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Vom beldachelten Aussenseiter zum weltweiten Hoffnungstrager

Ausweg aus der COVID-19-
Pandemie dank mRNA-Impfstoft
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in dieser Ausgabe.

Steve Pascolo

Im Rennen um einen Impfstoff gegen SARS-CoV-2 hat sich das synthetische Mes-

senger-RNA-(mRNA-)Format als das schnellste herausgestellt. Ausserdem erwies es

sich als sicher und hocheffizient, selbst bei der sehr niedrigen Dosis von wenigen

Mikrogramm pro Injektion.

Einfiihrung

Ribonukleinsdure (RNA) besitzt alle vier Charakteris-
tika lebender Organismen (Geninformationen in de-
finierten Strukturen enthalten, vervielfdltigen und
regulieren) und alle wurden zur Herstellung von Medi-
kamenten genutzt:

1. RNA kann genetische Information enthalten und es
damit dem Organismus ermoglichen, ein bestimm-
tes Protein herzustellen (Abb. 1); dieser Ansatz wird
seit fast 30 Jahren fir die Entwicklung von Impfun-
gen optimiert [1] und hat mit dem Impfstoff gegen
COVID-19 erstmals im Dezember 2020 eine Zulas-
sung erreicht.

2. Die Bildung von dreidimensionalen Strukturen wie
in Ribosomen oder anderen Ribonukleoprotein-
Komplexen wird zur Erzeugung von Aptameren
verwendet. Dies fiihrte zur Entwicklung von Pegap-
tanib (Macugen®), einer 2'-Fluoro-Oligonukleotid-
Struktur, die «vascular endothelial growth factor»
(VEGF) bindet und blockiert, zur Behandlung der
altersbedingten Makuladegeneration.

3. RNA kann Enzymaktivitat haben wie bei Ribozy-
men (diese Technologie wurde noch nicht in ein
zugelassenes Medikament umgesetzt).

4. Kontrolle der Genexpression wie bei der microRNA
(miRNA), die in ein Medikament («small interfering
RNA» [siRNA]) umgewandelt wurde, das den Boten-
stoff Transthyretin abbaut und zur Behandlung der
hereditaren Transthyretin-Amyloidose eingesetzt
wird.

Interessanterweise bendtigt der Newcomer in dieser

Liste der synthetischen RNA-Therapeutika, der Impf-

stoff gegen SARS-CoV-2 [2], bemerkenswert niedrige

Dosen: zweimal 30 pg synthetische in vitro transkri-

bierte Messenger-RNA (ivt mRNA), die in den Muskel
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injiziert wird, wahrend Macugen® in einer Dosis von
3000 pg alle sechs Wochen intravitreal und Patisiran
(Onpattro®) in einer Dosis von bis zu 30000 pg alle
drei Wochen intravends verabreicht werden. Diese
sehr niedrige erforderliche Dosis des mRNA-Impfstoffs
sowie seine Sicherheits- und Wirksamkeitsmerkmale
machen ihn zu einem potenten Impfstoff, um die
COVID-19-Pandemie zu bekdmpfen. Unter dem Namen
Comirnaty® (Tozinameran) wurde er am 19. Dezember
2020 in der Schweiz zugelassen.

Geschichte der synthetischen nicht
replizierenden mRNA-Impfstoffe

Die lange etablierten Impfstoffe gegen Gelbfieber,
Masern, Mumps und Rételn sind eigentlich frithe Ver-
sionen von mRNA-Impfstoffen: Die zur Impfung ver-
wendeten abgeschwichten Viren, die subkutan und
ohne Adjuvans injiziert werden, geben ihr RNA-Genom
in die Zellen des Wirts ab; diese infizierten Zellen pro-
duzieren die viralen Proteine, sie spiliren die Gefahr
und l6sen eine Entzlindung aus, die die Entwicklung
einer Immunantwort ermoglicht. Genau die gleichen
Mechanismen erkldren die Funktionsweise der ivt-
mRNA-Impfstoffe. Anstelle einer viralen Membran, die
viele Komponenten (Lipide und Proteine) enthalt, be-
steht die Hiille des ivt mRNA-Impfstoffs jedoch aus
einem Liposom, das aus wenigen (meist vier) definier-
ten Lipiden zusammengesetzt ist. Ausserdem enthalt
der ivt-mRNA-Impfstoff statt komplexer mRNAs, die
fiir viele virale Proteine kodieren, eine einzige mRNA,
die fir ein (im Falle von nicht replizierenden mRNA-
Impfstoffen) ausgewidhltes Protein kodiert: ein Struk-
turprotein eines Infektionserregers, ein Allergen oder
ein Tumorantigen zum Beispiel. Es gibt zwei Varianten
von ivt-mRNA-Impfstoffen: nicht replizierende, die
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Abbildung 1: Struktur der in vitro transkribierten mRNA (ivt mRNA). Die mRNA beginnt mit einer Cap-Struktur, dann folgt eine
untranslierte Region (56’'UTR) bis zum Startcodon. Zwischen Start- und Stoppcodon befindet sich die kodierende Sequenz.

Danach kommen die 3'UTR und ein Poly-A-Schwanz.

nur das Antigen kodieren, und replizierende, die ein
Antigen kodieren sowie eine RNA-Replikase, die die
rekombinante mRNA vervielfdltigt. Dieser Artikel
konzentriert sich auf nicht replizierende ivt-mRNA-
Impfstoffe, da dieses Format jetzt als Impfstoff gegen
COVID-19 zugelassen wurde [2].

Die Moglichkeit, nicht replizierende ivt mRNA zur
Herstellung von Impfstoffen zu verwenden, wurde
erstmals 1993 von Martinon et al. beschrieben [3]:
ivt mRNA, die fir das Nukleoprotein (NP) des Influen-
zavirus kodiert und in Cholesterin/Phosphatidylcho-
lin/Phosphatidylserin-Liposomen eingekapselt ist,
fiihrte zu NP-spezifischen zytotoxischen T-Zellen in
Maiusen, die den Impfstoff (12 png in einem Prime-
Boost-Schema) subkutan oder intravends erhielten. Im
Jahr 2000 publizierten Hoerr et al. [4], dass eine einma-
lige intradermale Injektion von 30 pg mRNA entweder
nackt (in Kochsalzlosung) oder geschiitzt durch das
kationische Peptid Protamin sowie die intravendse
Injektion von mRNA in einem Liposom eine Immun-
antwort gegen das kodierte Protein induzieren. Auf der
Grundlage dieser Daten und einiger weiterer, die ich
im Labor gewonnen hatte, griindeten wir im Jahr 2000
eine eigene Firma: CureVac. Bereits 2003 verabreichten
wir Krebspatienten ivt-mRNA-Impfstoffe intradermal
und mir selber (um die Funktionalitdt von ivt mRNA
im Menschen zu testen) [5]. Die ersten Studien an Mela-
nom- und Nierenzellkarzinompatienten deuteten dar-
auf hin, dass die ivt-mRNA-Impfstoffformulierungen
sicher sind, Immunantworten induzieren und klini-
sche Reaktionen erzielen konnten [6-8]. Trotz dieser
vielversprechenden Ergebnisse konnte eine Phase-IIb-
Studie, die die Wirksamkeit einer intradermalen ivt-
mRNA-Vakzine als Monotherapie gegen Prostatakrebs
untersuchte, keinen Nutzen zeigen fiir das progressi-
onsfreie Uberleben und die Mortalitit insgesamt. Der
Misserfolg ist jedoch nicht grundsatzlich auf den Impf-
stoff zuriickzufiihren (es wurde eine Immunantwort
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gegen die von den ivt mRNAs kodierten Proteine
festgestellt), sondern auf die ungeniigende Immun-
antwort selbst: Sie konnte das Tumorwachstum nicht
ausreichend kontrollieren, um klinisch gentigend
wirksam zu sein. Mehrere Studien mit ivt mRNA als
Anti-Krebs-Vakzine sind im Gange, und das Design der
ivt mRNA (z.B. Kodierung fiir Mutationen), die Formu-
lierung (z.B. in Liposomen, die intravends verabreicht
werden) sowie die Anwendung (z.B. in Kombination mit
anderen Krebstherapien) werden sicherlich zur Validie-
rung von Anti-Krebs-ivt-mRNA-Vakzinen fithren. In der
Zwischenzeit wurden ivt-mRNA-Impfstoffe in frithen
klinischen Studien am Menschen als prophylaktische
Impfstoffe gegen Viren (Influenza und Tollwut) unter-
sucht [9]. Weitere klinische Studien der Phase I/II der ivt-
mRNA-Vakzine gegen verschiedene Viren (Cytomegalo-
virus, Zika-Virus, Metapneumovirus, Parainfluenzvirus
Typ 3) laufen. Am wichtigsten ist, dass der Anti-SARS-
CoV-2-Impfstoff in Form von ivt mRNA kiirzlich in meh-
reren Lindern und von zwei unabhéngigen Unterneh-
men zugelassen wurde.

Vorteile synthetischer mRNA-Vakzinen

Obwohl im Labor die Herstellung und Verwendung
von ivt mRNA fiir Therapien umsténdlich und teuer
sind, hat dieses Format fiir die klinische Anwendung
viele Vorteile gegeniiber anderen Formaten [10].

Schnelle und einfache Produktion unter
pharmazeutischen Bedingungen

Die Schritte, die zur Herstellung von mRNA fiihren
(Abb. 2), sind einfach, schnell und vor allem robust, das
heisst, sie sind nicht von der mRNA-Sequenz abhingig.
Wenn also der pharmazeutische Prozess zur mRNA-
Produktion einmal etabliert ist, kann er fiir jede belie-
bige Sequenz, die ein beliebiges Protein kodiert, ver-
wendet werden. Das ist nicht der Fall bei Impfstoffen,
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Abbildung 2: Herstellung von in vitro transkribierter mRNA (ivt mRNA). Es wird wenig
Ausgangsmaterial benotigt. Dann sind die vier Schritte alle robust (arbeiten unabhangig
von der Sequenz der benétigten ivt mRNA) und bendtigen jeweils nur wenige Stunden
(jeder Schritt ist 2 Stunden im Labor). pDNA: Plasmid-DNA; PCR: «polymerase chain reac-
tion; DNA: Desoxyribonukleinsdure; RNA: Ribonukleinsaure; mRNA: Messenger-RNA.

die auf Peptiden, Proteinen, Nanopartikeln oder Viren
basieren. Die Vielseitigkeit der mRNA-Produktion wird
genutzt, um individualisierte Anti-Krebs-Impfstoffe
herzustellen: Tumorbiopsien von individuellen Patien-
ten werden sequenziert, krebsspezifische Mutationen
identifiziert und ivt mRNA produziert, um kurze Prote-
ine zu kodieren, die diese Mutationen enthalten. Jeder
Patient erhilt seinen eigenen Impfstoff. Der Prozess
von der Biopsie bis zum mRNA-Impfstoff dauert weni-
ger als drei Monate.

Hochgradig stabil in vitro

Entgegen der allgemeinen Annahme ist RNA in vitro
sehr stabil. Sie wird in Gegenwart von RNasen oder bei
erhohtem pH-Wert abgebaut. Ist die RNA jedoch frei
von RNasen (was bei der pharmazeutischen ivt mRNA
natirlich der Fall ist) und bei neutralem/leicht saurem
pH-Wert, dann ist sie sehr stabil. Sie ist das einzige bio-
logische Molekiil, das ausgefillt, in Wasser resuspen-
diert, auf bis zu 90 Grad erhitzt, eingefroren und ge-
friergetrocknet werden kann, ohne dass es Schaden
nimmt. Kein anderes biologisches Produkt ist so robust
(insbesondere was die hohen Temperaturen angeht).
Ausserdem kann lyophilisierte RNA bei Raumtempera-
tur sehr lange gelagert werden. In Wasser resuspendiert
ist sie sofort wieder biologisch aktiv (unabhéngig von

SWISS MEDICAL FORUM - SCHWEIZERISCHES MEDIZIN-FORUM 2021;21(7-8):114-120

ihrer Sequenz, das heisst unabhidngig vom kodierten
Protein). Auf dieser Basis hat CureVac im Jahr 2014 ei-
nen mit zwei Millionen Euro dotierten Sonderpreis der
EU erhalten. Der Preis galt innovativen Losungen fur
den Transport und die Lagerung von Impfstoffen, bei
denen die Kiihlkette nicht gewahrleistet werden kann.

Sicheres und definiertes therapeutisches Fenster
Im Gegensatz zu DNA-basierten Impfstoffen (Plasmid-
DNA oder DNA-Viren) ist die ivt mRNA von Natur aus in
vivo ein transientes Molekdl. Sie wird durch reichlich
vorhandene RNasen ausserhalb und innerhalb von
Zellen vollstdndig abgebaut. Sie kann auch das DNA-
Genom des Wirts nicht beeinflussen. Aus diesen
Griinden ist ivt mRNA fiir Therapien besonders sicher.
Ein weiterer Vorteil der sehr transienten Natur von
ivt mRNA in vivo ist, dass je nach mRNA-Sequenz und
Transportvehikel nach maximal ein paar Tagen davon
ausgegangen werden kann, dass keine ivt mRNA mehr
aktiv ist. Das therapeutische Fenster ist also sehr defi-
niert. Re-Injektionen kénnen durchgefiihrt werden
und kumulieren nicht mit fritheren Injektionen. Es
konnen daher keine tiberraschenden Nebenwirkungen
wegen einer Kumulation der ivt mRNA auftreten und
Personen/Patienten kénnen wiederholt Injektionen
erhalten, wenn dies fiir die Wirksamkeit der Behand-
lung erforderlich ist.

Monoantigene

Impfstoffe in Form von rekombinanten Viren expri-
mieren viele verschiedene Proteine, darunter auch das
interessierende (z.B. SARS-CoV-2-Spike-Protein). Somit
16sen Boost-Impfstoffe eventuell a) die Immunitét
gegen nicht zielgerichtete Antigene aus und werden
b) durch Antikorper gegen das Vehikel, das durch die
erste Injektion ausgelost wurde, neutralisiert. Ein dhn-
liches Problem tritt bei komplexen rekombinanten
Impfstoffen (virusdhnliche Partikel) oder sogar bei
Proteinimpfstoffen auf, die von Natur aus Verunreini-
gungen enthalten (z.B. Abbauprodukte, fehlgefaltete
Proteine, Verunreinigungen aus der Produktion), die
Immunantworten auslosen und verstarken konnen,
die nicht die gewtiinschten sind.

Design und Optimierung von
nicht replizierenden ivt mRNAs

Obwohl es sich um eine einfache Formulierung handelt,
kann der ivt-mRNA-Impfstoff auf viele Arten optimiert
werden. Diese Optimierung hat vor tber 20 Jahren
begonnen und sowohl bei der mRNA selbst als auch bei
der Verabreichungsmethode konnen einige sehr wich-
tige Erfolge verzeichnet werden.
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Optimierung der mRNA

Wie in Abbildung 1 dargestellt, konnen fiinf funktio-

nelle Teile im mRNA-Molekil definiert werden, die

jeweils unabhingig voneinander optimiert werden
koénnen, um die mRNA a) im Zytosol zu stabilisieren

und b) sie besser zu libersetzen, von 5 nach 3"

1. Die Cap-Struktur: Sie wird fiir den Start der Transla-
tion der mRNA verwendet und besteht in vivo aus
einem Guanosin, das an Position 7 methyliert und
mit einer Triphosphatbindung an das erste Nukleo-
tid der RNA gebunden ist. Viele Jahre lang wurde ein
Cap-Analogon namens ARCA fir die In-vitro-Tran-
skription verwendet. Es warf jedoch Probleme bei
der Produktion und Funktionalitdt der mRNA auf.
Eine Revolution kam 2017 mit dem CleanCap®-
System von Trilink®. Dabei handelt es sich um ein
Trinukleotid, das aus dem 7-Methyl-Guanosin be-
steht, das Uiber eine Triphosphatbindung mit einem
2-methylierten Adenosin und anschliessend mit
einem Guanosin verbunden ist. CleanCap® ermog-
licht ein effizienteres Capping der mRNA, iiberra-
gende Funktionalititen der mRNA und eine fiinf- bis
zehnfach hohere Effizienz der Transkriptionsreak-
tion. Alle drei mRNA-Impfstoffe, die von den grosse-
ren mRNA-Firmen (siehe unten) entwickelt wurden,
verwenden CleanCap® da diese Strategie unver-
gleichlich ist.

2. Die 5' untranslatierte Region (UTR). Sie befindet sich
zwischen dem Cap und dem Startcodon. Sie kann
zwischen drei bis Hunderte Nukleotide enthalten.
Das Ribosom scannt diese UTR und beginnt die
Translation am ersten AUG-Codon in einer korrek-
ten Umgebung (Kozak genannt). Die Sequenz dieses
5'UTR kann die Translation regulieren. Normaler-
weise wird in ivt mRNA die 5'UTR von sehr stabilen
mRNAs verwendet, wie zum Beispiel der globinko-
dierenden mRNA. Wir beschrieben eine optimierte
5'UTR in Form eines Aptamers, das in der Lage ist,
den elFAF-Komplex anzuziehen [11]. Andere opti-
mierte Sequenzen wurden durch Vorhersagen oder
iterative Methoden definiert. Firmen verwenden
meist ihre eigene proprietare 5UTR-Sequenz.

3. Im Anschluss an die 5UTR folgt die kodierende
Sequenz. Dieser Teil ist entscheidend fiir die Rate der
mRNA-Translation und fiir die Stabilitdt der mRNA
im Zytosol. Obwohl Wildtyp-Sequenzen von Sduge-
tiergenen in der Regel von Natur aus an unsere
Codon Usage angepasst sind, konnen Sequenzen
aus niederen Organismen (z.B. Bakterien) fiir eine
effiziente Translation in einem Sdugetierzytosol
problematisch sein. Daher kann fiir gewisse Gene
eine Codon-Optimierung erforderlich sein. Wenn
die Gene von Sdugetierviren stammen (wie SARS-
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CoV-2) und die Zeit fehlt, viele verschiedene codo-
noptimierte Sequenzen zu testen, kann die Verwen-
dung der Wildtyp-Sequenz empfohlen werden.

4. Nach der kodierenden Sequenz, die auf dem Stopp-
codon endet, befindet sich die 3'UTR. Sie ist eine sehr
kritische Sequenz, die sowohl von zytosolischen
Proteinen als auch von siRNA erkannt wird und die
mRNA-Stabilitdt sehr stark beeinflusst. Auch hier
verwendeten die frithen Arbeiten ivt mRNA mit
3'UTRs aus den sehr stabilen Globin-Genen. In
jingerer Zeit wurden Tandem-Wiederholungen
solcher Sequenzen oder neue, eventuell kombi-
nierte Sequenzen definiert [12]. Wie bei der 5UTR
haben die Firmen in der Regel ihre eigene stabilisie-
rende 3'UTR in ihren ivt mRNAs und sie alle sorgen
fiir eine wirksame intrazelluldre Stabilisierung des
synthetischen Molekiils.

5. Die mRNA endet an einem Poly-A-Schwanz, der idea-
lerweise tiber 90 Adenin-Nukleotide aufweist.

Die gesamte mRNA kann aus den vier kanonischen
Nukleotiden (Adenosin, Guanosin, Cytidin, Uridin)
oder aus modifizierten Nukleotiden wie Pseudouridin
anstelle von Uridin bestehen. Dies ist im Zusammen-
hang mit ivt-mRNA-Impfstoffen kein kritisches Merk-
mal, und die Firmen verwenden die Modifikationen in
ihren Impfstoff-mRNAs oder nicht (siehe unten).

Optimierung der Verabreichung

Kationische Verbindungen koénnen die anionische
RNA binden und stabilisieren. Gleichzeitig neutralisie-
ren sie das Molekiil und erzeugen Partikel, die die
Aufnahme in Zellen und die Passage durch Zellmem-
branen erleichtern. Sowohl kationische Liposomen als
auch kationische Polymere werden seit Beginn der
Optimierung von ivt-mRNA-Impfstoffen eingesetzt
(Liposomen und Protamine in der Studie von Hoerr
[4]). Optimierte Formulierungen missen zwei gegen-
satzliche Eigenschaften aufweisen: eine sehr stabile
und widerstandsfahige Struktur, die die RNA ausser-
halb der Zellen schiitzt, und eine sehr wirksame Disso-
ziation der RNA von ihrem Trager innerhalb der Zyto-
sole. Ist die Wechselwirkung zwischen RNA und Trager
zu stark, kann die RNA nicht in das Zytosol freigesetzt
werden. Ist sie zu schwach, kénnen die Partikel sowohl
in vitro als auch nach Injektion instabil sein und die
RNA freisetzen, bevor sie in das Zytosol gelangt. Darii-
ber hinaus muss das Vehikel aus sicheren Verbindun-
gen bestehen, die auf natiirlichem Wege katabolisiert
werden. Kationische Liposomen (insbesondere solche,
die ionisierbare kationische Lipide enthalten) haben
sich bisher als die besten erwiesen. Ihre Entwicklung
wurde seit Anfang des Jahrhunderts fiir die Verab-
reichung von siRNA-Wirkstoffen beschleunigt. Diese
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siRNA muss sehr effizient das Zytosol der Zellen errei-
chen, um wirksam zu sein. Unternehmen wie Acuitas
Therapeutics haben enorme Fortschritte beiliposoma-
len Formulierungen gemacht, die auf die Verabrei-
chung von RNA abzielen, und ermdoglichten die Ent-
wicklung von Onpattro® dem ersten Medikament auf
der Basis von siRNA. Da dieses einen genetischen De-
fekt behandelt, muss es hédufig verabreicht werden,
und da es die Genexpression in einem grossen Organ
kontrollieren muss, ist eine Gabe in hoher Dosis notig.
Daher musste die Formulierung wirksam und nicht
toxisch sein. Sie besteht aus einer Verabreichung von
bis zu 30 mg RNA alle drei Wochen durch intravendse
Injektion. Basierend auf dieser Expertise konnten
sichere und wirksame Formulierungen von ivt mRNA
entwickelt werden. Das Liposom, mit dem das erste
zugelassene ivt-mRNA-Medikament, der Impfstoff von
BioNtech/Pfizer, verabreicht wird, basiert auf den
Technologien von Acuitas Therapeutics. CureVac ver-
wendet auch die Formulierungen von Acuitas Thera-
peutics fir seinen ivt-mRNA-Impfstoff gegen COVID-19
in klinischen Studien.

Anti-SARS-CoV-2 nicht replizierende
mRNA-Impfstoffe

Seit Beginn der COVID-19-Pandemie und allein auf-
grund der am 11. Januar 2020 in Nature verdffentlich-
ten Sequenz des SARS-CoV-2 haben die drei grossten
mRNA-Firmen — BioNTech (Mainz, Deutschland), Cure-
Vac (Tiibingen, Deutschland) und Moderna (Boston,
USA) — begonnen, ihre Expertise und Infrastruktur zu
nutzen, um einen Impfstoff gegen COVID-19 zu gene-
rieren. Glicklicherweise dhnelt das SARS-CoV-2 dem
SARS-CoV (2003) und so konnte schnell herausgefun-
den werden, dass es dasselbe Spike-Protein benutzt,
um in Zellen einzudringen, indem es «angiotensin
converting enzyme 2» (ACE2) erkennt, ein membrange-
bundenes Enzym, das auf der Oberflache vieler Zellen
exprimiert wird. Spike ist ein grosses (1273 Aminosau-
ren) Transmembranprotein, dessen Funktionen durch
viele Glykosylierungen und fluktuierende Strukturen
bestimmt werden. Es assembliert als Trimer. Aus frii-
heren Arbeiten tiber Coronaviren war bekannt, dass
Spike auf Viruspartikeln in seiner «Prafusions»-Kon-
formation vorliegt. Es ist diese Form, die von Antikor-
pern erkannt werden muss, die das Virus neutralisie-
ren sollen. Um diese Konformation zu stabilisieren im
Rahmen der Herstellung der mRNA-Impfung gegen
Spike, ersetzen zwei aufeinanderfolgende Proline im C-
terminalen Teil von Spike die natiirlichen Aminosau-
ren (Sequenz KV an Proteinposition 986 und 987) [13].
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Alle drei Firmen nutzten dieses bereits vorhandene
Wissen, um ihre kodierende Sequenz zu entwerfen: Sie
enthalt die beiden Proline, was die Prafusionsstruktur
von SARS-CoV-2-Spike begtinstigt, das von der ivt mRNA
an der Oberflache der transfizierten Zellen exprimiert
wird. Es gibt jedoch feine Unterschiede zwischen den
drei Impfstoffen:

Moderna

Mit der Injektion des ersten Probanden am 16. Mirz
2020 hat Moderna als erster Medikamentenentwickler
mit der klinischen Priifung eines Anti-COVID-19-Impf-
stoffs begonnen. Ein einzelner Impfstoff, der aus pseu-
douridinmodifizierter mRNA besteht, die fiir den Pra-
fusionskonformations-Spike in voller Lange in einer
liposomalen Hiille kodiert, wurde in Rekordgeschwin-
digkeit hergestellt. Das Unternehmen hat im November
2020 die Ergebnisse der Phase-I-Dosis-Eskalationsstu-
die verdffentlicht [14]. Mit den drei getesteten Dosen
(drei Kohorten von 15 Teilnehmern) von 25, 100 und
250 pg, die in Liposomen formuliert und intramusku-
lar in einem Prime-Boost-Schema verabreicht wurden
(mit 4 Wochen Abstand zwischen den Injektionen),
konnten hohe neutralisierende Antikorpertiter erzeugt
werden (dhnlich oder hoher als die Titer, die in den
Seren von Patienten gefunden wurden, die sich von
COVID-19 erholt hatten). Es traten bei der Halfte der
Teilnehmer meist milde Nebenwirkungen des Impf-
stoffs auf, wie Miidigkeit, Schiittelfrost, Kopfschmer-
zen, Myalgien und Schmerzen an der Injektionsstelle.
Diese Nebenwirkungen waren bei der Boost-Injektion
und bei der hochsten Dosis von 250 pg starker ausge-
pragt. Die klinischen Laborwerte zeigten keine schwer-
wiegenden Probleme. Das Unternehmen wihlte die
mittlere Dosis von 100 pg fiir weitere Studien aus und
schloss am 22. Oktober 2020 die Rekrutierung von
30000 Teilnehmern fiir seine Phase-III-Studie ab. Eine
vorldufige Analyse des Unternehmens zeigt eine 95%ige
Wirksamkeit des Impfstoffs beim Schutz vor COVID-19:
196 COVID-19-Falle (185 unter Plazebo), 30 schwere (30
unter Plazebo) [15]. In der Zwischenzeit haben Studien
an geimpften und mit Viren exponierten nicht mensch-
lichen Primaten gezeigt, dass der Impfstoff die Virus-
replikation in den oberen und unteren Atemwegen
verhindern kann [16]. Aufgrund der vom Unternehmen
vorgelegten Daten hat die US-amerikanische «Food and
Drug Administration» (FDA) den Impfstoff fiir den
Notfalleinsatz zugelassen. Dies ist die zweite Zulassung
(nach dem BioNTech-Impfstoff, siehe unten) eines
mRNA-Medikaments, wobei es sich wiederum um
einen Impfstoff gegen SARS-CoV-2 handelt. In der Folge
haben mehrere Linder (darunter die EU und die
Schweiz) den Impfstoff zugelassen.
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BioNTech

Das Unternehmen, das {iber eine breite Palette von
ivt-mRNA-Technologien verfiigt, hat im Januar 2020
vier verschiedene mRNA-Impfstoffe entwickelt: Zwei
mRNAs, die fiir den Prafusionskonformations-Spike in
voller Lange kodieren, eine mit Pseudouridinen und
die andere mit unmodifizierten Uridinen (da es keine
Beweise dafiir gibt, dass fiir diese Art von Impfstoff die
eine oder andere Version vorteilhaft ist), eine mRNA,
die nur fir die «receptor binding»-Domaéne des Spike-
Proteins kodiert (da Antikorper, die nur gegen diese
Domine gerichtet sind, moglicherweise wirksamer
sind und eine erleichterte Infektion verhindern) und
eine selbstamplifizierende mRNA (da dieses Format
viel niedrigere Dosen bendtigt als nicht replizierende
mRNA). Nachdem am 23. April 2020 mit der ersten In-
jektion begonnen wurde, hat BioNTech beschlossen, in
der Phase-III-Studie die pseudoU mRNA, die fiir den
Prafusionskonformations-Spike in voller Linge ko-
diert (BNT162b2), zu verwenden. Es handelt sich um ein
Prime-Boost-Schema mit 21 Tagen zwischen den Injek-
tionen. Die Phase-I-Daten fiir diesen Impfstoff, der in
Dosen von 10, 30 und 100 pg getestet wurde, zeigten
eine Serokonversion bei allen Probanden und hohe
neutralisierende Antikorpertiter (dhnlich oder héher
als in den Seren von Patienten, die sich von COVID-19
erholt hatten) auch bei Teilnehmern, die &lter als
65 Jahre waren, sowie ein gutes Sicherheitsprofil [17].
Nachdem Pfizer und BioNTech am 17. Mdrz 2020 ihre
Zusammenarbeit bekannt gegeben hatten, evaluierten
sie gemeinsam den Impfstoff, was die Rekrutierung
von Teilnehmern erheblich beschleunigte. Die Phase-
I1I-Studie wurde bereits am 18. November 2020 abge-
schlossen [2]. Sie umfasste iber 40000 Teilnehmer
(mit oder ohne vorherige Infektion mit SARS-CoV-2)
und zeigte einen 95%igen Schutz gegen COVID-19: neun
Félle von COVID-19 mindestens sieben Tage nach der
zweiten Dosis wurden bei den Impfstoffempfingern
und 169 bei den Plazeboempfingern beobachtet. Da-
mit verbundene unerwiinschte Ereignisse wurden bei
21% in der Impfstoff- und 5% in der Plazebogruppe do-
kumentiert. Bei den Impfstoffempfédngern wurden vier
schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse berichtet
(Schulterverletzung im Zusammenhang mit der Verab-
reichung des Impfstoffs, rechtsseitige axillire Lymph-
adenopathie, paroxysmale ventrikuldre Arrhythmie
und Paridsthesie im rechten Bein). Schwere Mudigkeit
wurde bei etwa 4% der BNT162b2-Empfanger beobach-
tet. Temperatur (38,9-40 °C) bei 0,8% (Impfstoff) und
0,1% (Plazebo) nach der zweiten Dosis. Basierend auf
diesen glinstigen Sicherheits- und Wirksamkeitsdaten
haben Grossbritannien (am 2. Dezember 2020 als ers-
tes mRNA-basiertes Medikament und erster zugelasse-
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ner Impfstoff gegen COVID-19) und die USA (am 11. De-
zember 2020) den Impfstoff fiir die Notfallanwendung
zugelassen. Am 19. Dezember 2020 erteilt die Schweiz
eine bedingte Marktzulassung fiir den Anti-SARS-CoV-
2-mRNA-Impfstoff von BioNTech/Pfizer, der unter dem
Namen Comirnaty® vertrieben wird. Es ist die erste Zu-
lassung weltweit, die nicht fiir den Notfalleinsatz gilt.

CureVac

Das Unternehmen hat seine Phase-I-Studie im Juni
2020 begonnen und verwendet ein Liposom (Choleste-
rin, 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin [DSPC]),
PEG-yliertes Lipid und ein kationisches Lipid) zur in-
tramuskuldren Verabreichung von unmodifizierter
mRNA, die fiir den Spike in voller Lange in Prafusions-
konformation kodiert. Die Dosiseskalation ging von
2 bis zu 12 pg. Es handelt sich um ein Prime-Boost-
Schema mit 28 Tagen zwischen den Injektionen. Die
Studienpopulation bestand aus 248 Erwachsenen im
Alter von 18 bis 60 Jahren. Das Unternehmen teilte mit
(obwohl der entsprechende Artikel noch nicht in einer
Fachzeitschrift verdffentlicht wurde, https://www.med-
rxiv.org/content/10.1101/2020.11.09.20228551v1.full-text),
dass der Impfstoff gut vertragen wurde (obwohl die
Haufigkeit und der Schweregrad der unerwiinschten
Ereignisse mit der Hohe der Dosis zunahmen) und bei
allen Probanden in der Dosis von 12 pg neutralisie-
rende Antikorper induzierte. Der Impfstoff konnte
auch bereits vorhandene Immunantworten bei Perso-
nen verstarken, die zuvor mit SARS-CoV-2 infiziert wa-
ren. Ende September 2020 startete die Phase-II-Studie
von CureVac, die dltere Erwachsene einschliesst. Am
14. Dezember 2020 kiindigte das Unternehmen den
Start der zulassungsrelevanten klinischen Studie an.

Produktion und Lagerung

Alle drei Hauptakteure verfiigten bereits tiber Produk-
tionsanlagen zur Herstellung von ivt mRNA fir die
Injektion. Die Massenproduktion eines prophylakti-
schen Impfstoffs in kurzer Zeit stellt jedoch eine
Herausforderung dar. Wenn letztlich 1 Milliarde Dosen
dringend bendétigt werden (um zweimal 500 Millionen
Menschen zu impfen, was ca. 10% der Bevolkerung ab-
deckt: z.B. Risikopersonen und medizinisches Fachper-
sonal), sind es 100 kg mRNA fiir Moderna, 30 kg mRNA
fiir BioNTech und 12 kg mRNA fiir CureVac. Die Volu-
mina der In-vitro-Transkriptionen liegen dann bei
mindestens 20000, 6000 respektive 2400 Litern (un-
ter der Annahme einer Konzentration von mindestens
5 mg/ml mRNA am Ende der Transkriptionsreaktion).
Ein Hauptproblem wdre hier nicht die Transkriptions-
reaktion oder die Aufreinigung, sondern die Verfiig-
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barkeit der Rohprodukte: hauptsichlich CleanCap®,
Triphosphatnukleotide und Enzyme. Diese Kompo-
nenten werden von den mRNA-Firmen nicht selbst
hergestellt. Sie werden von spezialisierten Anbietern
biologischer Reagenzien wie zum Beispiel Trilink® und
New England BioLabs® zugekauft. Diese Anbieter muss-
ten ihre Produktionskapazitdten aufriisten, um den
mRNA-Produzenten die benétigten Materialien liefern
zu konnen. All diese Anbieter- und Herstellerketten
werden aufgeriistet und die Milliardendosen werden
imJahr 2021 verfiigbar sein. Fiir das Jahr 2020 hat BioN-
tech/Pfizer 50 Mio. Dosen und Moderna 20 Mio. Dies
ermoglicht den Beginn der Impfkampagnen in Lan-
dern, in denen der Impfstoff zugelassen ist. Wie bereits
erwdhnt, ist ivt mRNA als reines Molekiil (frei von RN-
asen) bei Raumtemperatur sehr stabil. Die liposomale
Formulierung kann jedoch bei Raumtemperatur insta-
bil sein und sich durch Auftauen/Gefrieren verandern
(Form, Grosse, Prozentsatz der eingekapselten mRNA,
usw.). Daher ist die Verteilung des Impfstoffs bei ad-
dquater Lagertemperatur eine Grundvoraussetzung.
Bislang wird der Impfstoff von BioNtech/Pfizer bei
-70 °C gelagert und kann bei dieser Temperatur mona-
telang aufbewahrt werden. Nach dem Auftauen wird er
fiinf Tage bei 2-8 °C gelagert. Der Impfstoff von Mo-
derna wird bei -20 °C gelagert, ist bei dieser Tempera-
tur monatelang stabil und soll nach dem Auftauen
30 Tage lang bei 2-8 °C stabil sein. CureVac hat ange-
kiindigt, dass der Impfstoff mindestens drei Monate
lang stabil bleibt, wenn er bei einer Standard-Kiihl-
schranktemperatur von +5 °C gelagert wird, und bis zu
24 Stunden als gebrauchsfertiger Impfstoff, wenn er
bei Raumtemperatur aufbewahrt wird. Es ist zu erwar-
ten, dass alle drei Unternehmen weitere Stabilitats-
daten zur Verfligung stellen werden, die kontinuierlich
einen einfacheren Transport und Vertrieb der Impf-
stoffe ermoglichen werden.

Ausblick

Die Initiierung einer industriellen Entwicklung des
ivt-mRNA-Impfstoffs im Jahr 2000 wurde von der wis-
senschaftlichen und medizinischen Gemeinschaft als
utopisch oder irrelevant angesehen. Unsere Pionier-
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arbeit wurde von Grant-Evaluierungsgremien und Re-
dakteuren oder Gutachtern von High-Impact-Jour-
nalen abgelehnt. Der allererste Bericht Uber eine
ivt-mRNA-Injektion (die ich an mir selbst durchfiihrte)
wurde 2007 in der Zeitschrift Gene Therapy publiziert,
Impact-Faktor 4. Die ersten klinischen Studien zu ivt-
mRNA-Impfstoffen erschienen 2008 und 2009 im Jour-
nal of Inmunotherapy, ebenfalls Impact-Faktor 4. Jetzt,
durch die COVID-19-Pandemie, haben sich ivt-mRNA-
Impfstoffe als das schnellste, sicherste und sehr wirk-
same Impfstoffformat erwiesen. Enorme Verbesserun-
gen der Methode (ivt mRNA und Triger) haben es
ermdoglicht, eine sehr kleine Dosis ivt mRNA (30 pg pro
Injektion fiir den ersten zugelassenen Impfstoff, weni-
ger als das, was wir vor 20 Jahren in Mause injiziert ha-
ben!) in einen sehr potenten Impfstoff zu verwandeln.
Es ist das erste Mal in der Geschichte, dass ein Impf-
stoff in weniger als einem Jahr nach der Beschreibung
eines neuen Virus (Sequenz von SARS-CoV-2 im Januar
2020 veroffentlicht) validiert wird. Die ivt-mRNA-
Impfstoffe werden diese Pandemie beenden und die
Welt vor neuen Pandemien schiitzen konnen. Dariiber
hinaus konnen ivt-mRNA-basierte Therapien fiir prak-
tisch jedes medizinische Problem entwickelt werden.
So mauserte sich diese Technologie innerhalb von
20 Jahren vom beldchelten Aussenseiter zum weltwei-
ten Hoffnungstrager und wird nun hoffentlich in vol-
ler Fahrt all ihre vielen Versprechen einlésen kénnen.
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