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Zusammenfassung

Die im Dezember 2019 ausgebrochene SARS-CoV-2 Pandemie stellt eine grol3e Her-
ausforderung fur viele Gesundheitssysteme dar. Als eine Mdglichkeit die Pandemie in
den Griff zu bekommen ruckte rasch die Impfstoffentwicklung in den Mittelpunkt der
Forschung. In dieser Diplomarbeit wird die Entwicklung der SARS-CoV-2 Impfstoffe
mittels einer Literaturrecherche dargestellt. Dazu wurden die Onlinedatenbanken Pub-
Med und Google Scholar sowie Lehrbucher und aktuelle wissenschaftliche Artikel ver-
wendet. Es wird anhand dieser gesammelten Literatur ein Uberblick iber SARS-CoV-
2 gegeben und gezeigt wie eine beschleunigte Impfstoffentwicklung unter Pande-
miebedingungen funktionieren kann. Des Weiteren wird die Entwicklung der bis De-
zember 2021 in Osterreich zugelassenen Impfstoffe von den praklinischen Studien bis
hin zu grol angelegten Phase Il Studien gezeigt. In einem weiteren Punkt wird be-
sonders auf mMRNA Impfstoffe eingegangen. Neben einer allgemeinen Beschreibung
dieser Technologie werden auch moégliche zukinftige Einsatzgebiete von mRNA Impf-

stoffen beleuchtet.



Abstract
The outbreak of the SARS-CoV-2 pandemic in December 2019 poses a major chal-

lenge for many healthcare systems. Vaccine development quickly became a focus of
research to get the pandemic under control. In this diploma thesis, the development of
SARS-CoV-2 vaccines is presented by means of a literature search. The online data-
bases PubMed and Google Scholar as well as textbooks and current scientific articles
were used for this purpose. Based on this collected literature, an overview of SARS-
CoV-2 is given and it is shown how accelerated vaccine development can work under
pandemic conditions. Furthermore, the development of the vaccines approved in Aus-
tria until December 2021 will be shown in a chronological way from preclinical studies
to large scale phase Il studies. In a further point, particular attention is paid to mMRNA
vaccines. In addition to a general description of this technology, possible future areas

of application for mRNA vaccines are also highlighted.



1 Einleitung
1.1 SARS-CoV-2 Ausbruch und Pandemie

Erstmals wurden Ende Dezember 2019 in Wuhan, Provinz Hubei, China von mehreren
ortlichen Gesundheitseinrichtungen Infektionscluster mit Pneumonien unbekannter Ur-
sache gemeldet. Bei diesen zuerst lokal gemeldeten Fallen konnte ein epidemiologi-
scher Zusammenhang mit einem lokalen GrolRhandelsmarkt fur Meeresfrichte und
Feuchttiere festgestellt werden. Das Chinese Center for Disease Control and Preven-
tion (CCDC) entsandte daraufhin ein Team von Expert*innen zur Untersuchung dieser
unbekannten Krankheit. Jenem Team gelang es, aus bronchoalveolar entnommenen
Sekretproben, welche bei den dort stationar behandelten Patient*innen enthommen
wurden, die Genomsequenz des neuartigen Virus zu isolieren. Die Genomsequenz
zeigte eine bis zu 85 prozentige Ubereinstimmung mit dem bereits bekannten Genom
des Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV), welches der Gat-
tung der Betacoronaviren angehort.(1) Aufgrund der engen Beziehung zu SARS-CoV,
wurde das neu aufgetretene Virus Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
Type 2 (SARS-CoV-2) genannt. Die Namensgebung, die vom International Committee
on Taxonomy of Viruses vorgenommen wurde, bezieht sich dabei auf die sehr enge
Verwandtschaft zu SARS-CoV.(2)

Die Verbreitung des Virus schritt innerhalb Chinas und bald auch in anderen Landern
rund um die Welt rasch voran. Bereits am 30. Janner 2020 erklarte die World Health
Organization (WHO) den Ausbruch zu einem ,public health emergency of international
concern®. Bis zum 3. Februar 2020 wurden von offizieller Seite auf dem chinesischen
Festland bereits mehr als 20.000 Infektionen mit dem neuartigen Virus bestatigt. Zu
diesem Zeitpunkt hatte sich das Virus bereits offiziell GUber vier Kontinente hinweg in
mehr als 20 Landern ausgebreitet.(3) Am 11. Marz 2020 erklarte die WHO den SARS-
CoV-2 Ausbruch schlie3lich zur Pandemie.(4) Zum Zeitpunkt des 25. Marz 2020 hatten
sich weltweit bereits mehr als 470.000 Personen nachgewiesener Weise infiziert und
es gab bereits mehr als 21.000 mit dem Virus im Zusammenhang stehende Todesop-
fer zu vermelden.(5) Zum aktuellen Zeitpunkt (stand 5. Februar 2022) hatten sich welt-
weit 386 Millionen Menschen mit SARS-CoV-2 infiziert und das Virus forderte mehr als
5,7 Millionen Todesopfer.(6)



1.2 Allgemeines zu Coronaviren

Coronaviridae, zu welchen die umgangssprachlich als Coronaviren bezeichneten Vi-
ren gehoren, sind eine Virenfamilie innerhalb der Ordnung Nidovirales. Innerhalb der
Familie der Coronaviridae existieren vier Gattungen von Coronaviren. Dabei handelt
es sich um die Gattungen der Alphacoronaviren, Betacoronaviren, Gammacoronaviren
und Deltacoronaviren. In Evolutionsanalysen konnte gezeigt werden, dass Alpha- und
Betacoronaviren vor allem in Fledermausgattungen und Nagetieren vorkommen, wo-
hingegen bei Gamma- und Deltacoronaviren vor allem unterschiedliche Vogelarten als
Wirtstiere dienen.(7) Grundsatzlich wurden Coronaviren in mehreren Vogelarten, so-
wie mehreren Saugetieren unter anderem Hunde, Katzen, Kamele, Fledermause,

Mause und maskierte Zibeten, nachgewiesen.(8)

1.2.1 Geschichte der Coronaviren

In den 1960er Jahren wurden erstmals humane Coronaviren (hCoVs) bei Patient*in-
nen in Zusammenhang mit Erkaltungssymptomen beschrieben.(8) Seither wurden
weitere hCoVs nachgewiesen. Vor Dezember 2019 waren sechs Coronaviren bekannt,
die zu Infektionen bei Menschen fihren kdnnen. Diese beinhalten zwei Viren der
Gruppe 2aCoVs (hCoV-229E und HKU-NL63) und vier BCoVs (hCoV-OC43 [Linie A],
hCoV-HKU1 [Linea A], SARS-CoV [Linie B] and MERS-CoV [Linie C]). Die BCoV Linie
A hCoV-0OC43 und hCoV-HKU1 verursachen meist harmlose Infektionen der oberen
Atemwege bei immunkompetenten Patient*innen und kénnen teilweise zu Infektionen
der unteren Atemwege bei alteren Menschen und immunschwachen Personen fuh-
ren.(9) Zu dieser Gruppe der humanpathogenen CoVs gehdért auch das SARS-CoV
Virus, das Ende 2002 in der Guodong Province in China ausbrach. Hier konnte ein
Team von chinesischen Wissenschaftler*innen aus dem Serum und aus nasopha-
ryngealen Abstrichen das Virus isolieren. Der SARS-CoV Ausbruch fuhrte im Jahr
2002-2003 zu 8.843 dokumentierten Fallen und forderte weltweit 813 Todesopfer, be-
vor die Pandemie unter Kontrolle gebracht werden konnte.(10) Des Weiteren trat im
Jahr 2012 eine weitere potentiell lebensbedrohliche Pandemie auf, die von einem
Coronavirus verursacht wurde. Hierbei handelte es sich um das Middle East Respira-
tory Syndrome Coronavirus (MERS), welches erstmals bei einem verstorbenen 60-
jahrigen Saudi-Arabischen Patienten aus dessen Sputum nachgewiesen wurde. Der
Patient hatte sich mit einer akuten Pneumonie und einem Nierenversagen unklarer

Genese prasentiert.(11) Im von der WHO verdoffentlichten MERS Situation Update vom
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September 2019 wurden insgesamt weltweit 2.468 nachgewiesene Falle gemeldet,
wobei die Krankheit mit 851 nachgewiesenen Todesfallen eine sehr hohe Case Mor-

tality Rate von circa 34 Prozent aufweist.(12)

1.3 Aufbau von SARS-CoV-2

Coronaviren sind eine Familie von umhdllten, positivstrangigen RNA Viren mit einer
Genomlange von 26 bis 32 Kilobasen.(13) Im Rahmen dieser Arbeit wird speziell auf
das im Dezember 2019 neu aufgetretene Virus SARS-CoV-2 eingegangen. Bald nach-
dem bekannt wurde, dass es in der Provinz Hubei mehrere Falle von akuter Pneumo-
nie unklarer Genese gab, gelang es einem chinesischen Forscher*innen Team, aus
dem Bronchialsekret und den angelegten Zellkulturen von neun Patient*innen, die an
der unklaren Lungenkrankheit litten, eine Genomsequenz des Virus mittels Next-Ge-
neration Sequenzing nachzuweisen. Dabei gab es innerhalb der Patienten*innenpro-
ben eine virale Genomubereinstimmung von 99 Prozent. Das zu diesem Zeitpunkt
noch unbekannte Virus war am engsten zu zwei im Dezember 2018 in Fledermausen
isolierten Virenstammen verwandt. Dabei handelte es sich um die Viren bat-SL-
CoVZCA45 und bat-SL-CoVZXC21. Zu anderen bekannten Coronaviren, die bereits zu-
vor zu Pandemien gefiuhrt hatten, wurden geringere Genomdubereinstimmungen fest-
gestellt. Im Falle von SARS-CoV lag diese bei rund 79 Prozent und im Falle von MERS
lag sie bei knapp 50 Prozent. Phylogenetische Analysen zeigten, dass das zu diesem
Zeitpunkt noch 2019-nCoV genannte Virus zur Subgruppe Sarbecovirus der Gattung
Betacoronavirus gehort. Bei diesen Untersuchungen konnte aufderdem gezeigt wer-
den, dass das Virus so weit von SARS-CoV divergiert, um es als eigenstandiges hu-

manpathogenes Coronavirus einzustufen.(14)

1.3.1 SARS-CoV-2 Genom

Das Genom des Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Type 2, welches
zum damaligen Zeitpunkt noch als 2019- nCoV bezeichnet und in dieser Arbeit in wei-
terer Folge unter der Abklurzung SARS-CoV-2 beschrieben wird, wurde von einem chi-
nesischen Forscher*innenteam im Janner 2020 wie folgt beschrieben. Das einstran-
gige RNA Genom von SARS-CoV-2 besteht aus 29.891 Nucleotiden und kodiert fur
9.860 Aminosauren. Der Guanin + Cytosin Basenanteil betragt 38 Prozent.(15) Diese
Ergebnisse konnten von einer weiteren im Janner 2020 durchgefiihrten Studie, in wel-

cher sechs Proben von infizierten Mitarbeiter*innen des Seefood Markets untersucht



wurden, bestatigt werden. Auch hier zeigte sich ein aus 29.891 Basenpaaren beste-
hendes Genom. Ein Datenabgleich von SARS-CoV-2 mit SARS-CoV zeigte auch hier
eine Ubereinstimmung der Genomsequenz von 79,6 Prozent.(16) Ahnlich zu anderen
BCoVs enthalt das Genom von SARS-CoV-2 zwei flankierende untranslatierte Regio-
nen (UTR) und einen langen Open Reading Frame (ORF), der ein Polyprotein codiert.
Das Genom von SARS-CoV-2 ist in der Reihenfolge wie folgt angeordnet: Der 5° -
Replikase folgen die Strukturproteine, Spike (S), Envelope (E), Membrane (M) und
Nucleocapsid (N). Wahrend in den meisten Genomsequenzen SARS-CoV-2 eine
Ubereinstimmung mit SARS-CoV von Uber 90 Prozent aufweist, bestehen die wesent-
lichen Unterschiede im Bereich des S-Proteins und in den Orf 8 und Orf 3b. Vor allem
in Abschnitten der Spike1 (S1) -Untereinheit und in Orf 8 bestehen die gréliten Unter-
schiede. Diese Bereiche gelten auch als Hotspot in der Rekombinationsgabe von
SARS-CoV-2.(15)

1.3.2 Spike-Protein

Da das in der Folge beschriebene Spike-Protein in den Ansatzen diverser Impfstoffent-
wickler eine Hauptrolle einnimmt und dort die groRten Unterschiede zwischen SARS-
CoV-2 und SARS-CoV auszumachen sind, wird in diesem Abschnitt vertieft auf das S-
Protein eingegangen. Das S-Protein besteht aus zwei Untereinheiten, der S1-Un-
tereinheit und der Spike2 (S2) -Untereinheit. Die S1-Untereinheit beinhaltet ein Signal-
peptid gefolgt von einer N- Terminalen Domain (NTD) und einer Receptor Binding Do-
main (RBD). Die S2-Untereinheit besteht dahingegen aus einem Fusionspeptid (FB),
Heptadenmuster 1 und 2, Transmembrandomane und einer cytoplasmatischen Do-
mane (CP). Die meisten Aminosaurenunterschiede befinden sich in der externen Sub-
domane, welche fur die direkte Wechselwirkung von Virus und Wirtszelle verantwort-
lich ist. Diese Region stellt auch den Ansatzpunkt fir die meisten Impfstoffentwicklun-
gen dar.(15) Diese Ergebnisse wurden auch in einer weiteren Studie eines anderen
Forschungsteams deutlich. Auch hier zeigte sich eine Abweichung in der Gense-
quenzanalyse von SARS-CoV-2 und anderen SARS ahnlichen Viren. Diese Studie
zeigte auRerdem, dass das Genom des S-Proteins die groite Ahnlichkeit mit einem
Virus namens RaTG13 hat. Hierbei konnte eine Genomubereinstimmung im S-Genom,
von 93,1 Prozent, zwischen den beiden Viren gezeigt werden. Sowohl SARS-CoV-2
als auch RaTG13 sind wesentlich langer als andere SARS-CoVs und weisen deutliche

Veranderungen im Bereich der RBD auf. Aufgrund des Vorkommens von RaTG13 in
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Fledermausen und da es die engste bekannte Verwandtschaft zu SARS-CoV-2 auf-
weist, geht die Forscher*innengruppe davon aus, dass das Virus von Fledermausen

abstammen kénnte.(16)

1.3.3 ACE2-Rezeptor

In der bereits zitierten Forschungsarbeit, welche an Proben von sechs infizierten Ar-
beiter*innen des Wuhan Seafood Market durchgefihrt wurde, untersuchte man eben-
falls die Eintrittsmechanismen des Virus in die Wirtszellen. Da bekannt war, dass der
Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2) -Rezeptor einen Zellrezeptor fir SARS-CoV
darstellt, fokussierte sich das Team zuerst auf diesen Rezeptor. Hierfur wurden HelLa
Zellen von Menschen und Zellen von mehreren Saugetieren verwendet, welche ACE2-
Rezeptoren exprimierten oder nicht exprimierten. Dabei zeigte sich, dass SARS-CoV-
2 alle Zellen infizieren konnte, die ACE2-Rezeptoren exprimierten. Im Gegensatz dazu
konnten Zellen, welche keine ACE2-Rezeptoren exprimierten, nicht befallen werden.
Das Forscher*innen Team schlussfolgerte daraus, dass das Virus vermutlich ACE2-
Rezeptoren verwendet, um in die Zellen einzudringen. Es wurden in dieser Studie auch
weitere Rezeptoren, die als Eintrittspforte fir andere Coronaviren dienen, wie zum Bei-
spiel DPP4, untersucht. Allerdings gelang es dem SARS-CoV-2 bei keinem anderen

Rezeptor in die Zellen einzudringen.(16)

1.4 SARS-CoV-2 Varianten

Im folgenden Abschnitt werden die am meisten verbreiteten SARS-CoV-2 Mutationen
bis Ende 2021 beschrieben, bei welchen angenommen wird, dass sie Einfluss auf die
Effektivitat der entwickelten Impfstoffe nehmen kénnten. Mutationen des Virus, vor al-
lem im Bereich des S-Protein, konnten die Effektivitat und Wirksamkeit, der gegen
SARS-CoV-2 entwickelten Impfstoffe, vermindern. Besonders anhaltend hohe Infekti-
onsraten geben dem Virus die Chance, Mutationen zu erwerben. Deswegen ist es
wichtig, in einer Pandemie die Infektionszahlen niedrig zu halten und mdglichst rasch

wirksame Impfstoffe zu entwickeln.(17)

1.4.1 B.1.1.7. (Alpha Variante)

Die zuerst in GroRbritannien beschriebene Variante bereitete im Dezember 2020
grolde Probleme in deren Gesundheitssystem, da sie zu sehr hohen Fallzahlen flhrte.
Die Variante enthalt 17 Mutationen im Vergleich zur Variante D614G, die sich bald
nach Ausbruch der Pandemie als weltweit dominierende Variante durchgesetzt hatte.
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Von diesen Mutationen befinden sich acht in der Gensequenz die fur das S-Protein
kodiert und stellen so eine potentielle Bedrohung fur Impfstoffe dar, die auf dem S-
Protein basieren. Die drei bedeutendsten Veranderungen sind eine zwei Aminosauren
Deletion an Position 69-70 der NTD, die Mutation im N501Y Gen welches fur die RBD
kodiert und an P618, welche fur die Furinbindungsstelle wichtig ist.(17) Einige Regres-
sionsanalysen mit Daten aus GroRbritannien zeigten, dass das Virus einen Anstieg
der Reproduktionszahl um 77 Prozent zur Folge haben konnte. Weitere in dieser Ana-
lyse ausgewertete Daten aus Danemark mit 55 Prozent, der Schweiz mit 72 Prozent
und der USA mit 59 Prozent, zeigten ebenfalls einen Anstieg der Reproduktions-
zahl.(18) Es zeigte sich also in den Daten, dass die Variante deutlich ansteckender
sein durfte. Zwei Hypothesen, weshalb das Virus ansteckender sein kdénnte, waren
zum einen niedrigere Ct-Werte, also eine hohere Virenlast oder zum anderen eine
verlangerte Ausscheidungsdauer des Virus.(18) Es wurde zuerst vermutet, dass die
Variante zu mehr Krankenhausaufenthalten und schwereren Verlaufen fuhren wirde.
In einem Bericht von Public Health England wurde berichtet, dass von 3.538 Erkrank-
ten, 42 ins Krankenhaus eingeliefert werden mussten. Davon waren 16 Patient*innen
oder 0,9 Prozent von der Variante betroffen und 22 oder 1,5 Prozent mit dem Wildtyp
infiziert. Somit bestatigte sich diese Vermutung nicht. Allerdings waren diese Daten

nicht statistisch signifikant.(19)

1.4.2 B.1.351. (Beta-Variante)

Die Beta-Variante wurde erstmals in Sudafrika beschrieben. Deutlich schnellere An-
stiege der SARS-CoV-2 Fallzahlen in einigen Landesteilen hatten dort fur Verwunde-
rung gesorgt. Das flhrte zu einer intensivierten Uberwachung durch das dort ansas-
sige Netzwerk fir genomische Uberwachung. Dieses untersuchte 2.589 vollstandige
SARS-CoV-2 Genomsequenzen, welche von Marz 2020 bis November 2020 entnom-
men worden waren. Dabei zeigte sich, dass eine neue Variante ab Mitte Oktober 2020
aufgetreten war, welche die bis dahin dominierenden Varianten bereits bis Anfang No-
vember 2020 uUbertroffen hatte. Im Vergleich zur D614G Variante, zeigten sich acht
Veranderungen im S-Protein. Drei dieser Veranderungen betrafen die RBD, drei wei-
tere die NTD und zwei weitere einen Loop.(20) Es zeigte sich, dass mononukleare
Antikorper gegen die NTD und auch einige neutralisierende mononukleare Antikorper
gegen die RBD deutlich schlechter wirksam waren, als bei vorherigen Varianten. Es

wurde deswegen beflrchtet, dass dies die Wirksamkeit von potentiellen Impfstoffen



deutlich reduzieren konnte.(21) Eine weitere an hospitalisierten Patient*innen durch-
gefuhrte Studie in Sudafrika zeigte allerdings, dass auch bei B.1.351 neutralisierende
Antikdérper in ahnlichem MalRe wirksam waren, wie bei zuvor bereits zirkulierenden Va-
rianten. Des Weiteren zeigte sich eine ausgepragte Kreuzreaktivitat, der bei B.1.351
Patient*innen gebildeten Antikorper mit anderen Varianten, wie etwa der P1 Variante,
welche in Brasilien erstmals beschrieben wurde und ebenfalls als potentielle Gefahr

fur die Impfstoffentwicklung eingestuft wurde.(22)

1.4.3 B.1.617.2. (Delta Variante)

Die Delta Variante wurde erstmals im Oktober 2020 in einer Provinz in Indien gemel-
det, von wo aus sie sich auf das ganze Land ausbreitete. Diese Variante ist von zwei
kritischen Aminosaure Substitutionen gepragt, welche die RBD betreffen. Es entwi-
ckelten sich daraus drei Untereinheiten. Die sich weltweit verbreitende und mittlerweile
in vielen Landern, einschlieRlich Osterreich dominierende Variante, ist nur von einer
Mutation L452R in der RBD betroffen. Insgesamt enthalt die Delta Variante 17 Mutati-
onen in ihrer Genomsequenz. Die Mutation in L452R verleiht dem Virus eine starkere
Affinitat fir den ACE2-Rezeptor und eine verringerte Erkennungsfahigkeit fur das Im-

munsystem.(23)

1.4.3 B.1.1.529 (Omikron Variante)

Im November 2021 wurde erstmals aus Sudafrika von einer neuen Variante berichtet,
die dort zu einer rasanten Zunahme der Neuinfektionen gefuhrt hatte. Bei dieser Vari-
ante waren im Vergleich zum urspringlichen SARS-CoV-2 Virus 32 Mutationen im
Genabschnitt, welcher flr das Spike Protein kodiert aufgetreten. Durch diese Veran-
derungen wurde von vielen Wissenschaftler*innen schnell angenommen, dass diese
Variante infektidser sein konnte und dem Immunsystem besser entkommen kann. Dies
konnte wiederum auch zu einer Abnahme der Impfstoffwirksamkeit fuhren. Einige der
aufgetretenen Mutationen betreffen die RBD. Dabei handelt es sich unter anderen
auch um Mutationen, die bereits bei anderen Varianten aufgetreten waren. Dazu ge-
héren etwa D614G, oder auch K417N welche bereits in der Beta Variante aufgetreten
ist. Eine weitere Mutation E484A trat ebenfalls bereits bei Beta und Gamma auf und
verlieh diesen Varianten die Fahigkeit fir Reinfektionen. Des Weiteren kommt es bei
der Omikron Variante aufgrund der Umwandlung einer hydrophilen in eine hydrophobe
Aminosaure und einer Mutation in N501Y zu einer erhéhten Bindung an den ACE2-
Rezeptor.(24)



2 Material und Methoden

Diese Arbeit beruht auf einer Literaturrecherche zum Thema ,Die Entwicklung von
SARS-CoV-2 Impfstoffen und madgliche zukunftige Anwendungsgebiete von messen-

ger Ribonucleic Acid (MRNA) Impfstoffen®.

Zur Aufarbeitung dieser Themen, wurden aktuelle wissenschaftliche Artikel, Suchma-
schinen und Lehrblcher verwendet. Die aktuelle Literatur wurde Uber die Onlinedaten-
banken PubMed und Google Scholar bezogen. Dabei wurden Suchbegriffe wie
~SARS-CoV-2“, ,vaccine development®, ,mRNA vaccination“ und ,mRNA technologie*
verwendet. Des Weiteren erfolgte eine gezielte Suche nach den Studien bereits zuge-
lassener SARS-CoV-2 Impfstoffe. Bei der Verwendung von Suchmaschinen wurde da-
rauf geachtet, nur renommierte Quellen zu verwenden und Datensatze aus peer-re-

viewed Journalen und Datenbanken zu beziehen.

Die gesamte verwendete und gesammelte Literatur wurde im Literaturverwaltungspro-
gramm Zotero eingetragen und gespeichert. Die Zitierweise erfolgte im Vancouver-
Stil.

3 Impfstoffentwicklung

Nachdem sich das Virus im Februar 2020 zu einer weltweiten Pandemie entwickelt
hatte, verordneten viele Staaten zur ersten Eindammung der Virusverbreitung Lock-
downs, wie auch in Osterreich am 16. Marz 2020 einer verhangt wurde.(25) Da es
weder Medikamente noch Impfstoffe gegen SARS-CoV-2 gab, war dies fur viele Staa-
ten das einzige Mittel eine unkontrollierte Ausbreitung des Virus zu verhindern. Dies
fuhrte neben der Freiheitsbeschrankung vieler Menschen auch zu einem enormen wirt-
schaftlichen Schaden, weshalb schnell klar wurde, dass eine Impfung oder ein poten-
tes Medikament der einzige Ausweg aus der grof3ten Gesundheitskrise des 21. Jahr-
hunderts sein wurde.(26) In dieser Arbeit wird im weiteren Verlauf nun auf die Impf-
stoffentwicklung bei SARS-CoV-2 und auf die verschiedenen Entwicklungsansatze im
Hinblick auf die Impfstoffarten eingegangen. Des Weiteren wird ein Uberblick (iber die
in Osterreich zugelassenen Impfstoffe geschaffen. In einem weiteren Punkt wird im
Rahmen der Arbeit noch ein Ausblick auf die mdglichen zukinftigen Einsatzgebiete

von mRNA Impfstoffen geworfen.
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3.1 Impfstoffentwicklung Fokus auf dem S- Protein

Die meisten Impfstoffentwickler*innen, die an SARS-CoV-2 Impfstoffen forschen, ver-
wenden das S-Protein als Virusantigen, um eine Immunantwort hervorzurufen. Dies
geht darauf zurtck, dass bereits bei SARS-CoV gezeigt werden konnte, dass das S-
Protein vermutlich fur die Bildung von Antikdrpern den besten Ansatz darstellt. So
konnte in einer Studie, bei welcher ein Parainfluenzavirus Typ 3 (BHPIV3) als Vektor
fur die einzelnen Strukturproteine von SARS-CoV verwendet wurde, gezeigt werden,
dass nur Antikorper bei der BHPIV3/S-Protein Kombination nachgewiesen werden
konnten. Wahrend eine Kombination mit den anderen Strukturproteinen von SARS-
CoV keine Verstarkung des Effekts zeigte und auch die Einzelkombinationen der
Strukturproteine keine Antikdrperbildung hervorrufen konnte.(27) Denselben Effekt
konnten Forscher ebenfalls bereits 2004 bei der Entwicklung eines experimentellen
Impfstoffes gegen SARS-CoV nachweisen. Hierbei konnte bei allen acht in der Studie
eingebundenen Athiopischen Grinmeerkatzen durch die Verabreichung von
BHPIV3/SARS-S-Protein eine Immunreaktion hervorgerufen werden, wohingegen bei
der Kontrollgruppe keine Immunreaktion stattfand.(28) Aufgrund dieser bereits von
SARS-CoV bekannten guten Ansprechbarkeit des Immunsystems auf das S-Protein
und dessen Funktion als Bindeglied von Virus und Mensch via ACE2-Rezeptor, riickte
dieses schnell als Hauptansatzpunkt fir die Impfstoffentwicklung ins Zentrum der For-
schung.(28)

Weitere wichtige Untersuchungsergebnisse, das S-Protein betreffend, zeigten sich
ebenfalls bereits bei SARS-CoV und MERS bei der Erforschung von S-Protein Un-
tereinheiten. So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass bei Nagetieren und in der
in vitro Untersuchung bei der Verwendung eines vollstandigen rekombinierten S-Pro-
teins von SARS-CoV, neutralisierende Antikdrper gebildet werden konnten. Allerdings
wurde auch eine Bildung von infektionsverstarkenden Antikorpern sichtbar. Dadurch
konnte das Virus in humane Monozyten und Lymphozyten eindringen und so zu einer

immunvermittelten Verstarkung der Infektion fuhren.(29)

Einen interessanten Ansatz um dieses Phanomen zu verhindern stellt die Verwendung
der S1-Untereinheit des S-Proteins dar. Diese Untereinheit ist wesentlich kurzer als
das vollstandige S-Protein und konnte in Studien eine ebenburtige Anzahl an neutrali-
sierenden Antikorpern erzeugen. Auch in einem Mauseversuch zeigten sich die mit

der S1-Untereinheit immunisierten Mause geschutzt.(30) Die S2-Untereinheit konnte
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dahingegen keine neutralisierenden Antikorper hervorrufen.(30) Sie konnte aber als
moglicher Ansatz fur einen Universalimpfstoff dienen, da die Aminosaurenstruktur in
dieser Untereinheit sehr gut erhalten ist und somit fir eine breite Impfstoffentwicklung

dienen konnte.(31)

Einen weiteren interessanten Ansatzpunkt stellt die RBD, die ein Teil der S1-Unterein-
heit ist, dar. Die RBD ist eine einzelne Domane innerhalb der S1-Untereinheit, welche
alle strukturellen Informationen enthalt um mit dem ACE2-Rezeptor zu interagieren.
(32) Die RBD besteht aus einer Kernstruktur und dem Receptor Binding Motif (RBM),
wobei das RBM an die aulRere Oberflache des ACE2-Rezeptors bindet.(33) Die RBD
stellt also einen entscheidenden Faktor bei der Interaktion zwischen Virus und Wirts-
zelle dar. Aufgrund dessen stellt sie einen weiteren interessanten Ansatzpunkt fur die

Impfstoffentwicklung dar.

Weitere Strukturproteine von SARS-CoV konnten in Studien keine neutralisierenden
Antikoérper bilden. So zeigten mehrere Studien, dass bei der Abwesenheit des S-Pro-
teins, weder beim E-Protein, M-Protein noch beim N-Protein, sowohl in Tierversuchen
als auch bei in vitro Untersuchungen, neutralisierenden Antikorper gebildet werden
konnten.(27) In einer Studie wurde das rekombinante Nukleokapsid (rN) des SARS-
CoV Erregers kloniert und Uber Escherichia coli Bakterien exprimiert. Es wurde dann
mittels 6 M Harnstoff extrahiert und mittels Ni2 + Affinitatschromatographie gereinigt.
Danach wurden Mause mit dem rekombinierten Nukleotid immunisiert und jeweils zwei
und vier Wochen nach der ersten Impfung geboostert. Dabei wurde einer Gruppe das
rekombinierte Nukleotid in einer Tragersubstanz aus Montanide ISA-51 und einer an-
deren Gruppe eine Kombination aus rekombinantem Nukleotid und phosphatgebuffer-
ter Salzlésung als Tragersubstanz verabreicht. Bei den Mausen wurden alle zwei Wo-
chen Blutproben enthommen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Mause, welche
mittels rN-Protein und Montanide ISA-51 immunisiert wurden, IgG2a-Antikérper bilde-
ten. Wohingegen die Mause, welche mittels rN-Protein und phosphatgebufferter Salz-
|I6sung immunisiert wurden, hauptsachlich 1IgG1-Antikorper bildeten. Die Autor*innen
gehen davon aus, dass das N-Protein, auch wenn es keine neutralisierenden Antikor-
per bilden kann, eventuell einen Einfluss auf die T- und B- Zell Immunantwort haben
konnte.(34)
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3.2 Geschichte der Impfung

In diesem Abschnitt soll ein grober Uberblick tber die zeitliche Evolution der Impfung
gegeben werden. Beginnend bei den Pionieren der Impfung gegen Ende des 18. Jahr-
hundert bis hin zu der in dieser Arbeit behandelten Entstehung der neuartigen Impf-

stoffe, die gegen SARS-CoV-2 entwickelt wurden.

Die Geschichte des Impfens startete im spaten 18. Jahrhundert. 1976 impfte Edward
Jenner erstmals Menschen mit Kuhpocken, welche er aus den Pusteln einer an Kuh-
pocken erkrankten Milchmagd entnommen hatte. Seine Annahme beruhte auf der The-
orie, dass ein fur Tiere virulenter Virus, bei Menschen zu abgeschwachten Infektionen
von humanpathogenen Viren fuhren konnte. Dieses Prinzip der Attenuierung dient
auch teils heute noch der Herstellung gewisser Impfstoffe. Bei seinen Beobachtungen
zeigte sich auch, dass nur echte Kuhpocken eine Immunitat gegen Pocken hervorrie-

fen, wahrend andere Rinderzoonosen dies nicht konnten.(35)

Schon lange vor Jenner entwickelte sich Uber die Jahrhunderte die Idee, Virusinfekti-
onen abzuschwachen. So flihrte man vor allem im asiatischen Raum lange Zeit Vari-
olationen durch. Dies basiert auf demselben Prinzip, wie etwa kleine Giftmengen zu
applizieren um einen toxischen Effekt zu vermeiden. So wurden etwa aus den Pusteln
von Pockenerkrankten Material enthommen und gesunden Personen subkutan inji-
ziert. Der Nachteil bestand allerdings darin, dass sich die Viren teilweise wieder akti-

vieren und so die Erkrankung erneut hervorrufen konnten.(36)

Wie es Jenner bereits Ende des 18. Jahrhunderts gelang, konnten in weiterer Folge
mehrere Lebendimpfstoffe entwickelt werden. So wurden etwa Rhesus- und Rinder-
rotavirusstamme verwendet, um einen humanen Rotavirusimpfstoffs zu entwickeln.
Auch Impfstoffe gegen Anthrax, Tollwut, Tuberkulose und im Laufe des 20. Jahrhun-
derts auch noch gegen Gelbfieber, konnten nach dem Prinzip der Attenuierung entwi-
ckelt werden.(36)

Eine Revolution in der Impfstoffentwicklung stellte die Entdeckung dar, dass Zellen in
vitro kultiviert und als Substrat fur das Virenwachstum verwendet werden kénnen. Dies
hat im Gegensatz zur Attenuierung in einem Wirtstier den Vorteil, weniger anfallig fir
Verunreinigungen zu sein. Die Passage durch mehrere Zellkulturen fihrt im Wesentli-

chen zu einer Anpassung des Wachstums an das Medium, wobei die dabei entstehen-
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den am besten fur das Wachstum geeigneten Mutanten, oft die Fahigkeit verloren ha-
ben einen Menschen zu infizieren beziehungsweise sich im menschlichen Korper zu
reproduzieren. Einige Beispiele von Impfstoffen dieser Herstellungstechnik sind die
Impfstoffe gegen Mumps, Masern, Roételn, Varicellen, den japanischen Enzephalitis
Stamm SA 14-14-2 und den monovalenten Rotavirus Impfstoff.(36) So wurde etwa
1989 von einem mit dem Rotavirusstamm 89-12 infizierten Madchen Virenmaterial ge-
wonnen. Dieses wurde im Anschluss 26 Mal durch eine Zellkultur mit Nierenzellen von
Athiopischen Griinmeerkatzen angeziichtet und dann sieben Mal in einer weiteren
Zelllinie angesetzt. Das Ergebnis zeigte, dass die Virulenz des Virus verloren gegan-
gen war. Bei den geimpften Proband*innen, die zuvor serumnegativ gewesen waren,
hatten sich bei 19 von 20 Proband*innen IgA-Antikdrper gegen das Rotavirus gebil-
det.(37)

Eine weitere Entwicklung im Bereich der Impfung fand gegen Ende des 19. Jahrhun-
derts statt. Man stellte zu dieser Zeit fest, dass die Immunogenitat von Bakterien er-
halten bleiben konnte, wenn man sie vorsichtig durch thermische oder chemische Ver-
fahren behandelte. Bei den mit diesen Methoden entwickelten Impfstoffen handelt es
sich um inaktivierte Impfstoffe. Die ersten inaktivierten Impfstoffe wurden gegen Ty-
phus, Pest und Cholera entwickelt. Weitere Impfstoffe dieser Klasse wurden Anfang
des 20. Jahrhunderts gegen Pertussis und Diphterie entwickelt. Im Verlauf des 20.
Jahrhunderts wurde die chemische Inaktivierung schlieBlich auch auf virale Erreger
ausgeweitet. So entstanden im Laufe des 20. Jahrhunderts inaktivierte Impfstoffe ge-
gen Influenza, Polio, Hepatitis A, das japanische Enzephalitis Virus oder auch gegen
FSME.(36)

Einen weiteren Meilenstein in der Impfgeschichte stellte die Entdeckung dar, dass Er-
reger von Polysaccharidkapseln umgeben sind. Spezifisch gegen diese Polysaccha-
ride gerichtete Antikorper, kdnnen die Phagozytose der Erreger beschleunigen. So
konnten Mitte des 20. Jahrhunderts erste Impfstoffe entwickelt werden, die Bestand-
teile oder sogar Kombinationen verschiedener Polysaccharide enthielten, wie etwa bei
der Pneumokokkenimpfung. Weitere im Laufe des 20. Jahrhunderts entwickelte Impf-
stoffe sind jene gegen Meningokokken und Hamophilus Influenca B.(36)

Ab der Mitte des 20. Jahrhunderts wurden auch einige der zuvor oben beschriebenen
inaktivierten Impfstoffe durch eine elegantere Methode ersetzt beziehungsweise ver-
bessert. Hierbei wurde nun nicht mehr der vollstandig inaktivierte Virus verwendet,
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sondern nur gewisse Proteinbestandteile der Viren. Dies fuhrte dazu, dass die Impf-
stoffe weniger Impfreaktionen nach sich zogen. Einige moderne Beispiele fur diese Art
der Herstellung sind die Influenzaimpfstoffe, der Tollwutimpfstoff oder auch azellulare

Pertussisimpfstoffe.(36)

Durch den Fortschritt in der Gentechnik kam es gegen Ende des 20. Jahrhunderts zu
einem weiteren Sprung in der Impfstoffforschung. Es besteht nun die Mdglichkeit durch
Genomsequenzen, kodierende Abschnitte von Viren zu detektieren und diese dann in
Zellkulturen anzusetzen. In diesen Zellkulturen die zum Beispiel aus Tier oder Insek-
tenzellen bestehen konnen, werden die Antigene fur den Impfstoff produziert. Dies er-
madglicht eine viel schnellere Suche nach geeigneten Antigenen und bedeutet eine Be-
schleunigung des Herstellungsprozesses. Dies ebnete auch den Weg in Richtung Vek-
torimpfstoffe. Hierbei werden einem fur Menschen ungefahrlichen Virus, welcher als
Vektor dient, Genomsequenzen eines pathogenen Virus eingebaut. Auch der Weg zu
den auf mMRNA basierenden Impfstoffen wurde erst durch Entwicklungen in der Gen-
technik moglich.(36)

3.3 Allgemeines zur Entwicklung von Impfstoffen

Die Entwicklung bis hin zur Marktzulassung eines Impfstoffes dauert in der Regel zwi-
schen 10 bis 15 Jahre. Die Impfstoffzulassung unterliegt strengsten Kriterien und muss

mehrere Phasen durchlaufen.(38,39)

Die Explorationsphase dauert in der Regel zwei bis funf Jahre. In dieser Phase wird
Grundlagenforschung im Labor betrieben. Hierbei werden Konzepte erstellt und Ideen
gesammelt, um ein Antigen gegen welches die zuklnftige Impfung wirken soll, herzu-
stellen. So wird in einem ersten Schritt der Erreger darauf analysiert, welche Bestand-

teile des Erregers eine Immunreaktion beim Menschen hervorrufen kdnnen.(29)(30)

Auf die Explorationsphase folgt die praklinische Phase, in welcher nun der potenzielle
Impfstoff, in Laborversuchen an Tieren oder in Zellkulturen mit menschlichen Zellen,
getestet wird. In dieser Phase wird vor allem auf die Immunogenitat, die Vertraglichkeit
und mogliche Komplikationen des Impfstoffs geachtet. Dadurch erlangen die For-
scher*innen eine Vorstellung Gber die zellularen Reaktionen, welche beim Menschen
zu erwarten sind. Des Weiteren kénnen in dieser Phase auch eine sichere Anfangs-
dosis und die richtige Methode flr die Verabreichung des Impfstoffes fur die weiteren

Phasen gefunden werden. Die Zulassungsbehdrden werden in dieser Phase bereits
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mit vollstandigen Daten versorgt. Unter normalen Bedingungen dauert die praklinische
Phase zwischen ein und zwei Jahre, wobei von 100 potentiellen Impfstoffen in der

Regel sechs diese Phase Uberstehen.(38)(30)

Nach positiver Absolvierung der praklinischen Phase kann ein Impfstoff nun am Men-
schen getestet werden. Dieser Prozess besteht aus mindestens drei klinischen Pha-

sen, wobei eine vierte Phase nach Marktzulassung meist ebenfalls durchgefiuhrt wird.

In Phase 1 wird eine gewisse Anzahl an gesunden Proband*innen, meistens zwischen
20 und 100 Personen, geimpft. Sollte ein Impfstoff flr Kinder bestimmt sein wird der
Impfstoff zuerst ebenfalls an Erwachsenen getestet und erst nachdem keine Sicher-
heitsbedenken bestehen, wird das Alter der Proband*innen schrittweise reduziert.
Phase 1 der klinischen Studien soll aufzeigen, ob der Impfstoff sicher ist und ob eine
Immunantwort bei den Proband*innen hervorgerufen werden kann. Bei dieser Phase
handelt es sich meist um eine offene Studie. Dies bedeutet, dass sowohl| der*die Pro-
band*in als auch die Forscher*innen wissen, mit welchem Mittel der*die Proband*in
behandelt wird. Erst wenn keine Sicherheitsbedenken bestehen und eine gute Wirk-
samkeit des Impfstoffes nachgewiesen wurde, kann der Prozess in die nachste Phase
weitergehen.(38)(30)

In Phase 2 der klinischen Untersuchung handelt es sich um randomisierte Studien, die
eine Placebogruppe enthalten. An Phase 2 nehmen mehrere hundert freiwillige Pro-
band*innen teil. Darunter kdnnen sich auch schon Risikopatient*innen befinden, die
besonders von der potenziellen Impfung geschutzt werden sollen. Es soll dabei, wie
bereits in Phase 1, vor allem die Sicherheit und Wirksamkeit der Impfung Uberpruft
werden. Des Weiteren wird auch gepruft, mit welcher Dosierung, Verabreichungsart

und welchem Impfschema eine optimale Wirkung erzielt werden kann.(38)(30)

Vor der finalen Zulassung des Impfstoffes wird in Phase 3, an einer gro3en Gruppe
von Personen getestet. In dieser Phase sind mehrere tausend Proband*innen beteiligt.
Das ist nétig, um Nebenwirkungen, die bei 1:1.000 Personen auftreten, feststellen zu
kénnen. Dafur sind bis zu 60.000 Studienteilnehmer*innen noétig. Nebenwirkungen
werden im Vergleich zur Kontrollgruppe genauestens dokumentiert und das Sicher-
heitsprofil wird dadurch weiter erhéht. Weiters wird in dieser Phase getestet, ob Anti-
korper gegen die Erreger gebildet werden. Alle Zielgruppen, fir welche die Impfung

hergestellt wird, kdnnen an dieser Phase teilnehmen.(38)(30)
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Sind alle Phasen positiv absolviert, benotigt der potenzielle Impfstoff noch eine Zulas-
sung. Diese Zulassung wird in der EU grundsatzlich von der Europaischen Arzneimit-
telagentur erteilt. Hierbei werden die vom Antragssteller eingereichten Daten auf kor-
rekte Durchfihrung, sowohl der praklinischen und klinischen, als auch der Nachkon-
trollphase, gepruft. Auerdem werden alle Inhaltsstoffe der Impfung, sowie das Anti-
gen selbst, von der Behorde Uberpruft. Ein Impfstoff wird auch nur zugelassen, wenn

das Verhaltnis von Nutzen und Risiko zu Gunsten des Nutzens Uberwiegt. (39)

Nach der Zulassung werden eventuelle Nebenwirkungen der Impfung standig von der
Zulassungsbehorde uberwacht. Auch fuhren viele Hersteller*innen nach der Zulas-
sung eine optionale Phase 4 Studie, im Hinblick auf die Sicherheit und Wirksamkeit

des bereits zugelassenen Impfstoffes, durch.(38)

3.4 SARS-CoV-2 Impfstoffentwicklung unter Pandemiebedingungen
Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, benétigt die Entwicklung von
Impfstoffen im Schnitt zwischen 10 und 15 Jahre. Der rasante Ausbruch und die rasche
Verbreitung von SARS-CoV-2, stellt die Wissenschaft allerdings vor die Herausforde-
rung, schnellstméglich einen Impfstoff gegen das Virus entwickeln zu mussen. Der
Herstellungsprozess von Impfstoffen kann in Anbetracht einer pandemischen Situation
drastisch beschleunigt werden. Hinzu kam, dass die SARS-CoV-2 Impfstoffentwick-
lungen, durch grol3e staatliche Férderungen massiv finanziell unterstitzt wurden. So
wurden alleine Uber den von der EU eingerichteten Fond ,Horizon 2020 48,5 Millionen
Euro an Forscher*innen Teams ausbezahlt, die sich exklusiv mit diesem Thema be-
schaftigten.(40)

Eine weitere Option, die Impfstoffzulassung zu beschleunigen, stellt die Moglichkeit
dar, Studienphasen parallel ablaufen lassen zu konnen, wenn es sicherheitstechnisch
moglich ist. Durch die vorliegende Dringlichkeit und die zur Verfugung gestellten Geld-
mittel, bauten Pharmafirmen bereits wahrend der Zulassungsphasen ihre Produktions-
kapazitaten aus, um ehestmoglich gro3e Mengen an Impfstoff bereitstellen zu kénnen.
Ein weiteres Mittel zur Beschleunigung der Zulassung sind verkurzte Zulassungsver-
fahren. So kénnen vielversprechende Impfstoffe schon im Laufe der Entwicklung via
,rolling review“ beobachtet werden. Bei einem ,rolling review“ werden die erhobenen
Daten wahrend der laufenden Studien bereits standig von den Zulassungsbehérden

begutachtet. Dies ermdglicht eine Beschleunigung der Datenbegutachtung, nachdem
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um eine offizielle Zulassung angesucht wurde.(37)(38) Auf diese Weise kann es gelin-
gen, den Prozess der Impfstoffentwicklung und Zulassung auf 12 bis 18 Monate zu

verkurzen.(38)

Durch das Anwenden dieser Methode konnte der erste gegen SARS-CoV-2 entwi-
ckelte Impfstoff in der EU bereits etwas mehr als ein Jahr nach Ausbruch der Pande-
mie, am 22. Dezember 2020, zugelassen werden.(41) Zuvor war am 11. Dezember
2020 in den USA ein erster SARS-CoV-2 Impfstoff zur Anwendung freigegeben wor-
den.(42) Bereits am 11. August 2020 hatte Russland als erstes Land weltweit einen
Impfstoff offiziell zugelassen, der jedoch zu dieser Zeit die Phase 3 des Entwicklungs-
prozesses noch nicht abgeschlossen hatte. Diese Zulassung hatte unter anderem Kri-
tik von der WHO zur Folge, da sie nicht dem Standardprozedere der Internationalen

Impfstoffzulassung genugte.(43)

3.5 Impfstoffentwicklung bei MERS und SARS-Cov

Zu Beginn der Pandemie gab es weder einen zugelassenen Impfstoff, noch ein zuge-
lassenes Medikament gegen die dem SARS-CoV-2 Virus am nachsten verwandten
humanpathogenen Stamme, MERS und SARS-CoV. Allerdings waren beide Viren-
strange sehr gut bekannt und es hatte bereits frihere Ansatze zur Entwicklung von
Impfstoffen gegen MERS und SARS-CoV gegeben. Diese Ansatze haben aus diver-
sen Griunden nie zu einer vollstandigen Zulassung fur einen Impfstoff gefuhrt. Bei
MERS verzogerte sich etwa die praklinische Entwicklung aufgrund von fehlenden kos-
tengunstigen Kleintiermodellen. In weiterer Folge wurden wegen der nur lokal begrenz-
ten Ausbriche und der geringen Menge an infizierten Personen, von Seiten der Phar-
maindustrie keine grof3en Investitionen in die Entwicklung eines Impfstoffes gesteckt.
Auch bei der Entwicklung eines Impfstoffes gegen SARS-CoV, durfte der finanzielle
Aspekt eine Hauptrolle gespielt haben, da viele Unternehmen keinen Sinn darin sahen,
einen Impfstoff zu entwickeln, obwohl seit 2004 scheinbar keine pandemische Bedro-

hung mehr vorlag.(44)

Auch wenn keine offiziell zugelassenen Impfstoffe gegen MERS und SARS-CoV ent-
wickelt wurden, konnten doch einige Ansatzpunkte der vorangegangenen Forschung
hilfreich fir die Entwicklung eines SARS-CoV-2 Impfstoffes sein. Mehrere Impfstoffent-
wicklungsstudien wurden nach dem Ausbruch der SARS-CoV Pandemie 2002 bis

2003 in Auftrag gegeben. Hierbei wurden durchaus unterschiedliche Ansatze verfolgt.
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So stand bereits bei der Entwicklung eines Impfstoffes gegen SARS-CoV das S-Pro-
tein im Mittelpunkt vieler Forschungsansatze, da es wie bereits zuvor erwahnt, der
Virus dazu nutzt, um in die menschliche Zelle einzudringen. Eine potente Impfung,
welche Antikérper gegen das S-Protein bilden wirde, kdnnte so auch verhindern, dass
das Virus in menschliche Zellen eindringt. Mehrere Studien dazu befanden sich in kli-
nischen oder praklinischen Phasen und zeigten durchaus vielversprechende Ergeb-
nisse.(44) Ein Beispiel fur einen Impfstoff gegen SARS-CoV, stellt ein auf Deoxyribo-
nucleic Acid (DNA) basierter Impfstoff dar, welcher das SARS-CoV S-Protein kodiert.
Der Impfstoff bestand aus einem einzelnen geschlossenen DNA-Plasmid-Makromole-
kal, welches in Bakterienzellkulturen hergestellt wurde. Das DNA-Plasmid wird gerei-
nigt und enthalt danach keine viralen oder bakteriellen Komponenten mehr, die nicht
fur die Produktion des gewlinschten Antigens bendétigt werden. Das gereinigte Plasmid
wurde in einen Expressionsvektor eingebaut. Bei diesem Vektor handelt es sich um
einen Zytomegalievirus (CMV), der bereits in zuvor durchgefuhrten HIV und Ebola
Impfstoffstudien eingesetzt wurde. Der Vektor kodiert flr eine Deletionsmutante des
SARS-CoV S-Proteins, welches als Antigen fur das Auslésen einer Immunantwort
dient. Der fertig aufbereitete Impfstoff wurde in einer klinischen Phase 1 Studie an zehn
Proband*innen getestet. Alle Proband*innen berichteten nach einmaliger Injektion
Uber Nebenwirkungen. Schmerzen an der Einstichstelle des intramuskular verabreich-
ten Impfstoffes wurden von allen Teilnehmer*innen angegeben und 50 Prozent gaben
systemische Nebenwirkungen wie Fieber, Gliederschmerzen, Kopfschmerzen oder
Schuttelfrost an. Kein*e Proband*in hatte dabei einen mittelschweren oder schweren
Krankheitsverlauf. Der Beobachtungszeitraum nach der Immunisierung erstreckte sich
uber 32 Wochen, wobei bei 80 Prozent der Teilnehmer*innen mindestens einmal wah-
rend des Kontrollzeitraums, Antikdrper gegen das S-Protein nachgewiesen wurden.
Die Konzentration der Antikorper erreichte rund um Woche acht bis zwolf inren Hohe-
punkt und sechs der zehn Teilnehmer*innen hatten zum Ende des Beobachtungszeit-
raums noch nachweisbare Antikorperspiegel. Des Weiteren wurde auch die T-Zell Im-
munantwort untersucht. Es zeigte sich, dass bei 100 Prozent der Proband*innen eine
CD4+ T-Zell Immunantwort hervorgerufen wurde, wohingegen nur 20 Prozent eine
CD8+ T-Zellantwort entwickelten.(45) Es gab noch mehrere Ansatze, das S-Protein
als Antigen fur eine Impfung gegen SARS-CoV zu verwenden. So wurde etwa im prak-
linischen Bereich versucht, das S-Protein mittels abgeschwachten rekombinierten Vi-

ren einzuschleusen. Dazu wurden in einer Studie acht Athiopische Griinmeerkatzen
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immunisiert. Man verwendete dazu einen rekombinierten Parainfluenzavirus, welcher
die vollstandige Genomsequenz des S-Proteins enthielt. Dieser rekombinierte
BHPIV3/SARS-S Virus konnte bei allen Affen eine Produktion von SARS-CoV neutra-
lisierenden Serumantikérpern auslésen. Im Anschluss wurden alle immunisierten Af-
fen und eine Kontrollgruppe mit dem Virus infiziert. Die Affen in der Kontrollgruppe
schieden das Virus funf bis acht Tage lang aus, wohingegen bei den immunisierten
Affen zu keinem Zeitpunkt eine Virusausscheidung detektiert wurde.(28) Es gab einige
weitere Impfstoffansatze in praklinischen Phasen, die sich mit dem S-Protein beschaf-
tigten. So konnte etwa ein Impfstoff bei Mausen, der aus den S-Protein-Aminosauren
318 bis 510 besteht, welche die RBD enthalten, sowohl Antikorper als auch eine zel-
lulare Immunantwort gegen SARS-CoV hervorrufen.(46) AulRerhalb dieses Beispiels
befanden sich auch weitere Impfstoffe, welche auf der Verabreichung eines Protein-
fragments des S-Proteins beruhten, in praklinischen Phasen und konnten durchaus

vielversprechende Ergebnisse in Tiermodellen erzielen.(44)

Es gab aber auch Ansatze einen Impfstoff gegen SARS-CoV herzustellen, der sich
nicht auf das S-Protein fixiert. So befand sich etwa ein inaktivierter Impfstoff in einer
klinischen Phase 1 Studie. In dieser Studie erhielten 36 Personen entweder eine Im-
munisierung mit zwei Dosen von inaktivierten SARS-CoV oder zwei Dosen mit der
doppelten Menge. Eine dritte Gruppe erhielt ein Placebo. Nach 42 Tagen Beobach-
tungszeitraum waren in beiden immunisierten Gruppen Uber 90 Prozent der Pro-
band*innen serokonvertiert und wiesen Antikorper gegen SARS-CoV auf. Die Antikor-
perspiegel erreichten bereits nach zwei Wochen ihr Maximum und begannen ab der
vierten Woche wieder abzufallen.(47) Eine weitere Methode, die sich in praklinischen
Studien als durchaus vielversprechend erwies, war die Immunisierung mittels attenu-
ierten SARS-CoV Impfstoffen, bei denen das E-Protein entfernt worden war. Um es an
Mause anzupassen wurden in einer praklinischen Studie am Virus einige Aminosauren
substituiert, und das E-Protein entfernt. Die Entfernung des E-Proteins verminderte die
Replikationsfahigkeit des Virus, verhinderte allerdings keine Freisetzung. Der so ent-
standene Virusstrang rMA15-AE |6ste bei der Verabreichung an Mausen keine schwe-
ren Reaktionen hervor. Einer Kontrollgruppe wurde der vollstandige Virus appliziert.
Diese erlitten schwere Verlaufe und verstarben. Des Weiteren zeigte sich, dass die
Mause, welche mit rMA15-AE behandelt wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe,

nach einer Provokation mit einer letalen Virendosis, gut gegen das Virus geschutzt
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waren. Sie bildeten au3erdem sowohl Antikdrper als auch eine T-Zell Immunantwort
gegen SARS-CoV aus.(48)

Nicht nur bei der bereits 2002-2003 ausgebrochenen SARS-CoV Pandemie, wurde an
der Entwicklung von Impfstoffen geforscht. Auch bei der MERS Pandemie im Jahre
2012 wurde intensiv an der Entwicklung mehrerer Impfstoffe gearbeitet. Wie beim
SARS-CoV, nutzten auch bei MERS die meisten Impfstoffentwickler*innen das S-Pro-
tein als Antigen. Es wurden unterschiedliche Methoden verwendet, um das S-Protein
in den menschlichen Korper einzuschleusen.(44) So wurde etwa von einer For-
scher*innengruppe ein Adenovirus-Typ-5 als Vektor verwendet. Hierzu wurde sowohl
das S-Protein des MERS Virus, als auch die S1-Untereinheit des S-Proteins, jeweils
in einen Adenovirus-Typ-5 integriert. Diese je nach Zusammenstellung entweder
Ad5.MERS-S oder Ad5.MERS-S1 genannten Vektorimpfstoffe, wurden Mausen in-
tramuskular injiziert. Drei Wochen nach dieser ersten Immunisierung wurden die
Mause mit einer zweiten Dosis, die dieses Mal intranasal verabreicht wurde, immuni-
siert. Sowohl die mit Ad5.MERS-S, als auch die mit Ad5.MERS-S1 immunisierten
Mause entwickelten Antikorper, welche spezifisch gegen MERS-S gerichtet waren.
Dies war in einer eingesetzten Kontrollgruppe nicht der Fall.(49) Es gab zu MERS auch
noch einige weitere Studien in praklinischen Phasen, die sich mit Viren als Vektor, fur
die S1-Untereinheit oder das komplette S-Protein beschaftigten. So zeigten Studien
welche Masernviren, Tollwutviren und Pockenviren als Vektor verwendeten, durchaus
gute Erfolge.(44) Ahnlich wie bei SARS-CoV, wurden auch bei MERS, Studien mit auf
DNA basierenden Impfstoffen durchgeflihrt. So befand sich ein Impfstoff namens GLS-
5300 MERS in einer klinischen Phase 1 Studie. An dieser Studie nahmen 75 gesunde
Erwachsene zwischen 18 und 50 Jahren teil. Der Impfstoff enthielt das vollstandige S-
Protein und wurde in unterschiedlichen Dosierungen an die Proband*innen verab-
reicht. Daflr wurden jeweils 25 Teilnehmer*innen einer Gruppe zugewiesen, die ent-
weder 0,67 mg, 2mg oder 6mg von GLS-5300 MERS injiziert bekamen. Es konnte in
keiner Gruppe eine schwere wirkstoffassoziierte Nebenwirkung festgestellt werden.
Bei uber 90 Prozent der Teilnehmer*innen traten allerdings Schmerzen an der Ein-
stichstelle auf und je nach Gruppe gaben zwischen 20 und 40 Prozent Kopfschmerzen
als haufigste Nebenwirkung an. Diese Nebenwirkungen wurden grof3teils als mild an-
gegeben und waren selbstlimitierend. Bei 15 Teilnehmer*innen kam es aullerdem zu
einem Anstieg der Kreatininphosphatase. Eine Serokonversion trat bei 86 Prozent der

Teilnehmer*innen nach einer Teilimpfung auf und bei 94 Prozent nach zwei oder drei
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Teilimpfungen. Des Weiteren wurden bei 50 Prozent der Teilnehmer*innen neutrali-
sierende Antikorper nachgewiesen und bei 71 Prozent wurde eine T-Zell Immunant-

wort nach mindestens zwei Teilimpfungen nachgewiesen.(50)

Auch bei MERS wurde an attenuierten Lebendimpfstoffen und an chemisch oder phy-

sikalisch inaktivierte Impfstoffen, in praklinischen Studien geforscht.(44)

3.5.1 Entwicklungseinschrankungen bei SARS-CoV und MERS Impf-

stoffen
Die Entwicklung von SARS-CoV und MERS Impfstoffen wurde durch das Fehlen von

geeigneten Tiermodellen gebremst. Tiermodelle entwickeln zwar immunologische Re-
aktionen auf diese Coronaviren, allerdings zeigen sie oft eine verminderte klinische
Manifestation und eine begrenzte Virusreplikation. So entwickeln Tiere in diesen Mo-
dellen oft nicht die beim Menschen typischen Symptome wie Fieber, Husten,
Rhinorrhoe und Dyspnoe, bis hin zur Pneumonie. Dieses Problem fuhrt dazu, dass bei
solchen Tiermodellen nur eine eingeschrankte Beurteilung der Impfstoffwirksamkeit
maglich ist. Einige Studienautor*innen versuchten dieses Problem zu I6sen, indem sie
transgene Tiermodelle verwendeten. Unter transgenen Tiermodellen versteht man
Tiere, die gentechnisch so verandert werden, dass sie fur eine medizinische Frage-
stellung als geeignetes Versuchsmodell dienen. In diesem Fall werden diese Tiere so
verandert, dass sie vulnerabler flr eine Infektion sind und so einen ahnlichen Krank-
heitsverlauf wie beim Menschen simulieren. So wurde auch in den im vorhergegange-
nen Abschnitt beschriebenen Studien, mit solchen transgenen Tieren gearbeitet. Diese
Methoden sind allerdings aufwendig und da die Ausbriiche von SARS-CoV und MERS
sehr schnell unter Kontrolle gebracht wurden, stellten viele Unternehmen die For-
schung in diesem Gebiet wieder ein. Heutzutage und somit auch beim Ausbruch der
SARS-CoV-2 Pandemie, sind solche transgenen Mausmodelle bereits kommerziell er-
haltlich. Dies flhrte zu einer weiteren Beschleunigung in der Entwicklung potenzieller

Impfstoffe im Vergleich zu friheren Pandemien.(43)

Ein weiterer Punkt, welcher die kommerzielle Entwicklung eines SARS-CoV oder
MERS Impfstoffes bremste war, dass sich nur wenige Tiermodelle mit der Frage be-
schaftigten, welche Impfschemata einen langfristigen Schutz bewirken kénnen. Des
Weiteren schafften es bei SARS-CoV und MERS wenige Impfstoffe aus der praklini-

schen Phase herauszukommen, aufgrund finanzieller Interessen.(43)
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Bezuglich des Langzeitschutzes gegen SARS-CoV und MERS zeigte sich bei naturlich
genesenen Personen, dass die Hohe der neutralisierenden Antikdrper mit der Schwere
der Erkrankung korrelierte. Auch die T-Zell Immunantwort schien vor allem bei der Eli-
mination des Virus eine tragende Rolle zu spielen. Bei der SARS-CoV und MERS
Impfstoffentwicklung war aufgrund eines Mangels an Langzeitstudien nicht klar, ob
eine Impfung eine Langzeitimmunitat aufbauen kann. Einige Studien konnten aber zei-
gen, dass bei natlrlich durchgemachten Infektionen sechs Jahre nach der Infektion
noch eine T-Zell Immunitat bestand. Allerdings konnte zu diesem Zeitpunkt keine B-
Zell Immunantwort mehr festgestellt werden. Es war jedoch maoglich, bis zu 24 Monate

nach der durchgemachten Infektion, Antikdrper nachzuweisen.(43)

Bei SARS-CoV und MERS bestanden aulerdem Bedenken bezlglich der Sicherheit
der Impfstoffe. So zeigte sich Bedenken in Hinblick auf ein Antibody-Dependent En-
hancement (ADE). Dabei handelt es sich um das Auftreten von nicht neutralisierenden
Antikorpern gegen Proteine eines Virus, welche den Viruseintritt in die Wirtszellen oder
auch die Infektiositat verstarken kénnen. In Tiermodellen wurde dieses Phanomen bei
der Verwendung des gesamten S-Proteins teilweise beobachtet. Als Losung dieses
Problems wurden kurzere Abschnitte des S-Proteins, wie etwa die S1-Untereinheit o-
der die RBD als Antigen verwendet. Hierbei konnten neutralisierende Antikorper gebil-

det werden, ohne dass sich das Phanomen der ADE gezeigt hatte.(44)

3.6 Die Anfange der SARS-CoV-2 Impfstoffentwicklung

Das rapide Ausbreiten der Pandemie flhrte zu einem Wettlauf zwischen verschiede-
nen Forscher*innen Teams und Landern, mdglichst rasch einen potenten Impfstoff ge-
gen SARS-CoV-2 zu entwickeln. In diesem Abschnitt beschaftigt sich diese Arbeit mit
den unterschiedlichen Ansatzen zur Entwicklung eines Impfstoffes, welche in den ers-

ten Monaten verfolgt wurden.

Zum Zeitpunkt des 20. April 2020 befanden sich bereits flnf potentielle Impfstoffe in
klinischen Studien und weitere 71 Impfstoffe in praklinischen Studien. Hierbei wurden
durchaus unterschiedliche Ansatze verfolgt, sowohl die Tragerplattform als auch die
unterschiedlichen Virenbestandteile betreffend. Bei den funf Impfstoffen, die sich in
den klinischen Phasen befanden, handelte es sich um einen Impfstoff, welcher einen
Adenovirus als Vektor verwendet, um einen weiteren Impfstoff, der in die Gruppe der
DNA Impfstoffe gehort, zwei inaktivierte Impfstoffe und einen auf mMRNA basierenden

Impfstoff. Bei den in praklinischen Phasen befindlichen Impfstoffen handelte es sich
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um sieben Impfstoffe auf DNA Basis, zwei inaktivierte Impfstoffe, zwei attenuierte Le-
bendimpfstoffe, 17 Vektorimpfstoffe, 26 Protein-Untereinheit Impfstoffe, zehn auf
MRNA basierende Impfstoffe und vier Virus-Like Particles (VLP) Impfstoffe. Bei drei
weiteren in praklinischen Studien befindlichen Impfstoffen, war der Trager der WHO

zu diesem Zeitpunkt noch nicht bekannt.(51)

Die inaktivierten Impfstoffe in dieser Phase setzten grol¥teils auf die Deaktivierung des
kompletten Virusgenoms. Hierzu kann als Beispiel der inaktivierte Impfstoff der Firma
Sinovac herangezogen werden. Zur Herstellung dieses Impfstoffes, der wahrend der
Entwicklung PiCoVacc genannt wurde, wurden von elf wegen SARS-CoV-2 hospitali-
sierten Patient*innen, broncheoalveolare Proben entnommen. Aus diesen Proben iso-
lierte man SARS-CoV-2 Stamme und entschied sich schlieRlich, den dabei isolierten
CN2-Stamm zur Herstellung des Impfstoffes zu verwenden. Der CN2-Stamm wurde
zuerst gereinigt, um einen Stamm zu erhalten, der in Vero-Zellen effizient wachsen
kann. Bei Vero Zellen handelt es sich um eine Zelllinie, welche aus den Nierenzellen
von Grinmeerkatzen gewonnen wird. Nachdem dies gelungen war, wurde der Stamm
zehn Mal in einer Zellkultur in Vero-Zellen passagiert. Es zeigte sich hierbei, dass der
Strang eine sehr hohe genetische Stabilitat aufweist. Um das Virus fur Tierversuche
zu praparieren, wurde es in einer 50 Liter Zellkultur mit Vero-Zellen vermehrt und an-
schlielend mittels Verwendung von B-Propiolacton inaktiviert. Dann wurde das Virus
noch tiefenfiltriert und chromatographisch aufgetrennt. Dieses Endprodukt wurde im
Tierversuch an Mause verabreicht. Die erste Dosis wurde am Tag 0 verabreicht, die
zweite Dosis am Tag 7. Es gab eine mittels Kochsalzlésung gefiihrte Kontrollgruppe,
die ebenfalls im gleichen Schema zwei Dosen erhielt. In beiden Gruppen traten keine
relevanten Nebenwirkungen auf und die immunisierten Mause entwickelten rasch
hohe Antikorpertiter gegen SARS-CoV-2S und RBD. Im Vergleich zum S-Protein, wur-
den Antikdrper gegen das N-Protein in deutlich geringerem Ausmal} gebildet. Dieses
Ergebnis widersprach den Antikdrperspiegeln bei natlrlich mit SARS-CoV-2 infizierten
Patient*innen, bei denen Antikdrper gegen das N-Protein meist hhere Werte erzielen.
Zu dieser Phase konnten natlrlich noch keine Aussagen getroffen werden, ob auch
beim Menschen Antikérperspiegel in dieser Hohe mit PicoVacc aufgebaut werden kon-
nen. Es zeigte im Tiermodell aber gute Voraussetzungen fir die zukinftige Entwick-

lung eines Impfstoffes gegen SARS-CoV-2.(52)
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Die weiteren Impfstoffentwickler*innen setzten bei der Entwicklung der gegen SARS-
CoV-2 gerichteten Impfstoffe von Beginn an auf das S-Protein oder dessen Unterein-
heiten.(51)

4 SARS-CoV-2 Impfstoffe

In diesem Abschnitt geht die Arbeit nun auf die in Osterreich zugelassenen Impfstoffe
ein. Dabei werden die Funktionsweise, das Sicherheitsprofil und die Wirksamkeit der
Impfstoffe anhand der zur Zulassung eingereichten praklinischen und klinischen Stu-
dien beleuchtet. In Osterreich sind mit Stand 14. Dezember 2021 vier Impfstoffe offizi-
ell zugelassen. Dabei handelt es sich um zwei Vektorimpfstoffe, jenen von der Firma
AstraZeneca mit Handelsnamen Vaxzevria und dem Praparat von der Firma John-
son&Johnson, welches im Handelsnamen Janssen genannt wird. Bei den beiden wei-
teren Impfstoffen, die bis zu diesem Zeitpunkt zugelassen sind, handelt es sich um
MRNA Impfstoffe. Der Impfstoff Comirnaty, welcher von den Unternehmen BioNTech
und Pfizer in einer Kooperation hergestellt wurde und einen weiteren Impfstoff namens
Spikevax, welcher vom amerikanischen Biotechnologieunternehmen Moderna entwi-
ckelt wurde.(53)

4.1 Herausforderungen der Impfstoffentwicklung

In Zeiten einer Pandemie ist es wie zuvor bereits beschrieben essenziell, schnellst-
madglich einen potenten Impfstoff zu entwickeln. Die Entwicklung von Impfstoffen be-
notigt allerdings Zeit und es durfen keine neuen Schritte in der Entwicklung gesetzt,
oder gar eine Zulassung beantragt werden, wenn die Sicherheit nicht ausreichend be-
legt ist. Im Gegensatz zu den meisten Medikamenten, welche bei kranken Menschen
angewandt werden, werden Impfstoffe an gesunde Menschen verabreicht und erfor-
dern daher besonders hohe Sicherheitsanspriche. Dies erfordert im Falle einer Not-
fallzulassung eine besonders genaue Weiterbeobachtung bei der breiten Anwendung
in der Bevdlkerung. Da in der Vergangenheit etwa bei MERS und SARS-CoV Impfun-
gen Phanomene wie die ADE aufgetreten sind, ist eine genaue Nachbeobachtungs-

phase unbedingt notwendig, um seltene Nebenwirkungen feststellen zu kénnen.(53)

Ein weiterer Punkt, der die Entwicklung von Impfstoffen erschwert ist, dass jeder Virus
unterschiedliche Charakteristika aufweist. So unterscheiden sich Viren in ihren Infek-

tionswegen, infizierten Zelltypen und auch in der unterschiedlichen Auspragung der
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virusassoziierten Pathologien. Weitere einzubeziehende Faktoren sind Alter, Ge-
schlecht und eine Schwangerschaft. Sie kdnnen alle unterschiedlichen Einfluss auf die
Immunantwort nehmen. Auch die Variabilitat, die sich bei SARS-CoV-2 in der Auspra-
gung der Krankheitsverlaufe zeigt, muss bei der Entwicklung eines Impfstoffes bedacht
werden. Diese unterschiedlichen Verlaufe konnten ein Hinweis darauf sein, dass es
moglicherweise nicht nur einen perfekten Ansatz zur Entwicklung eines Impfstoffes
gibt. Vor allem im Hinblick darauf eine langanhaltende Immunitat zu erreichen. Eine
weitere Schwierigkeit bei der Entwicklung eines Impfstoffes gegen SARS-CoV-2
konnte darstellen, dass Impfstoffe gegen respiratorische Erkrankungen schwerer zu
entwickeln sind. Das Problem scheint darin zu liegen, dass die Oberflache des Respi-
rationstrakts grof3teils von Schleimhautepithel bedeckt ist, welches zu einem grof3en
Anteil von sekretierenden IgA-Antikdrpern geschutzt wird. Diese Antikorper sind bei
den meisten Impfungen, die intramuskular verabreicht werden, allerdings in geringe-
rem Ausmald vorhanden als IgG-Antikorper. Es ist nicht restlos geklart, welche Rolle

IgA-Antikérper speziell bei SARS-CoV-2 zum Schutz vor einer Infektion haben.(54)

Da SARS-CoV-2 am ACE2-Rezeptor bindet, unterscheidet es sich auRerdem von an-
deren respiratorischen Viren. So sind ACE-2 Rezeptoren unter anderem auch in Herz,
Lunge, lleum, Osophagus, Niere und der Blase vorhanden. Es wurde gezeigt, dass
ACE2-Rezeptoren dort sogar in einer héheren Anzahl als in der Lunge vorkommen
konnen. Dies fuhrt dazu, dass der Virus weitere Organsysteme wie etwa das Verdau-
ungssystem, Nervensystem, Urogenitalsystem oder auch das Herzkreislaufsystem an-
greifen kann.(55) Gegen diesen Aspekt von SARS-CoV-2 als Multisystemerkrankung,
konnte also das Vorliegen von IgG-Antikdrpern, welche bei intramuskular verabreich-
ten Impfstoffen normalerweise in hoherer Konzentration vorliegen, einen gro3en Nut-
zen haben. Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Immunantwort ist die T-Zellaktivitat.
Vor allem im Hinblick auf eine langanhaltende Immunantwort, kénnte die Aktivierung
von T-Zellen eine wichtige Rolle spielen, weshalb sie bei der Entwicklung nicht aul3er
Acht gelassen werden sollte.(54) Es zeigt sich also, dass generell bei der Entwicklung
von Impfstoffen und im speziellen Fall von SARS-CoV-2, unzahlige Feinheiten zu be-

achten sind, um einen sicheren und wirksamen Impfstoff zu entwickeln.

4.2 Grundprinzip von Vektorimpfstoffen
Bei Vektorimpfstoffen handelt es sich um einen relativ neuen Ansatz zur Entwicklung

von Impfstoffen. Als Vektor dient dabei ein fir den Menschen grundsatzlich harmloser
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Virus. Dem Vektorvirus wird das genetische Material eines Erregers in die Gense-
quenz integriert. Der so entstandene Impfvirus soll dann in die Zellen der zu impfenden
Person eintreten. Die im Vektor integrierte Sequenz wird dann transkribiert und fahrt
zur Bildung eines Antigens. Dies kann man am Beispiel der der SARS-CoV-2 Impf-
stoffe sehen, bei denen ein Oberflachenprotein synthetisiert wird. Das Oberflachen-
protein wird vom Immunsystem als Antigen erkannt und die geimpfte Person entwickelt
eine Immunantwort gegen dieses Antigen. Der Vektorvirus dient also dazu, ein Antigen

in die Zellen des Koérpers zu bringen.(56)

Grundsatzlich sind zwei Arten von Viren fur die gentherapeutische Behandlung oder
die Entwicklung von Impfstoffen von Bedeutung. Einerseits Retroviren, die das trans-
portierte Erbgut direkt in das Genom der Zielzelle integrieren. Andererseits beispiels-
weise Adenoviren oder Herpesviren, die ein eigenstandiges Element aulderhalb des
Genoms, ein sogenanntes Episom, bilden. Das Episom wird bei der Zellteilung nicht
repliziert und geht somit nach kurzer Zeit wieder verloren.(57) Es besteht entweder die
Madglichkeit RNA Viren, wie etwa VSV und Masernviren oder DNA Viren, wie beispiels-
weise Pockenviren und Adenoviren als Vektorplattformen, zu verwenden. Auf Basis
dieses Systems wurde bereits ein Impfstoff gegen Ebola namens VSV-Zebov, in wel-
chem ein Glykoprotein des VSV Virus gegen ein Ebola Glykoprotein ausgetauscht

wurde, zugelassen.(58)

Es besteht einerseits die Moglichkeit replizierende Vektoren zu verwenden. Die infi-
zierten Zellen im Korper der geimpften Person vermehren sich und bilden dabei im
Falle von SARS-CoV-2 das S-Protein. Sie werden dann von dendritischen Zellen pha-
gozytiert und mittels Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) Molekilen an das Im-
munsystem prasentiert. Im Gegensatz dazu stehen nicht replizierende Vektorplattfor-
men, welche sich im menschlichen Koérper nicht weiter vermehren kénnen. Sie flihren

im Koérper zur Bildung von Peptiden, gegen die das Immunsystem dann reagiert.(58)

Um einen Virus als Vektor nutzbar zu machen muss er zuerst so modifiziert werden,
dass nach Einbringen in den Organismus keine Virusvektorpartikel unkontrolliert repli-
ziert werden. Deswegen werden die Sequenzen, die daflr notwendig sind, aus dem
Vektorvirus entfernt. Damit verbleiben nur noch jene Genomsequenzen, die zur Ein-

bringung und Integration in die Zielzelle bendtigt werden.(57)
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Ein Problem, dass sich bei Vektorimpfstoffen ergeben konnte sind vektorspezifische
Immunantworten. Bei haufig vorkommenden Virenstammen in der Bevolkerung oder
bei der Verwendung des gleichen Vektorvirus bei einer Boosterimpfung, kénnte dies
dazu flhren, dass das Immunsystem bereits eine Immunitat gegen den verwendeten
Vektorvirus aufgebaut hat. Das konnte in weiterer Folge zu einer herabgesetzten Wir-

kung des Impfstoffes fihren.(58)

4.3 In Osterreich zugelassene SARS-CoV-2 Vektorimpfstoffe

4.3.1 Vaxzevria (AstraZeneca)

Der erste in Osterreich und in der EU zugelassen Vektorimpfstoff wurde am 29. Janner
2021 von der Europaischen Kommission zugelassen. Zuvor war eine ausflhrliche Pri-
fung der vorhandenen Daten durch die EMA durchgefuhrt worden. Die EMA sprach
daraufhin eine Empfehlung zum Einsatz des Impfstoffes aus.(59) Mit Stand 15. De-
zember 2021 wurden in Osterreich 1.578.895 Impfdosen von Vaxzevria verabreicht,
das macht 13 Prozent, der zu diesem Zeitpunkt in Osterreich gegen SARS-CoV-2 ge-

impften Dosen aus.(60)

Der Vektorimpfstoff Vaxzevria wurde von der Universitat Oxford in Kooperation mit der
Pharmafirma AstraZeneca entwickelt. Zu Beginn seiner Entwicklung wurde er noch als
ChAdOx1 bezeichnet, spater unter AstraZeneca und in weiterer Folge schlussendlich
als Vaxzevria bekannt. Dieser ist ein replikationsdefizienter Vektorimpfstoff, wobei ein
adenoviraler Affenvektor aus dem Y25 Stamm den Vektor bildet. Dieser wurde mit dem
SARS-CoV-2 S-Protein kombiniert und kodiert somit das S-Protein in voller Lange. Die
Seropravalenz von Y25 Antikorpern betrug in der europaischen Bevolkerung, vor dem
grof¥flachigen Impfeinsatz, einen Anteil von null Prozent. Im Vergleich dazu, sind in
der Bevolkerung von Gambia bei funf Prozent der Bewohner*innen Antikorper gegen
Y25 vorhanden. Eine niedrige Seropravalenz in der Bevdlkerung ist wichtig, um keine
Reaktion des Immunsystems gegen den Vektorvirus hervorzurufen. Das kénnte sonst
zu einer verminderten Wirksamkeit des Impfstoffes fuhren. Es wurde bereits bei MERS
an Impfstoffen gearbeitet, die Y25 als Vektor verwendeten. Dabei konnte in praklini-
schen Studien gezeigt werden, dass nicht menschliche Primaten durch einen solchen
Impfstoff gegen eine MERS induzierte Erkrankung geschitzt werden kénnen.(61)
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4.3.1.1 Praklinische Studien
Um die Wirksamkeit und Sicherheit des entwickelten Impfstoffes fir SARS-CoV-2 zu

zeigen, wurde eine praklinische Studie an Mausen durchgefuhrt. Hierzu wurden zwei
Mausestamme entweder mit ChAdOx1 nCoV-19 oder mit ChAdOx1 GFP, einem Kon-
trollimpfstoff der fur grin fluoreszierende Farbe kodiert, intramuskular geimpft. Neun
bis 14 Tage nach der Impfung wurden die Mause auf humorale und zellulare Immun-
antworten untersucht. Es konnten dabei in der mit ChAdOx1 nCoV-19 Gruppe IgG-
Antikorper, die gegen das S-Protein gerichtet waren, nachgewiesen werden. In allen
mit ChAdOx1 nCoV-19 immunisierten Mausen wurden neutralisierende Antikorper ge-
gen das Virus nachgewiesen, wohingegen das in der Kontrollgruppe nicht der Fall war.
Nachdem der Wirkstoff im Mauseversuch einen Erfolg gezeigt hatte, wurde ein weite-
rer Versuch an Rhesusaffen durchgefihrt. Rhesusaffen zeigen bei einer Infektion mit
SARS-CoV-2 Symptome, welche die oberen und unteren Atemwege betreffen. Die Af-
fen wurden in zwei Gruppen eingeteilt, wobei sechs Tiere eine einmalige Impfung mit
ChAdOx1 nCoV-19 und weitere sechs Tiere eine zweite Boosterimpfung erhielten. Je-
weils 28 Tage nach der letzten Immunisierung wurden die Rhesusaffen mit dem Virus
infiziert. In der Kontrollgruppe erhielten funf Tieren eine Injektion mit ChAdOx1 GFP
und einem weiteren Tier wurden zwei Dosen von ChAdOx1 GFP verabreicht. Auch in
diesem Versuch konnten wie bei den Mausen, bereits 14 Tage nach dem ersten Stich
in der ChAdOx1 nCoV-19 Gruppe Antikdrper gegen das S-Protein nachgewiesen wer-
den. In der Gruppe, welche die Boosterimpfung erhalten hatte, konnten teils signifikant
héhere Werte festgestellt werden. Auch bei den virusspezifischen Antikérpern zeigte
sich wie bei den Mausen, eine Immunantwort in beiden ChAdOx1 nCoV-19 Gruppen.
Des Weiteren konnte auch eine T-Zell spezifische Immunantwort gemessen werden.
In der Folge wurden die Affen mit dem Virus infiziert, wobei in der Kontrollgruppe deut-
lich schwerere Krankheitsverlaufe registriert wurden, als in den ChAdOx1 nCoV-19
Gruppen. Innerhalb der ChAdOx1 nCoV-19 Gruppen, welche eine Boosterimpfung o-
der eine einmalige Immunisierung erhalten hatten, zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied in der Schwere der Krankheitsverlaufe. In der Kontrollgruppe wurde jeden Tag
virale genomische RNA und subgenomische RNA aus bronchoalveolaren Lavagen
nachgewiesen, die auf eine aktive Virusreplikation hindeutet. Dahingegen wurde nur
bei zwei geimpften Tieren virale RNA nachgewiesen und die festgestellte Virenlast war

deutlich geringer. In Nasenabstrichen war virale RNA sowohl bei den ChAdOx1 nCoV-
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19 Gruppen, als auch bei den Tieren in der Kontrollgruppe jederzeit nachweisbar. Sie-
ben Tage nachdem die Affen mit dem Virus infiziert worden waren, wurden sie eutha-
nasiert und Gewebeproben aus ihren Lungen entnommen. Hier zeigte sich bei keinem
der mit ChAdOx1 nCoV-19 geimpften Tiere eine Veranderung der Lungenpathologie,
wahrend sich bei der Kontrollgruppe bei drei Tieren eine interstitielle Pneumonie ent-
wickelt hatte.(61)

4.3.1.2 Klinische Phase I/ll Studien

Nachdem in den praklinischen Studien ein gutes Sicherheitsprofil und eine vielverspre-
chende Wirksamkeit gezeigt wurden, konnten die klinischen Phasen eingeleitet wer-
den. Hierzu wurde eine Phase 1/2 Studie durchgefuhrt. Dabei Uberschneiden sich
Teile der Phase 1 und Phase 2. Dieses Vorgehen stellt eine Moglichkeit dar, die Ent-
wicklung von Impfstoffen wahrend einer Pandemie zu beschleunigen. Allerdings darf
ein solches Vorgehen niemals die Sicherheit der Proband*innen gefahrden, weshalb
immer zuerst ein ausreichendes Sicherheitsprofil in der vorhergehenden Phase ge-
zeigt werden muss. Diese Phase 1/2 Studie wurde an funf klinischen Zentren in Grof3-
britannien durchgeflihrt. Es handelte sich dabei um eine einfachverblindete, randomi-
sierte Studie, an der gesunde Proband*innenzwischen 18 und 55 Jahren teilnahmen.
Teilnehmer*innen an dieser Studie durften weder eine SARS-CoV-2 Infektion durch-
gemacht, noch ab dem Stichtag 01. Februar 2020, SARS-CoV-2 spezifische Symp-
tome aufgewiesen haben. Da es zu Beginn des Rekrutierungsverfahrens noch keine
validen Antikorpertests gab und somit bei Rekrutierungsbeginn nicht alle Teilneh-
mer*innen auf das Vorhandensein von Antikérpern getestet werden konnten, wiesen
zu Studienbeginn einige Proband*innen bereits hohe Antikorperspiegel auf. Die Pro-
band*innen wurden nach genauer Prufung der Einschlusskriterien nach dem Zufalls-
prinzip in zwei Gruppen eingeteilt. Wahrend die eine Gruppe den ChAdOx1 nCoV-19
Impfstoff erhielt, wurde in einer Kontrollgruppe der bereits kommerziell eingesetzte
Meningokokkenimpfstoff MenACWY verwendet. Es wurde ein Impfstoff wie MenA-
CWY fur die Kontrollgruppe verwendet, da ein Einsatz von NaCl als Placebo das Risiko
geborgen hatte, aufgrund impfstoffassoziierter lokaler Nebenwirkungen, die Verblin-
dung der Studienteilnehmer*innen zu gefahrden. Die Teilnehmer*innen der Studie
wurden in vier Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe, die die Phase 1 dieser Studie
darstellt, wurde streng in Hinblick auf das Sicherheitsprofil des Impfstoffes Uberwacht.

Wie in allen anderen in weiterer Folge beschriebenen Gruppen, wurde eine Dosis mit
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5 mal 100 Viruspartikel von ChAdOx1 nCoV-19 verabreicht. Diese Teilnehmer*innen
wurden am 3., 7., 14., 28. und 56. Tag nach der Impfung genauestens auf eventuell
auftretende Nebenwirkungen beobachtet. Gruppe 2 diente zur Bestimmung der humo-
ralen und zellularen Immunantwort, wahrend Gruppe 4 zur Serumanalyse der humo-
ralen Immunitat genutzt wurde. Gruppe 3 bestand aus zehn Teilnehmer*innen, welche
nicht randomisiert wurden und 28. Tage nach dem ersten Stich eine Boosterimpfung
erhielten. Diese zehn Teilnehmer*innen wurden analog zur Gruppe 1 auf auftretende
Nebenwirkungen beobachtet. Die Impfungen in Gruppe 1 und 3 wurden erst mit gro-
Reren Personenanzahlen weitergefuhrt, wenn es keine Sicherheitsbedenken bei den
bis dahin nachbeobachteten Proband*innen gab. Insgesamt nahmen so an dieser Stu-
dienphase 1/2, 1.077 Proband*innen teil, wobei 543 mit ChAdOx1 nCoV-19 geimpft
wurden und 534 MenACWY erhielten. Die Teilnehmer*innen waren im Schnitt 35 Jahre
alt, wobei der Anteil zwischen Manner und Frauen mit 50,2 Prozent Frauen ausgegli-
chen war. Die Studie lief vom 23. April 2020 bis zum 20. Mai 2020. Kurz nach der
Verabreichung des Impfstoffes wurden die Reaktionen auf die Impfung erhoben. Hier
zeigten sich bei 67 Prozent der Teilnehmer*innen in der ChAdOx1 nCoV-19 Gruppe
Nebenwirkungen von leichter bis moderater Auspragung, wahrend in der Kontroll-
gruppe 38 Prozent von Beschwerden berichteten. Der Schweregrad der aufgetretenen
Nebenwirkungen wird in vier Stufen eingeteilt. Bei Stufe 1 handelt es sich um leichte
Nebenwirkungen, diese sind selbstlimitierend, korperlich kaum einschrankend, beno-
tigen keine medizinische Intervention und halten nicht Ianger als 48 Stunden an. Mo-
derate Nebenwirkungen bilden die Stufe 2. Diese sind gekennzeichnet durch eine
leichte bis maRige Einschrankung des Alltages und keinen bis minimalen medizini-
schen Interventionen. In Stufe 3 spricht man von schweren Nebenwirkungen, dabei
kommt es zu deutlichen Einschrankungen des Allgemeinzustandes, der eine Unter-
stutzung durch eine andere Person und eine medizinische Intervention noétig macht.
Die vierte Stufe bilden lebensbedrohliche Ereignisse, die eine Untersuchung oder Be-
handlung im Krankenhaus noétig machen. Die haufigsten Nebenwirkungen bei dieser
Impfung waren Mudigkeit mit 70 Prozent und Kopfschmerzen mit 68 Prozent, innerhalb
der ChAdOx1 nCoV-19 Gruppe. Weitere berichtete Nebenwirkungen waren Muskel-
schmerzen, allgemeines Unwohlsein, Schittelfrost und Fieber. In den ChAdOx1
nCoV-19 Gruppen entwickelten immerhin 18 Prozent der Teilnehmer*innen Fieber
uber 38 Grad Celsius. Im Vergleich dazu lag dieser Wert in der Kontrollgruppe bei
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unter einem Prozent. AuRerdem kam es bei 46 Prozent der Teilnehmer*innen der ChA-
dOx1 nCoV-19 Gruppen zu einer vorubergehenden Neutropenie. Diese trat bei nur 3
Prozent der Kontrollgruppenteilnehmer*innen auf. Die grofte Intensitat der Nebenwir-
kungen wurde von den Proband*innen am ersten Tag nach der Impfung beschrieben.
In Gruppe 3, in welcher das Booster Regime angewendet wurde, zeigte sich nach der
zweiten Impfung im Vergleich zur ersten Dosis, ein deutlich vermindertes Nebenwir-
kungsprofil. Es wurden auflerdem die S-Protein spezifischen Antikdrperspiegel der
Teilnehmer*innen untersucht. In den ChAdOx1 nCoV-19 Gruppen erreichten diese am
28. Tag ihren Hohepunkt. Die Spiegel lagen zu diesem Zeitpunkt bei einem Median
von 157 EU/ml und bis zum 56. Tag erreichte er immer noch 119 EU/ml. Bei Pro-
band*innen, die an der Prime-Boost-Gruppe teilgenommen hatten, lagen die S-Protein
spezifischen Antikdérper nach der zweiten Immunisierung im Median bei 639
EU/mI.(61)

Auch wenn diese Studie ein gutes Sicherheitsprofil mit nur leichten oder moderaten
Nebenwirkungen zeigte, weisen die Autor*innen auch auf mehrere Limitationen hin.
So zahlen sie in etwa die niedrige Teilnehmer*innenzahl in der Prime-Boost-Gruppe
oder die nur einseitige gewahlte Verblindung im Studiendesign, als Limitationen der
Studie auf. Des Weiteren sind die Ergebnisse nicht zu verallgemeinern und auf die
breite Bevdlkerung anzuwenden, da vor allem junge gesunde Proband*innen daran

teilgenommen haben.(62)

4.3.1.3 Klinische Phase Ill Studien

Um seltenere Nebenwirkungen festzustellen und weiterfuhrende Einschatzungen be-
zliglich der Wirksamkeit treffen zu kdnnen, sind weitere klinische Studien nétig. Dabei
sollen vor allem auch altere Altersgruppen, die ganz besonders von der Impfung pro-

fitieren, in die Studien eingeschlossen werden.

Eine dieser Studien war eine Phase 2/3 Studie, in der wieder einige Elemente des
normalen Studienablaufes nach Ausschluss von Sicherheitsbedenken parallel durch-
gefuhrt wurden. Fur diese an 20 Zentren in GroR3britannien durchgefuhrte Studie, wur-
den Proband*innen nach Altersklassen rekrutiert. Gesucht wurden diese Uber lokale
Zeitungsanzeigen. Zuerst wurden Proband*innen in den Altersklassen 18 bis 55 Jah-
ren (160 Teilnehmer*innen), dann 56 bis 70 Jahren (160 Teilnehmer*innen) und

schliel3lich Uber 70-jahrige (240 Teilnehmer*innen) fur die Studie rekrutiert. Pro-
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band*innen, welche schwere Vorerkrankungen aufwiesen, wurden aus der Studie aus-
geschlossen. Es wurden zuerst 18 bis 55-jahrige, wie in der zuvor beschriebenen Stu-
dienphase 1/2, randomisiert in eine niedrigdosierte ChAdOx1 nCoV-19 Gruppe oder
eine Kontrollgruppe, in der MenACWY geimpft wurde, eingeteilt. Nachdem ein erstes
Sicherheitsprofil, dass auch von externen Expert*innen beurteilt wurde, als sicher ein-
gestuft wurde, konnten weitere Proband*innen im Alter zwischen 56 und 70 Jahren in
die Studie aufgenommen werden. Nachdem sich auch in dieser Gruppe ein gutes Si-
cherheitsprofil zeigte, wurden in einem weiteren Schritt Personen, die alter als 70
Jahre waren, in die Studie eingeschlossen. Innerhalb der Altersgruppen, wurden die
Teilnehmer*innen entweder einem Prime oder Prime-Boost-Regime zugelost. Sie er-
hielten also entweder eine einmalige Impfung in der Primegruppe oder eine zweifache
Immunisierung in der Prime-Boost-Gruppe. In einem weiteren Schritt wurden sie dann
entweder der ChAdOx1 nCoV-19 Gruppe oder der Kontrollgruppe zugelost. Die so
entstandenen Gruppen wurden dann noch in zwei Kohorten eingeteilt. Eine Kohorte
erhielt eine niedrigere Dosierung von ChAdOx1 nCoV-19, die bei 2-:2 x 10" Viruspar-
tikeln lag, also niedriger als in der Phase 1 Studie. Die andere Kohorte erhielt eine
Standarddosis, welche aus 3-5-6-5 x 10'° Viruspartikeln bestand. Allen Gruppen wur-
den die verwendeten Substanzen in den musculus deltoideus verabreicht. Die Ergeb-
nisse zeigten, dass die haufigsten lokalen Nebenwirkungen Schmerz und Druckemp-
findlichkeit an der Einstichstelle waren. Diese traten meist in den ersten 48 Stunden
nach der Impfung auf und waren selbstlimitierend. In der Gruppe der 18 bis 55-jahrigen
berichteten 88 Prozent von lokalen Nebenwirkungen, wahrend diese in der Alters-
gruppe der 55 bis 70-jahrigen mit 73 Prozent und bei den Uber 70-jahrigen mit 61 Pro-
zent etwas niedriger lagen. Diese Werte beziehen sich auf die Proband*innen der
Standardgruppe. Die Niedrigdosisgruppe berichtete Uber etwas geringer ausgepragte
lokale Nebenwirkungen. In der Gruppe der 56 bis 70-jahrigen I6ste ChAdOx1 nCoV-
19 wie bereits in der Phase 1 Studie, deutlich mehr systemische Nebenwirkungen aus
als MenACWY. Die haufigsten systematischen Nebenwirkungen waren Kopfschmer-
zen, Fieber und Myalgie. Bei der Standarddosis wurde bei 86 Prozent der 18 bis 55-
jahrigen, 77 Prozent der 56 bis 70-jahrigen und 65 Prozent der Uber 70-jahrigen min-
destens ein Symptom gemeldet. Bei der Boosterimpfung war der Anteil der systemi-
schen Nebenwirkungen geringer, wobei hier ein mannlicher Proband eine schwere
Nebenwirkung meldete. Bei der ersten Teilimpfung hatten sieben Proband*innen, oder

funf Prozent, eine schwere Nebenwirkung angegeben. In der Niedrigdosisgruppe
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wurde mit zunehmendem Alter eine ahnliche Abnahme der Reaktivitat beobachtet. In
einem Follow-up bis zum 26. Oktober 2020 wurden 13 schwerwiegende unerwinschte
Ereignisse unter allen Proband*innen registriert. Nach Einschatzung der Impfarzt*in-
nen war keines dieser Ereignisse auf die Impfung zuriickzufliihren. Es wurde eine An-
tikdrperanalyse von IgG-Antikorpern, die sich gegen das S-Protein richten, durchge-
fuhrt. Dabei zeigte sich, dass am 28. Tag nach der Impfung, die Proband*innen in der
Standarddosisgruppe hdhere Antikdrperspiegel aufwiesen. In der Gruppe der 18 bis
55-jahrigen wies die Niedrigdosisgruppe einen Median von 6.439 AU/mL auf, wohin-
gegen in der Standardgruppe der Median bei 9.807 AU/mL lag. In den Altersgruppen
zeigte sich mit zunehmendem Alter eine Abnahme der Antikdrperspiegel. 28 Tage
nach der Boosterimpfung lagen die Antikdrperspiegel deutlich héher. So stiegen sie
etwa bei den 18 bis 55-jahrigen in der Standardgruppe im Median auf 20.713 AU/mL.
Diese Steigerung verhielt sich in den anderen Gruppen in einem ahnlichen Aus-
malf3.(63)

In dieser Phase wurde das Sicherheitsprofil der Impfung als gut angesehen und es
konnten zufriedenstellende Antikdrperspiegel aufgebaut werden. Um die Wirksamkeit
und mdgliche seltene Nebenwirkungen aufzuzeigen, bendtigte es allerdings noch gro-

Rere Studien.

Um die Wirksamkeit der Impfung nachzuweisen, wurde eine Studie mit insgesamt
11.636 Proband*innen, die Uber 18 Jahre alt waren, in GroR3britannien, Brasilien und
Sudafrika, durchgefihrt. Die in weiterer Folge beschriebenen Daten kommen aus einer
Zwischenanalyse, welche die bis zu diesem Zeitpunkt vorliegenden Daten aus vier
Studien zusammenfasst. In diesen Studien wurden die Proband*innen entweder in
eine der ChAdOx1 nCoV-19 Gruppen oder Gruppen, die MenACWY oder NaCl erhiel-
ten, zugeteilt. Die ChAdOx1 nCoV-19 Gruppen erhielten ein Prime-Boost-Regime mit
einer Standarddosis von je 5 Mal 10'° Viruspartikel. Eine Untereinheit innerhalb der
ChAdOx1 nCoV-19 Gruppen erhielt als erste Dosis eine halbe Dosierung und eine
Standarddosierung bei der Boosterimpfung. Das primare Ziel dieser Zwischenanalyse
war, die Wirksamkeit des Impfstoffes zu demonstrieren. Dabei sollten alle, friihestens
14 Tage nach der zweiten Impfung mittels PCR-Test positiv getesteten Proband*innen
der ChAdOx1 nCoV-19 Gruppen, mit den in diesem Zeitraum positiv getesteten Teil-

nehmer*innen in den Kontrollgruppen verglichen werden.
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Analysiert wurden vier laufende Studien. Darunter die beiden bereits zuvor beschrie-
benen Studien aus GroRbritannien. Wobei bei der Phase 2/3 Studie Proband*innen
inkludiert wurden, die eine niedriger dosierte erste Dosis und eine Standarddosis als
zweite Impfung erhielten. Eine weitere eingeschlossene Studie war eine Phase 3 Stu-
die aus Brasilien. Diese basierte auf einem einfach verblindeten, randomisierten Stu-
dienaufbau. Diese Studie verwendete in der Kontrollgruppe bei der ersten Impfung
MenACWY und bei der Boosterimpfung eine Kochsalzlésung. Die vierte Studie war
eine doppelt verblindete, randomisierte Phase 1 Studie an gesunden Erwachsenen,
die in Sudafrika durchgefuhrt wurde. In all diesen Studien, wurden die Teilnehmer*in-
nen regelmallig auf eine vorliegende SARS-CoV-2 Infektion getestet. Um asymptoma-
tische Infektionen zu detektieren, wurde in der britischen Studie ein wochentlicher
Selbsttest von den Proband*innen durchgeflihrt, der von spezialisierten Laboren aus-
gewertet wurde. Dahingegen gab es in Brasilien keinen Testplan fir asymptomatische
Proband*innen. Zwischen April und November 2020 konnten so 23.848 Proband*in-
nen rekrutiert werden. Davon erflllten 11.636 Teilnehmer*innen die Einschlusskrite-
rien, um in der Zwischenanalyse bertcksichtigt zu werden. Wobei 5.807 einer ChA-
dOx1 nCoV-19 Gruppe und 5.829 einer Kontrollgruppe angehorten. Von diesen Teil-
nehmer*innen waren 87,8 Prozent zwischen 18 und 55 Jahre alt, die restlichen waren
alter. Ein Problem in der Auswertung stellte dar, dass die Boosterimpfungen zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten verabreicht worden waren. In der in GroRbritannien durchge-
fuhrten Studie wurden einige Proband*innen erst 12 Wochen nach der Erstimpfung ein
zweites Mal immunisiert, wahrend in der brasilianischen Studie bereits nach sechs
Wochen der Booster verabreicht wurde. Insgesamt wurden im Beobachtungszeitraum
dieser Zwischenanalyse 131 Infektionen, welche mindestens zwei Wochen nach der
zweiten Impfung aufgetreten sind, detektiert. Davon entfielen 30 Infektionen auf mit
ChAdOx1 nCoV-19 immunisierte Personen. Das sind 0,5 Prozent der Teilnehmer*in-
nen in dieser Gruppe. Die restlichen 101 Infektionen betrafen die Kontrollgruppe. Also
waren 1,7 Prozent in dieser Gruppe mit dem Virus infiziert. Bei Teilnehmer*innen, die
zuerst eine Standarddosis erhielten wurde eine Impfstoffwirksamkeit von 62,1 Prozent
errechnet. Wohingegen in der Gruppe, welche eine niedrigere Dosierung als erste Do-
sis erhalten hatte, eine Wirksamkeit von bis zu 90 Prozent festgestellt wurde. In allen
Studien konnte ein gutes Sicherheitsprofil der Impfung gezeigt werden. Insgesamt tra-
ten 168 schwerwiegende Ereignisse im Beobachtungszeitraum auf. 79 davon wurden
aus den ChAdOx1 nCoV-19 Gruppen und 89 aus den Kontrollgruppen gemeldet. Ein
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Fall von transverser Myelitis, welche zwei Wochen nach der Immunisierung mit ChA-
dOx1 nCoV-19 auftrat, wurde in Zusammenhang mit der Impfung gebracht. Unabhan-
gige Neurolog*innen stuften dieses Ereignis allerdings als idiopathisch aufgetretenes
Geschehen ein. Vier Teilnehmer*innen verstarben an Ursachen, die nicht im Zusam-
menhang mit einer SARS-CoV-Infektion stehen. Ein Todesfall trat in den ChAdOx1
nCoV-19 Gruppen auf, die drei weiteren waren Proband*innen der Kontrollgruppen.
Keiner dieser Todesfalle konnte in Zusammenhang mit der Impfung gebracht wer-
den.(63)

In der Diskussion weisen die Autor*innen darauf hin, dass weitere Untersuchungen
nétig sind, um die gesteigerte Effektivitat bei der Verwendung einer niedrigeren Dosie-
rung bei der ersten Impfung zu erklaren. Eine mogliche Theorie auf die verwiesen wird
ist, dass madglicherweise eine Immunreaktion, die sich gegen den Vektorvirus richtet,
nach Verwendung der Standarddosis als Erstimpfung, bei der zweiten Impfung auftre-
ten kdnnte.(64)

4.3.2 Jannsen (Johnson & Johnson)

Der Vektorimpfstoff der Pharmafirma Johnson & Johnson, mit Handelsnamen ,Jans-
sen“ genannt, war der vierte in der EU zugelassene Impfstoff gegen SARS-CoV-2 und
der zweite zugelassene Vektorimpfstoff. Nachdem die EMA eine Empfehlung zum Ein-
satz ausgesprochen hatte, erteilte die Europaische Kommission die bedingte Zulas-
sung fur den Impfstoff am 12. Marz 2021. Durch den Impfstoff erwartete man sich eine
Beschleunigung des zu diesem Zeitpunkt noch schleppend vorangehenden Impffort-
schritts, da eine einfache Dosis ausreichte um als immunisiert zu gelten.(65) Des Wei-
teren konnte der Impfstoff laut Herstellerangaben bis zu zwei Jahre in einem Standard-
tiefklhler und bis zu drei Monate in einem Standardkulhlschrank gelagert werden.(66)
Aufgrund geringer Liefermengen in den Monaten nach der Zulassung, wurde der Impf-
stoff in Osterreich am wenigsten geimpft. Mit Stand 16. Dezember 2021, wurde er
341.458 Mal eingesetzt. Das entspricht einem Anteil von 2,8 Prozent, der in Osterreich

insgesamt verwendeten Impfdosen.(60)

4.3.2.1 Praklinische Phasen

Die Entwickler*innen von Jannsen verwendeten einen Adenovirus (Ad) 26 als Trager-
plattform, der so verandert wurde, dass er fur das vollstandige S-Protein kodiert. In
praklinischen Studien wurden mehrere mogliche Kombinationen des Ad26 mit dem S-

Protein getestet. Ein Problem stellte dar, dass wie auch andere Klasse-1-FB, das S-
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Protein intrinsisch metastabil ist. Bereits beim Versuch andere Klasse-1-FB zu stabili-
sieren hatte sich gezeigt, dass vor allem die Stabilisierung der Hinge Loopregion, wel-
che der zentralen Helix vorausgeht, ein erfolgreicher Ansatz zur Stabilisierung sein
kann. Das konnte auch bei SARS-CoV gezeigt werden. Daflir wurden zwei konsekuti-
ven Prolinsubstitutionen in der S2-Untereinheit, zwischen zentraler Helix und Heptad
Repeat 1 vorgenommen und so eine Stabilisierung erreicht. Fur die SARS-CoV-2 Impf-
stoffentwicklung wurden mehrere Kombinationen von Ad26 und S-Protein auspro-
biert.(67) In einer praklinischen Studie mit 52 Rhesusaffen, wurden sieben verschie-
dene S-Protein Varianten mit Ad26 kombiniert. Drei dieser Kombinationen enthielten
als Leadersequenz einen tissue Plasminogen Activator (tPA) mit dem S-Protein in vol-
ler Lange oder mit eingefiigten Mutationen an stabilisierenden Stellen. Der tPA ist ein
korpereigenes Enzym welches aus den Endothelzellen der Gefallwand freigesetzt wird
und als Aktivator der Fibrinolyse wirkt. Vier weitere Adenovektoren wurden kreiert, wel-
che nur die Wildtyp Leadersequenz oder die Wildtyp Leadersequenz in Kombination
mit Mutationen in flr die Stabilitat wichtigen Bereichen, enthielten. Nach der Herstel-
lung dieser Vektoren wurden 52 Rhesusaffen damit geimpft. Bei allen geimpften Affen
zeigten sich nach vier Wochen RBD spezifische Antikorper. Auch neutralisierende An-
tikdrper wurden bei allen Tieren nach dieser Zeit nachgewiesen. Die hochsten Werte
an neutralisierenden Antikorpern wurden bei der Kombination Ad26-S.PP detektiert.
Diese enthalt den Wildtyp als Leadersequenz und es wurden in das vollstandige S-
Protein, Mutationen in die Furin-Schnittstelle und zwei Prolin stabilisierende Mutatio-
nen eingebaut. Bei dieser Kombination konnten au3erdem S-Protein spezifische 19G-
und IgA-Antikorper, in entnommenen bronchoalveolaren Lavagen, nachgewiesen wer-
den. Nach sechs Wochen wurden die Tiere mit dem Virus infiziert. Es zeigte sich bei
allen Tieren keine Reaktion oder nur ein schwacher Verlauf. Des Weiteren wurde mit-
tels PCR, die Viruslast aus bronchoalveolaren Lavagen, getestet. Dabei konnte bei
keinem der mit Ad26-S.PP immunisierten Affen, virale RNA nachgewiesen werden. In
den anderen Gruppen zeigte sich ein geringerer Schutz. Ahnlich verhielt es sich bei
durchgefiihrten Nasenabstrichen. Hierbei wurde bei einem der mit Ad26-S.PP immu-
nisierten Affen eine niedrige Virenlast detektiert.(68) Ahnliche Ergebnisse zeigte eine
praklinische in vitro Studie, bei der eine ahnliche Kombination aus potentiellen Impf-
stoffen untersucht wurde. Auch hier zeigte sich, dass die neutralisierende Funktion und
die Bindung an den ACE2-Rezeptor und die RBD, bei den in der Furin Schnittstelle
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und mit zwei Prolin stabilisierenden Mutationen veranderten Varianten, am besten
sind.(67)

Die Ergebnisse dieser praklinischen Studien hatten zur Folge, dass diese Kombination
als aussichtsreichster Vektorimpfstoff gesehen wurde. In den klinischen Studien wird
dieser nun als Ad26.COV2.S bezeichnet.

4.3.2.2 Phase I/ll Studien

In einer multizentrischen, randomisierten, doppelt verblindeten, placebokontrollierten
Phase 1/2 Studie, wurde der Impfstoff an Zentren in den USA und Belgien getestet.
Die primaren Endpunkte dieser Studie zielten auf die Sicherheit und Wirksamkeit der
untersuchten Dosierungen ab. Die Studie startete am 21. Juli 2020 mit gesunden Er-
wachsenen zwischen 18 und 55 Jahren, sowie Teilnehmer*innen uUber 65 Jahren. Den
Teilnehmer*innen wurde entweder eine intramuskulare Injektion einer niedrigen Dosis
mit 5 * 10'° oder einer hohen Dosis mit 1*10"" Viruspartikeln verabreicht. Es wurde
dabei ein Prime-Boost-Regime angewendet, wobei die zweite Dosis 56 Tage nach
dem ersten Stich verabreicht wurde. Die Proband*innen wurden im Zufallsprinzip auf
funf Gruppen aufgeteilt. Diese stellten sich so zusammen, dass die Proband*innen
entweder zwei hohe Dosen, zwei niedrige Dosen, zweimal das Placebo, einmal eine
hohe Dose und das Placebo oder eine niedrige Dose plus das Placebo, erhielten. Ins-
gesamt bekamen 402 Personen in der Kohorte 1, welche die Gruppe der jungen Er-
wachsenen reprasentierte, eine erste Dosis verabreicht. Bis zum 7. November 2020
hatten alle Teilnehmer*innen dieser Kohorte ihre zweite Dosis erhalten. In der Kohorte
3, die Personen Uber 65 Jahren beinhaltete, wurde 403 Personen eine erste Dosis
verabreicht. Die Kohorte 1 war bereits friher rekrutiert und geimpft worden, um das
Sicherheitsprofil flir die Gruppe 3 zu erfullen. Die Ergebnisse nach der ersten Impfung
zeigten in Hinblick auf die Sicherheit, dass lokale Nebenwirkungen bei 64 Prozent der
Proband*innen, die die niedrige Dosis erhalten hatten, auftraten. Bei den Proband*in-
nen der Hochdosisgruppe kamen diese bei 78 Prozent vor, wohingegen sie in der Pla-
cebogruppe bei nur neun Prozent auftraten. In Kohorte 3 kamen deutlich weniger lo-
kale Nebenwirkungen vor. In der Niedrigdosisgruppe berichteten 41 Prozent Uber lo-
kale Nebenwirkungen, in der Hochdosisgruppe 42 Prozent und in der Placebogruppe
14 Prozent. Systemische Nebenwirkungen auflerten sich in beiden Kohorten zum
Groliteil als leichte bis moderate Beschwerden. Die haufigsten berichteten Nebenwir-
kungen waren Kopfschmerzen, Miudigkeit und Myalgie.

38



In Kohorte 1 berichteten in der Niedrigdosisgruppe 65 Prozent, in der Hochdosis-
gruppe 84 Prozent und in der Placebogruppe 26 Prozent Uber systemische Nebenwir-
kungen. Dahingegen berichteten in Kohorte 3 46 Prozent der Niedrigdosis, 55 Prozent
der Hochdosis und 23 Prozent der Placeboempfanger*innen Gber systemische Neben-

wirkungen.

Schwerere systemische Reaktionen wurden in Kohorte 1 bei 9 Prozent der Niedrigdo-
sisempfanger*innen und 20 Prozent der Hochdosisempfanger*innen registriert, wohin-
gegen solche Reaktionen in der Placebogruppe nicht vorkamen. In der Kohorte 3 wur-
den schwerere systemische Reaktionen bei einem Prozent der Niedrigdosisgruppe
und zwei Prozent der Hochdosisgruppe registriert. Dies Iasst darauf schlieRen, dass
der Impfstoff flr altere Proband*innen besser vertraglich ist. Ein ahnlicher Effekt
konnte bei Fieber und hohem Fieber gezeigt werden, wovon die jungen Proband*innen
deutlich haufiger betroffen waren. In der Kohorte 1 lagen bereits Ergebnisse zur zwei-
ten Impfung vor. Hier zeigte sich bei 80 Prozent der Proband*innen, welche
Ad26.COV2.S erhalten hatten, eine systemische Reaktion. Dieser Wert lag deutlich
hoéher als in der Placebogruppe, in der 30 Prozent iber Nebenwirkungen berichtet hat-

ten.

Um die Immunreaktion der Proband*innen beurteilen zu kénnen wurde der Mittelwert
von Bindungsantikdrpern, gegen ein stabilisiertes SARS-CoV-2 S-Protein, gemessen.
Am 29. Tag nach der ersten Impfung fand dabei bei allen Teilnehmer*innen eine Se-
rokonversion, von zuerst unter der Quantifizierungsnorm gelegenen Mittelwerten, hin
zu Uber der Norm gelegenen Werten, statt. Wobei der niedrigste Mittelwert mit 478
EU/ml in der Gruppe lag, die eine niedrige Dosierung und ein Placebo erhalten hatte.
Der hochste Wert lag dahingegen mit 788 EU/ml in der Gruppe, die bei beiden Imp-
fungen eine hohe Dosierung erhalten hatte. Bis zum 57. Tag nach der Erstimpfung
stiegen die Mittelwerte noch deutlich an und lagen je nach Gruppe zwischen 660 und
1.100 EU/mI. Zwei Wochen nach der zweiten Impfung erhdhten sich die Werte in der
Hochdosisgruppe auf 2.292 EU/ml und auf 1.677 EU/ml in der Niedrigdosisgruppe.
Dahingegen blieben die Werte, welche als Zweitimpfung ein Placebo erhielten in etwa
gleich. In der Kohorte 3 zeigten sich ahnliche Verhaltnisse innerhalb der Gruppen, al-
lerdings wiesen die Bindungsantikorper niedrigere Werte auf. Des Weiteren konnten
in beiden Kohorten neutralisierende Antikorper nachgewiesen werden und auch hier

kam es bei Uber 90 Prozent der Proband*innen zu einer Serokonversion.(69)
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In dieser Studie zeigte sich also eine Immunantwort, die bereits nach der ersten Impf-
dosis ansprechende Werte zeigte. Des Weiteren zeigte sich ein akzeptables Sicher-
heitsprofil, wobei eine deutliche Abnahme der Nebenwirkungen bei alteren Pro-
band*innen und bei Verwendung von niedrigeren Dosierungen festgestellt werden
konnten. Die Autor*innen der Studie weisen auf die gute Wirksamkeit nach bereits ei-
ner Impfdosis hin, das konnte vor allem in einer pandemischen Situation ein Vorteil
sein.(69)

4.3.2.3 Phase lll Studien

Diese Studien mussten in Hinblick auf Sicherheit und Wirksamkeit nattrlich noch mit
einer Phase 3 Studie untermauert werden. Das primare Endziel dieser Studie bestand
darin, die Effizienz des Impfstoffes gegen mittlere und schwere Verlaufe bei SARS-
CoV-2 Infektionen zu testen. Hierzu wurde eine international angelegte, doppelt ver-
blindete, randomisierte, placebokontrollierte Studie, durchgefihrt. Die Proband*innen
erhielten dabei eine einzelne Dosis mit 5*10'° Viruspartikel von Ad26.COV2.S, also
derin der Phase 1/2 Studie beschriebenen niedrigen Dosierung. Die Teilnehmer*innen
der Studie wurden randomisiert der Placebogruppe oder der Ad26.COV2.S. Gruppe
zugeteilt und auf Alter, Studienstandort und Begleiterkrankungen stratifiziert. Zu Stu-
dienbeginn wurden alle Teilnehmer*innen auf eine vorliegende Seropositivitat gegen
das SARS-CoV-2-N-Protein getestet. Weiters wurden nasale Abstriche auf das Vorlie-
gen einer aktiven SARS-CoV-2 Infektion abgenommen, welche mittels PCR Test aus-
gewertet wurden. Die Studie begann am 21. September 2020 wobei 44.325 Pro-
band*innen randomisiert wurden. Davon erhielten schlussendlich 43.783 entweder
das Vakzin oder das Placebo. 39.321 dieser Teilnehmer*innen waren zu Beginn der
Studie SARS-CoV-2 seronegativ. Somit waren 9,6 Prozent der Studienteilnehmer*in-
nen zu Beginn seropositiv. Es wurde in der Studie ebenfalls eine Sicherheitsubgruppe
eingesetzt, in der 3.356 Proband*innen aus der Vakzingruppe und 3.380 Proband*in-
nen aus der Placebogruppe eingeschlossen waren. Hier zeigte sich, wie schon in der
Phase 1/2 Studie, eine deutliche Vermehrung von Fallen mit Nebenwirkungen in der
Vakzinegruppe und eine Abnahme der Nebenwirkungen mit zunehmendem Alter. Die
haufigsten Nebenwirkungen, Uber welche 48,6 Prozent der Teilnehmer*innen berich-
teten, waren lokale Nebenwirkungen mit Schmerzen an der Impfstelle, gefolgt von sys-

temischen Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen mit 38,9 Prozent, Abgeschlagenheit
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mit 38,2 Prozent oder Myalgie mit 33,2 Prozent. Von den 21.895 Proband*innen, wel-
che das Vakzin erhalten hatten, berichteten 83 Uber schwerwiegende unerwinschte
Ereignisse in den ersten sieben Tagen nach der Impfung. In der Placebogruppe war
dieser Anteil mit 96 von 21.888 sogar etwas hoher. Ein ungewohnliches Missverhaltnis
zeigte sich bei thromboembolischen Ereignissen. Hier erlitten elf Personen der
Ad26.COV2.S Gruppe im Vergleich zu drei Personen in der Placebogruppe ein sol-
ches Ereignis. Weitere Auffalligkeiten waren vier Personen mit Krampfanfallen und
sechs mit Tinnitus in der Ad26.COV2.S Gruppe, wohingegen nur eine Person der Pla-
cebogruppe einen Krampfanfall erlitt und niemand einen Tinnitus beklagte. Allerdings
konnte die Impfung nicht mit ausreichender Sicherheit als Ausléser deklariert werden.
Es wurde aber darauf hingewiesen, dass in der Nachbeobachtungsphase ein Augen-
merk auf diese Ereignisse gelegt werden sollte. An Daten zur Effektivitat zeigte sich
im Beobachtungszeitraum, dass bei insgesamt 468 Personen eine Infektion nachge-
wiesen wurde. Davon betrafen 116 die Vakzingruppe und 348 die Placebogruppe. Dies
bedeutet eine errechnete Effektivitat von 66,9 Prozent. Betrachtet man die Falle, die
mindestens 28 Tage nach der Impfung auftraten, stellte sich ein Verhaltnis von 66
Fallen in der Ad26.COV2.S Gruppe zu 193 Fallen in der Placebogruppe ein. Errechnet
betragt die Wirksamkeit so 66,1 Prozent. Gegen schwere Krankheitsverlaufe betrug
die Effektivitdt 14 Tage nach der Impfung 76,7 Prozent. 28 Tage nach der Impfung
stieg der Schutz gegen schwere Krankheitsverlaufe auf 84,4 Prozent an. Des Weiteren
traten funf mit SARS-CoV-2 assoziierte Todesfalle in der Placebogruppe auf. Dahin-
gegen war in der Vakzingruppe kein einziger mit SARS-CoV-2 assoziierter Todesfall

zu verzeichnen.(66)

4.3.2.4 Thrombotische Ereignisse

In der Beobachtungsphase traten bei Vaxzevria und Jannsen seltene Falle von throm-
botisch-thrombozytopenischen Ereignissen auf. In einer im Marz 2021 durchgefihrten
Studie an elf Personen, welche ein solches Ereignis erlitten hatten, wurden die zugrun-
deliegenden Mechanismen untersucht. Von den elf Teilnehmer*innen, waren neun
weiblich und hatten ein Durchschnittsalter von 36 Jahren. Neun dieser Patient*innen
hatten eine Sinusvenenthrombose, drei hatten eine Splanchnicusthrombose, drei eine
Lungenembolie und vier hatten eine andere Thromboseform entwickelt. Sechs der Pa-

tient*innen verstarben an diesen Komplikationen. Des Weiteren prasentierten sie eine
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Thrombozytopenie und ihre Symptomatik hatte groRe Ahnlichkeit mit dem Verlauf ei-
ner Autoimmun-Heparin induzierten Thrombozytopenie. Dabei kommt es zu einer Ak-
tivierung von Blutplattchenaktivierenden Antikorpern, die multimolekulare Komplexe
zwischen Plattchenfaktor 4(PF4) und anionischem Heparin erkennen. Allerdings kann
dieses Phanomen auch vorkommen wen kein Heparin vorhanden ist. Einige Beispiele
dafur waren polyanionische Medikamente oder bakterielle oder virale Infektionen. Das
Serum der untersuchten Patient*innen zeigte eine erhdhte Reaktivitat auf PF4-Hepa-
rin-Elisa. Des Weiteren zeigte sich eine starke Aktivierung der Thrombozyten in Ge-
genwart von PF4. Bei Anwesenheit von niedrigen Dosen von niedermolekularen He-
parin zeigte sich eine Abnahme der Aktivitat. Aulerdem konnten Antikdrper von zwei
Patient*innen in Anwesenheit von PF4 eine BllUtplattchenaktivierung hervorrufen. Ob
es sich dabei um Autoantikérper, die aufgrund eines von der Impfung hervorgerufenen
Entzindungsreizes aktiviert wurden oder von der Impfung induzierte Antikdrper han-
delt ist nicht vollstandig geklart.(70)

5 mMRNA Impfstoffe

5.1 Allgemeines zu DNA und RNA
Grundsatzlich gibt es zwei Arten von Nukleinsauren, die DNA und die RNA. Beide

werden von Nukleotiden aufgebaut. Ein Nukleotid besteht aus einer Base, einem Zu-
ckermolekil und Phosphorsaure. Insgesamt gibt es finf Basen, die in der DNA und
RNA vorkommen. Drei Pyrimidinbasen namens Cytosin, Thymin und Uracil. Thymin
kommt in der DNA vor und wird in der RNA von Uracil, das nur in der RNA vorkommt,
ersetzt. Des Weiteren gibt es noch die zwei Purinbasen Adenin und Guanin, die sowohl
in der DNA als auch in der RNA vorkommen. Die RNA ist im Gegensatz zur DNA
einzelstrangig und enthalt Ribose als Zuckermolekul, wohingegen das in der DNA ent-
haltene Zuckermolekul die 2'Desoxyribose ist. Es gibt mehrerer Formen der RNA, wo-
bei die mRNA die am besten untersuchte ist. Die mRNA, wovon die folgenden Ab-
schnitte handeln werden, fungiert als Informationstrager bei der Synthese von Protei-
nen. Dafur wird die genetische Information der DNA in mRNA umgeschrieben und ins
Zytoplasma der Zelle transportiert. Dort werden aus den so gelieferten Informationen,
an den Ribosomen die Proteine gebildet. Dieser Prozess lauft in zwei Schritten ab, der
Transkription und der Translation. Bei der Transkription werden die Informationen der
DNA vom 3" zum 5 Ende des codogenen Strangs der Doppelhelix abgelesen. Dies
geschieht mittels der RNA-Polymerase, welche beginnend an einer Promotorsequenz
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die Informationen auf dem jeweiligen Gen abliest und so einen RNA-Strang syntheti-
siert, der dann in 5°-3" Richtung vorliegt. Um den Transkriptionsprozess Uberhaupt
starten zu kénnen, bendétigen RNA-Polymerasen allgemeine Transkriptionsfaktoren.
Diese lagern sich an den Promotor an und bringen die RNA-Polymerase in die richtige
Position. Zusammen mit der RNA-Polymerase bilden sie eine TATA-Box, an welcher
der Transkriptionsprozess startet. Die RNA-Polymerase verfugt aul3erdem Uber eine
Helikasefunktion um die DNA selbststandig entwinden zu kénnen. 25 Nukleotide nach
der TATA-Box beginnt die RNA-Polymerase mit der RNA-Synthese. Eine Topoisome-
rase verhindert dabei ein Verdrillen der Strange. Am 5 Ende der mRNA wird 5 -Me-
thylguanosin an die Ribose geknupft. Diese Verbindung nennt sich Cap-Struktur und
ist wichtig, da sie die mRNA vor dem Abbau durch Exonukleosen schitzt und eine
wichtige Rolle bei der Bindung an das Ribosom spielt. Am anderen Ende der mRNA
wird eine Polyadenylierung vorgenommen. Hierbei werden an 3’'Ende bis zu 200 Ade-
nylreste als sogenannter Poly-A-Schwanz angehangt. Dieser ist besonders wichtig fur
die Stabilitat der mRNA und erhéht somit die biologische Halbwertszeit. Im Anschluss
muss die unreife mMRNA noch dahingehend behandelt werden, dass die nicht codie-
renden Abschnitte, entfernt werden. Dieser Vorgang heif3t Splicing. Die nun fertig vor-
liegende mRNA kann im Anschluss mittels Transportproteinen zu den Ribosomen

transportiert werden.(71)

5.2 Meilensteine am Weg zur mRNA Impfung

Erstmals beschrieben wurde die mRNA bereits 1961 von einem Forscher*innenteam
rund um Sydney Brenner. Es bestand zu dieser Zeit bereits eine Hypothese, die be-
sagte, dass die ribosomale RNA nicht der unmittelbare Informationstrager vom Genom
zu den Ribosomen ist. Diese Hypothese ging davon aus, dass die Ribosomen eine
nicht spezialisierte Struktur sind, die ihre Informationen zur Proteinsynthese von einem
instabilen Vermittler oder auch ,messenger” erhalten. Sie untermauerten diese Hypo-
these mit einem Versuch, bei dem sie Bakterien mit Phagen infizierten. Es kam dabei
zu einer Umstellung der Proteinsynthese in den Bakterien, um sich auf die neuen Um-
stande einzustellen. In ihrem Experiment zeigte sich, dass sich keine neuen Riboso-
men bildeten und sich eine neue RNA Form bildete. Des Weiteren zeigte sich, dass

alle Prozesse der Proteinsynthese weiterhin in den bereits zuvor bestehenden Ribo-
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somen abliefen. Daraus schlossen sie, dass nicht die Ribosomen selbst die Informa-
tion fur die Proteinsynthese enthalten, sondern eine extra dafur gebildete RNA fur die

Informationsvermittiung verantwortlich ist.(72)

Ein weiterer groRer Schritt in der Entwicklung der mRNA, hin zu einem Therapeutikum,
fand 1989 statt. Bis zu diesem Zeitpunkt gab es nur wenige Versuche die mRNA in
Zellen einzufthren. Die Instabilitat, der rasche Abbau und die nicht vorhandene Mdég-
lichkeit groe Mengen stabiler mMRNA zu produzieren hatten dazu gefuhrt, dass es
kaum Fortschritte in diesem Bereich gab. Zu dieser Zeit entstand die Moglichkeit grol3e
Mengen mRNA, mittels bakterieller RNA Polymerase, in vitro herzustellen. Somit an-
derte sich dieser Umstand und immer mehr Forscher*innen widmeten sich diesem
Thema. Einem Forscher*innenteam rund um Robert Malone gelang es RNA vermittelt
durch Lipofectin, einem Liposom welches ein kationisches Lipid enthalt, in Gewebe-
zellkulturen einzufihren. Dieser RNA/Lipofectin Komplex erwies sich als effektiv und
reproduzierbar. Es zeigte sich, dass er genutzt werden kann, um RNA in unterschied-
liche Zellreihen einzubringen.(73) Bereits ein Jahr spater gelang es, einer Maus in vitro
transkribierte mMRNA zu injizieren und dabei eine Genexpression auszulésen. Das
stellte einen ersten positiv verlaufenen in vivo Versuch dar und bewies, dass auf mMRNA
aufgebaute Impfstoffe funktionieren kénnen. Seither kam es zu zahlreichen techni-
schen Fortschritten vor allem in der Stabilisierung und der Verbesserung der Effektivi-

tat, bei der in vivo Verabreichung der mRNA.(74)

5.3 Vor- und Nachteile der mRNA als Tragerplattform
Das Ziel einer mRNA getragenen Impfung ist es exogene genetische Informationen in
Zellen zu transportieren, wo von den korpereigenen Zellen ein Antigen synthetisiert

wird, gegen welches eine Immunreaktion hervorgerufen wird.(75)

Die Verwendung von mRNA als Tragerplattform bringt mehrere Vorteile mit sich. Ein
erster grol3er Vorteil ist ihr ausgezeichnetes Sicherheitsprofil. So ist es der mMRNA nicht
madglich in das Genom des Menschen einzudringen, wodurch es zu keinen uner-
wulnschten Mutationen im selbigen fihren kann.(76) Ein weiterer Punkt weshalb
MRNA Impfstoffe ein hohes Sicherheitspotential haben ist, dass sie vollstandig kata-
bolisiert werden. Es verbleiben also keine Bestandteile des Vektors im Korper und die
Expression des Proteins findet ebenfalls nur voriibergehend statt. Dies bringt mit sich,
dass sie nicht die Mdglichkeit haben, die korpereigene Genexpression dauerhaft zu

beeinflussen. Des Weiteren wurden noch nie Autoimmunreaktionen gegen mRNA
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Impfstoffe nachgewiesen, das stellt einen weiteren wichtigen Sicherheitsaspekt der
MRNA Impfstoffe dar.(75) Ein weiterer Vorteil, den die mRNA etwa im Gegensatz zu
DNA Impfstoffen mit sich bringt, ist ihre im Vergleich einfache Herstellung und Reini-
gung unter GMP Bedingungen. Der Grund dafir ist, dass bei der Herstellung von DNA
bei der Reinigung des Plasmidring Reste bakterielle DNA zurlckbleibt. Fur die mRNA
Herstellung stellt dies allerdings kein Hindernis dar, weil die verwendete mRNA-Poly-
merase an Promotorsequenzen ansetzt, die keine Bestandteile der bakteriellen DNA
enthalten. Ein weiterer Vorteil ist, dass die RNA-Polymerase ein DNA-Plasmid meh-
rere hundert Mal transkribieren kann. Somit kdnnen aus geringen Mengen DNA-Plas-
mid, groe Mengen mRNA erzeugt werden.(75) Abgesehen vom Sicherheitsaspekt,
stellt mMRNA aus einem weiteren Grund eine vielversprechende Plattform dar. So kann
jedes Protein von mRNA kodiert und exprimiert werden. Potentiell kdnnen so Impf-
stoffe gegen alle mdglichen Erreger, aber auch Tumorerkrankungen, entstehen. Aber
auch Therapeutika zur Proteinersatztherapie kdnnten theoretisch auf diesem Weg ent-
wickelt werden. Um unterschiedliche Proteine herzustellen ist es nur notig die mRNA
Sequenzen zu verandern. Die chemischen und physikalischen Eigenschaften der
MRNA bleiben dabei unverandert. Das fuhrt dazu, dass mRNA Impfstoffe potentiell
extrem rasch angepasst werden kdnnen, ohne dabei neue Produktionsprozesse ent-
wickeln zu mussen. Ein weiterer Vorteil, den mRNA-Tragerplattformen gegenuiber
DNA-Tragerplattformen aufweisen ist, dass sie die Kernhille nicht passieren missen
um wirken zu kdnnen. Gegenuber Peptid und Protein basierten Impfstoffen, kdnnten
mMRNA Impfstoffe aulderdem den Vorteil haben, dass sie keine Adjuvantien zur Ver-
starkung der Wirkung bendtigen, da sie so konzipiert werden konnten, dass sie diese
selbst produzieren.(77) Es gibt allerdings auch Nachteile, die die mRNA mit sich bringt.
So stellt die kurze Halbwertszeit der mMRNA und damit auch der Proteine fir die sie
kodiert, ein Problem dar. Ein weiteres Hindernis ist die Instabilitat und der rasche Ab-
bau der mRNA. Die mRNA enthalt mehrere Regionen, welche sie anfallig gegen den
Abbau durch Exonukleosen macht. Das kann zu einer Senkung der Translationseffizi-
enz fihren. Dabei scheinen vor allem 5°-3° UTRs eine entscheidende Rolle zu spielen.
Eine Mdglichkeit um die Stabilitat zu verbessern, kdnnte sein UTRs zu verwenden,
welche sich in Untersuchungen stabiler als andere UTRs prasentiert haben. So sind
etwa die Verwendung von 3'UTRs, die fir viele Proteine wie etwa alpha-Globin, beta-
Globin oder Albumin kodieren und eine lange Halbwertszeit aufweisen, mdogliche An-

satzpunkte, um die mRNA zu stabilisieren.(78)
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5.4 Herstellung von mRNA Impfstoffen
In einem ersten Schritt muss die mMRNA synthetisiert werden. Dazu bendtigt man eine
complementary DNA (cDNA), welche mittels einer bakteriophagen RNA-Polymerase
transkribiert wird. Bei der cDONA handelt es sich um eine Form der DNA, welche mittels
des Enzyms Reverse Transkriptase aus RNA synthetisiert wird. Als cDNA dient dabei
meist plasmide DNA (pDNA), die von der RNA-Polymerase abgelesen wird. Die so
entstandene mRNA muss dann noch in einigen Schritten weiterbearbeitet werden. Die
synthetische mRNA bendétigt mindestens einen ORF, einen Cap und einen Poly-A-
Schwanz, um in eukaryotischen Zellen funktionieren zu kdnnen. Die verwendete pDNA
muss mindestens einen Promotor und eine ORF enthalten. Der Poly-A-Schwanz und
der Cap kdnnen vorhanden sein, oder erst nach der Transkription enzymatisch ange-
hangt werden. Nachdem die Transkription abgeschlossen ist, wird die pDNA Matrize
und die restliche bakterielle DNA von Desoxyribonukleasen verdaut. In einem nachs-
ten Schritt muss die so entstandene mRNA aufbereitet werden. Die mRNA liegt zu
diesem Zeitpunkt in einem Gemisch vor, welches mehrere unerwlinschte Bestandteile
enthalt. Darunter befinden sich Nukleotide, Oligodesoxynukleotide oder auch Proteine.
Diese Bestandteile werden durch Fallungs- und Extraktionsschritte aus dem Gemisch
entfernt. Des Weiteren sind auch unerwiinschte mRNA Transkripte vorhanden, welche
ebenfalls entfernt werden mussen. Dies geschieht durch einen chromatographischen
Prozess, bei dem die mRNA Bestandteile nach ihrer Grof3e aufgetrennt werden. So
konnen die Transkripte, welche klrzer und langer als die gewlnschte mRNA sind,
entfernt werden. Um eine fur therapeutische Zwecke geeignete mRNA zu erhalten,
muss diese nun noch in Hinblick auf ihre Stabilitat optimiert werden. Hierbei stehen vor
allem der Cap und der Poly-A-Schwanz, aber auch die dem ORF anliegenden UTRs
im Fokus. Es gibt die Mdglichkeit, den Cap wahrend der Transkription mittels eines
Cap Analogons einzubauen. Allerdings werden diese oft an der falschen Stelle einge-
baut, das fuhrt dazu, dass bis zu einem Drittel der entstandenen mRNA nicht transla-
tiert. Eine Mdoglichkeit dieses Problem zu l6sen ist, die mRNA ohne Cap zu transkri-
pieren und erst im Anschluss einen Cap anzufligen. Dies bringt den Nachteil mit sich,
dass in der Produktion ein zusatzlicher enzymatischer Schritt notwendig wird. Das
Problem der falsch eingebauten Caps an der Methylverbindung kann durch den Ein-
satz von ARCA verhindert werden. Diese ARCAs erlauben nur den Einbau eines Nuk-
leotids an das nicht methylierte Guanosin und garantiert so einen richtigen Aufbau. Ein
weiterer wichtiger Faktor fur die Stabilitat ist der Poly-A-Schwanz. Der Poly-A-Schwanz
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ist nach der Transkription meist schon vorhanden. Es hat sich gezeigt, dass mit zu-
nehmender Lange des Poly-A-Schwanzes eine bessere Stabilitat und eine verbesserte
Proteinsynthese erreicht werden kann. Diese Verlangerung kann man etwa durch en-
zymatische Polyadenylierung erreichen. Ein weiterer wichtiger Bestandteil der mRNA,
der zur Stabilitat und verbesserten Translation beitragt, sind die UTRs. So zeigte sich,
dass die Kombination von 5 -UTR des beta-Globin und 3'- UTRs des alpha-Globins
einen positiven Effekt haben. Die beta-Globin UTRs verbessern die Translation, wah-
rend die alpha-Globin UTRs flr eine Erhéhung der Stabilitat sorgen. In Zukunft kbnnen
durch das Screening ganzer Transkriptome, vermutlich komplett neue stabilisierende

UTRs bereitgestellt werden.

Ist die mRNA nun fertig hergestellt, muss sie ins Zytoplasma der Zielzellen gebracht
werden, damit sie ihre Wirkung entfalten kann. Hier liegt der Vorteil gegenuber der
DNA Impfstoffe darin, dass sie nur die Plasmamembran, aber nicht die Kernhille
durchdringen muss. Im Vergleich zu DNA enthalt die mRNA Uridin anstelle von Des-
oxythymidin und ist an der 2'-Position der Ribose hydroxyliert. Des Weiteren konnen
sich durch ihre Lange und ihr Vorliegen als Einzelstrang, Sekundar und Tertiarstruktu-
ren bilden, die ansonsten nicht mdglich waren und eine entscheidende Rolle beim Ein-
tritt spielen. Die mMRNA wird vermutlich zu einem groRen Teil Gber Caveolea/Lipid Rafts
aufgenommen, dies wird durch einen Scavenger Rezeptor vermittelt, der bevorzugt
negativ geladene Makromolekile erkennt und so die Internalisierung erleichtert. Ein
letzter wichtiger Punkt bei der Entwicklung ist die Angreifbarkeit der mMRNA gegen ext-
razellulare Ribonukleosen. Diese wurden die mRNA rasch abbauen und das konnte
dazu fUhren, dass die mRNA abgebaut wird bevor sie das Zytosol erreicht. Um die
mMRNA vor einem zu raschen Abbau zu schutzen, haben sich vor allem Lipide aber

auch Polymere, mit denen sie einen Komplex bilden, als beste Ansatze erwiesen.(77)

5.5 mRNA-Impfstoffe gegen SARS-CoV-2

Die ersten in der EU und somit auch in Osterreich zugelassenen Impfstoffe waren
MRNA-Impfstoffe. Dabei handelt es sich zum einen um den von Biontech und Pfizer
und zum anderen um einen vom Biotechnologieunternehmen Moderna entwickelten
Impfstoff. Der Impfstoff von Biontech und Pfizer wurde am 21. Dezember 2020 zuge-
lassen, nachdem die EMA, die Daten die vorgelegt wurden, ausreichend gepruft hatte,
um eine bedingte Zulassung zu erteilen. Der von Moderna entwickelte Impfstoff erhielt
seine Zulassung am 6. Janner 2021 und war somit der zweite bedingt zugelassene
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Impfstoff gegen SARS-CoV-2 in Osterreich.(79) Daraufhin lief in Osterreich eine grof3
angelegte Impfkampagne an. Dabei wurden 9.193.170 Millionen Impfdosen von Bion-
tech und Pfizer eingesetzt, das entspricht 75,4 Prozent der in Osterreich insgesamt
verwendeten Dosen. Anteilig wurde der Impfstoff von Moderna bei 8,8 Prozent ver-
wendet. Dies entspricht 1.407.566 Dosen. (Stand 16. Dezember 2021).(60)

5.5.1 Comirnaty (Biontech/Pfizer)
5.5.1.1 Praklinische Phase

In der praklinischen Phase wurden zwei mogliche Impfstoffe getestet. Dabei handelt
es sich um die Praparate BNT162b1 und BNT162b2. Diese zwei Impfstoffe enthalten
modRNA. Das ist eine synthetisch oder chemisch modifizierte mRNA, in der einzelne
Nukleoside durch naturlich modifizierte Nukleoside oder durch synthetische Nukleosid-
Analoga ersetzt werden. Diese modRNA wurde in Lipidnanopartikel formuliert und mit
N'-Methylpseudouridin modifiziert. Bei N'-Methylpseudouridin handelt es sich um ein
methyliertes Derivat des Pseudouridins, welches im Vergleich zu Uridin eine vermin-
derte Reaktion der angeborenen Immunantwort auslost und so zu einer verstarkten
Translation fuhrt. Die fertige modRNA kodiert fUr Bestandteile des S-Proteins.
BNT162b1 kodiert nur fur die RBD, wahrend BNT162b2 fur das vollstandige S-Protein
kodiert. BNT162b2 wurde durch die Substitution zweier Aminosaurenreste durch Pro-
lin, in seiner Prafusionskonformation fixiert. Um die Wirkung der beiden potentiellen
Impfstoffe zu testen, wurden sie BALB/c-Mausen im Rahmen einer praklinischen Stu-
die intramuskular verabreicht. Es zeigte sich, dass durch eine einzige Impfung mit ei-
nem der beiden Praparate, hohe Titer an RBD und S1 spezifischen IgG-Antikdrpern
gebildet werden konnten. Dabei stiegen die Antikorperspiegel bei den mit BNT162b2
geimpften Mausen in den ersten Tagen starker an, wohingegen bei den mit BNT162b1
immunisierten, die durchschnittichen Werte am 28. Tag hoher lagen. Eine Kontroll-
gruppe mit BALB/c-Mausen, erhielt entweder ein Placebo oder eine in Lipid-Nanopar-
tikel verpackte modRNA. Diese modRNA kodierte fir ein fir SARS-CoV-2 irrelevantes
Antigen. Es konnten in der Kontrollgruppe keine RBD oder S1 spezifischen Antikorper
nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass beide Impfstoffe eine T-Zell
Immunantwort auslésen kénnen. Es zeigten sich ein hoher Anteil an CD4+ und CD8+
T-Zellen, die IFN-y und weitere CD8+ T-Zellen, welche IL-2 bildeten. Die CD4+ und
CD8+ Immunantwort war fur beide Impfstoffe ahnlich, mit einer etwas starker ausge-
pragten IFN-y Produktion bei BNT162b2.(80)
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Um weitere Hinweise Uber die Wirksamkeit der Impfstoffe zu bekommen, wurden sie
im Tierversuch an Makaken, einer Primatengattung aus der Familie der Meerkatzen-
verwandten, getestet. Es wurden dazu Gruppen eingeteilt, denen jeweils sechs Maka-
ken zugeteilt wurden. Es gab zwei Gruppen, welche entweder zwei Dosen mit 30 pg
oder 100 pug von BNT162b1 injiziert bekamen. Zwei weitere Gruppen erhielten
BNT162b2 im selben Schema und einer weiteren Gruppe wurde eine Kochsalzldésung
injiziert. Bei BNT162b1 zeigten sich bereits nach 14 Tagen RBD spezifische IgG-Anti-
korperspiegel. Diese stiegen bis zum Ende des Beobachtungszeitraums 35 Tage nach
der Erstimpfung und sieben Tage nach der Zweitimpfung an. Im Durchschnitt lagen
sie bei BNT162b1 bei der niedrigen Dosis am 35.Tag bei 20.962 U/ml-! und bei 48.575
U/ml-' bei der hoheren Dosis. Bei den mit BNT162b2 immunisierten Makaken lag der
Wert, der mit der niedrigeren Dosis erzielt wurde, bei 23.781 U ml-' und bei 26.170 U
ml-' mit der hohen Dosierung. Des Weiteren wurde gezeigt, dass BNT162b2 eine T-
Zell Immunantwort hervorruft. Es bildeten sich dabei vor allem CD4+ T-Zellen, welche
IL-2, IFN-y und TNF produzierten. In einem weiteren Schritt wurden die sechs Affen,
die 100 ug von BNT162b1 oder BNT162b2 erhalten hatten, mit SARS-CoV-2 infiziert.
Neun weitere Makaken, welche eine Kochsalzldsung verabreicht bekamen, wurden
ebenfalls mit dem Virus infiziert. Eine weitere Gruppe von sechs Makaken, von denen
drei eine 30ug Dosis erhalten hatten, wurde mit einem Zellkulturmedium infiziert. Es
wurden nasale, oropharyngeale und rektale Abstriche enthommen und broncheoalve-
olare Lavagen durchgefuhrt. Diese Proben wurden mittels RT-gPCR auf SARS-CoV-
2-RNA untersucht. In der Kontrollgruppe wurde nach drei Tagen bei sieben von neun
Makaken virale RNA nachgewiesen. Nach sechs Tagen wurde immer noch bei vier
Makaken virale RNA nachgewiesen und bei einem weiteren lag ein unklares Ergebnis
vor. Im Vergleich dazu, konnte bei der mit BNT162b1 immunisierten Gruppe nur bei
zwei von sechs Makaken virale RNA nachgewiesen werden. Nach sechs Tagen wurde
bei keinem Affen mehr virale RNA nachgewiesen. In der BNT162b2 Gruppe konnte zu
keinem Zeitpunkt virale RNA in der broncheoalveolaren Flissigkeit festgestellt werden.
Bei den via Nasenabstrich gewonnenen Proben, wurde einen Tag nach der Infektion,
bei vier von neun Makaken in der Kontrollgruppe, ein positives PCR-Ergebnis abge-
nommen. In der mit BNT162b2 immunisierten Gruppe, konnten am ersten Tag bei funf
von sechs Makaken virale RNA nachgewiesen werden, wahrend in der BNT162b1
Gruppe kein Nachweis mdglich war. An den weiteren Kontrolltagen drehte sich dieses

Bild und es konnte keine virale RNA mehr in der BNT162b2 Gruppe nachgewiesen
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werden. In den anderen beiden Gruppen wurde dahingegen teils noch virale RNA de-
tektiert. Zum Zeitpunkt der Infektion lagen die Titer der neutralisierenden Antikorper
von 208 bis 1.185 U/ml in der BNT162b1 und von 260 bis 1.004 U/ml in der BNT162b2
Gruppe. Diese Titerspiegel veranderten sich nach der durchgemachten Infektion
kaum, wohingegen die Titerspiegel in der Kontrollgruppe nach der Infektion deutlich
anstiegen. Dies konnte ein Hinweis auf die gute Wirksamkeit der Impfung sein, da die

Infektion anscheinend in diesen Gruppen unterdrtickt wurde.(80)

5.5.1.2 Klinische Phase I/ll Studien

Nachdem die praklinischen Studien vielversprechende Ergebnisse gezeigt hatten,
wurde mit den klinischen Studien begonnen. In Deutschland und den USA wurde an
einer Studie mit 45 gesunden Erwachsenen zwischen 18 und 55 Jahren gearbeitet.
Die Proband*innen erhielten dabei im Abstand von 21 Tagen zwei Dosen des Vakzins.
Diese Dosen enthielten entweder 10 ug, 30 ug, 100 ug oder ein Placebo. Es zeigte
sich eine solide Immunantwort. Die gemessenen RBD spezifischen 1gG-Antikorper
nahmen sowohl mit der Hohe der verabreichten Dosis, als auch nach der zweiten Imp-
fung zu. Im Vergleich zu Humanseren, die von rekonvaleszenten Patient*innen min-
destens 14 Tage nach der Infektion entnommen worden waren, zeigten sich bis zu flnf
Mal héhere RBD spezifische Antikérperspiegel. Mit Blick auf das Sicherheitsprofil zeig-

ten sich leichte bis moderate Reaktionen auf die Impfung.(81)

Da sowohl BNT162b1 als auch BNT162b2 vielversprechende Ergebnisse in den prak-
linischen Studien gezeigt hatten, wurden die beiden in einer klinischen Phase 1 Studie
miteinander verglichen. Damit sollte der fur die weiteren Studienphasen geeignete
Impfstoff festgelegt werden. Hierzu wurden gesunde Erwachsene im Alter von 18 bis
55 Jahren oder von 65 bis 85 Jahren entweder mit BNT162b1 oder BNT162b2 immu-
nisiert. Die Proband*innen wurden in mehrere Gruppen aufgeteilt. Innen wurden 10
Mg, 20 ug oder 30 ug von BNT162b1 oder BNT162b2 verabreicht. Des Weiteren gab
es eine Placebogruppe und eine weitere Gruppe, die entweder 100 ug BNT162b1 oder
ein Placebo erhielten. Alle Gruppen wurden in einem zwei Stufenschema immunisiert,
wobei die zweite Dosis 21 Tage nach der ersten verabreicht wurde. So wurden insge-
samt 195 Proband*innen 13 Gruppen zugeteilt. Jede Gruppe bestand aus 15 Teilneh-
mer*innen, wobei jeweils zwolf einen Impfstoff und drei ein Placebo verabreicht beka-

men. In der Gruppe, die 100 ug BNT162b1 erhielt, wurde die zweite Dosis nicht mehr
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verabreicht, da es im Vergleich zu den anderen Gruppen zu verstarkten Nebenwirkun-
gen gekommen war. Die Impfungen wurden auch auf ihre Sicherheit und auftretende
Nebenwirkungen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die haufigste lokale Nebenwir-
kung Schmerzen an der Impfstelle waren. Diese traten innerhalb der ersten sieben
Tage nach der Impfung auf und waren selbstlimitierend. Die Proband*innen berichte-
ten dabei nach der zweiten Dosis oOfter Uber Schmerzen, als nach der ersten Impfung.
Des Weiteren wurden in den Gruppen, die BNT162b1 erhielten, etwas haufiger Uber
Schmerzen berichtet, als in den BNT162b2 Gruppen. In keiner Gruppe wurde Uber
eine schwere lokale Nebenwirkung berichtet. Bei den systemischen Nebenwirkungen
standen Fieber, Schuttelfrost und allgemeines Schwachegefuhl im Vordergrund. Bei
BNT162b1 waren die Symptome Uber alle Altersgruppen tendenziell ausgepragter als
in den BNT162b2 Gruppen und es nahmen in beiden Gruppen die Symptome mit der
Hohe der verabreichten Dosis zu. Auch hier zeigte sich, dass die Symptome nach der
zweiten Impfung ausgepragter waren als nach der ersten Dosis. Kein*e Teilnehmer*in
der Studie berichtete Uber schwere systemische Nebenwirkungen. Zur Bestimmung
der Wirksamkeit wurden zwei Werte herangezogen. Es wurden die S1-1gG-Bindungs-
antikorper und neutralisierenden Antikorper bestimmt. Die gebildeten IgG-Antikorper
waren bei beiden Wirkstoffen in ahnlichem Malde vorhanden. Wobei sie mit zuneh-
mendem Alter der Proband*innen etwas abnahmen und bei hdheren Dosen etwas ho-
her lagen. Bei der Bestimmung der 50 Prozent Neutralisationstiter, zeigten sich zwi-

schen den Gruppen ahnliche Verhaltnisse wie bei den Antikorpern.(82)

Aufgrund der bei BNT162b2 geringer ausgepragten Nebenwirkungen und dem ahnlich
guten Wirkungsprofil, wurde der Beschluss gefasst, diesen Wirkstoff in einer weiteren

grolangelegten Studie zu testen.

5.2.1.3 Klinische Phase lll Studie

Im Rahmen dieser Studie erhielten 43.488 gesunde Personen ab 16 Jahren zwei In-
jektionen mit 30 ug BNT162b2 oder ein Placebo. 21.720 Personen erhielten im Ab-
stand von 21 Tagen 30 ug BNT162b2. Eine weitere Gruppe, die aus 21.728 Personen
bestand, erhielt im gleichen Abstand zwei Injektionen mit einer Kochsalzlésung. Die
Studie sollte die Sicherheit und Wirksamkeit der Impfung zeigen. In Bezug auf die Si-
cherheit zeigte sich, dass mehr lokale Reaktionen in der BNT162b2 Gruppe als in der
Placebogruppe auftraten. Die haufigsten Nebenwirkungen waren Schmerzen an der
Einstichstelle. Diese waren bei Uber 55-jahrigen weniger ausgepragt, als bei jungeren
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Proband*innen. Die Beschwerden traten sowohl nach der ersten als auch nach der
zweiten Dosis in ahnlichem Ausmal auf. So zeigten nach der ersten Dosis 83 Prozent
der Proband*innen, die jinger als 55 Jahre waren, lokale Reaktionen. Nach der zwei-
ten Dosis lag dieser Anteil bei 78 Prozent. Die lokalen Symptome wurden alle als leicht
bis moderat eingestuft. Kein*e Proband*in berichtete Uber schwerwiegende lokale Ne-
benwirkungen. Systemische Nebenwirkungen kamen ebenfalls bei den jungeren Pro-
band*innen vermehrt vor. Auch hier zeigte sich, dass gehauft nach der zweiten Dosis
uber Nebenwirkungen berichtet wurde. Die haufigsten systemischen Nebenwirkungen
waren Abgeschlagenheit und Kopfschmerz mit bis zu 59 Prozent, wobei diese Symp-
tome auch von 24 Prozent der Placeboproband*innen berichtet wurden. Des Weiteren
wurde bei 16 Prozent der jingeren und bei 11 Prozent der alteren Teilnehmer*innen,
Fieber Uber 38 Grad berichtet. Allgemein nahmen die Symptome mit zunehmendem
Alter ab. In einem zweimonatigem Nachbeobachtungszeitraum konnten keine schwer-
wiegenden Ereignisse mit dem Vakzin in Verbindung gebracht werden. Zur Bestim-
mung der Wirksamkeit wurden die Vakzingruppe und die Placebogruppe auf aufgetre-
tene SARS-CoV-2 Infektionen miteinander verglichen. Diese Infektionen mussten min-
destens sieben Tage nach der zweiten Impfung auftreten und es wurden nur Personen
in diese Statistik aufgenommen, bei denen kein Hinweis auf eine bereits durchge-
machte SARS-CoV-2-Infektion bestand. Dabei konnte bei acht Teilnehmer*innen der
BNT162b2 Gruppe eine Infektion mit SARS-CoV-2 nachgewiesen werden. Im Ver-
gleich dazu trat im selben Zeitraum bei 162 Teilnehmer*innen der Placebogruppe eine
Infektion mit SARS-CoV-2 auf. Dies fuhrt zu einer errechneten Wirksamkeit des Vak-
zins von 95 Prozent. Bei Anwendung eines 95 prozentigen Konfidenzintervalls liegt die
angegebene Wirksamkeit zwischen 90,3 und 97,6 Prozent. Die errechnete Wirksam-
keit im Zeitraum zwischen der ersten und zweiten Impfung lag bei 52 Prozent. In die-
sem Intervall waren bei den geimpften Proband*innen 39 Falle aufgetreten, wahrend

in der Placebogruppe 82 Personen positiv getestet wurden.(83)

5.5.2 Spikevax (Moderna)
5.5.2.1 Klinische Phase | Studien

Bereits 24 Stunden nachdem die isolierte Sequenz von SARS-CoV-2 bekannt wurde,
gelang den Entwickler*innen dieses Impfstoffes ein erster Durchbruch. Es ist bereits
bei der Forschung an moglichen MERS Impfstoffen aufgefallen, dass eine Substitution
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von zwei Prolinsequenzen an der zentralen Helix und dem HR1 eine Stabilisierung des
S-Proteins in seiner Prafusionskonformation ermaoglicht. Dieses Wissen machte man
sich zu Nutze und erschuf so ein im Prafusionszustand stabilisiertes SARS-CoV-2 S-
Protein, namens SARS-CoV-2 S-2P. Bereits funf Tage spater konnte mit der Produk-
tion eines Impfstoffes namens mMRNA-1273 begonnen werden. Dieser Impfstoff be-
stand aus mRNA, die in Lipidnanopartikel eingebettet war und fur SARS-CoV-2 S-2P
kodierte. In einer ersten Studie wurden Mause in einem dreiwdchigen Intervall immu-
nisiert. Dabei wurden sie mit 0.01 ug, 0.1 pg oder 1 yg mRNA-1273 immunisiert. Mit
allen verwendeten Dosierungen konnte eine S-Protein spezifische Immunantwort her-
vorgerufen werden. Die HOhe der gemessenen Antikorperspiegel stieg mit Zunahme
der Dosierung an. Des Weiteren konnten neutralisierende Antikdrper nachgewiesen

werden, die ebenfalls mit zunehmender Dosierung anstiegen.(84)

In einer weiteren im Anschluss durchgefuhrten Studie wurde mRNA-1273 an Rhesus-
affen, welche zur Gattung der Makaken gehdren, getestet. Insgesamt wurden 24 Affen
in Dreiergruppen eingeteilt. Innerhalb der Gruppen bekam ein Affe in einem vierwochi-
gen Intervall jeweils zwei Dosen mit 10 pug, 100 yg MRNA-1273 oder ein Placebo. Vier
Wochen nach der zweiten Dosis wurden die Affen mit SARS-CoV-2 infiziert. Daraufhin
wurden broncheoalveolare Lavagen durchgeflhrt und Nasenabstriche vorgenommen.
Das so gewonnene Material wurde mittels PCR auf virale RNA untersucht. Zwei Tage
nach der Infektion wurde in beiden mMRNA-1273 Gruppen keine virale RNA in der bron-
cheoalveolaren Flussigkeit nachgewiesen. Dahingegen wurde bei allen acht Affen der
Placebogruppe virale RNA in der broncheoalveolaren Flussigkeit detektiert. Bei den
nasalen Abstrichen zeigte sich zwei Tage nach Kontakt mit dem Virus ein etwas an-
deres Bild. Hier wurde bei funf Affen in der 10 pg Gruppe und bei keinem in der 100
Mg Gruppe virale RNA nachgewiesen, wahrend sie in der Placebogruppe bei sechs
Affen nachweisbar war. Es wurden auch die SARS-CoV-2 S-2P spezifischen IgG-An-
tikdrper und die neutralisierenden Antikorper gemessen. Beide lagen in der 100 pg
Gruppe vier Wochen nach der zweiten Impfung, deutlich hoher als in der 10 ug
Gruppe.(85)

5.2.2.2 Klinische Phase l/ll Studien

Bereits 66 Tage nach Ausbruch der Pandemie wurde in einer ersten klinischen Studie

MRNA-1273 an gesunden Erwachsenen im Alter von 18 bis 55 Jahren getestet. Den
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Proband*innen wurden dabei zwei Dosen des Vakzins im Abstand von 28 Tagen ver-
abreicht. Es wurden unterschiedliche Gruppen gebildet, in welchen 25 ug, 100 pg oder
250ug verwendet wurden. Es erhielten 45 Proband*innen eine erste Dosis. Drei der
Proband*innen schieden aufgrund unterschiedlicher Grinde aus der Studie aus und
konnten keine zweite Dosis erhalten. Eine Person aus der 25 ug Gruppe, hatte funf
Tage nach der ersten Impfung Urtikaria an beiden Beinen entwickelt und bei den bei-
den anderen wurden SARS-CoV-2 Infektionen vermutet, welche sich allerdings nicht
bestatigten. Das Nebenwirkungsprofil der Impfung zeigte sich im Hinblick auf systemi-
sche Reaktionen nach der zweiten Impfung verstarkt. So berichteten hier in den 100
Mg und 250 pg Gruppen alle Teilnehmer*innen Gber systemische Beschwerden. Diese
wurden allerdings alle als leicht bis moderat angegeben. Uber hohes Fieber wurde bei
keinem oder keiner der Proband*innen nach der ersten Impfung berichtet. Allerdings
hatte ein mannlicher Proband, nach der zweiten Impfung mit 250 uyg mRNA-1273, Fie-
ber Uber 39,6 Grad Celsius und das entspricht einem schwerwiegenden Ereignis. Die
meisten beschriebenen lokalen Reaktionen waren Schmerzen an der Einstichstelle
und wurden als leicht bis moderat angegeben. Im Hinblick auf die Wirksamkeit, konn-
ten nach der ersten Impfung ahnlich hohe IgG-Antikdrperspiegel erreicht werden, wie
unter einer Vergleichsgruppe seropositiver Genesener. Nach der zweiten Impfung la-
gen die Antikérperspiegel in allen Gruppen Uber den Werten, die die Genesenen er-
reichten. Die hochsten Werte wurden in der Gruppe erzielt, welche mit 100 uyg mRNA-
1273 geimpft wurde.(86)

Aufgrund der vorliegenden Daten, welche suggerierten, dass zwei Dosen mit 100 ug
MRNA-1273 eine ausgezeichnete B- und T-Zell Immunantwort hervorrufen und ein
gegenuber hoheren Dosen besseres Nebenwirkungsprofil vorweisen, wurde eine wei-

tere grollangelegte Phase 3 Studie mit dieser Dosierung durchgefuhrt.(86)

5.2.2.3 Klinische Phase lll Studie

In dieser Studie wurden 30.420 Teilnehmer*innen in einem 1:1 Verhaltnis entweder
einer Placebogruppe oder einer Gruppe, die das Vakzin erhielt, zugeteilt. In der Vak-
zingruppe wurden im Abstand von 28 Tagen zwei Dosen mit 100 yg mRAN-1273 ver-
abreicht. In Bezug auf die Nebenwirkungen zeigte sich, dass bei lokalen Symptomen
vor allem Schmerzen im Bereich der Impfstelle auftraten. Dies kam bei 84 Prozent der
Proband*innen nach der ersten und bei 88 Prozent nach der zweiten Impfung vor.
Diese Ereignisse wurden grofdteils als leicht bis moderat beschrieben. Systemische
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Nebenwirkungen traten vermehrt nach der zweiten Impfung auf, bei der 80 Prozent
der Teilnehmer*innen Uber Nebenwirkungen berichteten. Sowohl lokale als auch sys-
temische Nebenwirkungen traten bei Teilnehmer*innen, die jinger als 65 Jahre waren,
vermehrt auf. In einer ersten Nachbeobachtungsphase konnten zwischen den beiden
Gruppen keine statistisch signifikanten Hinweise auf einen Unterschied in schweren
behandlungsbedurftigen Ereignissen und Todesfallen nach der Impfung gefunden
werden. Zur Untersuchung der Wirksamkeit wurden die beiden Gruppen auf das Auf-
treten einer SARS-CoV-2-Infektion verglichen. Bis zum 15. November 2020, an dem
der primare Endpunkt der Studie definiert war, wurde bei elf Personen in der Vakzin-
gruppe eine Infektion nachgewiesen. Im Vergleich dazu, wurden in der Placebogruppe
185 Falle bestatigt. Dies fuhrt zu einer errechneten Wirksamkeit der Impfung von 94,1
Prozent. Bei einem Konfidenzintervall von 95 Prozent, lag die angegebene Schutzwir-

kung des Impfstoffes zwischen 89,3 und 96,8 Prozent.(87)

6 Mogliche zukunftige Einsatzgebiete der mRNA

Das grofdte Potential der mRNA als Tragerplattform wird im Bereich der Immuntherapie
gesehen. Hierbei stehen vor allem die Entwicklung von Impfstoffen gegen Infektions-

krankheiten und der Einsatz in der Tumortherapie im Zentrum der Forschung.(74)

6.1 mRNA Transportsysteme

Um potente Immunantworten hervorrufen zu kénnen, ist es noétig die mRNA in das
Zytoplasma der Zellen zu bringen. Allerdings ist das mRNA Molekul nicht klein genug
um die Zellmembran durch freie Diffusion zu GUberwinden. Ein weiterer Faktor, der ein
erschwertes Eindringen in die Zelle begunstigt ist, dass sowohl die mRNA als auch die
Zellmembran negativ geladen sind. Um diese Probleme zu l6sen sind Transportsys-

teme notig, welche der mRNA in das Zytoplasma verhelfen.(74)

6.1.1 Elektroporation
Eine Moglichkeit die Effektivitat der mRNA zu erhdhen sind physikalische Methoden.

So kann in etwa mittels Elektroporation ein Spannungsimpuls erzeugt werden, der den
Arzneimittelfluss bei transkutaner und intrazellularer Genabgabe erhoht. Darlber hin-
aus kann die Elektroporation als Adjuvans dienen, weil dadurch proinflammatorische
Zellen aktiviert werden und die Zytokinproduktion gesteigert wird. Eine weitere physi-
kalische Mdglichkeit um den Transport zu verbessern ist die Genkanone. Dabei wird
mit goldenen Nanopartikel beschichtete exogene DNA, unter Einsatz von Helium, als
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Beschleunigungskraft direkt in Hautepithelzellen geschleudert.(88) Allerdings kommen
physikalische Verfahren bei Menschen und groeren Tieren kaum zum Einsatz. Phy-
sikalische Wege zur mRNA Abgabe konnen die Aktivitat von Zellen verandern und
einen abnormalen Zelltod einleiten, weswegen sie potentiell gefahrlich und vermutlich

ungeeignet zur Anwendung am Menschen sind.(74)

6.1.2 Dentritische Zellen (DCs)

Eine weitere Moglichkeit mRNA effizienter in den Korper einzuschleusen besteht darin,
MRNAs in vitro in DCs zu transferieren. Diese DCs werden dann in den Wirtskorper
transferiert und kénnen Antigene Uber den Haupthistokompatibilitatskomplex, an
CD4+ und CD8+ T-Zellen prasentieren. Diese Methode kam bisher vor allem in prak-
linischen Experimenten und Tiermodellen zum Einsatz und wurde hauptsachlich im
Forschungsfeld der Tumorbehandlungen angewandt. Bei der alleinigen Anwendung
der DCs Endozytose, ist die Transfektionsrate allerdings auferst gering. Deswegen
konnen andere Verfahren wie die Elektroporation eingesetzt werden, um die Transfek-
tionsrate zu verbessern. Da dieses Verfahren einen zeit- und kostenaufwendigen Pro-
duktionsprozess mit sich bringt, ist es fur die Entwicklung von Impfstoffen, welche

rasch und in grol3er Menge gebraucht werden, nicht optimal geeignet.(74)

6.1.3 Protamin

Ein grol3er Vorteil der mRNA als Impfstoff, ist ihnre Fahigkeit sowohl eine antigenspezi-
fische Immunantwort auslésen zu kdnnen, als auch das angeborene Immunsystem zu
aktivieren. Um dieses Potential voll auszuschdpfen, kann die mRNA einen Komplex
zum Beispiel mit einer kationischen Verbindung, wie Protamin, bilden. Je nach Zusam-
menstellung dieses Komplexes, kann die Bindung an spezifische Rezeptoren, welche
die angeborene Immunantwort aktivieren, beeinflusst werden. So zeigte sich in Stu-
dien bei einem 1:1 Verhaltnis von mRNA zu Protamin eine erhdhte Zytokinsekretion.
Dies flihrte allerdings auch zu einer beinahe vollstandigen Unterdriickung des von der
MRNA kodierten Proteins. In einer Studie, die an Mausen durchgeflihrt wurde, zeigte
sich bei der Verwendung eines mRNA-Protamin-Komplexes im Verhaltnis von 1:2 eine
starke Stimulation des angeborenen Immunsystems. Allerdings ging damit eine starke
Hemmung der Proteinexpression einher. Um dieses Problem zu I6sen, wurde ein
Zweikomponentenimpfstoff, welcher zu 50 Prozent aus freier mRNA und zu 50 Prozent

aus einem mRNA-Protamin-Komplex im Verhaltnis 1:2 besteht, getestet. Es zeigte
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sich dabei, dass sich die beiden Komponenten nicht vermischten und Uber unter-
schiedliche endozytische Wege in die Zellen aufgenommen wurden. Auf3erdem konnte
so sowohl die Proteinexpression gewahrleistet werden, als auch das angeborene Im-
munsystem aktiviert werden.(89) Ein weiterer Vorteil eines mRNA-Protamin-Komple-

xes, ist der Schutz der mRNA gegen zirkulierende Ribonukleosen.(74)

6.1.4 Lipid-Komplex

Eine der am weitesten fortgeschrittenen Methoden zum Transport von mRNA sind die
kationisch lipidbasierten Abgabesysteme, die auch bei den bereits zuvor beschriebe-
nen SARS-CoV-2 mRNA Impfstoffen eingesetzt wurden. Kationische Liposome bilden
dabei mit Nukleinsauren einen elektrostatischen Komplex. Dieser kationische Lipid-
MRNA-Komplex und weiter Praparate konnen einen 80 bis 200 nm grof3en Nanopar-
tikel, der als LNP bezeichnet wird, bilden. Dieser LNP besteht aus kationischen Lipi-
den, Phospholipiden, Cholesterin und Polyethylenglykol. Die kationischen Lipide for-
dern durch lonisierung eine Freisetzung der mRNA im Zytoplasma. Phospholipide un-
terstitzen die Nanopartikel, um eine Lipiddoppelschicht zu bilden und Cholesterin
dient dazu die Stabilitat der LNP zu erhéhen. Die mRNA sitzt im Kern der LNP und
wird so vor Abbau durch Ribonukleasen geschutzt. Des Weiteren ermoglicht die Lipo-
philie des LNP eine Fusion mit der Wirtszellmembran und die mRNA wird durch Endo-

zytose in die Zelle transportiert.(74)

6.2 mRNA-Impfstoffe gegen Infektionskrankheiten

Mit traditionellen Impfstoffen, wie attenuierten Lebendimpfstoffen, Untereinheitsimpf-
stoffen oder inaktivierten Impfstoffen, konnte aktuell gegen einige Infektionskrankhei-
ten wie HIV oder Tuberkulose keine suffiziente Schutzwirkung erreicht werden. Des
Weiteren sind diese Impfstoffe kaum geeignet um rasch auf ausbrechende Pandemien
zu reagieren, da ihre Entwicklung und Herstellung zu viel Zeit bendtigt. Fur diese Ein-
satzgebiete scheinen mRNA-Impfstoffe eine vielversprechende Option darzustellen.
Es befinden sich auch bereits zahlreiche Impfstoffe in praklinischen oder klinischen
Testphasen. Neben den bereits zugelassenen Impfstoffen mMRNA1273 und
BNT162b2, sind mRNA Impfstoffe gegen HIV, Rabies, Influenza, Zika-Virus und das

Zytomegalievirus in klinischen Testphasen.(74)
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6.3 mRNA Impfstoffe als Tumortherapie

Die Immuntherapie ist ein rasant wachsendes Gebiet in der Tumortherapie. Die Cha-
rakteristika, die die Immuntherapie bei Tumorpatient*innen mit sich bringt, sind die
hohe Spezifitat, gute Effizienz und anhaltendende Antitumorantworten durch Stimulie-
rung des eigenen Immunsystems des*der Patient*in. Vakzine, die gegen Tumore ge-
richtet sind, kdnnten prophylaktisch oder als Therapeutikum angewendet werden. Sie
mussen eine humorale oder zellulare Immunantwort hervorrufen und sollten DCs und
T-Zell Immunantworten aktivieren konnen. Ein weiterer Vorteil ist, dass durch den Ein-
satz von Antigenen, welche spezifisch fur die Tumorzellen der Patient*innen sind, eine

im hochsten Grade individuelle Behandlung ermdglicht werden kdnnte.(88)

Die Krebsimmunitat wird hauptsachlich durch gegen mutierte Neoantigene gerichtete
T-Zellen getrieben. Allerdings ist die spontane Immunerkennung von Mutationen bei
Tumorpatient*innen limitiert, weshalb eine Unterstlitzung des Immunsystems natig ist.
Dies konnte durch die Produktion von mittels mRNA kodierten Neoantigenen ermog-
licht werden.(90) Die Entwicklung mutationsspezifischer Impfstoffe ist aktuell dahinge-
hend limitiert, dass sie nur bei haufig vorkommende Neoantigene verwendet werden
konnen. Um Uberhaupt eingesetzt werden zu kdnnen, mussen diese Mutationen bei
der*dem Patient*in vorhanden sein. Somit sind diese Methoden nicht bei allen Pati-
ent*innen anwendbar und wirken auch nur gegen ein einziges mutiertes Neoantigen.
Mit der Entwicklung des NGS zeigte sich, dass menschliche Tumore aus mehreren
tausend Mutationen bestehen kdonnen. Des Weiteren wird vermutet, dass bei jedem
Tumor eine gewisse Anzahl an Mutationen potentiell von MHC-Klasse-I| prasentiert
werden kann. In einem Mausmodell wurde ein Impfstoff eingesetzt, der mittels mMRNA
fur tumorspezifische Mutationen kodiert. Die Mutationen waren daftr durch NGS iden-
tifiziert worden. Dabei zeigte sich, dass bei mMRNA Impfstoffen, die fir MHC-Klasse-II-
Neoepitope kodierten, das Wachstum von Melanomen und Darmkrebs kontrolliert wer-
den konnte. Es sollte in Zukunft moglich sein, durch rechnerische Vorhersagen rele-
vanter MHC-Klasse-II-Neoepitope, eine schnelle Herstellung von Poly-Neoepitop-
MRNA-Impfstoffen zu ermdglichen. So kdnnte in Zukunft ein prophylaktischer und the-
rapeutischer Einsatz von mRNA Impfstoffen in der Tumortherapie mdglich werden.(91)

Dieses Prinzip der Impfstoffentwicklung gegen Tumorerkrankungen wurde auch schon

bei Menschen getestet. Bei 13 Patient*innen mit Melanomen der Stufe drei bis vier,
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wurden nicht synonyme Mutationen aus Blutproben und Biopsien identifiziert. Die ent-
deckten Mutationen wurden nach der Hohe der Wahrscheinlichkeit, eine hohe Affinitat
fur MHC-1 und MHC-II Klassen zu haben, geordnet. Aufgrund dieser Wahrscheinlich-
keit, wurden fur jede*n Patient*in spezifische mRNA-Impfstoffe entwickelt, die flr diese
Neoepitope kodierten. Die Impfstoffe wurden ultraschallgezielt in die Leistenlymphkno-
ten injiziert. Es wurden dabei pro Patient*in, mindestens acht und bis zu maximal 20
Impfdosen verabreicht. Die Anwendung |6ste bei keinem oder keiner der Patient*innen
eine schwere Nebenwirkung aus. Gegen 60 Prozent der eingesetzten Neoepitope wur-
den T-Zell Immunantworten detektiert und jede*r Patient*in entwickelte mindestens
gegen drei Mutationen T-Zell Immunantworten. Acht Patient*innen blieben im Be-
obachtungszeitraum, der bis zu zwei Jahren dauerte, rezidivfrei. Die anderen funf Pa-
tient*innen hatten kurz vor der Impfung, trotz Ausschépfung der Standardtherapiever-
fahren, fortschreitende Verlaufe. Ein mannlicher Patient hatte ein vollstandiges An-
sprechen auf die Impfung und blieb bis zu Ende der Therapie rezidivfrei. Ein weiterer
hatte eine vollstandige Regression in Kombination mit einer PD-1 Blockade. Bei zwei
Patient*innen zeigte sich eine Stabilisierung des Tumors nach der Impfung. Ein mann-
licher Patient hatte trotz Impfung einen progressiven Verlauf und verstarb an der Er-
krankung. Es zeigte sich allerdings, dass die Anwendung spezifischer Impfstoffe eine
Madglichkeit fur Tumortherapien sei kdnnte und weitere Forschung in diesem Bereich

unbedingt betrieben werden sollte.(90)

Ein Problem, welches Immuntherapien in der Tumortherapie prasentieren, ist die Ab-

hangigkeit der Therapie von den individuellen Immunreaktionen der Patient*innen.(88)

6.4 Auf mRNA basierende passive Immuntherapie

In vielen Bereichen haben mononukleale Antikdrper mittlerweile Einzug in die Behand-
lung von Krankheiten gehalten und stellen einen in den letzten Jahren rasant wach-
senden Markt dar. Bei Autoimmunerkrankungen, Infektionskrankheiten, Osteoporose,
Hypercholesterinamie oder in der Tumortherapie werden sie bereits erfolgreich in der
Therapie eingesetzt. Hohe Produktionskosten und die Notwendigkeit einer haufigen
systemischen Anwendung, stellen zurzeit oft Hindernisse flr einen breiten Einsatz die-

ser Therapie dar. Dieses Problem kdnnte in Zukunft durch mRNA-Technologien gelost

59



werden. Man konnte Patient*innen Nukleotidsequenzen verabreichen, die fir mono-
nukleale Antikorper kodieren und so die in vivo Produktion von mononuklealen Anti-
koérpern ermdglichen. In praklinischen Studien konnten bereits mononukleale Antikor-
per gegen HIV, Tumorzellen oder auch Botulinumtoxin gebildet werden, ohne dabei

toxische Nebenwirkungen zu produzieren.(92)

6.5 Herausforderungen in der Entwicklung

In den letzten Jahren sind enorme Fortschritte in der Entwicklung von mRNA-Impfstof-
fen gemacht worden. Trotzdem bleibt noch viel Raum flr Verbesserungen und Inno-

vationen.

So ist zurzeit noch nicht ausreichend erforscht, wie sich unterschiedliche mMRNA-Kom-
plexe auf die Immunreaktionen auswirken und bei welchen Krankheiten sie am besten
einzusetzen sind. Dies zeigt sich dadurch, dass die Immunreaktion sehr stark von un-
terschiedlichen Variablen beeinflusst werden kann. So kdnnen durch Veranderungen,
wie der Modifizierung von Nukleosiden, Reinigung und Modifizierung der mRNA, int-
razellularer RNA-Replikation oder dem verwendeten Transportmedium, unterschiedli-
che Zytokin- und Chemokinmilieus entstehen. Diese beeinflussen in weiterer Folge die
Grofde und Qualitat der T- und B-Zellreaktion. So scheint es wahrscheinlich, dass nicht
unbedingt fur jede Krankheit eine bestimmte Zusammenstellung der mRNA passend
ist.(93)

Eine weitere Herausforderung kdnnte die teilweise auftretende Diskrepanz zwischen
erfolgreichen Versuchen in Tiermodellen und anschlieBenden Misserfolgen in huma-
nen Versuchen darstellen. So gezeigt etwa bei der Entwicklung von mRNA-Vakzinen
gegen Rabies und Influenza. Hier wurden in praklinischen Studien vielversprechende
Ergebnisse erzielt. Bei der Anwendung der Impfstoffe am Menschen wurden allerdings
nur sehr niedrige Spiegel an neutralisierenden Antikdrpern gebildet. Das wirft die
Frage auf, ob mMRNA-Impfstoffe bei Menschen anders wirken als bei Tieren und ob bei
Menschen andere biologische Anspriche bestehen, um eine potente Immunantwort

auszuldsen.(93)

Es wird auch wichtig sein, die Immunogenitat von mRNA-Impfstoffen genau zu verste-
hen. Ein gutes Beispiel dafir ist die Wirkung von Typ I-IFNs. Es konnte gezeigt wer-

den, dass die Wirkung von Typ I-IFN bei selbstamplifizierenden mRNA-Impfstoffen von
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Nachteil ist. Wenn man die Typ I-IFN Rezeptoren blockiert fuhrt dies zu einer Verbes-
serung der Expression von durch mRNA kodierten Proteinen und der entstehenden T-
und B-Zell Immunantwort. In Hinblick auf die Tumorforschung zeigte sich dahingegen,
dass eine IFN Signalisierung bei der Anwendung von unmodifizierten mMRNA-LNP

Impfstoffen, essentiell flr eine optimale antitumorale Immunitat ist.(93)

7 Diskussion

SARS-CoV-2 ist eine der grof3ten Herausforderung, welche die Gesellschaften und die
Gesundheitssysteme vieler Lander in den letzten Jahrzehnten erlebt haben. Nachdem
das Virus Ende Dezember 2019 erstmals in Wuhan nachgewiesen wurde, begann ein
Wettlauf gegen die Zeit, um ein Medikament oder eine Impfung gegen Sars-CoV-2 zu

entwickeln.(1)

Da die beiden humanpathogenen Viren MERS und SARS-CoV dem SARS-CoV-2 Vi-
rus in ihrer Struktur am ahnlichsten sind, fokussierten sich viele Entwicklungsteams
auf das S-Protein als Ansatzpunkt fur die Impfung. Bereits bei SARS-CoV und MERS
hatte dieses Strukturprotein in praklinischen und klinischen Phase 1 Studien vielver-
sprechende Ergebnisse geliefert.(26)(27)(28)(29)(30)(31)(32)

Um eine rasche Entwicklung und Herstellung von Impfstoffen zu erméglichen, sind
bisher verwendete Impfstoffe wie attenuierte Lebendimpfstoffe, Untereinheitenimpf-
stoffe oder inaktivierte Impfstoffe schlecht geeignet, da sie nicht schnell genug in gro-
Ren Mengen produziert werden konnen und die Entwicklung zu lange dauert. Im Ge-
gensatz dazu, eroffnen neue Methoden der Impfstoffentwicklung Moglichkeiten rasch
auf pandemische Ereignisse zu reagieren. Bei der Entwicklung der SARS-CoV-2 Impf-
stoffe, rickten rasch Vektorimpfstoffe und mRNA-Impfstoffe in den Mittelpunkt der For-
schung. Besonders die mRNA-Impfstoffe ermdglichen eine rasche Entwicklung, hohe
Effektivitat, ein hohes Sicherheitsprofil und niedrige Produktionskosten.(92)(74)

Bereits wenige Tage nach dem Ausbruch der Pandemie konnte mit Hilfe der mRNA-
Technologie ein erster Impfstoff hergestellt werden. Etwa drei Monate nach Beginn der
Pandemie befand sich bereits ein erster Impfstoff in einer ersten klinischen Phase.
Dieser rasche Fortschritt in der Entwicklung wurde durch die neuen Technologien erst
moglich.(83)(84)(85)
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Durch den enormen Einsatz, der weltweit in die Forschung gesteckt wurde, konnten
zum aktuellen Zeitpunkt bereits vier Impfstoffe gegen SARS-CoV-2 zugelassen wer-
den. In ihren praklinischen und klinischen Studien zeigten alle vier Impfstoffe eine sig-
nifikante Wirkung und ein gutes Sicherheitsprofil.(87)(83)(64)(67)

Vor allem die in dieser Arbeit gesondert behandelten mRNA-Impfstoffe, scheinen auf-
grund der grol3en Variabilitat, die diese Impfstoffe potentiell ermdglichen, ein grolRes
Zukunftspotential in zahlreichen weiteren Bereichen zu haben. So sollte es mdglich
sein, jedes Protein mithilfe dieser Technologie in vivo zu produzieren, da daflr im Prin-
zip nur eine Anpassung der Nukleotidsequenz noétig ist. Allerdings stellte sich in prak-
linischen und klinischen Studien heraus, dass mehrere weitere Faktoren, wie die Kon-
figuration oder auch das verwendete Transportmedium, die Reaktionen des Korpers

sehr stark beeinflussen kdnnen.(72-90)

Potentielle zuklnftige Einsatzgebiete der mRNA-Impfstoffe kbnnen der prophylakti-
sche Einsatz bei Infektionskrankheiten und Tumorerkrankungen sein. Aber auch als
Therapeutikum, vor allem in der Tumortherapie, kdnnen grof3e Hoffnungen auf mMRNA
basierende Therapeutika gesetzt werden, wenn die vielversprechenden Ergebnisse

aus praklinischen und ersten klinischen Studien umgesetzt werden kénnen.(72-90)

Es wird interessant zu beobachten sein, wie sich die bereits entwickelten Impfstoffe
gegen SARS-CoV-2 in den Nachbeobachtungsphasen prasentieren, um weitere wich-
tige Informationen Uber diese Technologien zu erlangen. Zusatzlich wird es weitere
Forschungsarbeiten in diesem Themengebiet brauchen, um die Mechanismen genau
zu verstehen und so eine breite Anwendung in verschiedenen Themenbereichen der

Medizin zu ermdéglichen.(90)
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