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Design und Funktionsweise von mRNA-basierten Impfstoffen zum Schutz vor
Infektionskrankheiten

Die mRNA-basierte Technologie zur Entwicklung von prophylaktischen Impfstoffen gegen Infektionskrankheiten entwickelt sich immer mehr zu
einer vielversprechenden Alternative zu konventionellen Impfstoffansdtzen. Prdklinische und klinische Studien haben gezeigt, dass mRNA-basierte
Impfstoffe eine vertréigliche und langanhaltende Immunantwort induzieren konnen. Diese Vakzine vereinen den minimalistischen Aufbau von
Untereinheitenimpfstoffen, da viele nur fiir die schiitzenden Antigene kodieren, mit der vielversprechenden T-Zell-Induktionskapazitit von lebend-
attenuierten Impfstoffen. Durch die Moglichkeit einer schnellen, flexiblen und verhdltnismdf3ig giinstigen Produktion, haben mRNA-basierte
Impfstoffe das Potential, zukiinftige pandemische Infektionskrankheiten effizient zu bekdmpfen.

Schliisselworter: mRNA, LNP, Impfstoffe, Vakzine, Infektionskrankheiten

Einleitung
Impfstoffe, auch Vakzine genannt, sind eine der groBten Erfolgsgeschichten der Medizin zur Privention und Kontrolle von Infektionskrankheiten.

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) schitzt, dass durch Impfungen jéhrlich 2-3 Millionen Menschenleben gerettet und dariiber hinaus
unzihlige Erkrankungsfille verhindert werden [1]. Als Resultat des umfassenden Einsatzes von Impfstoffen konnte das humane Pockenvirus

weltweit ausgerottet und die Haufigkeit von beispielsweise Polio (Wildtyp-Virus vom Serotyp 2 gilt seit 2015 als ausgerottet), Masern und weiteren

Infektionskrankheiten dramatisch reduziert werden [2]. Konventionelle Impfstoffansitze wie die Verwendung von lebend-attenuierten
(abgeschwichten) oder inaktivierten Krankheitserregern sowie Untereinheitenimpfstoffe bieten Schutz gegen eine Vielzahl von geféhrlichen
Infektionskrankheiten. Trotz ihres Erfolges haben diese konventionellen Ansitze der Vakzinentwicklung auch ihre Einschrinkungen: Lebend-

attenuierte Impfstoffe bergen die Gefahr der Reversion zu einer krankheitserregenden Form (z. B. oraler Polio-Impfstoff Serotyp 2) und kénnen bei

Immunkompromittierten nur eingeschriankt angewendet werden; inaktivierte Impfstoffe sind in der Regel weniger wirksam und

Untereinheitenimpfstoffe bendtigen Adjuvantien (Wirkstoffverstirker) zur Verstarkung der induzierten Immunantworten, insbesondere einer T-Zell-
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Antwort. Neben den hohen Entwicklungskosten ist es vor allem auch die langwierige Entwicklungsdauer, die den Einsatz von konventionellen
Impfstoffen in Bezug auf potentielle pandemische Ausbruchsszenarien erschwert. Wie die jiingsten raschen Ausbreitungen von schweren
Infektionen wie SARS, Ebola oder Zika dramatisch aufzeigten, werden dringend neue Impfstofftechnologien benétigt, die schnell, effektiv und
vielseitig auf neue, bisher unbekannte Gefahren reagieren konnen [3, 4].

Seit einigen Jahren reprisentieren Nukleinsdure-basierte Impfstoffe, wie virale Vektoren, Plasmid-DNA (pDNA) und messenger RNA (mRNA),
vielversprechende Alternativen zu konventionellen Impfstoffen. Sie besitzen intrinsische Adjuvanseigenschaften, erlauben die Expression von
beliebigen Antigenen in einer Zielzelle und kénnen somit potente humorale als auch zelluldre Immunantworten induzieren. Diese Fihigkeit, beide
Arme des Immunsystems zu aktivieren, macht Nukleinséure-basierte Impfstoffe im Vergleich zu Untereinheitenimpfstoffen sehr attraktiv. Dagegen
liegen die Vorteile im Vergleich zu lebend-attenuierten Impfstoffen vor allem in ihrem minimalistischen Aufbau und dem fehlenden Risiko der
Reversion zu einer virulenten Form [4, 5]. Da die Charakteristika der Impfstoffklassen meist unabhingig vom kodierten Antigen sind, konnen viele
der Produktions-, Aufreinigungs- und Validierungsmethoden innerhalb einer einzigen Produktionsstitte fiir verschiedene Impfstoffe verwendet
werden. Dadurch reduzieren sich sowohl die Investitionskosten in neues Equipment als auch die Prozessentwicklungskosten sowie die Dauer fiir die
Herstellung und Entwicklung von Nukleinsdure-basierten Impfstoffen [2, 3, 6]. Im Vergleich zu pDNA haben mRNA-basierte Impfstoffe noch
einige weitere Vorteile: So miissen sie zur Proteinexpression (durch Translation an Ribosomen im Zytoplasma) nur die Plasmamembran der
Zielzelle durchqueren, wohingegen pDNA-Impfstoffe fiir die Expression des Antigens bis in den Zellkern gelangen miissen, da sie dort zuvor noch
in mRNA transkribiert werden miissen. Dariiber hinaus konnen sich mRNA-Vakzine nicht ins Wirtsgenom integrieren. Im Vergleich zu viralen
Vektoren generieren mRNA-basierte Impfstoffe keine infektiosen Partikel und sind aufgrund ihres Designs nicht in der Lage, eine Immunantwort
gegen den Vektor zu induzieren [5, 7]. Jedoch sind auch im Feld der mRNA-Vakzine noch einige Hiirden zu iiberwinden. So ist z. B. nackte mRNA
sehr instabil und muss vor Verabreichung noch formuliert werden. Fiir viele dieser Formulierungskomponenten wurden bislang keine klinischen
Toxizitdtsprofile publiziert. Zudem ist die Rolle der angeborenen Immunantwort bei mRNA-basierten Impfstoffen sehr komplex. Wihrend eine
ausgewogene mRNA-induzierte systemische Typ-1-Interferonantwort eine starke adaptive Immunantwort fordert, kann sich eine tibermifige
Induktion negativ auf die Expression und Immunogenitit der mRNA auswirken [3, 5, 8].

Design von mRNA-basierten Impfstoffen

Gegenwirtig existieren zwei Gruppen von mRNA-Vakzinen, die entweder auf nicht-replizierender oder selbst-amplifizierender mRNA basieren
(Abb. 1). Beide Arten nutzen die Translationsmaschinerie der Wirtszelle zur Expression des kodierten Antigens. Dies wiederum induziert die
Entwicklung einer antigenspezifischen Immunantwort [4]. Sowohl nicht-replizierende als auch selbst-amplifizierende mRNA-basierte Impfstoffe
bestehen aus einer Cap-Struktur, 5°- und 3’-UTRs (untranslatierte Regionen) sowie einem polyadenylierten Bereich (Poly A) am 3’-Ende der
mRNA. Diese Strukturen sind wichtig fiir die Stabilitit der mRNA, die Ribosomenzugénglichkeit und die Interaktion mit der
Translationsmaschinerie [5]. Zudem tragen beide mRNA-Arten auch die kodierenden Sequenzen des Antigens in Form eines offenen Leserahmens
(open reading frame, ORF, Abb. 1), welches spiter von den Korperzellen exprimiert werden soll. Im Gegensatz zu nicht-replizierenden mRNAs
enthalten selbst-amplifizierende mRNAs einen weiteren offenen Leserahmen, der oft von der alphaviralen RNA-Replikationsmaschinerie abstammt.
Dieser Leserahmen kodiert fiir ein virales Polyprotein, welches nach der Translation proteolytisch in vier Nichtstrukturproteine (nsP1-4) prozessiert
wird. Diese Proteine formen einen Replikase-Komplex, der die mRNA innerhalb der Zielzelle vervielfiltigt, wodurch nach Impfung eine erhohte
Menge an Antigen exprimiert werden kann [4]. Dies hat zur Folge, dass geringere Mengen an mRNA verabreicht werden konnen sowie ein
zusitzlicher intrinsischer Adjuvanseffekt durch die Erzeugung von doppelstringigen RNA-Intermediaten wihrend der Replikation entsteht (z. B.
durch Aktivierung von Toll-like-Rezeptor (TLR) 3; siche folgendes Kapitel). Aufgrund ihrer unterschiedlichen Designphilosophie sind jedoch
selbst-amplifizierende mRNAs substanziell ldnger als nicht-replizierende mRNAs. Dies wirkt sich wiederum negativ auf die maximale Grofie des
kodierenden Antigens sowie auf die Ausbeute bei der Herstellung aus. AuBlerdem besteht die Moglichkeit, dass eine Immunantwort gegeniiber den
Nichtstrukturproteinen induziert wird oder eine potentielle Interaktion mit Wirtsfaktoren stattfindet [2, 3, 5, 7].
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Abb. 1: Schematische Struktur von mRNA-basierten Impfstoffen. Nicht-replizierende als auch
selbstamplifizierende mRNAs bestehen aus einer Cap-Struktur, 5°- und 3’-UTRs (untranslatierte
Regionen) sowie einem Poly A-Ende, und tragen die kodierende Sequenz des Antigens in Form
eines offenen Leserahmens (ORF). Selbst-amplifizierende mRNAs besitzen einen weiteren
offenen Leserahmen, der fiir virale Nichtstrukturproteine (nsP1—4) kodiert. Diese Proteine
formen einen Replikase-Komplex, der die mRNA innerhalb der Zielzelle vervielfiltigt, wodurch
groBere Antigenmengen pro mRNA exprimiert werden konnen als bei nicht-replizierenden
mRNAs. Um eine optimale Wirksamkeit des Impfstoffs zu gewéhrleisten, muss die
entsprechende mRNA beispielsweise noch in Form von Lipid-Nanopartikeln (LNPs) formuliert
werden. Copyright: CureVac AG.
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Um eine optimale Wirksamkeit des Impfstoffs zu gewihrleisten, muss die mRNA noch formuliert werden (Abb. 1). Die Formulierung schiitzt die
mRNA vor Degradation durch extrazelluldre Nukleasen und erhoht nach Impfung die Aufnahme und Expression der mRNA in den Korperzellen
[8]. Eine der ersten Formulierungsansitze war die Komplexierung von mRNA mit Protamin, einem polykationischen Peptid, welches die mRNA
stabilisiert und zusitzliche Adjuvanseigenschaften vermittelt [9—11]. Fiir ein lyophilisiertes Protamin-formuliertes mRNA-Vakzin gegen Tollwut
konnte eindrucksvoll demonstriert werden, dass es seine protektive Wirkung trotz mehrmonatiger Lagerung bei -80 °C bis hin zu 70 °C nicht verliert
[12]. Jiingste Daten einer klinischen Studie zeigen die Induktion von virusneutralisierenden Antikdrpern mit dieser Protamin-Formulierung, jedoch
deuten die Hohe als auch die Langlebigkeit dieser Antworten darauf hin, dass verbesserte Formulierungen fiir mRNA-Vakzine benotigt werden [13].
Diese wurden in Lipid-Nanopartikeln (LNPs) gefunden [14]. Hierbei handelt es sich zurzeit um die vielversprechendsten und am héufigsten
verwendeten Agenzien fiir die Formulierung von mRNA-basierten Impfstoffen. LNPs verkapseln die mRNA in kleine Vesikel, wodurch diese
geschiitzt wird, und erhéhen zusitzlich die Aufnahme des Impfstoftfes in die Zelle. Hierdurch wird eine erhohte Expression erreicht [2, 8].

Neben der Formulierung kann die Effizienz von mRNA-basierten Impfstoffen auch noch durch weitere Modifikationen erhoht werden. Géingige
mRNA-Optimierungsansitze sind etwa die GC-Anreicherung, die Entfernung von seltenen Codons oder die Verwendung von chemisch
modifizierten Nukleotiden (keine Option bei selbst-amplifizierenden mRNAs) [3, 5].

Postulierter Wirkmechanismus von mRNA-basierten Impfstoffen

Der genaue Mechanismus der Immunsystemaktivierung durch mRNA-basierte Impfstoffe ist noch nicht vollstindig aufgeklart. Sie ist stark vom Ort
der Immunisierung als auch von der mRNA selbst und ihrer Formulierung abhingig. Systemisch (intravends) verabreichte LNP-formulierte mRNA
reichert sich etwa in der Leber an, wihrend eine intramuskulédre, intradermale oder subkutane Verabreichung zu einer verlédngerten
Proteinexpression am Injektionsort fiihrt [2, 4, 7]. Fiir LNPs wurde beispielsweise gezeigt, dass sie tiber Endozytose in die Zielzelle gelangen, und
erst bei der Bildung von spiten Endolysosomen mit der Membran fusionieren und die mRNA ins Zytosol abgeben, wo die mRNA von Ribosomen
translatiert wird [5, 8]. Intrazelluldr kann die mRNA auch iiber endosomale (z. B. TLR3, TLR7 oder TLRS) oder zytoplasmatische RNA-Sensoren
(z. B. RIG-I (retinoic acid inducible gene-I) und MDAS (melanoma differentiation-associated gene 5)) erkannt werden. RNA-Sensoren werden
ausschlieBlich intrazelluldr exprimiert und sind in der Lage, RNA von viraler oder bakterieller Herkunft zu erkennen [15]. Durch Aktivierung von
RNA-Sensoren kommt es zur Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen an der Immunisierungsstelle, was wiederum zur Infiltration von
Immunzellen des angeborenen Immunsystems fiihrt (z. B. Neutrophile, Monozyten, dendritische Zellen (DCs) oder Makrophagen) [3, 4, 7, 16]. Fiir
Protamin-formulierte nicht-replizierende mRNA wurde gezeigt, dass sie sowohl von Nicht-Immunzellen, als auch von Antigen-présentierenden
Zellen aufgenommen und durch DCs zum drainierenden Lymphknoten transportiert wird. Dort konnte die Expression des kodierten Antigens und
die Aktivierung von Immunzellen gezeigt werden, die fiir die Induktion einer adaptiven Immunantwort notwendig sind [11]. Fiir einen LNP-
formulierten nicht-replizierenden mRNA-basierten Impfstoff konnte nach intramuskuldrer Immunisierung eine starke Aktivierung des angeborenen
Immunsystems an der Injektionsstelle sowie im drainierenden Lymphknoten gezeigt werden. Dabei wurde eine transiente Induktion von
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen sowie eine Aktivierung der Mehrheit an Immunzellen im drainierenden Lymphknoten
nachgewiesen [14]. Eine weitere Studie konnte demonstrieren, dass mRNA-basierte Impfstoffe eine Typ-1-Interferon abhingige Immunaktivierung
induzieren, die zu einer Differenzierung von Antigen-spezifischen CD4+-T-Zellen im drainierenden Lymphknoten fiihrt [17]. Unter den
professionellen Antigen-préasentierenden Zellen spielen vor allem DCs eine wichtige Rolle bei der Induktion einer Antigen-spezifischen
Immunantwort nach Immunisierung mit einem mRNA-basierten Impfstoff [3]. Nach Internalisierung des mRNA-Vakzins durch z. B. konventionelle
DCs am Injektionsort exprimieren diese das kodierte Antigen in seiner nativen Form [17], prozessieren es zu antigenen Peptiden und présentieren
diese im drainierenden Lymphknoten iiber die Haupthistokompatibilitdtskomplex-Molekiile MHC-Klasse-I an CD8+-T-Zellen bzw. nach Aufnahme
und Prozessierung von bereits exprimierten, extrazelluldren Antigenen iiber MHC-Klasse-II an CD4+-T-Zellen. Dies fiihrt auf der einen Seite zur
Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen und auf der anderen Seite zur Unterstiitzung der Differenzierung von B-Zellen zu Antikorper-
sezernierenden Plasmazellen durch T-Helferzellen [3, 17]. Abbildung 2 fasst die Vorgénge von der Verabreichung eines mRNA-LNP-Impfstoftes
bis hin zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems nochmals grafisch zusammen.

Abb. 2: Schematische Illustration der Wirkungsweise von mRNA-basierten Impfstoffen.
Dargestellt und beschrieben sind die Vorgénge nach intramuskuldrer Verabreichung eines
mRNA-LNP-Impfstoffes bis hin zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems im
Lymphknoten. LK: Lymphknoten, LNP: Lipid-Nanopartikel, MHC:
Haupthistokompatibilitdtskomplex, NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle, CTLs: Zytotoxische T-
Zellen. Copyright: CureVac AG.
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