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IMMUNOLOGIE

Impfstoffe gegen SARS-CoV-2 -

eine Ubersicht

Selbst verwandte Impfstoffe kénnen auf molekularer Ebene unter-
schiedlich aufgebaut sein. Anhand aktueller Beispiele soll hier das
Design einiger Impfstoffe gegen SARS-CoV-2 vorgestellt werden.

Eine besondere Bedeutung bei der

Bekimpfung von SARS-CoV-2 haben

mRNA-Impfstoffe. Dabei dhneln sich

die Impfstoffe von Curevac (CVn-

CoV), BioNTech/Pfizer (BNT162b2)

und Moderna (mRNA-1273) sehr

stark. Sie enthalten jeweils eine
nicht selbst-amplifizierende mRNA,
die aus verschiedenen Elementen

besteht (Abbildung 1):

- Die mRNAs von Eukaryoten
tragen an ihrem 5'-Ende ein
7-Methylguanosin-Triphosphat-
Cap (m’G). Manchmal, wie etwa
bei Metazoen, ist zudem die
Erste auf das Cap folgende Base
methyliert. In diesem Fall spricht
man von einer Cap-1-Struktur.
Auch die mRNAs der Impfstoffe
haben ein solches Cap-1 [1, 2].
Andernfalls wiirden die Korper-
zellen Abwehrreaktionen gegen
die als fremd erkannte Nuklein-
sdaure einleiten.

- Umrahmt ist die fiir das Spike-Pro-
tein kodierende Sequenz von je
einer nicht-translatierten Region
am 5'- und am 3'-Ende (5'-UTR
und 3'-UTR) [1-3]. Dafiir wer-
den Sequenzen ausgewihlt, die
eine moglichst grofle Stabilitit
und Translationseffizienz sicher-
stellen sollen.

- Der fiir das Spike-Protein kodie-
rende Bereich wurde von BioN-
Tech und Moderna an den , Dia-
lekt“ des menschlichen geneti-
schen Codes angepasst, um eine
besonders effiziente Translation
zu ermoglichen [2, 4]. Zugleich
fithrt dies auch zu besonders
stabilen mRNAs, die erst spit
abgebaut und damit lange
translatiert werden. Die Uridin-
reste der mRNA wurden durch
N'-Methylpseudouridin (m1¥)
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ersetzt (Nukleosid-modifizierte
RNA, modRNA), da diese keine
Abwehreaktion der Zelle hervor-
rufen und zudem fiir eine effizi-
ente Translation sorgen [1, 2, 5].
Der von Curevac entwickelte
mRNA-Impfstoff ist ebenfalls
Codon-optimiert, enthilt aber
keine chemisch modifizierten
Nukleotide [6].

Zwei Aminosiuren, ein Lysin-
rest an der Position 986 und

ein Valinrest an der Position
987, die sich an der Grenze zwi-
schen dem Heptadenmuster 1
(HR1) und der Zentralhelix der
C-terminalen Untereinheit des
Spike-Proteins befinden, wurden
bei den Spike-Proteinen der
Impfstoffe jeweils durch Prolin-
reste ersetzt (S-2P): Prolin ist die
einzige proteinogene Aminosiure,
die eine sekundire, d.h. in einen
heterozyklischen Fiinferring
eingebettete Aminogruppe be-
sitzt. Dadurch wird die Bewe-
gungsfreiheit der Peptidkette
eingeschrinkt. Sie erfihrt einen
obligatorischen ,Knick“. In einer
o-Helix konnen sich so fiir die
Stabilitit der Helix notwendige
Wasserstoffbriicken nicht mehr
ausbilden. Prolin wird daher
auch als ,Helixbrecher“ bezeich-
net. Beim Spike-Protein fiihrt dies
zur Fixierung in der besonders

Kozak-Box mit

Cap-1
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immunogenen Prifusionskonfor-
mation, da sich bei der Postfu-
sionskonformation das Heptaden-
muster und die Zentralhelix zu
einer einzigen, langen o-Helix
vereinen [1, 2, 6-8].

- Wie bei eukaryotischen mRNAs
ublich ist das Startcodon in eine
Kozak-Box eingebettet, die es
dem Ribosom erlaubt, das Start-
codon zu identifizieren [9b].

- Am 3'-Ende der mRNA befindet
sich der bei Eukaryoten zur
Stabilisierung benotigte PolyA-
Schwanz [2, 10].

Nach der Aufnahme in die Zelle
wird die mRNA translatiert. Die
Spike-Proteine werden dann ebenso
wie bei einer Virusinfektion post-
translational mit Zuckerketten modi-
fiziert. Nach einem Verdau durch
das Proteasom prisentieren MHC-I-
Proteine auf der Oberfliche der
Wirtszelle dem Immunsystem Bruch-
stiicke der Spike-Proteine. Dadurch
wird die T-Zell-vermittelte Immunre-
aktion angeregt. Da die Proteine
jeweils virale Signalpeptide besitzen,
gelangen sie zudem direkt an die
Oberfliche der Zelle. Phagozytieren
Zellen des Immunsystems Spike-
Proteine, so verdauen sie diese
durch Proteasen und prisentieren
die Bruchstiicke anschliefend mit
MHCII-Proteinen auf ihrer Oberfli-
che. Dadurch wird die Antikorper-
bildung angeregt.

Herstellung der mRNA-
Impfstoffe

Die Herstellung der mRNAs erfolgt
durch in vitro-Transkription von
einer cDNA in Gegenwart von
NlMethylpseudouridin. Wihrend
der PolyA-Schwanz leicht in der

Codons fur zwei
Prolinreste

Y e

Codon-optimiertes spike-Gen

5-UTR

www.biuz.de

v

1/2021 (51)

3-UTR

Y

Biol. Unserer Zeit

PolyA-Schwanz

ABB. 1 Schematische Darstellung der fiir die Impfung eingesetzten mRNA des Spike-Proteins. Die
Liange der einzelnen Abschnitte ist nicht maRBstabsgetreu.
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cDNA kodiert werden kann, muss
das 7-Methylguanosin-Triphosphat-
Cap separat hinzugefiigt werden.
Dies geschieht entweder kotran-
skriptionell unter Verwendung eines
Cap-Analogons wie (m,”30)-
Gppp(m>°)ApG bei BNT162b2 [1]
oder posttranskriptionell durch
Capping-Enzyme wie bei mR-
NA-1273 [2]. Abschlieffend erfolgt
die Verpackung der fertigen mRNAs
in Lipidnanopartikel, um sie vor
Ribonukleasen und phagozytieren-
den Immunzellen zu schiitzen und
ihnen den Zelleintritt zu erleichtern
[11].

Die selbstassemblierenden Lipid-
nanopartikel (LNPs) bestehen aus
vier Lipiden, zwei Strukturlipiden
zur Stabilisierung (Cholesterin + ein
weiteres zwitterionisches Helferli-
pid, das die Lipide der Zellmembran
nachahmt) und zwei funktionellen
Lipiden (ein Polyethylenglykolderi-
vat und ein kationisches Lipid). Die
kationischen Lipide binden die auf-
grund der Phosphatreste negativ
geladene RNA und stabilisieren sie
so [12]. Das Polyethylenglykol ist
entweder direkt oder iiber ein Lin-
kermolekiil an ein mit zwei Fettsiu-
ren verestertes Glycerin (Diglycerid)
gebunden. Die Fettsiuren zeigen in
das Innere der Partikel und inter-
agieren mit den hydrophoben
Schwiinzen der kationischen Lipide

ﬁDiglycerid mit Polyethylenglykol
n kationisches Lipid ﬁ Helferlipid % Cholesterin

ABB. 2 Schematische Darstellung
eines Lipidnanopartikels der mRNA-
Impfstoffe. Die mRNA (rot) befindet
sich im Inneren der Lipidnanopartikel.
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(Abbildung 2). Das Polyethylengly-
kol, das mit moglichen allergischen
Reaktionen in Zusammenhang ge-
bracht wurde, ragt nach aulen und
ermoglicht so die Bildung einer Hy-
drathille, die die Loslichkeit der
LNPs erhoht [10]. Lipidnanopartikel
neigen bei lingerer Lagerung zur
Instabilitit. Die Impfstoffe miissen
daher stark gekiihlt werden [13].
Unterschiede in der genauen Zusam-
mensetzung der Partikel konnen
Unterschiede bei der Kiihltempera-
tur bedingen.

Adenovirus-basierte
Vektorimpfstoffe

Adenoviren sind - im Gegensatz zu
den behiillten Coronaviren mit RNA-
Genom - unbehiillte DNA-Viren.
Wihrend behiillte Viren ihre Rezep-
torbindeproteine, mit denen sie
Rezeptoren auf der Oberfliche ihrer
Wirtszellen erkennen (bei den Coro-
naviren sind dies die Spike-Proteine),
in der Regel leicht verindern oder
austauschen konnen, tun sich unbe-
hiillte Viren damit schwer, da ihre
Rezeptorbindeproteine meist auch
Capsidproteine sind. Eine Verinde-
rung dieser Proteine wiirde das Cap-
sid destabilisieren. Adenoviren um-
gehen dieses Problem, indem sie
Antennen-artig abstehende Fiberpro-
teine auf der Oberfliche ihrer Capside
tragen, die ebenfalls leicht ausge-
tauscht werden konnen. Damit steht
ihnen ein breites Spektrum von
Wirtszellen offen, was sie als Vek-
toren geeignet macht [14]. Die
LJAntennen“ verleihen den Viren
zugleich ein Satelliten-artiges Aus-
sehen, ein Umstand, der zur Benen-
nung des russischen Adenovirus-
basierten Impfstoffs Sputnik-V beige-
tragen haben diirfte.

Bei Vektorimpfstoffen besteht
die Moglichkeit, dass der Korper
nicht in erster Linie wie gewiinscht
gegen das Spike-Protein, sondern
gegen den Vektor eine Immunreak-
tion ausbildet. Um zu vermeiden,
dass der Korper den Impfstoft sofort
bekimpft, werden Schimpansenade-
noviren eingesetzt, mit denen unser
Immunsystem noch nicht in Kontakt
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gekommen ist. Bei der zweiten Imp-
fung (Boosterung) kann es dann
aber zu einer Immunreaktion gegen
den Vektor kommen. Moglicher-
weise erklirt dies, warum bei dem
Impfstoff von AstraZeneca eine Erst-
immunisierung mit einer halben
Dosis, gefolgt von einer Boosterung
mit einer vollen Dosis bessere Er-
gebnisse erzielt, als zwei volle Dosen.
Der russische Impfstoff Sputnik-V
umgeht dieses Problem, indem er
zwei verschiedene Adenoviren
(rAd26 und rAd5) fir Priming und
Boosterung verwendet [15].

Bei dem Impfstoff AZD1222 von
AstraZeneca handelt es sich um ei-
nen Schimpansenadenovirus mit der
Stammbezeichnung ChAdOx1, dem
ein Codon-optimiertes Spike-Gen
eingefiigt wurde. Dieses Adenovirus
ist durch den Verlust der E1-Gene
nicht mehr zur Replikation befihigt.
Durch den Verlust der E3-Transkrip-
tionseinheit wurde zudem Platz ge-
schaffen fur Fremdgene [16]. Vor
das Spike-Gen wurde die leader-
Sequenz des Gewebespezifischen
Plaminogenaktivators (t-PA-Leader)
geschaltet. Dieser t-PA-Leader sorgt
fiir einen besonders effektiven
Transport des Spike-Proteins iiber
das endoplasmatische Retikulum
und den Golgi-Apparat an die Zell-
oberfliche und damit fiir eine effek-
tive Immunantwort [17, 18].

Subunit-Impfstoff von Novavax
Bei dem Impfstoff von Novavax
(NVX-CoV2373) handelt es sich um
einen Subunit-Impfstoff, d. h. dem
Immunsystem werden fertige Spike-
Proteine prisentiert [19]. Zunichst
wurde ein fiir Insektenzellen Codon-
optimiertes spike-Gen erzeugt, dass
uber Baculoviren in Sf9-Zellen des
Heerwurmes (Spodoptera frugiper-
da) aus der Familie der Eulenfalter
(Noctuidae) eingeschleufdt wurde.
Das Protein wird dann aus diesen
Zellen aufgereinigt und assoziiert mit
Lipidnanopartikeln gemeinsam mit
dem Adjuvans Saponin (Matrix-M)
als Impfstoff verabreicht. Das fertige
Protein trigt die bereits von den
mRNA-Impfstoffen bekannte S-2P-
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Mutation. Zusitzlich wurden drei
Argininreste (R) an den Positionen
682 bis 685 gegen Glutaminreste
(Q) ausgetauscht, so dass sich die
Aminosiuresequenz von RRAR zu
QQAQ (A = Alanin) verindert. Dies
dient dazu, den Verdau des Proteins
durch Proteasen zu erschweren,
denn an dieser Stelle befindet sich
die Schnittstelle fiir die Protease
Furin, die das Spike-Protein durch
ihre Aktivitit voraktiviert.
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