Leitthema

Bundesgesundheitsbl 2022 - 65:183-191
https://doi.org/10.1007/s00103-021-03477-9
Eingegangen: 16. September 2021
Angenommen: 7. Dezember 2021

Online publiziert: 11. Januar 2022

© Der/die Autor(en) 2022

)

Check for
Updates.

Einleitung

Hepatitis-C-Virus(HCV)-Infektionen
lassen sich durch antivirale Medikamen-
te sehr effizient behandeln. Trotzdem ist
davon auszugehen, dass erst die Entwick-
lung eines HCV-Impfstoffs die von der
Weltgesundheitsorganisation ~ (WHO)
angestrebte Elimination des Virus si-
cherstellen kann. Die Notwendigkeit
eines priventiven HCV-Impfstoffs wird
bei der Betrachtung epidemiologischer
Kennzahlen deutlich. Weltweit leben
71 Mio. Menschen mit einer HCV-In-
fektion [1], hiervon leben 5,9Mio. in
der Européischen Union, wobei es hier
zwischen den einzelnen Lindern grofle
Unterschiede in den Prévalenzen gibt
[2]. So liegt die HCV-Seroprivalenz in
der Allgemeinbevolkerung in Italien bei
5,9 %, in Deutschland hingegen nur bei
0,4% [2].

Etwa 70 % der HCV-Infektionen hei-
len nicht spontan aus, sondern persistie-
ren. Unterbleiben die Diagnose und ei-
ne Therapie, kénnen schwere Spitfolgen
auftreten und viele dieser Patienten ent-
wickeln nach Jahrzehnten eine Leberzir-
rhose oder Leberkrebs. In Industrieldn-
dern werden Schitzungen zufolge 60 %
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Entwicklungsansatze fiir
Impfstoffe gegen Hepatitis-C-

Virus-Infektionen

der Leberzellkarzinome durch eine chro-
nische Hepatitis C verursacht. In Europa
wird bei 63 % der Lebertransplantationen
als Indikation eine HCV-Infektion ange-
geben [3]. Im Jahr 2019 starben weltweit
etwa 290.000 Menschen an Hepatitis-C-
bedingten Spitfolgen [1].

Fiir das Erreichen der von der WHO
angestrebten HCV-Elimination gibt es
die Zielvorgabe, die HCV-Inzidenz bis
2030 um 80% gegeniiber der Inzidenz
des Jahres 2015 zu senken (1,75Mio.
HCV-Neuinfektionen im Jahr 2015 [4]).
Dieses Ziel ist ohne einen wirksamen
HCV-Impfstoft schwer erreichbar [5].
Ein wichtiger Grund hierfiir ist die un-
gebrochen hohe Rate an HCV-Neuin-
fektionen. Griinde hierfiir sind beispiels-
weise die steigende Anzahl injizierender
Drogenkonsumenten bedingt durch die
anhaltende Opioidkrise in Nordamerika
sowie durch nosokomiale Infektionen in
Entwicklungs- und Schwellenlidndern.
Im Jahr 2017 wurden 1,5 Mio. HCV-Pa-
tienten mit direkt wirkenden antiviralen
Substanzen behandelt, im gleichen Jahr
gab es jedoch 1,6 Mio. Neuinfektionen
[6].

Im Jahr 2019 haben sich weltweit
1,5Mio. Menschen neu mit HCV in-
fiziert, es ist somit kein wesentlicher
Riickgang bei den Neuinfektionen zu
verzeichnen [1]. Nach Schitzungen der
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WHO waren im Jahr 2019 nur 21 % aller
HCV-positiven Patienten diagnostiziert
und in dieser Gruppe haben 63 % eine
Behandlung mit antiviralen Substanzen
erhalten [1]. Wihrend der COVID-19-
Krise war der Zugang zur HCV-Diagnos-
tik und -Behandlung fiir viele Patienten
weltweit stark eingeschriankt. Aufgrund
dessen ist davon auszugehen, dass es
zu einem Anstieg der HCV-Privalenz
kommen wird [1, 7].

Die HCV-Infektionen sind in der Be-
volkerung ungleich verteilt. HCV ist hy-
perendemisch in der Gruppe der injizie-
renden Drogenkonsumenten; hier liegt
die HCV-Seroprivalenz in Deutschland
bei 68% und in 25 weiteren Lindern
zwischen 60 % und 80 % [8, 9]. Bei Min-
nern, die Sex mit Madnnern haben, liegt
die Privalenz einer HCV-Infektion bei
3,4% [10]. Einer HCV-Mikroeliminati-
on in diesen Bevolkerungsgruppen steht
erschwerend gegeniiber, dass sich erfolg-
reich therapierte Patienten erneut mit
HCYV infizieren kénnen [11]. Wenn Per-
sonen, die intravenosen Drogenkonsum
praktizieren, eine erfolgreiche HCV-The-
rapie durchlaufen haben und weiterhin
Drogen injizieren, betrigt die HCV-Re-
infektionsrate nach 6 Monaten 12,6 %
und nach 18 Monaten 17,1 % [12]. Fiir die
Sicherstellung eines Therapieerfolgs wire
der Einsatz eines praventiven Impfstoffs
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direkt im Anschluss an die Behandlung
erforderlich. Fiir seronegative Personen
mit intravenésem Drogenkonsum zeigen
Modellierungsstudien einen signifikan-
ten Impfeffekt, wenn bei hoher Impfquote
ein Impfstoff mit 30 % Wirksambkeit ver-
abreicht wiirde [13, 14].

Direkt wirkende antivirale HCV-Me-
dikamente sind hocheffektiv, jedoch kann
trotz Heilung einer HCV-Infektion die
Lebererkrankung fortschreiten und Le-
berkrebs entstehen [15]. In der akuten
Infektionsphase verlauft die HCV-Infek-
tion in aller Regel mild und bleibt hau-
fig unbemerkt. Deswegen wird eine In-
fektion vielfach erst erkannt, wenn be-
reits ein erheblicher Organschaden ent-
standen ist. Somit wire die Praventi-
on einer chronischen HCV-Infektion de-
ren Behandlung deutlich vorzuziehen, da
die Spétfolgen der chronischen Infektion
vermieden wiirden. Ein HCV-Impfstoft,
der zwar die akute Ansteckung nicht ver-
hindert, aber wirksam chronische Infek-
tionsverldufe abwendet, wire bereits von
hohem medizinischen und gesellschaftli-
chen Wert. Da schwere Leberschéden fast
immer erst nach langjihriger HCV-In-
fektion auftreten, wiirde ein solcher Impf-
stoff die HCV-Morbiditét und -Mortali-
tat wesentlich senken.

Aufgrund seiner auflerordentlichen
Diversitdt und Wandlungsfihigkeit so-
wie verschiedener viraler Immunevasi-
onsmechanismen ist HCV ein schwie-
riges Ziel fiir die Entwicklung eines
Impfstoffes. Dariiber hinaus bestehen
Limitationen bei der Priifung von Impf-
stoffkandidaten: Derzeit sind keine ro-
busten Tiermodelle verfiigbar, um den
Impfschutz vor einer HCV-Ansteckung
direkt zu tberprifen. Prizise Immun-
korrelate fiir eine breit schiitzende Im-
munitdt sind nicht vollends etabliert.
Dartiber hinaus gestalten sich klini-
sche Wirksamkeitsstudien schwierig, da
die Virusiibertragung vorwiegend bei
Drogenkonsumenten auftritt und der
Endpunkt fir den Impferfolg (die Ab-
wendung einer chronischen Infektion)
einen langen Studienzyklus erfordert.

In diesem Ubersichtsartikel werden
die besonderen Herausforderungen bei
der HCV-Impfstoffentwicklung aufge-
zeigt und die aktuellen Ansitze fiir die
Entwicklung eines Impfstoffs dargestellt.

Diversitat, Wandlungsfahigkeit
und Evasionsmechanismen von
HCV

Hohe genetische Diversitat

Die 7 bekannten HCV-Genotypen (Gt)
und die mehr als 67 Subtypen haben ei-
ne ungewohnlich hohe genetische Diver-
sitat, welche sogar die genetische Viel-
falt des humanen Immundefizienzvirus
1 (HIV-1) tbersteigt. HCV-Genotypen
unterscheiden sich in ca. 30 % der Ami-
nosduren, bei Subtypen sind es ca. 15%
[16]. Diese grofle Bandbreite von Virus-
varianten macht es duflerst schwer, einen
Impfstoff zu entwickeln, der vor jedem
dieser HCV-Typen schiitzt. Die hohe Di-
versitidt von HCV wird durch 2 grundle-
gende Mechanismen erzeugt: Einerseits
erreicht HCV eine sehr hohe Replikati-
onsrate und kann an einem einzigen Tag
in einem infizierten Patienten zwischen
10 Mrd. und 1000 Mrd. neue Viren bilden
[17]. Die Genome dieser Viren werden
von einer RNA-Polymerase produziert,
die eine verhiltnisméflig hohe Fehler-
rate hat. Dies sorgt dafiir, dass etwa je-
des 25. neue HCV-Genom eine Mutation
tragt [18]. Einige dieser Varianten ent-
kommen den T-Zell- und Antikorperant-
worten infizierter Patienten, sodass sich
eine chronische Infektion etablieren und
persistieren kann. Weltweit entsteht auf
diese Weise ein sehrbreites Spektrum von
Viren, denen schwer mit einem einzigen
Impfstoff Herr zu werden ist.

Struktur und Funktion der
Hullproteine

Neben der genetischen Diversitit stellen
auch die besondere Struktur und Funkti-
on der HCV-Hiillproteine die Impfstoff-
entwicklung vor besondere Herausforde-
rungen [19]. Die Hiillproteine stellen den
Kontakt zu Rezeptoren auf der Oberfla-
che von Leberzellen her und vermitteln
die Aufnahme in die Zellen. Sie sind das
Ziel firr neutralisierende Antikorper und
somit von essenzieller Bedeutung fiir die
Entwicklung eines Impfstoffes, der vor al-
lem tber Antikoper seine Wirksamkeit
entfaltet. Inzwischen wurden Teile der
Struktur des viralen Hiillproteins E2 [20,
21] aufgeklért und auch einige breit neu-
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tralisierende Antikorper aus HCV-Pati-
enten isoliert. Viele der hochwirksamen
Antikérper binden an einen Bereich des
Proteins E2, der als ,,front layer“ bezeich-
net ist. Dieser Teil des Proteins ist sehr
gut zwischen unterschiedlichen Virusty-
penkonserviert und wird fiir den Kontakt
des Virus mit dem Rezeptor CD81 be-
notigt. In einer kiirzlich verdffentlichten
Studie wurden die Virusevolution und
die induzierten Antikérper kurz vor der
Ausheilung im Detail analysiert. Dabei
stellte sich heraus, dass gleichzeitig mit
der Bildung von wirksamen Antikorpern
gegen die Front-Layer-Hiillproteinregi-
on in genau dieser Region Mutationen
akkumulierten, welche die Fahigkeit des
Virus, CD81 fiir den Zelleintritt zu nut-
zen, deutlich verringert haben. Diese Be-
obachtunglegt nahe, dass der antikorper-
vermittelte Immundruck Virusmutatio-
nen hervorgerufen hat, die wesentliche
Einbuflen in der Virusfitness verursacht
haben und auf diese Weise zur spontanen
Ausheilung beigetragen haben. Dariiber
hinaus wurde auch in einem Mausmodell
gezeigt, dass Antikorper gegen die vira-
le CD81-Bindestelle zur Ausheilung ei-
ner HCV-Infektion fithren kénnen [22].
Aus diesen Griinden bietet sich diese Re-
gion des HCV-E2-Proteins als Ziel fiir die
Impfstoffentwicklung an.

Allerdings werden solche Antikorper
auf natiirlichem Wege offenbar nicht
hiufig genug gebildet oder sie binden
nicht ausreichend gut, um das Virus
aufzuhalten. Die Griinde hierfiir sind
im Detail nicht bekannt. Strukturbiolo-
gische Untersuchungen legen nahe, dass
die CD81-Bindestelle des Virus, und
damit die Hauptzielregion fiir hoch-
wirksame Antikorper, strukturell sehr
flexibel ist und deswegen unterschied-
liche Konformationen einnehmen kann
[19]. Dies konnte die Immunogeni-
tit dieser Proteinbereiche wesentlich
einschranken. Andererseits scheint der
N-terminale Teil des Hullproteins E2
ausgesprochen immunogen zu sein und
die Bildung vieler Antikdrper auszulo-
sen [23]. Allerdings ist dieser Teil des
Proteins funktionell offenbar gegeniiber
Mutationen &uflerst tolerant. Als Aus-
druck dieser beiden Phanomene ist das
Virusgenom an dieser Stelle, der hyper-
variablen Region 1 (HVR1), so variabel
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Zusammenfassung

Mehr als 10 Jahre nach der Zulassung der
ersten direkt wirkenden antiviralen Wirkstoffe
zur Behandlung der Hepatitis C bleibt die
Inzidenz der Hepatitis-C-Virus-(HCV-)Infektion
ungebrochen hoch. In manchen Landern
stecken sich mehr Menschen neu mit dem
Virus an, als Patienten durch eine erfolgreiche
Therapie geheilt werden. Die Entwicklung
eines prophylaktischen Impfstoffes konnte
die Transmission des Virus unterbinden

und dadurch einen wesentlichen Beitrag

zur Kontrolle dieser weltweit verbreiteten
Infektion leisten. In diesem Artikel werden die
besonderen Herausforderungen und die aktu-
ellen Ansatze der HCV-Impfstoffentwicklung
dargestellt.

HCV ist ein hochgradig diverses und
wandlungsféahiges Virus, das zumeist dem

https://doi.org/10.1007/s00103-021-03477-9

Immunsystem entkommt und chronische
Infektionen etabliert. Andererseits heilt

die HCV-Infektion bei bis zu einem Drittel
der exponierten Individuen aus, sodass

eine schiitzende Immunitét erreichbar

ist. Zahlreiche Untersuchungen zu den
Determinanten einer schiitzenden Immunitét
gegen HCV zeichnen ein immer kompletteres
Bild davon, welche Ziele ein Impfstoff
erreichen muss. Sehr wahrscheinlich werden
sowohl starke neutralisierende Antikdrper
als auch wirkungsvolle zytotoxische T-Zellen
gebraucht, um sicher vor einer chronischen
Infektion zu schiitzen. Die Schliisselfrage ist,
welche Ansdtze besonders breit wirksame
Antikorper und T-Zellen heranreifen lassen.
Dies wird erforderlich sein, um vor der grof3en
Fiille unterschiedlicher HCV-Varianten zu

Entwicklungsansatze fiir Impfstoffe gegen Hepatitis-C-Virus-Infektionen

schiitzen. Die jlingsten Erfolge von mRNA-
Impfstoffen 6ffnen neue Tiiren auch fiir die
HCV-Impfstoffforschung. Kombiniert mit
einem tieferen Verstandnis der Struktur

und Funktion der viralen Hillproteine, der
Identifizierung kreuzprotektiver Antikorper-
und T-Zellepitope sowie der Nutzung
standardisierter Verfahren zur Quantifizierung
der Wirksamkeit von Impfkandidaten ergeben
sich neue Perspektiven fiir die Entwicklung
eines Impfstoffes.

Schliisselworter

Hepatitis-C-Virus - Antikdrperantwort -
T-Zellantwort - Impfstoffplattformen -
Impfstoffvalidierung

Abstract

The incidence of hepatitis C virus (HCV)
infections remains high even more than 10
years after approval of the first direct-acting
antivirals for treatment of hepatitis C. In some
countries, more people are newly infected
with the virus than patients cured by antiviral
therapy. The development of a prophylactic
vaccine could prevent virus transmission and
thereby make a significant contribution to
control the global burden of this disease. In
this article, we review the unique challenges
and current approaches to HCV vaccine
development.

HCV is a highly diverse and versatile virus
that mostly escapes the immune system and
establishes chronic infections. However, up

to one third of the exposed individuals can
spontaneously resolve HCV infections, which
indicates that protective immunity can be
achieved. Numerous studies on determinants
of protective immunity against HCV show

an increasingly complete picture of what

a vaccine must achieve. It is very likely that
both strong neutralizing antibodies and
powerful cytotoxic T cells are needed to
reliably protect against chronic HCV infection.
The key question is which approaches allow
maturation of particularly broadly effective
antibodies and T cells. This will be necessary to
protect against the high number of different
HCV variants. The recent successes of mRNA
vaccines open new doors for HCV vaccine

Development approaches for vaccines against hepatitis C virus infections

research and development. Combined with
a deeper understanding of the structure and
function of the viral envelope proteins, the
identification of cross-protective antibody
and T-cell epitopes as well as the use of
standardized methods to quantify the
effectiveness of vaccine candidates, new
perspectives arise for the development of
avaccine.

Keywords

Hepatitis C virus - Antibody response -
T-cell response - Vaccine platforms - Vaccine
validation

wie an keiner anderen Position. Demzu-
folge nutzt das Virus die HVRI formlich
als ,Kdder® fur das Immunsystem und
lenkt damit von den hoch konservierten
und empfindlichen Teilen, die fiir die
Bindung von CD81 entscheidend sind,
ab.

Infektionsversuche zeigen, dass die
HVRI sogar ganz deletiert werden kann,
ohne dass das Virus seine Infektiositit
einbiif3t [24, 25]. Diese veranderten Viren
reagieren wesentlich empfindlicher auf
Antikoérper gegen die CD81-Bindestelle

als HCV-Wildviren. Deswegen geht man
davon aus, dass die HVRI den Zugang
zu den hoch konservierten Bereichen
formlich abdeckt. Eine wichtige Heraus-
forderung fiir die Impfstoffentwicklung
ist es also, die Struktur und Funktion
der HCV-Hiillproteine noch besser zu
verstehen, um Antigene konstruieren
zu konnen, welche die Ablenkung des
Immunsystems auf wenig schiitzende
Bereiche iiberwinden und die Bildung
grofSer Mengen von breit neutralisieren-
den Antikérpern ermoglichen.
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Variable Prasentation von viralen
Peptiden

Die HCV-Nichtstrukturproteine NS3,
NS4A, NS4B, NS5A und NS5B, welche
neue Virusgenome herstellen, sind nicht
Bestandteil der Viruspartikel, sodass An-
tikorper gegen diese viralen Proteine fiir
die Immunkontrolle eine untergeordnete
Rolle spielen. Allerdings werden Peptide
dieser Proteine auf der Oberfliche von
Zellen priasentiert und durch T-Zellen
erkannt. Funktioniert diese Erkennung,
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wird die Zelle als infiziert gewertet
und abget6tet. Impfstoffe mit diesen
Viruskomponenten machen sich dieses
Prinzip der zellvermittelten Immunitat
zunutze. Allerdings limitiert auch hier
die grof3e Diversitidt von HCV die Band-
breite des Immunschutzes, da die fiir die
Erkennung entscheidenden Peptide von
HCV-Genotyp zu HCV-Genotyp un-
terschiedlich sind [26]. Dariiber hinaus
unterscheiden sich Menschen hinsicht-
lich ihrer HLA-Allele (Genvarianten,
die Merkmale des humanen Leukozy-
tenantigensystems bestimmen), die fiir
die Prisentation viraler Peptide verant-
wortlich sind, sodass nicht jeder Mensch
dieselben Peptide eines Virus erfolgreich
préasentiert.

Vermutlich aufgrund dieser Limi-
tationen konnte ein Impfstoffkandidat,
der diese viralen Proteine eines ein-
zelnen HCV-Isolates codiert, in einer
randomisierten, placebokontrollierten
Phase-1/II-Studie die Haufigkeit chroni-
scher HCV-Infektionen gegeniiber der
Kontrollgruppe nicht verringern [27].
Deswegen miissen wir mehr dariiber
lernen, welche T-Zellepitope fir die
Erkennung besonders vieler Virusty-
pen geeignet sind und gleichzeitig von
weitverbreiteten HLA-Typen présen-
tiert werden konnen. Es ist naheliegend,
dass ein Impfstoftkandidat, der sehr breit
wirksame Antikorper und zellvermittelte
Immunantworten induziert, besonders
wirksam sein wird.

Qualifizierung von Impfstoffen
in Zellkulturen, Tiermodellen
und klinischen Studien

HCYV hat ein sehr enges Wirtsspektrum,
nur Menschen und Schimpansen kon-
nen mit HCV infiziert werden. Obwohl
das Schimpansenmodell zunichst fiir die
HCV-Forschung zur Verfiigung stand,
wird es wegen ethischer Bedenken seit
vielen Jahren nicht mehr eingesetzt. So-
mit steht die HCV-Impfstoffentwicklung
vor der groflen Herausforderung, kein
aussagekriftiges, immunkompetentes
Tiermodell fiir die praklinische Tes-
tung von Impfstoftkandidaten zu haben.
Miuse sind in der biomedizinischen For-
schung von sehr hohem Nutzen, lassen
sich jedoch nicht mit HCV infizieren. Le-

berchimidre Miuse, die durch die Trans-
plantation von humanem Lebergewebe
fir HCV empfinglich werden, haben
sich fiir viele Fragestellungen in der
HCV-Forschung als wertvolles Modell
erwiesen [28]. Fiir die Testung eines pra-
ventiven Impfstoffs sind sie jedoch nur
bedingt niitzlich, da sie immundefizient
sind, um die Abstoflung des humanen
Lebergewebes zu verhindern. Deswegen
eignen sich diese komplizierten Tiere
zwar fiir die Prifung der Wirksamkeit
von Antikérpern in Rahmen passiver
Immunisierungsversuche; die Testung
aktiver Impfstoffe, inklusive der Kli-
rung der Frage, ob solche Impfansitze
vor einer Virusansteckung schiitzen, ist
in diesen Tieren jedoch nicht durch-
fihrbar. Vor diesem Hintergrund gibt
es seit Langem Bemithungen, immun-
kompetente und fiir HCV-empfangliche
Mausmodelle zu entwickeln [29]. Die
Erfolgsaussichten sind schwierig abzu-
schitzen und es bleibt abzuwarten, ob
sich hierdurch neue Moglichkeiten fiir
die In-vivo-Testung von HCV-Impfstoff-
kandidaten ergeben.

Parallel wurden in den vergangenen
Jahren vermehrt Anstrengungen un-
ternommen, HCV-Surrogatmodelle zu
entwickeln, welche auf tierpathogenen,
HCV-verwandten Hepaciviren beruhen
[30]. Das Rodent Hepacivirus (RHV)
wurde aus wild lebenden Ratten isoliert
und 16st in Laborversuchen akute und
chronisch persistierende Infektionen
bei Laborratten aus [31]. Labormiu-
se konnen ebenfalls infiziert werden,
kontrollieren die Infektion allerdings
in der akuten Infektionsphase. Chro-
nische Verldufe treten nur dann auf,
wenn das Immunsystem der Miuse
unterdriickt wird. Diese interessanten
Ergebnisse zeigen neue Optionen auf,
die Immunabwehrmechanismen, welche
vor hepaciviralen Infektionen schiitzen,
aufzukldren. Wie hilfreich diese Mo-
delle fiir die Qualifizierung von HCV-
Impfstoffkandidaten sein werden, bleibt
abzuwarten. Obwohl es viele Ahnlich-
keiten zwischen RHV und HCV gibt,
sind weitere Studien nétig, um die
Vergleichbarkeit der viralen Persistenz-
mechanismen, Evasionsstrategien und
der Mechanismen protektiver Immu-
nitit zu adressieren. Beispielsweise ist
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es unklar, ob RHV die entsprechenden
Rattenhomologe der HCV-Eintrittsfak-
toren nutzt und ob dhnliche Epitope die
Virusneutralisierung durch Antikérper
vermitteln. Zudem belduft sich die Di-
vergenz zwischen RHV und HCV im
Bereich der viralen Strukturproteine auf
67-77 % auf Aminosiureebene [32].

In Ermangelung eines immunkom-
petenten Tiermodells sind priklinische
Tests mit HCV in Zellkultur von be-
sonderer Bedeutung, um die Wirksam-
keit von Impfstoftkandidaten abzuschit-
zen. In Zellkulturversuchen, die zahlrei-
che und divergente Virustypen einschlie-
flen, konnen die Potenz und das Aus-
maf3 der Kreuzneutralisierung von impf-
stoffinduzierten Antikérpern unter kon-
trollierten Bedingungen gemessen wer-
den. Ein Vergleich mit der Wirksamkeit
von Antikorpern, die wihrend natiirli-
cher Infektionen im Menschen auftreten,
kann hergestellt werden und bietet wich-
tige Orientierung. Diese Arbeiten kon-
nen zwar nicht klaren, welche Antikor-
permengen verlésslich vor einer chro-
nischen HCV-Infektion oder gar einer
Ansteckung schiitzen, sie bieten jedoch
wichtige relative Informationen tiber die
Qualitit einzelner Kandidaten und damit
deren Potenzial fiir eine weitere Entwick-
lung als HCV-Impfstoff.

Leider werden weltweit recht unter-
schiedliche Zellkultur- Assays verwendet,
um die Wirksamkeit von Antikorpern
abzuschitzen [33]. Hierbei kommen ei-
nerseits sogenannte HCV-Pseudoviren
(HCVpp) und andererseits authentische,
zellkulturabgeleitete Viren (HCVcc) zum
Einsatz. Beide Modelle sind sehr gut ge-
eignet, um die Wirkung von Antikérpern
zu studieren. Allerdings erschwert die
Nutzung verschiedener Testsysteme den
Vergleich von Forschungsergebnissen
unterschiedlicher Labore und damit eine
rigorose Priorisierung von Impfstoffkan-
didaten. Demnach hat die Entwicklung
standardisierter Tests fir die Bewertung
der Wirksamkeit von Antikérpern eine
wichtige Bedeutung. Solche Testsysteme
sollten die genetische und funktionel-
le Diversitit von HCV berticksichtigen
und erfordern deswegen breite verglei-
chende Untersuchungen mit zahlreichen
Virustypen.



Solche Studien kénnen zudem inter-
essante Befunde tiber Erregereigenschaf-
ten erbringen: So hat eine vergleichende
Analyse der Neutralisierung von 13 un-
terschiedlichen HCV-Typen durch mehr
als 100 polyklonale Antikdrperprapara-
tionen von chronisch HCV-infizierten
Patienten ergeben, dass sich diese Viren 6
funktionell dhnlichen Virusgruppen zu-
ordnen lassen, welche beziiglich ihrer In-
teraktion mit neutralisierenden Antikor-
pern vergleichbare Eigenschaften haben
[34]. Die Virussequenzen waren hinge-
gen nicht geeignet, diese Einteilung, die
auf dhnlichen biologischen Eigenschaf-
ten beruht, zu treffen. Weitere Untersu-
chungen sind erforderlich, um zu kléren,
ob und wie viele weitere funktionell ab-
grenzbare ,,HCV-Biotypen® es gibt, die
sich hinsichtlich ihrer Interaktion mit po-
lyklonalen Antikérpern unterscheiden.
Das Spektrum von ,,Referenzviren’, wel-
ches diese 6 Biotypen umfasst, bietet sich
als Testsystem fiir die Bewertung kreuz-
neutralisierender Antikorper an [34].

Die standardisierte Nutzung von
HCVpp- und/oder HCVcc-Neutralisie-
rungstests gibt wesentliche Orientierung
tber die Wirksamkeit impfstoffindu-
zierter Antikorper. Diese In-vitro-Assays
kénnen jedoch nicht kliren, ob eine
Ansteckung oder eine chronische In-
fektion sicher verhindert wiirden. Vor
diesem Hintergrund und auch, weil die
HCV-Infektion sehr gut behandelbar ist,
wird neuerdings auch die Etablierung
eines kontrollierten humanen HCV-In-
fektionsmodells diskutiert (,,controlled
human infection model“; CHIM; [35]).
Sicher sind hier noch wichtige virologi-
sche, ethische und regulatorische Fragen
zu losen: Mit welchem Inokulum soll-
te infiziert werden, um eine natiirliche
Infektion zu simulieren? Wie kann die-
ses Inokulum standardisiert und sicher
bereitgestellt werden? Welche Risiken
gehen mit einer transienten Virusinfek-
tion einher und gibt es Langzeitfolgen?
Wie lange konnte man ethisch vertret-
bar den Studienzeitraum definieren, um
sicher die Wirksamkeit des Impfstof-
fes abzuschitzen und gleichzeitig die
Probanden nur moglichst kurz einer
Infektion auszusetzen? Vorausgesetzt
diese und weitere Fragen konnen im
Einklang mit einer ethisch-rechtlichen

Risiko-Nutzen-Abwigung geklart wer-
den, konnte die Verfugbarkeit eines
humanen HCV-Infektionsmodells die
klinische Priifung von HCV-Impfstoft-
kandidaten erleichtern.

Impfstoffkandidaten

Virale Vektoren

Eine Reihe verschiedener Ansitze wurde
bislang fiir die Entwicklung eines HCV-
Impfstoffs herangezogen. Virale Vek-
toren konnen hochwirksame zelluldre
Immunreaktionen induzieren [36] und
stellen daher einen attraktiven Ansatz
fur die Entwicklung eines HCV-Impf-
stoffs dar. Dabei sind insbesondere das
humane Adenovirus 6 (HuAd6), das
Schimpansenadenovirus 3 (ChAd3) und
das modifizierte Vacciniavirus Ankara
(MVA; [37]) interessant. Allerdings ist
vor dem Hintergrund der erfolgreichen
Zulassung eines rVSV-Ebolavirusimpf-
stoffes [38] im Jahr 2019 auch das
rekombinante vesikuldre Stomatitisvirus
(rVSV) als viraler Vektor wieder mehr
in den Fokus gertickt [39].

Die einzigen auf viralen Vektoren
basierenden HCV-Impfstoffkandidaten,
die in Phase I und Phase I/II an Men-
schen getestet wurden, waren ChAd3 und
MVA, die jeweils fir die HCV-Nicht-
strukturproteine NS3, NS4A, NS4B,
NS5A und inaktiviertes NS5B (NSmut)
codieren, das aus dem Gtlb-BK-Iso-
lat stammt [40, 41]. Diese Kandidaten
wurden zusammen in einer heterologen
Prime-Boost-Strategie getestet, bei der
Erwachsene, bei denen aufgrund von
Drogenkonsum ein Risiko fiir eine HCV -
Infektion bestand, mit ChAd3-NSmut
geprimt und 8 Wochen spater mit MVA-
NSmut geboostert wurden [27]. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass
trotz induzierter CD4+- und CD8+-T-
Zellantwort kein signifikanter Unter-
schied in der Inzidenz der chronischen
HCV-Infektion zwischen den Gruppen
beobachtet wurde.

Ein tiefgehendes Verstindnis fiir die
Griinde dieses Scheiterns wird fiir die
weitere Strategie, einen effizienten HCV-
Impfstoff zu entwickeln, entscheidend
sein. Da der ChAd3/MVA-NSmut-Kan-
didat ausschlieflich auf T-Zellepitope
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abzielte, konnte das Scheitern dieses
Impfstoftkandidaten darauf hindeuten,
dass die humorale Immunantwort eine
wichtige Rolle spielt und daher bei ei-
nem Impfstoffkandidaten in jedem Fall
mitberiicksichtigt werden muss.

Inaktivierte Viruspartikel

In vielen antiviralen Impfstoffen wer-
den virale Partikel als Impfstoffantige-
ne verwendet [42]. Diese wirken pri-
mir tiber die Induktion neutralisierender
Antikorper. Auch aus Zellkultur gewon-
nene inaktivierte HCV-Partikel (HCV-
cc) sind in Tiermodellen immunogen
und induzieren schiitzende Antikorper
[43-45]. Allerdings stellen die Konzen-
trierung und Aufreinigung von Viruspar-
tikeln eine Herausforderung fiir die Impf-
stoffherstellung dar. In géngigen Zellkul-
turmodellen wachst HCV zu eher nied-
rigen Virustitern, was die Ausbeute limi-
tiert und beziiglich der Skalierbarkeit der
Produktion zu Limitationen fithrt. Zu-
dem haben HCV-Partikel eine dhnliche
Dichte, wie sekretierte humane Lipopro-
teine, die wihrend der Produktion eben-
falls von den virusproduzierenden Zel-
len freigesetzt werden. Dies erschwert die
Abtrennung von zelluldren Bestandteilen
und Verunreinigungen und kompliziert
den Produktionsprozess.

Daher ist — wie bei vielen anderen
inaktivierten Impfstoffen - die Entwick-
lung eines effizienten, mit industriellen
Anforderungen kompatiblen Verfahrens
zur Produktion des inaktivierten Impf-
stoffs ein wesentlicher Engpass fiir die
Herstellung eines inaktivierten Impf-
stoffs aus HCVcc fur den Menschen [46,
47]. Obwohl die Immunogenitit inakti-
vierter HCV-Partikel erwiesen ist, bleibt
abzuwarten, ob der hohe Produktions-
aufwand in einem akzeptablen Verhalt-
nis gegeniiber anderen Kandidaten mit
einfacheren Produktionsverfahren steht.

Rekombinante Hiillproteine

Die Nutzung rekombinanter Hiillprote-
ine ist eine vielseitige und wirtschaftli-
che und deswegen attraktive Alternative
bei der Impfstoftherstellung. Solche Sub-
unit-Vakzine werden zudem bereits er-
folgreich zur Prophylaxe gegen eine Viel-
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zahl von viralen Krankheitserregern ein-
gesetzt [48]. Die HCV-Glykoproteine E1
und E2 sind die priméren Angriffspunkte
der humoralen Immunantwort und da-
her als Immunogen prédestiniert [49].

El und E2 sind Transmembranprote-
ine vom Typ I, die ein nichtkovalentes
Heterodimer bilden und auf dem rei-
fen Viruspartikel in kovalenten Struktu-
ren hoherer Ordnung beobachtet wurden
[50]. Bislang sind die meisten charak-
terisierten neutralisierenden Antikorper
(nAks) gegen das HCV E2 gerichtet. Es
gibt mehrere lineare und diskontinuier-
liche Regionen in HCV E2, an die nAks
binden konnen. Die meisten dieser Epi-
tope sind aufderals ,,frontlayer“bezeich-
neten Region von E2 lokalisiert und bein-
halten Teilbereiche, die fiir die Bindung
an den Rezeptor CD81 wichtig sind.

Der bislang erfolgreichste HCV-Impf-
stoffkandidat war das aus einem Gtla-
Isolat (H77) gewonnene, rekombinan-
te HCV-E1E2-Protein (rE1E2), welches
nach Immunisierung von Schimpansen
in5von 7 Fillen zu einer sterilen Immuni-
tat gegen eine homologe Infektion fiihrte,
wihrend die verbleibenden 2 Tiere eine
limitierte akute Infektion durchmachten
[51]. Dasselbe Immunogen in Kombina-
tion mit dem Adjuvans MF59 stellte sich
in einer Phase-I-Studie in verschiedenen
Dosen als vertraglich heraus [52] und
induzierte in den Patienten polyfunktio-
nale CD4+-T-Zellantworten sowie in 3
von 16 Probanden kreuzreaktive nAks
[53, 54].

Virusartige Partikel (VLPs)

Eine weitere Moglichkeit zur Prisenta-
tion von Immunogenen sind VLPs, ein
vielversprechender Bereich der Impf-
stoffforschung, der in den Impfstoffen
gegen das Hepatitis-B-Virus (HBV) und
das humane Papillomavirus (HPV) be-
reits Marktreife erlangt hat und auch im
Rahmen der HCV-Impfstoffentwicklung
exploriert wurde [55]. Dabei assemblie-
ren virale Strukturproteine genomunab-
hingig zu einem Partikel, welches dem
Virus dhnelt, aber nicht die Fihigkeit
zur Replikation besitzt. Aufgrund der
Multimerisierung in einer repetitiven
Struktur und ihrer Fahigkeit, in Gewe-
belymphknoten zu gelangen, sind VLPs

in der Regel immunogener als losliche
Proteine [56, 57].

VLPs fir HCV wurden zuerst in der
Insektenzelllinie Sf9 mithilfe eines Ba-
culovirus produziert, welches die Glyko-
proteine E1 und E2 codiert [58]. Diese
VLPs induzierten eine HCV-spezifische
zelluldre und humorale Immunantwort
sowohl in Méusen als auch in Pavianen
[58-60]. Bei der nachfolgenden Immuni-
sierung von Schimpansen wurde jedoch
in 3 von 4 Tieren trotz einer beobachteten
CD4+-und CD8+-T-Zellreaktion keine
humorale Reaktion nachgewiesen [61].
Die Arbeit an diesem Impfstoftkandida-
ten wurde im Folgenden nicht fortge-
fihrt.

Ein weiteres Produktionssystem fiir
HCV-VLPs wurde kirzlich mithilfe
einer Transduktion der menschlichen
Hepatomzelllinie Huh-7 mit rekombi-
nanten Adenoviren etabliert, welche die
HCV-Strukturproteine codieren [62].
Um die Diversitdt von HCV zu reflek-
tieren, wurde dieses im Original fiir
ein Gtla-Isolat (H77) entwickelte VLP-
Produktionssystem auch fir Struktur-
proteine der Gtlb, 2a und 3a etabliert
und eine Mischung der erzeugten VL-
Ps als quadrivalenter Impfstoffkandidat
charakterisiert [63-65]. Dabei zeigte sich
sowohl in Mausen als auch in Schwei-
nen eine Induktion von nAks und die
Aktivierung von CD4+- und CD8+-T-
Zellreaktionen, allerdings fehlen bislang
noch Daten zur Neutralisation hetero-
loger HCV-Isolate.

Um die angesprochene verbesserte
Immunogenitit von multimeren Parti-
keln zu nutzen, wurde auch l6sliches E2
auf selbstorganisierende Ferritinpartikel
aufgebracht, was im Vergleich zu mo-
nomerem loslichen E2 zur Induktion
erhohter nAk-Titer fithrte [66]. Einer
ahnlichen Strategie folgend, wurden die
Glykoproteine E1, E2 oder E1E2 auch
in Nanopartikel des Hepatitis-B-Virus-
(HBV-)Oberflichenantigens (HBsAg)
eingebaut und diese chimiren HBV-
HCV-Partikel induzierten in Kaninchen
kreuzneutralisierende Aks gegen Gtla,
1b, 2a und 3 [67]. In diesen Studien fiel
auf, dass die humoralen Reaktionen bei
Tieren, die mit E1E2-haltigen HBsAg-
VLPs geimpft wurden, im Vergleich zu
Tieren, die HBsAg-VLPs der einzelnen
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Proteine empfingen, deutlich geringer
ausfielen. Dies konnte auf eine schwi-
chere Immunogenitit der Heterodimere
hindeuten, z.B. durch eine Maskierung
immundominanter Epitope.

Strukturbasiertes Impfstoff-
design

In Fillen, in denen herkommliche Impf-
stoffe keine oder nur eine unzureichende
Immunreaktion hervorrufen, kann das
Epitop konformationell eingegrenzt und
dadurch stabilisiert werden, z.B. durch
epitopfokussiertes Impfstoffdesign oder
chemische Peptidmodifikation wie eine
ZyKlisierung. Eine solche Stabilisierung
der Epitopkonformation kann die Anti-
genitit verbessern. Uberzeugende Ergeb-
nisse entsprechender Studien bei dhn-
lichen Viren, wie dem respiratorischen
Synzytialvirus (RSV; [68]), dem Influ-
enzavirus (IAV; [69]) und dem humanen
Immundefizienzvirus (HIV; [70]), haben
epitopfokussiertes Impfstoffdesign auch
fir HCV attraktiv werden lassen.

In einer der ersten Studien solcher
Art wurden Neutralisationsepitope aus
El (Aminosduren 314-324) oder E2
(Aminosiduren 412-423) in einer von
nAks erkannten Konformation auf so-
genannte Tragerproteine (,,scaffolds®)
transplantiert und diese dann als Im-
munogen verwendet [71]. 3 E1- und 5
E2-Scaffolds binden die nAks IGH526
(E1) bzw. HCV1 [71], leider liegen aber
bislang keine Neutralisationsdaten fiir
die unterschiedlichen Scaffolds vor.

In einer zweiten Studie wurde eine
zyklische Variante eines Epitop-I-Peptids
entwickelt, die peptidspezifische, aberzu-
meist nichtneutralisierende Aks in Méu-
sen induzierte [43]. Analog dazu wurden
in einer weiteren Studie 2 weitere struk-
turbasierte Inmunogene getestet: Ein zy-
klisches Defensin und ein bivalentes Im-
munogen mit 2 Epitop-I-Kopien auf der
E2-Oberfliache 16sten bei Méusen eine
starkere epitopspezifische Reaktion und
eine hohere Neutralisierungseffizienz im
Serum gegen homologe HCV-Infektion
ausals das native Peptidepitop [72]. Aller-
dings war die Neutralisation heterologer
HCV-Stimme nur limitiert moglich.

In einem alternativen Ansatz wurde
gezeigt, dass ein antiidiotypischer Ak, al-



so ein Antikorper, dessen Paratop ein
Neutralisierungsepitop nachahmt, eine
robuste nAk-Antwort induziert [73], was
darauf hindeutet, dass solche strukturba-
sierten Strategien eine vielversprechende
Alternative zur Entwicklung eines siche-
ren und effizienten B-Zellimpfstoffs dar-
stellen konnen.

Wie oben erwidhnt, verbessert die
Multimerisierung die humorale Im-
munantwort gegen bestimmte Antigene
betrichtlich und &hnliche Strategien
wurden daher auch im strukturbasierten
Impfstoffidesign angewendet [68, 74].
Auch fir HCV wurde eine solche Mul-
timerisierung mit dem epitopbasierten
Scaffold-Design fiir E1 (aa314-324) und
dem E2-Epitop I kombiniert, indem
24 Kopien dieser Scaffolds auf dem mul-
tivalenten, selbstassemblierenden Fer-
ritin aus Helicobacter pylori prisentiert
wurden [71].

Fazit

Hohe Diversitit und ausgepragte Wand-
lungsfahigkeit machen HCV zu einem
schwierigen Erregerziel fur die Entwick-
lung eines protektiven Impfstoffs. Trotz
dieser Viruseigenschaften heilt die Infek-
tion bei bis zu einem Drittel der virus-
exponierten Menschen aus. Dies zeigt,
dass eine schiitzende Immunantwort ge-
gen das Virus erreichbar ist. Ein prézises
Verstdndnis der immunologischen Kor-
relate einer natiirlichen Ausheilung wird
wesentliche Orientierung fiir die Impf-
stoffentwicklung geben. Antikérper tra-
gen sehr wahrscheinlich zur Ausheilung
der HCV-Infektion in der akuten Infek-
tionsphase bei [75, 76]. Welche Ziele auf
den Hiillproteinen in dieser entscheiden-
den Frithphase der Infektion durch An-
tikorper abgedeckt werden miissen, ist
bisher allerdings im Detail nicht bekannt.
Moglich, dass es sich vorwiegend um
konservierte Epitope der CD81-Binde-
stelle handelt. Die Klarung dieser Frage
konnte eine wichtige Bedeutung fiir die
Entwicklung optimierter Antigene ha-
ben.

Bei SARS-CoV-2 und bei RSV konn-
ten auf Basis struktureller Informationen
optimierte Hiillproteine gestaltet werden,
welche eine stabilisierte Form des Préfu-
sionskomplexes présentieren und grofle

Mengen neutralisierende Antikorper in-
duzieren. Vielleicht erlauben umfassen-
dere strukturelle Informationen tiber den
HCV-Hiillproteinkomplex in Zukunft ei-
ne dhnliche Optimierung der Hiillpro-
teine, welche gezielt die Immunogeni-
tat der konservierten Hiillproteinepitope
verstarkt.

Zahlreiche Studien belegen, dass ro-
buste, multispezifische T-Zellantworten
mit einer natiirlichen Ausheilung der
Infektion korrelieren [76, 77]. Vermut-
lich kénnen sowohl Antikorper als auch
zytotoxische T-Zellen fiir sich genom-
men eine schiitzende Wirkung entfal-
ten und sehr wahrscheinlich ist der
Schutz am grofiten, wenn gleichzeitig
beide Arme der adaptiven Immunant-
wort wirksam sind. Allerdings variieren
wichtige T-Zellepitope zwischen den
Virustypen und es ist derzeit nicht klar,
welche T-Zellepitope besonders breit
schiitzen. Auch in diesem Bereich beno-
tigen wir mehr Informationen tber die
Determinanten einer kreuzprotektiven
Immunitit bei HCV. Zukiinftige Stu-
dien missen kldren, ob beispielsweise
eine besondere Auswahl von Epitopen
weniger besonderer Virustypen oder
andererseits viele Sequenzvarianten ei-
nes Epitops einen breiten T-Zellschutz
aufbauen. Die jingsten Durchbriiche
bei der Entwicklung und dem Einsatz
mRNA-basierter Impfstoffe geben si-
cherlich wesentliche und nachhaltige
Impulse auch fir die HCV-Impfstoff-
forschung. Unabhingig davon, ob diese
Verabreichungsform bei HCV beson-
dere immunologische Vorteile bietet,
sollte alleine die grofle Flexibilitit der
Plattform die vergleichende Analyse
neuer Impfstoffkandidaten wesentlich
beschleunigen und die Forschung vor-
anbringen.
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