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Vorwort:

In meiner Stellungnahme zum ImpfpflieBesetzi(siele Nachtrag Seite 62)
habe ich angefiihrt, dass es auch voaturwissenschaftlicen Standpunkgute
Grunde fur eine kritische Halturagir Impfungund auchfiir eine Ablehnung der
Impfung und damit der Impfpflicht geben kann. Alle Uberlegungen und
Bedenken wurdewon einer Wissenschaft mit absolutistischem Ansprinch
den letzten Monaten beteite geschoben nach dem Motto: Augen zu und
durch. Alle Argumente od Meinungen gegen eine Impfung oder Impfpflicht
wurden als absurd dargestellt unduvdenteilweisebeinahe kriminalisiert.

Ich habe micldaherals Lebensmittelund Biotechnologe mit der
Ubersichtsarbeivon Franz X. Heinz und Karin Stiasny (20@d)derVirologie

der Universitat Wiereingehender beschaftigHier wirde sehr wohl auch
Unbekanntes und Kritisches thematisiert. lolassdaraus schliBen, dass auch
vom naturwissenschaftlichen Standpunkt nach wie vor eine kritische Haltung
gerechtfertigt ist.Vor allem ist dieses Gebiet nicht allein die Doméane der
Medizin, sondern reicht weit hinein in grof3e Fragen der Qualitatssicherung in


mailto:helmut.reiner@teleweb.at
https://www.nature.com/articles/s41541-021-00369-6

Biotechnologiaund Gentechnik diebei der Herstellung der Impfstoftaur
Anwendung kommenHinzukommt derSchutader komperlichen

Unversehrtheit des Menschemwozuheute auch ¢ genetische Unversehrtheit
gerechnet werden muss

Fast alle Punkte die auch von Gegnern der Imgfurd speziellder Impfpflicht
immer wiederangeftihrt werden, sind audm vorliegenderfFachartikel
angesprochemnd ausfihrlich diskutiert

Ich mdchte daher den vorliegenden Artikem Englischems Deutsche
Ubertragenund mit einzelna Erklarungen und Kommentameversehen, um ihn
fur den natukvissenschaftlich gebildeten Lesmich mittels Wiederholung
einzelner Grundlagewverstandlicter zu machenEs wird auf zahlreiche Links zu
YouTube Videasn jeweiligen Zusammenhargngewiesen.

Der Artikelvon Franz X. Heinz und Karin Stiasmyrde am 1. Juni 2021
eingereicht und am 30. Ju#021vom Journal angenommen und ist am 16.
August 2021 online erschienen. Er ist sommit Datum vom Juni 2022 ein Jahr
alt.

https://www. nature.com/npjvaccines/journahformation

Das Journatpj vaccines tOnlineonly und openaacess,npj Vaccinesiit is
dedicated to highlighting the most important scientific advances in vaccine
research and developmeirst.

Die komplexe Biotechnologie, die den Impfstoffen zu Grunde liegt, ist ein
gewagtedUnternehmen.lm vorliegenden Artiketon Franz X. Heinz und Karin
Stiasnyist der Stand des Wissemem Juni 2021dargestellt zu einerZeit als

eine Entscheidungiber die Impfungzu treffen war. Mit denzu diesem
Zeitpunktvorliegenden Wissen fallt diese Entscheidung nicht so eindeutig aus,
wie unsdiesvon derPolitikandauernd vermitteltwurde.

Nach Abschaffung der Impfpflicimh Juni 2022nusses offen gesagt werden:
Viele Bedenken gegen die Impfung haben sich als begrindet erwiggkdie
Politik msste sich eigentlich bei jenen Menschen entschuldigen beie U
Monate drangsaliert und beschimpft wurden und denen sogar ungemdtliche
Weihnachten2021gewlnscht wurde.


https://www.nature.com/npjvaccines/journal-information
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REVIEW ARTICLE B checklupetes
Distinguishing features of current COVID-19 vaccines:
knowns and unknowns of antigen presentation and modes of
action

Franz X. Heinz ('

™ and Karin Stiasny ('

COVID-19 vaccines were developed with an unprecedented pace since the beginning of the pandemic. Several of them have
reached market authorization and mass production, leading to their global application on a large scale. This enormous progress
was achieved with fundamentally different vaccine technologies used in parallel. mRNA, adenoviral vector as well as inactivated
whole-virus vaccines are now in widespread use, and a subunit vaccine is in a final stage of authorization. They all rely on the native
viral spike protein (S) of SARS-CoV-2 for inducing potently neutralizing antibodies, but the presentation of this key antigen to the
immune system differs substantially between the different categories of vaccines. In this article, we review the relevance of
structural modifications of S in different vaccines and the different modes of antigen expression after vaccination with genetic
adenovirus-vector and mRNA vaccines. Distinguishing characteristics and unknown features are highlighted in the context of
protective antibody responses and reactogenicity of vaccines.

npj Vaccines (2021)6:104; https://doi.org/10.1038/541541-021-00369-6

Abstract(lUbersetzt)

Die COVIE19 Impfstoffe wurden seit dem Beginn der Pandemie in einem
beispiellosen Tempo entwickelt. Einige haben Marktzulassung und Massen
Produktion erreicht, was zirer weltweiten Anwendung im giféen Stil geftihrt
hat. Dieser enorme Fortschritt wurdeithparallel entwickeltergrundlegend
verschiedenenmpfstoff-Techniken erreicht. mMRNA, AdenoViwesktor und
inaktivierte Gana/irus Impfstoffe sind heute in weiter Verwendung und ein
Impfstoff, der auf eineProteinUntereinheitbasiet, ist in der Endphse der
Entwicklung. Sie alle beruhen auf dem nattirlichen Spilatein (Syon SARS
CoV2 mit dem Ziel stark neutralisierende Antikogervorzurufen In der Art
wie dieses Antigen dem Immunsystem prasentiard, darin unterscheiden
sich die verschiedemeKategorien von Impfstoffen wesentlich. In diesem
Artikel bieten wir einen Uberblick Uiber die Veranderungen der Struktur des
Spile-ProteinsSin verschiedenen Impfstoffen und die verschiedenen
Maoglichkeiten der Antigefiexpression nach der Impfung mitrdgenetischen
AdenoVirusvVektor und mRNAmpfstoffen. Unterscheidende Merkmale und
unbekannteAspekteim Zusammenhang mit einer schitzenden Antiképer
Antwort und mdgliche Reaktioneauf dielmpfstoffe werden hervorgehoben.



Einleitung und Ubersicht Uber diempfstoffe

INTRODUCTION

The development of COVID-19 vaccines was extremely fast and
successful, with several manufacturers having obtained market
authorization for their products within the first year from the
identification of the virus (SARS-CoV-2). These vaccines are now
used worldwide for mass immunization programs, and data on
vaccine efficacies justify the hope that vaccination can indeed be
the main instrument for preventing serious disease and death, and
more generally for combating the pandemic’~*. Despite incom-
pletely resolved questions (e.g. duration of immunity, prevention
of transmission, and protection against emerging virus variants)
the availability of effective COVID-19 vaccines is an enormous
relief and certainly a great success story already now.

All current vaccines that are authorized for general use and for
which clinical efficacy data have been published rely on the viral
spike protein (5) as an immunogen, either alone or—in the case of
inactivated virus vaccines—together with other viral proteins
present in the viral particle (see sections below). Because of its
essential functions during viral entry (receptor binding and
membrane fusion), the S protein is the major target of antibodies
that can potently neutralize the virus. Increasing evidence
indicates that neutralizing antibodies are indeed a reliable
correlate of protection®®. The potency of these antibodies
depends on high-affinity interactions with specific parts of the
complex three-dimensional structure of the spike in a native
conformation®'". Efficient formation of such antibodies by B cells
requires helper functions of CD4 T cells that are specifically
stimulated by peptides derived from the same antigen in complex
with MHCIl molecules. Other components of cellular immunity,
such as CD8 T cells, also contribute to immune responses after
SARS-CoV-2 infection or vaccination, although their role in COVID-
19 infections and protection from disease is still incompletely
resolved %13,

Current COVID-19 vaccines present the spike protein in very
different ways to the immune system, and two main categories

have to be discerned. The first category consists of mRNA and
adenoviral vector vaccines (herein referred to as genetic vaccines,
sections: “Genetic vaccines—general, “mRNA vaccines”, “Adeno-
virus-vector vaccines”), both of which do not contain the spike
protein but provide genetic information for its biosynthesis in
body cells of the vaccinee. With this kind of vaccines, the specific
design of genetic sequences for the correct formation and
presentation of properly folded spike proteins to B cells are in
the foreground of interest. The second category encompasses
protein-based approaches, i.e. classical inactivated whole-virus
and innovative subunit vaccines, which contain S in different
forms and combinations with adjuvants (Sections: “Protein-based
vaccines—general”, “Inactivated wvaccines”, “Subunit vaccines”).
Irrespective of these categories, all vaccines have to cope with the
intrinsic problem of conformational instability of the spike protein,
whether it is synthesized in the vaccinee after genetic vaccination
or in cell culture systems for production of conventional vaccines.

In this review, we discuss the biosynthesis and relevant
structural features of the viral spike as a basis for understanding
differences of its presentation in current COVID-19 vaccines. Our
major focus is on variations of the constructs for S biosynthesis in
genetic vaccines and on possible conformational differences of S
in conventional vaccines. We also address the ‘grey matter’ of
additional variables, such as ill-defined downstream production
processes and purity of vaccines as well as differences in
triggering sensors of innate immunity. All of these distinguishing
features might provide clues to yet unresolved vaccine-specific
determinants of immune responses, efficacy, and potentially
adverse reactions. Our review is limited to those vaccines in
current use for which phase 3 clinical efficacy data have been
reported, and for which published information on the nature and
manufacturing process exists. However, we would like to
emphasize that there is an enormous pipeline of further
developments  (https://www.who.int/publications/m/item/draft-
landscape-of-covid-19-candidate-vaccines), including  subunit

vaccines that contain only parts of the S protein, in some instances
combined with components of other viral proteins. Therefore, the
landscape of vaccines becoming available for general use may
expand in the near future. Key features of the vaccines discussed
in this review are summarized in Table 1.

Einleitung

Die Entwicklung der COVID Impfstoffewar extrem schnell und erfolgreich,
mit mehreren Herstellern, die die Markzulassung fir ihr Produkt noch im Jahr
der Identifizierung des Virus SARBV2 erreicht habenDiese Impfstoffe
werden heute weltweit verwendet fir Immunisierunggsogramme, und die
Daten Uber die ImpfstoffVirksamkeit rechtfertigen die Hoffnung, dass die
Impfung wirklich das wichtigste Instrument sein wisdhwere Krankheit und
Tod zu verhindern und ganz allgemein die Pandemie zu bekamprfetz
ungeldster Fragen (z.B. Dauer damunitat, Verhinderung der Ubertragung,
und Schutz vor neu auftretenden Virus Varianten) ist die Verfligbarkeit von
wirksamen COVHD9 Impfstoffen eine enorme Erleichterung und sicherlich
schon jetzt eine grol3e Erfolgsgeschichte.

Alle derzeit verwendetemipfstoffe, die zugelassen sind fur allgemeine
Verwendung und fir die klinische Daten zur Wirksamkeit veroffentlicht sind,
beruhen auf dem SpikBrotein (S) als Immunogen, entwedearf dem Spike



Proteinallein oder¢ im Fall von inaktivierten Virdsnpfstoffen ¢ auf dem
SpikeProtein im Verbund mianderen Proteinenles VirusPartikels (siehe
Abschnitt unten). Wegen seiner speziellen Funktioneim Eindringen des
Virus (Bindung an den Bsptor undFusion mit der Zellembran) ist das Spike
Proteindas Hauptiel fur Antikorper, die das Virus wirksam neutralisieren
konnen.Esgibt immer mehr Hinweisadass neutralisierende Antikorper
wirklich ein verlgdichesKorrelat flr den Schutz sindie Starke dieser
Antikorper beruht aufjut passendeimechselwirkungen mit spezifischen
Teilen der komplexen dreidimensionalen Struktur des Spikdeirs inseiner
natirlichenKonformation Ausreichende Bildung solcher Antikorper durch
B-Zellen brauchHelferFunktion durch CD4-Zellen, die spezifisch stimuliert
werdendurchPeptide, die vom selben Antiggm Komplex mit MH&KIlassdl-
Molekllenkommen Andere Komponenten der zellularen Immunitat, wie z.B.
CD8T-Zellen, tragen ebenso zur Imnmudmtwort nach SARE0V2 Infektion
oder Impfung bei, obwohl ihre Rolle bei COXtDinfektionen undeim Schutz
vor der Krankheit noch unzureichend aufgeklart ist.

Gegenwartige COVAD® Impfstoffe pasentieren dem Immunsystem das Spike

Protein auf ganz verschiededet und zwei wesentliche Kategorien mussen
unterschieden werden. Die erste Kategorie das sind die mRNA und AdenoVirus
Vektorimpfstoffe (hier bezeichnet als genetische Impfstoffe, Abschnitte:
aDSYSiA&aOKS U ATV ERYTES a Ywb! WVektaiF G2 FF
Impfstoffe), beide enthalten das SpHrotein nicht, sondern stellen

genetische Informationen fur seine Biosynthese in den Zellen der geimpften

Person zur Verfigung. Bei dieser Art von Impfstoffieint der spezifische

Bauplan der genetischen Sequenzen zur Bildrings richtig gefalteten Spike

Proteins und wieesden BZellenprasentiert wirdim Mittelpunkt des

InteressesDie zweite Kategorie umfasst Impfstoffe auf ProtBasis, das sind
klassische Gar¢irus und innovative Untereinheltnpfstoffe, die das Spike

Protein in verschiedenen Formend in Kombination mit Adjuvantien
SYUKFtiSy 0! 0a0OKYAUGGSYclot NEEBESYYOE &ASH
aLylF{G0ABASNIS LY WWLIFATRSEHiGadodies&iNID Ky K ¢
Kategorien mussen alle Impfstoffe mit dem Problem der Instabilitéat der

Konformation des SpikBroteinsfertig werden gleich oldas SpikdProtein

gebildet wird n den Zellen der geimpften Person nach genetischer Impfung

oder obdas Spikdrotein in ZellkulturSystememnit der klassischen Methode

produziert wird.



In diesem Review diskutieren wir die Biosynthese und relevante strukturelle
Eigenschaften des viralen SpiReoteins als Basis fur das Verstandtas
Unterschiede der Art der Prasetion in den COVHR9 Impfstoffen. Unser
besonderer Focus liegt bei Variationen des Konstruktes bei der Biosynthese des
SpikeProteins in genetischen Impfstoffen und mdglichen Unterschieden der
Konformation des SpikBroteins in konventionellen Impfstafh. Wir sprechen

I dzOK RA S mdDdNihzdkbndmérBigVariablenan, wienicht erwartete
nachgelagertd/organgaund das Problem deReinheit von Impfstoffen sowie
mogliche uterschiediche Anregungen deangeborene Immursystens. Alle
diese unterschiedthen Eigenschaften konnten Schlissel zur Lésung Impfstoff
spezifischenoch ungeldster Fragetter ImmunAntwort, der Wirksamkeit und
maoglicher Nebenwirkungesein.Unser Review beschrankt sich auf jene derzeit
verwendete Impfstoffefur die Wirksamkeitsdaten aus der klinischen Phase 3
vorliegen und fur die verotffentlichte Informationen Uber die Natur des
Impfstoffes und seine Herstellung existieren. Jedoch méchiehier auch
betonen, dass eine gr&Xahl weiterer Entwicklungen noch in der Pipeline sind
(https://www.who.int/publications/m/itemdraftlandscapeof-covid-19-
candidatevacciney, darunter auchUntereinheitimpfstoffe, die nur Teile des
SpikeProteins enthakn, in einigen Féllen auch kombiniert mit Teilen anderer
Proteine des Virus. Deshalb kdnnte dehl und Vielfalt der verfigbaren
Impfstoffe zur allgemeinen Verwendung in naher Zukunft noch weiter
anwachsen. Die wichtigsten Eigenschaften der Impfstofie isi

Tabelle 1 zusammengefasst.

Table 1. Vaccines discussed in this review.
Type Manufacturer Name Stabilizing mutations Virus strain Eukaryotic pro
cell line
mRNA BloNTech-Pfizer (Germany, USA) BNT162b2, Comirnaty ‘fes (prolines) ‘Wuhan-Hu-1 not applicable
mRNA Moderna-NIAID (USA) mRNA-1273, COVID-19 Vaccine Moderna  yes (prolines) ‘Wuhan-Hu-1 not applicable
mRNA CureVac (Germany) CVnCoV yes (prolines) Wuhan-Hu-1 not applicable
Adenovector University of Oxford-AstraZeneca COVID-19 vaccine AstraZeneca, AZD1222, no ‘Wuhan-Hu-1 HEK293
(UK, Sweden) ChAdOx1-5, Vaxzerla; Covishield
Adenovector CanSino Blologleal Inc, Beljing Ad5 nCoV, Convidecia ne Wuhan-Hu-1 HEK293
Institute of Biotechnology (China)
Adenovector Gamaleya Research Institute (Russia) rAd26-5 + rAdS5-5, Gam-COVID-Vac, no ‘Wuhan-Hu-1 HEK293
Sputnlk v [probably)
Adenovector Janssen-Johnson & Johnson (NL/ Ad26.COV2S, COVID-19 Vaccine Janssen  yes (prolines, furln ‘Wuhan-Hu-1 PER.C&
USA) cleavage site)
Inactivated Sinopharm,Beljing Institute of BBIBP-CorV, Sinopharm COVID-19 vaccine not applicable Wuhan-Hu-1-llke Vero
whole virus Biologlcal Products Co (China) HBO2 strain
Inactivated Sinovac (China) CoronaVac not applicable ‘Wuhan-Hu-1-llke Vero
whole virus CN2 strain
Inactivated Bharat Blotech (India) Covaxin, BBV152 not applicable NIV2020-770 (DE14G) Vero
whole virus
Subunit Movavax (USA) NVX-CoV2373 yes (prolines, furin ‘Wuhan-Hu-1 sfa
cleavage site)

Die Tabelle 1 (Seite 2 aus HeumzStiasny zeigt die in diesem Review
besprochenen Impfstoffe (ein Ausschnitt)


https://www.who.int/publications/m/itemdraftlandscape-of-covid-19-candidate-vaccines
https://www.who.int/publications/m/itemdraftlandscape-of-covid-19-candidate-vaccines

Biosyntheseund SchliisseEigenschafteres Spike
Proteins(Seite 2)

BIOSYNTHESIS AND KEY PROPERTIES OF THE SPIKE PROTEIN
Biosynthesis of S

In the course of cellular SARS-CoV-2 infection (Fig. 1a), the S
protein is synthesized from one of the viral subgenomic mRNAs
and co-translationally transported into the lumen of the endo-
plasmic reticulum (ER) by the use of a signal sequence at its N-
terminus, comprising residues 1 to 13 of its total 1273 amino
acids'®. The signal sequence is cleaved off by signal peptidase
attached to the inner ER membrane, generating the final
N-terminus of the viral spike protein (14-QCVNL...). After
completion of translation, the protein remains attached to the
ER membrane through a C-terminal membrane anchor, trimerizes
and moves to the ER-Golgi intermediate compartment (ERGIC)
where virus assembly occurs by budding into the ERGIC lumen
(Fig. 1a)'®. During exocytosis, virus particles encounter the
protease furin in the trans-Golgi network (TGN), which cleaves
the S protein into its membrane-associated S2 subunit and the
distal S1 subunit at a characteristic polybasic cleavage site'®.
These subunits remain associated in the trimer through non-
covalent interactions, and the virus is probably secreted via
exocytic lysosomes with disrupted lysosomal functions'’. Exten-
sive modifications by N- and O-glycosylation occur in the
compartments encountered by S during its intracellular
transport'®,

When S is synthesized as an isolated protein (Fig. 1b) (as in
mRNA and adenovirus vector vaccines as well as for production of
recombinant subunit vaccines), the pathway of biosynthesis is
very similar. However, the absence of interactions with other viral
components for particle assembly may modulate glycosylation
patterns and stability of the S trimers. Furthermore, S1 may
dissociate from recombinantly produced spikes after furin
cleavage in the TGN (shedding) and allow S2 to convert into its
post-fusion conformation in the absence of mutations that
remove the cleavage site'®. Manipulations of the authentic viral
signal sequence may cause inhomogeneities of the N-terminus
and impair native folding of S'° (see also section “Adenovirus-
vector vaccines” and Fig. 5).

Im Verlbuf der SARE0V2 Infektion von Zellen (Fig. 1a) wird von eider
subgenomischen RNAgs Viruglas SpikdProtein synthetisiert und danim

Lauk der Translationn den Innenraum deEndoplasmatischen Reticulums
(ER)Yransportiert. Dies geschiehimit Hilfe eine SignalSequenz am M¥nde,

dasdie Aminosauren 1 bis 18on den insgesamt 1273 Aminosauren des Spike
Proteinsumfasg. Die SignaBSequenz wird durch eine SigiRegdidase

abgespalten, die an der inneren Membran des ER hangt und als Abschluss das
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N-Ende des viralen SpH&roteins bildet (mit den Aminosauren beginnend bei
Position 14Q C V N £ Glutamin Cystein Valin Asparagin Leycin

Nach Abschluss der Translatioeibt das synthetisierte Spike Protein noch
durch einen @erminalen Anker angeheftet an die Membran des
Endoplasmatischen Reticulums (ERildet dann in der Folge die trimere
Struktur aus und wandert schi$kch in den Bereich zwischen
EndoplasmatischerReticulum und GolgApparat ein. ER Golgi intermediate
compartmentERGIY; wo letztlich der Zusammenbaund die Abgabe der neu
gebildeten VirudPartikel erfolgtc (Assembly and Budding iRig 13. Die Virus
Partikel treffen ban Verlassen der Zelldgxocyose) in einem
Zwischenbereichl(GN Trans Golgi Netwoylauf die Proteas€urin, die das
SpikeProteinin einem ganz bestimmten Spaltungsbereitieine membran
assoziertés2Untereinheitundin die S:Untereinheit spaltet Diebeiden
Untereinheiten bleiben in nichtkovalenten Bindwermuntereinander
verbunden in einenTrimerund das Virus wird wahrscheinlich ausgeschieden
Uberexocytischd.ysosomemit gestorter FunktionBeimTransport innerhalb
der Zelle kommt es zu weitreichend@tycosylierungen des Spiroteins
durchAnh&ngen von Zuckerresten an N und O.

Lysosome ’;;:(ir
{ &

\e=

i
b R
.- H‘Vlrus
f“‘" T
//release

LY.}

cleavage Q 5

Exocytosis

plasma membrane’

Fig. 1la aus Heinz Stiasny:Biosynthese und intrazellularer Transport des SpiReoteins in
infizierten Zellen(infected cells) Abkirzungen in der Abbildung

ER¢ EndoplasmatischeReticulum,ERGIC ERGolgi Intermediate Compartment

MRNA codiert fur fgende ProteineSSpike M Membrane,EEnvelopeN Nucleoprotein
RNP =RiboNucledProtein

TGN =TransCGolgi Network

Anmerkung Sehr gut passende Videos dazim besseren Verstandnis:
Shomu’s Biology: Endoplasmatic Reticulum and Function
https://www.youtube.com/watch?v=0Q04WwyVt3cU



https://www.youtube.com/watch?v=QO4WwyVt3cU
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Wenn das Spikerotein als isoliertes Ptein synthetisiert wird ohne die
anderen Bestandteile des Virus (Fig. g dies in mRNA und AdenoVirus
VektorImpfstoffen wie auch bei der Herstellung von rekombinanten
Untereinheitimpfstoffen geschiehtdann ist der Biosyntheseweg sehr ahnlich.
Durdh das Nichtvorhandensein der Imgktionenabermit den anderen
Virusbausteinen, die fir den Zusammenbau vorgesetémren konnten sich
Anderungen bei der Glycosylierung umegativeFolgen fur die Stabilitiates
SpikeProteins mit seinen 3 Untereinheitgalso des Trimer®rgeben. Weiters
konnte die Spikd’rotein Untereinheit 1 dissaeren vom rekombinant
hergestellten Spikérotein nach der Abspaltung durch dieotease Furinm
Trans Golgi Networkl GN. Dadurch wirdelie Umwandlungon Spike
Untereinheit 2 in die Pogtusiors-Konformation mdglich, sofern keine
Vorkehrungereur Verhinderung der enzymatischen Spaltung vorgesehen sind.
Die Anderungen der urspriinglichen Virus SigBauenzen konnten
Unregelmaligkeiten des-Bndesverursache und die natirliche Faltung des
SpikeProteinsschadigen(siehe auch Abschnitt AdenoVekdonpfstoffe und

Fig. 5)

plasma membrane’,
h®

ER ERGIC TGN o
y 4 N 4 e Furin
= | 52!“ )/ cleavage
= " si
=9 | 1"9 Shedding of S1
vl -3 Q p
Q W L= p 4
- - “‘““-'-'?:_-;s.zi!.,-¢::'1'2- g
o Exocytosis il

PN

Fig. b aus Heinai. Stiasny:Biosynthese und intrazellularer Transport des SpiReoteins
in TransfectedCells (Transfizierta Zellen)

Transfected CelléTransfizierte Zellenpie Biosynthese deSpikeProteins geschieht hier
ohne Interaktionen mit anderen viralen Proteinen. Proteolytische Spaltung in S1 und S2
passiert imTransGolgiNetwork (TGNJhnlich wie ininfizierten Zellen, aber einzelne S1
Untereinheiten konnten abgespaltet werden und-Satereinheiten konnten in die S2*
PostFusionsStruktur umgewandelt werdersofernkeine stabilisierenden Anderungen
vorhanden sind.

Anmerkung transfected cellgdt. transfizierte Zelleypwerden Zellen genannt, die nicht wie
aAYFSOGSR OSffada o 2ud\drénbgabensoSderadie durcbehd | f f
gentechnisché&/erdnderunglazu gebracht werden ein Vird&otein oder einen inaktan
Viruszu bilden.

w»
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Einschulzum Begrifft Subgenomische mRNA

Einschulzur Erklarung der Subgenomen mRB#e Proteine zum Zusammenbau des
fertigenVirus werden durch Translation von mRNA durchgefiilatioch nichdirekt vom
Virus, der in die Zelleingedrungen ist, sondern es wird zunachst Vervielfaltigungin
NegativStrang der mRN#&anskribiert(also aus der +mRNA wird eimeRNA gebilde}.Von
dieser werden dann fir die Bildung der einzelnen Bausteindlfi8, M und Biederum
+mRNAs translbiert, wovon dann durch Translation die entsprechenden Proteine
synthetisiertwerden konnen Darunter eben auch das SpiReotein. Dies ist in der
folgenden Abbildungut dargestellt(ausBurkhardt viruszyklus subgenomisch Arztpraxis
2020 ausschn

Inflammatory disease modulators,
o _— SARS-CoV-2 eg, anti IL-8, anti IL-1p, antitumor

necrosis factor (TNF) drugs

Cytokine

3 i 65} 4
ey storm
5' a4 5 IL-6, TNF,
A .k

Binding and
endocytosis

TMP RSS2 ACE2

(+ other entry factors) Genomic () RNA

CCL2, CCL3

Genomic 3 5 i vesi ¢ )

\ Q > {+) RNA //5 \ '—'_ , : Golgi vesicle a::gtl-l:eors
el ‘?2,"2::.":;":\ = ey

intermediate
complex

7 c==F ppla
ppiab

/
Cathepsins lesaaaas o))
b / Pp proteolysis Subgenomu: Translmon
Replicase to generate Nsrs\ (+) mRNA
olyproteins (pp)  formation of RTC viral structurai
polypi PP and accessory gndoplasmic recticy
5 transcripts C M S um
Replicati iption (RTC) / "8 AaA 3 ~E

Abblldung Der Lebenszyklus von SARS/2:

Das Virion wird via Endozytose aufgenommen und schleust so seine RNA in die Wirtszelle
ein. Die Ribosomen des Wirtes translatieren die beidetgro Polyproteine ppla und

pplab, die ihrerseits nach Proteolyse deeplikations-TranskriptionsKomplex (RTC)

bilden. Dieser wiederum ist fahig, einerseits via Replikagiemomische RNANnd anderseits

via Transkriptiorsubgenomische mRN#ir die Translation in strukturelle (N, S, M und E)

und nichtstrukturelle Proteine (NSP) zu bilden. Das Endresultat sind neue Virionen, deren
Hulle aus der «gestohlenen» Doppellipidmembran des Wirtes besteht. Die Virionen
verlassen anschligend als GolgVesikel die Zelle via Exozytose, um andere Zellen und
andere Individuen zu infizieren

Aus. Den Viruszyklus besser verstehe®SARE0VV2: Angewandte Virologie in der
Arztpraxis» DOhttps://doi.org/10.4414/smf.2020.08668
Swiss Med Forum. 2020;20(4950):7836, Autoren Burkhardt Tobias, Mdller Nicolas

Heruntergeladen vom Swiss Medical Forum amZR22
https://medicalforum.ch/de/detail/doi/smf.2020.08668


https://doi.org/10.4414/smf.2020.08668
https://medicalforum.ch/de/detail/doi/smf.2020.08668
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Sehe dazu auch Shomus Biology:
https://www.youtube.com/watch?v=THw34p66xIk

SS *A VS Rot'uc.d‘ﬂ

Siele dazuauch ein Video von Catalyst University:
The Corona Virus Replication CycléKleyin Tokoph

https://www.youtube.com/watch?v=zvuYJTL90J8
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https://www.youtube.com/watch?v=THw34p66xlk
https://www.youtube.com/watch?v=zvuYJTL90J8
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Das Spike Protein

a b c d

RBDs down

A INg
FP ."-_5' o8 ) furin
) -‘ﬁih,,t-; cleavage
8§27 4% site
cleavage

|52 site

L & — 8 AW

Fig.2 Structures of the spike protein in pre- and post-fusion conformations. a Trimeric pre-fusion spike with all RBDs in ‘down’ position. b
Trimeric pre-fusion spike with one RBD in ‘up’ position. € Monomeric S protein of the pre-fusion spike with the RBD in red and NTD in gold, as
well as the following structural details: The two stabilizing prolines (2 P) are shown in pink, the FP in orange. The two protease cleavage sites
are indicated by arrows. d Trimeric post-fusion structure of S2, with the three dissociated 51 subunits, shaded in light colors. RBD—receptor
binding domain; NTD—N-terminal domain; FP—fusion peptide. The structures were generated with PyMol, using protein data bank (PDB) files
7KRR and 7KRS® for the pre-fusion forms, 6XRA for the post-fusion form?%. The domains were colored according to reference.”.

Die AbbildungFig. 2aus Heina. Stiasny zeigt

Struktur des Spikeroteins in Praund PostFusionskonformation

a) DasTrimere Pé-Fusions Spiké’rotein mit allerReceptor Binding Domains
(RBD3}in Positon nach unterd a R 2 geyiahtét.

b) DasTrimere Pé-Fusions Spikérotein mit einer Receptor Binding Domain
(RBD in Positon nach oberd a dziekichtet.

c) DasMonomeres Spikérotein derPr&Fusionskonformationmit der

- Receptor Binding DomaifRBDin rot) und

der-N-Terminal DomainNTDin gold)

weitere Detailsder Struktur

- die zwei stabilisierenden Prolin€2 mal die Aminoséure Prolin2Pin rosa)

- das Fusion®eptid E£Pin orange) und

- die zwei Stellen, wo die beiden Proteademukt Furinspalten (siehe Pfeile)

d) Die Trimere PosEusionsStruktur von S2 mit den drei dissiezten St
Untereinheiten in hellen Farben gezeichnet.
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AllgemeineGrundagen zum Aufbau eines Proteins

An dieser Stellsollenin einem Einschuleinige Grundlagen zum Aufbau von
Proteinenvergegenwartigt werden, um den Austausch von Aminosauren zu erklaren,
der notwendig ist zuBtabilisierung nach Ubergang von der Fdsions-

Konformationin die PostFusionsKonformation. Die Primarstrukturist definiert

durch dieAminosauresequenzvobei jeweils drei Nucleotidbasen eine bestimmte
Aminosaure codiererMutationen werden folgendermalRen gelesen: K986P

bedeutet: bei Aminosaure Nr. 986 im Protein ist ein Lysin, dieses wird ersetzt
(substituiert) durch ein Prolin.

Nucleotidbase
Erste Zweite Dritte
Uracil (U) Cytosin (C) Adenin (A) Guanin (G)
F Phenylalanin (Phe) | S Serin (Ser) Y Tyrosin (Tyr) C Cystein (Cys) u
£ F Phenylalanin (Phe) | S Serin (Ser) Y Tyrosin (Tyr) C Cystein (Cys) c
}JU’)“" L Leucin (Leu) S Serin (Ser) Sl torn Stop-Codon A
L Leucin (Leu) S Serin (Ser) Stop-Codon W Tryptophan (Trp) G
L Leucin (Leu) P Prolin (Pro) H Histidin (His) R Arginin (Arg) U
Cytosin L Leucin (Leu) P Prolin (Pro) H Histidin (His) R Arginin (Arg) C
() L Leucin (Leu) P Prolin (Pro) Q Glutamin (Gin) R Arginin (Arg) A
L Leucin (Leu) P Prolin (Pro) Q Glutamin (Gln) R Arginin (Arg) G
1 Isoleucin (lle) T Threonin (Thr) | N Asparagin (Asn) S Serin (Ser) u
Adenin | 11soleucin (lle) T Threonin (Thr) | N Asparagin (Asn) S Serin (Ser) C
(A) 1 Iscleucin (lle) | T Threonin (Thr) | K Lysin (Lys) R Arginin (Arg) A
Start (Methionin) T Threonin (Thr) | K Lysin (Lys) R Arginin (Arg) G
V Valin (Val) A Alanin (Ala) D Asparaginsaure (Asp) | G Glycin (Gly) u
Guanin | V Valin (Val) A Alanin (Ala) D Asparaginséaure (Asp) | G Glycin (Gly) Cc
© V Valin (Val) A Alanin (Ala) E Glutaminséure (Glu) | G Glycin (Gly) A
V Valin (Val) A Alanin (Ala) E Glutaminséure (Glu) G Glycin (Gly) G

Abb. aus Passarge Eberhard: Taschenatlas der Genetik, Seite 49

Abb. a

Start AUG F (Phe) UUU L (Leu) CUU R(Arg) CGU V(val) GUU
uuc cuc CGC GUC
S 3:2 cua caa GUG
UGA G(Gly) GGU CUA CAA GUA
GGC uuG AGG
A (Ala) GCU GGG UUA AGA W (Trp) UGG
GCC GGA
GCG M (Met) AUG S(Ser) UCU YTy UAU
; ucc
o H(His) CAU N (Asr) AAU pies UAG
CAC AAC
C (Cys) ﬁgg :gs B(Asx) Asn
I{le) AUU P (Pro) CCU e oder
AUC ccc Asp
D (Asp) GAU cca
GAC AUA COA T (Thr) ACU
ACC Z(Glx) Gin
E(Glu) GAG K (Lys) AAG Q(GIn) CAG ACG oder
GAA AAA CAA ACA Glu
B. Alphabetischer Code

us Passarge Eberhard: Taschexsatler Genetik, Seite 49
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DieKonformationist die raumliche Struktur eines Proteins. Um die Frage der
Konformation von Proteinen besser zu verstehen, muss man sich den stufenweisen
Aufbau von Proteinen vergegenwartigen. Mit der Primarstruktur (das ist die
Aminosauresequenz, die mit der DNA und ibdie mRNA determinieiist) sind zwar
schon weitgehend die héheren Strukturebenen und damit die raumliche Struktur
vorgegeben, da alle Aminosauren in der Kette charakteristische funktionelle Gruppen
haben, die bindend oder auch ab8nd zu anderen Amindsiren in ihrer Nahe sind.
Mutationen in der Primarstruktur kdnnen sich aber sehr stark auf die hoheren
Strukturebenenauswirken, sodass ein Antigen dann nicht mehr als solches erkannt
wird. Es werden aber auch immer mehr Mechanismen entdeckt die nocheauf d
Weg der Proteinbiosynthese steuernd einwirken kénnen, siehe Artikel in:

https://de.wikipedia.org/wiki/Proteinstruktur

Sekundarstruktur
Quartdrstruktur Tertidirstruktur
= a-Helix

»
-
-
»
L

T h

Primérstruktur

- p-Faltblatt

Tyr-Lys- Ala-Ala-Val-Asp-Leu-Ser-His-Phe-Leu-Lys-Glu-Lys

(Anmerkung hinzugefiigt am 8.4.2022)

Anmerkung Furinist eineEndoproteasaler ProproteinConvertaseg-amilie (PC),id
die proteolytischeReifung vorPrakurso+Proteinenim eukaryotischen
Proteinsekretionsweg@atalysiert Sieist eine Uberall imOrganismuson Wirbeltieren
und vielenWirbellosenexprimiertesTypl-TransmembranproteinZu denSubstraten
gehdrenWachstumsfaktorenRezeptorenextrazellulare Matrixproteineind auch
andere Proteas&ysteme, die bestimmte Krankheiten kontrollieren. Neben der
Aktivierung vorKrankheitserregerspieltsieaul3erdem eine essentielle Rolledar
Embryogenesend derHomdostasX

Am 26.2.2022 aus Wikipediattps://de.wikipedia.org/wki/Furin

Anmerkung FusionsPeptid Das folgende Vide2012)von StephenHarrison zeigt
das Prinzip und diBunktion vonFusionsPeptidenbei anderen Virug-amilien
(Influenza, HIV und Ebolaym Vergleich.

https://www.youtube.com/watch?v=gcepGvFUM38



https://de.wikipedia.org/wiki/Proteinstruktur
https://de.wikipedia.org/wiki/Endopeptidasen
https://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Proprotein-Convertase&action=edit&redlink=1
https://de.wikipedia.org/wiki/Proteolyse
https://de.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%A4kursor-Proteine
https://de.wikipedia.org/wiki/Sekretion#Eukaryotische_Proteinsekretion
https://de.wikipedia.org/wiki/Sekretion#Eukaryotische_Proteinsekretion
https://de.wikipedia.org/wiki/Biokatalyse
https://de.wikipedia.org/wiki/Wirbellose
https://de.wikipedia.org/wiki/Genexpression
https://de.wikipedia.org/wiki/Transmembranprotein
https://de.wikipedia.org/wiki/Substrat_(Biochemie)
https://de.wikipedia.org/wiki/Wachstumsfaktor_(Protein)
https://de.wikipedia.org/wiki/Rezeptor_(Biochemie)
https://de.wikipedia.org/wiki/Extrazellul%C3%A4re_Matrix#Bestandteile
https://de.wikipedia.org/wiki/Krankheitserreger
https://de.wikipedia.org/wiki/Furin
https://www.youtube.com/watch?v=qcepGvFUM38
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Struktur-Eigenschaften des Spikeroteins(Seite 2)

Structural properties of S

Each monomer of S is composed of several structural elements,
including the N-terminal domain (NTD) and receptor-binding
domain (RBD) in S1, which occlude the 52 moiety in the native S
trimer (Fig. 2a-0)*°?'. The RBD oscillates between an ‘up’ and
‘down’ position, and interaction with the cellular receptor (ACE2) is
only possible with the transiently exposed RBD in the up
position?>2', In its mature form, the S trimer is metastable and
ready to undergo triggered conformational changes that allow 52
to drive fusion of the viral and cellular membranes upon virus
entry?2. The trigger comprises binding of RBD to ACE2 and a
further proteolytic cleavage by cellular proteases (in addition to
the furin cleavage between 51 and 52) at the so-called 52’ site,
resulting in the removal of a small sequence element and the
exposure of the fusion peptide at the N-terminus of S2 (Fig. 2c)??
24 As a consequence of these changes, the S1 subunits dissociate
from the trimer, releasing S2 from its constraints in the pre-fusion
conformation to allow an irreversible conversion into a character-
istic elongated post-fusion structure (Fig. 2d)?*2%, The energy
gained by the formation of this hairpin-like structure, in which the
fusion peptide is juxtaposed to the C-terminal membrane anchor,
is the driving force for viral membrane fusion during entry?2,

Jedes Monomer des SpHroteins (S) ist zusammengesetzt aus der
N-Terminalen Doméane (NTRind derReceptor Binding Domane (RBID)der
Untereinheit Sldie die Untereinheit STeilim nativen Spikd’rotein verdeck
(Fig. 2ac).Die RBD schwingwischen der Positio@benund Unten und
Interaktion mit demZellRezeptor ACEBt nur moglich mit der gerade in
ObenPosition befindlichen RBD. In seiner reifen Form ist das -Hpdtein
Trimernicht sehr stabilind leicht bereit fiir die Auslosurener Anderungn
der raumlichen Struktyrdie der S2Jntereinheitdie Fusion der Ylis Membran
mit der Zellmembran und damit den Eintritt in die Zelle ermdglicht. Die
Ausldsung braucht nur die Bindung d&Rmit dem ACE2 und eine weitere
proteolytische Spaltung durckellProteasen(zusatzlich zuFurin-Spaltung
zwischen S1 und S2) lEr sogenannten S5telle, was die Entfernung einer
kleinen Sequenz und die Offenlegung &esionsPeptids (FPam NEnde von
S2 zur Folge hat. Als Folge dieser Anderungen losen sich-dig&ginheiten
vom Trimer pefreien sadie S2Untereinheitvon den Einschrankungen déa-
FusionsKonformationund erlauben eine irreversibBtrukturanderundin zu
der charakteristisch verlangerteiRostFusionsKonformation (Fig. 2d). Die
Energie die bei der Bildung dieser Haarnai®ilichen Struktufrei wird, in
demdas Fusion®eptid der @Germinalen AnketMembrangegenubergestellt
wird, ist die treibenden Kraft der Membran Fusion beim Eintigs Virusn die
Zelle.
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weiter Seite 3 irHeinz u Stiasny

The potential of the S trimer to adopt different conformations
may pose a problem for its use in vaccines, because the native
structure—required to induce potently neutralizing antibodies—
may be disrupted during manufacturing of conventional vaccines
or when the protein is expressed in cells of the vaccinee after
genetic vaccination. Some manufacturers have therefore intro-
duced stabilizing mutations that are intended to prevent
inadvertent structural conversion of the labile S protein. These
modifications (indicated in Table 1 and in the discussion of
individual vaccines below) include two proline mutations in S2
(K986P and V987P) at the junction between two alpha helices in
the pre-fusion form to avert their fusogenic conformational switch
into a long alpha helix in the post-fusion form, and mutations that
abolish furin cleavage between S1 and S2 to maintain the pre-
fusion trimer and to prevent shedding of S1'® (Fig. 2¢, d).

Das Potenzial des SpikeoteinTrimers ganz verschiede Konformationen
anzunehmenkdnnte ein Problem darstellen fir die Verwendung als Impfstoff,
weil die naturliche Struktur des Proteigsiotwendig um die Bildung
neutralisierender Antikérper anzuregemgestort werden kénnte bei der
Herstellung konventioaller Impfstoffe oder bei genetischen Impfstoffen, bei
denen das Protein in Zellen der geimpften Person exprimiert wird. Einige
Hersteller haben deshallpezieltestabilisierendegentechnische Veranderungen
eingefuhrt, mit dem Zwec#ie Ausbildungingewollte Strukturen des labilen
SpikeProteins zwerhindern. Diese Modifikationen (gezeigt in Tabelle 1 und in
der Besprechung der einzelnen Impfstoffe im Folgenderg zweimal die
Aminosaure Prolinn der Sike-ProteinUntereinheit S2K986P und V987)P
genau an der Verbindungsstelle der beiden alptedices in der RrFusiors

Form, umein Umschalterder Konformation in eine lange alpHdelix in der
PostFusiors-Form zu vermeidenWeitere gentechnische Veranetungen
machendie Spaltung zwischen S1 und S2 durch die Protease Furin unmdglich,
um sodas Pé-FusionsTrimer zu erhalten und eine Loslésung von S1 zu
verhindern(Fig 2c, d)
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Antigen Struktur des Spikeroteins(Seite 3)

Antigenic structure of S

A number of monoclonal antibodies were isolated from COVID-19
patients and used for antigenic characterization of the S trimer,
including 3D structure determinations of complexes between S (or
parts thereof) and antibody Fab fragments. Collectively, these data
showed that the most potently neutralizing antibodies were

specific for the RBD?3% but several strongly neutralizing
antibodies also recognized the NTD?’?**’, and some were
dependent on the quaternary assembly of the trimer?”3%,
Neutralizing activity was also observed for antibodies against S2,
but the potency was lower than of those against 5127 Importantly,
the human neutralizing antibody response in SARS-CoV-2 infec-
tion appears to be dominated by RBD-specific antibodies, which—
on average—were shown to contribute 90% of the total
neutralizing activity of human post-infection sera®. It is therefore
a major goal of all COVID-19 vaccines to present the spike and its
RBD in a most native conformation for inducing a high proportion
of potently neutralizing antibodies after vaccination.

Es wurden mehrerMonoklonale Antikérpevon COVIEL9 Patienten isoliert

zur Charakterisierung der Antigeneigenschaften des SpikeeinTrimers.

Auch Besthmungen der dreidimensionalen Strukturen von Komplexen
zwischen dem Spikrotein (oder Teilen davon) uhtikGrpem, dienur an
Fragmente binden (FabFragment Antigen Bindingvurden durchgeftihrt.
Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass die starksten neutralisierenden
Antikorper spezifisch waren fir die RecepRindingDoméne (RBD), aber

einige stark neutralisi@nde Antikérper erkannten auch dielBhd Domane.
(NitrogenTerminal Domain NTDginige waren auch abhéangig vom
quaternaren Zusammenbau des Trimers. (qQuaternar: wie der ganze
Proteinkomplex zusammengebaut ist!) Neutralisierende Aktivitat wurde auch
gegen Atikorperder Untereinheit S2 beobachtet, aber die Wirkung war
niedriger als gegen die Untereinheit S1. Wichtig ist festzustellen, dass die
neutralisierende AntikérpeAntwort des Menscheei SARE0V2 Infektion
anscheinenalominiert wird durch Antikorper gegen dieReceptorBinding
Doméne (RBD) die im Durchschnitt 90% der neutralisierenden Aktivitat in
Seren von Patienten bereitstellen, die die Infektion durchgemacht haben. Es ist
deshalb ein vorrangiges Ziel allerpfstoffegegen COVHD9, das Spiké&rotein

und seire ReceptorBindingDomane (RBD) in seiner moglichst nattrlichen
Konformation dem Immunsystem zu prasentieren, um ein hohes Mal3 an stark
neutralisierenden Antikérpern nach der Impfung zu erreichen.
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Genetische Impfstoffe; allgemein(Seite 4)

Genetic vaccines—general

The uniting feature of current genetic COVID-19 vaccines is the
provision of mRNAs for the whole, membrane-anchored spike
protein (Figs. 1, 2) in tissues after intramuscular application. RNA
vaccines contain fully functional mRNAs that can be translated
directly into the S protein, whereas additional biosynthetic steps
are required with adenovirus vector vaccines, including intra-
nuclear transcription of the vector DNA into RNA and processing
to generate functional mRNAs. It is believed (but not system-
atically studied and formally shown) that muscle cells, fibroblasts,
endothelial cells, and/or immune cells such as dendritic cells
contribute to the expression of S after intramuscular vaccina-
tion“®*2, Production of potently neutralizing antibodies requires
the interaction of B cells with the native protein, most likely by
recognition of the spike anchored in the plasma membrane of
S-expressing cells (Fig.1b). In contrast, CD8 and CD4 T cells are
stimulated by complexes of peptides (derived from intracellular S
after its proteolytic processing) with MHCI and MHCII,
respectively®3.

Die gemeinsame Eigenschaft der heutigen C&1dIDnpfstoffe ist die
Einbringung von mRNAs flr das ganze, memigelmundene Spikerotein

(Figs. 1 und 2) in Gewebe nach intramuskularer Anwendung. RNA Impfstoffe
enthalten vollfunktionsfahige mRNAs, die direkt Ubersetzt werden koninen
das Spike Protein, wogegen fir die AdenoWWe&torimpfstoffe zusatzliche
biosynthetische Schritte notwendig sind, einsclllieh der zunachst im Zellkern
durchgefiihrten Transkription der Vekt®NA in die RNAnd weitere RNA-
Prozesgrungbishin zur funktionsfahigen mRNMan vermutet(konnte es

aber bisher nicht systematisch erforschen l®veisen), dass Musk&kllen,
Fibroblasten und Endothelzellemd/oder Immunzellen wie dendritische Tl
beteiligt sind an der Expression des Sgtketeins nach intramuskulérer
Impfung. Die Bildung stark neutralisierender Antikorpat als Voraussetzung
die Interaktion von BZellen mit dem nativen Protein, hochst wahrscheinlich
durch erkennen deSpikeProteins, das noch verankert ist in der Plasma
Membran der Spiké€rotein exprimierenden Zellen (Fig. 1 b). Im Gegensatz
dazu werden CD&ind CD4T-Zellen durch PeptitKomplexe mit MHC | und
MHC Il stimulier{die von intraellularen SpikdProteinendirekt nach dem
proteolytischen Processing stammen)
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M-RNA Impfstoffe(Seite 4)

mRNA vaccines

The two mRNA vaccines in current widespread application
(BioNTech-Pfizer and Moderna) (Table 1) are technologically very
similar. They contain codon-optimized sequences for efficient
expression of the full-length S protein and use the authentic signal
sequence for its biosynthesis**~*” (Fig. 1b). Both constructs include
the two stabilizing mutations in 52 (K986P and V987P) that were
shown to prevent the conformational change of the pre-fusion
into the post-fusion structure of S (section “Introduction” and
Fig, 2c)2,

The production process of vaccine mRNAs involves the cloning
of the corresponding sequence into a plasmid DNA containing a
DNA-dependent RNA-polymerase promoter. After amplification in
bacterial cells, the plasmid DNA is linearized and impurities are
removed before in vitro transcription into RNA. The addition of a
5’ cap structure is a critical part of this production step that has
been improved by new technology suitable for large-scale

Die beiden mRNAviIpfstoffe in derzeit weit verbreiteter Verwendung
(BioNTecHPfizer und Moderna) (Tabelle 1) sind technisch sehr ahnlich
aufgebaut.Sie enthalten Sequenzedie optimiert sind fir eine effiziente
Exprimierung des Spikeroteins in voller LAngend verwenden die
authentische Signgbequenz fur die Biosynthese (Fig. 1B@8ide Konstrukte
beinhaltenzwei stabilisierendeMutationen im SpikeProtein (K986P und
K987P= Lysin ersetzt durch ein Prilidie die Konformationg\nderung von
der P&-FusionsStruktur hin zur PostusionsStruktur des Spikeroteins
verhindernkdonnen (siehe Abschnitinleitung und Fig. 2 c)

Der Herstellungprozess der ImpfstolRRNAs setzt das Klonen der
entsprechenden Sequenzen in eine PlasibiA voraus, die denNDx
abhangigerRNAPolymerasePromotor enthalt Nach Amplification in
Bakterienzellenwird die PlasmieDNA linearisiert und Verunreinigungen
werden entferntvor derln Vitro Transkriptionin RNA. Das Hinzufligen einer
p -dap-Struktur istein kritischer Teil bei diesem Herstellungsschritt, der durch
eine neue Technologie im grol3en Mal3stab moglich geworden ist.
(Literatur 48 und 49)
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Anmerkung Bei der Herstellung détlasmidDNA (pDNA)deren
Linearisierung und der Transkription in RNA sind bedeutende
biotechnologische Schritte notwendiDas Verfahremvird InVitro
Transkription (IVTgenanntDas folgenden Herstellungsschema auf der
Website ebr Firma Sartoriubefert nur ein Beispiel dafir

SAQT\J?I L’S Research Areas Applications Products Knowledge Services Company m lecking for. 8}

From Gene of Interest to mRNA

The DNA seguence coding for the gene of interest is first inserted into a plasmid. The plasmid
DNA (pDNA) is amplified in host bacteria, typically E. coli, before it is purified and linearized.
mRNA is synthesized from the pDNA template, which is incubated with enzymes and
nucleotides to produce the mRNA. This method is called in vitro transcription (IVT) and is a
cell-free process. Further steps are required to add the mRNA cap and stabilize the molecule.

The new mRNA molecule is then isolated by removing impurities such as enzymes, remaining
nucleotides, and nucleic acids. Finally, mRNA is concentrated and subject to sterile filtration
before it is ready for encapsulating into LNPs.

mRNA Process Flow

] i
S O E T T
= — = _———
— - e hasssias = 2 _> e
A - Concentration Storage Encapsulation
JIHE A St heats i Coptie T Rolng and Diafiltration and Transportation into LNPs

Quelle:

https://www.sartorius.com/en/applications/biopharmaceuticahanufacturimg/mrna-
production#id 757422
aufgerufen am 8.6.2021



https://www.sartorius.com/en/applications/biopharmaceutical-manufacturing/mrna-production#id-757422
https://www.sartorius.com/en/applications/biopharmaceutical-manufacturing/mrna-production#id-757422
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Fortsetzung: mRNA Impfstoffe

production*®#°, In vitro transcription is followed by several steps
of mRNA purification, including the removal of dsRNA, which
could lead to an excessive innate immune response and
concomitant reactogenicity*®*°. Both mRNA vaccines have
modulated 5’ and 3’ untranslated sequences to optimize mRNA
stability and translation efficiency***>, and all uridines are
replaced by N1-methylpseudouridine (m1Y¥) to further increase
RNA stability and to reduce innate immune responses (Fig. 3a; see
section “Vaccine-specific differences of innate responses”)®'2,
Details of manufacturing processes may differ between the
companies, and subtle product-specific variations of RNA
sequences were recently confirmed by comparative analyses of
RNA extracted from original vials of the two vaccines (https://
github.com/NAalytics/Assemblies-of-putative-SARS-CoV2-spike-
encoding-mRNA-sequences-for-vaccines-BNT-162b2-and-mRNA-
1273/blob/main/Assemblies%200f%20putative%20SARS-CoV2-
spike-encoding%20mRNA%20sequences%20for%20vaccines%
20BNT-162b2%20and%20mRNA-1273.docx.pdf).

Auf die in vitro Transkription folgen mehrere Schritte der Reinigung der mRNA,
unter anderem auch die Entfernung von doppelstrangiger RNA (dsRNA), die zu
einer Uberschiel3enden Antwort desgeborenen Immusystems mit

einhergehenden Reaktionen fihren konnBeide mRNAmMpfstoffe haben

Y2Rdzt ASNIS pW¥ dzyR oW yAOK(O Ay t NRUSAY
regionsUTRs), um die Stabilitat und die Effektit der Ubersetzung ifProtein,

die Translatiorzu optimieren Alle Uridine wurden ausgetausciggen

methylierte UridinDerivae (N1-methylpseudouridinemIns A %SA OKSyYy 7
den griechischen Buchstaben )Rsnit dem Zwecldie Stabilitat der RNA zu

erhéhen und Reaktionen des geborenen Immunsystems zu reduzieren

(Fig. 3 asiehe Abschnittr L Y LJ¥speaifschd Unterschiedies angeborenen
Immunsystems)

Details der Herstellungsprozesse kénnten sich unterscheiden bei den beiden
Herstellerfirmen, und feine Produispezifische Uterschiede bei RNA
Sequenzen wurden jungst bestatigt durch vergleichende AnalyseRNA, die
aus den OriginaFlaschchen der Impfstoffe als Proben gezogen wurden.

https://github.com/NAalytics/Assemblies-of-putative-SARS-CoV2-spike-encoding-mRNA-
sequences-for-vaccines-BNT-162b2-and-mRNA-
1273/blob/main/Assemblies%200f%20putative%20SARS-CoV2-spike-
encoding%20mRNA%20sequences%20for%20vaccines%
20BNT-162b2%20and%20mRNA-1273.docx.pdf
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L |  N1-methylpseudouridine (m1¥)

modified codon optimized modified

L1 GETeeves

S —PEG

Fig 3auf Seite 5 in Heinz.i6tiasny Konfiguration de mRNA Impfstoffe:
a Schema der Impfstoff mMRNA in BioTe&fizer und Moderna Impfstoffen.
b Schema der Lipidnanopartikel (Abkirzungen im Text)

Seite4 rechte Spalte untem Heinz uStiasny

For delivery, the RNA vaccines are formulated as complexes
with specific lipids in the form of lipid nanoparticles (LNP), which
not only provide protection from RNA degradation in tissues but
also facilitate cellular uptake and release into the cytoplasm for
RNA translation (Fig. 3b)°***. The components used for LNP
formulation include phospholipids, cholesterol, special cationic
(ionizable) lipids and polyethylene glycol (PEGylated) lipids that
are mixed in a sophisticated and critical production step (parts of
which are not documented in the published literature) to yield the
final vaccine®3. Specifically developed and improved ionizable
lipids are used in the Moderna and Biontech-Pfizer vaccines
(designated Lipid H, SM-102 and ALC-0315, respectively), which
together with the molar ratios of the lipid components in LNPs
play a critical role for RNA delivery®*. The precise mechanisms of
how the RNA is taken up by different cells after vaccination and
escapes from LNPs and intracellular vesicles is incompletely
resolved®>°>, Collectively, there are subtle differences between
the two vaccines, both with respect to the RNA and the LNP
carriers, and a higher amount of RNA per dose is used in the

Fir die Bereitstellung werden die mRINApfstoffe als Komplexe inspezellen
Lipiden in der Form vohipid-Nano-Partikeln (LNPjormuliert, die nicht nur

Schutz bieten vor dem RN¥bbau in den Geweben, sondern auch die
Aufnahme in die Zellen und die Abgabe in das Cytoplasma erleichtern, um dort
die Translation der RNA zum Protein zu erméglichen (Fig. 3b). Die
Komponenten, die zuformulierung der LNPs verwendet werdenthalten
Phospholipide, Cholesterol, spezielle (ionisierbare) kationische Lipide und
PolyEthylenGlycol (PEGylated) Lipiddie zur Herstellung des fertigen
Impfstoffes in einem schwierigen und kritischen Produkdgxhritt gemischt
werden mussentéilweisenicht dokumentiertin publizierter Literatur). Speziell
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entwickelte und verbesserte ionisierbare Lipide werdeMbderna undin
BiontechPfizerimpfstoffen verwendet (sogenanntes Lipid H,-302 bzw. ALC
0315),die zusammen mit den KonzentratioNgerhaltnissen der Lipid
Komponenten in den LNPs eine entscheidende Rolle spielen bei der
Bereitstellung der RNA.ebgenaue Mechanisas, wie die RNA nach der

Impfung aufgenommen wird idie verschiedena Zellen und auseh LNPs
freigesetzt wird ist noch unvollstandig gelost. Zusammenfassend gibt es feine
Unterschiede zwischen den beiden Impfstoffen, sowohl was die RNA betrifft als
auch was die Verpackung in den LNPs betrifft und in den Moderna Impfstoffen
wird eine hohereDosis verwendet (100 pg) als im BioNF&¢izer Impfstoff

(30 pg).
weiter Seite5 in Heinz uStiasny

Moderna vaccine (100 ug) than in the BioNTech-Pfizer vaccine
(30 “9)46,47-

Another mRNA vaccine, manufactured by the company CureVac
(current name CVnCoV; Table 1) is in an advanced stage of
development®®, The RNA in this vaccine is also codon-optimized
and contains modifications to improve its performance, but—
different from the BioNTech-Pfizer and Moderna mRNA vaccines
described above—it does not contain the m1¥ nucleoside
modifications®’*®, Recently, data from a phase 3 clinical trial
became available, showing a relatively low efficacy of 47% at
preventing disease (https://www.curevac.com/en/2021/06/16/
curevac-provides-update-on-phase-2b-3-trial-of-first-generation-
covid-19-vaccine-candidate-cvncov/), well below the efficacies
reported for the BionTech-Pfizer and Moderna vaccines***” and
below the requirement of at least 50% efficacy proposed by WHO
(https://www.who.int/publications/m/item/considerations-for-the-
assessment-of-covid-19-vaccines-for-listing-by-who). The low per-
formance may be attributed in part to the high proportion of
variants that have caused infections in the study population. The
major problem, however, appears to reside in the relatively low
dose of 12 g RNA that had to be chosen to avoid intolerably
strong side reactions in the absence of RNA modifications such as
the m1¥ nucleoside modifications used in the two authorized
mRNA vaccines®®. Results from a phase 1 clinical trial with the
Curevac vaccine had indeed already shown relatively low titers of
neutralizing antibodies induced by the dose used in the phase 3
clinical trial®®°,

Head-to-head comparisons of current mRNA vaccines with
respect to possible differences in the efficiency of protein
translation, stability or the stimulation of innate responses are
not available in the literature. Persistence of RNA and its
expression after different routes of application (including intra-
muscular) appears to be short (at least in mice), with a maximum
of 10 days®°.
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Ein andrer RNAmpfstoff, hergestellt durch die Firma CureVac (gegenwartiger
Name CVnCoV; Tabelle 1) ist in eirfentgeschrittenen Stadium der

Entwicklung. Die RNA in diesem Impfstoff ist ebenfalls im Code optimiert und
enthalt Modifikationen, um die Wirkung zu verbessgedoch-im Unterschied

zu den oben beschriebenen BioNTdeizer und ModernamRNAImpfstoffen
enthalt dieser Impfstoff keilN1-methylpseudouridingd= mla )-Nucleosid statt

dem normalen UridifNucleosid. Jiingst wurden Daten aus einer Phase 3 Studie
bekannt, die eine relativ niedrige Wirksamkeit von 47% zur Verhinderung der
Krankheit zeigten, weitnter den Wirksamkeiten fur die Impfstoffe von

BioNTech Pfizer und Moderna.
(https://www.curevac.com/en/2021/06/16/

curevac-provides-update-on-phase-2b-3-trial-of-first-generation-
covid-19-vaccine-candidate-cvncov/)

Und unter den Anforderungen von mindestens 50% Wirksamkeit, die von der
WHOvorgeschlagen wird.

(https:/lwww.who.int/publications/m/item/considerations-for-the-
assessment-of-covid-19-vaccines-for-listing-by-who)

Die niedrige Wirksamkeit kdnnteilweisebegriindet sein in der hohen Zahl an
Varianten, die in der Population fiir diese Studie verbreitet waren. Das
Hauptproblem jedoch scheint bei der relativ niedrigen Dosis von 12 ug RNA zu
liegen, die gewahlt wurde, um nicht tolerierbare Nebenwirkungen zu
vermeiden Diese&kdnnen bei Fehlen voRNAModikationen wie z.B. der
Verwendung von Ninethylpseudouridingauftreten. Bei den beiden anderen
zugelassenen mMRNA Impfstoffeam dieszur AnwendungSchon bei der
Klinischen Phase 1 Studietter Curevadmpfstoff genau wie bei der Phase 3
Studie bei der verwendeten Dosis relativ niedrige Gehalte von
neutralisierenden Antikdrpern induziert.

Vergleiche von Impfstoff zu Impfstoff bei den mRN#fstoffen beziiglich
maoglicher Unterschiede in der Effizienz der Pro{Bianslation, Stabilitat des
Proteins oder der Stimulation des angeborenen Immunsystems sind in der
Literatur nicht verfigbar. Die Bestandigkeit der RNA nach verschiedenen
Verabreichungen (einschlie3lich der intramuskef@rscheir nur kurz zu sein
(zumindest bei Mausen), mit einem Maximum von 10 Tagen.

Anmerkung
Notabene: Textvon Heinz uStiasnywurde aml. Juni 2021 eingereicht
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Anmerkung Im Kapitel mRNAmpfstoffewird eine grol3e Unbekannte
aller genetischen Impfstoffe und besonders der mRiNpfstoffe
angesprochen, namlich die grol3e Frage die SpikeProteine genau
exprimiert werden Im Artikel werden Muskefellen, Fibroblasten und
Endothelzellen, und/oder Immunzellen wie dendritische Zellen genannt.
Deutlich wird drauf hingewiesen, daBsA S& y A OKilis 3S{ f NN
believed, but not systematically studied and formally shoén&uch
Vanesseéschmidt Kriger greift in ihneVideo2 diese Unsicherheit auf

und erklart die Problematik dazu sehr anschaulizh.Vanessa Schmidt
Krigerarbeitet an einem renommierten Molekularbiologiestitut in

Berlin https://www.mdc-berlin.de/

lhre Visitenkarte und weiter auch ihre Publikationen
https://www.mdc-berlin.de/de/person/drvanesgs-schmidtkruger

Video 2:

Gefahren und Risiken der Biontech Ndripide
https://www.youtube.com/watch?v=XbHCel6e4

WO GEHEN DIE LIPIDNANOPARTIKEL HIN ?

Versuche an Mausen und Ratten
Nachweis von LNP innerhalb | Stunde nach der Injektion:
I. Ort der Einstichstelle
2. Im Blut
3. Transport iiber das Blut in andere Organe:
- Knochenmark
- Leber
- Lunge
- Milz
- Niere
Dauer des Nachweises: |10 Tage

Shi and Abrams, 2013

Versuche am Menschen (Praklinik): LNP in simtlichen Geweben vorgefunden; besonders in der Milz und Leber

BioNTech/Pfizer Public Assessment Report (Studie R-20-0072 und PF-07302048):

Versuche an Ratten mit LNP (gleiche Zusammensetzung wie im Impfstoff) + Luciferase mRNA
Nach 2 Wochen und nach nur einer Spritze konnten sie die Luciferase-Aktivitit immer noch im Blut und in der Leber
nachweisen, sowie auch an der Injektionsstelle (andere Organe werden nicht erwihnt)

Nach der intramuskuldren Injektion wurde die Luciferase-Aktivitit bereits 6 Std spater im Gewebe an der Einstichstelle und
n der T detek => gleichze Produktion der Luciferase)

Abb. Aus dem Video 2 vddr. Vanessa Schmi#irtiger


https://www.mdc-berlin.de/
https://www.mdc-berlin.de/de/person/dr-vanessa-schmidt-kruger
https://www.youtube.com/watch?v=XbHCdF-W6e4
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AdenovirusVektor-Impfstoffe (Seite 5)

Original Text in Englisch aus Hain3tiasny:

Adenovirus-vector vaccines

Compared to mRNA vaccines, adenovirus-vector vaccines com-
prise several additional layers of complexity (including production
in mammalian cell cultures) that can lead to heterogeneities of
immune reactions and adverse effects. Variations include (but are
not limited to) the type of adenovirus used as a vector, genetic
modifications of the vector, the cell lines used for vaccine
production, procedures for purification, and the specific design
of the gene for expressing S (Table 1).

Currently, four adenovirus-vector vaccines are in widespread
use. These are the products (in alphabetical order) of CanSino
Biological Inc./Beijing Institute of Biotechnology, Janssen-John-
son&Johnson, Oxford-AstraZeneca and The Gamaleya Institute
Moscow (Table 1). They use derivatives of different adenoviruses
as vectors for reasons more specifically discussed in section
“Distinguishing features of vaccines independent of immunogen”,
as follows: CanSino—human adenovirus 5°', Janssen-Johnson&-
Johnson—human adenovirus 26'9%29%,  Oxford-AstraZeneca—

chimpanzee adenovirus Y25%%5%; Gamaleya Institute—human
adenovirus 26 for the first vaccination and human adenovirus 5
for the second®’-%%,

Verglichen mit den mRNA Impfstoffeendtigendie AdenoVirus/ektor
Impfstoffe einige zusatzliche Komplexg&ibenen(u.a. Herstellung in
SaugetietZellkulturen), die zu verschiedenen Immunreaktionen und
Nebenwirkungen fuhren kdnneiie Unterschiedeberuhen unter anderem auf
folgenden Einflussfaktoren: deals Vektor verwendete AdenoVirus Typder
gentechnische Verarderungdieses Vektorgder zur Herstellung des Vektors
verwendeten Zellliniegem AufreinigungProzessind schlief3licidem

speziellea Design des Gens fir die Expression des Spriseins.

Gegenwartig sind 4 AdenoVirvektorimpfstoffe inbreiter Verwendung. Das
sind die Produkte (in alphabetischer Reihenfdlgen CanSino Biological
Inc./Beijing Institute of Biotechnology, Jansskrnnson&Johnson, Oxford
AstraZeneca und das Gamaleya Institut Moskau (Tabelle 1). Sie verwenden
Derivate verschiedemeAdenoViren als Vektoren aus Grunden, die noch
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ASY Il dzSNJ 0 SAaLINRPOKSY 6SNRSYy az2ttSy AY !¢
der Impfstoffe ohne Bezug zum Immunogdedas sind wie folgt:

CanSino: Humanes AdenoVirus 5

Jansserdohnson&Johnson: Humanes AdenoVizGs

OxfordAstraZeneca: Schimpansen AdenoVirus Y25

Gamaleya Institute: AdenoVirus 5 fur die erste Impfung und AdenoVirus 26 flr

die 2 Impfung.

weiter Seite 5 rechtén Heinzu. Stiasny

The unifying feature of all current adenovirus-vaccine vectors is
the replacement of one of the early adenoviral genes (E1) for the
full-length SARS-Cov-2 S gene in the adenoviral DNA (Fig. 4a) and
the additional deletion of E3'961:62646569 The |oss of the E1 gene
abolishes replication competence of the vector. Therefore, for
production of the engineered particles as a vaccine, immortalized
helper cell lines are used that contain the E1 gene in their
chromosomal DNA and provide the missing function, allowing the
biosynthesis of structural proteins, replication of modified
genomic DNA, and finally assembly of replication-incompetent
virus particles in the cells (Fig. 4b)’°. Production cell lines for the
Oxford-AstraZeneca, Gamaleya and CanSino vaccines are derived
from primary human embryonic kidney cells (HEK293), and for the
Janssen vaccine from human embryonic retinal cells (PER.C6)
(Table 1). Quantitative recovery of adenoviral vector particles
involves lysis of the cells by detergents (Fig. 4B, right) and further
downstream processes for the removal of cellular components
and free viral DNA’'. Details of these processes, affecting the
purity and quality of the final vaccines (containing at least 5 x 10'°
particles per dose), are not accessible in the published literature
(see section “Contaminations from cell substrates”).

Das gemeinsame Merkmal der gegenwartigen AdenoWeldoren ist der
Austausch eines von zwei AdenoVi@enen (E1) gegen das SAR&2 SGen
in voller Lange in der AdenoVir8NA und eine zusatzliche Deletigriicke)
des Gens E3 in der AdenoVHDBIA. Der Verlust des £3ens beendet die
Replikationg=ahigkeides Vektors. Deshalb missewr Produktion der
gentechnisch veranderten Viruspartikads Impfstoff(unsterbliche) llfer-
Zellen verwendet werden, die das-BEn inder chromosomalen DNAer
Helferzellehaben undsodie fehlende Funktion bereitstelleie Biosynthese
von Strukturproteinerund die Replikation der genomischen DNA und letztlich
der Zusammenbau deReplikationankompetentenVirusPartikel in den Zellen
kann scermdoglicht werden(Fig 4 b)
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Anmerkung DieseerstenSchritte der Herstellung démpfstoffe sind komplizierte
gentechnische Arbeitsschritia einemForschungslabgrdie wohl durch mehrmalige
Versuche erarbeitet wurden und letztlich durch einen endgultig gegliickten Versuch
das gewiinschte vorliegende Ergebnis gebracht habas.SARSv-2 SGenwurde
alsoerfolgreich zunachst in seineollen Langeim Laborin die AdenoViruHNA
eingebaut Diegentechnisctveranderte AdenoViru®NAwird dann ineine
menschliche Zelle eingebauis hierher ist die Entwicklung ein einmaliger Vorgang
(in der Fachsprache der BiotechnologleerS A y  a @a@rfickit imdShne des
Postulates der Naturwissenschaftand Techniljederzeitreproduzierbar ist.

Dasin menschliche Zellen eingebawgentecmischveranderte AdenoVirus wird dann
mit Hilfe diesermenschlichen Zellkulturen in Fermembh vermehrt.Dieser Schritt ist
ein Herstellungsschritt mit einem Prozess, der in ePr@aduktionsanlageerfolgt und
einerherausfordernderQualitatskontrolle untéiegt, daab jetztflr jedenSchritt

eine 100%ige Reproduzierbarkegjefordertsein muss.

Zelllinien furdie Herstellung deOxfordAstraZeneca, Gamaleya und CanSino
Impfstoffesind menschlichembryonale Nierenzellen (HEK2930d flir den
Jansserdmpfstoff menschlichembryonale Netzhautzellen (PER.G&iehe
Tabelle 1 in Heinz. $tiasny dort auf Seite 2)

Anmerkung Diese Zelllinien sind fur Zellkulturen schon lange in Verwendung. lhre
Anwendung ist u.a. fur unterschiedleliReligionskonfessionen ein Grund, die mit
solchen Zellkulturen hergestellten Impfstoffe prinzipielzalehnen(Orthodoxe
Christen, Orthodoxe Juden, Katholiken mit Marienverehrung uSwvohl diese
Zelllinien heute auf der ganzen Welt in Forschung urarfhindustrie in breiter
Verwendungsind, ist auch dieser Einwand ernst zu nehniginblicke vom 21.2.2022:

https://www.theguardian.com/society/2020/aug/26/whare-australianchurchleaders
opposingthe-oxford-coronavirusvaccine

https://balkaninsight.com/2021/01/19/religioustrain-of-anti-vaxgrowsin-cee/

https://www.chabad.org/library/article cdo/aid/2870103/jewish/WhaboesJewishLaw
SayAbout-Vaccination.htm

Einen Einblick in die Arbeitsweler Herstellung von Impfstoffen mit Zellkulturen

kann man sich auf der Website der Firma CreativeBiolabs machen (ob die Zelllinien
konkret vondieser Firma stammen oder aus andei@uellen, istdamit nicht gesagt

und istmir auchnicht bekannt)
https://www.gmp-creativebiolabs.com/hek2938eltlines_71.htm

https://www.gmp-creativebiolabs.com/pec6-celtHines 74.htm



https://www.theguardian.com/society/2020/aug/26/why-are-australian-church-leaders-opposing-the-oxford-coronavirus-vaccine
https://www.theguardian.com/society/2020/aug/26/why-are-australian-church-leaders-opposing-the-oxford-coronavirus-vaccine
https://balkaninsight.com/2021/01/19/religious-strain-of-anti-vax-grows-in-cee/
https://www.chabad.org/library/article_cdo/aid/2870103/jewish/What-Does-Jewish-Law-Say-About-Vaccination.htm
https://www.chabad.org/library/article_cdo/aid/2870103/jewish/What-Does-Jewish-Law-Say-About-Vaccination.htm
https://www.gmp-creativebiolabs.com/hek293-cell-lines_71.htm
https://www.gmp-creativebiolabs.com/per-c6-cell-lines_74.htm
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Die Abbildung aus Heinz. Stiasny(Fig 4 a and beite 6zeigt

a) Schema des Replikatioitskompetenten AdenoViru¥ektor-Partikels und

seiner DNAKELunck9 0 aA YR RAS o[ SSNRGSE&iINSYd RS
AdenoVirus Gem. In die Luck&E1 wurde das Gen fir das Spiketein

eingesetzt.

b) Bildung der Impfstoffpartikah den produzierenden ZelllinieNieren bzw.
Netzhautzellenindem das fehlende Gen Eildie Chromosomemit hinein

genommen vird.

Anmerkung Das Gen EL1 ist notwendgamit das AdenoVirus Partikel wieder
zusammengebaut werden kann. Das Ge E1 abemnun nicht mehr Bestandteil des
AdenoVirusGenoms ist, muss es an anderer Stelle der produzierenden Niezen
Netzhautzellen vorhanden sein. In den Nierbaw. Netzhautzellen werden nun die
gentechnisch veranderte AdenoVirus Partikel in gro3en Mengen produziert.

Diequantitative Gewinnung von AdenoVirartikeln setzt nun die Auflosung

der Zellen mit Detegentien voraugFig 4b rechts)Details dieses Prozesses, die
entscheidend sind fur die Reinheit und Qualitat des Impfstoffes, der

mindestens 5 x 18(10 Milliarden) Partikel pro Dosis enthalt sind nicht

zuganglich in der veroffentlichten Literatur. & ! 0 AOKY A GG aY2y il
vonZel dzo A4 NJ G Sy ao
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weiter auf Seite 5 rechtdMitte in Heinzu. Stiasny

Similar to mRNA vaccines, adenovirus vector vaccines are
intended to result in the production of native S proteins from a
specific mRNA in cells of the vaccinee (Figs. 1b, 4c). The pathway
to this mRNA however is substantially more complex than with
mRNA vaccines because it takes a detour of the adenoviral DNA
through the nucleus (where it remains extrachromosomal) and
requires a number of additional cellular processes, including RNA
transcription and processing (Fig. 4c). Although in vitro model
studies with one of the current adenovirus vector vaccines
(ChAdOx1 nCoV-19; Table 1) have shown that S-coding transcripts
dominate the transcription patterns, rare aberrant splicing or
polyadenylation site usage were observed’?. Recent work by
Kowarz et al.”® provides further evidence for alternative splice
events that might lead to the formation of C-terminally truncated
and therefore soluble S protein. The authors speculate that such
secreted forms may bind to ACE2-expressing endothelial cells and
could contribute to thrombotic events via antibody-mediated
mechanism as observed after vaccination with adenovirus vector
COVID-19 vaccines’*’> (see also section “Reactions due to vaccine
constituents other than the immunogen”).

Intracellular

RNA transcription MHC
and processing pathways B

~ /3/_, SMRNA —————
: AN Biosynthesis
altemative and
G splicing? D transport of S
?
Ao Adenovirus

Nucleus " PN | mRNAS L
gl - and proteins B@
Shedded S1

Die Abbildung aus Heinz. Stiasny(Fig 4c) Seite &zeigt

Expression bzw. Bildung des Spgtketeinsin Zellen der geimpften Person

Mehr oder weniger starke Ausschittung des S1 und Umwandlung von S2 in die
PostFusionsStruktur (2*) kann vorkommen, wenn keine stabilisierende
Mutation vorgenommen wurde

weiter auf Seite 5 rechtdMitte in Heinzu. Stiasny

Genau wie die mRNinpfstoffe, so sind auch die AdenoVirdsktor
Impfstoffe dazubestimmt, das native $rotein (Spikd rotein) von einer
speziellen mRNAbzuesenundin den Zellen der geimpften Person zu
produzieren(Figs 1b und 4c)Der Weg bis hin zu dieser mRNA st laiber
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wesentlich komplexer als bei mRNA Impfstoffen, weil es einen Umweg der
AdenoVirusDNA Uber den Zellkern braucfwo diese DNA extrachromosomal
vorlieg?) und es braucht eine Anzahl von weiteren zellularen Prozessen, inklusiv
Transkription von DNA &RNA undlas weitere RNArocessingFig 4c)

Obwohl in Vitro ModelStudien mit einem der derzeit verwendeten

AdenoVirus Impfstoffe (ChAdOx1 nCH) gezeigt haben, dass SpReotein
codierende Transkripte das Transkriptievisister dominieren, so wurddoch

selten vorkommendes abweichendes Splicing abdieichende Ablese der
Endsequenzemflyadenylation site usagéeobachtet.Jliingste Arbeiten von
Kowarz et al. geben weitere Hinweise fir abweichende &ghents, die zur
Bildung von am @&rminalen Ené abgeschnittenen und daher l6slichen Spike
Proteinen fihrerkdnnten Die Autoren vermuten, dass solche gebildeten
Proteine anbinden kénnten an AGEZprimierende Endothelzellen und damit
beitragen zu thrombotischen Ereignissen Uber einen Antikéveemittelten
Mechanismus, wie damuchbeobachtet wurde nach Impfungen mit den
AdenoVirusvVektor COVIR9 Impfstoffed 6 & A SKS | dzOK Y I LJA 0S¢
durch nicht immunogene Impfsteff Sa 0 F YRUSA T SG0 @
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In addition, background expression of remaining adenoviral
genes has been demonstrated in this as well as in other studies
with human adenovirus-based vectors’%’®, It is part of the
unknowns of current COVID-19 adenovirus vector vaccines, how
the patterns of background-vector DNA and protein expression
look like after vaccination and whether immune reactions to such
proteins are induced.

Weiterswurde die Expression vomoch vorhandenen AdenoVirgsenen im
Hintergrundfestgestelltin diese als auch in anderen Studien mit
menschlichen AdenoVirus. Es gehdrt zu den Unbekannten der derzeit
verwendeten AdenoViru¥ektorimpfstoffe, wie das Muster der Hintergrund
Vektor DNA und ProteiExpression aussieht nach einer Impfung und ob
Immunreaktionen auf solche Proteine hervorgerufen werden.

Anmerkund Alternative polyadenylation (APAs emerging as a widespread mechanismause

control gene expressioliike alternative splicing, usage of alternative poly(A) sites allows a single
gene to encode multiple mRNA transcripts. In some cases, this changes the mRNA coding potential;
in other cases, the code remains unchangetithe 30 UTR length is altered, influencing the fate of
MRNAs in several ways, for example, by alteringaikalability of RNA binding protein sites and
microRNA binding sites. The mechanisms governing both globajenespecific APA are only

starting tobe deciphered. Here we review what is known about these mechanisms and the
functional consequences of alternative polyadenylation

(siehe DiGiammartino alternative polyadenylation Mol Cell 2011.pdf)
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Although the constructs for all four adenovirus-vector vaccines
contain the full-length spike protein, there are some differences in

weiter Seite 6 in Heinz. Stiasny

Obwohl der Auflau aller vier AdenoVirdgektorimpfstoffe das Spik€rotein

in voller L&ng entdilt, gibt es doch einige Unterschiedewohlim Bezug auf die
Mutationen zur Stabilisierung des SpiReoteins als aucim Bezug auf das
SignalPeptid am NEnde des Spike Protes, die Aufmerksamerdienen Nur
der JansserAmpfstoff enthalt SpikeProtein stabilisierende Mutationen (siehe
Tabelle }, nicht nur2 mal die Aminoséure Prolin der SpikeProtein
Untereinheit S2, sondern auch die Bruchst&8IES?2 flr das spaltende &m
Furin,die gentechnisch verandert wurde v@82-RRA%85 zuSRAG. Beide
Veré&nderungen haben den Zwegakine Umfaltung des Spikeroteins in seine
PostFusionsStrukur zu vermeider{Fig 2 d)

Anmerkung Die Gentechnische Veranderung: @82-RRA%85 zu SRAG bedeutet, dass inithms
682 Arginin gegen Serin ausgetauscht wurde und in Posii8&Berin gegen Glycin awstguscht
wurde. Die Positionen 683 und 684 bleiben mit Argbaw. Alanin gleichOb diese Veranderungen
gegenlber neueVirusVarianten weiterhin die gewlnschte Funktion erfullést sicher fraglich.
























































































