zellen wurden mit den Substanzen 

und Parainfluenzavirus-3 inkubiert. Anschließend wurde die RNA aus dem Überstand 

gewonnen und eine RTqPCR durchgeführt. Der Versuchsaufbau wird schematisch über 

dem Diagramm gezeigt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. 
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