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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der Malaria

Die durch den Erreger Plasmodium falciparum verursachte Malaria ist eine der
haufigsten und bedeutendsten Infektionskrankheiten  weltweit. Nach
Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) kam es im Jahr 2010 zu
216 Millionen Malaria-Infektionen und etwa 655000 Todesféllen (WHO 2011).
Etwa 3,3 Milliarden Menschen und damit die Halfte der Weltbevdlkerung leben
in Malariarisikogebieten. Im Jahr 2010 wurden 99 Lander als malariaendemisch
angegeben. Die weitaus meisten Todesfélle kommen im Afrika sudlich der
Sahara vor (WHO 2011). Sowohl die Inzidenz und Sterblichkeit an Malaria als
auch die Parasitendichte sind bei Kindern im Alter von ein bis funf Jahren am
hdchsten (Snow, Craig et al. 1999). Einigen Studien zufolge wird die Inzidenz
der P. falciparum-Malaria durch die WHO sogar unterschatzt, da sich die WHO
nur auf die von den jeweiligen La&ndern Ubermittelten Daten bezieht (Snow,
Guerra et al. 2005). Nach Schatzungen von Murray kam es im Jahr 2010 zu
etwa 1,24 Millionen malariabedingten Todesfallen, davon 1,13 Millionen in
Afrika (Murray, Rosenfeld et al. 2012).

Abbildung 1: Abbildung 1: Verteilung von P. falciparum (http://www.map.ox.ac.uk/).

Dargestellt als eine kontinuierliche Skala von Blau (0%) nach Rot (70%)
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1.2 Erreger der Malaria

Ausgelost wird die Malaria durch Protozoen der Gattung Plasmodium. Es gibt
vier weit verbreitete humanpathogene Plasmodienarten, die zu drei
verschiedenen klinischen Verlaufsformen der Malaria fuhren. P. falciparum
verursacht die Malaria tropica, P. vivax und P. ovale sind die Erreger der
Malaria tertiana und P. malariae ist verantwortlich fir die Malaria quartana
(Knobloch 2002). In Siudostasien findet sich eine weitere humanpathogene
Plasmodienart: P. knowlesi. Zwischenwirt von P. knowlesi sind Affen, v.a. der
Gattung der Makaken (Rhesusaffen, Javaaffen). Inzwischen gibt es jedoch
Berichte, dass diese Spezies haufiger als angenommen Menschen befallt und
ahnlich wie P. falciparum schwere Verlaufe mit Todesfolge nach sich ziehen
kann (Singh, Sung et al. 2004; Cox-Singh and Singh 2008). P. knowlesi hat
eine klrzere Generationszeit wahrend der Vermehrung im Blut (24 Stunden) als
die anderen humanpathogenen Spezies (48 Stunden bei P. falciparum, P. vivax
und P. ovale, 72 Stunden bei P. malariae). Wahrend die Malaria tertiana und
Malaria quartana durch ein fast immer komplikationsloses Krankheitsbild
gekennzeichnet sind, stellt die Malaria tropica eine lebensbedrohliche
Erkrankung dar. Im sidlich der Sahara gelegenen Afrika Gberwiegt bei weitem
die durch P. falciparum verursachte Malaria (Knobloch 2002).
Mehrfachinfektionen mit verschiedenen Plasmodienspezies sind mdglich und
vor allem bei der semiimmunen Bevdlkerung nicht selten (Snounou, Viriyakosol
et al. 1993).

1.2.1 Entwicklungszyklus von Plasmodium falciparum

Ubertragen wird die Malaria von der weiblichen Anopheles-Miicke. Sie iibertragt
bei ihrer Blutmahlzeit, die sie fur die Entwicklung ihrer Eier benétigt,
Sporozoiten in die Blutbahn. Diese infektibsen Parasitenstadien dringen
innerhalb von Minuten in die Hepatozyten ein, vermehren sich dort asexuell in
der parasitophoren Vakuole und entwickeln sich zum hepatozytaren
Schizonten. Nach dieser Phase der préerythrozytaren Schizogonie kommt es

nach etwa einer Woche zur Ruptur der Leberzelle, die den Schizonten
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beinhaltet. Es werden bis zu 30000 Merozoiten in die Blutbahn freigesetzt, die
nun in die Erythrozyten eindringen. Damit beginnt die Phase der erythrozytaren
Schizogonie. In den Erythrozyten entwickeln sich die Parasiten zu den im
Lichtmikroskop als Ringform zu erkennenden Trophozoiten und reifen zum
mehrkernigen erythrozytaren Schizonten heran. Beim Verlassen der befallenen
Erythrozyten werden erythrozytare Merozoiten freigesetzt, die wiederum neue
Erythrozyten infizieren und damit zu einer exponentiellen Vermehrung fihren
kénnen. Aus einem sehr kleinen Teil der Parasiten entwickeln sich sexuelle
Stadien, die mannlichen  Mikrogametozyten und die weiblichen
Makrogametozyten. Bei einer weiteren Blutmahlzeit durch eine Anopheles-
Micke werden diese Stadien aufgenommen. Sie entwickeln sich im
Muckendarm weiter zur Mikro- und Makrogameten, diese verschmelzen zur
Zygote. Daraus bilden sich tber die Stadien der Ookinete und Oozyste wieder
Sporozoiten. Diese kdnnen beim nachsten Stich der infizierten Micke in die
Blutbahn eines Menschen Ubertragen werden (Knobloch 2002; Weatherall,
Miller et al. 2002).
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Abbildung 2: Lebenszyklus von P. falciparum, modifiziert nach Center of Disease Control

(CDC) (http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html)
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1.3 Klinik der Malaria tropica

Die Symptome der Malaria werden in der asexuellen erythrozytaren Phase des
Lebenszyklus verursacht. Der Beginn der Erkrankung ist oft unspezifisch und
wird gelegentlich als grippedhnlich beschrieben. Neben unspezifischen
Symptomen wie Abgeschlagenheit, Kopfschmerzen, Gliederschmerzen,
Diarrhoe und Ubelkeit kommt es in der Regel zu Fieberschilben mit steilem
Temperaturanstieg unter Schiuttelfrost. Die Patienten weisen oft eine
Hepatosplenomegalie und eine Thrombozytopenie auf.

Man unterscheidet die unkomplizierte von der komplizierten Malaria. Hierbei
spielen Organmanifestationen vor allem in Gehirn, Nieren und Lungen eine
Rolle. Haufige, potentiell todliche Komplikationen sind zerebrale Malaria und
schwere Anamie, aber auch das akute Nierenversagen und ein akutes

progressives Lungenversagen (ARDS) kommen vor (Knobloch 2002).

1.4 Klinische Immunitat

Es sind zwei verschiedene Arten der Protektion vor Malaria bekannt. Zum einen
existieren  angeborene  genetische  Variationen, die gehduft in
Malariaendemiegebieten auftreten und eine relative Resistenz gegen schwere
Verlaufsformen der Malaria bieten. Ein erworbener Schutz dagegen entsteht

nach langjahriger Parasiten-Exposition durch eine Antwort des Immunsystems.

1.4.1 Angeborene Immunitat

1.4.1.1 Hamoglobinopathien

Sichelzellanamie:

Durch eine Punktmutation der B-Kette des Hamoglobins kommt es bei den
Betroffenen zur Bildung eines abnormen Hamoglobins (HbS). Bei
Sauerstoffmangel nehmen die Erythrozyten eine sichelférmige Form an. Die

homozygote Form der Erkrankung verursacht neben einer hamolytischen
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Anamie auch vasookklusive Krisen mit Organinfarkten und verklrzt die
Lebenserwartung der Betroffenen. Die heterozygote Form ist unter normalen
Umstanden symptomlos, bewirkt aber gegentber der tbrigen Bevdlkerung ein
etwa zehnfach niedrigeres Risiko an schwerer Malaria zu erkranken (Allison
1954; Ackerman, Usen et al. 2005; Williams 2006; Ferreira, Marguti et al. 2011).

a-Thalassamie:

Durch eine Bildungsstérung der a-Kette des Hamoglobins kann es zu einer
Veranderung des Hamoglobin A (HbA), des Hamoglobin A2 (HbA2) und
Hamoglobin F (HbF) kommen. Die a-Thalassaemia minor, bei der a-Ketten
vermindert gebildet werden, fuhrt meist nur zu einer leichten mikrozytaren
Anamie, scheint aber einen partiellen Schutz vor Malaria zu verleihen (Pasvol
2006; Fowkes, Allen et al. 2008).

B-Thalassamie:

Dies ist die haufigste Thalassamie-Form mit einem Gendefekt auf Chromosom
11 als Ursache. Durch das Fehlen der (3-Kette des Hamoglobins wird HbA nur
vermindert gebildet. Betroffene der homozygoten Form benétigen regelmalRige
Bluttransfusionen, sonst fuhrt diese Form bereits im Kindesalter zum Tod. Auch
die heterozygote Form der 3-Thalassamie tritt vor allem in Gebieten auf, wo die
Malaria endemisch ist oder war und reduziert das Risiko der Erkrankung an

einer schweren Form der Malaria (Flint, Harding et al. 1993).

Andere Hamoglobinopathien:

Es gibt neben der HbS-Variante noch weitere Varianten des Hamoglobins, die
ebenfalls einen gewissen Schutz vor schwerer Malaria verleihen sollen. Dazu
gehoren das Hamoglobin C (HbC), das in West- und Nordafrika auftritt sowie
das in Sudostasien vorkommende Hamoglobin E (HbE) (Weatherall, Miller et al.
2002).

1.4.1.2 Mangel an Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD)

Bei dieser x-chromosomal-rezessiv vererbten Stérung kann es in bestimmten

Situationen zu hamolytischen Krisen mit schwerer Andmie kommen. Ausloser
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konnen Medikamente, Lebensmittel (wie z.B. Favabohnen), selten auch
Infektionen oder Stress sein.

Es gibt verschiedene Formen des Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-
Mangels. Die Defektvariante A kommt vor allem in Afrika vor. Hier betragt die
Restaktivitdt der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase 5-15% der Norm. Bei
der mediterranen Defektvariante ist die Restaktivitdit des Enzyms deutlich
starker reduziert und betragt bei homozygoten beziehungsweise hemizygoten
Anlagentragern weniger als ein Prozent der normalen Aktivitat (Herold 2006).
Hemizygote mannliche Anlagetrager besitzen eine gewisse Resistenz gegen
Malaria, was vermutlich durch eine Stérung der Plasmodien-Vermehrung in den
geschadigten Erythrozyten bedingt ist (Missinou, Lell et al. 2003). Dagegen
scheint bei heterozygoten weiblichen Anlagetrager kein oder héchstens ein
geringer Schutz gegen Malaria zu bestehen (Guindo, Fairhurst et al. 2007).

1.4.1.3 Fehlen des Duffy-Antigens auf der Erythrozyten-Oberflache

In Westafrika kommt P. vivax fast nicht vor. Als Grund hierfir wird
angenommen, dass den meisten Bewohnern das Duffy-Antigen fehlt, das von
P. vivax-Merozoiten als Rezeptor fur die Erythrozyteninvasion benutzt wird
(Hamblin and Di Rienzo 2000). Allerdings zeigen neuere Studien, dass P. vivax
auch bei Menschen, denen das Duffy-Antigen fehlt, auftreten kann (Ryan,
Stoute et al. 2006; Menard, Barnadas et al. 2010).

1.4.1.4 Ovalozytose
Dieser Defekt der Erythrozytenmembran kommt vor allem in Sidostasien vor.
Die homozygote Form ist tddlich, heterozygote Anlagentrager jedoch sind vor

zerebraler Malaria geschutzt (Weatherall, Miller et al. 2002).
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1.4.1.5 Weitere genetische Polymorphismen

Trager bestimmter HLA-Merkmale (B53 und DRB1*1302-DQB1*0501) scheinen
ein niedrigeres Risiko zu haben, an schwerer Malaria zu erkranken (Weatherall,
Miller et al. 2002). Es wurden auch verschiedene Polymorphismen des
Tumornekrosefaktor-a(TNF-a)-Gens identifiziert, wovon manche mit einer
schweren Malaria-Anamie assoziiert sind, andere dagegen mit einem
vermindertem Auftreten der zerebralen Malaria (McGuire, Knight et al. 1999).
Das ABO-Blutgruppensystem spielt ebenfalls eine Rolle bei der Inzidenz der
Malaria. Mehrere Studien zeigen bei Patienten mit der Blutgruppe A ein
erhohtes Risiko an schweren Malariaformen zu erkranken (Fischer and Boone
1998; Lell, May et al. 1999).

1.4.2 Erworbene Immunitéat

Menschen, die kontinuierlich dem Malaria-Parasiten ausgesetzt sind, entwickeln
eine klinische Immunitdt gegen P. falciparum. Eine vollstandige Immunitat
gegen Malaria gibt es beim Menschen nicht, es handelt sich um eine partielle,
nicht-sterile Immunitat. Diese Art der Immunitat wird Semiimmunitat genannt
und ist dadurch gekennzeichnet, dass die Personen zwar infiziert werden kann,
es aber nur zu einer geringen Parasitendichte kommt und die Infektion milde
oder sogar asymptomatisch verlauft (Greenwood 1987; Snow, Omumbo et al.
1997). Zur Aufrechterhaltung der klinischen Immunitéat ist ein standiger Kontakt
beziehungsweise eine stdndige Neuinfektion notig. Bisher wurde angenommen,
dass bei fehlender Exposition die Semiimmunitat kontinuierlich abnimmt (Lang
2000). Allerdings gibt es auch Hinweise darauf, dass ein gewisser Schutz
gegenuber der Malaria bei semiimmunen Menschen Uber langere Zeit bestehen
bleibt. So wurde gezeigt, dass afrikanische Immigranten in Frankreich auch
noch nach mehreren Jahren ohne Parasiten-Exposition eine erworbene
klinische Immunitat gegen P. falciparum besafRen (Bouchaud, Cot et al. 2005).
Neben Erwachsenen, die haufig mit P. falciparum infiziert wurden, sind auch

Sauglinge bis etwa zum dritten Lebensmonat vor Komplikationen geschutzt.
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Danach besteht das Risiko einer schweren oder komplizierten Erkrankung.
Kinder, die noch keinen Schutz besitzen, missen diesen durch wiederholte
Malaria-Episoden entwickeln. Das Entwickeln dieser naturlichen Immunitat
dauert in der Regel einige Jahre und héngt von der Anzahl der erworbenen
Infektionen und damit der Endemizitat ab (Gupta, Snow et al. 1999; Carvalho,
Daniel-Ribeiro et al. 2002).

1.4.3 Humorale Abwehrmechanismen

Humorale Immunitat bezeichnet die Bildung spezifischer Antikorper gegen
Antigene des Parasiten durch B-Lymphozyten. Eine Korrelation zwischen
hohen Antikorpertitern gegen Antigene von Plasmodien und Protektion vor
Malaria ist bekannt (Bull and Marsh 2002). Bereits in den 60er Jahren wurde
gezeigt, dass Gamma-Globuline aus dem Blut nigerianischer Erwachsener bzw.
aus Nabelschnurblut bei mit P. falciparum infizierten Kindern einen
antiparasitaren Effekt hatten (Edozien, Gilles et al. 1962).Versuche, bei denen
Immunglobulin G von semiimmunen Erwachsenen auf malariakranke Kinder
Ubertragen wurde, belegen die groRe Bedeutung von Antikdrpern fur die
Abwehr der Plasmodien. Es kam zu einer deutlichen Abnahme der Parasitamie
(Cohen, Mc et al. 1961). Eine Studie, bei der gereinigte Immunglobuline von
semiimmunen Afrikanern nicht-immunen Malariapatienten aus Thailand zur
Therapie infundiert wurden, bestatigte diese Ergebnisse (Sabchareon, Burnouf
et al. 1991).

1.4.3.1 1gG - Subtypen

Fur einen Schutz gegen klinische Malaria ist nicht alleine das Vorhandensein
von IgG-Antikérpern von Bedeutung, vor allem ihre Interaktion mit dem
zellularen  Immunsystem spielt dabei eine Rolle. Dafir mal3geblich
verantwortlich sind die 1gG-Subtypen IgG1 und I1gG3, deren konstanter Teil (Fc)
uber Rezeptoren an Monozyten und neutrophile Granulozyten bindet und
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dadurch die Lyse der Antikorper-markierten Zielzelle auslost. Aus diesem
Grund werden IgG1 und IgG3 auch als ,zytophile“ Antikérper bezeichnet. In
einer Studie im Senegal konnte eine Assoziation von zytophilen 1gG3-
Antikorpern gegen Parasitenlysat mit einem Schutz vor klinischer Malaria
entdeckt werden (Aribot, Rogier et al. 1996). Man nimmt an, dass durch die
Bindung dieser zytophilen Antikérper an mononukledre Blutzellen die
Freisetzung bestimmter Mediatoren, wie z.B. des Tumor-Nekrose-Faktors-a
(TNF-a) veranlasst wird (Bouharoun-Tayoun, Oeuvray et al. 1995). Dieser
Mechanismus wird als ,Antikdrper abhangige zellulare Hemmung® (antibody
dependent cellular inhibition, ADCI) bezeichnet (Khusmith and Druilhe 1983).

1.5 Impfstoffentwicklung

Im Rahmen der weltweiten Bemiuhungen, Malaria unter Kontrolle zu bringen,
hat die Entwicklung und Klinische Prifung von potentiellen Malaria-Impfstoffen
stark zugenommen. Ein wirksamer Impfstoff ist ein erstrebenswertes Mittel, um
die Bedrohung durch die Malaria zu bekampfen (Carvalho, Daniel-Ribeiro et al.
2002). Es konnte gezeigt werden, dass der Antikdrpertransfer von
semiimmunen Erwachsenen auf an Malaria erkrankte Kinder eine
Verminderung der Parasitamie und eine Verbesserung der klinischen Situation
bewirkt (Cohen, Mc et al. 1961; Sabchareon, Burnouf et al. 1991). Man nimmt
an, dass ein hoch effektives Vakzin eine humorale und zellulare Immunantwort
gegen Antigene, die wahrend der verschiedenen Stadien des Parasitenzyklus
exprimiert werden, auslost. Momentan sind solche Impfstoffkandidaten jedoch
noch nicht verfigbar und der Schwerpunkt der Forschung liegt auf Vakzinen,
die hauptséachlich auf einen Teil des Lebenszyklus wirken.

Jedes Stadium des parasitiren Lebenszyklus stellt einen mdglichen
Angriffspunkt fur einen Impfstoff dar (Carvalho, Daniel-Ribeiro et al. 2002).
Praerythrozytare Impfstoffe setzen im Parasitenstadium unmittelbar nach der
Injektion durch die Anopheles-Micke an und haben zum Ziel, Antikérper und
Effektor-T-Zellen gegen Sporozoiten und infizierte Hepatozyten zu induzieren.

Somit soll der Ubergang der Leberstadien zu den erythrozytaren Stadien
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verhindert werden. Mit Hilfe von bestrahlten Sporozoiten war es bei Versuchen
in den 1960er Jahren moglich, die damit geimpften freiwilligen Personen vor
weiteren Infektionen zu schitzen (Nussenzweig, Vanderberg et al. 1967). Der in
seiner Entwicklung am  weitesten fortgeschrittene  praerythrozytéare
Impfstoffkandidat  ist RTS,S/AS02A, bei dem ein  Sporozoiten-
Oberflachenantigen (circumsporozoite proteine, CSP) mit dem hoch
immunogene Hepatitis B-Oberflachen-Antigen (HBsAg) kombiniert wird (Alonso,
Sacarlal et al. 2004). In Phase-lI-Studien lag die Wirksamkeit des RTS,S-
Impfstoffes zwischen 30 und 50 Prozent (Alonso, Sacarlal et al. 2005; Olotu,
Lusingu et al. 2011). Ergebnisse der Phase-lll-Studie zeigen, dass bei
Sauglingen, die mit RTS,S geimpft wurden, etwa ein Drittel weniger Episoden
klinischer Malaria wie auch Episoden schwerer Malaria auftraten (Agnandji, Lell
et al. 2012). Die Wirksamkeit von RTS,S bei Kleinkindern (5-17 Monate) lag bei
etwa 50%. AbschlieBende Ergebnisse werden im Laufe des Jahres 2014
erwartet.

Vakzine gegen die sexuellen Blutstadien (Sporogonie) sollten die Ubertragung
der Krankheit auf den Vektor blockieren. Diese altruistischen Impfstoffe bieten
somit fur den Geimpften keinen Schutz, er kann trotz Impfung an Malaria
erkranken. Die Ubertragung auf andere Personen jedoch wére gestoppt.

Durch Impfstoffe mit Ansatz im Blutstadium soll die Vermehrung der Parasiten
in Erythrozyten verhindert werden. Ziel der erythrozytaren Impfstoffe ist nicht
die Vermeidung einer Infektion, vielmehr soll, &hnlich der nattrlichen Immunitét,
die Schwere der Erkrankung gemindert werden, da alle Symptome und
Komplikationen der Malaria im Blutstadium auftreten. Die meisten der
momentan entwickelten Impfstoffkandidaten haben zum Ziel eine humorale
Immunantwort  gegen  Merozoiten-Oberflachen-Proteine  oder  gegen
Parasitenproteine an der Oberflachenmembran des befallenen Erythrozytens zu
induzieren. Zu den in den Impfstoffkandidaten gegen die Blutstadien
verwendeten Antigenen gehdren, neben dem in dieser Arbeit untersuchten
Glutamate Rich Protein (GLURP) und dem Merozoite Surface Protein 3
(MSP3), eine Reihe weiterer P. falciparum-Antigene.

10
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So gibt es beispielsweise Untersuchungen zu den Merozoiten-Antigenen Apical
Membrane Antigen 1 (AMA 1), Erythrozyte-binding Antigen 175 (EBA-175),
Merozoite Surface Protein 1 (MSP1), Merozoite Surface Protein 2 (MSP2) und
Serine Repeat Antigen 5 (SERAS5) (Crompton, Pierce et al. 2010).

AMA1 und MSP1 wurden bereits in Phase-II-Studien getestet, wo jedoch keine
ausreichende Wirksamkeit des getesteten Impfstoffkandidaten nachgewiesen
werden konnte (Ogutu, Apollo et al. 2009; Sagara, Dicko et al. 2009). Allerdings
konnte in einer weiteren Phase-1I-Studie eine allelspezifische Wirksamkeit von
AMAL gezeigt werden (Thera, Doumbo et al. 2011), somit kann AMA1 weiter
als mdglicher Teil eines aus mehreren Komponenten bestehenden Impfstoffes
diskutiert und untersucht werden.

Weitere Studien mit verschiedenen Kombination sowie Veranderung der
Adjuvantien gehen weiter. In Zukunft wird hdchstwahrscheinlich nur ein
multivalenter Ansatz mit Wirkung gegen mehrere Stadien des Parasiten-
Lebenzyklus zu einem hocheffektiven Malariavakzin fuhren (Carvalho, Daniel-
Ribeiro et al. 2002; Moorthy, Good et al. 2004; Cortes 2008).

1.5.1 GMZ2-Impfstoff-Kandidat

GMZ2 ist ein rekombinantes Fusionsprotein aus den zwei P. falciparum-
Antigenen GLURP und MSP3. Naturlich erworbene Immunreaktionen gegen
diese Antigene wurden in verschiedenen Studien beschrieben und waren mit
dem Schutz vor Malaria assoziiert (Theisen, Vuust et al. 1995; Hisaeda, Saul et
al. 2002). Impfstoffe, die auf diesen beiden Antigenen basieren, sollen dieselbe
Art von immunologischer Reaktion induzieren, namlich hohe Konzentrationen
der zytophilen Antikérper (Theisen, Soe et al. 2004). Sie gelten als
erfolgversprechende Impfstoffkandidaten, um eine Immunreaktion gegen das
erythrozytare Stadium auszulésen (Borre, Dziegiel et al. 1991; Oeuvray,
Bouharoun-Tayoun et al. 1994; Theisen, Soe et al. 1998). Die Expression von
GMZ2 erfolgt in Lactococcus lactis, einem gram-positiven Bakterium, das keine

Endotoxine produziert.

11
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1.5.1.1 GLURP-Antigen

GLURP ist ein 220 kDa grol3es Exoantigen. Es ist sowohl in der parasitophoren
Vakuole von Leberschizonten und intraerythrozytaren Schizonten zu finden als
auch auf der Oberflache der Merozoiten. Zuséatzlich wurde es im Plasma von
Patienten nachgewiesen, die mit P. falciparum infiziert sind. GLURP ist somit
ein Protein, das sowohl im préa-erythrozytdren Stadium als auch im
erythrozytaren Stadium von P. falciparum exprimiert wird (Borre, Dziegiel et al.
1991).

Antikérper gegen GLURP sind in der Lage, das Wachstum von P. falciparum in
vitro in Kooperation mit Monozyten zu hemmen (Theisen, Soe et al. 1998).
Oeuvray fand in einer Studie bei Kindern im Senegal eine Korrelation zwischen
hohen 1gG3-Titern gegen GLURP und dem Schutz vor einer klinischen
Manifestation der Malaria heraus (Oeuvray, Theisen et al. 2000). Eine Studie
von Theisen et al. bestatigte das Vorhandensein von GLURP-spezifischem
lgG1 und IgG3 als protektiven Faktor (Theisen, Dodoo et al. 2001). Hohe Werte
der zytophilen Antikdrper IgG1l und IgG3 gegen Exoantigene scheinen mit
einem Schutz vor klinischer Malaria assoziiert zu sein. Exoantigene sind
|6sliche Proteine, die wahrend der Schizonten-Ruptur ins Plasma der infizierten
Personen abgegeben werden (Jepsen and Axelsen 1980). Antikbrper gegen
diese Exoantigene sollen das Wachstum von P. falciparum hemmen. In vitro-
Studien zufolge kann humanes IgG gegen GLURP verbunden mit dem
Vorhandensein von Monozyten das Parasitenwachstum inhibieren (Chumpitazi,
Lepers et al. 1996).

1.5.1.2 MSP3-Antigen

Das 48 kDa gro3e MSP3-Antigen wird auf der Oberflache von P. falciparum-
Merozoiten exprimiert. Dieses Antigen konnte als Zielstruktur protektiver
Antikorper identifiziert werden (Singh, Soe et al. 2004). Man beobachtete, dass
Antikérper gegen MSP3 im Blut von Kindern aus Gambia mit einem Schutz vor
klinischer Malaria assoziiert waren (Polley, Tetteh et al. 2007). Eine Studie

konnte zeigen, dass MSP3-spezifisches IgG in vitro antiparasitar wirkt, indem

12
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es das Parasitenwachstum hemmt, wenn die Kultur Monozyten als
Effektorzellen enthalt (Oeuvray, Bouharoun-Tayoun et al. 1994).

Der protektive Effekt der IgG3-Antikdrper gegen das MSP3-Antigen wurde auch
beim passiven Transfer der Antikdrper beobachtet (Sabchareon, Burnouf et al.
1991).

1.5.1.3 GMZ2-Antigen

Eine Forschungsgruppe des Statens Serum Institut in Kopenhagen, Danemark
um Michael Theisen und Sgren Jepsen entwickelte aus GLURP und MSP3 das
kunstliche Fusionsprotein GMZ2, das mit Hilfe des Expressionssystems
Lactococcus lactis produziert wurde.

Die Regionen GLURP25 500 und MSP3,1,.352 wurden fusioniert (Theisen, Soe et
al. 2004). Innerhalb dieser konservierten Regionen sind die B-Zell-Epitope, die
von den zytophilen Immunglobulinen erkannt werden, lokalisiert. Eine Studie,
die in einer hyperendemischen Region in Myanmar durchgefiihrt wurde,
bestatigte die Korrelation zwischen hohen Titern von IgG3-Antikérpern gegen
GLURP und MSP3 und einem Schutz vor Kklinischer Malaria. Hohe 1gG4-
Antikorper gegen GLURP hingegen korrelierten mit einer héheren Anzahl an
Malaria-Erkrankungen. Auch konnte beobachtet werden, dass sich die MSP3-
und GLURP-spezifischen 1gG3-Antikbrper gegenseitig erganzten, was den
Schutz vor einer klinischen Malaria betrifft. Eine Kombination dieser beiden
Antigene im Hinblick auf die Entwicklung eines Impfstoffes scheint somit
sinnvoll zu sein (Soe, Theisen et al. 2004). Weiterhin untersuchten Theisen et
al. die Wirkung von GMZ2 als Antigen. Mittels ELISAs bestimmten sie die 1gG-
Antikorper von 71 semiimmunen Erwachsenen aus Liberia. Dabei beobachteten
sie, dass die Impfung mit GMZ2 zu héheren Antikdrper-Konzentrationen fihrt,
als eine Impfung mit einer Mischung der beiden Komponenten GLURP und
MSP3 (Theisen, Soe et al. 2004). Des Weiteren verabreichten sie Mausen
entweder 20 pg des GMZ2-Fusionproteins oder eine Mischung aus 5 ug
MSP3,12-380-Molekilen und 15 pg GLURP2s5.514-Molekilen subkutan. Eine dritte
Gruppe von Mausen wurde an zwei verschiedenen Stellen geimpft. Es wurden

5 ug von MSP3;15.350 in die Schulter injiziert und 15 pg von GLURP5.514 IN
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Schwanzndhe. Jede Maus bekam die Impfdosis dreimal verabreicht.
Funfunddreilig Tage nach der ersten Impfung wurden die IgG-Titer gegen
GLURP und MSP3 im Serum getestet. Wahrend der mittlere Anti-GLURP-Titer
in der Hybridgruppe nur wenig hoher war, zeigten sich die IgG-Antikdrper gegen
das MSP3-Antigen 4,3-fach erhdht gegentber der Gruppe, die MSP3 und
GLURP als Einzelkomponente an verschiedenen Stellen bekommen hatte. Die
Mause, die mit dem Hybrid geimpft wurden, entwickelten eine Antikdrper-
Antwort sowohl auf GLURP als auch auf MSP3, wahrend die Mause, die eine
Mischung aus den beiden einzelnen Antigenen bekamen, dazu tendierten,
Antikdrper Uberwiegend entweder gegen GLURP oder gegen MSP3 zu
entwickeln (Theisen, Soe et al. 2004). Die Eignung von GMZ2 als Impfstoff
wurde im Rahmen einer Studie an Saimiri sciureus Affen getestet. Es konnte
gezeigt werden, dass mit GMZ2 ein partieller Impfschutz erreicht werden kann
(Carvalho, Alves et al. 2005).

1.5.2 Phase-la-Studie tiber GMZ2 an Malaria-naiven Europdaern

Zur Beurteilung der Sicherheit und Immunogenitat wurde 2006 in Tubingen
GMZ2 das erste Mal beim Menschen im Rahmen einer Phase-la-Studie
angewendet. Bei dieser Studie wurden drei verschiedene Dosen des GMZ2-
Impfstoffes verglichen. Die Impfung wurde subkutan verabreicht, als Adjuvans
diente Aluminiumhydroxid. Geimpft wurden 30 gesunde Personen, die bisher
noch nicht mit P. falciparum in Kontakt waren (Malaria-naive Probanden). Der
Impfstoff wurde von allen Probanden gut vertragen und es gab keine
schwerwiegenden unerwiinschten Ereignisse. Bei den Probanden, bei denen
als Malaria-naive Europaer vorher noch kein Antikorper-Titer gegen die
Impfantigene nachgewiesen werden konnte, zeigte sich bei allen drei Dosen ein
deutlicher Anstieg der GMZ2-spezifischen Immunglobuline (Esen, Kremsner et
al. 2009). Die Ergebnisse dieser Studie fuhrten im August 2007 zu einer
Folgestudie (Phase Ib), die in Teilen in der vorliegenden Arbeit berichtet wird.
Die Studie hatte zum Ziel die Sicherheit und Immunogenitat von GMZ2 bei

semiimmunen Afrikanern zu testen.
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1.6 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich mit dem aus den P. falciparum-
Antigenen GLURP und MSP3 hergestellten Impfstoff GMZ2. Ziel war es, im
Rahmen einer klinischen Studie der Phase Ib, die in Lambaréné durchgefiihrt
wurde, die Sicherheit und Immunogenitat der GMZ2-Impfung bei semiimmunen
Erwachsenen zu beurteilen. Bezuglich der Sicherheit wurden die Teilnehmer
auf samtliche Nebenwirkungen und Beschwerden in Zusammenhang mit der
Impfung untersucht und befragt. Der Fokus dieser experimentellen Arbeit liegt
jedoch auf der Durchfihrung und Beurteilung der Analysen zur Immunogenitat
des GMZ2-Impfstoffkandidaten. Die humorale Immunantwort auf das
Impfantigen GMZ2 und seine beiden Einzelkomponenten GLURP und MSP3
wurde mittels Enzyme-linked Immunoabsorbent Assays (ELISA) bestimmt. Ein
Anstieg der Impfstoff-spezifischen Antikérper nach den Impfungen wurde dabei
als Indikator fir den Erfolg der Impfung angesehen. Zur Evaluierung der
Qualitat der Immunreaktion untersuchten wir zusatzlich die Verteilung der IgG-
Subtypen 1gG1, 1gG2, 1IgG3 und IgG4 vor und nach einer Immunisierung mit
GMZ2.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien und Chemikalien

Substanz Produzent

GLURP (RO) Dr. Michael Theisen, Statens Serum
Institut, Kopenhagen, Ddnemark

GMZz2 Henogen, Charleroi, Belgien

Immunglobulin gamma (IgG), Goat
Anti-Human, Horseradish Peroxidase
(HRPO) conjugated

IgG 1, Mouse-Anti-Human

IgG 2, Mouse-Anti-Human

IgG 3, Mouse-Anti-Human

IgG 4, Anti-Human, HRPO-conjugated

Goat Anti-Mouse IgG, HRP-
conjugated
MSP3

Natriumazid (NaN3)

Naturaflor® Magermilchpulver
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Tabletten

Polyclonal IgG — purified

Polyclonal IgG1 — purified

Polyclonal IgG2 — purified

Polyclonal IgG3 — purified

Caltag™ Laboratories,
GmbH, Karlsruhe

Invitrogen

SkyBio Limited, Wyboston, Bedford,
UK

SkyBio Limited, Wyboston, Bedford,
UK

SkyBio Limited, Wyboston, Bedford,
UK

Caltag™ Laboratories, Invitrogen
GmbH, Karlsruhe

Caltag™ Laboratories, Invitrogen
GmbH, Karlsruhe

Dr. Michael Theisen, Statens Serum
Insitut, Kopenhagen, Danemark
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen

Topfer GmbH, Dietmannsried
GIBCO®), Invitrogen GmbH, Karlsruhe

The Binding Site GmbH,
UK

The Binding Site GmbH,
UK

The Binding Site GmbH,
UK

The Binding Site GmbH,
UK

Birmingham,
Birmingham,
Birmingham,

Birmingham,
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Polyclonal IgG4 — purified

Schwefelsaure 95-97% (H, SO,)

Tetramethylbenzidin  (TMB)

(C37H44N2013S10)
Tween®20 (CsgH114026)

ONE,

2.1.2 Puffer und L6sungen

The Binding Site GmbH, Birmingham,
UK

Merck KG, Darmstadt

KEM EN TEC Diagnostics, Taastrup,
Danemark

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Phospate Bufferd Saline (PBS)-L6sung: 1 Tablette (0,14 M NacCl, 0,003 M KCI

und 0,01 M PQO,) auf 500 ml Aqua dest.

Waschpuffer: 1 ml Tween®20 und 29 g NaCl auf 11 PBS-LAsung

Blockpuffer: 1 ml Tween®20 und 30 g Milchpulver auf 11 PBS

Verdiunnungs-Puffer: 1 ml Tween®20 und 10 g Milchpulver auf 11 PBS

Serum-Verdinnungspuffer:
Natriumazid auf 11 PBS

Stoppldésung: 0,2 M H,SO,4

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Material

1 ml Tween®20, 10g Milchpulver und 2 ml

Produzent

Eppendorf Reaktionsgefale 1,5 ml, 2
mi

Falcon R6éhrchen 15 ml, 50 ml

Glaspipetten 5 ml, 10 ml, 25 mi

Nunc™-Immuno Platten MaxiSorp F96

Pipetten: Labmatery L10, L20, L200,
L1000

Pipettenspitzen

Eppendorf AG, Hamburg

Greiner GmbH, Frickenhausen

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.
KG, Eberstadt

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Abimed  Analysen-Technik
Langenfeld

GmbH,

Sarstedt AG & Co., Niurnbrecht
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2.1.4 Laborgerate

Material

Produzent

Analysenwaage PM 4000
ELISA-Schattler Titramax 1000

ELISA-Reader
G018065

Expert 96, Type

Feinwaage AT 260-S DeltaRange
Multipipette Costar 12-pette

Nunc™-Immuno-Washer 12
Pipettierhelfer accu-jet®
Vortex Schuttler

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus

2.1.5 Software

Programm

Mettler-Toledo GmbH, Giel3en

Heidolph Instruments GmbH, & Co.
KG, Wiesbaden

ASYS HiTech GmbH,
Osterreich

Eugendorf,

Mettler-Toledo GmbH, Giel3en

Corning B.V. Life Sciences, Schiphol-
Rijk, Niederlande

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
neoLab GmbH, Heidelberg

DJB Labcare Ltd, Newport Pagnell,
UK

Produzent

Microsoft®Excel 2003

Tinn-R Version 1.17.2.4
R Version 2.6.2

2.2 Studienort

Microsoft® Deutschland
Unterschleil3heim

GmbH,

Rgui, GNU General Public License

The R Foundation for Statistical

Computing, Wien, Osterreich

Die Studie (Studiennummer NCT00424944) wurde zwischen Juli 2007 und
September 2008 im Forschungslabor (Centre de Recherches Médicales de

Lambaréné, CERMEL) des Albert-Schweitzer-Krankenhauses in Lambaréné,
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Gabun durchgefihrt. Gabun liegt im zentralafrikanischen Regenwald, grenzt an
Kamerun, Aquatorialguinea, an die Republik Kongo und an den Golf von
Guinea. Lambaréné ist die Hauptstadt der Region Moyen Ogooué und hat etwa
20000 Einwohner. Sie liegt nahe dem Aquator und ist beziiglich der Malaria-
Transmission als hyperendemisches Gebiet einzustufen. Der Grol3teil der
Infektionen wird hier von P. falciparum verursacht. P. malariae und P. ovale
spielen eine nur untergeordnete Rolle, P. vivax kommt nicht vor. Es gibt im Jahr
zwei Regen- und zwei Trockenzeiten, wahrend denen sich jedoch Temperatur
und Feuchtigkeit nicht stark unterscheiden (Wildling, Winkler et al. 1995).

In Gabun stellt die Malaria eines der grof3ten Gesundheitsprobleme dar. Mit
einer entomologischen Inokulationsrate (EIR) von 50 infektiosen Stichen pro
Person und Jahr und nur einer geringen Schwankung der Transmissionsrate
und Parasitenpravalenz, wird diese Region zu den hyper- bis holoendemischen
Malariagebieten gezahlt (Sylla, Kun et al. 2000). P. falciparum ist hier
verantwortlich fur Uber 95% der Krankheitsfélle, wobei Erwachsene selten eine
klinisch relevante Malaria entwickeln. Etwa 500 Kinder werden jahrlich im
Albert-Schweitzer-Krankenhaus in Lambaréné auf Grund einer P. falciparum-
Infektion behandelt (Sylla, Lell et al. 2001).

2.3 Teilnehmer und Studiendesign

In einer randomisierten doppelblinden klinischen Studie der Phase Ib wurden in
Lambaréné und Umgebung 40 mannliche Probanden im Alter von 18 bis 45
Jahren rekrutiert. Zwanzig von ihnen wurden drei Dosen von 100 pg GMZ2 mit
Aluminiumhydroxid als Adjuvans im Abstand von vier Wochen verabreicht. Die
20 Teilnehmer in der Kontrollgruppe erhielten den Tollwutimpfstoff Verorab® zu
denselben Zeitpunkten (Tag 0, Tag 28 und Tag 56). Die Impfungen wurden
abwechselnd links und rechts im Bereich des Musculus deltoideus verabreicht,
wobei der Tollwut-Impfstoff intramuskul&r appliziert wurde, der GMZ2-Impfstoff
dagegen subkutan. Der Teil des Teams, der die Impfstoffe vorbereitete und
applizierte, war ansonsten nicht in die Studie involviert. Die Studienteilnehmer

sowie die Studienarzte und der Rest des Teams blieben wéhrend der gesamten
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Studiendauer verblindet. Nach jeder Impfung wurden die Probanden fir 30
Minuten beobachtet. Zu einer arztlichen Untersuchung mussten sie einen Tag,
drei Tage und 14 Tage nach jeder Impfung ins Forschungslabor kommen. Am
funften, achten wund elften Tag nach jeder Impfung wurden die
Studienteilnehmer von nicht-arztlichen Mitarbeitern zuhause besucht und nach
Nebenwirkungen befragt. Zur routinemafigen Laboranalyse wurde an den
Tagen 0, 3, 28, 31, 56, 59, 84 und 365 Blut zur Uberprifung des
Gesundheitszustandes abgenommen. An den Tagen 0, 28, 56, 84 und 365
wurde zusatzlich Blut fur die immunologischen Analysen entnommen.

Die Studie wurde vom regionalen Ethik-Komitee und dem Gabuner
Gesundheitsministerium genehmigt. Die Durchfihrung erfolgte gemafld den
Regeln der Deklaration von Helsinki und den Good Clinical Practice Guidelines
(ICH-GCP). Die Teilnehmer wurden ausfuhrlich Gber den Verlauf der Studie und
Uber samtliche Risiken aufgeklart und gaben anschlielend ihr schriftliches
Einverstandnis.

Eine Infektion mit P. falciparum wurde mikroskopisch nach der Lambaréné-

Methode diagnostiziert (Planche, Krishna et al. 2001).

2.3.1 Einschlusskriterien

- Manner im Alter zwischen 18 und 45 Jahren

- Aufenthalt in der Umgebung von Lambaréné fur die Dauer der Studie
und Erreichbarkeit tGber die gesamte Dauer der Nachverfolgung von 13
Monaten

- Guter Gesundheitszustand in Anamnese und Klinischer Untersuchung

2.3.2 Ausschlusskriterien

- Bereits erfolgte Impfung mit einem Studienimpfstoff oder mit dem
Tollwutimpfstoff
- Einnahme eines nicht-registrierten Medikamentes bis 30 Tage vor der

ersten oder 30 Tage nach der dritten Immunisierung
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- Einnahme eines immunmodulierenden Medikamentes bis sechs Monate
vor der ersten Immunisierung

- Verdacht auf eine Immunschwache oder eine Autoimmunerkrankung

- Allergische Reaktionen auf Impfungen in der Anamnese

- Splenektomie in der Anamnese

- Laborwerte mit Hinweisen auf eine Leber-, Nieren- oder hamatologische
Erkrankung

- Verabreichung von Immunglobulinen oder Blutprodukten drei Monate vor
der ersten Studienimpfung

- Gleichzeitige Teilnahme an anderen interventionellen klinischen Studien

- Jede Erkrankung oder Beeintrachtigung, die nach arztlicher Beurteilung

ein Risiko fur den Studienteilnehmer bedeuten konnte

2.4 Messung der Antikérper-Antwort

Um die IgG-Produktion der Probanden zu untersuchen, wurden an den Tagen
0, 28, 56, 84 und 365 die spezifischen IgG-Konzentrationen gegen die
Impfantigene gemessen. Die Antikérper-Konzentration wurde im Serum
bestimmt, das durch Zentrifugation aus dem Vollblut der Probanden gewonnen
und bei -20 °C gelagert wurde. So war es moglich, zur selben Zeit die Seren der
verschiedenen Tage unter denselben Bedingungen zu untersuchen. Die
Bestimmung der Serumkonzentration der Antikdrper erfolgte mittels Enzyme-
linked Immunoabsorbent Assays (ELISA). Bei jedem Probanden wurde die 19G-
Antwort im Serum auf GLURP, MSP3 sowie GMZ2 untersucht.

2.4.1 Prinzip des Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist ein routinem&Rig verwendeter quantitativer Immunoassay.
Bekannt ist er seit den friihen 1970er Jahren (Engvall and Perlmann 1971). Ziel
des von uns verwendeten direkten ELISAs ist es, die Konzentration der
Antigen-spezifischen Antikorper im Serum der Studienteilnehmer mit Hilfe eines

Markerenzyms zu bestimmen. Zu Beginn wird das Antigen an eine feste Phase
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in Form einer 96-Well-Mikrotiterplatte gebunden (coaten). Diese Bindung
ermdglicht es, durch Waschvorgange freie, unspezifische Antikdrper im Serum
zu entfernen, wahrend die spezifischen Antikdrper an dem fixierten Antigen
haften bleiben. Durch das Blocken freier Proteinbindestellen mittels eines
Milchpulver enthaltenden Puffers wird die Hintergrundaktivitdt durch
unspezifische Antikérper reduziert. Als Markerenzym verwendeten wir
Meerrettich-Peroxidase (HRP), die an einen gegen menschliches IgG
gerichteten Antikorper gekoppelt war. Durch Zugabe der Substratlosung
Tetramethylbenzidin (TMB One) wird die Enzymreaktion gestartet. Das Enzym
katalysiert die Oxidation von TMB, was dazu fihrt, dass TMB seine Absorption
bei 450 nm andert. Dies kann mit Hilfe der Messung der optischen Dichte
qguantifiziert werden. Das anfangs farblose Substrat wird Uber eine
Enzymreaktion in das blaufarbene Tetramethylbenzidin-Kation umgesetzt.
Durch die Zugabe von Schwefelsaure wird diese Reaktion beendet. Beobachtet
werden kann nun ein Farbumschlag von blau nach gelb. Die Intensitat der
hierbei entstandenen Gelbfarbung ist proportional zur Konzentration der
Antikdrper im Serum der untersuchten Personen. Nach dem Abstoppen der
Reaktion erfolgt die photometrische Messung der optischen Dichte. Durch
Vergleich mit der Standardkurve des polyklonalen humanen IgGs kann mit Hilfe
der Programme R und Tinn-R die optische Dichte in die Konzentration der

spezifischen Antikérper umgerechnet werden.

2.4.2 Messung der Antikdrper-Antwort (Gesamt-IgG)

Verdinnungen der Antigene wurden auf Nunc-Immuno-Mikrotiterplatten mit 96
Kavitaten aufgetragen. GLURP und GMZ2 wurden zu einer Endkonzentration
von 0,5 pug/ml verdinnt, MSP3 zu einer Konzentration von 1 pg/ml. Als
Verdinnungsmedium diente Phosphate Buffered Saline (PBS). Jeweils 100 pl
des verdinnten Antigens wurden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten
gegeben. In die ersten beiden Spalten der 96-Well-Platten wurde als Standard
eine 1gG-Verdinnungsreihe aufgebracht. Als Startpunkt diente eine IgG-

Konzentration von 1000 ng/ml. Das in PBS verdinnte IgG wurde in die ersten
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beiden Kavitaten der Zeile A gegeben. Durch weiteres serielles Verdinnen in
PBS entstand in den ersten beiden Spalten eine Verdinnungsreihe mit den
weiteren Konzentrationen 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml, 62,5 ng/ml,
31,2 ng/ml, 15,6 ng/ml und 7,8 ng/ml. Pro Studienteilnehmer wurden drei
Platten beschichtet, jeweils eine Platte pro Antigen. Um eine gute Bindung zu
ermdglichen, wurde die Platte Gber Nacht bei 4 °C gekuhlt. Zur Entfernung der
gebundenen Antigene wurden die Platten danach viermal mit 200 pl des
Waschpuffers befillt und eine Minute stehen gelassen, bevor sie entleert und
wieder beflllt wurden. Nach dem vierten Waschgang mussten die Platten
grandlich entleert und ausgeklopft werden, bis sie trocken waren. Anschliel3end
wurden 150 pl des Blockpuffers aufgetragen. Es folgte eine einstiindige
Inkubation bei Raumtemperatur auf einem ELISA-Schiuttler. An das Blocken der
freien Proteinbindungsstellen schloss sich ein viermaliger Waschvorgang an,
worauf die Platten wieder trocken geklopft werden mussten. Die Serum-Proben
der Probanden wurden in Serum-Verdinnungspuffer 1:50 verdinnt. Nach dem
Auftragen der Proben entsprechend Abbildung 3 wurden die Platten fur zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, damit die Antikdrper im Probanden-
Serum an die an der Mikrotiterplatte haftenden Antigene binden konnten. Dabei
wurden zuerst in die Spalte A die 1:50 verdinnten Proben eingefliigt. Die
weiteren Verdinnungen wurden direkt auf der Platte mit einer Multipipette
pipettiert, so dass eine Verdinnungsreihe von 1:100 (B), 1:200 (C), 1:400 (D),
1:800 (E) und 1:1600 (F) entstand. Als Positivkontrolle (PC) verwendeten wir
einen Serumpool semiimmuner afrikanischer Personen, bei dem vorher eine
hohe Konzentration der Antikorper gegen die drei Impfantigene festgestellt
wurde. Als Negativkontrolle (NC) diente das Serum verschiedener Malaria-

naiver Europaer.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12

IgG |lgG |PC PC do do d28 |d28 |d56 |d56 |d84 |d84

lgG |lgG |PC PC do do d28 |d28 |d56 |d56 |d84 |d84

IgG |1gG |PC PC do do d28 |d28 |d56 |d56 |d84 |d84

IgG |1gG |PC PC do do d28 |d28 |d56 |d56 |d84 |d84

lgG |lgG |NC NC do do d28 |d28 |d56 |d56 |d84 |d84

IgG |1gG |[NC NC do do d28 |d28 |d56 |d56 |d84 |d84

| M m O O @ >

lgG |lgG |NC NC

H |lgG |IgG |NC |NC

Abbildung 3: Schema des Seren-Auftrags auf die ELISA-Platten. Tag 365 wurde zu einem

spateren Zeitpunkt entsprechend diesem Schema analysiert

Auf die zweistindige Inkubation folgte ein erneuter Waschschritt. Die
ungebundenen Bestandteile wurden dadurch entfernt, so dass nur der am
coating-Antigen gebundene Antikorper zuriickblieb. Um die Serum-Antikdrper
zu binden, wurde ein Antikdrper verwendet, der sich gegen die menschlichen
Antikorper des Serums richtet und mit der Meerrettich-Peroxidase (engl.
horseradish = HRP) konjugiert ist. Dieses anti-human Immunglobulin wurde im
Verhaltnis 1:3000 in Verdunnungspuffer verdinnt. Anschlieend wurden je
100 pl des verdinnten Antikérpers in die Kavitaten der Spalten 3 bis 12
pipettiert. Daraufhin erfolgte wieder eine Inkubation bei Raumtemperatur fir
eine Stunde. Somit konnte ein Antigen-Antikdrper-Antikbrper-Komplex
entstehen. Zur Quantifizierung der im Serum der Probanden vorhandenen
Antikérper musste daraufhin ein Substrat fir die Peroxidase angeboten werden.
Dies geschah nach erneutem 4-maligem Waschen in Form der Farblésung
TMB One. Nach dem Auftragen von 100 pl TMB One konnten die Platten fur 20
Minuten im Dunkeln inkubieren. Nach dieser Zeit war eine Blaufarbung zu
beobachten. Danach musste die Reaktion vor dem photometrischen Messen
mit Schwefelsdure gestoppt werden, damit fur alle Platten dieselbe
Inkubationszeit eingehalten werden konnte. Nach der Zugabe von 100 pl einer
0,2-molaren Schwefelsaure kam es zu einem sichtbaren Farbumschlag von
blau nach gelb. Die Proben wurden in den ELISA-Reader gegeben und die

Absorption bei 450 nm mit einer Referenz von 620 nm gemessen. Aus den
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Werten der optischen Dichte erfolgte die Kalkulation der Konzentrationen durch

den Vergleich zum pipettierten Standard mit bekannter Konzentration.

2.4.3 Messung der IgG-Subklassen

Zur Beurteilung der Qualitat der Immunantwort wurden die Subklassen der
Immunglobuline bestimmt. Die jeweilige Konzentration der Immunglobulin-
Subtypen 1gG1l bis IgG4 wurde ebenfalls mit der ELISA-Methode gemessen.
Die Platten wurden mit denselben Antigen-Verdinnungen beschichtet. GMZ2
und GLURP wurden zu einer Konzentration von 0,5 pg pro ml PBS verdinnt,
MSP3 zu 1pug pro ml PBS. In den Spalten 1 und 2 wurde eine
Verdunnungsreihe mit den polyklonalen Immunglobulinen der Subklassen
geschaffen. Den Beginn bildete fir jeden der Subtypen jeweils eine IgG-
Konzentration von 1000 ng/ml. Anschlieend wurde seriell verdinnt, so dass
Konzentrationen von 1000 ng/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml, 62,5 ng/ml,
31,2 ng/ml, 15,6 ng/ml und 7,8 ng/ml entstanden. Die Platten inkubierten Gber
Nacht bei 4 °C, wurden nach dem oben beschriebenen Waschvorgang am
nachsten Tag geblockt und mit den Seren beflllt. Nach jeder Inkubation erfolgte
ein Waschgang, immer mit dem Ziel, die nicht gebundenen Bestandteile zu
entfernen. Die aufgetragenen Seren waren im Verhaltnis 1:25 in Serum-
Verdunnungspuffer verdinnt. Eine weitere Verdinnung wurde direkt auf der
Platte gemacht, so dass eine zweite Konzentration von 1:50 entstand.
AnschlieRend wurden die sekundaren Antikoérper auf die Platten gegeben, in
der fur die verschiedenen Subtypen unterschiedlichen Konzentration. Nachdem
TMB One aufgetragen wurde und die Platten fur 20 Minuten inkubierten, konnte
die Enzymreaktion mit Hilfe der 0,2-molaren Schwefelsaure abgestoppt werden.
Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei 450 nm und einer
Referenzwellenldnge von 620 nm. Aus der photometrisch ermittelten optischen
Dichte, die mit der Standardkurve des Immunglobulins in Spalte 1 und 2
verglichen wurde, konnte mit Hilfe eines Programms die Konzentrationen der

Antikorper ermittelt werden. Die Bestimmung der Antikérper-Konzentration der
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Subklassen erfolgte vor der ersten Impfung an Tag 0 und vier Wochen nach der

dritten Impfung an Tag 84.

1 2 3 |4 |5 6 7 8 9 10 |11 12
A |[lgG1l|IlgGl [PC |PC |V1dO |V1dO |V1d84 |Vv1d84 |Vv2d0 |Vv2d0 |V2d84 |V2d84
B |lgGl |IgGl |PC |PC |V1d0 |V1dO |V1d84 |V1d84 |Vv2d0 |V2d0 |V2d84 |Vv2d84
C |1gG1 |IgG1l V3d0 |Vv3d0 |Vv3d84 |Vv3d84 |Vv4dO |V4dO |Vv4d84 | Vv4d84
D |1gG1 |IgG1 V3d0 |V3dO |V3d84 |Vv3d84 |V4dO |V4dO |Vv4d84 |v4d84
E |lgGl |IgGl |[NC |NC |V5d0 |V5d0 |V5d84 |V5d84 |V6dO | V6dO |V6d84 |v6d84
F |1gG1 [IgG1l [NC |NC |Vv5d0 |V5d0 |Vv5d84 |Vv5d84 |Vv6d0 |V6d0 |V6d84 | V6d84
G |lgG1 |IgG1 V7d0 |V7d0 |V7d84 |V7d84 |Vv8d0 |Vv8d0 |Vv8d84 |v8d84
H |1gG1 |IgG1 V7d0 |V7d0 |V7d84 |V7d84 |V8d0 |Vv8d0 |Vv8d84 |v8d84

Abbildung 4: Schema der Seren-Auftragung fir die IgG-Subklassen. Beispielhaft fur IgG1

V= Versuchsperson.

24.3.1 1gG1

Die Mikrotiterplatten wurden entsprechend der obigen Abbildung beschichtet.
Auf jeder Platte fanden Seren von acht Probanden Platz. Als Positivkontrolle
diente ein Serumpool von semiimmunen Afrikanern, wahren die
Negativkontrolle von Europdern stammte, die noch nie in Kontakt mit Malaria
waren. Nach der zweistindigen Inkubation und dem folgenden Waschschritt
wurden 100 pl des 1:3000 in Verdunnungspuffer verdinnten Antikdrpers gegen
IgG1 aufgetragen. Der in der Maus entwickelte Anti-lgG1-Antikdrper ist gegen
menschliches 1gG1 gerichtet. Da dieser Antikorper nicht mit einem Enzym
gekoppelt ist, mussten nach einer weiteren Inkubationszeit von einer Stunde
100 pl eines sekundaren Antikérpers in der Verdinnung 1:3000 aufgetragen
werden. Dieser zweite Antikorper ist gegen den primaren Anti-lgG1-Antikérper
gerichtet und mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Durch die Zugabe von TMB
One konnte die Enzymreaktion gestartet und die Umsetzung des Substrates

photometrisch bestimmt werden.
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2.4.3.2 1gG2

Die Auftragung der Seren erfolgte wie bei IgG1.

Nach der zweistindigen Inkubation des Serums auf den beschichteten und
anschlieBend geblockten Platten und dem folgenden Waschschritt wurden
100 pl des 1:5000 in Verdunnungs-Puffer verdinnten Anti-IgG2-Antikorpers
aufgetragen. Anschlielend wurden auch hier 100 pl des mit Peroxidase
konjugierten sekundéaren Antikorpers in einer Verdinnung von 1:3000 in die

Kavitaten pipettiert.

2.4.3.3 1gG3

Die Auftragung der Seren erfolgte nach gleichem Schema wie bei IgG1.

Nach der zweistindigen Inkubation und dem folgenden Waschschritt wurden
100 pl des 1:5000 im Verdunnungs-Puffer verdunnten Anti-lgG3-Antikorper
aufgetragen. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 100 ul des Peroxidase-

konjugierten Anti-Maus-1gG in einer Verdiinnung von 1:3000.

2.4.3.4 1gG4

Die Seren wurden ebenfalls nach dem fir IgGl dargestellten Schema
aufgetragen.

Nach der zweistlindigen Inkubation und dem folgenden Waschschritt wurden
100 pl des 1:1000 in Verdinnungs-Puffer verdinnten Anti-lgG4 auf die Platten
gegeben. Dieser Antikérper war schon mit der Meerrettich-Peroxidase
konjugiert, weshalb hier kein sekundéarer Antikérper nétig war und die Zugabe
von TMB One direkt folgen konnte.
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2.5 Auswertung

In die Analyse der Immunogenitdt wie auch der Sicherheit wurden alle
geimpften Personen aufgenommen.

Die Daten wurden in Papierform erfasst und spéater zur Vermeidung von
Ubertragungsfehlern doppelt von zwei verschiedenen Personen in eine

elektronische Datenbank eingegeben.

Die Antikdrperkonzentrationen wurden in Korrelation zu einer IgG-
Standardkurve in pg/ml berechnet. Dazu wurden die Programme Microsoft
Excel 2007, R in Version 2.15-1 und Tinn-R verwendet.

Antikdrperkonzentrationen von Null wurden als linkszensierte Eintrage
betrachtet und durch den kleinsten Wert des jeweiligen Antigens der jeweiligen

Gruppe ersetzt.

Fur jedes Antigen wurde das Verhdltnis des geometrischen Mittelwertes der
Antikorperkonzentrationen an den Impftagen zu dem geometrischen Mittelwert
der Konzentrationen vor der Impfung berechnet. Das 95%- Konfidenzintervall

wurde nach der Methode von Wald bestimmit.

Eine Kovarianz-Analyse auf den log-transformierten Daten wurde durchgefihrt,
um die geometrischen Mittelwerte der Konzentrationen zwischen den
Impfgruppen zu vergleichen. Korrigiert wurde dabei fur die 1gG-Konzentration
zum Zeitpunkt Null (vor der ersten Impfung). Der Unterschied der mittleren
Konzentrationen zwischen den Gruppen wird dabei als Ratio angegeben mit
95% Konfidenzintervall und p-Wert.
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3 Ergebnisse

Vom 18. Juli 2007 bis zum 12. August 2007 wurden von einem Team aus
Arzten und Krankenschwestern in Lambaréné und Umgebung insgesamt 89
mannliche Personen auf die Moglichkeit zur Studienteilnahme untersucht. Von
diesen 89 untersuchten Mannern konnten 39 nicht in die Studie eingeschlossen
werden. Die Grinde waren vor allem die Nichterfullung von Einschlusskriterien
bezlglich medizinischer Voraussetzungen oder der Rickzug der Einwilligung
zur Studienteilnahme (Abbildung 1). Fir den Fall, dass einer der
Studienteilnehmer vor Verabreichung der ersten Impfdosis aus der Studie
ausgeschlossen worden ware, wurden zehn der 50 Personen, die als
Teilnehmer in Frage kamen, als Ersatzprobanden auf eine Liste gesetzt. Die 40
in die Studie aufgenommenen Manner wurden in zwei Gruppen zu je 20
Studienteilnehmern randomisiert. Die Probanden der GMZ2-Gruppe erhielten
im Abstand von je vier Wochen jeder drei Dosen mit 100 pg des GMZ2-
Impfstoffes, wahrend die Personen in der Kontrollgruppe nach dem gleichen

Schema gegen Tollwut geimpft wurden.

[ Gescreente Freiwillige ]

(n=189) Nicht geeignet (n = 39)
19 x Hepatitis B oder C
7 x HIV
4 x Akute Erkrankungen
2xTBC
3 x Allergien

Randomisierung 1 x verénderte Laborwe_rte ]
(n = 40) 3 x Ablehnung der Studienteilnahme

100 pg GMZ2

3 Impfdosen (n=20)

Tollwut-Impfstoff
3 Impfdosen (n=19) *

2 Impfdosen (n= 20)

(n= 0) (n 0)

In der Endanalyse
(n=20)

In der Endanalyse
(n=19)

Verlust im FoIIow up ] [ Verlust im FoIIow up

* Neudiagnose TBC (n =1)

Abbildung 5: Diagramm zur Zuordnung der Studienteilnehmer zu den beiden Gruppen
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Samtliche Teilnehmer, die der GMZ2-Gruppe zugeteilt waren, beendeten die
Studie mit allen drei vorgesehenen Impfungen. Alle wurden regelmafig in den
Nachverfolgungsvisiten bis ein Jahr nach der ersten Impfung gesehen und
untersucht. Kein Studienteilnehmer dieser Gruppe musste im Verlauf
ausgeschlossen werden oder zog seine Einwilligung zurtck. In der
Kontrollgruppe wurde bei einem Probanden zwischen der zweiten und dritten
Impfung eine neu aufgetretene Tuberkulose diagnostiziert, was laut des
Studienprotokolls einen Ausschluss von den weiteren Impfdosen zur Folge
hatte. Dieser Proband hatte aul3erdem ein hepatozellulares Karzinom und
verstarb 155 Tage nach der ersten Tollwutimpfstoff-Injektion. Somit beendeten
nur 19 Probanden in dieser Gruppe die Studie mit allen drei Impfungen.
Wahrend der einjahrigen Nachsorge kam es auch in dieser Gruppe zu keinem
weiteren Ausscheiden eines Probanden. Mit der Nachsorgeuntersuchung des
letzten Probanden am 11. August 2008 wurde die einjahrige klinische

Beobachtung der Teilnehmer abgeschlossen.

Die beiden Gruppen waren sich ahnlich in Bezug auf Alter, Gewicht,
Hamoglobinwert und die vor der Impfung bestehenden Serum-Konzentrationen
der Antikorper gegen GMZ2, GLURP und MSP3 (Tabelle 1).

Tabelle 1. Einschluss-Werte der Probanden mit Mittelwert (*), bzw. geometrischem

Mittelwert (*#); (Minimal- bzw. Maximalwert)

GMZ2-Gruppe

Tollwut-Gruppe

Alter (Jahre) *

26,8 (18,0 — 42,6)

25,8 (18,3 — 44,2)

Gewicht (kg) *

65,0 (55,6 — 78,6)

61,4 (44,4 — 77,8)

Hamoglobin (g/dl) *

13,8 (11,6 — 17,9)

14,1 (10,9 — 16,7)

Anti-GMZ2 (mg/dl) *x*

0,29 (0,05 — 2,00)

0,22 (0,03 — 2,06)

Anti-GLURP (mg/dl) *x*

0,10 (0,02 — 0,35)

0,10 (0,04 — 0,37)

Anti-MSP3 (mg/dl) **

0,25 (0,07 — 1,42)

0,20 (0,07 — 1,09)
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3.1 Sicherheit

Alle Nebenwirkungen waren von mildem bis mittlerem Schweregrad (Grad 1
und Grad 2). Wahrend des gesamten Jahres, uber das die Studie lief, trat kein
schweres unerwinschtes Ereignis (Grad 3), jedoch mehrere schwerwiegende
unerwiinschte Ereignisse auf. Am haufigsten klagten die Studienteilnehmer
uber Schmerzen an der Injektionsstelle. Es kam zu nur einer sofortigen
systemischen Nebenwirkung milden Schweregrades (Grad 1) in Form von
Kopfschmerzen. Eine Ubersicht tUber alle unerwiinschten Ereignisse (Adverse
Events, AE) gibt Tabelle 2. Es gab insgesamt zehn schwerwiegende
unerwtinschte Ereignisse (Serious Adverse Events, SAE) bei sieben Personen.
Sechs davon entfielen auf vier Teilnehmer, die der Tollwut-Gruppe zugeordnet
waren. Einer der Manner musste auf Grund einer Schultergelenksluxation im
Krankenhaus stationdr aufgenommen werden, derselbe Proband kam spéter
noch einmal wegen einer lbuprofen-Uberdosierung in die Klinik. Weitere
Krankenhauseinweisungen erfolgten auf Grund eines Schlangenbisses und
einer Tuberkulose. AufRerdem liel3 ein Proband wéhrend der einjahrigen
Studiendauer eine elektive Leistenhernienoperation durchfihren. Es kam zu
einem Todesfall in der Tollwut-Gruppe. Der Teilnehmer, bei dem 155 Tage
nach Einschluss in die Studie ein hepatozellulares Karzinom diagnostiziert
wurde, verstarb daran. Bei demselben Probanden wurde zuvor, vier Tage vor
der letzten Impfung, eine Tuberkulose diagnostiziert. Aus diesem Grund konnte
er diese dritte Impfung nicht erhalten. In der GMZ2-Gruppe kam es zu vier
SAEs bei drei Individuen. Zwei Manner mussten wegen eines Traumas
hospitalisiert werden. Der eine mit einer Verletzung des rechten Auges, der
andere einmal wegen einer zervikalen Kontusion und das zweite Mal mit
traumabedingten Thoraxschmerzen. Ein Teilnehmer der GMZ2-Gruppe
entwickelte sieben Tage nach der dritten Impfung eine Eosinophilie und wurde
deshalb schlie3lich in die Klinik eingewiesen. Zunachst war unklar, ob diese
Eosinophilie mit der Impfung in Verbindung zu bringen war. Allerdings wurde
bei dem Studienteiinehmer eine persistierende Infektion mit Loa loa
diagnostiziert und diese als der wahrscheinlichere Grund fir die Erhéhung der

eosinophilen Granulozyten angenommen. Bei allen anderen aufgetretenen
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schwerwiegenden Nebenwirkungen gab es keinen Hinweis auf eine Kausalitat
der Impfung. Insgesamt wurden sieben Malaria-Episoden bei sechs Individuen
beobachtet. Die Erkrankten waren gleichméaRig in den beiden Gruppen verteilt.
Es gab vier Episoden bei drei Probanden der Tollwut-Gruppe und drei Episoden
bei drei Probanden der GMZ2-Gruppe.
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Tabelle 2: Anzahl der Teilnehmer mit Nebenwirkungen innerhalb von 14 Tagen nach den Impfungen; alle Reaktionen waren von mildem oder

mittelgradigem Schweregrad (Grad 1 oder 2)

Tollwut-Gruppe GMZ2-Gruppe
Impfung 1 Impfung 2 Impfung 3 Impfung 1 Impfung 2 Impfung 3
(n = 20) (n = 20) (n=19) (n = 20) (n = 20) (n = 20)
Lokale Reaktionen:
Schmerz 4 6 9 12 18 11
Rd6tung 0 2 5 2 1 2
Verhartung 3 3 5 4 5 8
Odem 0 2 5 2 1 2
Pruritus 2 2 5 1 2 2
Uberwarmung 0 2 5 1 1 2
Systemische Reaktionen:
Fieber 0 0 0 0 0 0
Reaktion auf Gegenseite
der Einstichstelle 0 2 5 1 1 2
Erschopfung 4 4 5 4 3 4
Schlafrigkeit 0 3 5 2 3 3
Malaise 1 4 9 1 2 2
Kopfschmerz 3 5 6 4 3 9
Gelenkschmerz 0 2 5 1 1 2
Myalgie 0 3 6 3 1 3
Appetitverlust 0 4 6 4 1 4
Ubelkeit 0 2 5 3 2 3
Erbrechen 0 2 5 1 1 3
Diarrhoe 0 4 7 2 2 5
Tachykardie 0 2 5 1 1 2
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3.2 Immunogenitat

3.2.1 Immunglobulin G (IgG) gegen die Impfantigene

Zur Messung der Immunantwort auf die Impfung wurden die Antikdrper gegen
das fusionierte Impfantigen GMZ2 und seine beiden Einzelkomponenten

GLURP und MSP3 mittels ELISA bestimmit.

Wie zu erwarten war, konnten bei den semiimmunen Probanden bereits vor der
ersten Impfung antigen-spezifische Immunglobuline gemessen werden. Es
zeigten sich deutliche Unterschiede in der Hohe der Antikorper-Konzentrationen

zwischen den einzelnen Studienteilnehmern (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Verteilung der Antikérperkonzentrationen vor der ersten Impfung

Die geometrischen Mittelwerte der Antikérperkonzentrationen beider Gruppen

waren sich dagegen sehr &hnlich (Abbildung 6).

3.2.1.1 IgG-Antikdrper gegen das GMZ2-Antigen

Die Messung der Antikdrperkonzentrationen gegen das GMZ2-Antigen ergab
einen signifikanten Anstieg bei den Teilnehmern der Verumgruppe, nicht

jedoch bei den Teilnehmern, die den Tollwutimpfstoff erhalten hatten

(Tabelle 3).
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Tabelle 3: Verhalten der Antikdrper gegen GMZ2 an den Tagen 28 bis 365 im Vergleich zu
Tag O

Anti-GMZ2
Tage nach der Impfgruppe Kontrollgruppe
ersten Impfung (95% Konfidenzintervall) (95% Konfidenzintervall)
28 1,06 (1,05 - 1,07) 0,80 (0,60 - 1,07)
56 1,36 (1,24 - 1,47) 0,78 (0,74 - 0,84)
84 1,79 (1,08 - 2,97) 0,83 (0,63 -1,10)
365 2,02 (1,90 - 2,15) 1,92 (1,54 - 2,40)

3.2.1.2 Antikérperantwort auf das GLURP-Antigen

Auch gegen das GLURP-Antigen kam es nach den Impfungen zu einem
Antikorper-Anstieg bei den Probanden der Impfgruppe. In der Kontrollgruppe
konnte kein signifikanter Anstieg des Anti-GLURP-IgGs ausgemacht werden
(Tabelle 4).

Tabelle 4: Verhalten der Antikérper gegen GLURP an den Tagen 28 bis 365 im Vergleich

zu Tag O
Anti-GLURP

Tage nach der Impfgruppe Kontrollgruppe
ersten Impfung (95% Konfidenzintervall) (95% Konfidenzintervall)

28 1,20 (0,90 - 1,59) 1,00 (0,78 - 1,28)

56 1,65 (1,00 - 2,72) 0,96 (0,60 - 1,53)

84 1,76 (1,75 - 1,76) 0,89 (0,71 -1,12)

365 3,36 (1,49 - 3,36) 1,92 (0,87 - 4,25)

3.2.1.3 Antikoérperantwort auf das MSP3-Antigen

In keiner der beiden Gruppen kam es nach den Impfungen zu einem

signifikanten Anstieg der MSP3-spezifischen Antikorper (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Verhalten der Antikdrper gegen MSP3 an den Tagen 28 bis 365 im Vergleich zu

Tag O

Ergebnisse

Tage nach der
ersten Impfung

Anti-MSP3

Impfgruppe

(95% Konfidenzintervall)

Kontrollgruppe

(95% Konfidenzintervall)

o8 0,97 (0,91 -1,03) 0,83 (0,72 - 0,95)
56 1,07 (0,98 - 1,16) 0,83 (0,70 - 0,98)
84 1,01 (0,93 - 1,10) 0,84 (0,65 - 1,10)
365 1,07 (0,51 - 2,27) 1,02 (0,41 - 2,55)

3.2.1.4 Unterschiede zwischen den beiden Gruppen: IgG

AulRerdem wurde eine Kovarianz-Analyse auf den log-transformierten Daten
durchgefuhrt.

Die gemessene EffektgroRe (Ratio) dabei beurteilt die Gro3e des Unterschieds
der spezifischen Antikérperkonzentration zwischen GMZ2- und Kontrollgruppe,

korrigiert fir den Wert am Tag der ersten Impfdosis als Ratio (x-facher Anstieg).

Tabelle 6: Kovarianzanalyse: Vergleich zwischen der Impf- und Kontrollgruppe adjustiert

fur die IgG-Konzentration an Tag 0

Tag p-Wert Ratio (95% CI)
28 0,0066 1,27 (1,08 - 1,50)
1,57 (1,08 - 2,2
ANti-GMZ2 56 0,02 57 (1,08 - 2,28)
84 0,0025 2,17 (1,34 - 3,51)
365 0,36 1,17 (0,83 - 1,64)
28 017 1,19 (0,92 - 1,53)
1,73 (1,45 - 2,60
Anti-GLURP 26 001 ( )
84 0.0003 1,99 (1,40 - 2,83)
365 0,01 1,84 (1,17 - 2,91)
28 0,014 1,19 (1,04 - 1,35)
ANTi-MSP3 56 0,0068 1,32 (1,08 - 1,59)
84 0,026 1,25 (1,02 - 1,51)
365 0,86 1,04 (0,67 - 1,60)
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Hier wird deutlich, dass die Antikdrper-Konzentrationen an den Tagen 28, 56
und 84, korrigiert fir den Wert vor der ersten Impfung, in der Impfgruppe héher
sind als in der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied zwischen den beiden
Gruppen besteht auch fiur die MSP3-spezifischen Antikorper, allerdings hier
geringer ausgepragt als bei den GMZ2- und GLURP-spezifischen Antikdrpern.

An Tag 365 zeigte sich bei den Anti-GMZ2- und Anti-MSP3-1gGs zwischen den
beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied mehr in der Hohe der
Antikérperantwort. In der GLURP-Gruppe jedoch war ein Unterschied

auszumachen (Tabelle 6).
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3.2.1.5 Verlauf der impfspezifischen Antikorper

Impfgruppe Kontrollgruppe

|
|
ZZIND

ddanio

logarithmierte IgG-Konzentration (in mg/dl)

edS

I I
0 28 56 84 365 0 28 56 84 365
Zeit (in Tagen) nach der ersten Impfung

Abbildung 7: Verlauf der Antikdrperkonzentrationen vom Einschluss bis zu Tag 365.

Logarithmierte Darstellung der IgG-Konzentrationen

3.2.2 Antikorper-Antwort der IgG-Subtypen

Zur Beurteilung der Qualitdt der humoralen Immunantwort wurden zu Beginn
(Tag 0) und vier Wochen nach der vollstandigen Impfung (Tag 84) die
Konzentrationen der IgG-Subklassen (IgG1, 1gG2, IgG3 und 1gG4) bestimmt.
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Wie auch beim Gesamt-lIgG zeigten sich hier grof3e Unterschiede zwischen den
einzelnen Studienteilnehmern in den bereits vor der Impfung vorhandenen

Antikérperkonzentrationen.

3.2.2.1 Zytophile Antikorper

Die beiden Antikdrper-Subtypen IgG1 und 1gG3 sind in der Lage Uber eine
Bindung an den Fc-Rezeptor mononukleare Blutzellen zu aktivieren. Sie
vermitteln somit neben direkten und komplementvermittelten auch zellulare
Immunreaktionen.

Die Antikorperkonzentrationen und ihre Veranderungen im Verlauf der Impfung
wurden mittels ELISA in den Proben, die vor der ersten und einem Monat nach

der letzten Injektion (Tag 84) abgenommen wurden, bestimmt.

3.2.2.1.1 IgG1

Die Anfangskonzentration des GMZ2-spezifischen IgGl war in den beiden
Gruppen sehr ahnlich, mit einem geometrischen Mittel von 0,65 mg/dl in der
GMZ2-Gruppe und 0,70 mg/dl in der Kontrollgruppe.

Wahrend es in der Verumgruppe zu einem signifikanten Anstieg des
geometrischen Mittelwerts um den Faktor 2,41 kam, zeigte sich in der
Kontrollgruppe kein Anstieg der impfspezifischen IgG1-Antikorper (Tabelle 7).
Auch die Konzentration der IgG1-Antikorper gegen GLURP stieg in der GMZ2-
Impfgruppe signifikant an. In der Kontrollgruppe dagegen war im geometrischen
Mittel keine Zunahme zu betrachten.

In keiner der beiden Gruppen konnte ein signifikanter Anstieg der IgG1-

Antikérper gegen das MSP3-Antigen gemessen werden (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Relation der IgGl-Konzentrationen an Tag 84 verglichen mit den IgG1l-

Konzentrationen vor der Impfung (TagO0)

GMZ2-Gruppe Kontrollgruppe

(95% Konfidenzintervall) | (95% Konfidenzintervall)
Anti-GMZ2 2,41 (1,10 - 5,24) 0,93 (0,84 - 1,03)
Anti-GLURP 3,3(1,32-8,27) 0,84 (0,61 -1,14)
Anti-MSP3 1,28 (0,76 - 2,14) 0,93 (0,85 -1,19)

3.2.2.1.2 IgG3

Bei dem zweiten zytophilen Antikorper, IgG3, zeigte sich im geometrischen
Mittelwert keine signifikante Erhohung der Antikérperkonzentration gegen
GMZ2 oder GLURP in einer der Gruppen nach der Impfung (Tabelle 8). Die

Antikorper gegen MSP3 stiegen in beiden Gruppen minimal an.

Tabelle 8: Relation der IgG3-Konzentrationen an Tag 84 verglichen mit den IgG3-

Konzentrationen vor der Impfung (TagO0)

GMZ2-Gruppe Kontrollgruppe
(95% Konfidenzintervall) | (95% Konfidenzintervall)
Anti-GMZz2 1,67 (0,57 - 4,89) 0,86 (0,81 - 0,90)
Anti-GLURP 2,35 (0,89 - 6,20) 0,88 (0,78 - 1,00)
Anti-MSP3 1,15 (1,03 - 1,28) 1,019 (1,018 -1,021)

3.2.2.2 Nicht-zytophile Antikdrper

Zu den nicht-zytophilen Antikdrpern, die nicht in die zellulare Immunantwort
eingreifen kdnnen, gehoren die Subtypen IgG2 und IgG4.
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3.2.2.2.1 1gG2

Die gegen das GLURP-Antigen gerichteten IgG2-Antikérper stiegen in der
GMZ2-Gruppe leicht an. Bei den Anti-GMZ2- und Anti-MSP3-1gG2 kam es zu
keinem signifikanten Anstieg. (Tabelle 9)

Tabelle 9: Relation der IgG2-Konzentrationen an Tag 84 verglichen mit den IgG2-

Konzentrationen vor der Impfung (TagO0)

GMZ2-Gruppe Kontrollgruppe
(95% Konfidenzintervall) | (95% Konfidenzintervall)
Anti-GMZ2 1,89 (0,94 - 3,80) 0,99 (0,93 - 1,06)
Anti-GLURP 1,52 (1,25 - 1,85) 0,97 (0,93 -1,01)
Anti-MSP3 1,24 (0,82 - 1,88) 1,02 (0,84 - 1,25)
3.2.2.2.2 IgG4

Die gemessenen Konzentrationen der IgG4-Antikorper waren sehr niedrig und
zum Teil unterhalb des messbaren Bereichs. Somit standen nur sehr wenige

Werte zur Verfigung, so dass hier auf weitere Berechnungen verzichtet wurde.

3.2.2.3 Unterschiede zwischen den beiden Gruppen: IgG-Subtypen

Die berechnete Effektgrof3e (Ratio) beschreibt, um welchen Faktor die 1gG-
Konzentration in der Impfgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe unter
Berlicksichtigung des Ausgangswertes nach Impfung verschieden ist.

Vor allem bei den zytophilen Antikérpern (IgG1 und IgG3), weniger ausgepragt
auch bei IgG2, war ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
zu erkennen (Tabelle 10). Dies trifft jedoch nur auf die GMZ2- und GLURP-
spezifischen Antikdrper zu, bei den MSP3-spezifischen zytophilen Antikorper

bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Tabelle 10: Kovarianzanalyse der Subgruppen IgG1-lgG3: Vergleich zwischen der Impf-
und Kontrollgruppe an Tag 84 adjustiert fur die lgG1- IgG3-Konzentrationen an Tag 0

Subgruppe p-Wert Ratio (95% CI)
IgG1 0,000000576 2,53 (1,85 - 3,46)
Anti-GMZ2 IgG2 0,00092 1,85(1,31-2,61)
lgG3 0,000299 2,20 (1,47 - 3,27)
lgG1 0,00000143 3,72(2,33-5,91)
Anti-GLURP 1gG2 0,00036 1,62 (1,26 - 2,08)
IgG3 0,000098 2,98 (1,80 - 4,96)
IgG1 0,057 1,43 (0,99 - 2,07)
Anti-MSP3 IgG2 0,024 1,33 (1,04 - 1,69)
IgG3 0,23 1,16 (0,91 -1,49)

lgG4 wurde auf Grund der sehr niedrigen beziehungsweise nicht messbaren

Konzentrationen nicht in der Analyse verwendet.
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Abbildung 8: Unterschied der Antikdrper-Konzentration nach Impfung mit GMZ2 und dem
Kontrollvakzin (Ratio GMZ2:Kontrolle)
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4 Diskussion

Fur viele der betroffenen Lander stellt Malaria neben dem gesundheitlichen
Aspekt auch ein grof3es 6konomisches Problem dar (Sachs and Malaney 2002).
Durch zunehmende Resistenzen gegen Chemotherapeutika (Avery, Seoung-
Ryoung et al. 2008) und Insektizide ruckt die Entwicklung eines
kostengiinstigen und effizienten Impfstoffes gegen Malaria weiter in den
Blickpunkt der klinischen Forschung (Tarleton 2005). Viele Antigene aus
mehreren Stadien des Lebenszyklus von P. falciparum wurden in préklinischen
Versuchen und auch in klinischen Impfstudien auf ihre immunologische Wirkung
hin untersucht (Carvalho, Daniel-Ribeiro et al. 2002; Schwartz, Brown et al.
2012).

Am weitesten in der Entwicklung fortgeschritten ist der RTS,S-Impfstoff, der im
praerythrozytdren Stadium des Parasiten ansetzt und eine sterile Immunitat
erzielen soll (Alonso, Sacarlal et al. 2004; Agnandji, Lell et al. 2012). Ein
Problem der préerythrozytaren Impfstoffe ist allerdings, dass bisher noch kein
langanhaltender und hoch-effektiver Impfschutz erzielt werden konnte. Durch
diese zeitliche Begrenzung des Schutzes besteht die Gefahr, dass bei den
geimpften Personen zu einem spateren Zeitpunkt im Leben Malariaepisoden
mit schweren Komplikationen auftreten konnen (Stoute, Kester et al. 1998).
Auch verschiedene erythrozytare Impfstoffkandidaten befinden sich aktuell in
klinischer Entwicklung. Dazu zadhlen unter anderem solche, die auf den
P. falciparum-Proteinen AMAL1 (Dicko, Sagara et al. 2008) und MSP1 (Holder,
Blackman et al. 1992) basieren. In Phase-1I-Studien konnten jedoch bei diesen
Impfstoffkandidaten bisher keine bzw. bei AMA1l nur eine isolatspezifische
Wirksamkeit (Thera, Doumbo et al. 2011) nachgewiesen werden, so dass nach
anderen Kandidaten fir einen Malaria-Impfstoff gesucht werden sollte (Ogutu,
Apollo et al. 2009; Sagara, Dicko et al. 2009). Aul3erdem werden Impfstoffe, die
AMAZ1- und MSP1-Antigene enthalten, weiter verbessert (Malkin, Hu et al. 2008;
Ellis, Wu et al. 2012).

43



Diskussion

Ein grof3es Problem bei der Impfstoffentwicklung stellt die Variabilitat von
Oberflachenproteinen des Parasiten dar. Dadurch wird der Aufbau einer
Immunitat gegen P. falciparum erschwert (Takala and Plowe 2009).

Ein effizienter Impfstoff sollte daher mehrere Antigene enthalten. Auch Vakzine
mit kombinierten P. falciparum-Antigenen, die sowohl gegen préerythrozytare
als auch gegen erythrozytare Parasitenstadien gerichtet sind, werden weiter

erforscht (Crompton, Pierce et al. 2010).

Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem erythrozytaren Impfstoffkandidat GMZ2.
Dieses Fusionsprotein aus GLURP25 500 und MSP3;12-3s2 soll die natirlich
erworbene Semiimmunitét imitieren und somit vor Komplikationen der schweren
Malaria schitzen (Theisen, Soe et al. 2004).

Ein mdglicher Vorteil dieses recht neuen Impfstoffkandidaten liegt darin, dass
sowohl MSP3 als auch GLURP hochkonservierte Regionen zwischen
P. falciparum-Isolaten aus verschiedenen geographischen Regionen mit hoher
Malaria-Transmissionsrate besitzen (de Stricker, Vuust et al. 2000; Singh, Soe
et al. 2009) und ein Assay zur funktionalen Analyse der Antikdrper existiert
(Jepsen, Jogdand et al. 2013).

Der GMZ2-Impfstoff wurde bereits in einer Reihe von Studien sowohl in vitro
(Theisen, Soe et al. 2004) als auch am Tiermodell untersucht (Carvalho, Alves
et al. 2005). Es konnte die Uberlegenheit von GMZ2 gegeniiber einer Mischung
der beiden Einzelkomponenten gezeigt werden (Theisen, Soe et al. 2004).

Die Theorie, dass eine erfolgreiche Malariaimpfung mehrere Antigene enthalten
sollte, wird durch eine Studie in Burkina Faso an Kindern im Alter von sechs
Monaten bis neun Jahren unterstitzt. Das gleichzeitige Vorkommen der
Antikérper auf mehr als ein Antigen korrelierte hierbei mit einer geringeren
Haufigkeit einer Malaria-Erkrankung (Meraldi, Nebié et al. 2004). Das
Fusionsprotein GMZ2 wurde in Kombination mit zwei verschiedenen
Adjuvantien an 18 Totenkopfaffen (Saimiri sciureus) untersucht. Die
splenektomierten Tiere wurden nach einer GMZ2-Impfung mit P. falciparum
infiziert (Carvalho, Alves et al. 2005). Die Entfernung der Milz war im Vorfeld
erfolgt, um die natirliche Suszeptibilitat gegeniber P. falciparum zu erhéhen

(Fandeur, Mercereau-Puijalon et al. 1996). Eine hohe Parasitamie kann so
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reproduzierbar erzeugt werden. In dieser Studie konnte eine Korrelation
zwischen hohen Antikorpertitern und einem Schutz vor einer exzessiven

Parasitenvermehrung beobachtet werden (Carvalho, Alves et al. 2005).

Im Jahr 2006 wurde GMZ2 zum ersten Mal an Menschen im Rahmen einer
Studie der Phase la verabreicht (Esen, Kremsner et al. 2009). Bei dieser
Dosisfindungsstudie an nicht-malariaexponierten Europaern zeigte sich GMZ2
in allen drei untersuchten Dosierungen (10 pg, 30 pg und 100 ug) als sicher und
immunogen. Da sich keine Sicherheitsbedenken zeigten, wurde fur die dieser
Arbeit zugrunde liegenden Studie der Phaselb die Dosis von 100 pg
ausgewahlt. Damit ist in Folgestudien die Mdoglichkeit einer Dosisreduktion

jederzeit gegeben.

In dieser Studie erhielten zum ersten Mal afrikanische, dem Malaria-Parasiten
exponierte Teilnehmer den neuen Impfstoff. Durch die vorherige Exposition
gegenuber den in der Impfung enthaltenen P. falciparum-Antigene kdnnten die
afrikanischen Studienteilnehmer stérker als zuvor die europaischen Probanden
auf die Impfung reagieren. Deshalb ware es nicht gerechtfertigt, Kinder in
solche einer frihen Phase zu impfen. Es wurden daher vorerst nur Erwachsene
geimpft. Die Impfung afrikanischer Kleinkinder, der eigentlichen Zielpopulation,
konnte erst erfolgen, nachdem sich in der Phase Ib bei exponierten

Erwachsenen keine Sicherheitsbedenken zeigten.

Das Impfschema mit einem Impfabstand von jeweils vier Wochen entsprach
dem der ersten Studie. Dieses Intervall wurde vor dem Hintergrund gewahlt, die
Impfung in bereits bestehende Impfschemata eingliedern zu koénnen. Im
erweiterten Impfprogramm der WHO (Expanded Program on Immunization,
EPI), das eine weltweite Versorgung aller Kinder mit den wichtigsten Impfungen
zum Ziel hat, werden unter anderem eine orale Poliomyelitisimpfung und die
Diphterie-Pertussis-Tetanus-Impfung im Abstand von vier Wochen empfohlen
(Bennett, Woods et al. 1991). In den Landern in denen Malaria endemisch ist
und wo diese Impfung somit eingesetzt werden soll, gibt es oft nur

eingeschrankte Versorgungsstrukturen. Hier hat sich das EPI als gut
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funktionierendes  System etabliert, um regelmal3ige Kontakte mit
Gesundheitseinrichtungen zu gewahrleisten (Hutton and Tediosi 2006).

Ein anderer Abstand zwischen den Impfungen als im EPI-Schema bzw. eine
zusatzliche vierte Impfung mit GMZ2 konnte mdglicherweise zu einer besseren
Immunitat fuhren. Jedoch ist in den meisten afrikanischen Landern die einzige
realistische Mdoglichkeit Kleinkinder mit einer Impfung zu erreichen die
Einhaltung des Schemas des erweiterten Impfprogramms der WHO
(Schellenberg, Acosta et al. 1999)

Die Expression von GMZ2 erfolgte in Lactococcus lactis, einem grampositiven
Bakterium. Dieses Expressionsmedium ist gut charakterisiert, gilt als sicher und
wird schon lange Zeit in der Milchindustrie genutzt. Weitere Vorteile von L. lactis
sind die Sekretion der gewiinschten rekombinanten Proteine in den Uberstand
und die fehlende Produktion von toxischen Substanzen (Theisen, Soe et al.
2004). In der Vergangenheit ist bereits die Expression verschiedener Regionen
der Impfantigene im haufig verwendeten System mit Eschericia coli erfolgt
(Theisen, Vuust et al. 1995). Im Rahmen der Entwicklung eines
Expressionssystem fir die Produktion eines Impfstoffes fur die Anwendung am
Menschen wurde aber auf L. lactis gewechselt, da man hier GMZ2 in gré3eren

Mengen und ohne Protein-Tag produzieren kann (Theisen, Soe et al. 2004).

Bereits seit vielen Jahren werden verschiedene Adjuvantien fur Vakzine
getestet (Singh and O'Hagan 2002). In der GMZ2-Studie wurde
Aluminiumhydroxid als Adjuvans benutzt, dessen Sicherheitsprofil sehr gut
bekannt ist. Die Aluminium-Verbindungen Aluminiumhydroxid,
Aluminiumphosphat und Kaliumaluminiumsulfat sind als Bestandteile von
Impfstoffen zugelassen und werden seit Jahrzehnten millionenfach verwendet
(Baylor, Egan et al. 2002). In mehreren Malaria-Impfstoff-Studien konnte mit
Aluminiumhydroxid eine akzeptable Immunantwort erreicht werden (Audran,
Cachat et al. 2005; Sirima, Tiono et al. 2009). Allerdings ist Aluminiumhydroxid
im Vergleich mit modernen Adjuvantien ein eher schwaches Adjuvans mit nur

geringer immunogener Wirkung (Gupta 1998; Singh and O'Hagan 2002).
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Als weitere Mdglichkeit der Wirkungsverstarkung wurde die Kopplung von
GMZ2 mit immunverstarkenden Influenza Virosomen (IRIV, immunopotentiating
reconstituted influenza virosomes) getestet. Interessanterweise wurde dadurch
die Immunogenitat durch MSP3 erhdht, wahrend in der Kombination mit den
anderen Adjuvantien die GLURP-Domane als immunogener getestet wurde
(Tamborrini, Stoffel et al. 2011).

Die Mdglichkeit, statt Aluminiumhydroxid ein starker immunogenes aber bisher
weniger auf die Vertraglichkeit getestetes Adjuvans zu benutzen, ist eine
Uberlegung wert. Die Frage der Sicherheit fur die gesunden Geimpften muss
aber in jedem Fall an erster Stelle stehen und darf nicht zugunsten der

Immunitat vernachlassigt werden.

Bei Impfstudien der Phase | ist in Malariaendemiegebieten ein Kontrollimpfstoff
sinnvoll, da die Hintergrundimmunitat und natdrliche Exposition die
Interpretation der immunologischen und sicherheitsrelevanten Daten
erschweren konnen. Einer Zunahme der Antikdrpertiter kénnen mehrere
Ursachen zugrunde liegen. Sie kann zum einen durch die Immunisierung
bedingt sein, jedoch kann auch die naturliche Exposition oder eine Kombination
aus beidem dafur verantwortlich sein. Mit einer Kontrollgruppe wird diese
natirliche Exposition bertcksichtigt, so dass eine klarere Interpretation der
serologischen Ergebnisse mdglich ist. Die Mdoglichkeit der Plazeboimpfung
wurde wegen des Nutzens fur die Teilnehmer durch eine Tollwutimpfung
verworfen. Weitere Grunde fir eine Immunisierung gegen Tollwut sind die gute
Toleranz und die Effektivitat des Impfproteins. Obwohl sie haufig mit milden,
vorubergehenden lokalen Reaktionen assoziiert sind, werden alle zugelassenen
Tollwutimpfstoffe als sicher und gut vertraglich angesehen. Der registrierte und
in Gabun empfohlene Tollwutimpfstoff Verorab® wurde als Kontrollimpfstoff
ausgewahlt. Nach der Entblindung wurde allen Teilnehmern, die der GMZ2-
Gruppe zugeteilt waren, ebenfalls eine Immunisierung gegen Tollwut

angeboten.
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4.1 Sicherheit der Impfung; klinische Beobachtungen

Primares Ziel dieser Studie war es, die Sicherheit von GMZ2 in einer
Personengruppe, die dem Malariaparasiten ausgesetzt ist, zu beurteilen. Durch
die vorherige Exposition gegentber den Impfantigenen war es wichtig zu
untersuchen, ob bei den afrikanischen Studienteilnehmern die bestehende
Immunantwort gegen das Impfantigen verstarkt wird und wenn ja, ob diese
Verstarkung zu unerwinschten Wirkungen fuhrt. Im Gegensatz zu der
Vorlauferstudie in Tubingen, kam es in Gabun zu keinen unerwinschten
Ereignissen dritten Grades. Die Teilnehmer klagten jedoch haufig Uber lokale
Nebenwirkungen, wie Schwellung, Rétung und Schmerz. Diese lokalen
Reaktionen waren bereits in einer Studie in Burkina Faso mit MSP3 als
Komponente des an Kinder verabreichten Impfstoffes zu beobachten gewesen
(Sirima, Tiono et al. 2009) und sind typisch fur adjuvantierte Proteinimpfstoffe.
In unserer Studie der Phase Ib wurde GMZ2, wie auch schon in der Tibinger
Studie, subkutan verabreicht. Bei dieser Applikationsform ist durch die
Depotbildung im empfindlichen Unterhautfettgewebe allgemein mit mehr lokalen
Reaktionen zu rechnen als bei der Applikation in den Muskel. Andere Studien
beschreiben ebenfalls hohe lokale Nebenwirkungen bei subkutaner Injektion
(Lusingu, Gesase et al. 2009). In den nachfolgenden Studien bei Kindern in
Gabun (Belard, Issifou et al. 2011) und einer im Moment noch laufenden
multizentrischen Phase-II-Studie (Pan African Clinical Trials Registry,
Studiennummer PACTR2010060002033537) wurde GMZ2 intramuskular

injiziert und damit die lokale Vertraglichkeit verbessert.

Alle schwerwiegenden unerwiinschten Ereignisse, die im Verlauf der Studie
auftraten, waren nicht mit der Impfung in Verbindung zu bringen. Zunéachst
wurde zwar eine neu aufgetretene Eosinophilie eines Studienteilnehmers als
mogliche Impffolge in Erwégung gezogen. Allerdings wurde bei diesem
Probanden wéahrend der daraufhin folgenden, umfassenden Diagnostik eine
persistierende Infektion mit Loa Loa gefunden, welche die Vermehrung der
eosinophilen Granulozyten erklart. Damit ist die Eosinophilie als Impffolge

unwahrscheinlich.
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Im Verlauf der Studie wurden insgesamt sieben Malariaepisoden beobachtet.
Es waren sechs Studienteilnehmer betroffen, die gleichmaRig in den beiden
Gruppen verteilt waren. Die Tatsache, dass Malariaepisoden genauso haufig in
der Impfgruppe wie in der Kontrollgruppe auftraten, spricht nicht fur ein
Versagen der GMZ2-Impfung. Ziel dieser erythrozytaren Impfung ist ja keine
sterile Immunitat wie bei den praerythrozytaren Impfstoffen sondern eine
Abschwéchung der Infektion.

Alle unsere Studienteilnehmer haben durch haufige Malariainfektionen schon
ihre nattrliche Semiimmunitéat erworben. Genau dieser Zustand soll durch die
Impfung bei Kindern erreicht werden. Ziel ist die Entwicklung einer
Semiimmunitat ohne das haufige Durchleben einer Malaria mit all den
moglichen Risiken. Diese sogenannte nicht-sterile Immunitat bezeichnet den
Zustand, dass der Erreger nicht eliminiert wird, aber neutralisierende Antikrper
seine Wirkung abschwachen. Somit besteht zwar kein Schutz vor einer
Malariainfektion, aber die oft lebensgefahrlichen Komplikationen werden
verhindert. Eine Infektion mit leichtem Verlauf oder eine asymptomatische
Infektion ist weiter mdglich und wird durch die Impfung nicht verhindert
(Theisen, Soe et al. 2004).

4.2 Immunogenitat - Humorale Immunantwort

Das Verstandnis der erworbenen Immunitat gegenidber Malaria ist noch sehr
lickenhaft und mdglicherweise von sehr vielen zum Teil noch unbekannten
Faktoren abhangig. Es gibt gute Hinweise, dass die natirliche Semiimmunitat
vor allem durch Immunglobuline vermittelt wird (Bull and Marsh 2002). Es wird
postuliert, dass Antikérper durch die Bindung an Erregerstrukturen direkt die
Funktion dieser Proteine neutralisieren. Eine weitere Fahigkeit der Antikorper ist
das Markieren von Erregern, so dass Zellen des angeborenen Immunsystems
uber bestimmte Rezeptoren die markierten Erreger erkennen kénnen. Durch die
neutralisierenden Antikorper gegen Toxine des Parasiten steigt die Toleranz

gegenuber dem Erreger (Naik, Branch et al. 2000).
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Die Prasenz von Plasmodium-spezifischen Immunglobulinen im Blut spricht fir
eine entwickelte klinische Immunitat. Zur Beurteilung des Impferfolges
bestimmten wir deshalb vor und nach den Impfungen die H6he der
Immunglobulinkonzentration. Da alle geimpften Personen in einem
Malariaendemiegebiet leben, ist es zu erwarten, dass schon vor der ersten
Impfung bei den Studienteilnehmern ein gewisser Basistiter der Antikdrper
gegen die Impfantigene vorhanden war (Dal-Bianco, Koster et al. 2007). Dies
stellt einen bedeutenden Unterschied zu der Vorlauferstudie in Tubingen dar,
bei der die Probanden noch nie in Kontakt mit P. falciparum waren und somit
vor Beginn der Studie keine Antikérper gegen die Impfantigene aufwiesen
(Esen, Kremsner et al. 2009).

Die Antikdrperkonzentration befand sich nach der Randomisierung wie erwartet

in beiden Gruppen im gleichen Grof3enbereich.

Wahrend die IgG-Konzentration gegen das GMZ2-Antigen im geometrischen
Mittel in der Verumgruppe anstieg, konnte in der Kontroligruppe kein
signifikanter Anstieg der Antikorper beobachtet werden. In der Kontrollgruppe
war in der Messung nach der zweiten Impfung (Tag 56) sogar ein Ruckgang der
GMZz2-spezifischen Antikdrper zu verzeichnen. Als mdgliche Ursachen kann
uber eine verminderte Exposition der Studienteilnehmer gegeniber dem
Parasiten, z.B. durch die engmaschigen Kontrollen, in der Zeit vor der Messung
nachgedacht werden. Dies wirde den Anstieg in der Impfgruppe umso
bedeutender erscheinen lassen, da auch die Probanden dieser Gruppe weniger
exponiert gewesen waren.

Allerdings wurde ein signifikanter Rickgang der Antikdrper nur an einem Tag
bei nur einem Antigen gemessen. Somit scheint ein ebenso mdglicher

Zusammenhang mit der Tollwut-Impfung unwahrscheinlich.

Auch im geometrischen Mittelwert der Antikdrperkonzentration gegen das
GLURP-Antigen in der Verumgruppe zeigte sich eine Zunahme im Vergleich
zum Ausgangstiter. Dies bestatigt die Vermutung, dass die GMZ2-Vakzination
zu einer Erhohung der schon vorhandenen Antikdrper gegen das GMZ2- und
das GLURP-Antigen fuhrt. Trotz der hohen Hintergrundaktivitat durch die bei

50



Diskussion

der exponierten Bevolkerung bereits vorhandenen Antikdrper gegen
P. falciparum-Antigene konnte der Anstieg der Antikérper deutlich gemessen

werden.

Ein signifikanter Anstieg im geometrischen Mittelwert des Anti-MSP3-IgGs
wurde nicht festgestellt. Die Kovarianzanalyse veranschaulicht dagegen, dass
zwischen den beiden Gruppen durchaus ein signifikanter, wenn auch nur
geringer Unterschied in der Hohe der nach den Impfungen gemessenen IgG-
Konzentrationen jeweils im Vergleich zu den IgG-Konzentrationen vor der
ersten Impfung besteht.

Der fehlende bzw. nur gering ausgepragte Anstieg der MSP-spezifischen
Antikorper steht im Gegensatz zu der Studie der Phase la in Tubingen. Hier
konnte im Serum der Studienteilnehmer, die noch nie mit Malaria in Kontakt
gekommen waren, ein Anstieg der MSP3-Konzentration gemessen werden.
Dieser war allerdings auch hier deutlich geringer ausgefallen als der Anstieg der
Antikorper gegen GLURP oder GMZ2 (Esen, Kremsner et al. 2009).

Auch in anderen Studien wird ein deutlicher Anstieg der MSP3-spezifischen
Antikorper bei nicht malaria-exponierten Teilnehmern beschrieben (Audran,
Cachat et al. 2005). Bei semiimmunen Erwachsenen wurde dagegen bereits in
anderen Studien eine geringere Zunahme der MSP3-spezifischen Antikorper im
Vergleich zu den GLURP-spezifischen Antikorpern festgestellt (Nebie, Diarra et
al. 2008). Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass MSP3 bei Kindern, die noch
keine Semiimmunitat entwickeln konnten, eine &hnliche immunologische
Wirkung auslést wie bei den Malaria-naiven Europaern.

Als anderer mdglicher Grund fur den fehlenden Anstieg der MSP3-spezifischen
Antikérper kame auch ein schlechteres Ansprechen auf den verwendeten
Assay in Frage. Es ist moglich, dass das MSP3-Antigen weniger gut an die
Platte bindet oder die Blockier-, Wasch- und Binde-Bedingungen, die fir alle
Antigene gleich verwendet wurden, nicht optimal auf die Bindecharakteriska von
MSP3 abgestimmt waren. Die Coating-Konzentration von 1 pg/ml war fur MSP3
bereits doppelt so hoch wie fur GLURP und GMZ2 mit jeweils 0,5 pg/ml.

AulRerdem erfolgte die Expression des in den immunologischen Tests
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verwendeten MSP3-Antigens in E. coli und unterscheidet sich somit von der im
GMZ2-Impfstoff enthaltenen MSP3-Komponente.

Nach einem Jahr konnte bei keinem Antigen ein Unterschied in der Hohe der
Antikérper-Antwort zu der Kontrollgruppe mehr festgestellt werden. Eine
mogliche Impfung misste somit jahrlich verabreicht werden. Hier stellt sich die
die Frage, bis zu welchem Alter eine solche Impfung regelmafdig durchgefthrt
werden muss, um die natirliche Semiimmunitét zu erreichen.

Alternativ sollte der Effekt einer vierten Impfung (Boosterimpfung) untersucht

werden, mit dem Ziel, eine langer andauernde Immunitat zu erreichen.

4.2.1 IgG - Subklassen

Als entscheidend fur die Wirkung der Immunglobuline im ADCI-Assay zeigte
sich die Verteilung der Isotypen der Antikdrper (Bouharoun-Tayoun, Attanath et
al. 1990; Aribot, Rogier et al. 1996). Die Subtypen IgG1 und IgG3 induzieren
zusatzlich zur direkten Eliminierung der Toxine durch die Antikbrper auch eine
Monozyten-vermittelte Eliminierung des Parasiten, was die Wirkung gegen die
Infektion  verstarkt. Sie aktivieren Monozyten zur Sekretion des
Tumornekrosefaktors  (TNF) und anderer  Substanzen, die das
Parasitenwachstum hemmen (Bouharoun-Tayoun, Oeuvray et al. 1995). Daten
einer in Ghana durchgefiuhrten Studie lassen auf die Wichtigkeit der Antikorper-
vermittelten zellularen Inhibition fur eine GLURP-spezifische protektive
Immunitat schlieBen. Hohe Spiegel der zytophilen Antikdrper korrelieren dabei
mit einem Schutz vor klinischer Malaria (Dodoo, Theisen et al. 2000).

Die 1gG-Subklassen wurden zu Beginn der Studie (an Tag 0) und einen Monat
nach Beendigung der Impfungen (an Tag 84) analysiert. Auch hier konnten
wieder grol3e interindividuelle Unterschiede in der Hohe der Anfangstiter
beobachtet werden. In der GMZ2-Gruppe, nicht aber in der Tollwut-Gruppe
wurde ein signifikanter Anstieg der zytophilen Subklasse IgGl gegen die
Antigene GMZ2 und GLURP gemessen. Unsere Ergebnisse bestatigen die in

der Literatur in verschiedenen Studien beschriebene Erhéhung der zytophilen
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Antikorper gegen eine der beiden Impfstoffkomponente (Oeuvray, Bouharoun-
Tayoun et al. 1994; Theisen, Soe et al. 1998).

Ein Anstieg der zytophilen Antikdrper ist erwiinscht, da diese die Fahigkeit zur
Antikorper-abhangigen zellularen Hemmung (ADCI) besitzen. Sie agieren so
zusammen mit den mononukledren Blutzellen, was die Wirkung gegen die
Infektion verstarkt.

Wie bei der in Tubingen durchgefuhrten Studie der Phase la war der Anstieg
v.a. des IgG1l gegen die Impfantigene zu erkennen (Esen, Kremsner et al.
2009). Die Konzentrationen von IgG3 stiegen in der afrikanischen Population
nicht signifikant an. Bei Betrachtung des Unterschieds zwischen den beiden
Gruppen in der Kovarianzanalyse zeigte sich jedoch auch bei der in Lambaréné
durchgefuhrten Studie ein deutlicher und signifikanter Unterschied der GMZ2-
und GLURP-spezifischen 1gG1l- wie auch der IgG3-Konzentrationen im
Vergleich zur Kontrollgruppe.

Bei den nicht-zytophilen I1gG2-Antikérpern war in der Kovarianzanalyse
ebenfalls ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen zu erkennen, jedoch
war dieser deutlich weniger ausgepragt als bei den zytophilen Subklassen.

Die Konzentrationen der IgG4-Antikorper waren bei fast allen Probanden sehr
niedrig, so dass hier keine aussagekraftige Analyse durchgefihrt werden
konnte. Es ist zu Uberlegen, ob das Protokoll fiir den IgG4-ELISA in zukinftigen
Studien modifiziert werden kann. Allerdings wurde auch in anderen Studien
sehr niedrige Konzentrationen bzw. fehlende IgG4-Antikorper beschrieben
(Sirima, Nebie et al. 2007). Da die nicht-zytophilen 1gG-Subklassen mit den
zytophilen 1gG-Subklassen um dieselben Antigen-Bindungsstelle konkurrieren
und damit die Kontrolle der Parasitenvermehrung via ADCI herabsetzen, kann
das Fehlen der nicht-zytophilen Antikérper auch als durchaus positives Zeichen
gewertet werden (Bouharoun-Tayoun, Oeuvray et al. 1995).

Gegen das MSP3-Antigen konnten wir keine Konzentrationserhéhung der
zytophilen Antikorper messen. Da andere Studien MSP3 als wichtigen Induktor
der Antikorper-vermittelten zellularen Reaktion identifiziert haben, ware es

wichtig in der weiteren Entwicklung von GMZ2 darauf zu achten, dass eine
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starkere Immunantwort gegen MSP3 erreicht wird (Oeuvray, Bouharoun-
Tayoun et al. 1994).

4.3 Limitationen der Arbeit

Da in dieser frihen Studienphase das Hauptaugenmerk auf die Sicherheit
dieses potentiellen Impfstoffes gelenkt wurde, nahm nur eine recht kleine
Anzahl von 40 Probanden an der Studie teil. Eine solche Grol3enordnung
entspricht der 0Ublichen Personenzahl in Phase-I-Studien und ist fur die
Beurteilung der Sicherheit und Vertraglichkeit sinnvoll. Fir eine solide Aussage
uber die Immunogenitat von GMZ2 wére jedoch eine gréRere Teilnehmerzahl
wunschenswert und notig. Dies wird auch in den weiteren Phasen der Studie
geschehen. Dennoch kann auch mit dieser Zahl schon eine erste Einschatzung
bezlglich des immunologischen Effekts getroffen werden, worauf weitere

Studien aufbauen kénnen.

Ein weiterer Punkt ist, dass ausschlie3lich Manner beteiligt waren, womit die
Gruppe nicht reprasentativ fur die Bevdlkerung ist. Da in Gabun eine hohe
Geburtenrate herrscht und bei Frauen in gebarfahigem Alter das Risiko einer
nicht bekannten Schwangerschaft sehr grof3 ist, wurde aus Sicherheitsgriinden
in dieser Anfangsphase der Impfstoff nur an erwachsenen Mannern getestet.
Nachdem in dieser Phase der Studie der Impfstoff-Kandidat jedoch ohnehin
noch nicht an der eigentlichen Zielpopulation, namlich Kleinkindern, getestet
wurde, kann man davon ausgehen, dass das Fehlen weiblicher

Studienteilnehmer nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Die Studienteilnehmer lebten alle schon seit Jahrzehnten in einem
Malariaendemiegebiet und haben daher bereits die erwinschte klinische
Immunitat entwickelt. Sie sind somit nicht die eigentliche Zielpopulation der
Impfung. Die Impfung wurde fir Kleinkinder entwickelt. Sie sollen mit Hilfe des
Impfstoffes frih eine klinische Immunitat ahnlich der natirlichen Semiimmunitat
erlangen, die ohne wiederholte, potentiell lebensbedrohliche Malariainfektionen
erreicht werden kann. Allerdings wére es in dieser frihen Phase nicht
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gerechtfertigt, das Vakzin an kleinen Kindern zu testen, da der neue Impfstoff
zum ersten Mal an in Afrika lebenden Personen verabreicht wurde.

Die Impfung der eigentlichen Zielpopulation, Kindern im Alter von unter funf
Jahren, wurde in Folgestudien nach weitgehendem Ausschluss von
Sicherheitsbedenken untersucht.

Ziel ist es, die Impfung in die bereits bestehenden Impfschemata der
betroffenen Lander zu integrieren. Deshalb wurde der Impfabstand von jeweils
vier Wochen gewahlt. Jedoch wurde schon nach einem Jahr kein Unterschied
mehr festgestellt in der Hohe der impfspezifischen Antikérper zwischen der
GMZ2- und der Kontrollgruppe. Somit musste die Impfung jahrlich zumindest
aufgefrischt werden. Die praktische Durchfiihrung wiirde die Moéglichkeiten der
lokalen Gesundheitssysteme in den betroffenen Landern vor grofl3e Probleme
stellen.

Die geimpften Kinder leben aber weiter in einem holoendemischen Gebiet und
sind von vielen Infektionen betroffen, die durch die Impfung hoffentlich sehr
milde verlaufen. Dadurch hat ihr Immunsystem die Mdoglichkeit die
Semiimmunitat auszubilden. Somit wére es durchaus moglich, dass eine
Impfung nicht Uber viele Jahre aufgefrischt werden muss, was die Praktikabilitat

sehr erleichtern wiirde.

Im Unterschied zur Tollwutimpfung wurde die GMZ2-Impfung nicht
intramuskulér sondern subkutan verabreicht. Somit bestand die Gefahr einer
frhzeitigen Entblindung. Durch die strikte Abtrennung des Teils des
Studienteams, das die Impfung vorbereiteten und verabreichten, konnte die
Verblindung jedoch aufrechterhalten werden.

Die Frage der Effizienz der Impfung wurde hier nur mit Hilfe der Zunahme der
spezifischen Antikorper beantwortet. Die Bedeutung der humoralen
Immunantwort ist seit langem bekannt, so dass die Antikdrpererhéhung als
Marker fur eine Immunitat herangezogen wird. Inwieweit die vorhandenen
Antikérper dann auch tatsachlich zu einem Schutz vor schwerer Malaria fihren

wird kontrovers diskutiert (Good and Doolan 1999; Crompton, Pierce et al.
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2010). Dies kann erst beantwortet werden, wenn die Impfung an eine recht
grol3e Zahl exponierter Kinder verabreicht wurde und ein Rickgang der
schweren Malariaepisoden zu beobachten ist.

Allerdings konnte vor kurzem schon in vitro gezeigt werden, dass die durch die
Impfung mit GMZ2 gebildeten Antikdrper funktionell aktiv sind, unabhangig von
einer vorherigen Exposition der Geimpften gegeniuber dem Malaria-Parasiten
(Jepsen, Jogdand et al. 2013).

Die vorliegende Arbeit geht nicht auf die Bedeutung des zellularen
Immunsystems und die Ausbildung einer zellularen Immunitat ein. Die
Freisetzung von verschiedenen Mediatoren spielt fur die Ausbildung der
klinischen Immunitat gegeniiber Malaria jedoch eine bedeutende Rolle (Doolan,
Sedegah et al. 1996). In anderen und weiterfihrenden Studien wird dies weiter

untersucht werden.

4.4 Fazit und Ausblick

Mit dieser Studie konnte die Sicherheit und Immunogenitat von GMZ2 bestétigt
werden. Da keine Sicherheitsbedenken bestehen und Hinweise auf die
immunologische Wirksamkeit des Impfstoffs vorhanden sind, kann die Studie in
weitere Phasen gehen. Eine Studie mit afrikanischen Kindern, die mit GMZ2
geimpft wurden, fand in Lambaréné vor kurzem ihr Ende (Belard, Issifou et al.
2011). In Kirze werden Ergebnisse einer multizentrischen Phase-II-Studie
erwartet. Hier wird die Wirksamkeit, die Sicherheit und die Immunogenitét von
GMZ2 bei 1840 Kindern im Alter von 12 bis 60 Monaten untersucht. Ob es
GMZ2 schafft, als Impfstoff anerkannt zu werden, wird sich im Verlauf der

nachsten Jahre in zahlreichen weiterfihrenden Studien zeigen.
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5 Zusammenfassung

Malaria bleibt eines der grof3ten Gesundheitsprobleme der Lander sudlich der
Sahara. Die Inzidenz wird auf 216 Millionen klinischer Félle mit bis zu 655000
Todesfallen pro Jahr geschatzt. Ein wirkungsvoller Malariaimpfstoff wird als
hoffnungsvolles Mittel im Kampf gegen die Krankheit angesehen. Jedes
Stadium des Plasmodium falciparum-Lebenszyklus stellt einen Ansatzpunkt fur
einen Impfstoff dar. Ein Impfstoff, der im praerythrozytaren Stadium ansetzt,
sollte Antikérper und Effektor-T-Zellen gegen Sporozoiten produzieren.
Impfstoffe gegen sexuelle Stadien des Parasiten sollen die Ubertragung auf den
Vektor verhindern. Eine Vakzine, die im erythrozytaren Stadium ansetzt, zielt
auf die Induktion einer Immunitat, die die Parasitdmie kontrolliert und somit vor
schweren Komplikationen mit oft tédlichem Ausgang schiitzt. Das Hybridprotein
GMZ2 ist ein rekombinanter Impfstoffkandidat des erythrozytaren Stadiums,
zusammengesetzt aus konservierten Fragmenten von zwei Proteinen des
Malariaparasiten P. falciparum, dem Glutamat Rich Protein (GLURP) und dem
Merozoite Surface Protein 3 (MSP3). Die beiden Regionen GLURP,5500 und
MSP3,12.3s2 wurden gekoppelt und als rekombinantes Fusionsprotein im
Expressionssystem Lactococcus lactis produziert. Das Fusionsprotein ist
immunogener als die Einzelkomponenten und zeigte partielle Wirksamkeit in
einem Tiermodell. Zur Beurteilung der Sicherheit und Immunogenitat von GMZ2
wurde eine Studie der Phase la in Tubingen und eine der Phase Ib in Gabun
gestartet. In der dosisfindenden Studie in Tubingen wurde den Probanden
10 pg, 30 pg oder 100 pug GMZ2 an den Tagen 0, 28 und 56 gegeben. In der
anschlielenden randomisierten doppelblinden Studie in Gabun erhielten 40
mannliche Probanden entweder 100 pug des GMZ2-Impfstoffes oder den
Tollwut-Impfstoff Verorab®. Im Rahmen der Studie wurden Sicherheit und
Immunogenitat untersucht. Die Hohe der Impfstoff-spezifischen Immunglobuline
wurde mittels ELISA bestimmt. Zuséatzlich wurden die IgG-Isotypen IgG1, 19G2,
IgG3 und 1gG4 gemessen, um die Qualitdt der Immunantwort zu analysieren.
Sowohl der Tollwut- als auch der GMZ2- Impfstoff wurden gut vertragen. Es

kam zu keinem unerwiinschten Ereignis vom Schweregrad Ill. Die
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aufgetretenen schwerwiegenden unerwiinschten Ereignisse waren nicht mit der
Impfung in Verbindung zu bringen. Im Gegensatz zu den deutschen
Studienteilnehmern wiesen die Probanden in Gabun durch ihre Exposition
gegenuber P. falciparum schon vor der ersten Impfung Impfstoff-spezifische
Antikérper auf. Trotzdem konnte eine Erh6hung der Konzentrationen der
GMZ2- und GLURP-spezifischen Antikérper nach den Impfungen gemessen
werden. Des Weiteren zeigte sich in der GMZ2-Gruppe ein Anstieg des
zytophilen Antikérper 1gG1l gegen das GLURP- und das GMZ2-Antigen.
Insgesamt kann GMZ2 als sicher und immunogen bezeichnet werden. Die
Impfung stellt einen vielversprechenden Ansatz in der Bekampfung der Malaria
dar. Weitere Studien mit einer gré3eren Anzahl von Probanden sollen weitere

Aufschlusse bringen.
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