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Modifiziertes Vacciniavirus Ankara (MVA) -
die Entwicklung als Vektorimpfstoff und Ein-
satzmoglichkeiten in der Veterinarmedizin

Modified vaccinia virus ankara (MVA) — development as
recombinant vaccine and prospects for use in veterinary medicine

Asisa Volz, Robert Fux, Martin C. Langenmayer, Gerd Sutter

Pockenviren zahlen zu den meistgenutzten viralen Expressionssystemen fiir die Entwick-
lung neuer Impfstoffe und Gentherapeutika. In diesem Ubersichtsartikel berichten wir aus
der aktuellen Impfstoffforschung mit rekombinanten Modifizierten Vacciniaviren Ankara
(MVA). MVA entstand bereits vor mehr als 40 Jahren nach einer Vielzahl von Vermehrungs-
passagen in Hihnerzellenkulturen. Durch Anpassung an die vom Vogel stammenden
Wirtszellen hat das Virus etwa 15 % seiner urspriinglichen genetischen Information einge-
bult sowie die Vermehrungsfahigkeit in Sdugetierzellen und viele Virulenzeigenschaften
normaler Vacciniaviren verloren. Trotz dieser Replikationsdefizienz kann MVA aber belie-
bige Wirtszellen infizieren, seinen molekularen Lebenszyklus entfalten sowie virale und
rekombinante Gene exprimieren. Aufgrund seiner Avirulenz und der Unbedenklichkeit fir
die allgemeine Umwelt kann MVA unter Bedingungen der biologischen Sicherheitsstufe

1 eingesetzt werden. Das Virus dient als gut etabliertes Vektorsystem zur Expression hete-
rologer Gensequenzen sowie als Technologieplattform zur Konstruktion und Entwicklung
von Impfstoffen in der medizinischen Forschung. Fir verschiedenste rekombinante
MVA-Impfstoffe konnten die Sicherheit und die Immunogenitdt im Menschen bereits in
klinischen Prifungen der Phase | bis Il belegt werden. Moderne Verfahren zur grof3tech-
nischen Produktion von MVA-Impfstoffen nach arzneimittelrechtlichen Bestimmungen
sind ebenfalls bereits etabliert. Daher ist auch die Verwendung MVA-basierter Vektor-
impfstoffe in der Veterindrmedizin aussichtsreich. Die Ergebnisse erster Untersuchungen
unterstitzen die erfolgreiche Impfung von Haus- und Nutztieren.

Schliisselworter: Rekombinante Impfstoffe, Infektionsmedizin, Zoonosen

Poxviruses as expression vectors are widely used in medical research for the development
of recombinant vaccines and molecular therapies. Here we review recent accomplish-
ments in vaccine research using recombinant modified vaccinia virus ankara (MVA). MVA is
a highly attenuated vaccinia virus strain that originated from serial tissue culture passage
in chicken embryo fibroblasts more than 40 years ago. Growth adaptation to avian host
cells caused deletions and mutations in the viral genome affecting about 15% of the
original genetic information. In consequence, MVA is replication-deficient in cells of mam-
malian origin and fails to produce many of the virulence factors encoded by conventional
vaccinia virus. Because of its safety for the general environment MVA can be handled
under conditions of biosafety level one. Non-replicating MVA can enter any target cell
and activate its molecular life cycle to express all classes of viral and recombinant genes.
Therefore, recombinant MVA have been established as an extremely safe and efficient
vector system for vaccine development in medical research. By now, various recombinant
MVA vaccines have been found safe and immunogenic when used for phase I/1l clinical
testing in humans, and suitable for industrial scale production following good practice

of manufacturing. Thus, there is an obvious usefulness of recombinant MVA vaccines for
novel prophylactic and therapeutic approaches also in veterinary medicine. Results from
first studies in companion and farm animals are highly promising.

Keywords: Viral vector vaccines, infectious diseases, zoonoses.
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Pockenviren als
rekombinante Impfstoffe

Die Pockenviren der Wirbeltiere, die sogenannten Chor-
dopockenviren, gehdren zu den grofiten bekannten
Viren. Historisch waren sie die ersten Viren, die bereits
im Lichtmikroskop erkennbar waren und in Zellkulturen
vermehrt werden konnten. Die 200 x 300 nm grofsen,
typisch quaderférmigen Virionen enthalten ein Genom
aus doppelstrangiger DNA das durchschnittlich aus
etwa 200 Kilobasenpaaren besteht. Interessanterweise
werden ca. ein Drittel der insgesamt rund 180 viralen
Proteine nicht zwingend fiir die in-vitro-Replikation
der Viren benétigt, sondern sind allein fiir die Inter-
aktion mit dem Immunsystem des Wirtes verantwort-
lich. Besonders interessant sind dabei die sogenannten
Immunevasionsproteine, die darauf spezialisiert sind,
bestimmte Immunfunktionen des Wirtes zu inhibie-
ren und damit die in-vivo-Vermehrungsfahigkeit und
eine rasche Ubertragung der Viren von Wirt-zu-Wirt zu
begiinstigen (Haller et al., 2014; McFadden, 2005). Daher
ist es nicht erstaunlich, dass solche Virusfaktoren auch
an der Auspragung der spezifischen Pockenerkrankung
beteiligt sind und damit zu den Pockenvirulenzfaktoren
gezdhlt werden.

Die bekanntesten Pockenviren sind zwei Vertreter des
Genus Orthopoxvirus, das Variolavirus als Erreger der
gefiirchteten Pockenerkrankung beim Menschen und
das Vacciniavirus, das als Impfvirus tiber Jahrzehnte
weltweit erfolgreich zur Bekdmpfung der Menschen-
pocken eingesetzt wurde und somit letztlich auch die
Ausrottung des Variolavirus erlaubte (Fenner et al., 1988).

Schon bald nach der Ausrottung des Variolavirus gab
es fiir das Pockenimpfvirus Vacciniavirus eine neue Auf-
gabe. Die Fortschritte der molekularvirologischen For-
schung hatten es erlaubt, das Vacciniavirus mit fremden
Genen auszustatten und als sogenanntes rekombinantes
Impfvirus zu testen (zur Ubersicht: Moss, 1996). Solche
rekombinanten Viren, auch als Vektorviren bezeichnet,
tragen die fremde Erbinformation stabil in ihrem Genom
integriert und produzieren in ihrem Lebenszyklus neben
ihren eigenen Proteinen auch die durch die hetero-
loge DNA kodierten Antigene. Die Stabilitdt des DNA-
Genoms, der rein zytoplasmatische Replikationszyklus,
die Unabhéngigkeit des Virus von zelluldren Enzymen
der Nukleinsduresynthese, die eigenstdndige Regulation
der Genexpression mit virusspezifischen Promotoren
und das Fehlen persistierender bzw. latenter Infektionen
machen das Vacciniavirus zu einem sehr verldsslichen
viralen Vektorsystem. Eine besonders vorteilhafte Eigen-
schaft derVacciniaviren im Hinblick auf eine Verwendung
als Impfstoff ist, dass die Prasentation von Antigenen bei
der adaptiven Immunantwort durch das Virus selbst
nicht behindert wird. So sind bisher keine Mechanismen
der viralen Immunevasion bekannt, die direkt der Anre-
gung von Antikorper- oder T-Zellimmunantworten des
Wirtes entgegenwirken konnen. Das Virus hat sich im
Lauf seiner Evolution offenbar ganz auf die Blockade der
angeborenen (,innate”) Immunantworten spezialisiert
und kann dann trotz einer adaptiven Immunantwort des
Wirtes gut tiberleben. In relativ seltenen Féllen wurden
nach Impfung mit vermehrungsfahigen Vacciniaviren
aber schwerwiegende Nebenwirkungen beobachtet, ins-
besondere in immungeschwéchten Patienten (Lane und
Millar, 1969; Redfield et al., 1987). Diese Sicherheitsliicke
wurde mit der Entwicklung einer zweiten Generation

von Vacciniavirus-Vektorimpfstoffen geschlossen. Diese
Vektoren basieren auf Viren, die in ihrer Vermehrungs-
fahigkeit in Sdugetierzellen sehr stark eingeschrankt
sind und heute als sehr sichere rekombinante Impf-
stoffe beim Menschen eingesetzt werden konnen (Sutter
und Moss, 1992; Tartaglia et al.,, 1992). Zu diesen sehr
sicheren Vacciniaviren gehort das Modifizierte Vaccinia-
virus Ankara (MVA).

Historie des Modifizierten
Vacciniavirus Ankara (MVA)

Seinen Ursprung hat MVA in einem mehrjdhrigen Zell-
kulturexperiment mit einem klassischen Vacciniavirus-
Impfstamm, dem Chorioallantois Vacciniavirus Ankara
(CVA), das in der Tiirkei (Impfanstalt Ankara) und der
Bayerischen Landesimpfanstalt Miinchen als Pocken-
impfstoff produziert wurde (Herrlich und Mayr, 1957).
Die Miinchener Tierdrzte Anton Mayr und Eberhard
Munz untersuchten die biologischen Eigenschaften des
CVA unter Bedingungen vielfach wiederholter Vermeh-
rung in Kulturen aus priméaren Hithnerembryofibroblas-
ten (FHE). Nach 371 Passagen in FHE bemerkten sie
eine deutliche Verdnderung des Wachstumsverhaltens
im bebriiteten Hiithnerei, geringere Vermehrung in Kal-
bernieren- und HeLa-Zellkulturen sowie eine reduzierte
Virulenz im Kaninchen, in der Maus und im Huhn (Mayr
und Munz, 1964). Nach weiterer Vermehrung in Serien-
passage hatte das CVA-FHE-Virus seine Vermehrungs-
fahigkeit auf Zellkulturen menschlichen Ursprungs ver-
loren und praktisch alle krankmachenden Eigenschaften
in Tiermodellen eingebiifst. Mit der 516. Passage erfolgte
seine Umbenennung in das Modifizierte Vacciniavirus
Ankara (MVA) (Mayr et al., 1975). Inzwischen hatte die
Bayerische Landesimpfanstalt Miinchen das MVA zur
Entwicklung eines neuartigen Pockenimpfstoffes {iber-
nommen und mit klinischen Priifungen am Menschen
begonnen. In den Jahren 1968-1976 wurde das MVA zur
Pockenschutzimpfung in mehr als 100 000 Individuen
eingesetzt. Impfkomplikationen, vergleichbar mit sol-
chen die nach der Verabreichung herkémmlicher Vacci-
niaviren gelegentlich auftraten, wurden nicht beobachtet
und so erhielt das MVA im Jahr 1977 durch das Paul-
Ehrlich-Institut seine erste Zulassung als Vorimpfstoff
bei der Pockenschutzimpfung (Mayr et al., 1978; Stickl et
al., 1974). Nach der Ausrottung des Variolavirus und der
damit verbundenen Abschaffung der Impfpflicht im Jahr
1980 verlor man zunéchst auch das Interesse an MVA
als verbesserter Pockenimpfstoff. Dies dnderte sich aber
schon bald durch neue molekularbiologische Erkennt-
nisse und Methoden, die es erlaubten, das Genom des
Vacciniavirus zu entschliisseln und gezielt gentechnisch
zu verandern (Mackett et al., 1982; Panicali und Paoletti,
1982). Bereits 1988 diente eine Saatvirusprdparation des
MVA (572.FHE, 22.02.1974) zur Klonierung des Virus
und genetischen Kartierung des MVA-Genoms (auf der
Basis des klonalen MVA F6). Die Genomanalyse zeigte,
dass MVA wahrend der Attenuierung auf FHE Zellen
viele Deletionen erfahren und insgesamt etwa 15 % der
genetischen Information des urspriinglichen CVA ver-
loren hatte. Die Verdnderungen im MVA-Genom konn-
ten bereits damals viralen Genfunktionen zugeordnet
werden, die eine essenzielle Rolle bei der Regulation
der in vitro und in vivo Vermehrung von Vacciniavi-
ren spielen (Meyer et al., 1991). Erst kiirzlich konnten
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erste, bei Eukaryonten hoch konservierte, zelluldre
Proteine identifiziert werden, die als Restriktionsfak-
toren der Pockenvirusvermehrung dienen kénnen und
offensichtlich die Ziele dieser regulatorischen Viruspro-
teine darstellen (Sivan et al.,, 2015). Somit lasst sich
die in verschiedenen Tierspezies festgestellte Vermeh-
rungsdefizienz des MVA endlich besser erkladren, lange
nachdem die entsprechenden Genfunktionen als wahr-
scheinliche Grundlage fiir die starke Abschwichung
der krankmachenden Eigenschaften des MVA erstmals
beschrieben waren (Meyer et al., 1991; Sutter, 1990).
Spatere Volllangensequenzierungen des MVA-Genoms
bestétigten die Ergebnisse der Genomkartierungen und
zeigten auch die vollstindige Identitédt der kodierenden
Genomsequenzen des MVA F6 und anderer klonaler
Isolate des MVA (Antoine et al., 1998; Wyatt et al., 2004).
In den ersten Jahren des 21. Jahrhunderts erwachte
auch wieder das Interesse an MVA als moderner Vac-
ciniavirus-Ersatzimpfstoff gegen Pocken. Die mogliche
Bedrohung durch gezielte bioterroristische Freiset-
zung humanpathogener Orthopockenviren hatte den
Wunsch offentlicher Gesundheitssysteme nach neuen,
effizienten Pockenschutzimpstoffen aufkommen lassen.
Neue Studien in verschiedenen Tiermodellen fiir die
Variolavirus-Infektion des Menschen unterstiitzten die
Immunogenitat und Wirksamkeit von MVA als Impfstoff
gegen Orthopockenviren (Drexler et al., 2003; Kremer et
al., 2012a; Paran et al., 2009; Samuelsson et al., 2008; Volz
et al., 2014). Gleichzeitig wurde in Europa und insbeson-
dere den USA {iber staatliche Finanzierung die klinische
Entwicklung eines modernen MVA-Impfstoffes voran-
getrieben, der in Europa und Kanada bereits wieder als
zugelassener Impfstoff gegen Variolavirus zur Verfligung
steht (European Medicines Agency, 2013).

Rekombinante MVA als Vektoren fiir
Genexpression und Impfstoffforschung

Die Herstellung von rekombinanten MVA-Viren basiert
auf standardisierten molekularbiologischen und virolo-
gischen Verfahren, unter der Verwendung von Serum-
freien Zellkulturmedien und der Konstruktion von Mar-
ker-freien rekombinanten Viren (zur Ubersicht: Kremer
et al, 2012b). Grundsatzlich sind die Methoden den
bekannten Protokollen zur Herstellung herkémmlicher
Vacciniavirus-Vektoren sehr dhnlich (Broder und Earl,
1999). Die wohl einfachste Methode zur Insertion von
Fremdgenen in das MVA-Genom nutzt den Mechanis-
mus der homologen Rekombination zwischen DNA-
Abschnitten gleicher Sequenz. In Transferplasmide klo-
nierte MVA-DNA Sequenzen flankieren die Fremd-DNA
und erméglichen die gezielte Anlagerung an homologe
DNA-Sequenzen im MVA-Genom. Durch die Rekombi-
nation erfolgt der Einbau der heterologen Gensequenzen
im Genom prézise an der Stelle zwischen den gewéhlten
flankierenden MVA-DNA-Sequenzen. Die natiirliche
Deletionsstelle III im MVA-Genom (Meyer et al., 1991)
war der Ort fiir den ersten Einbau von Fremdgenen bei
der Konstruktion rekombinanter MVA (Meyer et al.,
1991; Sutter und Moss, 1992; Sutter et al., 1994). Die
heute etablierte Nutzung von natiirlichen Deletionen
oder Stellen zwischen zwei offenen Leserahmen im
MVA-Genom ermoglicht, dass andere Genfunktionen
des MVA durch die Insertion heterologer DNA-Sequen-
zen nicht beeintrachtigt werden miissen. So hat sich

die Deletionsstelle III tiber Jahre fiir den zuverldssigen
Einbau von Fremd-DNA bewéhrt und dient auch heute
regelmafiig als Insertionsort bei der Entwicklung neuer
MVA-Vektorimpfstoffe (Kreijtz et al., 2014; Song et al.,
2013; van den Doel et al., 2014). Es stehen mittlerweile
Vektorplasmide mit MVA-Ziel-Sequenzen fiir unter-
schiedliche Insertionsstellen zur Verfiigung, sodass auch
mehrere Fremdgene gleichzeitig in das MVA-Genom
eingebracht werden konnen (Kremer et al., 2012b). Da
die Transkription aller viralen Gene im Zytoplasma und
unter strikter Regulation des Virus-eigenen Transkrip-
tionsapparats erfolgt, muss die Expression der Fremd-
gene mittels Vacciniavirus-spezifischer Promotoren kon-
trolliert werden. Besonders héufig eingesetzt werden
hierfiir sogenannte Friith-Spate-Promotorsequenzen, die
den viralen Transkriptionskomplex wéahrend des gesam-
ten Lebenszyklus des Vacciniavirus aktivieren kénnen.
Hier zeigt sich auch eine besondere Eigenschaft des
in seiner Vermehrungstdhigkeit stark eingeschrankten
MVA. Auch in Wirtszellen, in denen keine neuen infek-
tiosen MVA-Virionen gebildet werden kénnen, kommt
es zur Expression aller viralen Genklassen (zur Uber-
sicht: Broyles, 2003) und so im Unterschied zu anderen
replikationsdefizienten Pockenvirusvektoren zu einer
nahezu uneingeschrankten Produktion von viralen und
rekombinanten Proteinen (Sutter und Moss, 1992). Die
im Vergleich zu voll vermehrungsfahigen Vacciniaviren
erstaunlich gute Immunogenitdat und Wirksamkeit erster
MVA-Vektorimpfstoffe (Hirsch et al, 1996, Sutter et
al., 1994) kann sicher auch auf die Fahigkeit zur Syn-
these ausreichender Mengen an Antigen zuriickgefiihrt
werden. Trotzdem ist grundsétzlich zu erwarten, dass
vermehrungsfahige Vacciniavirus-Vektoren in vivo eine
deutlich grofere Zahl von Zellen infizieren und so per
Immunisierung auch grofere Mengen an Antigen pro-
duzieren kénnen als MVA-Impfstoffe.

Immunisierende Eigenschaften
von MVA-Impfstoffen

Bereits die Charakterisierung des ersten rekombinanten
MVA-Vektorimpfstoffs gegen Influenza-A-Viren HIN1
zeigte nach Immunisierung von Mdusen eine iiberra-
schend effiziente Anregung von Influenzaantigen-spe-
zifischen Antikdrpern und zytotoxischen CD8+ T Zellen
(Sutter et al., 1994). Die Induktion schiitzender Immu-
nitdt trotz fehlender Vermehrungsfdhigkeit und selbst
bei der Verabreichung relativ niedriger Dosierungen des
MVA-Impfstoffs bestatigte sich auch in spéteren Impf-
studien (Drexler et al., 2003; Hirsch et al., 1996; Kreijtz
et al., 2009b; Kremer et al. 2012a; Volz et al., 2014). Diese
bemerkenswerten Befunde erkldren sich wohl auch mit
dem Fehlen vieler viraler Immunevasionsfaktoren im
MVA-Genom, sodass das MVA im Gegensatz zu her-
kémmlichen Vacciniaviren nach Infektion bzw. Immuni-
sierung wichtige angeborene Immunantworten wirksam
aktivieren kann (Biittner et al., 1995; Delaloye et al., 2009;
Forster et al., 1994; Halle et al., 2009). Hervorzuheben
sind hierbei vor allem die MVA-spezifische Induktion
von Typ I Interferonen sowie die Produktion anderer
Zytokine und Chemokine, die das Einwandern von
Immunzellen an den Ort der MVA-Inokulation stimu-
lieren und Antigen-spezifische adaptive Immunantwor-
ten besonders aktivieren konnen (Lehmann et al., 2009;
Price et al., 2013; Price et al., 2015; Waibler et al., 2009).
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ABBILDUNG 1: Vergleich
aktueller und potenzieller Anwen-
dungen fiir die Entwicklung von
MVA-Vektorimpfstoffen in
Human- und Veterinidrmedizin.
MERS — Middle East Respiratory
Syndrome; BRSV — Bovines Respi-

Humanmedizin

Veterindarmedizin
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Infektionen, z.B.
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Entwicklung fiir Impfstoffe zur
Bekimpfung von Antibiotika-
resistenten Erregern.

Tumortherapie

MVA-Vektorimpfstoffe
in der Veterinarmedizin

In der Humanmedizin haben bereits zahlreiche rekom-
binante MVA-Impfstoffe die Phasen I bis III der kli-
nischen Priifung erreicht (zur Ubersicht siehe: Gilbert,
2013; Gémez et al., 2013; Kreijtz et al., 2013). Im Vorder-
grund der Untersuchungen stehen hierbei Testimpfstoffe
gegen wichtige Infektionskrankheiten des Menschen,
wie z. B. AIDS, Hepatitis B und C, Influenza, Tuber-
kulose und Malaria. Andere rekombinante MVA wer-
den bei der Entwicklung von Immuntherapien gegen
Krebserkrankungen erprobt. Ergebnisse einer grofien
klinischen Studie zur Immuntherapie von Papilloma-
virus-assoziierten intraepithelialen Lasionen bei mehr
als 1300 Patienten in Mexiko unterstiitzen die Wirksam-
keit wiederholter intra-uteriner, intra-urethraler sowie
intra-epithelialer Applikationen von MVA E2, einem
rekombinanten Virus zur Synthese des E2 Antigens des
Bovinen Papillomavirus (Rosales et al., 2014; Valdez Gra-
ham et al., 2000). Anwendungen fiir rekombinante MVA
in der Humanmedizin betreffen somit insbesondere die
Entwicklung von Impfstoffen gegen komplexere Erkran-
kungen, welche die Anregung von spezifischen Anti-
korpern und T-Zellantworten wiinschenswert machen.
Die Entwicklung von MVA-Vektorimpfstoffen fiir den
Bereich Veterindrmedizin befindet sich dagegen mit
wenigen Konstrukten und erst vereinzelten Untersu-
chungen in einer Zieltierspezies noch in den Anfdn-
gen. Grundsétzlich bietet die Veterindrmedizin jedoch
im Vergleich noch mehr Moglichkeiten fiir den Einsatz
von MVA-Impfstoffen (Abb. 1). In der Haustier- und
Pferdemedizin erscheinen, wie in der Humanmedizin,
neben der Infektionsprophylaxe auch immuntherapeu-
tische Anwendungen medizinisch und wirtschaftlich
sinnvoll. Im Bereich der Nutztiere steht sicherlich die
Prévention im Vordergrund mit einer Vielzahl wirtschaft-
lich bzw. tierseuchenrechtlich bedeutender Infektions-
erkrankungen. Schliefslich sollte eine Verwendung von

MVA -Vektorvakzinen in Tierreservoiren fiir Zoonoseer-
reger auch einen wichtigen Beitrag zur Pravention von
Zoonosen in Humanpopulationen leisten kénnen. Erste
Ergebnisse mit veterindrmedizinischen MVA-Impf-
stoffen sind vielversprechend. Die Immunogenitét eines
MVA-Vektorimpfstoffes im Schwein konnte erstmals mit
einem rekombinanten MVA gezeigt werden, welches die
Hiillproteine prM und E des Japanischen Enzephalitis-
Virus synthetisieren konnte (Nam et al., 1999; Nam und
Cho, 2002). Als erster MVA-Impfstoff in Pferden erwies
sich ein Vektorvirus zur Verabreichung von Influenza-A-
Virus H3-Antigen als immunogen und protektiv gegen
die Belastungsinfektion mit homologen Influenzaviren
H3NS8 (Breathnach et al., 2006; Breathnach et al., 2004).
Die Impfung von Kilbern mit rekombinanten MVA
zur Expression der Oberflichenantigene F und G des
Bovinen Respiratorischen Synzytial-Virus erwies sich
als sicher, immunogen und schiitzte vor hoher Viruslast
und schwerer Erkrankung der unteren Atemwege nach
einer Belastungsinfektion (Antonis et al., 2007). Bei der
ersten Anwendung als Gefliigelimpfstoff vermittelte die
einmalige intramuskuldre Immunisierung von Hithnern
mit 10® plaque-bildenden Einheiten (pfu) eines MVA-
Influenza-H5-Impfstoffes (MVA-HA-VN/04) eine solide
Schutzwirkung gegen die tddliche Belastungsinfektion
mit hochpathogenen avidren Influenza-A-Viren H5N1
(Veits et al.,, 2008). Erste Impfexperimente in Hunden
zeigten die Immunogenitdt von zwei experimentellen
MVA-Impfstoffen gegen Leishmaniose (Carson et al.,
2009; Ramos et al., 2008). Ziel dieser Immunisierungen
unter Verwendung der Leishmania Antigene TRYP und
LACK ist neue Impfstrategien zu entwickeln, die eine
Ubertragung des Zoonoseerregers Leishmania infantum
vom Reservoirwirt Hund auf den Menschen verhin-
dern konnen. Weitere MVA-Vektorimpfstoffe dienten als
Testimpfstoffe zur Bekdmpfung wichtiger Tierseuchener-
reger. So basieren erste rekombinante MVA-Impfstoffe
gegen die Afrikanische Pferdepest auf der Produktion
der Kapsidproteine VP2, den wichtigsten Zielantigenen

PRRSV, PCV,
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zur Induktion von neutralisierenden Antikorpern gegen
Afrikanische Pferdepest-Viren (Castillo-Olivares et al.,
2011; Chiam et al., 2009). Dabei wurde zur MVA-ver-
mittelten Expression der VP2 Gensequenz der gut cha-
rakterisierte aber nur moderat starke Promotor P7.5
eingesetzt. Trotzdem schiitzte eine zweimalige Impfung
mit 10® pfu MVA-VP2 Pferde in einem klinischen Test
vollstandig vor Erkrankung und Tod nach hochdosierter
Belastungsinfektion (Alberca et al, 2014). Ein erster
Testimpfstoff gegen die Pest der kleinen Wiederkduer
zeigte in Ziegen bereits nach Verabreichung von nur
zweimal 10° pfu rekombinanten MVA sehr gute Schutz-
wirkung (Chandran et al., 2010). Die hier beobachtete
Wirksamkeit der Vektorimpfstoffe bei niedriger Dosie-
rung erkldrt sich auch mit dem Einsatz des vielfach
starkeren synthetischen Promoters PmHS5 zur Transkrip-
tionskontrolle der rekombinanten H und F Gene des
Virus der Pest der kleinen Wiederkduer. Dieser Promotor
und dhnliche synthetische Promotoren mit starker Tran-
skriptionsaktivitdt gelten heute als wichtige Kompo-
nenten bei der Entwicklung und Untersuchung neuer
MVA-Vektorimpfstoffe (Kremer et al., 2012b). Ein gutes
Beispiel hierfiir sind die jlingsten Arbeiten zur Entwick-
lung rekombinanter MVA als Plattformtechnologie fiir
Impfstoffe gegen neuauftretende Erreger.

Rekombinante MVA als
Impfstoffe gegen neuauftretende
Infektionskrankheiten

Die biologische Sicherheit des MVA und bereits eta-
blierte Verfahren zur gentechnologischen Herstellung,
praklinischen Charakterisierung und klinischen Priifung
rekombinanter MVA unterstiitzten auch die Verwen-
dung des Vektorsystems fiir moglichst schnelle Immu-
nisierungen bei plotzlich auftretenden Virusinfektionen.
Ziel dieser Strategie muss sein, dass Notfallimpfstoffe
gegen ausgewdhlte Erreger mit Risikopotential bereits
hergestellt und zumindest teilweise klinisch gepriift
sind, um bei einem Ausbruch sofort eingesetzt werden
zu konnen. Erste MVA-Impfstoffe gegen aktuelle Zoo-
noseerreger — Influenzaviren und Coronaviren — kénnen
hier beispielhaft fiir die Entwicklung solcher Notfall-
Impfstoffe aufgefithrt werden. Seit 2003 treten hoch
pathogene avidre Influenza-A-Viren H5N1 regelmafig
als Erreger schwerer Atemwegserkrankungen (atypische
Pneumonien mit Lungenversagen) beim Menschen auf
und nur wenige Mutationen im Virusgenom koénnten
bereits ausreichen, eine effiziente Ubertragung des
Virus von Mensch-zu-Mensch und eine pandemische
Ausbreitung der Infektionen zu erméglichen (Uber-
sicht: Imai et al., 2013; Su et al., 2015). MVA-H5-Vek-
torimpfstoffe zur Produktion des HA Antigens des
Influenzavirus-Stammes A/Vietnam/2004 (MVA-HA-
VN/04) induzierten Antikérperantworten, die mit anti-
genetisch unterschiedlichen Influenza-A-Viren H5N1
kreuzreagierten und Méduse waren gegen Belastungsin-
fektionen mit homologen und heterologen H5N1-Viren
geschiitzt (Kreijtz et al., 2009a; Kreijtz et al., 2007). Der
MVA-HA-VN/04 Impfstoff erwies sich auch bei der
Immunisierung von Makaken als sicher und wirksam
(Kreijtz et al.,, 2009b). Eine zweimalige intramuskulare
Verabreichung von 10 pfu MVA-HA-VN/04 fiihrte zur
Bildung von Serumantikorpern, die die H5-spezifische
Hémagglutination hemmten und H5N1-Viren in der

Zellkulturinfektion neutralisierten. Nach der intratra-
chealen Belastungsinfektion mit homologem Influenza-
virus A/Vietnam/2004 bzw. mit heterologem Influenza-
virus A/Indonesia/2005 erwies sich die Vermehrung der
HS5N1 Influenzaviren in den oberen Atemwegen und
in der Lunge bei geimpften Tieren stark reduziert und
schiitzte die Impflinge vor jeglicher Erkrankung. Bei
Kontrolltieren kam es dagegen zu einer ungebremsten
Vermehrung der hochpathogenen Influenzaviren mit
der Entwicklung schwerer interstitieller Bronchopneu-
monien. Die erfolgversprechenden Ergebnisse aus die-
sen praklinischen Untersuchungen ermdglichten auch
die Priifung des MVA-HA-VN/04-Impfstoffes in einem
ersten Phase I/Ila Klinischen Versuch an 80 Proban-
den am Klinikum der Erasmusuniversitit Rotterdam
(Kreijtz et al., 2014). Der Impfstoff war gut vertrag-
lich und zeigte ein Nebenwirkungsprofil, das mit den
Ergebnissen aus anderen Phase-I-Studien mit MVA-
Vektorimpfstoffen sehr vergleichbar war. Die zweima-
lige intramuskuldre Verabreichung des Impfstoffs im
Abstand von vier Wochen fithrte zur Anregung von
H5N1-spezifischen Antikorpern, deren Titer eine schiit-
zende Wirkung der Immunisierung erwarten lassen. Ein
besonders bemerkenswertes Ergebnis der Studie war,
dass Wiederholungsimpfungen in einem Abstand von
zwOlf Monaten nach der Erstimmunisierung zu einer
unerwartet deutlichen Steigerung der H5-spezifischen
Antikorperantworten fithrten. Die ausgepragte Booster-
Reaktion zeigte sich auch nach nur einmaliger Erstver-
abreichung, nach Gabe zehnfach reduzierter Impfdosis
(107 pfu Dosis) und trotz des Vorliegens MVA-spe-
zifischer Antikorper im Serum der Patienten. Diese
Daten zeigen erstmals, dass es grundsétzlich von Vor-
teil sein kénnte Wiederholungsimpfungen mit MVA-
Vektorimpfstoffen in einem zeitlich grofieren Intervall
zu verabreichen. Auflerdem unterstiitzen die Ergebnisse
der Studie die Moglichkeit, der Bedrohung durch ver-
schiedene Influenzaviren als potenzielle Pandemieerre-
ger mit neuen Immunisierungsstrategien wirksamer zu
begegnen. Die bei der Impfung mit dem H5 Antigen des
H5N1 Influenzavirus-Stammes A/Vietnam/2004 indu-
zierten Antikorper konnten auch mit dem erst 2014
identifizierten hochpathogenen avidren Influenzavirus
H5NB8 kreuzreagieren (de Vries et al., 2015). Dabei korre-
lierte die Hohe der Titer der induzierten H5-spezifischen
Antikorper mit deren Fahigkeit zur Kreuzneutralisation.
Ein weiterer neuer Kandidat mit Pandemiepotential ist
das aviare H7N9-Influenzavirus, das erst seit 2013 in
China als Erreger von lebensbedrohlichen Infektionen
beim Menschen identifiziert wurde (Gao et al., 2013).
Die Bekdampfung des H7N9 Virus in Gefliigelbestanden
ist schwierig, da es sich um einen fiir Hithnervogel
niedrigpathogenen Erreger handelt und die Infektionen
meist nur bei Diagnostikmafinahmen erkannt werden.
Es kommt in China weiterhin zu Humaninfektionen
durch H7N9-Viren mit einer Haufung der Falle in den
Wintermonaten 2013/2014 und 2014/2015. Mit der Ver-
fligbarkeit erster Gensequenzen aus Humanisolaten des
H7N9 Virus startete die praklinische Entwicklung eines
MVA-Impfstoffkandidaten zur Verabreichung des H7
Antigens des Influenzavirus A/Shanghai/2/2013 (MVA-
H7-Sh2). Erste Impfexperimente bestétigten kiirzlich
Immunogenitdt und Schutzwirkung dieses Impfstoffes
bei Frettchen. Eine zweimalige intramuskuldre Appli-
kation von 108 pfu des MVA-H7-Sh2 schiitzen die hoch
empfanglichen Tiere vor jeglicher Erkrankung nach
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Belastungsinfektion. Mit nicht-rekombinantem MVA
geimpfte Kontrolltiere entwickelten dagegen schwere
akute Pneumonien mit ausgeprdgter Schadigung des
Lungengewebes nach intratrachealer Belastungsinfek-
tion mit H7N9 Influenzavirus A/Anhui/1/2013 (Kreijtz
et al., 2015).

Seit dem Jahr 2003 stehen immer wieder verschiedene
Coronaviren als neue Zoonoseerreger im Fokus des
offentlichen Interesses. Zwei Vertreter der Gruppe der
Beta-Coronaviren sprangen von Tieren, das Hauptreser-
voir bilden offenbar verschiedene Fledermausarten, auf
den Menschen und verursachten atypische Pneumonien
mit z. T. fatalem Verlauf durch akutes Lungenversagen,
das SARS (severe acute respiratory syndrome) Coro-
navirus (SARS-CoV) und das Middle East Respiratory
Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) (Ubersicht: Gra-
ham et al.,, 2013). Fiir beide Erreger stehen bisher noch
keine fiir die Anwendung im Menschen zugelassenen
Impfstoffe zur Verfligung, die bei Ausbriichen zur sofor-
tigen Notimpfung von Risikogruppen (z. B. Ersthelfer
und Krankenhauspersonal) eingesetzt werden konnten.
Nach der groffen SARS Epidemie in Asien im Jahr
2003 und der Verschleppung des Virus nach Europa
und Nordamerika wurden im letzten Jahrzehnt keine
neuen Infektionen des Menschen mit SARS-CoV fest-
gestellt. Vermutlich persistiert das Virus in einem Reser-
voirwirt, der nur selten eine Ubertragung in die Human-
population ermdglicht. Das im Jahr 2012 erstmals als
Krankheitserreger entdeckte MERS-CoV  verursacht
dagegen regelmifiige Neuinfektionen des Menschen
(Zaki et al., 2012). Bisher sind nach Angaben der WHO
(Stand 6. Juli 2015) insgesamt 1368 durch Laborunter-
suchungen bestdtigte Infektionen mit MERS-CoV auf-
getreten, davon verliefen mindestens 487 Fille todlich.
Der Hauptteil der Humaninfektionen betrifft das Konig-
reich Saudi Arabien und die Golfstaaten im Mittleren
Osten. Dromedare werden als ein wichtiges Tierreservoir
des MERS-CoV angesehen und spielen vermutlich eine
Rolle bei der Erstinfektion des Menschen. Eine Mensch-
zu-Mensch-Ubertragung des Virus ist moglich. Bekannt
sind begrenzte Infektketten im Familienbereich, in
Krankenhdusern und Pflegestationen sowie Verbreitung
des Virus durch erkrankte Reisende nach Europa, Nor-
damerika und Asien. Als besonders gefdhrdet fiir einen
schweren Verlauf der Infektion gelten &ltere Patienten
mit Vorerkrankungen und Personen mit geschwadchtem
Immunsystem (zur Ubersicht: Milne Price et al., 2014).
Personal in medizinischen Einrichtungen gilt daher auch
als wichtige Zielgruppe flir den méoglichen Einsatz eines
prophylaktischen Impfstoffes. Bereits ein Jahr nach der
Entdeckung des MERS-CoV stand ein rekombinantes
MVA als potenzieller Impfstoffkandidat zur Verfiigung,
das die stabile Expression des Spike (S) Glykoprote-
ins des MERS-CoV erlaubte (MVA-MERS-S; Song et
al., 2013). Das Spike-Oberflachenprotein der Corona-
viren gilt als ein vielversprechendes Impfantigen, da es
ein wesentliches Zielprotein fiir Virus-neutralisierende
Antikorper darstellt. Inzwischen ist die praklinische
Charakterisierung des MVA-MERS-S-Impfstoffes wei-
ter fortgeschritten (Volz et al., 2015). Immunisierungen
im Mausmodell belegten eine Dosis-abhédngige Bildung
von MERS-CoV neutralisierenden Antikérpern und
virusspezifischen CD8+ T Zellen nach subkutaner oder
intramuskuldrer Applikation des Testimpfstoffes. Des
Weiteren konnten wichtige Daten erhoben werden, die
die Sicherheit und Wirksamkeit einer MVA-MERS-S

Impfung unterstiitzen. In Mausen, die gentechnologisch
mit dem funktionellen Rezeptor fiir das MERS-CoV
ausgestattet wurden, verhinderte eine zweimalige Verab-
reichung des MVA-MERS-S-Impfstoffs die Vermehrung
des MERS-CoV und schiitzte vor akuten Entztindungen
des Lungengewebes infolge der Belastungsinfektion.
Diese Ergebnisse sind erfolgversprechend im Hinblick
auf die angestrebte klinische Priifung des MVA-MERS-
S-Vektorimpfstoffes.

Ausblick

Rekombinante MVA zédhlen derzeit zu den aussichts-
reichsten viralen Vektorimpfstoffen in der praklinischen
und Kklinischen Forschung. Eine obligat Virus-spezi-
fische Steuerung der Genexpression, genetische Sta-
bilitdt, Unbedenklichkeit fiir die allgemeine Umwelt,
etablierte Produktionsverfahren, Immunogenitdt sowie
bereits umfangreiche Daten zur klinischen Sicherheit
sind wichtige Eigenschaften des Ausgangsvirus MVA,
die die Erprobung zahlreicher MVA-Vektorimpfstoffe
beim Menschen ermdglichten. Besonders bemerkens-
wert sind hier jlingste Erkenntnisse, dass auch wie-
derholte Immunisierungen in Anwesenheit von starker
Orthopockenvirus-spezifischer Immunitat im Menschen
die spezifischen Immunantworten gegen das rekom-
binante Zielantigen signifikant steigern konnen (Kreijtz
et al., 2014). Auch in der Veterindrmedizin eroffnet der
Einsatz gentechnologisch entwickelter Arzneimittel viel-
faltige neue Méglichkeiten in Prophylaxe und Therapie.
Erste Ergebnisse aus der Untersuchung von MVA-Vek-
torimpfstoffen in verschiedenen Zieltierspezies sind sehr
vielversprechend. Rekombinante MVA werden durch
die flexible Nutzungsméglichkeit als Plattformtechno-
logie in der veterindrmedizinischen Immunprophylaxe
und Immuntherapie sicher zunehmend an Bedeutung
gewinnen. Das in der Humanmedizin dokumentierte
exzellente Sicherheitsprofil der Viren bietet viele Mog-
lichkeiten fiir die Entwicklung neuer Impfstoffe fiir
Haus- und Nutztiere. Gerade bei der Immunisierung
von Tieren, die zur Gewinnung von Lebensmitteln die-
nen, sollten die fehlende Vermehrungsfahigkeit und die
rasche Eliminierung des Impfvirus eine gute Akzeptanz
der Vektorimpfstoffe sicherstellen.
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